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ARTYKUŁY
■ V.

Budowa kanałów jonowych: rodziny strukturalne 
Ion channel structural families

JANINA KWIATKÓW SKA1

Spis treści:

I. Krótki rzut oka na historię badań
II. Kanały zależne od potencjału Mony (napięciowo-zależne) 

II-l. Kanał sodowy
11-2. Kanał wapniowy (wiążący dihydropirydynę)
II-3. Kanał potasowy z D rosophila

III. Kanały „bramkowane” przez Ugandy
III-I. Nikotynowy receptor acetylocholiny 
III-2. Receptor GABAa
III-3. Receptor glicyny
III-4. Receptor glutaminianu (podtyp kainianowy)

IV. Czy istotnie dwie rodziny strukturalne?

Contents:

I. Short history of studies
II. Voltage-dependent channels

II-l. Sodium channel
II-2. Calcium channel (dihydropyridine binding)
II-3. Potassium channel from Drosophila

III. Ligand-gated channels
III-l. Nicotinic acetylcholine receptor 
I3I-2, GABAa receptor
III-3. Glycine receptor
III-4. Glutamate receptor (kaioate subtype)

IV. Are there two structural families?

Wykaz stosowanych skrótów: ACh —  acetylocholina; GA- 
BAa-R — receptor GABA, typu A; Glu-R —  receptor 
glutaminianu; Gly-R — receptor glicyny; nACh-R —  ni­
kotynowy receptor acetylocholiny.

L Krótki rzut oka im  historię badań

Już przed 40 laty zaczęto łączyć proces pobudzenia 
nerwowego ze zm ianam i przepuszczalności błony dla 
jonów. Pojawiły się przypuszczenia, że istnieją specjal­
ne białka błonowe, tworzące kanały, selektywnie prze­
wodzące jony. Przez blisko 20 lat udział takich białek 
był raczej przedm iotem  spekulacji niż konkretnych 
badań. Za pom ocą m etod biofizycznych uzyskano 
natom iast wiele informacji o cechach charakteryzują­
cych przewodnictwo i o elektrofizjologicznych aspek­

1 Prof. dr hab., Z akład  Biochemii Akademii Medycznej, 
ul. Chałubińskiego 10, 50-368 W rocław

tach zjawiska. D ane te wskazywały na występowanie 
dwu typów kanałów  o odm iennym  mechanizmie „bra­
m kow ania”: napięciowo-zależnych (zależnych od po ­
tencjału błonowego —  voltage-gated) oraz „bram ­
kow anych” przez Ugandy (zależnych od neurotrans- 
m iterów i horm onów  —  ligand-gated). Właściwe b io­
chemiczne badania kanałów  czekały jednak  na znale­
zienie nowych technik. Przew rót w tej dziedzinie 
zapoczątkow ało znalezienie selektywnych inhibitorów  
kanałów: tetrodotoksyny, wiążącej się z kanałem  sodo­
wym oraz a-bungarotoksyny — z nikotynow ym  recep­
torem  cholinergicznym. Z a ich pom ocą wydzielono, 
oczyszczono, a następnie zcharakteryzow ano oba te 
białka. U stalono ich skład podjednostkow y i sekwen­
cję fragm entów łańcuchów polipeptydowych. M etody 
stosow ane w tych badaniach są bardzo żm udne i p ra­
cochłonne, a ilość uzyskiwanego białka —  znikoma. 
Błyskawiczny postęp w badaniach strukturalnych da­
tuje się od 1982 r„ kiedy to do badania kanału 
sodowego zastosow ano techniki biologii m olekular­
nej. Znajom ość sekwencji aminokwasowej fragm en­
tów  łańcucha połipeptydow ego jednej z podjednostek 
umożliwiła syntezę polinukleotydow ych znaczników 
segregujących, a za ich pom ocą —  wydzielenie mRNA, 
uzyskanie cD N A  i klonow anie go, Analiza sekwencji 
cD N A  pozw oliła na wy deduko wanie sekwencji am i­
nokwasów  w białku. P roduk ty  transkrypcji klonow a­
nych genów reagowały z przeciwciałami przeciw oczy­
szczonym podjednostkom  kanału  sodowego. Za p o ­
m ocą m etod klonow ania zbadano  następnie i oznaczo­
no budowę kilku innych kanałów  jonowych. Profile 
hydropatyczne i przewidywane struk tury  IT-rzędowe 
tych białek, sporządzane na podstaw ie sekwencji am i­
nokwasowej dały wgląd w topografię kanałów  w bło­
nie, pozwoliły określić kolejność regionów hydrofił- 
nych i hydrofobowych oraz położenie fragmentów 
transm em branow ych. W prow adzając cDNA lub 
m RNA do kom órek nie posiadających danego kanału 
uzyskiwano dow ody na to, że istotnie kodują funkc­
jonujące kanały jonowe. Zazwyczaj używa się do tego 
celu oocytów Xenopus. W ten sposób udało się m. in. 
ustalić, które podjednostki są niezbędne dla funkcji 
kanału. W m iarę coraz lepszego poznawania struktury
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i topologii k ana łów  wyłoniła  się koncepcja, zgodnie 
z k tórą  podział na kanały  napięciowo-zależne i ligan- 
do-zależne nosi nie ty lko funkcjonalny, ale i s t ru k tu ra l­
ny charak ter. K ażdy  z tych dwu typów kana łów  
miałby tworzyć rodzinę (podrodzinę) s truk tu ra lną , 
k o d o w an ą  przez geny wyw odzące  się od wspólnego 
genu-p rzodka  [1-4].

II. Kanały zależne od potencjału (napięcio­
wo-zależne)

K anały  te cechuje w yraźna  zależność przew odnic t­
wa od po tencja łu  b łonow ego, w ysoka selektywność 
względem jo n ó w  oraz  przew odnic tw o  pojedynczego 
kana łu  rzędu 107 jonów /sek .

II-l. Kanał sodowy

Oczyszczone i d ob rze  zdefiniowane p repa ra ty  k a n a ­
łów sodowych o t rzy m an o  z o rg an ó w  elektrycznych 
Torpedo i Electrophorus electricus, z mięśni różnych 
g a tu n k ó w  ssaków, z m ózgu  wołu i szczura. K ana ł  
z o rg an u  elektrycznego z b u d o w an y  jest z po jedyn­
czego łańcucha po l ipep tydow ego  o masie cząstecz­
kowej 250 kD a. W skład k an a łu  z mięśni w chodzą pod- 
jednostk i  a o M r oko ło  260 k D a  i ^  (M W  =  38 kDa). 
K an a ł  z m ózgu jest he tero tr im erem , sk łada  się z pod- 
jednostek  a  (260 kDa), (36 kD a)  i /?2 (33 kD a) [5-7], 
B adania  rekonsty tucyjne  w ykazują , że dla p rzew od­
nictwa jo n ó w  we wszystkich w ym ienionych kana łach  
w ystarcza jed n a  p o d jed n o s tk a  (w kanale  z mięśni 
i m ózgu —  ot). T w orzy  o n a  ściany pory  jonowej. 
Pozosta łym  p o d jed n o s tk o m  przypisuje się rolę m odu-  
lacyjną i regula torow ą, przy czym /?2 z m ózgu zdaje się 
m ało  is to tna  d la  p rzew odnic tw a  [8, 9]. P o zak o m ó r-  
kowe regiony białek kan a łu  są obficie glikozylowane, 
a zaw artość  reszt cukrow ych  dochodzi  w n iektórych 
przypadkach  do  30%  m asy cząsteczki. C ytop lazm aty-  
czne kinazy bia łkow e A ka ta lizu ją  fosforylację we- 
wnątrzcząsteczkow ych reg ionów  pod jednostk i a.

Ryc. 1. Budowa podjednostkow a kanału  sodowego. 
VP — miejsca glikozylacji, © —  miejsce fos­
forylacji (w/g [7])

Ryc. 2. Budowa podjednostki a  kanału  sodowego. Cyf­
rami arabskim i oznaczono segmenty transm em b- 
ranowe, rzymskimi — dom eny.

Określenie obszarów  glikozylacji i fosforylacji o raz  
bad an ia  im m unologiczne pozwoliły na z a p ro p o n o w a ­
nie m odelu  ułożenia pod jednostek  w błonie (patrz  
Ryc. 1).

N a  podstawie sekwencjonow ania  cD N A , kod u jące ­
go funkcjonalny kana ł  sodowy pozn an o  pełną sekw en­
cję am inokw asow ą kana łu  z o rganu  elektrycznego 
(1832 reszty) oraz trzech typów pod jednostek  a z m ó z ­
gu szczura (2008-2012 reszt) [10]. D ane  te p o d d a n o  
analizie pod  względem profilu hydropatyczności,  p rze­
widywanej s truk tu ry  II-rzędowej i zachow ania  o k reś ­
lonych sekwencji w różnych regionach cząsteczki. N a  
tej podstawie sko n s tru o w an o  model pod jednostk i  a. 
W ystępują  w niej 4 dom eny  o wysokiej hom ologii 
wewnętrznej (tzw. pow tarzające  się regiony). P o ra  
k ana łu  znajduje się w cen trum  pseudosymetrycznej osi 
tych dom en. W każdej dom enie  mieści się 6 h y d ro ­
fobowych, a-helikalnych segmentów, dostatecznie  d łu ­
gich, by tworzyć odcinki t ransm em branow e, zwane
5  1......S6. SI, S2 i S3 zawierają am inokw asy  o u jem nym
ładunku , zaś S4 są bogate  w reszty zasadowe. Jak  
widać na Ryc. 2, N - i C -końce cząsteczki, pętle między 
do m enam i oraz  odcinki hydrofilne łączące segmenty
52 z S3 oraz  S4 z S5 leżą po cytoplazm atycznej stronie 
błony, a odcinki między SI i S2 oraz  S5 i S6 —  po  jej 
stronie zewnętrznej. W podjednostce  a z m ózgu pętle 
łączące d om enę I i II są dłuższe niż w białku z na rząd u  
elektrycznego [11-14]. M odel ten uzyskuje co raz  wię­
cej dow odów  doświadczalnych.

Porę przew odzącą  N a + wyścielają segmenty S4 
wszystkich 4 dom en. Jak  o tw iera  się kana ł  sodowy? 
U w aża  się, że reszty Arg w segmencie S4 tw orzą  
spiralną wstęgę doda tn ich  ładu n k ó w  w okół rdzenia 
helisy. Reszty te są stabilizowane dzięki pow staw aniu  
p a r  jonow ych  pom iędzy doda tn im i ładunkam i S4, 
a ujemnymi ładunkam i reszt segm entów SI, S2 i S3. 
O ddzia ływ ania  te są trwałe, gdy potencjał b łonow y 
wynosi oko ło  —  80 mV. K an a ł  jest wtedy zamknięty. 
Przy depolaryzacji b łony następuje  poślizg S4 wzdłuż 
spirali i o b ró t  o 60°. T w orzą  się nowe pary  jonow e, co 
inicjuje kolejne zm iany konform acyjne  we wszystkich 
dom enach . P row adzi to do  przemieszczenia conajm - 
niej 4 ładunków  reszt am inokw asow ych  przez błonę,
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a następnie  o tw arcia  kanału. Taki sekwencyjny model 
wydaje się zgodny z k inetyką aktywacji kanału: prze­
niesienie ładunków  odbyw a się na tychm iast po d ep o ­
laryzacji błony, a przepływ jo n ó w  dopiero  po pewnym 
czasie [2, 7]. P o  ustaniu  depolaryzacji kanały  N a  + 
spontanicznie  przechodzą w stan  zamknięty, co z kolei 
ułatwia repolaryzację błony. Przypuszcza się, że frag­
m ent łańcucha, charak teryzujący  się wrażliwością na 
w ew nątrzkom órkow e proteazy, a więc leżący po s t ro ­
nie cytoplazmatycznej zam yka  kanał. Istotnie, p rze­
ciwciało skierowane przeciw k ró tk iem u fragmentowi 
łańcucha (tzw. S P 19), leżącemu po wewnętrznej stronie 
błony ham uje  zam ykanie  kanału. W ysunięto  koncep ­
cję „tetrahedrycznej cząstki b lokującej”: w czasie o t ­
wierania kana łu  po jego wewnętrznej s tronie odsłania  
się ujemnie na ład o w an a  reszta am inokw asow a. Przy 
zam ykan iu  kana łu  fragment SP19, obdarzony  d o d a t ­
nim ładunk iem  oddziaływuje z tą  resztą, b lokując 
kana ł  [4, 15, 16],

II-2. Kanał wapniowy (wiążący dihydropirydynę)
K an a ł  ten należy do  tzw. typu  2 kana łów  w ap ­

niowych L, generujących p rądy  o długich czasach 
trwania, występującego w tkan k ach  kurczliwych. Di- 
hydropirydyna, k tó ra  jest inh ibitorem  tego kanału , 
wiąże się z nim po zewnętrznej stronie błony. W y k o ­
rzystując swoistość tego wiązania, wydzielono kanał 
z mięśni szkieletowych ssaków. K an a ł  C a 2+ jest pen- 
tamerem, składa się z dw u dużych podjednostek: ocŁ 
(175 kD a) i a 2 (143 kDa), o raz  trzech małych: /? (54 
kDa), y (30 kD a) i S (27 kDa). Duże podjednostk i o raz  
y m ają  ch a rak te r  hydrofobow y i u łożone są transm em - 
branow o. P o d jednos tka  fi po łączona  jest z a ,  i u łożona 
na stronie cytoplazmatycznej, a ó łącząca się z a 2 —  po 
stronie zewnętrznej błony. Pod jednostk i a 2, y i <3 ulega­
ją  g l ik o zy lac j i ,a a ,  i /? —  fosforylacji. K inazy białkowe 
A aktyw ują  przepływ C a 2 + . P o ra  przew odząca jony  
mieści się w podjednostce a , . Oczyszczona i w b u d o w a­
na w liposomy pod jednos tka  ta  tworzy ak tyw ny kana ł  
[17, 18]. M odel budow y podjednostkow ej kana łu  
C a 2+ p o k azan o  na Ryc. 3.

I-rzędową s truk tu rę  dużych podjednostek  p oznano  
na podstawie sekwencji cD N A . a ,  sk łada się z 2005 
reszt am inokw asow ych, z tego 29%  identycznych, 
a dalszych 36%  —  chemicznych analogów  reszt p o d ­
jednostk i kana łu  sodowego. W a ,  kana łu  C a 2+ wy­
stępują 4 pow tarza jące  się dom eny, a w każdej z nich 
—  6 segmentów transm em branow ych . M odel s k o n ­
struow any  na podstawie profili hydropatycznych  wy­
kazuje zdumiewające podob ieństw o  do  kana łu  N a  + . 
Ułożenie N- i C -końców  oraz  hydrofilnych pętli łączą­
cych dom eny  i segmenty w ew nątrz  dom en  jest iden­
tyczne w obu  kanałach, jedynie C -końcow a hydrofilna 
dom ena  kana łu  C a 2+ jest większa niż w kanale  N a  + . 
Porę  kana łu  wyścielają segmenty S4. Przypuszczalnie 
m echanizm  otw ierania  i zam ykan ia  k ana łu  jest p o d o b ­
ny do  kana łu  N a + [7, 19, 20].

II-3. Kanał potasowy z Drosophila
K an a ł  ten, generujący w neu ronach  Drosophila 

szybki, ham ujący  p rąd  po tasow y o właściwościach 
p rądów  A, zbudow any  jest z kilku s to sunkow o  niewiel­
kich, przypuszczalnie hom ologicznych pod jednostek  
[21]. K lony c D N A  z jednego  locus genetycznego 
tw orzą conajmniej 7 m R N A , m ożna  więc sądzić, że 
istnieją różne pod typy  kana łu  K + . Białko, kodow ane  
przez jeden  z pod typów  m R N A  składa  się z 616 reszt 
am inokw asow ych, z czego 27%  jest identycznych, 
a dalszych 2 0%  chemicznie p o d o bnych  d o  reszt d o m e ­
ny IV kana łu  N a + z n a rząd u  elektrycznego Torpedo. 
Profile hydropatyczne  kana łu  K + w skazują  na obec­
ność 6 lub 7 segm entów transm em branow ych ,  o u łoże­
niu i sposobie połączenia pętlam i hydrofilnymi przy­
pom inającym i kanały  N a + i C a 2+ (patrz  Ryc. 4). Porę  
przew odzącą  jo n y  K + tw orzą  przypuszczalnie seg­
menty  S4 kilku podjednostek . Sekwencja tego segm en­
tu odznacza  się wysoką hom olog ią  z S4 pod jednostek  
a  kana łów  sodow ych i w apniow ych [7, 22],

III. Kanały „bram kowane” przez ligandy

K anały  „ b ram k o w an e” przez ligandy (neuro trans-  
mitery) są zarazem  ich receptoram i. Przyłączenie ligan- 
da  pow oduje  otwarcie kana łu  i przepływ jonów . Nie-

Ryc. 3. Budowa podjednostkow a kanału wapniowego. 4* — miejsca 
glikozylacji, ® —  miejsca fosforylacji (w/g [7]).

Ryc. 4. Budowa kanału potasow ego z Drosophila. Cyframi oznaczo­
no segmenty transm em branow e.
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które z tych kanałów , ja k  np. recep tor g lu tam inianu, 
podtyp N M D A , w ym agają  dla swej funkcji, oprócz 
przyłączenia liganda także depolaryzacji błony.

Informacja od  neu ro tran sm ite ra  do  kana łów  może 
być też przekazyw ana  pośrednio: za pośrednictwem  
białek G  (np. z m uskarynow ego  receptora  choliner- 
gicznego na k an a ł  po tasow y serca, z recep tora  /i-ad- 
renergicznego na  kana ł  C a 2 + serca), lub przekaźników  
wtórnych i k inaz  b iałkow ych (np. z receptora  ß x 
noradrenergicznego i h is tam inow ego za pom ocą  
cA M P, z a -adrenerg icznego —  za po m o cą  c G M P  na 
kanały ka tionow e [23]. O becnie  znam y budow ę dwu 
kanałów  ka t ionow ych  „b ra m k o w a n y c h ” przez ligan- 
dy: n iko tynow ego receptora  acetylocholiny-(nACh-R) 
i receptora g lu tam in ianu-(G lu-R ) o raz  dw u kana łów  
anionowych: recep to ra  G A B A  typu  A- (G A B A a -R) 
i receptora glicyny -(Gly-R).

III-l. Nikotynowy receptor acetylocholiny
Ten najwcześniej i najlepiej poznany  z kana łów  

„b ram k o w an y ch ” przez ligandy został wydzielony 
z narządu  elektrycznego Torpedo i Electrophorus oraz 
z mięśni i m ózgu  p tak ó w  i ssaków. W  każdym  
przypadku  nA C h -R  jest pen tam erem , zbudow anym  
z 4 ro dza jów pod jednos tek :  ( x , ß , ö i y l u b e ,o  M W  50-60 
k D a  każda. Są one kod o w an e  przez od rębne  geny. 
W rodzim ym  receptorze występują  dwie pod jednostk i 
a  i po jednej z pozostałych. W prow adza jąc  m R N A  
podjednostek  do  oocy tów  X enopus  p rzek o n an o  się, że 
ak tyw ny kana ł  musi zawierać 4 rodzaje podjednostek . 
M a  on budow ę a 2 ß ö y lub a 2 ß ö e [24, 25]. Sądząc 
z b ad ań  krystalograficznych, pod jednostk i uka łada ją  
się w błonie na  podob ieńs tw o  klepek w beczce. K ana ł  
wystaje o oko ło  5,5 nm nad  zew nętrzną i 2,5 nm  nad  
cy top lazm atyczną  powierzchnią  błony. P o d jednos tka  
ß  leży między dw iem a a  [26],

Badając odm iany  podjednostek , uzyskane d rogą  
uk ierunkow anej m utagenezy c D N A  w ysnuto  p rzy p u ­
szczenie, że miejsce wiążące acetylocholinę (ACh) 
mieści się na podjednostce  a. A utorzy zastrzegają się 
jednak ,  że u t ra ta  zdolności wiązania ACh przez kanały  
zawierające m u tan ty  a  może być też, następstw em  
zm iany oddziaływ ań między a, a  właściwą d o m en ą  
wiążącą. Pod jednostce  Ö przypisuje się wpływ na czas 
t rw an ia  o tw arc ia  kanału . K ana ły  wydzielone z Torpedo 
i te z mięśni cieląt w ykazują  ba rdzo  pod o b n e  p rzew od­
nictwo pojedynczego kana łu  i stechiometrię  wiązania 
ACh, ale różnią  się czasem przepływu prądu . Przy 
1 pM  stężeniu ACh czas ten wynosi 0,6 msek w kanale  
z Torpedo i 7,6 msek dla kana łu  z mięśnia cielęcia. 
W p row adza jąc  do  oocytów  X enopus  m R N A  pod jed­
nostek  z obu źródeł w różnych kom binacjach  p rzek o ­
nan o  się, że nA C h-R  składający się z podjednostek  
a  ß y z  Torpedo i Ö z mięśni wykazuje taki sam  czas 
przepływu, ja k  kana ł  z mięśnia cielęcego. Z a  różnicę 
okresu  przepływu jest przypuszczalnie odpowiedzialny 
20-am inokw asow y odcinek łańcucha polipeptydowe-

POSTĘPY BIOCHEMII 37(3-4), 1991

go, k tó rym  różnią  się pod jednostk i ó z obu  źródeł [27]. 
P od jed n o s tk a  e występuje w receptorze z mięśni d o ro s ­
łych zwierząt, zaś y —  w mięśniach rozwijających się 
i po odnerwieniu. Receptory a 2 (1 ó e występują prawie 
wyłącznie w płytce końcowej, m ają  większe przew od­
nictwo pojedynczego kana łu  i krótszy czas o tw arcia  
niż receptory a 2 P ó y rozsiane po całej powierzchni 
kom órek  w rozwijających się mięśniach [28, 29].

P ierw szorzędow ą s truk tu rę  podjednostk i a  z Tor­
pedo ok reślono  na  podstaw ie sekwencji cD N A  w 
1982 r. W ślad za tym p oznano  budow ę pozostałych 
podjednostek  nA C h-R  z Torpedo, mięśni i mózgu 
ssaków oraz y i ó z  mięśni p taków  [30-32]. Wszystkie 
podjednostk i w ykazują  znaczną  hom ologię  sekwen­
cyjną. N a  podstaw ie profili hydropatycznych  uzys­
kan o  następujący ob raz  topografii cząsteczek: N -ko-  
niec leży po  zewnętrznej, a  C-koniec po cytoplaz- 
matycznej stronie błony. Przy N -k o ń cu  mieści się duża, 
hydrofilna, g likozylowana dom ena , następnie g rupa  
trzech blisko siebie położonych  segm entów transm em - 
branow ych  M l ,  M 2 i M3, połączonych za pom ocą  
dużej, hydrofilnej, cytoplazmatycznej pętli z h y d ro ­
fobowym  segm entem  M 4 przy C-końcu. N ie po tw ier­
dziły się przypuszczenia o istnieniu M5 [19, 33]. 
Przypuszcza się, że obszar  wiązania  ACh mieści się 
w N -końcow ej domenie. We wszystkich podjednost- 
kach  znajduje się w niej odcinek o bardzo  konse r­
watywnej budowie: 2 reszty Cys odda lone  od siebie 
o 14 reszt (w a  są to  C y s -128 i C y s-142), a między nimi, 
w określonych odległościach reszty P ro  i Asp [10, 34]. 
U w ażano , że te właśnie reszty Cys uczestniczą w wiąza­
niu ACh, ale późniejsze doświadczenia  z bram oacety-  
locholiną w skazują  raczej na  udział C y s-192 i C ys-193 
w wiązaniu l iganda [35]. T ran sm em b ran o w e  dom eny 
M l ,  M 2 i M3 wszystkich podjednostek  ułożone są 
pseudosym etrycznie  w okół centralnej osi i tworzą porę 
jonow ą. Wyścielają ją  segmenty M2. M 4 nie uczest­
niczą bezpośrednio  w budow ie pory  [36]. Schemat 
p rzekroju  kana łu  p o k azan o  na Ryc. 5.

Ryc. 5. M odel budowy kanału jonow ego w nikotynowym  recep­
torze acetylocholiny (przekrój poprzeczny). Cyframi ozna­
czono transm em branow e segmenty poszczególnych podjed­
nostek.
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Is to tną  rolę w przewodnictwie ka tionów  przypisuje 
się u jem nym  ład u n k o m  reszt G lu  i Asp w pobliżu  M2. 
W prow adza jąc  transk ryp ty  genów, p oddanych  ukie­
ru n k o w an y m  m utac jom  do  oocytów  w ykazano , że 
usunięcie tych reszt redukuje  przew odnic tw o kan a łu  
proporc jona ln ie  do  liczby usuniętych ładunków . N a  
tej podstaw ie I m o t o  i w s p ó ł a u t o r z y  [37] 
zap roponow ali  model pory  jonowej. Zgodnie  z nim, 
reszty karboksylow e tw orzą  w okół pory  trzy pierś­
cienie ujemnych ładunków . W chodzące  jo n y  m uszą  
przejść przez te pierścienie. Pierścienie u zewnętrznych 
i w ewnętrznych w rót kana łu  pełnią funkcję filtrów 
blokujących jo n y  dw uw artościow e, a ś rodkow y- filtru 
selektywnego właściwych kationów . H ydrofilna d o m e ­
na między M3 i M4, leżąca po stronie cy toplazm atycz- 
nej może ulegać fosforylacji. Fosforylacja tej pętli 
w pod jednostkach  ó i y przyśpiesza u tra tę  wrażliwości 
na ligand i odwrażliwienie receptora  [4].

III-2. Receptor GABAa

Receptor ten wybiórczo wiąże benzodiazepinę, k tó ­
rą w ykorzystano  dla jego izolacji. G A B A a -R jest 
te tram erem  o budow ie  cl2 [12. O b a  typy pod jednostek  
są konieczne dla funkcji. P o d jed n o s tk a  a  (53 kD a) 
zawiera 456 reszt am inokw asow ych, a fi (57 kD a) 
—  474 reszty. Stopień hom ologii i substytucji s t ru k ­
turalnej obu  pod jednostek  wynosi p o n ad  50%. W  ob u  
pod jednostkach  duże, hydrofilne dom eny  N -k o ń co w e  
leżą p o zakom órkow o . W podjednostce  a, wiążącej 
benzodiazepinę d o m en a  ta m a dwa, a w podjednostce  
/?, wiążącej G A BA  —  trzy obszary  glikozylacji. W  ob u  
p od jednostkach  są po cztery dom eny  tran sm em b - 
ranow e M1....M4. Pętla łącząca M3 z M 4 w fi ulega

fosforylacji. Z godnie  z modelem  po k azan y m  n a  Ryc. 
6 dom eny  tran sm em b ran o w e  wszystkich p o d je d n o s ­
tek s tanow ią  ściany pory  jonowej, przewodzącej C D . 
Światło pory  wynosi 5,6 A. K rystalograficzne b ad an ia  
przem aw iają  je d n a k  za tym, że tylko M l ,  M 2  i M3 
uczestniczą w budow ie  pory, zaś M 4 leży na  pow ierz­
chni błony. D o d a tn io  na ładow ane  reszty am in o k w aso -  
we, znajdujące się przy końcach  segm entów transm em - 
b ranow ych  tw orzą  wewnętrzne i zew nętrzne filtry 
an ionów . Przypuszcza się, że przyłączenie G A B A  tak 
zmienia konform ację  pod jednostk i fi i a, że d o d a tn ie  
reszty stają się bardziej eksponow ane , d o m e n a  M 1 
przesuw a się, umożliwiając otwarcie  kanału . O becność  
reszt P ro  w M l ,  w arunku jąca  giętkość tego segm entu  
p rzem aw ia  za tą  możliwością [38].

III-3. Receptor glicyny
W ydzielono go z mózgu kilku g a tu n k ó w  ssaków. 

G ly-R jest g likoproteiną, sk łada  się z trzech łańcuchów  
polipeptydow ych o M r rów nych 48 000, 58 000 i 93 000. 
P od jed n o s tk a  48 K wiąże glicynę. 48 K i 58 K są 
ułożone t ran sm em b ran o w o  i to one tw orzą  rdzeń 
kanału , w ew nątrz  k tórego  mieści się po ra  jonow a . 
P raw d o p o d o b n ie  pod jednostk i te powstały z w spól­
nego genu-przodka. 93 K jest białkiem peryferyjnym, 
leży po cytoplazm atycznej stronie błony. T opogra f ia  
48 K wykazuje duże podob ieńs tw o  do  podjednostek  
nA C h-R  i G A B A a-R. D uża, N -k o ń co w a  d o m e n a  leży 
na zewnętrznej stronie błony, cząsteczka m a cztery 
d om eny  hydrofobowe, wykazujące około  60%  h o m o ­
logii s truk tura lnej z odpow iednim i d o m e n a m i G A - 
BAa-R. Duże fragmenty N-końcow ej d om eny  w y k azu ­
j ą  także duże podob ieńs tw o  do  receptorów  G A B A a 
i nACh. Dotyczy to szczególnie odc inków  łańcucha  
w okół „konserw atyw nych” reszt Cys. W G ly-R  są to 
Cys-140 i C y s -154. Przypuszcza się, że tw orzą  one 
mostki S-S, istotne dla zachow ania  I l l-rzędow ej s t ru k ­
tury regionu N -końcow ego. W ew nętrzną, hydrofilną 
ścianę kana łu  tw orzą  M l ,  M 2 i M3, bogate  w  reszty 
polarne. Dla przepływu jo n ó w  szczególne znaczenie 
m ają  M 1 i M2. Reszty Pro, znajdujące się w M 1 nada ją  
tem u segmentowi giętkość s truk tu ra lną . P rzekró j k a ­
nału, podobn ie  jak  cechy przew odnic tw a a n io n ó w  
w ykazują  duże podob ieńs tw a  do  receptora  G A B A a . 
O gó lna  hom olog ia  sekwencyjna obu  k ana łów  prze­
kracza 50%. W s tosunku  do nACh-R sięga o na  jedynie  
2 7% -29% , ale w n iektórych odcinkach  łańcucha  jest 
znacznie wyższa. T opografia  Gly-R jest ana log iczna  
jak  w G A B A a -R i nA C h-R  [39],

III-4. Receptor glutaminianu (podtyp „kainiano- 
wy”)

T ran sk ry p t  cD N A , o trzym anego  z neuronów , w p ro ­
w adzony do  oocytów  daje czynny kanał k a tionow y  
o farm akologicznych właściwościach receptora  g lu ta ­
m inianu, należącego do  pod typu  „wiążącego k a in ia n ” 
(nowe dane  opisują ten receptor ja k o  receptor typu 

Ryc. 6. Budowa dimeru receptora GA BAa . Y — miejsca glikozylacji. A M  PA).
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W odróżn ien iu  od innych kana łów  wiążących Ugan­
dy, dla pełnienia funkcji wystarczy m u jeden  typ 
podjednostki. Jej M W  wynosi 99 769 Da, co czyni ją  
największym z dotychczas poznanych  łańcuchów  poli- 
peptydow ych budujących  kanały  „ b ra m k o w a n e ” 
przez ligandy [40]. Przypuszcza się, że in vivo kana ł  
jest hom ooligom erem . Nie jest jed n ak  wykluczone, 
że w neu ronach  występuje on w połączeniu z innymi 
podjednostkam i,  k tóre  jed n ak  nie są niezbędne dla 
funkcji. Przeciwciała przeciw białku w iążącem u kai- 
nian z m ó żd żk u  kurczęcia, o M W  =  49000, ro zp o ­
znają b iałko z m ózgu o M r 92 500. Być może te dwie 
podjednostk i uczestniczą w budow ie kanału . Przeciw­
ciała przeciw białku 48 K z m ózgu żaby reagują 
z białkiem 99 K z m ózgu szczura [41].

Sekwencja am inokw asow a  G lu-R , o trzy m an a  na  
podstawie budow y  cD N A  z m ózgu szczura, wykazuje 
zaskaku jąco  niską hom ologię  z p o d jednos tką  
ot nACh-R, a- receptora  G A B A a i 48 K  —  Gly-R. 
W N -końcow ej dom enie  G lu-R  brak  odc inka  o k o n ­
serwatywnej budowie, tak charak terys tycznego dla 
pozostałych kanałów. Jest w nim tylko je d n a  reszta 
Cys, a reszty P ro  i Asp występują  w innych pozycjach. 
Wyższy stopień  hom ologii da się zauw ażyć w d o m e ­
nach t ransm em branow ych . Jest ich cztery: T M D 1 , 
T M D 2  i T M D 3 , zawierające po około  20 reszt am ino- 
kwasowych leżą blisko siebie. W T M  D l  reszta proliny 
zajmuje 12 pozycję, identycznie jak  w M l  ka tionow ego  
kana łu  nA C h-R  (w obu  chlorkow ych —  8-mą). 
W  T M D 2  15 reszt m a identyczne położenie ja k  w M 2 
conajmniej jednej pod jednostk i pozosta łych p o z n a ­
nych kana łów  „b ram kow ych” przez ligandy. P od o b n ie  
ja k  w tych ostatn ich , T M D 4  Glu-R  leży przy C-końcu. 
Podob ieńs tw a  s truk tu ra lne  T M D 1  i T M D 2  do  M l  
i M 2 pozosta łych kana łów  pozwalają  przypuszczać, że 
pełnią one p o d o b n ą  rolę w funkcji kan a łu  [40],

IV. Czy istotnie dwie rodziny strukturalne?

Większość badaczy przychyla się do  koncepcji gło­
szącej, że istnieją dwie rodziny s t ruk tu ra lne  kana łów  
jonow ych, z k tórych  każda  wywodzić się m oże z w spól­
nego genu-przodka. K anały  napięciowo-zależne wy­
kazują  znaczną hom ologię  sekwencyjną, szczególnie 
w ysoką w segm entach wyścielających porę  jonow ą. 
D la funkcji tych kana łów  wystarcza jeden  typ pod jed ­
nostki nawet w białkach oligomerycznych. M a  ona  
charak te rys tyczną  topografię: N- i C- końce  łańcucha, 
o raz  pętle łączące tran sm em b ran o w e  segm enty u łożo­
ne są jed n ak o w o  we wszystkich kanałach . K ażd a  m a 
6 do m en  t ransm em branow ych  tw orzących 1 m otyw  na 
pod jednostkę , ja k  w kanale  K + lub 4 pow tarza jące  się 
motywy, jak  w kana łach  N a + i C a 2 + . Przypuszcza  się, 
że p ierw otny  jest gen kodujący  kana ł  po tasow y, wy­
stępujący już  w drożdżach, podczas gdy k an a ł  w ap ­
n iowy pojawia się dop iero  u wyższych pro tozoa , 
a sodow y jest obecny jedynie w o rgan izm ach  wielo­

k o m órkow ych .  Te dw a ostatn ie  kanały  m ogą więc być 
p ro d u k ta m i  genów, powstałych d rogą  duplikacji p ier­
w o tnego  genu kana łu  K + [7].

K ana ły  „ b ram k o w an e” przez ligandy ch arak te ry zu ­
je  obecność  dużej N -końcow ej dom eny  na powierzchni 
b łony, trzech blisko siebie po łożonych  segm entów 
tran sm em b ran o w y ch ,  tw orzących porę jonow ą, oraz 
dużej pętli cytoplazmatycznej, łączącej te segmenty 
z czw artą  d o m en ą  hydrofobow ą u C-końca. W tej 
grupie  kanałów , hom olog ía  sekwencyjna w obrębie 
k an a łó w  ka tionow ych  o raz  kana łów  an ionow ych jest 
wyższa, niż między nimi.

O s ta tn io  n iektórzy au to rzy  zalecają ostrożniejsze 
podejście do  koncepcji rodzin s truk tura lnych . N iska  
ho m olog ía  G lu-R  w sto sunku  do  pozostałych k a n a ­
łów, „b ra m k o w a n y c h ” przez ligandy, o raz  małe p o d o ­
bieństw o sekwencyjne kana łów  ka tionow ych  do  a n io ­
now ych stawia pod  znakiem  zapy tan ia  pochodzenie  
k an a łó w  wiążących ligandy od  w spólnego genu-przod- 
ka. U w aża  się też, że w ystępow anie  określonej liczby 
d o m en  t ran sm em b ran o w y ch  (6 —  w kana łach  napię- 
ciowo-zależnych, 3 —  w „ b ram k o w an y ch ” przez ligan­
dy) budu jących  porę  jo n o w ą  m oże być wyrazem 
istnienia w zorców  struk tu ra lnych  o bardziej p o d s ta ­
w ow ym  znaczeniu niż specjalizacja funkcjonalna. Być 
m oże obecność  3, 4, czy 6 dom en  stanow i m inim alny 
w ym óg zakotw iczenia  białek w błonie, zapewniający 
właściwy współczynnik dyfuzji lateralnej i oddz ia ływ a­
nie z innym i sk ładnikam i błony [42],

Z apew ne  zbadan ie  większej liczby kana łów  obu 
typów  przyniesie odpow iedź na  te wątpliwości. Jak ie ­
kolwiek byłoby jed n ak  podłoże podobieństw , zgodzić 
się należy, że kanały  napięciowo-zależne oraz  „ b ra m ­
k o w a n e ” przez ligandy w ykazują  dw a charak te rys tycz­
ne, odm ienne  od  siebie wzorce topograficzne ułożenia 
w błonie, cechujące wszystkie kanały  w obrębie danej 
grupy.

A rty k u ł otrzym ano 30 kw ietnia 1991 r.
Zaakceptow ano do druku lllip c a  1991 r.

Piśm iennictw o
1. S a k m a n n  B., N e h e r  E., (1983), Single Channel Rekording, 

Plenum , New York.
2. H i l l e  B., (1984), Ionic C hannels of Excitable M em branes, 

Sinauer Assoc. Sunderland, Mass.
3. T  a 1 v e n h e i m o J. A., (1985), J. Membr. Biol. 87: 77-91.
4. K r u e g e r  B. K„ (1989), FASEB J. 3: 1906-1914.
5. M i 11 e r J.A ., A g n e w  W.  S., L e v i n s o n  S. R., (1983), 

Biochemistry 22: 462-470.
6. C a t e r a  11 W. A., (1986), Ann. Rev. Biochem. 55: 953-985.
7. C a t e r a l l  W .A., (1988), Science 242: 50-61.
8. W o l l n e r  D.  A., M e s s n e  D.  J., C a t e r a l l  W. A., (1987), 

J. Biol. Chem. 262: 14709-14715.
9. S c h m i d t  J. W„  C a t e r a l l  W. A., (1987), J. Biol. Chem. 262: 

13713-13723.
10. N o d  a M., T a k a h a s h i  H.,  T a n a b e  T., T o y o s a t o  

M. ,  F u r u t a n y  Y., H i r o s e  T., A s a i  M. ,  I n a y  a m a  S., 
M i y a t a  T„ N u m a  S., (1982), Nature  299: 793-797.

11. N o d a  M. ,  I k e d  a T., S u z u k i  H., T a k e s h i m a  H., 
T a k a h a s h i  T., K u n o  M. ,  N u m a  S., (1986), Nature  322: 
826-828.

12. N o d a  M.,  S h i m i z u  S., T a n a b e  T., T a k a i  T., K a y a -  
n o  T., I k e d  a T., T a k a h a s h i  H., N a k a y a m a  H.,

POSTĘPY BIOCHEMII 37(3-4), 1991 127http://rcin.org.pl



K a n a o k a  Y., M i n a m i n o  N.,  K a n g a w a  K., M a t ­
s u o  H., R a f t e r y  M .A., H i r o s e  T., I n a y a in a S., 
H a y  a s h  i d  a H., M i y a t a  T., N u m a  S., (1984), Nature  
312: 121-127.

13. K a m b  A., I v e r s o n  L. E., T a n o u y e  M.A., (1987), Cell 
50: 405-413.

14. B a u m a n n  A., K r a h - J e n t g e n s I., M ü l l e r  R., 
M ü l l e r - H o l t k a m p  F., S e i d e l  R., K e c s k e m e t h y  
N.,  C a s a 1 J., F e r r u s A., P o n g s  O., (1987), EM  BO J. 6: 
3419-3429.

15. V a s s i l e v  P .M ., S c h e u e r  T., C a  t e  r a i l  W. A., (1988), 
Science 241: 1658-1661.

16. A r m s t r o n g  C. M., B e z a n i 11 a F., (1977), J. Gen. Physiol. 
70: 567-590.

17. C a t e r a l l  W.  A., S e a g a r  M .J., T a k a h a s h i  M., (1988), 
J. Biol. Chem. 263: 3535-3538.

18. C a m p b e l l  K .P ., L e u n g  A.T., S h a r p  A. H., (1988), 
Trends Neurosci. 11: 425-430.

19. S t e v e n s  C h .F ., (1987), Nature  328: 198-199.
20. F l o c k e r z i  V., O e k e n  H .J., H o f m a n n  F., P e l z e r  D., 

C a v a l i e  A., T r a u t w e i n  W., (1986). Nature  323: 66-68.
21. P a p a z i a n  D .M ., S c h w a r z  T. L, T e m p e l  BI ,  J a n  

YN,  J a n  L.Y., (1987), Science 237: 749-753.
22. P a p a z i a n  D.  M. ,  S c h w a r z T. L., T e m p e l  B. I., T  i m - 

p e  L.C., J a n  L.Y., (1988), Ann. Rev. Physiol. 50: 379-394.
23. N i c o  11 R. A., (1988), Science 241: 545-551.
24. M c C a r t h y  M.  P., E a r n e s t  J. P., Y o u n g  E. F., C h o e

S., S t r o u d  R. M., (1986), Ann. Rev. Neurosci. 9: 383-413.
25. M i s h i n a  M. ,  K u r o s a k i T . ,  T o b i m a t s u T . ,  M o r i -  

m o t o  Y., N o d a  M. ,  Y a m a m o t o  T., T e r a o  M.,  
L i n d  s t r ö m  J., T a k a h a s h i  T., K u n o M., N u m a S.,
(1984), N ature  307: 604-608.

26. K u b a l e k  R., R a l s t o n  S., L i n d s t r o m  J., U n w i n  
N„ (1987), J. Cell. Biol. 105: 9-18.

27. S a k m a n n  B., M e t h f e s s e l  C., M i s h i n a  M. .  T a k a ­
h a s h i  T., T a k a i  T., K u r a s a k i  M. ,  F u k u d a  K., 
N u m a  S., (1985), Nature  318: 538-543.

28. G u  Y., H a l l  Z. W., (1988), Neuron  1: 117-125.
29. M i s h i n a  M. ,  T  a k a i T., 1 m o t o K., N o d a  M. ,  T a k a ­

h a s h i  T., N u m a  S., M e t h f e s s e l  C., S a k m a n n  B.,
(1986), Nature  321: 406-411.

30. N o d a  M.,  T a k a h a s h i  H., T a n a  b e  T., T o y o s a t o  
M.,  K i k y o t a n i  S., F u r u t a n i  Y., H i r o s e  T., T a k a s -  
h i m a  H., I n a y a m a  S., M i y a t a  T., N u m a  S., (1983), 
Nature  302: 528-532.

31. N o d a  M. ,  T a k a h a s h i  H., T a n a b e  T., T o y o s a t o  
M. ,  K i k y o t a m i S., H i r o s e T., A s a i M. ,  T a k a s h i m a
H., I n a y a m a  S., M i y a t a  T., N u m a  S., (1983), Nature  
301: 251-255.

32. N o d a  M.,  I k e d a  T„ K a y a n o  T., S u z u k i  H. ,  T a k a ­
s h i m a  H., K u r a s a k i  M.,  T a k a h a s h i  H., N u m a  S.,
(1986), Nature  320: 188-192.

33. R a t n a m  M. ,  L e  N g u y e n  D .L ., R i v i e r  J., S a r g e n t  
PB ., L i n d s t r o m  J., (1986), Biochemistry 25: 2633-2649.

34. K o s o  w e r  E. M., (1987), Eur. J. Biochem. 168: 431-449.
35. K a r l  i n  A., K a o  P N ., D i P o l  a M., (1986), Trends Phar­

macol. Sei. 7: 304-308.
36. S a n c h c z J. A., B a n i  J.A., S i e m e n  D., H i l l e  B., (1986), 

J. Gen. Physiol. 87: 985-1001.
37. 1 m o t o K., B u s c h  C., S a k m a n n  B„ M i s h i n a  M.,  

K o n n o T ,  N a k a i J., B u j o H., M o r i Y., F u k u d a  K., 
N u m a  S., (1988), N ature  335: 645-648.

38. S h o f i e l d  P. R., D a r l i n s o n  M .G ., F u j i t a  N.,  B u r t
D. R., S t e p h e n s o n F. A., R o d r i q u e  H., R h e e  L. M.,  
R a m a c h a n d r a n  J., R e a l e  V., G l e n c o r s e  T.  A., S e ­
e b u r g  P. H., B a r n a r d  F. A., (1987), Nature  328: 221-227.

39. G r e n n i n g l o h  G.,  R i e n i t z  A., S c h m i t t  B., M e t h ­
f e s s e l  C., Z e n s e n  M.,  B e y r e u t h e r  K., G u n d e l f i n -  
g e r  E. D., B e t z  H., (1987), N ature  328: 215-220.

40. H o l l  m a n n  M. ,  O ' S h e a - G r e e n f i e l d  A., R o g e r s
S.W ., H e i n e m a n n  S., (1989), Nature  324: 643-648.

41. H a m  p s o n  D. R., W h e a t o n  K. D., D e c  h e s  n e  C.  J., 
W e n t  h o l d  R.J., (1989), J. Biol. Chem. 264: 13329-13335.

42. M a e  l i c k e  A., (1988), Trends Biochem. Sei. 13: 199-202.

Nobel '91
dla neurobiologów

Tegoroczną Nagrodę Nobla w  dziedzinie medycyny 
i fizjologii przyznano dWóm uczonym niemieckim (pra­
cującym w  Niemczech) E r w i n o w i  N e h e r o w i  i 
B e r t o w i  S a k m a n n o w i .  Istota ich odkrycia zawarta 
jest w  ustępie pracy opublikowanej przez nich w 1976 r. 
(Nature Vol. 260 April 29 1 976): ,,We report on a m ore  
sensitive m ethod  o f  conductance m easurem ent 
which, in appropriate conditions, revea/s discrète changes 
in conductance that show many o f the features that have 
been postulated for single ionic channels". Sens i znacze­
nie tej niesłychanie trudnej techniki postaram się w  bardzo 
ogólnej formie przedstawić poniżej.

Błona komórki pobudliwej jest spolaryzowana elekt­
rycznie. W sytuacji ,,bez bodźca" napięcie w  poprzek 
błony jest stałe (spoczynkowy potencjał błony), a jego 
poziom zalezy od równowagi pomiędzy jej przewodnoś­
cią dla odpowiednich jonów, a tych jonów  aktywnym 
transportem. Zmiany w poziomie napięcia błonowego 
(hiper- lub depolaryzacja) są konsekwencją zmian prze­
wodności błony komórkowej; te zaś są możliwe ze wzglę­
du na obecność w  niej rozmaitych kanałów jonowych, 
zarówno, tych napięciowo-zaleznych jak i regulowanych 
przez receptory. Zmiany przewodności błony komórkowej 
dla określonych jonów  są więc najbardziej pierwotną 
formą odpowiedzi komórki na działający bodziec.

Pomiar zmian przewodności był, rzecz jasna, możliwy 
na długo przed odkryciem wysokoczułej metody rejest­
racji przez tegorocznych laureatów Nobla, lecz ograniczo­
ny co do rozdzielczości. Zmiany te monitorowano w pro ­
wadzając szklaną elektrodę do wnętrza komórki i mierząc 
wartość prądu jaką trzeba do niej „wstrzyknąć", w wyniku 
działania bodźca, aby utrzymać stały potencjał błony. 
W tych warunkach można otrzymać wypadkowy profil

zmian w natężeniu prądu płynącego przez wszystkie 
aktywowane bodźcem kanały jonowe badanej komórki. 
Wysoki poziom szumu w stosunku do rejestrowanego 
sygnału nie pozwalał jednak na uzyskanie rozdzielczości 
na poziomie pojedynczego kanału jonowego.

Generalnie rzecz biorąc N e h e r o w i  i S a k m a n ­
n o w i  przyznano Nagrodę Nobla za opracowanie tech­
niki poprawiającej stosunek sygnału do szumu, a w  kon­
sekwencji rozdzielczości na tyle, że stał się możliwy 
pomiar wartości prądu płynącego przez pojedynczy kanał 
jonowy. Technika ta w swojej pierwotnej formie polegała 
na elektrycznej izolacji małego obszaru błony komórkowej 
przy pomocy specjalnie przygotowanej szklanej elektrody 
(tzw. patch c/amp) i pomiarze prądu płynącego przez 
patch, klasyczną opisaną juz wyżej metodą.

Technikę tę znacznie usprawniono w  ciągu m inionych 
15 lat wprowadzając między innymi ( N e h e r  1981) 
konfigurację znaną pod nazwą giga-seal co oznacza, ze 
wartość oporności kontaktu elektrody i błony zawiera się 
w przedziale gigaomów. Trzeba dodać, ze właśnie od 
oporności tego kontaktu zalezy rozdzielczość metody. 
Możliwe stało się również zastosowanie tej techniki 
w  skrawkach oraz in vivo. Oprócz niesłychanie dużej 
rozdzielczości (natężenie prądu jonowego płynącego 
przez pojedynczy kanał jonow y nie jest większe do kilku 
pikoamperów) technika ta umożliwia znacznie łatwiejszą 
i dokładniejszą niz w  przypadku klasycznych technik 
elektrofizjologicznych kontrolę środowiska wewnątrz- 
i zewnątrzkomórkowego.

Technika patch-c/amp  w swojej nowoczesnej postaci 
umożliwia bardzo precyzyjne pomiary transmisji synap­
tycznej i jej kwantyfikacje oraz dadanie mechanizmów 
działania leków na poziomie pojedynczych kanałów jo n o ­
wych zarówno na zewnętrznej jak i wewnętrznej pow ierz­
chni błony komórkowej.

WARSZAWA 12.10.1991 r.
S T A N IS Ł A W  G Ł A Z E W S K I  

IN S T Y T U T  B IO L O G I I  D O Ś W I A D C Z A L N E J  
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Indukowany przez substancje 
sygnałowe rozpad fosfatydylocholiny 
a przekazywanie informacji w komórce***

Receptor-mediated phosphatidylcholine breakdown 
in intracellular signaling

JOLANTA BARAŃSKA1 
MAŁGORZATA CZARNY2

W ykaz stosowanych skrótów: Ch cholina; DG diacylo- 
glicerol; IP3 inozytolo-l,4,5-trisfosforan, nazwa potoczna 
trisfosfoinozytol; PA kwas fosfatydowy; PC — fo- 
sfatydylocholina; PCh fosfocholina; P IP 2 fosfatydylo- 
inozytolo-4,5-bisfosforan.

W tó rne  przekaźniki informacji: diacyloglicerol
(DG) i trisfosfoinozytol ( I P 3) powstające w kom órce  
w wyniku hydrolizy fosfolipidów inozytolowych są od 
kilku lat w cen trum  uwagi badaczy. W osta tn im  czasie 
pojawiły się doniesienia wskazujące, że nie tylko te 
fosfolipidy są źródłem  w tórnych  p rzekaźn ików  infor­
macji. Z a  taki fosfolipid jest obecnie także u w ażana  
fosfatydylocholina (PC) [1-3].

Znaczenie  I P 3 i D G  w układach prze tw arzan ia  
informacji, m echanizm  ich działania, ja k  również czyn­
niki pobudza jące  hydrolizę fosfatydyloinozyto-
lo-4,5-bisfosforanu ( P I P 2) są om ów ione  dok ładn ie  
w licznych artyku łach  dostępnych  za ró w n o  w o b ­
cojęzycznej [4, 5] ja k  i polskiej prasie n a u k o w e ju . 
Pow szechnie  zatem w iadom o, że związki te pow sta ją  
w w yniku  interakcji substancji sygnałowych ze swois­
tymi receptoram i znajdującymi się na  zewnętrznej 
pow ierzchni błon plazmatycznych. Sygnał odb ie rany  
przez recep to r  jest p rzekazyw any poprzez  b iałka w ią­
żące G T P  (białka G )2) na określony efektor. W  p rzy p a­
dk u  fosfolipidów inozytolowych jest nim specyficzna 
fosfolipaza C  działająca hydrolitycznie na  P I P 2. P o ­
wstały w w yniku hydrolizy D G  pozostaje  w błonie

1 doc. dr hab . ,2 mgr, Zakład Biochemii Komórki, Instytut
Biologii Doświadczalnej im. M. Nenckiego PAN, ul. Pas­
teura 3, 02-093 Warszawa

*** Poniższy tekst stanowi treść wykładu wygłoszonego na 
Sympozjum „Błony biologiczne”, zorganizowanym przez 
Katedrę Biofizyki Uniwersytetu Łódzkiego w czerwcu 1991 
roku.

plazmatycznej ak tyw ując  kinazę b ia łkow ą C 3). N a to ­
miast I P 3 przechodzi do  cytoplazm y i jest odpow ie­
dzialny za w ew n ą trzk o m ó rk o w ą  mobilizację jo n ó w  
C a 2 + . I P 3 i D G  ulegają p o n a d to  licznym przekształ­
ceniom metabolicznym . N asz  poprzedni a r tyku ł4* d o ­
tyczył m etabolicznych przekształceń polifosfoinozyto- 
li, a także oddzia ływ ania  I P 3 ze specyficznym recep­
torem  znajdującym  się w błonie endoplazm atycznego 
retikulum.

Odkrycie, że pod  wpływem substancji sygnałowych 
następuje  nie tylko hydroliza  P I P 2, lecz również 
hydroliza  PC, zawdzięczamy między innymi stwier­
dzeniu, że ilość uw olnionego D G  przewyższa wielo­
kro tn ie  zaw artość  znajdującego się w kom órce  P I P 2 
[6]. Należało  zatem  oczekiwać, że powstający pod  
wpływem substancji sygnałowych D G  pochodzi także 
z hydrolizy innych niż P I P 2 fosfolipidów. Przypusz­
czano początkow o, że takim i związkami mogłyby być 
inne fosfolipidy inozytolowe [6]. P rzep row adzona  
analiza  składu kwasów tłuszczowych występujących 
w cząsteczce D G  w ykazała  jed n ak  największe p o d o ­
bieństwo do  kwasów tłuszczowych występujących 
w cząsteczce P C  [2, 7]. M ateria łem  do  bad ań  w tych 
dośw iadczeniach były między innymi stym ulow ane 
cholinergicznie kom órk i  trzustki [8], o raz hepatocyty  
p o d d aw an e  działaniu  w azopresyny [9]. Badając ro ­
dzaje m olekularne  D G  powstające w kom ó rk ach  
tucznych, fibroblastach i hepa tocy tach  s tym ulow a­
nych różnymi agonistam i w ykazano  również, że p o ­

11 patrz: K w i a t k o w s k a  J. (1986), Post. Biochem. 32: 
329-334; N o w a k  J Z  (1988), Kosmos 37: 339-378; 
W i k i e ł  H,  S t r o s z n a j d e r J  (1988), Post. Biol. Kom. 
15: 1-23

2) patrz: K w i a t k o w s k a  J (1988), Post. Biochem. 34: 
123-130

3) patrz: K w i a t k o w s k a  J (1988), Post. Biochem. 35: 
253-263

4) patrz: P o d d a n a  H, B a r a ń s k a  J (1991), Post. 
Biochem. 37: 2-5
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chodzą one z innych źródeł niż P I P 2 —  na jp raw ­
dopodobnie j z rozpadu  PC  [2],

Bezpośrednie dow ody  świadczące o hydrolizie P C  
pod wpływem substancji sygnałowych pochodzą  z d o ­
świadczeń, w których  granulocyty  HL-60, leukocyty 
i hepatocyty  ink u b o w an o  z [ 3H]alkyl-2-lizo-glice- 
ro-3-fosfocholiną [10-12], Związek ten ła two wnika d o  
wnętrza kom órek , gdzie ulega acylacji poprzez en ­
dogenne kwasy tłuszczowe tw orząc P C  z rad io ak ty w ­
nym kwasem tłuszczowym związanym  z cząsteczką 
glicerolu wiązaniem eterowym. Pod  wpływem pep- 
tydów chem otaktycznych , wazopresyny, angiotensyny 
II, czy jono fo ru  A23187, w k o m ó rk ach  pojawiał się 
rad ioak tyw ny  kwas fosfatydowy (PA) i rad ioak tyw ny  
D G , pochodzące  z hydrolizy uprzednio  u tworzonego , 
rad ioak tyw nego  PC. W innych doświadczeniach in ­
ku b o w an o  różne rodzaje k om órek  z [ 3H ]cho liną  co 
prow adziło  do  syntezy radioaktyw nej PC, a następnie  
kom órk i  p o d d aw an o  działaniu  określonych substancji 
sygnałowych [2]. D o d a tek  agonisty  pow odow ał roz ­
pad PC i uwolnienie [ 3H ]cho liny  i [ 3H]fosfocholiny. 
Powyższe dane  doświadczalne świadczyły o hydrolizie 
P C  i sugerowały, że zachodzi o n a  zarów no  p o d  
wpływem fosfolipazy C, jak  i fosfolipazy D.

Rycina 1-sza przedstaw ia schem at cząsteczki P C  
i działające na  nią fosfolipazy. Fosfolipazy A od- 
szczepiają kwasy tłuszczowe; fosfolipaza A t —  nasyco­
ne, a fosfolipaza A 2 —  nienasycone kwasy tłuszczowe, 
w tym kwas a rach idonow y —  preku rso r  p rostag lan- 
dyn. Fosfolipaza C pow odująca  hydrolizę PC  różni się 
szeregiem właściwości od tej działającej na P I P 2. 
W ykazano , że w różnych tk an k ach  ssaków, a także 
w pojedynczej kom órce, znajduje się wiele izoenzymów 
fosfolipazy C [2, 13], Działanie hydrolityczne tego 
enzym u na cząsteczkę PC prow adzi do  pow stan ia  D G  
i fosfocholiny (PCh), podczas gdy fosfolipaza D p o w o ­
duje powstanie  PA i choliny (Ch). D G  może przy 
udziale kinazy diacyloglicerolowej i A T P  ulegać fos­
forylacji do  PA, a ten pod wpływem fosfohydrolazy

ulega defosforylacji, co prow adzi z pow ro tem  do 
pow stan ia  D G .

W ystępow anie  w k o m ó rk ach  zwierzęcych fosfolipa­
zy C  jest znane  od daw na. N a to m ia s t  fosfolipaza 
D  przez długie lata u w ażana  była za enzym  nie 
występujący w świecie zwierząt. W latach 70-tych, 
K a n f e r  i w s p ó ł a u t o r z y  [14] wykazali jednak  
jego obecność w m ik rosom ach  wielu badanych  tkanek, 
a doniesienia osta tn ich  lat wskazują, że enzym  ten 
występuje powszechnie w b łonach  plazm atycznych 
kom ó rek  ssaków [3]. Z na jdu jąca  się w b łonach  fos­
folipaza D działa głównie na  PC. Enzym  ten c h a ra k ­
teryzuje się p o n a d to  jem u  tylko przypisyw aną zdol­
nością do  prow adzen ia  tzw. reakcji transfosfatydylacji. 
W reakcji tej, w obecności e tanolu , czy innych prostych 
alkoholi, następuje  w ym iana zasady azotowej fos- 
folipidu (PC) na  a lkohol i pow sta ją  fosfatydyloal- 
kohole. Poniew aż związki te norm aln ie  w k o m ó rk ach  
zwierzęcych nie występują, ich utworzenie  świadczy 
niezbicie o aktywności fosfolipazy D. D latego, w p ro ­
w adzonych  w osta tn im  okresie doświadczeniach, in ­
k u b o w an o  różne rodzaje ko m ó rek  z substancjam i 
sygnałowymi i e tanolem  [3]. O b se rw o w an o  nie tylko 
wyraźne zmniejszenie zawartości PC  i zwiększenie PA, 
lecz także pojawienie się now ego związku —  fosf- 
a tydyloetanolu . W yniki tych b ad ań  nie pozostaw iają  
wątpliwości, że fosfolipaza D oddziaływuje na  znaj­
dujący się w k o m ó rk ach  PC. Lista substancji syg­
nałowych indukujących  działanie fosfolipazy D jest 
obszerna  [3]. Między innymi znajdują  się na niej 
peptydy chem otaktyczne, A T P  i jonofory  wapniowe, 
czynniki wzrostowe, w azopresyna i adrenalina , o raz  
syntetyczne diacyloglicerole i estry forbolu.

Syntetyczne D G  w nikają  do  kom órk i i tak jak  
endogenne D G  ak tyw ują  kinazę b ia łkow ą C. P o d o b ­
nie działają estry forbolu, będące analogam i D G , 
znane ja k o  s tym ula to ry  procesu now otw orow ego. 
Oddzia ływ anie  tych związków na PC, a także agonis- 
tów mobilizujących w ew ną trzkom órkow y  C a 2 + , p o ­
zwala przypuszczać, że proces hydrolizy tego fos- 
folipidu jest włączony w układ prze tw arzania  infor-

Ryc. 1. Schemat cząsteczki PC
i działających na nią fosfolipaz.
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macji zw iązany z hydrolizą  fosfolipidów inozytolo- 
wych. R ycina 2A przedstaw ia p ra w d o p o d o b n ą  kolej­
ność w ydarzeń  p row adzących  do  rozpadu  PC  poprzez 
fosfolipazy ak tyw ow ane  przez kinazę b ia łkow ą C  i j o ­
ny C a 2 + . P roces hydrolizy PC  byłby zatem  w tórny  
wobec hydrolizy P I P 2. Istotnie, w fibroblastach 
R E F52  [15] podd aw an y ch  działaniu  w azopresyny 
obse rw o w an o  rozpad  P I P 2 do I P 3 i D G  w ciągu kilku 
sekund od  p o d an ia  agonisty  i równie szybki pow ró t 
poz iom u  D G  do  kontro lnego . N astępn ie  pojawiał się 
PA i znow u  D G . Podw yższony  poziom  D G  u trzym y­
wał się te raz  przez okres znacznie dłuższy, trwający od 
kilku do  k ilkunastu  minut. To  dwufazowe pojawianie 
się D G  w kom órce  o d p o w iad a  zatem  d w ó m  procesom  
hydro litycznym  następującym  po sobie —  hydrolizie 
P I P 2, a po tem  PC. U w aża się, że u trzym ujący  się przez 
dłuższy okres  wzrost poziom u D G  jest spow odow any  
ak tyw acją  przez ten związek kinazy białkowej C, k tó ra  
następnie  ak tyw uje  fosfolipazę działa jącą na  PC  (Ryc. 
2A). Św iadczą o tym obserwacje uzyskane w b a d a ­
niach, w k tó rych  hepatocyty  [7], czy p ie rw otną  h o d o ­
wlę as trocy tów  [16] p o d d a w a n o  działaniu  estrów 
forbolu. W y k azan o  także, że inh ib ito ry  kinazy biał­
kowej C —  s tau ro sp o ry n a  i związek H7 pow odow ały  
zah am o w an ie  uw aln ian ia  PA, a w obecności e tanolu , 
z ah am o w an ie  pow staw ania  fosfatydyloetanolu  [15, 
16]. D o k ła d n e  b ad an ia  nad  p ro d u k tam i degradacji PC 
w k o m ó rk a c h  as trocy tom a  [17] i fibroblastach  R EF52 
[15], s tym ulow anych  karbacholem , w azopresyną  i est­
ram i forbolu , pozw alają  przypuszczać, że k inaza  biał­
kow a  C ak tyw uje  fosfolipazę D, podczas  gdy wzrost 
stężenia jo n ó w  C a 2+ aktywuje fosfolipazę C  (Ryc. 2A).

Inne  b a d a n ia  wskazują, że hydroliza  PC  może 
zachodzić  nie tylko na powyższej d rodze  pośredniej, 
lecz także  bezpośrednio , t.j. z ominięciem hydrolizy 
P I P 2 (Ryc. 2B). W  doświadczeniach p row adzonych  na 
licznych rodza jach  hodowli k o m órkow ych  w ykazano  
bowiem , że nie u legający hydrolizie ana log  G T P  działa 
s tym ulu jąco  na  rozpad  P C  [2]. Analog G T P  aktyw uje 
b ia łka  G. W ydaje  się, że b iałka te m ogą  oddziaływać 
bezpośredn io  na fosfolipazę D  hydrolizującą PC  (Ryc. 
2B). P rzekonyw ujące  doświadczenia  świadczące o tym 
m echan izm ie  w y k onano  używając b łon plazmatycz- 
nych hepa tocy tów  [7], Błony te in k u b o w an o  z an a lo ­
giem G T P  i [ 32P ]A T P ,  a następnie  b a d a n o  ra d io a k ­
tyw ność  powsta jącego  PA i w ykazano, że związek ten 
nie był rad ioak tyw ny . O znaczało  to, że PA nie pow stał 
z P I P 2, ani z innych fosfolipidów z udziałem fos­
folipazy C. Jednocześnie, jedyne zm iany w składzie 
fosfolipidów błon dotyczyły zmniejszenia zawartości 
PC, podczas  gdy zaw artość  P I P 2 pozostaw ała  nie 
zm ieniona . P o d o b n y  brak odpowiedzi P I P 2, a rozpad  
PC  o b se rw o w an o  w limfocytach T  i f ibroblastach IIC9 
pod  w pływ em  interleukiny I i naskó rkow ego  czynnika 
w zros tow ego  [2]. Powstały  w wyniku tego procesu 
D G  ak tyw uje  także kinazę b ia łkow ą C  (Ryc. 2B). 
A k tyw acja  ta  następuje  bez jednoczesnej mobilizacji 
jo n ó w  C a 2 + .

Ryc. 2. Hipotetyczne m echanizmy aktywacji fosfolipaz działających 
hydrolitycznie na PC.

A. M echanizm  pośredni włączający aktyw ację specyficznej fos­
folipazy C (PLC) hydrolizującej P IP 2 do D G  i IP 3. Substancja 
sygnałow a (S,) reaguje z receptorem  ( R,) przekazując informację na 
b iałko G  (G ,) będące bezpośrednim  aktyw atorem  PLC. W wyniku 
hydrolizy P IP 2 powstaje DG , k tóry aktyw uje kinazę białkową C, 
a I P 3 zwiększa stężenie C a 2 + w cytoplazm ie uwalniając go z we­
w nątrzkom órkow ych magazynów. K inaza białkowa C aktywuje 
głównie fosfolipazę D  (PLD), a jony C a 2+ fosfolipazę C (PL C ,) 
będącą innym izoenzymem niż ten działający na P IP 2. PL C , 
pow oduje rozpad PC do D G  i PCh, podczas gdy PL D  hydrolizuje 
PC  do PA i Ch. Reakcja fosforylacji przekształca D G  w PA i jest 
odw racalna.
B. M echanizm  bezpośredni wyłączający hydrolizę P IP 2. Substancja 
sygnałow a (S2) oddziaływuje na receptor (R 2), który poprzez białko 
G ( G 2), działa aktyw ująco na fosfolipazę D (P L D ) hydrolizującą PC.
C. M echanizm  regulow any przez białka G. Sygnał (S) z receptora (R) 
przechodzi poprzez białko(a) G  bądź na PL C  działającą na P IP 2, 
bądź na P L D  hydrolizującą PC.
Pow stałe we wszystkich reakcjach D G  aktyw ują kinazę białkową C.

Działanie fosfolipazy C na  P I P 2 i fosfolipazy D  na 
P C  prow adzi do  pow stan ia  tych samych w tórnych 
przekaźników : D G  i PA. Pow odu je  to, że między 
om aw ianym i uk ładam i przekazyw ania  informacji ist­
nieją współzależności [3]. O b a  układy wydają  się być 
regulow ane poprzez kinazę b ia łkow ą C i bia łka G. Jak  
ju ż  pow iedziano  powyżej, D G  uw olniony z P C  pod 
w pływ em  fosfolipazy D  aktyw uje kinazę b ia łkow ą C, 
k tó ra  następnie  działa s tym ulująco na tę fosfolipazę 
—  w ytw arza  się więc dod a tn ie  sprzężenie zwrotne. 
N a to m ia s t  w p rzypadku  hydrolizy P I P 2 powstaje 
u jem ne sprzężenie zw rotne  [2]. D G  pochodzące  
z P I P 2 aktyw uje  kinazę b ia łkow ą C, ta j ed n ak  działa 
ham u jąco  na  fosfolipazę C hydrolizującą fosfolipid 
inozytolowy. O ddzia ływ anie  regulujące białek G  na 
o b y d w a  uk łady  informacji nie jest jeszcze wyjaśnione.
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G dyby  białka G  pełniły jednak , jak  należy przypusz­
czać, tę funkcję, to kolejność wydarzeń byłaby n a ­
stępująca (Ryc. 2C): określona  substancja  sygnałowa 
działa na receptor, a sygnał z recep tora  przekazyw any 
jest poprzez białko (a) G  bądź na fosfolipazę C hydro- 
lizującą P I P 2, bądź na fosfolipazę D hydrolizującą PC  
[3]. M o żn a  przypuszczać, że w niedługiej przyszłości 
będzie już  możliwe dok ładne  poznanie  m echanizm u tej 
regulacji.

Efekty fizjologiczne wywołane przez w tórne  p rzeka­
źniki informacji pow stające z PC  są szerokie. Z nacze­
nie choliny ja k o  p rzekaźnika  jest jednak  jak  narazie 
s łabo udokum en tow ane ,  choć w ośrodkow ym  uk ła ­
dzie nerw ow ym  jest o n a  w ażnym  substra tem  dla 
p rodukcji  n eu ro transm ite ra  —  acetylocholiny. N a to ­
miast PA [2, 3] stymuluje rozpad  P I P 2 do  I P 3, działa 
zatem  ja k o  przekaźnik  pow odujący  mobilizację C a 2 + 
w komórce. P o n a d to  działa ham ująco  na cyklazę 
adenylową, a ak tyw ująco  na fosfolipazę A 2, a więc 
odp o w iad a  za uwalnianie  kwasu a rachidonow ego. PA 
ułatwia, w nieznany jeszcze sposób, wnikanie  C a 2+ do 
w nętrza kom órki.  Egzogenny PA działa na kom órk i 
mitogennie. P ośród  wszystkich funkcji PA najważniej­
szą jed n ak  wydaje się być p rodukcja  D G  w reakcji: 
P C -> P A -> D G . W niek tórych  k om órkach ,  takich jak  
neutrofile, czy k om órk i  tuczne, d roga  ta  stanowi 
główną odpow iedź kom órk i  na sygnał [18]. U w ol­
nienie D G  z P I P 2 m a ch a rak te r  przemijający, podczas
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gdy D G  powstały z PC, via PA, u trzym uje się dłuższy 
czas na podw yższonym  poziomie. Poniew aż g łów ną 
funkcją D G  (bez względu na jego pochodzenie , a  więc 
skład kw asów  tłuszczowych) jest ak tyw acja  kinazy 
białkowej C (Ryc. 2), m ożna  sądzić, że D G  pochodzący  
z PC  jest włączony w takie wydarzenia, k tó re  w y m a g a ­
ją  przedłużonego działania  kinazy białkowej C. M ogą  
do  nich należeć procesy związane ze w zrostem  i prolife­
racją kom órek , zm iany w neuronie  związane z p am ię­
cią, czy k o n tro la  aktywności kana łów  jono w y ch  w b ło ­
nie plazmatycznej. Być może, różne rodzaje m o lek u la r ­
ne D G  wywierają różne działanie na  różne formy 
izomeryczne kinazy białkowej C. G dyby  tak było, to 
D G  pochodzący  z hydrolizy PC  mógłby pow o d o w ać  
inne nas tępstw a niż D G  powstały z P I P 2. G o d n ą  
uwagi jest także obserwacja, że w n iek tórych  s tanach  
chorobow ych  nas tępują  zm iany w aktyw ności fos- 
folipazy D  (np. w chorobie  Alzheimera następuje  jej 
spadek) [3].

Przy rozw ażaniu  fizjologicznego znaczenia  p r o d u k ­
tów hydrolizy PC  indukow anej przez substancje  syg­
nałowe, należy zwrócić uwagę na zasadniczy fakt, 
k tó rym  jest zaw artość  P C  w b łonach  k o m ó rek  [1], 
O tó ż  w k o m ó rk ach  organ izm ów  eukario tycznych  PC  
stanow i oko ło  50%  wszystkich fosfolipidów błon. 
Choćby  z tego względu, p ro d u k ty  hydrolizy tego 
fosfolipidu m uszą mieć istotne znaczenie w procesach 
metabolicznych.

A rtyku ł otrzym ano 6 czerwca 1991 r.
Z aakceptow ano do druku 21 czerwca 1991 r.
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W ykaz stosowanych skrótów:
kb  —  tysiąc zasad; k D a  —  k iloda lton ; P K -A  —  k inaza  
b ia łk o w a  zależna  od  cA M P ; P K -C A M /C a  I —  k inaza  
b ia łk o w a  II zależna od jo n ó w  w apniow ych  i ka lm odu liny ; 
P K -C A M /C a  II —  k inaza  b ia łkow a II za leżna  od jo n ó w  
w apn iow ych  i kalm odu liny ; P K -C  —  k in aza  b ia łkow a C.

I. W stęp
W  ośrod k o w y m  układzie nerw ow ym  synapsyny są 

jedynym i z głównych substra tów  kinaz białkowych. 
Białka te stanow ią  cztery spokrew nione polipeptydy 
(la, Ib, I la, IIb) o podobnych  m asach  cząsteczkowych 
(86 k D a ,  80 kD a ,  74 kD a, 55 kD a) i w ykazują  zbliżoną 
sekwencję am inokw asow ą. Synapsyny będące biał­
kam i pow ierzchniow ym i głównie małych pęcherzyków 
synaptycznych  są specyficzne dla zakończeń  presynap- 
tycznych kom ó rek  nerwowych. Synapsyna I s tanow i 
o k o ło  0.4% , a synapsyna II 0 .2%  całej zawartości 
b ia łka  tych kom órek . Synapsyna II d o  n iedaw na 
ok reś lana  była ja k o  białko III m ózgow ia  ( I l ia  i I l lb )

1 M gr, 2 prof. d r  hab., II Z ak ład  B iochem ii, In s ty tu t F iz jo ­
logii i B iochem ii, A kadem ia  M edyczna w Ł odzi, ul. L indleya
6, 90-131 Ł ódź.

[1]. Ilościowy skład synapsyn sugeruje, że są one 
jednym i z g łównych białek kom órek  m ózgowia [2, 3].

Synapsyny są asym etrycznym i białkam i składający­
mi się z dw óch dom en: globularnego, opo rnego  na 
trawienie ko lagenazą  regionu N -końcow ego, o raz  sil­
nie wydłużonej, zawierającej dużą  ilość reszt proliny 
dom eny  C-końcowej, k tó ra  jest wrażliwa na  trawienie 
ko lagenazą  [4],

II. Transkrypcja i translacja genów synapsyny

W  roku  1985 w ykazano  istnienie dw óch rodzajów  
m R N A  kodujących  synapsynę I. P oczą tkow o  okreś­
lono  ich wielkość na 4.5 kb  i 5.8 kb  [5]. Zastosow anie  
dokładniejszych wzorców pozwoliło uściślić te w a r to ­
ści i określić je  na  3.4 kb  i 4.5 kb [6]. G en  synapsyny 
I z lokalizow ano w ro k u  1986. U myszy i człowieka 
znajduje  się on  na  ch rom osom ie  X w postaci po jedyn­
czej kopii, a zatem  dw a rodzaje  dojrzałego m R N A  
pow sta ją  w wyniku a lternatywnej ob róbk i p ierw o­
tnego tran sk ry p tu  [7]. B adan ia  ilościowe obu  ro d za ­
jów  m R N A  wykazały, że m R N A  o wielkości 4.5 kb 
występuje praktycznie  od  m o m en tu  urodzenia  do  10 
dn ia  po urodzeniu , po czym jego  poziom  spada  poniżej 
granicy detekcji; n a tom ias t  ilość m R N A  o wielkości 
3.4 kb  zwiększa się p ięciokrotnie  pomiędzy 7 a 20 
dniem  po  urodzeniu. Biologiczne znaczenie a l te rna ty ­
wnej ob róbk i p ierw otnego t ran sk ry p tu  jest niejasne. 
Możliwe, że jeden  z rodzajów  m R N A  jest formą 
występującą w życiu p łodow ym  osobnika , a drugi jest 
charak terys tyczny  dla organ izm ów  dojrzałych. M o ż ­
liwe jest też, że transk ryp ty  te pojawiają  się w różnych 
s to sunkach  ilościowych w zależności od rodzaju  neu ­
ronu. O bie  hipotezy w ym agają  jed n ak  potwierdzenia  
dośw iadczalnego [6].

P o czą tk o w o  sądzono, że każdy z typów  m R N A  
koduje  jeden  rodzaj synapsyny I tzn. Ia  lub Ib [5]. 
Jed n ak  eksperym enta ln ie  s twierdzono, że jedynie 
tran sk ry p t  o wielkości 3.4 kb  jest w ytw arzany w sp o ­
sób ciągły od  m o m en tu  urodzen ia  aż do  okresu
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dojrzałego. N a to m ias t  o b a  rodzaje synapsyny (la i Ib) 
występują w stałym sto sunku  m olow ym  wynoszącym  
1:2 podczas wszystkich okresów  rozwojowych m ó z ­
gowia [8]. F ak ty  te skłoniły do  przyjęcia hipotezy, że 
obie synapsyny są p roduk tam i translacji m R N A  o wiel­
kości 3.4 kb  (3.4 kb m R N A  ). Z jaw isko to m ożna  
wyjaśnić w następujący sposób: 3.4 kb m R N A  w rze­
czywistości sk łada  się z dw u rodzajów  m R N A  nieroz- 
różnialnych eksperym enta lan ie  (elektroforeza w żelu 
agarozow ym ) z pow o d u  bardzo  nieznacznej różnicy 
długości. m R N A  synapsyny la  jest zaledwie o 38 
nuk leo tydów  dłuższy niż m R N A  synapsyny Ib. Inser- 
cja ta  pow oduje  zm ianę fazy odczytu  m R N A  i w związ­
ku z tym cząsteczka synapsyny la  jest o 36 a m in o ­
kw asów  dłuższa od cząsteczki synapsyny Ib, a ich 
C -końcow e odcinki m ają  zupełnie różne sekwencje 
am inokw asow e [9, 10].

W zrost ilości 3.4 kb  m R N A  w k o m ó rk ach  ziarnis­
tych m óżdżku  jest skore low any z synaptogenezą  z a ­
chodzącą  w aksonach  tych kom ó rek  [11]. P o d o b n e  
obserwacje dotyczą  ilości synapsyny —  jej zaw artość  
osiąga m aks im um  podczas synaptogenezy zach o d zą ­
cej w m ózgow iu  [8 ,12].  Poz iom  syntezy synapsyny jest 
wysoki podczas całego życia organizm u, co potw ierdza  
hipotezę, w myśl której połączenia  synaptyczne ulegają 
stałym zm ianom  [13].

G en  synapsyny II u człowieka znajduje się na  
ch rom osom ie  3, a wyniku jego transkrypcji o raz  
o b róbk i po transkrypcyjnej,  podobn ie  jak  w p rzy p ad ­
ku synapsyny I pow sta ją  dw a rodzaje dojrzałego 
m R N A . N a  ich m atrycy syntetyzow ane są dw a rodzaje 
synapsyny (Ila  i Ilb). Różnice sekwencji am inokw asów  
pom iędzy form ą Ila  i I lb  wynikają  z a lternatyw nego 
użycia dw óch różnych eksonów  podczas przekszta ł­
cania  p ierw otnego t ran sk ry p tu  w dojrzały m R N A  [9].

III. Cechy strukturalne cząsteczek synapsyny
III.l. Struktura pierwszorzędowa synapsyn

P orów nan ie  sekwencji am inokw asów  synapsyny 
I i synapsyny II pozw ala  stwierdzić, że białka te

w ykazują  znaczne podobieństw o. Dotyczy o n o  około  
połowy długości cząsteczki. P o n ad to ,  analizu jąc  sek­
wencje am inokw asów  synapsyny I i II u różnych 
organizm ów , w ykazano  że b iałka te są ba rd zo  ko n se r­
watywne, bowiem  pom iędzy synapsyną I człowieka 
i synapsyną I bydła dom ow ego  istnieje aż 9 6 %  hom o- 
logii [9].

Schem at budow y białek należących do  rodziny  
synapsyn p rzedstaw iono na  rycinie 1. D o m e n y  A, 
B i C  występują  we wszystkich synapsynach. D o m e n a  
A zawiera jed n o  miejsce fosforylacji (tzw. miejsce I, 
Ser9 w cząsteczce synapsyny I, a S e r10 w cząsteczce 
synapsyny II). D om eny  A i C  są najbardziej p o d o b ­
nymi sekwencyjnie regionam i cząsteczki we wszystkich 
synapsynach. Najm niejszy  stopień hom ologii  (w o b ­
rębie do m en  wspólnych dla wszystkich typów  synyp- 
syny) wykazuje do m en a  B. W dom enie  D występującej 
ty lko w synapsynie I, zna jdu ją  się dw a miejsca fos­
forylacji (tzw. miejsce II i III, Ser556 i Ser603). D o m en a  
ta charak te ryzu je  się dużą  zaw artośc ią  am in o k w asó w  
zasadow ych i niezwykle m ałą  ilością am in o k w asó w  
kwaśnych, a z p o w o d u  dużej zawartości pro liny  i glicy­
ny znajduje  się tu  wiele miejsc rozpoznaw anych  przez 
kolagenazę [E C  3.4.24.3] [9].

K o lagenaza  wykazuje dość dużą  specyficzność 
w s to sunku  do  wiązań peptydowych. P rzecina  ona  
wiązanie X-Gli, leżące w obrębie  sekwencji X -G li-Pro . 
D egradac ja  synapsyny I pod  wpływem kolagenazy  
zachodzi s topniow o; począ tkow o  pow sta je  peptyd 
o masie cząsteczkowej 68 kD a, następnie  peptydy 
o m asach  62 k D a  i 52 kD a. O sta teczny  p ro d u k t  
traw ienia  m a  masę cząsteczkową 46 k D a  i o d p o w iad a  
d o m en o m  A-C. Ten o p orny  na trawienie ko lagenazą  
segment określany jest niekiedy ja k o  „g łow a” cząste­
czki, a wrażliwy na trawienie ko lagenazą  C -końcow y 
odcinek synapsyny I (dom eny D  i E lub F) nazyw any 
jest „o gonem ” [4]. D om eny  E oraz  F  w synapsynie  są 
wynikiem a lternatyw nej ob ró b k i  p ierw otnego  t ra n s ­
kryptu , w związku z tym nie w ykazują one p o d o b ie ń s t­
wa [9].

Ryc. 1. Schemat budowy cząsteczek synapsyny. I — schemat synapsyny I. II — schemat synapsyny II. Dom eny oznaczono literam i (A-I). 
Synapsyna la  zawiera dom eny —  A, B, C, D i E, synapsyna Ib —  A, B, C, D i F, synapsyna Ha —  A, B, C, G, H i E, synapsyna Ilb  — A, B. 
C, G  i I. Część stała (dom eny A-C) odpow iada regionowi opornem u na trawienie kolagenazą („głowa”), a część zm ienna regionowi 
wrażliwemu na traw ienie kolagenazą („ogon”). P t , P 2, P 3 —  miejsca fosforylacji cząsteczek.
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W cząsteczce synapsyny II, d o m en a  C graniczy 
z k ró tką , zawierającą znaczną  ilość proliny do m en ą  G. 
P o d o b n ie  ja k  w przypadku  dom en  E i F  w cząsteczce 
synapsyny I, dom eny  H i I w synapsynie II pow sta ją  
w wyniku alternatywnej ob ró b k i  p ierw otnego trans- 
kryptu . Ż aden  z typów synapsyny nie wykazuje hom o- 
logii sekwencyjnej z żadnym  zb adanym  do  tej pory  
białkiem [9],

IV. R ozm ieszczenie synapsyn w neuronie

Synapsyny  obecne są w k o m ó rk ach  nerwowych 
ośrodkow ego  i obw odow ego  uk ładu  nerwowego. Nie 
występują  na to m ias t  w zauw ażalnych  ilościach w k o ­
m ó rk ach  pozaneurona lnych . Ekspresja  tych białek 
zachodzi wyłącznie w neu ronach  co w ykazano  przy 
pom ocy  wielu m etod  analitycznych (im m unocytoche- 
micznych, im m unob lo tt ingu , N orthern biot analysis [9, 
14]. N a to m ia s t  śladowe ilości synapsyn znaleziono 
w norm alnych  k o m ó rk ach  endokrynnych  [14, 15].

Jedynym i k o m ó rk am i zaliczanymi do  ko m ó rek  ne r­
wowych, w k tórych  nie wykryto  synapsyn są kom órk i 
zmysłów, takie  jak: k om órk i fo toreceptorow e i d w u ­
b iegunow e siatkówki, ko m ó rk i  w łoskow ate  ucha we­
w nętrznego  i ko m ó rk i  sm akow e [16, 17, 18].

W  obrębie  n eu ronów  synapsyny skoncen trow ane  są 
w zakończen iach  synaptycznych. Z na lez iono  je  we 
wszystkich zakończeniach  aksona lnych  neu ronów  oś­
rodkow ego  uk ładu  nerw ow ego kręgowców, uk ładu  
w spółczulnego o raz  zakończeniach  neu ro n ó w  części 
nerwowej przysadki [9].

M e to d am i im m unocytochem icznym i w ykazano, że 
w obrębie  zakończeń  synaptycznych synapsyny n a ­
g ro m ad zo n e  są w regionach zawierających znaczną 
ilość pęcherzyków  synaptycznych [19]. P o  d o k o n an iu  
lizy zakończeń  synaptycznych, wszystkie rodzaje syna­
psyny skup ione są na powierzchni pęcherzyków  syna­
ptycznych. N aw et podczas o trzym yw ania  frakcji pę­
cherzyków  synaptycznych —  m etodą  ultraw irow ania , 
synapsyny  pozosta ją  związane z nimi. P rocedura  taka  
pow odu je  k i lkunas tok ro tne  wzbogacenie p repara tu  
w synapsyny  w sto sunku  do  m ateria łu  wyjściowego 
(hom ogenatu). S topień oczyszczenia synapsyn jest p o ­
rów nyw alny  ze s topniem  oczyszczenia takich  in tegral­
nych białek b łonow ych jak  synaptofizyna czy synap- 
tob rew ina  [20, 21, 22].

S ynapsyny  związane są tylko z b łonam i pęcherzy­
ków  synaptycznych, co stw ierdzono przy użyciu m etod  
im m unochem icznych . Przeciwciała sk ierow ane prze­
ciwko poszczególnym rodza jom  synapsyny lub prze­
c iw ko n iek tó rym  ep itopom  tych białek, reagowały 
ty lko  z pęcherzykam i synaptycznymi. Wszystkie po zo ­
stałe s truk tu ry  b łonow e takie jak: błony zakończeń  
presynaptycznych , błony siateczki śródplazm atycznej, 
b łony  m itochondria lne  i błony dużych pęcherzyków 
o gęstym rdzeniu (large dense core-vesicles), nie wiązały 
się z przeciwciałami [9].

F ak t ,  że błony pęcherzyków o gęstym rdzeniu nie 
zawierają  synapsyn m a duże znaczenie. Z a ró w n o  pę­
cherzyki synaptyczne jak  i pęcherzyki o gęstym rdze­
niu są organellam i spełniającymi funkcje wydzielnicze, 
lecz m agazynu ją  one różne rodzaje neuro transm ite -  
rów. Pęcherzyki synaptyczne zawierają wyłącznie k la ­
syczne neuro transm ite ry ,  podczas gdy te drugie uw al­
n iają  neuropeptydy . P o n a d to  różnią  się one innymi 
cechami takim i jak: sposób  ich pow staw ania , lokaliza­
cja miejsc fuzji z b łoną  presynaptyczną, regulacja 
uw aln ian ia  ich zawartości o raz  m echanizm  recyklizacji 
[23]. M o żn a  więc uważać je  za organelle należące do 
dw óch  różnych szlaków wydzielniczych neuronu.

V. Fosforylacja synapsyn
Synapsyna I jest subs tra tem  kinazy białkowej zależ­

nej od  c A M P  (PK-A), kinazy białkowej I zależnej od 
jo n ó w  w apniow ych i ka lm oduliny  (P K -C A M /C a  I) 
i k inazy białkowej II zależnej od jo n ó w  wapniowych 
i ka lm oduliny  (P K -C A M /C a  II). Enzym y te fosforylują 
reszty serylowe synapsyny. PK -A  fosforyluje synap- 
synę I w obrębie  dom eny  opornej na  trawienie kolage- 
nazą. D o m e n a  ta zawiera także miejsce fosforylowane 
przez P K -C A M /C a  I [21, 24]. W istocie enzymy te 
fosforylują tę sam ą resztę serylową (miejsce I, Ser9). 
S ynapsyna I jest doskona łym  substra tem  tych kinaz, 
wykazując do nich wysokie powinowactwo (Km =  2 pM). 
B ardzo  duże są także szybkości początkow e tych 
reakcji [25 26]. Sekwencja am inokw asów  p oprzedza ­
ją c a  miejsce I (Arg-Arg-Leu-SerP) jest zgodna z sek­
wencją am inokw asów  ro zp o zn aw an ą  przez PK -A , 
w wielu innych substra tach  [27].

P K -C A M /C A  II modyfikuje cząsteczkę synapsyny 
I w dw óch  miejscach (Ser566, Ser603), leżących w d o m e ­
nie wrażliwej na  kolagenazę. O kreślane  są one jako , 
miejsce II i III [9, 24]. Sekwencja am onokw asów  
poprzedza jąca  oba  te miejsca (Arg-Gln-Ala-SerP) jest 
zgodna  z sekwencją rozpoznaw aną  przez 
P K -C A M /C a  II (Arg-X-Y-SerP/TreP) [27]. Synap ­
syna I jest najlepszym znanym  substra tem  tej kinazy; 
s ta ła  M ichaelisa reakcji fosforylacji tego białka wynosi 
o k o ło  0.4 pM  [21]. Synapsyna I jest w yją tkow o 
d o g o d n y m  substra tem  wszystkich trzech w ym ienio­
nych kinaz białkowych, a o je j  bardzo  dużym  po w in o ­
wactwie do  tych enzymów, poza  zgodnością  sekwencji 
w okó ł miejsca fosforylacji, decydują  też inne czynniki 
(s tru k tu ra  drugo-  i trzeciorzędowa).

Synapsyna I fosforylowana jest także przez kinazę 
b ia łkow ą zależną od czynnika wzrostu nerwu 
(P K -N G F )  w k o m ó rk ach  linii P C  12 (linia k o m ó r­
k o w a  w yw odząca się z pheoch rom ocy tom y  szczura 
[28, 29]. W  uk ładach  bezkom órkow ych  synapsyna 
I ulega fosforylacji również pod  wpływem kinazy 
białkowej C (PK-C), jednakże  biologiczne znaczenie 
tego typu fosforylacji jest nieznane [30, 31].

Synapsyna II fosforylowana jest przez PK -A  
i P K -C A M /C a  I. M a  tylko jed n o  miejsce fosforylacji, 
znajdujące się w odcinku  N -końcow ym  (Ser10) [32].
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Pow inow actw o  tych enzym ów  do  synapsyny II jest 
zbliżone do  pow inow actw a jak ie  w ykazują  one w sto ­
sunku do  synapsyny I [9 ,26],  Synapsyna II nie stanowi 
substra tu  dla P K -C A M /C a  II, gdyż jej sekwencja 
am inokw asow a  nie zawiera miejsca rozpoznaw anego  
przez ten enzym [9].

Jak  w spom niano  powyżej synapsyna I m a trzy 
miejsca fosforylowane przez kinazy białkowe, a synap ­
syna II tylko jedno. Stwierdzono, że wstrzyknięcie do 
zakończenia  presynaptycznego nieufosforylowanej fo­
rmy synapsyny I pow oduje  gwałtowne zmniejszenie 
am plitudy  i prędkości n a ras tan ia  potencjału post- 
synaptycznego [33], Fosforylacja  miejsca II i III 
w cząsteczce synapsyny I (przez P K -C A M /C a  II), 
pow oduje  ustąpienie tego efektu, a fosforylacja miejsca
I (przez PK -A  lub P K -C A M /C a  I) osłabia ten efekt. 
Biorąc pod  uwagę fakt, że jony  C a 2 + wpływają na fuzję 
pęcherzyków synaptycznych z b łoną  presynaptyczną, 
a p o n a d to  m odulu ją  uwalnianie  ich zawartości do 
szczeliny synaptycznej [34, 35], m ożna  by wyobrazić 
sobie, że wywołane depolaryzacją  błony kom órkow ej 
otwarcie kana łów  w apniow ych i wzrost w ew nątrz ­
kom órkow ego  stężenia jo n ó w  C a 2 + , pow oduje  a k ­
tywację P K -C A M /C a  II. U ak ty w n io n a  P K -C A M /C a
II fosforyluje cząsteczki synapsyny I (miejsce II i III) ,co 
z kolei pow oduje  zmniejszenie pow inow actw a sy n ap ­
syny I do  białek cytoszkieletu i pęcherzyków sy n ap ­
tycznych i pociąga za sobą na tychm ias tow ą fuzję 
pęcherzyków synaptycznych z b łoną  presynaptyczną. 
Jednakże, bezpośredni wpływ fosforylacji synapsyny 
I na wydzielanie neu ro transm ite rów  jest m ało  p raw ­
d o p o d o b n y  z tego względu, że od m o m en tu  o tw arcia  
kana łów  w apniow ych do  uwolnienia  zawartości pę­
cherzyków synaptycznych do szczeliny synaptycznej, 
upływa zaledwie 200 gs i jest to czas zbyt k ró tk i  by 
m ogła  zajść enzym atyczna  fosforylacja synapsyny 
I [34]. Synapsyna I w istocie spełnia rolę łącznika 
pomiędzy białkam i cytoszkieletu i pęcherzykam i syna­
ptycznymi, a s topień fosforylacji cząsteczki decyduje
0 trwałości tego połączenia [3]. W ydaje się, że fos­
forylacja synapsyny I pow oduje  tylko zwiększenie 
liczby pęcherzyków synaptycznych zdolnych do  n a ­
tychm iastow ego połączenia się z b łoną  p resynaptycz­
ną, na tom ias t  nie wpływa p ra w d o p o d o b n ie  na sam 
proces fuzji.

Funkcjona lne  znaczenie PK -A  i P K -C A M /C a
1 w regulacji uwaln ian ia  neu ro transm ite rów  nie zo ­
stało w pełni wyjaśnione. K inazy te fosforylują miejsce 
„pierwsze” synapsyny I o raz jedyne miejsce fosforylo­
w ane w cząsteczce synapsyny II. Fosforylacja tego 
miejsca pow oduje  efekty jakośc iow o  p o d o b n e  do 
obserw ow anych w wyniku fosforylacji miejsca II i III, 
lecz mniej gwałtowne. P rob lem  ten jest o tyle istotny, że 
jak  wyżej w spom niano  miejsce to jest jedynym  fos- 
forylowanym  miejscem w cząsteczce synapsyny II. 
W  chwili obecnej brak  jednakże  przekonujących  d a ­
nych dotyczących udziału fosforylacji synapsyny II 
w procesie uw alniania  neuro transm ite rów .

V -l. Rola synapsyn w ośrodkowym układzie 
nerwowym

F un k c jo n a ln e  znaczenie synapsyn w neuronie , m i­
m o dużego za in teresow ania  tymi białkam i jest nadal 
nie w pełni wyjaśnione. Nie ulega wątpliwości, że 
funkcje ich są ściśle pow iązane z procesam i fosforylacji. 
Synapsynie  I przypisuje się znaczącą rolę w' regulacji 
uw aln ian ia  neuroprzekaźników , a m echanizm  ten p o ­
legać m a n a  interakcji między synapsyną rozm iesz­
czoną na  błonie pęcherzyków synaptycznych a e lem en­
tam i cytoszkieletu [36, 37], Szczególnie silnie p o d k re ś ­
la się wiązanie  synapsyny I z m ik ro tubu lam i i F -ak tyną  
[37].

W y k azan o  również, że białko to  reguluje p oruszanie  
się pęcherzyków  synaptycznych w aksoplazm ie, a efekt 
ten jest z kolei regulowany fosforylacją synapsyny  
I przez kinazę b iałkową II zależną od w apn ia  i kal- 
m oduliny  [38],

Nie wyklucza się jednakże, możliwości fosforylacji 
synapsyny I przez kinazę b ia łkow ą C, w ykazującą  
szczególnie w ysoką ak tyw ność  w k o m ó rk ach  n e rw o­
wych. Z a k ła d a  się następujący ciąg wydarzeń. A k ty w a­
cja szlaku fofatydyloinozytolowego prow adzi do  prze­
mijającej fosforylacji synapsyny I przez kinazę C oraz 
do  w zrostu  w ew nątrzkom órkow ego  stężenia wapnia; 
w efekcie następuje  aktywacja  ka lm oduliny  i wzrost 
fosforylacji zależnej od C a/ka lm oduliny , a rów nocześ­
nie zah am o w an ie  zależnej od fosfolipidów fosforylacji 
synapsyny I. W związku z tym zak łada  się, że fosforyla­
cja synapsyny  I przez P K -C  wywiera efekt „wyzw ala ją­
cy” neurosekrecję  (triggering ejfect), n a tom ias t  fos­
forylacja ka ta l izow ana  przez PK C A M /C a  II służy do 
u trzym an ia  procesu neurosekrecji (Ryc. 2) [30,39],

B adan ia  p rzeprow adzone  na ludzkim m ózgowiu 
potwierdziły, że ak tyw ato ry  P K -C  takie jak  kwasy 
tłuszczowe i kwaśne fosfolipidy h am ują  wyraźnie a k ­
tyw ność P K  C A M /C a  II, podczas gdy s tym ula to r  PK 
C A M /C a  II —  ka lm odulina  —  tłumi fosforylację 
synapsyny I zależną od P K -C  [39].

W ydaje  się wysoce p raw dopodobne ,  że fosforylacja 
synapsyny I przez P K -C  może być al te rna tyw ną  d rogą  
regulacji neurosekrecji możliwe, że za pośrednictw em  
białek G  i fosfolipazy A 2 [30].

O sta tn ie  b ad an ia  nad wiązaniem synapsyny I z m a ­
łymi pęcherzykam i synaptycznymi wykazały obecność 
dw óch  różnych miejsc interakcji. N -k o ń co w a  do m en a  
synapsyny  I penetru je  do warstwy lipidowej błony 
i współdzia ła  z lipidami, na tom ias t  C -końcow a d o m e ­
na (część „o g o n o w a”) wydaje się wiązać z k o m p o n en tą  
b ia łkow ą błony pęcherzyków. W badan iach  nad sub- 
k o m ó rk o w y m  rozmieszczeniem synapsyny I i II w y k a ­
zano, że N -kon iec  synapsyny II pos iada  przynajmniej 
jed n o  miejsce wiązania  pęcherzyków synaptycznych, 
k tó re  okaza ło  się wrażliwe na działanie trypsyny. 
P rzem aw ia  to  za hipotezą, że synapsyna II współdziała 
z k o m p o n e n tą  b iałkow ą błony pęcherzyków [22].
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Ryc. 2. Wpływ m ediatorów  kom órkow ych na fosforylację synap- 
syny I katalizow aną przez kinazy białkowe zależne od 
jonów  wapniowych. SI —  synapsyna I, C aM  —  kal- 
m odulina, PK II — kinaza białkow a II zależna od jonów  
wapniowych i kalm oduliny, P K C  —  kinaza b iałkow a C, PL 
—  fosfolipidy.

O dkrycie , że fosforylacja synapsyny I przez P K  
C A M /C a  II obniża  pow inow actw o  synapsyny I do  
błony pęcherzyków  pozw ala  na  wysunięcie hipotezy 
próbującej wyjaśnić współdziałanie synapsyny  I z b ło ­
ną  pęcherzyków; zasadow y „o gon” synapsyny  I, k tó ry  
zaw iera  dw a miejsca fosforylacji przez P K  C A M /C a  II, 
jest w kon takc ie  z b łoną  pęcherzyków, podczas gdy 
g lo b u la rn a  „głowa” współdziała z fosfolipidami róż ­
nych elem entów  cytoszkieletu [22].

Synapsyna  I może zatem  regulować ilość pęcherzy­
ków  zdolnych do  uwolnienia się i fuzji z b łoną  
p resynap tyczną  przez odizolowanie  ich od cytoszkiele­
tu.

O s ta tn io  poszerzyły się informacje dotyczące  roli 
synapsyny  II. W opublikow anej w ro k u  1991 pracy 
H a n  i w s p ó ł a u t o r z y  [40] zamieścili dane  d o ty ­
czące wpływu synapsyny I lb  na  różn icow anie  się 
k o m ó rk i  nerwowej. D okonali  oni transfekcji kom órek  
linii NG-105-15  (hybrydowe k om órk i  pow sta łe  po 
fuzji k o m ó rek  glejaka i nerwiaka), w ek to rem  eks­
presyjnym  zawierającym wstawkę (insert) k o du jącą  
ca łkow itą  sekwencję synapsyny Ilb. N ie transfekow ane  
k o m ó rk i  N G -105-15 wykazują  ba rdzo  mały stopień  
ekspresji synapsyny Ilb. K om órk i zawierające w ek to r  
ekspresyjny wraz z cD N A  kodu jącym  synapsynę Ilb, 
p o ró w n y w a n o  następnie  z k o m ó rk am i zawierającym i 
ty lko  w ek to r  ekspresyjny (pcD N A l) .  N a  podstaw ie  
w ykonanych elektronogramów stwierdzono, że kom órki 
do  k tó rych  w p ro w adzono  gen synapsyny Ilb , różniły 
się znacznie pod  względem morfologicznym  od k o m ó ­
rek nietransfekowanych. Zawierały  one znacznie  wię­

cej małych pęcherzyków, pęcherzyków opłaszczonych 
o raz  dużych pęcherzyków o gęstym (elektronowo) 
rdzeniu. Z aobse rw ow ano  także obecność większej 
liczby m itochondriów  i s t ru k tu r  b łonow ych p rzypom i­
nających gładką siateczkę śródplazmatyczną. K om órk i 
do  których  w p ro w ad zo n o  gen synapsyny I lb  wy­
tworzyły także znacznie więcej żylakowatości (varicosi­
ties) znajdujących się na  zakończeniach  neuronów . 
W iększa była także ilość połączeń pom iędzy tymi 
zgrubieniam i a k o m ó rk am i sąsiednimi. N a  podstawie 
tych danych  stw ierdzono, że k om órk i do  których  
sztucznie w p ro w adzono  gen synapsyny Ilb, w ykazy­
wały więcej cech charak terys tycznych  dla z różnicow a­
nej k om órk i  nerwowej i synaptogeneza  była w nich 
bardziej zaaw an so w an a  niż w k o m ó rk ach  k o n tro l ­
nych. P o za  zwiększoną ilością synapsyny Ilb, kom órk i  
te zawierały znacznie większe ilości pozostałych synap- 
syn (la, Ib  i Ha) oraz  synaptofizyny (integralne białko 
błony pęcherzyków  synaptycznych) [40]. Kwestią  o t ­
w artą  pozosta je  p rob lem  w jak i  sposób  podwyższony 
poziom  synapsyny I lb  pow oduje  zwiększenie ilości 
pozosta łych  białek oraz  jak i  jest m echanizm  prom ocji 
synaptogenezy wywołanej zwiększonym poziom em  
synapsyny Ilb.

A rtyku ł o trzym ano 21 sierpnia 1991 r. 
Z aakceptow ano do druku 10 października 1991 r.
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W ykaz stosowanych skrótów: PA I-1 —  in h ib ito r ak ty w a to ra  
p lazm inogenu  T yp  1 (z k o m ó rek  nab łonkow ych ; PA I-2  
—  in h ib ito r ak ty w a to ra  p lazm inogenu  T yp  2 (z łożyska); 
SD S —  siarczan  dodecy lu  sodu; serpiny —  in h ib ito ry  
p ro teaz  serynow ych; u -P A  —  u ro k in aza - ak ty w a to r p laz­
m inogenu; t-P A  —  tk an k o w y  ak ty w a to r p lazm inogenu; 
E C M  —  m ięd zy k o m ó rk o w a su b stan c ja  m acierzysta.

I. W prowadzenie

Plazm ina, enzym atycznie  ak tyw na  postać p lazm i­
nogenu, jest nie tylko podstaw ow ym  enzym em  fib- 
rynolitycznym, ale też uczestniczy w takich procesach 
ja k  owulacja, migracja  k om órek  o raz  inwazja n o w o ­
tw orow a. D la  właściwego przebiegu wielu procesów 
bardzo  w ażna jest więc regulacja aktywacji p lazm ino­
genu, k o n tro lo w an a  obecnością  swoistych a k ty w a to ­
rów i inhibitorów. Podstaw ow ym i fizjologicznymi 
enzym am i katalizującymi aktywację  p lazm inogenu są: 
tkan k o w y  ak ty w a to r  p lazm inogenu  (t-PA) i u rok inaza  
(u-PA). M echanizm  regulacji (Ryc. 1) działania  a k ­
tyw atorów  plazm inogenu w organizm ie zależy od:
a) tem pa  uw alniania  ak ty w ato ró w  z kom órek ,
b) efektywności ich w iązania  z b łoną  k o m ó rk o w ą  
hepa tocy tów  oraz  endocytozy,
c) oddzia ływ ania  t-PA  z włóknikiem,
d) konwersji jednołańcuchow ej formy ak ty w a to ra  
p lazm inogenu  typu  urokinazow ego  do  dw ułańcucho- 
wej i obecności jo n ó w  Z n  + 2,
e) oddzia ływ ania  ak ty w a to ró w  plazm inogenu ze spe­
cyficznymi inhibitoram i.

D o  chwili obecnej w ykryto  w osoczu krwi dw a 
inhibitory  swoiste dla ak ty w a to ró w  plazminogenu: 
inh ib itor  pochodzący  z k om órek  nab łonkow ych  ścian 
naczyń k rw ionośnych  (PAI-1) o raz  inhibitor  z łożyska 
(PAI-2). PAI-1, stale obecny w osoczu krwi, jest 
g łów nym  i szybko działa jącym  inhibitorem  a k ty w a to ­
rów p lazm inogenu. Aktyw ność  PAI-1 podlega złożo­
nym procesom  regulacyjnym, a ich zaburzenia  związa­
ne są z wieloma s tanam i chorobow ym i uk ładu  naczy-

139http://rcin.org.pl



Ryc, 1. Schemat m echanizm ów regulacji aktywności fibrynolitycz- 
nej
A. G łów ne procesy regulujące aktyw ność aktyw atorów  
plazm inogenu w osoczu. K om órki nabłonkow e (1) uwal­
niają do osocza dwa rodzaje aktyw atorów  plazm inogenu: 
tkankow y aktyw ator (t-PA) i prourokinazę (pro u-PA). 
Tkankow y aktyw ator plazm inogenu może reagować ze 
specyficznym inhibitorem  (PAI-1) uwalnianym  przez ko­
m órki nabłonkow e lub, w miejscach uszkodzenia ścian 
naczyń krwionośnych, wiązać się ze złogami w łóknika (2). 
Utworzenie kom pleksu między włóknikiem, plazminoge- 
nem (Pg) i aktyw atorem  tkankow ym  powoduje znaczne 
przyspieszenie i lokalizację procesu fibrynolizy. P rourokina- 
za, przy udziale plazm iny (Pa) lub kalikreiny (Ka), może być 
aktyw ow ana do aktyw atora  plazm inogenu typu urokinazo- 
wego (u-PA), a ten ostatni jest inaktyw ow any przez PA1-1.
B. Usuwanie aktyw atorów  z krwiobiegu. C yrkulujące 
w osoczu aktyw atory plazm inogenu i PA I -1 wiążą się 
w w ątrobie ze specyficznymi receptoram i (3) na powierzchni 
błon hepatocytów  (4). Następswtem  tej interakcji jest utw o­
rzenie pęcherzyków pinocytarnych (5) i hydroliza ak tyw ato­
rów przez hydrolazy obecne w pęcherzykach.

niowego. PAI-2  pojawia się w osoczu tylko w okresie 
ciąży. A ktyw atory  plazm inogenu  m ogą być ham ow ane  
in vitro przez inne inhibitory  pro teaz  serynowych 
(a lfa ,-antytrypsynę, alfa2-antyplazm inę o raz  protea-  
zową neksynę), ale reakcje te przebiegają wolno i nie 
m ają  znaczenia w w aru n k ach  in vivo.

II. Inhibitor aktywatorów plazminogenu z ko­
mórek nabłonkowych naczyń krwionoś­
nych (tzw. inhibitor typu 1, PA I-1)

II-l. Występowanie PAI-1

PAI-1 syntetyzowany jest przez kom órki:  endotelia- 
lne ścian naczyń k rw ionośnych  [1-3], w ątroby, z iar­
niny [4] i mięśni gładkich naczyń krwionośnych  [5], 
W ystępuje on też w płytkach krwi i m akrofagach  [6 ,7] ,

PAI-1 w k o m ó rk ach  endotelia lnych zlokalizow any 
jest za rów no  w cytozolu (70%  kom ó rk o w eg o  PAI-1) 
ja k  i w błonie kom órkow ej (30%). Z  k o m ó rek  en ­
dotelia lnych PAI-1 uw alniany jest do osocza  i do 
m iędzykom órkow ej substancji macierzystej (E C M ) 
[8], W osoczu ubogop ły tkow ym  ilość PAI-1 p o c h o ­
dzącego z kom ó rek  endotelia lnych wynosi od  0 do
3-1-1 jedn ./m l (tj. do  oko ło  1.3 nM /L ) [9], co stanow i 
20%  inh ib ito ra  znajdującego się w pełnej krwi. P o zo ­
stałe 80%  PAI-1 zlokalizowane jest w alfa-ziarnistoś- 
ciach płytek krwi, skąd uw alniany jest on  do  osocza 
w czasie aktywacji płytek pow odow anej przez trom - 
binę, kolagen  czy A D P. A ktyw ność PAI-1 w osoczu 
boga top ły tkow ym , po agregacji płytek krwi i uw ol­
nieniu z nich inhibitora , wynosi oko ło  7 4-1 jedn./m l 
[6-8]. D uża  ilość ak tyw ow anych  płytek w zakrzepach  
naczyniowych przyczynia się do  lokalnego wzrostu  
stężenia PAI-1, k tóry  szybko reagując z ak ty w a to ram i 
p lazm inogenu  chroni włóknik przed lizą przez plaz- 
minę. S topn iow a inak tyw acja  PAI-1 przez trom binę  
i ak tyw ne białko C pow oduje  usuwanie  inh ib ito ra  
z obszaru  zakrzepu  i zapoczątkow uje  tym sam ym  
hydrolizę włónika.

II-2. Budowa i właściwości fizyko-chemiczne 
PAI-1

II-2.1. Budowa genu i cząsteczki PAI-1

G en  PAI-1 z lokalizowany jest w ch rom osom ie  7. 
C a łkow ita  sekwencja D N A  kodu jąca  PAI-1 zawiera 
15867 pa r  zasad, k tóre  zg rupow ane  są w 9 eksonach 
rozdzielonych przez 8 in tronów . In trony  stanow ią  
74%  sekwencji nukleotydowej PAI-1. G en  s truk tu ry  
kodujący  am inokw asy  składa się z 1206 par  zasad 
[10], B adan ia  porów naw cze pozwoliły zaklasyfikować
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PAI-1 do  g rupy  inhib ito rów  pro teaz  serynowych, tzw. 
serpin, k tó re  w yodrębniły  się 500 min lat tem u ze 
wspólnego pragenu  i ąą dziś b iałkam i regulatorow ym i 
procesów  fibrynolizy , ' krzepnięcia krwi i aktywacji 
dopełn iacza  [11]. Ewolucja serpin i p ro teaz  seryno­
wych przebiegała równolegle. Szczególnie in tensyw ­
nym  zm ian o m  ulegał region miejsca reaktyw nego 
serpin, co umożliwiło pow stanie  inh ib ito rów  o dużej 
specyficzności wobec poszczególnych enzymów.

N a  podstaw ie  pierwszorzędowej s truk tu ry  cD N A  
o d tw o rz o n o  kolejność am inokw asów  w cząsteczce 
inh ib ito ra  PAI-1. Synte tyzow any w k o m ó rk ach  w for­
mie p rekursorow ej PAI-1 zawiera 402 am inokw asy  
i N -k o ń co w y  fragm ent sygnalny (23 reszty am ino- 
kwasowe) [10]. Dojrzały PAI-1 jest jed n o łańcućhow ą  
g likopro te iną  zb u d o w a n ą  z 379 am inokw asów , o m a ­
sie cząsteczkowej oko ło  50 000. P u n k t  izoelektryczny 
PAI-1 p rzy p ad a  w pH  4,5-5,0 [12]. W cząsteczce PAI-1 
zna jdu ją  się trzy potencjalne miejsca glikozylacji (Ryc. 
2) [10]. C echą  charak te rys tyczną  s truk tu ry  pierwszo­
rzędowej PAI-1 jest b rak  reszt cysteinowych [13, 14]. 
N a  podstaw ie  analizy sekwencji am inokw asow ej przy­
puszczać m ożna , że tylko po łow a łańcucha  polipep- 
tydow ego PAI-1 wykazuje u p o rz ą d k o w a n ą  s truk tu rę  
drugorzędow ą: 19% am inokw asów  tworzy alfa-helisę, 
a 31%  s t ru k tu rę  beta  (Ryc. 2). C h arak te rys tyczną  
cechą budow y  serpin jest pętla u tw o rzo n a  w C-koń- 
cow ym  fragmencie cząsteczki, k tó ra  zawiera wiązanie 
pep tydow e rozpoznaw ane  specyficznie przez proteazy  
serynowe j a k o  pseudosubstra t  (tzw. miejsce reaktyw ne 
inhibitora). Miejsce reak tyw ne PAI-1 znajduje  się

między A rg346 i M e t347 [13, 15-17], Sekwencja łań-

Ryc. 2. Schem at struk tury  drugorzędowej PAI-1 i PAI-2. O bszary 
występow ania alfa-helisy i struk tury  beta wyznaczono na 
podstaw ie analizy kom puterow ej w ykorzystując do tego 
celu param etry  podane przez C h o u  i w s p ó ł a u t o r ó w

[73]\
Objaśnienia: linia prosta — struk tu ra  nieuporządkow ana; 
linia łam ana —  struk tu ra  beta; p rostokąty  —  struk tu ra  
alfa-helikalna; tró jkąty  —  potencjalne miejsca glikozylacji; 
strzałki —  wiązanie peptydow e tworzące centrum  reaktyw ­
ne inhibitora. Na osiach zaznaczono kolejne num ery reszt 
aminokwasow ych.

P A I -1

cucha PAI-1 od 328 do  355 am inokw asu , zawierająca 
miejsce reaktyw ne inhibitora, wykazuje dużą  hom o- 
logię z a n ty tro m b in ą  III (55%  homologii), PAI-2 
(41%), alfa 2-an typlazm iną (39%), inh ibitorem  ester­
azy dopełniacza  C j (32%) i alfa 2-an ty trypsyną  (21%) 
[18].

II-2.2. Forma czynna i „utajona” („latent” ) PAI-1

PAI-1 syntetyzow any jest w kom ó rk ach  w formie 
czynnej, ale m a zdolność do  sam orzu tnego  przekształ­
cenia się w formę „u ta jo n ą” („latent”) [19]. Z jawisko 
to, obserw ow ane  in vivo i in vitro, wynika ze zm ian 
konform acyjnych  cząsteczki PAI-1, co związane jest 
z brak iem  wiązań dw usiarczkow ych usztywniających 
cząsteczkę [12, 20, 21]. „ U ta jo n y ” PAI-1 nie reaguje 
z ak tyw ato ram i p lazm inogenu i nie jest w budow yw any  
w E C M  (m iędzykom órkow ą substancję macierzystą). 
N ie jest on też, w przeciwieństwie do  formy czynnej 
inhibitora , deg radow any  przez trom binę  czy aktyw ne 
białko C [22]. F o rm a  „u ta jo n a” PAI-1 odzyskuje 
wszystkie cechy charak terys tyczne  dla czynnej formy 
inh ib ito ra  w obecności czynników dena turu jących  
(SDS, K S C N , ch lo row odorek  guanidyny  lub mocznik) 
[23]. P ierwotnie  ak tyw ny jak  i ak tyw ow any  dena tu -  
ran tam i „u ta jony” PAI-1 m ają  jed n ak o w ą  struk tu rę  
o raz  właściwości biologiczne [22].

W  w arunkach  fizjologicznych zdolność ak ty w o w a­
nia formy „uta jonej” PAI-1 m ają  p raw do p o d o b n ie  
fosfolipidy noszące ładunek  ujemny (np. fosfatydylose- 
ryna) [24]. W osoczu krwi występuje białko, k tóre  
tworzy z czynną form ą PAI-1 odw racalny  kom pleks 
o masie cząsteczkowej 250000-300000, stabilizując 
konform ację  inh ib itora  i uniemożliwiając przekształ­
cenie się w formę „u ta jo n ą” [25, 26]. W zajemne 
przekształcanie się formy czynnej i „uta jonej” PAI-1 
może reprezentow ać nowy m echanizm  regulacyjny 
procesu fibrynolizy in vivo, a „u ta jo n a” form a PAI-1 
jest stabilną rezerwą potencjalnej aktywności inh ib ito ­
rowej.
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II-2.3. Wpływ utleniania na aktywność PAI-1

N ieodw raca lna  inaktyw acja  PAI-1 przez nadtlenek 
w odoru , ch loram inę  T  i reduktazę  sulfometioninową, 
jest wynikiem utlenienia reszt metionylowych PAI-1, 
w tym również i tej, k tó ra  współtworzy wiązanie 
peptydow e cen trum  reak tyw nego [12, 27]. P rzypusz­
cza się, że inaktyw acja  PAI-1 przez utlenianie m a też 
miejsce in vivo w ogniskach zapalnych: g rom adzące  się 
w nich leukocyty wydzielają nad tlenek  w odoru  utle­
niający reszty m etionylowe PAI-1. Efektem w tórnym  
tych reakcji jest uszkadzanie  tkank i przez plazminę 
pow sta łą  z p lazm inogenu pod  wpływem jego ak ty w a­
to rów  [28]. Podobnie , s topniow y zanik aktywności 
PAI-1 w osoczu in vitro lub oczyszczonych p re p a ra ­
tach tego inhibitora , tłumaczy się utlenianiem  cząs­
teczek inh ib itora  przez tlen atmosferyczny [6, 29].

II-3. Oddziaływanie PAI-1 z aktywatorami plaz­
minogenu

PAI-1 reaguje specyficznie z fizjologicznymi a k ­
tyw ato ram i plazm inogenu, tj. jedno -  i dw ułańcucho- 
wym tPA  oraz  u rok inazą  (u-PA) [30-33]. Szybkość 
inhibicji tych ak tyw ato rów  przez PAI-1 jest bardzo  
duża, o czym świadczy w artość  stałej szybkości reakcji 
drugiego rzędu ( 1 0 " 7 M _ 1 s _1) [32, 34].

O ddziaływ anie PAI-1 z ak ty w a to ram i p lazm inoge­
nu przebiega dw uetapow o. P o dobn ie  jak  w w y p ad ­
kach innych serpin, począ tkow o  cząsteczki PAI-1 
i ak ty w a to ra  tw orzą  niestabilny kom pleks w stosunku  
m olow ym  1:1. Nie w iadom o do tąd ,  k tóre  regiony 
cząsteczek ak ty w ato rów  plazm inogenu i PAI-1 bezpo­
średnio ze sobą  oddziału ją  podczas reakcji inhibicji. 
W ykluczono  jed n ak  udział s tru k tu r  „kringle” ak ty w a­
torów  i sk ładników  cukrow ych [13, 15-17], W następ­
nym etapie wiązanie pep tydow e miejsca reaktyw nego 
PAI-1 (Arg346- M e t 347) zostaje rozpoznane  przez 
ak ty w a to r  p lazm inogenu i ulega hydrolizie. U w ol­
n iona  wówczas g rupa  karboksy low a A rg 346 PAI-1 
reaguje z g rupą  hydroksylow ą seryny znajdującej się 
w cen trum  aktyw nym  enzymu, a C -końcow y fragment 
cząsteczki PAI-1 zbudow any  z 22 am inokw asów  
(M e t347 - P r o 379) zostaje odłączony. U tw orzone  w ią­
zanie estrowe między cząsteczkami PAI-1 i a k ty w a to ra  
p lazm inogenu stabilizuje kom pleks obu  tych białek 
(stała dysocjacji 1 0 " 13 M /L) [35]. Skom pleksow anie  
t-PA  z PAI-1, oprócz zab lokow an ia  cen trum  ak tyw ­
nego t-PA, pow oduje  też zaham ow an ie  wiązania t-PA  
do  włóknika. Proces ten może mieć znaczenie w regula­
cji procesu fibrynolizy in vivo [36].

II-4. Funkcja PAI-1 wbudowanego w międzyko­
mórkową substancję macierzystą (ECM)

M iędzykom órkow a  substancja  macierzysta z b u d o ­
w ana  jest z sieci kolagenu, elastyny, trom bospondyny ,  
w itronektyny  i fibronektyny. Przynajm niej dw a z tych 
białek ( trom b o sp o n d y n a  i fibronektyna) m ają  zdo l­

ność w iązania  t-PA  i plazminogenu. W pow sta jącym  
w ten sposób  tró jsk ładn ikow ym  kom pleksie  in d u k o ­
w ana  jest plazm ina, k tó ra  hydrolizuje b ia łka  E C M , 
niszcząc tym  sam ym  ciągłość tkanki. Proces ten m a 
miejsce w s tanach  fizjologicznych (jajeczkowanie, m ig­
racja kom órek)  oraz patologicznych (tworzenie  się 
p rzerzu tów  now otw orow ych) i regulow any jest przez 
inhibitory  w bud o w an e  w E C M , tj. przez a lfa2-anty- 
plazm inę i PAI-1 [22]. Białka s tru k tu ra ln e  E C M  
(p raw d o p o d o b n ie  w itronektyna) wiążą specyficznie 
i odw racaln ie  czynną formę PAI-1 stabilizując w ten 
sposób  jego cząsteczkę. Przeciwdziałają w ten sposób  
spon tan icznem u  przekształcaniu  się PAI-1 w formę 
„u ta jo n ą ” a tym  sam ym  inaktywacji inhibitora . W iąza ­
nie PAI-1 z E C M  jest istotne nie tylko ze względu na  
ochronę  cząsteczek inh ib ito ra  przed pro teo lizą  czy też 
stabilizację cząsteczki PAI-1, ale także s tw arza  m o ż ­
liwość umiejscowienia aktywnej formy PAI-1 w tk a n ­
kach i z ah am o w an ia  degradacji EC M .

II-5. Inaktywacja PAI-1 in vivo w osoczu

C echą odróżn ia jącą  PAI-1 od innych inh ib ito rów  
pro teaz  serynowych jest jego ba rdzo  k ró tk i  okres 
pó łtrw an ia  w osoczu (około 7 min) [14, 15]. W u su w a­
niu PAI-1 z krwiobiegu biorą  udział hepatocyty , na 
powierzchni k tó rych  s tw ierdzono obecność recep to ­
rów specyficznych dla PAI-1 [37], D o d a tk o w y m  m e­
chanizm em  regulującym aktyw ność  PAI-1 jest jego 
oddzia ływ anie  z p ro teazam i osocza. Enzym y inak- 
tywujące PAI-1 podzielić m ożna  na dwie grupy: a) 
takie, k tó re  tw orzą  kom pleks z PAI-1 o raz  b) te, k tóre  
rozpoznaję  PAI-1 ja k o  substrat.  Pierwszą g rupę  prote-
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az s tanow ią  ak tyw ato ry  p lazm inogenu  i ak tyw ne 
b iałko C. Białko C jest zymogenem, k tórego  synteza 
zależy od w itam iny K. Stężenia ak tyw nego białka 
C i PAI-1 w osoczu są porów nyw alne  [38]. Inak tyw a- 
cja PAI-1 in vitro przez ak tyw ne  b iałko C przebiega 
wolno, lecz ulega znacznem u przyspieszeniu w ob ecn o ­
ści fosfolipidów i b ia łka S ja k o  kofak tora .  A ktywne 
białko C tw orzy z PA1-1 kom pleks w s to sunku  stechio- 
m etrycznym  1:1 i może hydro lizow ać wiązanie cen t­
rum  reaktyw nego inh ib itora  [39, 40]. In te rakc ja  a k ­
tywnego b iałka C z PAI-1 s tanow i kolejne ogniwo 
łączące uk ład  krzepnięcia i fibrynolizy.

D o  p ro teaz  rozpoznających  PAI-1 ja k o  substra t  
zaliczamy trom binę , plazminę, elastazę i inne enzymy 
np. enzym y baktery jne  k tóre  hydrolizują  wiązania  
pep tydow e inh ib ito ra  w pobliżu jego cen trum  reak ­
tywnego. U w aln iany  jest wówczas C -końcow y frag­
m ent PAI-1 a pozosta ła  część cząsteczki inh ib ito ra  nie 
m a pow inow actw a do  ak ty w ato ró w  plazm inogenu. 
P lazm ina  np. odczepia od cząsteczki PAI-1 najpierw 
fragm ent o masie 4000, a następnie  jeszcze dw a 
fragm enty (20000 i 24000) [41].

II-6. Regulacja uwalniania PAI-1 z komórek na­
błonkowych w warunkach fizjologicznych 
i patologicznych

Ilość ak tyw nego  PAI-1 w osoczu regulow ana jest nie 
tylko przez w ątrobę, działanie osoczowych p ro teaz  czy 
konwersję inh ib ito ra  do  formy „uta jone j” ale też przez 
syntezę i uwalnianie  PAI-1 z kom órek . W w arunkach  
fizjologicznych ekspresję PAI-1 w k o m ó rk ach  regulują 
głównie h o rm o n y  g lukokortyko idow e i cykliczne nuk- 
leotydy. Po tw ierdzono  to badan iam i z syntetycznym 
g lukokortyko idem , deksam etazonem , k tóry  pow oduje  
wzrost syntezy m R N A  i PAI-1 oraz  uw alnianie tego 
osta tn iego  z k om órek  nab łonkow ych, fibroblastów 
i ko m ó rek  now otw orow ych  (f ibrosarkom a, hepa tom a) 
[42], Aktywność fibrynolityczną osocza m oduluje  rów ­
nież t rom bina , k tó ra  w stężeniu fizjologicznym s tym u­
luje uwalnianie  z kom órek  nab łonkow ych  PAI-1 
i t-PA  (z ilościową przewagą inhibitora) [41]. Innym  
czynnikiem stym ulującym  za rów no  syntezę m R N A  
i PAI-1 oraz  uwalnianie  inh ib ito ra  do osocza jest 
t ransform ujący  czynnik wzrostowy (3 (beta), polipep- 
tyd obecny w fibroblastach, łożysku i p ły tkach  krwi [8, 
43, 44]. Pow odu je  on jednocześnie syntezę fibronek- 
tyny i p roko lagenu  oraz  zwiększone ich w b u d o w y w a­
nie w E C M  [45-47]. G eny dla p roko lagenu  i PAI-1 
znajdu ją  się w tym sam ym  lokus ch rom osom u. Przy­
puszczać więc m ożna, że pod wpływem tran sfo rm u ją ­
cego czynnika wzrostowego (3 (beta) następuje  skore lo ­
w ana synteza białek E C M  i inh ib itora  osłaniającego je 
przed proteolizą  [48]. Ilość PAI-1 i t-PA  zmienia się 
u człowieka wraz z wiekiem, przy czym w ypadkow a  
ak tyw ność  fibrynolityczną maleje, co tłum aczy częst­
sze tworzenie się zakrzepów  żylnych u osób  starszych
[49], W zrost aktywności PAI-1 obserw ow any  u osób

z nadw agą  m oże przyczyniać się do  zwiększonej z a p a ­
dalności na arteriosklerozę [50]. Podw yższony p o ­
ziom PAl-1 w osoczu związany jest z chorobam i 
now otw orow ym i, infekcjami bakteryjnymi, ostrymi 
s tanam i zapalnym i (np. w ą troby  i trzustki) i ch o ro b ą  
zakrzepow ą żył [51-53]. Aktywność PAI-1 wzrasta  też 
gwałtownie po zabiegach chirurgicznych [54], W przy­
pad k u  cho ró b  bakteryjnych stymulujący wpływ na 
ilość osoczowego PAI-1 m ają  e ndo toksyny  bakteryjne 
[55-57]. Zw iększona ak tyw ność  PAI-1 może p ro w a­
dzić do pow stan ia  m ikrozakrzepów  w naczyniach 
krw ionośnych, k tóre  obserw ow ano  w nerkach chorych 
na żółtaczkę lub w płucach osób  dorosłych z zespołem 
niewydolności oddechowej. K onsekw encją  pow stan ia  
m ikrozakrzepów  jest n iewydolność lub uszkodzenia  
narządów  [58, 59]. Czynnikam i patologicznymi p o w o ­
dującym i wzrost wydzielania PAI-1 z kom órek  n a ­
błonkowych są cytokininy uwalniane z kom órek  zapal­
nych, rep rezentan tem  których  jest interleukina-1. P o ­
woduje ona, podobn ie  jak  endo toksyny  bakteryjne, 
wzrost uw alniania  PAI-1 poprzedzony zwiększoną 
syntezą m R N A . Antyfibrynolityczne działanie inter- 
leukiny-1 w zm ocnione jest jej ham ującym  wpływem na 
syntezę i uwalnianie tkankow ego  ak ty w a to ra  p laz­
m inogenu. P o d o b n y  wpływ na kom órk i nab łonkow e 
m a czynnik martwiczy n ow otw orów  (tumor necrosis 
fa c to r ) [60, 61]. Zmniejszenie aktywności fibrynolity- 
cznej przez wzrost syntezy i uwalniania  PAI-1 może 
ham ow ać  rozwój s tanu  zapalnego  (pod wpływem 
cytokinin) lub inwazję n ow otw orow ą  (gdy s tym u la to ­
rem jest czynnik martwiczy nowotworów).

III. Inhibitor aktywatorów pazminogenu z ło­
żyska (tzw. inhibitor typu 2, PA I-2)

III-l. Występowanie PAI-2

Antyfibrynolityczną ak tyw ność  eks trak tów  ludzkie­
go łożyska zauw ażono  po raz pierwszy w 1968 r., ale 
dop iero  osiemnaście lat później wyizolowano białko 
odpow iada jące  za tę właściwość. Inh ib ito r  ten, tzw. 
PAI-2, posiadający zdolność h am ow an ia  aktywności 
enzymatycznej ak ty w ato ró w  plazm inogenu, z lokalizo­
wany w epitelium trofoblastu  i m onocy tach  jest im ­
m unologicznie odrębny  od PAI-1 [62-64], W w a ru n ­
kach fizjologicznych PAI-2 pojaw ia się tylko w osoczu 
kobiet w okresie ciąży osiągając m aksym alne  stężenie 
w trzecim trymestrze. Zbyt wysoka aktyw ność  PAI-2 
przyczynia się do  pow staw ania  zakrzepów  i zawału 
łożyska, co może pow odow ać  w ew nątrzm aciczną 
śmierć p łodu  [65]. W s tanach  patologicznych obec­
ność PAI-2 w osoczu związana jest z cho robam i 
now otw orow ym i [52]. N iekodu jący  region od 3’ k o ń ­
ca cD N A  PAI-2 zawiera fragm ent bogaty  w pary  AT, 
charak terys tyczny  dla innych białek znanych ze swego 
regulującego wpływu na  wzrost kom órki, jak  tk a n ­
kowy czynnik martwiczy, in terleukina 1 czy in ter­
ferony. N a  podstaw ie podob ieńs tw a  s truk tu ry  cD N A
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przypuszczać m ożna, że biologiczna ak tyw ność  PA 1-2 
przyczynia się do  ham o w an ia  transformacji n o w o ­
tworowej [66].

III-2. Struktura genu i cząsteczki PAI-2

G en ludzkiego PAI-2 zawiera 16.5 tysiąca pa r  zasad 
zgrupow anych  w 8 egzonów. S truk tu ry  genów PAI-2 
i PAI-1 różnią  się znacznie m im o wspólnej pro teazo- 
wej specyficzności. G en  PAI-2  jest n a tom ias t  p odobny  
do  genu ow oalbum iny  [66], czego konsekw encją  jest 
podob ieńs tw o  w pierwszorzędowej s truk tu rze  tych 
białek i ho rm o n a ln y m  m echanizmie regulacji wydzie­
lania z kom órek . Możliwe, że gen ow oalbum iny  uległ 
m utacji czy rekom binacji z genami innych serpin, 
w wyniku czego pow sta ła  now a form a białka z in­
h ib itorow ą aktywnością.

S truk tu rę  p ierwszorzędową PAI-2 usta lono  w o p a r ­
ciu o analizę sekwencji zasad cD N A  dla tego białka. 
PAI-2 zbudow any  jest z jednego  łańcucha  polipep- 
tydowego u tw orzonego  z 415 reszt am inokw asow ych, 
wśród których, w odróżnien iu  od PAI-1, znajdu ją  się 
reszty cysteinowe. C en tru m  reak tyw ne PAI-2 zlokali­
zow ane jest w C -końcu  cząsteczki i u tw orzone  przez 
wiązanie peptydow e A rg380 —T h r 381 [67, 68]. P rekur-  
sorowy PAI-2 obecny w k om órkach ,  w przeciwieńst­
wie do  innych serpin, nie m a  w N -k o ń cu  h y d ro ­
fobowego fragm entu  w arunku jącego  uwalnianie tych 
białek z k om órk i  [69]. Peptyd  sygnalny, podobn ie  jak  
w przypadku  ow oalbum iny, znajduje  się w środkowej 
części łańcucha polipep tydow ego tego ihibitora. PAI-2 
syntetyzowany w k o m ó rk ach  m a masę cząsteczkową 
40000  i pozbaw iony  jest sk ładn ika  cukrowego. Przed 
uwolnieniem z kom órk i inh ib ito r  ulega posttranslacyj- 
nej glikozylacji a jego m asa  cząsteczkowa w zrasta  do 
60000-70000. W cząsteczce PAI-2 są trzy potencjalne 
miejsca glikozylacji (Ryc. 2). N - i O-glikozylacja nie 
wpływa na  aktyw ność  inh ib ito row ą PAI-2, ale jest 
konieczna do  wydzielania PAI-2 z kom órek  [70, 71]. 
W  porów n an iu  z PAI-1, PAI-2 zawiera w swej s t ru k ­
turze drugorzędow ej znacznie więcej s truk tu ry  al- 
fa-helikalnej (40% reszt am inokw asow ych) a mniej 
s truk tu ry  beta (15% reszt am inokw asow ych) (Ryc. 2).

III-3. PAI-2 jako inhibitor aktywatorów plazmi- 
nogenu

PAI-2 jest specyficznym inhibitorem  ak ty w ato rów  
plazm inogenu (t-PA i urokinazy) i tworzy z nimi 
kom pleksy  w s tosunku  s techiom etrycznym  1:1. M e­
chanizm  inhibicji ak ty w ato rów  plazm inogenu przez 
PAI-2 jest taki sam jak  w p rzypadku  PAI-1 [71-73]. 
PAI-2, syntetyzowany przez łożysko, m a  większe p o ­
winow actw o do  urokinazy, k tó ra  jest głównym  a k ­
tyw atorem  plazm inogenu w łożysku, niż do  tk a n ­
kowego ak ty w a to ra  p lazm inogenu  [74]. PAI-2 jest 
wolniej działającym inh ibitorem  niż PAI-1. Ze względu 
na budow ę cząsteczki jak  i m echanizm  reakcji inhibicji 
zaliczono PAI-2 do  rodziny serpin.

IV. Podsum owanie

Stany ch o robow e  podczas, k tórych  o b se rw o w an o  
pow staw anie  zakrzepów  w układzie naczyn iow ym  lub 
destrukcję  E C M  wiązano  do  niedaw na ze w zrostem  
lub spadk iem  ilości ak ty w ato rów  p lazm inogenu. O b e ­
cnie w iadom o, że powyższe zaburzenia  m o g ą  wy­
stępow ać przy n o rm alnym  stężeniu a k ty w a to ró w  p laz­
m inogenu, a czynnikiem pa togennym  jest zmieniony, 
w p o ró w n an iu  z fizjologicznym, poziom  inh ib i to ró w  
PAI-1 i PAI-2. Podlegają  one różnorodnej i w zajem nie 
niezależnej regulacji wydzielania. PAI-1 wydzielany 
z płytek i kom ó rek  endotelialnych, szybko inak tyw uje  
tP A  i urokinazę , odgryw ając  w ażną rolę głównie 
w fibrynolizie wewnątrznaczyniowej, p o dczas  gdy 
PAI-2 jest w ażnym  zew nątrznaczyniow ym  reg u la to ­
rem fibrynolizy. A ktyw ność fibrynolityczna w osoczu 
czy przestrzeni m iędzykom órkow ej jest w y p a d k o w ą  
działania  a k ty w a to ró w  plazm inogenu  i ich inh ib i to ­
rów. W ynika  s tąd  zain teresowanie  badaczy  budow ą, 
m echan izm em  działania  i regulacją uw aln ian ia  PAI-1 
i PAI-2  z ich k om órek  macierzystych.

* *

D ziękujem y pan u  M a r k o w i  W i l c z y ń s k i e ­
m u  za napisanie  p ro g ram u  um ożliw iającego k o m ­
pu te row ą  analizę s truk tu ry  drugorzędow ej białek.

A rtyku ł o trzym ano 15 styczn ia  1991 r. 
Zaakceptow ano do druku 21 lutego 1991 r.
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Mucus and mucin -  a biochemical and medical problem
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I. W stęp

Śluz jest pó łp łynną wydzieliną kom órek  n ab ło n ­
kowych d róg  oddechowych, p rzew odu pokarm ow ego  
i uk ładu  m oczow o-płc iow ego.1 Stanowi bezpośrednią  
pokryw ę k om órek  błony śluzowej i przez jego warstwę 
przechodzą substancje wydzielane przez kom órk i b ło ­
ny śluzowej (np. enzymy) i wchłaniane są' p roduk ty  
wewnątrz-jelitowego trawienia. Wydzielający się ciąg­
le śluz zm ywa z powierzchni błony śluzowej zanieczy­
szczenia m echaniczne (np. kurz  w drogach  o d d ech o ­
wych) i złuszczone kom órki. W żo łądku  śluz oddziela 
kom órk i b łony śluzowej od kwaśnej zawartości. Zależ­
nie od miejsca pochodzenia  wydzielina śluzowa różni 
się nieco swoimi właściwościami. G likopro te inow e 
składniki śliny wydzielane są bardzo  intensywnie 
i w m ałym  stężeniu, a s t ru k tu ra  ich łańcuchów  c u k ­
rowych jest odm ienna  niż w m ucynach z innych 
odcinkow  przew odu p okarm ow ego  [1]. Śluz oskrzelo­
wy zawiera mały procent wody, a  m asa  cząsteczkowa 
jego glikoproteiny po zredukow aniu  wiązań dwusiarcz- 
kowych ulega tylko niewielkiej zmianie [2, 3]. W cho-

1 doc. d r hab., Z ak ład  C hem ii O gólnej i O rganicznej, 2 doc. 
d r hab., Z ak ład  Biochem ii Farm aceutycznej; In sty tu t Chem ii, 
A kadem ia M edyczna, 15-230 B iałystok, ul. M ickiew icza 2.
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robie znanej pod  nazw ą m ukow iscydoza  lub zw łók ­
nienie torbielowate, zmienione właściwości śluzu s ta ­
nowią pow ażny prob lem  medyczny. R ozm iar  z a b u ­
rzeń w funkcjonow aniu  organ izm u jest tak  wielki, że 
przeciętny okres życia tych chorych nie przekracza  
18 lat.

II. Składniki śluzu ssaków

Zasadniczym  składnikiem  każdej wydzieliny śluzo­
wej jest w ielkocząsteczkowa g likopro te ina  (mucyna), 
w arunku jąca  fizykochemiczne właściwości śluzu. 
Prócz niej w skład śluzu w chodzą  zasocjow ane lipidy, 
białka i kwasy n u k le inow e1, przy czym niek tó re  z tych 
sk ładników  w ydają  się pełnić określone funkcje. W y­
kazano  na  przykład, że m ucyna  wiąże bakterie  [4, 5, 6, 
7, 8], p ra w d o p o d o b n ie  przy udziale N -acety log luko- 
zoam iny  i kw asu N -ace ty loneuram inow ego , często 
ulegając przy tym degradacji wskutek dzia łan ia  b a k ­
teryjnych glikozydaz i p ro teaz  [9, 10]. M oże to 
wynikać z podob ieńs tw a  s t ru k tu r  cukrow ych mucyny 
do  odpow iednich  s t ru k tu r  glikolipidów błon  k o m ó r ­
kowych [7], k tóre  również wiążą bakterie. M u cyna  m a 
pow inow actw o do  ka tionów  dwu- i t ró jw artościow ych 
metali [11], do  leków o s truk tu rze  trzeciorzędowych 
am in [12], i wraz z lipidami wiąże wolne rodniki 
tlenowe i hydroksylow e [13, 14, 15, 16]. W śród 
sk ładników  białkowych oprócz  im m u n o g lo b u l in 1, 
w śluzie oskrzelowym  w ykryto  obecność inh ib ito ra  
p ro teaz  tkankow ych , silnie ham ującego  ak tyw ność  
elastazy i katepsyny  G  leukocytów, także aktyw nego 
wobec trypsyny i chym otrypsyny [17, 18],

C o  do  pewnych sk ładników  śluzu nie m a zgodności 
poglądów. W śluzie żo łądkow ym  człowieka C 1 a m p 
i w s p ó ł a u t o r z y  [16, 19] po reakcji (3-eliminacji 
wykryli obecność  nietypowego po lisacharydu  o m. cz. 
300 k D a  w 85%  złożonego z galak tozy  oraz 
N -ace ty loglukozoam iny, glukozy i fukozy. M asa  cząs­

1 Szereg inform acji na  tem at w łaściw ości śluzu, jego  roli, 
sk ładu  i p o w staw an ia  żelu m ucyny, m ożna znaleźć w Po­
stępach Higieny i Medycyny Dośw iadczalnej: G  i n d z i e ri - 
s k i A., Z w i e r z  K., (1978), 23: 265-275 i G i n d z i e ń s k i  
A., (1984), 38: 323-334.
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teczkow a polisacharydu  jest ok. 200 razy większa od 
przeciętnego oligosacharydu  typow ego dla mucyny, 
s tąd jego  związek ze s t ru k tu rą  m ucyny nie jest ja sny  [8, 
20], P o d o b n y  polisacharyd w yizo low ano tą sam ą 
techniką  z g likoproteiny z cysty ja jn ik a  [21].

Żyw ą dyskusję wzbudziły wyniki W i t a s a  i S ł o ­
m i a n e g o  [22, 23], którzy wykryli w oczyszczonej 
glikoprotein ie  śluzu jelitowego znaczne ilości lipidów 
(ok. 2 6 %  suchej masy), w tym zasoc jow ane  wolne 
kwasy tłuszczowe, glicerydy, glikolipidy, cholesterol 
i jego  estry o raz  kowalencyjnie związane kwasy tłusz­
czowe. T ak  znaczna  zaw artość  lipidów w oczyszczonej 
mucynie  jest  kw estionow ana  i nie zos ta ła  d o tą d  p o ­
tw ierdzona  przez innych au to ró w  [24, 25]. N ie mniej 
w ykazano  że w nieglikozylowanej części łańcucha  
po lipep tydow ego  m ucyna posiada  hydro fobow e  o b ­
szary, k tó rych  liczba k ilkakro tn ie  w zras ta  po  z re d u k o ­
w aniu  wiązań dw usiarczkow ych [26, 27, 28, 29, 30]. 
P rob lem  udziału lipidów w s truk tu rze  m ucyny jest 
wciąż dysku tow any , choć nie budzi wątpliwości ich 
obecność w śluzie. O s ta tn io  S ł o m i a n y  i w s p ó ł ­
a u t o r z y  wykazali zdolność kom ó rek  błony śluzowej 
do  ko-translacyjnej acylacji m ucyny [31, 32,33, 34,35].

III. Struktura cząsteczkow a m ucyny

W rozcieńczonych roz tw orach  w odnych  m ucyna  
w ytw arza  luźno zwinięte, liniowe s truk tu ry ,  o m asach  
cząsteczkowych w zakresie od 2000 k D a  do  45000 
kD a. T ak  duży rozrzu t wartości jest między innymi 
sp o w o d o w an y  technicznymi trudnośc iam i oznaczan ia  
wielkich m as cząsteczkowych, pon iew aż  elastyczne, 
liniowe polim ery nie wykazują  p roporc jona lne j  zależ-

P0LIMER 
(m .cz. 2000 K D a )

 _________ A__________

Białko o m.cz.
70 KDa połączone 
z podjednostkami 
przez wiązania 
dwusiarczkow e

Rdzeń białkowy

' V - V b *

ności pom iędzy współczynnikiem sedymantacji a m asą 
cząsteczkową [36]. Żel śluzu powstaje po przekrocze­
niu progow ego stężenia mucyny wynoszącego około  
25 mg mucyny w mililitrze. M echanizm  tworzenia  żelu 
polega p raw d o p o d o b n ie  na niekowalencyjnym, wzaje­
m nym  oddziaływ aniu  cząsteczek mucyny z udziałem 
wiązań hydrofobowych, poniew aż żel śluzu rozpuszcza 
się ła two w 1 %  roztworze SDS, a  także w stężonych 
roz tw orach  m ocznika  i ch lo ro w o d o rk u  guanidyny  
[37],

D o  n iedaw na powszechnie akcep tow ano  schem at 
s truk tu ry  cząsteczki m ucyny zap ro p o n o w an y  w 
1978 roku  przez A l l e n a  i w s p ó ł a u t o r ó w  
[38, 39], uzupełniony później o składniki lipidowe 
przez S ł o m i a n e g o  i w s p ó ł a u t o r ó w  [23]. 
W g koncepcji A l l e n a ,  opracow anej dla mucyny 
żołądkowej, cząsteczka mucyny o masie 2000 k D a  
składa się z czterech podjednostek  połączonych ze 
sobą na kształt skrzydeł w ia traka  przez wiązania  
dw usiarczkow e i z udziałem białka łączącego podjed- 
nostki o m. cz. 70 k D a  [39, 40] (Ryc. 1).

W 1983 roku  C a r l s t e d t  i w s p ó ł a u t o r z y  
[41] przedstawili inną koncepcję budow y cząsteczki 

mucyny, o p a r tą  na w ynikach bad ań  prow adzonych  
w w arunkach  minimalizujących degradację  enzym aty ­
czną i m echaniczną g likoproteiny podczas izolowania. 
M ucyny o trzym ane  ze śluzu szyjkowego, oskrzelowe­
go i żo łądkow ego miały znacznie większą masę cząs­
teczkową, (10000-40000 kD a) [41] i w m ikroskopie  
e lek tronow ym  daw ały  ob raz  pop lą tanych  nitek o d łu ­
gości 200-4000 nm [42, 43]. Z daniem  S h e e h a n a  
i C a r l s t e d t a  [44, 45] m ucyna  tworzy n itkow ate  
cząsteczki, k tóre  pow sta ją  d rogą  dwusiarczkowej poli­
meryzacji „koniec do  k o ń c a ” z podjednostek  o m. cz.

REDUKCJA W IĄZAĆ 
DWUSIARCZKOWYCH

I I SH

Boczne łańcuchu 
cukrowe (do 19 reszt 
monosacharydowych 
w łańcuchu) 
w ¡lo3ci ponad 150 

Y \  /  łańcuchdw w pod- 
jednostce

PRO TEOLIZA

\

p o d j e d n o s t k a  
(m.cz. 520 KDa)

PODJEDNOSTKA 
(m.cz.500 KDa)
+ drobnocząsteczkowe 
peptydy

k J vS\&
BIAŁKO 

(m.cz. 70 KDa)
Ryc. 1. Budowa cząsteczki mucyny ś 

żołądkowego wg A 11 < 
i w s p ó ł a u t o r ó w  [40],
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około  2000 kD a. W obrębie  każdej pod jednostk i 
m ożna  wyróżnić cztery do  pięciu podstaw ow ych je d ­
nostek glikopeptydowych, t.j. gęsto g likozylowanych 
fragm entów łańcucha  polipeptydow ego, poprzedzie la­
nych kró tk im i odc inkam i nieglikozylowanymi, silnie 
pofałdow anym i i p ra w d o p o d o b n ie  usieciowanymi 
przez wiązania  dw usiarczkow e (Ryc. 2) [46]. W  takiej 
cząsteczce ogran iczona  proteoliza  nie musi prow adzić  
do  depolimeryzacji, poniew aż w ielkocząsteczkowa 
s tru k tu ra  jest nadal u trzm yw ana  przez w iązania  d w u ­
siarczkowe. D op ie ro  redukcja  tych wiązań depolim e-

ryzuje m ucynę do  g likopeptydów  o m. cz. 380 k D a  
(tzw. dom eny  T, Ryc. 3) [46 ,47 ,48] .  K oncepc ja  ta  zdaje 
się wyjaśniać przyczynę, dla której m asa  cząsteczkow a 
m ucyny o znaczona  przez A l l e n a  i w s p ó ł a u t o ­
r ó w  [38, 39] wynosi 2000 kD a, a m asa  cząsteczkow a 
jego pod jednostek  o d p o w iad a  w przybliżeniu m. cz. 
g l ikopeptydu  T. O becność  w iązań dw usiarczkow ych 
w nieglikozylowanych obszarach  cząsteczek m ucyny 
po tw ierdza ją  osta tn ie  badania . W ykazano  bowiej, że 
w odróżn ien iu  od  na tyw nych nici m ucyny, nici m ucyny 
redukow anej wiążą kolo idalne  złoto w mniejszych

Cząsteczka
mucyny

Redukcja

Podjednostka
mucyny

Trawienie t ry  psy ną
sh / "Domena T

Ryc. 2. Produkty  redukcji cząsteczki mucyny i późniejszego traw ie­
nia trypsyną wg C a r l s t e d t a  i w s p ó ł a u t o r ó w  [46], 
rysunek zmodyfikowany wg [47].

Ryc. 3. W pływ ograniczonej proteolizy na cząsteczkę mucyny wg 
C a r l s t e d t a  i w s p ó ł a u t o r ó w  [46], Na rysunku 
przedstaw iono powiększony fragm ent nieglikozylowancgo 
białka łączącego podstawowe jednostk i glikopeptydow e (a), 
p roduk t jego ograniczonego traw ienia (b) lub redukcji (c), 
oraz p roduk t redukcji traw ionego białka (d).

Intensywnie glikozylowane regiony 
rdzenia polipeptydowego, oporne na proteolizę
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odstępach , odpow iada jących  w przybliżeniu długości 
dom en y  T  [49]. M ucyny redukow ane  i nie red u k o w a­
ne m a ją  »także odm ienne właściwości antygenowe. 
Część b iałkowych de te rm inan t an tygenow ych jest 
w spólna, część u jaw nia się dop iero  po redukcji
[50].W skazu je  to  na  rolę wiązań dw usiarczkow ych 
w po fa łdow an iu  cząsteczek m ucyny i w s tabilizowaniu 
jej trzeciorzędowej s truktury .

Z d an iem  C a r l s t e d t a  i S h e e h a n a  [45] biał­
ka o m. cz. kilkudziesięciu tysięcy lub  więcej da ltonów , 
uw aln iane  podczas dwusiarczkowej depolimeryzacji, 
nie pełnią  żadnej funkcji s truk tura lnej i są p ro d u k tam i 
przypadkow ej proteolizy. O pin ia  ta  jest j ed n ak  kwes­
t ionow ana . O p ró cz  P e a r s o n a  i w s p ó ł a u t o ­
r ó w  [40]  b iałko uwalniające się po redukcji wiązań 
dw usiarczkow ych (90 kD a) znalez iono  w mucynie 
z je lita  cienkiego świni [51], w m ucynie  oskrzelowej 
człowieka (65 kD a) [52, 53] i, m im o s tosow ania  
inh ib ito rów  proteolizy, w mucynie jelitowej szczura 
(118 k D a)  [54]. W 1989 roku  o p u b l ik o w an o  wyniki 
b a d a ń  w ykonanych  w pięciu różnych lab o ra to r iach  
i obe jm ujące  p o n ad  50 p róbek  m ucyny  z różnych 
odc inków  przew odu  p o k arm ow ego  [55]. M im o  s to so ­
w ania  inh ib ito rów  proteolizy i izo low ania  m ucyny 
według różnych procedur,  we wszystkich p rzypadkach  
redukcji m ucyny towarzyszyło uw alnianie  swoistego 
białka o m. cz. 118 kD a. Białko to cechow ał p o d o b n y  
skład am inokw asow y  i obecność kow alencyjnie zwią­
zanych cuk rów  [55]. Przeciwciała przeciwko białku 
118 k D a  reagowały w teście ELISA z m ucyną  je litową 
szczura, k ró lika  i świni z p o d o b n y m  pow inow actw em  
[56]. Białko 118 k D a  uw aln iano  także  z mucyny 
jelitowej szczura po 10 minutowej inkubacji z trypsyną 
[54], M im o  tych faktów, funkcjonalny związek białka 
118 k D a  ze s t ru k tu rą  m ucyny nie został d o tą d  u d o w o ­
dniony.

IV. Łańcuchy oligosacharydow e mucyn

M ucyny  są substancjam i o znacznym  stopn iu  hete- 
rogenności.  Jedną  z przyczyn heterogenności jest 
zm ienna  długość łańcuchów  oligosacharydow ych, in­
nym pow o d em  jest zm ienna liczba pod jednostek  
w cząsteczce. W pierwszym p rzy p ad k u  spek trum  mas 
cząsteczkow ych m a ch a rak te r  ciągły, w drug im  różnice 
m as m o g ą  sięgać kilkuset k ilodaltonów . R ó ż n o ro d ­
ność budo w y  części cukrowej m ucyn jest tak  znaczna, 
że w jed n y m  preparacie  m ucyny w ykazyw ano  obec­
ność k i lkunas tu  różnych łańcuchów  o ligosacharydo­
wych [57, 58] często o różnym  stopn iu  usiarczanow a- 
nia [59, 60, 61]. Liczba odm iennych  łańcuchów  oligo­
sacharydow ych  znajdow anych  w m ucynach  sięga kil­
kuset i w ynika  z różnych kom binacji  pięciu m ono- 
sacharydów  tworzących łańcuchy p ros te  i rozgałęzio­
ne, o różnej długości. Pewne w spólne właściwości 
pozw ala ją  na  wyodrębnienie  z każdej o ligosacharydo-

wej s truk tu ry  m ucyny części rdzeniowej, (połączonej 
w iązaniem  oc-O-glikozydowym z białkiem), części cent­
ralnej i części peryferyjnej [57, 58], Inną w spólną cechą 
łańcuchów  oligosacharydow ych m ucyn jest w ystępo­
wanie wiązań (3-glikozydowych wew nątrz  łańcuchów  
i a -glikozydow ych w ich części obwodowej. O  b io ­
logicznej roli łańcuchów  oligosacharydowych, s tan o ­
wiących ok. 80%  składu glikioproteiny, p isano już we 
wcześniejszych artyku łach  przeg lądow ych3. Ł ańcuchy  
o ligosacharydow e de term inują  fizyczne właściwości 
śluzu i zabezpieczają cząsteczki g likoproteiny przed 
p roteolizą , a n iektóre  z łańcuchów  na swym nieredu- 
kującym  końcu  posiadają  antygenow e cechy grup  krwi 
(Ryc. 4) [62]. O sta tn io  zw raca się uwagę na możliwość 
w zajemnych oddzia ływ ań typu  lektynowego pom iędzy 
częścią cuk row ą jednych  cząsteczek m ucyny a nie- 
g likozylow aną częścią b ia łkow ą innych, co może tłu ­
m aczyć fizyczne właściwości śluzu [63, 64, 65]. Is to tne 
znaczenie m ają  także właściwości antygenow e oligo- 
sacharydów .

Właściwości an tygenow e m ucyn w zbudzają  zain te­
resowanie  z pow odu  możliwości w ykorzystyw ania  ich 
do  celów diagnostycznych. Wykrycie odmienności 
w budow ie  łańcuchów  o ligosacharydow ych w gliko- 
p ro te inach  blon kom órek  now otw orow ych  zasugero­
wało możliwość w ystępow ania  podobnych  od m ien n o ­
ści w mucynie pochodzącej z takich tkanek. C h a ra k ­
terystyczna budow a  m ucyn powoduje, że w ich cząs­
teczkach w yeksponow ane są obszary  ze s t ru k tu rą  
o ligosacharydow ą. W  odróżnien iu  od dostępnej w nie­
wielkim stopniu  części polipeptydowej, s t ru k tu ra  ta 
jest genetycznie p ro d u k tem  drugiego rzędu ponieważ 
zależy od ekspresji transferaz cukrowych. Brak nie­
któ rych  lub ekspresja transferaz nietypowych dla 
danej tkank i zmieniają antygenow e cechy wydzieliny. 
Poszuk iw an ia  an tygenów  typowych dla choroby  n o ­
w otw orow ej zakończyły się n iepowodzeniem, wykry to  
na to m ias t  n ie typow ą ekspresję znanych już  antygenów  
o ligosacharydow ych [58, 66], z pojawianiem  się tych 
an tygenów  w surowicy krwi [67, 68, 69], W ykorzys­
tu jąc przeciwciała m onoklona lne , w surowicy chorych 
w ykryw ano  antygeny m ucynow e H typu 1 i 2, Lea, Leb> 
X, Y, i G IC A  (sialowana s t ru k tu ra  Lea) (70, 71, 72, 73, 
74), a  także antygeny o s truk tu rze  apom ucyny  [75]. 
Z  dotychczasow ych obserwacji wynika, że nietypowe 
an tygeny są to krótkie  łańcuchy o ligosacharydow e 
odpow iada jące  an tygenom  typu płodowego, k tóre  
w dojrzałej formie zostają zam askow ane  przez d o b u ­
dow anie  następnych  reszt cukrow ych [76, 77].

V. Polipeptydow e rdzenie mucyn

D o  niedaw na, wskutek niedostępności po lipeptydo- 
wego rdzenia  m ucyny (na znacznym  odcinku  szczelnie 
osłoniętego łańcucham i o ligosacharydowym i) infor­
macje o jego  s truk tu rze  zdobyw ano  d rogą  pośrednią. 
W prow adzen ie  techniki chemicznej deglikozylacji za
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Ryc. 4. Budowa łańcuchów oligosacharydo- 
wych mucyny człowieka, wg [62],

GalNAc
i

GIcNAc— GalNAc
i ~1

Ser(Thr) rdzeń biaEkowy Ser(Thr)

p o m o cą  bezw odnego f luorow odoru  lub kw asu trój- 
f luoro-m etano-sulfonow ego umożliwiło prawie ca łko­
wite odłączenie łańcuchów  oligosacharydow ych od 
polipep tydow ego rdzenia  [78, 79]. Rdzeń ten jest 
hom ogennym  białkiem o m. cz. ok. 100 kD a, zb u d o w a ­
nym  w przeważającej części z hydroksyam inokw asów  
(45 na  100 reszt am inokw asow ych) [80, 81, 82]. 
Przeciwciała przeciwko tem u białku (apomucynie) 
pozwoliły na  do k o n an ie  szeregu interesujących o d ­
kryć. Z  ich pom ocą  apom ucynę  z lokalizow ano w cyto- 
plazmie k om órek  i w przestrzeni około jądrow ej [83, 
84] jak  również w ykazano, że w R E R  syntetyzowane 
są dw a p rekursorow e polipeptydy o m. cz. 41 i 46 kD a. 
W  aparacie  Golgiego m asa  p rek u rso ra  wzrasta  do  100 
k D a  a w ziarnistościach wydzielniczych osiąga 
200 k D a  [85], p raw d o p o d o b n ie  w wyniku częściowej 
glikozylacji i polimeryzacji dwusiarczkowej. Ponieważ 
an tysurow ica  przeciwko apom ucynie  nie reaguje 
z kom ple tną  m ucyną  [86], m ożna  było zlokalizować 
w błonie śluzowej żo łądka  k om órk i  syntetyzujące 
g likoproteinę (młodsze) i wydzielające śluz (starsze) 
[79]. Największe cząsteczki p rek u rso ra  m ucyny zdol­
ne do  reakcji z przeciwciałem przeciwko apom ucynie  
miały masę w zakresie 200-400 k D a  [87].

Dzięki rozwojowi biologii m olekularnej i techniki 
k lonow an ia  D N A  uzyskano  szereg nowych informacji
0 apom ucynie . I tak  wykorzystu jąc  m R N A  z g ruczo­
łów podszczękow ych zsynte tyzow ano w układzie bez- 
k o m ó rk o w y m  polipeptyd  o m. cz. 60 k D a  reagujący 
z przeciwciałami przeciwko apom ucynie  [88]. Z wiep­
rzowych ślinianek [89], ludzkiego gruczołu sutkow ego 
[90 ,91] ,  z je lita  cienkiego i grubego  człowieka [92 ,93 ]  
uzyskano  p rep a ra ty  kom plem en ta rnego  D N A  
(cDNA) kodu jącego  fragm enty  s t ruk tu ry  apom ucyny. 
W  różnych p rep a ra tach  c D N A  kod genetyczny zawie­
rał w ielokrotnie  pow tarza jące  się odcinki złożone z 51, 
60, 69 i 270 p a r  zasad, kodujące  pow tarza jące  się 
sekwencje połipep tydow e, bogate  w treoninę, prolinę
1 serynę [93, 91, 92, 89], i reagujące z przeciwciałami 
przeciwko apom ucynie . D o d a tk o w e  informacje uzys­
kane  z wyżej opisanych  b a d a ń  wskazują, że skład 
am inokw asow y  różnych a p om ucyn  nie jest jednakow y  
i m oże być zde te rm inow any  przez allele.

VI. Potranslacyjne m odyfikacje mucyn

Ze sk ładu  am inokw asow ego  apom ucyny, wydedu- 
kow anego  w oparc iu  o s t ruk tu rę  c D N A  m ożna  wnosić,
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że w po lipep tydow ym  rdzeniu m ucyny  znajdują  się 
dw a miejsca, k tó re  m ogą ulegać N-glikozylacji [92]. 
D otychczas występowanie  w p rep a ra tach  mucyny 
niewielkich ilości m annozy , charak terys tycznej dla 
o ligosacharydów  N-glikozydowych, t r a k to w a n o  ja k o  
zanieczyszczenie. N ajnow sze dośw iadczenia  typu im- 
puls-wym ywanie (pulse-chase experim ents)  z użyciem 
znakow anych  substra tów  wyraźnie wskazują , że p o d ­
czas translacji do  b iałkow ego p re k u rso ra  mucyny 
z żo łądka  szczura o m. cz. 300 k D a  d o b u d o w u ją  się 
N -glikozydow e oligosacharydy, a do p ie ro  później ga- 
laktoza i siarczan [94, 95]. D w usia rczkow a oligo- 
meryzacja po lipep tydow ych p rek u rso ró w  m ucyny do  
d im erów  i t r im erów  zachodzi w R E R  i wym aga 
wcześniejszej N-glikozylacji. O-glikozylacja  i siarcza­
nowanie  zachodzą  w aparacie  G olgiego [95]. Acylacja 
apom ucyny  kw asam i tłuszczowymi jest p ra w d o p o d o ­
bnie także wcześniejsza niż O-glikozylacja  [31, 33].

VII. Śluz i zwłóknienie torbielowate

Z w łóknienie  torb ie low ate  jest najczęściej w ystępują­
cą c h o ro b ą  u w a ru n k o w a n ą  genetycznie. Is to ta  c h o ro ­
by polega na  wydzielaniu gęstego śluzu przez gruczoły 
i nab łonek  trzustki, w ątroby , żo łądka , jelit i d róg  
oddechow ych. Śluz za tyka  światło przew odów  p o w o ­
dując ich rozdęcie i pow staw anie  torbieli. W k o nsek ­
wencji dochodzi  do  zwłóknienia  na rząd ó w  i do  infekcji 
bak teryjnych, k tó rym  towarzyszą n ied o b ó r  enzym ów  
trawiennych  i zaburzenia  wchłaniania.

Czynione są liczne p róby  ustalenia  przyczyn o d ­
miennych właściwości śluzu chorych na  zwłóknienie 
torbielowate. W ykazano , że m asa cząsteczkow a m ucy­
ny tych chorych  jest w rozcieńczonych roztw orach  
buforowych znacznie większa (12 200-17 100 kD a) niż 
m ucyny norm alnej (6 300-8 600 kDa), na tom ias t  
w 6 M roztw orze  ch lo row odorku  guan idyny  jest taka  
sam a ja k  m ucyny norm alnej (5 000 kDa), co wskazuje 
na jej większe skłonności do  agregacji [96]. M ucyna  
chorych na  zwłóknienie torbielowate, po redukcji, 
również uw alnia  g likoproteinę 118 k D a ,  jed n ak  jej 
cząsteczki w ykazują  zwiększoną reak tyw ność  z prze­
ciwciałami przeciwko glikoproteinie 118 kD a ,  sugeru­
jąc  odm ien n ą  konform ację  m ucyny chorych  na m uko-  
wiscydozę [97]. Badania  s truk tu ry  o ligosacharydow ej 
m ucyny z d ró g  oddechow ych chorych na  zwłóknienie 
torbielowate wskazują na większą niż norm aln ie  zaw ar­
tość kw asuN -ace ty loneuram inow ego  i s iarczanu [98, 
99, 100, 101. 102, 103]. Inną  anom alią ,  i być może 
przyczyną wzmożonej lepkości śluzu, jest  zwiększona 
estryfikacja hydroksyam inokw asów  apo m u cy n y  przez 
kwasy tłuszczowe, co wpływa ham ująco  na  jej p ro teo li­
tyczną degradację  [104], W mucynie chorych  na 
m ukow iscydozę znaleziono 6 razy więcej kow alencyj­
nie zw iązanych kw asów  tłuszczowych. E kstrakc ja  za- 
socjow anych lipidów, jak  również deacylacja  gliko- 
proteiny, pow odow ały  znaczne (3 i 6-ciokrotne) o b ­

niżenie lepkości, wskazując na rolę lipidów w tym 
zjawisku [104, 105]. Jak  d o tąd  te interesujące wyniki 
nie zostały po tw ierdzone przez inne labora toria .

A rtyku ł o trzym ano 30 kwietnia 1991 r. 
Z aakceptow ano do druku 13 czerwca 1991 r.
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Molekularne podłoże mukowiscydozy 

Molecular basis of cystic fibrosis
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W ykaz stosowanych skrótów:
CF — mukowiscydoza (cystic fibrosis); CFTR — białko 
kodowane w genie CF (cystic fibrosis transmembrane regu­
lator); cAMP — cykliczny jednofosforan adenozyny; 
PCR — łańcuchowa synteza fragmentów DNA (polymerase 
chain reaction); ASPCR — allel specyficzny PCR;
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R FLP — zmienność długości fragmentów restrykcyjnych; 
kb — tysiąc par zasad.

I. Wstęp

M ukow iscydoza  —  d aw n a  nazw a: zw łóknienie to r ­
b ie low ate  trzustk i (CF) —  jest c h o ro b ą  genetycznie 
u w aru n k o w an ą . D ziedziczy się m on o g en o w o  ja k o  
cecha a u to so m a ln a  recesyw na. W  rodzin ie  ryzyka 
genetycznego p raw d o p o d o b ień stw o  u ro d zen ia  ch o re­
go dziecka jest w ysokie i w ynosi 2 5% . W  populacji 
europejsk iej m ukow iscydoza jes t najczęstszą ch o ro b ą  
dziedziczną. Szacuje się, że 4— 5%  popu lacji to  nosi­
ciele zm utow anego  genu C F , a  je d n o  dziecko na oko ło  
2000 żyw ych u rodzeń  obciążone je s t tą  chorobą.

U pośledzen ie  funkcji gruczołów  zew nątrzw ydziel- 
n iczych jes t p rzyczyną ch arak te rys tycznych  objaw ów  
klin icznych  choroby , w śród  k tó ry ch  najw ażniejszym i 
są: p o s tęp u jąca  n iew ydolność u k ład u  oddechow ego, 
upośledzen ie  funkcji traw iennych  (n ied o b ó r enzym ów  
trzustkow ych) i postępu jące  w yniszczenie, podw yż­
szenie jo n ó w  C U  w pocie. Jest to  c h o ro b a  nieuleczalna. 
D ługość  życia w zależności od  nasilen ia  ob jaw ów  
ch o ro b o w y ch  i m ożliw ości opieki lekarskiej w aha się 
od  k ilk u  do  40 lat.

P o d a n e  fak ty  s tanow ią  o społecznym  znaczeniu  
m ukow iscydozy , a  także  roli d iagnostyk i, terap ii i p o ­
rad n ic tw a  genetycznego. W  pracy  p rzedstaw iono  
w spółczesny s tan  w iedzy o m o leku la rnym  pod łożu  
m ukow iscydozy: s tru k tu rze  genu, jego  m u tac jach  i k o ­
d o w an y m  produkcie .
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II. Gen C F
II-l. Klonowanie genu

G en C F  został sk lonow any  w 1989 r. we w spółpracy  
zespołów  kierow anych  przez L a p - C h e e  T s u i  i 
F r a n c i s a  C o l l i n s a  [1 ,2 , 3], S tało  się to  w n ie­
spełna cztery la ta  od chwili określen ia  jego pozycji 
m apow ej w długim  ram ieniu  ch ro m o so m u  7 (prążek 
q 3 1 ). Pozycja m apow a zosta ła  u sta lo n a  dzięki w y k aza­
niu sprzężenia genu C F  z znanym i m arkeram i ch ro m o - 
som alnym i [4— 6].

B rak dużych delecji, czy innego  typu  ab erracji 
w obręb ie  genu C F , u tru d n ia ł jego  d o k ład n ą  lo k a li­
zację i zw iększał trudności k lonow ania . D w a sp o śró d  
kilkudziesięciu znanych  m arkerów  położone najbliżej 
i leżące po obydw u stro n ach  locus genu C F , w y­
znaczały  odcinek D N A  ok. 500 kb. S tosując technikę 
„w alking and  ju m p in g ” udało  się zredukow ać p o ten c ­
ja ln y  obszar za jm ow any przez gen do  280 kb. F ra g ­
m ent ten  sk lonow ano  na o ko ło  50 różnych  w ek to rach  
fagow ych i kosm idow ych.

Sklonow any  gen pop rzedzony  był (koniec 5’) tzw. 
w yspam i C p G  charak terystycznym i d la  wielu genów  
kręgow ców  i w ykazyw ał k rzyżow ą hybrydyzację 
z D N A  tak ich  gatu n k ó w  jak  mysz, wół czy k u ra  
(zak ładano  konserw atyw ną ew olucję genu). W yizo lo ­
w ano  odpow iedn i d la  tego genu m R N A , znalez iono  
o tw a rtą  ram kę odczytu  i z identyfikow ano m utacje.

Sklonow anie  genu C F  w ym agało  zasto sow an ia  w ie­
lu technik  rek o m binow an ia  D N A , m ikrosekcji c h ro ­
m osom u, tw orzen ia  banków  D N A , o trzym yw an ia  
i rozdziału  wielkich fragm etów  D N A  itp. Jak  w sp o m ­
niano , do  sk lonow an ia  genu po trzebnych  było k ilk a ­
dziesiąt różnych w ektorów . O becnie dzięki rozw ojow i 
technik  k lo n o w an ia  okazało  się m ożliw e sk lonow anie 
całego genu C F  na jednym  w ektorze drożdżow ym  [7 ].

F a k t sk lonow an ia  genu C F  znalazł osta teczne p o ­
tw ierdzenie gdy w w yniku w prow adzen ia  do  linii 
kom órkow ej chorego  na m ukow iscydozę nie z m u to ­
w anego genu w ykazano  supresje fenotypu C F. Supre- 
sja ta  obserw ow ana była ja k o  przyw rócenie ak ty w n o ­
ści kan a łu  ch lo rkow ego  regulow ane przez cA M P  
[8, 9].

Z asto so w an a  w p rzy p ad k u  k lonow an ia  genu C F , 
ta k ty k a  ok reślana  ja k o  „revers genetics” (od genu do  
b iałka) [10] spraw dziła  się rów nież w p rzy p ad k u  
k lon o w an ia  innych genów  ludzkich odpow iedzialnych  
za tak ie  schorzenia  ja k  przew lekła g ran u lo m a to za  
[11], dystrofia  m ięśniow a typu  D uchenne’a (D M D ) 
[12, 13], neu ro fib rom atosis  [14], pląsaw ica H u n tig - 
to n a  czy ch o ro b a  A lzhaim era [15]. W sytuacji k iedy 
w wielu k ra jach  podejm uje się p ro jek ty  sekw enc- 
jo n o w an ia  genom u ludzkiego w ydaje się, że ten  spo só b  
postęp o w an ia  pozw oli na  uzyskanie inform acji o in ­
nych genach ludzkich.

II-2. Struktura genu

G en  C F  zajm uje o bszar o ko ło  250 kb  i sk ład a  się z 27 
eksonów . cD N A  m a w ielkość 6129 n u k leo ty d ó w , 
a po jedyncza o tw a rta  ram k a  odczytu  4440 n u k le o ­
tydów  [2, 16],

Jak  d o tą d  zn an a  jest sekw encja o ko ło  10%  całego  
genu. Z n an e  są sekw encje nuk leo tydów  w szystk ich  
eksonów  i sąsiadujących  z nim i fragm entów  in tro n ó w . 
W  końcu  5’ genu C F  nie m a sygnałów  typu  „T A T A  
b o x ” czy „C A A T  box”, zna jd u ją  się n a to m ias t sek w en ­
cje boga te  w pary  G C , charak te rys tyczne  d la  czy n ­
n ików  transk rypcy jnych  SP1 i AP1. P o liad en y lac ja  
w ko ń cu  3’ rozpoczyna się od pojedynczego  sygnału  
AATAAA.

W ielkość eksonów  jest z różn icow ana. N ajm nie jszy  
jes t ekson  14b złożony z 38 nuk leo tydów , najw iększy 
zaś ekson  13, na  k tó ry  sk ład a ją  się 724 nuk leo tydy . 
W ielkości in tro n ó w  w ahają  się od 1.1 do  40 kb.

A naliza  re jonów  ek so n /in tro n  w skazuje na w y stęp o ­
w anie w arian tu  G T -A T . Z godność  poszczególnych 
n u k leo tydów  na  styku  e k so n /in tro n  (miejsce a k cep ­
torow e) d la  u k ład u  T /C  T /C  N  C /T  A G  w ynosi 
odpow iedn io  92, 88, 100, 96, 100 i 100% . N a  styku  
in tro n /ek so n  (miejsce donorow e) d la  u k ładu  zasad  
G  T  A /G  A G  T stw ierdzono  zgodność  100, 100, 96, 
61, 70 i 46% . W  w iększości p rzy p ad k ó w  (58% ) in tro n y  
nie rozdzielają  o sta tn iej w eksonie tró jk i kodu jącej 
am in o k w as (in tron  typu  0). W  11 %  p rzy p ad k ó w  
rozdzia ł następu je  po pierw szym  (in tron  ty p u  1) 
a w 31%  po d rug im  nuk leo tydzie  o sta tn ieg o  k o d o n u  
(in tro n  typu  2).

W  eksonach  znaleziono  szereg w arian tó w  po lim or- 
ficznych [16, 17]. W w iększości nie p ro w ad zą  one do  
zm iany  kodow anego  am inokw asu  lub  ja k  się w ydaje 
p o w odow ane  zm iany, typu  Ileu na Leu czy G li na Ala, 
nie o d b ija ją  się na ak tyw ności czy funkcji b iałka.

Szereg elem entów  pow tarzających  się zosta ło  z lo k a ­
lizow anych w znanych  fragm entach  in tronow ych . Z i­
den ty fikow ano  pięć tzw. sekwencji Alu i je d n ą  K pn. 
Z na lez iono  rów nież zespoły sekw encji typu  
(C a/G T )— n, (G T)— 17, (G A TT)— 7 i inne [16]. W yka­
zan o  p o n ad to , że po w ta rza jąca  się sekw encja G A T T  
z loka lizow ana  w końcu  3’ in tro n u  6 w ystępuje 
w dw óch w arian tach  polim orficznych: (G A TT)— 6 
i (G A TT)— 7. W ystępow anie  heksam eru  /(G A T T )— 6/ 
je s t w pełnej asocjacji z obecnością  m utacji A F 508  
[18].

N ie w szystkie aspek ty  s tru k tu ry  genu w ydają się być 
je d n a k  w yjaśnione. O s ta tn io  w ykazano , że w k o m ó r­
kach  zdrow ego  człow ieka m oże istnieć frakcja m R N A  
po zb aw io n a  eksonu  9 [19], N ie w yklucza się rów nież 
m ożliw ości s ta rtu  transk rypcji w innym  niż opisyw ano 
m iejscu, ja k  też a lternatyw nej o b ró b k i tran sk ry p tu  
k ilku  eksonów  [8].
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III. B iałko C FTR

Białko kodow ane  przez gen C F  ze w zględu na 
przyp isyw aną m u funkcję zosta ło  nazw ane „cystic  
fibrosis transmembrane regulator” (C FT R ), a  jego s tru ­
k tu ra  zo sta ła  zap ro p o n o w an a  na  podstaw ie  sekwencji 
nuk leo tydów  genu C F  [2 ].

Początek  otw artej ram ki odczytu rozpoczyna się 
tró jką  A U G  w pozycji 133 m R N A . Sekw encja nuk leo­
tydów  o taczająca ten k o d o n  5’ — A G A C C A U G C A  — 3’ 
jest zg o d n a  z sekw encjam i in icjacyjnym i translac ji 
znanym i u E u k ary o ta . K o dow any  w genie C F  polipep- 
tyd złożony jes t z 1480 am inokw asów  o m asie cząstecz­
kowej 168133 daltonów . Poniew aż, ja k  się w ydaje, nie 
m a on  p ep tydu  sygnałow ego, rolę jego  m oże spełniać 
silnie hydrofilow y fragm ent po łożony  blisko  k o ń ca  N .

W b ia łku  C F T R  m ożna  w yróżnić szereg dom en  
(Ryc. 1). Pozycję cen tra ln ą  zajm uje d o m en a  R (regu la­
cyjna). P o  obu  jej s tro n ach  zn a jd u ją  się dom eny  
określane  jak o : do m en a  w ew nątrzb łonow a (mem bra- 
ne-spaning dom ain) i d o m en a  w iążąca nuk leo tydy  
(N B F  —  nucleotide  (A TP) binding folds). M im o, że 
ty lko  w p rzy p ad k u  dom en  N B F  w ykazano  w ysokie 
podob ień stw o  sekwencji nuk leo tydów  w ydaje się, że 
gen C F  pow sta ł w w yniku duplikacji fragm en tu  D N A .

D o m en a  R k o d o w an a  jest w całości przez najw ięk­
szy ekson  13. W  jej s tru k tu rze  stw ierdzono  obecność 
9 z 10 istn iejących w b ia łku  sekw encji uznaw anych  
ja k o  m iejsca fosforylacji przez k inazę b ia łkow ą 
A i 7 m iejsc substra tow ych  d la  k inazy białkow ej C.

D om eny  w ew nątrzb łonow e (eksony 3— 7 i 14b— 18) 
zaw ierają  po  sześć hydrofobow ych fragm entów  zd o l­
nych do  penetracji podw ójnej b łony  lipidow ej.

D o m en o m  N B F  przypisuje się kluczow e d la  funkcji 
b ia łk a  znaczenie. P ierw sza z nich k o d o w an a  jest przez 
ekson  9— 12, d ru g a  przez 19— 21. D om eny  te złożone 
są z o k o ło  180 am inokw asów . Jak  zaznaczono , istnieje 
w ysoka zgodność sekwencji obu  dom en. N a  końcu

Ryc. 1 Schem at budowy białka i mRNA C FTR  
A —  dom ena wewnątrzbłonowa;
N B F —  dom ena wiążąca nukleotydy;
R —  dom ena regulacyjna.

C z 66 am inokw asów  27%  jest identyczna, a 11% 
funkcjonaln ie  p o d o b n a . Przyjm uje się, że ro lą  dom en 
N B F  je s t w iązanie A TP.

P o zn an ie  sekw encji am inokw asów  i s tru k tu ry  b ia ł­
ka C F T R  pozw oliło  na jego  po rów nan ie  z b iałkam i 
o zbliżonej funkcji [2, 20, 21]. W ykazano  daleko  idące 
p o d o b ień stw o  b ia łka  C F T R  i wielu bak tery jnych  
białek  tran sp o rto w y ch , drożdżow ego b ia łka  STE6, 
ssaczego „M D R  —  m ulti drug resistance,\  wołowej 
cyklazy adenylow ej czy P -g likopro teiny .

Iden ty fikacja  b ia łka  C F T R  um ożliw iła stw ierdzenie, 
że je s t o n o  b łonow ą g likopro te iną . B rak glikozylacji 
w ydaje się być w spólną cechą w szystkich zm u ­
to w an y ch  białek, niezależnie od  m iejsca m utacji w 
genie C F . W ydaje się, że w łaśnie b rak  m ożliw ości 
w łaściw ego do jrzew an ia  b ia łka  jest is to tą  defektu 
genu  C F  [22, 23],

O s ta tn io  udow odn iono , że b ia łko  C F T R  pełni funk ­
cję k a n a łu  ch lo rkow ego  [24, 25], a p le jo tropow ość 
efek tów  tow arzysząca m ukow iscydozie w iązana jest ze 
zm ian ą  kw asow ości w o rganellach  kom órkow ych  
[26].

S k lonow any  o sta tn io  gen C F  myszy, ja k  się w ydaje, 
będzie stanow ił w ygodny m odel d la  osta tecznego  
w yjaśn ien ia  roli b ia łka  C F T R . G en  C F  m yszy w ykazu­
je  o lbrzym ie p o d ob ieństw o  do  genu człow ieka [27]. 
80%  sekw encji jest identyczna. W  eksonach  k o d u ją ­
cych N B F  1 —  dziesiątym  i jedenastym , hom olog ia  jest 
jeszcze w yższa i w ynosi odpow iedn io  91 i 97% . Sądzi 
się, że m ożliw ość „ k o n stru o w an ia” myszy transgenicz- 
nych pozw oli od tw orzyć  uk ład  m utacji znany  z ludz­
kiego genu C F . S tw orzone zostały  rów nież now e 
m ożliw ości is to tne  d la  b ad ań  klinicznych m ukow is- 
cydozy.

IV. M utacje
IV-1. Metody identyfikacji mutacji

P o d staw ą  w szystkich m etod  identyfikacji czy też 
poszu k iw an ia  now ych m utacji jest m odyfikacja o d ­
pow iedniego  fragm entu  genu w reakcji PC R  [28]. 
W  zależności od ch a rak te ru  zm ian  w D N S  i s to sow a­
nej m etody , w ykrycie m utacji m ożliwe jest w jednym

ekson 1 2  3 4 5 6a6b 7 8 9 10 1112 13 14a 15 16173 17b 18 19 2021 22 23 24
14b
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k ro k u  —  A SPC R  [29], lub w ym aga dalszej analizy. 
M ałe d w u tró jnuk leo tydow e delecje w ykryw a się ro z ­
dzielając p ro d u k ty  am plifikacji w żelu ak ry loam ido- 
wym, w p rzy p ad k u  zaś gdy m u tac ja  do tyczy  pow stan ia  
lub  zan iku  charak terystycznego  m iejsca restrykcyj­
nego, stosuje się traw ienie o d pow iedn ią  endo n u k leazą  
restrykcyjną [28]. M ożliw ość tw orzen ia  w reakcji 
PC R  sztucznych m iejsc restrykcyjnych  [30, 31] p o ­
zw ala wyprzeć m etody  izo topow e, jak k o lw iek  przy 
identyfikacji pew nych m utacji są one w dalszym  ciągu 
n iezastąp ione  [32, 33].

S tosunkow o łatw e w ykryw anie różn ic  w k o n fo r­
m acji nici D N A , pow stałych  w w yniku naw et po jedyn­
czej zm iany nuk leo tydów , znalazło  zastow an ie  w p o ­
szukiw aniu  now ych m utacji [34, 35]. S ekw encjonow a- 
nie D N A  m usi w eryfikow ać jed n ak  zaw sze w yniki tych 
eksperym entów .

IV-2. Mutacja AF508

M u tac ja  A F 508  jest tró jn u k leo ty d o w ą  delecją 
w eksonie 10 (pierw sza do m en a  N B F ) o d p o w iad a jącą  
pozycji 508 łańcucha am inokw asów . W  w yniku m u ­
tacji po lipep tydu  „w ypada” feny loalan ina  [3].

B adan ia  popu lacy jne  w ykazały, że m u tac ja  A F 508  
odpow iedzia lna  jes t średnio  za o ko ło  70%  w szystkich 
m utacji w genie C F  [3, 36, 37]. N ajw yższą częstość jej 
w ystępow ania, b lisko 90%  stw ierdzono  w populacji 
duńskiej, najniższą oko ło  30%  w tureckiej. N a  d o m i­
nujący  udział jednej m utacji odpow iedzialnej za defekt 
genu C F  w skazyw ały w yniki analizy  sprzężeń m a r­
kerów  z genem  C F  zanim  jeszcze delecja F508 zosta ła  
w ykry ta  [38, 39]. A naliza hap lo typów  dw óch  najczęś­
ciej stosow anych  m arkerów  XV2c i K M  19 w ykazała, 
że jeden  z czterech m ożliw ych h ap lo ty p ó w  tzw. hap- 
lo typ  B [1, 2] w ystępuje w raz ze zm u to w an y m  genem  
C F  w p o n ad  70%  (w artość średn ia  d la  k ilk u n astu  
populacji). P o  zidentyfikow aniu  m utacji A F 5 0 8  o k a ­
zało się, że w łaśnie h ap lo ty p  B w przew ażającej liczbie 
p rzypadków  tow arzyszy w ystępow aniu  delecji F508 
[3 ,37 , 37]. W  tym  sam ym  tle genetycznym  określonym  
przez hap lo ty p  B w ystępują także i inne m utacje. 
M u tac ja  A F 508  w jed n ostkow ych  p rzy p ad k ach  o p i­
sana  zosta ła  z innym i hap lo typarn i m ark eró w  XV2c 
i K M 19 [3, 32].

IV-2. Inne mutacje

Asocjacje h ap lo typów  kilku  b ad an y ch  m ark eró w  ze 
zm utow anym  genem  C F  w skazyw ały n a  m ożliw ość 
istn ienia jeszcze k ilku innych m utacji, w tym  locus [40, 
41]. W ykrycie do  połow y 1991 r. p o n ad  70 różnych 
m utacji (C ystic Fibrosis Genetic A nalysis Consortium , 
C F G A C , 1991) jes t jed n a k  pew nym  zaskoczeniem .

W iększość z tych m utacji to  m utacje  rzadkie , w y­
stępujące sporadycznie  [33, 34, 42]. Część z nich jest 
charak te rys tyczna  d la b adanych  p opu lac ji [17, 33].

M utacje  g ru p u ją  się zasadniczo  w tych frag m en tach  
genu, k tó re  k o d u ją  obie dom eny  N B F . W iększość 
z do tychczas w ykry tych  m utacji m apu je  się w ekson ie  
10 i 11 [32, 42—4 4 ]. W  eksonie  11 w o d c in k u  34 
nuk leo tydów  ziden ty fikow ano  10 różnych  m utac ji 
z czego cztery w ystępują  w popu lacji eu ropejsk ie j 
z częstością od  k ilku  do  k ilk u n astu  p ro cen t [4 4 ], Jak  
do tychczas ty lko  dwie rzadkie  m utacje  o p isa n o  dla 
najw iększego ek so n u  13 [45, 46].

O b o k  delecji F508 o p isano  rów nież tró jn u k le o ty d o ­
w ą delecję 11507 [28] i 1506 (I —  izo leucyna) [47]. 
Z nanych  też jest szereg innych m ałych delecji d w u  lub 
jed n o  nuk leo tydow ych  p row adzących  do  zm iany  ra ­
m ki odczy tu  [3 2 ,3 3 ,4 5 ,4 6 ,4 8 ]. N ajw iększa ze znanych  
delecji obejm uje 22 nuk leo tydy  (C FG A C ). W iększość 
m utacji to  m utacje  ty p u  missens [33]. O p isan o  rów nież 
szereg m utacji typu  nonsens w różnych  ek so n ach  [17, 
32, 43, 44, 49], O p ró cz  m utacji eksonow ych  zn an e  są 
rów nież —  m utacje  w in tro n ach  niszczące m iejsce 
o b ró b k i tra n sk ry p tu  [32, 33, 50].

C zęstość w ystępow ania  m utacji A F 5 0 8  u k ła d a  się 
w E urop ie  w zdłuż g rad ien tu  z pó łnocnego  z ach o d u  na 
po łudn iow y  w schód [36]. Sądzi się, że m oże to  o d ­
p ow iadać  sytuacji określającej m iejsce p o w stan ia  m u ­
tacji, a  następn ie  k ie ru n k o m  jej rozchodzen ia.

Inny  m echanizm  tow arzyszył zapew ne p o w stan iu  
identycznej m utacji w całkow icie odm iennych  tłach 
genetycznych (różne hap lo ty p y  d la  k ilku m arkerów ). 
Sytuacje tak ie  ilustru je  m u tac ja  nonsens R553X w 
eksonie 11 u chorych  na m ukow iscydozę a m ery k ań s­
kiego M u rzy n a  i N iem ca [51].

IV-3. Mutacje w populacji polskiej

Jak  zaznaczono , częstość w ystępow ania  delecji F508 
różni się w śród  bad an y ch  populacji. B ad an ia  p rze­
p ro w ad zo n e  na  p róbce  94 chorych  na m ukow iscydozę 
w Polsce pozw ala ją  oszacow ać częstość tej m utacji na 
oko ło  54% . W arto ść  ta  jes t wyższa od podaw anej 
po p rzedn io  [52 ], w dalszym  ciągu należy jed n a k  do  
jednej z niższych w bad an y ch  popu lac jach  eu ro p e js­
kich i pó łn o cn o am ery k ań sk ich . B adan ia  p ro w ad zo n e  
do  tej pory  sko n cen tro w an e  były na p rób ie  określen ia  
częstości w ystępow ania  najbardzie j rozpow szechn io ­
nych m utacji w genie C F . A naliza m utacji w ystępu ją­
cych w eksonie 11 o raz  częściow o w eksonach  4, 7 i 21 
(łącznie z delecją F508) pozw oliła  na zidentyfikow anie 
o ko ło  65%  m utacji odpow iedzia lnych  za defekt genu 
C F  [B  a 1, dan e  n ieo p u b likow ane].

IV-4. Mutacja a fonotyp

S pośród  szeregu sym ptom ów  m ukow iscydozy  o p i­
sanych u pacjen tów  chorych , ud a ło  się, ustalić  jak  
d o tąd  jedyn ie  korelację  po  m iędzy obecnością  m utacji 
A F 508  a n ied o b o rem  enzym ów  trzustkow ych  (panc- 
reatic insuficiency) [53]. D an e  popu lacy jne  w ykazują, 
że p o n ad  85%  chorych  w ykazuje n ied o b ó r tych en ­
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zym ów. Z  reguły objaw y te w iążą się z cięższym 
przebiegiem  choroby , wcześniejszym  ustaleniem  ro z­
poznan ia , o raz w ysokim  poziom em  ch lo rków  w pocie. 
Praw ie w 100% p rzypadków  n iedoborow i enzym ów  
trzustkow ych  tow arzyszy geno typ  A F 5 0 8 /A F 5 0 8 . 
N ied o b ó r tak i obserw ow any jest rzadziej, gdy w genie 
C F  o p ró cz  delecji F508 w ystępuje inna  m u tac ja  i 
stw ierdza się go jedynie u 40%  chorych , u k tó rych  
zidentyfikow ano inne niż A F 508  m utacje. U tych 
pacjen tów  z reguły obserw uje się także  łagodniejszy 
przebieg choroby .

S tw ierdzane u 5— 10% chorych  na  m ukow iscydozę 
meconium ileus (niedrożność sm ółkow a) w ykazyw ano 
w yłącznie u osób  o genotypie A F 5 0 8 /A F 5 0 8  [53], 
In teresu jące  w ydają się być obserw acje, w k tó rych  
w ystępow aniu  łagodniejszych objaw ów  płucnych 
ch o ro b y  tow arzyszy obecność m utacji typu  nonsens 
[50, 54]. Jak  d o tąd  nie w ykazano  korelacji pom iędzy 
innym i ob jaw am i klinicznym i m ukow iscydozy  a z n a ­
nym i m utacjam i.

V. Podsum owanie

Pow szechnie uznaw anym  b adan iem  w diagnostyce 
m ukow iscydozy  jest test potow y. S tw ierdzany  u ch o ­
rych podw yższony poziom  ch lo rków  w pocie korelu je 
niew ątpliw ie z obecnością choroby , nie jest to  jed n ak  
test precyzyjny. P oziom  ch lo rków  jes t uzależn iony  do  
w ieku p ac jen ta  przy czym podw yższone w artości w y­
stępu ją  rów nież w innych schorzen iach  [55]. Test 
po tow y nie pozw ala p o n ad to  na usta len ie  nosicielstw a 
zm utow anego  genu.

M eto d ą  d iagnostyczną s to sow aną  w b ad an iu  p re ­
na ta ln y m  m ukow iscydozy jest oznaczan ie  w płynie 
ow odniow ym  aktyw ności enzym ów  jelitow ych [56]. 
W y kazano  bow iem  korelację pom iędzy  obciążeniem  
p łodu  m ukow iscydozą a obniżeniem  poziom u ak ty w ­
ności tych enzym ów . K orelacja  ta  m a miejsce jed n ak  
ty lko  w określonym  czasie ciąży (17— 18 tydzień). 
O znaczan ie  aktyw ności enzym ów  jelitow ych, p o d o b ­
nie ja k  test potow y, nie pozw ala na rozpoznan ie  
heterozygo ty , obciążone jest rów nież o ko ło  5%  błę­
dem  [57].

W prow adzen ie  do  d iagnostyk i m ukow iscydozy  
analizy  polim orfizm u D N A  (R F L P ) um ożliw iło z a ró ­
w no post ja k  i wczesną (10 tydzień) p ren a ta ln ą  d iag ­
nostykę  cho roby  [58, 59]. Po raz pierw szy pow sta ła  
m ożliw ość b ad an ia  nosicielstw a genu. N ied o g o d n o ś­
cią m etody  jest konieczność objęcia badan iem  najb liż­
szej rodziny  chorego. A naliza po lim orfizm u D N A  nie 
m oże też w eryfikow ać ro zp o zn an ia , poniew aż o k reś­
lenie sposo b u  dziedziczenia uzależn ione jest od  w yni­
ków  o trzym anych  dla p ro b a n d a  (pierw szy zd iagnozo- 
w any chory  w rodzinie).
M ożliw ość identyfikacji m utacji w aru n k u jący ch  ch o ­
robę  rozw iązuje p roblem  zarów no  w eryfikacji ro z p o ­
zn an ia , ja k  i d iagnostyk i m ukow iscydozy  w p o p u lac ­
ja c h  o w ysokiej częstości delecji F508 [34]. W  p o p u lac ­

jach  tych m ożliw e jest rów nież prow adzenie badań  
przesiew ow ych. W p rzy p ad k u  pozostałych  populacji 
identyfikacja m utacji w genie C F  w ym aga w dalszym  
ciągu ok reślan ia  sposobu  dziedziczenia się genu 
w określonej rodzinie ryzyka genetycznego.

Pew ne now e m ożliw ości d iagnostyczne łączy się 
z identyfikacją b ia łka  C F T R  i w ykazaniem , że efektem  
m utacji jest b rak  dojrzałego  p ro d u k tu  genu. M ożliwe, 
że w przyszłości ta  koncepcja  d iagnostyczna będzie 
prostsza  niż analiza  D N A .

Leczenie m ukow iscydozy w dalszym  ciągu jest o b ­
jaw ow e i polega na zapob iegan iu  i leczeniu infekcji, 
rehabilitacji oddechow ej i uzupełnieniu  n iedoboru  
enzym ów  trzustkow ych. N ie m ożna na to m iast wy­
kluczyć, że m ukow iscydozą będzie kolejnym  m odelem  
w terap ii genowej.

N a  zakończenie  w arto  podkreślić , że w wielu o ś ro d ­
kach  p row adzone  są b ad an ia  zm ierzające do w yjaś­
nienia w ysokiej częstości zm utow anego  genu C F  w p o ­
pulacji europejskiej. Jak  do  tej pory  żad n a  z p ro p o n o ­
w anych teorii p róbu jących  w yjaśnić n a tu rę  przew agi 
heterozygo t nie znalazła  po tw ierdzen ia  [3, 60, 61].

A rtyku ł o trzym ano 21 sierpnia 1991 r.
Z aakceptow ano do druku 26 września 1991 r.
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W ykaz stosowanych skrótów: A ZT  —  3 -azy do -3 '-deo ksy ty -  
mina; BSA —  a lbum ina  surowicy bydlęcej (bovine serum 
albumin); ConA —  konkanawalina A; Cs-A —  cyklosporyna A; 
CSA  —  aktyw ność  stym ulu jąca  wzrost ko lonii (colony 
stimulating activity); D A G  diacyloglicerol; D N P  —  dinit-
rofenol; D T H  —  reakcja  nadwrażliwości typu  późnego  
(delayed type hypersensitivity); F C A  —  k o m ple tny  ad ju w an t

1 s tu d en t  IV r o k u , 2 m g r in ż . ,3 prof. d r  hab. med., 4 doc. d r  
hab. inż.,
* K a te d ra  i Z ak ład  Histologii,  A kad em ia  M ed yczn a  
w G d a ń sk u ,  ul. D ębinki 1, 80-210 G d a ń sk
** Z a k ła d  Chemii Organicznej, Ins ty tu t  C hemii i T e c h n o ­
logii O rganicznej o raz  Żywnościowej, ul. M a jak ow sk ieg o  
11/12, 80-952 G d ań sk

F re u n d a  (Freund’s complete adiuvant); F K B P  —  bia łko  
w iążące FK 506; F L V  —  wirus b iałaczki F r ie n d a  (Friend 
Leukemia Virus); G -C S F  —  czynnik s tym ulu jący  w zrost  
kolonii g ranu locy tó w  (granulocyte colony stimulating factor); 
G M - C S F  —  czynnik  s tym ulujący wzrost ko lon ii  g ra n u lo cy ­
tów i m a k ro fag ów  (granulocyte-macrophage colony stimula­
ting factor)-, IF N y  —  interferon y; IgM  —  im m u n o g lo b u l in a  
klasy M; IL I  —  in ter leuk ina  1; IL2 —  in te r leu k ina  2; 1L4
—  in te r leuk ina  4; 1L6 —  interleukina  6; I P 3 —  1,4,5-trójfos- 
fo ran  inozytolu ; L A K  —  k o m ó rk i  „zabójcze” a k ty w o w an e  
przez l imfokiny (lymphokine-activated killer); L D L  —  lipo- 
p ro te in a  o niskiej gęstości (low density lipoprotein); L PS
— lipopolisacharyd; M -C S F  — czynnik s tym ulu jący  wzrost 
kolonii m akro fagów  (macrophage-colony stimulating factor); 
M D P  —  m u ram y lo d ipep tyd  (N-acetylo-muramylo-L-alany- 
lo-D-izoglutamina); M D P - G D P —  l-0 -(N -ace ty lo -m uram y-  
lo -L -a lan y lo -D - izo g lu tam y lo ) -2 ,3 -0 -d ip a lm ito i lo -g l ic e ro l ;  
M L R  —  mieszana  reakcja  limofocytów (mixed lymphocyte 
reaction); M T P - P E  —  N -ace ty lo -m u ram y lo -L -a lan y lo -  
D - i z o g l u t a m y l o - L - a l a n y l o - f o s f a t y d y l o e t a n o l o a m i n a ;  
N K  —  n a tu ra lne  k om ó rk i  „zabójcze” (natural killer); 
P A F  —  czynnik  ak tyw ujący  płytki (platelet activating factor); 
P am 3 C y s  —  N -palm itoilo-S-[2,3-bis(palm itoiloksy)(2RS)- 
propylo]-(R)-cysteina; P G E 2 —  p ro s ta g la n d y n a  E 2; P H A
—  fi tohem aglu tyn ina; P M A  —  oc tan  m irys to ilo -fo rbo lu  
(phorbol myristate acetate); RI A —  test rad io im m u no log icz -  
ny (radioimmune assay); T D M  —  d irnyko lan  trehalozy  
(trehalose dimycolate); T N F a  —  czynnik m ar tw iczy  guza 
a  (tumor necrosis factor a); 5 -H T  —  se ro to n in a  (5-hydroksy- 
tryp tam ina) .

I. W stęp

E w olucja  uk ładu  im m unologicznego  p rzeb iegająca 
w ciągłej konfron tac ji ze św iatem  m ik ro o rg an izm ó w  
d o p ro w ad z iła  do  w ykształcenia silnych reakcji o d p o r ­
nościow ych na charak terystyczne  dla d ro b n o u s tro jó w  
elem enty  stru k tu ra ln e . S tąd  też nie jes t zaskaku jącym  
fakt, iż w łaśnie m ikroorgan izm y, a w szczególności ich 
ściany kom órkow e, stanow ią  bogate  ź ró d ło  s tru k tu r  
stym ulu jących  uk ład  im m unologiczny, tak ich  ja k  m u-
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ram ylopep tydy , diestry, trehalozy, lipopep tydy , lipid 
A i g lukany. „O ferta” św iata m ik ro o rg an izm ó w  nie 
ogran icza się ty lko do  im m u nostym ula to rów . M ik ro ­
skopijnej w ielkości grzyby są źródłem  cy k lospo ryny  A, 
obecnie podstaw ow ego  leku im m unosupresy jnego  s to ­
sow anego w transp lan to log ii, o raz  jej p rzypuszczal­
nego następcy  FK 506.

M im o, iż obecnie dysponu jem y wielu syntetycznym i 
substancjam i m odyfikującym i odpow iedź im m u n o lo ­
giczną (np. lew am isol, azim ekson, cyklofosfam id) n a ­
dal, ze zrozum iałych  względów, w cen tru m  za in te reso ­
w ania zn a jd u ją  się p rep ara ty  n a tu ra ln e  i ich analogi. 
O bfitość w zorców  dosta rczanych  przez organ izm y 
żywe n a jp raw d o p o d o b n ie j jeszcze na d ługi czas uk ie­
runku je  rozw ój im m unofarm akolog ii raczej na k o p io ­
w anie n a tu ry  z d robnym i „ re tu szam i” niż p o szuk iw a­
nie d róg  na  w łasną rękę.

M odyfikow anie reak tyw ności u k ład u  o d p o rn o śc io ­
wego, czyli im m u n o m o d u lac ja  m oże m ieć dw ojak i 
k ierunek  —  prow adzić  do  im m unosupresji, czyli z a h a ­
m ow ania  reak tyw ności u k ładu  im m unolog icznego , 
lub  do im m unostym ulacji czyli w zm agan ia  odczyno- 
wości im m unologicznej.

W  niniejszym  artyku le  pośw ięcono uw agę now ym  
im m u n o m o d u la to ro m , p ró b o m  w yjaśn ien ia  m ech an i­
zm u ich dz ia łan ia  o raz  zasto sow an ia  k lin icznego.

II. Im m unostym ulatory

II-l. Muramylopeptydy i desmuramylopeptydy

H isto ria  odkrycia , w łaściwości ad ju w an to w e  i im- 
m u n o m o d u la to ro w e  m uram y lo p ep ty d ó w  zostały  wy-

Wzór I. M uram ylodipeptyd (M DP).
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Wzór II. M D P-L -alanylo-fosfatydyloetanoloam ina (M T P-PE ).
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Wzór III. M uroktazyna (M DP-Lys-L18).
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Wzór IV. D-laktylo-L-alanylo-y-D -glutam ylo-(L)-m ezo-a, e-diami- 

nopim elilo-L-glicyna (FK-156).

czerpu jąco  op isane w pracy A . A . K o ł o d z i e j ­
c z y k ó w  [1]. N ajp rostszym  zw iązkiem  należącym  
do  tej g ru p y  jest m u ram ylod ipep tyd  —  M PD (I).

S po śró d  kilkuset pochodnych  M D P  o trzym anych  
syntetycznie  8 zasługuje na szczególną uw agę ze wzglę­
du  n a  sw oje w łaściw ości biologiczne i po tencja lne  
zasto sow an ie  kliniczne [2].

B ad an ia  nad  zależnością ak tyw ności biologicznej 
m u ram y lo p ep ty d ó w  od ich s tru k tu ry  chem icznej [3] 
w ykazały , że m odyfikacje chem iczne tak  pierścienia 
kw asu  m uram inow ego , ja k  i łańcucha bocznego znacz­
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Tabela 1
S truk tura  chem iczna i właściwości ważniejszych pochodnych M D P

Pochodna Struk tu ra  chem iczna Właściwości biologiczne

pochodne hydrofilne

M D P
(0

N -acctylo-m uram ylo-L-alanylo-
-D -izoglutam ina

adjuw ant o sile równej FCA 
pirogenny, som nogenny

m urabutyd
(M urabutide)

ester n-butylow y-N -acetylo-m uram ylo-L- 
-alanylo-D -glutam iny

równie skuteczny adjuw ant, 
niepirogenny [29], testowany 
jako składnik szczepionek

pochodne lipofilne

B 30-M D P 6-0-(2-tetradecyloheksadckanoilo)-M D P aktyw ny adjuw antow o, pirogenność 
niższa od M D P testow any jako  
składnik szczepionek, aktyw ność 
przeciw now otw orow a

M T P -P E
(II)

M DP-L-alanylo-fosfatydyloetanoloamina silnie aktyw uje m akrofagi, aktyw ność 
przeciw now otw orow a i przeciwwirusowa, 
testow any klinicznie w im m unoterapii 
now otw orów  [33]

M D P -G D P l-0-M D P-2,3-0-dipalm itoilo-glicerol zwiększa aktyw ność przeciw nowotworową 
m akrofagów, indukuje CSA in vivo

m uroctazyna
(M uroctasin)

(III)

M D P-Lys-L18 stym uluje odporność niespecyficzną, 
indukuje produkcję M -C SF, testowany 
laboratoryjn ie  jak o  składnik 
szczepionek oraz klinicznie w celu 
skrócenia okresu leukopenii po chem ioterapii

desm uram ylopeptydy

FK -156
(IV)

D -laktylo-L-alanylo-y-D-glutam ylo-(L)-
-mezo-2,6-diam inopim elilo-(L)-glicyna

wyizolowany z przesączu hodowli 
Streptom yces olivaceogriseus, 
stym uluje odporność na infekcje 
i aktyw ność przeciw nowotworową m akrofagów 
zwiększa produkcję ILI

FK -565 N-heptanoilo-y-D-glutamylo-(L)-mezo-2,6-
diam inopim elilo-(L)-D -alanina

syntetyczna pochodna FK156 o silniejszym 
działaniu im m unostym ulacyjnym , zwiększa 
aktyw ność przeciw nowotworową m akrofagów [41], 
sekrecję T N F -a , ILI,  aktyw ność kom órek NK

nie zm ien ia ją  właściwości ad juw an tow e pochodnych  
M D P . W łańcuchu  bocznym  podstaw ow e znaczenie 
m a zachow an ie  konfiguracji L pierw szego am in o k w a­
su (choć g ru p a  m etylow a alan iny  m oże być za s tąp io n a  
e ty low ą bąd ź  izopropylow ą) oraz  konfiguracji D  reszty 
g lu tam iny . D uży wpływ na zm ianę ak tyw ności m a 
am id ac ja  lub  estryfikacja grupy  karboksy low ej g lu ta ­
m iny. W pierścieniu cukrow ym  zasadnicze znaczenie 
d la  ak tyw ności biologicznej m a g ru p a  acy loam idow a 
przy C2. D ane na tem at znaczenia p ierścienia p iran o - 
zow ego kom pliku je  fakt w yizolow ania i syntezy a k ­
tyw nych biologicznie pochodnych  pozbaw ionych  
kw asu  m uram inow ego, czyli desm uram y lo p ep ty d ó w  
(np.: F K 156, FK 565) [4], P rob lem  zależności s tru k ­
tu ry  i funkcji m uram ylopep tydów  zosta ł p rzed staw io ­
ny w pracy  A. A. K o ł o d z i e j c z y k ó w  [1].

G łów nym i kom órkam i docelow ym i M D P  są m ak- 
rofag i i lim focyty B. O p isano  jed n ak  także  im m uno- 
m od u lacy jn y  wpływ M D P  i jego  poch o d n y ch  na 
k o m ó rk i N K  [5] oraz  neutrofile [6, 7]. M D P  s ty m u lu ­
je chem otaksję , ak tyw ność fagocy tarną  i przeciw no-

w o tw orow ą m akrofagów  [8 ], w ydzielanie IL I [9 ], IL6 
[10, 11], IF N y  [12], PA F, G M -C S F  [13 ], G -C S F , 
P G E 2 i kolagenazy. M D P  zw iększa rów nież p ro d u k cję  
T N F -a  w odpow iedzi na stym ulację L PS  in vivo, 
chociaż sam  nie induku je  ani syntezy, ani sekrecji tej 
cy tok iny  (o sta tn io  C h e d i d  i w s p ó ł a u t o r z y  
zaobserw ow ali s łabą indukcję T N F -a  przez 
M D P -G D P ) [14],

P ró b y  w yw ołania wielu z podanych  efektów  in vivo 
n ap o tk a ły  na trudności zw iązane z b a rd zo  szybką 
e lim inacją  M D P . Użycie liposom ów , tw orzonych  
przez zam ykan ie  M D P  w m ałe pęcherzyki o toczone  
p o d w ó jn ą  b łoną  fosfolipidow ą, pozw alające na w p ro ­
w adzenie zaw artych  w nich substancji bezpośredn io  
d o  w nętrza  kom órk i, znacznie zm niejsza szybkość 
u suw ania  M D P  z o rganizm u, pozw alając jednocześn ie  
na 500- do  1000-krotne obniżenie daw ek. D o d a tk o w o , 
liposom y um ożliw iają bardziej w ybiórcze d o sta rczan ie  
M D P  do  m akrofagów . N ależy zaznaczyć, iż sam e 
liposom y także  posiad a ją  w łaściw ości im m u n o m o d u - 
lacyjne [15]. Z  innych sposobów  zw iększania p o w in o ­
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w actw a M D P  do  m akrofagów  należy w ym ienić zw ięk­
szenie lipofilności M D P , zw iązanie M D P  z m an- 
nozylo-B SA  [16], m annozy lo-po li-L  lizyną [17], ace- 
ty lo -L D L  [18] o raz  użycie przeciw ciał m o n o k lo n a l- 
nych przeciw  M D P  w iązanych przez w ystępujące na 
m ak ro fag ach  recep to ry  dla fragm entu  Fc im m unob- 
g lobu lin  G .

W yso k a  ak tyw ność M D P  podaw anego  w liposo- 
m ach, ja k  rów nież w zm ocnienie efektów  M D P  przez 
zw iązki s tym ulu jące fagocytozę w skazuje na we­
w n ą trzk o m ó rk o w ą  lokalizację recep to rów  M D P  [19]. 
Istn ie ją  je d n a k  dane  o w ystępow aniu  m iejsc recep­
to row ych  rów nież na b łonie kom órkow ej [20].

M im o , iż p ierw otnie p rzypisyw ano działan ie  ad- 
ju w an to w e  M D P  jego zdolności do  uw aln ian ia  IL I, 
szereg p rac  w skazuje na aktyw ację  lim focytów  B przez 
m u ram y lo p ep ty d y  na d rodze  niezależnej od  m a k ro ­
fagów  [21]. M D P  w zm aga proliferację lim focytów  
B stym ulow anych  przeciw ciałam i an ty -Ig M  [21], jak  
rów nież w zm aga p rodukcję  przeciw ciał przez lim focy­
ty B p o d  wpływem  IL2 [22]. M D P  działa  rów nież 
synergistycznie z IL4 na proliferację p reak tyw ow a- 
nych lim focytów  B [22]. B rak efektów  oddzia ływ ania  
M D P  n a  spoczynkow e lim focyty B o raz  konieczność 
dług iego  czasu inkubacji przy stym ulow aniu  preak- 
tyw ow anych  lim focytów  B w skazuje, że receptory  
M D P  po jaw ia ją  się na pow ierzchni lim focytów  B d o ­
p iero  w pew nej fazie cyklu kom órkow ego  [21]. T e -  
n u  i w s p ó ł a u t o r z y  opisali o s ta tn io  obecność 
miejsc w iążących jo d o w an ą  p o ch o d n ą  125I-M D P  na 
pow ierzchni ak tyw ow anych , ale nie spoczynkow ych 
lim focytów  B [23]. N ie w yklucza to  jed n a k  m ożliw ości 
ak tyw acji lim focytów  B przez M D P  rów nież na drodze 
pośredn iej przez stym ulację syntezy cy tok in  [12].

M o lek u la rn y  m echanizm  dzia łan ia  M D P  nie jest 
znany . D otychczas opub likow ane p race w skazuję na 
b rak  w pływ u M D P  na w ew nątrzkom órkow e stężenie 
C a + 2 czy ak tyw ność kinazy p ro teinow ej C [24]. 
N iew ykluczone, iż poszczególne p o chodne  działają  za 
pośredn ic tw em  różnych system ów  przekaźnikow ych, 
gdyż n a  p rzyk ład  M T P -P E  w od różn ien iu  od M D P  
s tym ulu je  k inazę p ro te inow ą C. O sta tn io  stw ierdzono, 
że dz ia łan ie  M D P  na lim focyty B jest ham ow ane  przez 
to k sy n ę  k rztuśca. W skazuje to  na rolę b ia łk a  G  w raż­
liw ego na tę toksynę w odpow iedzi k o m ó rk i na M D P  
[25].

M D P  p o d an y  pozajelitow o w yw iera szereg efektów 
ubocznych . W łaściw ości p irogenne M D P  w ynikają 
p raw d o p o d o b n ie  ze stym ulacji syntezy IL I . P odan ie  
M D P  pow oduje  leukocytozę, przejściow y w zrost stę­
żenia k o rty zo lu  w surow icy krwi, nacieczenie zapalne 
ścian naczyń  i w zrost ich przepuszczalności, jak  rów ­
nież w zrost syntezy białek ostrej fazy przez w ątrobę. 
W w ysokich  daw kach  M D P  w ykazuje działan ie im- 
m unosupresy jne , przypuszczalnie w w yniku h am o w a­
nia syntezy IL2. M D P  w yw iera rów nież działanie 
som n o g en n e  [27]. T u w arte  w spom nien ia  są o b ser­
w ow ane pow iązan ia  efektów  dzia łan ia  M D P  z u k ła ­

dem  sero ton inerg icznym . M D P  w ykazuje po w in o w ac­
tw o do  recep to rów  d la  sero ton iny  (5-HT), se ro to n in a  
zaś ham uje  w iązanie M D P  do  m akro fagów  oraz  
w yw iera w pew nych m odelach  dośw iadczalnych  efekty 
zbliżone do  M D P . Rów nież an tagon iśc i recep to rów  
5-H T  h am u ją  działan ie  M D P  na m akrofagi. Jeszcze 
bardziej k o m p lik u ją  p rob lem  dan e  w skazujące na 
obecność u człow ieka, k ró lika  i szczura endogennych  
substancji o budow ie m u ram ylopep tydów  m ających  
działan ie  p irogenne  i som nogenne [28], W iększość 
efektów  ubocznych  m u ram ylopep tydów  daje  się o d ­
dzielić od  ak tyw ności ad juw antow ej, na co w skazują  
n iep irogenne i n iesom nogenne p o ch o d n e  o silnych 
w łaściw ościach im m unostym ulacy jnych , ja k  np. m ura- 
bu tyd  [29].

N iek tó re  p o ch o d n e  M D P  zna jd u ją  się ju ż  w trakcie  
b ad ań  klin icznych. Szczepionki przeciw  Streptococcus 
pyogenes  i Clostridium  tetani zaw ierające m u rab u ty d  
efektyw nie in d u k u ją  pow staw anie przeciw ciał sw ois­
tych u ludzi. Z achęcające rezu lta ty  dały  rów nież p rze­
p ro w ad zo n e  na grupie  ochotn iczek  p róby  ze szcze­
p io n k ą  an tykoncepcy jną. Szczepionka ta  zaw iera  frag­
m ent łań cu ch a  (3 g o n ad o tro p in y  kosm ów kow ej zw ią­
zanej z an a to k sy n ą  k rz tu śca  w em ulsji zaw ierającej 
n o r-M D P  ja k o  ad ju w an t [30]. Szereg dalszych szcze­
p ionek , m iędzy innym i przeciw: Plasm odium  fa lcipa- 
rum, C orynebacterium  diphteriae, Salm onella enteriti- 
dis, w irusom  E psteina-Barr, w irusow ego zapalen ia  
w ą tro b y  typ u  B, opryszczki znajdu je  się w trakc ie  p rób  
lab o ra to ry jn y ch  [26]. M D P  podaw an y  w postaci 
w olnej lub w liposom ach  stym uluje rów nież niespecyfi­
czną o d p o rn o ść  o rgan izm u  na infekcje, naw et w s ta ­
nach  im m unosupresji (np. po rad io  lub chem ioterap ii) 
[31].

M T P -P E  zam knię ty  w liposom ach  o k aza ł się p o ­
ch o d n ą  o szczególnie silnych w łaściw ościach przeciw- 
n ow otw orow ych , skutecznie w ydłużającą średni czas 
p rzeżycia [32 ] o raz  zapob iegającą  p rzerzu tom  w d o ­
św iadczeniach  na zw ierzętach, ja k  rów nież zw iększają­
cą ak ty w n o ść  przeciw now otw orow ą ludzkich m a k ro ­
fagów  in vivo. O sta tn io  o p u b lik o w an o  w yniki b ad ań  
klin icznych pierwszej fazy, z użyciem  M T P -P E  za ­
m knię tego  w liposom ach , na pacjen tach  z zaaw an ­
sow aną ch o ro b ą  now otw orow ą, o p o rn ą  na klasyczną 
terap ię  [33, 34]. M im o, że nie uzyskano  znam iennych  
efektów  te rapeu tycznych , M T P -P E  (1-2*0.01-12 
m g /m 2 tygodn iow o) był dobrze  to le row any  i p o w o d o ­
w ał podw yższenie ak tyw ności p rzeciw now ptw orow ej 
m ak ro fag ó w  in vivo.

D uże nadzieje w iąże się z szansą w ykorzystan ia  
d e sm u ram y lo p ep ty d u  FK 565 w terap ii A ID S. Y o -  
k o t a  i w s p ó ł a u t o r z y  opub likow ali in trygujące 
dane  o ham ującym  wpływie F K 565 na infekcje re tro- 
w irusem  F L V  u myszy [35]. C o więcej, zaobser­
w ow ano  synergistyczne działan ie F K 565 z AZT, obec­
nie g łów nym  lekiem  w terap ii A ID S, pozw alające na 
15-kro tne obniżenie  daw ki tego osta tn iego . Ze wzglę­
du  na znaczną  m ielo toksyczność A ZT, w yniki te budzą
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Wzór V. 6,6’-dim ykolan-a,a '-D -trehalozy (TDM ).

nadzieje na m ożliw ość ogran iczenia  tych efektów  
ubocznych  przez łączne stosow anie FK 565  i niskich 
daw ek AZT.

D ziałan ie  im m unosupresy jne dużych daw ek M D P  
z pow odzeniem  w ykorzystano  w celu zapobieżenia  
cukrzycy z au toagresji indukow anej n iskim i daw kam i 
strep tozocyny  [36].

II-2. Dymikolan trehalozy

D iestry  trehalozy  stanow ią  kolejny sk ładn ik  ściany 
kom órkow ej Mycobcictrium  posiadający  właściwości 
im m unom odulacy jne . N ajlepiej p oznanym  zw iązkiem  
z tej g rupy  jest 6 ,6 '-d im ykolan-a , of-D -trehalozy  
(T D M ) (V), w yizolow any w 1956 ro k u  z frakcji lip ido ­
wej ściany M ycobacterium  tuberculosis, będący iden­
tycznym  czynnikiem  w iązkow ym  odpow iedzialnym  za 
w iązkow y w zrost zjadliw ych szczepów  tego ga tunku .

N ależy  zaznaczyć, iż n a tu ra ln y  d im y k o lan  trehalozy  
m y k o b ak te rii, podobn ie  ja k  analogiczne substancje  
C orynebacterium  czy Nocardia  nie je s t je d n o ro d n ą  
chem icznie substancją , lecz m ieszan iną g likolip idów  
o zbliżonej budow ie [37]. D ecydujące znaczenie dla 
ak tyw ności biologicznej m a konfiguracja  reszty cu k ­
rowej —  właściwości ad juw antow e p o siad a ją  jedynie 
D -stereo izom ery . P ochodne zestryfikow ane kw asam i 
m ykolinow ym i (a-rozgałęzionym i (3-hydroksykw asa- 
mi) m ają  silniejsze właściwości im m unostym ulacy jne  
od estrów  nierozgałęzionych kw asów  tłuszczow ych 
[37].

O bserw ow ane  efekty działan ia  T D M  są p raw d o p o ­
d o b n ie  w ynikiem  aktyw acji m akrofagów  [37], ja k k o l­
wiek n iek tó re  prace w skazują rów nież na lim focyty 
T ja k o  k om órk i docelow e w działan iu  tego ad juw antu . 
In  vitro, d im ykolan  trehalozy  zw iększa ak tyw ność 
p rzeciw now otw orow ą m akrofagów , sekrecję PA F, 
P G E 2, ja k  rów nież w zm aga w ydzielanie w olnych 
ro d n ik ó w  tlenow ych w odpow iedzi na PM A  [37].

In  vivo, T D M  podw yższa niespecyficzną od p o rn o ść  
o rg an izm u  na infekcje bakteryjne, w irusow e i paso ży t­
nicze [38]. T D M  posiada  rów nież w łaściw ości a d ­
ju w an to w e , często synergistyczne z m uram y lo p ep ty - 
dam i. W ykorzystano  je  m iędzy innym i w szczepionce 
d la  byd ła  przeciw  Brucella abortus. J a k o  ad juw an t 
u ży ta  zosta ła  m ieszanina T D M  i pochodnej M D P .

D oguzow e lub  dożylne podan ie  d im yko lanu  treh a lo zy  
korzystn ie razem  z M D P  lub jej pochodnym i p o w o d o ­
w ało regresję guzów  now otw orow ych a naw et w y­
tw orzenie specyficznej o dpornośc i p rzeciw now otw o- 
rowej o rgan izm u  [1, 37].

M oleku larny  m echanizm  dzia łan ia  T D M  nie je s t 
znany. U zyskane dane dośw iadczalne w iążą go ze 
zdolnością  T D M  do h am ow an ia  fosforylacji o k sy d a ­
cyjnej lub z faktem  jego  dużej ak tyw ności p ow ierzch ­
niowej. M im o, iż czynnik w iązkow y zyskał nazw ę 
„toksycznego lip idu”, toksyczność d im yko lanu  tre h a ­
lozy w ydaje się być raczej zw iązana z po d aw an iem  go 
w postaci em ulsji w oleju m ineralnym  niż z sam ym  
T D M  per se. U żyta  w p róbach  klinicznych w o d n a  
zaw iesina T D M  była dobrze  to le ro w an a  i nie z a o b se r­
w ow ano pow ażniejszych reakcji ubocznych [39 ].

S pośród  syntetycznych diestrów  trehalozy  n a  uw agę 
zasługuje p o ch o d n a  C76, o w łaściw ościach ad ju w an - 
tow ych i p rzeciw now otw orow ych po rów nyw alnych  
z n a tu ra ln y m  dim ykolanem  trehalozy  [37].

II-3. Lipopeptydy

L ipopep tydy , w odróżn ien iu  od M D P  i jeg o  p o ­
chodnych  s tanow ią  heterogenną grupę zw iązków  o ró ­
żnym  pochodzen iu , składzie i w łaściw ościach b io ­
logicznych. W yróżn ia  się trzy klasy lipopep tydów .

L ipopep tydy  I są fragm entam i pep ty d o g lik an u  ścian 
kom órkow ych  bakterii, zaw ierającym i sk ład n ik  lip i­
dow y. P o siad a ją  w łaściwości ad juw antow e, je d n a k  
w o d różn ien iu  od lipopep tydów  III nie sty m u lu ją  
proliferacji lim focytów  B. Ze względu na zdo ln o ść  do  
w zm agania  odporn o śc i przeciw  infekcjom  jed en  z lip o ­
pep tydów  I, Pimelautide, jest obecnie p o d d aw an y  
p ró b o m  klinicznym  [40].

L D
C H3(c H2)t0c  °  N H C H C 0 N H C H C 0 ° H

| | L
C H j  c h 2c h 2c o n h  c h c o o h

( c h 2) 3

I
h 2 n c h 2c o n h c h c o n h 2

L

Wzór VI. Pim elautide.

L ipopep tydy  II są sk ładn ikam i ściany ko m ó rk o w ej 
n iek tó rych  bakterii. W iele z nich m a ak tyw ność  a n ty ­
biotyków . N ie stym ulu ją  u k ładu  o d p o rn o śc io w eg o
[41], a więc nie są p rzedm io tem  tego o p raco w an ia .

L ipopep tydy  III to  sk ładnik i lipopro te iny  p ro d u k o ­
wanej przez E. coli. S tym ulu ją  one p rodukcję  p rzeciw ­
ciał, proliferację lim focytów  B, uw alnianie n ad tlen k ó w  
przez neutrofile  [42], syntezę IL I , p ro s tag lan d y n  o raz
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zw iększają ak tyw ność p rzeciw now otw orow ą m ak ro - 
fagów in vitro, a pochodne  sprzężone z ta u ry n ą  (np. 
C G P  31362 (VII)) także in vivo [43]. B adan ia  nad  
ak tyw nością  p rzeciw now otw orow ą C G P  31362 w y k a­
zały jeg o  skute.czność w ham ow an iu  p rzerzu tów  w d o ­
św iadczeniach in vivo [26].

( R )  ( s ) (
C H 3 (CHa ) r t C O N H C H C O N H  c h c o n h

c h 2 c h 3

I
s

C H Z

, I
( r ) h c o c o ( c h 2 ) j0 c h 3 

h 2 c o c o  ( c h 2) ,0 c h 3

K o n iu g a ty  pochodnych  syntetycznych fragm entów  
lipo p ro te in y  E. coli (P a m 3C ys-Ser i P a m 3C ys-A la-G ly) 
z hap ten em  D N P  okazały  się skuteczne w sty m u lo w a­
niu p ro d u k cji przeciw ciał przeciw  tem u hap ten o w i, bez 
użycia n o śn ik a  b iałkow ego [44].

D an e  n a  tem at m oleku larnego  m echan izm u d z ia ła ­
n ia lipopep tydów  są b ardzo  skąpe. W iadom o, że 
w lim focytach B lipopep tydy  nie p o w o d u ją  w zrostu  
w ew nątrzkom órkow ego  stężenia cA M P , cG M P , 
C a + 2, tran slo k ac ji kinazy pro teinow ej C  z c y to z o lu  na 
błonę k o m ó rk o w ą  ani hydrolizy  fosfatydylo inozyto li
[42]. H am ow an ie  m itogennego dz ia łan ia  lip o p ep ty ­
dów  n a  m ysie lim focyty B przez to k sy n ę  cholery  
sugeruje udział b iałka G  w rażliw ego na  tę toksynę 
w ak tyw ności biologicznej lipopeptydów . W yniki b a ­
dań  p rzep row adzonych  na ludzkich neu tro filach  suge­
ru ją  jed n a k  udział zarów no  białek G  w rażliw ych na 
toksynę cholery, ja k  i białek G  w rażliw ych n a  toksynę 
k rz tu śca  [42].

II-4. Lipid A
L ipopo lisacharydy  baktery jne, s tan o w iące  głów ny 

elem ent s tru k tu ra ln y  ściany k om órkow ej bak terii 
G ram -u jem nych  posiadają  złożone sp ek tru m  ak ty w ­
ności biologicznych: w ykazują w łaściw ości a n ty g en o ­
we, o d p o w iad a ją  za ak tyw ność ad ju w an to w ą  bak terii 
G ram ( —) o raz  za groźne d la  życia ob jaw y posocznicy 
G ram ( —) określane m ianem  w strząsu  endo toksycz- 
nego [45 ]. N a  s tru k tu rę  lipo p o lisach ary d ó w  sk ładają  
się trzy elem enty: O-specyficzny p o lisach ary d  o dużej 
zm ienności s tru k tu ra ln e j, o d pow iada jący  za w łaściw o­
ści an tygenow e LPS, po lisacharyd  rdzeniow y o raz  
lipid A.

P oza  nielicznym i doniesieniam i o zdo lności izo­
low anych  z LPS poli- i o ligosacharydów  d o  indukcji

syntezy IL I , w iększość opub likow anych  b a d a ń  nie 
pozostaw ia  w ątpliw ości, iż lipid A jest fragm entem  
odpow iedzialnym  za właściwości im m unom odu lacy j- 
ne i toksyczne [46]. P o lisacharydow e sk ład n ik i LPS 
m ogą jed n ak  m odu low ać właściw ości b io logiczne lipi­
du A. S tru k tu ra  chem iczna lip idu  A poszczególnych

R )
C H C O N H ,
i 2

C H ,
|

0 ©
C H 2 C 0 N H C H 2 C 0 N H C H 2 C H 2 S 0 3 Na

Wzór VII. CGP-31362.

d ro b n o u stro jó w  w ykazuje sw oistość gatu n k o w ą. Co 
więcej, w p rzy p ad k u  n iek tó rych  bak terii, ja k  np. 
Salmonella m innesota, lipid A jest w rzeczyw istości 
m ieszaniną k ilku  zw iązków  o zbliżonej s truk tu rze . 
L ipid A zb u d o w an y  jest z d isacharydow ego  rdzenia 
pow iązanego  z pew ną liczbą reszt acylow ych. S tru k ­
tu rę  lip idu A E. coli o raz  w ażniejszych syntetycznych 
i n a tu ra ln y ch  poch o d n y ch  z ilu strow ano  na rycinie 1.

L ipid A jest silnym  m itogenem  lim focytów  B oraz 
zw iększa liczbę k o m ó rek  p rod u k u jący ch  przeciw ciała. 
Pom im o, że lipid A nie induku je  proliferacji lim ­
focytów  T, obecność  tych kom órek  jest n iezbędna dla 
ak tyw ności ad juw an tow ej LPS. P o d o b n ie  niezbędna 
jest obecność m onocy tów . P raw d o p o d o b n y m  w yjaś­
nieniem  op isanych  pow yżej obserw acji jest zdolność 
lipidu A do  stym u lo w an ia  sekrecji IL I przez m ono- 
cyty. W zrost syntezy IL I pow oduje  z kolei uw alnianie 
przez lim focyty T  szeregu lim fokin, a w śród nich 
czynników  w zrostu  i różn icow ania  lim focytów  B. Poza 
syntezą IL I, lipid A stym uluje rów nież aktyw ność 
fagocy tarną  i p rzeciw now otw orow ą m akrofagów  oraz 
sekrecję T N F -a  [47]. D an e  dośw iadczalne w skazują, 
że w łaśnie ta  cy to k in a  o d p o w iad a  w dużym  stopn iu  za 
objaw y w strząsu  endo toksycznego . W art w spom nie­
nia jes t fakt, że m ysie m akrofag i linii C 3H /H eJ, 
odporne j na toksyczne efekty p o d an ia  LPS, nie syn­
tetyzu ją  T N F -a  w odpow iedzi na endo toksynę [48], 
L PS  podw yższa rów nież ak tyw ność  N K  in vivo, p raw ­
d o p o d o b n ie  za pośredn ic tw em  interferonu.

L ipid X i lipid Y ch a rak te ry zu ją  się bardzo  zb liżo­
nym  do  lip idu  A sp ek tru m  ak tyw ności in vitro; są one 
u m iarkow an ie  silnym i m itogenam i d la  lim focytów 
B o raz  ak ty w u ją  m akrofag i. P ochodne  te nie m ają 
jed n ak  typow ych d la  lip idu A właściw ości pirogennych 
in vivo. Jest to  zgodne z obserw ow anym  in vitro
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brak iem  indukcji IL I i T N F -a  przez w spom niane 
p o ch o d n e  [47], P roblem  d o d a tk o w o  k o m p lik u ją  o s ta ­
tn io  opub likow ane dane  sugerujące, że wiele z im- 
m u nom odu lacy jnych  właściwości lip idu  X w ynika 
z zanieczyszczeń śladow ym i ilościam i lip idu A [49].

S yn tetyczna p o ch o d n a  G L A -27 jes t rów nież p o ­
zb aw io n a  w łaściwości p irogennych , stym ulu je  p ro d u ­
kcję przeciw ciał, proliferację lim focytów  B, syntezę 
TNF-oc in vitro  o raz  aktyw uje m akro fag i [50], D eok- 
sy -analog  G LA -27, określany  sym bolem  G L A -40 w y­
kazu je  silniejsze od substancji m acierzystej w łaściw o­
ści m itogenne w obec lim focytów  B o raz  znacznie 
słabszy wpływ aktyw ujący  na m akrofag i. In teresu jący ­
mi w łaściw ościam i biologicznym i c h a rak te ry zu ją  się 
k o n iu g a ty  pochodnych  z serii G L A  z M D P  (G M D -323 
d o  328). G M D -324  i G M D -326  przew yższały  su b s ta n ­

cje m acierzyste  pod  w zględem  stym ulacji sekrecji IL I 
i ak tyw ności p rzeciw now otw orow ej m akrofagów  [51].

D isach ary d o w e  p o ch o d n e  lip idu A, p rek u rso r la  
i p re k u rso r Ib  są pod  w zględem  aktyw ności in vitro 
n iem al iden tyczne z lipidem  A. P rek u rso r Ib  jest 
rów nież silnym  p irogenem  i in d u k to rem  reakcji 
S ch w artzm an n a  in vivo, co od różn ia  go od słabo 
p irogennego  p rek u rso ra  la . D ane te w skazują, że 
toksyczne w łaściw ości lip idu A in vivo w ym agają obok  
s tru k tu ry  d isacharydow ej, rów nież w olnych i zacy to ­
w anych  g ru p  hydroksylow ych przy C3 w resztach 
kw asów  tłuszczow ych. N ietoksyczność m onofosfory- 
lo- i defosfo ry lopochodnych  w skazuje także  na zw ią­
zek o b u  g ru p  fosforanow ych z toksycznością  lipidu 
A [5 2 ]. N ie toksyczny  m onofosforylo-lip id  A, m im o, że 
p ozb aw io n y  p irogenności zachow uje w pełni w łaś­
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ciwości ad juw antow e difosforylo-lipidu A [53]. R o k u ­
je  to  szanse na w ykorzystan ie tej pochodnej ja k o  
ad ju w an tu  w p rodukcji szczepionek. D efosforylo-po- 
chodne są pozbaw ione właściwości im m u n o m o d u la- 
cyjnych.

Jak  dotychczas b rak  dok ładnych  danych  na tem at 
receptorów  d la  LPS. O bniżenie ak tyw ności b io log icz­
nej lipidu A po  zam knięciu  w liposom ach przem aw ia 
jed n ak  silnie za ich lokalizacją  n a  błonie kom órkow ej 
[54, 55]. W m oleku larnym  m echanizm ie dz ia łan ia  
lip idu A p raw d o p o d o b n ie  g łów ną rolę odgryw a h y d ro ­
liza fosfatydyloinozytoli [56]. D ziałanie LPS na m ak- 
rofagi pow oduje w zrost p rodukcji I P 3 i D A G , w zrost 
w ew nątrzkom órkow ego  stężenia C a + 2, ak tyw ację  k i­
nazy proteinow ej C i alkalizację cy toplazm y [57]. 
W zrost pH  jest ham ow any  przez am ylorid , b loker 
w ym ieniacza N a +/H  + . W arto  dodać , iż indukcja  syn­
tezy T N F -a  przez LPS jest rów nież w rażliw a na 
am ylorid  [56].

P oza  n ietoksycznym i pochodnym i lip idu A duże 
nadzieje wiąże się z klinicznym  zastosow aniem  p rze­
ciwciał m o nok lona lnych  przeciw  lipidow i A w celu 
jego  neutralizacji in vivo i przeciw działan ia  ob jaw om  
w strząsu  endotoksycznego . Szereg g rup  op isa ło  syn­
tezę przeciw ciał m o nok lona lnych  przeciw  trzem  p o d ­
staw ow ym  fragm entom  cząsteczki lip idu A [58], Is t­
nieją rów nież doniesienia o udanych  p ró b ach  n eu ­
tralizacji n iek tó rych  efektów  biologicznego dzia łan ia  
lip idu  A przy pom ocy sw oistych przeciw ciał m o n o ­
k lonalnych  w m odelach  in vitro  i in vivo. O sta tn io  
opub lik o w an o  także p race o udanej p rób ie  indukcji 
odporności na  toksyczne działan ie lip idu  A przy 
pom ocy przeciw ciał an ty id io typow ych  przeciw  prze­
ciw ciałom  an ty-lip id  A. P rzeciw ciała m o n o k lo n a ln e  
przeciw  lipidow i A są obecnie p o d d aw an e  p ró b o m  
klinicznym  [61].

II-5. (3-GIukany i lentinan

L entinan  jest w ielkocząsteczkow ym  p o lisach ary ­
dem  w yizolow anym  z grzyba Lentinus edodes [62]. 
P od  w zględem  chem icznym  jest to  łańcuch  P-D -gluka- 
nu  zaw ierający w iązania (3(1 — > 3 )  g likozydow e o raz  
Pd — > 6 )  odgałęzienia. P odo b n ie  ja k  szereg innych, 
znacznie jed n ak  słabiej p rzebadanych  P -D -g lukanów  
w yizolow anych z grzybów  i innych d ro b n o u stro jó w , 
posiad a  on właściwości p rzeciw now otw orow e [62]. 
L en tinan  stym uluje p rodukcję  IL I , IL3, jak  rów nież 
ak tyw ność p rzeciw now otw orow ą m akro fagów  o trze ­
w now ych. Podw yższa on rów nież ak tyw ność  N K  in 
vivo o raz  działa  synergistycznie z IL 2  w indukcji 
kom órek  o ak tyw ności LA K  [63]. O p isan o  rów nież 
im m unom odulacy jne  działanie len tin an u  n a  lim focyty 
T  [64].

II-6. Bestatyna

B estatyna (V III) jest d ipeptydem  w yizolow anym  ze 
Streptom yces oliverticuli zaw ierającym  w iązanie pep-

tydow e pom iędzy  L-leucyną i kw asem  2 -hydro - 
ksy-3-am ino-4-fenylom asłow ym  [65]. A ktyw uje ona  
m akrofag i, stym ulu je p rodukcję  IL I [40] i IL2 [66]. 
B estatyna zw iększa rów nież ak tyw ność  lityczną k o m ó ­
rek N K  i lim focytów  T -cy to toksycznych  in vitro  [40] 
o raz  w ykazuje ak tyw ność  p rzeciw now otw orow ą u m y­
szy in vivo [67]. M oleku larny  m echanizm  d z ia łan ia  
besta tyny  nie je s t znany. N a jp raw d o p o d o b n ie j je d n a k  
jej działan ie  im m unostym ulacy jne  zw iązane jes t z h a ­
m ow aniem  am inopep tydazy  leucynow ej, enzym u w y­
stępującego  w b łonach  kom órkow ych  lim focytów  
i m akrofagów  [65].

N H 2

c h , c h c h c o n h c h c o 2h

OH C H 2

I f
c h ( c h 3 )2

Wzór VIII. Bestatyna.

O d kilku  la t b esta ty n a  jest testo w an a  klinicznie na 
pacjen tach  z n o w otw oram i złośliw ym i w celu przeciw ­
dzia łan ia  im m unosupresji tow arzyszącej zaaw an so w a­
nym  stad iom  ch o ro b y  now otw orow ej [68].

III. Immunosupresory

III-l. Cyklosporyna A

C y k lo sp o ry n a  A (Cs-A, Sandim m une) (IX) należy do  
dużej g rupy  cyklicznych u n d ek ap ep ty d ó w  w ytw arza­
nych przez grzyb Tylopodadium inflatum Gams. O d  
1976 roku , gdy J .  B o r e l  i w s p ó ł a u t o r z y  [69] 
opub likow ali pierw szą p racę na tem at jej w łaściw ości 
im m unosupresy jnych , p o zn an o  co najm niej 25 innych 
n a tu ra ln y ch , a także o trzy m an o  o k o ło  750 syntetycz­
nych i pó łsyntetycznych  pochodnych  [70]. W śród 
na tu ra ln y ch  cyk losporyn  jedynie  k ilka, a m ianow icie 
cyk losporvny  C, D, G  i M w ykazują  silne działan ie in 
vivo. Ż ad n a  z n a tu ra ln y ch  czy syn tetycznych p o ch o d ­
nych nie do ró w n u je  jed n ak  Cs-A pod  względem a k ­
tyw ności im m unosupresy jnej. N ależy zaznaczyć, że 
rów nież wiele z m etabo litów  Cs-A posiad a  w łaściwości 
im m unosupresy jne  i obserw ow ane in vivo działanie 
Cs-A jest p raw d o p o d o b n ie  po części w ynikiem  ob ec­
ności jej ak tyw nych  biologicznie m e tabo litów  [71]. C o  
więcej, działan ie  im m unosupresy jne  tych m etabo litów  
jest, w n iek tó rych  m odelach  dośw iadczalnych , syner- 
gistyczne z Cs-A.

W ydaje się, że za ak tyw ność  bio logiczną Cs-A 
o d p o w iad a  pierw szy, dziew ięciow ęglow y am inokw as 
o szczególnej budow ie —  b u teny lom ety lo -L -treon ina. 
W ysycenie podw ójnego  w iązania  zm niejsza ak tyw ­
ność, zaś m odyfikacja  g rupy  hydroksylow ej całkow icie

166 POSTĘPY BIOCHEMII 37(3-4), 1991http://rcin.org.pl



znosi efekt im m unosupresy jny . O becność  sąsiad u ją ­
cych N -m ety low aliny  i sarkozyny m a rów nież isto tne  
znaczenie d la  ak tyw ności biologicznej [3 ]. Część a k ­
tyw na cząsteczki obejm uje fragm ent zaznaczony  na 
ry su n k u  [72].

" m i ej  s c e  a k t y w n e »

1 0  N 7  11 1 2 3 V

Me Leu -  - M e V a l - - M e B m t - - A b u  — S a r  

9 | I
M e L e u  1

i i
I l

D - A l a  A l a  M e L e u - - V a l  M e L e u
8 7 6 5 4

Wzór IX. C yklosporyna A (Cs-A).
Użyte we wzorze symbole oznaczają: M eBm t —  (4R)-4-[(E)-2-bute- 
nylo]-4-m etylo-L-treonina; Abu —  kwas L-2-am inobutanow y; Sar
—  sarkozyna; M eLeu —  N-m etylo-L-leucyna; Val —  walina; Ala
— L-alanina; D-Ala —  D -alanina; MeYal —  N-m etylo-L-w alina.

O lbrzym ie  zain teresow anie Cs-A zw iązane je s t z jej 
zd o lnośc ią  do  w ybiórczego i odw racalnego  h am o w a­
nia odpow iedzi kom órkow ej przez zab lokow an ie  a k ­
tyw acji lim focytów  T -pom ocniczych. Cs-A  ham uje 
p ro d u k c ję  IL2, IFN -y  [73], G M -C S F  [74], IL3 [73], 
IL4 [7 5 ], p ro liferację lim focytów  T w odpow iedzi na 
m itogeny  tak ie  jak  PH A , m ieszaną reakcję lim focytów  
(M L R ) [7 4 ] i reakcje nadw rażliw ości typu późnego 
(D T H ). Cs-A  blokuje rów nież w zrost ekspresji a n ty ­
genu C D 2 , recep to rów  transferynow ych o raz  recep­
to ra  d la  IL 2  na lim focytach T  pod  wpływ em  p rezen­
tacji an ty g en u  [76]. D ane dotyczące ekspresji recep­
to ra  IL2 są jed n ak  niejasne, gdyż szereg g ru p  b ad aw ­
czych nie zaobserw ow ało  ham ującego  w pływ u Cs-A. 
Cs-A ham u je  aktyw ację lim focytów  T  cy to toksycz- 
nych [74, 77], W obecności IL4 lim focyty te s ta ją  się 
jed n a k  o p o rn e  na im m unosupresy jne działan ie  Cs-A. 
O p isan o  rów nież bezpośrednie działanie Cs-A  na 
k o m ó rk i p rezen tu jące  antygen  [78], bazofile, lim focyty 
B [7 9 ], ja k  rów nież na różnicow anie lim focytów  
T  w grasicy  [80], D ane dotyczące k o m ó rek  N K  
w skazu ją  n a  b rak  w pływ u Cs-A na ak tyw ność cy to tok - 
syczną tych  kom órek  in vivo [81]. Istn ie ją  jed n ak  
do n iesien ia  o sp adku  ak tyw ności N K  pod w pływ em  
Cs-A [82].

Ryc. 2. D ziałanie cyklosporyny A na proces aktyw acji kom órki. Użyte sym bole i sk ró ty  oznaczają odpowiednio: pole zakreskow ane —  miejsce 
działania cyklosporyny A; A 23187 — jo nofo r wapniowy; T C R /C D 3 —  kom pleks receptora limfocyta T  i antygenu CD3; PLC  
—  fosfolipaza C; DA G —  diacyloglicerol; PK C  —  kinaza pro teinow a C; I P 3 —  1, 4, 5-trójfosforan inozytolu.

Jądro. Transkrypcja mRNA limfokin. 
Replikacja DNA.
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M oleku larny  m echanizm  działan ia  Cs-A nie jest 
jeszcze do k ład n ie  poznany. W iadom o, że Cs-A jest 
n iezbędna we wczesnym  etap ie  aktyw acji lim focytów  
T  (G 0, w czesna G J  dla w yw ołania efektu ham ującego. 
E tap  aktyw acji kom órk i w rażliw y n a  działan ie  Cs-A 
jest późniejszy niż w zrost w ew nątrzkom órkow ego  
stężenia C a + 2 [76, 77],

W  lim focytach w ykry to  b ia łka  specyficznie w iążące 
Cs-A ze s ta łą  w iązania K d rzędu 10~7M, co jest zgodne 
z obserw ow anym i efektyw nym i stężeniam i Cs-A in 
vitro. P o czą tk o w o  opisyw ane m iejsca recep to row e na 
b łonie kom órkow ej odzw ierciedlają n a jp ra w d o p o d o ­
bniej ty lko  p rzen ikan ie  lipofilnej cząsteczki Cs-A przez 
dw uw arstw ę lipidów  błonow ych. N ajw ięcej za in te re ­
sow ania, ja k o  po tencjalne recep to ry  Cs-A, w zbudziły 
dw a b ia łka  w ew nątrzkom órkow e —  k a lm o d u lin a  i cy- 
klofilina. Cs-A  wiąże się z k a lm odu liną  z pow inow act­
wem 2*  10- 7 M (K d) o raz  ham uje fosfodiesterazę cyk­
licznych nuk leo tydów  zależną od ka lm oduliny  [83]. 
Cs-A  w yw iera rów nież w n iek tó rych  uk ład ach  d o ­
św iadczalnych efekty po d o b n e  do  an tag o n is tó w  ka l­
m oduliny  [72]. Inne b ad an ia  nie w ykazały  jednak , 
w pływ u Cs-A  na procesy zależne od kalm odu liny  [84]. 
Istn ieją sugestie, iż w iązanie Cs-A z ka lm o d u lin ą  m a 
ch a ra k te r  niespecyficzny i w ynika z hydrofobow ych 
w łaściw ości cząsteczki ka lm oduliny  [77]. C yklofilina 
zosta ła  o p isan a  ja k o  17-kD po lipep tyd  w iążący Cs-A 
z K d rzędu 1 0 " 7M  [85]. C yklofilina nie w ykazuje 
hom ologii s tru k tu ra ln e j z ka lm oduliną , choć w ykaza­
no pew ną reak tyw ność krzyżow ą w RIA [83]. W  o d ­
różnien iu  od kalm oduliny  pow inow actw o cyklospo- 
ryn do  cyklofiliny w ykazuje silną korelację z ak ty w ­
nością  im m unosupresy jną  danej pochodnej [85]. 
W  zw iązku z tym , b ardzo  in teresu jącym  w ydaje się 
fakt, że cyklofilina jest iden tyczna z cis-trans izom erazą 
pep tydy lo -p ro lilow ą, w ażnym  enzym em  p o sttran sla - 
cyjnych m odyfikacji białek. C o więcej Cs-A  ham uje 
ak tyw ność  tego enzym u [86, 87]. N ad a l nie w yjaś­
n iony  jest fakt, dlaczego Cs-A ham uje w ybiórczo 
ak tyw ację kom órek  u k ładu  odpornościow ego  m im o, 
że zaró w n o  ka lm odulina , jak  i cyklofilina w ystępują 
w dużych ilościach we w szystkich k o m ó rk ach  ustro ju . 
W arto  rów nież w spom nieć, że w lim focytach T  wy­
k ry to  m echanizm  aktyw acji niew rażliw y na Cs-A. 
M oże być on  zw iązany z an tygenem  C D 28, gdyż 
przeciw ciała an ty -C D 28 an ty ak ty w u ją  lim focyty T  n a ­
wet w obecności Cs-A [88].

Ze w zględu na swoje szczególne w łaściw ości im m u- 
nosupresy jne, ju ż  w 1978 ro k u  Cs-A zosta ła  p o d d an a  
p ró b o m  klinicznym  [89] i obecnie jest lekiem  z w yboru 
w tran sp lan to log ii. Użycie w ysokich daw ek Cs-A jest 
jed n a k  w dużym  stop n iu  lim itow ane przez jej nefro tok- 
syczność i działan ie h ipertensy jne [90]. Istn ie ją  don ie ­
sienia o zw iększonym  ryzyku zakrzepicy  o raz  tendenc­
jach  do  krw aw ienia  w w yniku toksycznego  dzia łan ia  
Cs-A  na śródb lonek . O p isan o  rów nież częstsze wy­
stępow anie  ch łon iaków  u pacjen tów  po terap ii Cs-A. 
T ran sp lan to lo g ia  nie w yczerpuje jed n ak  fa rm ak o lo g i­

cznego zasto so w an ia  cyklosporyn. Cs-A z o s ta ła  z p o ­
w odzeniem  użyta w terapii szeregu ch o ró b  z au to - 
agresji: reu m ato id a ln eg o  zapalen ia  staw ów , cukrzycy  
typu  I, m yasthenia gravis, łuszczycy, cho ro b y  L eśniew - 
sk iego -C rohna , zapalen ia  jagodów ki. C y k lo sp o ry n y  
po siad a ją  rów nież ak tyw ność przeciw grzybiczą i prze- 
c iw pasożytn iczą, choć o dość w ąskim  sp ek tru m . W łaś­
ciwości przeciw grzybicze i p rzeciw pasożytn icze są n ie­
zależne od  im m unosupresy jnych . R okuje to  szanse  na 
uzyskanie poch o d n y ch  ak tyw nych p rzeciw pasoży tn i- 
czo pozbaw ionych  ak tyw ności im m unosupresy jnej. 
Cs-A w zm aga rów nież działan ie n iek tó rych  cy to s ta ty - 
ków  na k o m ó rk i no rm alne  i now otw orow e. W śród  
syntetycznych  pochodnych  na uw agę zasługu je  
(V al2)-d ihydrocyk losporyna. T a  p o ch o d n a  nie h am uje  
odporn o śc i hum oralnej, zachow ując jed n ak  supresy j- 
ny wpływ na  odpow iedź kom órkow ą. C hoć n ie sk u te ­
czna w zap ob iegan iu  odrzucen ia  przeszczepu o k aza ła  
się o n a  efektyw na w leczeniu przew lekłych s tanów  
zapalnych  (np. dośw iadczalnego  encephalom yelitis). 
C o  więcej, (V al2)-d ihydro-C s p o zbaw iona  je s t nef- 
ro toksyczności, w skazując na m ożliw ość oddzie len ia  
w łaściw ości im m unosupresy jnych  od  nefro toksycz- 
nych. Silna hepa to toksyczność  tej pochodnej i d z ia ła ­
nie h ipertensy jne spow odow ały  jed n ak  zarzucen ie  
p ró b  klinicznych.

III-2. FK506 i rapamycyna

S ubstan c ja  FK 506  (X) jest m akro lidem  w yizo low a­
nym  z g rzyba Streptom yces tsukubaensis no9993, o w ła­
ściw ościach zbliżonych do  cyk lospopryny  A. F K 506  
jest jed n ak  ak tyw ny  im m unosupresy jn ie  w stężeniach 
k ilkaset razy  niższych niż cyk lospo ryna A [91]. M im o 
b rak u  pod o b ień stw a  s tru k tu ra ln eg o  FK 506  i cyk lo ­
sp o ry n a  A w yw ierają b a rd zo  zbliżony efekt n a  a k ty w a­
cję lim focytów  T, ham ując  jedyn ie  te system y p rzek aź­
nikow e, k tó re  są zw iązane ze w zrostem  w ew n ątrz ­
ko m ó rk o w eg o  stężenia C a + 2. O p isan o  rów nież h a m u ­
jące  dzia łan ie  F K 506  na lim focyty B. N ajnow sze  
doniesien ia  w skazują jed n ak , iż lim focyty B są dużo  
mniej w rażliw e na supresyjne działan ie F K 506  niż 
lim focyty T  [92]. F K 506 ham uje syntezę m R N A  d la  
IL2, IL3, IL4, IFN y, G M -C S F , T N F a , ja k  rów nież 
ekspresję recep to rów  d la  IL2 o raz  receptorów  trans- 
ferynow ych na lim focytach stym ulow anych  alloan- 
tygenem . O s ta tn io  w yizolow ane z cytosolu  kom órek  
śledziony ludzkiej i linii JU R K A T  b iałko  w iążące 
F K 506  (F K B P ) okaza ło  się posiadać  ak tyw ność  
cis-trans izom erazy peptydylo-pro lilow ej. B iałko w ią­
żące F K 506  jest jed n ak  różne od  cyklofiliny. W w ięk­
szości m odeli dośw iaczalnych F K 506  w ykazuje silne 
działan ie  synergistyczne z niskim i daw kam i Cs-A [93]. 
N adzieje  na ograniczenie obserw ow anych  klinicznie 
efektów  ubocznych  terap ii Cs-A  przez łączne s to sow a­
nie n iskich  daw ek obu  w spom nianych  środków  im m u­
nosupresy jnych , nie znalazły  jed n a k  po tw ierdzenia  
w b ad an iach  klinicznych.
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D ośw iadczen ia  lab o ra to ry jn e  na szczurach, psach i n a ­
czelnych z w ykorzystaniem  F K 506  ja k o  jedynego  
ś ro d k a  im m unosupresy jnego  przy przeszczepach ne­
rek, serca, w ątroby , płuc, je lita  cienkiego [94] dały 
ob iecujące rezultaty . Rów nież zachęcające są w yniki 
pierw szych b ad ań  klinicznych na pacjen tach  po tra n s ­
p lan tac ji w ątroby , u k tó rych  k o nw encjona lna  te rap ia  
im m uno su p resy jn a  okazała  się n ieskuteczna. B adan ia  
te, p rzep ro w ad zo n e  w klinice U niw ersy te tu  w P itts- 
b u rg h u  nie potw ierdziły  jednocześn ie  wcześniejszych 
don iesień  o b ardzo  wysokiej toksyczności FK 506  
obserw ow anej w czasie dośw iadczeń n a  zw ierzętach.

F K 506 , w odróżn ien iu  od Cs-A, znam iennie  w y­
d łu ża  czas przeżycia myszy M R L -lp r/lp r obciążonych  
ciężkim i schorzen iam i au to im m uno log icznym i [95]. 
R oku je  to  szanse na użycie F K 506 rów nież w terap ii 
c h o ró b  z au toagresji. O sta tn io  don iesiono  o udanych  
p ró b a c h  zasto sow an ia  F K 506 w dw óch p rzy p ad k ach  
k łębuszkow ego  zapalen ia  nerek o p o rn eg o  na pred- 
n izon. U zyskano  kom p le tn ą  remisję bez upośledzenia  
funkcji nerek, co było częstym  następstw em  terapii 
C s-A  [96].

P o d  w zględem  stru k tu ra ln y m  F K 506  w ykazuje d u ­
że p o d o b ień stw o  do  leku przeciw grzybiczego rapam y- 
cyny (XI), posiadającego  rów nież w łaściw ości im m u- 
nosupresy jne.

P o m im o  podobieństw a s tru k tu ra ln eg o  do  F K 506  
rap am y cy n a  nie ham uje jed n ak  p rodukcji IL2, lecz 
b lo k u je  odpow iedź lim focytów  T  n a  egzogenną IL2 
lub  IL 4  (etap  niew rażliw y na F K 506 i Cs-A). Rów nież 
w o d ró żn ien iu  od FK 506 i Cs-A, działających  na 
gran icy  faz G 0 i G l5 rapam ycyna b loku je  progresję

k o m ó rk i w cyklu  kom órkow ym  w fazie G 1 [97]. C o 
więcej, F K 506  i rapam ycyna  działają  an tagon istyczn ie  
na ak tyw ację  m ysich lim focytów  T, k o n k u ru jąc  
o  w spólne m iejsce receptorow e w cytosolu. W  przeci­
w ieństw ie d o  dzia łan ia  FK 506, Cs-A w zm aga efekt 
im m unosupresy jny  rapam ycyny  [97].

IV. Podsum owanie

U d an e  p ró b y  terapeu tycznego  zasto sow an ia  im- 
m u n o m o d u la to ró w  sięgają zeszłego w ieku [98 ], jed-
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n ak  d o p ie ro  w o sta tn im  dziesięcioleciu kazuistyczne 
d on iesien ia  w tej dziedzinie ustąp iły  m iejsca w ynikom  
p rzekonyw ująco  u d okum en tow anych  p ro sp ek ty w ­
nych  b a d a ń  klinicznych. D o pow ażnego p o tra k to w a ­
n ia  m ożliw ości terapeu tycznych  im m u n o m o d u la to - 
rów  przyczynił się niew ątpliw ie o lbrzym i postęp  wie­
dzy dotyczącej regulacji odpow iedzi im m unologicznej 
w s tan ach  fizjologii i pa to logii, k tó ry  d o k o n a ł się na 
p rzestrzen i k ilku  o sta tn ich  lat. Z rozum ien ie  p o d s ta w o ­
w ych m echan izm ów  w arunku jących  stop ień  reak ty w ­
ności im m unologicznej u stro ju  um ożliw iło rac jona lne  
p ró b y  w ybiórczego i bezpiecznego m odyfikow ania  
tych  procesów .

C h o c iaż  obecnie jedynie  cyk lospo ryna A zdoby ła  
m iejsce w ru tynow ym  postępow an iu  k linicznym , cały 
szereg im m u n o m o d u la to ró w  znajdu je  się w trakcie  
b a d a ń  klin icznych, dając  obiecujące wyniki. Szczegól­
ne m iejsce zajm ują w tej g rupie  syntetyczne analog i 
n a tu ra ln y c h  substancji w ystępujących w świecie m ik ­
roo rgan izm ów . S tanow ią one uw ieńczenie k ilk u n a s to ­
letniej p racy  nad  w yizolow aniem  z d ro b n o u s tro jó w  
frakcji odpow iedzialnych  za ich w łaściw ości im m uno- 
m odu lacy jne , ustaleniem  ich s tru k tu ry  chem icznej 
o ra z  uzyskaniem  z m akrocząsteczek  fragm entów  a k ­
tyw nych  o na tyle prostej s truk tu rze , że m ożliw ych do  
o trz y m a n ia  na d rodze  syntetycznej przy u m ia rk o w a­
nych  kosztach .

M im o  pojaw iających  się sensacji, nadzieje na „ cu d o ­
w ny lek ” w ydają  się być p łonne. D o tak iego  zresz tą  
m ian a  om ów ione im m u n o m o d u la to ry  w cale nie p re ­
ten d u ją . S tanow ią  one jed n ak  w yjątkow o w artościow y 
m a te ria ł d la  n iek tó rych  najnow szych k ie runków  fa r­
m akolog ii: p ro jek to w an ia  syntetycznych szczepionek, 
im m unostym ulac ji tow arzyszącej chem io terap ii i ch i­
ru rg icznem u  leczeniu now otw orów  czy k o rek ty  defek­
tów  im m unolog icznych  leżących u pod łoża  au to ag - 
resji.

A rtyku ł o trzym ano 25 października 1990 r.
Z aakceptow ano do druku 21 styczn ia  1991 r.
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I. W stęp

H o rm o n  juw enilny, ja k o  jeden  z g łów nych regu la ­
to ró w  trzech  zasadniczych  procesów  w rozw oju  ow a­
dów: różn icow ania, m orfogenezy i w zrostu , skup ia  
uw agę badaczy  rów nież z p rak tycznego  p u n k tu  w idze­
nia. S po śró d  3 m ilionów  g a tu n k ó w  ow adów  żyjących 
n a  ziemi, o k o ło  0,1 %  stan o w ią  szkodn ik i ro ślin  u p raw ­
nych i d rzew ostanów , a także  nosiciele c h o ró b  zw ierząt 
i ludzi. S tra ty  żyw nościow e w ynikłe z niszczycielskiej 
dz iałalności ow adów  sięgają 20%  św iatow ych zb io rów  

[1].
Z najo m o ść  m echanizm ów  k o n tro lu jący ch  rozw ój 

o w ada  na  poziom ie ko m ó rk o w y m  i tk an k o w y m  s ta n o ­
wi szansę skutecznej w alki ze szkodn ikam i. N ega tyw ne 
następ stw a  s to sow an ia  syntetycznych insek tycydów  
sk łan ia ją  d o  p oszuk iw an ia  innych reg u la to ró w  p o p u ­
lacji szkodliw ych ow adów . Z asto sow an ie  h o rm o n ó w  
w zrostow ych, głów nie ana logów  h o rm o n ó w  juw enil- 
nych o w ysokiej selektyw ności ga tunkow ej i n ie to k ­
sycznych d la  zw ierząt i ludzi s tanow i inne podejście 
m etodyczne d o  p ró b  w pływ ania na liczebność p o p u la ­
cji ow adów  szkodliw ych i pasożytniczych.

H o rm o n y  juw enilne  (JH ) w ystępujące u ow adów  
w yo d ręb n io n o  i sch a rak te ry zo w an o  ja k o  zw iązki 
o ch a rak te rze  seskw iterpenów . P o jaw ia ją  się w praw ­
dzie spo radyczne don iesien ia  o ich obecności u sk o ru ­
p iaków  [2 ] czy roślin  [3 ], lecz ich znaczenie i funkcje 
p o zo sta ją  n iew yjaśnione.

O p isan o  pięć hom ologów  h o rm o n ó w  juw enilnych: 
JH  I (C 18JH ). JH  II (C 17JH ), JH  III (C 16JH ), JH  0 o raz  
4 -m ety lo -JH  I (izo- JH  0), p rzedstaw ionych  n a  rycinie
1. T rzy  pierw sze form y syn te tyzow ane w cor por a allata  
ow adów  w ystępu ją  w s tad iu m  larw y, poczw ark i i im a ­
go, n a to m ias t dw ie o sta tn ie  w yizo low ano o s ta tn io  
z za ro d k ó w  M . sexta.

II. B iosynteza i poziom  J H  w tkankach  
owadzich

Pierw sze b a d a n ia  in vivo n ad  b iosyn tezą  JH  p rze ­
p ro w ad zo n o  n a  p o czą tk u  la t siedem dziesiątych, 
w strzyku jąc rad io ak ty w n e  p rek u rso ry  dorosłym  sam i-
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com  H. cecropia. U zyskano  tą  d ro g ą  cenne inform acje 
na tem at biogenezy m etylow ej grupy estru  JH . D o ­
św iadczenia in vivo nastręczają  jed n ak  k ło p o ty  ze 
względu na b a rd zo  m ałą  w ielkość CA w sto su n k u  do 
ciała ow ada. U sam icy M . sexta  p ro p o rc ja  ta  ksz ta łtu je  
się jak  1:250000, co u tru d n ia  uzyskanie ra d io ak ty w ­
nego p ro d u k tu  przy p o d an iu  p rek u rso ró w  z n a k o w a ­
nych [ 3H ] lub [ 14C ] [4 ]. P o n a d to  podany  su b s tra t jest 
w ykorzystyw any w innych  szlakach, zarów no  a n a b o li­
cznych ja k  i ka tabo licznych , co pow ażnie kom pliku je  
in te rp re tację  w yników .

Pierw sze b ad an ia  nad  biosyntezą JH  in vitro  p rze­
p ro w ad zo n o  analogicznie  do  dośw iadczeń in vivo. 
Badacze stosow ali długie czasy inkubacji CA, w yizo lo­
w anych z dorosłej sam icy M . sexta, w obecności 
m etion iny , znakow anej w grupie m etylow ej. W y k aza­
no w ten sposób  syntezę JH  III o raz  JH  II. W dalszych 
b ad an iach  w ykorzystano  techniki in vitro  do  b ad an ia  
syntezy JH  u S. gregoriana  i w kró tce u d o sk o n a lo n a  
m etoda rad iochem iczna posłużyła do  b a d a n ia  zależ­
ności m iędzy syntezą JH  a w zrostem  oocy tu  [5 ], o raz 
dynam ik i u w aln ian ia  JH  do  hem olim fy, ja k  rów nież 
zależności m iędzy w ielkością CA a syn tezą JH  [6]. 
T echn ika  b ad ań  in vitro  s to sow ana  jest pow szechnie 
do  b a d a n ia  syntezy JH  u różnych ow adów  w różnych  
stad iach  rozw oju . Z astosow an ie  k ró tk ich  czasów  in ­
kubacji in vitro  um ożliw iło w yodrębnien ie  i iden ty fika­
cję zw iązków  pośredn ich  szlaków  biosyntezy  JH  [7].

JH  obecny  jest u ow adów  w w iększości okresów  
stad iów  larw alnych. Z  reguły stężenia JH  w p o czą t­
kow ym  okresie  s tad iu m  larw alnego  są wyższe niż 
w końcow ej fazie tego  sam ego stad ium , n a to m ias t 
w o s ta tn im  okresie stad ium  larw alnego  JH  zan ika  
zupełnie, co um ożliw ia m etam orfozę. W  trakcie  ro z­
w oju  osobniczego  obserw uje się za ró w n o  zm iany  
ilościow e, ja k  i jakościow e; tzn. za ró w n o  zm iany 
bezw zględnego stężenia JH , jak  i zm iany  w ilości 
różnych  hom ologów  JH  względem  siebie. Z ao b se r­
w ow an o  znaczne różnice (ponad  dw a rzędy wielkości) 
w bezw zględnym  stężeniu k rążącego  h o rm o n u  w ciele 
różnych  ow adów  w tak im  sam ym  stad iu m  rozw oju  
[8].

Stężenie h o rm o n u  określić m ożna je d n ą  z trzech 
m etod . Są to:

—  m eto d a  testu  biologicznego [9]
—  m e to d a  rad io im m uno log iczna  (RIA), [10]
—  sp ek tro sk o p ia  m asow a sp rzężona z c h ro m a to ­

grafią gazow ą (G C -M S), [11]

D an e  dotyczące m iana  JH , uzyskane przy użyciu 
ró żn y ch  m etod  w ykazują  zad aw ala jącą  zgodność: np. 
w p rzy p ad k u  zasto sow an ia  m etody  te s tu  b io logicz­
n eg o  i m etody  G C -M S  u N. cineraria  [1 2 ] o raz  m etody  
R IA  i m etody  G C -M S  u L. decem lineata  [13]. W  in­
n y ch  p rzypadkach , ja k  u G. mellonella d an e  dotyczące 
p o z io m u  JH  w ykazują  znaczne rozbieżności [9, 14].

0

^  J H I ( C 18JH)
)

/  J H I I ( C 17JH)

/ J H  0  
)

o

4 -M e ty lo  JH 
0^  (izo - JH 0)

Ryc. 1 H om ologi horm onów  juwenilnych, zidentyfikowanych 
u owadów.

III. Szlaki biosyntezy JH

W iadom o, że corpora allata  są jed y n y m  o rganem  
ow adzim  syntetyzującym  JH  i że synteza tego h o r­
m onu  przebiega pod  k o n tro lą  zaró w n o  h u m o ra ln ą  ja k  
i nerw ow ą. B adanie szlaków  biosyntezy  h o rm o n ó w  
juw enilnych  o p a rto  na śledzeniu losów  znakow anych  
p reku rso rów  i identyfikacji p ro d u k tó w  pośredn ich  
w uk ładach  in vivo ja k  rów nież in vitro  w w yizo low a­
nych g ruczo łach  CA.

JH  III syn tetyzow any jest w szlaku  syntezy ses- 
kw iterpenów  z o c tan u  ja k o  p rek u rso ra  i z je d n o s tk ą  
izop reno idow ą ja k o  s tad ium  pośredn im , w ykorzys­
tyw aną także w szlaku syntezy JH  II i JH  I. Szkielet 
węglowy wyższych hom ologów : JH  II i JH  I zaw iera ją ­
cych etylow e g rupy  boczne, d o łączone do  g łów nego 
łańcucha pow staje  z oc tanu  i p ro p io n ian u , tw orząc  
w stad ium  pośredn im  jed n o stk ę  h o m o izo p ren o id o w ą, 
d a jącą  w kom binacji połączeń jed n o stek  izop reno ido - 
wych i hom oizopreno idow ych  JH  0, JH  I o raz  JH  II.
N ie udało  się n a to m iast w ykazać w CA syn te ty zu ją ­
cych JH  III syntezy innych form  h o rm o n u  po  p o d an iu  
p rek u rso ró w  JH  I i JH  II [8].

III-l. Szlak seskwiterpenoidowy biosyntezy JH  
III

Synteza łań cu ch a  węglow ego JH  III  p rzeb iega we­
dług schem atu  op isanego  w p rzy p ad k u  syntezy ses- 
kw iterpenów  u kręgow ców . K o n d en sac ja  trzech  je d ­
nostek  C 2 (octanu) p row adzi do  p o w stan ia  je d n o stk i
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Octan Ace ty lo  KoA Acetoace ty lo  KoA HMG KoA

M ew a lon ian P P  izopen teny lu P P  d w u m e ty lo a l l i lu

P P  ge rany lu P P  fa rn e z y lu
JH I I I

’10 15

Ryc. 2 Szlak seskwiterpenowy biosyntezy JH  III. H M G  KoA 
—  3-hydroksy-3-m etyloglutarylo koenzym A, P P  —  piro- 
fosforan.

C 6:3 hyd roksy -3 -m ety log lu tary lo  koenzym u A 
(H M G -C oA ). Fosfo ry lac ja  a następn ie  d ek a rb o k sy la ­
cja p o p rzed za  pow stan ie  jed n o stk i C 5, p iro fosfo ranu  
izopen teny lu , k tó ra  p oprzez ciąg reakcji tw orzy  pięcio- 
w ęglow ą jed n o s tk ę  izopreno idow ą. K o n d en sac ja  
trzech  jed n o stek  C 5 p row adzi d o  p o w stan ia  p iro fo s­
fo ran u  farnezy lu  C 15 (F P P ). F P P -cyk liczny  seskw iter- 
p en o id  je s t zw iązkiem  pośredn im  szlaku  b iosyntezy  
ch o leste ro lu  i innych  steroli, seskw iterpenów  i tró jte r- 
penów  [15]. U  ow adów , pozbaw ionych  zdolności 
b iosyn tezy  cho lestero lu , F P P  jes t zw iązkiem  p o śre d ­
nim  syntezy h o rm o n ó w  juw enilnych . Jed n ak  boczne 
g ru p y  etylow e szkieletu w ęglow ego, w ystępujące w JH  
II, JH  I, JH  0 i 4-m etylo  JH  I (izo JH  0), ja k  rów nież 
g ru p a  m ety low a w pozycji 4 o sta tn ieg o  enen- 
c jom eru , są n iespo tykane  w znanych  szlakach  b iosyn- 
tezy.

III-2. Szlak homoizoprenoidowy

W  b ad an iach  in vitro  w ykazano  w łączanie 
[ 14C ]p ro p io n ia n u  do  JH  II u M . sexta , n a to m ias t

Ryc. 3 Szlak hom oizoprenoidow y syntezy horm onów  juwenilnych. 
H M G  KoA —  3-hydroksy-3-m etyloglutarylo koenzym  A, 
H E G  KoA —  3-hydroksy-3-etyloglutarylo koenzym  A. Mev 
— m ew alonian, HM ev —  hom om ew alonian. Cyframi o zna­
czono ilość jednostek  biorących udział w syntezie różnych 
produktów .

[ 14C ]o c ta n  i [ 14C ]m ew alo n ian  w budow yw ał się w 
JH  II i JH  III. C hociaż  nie u d o w o d n io n o  w ów czas, że 
boczny łań cu ch  JH  II pochodzi z p ro p io n ian u , to  
dalsze b a d an ia  w ykazały, że tak  jest isto tn ie. P rzy jm uje 
się obecnie, iż JH  II pow staje  z dw óch jed n o stek  
izop reno idow ych  i jednej hom oizopreno idow ej, n a to ­
m iast JH  I z dw óch jed n o stek  hom oizop reno idow ych  
i jednej izoprenoidow ej (Ryc. 3).

O sta tn ie  reakcje szlaku  biosyntezy to  hyd ro liza  
g rupy  p irofosforanow ej z F P P , u tlen ian ie  farnezolu  
(alkoho lu ) do  farnezylu  (aldehydu) i kw asu farnezolo- 
wego; wreszcie estryfikacja  i epoksydacja  do  h o rm o n u .

K olejność o sta tn ich  dw óch reakcji, w spólnych  dla 
w szystk ich  form  h o rm o n u , zależy od  rodza ju  ow ada. 
R e i b s t e i n  [16] stw ierdził, że epoksy-kw as JH  I 
i JH  III  są su b stra tam i w reakcji o-m etylacji u M . sexta  
(Lepidoptera). O b ie  form y kw asów  przekszta łcone zo ­
stały  w estry  w obecności SAM  ja k o  daw cy g rupy  
m etylow ej. U  O rthoptera  i D ictyoptera  ko lejność p ro ­
cesów jes t o d w ro tn a  —  m ety lacja pop rzedza  epok- 
sydację. W a rto  dodać , że CA dorosłych  sam ców  H. 
cecropia syn te tyzu ją  i w ydzielają do  hem olim fy JH  
w form ie kw asu , poniew aż nie zaw ierają  o -m ety lo tran - 
sferazy. M ety lac ja  p rzebiega ostatecznie  w d o d a tk o ­
wych g ruczo łach  płciow ych [16]. A ktyw ność o-m ety- 
lo tran s te razy  obserw uje  się sporadyczn ie  poza CA 
u n iek tó ry ch  ow adów , np. w p ły tkach  im aginalnych 
oczu i sk rzydeł larw  M . sex ta  [17] o raz  G. mellonella 
[18].

Octan (C2)

o g o ­

l i ł

II

0 ^ 0 -

Propionian(C3)
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oksydacja
Acetoacety lo

KoA

mety/o Kwas fam ezo low y
trans feraza

SAM

ÑÁDPÍTÓT -------------

Prekursory
egzogenne

Glukoza
lub
octan
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Octan

Acety lo  KoA/^

\\ ^ Metionina
NADPH

7 Mewalon ian ^  
N C -  ATP
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transferaza

isómera za

^ PP  fa rn e zy lu
fosfataza /

Farnezo l
dehydrogenaza^ — NAD

Fa rneza ldehydrogenaza y

JH III

Ryc. 4 Ciąg reakcji szlaku biosyntezy JH III, zachodzących w cyto- 
zolu i endoplazm atycznym  retikulum  na terenie corpora  
a llata, wg. 151, zmodyfikowane. Egzogenne prekursory jak  
glukoza, octan czy kwasy tłuszczowe w nikają do kom órki, 
dostarczając substratów  i związków wysokoenergerycznych, 
wytworzonych w m itochondriach.

III-3. Enzymy biosyntezy JH

P rak ty czn ie  w szystkie b ad an ia  nad  enzym am i z a a n ­
gażow anym i w om aw iany  cykl p rzem ian  w yk o n an o  
przy  użyciu znakow anych  su b stra tó w  i koenzym ów . 
R ycina 4 o b razu je  lokalizację k o m ó rk o w ą  reakcji 
sz lak u  biosyntezy JH .

R eakcje  enzym ów , obecnych we frakcji m ik rosom al- 
nej p rzebiegają  w re tiku lum  endop lazm atycznym , n a ­
to m ia s t pozosta łe  zachodzą  bądź w o rganellach  k o m ó ­
rkow ych  bąd ź  w cytosolu . Jedynie dw a enzym y szlaku 
są n ierozpuszczalne: są to  red u k taza  H M G -C o A  o raz  
ep o ksydaza .

III-3.1. Reduktaza H M G -C oA

Enzym  ten  b a d an o  szczegółow o u kręgow ców , zw ła­
szcza w w ątrob ie , poniew aż jest enzym em  lim itu jącym  
szybkość b iosyntezy cholestero lu  i innych  steroli. Jest 
on  ham ow any  zw rotn ie  zarów no  przez cholestero l, ja k  
i inne izop reno idy  na poziom ie tran sk ry p c ji m R N A , 
kodu jącego  red u k tazę  [19]. B adan ia  nad  red u k tazą  
H M G -C o A  w ow adzich  CA są znacznie m niej z a a w a n ­
sow ane. W iadom o , że ak tyw ność enzym u zależy od 
fosforylacji —  defosforylacji [20], ja k  u kręgow ców . 
N ie m ożna  jed n ak  stw ierdzić, czy jest on  jedynym  
enzym em  lim itu jącym  biosyntezę JH . Z ach o d zi b o ­
wiem p raw d o p o d o b ień stw o , że red u k taza  H M G -C o A  
regu low ana je s t przez zw iązki pośredn ie  końcow ych 
e tapów  biosyntezy  JH .

III-3.2. Epoksydaza (monooksygenaza)

U ow adów , p odobn ie  ja k  u kręgow ców , ep o k sy d aza  
zw iązana je s t z b łonam i re tiku lum  en d o p lazm aty cz-
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negó [21]. W spółdziała  o n a  z cy toch rom em  P-450 
i w ym aga N A D P H  ja k o  koenzym u. O d znacza  się 
p o n a d to  niską specyficznością i odgryw a rolę w to k ­
sycznym  działan iu  prekocenu  w CA. P rekoceny  (p ro ­
d u k ty  pochodzen ia  n a tu ra ln eg o  w yw ołujące p rzed ­
w czesną m etam orfozę), ink u b o w an e  in vitro  z CA L. 
m igratoria  m ogą stanow ić su b s tra t zastępczy  epok- 
sydazy JH  [22]. P ow stające w w yniku reakcji p o ch o d ­
ne epoksydow e prekocenów  są w ysoce toksyczne dla 
o w ad a  —  h am ują  epoksydazę  o raz  a lk ilu ją  inne 
sk ładn ik i kom órki.

III-3.3. o-metylotransferaza

M ety low a reszta estru , obecna we w szystkich JH , 
jes t ugrupow an iem  rzadko  sp o ty k an y m  p o śród  p ro ­
d u k tó w  n a tu ra lnych . D ośw iadczen ia  in vivo nad b io ­
syntezą JH  i przy  użyciu znakow anej g rupy  m etylow ej 
m ety lo  [ 14C ] lub  [ 3H ] m etion iny  u do rosłych  sam ców
H. cecropia  w ykazały obecność p ię tna  jedyn ie  w grupie 
m etylow ej estru . N ie obserw ow ano  żadnego  w łączania 
rad ioak tyw nośc i do  seskw iterpenow ego szkieletu węg­
low ego, o -m ety lo transferaza  z gruczo łu  dodatk o w eg o  
sam ców  H. cecropia jest enzym em  rozpuszczalnym , 
obecnym  w k o m ó rk ach  n ab ło n k a , w ysoce specyficz­
nym  [8 ] .o-m ety lo transferaza  z CA L. m igratoria  w yka­
zuje niew ielką specyficzność su b s tra to w ą , w spółdziała 
rów nież z SAM  ja k o  k o fak to rem  [22].

IV. M etabolizm  J H  i produkty jego degrada­
cji

K atab o lizm  JH  zachodzi w hem olim fie lub  w tk a n ­
kach  docelow ych [23, 24]. O p isan o  dw a głów ne szlaki 
deg radacji JH : hydrolizę estru  o raz  hy d ra tac ję  w iąza­
nia epoksydow ego. P ro d u k ta m i tych reakcji są o d ­
pow iedn io  JH -kw as i JH -d io l, k tó re  u legają  następnie  
p rzem ianom  katabo licznym , sp rzęgane z siarczanam i 
i w ydalane  z o rganizm u.

IV-1. Hydratacja reszty epoksydowej

O p isan e  dw a m echanizm y m etab o lizm u  reszty ep o ­
ksydow ej JH : sprzężenie z g lu ta tio n em  o raz  h y d ra ta ­
cję, czyli dołączenie cząsteczki w ody d o  reszty ep o k ­
sydow ej z w ytw orzeniem  1, 2-dioli lub  glikoli. E n­
zym em  katalizu jącym  o s ta tn ią  reakcję  jes t hyd ro laza  
epoksydow a (E.C.3.3.2.3.), sch a rak te ry zo w an a  dobrze 
u ssaków , znacznie słabiej u ow adów . W ydaje się że 
h y d ra tac ja  epoksydu odgryw a is to tn ą  rolę w m etab o li­
zm ie JH  S. bullata. U  Ai. dom estica  jej ro la  jest 
po ró w n y w aln a  z ro lą  szlaku  deestryfikacji, a  u M . 
sex ta  je s t ona  m ało  is to tn a  [25 ]. S u b stra tam i używ a­
nym i ja k o  zw iązki m odelow e w b ad an iu  tej aktyw ności 
enzym atycznej są: styren, 1, 2 -oksysty ren , o k ten  oraz  
ju w en o id y  zaw ierające g rupę  epoksydow ą, rzadziej 
zw iązki n a tu ra ln e  —  JH  czy JH -kw as. A ktyw ność 
hydro lazy  epoksydow ej znalez iono  w tk a n k a c h  ow a­

dzich we frakcji m ikrosom alnej lub zw iązanej z b ło n a ­
mi.

N ie s tw ierdzono  obecności hydrolazy epoksydow ej 
w hem olim fie, n a to m ias t obecna jest o n a  w różnych  
tk an k ach  ow adzich  jak  je lito  środkow e, ciało  tłusz­
czow e czy płytki im aginalne [26]. A ktyw ność enzym u 
b ad an o  w rozw oju  osobniczym  kilku ow adów . W ydaje 
się, że w początkow ej fazie przem ian ro lę g łów ną 
odgryw a hydro liza  estru  JH  następn ie  zaś ro lę  tę 
p rzejm uje h y d ro laza  epoksydow a, preferu jąca  ja k o  
su b stra t JH -k w as a nie JH  [27]. Brak danych  d o ty c z ą ­
cych oczyszczonego enzym u u tru d n ia  ocenę roli i z n a ­
czenia hydro lazy  epoksydow ej w m etabo lizm ie  JH .

IV-2. Hydroliza estru

H ydro liza  jes t głów nym  i najlepiej zb ad an y m  szla­
kiem degradacji JH  [28, 29]. E sterazy d eg radu jące  JH  
lub jego  analog i w ystępują głów nie w hem olim fie i ciele 
tłuszczow ym  [3 0 ], choć sch arak te ry zo w an o  rów nież 
esterazy tk an k o w e  m etabolizu jące JH  [31]. C echą 
ch a rak te ry s ty czn ą  esteraz JH  jest specyficzność su b ­
s tra to w a, k tó ra  zm ienia pow inow actw o enzym u w za ­
leżności od c h a ra k te ru  g rupy  estrow ej o raz  d ługości 
łańcucha w ęglow ego su b stra tu  [31],

Esterazy JH  o k reślo n o  ja k o  „specyficzne”, tj. hyd ro - 
lizujące zaró w n o  w olny JH  jak  i zw iązany z białk iem  
przenośn ikow ym , o raz  „niespecyficzne” —  ak ty w n e  
jedyn ie  w obec h o rm o n u  w olnego. P oniew aż stężenie 
białek tran sp o rtu jący ch  przew yższa w hem olim fie 
o dw a rzędy w ielkości stężenie h o rm o n u , w ystępuje on  
prak tyczn ie  w form ie zw iązanej z białkiem  i co za tym  
idzie m oże być ro zk ład an y  w yłącznie przez esterazy  
specyficzne.

IV-3. Utlenianie

U w aża się, że u tlen ian ie  JH  jest m ało  is to tnym  
szlakiem  ka tab o liczn y m  [31]. Tym  niem niej w ielofun­
kcyjna oksydaza  m oże odgryw ać pew ną rolę w m e ta ­
bolizm ie JH , w pływ ając na regulację poziom u h o r ­
m onu.

V. Rola J H  w regulacji funkcji kom órkowych

U ow adów  tra n sp o r t ho rm o n ó w  z m iejsca syntezy 
do  tkanek  docelow ych zachodzi w hem olim fie p rzy  
udziale b iałek w iążących, k tó re  u trzym ują  rów nież 
określone  m iano  h o rm o n ó w  w różnych  stanach  fizjo­
logicznych. F u n k c je  białek  w iążących określić m o żn a  
następująco:

—  o ch ro n a  h o rm o n ó w  przed enzym atyczną d e g ra ­
dacją,

—  ogran iczen ie  niespecyficznych oddzia ływ ań  
i niespecyficznego w iązania,

—  utrzym yw anie  określonej zaw artości h o rm o n u , 
k tó ry  m oże być pob ieran y  przez tkank i d o ce lo ­
we.
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Białka w iążące h o rm o n  z w ysokim  pow inow actw em  
(o M r o k o ło  30000) w ystępują w hem olim fie ow adów  
wielu g a tu n k ó w  [32, 33]. D rugą  g rupę  stanow ią  
lipopro te iny  (dom inu jąca  klasa b iałek  hem olim fy)
0 M r pow yżej 100 000 [34]. W ykazano , że kom pleks 
h o rm o n -lip o p ro te in a  jest zasadniczą fo rm ą p rzenosze­
nia JH  [35],

V -l. Tkanki w rozwoju osobniczym

H o rm o n  juw enilny  reguluje wiele złożonych  zjawisk 
fizjologicznych, tak ich  jak  rozw ój, rozm nażan ie  czy 
zachow anie. JH  w pływ a ham ująco  na  rozw ój, u trzy ­
m ując ściśle ok reśloną  długość trw an ia  kolejnych 
stad iów  rozw ojow ych oraz  d iapauzy . O b o k  dzia łan ia  
ham ującego , JH  stym uluje rów nież rozw ój ja jn ików
1 syntezę w ciele tłuszczow ym  w itellogenin  [36] i regu­
luje ich w chłan ian ie  przez oocyty. JH  w pływ a rów nież 
na w ytw arzan ie  ferom onów  [37] i syntezę barw ników .

N ajlepiej poznanym  i op isanym  zjaw iskiem  regu lo ­
w anym  przez JH  jest rozw ój i różn icow anie  kom órek  
ep iderm y [38]. Efekt działan ia  h o rm o n u  w idoczny jest 
k ró tk o  przed linką, kiedy to  kom ó rk i ep iderm y tw orzą 
now ą w arstw ę kutikuli. U większości ow adów  holom e- 
tabo licznych , k tó re  charak teryzu je  cykl rozw ojow y 
z p rzeobrażen iem  zupełnym , obecność  JH  w czasie 
trw an ia  s tad ium  larw alnego pow odu je  tw orzenie k u ti­
kuli larw alnej, podczas gdy n ieobecność ho rm o n u  
p row adzi do  w ytw orzenia ku tiku li poczw arkow ej.

P łytki im aginalne —  w puklen ia k o m ó rek  epiderm y, 
k tó re  s tanow ią  zaczątek ku tiku li poczw arkow ej o raz 
d o ro słeg o  ow ada, w stad ium  larw alnym  nie ulegają 
ró żn icow an iu  a jedynie podzia łom  kom órkow ym . 
P rzy jm uje  się, że JH  odpow iedzia lny  jest za brak  
ró żn ico w an ia  tej tkank i w okresie la rw alnym  [39].

U przedstaw iciela  Lepidoptera  —  B. mori w gruczole 
p rzędnym , k tó ry  jest zm odyfikow anym  gruczołem  
ślin iankow ym , snucie jedw abiu  k o n tro lo w an e  jest h o r­
m o n a ln ie  [40]. P odan ie  JH  w początkow ej fazie 
o s ta tn ie g o  okresu  larw alnego p o w odu je  spow olnienie 
p rocesów  replikacji, transkrypcji i translac ji w gruczole 
p rzęd n y m  a w konsekw encji w ydłużenie stad ium  la r­
w alnego  i w zrost p rodukcji jedw ab iu  o o ko ło  30% .

V-2. Diapauza

JH  odgryw a isto tn ą  rolę w regulacji d iapauzy , czyli 
o k reso w eg o  p rzerw ania  rozw oju osobn iczego  ow ada. 
D ia p a u z a  m oże w ystępow ać w każd y m  ze stadiów  
rozw ojow ych  ow adów .

U  D. grandiosella w diapauzie  larw alnej obserw ow a­
no  w ysokie m iano  JH  w hem olim fie i ak tyw ność 
g ru czo łó w  syntetyzujących ten h o rm o n . JH  m oże 
zap o b ieg ać  d iapauzie  poczw arkow ej, n a to m ias t dia- 
p a u z ę  im ag inalną  wyw ołać m ożna p rzez usunięcie CA, 
sy n te tyzu jących  JH  u n ied iapauzu jących  form  L. de- 
cem lineata  [41].

V-3. Metabolity

JH  wpływ a na m etabolizm  oddechow y zw iększając 
w ielokro tn ie  zużycie tlenu (tzw. h iperm etabolizm ). 
Efekt ten m oże m ieć zw iązek ze zm ianam i w m etab o liz ­
m ie lipidów , szczególnie ich syntezie.

O pisane  funkcje JH  om aw iano  w wielu p racach  
przeglądow ych [42 ], jed n ak  niewiele w iadom o o m e­
chanizm ie tych efektów , głów nie z pow odu  tru d n o śc i 
w in terpretacji w yników  badań  in vivo. Pow szechnie 
stosow any uk ład  m odelow y polega na p o d an iu  b a d a ­
nem u ow adow i egzogennego JH  lub jego  analogu . 
W iadom o jed n ak , że tak  p o dany  JH  w spółdziałać  
m oże z innym i h o rm o n am i ow adzim i jak  ekdyzon  czy 
neu ro h o rm o n y , m oże być rap tow n ie  m etabo lizow any , 
a także m oże działać  ja k o  p ro d u k t ham ujący  zw ro tn ie  
w cyklu p rzem ian  endokrynalnych .

Efekt d z ia łan ia  każdego  h o rm o n u  d e te rm inu ją  trzy 
czynniki:

—  stężenie krążącego  w organizm ie h o rm o n u , tzn. 
jego  m iano,

—  oddziaływ anie m iędzy ho rm onem  a recep to ram i 
kom órkow ym i,

—  regulacja przez ho rm o n  lub kom pleks hor- 
m on-recep to r podstaw ow ych  procesów  tak ich  jak  
transk rypcja , tran slac ja  lub inne w k o m ó rk ach  doce lo ­
wych.

Niewiele ja k  n arazie  w iadom o jest na tem at o d ­
działyw ań w ym ienionych w pp. 2 i 3, n a to m ias t 
o sta tn ie  dziesięciolecie przyniosło  wiele inform acji 
dotyczących syntezy i uw aln ian ia  JH  przez c o rp o ra  
a lla ta  ak tyw ności esteraz, degradujących  JH  w hem o­
limfie, dostępności białek przenośnikow ych, p o b ie ra ­
nia h o rm onu  p rzez tkank i, k a tabo lizm u  i w ydzielania.

V-4. Mechanizm działania na poziomie komór­
kowym

R egulacja przez h o rm o n  lub kom pleks hor- 
m on-recep to r podstaw ow ych  procesów  w k o m ó rk ach  
docelow ych na poziom ie transk rypcji czy translac ji nie 
jest jasn a . W przeciw ieństw ie do  białek w iążących 
z hem olim fy, k o m ó rk o w e  recep to ry  JH  nie zostały  
dostatecznie  scharak te ryzow ane , a ich ro la, lo k a liza­
cja, p odobn ie  ja k  m echanizm  dzia łan ia  sam ego JH  
pozosta ją  ciągle w sferze hipotez.

O p isano  b ia łka  o cechach recep to ra  h o rm o n u  w k o ­
m órkach  em brio n a ln y ch  Drosophila  [43], w k o m ó r­
kach epiderm y D. hydei [44], w ciele tłuszczow ym  
[45-47] L. migratoria. C h arak te ry zu ją  się one n iską 
s ta łądysocjac ji (1 0 ~ 7 — 10_9M) i preferencją o d dz ia ły ­
w ania z hom ologam i JH , charak terystycznym i dla fazy 
rozw oju  i tk a n e k  ow adów , u k tó rych  w ystępują. 
Pow yższe inform acje  do tyczą  wyłącznie białek cyto- 
solow ych. P ostu lo w an e  m iejsca w iązania JH  na terenie 
ją d ra  nie zostały  udow odn ione. Z  prac W  y a 11 a [48] 
w ynika, że stym ulacja  ciała tłuszczow ego m etoprenem , 
ak tyw nym  analog iem  JH  nie ulegającym  degradacji 
pow oduje syntezę de novo  o raz  nag ro m ad zan ie  witel-
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logeninow ego m R N A . T akże R i d d i f o r d [49] op i­
sała efekt JH  w k o m ó rk ach  ep iderm y sugerujący 
regulację transkrypcji specyficznych genów. S charak ­
teryzow ano  rów nież k inetykę w iązania JH  w jąd rach  
k o m ó rek  ep iderm y [50] o raz  b ia łka  jąd ro w e  o ch a rak ­
terze recep to ra  JH  z tej sam ej tk an k i [51].

W ysun ię to  hipotezę, że m echanizm  dzia łan ia  JH  
m oże być podo b n y  do  oddziaływ ania ho rm onów  
sterydow ych, k tó re  w kom pleksie h o rm o n -recep to r 
łączą się ze specyficzną sekw encją D N A  obszaru  
regu la to row ego , powyżej genu odpow iadającego  na 
bodziec h o rm o n a ln y  [52]. W  ją d ra c h  kom órkow ych  
ciała tłuszczow ego M . bivittatus  [53] stw ierdzono 
w iązanie znakow anego  JH  III we frakcji białek, eks­
trah u jący ch  się 0,3 M KC1. P ozosta łe  75%  znakow a­
nego JH  III  pozostaw ało  w osadzie ją d e r  z pew ną 
ilością h o rm o n u  zaad so rb o w an eg o  na błonie jądrow ej 
lub w m ateria le  m ikrosom alnym . N ad a l jed n a k  brak  
jest p rzekonu jących  dow odów  na oddziaływ anie h ipo ­
tetycznego recep to ra  JH  z ch ro m aty n ą  lub  k o n k re t­
nym  genem .

A rtyku ł o trzym ano 15 lutego 1991 r.
Z aakceptow ano do druku 21 maja 1991 r.
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Polskie Towarzystwo  
Biochemiczne 

ogłasza konkurs 
na najlepszy 

wykład akademicki
Regulamin nagrody

1. Intencją Nagrody jest popularyzacja 
biochemii i biologii molekularnej oraz 
pozyskanie materiałów dydaktycz­
nych.

2. Warunkiem wzięcia udziału w  Kon­
kursie jest przygotowanie wykładu na 
wybrany temat uwzględniający naj­
nowsze osiągnięcia w  tej dziedzinie 
oraz ilustrujących go materiałów 
w  postaci maszynopisu, rysunków 
i kompletu przezroczy. Termin nad­
syłania materiałów mija 30.04.1992 r.

3. Przewidziana jest Nagroda Główna 
w  wysokości 3 m ilionów  złotych
(w  1992 r.) oraz dwa wyróżnienia. 
Śrcdki finansowe na Nagrodę zapew­
nia Zarząd G łówny Polskiego Tow a­
rzystwa Biochemicznego.

4. Zarząd G łówny Polskiego Towarzy­
stwa Biochemicznego zorganizuje se­
sję, na której zostaną wygłoszone 
konkursowe wykłady. Maksymalny 
czas wystąpienia 2 x 4 5  minut.

W 1992 roku sesja odbędzie się na 
początku czerwca. Nagroda Główna 
i wyróżnienia zostaną przyznane 
w  dniu Konkursu.

5. Członkowie Zarządu Głównego tw o ­
rzą Komisję Konkursową. Ocenią oni 
prezentację, wartość merytoryczną 
i dydaktyczną wyk ładów  przyznając 
od 0 do 10 punktów. Komisja o b ­
raduje niejawnie, a protokół z obrad 
i inne materiały pozostają w  do ku ­
mentacji Towarzystwa. Nagrodę uzy­
ska osoba, która otrzyma największą 
liczbę punktów. Nazwisko zwycięzcy 
Konkursu zostanie podane do w ia d o ­
mości Członków Polskiego Towarzy­
stwa Biochemicznego w  „Postępach 
Biochemii" oraz w  „L istach".

6. Materiały konkursowe: maszynopis 
wykładu, rysunki, przezrocza i progra­
my komputerowe stają się własnością 
Polskiego Towarzystwa Biochemicz­
nego i będą rozpowszechniane w  pla­
cówkach naukowych i dydaktycz­
nych jako wykłady autorskie nagro­
dzonych osób, rekomendowane przez 
Oddziały Polskiego Towarzystwa B io­
chemicznego. Wymagana jest pisem­
na zgoda na przekazanie materiałów 
na własność Towarzystwa. Towarzys­
tw o zastrzega sobie prawo do zakupu 
materiałów nienagrodzonych.

7. Niniejsza wersja regulaminu została 
uchwalona przez Zarząd Główny Pol­
skiego Towarzystwa Biochemicznego 
w  dniu 5 listopada 1990 roku i w c h o ­
dzi w  życie z dniem uchwalenia.

Z okazji Nowego Roku
naszym czytelnikom, autorom i  sympatykom

życzymy sukcesów zawodowych, 
naukowych i osobistych.
Redaktor naczelny Zofia Zielińska 
Prezes P. T. Bioch. Zofia Porembska
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SPRAWOZDANIE
z Międzynarodowej Zimowej Szkoły FEBS/EMBO na temat: 

„Strukturalne i Motoryczne Białka Jądra i Cytoplazmy” 
(“Structural and Motile Proteins of the Nucleus and Cytoplasm”, 

(Schladming, Austria, 18-22 marca, 1991 r.)

S zko ła  zo rg an izo w an a  zo s ta ła  przez 
D r  J .  V . S m a l l a z  In s ty tu tu  B iologii M oleku larnej 
A ustriack iej A kadem ii N a u k  w S a lzbu rgu  i zg ro m ad zi­
ła  120 naukow ców  z k ra jó w  eu ro p e jsk ich  i USA. Sesje 
p o ra n n e  i w ieczorne pośw ięcone były w ykładom , n a to ­
m iast środek  d n ia  sesjom  p lak a to w y m  o raz  rekreacji.

P ro b le m a ty k a  z jazdu  o b e jm o w ała  zag ad n ien ia  d o ­
tyczące s tru k tu ry  b ia łek  cykoszk ie le tow ych  i b iałek 
odpow iedz ia lnych  za  różne  asp ek ty  ruchliw ości k o ­
m órkow ej, a  także  bu d o w y  cy toszk ie le tu , jego  re­
o rgan izac ji i m echan izm ów  regulacji tego p rocesu  
p o d czas lokom ocji k o m ó rek , k ario k in ezy , cytokinezy, 
tra n s p o r tu  organelli, adhezji, funkc jona lne j p o la ry za ­
cji k o m ó rek .

Szczególnie dużo  uw agi pośw ięco n o  tzw. b ia łkom  
m oto rycznym , o dpow ied z ia ln y m  za w ystępow anie  z ja­
w isk ruchliw ości ko m ó rk o w ej zach o d zący ch  kosztem  
energii w iązań  fosfodiestrow ych A T P.

D o tychczas sc h a rak te ry zo w an o  trzy  cy top lazm aty - 
czne b ia łk a  m otoryczne: m iozynę, dyneinę  o raz  kinezy- 
nę. M io zy n a  ak ty w o w an a  je s t p rzez m ik ro filam en ty  
(filam enty  aktynow e), a  d y n e in a  i k inezyna przez 
m ik ro tu b u le . O ddzia ływ an ie  tych  filam entow ych s tru ­
k tu r  z b ia łkam i m o to rycznym i, sp rzężone  z hydro lizą  
A T P , p row adzi do  zm iany  energii chem icznej zm ag a­
zynow anej w b ia łku  m o to ry czn y m  o zm ienionej k o n ­
form acji w energię m echan iczną . I lu s trac ją  tego p ro ce ­
su in vitro  jes t p rzesuw anie filam en tów  ak ty n o w y ch  lub 
m ik ro tu b u l po  pow ierzchn i szk lanej, n a  k tórej zaad- 
so rb o w an o  odpow iedn ie  b ia łk o  m o to ryczne . O s ta tn io  
p o d k re ś la  się rów nież a k ty w n ą  rolę sam ych  m ikro- 
filam entów  i m ik ro tu b u l w generacji ru c h u  ich d y n am i­
czne w łaściw ości zm ien ia ją  się w w yn iku  hydro lizy  
zw iązanych  z nim i n u k leo ty d ó w  (A T P  i G T P).

U k ła d  ak ty n o w o -m io zy n o w y  w ydaje  się o d p o w ia ­
dać  za lokom ocję  k o m ó rek , tw orzen ie  pierścienia 
podzia łow ego  podczas cy tokinezy , u trzy m y w an ia  n a ­
pięcia w tzw. w łók n ach  nap rężen io w y ch  i m ik ro k o - 
sm k ach  jelitow ych, p o d czas gdy u k ład y  dyneino- 
w o-tubu lin o w y  i k in ezy n o w o -tu b u lin o w y  odgryw ają  
g łów ną rolę w tran sp o rc ie  organelli, a  także  w seg­
regacji ch ro m o so m ó w  p o d czas m itozy . P o d o b n ie  ja k

w p rzy p ad k u  m iozyny, ty lko  g lo b u la rn a  część cząste­
czki dyneiny  i kinezyny (tzw. g łów ki) w y sta rcza  do  
generacji ruchu. W  dom enie  m o to ry czn e j dyneiny 
znajdu je  się też p raw d o p o d o b n ie  o śro d ek  dyspozycy j­
ny określający  k ierunek  ruchu  o rganelli w zd łuż  m ik ro ­
tubu l. W iad o m o  np., że dyneina  bierze udz ia ł w w stecz­
nym  tran sp o rc ie  pęcherzyków  z synapsy  d o  cen tru m  
a k so n u  nerw ow ego, podczas gdy k in ezy n a  tra n s p o r­
tuje je  w k ie ru n k u  odw ro tnym . O s ta tn io  w y k ry to  całą 
rodzinę  m o to rycznych  białek ho m o lo g iczn y ch  z kine- 
zyną, a  także  now e b ia łko  m o to ry czn e  specyficzne d la 
tk an k i nerw ow ej, nazw ane d y n am in ą , k tó re  rów nież 
w spó łdzia ła  z m ik ro tu b u lam i. M ik ro filam en ty  i m ik­
rotubule, wraz z filamentami pośrednim i, spełniają 
p o n a d to  s ta tyczną , szkieletow ą funkcję  w u trzy m an iu  
k sz ta łtu  i asym etrii kom órk i. D o  w y p ełn ian ia  tej roli 
p rzyczyn iają  się liczne b ia łka  w iążące m ik ro filam en ty  
i m ik ro tu b u le  m odulu jące  stan  ich o rgan izac ji, a także 
łączące ze sobą  w szystkie w ym ienione ro d za je  s tru k tu r  
filam etow ych.

B ad an ia  cytoszkieletu , p o d o b n ie  ja k  b a d a n ia  w wie­
lu innych  dziedzinach  biologii, m ożliw e są ty lko  przy 
użyciu różnych  technik. Szkoła by ła  d o sk o n a łą  okazją  
sp o tk a n ia  się w szystkich za in te reso w an y ch  różnym i 
z jaw iskam i ruchliw ości kom órkow ej, g łów nie b ioche­
m ików  o raz  b io logów  ko m ó rk i p racu jący ch  te ch n ik a ­
mi m ikroskopow ym i. A utorzy  n in iejszego  sp raw o zd a ­
nia, za jm ujący  się głów nie za leżnością  funkcji od 
s tru k tu ry  białek , o d n o tow ali co raz  pow szechniejsze 
zastępow an ie  wielu tradycy jnych  tech n ik  b iochem icz­
nych —  tak ich  ja k  np. o g ran iczo n a  p ro teo liza  i izo­
low anie poszczególnych fragm entów  b ia łkow ych , czy 
iden ty fikacja  reg ionów  o d pow iedz ia lnych  za ak ty w ­
ność b ia łk a  poprzez  m odyfikow anie  poszczególnych  
reszt am inokw asow ych  —  tech n ik am i b io logii m o le­
ku larnej i inżynierii genetycznej, czyli k o n stru o w an iem  
m u tan tó w  delecyjnych i u k ie ru n k o w an ą  m utagenezą, 
a n astęp n ie  ekspresją  p ro d u k tó w  zm odyfikow anych  
genów  w o rgan izm ach  p ro k ario ty czn y ch .

Robert M akuch, 
Renata Dąbrowska
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Działalność 
Polskiego 
Towarzystwa 
Biochemicznego 
w  roku 1991
W ładze Towarzystwa

1. Zarząd Główny 
Prezydium:
prezes —  prof. Zofia Porembska 
wiceprezes — prof. Tadeusz Wilkusz 
sekretarz — prof. Kazimierz Zakrzewski 
członkowie Z. Gł.: doc. Andrzej Guranowski 

prof. Maria Gumińska 
doc. Jacek Kuźnicki 
dr Michał Komoszyński 
doc. Henryk Kostyra 
prof. Wiesław Makarewicz 
doc. Roman Tarnawski 
doc. Maria Wojtaś-Wasilewska 
dr Teresa Wesołowska 
prof. Zofia Walter 
prof. Marian Wolny 
prof. Krzysztof Zwierz 
prof. Mariusz Żydowo 

skarbnik — dr Ewa Wieniawska-Szewczyk

2. Komisja Rewizyjna:
przewodniczący — doc. Bogdan Sieliwanowicz 
członkowie — doc. Wirginia Janiszowska 

dr Lidia Paś-Dzięgielewska

3. Przewodniczący oddziałów terenowych: 
Białystok — prof. Krzysztof Zwierz 
Gdańsk — prof. Wiesław Makarewicz 
Katowice — doc. Roman Tarnawski 
Kraków — prof. Zdzisław Żak
Lublin —  doc. Marta Stryjecka-Zimmer 
Łódź —  dr hab. Stanisław Bielecki 
Olsztyn — prof. Władysław Damicz 
Poznań — prof. W itold Walerych 
Szczecin — dr Teresa Wesołowska 
Toruń —  dr Antoni Leźnicki 
Warszawa — prof. Magdalena Fikus 
Wrocław — doc. Maria Malicka-Błaszkiewicz 

Zarząd Główny przy współpracy z Zarządami 
Oddziałów prowadził działalność statutową poprzez 
Komisje i Zespoły powołane do zadań szczegóło­
wych. Jak co roku, w  1991 odbyły się cztery 
plenarne posiedzenia Zarządu Głównego z udziałem 
przedstawicieli Oddziałów. Dyżury członków Prezy­
dium odbywały się we wtorki w  biurze Zarządu 
Głównego, w  budynku Polskiego Towarzystwa 
Chemicznego, przy ulicy Freta 16 w  Warszawie. 
Kierownikiem biura Zarządu Głównego jest 
mgr Irena Kamińska.

Ważniejsze Uchwały organów Statutowych  
Towarzystwa

1. Regulamin przyjmowania studentów w  poczet 
członków Towarzystwa.

2. Podwyższenie rocznej składki członkowskiej 
z 30000 do 40 000 zł.

Działalność organizacyjno-naukowa Tow a­
rzystwa

1. Doroczny Zjazd, sesje i konferencje:
—  XXVII Zjazd Towarzystwa odbył się 

w dniach 18-20 września br. w  Lublinie, 
z udziałem około 300 uczestników z kraju 
i 10 zaproszonych gości z zagranicy. Ob­
rady odbyły się w  ramach 6 sympozjów pt.
Molekularna regulacja procesów wzrostu 
i różnicowania komórek somatycznych, 
Procesy biotechnologiczne w produkcji ży­
wności i ochrony środowiska,
Toksyczne oddziaływanie czynników śro­
dowiska na organizmy żywe, 
t-RNA i syntetazy aminoacylo-tRNA, 
Patobiochemia tkanki łącznej,
Metabolizm wapnia.

Przedstawiono 25 referatów sympozjalnych i 374 
doniesienia. W zorganizowanej po raz pierwszy sesji 
polsko-francuskiej, poświęconej metabolizmowi 
wapnia wzięło udział 7 gości z Francji i 1 z Holandii. 
Spotkanie i dyskusje naukowe zaowocowały na­
wiązaniem współpracy pomiędzy placówkami po l­
skimi a francuskimi i holenderskimi. Postanowiono 
także organizować corocznie podobne konferencje. 
Najbliższe, poświęcone ,,Regulacji transportu jo ­
nów  w tkankach roślin i  zwierząt" zamierzamy 
zorganizować w maju 1992 roku.
—  Dwudniowa konferencja pt. Clinical Biochemis- 

try in Rena! Diseases została zorganizowana 
w  dniach 5-6 września, w Gdańsku, z udziałem 
zagranicznych gości przez sekcję Biochemii Kli­
nicznej Towarzystwa. Przedmiotem doniesień 
i dyskusji była patologia i biochemia filtracji 
kłębkowej, patochemia cewek i metody diag­
nozowania.

—  Uroczyste posiedzenie poświęcone pamięci pro­
fesora Włodzimierza Mozołowskiego zostało zo­
rganizowane 23 maja 1991 r. w  Gdańsku przez 
Katedrę Biochemii Akademii Medycznej i miejs­
cowy Oddział Towarzystwa.

— Prace nad zorganizowaniem XXVIII Zjazdu To­
warzystwa w Łodzi w  1 992 roku zostały rozpo­
częte. Przewidywany termin Zjazdu: 16-18 
września.

— Konferencja pt.: Immunologiczne właściwości 
glikoprotein  przewidziana jest we Wrocławiu we 
wrześniu 1 992 r.

Konkursy i nagrody Towarzystwa
1. Przeprowadzono konkurs na najlepiej przygo­

towany i wygłoszony wykład akademicki 
z dziedziny biochemii i biologii molekularnej. 
Jury, składające się ze specjalistów z dziedziny 
nauk biologicznych i medycznych, nagrodziło 
wykład nt: ,,Synteza, sekrecja i  mechanizm 
działania insuliny" .

2. Przyznano nagrody imienia profesora Jakuba 
Karola Parnasa za najlepszą pracę dośw iad­
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czalną wykonaną w  kraju i ogłoszoną w  1990 
roku, nagrodę imienia profesora Bolesława 
Skarżyńskiego za najlepszy artykuł opub liko­
wany w  „Postępach Biochemii" w  1990 roku, 
oraz nagrodę imienia profesora Włodzimierza 
Mozołowskiego, za najlepsze i dobrze przed­
stawione doniesienie podczas XXVII Zjazdu 
Towarzystwa w  Lublinie.

Działalność wydawnicza
1. „Postępy Biochemii" —  kontynuowano 

w  ubiegłym roku politykę wydawniczą. Opub­
likowano czekające na publikację artykuły 
w  tomie 36 i pierwszych dwóch zeszytach 
tomu 37 „Postępów Biochemii", zeszyt po­
dw ójny 3-4 37 przynosi już na ogół prace 
nadesłane w  bieżącym roku. Opublikowano 
także w  języku angielskim dwa mini-reviews, 
przedstawiające interesujące badania w yko­
nane w  kraju przy współpracy z placówkami 
zagranicznymi; wydrukowano doraźnie opra­
cowane materiały pt. „Leksykon terminów 
biochemicznych", przewidując nowe propo­
zycje i uwagi czytelników, które pozwolą na 
uzupełnienie haseł i ewentualną weryfikację 
definicji.

2. „L is ty  do Członków" — wychodzące systema­
tycznie, informują członków Towarzystwa 
o wydarzeniach naukowych w  środowisku 
biochemicznym.

3. Jako pomoce naukowe do wykładów z bio­
chemii przygotowano dwa tematy:
—  maszynopisy i rysunki do przezroczy:

—  „Budow a i funkcje błon biologicznych"
— „ATPazy — budowa i funkcje" 

Przewidujemy wydawanie kolejnych skryptów 
przydatnych do wykładów.

4. Przygotowano materiały pt.: „Pytania testowe 
z biochemii dla studentów medycyny". Prze­
w iduje się ukazanie ich drukiem w  roku przy­
szłym.

Działania w  zakresie upowszechniania nauki
1. Sesja poświęcona popularyzacji b io logii mole­

kularnej pt. „Co nowego w  biochemii komórki” , 
organizowana przez Warszawski Oddział P. T. 
Bioch., Wydział Biologii Uniwersytetu War­
szawskiego, Instytut Biochemii i Biofizyki i In ­
stytut Biologii Doświadczalnej im. Nenckiego, 
odbędzie się 27 listopada w  Warszawie.

2. Zorganizowano w  Warszawie kurs w  zakresie 
fizyki, chemii i biologii dla kandydatów zamie­
rzających ubiegać się o indeks w  roku 1992 na 
wydziały o profilu biologicznym. Początek za­
jęć 12 października 1991 r.

3. Przygotowano sesję pt. „Organizacja geno­
mu" dla nauczycieli szkół średnich w o jew ódz­
twa warszawskiego — odbędzie się ona w  l i ­
stopadzie br.

Zofia Porembska

Nagrody 
Polskiego Towarzystwa Biochemicznego 

przyznane w  1991 roku
1. Nagroda za najlepszy wykład akademicki 

z biochemii pt.
„ Synteza, sekrecja 
i  mechanizm działania insu liny"
JERZY ROGULSKI,
profesor w  Akademii Medycznej w  Gdańsku

2. Nagroda imienia Jakuba Karola Parnasa
za opublikowaną w  „B iochim ica et Biophysica 
A cta" 1048, 93-99, 1990 r. 
najlepszą pracę doświadczalną wykonaną 
w  kraju pt.
„ Isolation and nucleotide sequence analysis 
o f the rat testis specific major 
heat-shock protein  (HSP70) — related gene" 
JAN WIŚNIEWSKI,
TOMASZ KORDULA,
ZDZISŁAW  KRAWCZYK,
adiunkci w  Centrum Onkologii w  Gliwicach

4. Nagroda imienia Włodzimierza Mozołowskiego 
za przedstawione podczas 
XXVII Zjazdu Towarzystwa 
w  konkursie młodych biochemików najlepsze 
doniesienie pt.
„ Struktura U5 snRNA z łubinu białego"
JACEK KRAJEWSKI,
asystent w  Instytucie Chemii Bioorganicznej 
PAN w Poznaniu

3. Nagroda imienia Bolesława Skarżyńskiego 
za opublikowany w  „Postępach Biochemii" 
w  1990 roku najlepszy artykuł pt.
„ Roła białek szoku termicznego"
BARBARA LIPIŃSKA,
adiunkt w  Uniwersytecie Gdańskim

Profesor Jerzy Rogułski otrzymuje nagrodę 
z rąk Prezesa Towarzystwa
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Komunikat
Uprzejmie komunikujemy, 

ze od stycznia 1992 roku 
Acta  A lim entaria Polonica 
będą wydawane i kolportowane 
przez Centrum Agrotechnologii 
i Weterynarii PAN w  Olsztynie 
pod zmienionym tytułem jako:
Polish Journal of Food 
and N utrition  Sciences.

Korespondencję i zapytania 
prosimy kierować pod adresem:
Zakład Nauki o Żywności,
Centrum Agrotechnologii 
i Weterynarii PAN, 
ul. Heweliusza 8,
10 -718  Olsztyn-Kortowo,
skr. pocz. 55; tel. 278-922, 278-577;
11x 522-621; fax (89) 278-992.

Wyrażamy nadzieję, 
że zmiana tytułu wzbudzi 
zainteresowanie Państwa i będzie 
przyjęta życzliwie.

Redakcja

ORDER
FORM

ISSN 0032-5422

Please enter my subscription for 1992 at: 
institutional rate US S 60 or personal rate 
US S 30 (including postage and handing)

□ I enclose my cheque (bank draft) 
for US S ..................................

□ I am interested in receiving further information 
(a free sample) copy of „Postçpy Biochemii"

NAME:
Address:

POSTAL C O D E :......................D A T E .....................
Cheques should be made payable or remittance
transferred to:

Stacja Naukowa PAN 
w  centrum Wiednia 

ma 1 i 2-osobowe pokoje 
z kuchnią i łazienką. 

Tanio, wygodnie i przyjemnie! 
1030 Wien Boerhaavegasse 25 
Tel. 713 59 29 lub 713 03 831 

Fax 713 03 838

Polish Biochemical Society 
16 Freta Street, 00-227 Warszawa 

Bank Handlowy, PBK XIII 0  Warszawa 
37 00 44 —  1 225 — 139 —  11

Send orders to:
Polish Biochemical Society 

16 Freta Street 
00-227 Warszawa 

Poland

--------------------- 3 ^ -

Pokwitowanie dla wpłacającego

z ł ..............................................
N łow nie............................ .............. .

Odcinek dla posiadacza rachunku

z ł..............................................
słow nie............. ..........

Odcinek dla poczty lub banku

z ł ..............................................
s łow nie................................. ..

I • 

wpłacający....................................... wpłacający..................................... wpłacający......................................
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P.B.K. X III/0  W -w a, Al. Jerozolimskie 
370044-1225-139-11
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370044-1225-139-11

Polskie Towarzystwo Biochemiczne 
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370044-1225-139-11
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X  praca - employment
Dr Brett Hambly z Uniwersytetu w Sydney, 
w Zakładzie Anatomii,
poszukuje współpracownika ze stopniem doktora. 
Wymagana jest znajomość 
biochemii hodowli bakterii 
i biologii molekularnej.
Tematyka:
Ekspresja genów białek mięśniowych w bakteriach. 
Kontakt dr K. Turlejski,
Dept, of Anatomy, University of Sydney,
N. S. W. 2006, Australia, 
fax. 61 255 22 026.

Okulary ochronne 
firmy PEROCCHI ■G 39

Eighth
International 
Symposium on 
Calcium-Binding 
Proteins in Health 
and Disease 
23-27 August 1 992 
Davos- 
Switzerland

m aksym alna  och rona  oczu przed 
s z k o d l iw y m  dz ia łan iem  m on ito ra  
k o m p u te ro w e g o  i te le w izy jn e g o  
w ło s k ie  w z o rn ic tw o  i styl

W  o k u la ra c h  i n a sadkach  na o k u la ry  o p ty c z n e  C O M P U  
S C R E E N  z a s to s o w a n o  sp e c ja ln y  ty p  f i l t r ó w  p o w s trz y m u ­
ją c y c h  p rz e n ika n ie  p ro m ie n i u lt ra f io le to w y c h  w  sze rok im  
pa śm ie  2 8 0 — 3 8 0  nm . D z ięk i te m u  in te n s y w n a  i d łu g o ­
trw a ła  p raca  przy  k o m p u te rze  N IE  P O W O D U JE : zm ę cze ­
n ia  w z ro k u , u tra ty  os tro śc i w id z e n ia , za cze rw ie n ie n ia  
i o p u c h liz n y  oczu .

Zamówienia przyjmuje firma PEROCCHI 
04-141 Warszawa, skr. poczt. 5 
Informacja handlowa:
Warszawa, ul. Francuska 16A te l. 17-98-05

I n s t i t u te  o f  B io c h e m is t r y  
S w is s  Federal  I n s t i t u te  
o f  T e c h n o l o g y  ( E T H )  
8 0 9 2  Z u r i c h ,  S w i t z e r la n d  
Tel.  01 - 2 5 6  3 0  12  
Fax. 01 - 2 5 2  6 3  2 3

Wydawca prosi o kontakt tych, którzy 
chcieliby wykorzystać łamy „P ostę ­
pów Biochemii" do reklamowania 
swych produktów i usług związanych 
z biochemią, biologią molekularną 
i biologią komórki.

< ------------------------
Aby zaprenumerować „P o ­
stępy B iochemii" w  1992 r. 
należy wpłacić odpow ied­
nią kwotę na konto banko­
we w ydaw cy (Polskiego 
Towarzystwa Naukowego) 
za pomocą przekazu zamie­
szczonego na odwrocie. 
Zamówione egzemplarze 
będziemy wysyłać pocztą 
na adres podany nam na 
przekazie. Ponieważ odci­
nek przekazu docierający 
do nas jest jednocześnie za­
mówieniem, prosimy o bar­
dzo w yraźne napisanie

imienia, nazwiska (lub na­
zwy instytucji) i dokładne­
go adresu wraz z kodem 
pocztowym (DRUKOW A­
NYMI LITERAMI) na wszy­
stkich trzech odcinkach 
przekazu.
Prenumerata krajowa  
dla instytucji:
270 000 zł.
Prenumerata krajowa  
indywidualna:
120 000 zł, (50%  zniżki dla 
członków Polskiego Tow a­
rzystwa Biochemicznego).

Prenumerując
„Postępy
Biochemii”
wspierasz
swoje
czasopismo!
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Wskazówki 
dla autorów

Wydawany przez Polskie Towarzystwo Biochemiczne 
kwartalnik „Postępy Biochem ii” publikuje prace prze­
glądowe omawiające bieżące osiągnięcia, koncepcje 
i kierunki badawcze w dziedzinie biochemii i nauk pokrew­
nych; publikuje też noty z historii biochemii, zasady 
polskiego słownictwa biochemicznego, recenzje nade­
słanych książek oraz sprawozdania ze zjazdów, konferen­
cji i szkół, w których biorą udział członkowie Towarzystwa.

Prace przeznaczone do publikacji w „Postępach Bio­
chemii” mogą mieć charakter artykułów monograficznych 
(do 20 stron tekstu licząc piśmiennictwo i tabele), minire- 
views (do 10 stron tekstu), oraz krótkich not o najnowszych 
osiągnięciach i poglądach (do 5 stron tekstu).

Autorzy artykułu odpowiadają za prawidłowość i ścisłość 
podawanych informacji oraz poprawność cytowania piś­
miennictwa. Ujęcie prac winno być syntetyczne, a przed­
stawione zagadnienie zilustrowane za pomocą tabel, 
rycin, (wykresy, schematy, reakcje), wzorów i fotografii.

Wskazany jest podział artykułów monograficznych na 
rozdziały i podrozdziały, których rzeczowe tytuły tworzą 
spis treści. Zgodnie z przyjętą konwencją rozdziały noszą 
cyfry rzymskie podrozdziały odpowiednio rzymskie i arab­
skie np. 1-1, I-2. Poprawność logiczna i stylistyczna tekstu 
warunkuje jego jednoznaczność i czytelność. Autorzy 
przeto winni unikać składni obcojęzycznej, gwary labora­
toryjnej, a także ograniczać stosowanie doraźnie tworzo­
nych skrótów, nawet jeżeli bywają używane w pracach 
specjalistycznych. Każda z nadesłanych do Redakcji prac 
podlega ocenie specjalistów i opracowaniu redakcyjne­
mu. Redakcja zastrzega sobie możliwość skrócenia tekstu 
i wprowadzenie zmian nie wpływających na treść pracy, 
deklaruje też gotowość konsultowania tekstu z Autorami.

Przekazanie artykułu do redakcji jest równoznacznie 
zoświadczeniem, że nadesłana praca nie była i nie będzie 
publikowana w innym czasopiśmie, jeżeli zostanie ogło­
szona w „Postępach B iochem ii” . W przypadku, gdy Au- 
tor(zy) zamierza(ją) włączyć do swego autora artykułu 
ilustracje publikowane przez autorów prac cytowanych, 
należy uzyskać i przekazać nam odpowiednią zgodę na 
przedruk.

Redakcja prosi Autorów o przestrzeganie następujących 
wskazówek szczegółowych:

TEKST: Maszynopis powinien być napisany jednostron­
nie czcionką wielkości standartowej, z podwójną inter­
linią, z lewym marginesem ok. 4 cm z trzydziestoma 
wierszami na stronie i 60 znakami w wierszu (litery 
+ odstęp), odstępy pomiędzy wyrazami powinny od­
powiadać jednemu znakowi (nie równać do prawego 
marginesu).
W tekście nie należy stosować żadnych podkreśleń, ani 
rozstrzelonego druku. Ewentualne sugestie co do charak­
teru czcionki drukarskiej mogą Autorzy zaznaczyć ołów­
kiem na marginesach maszynopisu. W przypadku stoso­
wania w tekście liter alfabetu greckiego trzeba na mar­
ginesie wpisać ołówkiem ich fonetyczne brzmienie.

Strona informacyjna maszynopisu jest nienumerowana, 
zawiera imiona i nazwisko (a) autora (ów ), nazwy, adresy 
wraz z numerem telefonu zakładów (w języku polskim

i angielskim), w których pracują autorzy, adres do kore­
spondencji nr telefonu i ewentualnie fax, adresy prywatne 
autorów, tytuł artykułu w języku polskim i angielskim oraz 
— w prawym dolnym rogu — liczbę tabel, rycin, wzorów 
i fotografii oraz skrót tytułu pracy (do 25 znaków).

Strona 1 (tytułowa) zawiera imiona i nazwiska autorów, 
tytuł pracy w języku polskim i angielskim, rzeczowy spis 
treści też w obu językach, tytuł naukowy każdego z auto­
rów i ich miejsce pracy z adresem pocztowym oraz wykaz 
stosowanych skrótów.
Kolejno numerowane dalsze strony obejmują tekst pracy, 
piśmiennictwo, tabele, podpisy i objaśnienia rycin, wzo­
rów i fotografii.

PIŚMIENNICTWO: Wykaz piśmiennictwa obejmuje prace 
w kolejności ich cytowania w tekście, zaznacza się je 
liczbami porządkowymi ujętymi w nawiasy kwadratowe, 
np. [3,7,9,— 26]. Odnośniki bibliograficzne winny mieć 
nową uproszczoną formę. Sposób cytowania czasopism 
(1), monografii (2), rozdziałów z książek jednotomowych 
(3), rozdziałów z tomów serii opracowanej przez tych 
samych redaktorów (4), rozdziałów z tomów serii opraco­
wanych przez różnych redaktorów (5) wskazują poniżej 
podane przykłady:

1. Hildenbrandt GR, Aronson NN (1980) Biochim Bio- 
phys Acta 631: 499— 502

2. Bostock CJ, Sumner AT (1978) The Eukaryotic Chro­
mosome, Elsevier, North-Holand, Amsterdam

3. Norberth T, Piscator M (1979) W: Friberg L, Nordberg 
GF, Von VB (red) Handbook on the Toxicology of 
Metals. Elsevier, North-Holland, Amsterdam, str
541-553

4. Delej J, Kesters K (1975) W: Florkin M, Stotz EH (red) 
Comprehensive Biochemistry t 29B. Elsevier, 
North-Holland Amsterdam, str 1-77

5. Franks NP, Lieb WR (1981) W: Knight CG (red) 
Research Monographs in Cell and Tissue Physiolo­
gy, t 7. Elsevier, North-Holland, Amsterdam, str 
243-272

ILUSTRACJE: Ryciny winny być gotowe do reprodukcji. 
Fotografie czarno-białe (kontrastowe), powinny być wyko­
nane na papierze matowym. Pozostałe ryciny należy 
wykonać tuszem na białym papierze lub kalce technicznej. 
Wskazane jest, aby ryciny były dwukrotnie większe od 
przyszłej reprodukcji, tj. w skali 2:1. Cyfry i litery służące 
do opisu rysunku powinny mieć wysokość nie mniejszą niż 
5 mm. Na rysunkach nie naley umieszczać opisów słow­
nych, lecz posługiwać się skrótami. Osie wykresów winny 
być opatrzone napisem łatwo zrozumiałym. Decyzję o sto­
pniu zmniejszenia ryciny podejmie wydawca. Ilustracji nie 
należy włączać w tekst maszynopisu, lecz odpowiednio 
ponumerować: tabele i ryciny noszą cyfry arabskie, wzory 
zaś rzymskie. Na marginesie tekstu należy zaznaczyć 
ołówkiem preferowane miejsce umieszczenia tabeli, ryci­
ny, czy wzoru. Tabele odpowiednio porubrykowane, winny 
być opatrzone jednoznacznym tytułem i ewentualnie także 
niezbędnymi objaśnieniami. Słowne objaśnienia znaków 
graficznych można umieścić w podpisie pod ryciną, rysun­
kowe zaś jedynie na planszy ryciny. Tytuły i objaśnienia 
rycin sporządza się w postaci oddzielnego wykazu. Ilust­
racje należy podpisać nazwiskiem pierwszego z autorów 
i pierwszym słowem tytułu pracy oraz oznaczyć „gó ­
ra-dół”  (ołówkiem, na odwrocie). Ze względu na wewnęt­
rzną spoistość artykułu wskazane jest konstruowanie 
oryginalnych rycin i zbiorczych tabel na podstawie danych 
z piśmiennictwa.

Maszynopis i załączniki (w dwu egzemplarzach), właś­
ciwie zabezpieczone przed uszkodzeniem w czasie trans­
portu, należy przesłać na adres:

Redakcja kwartalnika „Postępy Biochemii”
Instytut Biologii Doświadczalnej im. M. Nenckiego, 
ul. Pasteura 3,
02-093 Warszawa
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BIO-TELEFONY
(dzwoniąc do firmy nie zapomnij pochwalić się, że 
numer telefonu znalazłeś w „Postępach Biochemii” )

AMICON I BIBBY STERILIN — POLTRADE 
LIMITED jest wyłącznym dystrybutorem 
na Polskę, Warszawa, tel. (022) 23-58-52, 
fax. (022) 23-53-06

BAKER — Łódź, tel. 81-31-40, fax. 81-52-83 
BIO — RAD — Wiedeń tel. (222) 82-89-010, 
fax. (222) 82-85-629, Warszawa 
tel. (022) 23-58-52, fax. (022) 23-53-06

CALBIOCHEM (pharm Supply AG) — odczyn­
niki chemiczne, reagenty biochemiczne i 
immunologiczne. Warszawa tel./fax. 642-87-77

CHEMINST — przedstawiciel APPLIED 
BIOSYSTEMS SORVALL, GILSON, HAMILTON 
i in.. Warszawa tel. 13-92-19, Wiedeń 
tel. 43-59-080, 43-45-000, fax. 43-44-83-26

GIBCO-BRL — Life Technologies,
Warszawa tel. 25-34-56

HAND-PROD — dystrybutor odczynników 
chemicznych firm: BOEHRINGER MANNHEIM, 
RIEDEL-de HAEN, Warszawa tel./fax. 37-42-35

PEROCCHI — okulary ochronne.
Warszawa tel: 17-98-05

RIVER — biuro handlu zagranicznego,
Kraków tel. (12) 33-66-76, fax. (12) 33-66-76

SIGMA chem. comp., USA, E. Merck, Niemcy 
— wyspecjalizowany importer odczynników 
„Aurum” , Warszawa tel. 35-20-55
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