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WSKAZÓWKI DLA AUTORÓW

Kwartalnik „Postępy Biochemii” publikuje artykuły monograficzne omawiające 
wąskie tematy oraz artykuły przeglądowe referujące szersze zagadnienia z biochemii 
i nauk pokrewnych. Artykuły pierwszego typu winny obejmować syntetyczny prze­
gląd postępu wiedzy w  omawianej dziedzinie opracowany na podstawie piśmien­
nictwa z kilku ostatnich lat, a artykuły drugiego typu jedynie piśmiennictwo z ostat­
niego roku lub dwu lat. Kwartalnik publikuje także krótkie noty informujące o no­
wych i ważniejszych osiągnięciach biochemii. Przekazanie artykułu do Redakcji jest 
równoznaczne z oświadczeniem, że nadesłana praca nie była i nie będzie publikowa­
na w  innym czasopiśmie, jeżeli zostanie ogłoszona w  „Postępach Biochemii”. Autorzy 
artykułu odpowiadają za prawidłowość i ścisłość podanych informacji. Autorów obo­
wiązuje korekta autorska. Koszty zmian tekstu w korekcie (poza poprawieniem  
błędów drukarskich) ponoszą autorzy. Artykuły honoruje się według obowiązują­
cych stawek. Autorzy otrzymują bezpłatnie 25 odbitek swego artykułu; zamówienia 
na dodatkowe odbitki (płatne) należy zgłosić pisemnie odsyłając pracę po ko­
rekcie autorskiej.

Redakcja prosi autorów o przestrzeganie następujących wskazówek:
Forma maszynopisu: maszynopis pracy i wszelkie załączniki należy nadsyłać 

w dwu egzemplarzach. Maszynopis powinien być napisany jednostronnie, z podwójną 
interlinią, z marginesem ok. 4 cm po lewej i ok. 1 cm po prawej stronie; nie może 
zawierać więcej niż 60 znaków w jednym wierszu nie więcej niż 30 wierszy na stronie 
zgodnie z Normą Polską.

Układ maszynopisu: strona okładkowa nienumerowana zawiera imiona i na- 
zwisko(a) autora(ów), adres(y) Zakładu(ów) w  języku polskim i angielskim, w  których 
pracują autorzy, adres pocztowy, na który autorzy życzą sobie otrzymywać kores­
pondencję, adres prywatny, telefon miejsca pracy, tytuł artykułu (w języku polskim 
i angielskim), oraz — w prawym dolnym rogu — liczbę stron, liczbę rycin, wzorów 
i tabel oraz skrót tytułu (nie więcej niż 25 znaków drukarskich).

Strona tytułowa (1) imiona (w pełnym brzmieniu) i nazwisko(a) autora(ów), tytuł 
pracy w  języku polskim i angielskim, rzeczowy spis treści w  języku polskim i angiel­
skim, tytuł naukowy autora(ów) i jego (ich) miejsce(a) pracy, wykaz skrótów stoso­
wanych w  pracy.

Strona 2 i następne obejmują tekst pracy do spisu piśmiennictwa włącznie, tabele, 
spis rycin, wzorów oraz tytuły i objaśnienia do rycin na stronach końcowych.

Dla przejrzystości tekstu obowiązuje podział artykułu na rozdziały i podrozdzia­
ły, których tytuły rzeczowo winny informować o przedstawianych treściach. Rze­
czowy spis treści publikujemy bezpośrednio po tytule pracy. Rozdziały numerujemy 
liczbami rzymskimi, a podrozdziały odpowiednią rzymską i arabską (np. 1-1.). Tytu­
łów podrozdziałów nie wydzielonych z tekstu nie trzeba numerować. W tekście nie 
należy stosować żadnych podkreśleń ani rozstrzelonego druku. Ewentualne sugestie 
autorskie co do charakteru czcionki drukarskiej należy zaznaczyć ołówkiem na 
marginesie maszynopisu. W przypadku umieszczenia w tekście liter alfabetu greckie­
go należy na marginesie wpisać ołówkiem ich fonetyczne brzmienie. Tabele i ryciny 
numerujemy cyframi arabskimi a wzory rzymskimi. W tekście nie należy umieszczać 
żadnych tablic, rycin czy wzorów, lecz w  żądanym miejscu pozostawić wolny wiersz 
i zaznaczyć: Tabela 1, Ryc. 1, Wzór I itp. Numerację wzoru w  tekście należy podawać 
po nazwie związku np. kwas glutaminowy (I).

Redakcja prosi autorów o zwrócenie szczególnej uwagi na poprawność językową 
tekstu a także na ścisłość i jasność sformułowań, unikanie gwary laboratoryjnej oraz
o niewprowadzanie do tekstu tworzonych doraźnie skrótów, nawet jeśli niektóre 
z nich bywają używane w  pracach obcojęzycznych.
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P o s tę p y  B io c h em ., 26, 257, 1980

PROFESOR DR IRENA MOCHNACKA 
1905-1979

Dnia 1 listopada 1979 roku zm arła 
w W arszawie Prof. dr Irena Moch- 
nacka, wieloletni K ierow nik Zakładu 
Biochemii Akadem ii Medycznej, czło­
wiek dużej woli i ogromnej pracowi­
tości. Prof. M ochnacka była uczen­
nicą Jakuba Parnasa, pod którego 
kierownictw em  rozpoczęła pracę do­
świadczalną w rodzinnym  Lwowie. 
Następnie działalność naukową i dy­
daktyczną kontynuow ała we W rocła­
wiu i W arszawie. Pod Jej kierunkiem  
wykonano i ogłoszono drukiem  200 
prac eksperym entalnych. Była pro­
m otorem  18 przewodów doktorskich 
oraz opiekunem  6-ciu przewodów ha­
bilitacyjnych.

Podczas 22-letniej pracy w W arszawskiej Akadem ii Medycznej prze­
kazywała profesor Mochnacka wiedzę biochemiczną ponad 10-cio ty ­
sięcznej rzeszy studentów. W uznaniu zasług otrzym ała ty tu ł honorowy 
„Zasłużony Nauczyciel P.R .L.” . Była odznaczona: „Krzyżem  K aw aler­
skim O rderu Odrodzenia Polski”, „Odznaką 1000-lecia Państw a Polskie­
go” , oraz „Odznaką za W zorową Pracę w Służbie Zdrow ia”.

Oprócz wym agającej ogromnego tru d u  pracy naukowo-badawczej, dy­
daktycznej i wychowawczej w Uczelni, z zaangażowaniem i praw dziw ym  
oddaniem zajm owała się Profesor Mochnacka redakcją czasopisma Acta 
Biochimica Polonica. Była członkiem założycielem Polskiego Towarzystwa 
Biochemicznego. W uznaniu w ybitnych zasług dla rozwoju polskiej bio­
chemii Polskie Towarzystwo Biochemiczne nadało Jej godność członka 
honorowego.

Profesor Mochnacka żyła 74 lat. Skromność, um iar i poczucie obowiąz­
ku nie opuszczały Jej nigdy. Pozostanie w pracach naszych anonimowy 
w kład Jej wiedzy, życzliwej rady  i krytyki, a w sercach pamięć o Niej.

o p r a c o w a ła :  T . S z y m c z y k
POLSKIE TOWARZYSTWO BIOCHEMICZNE
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P o s tę p y  B lo c h e m .,  26, 259—264, 1980

W. OSTROWSKI

Molekularne właściwości czynnika przeciwanemicznego

w 50-lecie rozpoczęcia badań

Anem ia złośliwa jest schorzeniem  chronicznym  m anifestującym  się 
anemią m egaloblastyczną oraz zaburzeniam i neurologicznymi. Jakkol­
wiek znane od przeszło 100 lat schorzenie to uważano jako nieuleczalne 
do roku 1926, kiedy to G. R. M in  o t  i W. P. M u r p h y  (1) uzyskali 
znaczną rem isję choroby po podawaniu chorem u dużych ilości w ątroby 
zwierzęcej. Jednak bardziej racjonalne podejście do w yjaśnienia m echa­
nizmu i sposobu leczenia anemii złośliwej datuje się od 1929 roku, kiedy 
to W. B. C a s t l e  (2) stw ierdził, że anem ia złośliwa ma związek z b ra­
kiem sekrecji żołądkowej, czyli achylią. System atyczne studia w tym  kie­
runku  naprow adziły Castle’a na koncepcję, że w soku żołądkowym istnie­
je substancja, tzw. czynnik w ew nętrzny (intrinsic factor), k tóra aktyw uje 
czynnik dietetyczny obecny m.in. w wątrobie, czyli czynnik zew nętrzny 
(extrinsic factor) — dając aktyw ny czynnik przeciw anem iczny (3). Po­
wyższe obserwacje Castle’a, poczynione 50 lat tem u, wyzwoliły w licz­
nych laboratoriach intensyw ne badania, również i w naszym  kraju , które 
pod koniec lat 40-tych doprowadziły do wyizolowania czynnika zew nętrz­
nego charakteryzującego się działaniem  przeciwko anemii złośliwej i jego 
identyfikacji jako w itam iny B-12, w latach 60-tych zaś do oczyszczenia 
i poznania właściwości fizykochem icznych czynnika wew nętrznego obec­
nego w soku żołądkowym.

Witamina B-12 — czynnik zewnętrzny

W itaminę B-12 w postaci czerwono zabarwionych kryształów  wyizo­
lowano w 1948 r. równocześnie w dwóch laboratoriach: F o l k e r s a  
w M erck Research Laboratories, New Jersey  w USA (4) oraz S m i t h a  
w Glaxo Laboratories w Anglii (5). Poszukiw any czynnik izolowano z roz­
ta rte j w ątroby adsorbując go najpierw  najczęściej na aktyw owanym
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260 W. OSTROWSKI [2]

węglu a następnie wym ywano fenolem, pirydyną lub wodnym roztworem  
etanolu. E kstrat poddawano chrom atografii rozdzielczej i adsorbcyjnej na 
żelu krzem ianowym  lub na tlenku glinu i w  końcu w ym ywano butano­
lem, fenolem lub krezolem. W itam ina B-12 krystalizow ała z wodnych 
roztworów acetonu w postaci intensyw nie różowo zabarwionych regu­
larnych pryzm  zaw ierających znaczną ilość wody krystalizacyjnej.

Przez chemiczną degradację oraz za pomocą m etody ugięcia prom ie­
niowania rentgenowskiego (6) w 1955 r. ustalono s truk tu rę  w itam iny 
B-12, która m ając sum aryczny wzór: CesHggN^OiiPCo i ciężar cząstecz­
kowy, 1 355 okazała się cyjankiem  a-/5,6-dwum etylobenzim idazolylo/- 
kobamidu, czyli inaczej cyjanokobalam iną (Ryc. 1).

1-amino
-2-propa-

nol

Ryc. 1

Stosując różne m etody kwaśnej hydrolizy, z krystalicznej w itam iny B-12 
otrzym ano 5 różnych składników: grupę cyjankową, 5,6-dwum etyloben- 
zimidazol, fosforan a-rybazolu, D g-l-am ino-2-propanol oraz układ tzw. 
kobaltokorynowy. Fragm ent dwum etylobenzim idazolowy jest ustaw iony 
niem al prostopadle w stosunku do planarnej s tru k tu ry  układu m akro- 
pierścieniowego, a pierścień furanozowy a-rybazolu  leży praw ie równo­
legle w stosunku do części kobaltokorynowej. Atom kobaltu, na trzecim  
stopniu utlenienia, znajduje się centralnie w pierścieniu korynow ym  i łą­
czy się z nim  poprzez 6 wiązań koordynacyjnych.

W czasie wielu lat późniejszych badań okazało się, że w witam inie 
B-12 w miejsce grupy cyjankow ej mogą występować inne ugrupowania,

.g rupa cyjankowa

H2NCOCH2ęW2 

H2NCOCH.U

cm3
h3c  CW2CONW2

n h c o c h 2c m 2\  q M CH2CW2CONW2

-cw 2c h 2c o n w 2

pierścień kobaltokorynowy

5,6-dwumetylo-
benzimidazol

fosforan a -ry b a z o lu
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[3] WITAMINA B-12 261

jak  np.: H 20 , Cl, N 0 2, CNB, a w miejsce fragm entu  5,6-dwum etylobenzi- 
midazolowego może występować inny układ zaw ierający lub niezaw iera- 
jący azotu, jak  np.: adenina, guanina, GTP, 2-metyloloadenina, 2-metylo- 
m erkaptoadenina, 2-m etylohypoksantyna, 5-hydroksybenzim idazol, 5-me- 
tylobenzim idazol, benzimidazol, 6-metylobenzimidazol, naftyloim idazol 
p-krezol i fenol (7). Powyższe pochodne, wyizolowane ze zwierzęcych od­
chodów, osadów ściekowych i różnych drobnoustrojów  nie w ykazują na 
ogół aktyw ności hematologicznej cyjanokobalam iny, ale działają na nie­
które bakterie  i jako czynniki wzrostowe, można je oznaczać i izolować 
w czystym  stanie pod kontrolą testów  mikrobiologicznych. W badaniach 
nad izolowaniem pochodnych B-12 istotny wkład wniósł w Polsce Jerzy  
Pawełkiew icz wraz ze sw ym i współpracownikam i (8).

Największym  osiągnięciem w tym  zakresie było jednak wykrycie fo- 
toczułej pochodnej cyjanokobalam iny, zwanej koenzymem  B-12 oraz 
adenozylokobalam iną (5'-dezoksyadenozylo-kobalam ina) (9). 5'-Dezoksy- 
adenozyna przyłączona jest do atom u kobaltu w miejsce grupy cyjan­
kowej cyjanokobalam iny (Ryc. 2).

Ta form a w itam iny B-12 i niektóre jej pochodne są kofaktoram i enzy­
mów katalizujących izom eryzację g lutam inianu do (3-metyloasparaginianu, 
m etylom anolylo-CoA do bursztynianu-CoA , elim inację cząsteczki wody 
(dehydratazy) przy utlenianiu  dioli, amoniaku, przy utlenianiu etanolo- 
am iny oraz reduktazy rybonukleotydów. Znaleziono również inną światło­
czułą pochodną w itam iny B-12 — m etylokobalam inę, w której w miejsce 
adenozyny w ystępuje grupa metylowa. Koenzym CH3-B 12 aktyw uje syn- 
tetazę m etioninową zależną od B-12 (10).

Czynnik wewnętrzny (IF) i białka transportujące B-12

W organizmach wyższych zwierząt i ludzi istnieją swoiste m echaniz­
m y odpowiedzialne za absorpcję w itam iny B-12 z przewodu pokarm o­
wego oraz za jego transport do kom órek poszczególnych tkanek. W pierw ­

ow ow

Ryc. 2
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262 W. OSTROWSKI [4]

szym przypadku główną rolę pełni swoisty glikoproteid, nazw any przez 
Castle’a czynnikiem  w ew nętrznym , natom iast funkcję transportu jącą  
spełniają odpowiednie białka krw i i niektórych kom órek zwane transko- 
balam inam i (11).

Czynnik w ew nętrzny ze śluzówki ludzkiego żołądka jest glikoproteiną
o c.cz. ok. 60 000, zaw ierającym  kilkanaście procent cukrowców w postaci 
mannozy, galaktozy, fukozy, N-acetyloglukozam iny, galaktozam iny i kw a­
su N-acetyloneuram inowego (12). Jeden mg białka wiąże ok. 30 ng B-12, 
co odpowiada 1 mol w itam iny na 1 mol m onom eru białka: stała dysocjacji 
kom pleksu wynosi 1,5 X I0 -10 M. Cząsteczka czynnika w ew nętrznego po­
siada dwa aktyw ne centra: jedno wiążące w itam inę B-12, a drugie recep­
torowe, posiadające powinowactwo do kom órek epitelialnych m ikrokosm - 
ków jelita  grubego. Po w ytw orzeniu kom pleksu IF-B-12 w żołądku lub 
dwunastnicy, w ędruje on do jelita  grubego, gdzie receptory kom órek na­
błonkowych m ikrokosm ków przejm ują B-12 i przekazują go do krw io­
obiegu. C entrum  receptorow e wym aga do swej aktyw ności obojętnego 
pH oraz jonów wapnia.

W surowicy krw i ludzkiej w ystępuje szereg białek wiążących i tra n s­
portujących w itam inę B-12, które po raz pierwszy zostały w ykryte i częś­
ciowo scharakteryzow ane w Instytucie Biochemii Lekarskiej AM w K ra­
kowie w 1954 r. (13) i równocześnie przez P  i 11 n e y a i współpracowni­
ków w USA (14). Obecnie znane są cztery odrębne białka zwane transko- 
balam inam i, które charak teryzu ją  się różną zdolnością wiązania B-12, po­
chodzeniem, różną ruchliwością elektroforetyczną oraz ciężarem  cząstecz­
kowym (15). Transkobalam iny TC-I, TC-II i TC-III w ystępują w  surow icy 
w stosunku ok. 1:7:2. Czwarte białko, twz. transkobalam ina płodowa nor­
m alnie nie zawiera endogennego B-12, dopiero po dodaniu cyjanokobala- 
m iny in vitro  do surow icy obserw uje się dodatkową frakcję kom pleksu 
B-12-białko. W szystkie powyższe białka wiążące swoiście B-12 w suro­
wicy krw i są glikoproteidam i o masie 50—60 000 wiążącymi ok. 30 fig 
B-12 na mg białka.

Głównym białkiem  transportu jącym  w itam inę B-12 z krw i do kom órek 
jest transkobalam ina TC-II. Na podstawie licznych badań przeprow a­
dzonych z różnym i kom órkam i ustalono, że kompleks TC-II-B-12 n a j­
pierw  wiąże się na powierzchni m em brany kom órkowej skąd w itam ina 
jest przejm ow ana przez inne białko danej komórki. W ykazano, że takie 
czynniki jak  purom ycyna, aktynom ycyna D, 2,4-dwunitrofenol, cyjanek, 
jodoacetam id i ditiotreitol silnie ham ują hamowanie cyjanokobalam iny 
z kom pleksu do komórek. W kom órkach zachodzi adenozylacja oraz me- 
ty lacja w witam inie B-12, przez co staje się ona konezymem  aktyw nym  
w różnych reakcjach m etabolicznych, a tym  samym czynnikiem  przeciw- 
anemicznym.
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I. Wstęp

Wiele procesów kom órkowych zachodzi w zakresie m ikromolowych 
stężeń wapnia. W cytoplazmie kom órek m ięśniowych znajdujących się 
w stanie nieaktyw nym  (stan rozkurczu) stężenie jonów wapnia wynosi 
około 10-8— 10-7 M. Pod wpływem  odpowiedniego bodźca poziom tego ka­
tionu podnosi się do 10“ 6— 10-5 M, a kom órka osiąga stan ak tyw ny od­
powiadający skurczowi. W edług K r e t s i n g e r a  ( l ) w  podobny sposób 
zmienia się stężenie jonów wapnia w każdej komórce eukariotycznej. Ze­
brał on dane wskazujące na to, że w wielu kom órkach obserw uje się n i­
skie stężenie jonów wapnia (około 10“ 7 M) przed stym ulacją nerw ową lub 
horm onalną, a wysokie stężenie jonów wapnia (około 10-5 M) po stym u­
lacji. K retsinger uważa, że osiągnięcie stanu aktyw nego przez kom órkę 
polega w pierwszym  rzędzie na zwiększeniu stężenia jonów wapnia w cy­
toplazmie, które ak tyw ują następnie procesy komórkowe. W ostatnich 
latach stwierdzono, że akceptoram i wapnia, w przypadku procesów bio­
chemicznych, aktyw ow anych przez te jony w stężeniu 10-6— 10~5 M, są 
niskocząsteczkowe białka tworzące rodzinę, tzw. homologicznych białek 
specyficznie wiążących wapń. M ają one zbliżoną budowę, wiążą wapń 
z wysoką stałą powinowactwa i jak  się przypuszcza pochodzą od wspól­
nego przodka. Oprócz kalm oduliny — białka będącego przedm iotem  ni­
niejszego artyku łu  — można wśród nich wyróżnić parw album iny, białka
o nieznanej funkcji w ystępujące w cytoplazmie mięśni oraz troponi- 
nę C — jedno z białek kom pleksu regulującego cykl skurczowy mięśni 
poprzecznie prążkow anych kręgowców. (Budowa tych  białek była przed­
miotem artyku łu  opublikowanego w poprzednim  zeszycie Postępów Bio­
chemii).

Obecnie m am y coraz więcej dowodów na to, że istnieje ścisła współ­
zależność m iędzy działaniem  przekaźników  drugiego rzędu, tj. cAMP i jo­
nami wapnia (2). Stwierdzono mianowicie, że regulacja wielu procesów 
polega na fosforylacji białek przez dwa rodzaje kinaz: kinaz zależnych od 
cAMP (3) i kinaz zależnych od jonów wapnia. Dopiero połączone działa­
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nie obu rodzajów enzymów powoduje aktyw ację lub inhibicję niektórych 
szlaków metabolicznych. Ponadto, jony wapnia regulu ją  w niektórych 
tkankach poziom cAMP, co znów w skazuje na współzależność działania 
przekaźników drugiego rzędu. Obecnie wiadomo, że to kalm odulina po 
związaniu wapnia m oduluje szereg enzymów, głównie enzym y m eta­
bolizmu cyklicznych nukleotydów  i kinazy zależnie od jonów wapnia.

W artykule zebrano dane dotyczące występowania i właściwości kal- 
moduliny. Omówiono też znane do tej pory procesy regulowane przez 
zmiany stężenia jonów wapnia, w których bierze ona udział.

II. Odkrycie kalmoduliny

W 1970 roku niezależnie od siebie K a k i u c h i  i wsp. (4) oraz 
C h e u n g  (5, 6) wykazali, że nieoczyszczona fosfodwuesteraza cyklicz­
nych nukleotydów  z mózgu ma wysoką aktyw ność w obecności wapnia, 
a niską w nieobecności tego kationu. Po oczyszczeniu zaś enzym  w y­
kazywał niską aktyw ność niezależnie od stężenia jonów wapnia. A uto­
rzy ci wykazali, że spadek aktyw ności fosfodw uesterazy nie w ynika 
z denaturacji enzymu, gdyż dodanie zagotowanego hom ogenatu mózgu 
do nieaktyw nych preparatów  fosfodw uesterazy przyw racało jej ak tyw ­
ność i wrażliwość na jony wapnia. Następnie w ykazali oni, że w homo- 
genacie mózgu znajduje się term ostabilne białko odpowiedzialne za w y­
soką aktywność fosfodwuesterazy w obecności wapnia. Teo i Wang (7) 
stw ierdzili, że ma ono niski ciężar cząsteczkowy i że wiąże wapń z w y­
soką stałą powinowactwa. Początkowo nazwano je aktyw atorem  białko­
wym  fosfodwuesterazy (protein activator), potem  zaczęto stosować inne 
nazw y jak: białko m odulujące (modulator protein), zależny od wapnia 
regulator (calcium dependent regulator) lub białko regulatorow e wiążące 
w apń (calcium binding regulatory protein). Ostatnio C h e u n g ,  ze 
względu na wielofunkcyjne, zależne od stężenia jonów wapnia, działanie 
tego białka zaproponował nazwać je kalm oduliną (calmodulin) i nazwa 
ta  przyjęła się powszechnie.

O dkrywcy kalm oduliny stosowali do oczyszczenia fosfodwuesterazy 
roztw ory zawierające związki chelatujące wapń, w których stężenie jo­
nów wapnia wynosiło poniżej 10-8 M. W tych w arunkach aktyw ny kom ­
pleks enzymu ulegał rozpadowi, przy czym uw alniała się kalm odulina 
i białko zawierające centrum  aktyw ne fosfodwuesterazy. To tłum aczy 
u tra tę  aktywności enzym u w czasie jego oczyszczania.

Jeszcze w 1976 roku badania kalm oduliny prowadzono tylko w kilku 
laboratoriach na świecie. Obecnie niewiele jest laboratoriów , w których 
by się nią nie interesowano. Kalm odulina obudziła zrozumiałe zainte­
resowanie badaczy zajm ujących się wieloma dziedzinami fizjologii, fa r­
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makologii i biologii komórki, wyrazem  czego jest w zrastająca z roku na 
rok liczba prac na jej tem at. K ariera kalm oduliny przypom ina karierę 
cAMP...

III. Identyfikacja kalmoduliny

Oczyszczoną fosfodwuesterazę w ykorzystuje się do badania niezna­
nego m ateriału  pod kątem  obecności kalm oduliny. Polega to na oznacze­
niu aktyw acji fosfodw uesterazy pozbawionej endogennej kalm oduliny 
pod wpływem  badanego m ateriału . W ynik pozytyw ny, tj. aktyw acja 
enzym u w skazuje na obecność kalm oduliny oraz umożliwia oznaczenie 
jej zawartości (8). W doświadczeniach tych  w ykorzystuje się dwa fakty: 
jednakow ą zdolność do aktyw acji fosfodwuesterazy przez kalm oduliny 
niezależnie od ich pochodzenia (8— 12) oraz ich term ostabilność. Ta ostat­
nia cecha umożliwia identyfikację kalm oduliny w m ateriale zaw ierają­
cym endogenną fosfodwuesterazę. Zagotowanie roztw oru powoduje bo­
wiem denaturację endogennej fosfodwuesterazy, ale nie wpływa na zdol­
ność kalm oduliny do aktyw acji enzymu.

Drugą m etodą identyfikacji i w ydzielania kalm oduliny jest elektro­
foreza badanego m ateria łu  w żelu poliakryloam idowym  w obecności 
mocznika, w słabo alkalicznym  środowisku. W takich w arunkach, w nie­
obecności jonów wapnia, kalm odulina praktycznie oddysocjowuje od każ­
dego z białek, z którym  była związana in vivo  i m igruje w żelu szybciej 
niż one (13— 19); jedynie troponina C wykazuje podobne właściwości 
elektroforetyczne (13— 15).

Stosując elektroforezę na skalę preparatyw ną można wyizolować tro - 
poninę C i kalm odulinę, a następnie przeprowadzić ich dalszą identyfi­
kację. W obecności wapnia w w arunkach elektroforezy mocznikowej oba 
białka tw orzą z troponiną I kom pleksy o niejednakow ej ruchliwości, co 
pozwala na ich rozróżnienie. Troponinę C i kalm odulinę można ostatecz­
nie zidentyfikować badając zdolność do aktyw acji fosfodwuesterazy. 
Troponina C w przeciw ieństwie do kalm oduliny nie aktyw uje bowiem 
tego enzymu.

Przy  pomocy opisanych powyżej m etod wykazano obecność kalm odu­
liny w następujących tkankach i narządach kręgowców: w mózgu (4—6, 
8, 10, 13, 20—26), skórze (27), przysadce mózgowej (28), m ięśniach ser­
cowych (13, 26, 29, 30), szkieletowych (13) i gładkich (13, 29, 31), w p ły t­
kach krw i (8, 13, 18), ery trocytach  (8, 32— 36), w w ątrobie (8, 26), nerce 
(8, 26), nadnerczach (8, 37), trzustce (25), jądrach (8, 38), plem nikach (39), 
w siatkówce i soczewce oka (40) oraz w hodowlach fibroblastów  (41—43). 
K alm odulinę w ykryto ponadto w kom órkach bezkręgowców (9, 44—47), 
w kom órkach pierw otniaków  i śluzowców (48, 49) oraz w  komórkach 
roślin (50, 51).
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Najwięcej kalm oduliny, tj. ponad 2°/o w przeliczeniu na całkowitą 
ilość białka znaleziono w narządzie elektrycznym  węgorza elektryczne­
go (19). Spośród badanych tkanek  ssaków najw ięcej kalm oduliny w ystę­
puje w jądrach (0,4°/o wg 8) i w mózgu (około 0,2°/o wg 21).

Zastosowanie wyżej w ym ienionych m etod pozwoliło na stw ierdzenie, 
że białko uważane dotąd za troponinę C mięśni gładkich i kom órek nie- 
m ięśniowych kręgowców jest w rzeczywistości kalm oduliną. Porów naw ­
cze prace w naszym  (13), a następnie w innym  laboratorium  (52) ugrun­
tow ały tezę o tym , że kalm odulina w ystępuje we w szystkich kom órkach 
eukariontów , natom iast troponina C wyłącznie w m ięśniach szkieleto­
w ych i sercowych.

IV. Budowa i właściwości kalmoduliny

IV -1. Ciężar cząsteczkowy

K alm oduliny izolowane z różnych komórek kręgowców i bezkręgow­
ców m ają bardzo podobny lub identyczny ciężar cząsteczkowy wyno­
szący około 17 000 (13, 18, 22, 49), co wyznaczono za pomocą takich metod 
jak  ultraw irow anie lub elektroforeza w żelu poliakryloam idowym  w obec­
ności SDS. Masa cząsteczkowa kalm oduliny z mózgu wołu obliczona na 
podstaw ie sekwencji aminokwasowej wynosi 16 723 daltonów, co po­
tw ierdza wartości uzyskane innym i metodami. W szystkie dane wskazują, 
że kalm odulina, jak inne homologiczne białka wiążące wapń, składa się 
z pojedynczego łańcucha polipeptydowego. Jednak  jej ciężar cząstecz­
kowy wyznaczony m etodą sączenia na sitach m olekularnych wynosi od 
25 000 do 35 000 (11, 35, 44), co sugeruje obecność dim eru tego białka. 
Ze względu na brak cysteiny w cząsteczce, ew entualny dimer musi po­
wstać dzięki innym  wiązaniom niż wiązanie dwusiarczkowe.

IV-2. Struktura pierwszorzędowa

Dotychczas oznaczono skład am inokwasowy kalm oduliny izolowanej 
z wielu źródeł, takich jak  tkanki kręgowców (22, 25, 35, 37), jeżowca 
(46), dżdżownicy (47) i śluzowca Physarum  polycephalum  ( K u ź n i c -  
k i ,  S t ę p k o w s k i  i D r a b i k o w s k i ,  niepublikowane) i stw ier­
dzono, że skład ten jest tak i jak  skład am inokwasowy homologicznych 
białek wiążących wapń. Podobnie jak  inne białka tej grupy, kalm oduliny 
do tej pory zbadane nie zaw ierały tryp tofanu , zaw ierały wiele fenylo- 
alan iny  i niewiele tyrozyny (Tabela 1).
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Tabela 1
Skład aminokwasowy kalmoduliny izolowanej z mózgu wołu (56)

Aminokwasy Kod Liczba
jednoliterowy aminokwasów

Lizyna K 7
Histydyna H 1
Trójmetylolizyna X 1
Arginina R 6
Asparagina N 23
Kwas asparaginowy D
Treonina T 12
Seryna S 4
Glutamina Q 27
Kwas glutaminowy E
Prolina P 2
Glicyna G 11
Alanina A 11
Cysteina C 0
Walina V 7
Metionina M 9
Izoleucyna I 8
Leucyna L 9
Tyrozyna Y 2
Fenylanina F 8
Tryptofan W 0

Suma wszystkich aminokwasów 148

B rak tryptofanu, niska zawartość tyrozyny oraz wysoka zawartość 
fenyloalaniny spraw iają, że kalm oduliny m ają charakterystyczne w łaś­
ciwości spektralne. I tak, widmo absorbcji kalm odulin w zakresie u ltra ­
fioletu w ykazuje pasma absorbcji między 250 a 270 nm  (22, 35, 37, 53) 
charakterystyczne dla fenyloalaniny. W konsekwencji współczynnik mo­
lowy absorbcji przy 280 nm  jest niski (54), a widmo fluorescencji typowe 
dla fluorescencji tyrozyny (szczyt emisji w 305 nm przy wzbudzeniu 
w 280 nm) (17). Cząsteczkę kalm oduliny w yróżnia spośród innych białek 
wiążących wapń obecność jednej reszty  nietypowego aminokwasu, tró j- 
m etylolizyny (22, 55).

Ponad 30°/o aminokwasów kalm oduliny to kwas asparaginow y i kwas 
glutam inow y lub ich pochodne amidowe, a tylko 10°/o to lizyna i argini- 
na. Taki stosunek ilościowy aminokwasów kw aśnych i zasadowych po­
woduje, że kalm odulina ma niski punkt izoelektryczny wynoszący oko­
ło 4,0.

W ostatnich latach opublikowano pełną sekwencję aminokwasów w 
cząsteczce kalm oduliny z mózgu cielęcego (Tabela 2) (56), m acicy króli­
ka (57) i z jąder szczura (58). Różnice między nimi są zadziwiająco małe
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i dotyczą podstaw ienia grup karboksylowych resztam i amidowymi. Na 
przykład kalm odulina z jąder ma w pozycji 3, 42, 53, 111 i 143 reszty 
kwasu asparaginowego i glutaminowego, podczas gdy w białkach z mózgu 
i macicy pozycje te  zajm ują pochodne amidowe tych aminokwasów. Po­
dobnie, w kalm odulinie z macicy miejsca 24 i 97 zajm uje kwas asparagi­
nowy, a w kalm odulinie z mózgu asparagina. W ydaje się, że rozstrzyg­
nięcie czy rzeczywiście poszczególne kalm oduliny różnią się stopniem 
amidacji aminokwasów kwaśnych, biorąc pod uwagę znaczne trudności 
przy analizie pochodnych amidowych, będzie możliwe tylko w w yniku 
porównawczych badań przeprowadzonych w jednym  laboratorium .

IV-3. Struktura drugorzędowa

Kalm odulina, tak  jak  troponina C, składa się z czterech podobnych 
elem entów struk tu ra lnych  zwanych domenami. Każda z nich zbudowana 
jest z dwóch ram ion a-spirali oraz zaw artej między nimi pętli, w której 
znajdują się am inokwasy koordynacyjnie wiążące jon wapnia (por. Ta­
bela 2) (Ryc. 1).

Ryc. 1. Struktura drugorzędowa kalmoduliny izolowanej z mózgu wołu (59)

Związanie jonów wapnia usztyw nia stru k tu rę  domeny, natom iast dy- 
socjacja tych jonów rozluźnia całą struk tu rę . W związku z tym , podat­
ność kalm oduliny na proteolizę zmienia się w zależności od obecności 
jonów wapnia w cząsteczce. Po usunięciu jonów wapnia z kalm oduliny 
traw ienie trypsyną zachodzi szybko i prowadzi do powstania wielu frag­
m entów o niskim ciężarze cząsteczkowym (17, 60). W obecności jonów 
wapnia trypsyna traw i kalm odulinę wyłącznie w części łańcucha łączącej 
drugą i trzecią domenę (por. Tabela 2 i Ryc. 1), gdyż nie ma dostępu do 
znajdujących się w ew nątrz domeny innych potencjalnych miejsc tra ­
wienia, jakim i są wiązania lizyny lub argininy z innym i aminokwasami. 
Efektem  działania trypsyny na kalm odulinę zaw ierającą związany wapń

n/ '  łańcuch rozciągnięty

skręt odwrócony

s truktura  nieuporząd­
kowana
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[9] KALMODULINA 273

są więc głównie dwa fragm enty  oporne na dalsze traw ienie (17, 60).
W yrazem  zmian s tru k tu ry  drugorzędowej, zachodzących po usunię­

ciu w apnia jest również spadek zawartości a-spirali, co w ynika z pomia­
rów dichroizm u kołowego. Stosunek zawartości a-heliksu otrzym anej 
w obecności wapnia do wartości znajdowanej w nieobecności wapnia w y­
nosi około 1,3 (54, 61, 62).

W cząsteczce kalm oduliny izolowanej z mózgu wołu obie reszty ty ­
rozyny usytuow ane są w pętlach wiążących wapń. Usunięcie wapnia 
powoduje 2,5-krotne zmniejszenie intensywności fluorescencji tyrozyny, 
przy czym zmiany te są odwracalne (17, 61).

Podatność poszczególnych aminokwasów w cząsteczce kalm oduliny 
na chemiczną m odyfikację zależy również od s tru k tu ry  drugorzędowej, 
a więc w pierwszym  rzędzie od obecności jonów wapnia w cząsteczce. 
Na ogół, reszty aminokwasowe kalm oduliny zawierającej jony wapnia są 
niedostępne dla czynników m odyfikujących. Natom iast w obecności che- 
latorów  wapnia, reszty lizyny i tyrozyny oraz grupy karboksylowe w y­
kazują zwiększoną reaktyw ność ze związkami m odyfikującym i (63—66). 
Podobnie, zmiany podatności na proteolizę i zmiany fluorescencji świad­
czą o częściowym rozfałdow aniu łańcucha polipeptydowego kalm oduliny 
pozbawionej wapnia i o ekspozycji ukry tych  dotąd aminokwasów.

IV-4. Wiązanie wapnia przez kalmodulinę

Oznaczenia ilości wapnia związanego przez kalm odulinę wykazały, 
że — zgodnie z proponowaną stru k tu rą  — wiąże ona cztery jony w ap­
nia, tak  jak troponina C z mięśni szkieletowych królika. W przypadku 
troponiny C uważa się, że dwa pierwsze m iejsca wiązania są specyficzne 
wobec wapnia, a trzecie i czwarte mogą wiązać jony magnezu. Miejsca 
specyficzne wobec wapnia m ają w troponinie C niższą stałą wiązania 
(około 105M_1), niż m iejsca wapniowo-magnezowe (stała wiązania wap­
nia w nieobecności magnezu wynosi około 107M_1, a w obecności — oko­
ło K m " 1).

Dane dotyczące miejsc wiążących w apń w cząsteczce kalm oduliny są 
częściowo rozbieżne, bowiem różni autorzy stosując naw et te same m e­
tody, jak  dializę wyrównawczą i analizę danych według Scatcharda uzy­
skali nieidentyczne w yniki (21, 22, 61, 67). Wszyscy autorzy zgadzają się, 
że cząsteczka kalm oduliny z mózgu wołu wiąże cztery  jony wapnia i ma 
dwie klasy miejsc wiążących wapń, różniące się stałą wiązania wapnia. 
Rozbieżności natom iast dotyczą liczby miejsc wiążących wapń należą­
cych do poszczególnych klas oraz ich specyficzności wobec kationów dwu- 
wartościowych. Jedna grupa autorów przedstaw iła w yniki wskazujące, że
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274 J. KUŻNICKI, W. DRABIKOWSKI [10]

dwa jony wapnia są wiązane specyficznie z niską stałą wiązania, nato­
m iast pozostałe dwa jony są wiązane niespecyficznie z wyższą stałą w ią­
zania (22, 67, 68). Druga grupa badaczy tw ierdzi natom iast, że w czą­
steczce kalm oduliny z mózgu wyróżnić można trzy  m iejsca o wysokiej 
stałej w iązania i jedno miejsce o niskiej stałej wiązania (21, 61). W szyst­
kie cztery miejsca, według tych autorów, mogły wiązać m agnez (61). 
W tabeli 3 zebrano podawane przez różnych autorów stałe wiązania w ap­
nia kalm oduliny izolowanej z mózgu.

Tabela 3
Wiązanie wapnia przez kalmodulinę z mózgu

Mole wapnia 
na mol cząsteczki

Stała dysocjacja 
fxM

w nieobecności Mg2+
Piśmiennictwo

2 1
2 860 22

2 0,2
2 400 67

2 4
2 12 68

3 3,5
211 18

3 0,2
611 1

Według D e d m a n a  i wsp. (54) kalm odulina izolowana z jąder 
szczura wiąże również specyficznie cztery jony wapnia, ale z jednakową 
stałą wiązania. Chociaż autorzy ci tw ierdzili, że magnez nie jest wiązany 
przez to białko, wyników tych  nie potwierdzili W o l f f  i B r o s t r o m  
(69). W ykazali oni, że kalm odulina z jąder szczura podobnie jak  kalm o­
dulina z mózgu wiąże jony magnezu.

V. Udział kalmoduliny w procesach enzymatycznych

Już w pierwszych pracach nad kalm oduliną zwrócono uwagę na fakt, 
że jej stężenie w tkankach nie jest skorelowane ze stężeniem  fosfodwu­
esterazy aktyw ow anej przez to białko (8, 12, 23, 26) i przewyższa je w ie­
lokrotnie. Sugerowało to, iż kalm odulina bierze również udział w innych 
procesach niż aktyw acja rozkładu cyklicznych nukleotydów. Te sugestie 
zostały w ostatnich latach potwierdzone w szeregu pracach, a lista enzy­
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mów których aktyw ność zależy od obecności kalm oduliny stale wzrasta. 
W śród nich można wyróżnić dwie charakterystyczne grupy: enzymy bio­
rące udział w metabolizmie cyklicznych nukleotydów  oraz najróżniejsze 
kinazy, k tórych aktywność zależy od stężenia jonów wapnia. Do pro­
cesów, w których działanie tych kinaz zostało najlepiej poznane należy 
m etabolizm  glikogenu oraz regulacja cyklu skurczowo-rozkurczowego 
m ięśni gładkich.

K alm odulina ak tyw uje enzymy tylko po związaniu wapnia; s tru k ­
tu ra , k tórą przyjm uje w takich w arunkach jest więc s truk tu rą  aktyw ną 
biologicznie. Istnienie dwóch stanów konform acyjnych kalm oduliny: 
aktyw nego i nieaktyw nego (bez wapnia) jest podstawą jej działania 
w komórce, co obrazuje poniższy schemat:
K alm odulina+  Ca2+ ^  Kalmodulina* *Ca2+
K alm odulinax • Ca2+ +  enzym  (nieaktywny) ^  Kalm odulinax• Ca2+ • enzym 
(aktywny),

gdzie x oznacza zmianę konformacji.

V -l. Metabolizm cyklicznych nukleotydów

W kom órkach kręgowców w ystępują przynajm niej trzy  rodzaje fosfo- 
dw uesteraz katalizujących rozkład 3',5'-cyklicznych nukleotydów (21). 
Tylko jedna z nich jest aktyw ow ana przez wapń za pośrednictw em  kal­
m oduliny (25, 29, 40, 70— 72). Fosfodwuesterazę zależną od stężenia jo­
nów wapnia można oddzielić od pozostałych fosfodwuesteraz przez są­
czenie na sitach m olekularnych lub chrom atografię na jonowym ienia- 
czach (4— 7, 21, 22). Stosując roztw ory o określonym  stężeniu wolnych 
jonów wapnia, czyli tzw. bufory wapniowe stwierdzono, że fosfodwu- 
esteraza z serca wołu w ykazuje m aksym alną aktyw ację już przy stężeniu 
10~5 M Ca2+, a poniżej 10-7 M jest nieaktyw na. 50% m aksym alnej ak ty ­
w acji enzym u ma miejsce przy stężeniu 2,3x10-6 M (7).

Najnowsze prace wskazują, że aktyw ny kompleks fosfodwuesterazy 
z mózgu wołu składa się oprócz kalm oduliny z trzech białek o ciężarach 
cząsteczkowych 61 000, 59 000 i 15 000 (66, 73). Z innych badań wiado­
mo, że w mózgu w ystępuje również białko będące inhibitorem  fosfodwu­
esterazy składające się z dwóch podjednostek o ciężarze 61 000 i 15 000, 
k tóre wiąże kalm odulinę w obecności wapnia (73— 76). K 1 e e i wsp. 
uw ażają (66), że inhibitor ten  jest podjednostką regulatorow ą enzym u 
ham ującą w nieobecności kalm oduliny centrum  aktyw ne podjednostki
o ciężarze 59 000. Przyłączenie związanej z wapniem  kalm oduliny może 
odblokowywać to hamowanie. Taka budowa fosfodwuesterazy i rola po­
szczególnych jej składników nie została jeszcze potwierdzona przez ba­
dania innych autorów.
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Kalm odulina aktyw uje nie tylko fosfodwuesterazę, lecz również za­
leżną od jonów wapnia cyklazę adenylanową, izolowaną z mózgu (11, 
77—80). To samo białko zatem  — kalm odulina — aktyw ować może dwa 
przeciw staw nie działające enzym y (Ryc. 2).

kalm odulina
(nieaktywna)

cyklaza adenylanowa 
(nieaktywna)

Ca

ATP-

cyklaza adenylanowa 
(aktywna)

kalm odulina
(aktywna)

cAMP

fosfodwuesteraza 
3’,5’-c y k lic z n y c h  nukleotydów  

(nieaktywna)

i  '
fosfodwuesteraza 

3’,5 -c y k lic z n y c h  nukleotydów 
(aktyw na)

5'AMP

Ryc. 2. Udział kalmoduliny w  regulacji poziomu cyklicznych nukleotydów

Najprostszym  w ytłum aczeniem  tego zjawiska jest różna lokalizacja 
obu enzymów: fosfodwuesterazy w cytoplazmie, a cyklazy w błonach 
komórkowych. /

Z kolei, niektórzy autorzy sądzą, że w yniki badań kinetycznych fo­
sfodw uesterazy (około 20 razy większe Km cAMP i 3  razy większe V max  

niż w przypadku cGMP) wskazują, że enzym  in vivo  hydrolizuje wyłącz­
nie cGMP, a nie hydrolizuje cAMP (81—84). Inni autorzy jednak, bio­
rąc pod uwagę znaczny nadm iar cAMP w stosunku do cGMP w komórce 
(około 10—100-krotny) są zdania, że in situ  fosfodwuesteraza rozkłada 
oba cykliczne nukleotydy (69). A zatem, po zwiększeniu stężenia jonów 
wapnia w komórce kalm odulina może regulować poziom cyklicznych n u ­
kleotydów zarówno poprzez aktyw ację syntezy cAMP, jak i aktyw ację 
hydrolizy cAMP i cGMP. Należy pamiętać jednak, że to działanie wap­
nia dotyczy tylko jednego z rodzajów fosfowuesterazy i nie jest jedyną 
form ą regulacji m etabolizm u cyklicznych nukleotydów.

V-2. Metabolizm glikogenu

Już szereg lat tem u stwierdzono, że aktyw ność kinazy fosforylazy, 
kluczowego enzym u glikogenolizy, zależy od obecności wapnia oraz od 
ufosforylow ania przez kinazę białkową aktyw ow aną przez cAMP. Do­
piero jednak ostatnie prace C o h e n a  i wsp. (53, 85), jak  również in­
nych autorów  (86— 88) pozwoliły pełniej zrozumieć mechanizm regulacji 
m etabolizm u glikogenu i określić w  nim rolę kalm oduliny. Przez jakiś 
czas wydawało się, że fosforylację dwóch enzymów biorących udział 
w metabolizmie glikogenu: nieaktyw nej fosforylazy b i aktyw nej syn- 
tazy katalizują dwa różne enzymy zależne od stężenia jonów wapnia
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i kalm oduliny: kinaza fosforylazy i kinaza syntazy — 2 (53, 85). Ostatnio 
jednak przedstawiono dane wskazujące, że jest to jeden i ten  sam enzym 
znany wcześniej jako kinaza fosforylazy (89, 90). W ykazano, że ten  enzym 
składa się z czterech, a nie trzech, jak  sądzono dotychczas, podjednostek 
nazw any a, (3, y, 5, z k tórych 6, odkryta ostatnio to kalm odulina. Kinaza 
fosforylazy jest tetram erem  (a(3y8)4 i wykazuje aktyw ność tylko w obec­
ności wapnia i po fosforylacji podjednostki (3 przez kinazę zależną od 
cAMP. Kinaza fosforylazy różni się nieco od innych enzymów zależnych 
od kalm oduliny tym, że cząsteczki kalm oduliny wchodzące w skład te tra -  
m eru są związane bardzo mocno, niezależnie od stężenia jonów wapnia 
i nie ulegają dysocjacji w nieobecności tego kationu. Przyłączenie dodat­
kowej (lub dodatkowych) cząsteczek kalm oduliny jedynie w obecności 
w apnia powoduje dalszy wzrost aktywności kinazy fosforylazy (53, 91). 
Cohen uważa, że trw ale związane cząsteczki kalm oduliny uczulają kom ­
pleks enzym atyczny na jony wapnia, natom iast luźno związane m odu­
lu ją  aktyw ność enzymu.

kalm odulina
(nieaktywna)

Ca2+

► kalmodulina 
(aktywna) 

podjednostka 6

cAMP
kinaza biarkowa —•------ - kinaza biafkowa

podjednostki
ot,, "s

nieufosforylow ana 
podjednostka |3

aktywna) (nieaktywna)

u f osf o ry  I owana 
podjednostka fi

kinaza fos fo ry la zy  
(aktywna)
(cx,P>7>6)

fo s fo ry la z a  b 
(nieaktywna)

■fosforylaza a 
(aktywna)

g lik o g e n ^

V  glukozo- '  
-1 - fosforan

syntaza 1------ O  syntaza
glikogenu glikogenu
(aktywna) (nieaktywna)

Ryc. 3. Udział kinaz zależnych od jonów wapnia — kalmodulina i cAMP w  gliko-
genolizie

G ru b ą  s t r z a łk ą  z a z n a c z o n o  p ro c e s y  f o s fo ry la c j i

Na rycinie 3 przedstawiono schem at regulacji m etabolizm u glikogenu 
i udział w niej kinaz zależnych zarówno od cAMP, jak  i wapnia związa­
nego z kalm oduliną. K inaza zależna od cAMP katalizuje fosforylację ki­
nazy fosforylazy. Po fosforylacji podjednostki |3 i związaniu wapnia przez 
podjednostkę 8 (kalmodulinę) kinaza fosforylazy staje się aktyw na. Fo- 
sforyluje ona w tedy dwa przeciwstawnie działające enzymy: fosforylazę 
glikogenu i syntazę glikogenu. W w yniku fosforylacji fosforylaza prze­
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chodzi w form ę aktyw ną, natom iast syntaza — w formę nieaktyw ną. 
Ponadto, syntaza glikogenu może być ufosforylow ana przez kinazę zależ­
ną od cAMP i całkowite zaham owanie jej aktyw ności obserw uje się do­
piero po fosforylacji przez obie kinazy (kinazę fosforylazy zależną od 
Ca2+ i kinazę zależną od cAMP) w dwóch różnych m iejscach łańcucha 
polipeptydowego.

W sumie wzrost stężenia cAMP i jonów wapnia w m ięśniach powo­
duje zwiększoną fosforolizę glikogenu. P rzy  tym  samym stężeniu jo­
nów wapnia zachodzi inicjacja skurczu mięśni, dzięki czemu oba proce­
sy — skurcz i glikogenoliza — są ze sobą sprzężone.

V-3. Regulacja skurczu mięśni gładkich

Od kilku lat um acnia się pogląd, iż regulacja cyklu skurczowo-roz- 
kurczowego mięśni gładkich kręgowców ma bezpośredni związek z fosfo- 
ry lacją  jednego z lekkich łańcuchów m iozyny (92—94). Dopiero po fosfo­
ry lacji tego łańcucha ATPaza m iozynowa może ulec aktyw acji przez 
aktynę. Kinaza fosforylująca lekki łańcuch miozyny jest aktyw na tylko 
w obecności wapnia, natom iast fosfataza, obecna również w m ięśniach, 
działa niezależnie od stężenia jonów wapnia. Tak więc w m ięśniach gład­
kich lekki łańcuch m iozyny jest ufosforylow any tylko przy stężeniu w ap­
nia w cytoplazmie około 10~5 M, a więc w czasie skurczu. P rzy  stężeniu 
wapnia poniżej 10-7 M ulega on defosforylacji na skutek zaham owania 
działania kinazy i działającej w tych  w arunkach fosfatazy.

D ą b r o w s k a  i wsp. wykazali, że kinaza fosforylująca lekki łań ­
cuch miozyny mięśni gładkich składa się z dwóch białek (95, 96). Ciężar 
cząsteczkowy jednego wynosi około 105 000, a drugiego około 17 000. 
Białko o większym ciężarze cząsteczkowym zawierało centrum  katalitycz­
ne, natom iast białko niskocząsteczkowe okazało się identyczne z kal- 
m oduliną (96).

O statnio wykazano, że w m ięśniach gładkich nie tylko w apń i kal­
m odulina m ają wpływ na aktywność kinazy, lecz również cAMP. S tw ier­
dzono mianowicie, że katalityczna podjednostka kinazy — białko o cię­
żarze około 105 000 ulega fosforylacji katalizowanej przez kinazę zależną 
od cAMP (97, 98). Ta fosforylacja powoduje spadek aktyw ności kinazy 
lekkiego łańcucha miozyny naw et w obecności wapnia i kalm oduliny. Do­
piero defosforylacja podjednostki katalitycznej kinazy lekkiego łańcucha 
miozyny w nieobecności cAMP powoduje odblokowanie i wzrost ak tyw ­
ności enzymu. Sytuacja ta  przypom ina w pewnym  stopniu hamowanie 
aktywności syntazy glikogenu po jej fosforylacji przez kinazę zależną od 
cAMP (por. V-2). Można założyć, że inicjujące skurcz mięśni gładkich 
jony wapnia związane z kalm oduliną m ają dwie drogi działania: jedna 
polega na aktyw acji nieufosforylow anej kinazy lekkiego łańcucha m io-
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ka lm od u lina  ■ 
(nieaktywna)

Ca2+
kalm odulina

(aktywna)
kinaza białkowa 

(aktywna)

cAMP
kinaza białkowa 

(nieaktywna)

nieufosforylowana 
podjednostka kata lityczna 

(aktywna)

ufosforylow ana 
podjednostka katalityczna 

(nieaktywna)

miozyna c 
(nieaktywna)

kinaza lekkiego 
łańcucha miozyny 

(aktywna)

= 0  miozyna 
(aktywna)

Ryc. 4. Udział kalmoduliny w regulacji cyklu skurczowo-rozkurczowego mięśni
gładkich

G ru b ą  s t r z a łk ą  z a z n a c z o n o  p ro c e s y  f o s fo ry la c j i

zyny, a d ruga na aktyw acji fosfodwuesterazy cyklicznych nukleotydów. 
W zrost aktyw ności tego ostatniego enzym u powodując zmniejszenie stę­
żenia cAMP m iałby w konsekwencji hamować fosforylację podjednostki 
katalitycznej kinazy lekkiego łańcucha. W sumie za pośrednictw em  jo­
nów w apnia i kalm oduliny zwiększałby się stopień ufosforylow ania lek­
kiego łańcucha miozyny, czego końcowym efektem  byłaby wysoka aktyw ­
ność A TPazy kom pleksu aktomiozynowego i skurcz. Z kolei usunięcie 
jonów w apnia powodowałoby spadek aktyw ności kinazy lekkiego łań ­
cucha i w konsekw encji jego defosforylację na skutek działania fosfatazy.

V-4. Kinazy lekkiego łańcucha miozyny mięśni szkieletowych i sercowych oraz ko­
mórek nie mięśni owych

Fosforylacja lekkiego łańcucha miozyny zależna od jonów wapnia za­
chodzi rów nież w m ięśniach szkieletowych i w m ięśniu sercowym, cho­
ciaż regulacja skurczu tych mięśni polega na działaniu innych białek, 
tj. troponiny i tropom iozyny (art. przeglądowy 99). Do tej pory nie w y­
kazano przekonyw ująco, aby w m ięśniach poprzecznie prążkow anych 
fosforylacja lekkiego łańcucha m iała jakiś wpływ  na aktywność ATPazy 
aktom iozynow ej (99).

Równolegle z badaniam i dotyczącymi mięśni gładkich szereg autorów  
w ykryło, że kinaza z m ięśni szkieletowych (100— 103) i mięśni serca (104) 
zawiera również kalm odulinę.

W ostatnich latach uzyskano szereg danych wskazujących na obecność 
ak tyny  i m iozyny w kom órkach niemięśniowych. Mimo wysiłku badaczy 
nie udało się jednak jednoznacznie określić m echanizmów regulujących 
ruchliwość kom órek niem ięśniowych (ang. celi m otility), a więc zja­
wisk, w k tórych pierwszorzędne znaczenie ma in terakcja aktyny z mio­
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zyną (105). Pozostaje między innym i spraw ą niew yjaśnioną do końca, na 
co wskazują najnowsze prace, czy w kom órkach niem ięśniowych kinazy 
spełniają podobną rolę do kinazy lekkiego łańcucha miozyny mięśni 
gładkich.

Z niektórych kom órek niem ięśniowych jak mózg, fibroblasty, pły tki 
krw i wyizolowano zależną od wapnia kinazę, która była zdolna do fo­
sforylacji lekkiego łańcucha m iozyny mięśni gładkich w obecności w ap­
nia (106). Już wcześniej było wiadomo, że miozyna płytek  krw i reaguje 
z aktyną tylko po fosforylacji lekkiego łańcucha (92, 107), a ostatnio 
wyizolowano z tych kom órek kinazę zależną od wapnia, która w obec­
ności kalm oduliny katalizow ała tę  reakcję (108). W ykazano przy tym  
ścisłą korelację stopnia ufosforylow ania lekkiego łańcucha ze wzrostem 
aktywności ATPazy aktomiozynowej.

Podobne wyniki uzyskano badając fibroblasty (109) oraz m akrofagi 
(110). Kinaza izolowana z tych komórek wpływała na zdolność miozyny 
do in terakcji z ak tyną tylko w obecności wapnia i kalm oduliny. Ostatnio 
pojawiło się doniesienie o zależności aktywności ATPazy aktom iozyno­
wej od endogennej fosforylacji w kom órkach grasicy (111). Kinaza, która 
katalizowała tę reakcję m iała podobną budowę do kinazy izolowanej 
z mięśni gładkich i kom órek niemięśniowych.

Na gruncie tych obserwacji coraz bardziej ustala się pogląd, iż przy­
najm niej w niektórych kom órkach niemięśniowych, podobnie jak  w m ięś­
niach gładkich, kalm odulina jest za pośrednictwem  kinazy włączona w 
układ regulujący ATPazę aktomiozynową.

V-5. Kinazy białek błonowych (rola w  transporcie kationów przez błony i przy w y­
dzielaniu neurotransmiterów)

W ostatnich latach znaleziono inne kinazy białkowe o podobnej za­
leżności od jonów wapnia i kalm oduliny. K a t z  i R e m t u l l a  (112) 
zaobserwowali, że transport wapnia przez błony sarkoplazm atycznego re- 
tikulum  z serca zależy od kalm oduliny. Dalsze badania w ykazały jednak, 
że kalm odulina i w tym  przypadku aktyw uje kinazę fosforylującą białko 
specyficzne dla tego typu sarkoplazm atycznego retiku lum  (113) i nazwa­
ne uprzednio fosfolamban (114). Fosforylacja tego białka powoduje ak ty ­
wację transportu  jonów wapnia przez błony sarkoplazm atycznego re ti­
kulum  (113— 115). Ostatnie prace wskazują, że fosfolamban zbudowany 
jest z dwóch podjednostek o ciężarze cząsteczkowym około 11 000. Każda 
podjednostka ma dwa miejsca ulegające fosforylacji. Na jedno z nich 
działa kinaza zależna od wapnia i kalm oduliny, na drugie zaś kinaza za­
leżna od cAMP. Fosfolam ban powoduje zwiększenie transportu  jonów 
wapnia dopiero po fosforylacji przez obie kinazy. W ten sposób kalm o­
dulina włącza się w regulację transportu  jonów wapnia przez błony sar-
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koplazmatycznego retiku lum  m ięśnia sercowego, k tóry  to transport, jak 
uprzednio sądzono, regulow ał jedynie cAMP.

Ostatnio wykazano, że ATPaza transportu jąca wapń przez błony e ry ­
trocytów  jest również aktyw ow ana przez kalm odulinę (32— 35, 116), ale 
nie poznano jeszcze jej m echanizm u aktyw acji. Można jednak spekulo­
wać, że aktyw acja ATPazy opiera się na podobnym mechanizmie, k tó ry  
w ykryto w m ięśniach sercowych.

S c h u l m a n  i G r e e n g a r d  (117)) wykazali, że aktywność kinazy 
fosforylującej białka błonowe mózgu o ciężarze cząsteczkowym 51 000 
i 62 000 zależy od stężenia jonów wapnia i kalm oduliny. A utorzy ci 
stw ierdzili, że podobne kinazy w ystępują również w innych tkankach 
fosforylując różne białka błonowe (118). W yizolowana następnie przez 
W a i s m a n a  i wsp. kinaza (119) jest prawdopodobnie identyczna z ki- 
nazą badaną przez S c h u l m a n a  i G r e e n g a r d a  (117).

O statnio wykazano obecność ATPazy aktyw ow anej przez kalm odu­
linę w błonach synaptosom alnych mózgu (120, 121). C harakter oddziały­
wań kalm oduliny z enzym em  oraz m echanizm  aktyw acji pozostaje nie­
w yjaśniony. Niewykluczone, że może on polegać, tak  jak w przypadku 
ATPazy sarkoplazm atycznego retiku lum  serca, na fosforylacji jakiegoś 
białka błonowego będącego aktyw atorem  ATPazy. Fosforylację taką mo­
głaby katalizować kinaza opisana przez S c h u l m a n a  i G r e e n ­
g a r d a  (117).

G r a b  i wsp. znaleźli kalm odulinę i kinazę zależną od kalm oduliny 
w błonach postsynaptycznych mózgu (122) i stw ierdzili, że w obecności 
wapnia fosforylacji ulegało białko tych błon o ciężarze 51 000 (123). 
D e L o r  e n z o  i wsp. (124), w ykorzystując p repara ty  pęcherzyków sy­
naptosom alnych wykazali, że wapń za pośrednictw em  kalm oduliny ak ty ­
w uje fosforylację określonych białek synaptosom alnych oraz równolegle 
stym uluje uw alnianie noradrenaliny z tych pęcherzyków. Fosforylacji 
ulegały białka o tym  samym  ciężarze cząsteczkowym, które fosforylo- 
wała kinaza opisana przez S c h u l m a n a  i G r e e n g a r d a  (117). 
D e L o r e n z o  i wsp. uw ażają (124), że kalm odulina wpływa nie tylko 
na uw alnianie noradrenaliny, lecz również na uw alnianie innych neuro- 
transm iterów  mózgu, takich jak acetylocholina i dopamina. Opierając się 
na nieopublikow anych jeszcze w ynikach sugerują oni, że kalm odulina 
w podobny sposób jak w pęcherzykach synaptosom alnych mózgu, m odu­
lu je  procesy wydzielnicze zależne od jonów wapnia w przysadce mózgo­
wej i nadnerczach (124).

Nie sposób obecnie ustalić dokładniej związki m iędzy poszczególnymi 
reakcjam i zależnymi od kalm oduliny i innym i procesami zachodzą­
cymi w mózgu. Możliwe, że najbliższe lata  przyniosą w yjaśnienie, które 
z tych reakcji współdziałają ze sobą w układach odpowiedzialnych za 
aktywność kom órek mózgowych, tym  bardziej, że przed takim i badaniam i 
otw ierają się nowe możliwości. Okazało się mianowicie, że niektóre leki
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psychotropowe, będące pochodnymi fenotiazyny, ham ują zależną od wap­
nia fosforylację białek synaptosom alnych i ham ują uw alnianie noradre­
naliny (124). Ponadto stwierdzono, że leki te ham ują aktyw ność fosfo- 
dw uesterazy cyklicznych nukleotydów, zależnej od kalm oduliny, gdyż 
w  obecności wapnia inaktyw ują kalm odulinę (69, 125). Pochodne feno­
tiazyny są więc selektyw nym i inhibitoram i procesów zależnych od kal­
moduliny. Specyficzność ich działania polega na tym , że w niskich stęże­
niach wiążą się wyłącznie z kalm oduliną oraz, że wiązanie to zachodzi 
tylko w obecności wapnia (125). Pochodne fenotiazyny stanowią więc 
idealny instrum ent badawczy przy badaniach nad m echanizm em  działa­
nia kalm oduliny in vivo.

V-6. Inne procesy enzymatyczne

W ostatnim  czasie ukazały się doniesienia o innych enzymach zależ­
nych od kalm oduliny. Jednym  z nich jest kinaza fosforylująca NAD do 
NADP izolowana z nasion grochu (50). Jej aktyw ność zależy od stężenia 
jonów wapnia w tym  samym  zakresie stężeń, w którym  zachodzi ak ty ­
w acja zależnych od kalm oduliny enzymów izolowanych z kom órek zwie­
rzęcych.

Ponadto kinaza zależna od jonów wapnia i kalm oduliny katalizuje 
fosforylację oksygenazy tryp tofanu  (126), która dopiero w tedy osiąga w y­
soką aktywność. W edług najnow szych prac kalm odulina aktyw uje rów ­
nież fosfolipazę A 2 (127). Możliwe więc, że i w tym  przypadku m echa­
nizm aktyw acji polega na fosforylacji, a nie na bezpośrednim  oddzia­
ływ aniu kalm oduliny z fosfolipazą A 2. Zestawiona w Tabeli 4 lista enzy­
mów i procesów, k tórych aktyw ność regulują jony wapnia za pośred­
nictwem  kalm oduliny nie wydaje się jeszcze zamknięta. Być może w ięk­
szość procesów m odulowanych przez jony wapnia w stężeniu około 10-5 M 
zależy od kalm oduliny. Niewykluczone, że w procesach tych kalm oduli­
na działa wyłącznie jako aktyw ator kinaz, które fosforylują odpowiednie 
enzym y i zm ieniają w ten sposób ich aktywność.

Na uwagę zasługuje fakt, że we wszystkich reakcjach, w których 
bierze udział kalm odulina w ykazuje ona brak  specyficzności. Na przykład 
kalm odulina z mózgu, a naw et z Physarum  polycephalum  (48, 49) ak ty ­
w uje w takim  samym  stopniu jak  endogenna kalm odulina kinazę lek­
kiego łańcucha m iozyny z mięśni. Nawet kalm odulina izolowana z ro ­
ślin (50, 51) ak tyw uje fosfodwuesterazę z mózgu wołu, podobnie jak kal­
m odulina endogenna. Jest to możliwe dzięki m inim alnym  jedynie zmia­
nom w składzie i sekwencji aminokwasowej jakie zachodziły w cząstecz­
ce kalm oduliny w toku ewolucji.
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Tabela 4
Udział kalmoduliny w procesach regulowanych przez Ca2+

Enzym Substrat Piśmiennictwo

1. Enzymy metabolizmu 
cyklicznych nukleotydów: 

fosfodwuesteraza 3, 5' —cy­
klicznych nukleotydów 
cyklaza adenylanowa

cAMP, cGMP 

ATP

4, 7, 21, 22, 25, 29, 40, 
70—72 
11, 77—80

2. Kinazy fosforylaza glikogenu \  
Syntaza glikogenu j 
białka błonowe 
NAD
lekkie łańcuchy miozyny 
oksydaza tryptofanu

53, 85—91

112—115
50
95, 96, 100—104 106—111
126

3. Inne enzymy:
ATPazy błonowe 
fosfolipaza A2

ATP
fosfoglicerydy

32—35, 119—121 
127

4. Inne procesy:
hamowanie polimeryzacji 
tubuliny
stymulacja uwalniania 
neurotransmiterów

129—132

124

VI. Udział kalmoduliny w  regulacji polimeryzacji tubuliny

Sukbom órkową lokalizację kalm oduliny w  kom órkach hodowanych in 
vitro  badano stosując m etodę pośredniej im m unofluorescencji i wyko­
rzystując monospecyficzne przeciwciała przeciwko kalm odulinie. W yniki 
otrzym ane niezależnie w trzech laboratoriach (41, 42, 128) są w dużym 
stopniu zgodne. W interfazie obserwowano nieznaczną i rów nom ierną 
fluorescencję cytoplazm y, chociaż wg W e 1 s h a i wsp. (42) barw ieniu 
ulegały również s tru k tu ry  zbudowane z pęczków filam entów  aktyny 
(ang. stress jibers). Natom iast już w prom etafazie zaobserwowano in ten­
sywną fluorescencję w rejonie skondensowanych chromosomów. Od tego 
m om entu kalm odulina była związana z aparatem  m itotycznym , jej w y­
stępowanie jednakże nie pokryw ało się z występowaniem  tubuliny  lub 
aktyny. W późniejszych etapach podziału komórkowego fluorescencję 
obserwowano głównie w rejonie m ostków międzykomórkowych. Dane 
osiągnięte dzięki badaniom  im m unofluorescencyjnym  dają podstawę do 
stw ierdzenia, że kalm odulina jest związana w jakiś sposób z ruchem  chro­
mosomów, prawdopodobnie poprzez regulację polim eryzacji tubuliny (41, 
42 oraz 69, 129). W równolegle prowadzonych badaniach in vitro  stw ier­
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dzono, że kalm odulina ham uje polim eryzację tubuliny po związaniu wap­
nia (130— 132). Je j działanie sprowadza się prawdopodobnie do wiązania 
dim eru tubuliny, a nie do oddziaływań z jakim ś enzymem. W kom plek­
sie z kalm oduliną tubulina nie może polimeryzować i pozostaje w postaci 
dimeru. Stwierdzono, że zdolność kalm oduliny do aktyw acji fosfodwu- 
esterazy nie zmienia się po jej związaniu z tubuliną. W tej sy tuacji tubu- 
linę można łatwo rozróżnić od innych białek wiążących w obecności w ap­
nia kalm odulinę, gdyż ham ują one aktyw ność fosfodwuesterazy (por. 
73— 76).

VII. Białka wiążące kalmodulinę

Równolegle z pracam i nad funkcją kalm oduliny badano jej subko- 
mórkową lokalizację. Już pierwsze prace wykazały, że ilość tego białka 
w supernatancie 100 000 g homogenatów mózgu zależy od stężenia wol­
nych jonów wapnia w buforze użytym  do ekstrakcji (13, 17, 26). Gdy 
w próbie podczas homogenizacji był obecny wapń, znajdowano około 
58% kalm oduliny w supernatancie. Natom iast gdy dodano EGTA lub 
EDTA do hom ogenatu, ilość kalm oduliny w supernatancie w zrastała do 
77°/o (26). Sugerowało to, że oprócz zależnego od stężenia jonów wapnia 
wiązania kalm oduliny z białkam i cytoplazm atycznym i (np. z fosfodwu- 
esterazą) część jej była podobnie związana w nierozpuszczalnych frak ­
cjach komórkowych. W osadzie otrzym anym  po wirow aniu hom ogena­
tów mózgu przy 100 000 g około 23°/o kalm oduliny pozostawało jednakże 
związane naw et w nieobecności jonów wapnia i dopiero użycie deter­
gentów lub trypsyny  uwalniało tę kalm odulinę (26). Nieznane są inne 
właściwości m iejsc wiążących kalm odulinę niezależnie od stężenia jonów 
wapnia.

W cytoplazmie, jak  i w błonach kom órkowych mózgu znaleziono kilka 
białek o nieznanej funkcj i  wiążących specyficznie kalm odulinę w obec­
ności wapnia (73— 76, 133— 136). Niektóre z tych białek wiązały kalm o­
dulinę naw et mimo dodania mocznika w wysokim stężeniu (137). W mózgu 
wołu w ykryto cztery takie białka o ciężarze cząsteczkowym 140 000, 
77 000, 61 000 i 22 000 (137). Szczególnie interesujące jest białko o cięża­
rze 22 000. Ma ono podobny ciężar cząsteczkowy do troponiny I z mięśni 
szkieletowych królika, wysoki punkt izoelektryczny oraz podobny skład 
aminokwasowy. Te właściwości, a w szczególności sposób wiązania kal­
m oduliny spraw iają, że niektórzy autorzy uważają to białko za funkcjo­
nalny odpowiednik troponiny I z mięśni szkieletowych i sercowych cha­
rak terystyczny  dla tkanek  niem ięśniowych (137). B rak jest jednak ja ­
kichkolwiek danych doświadczalnych na tem at wpływ u białka 22 000 
daltonów na aktyw ność ATPazy aktomiozynowej, zarówno mięśni jak
i kom órek niemięśniowych. Wiadomo, że białko to ham uje aktywność
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fosfodw uesterazy i dopiero kalm odulina zaw ierająca w apń odblokowuje 
to ham owanie. Białko 22 000 daltonów nie ham uje jednak, co dziwniejsze, 
aktyw ności kinazy lekkiego łańcucha miozyny (137).

B iałka wiążące kalm odulinę mogą stanowić podjednostki enzymów 
aktyw ow anych przez kalm odulinę (por. V-1 na przykładzie fosfodwu­
esterazy), a także mogą regulować poziom kalm oduliny w komórce. Na­
leży mieć nadzieję, iż w najbliższym  czasie rola białka wiążących kalm o­
dulinę zostanie lepiej w yjaśniona, a tym  samym  obraz działania kalm o­
duliny w komórce zostanie uzupełniony.

VIII. Kalmodulina a troponina C

Ze w szystkich homologicznych białek wiążących wapń kalm odulina 
w ykazuje najw iększe podobieństwo do troponiny C. Tak na przykład 
kalm odulina izolowana z mózgu wołu i troponina C z mięśni szybkich 
królika w ykazują 77°/o homologii (por. tabela 2). Innym i słowy około 
®/4 m iejsc w  łańcuchu polipeptydow ym  obu białek zajm ują aminokwasy 
identyczne lub zmiany jakie pow stały są konserw atyw ne, tzn. obejm ują 
zam ianę na podobny aminokwas. Między troponiną C z mięśni szybkich 
królika, a troponiną C z m ięśni sercowych wołu istnieje niewiele więcej, 
bo tylko 82°/o homologii (por. Tabela 2). Tak duże podobieństwo między 
troponiną C a kalm oduliną sugeruje, że oba białka m ają również bardzo 
zbliżone właściwości biologiczne. Istotnie, kalm odulina może w pewnych 
w arunkach  zastępować działanie troponiny C in vitro  (14, 15). W rekon­
sty tuow anym  układzie składającym  się z aktom iozyny i tropom iozyny 
z m ięśni szkieletowych królika aktyw ność ATPazy aktom iozynowej jest 
ham ow ana w nieobecności wapnia przez dodanie pozostałych składników 
kom pleksu troponiny — troponiny I i troponiny T. W obecności wapnia 
troponina C znosi to ham ow anie dzięki specyficznej in terakcji z tropo­
n iną I. Za tę  in terakcję w ydaje się być odpowiedzialny odcinek a-heliksu 
w  trzeciej domenie troponiny C, poprzedzający pętlę wiążącą wapń (por. 
Ryc. 1 i Tabela 2). Na krótkim  odcinku dziesięciu aminokwasów, aż cztery 
to reszty  kw asu glutaminowego. Homologiczny odcinek w cząsteczce kal- 
m oduliny jest praw ie identyczny, nic więc dziwnego, że białko to działa 
podobnie jak  troponina C i odblokowuje ham ujące działanie troponiny I. 
Są jednak pewne różnice w działaniu obu białek. W mięśniach, jak rów ­
nież w badaniach in vitro, troponina C w ym aga obecności troponiny T, 
podczas gdy kalm odulina działa również w jego nieobecności.

W przeciw ieństwie do w ielofunkcyjnego charak teru  kalm oduliny, je­
dyną poznaną funkcją troponiny C jest regulacja cyklu skurczowo-roz- 
kurczowego mięśni poprzecznie prążkow anych. Nie udało się do tej pory 
wykazać aktyw acji jakiegokolw iek enzym u zależnego od kalm oduliny 
przez troponinę C, dodaną w takim  sam ym  stężeniu. N iektórzy autorzy
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sądzą, że ma to związek z brakiem  w troponinie C tró jm etylolizyny, ami­
nokwasu znajdującego się w cząsteczce kalm oduliny. Przyszłość pokaże, 
czy ten  fak t ma rzeczywiście jakieś znaczenie i, na ile charakterystyczne
i wspólne dla wszystkich kalm odulin, niezależnie od pochodzenia, drobne 
odcinki łańcucha polipeptydowego przekazyw ane skrupulatn ie w zapisie 
genetycznym  przez m iliony la t są tak  istotne dla funkcji tego białka.
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I. Wstęp

Większość poznanych enzymów działa na ujem nie naładowane sub- 
s tra ty  lub wym aga anionowych kofaktorów. Fakt ten  skierował uwagę 
badaczy na reszty aminokwasów zasadowych: arginylowe, lizylowe i histy- 
dylowe, które mogą odgrywać ważną rolę w katalizie enzym atycznej. Za­
stosowanie odczynników dw ukarbonylow ych do chemicznej modyfikacji

* Doc. dr hab., ** mgr chem., Zakład Chemii Nieorganicznej Instytutu Chemii
i Biofizyki Akademii Medycznej w  Białymstoku.
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reszt arginylow ych w enzymach pozwoliło wykazać, że pełnią one w cen­
trum  aktyw nym  rolę m iejsc rozpoznających ujem nie naładow ane sub- 
s tra ty  lub kofaktory *.

Ponadto można sądzić, że reszty arginylowe stanow ią grupy czynne 
niektórych hormonów peptydow ych i białkowych, bowiem zablokowanie 
grup guanidynow ych swoistym i odczynnikami powoduje u tra tę  lub 
znaczny spadek czynności biologicznej.

Powyższe spostrzeżenia skłoniły autorów  do przedstaw ienia Czytel­
nikowi w szystkich poznanych dotychczas enzymów, w których reszty 
arginylowe znajdują się w centrum  aktyw nym  i pełnią w nim  rolę am i­
nokwasów kontaktow ych, pomocniczych lub stabilizujących struk tu rę  
przestrzenną. Podano też zestawienie hormonów peptydow ych i białko­
wych, k tórych rola zależy od obecności w nich reszt arginylowych. Da­
lej omówiono białka krwi, w których grupy guanidynow e argininy są 
miejscami wiążącymi ligandy anionowe. O statni podrozdział a rtyku łu  
poświęcono omówieniu roli reszt arginylow ych w białkach o różnych 
właściwościach biologicznych.

II. Odczynniki stosowane do modyfikacji reszt arginylowych

Swoiste odczynniki m odyfikujące reszty  arginylowe w peptydach
i białkach reagują  z grupam i guanidynowym i. Aby wykazać rolę reszt 
arginylowych w struk turze  centrum  aktyw nego enzym u, czy białka 
o czynności horm onalnej blokuje się grupy guanidynow e wybiórczo re ­
agującym i odczynnikami, a następnie bada się zależności m iędzy liczbą 
zmodyfikowanych reszt arginylow ych a zmianą aktyw ności enzym u lub 
czynności horm onalnej. Stopień m odyfikacji peptydu lub białka określa 
się poprzez analizę składu aminokwasowego lub spektrofotom etrycz- 
nie (1).

Do chemicznej m odyfikacji reszt arginylow ych w białkach stosowane 
są najczęściej odczynniki o niskim  ciężarze cząsteczkowym zawierające 
ugrupow ania a,a '-dw ukarbonylow e: glioksal (2—5) i jego podstawione 
pochodne: m etyloglioksal i fenyloglioksal (6—9) oraz a,a '-dw uketony: bu- 
tanodion-2,3 (10— 14), cykloheksanodion-1,2 (15— 22). Mogą być również 
stosowane związki zawierające ugrupow ania dwukarbonylow e w pozycji 
1,3 lub 2,4.

U jem ną właściwością odczynników zaw ierających grupy a,a '-dw u- 
karbonylowe jest ich zdolność reagow ania również z grupam i e-amino- 
wymi lizyny. Należy także pamiętać, że całkow ita lub częściowa inakty- 
wacja białka może nastąpić w w yniku zniszczenia s tru k tu ry  trzeciorzę­

* Znaczenie reszt arginylowych jako grup reaktywnych w  kilku wybranych 
enzymach zostało omówione krótko w  podrozdziale pracy przeglądowej G. M u ­
s z y ń s k i e j  w  „Postępach Biochemii” (1978, 24, 481—493).
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dowej na skutek zastosowania zbyt drastycznych w arunków  reakcji, po­
mimo, że ważna dla czynności biologicznej grupa guanidynow a nie ulega 
modyfikacji. W arunki m odyfikacji muszą więc być tak  dobrane, aby 
wspom niane uboczne reakcje nie zachodziły i aby m odyfikacja dotyczyła 
wyłącznie reszt arginylowych.

O liczbie zm odyfikowanych reszt arginylow ych decyduje w znacznym 
stopniu pH środowiska, powodującego określony stan jonizacji amino­
kwasów i wpływającego na konform ację cząsteczek białka i ich podjed- 
nostek. Istotny wpływ na stopień m odyfikacji ma także stężenie i rodzaj 
buforu oraz stężenie odczynnika reagującego.

Na podstawie badań porównawczych wym ienionych odczynników 
przyjm uje się, że fenyloglioksal w ykazuje najw yższą wybiórczość w sto­
sunku do grup guanidynow ych argininy, a zatem i najw iększą przydat­
ność do m odyfikacji reszt arginylow ych peptydów i białek (6, 23, 24).

Dokładne dane o reakcjach grup guanidynow ych argininy z podany­
mi odczynnikami oraz o w arunkach przeprowadzenia tych  reakcji może 
znaleźć Czytelnik w artykule  przeglądowym  opublikow anym  w Wiado­
mościach Chem icznych  (25).

III. Reszty arginylowe jako grupy reaktywne enzymów *

Protonow ane grupy guanidynow e reszt arginylow ych wielu enzymów 
spełniają rolę m iejsc wiążących anionowe substra ty  lub kofaktory za­
równo kowalencyjnie jak  i siłami kulombowskimi. Reszty arginylowe m a­
ją szczególne znaczenie dla centrum  aktyw nego tych  enzymów, których 
substra ty  posiadają ujem nie naładow ane reszty  fosforanowe lub reszty 
karboksylowe (22, 26— 29) oraz w centrum  aktyw nym  enzymów, działa­
jących przy udziale wysokoenergetycznych produktów  pośrednich (26, 
30—32).

W tabeli 1 zestawiono poznane dotychczas enzymy, w których m eto­
dą m odyfikacji chemicznej stwierdzono istotne znaczenie reszt arginy­
lowych w czynności enzym atycznej. Podano w niej również liczbę reszt 
odpowiedzialnych za wiązanie ujem nie naładow anych substratów  lub ko- 
faktorów  oraz ich położenie w cząsteczce białka. Ponadto w Tabeli 1 
podano rodzaj odczynnika chemicznego, zastosowanego do m odyfikacji.

Należy podkreślić, że odczynniki m odyfikujące reszty  arginylowe 
enzymów powodują ich inaktyw ację tylko w przypadku, gdy reszty te 
oddziałują bezpośrednio z cząsteczką substratu . Na przykład w wyizolo­
w anej z Escherichia coli fosfatazie alkalicznej (EC 3.1.3.1) w w yniku 
reakcji z butanodionem-2,3 w obecności fosforanu m odyfikacji ulega 13

* Ostatnio ukazała się praca G. T. J a m e s a  udawadniająca istotne znacze­
nie dwóch spośród 20 reszt arginylowych w  podjednostce enzymu arylosulfatazy A 
(EC 3.1.6.1.) dla jego aktywności (Arch. Biochem. Biophys. (1979), 197, 57—62).
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[11] RESZTY ARGINYLOWE 301

reszt arginylow ych bez u tra ty  aktyw ności enzymu; w nieobecności fo­
sforanu z butanodionem-2,3 reaguje 15 reszt arginylowych, powodując 
praw ie całkow itą inaktyw ację (24). U trata  właściwości katalitycznych ma 
zatem związek z m odyfikacją 2 reszt arginylow ych w cząsteczce enzymu
0 struk turze  dim erycznej. Reszty te w arunkują  równocześnie aktywność 
hydrolityczną i transferazow ą fosfatazy alkalicznej. Analogi substratów  
chronią fosfatazę przed inaktyw ację zapobiegając m odyfikacji zapewne 
tych sam ych dwóch reszt arginylow ych w cząsteczce enzym u (24).

Stwierdzono, że w przypadku m odyfikacji chemicznej enzymów w y­
kazujących aktyw ność w stosunku do różnych substratów  u tra ta  zdol­
ności katalizow ania jednego typu  reakcji nie ogranicza zdolności katali­
zowania drugiego (70). Na przykład po zablokowaniu w karboksypepty- 
dazie A jednej reszty  arginylow ej butanodionem-2,3 w środowisku bu­
foru boranowego o pH 8,6 dochodzi do znacznego spadku aktywności pep- 
tydazow ej przy praw ie trzykro tnym  wzroście aktyw ności esterazowej. 
W skazuje to na różny m echanizm  działania dwu form  m olekularnych 
enzym u różniących się konform acją (70). Dodatnie ładunki reszt arginy­
lowych stanowią wyłącznie miejsce rozpoznające peptyd, zaś inne ugru­
powania w cząsteczce decydują o aktywności esterazowej.

IV. Reszty arginylowe jako grupy czynne niektórych hormonów pepty- 
dowych i białkowych

Wiele prac w skazuje na ważną rolę reszt arginylow ych w strukturze
1 funkcji hormonów. Stwierdzono, że owczy horm on luteinizujący (LH 
lub ICSH) w ytw arzany przez przedni płat przysadki mózgowej (71, 72) 
zawiera 11 grup guanidynow ych argininy (3 w podjednostce a, 8 w pod- 
jednostce (3) z k tórych kilka, zlokalizowanych w jednej podjednostce, de­
cyduje o funkcji hormonu. Reakcja horm onu z cykloheksanodionem  nie 
niszczy jego s tru k tu ry  czwartorzędowej. M odyfikacja pierwszej grupy 
guanidynow ej powoduje 50% -tową u tra tę  czynności, zaś m odyfikacja dal­
szych 7—8 reszt arginylow ych prowadzi do u tra ty  85°/o czynności hor­
m onalnej (71).

Stwierdzono również, że w otrzym anym  drogą syntezy hormonie sty ­
m ulującym  uwalnianie horm onu luteinizującego dodatnio naładowana 
reszta arginylowa w pozycji 8 łańcucha peptydowego uczestniczy w wią­
zaniu horm onu przez specyficzne receptory kom órek gruczołu przysad­
kowego (73, 74). Tabela 2 zawiera zestawienie hormonów, k tórych czyn­
ność uzależniona jest od reszt arginylowych, oraz przegląd piśm iennictwa 
na ten  tem at.
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[13] RESZTY ARGINYLOWE 303

V. Reszty arginylowe białek jako miejsca wiążące ligandy anionowe

Spośród białek krw i szczególną uwagę wielu autorów  zwraca albu­
mina, k tó ra  ma najw iększą zdolność wiązania ligandów anionowych (77, 
78). Należy podkreślić, że cząsteczki album iny posiadają powinowactwo 
wobec ligandów naw et w środowisku o w artościach pH, w których same 
w ykazują charak ter anionowy (78).

Stw ierdzono, że w I-rzędow ej struk tu rze cząsteczki album iny woło­
wej (zaw ierającej 22 reszty  arginylowe, na 96 reszt aminokwasów zasa­
dowych przy  masie cząsteczkowej album iny 65.000 daltonów) w ystępują 
pewne obszary silnie hydrofobowe, w obrębie k tórych reszty  arginylowe 
odpowiedzialne są za wiązanie kwasów tłuszczowych, detergentów  anio­
nowych i l-anilinonaftaleno-8-sulfonianu (ANS) służącego do badań fluo­
rescencji (78). Fluorescencja ANS związanego in vitro  z album iną suro­
wicy wołowej w obecności alifatycznych kwasów tłuszczowych (kwasu 
palm itynow ego i laurylowego) jest m niejsza w porów naniu z fluorescen- 
cją sam ej album iny. ANS konkuruje  z kwasam i tłuszczowymi o miejsca 
wiążące (79). Zjawisko to dotyczy również album iny ludzkiej i króliczej.

D egradacja album iny przez a-chym otrypsynę i następnie frakcjono­
wanie heterogennych peptydów  pozwoliło bliżej scharakteryzow ać obszar 
wiążący ligandy anionowe. Jedna z frakcji stanowiąca blisko 20°/o masy 
cząsteczkowej album iny, zaw ierająca głównie reszty  arginylowe oraz 
liczne reszty  aminokwasów hydrofobow ych (w tym  1 reszta tryptofanu) 
w ykazyw ała znaczne powinowactwo do ANS (78). M odyfikacja reszt argi- 
nylow ych tej frakcji za pomocą glioksalu powodowała praw ie całkowitą 
u tra tę  zdolności wiązania ANS.

W yniki innych badań również potwierdzają, że pewne obszary w czą­
steczce album iny, wiążące ligandy anionowe, m.in. jony tiocyjanianowe 
(SCN- ) zaw ierają silnie dodatnio naładowane grupy guanidynowe reszt 
arginylow ych (80).

W ykazano również, że w wiązaniu przez album inę ludzką wielu 
związków chemicznych, w tym  leków, biorą udział reszty arginylowe. 
M echanizm y takich wiązań od dawna są przedm iotem  zainteresowania 
zarówno farmakologów, usiłujących wyjaśnić szybkość i siłę działania 
leku oraz jego rozmieszczenie w organizmie, jak  i biochemików, którzy 
zjaw iska te rozpatru ją od strony  natu ry  oddziaływań białko-ligand. Nie­
dawno stwierdzono, że zablokowanie 10 reszt arginylow ych w cząsteczce 
album iny ludzkiej przez cykloheksanodion-1,2 powoduje całkowitą u tra ­
tę zdolności wiązania diazepamu — pochodnej benzodwuazepiny o w łaś­
ciwościach psychotropowych, a znacznie zmniejsza oddziaływanie reszt 
arginylow ych z lekami o działaniu przeciwzapalnym  i przeciwbólowym: 
indom etacyną — pochodną kw asu 2-metyloindolo-3-octowego oraz feny- 
lobutazonem  (83).

4 P o s tę p y  B io c h e m ii http://rcin.org.pl



304 R. FARBISZEWSKI, H. GABRYEL 114]

W grupie białek wiążących m etale, w ystępujących w płynach ustro jo­
wych kręgowców zw racają uwagę transferyny. Każda cząsteczka trans- 
feryny  wiąże dwa jony F e+i w dwu praw ie identycznych obszarach, tw o­
rząc mało stabilny kompleks o m aksim um  absorpcji przy 470 nm. Dla 
uzyskania stabilizacji kom pleksu konieczne jest związanie anionu, na j­
częściej węglanowego lub dwuwęglanowego. Reszty arginylowe w trans- 
ferynach wiążą te aniony (84).

Szczegółowe dane dotyczące białek, w k tórych reszty arginylowe są 
m iejscam i wiążącymi ligandy anionowe przedstaw iono w Tabeli 3.

VI. Reszty arginylowe białek o różnych właściwościach biologicznych

W ostatnich latach ukazało się wiele doniesień o znaczeniu grup gu­
anidynow ych argininy dla czynności biologicznej w ielu białek, w ystępu­
jących w kom órkach i tkankach. Na przykład lipoproteiny osocza ludz­
kiego o niskim ciężarze cząsteczkowym (LDL, d =  1,02— 1,05) wiążą po­
przez reszty  arginylowe białka receptorowe w ystępujące na powierzchni 
ludzkich fibroblastów i na powierzchni kom órek mięśni gładkich tętnic 
psów (85). Podobnie zachowują się lipoproteiny osocza psów (HDL, HDLC) 
wobec fibroblastów ludzkich. Szczególnie silne wiązanie z białkam i re ­
ceptorowym i tw orzą wyizolowane z osocza psów po diecie bogatej w cho­
lesterol lipoproteiny HDLC, których apoproteid jest bogaty w argininę. 
M odyfikacja reszt arginylow ych cykloheksanodionem-1,2, znacznie zm niej­
sza to powinowactwo. Po usunięciu z części białkowej odczynnika m ody­
fikującego lipoproteiny odzyskują w 80°/o zdolność oddziaływania z fi- 
broblastam i.

Badania nad in terakcją między F ak tyną a tropom iozyną mięśni po­
przecznie prążkow anych wykazały że w procesie tym  uczestniczy jedna 
reszta arginylowa m onom eru aktyny. Stwierdzono, że m odyfikacji cyklo­
heksanodionem-1,2 ulegają 3 reszty arginylowe w cząsteczce białka, przy 
zachowaniu s tru k tu ry  II-rzędowej monomerów ak tyny  i ich zdolności 
aktyw acji miozynowej Mg+2-ATP-azy. W yodrębnienie peptydów, otrzy­
m anych w w yniku degradacji pepsyną takich cząsteczek ak tyny  oraz 
badanie ich składu aminokwasowego pozwoliło ustalić, że m odyfikacji 
u legają reszty arginylowe: Arg-28, Arg-95 i Arg-147. Działanie cyklo­
heksanodionem-1,2 na aktynę uprzednio związaną z tropom iozyną pro­
wadziło do m odyfikacji tylko dwóch reszt arginylow ych: Arg-28 i Arg-142. 
Przedstaw ione dane wskazują, że Arg-95 bierze bezpośredni udział w 
tw orzeniu kom pleksu F-aktyna-tropom iozyna (86).

Główny składnik tkanki łącznej — kolagen wzbudza wciąż zaintere­
sowanie jako białko struk tura lne, wykazujące w yjątkow e cechy budowy 
(87). Wiadomo, że niektóre p repara ty  kolagenu charak teryzu ją  się zdol­
nością agregacji pły tek  krw i (88). Proces ten  jest bardzo istotny w ho-

http://rcin.org.pl
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mostazie, ma również duże znaczenie w patogenezie wielu chorób (89). 
Niedawno badania W a n g a i wsp. wykazały, że zarówno agregacja p ły­
tek  krw i jak  i uw alnianie z nich serotoniny zależą w jakiś sposób od 
obecności reszt arginylow ych w kolagenie (90), ponieważ ich m odyfikacja 
cykloheksanodionem-1,2 znosi jego zdolność agregacji płytek. A utorzy 
są zdania, że reszty  arginylowe polim eru tró jpeptydu o składzie Gly— 
X—Y są wyłącznie odpowiedzialne za in terakcję płytka-kolagen. P re ­
paraty  kolagenu m onomerycznego nie wzbudzają agregacji płytek.

W w yniku zastosowania m odyfikacji czynnych grup  aminokwasów 
w białkach stwierdzono, jakie reszty odgryw ają ważną rolę w reakcjach 
immunochemicznych. Okazało się, że wiele przeciwciał w ytw arzanych 
przez króliki i skierow anych wobec anionowych haptenów  zawiera do­
datnio naładowane reszty  arginylowe w m iejscach wiążących. Na przy­
kład w przeciwciałach wobec 5-azoizoftalanu znaczną ilość reszt amino- 
kwasowych stanowią reszty  arginylowe (91), podobnie — w przeciwcia­
łach wobec 5-azoftalanu (92). Zawartość reszt lizylowych w wym ienio­
nych przeciwciałach jest niezm iernie mała.

Stwierdzono także, że w specyficznym białku globularnym  w ystępu­
jącym  we krw i myszy, obarczonych szpiczakiem MOPC-315 i wyizolowa­
nym  z frakcji globulinowej przy użyciu specyficznego im m unoadsorben- 
ta, w wiązaniu ujem nie naładowanego haptenu: e,N-dwunitrofenyloam i- 
nokapronianu bierze udział reszta arginylow a (5), a nie — jak dotychczas 
sądzono — reszta lizylowa (93).

W ykazano, że związanie reszt arginylow ych wspom nianej globuliny 
z krw i zwierząt obarczonych szpiczakiem przez hapten  zapobiega całko­
wicie ich m odyfikacji przez glioksal (5).

Reszty arginylowe w inhibitorach proteaz, zarówno niskocząsteczko- 
wych (inhibitor Kunitza), jak  i wysokocząsteczkowych, w ystępujących 
w gruczołach ślim aka (H elis pomatia) są również grupam i reagującym i 
z proteazami. Zablokowanie tych reszt cykloheksonodionem-1,2 uniemoż­
liwia interakcję inhibitora z enzymem i w następstw ie — powoduje u tra ­
tę jego ham ującego działania (94).

Reszty arginylowe w białkach odgryw ają kluczową rolę w tw orzeniu 
ich s tru k tu ry  trzeciorzędowej, na przykład w parw album inie III, wyizo­
lowanej z białek mięśni szczupaka (95). A utorzy sugerują, że zmiana 
stru k tu ry  a-helikalnej, w ynikająca z m odyfikacji cykloheksonodionem -1,2 
wykazana dichronizmem kołowym i optyczną dyspersją rotacyjną, zwią­
zana jest z obszarem łańcucha zawierającego w pobliżu reszty  arginylo- 
wej Glu-81.

W Tabeli 4 zestawiono białka o różnych właściwościach biologicznych, 
w których zablokowanie reszt arginylow ych przyczynia się do u tra ty  ich 
funkcji.
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VII. Uwagi końcowe

Zastosowanie odczynników zaw ierających ugrupow ania dw ukarbony- 
lowe i wybiórczo reagujących z grupam i guanidynow ym i argininy po­
zwoliło na stw ierdzenie znaczenia reszt arginylow ych dla funkcji biolo­
gicznej wielu białek. Metoda blokowania lub m odyfikacji czynnych reszt 
arginylow ych jest jednak tylko jedną z m etod badania rodzaju grup 
reaktyw nych, biorących udział w  katalizie enzym atycznej; oprócz niej 
stosuje się m etdy kinetyczne i m etody bezpośredniego znakowania cen­
trum  aktywnego. Dotychczas poznano około 40 enzymów, w których 
reszty arginylowe są niezbędne dla ich aktyw ności katalitycznej. Wiążą 
one bezpośrednio ujem nie naładow ane substra ty  lub kofaktory  albo tw o­
rzą i stabilizują określoną stru k tu rę  przestrzenną centrum . Fragm entącja 
cząsteczki białka przez odpowiednio dobrane proteazy, rozdział peptydów 
drogą chrom atografii oraz badanie sekwencji aminokwasów pozwoliło 
ponadto określić położenie reszt arginylow ych istotnych dla funkcji 
enzymu.

Zastosowanie odczynników dwukarbonylow ych pozwoliło również w y­
kazać, że w niektórych horm onach peptydowych i białkowych reszty 
arginylowe są odpowiedzialne za ich czynność biologiczną. Ponadto, sta­
nowią one w wielu białkach transportow ych krw i m iejsca wiążące ligan- 
dy anionowe, w tym  także związki chemiczne o działaniu leczniczym. 
Reszty arginylowe białek uczestniczą również w oddziaływ aniu z innym i 
białkami, biorą udział w procesie przylegania i agregacji pły tek  krw i do 
kolagenu oraz odgryw ają ważną rolę w reakcjach immunochemicznych.

Z a a k c e p to w a n o  d o  d r u k u  4.2.1980

Po akceptacji do druku powyższego artykułu ukazało się kilka nowych donie­
sień dotyczących omawianego tematu.

Transketolaza (Glikoloaldehydotransferaza sedoheptulo-7-fosforan: aldehyd 
D-3-fosfoglieerynowy) (EC 2.2.1.1), enzym cyklu pentozowego o budowie dimerycznej, 
posiada dwa centra aktywne, w  każdym występuje jedna reszta airginylowa, istotna 
w procesie katalizy enzymatycznej ( K r e m e r  A. B., E g a n  R. M., S a b l e  HL Z., 
(1980), J. Biol. Chem., 255, 2405—2410).

W kompleksie enzymów syntetazy kwasów tłuszczowych, wyizolowanych z gru­
czołu okołoodbytniczego (uropygial) gęsi, na który składa się 7 cząsteczek enzyma­
tycznych, tylko cząsteczki odpowiedzialne za redukcję ketokwasów i enoli zaw ie­
rają w  centrum aktywnym po jednej reszcie arginylowej, odpowiedzialnej za w ią­
zanie 2'-fosforanu NADPH ( P o u l o s e  A. J., K o l a t t u k u d y  P. E., (1980), Archiv. 
Biochem. Biophys., 199, 457—464).

W podjednostce dysmutazy nadtlenkowej, wyizolowanej z erytrocytów wołu, 
jedna reszta arginylowa odpowiada za jej aktyw ność Analiza fragmentów peptydo­
wych IX) cyanobromowaniu wykazała, że reszta ta położona jest w  pozycji 141 łań­
cucha peptydowego ( M a l i n o w s k i  D. P., F r  i d o  v i c h  I., (1979), Biochemistry,
18, 5909—5917).

Stwierdzono ponadto, że rybosomy Escherichia coli traktowane fenyloglioksalem
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i butanodionem-2,3 hamują polimeryzację polipeptydów. Sugeruje się, że reszty 
arginylowe kilku białek z podjednostki 30S odgrywają ważną rolę w  ich wiązaniu  
się z mRNA ( H e r n a n d e z  F., L o p e z - R i v a s  A., P i n t o r - T o x o  J. A., V a z ­
q u e z  D., P a l a c i a n  E., (1980), Eur. J. B io c h e m 108, 137—141).
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I. Wstęp

W iązania dwusiarczkowe w struk turze peptydów i białek nie tylko 
przyczyniają się do utrzym ania budowy przestrzennej, lecz także speł­
niają  bezpośrednie funkcje katalityczne i regulacyjne w procesach bio­
chemicznych zachodzących w kom órkach i w przestrzeniach m iędzyko­
m órkowych. W yróżnia się wiązania dwusiarczkowe w ew nątrzłańcucho- 
we i m iędzyłańcuchowe. W iązania wew nątrzłańcuchow e mogą łączyć od­
ległe części łańcucha polipeptydowego i w ten  sposób tw orzyć pętlę
o ustabilizowanej strukturze. M iędzyłańcuchowe wiązania dwusiarczko­
we łączą ze sobą poszczególne łańcuchy polipeptydowe.

Funkcje wiązań dwusiarczkowych w białkach są różnorodne. W biał­
kach enzym atycznych wiązania dwusiarczkowe u trzym ują taką  konfor­
m ację cząsteczki, k tóra umożliwia wiązanie substra tu  w  centrum  ka­
talitycznym . W iązania dwusiarczkowe w im m unoglobulinach niezbędne 
są dla u trzym ania właściwej s tru k tu ry  tych  białek podczas reakcji z an ty ­
genami i kom órkam i układu odpornościowego. W procesach oksydacyj- 
no-redukcyjnych wykazano udział dwusiarczków oraz ich znaczenie w 
u trzym aniu  równowagi oksydacyjno-redukcyjnej zarówno w ew nątrz ko­
m órek jak  i w płynach pozakomórkowych. Stwierdzono także, że związki 
zawierające w iązania dwusiarczkowe biorą udział w regulacji procesów 
m etabolicznych i prawdopodobnie w regulacji ekspresji genów.

Mostki dwusiarczkowe tw orzą się w procesie posttranslacyjnym . 
Uczestniczą w nim  enzym y typu  oksydoreduktaz i izomeraz, k tóre mogą 
kontrolować poprawność położenia wiązań dwusiarczkowych.

II. Wiązania dwusiarczkowe w białkach pozakomórkowych

Białka wydzielane przez kom órki do przestrzeni m iędzykom órkowej 
bardzo często zaw ierają liczne wiązania dwusiarczkowe. Natom iast biał­
ka w ystępujące w ew nątrz kom órek m ają znacznie m niejszą liczbę wiązań 
dwusiarczkowych. Białka wew nątrzkom órkowe są otoczone innym i czą­
steczkami, które oddziałują stabilizująco na struk turę . Można więc przy­
puszczać, że stabilizacja s tru k tu ry  tych białek przez wiązanie dwusiarcz­
kowe jest w dużym stopniu zbędna.
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II- l. Redukcja i reoksydacja wiązań dwusiarczkowych

Białka zawierające liczne wiązania dwusiarczkowe, między innym i 
lizozym, w ykazują znaczną stabilność s tru k tu ry  w w arunkach sprzyja­
jących denaturacji. Rozbicie wiązań dwusiarczkowych przez redukcję lub 
utlenienie (1, 2, 3) u łatw ia denaturację danego białka. W ykazano to przez 
selektyw ne rozerw anie pojedynczych wiązań w natyw nych białkach (4, 
5, 6, 7, 8, 9). Na przykład borowodorek sodu redukuje w trypsynie bydlę­
cej ty lko jedno wiązanie dwusiarczkowe spośród sześciu w całej czą­
steczce (6). To reaktyw ne wiązanie w ystępuje od strony  zew nętrznej 
„kieszeni” wiążącej substrat, między resztam i Cys 179—203 (191— 220). 
Chociaż m ostek dwusiarczkowy 179—203 (191— 220) nie jest składową 
m iejsca aktywnego, to zamyka pobliże tego obszaru (1). W ykazano, że 
rozkład tego dwusiarczku powoduje zmianę orientacji grupy Asp 177 
(189) i w skutek tego dalsze zmiany w geom etrii „kieszeni” wiążącej sub­
stra t. Dwusiarczek Cys 179—203 (191—220) jest niezm ienny w sekwencji 
wszystkich proteaz chym otrypsyno-podobnych (10). Takie ułożenie w ią­
zania dwusiarczkowego zachowało się w ewolucji proteaz serynow ych od 
m ikroorganizm ów do ssaków.

II-2. Wiązanie dwusiarczkowe w immunoglobulinach

Im m unoglobuliny są białkam i, k tórych s tru k tu ra  jest u trzym yw ana 
przez liczne wiązania dwusiarczkowe. W yróżnia się pięć klas im m uno­
globulin: IgG, IgM, IgA, IgD, IgE (11, 12). S tru k tu ra  cząsteczek jest 
quasi-sym etryczna, zbudowana z dwu łańcuchów lekkich (L) i dwu łań ­
cuchów ciężkich (H). W yróżnia się dwa rodzaje łańcuchów lekkich x i \  
oraz cztery rodzaje łańcuchów ciężkich a , |i, 5 i e. W struk turze  IgM 
i IgA wykazano obecność łańcucha J  (13). We wszystkich im m unoglobu­
linach łańcuchy ciężkie i lekkie są połączone m iędzyłańcuchowym i m ost­
kam i dwusiarczkowymi. W iązania dwusiarczkowe wew nątrzłańcuchow e 
tw orzą w łańcuchu polipeptydow ym  pętlę o stabilnej strukturze. P rze­
m iany tiol-dw usiarczek białka są istotne w reakcji tw orzenia w iązań 
dwusiarczkowych m iędzyłańcuchowych. Bierze w niej udział glutation. 
Sugeruje się, że m onom ery L i H łańcuchów w stanie zredukow anym  
łączą utleniony glutation tworząc przejściowo dwusiarczek (Reakcja I 
i II).

J-J-SH  +  G -S -S -G  —► J-^-S-S-G  +  G-SH J

p j - S - S - G  + j_SU J - f  S -5 - |_ +  G-SH i
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Ponieważ wiele kom órek syntetyzytu je  więcej łańcuchów L niż H i nad­
m iar łańcuchów L pojaw ia się jako dimer L—S— S—L, reakcja jest moż­
liwa jako prosta w ew nętrzna przem iana tiol-dw usiarczek białka (Re­
akcja III).

f-j-sH+Lrs-H_,— H-s-s-L+ l_rSH ni
IgA polim eryzuje do s tru k tu ry  (H2L 2)n — odpowiada to struk tu rze 

(x2a 2)n lub (X2a 2)n. Natom iast IgM polim eryzuje do s tru k tu ry  (H2L 2)5 — 
odpowiada to struk tu rze  (k2̂ i2)5 lub ( ^ 1x3)5. Pentam er IgM ma s tru k tu rę  
pierścieniową. W obu przypadkach polim ery pow stają przez łączenie się 
cząsteczek m onomerów za pomocą wiązań dwusiarczkowych.

Wieloznaczność struk tu ra lna  im m unoglobulin w stosunku do an ty ­
genów pozwala snuć przypuszczenia, że w tej funkcji dużą rolę spełniają 
wiązania dwusiarczkowe. Rola ta  wiąże się z geom etrią wiązań dw u­
siarczkowych i ich otoczenia.

II-3. Wiązania dwusiarczkowe w  białkach transportujących

S truk tu ra  białek uczestniczących w transporcie horm onów i witam in 
jest bardzo często stabilizowana wiązaniami dwusiarczkowymi. Na przy­
kład neurofyzyny przenoszące oksytocynę i wasopresynę (14) są białka­
mi bogatym i w wiązania dwusiarczkowe. Neurofyzyna bydlęca w czą­
steczce o masie 10 000 daltonów ma siedem mostków dwusiarczkowych. 
Tylko dwa z nich są dostępne dla redukcji i łatwo jej ulegają. Po reoksy- 
dacji uzyskano neurofyzynę o niepełnej zdolności do wiązania oksyto­
cyny i wasopresyny. Metodą dichroizm u kołowego w bliskim  u ltrafio­
lecie wykazano, że zredukow ana neurofyzyna tylko częściowo wraca do 
konform acji odpowiadającej natyw nem u białku (14).

Ryboflaw inow y flaw oproteid z jaj kurzych (15, 16, 17) ma masę czą­
steczkową 36 000 daltonów i jest zbudowany z dwu łańcuchów polipep- 
tydow ych spiętych m ostkam i dwusiarczkowymi. Cała cząsteczka zawiera 
osiem wiązań dwusiarczkowych m iędzy- i wew nątrzłańcuchow ych. Biał­
ko to spełnia w ja ju  ptaków  funkcję transportu jącą i m agazynującą ry - 
boflawinę dla rozw ijającego się zarodka. Badania spektropolarym etryczne 
wykazały, że wiązanie ryboflaw iny przez to białko w yw ołuje zmiany 
w geom etrii w iązań dwusiarczkowych (18). W ykazano również, że odpo­
wiednia geom etria ich w  cząsteczce białka wiążącego ryboflaw inę jest 
niezbędna aby białko miało pełną aktyw ność wiązania w itam iny B2 
(19, 20). Można sądzić, że zm iany w obrębie wiązań dwusiarczkowych 
odgryw ają rolę w regulacji transportu  ryboflaw iny dla rozw ijającego się 
zarodka.
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11-4. Oksydacyjno-redukcyjna funkcja wiązań dwusiarczkowych

Do enzymów o struk turze  flawoproteidów należy grupa, której ak tyw ­
ność katalityczna jest związana z obecnością wiązań dw usiarczkowych 
spełniających funkcję oksydacyjno-redukcyjną. Są to dehydrogenaza 
liponianu, reduktaza glutationu i reduktaza tioredoksyny.

Zredukow any liponian jest utleniany kosztem redukcji w iązań dw u­
siarczkowych dehydrogenazy liponianu (21, 22, 23, 24). W m iejscu ak tyw ­
nym  enzym u obok związanej cząsteczki FAD znajduje się wiązanie dwu- 
siarczkowe spełniające funkcję oksydacyjno-redukcyjną. Cząsteczka zre­
dukowanego liponianu redukuje wiązanie dwusiarczkowe enzym u (Re­
akcja IV).

-FAD 

-S +
I

•s

—i-FAD 

-SH +  

-SH

h2c - c h 2- c h - ( c h 2)4- c o o -
I I

SH SH

I IV
.h2c - c h 2- c h - ( c h 2)4- c o o ~

s ------s

Następnie zachodzi jednoelektronow a redukcja pierścienia izoalloksazyny 
w  FAD; powstaje semichinonowa postać FAD. W rezultacie tw orzy się 
uk ład  dw urodnikowy S’ i FA D' (Reakcja V).

rF A D rF A D H ’

E - sh E-s* v

-SH -SH

Enzym  w tym  stanie w ykazuje zdolność do przyłączenia cząsteczki nu- 
k leotydu nikotynowego, przez wytworzenie wiązania między atomem 
siarki enzym u a pierścieniem  nikotynow ym  (Reakcja VI).

E

-FADH*

-s* + (// \  +
'  N — R —► E-

-SH \ — /
VI

N-R

N astępuje redukcja nukleotydu nikotynowego przez odebranie rów no­
ważników redukcyjnych z atom u siarki. Z redukow any nukleotyd niko­
tynow y odłącza się, czemu tow arzyszy odtworzenie dwusiarczku (Re­
akcja  VII).
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■FADH FAD

-S + N-R v n

Reduktaza g lutationu (22, 23, 24) przenosi równoważniki redukcyjne 
z NADPH na glutation. Zredukow any nukleotyd nikotynow y w ykorzy­
stu je dwusiarczki do pośredniczenia w redukcji flaw in i do utw orzenia 
przejściowego połączenia z enzymem. Redukcja FAD zachodzi dw ueta­
powo poprzez stadium  semichinonu, k tóry  kolejno redukuje dwa atom y 
siarki utlenionego glutationu.

Redukcja rybonukleotydów  do dezoksyrybonukleotydów zachodzi przy 
udziale układu tioredoksyny. W skład tego enzymatycznego układu w 
E. coli wchodzi tioredoksyna, reduktaza tioredoksyny i NADPH (25). 
Tioredoksyna ma masę 12 000 daltonów i zawiera jedno wiązanie dw u­
siarczkowe o aktyw ności oksydacyjno-redukcyjnej (26). Sekwencja ami­
nokwasów w obrębie wiązania dwusiarczkowego (27) jest następująca:

S ---------------------- S
i i  m

— C ys—G ly - P r o  — Cys —

Należy zaznaczyć, że tioredoksyna jest rozpowszechniona zarówno u bak­
terii jak  i u eukariontów  z ssakam i włącznie. Zredukow ana postać tiore-

/  / SH\doksyny I Tiored I pośredniczy w redukcji reduktazy dwufosforybo- 
\  X SH /

nukleotydów, jako donator równoważników redukcyjnych (28). Proces 
redukcji tioredoksyny (26) zachodzi pod wpływem  reduktazy  tioredok­
syny w/g reakcji IX.

S SH
Tiored | + NADPH + H+ — ► T io re d  + NADP+ I X

NS X SH

Reduktaza tioredoksyny (EC. 1.6.4.5) z E. coli (29) jest dim erem  o masie 
66 000 daltonów i jest zbudowana z identycznych podjednostek. Każda 
z podjednostek przyłącza jedną cząsteczkę FAD. W ykazano, że reduk­
taza ta  ma wysoką swoistość względem tioredoksyny z E. coli i nie reagu­
je z tioredoksyną drożdży oraz z dwusiarczkam i innych białek (30).

Redukcja wiązań dwusiarczkowych w białkach przez tioredoksynę za­
chodzi zgodnie z reakcją X:

/ SH / s 
Tiored + Biafko. — ► Tiored | + Biafko Y

%SH V S XS XSH A

Równowaga tej reakcji przesuw a się na prawo z powodu niskiego po­
tencjału  oksydacyjno-redukcyjnego tioredoksyny, k tó ry  wynosi E 0 =  
=  —0,260 V (w p H =  7,0 i w temp. 25°) (31). W obecności reduktazy
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tioredoksyny i nadm iaru NADPH zachodzi szybka redukcja wiązań dw u- 
siarczkow ych (por. reakcje IX i X). W tych w arunkach niski potencjał 
oksydacyjno-redukcyjny NADPH przyśpiesza redukcję wiązań dwu- 
siarczkow ych w różnych białkach.

Tioredoksynę i reduktazę tioredoksyny wykazaną w kom órkach ssa­
ków porównywano z układem  redukcyjnym  rybonukleotydów  z E. coli. 
O trzym ano częściowo oczyszczoną reduktazę tioredoksyny z w ątroby 
szczura (32), oraz tioredoksynę w raz z reduktazą tioredoksyny z w ątroby 
cieląt (34). Cielęca tioredoksyna jest bardzo podobna do otrzym anej 
z E. coli. Ma masę 12 000 daltonów i identyczną sekwencję aminokwasów 
w obszarze reaktyw nego mostka dwusiarczkowego. Reduktaza tioredok­
syny otrzym ana z w ątroby cieląt jest różna od enzym u z E. coli. K atali­
zuje ona redukcję w iązań dwusiarczkowych w różnych białkach, Wy­
maga obecności tioredoksyny i NADPH. Enzym ten  jest oksydoreduk- 
tazą NADPH: dwusiarczek białka (EC 1.6.6.4).

Udział tioredoksyny wykazano też w regulacji aktyw ności św iatło- 
zależnych kluczowych enzymów uczestniczących w przysw ajaniu C 0 2 
w chloroplastach. Tioredoksyna ulega fotochemicznej redukcji przez fe- 
rodoksynę i reduktazę ferodoksyny — tioredoksyna. Zredukow ana tio re­
doksyna aktyw uje enzym y fosfatazę 1 ,6-dw ufosfofruktozy i fosfatazę
1,7-dwufosfosedoheptulozy. W ciemności enzym y te są reoksydowane 
i ulegają inaktyw acji (35).

II-5. Wiązanie dwusiarczkowe w  histonie H-3

Bardzo interesujące są białka, w których na cząsteczkę przypada jed­
no wiązanie dwusiarczkowe. Badania funkcji takiego pojedynczego wią­
zania pozwalają wyciągnąć jednoznaczne wnioski. Z taką sytuacją m a­
my do czynienia w histonach. Otóż w kom órkach eukariontów  wykazano 
obecność histonu H-3, k tó ry  różni się od innych między innym i obec­
nością jednej lub dwu reszt cysteiny (36, 37). In vitro  histon H-3 może 
tw orzyć dim ery poprzez wiązania dwusiarczkowe w kom órkach HeLa. 
Liczba wiązań dwusiarczkowych w dim erach histonu H-3 w zrasta podczas 
podziałów m itotycznych (38). W yniki te  sugerowały, że za proces kon­
densacji chromosomów m itotycznych odpowiedzialne są wiązania dw u­
siarczkowe dim eru histonu H-3.

Jak  wiadomo, chrom atyna jest zbudowana z nukleosomów (39, 40). 
Nukleosomy składają się z DNA i oktam erów histonów zawierających po 
dwie cząsteczki każdego rodzaju histonu tj. H-2A, H-2B, H-3 i H-4 (41, 
42). Tylko histon H-3 zaw iera reszty  cysteiny z wolnym i grupam i SH, 
k tóre w natyw nej chrom atynie położone są blisko siebie. Ponadto w y­
kazano in vitro, że cząsteczki histonu H-3, łączą się łatw o w dim ery przez 
utw orzenie wiązania dwusiarczkowego (41, 43). Przypuszczano więc, że
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między- i wewnątrznukleosom owe wiązania dwusiarczkowe między czą­
steczkami histonu H-3, odgryw ają rolę w strukturze chrom atyny; jed­
nakże ich istnienia in vivo  nie udało się udowodnić (44).

II-6. Wiązania dwusiarczkowe w  toksynach bakteryjnych

W śród toksyn bak tery jnych  szczególną funkcję spełniają toksyny
o budowie polipeptydów. W ykazano, że większość toksyn peptydowych 
składa się z dwu łańcuchów spiętych wiązaniami dwusiarczkowym i (45). 
Łańcuch A takiej toksyny jest aktyw ny w ham ow aniu syntezy białek 
komórek eukariotycznych. Łańcuch B wykazuje powinowactwo do 
swoistego receptora na powierzchni komórki. Oddzielone łańcuchy są 
nieaktyw ne dla komórki. W homogenacie bezkomórkowym łańcuch A 
może katalitycznie hamować syntezę białka, a łańcuch B wiąże się ze 
swoistym  receptorem  na powierzchni kom órki (46). Jednakże efekt to­
ksyczny w stosunku do całej kom órki wymaga cząsteczki zbudowanej 
z obu łańcuchów. Aktywność toksyczna w yraża się w trzech etapach: 
a) wiązanie toksyny od strony łańcucha B z powierzchnią komórki, b) w ej­
ście łańcucha A lub całej cząsteczki toksyny do w nętrza komórki, c) ham o­
wanie syntezy białka gospodarza przez cząsteczkę łańcucha A (45).

M echanizm działania łańcucha A lub całej toksyny jest praw ie nie­
znany. Ostatnio (47, 48) badano toksynę błonicy, a także toksyny roślin­
ne abrynę i rycynę, które w zachowaniu się odpowiadają powyższym 
uogólnieniom.

Łańcuch B tych toksyn wiąże się z receptoram i zawierającym i ga- 
laktozę. Łańcuch A rycyny i abryny inaktyw uje rybosom y przez ham o­
wanie GTP-azy w podjednostce rybosom u 60 S (47). Łańcuch A toksyny 
błonicy inaktyw uje czynnik II elongacji (50).

W iązania dwusiarczkowe w każdej z tych toksyn spełniają istotną 
rolę w przem ianach posttranslacyjnych. Prawdopodobnie toksyna jest 
syntetyzow ana w postaci jednołańcuchowego polipeptydu z odcinkiem 
blokującym  jej aktywność. Mostek dwusiarczkowy ułatw ia utrzym anie 
obu czynności toksyny po jej aktyw acji przez procesy ograniczonej pro- 
teolizy posttranslacyjnej. Połączenie obu łańcuchów toksyny za pomocą 
wiązania dwusiarczkowego ma także znaczenie w u trzym aniu  właściwej 
s tru k tu ry  tego białka podczas in terakcji z błoną kom órki docelowej.

II-7. Wiązania dwusiarczkowe w  hormonach peptydowych

Do najdaw niej poznanych hormonów o struk turze  peptydowej należy 
insulina. Cząsteczka insuliny bydlęcej (51, 52) składa się z dwu łańcu­
chów: łańcuch A zawiera 21 a łańcuch B 30 reszt aminokwasowych. Dwa
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mostki dwusiarczkowe łączą reszty cysteiny 7 i 20 w łańcuchu A z resz­
tami 7 i 19 w łańcuchu B. Łańcuch A posiada w ew nątrzłańcuchow y mo­
stek dwusiarczkowy między 6 i 11 resztą cysteiny. P rekursor insuliny — 
proinsulina — jest jednołańcuchow ym  polipeptydem  zaw ierającym  81 
reszt am inokwasowych i trzy  mostki dwusiarczkowe w ew nątrzłańcucho- 
we (53). Łańcuchy A i B insuliny zwierząt różnych gatunków  różnią się 
nieznacznie. Zmienność ich jest podobna do zmienności cytochrom u c lub 
hemoglobiny.

Dodatkowa część peptydow a zwana łańcuchem  C proinsuliny ptaków 
i ssaków różnych gatunków  wykazuje bardzo dużą zmienność.

Spośród 31 reszt aminokwasowych tylko pięć reszt pow tarza się we 
wszystkich zbadanych cząsteczkach (53). Obecność peptydu C w proin- 
sulinie jest niezbędna w utrzym aniu  s tru k tu ry  czynnej horm onu i w y­
tw orzeniu odpowiednich w arunków  przestrzennych dla powstania most­
ków dwusiarczkowych w procesie przem ian posttranslacyjnych.

Podobieństwo s tru k tu ry  przestrzennej łańcuchów A i B w insulinie 
i proinsulinie udowodniono zarówno w badaniach postaci rozpuszczonej 
jak też krystalicznej (54). Insulina krystalizuje z jonam i cynku tworząc 
heksam ery. Główną oś heksam eru tw orzą dwa jony Zn2+, które wiążą się 
z resztam i imidazolowymi histydyny (His-10) każdego łańcucha B. P ro- 
insulina kry talizu jąc w obecności Zn2+ tw orzy także heksam ery, w któ­
rych łańcuchy C są rozmieszczone na powierzchni zewnętrznej. W m ie­
szaninie insuliny i proinsuliny, przy niskich stężeniach proinsuliny k ry ­
stalizacja przebiega podobnie jak  w roztworze samej insuliny. Ta moż­
liwość wspólnej krystalizacji jest ważna w tw orzeniu się granul m aga­
zynujących insulinę w aparcie Golgi’ego kom órek trzustk i (55). Z po­
wyższego wynika, że m ostki dwusiarczkowe spełniają bardzo ważną rolę 
w zachowaniu stałości konform acji łańcucha polipeptydowego w proinsu­
linie, jak  też s tru k tu ry  czynnej insuliny po proteolitycznym  odszczepie- 
niu peptydu C.

Przekształcenie proinsuliny w insulinę zachodzi przy udziale enzy­
mów proteolitycznych. Enzym trypsyno-podobny (56) powoduje w pro­
insulinie bydlęcej rozkład wiązań peptydowych Arg-32 i Glu-33 oraz 
Arg-60 i Glu-61. Pow staje insulina zaw ierająca dwie dodatkowe reszty 
argininy od końca C łańcucha B. Pełną aktywność insuliny uzyskuje się 
przez odszczepienie C-końcowych arginin pod wpływem  karboksypep- 
tydazy B. Oba procesy są ściśle regulowane a istotnym  czynnikiem  jest 
prawdopodobnie stabilizacja s tru k tu ry  białka przez wiązania dwu­
siarczkowe.

Drugim przykładem  z grupy hormonów peptydowych jest relaksyna, 
jej s truk tu ra  i funkcja jest także uzależniona od obecności mostków 
dwusiarczkowych w cząsteczce. Relaksyna w ystępuje we krw i ssaków, 
w nasieniowodach i jajnikach. W ywołuje ona zmiękczanie tkanki łącznej 
spojenia łonowego oraz ma w pływ  na ruchliwość i ułożenie macicy.
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Cząsteczka relaksyny (57) zbudowana jest z dwu łańcuchów polipep- 
tydowych. Łańcuch A składa się z 22 a łańcuch B z 26 reszt aminokwaso- 
wych. W łańcuchu A jest w ew nątrzłańcuchow y mostek dwusiarczkowy 
między 8 i 13 resztą cysteiny. Dwa mostki dwusiarczkowe łączą cysteiny 
9 i 22 łańcucha A z cysteinam i 10 i 22 łańcucha B. Pomimo podobieństwa 
w rozłożeniu m ostków dwusiarczkowych relaksyny i insuliny sekwencja 
aminokwasów jest różna. Podobny układ mostków dwusiarczkowych mię- 
dzyłańcuchowych i w ew nątrzłańcuchow ych dowodzi, że pełnią one po­
dobne funkcje w stabilizacji s tru k tu ry  tych  białek w procesach post- 
translacy jnych  i w czasie aktyw acji prohorm onów do aktyw nych hor­
monów oraz w reakcji z kom órkam i docelowymi.

II-8. Bufor oksydacyjno-redukcyjny i jego rola w  regulacji metabolizmu

W wielu tkankach wykazano obecność glutationu utlenionego i zredu­
kowanego, oraz stwierdzono że stosunek tych dwu postaci zmienia się 
w zależności od w arunków  oksydacyjno-redukcyjnych. W ew nątrz ko­
m órek wykazano obecność m ieszanych dwusiarczków m iędzy białkam i 
i glutationem  lub cysteiną. W wielu tkankach szczurów stężenie miesza­
nych dwusiarczków białko—S— S—G sięga 25— 50°/o zawartości rozpusz­
czalnych nisko- i wysokocząsteczkowych związków tiolowych (58). Za­
obserwowano w wątrobie szczura wzrost stężenia m ieszanych dw usiarcz­
ków białko—S—S— G w m iarę wzrostu stężenia GSH. Stosunek tioli do 
dwusiarczków w kom órkach odgrywa rolę w równowadze buforu oksy- 
dacyjno-redukcyjnego (59). Hodując szczury w atm osferze ozonu w yka­
zano, że spada stężenie zredukowanego glutationu w płucach przy za­
chowaniu stałego stężenia wolnego G—S—S— G i wzroście mieszanego 
dwusiarczku białko—S—S— G (60). Poziom mieszanego dwusiarczku biał­
ko—S—S— G w w ątrobie zmienia się w zależności od dziennych zmian 
poziomu cAMP. Gdy w zrasta stężenie cyklicznego AMP w wątrobie 
w zrasta też stosunek białko—S— S— G:GSH. Mieszane dwusiarczki b iał­
kowe są wprost redukow ane przez GSH w reakcji oksydacyjno-reduk- 
cyjnej tiol:dw usiarczek (61), w której wym agany jest NADPH. Ponadto 
uczestniczy w niej reduktaza glutationu czyli oksydoreduktaza GSH:mie- 
szany dwusiarczek.

W ykazano, że w w yniku tworzenia się m ieszanych dwusiarczków za­
chodzi aktyw acja enzymów m etabolizujących węglowodany. Są to fosfa­
taza 1,6-dwufosfofruktozy i fosfofruktokinaza (62). Jednym  z przykła­
dów działania regulacyjnego glutationowego buforu oksydacyjno-reduk- 
cyjnego jest wpływ na aktywność fosfatazy fosforylazy a, k tóra inakty- 
w uje enzym powodujący rozkład fosforylityczny glikogenu. Defosfory- 
lu je ona także inne fosfoproteiny jak  ufosforylow aną postać syntetazy 
glikogenu (postać D), kinazę fosforylazy, histony i kazeinę (63, 64).
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W cześniejsze badania sugerow ały udział inhibitorów białkowych w ha­
m owaniu aktyw ności fosfatazy fosforylazy a (65). Równocześnie wykaza­
no że niskocząsteczkowym  inhibitorem  tego enzym u jest dwusiarczek 
glutationu GSSG. Pow oduje on przem ianę fosfatazy fosforylazy a w po­
stać o niskiej aktyw ności enzym atycznej. Całkowitą reaktyw ność fosfa­
tazy uzyskuje się przez dodanie zredukowanego glutationu w obecności 
jonów Mn2+. W badaniach in vivo  przez wprowadzenie dożylne królikowi 
dwusiarczku glutationu w yw ołuje się wzrost aktyw ności fosforylazy a w 
wątrobie (66).

Wiele danych wskazuje, iż inaktyw acja fosfatazy fosforylazy a przez 
GSSG polega na m odyfikacji kow alentnej enzymu, prawdopodobnie 
przez blokowanie grupy SH w centrum  aktyw nym  enzymu. Tworzy się 
połączenie typu  mieszanego dwusiarczku Enzym— S— S— G lub wiązanie 
dwusiarczkowe wewnątrzcząsteczkowe.

Zaw artość GSSG w komórce ma wpływ na aktyw ność fosfatazy 
1,6-dw ufosfofruktozy (52) i syntetazy glikogenu (67). Regulacja ak tyw ­
ności fosfataz pośrednio wpływa na liczne procesy metaboliczne. Tym 
samym równowaga oksydacyjno-redukcyjnego buforu ma znaczenie w re ­
gulacji m etabolicznej.

III. Procesy enzymatycznej regulacji ułożenia dwusiarczków w białkach

W równowadze m iędzy syntezą i rozkładem  białek odgrywa istotną 
rolę obecność wiązań dwusiarczkowych w ew nątrzłańcuchow ych i m ię- 
dzyłańcuchowych. W iązania te utrzym ując właściwą struk tu rę  cząsteczki 
białka zapew niają odpowiednie w arunki fizyczno-chemiczne do spełnia­
nia jego funkcji biologicznej. Ponadto stabilizująca rola wiązań dwu­
siarczkowych w struk tu rze  białka u trudnia  proteolityczną degradację 
białek w ew nątrz komórek. Coraz więcej jest danych w piśmiennictwie 
świadczących o obecności układu enzymatycznego regulującego syntezę 
i rozkład wiązań dwusiarczkowych w cząsteczkach białek. Do układu 
tego należą dwa enzym y związane ze stru k tu rą  błon mikrosomów: trans- 
hydrogenaza glutation: insulina (68, 69) i izomeraza wiązań dwusiarcz­
kowych w białkach (70, 71). Białkowa izomeraza dwusiarczków katalizuje 
redukcję wiązań dwusiarczkowych insuliny przy przeniesieniu równo­
ważników redukcyjnych ze zredukowanego glutationu. Enzym ten za­
liczono do oksydoreduktaz glutation:w iązania dwusiarczkowe białek 
(EC 1.8.4.2.). Obecność tego enzym u wykazano w 13 tkankach szczura 
i innych ssaków. W ykazano także, że substratem  tego enzymu mogą być 
inne białka, na przykład rybonukleaza i lizozym. Redukcja enzym atycz­
na dwusiarczkowych wiązań w insulinie jest pierwszym  etapem  degra­
dacji tego hormonu. W w yniku reakcji zachodzącej przy udziale trans-
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hydrogenazy glutation:insulina uw alniają się łańcuchy peptydowe A i B, 
które szybko ulegają degradacji proteolitycznej (69).

III-l. Izomeraza wiązań dwusiarczkowych białek

Redukcja wiązań dwusiarczkowych w natyw nych białkach prowadzi 
do denaturacji; w białkach o własnościach enzym atycznych zwykle za­
nika ich zdolność katalityczna. Tak zdenaturow ane białka ulegają częś­
ciowej renaturacji. Po usunięciu reduktora, reoksydacja zachodzi przy 
udziale tlenu  atmosferycznego. P rzy  zachowaniu ściśle określonych wa­
runków  fizyczno-chemicznych uzyskuje się duży procent cząsteczek
o własnościach natyw nego białka. Proces reoksydacji może prowadzić do 
powstania połączeń za pomocą wiązań dwusiarczkowych m iędzy innym i 
resztam i cysteiny niż to ma miejsce w natyw nym  białku.

Rybonukleaza jest łatwo redukow ana przez różne związki tiolowe. 
Enzym zinaktyw ow any przez redukcję można reoksydować tlenem  atm o­
sferycznym  (70). Jego pierw otną aktywność enzym atyczną można odzy­
skać przy zastosowaniu ściśle określonych warunków. Opracowano także 
w arunki reoksydacji insuliny (72), lizozymu (73), trypsyny  (74), am yla- 
zy (75) i alkalicznej fosfatazy (70).

Ciepłochwiejny czynnik, k tóry  katalizuje reoksydację zredukow anej 
rybonukleazy znaleziono w trzustce kurcząt (70). W m ikrosomach w ątro ­
by wołu (68), szczura i świni (76, 77) także wykazano obecność enzym u 
katalizującego reakcję „popraw iania” błędnie łączonych wiązań dw u­
siarczkowych i sprawdzono jego aktyw ność na następujących białkach: 
rybonukleazie, lizozymie (77), inhibitorze trypsyny  z nasion soji i pepsy- 
nogenie (78). Enzym ten przegrupow uje w zm odyfikowanym  białku niena­
turaln ie położone mostki dwusiarczkowe rozryw ając je przez redukcję, 
następnie zachodzi „popraw ianie” to jest takie jak  w białku natyw nym  
łączenie reszt cysteiny m ostkami dwusiarczkowym i (79). Ten mechanizm 
katalizy uspraw iedliw ia stosowaną nazwę białkowej izom erazy dw u­
siarczków (EC. 5.3.4.1.). Białkowa izomeraza dwusiarczków otrzym ana 
z mikrosomów w ątroby wołu (79) ma masę 42 000 daltonów i w cząsteczce 
znajdują się 3 reszty  cysteiny. Ich grupy SH biorą udział w procesie ka­
talitycznej zmiany położenia nienaturalnie utworzonych wiązań dw u­
siarczkowych w zmodyfikowanym  białku. Omawiane białkowe izomerazy 
dwusiarczków w ystępują w m iejscu syntezy białek zarówno u zwierząt 
jak  i roślin (71). Sugeruje to, że ten  enzym  może katalizować in vivo  
właściwe łączenie reszt cysteiny w ew nątrz łańcuchów polipeptydowych 
po ich utw orzeniu w procesie translacji. Rola izomerazy prawdopodobnie 
sprowadza się do utw orzenia wiązania dwusiarczkowego m iędzy określo­
nym i resztam i cysteiny a jednocześnie wpływa na geom etrię samego 
wiązania dwusiarczkowego jak  i jego otoczenia.
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III-2. Polimeryzacja immunoglobulin klasy A i M

Obok wiązań dwusiarczkowych wew nątrzłańcuchow ych w ystępują 
w im m unoglobulinach wiązania dwusiarczkowe międzyłańcuchowe. O stat­
nio ten  problem  był badany w doświadczeniach nad tw orzeniem  się po­
lim erów im m unoglobulin klasy A i M (80, 81). W układzie lim fatycznym  
im m unoglobuliny jak  i inne glikoproteidy są syntetyzow ane na łańcuchu 
polirybosomów i uw alniane do cystern retiku lum  endoplazmatycznego, 
skąd w ydalane są na zew nątrz kom órki przez aparat Golgi’ego. Im m u- 
noglobulina klasy A (IgA) (82) wydziela się głównie jako m onomer o 7S, 
z k tórych tworzą się oligom ery 10,5S, 13S i 16S. Im m unoglobulina M 
ssaków (IgM) wydziela się w postaci pentam eru (81). Polim eryzacji IgA 
i IgM tow arzyszy w budow ywanie fukozy i łańcucha J. In vitro  polime­
ryzację IgM przeprowadzono przez redukcję monomerów, które następ­
nie łączyły się w pentam ery  po usunięciu czynnika redukcyjnego. Dużą 
w ydajność polim eryzacji uzyskiwano w ściśle określonych w arunkach 
stężenia IgM i reduktora. W ydajność polim eryzacji in vitro  była nie wyż­
sza niż 70°/o. Obserwacje te dotyczyły zarówno IgA jak  i IgM (83). W y­
kazano, że całkowitą polim eryzację można uzyskać przy udziale enzym u 
zmieniającego położenie m ostków dwusiarczkowych w cząsteczce białka. 
Enzym ten  katalizuje zarówno polim eryzację IgA jak i IgM (83) i jest 
izomerazą mikrosomową, która katalizuje przem ianę w ew nętrzną tiol: 
¡dwusiarczek białka. Polim eryzacja IgM do pentam eru o struk tu rze  pierś­
cienia (Ryc. 1) prawdopodobnie zachodzi następująco:

lh
+ HS (j) SH

lH
h s H

Hl
1-s- s 0 ) ■SH XI

HH HH
W reakcji XI ma istotne znaczenie czynny udział peptydu J  (łańcucha J). 
Kompleks peptydu J  z m onom erem  IgM jest pośrednikiem  na drodze 
przem ian prowadzących do powstania pentam eru. Ponadto peptyd J  
spina końce pentam eru tworząc struk tu rę  pierścieniową (84, 85).

IV. Uwagi końcowe

Rola dwusiarczków nie sprowadza się tylko do stabilizacji s tru k tu ry  
przestrzennej białek i u trzym ania połączeń m iędzy podjednostkam i. Jest 
dużo danych wskazujących na udział wiązań dwusiarczkowych w róż­
nych funkcjach białek. Aby w yjaśnić istotę różnorodnych funkcji wią­
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zań dwusiarczkowych w struk turze białek i peptydów wielu badaczy 
zwraca uwagę na geom etrię samego wiązania dwusiarczkowego i jego 
otoczenia, dążąc m iędzy innym i do w yjaśnienia udziału wiązań dw u­
siarczkowych białek i peptydów w niektórych procesach katalitycznych 
i regulacyjnych zachodzących w organizmach żywych.
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I. Wstęp

Rola wiązań dwusiarczkowych w struk turze białek od dawna była 
dyskutow ana w wielu pracach oryginalnych i artykułach  monograficz­
nych (1, 2, 3, 4, 5, 6). Równocześnie nagrom adziło się wiele inform acji
o roli w iązania dwusiarczkowego w procesach katalitycznych i regu­
lacyjnych (7). Ta wielorakość znaczenia wiązań dwusiarczkowych w 
funkcji biologicznej białek i peptydów skłoniła licznych autorów do ba­
dania geom etrii tej części cząsteczki, która zawiera m ostek dwusiarcz-

*) Doc. dr hab., Zakład Biochemii Zwierząt, Instytut Biologii Molekularnej, 
Uniwersytet Jagielloński, Grodzka 53, 31-001 Kraków.

Wykaz stosowanych skrótów: CD — dichroizm kołowy; ORD — dyspersja skrę- 
calności optycznej.
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kowy. W ykazano dużą różnorodność w struk turze zarówno samego wią­
zania dwusiarczkowego jak  i związanych z nim  węglowodorowych łań­
cuchów reszt cystyny. Obszerne inform acje o geom etrii w iązań dw u­
siarczkowych i ich otoczenia dostarczają m etody dyfrakcji prom ieni X, 
stosowane w badaniu postaci krystalicznej białek oraz m etody fizyczne, 
k tóre można stosować w badaniach roztworów wodnych. Badania w roz­
tw orach wodnych pozwalają na uzyskanie inform acji o dynamice zmian 
zachodzących w cząsteczce białka.

A utor niniejszego artyku łu  opublikował na łam ach Postępów Bio­
chemii (7) artyku ł om aw iający rolę wiązań dwusiarczkowych w s tru k ­
turze białek, ze szczególnym uwzględnieniem  udziału tych w iązań w nie­
k tórych procesach katalitycznych i regulacyjnych zachodzących w orga­
nizm ach żywych. Natom iast w tym  artykule przedstaw ia przegląd zasto­
sowania m etod spektrofotom etrii, spektropolarym etrii i spektroskopii 
Ram ana do badań geom etrii wiązań dwusiarczkowych w struk tu rze  białek.

II. Własności strukturalne i spektralne wiązań dwusiarczkowych

S tru k tu rę  w iązań dwusiarczkowych w cystynie, w białkach i innych 
dwusiarczkach biologicznie ważnych charakteryzuje się łącznie z najb liż­
szym otoczeniem (Wzór I)

H H H H
i i  i i

—C—C—S—S—C—C— I
I I  I I

H H
Wielu autorów  koncentruje uwagę na geom etrii grupy atomów 
C—S— S—C. Rozpatrują oni ułożenie podstawników w stosunku do osi 
wiązania S— S i obu wiązań C—S. Podstaw ową spraw ą jest oznaczenie 
kąta dwuściennego w stosunku do wszystkich trzech wiązań (8). Ryc. 1 
przedstaw ia kąt dwuścienny w osi wiązania S—S czyli kąt x (CS—SC).

Ryc. 1. Kąt dwuścienny wiązania dwusiarczkowego: a postać lewoskrętna, b —  po­
stać prawoskrętna. Kąty —x i +X mają identyczne wartości. Obie konformacje są 

w  stosunku do siebie jak obraz do odbicia lustrzanego
i

http://rcin.org.pl



[3] WIĄZANIA DWUSIARCZKOWE — METODY 331

Patrząc wzdłuż osi wiązania S—S przeprowadza się dwie płaszczyzny: 
jedną przez podstaw nik przyłączony do bliższego atom u siarki a drugą 
przez podstaw nik dalszego atom u siarki. Płaszczyzny przecinają się na osi 
wiązania S— S. W tedy kąt zaw arty między tym i dwoma płaszczyznam i 
jest kątem  dwuściennym  wiązania S— S x (CS— SC). Gdy tą  sam ą zasadę 
zastosujem y do wiązania C—S otrzym am y wartość kąta dwuściennego 
wiązania C—S lub x (CC— SS).

Znajomość kąta dwuściennego umożliwia określenie z jaką konfor­
m acją m am y do czynienia (9). Otóż pierwszy rodzaj konform acji, zwanej 
syn -perip lenarną ( ± SP), charakteryzuje  się tym , że obserw ator patrząc 
wzdłuż osi wiązania widzi, że podstaw nik bliższego atom u pokryw a się 
z podstaw nikiem  dalszego atom u (Ryc. 2a). W tedy obie płaszczyzny prze­
chodzące przez podstaw niki bliższy i dalszy pokryw ają się i nie przeci­
nają się z osią wiązania. K ąt dwuścienny /  (CS— SC) wynosi 0°. K onfor­
m acja syn -perip lenarna jest najm niej trw ała.

b)

c)

c h 2( r )

c h (r)2

/C h ( r )2

c h ( r )2

Ryc. 2. Konformacje wiązań S—S i C—S, a) konformacja syn-periplenarna gdy 
X(cs—so  lub X(cc—ss> mają wartości 0°, b) konformacja skośna (gauche) lub syn- 
klinalna gdy X(cs—sc> lub X(cc—ss> mają wartości 60°, c) konformacja trans lub anty- 

periplenarna gdy X(cs-sc> lub X(cc-s&> mają wartości 180°

Drugim  rodzajem  konform acji jest konform acja skośna (gauche) lub 
syn-klinalna ( ± SC). W yróżnia się ona naprzem ianległym  przestrzennym  
położeniem podstawników (Ryc. 2b). K ąt dw uścienny /  (CS— SC) w y­
nosi 60°. Trzeci rodzaj konform acji to jest konform acja trans lub an ty-  
perip lenarna (±A P ), w yróżnia się najdalszym  przestrzennym  położeniem 
podstaw ników przy dwu sąsiednich atom ach siarki wiązania S— S lub 
atom u siarki i atom u węgla wiązania C— S. K ąt dwuścienny między, kie­
runkam i wiązania wynosi 180° (Ryc. 2c). K onform acja trans jest bardzo 
trw ała .
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Przedstaw ione rodzaje konform acji są potraktow ane bardzo schema­
tycznie, a wiele danych doświadczalnych wskazuje na znaczne urozmaice­
nie w konform acji wiązań dwusiarczkowych. W większości związków 
zaw ierających mostki dwusiarczkowe, w których nie jest ograniczona ro­
tacja wokół wiązania S— S kąt dwuścienny x (CS— SC) wynosi 90°. Jed ­
nak, gdy wiązanie dwusiarczkowe znajduje się w struk turze pierścienia 
węglowodorowego, lub gdy jest w złożonej struk tu rze łańcucha polipep- 
tydowego, w tedy kąt dw uścienny ma wartość różną od 90°. Zm iana kąta 
dwuściennego wiązania S— S zmienia jego długość i moc. Wykazano, że 
gdy kąt dwuścienny ma wartość x (CS—SC) =  90° to odpychanie między 
elektronam i 2 pz par atomów siarki jest bardzo małe. W zrost stopnia 
zlepiania par elektronów  pz jednego atom u siarki z orbitalam i 3d d ru ­
giego atom u siarki prowadzi do skracania długości wiązania i w zrostu 
jego mocy. Wiązanie ma charakter wiązania podwójnego (10, 11, 12). 
W ykazano, że energia ro tacji wokół wiązania S— S zależy od kąta x i w y­
nosi od 3 do 14 kcal/m ol w m iarę zmiany kąta x od 90° do 0° (10).

W iązanie dwusiarczkowe w pierścieniu węglowodorowym o dużej ilości 
atomów w ykazuje wartość kąta x =  90°- Gdy pierścień zmniejsza się z 7 
do 5 atomów następuje wzrost napięcia i zmniejsza się kąt dwuścienny 
X (CS— SC) (13). Doskonałym przykładem  jest kwas lipoinowy. W postaci 
utlenionej ma on pierścień złożony z pięciu atomów, a kąt dwuścienny 
wiązania dwusiarczkowego wynosi 27°. A utorzy przypuszczają, że to w ią­
zanie dwusiarczkowe ma charakter podwójnego wiązania, a wiążące elek­
trony  tworzą zhybrydyzow ane orbitale elektronów  p i d. Jednak przy­
puszczenie to budzi znaczne wątpliwości, bo pom iary długości wiązania 
nie w skazują na jego skracanie (6).

M ostki dwusiarczkowe w białkach m ają bardzo ograniczoną rotację, 
co prowadzić może do konform acji odpowiadającej dwu różnym  posta­
ciom asym etrycznych cząsteczek będących w stosunku do siebie lustrza­
nym i odbiciami (Ryc. 1 a  i b). Przedstaw ione na rycinie 1 dwie konfor­
m acje skośne są odbiciami lustrzanym i nie nakładających się na siebie 
postaci. K ąt dw uścienny odpowiada strukturze śruby  praw oskrętnej 
( +  X) (Ryc. 1 b) lub lew oskrętnej ( — x) (Ryc. 1 a). Jeżeli w m ateriale prze­
w ażają cząsteczki o k ierunku praw oskrętnej spirali lub odwrotnie, to 
w ykazują one czynność optyczną (14, 15). P rzy  zastosowaniu metod 
spektropolarym etrycznych można odróżnić czynność optyczną dwusiarcz­
ków od optycznej czynności innych grup atomów.

W iązania dwusiarczkowe charakteryzują się pasmem absorpcji w u ltra ­
fiolecie w zakresie 250— 380 nm. Jednakże w białkach absorpcja w tym  
zakresie pokryw a się z absorpcją reszt aminokwasów arom atycznych (16). 
Niemniej ich widma różnicowe pozwoliły ustalić, że m aksim um  absorpcji 
zależy od długości wiązania S—S i wartości kąta dwuściennego (x) (17). 
W badaniach modelowych kwasu tiooktanowego i innych wykazano prze­
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suwanie się m aksim um  absorpcji w kierunku fal dłuższych i zm niejsza­
nia się absorpcji w m iarę zm niejszania się kąta dwuściennego. Kwas
6,8-dw utiooktanow y zaw ierający pierścień pięcioczłonowy ma m aksim um  
absorbancji przy 325 nm, a E325 =  180. Natomiast kwas 4,8-dw utiookta- 
nowy zaw ierający pierścień siedmioczłonowy ma m aksim um  absorbacji 
przy 250 nm  i E250 =  490.

III. Zastosowanie spektropolarymetrii do badań geometrii wiązań dwu­
siarczkowych

Oznaczenia spektropolarym etryczne przeprowadza się stosując światło 
spolaryzowane i m onochrom atyczne (18). Pom iary charak teryzu ją  w łas­
ności optyczne chrom oforów w zależności od długości fali św iatła. Sto­
sowane są dwie metody: 1 . metoda skręcalności optycznej i dyspersji 
św iatła płasko spolaryzowanego, określona skrótem  ORD. 2. m etoda 
dichroizm u kołowego, określona skrótem  CD, polegająca na oznaczeniu 
różnicowej absorpcji św iatła kołowo spolaryzowanego. Fizyczne podsta­
wy dyspersji skręcalności optycznej i kołowego dichroizmu są takie sa­
me. Prom ień św iatła spolaryzowanego płasko powstaje po przejściu przez 
polaryzator zwany pryzm atem  Nicolla. Św iatło spolaryzowane płasko 
składa się z fal spolaryzowanych kołowo w lewo i spolaryzowanych ko­
łowo w prawo w równoważnych natężeniach. Przez światło spolaryzo­
wane w prawo (P) rozum iem y takie fale, k tórych w ektory elektryczne 
obracają się zgodnie ze wskazówkami zegara, gdy obserw ator patrzy  od 
strony źródła światła. O dw rotnie zachowuje się w ektor elektryczny w 
prom ieniu św iatła spolaryzowanego w lewo (L).

Gdy prom ień św iatła przechodzi przez m aterię zachodzi oddziaływ a­
nie z elektronam i atomów badanego związku chemicznego. Ta in terakcja 
powoduje redukcję szybkości przechodzenia św iatła i zmianę am plitudy 
w ektora elektrycznego. Zm niejszenie szybkości przechodzenia w yraża 
się w refrakcji światła, k tórą opisuje współczynnik refrakcji n; obniże­
nie am plitudy w ektora elektrycznego opisuje się za pomocą współczyn­
nika absorbancji molowej e. Oba współczynniki, n i e, zależą od długości 
fali św iatła i odpowiadają strukturze elektronow ej i geom etrii czą­
steczki.

Refrakcja i absorpcja św iatła spolaryzowanego i niespolaryzowanego 
jest jednakow a w przypadku cząsteczek substancji nieczynnych optycz­
nie. Natomiast substancje optycznie czynne posiadające cząsteczki asym e­
tryczne są wrażliwe na działanie św iatła spolaryzowanego płasko. Róż­
n ią się one współczynnikami refrakcji prom ienia spolaryzowanego ko­
łowo w lewo (nL) i prom ienia spolaryzowanego w prawo (nP). Tak też 
przedstaw ia się spraw a z absorpcją przez daną substancję optycznie 
czynną; współczynnik molowej absorbancji prom ienia spolaryzowanego
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kołowo w lewo eL jest różny od współczynnika absorbancji prom ienia 
spolaryzowanego w prawo £P.

W łaśnie zjawisko dyspersji skręcalności optycznej określa różnice 
współczynników refrakcji m iędzy prom ieniam i spolaryzowanym i w lewo 
i w prawo: nL —n P. Stąd kąt skręcenia a wyraża się w stopniach, jak 
opisuje równanie II:

gdzie a* oznacza obserwowaną skręcalność św iatła spolaryzowanego pła­
sko o długości fali 1, d — grubość w arstw y substancji optycznie czyn­
nej. W wielu publikacjach wyraża się skręcalność właściwą [a]* i molo­
wą [M]a (Równania III i IV):

gdzie c — oznacza stężenie w g/ml, zaś M — oznacza gram ocząsteczkę 
substancji optycznie czynnej. Skręcalność św iatła spolaryzowanego poli­
m erów w yraża się w postaci skręcalności resztowej [m]* określonej rów ­
naniem  V:

M0 — średnia masa cząsteczkowa monomeru. Skręcalność resztowa bia­
łek [m]^ przeliczana jest na średnią wartość gramocząsteczki pojedynczej 
reszty  aminokwasowej, która wynosi 115 (18). Widmo ORD jest krzyw ą 
ujm ującą zależność między długością fal św iatła a skręcalnością optycz­
ną w yrażoną jako a, [a], [M] lub [m].

Substancje optycznie czynne absorbują różnicowo światło spolaryzo­
wane kołowo. Porów nanie współczynników aborbancji pozwoli ocenić 
różnice w absorpcji:

W artość As nazywa się dichronizmem kołowym. Jest ona dodatnia je­
żeli £l — eP >  0, a ujem na gdy £L —£P <  0. To zróżnicowanie św iatła spo­
laryzowanego po przejściu przez substancję optycznie czynną można 
określić jako zmianę eliptyczności 0 . Eliptyczność w yraża się rów na­
niem:

II

V

A £ = £l — £p VI

0  = 3300 Ae VII
Najczęściej przelicza się eliptyczność obserwowaną 0  na eliptyczność 
molową lub resztową:
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M (lub Mo)0 a 
=  ~  T o d c------  v n i

M lub M0 oznacza w artość gramocząsteczki całego związku lub mono­
m eru (oznaczenia jak  w rów naniach IV i V), d — droga św iatła przez 
roztw ór w cm, c — stężenie substancji w g/ml. Krzyw a u jm ująca zależ­
ność wartości eliptyczności 0  lub [0 ] od długości fali św iatła nazyw a się 
widm em  CD lub widm em  dichroizmu kołowego.

W białkach w ystępują liczne grupy optycznie czynne tzw. chromofo- 
ry: wiązania peptydowe, reszty arom atycznych aminokwasów, optycznie 
czynne ligandy białek i mostki dwusiarczkowe. W dalszym tekście przed­
stawione zostaną niektóre zastosowania metod spektropolarym etrycznych 
do in terp re tac ji własności struk tu ralnych  mostków dwusiarczkowych w 
białkach.

Czynność optyczną wiązań dwusiarczkowych bada się spektropolary- 
m etrycznie w pom iarach skręcalności optycznej i jej dyspersji oraz przez 
pom iary zmiany eliptyczności w dichroizmie kołowym. Do ustalenia za­
leżności między param etram i wiązań grupy C— S—S—C a znakam i i w ar­
tościami w dichroizmie kołowym i dyspersji skręcalności optycznej 
użyto prostych związków organicznych. W związkach o budowie dwu­
siarczków pierścieniowych wykazano, że dodatnie pasmo dichroizm u ko­
łowego w m aksim um  absorpcji Amax jest spowodowane zmianą rezonansu 
elektronow ego w struk tu rze  dodatniego kąta dwuściennego +  x> a ujem ­
ne pasmo dichroizmu kołowego jest spowodowane zmianami rezonanso­
wym i elektronów  w struk turze  ujem nego kąta — X (19). Jako związki 
modelowe z wiązaniami dwusiarczkowym i były też stosowane cystyna 
i jej pochodne. W krystalicznej L-cystynie wiązanie dwusiarczkowe ma 
układ praw oskrętny (20), a chlorowodorek cystyny, L-glicylo-cystyna, 
bromowodorek L-cystyny m ają s truk tu rę  lew oskrętnej spirali. W roztwo­
rach zarówno L-cystyna, L-homocystyna jak i wiele dwusiarczków alifa­
tycznych ma aktywność optyczną w zakresie 243—248 nm (21, 22). W roz­
tw orze obojętnym  cystyna ma m aksimum  zmiany eliptyczności w di­
chroizmie kołowym przesunięte w kierunku fal długich. W ysoka rotacja 
optyczna dwusiarczków w L-cystynie wskazuje na chiralność grupy dwu- 
siarczkowej (23). A sym etria wiązania dwusiarczkowego w cystynie i jej 
wpływ  na czynność optyczną posłużyły do in terp retacji czynności optycz­
nej wiązań dwusiarczkowych w peptydach i białkach. Zmianę kąta  dwu­
ściennego 7 grupy CSSC badano spektropolarym etrycznie w oksytocynie 
(24) i inhibitorze trypsyny  (25). Dodatnie pasmo w widmie dichroizmu 
kołowego z maksimum  w 250 nm, jest spowodowane energetycznym i 
przeniesieniam i elektronów  w dwusiarczkach. Niedogodność tych badań 
w białkach jest powodowana częstym występowaniem  czynności optycz­
nej arom atycznych reszt aminokwasów, która nakłada się na zakres 
w iązań dwusiarczkowych.
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Przykładem  białka które zawiera wiele w iązań dwusiarczkowych przy 
niskiej zawartości reszt arom atycznych jest bydlęca neurofyzyna, która 
przenosi oksytocynę i wazopresynę w układzie neuroprzysadkow ym  
(5, 26). Ten polipeptyd o masie 10 000 daltonów zawiera siedem mostków 
dwusiarczkowych ponadto tylko jedną resztę tyrozyny i trzy  reszty  fe- 
nyloalaniny. W roztworze wodnym  neurofyzyna ma dwa pasma w wid­
mie dichroizmu kołowego z m aksim um  przy 248 nm  i 278 nm. W edług 
dotychczasowych poglądów (5, 26) z eliptyczności pasm 248 nm i 278 nm 
nie jest możliwe uzyskanie inform acji o geom etrii każdego pojedynczego 
wiązania dwusiarczkowego w neurofyzynie jak  też w innych białkach. 
Niemniej długości fali indyw idualnych przeniesień m ostków dw usiarcz­
kowych w bliskim ultrafiolecie są zależne od kątów dwuściennych m ost­
ków dwusiarczkowych. W artości m aksim um  w widmie dichroizm u koło­
wego, wielkości zmian eliptyczności i k ierunek tych zmian, są rezultatem  
przem ian zachodzących w obrębie wszystkich mostków dwusiarczkowych 
cząsteczki. Badania s truk tu ra lne  neurofyzyny (5, 26) w ykazują, że do­
datnie pasmo 248 nm  odpowiada wartości kąta  x =  90°. Ponadto infor­
macje o pasmach 248 nm  i 278 nm z widma dichroizm u kołowego neuro­
fyzyny potwierdzono doświadczeniami, w których obserwowano zmiany 
konform acyjne zachodzące w tym  polipeptydzie podczas redukcji. Po 
redukcji jednego wiązania dwusiarczkowego następuje całkow ity zanik 
pasma 248 nm  i przesunięcie m aksim um  w 278 nm  w kierunku fal k ró t-

\ (nm)
Ryc. 3. Widmo kołowego dichroizmu w  zakresie aktywności wiązań dwusiarczko­
wych białka wiążącego ryboflawinę ( • )  i jego kompleksów z ryboflawiną (O), 
FMN (A) i FAD (A). Oznaczenia były przeprowadzane w  0,1 M buforze fosfo­

ranowym (Na) w  pH 7,0. (27)
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szych, ze zmniejszeniem  się zmiany eliptyczności w zakresie 278 nm. 
Efekt reoksydacji zredukow anej neurofyzyny badano również metodą 
dichroizm u kołowego i wykazano, że tylko 50% cząsteczek wraca do 
postaci natyw nej.

Białko z jaja  kurzego transportu jące ryboflaw inę także zawiera licz­
ne m ostki dwusiarczkowe. W badaniach widma dichroizmu kołowego (27) 
wykazano udział w czynności optycznej (Ryc. 3) wiązań dwusiarczko­
wych w paśmie 255 nm  ze zmianą w obu kierunkach. Flaw oproteid ry - 
boflawinowy w ykazuje zmianę eliptyczności w kierunku dodatnim, apo- 
proteid i jego kom pleksy z nukleotydam i flawinowym i w kierunku 
ujem nym ; stąd sądzi się, że podczas powstawania kompleksów apopro- 
teidu z flawinam i zmienia się geom etria wiązań dwusiarczkowych.

W lizozymie dwa wiązania dwusiarczkowe m ają kąt dwuścienny 
X =  +100° a pozostałe dwa x =  —100° (6). W roztw orach lizozymu oraz 
innych białek o znanych param etrach wiązań dwusiarczkowych, jak  ry - 
bonukleaza, chym otrypsyna i karboksypeptydaza A pasma eliptyczności 
w ystępują w obszarze fal dłuższych niż 240 nm (28).

IV. Zastosowanie spektroskopii Ramana do badań geometrii wiązań dwu­
siarczkowych

Technika spektroskopii ram anow skiej opiera się na pom iarach czę­
stości drgań św iatła rozproszonego. Jeżeli foton św iatła zderza się z czą­
steczką elastycznie, tzn. gdy nie zachodzi u tra ta  energii, lecz zmienia się 
tylko jej kierunek, to takie rozproszenie nazywa się rozproszeniem  Ray- 
leigh’a. Natom iast podczas nieelastycznego zderzenia się fotonu światła 
z cząsteczką zachodzi zmiana energii zarówno fotonu jak  i cząsteczki, 
a św iatło rozproszone o zmienionej energii nazywam y ramanowskim. 
W cząsteczce naświetlanego związku w zrasta poziom energii oscylacji 
i rotacji, a światło rozproszone ma zmienioną częstość drgań. Jeżeli światło 
padające na badaną substancję ma częstość v0 to powstałe pasma w wid­
mie Ram ana są o częstościach: vx =  v0±v '; v2 =  v0± v" itd., przy czym 
zmienione częstości v' i v" niezależne są od częstości v0.

Widmo Ram ana daje dużo inform acji na tem at zmian energetycznych 
cząsteczek, podobnie jak  badania absorpcji w podczerwieni. W przypadku 
cząsteczek związków biologicznie czynnych m etoda Ram ana ma duże 
znaczenie gdyż można ją  szerzej stosować w badaniach roztworów wod­
nych. Obok zmian zachodzących w wiązaniu peptydow ym  i w różnych 
resztach aminokwasów spektroskopia Ram ana pozwala wnikliwie badać 
geom etrię wiązań dwusiarczkowych. W kilku ostatnich latach w krajo­
w ym  piśm iennictw ie a rty k u ły  S i e m i o n a  (29), T w a r d o w s k i e -  
g o (30) i Ż a k a  (31) przedstaw iały zastosowanie spektroskopii Ramana 
w badaniach biochemicznych.
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W iązania dwusiarczkowe i siarczkowe w ystępujące w łańcuchach po- 
lipeptydow ych białek dają bardzo interesujące pasma Ram ana w zakre­
sie od 100 cm -1 do 800 cm-1, przy czym najbardziej in teresu jący  jest za­
kres od 500 cm -1 do 550 cm -1. W tym  zakresie bowiem rozproszenie Ra­
m ana odpowiada ro tacji wiązań S— S, na którą mogą wpływać rotacje 
wiązania C— S i Ca—Cp reszt cystyny (32, 33).

Badania nad s tru k tu rą  wiązań dwusiarczkowych w białkach są zwykle 
poprzedzane badaniam i związków modelowych (2, 3, 4, 34). Następnie 
próbuje się stosować uzyskane wyniki do złożonych s tru k tu r natyw nych 
białek. Interesujące nas pasmo w widmie Ram ana analizuje się nastę­
pująco: dokładnie określa się m aksim um  częstości drgań, szerokość po­
łówkową pasma i oznacza się wartość stosunku intensywności dwu róż­
nych pasm, które charakteryzują  dany fragm ent cząsteczki. W spektro­
skopii Ram ana m ostki dwusiarczkowe polipeptydów dają pasma odpo­
wiadające częstości drgań v(s_s) i v(C_s). Stosunek intensywności pasma 
v(C_s) do v(s_s) pozwala ustalić pewne zależności w  konform acji wiązań 
dwusiarczkowych. A utor przedstaw ia poniżej przykłady prób in terp re­
tacji pasm  widma Ram ana inform ujących o własnościach struk tura lnych  
m ostków dwusiarczkowych.

Rybonukleaza, na przykład, m a cztery mostki dwusiarczkowe; na- 
tyw na rybonukleaza w roztworze wodnym  w ykazuje pasma rozprasza­
nia ram anowskiego w 509 cm -1 i 659 cm -1 (35). L o r d  i Y u  (35, 36) 
wykazali, że stosunek intensywności v(s_s) i v(C_s), które odpowiadają pa­
smom 509 cm -1 i 659 cm -1 mogą zależeć od kątów  dwuściennych wiąza­
nia dwusiarczkowego.

Metodą spektroskopii Ram ana badano toksynę z węża Palamus platu- 
rus, k tó ra  zawiera cztery mostki dwusiarczkowe na ogólną liczbę 62 
reszt aminokwasowych. W tym  peptydzie (37) obserwowano częstość 
v(s_s) w paśmie rozproszenia ram anowskiego przy 512 cm -1. Niskoczą- 
steczkowe związki modelowe zawierające wiązanie dwusiarczkowe i w 
widmie Ram ana pasmo v(s_s) =  512 cm -1 m ają w fragm encie CSSC kon­
form ację skośną—skośną—skośną. Jednak w przypadku toksyny z węża 
Palam us, autorzy obok ostrego pasma 512 cm" 1 w ykazali obecność asy­
m etrycznego ram ienia tego pasma z wzrostem  rozproszenia przy 525 cm -1, 
i na tej podstawie przyjęli, że z czterech mostków dwusiarczkowych tylko 
dwa m ają konform ację skośna—skośna—skośna. Natom iast pozostałe 
dwusiarczki są w konform acji trans—skośna—skośna i trans—skośna— 
trans. Po denaturacji cieplnej widmo Ram ana tego peptydu ma pasmo 
512 cm -1 z ram ieniem  rozszerzającym  się, a m aksim um  tej asym etrii 
przypada w paśmie 546 cm -1. A utorzy sugerują (37), że po ogrzaniu po­
jaw ia się nowy typ oscylacji rozciągających wiązanie S— S, chociaż 
większość wiązań S— S pozostaje w tej samej geometrii. Nowe pasmo 
oscylacyjne pojawia się w widmie Ram ana w związku z konform acją
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typu  trans—skośna— trans  jednego lub dwu mostków dwusiarczkowych. 
A utorzy sądzą, że pasmo v(s_s) =  510 cm -1 ma związek z rozpraszaniem  
wiązania dwusiarczkowego o konform acji skośna—skośna—skośna. P a ­
smo o częstości v(s_a) =  525 cm -1 odpowiada rozpraszaniu wiązania o kon­
form acji trans—skośna—skośna. Natomiast pasmo v(S_S) =  540 cm -1 od­
powiada rozpraszaniu wiązania dwusiarczkowego o konform acji trans— 
skośna— trans.

W nioski uzyskane z badań dyfrakcji prom ieni X  dla dwusiarczków 
w stanie stałym  można w przypadku podobnego widma Ram ana zasto­
sować do substancji badanych w roztworach.

Jeśli wielkość v(S_S) związku krystalicznego jest identyczna z tą  w iel­
kością tej samej substancji w roztworze, to świadczy to o identyczności 
konform acji wiązań dwusiarczkowych w obu w arunkach. V a n  W a r t  
i S c h e r a g a  (3) w ykorzystali badania dyfrakcji prom ieni X w biał­
kach krystalicznych aby wyznaczyć kąty  dwuścienne X (ss-co następują­
cych białek: papainy, karboksypeptydazy A, rybonukleazy, inhibitora 
trypsyny  z trzustk i bydlęcej i lizozymu, a-chym otrypsyny i elastazy. 
W badanych białkach zaw ierających sum arycznie 30 reszt cystyny ozna­
czono wartości kątów dwuściennych x<ss-co dla 60 wiązań C—S. Okazało 
się, że w około 45% reszt cystynow ych wartość kąta  X (ss-co  mieści się 
w zakresie od 80° do 90°; nie odpowiada to konform acji skośnej, autorzy 
przeto  określili tę konform ację jako B. Około 35°/o ma konform ację trans 
(T), ką t dwuścienny x<ss-co =  180°, a około 20°/o reszt cystyny ma na j­
m niejszą wartość kąta x<ss-co w zakresie od 20° do 30° i tę  postać nazwa­
no konform acją A. Niejednoznaczne w yniki uzyskano podczas uzgadnia­
n ia geom etrii wiązania C—S z wartością v(S_S) w widmie Ram ana; grupa 
badaczy sugeruje (4), że wartość v(s_s) ok. 510 cm -1 odpowiada konfor­
m acji B i T, zaś konform ację A charakteryzuje pasmo v(S_S) =  525 cm-1.

Powyżej omawiane badania s tru k tu ry  wokół wiązania C— S rozpa­
tryw ano  przy m inim um  energii kąta x<cs-sa =  ± 90°. Ponadto prowadzo­
no badania nad zależnością między częstością v(s_s) a wartością kąta 
Xtcs—so w zakresie od 0° do 90° (3). A lifatyczne dwusiarczki po korekcie 
pasm a v(s_.s) podzielono na 3 grupy o w artościach v(S_S): 508,8 cm "1, 
494,9 cm “ * i 486,4 cm -1 i odpowiadających im kątach x<cs-so 60°, 30°
i 10°. A utorzy przedstaw ili tę zależność jako liniową. Próbowano wyko­
rzystać tę zależność do określenia konform acji w iązania S— S w łańcu­
chu polipeptydowym. M a r t i n  (39) badał pentapeptyd m olform inę A, 
k tó ra  ma bardzo niską wartość v(S_S) =  492 cm -1; wskazuje to na kąt dwu­
ścienny X(cs-so =  35°, przy dużej zgodności z innym i wynikam i badań.
Y u i współ. (40, 41) również w ykazali że insulina ma wartość v(S_S) — 
=  492 cm -1. W artość tego pasma w skazuje na kąt x<cs-so =  35°. W ia­
domo, że mostek dwusiarczkowy w łańcuchu A m iędzy resztą 6 i 1J. Cys 
tw orzy  małą pętlę. Z m ałej wartości kąta dwuściennego x<cs-sa oznaczo­
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nej metodą Hamana można było wnioskować, że geom etria omawianego 
w iązania odpowiada struk turze stanu napiętego. Jednak badania k ry ­
stalicznej insuliny metodą dyfrakcji prom ieni X wykazały, że kąt dwu- 
ścienny x<cs-so w ew nątrz łańcucha A jest znacznie większy (41).

V. Uwagi końcowe

Dotychczasowe badania wskazują, że geom etria dwusiarczków w łań­
cuchu polipeptydowym  jest bardzo urozmaicona. Różnorodność funkcji 
dwusiarczków uzasadnia dalsze badania ich struk tu ry , co może okazać 
się drogą do znalezienia zależności między funkcją i s tru k tu rą  mostków 
dwusiarczkowych i ich otoczenia. Badania własności struk tu ra lnych  k ry ­
stalicznych białek i ich roztworów przy zastosowaniu spektropolarym etrii
i spektroskopii ram anow skiej to ru ją  drogę do uzyskania takich niezm ier­
nie ważnych inform acji.
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V-4. Protection of DNA against restriction by other mechanisms than modifica­
tions

V-5. Endonucleases with lowered specifity
V-6. Activity of endonucleases versus synthetic oligonucleatides and effect of base 

sequences proximal to the recognition site on
VI. Atypical restriction enzymes of type II

I. W stęp

Zjawisko restrykcji i m odyfikacji bakteriofagów  jest znane od ro­
ku 1952. W tym  czasie L u r i a  i jego współpracownicy (1— 3) opisali 
kontrolow aną przez bakterie  nie dziedziczną zmienność bakteriofagów. 
Stw ierdzili oni, że bakteriofagi namnożone w kom órkach danego szczepu 
bakteryjnego w ykazują znaczne obniżenie zdolności infekowania bakterii 
innych szczepów tego samego gatunku, zachowując pełną zdolność in­
fekcji kom órek szczepu wyjściowego. Udowodnili oni również, że zjaw i­
sko to jest zależne wyłącznie od właściwości kom órek bak tery jnych
i z danych tych wnioskowali o obecności specjalnego m echanizm u ko­
mórkowego odpowiedzialnego za ten  proces. Dopiero w dziesięć lat póź­
niej A r b e r  i D u s s o i x  (4, 5) zaproponowali, iż w kom órkach bak­
tery jnych  znajdują się dwa różne enzymy: restrykcy jny  i m odyfikacyj- 
ny. Pierw szy z nich — endonukleaza, miał rozpoznawać określoną, swoistą 
dla niego sekwencję nukleotydów  i następnie przecinać obie nici DNA. 
Drugi enzym  — m odyfikujący DNA, miał rozpoznawać tę samą specy­
ficzną sekwencję DNA i modyfikować ją tak, by staw ała się nierozpozna­
walna przez endonukleazę. W edług tej koncepcji DNA kom órek bak te­
ry jnych  jest zawsze m odyfikowany przez w łasne enzym y m odyfiku­
jące i w ten  sposób chroniony przed działaniem w łasnych enzymów re ­
strykcyjnych. W nikający do komórki obcy DNA (fagowy lub baktery jny)
o niezm odyfikowanej specyficznej sekwencji nukleotydowej rozpozna­
wanej przez endonukleazę restrykcy jną gospodarza będzie wobec tego 
cięty przez ten  enzym. W łaśnie ten  proces cięcia DNA uniem ożliwiając 
rozwój bakteriofagów  w kom órkach bakteryjnych, powoduje zjawisko 
restrykcji bakteriofagów.

Badania biochemiczne enzymów restrykcyjnych  i m odyfikacyjnych 
rozpoczęto w 1968 r., kiedy wyizolowano endonukleazę restrykcy jną  z ko­
m órek E. coli (6, 7). Od tego czasu opisano ponad 100 endonukleaz re ­
strykcyjnych  i wiele odpowiadających im m etylaz m odyfikacyjnych — 
D N A -m etyltransferaz, opracowano ich klasyfikację i nom enklaturę.

Na podstawie analizy właściwości dotychczas opisanych enzymów 
restrykcy jnych  wyróżniono początkowo dwa (8), a później trzy  ich różne 
typy  (9, 10). Dane przedstawione w Tabeli 1 obrazują zasadnicze cechy 
trzech typów enzymów restrykcyjnych.
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Tabela 1
Podstawowe własności trzech typów endonukleaz restrykcyjnych

Właściwość Typ Enzymu

Rozpoznanie specyficznej sekwencji
I II III

nukleotydów ' tak tak tak
Wymaganie Mg+ + tak tak tak
Wymaganie ATP tak nie tak
Wymaganie AdoMet tak nie nie
Aktywność ATPazy tak nie nie
Specyficzność miejsca cięcia nie tak tak
Ciężar cząsteczkowy ~  400 000 25 000—200 000 ~  200 000

Ogólnie p rzy jęta nom enklatura enzymów restrykcy jnych  obowiązuje 
od 1973 roku. S m i t h  i N a t h a n s  (11) zaproponowali, aby endo- 
nukleazy restrykcy jne i odpowiadające im m etylazy m odyfikacyjne, sta­
nowiące razem  enzym y system u restrykcyjno-m odyfikacyjnego sygno­
wać trzyliterow ym i nazwam i oznaczającymi rodzaj i gatunek organizm u, 
z którego zostały wyizolowane. W razie potrzeby czw artą literę  dodaje 
się dla oznaczenia szczepu lub typu serologicznego, jeżeli poszczególne 
szczepy tego samego gatunku różnią się swoistością enzymów res try k ­
cyjnych. W skrótach nazwy enzymów restrykcyjnych  kodowanych przez 
geny plazmidów lub fagów czw arta litera  oznacza te plazm idy lub fagi. 
Rzym ska cyfra na końcu nazwy oznacza kolejne system y restrykcy jno- 
m odyfikacyjne odkryte w bakteriach danego gatunku lub szczepu bak­
teryjnego. I tak  np. H ind lll oznacza trzeci system  restrykcyjno-m odyfi- 
kacyjny  odkryty  w szczepie o typie serologicznym d gatunku Haemophi­
lus influenzae, EcoRI oznacza pierwszy odkryty  system  restrykcy jno- 
m odyfikacyjny kodowany w genach plazmidów lekooporności R Esche­
richia coli. Endonukleazy EcoRI i H ind lll są to enzym y restrykcy jne  sy­
stem ów  restrykcyjno-m odyfikacyjnych EcoRI i H ind lll, z kolei m etylazy 
EcoRI i H ind lll to DNA — m ety ltransferazy  będące enzymami m odyfi- 
kacyjnym i tych systemów.

Trudno przecenić znaczenie odkrycia wysoce specyficznych endo­
nukleaz jakim i są endonuklazy restrykcyjne. Zapoczątkowało ono erę 
inżynierii genetycznej. Użycie endonukleaz restrykcyjnych  umożliwia 
tw orzenie nowych kom binacji genowych, ułatw ia precyzyjne określenie 
wzajem nego położenia genów, a także ustalenie ich sekwencji nukleoty- 
dowej. W większości laboratoriów  zainteresowanie tym i enzym am i spro­
wadza się jedynie do używ ania ich w charakterze precyzyjnych narzędzi 
obróbki DNA, ostatnio coraz częściej enzym y te stają  się także przedm io­
tem  badań. Badane są m iędzy innym i ich niezwykle wysoka specyficz­
ność in terakcji z DNA, skom plikowany mechanizm działania, a także m e­
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chanizm  regulacji ekspresji genów kodujących te enzymy. Te zagadnie­
nia są też głównym  tem atem  poniższej pracy.

Ukazało się już wiele prac przeglądowych o enzym ach res try k cy j­
nych i ich stosowaniu (5, 8, 12— 18), jednak w języku polskim jedynie 
jedna (19) i to już ponad siedem lat temu.

Ze względu na obszerność tem atu  koniecznym  stało się rozbicie pracy 
na dwie części. Pierw sza część omawia system y restrykcyjno-m odyfika- 
cyjne typu II.

II. Budowa enzymów

Endonukleazy restrykcy jne  typu  II (porównaj Tabela 1) stanow ią n a j­
liczniejszą opisaną grupę enzymów restrykcyjnych. C harakteryzująca je 
wysoka swoistość wobec nacinanych sekwencji DNA, spowodowała olbrzy­
mie zainteresowanie tym i enzymami. Jednak  zainteresowanie to było 
raczej jednostronne, dążono bowiem do uzyskania aktyw nych p repara­
tów enzym atycznych i poznania sekwencji rozpoznawanych przez coraz 
to now oodkrywane enzym y restrykcyjne, pom ijając dokładniejsze bada­
nia s tru k tu ry  i m echanizm u działania tych endonukleaz.

Spośród ponad 100 znanych endonukleaz restrykcy jnych  ty lko kilka 
zostało oczyszczonych do stanu homogenności w celu określenia budowy 
podjednostkowej. Stwierdzono, że endonukleaza EcoRI może występować 
w komórce w postaci dimerów i tetram erów  zbudowanych z identycznych 
podjednostek o ciężarach cząsteczkowych 29 500 (20, 21). Endonukleaza 
B stl też w ystępuje jako te tram er i dimer a ciężary cząsteczkowe pod­
jednostek tego enzym u wynoszą 46 000 (22). Endonukleazy EcoRII, H pal
i H pall są dim eram i o ciężarach cząsteczkowych podjednostek odpowied­
nio 40 000 (23), 29 000 i 41 000 (24). Z kolei endonukleazy Bspl, BamHI, 
P a ll, Bgll, H hall są aktyw ne w form ach m onomerów o ciężarach czą­
steczkowych odpowiednio 35 000, 90 000, 30 000, 32 000 i 24 000 (25— 29).

Jak  widać z tego krótkiego zestawienia endonukleazy restrykcyjne 
typu  II nie są jednorodne pod względem budowy, n iektóre z nich są 
aktyw ne w formie m onomerycznej, inne w form ie dimeru, bądź też w 
form ach dim eru i tetram eru . Ich ciężary cząsteczkowe w form ie aktyw nej 
zaw ierają się w granicach od 24 000 do 184 000, zaś m onomerów w g ra­
nicach 24 000— 90 000. W ydaje się jednak, że każda z dotychczas oczysz­
czonych endonukleaz restrykcy jnych  typu II zbudowana jest tylko z jed­
nego rodzaju łańcucha białkowego.

Badania m etylaz typu  II są o wiele bardziej fragm entaryczne. Dostęp­
ne inform acje dotyczą jedynie m etylaz EcoRI i Bspl, o których wiadomo, 
że są białkam i m onom erycznym i o ciężarch m olekularnych wynoszących 
odpowiednio 40 000 (23) i 52 000 (25).
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III. Charakterystyka genetyczna systemów restrykcyjno-modyfikacyjnych 
typu II

Na podstawie dotychczas zbadanych system ów restrykcyjno-m odyfi­
kacyjnych typu  II w ydaje się, że m etylazy i endonukleazy tych  syste­
mów są odrębnym i enzym am i nie posiadającym i wspólnych podjednostek. 
Świadczą o tym  także w yniki doświadczeń Y o s h i m o r i  i wsp. (30) do­
tyczące system ów restrykcyjno-m odyfikacyjnych EcoRI i EcoRII. A uto­
rzy ci, selekcjonując m utan ty  o fenotypie r~ (brak restrykcji) po jedno­
krotnej m utagenezie wyizolowali jedynie bakterie  o fenotypie r~ m + (brak 
aktywności endonukleazy przy zachowanej aktyw ności m etylazy). W nio­
skowali oni iż m utacje w genie endonukleazy nie powodują upośledzenia 
m etylacji, a m utacje w genie endonukleazy nie powodują upośledzenia re ­
strykcji, gdyż prowadziłoby to w obu przypadkach do pow stania klasy 
m utantów  o fenotypie r~ m ~  (brak aktyw ności endonukleazy i m etylazy).

Badając te  same system y restrykcyjno-m odyfikacyjne B a n n i s t e r
i G l o v e r  (31) uzyskali odmienne wyniki. W yizolowali oni po jedno­
krotnej m utagenezie m utan ty  o fenotypach r~ m + i r~ m ~  w praw ie 
równych ilościach. Podobne w yniki uzyskano badając system  restry k cy j- 
no-m odyfikacyjny Bstl (22).

Z tych ostatnich doświadczeń można wyciągnąć wniosek, że albo po­
łowa m utacji prowadzących do stanu r~ powoduje u tra tę  zdolności mo­
dyfikacji albo, że wszystkie m utacje w genie m etylazy w yw ołują u tra tę  
zdolności restrykcji. Badania budowy tych enzymów w ykluczają m ożli­
wość, że endonukleaza i m etylaza m ają wspólną podjednostkę, co t łu ­
maczyć by mogło dlaczego połowa m utacji prowadzących do stanu  r~  po­
woduje u tra tę  zdolności m odyfikacji. Aktywność nukleolityczna hom ogen- 
nych preparatów  endonukleazy restrykcy jnej wyklucza także współdzia­
łanie m etylazy z endonukleazą w procesie restrykcji, co z kolei tłum aczyć 
by mogło dlaczego wszystkie m utacje w genie m etylazy powodują u tra ­
tę zdolności restrykcji. Zatem  w ydaje się, że przyczyna w ystępow ania 
w prawie' rów nych ilościach m utantów  r~ m + i r~ m ~  ma związek nie 
tylko z samym i genami s tru k tu ry  m etylazy i endonukleazy. Jeśliby 
istniał trzeci gen w system ie restrykcyjno-m odyfikacyjnym , gen regu ­
latorowy, to wówczas możliwe byłoby uzyskanie pojedynczych m utacji 
prowadzących zarówno do fenotypu r~ m + jak  i r~ m~.

Rozważmy dwa z możliwych typów regulacji. Gdyby aktyw ność p ro­
duktu  genu regulatorowego w arunkow ała ekspresję genów kodujących 
m etylazę i endonukleazę, to m utacje w tym  genie prow adziłyby do feno­
typu  r~ m ~  a m utacje w genie endonukleazy do fenotypu r~ m +. G dyby 
natom iast rolą genu regulatorow ego było blokowanie restrykcji w przy ­
padku braku aktywności m etylazy, wówczas m utacje w genie m etylazy 
prowadziłyby do fenotypu r~ m ~  a m utacje w genie endonukleazy do fe­

http://rcin.org.pl



348 A. STASIAK 16]

notypu r~  m +. Nowsze badania systemów restrykcyjno-m odyfikacyjnych 
typu  II w skazują raczej na ten  drugi sposób regulacji.

Badania szczepów E. coli zaw ierających pochodne plazm idu pM Bl, 
noszącego geny system u restrykcyjno-m odyfikacyjnego EcoRI (32) w y­
kazały, że bakterie  niektórych z badanych szczepów zaw ierają endonukle- 
azę EcoRI w stanie utajonym  (33). Nie w ykryw a się w nich także ak tyw ­
ności m etylazy i stan ten  odpowiada fenotypowi r~ m~. Bakterie te nie 
m odyfikują własnego i obcego DNA i nie m ają zdolności cięcia niezmo- 
dyfikowanego DNA, jednak z ich kom órek można wyizolować aktyw ną 
endonukleazę EcoRI. W ydaje się, że w kom órkach tych szczepów aktyw ­
ność endonukleazy ulega zaham owaniu i proces ten  jest zależny od b raku  
aktyw ności m etylazy. Jeżeli bowiem do kom órek tych wprowadza się 
drugi plazmid zaw ierający geny endonukleazy i m etylazy EcoRI to prze­
jaw iają one in vivo  aktywność endonukleazy EcoRI, co wskazuje, że 
hipotetyczny inhibitor endonukleazy nie jest już produkowany. Również 
badania system u restrykcyjno-m odyfikacyjnego H hall (29) wykazały 
uzależnienie przejaw iania się restrykcji od obecności m etylazy.

hsk ‘ hsm hsr

Ryc. 1. Hipotetyczny model działania trój genowego systemu restrykcyjno-m odyfi­
kacyjnego typu II

Na podstawie powyżej przedstaw ionych danych autor pragnąłby za­
proponować hipotetyczny trójgenow y model system u restrykcyjno-m o­
dyfikacyjnego typu  II. W m odelu tym  powszechnie przyjęte symbole 
hsm  (host specific m éthylation) i hsr (host specific restriction) oznaczają 
odpowiednio geny struk tu ra lne  m etylazy m odyfikacyjnej i endonukleazy 
restrykcyjnej. Symbol hsk  (host specific krypticity)  wprowadzono dla 
oznaczenia genu strukturalnego białka k odpowiedzialnego za w prow a­
dzenie endonukleazy restrykcy jnej w stan utajony — kryptyczny w przy­
padku braku  aktyw ności m etylazy. H ipotetyczny m echanizm  działania 
takiego trójgenowego system u restrykcyjno-m odyfikacyjnego przedsta­
wiono na rycinie 1. Zgodnie z tą  hipotezą trzy  obserwowane fenotypy 
tłum aczy się następująco:
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Fenotyp r + m + — m etylaza m etylując specyficzne sekwencje w DNA 
wprowadza także grupy m etylowe do sekwencji genu hsk. M etylacja 
wprowadza na tyle istotne zmiany struk tu ra lne  w obszarze prom otoro- 
w o-operatorow ym  genu hsk, że powoduje brak  ekspresji tego genu. 
(Możliwy wpływ m etylacji na struk tu rę  DNA jest omówiony w dalszej 
części niniejszej pracy, rozdział V -l). Białko k nie jest wówczas produ­
kowane i endonukleaza może przejaw iać swoją aktywność.

Fenotyp r~ m + (m utacja w genie hsr) — brak  aktyw nej endonukleazy 
komórki syntetyzują m etylazę, która m etyluje właściwe sekwencje tak, 
jak to opisano wyżej i w związku z tym  nie powstaje białko k.

Fenotyp r~ m~  (m utacja w genie hsm  lub obecność innych czynników 
powodujących brak  ekspresji genu m etylazy na przykład głodzenie me- 
tioninowe) — w komórce nie zachodzi m etylacja i w związku z tym  gen 
hsk ulega ekspresji. Białko k powoduje zahamowanie aktyw ności endo­
nukleazy, co prowadzi do fenotypu r~ m ~  pomimo iż endonukleaza jest 
syntetyzowana. Powyższy mechanizm ma zapewniać komórce ochronę 
własnego DNA w przypadku chwilowego lub trw ałego braku  aktyw ności 
m etylazy przy zachowanej aktyw ności genu endonukleazy. Fakt, że infek­
cja kom órki plazmidem wnoszącym nowy system  restrykcyjno-m odyfi- 
kacyjny do kom órki biorcy nie prowadzi do degradacji DNA tej kom órki 
może być także tłum aczony przy pomocy przedstawionego modelu. Moż­
na sądzić, że plazmid replikujący się zaraz po wniknięciu do kom órki 
nie posiadającej odpowiedniej m etylazy traci swoistą m etylację, którą 
posiadał w komórce dawcy. Może to powodować uczynnienie hipotetycz­
nego genu hsk  i doprowadzać do zaham owania aktyw ności produkow anej 
endonukleazy. W tym  czasie aktyw na m etylaza byłaby produkow ana nor­
m alnie i po podwyższeniu jej stężenia w ew nątrz kom órki następow ałaby 
pełna m etylacja wszystkich specyficznych sekwencji DNA komórkowego
i plazmidowego. Ponowne unieczynnienie genu hsk  na skutek m etylacji 
umożliwiałoby przejaw ienie się aktywności restrykcyjnej.

W pewnej niezgodności z przedstaw ioną tu  hipotezą pozostają omó­
wione już wyniki prac Y o s h i m o r  i i wsp., którzy w w yniku jedno­
krotnej m utagenezy uzyskiw ali m utan ty  o fenotypie r~ m + nie uzyskując 
m utantów  r~ m~  (30). Jeżeli jednak wziąć pod uwagę, że w yniki te otrzy­
mano po przeniesieniu plazmidów kodujących badane system y restry k - 
cyjno-m odyfikacyjne do kom órek nowych gospodarzy, to jest możliwym, 
że plazm idy te u traciły  hipotetyczny gen hsk. S taje  się to prawdopodob­
ne, gdyż w czasie przenoszenia plazmidów traciły  one geny oporności na 
antybiotyki (34), a stw ierdzono również, że łatwo tracone są w tych plaz­
midach obszary związane z genami system u restrykcyjno-m odyfikacyj- 
nego (33). Gdyby w badanej niew ielkiej ilości szczepów (34) system y re- 
strykcyjno-m odyfikacyjne nie posiadały aktyw nego genu hsk, to nie- 
przejaw iające restrykcji jednostopniowe m utan ty  byłyby jedynie typu
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r~ m +. M utacja w genie m etylazy prow adziłaby bowiem do śmierci ko­
m órki na skutek braku  ochrony własnego DNA przed w łasnym i enzym a­
mi restrykcyjnym i. B rak w plazmidzie aktyw nego genu w arunkującego 
aktyw ność endonukleazy od obecności m etylazy nie musi autom atycznie 
powodować restrykcji DNA nowego gospodarza. Jeżeli na przykład w y­
m agane stężenie endonukleazy jest większe od wymaganego stężenia m e­
tylazy (endonukleaza w ystępuje jako te tram er bądź dimer, m etylaza jako 
monomer) wówczas przy jednoczesnej syntezie obu czynników wcześniej 
nastąpi m etylacja DNA. Tak właśnie można by tłum aczyć infekcyjność 
plazmidów pozbawionych genu hsk.

Niezgodne z hipotezą autora w ydają się również wyniki wykazujące, 
że w początkowym okresie głodzenia metioninowego następuje samode- 
gradacja około 50°/o DNA w szczepach bak tery jnych  posiadających ak tyw ­
ne system y restrykcyjno-m odyfikacyjne typu  II (35). B rak m etioni­
ny, która jest donorem grup m etylowych, uniem ożliwia oczywiście p ro­
ces m etylacji czym naraża własne DNA na działanie enzymów res try k ­
cyjnych, jednak b rak  ten  winien również hamować aktyw ność endonu- 
kleaz poprzez działanie produktu  genu hsk. Możliwe, że w opisanych 
w arunkach doświadczalnych głodzenie m etioninowe doprowadziło do za­
trzym ania biosyntezy białek, uniem ożliwiając tym  samym  syntezę hipo­
tetycznego inhibitora endonukleaz (aktywność różnych m etylaz jest n ie­
zbędna do biosyntezy białka, brak  m etioniny zatrzym uje także syntezę 
białek choćby z tej przyczyny, że synteza każdego polipeptydu zaczyna 
się od form ylom etioniny).

W arto ponadto zauważyć, że komórki m ają ,,dużo czasu” na zadziała­
nie system u chroniącego DNA przed restrykcją  w przypadku nagłego 
braku  aktyw ności m etylazy. Ponieważ m etylazy w prow adzają grupy m e­
tylowe do obu nici rozpoznawanych sekwencji dopiero po dwóch podzia­
łach jedna cząsteczka nowozreplikowanego DNA staje się w rażliw a na 
działanie endonukleaz. Jednak  zawsze pozostaje druga cząsteczka za­
w ierająca jedną nić zm etylowaną to znaczy posiadająca jedną grupę m e­
tylow ą w każdej rozpoznawanej sekwencji i w ten sposób chronioną przed 
endonukleazam i restrykcyjnym i. Ta cząsteczka zapewnia przeżywanie 
jednej z potom nych komórek. Ten długi czas um ożliwia ekspresję syste­
mów chroniących własne DNA przed restrykcją  i stw arza ewolucyjne 
możliwości powstawania takich systemów.

Są oczywiście możliwe inne sposoby uzależniające przejaw ienie się 
restrykcji od aktyw ności m etylaz. Jednym  z takich sposobów byłoby 
uzależnienie ekspresji genu endonukleazy od obecności grup m etylowych 
w rejonie prom otorow o-operatorow ym  tego genu. Jednak sposób ten nie 
tłum aczy zjawiska kryptyczności endonukleaz (33) a także nie w yjaśnia 
dlaczego Y o s h i m o r i  i wsp. (30) wśród jednostopniow ych m utantów  
niezdolnych do restrykcji uzyskali jedynie m utan ty  o fenotypie r~ m +.
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IV. Swoistość rozpoznawania DNA przez enzymy restrykcyjne typu II

W śród endonukleaz typu  II można wyróżnić dwie zasadnicze grupy. 
Liczne enzym y grupy pierwszej rozpoznają sekwencje palindromiczne 
lub niem al palindrom iczne i tną  obie nici DNA w obrębie tych sekwencji. 
Sekw encjam i palindrom icznym i nazywa się takie sekwencje zasad, w któ­
rych  nom inalnie kom plem entarne zasady są ułożone wzajem nie syme­
trycznie względem osi tych  sekwencji. Enzym y drugiej grupy rozpozna­
ją  sekwencje niepalindrom iczne i przecinają dwie nici DNA w stałym, 
niew ielkim  oddaleniu od m iejsca rozpoznawanego. Pomimo tych różnic 
w sposobie cięcia, produkty  degradacji DNA przez enzym y obu klas ukła­
dają się w charakterystyczne prążki w czasie rozdziału elektrofone- 
tycznego.

W ydaje się, że właściwe system y restrykcyjno-m odyfikacyjne typu  II 
w ystępują jedynie w grupie pierwszej enzymów, w której w wielu przy­
padkach stwierdzono, że specyficzna m etylacja w m iejscu rozpoznawa­
nym  przez endonukleazy chroni DNA przed ich działaniem. W grupie 
drugiej n ieznany jest jeszcze natu ra lny  sposób zabezpieczenia DNA przed 
restrykcją  a więc nie można tych enzymów przypisać do odpowiednich 
system ów restrykcyjno-m odyfikacyjnych. Dlatego też więcej miejsca po­
święcono pierw szej grupie nazyw anej w tej pracy właściwymi enzy­
m am i restrykcy jnym i typu  II.

Om awiając swoistość rozpoznawania substra tu  przez właściwe enzy­
m y restrykcy jne  typu II w arto zwrócić uwagę na szereg związanych 
z tym , w zajem nie przenikających się podziałów i klasyfikacji.

Pierwszego podziału dokonano na podstawie długości rozpoznawa­
nych sekwencji. Znane są enzym y rozpoznające jedenasto (36), siedmio, 
sześcio, pięcio i czterozasadowe sekwencje (18).

Drugi podział dotyczy sposobu ochrony DNA przed restrykcją  i w y­
nika raczej ze specyficzności odpowiednich m etylaz m odyfikujących. Zna­
ne m etylazy m odyfikują adeninę do N6-m etyloadeniny, cytozynę do 
C5-m etylocytozyny (17) i prawdopodobnie guaninę do N7-m etylogu- 
aniny (37).

Trzeci podział dotyczy sposobu cięcia w obrębie rozpoznawanej sek­
wencji. N iektóre endonukleazy restrykcyjne tną obie nici DNA w środku 
sym etrycznej sekwencji dając fragm enty  o rów nych końcach. Inne endo­
nukleazy wprow adzają dwa jednoniciowe cięcia sym etrycznie, w pewnym  
oddaleniu od środka rozpoznawanych sekwencji dając w rezultacie jed­
noniciowe tak  zwane lepkie końce po stronie 5', bądź po stronie 3'.

Czw arty podział opiera się na możliwości rozpoznawania przez dany 
enzym  wyłącznie jednej sekwencji palindrom icznej, bądź także sekwencji 
częściowo palindrom icznej. W sekwencjach palindrom icznych w każdej 
z nici DNA wszystkie zasady (oprócz środkowej w sekwencjach o niepa­
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rzystej liczbie par zasad i pięciu środkowych zasad w sekwencji 
GCCNNNNNGGC rozpoznawanej przez Bgll (36) sym etrycznie ustaw ione 
względem osi sym etrii danej sekwencji tw orzą potencjalną parę zasad 
W atsona i Cricka. Przykładem  sekwencji palindrom icznej jest sekw encja 
GTTAAC rozpoznawana przez endonukleazę EcoRI (18). W sekw encjach 
praw ie palindrom icznych dopuszczalne jest w ystąpienie w każdej z nici 
DNA dwóch sym etrycznie położonych względem siebie zasad, które nie 
tw orzą potencjalnej pary  W atsona i Cricka. Najczęściej w ystępuje tam  
sym etrycznie para P u-P y  (puryno-pirym idyna) lub Py-Pu. Na przykład 
w sekwencji GTPyPuAC rozpoznawanej przez endonukleazę H indll pa­
ram i P y-P u  mogą być zarówno potencjalne pary  W atsona-Cricka TA, 
CG, jak i pary  TC i CA.

V. Mechanizm działania właściwych endonukleaz restrykcyjnych typu II

Istnieją liczne hipotezy próbujące wyjaśnić swoistość enzymów re ­
strykcyjnych. Praw idłow a hipoteza w inna oczywiście być zgodna z do­
stępnym i wynikam i eksperym entalnym i i danymi fizyko-chem icznymi 
oraz łączyć ze sobą i tłum aczyć takie cechy systemów restrykcyjno-m o- 
dyfikacyjnych jak:
— rozpoznawanie tylko palindrom icznych lub praw ie palindrom icznych 

sekwencji DNA,
— ochronną funkcję m etylacji oraz niektórych naturalnych  i sztucznych 

m odyfikacji nukleotydów,
— możliwość przecięcia kom plem entarnych nici DNA w sym etrycznie 

położonych, zwykle oddalonych od siebie punktach.
Żadna z opublikowanych dotychczas hipotez nie została jeszcze udo­

wodniona ponieważ nie jest dotąd znana s truk tu ra  przestrzenna sekwencji 
DNA rozpoznawanych specyficznie przez endonukleazy restrykcyjne.

V -l. Budowa przestrzenna rozpoznawanych sekwencji DNA

Można przedstawić trzy  zasadnicze możliwe konform acje palindro­
micznej sekwencji DNA. Są to: form a liniowa, form a sym etrycznej — 
podwójnej spinki do włosów i czteroniciowa form a klatkow a (Ryc. 2). 
Forma liniowa DNA

Niektórzy badacze uważają, że enzym y restrykcyjne oddziałują z DNA 
będącym w formie liniowej (38). Rozpoznawanie tylko palindrom icznych 
sekwencji wiąże się z ich sym etrycznością um ożliw iającą enzymom roz­
poznanie właściwej sekwencji DNA niezależnie od tego, k tóra z dwóch 
nici wyznacza cząsteczce enzym u odpowiednią orientację w momencie 
rozpoznawania substratow ego DNA. Sym etria umożliwia także rozpoz­
nawanie właściwych miejsc cięcia w obu, kom plem entarnych niciach 
DNA.
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Ryc. 2. Schematyczne przedstawienie trzech możliwych konformacji jakie może 
przyjąć sekwencja GAATTC rozpoznawana przez endonukeazę EcoRI, a, struktura 
linowa, b. struktura symetrycznej „spinki do włosów”, c. struktura czteroniciowej 
formy klatkowej. Strzałkami zaznaczono miejsca cięcia dokonywane przez endo-

nukleaze EcoRI

O chronną rolę m etylacji w form ie liniowej substratow ego DNA tłu ­
maczy się na dwa różne sposoby. W edług pierwszej koncepcji oddziały­
wanie endonukleazy z właściwą sekwencją DNA jest tak  specyficzne 
przestrzennie, że pozornie drobna zmiana, jaką jest m etylacja jednej za­
sady uniem ożliwia to oddziaływanie (o koncepcji tej słyszał au to r jedy­
nie w czasie dyskusji naukowych). Fakt, że niektóre enzym y res try k ­
cyjne typu  II rozpoznają sekwencje nie w pełni palindromiczne, gdzie 
jako dwie wzajem nie sym etryczne zasady mogą występować a lte rna tyw ­
nie A i T, G i T lub G i C (17) a także fakt, że niektóre m etylacje w obrę­
bie rozpoznawanej sekwencji nie chronią DNA przed restrykcją  (39, 40) 
wydaje się podważać, choć nie wykluczać możliwości tak  niezw ykle pre­
cyzyjnego rozpoznawania zmian w specyficznej sekwencji DNA.

W edług drugiej koncepcji (41) m etylacja ochrania substratow e DNA 
przez zmianę jego właściwości fizyko-chemicznych. W ykazano, że obec­
ność N6-m etyloadeniny w DNA w znacznym stopniu zmniejsza jego sta­
bilność (41). Jest więc możliwym, że oddziaływanie endonukleazy ze 
zm etylow aną sekwencją prowadzi do przejaw ienia się zmniejszonej sta­
bilności DNA i doprowadza do lokalnej denaturacji DNA, co z kolei unie­
możliwia dokonanie cięcia przez endonukleazę. Jest także możliwe, że 
zmniejszenie stabilności DNA powoduje zmiany w struk turze rozpozna­
wanej sekwencji, które uniemożliwią oddziaływanie endonukleazy z tą 
sekwencją. Hipoteza ta  jednakże może tłum aczyć jedynie ochronną rolę 
N6-m etyioadeniny. W ydaje się, że C5-m etyloazytozyna i N7-m etyloguani- 
na nie zm ieniają istotnie stabilności DNA (41).

Endonukleazy restrykcy jne działając na DNA w formie liniowej m u­
siałyby mieć zdolność przecinania obu nici DNA w dwóch dosyć odleg­
łych od siebie punktach (lepkie końce mogą mieć długość pięciu nukleo­
tydów). Właściwości takiej nie m ają inne endonukleazy. Rozważmy za­
tem  w jaki sposób może zachodzić takie cięcie DNA. Jednoczesne prze-
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cinanie obu nici DNA — to znaczy w czasie jednego przyłączenia się 
enzym u do DNA (jak to prawdopodobnie ma miejsce w przypadku endo- 
nukleaz Sali i BamHI) (42) — może być w ynikiem  kooperatywnego dzia­
łania dwóch niezależnych centrów  aktyw nych jednej cząsteczki enzym u 
lub też efektem  współdziałania dwóch niezależnych cząsteczek enzymu. 
Enzym może też posiadać jedno centrum  aktyw ne o takiej budowie, że 
jest on zdolny do jednoczesnego przecinania obu nici DNA naw et w od­
dalonych od siebie punktach.

Niezależne od siebie przecinanie obu nici DNA (jak to się praw do­
podobnie dzieje w przypadku endonukleaz EcoRI i H ind lll) (42), może 
być w ynikiem  tego, że dana cząsteczka enzym u przecina ty lko  jedną nić 
DNA w czasie in terakcji ze swoistą sekwencją, po czym oddysocjowuje 
od DNA a do przecięcia drugiej nici wym agane jest ponowne rozpozna­
nie już raz naciętego DNA przez inną lub naw et tę  samą cząsteczkę enzy­
m u (42). Istnieją jednakże dane eksperym entalne w skazujące na inny 
m echanizm  niezależnego przecinania obu nici DNA (43). Dotyczą one 
także badania mechanizm u działania endonukleazy EcoRI. W ydaje się, 
że w określonych w arunkach endonukleaza EcoRI nie oddysocjowuje od 
sekw encji rozpoznawanej po dokonaniu pierwszego cięcia i drugie cięcie 
dokonywane jest po pewnym  czasie, ale prawdopodobnie w  w yniku tego 
samego związania się enzym u z miejscem rozpoznawanym  w substracie. 
Nie wiadomo co się dzieje z enzymem w okresie między jednym  a d ru ­
gim cięciem. Być może enzym  EcoRI ma dwa miejsca aktyw ne i to d ru ­
gie miejsce aktyw ne może dopasować się do substra tu  dopiero po pierw ­
szym cięciu sekwencji rozpoznawanej. Możliwe jest też, że enzym ma 
ty lko jedno centrum  aktyw ne i po pierwszym  cięciu enzym  ulega pew ­
nem u przesunięciu lub takiej zmianie konform acyjnej, aby miejsce to 
mogło odnaleźć drugi punkt cięcia.
Forma sym etrycznej spinki do włosów

Form a ta  (Ryc. 2) została po raz pierwszy zaproponowana przez G i e - 
r e r a  (44) jako możliwa s tru k tu ra  przestrzenna palindrom icznej sek­
wencji zasad w DNA. Ze względu na swoją odmienność od s tru k tu ry  po­
dwójnej helissy i specyficzność przestrzenną jest ona bardzo dobrym  kan­
dydatem  do in terakcji z wszelkimi białkam i oddziałowującym i z palindro- 
m icznymi sekwencjam i DNA. Jednak  w ystępowanie DNA w te j form ie nie 
zostało nigdy zaobserwowane w  stanie natyw nym  (45—47) ani wykazane 
m etodam i pośrednimi (48), ponadto rozważania term odynam iczne w yda­
ją się wykluczać spontaniczne powstawanie takiej s tru k tu ry  DNA (49). 
Pozostaje jedynie możliwość powstawania lub u trw alania  takiej form y 
dzięki działaniu specyficznych czynników, być może w w yniku oddzia­
ływ ania z samą endonukleazą restrykcyjną.

Bardzo istotnym  zastrzeżeniem  w stosunku do hipotezy spinki do 
włosów jako s tru k tu ry  sekwencji rozpoznawanej przez endonukleazę re ­
strykcy jną  jest występowanie klasy enzymów takich jak A val
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(CPyCGPuG) czy H aell (PuGCGCPy) które rozpoznają sekw encje nie 
w pełni palindrom iczne (18). W przypadkach kiedy Py i Pu  nie są po­
tencjalnym i kom plem entarnym i zasadami W atsona i Cricka rozpoznaw a­
na sekw encja nie może przyjm ować form y regularnej spinki do włosów 
a w każdym  razie jej s tru k tu ra  będzie zupełnie inna od s tru k tu ry  spinki 
utw orzonej w tedy, gdy Py  i Pu są zasadami kom plem entarnym i. To, że 
endonukleazy A val i H aell rozpoznają i nacinają specyficzne sekw encje 
niezależnie od tego czy są one w pełni palindrom iczne czy nie (50) w ydaje 
się poddawać w wątpliwość możliwość rozpoznawania przez te enzym y 
s tru k tu ry  sym etrycznej spinki do włosów.

Hipoteza zakładająca występowanie DNA w formie sym etrycznej 
spinki do włosów nie im plikuje żadnych innych rozwiązań kw estii ochron­
nej roli m etylacji i cięcia DNA w sym etrycznie położonych oddalonych 
od siebie punktach niż to, co przedstawiono w przypadku form y liniowej 
rozpoznawanej sekwencji DNA.
Czteroniciowa form a klatkowa

Ryc. 3. Wzory tetrad tworzonych przez dwie homologiczne pary zasad. Strzałkami 
zaznaczono potencjalne miejsca metylacji

Teoretycznie istnieje możliwość tworzenia te trad  przez dwie homolo­
giczne pary  zasad (51) (Ryc. 3). W ykorzystał to M c G a v i n (52) do za­
proponowania modelu czteroniciowej s tru k tu ry  DNA. Zgodnie z tym  
modelem stabilizacja s tru k tu ry  czteroniciowej jest zapewniona przez do­
datkowe wiązania wodorowe pomiędzy homologicznymi param i zasad. 
Ponieważ dodatkowe wiązania wodorowe tworzą się preferencyjnie po­
m iędzy homologicznymi param i zasad, sekwencje palindrom iczne są ideal­
nym i kandydatam i do tw orzenia takich wewnątrzcząsteczkowych s tru k tu r 
czteroniciow ych (53). Zatem  i sekwencje palindrom iczne rozpoznawane 
przez endonukleazy restrykcyjne mogą występować w form ie klatkow ej 
(54, 55). Na podstawie badań przestrzennych modeli atom owych stw ier­
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dzono, że łańcuch DNA może być tak  zagięty, że naw et palindrom y pię- 
ciozasadowe mogą utworzyć dwie tea trady  zasad (56) (Ryc. 4). Czteroni- 
ciowa stru k tu ra  klatkow a DNA byłaby s tru k tu rą  wysoce specyficzną 
przestrzennie. Je j utworzenie zależałoby od w ystępowania sekwencji 
palindrom icznej lub praw ie palindrom icznej. Model czteroniciowej form y 
klatkow ej DNA tłum aczy ochronną rolę m etylacji przed restrykcją, za­
pewnia możliwość cięcia obu nici DNA w sym etrycznie położonych m iej­
scach palindrom icznej sekwencji i nie jest sprzeczny z dostępnymi da­
nym i fizyko-chem icznymi (56).

Ryc. 4. Schematyczne przedstawienie czteroniciowych form klatkowych utworzo­
nych przez sekwencje rozpoznawane przez endonukleazy HindHI (lewa) i EcoRII 
(prawa). Strzałkami zaznaczono miejsca cięcia a gwiazdkami miejsca metylacji

Rozpoznawanie przez enzym y restrykcyjne wyłącznie sekwencji pa- 
lindrom icznych lub praw ie palindrom icznych wiąże się z możliwością 
powstawania dodatkowych wiązań wodorowych w struk turze  klatkowej. 
Z sześciu możliwych ułożeń dwóch par zasad (Ryc. 5a-f) jedynie dwa 
(Ryc. 5a, b) w pełni spełniają w ym agania regularnej czteroniciowej s tru k ­
tu ry , to jest tworzą dwa dodatkowe wiązania wodorowe i m ają taki sam 
regularny  kształt w płaszczyźnie oddziaływania zasad. Ułożenie f (Ryc. 5f) 
umożliwia wprawdzie utworzenie dwóch dodatkowych wiązań wodoro­
wych, ale kształt tak  powstałej te trady  jest zupełnie inny od kształtu  
te trad  r l  i c g  (Ryc. 3) i zaburza regularność czteroniciowej s truk tu ry  
spiralnej. Ułożenie e (Ryc. 5e) um ożliwia wprawdzie utworzenie tylko 
jednego dodatkowego, stabilizującego wiązania wodorowego, ale mimo 
tego kształt tak  uzyskanej te trady  jest regularny  i taki sam  jak te trad  
a i b (Ryc. 5a, b). Sekwencje nie w pełni palindromiczne rozpoznawane 
przez endonukleazy restrykcyjne typu II mogły by właśnie oprócz te trad  
typu a i b tw orzyć jedną tetradę typu e (Ryc. 5).

Jak  widać na rycinie 3 m etylacja adeniny i guaniny uniemożliwia 
tworzenie dodatkowych wiązań wodorowych pomiędzy homologicznymi
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Ryc. 5. Schematyczne przedstawienie możliwych ułożeń par zasad. Linią kropko­
waną zaznaczono możliwość utworzenia dodatkowego wiązania wodorowego. Sche­
mat ten nie daje wyobrażenia o rzeczywistym kształcie tetrad, można je uzyskać

porównując z ryciną 3

param i zasad. M etylacja cytozyny jedynie u trudnia  tworzenie takich te ­
trad. Jeżeli efekt m etylacji cytozyny sumowałby się na przykład z efek­
tem  naprężenia s tru k tu ry  DNA w yw ołanym  zagięciem sekwencji palin­
dromicznej, wówczas także i m etylacja cytozyny m ogłaby uniemożliwić 
tw orzenie s tru k tu ry  klatkow ej przez odpowiednie sekwencje palindro­
miczne. Zatem  według przedstawionego m odelu m etylacje DNA w for­
mie klatkow ej prowadzą do istotnych zmian, s tru k tu ry  miejsca rozpozna­
wanego przez endonukleazy. M etylacje mogą zatem  skutecznie chronić 
DNA przed działaniem  endonukleaz restrykcyjnych.

Model s tru k tu ry  klatkow ej tłum aczy również w jaki sposób DNA 
jest cięte w sym etrycznie położonych miejscach sekwencji palindrom icz­
nej. Jak  to pokazano na rycinie 4 miejsca cięcia DNA przez endonukleazy 
restrykcyjne w form ie klatkow ej leżą na przeciwko siebie i znajdują się 
na tyle blisko siebie, że mogą być objęte przez jedno centrum  aktyw ne 
enzymu. U łatw ia to jednoczesne zachodzenie obu cięć tak  jak  to zaobser­
wowano w przypadku endonukleaz Sali i BamHI (42).

V-2. Charakterystyka aktywności endonukleolitycznych

Pom iary szybkości reakcji przecinania DNA przeprowadzono jedynie 
w przypadku kilku enzymów restrykcyjnych  typu II. Badając enzymy 
EcoRI (21, 42, 43), H in d lll (42) i H pall (57) uzyskano wyniki wykazujące 
istotne różnice pomiędzy szybkościami cięcia pierwszej i drugiej nici 
w obrębie rozpoznawanej sekwencji. Świadczy to, że w przypadku tych 
enzym ów cięcie obu nici zachodzi niezależnie od siebie i że raczej jest 
ono wynikiem  dwóch niezależnych od siebie oddziaływań enzym u z DNA 
(42). Jest jednak możliwym, że w fizjologicznych w arunkach enzym y te 
tną  obie nici w rozpoznawanej sekwencji w czasie jednego aktu  połą­
czenia z DNA (21, 43). Natomiast wykazano, że obie nici DNA są cięte 
niem al jednocześnie przez endonukleazy Sali i BamHI (42). Te z kolei 
wyniki wskazują, że przecięcie obu nici jest wynikiem  tylko jednej in te r­
akcji enzym u z DNA.

Szereg endonukleaz restrykcy jnych  typu II w ykazuje zdolność cięcia 
jednoniciowego DNA. Są wśród nich endonukleazy H aelll, H hal, H pall, 
MboII, H infl i prawdopodobnie Hgal oraz HphI (58—60). Do cięcia jed-
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noniciowego DNA wym agane są znacznie wyższe stężenie enzymów ani­
żeli do cięcia dwuniciowego DNA co sugeruje, że nie jest to fizjologiczna 
aktyw ność tych enzymów, albo że aktywność tę  przejaw iają cząsteczki 
enzymów w pewien sposób uszkodzone. P rzy  założeniu, że niektóre endo­
nukleazy tną  jednoniciowy DNA, model spinki do włosów w ydaje się 
najlepiej tłum aczyć możliwość utw orzenia przez jednoniciowy DNA s tru k ­
tu ry  rozpoznawanej przez enzym. Jedynie w przypadku tego modelu 
s tru k tu ra  rozpoznawanej sekwencji będzie m iała tę samą form ę nieza­
leżnie od tego czy DNA będzie dwuniciowy czy jednoniciowy. Ja k  do­
tychczas tylko w przypadku endonukleazy H aelll wykazano, że w jedno- 
niciowym i dwuniciowym  DNA enzym  rozpoznaje tę samą sekwencję za­
sad, jednak i w tym  przypadku nie stwierdzono na pewno czy enzym  
działa na fragm ent jednoniciowy. Przypuszcza się, że tworzone w w yniku 
częściowej kom plem entarności dwuniciowe fragm enty  w jednoniciowym  
DNA mogą zawierać specyficzne sekwencje i być cięte tak  jak  dw uni­
ciowy DNA (18). A więc zachodzenie cięcia w jednoniciowym  DNA za­
leżałoby od tw orzenia odpowiednich s tru k tu r dwuniciowych. Zgodnym 
z taką in terpretacją  jest fakt, że jednoniciowy DNA faga A nie jest cięty 
przez endonukleazę H ae lll mimo, że dwuniciowy DNA faga ^ jest cięty 
przez ten  enzym na przeszło 50 fragm entów  (58). Ponieważ jednocześnie 
wykazano, że jednoniciowy DNA faga 0X174 jest cięty przez endonukle­
azę H aelll (59), a więc można przypuszczać, że w jednoniciowym  DNA 
faga 0X174 łatwo tw orzą się odpowiednie dwuniciowe fragm enty  pod­
czas gdy w jednoniciowym  DNA faga A jest to u trudnione z nieznanych 
powodów. Za hipotezą lokalnych s tru k tu r dwuniciowych przem aw iają 
doświadczenia w ykazujące, że u tra ta  zdolności cięcia jednoniciowego 
DNA przez enzym y H ae lll i H hal w m iarę podnoszenia tem pera tu ry  in­
kubacji m ieszaniny reakcyjnej przebiega równolegle z term iczną denatu- 
racją  s tru k tu r dwuniciowych (61). W ykonano doświadczenia wykazujące 
aktyw ność endonukleaz restrykcyjnych  w stosunku do jednoniciowego 
DNA w w arunkach utrudniających  tworzenie odpowiednich s tru k tu r dw u­
niciowych (60) (w jednej cząsteczce DNA znajdow ała się tylko jedna spe­
cyficzna sekwencja rozpoznawana przez dany enzym, ponadto p reparat 
DNA był bardzo rozcieńczony). Jednakże w przypadku tych doświad­
czeń nie wykluczono możliwości tw orzenia nie w pełni kom plem entar­
nych dupleksów na przykład ^ 5 ^  , które mogły by być w tych w a­
runkach (zwiększone stężenie enzymu) rozpoznawane przez endonu­
kleazę.

V-3. Nietypowe zasady w  DNA a jego podatność na działanie endonukleaz II typu

Pewne światło na istotę in terakcji endonukleaz restrykcyjnych  ty ­
pu II z DNA w ydają się rzucać wyniki doświadczeń, w których badano
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wpływ w ystępow ania nietypow ych zasad w  DNA na jego podatność na 
działanie różnych enzymów restrykcyjnych.

W ykazano iż DNA faga T4 zaw ierający glukozylowaną hydroksym e- 
tylocytozynę jest oporny na działanie endonukleazy EcoRI, podczas gdy 
ten  sam DNA zaw ierający nieglukozylow aną hydroksym etylocytozynę 
jest w rażliw y na działanie tego enzym u (62, 63). Endonukleazy EcoRII, 
H indll i H in d lll nie działają na żaden z tych typów DNA faga T4 (63). 
Z kolei DNA zaw ierający hydroksym etylouracyl w miejsce tym iny  jest 
oporny na działanie endonukleazy H pal i w rażliw y na EcoRI, H ind lll, 
H pall chociaż jest cięty  wolniej przez te enzym y aniżeli tak i sam  DNA 
zaw ierający tym inę (63).

Z trzech  omówionych modeli form  przestrzennych DNA oddziaływ u­
jącego z enzym am i restrykcy jnym i tylko hipoteza form y klatkow ej jest 
w eryfikow ana przez powyższe wyniki, gdyż jedynie ta  koncepcja po­
zwala na przew idyw anie ochronnej roli nietypow ych zasad. Jeżeli zasa­
dy, znajdujące się w sekwencji rozpoznawanej przez endonukleazę nie 
mogą utw orzyć dodatkowych wiązań wodorowych to według hipotezy 
form y klatkow ej DNA, takie sekwencje będą oporne na działanie endo­
nukleaz restrykcyjnych . Glukozylowanie hydroksym etylocytozyny unie­
możliwia tw orzenie form  klatkow ych i we w szystkich poznanych p rzy­
padkach, w których cytozyna w ystępuje w rozpoznawanej sekwencji, 
proces ten  prowadzi do oporności DNA na działanie restryktaz. N iety­
powe zasady, które nie w ykluczają możliwości tw orzenia dodatkow ych 
wiązań wodorowych nie muszą chronić DNA przed restrykcją, ale mogą 
to czynić jeżeli będą zmieniać położenie i rodzaj grup rozpoznawanych 
przez enzym  w danej sekwencji. Mogłoby to tłum aczyć tak  różnorodne 
zachowanie się poszczególnych enzymów restrykcy jnych  wobec DNA za­
w ierających hydroksym etylocytozynę bądź hydroksym etylouracyl.

Podobnie do w pływ u obecności nietypow ych zasad w DNA na jego 
podatność na działanie endonukleaz restrykcy jnych  można rozpatryw ać 
wpływ  w ystępow ania N8-m etyloadeniny i C6-m etylocytozyny w rozpozna­
w anych sekwencjach.

M etylacja, przez odpowiednie enzym y m odyfikacyjne czyni DNA 
opornym  na działanie odpowiadających tym  m etylazom  endonukleaz re ­
strykcyjnych. W edług hipotezy oddziaływania enzym u z form ą liniową 
DNA bądź z form ą sym etrycznej spinki do włosów enzym  rozpoznaje 
wprost obecność grupy m etylow ej w danym  punkcie sekwencji, bądź też 
m etylacja zmienia w rozpoznawanym  rejonie stabilność DNA. A utorzy 
tych  koncepcji nie proponują w yróżnionych pozycji zasad zm etylow a- 
nych w sekw encji rozpoznawanej przez enzym. Hipoteza czteroniciowej 
form y klatkow ej przew iduje ochronną rolę grup m etylcw ych jedynie 
w tych  pozycjach, w k tórych  prowadziłoby to do destabilizacji form y 
klatkow ej. Na przykład dla ochrony DNA przed restrykcją  m etylow ana
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powinna być adenina tworząca dodatkowe wiązania wodorowe w form ie 
klatkow ej, uniem ożliwiając ich powstawanie. Przykładam i takiego ochron­
nego w ystępowania N8-m etyloadenin są sekwencje rozpoznawane przez
H indll (GTPuPyAC) i H ind lll (AAGCTT) (18).

W przypadku położenia N8-m etyloadeniny w obszarze szczytowym 
form y klatkow ej, w którym  zasady nie tw orzą dodatkowych wiązań wo­
dorowych (Ryc. 4), mógłby wystąpić również efekt destabilizujący po­
legający na nacisku grupy m etylow ej na tetradę podszczytową (56). Na­
cisk ten  m ógłby doprowadzić do rozerw ania słabej te trady  podszczyto­
wej (tetrada ta  jest znacznie m niej stabilna od te trady  cg  ̂ 52, 54, 
56) (lub pojedynczej, nie wspomaganej dalszymi tetradam i te trady  c g )- 

Jest możliwe, że na tym  właśnie polega ochronny efekt m etylacji w przy­
padku enzymów EcoRI (GAATTC) i DpnII (GATC) (18).

W ydaje się, że jedynym  obszarem, w którym  obecność N6-m etyloade- 
niny nie w pływ ałaby istotnie na stabilność form y klatkow ej jest obszar 
szczytowy, w którym  tetradą  podszczytową jest stabilna te trada  c g  do­
datkowo wspomagana drugą tetradą. Doświadczenia, w których sztucznie 
wprowadzano N8-m etyladeninę do takich obszarów wykazały, że jej obec­
ność w tych  m iejscach nie chroni DNA przed działaniem  endonukleaz
Bam l (GGATCC) (39) i B glll (AGATCT) (40).

Bardziej złożonym w ydaje się przypadek ochrony DNA przed re ­
strykcją  przez m etylację cytozyny do C5-m etylocytozyny. Obecność 
C5-m etylocytozyny w ydaje się jedynie osłabiać oddziaływanie w obrębie 
stabilnej te trady  cg (56). C5-m etylocytozyna mogłaby zatem doprowa­
dzić do rozerw ania te trady  jedynie wtedy, gdy ów efekt destabilizujący 
sum ow ałby się z innym  czynnikiem  destabilizującym . W przypadku pa- 
lindrom ów pięciozasadowych, gdzie zgięcie DNA zachodzić może na od­
cinku tylko dwóch wiązań fosfodwuestrowych (Ryc. 4) takim  czynni­
kiem destabilizującym  mogłoby być naprężenie wiązań wywołane ostrym  
zgięciem łańcucha DNA. W związku z tym  m etylacja cytozyny w pod­
szczytowej tetradzie form y klatkow ej palindrom u pięciozasadowego w in­
na doprowadzić do destabilizacji tej form y. Jak  wykazano doświadczalnie 
właśnie m etylacja cytozyny w takiej pozycji sekwencji palindrom icznej 
jest natu ralnym  sposobem zabezpieczenia DNA przed endonukleazam i 
restrykcyjnym i BbvSI (GC/^/GC) i EcoRII (CC/$/GG).

Innym  czynnikiem  destabilizującym  tetradę c g  wspom agającym  
efekt obecności C5-m etyocytozyny może być naciskanie na nią grup m e­
tylow ych tym in wchodzących w skład szczytowych par zasad form y k la t­
kowej. To właśnie mogłoby powodować przejaw ienie się ochronnej roli 
na tu ra lnej jjietylacji cytozyny w przypadku endonukleazy Bam l 
(GGATCC) (65).

M etylacja cytozyn w m niej naprężonych tetradach  nie powinna pro­
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wadzić do ich destabilizacji i nie zabezpieczać DNA przed restrykcją. 
Doświadczenia, w których sztucznie wprowadzano C5-m etylocytozynę do 
takich te trad  w sekwencjach rozpoznawanych przez endonukleazy re ­
strykcyjne wykazały, że C5-m etylocytozyna w tych  przypadkach nie za-

»
bezpiecza DNA przed działaniem endonuklez Bam l (GGATCC), H pall 
(ĆCGG) i H ae lll (GGCC) (39).

Grupa m etylow a C5-m etylocytozyny może, podobnie do grupy m ety­
lowej N6-m etyloadeniny, w yw ierać nacisk na tetradę podszczytową w 
przypadku gdy C5-m etylocytozyna wchodzi w skład par szczytowych for­
m y klatkow ej (badania na modelach atomowych, (56)). Nacisk ten  może 
doprowadzić do rozerw ania te trady  podszczytowej, gdy jest to „słaba” 
tetrada bądź jedyna te trada  podszczytowa. W licznych przypadkach, w 
których m etylacja cytozyny zabezpiecza DNA przed restrykcją  C5-m ety- 
locytozyna w ystępuje w takich właśnie sekwencjach palindrom icznych,

*
przykładam i są sekwencje rozpoznawane przez enzym y Bsul (GGCC),
A val (CCĆGAC), H aelll (GGCC), H hal (GCGC) i H pall (CCGG) (17, 
50, 66).

Zgodność miejsca występowania ochronnej m etylacji z m iejscem  prze­
widywanym  na podstawie hipotezy s tru k tu ry  klatkow ej może być jed­
nak jedynie przypadkowa. Nie opisano dotychczas przypadku ochrony 
specyficznych sekwencji przez dwa różne niezależne sposoby m etylacji, 
chociaż z punktu  widzenia hipotezy s tru k tu ry  klatkow ej jest to możliwe. 
Być może przeprowadzono zbyt mało doświadczeń lub też praw dą jest, 
że dany enzym  restrykcy jny  rozpoznaje bezpośrednio obecność zasady 
zm etylow anej tylko w jednym  specyficznym m iejscu właściwej mu se­
kwencji zgodnie z hipotezą s tru k tu ry  liniowej DNA oddziałowującego 
z enzymem. Za tą  drugą ewentualnością przem aw iają doświadczenia z en- 
donukleazami Mspl i FnuE I (67, 68). Enzym y te przecinają DNA nieza­
leżnie od obecności zm etylow anych zasad w rozpoznawanych sekwencjach 

* #
(CCGG i GATC) pomimo tego, że m etylacje w tych  miejscach, zgodnie 
z hipotezą czteroniciowych s tru k tu r klatkow ych w inny chronić DNA 
przed restrykcją  i rzeczywiście chronią w przypadku innych enzymów 
restrykcyjnych  rozpoznających te same sekwencje (ich izoshizomerów 
(17)). W przypadku enzymów Mspl i FnuEI nie wykazano jeszcze, czy 
m etylacje w innych punktach rozpoznawanych przez nie sekwencji chro­
nią DNA przed ich działaniem, jest więc możliwym, że nie istnieją od­
powiadające tym  enzymom m etylazy a DNA jest chroniony przed tym i 
enzym am i w sposób im plikujący inny mechanizm ich in terakcji z DNA.

V-4. Inne niż modyfikacja sposoby ochrony DNA przed restrykcją

Inny niż m odyfikacja m echanizm  chroniący DNA gospodarza przed 
restrykcją  działa przeciw endonukleazie kodowanej przez plazmid
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CloDF13 (69). W ydaje się, że enzym  ten jest unieczynniany w ew nątrz ko­
m órki w w yniku tw orzenia kom pleksu ze specyficznym białkiem . Także 
omawiane już występowanie tak  zwanych endonukleaz utajonych (33, 70), 
które po wyizolowaniu z kom órek m ają zdolność cięcia in vitro, oczysz­
czonego DNA wyizolowanego z tych samych kom órek w skazuje na inne 
niż m odyfikacja możliwości ochrony DNA.

Zupełnie innym  sposobem ochrony DNA przed w łasnym i enzym am i 
restrykcyjnym i mógł by być brak we własnym  DNA specyficznych sek­
wencji rozpoznawanych przez te enzym y (17). Jednakże w przypadku 
krótkich sekwencji rozpoznawanych przez endonukleazy (czterozasado- 
we) rozwiązanie takie ogranicza dobór odpowiednich kodonów am ino- 
kwasowych a naw et wyklucza pewne sąsiedztwa aminokwasów w biał­
kach, na przykład brak sekwencji GGCC w DNA prowadzi do braku  sek­
wencji T rp-Pro w kodowanych przez ten  DNA białkach. W przypadku 
dłuższych palindrom ów unikanie ich nie prowadziłoby do tak  istotnych 
ograniczeń w doborze kodonów i aminokwasów, ale naw et wówczas taki 
sposób ochrony DNA byłby wysoce niekorzystny ewolucyjnie.

V-5. Endonukleazy o obniżonej specyficzności

Ciekawym  zjaw iskiem  mogącym pomóc w w yjaśnieniu sposobu od­
działywania endonukleaz restrykcyjnych  typu II z DNA jest obniżenie 
w pew nych w arunkach ścisłej specyficzności rozpoznawania sekwencji 
przez niektóre enzym y restrykcyjne. W roztworach o niskiej sile jono­
wej i o podwyższonym pH endonukleaza EcoRI, k tóra norm alnie rozpoz­
naje sekwencję GAATTC rozpoznaje liczne (ale prawdopodobnie nie 
wszystkie) sekwencje zawierające centralne cztery zasady sekw encji ka­
nonicznej (AATT) (71). Podobne zjawisko zaobserwowano w przypadku 
endonukleazy BsuRI, rozpoznającej norm alnie sekwencje GGCC. W zmie­
nionych w arunkach enzym  ten rozpoznaje także inne sekwencje, o cen­
tra lnych  dwóch zasadach GC (72, 73). Endonukleazy o tak  zm ienionych 
własnościach, oznaczono EcoRI* i BsuRI*. Stosując nadm iar m etylazy 
EcoRI uzyskano m etylacje chroniące DNA przed działaniem  endonukleazy 
EcoRI* (74). Chociaż nie ma takich danych odnośnie BsuRI* jest wysoce 
prawdopodobne, że mechanizm rozpoznawania substra tu  przez endonukle­
azy EcoRI* i BsuRI* jest podobny do m echanizm u rozpoznawania przez 
inne enzym y restrykcy jne typu II w tym  sensie, że specyficzna m ety- 
lacja rozpoznawanych sekw encji DNA chroni je przed restrykcją. Z punk­
tu  widzenia hipotezy s tru k tu ry  czteroniciowej, sekwencje rozpoznawane 
przez endonukleazy EcoRI* i BsuRI* nie mogą utworzyć s tru k tu ry  k la t­
kowej. Zawada przestrzenna grup m etylow ych tym in położonych w obsza­
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rze szczytowym form y klatkow ej uniemożliwia utw orzenie słabej poje­
dynczej te trady  podszczytowej, a dwuzasadowa sekwencja GC nie może 
tak  się wygiąć, aby utw orzyć między sobą dodatkowe wiązania wodoro­
we (56). Także form owanie przez te sekwencje s tru k tu ry  typu  sym e­
trycznej spinki do włosów jest niemożliwe w przypadku sekw encji GC 
i bardzo mało prawdopodobne w przypadku sekwencji AATT (badania 
modelowe autora).

W ydawać by się mogło, że jedynie hipoteza rozpoznawania s tru k tu ry  
liniowej DNA przez endonukleazy może w yjaśnić fakt, że sekw encje 
AATT i GC są rozpoznawane przez te enzymy. Jednak nowsze prace 
w prow adzają pewne popraw ki do opisu działania EcoRI*. Dokładne 
zsekwencjonowanie trzech  w ybranych miejsc w rażliw ych na działanie 
EcoRI* wykazało, że enzym  ten rozpoznaje nie sekwencję AATT a ra ­
czej sekwencję PuA A PyTPy (75). Sekwencja tego typu  ma pewne możli­
wości utw orzenia s tru k tu r klatkow ych dzięki stabilizującem u wpływowi 
bazalnej te trady  pyGy, w której mogłoby powstać przynajm niej jedno 
dodatkowe wiązanie wodorowe. Być może i sekwencje GC rozpoznawane 
przez BsuRI* są otoczone zasadami mogącymi tworzyć tetradę.

Nasuwa się pytanie, dlaczego właśnie obniżenie siły jonowej i pod­
wyższenie pH m ieszaniny reakcyjnej powodują obniżenie specyficzności 
tych  endonukleaz i, czy zmiana w arunków  reakcji powoduje zmianę w łaś­
ciwości substatu (DNA), czy też raczej zmianę właściwości enzymu. Po­
nieważ w przypadku innych enzymów restrykcy jnych  nie udało się spo­
wodować u tra ty  ■ wysokiej swoistości ich działania przez zmianę środo­
wiska reakcji (73) w ydaje się, że zmiana w arunków  oddziałuje specyficz­
nie waśnie na enzym y EcoRI* i BsuRI*. Możliwa jest także taka in te rp re ­
tacja, że swoiste w arunki oddziaływ ują na DNA zmieniając jego w łaś­
ciwości i tylko endonukleazy EcoRI i BsuRI rozpoznają tak  zmieniony 
DNA. P rzy  takim  założeniu zmiana w DNA powinna polegać na przybie­
ran iu  przez inne sekwencje s tru k tu ry  zbliżonej do s tru k tu ry  tw orzonej 
przez sekwencję norm alnie rozpoznawaną przez enzym. W ykazano, że 
optym alne w arunki działania EcoRI* i BsuRI* uzyskuje się w środowisku 
zaw ierającym  38—58°/o glikolu etylenowego (73). Są to w arunki podobne 
do w arunków  tranzycji ty (76). T ranzycja ty jest stanem  DNA, w którym  
odcinki tej samej cząsteczki DNA mogą sąsiadować ze sobą dzięki za­
gięciom dwuniciowego DNA (77). W arunki tranzycji ty w ydają się zatem 
ułatw iać tworzenie s tru k tu r klatkowych. Te tetrady , które w norm alnych 
w arunkach by nie pow staw ały spontanicznie w w arunkach tranzycji ty 
m ogłyby powstawać i stabilizować form y klatkow e a naw et być m ylnie 
rozpoznawane przez endonukleazy. Fakt, że wiele enzymów nie p rze ja­
wia obniżonej swoistości w w arunkach tranzycji ty może być związany 
z dokładniejszym  rozpoznawaniem  przez nie specyficznej sekwencji.
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V-6. Działanie endonukleaz na syntetyczne oligonukleotydy i wpływ zasad otacza­
jących miejsce rozpoznawane na szybkość cięcia

Chemicznie syntetyzow ane sam okom plem entarne oligonukleotydy za­
stosowano jako substra ty  w badaniach rozpoznawania specyficznych sek­
wencji przez endonukleazy restrykcyjne. Dziesięcio i ośmionukleotydowe 
dwuniciowe fragm enty  DNA utworzone z sam okom plem entarnych oligo- 
nukleotydów  zaw ierających sekwencje rozpoznawane przez endonukleazy 
EcoRI, BamHI i A lul (78—80) były substratem  wym ienionych enzymów. 
Powinowactwo endonukleazy EcoRI do takich substratów  było jednak 
dużo niższe niż do DNA w irusa SV40 (78). Endonukleaza H sul nie dzia­
łała na tak  krótkie, specyficzne dla niej sekwencje i w ym agała znacznie 
dłuższych odcinków DNA.

Doświadczenia te wykazały, że w procesie rozpoznawania substra tu  
przez enzym istotna jest także in terakcja z sekwencjam i otaczającym i 
miejsce rozpoznawane.

Okazało się, że sekwencja zasad otaczających miejsce rozpoznawane 
ma naw et istotny wpływ na szybkość cięcia DNA w danym  miejscu. Na 
przykład szybkości cięcia przez EcoRI w różnych miejscach DNA faga X 
czy DNA — adenowirusa-2 mogą się różnić o rząd wielkości (81, 82). 
Badania korelacji pomiędzy sekwencją otaczającą miejsce rozpoznawane 
a szybkością cięcia w danym  m iejscu mogą być istotne dla rozwiązania 
problem u s tru k tu ry  przestrzennej miejsc rozpoznawanych przez endo­
nukleazy restrykcyjne.

VI. Nietypowe enzymy restrykcyjne typu II

Pew na grupa enzymów restrykcyjnych  mimo, że form alnie zaliczona 
została do endonukleaz typu  II znacznie różni się w swoich właściwoś­
ciach od pozostałych endonukleaz typu II. Enzymy te rozpoznają specy­
ficzne sekwencje nukleotydów  i w ykazują specyficzność miejsca cięcia 
DNA. W ym agają obecności jonów Mg2+, nie wym agają ATP i S-adeno- 
zylom etioniny i nie m ają aktywności ATP-azowej. Łączy je to  z pozostały­
mi endonukleazam i typu II (Tabela 1). Odmienność tych enzymów polega 
na rozpoznawaniu sekwencji niepalindrom icznych i cięciu DNA w nie­
wielkim  oddaleniu (5— 10 par zasad) od specyficznej sekwencji rozpozna­
w anej (18). Z grupy tej opisano enzym M nll rozpoznający sekwencję 
czterozasadową, k tóry  tnie DNA w odległości 5— 10 par zasad w k ierun ­
ku 3' od rozpoznawanej sekwencji CCTC na nici zawierającej tę sekw en­
cję i w kierunku 5' na nici kom plem entarnej. Opisano też cztery enzym y 
rozpoznające sekwencje pięciozasadowe, są to endonukleazy H gal 
(GACGC) (83), HphI (CGGTGA) (84), MboII (GAAGA) (85) i SfaNI 
(GACGC) (87), które także tną DNA w niew ielkiej, stałej dla danego
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enzymu, odległości od m iejsca rozpoznawanego.
Miejsca tych cięć nie leżą naprzeciwko siebie co powoduje powstanie 

produktów  o jednoniciow ych końcach długości 5 zasad w przypadku dzia­
łania Hgal i 1 zasady w przypadku HphI i MboII (18).

Odległość około 10 par zasad pomiędzy miejscem rozpoznania a m iej­
scem cięcia sugeruje, że enzym y te przyłączają się do m iejsca rozpozna­
wanego oddziałowują z jedną stroną podwójnej spirali DNA i dokonują 
cięcia w sąsiadującym  obszarze następnego skrętu  spirali (18). Jednak 
fakt, że niektóre z tych  enzymów w ykazują również aktywność wobec 
jednoniciowego DNA (61), k tóry  nie może tworzyć podwójnej spirali, 
nie jest zgodny z powyższą hipotezą.

M echanizm ochrony DNA przed tym i enzym am i nie jest jeszcze po­
znany, jednak już z sam ych sekwencji rozpoznawanych przez te endo­
nukleazy widać, że nie może to być sym etryczna m etylacja w  obu niciach 
DNA. Przykłady ochrony DNA przed w łasnym i enzym am i restrykcyjnym i 
przez m etylację niepalindrom icznych sekwencji są omówione w następ­
nej części tej pracy (87) poświęconej systemom restrykcyjno-m odyfika- 
cyjnym  typu  I i III.
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370 A. STASIAK [2]

Enzymami restrykcy jnym i nazwano trzy  zupełnie odrębne grupy 
endonukleaz bakteryjnych. Wspólną cechą tych enzymów jest b rak  dzia­
łania na DNA pochodzący z kom órek tych samych szczepów b ak tery j­
nych, z których wyizolowano dany enzym.

W poprzedniej pracy (1) omówiono enzym y restrykcy jne typu  II. 
Endonukleazy tego typu charakteryzują się ścisłą specyficznością cięcia 
DNA i z tego powodu stały  się podstawowym narzędziem  inżynierii ge­
netycznej, a co za tym  idzie także przedm iotem  intensyw nych badań.

Endonukleazy typu  I i III pomimo wysokiej specyficzności rozpozna­
wania DNA dokonują cięcia DNA bez w yraźnej specyficzności. Powoduje 
to bezużyteczność tych enzymów z punktu  widzenia inżynierii genetycz­
nej. Jednakże połączenie specyficzności rozpoznawania z brakiem  specy­
ficzności cięcia stało się in trygujące z punktu  widzenia enzymologii.

I. Systemy restrykcyjno-modyfikacyjne typu I

System em  restrykcyjno-m odyfikacyjnym  nazyw a się w tej pracy sy­
stem  składający się z wszystkich genów i ich produktów  białkowych 
(enzymów i ew entualnie represorów) m ających związek z przejaw ianiem  
się specyficznej restrykcji i m odyfikacji DNA.

1 I - l .  Budowa enzymów restrykcyjnych typu I

Endonukleazy restrykcy jne typu I różnią się bardzo istotnie od enzy­
mów restrykcyjnych  typu  II (1). W łaściwie jedyne wspólne cechy enzy­
mów tych  dwóch typów  to w ym aganie obecności jonów Mg2+, rozpozna­
wanie specyficznej sekwencji DNA, jak  i to, że w szeregu poznanych przy­
padków specyficzna m etylacja adeniny chroni DNA przed ich działa­
niem.

Opisano szereg enzymów restrykcyjnych  typu  I. W ystępują one m ię­
dzy innym i w szczepach E. coli K12 u E. coli B (2, 3), w szczepach Sal­
monella typh im urium  (4), Haemophilus injluenzae  Rd i Rf (5, 6) oraz 
Staphylococcus aureus (7). Uwaga naukowców skupiła się głównie na 
enzymach wyizolowanych ze szczepów E. coli K12 i E. coli B i nazwanych 
odpowiednio EcoK i EcoB. Enzym y te oczyszczono, określono ich ciężary 
cząsteczkowe oraz wielkości i ilości podjednostek.

Endonukleaza EcoK w ystępuje prawdopodobnie w jednej form ie o sta ­
łej liczbie podjednostek, jej ciężar cząsteczkowy wynosi około 400 000. 
Ciężary podjednostek a, (3 i y wynoszą odpowiednio 135 000, 62 000 i 52 000 
(8). Endonukleaza EcoB o ciężarze cząsteczkowym około 450 000 może 
występować w kilku form ach o różnych ilościach podjednostek a, (3 i y,
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[3] ENZYMY RESTRYKCYJNE 371

których ciężary m olekularne wynoszą odpowiednio 135 000, 60 000 
i 55 000 (9).

Stwierdzono, że endonukleazy EcoK i EcoB mogą także przejawiać 
aktyw ność m odyfikacyjnych m etylaz, (DNA -m etylo-transferaz) a tym  
samym  chronić DNA przed w łasną aktywnością endonukleolityczną (10— 
12). Badając enzym y restrykcy jne EcoB udało się wyizolować enzym 
przejaw iający tylko aktywność m etylazy. Enzym ten m etylaza EcoB (13) 
w ystępuje w kilku różnych form ach o ciężarach od 115 000 do 235 000; 
poszczególne jej form y zaw ierają różne ilości podjednostek identycz­
nych z podjednostkam i (3 i y endonukleazy EcoB. M etylazy EcoK nie 
udało się dotychczas wyizolować. Przypuszcza się jednak, że zarówno w 
przypadku endonukleazy EcoK jak  EcoB związana z nimi aktywność me­
tylazy jest właściwą m etylazą EcoK i EcoB zaś aktywność kompleksu 
(3 + y jest jedynie artefaktem  uzyskiw anym  in vitro.

1-2. Charakterystyka genetyczna systemów restrykcyjno-modyfikacyjnych typu I

Tworzenie przez podjednostki |3 i y kom pleksu o aktyw ności m etylu- 
jącej a także występowanie tych podjednostek w cząsteczkach endonu­
kleaz wskazuje, że podjednostki te w enzymach EcoK i EcoB biorą udział 
zarówno w procesie restrykcji, jak  i procesie modyfikacji. Potw ierdzają 
to badania nad jednostopniowym i m utantam i r~ (niezdolnymi do re ­
strykcji) w szczepach E. coli K12 i E. coli B, wśród których stwierdzono 
występowanie (w mniej więcej rów nych ilościach) m utantów  o fenotypie

m~  (niezdolnych do restrykcji i m odyfikacji DNA) i o fenotypie r~ m + 
(niezdolnych do restrykcji, zdolnych do m odyfikacji DNA) (14). Testy 
kom plem entacyjne z użyciem jednostopniowych m etantów  r~ m~  i dwu­
stopniowych r~ m ~  (powstałych przez m utacje w m utantach r~ ra+) do­
prowadziły do przedstaw ienia koncepcji trójgenow ych systemów restryk ­
cyjno-m odyfikacyjnych typu I E. coli (15). W edług tej koncepcji gen 
hss (host specific specijicity) koduje polipeptyd podjednostki enzym a­
tycznej odpowiedzialnej za rozpoznawanie specyficznej sekwencji nukleo- 
tydów miejsca rozpoznawanego przez endonukleazę i m etylazę. Pozostałe 
dwa geny kodują odpowiednio polipeptyd podjednostki enzym atycznej 
odpowiedzialnej za cięcie — restrykcję  (hsr) (host specific restriction) i za 
m odyfikację (hsm ) (host specific m éthylation). Postuluje się, że wszyst­
kie trzy  podjednostki niezbędne są dla zapewnienia aktyw ności res tryk ­
cyjnej, a ty lko dwie (P i y) kodowane przez geny hsm  i hss są wym agane 
do procesu modyfikacji. Tak więc endonukleaza złożona z trzech rodza­
jów podjednostek jest zdolna do restrykcji i modifikacji, podczas gdy na 
przykład m etylaza EcoB nie zaw ierająca podjednostki a jest zdolna tylko 
do modyfikacji. M utacje w genach hss i hsm  prowadzą więc do fenotypu 
r~ m~, a jedynie m utacja w genie hsr prowadzi do feneotypu r~ m +.
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372 A. STASIAK [4]

1-3. Swoistość rozpoznawania DNA

Enzymy EcoK i EcoB są do siebie bardzo podobne — m ają podjed- 
nostki o zbliżonych ciężarach cząsteczkowych, ich genetyczne wyznaczniki 
w chromosomach E. coli K12 i E. coli B są alleliczne i zdolne do w zajem ­
nego zastępowania, to znaczy, że jeżeli na przykład gen hsr z E. coli K12 
zastąpi się genem hsr z E. coli B to  powstanie w pełni aktyw ny enzym
0 specyfice EcoK (14, 16— 18). Jednakże enzym y te różnią się specyficz­
nością miejsc rozpoznawanych w substratow ym  DNA. Endonukleaza 
EcoK działa na DNA E. coli B a nie działa na DNA E. coli K12; endonu­
kleaza EcoB zaś działa na DNA E. coli K12 a nie działa na DNA E coli B.

Specyficzna sekwencja rozpoznawana przez endonukleazę EcoB zo­
stała już poznana (19—20). Jest to sekwencja 15 par zasad TGA(N8)TGCT 
składająca się z dwóch fragm entów  o stałej sekwencji długości trzech
1 czterech par zasad rozdzielonych fragm entem  o zmiennej, prawdopodob­
nie dowolnej, sekwencji, długości 8 par zasad. Sekwencja ta nie m a żad­
nych elem entów sym etrii a m odyfikacja chroniąca DNA przed res try k ­
cją polega na m etylacji reszt adenin przyległych do zmiennego frag­
m entu (adeniny zapisanej w przedstawionej sekwencji i adeniny kom ple­
m entarnej z tym iną rozpoczynającą drugi stały  fragm ent). Jakiekolw iek 
zam iany zasad w stałych regionach rozpoznawanej sekwencji oraz zwięk­
szenie lub zmniejszenie zmiennego fragm entu ośmiu par zasad o cho­
ciażby jedną parę zasad powoduje u tra tę  możności rozpoznania tej sek­
wencji przez endonukleazę EcoB.

Sekwencja rozpoznawana przez EcoK nie została jeszcze opisana, w ia­
domo tylko, że jest ona podobna do specyficznej sekwencji dla EcoB (21).

1-4. Mechanizm działania enzymów restrykcyjnych typu I

W odróżnieniu od endonukleaz typu II mechanizm działania endo­
nukleaz restrykcyjnych typu I został dosyć dokładnie zbadany. Poznano 
kolejne etapy reakcji enzym atycznej, udział ATP i AdoMet w tej reakcji, 
lecz nie wyjaśniono mechanizmu ochronnej roli specyficznej m etylacji 
adeniny.

Najlepiej poznano mechanizm działania endonukleazy EcoK. Niewy­
kluczone, że mechanizm ten jest typowy dla endonukleaz restrykcyjnych  
typu I. W odpowiednio dobranych w arunkach doświadczalnych enzym 
EcoK może katalizować trzy  różne reakcje. Może ciąć niezm odyfikowany 
DNA w obecności AdoMet, ATP i Mg++ (2). Tej reakcji cięcia endonu- 
kleolitycznego towarzyszy reakcja hydrolizy wielu cząsteczek ATP, k tó­
ra  trw a jeszcze długo po zajściu cięcia (22). EcoK może także działać jako 
D N A -m etyltransferaza i modyfikować sekwencje rozpoznawane w nie- 
zm etylowanym  DNA lub w DNA o jednej nici zm etylowanej (10). W szyst-
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Ryc. 1. Schematyczne przedstawienie kolejnych etapów reakcji enzymatycznych 
katalizowanych przez enzym EcoK

kie te reakcje m ają wiele kolejnych wspólnych etapów, które zachodzą 
podobnie dla reakcji endonekleazy EcoK (23) jak  i EcoB (24). Etapy te 
dla łatwiejszego zrozumienia rozdzielono i ponum erowano (Ryc. 1).

W pierwszym , szybkim etapie wspólnym dla wszystkich trzech w y­
m ienionych reakcji, endonukleaza EcoK łączy się z AdoMet, co powoduje 
powolne przejście enzym u w form ę zaktyw owaną EcoK-AdoMet. To po­
wolne przejście stanowi etap drugi reakcji. W etapie trzecim  zaktyw o- 
wana form a enzym u EcoK-AdoMet tw orzy z dowolnym rodzajem  DNA 
n ietrw ały  kompleks (zwany inicjatorowym ). Jeżeli DNA zawiera sek­
wencje specyficznie rozpoznawane przez endonukleazę EcoK wówczas 
enzym  tw orzy z takim  DNA trw ały  kompleks rozpoznający, jest to etap 
czw arty reakcji. W zależności od tego, w jakiej formie jest specyficzna 
sekwencja DNA, z którą enzym  utw orzył kompleks rozpoznający różne 
są dalsze etapy tej reakcji. Jeżeli specyficzna sekwencja jest w pełni 
zm etylowana to enzym nie przejaw ia aktywności endonukleazy, ATP-azy 
i m etylazy a jedynie przy udziale ATP odłącza się od DNA (etap piąty 
reakcji). Jeżeli specyficzna sekw encja ma zmodyfikowaną jedną nić
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i
wówczas DNA nie ulega restrykcji (nie jest cięte) (2) tylko jest bardzo 
dobrym  substratem  w reakcji m etylacji (25). M etylacja ta  (etap szósty 
reakcji) jest stym ulow ana allosterycznie przez ATP. Nie wiadomo, czy 
AdoMet związana z enzymem  służy jako donor grup m etylow ych w tej 
reakcji, czy też rolę tę pełnią dodatkowe ilości AdoMet. Jeżeli specyficzna 
sekwencja nie jest zmodyfikowana wówczas kompleks rozpoznający przy 
udziale ATP przechodzi w nowy rodzaj kom pleksu (etap siódmy), kom­
pleks ten  różni się tym  od poprzednich kompleksów, że można go osadzić 
na sączkach nitrocelulozowych. Dopiero powstanie tego kom pleksu po­
zwala na zajście etapu ósmego, tj. cięcia endonukleolitycznego powiąza­
nego z hydrolizą znacznych ilości ATP, zakończonego przejściem  enzym u 
w stan niezdolny do dalszej katalizy. Enzym w trw ałym  kompleksie 
rozpoznającym może też przeprowadzić m etylację rozpoznawanej sek­
wencji w w arunkach braku  ATP i Mg2+ (10).

Te kolejne etapy reakcji można przyporządkować czterem  zasadni­
czym fazom reakcji: aktywności enzymu, rozpoznawania DNA, zmian in­
dukowanych przez ATP i katalizy enzym atycznej sensu stricto.

O ile faza aktyw ności enzym u nie spraw ia kłopotów in te rp re tacy j­
nych, jest to bowiem typowa reakcja wiązania allosterycznego efektora, 
jakim  w tym  przypadku jest AdoMet, z białkiem  enzym atycznym , o tyle 
następne fazy przedstaw iają wiele niewiadomych.

W fazie rozpoznawania DNA w ystępują dwa rodzaje kompleksów 
enzym u z DNA. Pierw szy, nietrw ały  kompleks inicjatorow y, odpowiada 
wstępnem u rozpoznaniu substra tu  przez enzym. W fazie tej enzym  praw ­
dopodobnie łączy się z DNA w sposób um ożliw iający przesuwanie się 
enzym u wzdłuż cząsteczki DNA. Jeżeli w czasie tego domniemanego 
przesuw ania enzym  natrafia  na specyficzną sekwencję nukleotydów, na­
stępuje jego zatrzym anie w tym  m iejscu i konw ersja w form ę trw ałego 
kompleksu rozpoznającego. Tworzenie obu tych  kompleksów można śle­
dzić w sposób bezpośredni techniką m ikroskopii elektronow ej (23). Zdję­
cia mikroskopowe w ykazują, że w przypadku reakcji enzym u z DNA nie 
zaw ierającym  sekwencji rozpoznawanych przez enzym  miejsca kontaktu  
enzym u z DNA są przypadkowe. Jeżeli DNA zawiera sekwencje rozpoz­
naw ane w formie niezm etylowanej, o jednej nici zm etylowanej, czy też 
w pełni zm etylowanej, miejsca kontaktu  enzym u z DNA nie są przypad­
kowe i prawdopodobnie pokryw ają się z pozycją rozpoznawanej sek­
wencji. W ykazano (23), że powstawanie kom pleksu rozpoznającego nie 
zależy od tego czy rozpoznawana sekwencja jest zm etylow ana czy nie, 
a więc prawdopodobnie w fazie rozpoznawania DNA nie przejaw ia się 
jeszcze ochronna rola specyficznej m etylacji.

Kolejną fazą reakcji jest faza zmian indukowanych przez ATP. Faza 
ta  przebiega różnie w zależności od tego z jaką form ą specyficznej sek­
wencji rozpoznawanej utworzony został kompleks rozpoznający, a także 
przebiega inaczej w przypadku kom pleksu inicjatorowego, k tóry  nie prze­
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szedł w form ę kom pleksu rozpoznającego. ATP oddziałując z takim  właś­
nie kom pleksem  inicjatorow ym  powoduje odłączenie enzym u od czą­
steczki DNA. ATP oddziaływując z kompleksem rozpoznającym, utw orzo­
nym  z enzym u i całkowicie zmodyfikowanej specyficznej sekwencji 
DNA, również powoduje odłączenie enzym u od cząsteczki DNA, jednak 
jest to jakościowo inna reakcja. W tym  ostatnim  przypadku dochodzi do 
dysocjacji o wiele bardziej stabilnego kom pleksu niż kompleks inicjato- 
rowy. Prawdopodobnie w reakcji tej również AdoMet uw alnia się z kom ­
pleksu z białkiem, ale nie zostało to jeszcze bezspornie stwierdzone.

ATP stym uluje enzym  w kompleksie rozpoznającym  utworzonym  
z DNA o jednej nici specyficznie zm etylowanej do pełnej m etylacji roz­
poznawanej sekwencji. Stym ulacja przez ATP dotyczy jedynie m etylacji 
sekwencji DNA zaw ierających już jedną nić zm etylowaną, podczas gdy 
m etylacja sekwencji DNA o obu niciach nie zm odyfikowanych zachodzi 
wyłącznie przy braku  ATP.

Najbardziej złożona i chyba najbardziej in teresująca z punktu  widze­
nia enzymologii jest zmiana indukowana przez ATP w kompleksie roz­
poznającym  utworzonym  z właściwą Sekwencją niezm etylowaną. Kom­
pleks tak i pod wpływem  ATP przechodzi w nowy rodzaj kompleksu,
o nowych własnościach fizyko-chemicznych, które spraw iają, że dobrze 
osadza się on na sączkach nitrocelulozowych. Temu przejściu towarzyszy 
odłączenie AdoMet od kom pleksu rozpoznającego i zmniejszenie cząstecz­
ki enzym u związanej ze specyficzną sekwencją DNA. Procesy te śledzo­
no używ ając znakowanej AdoMet i techniki m ikroskopii elektronow ej 
(23). M etody te nie pozwalają jednak na stw ierdzenie czy obserwowane 
zmniejszenie cząsteczki enzym u związanego z DNA jest skutkiem  zmiany 
konform acyjnej czy też oddysocjowania podjednostki lub podjednostek 
enzym atycznych. Nie wiadomo także, czy podczas omawianego procesu 
odłącza się wolna AdoMet, czy też związana z jakąś podjednostką enzy­
m atyczną. Obserwacja, że DNA dodatkowo dodany wraz z ATP do 
uprzednio utworzonych kompleksów rozpoznających, osiada na filtrach 
sugeruje, że odpowiedzialne za osadzanie się kom pleksu na sączkach są 
ujaw niające się w enzymie nowe miejsca wiążące DNA. Enzym z dwoma 
m iejscami wiążącymi DNA może tworzyć s tru k tu ry  sieciowe DNA dobrze 
osadzalne na sączkach. To, że DNA dodany do kompleksów rozpoznają­
cych później niż ATP nie jest już osadzany na sączkach wskazuje, że 
prawdopodobnie nowo ujaw niające się miejsca wiązania DNA ulegają 
szybkiem u wysyceniu przez DNA obecny w kompleksie rozpoznającym.

ATP w fazie zmian przezeń indukowanych spełnia rolę allosterycz- 
nego efektora. W żadnej z powyższych reakcji ATP nie ulega hydrolizie, 
co wykazano zastępując ATP nieulegającym  hydrolizie enzym atycznej 
analogiem (23). Użycie tego analogu nie wpływa ujem nie na tworzenie 
kompleksów osadzalnych na sączkach i towarzyszącym  tem u w izualne­
m u zm niejszeniu cząstki enzym u oraz uw alnianiu AdoMet z kompleksu.
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W ydaje się, że właśnie w fazie zmian indukow anych przez ATP prze­
jaw ia się ochronna rola m etylacji DNA. Jak  to już raz podkreślono po­
w stawanie kompleksów rozpoznających nie wydaje się zależne od stanu 
miejsca rozpoznawanego, w związku z tym  kom pleksy rozpoznające 
utworzone z sekwencjam i niezm etylowanym i, częściowo zm etylowanym i 
i całkowicie zm etylowanym i nie pow inny różnić się między sobą. Kon­
sekwencją braku tych  różnic winno być jednakowe oddziaływanie ATP 
z poszczególnymi rodzajam i kompleksów rozpoznających.

W ydaje się, że rzeczywiście ATP oddziaływując z różnym i kom plek­
sami rozpoznającym i powoduje w nich jednakowe zmiany. Zm iana ta 
polega na odłączeniu AdoMet lub podjednostki enzym atycznej związa­
nej z AdoMet od kom pleksu rozpoznającego. Odłączenie to praw dopo­
dobnie odsłania w kompleksie nowe miejsce wiążące DNA. Można sądzić, 
że w przypadku, gdy kompleks jest utw orzony z całkowicie lub częścio­
wo zm etylowaną specyficzną sekw encją owe domniemane odsłonięte 
miejsce nie wiąże DNA i kompleks ten  nie mogąc przejść w form ę osa- 
dzalną na sączkach odłącza się od DNA. W przypadku, gdy kompleks 
jest utw orzony z niezm etylowaną sekwencją, odsłonięte miejsce może 
wiązać się z innym i segm entam i DNA i kompleks przechodzi w form ę osa- 
dzalną na filtrach. Dlaczego odsłonięte miejsce może raz wiązać DNA 
a innym  razem  nie jest do tego zdolne nie wiadomo. Tym niem niej fakt, 
że znaczenie m etylacji ujaw nia się dopiero po utw orzeniu kom pleksu roz­
poznającego pozwala przypuszczać, że to nie enzym  rozpoznaje obecność 
grup m etylow ych w DNA lecz, że brak  grup m etylow ych bezpośrednio 
w arunkuje wiązanie się DNA z drugim  m iejscem  wiążącym enzymu. 
Jeśliby przyjąć, że owe, ciągle jeszcze domniemane, odsłaniane miejsca 
wiązania DNA znajdują się naprzeciwko stałych miejsc wiązania DNA 
(po drugiej stronie wnęki centrum  aktywnego), to można sądzić że nowo 
wiązane DNA będzie oddziaływać z sekwencją rozpoznawaną. Jeżeli stałe 
miejsca wiążące DNA oddziaływałyby z m ałym i row kam i DNA wówczas 
grupy m etylowe N6-m etyloadenin sięgając w głąb wnęki centrum  ak tyw ­
nego m ogłyby uniemożliwiać wejście nowego segm entu DNA do tego 
centrum .

W przypadku, utw orzenia kom pleksu rozpoznającego z częściowo zme­
tylow aną sekwencją odsłonięte miejsce mogłoby być blokowane przez 
jedną grupę m etylową N6-m etyloadeniny i kompleks nie przechodziłby 
w form ę osadzalną na filtrach. Z kolei uw alniana AdoMet lub podjed- 
nostka z nią związana mogłaby wziąć udział w m etylacji nie zmodyfi­
kowanej adeniny.

Faza katalizy — restrykcji sensu stricto zachodzi tylko w kompleksie 
osadzalnym na filtrach. Enzym w tym  kompleksie hydrolizując duże 
ilości ATP dokonuje endonukleolitycznego przecięcia tylko jednej nici 
a następnie DNA uwalnia około 75— 150 nukleotydów  z tej przeciętej 
nici DNA (26, 27). Przecięcia drugiej nici dokonuje najpraw dopodobniej
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inna cząsteczka enzym u rozpoznająca tak  powstały region jednoniciowy 
(27). Cięcie endonukleolityczne i m iejsce hydrolizy DNA w ystępuje naj­
częściej w odległości od 1000 do 5000 par zasad od miejsca rozpoznawa­
nego. Stwierdzono, że w tej fazie reakcji już nie można zastąpić ATP 
analogiem nie ulegającym  hydrolizie. Prawdopodobnie hydroliza znacz­
nych ilości ATP nie tylko towarzyszy aktywności endo i egzonukleoli- 
ty tznej, ale jest jej niezbędnym  w arunkiem  (23). Okazało się, że nawet 
przy bardzo odległym m iejscu cięcia od miejsca rozpoznawanego enzym 
w dalszym ciągu pozostaje związany ze swoją specyficzną sekwencją. 
Dokładne badania z użyciem techniki mikroskopii elektronow ej (26, 27) 
wykazały, że enzym  pozostając związany ze swoją specyficzną sekwen­
cją, tw orzy pętlę DNA. Pętle  te powiększają się w m iarę upływ u czasu 
tak, jakby w drugim  m iejscu wiążącym DNA następowało przesuwanie 
DNA w kierunku 5' od rozpoznawanej sekwencji TGA(N)aTGCT. P rze­
suwanie takie zachodzi aż do m om entu cięcia DNA przez enzym, k tóry  
i potem pozostając związany z DNA jest zdolny do dalszej hydrolizy ATP 
(26, 27).

Nie wiadomo, co decyduje o pozycji cięcia w pewnych niespecyficz­
nych miejscach DNA i dlaczego cięcie może zajść dopiero po przesu­
nięciu DNA o przeszło 1000 par zasad (27). Być może rozpoznawane są 
miejsca o mało specyficznej sekwencji, k tóra umożliwia ale nie w ym u­
sza cięcia DNA. Jest też możliwe, że cięcie zachodzi na skutek pewnych 
zmian zachodzących w enzymie i nie jest związane z sekwencją DNA.

Na podstawie doświadczeń ze szczepami E. coli K12 niosącymi różne 
m utacje w genach system u restrykcyjno-m odyfikacyjnego ustalono rolę 
poszczególnych podjednostek w kolejnych etapach procesu restrykcji 
(28—29). Szczególnie owocną m etodą w tych badaniach okazała się kom- 
plem entacja in vitro  pomiędzy defektyw nym i enzymami różnych m utan­
tów (30—31). Ustalono, że podjednostka kodowana przez gen hsm  odpo­
wiedzialna jest między innym i za wiązanie się z AdoMet. W związku z tym  
enzym y zawierające defektywne podjednostki (3 nie są w stanie przy­
łączyć AdoMet i ulegać aktyw acji, a co za tym  idzie nie są zdolne do 
żadnej reakcji enzym atycznej. Enzym y zawierające zmienione podjed­
nostki y kodowane przez zm utowany gen hss wiążą się norm alnie z AdoMet 
jednak nie są w stanie utworzyć kom pleksu inicjatorow anego z DNA. 
Z kolei defekt w podjednostce a kodowanej przez gen hsr powoduje sto­
sunkowo najm niejsze upośledzenie enzymu. Enzymy zawierające zmie­
nione podjednostki a przyłączają norm alnie AdoMet, ulegają aktyw acji 
do form y EcoK-AdoMet, tw orzą kompleks inicjatorow y z DNA, k tóry  ze 
specyficzną sekwencją tw orzy kompleks rozpoznający będący jednak 
mniej trw ałym  niż kompleks utw orzony przez EcoK podchodzący z dzi­
kiego typu E coli K12. Kompleks ten pod wpływem  ATP ulega pewnej 
stabilizacji, ale nie przechodzi w form ę kom pleksu osadzalnego na sącz­
kach. Enzymy takie nie są zdolne do cięcia DNA a jedynie do m odyfi­
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kacji rozpoznawanej sekwencji. W arto zwrócić uwagę, że system y re- 
strykcyjno-m odyfikacyjne typu I posiadają podwójne zabezpieczenie 
przed restrykcją  własnego DNA na wypadek braku  aktyw ności metylazy. 
Jeżeli b rak  AdoMet jest powodem nie pełnej m etylacji DNA, to i enzym 
restrykcy jny  z tego samego powodu nie ulega aktyw acji. Jeżeli m utacja 
w podjednostce 13 odpowiedzialnej za m etylację, powoduje zahamowanie 
m etylacji, wówczas jest ham ow any również proces restrykcji, gdyż ak tyw ­
ność tej podjednostki jest konieczna także do procesu restrykcji.

II. System y restrykcyjno-m odyfikacyjne typu III

Typ III enzymów restrykcyjnych  wyróżniono niedawno (32—33) i do­
tychczas opisano jedynie trzy  enzym y zaliczane do tego typu. Są to 
enzym y kodowane przez geny bakteriofaga E. coli o nazwie P I (34), przez 
geny plazm idu E. coli o nazwie P I 5 (35) i przez geny chromosomalne 
szczepu Haemophilus influenzae  Rf (33). Te trzy  enzym y nazwane odpo­
wiednio EcoPl, EcoP15 i H in flll zbudowane są z co najm niej z dwóch 
różnych podjednostek, w ym agają obecności ATP i Mg2+ do przejaw ienia 
aktyw ności endonukleolitycznej i mogą m etylować niezm odyfikowany 
DNA. Powyższe cechy zbliżają je do enzymów typu  I. Jednakże tną 
one DNA w specyficznych miejscach, w skutek czego produkty  degra­
dacji DNA układają się w specyficzne prążki w czasie rozdziału elektro- 
foretycznego, nie w ym agają AdoMet do przejaw ienia aktyw ności endo­
nukleolitycznej i nie hydrolizują znacznych ilości ATP po dokonaniu 
cięcia. Z kolei te cechy zbliżają je do enzymów typu  II. Enzym y zaliczo­
ne do typu III nie stanowią jedynie grupy pośredniej m iędzy enzymami 
typu  I i II i przejaw iają także właściwości specyficzne tylko dla swego 
typu. N ajbardziej istotną z tych właściwości i rzu tu jącą w istotny spo­
sób na mechanizm działania i uzyskiwane produkty  cięcia DNA jest 
fakt, że w tych samych w arunkach mogą one ciąć, jak i m etylować nie­
zmodyfikowany DNA.

D -l. Budowa enzymów restrykcyjnych typu III i charakterystyka genetyczna sy­
stemów restrykcyjno-modyfikacyjnych tego typu

BudowTa enzymów typu III nie została jeszcze dobrze poznana, nie 
znana jest także funkcja poszczególnych podjednostek i niewiele wiado­
mo o genach je kodujących.

Opisano jedynie budowę enzymu H in flll (33). Enzym ten o masie 
cząsteczkowej nieco większej niż 200 000 składa się z trzech różnych pod­
jednostek o ciężarach m olekularnych 110 000, 80 000 i 45 000. Jednak 
w niektórych preparatykach  uzyskano aktyw ny nukleolitycznie enzym
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składający się tylko z dwóch podjednostek (110 000 i 80 000). Badania 
jednostopniow ych m utantów  system u restrykcyjno-m odyfikacyjnego 
HinfU I (35), w których uzyskano m utanty  o fenotypach r~ m~  i r~ m + 
są zgodne zarówno z modelem tró j jak  i dwugenowym. Oczyszczając 
enzym  EcoPl (33) wykazano, że aktyw na endonukleaza zawierać może 
jedynie dwie podjednostki (100 000 i 80 000), co pozwala przypuszczać, że 
albo enzym y typu III składają się z dwóch podjednostek, albo też dwie 
podjednostki z trzech w ystarczają do zapewnienia enzymowi aktywności 
endonukleolitycznej, a trzecia podjednostka mogąca oddysocjować od 
reszty enzym u w ym agana jest jedynie do procesu m etylacji DNA. Ta 
druga ewentualność znalazła potwierdzenie w badaniach m utantów  r + m ~  
system u restrykcyjno-m odyfikacyjnego EcoPl (37). W badaniach tych 
wykazano, że istnieją dwie kom plem entujące grupy m utantów  r + m~, 
a więc, że m odyfikacja w tym  systemie zależy co najm niej od dwóch pod­
jednostek enzym atycznych. M utacje w genach tych  podjednostek nie na­
ruszają funkcji restrykcji a więc prawdopodobnie badany enzym  składa 
się z trzech podjednostek kodowanych przez geny nazwane odpowiednio 
hsr, hsrrii i hsm 2. Jeżeli co najm niej jedna z podjednostek kodowanych 
przez geny hsm  współdziała w czasie restrykc ji z podjednostką kodowaną 
przez gen hsr, to niektóre m utacje w tej podjednostce prowadzić będą 
do fenotypu r~ m~, a podjednostka ta  była by częściowo analogiczna do 
podjednostki kodowanej przez gen hss w system ach restrykcyjno-m odyfi- 
kacyjnych typu  I (15).

Budowy podjednostkowej enzym u EcoPl 5 dotychczas nie opisano, w y­
daje się jednak, że enzym  ten  ma podobną budowę do budowy enzymu 
EcoPl, gdyż także zawiera dwa miejsca wiążące AdoMet i trzy  miejsca 
wiążące ATP (31).

II-2. Mechanizm działania enzymów restrykcyjnych typu III

Bardzo niewiele wiadomo na tem at m echanizm u działania enzymów 
typu  III. Spośród specyficznych sekwencji rozpoznawanych przez endo­
nukleazy tpu  III opisano jedynie sekwencję m etylow aną przez EcoPl 
(38), jest to sekw encja AGACPy, gdzie Py  może być cytozyną lub tym iną. 
N6-m etyloadenina, zasada w arunkująca oporność DNA na restrykcję, w y­
stępuje tylko w jednej nici rozpoznawanej sekwencji. W czasie replikacji 
DNA pow stają zatem potomne cząsteczki DNA zawierające rozpoznawa­
ne przez endonukleazy sekwencje w form ie niezm odyfikowanej (nie za­
w ierające ani jednej zasady zmetylowanej). W przypadku znanych enzy­
mów typu  I i II odpowiadająca im m etylacja polega zawsze na m etylacji 
obu nici w obrębie rozpoznawanej sekwencji. W związku z tym  po rep li­
kacji DNA obie potomne cząsteczki m ają połowicznie zm etylowane od­
powiednie sekwencje co zabezpiecza DNA przed restrykcją. Nie wiado­
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mo w jaki sposób powstające po replikacji DNA niezm odyfikowane sek­
wencje, rozpoznawane przez endonukleazę EcoPl, są chronione przed re­
strykcją  a jedynie ulegają m odyfikacji.

Można sobie wyobrazić, że posuwający się zaraz za widełkam i repli- 
kacyjnym i enzym  restrykcy jny  typu  III ma w tych specyficznych wa­
runkach  jedynie zdolność modyfikacji. Jednak  fakt, że sztucznie uzyskane 
heterodupleksy faga h o jednej nici z faga zmodyfikowanego i o jednej 
nici z faga niezmodyfikowanego, posiadające w związku z tym  szereg 
miejsc niezm odyfikowanych były niewrażliwe na działanie EcoPl (38), 
chociaż nie były to cząsteczki w stadium  replikacji, raczej wyklucza po­
wyższą hipotezę. W ydaje się zatem, że w danej cząsteczce DNA nie 
wszystkie specyficzne sekwencje muszą być zmodyfikowane, aby ochro­
nić ją przed restrykcją. Być może kilka albo naw et jedno miejsce zmo­
dyfikowane chroni przed restrykcją  cały segm ent DNA zaw ierający kil­
ka niezm odyfikowanych sekwencji rozpoznawanych.

Nie wiadomo jeszcze w jaki sposób obecność kilku miejsc właściwie 
zmodyfikowanych chroni DNA zaw ierający także sekwencje niezm odyfi­
kowane. Częściowo w yjaśniają ten  problem  wyniki doświadczeń, w  któ­
rych wykazano, że enzym  EcoPl działając na niezm odyfikowany DNA 
w irusa SV40 wprowadza tylko jedno cięcie endonukleolityczne w jednym  
z pięciu możliwych miejsc, zaś pozostałe cztery ulegają m etylacji (39). 
Cięcie to zajść może w każdym  z miejsc rozpoznawanych, ale tylko w  jed­
nym  w danej cząsteczce DNA (Ryc. 2).

W ydaje mi się możliwym, że dana cząsteczka enzymu, rozpoznając 
jedną ze specyficznych sekwencji DNA, działa jako endonukleaza, która 
po dokonaniu pierwszego cięcia traci aktyw ność endonukleazy i potem 
działa tylko jako DN A -m etylotransferaza m etylując sąsiednie sekwencje. 
W ykazano, że w odróżnieniu od enzymów typu I, k tóre po dokonaniu 
cięcia przechodzą w kompleks niezdolny do dalszej katalizy enzym y ty ­
pu III są enzymami wieloobrotowymi (40). Jeżeli dokonanie cięcia nie 
powodowałoby natychm iastowego odłączenia enzym u od DNA, wówczas 
enzym m ógłby oddziaływać na sąsiednie sekwencje. Jeśliby enzym  EcoPl 
w ykazywał większe powinowactwo wobec sekwencji zm etylow anych niż 
niezm etylowanych, to można by wytłum aczyć w jaki sposób jedna sek­
wencja zm etylowana chroni sąsiednie niezm etylowane sekwencje. Otóż 
w przypadku gdy DNA zawiera sekwencje zmetylowane i niezm etylo­
wane enzym  oddziaływuje jedynie z sekwencjam i zm etylowanym i. Od­
działywanie enzym u z sekwencją zm etylowaną mogłoby wywoływać ta ­
kie zmiany w enzymie, że nie byłby on zdolny do dalszej restrykcji lecz 
tylko do m etylacji, zatem  przesuwając się następnie po DNA enzym  me- 
tylow ałby po kolei sąsiednie sekwencje DNA (Ryc. 2).

Przedstaw iona tu  hipoteza autora jest nie tylko próbą w yjaśnienia 
w jaki sposób sekwencje niezm etylowane mogą być chronione przed re-
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strykcją , ale także próbą oderw ania się od dotychczas przy jętych  schema­
tów działania enzymów, próbą otw ierającą drogę do innych hipotez.

Pew nym  potwierdzeniem  powyższej hipotezy jest fakt, że w w arun­
kach braku AdoM et enzym EcoPl przecina niezm odyfikowany DNA wi­
rusa SV40 w kilku m iejscach (39). Można by in terpretow ać to zjawisko 
tak: enzym  wobec braku  AdoMet nie może m etylować sekwencji sąsia­
dujących z sekw encją gdzie dokonał cięcia. M iejsca niezmodyfikowane 
są zatem, ciągle w ystaw iane na działanie nowych enzymów, które do­
konują nowych cięć.

Enzym EcoPl nie rozpoznaje specyficznej sekwencji w m iejscu cięcia 
i tnie DNA w odległości 25—27 par zasad w kierunku 3' od sekwencji 
rozpoznawanej w procesie m etylacji (39). Enzym ten tn ie DNA w taki 
sposób, że pow stają wolne końce o długości 2—4 zasad na końcu 5' prze­
cinanego fragm entu. Pomimo tego, że enzym  EcoPl ma pewną dowolność 
w możliwości cięcia w różnych miejscach, to jednak w  pobliżu danego 
m iejsca rozpoznawanego enzym  nacina DNA zawsze w ten  sam sposób. 
Być może jest to związane z sekwencją DNA dzielącą m iejsce rozpozna­
wane i miejsce cięcia lub też z samą sekwencją m iejsca cięcia. Okazało 
się, że EcoPl wprowadza cięcia jedynie w bezpośrednim  sąsiedztwie par 
AT (39). Jeżeli więc w najbardziej odpowiadającej enzymowi odległości 
od rozpoznawanej sekwencji nie w ystępuje para AT enzym  mógłby ciąć 
w nieco innej odległości ale obok pary  AT.

K olejne etapy reakcji enzym atycznej endonukleaz restrykcy jnych  ty ­
pu III są gorzej poznane niż to jest w przypadku endonukleaz typu  I 
głównie dlatego, że enzym y typu III nie tw orzą z DNA ciągu różnego ro­
dzaju kompleksów o specyficznych właściwościach (35). Jedynie doświad­
czenia, w których użyto heparyny i w ten  sposób blokowano w enzymach 
miejsca wiążące się z DNA (24), pozwalają rozróżnić kolejne stadia reakcji 
enzym atycznych — reakcje zachodzące przed przyłączeniem  się enzym u 
do DNA (wrażliwe na heparynę) i zachodzące po przyłączeniu się enzym u 
do DNA (niewrażliwe na heparynę). Technika powyższa została wyko­
rzystana do badania udziału ATP i AdoMet w reakcji enzym u EcoP15 
z DNA (32). Stwierdzono, że tw orzenie kom pleksu enzym u z DNA zacho­
dzi bez udziału ATP i AdoMet. Kom pleks EcoPl5-DNA jest niew rażliw y 
na działanie heparyny, gdyż po dodaniu heparyny a następnie ATP 
i AdoMet enzym  jest zdolny do cięcia niezmodyfikowanego DNA. Jednak ­
że dodanie heparyny do utworzonego uprzednio kom pleksu EcoPl 5-DNA 
zmniejsza efektywność cięcia DNA, gdyż uzyskiw ane w takich w arun­
kach fragm enty  DNA są większe od uzyskiw anych w w arunkach standar­
dowych. Ponieważ enzym y typu III w obecności ATP i AdoMet m ają za­
równo zdolność cięcia DNA jak  i jego m odyfikacji, wysunięto przypusz­
czenie, że zmniejszenie efektywności cięcia zostało spowodowane więk­
szą efektywnością m etylacji w tych w arunkach. Okazało się jedńak, że 
naw et prowadzenie tej reakcji w w arunkach uniem ożliw iających m ety-
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lację (brak AdoMet) nie zwiększa efektywności cięcia DNA w obecności 
heparyny.

Jak  to już podkreślono w odróżnieniu od enzymów restrykcy jnych  ty ­
pu I enzym  EcoP15 w reakcji restrykcji jest enzymem wieloobrotowym 
(40), a więc po in terakcji z jedną specyficzną sekwencją DNA odnajduje 
inną specyficzną sekwencję. W ydaje się zatem, że etap odnajdyw ania 
nowego m iejsca w iązania mógłby być właśnie efektyw nie blokowany 
przez heparynę (32).

Zostało już zaznaczone, że enzym y EcoP15 i EcoPl m ają co najm niej 
dwa miejsca wiązania AdoMet i trzy  m iejsca wiązania ATP. Nie wydaje 
się, aby taka liczba cząsteczek AdoMet i ATP była wym agana jedynie do 
m etylacji (przeniesienie tylko jednej grupy m etylow ej) czy do cięcia DNA 
(enzymy typu  II nie w ym agają wcale ATP do przejaw ienia aktywności 
endonukleolitycznej). Badania nad wpływem  AdoMet i ATP na aktyw ­
ność endonukleazy EcoP15 (32) wykazały, że czynniki te odgryw ają rolę 
allosterycznych efektorów  podobnie jak  to jest w przypadku enzymów 
typu  I.

Kompleks EcoP15-DNA utw orzony w obecności AdoM et różni się 
istotnie od kom pleksu EcoP15-DNA utworzonego bez udziału AdoMet. 
Pierw szy kompleks przejaw ia swoją aktyw ność endonukleolityczną przy 
niższym stężeniu ATP i jest o wiele trw alszy niż kompleks utw orzony bez 
udziału ATP. Tak więc AdoMet oddziałując z kompleksem EcoP15-DNA 
stym uluje cięcie DNA i stabilizuje kom pleks EcoP15-DNA. Badania ki­
netyki cięcia DNA przez EcoP15 (32, 35), w ykazały że reakcja cięcia w 
obecności AdoMet jest szybsza niż reakcja bez udziału AdoMet. Różnica 
w szybkościach jest zbyt duża, aby przypisać ją wyłącznie tem u, że kom­
pleks EcoP15-DNA w obecności AdoMet jest bardziej trw ały  i że niższe 
stężenia ATP pozwalają na przejaw ienie aktyw ności endonukleolitycznej 
kompleksu EcoP15-DNA w obecności AdoMet. Tak duża różnica powstać 
mogła by jedynie dzięki u jaw nieniu się w pływ u AdoMet na etap lim itu­
jący szybkość reakcji. Ponieważ szybkość powstawania kompleksu 
EcoP15-DNA jest niezależna od obecności AdoMet i jest to szybki etap 
reakcji, zwrócono uwagę na etap oddziaływania ATP z kompleksem 
EcoP15-DNA. Okazało się, że etap  ten  jest stosunkowo wolny i że obec­
ność AdoMet znacznie go przyśpiesza. W ydaje się, że samo przyłączanie 
ATP do kom pleksu EcoP15-DNA jest procesem szybkim a dopiero tran s­
form acja kom pleksu do form y zdolnej do cięcia DNA jest procesem wol­
nym , w którym  ATP i AdoMet działają jako allosteryczne efektory. W y­
daje się, że m echanizm  działania HinfUI jest bardzo podobny do me­
chanizmu działania EcoP15 (33). O ptym alne stężenie ATP dla reakcji 
endonukleolitycznej obu tych enzymów wynoszą 1X 10-5 M. Największa 
stym ulacja endonukleolitycznej aktyw ności następuje w obu przypad­
kach przy stężeniu 1X 10-7 M AdoMet.
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Również przejaw iane aktyw ności m etylazy w ydają się być bardzo 
podobne w enzym ach EcoPl (38, 41), EcoP15 (32) i H infUI (33). W szyst­
kie trzy  enzym y w ydają się m etylow ać adeninę do N8-m etyloadeniny 
i m ają zdolność przejaw iania tej aktyw ności w w arunkach wym aganych 
do przejaw iania aktyw ności endonukleolitycznej. Enzym y EcoPl (32) 
i HinfUI (33) mogą m etylować DNA także w w arunkach braku ATP.

m

metylacja

Enzym

O
AdoMet

□  kompleks enzym -AdoM et

I
[ I kompleks enzym -AdoM et-DNA

ATP

kompleks enzym -AdoMet-DNA-ATP

restrykcja

r  -  zmetylowana zasada

Ryc. 3. Schematyczne przedstawienie prawdopodobnego ciągu etapów reakcji enzy­
matycznych katalizowanych przez enzymy restrykcyjne typu III

Przedstaw ione powyżej dane są niew ystarczające dla zaproponowania 
schem atu reakcji katalizowanych przez enzym y typu III. Jednak dla pew ­
nego uporządkowania wydaje się celowe przedstaw ienie (Ryc. 3) jednej 
z możliwości, która moim zdaniem najlepiej obrazuje mechanizm działa­
nia enzymów typu III, chociaż nie w yjaśnia roli kilku miejsc wiążących 
ATP i AdoMet w tych enzymach.
1. Etap pierwszy: Enzym tw orzy kom pleks z AdoMet. Potw ierdzeniem  

tej hipotezy jest fakt, że świeżo wyizolowany HinfUI jest związany 
z AdoMet a dłuższe przechowywanie powoduje dysocjację tego kom ­
pleksu (42).

2. Etap drugi: Kompleks enzym AdoMet rozpoznaje specyficzną nie zmo­
dyfikowaną sekwencję, tworząc stabilny kompleks Enzym -AdoM et- 
DNA.

3. Etap trzeci: Kompleks Enzym-AdoM et-DNA pod wpływem  ATP ulega 
powolnej transform acji do form y, która jest zdolna zarówno do cię­
cia jak i m odyfikacji DNA.

4. Etap czwarty: Enzym przejaw ia aktyw ność endonukleazy bądź m e-
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ty lazy wobec niezm odyfikowanej sekwencji. W jaki sposób w ybierana 
jest jedna z aktyw ności jeszcze nie wiadomo.

5. Etap p ią ty : Enzym odłącza się od m iejsca rozpoznawanego i jest go­
tow y do ponownego ciągu reakcji.

[17] ENZYMY RESTRYKCYJNE 385

III. Uwagi końcowe

Badacze enzymów restrykcyjnych  zostali postawieni wobec pewnego 
paradoksu. W m iarę poznawania odm iennych mechanizmów działania 
trzech typów systemów restrykcyjnych  nasuwało się pytanie dlaczego dla 
uzyskania tego samego celu na tu ra  stosuje tak  różne rozwiązania. Dlacze­
go do restrykcji fagowego DNA kom órka używa tak  energochłonnej 
i skom plikowanej m aszynerii enzym atycznej, jaką stanowią enzym y re ­
strykcy jne typu I jeżeli posiada do dyspozycji nie wym agające nakładu 
energii, o m ałym  ciężarze m olekularnym  enzym y typu II.

Także kw estia funkcji enzymów restrykcy jnych  staje się coraz bar­
dziej skomplikowana. Początkowo sądzono, że funkcją tych enzymów jest 
obrona bakterii przed bakteriofagam i (43). Jednakże fakt, iż jedynie fagi 
namnożone w bakteriach innego szczepu niż bakteria  infekowana są efek­
tyw nie eliminowane przez działanie enzymów restrykcyjnych  zwrócił 
uwagę, że być może enzym y te stanow ią barierę genetyczną pomiędzy 
poszczególnymi szczepami bakteryjnym i. A r  b e r  nazwał naw et enzym y 
restrykcy jne  swoistym i system am i immunologicznym i skierowanym i prze­
ciw obcemu genetycznie DNA przenikającem u na teren  kom órki (44). 
Ostatnio jednak coraz częściej postuluje się udział enzymów restrykcy j­
nych w procesie rekom binacji (27, 45—46).

Być może każdy z trzech typów enzymów restrykcyjnych  spełnia inną 
rolę (na przykład udział w różnych procesach rekom binacji), a ich od­
m ienna budowa jest rezultatem  przystosowania do tych  funkcji, nato­
m iast działanie na niezm odyfikowany DNA jest jedynie wspólną cechą 
tych enzymów.
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I. Wstęp

W 1913 roku D a k i n  i D u d l e y  (1) oraz Neuberg (2) w ykryli 
enzym, k tóry  katalizował przem ianę a-ketoaldehydów  — pochodnych 
glioksalu do odpowiednich D -a-hydroksykwasów, a szczególnie m etylo- 
glioksalu do D-mleczanu i nazwali go glioksalazą. W roku 1932 L o h ­
m a n n  (3) stw ierdził, że zredukow any glutation jest konezymem  glioksa- 
lazy, co zostało później potwierdzone przez innych autorów  (4, 5). P o­
czątkowo uważano, że reakcję przem iany m etyloglioksalu do d ( —)mle- 
czanu katalizuje jeden enzym  — glioksalaza. Dopiero jednak w 1951 ro ­
ku R a c k e r  (6) wykazał, że przem iana ta  zachodzi dwustopniowo, 
a glioksalaza jest w rzeczywistości system em  enzym atycznym  składają­
cym się z dwóch niezależnie działających enzymów: glioksalazy I i glio- 
ksalazy II, k tóre przeprow adzają reakcje:

a-ketoaldehyd +GSH --------- ► S-hydroksyacyloGSW------------GSW+D-oc-hydroksykwas
glioksalaza I  glioksalaza II

Ryc. 1. Ciąg reakcji enzymów systemu glioksalazy

Enzymy te następnie zakwalifikowano do dwóch odrębnych klas: glioksa- 
lazę I do liaz — E.C. 4.4.1.5 (metyloglioksalo-liaza S-laktoiloglutationu), 
a glioksalazę II do h y d ro laz— E.C. 3.1.2.6 (hydrolaza S-2-hydroksyacylo- 
glutationu).

Glioksalazy znajdowane są w bakteriach, roślinach i tkankach  zwie­
rząt (7— 12). M etodą ultraw irow ania wykazano, że praw ie cała ak tyw ­
ność glioksalaz jest zlokalizowana w cytozolu (10). Obszerne dane na te ­
m at aktyw ności tych enzymów w tkankach norm alnych i now otw oro­
wych zaw arte są w pracy J e r z y k o w s k i e g o  i wsp. (10).

II. Właściwości glioksalazy I
i

W ostatnich latach ukazało się wiele prac dotyczących oczyszczania 
glioksalazy I (13— 23). Zastosowanie DEAE-celulozy i chrom atografii po ­
winowactwa pozwoliło na uzyskanie wysoce oczyszczonych preparatów  
enzym u (Tabela 1) i równocześnie na szczegółowe zbadanie właściwości 
glioksalazy I.
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II-1. Masa cząsteczkowa

Masy cząsteczkowe glioksalazy I z różnych tkanek  zw ierząt (Tabe­
la 2) oznaczone m etodą sączenia m olekularnego na kolumnie Sephadex 
G-100 i G-75, jak również metodą ultraw irow ania, mieszczą się w g ran i­
cach 42 000—54 000 daltonów.

Tabela 2
Masa cząsteczkowa glioksalazy I

Źródło enzymu
Masa

cząsteczkowa
(daltony)

Metoda oznaczania
Piśmien­
nictwo

wół wątroba 
nerka 
mózg 

Świnia wątroba 
nerka

świnka wątroba 45 800 sączenie Sephadex G-75
morska nerka

mózg 51 300 sączenie Sephadex G-100 18
mysz wątroba 46 200 ultrawirowanie

mózg 
szczur wątroba 

mózg 
mięśnie 

kurczak wątroba 
nerka

Świnia erytrocyty 52 000 sączenie Sephadex G-75 i G-100 22
48 000 sączenie Sephadex G-100 14
54 000 sądzenie Sephadex G-100 25

szczur wątroba 50 000 sączenie Sephadex G-100 15
49 500 sączenie Sephadex G-100 20
54 000 sączenie Sephadex G-100 23
27 000 żel poliakryloamidowy z SDS 23

erytrocyty 50 000 sączenie Sephadex G-100 15
mysz wątroba 43 000 sączenie Sephadex G-100, ultrawirowa­

nie
16, 17

42 000 ultrawirowanie 16
21 500 żel poliakrylamidowy z SDS 17

owca wątroba 45 900 sączenie Septaadex G-100 19 ł
21 000 żel poliakrylamidowy z SDS 19

człowiek wątroba 50 000 sączenie Sephadex G-100 26
drożdże piekarskie 33 000 sączenie Sephadex G-100 25

32 000 sączenie Sephadex G-100 21
29 600 sączenie Sephadex G-75 27

nowotwory doświad­
czalne*' 46 000 sączenie Sephadex G-75 28

bakterie (B. subtilis) 350 000 sączenie Bio-Gel P3oo 29

# ) czerniak Al amelanotyczny, czerniak Mc melanotyczny, guz Guerin, mięsak Yoshidy, wątrobiak Kirkmana-Robbinsa, 
wątrobiak M orrisa 7777, watrobiak M orrisa 5123 D ,

http://rcin.org.pl



15] UKŁAD GLIOKSALAZY 393

Różne wartości siły jonowej buforu eluującego, jak  również dodatek 
mocznika nie powodują zmian w wartości m asy cząsteczkowej. Stosując 
elektroforezę w żelu poliakryloam idowym  z dodatkiem  SDS stw ierdzono 
w ystępowanie aktyw nego pasma enzym u o masie cząsteczkowej od 
21 000—27 000 daltonów. W skazuje to na dim eryczną s tru k tu rę  i w y­
daje się, że jest to cecha natyw nego enzym u pochodzącego z tkanek  zwie­
rzęcych (14, 17, 19, 23, 24). Masa cząsteczkowa glioksalazy I drożdżowej 
oznaczona m etodą sączenia m olekularnego wynosi 29 600— 33 000 dalto­
nów (21, 25, 26). Badania glioksalazy I drożdżowej (21) wykazały, że czą­
steczka zbudowana jest z prostego łańcucha polipeptydowego. Glioksa- 
laza I pochodzenia bakteryjnego wydaje się znacznie różnić od enzym u 
z tkanek  zwierzęcych i drożdży. Posiada ona znacznie wyższą masę czą­
steczkową — 350 000 daltonów (29) i inną specyficzność substratow ą. 
W artości Vmax są o wiele wyższe dla fenyloglioksalu i jego pochod­
nych (30).

II-2. Skład aminokwasowy, punkt izoelektryczny

O trzym anie wysoce oczyszczonych preparatów  glioksalazy I pozwoliło 
na zbadanie składu aminokwasowego tego enzym u (Tabela 3). W czą-

Tabela 3
Skład aminokwasowy glioksalazy I z różnych źródeł 

(mole/mol enzymu)

aminokwas
erytrocyty 

świni 
(wg 14)

wątroba 
myszy 

(wg 16)

wątroba 
szczura 
(wg 23)

drożdże 
piekarskie 

(wg 21)

kwas asparaginowy 56 53 46 30
treonina 23 34 27 14
seryna 29 32 23 20
kwas glutaminowy 43 42 65 30
prolina 27 27 25 15
glicyna 32 31 19 26
alanina 31 19 46 10
cysteina 9 26 15
walina 11 14 28 12
metionina 9 7 6 2
izoleucyna 26 17 14 14
leucyna 41 47 45 20
tyrozyna 12 13 17 10
fenyloalanina 25 25 23 13
histydyna 9 7 10 9
lizyna 39 23 43 21
tryptofan 6
arginina 13 14 20 10
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394 R. WINTER, D. PISKORSKA [6]

steczce glioksalazy I izolowanej i oczyszczonej z różnych organizmów na 
uwagę zasługuje duża zawartość kwasu asparaginowego i glutaminowego, 
a niska histydyny i argininy. Taki skład aminokwasowy czyni glioksalazę 
białkiem  kwaśnym . P unk t izoelektryczny (pl) glioksalazy I z erytrocytów  
świni i w ątroby owcy wyznaczany m etodą elektroogniskow ania wynosi 
5,0 (14, 19, 22), a enzym u z w ątroby szczura — 4,7 (23). W jednej cząstecz­
ce enzym u z erytrocytów  świni w ystępują cztery grupy dwusiarczkowe 
i dwie tiolowe (14), natom iast w enzymie z w ątroby szczura — 12 wiązań 
dwusiarczkowych i dwie grupy tiolowe (23).

Centrum  aktyw ne glioksalazy I ma obszar niepolarny. Potw ierdze­
niem  hydrofobowego charak teru  centrum  aktyw nego jest wyższa stała 
M ichaelisa dla polarnego substra tu  jakim  jest hydroksym etyloglioksal 
(Km =  0,8 mmoL/1) w porów naniu z wartością dla m etyloglioksalu (Km =  
=  0,3 mmol/1) (31). Ponadto inhibicja enzym u przez S-alkilowe pochod­
ne glutationu w zrasta w raz z długością łańcucha alkilowego (32).

II-3. Własności kinetyczne, specyficzność substratowa i mechanizm działania

Optim um  pH glioksalazy I wynosi 5,5—8,0 (6, 19, 33, 34) w  buforach: 
fosforanowym, octanowym, HEPES oraz imidazolowym. Jednakże przy 
pomiarze w buforze imidazolowym istotny wpływ  na aktyw ność enzym u 
w yw iera obecność Mg++. W przypadku zastosowania wyższych stężeń 
imidazolu (100— 150 mmol/1) następuje kompleksowanie przez imidazol 
m etalu zaw artego w enzymie i obniżenie aktyw ności o ponad 60%>. W tych 
w arunkach aktyw ność jest przyw racana przez dodatek 13,3 mmol/1 MgSO*

Glioksalaza I katalizuje tworzenie się z m etyloglioksalu i g lu tationu  
S-laktoiloglutationu (6). Podobne tioestry  mogą tw orzyć się z a-ketoalde- 
hydów i GSH względnie tioli analogicznych do GSH (4, 35— 37). M echa­
nizm reakcji glioksalazy I zaproponowany przez R a c k e r  a (6) podany 
jest na  rycinie 2.

W reakcji tej glioksalaza I łączy enolową form ę m etyloglioksalu z g lu- 
tationem  dając S-laktoiloglutation w form ie enolowej, k tó ry  praw dopo-

(19).

c h 3 c h 3 c h 3 c h 3

c=o C - O H ^ f^ W - C - O W
glioksalaza I  |

C -O  C -O C -O U c = o

metyloglioksal 
form a forma 

ketonowa enolowa

H
produkt
pośredni

SG SG
S-laktoilo­

glutation

Ryc. 2. Mechanizm działania glioksalazy I wg Rackera (6)
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dobnie w reakcji nieenzym atycznej przechodzi w form ę ketonową.
R o s e  (38) badał przem ianę m etyloglioksalu do d ( —)mleczanu w roz­

tworze wodnym  zaw ierającym  try t. W edług niego glioksalaza I katalizuje 
reakcję dysproporcjonow ania m etyloglioksalu z jednoczesną tioestryfika- 
cją. M echanizm działania enzym u polega więc głównie na przeniesieniu 
równoważnika wodoru z C! na C2 ketoaldehydu z towarzyszącym  w ytw o­
rzeniem  tioestru  (38, 39). Dawne badania K e r m a c k a  i M a t h e s o -  
n a (40) sugerow ały, że dla prawidłowego przebiegu reakcji niezbędny 
jest w olny m etyloglioksal i glutation. Późniejsze prace wskazują, że me­
chanizm działania glioksalazy I należy rozpatryw ać jako jednosubstra- 
towy. N ajpierw  z a-ketoaldehydu i glu tationu tw orzy się tiopółacetal, 
k tó ry  jest dopiero właściwym  substratem  glioksalazy I (41), co przed­
staw ia rycina 3.

c h 3 c h 3 c h 3
I GSH I I
C = 0  \  C = 0  M - c —OH

c  =  0  nieenzymatycznie ^ _ q _ q W glioksalaza I =o

H SG SG

metylo- tiopółacetal S -lak to i!o -
glioksal glutation

Ryc. 3. Jednosubstratowy mechanizm działania glioksalazy I (wg 41)

Według V a n d e r  J a g t a  i wsp. (42) glioksalaza I katalizuje dys- 
proporcjonowanie tiopółacetalu, utworzonego z m etyloglioksalu i g lu ta­
tionu. W ewnątrzcząsteczkowa m igracja jonu wodorkowego jest czynni­
kiem ograniczającym  szybkość reakcji glioksalazy I (15, 34, 38, 39). Po­
gląd na oksydoredukcyjną izom eryzację tiopółacetalu przy udziale gliok­
salazy I z w ątroby cielęcej podziela wielu autorów  (13, 41). Stereospecy- 
ficzne przeniesienie jonu wodorkowego poprzez cykliczne przesunięcie 
przy udziale m etalu  wiążącego substra t jest w łaściwym  mechanizmem, 
podobnym do m echanizm u działania oksydoreduktaz. Dlatego też niektó­
rzy badacze przy jm ują jednosubstratow y m echanizm  działania z tiopół- 
acetalem  jako praw dziw ym  substratem  i uważają, że glioksalaza I w in­
na być zakwalifikowana do oksydoredukcyjnych izomeraz, a nie do liaz.

W 1976 roku H a l l  i wsp. (43) przedstaw ili dowody, że mechanizm 
przem iany a-ketotiopółacetalu, utworzonego z m etyloglioksalu i g lu ta­
tionu w ester a-hydroksytiolow y (S-laktoiloglutation) polega raczej na 
przeniesieniu protonu z w ytw orzeniem  ugrupow ania endiolowego niż na 
przesunięciu jonu wodorkowego. Stosując technikę jądrowego rezonansu 
m agnetycznego badacze ci w ykazali rosnące wraz z tem pera tu rą  włącza­
nie do produktu  protonów ze środowiska wykluczając mechanizm prze­
sunięcia jonu wodorkowego z Cj na C2, co było uprzednio postulowane (13).
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Ponadto stwierdzono, że niezbyt wysokie włączanie do p roduktu  proto­
nów ze środowiska (15%—22%), wskazuje na to, że centrum  aktyw ne 
enzym u jest mocno osłonięte i niedostępne (43).

M echanizm działania glioksalazy I zaproponowany przez H a 11 a 
i wsp. (43) przedstawiono na rycinie 4. Substra t chelatu je Mg+2 w cen­
trum  aktyw nym , a grupa ,,B” przedstaw ia resztę zasadowego amino­
kwasu. Techniką fotooksydacji wykazano, że jest nim  histydyna (Ryc. 4).

lazy I (wg 43)

Na podstawie kom puterowej analizy danych uzyskanych z 10 modeli 
doświadczalnych dla glioksalazy I z drożdży, uważa się zarówno reakcję 
jedno- jak  i dw usubstratow ą za prawdopodobny m echanizm  działania te ­
go enzym u (44). Zgodnie z pierwszą możliwością tiopółacetal jest substra- 
tem  a GSH kom petycyjnym  inhibitorem , podczas gdy zgodnie z drugą 
możliwością glutation jest pierwszym, a m etyloglioksal drugim  substra- 
tem  w reakcji osiągającej natychm iastow ą równowagę. P rzy  niższych 
stężeniach substratów  (metyloglioksalu i glutationu) możliwy jest zarów­
no mechanizm jedno- jak i dw usubstratow y. Odnosi się to zarówno do 
glioksalazy I z drożdży jak i z tkanek zwierzęcych (15, 45, 46).

Przedstaw ione w Tabeli 4 wartości stałych M ichaelisa są najniższe dla 
tiopółacetalu p-chlorofenyloglioksalu w odniesieniu do glioksalazy I po­
chodzącej zarówno z drożdży, E. coli jak i erytrocytów  szczura. Dla tio­
półacetalu m etyloglioksalu najniższą wartość K m posiada enzym  z E. coli.

Glioksalaza I jest enzymem o wysokiej aktywności m olekularnej 
( l ,2 X l0 5/min) (45).

II-4. Metale a aktywność glioksalazy I

D a v i s  i W i l l i a m s  (47) zaproponowali dwie możliwe role jonu 
m etalu w reakcji katalizowanej przez glioksalazę I:

1) wpływ na zmianę konform acji białka poprzez utw orzenie przez 
atom m etalu wiązania między pod jednostkam i enzymu;

http://rcin.org.pl



W
ar

to
śc

i 
sta

łej
 

M
ich

ae
lis

a 
gl

io
ks

al
az

y 
I 

z 
ró

żn
yc

h 
źr

ód
eł

Źr
ód

ło 
en

zy
m

u

wą
tro

ba
 

ow
cy

• 19 19 On O s 0\ o\

3
E

> 1,
0

0,
85

1,
0

0,
85

0,
75

0,
15

0,
03

==-
O
g
s
s

ut
0,

07
8

0,
11

3

0,
19

4
0,

14
7

1,
38

1,
54

0,
96

er
yt

ro
cy

ty
 

sz
cz

ur
a

•

HO
E

> 1,
0

0,
5

1,
5

0,
7

J

s
W

0,
09

0,
04

0,
2

0,
02

Es
ch

er
ich

ia 
co

li

• 30 30 30

M«
E

> 1,
0

13
3 38

"o
g
E
s

I

0,
04

0,
2

0,
02

dr
oż

dż
e

• 25 30
.3

1 
34 30

.3
1 

31 30 31 33
,3

6

36 33

H«
E

> 1,
0

1,
0

1,
0

0,
93

0,
75

0,
5

0,
43

1,
0

1,
0

0,
53

O
E
E
s

U

1,
0

0,
3

0,
32

0,
2

0,
3

0,
04

0,
8

1,
0

3,
9

1
1,

0

Su
bs

tr
at

A:
 t

io
pó

ła
ce

ta
l*

*/
:  

m
et

yl
og

lio
ks

al
u

fe
ny

lo
gl

io
ks

al
u 

„ k
et

ok
sa

lu
/»

-c
hl

or
of

en
yl

og
lio

ks
al

u
hy

dr
ok

sy
m

et
yl

og
lio

ks
al

u

B:
 

a-
ke

to
al

dt
hy

d:
 

m
et

yl
og

lio
ks

al
 

fe
ny

lo
gl

io
ks

al
 

ke
to

ks
al

hy
dr

ok
sy

m
et

yl
og

lio
ks

al
 

fo
sf

oh
yd

ro
ks

y—
m

et
yl

og
lio

­
ks

al
 

gl
io

ks
al

dw
uo

ks
ow

al
er

ia
ni

an

[397]

') 
pi

śm
ie

nn
ic

tw
o,

 *
*>

 
w

ar
to

śc
i 

K
m

 
po

da
ne

 
dla

 
stę

że
ń 

su
bs

tra
tu

 
tio

pó
la

ce
ta

lu
 

ut
w

or
zo

ne
go

 
z 

gl
ut

at
io

nu
 

i 
po

da
ny

ch
 

w 
ta

be
li 

a-
ke

to
al

de
hy

dó
w

http://rcin.org.pl



398 R. WINTER, D. PISKORSKA [10]

2) bezpośredni udział dwuw artościowych kationów w katalizie two­
rzenia tioestru.

Rozwinięciem tej drugiej koncepcji są sugestie w ysunięte przez V a n - 
d e r  J a g t a  i H a n a  (34). Jon m etalu może być w iązany w centrum  
aktyw nym  w postaci kom pleksu z tlenem  grupy ketonow ej tiopółace- 
talu. Jon m etalu (Me+2) uczestniczący w reakcji glioksalazy I jako super- 
kwas Lewisa, k tó ry  jest zdolny do polaryzacji grupy a-ketonow ej sub- 
s tra tu , ułatw ia reakcję dysproporcjonowania. Czynnikiem  ogranicza­
jącym  szybkość reakcji jest pęknięcie wiązania węgiel—wodór tiopół- 
acetalu (45).

Glioksalaza I drożdżowa o aktywności właściwej 1000 IU/mg białka 
zawiera 1 gram atom  m agnezu na 93 000 gram ów białka (47). Ponieważ 
preinkubacja glioksalazy I z jonam i m etalu powoduje podwyższenie 
aktywności enzymu, przypuszcza się, że aktyw ny enzym atycznie jest 
kompleks m etal—enzym. Proponow any m echanizm  działania m etalu w 
reakcji zachodzącej pod wpływem  glioksalazy I przedstaw iony jest na 
rycinie 5.

M+ M M+
Ao O O O HO O

II II . II I H+ I II
cw3—C - C +  S-G—►CH3- C - C - S - G  — ►CW3- C —C —S-G

i H W
Ryc. 5. Schemat udziału metalu w  rekacji glioksalazy I zaproponowany przez Da-

visa i Williamsa (47)

K inetyka inaktyw acji glioksalazy I przez chlorek dansylu wskazuje, 
że grupa dansylowa m odyfikuje miejsce blisko centrum  aktyw nego, a więc 
jon m etalu odgrywa zasadniczą rolę w centrum  aktyw nym  enzym u (45). 
Oznaczono zawartość m etalu w cząsteczce glioksalazy I z w ątroby owcy 
przy użyciu spektrom etru  absorpcji atomowej i stw ierdzono obecność 
około 10 atomów Mg, 1 atom u Zn i 0,05 atom u Mn w cząsteczce enzy­
m u (19). Ostatnio wykazano (48), że glioksalaza I z erytrocytów  ludzkich 
i świni oraz w ątroby szczura zawiera cynk w ilości 2 mole Zn na 1 mol 
enzymu, czyli 1 mol cynku na 1 podjednostkę enzymu, zaś enzym  z droż­
dży 1 mol Zn/mol enzymu. Należy zaznaczyć, że glioksalaza I z drożdży 
jest monomerem, natom iast enzym  pochodzenia zwierzęcego składa się 
z dwóch podjednostek (23, 48). Cynk jest kofaktorem  natyw nego enzy­
mu. Usunięcie cynku przez słabe odczynniki chelatujące powoduje u tra ­
tę aktyw ności enzym atycznej. W pływ m etalu na aktyw ność glioksalazy I 
przedstaw ia Tabela 5. Zarówno Z n+2 jak  i M g+2 mogą być wiązane w 
tym  samym  miejscu. Reaktyw acja glioksalazy I przez Co+2 pozwala za­
kwalifikować ten  enzym jako cynkom etaloenzym  (48).
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Wpływ kationów metali dwuwartościowych na aktywność glioksalazy I
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Źródło enzymu** Aktywacja Piśmiennictwo

wątroba ludzka Mg > Mn 26
wątroba cielęca Mg > Mn > Ni Zn > Ca > Sr > Ba 47
wątroba owcy Mg > Zn > Mn > Co > Ni > Ca 19
wątroba szczura Mg > Mn > Zn > Co > Ni 23
erytrocyty szczura Mg > Mn > Co > Ni 45
erytrocyty świni Mg > Mn > Ca 22
erytrocyty świni Mg > Co > Mn > Zn 14

*) Enzym przed dodaniem aktyw atora był poddany dializie wobec EDTA

II-5. Inhibitory

Aktywność glioksalazy I częściowo ham ują związki, które reagują 
z grupam i sulfhydrylow ym i — tworząc m erkaptydy, a także substan­
cje utleniające i alkilujące. To, że niektóre z tych odczynników ham ują 
aktywność enzym u tylko o około 40°/o może wskazywać, że dla pełnej 
aktyw ności glioksalazy potrzebne są nietknięte grupy sulfhydrylow e, lecz 
grupy te nie biorą bezpośredniego udziału w katalizie enzym atycznej 
(49, 50). Najsilniejszym  inhibitorem  grup SH glioksalazy I jest p-hydrok- 
sybenzoesan rtęci, k tó ry  w stężeniu 5 ji.mol/1 powoduje 86% hamowania 
(49). Ham owanie w w yniku zablokowania grup  aminowych wykazało, że 
pełnią one główną rolę w aktyw ności katalitycznej enzym u (50). Najsil­
niejsze hamowanie powoduje 2,4,6-trójnitrobenzenosulfonian oraz chlo­
rek  dansylu w stężeniu 5 mmol/1. U trata  aktyw ności glioksalazy I spo­
wodowana inhibitoram i reagującym i z grupam i aminowym i może być 
zatrzym ana przez ochraniające działanie pochodnych glutationu. Do cał­
kowitej ochrony enzym u przed działaniem  inhibitorów  grup aminowych 
potrzebne są dwie cząsteczki pochodnych glutationu (50).

Odw racalnym  kom petycyjnym  inhibitorem  glioksalazy I jest wolny 
glutation (Ki =  5 mmol/l) (23, 42) jak również pochodne glutationu, szcze­
gólnie ftaloim idodecylo-GSH i aminodecylo-GSH (32, 40, 51). Badania 
(52) z S- i N- podstawionym i cysteinyloglicynam i, jako inhibitoram i glio­
ksalazy I, w ykazały efekt ham owania niekom petycyjnego, co było nie­
oczekiwane, ponieważ są to analogi substra tu  — glutationu. W skazuje to 
na wiązanie ich w innym  m iejscu niż miejsce substratow e. Badacze ci 
wysuw ają sugestię, że glioksalaza I z drożdży ma dwa m iejsca wiążące: 
w centrum  aktyw nym  w iązany jest substra t — tiopółacetal, g lutation lub 
jego S-podstawione pochodne, natom iast pozbawione reszty  y-glutam y- 
lowej pochodne S-cysteinyloglicyny wiążą się w innym  miejscu.

EDTA powoduje u tra tę  aktyw ności glioksalazy I, a dodatek jonów 
M e+2 przyw raca jej aktyw ność (14, 19, 47).

W dawnej literatu rze jest wiele danych o istnieniu naturalnych  inhibi­
torów  glioksalazy, w ystępujących w nerkach i trzustce, nazwanych an ty-

10 Postępy Biochemii http://rcin.org.pl
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glioksalazą (53). W ykazano, że jednym  z takich czynników w odniesieniu 
do gloksalazy I jest enzym y-glutam ylotranspeptydaza inaktyw ująca 
kosubstrat glioksalazy I — glutation (54, 55). W ydaje się, że jest ona 
ważnym  czynnikiem  w regulacji aktyw ności glioksalazy I (55).

Kwas oftalm ow y — analog glutationu (y-glutam ylo-a-am inobutyrylo- 
glicyna), w ystępujący w soczewce oka, jest kom petycyjnym  inhibitorem  
glioksalazy I (56). K om petycyjnym  inhibitorem  glioksalazy I jest aldehyd 
D,L-mlekowy. W związku z tym  T i n g i wsp. (57) przypuszczają, że 
możliwy jest m echanizm  regulacyjny, w którym  poziom aldehydu mle­
kowego kontrolow ałby aktyw ność glioksalazy I, m etabolizującej pro­
dukt jego utlenienia — metyloglioksal. Sugestia ta  nie znalazła jednakże 
potwierdzenia w pracach innych badaczy.

III. Właściwości glioksalazy II

Glioksalaza II nie jest jeszcze tak  dobrze poznanym  enzymem jak 
glioksalaza I i na razie ukazało się niezbyt wiele prac na jej tem at (6, 10, 
18, 33, 35, 58, 59, 60).

Zastosowanie kolum n z wym ieniaczam i jonowymi, z Sephadex G-75 
oraz hydroksyapatytem  pozwoliło otrzym ać enzym  o aktyw ności właści­
wej 822 IU/mg białka (58) (Tabela 6).

Metodą sączenia m olekularnego na kolumnie z Sephadex G-75 i G-100 
oznaczano ciężar cząsteczkowy enzym u z w ątroby ludzkiej, wołowej oraz 
nerki królika; wynosi on 22 400— 23 000, zaś cząsteczkowy oznaczany 
metodą u ltra  w irowania — 21 420 (18, 58) (Tabela 7).

Optimum  pH glioksalazy II wynosi 5,0— 8,0 (18, 58, 60). Enzym ten 
jest białkiem  zasadowym, a jego punkt izoelektryczny oznaczony metodą 
elektroogniskowania wynosi 8,35 (58, 61). Oczyszczony enzym  jest biał­
kiem niestabilnym . Może być stabilizowany przez dodatek album iny su­
rowicy wołu lub glicerolu (58).

Prawdopodobny mechanizm działania enzym u polega na w ytw orzeniu 
w centrum  aktyw nym  wiązania tioestrowego pomiędzy grupą SH białka 
a grupą karboskylow ą substra tu  — tioestru  glutationu, a następnie na 
przeniesieniu tej grupy acylowej na cząsteczkę wody (58) (Ryc. 6).

CHo 
l

H - C - O M
I + GSH

COOW

SG

S - la k to ilo -  D -m leczan
g lu fa tio n

Ryc. 6. Przebieg reakcji katalizowanej przez glioksalazę II (wg 6)
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Tabela 7
Masa cząsteczkowa glioksalazy II

Źródło enzymu Ciężar
cząsteczkowy

Metoda oznaczania Piśmiennictwo

człowiek wątroba 22 900 sączenie Sephadex G-100 58
wół wątroba

nerki
mózg

Świnia wątroba
nerki

świnka wątroba 23 000 sączenie Sephadex G-75
morska nerki 22 400 sączenie Sephadex G-100 18

mózg
mysz wątroba 21420 ultrawirowanie

nerki
szczur wątroba

mózg
kurczę wątroba

nerki
wątrobiak Morrisa 5123 D 23 000 sączenie Sephadex G-75 28
wątrobiak Kirkmana-Rob-
binsa 23 000 sączenie Sephadex G-75 28
rak Ehrlicha 23 000 sączenie Sephadex G-75 28

Tabela 8
Wartości stałej Michaelisa (KM) glioksalazy II

Substrat Źródło enzymu Km
(mol/l)

vra„ Piśmiennictwo

S-laktoilo-GSH wątroba wołu 1,00 1,0 55
0,50 1,0 35

S-hydroksyglutarylo-
GSH 0,25 0,45 33
S-acetylo-GSH 1,16 — 60
S-laktoilo-GSH wątroba ludzka 0,19 1,0 58
S-glicerylo-GSH 0,10 0,62 58
S-glikolilo-GSH 0,07 0,39 58
S-acetoacetylo-GSH 0,30 0,56 58
S-sukcynylo-GSH 0,20 0,29 58
S-formylo-GSH 0,15 0,38 58

Substratam i glioksalazy II są acylowe pochodne glutationu. W artości 
stałej M ichaelisa i specyficzność substratow ą enzym u z w ątroby wołu 
oraz w ątroby ludzkiej przedstaw ia Tabela 8.

N iewątpliwie najlepszym  substratem  glioksalazy II jest S-laktoiloglu- 
tation (33, 35, 58). Porów nyw ano szybkość hydrolizowania różnych
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S-acylowych pochodnych glutationu i wykazano, że wszystkie stereoizo- 
m ery „ d ”  są praw ie dw ukrotnie szybciej hydrolizowane niż odm iany „ l ”  

(35).
Inhib itory  chelatujące: EDTA, EGTA i 8-hydroksychinolina nie w y­

w ierają większego w pływ u na aktywność glioksalazy II. Dodatek soli, 
takich jak: M gS04, M nS 04, NiCl2, Co(N 03)2, (CH3COO)2Zn również nie 
wpływa na aktyw ność enzymu. NaCl, KC1, NH4C1 oraz fosforany (58) ha­
m ują glioksalazę II. Inhibitory  grup  SH powodują u tra tę  aktywności 
glioksalazy II, szczególnie HgCl2 (10 jimol/1 — 82°/o hamowania). P rzy­
puszcza się więc, że grupy SH w ystępują w centrum  aktyw nym  enzy­
mu (58). N aturalny  inhibitor glioksalazy II zaw arty  w trzustce, zwany 
również antyglioksalazą jest białkiem  o masie cząsteczkowej 18 500 dal- 
tonów i powoduje postępujący w czasie inkubacji zanik aktywności glio­
ksalazy II (55).

IV. Oznaczanie aktywności enzymów systemu glioksalazy

Do pom iaru aktyw ności enzymów system u glioksalazy stosowane są 
m etody spektrofotom etryczne (6, 58, 62). N ajbardziej specyficzną m e­
todą kinetyczną jest m etoda opracowana przez R a c k e r a  (6) oparta 
na pom iarze stężenia S-laktoiloglutationu, k tó ry  posiada maksimum 
absorpcji przy 233—238 nm, £ 2 4 o n m  =  3370 l/m ol“ 1*cm-1. Aktywność 
glioksalazy I m ierzy się przez przyrost ekstynkcji spowodowany tw orze­
niem  S-laktoiloglutationu, a aktyw ność glioksalazy II przez spadek eks­
tynkcji przy 240 nm  spowodowany rozkładem  S-laktoiloglutationu do 
kwasu d (  — )mlekowego i glutationu.

Dawniej stosowane m etody — m anom etryczna (8, 63, 64) i kolorym e­
tryczna (65) m ają już dziś tylko znaczenie historyczne. Zastosowanie 
przez G a l z i g n ę  i wsp. (66) m etody opartej na pomiarze przyrostu 
ilości wolnych grup SH do oznaczenia aktyw ności całego system u enzy­
matycznego glioksalaz w ydaje się błędem. Metoda ta  w zasadzie może 
tylko służyć do określenia aktywności glioksalazy II; ponadto jest wysoce 
nieswoista.

V. Biologiczna rola glioksalaz

Mimo wielu prac poświęconych glioksalazom biologiczna rola tych 
enzymów nie jest jeszcze całkowicie poznana. Jako wyjaśnienie roli 
glioksalaz przytacza się dwie hipotezy: udział glioksalaz w procesie od­
truw ania  tkanek  z toksycznego m etyloglioksalu oraz udział tych enzy­
mów w regulacji podziałów komórkowych.

W edług pierwszej z tych hipotez glioksalazy potrzebne są do detoksy- 
fikacji tkanek  z m etyloglioksalu, którego „ tru jące” działanie w ynika
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z silnej elektrofilności (22, 71). Ten a-ketoaldehyd posiada dwie sprzężone 
nienasycone grupy C =  0  i w związku z tym  stanowi silnie oddziaływ u­
jący akceptor elektronów. M etyloglioksal w ytw arza się podczas przem ian 
biochemicznych w organizmie żywym (67—69). W Escherichia coli, 
Pseudomonas saccharofila i Proteus vulgaris substratem  do jego syntezy 
jest fosforan dw uhydroksyacetonu, produkt szlaku glikolitycznego (70). 
M etyloglioksal uw alniany przez te bakterie do przewodu pokarmowego 
przedostaje się do krw i i do w ątroby przez żyłę wrotną. D etoksykacyjna 
funkcja glioksalazy może wyjaśnić wysoką aktyw ność tego enzym u w 
erytrocytach i w w ątrobie (14).

Obecnie wiadomo, że m etyloglioksal w organizmach żywych powstaje 
z trioz (67, 72— 78), z acetooctanu (79, 80), z am inoacetonu (81—84) i z alde­
hydu mlekowego (57, 85). Związek ten ulega przemianom: pod wpływem  
glioksalaz do d ( — )mleczanu (1 , 6 ), w reakcji bezpośredniego utleniania 
do pirogronianu (86—90), a w reakcji redukcji do aldehydu mlekowego 
(29, 57). Schemat przem ian m etyloglioksalu w powiązaniu z innym i szla­
kami m etabolicznym i przedstaw ili U rata i G ranick (91), a szczegółowe 
drogi przem ian tego związku zostały też omówione w artykule  Konec­
kiej i R ytki (92).

Badania izotopowe (93) nie potwierdziły obecności wolnego m etylo­
glioksalu w m ateriale biologicznym, co może w ynikać z wielkiej reak ­
tywności tego a-ketoaldehydu (94). Ostatnio wykazano jednak obecność 
m etyloglioksalu związanego z białkam i struk tu ra lnym i w w ątrobie wołu; 
izolowano go pod postacią 2,4-dw unitrofenylohydrazonu (95).

Zupełnie inne spojrzenie na rolę glioksalaz reprezentuje S z e n t -  
G y o r g y i. W ysunął on hipotezę, że w tkankach znajdują się dwa za­
sadnicze czynniki regulujące podziały komórkowe, mianowicie „ re tina”
i „prom ina”. Substancją ham ującą podziały komórkowe — „re tiną” w 
m yśl jego hipotezy jest m etyloglioksal lub inne a-ketoaldehydy, podczas 
gdy substancją pobudzającą podziały komórkowe przez zwolnienie h a ­
mowania — „prom iną”, jest system  glioksalaz (37, 96, 97, 98). Założenia 
teoretyczne tej hipotezy są oparte na koncepcji oddziaływań donorowo- 
akceptorow ych związanych z istnieniem  tzw. kompleksów z przeniesie­
niem  ładunku (71, 98, 99, 100). Oddziaływania te m ają odgrywać zasad­
niczą rolę w dziedzinie regulacji podziału komórek, różnicowania i tra n s­
form acji nowotworowej. Zgodnie z hipotezą Szent-Gyórgyiego kom órka 
przechodzi ze stanu normalnego w nowotworowy z chwilą zaburzenia 
wew nętrznego uporządkowania pod wpływem  różnych niespecyficznych 
czynników. Kom órka taka jest niezdolna do inaktyw acji swojej glioksala­
zy, która rozkłada ketoaldehydy utrzym ujące stan spoczynku kom órko­
wego. Stan ten cechuje się między innym i występowaniem  białek w po­
staci rodnikowej, powstającej na skutek połączenia się białek z m etylo- 
glioksalem. K atalizatorem  reakcji przeniesienia elektronów  z azotu grup 
aminowych białek na silnie elektrofilne grupy ketonowe m etyloglioksalu
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są grupy SH glutationu. Natom iast białka kom órek nowotworowych nie 
są zdolne do przejścia w stan  rodnikow y (100). Hipoteza ta  wydaje się 
być wysoce spekulatyw na, jakkolw iek jest częściowo poparta dowodami 
chemicznymi (71, 98).

W yrazem rosnącego w ostatnich latach zainteresowania rolą glioksalaz 
w procesie proliferacji mogą być liczne prace z dziedziny genetyki, do­
tyczące ustalenia „locus” genu glioksalazy I i poszukiwanie różnych w a­
riantów  genetycznych tego enzym u (101— 103). „Locus” genu glioksa­
lazy I u człowieka znaleziono na krótkim  ram ieniu chromosomu 6 (104— 
106) i stwierdzono, że glioksalaza I ma trzy  fenotypy.

VI. Glioksalazy w nowotworach

Ukazało się wiele prac dotyczących aktyw ności glioksalaz w tkankach 
nowotworowych i powiązania tych enzymów z procesami nowotworzenia
i proliferacji.

Aktywność glioksalazy w tkankach nowotworowych badano znacznie 
wcześniej zanim  stwierdzono, że glioksalaza jest w rzeczywistości syste­
mem składającym  się z dwóch enzymów. W yniki były bardzo różnorod­
ne, w większości wskazujące na b rak  różnic w aktyw ności enzym u w po­
rów naniu z tkankam i norm alnym i. Przeglądowe piśm iennictwo na ten 
tem at podane jest w pracach C o h e n a  (11, 107). Badania wykonane 
w późniejszym  okresie w ykazały niższą aktyw ność glioksalaz, a zwłasz­
cza glioksalazy II w tkankach i kom órkach nowotworowych w porówna­
niu z wartościam i m ierzonym i dla enzym u tkanek norm alnych (10, 108). 
C harakter zaobserwowanych zmian aktyw ności glioksalaz w wątrobie 
z rozw ijającym  się nowotworem  w yw ołanym  podawaniem  dwum etylo- 
aminoazobenzenu pozwala przypuszczać, że związek rakotw órczy w pierw ­
szym okresie może aktyw ować glioksalazę I, indukować nowotwór, a na­
stępnie powoduje spadek aktyw ności glioksalazy I i II w tkance, w której 
się rozw ija (109). O bserw uje się również spadek aktyw ności glioksalaz 
w w ątrobie m yszy z rozw ijającym  się poza tym  narządem  m ięsakiem  lim - 
fatycznym , mięsakiem-180 i białaczką 1210 (110— 112). To obniżenie 
aktywności glioksalaz mogłoby prowadzić do zwiększenia stężenia inhi­
bitora proliferacji — m etyloglioksalu, a tym  samym  być wyrazem  obrony 
organizmu przed rozw ijającym  się nowotworem  (111). Ew entualny wpływ 
poprzez toksohorm on na aktyw ność glioksalaz w w ątrobach myszy zdają 
się potwierdzać w yniki uzyskane przez W i n t e r  i wsp. (113).

S t r z i n e k  i wsp. (112) stw ierdzili, że glioksalaza I z w ątroby m y­
szy z mięsakiem lim fatycznym  m iała większą masę cząsteczkową (67 000 
daltonów) niż enzym  z w ątroby zdrowej myszy. W ydawało się zatem 
możliwe, że w niektórych rodzajach nowotworów zmienia się wielkość 
cząsteczki glioksalazy I. Badania innych nowotworów (w ątrobiak M orrisa
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5123 D, 7777, Kirkm ana-Robbinsa, guz Guerin, mięsak 180, białaczka 1210, 
rak  Ehrlicha, mięsak Yoshidy, czerniak m elanotyczny i am elanotyczny) 
nie potw ierdziły jednak tego przypuszczenia (28).

Według Szent-G yörgyie’go selektywne zahamowanie glioksalazy I mo­
że doprowadzić do zwiększenia stężenia m etyloglioksalu w tkankach, a  w 
konsekwencji do kontrolowanego ham owania podziałów kom órkowych. 
Możliwość w pływ u na ten  proces, przez zahamowanie aktyw ności glioksa­
lazy I za pomocą analogów substra tu  — glutationu, w ydaje się być b a r­
dzo prawdopodobna (32, 114). H a l l  i wsp. (115) syntetyzow ali serię 
estrów  a-hydroksytiolow ych jako inhibitorów  glioksalazy I i potencjal­
nych czynników przeciwnowotworowych. Okazały się one inhibitoram i 
kom petycyjnym i glioksalazy I, lecz jako czynnik przeciwbiałaczkowy nie 
w yw ierały istotnego działania, prawdopodobnie na skutek szybkiej h y ­
drolizy.

M etyloglioksal podany zwierzętom z nowotworam i doświadczalnym i 
wykazuje właściwości przeciwnowotworowe (64, 116). Obniżenie ak tyw ­
ności glioksalaz w nowotworach może być przyczyną wyższej ich w raż­
liwości na cytostatyczne działanie m etyloglioksalu (64).
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I. W stęp

Luliberyna (GnRH lub LHRH/FSHRH lub LHRH), jeden z hormonów 
podwzgórza, jest czynnikiem  stym ulującym  uw alnianie gonadotropin 
z przedniego płata przysadki: horm onu luteinizującego (LH) i horm onu 
dojrzewania pęcherzyków (FSH). W yizolowano ją  na początku lat sie­
demdziesiątych z podwzgórzy różnych zwierząt: świń (1—4), owiec (5)
i bydła rogatego (3, 6). Podobnie jak  i inne horm ony podwzgórza jest ona 
peptydem , a jej budowę pierwszorzędową (3, 6— 9) przedstaw ia rycina 1.

Czynnik uw alniający gonadotropiny najprawdopodobniej nie jest ga­
tunkowo specyficzny, gdyż s tru k tu ra  horm onu otrzym anego z różnych 
gatunków  jest jednakowa. Ponadto, zarówno horm on izolowany z jed­
nego gatunku, jak  i syntetyczny uw alniają gonadotropiny u wszystkich 
badanych gatunków  zw ierząt (10).

Nie rozstrzygnięto do tej pory czy fizjologiczną rolą lu liberyny jest 
uwalnianie obydwu gonadotropin, czy tylko stym ulacja uw alniania LH, 
a zdolność uw alniania FSH — jedynie jej dodatkową właściwością. 
Z jednej bowiem strony stwierdzono, że u zwierząt wielu gatunków  hor­
mon stym uluje owulację, co przyjm uje się za dowód, że uwalnia on FSH
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Ryc. 1. Struktura pierwszorzędowa luliberyny (3, 6—9)

w ilości fizjologicznie dostatecznej do dojrzew ania pęcherzyka G raafa 
(10). Z drugiej zaś strony  jest wiele faktów  sugerujących istnienie dwóch 
oddzielnych hormonów: jednego uwalniającego tylko LH i drugiego uw al­
niającego tylko FSH. I tak, izolowano z podwzgórzy świńskich i częś­
ciowo oczyszczono frakcję o znacznie większej od lu liberyny zdolności 
uw alniania FSH  (11, 12). Izolowano także frakcje immunologicznie i bio­
logicznie identyczne z luliberyną, jednak o innej charakterystyce chro­
m atograficznej (13). Obserwowano sekrecję horm onu uwalniającego ty l­
ko FSH  po selektyw nym  uszkodzeniu niektórych regionów podwzgórza 
lub selektyw nym  w prow adzeniu do pewnych jego obszarów inhibitorów 
syntezy białek (14, 15). Uważa się, że istnienie jednego tylko czynnika 
uw alniającego obydwie gonadotropiny nie tłum aczy patologicznych dys­
proporcji poziomu LH i FSH, które obserw uje się nieraz u ludzi (12). 
O trzym ano syntetyczne analogi lu liberyny o zdecydowanie różnym  od 
niej stosunku uw alnianych gonadotropin LH /FSH (16, 17).

L uliberyną kontro lu je wiele procesów fizjologicznych takich jak: doj­
rzew anie płciowe, cykl m enstruacyjny, sperm atogenezę oraz klim ak- 
terium . Celowe więc było uzyskanie obrazu m olekularnego m echanizm u 
działania horm onu. Możliwości takie stw orzyła przede wszystkim  che­
miczna synteza lu liberyny  i jej analogów. Obecnie w dużym stopniu roz­
poznano już rolę poszczególnych reszt am inokwasowych w uw alnianiu 
gonadotropin. Z kolei, dzięki tem u, stało się możliwe otrzym anie analo­
gów o silnym  działaniu agonistycznym  lub antagonistycznym , o właści-
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wościach pozwalających na praktyczne stosowanie związków. Sam h o r­
mon m acierzysty w ykorzystuje się przede w szystkim  w testach diagno­
stycznych pozwalających w znacznej liczbie przypadków  odróżnić n ie­
prawidłowości w ystępujące na poziomie podwzgórzowo-przysadkowym  od 
nieprawidłowości na poziomie gonad (18, 19). Luliberynę i jej agonistycz- 
ne analogi stosuje się także w terapii, np. w przypadku b raku  m en­
struacji u kobiet lub dysfunkcji podwzgórzowo-przysadkowej u męż­
czyzn (20). W dalszym ciągu trw ają  kliniczne badania horm onu i jego 
analogów do celów diagnostycznych, terapeutycznych i antykoncepcyj­
nych. W w eterynarii bada się możliwość stosowania lu liberyny i jej ago- 
nistów  do reprodukcji zw ierząt domowych.

Na tem at zależności m iędzy s tru k tu rą  i funkcją lu liberyny jest wiele 
prac przeglądow ych (najważniejsze z nich to: 16, 21— 30). U jm ują one 
jednak problem  fragm entarycznie lub jednostronnie, albo w form ie 
abstraktow ej, i nie są wolne też od sprzeczności. Celem niniejszego opra­
cowania jest próba przedstaw ienia możliwie spójnego i pełnego obrazu 
zależności między s tru k tu rą  i funkcją luliberyny, ze szczególnym uwzględ­
nieniem  m olekularnego kontaktu  horm onu z receptorem . W artykule  
przede wszystkim  omówiono obecny stan  wiedzy o biologicznie ak tyw ­
nej konform acji lu liberyny oraz rolę jej poszczególnych reszt amino- 
kwasowych w uw alnianiu gonadotropin. Następnie scharakteryzow ano 
cechy s tru k tu ry  i właściwości biologiczne superagonistycznych i super- 
antagonistycznych analogów horm onu z punktu  widzenia ich praktyczne­
go w ykorzystania. Na zakończenie przedstaw iono hipotetyczny m echa­
nizm oddziaływania lu liberyny i jej aktyw nych analogów z receptorem .

II. Neurosekrecja luliberyny

Badanie procesu neurosekrecji hormonów podwzgórza jest trudne ze 
względu na fak t występowania tych związków w niezw ykle m ałych iloś­
ciach i w różnych obszarach podwzgórza (31).

W ostatnich latach p rzyjm uje się, że lu liberyna pow staje przede 
wszystkim  w trzech regionach podwzgórza: obszarze nadwzrokowym , w 
obszarze łukow atym  i w obszarze przykom orowym  (14, 15, 32—34). Jed­
nakże, według niektórych autorów  (14), w dwóch pierw szych obszarach 
ma miejsce synteza horm onu uwalniającego tylko LH, a w trzecim  na­
tom iast — horm onu uwalniającego tylko FSH. W obszarze nadwzroko­
w ym  luliberynę produkują kom órki o długich aksonach, pobudzanych 
estrogenam i, powodującym i przedow ulacyjny wzrost LHRH. W obszarze 
łukow atym  natom iast stw ierdzono w ystępowanie horm onu w znacznie 
m niejszej koncentracji niż w obszarze pierwszym , w  kom órkach o krót­
kich aksonach, ham ow anych estrogenam i. M agazynem lu liberyny  są ziar­
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nistości wydzielnicze w zakończeniach aksonów wchodzących do środko­
wej wypukłości w bliskim  sąsiedztwie naczyń w rotnych (15).

Ponadto  na uwagę zasługuje fakt, że lu liberynę znaleziono w zakoń­
czeniach nerw ow ych organum  vasculosa lamina terminalis, zbudowanego 
z w yspecjalizow anych kom órek ependym alnych. Sugeruje to, że obok 
klasycznej drogi transportu  horm onu do środkowej wypukłości przez 
akson, istn ieje druga droga — przez płyn trzeciej kom ory do jej dna i stąd 
do tanycytów , k tórych w ypustki wchodzą do zewnętrznej w arstw y środ­
kowej wypukłości (15).

Ze środkowej wypukłości horm on przemieszcza się do przedniego 
p łata  przysadki przez pierw otny kapilarny splot żył w rotnych (15).

W bliskim  sąsiedztwie zakończeń aksonów wydzielniczych lu liberyny 
znajdu ją  się zakończenia aksonów noradrenergicznych i dopaminoergicz- 
nych. Ze względu na ten  fak t wiele uwagi poświęca się domniemanej 
roli przekaźników  synaptycznych w kontroli uw alniania horm onu (14, 
15, 35— 38). I tak, noradrenalina w niektórych obszarach podwzgórza n a j­
prawdopodobniej pobudza uwalnianie luliberyny, ponieważ zahamowanie 
jej syntezy lub zablokowanie a-adrenergicznych receptorów w tych 
obszarach ham uje wydzielanie hormonu. W ystępowanie synaps noradre­
nergicznych stwierdzono w przedniej części podwzgórza i w obszarze nad- 
wzrokowym . Możliwe jest, że przedow ulacyjny wzrost LH następuje po 
zwiększonym impulsie biegnącym  wzdłuż noradrenergicznej synapsy w 
jednym  lub w obydwu tych obszarach. Natomiast sygnał ujem ny,
o w strzym aniu uw alniania gonadotropin, odbierany jest bliżej centralnej 
części podwzgórza (14). Pobudzenie wydzielania lu liberyny in vitro  obser­
wowano także pod wpływem  innych synaptycznych przekaźników: do- 
pam iny (38) i acetylocholiny (14). Ich rola nie jest jednak jasna, gdyż np. 
pod wpływ em  dopaminy odnotowano również in vitro  hamowanie uw al­
niania horm onu (37).

I

III. Konformacja luliberyny

W luliberynie wszystkie wiązania peptydowe, włącznie z A rg-Pro, 
m ają konfigurację trans (39—42). Hormon jest liniowym  dekapeptydem, 
dla którego liczba stopni swobody konform acyjnej w roztworze jest po­
tencjalnie bardzo duża. Z większości badań fizykochemicznych wynika, 
że jego cząsteczka w obojętnym  roztworze wodnym  w tem peraturze 
20°C nie wykazuje uporządkow ania strukturalnego (40—48). W lulibe­
rynie ruchliw y jest zarówno łańcuch peptydowy, jak  i boczne rodniki 
aminokwasów alifatycznych (40—44). Zgodnie z faktem  dużej swobody 
konform acyjnej cząsteczki lu liberyny w roztworze wodnym nie stw ier­
dza się oddziaływań wew nątrzcząsteczkowych. Brak zależności tem pe­
raturow ej widma H*NMR wyklucza silne wiązania wodorowe (41). Od­
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działywania między pierścieniami arom atycznym i histydyny, tyrozyny 
i tryptofanu, o ile są, to również niezwykle słabe, ponieważ przesunię­
cia chemiczne protonów arom atycznych są typowe (41). W peptydzie brak 
także wzajem nych oddziaływań elektrostatycznych między ugrupow a­
niem imidazolowym, fenolowym i guanidynowym, czego dowodzą nor­
m alne wartości pKa tych grup (46). Podobną swobodę konform acyjną 
w roztworze jak luliberyna m ają jej analogi zarówno aktyw ne, jak i nie­
aktyw ne (44, 46). Stan nieuporządkowania strukturalnego horm onu i jego 
hiper- lub hipoaktywnych analogów wskazuje, że czynność biologiczna 
nie jest determ inowana konform ację uprzyw ilejow aną w roztworze wod­
nym  (44, 46). Tak więc konform acja aktyw na jest dopiero wyselekcjono­
wana lub wyidukowana z populacji konform erów przez receptor i/lub 
jego środowisko.

Jedno z podejść do uzyskania informacji o konform acji aktyw nej 
luliberyny polega na indukowaniu bardziej uporządkowanych s truk tu r 
przez w arunki eksperym entalne, takie jak: pH, tem peratu ra  czy obec­
ność rozpuszczalników organicznych. W edług niektórych autorów, już 
w roztworach wodnych wraz ze wzrostem pH do 11 lub ze wzrostem tem ­
peratu ry  do 36°C obserw uje się wzrost uporządkowania cząsteczki luli­
beryny. W pierwszym przypadku tłum aczy się to jonizacją grupy feno­
lowej, sprzyjającą zbliżeniu arom atycznych pierścieni reszty tyrozylowej 
i tryptofylow ej, a w drugim  — spadkiem sił solwatacji, co ułatw ia od­
działywania hydrofobowe (47). Inni autorzy (46), zjawiska porządkowania 
cząsteczki hormonu pod wpływem pH i tem peratu ry  nie obserwowali. 
Istnieje natom iast zgodność poglądu co do wzrostu uporządkowania lu­
liberyny pod wpływem rozpuszczalników ograniczających możliwość 
zmian konform acyjnych w peptydzie, np. tró jfluoroetanolu lub sześcio- 
fluoroizopropanolu, które w ypierając cząsteczki wody z mikrootoczenia 
hormonu sprzyjają tworzeniu wiązań wodorowych wewnątrzcząsteczko- 
wych. W tych w arunkach przede wszystkim stw ierdzano w środkowym 
rejonie cząsteczki luliberyny fragm ent s tru k tu ry  fi (46—48). Ponadto, 
według niektórych autorów (47), w rejonie N-końca peptydu można za­
obserwować struk tu rę  typu u-heliks.

Sugeruje się, że konform acja aktyw na cząsteczki lu liberyny jest po­
dobna do litery U, tj. N-koniec peptydu znajduje się w bliskim sąsiedz­
twie C-końca (49). Taki kształt miały najniżej energetyczne konform ery 
hormonu obliczone na drodze minimalizacji energii (26, 27, 50). Zdaniem 
M o m a n y ’e g o (26, 27), jeden z najniżej energetycznych konform erów 
luliberyny (Ryc. 3A) powinien być biologicznie aktyw ny ze względu na 
podobieństwo do najniżej energetycznego konform eru aktyw nego czte- 
ropeptydu E^Jlu—Tyr—Arg—Trp—NH2 (Ryc. 3B). Również dane eks­
perym entalne z modyfikacji chemicznych horm onu wskazują na możli­
wość występowania w roztworze wodnym cząsteczek lu liberyny w kształ­
cie litery  U i aktywność tej konformacji. W [Nva(Nic+Cl~)8]LHRH
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stw ierdzono występowanie wewnątrzcząsteczkowego kompleksu z prze­
niesieniem  ładunku między zmodyfikowaną resztą aminokwasową a tryp- 
tofylową (51, 52). Dzięki wewnątrzcząsteczkowej cyklizacji dez-NH^0- 
[(>-Ala\D-AlaB]LHRH-OH i dez-NH^-fAkaSD—Ala°]LHRH-OH, analo­
gów nieaktyw nych w formie liniowej, uzyskano analogi aktyw ne (53). 
Tezę o możliwości przybrania przez cząsteczkę hormonu kształtu litery  U 
zdaje się także popierać pseudosym etria cząsteczki, mianowicie podobień­
stwo aminokwasów jednego ram ienia litery U: od Ł lu 1 do Ser4, do 
aminokwasów drugiego ram ienia: od Glys do Profl, po zgrupowaniu ich 
w pary: E ^ l u ‘—P ro9, His2—Arg8, Trp3—Leu7 i Ser4—G ly \ W ymiana 
aminokwasu w danej parze na podobny daje analogi aktyw ne, a na nie­
podobny — analogi nieaktyw ne (54).

Co do typu przegięcia aktyw nej konform acji lu liberyny są przede 
wszystkim  dwie sugestie (26, 27, 55). M o n a h a n (55) zaproponował 
tzw. (3— zwój II w sekwencji —Ser—Tyr—Gly—Leu— z wiązaniem  
wodorowym między grupą karbonylową reszty serylowej a azotem resz­
ty  leucylowej (Ryc. 2). S truk tu ra  ta dobrze tłum aczy wysoką aktywność

Ryc. 2. p-zwój II we fragmencie —Ser—Tyr—Gly—Leu— luliberyny (55)

analogów z d— aminokwasam i8. Nie jest natom iast w jej świetle zrozu­
miała — mimo wyższej odporności na degradację enzym atyczną (59) — 
równorzędna z [d— Ala6]LHRH aktywność [d—AlaG]N7—Me—LHRH, 
analogu, w którym  sugerowane wiązanie wodorowe nie może się utw o­
rzyć (60). M o m a n y (26, 27) (Ryc. 3A) zaproponował w luliberynie 
inne przegięcie, a mianowicie (3—zwój w sekwencji —T yr—Gly—Leu—

*) P-zwojem nazwano fragment struktury białkowej o dziesięcioczłonowym  
pierścieniu z wiązaniem wodorowym między aminokwasem „i” a „i+ 3”, gdzie w po­
zycji „i +  2” jest reszta glicylowa. P-zwój I różni się od |3-zwoju II położeniem w ią­
zania CO—NH między aminokwasem „ i+ 1” a „i +  2” (56, 57). fi-zwój II stabilizo­
wany jest przez zamianę w pozycji „i + 2” reszty glicylowej na resztę n-am ino- 
kwasową (58).

i + 1 = Tyr 
¡+2 “  G ly 
i + 3 = Leu

i« Ser
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Ryc. 3. A. Aktywna konformacja luliberyny (26, 27)

Ryc. 3. B. Aktywna konformacja Glu—Tyr—Arg—Trp—NH2 (26, 27)

—Arg— , tzw. zmodyfikowany, gdyż do jego utw orzenia nie jest koniecz­
ne wiązanie wodorowe między aminokwasem  „i” a „ i+ 3 ” oraz reszta 
glicylowa w pozycji „i +  2”. Dlatego N—m etylow anie reszty  leucylowej 
nie powinno przeszkadzać w przyjęciu przez analog konform acji aktyw nej 
naturalnego horm onu, jak  i N—m etylowanie reszty  arginylow ej nie po­
winno wpłynąć na czynność biologiczną. W m odelu M o m a n y ’e g o 
ułożenie pierścieni reszt arom atycznych wyklucza oddziaływania między 
nimi. K orekta tego modelu, jak i wiele badań eksperym entalnych, pro-
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wadzi jednak do wniosku, że wewnątrzcząsteczkowe oddziaływania mię­
dzy pierścieniam i arom atycznym i wydają się ważnym  czynnikiem  stabi­
lizującym  aktyw ną konform ację horm onu (50, 61—66).

IV. Rola poszczególnych reszt aminokwasowych luliberyny w uwalnianiu 
gonadotropin

IV-1. Kwas piroglutaminowy1

Dez- ^-&lu'-LHRH jest nieaktyw ny i nie stym uluje również tw orze­
nia cyklicznego adenozynom onofosforanu (67). Reszta piroglutam inowa 
bierze więc udział w mechanizmie efektorowym . Zam iana kwasu piro- 
glutam inowego na homologiczny sześcioczłonowy kwas piroam inoady- 
pinowy daje [ Aad']LHRH o aktywności 12,5% aktywności na tu ra l­
nego horm onu (68). Analogi z pięcioczłonowymi pierścieniowymi am ino­
kwasam i lub kwasami, takie jak: [4—Pyr']LHRH , [°= u l er>]LHRH, 
[°=<Ch-hr’]LHRH, [cPc‘]LHRH,- [d -  £=&1u‘]LHRH, [Pro‘]LHRH i [Hyp1] 
LHRH wykazują od 19% do 0,001% aktywności lu liberyny (69—74). 
W pierścieniu najbardziej istotne jest ugrupowanie atomów —CO—NH— 
CH— , gdyż nawet analogi z acylowaną niewielkim  rodnikiem  glicyną, 
takie jak: [For-Gly^LHRH, [Ac-Gly']LHRH i [PrCO-Gly']LHRH, zacho­
w ują niedużą aktywność, zmniejszającą się w kolejności jak je wyżej 
wymieniono (71, 75). M etylowanie azotu zmodyfikowanej reszty amino- 
kwasowej w pozycji 1, a zwłaszcza reszty aminokwasu acyklicznego, w 
sposób zasadniczy podnosi aktywność analogu. I tak: [N—Me—4—P y r1] 
LHRH ma 59% aktywności m acierzystego hormonu, [Ac-Sar‘]LHRH — 
64%, a [For-Sar^LH RH  — 72% (73). M etylowanie natom iast azotu resz­
ty  piroglutam inow ej, przeciwnie, obniża aktywność hormonu do 50% (76). 
Dane te wskazują na istotne znaczenie w działaniu reszty piroglutam y- 
lowej, laktam ow ej grupy karbonylowej, a zwłaszcza gęstości elektrono­
wej na jej tlenie. Ponadto w skazują na niekorzystny wpływ steryczny 
grupy m etylowej na azocie laktam ow ym  reszty piroglutam ylow ej,

Do podobnych wniosków prowadzą badania konform acyjne. W w yli­
czonych niskoenergetycznych konform erach lu liberyny grupa laktam owa 
reszty piroglutam ylow ej jest zawsze wyeksponowana na zewnątrz czą­
steczki, podczas gdy fragm ent m etylenow y — schowany w jej w nętrzu 
(26, 27), (Ryc. 3A). Natomiast prawie we wszystkich niskoenergetycz­
nych konform erach inhibitorów jest odwrotnie: grupa laktamowa we­
wnątrz, a fragm ent m etylenow y zew nątrz cząsteczki (77) (Ryc. 4). W y­
daje się więc, że w oddziaływaniu horm onu z receptorem  uczestniczy 
laktamowa grupa karbonylowa reszty piroglutam ylow ej (53, 73). Być 
może grupa ta tworzy wewnątrzcząsteczkowe wiązanie wodorowe z jed ­
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nym z azotów w pozycji 10 (53), co wskazywałoby na jej udział w stab i­
lizacji konform acji aktyw nej. Reszcie piroglutam ylow ej przypisuje się 
również funkcję ochrony horm onu przed szybką degradacją enzym a­
tyczną.

IV-2. Histydyna2

Dez-His2-LHRH i dez-His2, Gly10-LHRH-C2H5 są w w arunkach in vitro 
(drugi także in vivo ) antagonistam i luliberyny (78—84). Analogi te, jak 
i analogi z NH—Me— His2 doskonale konkurują z lu liberyną o miejsca 
wiążące receptora (83, 85). H istydyna nie jest więc zaangażowana — jak 
początkowo sądzono (79) — w rozpoznawanie receptora, ale w proces 
efektorowy. Dla funkcji tej wydają się istotne zarówno właściwości aro­
matyczne, jak i kwasowo—zasadowe histydyny, a także zdolność tw o­
rzenia przez nią wiązań wodorowych. Zastąpienie h istydyny am inokwa­
sem alifatycznym  powoduje spadek aktywności analogów do dziesiętnych 
lub setnych procenta aktywności hormonu naturalnego. Zastąpienie na­
tom iast pierścienia imidazolowego innym  ugrupowaniem  arom atycznym  
prowadzi do analogów o bardziej znaczącej aktywności. Np. [Ihi2]LHRH 
ma 13— 16°/o aktyw ności luliberyny, [Trp2]LHRH — 5— 10%, [Tyr2] 
LHRH — 5% i [Phe2]LHRH — 1,4% (70, 86, 87). Być może, dzięki w łaś­
ciwościom arom atycznym  histydyna tw orzy kompleks z przeniesieniem  
ładunku z inną resztą arom atyczną luliberyny lub z resztą arom atyczną 
receptora (48). N iektóre dane eksperym entalne wskazują np. na istnie­
nie w luliberynie kompleksu między histydyną2 i tryp tofanem 3 (48, 51).
O znaczeniu dla procesu efektorowego właściwości kwasowo—zasado­
wych imidazolu wnioskuje się z aktywności analogów pirazolowych, 
[Ala(P-Pir-3)2]LHRH ma 19% aktywności naturalnego horm onu, a [Ala 
(fi-Pir-l)2]LHRH — tylko 1% (88, 89). W roztworze ^& lu-H is-T rp-N H L, 
w dioksanie, rozpuszczalniku sprzyjającym  tw orzeniu wiązań wodoro­
wych, w ykryto wewnątrźcząsteczkowe wiązanie wodorowe z udziałem 
histydyny, mianowicie między jej karbonylem  a grupą amidową (48). 
Być może w luliberynie w w arunkach fizjologicznych grupa karbonylo- 
wa histydyny tw orzy takie wiązanie z azotem reszty serylowej (48) lub 
innej (66).

Badania konform acyjne dez-His2-LHRH prowadzą do wniosku, że w 
analogu tym, w wyniku znacznego uelastycznienia N-końca, pierścień 
reszty piroglutam ylow ej zbliża się do łańcucha bocznego tryp tofanu  i zaj­
m uje pozycję podobną do pozycji w najniżej energetycznym , lecz nie­
aktyw nym  konform erze luliberyny. G rupa laktam ow a skierowana jest 
wówczas bardziej do w ew nątrz cząsteczki, m niej w kierunku receptora 
(26, 27). Na jej ułożenie jeszcze silniej niż brak histydyny wpływa obec­
ność w pozycji 2 niektórych D-aminokwasów np. D-histydyny lub D-fe-
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Ryc. 4. Ułożenie pierścienia laktamowego reszty kwasu piroglutaminowego w ni- 
skoenergetycznym konformerze (D-His2,Pro8)LHRH (77)

nyloalaniny (Hyc. 4). Na skutek tego, analogi z D-izomerami2 są dobrym i 
antagonistam i lu liberyny (77). W ydaje się więc prawdopdobnym , że 
istotna w procesie efektorowym  rola histydyny polega na „nastaw ianiu” 
w cząsteczce horm onu laktam ow ej grupy karbonylowej reszty kw asu 
piroglutam inow ego w pozycję skierowaną do receptora.

IV -3. Tryptofan*

[Gly3]LHRH (16), [Ala3]LHRH (16), [Tyr3]LHRH (74), [D-Trp8]LHRH 
(16, 90) i (Phe3)LHRH (16, 91) m ają aktywność od 0,001% do 4%  ak tyw ­
ności horm onu naturalnego. O dwu ostatnich wiadomo, że efektyw nie 
konkurują  z luliberyną w wiązaniu z receptorem  (92, 93). N iektóre mo­
dyfikacje horm onu w pozycji 3 zwiększają antyow ulacyjne działanie in­
hibitorów  wywodzących się z [D-Phe2]LHRH (92). T ryptofan jest więc 
kolejnym  aminokwasem efektorow ym  luliberyny. Dla jego funkcji w aż­
na wydaje się gęstość elektronow a układu aromatycznego, gdyż m ody­
fikacje pozycji 3 zm niejszające tę  gęstość zm niejszają również aktywność 
analogów. M niejszą aktyw ność niż hormon m acierzysty ma więc 
[Trp(For)3]LHRH (94) i [Bal(02)8]LHRH (95). [Trp(5F)3]LHRH, wobec 
bardzo niew ielkiej różnicy stereochem icznej m iędzy fluorem  a wodorem, 
w ykazuje drastyczny spadek aktyw ności (96), w ynikający najpraw dopo­
dobniej z silnego ściągania elektronów  przez fluor. Z drugiej strony, 
analog [Phe(Me)53]LHRH, mimo dużych sferycznych i chemicznych róż­
nic między pięciom etylofenyloalaniną a tryptofanem , ma 34—70% aktyw ­
ności horm onu m acierzystego (96). Obydwa aminokwasy charakteryzują 
się natom iast istotnym  podobieństwem  w tw orzeniu kompleksów jt— ji 
z niektórym i cząsteczkami arom atycznym i (97). G rupa —NH— indolu 
i zdolność tworzenia przez nią wiązań wodorowych, zdają się odgrywać 
nieznaczną rolę, gdyż [Bal8]LHRH (95) i [Ala(P—Naf— 2)3]LHRH (68) m a­
ją bardzo wysoką aktywność, odpowiednio 74% i 52% aktywności lu li­
beryny.
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Na podstawie badań aktyw ności [Tyr8,Trp5]LHRH i [Trp*,His8]LHRH 
sform ułowano pogląd, że do efektu biologicznego lu liberyny potrzebne 
jest oddziaływanie międzycząsteczkowe między tryptofanem  a tyrozyną 
(65, 66, 90). Tezę tę  potw ierdzają fluorescencyjne badania M a r  c h  e 
(62), k tó ry  wykazał możliwość wyindukow ania w środowisku alkalicznym 
kom pleksu n— n między tym i resztam i. Natomiast dotychczasowe oblicze­
nia najniżej energetycznych konform erów luliberyny (26, 27, 50) i fluo­
rescencyjne badania S h i n i t  z k y ’e g o (61) nie w skazują na istnienie 
oddziaływania między tryptofanem  a tyrozyną.

IV-4. Seryna*

[Gly4]LHRH ma 1% aktyw ności lu liberyny (16), [Ala4]LHRH —
5— 10°/o (69, 91, 98, 99) a [Thr4]LHRH — 19°/o (69, 74). [Ser(tBu)4]LHRH 
ma aktywność bardzo niską, a [Leu4]LHRH jest jej w  ogóle pozbawiona 
(100). Z badań konform acyjnych wynika, że, w tym  ostatnim  przypadku, 
przyczyną braku aktywności nie powinny być przeszkody steryczne (26, 
27). Dane te zdają się świadczyć o tym , że skuteczne działanie związku 
wymaga obecności w pozycji 4, reszty  am inokwasu o charakterze hydro- 
filowym. Sugeruje się, że seryna ma znaczną rolę konform acyjną, a m ia­
nowicie, że razem  z leucyną stabilizuje pofałdowanie horm onu we frag­
mencie — Ser—Tyr—Gly—Leu— przez tworzenie wiązania wodorowe­
go między jej tlenem  karbonylow ym  a wodorem NH reszty  leucylowej 
(55, 101, 102) (Ryc. 2).

lV-5. Tyrozyna5

[Gly5]LHRH (16), [D-Tyr5]LHRH (90) i [Ser5]LHRH (46) m ają od 0,001°/o 
do 1% aktywności luliberyny. [Phe5]LHRH zachowuje 50— 64°/o ak tyw ­
ności naturalnego horm onu (98, 103— 105), a analog [Phe(N 02)6]LHRH ma 
już tylko 5% aktyw ności (106). Powyższe dane w skazują na ważną w 
działaniu lu liberyny rolę układu arom atycznego i jego gęstości elek tro­
nowej w pozycji 5 peptydu. W m iejscu tym  również ważna wydaje się 
być wielkość arom atycznej reszty  aminokwasowej. [Ity6]LHRH, analog
o jednym  dużym podstaw niku w pozycji orto pierścienia fenylowego, ma 
2—4°/o aktyw ności m acierzystego hormonu, a [Dit5]LHRH, z dwoma ta ­
kim i podstawnikam i, jest jej zupełnie pozbawiony (87). Jednak należy 
odnotować, że analog z alicykliczną resztą w pozycji 5: [Ala(P-c-C6H n )5] 
LHRH ma 22°/o aktyw ności lu liberyny (105). F ak t ten  staw ia pod zna­
kiem  zapytania hipotezę o oddziaływaniu międzycząsteczkowym tryp to- 
fan-tyrozyna, potrzebnym  do efektu  biologicznego hormonu.
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Zastąpienie glicyny6 w luliberynie przez L-aminokwasy prowadzi do 
analogów o m ałej aktyw ności agonistycznej (55, 107). Zastąpienie gli­
cyny6 w horm onie przez D-aminokwasy o bardzo różnym  charakterze: 
zasadowe (107, 108), kwasowe (109), arom atyczne (107, 109, 110) i a lifa­
tyczne (za w yjątkiem  D-waliny i D-proliny) (55, 109, 111, 112) prowadzi 
do analogów o znacznie wyższej aktywności agonistycznej (tabela 1), a w 
dez-His2-LHRH do analogów o wyższej aktyw ności antagonistycznej (55, 
107, 109, 113). Tak np. [D-Ala6]LHRH ma siedm iokrotnie wyższą ak tyw -

IV -6 . G lic y n a 8

Tabela 1
Wpływ budowy konstytucyjnej i konfiguracji aminokwasu w pozycji 6 luliberyny na aktywność

jej analogów

Analog
Aktywność w %*>

in vitro Lit. in vivo Lit.

[D-Pro6]LHRH 10 (55) 3.3 (55)
[Pro6] LHRH 3 (55) 1.5 (55)
[D-Val6] LHRH 30 (55) 32 (55)
[Val6] LHRH <0.001 (55) <0.1 (55)
[d-G1u6] LHRH 92 (107) 180 (109)
[D-Leu6] LHRH 300 (107) 900 (109)
[D-Alas] LHRH 357 (55) 700 (109)
[Ala6] LHRH 4 (55) 4.3 (55)
[D-Lys6] LHRH 383 (107)
[Lys6] LHRH 1.8 (107)
[D-Arg6] LHRH 387 (107)
[D-Phe6] LHRH 750 (107) 1000 (109)
[D-Tyr6] LHRH 1350 (107)
[D-Trp6] LHRH 1300 (109)

x) Aktywność luliberyny = 100%

ność niż horm on m acierzysty, a dez-His2-[D-Ala6]LHRH trzykrotnie w yż­
szą aktywność antagonistyczną niż dez-His2-LHRH (55, 109). W każdej 
parze analogów: [D-AK6]LHRH-[L-Ak6]LHRH (tabela 1) aktyw ność 
pierwszego jest większa (55, 114). F ak ty  powyższe świadczą przede w szyst­
kim o tym , że rodniki reszt aminokwasowych w pozycji 6 nie wchodzą 
w oddziaływania z receptorem . Glicyna6 nie bierze więc udziału w pro­
cesie efektorowym , wpływa natom iast w sposób isto tny na powinowac­
two horm onu do receptora.

O aktywności modyfikowanego analogu decyduje zasadniczo nie bu ­
dowa konstytucyjna rodnika reszty  aminokwasowej w pozycji 6, ale 
konfiguracja tej reszty. Wyższą aktyw ność analogów z D-aminokwasami# 
w porównaniu z jednoim iennym i analogami l , tłum aczyć można, m ię­
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424 B. RZESZOTARSKA, I. KOZŁOWSKA [14]

dzy innym i *\ stabilizacją energetyczną konform erów  zaw ierających 
P-zwój — w przypadku analogów [d-AK6]LHRH, i destabilizacją tych 
konform erów  — w przypadku analogów [l-A K 6]LHRH (58). Duża różnica 
energii między d 6 i l 6 analogami w ynika z jednej strony  z tendencji 
L-izomerów do rozw ierania kątów <p6, oJj6, co prowadzi do cząsteczki o for­
mie bardziej rozciągniętej (mniej aktyw nej), a z drugiej strony  z ten­
dencji D-izomerów do zmniejszania tych kątów, co prowadzi do cząsteczki 
bardziej zw artej (bardziej aktyw nej) (26, 27). Glicyna jest szczególnym 
aminokwasem: nie posiadającym  centrum  asym etrii. Można więc przy­
jąć, że zajm uje ona miejsce pośrednie m iędzy d—  i l —aminokwasami. 
Je j obecność w pozycji 6 lu liberyny najprawdopodobniej m aksym alnie 
ogranicza swobodę konform acyjną cząsteczki horm onu zbudowanej z ami­
nokwasów białkogennych. Glicyna6 spełnia wobec tego istotną rolę struk- 
turotw órczą. Za tezą tą  przem aw ia fakt, że wprowadzenie w pozycję 6 
horm onu lub jego analogów reszty aminokwasowej N“-m etylow anej, 
znacznie obniża aktywność. [Sar6]LHRH ma 2°/o aktyw ności lu liberyny 
(71), a [N-Me-D-Ala6]LHRH — l,4°/o aktyw ności [D-Ala6]LHRH (106). 
Podobnie, zastąpienie glicyny6 przez (aza-l)-glicynę daje analog o ak tyw ­
ności porów nyw alnej z aktyw nością horm onu rodzimego, mimo wyższej 
odporności na degradację enzym atyczną peptydów z azaam inokwasam i 
(117, 118).

IV-7. Leucyna7

Dez-Arg8,Pro9,Gly10-LHRH jest 2,5 raza bardziej ak tyw ny niż dez- 
Leu7,Arg8-LHRH (63). [Gly7]LHRH ma 0,2% (16, 69) aktyw ności m acie­
rzystego hormonu, [D-Leu7]LHRH — l°/o (90) i [Ala7]LHRH — 5°/o (16, 
69). Im dłuższa i bardziej rozgałęziona grupa przy węglu (3 w pozycji 7 
analogu luliberyny, tym  jego aktyw ność większa. Np. [Val7]LHRH ma 
16°/o aktyw ności naturalnego horm onu, [Nle7]LHRH — 30%, [Ile7]LHRH — 
45%  (69). Wysoką aktywność m ają analogi: [Ser(tBu)7]LHRH, ¡[Glu(Otbu)7] 
LHRH i [Lys(BOC)7]LHRH (119, 120). Dane te zdają się świadczyć o tym , 
że skuteczne działanie lu liberyny wym aga obecności w pozycji 7, reszty  
aminokwasowej o charakterze hydrofobowym. O sugerow anej konform a- 
cyjnej roli leucyny wspomniano w rozdziale IV-4.

IV-8. Arginina8

[Gly®]LHRH ma 0,1% aktywności m acierzystego horm onu (16), 
a [D-Arg8]LHRH — 0,3% (90). Każda zmiana w pozycji 8 lu liberyny, n a ­

*) W y ższą  a k ty w n o ś ć  a n a lo g ó w  z d - a m in o k w a s a m i6 t łu m a c z y  s ię  ta k ż e  ich  w ię k ­
szą  o d p o rn o śc ią  n a  h y d ro liz ę  e n z y m a ty c z n ą  n iż  o d p o w ie d n ic h  L -a n a lo g ó w  (59,
115, 116).
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wet na aminokwasy bardzo podobne, powoduje znaczny spadek ak tyw ­
ności. W skazuje to na ważny udział reszty arginylowej w działaniu lu li­
beryny  i potrzebę wszystkich elem entów jej budowy. W ydłużenie łań ­
cucha m etylenowego argininy daje analog (Hara)LHRH o 12—22°/o ak tyw ­
ności naturalnego hormonu, a skrócenie łańcucha — analog (Nar9)LHRH
o 15% aktywności (Ryc. 5). O ważności param etrów  geom etrycznych
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Ryc. 5. Zależność aktywności agonistycznej analogów luliberyny od modyfikacji 

pozycji 8 (121, 122) (aktywność luliberyny =  lOÔ /u)

grupy kończącej łańcuch boczny świadczy zachowanie aktywności przez 
analogi [Cyt8]LHRH i [Orn(Ac)s]LHRH na poziomie, odpowiednio 8% 
i 5%  aktywności luliberyny, i jej spadek do poziomu już tylko 1% w 
przypadku [Orn(Bz)8]LHRH. (Lys8)LHRH, mimo braku param etrów  ge­
om etrycznych ugrupow ania guanidynowego, ma praw ie taką samą ak tyw ­
ność co [Cyt8]LHRH. Świadczy to z kolei o udziale funkcji zasadowej 
w mechanizmie działania reszty aminokwasowej w pozycji 8 (121, 122). 
Nie stwierdzono roli konform acyjnej reszty arginylow ej (48), ale ru ch ­
liwość węgli jej łańcucha bocznego jest najprawdopodobniej m niejsza 
niż ruchliwość węgli innych reszt alifatycznych horm onu (44). W nisko 
energetycznych konform erach lu liberyny i w nisko energetycznym  kon- 
form erze aktyw nego czteropeptydu C& lu-Tyr-Arg-Trp-NH,, funkcję 
guanidynow ą um iejscawia się w pobliżu grupy laktam ow ej kwasu piro- 
glutaminowego (26, 27). Powyższe dane w ydają się prowadzić do wniosku, 
że reszta arginylowa ma istotny udział w rozpoznawaniu receptora (85), 
i, najprawdopodobniej, wspomaga proces efektorow y (64).
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W otoczeniu reszty prolilowej lu liberyny wyliczono dwa typy  nisko 
energetycznych s tru k tu r lokalnych łańcucha peptydowego: skurczoną 
(Ryc. 6, A) i rozciągniętą (Ryc. 6, B) (26, 27). Sugeruje się, że aktyw ną 
form ą jest pierwsza, gdyż najniżej energetyczny konform er [Ala9]LHRH, 
analogu o 65%  aktyw ności m acierzystego horm onu (16), m a również 
form ę skurczoną (26, 27). W ydaje się, że taki typ  s tru k tu ry  skutecznie 
zmniejsza ruchliwość łańcucha bocznego argininy. Efekt powyższy nie 
może najprawdopodobniej wystąpić w [Pro8,Arg9]LHRH, i analog jest 
praw ie całkowicie n ieaktyw ny (123). Prolina najpraw dopodobniej odgry­
wa więc w cząsteczce lu liberyny lokalną rolę konform acyjną polegają­
cą na „nastaw ianiu” łańcucha bocznego argininy w pozycję skierow aną 
do receptora.

I V -9. P ro lin a 9

Ryc. 6. Forma skurczona (A) i rozciągnięta (B) łańcucha peptydowego luliberyny
w otoczeniu Pro9 (26, 27)

IV -10. Amid glicyny10

Glicyna w pozycji 10 nie jest konieczna do biologicznego działania 
horm onu, gdyż dez-Gly10-LHRH ma jeszcze stosunkowo w ysoką ak tyw ­
ność — 10% aktyw ności lu liberyny (124, 125). Dez-NH210-LHRH-OH 
w ykazuje natom iast nieznaczną aktyw ność (115, 126). W przeciw ieństw ie 
do samej reszty  glicylowej w pozycji 10, funkcja amidowa na końcu 
cząsteczki jest więc istotna. Niektóre analogi z alkilow aną grupą am ido­
wą proliny m ają naw et większą aktyw ność niż horm on rodzim y, np. 
dez-G ly10LHRH-C3H 7 — 200— 300% i dez-Gly10LH RH-C2H 5 — 300— 500% 
(125, 127). W ydaje się, że na C-końcu po reszcie prolilowej najbardziej
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korzystne jest ugrupow anie atomów N—C—C lub N—C—C—C (127). 
W prawdzie uelastycznia ono C-koniec, ale nie wpływa na ruchliwość tej 
reszty  (45). Dłuższy łańcuch natom iast zbyt uelastycznia peptyd (127) 
i, być może, u trudnia  utrzym anie w pobliżu siebie jego końców. W kon­
sekwencji, maleć będzie populacja konform erów o kształcie litery  U. P rzy  
optym alnej do aktywności biologicznej liczbie atomów węgla w łańcuchu 
alkilow ym  am idu proliny obserw uje się — znowu do pewnej granicy — 
wzrost aktyw ności wraz ze wzrostem  hydrofobowości (128). Np. dez-Gly10- 
LH RH -C2H4OH ma aktyw ność rów ną aktyw ności luliberyny, a 'dez-Gly10- 
LH RH-CH2CF3 — aktyw ność dw ukrotnie większą od aktyw ności dez- 
Gly10-LHRH-CH2CH3 (125, 129). Niezbyt długie hydrofobowe ugrupow a­
nia na C-końcu cząsteczki zm niejszają degradację enzym atyczną (115) 
i poza tym  mogą ułatw iać tworzenie wiązania wodorowego między tle ­
nem  laktam ow ym  reszty  piroglutam ylow ej a azotem zmodyfikowanej 
reszty  w pozycji 10 horm onu (45, 53). Rolą Gly-NH£°w luliberynie w y­
daje się więc ochrona peptydu przed szybką degradacją enzym atyczną 
i udział w stabilizacji konform acji aktyw nej.

[17] LULIBERYNA 427

V. Superagonistyczne analogi luliberyny

Znana jest obecnie bardzo duża grupa analogów lu liberyny o super- 
agonistycznym  działaniu. Większość z nich to związki m ające podwójną 
m odyfikację w struk turze horm onu rodzimego, a mianowicie alkiloam id 
w miejsce Gly10 i D-aminokwas w pozycji 6. W prowadzenie do cząsteczki 
trzeciej m odyfikacji w pozycji 5 (112, 130) lub 7 (131— 134) nie podwyż­
szało aktywności. Natom iast dez-Gly10-[Na-Me-His2,D-Ala6]LHRH m iał 
aktyw ność o 50°/o wyższą niż analog z resztą histydylow ą niem etylow a- 
ną (85). W zrost aktyw ności agonistycznej horm onu, w skutek wprow a­
dzenia zarówno m odyfikacji C-końca (IV— 10), jak  i D-aminokwasu# 
(IV—6), w ynika tak  ze w zrostu powinowactwa do receptora (wzrost po­
pulacji konform erów o kształcie litery  U i wzrost hydrohobowości C-koń- 
ca), jak i zwiększonej odporności na degradację enzym atyczną (59, 115, 
116). W przypadku analogów zaw ierających D-aminokwas0 stwierdzono 
prostą zależność między szybkością hydrolizy enzym atycznej, a ak tyw ­
nością analogu (59, 116) *). Wyższe powinowactwo analogu do receptora 
znajduje odzwierciedlenie w jego wyższej aktyw ności in vitro  i większej 
ilości uw alnianych gonadotropin w każdym  momencie działania in vivo  
(135). Z kolei, bezpośrednim  skutkiem  większej odporności na degrada­

*) Wprawdzie budowa konstytucyjna rodnika D-aminokwasu w  pozycji 6 w  spo­
sób zasadniczy nie wpływa na powinowactwo analogu do receptora (IV—6), ale 
w  istotny sposób może wpływać na zmianę szybkości hydrolizy enzymatycznej.
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cję enzym atyczną jest dłuższe działanie związku, a w konsekwencji, 
zwiększona zintegrow ana ilość uw alnianych gonadotropin (115, 116, 135).

Do najbardziej efektyw nych m odyfikacji C-końca należą podstawienia 
Gly-NH2 przez -NH-CH2CF3 (129), -NH-C2H 5 (125, 127, 136— 138),

/ CH2\
— VI H,  (120) lub-N H-NH -CO-NH2(139— 141).Z wym ienionych — 

•C H /
najczęściej, jak  do tej pory, stosowano podstawienie przez -NH-C2H 5. 
Dez-Gly10-LHRH-C2H 5 ma in vitro  trzykrotnie wyższą od lu liberyny zdol­
ność uw alniania LH i FSH oraz in  vivo  pięciokrotnie i siedm iokrotnie 
wyższą zdolność uwalniania, odpowiednio LH i FSH (125, 127, 136— 138). 
Czas jego działania szacuje się na 2 do 4 godzin, podczas gdy lu liberyny 
tylko na 0,5 godziny (137). Również w badaniach klinicznych w yw ołuje 
on wzmożone wydzielanie LH i FSH u mężczyzn, a u kobiet FSH (142, 
143). N ajbardziej skutecznym i m odyfikacjam i pozycji 6 okazały się pod­
staw ienia przez D-aminokwasy aromatyczne: D-tryptofan, D-fenyloalani- 
nę i D-tyrozynę (107, 109, 110). Np. [D-Trp6]LHRH w ykazuje in vitro  
stukrotnie wyższą od lu liberyny zdolność uw alniania LH i FSH (110) 
oraz in vivo  trzynastokrotnie i dw udziestokrotnie wyższą zdolność uw al­
niania, odpowiednio LH i FSH (109). Bardzo skuteczne jest zastąpienie 
glicyny6 przez D-aminokwasy o dużym rozgałęzieniu na węglu (3: D-Leu, 
D-Nva, D-Ser(tBu), D-Cys(tBu), D-Asp(OtBu), D-Lys(BOC), D-Gln(c-C6H n ) 
i D-Gln(BZL) (119, 120, 131— 133). Suma efektów obydwu powyższych 
typów m odyfikacji, tj. C-końca i pozycji 6, daje najczęściej wzrost ak tyw ­
ności agonistycznej i wzrost właściwości ow ulacyjnych (111, 112, 120, 
130, 131, 135, 144), co przykładowo ilustru je  tabela 2. Jedynie w przy­
padku [D-Trp*]LHRH i [D-Phe*]LHRH otrzym ano sprzeczne wyniki. M ia­
nowicie, według niektórych autorów, aktywność analogów po przekształ­
ceniu C-końca spada in vitro  około sześciokrotnie (110) i około dw ukrot-

Tabela 2
Wpływ modyfikacji pozycji 6 i C-końca luliberyny na aktywność agonistyczną i owulacyjną

Analog

Aktywność agonistyczna 
in v/vo*> 

zintegrowana ilość 
gonadotropin po 6 godz. 

(111)
LH | FSH

Aktywność
owulacyjna**

(112)

[D-Ala6] LHRH 7.0 3.0 28.3
Dez-Gly10-[D-Ala6] LHRH-C2tf5 43.0 17.2 82.7
[D-Leu6] LHRH 9.0 5.0 29.0
Dez-Gly10[-D-Leu6] LHRH-C2H5 53.6 14.5 82.7

x) Aktywność agonistycznia i owulacyjna luliberyny = 1
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nie in vivo  (109). Sugeruje to przekroczenie pewnego progu hydrofobo- 
wości cząsteczki, co może w yw ierać niekorzystny wpływ na powinowac­
two analogu do receptora. Brak zmiany aktywności dez-Gly10-[D-Ala6] 
LH RH -C2H 5 po w prowadzeniu trzech atomów fluoru do końcowego alkilu 
(129, 133), można tłum aczyć podobnie — osiągnięciem optim um  hydro- 
fobowości.

Spośród analogów superagonistycznych najw ięcej uwagi poświęcono 
dez-G ly10-[D-Ala6]LHRH-C2H5, dez-Gly10-[D-Leu6]LHRH-C2H 5 (111, 112, 
114, 130, 135, 144— 153), [D-Trp]LHRH (154— 156) i dez-Gly10-[D-Ser(tBu)6] 
LH RH-C2H 5 (116, 132, 133, 157— 164). Zwłaszcza obiecujące są dwa ostat­
nie związki. [D-Trp6]LHRH ma nie tylko szczególnie wysoką aktyw ność 
agonistyczną, ale też zdolność stym ulow ania owulacji w różnych w a­
runkach  eksperym entalnych (156), predysponującą go do terapii klinicz­
nej. U kobiet, u k tórych brak  było jajeczkowania, daje on pozytyw ne 
rezu lta ty  w połowie przypadków (154). Wysoka aktywność uw alniania 
testosteronu i wydłużony do około 8 godzin czas działania w ydają się 
wskazywać na sperm atogeńetyczne właściwości analogu (154). Dez-Gly10- 
[D-Ser(tBu)6]LHRH-C2H5 (HOE 766) jest w chwili obecnej jednym  z n a j­
wyżej in vivo  agonistycznych związków, z zachowaną specyficznością 
horm onalną i nietoksycznym . W badaniach klinicznych i w e te ry n ary j­
nych jego zdolność uw alniania gonadotropin szacuje się jako dwudziesto- 
do czterdziestokrotnie wyższą od luliberyny. Do stym ulacji dojrzew ania 
pęcherzyków  w ystarcza dawka czterdziestokrotnie niższa, a do wywo­
łania owulacji — dawka ośmiokrotnie niższa niż horm onu m acierzystego. 
Stosunek uw alnianych gonadotropin jest taki sam, jak  po podaniu lu li­
beryny. Oprócz tego, przedow ulacyjne m aksim um  gonadotropin w ystę­
puje już po jednorazow ym  podaniu analogu, czego nie można osiągnąć 
po jednorazow ej dawce luliberyny. M aksimum to jest podobne do przed- 
owulacyjnego, fizjologicznego w yrzutu  gonadotropin (czas trw an ia  w y­
rzutu , wysokość i powierzchnia rejestrow anych maksimów). Pod w pły­
wem dez-Gly10-[D-Ser(tBu)6]LHRH-C2H5 odpowiedź gonad jest również 
znacznie wyższa, co daje dobre rokowania co do użyteczności związku 
w terapii klinicznej. Ponadto, analog może znaleźć zastosowanie w przy­
padkach nieprawidłowości układu immunologicznego, gdyż nie reaguje 
z przeciwciałam i horm onu naturalnego, a jego przeciwciała nie reagują 
z hormonem. Szczególnie cenna jest możliwość stosowania HOE 766 do­
noso wo, doustnie lub doodbytniczo (131, 132).

Ostatnio otrzym ano analog [D-Ser(tBu)8,Agly-NH10]LHRH o trzyk ro t­
nie wyższej aktyw ności agonistycznej od dez-G ly-10[D-Ser(tBu)8]LHRH 
C2H 5, w ykazujący ponadto właściwości przeciwnowotworowe (141, 165).

Długotrw ałe traktow anie superagonistycznym i analogami lu liberyny 
zw ierząt niedojrzałych płciowo opóźnia proces dojrzewania. U zw ierząt 
dojrzałych powoduje zatrzym anie cyklu płciowego oraz atrofię jajn ików  
i macicy. Objawy te są prawdopodobnie wynikiem  dużego ujem nego
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sprzężenia zwrotnego z horm onam i płciowymi (166). Ostatnio zwrócono 
uwagę na możliwość antykoncepcyjnego zastosowania lu liberyny lub jej 
superagonistycznych analogów. Podanie jednego z analogów po kopulacji, 
ale przed zagnieżdżeniem zapłodnionego jaja  w macicy, opóźnia przed- 
im plantacyjny wzrost LH, co u trudnia i w ydłuża okres im plantacji. Po­
danie po im plantacji powoduje zanik ciałka żółtego i spadek poziomu 
testosteronu. Obserwowano także przeryw anie ciąży. Efekt zależał od 
czasu jej trw ania, dawki i rodzaju analogu. Po przerw aniu ciąży nastę­
pował nienaturalnie szybki powrót do stanu płodności. Przypuszcza się, 
że przyczyną antykoncepcyjnych właściwości superagonistycznych analo­
gów luliberyny w początkowym  okresie ciąży są powodowane przez nie 
duże zmiany horm onalne, takie jak: dysproporcja w ydzielania LH i FSH, 
obniżenie poziomu pro lak tyny  i progesteronu oraz opóźnienie wydzie­
lania przedim plantacyjnego estradiolu i obniżenie jego poziomu. W ydaje 
się więc prawdopodobnym, że lu liberyna i jej superagonistyczne analogi 
mogą znaleźć zastosowanie nie tylko jako środki koncepcyjne, ale także 
antykoncepcyjne (134), k tórych działanie polegałoby na zapobieganiu 
im plantacji zapłodnionego jaja  (a nie na zapobieganiu owulacji).

VI. Inhibitory luliberyny

Obok superagonistycznych analogów lu liberyny znana jest również 
duża grupa związków o właściwościach blokowania in vitro  uw alniania 
LH i FSH. W szystkie inhibitory są analogami m odyfikowanym i w po­
zycji 2 (77). Związki znacznie skuteczniejsze m ają m odyfikacje w po­
zycji 2 i 3 (77). Ostatnio otrzym ano analogi o w yjątkow o dobrych właści­
wościach antyow ulacyjnych, m odyfikowane w pozycjach 1, 2 i 3 (167— 
169). Oprócz tego, wszystkie inhibitory m ają D-aminokwas6 (107, 170)
i, czasami, na C-końcu alkiloam id lub amid (aza-l)-glicyny (139, 140, 
171). M odyfikacje w części N-końcowej peptydu nadają analogowi w łaś­
ciwości antagonistyczne, a w części dalszej — przez wzrost powinowac­
tw a do receptora i odporności na degradację enzym atyczną — właściwoś­
ci te potęgują. Najważniejsze dla inhibitorów właściwości: antyow ula- 
cyjne, nie zawsze są jednak proporcjonalne do właściwości antagonistycz- 
nych in vitro, i nie zawsze — odwrotnie proporcjonalne do właściwości 
agonistycznych (170, 172, 173). Ponadto, ze względu na inny mechanizm 
owulacji spontanicznej i pokopulacyjnej, skuteczność antyow ulacyjna 
tych samych inhibitorów  w tych dwóch przypadkach jest różna (92, 174). 
Przew idyw anie właściwości antyow ulacyjnych inhibitorów  lu liberyny 
jest więc trudniejsze niż przew idyw anie biologicznych właściwości analo­
gów superagonistycznych.

N ajefektyw niejszą m odyfikacją pozycji 2, jak  dotąd, okazało się za­
stąpienie h istydyny przez D-fenyloalaninę lub 4'-chloro-D -fenyloalaninę
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(86, 168, 169). Już pojedynczo m odyfikowany analog [D-Phe2]LHRH ha­
m uje działanie luliberyny in vitro pięciokrotnie silniej niż dez-His2-LHRH, 
który jest najprostszym  inhibitorem  (86, 113). Podanie [D-Phe2]LHRH 
szczurom w dawce 6*10-3 g na zwierzę blokuje owulację w 20°/o przy­
padków (170). Jako agonista ma on tylko 0,001% aktywności m acierzy­
stego horm onu (86, 113). Zastąpienie D-fenyloalaniny przez 4'-chloro- 
D-fenyloalaninę prowadziło do analogów o wyższej aktywności an ty- 
ow ulacyjnej, niekiedy aż dziesięciokrotnie (169). Modyfikowanie pozycji 3 
jest najbardziej skuteczne, gdy tryptofan zastępuje się proliną (175— 178) 
(pod w arunkiem  niezm ienionej pozycji 1 (179)), D -tryptofanem  (77, 92, 
174) lub (3-2-tienylo-D-alaniną (168). O dwóch pierwszych aminokwasach 
wiadomo, że obniżają właściwości agonistyczne analogu bez zm niejsza­
nia jego powinowactwa do receptora (92). N ajbardziej efektyw nym i, 
z punktu  widzenia właściwości antyow ulacyjnych, m odyfikacjam i po­
zycji 1 są podstawienia kwasu piroglutam inowego przez N“-acetylow ane 
D-aminokwasy, N('-acetylo-L-prolinę lub kwas D-piroglutaminowy (167— 
169). Tak np. wprowadzenie tego ostatniego do [D-Phe2,D-Trp3,D-Phe(NH- 
Ala)G]LHRH daje analog o dw ukrotnie wyższej aktywności antyow ulacyj- 
nej niż związek wyjściowy (169).

Niezwykle skutecznymi m odyfikacjami pozycji 6, podobnie jak w 
przypadku agonistów, jest zastąpienie glicyny przez D-tryptofan lub 
D-fenyloalaninę (107). Ostatnio otrzym ano bardzo dobre rezulta ty  pod­
staw iając glicynę |3-2-tienylo-D-alaniną (168). W prowadzenie natom iast 
alkiloam idu na C-koniec inhibitora modyfikowanego w pozycji 6, poza 
niektórym i związkami wywodzącymi się ze słabych antagonistów  typu 
[l-A K 2, l-A K 3, d-A K 6]LHRH (171), nie daje wzrostu właściwości inhi­
bitorowych (113, 180). Czasami powoduje naw et obniżenie właściwości 
antyow ulacyjnych, mimo wzrostu właściwości antagonistycznych. Np. ana­
log dez-G ly10-[D-Phe2,D-Ala6]LHRH-C;.H5 ma stukrotnie wyższą ak tyw ­
ność antagonistyczną in vitro  niż analog [D-Phe2,D-Ala6]LHRH, ale jed­
nocześnie co najm niej dziesięciokrotnie niższą aktywność antyow ulacyj- 
ną (173). W prowadzenie do inhibitora modyfikowanego w pozycji 6 D-ami- 
nokwasem, w miejsce amidu glicyny, amidu (aza-l)-glicyny, przeciw­
nie — w większości przypadków, podnosi właściwości antyow ulacyjne 
(140).

Inhibitorem  o obecnie najwyższej aktywności antyow ulacyjnej jest 
analog [D-Phe2’6,Gly-NH10]LHRH. U szczurów blokuje on całkowicie owu­
lację w dawce 15* 10-6 g/zwierzę (140). Do wysoko aktyw nych analogów 
antyow ulacyjnych należą [Ac-D-Thi1,D-Phe2,D-Thi3,6]LHRH (168), [Ac-D- 
P he\n-Phe(C l)2,D-Trp3'6]LHRH (169), (A c-Pro\D -Phe2,D-Trp3-8)LHRH, 
[ d -  C=& lu1,D-Phe2,D-Trp3-6]LHRH (167) oraz niektóre związki dim eryczne 
(169, 181, 182), jak np.
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d— d— Phe(Cl)2, d— T rp 3, d — Lys6 LHRH
I
CO
I

c 6h 4
I

c o
,— I

d— M j Iu 1, d— Phe(Cl)2, d— T rp3, d— Lys LHRH

Były one skuteczne w dawkach od 52* 10~° g [(Ac-D-Thi^D-Phe^D-Thi5’6) 
LHRH] (168) do 250* 10-6 g/zw ierzę (przykładowo podany związek dim e- 
ryczny) (169).

Spośród inhibitorów luliberyny najlepiej przebadano związki typu 
[D-Phe2,AK3,D-Trp6 lub D-Phe°]LHRH. Stwierdzono, że, w przeciw ień­
stw ie do hormonu m acierzystego i jego superagonistycznych analogów, 
nie m ają one zdolności blokowania im plantacji zapłodnionego jaja  (175, 
176). W pierwszych badaniaęh klinicznych potwierdzono ich wysoką 
aktywność antyow ulacyjną (183), co wskazuje na możliwość stosowania 
do regulacji urodzin u ludzi na drodze kontrolowanej owulacji.

VII. Uwagi końcowe

W ciągu kilku lat od roku 1971, w którym  ustalono s tru k tu rę  pierw - 
szorzędową luliberyny, intensywne zainteresowanie m olekularnym  me­
chanizmem jej działania doprowadziło do poznania roli poszczególnych 
reszt aminokwasowych horm onu w uwalnianiu gonadotropin. Obecnie 
można powiedzieć, że za właściwości efektorowe odpowiedzialny jest 
przede wszystkim fragm ent N-końcowy cząsteczki, a za rozpoznanie re ­
ceptora fragm ent C-końcowy. Funkcją fragm entu środkowego wydaje 
się być umożliwienie cząsteczce peptydu przybrania konform acji ak tyw ­
nej. Powyższy podział jest jednak dużym uproszczeniem, gdyż, np. znaj­
dująca się w części C-końcowej arginina najprawdopodobniej uczestniczy 
w procesie efektorow ym  oraz fragm enty N- i C-końcowy być może biorą 
udział w stabilizacji konform acji aktyw nej. K onform acja ta najpraw do­
podobniej ma kształt litery U, ale bliższe opisy jej przegięcia nie są już 
zgodne. O tw artym  nadal pozostaje problem czy w formie aktyw nej mają 
miejsce oddziaływania wewnątrzcząsteczkowe między resztam i arom a­
tycznym i hormonu.

Na podstawie danych tak eksperym entalnych, jak i obliczeniowych, 
próbuje się konstruować model oddziaływania lu liberyny i jej ak tyw ­
nych analogów z receptorem. Pierw szą taką próbę przedstaw iono na ry ­
cinie 7 (184). Punktem  wyjścia do konstrukcji tego modelu były wylicze­
nia, z których wynika, że we wszystkich niskoenergetycznych konform e- 
rach związków tak agonistycznych, jak i antagonistycznych odległość

/
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Miejsc« tryp- 
tofylowe re­
ceptor f>

Ryc. 7. Schemat hipotetycznego mechanizmu oddziaływania luliberyny i jej aktyw­
nych analogów z receptorem (184)

m iędzy grupą zasadową bocznego łańcucha reszty aminokwasowej8 a pierś­
cieniem arom atycznym  reszty  am inokwasu2 — była stała (16— 17X10-10 m). 
Tą stałą odległość w giętkiej cząsteczce lu liberyny może zapewnić, z jed­
nej strony  wiązanie grupy zasadowej reszty aminokwasowej8 horm onu 
lub jego analogu z kwaśną grupą fosforanową ufosforylow anej reszty  se- 
rylow ej receptora, oraz z drugiej strony — zakotwiczenie pierścienia 
arom atycznego reszty2 związku w niepolarnej kieszonce receptorow ej. 
Reakcji tworzenia soli m iędzy lu liberyną a receptorem  może tow arzyszyć 
przesunięcie grupy fosforanowej i, w konsekwencji, odsłonięcie obszaru 
receptora norm alnie przesłoniętego. W przypadku cząsteczki horm onu 
lub jego agonistycznego analogu zakłada się dalej, że do odsłoniętego 
obszaru przesuwa się karbonyl ugrupow ania bocznego reszty pirogluta- 
m ylowej, co doprowadza do aktu efektorowego.

Reasum ując. Mimo jeszcze w ielu niejasności, wiedza o zależności 
między stru k tu rą  i funkcją lu liberyny wydaje się znaczna. Potw ierdze­
niem  tego jest fakt, że otrzym ano kilka superagonistycznych i superanta- 
gonistycznych analogów horm onu o właściwościach pozwalających na ich 
kliniczne zastosowanie. Ostatnie osiągnięcia tak  w dziedzinie inhibito­
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rów, jak i związków superagonistycznych dają ponadto nadzieję na dal­
sze analogi lu liberyny o lepszych lub innych niż dotychczas właściwoś­
ciach praktycznych.

Autorki pracy serdecznie dziękują panu dr. A ndrzejow i Lipkowskiem u za w iele 
cennych uwag i udostępnienie najnowszej literatury przedmiotu.
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I. Wstęp

W ośrodkowym układzie nerw owym  ważną rolę odgryw ają neurore- 
gulatory (1). Są nimi neuro transm itery  (przekaźniki chemiczne, m e­
diatory), czyli substancje, które przenoszą inform acje nerwowe z p re- do 
postsynaptycznych elem entów neuronów oraz neurom odulatory. Do 
związków w ystępujących w ośrodkowym układzie nerw owym  i spełnia­
jących ogólnie przyjęte k ry te ria  staw iane m ediatorom  (1) należą między 
innymi: dopartiina (DA), acetylocholina (ACh), serotonina (5-HT), nor­
adrenalina (NA), kwasy asparaginowy, glutam inowy, y-am inomasłowy 
(GABA).

W edług teorii transm isji chemicznej, przekazyw anie im pulsu n e r­
wowego pomiędzy dwoma neuronam i za pośrednictw em  neuro transm ite- 
ra  odbywa się w synapsie.

Synapsa składa się z błony presynaptycznej, stanowiącej część neuro­
nu dostarczającego impuls, szczeliny synaptycznej i błony postsynaptycz- 
nej tj. fragm entu  neuronu odbierającego impuls. M ediator syntetyzo­
w any najczęściej, ale nie tylko, w cytoplazmie perikarionu (ciała kom ór­
ki), przemieszcza się do odchodzącej od ciała kom órki w ypustki osiowej 
zwanej neurytem  lub aksonem i gromadzi w pęcherzykach, w końcowej, 
bulw kow atej części aksonu tzw. kolbce synaptycznej, stanow iącej za­
kończenie synaptyczne. Pod wpływem  im pulsu dochodzącego do zakoń­
czenia synaptycznego, przekaźnik zostaje uw olniony do szczeliny. Na­
stępnie cząsteczki m ediatora wiążą się ze swoistym i m iejscami recepto­
rowym i, znajdującym i się w błonie postsynaptycznej. W ywołuje to k ró t­
kotrw ałe zmiany przepuszczalności błony kom órkowej dla różnych jo­
nów, a co za tym  idzie powstanie potencjału elektrycznego i pobudzenie 
elem entu postsynaptycznego. Po krótkim  czasie następuje zaham owanie 
działania m ediatora.

Proces ten  odbywa się na drodze inaktyw acji przez enzym y w y­
stępujące w szczelinie lub błonach synaptycznych, bądź też jak  np. w 
przypadku dopaminy (1) przez wychwycenie i ak tyw ny transport zw rot­
ny do zakończenia nerwowego (ang. reuptake). Pew ną rolę w usuw aniu 
m ediatora przypisuje się również komórkom gleju (2).
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W edług propozycji B a r c h a s a  (1), neurom odulatory różnią się od 
m ediatorów  przede w szystkim  tym , iż nie biorą bezpośredniego udziału 
w transsynaptycznym  przekazyw aniu impulsów nerwowych. Natom iast 
zm ieniają aktyw ność neuronu w pływ ając na syntezę, uw alnianie, m eta­
bolizm oraz wiązanie neuro transm itera  z receptorem . Ponadto, neurom o- 
dulator, w przeciw ieństw ie do m ediatora, może łączyć się z różnym i re ­
ceptoram i, powodując w ielorakie efekty.

O statnio w ykryto  w ośrodkowym układzie nerw owym  grupę związ­
ków peptydowych, o m orfinopodobnym  działaniu, dla których zapropo­
nowano ogólnie przy jętą  nazwę endorfiny (z połączenia słów: endogen­
ne m orfiny), (3). W skład tej grupy, zwanej też peptydam i m orfinopodob- 
nym i (ang. opioid peptides), wchodzą a-,(3- i y-endorfina oraz enkefaliny. 
Enkefaliny i dyskusyjna wciąż jeszcze ich rola jako neurotransm iterów  
lub neurom odulatorów  ośrodkowego układu nerwowego jest przedm io­
tem  niniejszego artykułu .

II. Odkrycie, występowanie i metabolizm  enkefalin

II-1. Odkrycie i wyizolowanie enkefalin

Do odkrycia enkefalin przyczyniły się prowadzone niezależnie przez 
G o l d s t e i n a  i wsp. (4), P e r t a  i S n y d e r a  (5, 6), S i m o n a  
i wsp. (7) oraz T e r e n i u s a  (8) badania nad m echanizm em  działania 
narkotyków  — m orfiny i jej pochodnych. W ośrodkowym układzie n e r­
wowym łączą się one ze specyficznymi m iejscami neuronu zwanym i re ­
ceptoram i narkotyków  lub receptoram i opiatowymi (ang. opioid recep­
tor s), (5— 8). Takie cechy jak  stereospecyficzne wiązanie narkotyków  (5, 
7, 9), nierów nom ierne rozmieszczenie w różnych s truk tu rach  ośrodkowe­
go układu nerwowego (9— 11) oraz występowanie w błonach synaptycz­
nych (8, 12) nasunęły przypuszczenie, iż receptory mogą być m iejscem  
łączenia się nie tylko z narkotykam i egzogennymi, lecz przede w szyst­
kim z nieznanym  jeszcze wówczas endogennym  ligandem. Przypuszcze­
nie sform ułowane w 1972 r. przez C o l l i e r a  (13) a następnie przez 
G o l d s t e i n a  (14) zapoczątkowało intensyw ne poszukiwania h ipote­
tycznego związku i doprowadziło do w ykrycia w ośrodkowym układzie 
nerw ow ym  dwóch peptydów (15— 21), nazwanych przez H u g h e s  a 
i wsp. enkefalinam i (18). Jednym  z kryteriów  aktyw ności biologicznej 
narkotyków  jest hamowanie, wywołanego drażnieniem  elektrycznym , 
skurczu izolowanego jelita  świnki m orskiej lub nasieniowodu myszy. 
Enkefaliny spełniają ten  w arunek (22—27). W ykazują powinowactwo do 
receptorów opiatowych (15—21, 28— 39) i jak sugeruje wielu autorów  
prawdopodobnie uczestniczą w procesie transsynaptycznego przenoszenia

http://rcin.org.pl



446 A. M. KONECKA [4]

inform acji (1, 17, 19—22, 40—42). W skazuje się również na szerszą, neuro- 
m odulatorową rolę enkefalin (17, 18, 20, 22, 41, 43, 44).

Po raz pierwszy obecność w ośrodkowym układzie nerw ow ym  sub­
stancji o działaniu morfinopodobnym, zidentyfikow anych nieco później 
właśnie jako enkefaliny, w ykryli w 1974 r. T e r e n i u s  i W a h l -  
s t r  ó m (15). A utorzy zaobserwowali, że kwaśne ekstrak ty  z mózgu 
szczura zaw ierają czynniki ham ujące łączenie się dw uhydrom orfiny z re ­
ceptorem. Obecność związków o takim  samym  działaniu stw ierdzono rów ­
nież w płynie m ózgowo-rdzeniowym człowieka (16). W 1975 r. P a s t e r ­
n a k  wykazał (19), że w częściowo oczyszczonych ekstrak tach  mózgu 
szczura i cielęcia znajduje się niskocząsteczkowy czynnik o własnościach 
m orfinopodobnych, w rażliw y na działanie am inopeptydazy leucynowej 
(E.C. 3.4.1.1) oraz karboksypeptydazy A (E.C. 3.4.2.1), co wskazywało na 
związek o charakterze oligopeptydu. Jednak  otrzym anie enkefalin w po­
staci czystych związków i ustalenie budowy chemicznej przypadło g ru ­
pie badaczy z H u g h e s e m  na czele (17, 18, 45). Jako źródło enkefalin 
posłużyły zamrożone w stałym  COz mózgi świni, św inki m orskiej, k ró ­
lika lub szczura, z których po dokładnym  rozdrobnieniu, związki ek stra ­
howano acetonem  zakwaszonym HC1. Po odparow aniu rozpuszczalnika 
i ponownej ekstrakcji powstałego osadu m etanolem , dalsze etapy oczysz­
czania polegały na zastosowaniu chrom atografii jonow ym iennej i sącze­
nia m olekularnego przez Sephadex G-15 (17, 18). A utorzy, podobnie jak 
poprzedni badacze, stw ierdzili, że otrzym ana substancja jest w rażliw a na 
działanie am inopeptydazy leucynowej i karboksypeptydazy A, nie obser­
wowano natom iast zmian aktyw ności biologicznej po potraktow aniu  p re­
para tu  trypsyną, a-chym otrypsyną i karboksyloesterazą (E.C. 3.1.1.1). 
W stępne oznaczenie ciężaru cząsteczkowego sugerowało, iż jest to p raw ­
dopodobnie niskocząsteczkowy peptyd (17, 18).

Chociaż istn iały  już pewne przesłanki, określenie budowy chemicz­
nej enkefalin było zadaniem niełatw ym , gdyż ich stężenie jest małe i w y­
nosi w mózgu szczura zaledwie 79 ng/g i 150 ng/g w mózgu królika (20). 
Jednak głównie dzięki zastosowaniu m etody spektrom etrii masowej w y­
kazano, że wyizolowane z mózgu enkefaliny są m ieszaniną dwóch penta- 
peptydów o jednakow ej sekwencji w pozycjach 1—4 (H—T yr1—Gly2— 
Gly*—Phe4), a różniących się tylko C-końcowym aminokwasem  (45). Me­
tionina w jednym , a leucyna w drugim  peptydzie jest C-końcowym am i­
nokwasem  i stąd nazwy odkrytych peptydów — m etionino—enkefali- 
na(M et-enkefalina) i leucyno-enkefalina(Leu-enkefalina). Sekwencję am i­
nokwasów w M et- i Leu-enkefalinie przedstaw ia ryc. 1.

Prowadzone niezależnie prace nad izolowaniem enkefalin pozwoliły 
otrzym ać je z mózgu wielu gatunków  ssaków (17, 19, 20, 28, 31, 46— 50), 
ptaków, gadów i ryb  (48). Nie udało się natom iast stw ierdzić ich obec­
ności w układzie nerw ow ym  bezkręgowców (48).
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II I IM  II | II I

CH2- C H —C - N - C H 2- C —N-CWo—c —N - C H - C - N - C H —COOH
I I 1
n h 2 c h 2 c h 2

I
c h 2 
J

OH S - C H 3

Metionino -enkefalina
(tyrozylo-glicylo-glicylo-fenyloalanylo-metionina,
H -T y r1- G l y 2- G l y 3-P h e4 - M c t 5 -O H )

O H  O H  O H  O H
II I II I II I II I 

CH2- C U - C - N - C H 2- C - N - C H 2- C - N - C H - C - N - C H - C O O H
I

c h 2 
I

c w - c h 3

OH CH;

Leucyno- enkefalina
( tyrozy lo -g licy lo- glicylo-fenyloalanylo-leucyna, 
M -Tyr1-G ly 2- G l y 3- P h e 4-L e u 5-O M )

Ryc. 1. Sekwencja aminokwasów w  Met— i Leu—enkefalinie

II-2. Rozmieszczenie enkefalin w  ośrodkowym układzie nerwowym

Enkefaliny w ystępują w różnych obszarach ośrodkowego układu n e r­
wowego. M etody ilościowego oznaczania, początkowo oparte na próbach 
biologicznych, a następnie po otrzym aniu przeciwciał wiążących specy­
ficznie Met— lub Leu—enkefalinę na metodzie radioimm unologicznej, 
um ożliw iły określenie stężenia peptydów w poszczególnych częściach 
ośrodkowego układu. Największą zawartość enkefalin stw ierdzono w ciele 
prążkow anym  (corpus striatum ), a szczególnie w jednej z jego części — 
gałce bladej (globus pallidus), (20, 22, 30, 46, 47, 49, 51—62). W ynosi ona 
u szczura od 3,8 ng M et-enkefaliny/m g białka (54) do 76 ng/mg białka 
(52) i około 0,43 ng Leu-enkefaliny/m g białka (54). Duże stężenia pepty­
dów w ystępują w podwzgórzu (hypothalam us), (20, 30, 46, 47, 49, 52—55, 
57, 63), gdzie w ahają się u szczura w granicach od 3 ng do 24 ng Met— 
enkefaliny/m g białka (52, 54), w ciele m igdałow atym  (corpus am ygda- 
loideum), (52, 57, 58) nucleus accumbens (52, 54, 58), moście (pons) i rdze­
n iu  przedłużonym  (m edulla oblongata), (49, 55, 57, 58, 61), istocie szarej 
środkow ej śródmózgowia (substantia grisea centralis mesencephali), (47, 
52, 58), rdzeniu kręgow ym  (m edulla spinalis), (46, 47) i znacznie m niejsze
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w korze mózgowej (20, 30, 52, 54). W tym  obszarze w ahają się one u szczu­
ra  od 0,35 ng Met—enkefaliny/m g białka (54) do 0,98 ng/mg białka (52). 
Mimo, iż wyniki ilościowe w ahają się w szerokich granicach, w ykazują 
zgodność względnych stosunków enkefalin pomiędzy poszczególnymi 
obszarami ośrodkowego układu nerwowego.

Większość przeprowadzonych badań nie w ykazała obecności enkefalin 
w móżdżku (40, 49, 52, 55, 57). Jedynie nieznaczne ilości w ystępują w tej 
struk turze mózgu u m ałpy (47) i królika (22).

Ilościowy stosunek obu peptydów, aczkolwiek różny w poszczegól­
nych obszarach ośrodkowego układu, wskazuje na około 5— 10-krotnie 
większą zawartość M et—enkefaliny niż leucynowego analoga (22, 58, 63). 
Odmienne zależności zaobserwował S i m a n t o v  w mózgu wołu (21, 28), 
gdzie zawartość Leu—enkefaliny około 4-krotnie przewyższała ilość pep- 
tydu metioninowego. Na podkreślenie zasługuje również fak t jednoczes­
nego występowania enkefalin i receptorów opiatowych w tych samych 
obszarach ośrodkowego układu nerwowego (38, 46, 64—68).

Badania ostatnich lat w skazują ponadto na występowanie enkefalin 
poza ośrodkowym układem  nerwowym , a mianowicie w splotach A uerba- 
cha i M eissnera jelita  (20, 49, 60, 69, 75), zwojach nerw owych szyjnym  
górnym  (ganglion cervicale superior) i słonecznym (ganglion coeliacum ), 
(76, 77), zakończeniach nerw u trzewnego (n. splanchnicus) unerw iających 
rdzeń nadnerczy (78, 79), a także w kom órkach rdzenia nadnerczy u szczu­
ra, świnki m orskiej i kota (78— 80). To ostatnie jest jedynym , obecnie 
znanym  miejscem występowania enkefalin poza kom órką nerwową.

U-3. Wewnątrzkomórkowe rozmieszczenie

Podczas homogenizacji tkanki mózgowej w izotonicznym roztworze 
sacharozy lub m annitolu zakończenia nerwowe ulegają oderw aniu od 
aksonu tworząc zamknięte, otoczone błoną plazm atyczną s tru k tu ry  zwa­
ne synaptosomami. Synaptosom y zaw ierają pęcherzyki synaptyczne zwyk­
le wypełnione m ediatorem , m itochondria i synaptoplazm ę. Stwierdzono, 
że we frakcji synaptosom alnej otrzym anej techniką wirowania różnico­
wego znajduje się około 60% enkefalin zaw artych w homogenacie mózgu 
szczura (19, 21, 36, 47, 49, 81, 82). Rozmieszczenie enkefalin w obrębie 
synaptosomów było przedm iotem  badań S i m a n t o v a  i wsp. (82). Po 
rozdzieleniu frakcji synaptosom alnej przez w irowanie w nieciągłym  gra­
diencie stężeń sacharozy na podfrakcje zawierające pęcherzyki synap­
tyczne i błony plazm atyczne, enkefaliny znajdowano głównie w tej osta t­
niej. A utorzy stw ierdzili jednak, iż są one słabo związane z błonam i 
plazm atycznym i i łatwo przechodzą do supernatan tu  podczas w irow ania 
przy obrotach 100.000Xg.
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Synaptosom y są także struk tu ram i dogodnymi do badania takich pro­
cesów charakterystycznych dla zakończeń nerwowych jak  aktyw ny tran s­
port jonów, synteza oraz uw alnianie m ediatora do środowiska zew nętrz­
nego, które zachodzi w w arunkach powodujących depolaryzację błon 
plazm atycznych. Zaobserwowano (83), że tej samej zasadzie podlega 
uw alnianie enkefalin. W w yniku depolaryzacji błon plazm atycznych we- 
ra trydyną  lub jonam i potasu o odpowiednio dużym stężeniu (50 mM) na­
stępowało uw alnianie M et- i Leu-enkefaliny z frakcji synaptosom alnej 
hom ogenatów ciała prążkowanego królika oraz skraw ków prążkowia 
św inki m orskiej. Uzyskane rezulta ty  potwierdzili inni badacze (84—86). 
A utorzy w yrażają zgodny pogląd iż te wyniki mogą świadczyć o roli enke­
falin jako neurotransm iterów  ośrodkowego układu nerwowego.

Badania wewnątrzkom órkowego rozmieszczenia enkefalin prowadzo­
no nie tylko metodami biochemicznymi. P rzy  pomocy techniki histoim m u- 
nofluorescencyjnej (72, 87—92) stwierdzono obecność Met— i Leu—enke- 
faliny zarówno w aksonach jak  i ich zakończeniach w wielu struk turach  
ośrodkowego układu nerwowego. Aksony, a właściwie ich zakończenia, 
nie są jedynym  miejscem występowania Met— i Leu—enkefaliny w neu­
ronach (92—94). Po uprzednim  podaniu szczurom kolchicyny, w bada­
nych obszarach mózgu i rdzenia kręgowego znajdowano enkefaliny głów­
nie w perikarionach. Ponieważ kolchicyna ham uje transport z ciał ko­
m órkowych do aksonów (95), uzyskane wyniki nabierają istotnego zna­
czenia dla w yjaśnienia roli enkefalin w ośrodkowym układzie nerw o­
wym, jak też prawdopodobnego miejsca ich syntezy w neuronie.

II-4. Degradacja enkefalin

Już w pierwszych pracach związanych z izolowaniem i identyfikacją 
enkefalin sugerowano, że są to związki o krótkotrw ałym  działaniu, a szyb­
ki zanik aktyw ności biologicznej wiązano z ich rozkładem  przez enzym y 
proteolityczne (17— 19, 21, 29, 46).

Pierw szą próbę wyjaśnierfia mechanizm u enzymatycznego rozkładu 
enkefalin podjął H a m b r o o k  i wsp. (96). Po 10 m inutowej inkubacji 
znakowanej try tem  Met—enkefaliny z osoczem krw i szczura, w yodręb­
niono i identyfikow ano powstające m etabolity. Stwierdzono, że głów­
nym  produktem  rozpadu jest nieaktyw ny biologicznie tetrapeptyd  o sek­
wencji H—Gly—Gly—Phe—Met—O H idez-Tyr1—Met—enkefalina). P rze­
dłużenie czasu inkubacji powodowało całkowity rozpad M et—enkefaliny 
do wolnych aminokwasów. Podobne wyniki otrzym ano po inkubacji 
Leu—enkefaliny z osoczem krw i szczura lub człowieka (96).

Na tej podstawie zaproponowano jednakow y m echanizm  rozkładu 
obu peptydów w osoczu krw i (96). Pierw szym  i najw ażniejszym  etapem  
prowadzącym  do u tra ty  aktywności biologicznej jest rozerwanie wiąza-
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nia peptydowego między T yr1 a Gly2. W skazują na to również w yniki 
doświadczeń prowadzonych in v itro  przez innych badaczy (97, 98). Po­
dobny rozkład Met—enkefaliny, podanej dożylnie, zaobserwował D u ­
p o n t  u szczurów in vivo  (99). Rozbicie wiązania m iędzy T yr1 a Gly2, 
jako pierwszy etap  degradacji enkefalin, zachodzi także w mózgu in vitro  
podczas inkubacji Met— lub Leu—enkefaliny ze skraw kam i (100), ho- 
m ogenatam i (44, 96, 101— 105) i frakcjam i subkom órkowym i (39, 99, 106—
111). W ykazano że degradacja enkefalin w mózgu in  vivo  nie różni się od 
przedstaw ionej powyżej in vitro  (109). Okazało się bowiem, że już po 
30 sekundach od wprowadzenia szczurom znakowanej try tem  Leu—enke­
faliny  do bocznej kom ory mózgu ponad 90°/o radioaktyw ności odnajdy­
wano w tyrozynie jako głównym  produkcie rozkładu peptydu. Podobne 
zjaw isko zaobserwowano również dla Met—enkefaliny.

Zidentyfikow anie tyrozyny jako głównego produktu  rozkładu enke­
falin  wskazuje na udział am inopeptydaz (39, 44, 96—99, 104, 107— 110,
112), wykazujących szeroką specyficzność substratow ą i w ystępujących 
powszechnie w wielu tkankach i narządach, w tym  w osoczu krw i i móz­
gu. Wiele faktów doświadczalnych przem aw ia za tym , że rozkład wiąza­
nia między tyrozyną a glicyną katalizuje am inopeptydaza leucynowa 
(19, 39, 46, 54, 98, 107). Obie enkefaliny (54) po inkubacji z tym  enzym em  
tracą  całkowicie aktywność biologiczną oraz zdolność łączenia się z prze­
ciwciałem. W yniki innych badań świadczą jednak, iż w hom ogenatach
i frakcjach subkomórkowych mózgu, w przeciw ieństwie do osocza krwi, 
bardziej prawdopodobny jest udział innego niż am inopeptydaza leucyno­
w a enzymu. Zaobserwowano bowiem, że purom ycyna nie m a żadnego 
w pływ u na degradację enkefalin przez am inopeptydazę leucynową oraz 
osocze krwi, podczas gdy ham uje hydrolizę wiązania peptydowego m iędzy 
T yr1 a Gly2 przez hom ogenaty mózgu (103, 105, 108). Co więcej, ostatnio 
uzyskano z frakcji postm itochondrialnej mózgu szczura około 2.000-krot- 
nie oczyszczoną aminopeptydazę, która jak  się wydaje, jest odpowiedzial­
na za rozkład tego właśnie wiązania w enkefalinach (113). Enzym różnił 
się od am inopeptydazy leucynowej specyficznością substratow ą, znacz­
nie większym powinowactwem do enkefalin, ciężarem cząsteczkowym, 
optim um  pH (około 7,0), a przede wszystkim  wrażliwością na inhibi­
tory. 0-t-butylo-treonylo-fenyloalanylo-prolina(H —(tBut)—T hr—Phe— 
P ro—OH), niezwykle silny i specyficzny inhibitor am inopeptydazy leu­
cynowej, nie m iała w pływu na jego aktywność (113), podczas gdy puro­
m ycyna w yw ierała działanie ham ujące.

Kilku autorów zasygnalizowało tworzenie się, niezależnie od ty rozy­
ny, innych produktów  katabolizm u enkefalin. D u p o n t  i wsp. (99) 
stw ierdzili obecność tyrozylo-glicylo-glicyny. Podobnie M a r k s  (101)
i J a c q u e t  (44) obserwowali pojawianie się glicylo-glicyny po 10 m i­
nutow ej inkubacji Met— lub Leu—enkefaliny z hom ogentami mózgu 
szczura. Te dane wskazywałyby, że miejscem ataku enzymów proteoli­
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tycznych jest także wiązanie peptydowe między Gly8 a Phe4. W ostatnich 
dwóch latach pojaw iły się prace potwierdzające możliwość istnienia tego 
odmiennego niż dotychczas sugerowano sposobu degradacji Met— i Leu— 
enkefaliny. Po inkubacji enkefalin z hom ogenatam i mózgu szczura nie 
stw ierdzono oprócz tyrozyny innych produktów  rozpadu (114). Ponadto, 
kolejne supernatan ty  uzyskane z przem yw ania osadu odwirowanego ho- 
m ogenatu powodowały uw alnianie coraz m niejszych ilości tego am ino­
kwasu, sugerując, iż proces katalizuje luźno związana ze s truk tu ram i ko­
m órkow ym i i łatw o rozpuszczalna aminopeptydaza. Natom iast podczas 
inkubacji z frakcją  k ilkakrotnie przem yw anych błon plazm atycznych po­
wstaw ał jako główny produkt wspom niany już wyżej tró jpep tyd  T yr1— 
Gly2—Gly3 i nieznaczne tylko ilości tyrozyny. C r a v e s  (115) i M a l -  
f r o y  (116) potwierdzili ten  fakt. Nadto wykazano, że wysoce oczysz­
czone frakcje błon plazm atycznych ciała prążkowanego myszy zaw ierają 
peptydazy, silnie związane z błonam i i charakteryzujące się niskim  oraz 
wysokim powinowactwem  do enkefalin (116). Pierw sza z nich, am ino­
peptydaza o K m rzędu około 100 ¡J.M, katalizuje odłączanie tyrozyny. D ru­
ga — karboksypeptydaza dw upeptydylow a o wysokim powinowactwie 
do enkefalin, charakteryzuje się niską wartością K m (90 nM) i powoduje 
tworzenie tró jpeptydu T yr1—Gly2—Gly3 (116). N atury  tego enzym u nie 
poznano jeszcze w dostatecznym  stopniu, aczkolwiek niektóre dane ki­
netyczne wskazują, że jest on prawdopodobnie identyczny z enzym em  
przekształcającym  angiotensynę I do angiotensyny II (E.C. 3.4.15.1). W y­
kazano (114, 119) ścisłą współzależność między obecnością i ilością recep­
torów opiatowych w różnych obszarach mózgu a aktyw nością enzym u 
katalizującego tworzenie T yr—Gly—Gly, natom iast nie stw ierdzono ta ­
kiej zależności dla aminopeptydaz. Ponadto wykazano (115), że m etabo­
litem  powstającym  u szczurów in vivo nie jest tyrozyna, jak  to sugero­
wano we wcześniejszych pracach ale głównymi, identyfikow anym i związ­
kami są tyrozylo-glicylo-glicyna oraz tyrozylo-glicyna.

A utorzy powyższych badań są zgodni, iż ten właśnie sposób rozkładu 
odgrywa prawdopodobnie główną rolę w regulacji działania enkefalin  w 
obrębie synapsy, podczas gdy degradacja katalizow ana przez am inopep- 
tydazy jest charakterystyczna raczej dla procesów zachodzących in vitro  
lub związana z w ew nątrzkom órkow ym  m etabolizmem  Met— lub Leu— 
enkefaliny (114— 116, 119).

U tratę aktywności biologicznej enkefalin powodują również karbok- 
syPePtydazy A i B, odłączające C-końcowy aminokwas (19, 22, 48, 54).

II-5. Biosynteza enkefalin

Obecny stan badań nad biosyntezą enkefalin nie pozwala jeszcze na 
ustalenie ich pochodzenia w ośrodkowym układzie nerwowym . Po ich 
odkryciu, uwagę wielu badaczy skupiła (3-lipotropina. Ten peptydow y

http://rcin.org.pl



452 A. M. KONECKA [1 0 ]

prohorm on, pochodzący z rozpadu białka o ciężarze cząsteczkowym około 
30.000 zwanego białkiem  31K lub pro-opiokortyną (120— 132), w ykry ty  
początkowo w przysadce wielu gatunków  zwierząt i w yodrębniony rów ­
nież z tego źródła (133, 134) ma szczególną sekwencję aminokwasów. 
W położeniach 61— 65 i 61—91 jest ona identyczna z sekwencją odpo­
wiednio Met—enkefaliny i ß-endorfiny (Ryc. 2). Ta ostatnia, 31-amino- 
kwasowy peptyd o morfinopodobnym  działaniu w ystępuje w najw ięk­
szych ilościach w przysadce (1, 22, 135— 145) i w znaczenie m niejszych 
w mózgu, głównie w podwzgórzu, przegrodzie (septum), moście i rdze­
niu przedłużonym  (1, 146).

H - G ! u - L e u - T h r - G l u - G l n - A r g - L e u - A r g - G lu - G ly - A s p - G ly -  P r o -A s n -A la -
10

—Q|y — Ais —Asn- Asp-Gly-Glu  - G l y -  Pro -  Asn— Ala -  Leu -  Glu -  His -  Ser - Leu 
20 30

-L eu  - A la - A s p - L e u -V a l-A la  -  Ala -  Glu -  Lys- Lys-Asp- Glu - G ly -  P ro -T y r -
40

-A r g -M e t -G lu  -  H is -P h e -A rg -T rp -G ly  -  Ser -  P ro -P ro -  Lys-Asp-Lys -A r g -  
50 60

- T u r -G lu -G lu  -  P h e -M e t-T h r -S e r -G lu -L y s  -  Ser -  G lu -T h r -P ro -L e u  -  Val-
61 65 70

- T h r - L e u - P h e - L ys-A sn -A la - I le  -  ILe -  Lys -  A s n - A la - T y r -  Lys- Lys- Gly-  
80 90

- G lu -  OH 
91

1-91 -  ß-lipotropina
61-65 — Met-enkefalina
61-91 -  (3-endorfina

Ryc. 2. Porównanie sekwencji aminokwasów w  ß-lipotropinie, ß-endorfinie i Met-
-enkefalinie

W ielu badaczy sugerowało, że ß-lipotropina jest prekursorem  ß-endor­
finy, a ta  z koJei ulega prawdopodobnie rozpadowi do Met—enkefaliny 
(22, 40, 104, 128, 137, 143, 147— 155). W ykazano, że ß-endorfina, odporna 
na działanie amino- i karboksypeptydaz, ulega łatwo proteolizie pod 
wpływem  endopeptydaz (145, 147, 148, 156— 159). A u s t e n  i wsp. (160) 
badając in vitro  degradację tego peptydu przez trypsynę, chym otrypsy- 
nę i reninę stw ierdzili tworzenie się m niejszych fragm entów  peptydo­
wych, wśród których nie znaleziono jednak Met—enkefaliny. Znalazło 
to potwierdzenie w ostatnich badaniach Burbacha i wsp. (161). Podczas 
inkubacji ß-endorfiny w pH 7,4 ze skraw kam i ciała prążkowanego lub 
hom ogenatam i mózgu szczura, głównym  produktem  rozpadu była y-endor- 
fina (sekwencja 61— 77 ß-endorfiny) oraz nieznaczne ilości M et—enke­
faliny, podczas gdy w niższym pH (5,0) stwierdzono powstawanie a-endor- 
finy (sekwencja 61— 76 ß-endorfiny) i znacznych ilości M et—enkefali­
ny (159, 162— 164). Nagromadzanie się tej ostatniej obserwowano szcze­
gólnie w obecności bacytracyny, która ham uje rozkład enkefalin przez 
aminopeptydazy. Możliwości rozkładu ß-endorfiny in vitro  przez endo-
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peptydazy mózgu szczura, k tórych natu ry  jeszcze dokładnie nie poznano 
przedstaw ia rycina 3. B rak jest dotychczas danych potw ierdzających, 
że proces ten  zachodzi in vivo.

/
H — T y r - G ly - G ly - P h e  — Met—T h r - S e r - G lu  — L y s -  S e r -  

61 65 70
— G lu -T h i— P ro -L e u  — V a l - T h r - L e u -  P h e - L y s -  A sn - 

75 80
- A l a -  I l e -  l le - L y s  -  A s n - A la - T y r -  L y s - L y s -  G ly - G lu - O H  

85 90

(3 -e n d o r f in a  (61 — 91 — (B-LPH) 

i

Ryc. 3. Rozkład (3-endorfiny przez endopeptydazy mózgu szczura in vitro  (wg 162)

Większość niskocząsteczkowych peptydów powstaje u zwierząt w 
w yniku enzym atycznej hydrolizy dłuższych prekursorów . Brak jest jed ­
nak ostatecznych dowodów przem aw iających za faktem , że również enke- 
faliny są produktem  rozpadu dłuższych peptydów — endorfin, a nie 
związkami powstającym i w mózgu de novo. Pewne przesłanki sugerują 
inną, aczkolwiek nie w pełni poznaną drogę powstawania enkefalin w 
ośrodkowym  układzie nerwowym . K o b a y a s h i  (57) i inni badacze 
(52, 53, 165) nie zaobserwowali spadku zawartości Met— i Leu—enkefa- 
liny w różnych obszarach mózgu szczura po usunięciu przysadki, co su­
geru je  że związki te nie pochodzą z rozpadu przysadkowych endorfin. 
Z badań K e n e s s e y  i G r á f a  (166) (wynika, że wprawdzie enzym y 
rozkładające ^-endorfinę w ystępują zarówno w przysadce jak  i mózgu, 
ale produktam i hydrolizy są głównie a i y-endorfina. Stężenie M et—enke- 
faliny uwalnianej z synaptosomów prążkowia królika, które stym ulowano 
chemicznie jonam i K +, nie wzrastało po dodaniu do środowiska inku- 
bacyjnego (3-endorfiny (83). Badania B l o o m a  (167), Rossiera (51) i in­
nych (59, 168) wskazują, że (3-endorfina i Met—enkefalina w ystępują 
prawdopodobnie w odrębnych neuronach. Tak więc wzajem ne relacje 
między tym i dwoma związkami są nadal dyskusyjne. Natom iast, jeżeli 
(3-lipotropina jest prekursorem  Met—enkefaliny, to zapewne m usi w y­
stępować w ośrodkowym układzie nerw owym  niezależna od przysadko­
wej, pula tego związku. W prawdzie wykazano na podstawie badań im m u- 
nohistochemicznych (169, 170) obecność P-lipotropiny w wielu obszarach
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mózgu szczura, jednakże zagadnienie zależności między ß-lipotropii^  
a Met—enkefaliną pozostaje nadal otw arte, gdyż nie wszędzie oba związ­
ki w ystępują jednocześnie (170). Np. gałka blada charakteryzująca się 
dużą zawartością M et—enkefaliny nie zawiera ß-lipotropiny (169).

ß-Lipotropina i ß-endorfina nie mogą być prekursoram i Leu—enkefa­
liny, ponieważ nie zaw ierają w pozycji 65 leucyny. Niektórzy sądzą, że 
Leu—enkefalina powstaje in vivo  w w yniku in terkonw ersji z M et— enke­
faliny, aczkolwiek brak  jest danych doświadczalnych potw ierdzających 
ten  pogląd (171).

Ostatnio, pojaw iły się nowe dane o pochodzeniu M et—enkefaliny z in­
nych prekursorów  niż ß-lipotropina i ß-endorfina. Z ciała prążkowanego 
szczura, świnki m orskiej i wołu otrzym ano białka (172) nie w ykazujące 
morfinopodobnych właściwości, o ciężarach cząsteczkowych około 40 000
i 100 000. W w yniku traw ienia obu białek trypsyną uzyskano peptydy
o m orfinopodobnym działaniu, zawierające m niej niż 9 aminokwasów. 
Te przypuszczalne prekursory  Met—enkefaliny różniły się jednak od 
produktów  rozkładu ß-lipotopiny i ß-endorfiny przez endopeptydazy. Po­
dobnie stwierdzono w jądrze ogoniastym (nucleus caudatus) wołu w y­
stępowanie dwóch peptydów o m orfinopodobnych właściwościach i cię­
żarze cząsteczkowym większym od Met—enkefaliny (173). Opierając się 
na zdolności wiązania przeciwciał wykluczono możliwość, że w ykryte  
peptydy są a- lub ß -en d o rfi^ .

Pewne światło na pochodzenie Leu—enkefaliny rzuciły badania K a n -  
g a w y  i wsp. (174). Z 30 000 podwzgórz świni autorzy wyizolowali 
15—aminokwasowy peptyd o m orfinopodobnym  działaniu —a-neo-endor- 
finę. Określona m etodą dansylową sekwencja 8 początkowych am inokw a­
sów N-końca peptydu okazała się następująco: H—T yr1—Gly2—Gly3— 
Phe4—Leu5—A rg6—Lys7—A rg8. Obecność leucyny w pozycji 5 sugeruje, 
iż jest to być może, poszukiwany prekursor Leu—enkefaliny. W płynie 
mózgowo-rdzeniowym człowieka w ykryto również (175) peptyd o dzia­
łaniu m orfinopodobnym, wiążący przeciwciało przeciw Leu—enkefalinie, 
ale o ciężarze cząsteczkowym większym niż pięciopeptyd.

Przedstaw ione dane dotyczące biosyntezy enkefali w  ośrodkowym  
układzie nerw owym  stanow ią wciąż jeszcze niepełny i zm ieniający się 
obraz. Należy się jednak spodziewać, że najbliższe lata  powinny p rzy ­
nieść rozwiązanie tego problemu.

III. Udział enkefalin w niektórych funkcjach ośrodkowego układu ner­
wowego

Enkefaliny — endogenne ligandy receptorów opiatowych w ystępują  
w szeregu s tru k tu r ośrodkowego układu nerwowego pełniących różne 
funkcje fizjologiczne. Mimo pewnych niejasności i rozbieżności w yników  
określających rolę enkefalin w ośrodkowym układzie nerw owym , w iele
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danych wskazuje na bezpośredni lub pośredni — poprzez oddziaływanie 
na neu ro transm itery  np. acetylocholinę (176, 177) — udział enkefalin  
w takich funkcjach ośrodkowego układu jak: regulacja percepcji bólu, 
czynności oddechowe, reakcje stressowe organizm u (1, 178, 179), term o- 
regulacja (180), wpływ na wydzielanie horm onów oraz na behaw ior (1, 44, 
181— 195). S t e i n  i wsp. (193) sugerują, iż enkefaliny są prawdopodob­
nie w ażnym  czynnikiem  w procesach zapam iętywania. W skazywać na to 
mogą również badania R igtera (198), k tó ry  wykazał, że system atyczne 
w prow adzanie do mózgu niskich dawek enkefalin powoduje zmniejszenie 
sztucznie wyw ołanej am nezji u szczurów. N iektórzy badacze przypisują 
enkefalinom  zdolność w yw oływ ania napadów padaczkowych u zw ierząt 
(196, 197). Podobnie do m orfiny, ciągła, długotrw ała infuzja enkefalin  
do mózgu powoduje u zw ierząt to lerancję i zależność (191, 199, 200). 
F ak t ten  m a istotne znaczenie, szczególnie dla prognozowania syntezy 
oraz ocenie działania nowych leków o budowie zbliżonej do enkefalin.

Ze względu na ograniczone ram y artykułu , tylko niektóre efekty 
działania enkefalin omówiono poniżej.

III-l. Działanie przeciwbólowe enkefalin

W ystępowanie enkefalin w istocie szarej środkowej śródmózgowia 
jest niezwykle interesujące ze względu na postulow any udział tego obsza­
ru  mózgu w percepcji bólu. Uśm ierzające ból działanie enkefalin  w y­
kazali po raz  pierw szy B e l l u z z i  u szczurów (201) i B ü s c h e r  
u m yszy (202). Po iniekcji Met— lub Leu—enkefaliny do bocznej ko­
m ory mózgu w pobliże isto ty  szarej zaobserwowano opóźnienie cofania 
ogona w odpowiedzi na term iczny bodziec bólowy. Nawet tylko częścio­
wo oczyszczone preparaty  enkefalin, uzyskane z mózgu wołu, po w pro­
wadzeniu do istoty szarej śródmózgowia w yw ierały działanie przeciw ­
bólowe (203). Przeciwbólowe działanie enkefalin potwierdzili inni ba­
dacze (197, 204— 210). Niektórzy autorzy nie zaobserwowali jednak  tego 
efek tu  (44, 211— 214).

Poza istotą szarą środkową śródmózgowia w regulacji percepcji bólu 
uczestniczą prawdopodobnie jądra  szwu (nuclei raphe) i jądro  nerw u 
trójdzielnego (nucléus nervi trigem ini) znajdujące się w pniu mózgu oraz 
rdzeń kręgowy (62, 87). W ystępowanie receptorów opiatowych w obrębie 
isto ty  galaretow atej (substantia gelatinosa) rogów tylnich  (cornu dorsalis) 
rdzenia kręgowego (65, 215) przyczyniło się do wykazania przeciw bólo­
wego działania enkefalin również w tym  obszarze ośrodkowego układu 
nerwowego (216).

Mechanizmu przeciwbólowego działania enkefalin nie w yjaśniono jed­
noznacznie. N iektórzy badacze uważają, że mogą one odgrywać w  per­
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cepcji bólu rolę neurotransm iterów  procesów ham ow ania tzn. bloko­
wać przekaźnictwo czy też powstawnie nocyceptyw nych impulsów (40, 
62, 217—230). Pew ne potwierdzenie tej hipotezy osiągnięto stosując m i- 
krojontoforezę. Udało się bowiem wykazać, że po jontoforetycznym  
wprowadzeniu Met— lub Leu—enkefaliny w pobliże pojedynczych neu­
ronów istoty szarej śrdkow ej śródmózgowia szczura (218), rdzenia k rę­
gowego kota (221—223) lub pnia mózgu szczura (224, 225) i kota (226, 
227) następuje zahamowanie ich spontanicznej aktywności.

Sugeruje się także, iż przeciwbólowe działanie enkefalin polega na 
współdziałaniu z układem  serotoninoergicznym  (228, 229).

Obecnie coraz częściej przyisuje się rolę neuro transm itera  przenoszą­
cego doznania bólowe za pośrednictw em  szlaku rdzeniowo-wzgórzowego 
bocznego (tractus spino-thalam icus lateralis) substancji P, uw alnianej 
prawdopodobnie na poziomie pierwszej synapsy z tzw. neuronów  I rzędu, 
których perikariony znajdują się w zwojach rdzeniowych oraz zwoju pół- 
księżycowatym  (ganglion sem ilunare) Gasera (230—235). Sądzi się, że 
pierwsza synapsa znajduje się w obrębie istoty galaretow atej rogów ty l­
nich rdzenia kręgowego i nerw u trójdzielnego pnia mózgu, a więc obsza­
rów gdzie w ystępują znaczne ilości substancji P, enkefalin oraz receptory  
opiatowe (232, 235—239). Na tym  tle zależności między enkefalinam i
i substancją P  w ydają się interesujące. Uszkodzenie zwojów rdzeniow ych 
(232) lub zwoju Gassera (235) powoduje spadek zawartości substancji P  
oraz ilości receptorów narkotyków  w istocie galaretow atej nerw u tró j­
dzielnego i rogów tylnich, natom iast nie obniża poziomu enkefalin, su­
gerując, iż oba związki w ystępują w odrębnych neuronach. Badania 
imm unohistochem iczne w skazują na istnienie w istocie galaretow atej 
akso— aksonowych połączeń, prawdopodobnie typu interneuronów , m ię­
dzy enkefalinoergicznym i a neuronam i zaw ierającym i substancję P  (88,
215, 239). Ponadto wykazano, że enkefaliny ham ują in vitro  uw alnianie 
substancji P  ze skrawków jąd ra  nerw u trójdzielnego (232). C u e l l o  
(235) zaproponował hipotezę, iż działanie przeciwbólowe enkefalin  po­
lega na presynaptycznym  ham ow aniu uw alniania substancji P, co znaj­
duje potwierdzenie w badaniach innych (88, 227, 240).

Zaobserwowano, iż intensywność przeciwbólowego działania Leu— en­
kefaliny jest m niejsza niż Met—enkefaliny, a oba związki, m im o sto­
sowania wyższych dawek powodują efekt k ró tkotrw ały  i słabszy niż 
m orfina (201, 202). Proponow ana rola enkefalin jako m ediatorów  uza­
sadnia to krótkotrw ałe działanie (241). Co więcej, w ośrodkowym u k ła ­
dzie nerw owym  w ystępują funkcjonalnie różne receptory  opiatowe — 
a, k i ji (242—244), przy czym efekty  przeciwbólowe są praw dopodobnie 
udziałem  tych  ostatnich (197). W ykazano (245), iż powinowactwo enke­
falin do receptorów  |x jest znacznie mniejsze niż m orfiny. Być może ty m  
należy tłum aczyć słabszy, w porów naniu z m orfiną, efekt przeciw bólow y 
Met— i Leu—enkefaliny.
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Enkefaliny nie w yw ierają działania przeciwbólowego po wprowadze­
niu dożylnym  (202). Nie wiadomo jednak czy wiąże się to tylko z szyb­
kim rozkładem  obu peptydów przez peptydazy krwi, czy też, jak  suge­
ru ją  niektórzy, również z trudnością przenikania przez barierę krew — 
mózg (246). W świetle badań V o i g t l a n d e r a  i wsp. (214) w ykazu­
jących, iż u m yszy Met—enkefalina łatwo penetru je z krw i do mózgu, 
ta  ostatnia in terp retacja  w ydaje się kontrow ersyjna. Nie wykluczone, iż 
działają tu  inne, nie poznane jeszcze mechanizmy.

III-2. Wpływ enkefalin na czynności oddechowe oraz układ krążenia

Podanie Met—enkefaliny do IV kom ory mózgu kota powoduje obniże­
nie częstości oddechów (247). Specyficzny antagonista enkefalin — na- 
lokson znosi ten  efekt, co sugeruje udział receptorów  opiatowych. M iej­
scem bezpośredniego działania Met—enkefaliny są prawdopodobnie s tru k ­
tu ry  m ostu (248).

Enkefaliny w yw ierają także działanie na umiejscowiony w pniu móz­
gu ośrodek krążenia. W prowadzenie szczurom Met— lub Leu—enkefa­
liny do zbiornika wielkiego (cisterna magna) wyw ołuje odw racalny przez 
nalokson wzrost ciśnienia krw i (249). Leu—enkefalina okazała się ak tyw ­
niejsza od Met—enkefaliny gdyż w yw ierała efekt już w stężeniach od 
1,8 do 180 nmoli. Natomiast peptyd m etioninowy w stężeniach od 17 do 
520 nmoli. Podobne działanie obu peptydów wykazał S i m o n  (250), na­
tom iast L a u b i e (251) nie stw ierdził tego efektu u psów po w pro­
wadzeniu Met—enkefaliny do zbiornika wielkiego mózgu.

UI-3. Wpływ enkefalin na sekrecję hormonów przysadki

Stwierdzenie obecności zakończeń neuronów enkefalinoergicznych w 
zew nętrznej w arstw ie wyniosłości pośrodkowej (eninentia m ediana) pod­
wzgórza (87) zapoczątkowało szereg badań dotyczących w pływ u enke­
falin na sekrecję hormonów przedniego płata przysadki.

Po wprowadzeniu Met—enkefaliny do III kom ory mózgu zaobserwo­
wano (252) około 4-krotny wzrost stężenia prolaktyny w osoczu krw i 
szczurów. Podobne działanie zarówno Met—enkefaliny, jak  i Leu—enke­
faliny wykazali inni (60, 253—258). Syntetyczne analogi enkefalin z D-ala- 
niną w pozycji 2 i amidem m etioniny w położeniu 5 okazały się efek­
tyw niejszym i stym ulatoram i uw alniania horm onu i powodowały k ilka­
naście razy większy wzrost stężenia pro lak tyny  we krw i niż rodzime 
peptydy (255, 259— 265).

M echanizmy działania enkefalin nie są jeszcze w pełni poznane. Na­
stępujące jednak fak ty  sugerują udział receptorów  opiatowych podwzgó­
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rza. Po pierwsze — w doświadczeniach in vitro  — w których przysadkę 
szczura inkubowano w środowisku zaw ierającym  Met—enkefalinę, nie 
stw ierdzono wzrostu sekrecji prolaktyny z gruczołu (260, 266). W ydaje 
się więc, że enkefaliny nie w yw ierają bezpośredniego wpływ u na przy­
sadkę. Po drugie — dożylna lub dokomorowa iniekcja szczurom na ltrek - 
sonu znosi efekt działania enkefalin. Natom iast związek ten  nie wpływa 
na sekrecję horm onu z przysadki in vitro  (267). W prawdzie powyższe 
w yniki w skazują na podwzgórze jako miejsce bezpośredniego działania 
enkefalin, nasuwa jednak się pytanie czy efekt stym ulujący wiąże się ze 
w zrostem  poziomu podwzgórzowego horm onu uwalniającego prolaktynę 
z przysadki (PRH), czy też obniżeniem stężenia czynnika ham ującego 
uw alnianie pro lak tyny  (PIF), k tórym  jest prawdopodobnie dopamina 
(268). Pew ne światło na om awiany problem  rzuciły badania F e r l a n d a
i wsp. (256), którzy po dokomorowej iniekcji Met—enkefaliny szczurom 
zaobserwowali nagrom adzanie się dopaminy w wyniosłości pośrodkowej
i jednoczesny w zrost sekrecji pro lak tyny  z przysadki do krwi. F ak t ten  
au torzy  tłum aczą zmniejszeniem  liczby obrotów dopam iny oraz zaham o­
w aniem  jej uw alniania z neuronów.

Większość prac nad wzajem nym i relacjam i enkefaliny-neurony do- 
pam inoergiczne dotyczy ciała prążkowanego, obszaru mózgu o dużej 
zaw artości obu typów  związków. Mimo, iż n iektóre w yniki naw zajem  
sprzeczne w ym agają dalszego udokum entow ania doświadczalnego, dzia­
łające tu  m echanizm y są lepiej poznane i mogą przyczynić się do w y­
jaśnienia zależności w podwzgórzu. Uzasadnione jest więc przytoczenie 
badań w tym  właśnie miejscu. I tak  C a 1 d e r  i n i (269) zaobserwo­
wał, że w ciele prążkow anym  i niektórych s truk tu rach  układu lim bicz- 
nego (nucleus accumbens, ciało migdałowate) Met—enkefalina ham uje 
syntezę dopaminy z tyrozyny oraz zmniejsza liczbę obrotów, co p rze ja­
wia się spadkiem  poziomu katabolitów  tego m ediatora — DOPAC (kwas 
3,4-dwuhydroksyfenylooctowy) i 3—MT (4-hydroksy-3-m etoksyfenyloety- 
loamina). Podobne wyniki otrzym ał B i g g i o (270). Natom iast A 1 g e r  i 
(271) nie stw ierdził ilościowych zmian m etabolitów  dopaminy. Jedno­
znaczne rezu lta ty  uzyskano badając metabolizm  dopam iny w ciele prąż­
kow anym  szczura pod wpływem  analogu Met—enkefaliny — D—A la2— 
M et— enkefalinam idu. Badania prowadzone niezależnie w kilku ośrod­
kach w ykazały, iż po dokomorowym w prowadzeniu związku następuje 
zwiększenie stężenia katabolitów  dopaminy — DOPAC i HVA (kwas 
4-hydroksy-5-m etoksyfenylooctow y) oraz wzrost poziomu bezpośrednie­
go prekursora dopam iny — DOPA (3,4-dwuhydroksyfenyloalanina), 
(269— 273).

In teresujące wnioski w ynikają z badań nad um iejscowieniem  recep­
torów  opiatowych w ciele prążkowanym . Po selektyw nym  zniszczeniu 
neuronów  dopaminoergicznych na skutek wprowadzenia 6-hydroksydopa- 
m iny lub elektrokoagulacji istoty czarnej, k tórej neurony dają projekcję
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do ciała prążkowanego, obserwowano w tym  ostatnim  obszarze zm niej­
szenie liczby receptorów  narkotyków  (274—276). Iniekcja do ciała prąż­
kowanego kw asu kainowego, uszkadzającego perikariony, rów nież po­
w oduje zm niejszenie liczby miejsc receptorow ych oraz spadek zawartości 
enkefalin, ale nie ma żadnego wpływ u na wzrost stężenia m etabolitów  
dopaminy, obserw owany po wprowadzeniu aktywnego analogu M et—enke­
faliny (273, 274). C harakter zmian nasuwa przypuszczenie, że część re ­
ceptorów opiatowych ciała prążkowanego umiejscowiona jest praw do­
podobnie presynaptycznie na neuronach dopaminoergicznych (171, 273— 
277). A ktyw acja receptorów  wpływa na wew nątrzkom órkow y m etabolizm  
dopaminy i jednocześnie obniża lub ham uje uwalnianie m ediatora z neu­
ronów. To ostatnie znalazło potwierdzenie w doświadczenia in vitro  (278).

Nie wykluczone, że stym ulacja sekrecji p ro lak tyny  z przysadki pole­
ga na aktyw acji przez enkefaliny podobnie um iejscowionych receptorów  
opiatowych na neuronach dopaminoergicznych podwzgórza.

Należy ponadto odnotować pobudzający wpływ enkefalin i ich analo­
gów na sekrecję horm onu w zrostu (GH), (253—255, 259, 262, 265) oraz 
ham ujący uw alnianie z przysadki horm onu luteinizującego (LH), hor­
monu dojrzew ania pęcherzyków (FSH) i tyreo tropiny  (TSH), (254, 265, 
279). Prawdopodobnie regulacja sekrecji wiąże się z działaniem enkefa­
lin na podwzgórzowe horm ony uwalniające. W badaniach in vitro  zaobser­
wowano np., że Met—enkefalina ham uje wydzielanie LH—RH (hormon 
uw alniający horm on luteinizujący) z części przyśrodkowej podwzgórza 
szczura (280).

Sugeruje się również bezpośredni udział enkefalin w regulacji w y­
dzielania w azopresyny z części nerw ow ej (pars nervosa) przysadki (281). 
Ten 9-cio aminokwásowy peptyd o działaniu antydiuretycznym  pow staje 
w jądrze nadwzrokowym  (nucleus supraopticus) podwzgórza, skąd wzdłuż 
aksonów podwzgórzowo-przysadkowych następuje transport do części 
nerw owej przysadki. Doświadczenia prowadzone przez badaczy z p ra­
cowni G u i l l e m i n a  (281) wskazują, iż neurony enkefalinoergiczne 
jądra  nadwzrokowego dają projekcję do części nerw owej przysadki i re ­
gulacja sekrecji wazopresyny do krwioobiegu zachodzi prawdopodobnie 
tą  drogą (281). Zaobserwowano bowiem równoległość m iędzy zaw artoś­
cią enkefalin w zakończeniach neuronów a ilością horm onu w części 
nerw owej. Ponadto po dokomorowej iniekcji M et—enkefaliny następo­
wało u szczurów zmniejszone oddawanie moczu i jednoczesny wzrost 
stężenia w ydalanej w azopresyny (282).

IV. Wpływ enkefalin na aktywność cyklazy adenylowej i poziom cyklicz­
nych nukleotydów

Wiele danych przem aw ia za tym , iż in terakcja enkefalin z recepto­
rem  opiatowym powoduje zmiany stężeń cyklicznych nukleotydów  oraz
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aktywności cyklazy adenylowej. W w arunkach in vitro  enkefaliny, po­
dobnie jak  m orfina, ham ują aktywność cyklazy adenilowej i obniżają 
w ew nątrzneuronalny poziom cyklicznego AMP, przy czym specyficzny 
antagonista — nalokson znosi ten  efekt (283). Najsilniejszym  inhibitorem  
okazała się Met—enkefalina. K t wynosząca 12 nmoli jest około 3-krotnie 
niższa w porównaniu z wartością dla Leu—enkefaliny (40 nmoli) i oko­
ło 125-razy m niejsza od stałej inhibitorowej m orfiny. Oba peptydy w y­
w ierają jednak efekt krótkotrw ały , co prawdopodobnie świadczy o ich 
rozkładzie w lub pobliżu m iejsca receptorowego. Powyższe wyniki po­
tw ierdzili inni badacze (284— 288). W ykazano ponadto, iż równolegle ze 
spadkiem aktywności cyklazy adenylowej i poziomu cAMP następuje 
wzrost stężenia cyklicznego GMP, jednakże w odróżnieniu od poprzednie­
go, Leu—enkefalina jest tu  silniejszym  aktyw atorem  niż m etioninowy 
analog (284— 286). Prawdopodobnie odmienne działanie na cykliczne nu - 
kleotydy jest wynikiem  in terakcji enkefalin z różnym i typam i receptorów 
opiatowych, co w dalszej konsekwencji powoduje tak  liczne efekty  fizjo­
logiczne.

V. Aktywność biologiczna enkefalin a struktura chemiczna

Fakt, iż Met— i Leu—enkefalina są pentapeptydam i, um ożliw iający 
syntezę dużej ilości analogów zaw ierających w różnych położeniach am i­
nokwasy zmodyfikowane lub wym ienione na inne (289—306) pozwolił, 
w stosunkowo krótkim  czasie od odkrycia enkefalin, ustalić zależności 
aktyw ności biologicznej od s tru k tu ry  chemicznej. W ykazano przede 
wszystkim, że łańcuch peptydow y złożony z pięciu aminokwasów jest 
najm niejszą, aktyw ną jednostką struk tu ra lną  (22, 40, 96, 202, 204, 217, 
296, 307, 308), a usunięcie N-końcowego (22, 40, 96, 97, 99, 102, 110, 157, 
204, 296, 308) lub C-końcowego aminokwasu (204, 217, 296, 308) prowadzi 
do całkowitej lub praw ie całkowitej u tra ty  aktywności.

Synteza analogów enkefalin zawierających chemicznie zmodyfiko­
w aną tyrozynę, która jak  się przypuszcza jest odpowiedzialna za in te r­
akcję z receptorem  (28, 29, 36, 40, 97, 99, 102, 110, 204, 308—310) pozwo­
liła prześledzić jej wpływ na aktywność biologiczną peptydów. Zauw a­
żono (202, 204), że usunięcie grupy aminowej z tyrozyny prowadzi do 
zaniku właściwości przeciwbólowych Met—enkefaliny. Analogi enkefa­
lin ze zm etylowaną N-końcową grupą aminową w ykazują nieznaczne 
zmniejszenie działania przeciwbólowego (295, 296). Poza grupą aminową 
o aktywności biologicznej enkefalin decyduje obecność grupy hydroksy­
lowej tyrozyny. Usunięcie jej z cząsteczki w w yniku zastąpienia ty rozy­
ny  przez fenyloalaninę powoduje całkowitą u tra tę  aktyw ności (204, 296, 
308). Do tego samego efektu prowadzi m etylacja grupy hydroksylow ej 
(296). N ieaktyw ne peptydy otrzym uje się po zastąpieniu L-tyrozyny 
przez izomer D (290, 296, 297) lub jakikolw iek inny aminokwas (296, 309).

http://rcin.org.pl



[19] ENK EFA LIN Y 461

Pochodne enkefalin z L-alaniną w pozycji 2 lub 3 zamiast reszty gli- 
cylowej nie wykazują aktywności biologicznej (40). Natomiast wprowa­
dzenie D-alaniny w położenie 2 powoduje wzrost aktywności obu pepty- 
dów (112, 216, 289, 296, 308). Wiąże się to zapewne z odpornością na 
działanie aminopeptydaz, gdyż analog Met—enkefaliny zawierający L-ala­
ninę w pozycji 2 ulega rozkładowi z taką samą szybkością jak związek 
rodzimy (112), a także, jak sugeruje B e d d e 11 i wsp. (296), możliwością 
przyjęcia dzięki obecności D-alaniny odpowiedniej konformacji, ułatw ia­
jącej łączenie z receptorem. Wydłużenie łańcucha D-aminokwasu przez 
wprowadzenie D-leucyny w położenie 2 obniża aktywność biologiczną 
w porównaniu z aktywnością D-alaninowych analogów i niemodyfiko- 
wanych enkefalin (296).

Niezbędność arom atycznej, hydrofobowej reszty fenyloalanylow ej 
potwierdziło otrzym anie nieaktyw nych pochodnych, w których am ino­
kwas ten  zastąpiono innym i — histydyną, tyrozyną lub leucyną (296, 308). 
Istotne znaczenie ma także odległość między tyrozyną a fenyloalaniną. 
Usunięcie jednej z reszt glicylowych lub wprowadzenie dodatkowej po­
w oduje spadek aktyw ności biologicznej, co prawdopodobnie w ynika z nie­
możliwości przyjęcia odpowiedniej konform acji przestrzennej podczas 
reakcji z receptorem  (40, 308).

Obecność wolnej grupy karboksylowej C-końcowego am inokwasu nie 
jest w arunkiem  koniecznym dla zachowania aktywności biologicznej. 
W śród zsyntetyzow anych analogów Met— i Leu—enkefaliny z zabloko­
w aną grupą karboksylow ą wiele różni się znacznie składem am inokwaso- 
wym  od m acierzystych peptydów i nie odegrało większej roli w usta­
leniu zależności aktyw ności od s tru k tu ry  chemicznej (291, 292, 295, 296, 
298). N ajbardziej zbliżone budową do enkefalin pochodne, które oprócz 
D-alaniny w położeniu 2 zaw ierają resztę m etionyloamidową lub leucy- 
loamidową w pozycji 5 oraz estry  m etylowe D-Ala2—Met—enkefaliny 
(Tyr—D-Ala—Gly—Phe—Met—OMe) lub d—Ala2—Leu—enkefaliny 
(Tyr—d—Ala—Gly—Phe—Leu—OMe) charakteryzują  się k ilkakrotnie 
wyższą aktyw nością i długotrw ałym  działaniem przeciwbólowym (27, 112,
216, 260, 262, 290, 291, 296), a niektóre np. ester m etylow y D-Ala2—Leu— 
enkefaliny w yw ołują ten  efekt naw et po wprowadzeniu dożylnym  (291). 
Zwiększona aktywność tych pochodnych oraz analogów zawierających, 
oprócz D -alaniny w pozycji 2, jako C-końcowy aminokwas D-metioninę 
lub D-leucynę (241, 296) wynika nie tylko z faktu, iż nie są rozkładane 
przez amino- i karboksypeptydazy, lecz prawdopodobnie odgryw ają tu  
rolę także takie czynniki jak  odmienna od enkefalin konform acja prze­
strzenna, zmiana własności fizyko-chem icznych np. lipofilności lub też 
zdolności łatwiejszego osiągania m iejsca receptorowego, (214, 241). W raz 
ze skróceniem  łańcucha C-końcowego aminokwasu, a więc osłabieniem  
lipofilności C-końca peptydu, obserwowano spadek aktywności biologicz­
nej enkefalin (296). Dla zsyntetyzow anych analogów zaw ierających jako
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C-końcowy aminokwas odpowiednio izoleucynę, norleucynę, walinę, ala­
ninę i glicynę zmiany aktywności zachodziły w kierunku od najbardziej 
aktywnej izoleucynowej do prawie pozbawionej działania biologicznego 
pochodnej z alaniną i glicyną (296). Zastąpienie metioniny lub leucyny 
przez prolinę nie wpływa znacząco na aktywność biologiczną Pro5-enke- 
faliny (304). Natomiast szczególnie aktywne okazały się te analogi enke­
falin z proliną lub j^j amidem jako C-końcowym aminokwasem, które 
ponadto zawierają w pozycji 2 D-alaniną, D-metioninę lub D-norleucynę 
(304), co podkreśla kluczową rolę tyrozyny dla aktywności biologicznej 
enkefalin.

Porównując budowę chemiczną enkefalin oraz morfiny i jej pochod­
nych nasuwa się pytanie jak jest to możliwe, iż związki o tak odmiennej

HO

y 8 i  h° Y o 1  °k ^ J - C H 2-C H 2-C H 2 k ^ > - C H 2- C U - C -

Tyramina
I
NH2

Met -  (Leu) -  enkefalina

G ly -G ly —Phe—Met-OH 

-L e u -OH

/

Nalokson
(N -a ll¡lo -7 ,8 -d w u hyd ro -14 -hyd ro ksym orf¡no n )

N-CW2-C H = C U 2

oHC-O

N a lo rfin a  
( N -a llilom o rfina )

N -C H 3

3 H C - 0 ^ 0 ^  3 H C -O '

3 H C - C - C H 2 -C H 2 -C H 3  H O - C - C H 3

OH (CH2 ) 2

Etorfina
(Tetra h y d ro -7 -( l-h y  droksy- 
-1 -m e ty lo -bu ty lo -l) -6,14- 
-endoeteno-oripaw ina)

Pet,

n - c h 3

(7 -( l- fe n y lo -3 -h y d ro k s y -  
-bu ty lo -3 )-6 ,14 -endoe te - 
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Ryc. 4. Wzory strukturalne enkefalin i morfiny 
L in ią  g ru b s z ą  z a z n a c z o n o  u g ru p o w a n ie  ty ra m in o w e
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s truk tu rze  łączą się z tym  samym  miejscem neuronu jakim  jest receptor 
opiatowy. Badania nad w yjaśnieniem  tego problem u skupiły się na in ten­
syw nym  poszukiwaniu analogii w budowie enkefalin i narkotyków . Zw ró­
cono uwagę, iż mimo istotnych różnic wspólną cechą jest obecność ugru­
powania tyram inow ego i podobne działanie obu typów związków nale­
żałoby wiązać z tym  właśnie faktem  (310— 314), (Ryc. 4). Spostrzeżenie 
nabiera istotnego znaczenia w świetle badań wskazujących, iż w  narko­
tykach ugrupow anie tyram inow e bierze bezpośredni udział w in terakcji 
z receptorem  (310, 315—317), podobnie jak  reszta tyrozylow a enkefalin, 
a więc też zaw ierająca to ugrupowanie (28, 29, 36, 40, 97, 99, 102, 110, 
204, 308— 310).

Te odmienne grupy związków m ają także zbliżoną budowę prze­
strzenną, określoną dla narkotyków  obecnością sztywnego pierścienia 
fenantrenow ego w cząsteczce. Zaproponowano kilka modeli opisujących 
przestrzenną konform ację enkefalin. Przestrzenne podobieństwo do n a r­
kotyków zapewnia enkefalinom  s tru k tu ra  (3-zwoju, stabilizowana wiąza­
niem wodorowym  m iędzy grupą karbonylow ą Tyr1 a amidowym  wodo­
rem  P he4 jak  sugerują jedni (318— 320) lub dwoma naprzem ianległym i 
wiązaniami wodorowymi między Tyr1 a Phe4 jak  stwierdzono na podsta­
wie badań rentgenograficznych (321). Inny typ  struk tu ry  (3-zwoju zapro­
ponowano na podstawie widma enkefalin wyznaczonego za pomocą ją ­
drowego rezonansu param agnetycznego (NMR), (322— 325). P eptyd  p rzy j­
m uje konform ację ^ -zw o ju  z wiązaniem  wodorowym utw orzonym  m ię­
dzy grupą karbonylow ą Gly2 a amidowym wodorem m etioniny lub leucy- 
ny. Jeszcze inny model konform acji enkefalin zapewniającej podobień­
stwo do narkotyków  przedstaw ił Khaled i wsp. (326). Nie wykluczone, 
że przyjm ow anie wielu konform acji przestrzennych w arunkuje oddzia­
ływanie enkefalin z różnym i rodzajam i receptorów opiatowych.

VI. Uwagi końcowe

Mimo niezw ykle dynamicznie rozw ijających się badań nad enkefa- 
linam i nie dają one jednoznacznej odpowiedzi na tem at roli obu pepty- 
dów jako neurotransm iterów  lub neurom odulatorów  ośrodkowego układu 
nerwowego. Wiele przesłanek takich jak: nierów nom ierne rozmieszcze­
nie w struk tu rach  ośrodkowego układu nerwowego, występowanie w za­
kończeniach nerwowych, uw alnianie z neuronów w sposób typow y dla 
mediatorów, niezwykle szybka inaktyw acja przez enzym y proteolityczne 
nie tylko nie wyklucza, ale wydaje się potwierdzać rolę enkefalin jako 
neurotransm iterów . Z drugiej strony, enkefaliny, w przeciw ieństw ie do 
typowych mediatorów, łączą się nie z jednym  specyficznym lecz różnym i 
populacjam i receptorów opiatowych (242— 245, 327), powodując, jak  w y­
kazały między innym i doświadczenia F r e n k a  i wsp. (196, 197), za­
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leżny od typu receptora efekt fizjologiczny. Fakty te w powiązaniu z wpły­
wem jaki wywierają enkefaliny na syntezę, metabolizm czy też uwalnia­
nie neurotransmiterów zdają się wskazywać na neuromodulatorową rolę 
obu peptydów w ośrodkowym układzie nerwowym. Rozstrzygnięcie prob­
lemu wymaga jednak dalszych badań.
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W zajemne oddziaływanie w irus—roślina zależy od biologiczno-gene- 
tycznych własności zarówno rośliny jak  i w irusa. Roślina może być po­
datna na działanie w irusa lub może wykazywać różny stopień oporności: 
a) tolerancja — w irus nam naża się w roślinie w sposób ograniczony nie 
powodując znacznych zmian stanu w egetatywnego rośliny, b) odporność — 
roślina urucham ia m echanizm y obronne, czemu tow arzyszy wiele obja­
wów, c) immunność — w irus nie atakuje  rośliny (1).

W irusy, w przeciw ieństwie do bakterii czy grzybów nie posiadają 
własnego metabolizmu. Zdecydowanie obligatoryjny charak ter posożyt- 
nictwa wirusów z góry wyklucza szereg możliwych w przypadku grzy­
bów czy bakterii mechanizm ów oddziaływań patogen/roślina: w irus nie 
wydziela do otoczenia m etabolitów  oddziaływujących na kom órki roślinne.

Nadwrażliwość jest szczególnym rodzajem  odporności, dzięki której 
roślina lokalizuje atakującego w irusa na niew ielkim  obszarze tkank i wo­
kół m iejsc infekcji — pow stają plam y nekrotyczne lub chlorotyczne. P la ­
m y otoczone są przez w arstw ę kom órek w ykazujących odporność na po­
w tórną infekcję wirusem . Ponieważ odporność ta  obejm uje ograniczony 
obszar tkanki, nazwano ją odpornością nabytą zlokalizowaną. W niektó­
rych przypadkach prócz tw orzenia się plam  lokalnych obserwowano po­
wstawanie odporności system owej na pow tórną infekcję. Odporność sy­
stemowa obejm uje całą roślinę a więc również części rośliny oddalone od 
m iejsc lokalizacji.

W niniejszym  przeglądzie omówiono niektóre aspekty najnow szych 
wyników badań nad biochemicznymi i fizjologicznymi m echanizm am i re ­
akcji nadwrażliwości roślin na infekcję w irusam i oraz związanej z tym  
odporności nabytej.

I. Biochemiczno-fizjologiczne mechanizmy reakcji nadwrażliwości

Badania nad znalezieniem  związku m iędzy pojaw ieniem  się lokal­
nych plam  nekrotycznych i charakterystycznym i zmianam i m etabolizm u 
tkanki roślinnej są prowadzone od w ielu lat. Szczegółowe przedstaw ienie 
danych dotyczących poinfekcyjnych zmian m etabolizm u kom órki jak  też 
zmiana w organellach kom órkowych nie jest tem atem  tej pracy — zain­
teresowanego czytelnika au to r odsyła do prac przeglądow ych (2— 4). W ie-
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le poinfekcyjnych zmian m etabolicznych kom órki ma charak ter w tór­
ny — w ynika bowiem z ogólnego rozprzężenia procesów regulacyjnych. 
Badając m echanizm y procesów lokalizowania wirusów poszukuje się p ier­
wotnych zmian m etabolicznych tzn. procesów bezpośrednio uczestniczą­
cych w pow staw aniu nadwrażliwości. Niżej omówiono wyniki badań nad 
kilkoma zjawiskami, które prawdopodobnie m ają istotne znaczenie om a­
w ianych procesów.

I - l .  Rola białek w procesach lokalizowania wirusa

Pow staw anie plam lokalnych aktyw uje w tkankach otaczających ne­
krozy enzym y głównych przem ian m etabolicznych jak  np.: ezymy cyklu  
heksozofosforanów (5) czy enzym y oddechowe (6). W układzie N. taba­
cum  Sam sun NN/TMV wykazano związek pomiędzy aktyw izacją m eta­
bolizmu w tkankach otaczających plam y i ham owaniem  rozprzestrzenia­
nia się w irusa. Stwierdzono bowiem, że aktynom ycyna D ham ow ała in­
dukcję stanu antyw irusowego w tkankach otaczających plam y (7). Po­
dobne ham owanie obserwowano w układach N. glutinosa/TM Y  i Phaseo- 
lus vulgaris Pintho/TM V po trak tow aniu  aktynom ycyną D lub chloram ­
fenikolem  (8— 10), Vigna sinensis/CC1MV po trak tow aniu  2-tiouracylem  
(11) lub N. tabacum  Sam sun NN/TMV po naśw ietlaniu UV (12). W szyst­
kie te obserw acje w skazują na udział biosyntezy białek w zjaw isku loka­
lizowania wirusów. Prawdopodobnie aktyw izacja syntezy białek prowadzi 
do w ytw arzania stanu antyw irusowego kom órek otaczających plazm y (13).

Powyższe przypuszczenia w ydają się potwierdzać wyniki badań nad 
wpływem  cytokinin na procesy lokalizowania. W ykazano, że cytokininy 
stym ulują syntezę białek i kwasów nukleinowych (14— 16). K inetyna, 
syntetyczna cytokinina, włączając się do rRNA jako N* — furfury loade- 
nozyna (17) powoduje specyficzne zmiany procesów transkrypcji i tra n s­
lacji (18).

Stwierdzono, że traktow anie zakażonych TMV liści N. tabacum  Sam sun 
NN lub Phaseolus vulgaris cytokininam i — kinetyną lub N6-benzyloade- 
niną, powodowało zmniejszenie liczby nekroz (19— 20). Podobny efekt 
obserwowano w innych układach N. glutinosa/TM V, G. globosa/PVX  
i Datura stram onium /TMV (21—24). Redukcja liczby nekroz może św iad­
czyć o wzroście odporności rośliny na infekcję wirusową. W świetle póź­
niejszych badań okazało się jednak, że zmniejszenia liczby nekroz jak  
również zmniejszenie ich wym iarów, nie można tłum aczyć wyłącznie 
wzrostem  odporności rośliny. Stwierdzono bowiem, że kinetyna zm niejsza 
również szybkość nam nażania w irusa w tkance roślinnej (23). A utorzy 
przypuszczają, że może to być spowodowane deficytem  określonych m e­
tabolitów  niezbędnych do nam nażania wirusa. Skądinąd wiadomo, że 
szybkość nam nażania w irusa wpływa na rozm iary i liczbę nekroz (25).
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Tak więc redukcja liczby nekroz może być bezpośrednio spowodowana 
stym ulacją przez cytokininy syntezy białek i kwasów nukleinowych 
a bezpośrednio może wynikać z zahamowania procesów replikacji w i­
rusów. Wiele danych doświadczalnych wskazują, że szybkość replikacji 
w irusów zależy od stężenia cytokininy (26—28). Stwierdzono, że w ukła­
dzie N. g lu tinosa/TU Sy  (26), w którym  w irus nam naża się systemowo, 
małe stężenie k inetyny  (0,1 mg/l) przyspiesza nam nażanie w irusa a stę­
żenia duże (1— 10 mg/l) — hamowały. Na tej podstawie sform ułowano 
hipotezę, że małe ilości k inetyny indukują nagrom adzanie m etabolitów  
koniecznych do nam nażania wirusa. W m iarę wzrostu stężenia k inetyny  
zachodzą współzawodniczące procesy bezpośredniego blokowania rep li­
kacji w irusów przez kinetynę. Nie można również wykluczyć bezpośred­
niego wpływu k inetyny na syntezę w irusa poprzez m odyfikację w iruso­
wego RNA (29— 30).

Ryc. 1. Rybozyd kinetyny (N6-furfuryloadenozyna) w  łańcuchu RNA

Próby scharakteryzow ania substancji białkowych odpowiedzialnych 
za procesy ham owania rozprzestrzeniania się w irusa prowadzono na roś­
linach N. tabacum  zawierających gen N odpowiedzialny za reakcję nad­
wrażliwości N. tabacum  na TMV (31—36). Z liści N. glutinosa, zakażo­
nych TMV, wyizolowano i częściowo oczyszczono czynnik antyw irusow y 
(AVF =  Antivira l factor) (31— 32). Stosując chrom atografię wobec kon- 
kanaw aliny A (33), elektroforezę w żelu poliakryloam idowym  (34), zna­
kowanie [82P] fosforanem  oraz traw ienie specyficznymi hydrolazam i 
(36) — stwierdzono, że uzyskany związek jest fosfoglikoproteiną o m.cz. 
około 22 000 D. Analiza PAGE znakowanego czynnika antyw irusowego 
wykazała, że w ytw arzają go tylko odm iany N. tabacum, które posiadają 
gen nekrotyzacji N (34).

Badając m echanizm  działania genu N stwierdzono, że w arunkuje  on 
funkcjonowanie system u enzymatycznego, k tóry  przekształca n ieaktyw ­
ny prekursor czynnika w jego form ę aktyw ną (35). Obecność form y nie­
aktyw nej stwierdzono również w odmianach nieposiadających genu N

O c h 2nh

O OH
\RNA
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D rugim  czynnikiem  stym ulującym  działanie system u enzymatycznego in  
vivo  było zaifekowanie rośliny przez TMV. A utorzy przypuszczają, że 
ak tyw ujący  system  enzym atyczny jest nieczynny w zdrowej roślinie. 
Infekcja w irusem  mozaiki ty toniu  odblokowuje system  prawdopodobnie 
poprzez fosforylację jednego z kom ponentów białkowych. N ieznany po­
zostaje m echanizm  przekształcenia prekursora czynnika antyw irusowego 
w form ę aktyw ną.

M echanizm antyw irusowego działania omawianego czynnika jest rów ­
nież nieznany. Stwierdzono, że w roślinach N. glutinosa  zakażonych wi­
rusem  nam nażającym  się systemowo, np.: w irusem  mozaiki lucerny, po­
w sta ją  nieporów nyw alnie mniej czynnika antyw irusowego (37). Można 
więc sądzić, że zdolność rośliny do reakcji nadwrażliwości zależy od stę­
żenia czynnika produkowanego przez roślinę pod wpływem  zakażenia wi­
rusem.

W izolowanych protoplastach N. tabacum  po zakażeniu w irusem  mo­
zaiki ty ton iu  nie stwierdzono reakcji nekrotycznej (38). Przypuszczenie, 
że do ekspresji genu N niezbędny jest w zajem ny kontakt kom órek (38) 
oparto na obserwacji, że działanie genu N w tkankach liściowych N. taba­
cum  X anthi-nc jest ham owane przez czynniki osmotyczne powodujące 
plazmolizę (39—42). Plazm oliza likw iduje kontakt między kom órkam i, 
jaki zapew niają plazmodesmy.

Innym i przyczynam i braku  ekspresji genu N w protoplastach czy tkan ­
kach poddanych plazmolizie może być rozregulowanie m etabolizm u w 
izolowanych protoplastach (43) albo hamowanie syntezy RNA (39) w iru ­
sowych pod wpływem  szoku osmotycznego.

Rolę białek w powstawaniu systemowej odporności nabytej omówio­
no w rozdziale II-4.

1-2. Rola etylenu w  reakcji nadwrażliwości

Rozprzestrzenianiu się infekcji wirusowej w roślinie towarzyszą zmia­
ny  aktyw ności regulatorów  wzrostu, m.in. etylenu (45—46). W yniki w ie­
lu badań wskazują, że wraz z rozwojem  plam nekrotycznych lub chloro- 
tycznych w tkankach roślinnych zakażonych wirusem  w zrasta in tensyw ­
ność syntezy ety lenu (47— 49). Przeprowadzono wiele doświadczeń, aby 
w yjaśnić związek przyczynowy między produkcją ety lenu a rozw ojem  
procesów lokalizacyjnych. Stwierdzono, że stosowanie inhibitorów  syn­
tezy etylenu takich jak  C 0 2 lub K M n04 powodowało hamowanie rozwo­
ju  plam chlorotycznych w siewkach Cucumis sativus zainfekowanych w i­
rusem  mozaiki ogórka (50). W układzie lokalizującym  Vigna sinerisis w i­
rus mozaiki ogórka (51) określono efekty czterech różnych inhibitorów  
biosyntezy etylenu. Były to: galusan propylu, cysteina, dw uetylotiokarba- 
m inian sodu oraz EDTA. W krótkim  okresie po infekcji (do 2 godz.) je ­
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dynie galusan hamował produkcję etylenu. Natom iast po w ytw orzeniu 
nekroz (20 godz. po inokułacji) układ był najbardziej wrażliwy na ha­
m ujące działanie EDTA. W yniki te w skazują na istnienie różnych pre­
kursorów  etylenu przed i po w ytw orzeniu nekroz a więc zmianę m echa­
nizm u biosyntezy etylenu. Synteza etylenu zależała by od przem ian bio­
chemicznych towarzyszących postępującem u procesowi lokalizacji w i­
rusa (51).

W yniki badań nad wpływem  prekursorów  biosyntezy ety lenu  oraz 
auksyn na procesy lokalizowania wirusów zdają się potwierdzać powyż­
sze wnioski. W ykazano, że prekursor etylenu — kwas 2-chloroetylofosfo- 
nowy zmniejszał wielkość plam  nekrotycznych w układzie N. tabacum  
Sam sun NN/TMV (52, 53). W podobny sposób działały auksyny: kwas 
indoilooctowy i a-naftylooctow y (54, 55). Zm niejszenie wielkości nekroz 
wskazuje na wzrost zdolności rośliny do lokalizowania wirusa.

Na podstawie wyników przedstaw ionych wyżej można jedynie wnio­
skować o korelacji między procesami lokalizowania a produkcją etylenu. 
Nie pozwalają one jednak na określenie zależności przyczynowej między 
tym i zjawiskami.

1-3. Biosynteza związków fenolowych w  czasie reakcji nekrotyzacji

Biosynteza fenoli przebiega w roślinie w zasadzie dwiema drogami. 
W jednej fenyloalanina przekształca się do kwasu trans-cynam onow ego 
przy udziale amoniako-liazy fenyloalaniny (PAL) dając substrat do syn­
tezy wielu flawonoidów i lignin (56), (Ryc. 2). Kwas cynamonowy jest też 
substratem  do syntezy fitoaleksyn (56), patrz 1-4. Druga droga biosyntezy 
fenoli przebiega poprzez kondensację m alonylo-koenzym u A (57).

Związki fenolowe w ykazują dużą aktyw ność biologiczną, k tó ra  w y­
nika przede wszystkim  z ich łatwości utleniania do hinonów, działających 
często jako inhibitory procesów utleniania biologicznego (58).

M odyfikacje m etabolizmu fenoli obserw uje się we wczesnych etapach 
odpowiedzi nekrotycznej na zakażenie wirusem. Szczegółowe badania 
wykazały, że w kilku układach w irus/roślina odpowiedzi nekrotycznej 
tow arzyszy aktyw acja procesów utleniania, m anifestująca się w zrostem  
aktyw ności oksydaz. Między innym i stwierdzono aktyw ację oksydazy 
polifenolowej w układach N. glutinosa/TM V, Datura stram onium /TMV, 
Vigna sinensis/CMV i TMV oraz N. glutinosa/CMV (59—62). Sugerow a­
no, że aktyw acja oksydazy polifenolowej powoduje gromadzenie się chi­
nonów a w konsekwencji — śmierć komórki: pojawienie się obszaru obu­
m arłych kom órek ham uje rozprzestrzenianie się wirusa. Z drugiej strony  
stwierdzono, że aktyw acja oksydazy rozpoczyna się później niż form ow a­
nie się nekroz. Poinfekcyjną aktyw ację oksydazy polifenolowej obser­
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wowano również w tkankach N. tabacum  w tem peraturze podwyższonej 
(35°C), w k tórej nekrozy nie powstawały (63). Należy więc raczej sądzić, 
że zjawisko aktyw acji tego enzym u ma charakter w tórny (64).

Nie można wykluczyć możliwości bezpośredniego w pływ u utlenio­
nych fenoli na wiriony. Stwierdzono np., że o-benzochinon oraz utlenione 
form y kw asu chlorogenowego, katecholu i dw uhydroksyfenyloalaniny 
(DOPA) inak tyw ują w irusy poprzez tworzenie trw ałych  kompleksów 
z białkam i płaszczowymi wirionów (65— 68) lub z RNA w irusow ym  (69).

Traktow anie fenyloalaniną ilości zakażonych TMV powodowało zwięk-

coou

H2N —  CU / COOH

CW2 H

Ó “ Ó —
Feniloa lan ina Kwas

trans -cyn am o now y

h2n - o - c h 2- c o o h  AOA
Ryc. 2. Kluczowy etap biosyntezy związków fenolowych w  roślinie: konwersja 

fenyloalaniny do kwasu irans-cynamonowego

szenie średnicy plam  nekrotycznych (70). W yciągnięto stąd  wniosek, że 
fenyloalanina w jakiś sposób in icju je powstawanie plam  — prawdopodob­
nie w pływ a na enzym y syntezy fenoli (71). W związku z tym  zwrócono 
uwagę na kluczowy enzym  przem ian fenyloalaniny amoniako liazę feny­
loalaniny (72— 80). Badano kilka układów m.in. N. tabacum  X anth i-nc/ 
TMV, N. tabacum  Sam sun NN/TMV, Phaseolus vulgaris/TNV i N. gluti-  
nosa/TMV (72— 73). Stwierdzono ścisłą korelację między ilością plam, 
czasem ich pojaw iania się oraz aktyw nością amoniako-liazy. Ostatnio ba­
dając rośliny N. tabacum  X anthi-nc zakażone TMV wykazano naw et 
wcześniejszą aktyw ację amoniako-liazy w stosunku do pojaw iania się 
plam  (74).

W roślinach N. tabacum  zawierających gen nadwrażliwości N obser­
wowano wzrost aktyw ności tego enzym u również w tem peraturze 35°C, 
gdzie nie pow staw ały nekrozy. W roślinach N. tabacum  zaś nie zaw iera­
jących genu N, np.: N. tabacum  Xanthi/TM V, takiej aktyw acji nie obser­
wowano, niezależnie od tem pera tu ry  (74).

A ktyw acja amoniako-liazy zachodzi początkowo w tkankach u legają­
cych bezpośrednio nekrotyzacji, później jednak obejm uje obszar kom órek 
otaczających plamę nekrotyczną (75).

M echanizm aktyw acji amoniako-liazy jest nieznany. O statnie bada­
nia F r  i t i g a (76) wskazują, że amoniako-liaza jest enzymem o dłu-
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gim okresie półtrwania. Jego skład białkowy nie zmienia się pod wpły­
wem zakażenia — w zrasta natom iast jego stężenie. W zrost stężenia enzy­
mu jest wynikiem  stym ulacji jego syntezy de novo  (77).

Istotne znaczenie amoniako-liazy w reakcji nadwrażliwości w ykazano 
ostatnio przez zastosowanie inhibitorów  kom petycyjnych tego enzym u 
a mianowicie kwasu aminoksyoctowego (AOA) (78). Hodowanie zainfe­
kow anych TMV liści N. tabacum  Sam sun NN na pożywce zaw ierającej 
AOA powodowało kilkakrotne zwiększenie średnicy plam  a więc obniże-

a)

Lys-e-NH2 +

b)

Lys-e-NH

L ys-e -N H ''"  + N H 2-e -L y s —► Lys-e-NH^ 'N U -e - ly s

R R
Ryc. 3. Struktura adduktu kwasu chlorogenowego z grupami £-NH2 reszt lizyny  
białka kapsydowego PVX tworzącego się w pH 7,0: a) addukt 1 cząsteczki kwasu 
chlorogenowego z 1 cząsteczką lizyny, b) kwas chlorogenowy jako reagent dwu-

funkcyjny

nie odporności. Jednocześnie stwierdzono, że AOA nie wpływało na stę­
żenie amoniako-liazy w badanych tkankach. Generalnie można powie­
dzieć że aktywność amoniako-liazy jest tak  związana ze zjaw iskiem  ne- 
krotyzacji, że może służyć jako m arker tego procesu (79).

Obserwowano również zm iany aktywności innych enzymów szlaku 
fenolowego: hydroksylaza kwasu cynamonowego, transam inaza fenylo- 
alaninowa, ligaza kwas hydroksycynam onowy: koenzym A oraz o-m etylo 
transferazy  o-dwufenoli (80). Te ostatnie są bezpośrednio zaangażowane 
w biosyntezę lignin (81).

1-4. Rola fitoaleksyn w  procesach lokalizowania wirusów

Rośliny zainfekowane grzybam i w ytw arzają tzw. fitoaleksyny, związki 
fenolowe o aktyw ności antygrzybow ej (82—86). W soi pod wpływ em  za­
każenia grzybem  z rodzaju Phytophtora  powstaje fazeolina (Rys. 4) — 
w odm ianach odpornych tw orzy się ona 20— 50 razy szybciej niż w po­
datnych (87). W ykazano, że w niektórych przypadkach infekcji w iruso­
w ej tow arzyszy również syntezy fitoaleksyn (88). Podczas lokalizowania
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w irusa nekrozy ty toniu  w liściach soi m aksim um  produkcji fazeoliny by­
ło skorelow ane w czasie z powstawaniem  plam  nekrotycznych. W zrost 
syntezy fazeoliny obserwowano w tkankach otaczających nekrozy. 
W związku z tym  autorzy przypuszczają, że fazeolina jest zaangażowana 
w regulacji wielkości plam  powodując odporność tkanek otaczających 
plam y na dalszą infekcję wirusem .

Ryc. 4. Fitoaleksyny powstające w  roślinie pod wpływem infekcji wirusowej: a) fa­
zeolina, b) fazeolidyna, c) izoflavon fazeoliny d) kiewiton

W innych roślinach w ykazujących zdolność lokalizowania wirusów, 
np.: N. tabacum  Sam sun NN/TMV (89, 91) lub TNV (92) oraz Phaseolus 
vulgaris Pintho/TM V  (90a, 93), substancje o charakterze fitoaleksyn były 
syntetyzow ane w całej roślinie a więc również w liściach niezakażonych. 
W związku z tym , rośliny po infekcji w irusem  staw ały się odporne na 
w tórne zakażenie grzybam i.

Skład fitoaleksyn badano dokładniej w układzie P. vulgaris/TN V  
(90b). Z hipokotyli P. vulgaris zakażonych TNV wyizolowano cztery  
związki fenolowe o aktyw ności antygrzybow ej: fazeolinę, fazeolidynę, 
izoflavon fazeoliny i kiew iton (Rys. 4). Te same substancje pow staw ały po 
infekcji hipokotyli grzybem  C. lindem uthianum .

W ytw arzanie fitoaleksyn podczas lokalizowania w irusów jest zjaw i­
skiem zaobserwow anym  niedawno. Dotychczasowe wyniki badań ogra­
niczają się do stw ierdzenia fak tu  i w stępnych w yjaśnień. Zupełnie nie 
wiadomo czy fitoaleksyny biorą udział w  procesie lokalizacji w irusów, 
a jeżeli tak, to jaki jest m echanizm  tego zjawiska. Nie jest wykluczone, 
że akum ulacja fitoaleksyn jest tylko wynikiem  ogólnych zmian m eta­
bolizmu fenoli w tkankach lokalizujących (1-3).
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II. Biochemiczno-fizjologiczne mechanizmy odporności nabytej

Odporność nabyta rozw ija się w niezainfekowanych częściach rośliny 
po zakażeniu innych jej części w irusem  lub działaniu czynnikam i niewi- 
rusow ym i (94). Czynniki w yw ołujące odporność nabytą nazyw am y induk- 
toram i tej odporności.

Odporność nabyta bardzo często powstaje jako w ynik procesów loka­
lizowania wirusa. Stosowanie układów lokalizujących do badań m echa­
nizmów odporności nabytej jest dogodne, ponieważ obserwowane zmiany 
metaboliczne nie mogą być wywołane bezpośrednim  nam nażaniem  wi­
rusa w liściach niezakażonych — w irus nie rozprzestrzenia się w  roślinie 
i jest lokalizowany w liściach inokulowanych.

II-l. Induktory odporności nabytej

Porażenie dolnych liści Dianthus barbatus w irusem  CarMV w yw oły­
wało w  górnych częściach rośliny odporność na powtórną infelcję Car 
MV. Obserwowano ok. 90°/o ham ow ania nam nażania w irusa w porów na­
niu z kontrolną rośliną nieporażoną (95). Odporność o podobnym charak­
terze uzyskano w wielu innych układach induktor/roślina. W tablicy  1 
pokazano niektóre układy induktor/roślina, czynniki aktyw ujące oraz za­
kres powstałej odporności. Jak  widać z tablicy, szczególnie dobrze zba­
dano odporność nabytą  w różnych gatunkach i odmianach rodzaju Nico- 
tiana.

Induktoram i odporności nabytej, prócz wirusów, mogą być takie czyn­
niki jak w irusy inaktyw ow ane (115), ekstrak ty  z bakterii (120— 122), za­
rodniki grzybów (121), w irusowe białka płaszczowe (107), polisacharydy 
(123), obce kwasy rybonukleinow e (124— 125), dwuniciowy polinukleotyd 
poli (IX C) (106), kwas poliakrylow y (109— 110), kwas inozytolosześcio- 
fosforowy (108), bezwodnik etyleno-m aleinow y (126).

Mechanizm indukcji odporności nabytej jest nieznany. Nie wiadomo, 
czy induktor przenikając przez błonę stym uluje procesy odpornościowe 
w ew nątrz kom órki czy też nie przenika przez błonę lecz aktyw uje od­
powiedni receptor błonowy podobnie jak horm ony czy in terferon w tk an ­
kach zwierzęcych.

W yniki badań nad wpływem  wielkości cząsteczki kwasu poliakrylo- 
wego na jego własności aktyw ujące wykazały, że w zakresie ciężarów 
cząsteczkowych od 3000 do 1 000 000 zdolność do aktyw acji zm niejszała 
się ze wzrostem  długości łańcucha polim eru (109). A utorzy przypuszczają, 
że świadczy to o m alejącej przepuszczalności błony komórkowej dla po- 
lianionu o w zrastającej wielkości. Nie można jednak wykluczyć swoistej 
aktyw acji receptora błonowego przez kwas poliakrylowy. W tkankach 
zwierzęcych obserw ujem y zjawisko odwrotne: zdolność do stym ulacji
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Tabela 1
Zestawienie niektórych układów wirus/roślina wykazujących odporność 

nabytą, czynniki indukujące oraz wielkość i specyficzność powstałej odporności

Odporność nabyta
Piśmien­
nictwo

Lp. Induktor Roślina
Wirus %

hamowania1'

1 2 3 4 5 6

1. CarMV Dianthus barabatus CarMV 80 95
2. TMV, TNV N. tabacum TMV 60 96

„Samsun NN” TNV — 97
TRSV 40 98
TomRSV — 99

3. Pseudomonas siringae N. tabacum 
„Samsun NN”

TMV 95 100

4. Pseudomonas fluo- N. tabacum TMV 65 101
rescens „Xanthi-nc”

5. E. coli-ekstrakt N. tabacum „SamsunNN” TMV 70 102
N. tabacum „Xanthinc” TMV 60

6. RNA — drożdże N. tabacum „SamsunNN” TMV — 104,105
7. Bacillus uniflagel- N. tabacum „Xanthi” TMV 70 103

latus — ekstrakt
8. TMV — białko kap- N. glutinosa TMV, PVX 50 107

sydu Datura stramonium TMV, PVX 90
9. kwas inozytolosześ- N. tabacum TMV 100 108

ciofosforowy
10. kwas poliakrylowy N. tabacum „Xanthi-nc” TMV 100 109

TNV 100 110
PVX 0—10 110

11. TMV N. glutinosa 112
12. poli(IxC) N. tabacum „SamsunNN” TMV 50 106

Datura stramonium TMV 60 106
13. TNV, TMV inakt.

UV Phaseolus vulgaris TMV — 116
14. Białko kapsydu

TMVTMV Phaseolus vulgaris 45 115
15. AMV, TMV, TNV, Phaseolus vulgaris AMV, TMV

SBMV, CMV Vicia faba CMV, TNV, 
SBMV

— 113a,b

16. TMV, PVX Datura stramonium TMV, PVX — 114
Gomphrena globosa TMV, PVX — 114

17. inakt. PVX Capsicum pendulum PVX 64 115
PVX PVX 72 115

ł) % hamowania — hamowanie namnażania wirusa oszacowane w warunkach optymalnych i wyrażone jako stosu­
nek nekroz powstałych na liściach roślin traktowanych induktorem i nietraktowanych
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syntezy in terferonu  w zrasta ze wzrostem długości polim eru — indukto- 
ra  (127).

II-2. Specyficzność odporności nabytej

Na podstawie dotychczasowych, bardzo niepełnych danych trudno 
wnioskować o specyficzności odporności nabytej w roślinach. Nie usta­
lono pełnego zestawu wirusów nam nażających się w poszczególnych ro ­
ślinach odpornych (patrz Tabela 1). Można jedynie stwierdzić, że w wie­
lu w ypadkach zakażenie rośliny określonym  w irusem  dawało odporność 
przeciwko innym  wirusom. Podobne efekty  obserwowano po zastosowa­
niu induktorów  nie-wirusow ych.

W roślinach Phaseolus vulgaris P in tho można wywołać odporność 
pięcioma różnym i w irusam i — w każdym  przypadku roślina sta je  się 
odporna na wszystkie pozostałe w irusy (tabela 1). Podobne zjawisko 
stwierdzono również w roślinach N. tabacum  Sam sun NN oraz Vicia faba. 
Z drugiej strony białko płaszczowe w irusa mozaiki ty toniu  w yw oływ ało 
w roślinach N. glutinosa  i Datura stram onium  odporność przeciwko TMV 
i PVX lecz nie przeciwko CMV (Tabela 1, pozycja 7).

Należy generalnie podkreślić, że odporność nie oznacza im m unnoś- 
ci — stąd też obserw uje się jedynie pewne ham owanie nam nażania w i­
rusa w tkankach odpornych w porów naniu z podatnym i. W yraża się to 
zmniejszeniem liczby lub wielkości plam  lokalnych albo też zm niejsze­
niem  stężenia w irusa w tkankach. Na tej podstawie można określić iloś­
ciowo stopień powstałej odporności przeciwko danem u w irusow i w yra­
żając go w °/o ham owania nam nażania w irusa w stosunku do roślin n ie­
odpornych (Tabela 1).

n-3. Wpływ aktynomycyny D na odporność nabytą

A ktynom ycyna D na ogół nie wpływa ham ująco na replikację w iru ­
sów (128), przeciwnie, w wielu w ypadkach stw ierdzono stym ulujący 
wpływ tego antybiotyku na nam nażanie, np.: w układach N. tabacum / 
TMV (127) lub Datura stram onium /PV K  (129). Jednocześnie zaobserwo­
wano zmniejszenie się odporności nabytej pod wpływem  aktynom ycy­
ny D. W liściach Cucumis sativus, odpornych na w irusa mozaiki ogórka, 
po trak tow aniu  aktynom ycyną D na jeden dzień przed zaszczepieniem 
w irusa, w zrastała szybkość nam nażania CMV (130— 131).

Traktow anie liści N. tabacum  X anthi-nc kwasem poliakrylow ym  w y­
woływało całkowitą odporność na TMV i TNV — immunność (109). P o­
w staniu odporności tow arzyszyła synteza czterech dodatkowych białek 
(patrz II-4). Jeżeli roślinę traktow ano m ieszaniną kwasu poliakrylowego 
i aktynom ycyny D — odporności nie uzyskano. Stosowanie aktynom y-

http://rcin.org.pl



[13] OPORNOŚĆ RO ŚLIN  WOBEC W IRUSÓW 489

cyny D nie później niż w ciągu dwóch dni po zaszczepieniu w irusa rów ­
nież likwidowało odporność. Nie stw ierdzono tw orzenia dodatkowych bia­
łek (110).

Podobne do om awianych wyżej wyniki uzyskano badając wpływ 
aktynom ycyny D na pow tórną infekcję N. tabacum  Sam sun NN przez 
TMV — zakażonego uprzednio TMV lub PVY (99, 110).

Fakt, że procesy odpornościowe są ham owane przez aktynom ycynę D, 
wskazuje na ich zależność od procesów transkrypcji komórkowego DNA. 
Nie jest wykluczone, że roślina pod bezpośrednim  lub pośrednim  wpły­
wem w irusa albo innego induktora, produkuje substancje odpornościo­
we o charakterze białkowym  (patrz II-4).

II-4. Białka towarzyszące odporności nabytej

W yniki badań nad charakterystycznym i własnościami odporności na­
bytej oraz nad jej aktyw atoram i i inhibitoram i sugerują powstawanie w 
roślinie substancji o aktyw ności antyw irusow ej.

Porażenie dolnych części liści Datura stram onium  przez TMV wywo­
ływało odporność na infekcję tym  w irusem  w górnych częściach liści. Po 
ekstracji górnych części liści buforem  boranow ym  i w ytrąceniu  octanem 
cynkowym  — wyizolowano substancję białkową o m.cz. około 28 000 D 
(132). Podobne białko wyizolowano z liści N. tabacum  oraz Datura sta- 
m onium  po trak tow aniu  kwasem  inozytolosześciofosforowym (133). W y­
izolowane białka ham ow ały infekcję N. tabacum  Sam sun NN przez TMV.

Również w nieoczyszczonych ekstrak tach  z odpornych liści Capsicum  
pendulum  zakażonej PVX (115) i z liści Phaseolus vulgaris zakażonej 
TNV (117) oraz TMV po naśw ietleniu UV (115), w ekstraktach z nieza- 
każonych połówek liści roślin N. glutinosa  i D. stram onium  aktyw ow a­
nych TMV, Chenopodium amaranticolor i Phaseolus vulgaris Prince 
aktyw ow anych TNV (134) — znajdow ały się substancje o aktywności in­
hibitorów  infekcji. W roślinach niezakażońych nie stwierdzono obecności 
tych  związków.

W ykazanie, że w odpornych częściach rośliny pow stają substancje w y­
kazujące aktyw ność inhibitorów  infekcji, nie pozwala oczywiście jedno­
znacznie stwierdzić, że substancje te pozostają w ścisłym związku przy­
czynowym z m echanizm em  odporności. Test biologiczny pozwala bowiem 
jedynie określić zdolność tych substancji do ham ow ania infekcji w ybra­
nych roślin testowych. Przyczyną takiego ham ow ania może być jedynie 
blokowanie m iejsc receptorow ych błony kom órkowej lub działanie inhi­
bitora jako ak tyw atora odporności (135).

W związku z tym i zastrzeżeniam i podjęto badania nad dokładniej­
szym scharakteryzow aniem  substancji tow arzyszących odporności naby­
tej. Badania prowadzono na takich roślinach, w których odporność na­
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byta była wyw ołana reakcją nadwrażliwości na zakażenie danym  w iru ­
sem. W irus był zlokalizowany w obrębie plam  nekrotycznych ty lko na 
liściach inokulowanych.

Za pomocą elektroforezy w żelu poliakryloam idowym  wykazano, że 
ekstrak ty  z liści N. tabacum  X anthi-nc i Sam sun NN zainfekow anych 
TMV — zaw ierają przynajm niej cztery dodatkowe białka w porów na­
niu z roślinam i zdrowymi (136— 137). Przypuszczano, że białka te, ozna­
czone bj, b 2, b3 i b4, biorą udział w powstaw aniu odporności nabytej. Dzia­
łanie podwyższonej tem pera tu ry  (109, 138), lub aktynom ycyny D (110) 
hamowało powstawanie zarówno odporności jak  i tych białek dodat­
kowych.

Przynajm niej trzy  spośród czterech białek typu  b pojaw iały się w * 
roślinach N. tabacum  X anthi-nc traktow anych kwasem poliakrylow ym  
(109— 110). W przeciw ieństwie do indukcji w irusam i, odporność w ykazy­
wały tylko liście traktow ane kwasem  poliakrylow ym  (140). Praw dopodob­
nie kwas poliakrylow y jest słabszym induktorem  odporności i w związku 
z tym  rośliny produkują m niej białek „odpornościowych”.

Białka bj, b 2 i b 3 częściowo oczyszczona i badano ich budowę (142). 
Białka b 2 i b3 stanow iły odpowiednio dimer i trim er białka bi — białko 
b4 było m onomerem  o innym  składzie. Niemniej ze względu na stosowa­
nie kw aśnych buforów do ekstrakcji białek (pH 2,8) powyższe w yniki 
budzą wątpliwości.

Ostatnio opracowano nową metodę oczyszczania białka bi stosując 
chrom arografię na DEAE-celulozie i sączenie na żelu Sephadex (141). 
Uzyskano homogenne białko o ciężarze cząsteczkowym około 15 000. Nie 
oczyszczono do stanu homogennego pozostałych białek b. Próbowano w y­
kryć aktywność antyw irusow ą białka bi badając wpływ tego białka na 
nam nażanie TMV w protoplastach N. tabacum  (142). Nie stw ierdzono 
jednak żadnego efektu hamującego.

W tkankach kalusa N. tabacum  X anthi-nc nie zachodzi synteza białek 
b (142). W yjaśnienie różnej reakcji tkanek liściowych i kalusowych nie 
jest proste. A utorzy sugerują, że brak  tych  białek w kalusie może być 
w jakiś sposób związany z obserwowaną różnicą szybkości syntezy białek 
płaszczowych i powstawania wirionów w obu rodzajach tkanek (143).

Białka dodatkowe, podobne do białek b tw orzyły się również w rośli­
nach N. tabacum  zakażonych innym i w irusam i (122, 139, 140) jak  też 
w innych roślinach np.: Vigna sinensis po infekcji TNV (143).

Ponieważ białka dodatkowe pojaw iały się w liściach niezakażonych, 
w ykazujących odporność nabytą — przypisywano im istotną rolę w po­
w staw aniu odporności nabytej na zasadzie analogicznej do działania 
inetrferonu. Jak  pokazano wyżej, nie stwierdzono jednak ich aktyw ności 
antyw irusow ej. Co więcej, w N. tabacum  Sam sun NN indukowano od­
porność nabytą na TMV za pomocą chlorku rtęciowego bez tw orzenia się 
białek dodatkowych (144).
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Ostatnio zaobserwowano zjawisko odwrotne do odporności nabytej 
(152). Stwierdzono zwiększenie podatności górnych liści N. glutinosa na 
infekcję TMV pod wpływem  uprzedniej infekcji i lokalizacji TMV w 
liściach dolnych. Pojaw ianiu się tej tzw. podatności nabytej tow arzy­
szyło powstawanie białek dodatkowych typu b. Zjawisko to, całkowicie 
przeciwne do wyników dotychczas stw ierdzanych w roślinach N. tabacum, 
na razie nie zostało wyjaśnione. Tym niem niej poddaje w wątpliwość 
istotne znaczenie białek b dla odporności nabytej.

W liścieniach Cusum is sativus zakażonego TSWV lub CMV, w ykryto 
dodatkowe białko -Ex o masie cząsteczkowej około 22 000 (145, 146). Na 
podstawie analizy imm unochem icznej stwierdzono, że białko Ej nie jest 
serologicznie pokrew ne wirusow ym  białkom struk turalnym . Praw dopo­
dobnie więc jest kodowane przez genom roślinny. Białko nie było jednak 
związane z odpornością, ponieważ występowało również w liściach ogór­
ka zainfekowanych systemowo oboma wirusam i.

II-5. Analogie z interferonem

W kom órkach zwierzęcych zakażonych wirusam i pow stają substancje 
o charakterze białkowym  zwane interferonem . In terferon  w ykazuje w łas­
ności antyw irusowe. Nie posiada on swoistości względem określonych wi­
rusów, natom iast w ykazuje swoistość gatunkow ą a naw et tkankow ą (147).

S tym ulatoram i syntezy interferonu, prócz wirusów, są substancje
0 charakterze poilianionowym: dwuniciowy RNA, dezaktywowane w iru­
sy, polinukleotyd poli (IX C), kwas poliakrylow y oraz antybiotyki hele- 
nina i statolon (148, 149). Syntezę in terferonu  ham ują antybiotyki ak ty - 
nom ycyna D i cykloheksyloim id (150) jako inhibitory syntezy białka.

Przypuszcza się, że in terferon  wiążąc się ze specyficznym receptorem  
błony komórkowej indukuje powstawanie w komórce białek aktyw nych, 
odpowiedzialnych za stan antyw irusow y kom órki (147).' Indukcja stanu 
antyw irusowego jest ham ow ana przez aktynom ycynę D i cykloheksy­
loimid. Prawdopodobnie więc in terferon  pobudza biosyntezę nowego biał­
ka odpowiedzialnego za stan odporności.

W yniki badań układów bezkomórkowych, uzyskanych z kom órek pod­
danych działaniu in terferonu  sugerują, że powstała odporność kom órki 
ma charakter złożony. Polega ona głównie na ham ow aniu syntezy białek
1 kwasów nukleinow ych zarówno kom órkowych jak  i wirusowych. Ze 
względu na wykładniczy charakter nam nażania w irusy podlegają dzia­
łaniu ham ującem u w sposób nieporównyw alnie silniejszy (147).

Przedstaw ione wyżej charakterystyczne cechy in terferonu  w porów­
naniu z cechami niektórych białek związanych z odpornością nabytą w 
roślinach (białka typu b, czynnik antyw irusow y AVF) — pozwalają na 
wyciąganie pewnych analogii (32, 36, 110, 140). I tak, s tru k tu ra  chemicz­
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na czynnika antyw irusowego (glikoproteid), czynniki stym ulujące syntezę 
oraz hamowanie syntezy przez aktynom ycynę D jak  również jego ak tyw ­
ność antyw irusow a — są analogiczne do cech interferonu. Jednak  w prze­
ciw ieństwie do in terferonu  — om awiany czynnik antyw irusow y nie w y­
kazuje specyficzności gatunkow ej (35, 115, 151).

Ponieważ, jak  stw ierdzono wyżej, nic nie wiadomo o m olekularnym  
mechanizmie działania białek dodatkowych typu  b jako również czynni­
ka antyw irusowego — nie wiadomo zatem, czy są one analogicznym i do 
in terferonu  stym ulatoram i odporności komórki. Badania w pływ u czyn­
nika antyw irusowego AVF na różne etapy biosyntezy białek i kwasów 
nukleinow ych pozwolą prawdopodobnie bliżej określić analogie między 
in terferonem  a białkam i związanymi z odpornością nabytą w roślinach.

III. Uwagi końcowe

Dotychczasowe w yniki badań nad m echanizm ami odporności roślin 
na wirusy, jak  to w ynika z przedstawionego wyżej przeglądu, nie pozwa­
lają  na jednoznaczne ich w yjaśnienie. Można jednak już sform ułować 
wstępne hipotezy.

I tak  wydaje się, że procesy lokalizowania wirusów polegają na in­
dukcji w kom órkach zakażonych pewnych czynników odpornościowych, 
np.: AVF, które działają podobnie do in terferonu  w tkankach zwierzę­
cych. P rzenikając do sąsiednich kom órek stym ulują  one stan odpornoś­
ciowy. W związku z tym  wokół kom órek zainfekow anych pojaw ia się 
w arstw a kom órek odpornych na zakażenie, stanowiąca barierę dla dal­
szego rozprzestrzeniania się wirusa.

Dokładnie nie wiadomo, na czym polega ten  stan  odporności — na 
pewno charakteryzuje się wzmożeniem procesów biosyntezy białek i ogól­
ną aktyw izacją metabolizmu.

Aktyw izacji ulegają m.in. procesy syntezy związków fenolowych: 
utlenianie fenoli do chinonów powoduje zam ieranie kom órek wcześniej 
zainfekowanych. W rezultacie pow stają plam y nekrotyczne. W ydaje się, 
że nekrotyzacja tkanek jest procesm w tórnym  i nie jest odpowiedzialna 
za zahamowanie rozprzestrzeniania się wirusów.

Zjawisko odporności nabytej powstałe w w yniku uprzedniego zaka­
żenia w irusam i lub działania czynników niew irusowych — często tow a­
rzyszy procesom lokalizacji. Jest to bardzo dogodny układ do badania 
m echanizm ów odporności nabytej, gdyż wszelkie zm iany biochemiczne w 
tkankach odpornych napewno nie są spowodowane bezpośrednim  na- 
m nażaniem  wirusów.

Na obecnym etapie badań trudno naw et w przybliżeniu podać m e­
chanizm  odporności nabytej. Zbyt mało jest bowiem danych charakter- 
zujących stan odporności nabytej.
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Istotną rolę próbowano przypisać białkom  dodatkowym  obserw owa­
nym  w tkankach odpornych. Ostatnio jednak stwierdzono te same białka 
w tkankach o zwiększonej podatności na zakażenie wirusowe. S tąd także 
ich rola jest conajm niej niepewna.

Niewątpliw ie ciekawym  byłoby wyjaśnić, na ile oba zjawiska: lokali­
zowanie w irusów  i odporność nabyta m ają wspólny mechanizm pow sta­
wania i działania. Na podstawie dotychczasowych w yników można je­
dynie przypuszczać, że zarówno odporność nabyta jak  i lokalizacja są 
w ynikiem  stym ulującego działania czynników rozchodzących się w tkan ­
kach roślinnych a pow stałych w kom órkach zainfekowanych wirusam i. 
Nie wiadomo jednak, czy są to te same czynniki.
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NOWE W BIOCHEMII

Model rybosomu eukariotycznego

Kluczowe m iejsce w  procesie biosyntezy b iałka zajm ują rybosomy. W iele już 
wiadom o na tem at s tru k tu ry  rybosom ów prokariotycznych, natom iast budow a ry ­
bosomów eukariotycznych jest znacznie m niej poznana. Do chwili obecnej nie 
stw ierdzono zasadniczych różnic w  podstawowych funkcjach rybosom u w  obu 
układach. Jednakże znacznie w iększa złożoność s tru k tu ry  rybosomów eukario tycz­
nych sugeruje bardziej złożony m echanizm  realizacji inform acji genetycznej (patrz 
obszerne prace przeglądow e 1 i 2).

Badacze pracu jący  w  różnych laboratoriach  na różnorodnym  m ateria le  euka­
riotycznym  stosowali odm ienną term inologię, k tó ra  w ym agała ujednolicenia. W yjaś­
nienia w ym agała rów nież istota problem u: czy rybosom y eukariotyczne, niezależnie 
od tego, z jakiego m a teria łu  pochodzą, posiadają taką sam ą s tru k tu rę . W tym  celu w  
laboratorium  E. H. M cConkey’a (3) w ykonano dw ukierunkow ą elektroforezę żelową 
białek  rybosom alnych wydzielonych z różnego m ateria łu  w  następujących labo­
ra to riach : z w ątroby szczura (H. B i e 1 k a — Berlin, NRD; K. O g a t  a — N iigata, 
Japonia; I. G. W o o l  — Chicago, USA), z retikulocytów  królika (J. A  T r a u g h  — 
Riverside, USA), z kom órek H eLa i w ątroby myszy (E. H. M c C o n k e y  — B o u l d e r ,  
USA). Przeprow adzona w  identycznych w arunkach  analiza elektroforetyczna w y­
kazała bardzo duże podobieństwo, jeżeli n ie identyczność, wszystkich badanych 
preparatów  białek rybosom alnych. W ystępujące niew ielkie różnice (np. w  ilości 
białek kwaśnych) przypisane zostały różnicom w  procedurach izolacji.

Eksperym ent powyższy um ożliwił w prow adzenie jednolitej nom enklatury  białek 
rybosom alnych eukariotycznych oraz postaw ienie hipotezy, iż badania rybosom ów  
prowadzone na dowolnym  m ateria le  eukariotycznym  można uogólniać na w szystkie 
rybosom y typu 80 S.

W trakc ie  prac nad  rybosom am i z w ątroby szczura w  laboratorium  H. Bielki 
w  C entralnym  Insty tuc ie  Biologii M olekularnej A kadem ii N auk w  B erlinie—Buch 
stw ierdzono w ystępow anie 30 białek w  m niejszej podjednostce (40 S) oraz 40 w 
większej podjednostce (60 S). W szystkie z nich zostały wydzielone w  stanie homo- 
gennym. W m niejszej podjednostce rybosom alnej w ystępują białka o ciężarach 
cząsteczkowych 8 000—35 000, w  większej zaś o c. cz. 11 000 — 55 000. Stw ierdzono, 
że przy jm ują one k sz ta łt wydłużonych elipsoid o długości ok. 10 nm i stosunku osi 
4 : 1. N ajbardziej wydłużony kształt posiadają b iałka S2 i S3 o długości odpowiednio 
19 i 14 nm przy stosunku osi 9,5 : 1 (4,5). Na podstaw ie krzyżowych reakcji im m u­
nologicznych stwierdzono, iż każde z wyizolowanych białek rybosom alnych daje inną 
odpowiedź im m unologiczną (5). Oznacza to, że nie m a dwóch identycznych białek w 
rybosom ie eukariotycznym .

Badania nad ro lą biologiczną specyficznych białek rybosom alnych prowadzono 
m.in. z zastosowaniem  hom ogennych przeciwciał. Inh ibicja procesu translac ji w
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konsekwencji dodania do układu poszczególnych przeciw ciał świadczy o uczestn ic­
tw ie badanego białka w  owym procesie. P rzeanalizow ano w  ten  sposób biosyntezę 
polifenyloalaniny w  układzie in vitro.  Stwierdzono, że proces ten  ham ują przeciw ­
ciała względem następujących b iałek  rybosom alnych: S9, S12 oraz w  m niejszym  
stopniu S15. A zatem  te  trzy  b iałka są bezpośrednio zaangażowane w  procesie syn­
tezy polifenyloalaniny. Zaobserwow ano ponadto, że przeciwciało w zględem  rybo- 
somalnego b ia łka S15 z w ątroby szczura inhibuje syntezę polifenyloalaniny w 
układzie rybosomów z zarodków pszenicy (6). F ak t ten  sugeruje wysoki stopień po­
dobieństw a struk tu ralnego  b iałka rybosomalnego S15 z zarodków  pszenicy i w ą­
troby szczura (a co najm niej jego fragm entu  odpowiedzialnego za aktyw ność im m u­
nologiczną). Nie w ykry to  natom iast efektu  inhibitorow ego przeciwciał względem 
następujących białek: SI, S2, S16 i S23 (5,7).

Isto tną cechą s tru k tu ry  rybosomów jest w ystępow anie wszystkich b iałek  rybo­
somalnych, lub przynajm niej ich fragm entów , na powierzchni rybosom u. S tw ier­
dzenie to  w ynika z obserwacji, iż wszystkie b ia łka rybosom alne dają  pozytywny 
w ynik reakcji im m unologicznej. W laboratorium  H. Bielki dokonano lokalizacji 
n iektórych białek  rybosom alnych z w ątroby szczura za pomocą techniki im m unom i- 
kroskopii elektronow ej (z j. ang. im m unoelec tron  microscopy).  Rycina 1 przedstaw ia 
położenie białek  SI, S2 i S16 na m odelu mniejszej podjednostki rybosom alnej (8 
i prace tam  cytowane).

Ryc. 1. Lokalizacja białek rybosom alnych SI, S2 i S16 na podstaw ie im m unom i- 
kroskopii elektronow ej kom pleksu podjednostka 40S — przeciwciało (wg 8).

K olejne ujęcia przedstaw iają podjednostkę w  różnych rzutach

Znakowanie pow inow actw a (z j. ang. aff in ity  labelling) umożliwia identyfikację 
szeregu białek  rybosom alnych znajdujących się w  centrach aktyw nych rybosomu, 
jak  np. w  centrum  transferazy  peptydylow ej, m iejscu am inokwasowym  A lub też 
peptydylow ym  P. Przy zastosow aniu radioaktyw nego kw asu 2-nitro-4-azydo-benzo- 
esowego (NAB) przyłączonego do fenyloalanylo-tRN A  (Phe-tRNA) stw ierdzono jed ­
noznacznie w ystępow anie w  cen trum  transferazy peptydylow ej b iałka L10 oraz 
praw dopodobnie białek L7 i L23/23a (9). Oznaczenie polegało na uform ow aniu 
kom pleksu N A B-Phe-tR N A-rybosom -poliU , a następnie w ytw orzeniu w nim w ią­
zania kow alentnego poprzez naśw ietlanie prom ieniow aniem  nadfioletowym . W iązanie 
kow alentne pow staje w  tych w arunkach  pomiędzy radioaktyw nym  NAB a pobliskim  
białkiem  rybosom alnym . A naliza techniką dw ukierunkow ej elektroforezy żelowej 
um ożliw ia identyfikację tych białek, k tó re  ulegają zw iązaniu z grupą radioaktyw ną.

Przy zastosowaniu rad ioaktyw nej N A B-purom ycyny za pomocą tej techniki 
stw ierdzono przyłączanie znacznika wyłącznie do białek w iększej podjednostki, 
przede w szystkim  do białek L28/29 i w  nieco m niejszym  stopniu do L4, L10, L6 i L24
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Ryc. 2. Model rybosom u eukariotycznego na podstaw ie p rac nad rybosomem z w ą­
troby szczura, (wg 12).

a) podjednostka 60 S, Pozostałe rysunki p rzedstaw iają kolejno po 2 ujęcia z różnych 
stron: b, c) podjednostka 40 S w konform acji P, d, e) podjednostka 40 S w konfor­
m acji O, f, g) rybosom  80 S w  konform acji O, h, i) rybosom 80 S w konform acji P  
Na rysunku  zaznaczono skalę schem atów oraz naniesiono model cząsteczki tRNA
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(10). N atom iast stosując N -brom oacetylopurom ycynę w ykryto  w łączanie rad ioak tyw ­
ności do białek L27 i L29 (11). Powyższe dwa znaczniki w ykazują podobne powino­
w actw o wobec białek, odm ienne są jednak odległości ich centrów  aktyw nych. NAB 
może reagować na odległość 8 A, a grupa brom oacetalow a — 3,5 A.

Eksperym enty z zastosowaniem  wymienionych znaczników oraz przeciwciał umo­
żliwiły zlokalizowanie szeregu białek w  centrach aktyw nych rybosom u; dane te 
zebrano w  tabeli 1.

Tabela 1

Funkcja i lokalizacja wybranych białek rybosomalnych (wg 8).

Funkcja — region białka rybosomalne

centrum transferazy peptydylowej 
wiązanie Met-tRNAF i miejsce P 
synteza poli — Phe w systemie poli — U

L4, L6, L110, L21, L24, L27, L28, L29
S2, S3, S9, S15, S18
L10, LI 7, L23/23a, S9, S12, S15

W laboratorium  H. Bielki opracowany został ogólny model rybosom u (głównie 
w  oparciu o dane z m ikroskopii elektronow ej) (8, 12 i prace tam  cytowane).

Większa podjednostka rybosom alna (60S) przypom ina swym ogólnym kształtem  
fotel czy też ścięty pień drzewa (z. j. niem. K egelstum pfe)  (Ryc. 2a). Na płaskiej po­
w ierzchni znajdu je się głębokie wgłębienie, bruzda, k tórą zajm uje m niejsza podjed­
nostka — 40 S. Podjednostka ta  sk łada się z dwóch części połączonych ze sobą, geome­
trycznie sobie odpow iadających i w ystępujących w  dwóch skrajnych  konform acjach:
— konform acji P  (z j. ang. prolate),  o s truk tu rze  zw artej, owalnej (Rys. 2 b, c),
— konform acji O (z j. ang. obiatę),  o s truk tu rze  rozw artej, p łaskiej (Rys. 2 d, e).

W związku z różnym i konform acjam i m niejszej podjednostki również rybosom 
jako całość może w ystępować w  dwóch granicznych struk tu rach :
— konform acji O (rys. 2 f, g),
— konform acji P  (rys. 2 h, i).
W arto zauważyć, że ostatnio opublikow ane dane Boublika dotyczące struk tu ry  ry ­
bosomu z A rthem ia  salina  bardzo przypom inają model Bielki w  konform acji O (13).

Rozwinięciem koncepcji w ystępow ania rybosom u w  dwóch konform acjach uczest­
niczących w  procesie biosyntezy białka jest przedstaw ienie dynam icznego modelu ry ­
bosomu zilustrow anego na rys. 3.

W przebiegu translac ji każdy cykl w ydłużania łańcucha peptydowego o jeden 
am inokw as jest związany z przem ianam i dynam icznym i rybosom u: z przejściem  kon- 
form acyjnym  P-»-0 (zwanym przez autorów  „rack”) oraz z przejściem  0 -> P  (tzw. 
„roli”). Proces biosyntezy łańcucha peptydowego związany ze zm ianam i konform a- 
cyjnym i jest schem atycznie przedstaw iony na Rycinach 3—1, 3—2 i 3—3. Rycina 3—1 
ilu s tru je  rozpoznanie właściwego kodonu mRNA oraz tran sp o rt AA-tRNA do m iej­
sca biosyntezy. Kolejny AA-tRNA  przyłącza się do większej podjednostki w trakcie 
zm iany konform acji (Ryc. 3—2). W ytw arzane jest wówczas pomiędzy obu podjed- 
nostkam i centrum  reakcji syntezy w iązania peptydowego. Po syntezie wiązania 
peptydowego (Rys. 3—3) układ  pow raca do poprzedniej konform acji, następuje prze­
sunięcie mRNA i cykl może się powtórzyć.

Przedstaw iony model rybosom u eukariotycznego w ydaje się jednocześnie i a tra k ­
cyjny i budzący pew ne w ątpliwości. Podstaw ę eksperym entalną przedstaw ionej 
koncepcji stanow ią zdjęcia m ikroskopii elektronow ej, k tórych in te rp re tac ja  jest 
tru d n a  i często kontrow ersyjna. Założone zm iany konform acyjne w trakcie procesu
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1

KONFORMACJA P ?

3

mRNAKONFORM AG]A  O
oo tRNA

a □ • aminokwasy

Ryc. 3. Schemat działania dynamicznego modelu rybosomu eukariotycznego (wg 12) 
3—1) przyłączanie AA-tRNA, 3—2) przesunięcie kolejnego AA-tRNA z miejsca A 

do P, 3—3) synteza wiązania peptydowego

translacji wymagałyby niewątpliwie bardzo dużego nakładu energetycznego. Na 
dyskutowanym etapie ta kwestia nie jest w  ogóle analizowana. Zasadniczą zaletą 
i nowością koncepcji jest uwzględnienie możliwości dynamicznych zmian molekuły 
rybosomu. Dotychczas przedstawiane modele zakładały stan statyczny tej cząsteczki. 
Przyjęcie zmian dynamicznych rybosomu umożliwiłoby pełnienie przez niego pew­
nych, bliżej w  chwili obecnej nie sprecyzowanych, funkcji kontrolnych procesu 
biosyntezy.
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RECENZJE

Stand und Fortschritte der Methoden in der Experimentallen Medizine 

Red. K. Lohman
Seria Ergebnisse der Experimentailen Medizin, t. 32
VEB Verlag Volk und Gesundheit, 1978, Berlin, str. 120, cena 29 M.

Bardzo in teresująca książka, zarówno z m erytorycznego jak i redakcyjnego  
punktu w idzenia. Zacznijm y od tego drugiego. 120 stron druku rozszerzone jest 
dodatkow o o 200 stron zaw arte na 4 m ikro-fiszach przeznaczonych do odczytyw ania  
w  specjalnym  zunifikow anym  czytniku, którego egzem plarz znajduje się np.: w  
G łów nej B ib liotece Lekarskiej. Oszczędność papieru znakom ita. Tekst drukow any  
spełnia podw ójną rolę: albo jest rozszerzeniem  pełnego tekstu  zaw artego w  m ikro- 
fiszach albo jest pełnym  referatem .

Stanow iskiem  w yjściow ym  w ydaw nictw a jest interdyscyplinarność biochem ii, 
której m etodyka znajduje się u podłoża bardzo różnych dyscyplin  specjalistycznych, 
m ów iących „różnym i językam i” jednak pracujących w  oparciu o jednolite zasady  
dośw iadczalno-biochem iczne i m etodyczne.

W szystk ie artykuły są po niem iecku, jeden po angielsku.
Przedm iotow o m ateriał podzielony jest na osiem  grup: rozdział i charakterystyka  

organelli kom órkow ych — m itochondria, lizozom y, synaptosom y, biochem iczne m e­
tody rozdziału — chrom atografia pow inow actw a, rozdział kw asów  nukleinow ych — a-  
m inokw asów , m etody fizykaln e stosow ane w  now oczesnej m edycynie — dyfrakcji 
rentgenow skiej, EMR, NMR, ultraw irów ka, dichroism  cyrkularny — m etody skannin- 
gow e, tom ografia całego cia ła  — ultradźw ięki, hodow le tkanek i ich znaczenie dla 
diagnostyki i leczenia, m etody h isto- i im m unochem ii kom órkow ej, system ow a orga­
nizacja chem ii k lin icznej i d iagnostyki laboratoryjnej — postępy w  diagnostyce en zy­
m atycznej, b iotelem etria, spraw ność czynnościow a i jej ocena.

R ecenzja książek  czy artykułów  m etodycznych o charakterze m ultidyscyplinar- 
nym  jest bardzo trudna i niew dzięczna. N iezainteresow any odrzuca je, zaintereso­
w any m usi w ejść w  szczegóły, w oli w ięc tekst niż streszczen ie

Istn ieje jednak pew na grupa badaczy, tzw . integracjonistów , ustaw ionych zw ykle  
na styku różnych dyscyplin , którym  konieczne jest dobre, bardzo dobre rozeznanie 
w  istotach m etody. Ta w łaśn ie  w iedza jest podstawą ich interdyscyplinarnej dzia­
łalności.

Jako specjalista  w  dziedzinie patobiochem ii, d iagnostyki laboratoryjnej i w y ­
branej specjalności klinicznej, książkę tę przeczytałem  bardzo uw ażnie i z dużym  
pożytkiem . A rtykuły  pisane są przez znakom itych specjalistów  w  sw ych dziedzinach. 
N iektóre noszą charakter w yb itn ie  prospektyw ny, np.: artykuł prof. Haschena, co 
podnosi jeszcze bardziej ich wartość.
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Spraw dziłem  też w  G łów nej B ibliotece L ekarskiej przydatność posługiw ania się  
czytnikiem . To w ygodna form a zdobyw ania inform acji ale... traci się dom ow o-gabi- 
netow ą intym ność czytania.

L. T o m a s z e w s k i

The Biochemical Genetics of Man 
Red. Brock D. J. H., Mayo O.

Academic Press, 1978, London, New York, San Francisco, str. 832, cena 30 £.

Oceniana książka stanow i II w ydan ie (I ukazało się w  roku 1972) znanego euro- 
pejsko-australijsk iego dzieła pośw ięconego biochem icznej genetyce człow ieka.

Od I do II w ydania w zrosła liczba stron praw ie o 100, w zrosła znacznie liczba  
cytow anych źródeł piśm ienniczych, doprowadzono piśm iennictw o m niej w ięcej do 
roku 1976, w zrosła ponad trzykrotnie rów nież i cena.

Zbiorowe dzieło pod redakcją B r o c k a  i M a y o  pow stało jako próba stw o­
rzenia czegoś szerszego, aniżeli znakom ita książka Harrisa, a zarazem czegoś szczup­
lejszego i m niej zorientow ana w  kierunku patologii an iżeli znane dzieło zbiorow e 
pod redakcją S t a n b u r y ’ e g o  i wsp.

Redaktorzy oparli się o w spółpracę z badaczam i europejskim i i australijsk im i; 
jedyny autor, który w  obecnym  w ydaniu  podaje sw ój adres na zachodniej półkuli, 
prof. F r a s e r — jest z pochodzenia i przyzw yczajenia Europejczykiem .

K siążka składa się z 3 zasadniczych części. P ierw sza z nich zajm uje się  gene­
tycznym i podstaw am i zm ienności i w  niej przedstaw ione są w spółczesne poglądy na 
budow ę i czynność białek, zależność pom iędzy genam i a b iałkam i i na regu lację  
ekspresji genów  oraz zw iązek m iędzy chrom osom am i a zm iennością białek.

Część druga pośw ięcona jest zm ienności „norm alnej” i zaw iera szereg in form a­
cji, dotyczących zarówno biochem ii, jak i genetyki populacyjnej. W części genetycz­
nej uw agę zw racają szczególnie inform acje dotyczące polim orfizm u, selek cji i ew o­
lucji, a także inform acje dotyczące now szych badań nad sprzężeniem  genow ym  i oce­
ną odległości genetycznych. W dziale b iochem ii szczegółow o przedstaw iona jest 
zm ienność w  zakresie enzym ów , białek osocza, an tygenów  grupow ych k rw i oraz 
antygenów  leukocytarnych.

Część trzecia dotyczy zm ienności „patologicznej”. W poszczególnych rozdziałach  
om ów iono problem atykę w rodzonych w ad m etabolizm u, hem oglobinopatii, im m uno- 
globulinopatii oraz zaburzeń krzepnięcia.

K siążkę kończy in teligentny esej Frasera o niezbadanych chorobach m en d low -  
skich. K siążka zaw iera bardzo dużo now ej inform acji, stanow i am bitną próbę uno­
w ocześnienia zarówno strony faktycznej, jak i koncepcyjnej naszych poglądów  na 
biochem iczne aspekty genetyk i człow ieka. Próba to  udana tylko częściow o. U kład  
książki jest n iezw ykle logiczny, w ykład jest na ogół jasny, inform acja przedstaw iona  
jest w  sposób pełny i przejrzysty. Mimo to książka jest bardzo przekonyw ującym  
dow odem  na rzecz tezy, że now sze inform acje w  zakresie genetyki w spółczesnej 
doprow adziły w praw dzie do podw ażenia w ie lu  przejrzystych paradygm atów, a le  nie  
pozw oliły  jeszcze na stw orzenie now ej syntezy. Szczególnie w idom ym  przykładem  
tego jest sytuacja w  dziedzinie naszych poglądów  na regulację genetyczną czy za­
gadnienie zw iązku m iędzy chrom osom am i a białkam i. N ie  jest to oczyw iście zarzut 
pod adresem  autorów. K siążka jest po prostu zw ierciadłem  naszej w iedzy i  d latego
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sądzę, że książka stanow i cenne św iadectw o sytuacji w  dziedzinie genetyki b io­
chem icznej człow ieka. Jest to  ponadto w artościow e źródło inform acji, interesujące  
zarów no dla biochem ików , biologów , jak i lekarzy i m yślę, że podobnie jak I w yd a­
nie odegra bardzo pozytyw ną rolę.

Z. Wald.

i
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KOM UNIKAT
Na podstaw ie decyzji W ładz Polskiej A kadem ii N auk, K om itet B iochem ii i B io­

fizyki PA N  oraz K om itet M ikrobiologii PAN pow ołał Zespół d/s B ezpieczeństw a B a­
dań M etodam i Inżynierii G enetycznej w  składzie:

Przew odniczący — prof, dr Z. Lorkiew icz, UMCS Lublin  
C złonkow ie — prof, dr W. G ajew ski, UW W arszawa

— doc. dr M. Fikus, IBB W arszawa
— doc. dr S. K ałużew ski, PZH W arszawa
— doc. dr W. M agdziak PZH W arszawa
— doc. dr A. Piekarow icz, UW W arszaw a
— doc. dr P. W ęgleński, UW W arszawa

Zespół będzie w spółpracow ał z K om itetem  M ikrobiologii PAN.
W P olsce podjęto ostatnio badania nad k lonow aniem  genów  przy użyciu technik  

rekom binow ania DNA in vitro. Badania te w inny być prow adzone w  sposób zapew ­
niający ich pełne bezpieczeństw o. Zadaniem  w ięc Zespołu jest opracow anie, w  opar­
ciu o dośw iadczenia krajow e i zagraniczne, odpow iednich przepisów  dotyczących  
bezpieczeństw a tych badań.
Do czasu jednak opracow ania i w prow adzenia w  praktykę badawczą tych przepisów  
Zespół będzie:

1. oceniał projekty badań, k tóre mają być w ykonyw ane m etodam i inżynierii 
genetycznej z punktu w idzen ia  potencjalnego zagrożenia, jakie mogą one stanow ić  
dla człow ieka i środow iska,

2. zalecał takie zm iany w  zaplanow anych badaniach z w .w. zakresu lub w  w a ­
runkach ich prow adzenia, które by to zagrożenie w  jak najw iększym  stopniu ogra­
niczały.

W zw iązku z tym  K om itet B iochem ii i B iofizyki PAN, K om itet M ikrobiologii 
PAN , P olsk ie T ow arzystw o B iochem iczne, Polskie Tow arzystw o M ikrobiologów, P ol­
sk ie T ow arzystw o G enetyczne, P o lsk ie  T ow arzystw o Epidem iologów  i Lekarzy C ho­
rób Zakaźnych, Polskie T ow arzystw o Nauk W eterynaryjnych zwracają się do w szyst­
kich in stytucji naukow ych i gospodarczych oraz do w szystk ich  pracow ników  nauki 
w  kraju o zgłaszanie na adres Zespołu projektów badań, w  których stosow ane m ają 
być m etody inżynierii genetycznej.

Inform acje o projektach tych  badań w inny zaw ierać następujące dane:
a) N azw a i adres p laców ki, nazw iska, im iona, stopnie naukow e kierow nika i po­

zostałych w ykonaw ców  badań;
b) Cel badań;
c) P ochodzenie klonow anego DNA, rodzaj w ektora i organizm u, w  którym  będzie 

klonow any hybrydow y DNA;
d) P rzew idyw ane m etody badaw cze;
e) W arunki lokalow e i w yposażen ie laboratorium  w  zakresie dotyczącym  bez­

pieczeństw a planow anych badań;
f) Projektow ane kontrole bezpieczeństw a przebiegu badań;
g) Przew idyw ane w yk orzystan ie i posługiw anie się uzyskanym i hybrydami.
Inform acje należy k ierow ać na adres:

prof. dr Z bigniew  Lorkiew icz 
Instytut M ikrobiologii UMCS 
20-033 Lublin, Akadem icka 19
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Jeśli n ie będą potrzebne dodatkow e dane lub badania kontrolne, oceny będą 
przygotow ane w  term in ie n ie dłuższym  niż 1 miesiąc.

Biorąc pod uw agę absolutną konieczność zapew nienia całkow itego bezp ieczeń­
stw a badań z zakresu inżynierii genetycznej i w ysok ie poczucie naukow ej i społecz­
nej odpow iedzialności polskich uczonych i instytucji badaw czych, liczym y na pełne  
podporządkow anie się zaleceniom  zaw artym  w  tym kom unikacie.

Przew odniczący K om itetu  
B iochem ii i B iofizyk i PA N  
prof. W łodzim ierz O strowski

Prezes
Polsk iego Tow arzystw a  
B iochem icznego  
Prof. Lech W ojtczak

Prezes
Polsk iego T ow arzystw a  
N auk W eterynaryjnych  
prof. Edmund Prost

Prezes
Polsk iego T ow arzystw a
G enetycznego
prof. Lucjan W iśniewski

P rzew odniczący  
K om itetu  M ikrobiologii 
prof. W ładysław Dobrzański

P rezes
P olsk iego  T owarzystwa  
M ikrobiologicznego  
prof. Józef Kubica

Prezes
P olsk iego  Tow arzystw a  
E pidem iologów  i Lekarzy  
Chorób Zakaźnych  
doc. Andrzej Gajda

Prof. dr Z. Lorkiewicz

Redaktorzy Tomu przepraszają A utorów  i C zytelników  
za spóźnione ukazanie się 3 zeszytu tom u 26 (1980) Postępów  
Biochem ii i spodziew ają się, że zeszyt 4 tegoż tom u ukaże się  
z m niejszym  opóźnieniem .
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Redakcja zastrzega sobie możność skrócenia tekstu i wprowadzania poprawek
nie wpływających na treść pracy.

Piśmiennictwo: w artykule należy cytować prace oryginalne z ostatnich kilku 
lat oraz najważniejsze artykuły przeglądowe omawiające przedstawioną dziedzinę 
z uwzględnieniem artykułów opublikowanych w  „Postępach Biochemii”. W tekście 
należy podawać jedynie nazwiska badaczy, których prace mają podstawowe znacze­
nie w  przedstawionej dziedzinie. Omawiane prace trzeba numerować w  kolejności ich 
cytowania w  tekście. Wykaz piśmiennictwa zatem obejmuje prace opatrzone kolej­
nymi numerami, ale nieuporządkowane alfabetycznie. Odnośniki bibliograficzne w in­
ny mieć formę zalecaną przez Komisję Wydawców Czasopism Biochemicznych Mię­
dzynarodowej Unii Biochemików (IUB) według Biochim. Biophys. Acta, (1972), 276, 
(1) np.:

Pipa J. P., Buchanan F. M., (1971), Biochim. Biophys. Acta, 247, 181—184.
Cytując wydawnictwa książkowe podawać należy kolejno: nazwisko(a) inicjały auto- 
ra(ów), rok wydania, tytuł książki, nazwisko(a) i inicjały jej redaktorów(a), tom, 
pierwszą i ostatnią stronę cytowanej publikacji, nazwę wydawnictwa oraz miejsce 
wydania, np.

Dixon M., Webb E. C., (1964), Enzymes, 2 wyd., str. 565, Longmans Green and Co., 
London;

Grant J. K . ,  (1969) w  Essays in Biochemistry, red. Campbell P. N., Greville G. D., 
t. 5, str. 1—58; Academic Press, London.

Załączniki: każdy załącznik należy sporządzić w  2 egz. na oddzielnych kartkach 
i opatrzyć kolejnym numerem odpowiadającym numerowi użytemu w  tekście, oraz 
oznaczyć (na górze stronicy ołówkiem) nazwiskiem pierwszego autora i początkowymi 
wyrazami tytułu pracy.

Tabele należy kolejno numerować cyframi arabskimi. Tytuł tabeli i nagłówki 
rubryk powinny jasno opisywać ich treść zaznaczając, z jakich (jakiej) prac(y) po­
chodzą informacje podane w tabeli.

Ryciny, tj. wykresy, rysunki, schematy lub fotografie należy opatrzyć numeracją 
w kolejności ich omówienia w tekście. Przyjmuje się zasadę numeracji rycin cyframi 
arabskimi, a wzory cyframi rzymskimi. Fotografie czarno-białe (kontrastowe) po­
winny być wykonane na papierze matowym. Pozostałe ryciny należy wykonać tu­
szem na białym papierze lub na kalce technicznej. Wymiar ryciny nie powinien być 
mniejszy niż 10X15 cm, a naniesione linie nie powinny być cieńsze niż 1 mm. Ramki 
ujmujące wykresy można wykonać linią cieńszą niż linie właściwe wykresu. Cyfry 
i litery służące do opisu rysunku powinny mieć wysokość nie mniejszą niż 5 mm. Na 
rysunkach nie należy umieszczać opisów słownych, lecz posługiwać się skrótami. Osie 
wykresów natomiast winny być opatrzone napisem łatwo zrozumiałym. Dla oznacze­
nia punktów doświadczalnych można stosować następujące symbole: O  □  A  ® M 
Rycinę należy opatrzyć na odwrocie oznaczeniem „góra” i „dół” (ołówkiem). Decyzję
0 stopniu zmniejszenia ryciny podejmuje wydawca.

Podpisy i objaśnienia pod rycinami powinny być dołączone na oddzielnej kartce. 
Oznaczenia, których nie można wpisać na maszynie, należy wyraźnie nanieść czar­
nym tuszem.

Ze względu na wewnętrzną spoistość artykułu zaleca się autorom konstruowanie 
oryginalnych rysunków i zbiorczych tabel na podstawie danych z piśmiennictwa. 
Prawie wszystkie czasopisma zastrzegają sobie wyłączność druku prac wraz z ich 
dokumentacją (Copyright). Przed włączeniem tabel, wykresów czy schematów do 
artykułu przeznaczonego do publikacji w Postępach Biochemii należy zatem uzyskać 
zgodę na przedruk lub wykorzystanie danych i przedłożyć ją Redakcji. W razie 
modyfikowania rycin zaczerpniętych z opublikowanych prac należy także przedłożyć 
Redakcji do wglądu kopie orginalnych ilustracji.

Redakcja prosi o właściwe pakowanie artykułów, aby zabezpieczyć maszynopisy
1 ilustracje przed pogięciem.
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