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W dniu 27 lipca 1983 r. zm arł Prof, dr M arian Szymona, kierownik 
Zakładu Biochemii W ydziału Farm aceutycznego Akadem ii M edycznej w 
Lublinie i w ieloletni dyrek tor In sty tu tu  Chemii Podstawowych tej 
Uczelni.

Urodzony 10 kw ietnia 1925 roku w O strów ku k/Lublina, wyższe studia 
medyczne ukończył na W ydziale Lekarskim  U niw ersytetu M. Curie-Skło- 
dowskiej w Lublinie w 1951 roku uzyskując w tym  sam ym  roku stopień 
doktora m edycyny. P racę zawodową rozpoczął w 1947 r., po drugim  roku 
studiów, jako zastępca asysten ta  w K atedrze Chemii Fizjologicznej kiero­
wanej przez prof, dr Jan inę  O pieńską-Blauth. Aw ansując kolejno, M. Szy­
mona uzyskał w 1956 roku  stopień doktora habilitowanego, a w 1974 r. 
ty tu ł profesora nadzwyczajnego.

Prof. M arian Szym ona odbył szereg krótko i długoterm inowych stażów 
zagranicznych w znanych placów kach biochemicznych. W latach 1953/54 
przebyw ał w Budapeszcie na 4 miesięcznym stażu w laboratorium  prof. 
F. B. S trauba, a w okresie grudzień 1957 — lu ty  1959 r. w pracowni chemii 
bak tery jnej, U niw ersy tetu  K alifornijskiego w Berkeley, kierowanej przez 
prof. M. Doudoroffa jako stypendysta Fundacji Rockefellera.

Głównym  kierunkiem  działalności naukowej Prof. M. Szymony były 
zagadnienia enzymologii i regulacji m etabolizm u u drobnoustrojów , w 
szczególności zaś u m ykobakterii. W ysokiej rangi dokonaniem było w y­
krycie u prątków , a następnie scharakteryzow anie nowego enzym u — po­
lifosforanowej glukokinazy (Polyphosphate: D-glucose 6 phosphotransfe­
rase, EC 2.7.1.63) w ykorzystującej nieorganiczny polifosforan do fosfory­
lacji glukozy. W okresie późniejszym  stw ierdził obecność u m ykobakterii 
i korynebakterii innych kinaz w ykorzystujących nieorganiczne polifosfo­
rany. W bezpośrednim  związku z badaniam i nad rolą polifosforanów pozo­
staw ały zagadnienia syntezy tych  związków u drobnoustrojów. W latach 
60-tych Prof. M. Szym ona w ysunął sugestię wskazującą na możliwość 
syntezy nieorganicznych polifosforanów drogą fosforylacji substratow ej. 
W kilka lat później we w spółpracy z I. S. K ulajew em  (Moskwa) udało się 
wykazać u N eurospora crassa powstawanie polifosforanów bezpośrednio 
z 1,3-dwufosfoglicerynianu. O ryginalne badania nad nieorganicznym i 
polifosforanam i przyniosły prof. M. Szymonie szeroki rozgłos światowy 
i uznanie w kręgach specjalistów . Dowodem na to  były m.in. liczne kon­
tak ty  zagraniczne z laboratoriam i zajm ującym i się podobną tem atyką jak 
również cytow anie w yników  badań prof. M. Szymony w renom owanych 
czasopismach specjalistycznych, m onografiach i podręcznikach. W arte 
wzmianki jest w ykazanie przez M. Szymonę sem iindukcyjnej syntezy 
enzymów zapoczątkow ujących przem ianę niektórych węglowodanów, 
polioli i kw asu m lekowego u m ykobakterii.

Całość badań zam yka się liczbą ponad 80 publikacji. N iektóre z nich, 
jak  praca nad  polifosforanową glukokinazą uzyskała nagrodę I stopnia Mi­
n istra  Zdrowia i Opieki Społecznej.
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Prof. dr M arian Szymona wykształcił liczną kadrę doktorów i dokto­
rów habilitow anych w zakresie biochemii. Stawiał bardzo wysokie wym a­
gania sobie i wym agał tego od współpracowników. Uczył rzetelności 
w pracy naukowej i w życiu poza-zawodowym. Umiał jednocześnie w zbu­
dzać zapał i głębokie zainteresowanie nauką u swoich uczniów. Był dosko­
nałym  wykładowcą i dydaktykiem .

Prof. M. Szymona aktyw nie uczestniczył w organizacji życia nauko­
wego w ośrodku lubelskim  i poza nim, pełniąc często rolę inspiratora 
nowych przedsięwzięć naukowych i rzetelnego krytyka. Dotyczyło to 
Insty tu tu , którym  kierował, życia Uczelni, tow arzystw  i kom itetów nau­
kowych. Zm arły był członkiem Rady Redakcyjnej Physiological Che- 
m istry  & Physics (U.S.A.), Acta Biochimica Polonica oraz członkiem Ko­
m itetu Biochemicznego i Biofizycznego PAN.

Prof. M. Szymona był człowiekiem o rozległych horyzontach myślo­
wych i szerokich zainteresowaniach. Obdarzony w nikliw ym  um ysłem  in te­
resował się filozofią, litera tu rą , sztuką. Z powodzeniem, upraw iał m a­
larstwo. Pozostał jednocześnie człowiekieme skrom nym  i praw ym , nie szu­
kającym  łatw ej kariery  i zaszczytów.

Jego odejście stanowi wielką stra tę  dla ośrodka lubelskiego i biochemii 
w Polsce.
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P o s t. B lo ch em ., 29, 247—253, (1983)

Z HISTORII BIOCHEMII

W. S. OSTROWSKI *>

Zarys rozwoju badań nad metaloporfirynami 

Research in the Field of Metaloporfirins. A Historical note

Minęło niedawno 50 lat od chwili, kiedy nastąpił zw rotny moment 
w badaniu s tru k tu ry  m etaloporfiryn oraz ich biologicznej funkcji. Z po­
czątkiem  bowiem lat trzydziestych naszego stulecia, zarówno badacze 
zajm ujący się s tru k tu rą  pierścienia porfirynowego, jak  i ci, którzy zaj­
mowali się rolą żelazoporfiryn w procesach oddychania tkankowego, doszli 
do ważnych etapów w swych badaniach. H a n s  F i s c h e r  (1881— 1945) 
otrzym ał w 1930 r. nagrodę Nobla „za badania nad stru k tu rą  hem iny 
i chlorofilu, a zwłaszcza za syntezę hem iny”, a w 1931 r. O t t o  W a r ­
ta u r g (1883— 1970) został wyróżniony nagrodą Nobla „za w ykrycie natu ry  
i sposobu działania enzym u oddechowego”, czyli oksydazy cytochromowej. 
Ponieważ w początkowej fazie badań nad stru k tu rą  pierścienia porfiryno­
wego wydatnie uczestniczyli dwaj w ybitni chemicy polscy, M a r c e l i  
N e n c k i  i Leon P. M a r c h l e w s k i ,  wydawało mi się celowe przy­
bliżyć z tej okazji ten  właśnie fragm ent historii biochemii naszemu mło­
demu pokoleniu biochemików.

W drugiej połowie XIX w. było już wiadomo, że czerwony barw nik 
krw i reaguje w jakiś sposób z tlenem. Kolor krw i ulegał zmianie w zależ­
ności od jej nasycenia tlenem  i w 1862 r. F. H o p p e - S e y l e r  opisał 
charakterystyczne widmo absorpcyjne utlenowanego barw nika. Zaintere­
sowany tym  spostrzeżeniem Hoppe-Seyler izoluje czerwony barw nik krwi, 
krystalizuje go i nadaje mu nazwę hem atoglobiny lub hemoglobiny, k tóra 
to nazwa przyjm uje się odtąd powszechnie. H o p p e - S e y l e r  w yka­
zuje następnie, że hem atynę, czyli grupę prostetyczną barw nika, można 
łatwo odszczepić od części białkowej za pomocą alkaliów, i stwierdza, że 
hem atyna zawiera zarówno azot jak i żelazo. Nie zdołał on jednak prze-* 
prowadzić odwracalnej redukcji hemoglobiny, co udało się G. G. Stokesowi 
w 1864 r.

Badania nad s truk tu rą  hemoglobiny rozpoczął w 1884 r. M. N e n c k i  
(1847— 1901) pracujący wówczas w Instytucie Chemii Medycznej w Bernie

*) P rof. d r  hab., In s ty tu t B iochem ii lekarsk ie j A.M., ul. M. K o p ern ik a  7, 
31-034 K raków .
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248 W . O S T R O W S K I [2]

w Szwajcarii. T raktu jąc H b 0 2 alkoholem  uw alniał hem inę, k tórą następ­
nie rozkładał głównie za pomocą H J i ustalał s tru k tu rę  poszczególnych 
produktów. Końcowym wynikiem  tych badań prowadzonych wespół z dru­
gim Polakiem, J. Z a l e s k i m ,  było wydzielenie tzw. hem opyrolu i kon­
cepcja czteropyrolowej s tru k tu ry  hem u. Dalsze badania nad s tru k tu rą  gru­
py prostetycznej hemoglobiny rozw inął W. K  u s t  e r, k tó ry  w 1913 r. 
ustalił niem al kom pletny wzór pierścienia porfirynowego, a H a n s  F i ­
s c h e r  w kilkanaście lat później przeprowadził jego pełną syntezę, za 
co otrzym ał, jak  już wspomniano, nagrodę Nobla.

W 1892 r. L e o n  P.  M a r c h l e w s k i  (1869— 1946) kończy studia 
chemiczne na Politechnice w Zurychu i przenosi się do pryw atnej p ra­
cowni znanego wówczas organika, E d w a r d a  S c h u n c k a ,  w M an­
chesterze. S c h u n c k a  interesow ał w tedy czerwony barw nik świeżo 
przez niego wyosobniony z zielonych części roślin, k tó ry  przez analogię 
do hem atoporfiryny, wyosobnionej wcześniej przez N e n c k i e g o  z krw i 
ludzkiej, nazwał filoporfiryną. M a r c h l e w s k i  włącza się do badań 
nad filoporfiryną, której poświęcił praw ie 30 lat pracy, i ustala jej wzór 
empiryczny. O bserw uje przy tej okazji duże podobieństwo wzorów empi­
rycznych filoporfiryny i hem atoporfiryny i uzyskuje po raz pierwszy 
widm a absorpcyjne obu tych  substancji. We wspólnej pracy z Schunckiem  
opublikowanej w 1896 r. uczeni form ułują pogląd, że chociaż substancje 
te pochodzą ze św iata roślin i ze św iata zwierząt, m ają bardzo zbliżoną, 
lub wręcz wspólną stru k tu rę  chemiczną (1).

W tym  sam ym  m niej więcej czasie N e n c k i  przenosi się do P e ters­
burga i w tedy poznaje bliżej wyniki badań M a r c h l e w s k i e g o  nad 
filoporfiryną. Ponieważ wyniki te w ydają m u się bardzo interesujące, 
proponuje, o dwadzieścia lat młodszemu M a r c h l e w s k i e m u ,  prze­
prowadzenie wspólnych badań nad filoporfiryną według schem atu zasto­
sowanego w badaniu hem atoporfiryny (por. Ryc. 1). W 1901 r. ukazuje się 
ich wspólna praca, w której w ykazują, że filoporfiryną przy odbudowie 
daje identyczny hem opyrol jak hem atoporfiryna i że obie substancje pod 
względem chemicznym są niem al identyczne (2).

Dalsze badania nad stru k tu rą  chlorofilu M a r c h l e w s k i  przepro­
wadza w Krakow ie wraz z J. R o b l e m  i C. A.  J a c o b s o n e m ,  
W 1907 r. wprowadza atom  żelaza do pierścienia filoporfiryny i otrzym uje 
związek, nazwany przez niego filoheminą, o identycznych niem al właści­
wościach jak  hem ina z hem oglobiny ludzkiej (3). Podobieństwo s tru k tu ­
ralne filohem iny z chlorofilu i grupy  prostetycznej barw nika krw i napro­
wadza R. W i l l s t a t t e r a  na myśl, że — podobnie jak  hem  chlorofil 
może być m etaloporfiryną — i w 1916 r. znajduje w nim  magnez.

Pozostawm y obecnie badania nad s tru k tu rą  porfiryn, a p rzy jrzy jm y 
się, jak  rozw ijały się badania nad rolą hem oprotein w procesie oddychania 
tkankowego.

W 1880 r. C. A. M a c  M u n n  stw ierdza, że w niektórych tkankach
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(Nencki, Zaleski)
K rew -----► H b 0 2

alkohol |
i  HBr
H em ina-----* Hematoporfiryna

HJ (
I

Hemopyrol

T

Filocjanina. ... ....... ....
t

Filoporfiryna
t

Chlorofil
(Schunck, Marchlewski)

Ryc. 1. S ch em at re a k c ji p row adzących  do p o w stan ia  hem opyro lu  podczas odbudow y 
hem oglobiny  i ch lorofilu .

znajdują się nieznane barw ne składniki, nazwane przez niego histohem a- 
tynam i, które zredukowane przez brak  dostępu tlenu  w ykazują smugi 
absorpcyjne w spektroskopie podobne do widm a hemoglobiny. Spostrzeże­
nie M a c  M u n n a  zostało zignorowane przez współczesnych i dopiero 
w 45 lat później uznano je za znaczące odkrycie naukowe. W ciągu bo­
wiem tych lat toczył się zacięty spór m iędzy O. W a r b u r g i e m  
a T. L. T h u n b e r g i e m  i H.  W i e l a n d e m  na tem at roli żelaza 
w procesie oddychania tkankowego.

W 1913 r. W a r b u r g  wykazuje, że ślady cyjanku ham ują niemal 
całkowicie zużycie tlenu  przez oddychające tkanki, u trzym uje przeto, że 
biologiczne utlenianie wym aga enzym u zawierającego żelazo, nazwanego 
przez niego „enzymem oddechowym ”. W edług niego aktyw acja 0 2 przez 
enzym oddechowy m iała być głównym  m echanizm em  w procesie u tlen ia­
nia tkankowego. T h u n b e r g  natom iast — w ykryw ając w 1917 r. de­
hydrogenazy reagujące z błękitem  m etylenow ym  — wykazał, że katalizują 
one odszczepianie wodoru od różnych m etabolitów  i że tlen  w tych reak ­
cjach jest całkowicie zbyteczny. W ieland z kolei wykazywał, że aktyw acja 
wodoru przez dehydrogenazy jest głównym  procesem zachodzącym pod­
czas biologicznego utleniania i że aktyw acja 0 2 nie jest potrzebna aby 
odszczepiony wodór przez dehydrogenazy mógł z nim  reagować. W a r ­
b u r g  jednak nie daje za w ygraną i w 1921 r. wykazuje, że sole żelaza 
dodane do roztarte j tkanki znacznie zwiększają zużycie tlenu  podczas 
oddychania. Spór między uczonymi został częściowo załagodzony w 1925 
roku, kiedy D. K e i 1 i n, również nasz rodak, odkrył cytochrom y opisane 
wcześniej przez Mac M unna jako histohem atyny. K e i 1 i n wykazał, że 
zaw arte w cytochrom ach żelazo ulega odwracalnej redukcji i utlenieniu 
(4). W skazywało to, że cytochrom y działają jako przenośniki wodorów
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25 0 W . O S T R O W S K I [4 ]

pomiędzy dehydrogenazam i i enzym em  W a r b u r g a  aktyw ującym  tlen, 
ale wówczas nie było jeszcze jasnej opinii na ten  tem at.

W a r b u r g  uparcie eksperym entuje dalej i w 1926 r. stw ierdza, że 
enzym y oddechowe zatruw ane są przez tlenek węgla. Używając hemoglo­
biny jako białka modelowego i porów nując z enzym am i oddechowymi 
konkluduje, że enzym y oddechowe m ają podobną grupę prostetyczną jak 
hemoglobina, ponieważ zaw ierają żelazo ulokowane w pierścieniu porfi- 
rynowym . W dalszych rozw ażaniach W a r b u r g  doszedł do wniosku, 
że enzym y oddechowe pobierają Oz z H b 0 2 krw i wiążąc go z Fe2+ i że 
szereg takich czynników żelazoporfirynowych oscyluje pomiędzy 
Fe2+ ^  Fe8+, a zatem  że enzym y oddechowe działają w ścisłym  powiąza­
niu z cytochromami. Za powyższe badania, jak  już wspom niano na po­
czątku, W a r b u r g  otrzym ał w 1931 r. nagrodę Nobla. Ale dopiero 
w 1939 r. A. S z e n t - G y ó r g y  przedstaw ił pierwszy schem at działa­
nia łańcucha oddechowego sprzężonego z transporterem  elektronów  i w y­
tw arzaniem  energii, a K e i l i n  i H a r t r e e  w tym  samym  roku w yka­
zali, że oksydaza cytochromowa składa się z dwóch kom ponent, cytochro- 
mu a i cytochrom u a3. Ten ostatni ham ow any przez CO i CN~ okazał się 
identyczny z enzymem W a r b u r g a  „przenoszącym tlen ” (5).

W edług dzisiejszego stanu wiedzy zasadniczą funkcją oksydazy cyto- 
chromowej jest aktyw acja tlenu  m olekularnego O, jako końcowego 
akceptora elektronów w łańcuchu oksydatyw nych przem ian w komórce. 
Ogólnie katalizuje ona reakcję:

4H+ + 0 2 + 4 cyt c2+ -» 2HaO + 4 cytc3 f

Z rów nania widać, że enzym działa jako czynnik sprzęgający jednoelek- 
tronow y donor, czyli cytochrom  c, z czteroelektronow ym  akceptorem , 
czyli 0 2. Oksydaza cytochromowa pełni także istotną funkcję w  syntezie 
ATP przez w ytw arzania grad ien tu  protonowego opisanego przez teorię 
chemiosmotyczną Mitchella.

W większości kom órek eukariotycznych oksydaza cytochromowa jest 
białkiem  m em branow ym , złożonym co najm niej z 7 podjednostek, o m a­
sie cząsteczkowej od 5000 do 36 000, najczęściej w ystępującym  w postaci 
dim eru o masie cząsteczkowej około 300 000, choć w kom órkach niektó­
rych gatunków  znajdow ana jest w postaci m onomerycznej (6). Zawiera 
4 grupy prostetyczne: 2 żelazoporfiryny typu  a, oraz 2 atom y Cu. Ogólna 
organizacja cząsteczki enzymu, w raz z przestrzennym  rozmieszczeniem 
podjednostek opracowana na podstawie badań rentgenograficznych, w ią­
zania swoistych przeciwciał, sprzęgania za pomocą odczynników dwu- 
funkcyjnych oraz znakowania techniką fotopowinowactwa, przedstaw iona 
jest schem atycznie na rycinie 2. Jak  widać, oksydaza cytochromowa 
ukształtow ana jest w postaci litery  Y i można w niej wyróżnić 3 domeny. 
Domena C obejm uje podjednostki I, II, III i V zwrócona jest na zewnątrz 
błony w ew nętrznej m itochondrionu i zawiera centrum  wiązania cytochro-
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M atrik s

R yc. 2. S chem atyczne p rzed s taw ien ie  m onom eru  oksydazy cy tochrom ow ej z z azn a ­
czen iem  lokalizacji dom en  (C, Mi, M 2) o raz  pod jednostek  (I—V II) enzym u. S ch em at 
op racow ano  n a  podstaw ie  ref. 6 i 7.

mu c oraz, prawdopodobnie, wszystkie grupy prostetyczne, tj. dwa hem y 
typu  a i dwa atom y miedzi (7). W podjednostce II domeny C zlokalizowa­
no funkcję cytochrom u a oraz jeden atom Cu. Domena C przechodzi 
w dwa ram iona tworzące dom eny Mi i M2, sterczące do w nętrza m ito- 
chondrionu, czyli do jego m atriks. Domena Mj zawiera 8-12 fragm entów  
helikalnych, podczas gdy domena M2 jest m niejsza i zawiera 5-8 odcinków 
helikalnych.

Obecnie lansuje się model dwóch odrębnych stanów m olekularnych 
oksydazy cytochromowej (8): stan spoczynkowy R i stan pulsujący P. 
Obie form y są zdolne katalizować reakcję charakterystyczną dla oksydazy 
cytochromowej lecz z różną szybkością. Niezależnie od stopnia utlenienia 
oksydaza cytochromowa w stanie R może przechodzić w stan P  i odw rot­
nie, ale charakteryzuje się w tedy różnym i param etram i kinetycznym i 
i właściwościami spektralnym i. Pulsu jąca oksydaza działa z większą w y­
dajnością i włącza się w bieg reakcji katalitycznej dopiero w momencie 
redukcji przez dopływające elektrony; oksydaza spoczynkowa R w ystę­
puje na ogół w postaci całkowicie utlenionej. P rzyjęcie powyższego mo­
delu oksydazy cytochromowej tłum aczy szereg fizykochemicznych w łaś­
ciwości enzym u jak  i zespół następujących po sobie zdarzeń w procesie 
złożonej reakcji enzym atycznej katalizow anej przez ten  enzym.

Po drugiej wojnie światowej tradycja  badań nad m etaloporfirynam i 
p rzetrw ała w Krakowie w Instytucie Biochemii Lekarskiej, przede wszyst­
kim  w pracach S k a r ż y ń s k i e g o  i S z c z e p k o w s k i e g o ,  K o j a  
i F r e n  d o  oraz Z g l i c z y ń s k i e g o  i S t e l m a s z y ń s k i e j .

Badania m etabolizm u samożywnych bakterii siarkow ych Thiobacillus 
thioparus i Thiobacillus thiooxydans, rozw ijane w latach pięćdziesiątych,
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doprowadziły do w ykrycia i częściowej charak terystyk i cytochrom u s, 
odpowiednika cytochrom u c lub cytochrom u j  u eukariotów  (9). Cyto- 
chrom  s różni się od cytochrom u c zw ierząt i cytochrom u f  roślin w łas­
nościami fizykochemicznymi, potencjałem  oksydacyjno-redukcyjnym  oraz 
k inetyką reakcji. Dążąc do w yjaśnienia sposobu wiązania układów  hem a- 
tynow ych przez grupy hemofilne białek, S z c z e p k o w s k i  zajął się 
z kolei właściwościami połączeń hem oprotein z tlenkiem  azotu. Badania 
te przeprowadzone w latach 1956— 1958 w raz z A. E h r e n b e r g i e m  
wykazały, że cytochrom  c i inne hem oproteiny dające połączenia z tlen ­
kiem azotu są diam agnetyczne z powodu obecności w cząsteczce kom pleksu 
jonu żelazawego (10).

Innym  tem atem  rozw ijanym  w Instytucie Biochemii Lekarskiej było 
bliższe poznanie m echanizm u w ystępowania sulfohemoglobinemii. Sulfo- 
hemoglobina pojawia się we krw i osób po przedaw kow aniu niektórym i 
lekami, jak  na przykład fenacetyną, i charakteryzuje  się s tru k tu rą  chlo- 
rynową. W ynika to z przyłączenia atom u siarki do jednego z pierścieni 
pyrolowych i wysycenia podwójnego wiązania pomiędzy węglam i |3-|3' 
tegoż pierścienia. Badania K o j a  i F r e n d o  (11) wykazały, że sub­
stancje wyw ołujące sulfohemoglobinemię, jak  fenacetyna, p-am inofenol 
i acetanilid, w yw ierają katalityczny efekt na reakcję HbOz z H 2S. W y­
jaśniono, że H 2S niezbędny dla powstania sulfohemoglobiny in vivo  po­
w staje nie w przewodzie pokarm owym , jak  dotychczas sądzono, ale we­
w nątrz erytrocytów  jako produkt reakcji siarki elem entarnej ze zredu­
kowanym  glutationem . Siarka elem entarna gromadzi się w erytrocytach 
w następstw ie zaham owania wspom nianym i związkami aktyw ności sulfo- 
transferazy  3-m erkaptopirogronianu. Grom adzący się w erytrocytach 
3-m arkaptopirogronian w większych ilościach ulega sam orzutnem u rozpa­
dowi do siarki elem entarnej i pirogronianu.

Pod koniec lat 60-tych rozpoczęto w Instytucie badania katalitycznych 
właściwości m ieloperoksydazy w fagocytujących leukocytach ludzkich 
(12). Na podstawie wcześniejszych prac A g n e r  a (13), a później Z g 1 i - 
c z y ń s k i e g o  i współprac. (14), stało się jasne, że m ieloperoksydaza 
bierze udział w niespecyficznym  działaniu an tybak tery jnym  poprzez kata­
lizowanie w neutrofilach reakcji biologicznego chlorowania. W obecności 
H2Oz enzym  utlenia jon chlorkowy, k tó ry  w obecności akceptora, na przy­
kład aminy, daje jako produkt chlorowania chloram inę (12). Pow stający 
kompleks E-H 20 2-C1 prowadzi do w ytw orzenia czynnika chlorującego, 
k tóry  zidentyfikowano jako HOC1, a k tó ry  w obecności akceptora chloru 
daje stosowny produkt; HOC1 jest najpraw dopodobniej głównym  czynni­
kiem cytotoksycznym  w fagocytującym  leukocycie. Na podstawie szcze­
gółowych badań spektralnych Z g l i c z y ń s k i  (15) przedstaw ił przy­
puszczalny m echanizm  udziału m ieloperoksydazy w om aw ianym  procesie. 
Według zaproponowanego m echanizm u obie cząsteczki hem atyny zaw arte 
w enzymie partycypują  równocześnie w reakcji biologicznego chlorowa­

2 5 2  W. O S T R O W S K I [6]
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nia. Model halogenacji jest zgodny z danym i widmowymi kompleksów 
enzym u z poszczególnymi substratam i i różnym i akceptoram i atom u 
chloru.

Jak  widać z powyższego artykułu , badania nad żelazoporfirynam i 
i hem oproteinam i są kontynuow ane od ponad 100 lat. Mniej więcej 50 lat 
tem u zakończył się jak gdyby pierwszy etap tych badań, k tóry  otw arł nowe 
kierunki eksploracji na kolejne 10-lecia, zwłaszcza nad biologiczną funkcją 
hem oprotein. Badania nad s tru k tu rą  porfiryn inicjowali Polacy, a także 
w późniejszych okresach biochemicy polscy dołączali z oryginalną m yślą 
i doświadczeniem do badań nad rolą różnych hem oprotein w procesach 
biologicznych. M iejmy nadzieję, że w przyszłości będziemy także obecni 
wśród tych, którzy rozszyfrow ują ta jn ik i s tru k tu ry  i m echanizm u dzia­
łania tej niezwykłej grupy białek złożonych znajdow anych w każdej 
dużej komórce.
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JAN BARCISZEW SKI *

Transferowe kwasy rybonukleinowe — dwadzieścia pięć lat badań ** 

Transfer Ribonucleic Acids — twenty five years of studies

Postęp w badaniach kwasów nukleinow ych jest olbrzymi. Do re tro ­
spektyw nego potraktow ania tem atu  zachęcają m ijające właśnie 3 ważne 
rocznice:

— stulecie prac Kössela o chemii jądra  komórkowego,
— 30 lecie prac W atsona i Cricka donoszących o odkryciu podwójnej 

spirali DNA, oraz
— 25 lecie prac w ykazujących istnienie transferow ych kwasów rybo­

nukleinowych.
Kwasy nukleinow e odkrył F ryderyk  M iescher w 1868 r. W yodrębnił 

je z jąder kom órkow ych obum arłych leukocytów (z ropy ludzkiej) i naz­
wał je nukleiną. Era badań kwasów nukleinow ych zaczęła się zatem  ponad 
100 lat tem u. W 1882 roku A lbrecht Kössel opublikował pracę o chemii 
jądra  kom órkowego (Zur Chemie Zellkerns), w której opisał metodę 
ilościowego oznaczania fosforu kwasów nukleinow ych wychodząc z 15 g 
świeżego m ateria łu  komórkowego. Białka denaturow ano kwasem i taniną, 
fosfolipidy ekstrahow ano etanolem  a kwas fosforowy oznaczano ówczes­
nym i m etodam i graw im etrycznym i. Na podstawie analizy zawartości fos­
foru, Kössel porów nyw ał stosunek ilości fosforu zawartego w jądrze do 
całkow itej ilości fosforu w różnych kom órkach i znalazł korelację z liczbą 
jąder kom órkowych. W 1884 Kössel scharakteryzow ał również zasadowe 
białko w jądrach  czerwonych ciałek krw i ptaków, które nazwał histonem. 
On też wyizolował zasady kwasów nukleinow ych i w yjaśnił ich struk tu rę  
(1), która została potwierdzona pracam i Emila Fischera. Znacznie później, 
w latach 1930—31 P. A. Levene w yjaśnił chemiczną s truk tu rę  kwasów 
nukleinowych. Nie wchodząc w szczegóły jego dociekań w arto przy­
pomnieć, że w yznaw ał on „teorię czteronukleotydow ą” ostatecznie w myśl 
której, jednostka czteronukleotydow ą była podstawowym  pow tarzającym

* Doc. d r  h ab . Z ak ład  C hem ii B ioorgan icznej PA N, uL N oskow skiego 12, 
61-704 Poznań.

** A r ty k u ł  te n  s ta n o w i część re fe ra tu  przedstaw ionego  na ko n fe ren c ji n a u ko w e j  
pt. „C hem ia  i B io log ia  K w a só w  N u k le in o w y c h ”, organ izow anej w  P oznaniu  w  dn iach  
20 i 21 k w ie tn ia  1983.
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się fragm entem  kwasów nukleinowych. W 1932 Casperson ponownie 
stw ierdził silne pochłanianie prom ieni u ltrafioletow ych przez kw asy nu­
kleinowe. Właściwość tę w ykorzystał następnie w badaniach cytochemicz- 
nych jądra  komórkowego, na podstawie których zaproponował diagram  
obrazujący chemiczną budowę chromosomu (1). A nalizując cytoplazmę 
trzustki, Casperson stw ierdził duże stężenie RNA w ergastoplazm ie 
i obserw ację tę związał z biosyntezą białka. Uzyskane w yniki upoważniały 
Caspersona do stw ierdzenia, że chemiczna na tu ra  m ateriału  genetycznego 
to kwasy nukleinowe. Będąc pod wpływem  innych badaczy, tak  oczy­
wistego wniosku Casperson wówczas nie wysunął. Uczynił to dopiero 
w 1944 O. T. Avery. To wielkie odkrycie nie zostało p rzy jęte tak  głośno 
jak  odkrycie podwójnej spirali 10 lat później (2).

Od około 1950 r. hipoteza o tetranukleotydow ej struk tu rze  kwasów 
nukleinow ych została odrzucona. W ykazano, że kw asy nukleinow e różnią 
się znacznie w m olarnych proporcjach w zależności od pochodzenia m a­
teriału . Chargaff po raz pierw szy stw ierdził, że liczba nukleotydów  m ają­
cych grupę aminową w pozycji 6 (adenina i cytozyna) jest na ogół równa 
w przybliżeniu liczbie nukleotydów  m ających grupę ketonow ą w pozycji 6 
(guanina i uracyl). Równoważność A i T oraz G i C jest bardzo ważnym  
czynnikiem  w tw orzeniu s tru k tu ry  DNA. Wiosną i latem  1953 Jam es 
W atson i Francis Crick napisali cztery prace o struk turze  i funkcji DNA. 
Pierw sza publikacja z tej serii ukazała się w Naturze, 25 kw ietnia 1953 
i zaw ierała m.in. stw ierdzenie it has not escape our notice that the  
specific pairing we have postulated im m ediately suggests a possible copy­
ing mechanism  for the genetic m aterial”. Znaczenia tego przypuszczenia 
nie sposób przecenić. S tru k tu ra  podwójnej spirali zaproponowana przez 
Cricka i W atsona dla DNA daje dobre w yjaśnienie jego wielu właściwości 
fizycznych takich jak  duża gęstość, znaczna zawartość wody czy obrazy 
ugięcia prom ieni rentgenowskich. Na początku 1955 r. F. H. C. Crick 
rozpowszechnił wśród członków tzw. ,,RNA tie club” ideę znaną jako 
hipoteza adaptorowa. Postulow ał on, że każdy aminokwas może być zwią­
zany przy pomocy specyficznego enzym u z m ałą cząsteczką k tóra wiąza­
niam i wodorowymi m ogłaby się specyficznie łączyć z m atrycow ym  kw a­
sem nukleinowym . Inaczej mówiąc mogłoby być 20 różnych cząsteczek 
adaptorow ych specyficznie wiążących poszczególne am inokwasy i 20 róż­
nych enzymów do łączenia aminokwasów z jego adaptorem . Dwa lata 
później, na przełomie 1956— 1957 w laboratorium  P. C. Zamecnika 
z M assachussetts G eneral Hospital w Boston, USA, stwierdzono, że frakcja 
ek strak tu  komórkowego tzw. „enzym  pH 5” włącza radioaktyw ną leucynę 
do kwasu nukleinowego. Zw iązany am inokwas m ógłby być przeniesiony 
do białka (3). W tym  sam ym  czasie Japończycy uzyskali podobny wynik 
(4). Obecny stan  wiedzy umożliwia nam  stw ierdzenie, że to właśnie tRNA 
ulegał am inoacylacji ponieważ enzym  pH 5 zawiera praktycznie całą 
ilość tRNA i syntetaz aminoacylo-tRNA.
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Po odkryciu transferow ych (przenoszących, rozpuszczalnych) kwasów 
rybonukleinow ych wyodrębniono pierwsze p reparaty  tRNA oraz określo­
no ich sekwencję nukleotydową. Holley i M errill oczyścili tR N A Ala 
z drożdży, stosując dzisiaj prawie zapomianą chrom atografię przeciw prą- 
dową. W 1965 Holley i współpracownicy ustalili pierwszorzędową struk ­
tu rę  (sekwencji nukleotydów) w tRNAAla z drożdży. Rok później
H. G. Zachau (Monachium) określił pierwszorzędową s truk tu rę  dwóch 
izoakceptorowych tRNASea również z drożdży. Następnie J. T. Madison 
(Wisconsin) pokazał sekwencję tRNAvh , U. L. RajB handary (Wisconsin) 
s truk tu rę  tRNATer a A. A. Bayev (Moskwa) pierwszorzędową struk tu rę  
tRNAyrP . W szystkie te tRNA otrzym ane były z drożdży (5). Wówczas to 
powszechnie zaakceptowano model s tru k tu ry  II rzędowej zaproponowany 
przez H olley’a, tzw. model liścia koniczyny, k tóry  jest ak tualny  do dnia 
dzisiejszego. W arto przypom nieć tu ta j, że Robert Holley rozpoczynał swo­
je prace nad tRNA jako „part-tim e project” zajm ując się głównie różnym i 
aspektam i żywienia. Do zajęcia się bardziej serio tRNA zachęcony został 
przez dyrektora jego laboratorium , k tóry  wówczas zdawał sobie dobrze 
spraw ę z wielkiego znaczenia prac nad biosyntezą białka. R. W. Holley 
tak  charakteryzuje tam ten okres „... początkowo pracowaliśm y nad tRNA 
w ątroby  szczura, ale okazało się, że dużo łatw iej jest izolować duże ilości 
tRNA z drożdży. Zwykle do tego celu używaliśm y okoł 50 kg drożdży, 
w rzucaliśm y je do 200 1 polietylenowej beczki z 30—40 litram i fenolu. 
O trzym aliśm y 50— 70 g m ieszaniny tRNA z którego w yodrębnialiśm y 
tR N A AIa . Przypuszczam, że w tam tych latach pracowaliśm y z 1—2 gra­
m am i czystego tRNA. Był to tRNA Ala, którego sekwencję nukleotydową 
zdołaliśm y określić. Praca ta  doprowadziła do przyznania mi nagrody 
Nobla w 1968 za prace nad kodem genetycznym  i jego rolą w biosyntezie 
białka, wspólnie z M. Nirenbergiem  i H. G. K horaną” (6). Dla pełnej 
ścisłości faktów  dodam, że sekwencja określona przez Holley’a w 1965 
zaw ierała kilka błędów, które poprawiono kilkanaście lat później.

W ielkim przełomem w badaniach tRNA było wprowadzenie sekwen- 
cjonow ania kwasów nukleinowych, w tym  również tRNA, znaczonych fos­
forem  S2P in vivo. Zaletam i tej m etody są duża szybkość oraz niewielkie 
ilości wyjściowego m ateriału. Na początku lat 70 wprowadzono technikę 
znaczenia następczego (ang. post labeling) tRNA przy pomocy enzymu 
T4 kinazy i [y-32P] ATP, która umożliwiła badania s tru k tu ry  dowolnego 
tRNA. W prowadzenie m etod sekwencjonowania DNA przez G ilberta 
i Sangera otworzyło nową erę w badaniach kwasów nukleinowych. W y­
korzystując technikę żeli sekw encyjnych Stanley i Vassilenko zapropo­
nowali szybką metodę określania pierwszorzędowej s tru k tu ry  tRNA. Po­
lega ona na ograniczonej hydrolizie tRNA (tzw. alkaliczna hydroliza sta­
tystyczna — tylko jedno wiązanie fosforodwuestrowe ulega hydrolizie 
w jednej cząsteczce tRNA), piętnow aniu hydrolizatu tRNA przy pomocy 
T4 kinazy i ATP oraz rozdziale produktów  hydrolizy na żelu poliakryloa-
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midowym. Identyfikacja 5 'nukleotydu w każdym  fragm encie (pasmo na 
żelu) pozwala zrekonstruow ać pełną struk tu rę  cząsteczki tRNA. Obecnie 
jest to podstawowa technika w ykorzystyw ana do analizy s tru k tu ry  I rzę­
dowej tRNA.

Po 10 latach od określenia pierwszej sekwencji tRNA, w 1976 znanych 
było już około 100 sekwencji. Obecnie po 25 latach od tam tej daty  znamy 
ich już ponad 600. Pierw szym  opracowaniem  znanych s tru k tu r była publi­
kacja B. G. B arrell i B. F. C. C lark z 1974 (7). Jedno z najnow szych 
opracowań s tru k tu r tRNA i m odyfikowanych nukleozydów zostało n ie­
dawno opublikowane (5). Ze względu na szybki napływ  nowych inform acji 
tego typu  prace sta ją  się coraz m niej przydatne i dlatego w większym  
stopniu w ykorzystuje się obecnie do tego celu m aszyny cyfrowe.

Pierw sze k ryształy  tRNA otrzym ano w 1968 roku w kilku laborato­
riach jednocześnie. Ze względu na niew ielki stopień ich uporządkow ania 
wew nętrznego nie nadaw ały się one do badań ren tgenostrukturalnych . 
W 1973 roku zespół A leksandra Richa (MIT, Cambridge, Mass, USA) za­
proponował przestrzenne ułożenie łańcucha polinukleotydowego cząstecz­
ki tRNAPhe drożdży na podstawie m apy gęstości elektronow ej o trzym a­
nej z dokładnością 4 A. Wówczas to zaczęło obowiązywać określenie, że 
s tru k tu ra  tRNA jest podobna do litery  L lub rosyjskiej litery  G. W roku 
następnym  zespoły A. Richa i A arona K luga (MRC, Cam bridge, Anglia) 
przedstaw iły analizę s tru k tu ry  kryształów  tRNAphe (układ rom bow y — 
A. Rich, układ jednoskośny — A. Klug) w której pokazano s tru k tu rę  prze­
strzenną tRNA w krysztale, w tym  również tzw. oddziaływania trzecio­
rzędowe np. m iędzy pętlam i dw uhydrourydyny i rybotym idyny (8,9). 
Z dotychczas ustalonych s tru k tu r wynika, że s tru k tu ra  krystaliczna róż­
nych tRNA jest podobna. Istnieją jednak niewielkie różnice np. w krysz­
tałach  tRNAAsp nie stwierdzono oddziaływań fragm entów  dw uhydroury­
dyny i rybotym idyny (10). Sukcesy w rozw iązyw aniu s tru k tu ry  k rysta ­
licznej tRNA w yw arły  niew ątpliw y wpływ  na badania tRNA w roztworze. 
Postaw iono wówczas pytanie aktualne również i dziś: „czy s tru k tu ra  
tRNA w roztworze jest taka sama jak  w krysztale?”. W ieloletnie badania 
chemiczne i biochemiczne „dostępnych i niedostępnych fragm entów ” cząs­
teczki tRNA w pełni potw ierdzają podobieństwa s tru k tu ry  w roztworze 
i krysztale.

Ze względu na udział tRNA w różnych procesach nie tylko w biosyn­
tezie białka (11) próbowano znaleźć rozwiązanie jednego z podstawowych 
problem ów w biologii m olekularnej: rozpoznawanie kwas nukleinow y — 
białko. Od początku problem  rozpoznawania tRNA — aminoacylo tRNA 
syntetazy był przedm iotem  szczególnego zainteresowania. Mimo nagrom a­
dzenia olbrzym iej ilości danych nie ma obecnie odpowiedzi jaki jest m e­
chanizm  tego oddziaływania. Należy przypuszczać, że problem  ten  
w znacznym stopniu rozstrzygnie analiza ren tgenostrukturalna. Pierwsze
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kryształy kom pleksu tR N A ^15 — syntetaza aspartylo-tR N A  otrzym ane 
w 1980 nie nadaw ały się do analizy ren tgenostruk turalnej (12).

Nowy etap badań tRNA dotyczy s tru k tu ry  ich genów. W yodrębnienie 
genów tRNA, wprowadzenie ich do plazmidów lub fagów umożliwiło 
otrzym anie w drodze klonowanie znacznych ilości preparatów  dzięki cze­
mu stała się możliwa również analiza s tru k tu ry  odcinków DNA poprze­
dzających gen struk tu ry . W genach tRNA chloroplastów oraz cytoplazm y 
stwierdzono występowanie sekwencji w trąconych (ang. intervening sequen­
ces). Te fragm enty  m ają długość od kilku do k ilkunastu  nukleotydów  w 
genach tRNA drożdży, a do kilkuset w chloroplastowym  DNA. Jak  dotych­
czas tego typu sekwencji nie w ykryto w genach tRNA pochodzenia m ito- 
chondrialnego. Pełna analiza m itochondrialnego genomu ssaków pozwoliła 
na w ykrycie tRNA o niespotykanych dotąd właściwościach (tRNAScr ) oraz 
w ykrycie nowych zasad rozpoznawania kodon-antykodon (13).

Na zakończenie wspomnę o nowej technice tzw. rekom binowanych 
tRNA, wprowadzonej przez O. Uhlenbeck w ostatnich 2 latach. Polega 
ona na wym ianie nukleotydów  w struk turze  tRNA poprzez przecinanie 
łańcucha polinikleotydowego w żądanym  miejscu, usunięcie nukleotydu, 
wprowadzenie na jego miejsce innego oraz złączeniu fragm entów  tRNA 
przy pomocy T4 ligazy. Tak chim eryczny tRNA można testować w reakcji 
am inoacylacji lub oddziaływaniach z kodonem. P rzy  pomocy tej techniki 
można badać biosyntezę niektórych zm odyfikowanych nukleozydów w 
tRNA, lub wpływ niektórych nukleozydów znajdujących się w pętli an ty- 
kodonu na właściwości supresorowe tRNA.

Jak  widać z przedstaw ionych faktów, po 25 latach intensyw nych badań 
zagadnienie to jest przedm iotem  coraz to szerszych kompleksowych badań 
biologicznych, chemicznych i fizycznych również w naszym  kraju.
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I. Wstęp

Ostatnie lata przyniosły doniosłe odkrycia pozwalające na zrozumie­
nie m olekularnego podłoża i niektórych mechanizmów procesu nowotwo- 
rzenia. W genomach kręgowców, w tym  także człowieka, odkryto obecność 
genów, które biorą udział w nowotworowej transform acji. Geny te zwane
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obecnie onkogenami (geny one, geny transform ujące) prawdopodobnie 
biorą udział w kluczowych funkcjach kom órki związanych z procesami 
w zrostu i różnicowania.

Dotychczas zidentyfikowane onkogeny można sklasyfikować w dwie 
grupy. Jedne z nich w ystępują w „silnie” raktow órczych (onkogennych) 
w irusach typu RNA (retrow irusach). „Silnie” onkogenne re trow irusy  m ają 
zdolność indukowania nowotworów u zw ierząt i transform acji nowotwo­
rowej ku ltu r kom órkowych fibroblastów. Właściwość ta  w ynika z obec­
ności w genomie w irusa onkogenów. Onkogeny wirusowe kodują swoiste 
białka, które uważa się za bezpośrednio odpowiedzialne za proces nowo­
tw orow ej transform acji. Najwcześniej zidentyfikow anym  onkogenem był 
gen sre w ystępujący w genomie w irusa mięsaka Rousa (RSV). Gen sre 
został pobrany na drodze rekom binacji z genomu kurczęcia w trakcie 
zakażenia nieonkogennym  retrow irusem  ptaków. Gen sre włączony w ge­
nom retrow irusa staje się aktyw nym  wirusow ym  onkogenem gdyż jego 
ekspresja nie jest dłużej zależna od nadzoru elem entów  kontrolujących 
geny komórkowe, lecz zależy bezpośrednio od sekwencji kontrolujących 
(promotorów) genomu wirusa. Ekspresja genu sre po zakażeniu zwykle 
ustala  się na znacznie wyższym poziomie niż homologicznego genu kom ór­
ki prawidłowej. Poznano dotychczas kilkanaście rekom binantów  retrow i- 
rusów  (chimery retrow irusów ), które podobnie jak  w irus mięsaka Rousa 
są silnie onkogenne ponieważ zaw ierają pobrany uprzednio gen one.

Onkogeny komórkowe zaliczamy do drugiej grupy onkogenów indu­
kujących nowotworową transform ację u kręgowców od ryb do człowieka. 
W ykryto je za pomocą testów  transfekcyjnych w genomach ptaków, m a­
łych gryzoni, m ałpy i człowieka. F ragm enty  jądrowego DNA komórek 
praw idłowych, a w jeszcze większym stopniu fragm enty  DNA komórek 
rakow ych indukowanych chemicznie u zwierząt, lub DNA kom órek na tu ­
ralnych  nowotworów ludzkich, m ają zdolność indukow ania transform acji 
po wprowadzeniu do m ysich fibroblastów  linii NIH 3T3. Transform ow ane 
poprzez transfekcję fibroblasty po zaszczepieniu nagim  myszom („nude 
m ice” — szczep m yszy pozbawiony grasicy z genetycznym  defektem  
immunologicznym), dają typowe guzy nowotworowe. Uważa się, że w ko­
m órkach praw idłowych onkogeny komórkowe są w stanie spoczynku lub 
że ekspresja ich jest na niskim  poziomie (proto-onkogeny). Dopiero po­
budzenie (aktywacja) kom órkowych genów one prowadzi do transform acji 
kom órek praw idłowych w kom órki nowotworowe. Poznano przynajm niej 
kilka mechanizmów aktyw acji kom órkowych genów one.

Ewolucyjnie onkogeny obu grup pochodzą z tych  samych genetycznych 
elem entów, które są na turalnym i składnikam i genomu kom órek kręgow ­
ców. M olekularna analiza onkogenów stała się możliwa dzięki postępom 
m etodycznym , zwłaszcza analizie restrykcy jnej i sekwencjonow aniu DNA 
oraz poznaniu zjawisk transform acji i transdukcji.

Dla uniknięcia niejasności podajem y znaczenie kilku term inów  używa­
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nych w biologii m olekularnej nowotworów. „Transfekcją” nazywam y 
przeniesienie do kom órek-biorców hodowanych w kulturze cech genetycz­
nych przez wprowadzenie do kom órek obcego DNA. „Transform acja no­
w otw orow a” — jest to przekształcenie kom órek praw idłowych (przeważ­
nie fibroblastów  hodowanych w kulturach) w kom órki nowotworowe na 
drodze transfekcji przy użyciu DNA z kom órek praw idłow ych lub nowo­
tworowych. Kom órki stransform ow ane nowotworowo tw orzą w ielow ar­
stwowe kolonie o chaotycznym, nieuporządkow anym  układzie i — w od­
różnieniu od kom órek praw idłowych — mogą w zrastać w agarze m iękkim  
w skutek zmian we właściwościach przyczepnych błony kom órkowej. Ko­
lonie kom órek stransform ow anych nowotworowo wszczepione odpowied­
nim  szczepom myszy dają guzy o typow ych cechach nowotworowych. 
„T ransdukcją” nazyw am y proces przeniesienia inform acji genetycznej 
z jednej kom órki do drugiej za pomocą wirusów i fagów. Term inem  
„ transdukcja” będziemy obejmowali proces pobrania z kom órki praw idło­
wej onkogenu przez retrow irusa i ew entualne włączenie go (w postaci 
prow irusa) do genomu innej komórki. „Białko transform ujące” — jest to 
białko kodowane przez onkogen wirusow y lub aktyw ow any onkogen ko­
m órkowy. Przypisuje się mu zdolność indukow ania i podtrzym yw ania 
transform acji nowotworowej.

Podstaw owe inform acje o biologii i s truk tu rze  w irusów onkogennych 
typu  RNA zaw arte są w wydaw nictwach książkowych (1) — Cold Spring 
H arbor Symp. Quant. Biol., (2) — Viral Oncology i (3) — M olecular Bio­
logy of RNA Tum or Viruses.

II. Struktura retrowirusów

W irusy RNA indukujące nowotwory u ptaków  i ssaków zaliczane są 
do rodziny Retroviridae; w procesie replikacji swego m ateriału  genetycz­
nego syntetyzują  DNA przy pomocy swoistej RNA-zależnej polim erazy 
zwanej odw rotną transkryp tazą (rewertazą), (2, 3, 4, 5). W iriony tych 
w irusów  m ają około 100 nm  średnicy, a ich kapsyd, prawdopodobnie, iko- 
sahedralny, zawiera dwie identyczne cząsteczki RNA o stałej sedym entacji 
30-35S, tworząc dim er o stałej sedym entacji 70S.

Infekcyjne cząstki wirusowe, po penetracji do w nętrza komórek, uw al­
n iają  na terenie cytoplazm y RNA, k tó ry  służy jako m atryca do syntezy 
DNA. S tarterem  swoistej reakcji syntezy DNA na m atrycy  wirusowego 
RNA jest — w zależności od w irusa — tRNATyr , tRNAPro , tRNALys , a en­
zym em  biorącym  w niej udział jest w irusowa, w ielofunkcyjna, RNA-za- 
leżna polim eraza DNA (rewertaza) m ająca zdolność syntezy kom plem en­
tarnego łacucha DNA i enzym atycznej degradacji m atrycy  RNA po ukoń­
czeniu syntezy. Końcowe produkty  reakcji — dwupasmowe, kołowe cząs­
teczki DNA przem ieszczają się do jądra  i są następnie włączane w liczne
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loci genomu gospodarza. W fazie tej, tzw. fazie prow irusa, geny wirusowe 
są transkrybow ane przez polim erazę RNA gospodarza.

Niedefektyw ne replikacyjnie retrow irusy, wywołujące z regu ły  bia­
łaczki u gryzoni i ptaków  (np. w irusy białaczek m yszy — MuLV, pta­
k ó w — ALV) zaw ierają geny gag, poi, env. K odują one odpowiednio: 
gag — struk tura lne  białka w nętrza w irionu, poi — RNA-zależną polim e­
razę DNA (rewertazę) i env  — glikoproteidy otoczki wirionu. U zakażonych 
w irusem  zwierząt, białaczki ujaw niają się po dość długim  okresie latencji, 
z reguły po paru  miesiącach. R etrow irusy defektyw ne replikacyjnie, które 
do replikacji swego m ateriału  genetycznego używ ają składników wirionu, 
w ym agają współdziałania w irusów wspom agających — helperów  (np. re- 
trow irusów  białaczkowych) m ają w przeciw ieństwie do w irusów  białaczek, 
zdolność transform acji fibroblastów in vitro  i w yw ołują u gryzoni i p ta­
ków nowotwory typu  mięsaków (rzadko raków) w parę tygodni po in­
fekcji. W w irusach tych w ystępują często delecje (defekty genetyczne) 
całości lub fragm entów  genów poi, env  i gag (np. w irusy indukujące 
mięsaki u myszy — Mo-MSV; Tab. 1). W irusy indukujące mięsaki zwane 
również „silnie onkogennym i” — zaw ierają w genomie nowy gen — zwany 
onkogenem (v-onc), k tóry  prawdopodobnie został wbudow any do genomu 
retrow irusa w w yniku rekom binacji kom pletnego w irusa białaczki z m a­
teriałem  genetycznym  gospodarza (3), (patrz rozdział III). Jednym  kom ­
pletnym  wirusem  zachowującym  zdolność replikacji i transform acji fibro­
blastów jest w irus Rousa (RSV), k tóry  oprócz genów gag, poi i env  za­
w iera dodatkowy gen v-src, odpowiedzialny za transform ację nowotwo­
rową (Rye. 1). Defektyw ne replikacyjnie w irusy białaczek (DLV) wywo­
łu ją  ostre choroby nowotworowe układu krwiotwórczego np. typu e ry tro - 
blastozy lub mieloblastozy a także mięsaki u ptaków. W irusy DLV pow sta­
ją prawdopodobnie w w yniku rekom binacji w irusa białaczki ptaków  typu 
ALV z m ateriałem  genetycznym  gospodarza (7). M ieloblastozy w yw ołują 
w irusy AMW zawierające w genomie gen w-myb; m ieloblastozy induko­
wane są przez w irusy MC29 zawierające geny w-myc, a erytroblastozy 
przez w irusy AEV zawierające geny v-erb.

Jak  dotąd zsekwencjonowano w pełni genomy w irusa m ięsaka myszy 
typ  Moloney (Mo-MSV) i w irusa białaczki myszy typ Moloney (Mo-MuLV) 
oraz genom w irusa m ięsaka Rousa. RNA w irusa białaczki myszy 
Mo-MuLV ma 8 331 nukleotydy. Koniec 5' RNA jest m etylow any, podob­
nie jak w innych mRNA (7mGppp), a koniec 3' zawiera sekwencje poli(A). 
RNA wirusow y zawiera geny, w kolejności od końca 5': gag-pol-env. RNA 
w irusa mięsaka myszy (Mo-MSV) ma około 5 300 nukleotydów  i różni się 
od RNA MuLV delecją znacznych części genów poi i env, przy jedno­
czesnej obecności nowych, stanow iących onkogen, sekwencji — genu 
v-mos (Tab. 1). Genom w irusa mięsaka Rousa (szczep Prague C) złożony 
jest z 9 312 nukleotydów (8). Geny ułożone są w kolejności 5' gag-pol-env-
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Tabela I
Geny niektórych retrowirusów oraz kodowane przez nie białka
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Gen
Produkt
pierwotny Produkt końcowy Funkcja

Długość 
w nukleo- 

somach

Wirus Rousa mięsaka ptaków (RSV), wg (8)

gag Pr 76 pl9, p l2 , p27, pl5 Udział w wewnętrznej strukturze 2102
wirionu (białka rdzenia)

poi Pr 180 plOO, p70 Udział w syntezie prowirusowego 2684
DNA

env Pr95 gp85, gp35 Udział w powierzchniowej struk­ 1616
turze wirionu (otoczka wirusa),
adsorpcji wirusa na komórkach

src p60 p60 Udział w transformacji komórek 1577
(fibroblastów)

Wirus białaczek myszy, szczep Moloney, Mo-MuLV, wg (108)

gag Pr65 pl5, p l2 , p30, plO Podobnie jak  gag RSV 1943
poi Pr 180 p80 Podobnie jak  poi RSV 3596
env Pr80 gp70, pl5E Podobnie jak env RSV 2000

Wirus mięsaka myszy, szczep Moloney, Mo-MSV, wg (109, 110)

gag Pr62 pl5, pl2, p30, plO Podobnie jak gag RSV 1736
po i» — — — delecja około

2800
env — — — delecja

1985
v-mos koduje białko liczące Transformacja komórek (fibro­ 1157

374 aminokwasów blastów)

1 2 3 4  5 6  7 8 9  10 kz
I------ 1------ 1------ 1------ 1------ T i I I I I

gag p o i 
5') t- — — l---- —

env

poi env

. ¿3 gag A p o l mos ___ 1 .
5 ' h H — i—“ ■ ■ ■ ■ — I 3

gag poi 
5 ł-H— — —I-----

am v

5' ł—ł
fm s

src

3'

3' niedefektywny RSV 

MuLV, ALV 

M o - M S V  124 

AMV  

FSV

ras
H a - M S V

Ryc. 1. S tr u k tu ra  re tro w iru só w . C zarnym i p ro s to k ą tam i oznaczono frag m en ty  se ­
k w en c ji pochodzenia kom órkow ego, b ia łym i — te  frag m en ty  w iru sa , k tó ry ch  pocho­
dzen ie  je s t n ieus ta lone . S ym bole A oznaczają  de lec je  w  poszczególnych genach .
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src-3'. Gen gag kończy się kodonem amber. Geny poi i env  nak ładają  się. 
Na końcu 3' genu src RSV szczepu Prague C a u końca 5' szczepu Schm idt- 
Rupin znajduje się sekwencja E o 153 nukleotydach stanowiąca praw do­
podobnie część 250 nukleotydow ych sekwencji ograniczających pierw otny 
gen src. Delecja jednej kopii sekwencji E doprowadziła do różnic w poło­
żeniu elem entu E w obu szczepach wirusa.

W cyklu życiowym retrow irusów  proces replikacji odgrywa szczególną 
rolę: po pierwsze — prowadzi do powstania infekcyjnych cząstek w iruso­
wych, po drugie, do powstania s tru k tu r genetycznych, które mogą rekom - 
binować oraz (lub) integrować z m ateriałem  genetycznym  gospodarza (3, 5). 
W ieloetapowy proces replikacji przedstawiono na Ryc. 2. Etap pierwszy 
obejm uje syntezę przez rew ertazę krótkiego fragm entu  DNA zainicjowa­
nego przez odpowiedni tRNA (primer) w odległości około 200 nukleoty- 
dów do końca 5' RNA) jest to tzw. ,,short stop cD N A”). W irusowa rybo- 
nukleaza H, związana z rew ertazą, degraduje fragm ent 5' RNA związany 
z zsyntetyzow anym  cDNA. F ragm ent DNA następnie zostaje przeniesiony 
do końca 3' RNA i przyłączony do identycznej sekwencji nukleotydow ej 
jak w końcu 5' (sekwencja ta  na Ryc. 2 nosi nazwę R). Przyłączony do 
końca 3' fragm ent DNA służy jako sekwencja inicjująca syntezę DNA 
przy pomocy rew ertazy  (jest to synteza tzw. nici m inus ( —). N astępny 
etap  polega na syntezie swoistego prim era DNA dla syntezy nici ( +  )h (na 
Ryc. 2d oznaczonej jako sekwencja U3R5U5). Nić ( —) DNA, uwolniona od 
nici RNA przez rybonukleazę H, z przyłączonym  prim erem  U3R5U5 służy 
do syntezy nici ( +  ) DNA, (Ryc. 2e). W w yniku takiej syntezy powstaje 
dwupasmowa liniowa cząsteczka DNA, której końce 5' i 3' są identyczne 
i zaw ierają sekwencje U3R 5U5 (sekwencje U3R 5U5 — zwane są także LTR — 
ang. „long term inal repeat”). Etap następny obejm uje cyklizację linio­
wych cząsteczek i powstanie kołowych cząsteczek DNA zaw ierających 
jedną lub dwie sekwencje U3R 5U5 (LTR). O statni etap — integracji koło­
wych cząsteczki DNA z m ateriałem  genetycznym  gospodarza, przebiega­
jący przy udziale hipotetycznych nukleaz i ligaz — prowadzi do powstania 
form y prowirusa, w której kolejność genów zostaje zachowana w podobny 
sposób jak w wirusow ym  RNA. Sekwencje prow irusa są z obu stron ogra­
niczone sekwencjam i LTR (Ryc. 2g). Analiza sekwencji nukleotydow ych 
LTR wskazuje, że są one ograniczone krótkim i odwróconymi sekwencjam i 
pow tarzającym i się, k tóre w ystępują w prowirusie jak  również w formie 
liniowej i cyklicznej DNA (9, 10). Dodatkowo sekwencje prow irusa są 
term inalnie ograniczone pow tarzającym i się 4, 5 lub 6 param i zasad DNA 
gospodarza powstałym i w w yniku in tegracji form y cyklicznej DNA (11,
12, 13). Sekwencje LTR wraz z sekwencjam i ograniczającym i jednostki 
LTR wskazują na podobieństwo sekwencji LTR i elem entów transposo- 
nalnych u P rokaryota (14) a cały prow irus podobny jest do elem entów 
transpozonalnych (transpozonów) typu  copia lub T yl u Saccharomyces
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i Drosophila (11, 15, 16, 17, 18). Sekwencje LTR zaw ierają sekwencje 
nukleotydowe, które są transkrypcyjnym i prom otoram i oraz zaw ierają 
sekwencje sygnalne dla poliadenylacji w irusow ych mRNA (9, 19). Rolę 
sekwencji prom otorow ych w LTR w indukcji białaczek u ptaków przed­
stawiono w rozdziale IV.

5' R5 U5 PB G P E_________ U3 «3 31

r5 Ui pb

u3 r5 u5 Pb

U3 R5 u5 
.............. T

P e u3 r5 u5

U3 R5 U5 PB G P E U3 R5 U5

9o
U3 R5 U5 PB G P E U3 R5 U5

• • • • • • • •  • • • •  > —  — — — —»—  m—m — —  —  mm*

R yc. 2. S ch em at rep lik ac ji i in teg rac ji re tro w iru só w .
a) M apa genetyczna w irusow ego  RNA  (RSV). Sym bole: R 5 i R 3 oznaczają  sekw encje  
p o w ta rza jące  się p rzy  końcu  5' i 3 '; U 5 i U3 n iep o w ta rza jące  się sek w en cje  p rzy  
końcu  5' i 3 '; PB  — m iejsce  w iązan ia  tR N A ; G, P, E, S — oznacza odpow iednio  geny 
gag, poi, en v  i sre.
b) S yn teza  DNA p rzy  końcu  5' za in ic jo w an a  przez  tRN A. D la up roszczen ia  na  po ­
zosta łych  ry su n k ach  podano  ty lko  nić DNA.
c) P rzen iesien ie  zsyn te tyzow anego  frag m en tu  DNA z końca 5' do końca  3 '.
d) S yn teza  n ic i „m in u s” o raz  k ró tk iego  fra g m e n tu  „ +  ” (oznaczonego k ropkam i) s ta ­
now iącego  p rim e r d la  n ici „ +  ” .
e) P rzen iesien ie  p r im e ra  „ + ” na  d ru g i kon iec  n ic i „m inus”. S ynteza n ic i „ +  ” (linia 
p rze ry w an a). O d tw orzen ie  pow ta rza jący ch  się końców  U 3R 5 U 5 .

f) C yk lizacja  podw ójn ie  pasm ow ego DNA zaw iera jącego  jed en  lub  dw a frag m en ty  
U 3 R 5U 5 .

g) In te g ra c ja  cyklicznego DNA z genom em  gospodarza. DNA gospodarza p rzed s ta ­
w iono  p ro s to k ą tam i zak reskow anym i. S trz a łk i w sk azu ją  p rzypuszcza lne  m iejsca 
in ic ja c ji i te rm in a c ji syn tezy  w irusow ego  RNA.
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III. Geny transformujące retrowirusów i ich komórkowe homologi

„Silnie” onkogenne retrow irusy  mogą indukować transform ację  nowo­
tworową kom órek hodowanych in vitro  a także indukować now otw ory po 
zakażeniu zwierzęcia. Za transform ację nowotworową odpowiedzialne są 
białka kodowane przez onkogen wirusow y (v-onc, „v” od virus). Geny 
komórkowe zwane obecnie genami c-one („c” od celi) lub onkogenami 
kom órkowymi są naturalnym i sekwencjam i z kom órek praw idłow ych k rę­
gowców i cechują się wielką trw ałością ew olucyjną (1). Biologiczna rola 
kom órkowych genów one nie jest w pełni wyjaśniona. W procesie embrio- 
genezy myszy ekspresja genów one ma charakterystyczny przebieg (20). 
Na tej podstawie sądzi się, że geny one zaw ierają inform ację niezbędną 
dla procesów w zrostu i różnicowania. W ykazano również, że są one gene­
tycznym , dom inującym  determ inantem  o aktyw ności onkogennej na co 
wskazuje ich zdolność przenoszenia cech nowotworowych w teście tran - 
sfekcji. „Hipoteza onkogenów” przedstaw iona przez H uebnera i Todaro 
zakładała, że onkogeny wirusowe zaw ierają część m ateriału  genetycznego 
kom órek zwierzęcych. W ykrycie onkogenu c-sre w irusa m ięsaka Rousa 
(RSV) zweryfikowało tę hipotezę., W kom órkach praw idłow ych wielu 
kręgowców w ykryto homologiczny do genu v-src kom órkow y gen c-sre 
(w starszej nom enklaturze „sarc”). Obecnie nie ma wątpliwości, że geno­
my wielu gatunków  zwierząt zaw ierają geny one — odpowiedniki genów 
transform ujących „silnych” onkogennych wirusów rakotwórczych. Bliskie 
pokrew ieństwo onkogenów retrow irusów  i genów wielu kręgowców nasu­
wa pytanie, które geny są pierwotne, a które są genami potomnymi. 
Obecnie przyjm uje się, że onkogeny retrow irusów  wywodzą się z genów 
kom órkowych (proto-onkogenów). Przem aw iają za tym  następujące argu­
m enty, które przytaczam y za B i s h o p e m  (21). W trakcie pasażowania 
w irusów  białaczkowych u gryzoni pojawia się szereg szczepów w iru­
sów indukujących z kolei mięsaki, tak  jakby w irusy nabrały  nowych 
właściwości patogennych. U kręgowców większość genów kom órkowych 
homologicznych względem genów one w irusów w ykazuje wysoką stabil­
ność ewolucyjną. Onkogeny (proto-onkogeny) komórkowe w ykazują stałe 
um iejscowienie w chromosomach danego gatunku (por. Tab. 2). Wiele 
onkogenów kom órkowych — podobnie jak inne geny struk tu ra lne  — ma 
struk tu rę  mozaikową, w której fragm enty  sekwencji kodujących (eksony) 
są przedzielone sekwencjam i niekodującym i (intronami). Proto-onkogeny 
komórkowe w ystępują w różnych gatunkach reprezentujących duże ob­
szary ewolucyjnego czasu, podczas gdy wirusowe onkogeny są ograni­
czone do pojedynczych szczepów retrow irusów , które izolowano z poszcze­
gólnych gatunków.

W DNA guzów uzyskanych przez indukcję retrow irusam i o silnych 
właściwościach onkogennych (jak np. w irusy mięsaków ptaków, w irusy 
mięsaków myszy i szczurów) geny v-onc w ystępują jako in tegralna część
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prowirusa. N atom iast w kom órkach praw idłow ych onkogeny komórkowe 
(c-one) b y tu ją  jako własne sekwencje komórkowe nie związane z żadnymi 
sekwencjam i w irusów  (prowirusów).

Nazwy i podstawowa charak terystyka retrow irusów  i onkogenów wi­
rusow ych przedstaw ia Tabela 2. W szystkie wyszczególnione w Tabeli 2 
geny v-onc  m ają swoje odpowiedniki komórkowe w genomie kręgowców, 
niektóre z nich w ykryto  w genomie człowieka.

Onkogeny wirusow e v-onc zbudowane są z jednego, nieprzerw anego 
trak tu  sekw encji kodujących i nie zaw ierają intronów. Organizacja s tru k ­
tu ra lna  kom órkow ych genów c-one jest odm ienna od organizacji w iruso­
wych onkogenów v-onc. Na ogół budowa genów c-onc jest analogiczna ze 
s tru k tu rą  innych genów kom órkowych kodujących polipeptydy. Dla ilus­
trac ji podajem y s tru k tu rę  ludzkiego genu c-sis homologicznego z genem 
transform ującym  (v-sis) w irusa m ięsaka m ałp (SiSV) i kilka innych 
przykładów.

W irus SiSV izolowany z w łókniako-m ięsaka (fibrosarcoma) m ałpy weł­
nistej jest defektyw nym  w irusem  transform ującym , k tóry  w porównaniu 
z tow arzyszącym  m u w irusem  mięsaka m ałpy (sim ian sarcoma-associated 
virus, SiSAV) zaw iera dodatkową sekwencję długości około 1.2 kpz rep re­
zentującą gen v-sis. K lony w irusa SiSV i SiSAV oraz klonowany frag­
m ent SiSV zaw ierający v-sis  hybrydyzow ano z fragm entam i DNA z róż­
nych ludzkich norm alnych tkanek, z linii komórkowych, jak również 
z DNA ludzkich lim focytów białaczkowych i DNA guzów litych. Jedynie 
DNA z SiSV (ale nie SiSAV) lub sekwencje v-sis  SiSV hybrydyzow ały 
z ludzkim  DNA (22). W yniki te jednoznacznie w skazują, że ludzki DNA 
zawiera sekw encje homologiczne z v-sis, czyli zawiera kom órkowy homo- 
log (c-sis) transform ującego genu SiSV. Analiza w mikroskopie elektro­
nowym  heterodupleksów  sekwencji DNA genu c-sis z DNA genu v-sis 
połączona z analizą restrykcy jną wykazała, że gen c-sis jest genem o bu­
dowie rozproszonej (gen mozaikowy), złożonym z 5 eksonów rozrzuconych 
na odcinku DNA o długości około 12 kpz. Sum aryczna długość eksonów 
c-sis wynosi około 1300 pz, czyli m ogłyby one kodować polipeptyd o dłu­
gości około 430 aminokwasów. Nie jest wiadomym  czy ludzki gen c-sis 
jest ak tyw ny i czy ekspresji ulegają wszystkie eksony. W stępne badania 
w skazują, że mRNA kom plem entarny z v-sis uzyskany z komórek tran s­
form ow anych SiSV daje w układzie translacyjnym  białko o m.cz. okóło 
20 000 daltonów  (22) zbliżone pod względem wielkości do białek kodowa­
nych przez inne onkogeny (21 000 daltonów).

W irus m ieloblastozy ptaków  (AMV) u końca 3' swego genomu posiada 
gen transform ujący  v-m yb , którego sekwencja nukleotydow a została po­
znana (23). W kom órkach transform ow anych AMV znajduje się mRNA 
homologiczny względem genu v-m yb  (24, 25), ale funkcja tego genu i jego 
produkt nie są jeszcze znane (26). Sekwencja nukleotydow a genu tran s­
form ującego AMV (w-m yb) i jego komórkowego homologu (c-m yb)  u k u r­
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cząt w ykazują w ybitną zgodność sekwencji; na długości 1197 nukleotydów  
w ystępuje tylko 15 niezgodności z tym , że w genie c-m yb  sekwencje 
homologiczne są rozproszone i w ystępują w postaci 7 eksonów. P rzy jm u­
jąc, że in trony w genie c-m yb  kończą się dwunkleotydam i 5' GT....AG 3' 
wyznaczono regiony homologii m iędzy genem w-myb  a eksonam i c-m yb, 
k tórych końce dokładnie zgadzały się z granicznym i dw unukleotydam i 
intronów  (26). Z sekwencji znalezionych w genie c-m yb  można zatem  
dokładnie zrekonstruow ać gen v-m yb . Na obu końcach genu w-myb  znale­
ziono sekwencje kom plem entarne względem końcowego fragm entu  genu 
env, a sekwencje końca 5' genu w-myb  były jednocześnie nakładającym i 
się sekwencjam i końca 3' genu poi (przyjm ując genom w irusa Rousa P ra ­
gue C PR-C RSV, jako genom referencyjny). Dane te wskazują, że w ba­
danym  szczepie w irusa AMV onkogen w-myb  powstał z sekw encji c-m yb  
w trąconych w procesie rekom binacji w sekwencje env, w irusa które 
uległy jednocześnie delecji. Proces rekom binacji stanow iący zapewne 
w stępny etap transdukcji prowadzący do w ytw orzenia genu w-myb  jest 
niejasny. Przypuszcza się, że przetw orzony „dojrzały” tran sk ry p t RNA 
genu c-m yb  (mRNAmyb) mógł służyć w tym  procesie jako cząsteczka 
pośrednicząca. Dedukowana sekwencja aminokwasowa białek kodowa­
nych przez w-myb i c-m yb  wykazuje tylko niewiele różnic w sekwencji 
aminokwasów.

W genomie ptaków a także w linii kom órek HL-60 uzyskanej od 
pacjenta chorego na ostrą prom ielocytarną białaczkę w ykryto kom órkowy 
homolog (c-m yc) transform ującego genu m yc  w irusa m ieloblastozy p ta­
ków MC29. Gen c-m yc  jest aktyw ny w wielu praw idłow ych pro liferu ją- 
cych i nowotworowych kom órkach ludzkich (27). Ekspresja genu c-m yc  
jest szczególnie wysoka w linii kom órek HL-60 ludzkiej białaczki prom ie- 
locytarnej (28), co najpew niej związane jest z am plifikacją tego genu 
w kom órkach HL-60 (29, 30).

W genomie praw idłowych kom órek myszy BALB/c w ykryto  za pomocą 
analizy restrykcyjnej i m etody heterodupleksów  sekwencje c-mos homo­
logiczne do sekwencji transform ujących w-mos w irusa mięsaka myszy 
Moloneya (Mo-MSV), (31). Gen w-mos i jego kom órkowy homolog c-mos 
zostały zsekwencjonowane (32). Gen w-mos koduje białko o 374 am ino­
kwasach wykazując dużą homologię z białkiem  — produktem  w-src 
(pp6Gsrc) w irusa RSV (Tabela 1). Porów nanie części sekwencji w-mos 
i c-mos wykazuje dużą homologię sekwencji: w ciągu złożonym z 500 
nukleotydów u końca 5' znaleziono zaledwie 5 zmienionych zasad. Ani 
gen w-mos ani c-mos nie zaw ierają u końca 5' sekwencji typu  „TATA” 
lub sekwencji zbliżonej. Sugeruje się, że miejscem wiążącym polimerazę 
RNA typu II jest sekwencja TTGTAAA poprzedzająca kodon inicjujący
o około 150 nukleotydów.

Szczepy H arvey i K irstena w irusa m ięsaków m yszy i szczurów zawie­
ra ją  onkogeny v-H a-ras i v-K i-ras. Poznana została s tru k tu ra  pierwszo-
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rzędow i onkogenu v-H a-ras (wg niektórych autorów v-has) i jego se­
kwencji ograniczających (33). Gen v-H a-ras zawiera inform ację o s tru k ­
turze 3 białek: p30, p29 i p21, odczytywaną w tej samej fazie z trzech 
oddzielnych i odpowiednio przesuniętych kodonów inicjujących. N ajbar­
dziej w lewo przesunięty kodon ATG inicjujący transkrypcję  białka p30 
jest poprzedzony sekwencją TATA oraz dwoma potencjalnym i prom oto­
ram i polim erazy RNA typu III. W onkogenie v-K i-ras (wg niektórych 
autorów v-kis) zidentyfikowano sekwencję złożoną z 567 nukleotydów  
kodującą białko p21 (34). Dedukowana sekwencja aminokwasowa p21kis 
i p21ras wykazuje znaczną homologię zwłaszcza od końca aminowego. Oba 
białka przejaw iają krzyżową reaktyw ność immunologiczną. Komórkowe 
homologi obu tych onkogenów w ystępują jako geny o budowie rozpro­
szonej oraz jako geny bezintronowe (por. Ryc. 3). Produktem  genów

Pvu II

1.0

Pst I

2,0

c - H a -  ras 7 
(szczur)

c -H a -  ras 7 
(człowiek)

Pvu II

c - H a  -ra s  2 
(człowiek) o 1,0

b
v -K i- ro rs  >- 

0

c - K i - ras 7 , ,
(człowiek) o

Xba I
c -K I-  ras 2 ,
(człowiek) 0 2 .0  3 ,0

Ryc. 3. S cnem at o rgan izac ji genów  H a -ra s  (a) i K i-ras  (b) w iru só w  m ięsaków  m yszy  
i szczurów  o raz ich kom órkow ych  genów  hom ologicznych u człow ieka i szczura. Z a ­
znaczono m ie jsca  cięć k ilk o m a  enzym am i re s try k cy jn y m i, k tó re  w sk azu ją  na zacho­
w a n ą  topog rafię  sekw encji w  genach  v -o n c  i c-one. G eny c -H a -ras2  i c -K i-ra s2  są 
bez in tro n o w y m i pseudogenam i. Z w raca  uw agę w y b itn e  podob ieństw o  o rg an izac ji 
g en u  c -H a -ra s l u człow ieka i szczura. F rag m en ty  sk a lo w an e  są w  tysiącach  p a r  
zasad , (wg (35) — uproszczone).

c-H a-ras i c-K i-ras zidentyfikowanym  dotychczas jest tylko jeden typ 
białka o m.cz. 21 000 (p21). W genomie człowieka w ystępują dwa geny 
homologiczne względem onkogenu v-H a-ras, oznaczone c-H a-rasl i c-H a-

Xba I
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ras2 oraz dwa geny homologiczne z v-K i-ras (c-Ki-rasl i c-K i-ras2), (35). 
Gen c-Ua-rasl człowieka podobnie jak  gen c-H a-rasl szczura jest genem  
rozproszonym o 4 eksonach i 3 sekwencjach intronow ych, natom iast geny 
c-H a-ras2 u obu gatunków  nie posiadają sekwencji intronow ych. Gen 
c-H a-rasI jest ew olucyjnie bardziej konserw atyw ny niż c-H a-ras2. Ludzki 
gen homologiczny z onkogenem w irusa K irstena w ystępuje również w 
dwóch postaciach, jako gen zaw ierający jeden in tron (c-Ki-rasJ) i gen 
bezintronowy (c-Ki-ras2), (35), (Ryc. 3). Sekwencje ludzkiego genu c-fes  
są rozproszone w regionie okol 9.5 kpz i przedzielone trzem a niehom olo- 
gicznymi z w-jes sekwencjam i (intronami), (36).

Produkt białkowy onkogenów w irusow ych lub ich aktyw nych homo- 
logów kom órkowych uw ażany jest za kluczową cząsteczkę odpowiedzialną 
za indukcję i utrzym anie stanu transform acji nowotworowej („białka 
transform ujące”), (por. (37)). Białka kodowane przez geny one (por. Tabe­
la 2) zostały dotąd tylko częściowo scharakteryzow ane, a ich udział w pro­
cesie przekształcenia komórki praw idłowej w nowotworową jest n iew y­
jaśniony. Na przykładzie omówionego niżej białka p21 — produktu  onko- 
genu c-ras — rysuje się naw et pewien paradoks. Z jednej strony indukcję 
nowotworową ma wywoływać zwiększona ekspresja onkogenu ras prow a­
dząca do nadm iernej syntezy „norm alnego” białka p21, z drugiej, jak 
w przypadku raka pęcherza u ludzi, proces nowotworowy ma być w yni­
kiem  pojawienia się zmutowanego białka p21 produkowanego na nie 
zmienionym poziomie. Co jest więc istotnym  czynnikiem  transfo rm ują­
cym: nadm iar norm alnego p21 czy też pojawienie się w m ałych ilościach 
cząsteczek p21 zmutowanych? Jeśli m utacja p21 powoduje powstanie 
szczególnej konform acji drugo- i trzeciorzędowej białka, odpowiedzialnej 
za efekt transform acyjny czy jest możliwe „spontaniczne” powstanie ta ­
kiej szczególnej konform acji wśród dużej liczby cząsteczek „norm alne­
go” p21?

W śród białek transform ujących najlepiej poznane jest białko kodo­
wane przez onkogen sre w irusa RSV. Jest to pojedyncze białko hydrofo­
bowe o m.cz. 60 000 występujące w form ie fosforylowanej (w serynie) 
i wykazujące aktywność fosfokinazy białkowej swoistej dla reszt ty rozy­
ny. Oznaczone jest symbolem pp60v—src . S truk tu ra  genu v-src jest pozna­
na a sekwencja i cechy białka pp60v~ src dedukowane na podstawie se­
kw encji genu v-src są zbieżne z cechami izolowanego białka (38).

Białko pp60src w ykryto, w ekstrak tach  transform ow anych szczepem 
Schm id-Rupin RSV kom órek kurcząt i chomików, jako swoisty precypitat 
pow stający po dodaniu surow icy królików nosicieli przeszczepialnych 
guzów indukowanych RSV. W ykazano, że ekspresja białka pp60src zale­
żała od tem pera tu ry  w przypadku kom órek kurczęcia zakażonych term o- 
w rażliw ym  m utantem  w irusa SR-RSV.

Białko pp60r c syntetyzow ane jest na wolnych polirybosomach a na­
stępnie przemieszcza się i wiąże z błonam i siateczki endoplazm atycznej.
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W cytoplazm ie pp60src w ystępuje w kompleksie z dwoma białkam i ko­
m órkow ym i (50 kd i 89—90 kd). W stanie skompleksowanym  pp60src nie 
wykazuje aktyw ności kinazy fosfoproteinowej (39, 40). Po przemieszcze­
niu kom pleksu, na powierzchni błon ujaw nia się jego aktyw ność kinazowa 
swoista dla tyrozyny a jednocześnie pojawia się fosforylacja samego pp60src 
w resztach tyrozyny. Białko pp60src zlokalizowano na błonach cytoplaz- 
m atycznych już uprzednio (41) i wykazano pewne różnice gatunkow e 
w rozm ieszczeniu tego białka (42). Za kluczową, dla transform acyjnej 
aktyw ności pp60src i białek kodowanych przez inne onkogeny, uważa się 
właściwość fosforylacji reszt tyrozynow ych białek, chociaż ani sam proces 
ani substra ty  nie są dokładnie określone. Aktywność kinazowa pp60src 
została jednoznacznie w ykazana po w prowadzeniu plazm idu zawierającego 
gen v-src  RSV do E. coli (43).

Białka — produkty  innych onkogenów wirusowych różnią się ciężarem  
cząsteczkowym  i część z nich w ykazuje aktyw ność fosfokinazy białkowej 
swoistej wobec reszt tyrozyny. Wiele z białek one jest produktem  poli- 
cistronowego mRNA i w ystępuje w połączeniu z innym i białkam i kodo­
w anym i przez geny w irusa (najczęściej białko one połączone jest z biał­
kiem  gag, por. Tabela 2). Jest to w yraz fuzji komórkowego genu one 
z w irusow ym  genem gag u jego końca 3' w procesie rekom binacji. Po­
szczególne białka one charakteryzują  podobne właściwości uw arunkow ane 
homologią s truk tu ry . Dla przykładu białko p90gag~ yes , produkt genu w-yes 
w irusa Y73 m ięsaka ptaków, w ykazuje (oprócz końca N) około 82% ho- 
mologii z białkiem  pp60src , w niektórych jego regionach podobieństwo 
sekw encji dochodzi naw et do 93% (44). Tak wysoki stopień homologii 
p 9 0 gas—yes j pp60src wskazuje, że komórkowe odpowiedniki obu genów 
(c-yes i c-src) pochodzą ze wspólnej prototypow ej sekwencji.

Nie wszystkie białka — produkty  genów one w ystępują w cytoplazmie. 
Gen w-myc w irusa m ieloblastozy ptaków MC29 jest transkrybow any 
łącznie z genem  gag dając złożone białko P110gag_myc. Białko to nie ma 
aktyw ności fosfokinazowej, w ystępuje w jądrze kom órek stransform ow a- 
nych i ma w ybitne powinowactwo wobec DNA (45, 46).

Liczne peptydowe czynniki wzrostowe (np. epidermal grow th factor  — 
EGF, leukem ia derived grow th factor — LDGF) m ają właściwości induko­
w ania w ku ltu rach  kom órkowych zmian fenotypowych podobnych do 
zmian indukow anych retrow irusam i: zmniejszenie adhezji kom órek do 
podłoża, zmiany w budowie aktynow ej s tru k tu ry  szkieletu cytoplazm a- 
tycznego, pobudzenie aktyw ności m itotycznej itd. Doszukiwano się relacji 
m iędzy białkam i genu one a czynnikam i wzrostowymi, ale poza faktem , 
że niektóre peptydy wzrostowe, podobnie jak niektóre białka genu one 
cechuje tyrozynow o-sw oista aktyw ność fosfokinazowa i zdolność indukcji 
podobnych zmian w kom órkach hodowanych in vitro, nie stwierdzono 
innych cech wspólnych.
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IV. Aktywacja onkogenów komórkowych w nowotworach

W irus leukozy ptaków (ALV) indukuje nowotwory układu  lim fatycz- 
nego (lym phom a ) złożone z kom órek typu  B jak  również, choć rzadziej, 
inne typy nowotworów (włókniako-mięsaki, erytoblastozy, nefroblastoma). 
W irus ALV nie zawiera w swoim genomie onkogenu i nie w ydaje się aby 
jakikolw iek produkt kodowany przez geny tego w irusa był odpowiedzial­
ny za proces nowotworzenia. Guzy indukowane ALV zaw ierają prow irus 
zintegrow any w chromosomach w jednym  lub więcej miejsc (loci). Szereg 
guzów indukowanych ALV zawiera nowy typ RNA złożony z sekwencji 
homologicznych do sekwencji U5 LTR wirusa, kow alentnie związanych 
z sekwencjam i pochodzenia komórkowego. Opierając się na tych  spostrze­
żeniach H a y w a r d  i A s t r i n  (por. (47)) postawili hipotezę, że induk­
cja nowotworowa po infekcji ALV polega na włączeniu do genomu ko­
m órki silnych sekwencji prom otorow ych przez retrow irus (hipoteza „pro­
m oter insertion”). Sekwencje promotorowe pochodzące z prawego LTR 
prow irusa zlokalizowane na lewo od końca 5' onkogenu komórkowego 
powodowałyby „aktyw ację” onkogenu.

Hipotezę insercji prom otora potwierdzono w przypadku złośliwych 
chłoniaków (lym phom a ) kurcząt (47, 48). W wielu guzach (w 31 na 37 
chłoniaków w doświadczeniach H a y w a r d  a) indukow anych przez ALV 
stwierdzono, że prow irus ALV włącza się w DNA w odcinek graniczący 
z końcem 5' genu c-m yc  i że tran sk ryp t zawiera u końca 5' sekwencje 
homologiczne z sekwencją RU5 prawego LTR prow irusa oraz kowalentnie 
związane sekwencje homologiczne względem c-m yc  (Rys. 4). W wyniku 
insercji prom otora ilość tran sk ryp tu  mRNAmyc w komórce nowotworowej 
w zrasta 30— 100 razy w porów naniu do kom órki prawidłowej.

Nowotworowa transform acja indukowana mechanizmem „insercji pro­
m otora” została potwierdzona w testach transfekcji. DNA izolowany 
z chłoniaków indukowanych ALV zaw ierający provirus ALV zintegrow a­
ny w rejonie przyległym  do c-m yc  dawał wysoki stopień transform acji 
kom órek NIH 3T3, (doświadczenia Coopera i N e i m a n a, cyt. wg. (47)). 
LTR w irusa Mo-MuLV zrekom binow any in vitro  z sekwencją c-m ys  indu­
kuje transform ację komórek NIH 3T3 z bardzo wysoką wydajnością (49). 
Około 1000-krotne zwiększenie aktyw ności transform ującej uzyskano po 
transfekcji kom órek fragm entem  restrykcyjnym  zaw ierającym  gen src 
(wirusa mięsaka myszy, Mo-MSV) zrekom binowanym  u końca 5' lub 3' z se­
kwencją LTR (50). Tłumaczyć to można obecnością w LTR wirusa, miejsca 
stanowiącego sygnał inicjacji dla polim erazy RNA typ  II (51). Podobnie 
zwiększoną aktywność transform ującą dają sekwencje c-H a-ras po re ­
kom binacji u końca 5' z sekwencją LTR (52). Inne doświadczenia również 
wskazują na udział LTR w ekspresji genów. Prow irusow y DNA wirusa 
Ab-MuLV wykazuje aktywność transform ującą jedynie wówczas gdy za­
chowany jest 5' LTR i około 300 pz w prawo od LTR. Klony fragm entów
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ch łon iaków  b u rsy  F ab ric ju sza  (wg P ayne, B ishop i V arm us, (48)).

subgenomu, w których usunięto 3' LTR i około 1.3. kpz w lewo od 3' LTR 
były tak  samo aktyw ne jak  dzikie szczepy w irusa (53).

LTR w irusa mięsaka Rousa zrekom binow any z genem kodującym  ace- 
ty lo transferazy chloram ifenikolowej po transfekcji (do kom órek-biorców 
pochodzących od zwierząt różnych gatunków) w ykazuje silny efekt pro- 
m otorowy w kom órkach biorców w yrażający się podwyższoną tran sk ryp ­
cją i zwiększonym poziomem swoistego RNA (54).

M olekularny mechanizm onkogenezy poprzez „insercję prom otora” 
w ydaje się być jednak bardziej złożony. Hipoteza podana przez H ayw arda 
i A strin  choć potwierdzona doświadczalnie jest tylko szczególnym przy­
padkiem  aktyw acji onkogenu komórkowego przez LTR prowirusowego 
DNA. W chłoniakach (lym phom a) bursy  Fabricjusza indukow anych 
u kurcząt wirusem  ALV znaleziono również inne położenia sekwencji

http://rcin.org.pl



278 M . C H O R Ą Ż Y , S. S Z A L A [18]

prow irusa w stosunku do genu c-m yc. Szczegółowa analiza restrykcy jna  
genu c-m yc  i sekwencji ograniczających wykazała, że prow irusow y DNA 
może być w stosunku do c-m yc  w trzech konform acjach (48) pokazanych 
na Ryc. 4. Konform acja I: prow irus, a ściślej jego praw a sekw encja LTR 
lokalizuje się w rejonie sekwencji poprzedzających koniec 5' genu c-m yc. 
T ranskryp t zawiera sekwencje homologiczne z U5 LTR oraz sekwencje 
homologiczne z c-m yc  (U5-mRNAmyc). Jest to więc konform acja typu 
„insercja prom otora”. K onform acja II: fragm ent prow irusa zajm uje 
miejsce w rejonie ograniczającym  koniec 3' genu c-myc. W łączeniu frag ­
m entu  prow irusa towarzyszy delecja sekwencji komórkowych. T ranskryp t 
zaw iera sekwencje homologiczne do c-m yc, część sekwencji homologicz­
nych względem prowirusowego genu env  i sekwencji U 3 ale nie zawiera 
sekw encji homologicznych z U5. Ilość mRNAmyc zwiększa się w kom ór­
kach zawierających prow irus w konform acji II około 20-krotnie. K onfor­
m acja III: prow irus zajm uje rejon poprzedzający gen c-m yc  ale p rzy j­
m uje odwróconą orientację. W tej konform acji sekwencje RNA pocho­
dzące z c-m yc  i prow irusa nie są kow alentnie związane ale ilość mRNAmyc 
wzrasta.

A ktyw ację genu c-m yc  można tłum aczyć włączeniem silnego prom o­
to ra  tylko w przypadku konform acji I. M echanizmu aktyw acji c-m yc  
w przypadku konform acji II i III jednak nie znamy. Prow irus ALV (lub 
jego LTR) działa tu  jak  m utagenne sekwencje insercyjne wzm agające 
ekspresję genu komórkowego przypom inając sytuację spostrzeganą w 
przypadku nom adycznych sekwencji IS2 u bakterii lub T yl u drożdży. 
Niewykluczone, że włączenie prow irusa może indukować zmiany w kon­
form acji chrom atyny w rejonie insercji, powodować przesunięcia nukleo- 
somów, zmieniać struk tu rę  superhelikalną chrom atyny, zwiększać liczbę 
m iejsc dostępnych dla polim erazy RNA. Następstwem  tych zmian w re jo ­
nie genu c-m yc  byłaby zwiększona ekspresja genu. Indukcje tych pro­
cesów przez prow irusa można także wyjaśniać działaniem „sekwencji 
w zm acniających” transkrypcję  (enhancing sequences). Klasyczne sekwen­
cje wzm acniające w ykryte w DNA wirusów grupy papova (np. w irusa 
SV40) składają się z sekwencji o długości 72 pz powtórzonej w orientacji 
„w prost” (forma tandem u); zidentyfikowano je również w LTR re tro ­
wirusów.

Jeszcze inny mechanizm aktyw acji odkryto w indukow anych chemicz­
nie nowotworowych kom órkach plazm atycznych myszy. W kom órkach 
nowotworowych szpiczaka gen c-mos ulega przemieszczeniu. Gen c-mos 
jest kom órkowym  homologiem i protoplastą genu v-mos w irusa mięsaka 
m yszy Moloneya (Mo-MSV). W genomie w irusa sekwencje v-m os  składają 
się z 369 kodonów połączonych w fazie u końca 5' z 5 kodonami pocho­
dzącymi z sekwencji w irusa wspomagającego (helpera). Produktem  genu 
v-mos jest białko o m.cz. 37 000 kodowane przez 374 kodony odpowie­
dzialne za transform ację nowotworową po infekcji Mo-MSV. Gen c-mos
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jest większy niż v-mos i zawiera dodatkowo 21 kodonów przyległych bez­
pośrednio i w fazie u końca 5' do sekwencji 369-cio kodonowej. Kom órko­
wy produkt tego genu nie jest zidentyfikowany. R e c h a v i  i i n .  (55) 
stw ierdzili, że u niektórych indukowanych chemicznie szpiczaków re ­
gion DNA zaw ierający gen c-mos ulega przegrupowaniu, przy czym

a  c -  mos
l-------------------------------1

ATG
♦

263 pz
obszar delecji

ATG

|  | rc -  mos 

odcinek
Insert j 8 4 p z |  homologiczny

mut.j  do c-mos
^  L

T G --------------------- :-------------------------------------------------- CA
C A C T C C C T G A T T G G ------------------------------------------------CCAACACACTCC

R yc. 5. S tr u k tu ra  genu  c-m os.
a) S tru k tu ra  w  p raw id ło w y ch  k om órkach  p lazm atycznych .
b), c) P rzem ieszczen ia  sek w en cji w  gen ie  c-m oc  znalezione w  szp iczakach  m yszy 
(por. 55).

aktyw ność biologiczna rc-m os prearranged’ c-mos — rc -mos) m ierzona 
testem  transfekcji w zrasta od 50— 70 razy. Geny c-mos i rc-mos^różnią się 
sekwencjam i ograniczającym i u końca 5' (Ryc. 5). Przegrupow anie se­
kw encji w rejonie c-mos polega na pow staniu rozległej delecji obejm ują­
cej obszar w lewo od kodonu inicjującego c-mos oraz delecji na praw o od 
kodonu inicjującego o długości 263 pz sekwencji kodujących. W m iejscu 
delecji podstawiony jest nowy fragm ent DNA m ający w swej części p ra ­
wej 159-cio nukleotydow ą sekwencję zaw ierającą s tru k tu ry  charak te­
rystyczne dla bak tery jnych  i eukariotycznych sekwencji przem ieszczają­
cych (nomadycznych, transposonalnych). W obrębie tej sekwencji u obu

CCAA-CA
jej końców jest zaw arta sekwencja - w konform acji „inverted-

u u  1 1 AG 1
repeat”. Ponadto — jak podkreśla R e c h a v i  i i n.  (55) fragm ent ten  
kończy się dw unukleotydem  TG....CA podobnie, jak  w ędrujące (noma- 
dyczne) sekwencje znalezione u Eukaryota, a koniec 3' zawiera penta- 
nukleotyd CAACA identyczny z końcem 3' elem entu copia u Drosophila 
i T y l  u drożdży oraz u końca DNA w irusa nekrotycznego śledziony. 
A ktyw acja onkogenów w w yniku przemieszczeń sekwencji w genomie 
może więc być bardziej częstym zjawiskiem  niż początkowo sądzono.
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Jednym  z mechanizmów prowadzących do zwiększonej ekspresji onko- 
genów jest ich am plifikacja. Am plifikacja ludzkiego onkogenu c-m yc  
w ystępuje w linii HL60 promielocytów pochodzących z ostrej białaczki 
prom ielocytarnej (29, 30). Zwiększenie liczby kopii genu c-m yc  nie było 
skutkiem  hyperploidyzacji, gdyż linia ta  jest hypodiploidalna. W tej samej 
linii kom órek nie spostrzegano m ultiplikacji genów c-abl i c-fes  (29). 
A m plifikacja genów one może być gatunkowo swoista. Dla przykładu 
u Mus phari znaleziono 10 kopii homologu v-H a-ras podczas gdy inne 
gatunki m yszy zaw ierały tylko pojedyncze kopie. Podobnie u chomika 
Chińskiego w ystępuje 6 kopii c-K i-ras podczas gdy u chomika Syryjskiego 
jest tylko pojedyncza kopia (56). Szczególny przypadek „aktyw acji” przez 
m utację genu c-H a-rasl w raku  pęcherza u ludzi podaliśm y w rozdz. VI.

*

V. Transformujące właściwości DNA komórek normalnych 
i nowotworowych

Fenotyp kom órki transform ow anej nowotworowo zależy od zmian 
w aparacie genetycznym  komórki, ściślej od zmian w genie (genach) ko­
dujących białka o kluczowym znaczeniu dla procesów w zrostu i różnico­
wania. W zorując się na doświadczeniach nad przenoszeniem  cech gene­
tycznych u bakterii (transform acją) podejmowano badania nad pobiera­
niem DNA lub chromosomów przez kom órki eukariotyczne z m yślą o zna­
lezieniu system u, k tóry  pozwoli na ujaw nienie onkogennych sekwencji 
DNA pochodzenia nowotworowego, (por. (57)). Nie ulega obecnie w ątpli­
wości, że m etodą transfekcji można wprowadzić do praw idłow ej komórki 
zwierzęcej nową inform ację genetyczną w tym  również cechy charakte­
rystyczne dla stanu nowotworowego (por. (58, 59)). Sekwencje egzogenne­
go DNA wprowadzone do komórek tw orzą wielkie agregaty  liniowe (kon- 
katenaty), które sprzęgają się z sekwencjam i genom u kom órki biorcy 
i rep liku ją w sposób skoordynow any z DNA gospodarza (60).

Spośród DNA 15 różnych linii nowotworowych kom órek mysich 
i szczurzych transform ow anych chemicznie, DNA z 5 linii podany kom ór- 
kom -biorcom  linii fibroblastów NIH 3T3 m yszy indukow ał transform ację 
(61). Transform ację uzyskano również po podaniu izolowanych chromo­
somów m etafazowych. Transform ujący gen zachowuje swoją aktywność 
w następnym  pasażu. W yniki doświadczeń nad transfekcją  wskazują, że 
w genomie kom órek nowotworowych w ystępuje gen transform ujący  (gen 
one, onkogen), k tóry  wprowadzony do komórek linii NIH 3T3 zachowuje 
się jak gen dom inujący. W e i n b e r g  (61) sądzi, że transform acja nie 
zależy od wprowadzenia dwóch lub więcej niesprzężonych elementów. 
W ynika to z porównania niskiej wydajności transfekcji i wielkiego roz­
cieńczenia genów w komórce. Geny transform ujące kom órki nowotworowe 
mogą być genam i komórkowymi, które uległy m odyfikacji pod wpływem  
kancerogenów i działają jako elem enty transform ujące.
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Właściwości transform ujące DNA norm alnych kom órek ptaków  i ssa­
ków jak również DNA komórek nowotworów indukowanych chemicznie 
wykazano także w teście transfekcji na kom órkach linii NIH 3T3 (62). 
T ransform acja przebiegała z niską wydajnością (0.003 transform antów  na 
1 (ig DNA), zwłaszcza gdy używano DNA o dużej (20XIO6 daltonów) masie 
cząsteczkowej. DNA pochodzący z tych samych źródeł zdegradow any 
ultradźw iękam i (do m.cz. 0.3-3 X I O6 daltonów) dawał około 10-krotne 
zwiększenie w ydajności transform acji. DNA uzyskany z kom órek NIH 3T3 
transform ow anych degradowanym  DNA w ykazywał w drugim  cyklu 
transfekcji jeszcze większą (około 100 razy) aktywność transform acyjną. 
Na podstawie tych  spostrzeżeń C o o p e r  i i n. (62) w ysunęli hipotezę, 
że norm alne kom órki zaw ierają geny, które są zdolne indukować tra n s­
form ację wówczas gdy ich ekspresja ustali się na poziomie wyższym  niż 
w komórce praw idłow ej. Zwiększenie wydajności transform acji przy uży­
ciu fragm entów  DNA tłum aczy się zwiększonym praw dopodobieństwem  
(w porów naniu do DNA o dużym ciężarze cząsteczkowym) in tegracji do­
norowego genu transform ującego z aktyw nym  prom otorem  kom órki 
biorcy. W takim  przypadku rekom binant prom otor-gen transform ujący  
stanow iłby ak tyw ną form ę genu odpowiedzialną za transform ację kom ór­
ki. DNA pobrany z kom órek transform ow anych i ponownie użyty  do 
transfekcji transform uje ze znacznie większą wydajnością ponieważ genom 
biorcy otrzym uje już „gotową”, zrekom binowaną sekwencję prom otor- 
gen (Ryc. 6).

Jeśli w kom órce rakow ej istotnie nastąpiło uaktyw nienie onkogenu 
przez dom inującą m utację lub przegrupowanie DNA to stan ten  powinien 
być w ykryw alny testem  transfekcji również przy użyciu wysokocząstecz- 
kowego DNA. Rozumowanie to sprawdzono jednocześnie w kilku labo­
ratoriach. W ysokocząsteczkowy DNA z 26 nowotworów ludzkich lub linii 
ludzkich kom órek rakow ych testowano na kom órkach NIH 3T3. Tylko 
dwie linie kom órek raka pęcherza (EJ i J82) indukow ały transform ację 
z dużą w ydajnością (63). Obie linie cechowały się odm iennym  od innych 
linii kariotypem  i m orfologią kolonii oraz stopniem  złośliwości (w teście 
na myszach nagich). Przyczyna braku aktywności transform ującej pozo­
stałych 24 guzów ludzkich nie jest jasna. Podobne w yniki o trzym ała 
grupa B a r  b a c i d a  (64). Spośród wielu linii raków  i m ięsaków róż­
nych narządów oraz glejaka (glioblastoma) u ludzi tylko jedna linia raka  
pęcherza, jedna raka płuc i jedna w łókniako-m ięsaka wykazała obecność 
genów o aktyw ności transform ującej.

Dane doświadczalne wskazują, że gen transform ujący  jest unikalny. 
W DNA dwóch linii kom órek raka płuc i jednej linii raka okrężnicy 
w ykryto aktyw ność transform acyjną i wykazano, że geny transform ujące 
tych nowotworów były blisko spokrewnione lub identyczne (65). W róż­
nych liniach kom órek transform ow anych m etylocholantrenem  w teście 
transfekcji połączonym z analizą restrykcy jną  liczby genów transform a-
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R yc. 6. S chem at tra n sfo rm a c ji fib ro b las tó w  m yszy N IH  3T3 w ysokocząsteczkow ym  (a) 
i d eg rad o w an y m  (b) DNA zaw ie ra jący m  gen one. W dolnej części ryciny, po s tro n ie  
lew e j: d o m niem ana  k o n fo rm ac ja  genu one w  kom órkach  n ie tran sfo rm o w an y ch  (b rak  
sek w en c ji p rom oto row ych  w  sąsiedztw ie  genu one). Po s tro n ie  p ra w e j: gen  one z re - 
kom b in o w an y  z sekw encją  p rom o to row ą P  DNA daw cy lub  DNA k o m órk i-b io rcy .

cyjnych określoną jako niską lub był to gen unikalny (66). Jednak  w in­
nych badaniach transform ujący  DNA linii raka jelita grubego i raka 
pęcherza u ludzi oraz prom ielocytarnej białaczki myszy wykazywał obec­
ność 3 niehomologicznych genów (67).

Sekwencje transform ujące DNA linii EJ raka pęcherza zaw arte są 
w jednym  ciągłym bloku DNA (68). Efekt biologiczny nie jest więc indu­
kow any transfekcją niesprzężonych genów rozproszonych w genomie ko­
m órki rakowej. Dokładne położenie w chromosomach kom órek-biorców 
onkogenów przeniesionych w teście transfekcji nie jest znane. Zapewne 
m arker genetyczny w raz z DNA nośnikowym tworzą wielkie konkatenaty, 
które lokalizują się w różnych loci różnych chromosomów (69).
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Logicznym etapem  badań zm ierzających do charak terystyk i genu 
transform ującego było sklonowanie aktyw nego biologicznie genu. Pierw sze 
klony sekwnecji transform ujących z ludzkiego raka pęcherza (linia T24), 
uzyskały grupa W iglera (70) oraz grupa B a r b a c i d a  (64). G rupa B ar- 
bacida we współpracy z grupą Aaronsona stw ierdziły, że fragm ent ten 
zawiera sekwencje homologiczne względem genu v-bas w irusa mięsaka 
myszy BALB. Nowotworową transform ację metodą transfekcji indukował 
również norm alny ludzki gen kodujący białko p21 — homolog do onkoge- 
nu v-H a-ras w irusa mięsaka myszy (Harvey) po sprzężeniu z LTR retro- 
wirusów myszy lub kota (71).

W ybitne wzmożenie wydajności transform acji kom órek NIH 3T3 DNA 
norm alnych narządów  m yszy BALB spostrzeżono po uprzednim  zakaże­
niu komórek NIH 3T3 w irusem  białaczek m yszy (MuLV), (72). M echa­
nizm tego zjawiska jest nieznany; przypuszczać można, że zakażenie wi­
rusem  indukuje destabilizację genomu.

Doświadczenia nad transform acją fibroblastów  myszy linii NIH 3T3 
poprzez transfekcję nasuw ają szereg uwag krytycznych. Kom órki NIH 
3T3 pod wpływem  chemicznych kancerogenów ulegają transform acji no­
wotworowej w reakcji m ającej cechy procesu jednostopniowego, podczas 
gdy natu ra lny  proces rakow acenia jest procesem wielostopniowym  w y­
m agającym  przejścia kom órki przez kilka kolejnych przemian. Ponadto 
komórki NIH 3T3 w ykazują również zdolność transform acji sam orzutnej, 
są to więc kom órki tum orogenne, w których proces nowotworowy jest 
prawdopodobnie już daleko zaawansowany. Mogą one w ykryw ać tylko 
pewien szczególny typ  potencji nowotworowej DNA, dom inujący w sensie 
genetycznym. Ponadto podatność na transform ację cechuje tylko bardzo 
małą, część kom órek (jedna na milion). Tylko część preparatów  DNA izo­
lowanych z kom órek nowotworowych wyw ołuje efekt transform acyjny  
w teście transfekcji z kom órkam i NIH 3T3. Tak więc zjawiska związane 
z transform acją nowotworową na m odelu kom órek NIH 3T3 nie w ydają 
się być S^iw ersalnym i.

W kontekście tej dyskusji interesującym  było wykazanie, że kom órki 
zarodka chomika Chińskiego (fibroblasty linii CHEF/18), które są diploi- 
dalne i nie tum orogenne, ulegały podobnie jak  kom órki NIH 3T3 tran s­
fekcji i transform acji nowotworowej pod wpływem  DNA izolowanego 
z linii E J komórek raka pęcherza ludzkiego (73). Komórki CHEF/18 w y­
magają wielostopniowego traktow ania kancerogenem  chemicznym i se­
lekcji zanim dadzą potomne kom órki nowotworowe.

VI. Rola onkogenów komórkowych w nowotworach u ludzi

Ważne znaczenie dla zrozum ienia istoty procesu nowotworowego u lu­
dzi miało wyjaśnienie czy onkogeny „silnych” rakotw órczych retrow iru- 
sów, komórkowe onkogeny ptaków i gryzoni oraz onkogeny znajdowane
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w genomie ludzkich kom órek rakow ych są takie same. Onkogen linii EJ 
raka pęcherza u ludzi (por. rozdz. V) zidentyfikowany we fragm encie 
restrykcyjnym  metodą transfekcji w teście homologii z szeregiem sekw en­
cji onkogenów retrow irusów  (v-abl, w-erb, v-ST-fes, w-myc i v-src) oraz 
c-H a-ras (szczur) dawał hybrydyzację jedynie z sekwencjam i c-H a-ras 
(74). Komórki NIH 3T3 transform ow ane DNA z linii EJ i linii T24 komó­
rek  raka pęcherza podejm owały syntezę nowej klasy RNA homologicz­
nego względem sekwencji v-Ha-ras. Porównanie map restrykcyjnych  
i wielkości rejonów homologicznych w transkryp tach  sugeruje, że se­
kwencje onkogenu v-H a-ras i onkogenu EJ nie mogą leżeć obok siebie 
w restrykcyjnym  fragm encie Bam H l DNA EJ lecz muszą nakładać się. 
Już te dane wskazywały na ewolucyjne współzależności i pokrew ieństwo 
obu onkogenów. Onkogen v-ras (w szczepie H arvey i K irstena) koduje 
białko o m.cz. 21 000 (p21). Białko o tym  samym ciężarze cząsteczkowym 
strącalne przeciwciałem anty-p21-ras w ykryto w kom órkach NIH 3T3 — 
po transfekcji DNA pochodzącym z komórek EJ (74), gdzie w ystępuje ono 
w tych  komórkach w zwiększonej ilości (71). W ydaje się, że białko p21 
kodowane przez ludzki onkogen w ystępujący w linii kom órek EJ może 
być czynnikiem  pośredniczącym w rozwoju przynajm niej niektórych 
nowotworów (74). T ransform ujący gen izolowany z linii T24 kom órek raka 
pęcherza u ludzi jest blisko spokrew niony z onkogenem v-bas retrow irusa 
m ięsaka myszy BALB i jednocześnie z onkogenem v-H a-ras (74, 75). On­
kogen linii T24 zlokalizowano we fragm encie restrykcyjnym  o długości 
4.6 kpz. Produktem  transkrypcji genu jest poliadenylowany RNA o dłu­
gości 1200 nukleotydów zaw ierający sekwencje homologiczne do sekwencji 
v-H a-ras/v-bas. W kom órkach linii T24 znaleziono białko p23 (przy- 
puszczolnie jest to zmutowane białko p21) o właściwościach antygenow ych 
białka p21 kodowanych przez v-bas i v-Ha-ras. Ponieważ ludzki onkogen 
T24 w ystępujący w kom órkach rakow ych jest nierozróżnialny (metodą 
heterodupleksów  i analizą restrykcyjną) z sekwencjam i homologicznymi 
w tkankach norm alnych (proto-onkogenami), zatem aktyw acja « /oto-on- 
kogenu musi polegać na subtelnych zmianach genetycznych (75a). Opisane 
wyżej badania grupy W einberga i Barbacida jak również Coopera (76) 
doprowadziły do wniosku, że onkogeny wyizolowane z dwóch linii kom ór­
kowych T24 i E J raka pęcherza u ludzi są identyczne, co podejrzewano 
już na zasadzie wyników z testu  transfekcji (68) i homologiczne względem 
sekwencji one (v-bas, v-H a-ras) w ystępujących w retrow irusach mięsa- 
ków myszy i szczurów (Balb-MSV i Ha-MSV) a także m ają swoje odpo­
w iedn ik i-w  DNA praw idłowych kom órek łożyska i różnych narządów 
ludzkich (70, 74). Uzyskanie klonów onkogenów „nieaktyw nych” (z pra­
widłowych tkanek) i onkogenów „aktyw nych” (z kom órek rakowych) 
umożliwiło w ykrycie i poznanie m olekularnych zmian w onkogenie tow a­
rzyszących procesowi rakow acenia u człowieka.

O dkrycia dokonane w tej dziedzinie równocześnie łącznym  wysiłkiem
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kilku laboratoriów  am erykańskich (grupy G. Coopera, R. W einberga, 
M. Barbacida, M. W iglera, E. Scolnicka i D. Łowy) m ają przełomowe 
znaczenie dla dalszego rozw oju badań nad natu rą  procesu rakowacenia.

Klony onkogenu EJ (raka pęcherza) i jego odpowiednika (proto-onko- 
genu) EC prawidłowego nabłonka pęcherza człowieka porównano co do 
potencji transform acyjnej w teście transfekcji. T ransform anty  linii NIH 
3T3 uzyskane w w yniku transfekcji klonowanych fragm entem  Bam H l 
zaw ierającym  „ak tyw ny” onkogen EJ dawały guzy nowotworowe po 
przeszczepieniu na odpowiedni szczep myszy. Analogiczne transform anty  
po proto-onkogenie EC nie dawały guzów. Poziom RNA homologicznego 
z sondą v-ras w  liniach kom órek rakow ych (EJ) i praw idłowych (EC) był 
jednakowy, a ilość białka p21 w obu liniach była również taka sama (75). 
Z powyższych danych wynika, że w procesie rakow acenia nie jest k ry ­
tyczna zmiana w regulacji ekspresji tych genów (przynajm niej w odnie­
sieniu do badanego typu  nowotworów). W ydaje się natom iast, że różnice 
w funkcji obu genów muszą polegać na subtelnych zmianach s tru k tu ry  
pierwszorzędowej białka. W celu określenia, które regiony „aktyw nego” 
onkogenu określają domniemane zmiany w białku sporządzono in  vitro  
szereg rekom binantów  m iędzy onkogenem EJ i jego homologicznym pro­
to-onkogenem EC. Fragm enty  restrykcyjne onkogenu EJ usuwano i pod­
stawiano odpowiednim fragm entem  proto-onkogenu i odwrotnie. Rekom - 
binanty  te testow ano w teście transfekcyjnym  poszukując fragm entu  on­
kogenu EJ, k tó ry  daje morfologiczną transform ację linii kom órkowej NIH 
3T3. W yniki takiego doświadczenia ilustru je  Ryc. 7 (wg. 75a).

Z doświadczenia tego w ynika jasno, że fragm ent odpowiedzialny 
za efekt transform acji zaw arty jest w onkogenie EJ (c-H a-rasl) 
we fragm encie X m a l/K p n l  o długości 350 nukleotydów. Porównawcza 
analiza sekw encyjna fragm entu  X m a l/K p n l onkogenu E J i jego no r­
malnego homologu EC wykazała w 60 nukleotydzie (licząc od X m a I) 
transw ersję  G T, w w yniku której trip le t GGC kodujący glicynę 
zmieniony jest w trip le t GTC kodujący walinę. M utacja ta dotyczy 12 ko- 
donu (licząc od końca N) białka p21 (Ryc. 8). Równoległe, niezależne 
i w ykonane przy użyciu analogicznych podejść i technik badania grupy 
B a r b a c i d a  (76a) oraz W i g l e r a  (77) nad charakterystyką onkogenu 
linii T24 raka  pęcherza u ludzi doprowadziły do jednoznacznych wyników 
całkowicie zbieżnych z wynikam i grup W einberga, Scolnicka i Łowy.

Onkogen c-bas zidentyfikow any w linii T24 jest identyczny z onkoge­
nem linii EJ i w istocie jest zm utowanym  allelem  norm alnego genu ludl?- 
kiego c-H a-rasl (c-has/c-basl, wg nom enklatury  grupy Barbacida). M u­
tacja  w onkogenie linii T24 podobnie jak w onkogenie linii EJ dotyczy 
środkowego nukleotydu (przejście G -> T) 12 kodonu i w arunkuje zastą­
pienie w „aktyw ow anym ” onkogenie T24 glicyny przez walinę (Ryc. 8). 
Zm utow ana pozycja (GCCGTC) w ystępuje w sześcionukleotydowej se­
kwencji (GCCGGC) zaw ierającej m iejsca rozpoznawane i cięte przez trzy

http://rcin.org.pl



1 kpz

“  SCo C3 OQ OO
| ognisk transform.  

na 20 pg

Średnia liczba

DNA

2 '
X—ii

=11-----------------
B

2 - i l-----
X B

1 HI-----
2

X4 --II-----
B K

— 11--------------------

I --Ił------------ -Ir— 11-----

X B XmK
1 H f- ” -
o —II-----2 —II-----

X
-------- rni— ii—

B Xm K
1 H I—
2 =11== d t = | H t =

0
910

0
780

0
720

0
1 030  

0
1 070

590
0

730
0
0 

800
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Xma I Kpn I

V a l  Va l Gl y A l a  
GTG GTG GGC GCC

Gl y 
GGC 
GTC 
Va I

M et T h r  G lu  T yr  Lys Leu  Val  
■ ATG ACG GAA TAT AAG CTG GTG

G ly  Va I G l y  L ys  Ser A la  L eu  T h r  
GGT GTG GGC AAG AGT GCG CTG AAC

I l e  G in  Leu I l e  G in  Asn H is  Phe V a l  Asp G lu  T y r  A sp  
A TC CAG CTG ATC CAG AAC CAT TTT  ATG GAC GAA TAC GAC

Pro T h r  I l e  G lu  
CCC ACT ATA GAG

Ryc. 8. S ek w en c ja  p ierw szego  eksonu  genu  c-H a-ras2  i m ie jsce  m u ta c ji w  genie 
c -H a -ra s J  w  p rzy p ad k u  ra k a  pęch erza  człow ieka (lin ie kom órek  ra k a  p ęch erza  E J
i T24).
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enzym y restrykcyjne: Nael (GCCGGC), H pall (CCGG) i M spl (CCGG). 
M utacja G -> T w yklucza atak  nukleolityczny jak  to wykazano stosując 
Nael (76a), co może mieć naw et pewne znaczenie praktyczne we wczesnej 
diagnostyce określonych typów  raka.

In teresującym  jest, że zarówno w obu ludzkich onkogenach (w linii 
EJ i T24) oraz w homologicznych genach transform ujących retrow irusów  
m utacja w obrębie początkowych 37 kodonów (stanowiących w przypadku 
onkogenów ludzkich pierwszy ekson) dotyczy ściśle tej sam ej pozycji: 
12 am inokwasu białka p21. Tak więc w onkogenie ludzkim  w miejscu 
kodonu glicynowego (obecnego w c-H a-rasI) w ystępuje walinowy, w onko­
genie w irusa H arvey (v-Ha-ras) w ystępuje kodon argininowy, w onkogenie 
w irusa K irstena (v-Ki-ras) w pozycji tej znaleziono serynowy. Ponieważ 
DNA kom órek niektórych raków u człowieka zawiera gen c-K i-ras (35, 
78, 79) przypuszcza się, że jego aktyw acja może przebiegać w sposób po­
dobny do aktyw acji onkogenu T24 (76a).

Analiza N-końcowej części białka p21 wskazuje, że białko to kodowane 
przez norm alny ludzki gen c-H a-rasl zawiera dwa regiony a-heliksu zbu­
dowane z 10 i 13 aminokwasów połączone odcinkiem zaw ierającym  7 reszt 
aminokwasowych, które um ożliw iają sfałdowanie cząsteczki. Zastąpienie 
glicyny przez walinę w nowotworowym  p21 powoduje usztyw nienie 
i wyeksponowanie (wypchnięcie) regionu N z w nętrza cząsteczki biał­
kowej (76). Taka zmiana konform acji cząsteczki może mieć istotne zna­
czenie dla reaktyw ności i funkcji białka p21. Dotychczas nie ma jednak 
jasnego obrazu w jakim  stopniu w mechanizm ie nowotworzenia odgrywa 
rolę zmiana konform acji białka p21 w ynikła z m utacji 12 kodonu a w  ja­
kim ilościowe zmiany w postaci nadprodukcji p21. Niewątpliwie transfor­
m ację fibroblastów  NIH 3T3 można uzyskać w prowadzając rekom binant 
v-H a-ras z sekwencjam i LTR (52) a także rekom binant norm alnego ludz­
kiego genu c-H a-rasl z sygnalnym i sekwencjam i prom otorow ym i zaw ar­
tym i w LTR kociego lub mysiego retrow irusa (71). N adprodukcję p21 
kodowanego przez norm alny ludzki klon genu c-H a-rasJ spostrzegano 
w jednej linii transform ow anej kom órek NIH 3T3 w ykazującej dużą 
aktyw ność proliferacyjną (77). Zdaniem  tych badaczy „potencjał transfo r­
m acyjny” zmutowanego białka p21 kodowanego przez onkogen T24 jest 
przynajm niej 100-krotnie większy niż norm alnego białka p21.

W ykrycie onkogenów w ku ltu rach  linii kom órkowych guzów (głównie 
raków) człowieka nasuwa możliwość, że geny te mogły być aktyw ow ane 
sztucznie, lub że nastąpiła kontam inacja linii kom órkowych onkogenami 
retrow irusów  w toku m anipulacji laboratoryjnych. Jednakże w pobranych 
od pacjentów  próbkach guzów litych (dwa rak i jelita  grubego, rak  płuc, 
rak  trzustk i i mięsak wywodzący się z mięśni prążkow anych) rhabdo­
myosarcoma  przechow yw anych przez szereg lat w tem peratu rze — 70°C 
w ykryto  także geny transform ujące (78). W szystkie te guzy oraz 2 linie 
raka  płuc, jedna linia rak a  jelita  grubego, jedna linia raka pęcherzyka
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żółciowego i jedna linia raka pęcherza moczowego, m iały wspólny onko­
gen o sekwencji homologicznej z onkogenem v-K i-ras w irusa mięsaka 
myszy i szczurów (szczep K irstena). Onkogeny w tkance rakow ej nie są 
więc artefaktam i w ytworzonym i w laboratorium .

Bezpośrednim dowodem aktyw ności genów c-one w nowotworach 
u ludzi i w tkankach praw idłowych było w ykrycie swoistych homologicz­
nych z sekwencją one transkryptów  RNA i końcowych produktów  biał­
kowych. Kom pletny ludzki gen c-m yc  homologiczny do w-myc w irusa 
m ielocytomatozy ptaków  (MC29) w ystępuje najpew niej w jednej kopii 
oraz w postaci kilku spokrew nionych sekwencji, k tóre reprezentu ją albo 
odległe lecz pokrewne geny, lub pseudogeny. Gen c-m yc  przypusz« zalnie 
zawiera jeden in tron (80). W norm alnych fibroblastach ludzkich i liniach 
kilku nowotworów człowieka gen c-m yc  daje 2.7 kz poliadenylow any 
tran sk ryp t RNAmyc (27). W niektórych liniach kom órek mięsaków i ra ­
ków oraz prom ielocytarnej białaczki HL-60 człowieka spostrzegano
5— 10-krotny wzrost ilości tego swoistego RNA.

.W zrost poziomu poli(A)( +  )RNA homologicznego względem sekwencji 
v-m yc  spostrzegano w liniach kom órkowych wywodzących się z mięsaków 
a także w linii komórek lim foidalnych typu B (linia NC37) wywodzących 
się z lim foidalnych kom órek zawierających wirus E psteina-B arra (EBV). 
T ranskrypty  homologiczne względem onkogennych sekw encji c-sis o wiel­
kości 4.2 kz w ykryto w 8  spośród 23 linii nowotworów ludzi. Nie ma 
korelacji między ilością 2.7 kz RNAmyc i 4.2 kz RNAsis (27).

Różnice w poziomie ekspresji sekwencji c-one spokrew nionych z \~sis
i v-m yc  w różnych typach nowotworów ludzkich nie w skazują na kore 
lację ekspresji ze szczególnym typem  tkanki. Natomiast fakt, że sekwencjo 
c-sis ulegają ekspresji w kom órkach włókniako-m ięsaka (jibrosarcoma), 
a nie w ykazują takiej ekspresji w homologicznych kom órkach (fibroblas­
tach prawidłowych) wskazuje na związek ekspresji genu one z procesem 
transform acji nowotworowej.

Ponadto w kom órkach niektórych guzów ludzkich znajdują się złożone 
pod względem wielkości (7.0, 5.9 i 1.8 kz) poliadenylowane transk ryp ty  
RNA spokrewnione z sekwencjam i v-bas w irusa Balb-M SV oraz tran s­
k ryp ty  spokrewnione z sekwencjam i v-abl w iru^i białaczki myszy Abel- 
sona (Ab-MuLV), które występow ały w większości badanych guzów (27).

W innych nowotworach u ludzi i w komórkach praw idłow ych w ykryto 
obecność genów one, ale ich rola w procesie nowotworzenia nie jest 
jeszcze wyjaśniona. W linii białaczki ludzkiej SMS-SB pochodzącej z lim - 
foblastów chorego na ostrą lim foblastyczną białaczkę z prekursorow ych 
kom órek B ulega ekspresji gen homologiczny z onkogenem v-abl wirusa 
Abelsona mysiej białaczki (81). DNA pochodzący z tych komórek ma 
właściwości transform ujące ale sekwencje odpowiedzialne za transfor­
m ację nie są homologiczne z genem genem v-abi a transform anty  NIH 
3T3 w ytw arzają czynnik wzrostowy podobny do czynnika wzrostowego
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w transform antach  uzyskanych po zakażeniu wirusem  Ab-MSV. Analo­
giczna sytuacja w ystępuje w przypadku bursy  Fabricjusza u kurcząt, 
gdzie ekspresja genu c-m yc  jest w ybitnie zwiększona, ale transform ujący 
gen zidentyfikow any w teście transfekcji nie jest genem c-myc. Przykłady 
powyższe w skazują na złożoność procesu transform acji nowotworowej.

W genomie ludzkim  znaleziono sekwencje homologiczne względem 
transform ującego genu v-sis  w irusa mięsaka m ałp (SiSV) (22,82) oraz do 
genu v-fes  w irusa mięsaka kotów — ST-FeSV (82). W liczbie jednej kopii 
w genomie ludzkim  w ystępuje gen c-mos, k tóry  jest homologiem onkoge- 
nu v-m os  w irusa Moloneya mięsaka m yszy (83). W liniach kom órek raka 
płuc i raka jelita grubego u człowieka zidentyfikowano gen c-K i-ras — 
homolog onkogenu v-K i-ras m ięsaka K irstena szczurów (76, 79). Oba 
typy  komórek nowotworowych w ykazyw ały ekspresję zmienionego białka 
p21 co przem awia za m utacją, genu c-Ki-ras. W klonach DNA raka płuc 
u ludzi w ykryto sekwencje c-fes  wspólne z sekwencjam i v-fes  w irusa 
mięsaka kotów, szczep G ardnera i szczep Snyder-Theilen (GA-FeSV, 
ST-FeSV). Jednak ludzki c-/es nie wykazał efektu transform ującego w 
teście transfekcji na kom órkach linii RAT-2 (36).

Liczba onkogenów ludzkich nie w ydaje się być wielka. W dwu liniach 
kom órek raka pęcherza znaleziono jednakow y onkogen (homolog genu 
v-H a-ras), raki jelita  grubego, płuc oraz trzustk i i rhab dom y o sarcoma wy­
kazują obecność jednego onkogenu homologicznego do v-K i-ras. Na pod­
staw ie analizy sekw encyjnej onkogenów retrow irusów  można onkogeny 
komórkowe połączyć w grupy o zbliżonej homologii (cyt. wg 84). Dla 
przykładu: geny c-H a-ras i c-K i-ras i przynajm niej dwa inne onkogeny 
pochodzące od szczura posiadają bardzo duże podobieństwo.

Sekwencje spokrewnione z innym i (poza genami one) sekwencji re tro ­
w irusów  również w ystępują w genomach licznych gatunków  kręgowców, 
w tym  także człowieka. W genomie ludzi znaleziono sekwencje pokrewne 
genom gag, poi, env, w irusa raka gruczołu mlecznego myszy (MMTV), 
(85). Sekwencje homologiczne względem ekotropowego w irusa białaczki 
m yszy (MuLV) i endogennego w irusa pawiana (BaEV) znajdują się w 
restrykcy jnych  fragm entach DNA kom órek mózgowych człowieka (8 6 ).

W genomie człowieka znaleziono również sekwencje homologiczne ge­
nów gag p l5  i gag p30, genu polim erazy Mo-MuLV oraz 3' LTR we 
względnej odległości takiej samej jak w genomie w irusa (87). W zm ianku­
jem y o tych odkryciach aby jedynie zwrócić uwagę na złożone zależności 
m iędzy genomem retrow irusów  a genomem zwierząt.

VII. Lokalizacja onkogenów w chromosomach i przegrupowania 
w nowotworach

Lokalizacja onkogenów w chromosomach ludzkich służy poszukiwaniu 
relacji m iędzy funkcją onkogenów i aberacjam i chromosomalnymi, które
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w ykazują charakterystyczny rozkład w kariotypie niektórych nowotwo­
rów, (por. (8 8 )). Dotychczas oznaczono um iejscowienie kilku onkogenów 
w chromosomach ludzi i myszy. Ogólny schem at doświadczeń polegał na 
selekcji linii hybrydów  kom órkowych (mysz-człowiek, chomik-człowiek) 
z zachowanymi i zidentyfikow anym i poszczególnymi chromosomami ludz­
kimi. Identyfikacja chromosomów ludzkich jest możliwa przy pomocy 
m etod cytogenetycznych jak i m arkerów  biochemicznych, (por. np. (89)). 
Z hybrydow ych linii kom órkowych z zachow anym i pojedynczym i chro­
mosomami ludzkim i izolowano DNA, cięto enzym am i restrykcy jnym i 
i fragm enty  restrykcyjne rozdzielone elektroforetycznie, hybrydyzow ano 
z sondami radioaktyw nym i pochodzącymi z w irusow ych sekw encji onko- 
gennych (v-onc) homologicznych względem sekwencji onkogennych ko­
m órkow ych (c-one). Posługując się tą  m etodą stwierdzono, że u ludzi 
sekw encja onkogenna homologiczna z genem  c-fes  w ystępuje w chrom o­
somie 15 (90), a ludzki gen c-m yb  znajduje się w  chromosomie 6  (91). 
Onkogen ludzki homologiczny względem wirusowego genu transfo rm ują­
cego v-abl zlokalizowano w chromosomie 9 (90). Genowi transform ujące­
m u (v-mos) w irusa Moloneya m ięsaka m yszy odpowiada w genomie ludz­
kim  homologiczna sekwencja c-mos w postaci pojedynczej kopii um iejsco­
wiona w chromosomie 8  (83). W chromosomie 8  znajduje się też gen c-m yc  
(cyt. wg (93)). Ludzki homolog (c-sżs) transform ującego genu (y-sis) m ał­
piego w irusa mięsaka (simian sarcoma virus, SiSV) umiejscowiono nato­
m iast w chromosomie 22 (89, 92).

W przypadku kilku nowotworów ludzkich stw ierdzno, że onkogeny 
mogą ulegać swoistym translokacjom  wraz z translokacjam i fragm entów  
chrom osomalnych. W ponad 90% przypadków  przew lekłej białaczki m ie- 
locytarnej (chronic m yelocytic leukem ia  — CML) spostrzega się prze­
mieszczenie długiego ram ienia chromosomu 2 2  (prążek 2 1 q l l )  do długiego 
ram ienia chromosomu 9 (co oznacza się jako translokacja 9; 22). W w y­
niku takiego przemieszczenia pow staje anorm alny chromosom 2 2 q~ (zwa­
ny przez cytologów chromosomem Philadelphia — P h 1) oraz chromosom 9 
z dodatkow ym  m ateriałem  chrom osom alnym  (chromosom 9q+). T ranslo- 
kacji tej tow arzyszy jednoczesna i w zajem na translokacja onkogenu c-abl 
z chrom osom u 9 do chromosomu 22q_ (94).

Sekw encja transform ująca v-abl w irusa Abelsona białaczek myszy 
(Ab-MuLV) homologiczna z sekw encją ludzkiego c-abl pow stała w w yniku 
przejęcia przez w irus Moloneya białaczki m ysiej (Mo-MuLV) mysich se­
kw encji c-abl (95). Endogenna m ysia sekwencja c-abl znajduje się w chro­
mosomie N r 2 (96). Sekwencje abl po transdukcji znalazły się w sąsiedz­
tw ie końca 3' genu gag w irusa Mo-MuLV. P roduktem  sekwencji transfo r­
m ujących w irusa Ab-M uLV jest białko o masie cząsteczkowej 21 000 (p21) 
w ykazujące aktywność tyrozyno-sw oistej fosfokinazy. W białku p21 
fragm ent u końca N pochodzi z 3' końcowych sekwencji gag w irusa 
Mo-MuLV a fragm ent karboksylow y wywodzi się z sekw encji onkogenu
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mysiego c-abl. W chwili obecnej nie wiadomo, czy w przew lekłej białaczce 
m ieloblastycznej u ludzi jest zwiększona ekspresja onkogenu c-abl. P ostu ­
lat taki jest w ysuw any na zasadzie analogii ze zwiększoną ekspresją 
innych onkogenów w kom órkach rakowych. Postuluje się (94), że uak tyw ­
nienie onkogenu c-abl w CML następuje w skutek jego translokacji w są­
siedztwo silnych sekwencji wzm acniających (enhancer) lub silnego prom o­
tora innego genu znajdującego się w chromosomie 2 2  (mógłby to być np. 
prom otor genu łańcucha lekkiego im m unoglobuliny typu  lambda).

Układ kom órek hybrydow ych (mysz-człowiek, chomik-człowiek) segre- 
grujących chromosomy ludzkie został również użyty dla lokalizacji no r­
malnego allelu onkogenu c-bas (identycznego z c-H a-rasl) — prekursora  
aktyw nego onkogenu linii T24 kom órek rakow ych pęcherza (97). Jako 
„sondy” użyto restrykcy jny  fragm ent w irusa mięsaka m yszy BALB zawie­
rający  wirusowe sekwencje transform ujące (v-bas) homologiczne wzglę­
dem sekwencji onkogenu c-bas. Sonda taka daje sygnał (hybrydyzuje) 
z fragm entem  20 kz uzyskanym  z traw ienia EcoRI DNA ludzkiego pocho­
dzącego z norm alnych kom órek (łożysko). W przypadku DNA pochodzą­
cego z kom órek chim erycznych sonda hybrydyzow ała jedynie z DNA tych  
linii komórkowych, które zaw ierały ludzki chromosom 11. Zatem  norm al­
ny allel onkogenu bas mieści się w chromosomie 11. Dokładna pozycja 
onkogenu c-bas w chromosomie nie jest poznana, ale na podstawie poło­
żenia genów m arkerow ych dehydrogenazy mleczanowej A (LDH-A) i este­
razy A4 (EsA4) i częstej zbieżności obecności allelu c-bas z tym i ak tyw - 
nościami oraz na podstawie w ystępow ania miejsc złam ań w yklucza się 
umiejscowienie tego genu w dystalnej części długiego ram ienia chrom o­
somu 11. Fakt, że część chromosomu 11 ulega delecji w przypadku złośli­
wych guzów nerek u dzieci (guzy Wilmsa) nasuwa przypuszczenie, że 
norm alny onkogen c-bas może być aktyw ow any w procesie przegrupo­
wania m ateriału  chromosomu 1 1 .

W ludzkim  chromosomie 22 w rejonie q l l  znajduje się allel c-sis — 
homolog transform ującego genu v-sis  w irusa mięsaka m ałp sim ian sar- 
coma virus, SiSV, (92). Oprócz aberacji chromosomu 22 w przew lekłej 
białaczce m ieloblastycznej spostrzeżono również przegrupow ania związane 
z chromosomem 22 w guzie (lym phom a ) B urk itta  (translokacja 8 ;22) 
i w ostrej białaczce szpikowej (translokacja 9;22). Jednak w tych  przy­
padkach nie ma jednoznacznego dowodu na równoczesną aktyw ację onko­
genu c-sis. Tak np. w guzach i liniach kom órkowych chłoniaka z komórek- 
B lub przew lekłej białaczki szpikowej nie znaleziono transk ryp tów  
(mRNA) homologicznych względem sekwencji c-sis (89). Podobne ograni­
czenia ekspresji genu c-sis spostrzegano w ludzkich białaczkach (28). Tyl­
ko w jednym  przypadku chłoniaka wywodzącego się z kom órek T stw ier­
dzono wzmożoną ekspresję onkogenu c-sis (28, 80). Natom iast w przypad­
ku linii członiaka z kom órek T stw ierdzono wysoki poziom RNAmyb (80). 
W guzach ludzkich typu  włókniako-m ięsaka i glejaka (glioblastom a)
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spostrzeżono wzrost ilości c-sis mRNA, natom iast w ku ltu rach  fibroblas- 
tów ludzkich, w nabłoniakach i czerniakach nie w ykryto c-sis mRNA (27).

Słabo onkogenny w irus leukozy kur (avian leukosis virus, ALV) nie 
posiada sekwencji transform ujących i indukuje białaczki i chłoniaki z ko­
m órek typu B po długim okresie u tajenia. W DNA guzów indukow anych 
ALV, prow irus zintegrow any jest w pobliżu komórkowego genu c-m yc  
i prawdopodobnie działa jako prom otor (por. rozdz. -IV). Gen c-m yc  jest 
homologiem genu \ -m y c  silnie onkogennego retrow irusá MC29 należącego 
do grupy wirusów z defektyw ną replikacją, a indukującego nowotwory 
układu krwiotwórczego, rak i i mięsaki.

Udział genu c-m yc  w powstawaniu nowotworów u ludzi nie jest do­
wiedziony, jednak spostrzeżenia nad translokacją  genu c-m yc  zasługują 
na uwagę. W chłoniakach B urkitta  i n iek tórych  innych ludzkich nowotwo­
rach układu chłonnego wywodzących się z kom órek B spostrzega się 
translokacje między chromosomem 8  a chromosomem 14 i rzadziej chro­
mosomem 2 i 22 (por. 89, 101). Miejsce złam ania w chromosomie 8  w ystę­
puje w locus genu c-myc. W chromosomach 14, 2 i 22 pęknięcia w ystępują 
dokładnie w m iejscu gdzie znajduje się gen łańcuchów ciężkich (chromo­
som 14), łańcucha lekkiego /cappa (chromosom 2) i łańcucha lambda (chro­
mosom 22) immunoglobulin. Dokładne analizy cytogenetyczne w skazują 
że translokacje w chłoniaku B urkitta  są wzajem ne. D ystalna część chro­
mosomu 14 przemieszcza się do chromosomu 8  a jednocześnie fragm ent 
sekwencji z genem c-m yc  chromosomu 8  przemieszcza się do chromosomu
14. Gen c-m yc  może więc trafić w sąsiedztwo prom otorów genów kodu­
jących imm unoglobuliny lub w otoczenie aktyw nej chrom atyny.

Translokacje genu c-m yc  prowadzące do sprzężenia go z genami kodu­
jącym i im m unoglobuliny spostrzegano także w przypadkach szpiczaków 
myszy — guzów nowotworowych wywodzących się z kom órek plazm a- 
tycznych.

W różnych liniach szpiczaka (98, 99) stw ierdzono rekom binację genu 
c-m yc  z genem kodującym  region stały  ciężkiego łańcucha im m unoglobu­
liny (CKa). Gen c-m yc  we wszystkich tych  przypadkach przyjął przeciwną 
polarność niż gen CHa, a miejsce rekom binacji znajdowało się w obrębie 
tzw. sekwencji przełączających (sekwencji, które w arunkują  w tórną re ­
kom binację ciężkich łańcuchów im m unoglobuliny, w w yniku których po 
pierwotnej ekspresji im m unoglobuliny typu  IgM następuje ekspresja 
właściwego przeciwciała np. typu IgG, IgA itd.). Gen c-m yc  w nowej po­
zycji, sprzężony z CHa daje nowy, krótszy tran sk ry p t RNA niż c-m yc  
w położeniu norm alnym . Gen c-m yc  m yszy złożony jest przynajm niej 
z 2 eksonów. Ponieważ RNAmyc po rekom binacji jest krótszy o ok. 400 pz 
nie można wykluczyć, że istnieje jeszcze jeden ekson u końca 5', k tóry 
ulega elim inacji w trakcie rekom binacji. S tru k tu ra  onkogenu c-m yc  ulega 
zatem  zmianie w trakcie rekom binacji zachodzących w szpiczakach myszy 
i prawdopodobnie zmiana ta  jest istotna dla procesu powstawania i wzros-
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tu  szpiczaka. Przypom nijm y, że gen c-m yc  bierze udział w indukcji chło­
niaków (lymphoma) z kom órek B (47), a włączony w genom w irusa MC29 
nadaje wirusowi silne onkogenne właściwości. W większości szpiczaków 
dostrzega się translokacje chromosomowe, głównie przeniesienie dystalnej 
części chromosomu Nr 15 zawierającej gen c-m yc  do chromosomu 12 (99) 
lub rzadziej do 6 . Wiadomo, że geny łańcucha ciężkiego im m unoglobulin 
zlokalizowane są w chromosomie 12. W procesie nowotworzenia nie można 
zatem  wykluczyć przyczynowego związku między translokacjam i chrom o- 
somalnymi a uczynnieniem  genu c-m yc  w w yniku rekom binacji z CH«- 
M echanizm uczynnienia c-m yc  nie jest znany. Możliwe, że CHa zawiera 
sekwencje stanowiące prom otor dla c-m yc  lub też rekom binacja zmienia 
s tru k tu rę  chrom atyny udostępniając sekwencje c-m yc  do transkrypcji 
(98). Koncepcja o zwiększonej aktywności onkogenów w skutek translo- 
kacji chrom osomalnych w procesie kancerogenezy jest rozw inięta w pracy 
K l e i n a  (100), oraz przedstaw iona w pracy przeglądowej (101).

Nowotworom u ludzi nie zawsze towarzyszą swoiste aberacje chromo- 
somalne. Nie wyklucza to jednak możliwości przegrupow ań i „aberacji” 
w s truk tu ra lnej organizacji DNA. Niektóre argum enty przem awiające za 
udziałem  przegrupow ań sekwencji w genomie w procesie kancerogenezy 
przedstaw ił C a i r n s  (102). U Prokaryota  a także u roślin i niższych 
Eukaryota  w ystępują sekwencje przemieszczające. Sekwencje przem iesz­
czające biorą udział i są odpowiedzialne za głębokie i rozległe uszkodzenia 
i zaburzenia organizacji sekwencji DNA (delecje, translokacje, inwersje). 
W niektórych przypadkach sekwencje przemieszczające stanowią na tu ­
ralny  elem ent m echanizmów ekspresji genów. W genomie wyższych zwie­
rząt znajdują się sekwencje mające wielkie podobieństwo s truk tu ra lne  do 
sekwencji przemieszczających (np. grupa sekwencji pow tarzających
o konform acji „direct-repeat” oraz „inverted-repeat”). Dokładniej poznane 
sekwencje BI u myszy i A lu  u człowieka są sekwencjam i posiadającym i 
struk tu ra lne  cechy sekwencji przemieszczających. Techniką hybrydyzacji 
segm entu DNA z regionu obejm ującego sekwencje A lu  w ykryto w geno­
mie ludzkim  przegrupow ania w DNA izolowanym z różnych narządów 
ludzi chorych na now otw ory (103). W DNA izolowanym z kom órek raka 
przew odu pokarmowego u człowieka zauważono przegrupowanie w ska­
zujące albo na delecję sekwencji albo na zmianę ich lokalizacji (104).

W guzach pochodzenia lim fatycznego u myszy znaleziono region se­
kw encji LyR (Lym phoid  Rearranging  DNA), k tóry  w ykazuje głębokie 
przegrupow ania w DNA plazmocytoma typu  dojrzałych kom órek B. Nato­
m iast w chłoniakach indukow anych w irusem  Ab-M uLV zbudowanych 
z prekursorow ych kom órek B zmiany w regionie LyR nie w ystępują (105). 
Region Lyr ulega przegrupow aniu w przypadku chłoniaków wywodzących 
się z komórek T. W ydaje się, że przegrupowanie w regionie LyR prow a­
dzi albo do uruchom ienia nowych promotorów, albo do m odyfikacji dojrzę-
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wania transkryptów  RNA gdyż przemieszczeniom tow arzyszy zwykle 
pojawienie się nowych gatunków  RNA.

W szpiczakach m yszy a także w białaczce m onocytarnej spostrzegano 
translokacje chrom osomalne zapoczątkowane i związane z tzw. sekwencją 
NIARD (non-immunoglobulin-associatecL rearanging DNA). Przem ieszcze­
nia DNA związane z sekw encją NIARD spostrzegano w szpiczakach ale 
nie w ykryto ich w norm alnych lim focytach (106). Sekwencje NIARD są 
pierwszym  zidentyfikow anym  fragm entem  DNA zlokalizowanym w m iej­
scu translokacji chrom osom alnych w komórce ssaków.

VIII. Podsumowanie

W komórkach kręgowców znajdują się transform ujące geny one homo­
logiczne z genami one retrow irusów  (onkogennych wirusów  typu  RNA) 
indukujących nowotwory. Komórkowe geny one (onkogeny komórkowe) 
są naturalnym i genami, które biorą udział w procesie rozw oju em brional­
nego i różnicowania. E kspresja genów one w genomie osobników dojrza­
łych jest nieznaczna. Geny one włączone do retrow irusów  nadają im silne 
właściwości rakotwórcze w ynikające z um iejscowienia genu one w są­
siedztwie wirusowych sekw encji promotorowych. Zakażenie hodowli ko­
m órkowych lub zw ierząt takim i rekom binantam i wirusów prowadzi do 
zwiększonej syntezy białka one i ostatecznie do indukcji nowotworu. 
Podobnie, pobudzenie aktyw ności kom órkowych genów one (aktywacja) 
powoduje zwiększenie w komórce stężenia białka one i może prowadzić 
do nowotworowej transform acji. Poznano kilka mechanizmów aktyw acji 
onkogenów komórkowych. A ktyw ację może wywołać włączenie w pobliże 
genu one sekwencji prom otorow ych lub „wzm acniających” (pochodzących 
np. z LTR prowirusów), sekwencji insercyjnych, przemieszczenie genu 
one w sąsiedztwo silnych sekwencji prom otorowych (np. sekwencji pro­
m otorowych genów im m unoglobulin) w trakcie translokacji chromosomo­
w ych oraz m utacje w obrębie samego genu.

W DNA komórek nowotworowych raka pęcherza u ludzi została w yka­
zana punktow a zmiana m utacyjna w obrębie genu c-H a-rasI, która ma 
przyczynowy związek z powstaniem  raka tego narządu. W chłoniakach 
B urkitta  i niektórych białaczkach u ludzi komórkowe onkogeny c-m yc  
i c-abl ulegają swoistym  translokacjom  co może prowadzić do wzmożonej 
ekspresji tych genów. W pow staniu innych nowotworów u ludzi również 
podejrzew a się udział genów one.

S e k re ta rk o m , Z a k ła d u  B io lo g i i  N o w o t w o r ó w  p . A n n ie  J o jk o  i  p . B a r b a r z e  K o w a l ­

c z y k  d z ię k u je m y  z a  w y d a t n ą  p o m o c  te c h n ic z n ą  w  p r z y g o t o w a n iu  m a s z y n o p is u .
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CELINA JANION *>

Enzymy naprawiające modyfikowane zasady w DNA: 
DNA-glikozylazy, DNA-transmetylaza 0 6-metyloguaniny

Enzymes Correcting the Modificated Bases in DNA: DNA-glycosylases, 
0 6-methylguanine-DNA transmethylase

Sp is  treści 

I. W stęp
II . D N A -glikozylaza u racy lu

I I - l .  N a tu ra ln e  in h ib ito ry  D N A -glikozylazy  u racy lu
II-2 . R ola fiz jo log iczna  D N A -glikozylazy  u racy lu

II I . D N A -glikozylaza h ip o k san ty n y
IV . D N A -glikozylazy  3 -m e ty lo ad en in y
V. D N A -glikozylaza fo rm am id o p iry m id y n y  

VI. D N A -glikozylaza m ocznika
V II. D N A -glikozylaza d im eró w  p iry m id y n y

V III. D N A -glikozylaza g liko lu  tym iny
IX . A d ap tac ja  ko m ó rek  do le ta ln y ch  i m u tag en n y ch  sk u tk ó w  d z ia łan ia  czynników  

a lk ilu jący ch
IX -1 . D N A -tran sm e ty laza  0 6-m e ty lo g u an in y
IX -2. K o n tro la  gen e ty czn a  w a ru n k u ją c a  odporność E. coli n a  dz ia łan ie  czy n n i­

ków  a lk ilu jący ch  
X. U w agi końcow e

C onten ts

I. In tro d u c tio n
II. U racil-D N A  glycosylase

I I - l .  N a tu ra l in h ib tio rs  of D N A -urac il g lycosy lase
II-2 . P hysio log ical ro le  of u rac il-D N A  glycosylase

II I . H ypoxan th ine-D N A  glycosy lase
IV . 3 -m ethy laden ine-D N A  glycosylases

V. F o rm am id o p y rim id in e-D N A  glycosylase
V I. U rea-D N A  glycosylase

*) Doc. d r  hab., In s ty tu t B iochem ii i B iofizyki PAN, W arszaw a, ul. R akow iecka  36. 
W ykaz stosow anych  sk ró tów : M NNG — N -m e ty lo -N '-n itro -N -n itro z o g u a n id y n a ; 

M M S — su lfo tlenek  m e tan o -m ety lo w y ; EM S — su lfo tlenek  m etan o -e ty lo w y ; M NU — 
N -m ety lo -N -n itrozo -m oczn ik ; A P  — end o n u k leaza - endonuk leaza  hyd ro lizu jąca  DNA 
w m iejscach  ap u rynow ych  i ap irym idynow ych .
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V II. P y rim id in e  d im er-D N A  glycosylase
V III. T hym ine  glycol-D N A  glycosy lase

IX . C ells ad ap tio n  to th e  le th a l an d  m u tag en ic  effec ts  of a lk y la tin g  agen ts . 
IX -1 . Ofl-m eth y lg u an in e-D N A  tran sm e th y la se
IX -2 . G ene tica l co n tro l of E. coli lead ing  to a lk y la tin g  agen ts re s is tan ce

X . F in a l re m a rk s

I. Wstęp

O statnie lata przyniosły w zrastającą liczbę doniesień o w ystępowaniu 
w kom órkach baktery jnych  i zwierzęcych szeregu odrębnych, specyficznie 
działających enzymów, które in icju ją proces napraw y DNA poprzez hy- 
drolityczne odszczepienie obcych zasad, lub produktów  ich degradacji (1 ). 
W m iejscu odszczepienia w łańcuchach DNA pozostają pozbawione puryn 
lub pirym idyn reszty dezoksyrybozylowe, tak  zwane m iejsca apurynow e 
i apirym idynow e, wrażliwe na działanie alkaliów. Enzym y te ogólnie 
zwane DNA-glikozylazy (DNA-glycosylase, wcześniejsze nazwy: DNA-gly- 
cosydase, DNA-N-glycosylase) mogą występować w komórce konsty tu­
tyw nie, ale też mogą być indukowane. Proces indukcji zauważono po raz 
pierwszy podczas badania w pływ u niskich dawek N -m etylo-N '-nitro-N - 
nitrosoguanidyny (MNNG) na hodowlę E. coli (2). Stwierdzono, że bakte­
rie adaptowane do niskich dawek MNNG (l|ig/m l) w ykazują zwiększoną 
przeżywalność i zmniejszoną m utagenność pod wpływem  ponownych, w y­
sokich dawek MNNG (100jig/ml). Podobne działanie w ykazują i inne czyn­
niki alkilujące- jak MMS, EMS, czy MNU (3). Proces ten  został nazwany 
odpowiedzią adaptacyjną kom órki (the adaptive response). Obecnie wiemy, 
że w czasie adaptacji zachodzi indukcja DNA-glikozylazy 3-m etyloadeniny
II usuw ającej alkilowane zasady, oraz enzymu o niezwykle ciekawym 
działaniu, D N A -transm etylazy 0 6-m etyloguaniny (4— 7). D N A -transm ety- 
laza Oc-guaniny przenosi grupę m etylową z reszt Oe-m etyloguaniny znaj­
dujących się w DNA na resztę cysteiny własnego białka. Następuje rege­
neracja guaniny, a enzym zostaje inaktyw ow any (6 , 7).

Zarówno szerokie rozpowszechnienie, jak i zróżnicowana specyficzność 
DNA-glikozylaz, nasuwa przypuszczenie, że hydrolityczne odszczepienie 
zasad, stanowi główną drogę napraw y modyfikowanego DNA. Dalsze e ta­
py napraw y obejm ują: rozpad szkieletu cukrowo-fosforanowego w miejscu 
apurynow ym /apirym idynow ym  (AP-endonukleaza), wycięcie i resyntezę 
kaw ałka DNA (DNA-polimeraza), oraz integrację z pozostałą częścią DNA 
(ligaza), (8 , 9). W zory struk tu ra lne  zasad lub produktów  ich degradacji 
które są usuwane z DNA pod wpływem  działania DNA-glikozylaz, oraz 
Ofl-m etyloguaniny k tóra w DNA ulega dem etylacji podane są na Ryc. 1.

Doniesienia o enzymach typu insertaz, które włączają puryny  w m iej­
sca apurynow e DNA (10— 12), spotkały się z ostrą k ry tyką  (1, 13, 14) i nie 
będą obecnie dyskutowane.

http://rcin.org.pl



[3] E N Z Y M Y  N A P R A W IA JĄ C E  Z A S A D Y  W  D N A 301
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R y c . 1. Z asady  lub  p ro d u k ty  rozpadu  zasad, k tó re  są u su w an e  pod w p ływ em  d z ia ła ­
n ia  D N A -glikozylaz. O sta tn i w zór p rzed s taw ia  Ofi-m e ty lo g u an in ę , k tó ra  gdy w y s tę ­
p u je  w  DNA je s t su b s tra te m  d la  D N A -tran sm ety lazy  O0-m ety loguan iny .

II. DNA-glikozylaza uracylu

DNA-glikozylaza uracylu  była pierwszą glikozylazą, k tórej mechanizm 
działania został dobrze poznany i jest najbardziej intensyw nie badanym  
przedstawicielem  całej grupy DNA-glikozylaz. N iewątpliwie przyczyniły 
się do tego wysoki poziom aktyw ności w ystępującej w kom órkach, jak 
i szerokie rozpowszechnienie tego enzymu. W ekstraktach E. coli poziom 
DNA-glikozylazy uracylu jest około 1000-razy wyższy od poziomu DNA- 
glikozylazy 3-m etyloadeniny I, k tóra zajm uje następne miejsce w w ydaj­
ności usuwania obcych zasad z DNA (4).

Po raz pierwszy w ykry ta  w E. coli (15) została znaleziona i w innych 
rodzajach bakterii, jak  B. subtilis  (16), M. luteus  (17, 18), w bakterii te r ­
mofilnej B. stearotherm ophilus  (19). W ykryto ją w wielu hodowlach kul­
tu r  komórkowych ludzkich, norm alnych i rakow ych (20—26), w drożdżach 
(27) i kulturach kom órek m archw i (28). W ystępuje w grasicy cielęcej (29, 
30) i w różnych tkankach szczura (31). Poziom aktywności enzym u jest 
wyższy w tkankach szybko dzielących się: najw yższy jest w grasicy, naj-
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niższy w mózgu (32). W lim focytach ludzkich, podobnie jak  i w innych 
kom órkach ssaków, w ystępują dwa rodzaje DNA-glikozylazy uracylu: 
jądrow a (główna) i m itochondrialna. Pod w pływ em  fitohem aglutam iny 
tylko jądrow a ulega 10-krotnej stym ulacji (33). W ludzkich hodowlach 
tkankow ych (komórki rakowe HeLa) poziom DNA-glikozylazy uracylu  po 
infekcji w irusem  herpex sim plex  zwiększa się. C harakterystyka enzym u 
wskazuje, że jest on albo indukowany przez genom wirusa, albo został 
przez niego m odyfikowany (34). Jedynym  organizmem, k tóry  nie zawiera 
DNA-glikozylazy uracylu  jest m uszka owocowa Drosophila melanogaster 
(35). Czy enzym ten jest obecny u innych owadów, nie wiadomo.

DNA-glikozylaza uracylu została w wysokim  stopniu oczyszczona z kil­
ku źródeł: E. coli (36), B. subtilis (37), M. lu teus  (17), B. stearotherm ophilus 
(19), kom órek białaczkowych ludzkich (24), grasicy cielęcej (29, 30) i ko­
m órek m archwi (27). Niektóre dane charakteryzujące te enzym y podane 
są w Tabeli 1. Ogólnie można stwierdzić, że DNA-glikozydazy komórek

Tabela 1
Charakterystyka DNA-glikozylaz uracylu izolowanych z różnych źródeł biologicznych

Źródło enzymu Stopień oczyszczenia 
(krotność)

Ciężar cząst. Km
(M)

Odnośnik

E. coli 11 000 24 500 4 x  lO"8 36
B. subtilis 1 000 24 000 1.1 x l 0 - 9* 37
M. luteus 3 000 19 400 7 x 10"8 17
B. stearothermo­
philus 5 300 30 000 4 x  lO"5 19
Myeloblasty bia-
łaczkowe 1 000 30 000 8x  lO"7 24
Grasica cielęca 457 28 300 5 x 10-6 30
Hodowla komórek
marchwi 100 29 500 3.3 x l 0 - 6 28

* Tylko w tym przypadku subrtratem byt jednoniciowy polimer kwasu dezoksyrybourydylowego; w pozostałych 
przypadkach substratem był zawierający reszty uracylu dwuniciowy DNA.

bak tery jnych  (z w yjątkiem  B. stearotherm ophilus) m ają większe powino­
wactwo do reszt uracylow ych w DNA, niż DNA-glikozylazy komórek 
eukariotycznych.

DNA-glikozylazy uracylu, podobnie jak  wszystkie pozostałe, nie w y­
m agają żadnych kofaktorów reakcji. Mogą być badane w ekstraktach 
nieoczyszczonych w obecności w ersenianu sodu, k tóry  ham uje działanie 
nukleaz. Wysokie stężenie soli (NaCl, KC1) powoduje ham ow anie reakcji 
(19, 24, 29, 33, 36), choć w niektórych przypadkach może mieć efekt sty­
m ulujący (34, 37).

DNA-glikozylazy uracylu  odszczepiają hydrolitycznie uracyl tylko 
z polim erów dezoksyrybonukleinowych. Z dwuniciowego DNA uracyl usu­
w any jest zarówno z reszt kom plem entarnych A:U, jak  i niekom plem en-
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tarnych  G:U (36, 37). Substratam i dla tego rodzaju badań są DNA izolo­
wane z faga PBS1, k tó ry  zam iast tym iny  zawiera uracyl, syntetyczne 
polidezoksynukleotydy, lub DNA grasicowe w których reszty  cytozyny 
zostały chemicznie przekształcone w reszty  uracylu.

N ajkrótszym i substratam i z których uracyl jest w ycinany są te tram ery  
składające się z czterech reszt dezoksyrybonukleotydowych (37). Z hyb ry ­
dowego DNA*RNA, DNA-glikozylaza uracylu  usuwa uracyl wyłącznie 
z nici DNA (30). Obecność rybozydów w DNA ham uje aktyw ność enzym u 
(26). W odróżnieniu od pozostałych DNA-glikozylaz które usuw ają obce 
zasady praw ie wyłącznie z dwuniciowego DNA, niektóre DNA-glikozylazy 
uracylu  m ają 2, 3-krotnie wyższe powinowactwo do DNA jednoniciowego, 
niż do dwuniciowego. Są to enzym y w ystępujące w E. coli, B. subtilis, 
M. luteus i kom órkach białaczkowych. Żadna z zasad naturalnych: adeni­
na, guanina, cytozyna, tym ina (15, 37), 5-hydroksym etylouracyl (16), jak  
też 5-brom ouracyl (16, 36) dim ery uracylu  czy tym iny (36, 37, 39, 40) nie 
są usuwane przez ten  enzym. Jedynie 5-fluorouracyl może być usuw any 
z DNA, ale z szybkością znacznie m niejszą niż uracyl (41, 42).

A ktywność enzym u silnie ham uje dodanie wolnego uracylu, a w ar­
tość Ki wynosi około 10- 4 M (36, 38). Sposób ham ow ania jest niekom pety- 
tyw ny, co nasuwało przepuszczenie, że enzym  działa w sposób procesywny 
(processive enzym e ) i odpada od DNA po całkow itym  usunięciu reszt u ra- 
cylowych. Doświadczenie z użyciem dwóch różnie znakowanych substra­
tów [3H]-U-DNA i [14C]-U-DNA podawanych z opóźnieniem w czasie 
reakcji, świadczy że tak  nie jest. Sum a uwolnionego uracylu  znakowanego 
[3H] i [14C] rów na się ilości uwolnionego uracylu  gdy enzym działał tylko 
na jeden z substratów . Nie było preferencji w uw alnianiu uracylu  z pre­
para tu  DNA podanego wcześniej (38).

Poza uracylem  znaczny w pływ  ham ujący na reakcję w yw ierają i inne 
zasady jak np: 5-azauracyl, 6 -am inouracyl (26), dim ery uracylu, 5-bromo- 
6-hydroksy-5,6-dw uhydrouracyl (38). Natom iast 5-fluorouracyl i 5-bromo­
uracyl są bardzo słabym i inhibitoram i DNA-glikozylazy uracylu  (19, 26, 
38). Tak więc ham owanie reakcji przez dany związek nie zawsze św iad­
czy, że może on być końcowym  produktem  reakcji.

I I - l .  N a tu ra ln e  in h ib ito ry  D N A -g likozy lazy  u racy lu

Dotychczas znamy dwa na tu ra lne  inhibitory, które ham ują aktyw ność 
DNA-glikozylazy uracylu. O bydw a zostały w ykryte  w ekstraktach bakte­
ry jnych  zakażonych fagami: w B. subtilis, po infekcji fagam i PBS1 (16, 
48— 50), oraz w E. coli, po infekcji fagami T5 (51). Fag PBS1 i jego nieli- 
zogenny m utan t PBS2 są jedynym i organizm am i które zaw ierają uracyl 
w DNA zam iast tym iny. Indukcja inhibitora um ożliwia więc wzrost fagów 
w bakterii. Natomiast w DNA faga T5 w ystępuje norm alnie tym ina i rola 
inhibitora nie jest całkowicie jasna.
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Obydwa inhibitory są substancjam i białkowym i i pojaw iają się bardzo 
wcześnie po infekcji: inhibitor B. subtilis  w 2-giej minucie (50), a E. coli 
po wprowadzeniu 8°/o fagowego DNA (51). Inhibitor B. subtilis  (c.cz.
12 000) jest białkiem  ciepłotrwałym . Ogrzewanie 5 m inut w 100°C nie 
powoduje s tra t aktywności. Zbyt intensyw ne oczyszczanie powoduje u tra ­
tę trw ałości term icznej i inhibitor szybko traci aktywność naw et w tem ­
peraturze pokojowej (50). Inhibitor E. coli jest białkiem  ciepłochwiejnym. 
C.cz. szacowany jest na 10 do 15 000 (51). Badania z inhibitorem  DNA-gli- 
kozylazy uracylu oczyszczonym z B. subtilis wykazują, że jest on gatun­
kowo niespecyficzny. W rów nym  stopniu powoduje inhibicję DNA-gliko- 
zylazy uracylu B. subtilis, jak i E. coli, kom órek ludzkich, czy drożdży. 
Natomiast nie ma w pływ u na DNA glykozylazy usuwające hipokstantynę 
czy 3 -m etyloadeninę z DNA (52).

II-2 . R ola fizjo logiczna D N A -glikozylazy  u racy lu

Uracyl może powstawać w DNA w w yniku spontanicznej lub induko­
wanej (kwas azotowy, siarczyny, promieniowanie UV) dezam inacji reszt 
cytozynowych (43). Taka reakcja może powodować m utacje. Rolą fizjolo­
giczną DNA-glikozylazy uracylu jest więc ochrona przed m utacjam i. M u­
tan ty  baktery jne B. subtilis urg (44), oraz E. coli ung (45) u k tórych na 
skutek uszkodzenia genu s tru k tu ry  aktywność DNA-glikozylazy uracylu 
nie występuje, w ykazują istotnie podwyższoną zdolność do m utacji spon­
tanicznych. Zgodnie z przypuszczeniami są to m utacje typu tranzycji par 
zasad GC -> AT (46).

O znaczeniu DNA-glikozylaz przy zapobieganiu m utacji, świadczą rów­
nież badania nad częstością i rozmieszczeniem (spectrum) m utacji am ber 
i ochrę w genie represora operonu laktozy la d  (47). Stwierdzono, że znacz­
ne zagęszczenie m utacji spontanicznych GC -> AT zbiega się z miejscem 
występowania w DNA reszt 5-metylocytozyny. W tym  przypadku deza- 
m inacja prowadzi do powstawania tym iny, zasady natu ralnej, k tóra nie 
jest substratem  dla jakiejkolw iek ze znanych DNA-glikozylaz.

III. DNA-glikozylaza hipoksantyny

Hipoksantyna jest produktem  dezam inacji adeniny. W DNA może 
znajdować się w w yniku dezam inacji reszt adeniny, lub inkorporacji po­
chodnych hipoksantyny. DNA-glikozylazę specyficznie usuw ającą reszty 
hipoksantyny z DNA w ykryto w ekstraktach E. coli, grasicy cielęcej 
i fibroblastów ludzkich (53, 54). Enzym oczyszczony z E. coli i grasicy 
cielęcej ma podobny ciężar cząsteczkowy około 30 000 i usuwa reszty 
hipoksantyny z kom plem entarnych (HX:C) jak i niekom plem entarnych 
(HX:T) par zasad w DNA. Nie uw alnia ksantyny, oraz żadnej z m etylo-
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wanych ani natu ralnych  puryn. W ykazuje 10— 15-krotnie wyższe powino­
wactwo w stosunku do dwuniciowego DNA niż do jednoniciowego. Po­
dobnie jak  pozostałe DNA-glikozylazy nie wym aga jonów dwuwartościo- 
wych do reakcji. Enzym nie jest inhibow any przez końcowy produkt 
reakcji, hipoksantynę w stężeniu 1—3 mM, natom iast ulega inhibicji przez 
natyw ny DNA.

IV. DNA-glikozylazy 3-metyloadeniny

Należą do grupy enzymów usuw ających z DNA m etylow ane zasady, 
lub p rodukty  ich degradacji. Szereg czynników alkilujących jak: MMS, 
EMS, MNNG, czy MNU, alk ilu ją z różną szybkością zasady w DNA, 
a głównym i produktam i reakcji są reszty  N7-alkiloguaniny (tolerowane), 
3-alkiloguaniny (letalne) i Oe-alkiloguaniny (mutagenne). Ostatnio stw ier­
dzono, że S-adenozylo-m etionina, główny donor grup m etylow ych w reak ­
cjach biologicznych, może działać jako czynnik m etylujący w reakcji nie- 
enzym atycznej. W śród produktów  reakcji nieenzym atycznej w ykryto  w 
DNA reszty  7-m etyloguaniny i 3-m etyloadeniny (55, 56). To odkrycie 
tłum aczy przyczynę szerokiego rozpowszechnienia w organizmach żywych 
różnorodnych enzymów usuw ających z DNA szkodliwe produkty  alkilacji.

Pierw szym i którzy zauważyli, że 3-m etyloadenina jest enzym atycznie 
usuw ana z alkilowanego DNA w postaci wolnej zasady byli K i r  t  i k a r 
i G o l d t h w a i t  (57). Jednak  sądzili oni m ylnie, że jest to reakcja 
katalizow ana przez endonukleazę II (obecna nazwa: endonukleaza VI, lub 
egzonukleaza III) E coli. L i n d a h l  wykazał, że te dwie aktywności 
w różny sposób ulegają inaktyw acji cieplnej (58), a L a v a l  z ekstraktów  
M. luteus, rozdzielił DNA-glikozylazę od endonukleazy i wykazał, że n a j­
pierw  zachodzi odczepienie 3-m etyloadeniny a potem  rozpad w miejscu 
apurynow ym  (59).

Aktywność DNA-glikozylazy usuw ającej reszty 3-m etyloadeniny zo­
stała znaleziona w wielu bakteriach (57—61), tkankach zwierzęcych (32, 
62— 65) i ludzkich (22, 6 6 , 67). Nieoczekiwanie stwierdzono, że w E. coli 
w ystępują dwa enzymy które usuw ają reszty  3-m etyloadeniny z DNA, 
a które obecnie są rozróżniane jako DNA-glikozylaza 3-m etyloadeniny I 
i II. O dkrycie drugiego enzym u stało się możliwe dzięki izolacji m utantów  
E. coli tag, o znacznie zredukow anej aktywności DNA-glikozylazy 3-me­
tyloadeniny (6 8 ). Resztkowa aktywność wskazywała na istnienie odrębne­
go enzym u o innych cechach biochemicznych. Obecnie obydwa enzymy 
zostały wyizolowane, a ich odrębność nie budzi wątpliwości.

DNA-glikozylaza 3-m etyloadeniny I (c.cz. 2 0  0 0 0 ) stanowi 95°/o ak tyw ­
ności enzym atycznej E. coli służącej do usuw ania reszt 3-m etyloadeniny 
z DNA. Specyficznie usuwa reszty 3-metylo, lub 3-etyloadeniny z DNA. 
Stała K m dla reszt 3-m etyloadeniny w DNA wynosi 1.2X10_8 M. DNA-gli-
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kozylaza 3 -m etyloadeniny I w sposób niekom petyw ny ulega inhibicji 
przez 3-m etyloadeninę (K} =  1.6 mM) i łatw iej niż DNA-glikozylaza 3-me­
tyloadeniny II ulega term icznej inaktyw acji (60, 6 8 ).

DNA-glikozylaza 3 -m etyloadeniny II (c.cz. 27 000) stanowi pozostałe 
5°/o aktywności i jest mało specyficzna. Obok 3-m etyloadeniny, w m niej­
szym stopniu uwalnia 7-m etyloguaninę, 3-m etyloguaninę, 7-m etyloadeni- 
nę, jak  również pochodne etylowe tych zasad. Ma podobne powinowactwo 
do reszt 3-m etyloadeniny jak DNA-glikozylaza I (Km =  9.2 XIO - 9  M), ale 
nie ulega inhibicji przez wolną 3-m etyloadeninę (6 8 , 69). Obydwie DNA- 
glikozylazy nie w ym agają kofaktorów  do reakcji i w ykazują znaczną 
preferencję do dwuniciowego DNA. Żadna z nich nie uw alnia Ofl-m etylo- 
guaniny. Ponadto DNA-glikozylaza 3-m etyloadeniny II (ale nie I) jest 
indukow ana pod wpływem  czynników alkilujących (4, 5). Po indukcji jej 
aktywność do usuw ania reszt 3-m etyloadeniny w zrasta około 20-krotnie 
i osiąga poziom aktyw ności DNA-glikozylazy 3-m etyloadeniny I (4).

Genem struk tu ra lnym  DNA-glikozylazy 3-m etyloadeniny II jest p raw ­
dopodobnie gen alk, m apujący się w rejonie 43—45 m inut na mapie gene­
tycznej E. coli (70). M utanty  alk nie w ykazują zdolności indukcji DNA- 
glikozylazy 3-m etyloadeniny II (4, 5). Bakterie E. coli z m utacją w genie 
tag lub genie alk w ykazują znacznie niższą przeżywalność w obecności 
czynników alkilujących, niż ich szczepy rodzicielskie (6 8 , 70, 71). Ponadto 
wykazują m niejszą zdolność do reaktyw acji fagów lam bda, 0X174 i T7 
uszkodzonych działaniem MMS (6 8 , 70, 71). W szystko to świadczy, że 
nieusunięte reszty 3-m etyloadeniny i innych m etylow anych puryn  stano­
wią dla kom órki zagrożenie letalne.

W ykazanie, że DNA-glikozylaza 3-m etyloadeniny II jest enzymem nie­
specyficznym, pozostawia nadal nierozwiązanym  zagadnienie odrębnej 
DNA-glikozylazy specyficznej wobec reszt 7-m etyloguaniny, jak  też w y­
m aga ponownego zbadania n iektórych wyników uzyskanych wcześniej. 
DNA-glikozylaza 3-m etyloadeniny oczyszczona z E. coli (60) jest nie­
wątpliw ie DNA-glikozylazą I. Specyficzność DNA-glikozylazy II w ykazu­
je 1 0 0 -krotnie oczyszczony p reparat enzym atyczny z frakcji jądrow ej 
w ątroby szczura (65). M ieszanina obydwu enzymów może występować 
w M. luteus  (61), we frakcji cytoplazm atycznej w ątroby szczurów i świnek 
m orskich (63) i w częściowo oczyszczonych p reparatach  DNA-glikozylazy 
z hodowli kom órek mysich (64).

V. DNA-glikozylaza formamidopirymidyny

Imidazolowy pierścień 7-m etyloguaniny w w arunkach alkalicznych 
łatwo ulega rozpadowi i powstaje wówczas 2,6-dwuam ino-4-oksy-5-N-m e- 
tyloform am ido-pirym idyna (skrócona nazwa: form am idopirym idyna). 
W pH obojętnym  wydajność tej reakcji jest raczej niew ielka (73), tym
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nie m niej reakcja taka w kom órkach zachodzi (katalizowana enzym atycz­
nie?), gdyż w ek trak tach  E. coli w ykry ty  został enzym, k tóry  specyficznie 
usuwa z DNA reszty form am idopirym idyny (74, 75). DNA-glikozylaza 
form am idopirym idyny (m.cz. 30 000) w ykazuje znaczną preferencję do 
dwuniciowego DNA. Jej aktywność jest ham owana przez dodanie 5-nitro- 
zo,2,4,6-trójam inopirym idyny, lub form am idopirym idyny (75). DNA-gliko- 
zylazę form am idopirym idyny w ykryto  również w ekstrak tach  w ątroby 
szczurów i świnek m orskich (63).

VI. DNA-glikozylaza mocznika

Reszty mocznika mogą pojawiać się w DNA w w yniku daleko posunię­
tej degradacji pirym idyn. Były znajdowane w produktach rozpadu DNA 
otrzym anych po działaniu prom ieniowaniem  jonizującym  (76), lub nad­
m anganianem  potasu (77). Stwierdzono, że ekstrak ty  E. coli zaw ierają 
jeszcze jeden enzym, różny od poprzednich DNA-glikozylaz, k tóry  spe­
cyficznie usuwa reszty mocznika z DNA (77). DNA glikozylaza mocznika 
(c.cz. 25 000) wykazuje silne powinowactwo do dwuniciowego DNA i po­
dobnie jak inne glikozylazy nie wym aga kofaktorów do reakcji.

VII. DNA glikozylaza dimerów pirymidyny

Enzym ten nacina jedną z dwóch reszt dim eru pirym idyny (od strony 
5') pozostawiając miejsce apirym idynowe. Druga reszta dim eru pozostaje 
związana glikozylowo z DNA. M onomeryzacja dimeru, fotochemiczna, lub 
po działaniu fotoliazy, prowadzi do otrzym ania z nadciętej p irym idyny 
wolnej zasady. Pojawienie się w rażliwych na alkalia m iejsc apirym idyno- 
wych, oraz uwalnianie wolnej zasady po m onom eryzacji dimerów są 
głównym i dowodami na działanie DNA-glikozylazy dimerów pirym idyny.

W ykrycie DNA-glikozylazy nadcinającej dim ery pirym idyny było 
przypadkiem . Droga do napraw y dimerów w DNA była dawno ugrunto­
wana. Wiadomo było na podstawie danych z E. coli, że usuwanie dimerów 
pirym idynow ych zaczyna się od nacięcia szkieletu cukrowofosforanowego 
po stronie 5' dimeru, po czym następowało wycięcie i resynteza uszko­
dzonego fragm entu * (78, 79). Zam iarem  H a s e l t i n e  i w s p .  (81) było 
zbadanie w pływu sekwencji nukleotydów  na tworzenie dimerów pirym i­
dynowych. W tym  celu używali fragm entów  DNA o znanej sekwencji co 
pozwalało na ich dokładną analizę. Do traw ienia DNA naświetlanego 
prom ieniam i UV używali UV-endonukleazę z bakterii M. luteus, o której

* O sta tn io  stw ierdzono , że U V -en d o n u k leaza  E. coli m a zdolność do p rzecięcia  
n ic i po obydw u stro n ach  d im eru : od s tro n y  5 ', m iędzy  zasadą  7-m ą i 8-m ą; od s tro ­
n y  3 ', m iędzy  zasadą 3-cią i 4 -tą . T ak  w ięc is tn ie je  m ożliw ość, że enzym  n ie  ty lk o  
n ac in a  a le  i u suw a uszkodzony f ra g m e n t n ic i DNA (80).
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było wiadomo że specyficznie nacina DNA w m iejscu w ystępow ania di- 
m erów pirym idynowych. Analiza straw ionych odcinków wskazywała, że 
cięcie następowało nie po stronie 5' dimeru, czego oczekiwano, a raczej 
między jego obydwiema resztam i. Ponadto pojaw iały się fragm enty  DNA 
zakończone resztą apirym idynow ą. To sugerowało, że p repara ty  UV-endo- 
nukleazy zaw ierają dwie różne aktywności: DNA-glikozylazy i A P-endo- 
nukleazy. Autorom  udało się rozdzielić te dwie aktyw ności i udowodnić, 
że rozpad DNA naświetlanego UV pod wpływem  U V -endonukleazy M. lu- 
teus  jest wynikiem  działania dwóch odrębnych aktyw ności enzym atycz­
nych: DNA-glikozylazy, nacinającej jedną z dwóch reszt pirym idynow ych 
dim eru, oraz A P-endonukleazy, powodującej rozpad DNA w miejscu 
apirym idynow ym .

Aktywność DNA-glikozylazy nacinającej dim ery pirym idynow e i jed­
nocześnie A P-endonukleazy wykazuje również enzym  indukow any w 
E. coli po infekcji fagami T4, T4-UV-endonukleaza (82— 85), zwana też T4 
endonukleaza V. Poprzednio znana była tylko funkcja nukleolityczna en­
zymu, oraz było wiadomo, że genem struk tu ra lnym  enzym u jest gen denV  
(wcześniejsza nazwa: gen v) faga T4 (8 6 — 8 8 ). Liczne badania genetyczne 
i biochemiczne świadczą, że gen denV  jest genem s tru k tu ry  zarówno dla 
A P-endonukleazy, jak  i DNA-glikozylazy, a obie te aktywności są obecne 
w jednym  łańcuchu polipeptydowym. Przekonyw ujących dowodów do­
starczyły  badania z m utantam i am ber w genie denV  faga T4. M utanty 
am ber fagów T4 w genie denV, gdy nam nażane są w szczepach E. coli nie 
zdolnych do supresji m utacji amber, tracą zdolność do indukcji obydwu 
aktywności: DNA-glikozylazy i A P-endonukleazy. Gdy natom iast fagi 
am ber są namnażane w bakteriach zaw ierających aktyw ność supresorową, 
zależnie od m utanta i rodzaju supresji przyw rócona zostaje jedna, lub 
obydwie aktywności enzym atyczne (89, 90).

T4 UV-endonukleaza (c.cz. 16 000) została oczyszczona do homogen- 
ności (89, 90). W czasie oczyszczania zachowany jest jednakow y stosunek 
aktyw ności A P-endonukleazy do DNA-glikozylazy. W jednakow y też spo­
sób następuje u tra ta  aktywności w czasie przechowywania. Tym niem niej, 
obydwie aktywności w ykazują znaczne różnice w optim um  działania pH, 
w pływ u siły jonowej i trw ałości cieplnej. Optimum  działania DNA-gliko- 
zylazy waha się w granicach pH od 6.0 do 8.5. Optim um  działania A P-en­
donukleazy wynosi pH 6.5. Obecność NaCl stym uluje aktyw ność DNA-gli­
kozylazy, a inhibuje aktywność AP-endonukleazy. Różna też jest trwałość 
term iczna tych dwóch aktywności: endonukleaza jest bardziej czuła na 
ogrzewanie niż DNA-glikozylaza (89, 91). Gdyby nie istniały dowody 
genetyczne, te dane można byłoby uznać za dowody na fizyczną odrębność 
białek. Obecnie mogą świadczyć o istnieniu dwóch różnych centrów  ka ta ­
litycznych w tym  samym łańcuchu białkowym.

O statnio gen denV  został przeniesiony na plazm id i namnożony w
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E. coli (92). Ekspresja genu denV  w m utantach uvrA  recA, powoduje 
przywrócenie wszystkich utraconych przez m utację uvrA  właściwości: 
zniesienie wrażliwości bakterii na promieniowanie UV, podwyższenie 
przeżywalności fagów T4 denV  naśw ietlanych prom ieniam i UV i zdol­
ność do usuw ania dim erów z DNA (92).

DNA-glikozylaza dimerów pirym idyny, w odróżnieniu od pozostałych 
DNA-glikozylaz, nie wydaje się być enzymem  szeroko rozpowszechnio­
nym. Enzym u nie znaleziono w E. coli (83, 85), M. radiodurans, drożdżach, 
hodowlach kom órek ludzkich (85) i fibroblastach ludzkich (93).

Infekcja fagami T4 (i T5) powoduje inaktyw ację UV-endonukleazy 
E. coli, enzym u wycinającego dim ery pirym idynow e z DNA (94). Tak więc 
w bakteriach E. coli infekowanych fagam i T4, dim ery pirym idynow e 
z DNA są w ycinane w sposób dyktow any przez DNA-glikozylazę fa­
gów T4.

Cechą charakterystyczną AP-endonukleaz połączonych z aktyw nością 
DNA-glikozylazy jest ta, że w przeciw ieństwie do endonukleazy VI, czy 
IV, przecinają nić DNA po stronie 3' miejsca apirym idynowego i pozo­
staw iają apirym idynow ą resztę dezoksyrybozy po stronie 5' nici DNA (81, 
83). Tak zakończony fragm ent nie jest substratem  dla polim erazy DNA I 
i reszta apirym idynow a musi zostać usunięta ażeby mogła zachodzić 
aktyw na resynteza DNA (95, 96).

VIII. DNA-glikozylaza glikolu tyminy

Glikol tym iny: 5,6-dw uhydro-5,6-dw uhydroksytym ina, może powsta­
wać po naśw ietlaniu prom ieniam i gamma, działaniu czterochlorkiem  osmu, 
lub nadtlenkiem  wodoru na tym inę lub N -l podstawione pochodne tym iny 
(76, 97, 98). W preparatach endonukleazy III z E. coli w ykryto aktywność 
DNA-glikczylazy, k tóra specyficznie usuwa glikol tym iny z DNA (83). 
Endonukleaza III jest więc kolejnym  przykładem  enzymu, k tóry  łączy 
aktyw ność DNA-glikozylazy i A P-endonukleazy, a u którego pierwotnie 
rozpoznano tylko jedną z dwóch katalizowanych aktywności. Jest wysoce 
prawdopodobne, że enzym  o podobnym działaniu znajduje się w kom ór­
kach mysich. Oczyszczona endonukleaza kom órek mysich ma zdolność 
fragm entacji uszkodzonego DNA, a rozpoznawanym  uszkodzeniem jest 
prawdopodobnie glikol tym iny  (89, 1 0 0 ).

IX. Adaptacja komórek do letalnych i mutagennych skutków działania 
czynników alkilujących

Czynniki alkilujące obejm ują obszerną grupę związków chemicznych, 
które łatwo m ety lu ją  lub e ty lu ją  zasady purynow e i pirym idynow e w 
DNA. Obecność alkilow anych zasad w DNA może powodować zmniejsze­
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nie przeżywalności (letalność), lub indukcję m utacji (mutagenność) komó­
rek żywych. Po alkilacji czynnikam i alkilującym i m onofunkcyjnym i 
w DNA powstają następujące zasady: 7-alkiloguanina (główny produkt 
reakcji), 3-alkiloadenina, 0 6-alkiloguanina, N7-alkiloadenina, 1-alkiloade- 
nina, 3-alkiloguanina, O2 i 0 4-alkilow ane pochodne tym iny, 0*-alkilocyto- 
zyna (101— 103). Stosunek ilościowy otrzym anych produktów  jest różny 
i zależy od rodzaju użytego odczynnika. I tak  dla najczęściej używ anych 
odczynników: MMS, EMS i MNNG, stosunek Oe-alkiloguaniny do N7-alki- 
loguaniny wynosi kolejno, 0.004, 0.03 i 0.1 (101).

Badania lat ostatnich wykazały, że kom órki baktery jne i w m niejszym  
stopniu zwierzęce m ają zdolność do indukcji system u obronnego, k tóry 
znosi m utagenne i letalne skutki działania czynników alkilujących (104, 
105). System  ten  został nazw any tymczasowo odpowiedzią adaptacyjnaf 
kom órki (the adaptive response).

Początek badań stanow iła obserwacja, że kom órki E. coli hodowane 
w obecności niskich dawek (1 jxl/ml) MNNG po upływie 30 m inut tracą 
zdolność indukowania m utacji pod wpływem  MNNG. Po ponownym  poda­
niu znacznie wyższych dawek (100|xg/ml) MNNG okazało się, że kom órki 
nie tylko tracą zdolność indukow ania m utacji, ale stają  się bardziej od­
porne na letalne działanie MNNG (2). Nasuwało to przypuszczenie, że od­
powiedź adaptacyjna jest w ynikiem  indukcji system u reperacyjnego, 
k tóry  usuwa m utagennie i letalnie działające produkty  alkilacji.

Zdolność do adaptacji na działanie czynników alkilujących nie zależy 
od funkcjonowania genów lexA  czy recA  (3). System  „adaptive response” 
jest więc różny od system u „SOS” indukowanego w kom órkach pod w pły­
wem prom ieniowania UV, lub działania czynników degradujących DNA 
(106).

Indukcję system u obronnego powoduje obecność i innych czynników 
alkilujących jak  MMS, EMS, czy MNU, przy czym kom órki adaptowane 
do jednego z czynników uzyskują odporność na wszystkie pozostałe (3). 
Istn ieją  jednak różnice w efektywności indukcji, np. kom órki adaptowane 
w obecności EMS uzyskują o około połowę m niejszą odporność na letalne 
działanie MMS, niż komórki adaptow ane w obecności MMS (3, 107). P rzy­
czyna powstawania tych różnic nie została do końca wyjaśniona.

Z badań nad indukcją system u adaptacyjnego u m utantów  bak te ry j­
nych polA  (gen DNA polim erazy I) wynikało, że mogą istnieć różnice m ię­
dzy produktam i alkilacji o znaczeniu m utagennym , a produktam i alkilacji
o znaczeniu letalnym . M utanty polA  po preinkubacji w obecności niskich 
dawek czynników alkilujących uzyskiw ały odporność na m utagenne, ale 
nie na letalne działanie czynników alkilujących (108). Obecnie wiemy, że 
w czasie adaptacji indukowane są dwa różne enzymy: DN A-transm etylaza 
0 6-m etyloguaniny i DNA-glikozylaza 3-m etyloadeniny II (4, 5, 105). Wie­
m y też, że po działaniu DNA-glikozylazy w dalszym etapie napraw y
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w ym agany jest udział DNA polim erazy I. Brak zwiększenia odporności na 
letalne działanie czynników alkilujących nie musi znaczyć wcale, że w m u­
tan tach  polA  DNA-glikozylaza 3-m etyloadeniny II nie jest indukowana, 
ale może być w ynikiem  zatrzym ania procesu napraw y DNA. Indukcja 
D N A -transm etylazy Os-m etyloguaniny w m utantach polA  przebiega nor­
malnie (109).

I X - 1. D N A -tran sm ety laza  0 6-m ety lo g u an in y

W ykrycie D N A -transm etylazy 0 6-m etyloguaniny i ustalenie m echaniz­
mu jej działania łączy się ściśle z badaniam i nad odpowiedzią adaptacyjną 
E. coli. Analiza produktów  m etylacji w DNA w kom órkach E.coli przed 
i po adaptacji wskazywała, że wartość Ofl-m etyloguaniny w kom órkach 
adaptow anych w yraźnie obniża się (110). Z kinetyki zaniku wynikało, że 
ilość brakujących reszt jest zależna i ściśle związana z ilością pojaw iają­
cego się w czasie adaptacji białka. Białko to nie ulegało reaktyw acji i dzia­
łało ty lko raz (1 1 1 ).

Dalszy postęp w rozum ieniu m echanizm u reperacji przyniosły badania 
z ekstrak tam i komórkowymi. Stwierdzono, że ekstrak ty  kom órek adapto­
wanych zaw ierają aktyw ność enzym atyczną, k tóra powoduje zanikanie 
znakowanego m etylu z reszt Ofl-m etyloguaniny w DNA, ale piętna m etylu 
nie udało się w ykryć we frakcji kwaso-rozpuszczalnej (1 1 2 ). Świadczyło 
to, że reszty  O0-m etyloguaniny nie są wycinane w postaci wolnej zasady 
czy nukleotydów, ani też uwalniane jako w olny metanol. O stateczny 
sukces przyniosły badania z częściowo oczyszczonymi preparatam i enzy­
mu. Znakowany m etyl wyizolowano z hydrolizantów  enzym atycznych w 
postaci S-m etylocysteiny. Stwierdzono, że enzym jest transm etylazą która 
przenosi grupę m etylow ą z reszt 0®-metyloguaniny w DNA na resztę 
własnego białka. W w yniku reakcji odzyskiwana jest guanina w DNA, 
a enzym  ulega inaktyw acji (113, 7).

Reakcję dem etylacji Ofl-m etyloguaniny w DNA można przedstaw ić 
schem atycznie w sposób następujący:
0 6-m etyloguanina-DN A + enzym  -> Guanina-DNA +  zm etylow any (nie­

czynny) enzym
DN A -transm etylaza 0 6-m etyloguaniny ma również zdolność usuw ania 

grupy etylowej z reszt Oe-etyloguaniny w DNA, ale szybkość tej reakcji 
jest około 10-razy m niejsza (114). W ydaje się więc, że istnieją wspólne 
system y enzym atyczne do usuwania szkodliwych produktów  m etylacji 
i e tylacji w DNA.

DN A-transm etylaza 0 6-m etyloguaniny została oczyszczona do homo- 
genności (115). Enzym m a 4-ry (lub 5) reszt cysteinowych, ale ty lko  jedna 
z nich może być akceptorem  m etylu. Inaktyw acja enzym u nie jest w yni­
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kiem rozpadu białka po przyłączeniu reszty m etylow ej. Masa cząsteczko­
wa form y aktyw nej, lub m etyłow anej nieaktyw nej jest podobna i wynosi 
około 18 000 (115). Ilość cząsteczek enzym u w E. coli jest* szacowana na 
około 20/komórkę. Po adaptacji liczba cząsteczek enzym u w zrasta do 3000 
(111, 105), natom iast w m utantach adc, gdzie enzym  jest syntetyzow any 
konstytutyw nie, ilość enzym u oblicza się na około 1 0  0 0 0  cząsteczek/ko­
m órkę (115).

Podobny system  reperacji alkilow anej Os-guaniny m ają tkanki ssaków 
(115— 128). Ponieważ 0 6-alkiloguanina uważana jest jako główny związek 
karcinogenny i m utagenny (129— 131), system  ten  wzbudził zrozum iałe 
zainteresowanie. Podobnie jak u bakterii reakcja przeniesienia grupy 
alkilowej na białko akceptorowe jest reakcją stechiom etryczną (124, 126), 
aminokwasem akceptorow ym  jest reszta cysteiny (124, 126), a dealkilacji 
ulegają zarówno reszty Ofi-m etyloguaniny, jak  Oe-etyloguaniny (123, 128). 
Różnice jakie istnieją w ydają się być głównie ilościowe i dotyczą wielkości 
indukcji, czy też szybkości resyntezy zużywanego białka. A daptacja po­
woduje nie większy niż 3-krotny wzrost odporności na czynniki alkilujące 
(120), czy też aktywności D N A -transm etylazy 0 6-m etyloguaniny (117, 
125). Stwierdzono również, że istnieją znaczne różnice w reperacji Ofl-m e- 
tyloguaniny w zależności od tkanki (116), rodzaju kom órek tej samej 
tkanki (118, 127), czy też w w yniku odchyleń indyw idualnych tych sa­
mych linii komórkowych (119, 121, 125). Np. w lim focytach ludzkich osób 
zdrowych poziom zdolności do usuwania reszt 0 6-m etyloguaniny waha 
się średnio od 14 000 do 110 000/komórkę (124). Różnice są wynikiem  od­
chyleń indyw idualnych i nie zależą od płci czy w ieku pacjenta. Zakłada­
jąc, że ilość DNA w kom órkach ssaków jest około 1000 razy wyższa niż 
w komórkach bakterii, ilość enzym u nie jest zbyt duża. Zasadnicze zna­
czenie wydaje się mieć jednak nie tyle poziom podstawowy enzymu, ile 
zdolność do resyntezy zużywanego białka (125).

Jak  dotychczas brak  jest danych czy istnieje w kom órkach ssaków 
indukcja DNA-glikozylazy 3-m etyloadeniny II.

Istnieją doniesienia, że w kom órkach E. coli, Ofl-etyloguanina (ale nie
0 6-m etyloguanina) może być w ycinana z DNA przy udziale uvrA  uvrB  
uvrC -zależnej UV-endonukleazy (130). Bezpośrednie dowody nie zostały 
jeszcze przedstawione.

IX -2 . K o n tro la  g ene tyczna  w a ru n k u ją c a  odporność E. coli n a  d z ia łan ie  czynników  
a lk ilu jący ch

Dotychczas wyizolowano kilka różnorodnych m utantów  E. coli, które 
w ykazują zmienioną zdolność do reperacji m etylow anych zasad. Ogólna 
charakterystyka poszczególnych m utantów  podana jest w Tabeli 2. Mu­
tan ty  ada wyizolowane jako niezdolne do adaptacji (133) nie są zdolne d a
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indukcji D N A -transm etylazy 0 6-m etyloguaniny (134) i m ają znacznie 
obniżoną zdolność do indukcji DNA-glikozylazy 3-m etyloadeniny II (5). 
M utanty  a dc (135), charakteryzują  się wysokim konstytutyw nym  pozio­
mem D N A -transm etylazy 0 6-m etyloguaniny (134). Poziom DNA-glikozy­
lazy 3-m etyloadeniny II w m utantach adc nie został oznaczony. Obydwie 
m utacje ada i adc, m apują się na 47 minucie m apy genetycznej E. coli 
(136); prawdopodobnie są to m utacje w genie, lub genach regulatorowych. 
M utanty  tag nie w ykazują aktywności DNA-glikozylazy 3-m etyloadeni­
ny I i są m utantam i w genie s tru k tu ry  (67). M utanty alk nie są zdolne do 
indukcji DNA-glikozylazy 3-m etyloadeniny II (5). Prawdopodobnie jest to 
m utacja w genie s truk tu ry . #

Z danych zgromadzonych w Tabeli 2, trudno jest ocenić jaki wpływ 
w yw ierają reszty 0 6-m etyloguaniny w DNA na letalność i m utagenność 
komórki. Wysoki efek t letalny i m utagenny czynników alkilujących 
obserw uje się zarówno u m utantów  ada, jak  i m utantów  alk. Ponieważ 
m utan ty  ada m ają znacznie zredukow aną zdolność indukcji DNA-glikozy­
lazy 3-m etyloadeniny II, trudno  jest określić czy przyczyną obserwowa­
nych efektów biologicznych jest brak  indukcji enzym u usuwającego 
Oe-m etyloguaninę, czy znaczne obniżenie zdolności do indukcji DNA-gli­
kozylazy 3-m etyloadeniny II.

Wyższy efekt leta lny  i m utagenny czynników alkilujących u m utan­
tów alk, łączy te zjawiska z brakiem  indukcji DNA-glikozylazy 3-metylo- 
adeniny II. Enzym ten  jak  poprzednio podano, usuwa z DNA reszty 3-al- 
kiloadeniny, 7-alkiloguaniny, 7-alkiloadeniny i 3-alkiloguaniny. Ponieważ: 
a) kom órki E. coli dzięki obecności DNA-glikozylazy 3-m etyloadeniny I 
mogą w dalszym ciągu usuwać reszty 3-alkiloadeniny z DNA, b) ilość 
usuw anych reszt 3-m etyloadeniny przez DNA-glikozylazę 3 -m etyloadeni­
ny I równa się ilości reszt usuwanych przez DNA-glikozylazę 3-m etylo­
adeniny II po jej indukcji, c) m utacja w genie tag (brak DNA-glikozylazy 
3-m etyloadeniny I) nie ma w pływu na częstość m utacji indukowanych 
czynnikam i alkilującym i i w znacznie m niejszym  stopniu niż m utacja alk 
w pływ a na obniżenie przeżywalności bakterii; przyczyny zwiększenia 
efektu  letalnego i m utagennego czynników alkilujących u m utantów  alk  
należy szukać w upośledzonym wycinaniu z DNA trzech pozostałych za­
sad. Różne względy jak  umiejscowienie grupy alkilowej poza płaszczyzną 
biorącą udział w w ytw arzaniu  wiązań wodorowych między param i zasad, 
łatwość spontanicznej dezam inacji (69, 137) elim inują z rozważań 7-alkilo 
pochodne adeniny i guaniny, prawdopodobnie więc zasadą o silnym  dzia­
łan iu  m utagennym  i letalnym  jest 3-alkiloguanina.

Zadziwiające jest , podwójne zabezpieczenie kom órek E. coli w celu 
usuw ania 3-m etyloadeniny z DNA. O szkodliwym działaniu tego związku 
świadczy fakt, że przeżywalność podwójnych m utantów  ada tag pod w pły­
wem MMS jest o 4-ry rzędy niższa, niż przeżywalność pojedynczych m u­
tan tów  ada, lub tag (5 ).

http://rcin.org.pl



314 C. J A N IO N

Zn
ak

 
+ 

(—
) 

św
ia

dc
zy

 
o 

ob
sc

no
śc

i 
(b

ra
ku

) 
ak

ty
w

no
śc

i 
en

zy
m

at
yc

zn
ej

, 
bą

dź
 

ef
ek

tu
 

m
ut

ag
en

ne
go

 
czy

 
le

ta
ln

eg
o.

(a)
 

M
ut

ac
ja

 
ad

c 
po

w
od

uj
e 

sta
łą 

ob
ec

no
ść

 
w

ys
ok

ie
go

 
po

zi
om

u 
D

N
A

- 
tra

ns
m

et
yl

az
y 

0
6-

m
et

yl
og

ua
ni

ny
. 

O
pr

ac
ow

an
o 

na 
po

ds
ta

w
ie

 
5, 

68
, 

71
, 

11
4,

 1
33

 
i 

13
7.

Ta
be

la 
2

C
ha

ra
kt

er
ys

ty
ka

 
m

ut
an

tó
w

 
E.

 c
ol

i 
de

fe
kt

yw
ny

ch
 

w 
ge

na
ch

 
w

ar
un

ku
ją

cy
ch

 
od

po
rn

oś
ć 

na 
cz

yn
ni

ki
 

al
ki

lu
ją

ce

__
__

_ 
_

_
_

_
_

 
_ 

ZD
O

LN
O

ŚĆ
 

DO
 

IN
D

U
K

C
JI

 
EF

EK
T 

C
Z

Y
N

N
IK

Ó
W

Sz
cz

ep
y 

ba
kt

er
yj

ne
 

w 
ba

da
ny

m
 

ge
nu

 
|D

N
A

^g
]̂

oz
yl

az
a 

3-
me

 
D

N
A

-tr
an

sm
et

yl
az

y 
D

N
A

-g
lik

oz
y-

 
A

L
K

IL
U

JĄ
C

Y
C

H
ge

ni
e 

(m
in

) 
j 

y 
oa 

en
in

y 
O

e-
me

G 
laz

y 
3-

m
eA

II
 

M
ut

ag
en

ny
 

L
et

al
ny

E.
 c

ol
i 

K
-1

2
AB

11
57

 
dz

ik
i 

+ 
+ 

+ 
+ 

+
BK

21
10

 
» 

ad
a 

47 
+ 

— 
+ 

+ 
+ 

+
+

 
+

M
S2

3 
alk

 
43

-4
5 

+ 
+ 

— 
+ 

+ 
+

+
 

+ 
+

BK
21

14
 

tag
 

70
-74

 
- 

+ 
+ 

+ 
+

E.
 c

ol
i 

B/
r 

BS
21

 
ad

c 
47 

+ 
+ 

+ 
(a)

 
- 

-

http://rcin.org.pl



[17] EN Z Y M Y  N A P R A W IA JĄ C E  Z A S A D Y  W  D N A 315

X. Uwagi końcowe

W raz z odkryciem szeregu specyficznych enzymów usuw ających z DNA 
przeróżne m odyfikowane zasady, rozwiał się m it o trw ałości zasad kw a­
sów nukleinowych. Zasady azotowe ulegają przeróżnym  przemianom, 
a zachowanie ciągłości genetycznej w organizmach jest możliwe dzięki 
w ypracow aniu w okresie ewolucji licznych i różnorodnych system ów na­
prawczych. Enzym y te mogą występować stale w komórce (większość 
DNA-glikozylaz), jak  też pojawiać się po ich indukcji (DNA-glikozylaza 
3-m etyloadeniny II, D N A -transm etylaza 0 6-m etyloguaniny).

Proces reperacji zapoczątkowany przez DNA-glikozylazy wym aga 
udziału A P-endonukleazy, DNA-polim erazy I i ligazy. Odtworzenie napra­
wianego fragm entu  zachodzi na kom plem entarnej nici DNA. Napraw a 
reszt 0 6-m etyloguaniny jest aktem  pojedynczym  i prowadzi do odzyskania 
reszt guaniny. Zaskakujący jest więc podany ostatnio fakt (138), że DNA- 
transm etylaza Ofl-m etyloguaniny usuwa reszty m etylowe z 0 6-m etylogua- 
niny praw ie wyłącznie z dwuniciowego DNA.

A daptacja do czynników alkilujących stanowi drugi, obok system u 
SOS (106, 139, 140) podlegający indukcji system  obronny E. coli w ykryty  
w ostatnich latach. Podczas gdy system  SOS um ożliwia przeżycie kom órki 
kosztem błędów w replikacji DNA,‘ system  adaptacji pozwala na usunięcie 
uszkodzonych zasad — potencjalnego źródła błędów genetycznych — 
i chroni komórki przed letalnym i i m utagennym i skutkam i działania 
czynników alkilujących.

P an u  Prof. d r  T adeuszow i K orzybsk iem u  sk ład am  gorące podziękow an ie  za 
pom oc w  słow nic tw ie  enzym ów .
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I. Wprowadzenie

Reduktaza rybonukleotydow a jest enzymem  katalizującym  redukcję 
rybonukleotydów , w w yniku której pow stają dezoksyrybonukleotydy, 
p rekursory  DNA. O bserw uje się zbieżność aktyw ności enzym atycznej

* M gr Z ak ład  B iochem ii, In s ty tu t H em ato log ii, 00-957, W arszaw a, ul. C hocim ska 5.
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i intensywności syntezy DNA (1). W tkankach proliferujących aktyw ność 
reduktazy rybonukleotydow ej jest wysoka i przewyższa aktyw ności in ­
nych enzymów szlaku biosyntezy DNA (1—3). W kom órkach tkanek  no­
wotworowych może być ona niekiedy jednym  z wyznaczników procesu 
nowotworowego. Reduktaza rybonukleotydow a jest enzymem  docelowym 
w działaniu niektórych związków przeciwnowotworowych. Poniew aż pula 
dezoksyrybonukleotydotrójfosforanów  w komórce jest niska i nie zapew­
nia utrzym ania ciągłości syntezy DNA, przeto stopień redukcji rybonu- 
kleotydów ogranicza tę syntezę. Aktywność enzym u regulow ana jest 
allosterycznie przez powstałe w procesie redukcji dNTP (2—4).

W w yniku redukcji rybonukleozydów zostaje zastąpiona g rupa OH 
w pierścieniu rybozy przez atom wodoru, którego donorem jest NADPH, 
a k tó ry  jest przekazyw any poprzez system  tioredoksyna-reduktaza tiore- 
doksynowa. Badania kinetyki enzym u w stanie równowagi dały podstawę 
do przypuszczenia, że enzym w trakcie katalizy może znajdować się prze­
miennie w form ie utlenionej lub zredukowanej.

Reduktaza
Reduktaza Tio- rybonukleo-

tioredoksyny redoksyna tydowa

NADPH FAD T R -(S H )2 T - S 2 B 1 - (S H )2 NDP

NADP FADH2 TR “> $ 2 T - ( S H ) 2 B 1 ~ S 2 dNDP

Ryc. 1. S ch em at red u k c ji ryb o n u k leo ty d ó w  przez enzym  z E. coli z u d z ia łem  d w u ­
siarczków  o w łaśc iw ościach  o k sy d o redukcy jnych  (2).

Powyższy schem at został przedstaw iony przez T h e l a n d e r a  (4—6 ) 
na podstawie wyników badań enzym u z E. coli i określony jako m echa­
nizm  „ping-pong”. Założenie przem ienności utlenionej i zredukow anej 
form y enzym u w procesie redukcji rybonukleozydów ułatw ia zrozumienie 
m echanizm u redukcji. W ykazano, że pęknięcie wiązania C-H w pozycji 3' 
pierścienia rybozy jest zasadniczym elem entem  m echanizm u redukcji. 
H ipotetyczny m echanizm  redukcji UDP przez enzym z E.coli uwzględnia 
działanie wolnego organicznego rodnika tyrozylowego, a także sugeruje 
powstanie kationu rodnikowego rybonukleotydu w trakcie redukcji rybo- 
nukleotydu (7). W organizmach prokariontycznych i eukariontycznych 
w ystępują dwa enzym y różniące się od siebie budową jak  i redukow anym  
substratem . Komórki eukariontów  oraz niektóre bakterie i pierw otniaki 
cechują się obecnością enzym u redukującego dw ufosforany rybonukleozy­
dów. Inne m ikroorganizm y zaw ierający enzym redukujący  trójfosforany 
rybonukleozydów. W centrum  katalitycznym  enzym u redukującego tró j­
fosforany rybonukleozydów znajduje się 5' dezoksyadenozylokobalam ina
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(8— 16). Tak reduktaza dwufosforanów rybonukleozydów, jak  i reduktaza 
trójfosforanów  rybonukleozydów tw orzą kompleks enzym atyczny, k tóry  
składa się z trzech białek: reduktazy rybonukleotydow ej E.C. 1.17.4.1 lub 
E.C.1.17.4.2, tioredoksyny i reduktazy tioredoksynow ej E.C.1.6.4.5.

II. Struktura kompleksu reduktazy rybonukleotydowej

Reduktaza tioredoksynow a jest enzymem katalizującym  redukcję tio­
redoksyny w obecności NADPH jako donoru atomów wodoru. O bserw uje 
się podobieństwo budowy enzym u z E. coli i enzym u z kom órek ssaków. 
Różnice dotyczą wielkości cząsteczki enzym u a także jego specyficzności 
gatunkow ej. Badania wyizolowanej z E. coli reduktazy tioredoksynow ej 
wykazały, że jest ona flaw oproteiną o masie cząsteczkowej 6 6  0 0 0 , złożoną 
z dwu identycznych lub bardzo podobnych łańcuchów polipeptydow ych 
powiązanych wiązaniami niekow alencyjnym i. W struk turze enzym u znaj­
dują się dwa identyczne m iejsca katalityczne, każde z nich zawiera jedną 
aktyw ną grupę dwusiarczkową i jedną cząsteczkę FAD (17, 18). W kom ór­
kach ssaków zbadano dotychczas enzym z w ątrobiaka szczura (19), w ątro­
by szczura (2 0 ), regenerującej w ątroby szczura po hepatoktom ii (2 1 ), g ra ­
sicy i w ątroby cielęcej (22). Reduktaza tioredoksynow a z komórek raka 
wysiękowego Novikoffa jest enzymem o masie cząsteczkowej 116 000 zło­
żonym z dwóch podjednostek o masach 58 000 każda z jedną cząsteczką 
FAD (23).

Tioredoksyna stanowiąca drugi składnik kom pleksu reduktazy rybo­
nukleotydow ej redukuje  aktyw ne grupy dwusiarczkowe w białku B I. 
Tioredoksynę tw orzy pojedynczy łańcuch polipeptydow y o masie cząstecz­
kowej 10 000— 12 000. Cechuje się on obecnością m ostka dwusiarczkowego 
pomiędzy dwiema resztam i cysteiny. Tioredoksynę wyizolowano z komó­
rek w ątroby cielęcej (24), w ątrobiaka szczura (25), E. coli (26, 27), oraz 
E. coli zakażonej fagiem T4 (28—30). Różnice w budowie tioredoksyny 
z kom órek poszczególnych organizmów dotyczą liczby aminokwasów w 
łańcuchu, usytuow ania m ostka dwusiarczkowego jak  również homologicz­
nych czy heterologicznych reakcji tioredoksyny jednego organizmu w sys­
tem ie enzym atycznym  innego organizmu.

W kompleksie reduktazy rybonukleotydow ej transport elektronów za­
chodzić może nie tylko przez układ tioredoksyna-reduktaza tioredoksyno­
wa. Badania wyizolowanego kompleksu reduktazy rybonukleotydow ej 
z kom órek grasicy cielęcej u jaw niły  inny układ, którego składowymi są: 
glutaredoksyna i reduktaza glutationow a (31). Znaczenie biologiczne tych 
dwóch układów transportu  wodoru w kompleksie zwierzęcej reduktazy 
rybonukleotydow ej nie jest jeszcze poznane.

Trzeci układ transportu jący  elektrony w kompleksie reduktazy rybo­
nukleotydow ej stw ierdzono w m utancie E. coli oznaczonym symbolem
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tsnC7004 o norm alnym  fenotypie, niezdolnym  do replikacji DNA faga T7. 
Zm utow any gen tioredoksyny powoduje tw orzenie się innego układu 
oksydacyjnego: glu tation-reduktaza glutationow a (32).

Zbadano dotychczas reduktazę z E. coli (5,33— 36), z E. coli zakażonej 
fagiem T4 (37—39), z kom órek ssaków takich jak  grasica cielęca (40—42), 
szpik kostny królika (43), regeneru jąca w ątroba szczura (44), rak  wysię­
kowy Novikoffa (23), guz Ehrlicha (45—47) oraz kom órki M olt4F izolo­
wane z krw i obwodowej osobników z ostrą białaczką lim fatyczną (48).

Tabel a 1
Budowa i właściwości reduktazy rybonukleotydowej (+ )  — pozytywny, (+  —) — nie jest niezbędny, 
(+ ? )  — prawdopodobnie pozytywny.

Źródło enzymu
Podjednostki lub 
odpowiadające im 
frakcje białkowe

Wpływ M g+2 na 
łączenie się 

podjednostek

Masa cząsteczkowa 
enzymu

Piśmienni­
ctwo

E. coli

Regula­
cyjna

BI

Katali­
tyczna

B2 + 240 000 5,33—36
E. coli zakażona 
fagiem T4 a 2 i*2 +  - 230—240 000 37—39
Grasica cielęca M l M2 + 300 000 40—42
Guz Ehrlicha Dye Tris + 313 000 4 5 -4 7
Komórki białacz- 
kowe linii Molt4F B A + 310 000 48
R ak wysiękowy 
Novikoffa PI P2 +  ? 200—250 000 23
Szpik kostny 
królika S2 SI +  ? — 43

Najwięcej jednak inform acji o struk tu rze  reduktazy  rybonukleotydo­
wej uzyskano z badań enzym u z kom órek E. coli. Dane dotyczące struk ­
tu ry  reduktazy rybonukleotydow ej z innych organizmów są dotąd nie­
pełne i na ogół badacze dyskutują je porów nując ze s tru k tu rą  enzym u 
z E. coli. Dlatego omówiono tu  szczegółowo najprzód s tru k tu rę  reduktazy 
rybonukleotydow ej z E. coli. Zbudow ana jest ona z dwóch podjednostek: 
regulacyjnej i katalitycznej. Podjednostką regulacyjna, oznaczona symbo­
lem BI, o masie cząsteczkowej 160 000, jest złożona z dwu łańcuchów 
polipeptydow ych z dwoma identycznym i CO O H -term inalnym i am inokwa­
sami (izoleucyna), ale różnym i NH2-term inalnym i am inokwasam i (kwas 
glutam inow y i asparaginowy), (budowa a; a'), (33, 34). W białku BI w y­
stępu ją  cztery m iejsca wiążące efektory, k tórym i są dezoksynukleozydo- 
trójfosforany. Dwa m iejsca wiążące o wysokim powinowactwie w sto­
sunku do efektora określono symbolem  h (ang. high). Dwa zaś miejsca 
wiążące o niskim  powinowactwie określono symbolem  1 (ang. Iow). Oby­
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dwa m iejsca h wiążą efektory ATP, dATP, dGTP, dTTP, które regulu ją  
specyficzność enzym u wobec substra tu  (ang. specificity sites). Podczas 
gdy m iejsca 1 wiążą ty lko ATP i dATP regulując całkowitą aktyw ność 
enzym u (ang. activity sites), (5, 36, 49, 50).

Ryc. 2. S ch em at s tru k tu ry  red u k tazy  rybonuk leo tydow ej z E. coli (2). Sześciokąty  
oznaczają  m iejsca , decy d u jące  o specyficzności su b s tra to w e j enzym u w obec A TP, 
dA T P , dT T P , dG T P , ok reś lan e  ja k o  m iejsca  w iążące h. K w a d ra ty  oznaczają  m iejsca , 
d ecy d u jące  o ak tyw ności enzym u  w obec A T P  i dA T P , o k reś lan e  jak o  m ie jsca  w ią ­
żące 1.

Podjednostka katalityczna enzymu, o sym bolu B2 i masie cząsteczko­
wej 78 000, jest zbudowana z dwu identycznych łańcuchów polipeptydo- 
wych z jednym  NH2-term inalnym  am inokwasem  (alanina) i CO OH -term i- 
nalnym  (leucyna), (budowa (32), (33, 34). Podjednostkę tę cechuje obecność 
dwóch atomów żelaza niehem owo związanych w formie F e+s- 0 2-F e +*. 
G eneru ją one wolny organiczny rodnik w pierścieniu benzylowym  reszty  
tyrozyny. Pojaw ienie się rodnika w białku B2 powoduje wzrost absorpcji 
św iatła przy 410 nm, oraz charakterystyczny sygnał EPR (51—56). Masa 
cząsteczkowa enzym u z E. coli wynosi 240 000, a jej budowę określają 
symbole a; a'; (32. Podjednostki enzym u w ystępują w stosunku stechio- 
m etrycznym  1:1, są nieidentyczne lecz kom plem entarne (34). Połączenie 
w yodrębnionych podjednostek enzym u następuje tylko w obecności M g+2, 
jakkolw iek jednowartościowe jony N a+, K +, NH^ ,  w pewnych ściśle 
określonych w arunkach mogą z rów ną efektywnością zastąpić dw uw ar- 
tościowy jon magnezu (33).

S tru k tu ry  enzym u indukowanego w E. coli przez fag T4 i enzym u 
baktery jnego są podobne, ale podjednostki enzym u faga w przeciw ień­
stw ie do enzym u bakteryjnego nie dysocjują w trakcie izolowania, a także 
połączenie wyodrębnionych podjednostek nie jest bezwzględnie zależne 
od dwuw artościowych jonów Mg+2 (37— 39).
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Budowa enzym u z kom órek grasicy cielęcej jest w zasadzie podobna 
do budowy enzym u z E. coli. Je j podjednostki określane jako M l-170 000 
i M2-110 000 w ystępują w stosunku niestechiom etrycznym . Badania w y­
kazały m niejszą zawartość żelaza w podjednostce M2 enzym u z grasicy 
cielęcej niż w podjednostce B2 enzym u z E. coli. W yniki badań w skazują 
na odmienną budowę centrów  aktyw nych w tych enzymach (40— 42, 57, 
58). Enzym y z kom órek guza Ehrlicha (45—47), kom órek białaczkowych 
linii Molt4F (48), raka wysiękowego N o v i k o f f a  (23), szpiku kostnego 
królika (43), rozdzielono na dwie kom plem entarne frakcje białkowe. Są 
one równoważne ale nieidentyczne z białkam i BI i B2 enzymu z E. coli. 
Niewiele inform acji dotyczących budowy reduktazy rybonukleotydow ej 
uzyskano z badań tkanki mózgowej zarodków szczura, m ałpy i człowieka 
(59) oraz regenerującej w ątroby szczura po częściowej hepatoktom ii (44). 
Badania rodnika tyrozylowego podjednostki katalitycznej enzymu z E. coli 
(54, 55), enzym u z E. coli zakażonej fagiem T4 (60) oraz enzym u z mysich 
fibroblastów linii 3T6 opornych na działanie hydroksym ocznika (61, 62) 
w ykazały pewne analogie w struk tu rze  tych rodników.

Analiza w ystępowania reduktazy rybonukleotydow ej we frakcjach 
kom órkowych wykazała, że w kom órkach regenerującej w ątroby szczura, 
w ątrobiaka Novikoffa 80°/o— 90°/o aktywności znajduje się we frakcji błon 
supernatan tu  postmikrosomalnego. Badania z zastosowaniem m ikroskopii 
elektronow ej tej frakcji u jaw niły  fragm enty błonowe jako amorficzne 
s tru k tu ry  o średnicy 30— 100 nm, co nie jest tylko cechą komórek w ątro­
by, ale także śledziony i grasicy szczura oraz kom órek HeLa (3, 44, 63, 
64). Aktywność enzym u w kom órkach białaczkowych linii Molt4F (48), 
a także w kom órkach m ięsaka M l szczura (65) w ystępuje we frakcji cyto- 
zolowej.

III. Regulacja aktywności reduktazy rybonukleotydowej

Aktywność a także specyficzność reduktazy rybonukleotydow ej wobec 
substratu , podlega regulacji allosterycznej przez powstałe w reakcji dezo- 
ksyrybonukleotydy. Wiążą się one z miejscami regulacyjnym i enzymu, co 
powoduje zmiany szybkości m aksym alnej reakcji oraz obniżenie stałej 
substratow ej redukowanego przez enzym substratu  (36, 41, 46, 49, 50). 
Dezoksyrybonukleotydy obniżają lub podwyższają Vmax enzymu i za­
leżnie od tego określa się je jako efektory  pozytywne lub negatyw ne (6 6 ). 
Związany przez enzym  pozytyw ny efektor powoduje wzrost m aksym alnej 
szybkości redukcji substra tu  i nazyw any jest pierwszorzędowym  efekto- 
rem  (ang. prim e effector) danego substratu. W nieobecności efektora, 
enzym  wykazuje ograniczoną aktywność. Redukcja CDP i UDP jest sty­
m ulow ana tylko przez ATP, redukcja GDP przez dTTP a redukcja ADP 
przez dGTP. Reakcję redukcji rybonukleotydów  purynow ych stym ulują 
ATP z dTTP oraz ATP z dGTP. Należy podkreślić, że dCTP nie stym uluje
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i nie ham uje aktyw ności enzym u (67). Schem at allosterycznej regulacji 
aktyw ności enzym u z E. coli i kom órek ssaków jest podobny.

Zgodnie z przedstaw ionym  schematem, reakcją zapoczątkowującą jest

R yc. 3. S ch em a t reg u lac ji syn tezy  dezoksy rybonuk leo tydów  (2). W ydłużone p ro s to ­
k ą ty  oznacza ją  e fek t n eg a ty w n y  (ham ujący). L in ie  p rzery w an e , oznakow ane s trz a łk a ­
m i sy m b o lizu ją  efek t pozy tyw ny  (stym ulu jący).

redukcja  CDP i UDP przez enzym  aktyw ow any przez ATP. Nagromadze­
nie się dTTP, będącego produktem  reakcji wyw ołuje zahamowanie re ­
dukcji substratów  pirym idynow ych, natom iast nagrom adzenie się dGTP 
prowadzi do upośledzenia redukcji GDP. Nagromadzenie się dATP całko­
wicie ham uje aktywność enzym u w nieobecności syntezy DNA. Hamowa­
niu  aktyw ności enzymu przez dATP zapobiega ATP i dlatego też całko­
w ita aktyw ność enzym atyczna reduktazy  rybonukleotydow ej w komórce 
jest kontrolow ana przez stosunek stężeń [ATP] / [dATP] (4, 5, 49, 6 8 , 69).

Proces regulacji allosterycznej w zakażonych fagiem T4 kom órkach 
E. coli jest bardziej złożony, ponieważ dATP nie ham uje aktyw ności enzy­
m u, natom iast aktyw uje reakcję redukcji rybonukleotydów  pirym idyno­
wych. Uważa się, że podjednostka regulacyjna enzym u faga zawiera tylko 
m iejsca wiążące h co powoduje, że enzym  redukuje rybonukleotydy p iry ­
m idynow e z większą wydajnością (70). Badania enzym u z mysich fibro- 
blastów  zakażonych w irusem  PRVR-135 wykazały, że dATP a także dTTP 
nie ham ują aktywności reduktazy  rybonukleotydow ej (71). Powiązania 
pom iędzy aktyw nością enzym u a fazą cyklu komórkowego oraz kom órko­
w ą pulą dNTP opisano uprzednio (patrz artyku ł przeglądowy poz. 72).

Różnice w aktywności reduktazy  wobec CDP i ADP w komórkach 
E. coli (73), kom órkach raka wysiękowego Ehrlicha (69) i kom órkach guza 
Ehrlicha (74) skłaniają do przypuszczenia, że w ystępują w nich dwa 
odrębne białka enzym atyczne, jedno redukujące CDP oraz drugie redu ­
kujące ADP.
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W yniki badań enzym u z E. coli zakażonej fagiem T4 (75) oraz enzym u 
z kom órek grasicy cielęcej (67) w ykazały jednak tylko jedno białko enzy­
m atyczne redukujące wszystkie rybonukleotydy. Aktywność reduktazy  
rybonukleotydow ej w  kom órkach tkanek, które ukończyły rozwój ontoge- 
netyczny jest niska a niekiedy niew ykryw alna, natom iast w kom órkach 
tkanek  proliferujących jest wysoka i zbieżna z dynam iką procesu nam na- 
żania się kom órek (2, 3). O bserwow any wzrost aktyw ności reduktazy 
rybonukleotydow ej jest powodowany syntezą enzym u de novo (76— 78).

IV. Inhibitory reduktazy rybonukleotydowej

W badaniach biologicznych i biochemicznych stosowanie związków 
ham ujących aktyw ność enzym atyczną, tak  in vitro  jak i in vivo, pozwala 
na m niej lub bardziej fizjologiczną kontrolę nam nażania się kom órek, 
k tóre podległy transform acji nowotworowej. Badania podstawowe pozwo­
liły  na opracowanie i udokum entowanie oddziaływań enzym -inhibitor, co 
znajduje praktyczne zastosowanie w leczeniu nowotworów. Związki h a ­
m ujące aktywność enzym u podzielono na dwie grupy: inhibitory  in terfe- 
rujące z podjednostką katalityczną oraz inhibitory in terferu jące z pod- 
jednostką regulacyjną (57).

IV-1. Inhibitory interferujące z podjednostką katalityczną enzymu

W śród najczęściej badanych inhibitorów  podjednostki katalitycznej 
reduktazy rybonukleotydow ej omówimy: hydroksym ocznik, guanazol, 
niektóre heterocykliczne karboksyaldehydo-tiosem ikarbazony oraz im ida- 
zopirazol.

Hydroksymocznik (72) zmienia charakterystyczne param etry  wolnego 
organicznego rodnika tyrozolowego w podjednostce katalitycznej enzym u 
z E. coli. W ykazano, że związek ten  uszkadza rodnik tyrozylow y w białku 
B2, nie naruszając ilości żelaza w badanej podjednostce. Obserwowano, że 
spadek aktywności enzym atycznej był zawsze połączony z zanikiem  
absorpcji św iatła przy długości fali 410 nm  i z zanikiem  sygnału EPR 
(51— 53). Postulow any przez badaczy mechanizm sugerował, że hydroksy­
mocznik w ychw ytuje wolne rodniki (ang. free radical scavenger).

Guanazol (3,5-dwuam ino-l,2,4-triazol) jest inhibitorem  aktyw ności re ­
duktazy rybonukleotydow ej tak  in vivo jak  i in v itro  w w yniku odw ra­
calnego uszkodzenia podjednostki katalitycznej enzymu. W yniki badań 
enzym u z ludzkich kom órek raka nabłonka, L1210 myszy, CHO chomika 
i H.Ep2 wykazały, że efektywność ham owania aktyw ności redukcji CDP, 
UDP, GDP przez guanazol jest rów na efektywności ham ow ania przez 
hydroksym ocznik (79—81). M olekularny mechanizm ham ow ania ak tyw ­
ności enzym u przez guanazol jest niew yjaśniony.
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a-(N )-heterocykliczne karboksyaldehydo-tiosem ikarbazony mogą tw o­
rzyć koordynacyjne połączenia z m etalam i tranzycyjnym i, wykazując 
szczególnie silne powinowactwo do żelaza. H am ują one aktywność reduk­
tazy rybonukleotydow ej od kilkudziesięciu do kilkuset razy efektyw niej 
niż klasyczny inhib itor jakim  jest hydroksym ocznik. Jednakże, tworzenie 
połączeń koordynacyjnych tiosem ikarbazonów z żelazem nie w yjaśnia 
m echanizm u ham ow ania aktywności enzym u przez te związki. Dodanie 
żelaza do m ieszaniny inkubacyjnej enzym u z inhibitorem  nie przyw raca 
zaham owanej przez inhibitor aktyw ności reduktazy rybonukleotydow ej. 
O bserw uje się większe powinowactwo inhibitora do enzym u niż do żelaza. 
Bliższe sprecyzowanie m echanizm u działania tych związków wym aga 
dalszych badań (82, 83).

Im idazopirazol (2,3-dw uhydro-lH -pirazolo/2,3A ) imidazol ham uje ak­
tywność reduktazy  rybonukleotydow ej tak  in vitro  jak  i in vivo. Badania 
enzym u z kom órek L1210 myszy i H.Ep2 oraz kom órek guza Ehrlicha 
w ykazały odwracalne uszkodzenie podjednostki katalitycznej przez imida­
zopirazol. M echanizm  działania tego związku polega na chelatacji żelaza, 
co w ykazały badania enzym u z kom órek guza Ehrlicha. Zahamowana 
przez im idazopirazol aktyw ność enzym u jest przyw racana przez dodanie 
do m edium  żelaza. Zastąpienie żelaza przez wyizolowaną podjednostkę 
katalityczną enzym u również powoduje powrót aktyw ności enzym atycz­
nej. Dodanie EDTA do m ieszaniny inkubacyjnej potęguje hamowanie 
aktyw ności enzym u przez imidazopirazol. Porównanie redukcji ADP i CDP 
w obecności inhibitora wykazało większy stopień ham ow ania enzym u w 
czasie redukcji ADP niż CDP (84, 85).

IV-2. Inhibitory interferujące z pod jednostką regulacyjną enzymu

Jako przykłady inhibitorów  in terferu jących  z podjednostką regulacyj­
ną enzym u omówimy tu: dw ualdehydowe pochodne inozyny, kwasu ino- 
zynowego, adenozyny, ATP, AMP, fosforan pirydoksalu, kwasy rybonu­
kleinowe.

D w ualdehydowe pochodne inozyny, kwasu inozynowego, adenozyny, 
ATP, AM P ham ują aktyw ność reduktazy  rybonukleotydow ej poprzez 
zablokowanie g rupy aminowej lizyny w podjednostce regulacyjnej, w 
efekcie in terakcji z grupą aldehydow ą analogu nukleozydu. Badania enzy­
m u z kom órek raka  wysiękowego Ehrlicha (69) i kom órek guza Ehrlicha 
(8 6 — 8 8 ) w ykazały większy stopień ham ow ania redukcji CDP niż ADP 
przez aldehydow e pochodne nukleozydów. Hamowanie aktyw ności enzy­
m u jest nieodw racalne.

Fosforan pirydoksalu jest inhibitorem  enzymów charakteryzujących 
się obecnością reszt lizylowych w centrum  aktyw nym . Ham uje on także 
aktyw ność reduktazy  rybonukleotydow ej. Inne, pokrew ne tem u związko-
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wi substancje tj. pirydoksal, pirydoksyna, pirydoksam ina, fosforan p iry - 
doksaminy nie ham ują aktyw ności reduktazy  rybonukleotydow ej. Doda­
nie ATP do medium  zapobiega częściowo ham ow aniu redukcji CDP i ADP 
przez fosforan pirydoksalu. Hamowanie przez fosforan pirydoskalu ak­
tywności enzym u z kom órek guza Ehrlicha jest odwracalne (87, 89).

rRNA, tRNA z kom órek raka wysiękowego Ehrlicha a także tRNA 
z drożdży, jak  również syntetyczne policytydylany ham ują aktyw ność 
reduktazy  rybonukleotydow ej z kom órek raka wysiękowego Ehrlicha. 
Poliguanylany i poliurydylany jednak ham ow ały aktywność enzym u w 
niew ielkim  stopniu, a poliadenylany nie ham ow ały jej wcale. K w asy 
rybonukleinow e zaś, znacząco ham owały redukcję rybonukleotydów  już 
w stężeniach fizjologicznych (90).

W spółdziałanie związków uszkadzających niezależnie i specyficznie 
podjednostki enzym u powoduje, że kom binacje inhibitorów: im idazopira- 
zolu i dGTP, hydroksym ocznika i dATP, imidazopirazolu i dw ualdehydo- 
wej pochodnej inozyny ham ują aktyw ność enzym u synergistycznie lub 
addytyw nie. Natomiast kom binacje inhibitorów działających na tę samą 
podjednostkę tj. pochodne tiosem ikarbazonów i imidazopirazolu lub im i­
dazopirazolu i hydroksym ocznika ham ują aktywność enzym u antagoni- 
stycznie. Po dodaniu do m edium  związków silnie chelatujących żelazo 
obserw uje się, że zamiast ham owania antagonistycznego pojawia się h a ­
mowanie addytyw ne (91).

V. Uwagi końcowe

Stopień redukcji rybonukleotydów  ogranicza syntezę DNA, a ogól­
niej i replikację DNA. Fakt, że enzym  zbudowany jest z podjednostek 
a aktyw ność enzym u podlega regulacji allosterycznej stw arza możliwość 
świadomej regulacji enzym u w chem ioterapii tkanki nowotworowej. W y­
kazał to C o r y  i w s p. (91—93), k tó ry  określił działania synergistyczne, 
addytyw ne i antagonistyczne inhibitorów  aktywności enzymu. Nieliczne 
jeszcze prace dotyczące badań nad m echanizmem współdziałania inhibi­
torów  aktywności enzym u nie w yjaśniają dogłębnie tego zagadnienia ale 
go sygnalizują. W yniki badań wpływ u inhibitorów aktyw ności enzym u 
in vitro  zapewne nie zawsze odzwierciedlają analogiczne efekty in vivo, 
ale mogą stanowić podstawę dla dalszych badań. Zastosowanie inhibitorów  
aktyw ności podjednostek katalitycznej jak i regulacyjnej enzymu, poje­
dynczo a także w kom binacji, może spowodować, że chem ioterapia stanie 
się bardziej zróżnicowana i wielostronna.

Praca napisana  w  ram ach badań fin a n so w a n ych  p rzez P rogram  R zą d o w y P R -6 , 
U m ow a N r 2501.

Z a a k c e p to w a n o  do  d r u k u  17 m a ja  1983.
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I. Wprowadzenie

Szeroko rozpowszechnione u zwierząt, roślin i m ikroorganizm ów nie­
organiczne siarczany odgryw ają bardzo istotną rolę w m etabolizm ie wielu 
endo- i egzogennych związków. Siarczany wbudowywane do polisachary­
dów i lipidów stają  się ważnym  składnikiem  tkanki łącznej i nerwowej 
(1, 2, 3). Reagując z grupam i hydroksylow ym i endogennych fenoli czy 
alkoholi przyczyniają się do zobojętniania takich związków jak  katechola- 
m iny, kwasy żółciowe czy sterydy  (4). Przyłączając się do różnych po­
chodnych fenolowych powodują inaktyw ację farmakologicznie czynnych, 
egzogennych substancji oraz u łatw iają ich wydalanie z organizm u (5). 
W reakcjach z N-hydroksyloam inam i i N -hydroksyloam idam i tw orzą nie­
stabilne lecz wysoce reaktyw ne, kancerogenne pochodne (6 ).

Podstaw owym  w arunkiem  w ykorzystania reszty siarczanowej jest jej 
aktyw acja do adenozyno-3'-fosfo-5'-sulfofosforanu (PAPS). Jest to dwu­
etapow y proces zachodzący przy udziale adenylilotransferazy siarczano­
wej i kinazy adenylilosiarczanu (7, 8 ). Przeniesienie reszty  siarczanowej

Dostarczanie
siarczanów

Aktywacja
siarczanów

Powstawanie
estrów
siarczanowych

Hydroliza  
i usuwanie 
estrów
siarczanowych

Katabolizm  białek

Katabolizm  lipidów  
i węglowodanów

ATP + S O i2 PPj + A P S ^  
APS + ATP — ADP+  PAPS 7

Hydroliza

R -O H  + PA PS=sf=R —O -S O 3 + PAP

żó łć , mocz R - O -S O 3 + H 2 O — ROH + SO' 42

R yc. 1. M etabolizm  siarczanów : 1. A d en y lilo tran sfe raza  s ia rczanow a; 2. K inaza  ad e ­
ny lilo s ia rczan u ; 3. S u lfo tran s fe razy ; 4. S u lfa tazy .

z PA PS na odpowiednie akceptory jest katalizowane przez stosunkowo 
słabo do tej pory poznane enzym y sulfotransferazy (EC 2.8.2). Pow stające 
estry  kwasu siarkowego mogą następnie ulegać hydrolizie przy udziale 
sulfataz (EC 3.1.6) lub być wydalane z moczem lub żółcią (5) (Ryc. 1).

Celem niniejszego artyku łu  jest zwrócenie uwagi na metabolizm oraz 
udział i znaczenie nieorganicznych siarczanów w różnych procesach fizjo­
logicznych i patologicznych zachodzących w tkankach ssaków.

http://rcin.org.pl
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II. Źródła siarczanów

Obecne w organizmie siarczany dostarczane są bezpośrednio z pokar­
mem lub uw alniane w w yniku katabolizm u sulfolipidów czy m ukopolisa- 
charydów. Mogą one również powstawać na drodze przem ian dostarczanej 
z zew nątrz lub pochodzącej z rozpadu białek cysteiny.

Siarczany dostarczane bezpośrednio z pokarm em  są bardzo szybko 
w chłaniane z przew odu pokarmowego do krw i skąd praw ie natychm iast 
dostają się do w ątroby  (9). Z badań B a t t  (10) wynika, że w chłanianie 
siarczanów u m łodych m yszy odbywa się wzdłuż całego jelita  cienkiego
i okrężnicy, natom iast u osobników dorosłych głównie w jelicie czczym.

Ponieważ anion siarczanowy nie jest dobrze rozpuszczalny w tłusz­
czach przypuszcza się, że w jelicie podobnie jak  i w najlepiej do te j pory 
zbadanych ery trocy tach  w ystępuje specjalny przenośnik białkowy uła­
tw iający tran spo rt tego jonu przez błony biologiczne. Pierw sze doniesie­
nia na tem at czynnego transportu  siarczanów z jelita do krw i pochodzą 
z pracy D e y  r u p a (11), k tó ry  w 1963 roku w badaniach przeprowadzo­
nych in vitro  stw ierdził zależność pomiędzy transportem  jonów siarcza­
nowych i jonów sodowych. A n e s t  i wsp. (1 2 ) wykazali, że transport 
siarczanów w ym aga dostarczenia energii, a w drugiej połowie lat 70-tych 
C a r d i n  i M a s o n  (13, 14) stosując technikę odwróconego jelita  oraz 
znakowany [S5S]-siarczan udowodnili, że w jelicie czczym szczura w chła­
nianie siarczanów odbywa się w brew  gradientow i stężeń.

Pomimo iż do tej pory nie zostało stw ierdzone w jakim  stopniu dostar­
czane z pokarm em  nieorganiczne siarczany pokryw ają zapotrzebowanie 
organizm u na siarkę, wciąż panuje pogląd że głównym  źródłem  tego 
pierw iastka jest cysteina (15, 16).

Cysteina pow stająca jako produkt katabolizm u białek lub na drodze 
transsu lfu rac ji z m etioniny odgrywa kluczową rolę w m etabolizmie róż­
nych egzo- i endogennych związków jako prekursor kosubstratów  reakcji 
sprzęgania takich jak  tauryna, glutation czy wreszcie „aktyw ny siarczan” 
(PAPS), Ryc. 2).

Cysteina zarówno w form ie L- jak  i D- jest bardzo dobrze wchłaniana 
z przewodu pokarm owego do krw i gdzie w ystępuje głównie w form ie 
cystyny  (17). W w ątrobie L-cysteina jest u tleniana do kw asu cysteinosul- 
finowego. Reakcję tę  katalizuje dioksygenaza cysternowego (EC 1.13.11.20), 
enzym  stereospecyficzny ty lko  w stosunku do form y L- (18, 19). Kwas 
cysteinosulfinow y ulega dalszym przem ianom  prowadzącym  do powstania 
tau ry n y  i nieorganicznego siarczanu (Ryc. 2). W w yniku m etabolizmu 
cysteiny pow stają również siarczki, siarczyny i tiosiarczany które w t.zw. 
cyklu  tiosiarczanow ym  mogą przechodzić w siarczany (Ryc. 3), (20, 21). 
U tlenienie siarczków i innych zredukow anych form  siarki do siarczanów 
zachodzi głównie w m itochondriach w obecności zredukowanego glutatio-

7 P o s tę p y  B io c h e m ii 3-4/83
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c h 3- s - c h 2c h 2c h c o o h

NH,

L metionina
białka

cystationina

HS-CH2CH-COOH
I
n h 2

L cysteina

O * O
II II

O H -S-CH 2CH2-N H 2 ——  o h - s - c h 2c h c o o h
hipotauryna

o h - s - c h 2c h 2- n h 2
n
o

•jf-g lu -cys S H -g li 
glutation

tauryna

NH2
kwas cysteinosulfinowy

O i O
II T II 

OH—S-C H 2—C-COOH
kwas 3 sulfinylopirogronowy

I
so ;2

so; 2

ł
PAPS

Ryc. 2. C en tra ln a  ro la  L -cy ste in y  w  syn tez ie  k o su b s tra tó w  re a k c ji sp rzęgan ia : PA PS , 
ta u ry n y , g lu ta tionu .

nu, k tóry  bierze udział w redukcyjnym  rozczepieniu tiosiarczanów do 
siarczynów (22, 23).

Poziom nieorganicznych siarczanów w surow icy różnych ssaków jest 
różny i wynosi od 0,3 do 2,5 mM (24). Może on ulec zmianie, gdy dojdzie 
do zachwiania równowagi pomiędzy zawartością siarczanów w pokarm ie
i m etabolizmem  związków zaw ierających siarkę a inkorporacją siarcza­
nów do odpowiednich substratów  i ich wydalaniem  z moczem.

RSSH SO42 

Ryc. 3. C ykl tio siarczanow y  (wg. 21).
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Do tej pory niewiele wiadomo na tem at w pływ u różnych czynników 
takich jak  wiek, waga, wzrost czy płeć na poziom siarczanów w surowicy 
krwi (25). Z nielicznych badań stężenia siarczanów w surow icy wynika, 
że jest ono stosunkowo wysokie u noworodków (0,47 mM) poczym spada 
z wiekiem i u trzy letn ich  dzieci wynosi tyle co u dorosłych (0,33 mM), (26). 
Nie m a również bezpośrednich danych na tem at regulacji horm onalnej 
poziomu tych anionów w surowicy. Zaobserwowano jednak wzrost stęże­
nia siarczanów we krw i przy nadczynności tarczycy oraz w ciąży i m ie­
siączce, co pozwala przypuszczać iż taka regulacja istnieje (25).

III. Aktywacja siarczanów

Proces aktyw acji siarczanów do adenozyno-3'-fosfo-5'-sulfofosforanu 
w yjaśnili w latach 50-tych W i l s o n  i B a n d u r s k i  (27) oraz R o b - 
b i n s  i L i p m a n n  (28, 29). Chemiczną syntezę tego związku jako 
pierwsi wykonali B a d d i l e y  i wsp. (30).

I I I - l . Transport siarczanów  do w nętrza kom órki

Od dawna uważano, że hydrofilny anion S O j2 nie może łatwo penetro­
wać przez fosfolipidowe błony biologiczne i w związku z tym  tylko 
nieznaczna jego część może dostawać się do kom órki na drodze zwykłej 
dyfuzji. Intensyw ne badania ostatnich lat przeprowadzone na erytrocytach 
i kom órkach nowotworowych wykazały, że dw ustronny transport siarcza­
nów do tych kom órek oraz wym iana siarczanów z chlorkam i ułatw ia 
w budow any w błonę kom órkową specjalny przenośnik białkowy (31—41). 
Przenośnik ten  został wyizolowany i oczyszczony a jego ciężar cząstecz­
kowy oznaczono na 85 000— 110 000 (42). Białko to jest specyficz­
ne nie tylko w stosunku do jonów S O j2, gdyż aniony takie jak octany, 
szczawiany, jony NO 3 , C l- , H P O j2 mogą hamować kom petycyjnie tran s­
port siarczanów do w nętrza kom órki (43). T ransport siarczanów jest silnie 
ham ow any również przez niski poziom wapnia w ew nątrz kom órki (40). 
Stwierdzono, że zależy on ponadto od pH środowiska obniżając się w m iarę 
jego alkalizacji (35).

III-2. B iosynteza adenozyno-3'-fosfo-5'-su lfofosforanu  (PAPS)

Synteza PA PS zachodzi w cytozylu i wym aga obecności siarczanów, 
ATP i enzymów adenylilo transferazy siarczanowej (EC 2.7.7.4.) i kinazy 
adenylilosiarczanow ej (EC 2.7.1.25).

P ierw szy etap aktyw acji siarczanów zachodzi przy udziale adenylilo­
transferazy  siarczanowej (Ryc. 4). Równowaga tej reakcji jest znacznie
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przesunięta w k ierunku syntezy ATP. Przesunięcie jej w praw o jest 
możliwe tylko w przypadku natychm iastow ego i ciągłego usuw ania po­
w stających produktów, adenylilosiarczanu (APS) i pirofosforanu. A deny- 
lilotransferaza siarczanowa z w ątroby szczura jest białkiem  o masie 
cząsteczkowej około 500 000 mogącym występować w form ie dim eru (44, 
45). Enzym ten jest specyficzny w stosunku do ATP, nie wykazuje jednak

ATP + SO 2̂ ^ = = ^ A P S + P P j  

Ryc. 4. R eak c ja  k a ta lizo w an a  p rzez a d en y lilo tran sfe razę  siarczanow ą (EC 2.7.7.4).

APS + A T P -------* -  PAPS + ADP

Ryc. 5. R eak c ja  k a ta lizo w an a  przez  k inazę  ad en y lilo s ia rczan u  (EC 2.7.1.25).

wysokiej specyficzności w stosunku do jonów siarczanowych, ponieważ 
może także wykorzystyw ać inne aniony grupy VI takie jak  S e O j2, M oO j2 
(46). Pow stające w tych reakcjach produkty  są jednak bardzo niestabilne 
i praw ie natychm iast rozkładają się do AMP i PP i (31, 45).

Następna reakcja katalizow ana przez kinazę adenylilosiarczanową pro­
wadzi bezpośrednio do syntezy „aktyw nego siarczanu” (Ryc. 5). R eakcja 
ta  jest praktycznie nieodwracalna. Dzięki bardzo wysokiemu powino­
w actw u enzym u do adenylilosiarczanu już niew ielkie ilości tego związku 
mogą być w ykorzystyw ane do syntezy PAPS. Kinaza adenylilosiarczano- 
wa nie wykazuje absolutnej specyficzności ani w stosunku do adenylilo­
siarczanu ani w stosunku do ATP, które może być zastąpione przez CTP, 
UTP czy GTP (46, 29).

Pomimo iż oba enzym y niezbędne do syntezy PAPS, nazywane wspól­
nie „układem  aktyw ującym  siarczany” są obecnie praw ie we wszystkich 
tkankach, pula tego związku in vivo  nie jest duża i np. w wątrobie szczura 
wynosi około 30 nmoli/g tkanki (47, 48).

III-3. Witamina A a metabolizm siarczanów

W latach 60-tych ukazało się wiele prac na tem at w pływ u w itam iny A 
na metabolizm  siarczanów. Początkowo uważano, że wszystkie form y tej 
w itam iny (alkoholowa, aldehydowa i kwasowa) w pływ ają aktyw ująco na 
reakcje przenoszenia reszty  siarczanowej (49). Następnie stw ierdzono 
wpływ  w itam iny A na proces aktyw acji siarczanów. W wielu pracach 
opisano spadek aktyw ności adenylilotransferazy siarczanowej przy aw ita­
minozie A oraz stabilizujące działanie w itam iny A na ten  dość labilny 
enzym  (49—52). Wreszcie S u b b a  R a o  i G a n g u l y  (53) wykazali, 
iż niedobór w itam iny A zaburza zarówno aktyw ację siarczanów jak  
i przenoszenie ich na odpowiednie akceptory. A utorzy ci stw ierdzili, że
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obniżony na skutek niedoboru w itam iny A w pożywieniu proces aktyw acji 
siarczanów wraca do norm y po podaniu retinolu, a powstawanie estrów  
siarczanow ych po podaniu form y kwasowej witam iny. Ponieważ nie 
wszyscy autorzy potw ierdzają przedstaw ione wyżej wyniki, wpływ w ita­
m iny A na m etabolizm  siarczanów wym aga dalszych badań (54, 55).

IV. Reakcje przenoszenia reszty siarczanowej

W w arunkach fizjologicznych zarówno aktyw acja siarczanów jak 
i przenoszenie reszty  siarczanowej na odpowiedni akceptor zachodzi w tej 
samej komórce (56).

W przeciw ieństw ie do aktyw acji, przenoszenie reszty siarczanowej w y­
m aga dużej różnorodności enzymów t.zw. sulfotransferaz. Reakcje kata­
lizowane przez sulfotransferazy są na ogół nieodw racalne i przebiegają wg. 
schem atu przedstawionego na Ryc. 6. Dawcą reszty siarczanowej jest

PAPS + R*XH -------► PAP + R-XS03

R yc. 6 . O gólny sch em at re a k c ji k a ta lizo w an ej p rzez su lfo tran sfe razy  (EC 2.8.2).

zawsze adenozyno-3'-fosfo-5'-sulfofosforan (PAPS), a akceptoram i mogą 
być grupy hydroksylowe fenoli i alkoholi oraz grupy N-OH, NH, P-OH 
i SH. P roduktam i działania sulfotransferaz są odpowiednie m onoestry 
siarczanowe i adenozyno-3',5 '-difosforan (PAP). Na Ryc. 7 przedstaw iono 
kilka przykładów  w ym ienionych reakcji.

Na podstawie dużej różnorodności związków i grup mogących reago­
wać z resztą siarczanową przypuszcza się, że sulfotransferazy posiadają 
niską specyficzność substratow ą lub jest ich bardzo duża ilość. Ponieważ 
dotychczas tylko niewiele sulfo transferaz zostało oczyszczonych i scha­
rakteryzow anych, ilość grup tych enzymów nie jest dokładnie znana.

W 1978 sporządzono pierwszą i jak  się w krótce okazało niepełną k la­
syfikacją sulfotransferaz biorących udział w procesach detoksykacji (45). 
K lasyfikacja ta zaw ierała następujące enzymy: sulfotransferazę arylow ą 
(PST; EC 2.8.2.1), 3(3-hydroksysterydową (EC 2.8.2.2.), aryloam inową 
(EC 2.8.2.3), estronową (EC 2.8.2.4), sulfotransferazę estrów  tyrozyny 
(EC 2.8.2.9) i su lfotransferazę soli kwasów żółciowych (EC 2.8.2.14).

Koniec lat 70-tych był okresem  bardzo intensyw nych badań nad sulfo- 
transferazam i kiedy to opracowano szereg m etod ich oczyszczania. Pozwo­
liło to m iędzy innym i na wyizolowanie z w ątroby szczura czterech homo- 
gennych sulfotransferaz arylow ych i sześciu sulfotransferaz sterydow ych 
(45, 57—62). W związku z tym  zaistniała konieczność wprowadzenia uzu­
pełnień do opracowanej już klasyfikacji. W 1979 r. K om itet N om enklatury 
M iędzynarodowej Unii Biochemicznej zatw ierdził nową, nieco zmienioną
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PAPS

COOHCOOH

PAPS +
OH

PAP +
OSOoH

b)

c)
PAPS + CH3CH2OH 

PAPS + CH3CHCH2CH3
I
OH

d)
PAPS + CH3C

NOH

s c h 2c h 2cn

PAP + CH3CH20 S 0 3H 

PAP + CH3CHCH2CH3

OSOgH

PAP + CH3C
n o s o 3h

s c h 2c h 2cn

+ \ 1 — PAP +
n h so 3nh

^  z'
Ryc. 7. P rzy k ład y  re a k c ji k a ta lizo w an y ch  przez  su lfo tran sfe razy  (wg. 45). A k cep to ­
ra m i re sz ty  siarczanow ej są: a) feno le  — n afto l, b) a lkoho le  p ierw szorzędow e — e tano l 
i c) d rugorzędow e —■ 2 -b u tan o l, d) h y d ro k sy lo am in y  — 2 -c janoe ty lo tiooksym  a ld eh y d u  
octow ego, e) h y d ro k sy ste ry d y  feno low e — e s tro n  i f) a licyk liczne — d e h y d ro ep ian d ro - 
steron , g) kw asy  żółciow e — k w as litocholow y, h) a ry lo am in y  — 2 -n a fty lo a m in a .

i poszerzoną klasyfikację su lfo transferaz (Tabela 1), (45). Przedstaw iona 
w Tabeli 1 klasyfikacja dotyczy jak  już wspom niałam  sulfotransferaz 
biorących udział w procesach detoksykacji. Nie obejm uje ona wszystkich 
wyizolowanych do tej pory enzymów tej grupy, jak  np. sulfotransferazy 
m ukopolisacharydowej (EC 2.8.2.5), cerebrozydow ej (EC 2.8.2.11) czy licz­
nych bardzo słabo zbadanych su lfo transferaz t-RNA.
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Klasyfikacja sulfotransferaz biorących udział w reakcjach detoksykacji (wg. 45).

EC numer Nazwa Aktywna w stosunku do:

2 .8 .2 .1 Sulfotransferaza arylowa fenoli, katecholamin, estrów tyro­
zyny, organicznych hydroksylo- 
amin

2 .8 .2 .2 Sulfotransferaza hydroksysterydów, pierwszo i dru-
3-^-hydroksysterydowa gorzędowych alkoholi

2.8.2.4 Sulfotransferaza estronowa grup fenolowych pierścienia aro­
matycznego sterydów

2.8.2.14 Sulfotransferaza soli kwasów sprzężonych i wolnych kwasów
żółciowych żółciowych

IV-1. Przyłączenie reszty siarczanow ej a detoksykacja zw iązków  egzogennych

W 1876 roku B a u m a n  jako pierw szy wykazał, że u psów na diecie 
zaw ierającej fenol pow stają nietoksyczne estry  siarczanowe tego związku 
(63). W następnych latach okazało się, że przyłączenie reszty siarczanowej 
prowadzi do zobojętnienia wielu innych egzogennych związków. M echa­
nizm detoksykacji nie zawsze jest taki jak w przypadku fenolu, a więc 
nie zawsze polega on tylko na pow staw aniu wysoce z jonizowanych, lepiej 
rozpuszczalnych w wodzie a zatem  łatw iej usuw anych z organizmu 
estrów. Przyłączenie reszty  siarczanow ej może również zapobiegać two­
rzeniu się reaktyw nych m atabolitów , tak  jak  to zaosberwowano w przy­
padku paracetam olu (N-acetylo-p-am inofenol), związku stosowanego jako 
lek przeciwbólowy i przeciwgorączkowy (64).

M etabolizm paracetam olu polega głównie na sprzęganiu z kwasem siar­
kowym i glukoronowym. Związek ten  może również ulegać katalizow ane­
m u przez układ cytochrom u P-450 utlenieniu. Ta ostatnia droga prowadzi 
jednak do powstawania hepatotoksycznych pośredników, które ulegają 
zobojętnieniu w reakcji z grupą -SH glutationu. N eutralizacja toksycznych 
pośredników zachodzi tak  długo jak  długo jest osiągalny zredukow any 
glutation.

Zaobserwowano, że przy wysokich dawkach paracetam olu dochodzi do 
spadku ilości estrów  siarczanow ych oraz w zrostu ilości produktów  sprzę­
gania z kwasem  glukouronow ym  i toksycznych produktów  utleniania. 
Następnie wykazano, że toksyczność paracetam olu znacznie spada po po­
daniu siarczanu sodu lub jednego z prekursorów  jonów S O I2, N-acetylo- 
cysteiny (65—67). Przypuszcza się, że spadek toksyczności paracetam olu 
w ystępujący po podaniu siarczanów związany jest z pośrednim  wpływem  
tych anionów na metabolizm  cysteiny, która w tych w arunkach w więk­
szym stopniu jest w ykorzystyw ana do syntezy glutationu.
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Podobny mechanizm zobojętniającego działania siarczanów stw ierdzo­
no w przypadku innego egzogennego, toksycznego związku, harm olu 
(7-hydroky-l-m etylo-9H -pirydo[3,4-b]indol). W tym  przypadku podanie 
siarczanów obniża powstawanie toksycznych produktów sprzęgania tego 
związku z kwasem  glukuronow ym  (68).

Przez wiele lat reakcje detoksykacji um iejscawiano głównie w  w ątro­
bie. Ostatnio ukazało się szereg prac opisujących udział innych narządów  
w tym  procesie. Stwierdzono, że związki fenolowe dostające się do orga­
nizm u drogą doustną są sprzęgane z resztą siarczanową już w przewodzie 
pokarm owym  (11, 12, 69, 70), a dostające się przez drogi oddechowe w  płu­
cach (71— 73). W ątroba odgrywa bardzo istotną rolę w detoksykacji fenolu 
podawanego z pominięciem przewodu pokarmowego czy płuc (74).

•

IV -2. Przyłączenie reszty siarczanow ej a zobojętnianie zw iązków  endogennych

Przyłączenie reszty  siarczanowej odgrywa bardzo istotną rolę również 
w funkcji i metabolizmie wielu biologicznie czynnych, endogennych 
związków. I tak, estry  siarczanowe cerebrozydów, produkty działania 
sulfotransferazy cerebrozydowej (CST; EC 2.8.2.11), są istotnym  składni­
kiem  otoczki mielinowej izolującej włókna nerwowe. E stry  siarczanowe 
sterydów  powstałe w w yniku działania szeroko rozpowszechnionej w wielu 
tkankach i gruczołach ssaków sulfotransferazy 3|3-hydroksysterydowej 
(EC 2.8.2.2.) i estronowej (EC 2.8.2.4) są nie tylko końcowymi produktam i 
przem ian tych związków, ale mogą również działać jako aktyw ne pośred- 
niki m etaboliczne lub być form ą przechowywania hormonów sterydow ych 
(75). Katalizowane przez sulfotransferazę arylow ą (PST; EC 2.8.2.1) przy­
łączenie reszty siarczanowej do grup hydroksylowych fenoli odgrywa 
bardzo ważną rolę w przem ianach amin biogennych, a szczególnie kate- 
cholam in (76—83).

O tym, że katecholam iny mogą ulegać estryfikacji kwasem siarkowym  
wiadomo od przeszło czterdziestu lat, kiedy to R i c h t e r  wykazał, że po 
doustnym  podaniu adrenaliny więcej niż 65°/o tego związku pojaw ia się 
w moczu w formie nieczynnego farmakologiczne estru  siarczanowego 
(76, 77). Lata 60-te, a szczególnie 70-te i 80-te były okresem  intensyw nych 
badań nad udziałem estrów  siarczanowych w mataboliźmie katecholam in 
(78— 81). Za jedno z ważniejszych odkryć ostatnich k ilkunastu  lat uważa 
się wykazanie, że w surowicy człowieka praw ie cała obecna tam  dopamina 
(99%) i zdecydowana większość noradrenaliny i adrenaliny (75%) w ystę­
puje w form ie estrów  siarczanowych (83).

W mózgu wykazano obecność estrów  siarczanowych katecholam in oraz 
ich O-m etylowanych i dezam inowanych pochodnych (84— 86). Do w ażniej­
szych m etabolitów  noradrenaliny w ystępujących w mózgu należą estry  
siarczanowe 3-m etoksy-4-hydroksy fenyloglikolu (MHPG) i 3,4-dihydro-
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ksy fenyloglikolu (DHPG) (87—90). Uważa się, że pom iar stężenia siar­
czanu M HPG w mózgu lub naw et w moczu może mieć istotne znaczenie 
dla śledzenia mózgowej aktyw ności noradrenaliny (88).

W ostatnim  czasie ukazało się sporo prac na tem at m etabolizm u kate- 
cholamin w płynie mózgowo-rdzeniowym, szczególnie po w ykazaniu, iż 
w chorobie Parkinsona 80% wydalanej z moczem, endogennej dopaminy 
w ystępuje w formie zestryfikow anej kwasem  siarkowym  (92, 93). Choroba 
Parkinsona związana jest z degeneracją neuronów  dopaminergicznych 
i obniżeniem poziomu dopaminy w niektórych częściach mózgu. Lekiem 
z w yboru stosowanym  w tej jednostce chorobowej jest 3,4-dihydroksy- 
fenyloalanina (L-DOPA). W płynie mózgowo-rdzeniowym chorych zarów­
no leczonych jak i nieleczonych preparatem  L-DOPA wykazano obecność 
estrów siarczanow ych dopaminy przy równoczesnym braku  wolnej dopa­
miny (93, 94).

Poza wym ienionym i katecholam inam i i ich m etabolitam i, również ty - 
ram ina ulega estryfikacji w obecności sulfotransferazy arylowej (95, 96). 
Spadek ilości estru  siarczanowego ty ram iny  zaobserwowano u chorych 
z głębokimi depresjam i (97). Nie wiadomo jednak czy spadek ten  jest 
spowodowany niedoborem  sulfotransferazy arylow ej czy zaburzeniam i 
w syntezie PAPS. Zaburzenia w łączeniu ty ram iny  z resztą siarczanową 
stw ierdzono również u osób z tyram ino-w rażliw ą m igreną (98).

W mózgu i płytkach krw i wykazano obecność estru  siarczanowego 
pochodnej tryp tofanu , 5-hydroksy-tryptam iny (serotoniny), (95, 96, 99— 
102). Do tej pory nie jest znana fizjologiczna rola tej drogi przem iany 
serotoniny.

W w yniku przyłączenia reszty siarczanowej do katecholam in pow stają 
estry  w pozycji 3 -0 - i/lub  4 -0 - (91), (Ryc. 8). Stosunek ilościowy tych

R yc. 8 . P o w staw an ie  3 -0 -  i 4 -O -es tró w  siarczanow ych  k a techo lam in .

izomerów zbadano dla dopam iny i stwierdzono, że zarówno w w ątrobie 
jak  i w mózgu ilościowo przeważa form a 3 -0 - (94—96). Przypuszcza się, 
że jest to w ynikiem  działania arylosulfataz (EC 3.1.6.1), które w ykazują 
wyższą aktyw ność w stosunku do estrów  siarczanow ych w pozycji para 
niż m eta (104— 106).

Dość powszechna w tkankach  ssaków obecność arylosulfataz sugeruje 
dodatkową oprócz ostatecznej degradacji katecholam in rolę estrów  siar­
czanowych tych związków, polegającą na miejscowej i/lub tylko czasowej 
ich inaktyw acji.
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Przypuszcza się również, że estry  katecholam in mogą pełnić rolę czyn­
nych pośredników m etabolicznych lub być form ą transportow ania lub 
m agazynowania tych związków. Potw ierdzają to  badania B u u i K u - 
c h e 1 (107), którzy stw ierdzili, że 3 -0 - i 4-O -estry siarczanowe dopaminy 
w obecności (3-hydroksylazy dopaminy mogą przekształcać się w wolną 
noradrenalinę.

Rozważano możliwość współzależności powstawania estrów  siarczano­
w ych i reakcji O-m etylacji katecholam in. W spółzależność tych  dwóch 
reakcji wykazano w wątrobie szczura w przypadku estronu (108, 109). Nie 
stw ierdzono jednak podobnej zależności w stosunku do kwasu 3,4-dihy- 
droksybenzoesowego. W przypadku tego związku przyłączenie reszty siar­
czanowej podobnie jak i przyłączenie grupy m etylowej przebiega nieza­
leżnie, pomimo iż każda z tych reakcji zachodzi znacznie łatw iej w sto­
sunku do grupy OH- znajdującej się w pozycji m eta (106).

Odpowiedzialna za powstawanie estrów  siarczanowych fenoli sulfo- 
transferaza arylow a (PST) jest cytozolowym enzymem, którego obecność 
wykazano w różnych tkankach człowieka takich jak wątroba, nerki, nad­
nercza, przewód pokarm owy, erytrocyty , trom bocyty (69, 70, 95, 96, 110, 
111). Zmierzono poziom sulfotransferazy arylow ej w różnych częściach 
mózgu używając serotoniny jako substra tu  akceptorowego (100). N ajwyż­
szą aktywność tego enzym u stwierdzono w podwzgórzu a najniższą we 
wzgórzu.

Ostatnio wykazano w mózgu i płytkach krw i człowieka obecność dwóch 
form  sulfotransferazy arylowej, z których jedna nazwana P  jest specy­
ficzna w stosunku do fenolu, natom iast druga, M w stosunku do mono- 
amin (112— 114). W edług R e n s k e r s  i w s p .  (96) sulfotransferaza 
arylow a z trom bocytów może służyć jako dobry model do badania tego 
enzym u w mózgu człowieka. Jeżeli spostrzeżenie R e n s k e r s  i w s p .  
są słuszne, badanie sulfotransferazy arylowej z trom bocytów pozwoli 
lepiej zrozumieć rolę estrów  siarczanowych katecholam in i ich m etaboli­
tów w mózgu oraz znaczenie tych związków w różnych zaburzeniach 
neurologicznych i psychiatrycznych takich jak  wymienione wcześniej 
depresje, m igrena czy wreszcie choroba Parkinsona.

IV-3. Przenoszenie reszty siarczanow ej a kancerogeneza

W ostatnich latach zwrócono szczególną uwagę na niestabilne połącze­
nia reszty siarczanowej z N-hydroksyloam inam i i N -hydroksyloam idam i 
(115). Zainteresowanie tym i związkami wzrosło po stw ierdzeniu, że N-O- 
estry  siarczanowe N -hydroksy-2-acetyloam inofluorenu (N-OH-AAF) i je ­
go prekursora acetyloam inofluorenu (AAF) pomimo swej labilności m ają 
działanie kancerogenne (116, 117).

Stosując znakowany w różnych pozycjach, radioaktyw ny preparat 
N-OH-AAF wykazano, że zarówno pierścienie fluorenu jak  i reszta ace-
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tyłow a tego związku wiążą się kowalencyjnie z RNA i białkiem  (117). 
Ilość wiązań kow alencyjnych pomiędzy N-OH-AAF a DNA, RNA i biał­
kiem  w zrasta w obecnftści aktywnego siarczanu (PAPS), (119). Stw ierdzo­
no istnienie zależności pomiędzy kancerogennym  działaniem  AAF a ak­
tywnością sulfotransferazy (119).

W laboratorium  M u 1 d e r a (120, 121) wykazano, że pentachlorofenol 
(PCP) i 2,6-dichloro-4-nitrofenol (DCNP) wybiórczo ham ują przyłączanie 
reszty  siarczanowej do różnych pochodnych fenolowych. Związki te dzia­
łają  zarówno i n v i v o  j ak i i n v i t r o .  Podanie jednego z wym ienio­
nych inhibitorów powoduje spadek poziomu estrów  siarczanowych 
N-OH-AAF w wątrobie, równoległy wzrost ilości estrów  glukuronow ych 
oraz znaczne obniżenie ilości kow alencyjnych wiązań pomiędzy N-OH- 
AAF a DNA, RNA i białkiem  (122, 123). Z badań in vivo  wynika, że co- 
najm niej 70% połączeń AAF z DNA jest utworzone poprzez N-O -ester 
siarczanow y N-OH-AAF (122). Przyłączenie reszty siarczanowej do grupy 
hydroksylow ej N-OH-AAF prowadzi do powstania labilnego estru, k tóry  
rozpadając się samoistnie tw orzy produkt zdolny do reagow ania z dostęp­
nym i grupam i nukleofilnym i (Ryc. 9). Głównym miejscem łączenia się

sulfotransferaza
O

:o .

C — CH-

o so ;

I rozpad 
SO^2-» -  ; nieenzymatyczny

C — CH,

+ metionina

Ryc. 9. R eak c ja  N -O H -A A F  z m e tion iną  (wg. 6 ): a) e s try f ik a c ja  g ru p y  hydroksy low ej 
re sz tą  siarczanow ą o raz  p o w staw an ie  lab ilnego  estru , b) n ieenzym atyczny  rozpad 
e s tru  siarczanow ego  N -O H -A A F  do p o śred n ik a  zdolnego reagow ać z m etion iną , 
c) p o w staw an ie  1- i 3 -m ety lo tio  A A F.
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reaktyw nego pośrednika z białkiem  jest atom siarki m etioniny, a z kw a­
sami nukleinow ym i C8 guanozyny lub dezoksyguanozyny (119, 124, 122).

N-OH-AAF poza kancerogennym  ma również hepatotoksyczne działa­
nie. W ykazano istnienie zależności pomiędzy toksycznością tego związku 
a aktyw nością sulfotransferazy wątrobow ej (125— 128). Ponadto zaobser­
wowano całkow ity zanik toksyczności tego kancerogenu po uprzednim  
podaniu PCP czy DCNP (128).

Pomimo iż udział estrów  siarczanowych N-OH-AAF w kancerogennym  
działaniu tego związku nie wzbudza wątpliwości, wym aga on jednak dal­
szych badań tym  bardziej, że przyłączenie reszty siarczanow ej nie jest 
jedyną reakcją prowadzącą do powstawania kancerogennych pośredników 
AAF (129— 133).

Oprócz AAF w latach 70-tych zidentyfikowano szereg innych związ­
ków działających kancerogennie w formie estrów  siarczanowych. Do n a j­
lepiej zbadanych należą: N -O H -2-acetyloam inofenantren (134, 135) N-OH- 
fenacetyna (138, 139), N -O H -ksantyna (140— 143) czy wreszcie C-O-ester, 
1-OH-safarol (144, 145). Związki te podobnie jak  estry  siarczanowe N-OH- 
AAF mogą wiązać się kow alencyjnie z nukleofilnym i grupam i DNA, RNA 
i białka.

Z przedstaw ionych w dużym skrócie danych widać, że w w yniku 
przyłączenia reszty siarczanowej może dochodzić do:
a) detoksykacji związków egzogennych
b) zobojętniania związków endogennych
c) powstawania fizjologicznie czynnych m etabolitów
d) powstawania kancerogennych pośredników

V. Usuwanie siarczanów

Nieorganiczne siarczany mogą być usuwane z organizm u jako wolne 
jony S O j2 lub jako estry. U szczura 80°/o w ydalanych z moczem siarcza­
nów w ystępuje w formie wolnej, reszta tj. około 20°/o w form ie zwią­
zanej (24).

Nieorganiczne siarczany są usuwane głównie przez nerki. W ielu bada­
czy wykazało wzrost poziomu siarczanów w surowicy chorych z niew y­
dolnością nerek (146— 148). W moczu różnych ssaków stw ierdzono wyso­
kie stężenie siarczanów przy podawaniu ich per os (149, 150). B e r r y  
i w s p. (51) wykazali, że 58°/o podawanego doustnie znakowanego [35S]- 
siarczanu sodu jest wydalane z moczem, podczas gdy ty lko  5°/o z kałem. 
Dzienne wydalanie siarczanów z moczem wynosi u człowieka 360, 
a u szczura 1400— 1700 fimoli/kg wagi (152— 154).

Siarczany ulegają swobodnej filtracji w kłębkach nerkow ych, po czym 
część z nich w chłania się zwrotnie w kanalikach dystalnych, a reszta po 
przekroczeniu odpowiedniej wartości progowej jest w ydalana z moczem
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ostatecznym. K analikow a sekrecja siarczanów w ydaje się nie mieć w ięk­
szego znaczenia dla usuw ania tych anionów z organizm u (155).

Do tej pory  niewiele wiadomo na tem at m echanizm u reabsorpcji 
zwrotnej siarczanów z kanalików nerkow ych do krwi. Wiadomo jedynie, 
że transport ten  zależy od stężenia jonów sodowych i od stężenia dwu­
węglanów (156, 157). M echanizm czynnego transportu  siarczanów w nerce 
wydaje się być odm ienny od obserwowanego w erytrocytach, gdyż nie 
jest on ham ow any ani przez chlorki ani przez inne specyficzne dla e ry tro ­
cytów inhibitory  transportu  tych anionów (158).

Zdecydowana większość substratów  sulfotransferaz jest dobrze roz­
puszczalna w tłuszczach w związku z czym są one stosunkowo wolno usu­
wane z organizmu. Sprzężenie tych związków z resztą siarczanową 
zwiększa ich polarność oraz ułatw ia wydalanie powstających produktów.

E stry  siarczanowe podobnie jak i nieorganiczne siarczany są w ydalane 
głównie z moczem, jakkolw iek mogą być również usuwane z żółcią (159, 
160). Dzienne w ydalanie estrów  siarczanowych z moczem wynosi u czło­
wieka 25 a u szczura 125 jimoli/kg wagi (153, 162). B rak jest danych 
dotyczących w ydalania tych  związków z kałem.

Droga w ydalania zależy między innym i od gatunku zwierzęcia i tak  
np. szczur w ydala wiele związków z żółcią, natom iast królik z moczem 
(161). Innym  czynnikiem  w pływ ającym  na „w ybór” drogi elim inacji 
danego związku z organizmu jest jego ciężar cząsteczkowy i tak  szczur 
wydala z żółcią związki o masie cząsteczkowej powyżej 325 ± 50, natom iast 
z moczem związki o masie cząsteczkowej poniżej 352±50 (161).

W badaniach in  vivo  wykazano, że estry  siarczanowe egzogennego 
akceptora harm olu (7-hydroksy-l-m etylo-9H  pirydo[3,4-b]indol), które 
w w arunkach fizjologicznych są usuwane głównie z moczem, w przypadku 
wyłączenia z obiegu krw i nerek mogą być wydalane z żółcią (159). W zrost 
diurezy powoduje w yraźny wzrost ekskrecji estru  siarczanowego harm olu 
z moczem oraz spadek w ydalania tego związku z żółcią. Odw rotną sytuację 
a mianowicie wzrost w ydalania estru  siarczanowego harm olu z żółcią 
kosztem usuw ania go z moczem obserwowano po podaniu nafenopinu, 
związku przyspieszającego w ydalanie żółci.

Badania te potw ierdzają sugerow aną wcześniej kom pensacyjną zależ­
ność różnych dróg usuw ania estrów  siarczanowych z organizm u oraz 
w skazują na możliwość zm iany drogi w ydalania tych związków w róż­
nych stanach patologicznych.
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I. Wstęp

Procesy biochemiczne zachodzące w mięśniach, w których energia che­
m iczna przekształcana jest w mechaniczną, są tak  złożone, że do chwili 
obecnej mimo rozlicznych badań — prowadzonych na układach wyizolo­
w anych jak i na całych m ięśniach — ich m olekularny m echanizm  jest 
nadal zbyt mało poznany. Zaproponowano już wiele modeli skurczu opi- 
sujących oddziaływanie ak tyny  i m iozyny lecz jak  dotąd nie uwzględnia­
no w nicłi złożonej s tru k tu ry  miozyny. (1—4).

*) m gr, **) doc. d r  hab ., Z ak ład  B iochem ii K om órki, In s ty tu t B iologii D ośw iad­
czalnej im . M. N enckiego PA N , 02-093 W arszaw a, P a s te u ra  3.
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Jak  wiadomo cząsteczka tego białka jest heksam erem . Trzon cząsteczki 
stanow ią ciężkie łańcuchy zwinięte w podwójny heliks. N-końce tych 
łańcuchów zwinięte są w kłębki, tworzące zgrubienia nazwane główkami. 
W stru k tu rę  główek oprócz łańcuchów ciężkich uwikłane są dwie pary  
lekkich łańcuchów miozyny (por. rozdz. II). Główki miozyny wraz z przy­
legającym  do nich fragm entem  zwiniętych w podwójny heliks łańcuchów 
ciężkich o długości ok. 450 A stanowią w ypustki filam entu grubego (mio- 
zynowego) w m ięśniu szkieletowym  (por. Ryc. 3).

Dotychczas przyjm uje się zgodnie, że przekształcenie energii chemicz­
nej w mechaniczną uzależnione jest od zmian konform acyjnych w ypustek 
(2—4, 8—10). Przyczyną tych zmian jest oddziaływanie m iozyny z ade- 
nozynotrójfosforanem  i cienkim filam entem  (aktynowym). Lekkie łańcu­
chy miozyny, o masie cząsteczkowej 18 000, ulegające zmianom konfor- 
m acyjnym  pod wpływem  wiązania wapnia i fosforylacji mogą w sposób 
istotny decydować o położeniu główek. W zajemne ułożenie główek wzglę­
dem siebie, jak również względem płaszczyzny filam entów oraz ich od­
działywanie na sąsiednie s tru k tu ry  może mieć decydujące znaczenie 
w efektywności w ykorzystania energii chemicznej.

Wiadomo, że skurcz mięśni wszystkich rodzajów *) jest inicjowany 
przez wzrost stężenia jonów wapnia w ew nątrz komórki mięśniowej. Zm ia­
ny stężenia wapnia w komórce mięśniowej, uzależnione od system u m em ­
branowego, powodują zmiany wzajem nego oddziaływania grubych i cien­
kich filamentów. W zależności od rodzaju mięśni dom inują określone 
m echanizm y regulacji in terakcji w ypustek miozynowych z aktyną. 1 tak 
w mięśniach szkieletowych zależna od stężenia wapnia regulacja oddzia­
ływania filam entów miozynowych i aktynow ych jest konsekw encją zmia­
ny konform acji białek regulujących, kom pleksu tropom iozyny i troponiny, 
tworzących wraz z ak tyną cienki fiiam eńt (11). W m ięśniach gładkich 
kręgowców i w kom órkach niem ięśniowych regulacja ta  zachodzi poprzez 
uaktyw nienie kinazy fosforylującej lekki łańcuch m iozyny (12— 12b). Zu­
pełnie inny mechanizm regulacji dom inuje w m ięśniach mięczaków, gdzie 
lekki łańcuch m iozyny wiążąc jon wapnia ulega zmianom konform acyj- 
nym  umożliwiając oddziaływanie aktyny z miozyną (13, 14).

Jednakże, zarówno modele skurczu jak i hipotezy dotyczące procesów 
regulujących interakcję miozyny i ak tyny  są zbyt uproszczone i niekiedy 
obserwacje poczynione tak  w badaniach biochemicznych, jak i w fizjolo­
gicznych bardzo trudno  z nimi pogodzić (4). Na przykład właściwie nie 
wiadomo jakie znaczenie w m ięśniu szkieletowym — w którym  dom inuje 
system  regulacji skurczu uzależniony od zmian konform acyjnych tropo­
m iozyny i troponiny — ma obecność specyficznej kinazy i fosfatazy lek­

*> Z ag ad n ien ia  reg u lac ji sku rczu , jak  rów nież inne  do tyczące s tru k tu ry  i fu n k c ji 
kom órk i m ięśn iow ej p o ru szan e  tu ta j w  ogrom nym  skrócie zostały  b ard z ie j szczsgó- 
łow o om ów ione w  „P ostępach  B iochem ii” (18—22).
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kich łańcuchów (15— 17), układ enzymów, który  w m ięśniu gładkim  w y­
daje się być całkowicie w ystarczającym  system em  regulacji skurczu.

Pow stają więc pytania, czy oprócz dobrze już znanych mechanizmów 
regulacji skurczu w różnych m ięśniach działają jakieś inne m echanizm y 
dodatkowe? Jaka jest rola łańcuchów regulujących m iozyny w m ięśniu 
szkieletowym  szybkim? Czy w skurczu m ięśnia szybkiego oprócz regulacji 
oddziaływania miozyny z aktyną uzależnionej od zmian konform acyjnych 
kom pleksu tropom iozyny i troponiny, składników cienkiego filam entu, 
działa inny jeszcze mechanizm regulacyjny, w którym  istotne znaczenie 
mieć mogą łańcuchy regulujące miozyny? W arytkule omówiono badania 
zm ierzające do udzielenia odpowiedzi na powyższe pytania.

II. Rodzaje łańcuchów regulujących miozyny

Jak  już wspom niano główki m iozyny utworzone są z 200 A odcinków 
N-4tońców łańcuchów ciężkich i dwóch par łańcuchów lekkich (5— 7). 
Każda główka zawiera po jednym  z dwóch rodzajów łańcuchów *\ Ł ań­
cucham i regulującym i nazwano łańcuchy o masie cząsteczkowej 18 000— 
20 000 (masy cząsteczkowe są różne w zależności od rodzaju mięśnia). 
W spólną charakterystyczną ich cechą jest zdolność wiązania-się z miozyną 
z m ięśni mięczaków, którą pozbawiono uprzednio działaniem EDTA łań­
cucha regulującego. Są one w stanie w określonych w arunkach zastąpić 
usunięte łańcuchy w ich funkcji. Opisana wyżej właściwość łańcuchów 
regulujących, której zawdzięczają swą nazwę wynika z ich budowy. Ze 
względu rta charakterystyczną sekwencję aminokwasów należą one do 
grupy białek wiążących w apń (23—26).

W prawdzie łańcuchy drugiego rodzaju (nie należące do łańcuchów re ­
gulujących), mocniej uwikłane w struk turze główek m iozyny po oddzie­
leniu od trzonu cząsteczki nie wiążą jonów wapnia jednakże zalicza się 
je również do tej samej grupy białek. Łańcuchy te nie m ają w pływu na 
wiązanie m etali dwuw artościowych przez miozynę (26). W szystkie dotych­
czas stosowane m etody oddzielania tych łańcuchów od trzonu cząsteczki 
m iozyny prow adziły równocześnie od inaktyw acji ATPazy miozynowej. 
Dlatego nazwano je istotnym i (ang. ,,essential”). Przypuszczano, że są nie­
zbędne dla zachowania enzym atycznej aktywności miozyny. Jednakże 
ostatnio W a g n e r  i G i n i g e r  (27) otrzym ali ciężkie łańcuchy sub- 
fragm entu  miozyny (główek miozyny) pozbawione lekkich łańcuchów 
a w ykazujące 30—80% aktyw ności enzym atycznej tego subfragm entu.

*) O bok n azw  ok reś la jący ch  fu n k c ję  łańcuchów  stosow ane są nazw y w yn ik a jące  
z ich  ru ch liw o śc i e lek tro fo re ty czn e j np. LCi, LC 2, LC 3 , w  p rzy p ad k u  m iozyny z m ięśn i 
szk ie le tow ych , lub  m a jące  zw iązek  ze sposobem  oddzie lan ia  tych  łańcuchów  od trzonu  
cząsteczk i np . łań cu ch y  alkaliczne , o d d z ie la jące  się w  środow isku  a lkalicznym  lub 
łań cu c h y  D TN B u leg a jące  dy so c jac ji po zab lokow an iu  g rup  tio low ych  m iozyny d w u ­
s ia rczk iem  3 -k a rb o k sy ,4 -n itro fen y lo w y m  (DTNB).
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Do oddzielania lekkich łańcuchów od trzonu cząsteczki zastosowali oni 
chrom atografię powinowactwa wiążąc je, po oddysocjowaniu w bardzo 
łagodnych w arunkach, z unieruchom ionym i na kolumnie z sefarozy spe­
cyficznym i ich przeciwciałami. Okazało się więc, że lekkie łańcuchy zali­
czane do „niezbędnych” dla zachowania enzym atycznej aktyw ności, n a j­
prawdopodobniej stabilizują i m odyfikują centrum  aktyw ne A TPazy mio- 
zynowej, lecz nie biorą bezpośredniego udziału w tw orzeniu tego centrum . 
Podobieństwo struk tura lne  lekkich łańcuchów obu rodzajów pomimo róż­
nic w zdolności wiązania wapnia i funkcji w cząsteczce, zostało również 
potwierdzone w badaniach immunologicznych (28).

Pow racając jednak do łańcuchów regulujących pozostaje do uzasad­
nienia dlaczego ta nazwa jest słuszna i na czym polega regulacja oddziały­
w ania miozyny i ak tyny  w m ięśniu szkieletowym przez te łańcuchy, jaki 
jest jej mechanizm. Na podstawie dotąd zebranych inform acji odpowiedź 
niestety  nie jest łatwa.

Początkowo przypuszczano, że obecność w miozynie miejsc w ykazują­
cych duże powinowactwo do wapnia, oraz u tra ta  zdolności w iązania w ap­
nia przez miozynę po oddzieleniu łańcuchów regulujących może mieć 
związek z nieznanym  dotąd dodatkowym  mechanizmem kontroli skurczu, 
w którym  grają one decydującą rolę (29, 30). Jednakże hipoteza ta  nie 
uzyskała potwierdzenia w badaniach B a g s h a w  i R e e d  (31) chociaż 
nie w ykluczają oni możliwości istnienia takiej regulacji. Być może, że 
zaobserwowane zmiany konform acyjne m iozyny po przyłączeniu wapnia 
w badaniach przeprow adzanych na m ięśniach trudno powtórzyć na uk ła­
dach izolowanych (32, 33). W doświadczeniach z białkam i kurczliw ym i 
takiej regulacji nie stwierdzono (31). Zasadniczą różnicą pomiędzy łańcu­
chami regulującym i m iozyny z mięśni mięczaków a łańcucham i, które 
nazwano regulującym i z mięśni ssaków jest ich niezdolność przyw racania 
miozynie z mięśni mięczaków utraconego powinowactwa do wapnia.

Jony m agnezu lub wapnia wiążą się do miejsc niespecyficznych w 
każdym z łańcuchów regulujących m iozyny niezależnie od rodzaju mięśni 
z których pochodzą i u trw ala ją  wiązania pomiędzy tym i łańcucham i 
a łańcucham i ciężkimi stanow iącym i trzon cząsteczki m iozyny (34). 
K e n d r i c k - J o n e s  i i n.  (35) rozróżniają dwie grupy łańcuchów regu­
lujących. Do pierwszej zaliczają łańcuchy tworzące z pozbawioną łańcucha 
miozyną z mięśni mięczaków miejsce silnie i specyficznie wiążące jony 
wapnia oraz przejm ujące funkcję regulacji in terakcji z aktyną. Do tej 
grupy oprócz łańcuchów regulujących m iozyny z mięśni mięczaków zali­
cza się analogiczne łańcuchy m iozyny z mięśni gładkich. W obydwu przy­
padkach nazwa jest zgodna z funkcją tych łańcuchów. Do drugiej grupy 
zalicza się łańcuchy o dużym powinowactwie do jonów dwuw artościo- 
wych (Mg2+, Ca2+) i w obecności tych jonów silniej związane z trzonem  
cząsteczki. Zdaniem  niektórych autorów  aktyna wiąże się z cząsteczką 
m iozyny z dala od miejsc, w których wiążą się jony dwuwartościowe (35).
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Jak  już wspomniano łańcuchy regulujące zaliczone do drugiej grupy 
mogą w pewnych w arunkch zastąpić łańcuch regulujący m iozyny z mięśni 
mięczaków. Dzieje się to  wówczas gdy w miozynie z mięśni mięczaków 
obecny jest jeden z jej w łasnych łańcuchów regulujących i jak można 
przypuszczać on to w tedy reguluje jej interakcje z aktyną (35). Drugim 
koniecznym w arunkiem  jest obecność ak tyny  w czasie usuw ania jednego 
z łańcuchów regulujących miozyny z mięśni mięczaków. A ktyna bowiem 
tworząc kompleks z miozyną u trw ala jej s truk tu rę  (35). Jak i jest m echa­
nizm przejm ow ania funkcji regulatora in terakcji m iozyny z aktyną przez 
natyw ny łańcuch regulujący pozostały w jednej z dwóch główek miozyny 
z mięczaków po działaniu EDTA dotychczas nie jest w yjaśnione (36). 
K e n d r i c k - J o n e s  wysuw a przypuszczenie kooperacji pomiędzy 
główkami miozyny, z których jedna zawiera natyw ny łańcuch regulujący, 
druga zaś zawiera w budow any łańcuch pochodzący z miozyny mięśni 
szkieletowych, a więc łańcuch regulujący zaliczany do grupy drugiej (36, 
37). Jednakże ostatnio wykazano, że obecność dwóch główek nie jest ko­
nieczna dla zachowania regulowanej stężeniem  wapnia interakcji miozyny 
i aktyny. Subfragm ent 1 (Ryc. 3), odtrawione enzym am i proteolitycznym i 
główki miozyny mięśni mięczaków po w budow aniu nieuszkodzonego enzy­
mami proteolitycznym i łańcucha regulującego reagują z aktyną dopiero 
wówczas, gdy utworzone pomiędzy tym  łańcuchem  a trzonem  cząsteczki 
miejsce wykazujące duże powinowactwo do wapnia zostanie nim wysy- 
cone (38). Ponieważ w odtraw ionych główkach miozyny kooperacja jest 
raczej niemożliwa, przypuszczenie K e n d r i c k a - J o n e s a  zostało po­
twierdzone.

III. Łańcuchy regulujące jako podjednostki miozyny z mięśni 
szkieletowych szybkich

III-l. Warunki dysocjacji łańcuchów regulujących

Zastanaw ia zróżnicowana trw ałość wiązania zaobserwowana w bada­
niach w arunków  dysocjacji łańcuchów regulujących m iozyny z mięśni 
szkieletowych królika. Konsekwencją term odynam iczną znacznego obni­
żenia powinowactwa łańcuchów, po oddzieleniu ich od trzonu cząsteczki, 
do jonów dwuwartościowych (39—42) jest ich dysocjacja w obecności 
EDTA (43—45). Istnieje tu ta j pewne podobieństwo do łańcuchów regulu­
jących miozyny z mięśni mięczaków. W obecności EDTA w tem peraturze 
0° można również oddzielić tylko ok. 50% analogicznych łańcuchów mio­
zyny z mięśni szkieletowych szybkich (43). Całkowite ich usunięcie w y­
m aga równoczesnego rozluźnienia wiązania z trzonem  cząsteczki (np. przez 
zablokowanie grup tiolowych lub podwyższoną tem peraturę) oraz wyeli­
m inow ania związanego z białkiem  jonu m etalu dwuwartościowego (przez
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wprowadzenie chelatora do środowiska) (45—47). Zastosowanie kontrolo­
wanego blokowania grup tiolowych asym etrycznym  dwusiarczkiem  po­
zwoliło na wykazanie, że dysocjacja obydwu łańcuchów jest możliwa 
wówczas, gdy blokowaniu ulegają grupy tiolowe lekkich łańcuchów  mio­
zyny. (48, 49).

We wcześniejszych badaniach do oddzielania łańcuchów regulujących 
od m iozyny z m ięśni szkieletowych królika stosowano działanie sym e­
trycznego dwusiarczku (DTNB) w obecności EDTA. K e n d r i c k -  
J o n e s ,  S z e n t k i r a l y i  i S z e n t - G y ó r g y i  (35) zwrócili uwagę, 
że obecność EDTA zwiększa ilość zdysocjowanych łańcuchów. Jednakże 
większość autorów  uważa, że i tą  m etodą tylko niewiele ponad 50% łań ­
cuchów łatwo oddziela się od trzonu cząsteczki (29, 50, 51). Podobne w y­
niki otrzym ano w yw ołując dysocjację łańcuchów regulujących w obec­
ności ich przeciwciał (52). Taka zróżnicowana trw ałość w iązania dwóch 
łańcuchów regulujących nasuwa przypuszczenie o różnicach w ich budo­
wie lub w budowie główek miozyny. Jednakże na ogół panuje pogląd, że 
zarówno łańcuchy regulujące wbudowane do obu główek cząsteczki mio­
zyny jak  i te główki są identyczne (53). Interesujące w yjaśnienie różnej 
trw ałości wiązania łańcuchów regulujących proponuje Bagshaw (53). 
P rzy jm uje  on w swych rozważaniach następujące założenie: m iejsca w 
cząsteczce m iozyny wiążące łańcuchy regulujące stają  się po ich dysocjacji 
(w nieobecności jonów dwuwartościowych) jak  gdyby „lepkie” i p rzy łą­
czające się łatwo do drugiej główki miozyny. Następuje wówczas zabu­
rzenie równowagi kontrolującej wiązanie jonów dwuwartościowych, dy­
socjację i asocjację lekkich łańcuchów miozyny. Obniżenie stężenia jonów 
dwuw artościowych powoduje odwracalną dysocjację łańcuchów regu lu ją ­
cych i uw arunkow ane kinetycznie odwracalne zlepianie główek miozyny. 
Przesunięcie równowagi, wywołane zlepieniem się główek może w zależ­
ności od w arunków  powodować zaburzenia wiązania jonów dwuw artościo­
wych.

Ogólny schem at dysocjacji łańcuchów regulujących i jonów dw uw ar­
tościowych przedstawiono na rycinie-1. Przez dobór odpowiednich para­
m etrów  Bagshaw wykazał możliwość uzyskania pozytyw nej lub negatyw -

5 8
Me.L. H—H. L.Me - r Me. L.H-H+L.Me - r H-H+2L. Me

4 = h -* M e.L .H -H +L  - r  
+Me

8
-H -H + L  Me 

+ Me+L
Me.L. H -H .L  

+ Me

7 9
L .H -H .L  

+2 Me
L .H -H + L  

+2 Me
H-H+2L  

+ 2 Me

R yc. 1. S ch em at dyso c jac ji jonów  m e ta li dw u w arto śc io w y ch  i łańcuchów  re g u lu ją ­
cych m iozyny. M e — jo n  m e ta lu  dw uw artośc iow ego ; L  — Ł ań cu ch  reg u lu jący ; H  — H  
m iozyna pozbaw iona łańcuchów  reg u lu jących .
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nej kooperacji główek w czasie wiązania jonów dwuwartościowych przez 
miozynę (53). Rozważania te jednak nie m ają znaczenia dla w yjaśnienia 
m echanizmów zachodzących w m ięśniu ze względu na znaczne w ew nątrz­
komórkowe stężenie jonów magnezu.

Nie łatw o też przyjm ując założenia Bagshawa w yjaśnić wpływ  usu­
wania łańcuchów regulujących na aktyw ność ATPazy miozynowej. W ta ­
beli I zestawiono wyniki badań aktyw ności ATPazy m iozyny częściowo 
lub całkowicie pozbawionej łańcuchów regulujących. Praw ie we wszyst­
kich przytoczonych w tabeli przykładach nie stw ierdzano w pływ u usuw a­
nia łańcuchów na aktywność miozynowej ATPazy oznaczanej w nieobec­
ności aktyny, wykazano natom iast bardzo w yraźny wpływ  w obecności 
aktyny. Można zatem uważać, że usunięcie łańcucha regulującego zaburza 
oddziaływanie m iozyny z aktyną oraz, że ten  łańcuch reguluje wzajem ne 

v oddziaływanie tych dwóch białek pełniąc funkcję efektora aktom iozyno- 
wej ATPazy. Zastanaw ia jednak w yraźny brak  zbieżności pomiędzy 
ilością usuniętych łańcuchów a aktyw nością ATPazy oznaczanej w obec­
ności jonów magnezu i aktyny. W prawdzie przyjm ując założenia Bagshaw 
można sobie wyobrazić że zlepianie główek powoduje zaburzenie pow sta­
wania bipolarnych filam entów  miozyny i to właśnie jest przyczyną obni­
żenia ATPazy aktomiozynowej. N astępujący jednak wzrost aktywności 
ATPazy po usunięciu ok. 50°/o łańcuchów działaniem  EDTA w tem pera­
turze 0°, wskazuje, że w tym  przypadku m odyfikacja m iozyny prowadzi 
do ułatw ienia oddziaływania ak tyny  z miozyną (por. Tabela 1).

Tabela 1
Zmiany aktywności ATPazy miozynowej po częściowym lub całkowitym pozbawieniu tego białka 
łańcuchów regulujących

Metoda usuwania łańcuchów
Ilość

usuniętych
Aktywność ATPazy oznaczanej 

w obecności Piśmien­
z trzonu cząsteczki miozynowej łańcuchów

(%)
K + Ca2+ Mg2+ oraz 

aktyny
nictwo

Działanie EDTA w temp. 0°C 48 108 145 160 43

Działanie EDTA w temp. 37°C 70 103 104 89 45

Działanie DTNB w obecności 55 38 96 30, 40, 74*> 29
EDTA w temp. 0°C 60 1 0 0 1 0 0 27 54

50 1 0 0 1 0 1 38—78**) 51

Działanie DTNB w obecności 
EDTA i ponowne działanie EDTA 
w temp. 0°C 98— 100 1 0 1 1 0 0 30—39**> 55

Aktywności ATPazy podano w % aktywności specyficznej miozyny natywnej (kontrolnej).
*> Aktywność ATPazy oznaczano w obecności różnych ilości KC1 w środowisku (stężenie końcowe kolejno 25, 53, 

100 mM).
**> Aktywność ATPazy oznaczano w obecności różnych ilości aktyny od 0.5 mola aktyny na mol miozyny (niedobór) 

do 24 moli aktyny na mol miozyny (znaczny nadmiar).
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Porów nując w arunki usuwania łańcuchów regulujących i zm iany 
aktyw ności aktomiozynowej ATPazy można z łatwością dostrzec, że w 
m iarę wprowadzania czynników rozluźniających s truk tu rę  główek miozy­
ny (term iczna denaturacja lub blokowanie grup tiolowych miozyny) nastę­
puje znaczne obniżenie aktywności aktomiozynowej ATPazy. Po ponow­
nym  w budow aniu usuniętych łańcuchów następuje powrót aktyw ności 
ATPazy do poziomu aktywności miozyny natyw nej traktow anej jako 
układ kontrolny (55).

Przytoczone powyżej wyniki badań wyraźnie wskazują, że w raz z mo­
dyfikacją m iozyny z mięśni szkieletowych szybkich, przez częściowe lub 
całkowite usunięcie jej łańcuchów regulujących, m odyfikacji ulega oddzia­
ływ anie tej m iozyny z aktyną. Zm iany jednak wywołane brakiem  lub 
zmniejszeniem  ilości łańcuchów regulujących nie dadzą się wytłum aczyć 
zwykłą stechiom etrią wiązania i dotyczą bardziej złożonych procesów, 
k tórych zaburzenie nastąpiło po usunięciu podjednostki pełniącej funkcję 
białkowego efektora enzymu.

III-2. Struktura łańcuchów regulujących

Homologiczne białka wiążące w apń do których zalicza się również 
łańcuchy regulujące omówiono już w „Postępach Biochemii” (56). Białka 
te w ykazują znaczne podobieństwo sekwencji aminokwasowych, a co 
zatym  idzie duże podobieństwo w strukturze drugorzędowej. C harakte­
rystycznym  elem entem  struk tu ra lnym  tych białek są tzw. domeny w ią­
żące w apń (Ryc. 2), które w ykryto badając s truk tu rę  krystalograficzną 
parw album iny (57, 58). Na podstawie homologii sekwencji aminokwaso- 
wej postuluje się występowanie trzech lub czterech analogicznych domen 
w cząsteczkach pozostałych białek wiążących wapń w tym  i łańcuchów 
regulujących m iozyny (57—60). Na rycinie 2 przedstawiono sekwencję 
aminokwasów łańcucha regulującego miozyny z mięśni szkieletowych 
królika (58) z zaznaczoną domeną wiążącą jony wapnia lub magnezu, 
składającą się z dwóch odcinków a-heliksu oraz „pętli” wiążącej te jony 
wraz z resztam i aminokwasowymi, dostarczającym i ligandów do ich 
koordynacji. Domena jest położona w N-końcowym fragm encie sekwencji. 
W dalszej jej części łańcuch polipeptydowy wykazuje m niejsze podo­
bieństwo s tru k tu ry  do parw album iny, w miejscach odpowiadających po­
zostałym  trzem  domenom zwłaszcza w „pętlach” wiążących jony dwu- 
wartościowe. Na tej podstawie można przewidywać, że łańcuchy regu lu­
jące m iozyny mięśni szkieletowych będą wiązać tylko jeden jon wapnia 
lub m agnezu na cząsteczkę (58, 59) co potw ierdzają omówione wcześniej 
prace doświadczalne. W łańcuchach tych przed domeną wiążącą wapń 
znajduje się 25-cio aminokwasowy odcinek zaw ierający dwie położone 
obok siebie reszty  serynowe, z k tórych jedna ulega fosforylacji przez
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Ryc. 2. S ek w en c ja  am inokw asow a łańcuchów  reg u lu jący ch  m iozyny m ięśn i szk ie le to ­
w ych k ró lika  wg. (26). Na ry su n k u  zaznaczono dom enę w iążącą w apń , resz ty  se ry n o - 
we 14 i 15 z k tó ry ch  jed n a  ulega fo sfo ry lac ji, m iejsca tra w ie n ia  try p sy n ą  i chym o- 
try p sy n ą  o raz  dw ie  resz ty  cyste inow e m odyfikow ane przez DTNB.
A — Ala,  B — A sx, C — Cys, D — Asp, E — G lu, F.— P he, G — Gly, H — His, I — Ile, 
K — Liz, L — L eu , M — M et, N — Asn, P — Pro,  Q — G in, R — A rg, S — Ser, T  — T re , 
V — Wal ,  W — T rp , Y — T yr, Z — Glx.

kinazę lekkich łańcuchów. Trawienie enzymami proteolitycznym i w ła­
godnych w arunkach prowadzi do odszczepienia fragm entów  lekkiego 
łańcucha położonych w tym  odcinku (61, 62) co pokazano na rycinie 2. 
Na samym N-końcu sekwencji w ystępuje aż pięć hydrofilow ych reszt 
am inokwasowych o charakterze zasadowym. Duża hydrofilność a także 
podatność na traw ienie i fosforylację wskazuje, że ta część łańcucha regu­
lującego znajduje się na powierzchni cząsteczki miozyny i jest łatwo 
dostępna dla enzymów odpowiedzialnych za te procesy.

Cząsteczka łańcucha regulującego jest asym etryczna, składa się praw ­
dopodobnie z części globularnej i wydłużonej części elastycznej. Długość 
cząsteczki ok. 150 A ulega zmniejszeniu do 100 A po związaniu jonu w ap­
nia. Po odtraw ieniu od N-końca fragm entu  o masie ok. 2000 zawierającego 
serynę ulegającą fosforylacji (Ryc. 2) zmiany długości cząsteczki łańcu­
cha regulującego po związaniu wapnia są o połowę m niejsze (63). Można 
wnioskować zatem, że N-końcowy fragm ent ma istotne znaczenie dla 
konform acyjnych zmian cząsteczki w yw ołanych związaniem jonów w ap­
nia (63). M iozyna rekonstytuow ana z łańcuchem  regulującym  zaw ierają­
cym znacznik spinowy ulegała zmianom konform acyjnym  po związaniu 
jonu wapniowego, obserwowanym  w różnicy sygnału EPR (64). Zm iany te 
są inne niż w badaniach na wyizolowanym  łańcuchu, co jak  się w ydaje

120 *- -
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może być spowodowane oddziaływaniem  łańcucha regulującego z łańcu­
chem ciężkim m iozyny (29). W ystępowanie takich oddziaływań w ynika 
z różnic stałych wiązania jonów wapnia i magnezu, k tórych w artości są
o kilka rzędów niższe w przypadku łańcucha wyizolowanego w stosunku 
do wartości uzyskanych dla całej miozyny (29, 30). Jeżeli seryna w łańcu­
chu regulującym  w ystępuje w form ie ufosforylow anej zmniejsza się po­
winowactwo do jonów wapnia zarówno miozyny jak  i łańcuchów wyizo­
lowanych (63, 64).

S tru k tu ra  łańcuchów regulujących w arunkuje zatem  ich funkcję regu­
lacyjną dwojako, przez wiązanie jonów wapnia oraz przez fosforylację 
seryny. Oba zjawiska, koordynacji jonów wapnia i kow alencyjnej m ody­
fikacji białka w pływ ają, jak omówiono powyżej, na konform ację regu lu­
jących łańcuchów niezależnie od tego czy są one związane z cząsteczką 
m iozyny czy wyizolowane z cząsteczki. Te właśnie zmiany konform acyjne 
mogą wskazywać na możliwość oddziaływania łańcuchów regulujących 
na ułożenie główek miozynowych.

III-3. Położenie łańcuchów regulujących w cząsteczce miozyny

Pierw sze inform acje dotyczące położenia łańcuchów regulujących w 
cząsteczce miozyny uzyskano w badaniach s tru k tu ry  i właściwości po­
szczególnych fragm entów  miozyny otrzym anych w w yniku traw ienia 
proteazam i. Okazało się, że w zależności od obecności lub nieobecności 
jonów dwuwartościowych łańcuchy regulujące mogą wpływać na trw a­
łość rozluźnionej, dostępnej dla enzymów proteolitycznych części łańcucha 
ciężkiego łączącej główki (tzw. subfragm enty 1 — Si) z dalszą częścią 
cząsteczki miozyny (65— 70).

Pod wpływem  działania proteaz łańcuchy regulujące ulegają częścio­
wej degradacji. Dlatego przy otrzym yw aniu ciężkiej m erom iozyny — 
HMM (zawierającej obie główki oraz odcinek ciężkich łańcuchów o dłu­
gości 450A nazw any subfragm entem  2 — S2) dla zmniejszenia dostępności 
enzymów proteolitycznych do łańcuchów regulujących wprowadza się do 
środowiska jony m agnezu rzadziej wapnia, stabilizujące czwartorzędową 
struk tu rę  cząsteczki. Pow stała w w yniku fragm entacji proteolitycznej 
część miozyny lekka merom iozyna — LMM, nieaktyw na enzymatycznie 
jest tym  fragm entem  miozyny, k tó ry  tw orzy trzon filam entu grubego, 
ciężka m erom iozyna odpowiada tem u odcinkowi cząsteczki miozynowej, 
k tóry  tw orzy w ypustki na filamencie grubym  (Ryc. 3). Łańcuch regu lu ją­
cy wiąże się z główką miozyny oddzieloną w w yniku traw ienia ciężkiej 
m erom iozyny trypsyną (71). F ak t ten  stanowi potwierdzenie, że łańcuch 
regulujący znajduje się w enzym atycznie aktyw nym  fragm encie miozyny, 
jak również może być w ykorzystany jako pośredni dowód możliwości 
oddziaływania łańcucha regulującego na zmiany położenia główki mio-
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Ryc. 3. P rzypuszczalne  po łożenie  łań cu c h a  regu lu jącego  w  cząsteczce m iozyny. 
M e2+ — m iejsce  w iązan ia  M g2+ lub  Ca*'1'.  P — mi ej sce  fo sfo ry lac ji; Si — su b frag - 
m en t 1 m iozyny; S2 — su b frag m en t 2 m io/.yny; IlM M  — ciężka m erom iozyna; LM M  — 
lekka m erom iozyna; A — m onom er ak ty n y  w kon tak c ie  z g łów ką m iozyny: SHi, 
SH 2 — c h a rak te ry s ty czn e  g ru p y  tiolow e, k tó ry ch  b lokow an ie  w p ły w a na  ak tyw ność  
A T Pazy m iozyno w e j.

zyny. Na rycinie 3 przedstawiono przypuszczalne położenie łańcucha 
w cząsteczce miozyny opierając się głównie na sugestiach M o r n e t a 
i i n. (72). A utorzy ci porównując położenie charakterystycznych grup 
tiolowych miozyny SH, i SH2, jak  również centrum  aktyw nego (73—82) 
sugerują, iż C-końcowy fragm ent m iozyny — na odcinku, w którym  znaj­
dować się ma centrum  aktyw ne enzym u oraz miejsce in terakcji miozyny 
z aktyną — przedstaw ia wraz z znajdującym  się w pobliżu łańcuchem  
regulującym  system  biorący udział w regulacji oddziaływania miozyny 
i aktyny przez zmiany położenia główki m iozyny względem osi (trzonu) 
filam entu grubego. Na poparcie swego przypuszczenia autorzy, powołują 
się na wykazaną przez H u x l e y a  i S i m o n  s’ a (3) rolę labilnego 
odcinka łączącego subfragm ent 1 z subfragm entem  2.

Dodatkowe inform acje dotyczące ułożenia łańcuchów regulujących w 
główce miozynowej pochodzą z badań m etodami immunologicznymi. 
Przeciwciała otrzym ane zarówno przeciw łańcuchom  regulującym , jak 
i przeciw łańcuchom  lekkim  stabilizującym  aktyw ne centrum  enzymu, 
wiążą się z cząsteczką miozyny w rejonie subfragm entu 1 bliskim  C-końca 
oraz labilnego odcinka sąsiadującego z subfragm entem  2 (83). Badania te 
potw ierdzają sugestie w ysuw ane na podstawie inform acji pośrednich z ba­
dań fragm entacji cząsteczki miozynowej w różnych w arunkach, jak rów ­
nież z badania charakterystyki i lokalizacji aktyw nego centrum  mio­
zyny (4).
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III-4. Fosforylacja łańcuchów regulujących

Przy  om awianiu s tru k tu ry  łańcuchów regulujących zwrócono uwagę, 
że jedna z reszt serynow ych (14 lub 15) ulega odwracalnej kow alencyjnej 
m odyfikacji przez fosforylację. Enzymem katalizującym  przyłączenie 
reszty fosforylowej, pochodzącej z cząsteczki ATP, do grupy hydroksylo­
wej łańcucha bocznego seryny jest, specyficzna dla łańcucha regulującego 
kinaza, nazwana kinazą lekkich łańcuchów m iozyny (15, 16). Kinaza jest 
aktyw na w kompleksie z kalm oduliną białkiem  wiążącym w apń wysyconą 
czterem a jonam i wapnia. Dzięki tem u proces fosforylacji jest regulow any 
przez stężenie jonów wapnia (84, 85). Defosforylacja łańcucha regu lu ją­
cego zachodzi przy udziale specyficznej fosfatazy lekkich łańcuchów mio­
zyny (17). Reakcję fosforylacji i defosforylacji obrazuje rycina 4. P rzy

Ryc. 4. S ch em at p rocesu  fo sfo ry lac ji i defo sfo ry lac ji łańcuchów  reg u lu jący ch  m iozyny 
z m ięśn i szkieletow ych  szybkich.

stężeniu jonów wapnia bliskim stężenia wymaganego do aktyw acji sku r­
czu mięśnia szkieletowego (ok. 10-fl M) kalm odulina wiąże cztery jony 
wapnia i przyłącza się do kinazy lekkich łańcuchów miozyny. Pow stały 
kompleks w ykazuje w obecności jonów magnezu aktywność fosfotransfe- 
razy wobec lekkich łańcuchów regulujących miozyny. Białka m iofibry-

- larne ulegające fosforylacji, jak  i enzym y biorące udział w procesie fos­
forylacji i defosforylacji białek aparatu  kurczliwego mięśni zostały szerzej 
opisane w „Postępach Biochemii” (22).

Od m om entu odkrycia przez P e r r i e  i P e r r y  (86) dwóch form  
łańcucha regulującego i wykazania, że różnią się one obecnością reszty 
fosforylowej, usiłowano wyjaśnić ich rolę w skurczu mięśni. W m ięśniach 
gładkich fosforylacja łańcuchów regulujących jest czynnikiem  niezbęd-
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nym  do aktyw acji m iozyny przez aktynę (12a, 12b, 87). W ynika to z ba­
dań regulacji skurczu w różnych typach mięśni gładkich (87—92). W przy­
padku tych mięśni postuluje się system  regulacji w ykorzystujący fosfo- 
rylację łańcucha regulującego, jako czynnik inicjujący skurcz, natom iast 
defosforylację jako czynnik rozkurczający. Dane z badań in vitro jak 
i in vivo nie potw ierdzają takiego efektu  w przypadku mięśnia szkieleto­
wego. Rola fosforylacji łańcucha regulującego miozyny mięśni szkieleto­
w ych jest jeszcze wciąż niejasna. Należałoby oczekiwać, że wprowadzenie 
silnie ujem nie naładow anej grupy fosforylowej w stru k tu rę  białka po­
winno wpływać na jego konform ację. Biorąc pod uwagę położenie łańcu­
cha regulującego w cząsteczce m iozyny w m iejscu łączenie się główki 
z resztą ciężkiego łańcucha, zmiana jego konform acji może wpływać na 
centrum  aktyw ne m iozyny znajdujące się w główce, jak  również na uło­
żenie główki miozyny względem powierzchni grubego filam entu i oddzia­
ływ anie z aktyną. Istnieje szereg dowodów na występowanie zmian w 
struk turze łańcucha regulującego, a także całej cząsteczki miozyny pod 
wpływem  jego fosforylacji (63, 64). W arta podkreślenia jest różna podat­
ność zagregowanej w filam enty miozyny ufosforylowanej i zdefosforylo- 
w anej mięśni szkieletowych na traw ienie enzymami proteolitycznym i (93). 
Fosforylacja łańcucha regulującego osłabia działanie chym otrypsyny 
i papainy, enzymów proteolitycznych na lekki łańcuch, a także w miejscu 
łączącym subfragm enty 1 i 2 (por. Ryc. 3). Łańcuch regulujący zatem  w 
form ie ufosforylow anej osłania przed enzymami proteolitycznym i miejsce, 
od którego zależy ruch główki, równocześnie sam staje się bardziej od­
porny na działanie enzymów proteolitycznych. Z drugiej strony w obec­
ności ufosforylowanego łańcucha regulującego ułatwione jest pow staw a­
nie ciężkiej meromiozyny.

Syntetyczne filam enty  utworzone z oczyszczonej m iozyny ufosforylo­
w anej i zdefosforylowanej w ykazyw ały odm ienną s truk tu rę  w obrazach 
z m ikroskopu elektronow ego (K. Kasm an — dane niepublikowane). Róż­
niły  się one również stopniem rozpuszczalności w roztworach o zwiększa­
jącym  się stężeniu soli adenozynotrójfosforanu, pirofosforanu. F ilam enty  
utworzone z miozyny ufosforylow anej są wprawdzie trudn iej rozpuszczal­
ne w roztworach zaw ierających stężenie soli zbliżone do fizjologicznych, 
natom iast w obecności ATP i PPi rozpuszczają się łatw iej niż filam enty 
m iozyny zdefosforylowanej. W skazuje to  na różnicę w oddziaływaniach 
stabilizujących s truk tu rę  filam entów  obu form  miozyny.

Badano również wpływ  fosforylacji na właściwość wiązania kationów 
w apnia przez łańcuchy regulujące. H o l r o y d e  i in .  (94) nie uzyskali 
różnic w wiązaniu jonów wapnia z miozyną ufosforylow aną i zdefosfory- 
lowaną, co jest niezgodne z prezentow anym i wyżej w ynikam i (41) uzyska­
nym i na izolowanych łańcuchach, jak również z badaniam i miozyny 
z w budow anym  łańcuchem  regulującym  z przyłączonym  do niego znacz­
nikiem  spinowym  (64). Obserwowane różnice w ynikają z odmienności
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metod zastosowanych do oznaczania wiązania wapnia. Zm iany konform a- 
cyjne miozyny pod wpływem  fosforylacji, jakkolw iek ich charak ter nie 
jest dobrze poznany można uznać za udowodnione. Zm iany te przenoszą 
się także na struk tu rę  filam entu miozynowego. W pływ fosforylacji łańcu­
chów regulujących na aktyw ność enzym atyczną m iozyny mięśni szkiele­
towych budzi wiele kontrow ersji. Początkowo nie obserwowano w yraźne­
go w pływ u fosforylacji na aktyw ność ATPazy aktomiozynowej i ATPazy 
akto-HMM (19, 95). P e m r i c k  (96) jednakże w ykazała znaczny wzrost 
aktywności ATPazy aktom iozynowej w układzie zaw ierającym  czystą 
aktynę, a także aktynę z tropom iozyną i troponiną oraz ufosforylow aną 
miozyną w porów naniu do takiego samego układu, w którym  miozyna 
w ystępowała w form ie nieufosforylowanej. Ufosforylowana miozyna w y­
kazywała wyższe powinowactwo wobec aktyny. W yniki ham ow ania 
ATPazy miozynowej stym ulow anej jonam i potasu w obecności aktyny, 
jak  również wpływ ak tyny na aktomiozynową ATPazę w skazywały rów ­
nież na zwiększone powinowactwo aktyny do miozyny ufosforylow anej 
(97). Dotyczyło to zarówno miozyny monomerycznej jak i m iozyny zagre­
gowanej w filam enty. Stwierdzono ponadto znaczne zmiany w przebiegu 
superprecypitacji aktom iozyny natu ralnej, k tórą uprzednio poddano pro­
cesom fosforylacji i defosforylacji łańcuchów regulujących m iozyny (98). 
Aktomiozyna natu ra lna  zaw ierająca miozynę ufosforylow aną wykazywała 
znaczne opóźnienie superprecypitacji w porównaniu z aktom iozyną zde- 
fosforylowaną. W przeciw ieństwie do wyników Pem rick (96) fosforylacja 
m iozyny prowadziła do znacznego obniżenia aktywności ATPazy aktom io­
zynowej (97, 98). Inne stanowisko prezentują Cook i Stuli, którzy na pod­
stawie własnych doświadczeń oraz doświadczeń M organa i in. (17) uważa­
ją, że brak  jest różnic zarówno w powinowactwie ak tyny  wobec obu form 
m iozyny jak  i w aktywności aktomiozynowej ATPazy. Z przeprowadzo­
nych dotychczas badań w ynika (Stępkowski i in. dane niepublikowane), 
że w zależności od w arunków  (stężenie ATP soli, aktyny), w których 
porów nuje się aktyw ność ATPazy obu fo'rm m iozyny w ystępującej w 
kompleksie z aktyną uzyskuje się różne wyniki. P rzy  oznaczaniu ak tyw ­
ności ATPazy bowiem m ierzy się ilość fosforanu uwalnianego z reakcji 
rozkładu ATP przez aktomiozynę. Proces ten  jest złożony i w różnych 
etapach reakcji przebiega z odm ienną szybkością (100). W w arunkach siły 
jonowej roztw oru zbliżonej do fizjologicznej (^ ^  0,120) reakcja zachodzi 
w dwóch fazach. Pierw sza — tzw. przejaśnienie (ang. clearing) — polega 
na oddysocjowaniu cząsteczek m iozyny od filam entów  aktynow ych i jed­
noczesnym tw orzeniu agregatów miozynowych. Druga — właściwa super- 
precypitacja, wzrost zm ętnienia żelu aktomiozynowego po podaniu ATP — 
zachodzi w w yniku spadku stężenia ATP pod wpływem  działania ATPazy 
aktomiozynowej. W drugiej fazie następuje ponowne połączenie aktyny 
z miozyną. Aktywność ATPazy zmienia się, jak  wspomniano wyżej, na 
poszczególnych etapach reakcji. Fosforylacja łańcucha regulującego w pły­
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wa na długość fazy pierwszej (98), a przez to przypuszczalnie na m ierzoną 
w reakcji ilość uwolnionego fosforanu. Opóźnienie superprecypitacji 
aktom iozyny z ufosforylow anym i lekkim i łańcucham i można tłum aczyć 
większą trudnością w tw orzeniu w obecności ATP filam entów  ufosfory- 
lowanych niż nieufosforylowanych (98). Oddziaływania m iozyna-m iozyna 
są, jak  wiadomo niezbędnym  czynnikiem  sprzyjającym  aktyw acji ATPazy 
aktom iozynowej. Powinno to w efekcie prowadzić do opóźnienia super­
precypitacji i obniżenia aktyw ności ATPazy aktom iozynowej m iozyny 
ufosforylow anej. Obniżenie siły jonowej roztw oru powoduje skrócenie 
fazy pierw szej i w ten  sposób sprzyja pow staw aniu agregatów  miozyny, 
tym  sam ym  następuje zmniejszenie różnicy w czasie powstawania fila­
m entów  m iozyny ufosforylow anej i nieufosforylowanej. P rzy  bardzo nis­
kiej sile jonowej w środowisku superprecypitacja rozpoczyna się już w 
momencie zainicjowania reakcji przez dodanie ATP tak, że okres prze­
jaśnienia jest niezauważalny. W takich w arunkach nie może być mowy
o opóźnieniu tw orzenia filam entów  miozynowych a więc i o omawianym  
hipotetycznym  efekcie obniżania aktyw ności ATPazy. W spomniano już, 
że m iozyna ufosforylow ana w ykazuje większe powinowactwo wobec 
ak tyny  (96, 97). P rzy  założeniu, że jest to czynnik stym ulujący działanie 
ATPazy w stosunku do m iozyny nieufosforylow anej, można sobie wyo­
brazić występowanie dwóch konkurencyjnych efektów. Jednego sprzyja­
jącego wzrostow i aktyw ności ATPazy aktom iozyny ufosforylow anej w. 
związku z większym  powinowactwem tej form y m iozyny wobec aktyny; 
drugiego (obniżenie aktyw ności ATPazy aktom iozyny ufosforylow anej) 
wynikającego z właściwości filam entów  m iozyny ufosforylow anej, co 
omówiono wyżej. Pierw szy z efektów nie zależy od siły jonowej roztworu, 
w k tórym  prowadzona jest reakcja, natom iast w ystępuje w yraźniej przy 
niedoborze ak tyny  niż przy jej nadm iarze. Drugi zaś zależy zarówno od 
stężenia soli w środowisku jak  i stężenia ATP. Pem rick np. przeprow a­
dzała hydrolizę ATP w roztworze o niskiej sile jonowej (ji =  0,030) i przy 
niskim  stężeniu ATP (0,6 mM) i uzyskała praw ie dw ukrotnie wyższą 
aktyw ność ATPazy aktom iozyny ufosforylow anej w porównaniu do 
aktyw ności ATPazy aktom iozyny nieufosforylow anej (96).

Badano również zm iany ilości ufosforylow anych łańcuchów regu lu ją­
cych m iozyny w czasie drażnienia izolowanych żywych mięśni. Stwierdzo­
no, że przedłużone stym ulow anie prowadzące do skurczu tężcowego w w a­
runkach  izom etrycznych w pływ a na ilość reszt fosforylowych inkorporo- 
w anych do łańcuchów regulujących. Badano m ięśnie królika (101), żaby
(102), szczura (103), m yszy (104— 106) i kurczęcia (107). We wszystkich 
przypadkach mięśni szkieletowych szybkich, przedłużony skurcz tężcowy 
powodował zwiększenie stopnia ufosforylow ania łańcuchów regulujących. 
Mięśnie szkieletowe wolne m yszy badane w  w arunkach analogicznych jak  
m ięśnie szybkie nie w ykazyw ały wzrostu fosforylacji łańcuchów regu lu­
jących m iozyny w czasie drażnienia (104, 105), W m ięśniach wolnych
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kurczęcia obserwowano jednakże przyrost ilości ufosforylowanego łańcu­
cha ale po znacznie dłuższym czasie drażnienia niż w m ięśniach szybkich 
(107). W skazuje to na wolniejszy przebieg fosforylacji w tego typu  m ięś­
niach. S t u l i  i i n. (108) badając aktyw ności kinaz lekkich łańcuchów 
z różnych mięśni zauważyli, że w m ięśniach wolnych są one około dwa 
razy niższe niż w szybkich. Również zawartość kinazy na gram  tkanki 
jest o połowę m niejsza w m ięśniach wolnych. Dane te tłum aczą w olniej­
szy przyrost ilości ufosforylow anych łańcuchów regulujących w czasie 
pracy m ięśnia wolnego. Przez analogię z mięśniami gładkim i oczekiwano 
zbieżności stopnia fosforylacji łańcuchów regulujących i cyklu skurczu
i rozkurczu mięśni szkieletowych. Zaobserwowany wzrost ilości ufosfory­
lowanych łańcuchów regulujących nie pokryw a się czasowo z przebiegiem  
cyklu skurcz-rozkurcz, ani tym  bardziej z cyklem  tw orzenia się m ostku 
poprzecznych m iozyna-aktyna (102, 103). Ostatnio K l u g  i i n. (109) 
drażniąc mięsień szkieletowy szczura prądem  o niskiej częstotliwości 
(5 Hz), co pozwalało na pełny cykl skurczu i rozkurczu m iędzy dwoma 
impulsami, stw ierdzili przyrost fosforylacji analogiczny do skurczu tężco­
wego. W skazuje to na przedłużoną w stosunku do czasu skurczu ak tyw ­
ność kinazy i m ałą aktyw ność fosfatazy pracującej w fazie rozkurczu. 
Zespół S t u 11 a wykazał zbieżność stopnia fosforylacji m iozyny i wzmoc­
nienia pojedynczego skurczu po uprzedniej stym ulacji tężcowej mięśnia
(103) oraz wzmocnienia pojedynczego skurczu przy drażnieniu prądem
o niskiej częstotliwości (109). Może to sugerować wpływ fosforylacji łań ­
cucha regulującego na mechaniczne param etry  pracy m ięśnia takie jak  
siła i szybkość skurczu. W procesie przem iany energii chemicznej w m e­
chaniczną zachodzącym w m ięśniach zużywane przez ATPazę aktom iozy- 
nową ATP stanowi około 70% ogólnej ilości związku wysokoenergetycz­
nych fosforu. C r o w  i K u s h m e r i c k  (104, 105) zaosberwowali zależ­
ność m iędzy fosforylacją łańcucha regulującego m iozyny a zużyciem 
energii i szybkością skurczu. Podczas izometrycznego skurczu tężcowego 
m ięśnia szkieletowego szybkiego m yszy w raz z przyrostem  ilości reszt 
fosforylowych w lekkich łańcuchach miozyny, obniżeniu ulegała szybkość 
rozkładu związków w ysokoenergetycznych fosforu. Jednocześnie przy 
m niejszym  zużyciu energii, m ięsień utrzym yw ał nie zmienione napięcie 
skurczu izometrycznego. W w arunkach izotonicznej pracy m ięśnia fosfo­
ry lacja  łańcuchów regulujących powodowała znaczne obniżenie szybkości 
skurczu, co w yjaśnia rolę fosforylacji jako czynnika regulującego zużycie 
energii przez mięsień szybki przy przedłużającym  się czasie pracy  (104—  
106). Mięśnie szybkie są przystosowane do w ytw arzania dużej mocy w 
krótkim  okresie czasu. P rzy  przedłużającym  się obciążeniu m ięśnia fosfo­
ry lacja powoduje zmniejszenie zużycia ATP bez obniżenia napięcia m ięśnia 
kosztem- spadku jego sprawności m otorycznej, k tórej m iernikiem  jes t 
szybkość skurczu. W tych samych w arunkach eksperym entalnych mięśnie 
szkieletowe wolne nie w ykazyw ały takiego efektu. Takie zachowanie m oż-
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na tłum aczyć odm ienną w stosunku do mięśni szybkich funkcją spełnianą 
w organizmie zwierzęcia przez mięśnie wolne, które są przystosowane do 
pracy przy stałych obciążeniach.

Omówione powyżej badania dotyczące fosforylacji lekkich łańcuchów 
m iozyny m ięśni szkieletowych w ydają się potwierdzać jej regulującą rolę 
w procesie skurczu mięśnia. Jednakże nie można porównywać działają­
cych tu  m echanizmów z m echanizm ami działającym i w regulacji skurczu 
m ięśni gładkich.

Chociaż zarówno z badań in vivo  jak i in vitro  wynika, że form a łań ­
cucha regulującego miozyny z mięśni szkieletowych wpływ a na współ­
działanie tego białka z aktyną, to jednak trudno porównać te wpływy^ 
ponieważ badane są w zupełnie odm iennych w arunkach. Obniżenie ak tyw ­
ności ATPazy aktomiozynowej w w yniku fosforylacji łańcuchów regulu­
jących m iozyny in vitro  spowodowane jest, jak posulowano wyżej, inną 
trw ałością w obecności ATP filam entów  ufosforylow anej m iozyny niż 
filam entów  miozyny niefosforylowanej. Czy i jakim  zmianom konform a- 
cyjnym  m iozyny wyw ołanym  ATP i dokonującym  się w pełnej strukturze 
m iofibryli odpowiadają różnice trw ałości filam entów  m iozynowych i w ja ­
ki sposób w pływ ają na aktyw ność aktom iozynowej ATPazy w pracującym  
mięśniu? Na to pytanie nie można jeszcze udzielić odpowiedzi. Innym  
zagadnieniem  oczekującym  w yjaśnienia jest wpływ  zwiększonego powi­
nowactwa ak tyny  do miozyny ufosforylow anej na szybkość łączenia się
i rozdzielania miozyny i ak tyny  poprzez poprzeczne mostki w mięśniu.

IV. Uwagi końcowe

K e n d r i c k - J o n e s  i i n.  (13) w yodrębnili grupę lekkich łańcu­
chów m iozyny i nazwali je regulującym i tylko na podstawie ich zdolności 
zastępowania łańcuchów miozyny mięczaków w regulacji oddziaływania 
tego białka z aktyną. Do tej grupy  zaliczono również lekkie łańcuchy 
m iozyny z m ięśni szkieletowych szybkich o ciężarze cząsteczkowym 18 000.

W ydaje się jednak, że łańcuchy te mogą również wpływać na oddzia­
ływ anie m iozyny z ak tyną w m ięśniu szkieletowym  obok istniejącego 
system u regulacji tego oddziaływania przez zm iany konform acyjne tropot- 
miozyny i troponiny, składników cienkiego filam entu, wywołane zwiększe­
niem  stężenia wolnych jonów wapnia w komórce mięśniowej.

Łańcuchy regulujące m iozyny z mięśni szkieletowych mogą ulegać 
zmianom konform acyjnym  pod wpływem  wiązania jonów wapnia (39, 41, 
64) jak  i fosforylacji w w yniku aktyw acji kinazy lekkich łańcuchów (16).

W dotychczasotwych badaniach nie stw ierdzono w pływ u jonów w ap­
nia na wzajem ne oddziaływanie m iozyny z mięśni szkieletowych i ak tyny  
bez tropom iozyny i troponiny (11). Haselgrove jednak zaobserwował ruchy 
główek m iozyny wywołane zwiększeniem stężenia jonów wapnia na tak
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rozciągniętych w łóknach m ięśni szkieletowych, że kontakt ak tyny  z mio­
zyną nie był możliwy (33). Ruchy te zależne od jonów wapnia mogą być 
spowodowane w pływem  fosforylacji lekkich łańcuchów zachodzącej w 
tych w arunkach (16). M odyfikacja oddziaływania ak tyny  z m iozyną in 
vitro  (98) i in vivo  (104— 106) poprzez fosforylację łańcucha regulującego 
w ydaje się to potwierdzać.

W m ięśniu szkieletowym, fosforylacja łańcuchów regulujących ma 
ścisły związek z wydajnością pracy i funkcjonalnym  przeznaczeniem  
m ięśnia. Fosforylacja spełnia rolę regulacyjną poprzez zmianę oddziały­
w ań m iozyna-aktyna dostosowując je do możliwości energetycznych 
m ięśnia i wymogów organizmu. Dzieje się to  być może poprzez sprzężenie 
regulacji aktywności kinazy lekkich łańcuchów z układem  hum oralnym  
(110, 111).
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W ykaz stosow anych  sk ró tów : y -[82P ]N T P — n u k leo zy d o -5 '- tr ifo s fo ran  znakow any  
izo topem  fo sfo ru  [82P] w  pozycji y; a - [ 82P ]N T P — n u k leo zy d o -5 '- tr ifo s fo ran  zn ak o w a­
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http://rcin.org.pl



37 8 A. JA N E C K A [2 ]

ny  izotopem  fosfo ru  [82P] w  pozycji a ; pN  — n u k leo zydo -5 '-m onofosfo ran ; Np — n u - 
k leozyd o -3 '-m onofosfo ran ; *pNp — S '-!32? ]  nuk leozydo  5 ',3 '-d ifo sfo ran ; N pN ' — d in u -  
k leozydom onofosforan ; D M F — N ,N -d im ety loam id  k w asu  m rów kow ego; DMSO — d i-  
m ety lo su lfo tlen ek ; DCC — d icyk loheksy lokarbod iim id ; TEA  — trie ty lo am in a .

I. Wstęp

N iniejszy przegląd poświęcony jest używanym  w badaniu m etabolizmu 
komórkowego a- i y-[82P] nukleozydotrifosforanom . Ich stosowanie w w a­
runkach laboratoryjnych stało się koniecznością, toteż wielu badaczy 
podjęło próby ich otrzym ania bądź na drodze chemicznej, bądź enzym a­
tycznej.

II. Metody otrzymywania y-[S2P] nukleozydotrifosforanów

II-l. Metody enzymatyczne

Enzym atyczne m etody otrzym yw ania NTP sprow adzają się głównie do 
syntezy ATP. Początkowo związek ten  otrzym yw ano na drodze fosfory­
lacji ADP, w obecności odpowiedniej kinazy, przez znakowane izotopem 
[82P] donory reszt fosforanowych takie jak: acetylofosforan (1), karbam y- 
lofosforan (2, 3, 4), fosfoenolopirogronian (5, 6) lub kwas pirofosforowy (7). 
W szystkie te m etody w ym agały z jednej strony znakowanych substratów , 
które otrzym ywano w w yniku skom plikowanych reakcji chemicznych, 
z drugiej zaś w m iarę oczyszczonych kinaz, toteż szybko zostały zarzu­
cone.

Dużym krokiem  naprzód w otrzym yw aniu y-[**P]ATP było zastosowa­
nie enzymów szlaku glikolitycznego: dehydrogenazy aldehydu 3-fosfogli- 
cerynowego (EC 1.2.1.12) i kinazy fosfoglicerynianowej (EC 2.7.2.3) (8) 
(Ryc. 1). A ldehyd 3-fosfoglicerynowy reaguje w obecności dehydrogenazy

dehydrogenaza aldehydu
[32P]H3 P 0 4 +  aldehyd 3-fosfoglicerynowy +  N A D + ^ ■.—

3-fosfoglicerynowego
1.3-difosfoglicerynian -I- N ADH +  H +

kinaza
1.3-difosfoglicerynian +  ADP w —  — y t 3 2 PI ATP +

fosfoglicerynianowa
3-fosfoglicerynian

Ryc. 1. S ch em at re ak c ji syn tezy  y -[32P ]A T P  p rzy  użyciu  enzym ów  szlaku g liko litycz­
nego (9).

aldehydu 3-fosfoglicerynowego (Ryc. 1.1) z [S2P]H 3P 0 4 dając 1[82P], 3-di- 
fosfoglicerynian, k tóry  jest donorem  znakowanej reszty  fosforanowej w 
reakcji z ADP w obecności kinazy fosfoglicerynianowej (Ryc. 1.2). Szcze­
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góły dotyczące tej reakcji można znaleźć w kolejno publikow anych przez 
różnych autorów  pracach (9— 12). Aktywność właściwa y-f^PjA TP za­
równo w tej, jak  i we wszystkich dalej opisanych reakcjach jest równa 
aktyw ności właściwej używanego [^Pi]. Aktywność właściwa tzw. ,,bez- 
nośnikowego” [82P]H 3P 0 4 wynosi teoretycznie 370 giga Bq/}imol (10 000 
mCi/fimol), ale w praktyce jest zawsze niższa. Osiągnięcie dużej ak tyw ­
ności właściwej y-[S2P]ATP zależy więc od możliwości pracy z bardzo 
m ałym i ilościami substratów , co najłatw iej osiągnąć w reakcjach enzym a­
tycznych, lub z bardzo dużymi dawkam i radioaktywności.

W 1964 r. G l y n n  i C h a p p e l l  (13) opracowali enzym atyczną 
metodę syntezy y-[32P]ATP, która do chwili obecnej jest uznaw ana za 
najprostszą i najszybszą. A utorzy w ykorzystali reakcję w ym iany pomię­
dzy fosforanem  nieorganicznym  i końcową grupą fosforanową ATP, w 
obecności kinazy fosfoglicerynianowej (EC 2.7.2.3) i dehydrogenazy alde­
h y d u  3-fosfoglicerynowego (EC 1.2.1.12). NAD niezbędny w reakcji jest 
w prowadzany w formie związanej z dehydrogenazą aldehydu 3-fosfoglice­
rynowego. Równowaga reakcji jest przesunięta w kierunku syntezy ATP 
tak, że ADP w mieszaninie reagującej w ystępuje tylko w śladowych 
ilościach. Substratam i reakcji są więc ATP, [S2Pi] oraz 3-fosfoglicerynian. 
G dy po godzinie inkubacji osiągnięty zostaje stan równowagi 87%> ATP 
jest wyznakowane i to wyłącznie w pozycji y. Po zastosowaniu niew iel­
kich m odyfikacji, metodę tę stosuje się obecnie w wielu laboratoriach 
otrzym ując y-[32P]ATP o  aktywności właściwej około 74 giga Bq/^mol) 
(14). Metodę tę można wykorzystać również do otrzym ania y-[32P]UTP, 
y-[S2P]CTP i y-[32P]GTP, chociaż wydajność tych syntez jest dużo niższa.

Inną drogą prowadzącą do powstawania znakowanego w pozycji y UTP, 
CTP i GTP jest reakcja polegająca na przeniesieniu reszty fosforanowej 
7. ATP znakowanego w pozycji y na odpowiedni NDP (Ryc. 2) przy użyciu

kinaza nukleozydodifosforanowa
y -[32P]ATP + NDP — — ---- ----------- —  ----------* ADP +
Y-[32P]NTP

Ryc. 2. S ch em at re a k c ji syn tezy  y -[82P]N T P  z N D P i y - ^ P J A T P  w y k orzystane j w  
m etodzie  K e e n a n ’ a i w s p .  (15).

kinazy nukleozydodifosforanowej (EC 2.7.4.6) (15, 16). Ponieważ w reakcji 
tej ustala się stan równowagi pomiędzy NDP i NTP spodziewano się, że 
w obecności dużego nadm iaru  NDP ilość powstałego NTP znacznie wzroś­
nie. Okazało się jednak, że wszystkie NDP obecne w środowisku w nad­
m iarze działają jako inhibitory  kinazy nukleozydodifosforanowej. W ydaj­
ność reakcji zatem  jest ograniczona i w aha się w zależności od użytego 
NDP od 68 do 76°/o. Zachodzi ponadto konieczność oddzielania nieprze- 
reagowanego y-[32P]ATP, co przeprowadza się w reakcji z glukozą i hekso- 
kinazą (EC 2.7.1.1).
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II-2. Metody chemiczne
Próby otrzym yw ania y-[32P]NTP na drodze chemicznej sięgają w praw ­

dzie lat pięćdziesiątych, jednak efekty  m etod chemicznych nie mogły po­
czątkowo konkurować z efektam i m etod enzymatycznych. Usiłowano co 
praw da otrzym ać nukleozydotrifosforany znakowane w pozycji y przez 
kondensację [S2Pi] z NDP w obecności dicykloheksylokarbodiim idu; ten  
ostatni jednak działa niespecyficznie i w w yniku reakcji otrzym yw ano 
trudną do rozdzielenia m ieszaninę różnych produktów  (17, 18, 19). W póź­
niejszych pracach oparto syntezę wiązania bezwodnikowego na reakcji 
aktyw nego am idu z ortofosforanem  lub m onopodstawionym  fosforanem  
w środowisku bezwodnym (20). W cześniej już wykazano, że m onoestry 
kwasu fosforowego łatw o przechodzą w dwupodstawione pochodne w re ­
akcji z alkoholami lub am inam i w obecności dicykloheksylokarbodiim idu. 
Natomiast dw uestry kw asu fosforowego nie dają się na tej drodze prze­
prowadzić w fosforany trójalkilow e lub dwualkilofosforowe amidy. Na tej 
podstawie W e h r l i  i w s p .  (23, 24) założyli, że adenozyno-5'-difosforan 
powinien reagować z am inam i i dicykloheksylokarbodiim idem  wyłącznie 
w swojej końcowej, m onopodstawionej grupie fosforanowej, dając amid 
fosforowy. G rupa fosforanowa w pozycji a, jako dwupodstawiona nie 
powinna w tych w arunkach reagować. Doświadczenie potwierdziło słusz­
ność tych założeń. W reakcji ADP(I) z m orfoliną (II) i dicykloheksylokar­
bodiimidem w w arunkach używanych zwykle do syntezy fosforomorfoli- 
dów nukleozydów powstawał z 75°/o w ydajnością P 1-(adenozyno-5')-P2-(4- 
morfolino) pirofosforan (ADP-morfolid, III) (Ryc. 3) w yodrębniany na

0 0 O °  x--- y
o .  C H r O -P -O -P -O H  DCC A O C H i - O - J - O - f - N  O 

OH O H  +  O  NH ---------►  k r  O H  O H  ------

OH OH OH OH

I II III

Ryc. 3. S ch em at re a k c ji syn tezy  A D P -m orfo lidu  w y k orzystane j w  m etodzie  W e h r -
1 i’ e g o  i w s p .  (24).

drodze chrom atografii jonowym iennej. Jedynym  ubocznym produktem  
był adenozyno-5'-fosforom orfolid (17%), k tó ry  powstawał w reakcji AMP 
(pochodzącego z częściowego rozkładu ADP) z m orfoliną i dicykloheksylo­
karbodiimidem . Jak  należało się spodziewać A D P-m orfolid (III) był całko­
wicie odporny na działanie alkalicznej fosfatazy (EC 3.1.3.1), co potw ier­
dzało nieobecność monopodstawionej grupy fosforanowej. Był on jednak 
dobrym  substratem  fosfodiesterazy I (EC 3.1.4.1), k tóra rozkładała go do 
AMP i m orfolidu kwasu fosforowego. W e h r l i  i w s p .  (24) badali 
następnie w arunki bezpośredniej kondensacji AD P-m orfolidu z ortofosfo­
ranem  dającej jako produkt ATP. Stw ierdzili oni, że w reakcji prow a­
dzonej w bezwodnej pirydynie pow stający ATP ulega szybko degradacji
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do ADP i AMP (25). Już wcześniej ci sami autorzy wykazali, że bezwodny 
DMSO jest bardzo dogodnym rozpuszczalnikiem  stosowanym  w syntezach 
pirofosforanów (26) i nie powoduje reakcji dysm utacji (27). O trzym yw a­
nie y-[82P]ATP w w yniku kondensacji A D P-m orfolidu z [32P] ortofosfora- 
nem tributyloam oniow ym  prowadzili więc autorzy w bezwodnym DMSO 
w ciągu 45 godz. M ieszaninę rozdzielali następnie m etodą jonowym iennej 
chrom atografii na DEAE-celulozie (HCOj~). W ydajność otrzym anego 
y-[82P]ATP sięgała 65°/o w stosunku do [82Pi]. Pozycję znakowanego atom u 
fosforu potw ierdzali przez przeniesienie grupy fosforanowej z pozycji y 
na glukozę przy udziale heksokinazy (28, 29). W ehrli i wsp. opracowali też 
inną metodę analizy znakowanych NTP nie ograniczającą się, tak  jak 
poprzednia, tylko do [32P]ATP. Metoda ich polega na częściowej degra­
dacji [82P]N TP przy użyciu alkalicznej fosfatazy (EC 3.1.3.1), w w yniku 
czego otrzym uje się m ieszaninę nukleozydu, NMP, NDP oraz nieprzerea- 
gowanego NTP, które to składniki rozdziela się chrom atograficznie na 
DEAE-celulozie (HCO^). Profil takiego rozdziału przedstaw ia Ryc. 4.

Nr frakcji

Ryc. 4. E nzym atyczna d e g rad ac ja  [82P]A T P. R ozdział p ro d u k tó w  p o w sta ły ch  w  w y n ik u  
częściow ej hyd ro lizy  A T P  p rzy  udzia le  a lka liczne j fosfa tazy . Szczyty I, II, II I  i IV 
o d p o w iad a ją  ko le jno : adenozyn ie, A M P, A D P i A T P  (24).

Aktywność właściwa NMP wyznacza zawartość izotopu w pozycji a ba­
danego NTP, a różnica wartości aktyw ności właściwej NDP i NMP — ilość 
izotopu w pozycji |3. Stosując tę m etodę W ehrli i wsp. (24) ustalili, że 
99,l°/o izotopu w syntezow anym  y-[82P]ATP było w pozycji y.

Koziołkiewicz i wsp. (30) oraz Janecka i wsp. (31) opisali metodę syn­
tezy y-[32P]NTP, w której czynnikiem  kondensującym  NDP z [82P]H 3P 0 4
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CH5-O -P -O -P -O H
2 I

OH OH + C I-C -0 -C 2H5
DMF
~20°C

OH OH

O O O
II II II

A . 0 .  CH^O-P-C-P-O-C-O-CpHs 9
OH OH. + H 0-32P-0H

OH
OH OH

o o
c h 7- o - p - o - p - o - 32p -o h

I I  I
OH OH OH

A .o

OH OH

Ryc. 5. S chem at reak c ji syn tezy  y -[82P ]A T P  w ykorzystane j w  m etodzie  K o z i o ł  
k i e w i c z a  i w s p .  (30).

jest chloromrówczan ety lu  (Ryc. 5). Po rozdzieleniu m ieszaniny reakcy j­
nej na jonowym ieniaczu DEAE-Sephadex A-25 (CH3COO_) (32) autorzy 
otrzym ali y — znakowane nukleotydy o aktywności właściwej 370 mega 
Bq4imol (10 mCi/|imol) z 40% wydajnością. Główną zaletą tej m etody jest 
szybkość syntezy (około 1 godz.) i jej mała pracochłonność.

III. Metody otrzymywania a-[82P] nukleozydotrifosforanów

Otrzym ywanie a-znakow anych NTP prowadzi się w dwóch etapach. 
P ierw szy , polega na syntezie [32P]NM P, a drugi na dobudowaniu reszty  
pirofosforanowej do [32P]NMP. Oba te procesy można przeprowadzić m e­
todami enzym atycznym i bądź chemicznymi lub też mieszanym i chemicz- 
no-enzym atycznymi. W  tych ostatnich fosforylacja nukleozydu odbywa się 
na drodze chemicznej, a dobudowanie reszty pirofosforanowej — na dro­
dze enzym atycznej. ^

I I I - l .  M etody enzym atyczne

W latach pięćdziesiątych a-[32P]dNTP i a-[32P]NTP otrzym ywano przez 
degradację kwasów nukleinowych, w yodrębnianych z bakterii hodowa­
nych na pożywkach z radioaktyw nym  fosforem. L e h m a n  i w s p .  (33) 
izolowali DNA z kom órek E. coli nam nażanych na podłożu zaw ierającym
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[32P] ortofosforan; DNA degradowali do polidezoksyrybonukleotydów za 
pomocą krystalicznej DN-azy trzustkow ej (EC 3.1.4.5). Do otrzym ania 
S^-monoklueotydów stosowali oczyszczoną fosfodiesterazę z jadu  węża 
(EC 3.1.4.1), wolną od m onokleotydazy (EC 3.1.3.5). Uzyskaną m ieszaninę 
[32P] dezoksynukleozydomonofosforanów rozdzielali na drodze chrom ato­
grafii jonowym iennej, otrzym ując po około 1,5 m ikrom ola każdego 
[32P]dNM P o aktyw ności właściwej 11 mega Bq/mmol (0.3 mCi/mmol). 
Zam ianę ich w a-[32P]dNTP autorzy przeprowadzali przy użyciu częściowo 
oczyszczonych kinaz z E. coli, a dawcą reszt fosforanowych był ATP. 
W ydajność otrzym yw anych a-[82P]dNTP w ahała się w granicach 60—75%. 
W podobny sposób inni autorzy (34, 35) izolowali i degradow ali [S2P]RNA 
otrzym ując a-[32P]NTP.

Opisane powyżej biosyntetyczno-enzym atyczne m etody otrzym yw ania 
znakowanych NTP przez degradację kwasów nukleinowych są ogromnie 
pracochłonne. Korzyści w ynikające z takiej drogi syntezy są jednak bez­
sporne w przypadkach, gdy potrzebny jest jednocześnie cały szereg zna­
kow anych nukleotydów.

Dalsze badania i poszukiwania dogodnej m etody syntezy a-znakow a- 
nych NTP poszły w kierunku otrzym ania [32P]NM P poprzez fosforylację 
nukleozydów (enzym atyczną bądź chemiczną). W 1968 r. M u r r a y  i W u  
(36) opracowali metodę polegającą na reakcji przeniesienia znakowanej 
reszty  fosforanowej z y-[82P]ATP na grupę hydroksylow ą w pozycji 5' od­
powiedniego substratu , przy użyciu kinazy polinukleotydowej ze szczepu 
E. coli zakażonego bakteriofagiem  T 4 (Ryc. 6). Akceptoram i tej grupy

kinaza * fosfodiesteraza
Y-[3 2P]ATP +  NpN — ------------------- ► p N p N ------------------ ►

polinukleotydowa z jadu węża
*
pN +  pN '

ATP
+

preparaty 
kinazowe

a-[3 2P]NTP

R yc. 6 . S ch em at re ak c ji syn tezy  a - [S2P ]A T P  w ykorzystane j w  m etodzie  M u r  r  a y ’ a
i W u (36).

fosforanowej mogą być jakiekolw iek di- lub oligo-nukleotydy, a także 
3 -m ononukleotydy i to zarówno serii rybo- jak  i dezoksy-. A utorzy uży­
w ali jako substratów  asym etrycznych dinukleozydomonofosforanów. 
Pow stałe po reakcji 5 '-dinukleotydy hydrolizowali do 5 '-m ononukleoty- 
dów fosfodiesterazą z jadu węża otrzym ując jeden rad ioaktyw ny NM P 
(ten z końca 5 '-substratu). Jego aktyw ność właściwa była praktycznie 
rów na aktyw ności używanego y-[32P]ATP. Dobudowanie reszty pirofosfo- 
ranow ej autorzy przeprowadzali chemicznie (37) lub enzym atycznie (38).
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K i h a r a  i w s p .  (39) zastąpili dinukleozydom onofosforany 3'-AM P, 
k tó ry  jest tak  samo efektyw nym  akceptorem  fosforanu jak  5' (OH) oligo- 
nukleotydy (40) (Ryc. 7). 3'-AM P fosforylowali w  pozycji 5' przy użyciu 
kinazy polinukleotydowej (41) i y-[32P]ATP (13), otrzym ując 5 '-znakow any 
adenozyno-5',3'-difosforan (*pAp), na k tó ry  działali nukleazą Pi (EC 3.1.3.6)

kinaza * nukleaza #
y-[32P]ATP + Ap ► p A p---------> pA

polinukleotydowa Pi
1 kinaza adenylanowa , ,
----------------- ------------ > a- [ 2P]ATP
2  kinaza pirogronianowa

R yc. 7. S chem at re a k c ji syn tezy  a - [ 82P ]A T P  w y k orzystane j w  m etodzie  K i h a r y
i w s p .  (39).

(42). Nukleaza Pi jest specyficzna w stosunku do estrów  3'-fosforanowych
(43), hydrolizuje więc produkt *pAp do 5'-[32P]AM P i Pi. Ten sam enzym  
hydrolizuje nieprzereagow any 3'-AM P do adenozyny oraz Pj. Oczyszczony 
elektroforetycznie [32P]AM P (44) autorzy przeprowadzali w a-[S2P]ATP 
przez inkubację z fosfoenolopirogronianem  w obecności kinazy adenyla- 
nowej (EC 2.7.4.3) i kinazy pirogronianow ej (EC 2.7.1.40). Zaletą tej m e­
tody jest możliwość użycia taniego 3'-AM P i nukleazy Pi, k tórej p repa­
ra ty  są bardzo aktyw ne, trw ałe i dostępne w handlu. M etoda ta  nadaje 
się też do otrzym yw ania trzech pozostałych a-[82P]NTP, jeżeli zastąpi się 
3'-AM P innym  3'-rybonukleotydem , ponieważ nukleaza Pi hydrolizuje 
wszystkie 3',5'-difosfonukleozydy.

Dalszą m odyfikacją opisanej m etody jest enzym atyczna synteza 
a-[82P]NTP i <a-[82P]dNTP, nie w ym agająca oczyszczania produktów  po­
średnich (45). W metodzie tej w ykorzystano również, katalizow aną przez 
kinazę polinukleotydową z bakteriofaga T4, wym ianę pomiędzy y-[82P]ATP
i nukleozydo-3'-m onofosforanam i (rybo- bądź dezoksy-). N adm iar 
y-[82P]ATP usuwano działaniem  glukokinazy (EC 2.7.1.2). Pow stałe nukleo- 
zydo-3',5'-[82P] difosforany przeprowadzano nukleazą P i w 5'-[82P] nukleo- 
tydy, a po unieczynnieniu heksokinazy fosforylowano je do a-[82P]NTP 
przy użyciu kinazy monofosforanowej (EC 2.7.4.4) i kinazy pirogroniano­
wej (EC 2.7.1.40) oraz dATP (lub ATP) jako dawcy reszt fosforanowych. 
O trzym any a-[82P]ATP (lub a-[82P]dATP) uw alniano od glukozo-6-[82P] 
fosforanu i Pi stosując DEAE-Sephadex, a następnie od dATP (lub ATP) 
stosując Affigel 601. M etoda ta  jest obecnie uważana za najlepszą spośród 
enzym atycznych metod otrzym yw ania a-znakow anych dezoksy- i rybo- 
nukleozydotrifosforanów.

Zupełnie inne reakcje enzym atyczne w ykorzystali M a r t i n  i V o o r -  
h e i s (46) w syntezie a-[82P]ATP. W opisanej przez nich metodzie (Ryc. 8) 
można wyróżnić trzy  etapy:
— syntezę y-[32P]ATP według G lynn’a i Chappell’a (13)
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— otrzym yw anie [32P]AM P w reakcji katalizowanej przez kinazę adeno- 
zynową (EC 2.7.1.20)

— syntezę a-[82P]ATP z [32P]AM P w reakcjach katalizowanych przez ki­
nazę adenylanową (EC 2.7.4.3) i kinazę kreatynow ą (EC 2.7.3.2).

kinaza
adenozyna +  y*[3 2 P]ATP -------------- —*■ [3 2P]AMP +  ADP

adenozynowa
kinaza

[3 2P]AMP +  A T P ----------------> a-[3 2P]ADP +  ADP
adenylanowa

kinaza
a-[3 2P!ADP +  fosfokreatyna-------------- *■ a-[3 2P]ATP +  kreatyna

kreatynowa

Ryc. 8 . S chem at re a k c ji syn tezy  a - [S2P ]A T P  w ykorzystane j w  m etodzie  M a r  t i n ’ a
i V o o r h e i s ’ a  (46).

syntetaza
octan +  [32ATP] +  C o A -S H ---------------> acetylo-CoA +

acetylo CoA
[3 2P]AMP +  P—P
nieorganiczna
pirofosfataza

2P,
Ryc. 9. U sta len ie  pozycji znakow anego  a to m u  fosfo ru  w  cząsteczce A T P (46).

Końcowy produkt autorzy oczyszczali na drodze chrom atografii jono­
wym iennej. Fakt, że znakow any atom  fosforu znajduje się wyłącznie 
w pozycji a  potwierdzali za pomocą reakcji katalizow anych przez synte- 
tazę acetylo-CoA (EC6.2.1.1) i nieorganiczną pirofosfatazę (EC 3.6.1.1), co 
przedstaw ia Ryc. 9. Cały [32P] z ATP był po reakcji obecny w AMP.

III-2. Metody chemiczne

III-2-1. Otrzymywanie 5'-[32P] nukleozydomonofosforanów.

E stryfikacja grup hydroksylow ych resztam i kw asu fosforowego jest 
prostą, od dawna znaną reakcją. W odniesieniu do syntezy znakowanych 
nukleotydów  należy ją jednak rozpatryw ać z dwojakiego punktu  widze­
nia. Po pierwsze — substratem  w tej reakcji może być tylko kwas ortofos­
forowy, jako że jest to jedyna dostępna postać izotopu fosforu [32P]; po 
drugie — w cząsteczce rybozy w ystępują trzy  a w cząsteczce dezoksyry- 
bozy dwie podatne na fosforylację grupy hydroksylowe, z których tylko 
grupa w pozycji C-5 cukru  powinna zostać zestryfikowana. Można to 
osiągnąć bądź przez używ anie do syntezy blokowanych nukleozydów, 
bądź też przez rozdział produktów  ufosforylow anych w różnych pozycjach.

Początkowo do fosforylacji używano kw asu polifosforowego (47, 48, 
49) otrzym anego przez stapianie [32P ]H 3P 0 4 z P 20 5. Mieszaninę powsta­
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łych nukleozydo-2',-3' i -5' m onofosforanów rozdzielano chrom atograficz­
nie (chrom atografia bibułowa) w ydzielając pochodną 5' z 50%  w ydaj­
nością.

W 1961 r. T e n e r  (50, 51) zastosował do fosforylacji m onofunkcyjny 
odczynnik wykluczający możliwość tw orzenia się m ieszaniny różnych 
związków. Odczynnikiem tym  był fosforan (3-cyjanoetylowy (Ryc. 10). 
Nadaje się on szczególnie dobrze do syntezy nukleotydów , ponieważ grupę 
blokującą usuwa się w środowisku słabo alkalicznym , na którego oddzia­
ływanie nukleotydy są odporne. W e h r  1 i i wsp. (24) w w yniku fosfory­
lacji 2 ',3 '-0-izopropylidenoadenozyny przy pomocy [S2P] fosforanu (3-cyja- 
noetylowego w obecności dicykloheksylokarbodiim idu otrzym ali, po usu­
nięciu grup ochronnych, [MP]AM P o aktyw ności właściwej 370 mega

o
h 3 32p o 4 +  h o - c h 2- c h 2- c n  p c c  •» ( ( N C - C H 2- C H , - 0 ) 2 -H ? 0 »

o
Ba(OH)2

— n c - c h 2- c h 2- o - 32p - o - c h 2- c h 2- c n  ------- -------

OH

o
--------► n c - c h 2- c h 2- o - 32p - o h

o
R yc. 10. S chem at re ak c ji syn tezy  [*2P] fo s fo ran u  P -cy janoety low ego  w y k o rzy stan e j 
w  m etodzie  T e n e r ’ a  (50).

O

OH OH

R yc. 11. S ch em at re a k c ji syn tezy  [82P]A M P  w yk o rzy stan e j w  m etodzie  W e h r l i ’ e g o
i w s p .  (24).

Bq/mmol (10 mCi/mmol) z wydajnością 75% (Ryc. 11). Pew ne uproszcze­
nie (52) polegające na przeprow adzeniu całej syntezy w jednym  naczyniu, 
bez w yodrębniania [*2P] fosforanu ß-cyjanoetylowego, doprowadziło do 
otrzym ania [S2P]NM P o aktyw ności 30 giga Bq/mmol (800 mCi/mmol).

Inną chemiczną metodę syntezy znakowanych fosforem  rybo- i dezo- 
kcyrybonukleozydo-ö'-m onofosforanów opisał w serii prac S y m o n s
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(53—57). Polega ona na reakcji [32P]H 3P 0 4 z blokowanym  nukleozydem  
przy użyciu trichloroacetonitrylu jako środka kondensującego i DMSO 
jako rozpuszczalnika (Ryc. 12). Aktywność właściwa otrzym yw anych tą  
drogą [S2P]NM P sięgała 700 giga Bq/mmol (19 mCi/^mol).

OH OH

Ryc. 12. S ch em at re ak c ji syn tezy  [32P]A M P w ykorzystane j w  m etodzie  S y m o n s ’ a 
(57).

Nukleozydy można też fosforylować przez stapianie z mieszaniną 
mocznika i nieorganicznego fosforanu (58). Tę właśnie metodę B i e b r  i - 
c h e r  (59) zastosował do otrzym yw ania różnych, znakowanych fosforem, 
pochodnych nukleozydów. 5'-[32P]NM P otrzym yw ał przez stapianie nu- 
kleozydu z NH4H 2P 0 4 (zawierającym  [32P]H 3P 0 4) i z mocznikiem. Pow stałą 
m ieszaninę 2'-,3 '- i 5'-NM P rozdzielał na drodze chrom atografii jonowy­
m iennej, otrzym ując pochodne 5' z wydajnością 15% do 30°/c>.

III-2-2. Synteza «-[^P] nukleozydotrifosforanów z [32P] nukleozydomonofosforanów

M onoestry fosforowe łatwo reagują z l,l'-karbonylodiim idazolem  da­
jąc amidy, aktyw ne przy tw orzeniu wiązań pirofosforanowych. Reakcję 
tę w ykorzystali H o a r d  i O t t  (37) do konw ersji mono- i oligodezo- 
ksyrybonukleotydów  w 5'-trifosforany. Jeżeli substratem  w tej reakcji 
jest znakow any [32P]NM P, to jako produkt syntezy otrzym uje się 
<x-[32P]N TP (Ryc. 13). Pow staw anie am idu (III) z nukleotydu (I) i l , l '- k a r -  
bonylodiimidazolu (II) zachodzi w ciągu 1 godziny w tem peraturze poko­
jowej. N ieprzereagow any l,l'-karbonylodiim idazol (II) rozkłada się m e­
tanolem  przed dodaniem pirofosforanu (IV), aby zapobiec tw orzeniu się 
nieorganicznych polifosforanów. Fosforylacja trw a 24 godziny. Głównym 
produktem  syntezy jest a -^P JN T P  (50— 70°/o). W czasie fosforylacji za­
chodzi jednak  częściowa hydroliza am idu (III), w w yniku której odtwarza 
się pew na ilość NMP (I); ten  z kolei reagując z niezhydrolizowanym  ami­
dem (III) tw orzy sym etryczny pirofosforan (VI), k tó ry  trzeba oddzielać 
chrom atograficznie.
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O O
11 11 i... DMF III + H O - P - 0 - P - 0 " B u3NH ------- 1

OH OH

O O O
„II « H 

c h 2- o - 32f - o - ^ » - o - p - o h

OH OH OH

IV

VI

R yc. 13. S chem at re a k c ji syn tezy  a - [ 82P ]dN T P  w ykorzystane j w  m etodzie  H o a r d ’ a 
i O 11 ’ a  (37).

Na użyciu l,l'-karbonylodiim idazolu  jako środka kondensującego opie­
ra się również m etoda otrzym yw ania a-znakow anych NTP opisana przez 
S y m o n s ’ a (60) (Ryc. 14). Fosforan ß-cyjanoetylow y (I) reaguje z węgla­
nem  di-a-pirydylow ym  (II) dając aktyw ny fosforan ß-cyjanoetylo-a-piry- 
dylowy (III), k tóry  wobec nadm iaru ortofosforanu przechodzi w pirofosfo- 
ran  ß-cyjanoetylowy (IV), wydzielany na kolumnie jonowym iennej w po­
staci soli cykloheksyloamoniowej. Z soli tej powstaje następnie w reakcji 
z l,l'-karbonylodiim idazolem  aktyw ny imidazolid (V), w ypadający w po­
staci oleju i używ any bez dalszego oczyszczania w reakcji ze znakowanym  
NMP. Po hydrolizie grupy ochronnej otrzym uje się a-[SS!P]NTP z w ydaj­
nością 35—50% w stosunku do NMP.

M o f f a t t  (61), opierając się na wcześniejszych pracach na tem at 
zastosowania m orfoliny do syntez aktyw nych amidów (24), opisał inną 
m etodą otrzym yw ania a -^ P JN T P  (Ryc. 15). [S2P]AM P przeprowadzał w 
AM P-m orfolid (II) (62). 10,5% [82P]AM P (I) pozostawało w niezmienionej 

„ postaci, mimo to au tor nie wydzielał m orfolidu (II) lecz dodawał do niego 
4-krotny nadm iar pirofosforanu tributyloam oniow ego w bezwodnym 
DMSO. P rodukty  syntezy rozdzielał na DEAE-celulozie, otrzym ując 
a-[82P]ATP o aktyw ności właściwej 260 mega Bq/mmol (7 mCi/mmol) 
z wydajnością 70%. Obecność izotopu wyłącznie w pozycji a  potwierdzał 
przez degradację ATP fosfodiesterazą (63), która powodowała ilościowe 
przejście [S2P]ATP w [32P]AM P i pozbawiony radioaktyw ności pirofosforan.
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R yc. 14. S chem at re a k c ji syn tezy  a - [ 82P ]N T P  w y k o rzy stan e j w  m etodzie S y m o n s ’ a 
(60).

c h 2o h  o

+ H 0 - 32P - 0 - C H 2-C H 2-C N  —  CC| 
OH

X

X

c h 2- 0 - 3 2 p - 0 - c h 2- c h , - c n
OH 1. NH.OH

2. CH3 COOH

CH2- 0 - 32P -0 H

OH

OH OH

Ryc. 15. S ch em at re a k c ji syn tezy  a - [ 32P ]N T P  w y k o rzy stan e j w  m etodzie  M o f f a t t ’ a  
(61).
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n i- 3 .  Chemiczno-enzymatyczne metody syntezy «-znakowanych nukleozydotrifos- 
foranów .

Mieszane metody otrzym yw ania a-znakowanych NTP (64, 65) polegają 
na chemicznej syntezie [32P]NM P oraz na dobudowie reszty pirofosfora- 
nowej na drodze enzym atycznej. Nie stanowią więc właściwie jakiejś 
nowej grupy metod, a jedynie w ykorzystują metody opisane już wcześniej 
(57, 64, 65).

Jak  wynika z niniejszego przeglądu znakowane izotopem fosforu [32P] 
nukleozydotrifosforany można otrzym ać w w arunkach laboratoryjnych 
na różnych drogach w zależności od posiadanych odczynników i typu  p ra­
cowni. Należy jednak podkreślić, iż bardzo wysoką aktywność właściwą 
znakowanych NTP osiąga się jedynie metodami enzymatycznym i. Zaletą 
m etod chemicznych jest natom iast brak specyficzności w stosunku do 
zasady azotowej, obecnej w cząsteczce syntetyzowanego NTP, a w konse­
kwencji możliwość zastosowania każdej z opisanych m etod chemicznych 
do otrzym ania NTP, zawierających dowolną — natu ra lną  lub zmodyfiko­
waną — zasadę azotową.
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NOWE W BIOCHEMII 

JO L A N TA  SK A N G IE L -K R A M SK A  *)

Nowe narzędzie w badaniach neurochemicznych — Autoradiografia iloś­
ciowa receptorów

Ostatnio ukazały się prace (J. B. Penney i wsp., Science 214, str. 1036, 
1981 oraz J. R. U nnerstall i wsp., J. Neurosci. M ethods 6, s tr  59, 1982), 
w których opisano m etodę autoradiografii ilościowej w zastosowaniu do 
badań rozmieszczenia i właściwości receptorów różnych neurotransm ite- 
rów. Daje to możliwość określenia param etrów  kinetycznych w próbkach 
tkanki mózgowej o objętości zaledwie 0.01 mm8, tj. o wadze 10¡¿g.

Dotychczas jedyną metodą badania kinetycznych param etrów  wiązania 
ligandów przez receptory  neurotransm iterów  było stosowanie homogena- 
tów tkanki mózgowej albo preparatów  błon synaptycznych. W ymaga to 
użycia przynajm niej kilku m iligram ów m ateriału  wyjściowego, a więc 
wyklucza możliwość powiązania badanych właściwości recpetora u danego 
osobnika z określoną lokalizacją anatomiczną. Problem  ten  staje z całą 
jaskrawością jeśli uzmysłowimy sobie, że niektóre s tru k tu ry  mózgu są 
bardzo małe, np. jądro przyśrodkowe uzdeczki (habenula) szczura waży 
zaledwie 0.2 mg a jądro czerwienne (nucleus ruber) około 0.6 mg.

Do badania topografii receptorów w różnych obszarach mózgu stosuje 
się autoradiografię. Radioaktyw ny znacznik można podawać bądź in vivo  
bądź in vitro  inkubując skraw ki z radioaktyw nym  ligandem. Następnie na 
podstawie obserwacji w m ikroskopie św ietlnym  można określić względne 
różnice w gęstości w ystępowania receptorów  pomiędzy różnym i obszara­
mi mózgu. Ilościowe ujęcie danych jest jednak trudne. O trzym uje się je 
poprzez żmudne liczenie zaczernionych ziaren em ulsji czułej na prom ie­
niowanie (3. Porów nanie ilościowe wyników, uzyskanych naw et z poszcze­
gólnych preparatów  skraw ków  z tego samego mózgu, nastręcza wiele 
problem ów ze względu na trudności ze standaryzacją wyników.

W nowo wprowadzonej metodzie autoradiografii ilościowej zastosowa­
no czuły na promieniowanie try tu  [3H] U ltrofilm  produkcji LKB zamiast 
em ulsji. Skraw ki tkanki mózgowej o grubości np. 20 inkubuje się ze 
znakowanym  [8H]ligandem  (może to być radioaktyw ny neuro transm iter 
bądź substancja agonistyczna lub antagonistyczna). Jedynym  wymogiem 
omawianej techniki jest to, aby stosowany ligand wiązał się z receptorem  
w sposób nieodw racalny, w przypadku zaś gdy jego wiązanie jest odwra-

*> D r, Z ak ład  N eurofizjo log ii In s ty tu t B iologii D ośw iadczalnej im . M. N enckiego, 
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calne to, by powinowactwo liganda do receptora było dostatecznie duże 
Kd ^  lOnM. Spełnienie tego w arunku gw arantuje, że przed nałożeniem  
[3H]U ltrofilm u nie zachodzi dysocjacja kom pleksu radioligand-receptor. 
Po określonym  czasie ekspozycji, wyw ołaniu i utrw aleniu  [3H ]U ltrofilm u 
można badać w mikroskopie św ietlnym  rozmieszczenie receptorów . Dane 
ilościowe otrzym uje się poprzez m ikrodensytom etryczny pom iar filmów 
sprzężony z kom puterow ą anałizą obrazu. Krzywe kalibracyjne uzyskuje 
się eksponując równocześnie z badanym i skraw kam i mózgu standardy
o znanej radioaktywności. S tandardy te przygotowuje się z hom ogennej 
pasty tkanki mózgowej zmieszanej z określoną ilością, np. [8H ]ornityny. 
W ykres zależności ln gęstości optycznej od ln radioaktyw ności jest linio­
wy. Daje to możliwość przekształcenia pom iaru gęstości optycznej, prze­
puszczalności, względnie też odbicia, na ilość związanego liganda w yra­
żoną w molach na m iligram  białka tkanki. M olarne ilości związanego 
radioliganda określa następująca zależność:

gdzie: współczynnik A odpowiada gęstości optycznej tła; w spółczynnik B 
odpowiada nachyleniu krzyw ej standartow ej, zaś C odpowiada aktyw ności 
właściwej radioliganda.

Przedstaw iony powyżej sposób pom iaru wywodzi się z badań, w k tó­
rych w celu określenia szybkości zużycia glukozy w różnych częściach 
mózgu zastosowano jako znacznik podawaną in vivo [14C]dwudezoksyglu- 
kozę. Technika ta  opracowana przez zespół kierow any przez Sokoloffa 
(N. I. M. H., Bethesda) w drugiej połowie lat siedemdziesiątych, zrobiła 
niezwykłą karierę i stała się podstawowym narzędziem  w badaniach neu- 
roanatom ii funkcjonalnej.

Ilościowa autoradiografia z zastosowaniem [3H ]U ltrofilm u okazała się 
owocna przy badaniu właściwości receptora gabaergicznego w różnych 
struk tu rach  mózgu szczura (określono wartości Bmax i K d) oraz przy iloś­
ciowym ujęciu zmian aktywności tego receptora w substancji czarnej 
wywołanych chemicznym uszkodzeniem innych s tru k tu r mózgu szczura. 
Technikę tę zastosowano również z powodzeniem do badania różnych klas 
receptorów benzodwuazepinowych w mózgu szczura.

Opisana metoda może mieć znacznie szersze zastosowanie, na przykład 
do badań białek przy użyciu znakowanych try tem  specyficznych przeciw ­
ciał lub do badań właściwości enzymów przy użyciu znakowanych, w y­
biórczo działających inhibitorów. W ydaje się również, że znajdzie ona 
zastosowanie do pom iaru dynam icznych procesów, takich jak  pobieranie 
neurotransm iterów . Co więcej technika ta  pozwala na równoczesne okreś­
lenie zapotrzebowania na glukozę (metodą podawania in vivo  znakowanej 
dwudezoksyglukozy) w danych obszarach mózgu i badania in vitro  roz­
mieszczenia i aktywności receptorów. Analog glukozy bowiem  łatw o

(DPM/mg białka) mmol (lCi)
(OD)B * (Ci)C X 2.22 x 1012DPM
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można wym yć z części skraw ków i zbadać w nich następnie wiązanie 
[sH]ligandów.

Teoretycznie dokładność autoradiografii ilościowej z zastosowaniem 
[sH ]U ltrofilm u zależy od czułości stosowanych densytom etrów. Jednakże 
oprócz niew ątpliw ych zalet, przedstaw iona technika ma również pewne 
m inusy. Trzeba zaznaczy, że w ykres zależności reakcji wywołanej na 
filmie od czasu ekspozycji nie jest liniowy i autoradiogram y tych samych 
skraw ków  mogą różnić się gęstością optyczną w zależności od czasu ekspo­
zycji. Należy zatem  ustalić zależność pomiędzy stężeniem  radioaktyw ­
ności, czasem ekspozycji i uzyskiw aną gęstością optyczną, aby dobrać 
optym alne w arunki doświadczeń, niemożliwe natom iast jest porównanie 
ilościowe preparatów  skraw ków tkanki przy stosowaniu różnego czasu 
ekspozycji. Słabą stroną autoradiografii przy użyciu [3H]Ultrofilm u jest 
znacznie m niejsza rozdzielczość w porów naniu z autoradiografią konw en­
cjonalną. [3H]Ultrofilm  bowiem, pomimo że jest około 10 krotnie czulszy 
na promieniowanie, ma znacznie większe rozm iary ziaren (około 1.8 fim) 
niż em ulsje stosowane w badaniach autoradiograficznych. Uzyskane zatem  
obrazy zaw ierają znacznie m niej szczegółów anatom icznych. Pomimo tych 
zastrzeżeń opisana metoda autoradiografii ilościowej, k tóra jest około 
1000 razy  czulsza niż m etoda oznaczania wiązania radioligandów przez 
receptory  w hom ogenatach tkankow ych, ma niezwykle obiecującą przysz­
łość.
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D ruga O gólnopolska K o n fe ren c ja  B iologii K om órk i odbędzie się w  W arszaw ie  
w  d n iach  18—20 w rześn ia  1985 r.

P ro g ram  K o n fe ren c ji będzie obe jm ow ał re fe ra ty  p len a rn e , d o n ies ien ia  p lak a to w e  
i d y sk u sje  okrąg łego  sto łu  z w szystk ich  specja lnośc i biologii kom órki.

O rg an iza to ram i K o n fe ren c ji są : In s ty tu t B iologii D ośw iadczalnej im . M. N enc­
kiego, p rezy d iu m  p ro b lem u  M R .II.l. i K om ite t C ytobiologii PAN.
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L eszek  K uźn ick i,
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02-093 W arszaw a,, ul. P a s te u ra  3.

Z głoszenie pow inno  zaw ierać :
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3. T y tu ł(tem at) p lak a tu

Osoby, k tó re  p rześ lą  w stęp n e  zgłoszenie o trzy m a ją  k o le jn e  k o m u n ik a ty  drogą  
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SŁOWNICTWO BIOCHEMICZNE

Słownictwo witamin D

O pracow ano  n a  p o dstaw ie  d o k u m en tu  w spólnej K om isji S łow n ic tw a  B iochem icznego 
IU P A C -IU B : „N o m en c la tu re  of v itam in  D, R ecom m endations 1981”, opublikow anego  
w  E ur. J . B iochem . (1982), 124, 223—227 i innych  czasopism ach  biochem icznych .

T łum aczy ła  J. K w ia tk o w sk a

Sp is  treści

W stęp
1. Nazwa klasy
2. Nazwy półsystem atyczne
3. Związki stereochem icznie pokrewne
4. Num eracja
5. M odyfikacja układu trienowego
6. M odyfikacja łańcucha bocznego
7. Pochodne dihydro
8. Inne m odyfikacje
9. Zestaw ienia przedrostków

10. Dodatkowe grupy hydroksylowe
a) oznaczone za pomocą przyrostka
b) oznaczone za pomocą przedrostka

11. Inne podstaw niki
a) m odyfikacja przyrostka
b) oznaczone za pomocą przedrostka 

Piśm iennictw o
Zestaw ienie potocznych nazw związków grupy w itam in D.

Wstęp

W dokum entach Kom isji Słownictwa Biochemicznego IUPAC i IUB 
z 1960 r. (1) i 1966 r. (2), ogłoszonych w „Polskim  Słownictwie Bioche­
m icznym ” w 1974 r. (3), zalecano na określenie w itam in D2 i D3 nazwy 
zwyczajowe: „ergokalcyferol” i „cholekalcyferol” odpowiednio. W ynika­
jący z rozwoju wiedzy o przem ianach i roli w itam in D wzrost zaintereso-
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wania ich analogami spowodował, że używanie dawnych term inów  stało 
się niedogodne i prowadziło do stosowania w piśm iennictw ie niew łaści­
wych skrótów, takich jak  np. la,25-(OH)2D3. Zaszła zatem potrzeba opra­
cowania nowego, uproszczonego i rozszerzonego system u słownictwa 
zwyczajowych nazw m etabolitów w itam in D. Obecne zalecenia są oparte 
na propozycjach H. F. DeLuca, opracowanych po konsultacjach z innym i 
badaczami z tej dziedziny i przekazanych W spólnej Kom isji Słownictwa 
Biochemicznego IUPAC-IUB i M iędzynarodowej Unii Nauk o Odżywianiu. 
Zalecenia rozszerzają zakres rozdziału M-2 Reguł z 1966 r. (2), a w polskiej 
w ersji punktu  15-2 (3) i zalecają użycie nowych, krótkich nazw zwycza­
jowych. Z biochemicznego punktu  widzenia najw iększe znaczenie m ają 
nazwy kalcy-ol, kalcydiol. i kalcytriol na określenie: cholekalcyferolu, 
25-hydroksycholekalcyferolu i 1,25-dihydroksycholekalcyferolu, odpo­
wiednio.

Nazwy ,,kalcy-ol” i „cholekalcyferol” można uznać za równorzędne, 
ale pochodne hydroksylowe należy określać wyłącznie przy użyciu nowych 
nazw, zestawionych na stronie 406.

1. Nazwa klasy

Term in ,,witamina  D” należy stosować jako ogólne określenie wszyst­
kich steroidów, w ykazujących biologiczną aktywność kalcy-olu. W yraże­
nia tego używa się też w pochodnych określeniach, takich jak  „aktywność 
w itam iny D”, „niedobór w itam iny D”, „antagonista w itam iny D” (6).

Term in „witamina D3” można używać jako synonim kalcy-olu, ale nie 
należy go skracać do „D3” i dalej modyfikować do postaci typu
l,25-(OH)2D3. Taki sposób oznaczania m etabolitów  w itam iny D3 jest w y­
soce niewskazany.

2. Nazwy półsystematyczne

W szystkie związki wykazujące aktywność w itam in D można określać 
za pomocą nazw półsystem atycznych (4, 6), ale w powszechnym użyciu 
nazwy te są uciążliwe. Rozważano możliwość znalezienia nowej, krótkiej 
nazwy na określenie (5R,10R)-9,10-sekocholestanu jako m acierzystej cząs­
teczki, zdecydowano jednak, że nie przyniosłoby to spodziewanego po­
żytku. Stosowanie Reguły 2S-8.1 (4, 5) do pochodnych w itam in D może 
być mylące, ponieważ określniki a i (3 można stosować jedynie wtedy, gdy 
orientacja pierścienia A jest taka jak  w m acierzystym  steroidzie, w itam i­
ny D natom iast przedstaw ia się, często w ich a lternatyw nej konfiguracji 
(porównaj wzory (1) i (2), (3) i (4), oraz (8) i (9)). Zalecamy, aby nigdy nie 
stosować określników a i (3 do pierścienia A, ani też do atomów C-6 i C-7
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[3] SŁ O W N IC T W O 399

związków klasy w itam in D. C entra chiralności należy określać symbolami 
R lub S, zaś podwójne wiązania E lub Z (7, 8). P rzykłady podano w ta ­
beli 1.

Ze względu na reguły kolejności nie zezwala się na przenoszenie sym ­
boli R i S z danego związku na jego pochodne. Przykłady skutków tego 
podaje Ryc. 1.

H H H

3S, 1 0 S 1S. 3fl ^s, 3 R

R yc. 1. P rzy k ład y  s te reochem ii p ie rśc ien ia  A. U w aga: w e w zorach  (1) do  (6 ) g rupa  
hyd roksy low a je s t 3 S.

Powyższe zalecenia nie dotyczą związków, w których pierścień B nie 
uległ otwarciu. Tak więc lum isterol określa się nadal jako (22E)-9p,10cc-er- 
gosta-5,7,22-trien-3(3-ol (Reguła Steroidów 2S-5.2 w (4, 5)).

3. Związki stereochemicznie pokrewne

W ielu badaczy stosowało m odyfikacje nazw zwyczajowych celem w y­
kazania pokrew ieństw a między związkami. M odyfikacje można stosować, 
jeśli na określenie cholekalcyferolu użyje się skróconej nazwy ,,kalcy-ol” 
(Wzór 1, to samo co 2 Ryc. 2).

Ryc. 2. K alcy-o l.

Cholekalcyferol proponuje się jako nazwę alternatyw ną, nie można 
jej jednak  stosować przy nazyw aniu m etabolitów. Kalcy-ol jest nazwą 
m acierzystą serii w itam in D3 i można ją  dalej modyfikować, inne jednak
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pokrew ne m acierzyste węglowodory nie zostały dotąd nazwane. Dlatego 
term in  kalcy-ol można stosować jedynie na określenie związków zawie­
rających grupę 3-hydroksylową oraz układ trzech sprzężonych wiązań 
podwójnych (lub wywodzących się z nich). Jeśli nie zaznaczy się tego 
specjalnie, określenie grupa 3-hydroksylowa oznacza, że ma ona pozycję 
taką jak 3|3-hydroksylowa grupa m acierzystego steroidu tetracyklicznego, 
to znaczy przy braku  podstaw ienia przy atom ach 2 i 4, jeśli pozycja C -l 
nie jest podstawiona jest to 3S, a jeśli w pozycji C -l jest też grupa hydro­
ksylowa jest to  3R. Układ trienow y jest to 5,7,10(19) — ze stereochem ią 
5Z,7E, jeśli nie wskazano inaczej.

4. Numeracja

Zachowuje się num erację m acierzystego steroidu, jak  pokazano we 
wzorach (1) i (2) (Ryc. 2).

5. Modyfikacja układu trienowego

Jak  mówi Reguła 3 powyżej, rdzeń kalcy- sugeruje układ 5,7,10(19)- 
trienow y ze stereochom ią 5Z,7E, jeśli nie wskazano inaczej. Poprzedzenie 
nazwy kalcy-ol przedrostkiem  „ ta” oznacza zmianę lokacji trienu  na 
5(10),6,8 z sugerow aną konfiguracją 6E (patrz tabela 2), na przykład 
„ takalcy-ol” (wzór (3), to  samo co (4), na Ryc. 3).

Tabela 2
Modyfikacje nazw zwyczajowych

rdzeń lub 
przedrostek

pochodzenie s k u t e k

kalcy kalcyferol oznacza 9,10-seko-5,7,10(19)-cholestatrien 
o konfiguracji 5Z , 1E

ta tachysterol zmienia trien kalcy-olu na 5(10),6 ,8  o konfigu­
racji 6  E

IZO izowitamina D 3 zmienia trien kalcy-olu na 1 ( 1 0 ),5,7 o konfigu­
racji 1E

er ergosterol wprowadza wiązanie podwójne 22(23) o konfi­
guracji 2 2 E, oraz grupę metylową w konfigurac­
ję 24R, jeśli nie poczyniono innych zmian

Przedrostek  „izo”, dodany do nazwy kalcy-ol oznacza zmianę lokacji 
trienu  na 1(10),5,7, z sugerow aną konfiguracją 7E. P rzy  tym  przedrostku 
należy określić stereochem ię w  pozycji 5, na przykład 5E-izokalcy-ol 
(wzór 5).

11 P o s tę p y  B io c h e m ii 3-4/83 http://rcin.org.pl
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( 5 f  ) - lzo kalcy -o l  

R yc. 3. T ak a lcy -o l i izokalcy-o le .

6. Modyfikacja łańcucha bocznego

Przedrostek „er” oznacza boczny łańcuch serii w itam in D2, jak  we 
wzorze 7 (patrz Ryc. 4), na przykład erkalcy-ol (Tab. 2).

22
24

(7 )

R yc. 4. B oczny łań cu ch  erk a lcy -o li.

Przedrostek ten obejm uje konfigurację 22E,24R, pokazaną w (7), jeśli 
nie wskazano inaczej. A laternatyw ną zwyczajową nazwą erkalcy-olu  po­
zostaje ergokalcyferol, ale nie można tej nazwy stosować przy nazyw aniu 
m etabolitów.

Uwaga: Ze względu na reguły  kolejności nie zezwala się na przeno­
szenie symboli R lub <S ze związku na jego pochodne. Skutki tego poka­
zano w Ryc. 5.

http://rcin.org.pl
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24 R 2 4 2 5 R

R yc. 5. P rzy k ład y  ste reochem ii w  pozycji 24 (i 25) w  se r ii w ita m in  Dj.
Z auw aż, że obecność lub  b ra k  w iązan ia  podw ójnego  2 2  (23) w  trzech  p rzy k ład ach  
u  d o łu  n ie  zm ien ia  oznaczeń w  pozycji 24 (i 25).

7. Pochodne dihydro
X

Dihydrotachysterol jest ważnym  przedstaw icielem  rodziny w itam in D. 
Należy go nazywać dihydrokalcy-ol, chociaż bardziej system atyczną nazwą 
byłoby: (5E)-(10S)-10,l9-dihydrokalcy-ol (wzór (8), to samo co (9) na 
Ryc. 6).

R yc. 6 . (5£J)-(10S)-10,19-dihydrokalcy-ol.

Uwaga 1. W prawdzie związek ten  jest pochodną otrzym aną z kalcy-olu  
przez uwodorowanie podwójnego wiązania 10(19) można go też uważać za 
pochodną takalcy-olu, utworzoną przez 1,6-addycję wodoru do układu 
5(10),6,8-trienowego, to znaczy w pozycje 9 i 10.

Uwaga 2. W pozycji 10 w ystępuje nowe centrum  chiralności. Jeśli 
syntetyczna próbka zawiera mieszaninę obu izomerów, niekoniecznie w
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równomolowych proporcjach, można stosować przedrostek „am bo” , ozna­
czający obecność takiej m ieszaniny (3, 9), na przykład (5E)-10-ambo- 
10,19-dihydrokalcy-ol. Obecność jednego tylko izom eru, lecz o nieznanej 
stereochem ii można oznaczyć za pomocą xi, na przykład (5£)-(10|)-10,19- 
dihydrokalcy-ol. W przypadku, gdy znamy absolutną stereochem ię przy 
C-10, w ykazuje się ją w zwykły sposób, na przykład: (5£)-(10S)-10,19-di- 
hydrokalcy-ol.

8. Inne modyfikacje

Inne m odyfikacje m acierzystego związku oznacza się za pomocą odpo­
wiedniego przedrostka. Możliwe m odyfikacje pokazano w Tab. 3.

Tabela 3

Przedrostki modyfikujące związki macierzyste. Dalsze szczegóły stosowania tych przedrostków 
można znaleźć w odpowiednich punktach Reguł F (7), wskazanych w 3-ciej kolumnie

przedrostek s k u t e k reguła

cyklo
didehydro
homo
dihydro

nor
aza
oksa

dodatkowy pierścień 
dodatkowe wiązanie podwójne 
dodatkowa grupa metylenowa 
redukcja wiązania podwójnego

usunięcie grupy metylenowej 
zastąpienie węgla azotem 
zastąpienie węgla tlenem

F-4.1
F-3.3
F-4.5

F-3.1, patrz punkt 7 
powyżej 

F-4.2, F-4.4 
F-4.11 
F-4.11

Zmianę konfiguracji w stosunku do sugerow anej przez nazwę rdzenia 
i przyrostka (patrz Reguła 3 i lOa) oraz przez jeden z przedrostków  w y­
mienionych w Tab. 2, oznacza się za pomocą odpowiedniego lokantu
i symbolu (R lub S w pozycjach 1, 3, 20 lub 24, E lub Z w pozycjach 5, 6, 
7 lub 22, oraz a i (3 w pozycjach 13, 14 lub 17). Dalsze szczegóły podaje 
Reguła F-6.3 (7) i Reguły Steroidów 2S-5.2 i 2S-5.3 (4, 5). W tych  odnośni­
kach podano także stosowanie przedrostków  „en t” i „rac” (F-6.4, F-6.5, 
F-6.6 oraz 2S-5.3 i 2S-5.4). Przykłady: D-homokalcy-ol, 2^-azaerkalcy-ol , 
(3R)-kalcy-ol i (22Z)-erkalcy-ol.

9. Zestawienia przedrostków

M odyfikujące przedrostki można zestawiać. Podaje się je w  kolejności:
a) stereochem ia wiązań podwójnych, w ym agająca symboli E lub Z
b) stereochem ia centrów  chiralności, w ym agająca symboli R lub S
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c) przedrostki oddzielone (patrz punkt lOa i l l b  poniżej)
d) m odyfikujące przedrostki, w kolejności podanej w Tab. 3
e) zm iany konfiguracji przy pozycjach 13, 14 lub 17
f) m odyfikujące przedrostki, podane w Tab. 2, w porządku alfabe­

tycznym .
Przykład: (2ĄS)-24-hydroksy-22}23-didehydrotakalcy-ol (porównaj drugi 
przykład w Ryc. 7).

Ryc. 7. P rz y k ła d y  s te reo ch em ii w  pozycji 24 i 25 se r ii w itam in  D3.

10. Dodatkowe grupy hydroksylowe

a) Oznaczone za pomocą przyrostka

Nazwę kalcydiol zarezerwowano na określenie 3,25-diolu, nazwę kal- 
cytriol na określenie 1,3,25-triolu, a kalcytetro l — dla 1,3,24,25-tetrolu. 
K onfiguracja grupy (grup) hydroksylow ej/ych odpowiada tetracyklicznym  
steroidom  z grupą 3f3-hydroksy-, lub la,3(3-dihydroksy- (patrz Ryc. 1), lub 
24R-hydroksy-.

b) Oznaczone za pomocą przedrostka

Każdą grupę hydroksylow ą nie objętą nazwą przyrostka (patrz punkt 3 
i lOa) należy oznaczać za pomocą przedrostka hydroksy, dihydroksy itp 
w raz z odpowiednim  lokantem  i określeniem  stereochem ii podstaw nika 
(jeśli zachodzi taka  potrzeba). Przykłady: (lS)-l-hydroksykalcy-ol,  
16(3-hydroksykalcy-ol  i 26-hydroksykalcy-ol  (lub, jeśli znam y stereoche- 
mię, (25R)-26-, lub (25S)-26-hydroksykalcy-ol).

Uwaga: Ze względu na reguły  kolejności nie można przenosić symboli 
R lub S z określonego związku na jego pochodne. P rzykłady  skutków  tego 
pokazano w Ryc. 5 i Ryc. 7.

R 24/? R 24 5
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11. Inne podstawniki
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a) Modyfikacja przedrostka

E stry  grup hydroksylowych, oznaczonych za pomocą przyrostka (punkt 
3 i lOa) oznacza się poprzedzając nazwę związku nazwami(ą) grup(y) acy- 
loksylowych(ej) w ich (jej) postaci anionowej, jeśli to potrzebne wraz 
z lokantem  (patrz Reguły Steroidów 2S-4 (4, 5)). Keton odpowiadający 
kalcy-olowi  można nazywać kalcy-on, ale nazwę* tę  zastrzega się dla 3-ke- 
tonu. Utlenienie kalcydiolu daje hydroksyketon, k tó ry  winien nosić nazwę: 
25-hydroksykalcy-on. Przykłady: octan kalcy-olu, 1-octan 3-mrówczan 
kalcytriolu.

Uwaga: Związek z grupy w itam in D, w którym  grupa m etylowa uległa 
utlenieniu  do karboksylowej (lub pochodnej) należy nazwać za pomocą 
odpowiedniego przyrostka. W tym  przypadku nie należy używać nazwy 
kalcy-ol, ponieważ jej przyrostek wskazuje na grupę tlenow ą przy C-3. 
Z tego względu zaleca się oznaczanie kwasów karboksylowych jako po­
chodnych 9,10-sekocholestanu lub 9,10-sekoergostanu. Przykład: (5Z,7E)- 
(3S,23R,25S)-3fi,25-dihydroksy-9,10-seko-5,7,10( 19)-cholestatrieno-26,23- 
lakton.

b) Oznaczanie za pomocą przedrostka

Podstaw niki, nie określone przez nazwę związku m acierzystego i od­
powiednie przyrostki (punkt 3, lOa i l la )  powinno się oznaczać za pomocą 
przedrostka wraz z odpowiednim lokantem , określając stereochem ię przy 
pomocy określnika, jeśli zachodzi potrzeba. Analogi w itam in D, w których 
przy C-3 nie w ystępuje grupa hydroksylowa, lub została zastąpiona przez 
aminową, nazywa się stosując przedrostek 3-deoksy- (patrz reguły  węglo­
wodanów, punkt 14 (10), w polskiej w ersji punkt 8.14 (3)). Przykłady: 
25-fluorokalcy-ol, (3S)-3-amino-3-deoksykalcy-ol i lla-acetoksykalcy-ol.
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JEDNOSTKI AKTYWNOŚCI ENZYMATYCZNEJ

Zalecenia z 1978 r.

O pracow ano  na  po d staw ie  d o k u m en tu  K om ite tu  N o m en k la tu ry  M iędzynarodow ej 
U nii B iochem icznej (N C -IU B , opublikow anego  w  E ur. J . B iochem . 1979, 97, 319—320).

(tłum . M. K. K ołaczkow ska )

Obecność enzym u rozpoznaje się dzięki zachodzeniu reakcji chemicz­
nej, którą on katalizuje, a jeg o ‘ilość można określić przez pom iar szyb­
kości tej reakcji. W zaleceniach M iędzynarodowej Unii Biochemicznej (1) 
w rozdziale 4 (Enzyme Units) zdefiniowano standardow ą jednostkę aktyw ­
ności enzym atycznej jako ilość enzymu, k tóra katalizuje przem ianę 1 mi- 
kromola substra tu  w ciągu 1 m inuty  w w arunkach standardowych; ta 
definicja została zaproponowana w Raporcie Komisji Enzym atycznej w 
1961 (2). Kom isja N om enklatury Biochemicznej w zaleceniach z 1972 r. (3) 
proponuje wyrażać szybkość reakcji w molach na sekundę zgodnie z uk ła­
dem SI. Jednocześnie zaproponowano definicję i nazwę nowej jednostki 
aktywności enzym atycznej „katal”, w zgodzie z m iędzynarodowym  syste­
mem. Jednostka katal odniesiona do sekundy jako jednostki czasu bardziej 
odpowiada stałym  szybkości używanym  w kinetyce chemicznej, niż daw ­
niej używana jednostka enzym atyczna. W ersja z 1972 r. utożsam iała 
aktywność enzym atyczną z szybkością reakcji, obecnie zaś rozróżnia się 
te wielkości.
K atalityczna aktyw ność i jednostka katal.

Wielkość:

M iarą katalitycznej aktyw ności enzym u jest przyrost szybkości swois­
tej reakcji chemicznej *\ k tórą w yw ołuje dodanie enzym u w specyficz­
nych w arunkach testu.

*) S tosow ana tu  nazw a „szybkość re a k c j i” zgodnie z d e fin ic ją  zaproponow aną  
w  p u n k cie  (4) oznacza w ielkość w yrażoną  s tosunk iem : ilość substanc ji/czas , a  w  je d ­
nostkach  jak o : m ol*s~ ł. N ależy  zw rócić uw agę, że nazw ę tę  sto su je  się często na 
ok reś len ie  w ielkości w y rażo n e j sto sunk iem : stężen ie  substanc ji/czas , a  w  jed n o s tk ach  
jak o : m o l* d m -s «s—ł. T a  rozbieżność podobn ie  ja k  i p ropozycja  n azw an ia  p ierw szej 
(ekstensyw nej) w ielkości „szybkością k o n w e rs ji” a d ru g ie j (in tensyw nej) w ielkości 
„szybkością re a k c ji”, je s t p rzed m io tem  rozw ażań  p rzez P o d k o m ite t S ym bolik i i T e r­
m inologii w  K in e ty ce  C hem icznej w  IU PA C .
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Jednostka:

Jednostka katal (symbol: kat) jest taką aktywnością katalityczną, k tóra
powoduje przyrost szybkości reakcji o 1 mol na sekundę w specyficz­
nych w arunkach testu.

K om entarz

1. Jednostka katal oznacza aktyw ność katalityczną, k tórą określa się jako 
przyrost szybkości reakcji w w arunkach testu. Nie stosuje się jej 
jednak na określenie szybkości reakcji, które w yraża się w mol*s_1.

2. K atalityczną aktyw ność enzym u definiuje się jako potencjalną możli­
wość jego działania w specyficznych w arunkach testu. W ten  sposób 
sform ułow ana definicja uzasadnia stosowanie takich w yrażeń jak  
aktyw na form a czy aktyw ne centrum .

3. Kom itet M iędzynarodowego Słownictwa nie widzi przeszkód w w y­
rażaniu aktywności katalitycznej w mol^s-1. Uzasadnia on jednak dla­
czego stosowanie jednostki katal może być bardziej przydatne: jednost­
ka 1 kat wyraża coś więcej niż 1 mol*s_1, gdyż wskazuje, że ta  w iel­
kość odnosi się do katalitycznej aktywności, podobnie jak „Hz” oznacza 
częstotliwość, podczas gdy s-1 nie.

4. K om itet stw ierdza, że jednostka 1 katal, odpowiadająca szybkości 
przereagow ania 1 mola w ciągu sekundy, jest zwykle za duża w p rak ­
tycznym  stosowaniu. W wielu przypadkach katalityczną aktyw ność 
należy wyrażać w m ikrokatalach (|ikat), nanokatalach (nkat) lub piko- 
katalach (pkat), co odpowiada przereagow aniu 1 mikromola, nanomola 
lub pikomola w ciągu sekundy.

5. Dawną jednostkę enzym atyczną (U) można przekształcić w obecnie 
zaproponowaną jednostkę katal w sposób następujący:
1 U katalizuje przem ianę 1 |xmola/min czyli 1/60 jimol/s to jest 16,67 
nmol/s; 16,67 nkat katalizuje przem ianę 16,67 nmol/s. A więc 1 U od­
powiada 16,67 nkat.

6. Szybkość reakcji można określić jako szybkość zmiany ilości którego­
kolwiek z substratów  lub produktów  reakcji podzieloną przez liczbę 
cząsteczek w ybranej substancji, k tóra wchodzi w reakcję lub powstaje 
w  jednym  cyklu reakcji (4). Tak więc, nie ma trudności w opisie reak­
cji, w których bierze udział różna liczba cząsteczek produktów  i sub­
stratów . Na przykład w reakcji 2A B +  C szybkość przem iany 1 mola 
w ciągu sekundy odpowiada szykości znikania 2 moli substra tu  A w 
ciągu sekundy.

7. Definicja aktywności katalitycznej zgodna jest z zaleceniami specja­
listów z chemii klinicznej z 1978 r. (5).

8. Zaleca się aby oznaczenia aktywności enzymu, jeśli to tylko jest możli­
we, opierały się na pom iarach szybkości początkowej, a nie na pomia­
rze ilości przereagowanego substra tu  w czasie kończącym okres reakcji,
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chyba że szybkość reakcji jest stała. Jeśli szybkość reakcji spada zna­
cząco w trakcie pomiarów to wówczas ilość przereagowanego substra tu  
nie jest proporcjonalna do ilości enzymu, na przykład z powodu po­
w staw ania produktów  ham ujących reakcję, a w reakcjach odwracal­
nych ze względu na szybkość reakcji przeciwnej, k tórej nie można już 
pomijać.

W artości wyprowadzone z katalitycznej aktywności:

Jedną z takich wartości jest specyficzna katalityczna aktyw ność enzy­
mu lub p repara tu  enzym u, którą można wyrazić jako: kat*kg-1. Inną 
z kolei jest m olarna katalityczna aktywność w yrażana jako: kat*m ol-1. 
W w arunkach wysycenia enzym u substratem  m olarna aktyw ność katali­
tyczna (określenie zastępujące dawniej stosowaną „liczbę obrotów”) licz­
bowo rów na jest stałej szybkości, a w yraża się jako s-1 w przypadku 
rozkładu kom pleksu enzym -substrat na enzym  i produkty. Niemniej 
in te rp re tac ja  pojęcia aktyw ności katalitycznej nie jest łatw a z powodu 
niespecyficznych oddziaływań oraz w ystępowania więcej niż jednego 
centrum  katalitycznego w cząsteczce enzymu.
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K OM UNIKAT KOMISJI SŁOWNICTWA POLSKIEGO TOWARZYSTWA 
BIOCHEMICZNEGO

4 1 2  SŁ O W N IC T W O

Wybrane symbole wielkości i jednostek

wielkość jednostka

wielkości czasu, przestrzeni i pokrewne 
1 długość m, mm, \j.m (nie (jl), nm itpł)
A powierzchnia m2, cm2, mm 2 itp
V objętość m 3, dm 3 (lub 1), cm 3 (lub ml), nm 3 (lub ^1)
X długość fali nm (nie m[x, nie A)
v, f  częstotliwość Hz

wielkości mechaniczne i pokrewne 
m masa kg, g, mg, ¡ig (nie y), itp
p gęstość g/cm 3

d gęstość względna bezwymiarowa
F  siła N (k g x m /s2)
E energia J nie cal
p, P ciśnienie Pa (N /m 2)

1 bar =  105 Pa 
1 atm =  101 325 Pa 
1 mm Hg =  133,2 Pa 

s współczynnik sedymentacji S =  10" 13 s rad - 2

wielkości molekularne 
m masa cząsteczkowa D a =  1/12 nuklidu 12C
n ilość substancji mol, mmol, ¡i.mol, nmol itp.
M masa molowa g/mol, kg/mol
Mr względna masa cząsteczkowa bezwymiarowa
cB, [B] stężenie molowe substancji B M (mol/l), mM (mmol/1), itp raczej niż

10- 3  M itp

wielkości termodynamiczne i pokrewne 
T temperatura termodynamiczna K
t, 0  temperatura Celsiusza °C
q, Q ciepło J nie cal
I siła jonowa M(mol/l), mM itp

elektryczność i magnetyzm 
I prąd elektryczny A
H  natężenie pola magnetycznego T
R opór

światło i promieniowanie elektromagnetyczne 

I natężenie światła cd
T przepuszczalność bezwymiarowa
A absorbancja (—log T) bezwymiarowa

(nie należy używać określeń: gę­
stość optyczna, ekstynkcja)

* przedrostki jednostek: T, tera 101J, G , giga 10®, M , mega 10®, K , kilo 103, d, deci 10- ł , c, centi 10~2, m, mili
10_3,ix, mikro 10-6 , n, nano 10~9, p, piko 10- ł J , fe, femto 10~15, a, atto  10-18
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S Ł O W N IC T W O 4 1 3

K
Km
K,
k
V

V nie Vn

molowy współczynnik absorpcji 
radioaktywność

M -1cm 1 

Bq =  1 dis s - 1 

lub Ci =  37 GBq

M, mM itp (raczej niż 10- 3  M) it 
M, mM itp raczej niż 10" 3 M it

-lo— 1

reakcje chemiczne
stała równowagi 
stała Michaelisa 
stała inhibitorowa
stała szybkości s_1, lub M - 1s‘
szybkość konwersji (przetworzenia) mol/s, mmol/s, [¿mol/s itp, raczej niż

(¿mol/min
szybkość reakcji katalizowanej przy 
stężeniu substratu at infinite 
aktywność enzymatyczna kat
współczynnik Hilla

Standardowe skróty nazw. nie wymagające definicji

AMP, ADP, ATP* 
cAMP, cykliczny AM Pb 
CMP, CDP, CTP*
CaA lub CoASH 
CoASAc
DNA, mtDNA, nDNA, cDNA

FAD
FM N
GMP, GDP, GTP*
Hb, HBCO, H B 0 2

IgA, itp
IMP, IDP, ITP*
Mb, MbCO, M b 0 2 

NAD, N A D +, NADH

NADP, NADP+, NADH

NM N
NMP, N DP, NTP*
NM R
poly(A), itp
RNA, hnRNA, mRNA, m tRNA, 
nRNA, rRN A , tR N A '

TM P, TDP, TTP®
Tris
UDPGlc, UDPGal 
XMP, XDP, XTP*

5'-mono-, di-, i trifosforan adenozyny 
3'-5'-monofosforan adenozyny 
5'-mono-, di-, i trifosforan cytydyny 
koenzym A 
acetylo-koenzym A
kwas deoksyrybonukleinowy, mitochondrialny DNA, 
jądrowy DNA, komplementarny DNA 
dinukleotyd flawino-adeninowy 
5'-fosforan ryboflawiny 
5'-mono-, di-, i trifosforan guanozyny 
hemoglobina (odtlenowana), karboksyhemoglobina, 
oksyhemoglobina 
immunoglobulina A, itp 
5'-mono-, di-, i trifosforan inozyny 
mioglobina, karboksymioglobina, oksymioglobina 
dinukleotyd nikotynoamido-adeninowy, jego forma utle­
niona i zredukowana
fosforan dinukleotydu nikotynoamido-adeninowego, jego
forma utleniona i zredukowana
mononukleotyd nikotynoamidowy
5'-mono-t di-, i trifosforan nieokreślonego nukleotydu
jądrowy rezonans magnetyczny
O'-SOpolKkwas adenylowy), itp
kwas rybonukleinowy, heterogenny jądrowy RNA, infor­
macyjny RNA, mitochondrialny RNA, jądrowy RNA, 
rybosomalny RNA, transportujący RNA 
5'-mono-, di-, i trifosforan rybozylotyminy 
tris(hydroksymetylo)aminometan 
urydyno(5'-disosfo)l-D-glukoza i-galaktoza 
5'-mono-, di-, i trifosforan ksantozyny

a na określenie odpowiedniego fosforanu deoksynukleozydu używa się przedrostka d, np dAMP, dTTP. Różne 
izomery N M P mogą być oznaczane: 2'-AM P, 3'-AMP itp. 

b podobnie określa się inne 3'-5'-cykliczne nukleotydy.
c transportujące RNA, swoiste względem określonych aminokwasów oznacza się jako np. tRN A Ala. Gdy dwie lub 

więcej cząsteczek tRNA przyłącza ten sam aminokwas, oznacza się je wskaźnikiem u dołu, np. tR N A A,a. Aminoacylo- 
tR N A  można oznaczać jako np. alanylo-tRNAAIa, lub Ala-tRNA.
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K O M U N IK A T 
K O M IS JI SŁO W N IC TW A  BIO CH EM IC ZN EG O

W w y n ik u  szybkiego rozw oju  gen e ty k i m o lek u la rn e j z zastosow an iem  now ych  
tech n ik , w  p iśm ien n ic tw ie  ang lo sask im  p o jaw iła  się i n a d a l p o jaw ia  w ie lk a  liczba 
now ych  ok reś leń , n azw  i zw rotów . W iele z n ich  m a k ró tk i żyw ot, in n e  jed n ak  w chodzą 
n a  d o b re  do słow n ic tw a z te j dziedziny  w iedzy. N azw y te  pow inny  m ieć sw e odpo­
w ied n ik i w  języku  polskim , ty m  b ard z ie j, że n ie  p o d leg a ją  one ogólnie p rzy ję ty m  
zasadom  s łow n ic tw a  chem icznego czy enzym ologicznego.

W Science  (1980, 109, 1435) podano  p rzygo tow ane  ad hoc  p ropozycje  słow nika  
te rm in ó w  z dziedziny g en e ty k i m o lek u la rn e j. P o lską  w e rs ję  ogłoszono w  P o stęp ach  
B iologii K om órki (1982, t. 9, z. 2, str. 335— 340). O bie propozycje  budzą p ew n e  zastrze ­
żen ia  u specjalistów .

Z uw ag i na duże znaczenie  zagadn ien ia , K om isja  S łow nic tw a B iochem icznego p o ­
w o ła ła  zespół, p rzygo tow u jący  słow nik  te rm ino log ii z dziedziny  g en e ty k i m o le k u la r­
n e j. P racą  zespołu  k ie ru je  prof. d r  hab . A lek san d ra  P u tra m e n t. Z aw iad am ia jąc  o tym , 
K om isja  p rosi o n a d sy ła n ie  h ase ł ang losask ich , o raz  ew en tu a ln y ch  p ropozycji polsk ich  
określeń , n a  ad res :

Prof. d r  hab. A lek san d ra  P u tra m e n t 
In s ty tu t B iochem ii i B iofizyki PA N  
ul. R akow iecka 36, 02-532 W arszaw a
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SPRAWOZDANIA

K R O N IK A  PO LSK IE G O  TO W A R ZY STW A  BIO CH EM IC ZN EG O  

Nowi Członkowie

N a P le n a rn y m  P osiedzeniu  Z arządu  G łów nego T ow arzystw a  w  d n iu  24 m arca  
1983 r. w  poczet członków  T o w arzy stw a  zostali p rzy jęc i: S ław om ir B artk o w iak  
z P oznan ia, K sen ia  B ykow ska, E w a S ikora , J a n  S osińsk i i W aldem ar P rzybyszew sk i 
z W arszaw y.

„Mini” Sympozja

W u b ieg łym  ro k u  T ow arzystw o  zapoczątkow ało  o rg an izac ję  specja listycznych  
sym pozjów  z B iochem ii i dziedzin  pok rew nych . Do te j po ry  zorgan izow ano trzy  
sym pozja  i ta k  w  d n iu  29 lis to p ad a  1982 r. odby ło  się sym pozjum  pt. „W ybrane 
zagadn ien ia  z b iochem ii w rodzonych  w ad m e tabo licznych” , k tórego o rgan iza to rem  
by ła  B a rb a ra  C zarto ry ska .
W d n iu  31 m arca  1983 r. odbyło  się sym pozjum  pt. „M etody inży n ie rii enzym atycznej 
i genetycznej w  b iosyn tez ie  i k o n w ers ji p en icy lin y ”, o rg an iza to rem  b y ła  doc. d r  L id ia  
Paś.
W d n iu  14 k w ie tn ia  1983 r. odby ło  się sym pozjum  p t. „ In te rfe ro n ”, k tórego  o rg an iza ­
to rem  b y ła  doc. d r  M agdalena  F ikus.

Zebranie Zarządu Głównego Towarzystwa

W d n iu  24 m arca  1983 r. odbyło  się posiedzen ie  Z a rząd u  G łów nego T ow arzystw a , 
n a  k tó ry m  om aw iano  sp raw y  o rg an izac ji X IX  Z jazdu  w  Szczecinie w  1983 r. i X X  
Z jazd u  w  O lsz tyn ie  w  1984 r. Z ap roponow ano  sk ład  k o m isji do sp raw  nag ró d  im. 
J . K. P a rn a sa  i B. Skarżyńsk iego , om ów iono szczegółow o sy tu ac ję  finansow ą T o w a­
rzystw a  o raz  m ożliw ości w sp ó łp racy  z in n y m i T o w arzy stw am i B iochem icznym i. P o ­
stanow iono  w y stąp ić  z k o n k re tn y m i p ropozycjam i w  tych  sp raw ach  n a  W alnym  
Z eb ran iu  T o w arzy stw a  w  Szczecinie.
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Konferencja naukowa „Chemia i biologia kwasów nukleinowych” 20—21 kwiecień, 
1983, Poznań.

W  d n iach  20—21 k w ie tn ia  b r  odby ła  się w  P o zn an iu  k o n fe ren c ja  n au k o w a  n t. 
„C hem ii i b iologii kw asów  n u k le in o w y ch ”. Podobnie  ja k  w  ro k u  ub ieg łym , o rg an iza ­
to rem  łifonferencji by ł Z ak ład  C hem ii B ioorgan icznej PA N  w  P oznan iu , tym  je d n a k  
razem  p rzy  w spó łudz ia le  K om isji G ene tyk i i B iologii M o leku la rne j O ddzia łu  PA N  
w  P oznan iu , M iędzyuczeln ianego  In s ty tu tu  B iochem ii i In s ty tu tu  B iologii U n iw e rsy ­
te tu  im . A. M ickiew icza w  Poznaniu .

T egoroczna k o n fe ren c ja  pośw ięcona b y ła  g łów nie dw óm  zagadn ien iom :
— n a jnow szym  k ie ru n k o m  rozw ojow ym  w  chem ii i biologii kw asów  n u k le i­

now ych,
— in ży n ie rii genetycznej, ze szczególnym  uw zg lędn ien iem  in ży n ie rii genetycznej 

roślin .
K o n fe ren c ja  w  P oznan iu  p om yślana  b y ła  jako  jed n o  z d z ia łań  u m ożliw ia jących  

d o b re  p rzygo tow an ie  się środow iska naukow ego do  podjęcia  b ad ań  w  p rzyszłe j p ię ­
cio latce, o raz  jak o  p róba  s tw orzen ia  o tw arteg o  system u in fo rm ac ji k ra jo w e j w  sze­
roko  po ję tych  b ad an ia ch  nad  chem ią, s t ru k tu rą  i b io logią kw asów  nuk le inow ych .

N a k o n fe ren c ji p rzed staw io n o  17 re fe ra tó w  p le n a rn y ch , p rzew ażn ie  p rzeg ląd o ­
w ych  (zg rupow anych  w  6 sesjach), do w ygłoszen ia  k tó ry ch  o rgan iza to rzy  zap ro s ili 
szereg  w y b itn y ch  sp ec ja lis tów  rów nież  z poza Poznania. Je d n a  ses ja  b y ła  pośw ięcona 
tak że  k ró tk im  k o m un ika tom  z b ad ań  w łasnych .

Sesję  p ie rw szą  pośw ięconą inży n ie rii genetycznej (przew odniczący M. W iew ió- 
row sk i) o tw orzy ł re fe ra t  J . Szw eykow skiego p.t. „T eoria  ew olucji a biologia m o le­
k u la rn a ”, k tó ry  stan o w ił in te re su ją c ą  p róbę  lepszego pow iązan ia  biologii k lasycznej 
z bio logią m o lek u la rn ą , a  p rzez to  stan o w ił dob re  tło  d la  licznych  p rob lem ów  p o ru ­
szanych  n a  k o n feren c ji. W ra m a c h  te j sesji p rzedstaw iono  re fe ra ty  p rezen tu jące  
różno rodne  a spek ty : (a) inży n ie rii genetycznej u  ro ślin  (J. A ugustyn iak ), (b) now ej 
te ch n ik i badaw czej ja k ą  je s t u k ie ru n k o w an a  m u tageneza  (J. S taw ińsk i), (c) zagadn ień  
zw iązanych  z w y o d ręb n ian iem  i ek sp res ją  genów  k o d u jących  horm ony  (P. W ęgleński), 
o raz  (d) sj?raw  dotyczących  chem icznej syn tezy  genów  s tru k tu ra ln y c h  (A. K ra ­
szew ski).

S esja  d ru g a  (przew odnicząca Z. Z ielińska) b y ła  pośw ięcona m o lek u la rn y m  po d ­
s taw om  n iek tó ry ch  chorób genetycznych  i chem o terap ii. W ygłoszono cz te ry  re fe ra ty  
do tyczące: (a) th a la ssem i (A. H orst), (b) o rg an izac ji benom u onkogennych  w iru só w  
(J. Szala), (c) onkogenów  ludzk ich  (M. C horąży), (d) syn tezy  i w y k orzystan ia  w  te ra p ii 
ja k o  środków  an ty w iru so w y ch  analogów  kom ponen tów  kw asów  nuk le inow ych  (T. K u ­
likow ski).

P ie rw szy  dzień  k o n fe ren c ji zakończy ła  sesja  (przew odniczący Z. L orkiew icz) 
pośw ięcona om ów ieniu: (a) postępu  w  b ad an ia ch  nad  tran sfe ro w y m i k w asam i ry b o ­
n u k le inow ym i (J. B arciszew ski), (b) zagadn ień  zw iązanych  z n iezw ykle  c iekaw ym  
i n ie  w  p e łn i jeszcze poznanym  procesem  d o jrzew an ia  R N A  (splicing) (J. P aw e łk ie - 
wicz). Sesję zakończył re fe ra t M. Z en k te le ra  o m aw ia jący  p o ten c ja ln e  m ożliw ości 
i og ran iczen ia  hodow li kom órek  i tk an ek  roślinnych .
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D rug i dzień  k o n fe ren c ji pośw ięcony by ł w  całości postępom  w  b a d an ia ch  s t ru k tu ­
ra ln y ch  DNA i RNA. W trzech  re fe ra ta c h  p ie rw sze j sesji (przew odniczący K. W ierz­
chow ski) om ów iono: (a) osiągn ięc ia  w  b ad an ia ch  s tru k tu ry  DNA n a  podstaw ie  d anych  
ren tg en o g raficzn y ch  m onokrysz ta łów  (D. A dam iak), (b) b ad an ia  biologiczne do tyczące 
tzw . s tru k tu r  Z DNA (J. K łysik), (c) oddz ia ływ an ie  DNA i R N A  z in te rk a la to ra m i 
i w y n ik a jąc e  z n ich  im p lik ac je  s t ru k tu ra ln e  i fa rm ako log iczne  (R. A dam iak). 
W o sta tn ie j sesji (p rzew odniczący  E. G ąsior) w ygłoszono dw a re fe ra ty  dotyczące 
od d z ia ływ an ia  frag m en tó w  DNA z n iskocząsteczkow ym i ligandam i. W tra k c ie  tej 
sesji om ów iono: (a) oddz ia ły w an ia  jonów  m eta li z nuk leozydam i i n u k leo ty d am i oraz 
p o ten c ja ln e  i p rak ty czn e  zastosow an ia  te rap eu ty czn e  tak ich  kom pleksów  (B. Jeżow - 
sk a-T rzeb ia tow ska), o raz  (b) odd z ia ły w an ie  am in  b iogennych  z k w asam i n u k le in o ­
w ym i (M. W iew iórow ski).

W czasie 2 godzinnej ses ji pośw ięconej don iesien iom  z p rac  w łasn y ch  (p rze­
w odniczący  J. B arc iszew sk i i J. S taw ińsk i), w ygłoszono 12 k o m u n ik a tó w  p re z e n tu ją ­
cych w y b ran e  p ro b lem y  b adaw cze z chem ii i b iologii kw asów  nuk le inow ych , re a l i­
zow ane w  la b o ra to ria ch  k ra jo w y ch . M .in. p o ru szan e  tu  by ły  zagadn ien ia  kom pleksów  
tR N A  sy n te taz  w  o rgan izm ach  zw ierzęcych  (T. B orkow ski), p ro b lem y  reg u lac ji tr a n s ­
k ry p c ji po lim eraz  R N A  (A. K ijew ska), o d d z ia ływ an ie  n iskocząsteczkow ych  ligandów  
z enzym am i (A. G uranow sk i), z fra g m e n ta m i DNA (Z. P rasa ł) i z DNA (M. G n iaz­
dow ski), syn teza analogów  nukleozydów  (K. Felczak) i d z ia łan ie  5 '-n u k leo ty d az  
(P. L assota). D yskutow ano tak że  sp raw y  stab ilności w iązań  glikozydow ych w  k w a ­
sach  n u k le inow ych  (E. Z ie lonacka-L is), u dz ia łu  egzogennego DNA w p ro life rac ji 
lim focy tów  (K. S zyfter) o raz  s tra te g ie  sekw encjonow an ia  RNA  (T. Z w ierzyński). 
B ardzo  in te re su jące  by ły  rów nież  k o m u n ik a ty  dotyczące m o lek u la rn y ch  podstaw  
w iązan ia  azo tu  atm osferycznego  p rzez ro ś liny  (A. S korupska , A. W olański) — p ro b le ­
m ów  bardzo  w ażnych  ze w zględów  poznaw czych i p rak tycznych .

K o n fe ren c ja  w  P oznan iu  po tw ie rd z iła  w  p e łn i odczucia in d y w id u a ln e  każdego 
z nas, za jm u jący ch  się chem ią  i biologią kw asów  nuk le inow ych , że o lb rzym i postęp 
ja k i w  o sta tn ich  dw óch la ta c h  n a s tą p ił w  te j dziedzin ie  p rzeszed ł w szelk ie  oczeki­
w an ia . E k sp ery m en ty , k tó re  uw ażano  za m ożliw e do  w yk o n an ia  dop ie ro  na  początku  
la t 2 0 0 0 -ych , są rea lizo w an e  obecn ie , p rzy  czym  w szystko  w sk azu je  n a  to, że z n a jd u ­
jem y  się n a  początku  now ej e ry  b ad ań  organ izm ów  żyw ych, k tó ry ch  dalszy  postęp  
będzfie u w aru n k o w an y  ścisłym  w spó łdzia łan iem  biologii k lasycznej z b iologią i g ene­
ty k ą  m o lek u la rn ą  i n au k am i fizyko-chem icznym i.

Szczególnie duży  postęp  odno tow ano  w  n as tęp u jący ch  dziedz inach :
1. B ad an ia  s tru k tu ry  i o rgan izac ji m a te r ia łu  genetycznego.
2. B ad an ia  m o lek u la rn y ch  p o d staw  ra k a  i chorób  genetycznych .
3. In ży n ie ria  genetyczna roślin .
4. P rzem ysłow e w y tw arzan ie  zw iązków  bologicznie czynnych  o znaczen iu  fa rm a ­

kologicznym .
U w ażam , że w szystk ie  te  k ie ru n k i badaw cze m ogą i pow inny  być ro zw ijan e  

w  Polsce, b io rąc  pod u w agę  ich doniosłą  w arto ść  poznaw czą i uży tkow ą, oraz 
w zg lędn ie  n isk ie  n a k ła d y  fin an so w e  w y m ag an e  n a  ich p row adzen ie  (w s to sunku  do 
b ad ań  ją d ro w y ch  i zb ro jen iow ych). K o n fe ren c ja  w ykaza ła  także , że w  naszym  k ra ju  
is tn ie je  liczna, dobrze  w yszkolona i bard zo  k o m p e ten tn a  k a d ra  p racow n ików  nauk i, 
a  co szczególnie cieszy, w śród  n ich  je s t dużo m łodych , en tu z ja s ty czn ie  zapalonych  
naukow ców .

W k o n fe re n c ji w zięło  u dz ia ł ok. 150 osób i m uszę przyznać, że za in te reso w an ie  
k o n fe ren c ją  p rzeszło  nasze oczek iw an ia , ty m  ba rd z ie j, że o rg an izu jąc  ją  w  pośpiechu, 
za co w szystk ich  p rzep raszam , n a  pew no  n ie  pow iadom iliśm y o n iej w szystk ich  
za in te reso w an y ch . N aszym  zdan iem , św iadczy  to  d o b itn ie  o dużym  zapo trzebow an iu  
n a  bardzo  szybką w y m ian ę  in fo rm ac ji do tyczących  b ad ań  zw iązanych  z chem ią  
i b iologią kw asów  nuk le inow ych , stąd  p roponow ałbym , aby  tego ro d za ju  spo tkan ia
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naukow e m ożna by ło  o rgan izow ać każdego  ro k u  m nie j w ięcej w  ty m  sam ym  czasie, 
n iekon ieczn ie  w  P oznaniu . W d y sk u s jach  k u lu a ro w y ch  m ów iono, że odby ta  k o n fe ­
re n c ja  u zu p e łn ia  w  is to tn y  sposób sym pozja  sp raw ozdaw cze o rgan izow ane  p rzez 
k o o rd y n a to ró w  p ro g ram ó w  rządow ych , p rob lem ów  w ęzłow ych i m iędzy reso rtow ych , 
w k tó ry ch  szeroko p o ję ta  chem ia  i b io logia kw asów  n uk le inow ych  je s t u p ra w ia n a  
i dysku tow ana .

K o n fe ren c ja  m ia ła  oczyw iście s łab e  p u n k ty . D la n iek tó ry ch  b y ła  zby t h e te ro g en n a  
(choć inn i u w aża li to  za zaletę), d la  w szystk ich  n a to m ia s t p ro g ram  k o n fe re n c ji b y ł 
zbyt p rze ład o w an y  i za m ało  czasu zosta ło  n a  d yskusję . M am  nadzie ję , że o rg a n iz a ­
torzy  p rzyszłorocznej k o n fe ren c ji u n ik n ą  ty ch  n iedociągnięć.

M. W iew iórow sk i

6th European Celi Cycle Workshop „Progress in Celi Cycle Controls”

P raga , C zech o sło w a cja , 4—8.IV.1983 r.

K o le jn e  spo tkan ie  osób za jm u jący ch  się biologią cyklu  kom órkow ego m ia ło  
m iejsce w  P radze. O rg an iza to rem  k o n fe ren c ji by ł In s ty tu t M ikrobiologii C zechosło­
w ack iej A kadem ii N auk  a  p racą  k o m ite tu  o rgan izacy jnego  k ie ro w a ł d r  A. K otyk. 
W k o n fe ren c ji w zięło  ud z ia ł 114 osób z 18 k ra jó w , w  tym  5 uczestn ików  z P o lsk i. 
N ajb ard z ie j znam ien n ą  g ru p ę  s tan o w ili prof. M itch ison  i jego uczniow ie. O środek  
k ie ro w an y  p rzez M. M ith isona (Z akład  Zoologii U n iw ersy te tu  w  E d y nbu rgu , Szkocja) 
m a od la t op in ię  w iodącej p laców ki w  dziedz in ie  b a d a ń  nad  cyk lem  kom órkow ym . 
M ożna dodać, że w ie lu  spośród uczestn ików  k o n fe ren c ji odnotow ało  w  sw ej d rodze  
naukow ej poby ty  badaw cze w  E dynbu rgu .

W w ykładzie  in au g u racy jn y m , za ty tu ło w an y m  „P arad o k sy  i ta jem n ice  cyklu  
kom órkow ego”, M. M ith ison  dokonał pobieżnego p rzeg ląd u  u s ta leń  z o s ta tn ich  la t, 
sk u p ia jąc  się na  n ierozw iązanych  p rob lem ach . N ależą do n ich  p rzyczyny  rozdzia łu  
chrom osom ów , budow a now ej b łony  dzielącej kom órk i po tom ne a n ad e  w szystko  
znaczenie  b io logiczne faz  G1 i G2. N ie m a w ątp liw ości, że podczas fazy G1 zachodzą 
czynności p rzygotow aw cze do w zrostu  kom órk i i d u p lik ac ji m a te r ia łu  genetycznego  
a m im o to  is tn ie ją  kom órki, w  k tó ry ch  cyklu  n ie  stw ierdzono  ab so lu tn ie  fazy  G l. 
N ależą do  n ich  P h y sa ru m , o  k tó ry ch  m ów ił W. S ach sen m aie r (Innsbruck). O dnośn ie  
fazy  G2 zak ład a  się, że w ów czas m a m iejsce  re p a ra c y jn a  syn teza  DNA, bow iem  
w aru n k iem  rozdzia łu  chrom osom ów  je s t n ie  ty lko  ich  d u p lik ac ja  a le  rów nież  pe łna  
rep a ra c ja . N aw iązał do tego P. F a n te s  (E dynburg) o m aw ia jąc  cyk l kom órkow y 
drożdży. F azy S i G2 s tanow ią  w  tym  p rzy p ad k u  50®/o cyklu  a  łączny  czas ich trw a n ia  
je s t s ta ły  i d e te rm in u je  w ystąp ien ie  m itozy. R óżnice w  czasie trw a n ia  fazy  G2 
p ozw ala ją  speku low ać na  te m a t in tensyw nośc i syn tezy  re p a ra c y jn e j. W w y k ładz ie  
P. F an tesa  w spom niano  tak że  o dw óch genach  reg u lacy jn y ch  cyk lu  kom órkow ego, 
oznaczonych sym bo lam i w e e -  i c d c 2 .

Z ag adn ien ie  genów  reg u lacy jn y ch  pod ję to  w  k ilk u  dalszych  w y k ład ach . S. R eed 
(S an ta  B arb a ra ) p rzed s taw ił izo lację  genu  odpow iedzia lnego  za podzia ł kom órk i 
Saccharom yces cerev isiae . P ro d u k tem  w yizolow anego genu  było  siln ie  hydrofobow e, 
bogate  w  p ro linę  b iałko . O znaczono sekw encję  am inokw asow ą tego b ia łk a  a w  trak c ie  
je s t p ra c a  nad  sekw encjonow an iem  genu. W. D. D onachie  (E dynburg) om ów ił geny 
reg u lacy jn e  cyk lu  kom órkow ego E. coli. Z lokalizow ano  k ilka  genów  reg u lacy jn y ch  
(czynnik w zrostu , rep re so r, p ro teazy , in h ib ito r podziału) w  postac i zespołu  genów  
w  określonym  m iejscu  genom u. N a te m a t reg u lac ji cyk lu  kom órkow ego w ypow ie­
dzieli się ponad to : I. S e tlik  (Tfebon) na  podstaw ie  p rac  nad  cyk lem  alg , S. H ow ell

http://rcin.org.pl



[4] SP R A W O Z D A N IA 4 1 9

(San Diego) za jm u jący  się C lam ydom ona re in h a rd i, G. C leffm ann  (G iessen) p ra c u ­
jący  na  T e tra h y m e n a  o raz  V. Iv an o v  (M oskwa) odnośn ie  kom órek  roślinnych . 
W. D onachie  i I. S e tlik  postu low ali p rzy  okazji zastąp ien ie  te rm in u  „cykl kom órko­
w y” przez  „kom órkow y cykl re p ro d u k c y jn y ”.

D ruga g ru p a  zag ad n ień  do tyczy ła  p u n k tó w  k ry ty czn y ch  w  poszczególnych fazach . 
N ależy do n ich  np. sygna ł „ s ta r t”, w y stęp u jący  pod koniec fazy  G1 u drożdży lub  
p u n k t w  faz ie  S, od k tó rego  synteza DNA je s t n iew raż liw a  na  inh ib ito ry . W p rzy ­
p ad k u  kom órek  ssaczych z lokalizow anie p u n k tó w  k ry tycznych  je s t tru d n y m  za d a ­
niem . W te j se r ii re fe ra ty  p rezen to w ali: G. J . Jo h n s to n  (H alifax ), P. C. L. Jo h n  
(B elfast), J. C am pisi (Boston) i D. W. R o n n ing  (Oslo). Z p ro b lem em  tym  w iązały  się 
in fo rm ac je  o periodycznych  zm ianach  m a te r ia łu  w ew nątrzkom órkow ego , zachodzą­
cych podczas cyk lu  kom órkow ego, g łów nie zm ian  ak tyw ności n iek tó ry ch  enzym ów  
i syn tezy  m RN A. W ięcej dan y ch  m ożna b y ło  odnaleźć n a  p oste rach , z k tó ry ch  na  
szczególną uw agę zasłu g iw ał k o m u n ik a t J . C rean o ra  (E dynburg) po stu lu jący  p rz y ­
p isan ie  c h a ra k te ru  enzym ów  schodkow ych enzym om  uczestn iczącym  w  m etabo liz­
m ie DNA.

O prócz k ilkudz ies ięc iu  posterów  p ro g ram  uzu p e łn ia ły  trzy  d y sk u sje  okrągłego 
sto łu , podczas k tó ry ch  om ów iono p ro to p la s ty  jak o  u k ład y  m odelow e w  b ad an iach  
cyklu  kom órkow ego, u d z ia ł ch lo rop lastów  i m itochond riów  w  cyklu  kom órkow ym  
oraz ro lę  cy to szk ie le tu  w e w zroście  i podzia le  kom órek.

N a osobną w zm iankę zas łu g u ją  p róby  stw orzen ia  g enera lnego  m odelu  procesu  
p row adzącego  do podz ia łu  kom órki, p rzed staw io n e  przez  L. A lbergh inę  (M ediolan) 
o raz  n a  n iek tó ry ch  po ste rach . '

O rgan iza to rzy  p rzew id u ją  w y d an ie  m a te ria łó w  ko n fe ren c ji. W arto  podkreślić  
zabiegi o rg an iza to ró w  o zap ew n ien ie  m ożliw ości n ie fo rm a ln y ch  d y sk u s ji poza salą  
ob rad . T em u celow i służy ł bogaty  p ro g ram  tow arzysk i. Jed y n ie  zw iedzan ie  P rag i 
s tan o w iło  p e łn e  o d e rw an ie  się od b iochem ii a le  p rzy ję te  chę tn ie , gdyż w iększość 
uczestn ików  zw iedzała  P ragę  ze św iadom ością  p rzy jazd u  do m iasta  o n iezap rzeczal­
nym  p iękn ie .

K rzy s z to f S zy f te r
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R E C E N Z JA

Ja d w ig a  B ry ła
R eg u lac ja  m etabo lizm u  k om órk i

P a ń stw o w e  W y d a w n ictw o  N a u k o w e , W arszaw a, 1981, s tr . 596, IS B N  83-01-02861-0, c en a  120 zł.

R ecenzow ana k siążka  je s t now ocześn ie  n ap isan y m  pod ręczn ik iem  b iochem ii. D la 
czy te ln ik a  polsk iego  je s t to sp ec ja ln ie  in te re su ją c a  pozycja , gdyż od w ie lu  la t na  
k ra jo w y m  ry n k u  k s ięg a rsk im  odczuw a się b ra k  pozycji p rzed s taw ia jący ch  now o­
cześnie p ro b lem y  b iochem iczne.

A u to rk a  o p raco w ała  p ro b lem y  reg u lac ji p rocesów  b iochem icznych  w  kom órce 
d la  dobrze  p rzygotow anego  z b iochem ii czy te ln ika . Z eb ran y  m a te ria ł je s t cyklem  
w y k ład ó w  m onograficznych  d la  s tu d en tó w  w yższych la t s tud iów  k ie ru n k u  bio logii 
m o lek u la rn e j. N iem niej podręczn ik  zaw ie ra  p rzeg ląd  n a jw ażn ie jszy ch  prob lem ów  
z b iochem ii i uw ażn ie  s tu d iu ją c y  czy te ln ik  je s t bardzo  s ta ra n n ie  i p rzy s tęp n ie  w p ro ­
w adzany  p rzez au to rk ę  do n a jb a rd z ie j zaw iłych  sp raw . W prow adzan ie  czy te ln ika  
je s t c ie rp liw e  i p ro w ad zi różnym i d rogam i. W p ierw szej części au to rk a  p rzed s taw ia  
sp rzężen ie  m e tabo lizm u  z m echan izm am i reg u lacy jn y m i. O bszerna  część d ru g a  o m a­
w ia  now oczesne m etody  b ad ań  m etabo lizm u . N astęp n ie  w  części trzec ie j op isane  są 
p ro b lem y  reg u lac ji na  poziom ie ak tyw nośc i k a ta lity czn e j enzym ów . Część czw arta  
p rzed s taw ia  sp raw y  tra n sp o rtu  p rzez  b łony  w  ob ręb ie  kom órek  i m iędzy kom órkam i. 
Część p ią ta  om aw ia reg u lac ję  szlaków  m etabo licznych  i w spółzależności m iędzy 
n im i. O s ta tn ia  część p rzed s taw ia  p ro b lem y  różn icow an ia  osobniczego organizm ów  
żyw ych w raz  z pa to log ią  zw iązaną z tra n sfo rm a c ją  now otw orow ą.

K siążka  je s t s ta ra n n ie  op raco w an a  przez  au to rkę . S chem aty  re a k c ji ilu s tru jące  
w szystk ie  p rzed s taw ian e  p rob lem y  są p rze jrzy s te  o raz dobrze  w łączone w  tekst. 
Z asto sow any  system  podzia łu  tek s tu  u ła tw ia  szybkie  odszukan ie  poszczególnych 
p rob lem ów . Na końcu  książk i je s t d o d a tek  zaw ie ra jący  w zory  używ anych  in h ib i­
to rów . K ażdy  z rozdziałów  m a obszerne  zestaw ien ie  p iśm ien n ic tw a  rozszerzającego 
o m aw ian ą  p rob lem aty k ę .

R ecenzow ana książka je s t cenną pozycją  b iochem iczną, k tó ra  w y p e łn i o lb rzym ią 
lu k ę  w śród  pop izedn io  w y d aw an y ch  z dużym  opóźnien iem  p u b lik ac ji i p rzyczyni się 
do rozpow szechn ien ia  n a jb a rd z ie j ak tu a ln y ch  zagadn ień  z reg u lac ji p rocesów  b ioche­
m icznych  n ie  t ^ c o  w śród specjalistów .

Z d zis ła w  Ż ak

/
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P ost. B io ch em ., 29, 421—422, (1983;

A ddendum

A d dendum  do  a rt. „K om órkow e geny tra n s fo rm u ją c e ”.
W ok res ie  ja k i u p ły n ą ł m iędzy złożen iem  m aszynop isu  a k o rek tą  dokonano  dalszych  
odkryć. U drożdży w  sąsiedztw ie  genu  ak ty n y  i tu b u lin y  odk ry to  gen YP2, k tó ry  je s t 
hom ologiem  ludzkiego p ro to -onkogenu  z rodziny  c -ras  (D. G a 11 w i t z i i n., N a­
tu re , 306, 704—707, 1983; D. D e F e o  - J o n e s  i in., N atu re , 306, 707—709, 1983). 
O dkryc ia  te  w sk azu ją  na w ie lk i ko n serw aty zm  genów  one w  ew olucji. L is ta  genów  
one pow iększy ła  się o gen ets  z iden ty fikow any  obok genu  m y b  w  re tro w iru s ie  E26, 
o raz  gen m il (lub  m h t)  znaleziony  w  now oodkry tym  re tro w iru s ie  M ill H ill 2 (MH2) 
in d u k u jący m  b ia łaczk i i ra k i u k u rczą t. B lisko spokrew niony  z genem  m illm h t  gen 
ra f w y k ry to  w  re tro w iru s ie  m ysim  3611—MSV, k tó ry  in d u k u je  w łó k n iak o -m ięsak i 
u now orodków  m yszy (N atu re , 306, 426, 1983). O dkry to  hom ologię sekw encji m iędzy 
b ia łk iem  p288ls — dom niem any  b ia łk iem  tra n sfo rm u ją c y m  w iru sa  SiSV  — a ludzk im  
czynn ik iem  w zrostow ym  pochodzącym  z p ły tek  k rw i (p la te le t-d e r ived  grow th  fac to r  — 
PD GF), co w skazu je , że m ech an izm  tra n sfo rm a c ji w iru sem  SiSV  może po legać na 
ek sp re s ji czynn ika  m itogennego  (M. D. W a t e r  f i e l d  i in . ,  N a tu re , 304, 35—39, 
1983; K. C. R o b b i n s  i in., N a tu re , 305, 605—608, 1983; por. też N a tu re  304, 12, 
1983; N a tu re  305, 470— 471, 1983). F ra g m e n t sek w en c ji w trąco n y ch  u końca 5 ' genu  
rc -m o s w  szp iczakach  m yszy (por. Ryc. 5) z iden ty fikow ano  jak o  hom olog sekw encji 
L T R  w iru sow ych  cząsteczek A, z aw ie ra jący  sekw encje  ty p u  „en h an ce r” , p rzy  czym  
L T R  m ia ł odw róconą w  s to sunku  do  genu  c -m y c  o rien tac ję  (G. R e c h a v i  i in., 
E ur. J . C ancer C lin. O ne., 19, 1311, 1983). W in n y m  ty p ie  szpiczaka (NSI) in teg rac ja  
LTR  z genem  c-m os  zaszła w  30 kodon ie  c-m os, a  o r ie n ta c ja  w łączonego L T R  je s t 
tak a  sam a jak  genu c-m os (J. B. C o h e n  i in . ,  N a tu re , 306, 797—799, 1983). O prócz 
am p lif ik ac ji genu c -m y c  w  o stre j b iałaczce p ro m ie lo cy ta rn e j (por. str. 280) s tw ie r­
dzono am p lif ik ac ję  i ek sp res ję  c-m y c  w  lin ii kom órek  ra k a  okrężn icy  (K. A 1 i t a 1 o 
i in . ,  P roc. N atl. A cad. Sci. USA, 80, 1707— 1711, 1983) o raz  lin ii rak a  osk rzela  
(C. D. L i t t l e  i in . ,  N atu re , 306, 194— 196, 1983). W guzie n ad n erczy  m yszy liczba 
kopii genu  c -K i-ra s  zw iększa się od 30 do 60 razy  (M. S z w a b  i in . ,  N a tu re , 303, 
497—501, 1983). G en c -K i-ra s  w  lin ii kom órkow ej ludzkiego ra k a  p łu c  o raz rak a  
okrężn icy  — podobnie ja k  gen c -H a -ra s  (por. rozdz. VI) — je s t ak ty w o w an y  poprzez 
m u tac ję  p u n k to w ą  (K. S c h i m i z u  i in . ,  N a tu re , 304, 497—500, 1983; D. J. C a p o n  
i i n., N a tu re , 304, 507—513, 1983). L iczne, n a s tę p n e  geny one zm apow ano w  ch ro m o ­
som ach człow ieka por. T ab. 2): gen n -  ras w  ch rom osom ie  1, s k l  w  ch. 2, fos  w  ch. 2, 
r a / - l  w  ch. 3, ra f-2 w  ch. 4, fm s  w  ch. 5, K i- ra s l  w  ch. 6 , erb B  w  ch. 7, K i-ra s2  
w  ch. 12, erb A l  w  ch. 17, sre  w  ch. 20, H a -ra s2  w  ch. X  (por. N a tu re , 306, 223—224, 
1983; J . J. Y u n i s, Science, 221, 227—236, 1983). A naliza  tra n s lo k a c ji i d e lec ji 
ch rom osom alnych  w  now o tw orach  człow ieka i zw ierzą t pozw oliła  na d o k ładn ie jszy  
w gląd  w  zm iany  s tru k tu ry  genów  one  o b ję tych  tym i ab e rac jam i. G en c -m y c  w  szp i­
czakach  m yszy i ch ło n iak ach  pochodzących z kom órek  B u człow ieka u lega w  tra k c ie  
sw oistych  tra n s lo k a c ji g łębokim  uszkodzeniom . M iejsce pękn ięc ia  w  locus c -m y c  są 
rozm ieszczone na  dużym  odcinku  DNA i o b e jm u ją  re jon  od sekw encji p o p rzed za ją ­
cych p ie rw szy  ekson do  p ierw szego  in tro n u  w łączn ie  (S. C o r  y i in . ,  EM BO J., 2, 
697—703, 1983). G en c -m y c  rek o m b in u je  n ie  ty lk o  z re jo n em  Sa s ta łego  segm en tu  (C) 
ciężkiego łań cu c h a  im m unog lobu liny  lecz tak że  z re jo n em  Su genu  C^ o raz z re jo n em
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S y p o p rzed za jący m  C y l. O p isano  tak że  tra n s lo k ac ję  c-m y c  do sąsiedztw a genu  C y2b. 
O rie n ta c ja  genu c -m y c  w  sto sunku  do genu  C je s t na jczęściej odw rócona (5' c -m y c  
do 5 ' C).
W in tro n ie  oddz ie la jącym  gen  V—D—J  od genu  z iden ty fikow ano  sekw encje  
w zm acn ia jące  tra n sk ry p c je  (enhancer  — En), (T. H. R a b b i t t s  i in., N a tu rę , 306, 
806—809, 1983). P oniew aż sek w en cje  E n leżą n a  lew o od re jo n u  S^, a in teg rac ja  c -m y c  
w  guzach B u rk itta  i szpiczakach  n a s tę p u je  najczęściej w  re jo n ie  S^, gen c -m y c  po 
tra n s lo k a c ji n ie  m oże być pod w p ływ em  sekw encji En. Z nana  je s t jed n ak  je d n a  lin ia  
ch ło n iak a  B u rk itta  (lin ia  M anca), w  k tó re j gen c-m y c  został z in teg row any  na  lew o 
od sekw encji En, k tó re  w  ty m  p rzy p ad k u  m ogą być ak ty w a to rem  genu . P ierw szy  
ekson  c -m y c  w  trak c ie  tra n s lo k a c ji m oże u lec całkow ite j e lim inac ji, bez szkody dla  
tre śc i in fo rm ac ji kodow anej p rzez c -m yc , gdyż ekson p ierw szy  posiada  kodony  stop 
w e w szystk ich  trzech  fazach  odczytu  i n a jp ew n ie j n ie  u lega tra n s lac ji. Is to tn y m  dla  
kod o w an ia  p ep ty d u  m y c  je s t ekson  d ru g i, k tó ry  w  p rzy p ad k u  tran s lo k ac ji do Cyi w y ­
k a z u je  ak u m u lac ję  licznych  m u ta c ji p u n k to w y ch  (T. H. R a b b i t t s  i i n., N atu rę , 
306, 760—765, 1983). R e jon  o b e jm u jący  sekw encje  L yR  i N IA R D  (por. str. 291 i 292) 
je s t złożony z sekw encji p op rzedza jących  c -m y c  i sekw encji n iekodu jących , oddzie­
la ją cy ch  V—D—J  od C.
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WSKAZÓWKI DLA AUTORÓW

K w a rta ln ik  „Postępy  B iochem ii” p u b lik u je  a r ty k u ły  m onograficzne  o m aw ia jące  
w ąsk ie  tem a ty , o raz a r ty k u ły  p rzeg lądow e re fe ru ją c e  szersze zagadn ien ia  z b iochem ii
i n au k  pok rew nych . A rty k u ły  p ierw szego  ty p u  w in n y  w  sposób syn te tyczny  om aw iać  
w y b ran y  te m a t n a  p o d staw ie  m ożliw ie pełnego  p iśm ien n ic tw a  z k ilk u  o s ta tn ich  la t, 
a  a r ty k u ły  d rug iego  ty p u  n a  p o d staw ie  p iśm ien n ic tw a  z o sta tn ich  d w u  la t. O bjętość 
tak ich  a r ty k u łó w  n ie  p o w inna  p rzek raczać  25 stro n  m aszynop isu  (nie licząc ilu s tra c ji
i p iśm ienn ic tw a). K w a rta ln ik  p u b lik u je  tak że  a r ty k u ły  ty p u  m inirevievos, do 10 stron  
m aszynopisu , z dz iedz iny  za in te reso w ań  au to ra , op racow ane  n a  podstaw ie  n a jn o w ­
szego p iśm ien n ic tw a , w y sta rcza jąceg o  d la  z ilu s tro w an ia  p rob lem u. P o n ad to  k w a rta ln ik  
p u b lik u je  k ró tk ie  no ty , do  5 s tro n  m aszynopisu , in fo rm u jące  o now ych , in te re su jący ch  
osiągnięciach  b iochem ii i n a u k  p ok rew nych , o raz  no ty  p rzy b liża jące  h is to rię  b ad ań  
w  zak res ie  różnych  dziedz in  b iochem ii. P rzekazan ie  a r ty k u łu  do R ed ak c ji je s t 
rów noznaczne z ośw iadczeniem , że n a d es łan a  p ra c a  n ie  b y ła  i n ie  będzie  p u b lik o w an a  
w  in n y m  czasopiśm ie, jeże li zostan ie  ogłoszona w  „P ostępach  B iochem ii”. A u to rzy  
a r ty k u łu  o d p o w iad a ją  za p raw id łow ość  i ścisłość podanych  in fo rm ac ji. A u to rów  
obow iązu je  k o re k ta  au to rsk a . K oszty  zm ian  tek s tu  w  k o rek c ie  (poza pop raw ien iem  
b łędów  d ru k a rsk ich ) ponoszą au to rzy . A rty k u ły  h o n o ru je  się w ed ług  obow iązu jących  
staw ek. A u to rzy  o trzy m u ją  b ezp ła tn ie  25 odb itek  sw ego a r ty k u łu ; zam ów ien ia  na  
dodatkow e odb itk i (p ła tne) n a leży  zgłosić p isem n ie  o d sy ła jąc  p racę  po korekcie  
au to rsk ie j.

R ed a k cja  p rosi a u to ró w  o p rz es tr z eg a n ie  n a s tę p u ją cy c h  w sk a zó w ek :
F orm a m a szy n o p isu : m a szy n o p is  p ra cy  i w sz e lk ie  z a łą c zn ik i n a le ż y  n a d sy ła ć  w  d w u e g z e m ­

p larzach . M aszyn op is  p o w in ie n  b y ć  n a p isa n y  je d n o str o n n ie , z p o d w ó jn ą  in ter lin ią , z m a rg in esem  
ok . 4 cm  p o  le w e j  i ok . 1 cm  po p raw ej s tro n ie ; n ie  m oże z a w iera ć  w ię ce j  n iż  60 z n a k ó w  
w  jed n y m  w ie rsz u  n ie  w ię c e j  n iż  30 w ie r s z y  na s tr o n ie  zg o d n ie  z N orm ą P o lsk ą .

U k ład  m a szy n o p isu : stro n a  o k ła d k o w a  n ie n u m ero w a n a  za w iera  im io n a  i n a zw isk o (a ) au to -  
ra(ów ), ad res(y ) Z ak ład u (ów ) w  ję z y k u  p o lsk im  i a n g ie lsk im , w  k tó ry c h  p racu ją  a u to rzy , adres  
p o cz to w y , n a  k tó r y  a u to rzy  ży czą  so b ie  o tr z y m y w a ć  k o r e sp o n d e n c ję , ad res p r y w a tn y , te le fo n  
m ie jsc a  p ra cy , ty tu ł a r ty k u łu  (w  ję z y k u  p o lsk im  i a n g ie lsk im ), oraz — w  p ra w y m  d o ln y m  
rogu  — lic z b ę  stro n , lic z b ę  r y c in , w z o ró w  i ta b e l oraz sk ró t ty tu łu  (n ie  w ię c e j  n iż  25 zn a k ó w  
d ru k arsk ich ).

S tro n a  ty tu ło w a  (1) im ion a  (w  p e łn y m  b rzm ien iu ) i n a zw isk o (a ) au to ra (ó w ), ty tu ł p racy  
w  języ k u  p o lsk im  i a n g ie lsk im , r ze c z o w y  sp is  tr e śc i w  ję z y k u  p o lsk im  i a n g ie lsk im , ty tu ł n a u ­
k o w y  au to ra (ó w ) i  je g o  (ich ) m ie jsce (a ) p ra cy , w y k a z  sk r ó tó w  s to so w a n y ch  w  p racy .

S tron a  2 i n a stęp n e  o b e jm u ją  te k s t  p ra cy  do sp isu  p iśm ie n n ic tw a  w łą c z n ie , ta b e le , sp is  
ry cin , w zo ró w  oraz ty tu ły  i o b ja śn ien ia  do r y c in  na s tro n a ch  k o ń co w y c h .

D la  p r z e jr z y s to śc i te k s tu  o b o w ią z u je  p o d zia ł a r ty k u łu  na r o zd z ia ły  i p od ro zd z ia ły , k tó ry c h  
ty tu ły  in fo rm o w a ć  rzeczo w o  w in n y  o p rzed sta w ia n y c h  tr e śc ia c h . R zeczo w y  sp is  tr e śc i p u b li­
k u je m y  b e zp o śred n io  po ty tu le  p ra cy . R o zd z ia ły  n u m e ru je m y  lic zb a m i rzy m sk im i, a p o d ro z­
d z ia ły  o d p o w ied n ią  rzy m sk ą  i ara b sk ą  (np. 1-1.). T y tu łó w  p o d ro zd z ia łó w  n ie  w y d z ie lo n y c h  
z te k s tu  n ie  trzeb a  n u m ero w a ć . W  te k ś c ie  n ie  n a le ż y  s to so w a ć  ża d n y c h  p o d k reś leń  an i ro zs tr z e ­
lo n e g o  d ru k u . E w en tu a ln e  s u g e s t ie  a u to rsk ie  co  d o  ch a ra k teru  c zc io n k i d ru k a rsk ie j n a le ży  
za zn a czy ć  o łó w k ie m  na m a r g in e s ie  m a sz y n o p isu . W  p rzyp ad k u  u m iesz cze n ia  w  te k ś c ie  lite r  
a lfa b etu  g r e c k ieg o  n a le ż y  na m a r g in e s ie  w p isa ć  o łó w k ie m  ic h  fo n e ty c z n e  b rz m ie n ie . T ab ele  
i r y c in y  n u m e r u je m y  c y fr a m i a ra b sk im i a w z o ry  rzy m sk im i. W  te k ś c ie  n ie  n a le ż y  u m ieszcza ć  
ża d n y ch  ta b lic , r y c in  c z y  w zo ró w , le c z  w  żą d a n y m  m ie jscu  p o z o sta w ić  w o ln y  w ie rsz  i  z a zn a ­
c zy ć : T a b e la  1, R y c . 1, W zór I itp . N u m e r a c ję  w zo ru  w  te k ś c ie  n a le ż y  p o d aw ać  po n a zw ie  
zw ią zk u , np . k w a s  g lu ta m in o w y  (I).

R ed a k cja  p rosi a u to ró w  o  z w ró c e n ie  szc z eg ó ln e j u w a g i na p o p ra w n o ść  ję z y k o w ą  te k s tu  
a ta k że  n a  śc is ło ś ć  i  ja sn o ść  s fo r m u ło w a ń , u n ik a n ie  g w a ry  la b o ra to ry jn ej oraz o  n ie w p r o w a -  
d za n ie  d o  te k s tu  tw o r z o n y c h  d o ra źn ie  sk ró tó w , n a w e t je ś li  n ie k tó re  z n ich  b y w a ją  u ż y w a n e  
w  p racach  o b c o ję z y cz n y c h .

R ed a k cja  za strze g a  so b ie  m ożn ość  sk ró cen ia  te k s tu  i w p ro w a d z a n ia  p o p ra w ek  n ie  w p ły w a ­
ją c y c h  na tr e ść  pracy .
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P iśm ien n ic tw o : w  a r ty k u le  n a le ż y  c y to w a ć  p race o ry g in a ln e  z o s ta tn ic h  k ilk u  la t  oraz  
n a jw a ż n ie jsz e  a r ty k u ły  p rzeg lą d o w e  o m a w ia ją ce  p rzed sta w io n ą  d z ied z in ę  z u w z g lę d n ie n iem  
a r ty k u łó w  o p u b lik o w a n y c h  w  „ P o stęp a ch  B io c h e m ii” . W te k ś c ie  n a le ż y  p o d aw ać  je d y n ie  
n a z w isk a  b a d a cz y , k tó ry c h  p race  m ają  p o d sta w o w e z n a c ze n ie  w  p rzed sta w ia n e j d z ie d z in ie .  
O m aw ian e  p ra ce  trzeb a  n u m ero w a ć  w  k o le jn o śc i ich  c y to w a n ia  w  te k ś c ie . W ykaz p iśm ie n n ic tw a  
za tem  o b e jm u je  p race  op a trzo n e  k o le jn y m i n u m era m i, a le  n ie  u p o rzą d k o w a n e  a lfa b e ty c z n ie .  
O d n ośn ik i b ib lio g r a fic zn e  w in n y  m ieć  fo r m ę  za leca n ą  przez  K o m isję  W y d a w có w  C zasop ism  
B io c h e m ic zn y ch  M ięd zy n a ro d o w ej U n ii B io c h e m ik ó w  (IU B ) w e d łu g  B io ch im . B io p h y s . A c ta ,  
(1972), 276, 1 np .

P isp a  J . P ., B u ch a n a n  F. M ., (1971), B io ch im . B io p h y s . A c ta ,  247, 181—184.
C y tu ją c  w y d a w n ic tw a  k s ią ż k o w e  p od a w a ć  n a leży  k o le jn o : n azw isk o(a ) i in ic ja ły  a u to ra (ó w ), 
rok  w y d a n ia , ty tu ł k s ią żk i, n azw isk o(a ) i in ic ja ły  jej r ed ak torów (a ), tom , p ierw szą  i o s ta tn ią  
str o n ę  c y to w a n e j p u b lik a c ji, n a zw ę  w y d a w n ic tw a  oraz m ie js c e  w y d a n ia , np.

D ix o n  M ., W ebb  E. C., (1964), E n zy m es, 2 w y d ., str . 565, L o n g m a n s G reen  and  Co., L on d on ;
G rant J. K ., (1969) w  E ssa y s  in  B io c h e m is tr y , red . C am p b ell P . N ., G rev ille  G. D ., t. 5, 

str . 1—58; A ca d em ic  P ress, L on d on .
Z a łą czn ik i: k a ż d y  za łą czn ik  n a le ży  sp orząd zić  w  2 egz. na  o d d z ie ln y ch  k a r tk a ch  i o p a trzy ć  

k o le jn y m  n u m e rem  o d p o w ia d a ją c y m  n u m e ro w i u ży tem u  w  te k ś c ie  oraz o zn a czy ć  (na gó rze  
s tr o n ic y  o łó w k ie m ) n a zw isk iem  p ie r w szeg o  au tora  i p o c zą tk o w y m i w y r a za m i ty tu łu  pracy .

T a b e le  n a le ż y  k o le jn o  n u m ero w a ć  c y fr a m i a ra b sk im i. T y tu ł ta b e li i n a g łó w k i ru b ry k  
p o w in n y  ja sn o  o p isy w a ć  ic h  tre ść  za zn a cza ją c , z ja k ich  (ja k ie j) p rac(y) p och od zą  in fo r m a c je  
p o d a n e  w  ta b e li .

R y c in y , tj . w y k r e sy , r y su n k i, sch em a ty  lu b  fo to g r a f ie  n a le ż y  o p a trzy ć  n u m era cją  w  k o le j ­
n o śc i ic h  o m ó w ie n ia  w  te k ś c ie .  P r z y jm u je  s ię  za sad ę  n u m e ra c ji r y c in  c y fra m i a ra b sk im i, 
a w z o ró w  c y fr a m i rzy m sk im i. F o to g ra f ie  cza rn o -b ia łe  (k o n tra sto w e) p o w in n y  b y ć  w y k o n a n e  
na p a p ier ze  m a to w y m . P o zo sta łe  r y c in y  n a le ż y  w y k o n a ć  tu szem  n a  b ia ły m  p ap ierze  lu b  na  
k a lc e  te c h n ic z n e j . W ym iar r y c in y  n ie  p o w in ien  b y ć  m n ie jsz y  n iż  10X15 cm , a n a n ie s io n e  lin ie  
n ie  p o w in n y  b y ć  c ie ń sz e  n iż  1 m m . R am k i u jm u ją ce  w y k r e s y  m ożn a  w y k o n a ć  lin ią  c ie ń sz ą  
n iż  lin ie  w ła ś c iw e  w y k r e su . C y fry  i l it e r y  s łu ż ą ce  d o  o p isu  r y su n k u  p o w in n y  m ie ć  w y so k o ść  
n ie  m n ie jsz ą  n iż  5 m m . N a r y su n k a c h  n ie  n a le ż y  u m ieszcz a ć  o p isó w  s ło w n y c h , le c z  p o s łu g iw a ć  
s ię  sk ró ta m i. O sie  w y k r e só w  n a to m ia st w in n y  b yć  o p a trzo n e  n ap isem  ła tw o  zro zu m ia ły m . D la  
o z n a czen ia  p u n k tó w  d o św ia d c za ln y c h  m ożn a  s to so w a ć  n a s tę p u ją ce  sy m b o le : O □  A 0 ■  A- 
R y c in ę  n a le ż y  o p a trz y ć  na o d w ro c ie  o z n a c ze n iem  „ g ó ra ” i „ d ó ł” (o łó w k iem ). D e cy z ję  o  s to p n iu  
z m n ie jsz e n ia  r y c in y  p o d ejm u je  w y d a w ca .

P o d p isy  i o b ja śn ien ia  pod ry c in a m i p o w in n y  b y ć  d o łą czo n e  na od d zie ln ej k artcą . O zn acze­
n ia , k tó r y c h  n ie  m o żn a  w p isa ć  na m a szy n ie , n a le ż y  w y r a źn ie  n a n ieść  cza rn y m  tu szem .

Z e w z g lęd u  n a  w e w n ętr z n ą  sp o is to ść  a r ty k u łu  za leca  s ię  a u to ro m  k o n str u o w a n ie  o r y g in a l­
n y c h  r y su n k ó w  i  z b io rczy ch  ta b e l na p o d sta w ie  d a n y ch  z p iśm ie n n ic tw a . P r a w ie  w sz y s tk ie  
c za so p ism a  za strzeg a ją  so b ie  w y łą c zn o ść  d ru k u  prac w ra z  z ich  d o k u m en ta c ją  (C o p y r ig h t). 
P rzed  w łą c z e n ie m  ta b e l, w y k r e só w  c zy  sch em a tó w  do a r ty k u łu  p rzezn a czo n eg o  do p u b lik a c ji  
w  P o s tę p a c h  B io c h e m ii  n a le ż y  u z y sk a ć  zg o d ę  na p rzed ru k  i p rzed ło ży ć  ją  R ed a k cji.

R ed a k c ja  p rosi o w ła śc iw e  p a k o w a n ie  a r ty k u łó w , a b y  z a b ezp ieczy ć  m a szy n o p isy  i ilu str a c je  
przed  p o g ię c ie m .

V
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C EN TR A LN Y  K A TA LO G  Z A G R A N IC ZN Y C H  C ZA SO PISM
I W Y DA W NICTW  C IĄ G ŁY C H

C en tra ln y  k a ta lo g  zagran icznych  czasopism  i w y d aw n ic tw  ciągłych 
zn a jd u jący ch  się w  b ib lio tek ach  P o lsk ie j A k ad em ii N au k  i to w arzy s tw  
naukow ych  dotow anych  przez PA N  dosta rcza  in fo rm ac ji b ib liog raficznych  
o p onad  18 000 ty tu łó w  w y d aw n ic tw  z różnych  dziedzin  i dyscyp lin  n a u ­
kow ych.

K ata log  je s t p row adzony  przez B ib lio tekę  P o lsk ie j A kadem ii N auk  
w  W arszaw ie  w  fo rm ie  k a r to te k i od 1961 roku . B ib lio teka  udziela  in fo r­
m ac ji n a  p o dstaw ie  k a ta lo g u  n a  m iejscu  (P ałac  K u ltu ry  i N auk i, VI p ię ­
tro , pokój 607), te lefon iczn ie  (20-02-11 w ew . 26) lub  za p ośredn ic tw em  
te lek su  815360.

K a ta lo g  je s t ak tu a lizo w an y  bieżąco n a  p o dstaw ie  opisów  b ib lio g ra ­
ficznych n ad sy łan y ch  z ok. 120 b ib lio tek  A kadem ii.

O pis ka ta logow y  zaw iera  dane  o ty tu le  (ew en tu a ln ie  i pod ty tu le) 
w y d aw n ic tw a , m ie jscu  w y d aw an ia , często tliw ości, zasobach w  ob ręb ie  
ty tu łu  (rocznik, zeszyty, num ery ), sposobie n ab y c ia  (p ren u m era ta , kupno , 
w y m ian a , dar), jego lo k a lizac ji w  d an e j p laców ce (bibliotece), a  tak że  
in fo rm u je , czy w ydaw n ic tw o  zostało zm ikrofiszow ane.

P ew n a  liczba czasopism  zagran icznych  posiadanych  p rzez  b ib lio tek i 
P A N  je s t d ostępna  rów nież  w  postac i m ik ro fisz  zn a jd u jący ch  się w  
O środku  In fo rm a c ji N aukow ej PA N , k tó ry  p u b lik u je  w ykazy  czasopism  
zm ik ro fiszow anych  oraz  u d o stęp n ia  kopie  m ikro fisz , a także  o d b itk i czy­
te ln e  gołym  okiem  na  życzenie uży tkow ników .

C en tra ln y  ka ta lo g  zagran icznych  czasopism  i w y d aw n ic tw  ciągłych 
je s t źród łem  in fo rm ac ji o bieżących w p ływ ach  o raz in fo rm ac ji re tro sp e k ­
ty w n e j za ok res ponad  20 la t.
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