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Tadeusz Reichstein —  noblista z Włocławka 

Wspomnienie

W  dniu  1 sierpnia 1996 ro k u  zm arł w Bazylei 
profesor T adeusz  Reichstein, laurea t N ag ro d y  N o b la  
w dziedzinie fizjologii i medycyny, członek h o n orow y  
Polskiego T ow arzys tw a  Biochemicznego.

Tadeusz  Reichstein urodził się 20 lipca 1897 ro k u  we 
W łocławku, ja k o  najstarszy syn Izydora  Reichsteina 
—  chem ika i przem ysłowca o raz  G us taw y  z d o m u  
Brockm an. Były to  powszechnie pow ażane  dwie ro d z i­
ny żydowskie, spośród  wielu osiadłych od stuleci na  
K ujaw ach. Bardzo  silne więzi rodziców T adeusza  
z krajem  ich urodzen ia  przejawiły się między innym i 
i tym, że —  mieszkając już  w Szwajcarii —  po  
odzyskaniu  przez Polskę niepodległości przyjęli o b y ­
watelstwo polskie i pozostali polskimi obywatelam i. 
Imię Tadeusz, zostało nad an e  profesorowi na cześć 
T adeusza  Kościuszki, a na  pytanie  ja k  trzeba określić 
jego na rodow ość , za kogo się uważa, profesor Reichs­
tein odpow iadał:  „Czuję się Szwajcarem, po lsko -żydo­
wskiego poch o d zen ia”.

Kiedy T adeusz  miał 8 lat, jego ojciec przeniósł 
swoją rodzinę do Szwajcarii. T adeusz  Reichstein k sz ta ­
łcił się tam  i dorasta ł.  U kończył studia  chemiczne na 
Politechnice w Z urychu  i dok to ryzow ał się w ro k u  
1922 u w ybitnego chemika, H e rm a n n a  Staudingera , 
późniejszego lau rea ta  N ag ro d y  Nobla . Tadeusz  
Reichstein pozosta ł  związany z Politechniką  w Z u ry ­
chu aż do  1938 roku. P rzedm iotem  początkow ej 
działalności badawczej w Politechnice w Z urychu  były 
związki w arunku jące  a ro m a t  kawy. O kaza ło  się, że 
substancji tak ich  jest ba rdzo  wiele i t ru d n o  byłoby 
wyizolować lub zsyntetyzować kilka takich, k tórych  
mieszanina im itow ałaby  a ro m a t  kawy naturalnej.  
Wielkim sukcesem n a tom ias t  zakończyły się podjęte  
przez Reichsteina p róby  op raco w an ia  chemicznej syn ­
tezy w itam iny  C. Jak o  m ateria ł  wyjściowy zas to so w a­
no glukozę. P o  wielu p róbach  Reichsteinowi w p ra w ­
dzie udało  się o trzym ać syntetyczną witam inę C, ale 
z ba rdzo  niską  wydajnością  i przy wysokich kosztach. 
By je obniżyć należało znacznie zwiększyć w ydajność  
syntezy. D la  chem ika  najtrudniejszym  zadaniem  było 
przeprow adzenie  stereochemicznej p rzem iany sorb ito -  
lu w odpow iedn ią  formę sorbozy —  bezpośredniego 
p rekurso ra  w itam iny  C. T adeusz  Reichstein w padł na  
pomysł, aby d o  tej przem iany  w ykorzystać specyficzny 
enzym p ro d u k o w a n y  przez bakterie  żyjące w p rzew o­
dzie p o k a rm o w y m  muchy. Szczegółową p rocedurę  
syntezy o pub likow ał on w 1934 roku. Jej zastosow anie  
zmniejszało koszty  p rodukcji  w itam iny C aż tysiąc­
krotnie! Pozw oliło  to  na  obniżenie ceny 1 k ilog ram a 
w itam iny C  z 13 tysięcy do la rów  do  14 dolarów . 
P ro ced u ra  w p ro w ad zo n a  przez Reichsteina przyniosła  
m u zas łużoną  sławę i jest do  dziś s tosow ana  z małym i 
modyfikacjami.

Z a  radą  przyszłego noblisty L eopo lda  Rużicki p o d ­

ją ł  T adeusz  Reichstein w 1929 roku  p róby  w yizolow a­
nia z kory  nadnerczy biologicznie czynnego związku 
—  jednego , ja k  wówczas m yślano —  niezbędnego do 
praw idłow ego funkc jonow ania  organizm u. W ielolet­
nie b ad an ia  doprow adziły  do wydzielenia z kory  
nadnerczy  niewielkich ilości aż 29 związków rozpusz­
czalnych w tłuszczach, k tóre  w swojej cząsteczce 
zawierały pierścień sterydowy. Swe b ad an ia  w tej 
dziedzinie od 1938 roku  kon ty n u o w ał  Reichstein w Ba­
zylei j a k o  profesor zwyczajny i dy rek to r  Ins ty tu tu  
F a rm aceu tycznego  tamtejszego Uniwersytetu.

W k o ńcu  lat trzydziestych już  trzy zespoły badawcze 
zajm ow ały  się identyfikacją i usta laniem  chemicznej 
s t ru k tu ry  s teroidow ych h o rm o n ó w  nadnerczy. Były to 
oprócz  zespołu Tadeusza  Reichsteina w Szwajcarii 
dwie g rupy  badaczy am erykańskich . Reichstein s to p ­
niow o izoluje i identyfikuje kolejne h o rm o n y  z kory  
nadnerczy. P róbu je  je też chemicznie syntetyzować. 
Pierwszą syntezę d eoksykor tykos te ronu  p rzep ro w a­
dził Reichstein, zanim  jeszcze ten związek był przez 
niego w ykryty  w eks trak tach  kory  nadnerczy. Prócz 
deoksy k o r ty k o s te ro n u  w ykrywa on także kortyzon  
i a ldosteron . Syntetyczny kortyzon  o trzym any  przez 
Reichsteinau został p odany  pacjen tom  z ch o ro b ą  
reu m a to id a ln ą  w roku  1948. Skutki tego odkryc ia  stały 
się rewolucyjne dla medycyny. K om ite t N a g ro d y  N o b ­
la uznał w 1950 roku, że n ag rodą  w dziedzinie m edycy­
ny i fizjologii należy u h o n o ro w ać  trzech uczonych: 
T adeusza  Reichsteina i dwóch am erykanów : E dw arda  
K endalla  i Philipa H encha  za badan ia  nad h o rm o n am i 
s terydow ym i nadnerczy.

Przez następnych  17 lat, pod k ierunkiem  noblisty 
Reichsteina w Bazylei rozw ikłano  wiele dalszych p ro b ­
lemów związanych z chemią h o rm o n ó w  sterydowych 
nadnerczy  oraz  chem ią glikozydów.

W  roku  1967 profesor Reichstein przeszedł na em e­
ry turę  z im ponującym  d orobk iem  nauk o w y m  o be jm u­
jącym  p o n ad  630 publikacji i 150 przew odów  d o k to r ­
skich, k tórych  był p rom oto rem . M ógł więc o dpoczy ­
wać j a k o  człowiek zasłużony. Jednak , j a k o  am ato r-  
bo tan ik ,  zajął się z upod o b an iem  badan iem  paproci. 
Rychło stał się w tej dziedzinie ekspertem  światowym. 
D o  1994 roku  opub likow ał prawie 100 prac z pterido- 
logii, stale pracując  w tej dziedzinie. M ając  98 lat 
uczony przesłał 4 dalsze prace do  czasopism b o tan icz ­
nych. Był to więc fenomen światowy.

Ale to nie wszystko. Profesor Tadeusz  Reichstein 
znany  był ze swojej nadzwyczajnej sk rom ności i szla­
chetnej dobroczynności.  O piekow ał się w ielom a o so ­
bami, fundując im stypendia, w tym i kilku s typendys­
tom  z Polski. Jego osobow ość była niezwykła i u rzek a­
ła ludzi, k tórzy się z N im  zetknęli.

W ro k u  1995 profesor T adeusz  Reichstein został 
w ybrany  przez W alne Zebran ie  Polskiego T o w arzy s t­
wa Biochemicznego honoro w y m  członkiem T o w a rz y ­
stwa. D yplom  honorow ego  członka T ow arzys tw a  
wraz z bukie tem  róż został wręczony profesorowi 
Reichsteinowi w Bazylei przez profesora  W ito lda
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Filipowicza. P rofesor Reichstein był niezwykle w zru ­
szony tym wyróżnieniem, k tó re  poczytywał za za ­
szczyt. W sp o m in a ł  kraj swego u rodzenia  z o g rom nym  
wzruszeniem  i serdecznością.

Z wielkim żalem żegnam y profesora Tadeusza  
Reichsteina.
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A R T Y K U Ł Y  A n  1 1  n ü h i

Pasażowalne amyloidozy mózgowe czyli choroby wywoła­
ne przez priony: czy struktura czynnika scrapie jest już 
rzeczywiście znana?

Transmissible cerebral amyloidoses or prion diseases: is the 
structure of the infectious agent really understood?

PAWEŁ P. LIBERSKI1’2 
JOLANTA BRATOSIEWICZ2
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I. Wstęp

D w anaście  ofiar, poniżej 30 roku życia, zmarłych na 
rzadki zespół o tępienny tzw. chorobę Creutzfeldta-  
Jakoba  (CJD) sugeruje, że encefalopatia  gąbczasta  
krów  (choroba  szalonych krów; BSE) zainfekowała 
ostatecznie człowieka [1]. Panika, k tó ra  w ybuchła  
z tego pow odu  spow odow ała ,  że grób  jednej z ofiar był 
głęboki na 9 s tóp a nie jak  zwykle na 6 zaś grabarze  
zostali wyposażeni w och ronne  ubran ia  i rękawice 
chirurgiczne. Nie po raz pierwszy choroby  wywołane 
przez priony, do  k tórych należy C JD  i BSE, poruszyły 
media. Poprzedn io  —  gdy w 1985 roku  brytyjska 
telewizja poda ła  sensacyjną w iadom ość iż chory, k tóry  
zm arł p raw d o p o d o b n ie  na C JD  został zakażony  p o d ­
czas podaw an ia  h o rm o n u  wzrostu  wyizolowanego 
z przysadek człowieka —  wśród biorców h o rm o n u  
i lekarzy wybuchło  przerażenie. U ludzi przyjmujących 
h o rm o n  wzrostu nie obserw ow ano  jednak  epidemii 
C JD . Co stanie się teraz nie wiadom o. Młodzi ludzie

1 P ro f .  d r  n. m e d . L a b o r a t o r i u m  M ik r o s k o p i i  E le k tr o n o w e j
i N e u r o p a t o l o g i i ,  S a m o d z ie ln e j  P r a e o w n i  B io lo g ii  N o w o ­
tw o r ó w , K a te d r y  O n k o lo g i i  A .M . ul. P a d e r e w s k ie g o  4,
9 3 -5 0 9  Ł ó d ź  2 m g r  P r a c o w n ia  M ik r o s k o p i i  E le k t r o n o w e j
Z a k ł a d u  P a to m o r f o lo g i i ,  C e n t r u m  Z d r o w ia  M a tk i  P o lk i

um ierający na C J D  w Wielkiej Brytanii i Francji (jeden 
przypadek) choru ją  na tzw. w arian t (vCJD) tej c h o ro ­
by. C harak te ryzu je  się on nieco odm iennym  obrazem  
klinicznym (długi przebieg, dysestezje ja k o  objaw  
wiodący, brak  charak terys tycznego obrazu  E E G  oraz 
otępienie jedynie w późnym  okresie choroby) oraz 
neuropa to log icznym  (bardzo liczne blaszki am ylo ido- 
we; ang. Jlorid plaąues, o toczone wieńcem wakuoli) 
(Ryc. 1). Identyczny obraz  uzyskano po inokulacji 
m ak ak ó w  BSE [2]. Istnieje zatem bezpośredni dow ód  
eksperym enta lny , że BSE przenosi się na naczelne 
pow odu jąc  zm iany neuropato log iczne  identyczne z ty ­
mi stw ierdzanym i u człowieka.

C JD  i BSE należy do tzw. pasażow alnyeh am ylo idoz 
m ózgow ych (inne nazwy to podostre  encefalopatię 
gąbczaste  lub tzw. cho roby  wywołane przez priony, 
prion diseases). Są one wywołane przez czynnik infek­
cyjny różnie określany term inam i „wirus p ow olny”, 
„p r io n ” lub „w iriono” dla odróżnien ia  go od „zwyk- 
łach” wirusów i wiroidów. Czynnik ten, w opinii 
au to ra ,  nie został do tąd  w pełni scharak teryzow any. 
Poza  C J D  i BSE, do grupy tych cho rób  należą: kuru, 
i ch o ro b a  G ers tm anna-S trauss le ra-Sche inkera  (GSS) 
oraz  śm ierte lna rodz inna  bezsenność (Jatal familial  
insomnia, F F I ) u człowieka, n a tu ra ln a  scrapie u owiec, 
kóz i muflonów, pasażow alna  encefalopatia  norek
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Ryc. 1 T y p o w a b laszk a  am y lo id o w a  z m ózgu  ch o reg o  na 
w arian t ch o ro b y  C reu tz fe ld ta -Jak o b a . Z w rac a ją  uw agę 
w ak u o le  p rom ien iśc ie  o tacza jące  blaszkę. D zięki u p rze j­
m ości d r  Ja m esa  1 r o n s i d e ’ a, E d y n b u rg , Szkocja.

(transmissible mink encephalopathy), przewlekła c h o ro ­
ba wyniszczająca (chronic wasting disease, C W D ) u kil­
ku g a tu n k ó w  jeleni w s tanie M ad ison  w USA, wreszcie 
encefalopatia  gąbczasta  ko tów  i encefalopatię gąbczas­
te u kilku g a tu n k ó w  antylop, geparda, pumy, ocelota 
i tygrysa w og ro d ach  zoologicznych Wielkiej Brytanii. 
N iepasażow alne  am ylo idozy  m ózgow e to ch o ro b a  
Alzheimera i jej pochodne.

II. Amyloid w pasażowalnych amyloidozach 
mózgowych

Zjawiskiem  osiowym w patogenezie wszystkich 
am yloidoz, włączając pasażow alne  am yloidozy m ó z­
gowe, jest synteza i przetw arzanie  m olekularn ie  o d ­
m iennego p rek u rso ra  amyloidu, k tóry  następnie  o d ­
k łada  się w tk a n k a c h  mózgu [3-5]. T erm inem  “amylo­
id” określa  się g rupę m olekularn ie  odrębnych  białek 
(Afk P rP , gelsolina, trans thyre tyna , cysta tina  C), na j­
częściej g likozylowanych, posiadających  w spólną k o n ­
formację P-fałdową i związane z nią właściwości histo- 
chem iczne i u l tras truk tu ra lne . N ależą  do nich: dwu- 
łom ność  w świetle spo la ryzow anym  po zabarw ieniu  
czerwienią Congo, charak te rys tyczna  żółtozielona flu- 
orescencja po zabarw ien iu  tioflawiną S o raz  fo rm o w a­
nie włókien (Jibers) u tw orzonych  z 2-4 bn wlókienek 
(Jihrils).

A m yloid  w pasażow alnych  am ylo idozach  m ózgo­
wych, prion protein  (P rP ) o ciężarze 27-30 kD a, P rP  
27-30, został po raz pierwszy zidentyfikowany we 
frakcjach uzyskanych z h o m o g en a tó w  m ózgów  ch o m i­
ków eksperym enta ln ie  zakażonych  scrapie [6], W n o ­
m enk la tu rze  g rupy  Stanleya B. P r u s i n e r a z  U n i­
w ersytetu  Kalifornijskiego, San Francisco, nazwa 
„p r io n ’ o d p o w ia d a  nazwie „czynnik scrapie” [7-10], 
P rP  27-30 jest p ro d u k tem  ograniczonej proteolizy 
większego białka prekursorow ego , P rP  33-35sc (33-35 
kD a; sc, od scrapie) [11-13]. Dla C J D  lub GSS m ożna  
używać analogicznych term inów  P r P CJD lub P r P GSS. 
G en  kodu jący  P r P sc ( P R N P ’, od prion protein, ak ron im  
P R P ,  od proline-rich protein był już  „zajęty”) z lokalizo­
wany jest u człowieka na ch rom osom ie  20, a u myszy

na chrom osom ie  2 (u myszy gen ten nosi nazwę 
Prn-p, [11, 14]. G eny dla P rP  scharak te ryzow ano  
dla wielu g a tunków  ssaków w tym owiec [15], krów
[16], świni dom owej [17] naczelnych [18, 19] oraz 
torbaczy  [20], Istnieją analogi tego genu u p taków, 
Drosphila  i nicienia C. elegans  [21-23], G en  ten składa 
się, w zależności od ga tunku , z dwóch lub trzech 
eksonów  (u człowieka z dwóch); cala sekwencja k o ­
dująca białko (o tw arta  ram a  odczytu: open reading 
frame,  O R F )  jest zaw arta  w drugim  (lub trzecim) 
eksonie [11]. P rP  33-35sc nie jest jednak  p ierw otnym  
prod u k tem  tego genu; jest nim białko P rP  33-35° 
(c, od cellular), o sekwencji am inokw asów  identycznej 
z P r P sc [11-13]. P r P c, w wyniku niezidentyfikowanych, 
p raw d o p o d o b n ie  konform acyjnych [24-27], modyfi­
kacji postranslacyjnych, zostaje zm odyfikow ane do 
p r p sc p r p sc człowieka składa się z 253 am inokw asów  
i wykazuje wysoki stopień homologii z P rP  innych 
g a tunków  ssaków [23]. Jak  w spom inano, sekwencja 
am inokw asów  PrP° i P r P s°, oraz wszystkie m o d y ­
fikacje posttranslacyjne, włączając obecność C-koń- 
cowej „kotwicy” utworzonej z fosforylowanego gli­
kolipidu (G PI, glycophospholipid inositol anchor) 
[28-29], są identyczne, na tom ias t  białka te różnią 
się n iektórym i własnościami fizykochemicznymi; mię­
dzy innymi w wyniku trawienia pro te inazą  K w o b e­
cności detergentu, PrP° ulega całkowitej zaś P r P sc 
jedynie częściowej proteolizie uwalniając rdzeń P rP  
27-30 [12-13]. K onw ersja  PrP° w P r P sc odbyw a się 
na nieokreślonym  etapie poprzez t ranspor t  now o 
syntetyzow anego P r P c na powierzchnię kom órki, 
gdzie staje się ono  dostępne dla P IP L C  (phospho- 
inositol-specific phospholipase C), a następnie do  li- 
zosom ów  [30]. W badan iu  e lek tronom ik roskopow ym  
h om ogena tów  mózgu, P rP  27-30 uwidacznia  się ja k o  
tzw. „włókienka towarzyszące scrapie” (SAF, scrapie 
associated Jibrils) lub prion rods, k tórych s t ruk tu ra  
spełnia wyżej wymienione kryteria  włókien am yloidu 
[31-33] (Ryc. 2). B adania  konformacji P r P c i P r P sc 
wykazały, że PrP° w swojej s truk turze  trzeciorzędowej 
zawiera trzy oc-helisy zaś P r P sc przewagę obszarów  
(3-fałdowych [24-27, pa trz  niżej].
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Rye. 2 Liczne w łó k ien k a  tow arzy szące  sc rap ie  (scrapie-associa­
ted fibrils)  w y izo low ane z m ózgów  ch o m ik ó w  za k a ż o ­
nych szczepem  263K  scrapie . L i b e r s k i  P .P ., 
B r o w n  P.  i G a j d u s e k  D .C ., B arw ien ie  n eg a ty w o ­
we kw asem  fosfo row olfram ow ym . Pow iększen ie , 
x 42 000.

III. Mutacje w genie białka prionu korelują 
z fenotypem C JD , GSS i FFI

P o m im o  iż P A M  są wywołane przez dotychczas 
niezidentyfikowany czynnik zakaźny, 10-15% p rzypad­
ków C J D  oraz, ex definitione, wszystkie p rzypadki 
GSS i F F I  w ystępują  rodzinnie  dziedzicząc się au to -  
somalnie dom inu jąco  [34-36]. Z  klasycznych b ad ań  
D i c k i n s o n a  i w s p .  [37-38] w E d y nburgu  w ia­
dom o, że okres inkubacji (a zatem  replikacja) czynnika 
scrapie znajduje  się pod ścisłą kon tro lą  genu Sine (od 
shorter ineubation period) tożsam ego z Prn-p  (analog 
genu P R N P  u człowieka [39]. G en  dla P r P  (P R N P )  
u człowieka stał się za tem  oczywistym celem p o ­
szukiwań zm ian  ko-segregujących z fenotypow ą eks­
presją choroby. Pierwsza m utac ja  w ykry ta  w obrębie 
P R N P  była m u tac ją  k o d o n u  102 stw ierdzona  w GSS 
i p row adząca  do  substytucji proliny leucyną [40] (Ryc.
3). M utacje  te (L eu 102) w ykry to  w wielu rodzinach  
GSS na  całym świecie [41-49] (łącznie z oryginalną  
aus tr iacką  rodziną, w której po raz pierwszy opisano  
ten zespół w 1936 r. [50]). W  niezwykłej rodzinie 
(Indiana kindred) z G SS ze s tanu  Ind iana , USA  [51], 
charakteryzującej się obecnością  typow ych dla c h o ro ­
by Alzheimera, tau -pozytyw nych  dystroficznych neu- 
rytów (patrz niżej) współwystępujących ze zm ianam i 
specyficznymi dla GSS), występuje m u tac ja  k o d o n u

Ryc. 3 W zó r p rążk ó w  p o  reakcji P C R  i d o t b io t o raz  h ybrydyzacji 
z w y zn ak o w an y m i ra d io a k ty w n ie  so n d a m i specyficznym i 
d la  form y p raw id łow ej (P ro ) i zm u to w an ej (Leu) k o d o n u  102. 
O b ecn e  są  in tensyw ne p rążk i na  filtrach  in k u b o w an y ch  
z so n d a m i specyficznym i d la  ty p u  dzik iego ; na  filtrach  
in k u b o w a n y c h  z so n d a m i specyficznym i d la  ty p u  z m u to w a ­
nego  p rążk i są słabe lub  ich b rak .

198 p ro w ad ząca  do substytucji fenyloalaniny seryną 
zaś w podobnej fenotypowo rodzinie ze Szwecji wy­
stępuje m utac ja  k o d o n u  217 p row adząca  d o  su b ­
stytucji kw asu glutam inow ego argininą [52-53], 

M utacje  w obrębie genu dla P rP  (P R N P )  w ykry to  
także w rodzinnych p rzypadkach  C JD  [54-58, 34], 
M utac ję  k o d o n u  200 p row adzącą  do  substytuacji 
g lu tam iny  lizyną (Ryc. 4) w ykryto  we wszystkich trzech 
ogniskach  endemicznej CJD: w Izraelu u Ż ydów  
Stefardyjskich pochodzenia  libijskiego (“u wandering  
Jew  o f  the Diaspora'; [59-61]), w Czechosłowacji
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»l>bC I W  rxfcsuRE.

Ryc. 4 W zó r p rążk ó w  po reakcji P C R  i d o t b io t o raz  hybrydyzacji 
z w y zn ak o w a n y m i rad io ak ty w n ie  so n d a m i specyficznym i 
d la  fo rm y praw id łow ej (G lu) i zm u to w an ej (Lys) k o d o n u  200. 
T rzy  p ró b y  b a d a n e  na filtrze 294 i 295 są h e terozygo tyczne 
pod w zględem  tego  k o d o n u  (głów ki strzałek).

(“Oravske kuru") [57] oraz w Chile [62]. T ak a  sam a 
m utacja  występuje jed n ak  również w japońskiej rodz i­
nie z C J D  [63]. W fińskich, holenderskich, francuskich 
i am erykańskich  (pochodzenia  holenderskiego i węgie­
rskiego) rodzinach  z C JD  w ykry to  m utacje  ko d o n u  
178 p row adzącą  do  substytuacji asparginy kwasem 
asparag inow ym  (Ryc. 5) [64-67]. M utacje  te wykryto  
także w sławnej rodzinie Backer, w której po raz 
pierwszy op isano  rodzinne  występowanie  C JD  [34, 
68]. Identyczna m utac ja  występuje w p rzypadkach  
F F I ,  znanych w klasycznej literaturze neuropato log i-  
cznej jak o  „demencje wzgórzowe” (thalamic dementias) 
[69-73], N a  marginesie, pierwszym, k tóry  opisał rodz i­
nę z F F I  był G abrie l  G arc ia  M a r q u e z  w książce 
„Sto lat sam otnośc i”. M utac ja  L e u 105 występuje 
w p rzypadkach  rodzinnej spastycznej pa raparezy  
z m nogim i P rP -pozy tyw nym i b laszkam i w korze ru ­
chowej zaś nielicznymi w m óżdżku  [74]. F eno typ  ten 
m oże być także w arian tem  GSS. M utac ja  Ile210 zo ­
stała odk ry ta  we Włoszech [75] i F rancji  [76] w sp o ra ­
dycznych p rzypadkach  CJD. Tego typu doniesienie 
należy trak to w ać  z ostrożnością  poniew aż związki 
rodzinne m ogą  ujawnić się dop iero  w badan iach  
genealogicznych kilka pokoleń wstecz. Wreszcie, wy­
kry to  podw ójną  m utację  ko d o n ó w  180 (Val do Ile) 
i 232 (Met do  Arg) w sporadycznych p rzypadkach  C JD  
charak te ryzu jących  się późnym  początkiem  (84 lata) 
o raz  brak iem  typow ego zapisu E E G  (tak jak  w p rzypa­
dkach  z m utac ją  k o d o n u  178) [77].

W kilku rodzinnych p rzypadkach  zespołów otępien- 
nych wykazujących cechy pośrednie pom iędzy C JD  
i G SS oraz  w przypadkach  rodzinnych demencji bez 
charak terys tycznego  obrazu  neuropato logicznego  
[78] w ykryto  w genie dla P r P  wstawki (inserís) ok- 
tapep tydow ych  sekwencji pow tarza lnych  (repeats) 
w regionie pomiędzy ko d o n am i 51 i 91 gdzie w w a ru n ­
kach praw idłow ych znajduje  się 5 takich oktapep- 
tydów a w w ym ienionych rodzinnych p rzypadkach  
C JD  ich liczba w zrasta  do 11-13 (Ryc. 6) [79-84], 
O becność  m arkerów  m olekularnych  typowych dla 
C JD  w rodzinach bez cech klin iczno-patologicznych 
tej cho roby  zm usza do  refleksji nad redefiniowaniem 
m oleku larnym  jednostek  chorobow ych  z tej grupy 
[57], Schem aty  zm ian m olekularnych  przedstaw iają  
ryciny (Ryc. 3-7).

Wszystkie wymienione mutacje  występowały 
w przypadkach  rodzinnych. W ystępująca endemicznie 
kuru, po dobn ie  jak  sporadyczne  przypadki C JD , nie są 
spow odow ane  żadną  m utacją. N a to m ias t  sporadyczne 
przypadki C JD  występują przede wszystkim u ludzi 
będących hom ozygotam i dla polimorfizmu kod o n u  
129 P R N P  (Ryc. 7) [83, 85-87]. W sporadycznych 
p rzypadkach  C JD  (w tym p rzypadkach  ja t rogennych  
—  po p odaw an iu  ludzkiego h o rm o n u  wzrostu) p rze­
ważają hom ozygoty  i2 9 MetMet lub 129Val Val w o d ró ż ­
nieniu od dom inującej heterozygotycznej populacji 
129Met vai [88-89], Szczególnie interesujące, V al129 wy­
stępuje pow iązana  z S e r198 lub A rg217 w GSS

Ryc. 5 W zór p rążk ó w  po reakcji P C R  i d o t b io t o raz  hybrydyzacji 
z w y zn ak o w an y m i rad io ak ty w n ie  so n d am i specyficznym i 
d la  form y p raw id łow ej (Asp) i zm u to w an ej (Asn) k o d o n u  178. 
O b ecn o ść  in tensyw nych  p rążk ó w  d la  sond  ty p u  dzik iego 
i b rak  p rążk ó w  d la  ty p u  z m u to w an eg o  św iadczy o p ra w id ­
łow ej bud o w ie  k o d o n u  w b a d an y ch  p ró b k ach .
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Ryc. 6 Żel po  reakcji P C R  o b e j­
m ującej reg ion  o k ta p e p ty - 
dów  (pom iędzy  k o d o n a m i 
51 i 91). L inie 13-22 zaw ie­
ra ją  zam p lifik o w an y  frag ­
m ent D N A  praw id łow ej 
długości. D o d a tk o w y  p rą ­
żek na linii 23 (g łów ka 
strzałk i) zaw iera  w staw ki 
o k tap ep ty d o w e .

z tau-pozytyw nym i dystroficznymi neury tam i [52-53] 
zaś z A sn 178 w rodzinnych p rzypadkach  C J D  [69, 72], 
Obecność  geno typu  V a l129 A s n 178 prow adzi do wy­
stąpienia fenotypu C JD  n a tom ias t  M e t129 A s n 178 jest 
pow iązana fenotypow o z F F I  [69, 72].

Należy zaznaczyć, iż obecność mutacji w obrębie 
ludzkiego genu dla P rP  częściowo w arunku je  fenotyp 
kliniczny C J D  [56, 64, 90]. D la  przykładu, w 74%  
przypadków  C J D  z m utac ją  k o d o n u  200 występuje 
typowy zapis EEG . W odróżnieniu , zapis ten prawie 
nigdy nie pojaw ia się w p rzypadkach  C JD  z m utacją  
k o d o n u  178 [64]. P rzypadk i C J D  z m utacją  k o d o n u  
178 cechuje znacznie wcześniejszy niż w p rzypadkach  
sporadycznych  wiek zacho row an ia  i znacznie dłuższy 
czas trw ania  cho roby  [64]. Jeszcze wcześniej manifes­
tują się przypadk i C JD , w k tórych  gen kodujący  P rP  
zawiera d o d a tk o w e  wstawki [64]. Przypadki GSS 
zajm ują eks trem alną  pozycję, manifestując się naj-

i » | a | %  e y f e a o n e .

wcześniej i trwając najdłużej.
Fizjologiczna rola P r P c oraz rola mutacji genu P rP  

nie jest znana. Istnieją dwie podstaw ow e, a zarazem  
sprzeczne hipotezy. H ipoteza  „p r io n u ” sugeruje, iż 
konw ersja  P r P c do  P r P sc, sp o w o d o w an a  przez mutacje  
w p rzypadkach  rodzinnych  lub będąca zjawiskiem 
s tochastycznym  w p rzypadkach  sporadycznych , jest 
w arunk iem  koniecznym  i wystarczającym  d o  w ystą­
pienia ob jaw ów  choroby  [91, 7-9, 92-93, 23], W edług 
tej hipotezy, P r P sc, nabiera jąc  cech „infekcyjnego” 
białka, sam byłby czynnikiem infekcyjnym czyli „prio- 
n em ”. Innym i słowami, pasażow alność  p rocesu  c h o ro ­
bow ego byłaby jedynie epifenomenem.

D ruga, mniej o r todoksy jna  hipoteza sugeruje, że 
konw ersja  P r P c w P r P sc zwiększa jedynie  wrażliwość 
na zakażenie  do tychczas n iescharak teyzow anym  w iru ­
sem. N a  poparc ie  tej hipotezy przytacza się pow iązanie  
wrażliwości na zakażenie n a tu ra ln ą  strupie  u owiec 
z określonym  polimorfizmem długości fragm entów  
restrykcyjnych (R F L P ) genu P rP  (tożsam ego z genem 
S I P ) [94-98] oraz  powiązanie  innego polim orfizm u 
dw óch k o d o n ó w  tego genu z długością okresu  in­
kubacji eksperym entalnej strupie  u myszy [39, 99], 
U myszy charak teryzujących  się k ró tk im  okresem  
inkubacji po zakażeniu  szczepem “C h a n d le r” wirusa 
scrupie, k o d o n  108 genu P rP  od p o w iad a  leucynie, 
a k o d o n  189 treoninie. N a to m ias t  u myszy o długim 
okresie inkubacji, k o d o n  108 od p o w iad a  fenyloalani- 
nie n a tom ias t  k o d o n  189, walinie [99].

H ipo teza  „w irino” zak łada  z kolei, iż jeśli P r P sc jest 
częścią czynnika infekcyjnego, czynnik ten byłby ro ­
dzajem chimery m olekularnej u tworzonej z w irusow o- 
specyficznego o ligonukleo tydu  (dotychczas niewyizo- 
lowanego, a zatem całkowicie hipotetycznego) i b iałka 
go sp o d arza  (P rP sc); tak a  s t ru k tu ra  t łum aczyłaby  w ięk­
szość niezwykłych cech wirusa np. b rak  wywoływanej 
odpowiedzi immunologicznej [100, 101], Istnieje wresz­
cie możliwość, że konwersja P rP c do P r P sc jest je ­
dynie indukow ana  przez dotychczas niewykryty wirus.

IV. Badania na zwierzętach transgenicznych

Ryc. 7 A u to ra d io g ra m  o b razu jący  po lim orfizm  k o d o n u  129. F iltr
310 in k u b o w a n y  był z so n d ą  specyficzną d la  m etio n in y , filtr
311 z so n d ą  specyficzną d la  w aliny. G e n o ty p  b ad an y ch  
p ac jen tó w  je s t następ u jący : 1, M /M ; 2, M /M ; 3, M /V ;4 , M /V ; 
5, V/V; 6, M /M .

Szczep 263 K scrupie (Sc237) jest p a to g e n n y  dla 
chom ików  (Ha) ale nie myszy (Mo). T ransgen iczne  
myszy T g (H a P rP )  zawierające transgen P r P  ch o m ik a  
stają się na tom ias t  wrażliwe na zakażenie  tym szcze­
pem, a okres inkubacji jest odw ro tn ie  p ro p o rc jo n a ln y  
do  liczby kopii t ransgenu  [93, 102]. B adania  tego typu
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jednoznaczn ie  sugerują interację pom iędzy P r P c gos­
podarza  a  P r P sc zaw artym  w inokulum . H ipoteza  
p rionu  sugeruje, że amplifikacja P r P sc jedynie  n a ­
śladuje replikację czynnika  infekcyjnego. W yniki b a ­
dań  innych eksperym entów  z myszami transgenicz- 
nymi nie są jed n ak  już  tak  jednoznaczne. Myszy 
transgeniczne T g (M o  P rn -p b) posiadające  transgen 
P rn -p b (kodujący  dłuższy okres inkubacji po zakażeniu  
szczepem C hand ler)  wykazują  p a rad o k sa ln e  skrócenie 
(a nie spodziew ane wydłużenie) okresu  inkubacji po 
zakażeniu  tym szczepem. U myszy transgenicznych 
T g (M o P rP -P 1 0 1  L) transfekow anych  transgenem  za ­
wierającym m utację  k o d o n u  101 genu dla P r P  (od­
p ow iada jącą  mutacji k o d o n u  102 GSS, gen myszy 
zawiera delecję k o d o n u  55) pojawia się spon tan iczna  
ch o ro b a  neu rozw yrodn ien iow a charak te ryzu jąca  się 
obecnością  w akuoli i P rP - im m u n o p o zy ty w n y ch  b la ­
szek am ylo idow ych [103], Z  kolei u myszy t r a n s ­
genicznych, o dużej liczbie kopii t ransgenu P rP  chom i­
ka  T g (H a P rP ) ,  spontan iczn ie  pojaw ia się nekro tyzują-  
ca m ie lopatia  o raz  demielinizacyjna po lineuropa tia  
[104]. Efekt ten zależy od dawki transgenu. N a  
przykład, u hom ozygotycznych  myszy T g ( H a P r P  + / + ) 
c h o ro b a  rozwija się po 400-600 dniach życia zaś 
u hemizygotycznych myszy T g ( H a P r P +/~) dopiero  po 
650 dniach. Interesujące, za rów no  u myszy 
T g (M o P rP -P 1 0 1  L) ja k  i u myszy T g ( H a P r P +/+) ze 
spon tan iczną  ch o ro b ą  neuro logiczną  nie udaje się 
wykryć P r P sc, p o m im o  obecności P rP - im m u n o d o d a t-  
nich blaszek amyloidowych. M odyfikacja  ekspresji 
transgenu  d o d a tk o w o  wpływa na fenotyp choroby. 
Dziesięciokrotnie większa ekspresja transgenu  u m y­
szy T g (M o P rP -P 1 0 1  L) 2866 i 2477 pow oduje  wy­
stąpienie ob jaw ów  choroby  już  po 150-300 dniach 
na tom ias t  u myszy T g (M o P rP -P 1 0 1  L)2866 skrzyżo­
w anych z “knock-outami” P rn -p 0/0 ch o ro b a  pojawia się 
jeszcze wcześniej, bo po 150-160 dniach [105]. Jeśli 
opu b l ik o w an e  dane  o udanym  pasażu z tych myszy (ale 
tylko na chom iki i myszy transgeniczne T g (M o P rP -  
-P101L) o niskiej liczbie kopii t ransgenu) [106] zo ­
s taną  po tw ierdzone w niezależnym labo ra to r ium , bę­
dzie to  osta teczny do w ó d  hipotezy prionu.

W yniki b a d a ń  transgenicznych wskazują, że w k o n ­
wersji P r P c- P r P sc bierze udział d o d a tk o w y  k o m p o ­
nent, tzw. „białko X” [107, 108]. W odróżnien iu  od 
myszy T g (H a P rP ) ,  myszy zawierające transgen  P R N P  
człowieka, T g (H u P rP )  nie w ykazują  zwiększonej w ra ­
żliwości na  zakażenie  m ateria łem  C J D  (okres in k u b a ­
cji 590-840 dni). N a to m ia s t  w chim erach 
T g (M H u 2 M P rP ) ,  analogicznych do  niżej opisanych 
ch im er T g (M H 2 M P rP ) ,  okres inkubacji po zakażeniu  
C J D  sk raca  się do oko ło  200 dni. R óżną wrażliwość 
m yszy T g (H u P rP )  i T g (M H u 2 M P rP )  na zakażenie 
C J D  m ożna  tłum aczyć obecnością  hipotetycznego 
ch ap e ro n o w eg o  b iałka X myszy, k tóre  b iorąc udział 
w konwersji P r P c do  P r P sc łatwiej interaguje z k o m ­
pleksem  H u P r P CJD/ M H u 2 M P r P c niż z kom pleksem  
H u P r P CJD/ H u P r P c. C o  więcej konw ersja  P r P c- P r P sc

jest najłatwiejsza jeśli hom ología  obu  białek w kodonie  
129 jest tożsama. U  myszy T g (H u P rP )1 3 2  (Val w k o ­
donie  129) i T g (H u P rP )4 4 0  (Met w tym samym 
kodonie) okres inkubacji po zakażeniu  jest najkrótszy 
wtedy jeśli P r P  w inoku lum  zawiera w kodonie  129 
am inokw as identyczny jak  ten k o dow any  przez t ran s ­
gen. T o  ostatn ie  zjawisko może również tłumaczyć 
wyniki b ad ań  z użyciem myszy transgenicznych 
T g (M H u 2 M  PrP) i T g (H P u rP )  bez konieczności o d ­
w oływania  się do istnienia białka X.

H ipo teza  p rionu  o p a r ta  o założenie interakcji P r P c- 
P r P sc uzyskała oparcie w wyniku b a d a ń  w ykorzys­
tujących myszy „chim ery”. Inoku low anie  in vitro k o ­
m órek  n eu ro b las to m a  transfekow anych „chim eram i” 
genu P rP  składającymi się z różnych kombinacji 
f ragm entów  genu chom ika  i myszy (geny te różnią się 
w 16 kodonach)  prow adziło  do  pow staw ania  P r P sc 
myszy (rozpoznaw anego  przeciwciałem m onoklona l-  
nym  3F4) jedynie  wówczas gdy transgen (M H M 2  i M4) 
był rozpoznaw any  ja k o  gen myszy, a nie chomika. Dla 
odróżnienia , transgeny H 4 i H 3M  nie były ro zp o ­
znaw ane  ja k o  transgeny myszy lecz chom ika  i jak o  
takie nie p ro d ukow ały  P r P sc. W oparc iu  o ww. t ran s ­
geny (oraz d o d a tk o w y  transgen M H 2 M ) sk o n s tru o ­
w ano myszy transgeniczne, z k tórych  Tg (M H 2 M ) były 
wrażliwe na zakażenie szczepem 263 K scrapie („cho- 
m iczym ”) n a tom ias t  myszy T g (M H M 2 )  wykazywały 
oporność  na  ten szczep (białko M H 2 M  jest ro zp o ­
znaw ane  ja k o  białko myszy, nie chomika). In teresują­
ce, transgeny M H 2 M  i M H M 2  w ykazują  różnice 
jedynie  dw óch kodonów . Jeżeli liczba kopii transgenu 
M H M 2  jest bardzo  duża  (Tg(M H 2M )294) wówczas 
myszy te stają się w końcu  wrażliwe na zakażenie tym 
szczepem. In te rpre tacja  wyników tego ostatn iego eks­
perym entu  jest w zasadzie analogiczna  do  tej t łu m a­
czącej pa radoksa lne  skrócenie okresu  inkubacji u m y­
szy T g (M o  P rn -p b); liczba kopii t ransgenu  „prze­
zwycięża” inheren tną  dla tego transgenu właściwość 
opornośc i na  zakażenie szczepem 263 K. O becność 
transgenu  M H 2 M  wpływa na  okres inkubacji; okres 
inkubacji szczepu 263 K p rzepasażow anego przez 
myszy T g(M H 2M ), a następnie  przez chom iki syryjs­
kie wydłuża się.

Uzyskanie, poprzez hom ologiczną  rekombinację, 
myszy bez P r P  dostarczyło  narzędzia, k tóre  um oż­
liwiło zweryfikowanie przynajmniej części p rzedsta­
wionych hipotez [92, 109-110]. Myszy te nie wykazują 
począ tkow o  żadnych  zaburzeń  rozwojowych [111], 
n a to m ias t  w późniejszym okresie obserwuje się defekt 
w funkc jonow aniu  złącza synaptycznego [112], snu 
[113] oraz ataksję  m óżdżkow ą pow iązaną  ze zw yrod ­
nieniem kom órek  Purk in jego  [114], P o  inokulacji, 
u myszy tych nie występują objawy scrapie oraz nie 
występuje replikacja czynnika zakaźnego [109]. D o- 
świadecznia te wykazały, że P rP  jest niezbędne dla 
replikacji czynnika n a tom ias t  nie pozwalają  one na 
definitywne stwierdzenie, że P r P  jest jednocześnie 
czynnikiem infekcyjnym [115].
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V. PrP jako amyloid: koncepcja pasażowal- 
nych amyloidoz mózgowych

P rP -d o d a tn ia  blaszka (płytka) am ylo idow a stanow i 
najbardziej specyficzny składnik  neuropato logii  o m a ­
wianej grupy  chorób. Pon iew aż  mózgi chorych  na 
k u ru  zawierały m iriady tak ich  blaszek, d la tego też 
G a j d u s e k  nazwał ku ru  “galloping senscence o f  the 
juvenile” [116]. Trzy dziesięciolecia później usta lono , 
iż b laszka  am ylo idow a w T SE  zawiera P r P sc; tak  więc 
P r P sc jest, ex definitione am ylo idem  w pasażow alnych  
am ylo idozach  m ózgowych, niezależnie od  tego czy 
białko to jest także częścią czynnika scrapie. B ezpo­
średniego dow odu, iż P r P sc zawiera przewagę c h a ra k ­
terystycznych dla każdego  am ylo idu  s t ru k tu r  (3-fał- 
dow ych w swojej budow ie  przestrzennej dostarczył po 
raz pierwszy C a u g h e y  i w s p .  [24] posługując  się 
spek tro skop ią  w podczerwieni. N astępn ie  P  r u s i - 
n e r  i w s p .  [25-27] potwierdził, iż P r P sc zawiera  
około  54%  s tru k tu r  (3-fałdowych (Ryc. 8). W  w yniku 
denaturacji  SDS (który to proces pow oduje  znaczny 
spadek  infekcyjności), odsetek  s t ru k tu r  (3-fałdowych 
spada. Podobnie ,  wysokie p H  pow oduje  spadek z a ró ­
wno m iana  infekcyjności, ja k  i zawartości s t ru k tu r  
(3-fałdowych w P r P sc. D la  odróżnienia , P r P c zawiera  
w swej konform acji trzy [117] obszary  a-helikalne. 
Z  kolei, trzy z czterech syntetycznych pep tydów  o d ­
powiadających  sekwencją czterem obsza rom  a-helika- 
lnym P r P c tw orzą  sam orzu tn ie  w łókna  amyloidowe, 
co sugeruje obecność s t ru k tu r  (3-fałdowych a nie 
a-helikalnych, co po tw ierdzają  bad an ia  z użyciem 
N M R  (Ryc. 9) [117]. Co  bardziej interesujące, wszyst­
kie obszary  a-helikalne m ap u ją  się do tej części P r P sc, 
k tó ra  stanie się o p o rn y m  na trawienie p ro te inazam i 
P r P  27-30 w C JD  ale nie we wszystkich postac iach  
GSS. Razem, dane  te dos ta rcza ją  kolejnego dow odu ,

Ryc. 8 M o d e le  P r P c (b) i P rP sc (a), (a) P ro p o n o w a n y  
m odel P r P sc. S tru k tu ra  p re z e n to w a n a  n a  rycinie 
z o s ta ła  w y b ra n a  z sześciu ró żn y ch  m odeli b ia łk a  
ja k o  k o re lu jąca  najlepiej z d an y m i genetycznym i. 
P r P sc zaw iera  cztery  d o m en y  (3-fałdowe i dw ie 
a-helisy . (3-fałdowe d o m en y  l a  i lb  (czerw one) 
o d p o w ia d a ją  pierw szej a-helisie  P rP c zaś d o m en y  
2a i 2b  (zielone), d rug ie j a -helisie  P rP c. H elisy 
3 i 4 p o zo s ta ją  n iezm ien ione  w tym  m odelu . 
C z te ry  reszty  am in o k w aso w e (A sn l08 ; M et 112, 
M e tl2 9  i A la l3 3 ) o d g ry w ające  ro le  w barie rze  
g a tu n k o w ej p rzed staw io n e  ja k o  białe m odele  
ku lkow e, (b). P ro p o n o w a n y  m odel P rP c. H elisa  
p ierw sza p rz e d sta w io n a  w czerw ieni d ru g a  w zie­
leni. M odel ten  zo sta ł jed y n ie  częściow o p o tw ie r­
d zo n y  b a d a n ia m i N M R  [117]. D zięki u p rze jm o ­
ści P rof. S tan ley a  B. P r u s i n e r a ,  U n iw ersy te t 
K alifo rn ijsk i, San F ran c isco , USA . C zęściow o 
zm ody fik o w an e  wg H u a n g  Z,  P r u s i n e r  
SB,  C o h e n  F E  (1995) Folding Design  1: 
13— 19

że in terakcja  b iałko-b ia łko  (P r P sc- P r P c) stanowi p o d ­
staw ow y proces pa togenezy w pasażow alnych  am ylo­
idozach mózgowych. S a f a r  i w s p .  [118-121] p o ­
sługując się technikam i spektroskopii  dichroizm u k o ­
łowego zas tosow anego do  cienkich warstw P rP  uzys­
k iw anych na szkle lub mice wykazali iż P r P sc zawiera 
34%  s tru k tu r  (3-fałdowych i 20%  a-helikalnych, zaś 
P r P  27-30 odpow iednio  43%  s tru k tu r  (3-fałdowych bez 
obszarów  a-helikalnych. P r u s i n e r  [105] p rzedsta ­
wił analogiczne dane dla P r P sc (30% a-helikoid, 43%  
s tru k tu r  (3-fałdowych i 27%  s tru k tu r  przypadkow ych 
(turn and coil); P r P c (odpow iednio  42% , 3%  i 55%) 
oraz P r P  27-30 (21%, 54%  i 15%). Wszystkie te dane  
sugerują, że P r P sc w zajętym przez pasażow alne amylo- 
idozy m ózgu  pozostaje  głównie w konformacji (3-fał- 
dowej w odróżnien iu  od P r P c, k tóre  konform acyjnie  
jest głównie a-helikalne. O s ta tn io  opub likow ano  b a ­
d an ia  N M R  fragm entu  121-231 P r P c uzyskanego tech­
nikam i rekom binacyjnym i w E. coli [117]. W  od ró ż ­
nieniu od  poprzedn io  cytow anych  modeli, P r P c zawie­
ra tutaj trzy a-helikoidy (fragmenty 144-154, 179-193 
i 200 do  217) oraz  dw a an ty  paralelne łańcuchy (3-fał- 
dowe (128-131 i 161-164). P raw d o p o d o b n ie  już  w k ró t­
ce zostanie  opu b l ik o w an a  s t ru k tu ra  N M R  P r P sc.

K onw ersji P r P c w P r P sc d o k o n a n o  także w systemie 
bezk o m ó rk o w y m  in vitro, co dostarczyło  pierwszego 
bezpośredniego dow odu , że tak a  konw ersja  istotnie 
d o k o n u je  się w procesie nukleacji (seeding) w okół ją d ra  
[122]. W  cy tow anym  eksperymencie, znakow any  35S- 
P r P c zostaw ał p rzekształcony w 35S -P rP sc pod w pły­
wem n ad m ia ru  P r P sc. K onw ersja  P r P c w P r P sc jest 
gatunkowo-specyficzna, to znaczy 35S -H a o P rP c k o n ­
w ertow ał pod  wpływem M o P r P sc znacznie mniej w y­
dajnie niż pod  wpływem H a P r P sc i tworzące się 
w wyniku  tej konwersji formy P r P  oporne  na prote ina- 
zę K  (a więc analogiczne do  P r P  27-30) były odmiennej
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Ryc. 9 S tru k tu ra  fra g m e n tu  P rP (1 2 1 — 231) m yszy. T rzy  a-helisy  o z n a c z o n o  k o lo rem  żó łtym , zaś dw ie an ty -ró w n o leg łe  d o m en y  ß-faldow e, 
n ieb iesk im . Ł ą c zące  pętle o zn acz o n o  k o lo re m  zielonym . M o stek  d w u sia rczk o w y  pom iędzy  resz tam i cysteiny  179 i 214 o zn acz o n o  
k o lo rem  białym . D zięk i u p rze jm o śc i prof. G l o c k s h u b e r  a, In s ty tu t fu r M o le k u la rb io lo g ie  un d  B iophysik , Z ürich , S zw ajcaria  [117],

wielkości [123], K o n w ers ja  P r P c w P r P sc była zależna 
od  czasu oraz  od  stężenia tego osta tn iego  przy czym 
istniało progow e stężenie P r P sc, poniżej k tó rego  k o n ­
wersja us taw ała  [124]. Co  więcej, ak tyw ność  k o n w er­
tu jąca  wiązała się z ag rega tam i P r P  a nie z m o n o ­
m erem  tego białka. Interesujące, użycie ultrafiltracji 
wykazało, że ak tyw ność  konw ertu jąca  jes t  za trzym y­
w an a  przez filtr o wielkości p o ró w  <  100 kDa; znów, 
zjawisko to  m o ż n a  in te rp re tow ać  j a k o  dow ód, że 
ak tyw ność  ta k ą  w ykazuje  agregat a nie m o n o m e r  P rP  
[124]. W  tym  miejscu należy zaznaczyć, że nie m ożna  
wykluczyć, iż d o d a tk o w y  k o m p o n e n t  ( <  100 kD a) 
ko-sedym entu jący  z P r P sc jest w istocie odpow iedz ia l­
ny za proces konwersji. P rzy toczone  eksperym enty  
świadczące na  korzyść  h ipotezy nukleacji m etaforycz­
nie p rzy p o m in a ją  lód-9  z książki „K ocia  ko łyska” 
K u r ta  Y o n n e g u t a ,  w której ten izom er lodu p o w o ­

duje przekształcenie stykającej się z nim wody w kolej­
ne m olekuły lodu-9 i tak  ad infinitum [125]. M etafory  
lodu-9 ja k o  pierwszy używał D. C arle ton  G a j  d u - 
s e k ,  w swoich w ykładach  (patrz, 125, przypis).

VI. Co pozostało?

W  chwili obecnej h ipo teza  p r ionu  jest powszechnie 
zaak cep to w an a  także z p o w o d u  bezskutecznych p o ­
szukiw ań s t ru k tu r  w iruso-podobnych . Jed n ak  od 1968 
r. kiedy to D av id  F e r r e i r a  i w s p .  [126] wykryli 
tzw. s t ruk tu ry  tubu lopęcherzykow e w m ózgach  myszy 
zakażonych  scrapie, s truk tu ry  te udało  się wykazać we 
wszystkich b adanych  m odelach  scrapie, C J D  i GSS 
[127,129]. O s ta tn io  jeden  z nas (Paweł P. L i b e r s k i )  
o raz  M a r t in  J e f f r e y  z M A F F , CVL, Lasswade 
V eterinary  L a b o ra to ry  w Edynburgu , Szkocja w yka­

POSTĘPY B I O C H E M I I  4 2 ( 4 ) ,  199 6 327http://rcin.org.pl



Rye. 10 S tru k tu ry  tu b u lo p ęch e rzy k o w e  (strzałk i) o średn icy  o k o ło  25 nm  p rzy legające  d o  w łók ienek  P rP  am y lo id u  (głów ki strzałek). 
N ie o p u b lik o w a n e  b a d a n ia  P P L  i D r. M a rtin a  Jeffreya, M A F F , C V L , L assw ad e  V ete rin ary  L a b o ra to ry , E d y n b u rg , Szkocja. 
T ra n sm isy jn a  m ik ro sk o p ia  e lek tro n o w a , k o n tra s to w a n ie  o c tan em  u ran y lu  i cy try n ian em  ołow iu; o ry g in a ln e  pow iększenie , 140000 x .

zali obecność  s tru k tu r  tubu lopęcherzykow ych w ścis­
łym k on takc ie  z w łókienkam i P rP -am y lo id u  (Ryc. 10) 
w tzw. luźnych blaszkach am yloidow ych w obszarze 
podw yśc ió łkow ym  m ózgów  chom ików  zakażonych  
scrapie. Jeżeli obserwacje te zos taną  niezależnie p o ­
tw ierdzone i jeżeli s truk tu ry  te okażą  się cząsteczką 
wirusa scrapie, to tak bezpośredni k o n ta k t  jest w stanie 
wyjaśnić ścisły związek P r P  i infekcyjności.
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Rola białek kodowanych przez faga X w destrukcji bak­
teryjnej ściany komórkowej i kontroli czasu lizy

Role of bacteriophage X  coded proteins in destruction of bacterial 
cell wall and the control of lysis timing

SABINA KĘDZIERSKA1, 
ALINA TAYLOR2

Spis treści:

I. Wstęp
II. N akładające się geny rejonu lizy faga X

I I - l. Białka S105 i S107, produkty jednego genu o an- 
tagonistycznych funkcjach fizjologicznych  

II-2. Białko R, enzym  rozszczepiający wiązania P -l,
4-glikozydow e przez transglikozylację 

11-3. Lokalizowane w błonach bakteryjnych białka Rz 
i R zl; rola białka R zl w fuzji błon bakteryjnych

III. Podsumowanie

W ykaz stosowanych skrótów: aa — aminokwas(y); IM — bło­
na wewnętrzna (cytoplazmatyczna); nt — nukleotyd(y); OM

błona zewnętrzna; O R F — otwarta rama odczytu; SD 
— sekwencja Shine-Dalgarno, rbs; Tn transpozon.

I. Wstęp

Zakażenie  wirusem X kom órk i Escherichia coli p ro ­
wadzi do  lizy lub lizogenizacji czyli integracji genom u 
wirusowego z D N A  ko m ó rk o w y m . Z in tegrow any pro- 
fag replikuje się z ch ro m o so m em  baktery jnym  i prze­
kazyw any jest kolejnym  pokolen iom  po to m n y m  z a k a ­
żonej kom órk i  [1]. Jego geny znajdują  się w stanie 
represji realizowanej, przez p ro d u k t  genu cL  W o d ­
powiednich w aru n k ach  może nastąpić  indukcja  profa- 
ga polegająca na inaktywacji represora  i derepresji

1 Dr, 2prof. dr hab., Katedra Biochemii, Pracownia Biochemii 
Bakteryjnej, Uniwersytet Gdański, ul. Kładki 24, 80-822 
Gdańsk

C o n ten ts :

I. Introduction
II. Overlapping genes of the lysis region

II-l. Two S proteins, one gene products with antagonis­
tic physiological function 

II-2. R protein, the enzyme splitting p -l, 4-glycosidic 
bonds by transglycosylation  

II-3. Rz and R zl; proteins localized in bacterial memb­
ranes; a role o f the R zl in membranes fusion

III. Summary

genów fagowych. W ówczas następuje  replikacja fago- 
wego D N A  i ekspresja genów fagowych. W końcow ym  
efekcie dochodzi do  wytworzenia  i uwolnienia p o to m ­
nych fagów przez lizę kom órk i bakteryjnej. Liza 
polega na zniszczeniu osłony kom órkow ej bakterii, 
złożonej z IM , O M  i mureiny. W procesie tym biorą 
udział białka, kodow ane  przez genom  fagowy; S, R i Rz 
oraz p raw d o p o d o b n ie  Rzl wykryte przez nas w 1993 r.
[2] (Tab. 1).

II. Nakładające się geny rejonu lizy faga X,

G eny lizy znajdują  się w praw ym  ram ieniu  genom u 
faga X [3], Rycina 1 przedstaw ia  uak tua ln ioną , uprosz­
czoną m apę fizyczną tego rejonu. T ranskrypc ja  genów

zależy od konsty tu tyw nego  p ro m o to ra  p R., ale wkrótce 
po starcie ulega terminacji w miejscu te rm ina to row ym  
t R. Aktywacja  tej tzw. transkrypcji  późnej zależy od

T a b e la  1.
P ro d u k ty  genów  re jo n u  lizy faga /.

B iałko k D a Pi lo k a lizac ja  w k o m órce  
E. coli

p ro p o n o w a n a  funkcja

§(8.9,11) 11.6 (8.5) 9 IM u dzia ł w tran slo k ac ji transg likozy lazy
k o n tro la  czasu  lizy

|^(1 7,34) 17.5 9.45 b ia łk o  ro zpuszczalne (tran sg lik o zy laza) d e s tru k c ja  m ureiny
r z(2.39, 17.2 9.27 strefy adhezji (A) (en d o p ep ty d aza?) d e s tru k c ja  m ureiny?
Rzl(401 6.5 (p rek u rso r) 9.06

5.1 (b ia łk o  do jrza łe) ~  8.3 O M fuzja IM  i O M ?

T a b e lk ę  o p ra c o w a n o  w o p a rc iu  o prace: [2, 8, 9, 11, 17, 34, 39, 40]
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4 6  461 46  752
Ryc. 1. R ejon lizy b ak te rio fag a  X.

Strzałk i w skazu ją  k ie ru n ek  tran sk ry p c ji p ó źnego  o p e ro n u  faga X. L iczby o d p o w ia d a ją  pozycjom  nt w sekw encji LD N A  [3]. W górnej 
linii p o d a n o  nazw y p ro d u k tó w  genów  lizy i liczbę ich reszt am in o k w asó w  (w naw iasach). Sym bole: gen  Q, k o d u jący  b ia łk o
an ty te rm in a to ro w e ; (-■ ■ -). n a k ła d a ją c e  się geny lizy S, R , R z, R z l  o raz  gen bor, k tó ry  ulega tran sk ry p c ji z d rug iej nici D N A  faga 
X w przeciw nym  k ie ru n k u  w s to su n k u  d o  tra n sk ry p c ji genów  R z R z l  [37 ] i p rzy puszczaln ie  nie uczestn iczy  w lizie; (o), późny p ro m o to r; 
(x), późny  te rm in a to r  ro z p o z n a w a n y  przez p ro d u k t genu Q. (cyt. wg [40 ] za zg o d ą  wyd.)

an ty te rm ina to row ego  białka Q  [4]. Pow sta jący  trans- 
krypt koduje  b iałka lizy, b ia łka odpow iedzia lne  za 
pakow anie  fagowego D N A  oraz  białka s truk tu ra lne  
główki i ogonka.

T ranskrypc ja  późna  zaczyna się ok. 8 min. po 
zakażeniu  kom órk i  E. coli fagiem lub po  indukcji 
kom órk i  lizogennej. T ranslac ja  ok. 25 genów k o d o ­
wanych w późnym  transkrypcie  podlega sk o m p lik o ­
wanej regulacji, w wyniku której poziom  ekspresji 
poszczególnych genów m oże różnić się tysiąckrotnie  
[5-7]. M echanizm  tej potranskrypcyjnej regulacji nie 
jest znany i budzi zainteresowanie. Oczywiście, różne 
mechanizm y kontro li  m ogą dotyczyć różnych genów.

Seria prac z labo ra to r iów  R. Y o u n g a (USA) i U. 
B 1 a s i ’ e g o (Austria) dotyczy regulacji ekspresji ge­
nu S, pierwszego genu późnego transk ryp tu . R. 
Y o u n g om aw ia  to zagadnienie w pracy przeglądowej
[8], zwracając uwagę na możliwość występowania 
s truk tur drugorzędowych w sekwencji 598 nukleoty- 
dów między końcem 5' m R N A  i kodonem  inicjatoro- 
wym S, k tóre mogłyby kontro low ać translację genu 
S  (Ryc. 3) [9], Regulacja ekspresji genu S  może mieć 
wpływ na ekspresję pozostałych genów lizy, R , R z  i R z l .

N a  uwagę zasługuje stwierdzenie, że p ro d u k t  genu 
R, enzym bakterio lityczny o swoistości transglikozyla- 
zy mureinowej, jest syntetyzow any w w ykrywalnych 
ilościach już  8 min po  indukcji p rofaga [10], m im o że 
liza występuje dopiero  ok. 45 min później. W skazuje  to 
na  istnienie potranslacyjnego  m echanizm u k o n tro lu ją ­
cego czas wystąpienia  lizy. W edług B l a s i ’ e g o  
i w s p .  [9, 11] główną rolę odgryw ają w tym dwa 
p roduk ty  jednego  genu S , S I 07, inh ib itor  lizy i S I 05, 
efektor lizy, o ligomeryzujący w IM  i w ten sposób  
tworzący w niej kana ł  dla translokacji p ro d u k tu  genu 
R, co stanowi wczesny e tap  lizy. Szczegóły dotyczące 
tego zagadnienia  będą om ów ione  w podrozdzia le  
o genie S i b ia łkach S.

G en  S  zachodzi o 14 nuk leo tydów  na gen R (Ryc. 1), 
m ożna  więc było oczekiwać, że translacja  S  m a  wpływ 
na  translację R. Z kolei sygnał terminacji translacji R, 
U G A , zachodzi na  k o don  in icjatorowy A U G (A ) genu

Rz, co sugeruje działanie m echanizm u reinicjacji t ra n s ­
lacji, polegającego na  przesunięciu się małej podjed- 
nostki rybosom alnej po  zakończeniu  translacji genu 
bliższego końcow i 3' m R N A  do następnego  ko d o n u  
inicjacyjnego, bez odłączenia się od  odczytywanego 
m R N A .

G en  R z l  znajduje  się całkowicie wewnątrz  genu Rz. 
Jest poprzedzony  RBS, k tórego  sekwencja pozw ala  
sądzić, że jest to sygnał bardzo  efektywny. Sekwencja 
ta -A A G G A G -je s t  bardzo  zbliżona do  sekwencji zgod ­
ności (consensus) i iden tyczna z występującą przed 
genem 10 faga T7 znanym  z silnej ekspresji i d la tego 
używ aną w plazmidzie ekspresyjnym pT7-7 [12].

Analogiczne geny, odpow iednik i S, R i Rz faga A, 

występują także u innych fagów lambdoidalnych (Ryc. 2). 
Rycina 2 przedstaw ia geny rejonów lizy czterech fagów 
lam bdoidalnych: X, 21, PA-2 i P22 z uwzględnieniem 
podob ieńs tw a  między nimi, w yrażonego w procentach. 
G en  Rz spośród  genów lizy wykazuje najwyższy 
stopień ewolucyjnego konserw atyzm u [8], In teresu ją­
cy jest fakt, że O R F  dla b iałka 6,5-kDa, które byłoby 
analogiem  Rzl jest również obecna  w genieRz21 i to 
w tej samej pozycji jak  w XRz. O R F  (Rz21) jest w 98%  
hom olog iczna  w sekwencji nukleotydow ej z XRz  (dane 
uzyskane z bazy danych  EM B L; p rog ram  FASTA). 
P o n a d to  sekwencja Rz21 jest pop rzedzona  identyczną 
sekwencją SD (-A A G G A G ) w odległości —  7 n u k leo ­
tydów  od ko d o n u  AU G .

II-l. Białka SI05 i SI07, produkty jednego 
genu o antagonistycznych funkcjach 
fizjologicznych

G en S  sk łada  się z 321 pa r  nukleotydów , co o d ­
pow iada  107 k o d o n o m  w m R N A . O bliczona na  tej 
podstaw ie  m asa  jego p ro d u k tu  b iałkowego wynosi 
11.6-kDa, ale ciężar cząsteczkowy S w yznaczony na 
podstaw ie  ruchliwości elektroforetycznej w żelu SDS- 
polikary lam idow ym  od p o w iad a  8500. Białko S nie­
zbędne jest do wywołania  lizy bakterii E. coli, [13]. 
Inak tyw acja  genu S  sprawia, że po indukcji lizogenu

332 POSTĘPY B I O C H E M I I  4 2 (4 ) ,  1 996http://rcin.org.pl



Ryc. 2. G en y  re jo n ó w  lizy b ak te rio fag ó w  lam b d o id a ln y ch : X, 21, PA -2 i P22.
G en y  „kase ty  litycznej" p rzed staw io n o  w postaci p ro s to k ą tó w ; o b o k  p o d a n o  ilość reszt am in o k w aso w y ch  ich p ro d u k tó w . S top ień  
p o d o b ie ń s tw a  o d p o w iad a jący c h  sobie  b iałek  p o d a n o  w % ; sekw encje am in o k w asó w  w yznaczono  na p o d sta w ie  sekw encji nu k leo ty d ó w  
o d p o w ied n ich  genów . S trzałk i um ieszczone na zew n ą trz  w skazu ją  p o d o b ie ń s tw o  m iędzy p a ram i o d p o w iad a jący c h  sob ie  genów , S  faga 
X i 13 faga P22 o ra z  /.R z  i 15 faga P22. N ie s tw ie rd zo n o  żad n eg o  p o d o b ień s tw a  m iędzy genam i R i 19 fagów  X i P22. P ro d u k te m  genu  XR  
je s t tran sg lik o zy laza , n a to m ia s t genu 19 faga P22, lizozym . P ro d u k ty  genów  R fagów  21 i PA -2 nie zosta ły  ziden ty fikow ane. Sekw encja 
R z  faga PA -2 nie zo sta ła  do  k o ń ca  p o zn an a . W genie R :  faga 21 je s t o b ecn a  O R F 6 0  d la  b ia łk a  6 .5 -kD a, k tó re  by łoby  analog iem  
p ro d u k tu  genu  R :1  faga X. (cyt. za [8 ] zm odyfikow ane)

procesy metaboliczne: oddychanie , syntezy m a k ro ­
cząsteczek są kon ty n u o w an e  w czasie, w k tó rym  
w kom órce  zakażonej X,wt zostałyby zaham ow ane  
i wystąpiłaby liza [ 14, 15]. W cytoplazm ie E. coli {ES ~ ) 
g ro m ad zą  się do jrzałe  fagi o raz endolizyna w ilości 
znacznie większej niż przy zakażeniu  A,wt [15, 16]. 
N azw a  endolizyna, oznacza ak tyw ność  bakteriolitycz- 
ną, k tó ra  może zależeć od dwóch enzymów: p ro d u k tu  
genu ER, transglikozylazy, a możliwe, że także od 
p ro d u k tu  genu Rz,  k tóry  mógłby mieć aktyw ność  
endopep tydazy . T a  osta tn ia  h ipoteza nie została u d o ­
w o d n io n a  [17]. D odan ie  ch lo roform u do in d u k o w a­
nych hodowli lizogenów ES~  wywołuje prawie na ty ch ­
m ias tow ą  liżę bakterii , co sugeruje, że białko S musi 
wpływać na  przepuszczalność IM [15, 18] i uczest­
niczyć w transporc ie  transglikozylazy do jej substra tu , 
mureiny, k tó ry  znajduje  się w przestrzeni periplaz- 
matycznej [ 13], Te właściwości m u tan tó w  ES decydują
0 ich p rak tycznym  zastosow aniu  do  otrzym yw ania  
dużych  ilości faga E lub w ek to rów  skonstruow anych  
z D N A  faga E.

Prob lem y  zw iązane z detekcją małego, w ystępujące­
go w niewielkich ilościach, letalnego i względnie nieim- 
m u n ogennego  b ia łka  jak im  jest białko S sprawiły, że 
w ciągu długich b a d a ń  am erykańskich  labora to r iów  R. 
Y o u n g a  i D .  W i l s o n a ,  za p ro d u k t  genu S  u w a­
żan o  kolejno 6 różnych polipep tydów  (!).

W  myśl pierwszej propozycji W i l s o n a  [19] p ro ­
d u k ta m i  genu S  były dwa białka znacznie różniące się 
ciężarem  cząsteczkowym, su b k o m ó rk o w ą  lokalizacją
1 funkcją im przypisywaną. Jeden z polipep tydów  o M r

15000 z lokalizow ano w IM kom órk i  zakażonej fagiem 
E i uw ażano , że jest on odpow iedzialny za podw yż­
szoną przepuszczalność IM  dla związków d ro b n o cząs­
teczkowych [19, 20]. W edług tych au to rów  drugi 
polipeptyd o ciężarze cząsteczkowym 5500 w ystępo­
wał w dużej ilości kopii w oczyszczonych wirionach 
i p rzypisyw ano mu udział w napraw ie  uszkodzeń IM , 
wywołanych w prow adzeniem  D N A  faga E [20], A 11 - 
m a n  i w s p . [21] z p rod u k tem  genu S identyfikowali 
bia łko o masie 8.5-kDa, k tóre  w ystępow ało  w osłonie 
k om órk i  bakteryjnej. Is to tny postęp  wniosła praca 
Z a g o t t y  i W i l s o n a  [22], którzy potwierdzili 
poprzedn i wynik (8.5-kDa) m etodam i im m unologicz­
nymi dzięki o trzym aniu  przeciwciał anty-S. Różnicę 
pom iędzy ciężarem cząsteczkowym S, z identyfikowa­
nym (8.5-kDa) a obliczonym  na podstaw ie sekwencji 
nukleotydowej genu 5 ( 1 1.6-kDa) tłum aczono  n ie typo­
wym wiązaniem SDS do silnie hydrofobow ego białka 
S. Jed n ak  nie jest w ykluczona proteolityczna modyfi­
kacja po trans lacy jna  białka S.

Analiza genetyczna m u tan tó w  S  ujawniła nieoczeki­
w aną złożoność ekspresji genu S  [ 10, 23]. W edług tych 
a u to ró w  ekspresja genu S jes t  k o n tro lo w an a  na pozio­
mie translacji przez d rugorzędow ą struk tu rę  m R N A , 
sekwencję sdi [9, 11]. Miejsce sdi (Ryc. 3A), obejmuje 
dwie s truk tu ry  „szpilek do w łosów ” oraz dwie po łączo­
ne sekwencje SD, k tóre  odpowiedzialne są za inicjację 
translacji od k o d o n u  M e tl  lub Met3 [11]. Zatem  z tej 
samej ram y odczytu  genu S m ogą pow stać  dw a 
polipeptydy: S 107 (start od M e t l )  i S 105 (start od 
Met3), k tóre  różnią się tylko obecnością reszt
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Ryc. 3. A —  R egion reg u la to ro w y  (sd i) genu  S
P rz e d s ta w io n o  dw ie s tru k tu ry  „szpilek d o  w łosów ” o ra z  p o łączo n e  sekw encje SD  (G G G G G  i U A A G ) o d p o w ied n io  d la  inicjacji 
tran slac ji od  k o d o n u  M e t l  i M et3 . Pow yżej sekw encji m R N A  p o d a n o  sekw encję N -te rm in a ln ą  b ia łk a  S107 (in h ib ito ra  lizy), a poniżej 
S105 (efek to ra  lizy). (sd il), (sdi2 ), (sdi3) —  m iejsca m u tac ji p u n k to w y ch , k tó re  um ożliw iły  ok reślen ie  sekw encji sdi (structure directed  
in itia tion), regu lu jącej często tliw ość  inicjacji tran slac ji od  A U G , (M e f ,) lub  A U G 3 (M e t3) [10 ]; B —  M otyw  p o d w ójnego  s ta rtu  tran slac ji 
genów  o funkcji analog icznej d o  funkcji genu S  faga X [cy t. za 8], P rz e d s ta w io n o  reg iony  inicjacji translac ji i N -te rm in a ln e  sekw encje 
p ro d u k tó w  genów  S  fagów  lam b d o id a ln y ch : X, 21 i PA -2 o ra z  faga P22, d la  k tó reg o  g o sp o d a rze m  je s t Salm onella typhim urium . S trzałk i, 
( o —>), w sk azu ją  ram y  odczy tu  p ro d u k tó w  genów  S; s tru k tu ry  sdi zo s ta ły  p o d k reślo n e , w naw iasach  p o d a n o  liczby reszt am in o - 
k w asow ych  o d p o w ied n ich  b iałek . W ystęp o w an ie  m o ty w u  p o d w ó jn eg o  s ta r tu  tran slac ji zo s ta ło  p o p a r te  dośw iadczen iem  ty lko  
w p rz y p a d k u  fagów  X i P22. W  p o zo sta ły ch  p rz y p a d k a c h  o b ecn o ść  m o ty w u  p o d w ó jn eg o  s ta r tu  tran slac ji w yw n io sk o w an o  z sekw encji 
nu k leo ty d o w e j genów  S. (cyt. wg [8 ] za zg o d ą  wyd.)

M e t1-Lys2 przy końcu  N -te rm ina lnym  w S 107 [9-11].
Analogiczny model podw ójnego  s ta r tu  translacji 

genów o funkcji analogicznej do  S  jest zachow any  
wśród fagów lam bdo ida lnych  [8, 25, 26] (Ryc. 3B). 

W ykazano , że b iałka S I 07 i S I 05 w procesie lizy

pełnią funkcje antagonistyczne  [9]: S 107 jest inh ib ito ­
rem po lipep tydu  S I05, k tórego ak tyw ność jest letalna 
dla kom órk i.  Istnieje korelacja  między czasem lizy 
a ilościowym stosunkiem  inhibitora  (S I07) do  letal- 
nego efektora  (S 105) [9, 11, 24].
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N a podstaw ie  dośw iadczeń fizjologicznych i genety­
cznych o p ra c o w a n o  m odel działania  b iałka S zgodnie 
z k tórym , ulegając oligomeryzacji tworzyłoby ono 
pory w IM , co um ożliw iłoby endolizynie faga X d o ta r ­
cie do m ure iny  [10, 14, 19]. M odel ten został uzupeł­
niony przez N a m  i w s p. [25] oraz B l a s i ’ e g o  
i w s p. [11], k tó rzy  sugerują, że S 107 tw orząc hetero- 
oligomery z S I 05 ham uje  pow staw anie  po rów  w IM , 
przez ograniczenie  poprzecznej dyfuzji m onom erów  
S I 05. W edług  tego m ode lu  d o d a tn io  na ładow ana  
reszta Lys2 b iałka S I 07, oddziału jąc z ujemnie n a ła d o ­
w aną  pow ierzchnią  IM , ogranicza możliwość prze­
g rupow an ia  he te roo ligom erów  i w związku z tym 
ham uje fo rm ow anie  porów . Jest to p ró b a  wyjaśnienia 
hamującej funkcji S107 (Ryc. 4B). A utorzy p ro ponu ją  
dw us topn iow y  model, dz ia łan ia  p ro d u k tó w  genu S: 1) 
dw a p ro d u k ty  genu S, S I 05 i S 107 tworzyłyby w pierw­
szej kolejności heterooligom eryczne, nieaktywne pory 
w IM; 2) po p rzeg rupow an iu  się m o n o m eró w  S we­
w nątrz  pory  tw orzyłyby się funkcjonalne pory, um oż­
liwiające translokację  p ro d u k tu  genu R, transglikozy- 
lazy, do periplazmy. A utorzy  sugerują również, że po 
zneu tra l izow aniu  po tencja łu  błony działaniem np. 
K C N , S I 07 zachow uje  się jak  letalne białko S I 05, 
uczestnicząc w tw orzeniu  ak tyw nego kana łu  [11] (Ryc.
4). M odel ten jest o tyle niepełny, że nie uwzględnia roli 
białek Rz i R zl lokalizujących się w błonach  bak te ry j­
nych.

M o ż n a  by podsum ow ać , że letalność p ro d u k tu  genu 
S  i jego udział w lizie polega na uszkodzeniu  IM , 
um ożliw iającym  translokację  endolizyny do  mureiny 
zlokalizowanej w periplazm ie E. coli. R. Y o u n g 
preferuje nazwę „holes” (otwory) nie pory, gdyż t rudno  
na razie zdefiniować s t ru k tu rę  uszkodzeń IM przez 
S107/S105 [24]. Y o u n g  i B ł a s i  p roponu ją ,  aby 
fagowe b ia łka  zaangażow ane  w tworzenie „holes” 
nazw ać „holins” [24].

II-2. Białko R, enzym rozszczepiający wiązania 
p-l,4-gIikozydowe przez transglikozylację

G e n  R  jest drugim  w kolejności genem późnego 
tran sk ry p tu .  K o du je  enzym  bakteriolityczny, trans- 
glikozylazę. A ktyw ność  bak terio li tyczna faga X została 
p rzyp isana  p ro d u k to w i genu R  przez C a m p b e 11 a 
[27] i oczyszczona z lizatów do  hom ogenności przez 
B l a c k a  i H o g e n s s a  [28]. Jednak , nie określono  
wówczas specyficzności enzym u bakteriolitycznego.

W e wczesnych p racach  zw rócono  uwagę na brak  
w łasności redukcyjnych p ro d u k tó w  degradacji m ure i­
ny przez b a d a n y  enzym co od różn ia ło  jego swoistość 
od lizozymu. W lizatach indukow anych  E. coli (A.) 
w ykry to  ak tyw ność  endopep tydazy , k tó rą  mylnie 
p rzyp isano  p ro d u k to w i genu R [29]. W 1974 r. 
z b a d a n o  s t ru k tu rę  chem iczną nieredukujących  p ro d u ­
k tó w  reakcji b adanego  enzym u (m uropep tydów  CA 
i CB; Ryc. 5) korzysta jąc  ze spektrom etrii  masowej. 
O k a z a ło  się, że występuje w nich kwas (3-1,6-anhyd-

Peryplazma

Ryc. 4. M odel w y jaśn ia jący  dz ia łan ie  b ia łk a  S I 07 ja k o  in h ib ito ra  
lizy
(A) H ete ro o lig o m ery  S105/S107 tw o rzą  się w IM . D o d a tn io  
n a ła d o w a n a  resz ta  L y s2 (o zn aczo n a  © ) b ia łk a  S 107 o d ­
d zia łu je  z u jem nie n a ła d o w a n ą  po w ierzch n ią  IM , o g ra n ic z a ­
ją c  w ten  sp o só b  p o p rzeczn ą  dyfuzję h e te ro o lig o m e ró w  
S105/S107 i h am u jąc  p o w staw an ie  p o rów  (tw orząc  n ie fu n k ­
c jo n a ln e  pory).
(B) N eu tra lizac ja  p o ten c ja łu  b ło now ego  przez dz ia łan ie  
in h ib ito ró w  o d d y ch an ia , np. K C N  lub  u tw o rzen ie  fu n k ­
c jonalnej po ry  S (tzn. zn iesienie jo n o w e g o  o d d z ia ły w an ia  
m iędzy resz tą  L y s2 b ia łk a  S I07 i IM ) p o zw ala  n a  re o r­
gan izację  S105/S107 w ym ieszanych  o ligom erów . P rz e g ru ­
p ow an ie  zach o d z i dzięki poprzecznej dyfuzji i p row adzi do  
u tw o rzen ia  funkcjonalnej pory . #  —  cząsteczk a  S I 05, 
O  —  cząsteczk a  S I07. (cyt. za [11 ] zm odyfikow ane)

ro-N -acety lom uram inow y, co tłum aczyło brak włas­
ności redukcyjnych [30, 31]. W skazuje  to, że m ech a ­
nizm rozszczepienia m ureiny przez p ro d u k t  genu 
R  polega na  transglikozylacji, a nie hydrolizie w iązań 
(3-1,4-glikozydowych jak  w przypadku  dzia łania  np. 
lizozymu faga T4 lub lizozymu kurzego. T ransglikozy- 
lacja polega n a  przeniesieniu grupy w odoro tlenow ej 
związanej z węglem pierwszym reszty kw asu N-acety- 
lom uram inow ego  m ureiny  na węgiel szósty tej samej 
cząsteczki, z u tw orzeniem  pierścienia kw asu  [1-1,6- 
-anhydro-N -ace ty lom uram inow ego . Było to za sk a k u ­
jącym  odkryciem , gdyż wcześniej nie z n an o  enzym ów 
tego typu a enzymy, rozkładające wielocukry klasyfi­
kowały się do hydro laz  (EC 4.2.1) lub liaz (EC 4). N a  
podstawie tych p rac  z identyfikow ano później enzymy 
bakteryjne o analogicznej swoistości transglikozylaz 
[32, 33]. W obec  w ystępow ania  w lizatach E. coli 
dwóch enzymów, dla k tórych  substra tem  jest m ure ina  
(transglikozylazy i endopeptydazy) p raco w an o  dalej 
nad identyfikacją p ro d u k tu  genu R. K. B i e ń k o w s -  
k a - S z e w c z y k  oczyszczając p ro d u k t  bakterio lity-
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m-A2 pm 
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[D-Ala]
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CA
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Ryc. 5. R eakcja  k a ta liz o w a n a  przez tran s- 
g likozy lazę  faga X.
P rz e d s ta w io n o  p o d sta w o w ą  je d ­
n o stk ę  s tru k tu ra ln ą  m ureiny , z a ­
zn acz a jąc  p o g ru b io n ą  s trza łk ą  
w iązan ie  ro zszczep iane  przez 
tran sg lik o zy lazę , p ro d u k t genu 
R faga X. P ro d u k te m  d egradacji 
m u re in y  są m u ro p e p ty d y  CA i CB, 
zaw iera jące  reszty  kw asu  p -l,6 -an - 
h y d r o -N - a c e ty  ło m u  ra m in o w e g o  
(cyt. za [3 0 ] zm odyfikow ane)

czny z lizatów E. coli (ac1857) obserw ow ała  wspólne 
oczyszczanie się (copurification) obu  aktywności,  j e d ­
nak po czterech s topniach  oczyszczania na ko lum nach  
chrom atograficznych  udało  się uzyskać hom ogenny  
p rep a ra t  transglikozylazy wolny od endopep tydazy
[17]. N astępn ie  dos ta rczono  dow ód, że transglikozy- 
laza jest p ro d u k te m  genu R  w ykorzystując  system 
m in ikom órek  E. coli su° minA minB, pozbaw ionych  
własnego, ch rom osom alnego  D N A , do  k tórych  w p ro ­
w adzono  D N A  faga X i uzyskano  ekspresję genu 
transglikozylazy [34],

Transg likozylaza  faga X, jest syn te tyzow ana w cyto-

plazmie k om órk i  i nie posiada  N-term inalnej sekw en­
cji sygnałowej, charakterystycznej dla białek sekrecyj- 
nych. Z kolei jej substrat ,  m ureina, znajduje się w prze­
strzeni periplazmatycznej, zatem pozbaw iona  pep tydu  
sygnałowego transglikozylaza nie jest zdolna  do  p o k o ­
nania  bariery, między cy toplazm ą a perip lazm ą ja k ą  
tworzy IM . N iezbędna  w tym etapie jest ak tyw ność  
białka S [9, 14, 15, 19].

D w a p ro d u k ty  białkowe S i R, kodow ane  przez 
genom  fagowy są niezbędne i wystarczające do  prze­
prow adzen ia  lizy k om órk i E. coli przy niskich stęże­
niach M g 2+ w podłożu  (poniżej 10 mM). N a to m ias t ,

, OH

c h 3 -c h -c =o

tetrapeptyd
0
1

c h 3 -c h -c =o

tetrapeptyd
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Y o u n g i w s p. [35] wykazali, że w obecności jo n ó w  
M g 2 + ( < 1 0  mM), które stabilizują bak te ry jną  błonę 
zewnętrzną, niezbędna staje się funkcja trzeciego genu 
z rejonu lizy, genu Rz. Jak się okazało  później funkcja 
ta może zależeć od dwóch genów Rz  i w ykrytego przez 
nas genu R z l  [2],

11-3. Lokalizowane w błonach bakteryjnych białka 
Rz i Rzl; rola białka Rzl w fuzji błon 
bakteryjnych

Gen R z  bak teriofaga X został wykryty w 1979 r. 
przez Y o u n g a  i w s p .  [35]. W wyniku w prow adze­
nia transpozonu  Tn903 (kan) w pozycji 0.951 i 0.952 
mapy fizycznej faga X uzyskano nowy rodzaj m u ta n ­
tów o upośledzonej zdolności lizy: X,dk230-951
i /Uik60 952. Insercję transpozonu  Tn903 w fagu Xdk23 
z lokalizow ano p rzeprow adzając  k lonow anie  w p laz­
midzie pBR327 i sekwencjonowanie  fragm entu  DNA, 
obejm ującego miejsce złączenia ikDNA z Tn903 [36]. 
Pozwoliło to na określenie położenia genu Rz  pom ię­
dzy nuk leo tydam i 45966-46425 genom u faga X. K od o n  
AUG(A) genu Rz  zachodzi na k o d o n  terminacyjny 
U G A  [3] poprzedzającego go genu R, kodującego 
o m aw ianą  wcześniej transglikozylazę (Ryc. 1). Między 
nuk leo tydam i 46752 i 46461 położony jest gen hor, 
k tóry  ulega transkrypcji z drugiej nici, w kierunku 
przeciwnym do  k ierunku  transkrypcji genu R z  [37] 
(Ryc. 1). Ram y odczytu  genów Rz  i hor są oddzielone 34 
nukleo tydam i, z których 26 stanowi sekwencję palin- 
d ro inow ą. W p róbach  wyjaśnienia roli genu hor uzys­
kano  dow ody , że ulega on ekspresji podczas rozwoju 
lizogennego faga X oraz, że ekspresja genu hor z naczą­
co zwiększa przeżywalność bakterii E. coli(X) w su row i­
cach zwierząt. N a  podstawie sekwencji nukleotydowej 
hor okreś lono  M r jego p ro d u k tu  10 387 [37]. Z analizy 
sekwencji am inokw asow ej wynikało, że białko Bor 
posiada  N -te rm in a ln ą  sekwencję sygnałową typow ą 
dla l ipopro te in  [37]. W ostatniej pracy B a r o n d e s s  
i B e c k w i t h [38] wykazali, że p ro d u k t  genu hor jest 
rzeczywiście l ipopro te iną  z lokalizow aną w O M  E. coli.

F eno typow ym  objawem  mutacji w genie Rz  są 
bardzo  d ro b n e  łysinki i o połowę niższa wydajność 
n am n ażan ia  fagów w porów n an iu  z wydajnością  szcze­
pu dzikiego [35]. W hodowli płynnej efekt mutacji 
w genie R z  m ożna  obserw ow ać w obecności jo n ó w  
M g 2+ w stężeniu 10 m M  i wyższym [35]. K om órk i  
zakażone  m u tan tem  XRz~  w tych w aru n k ach  nie 
ulegają lizie, lecz zmieniają kształt z pałeczkowa- 
tego na kulisty, tw orząc  formy p o d o b n e  do sferoplas- 
tów, k tó re  po usunięciu M g 2+ natychm ias t  ulegają 
lizie [35].

P ro d u k te m  genu R z jes t  bia łko o M r 17 200. Białko 
Rz jest syntetyzow ane w niewielkich ilościach w k o m ó ­
rkach  E. coli(X), posiada  sekwencję transb łonow ą, 
k tó ra  m im o podob ieńs tw a  do sekwencji sygnałowych 
nie jest odc in an a  i służy do zakotw iczenia  Rz w b ło ­
nach [2, 39]. Przew ażająca  część białka Rz występuje

w miejscach adhezji błony wewnętrznej ( I M)  i zew nęt­
rznej (OM ) [39].

Badając ekspresję genu Rz  wykazaliśmy, że rejon lizy 
faga X zawiera nowy gen, który oznaczyliśmy R zl  [2].

P ro d u k tem  genu R z l  jest białko prekursorow e, 
syntetyzowane z 19-am inokwasową sekwencją syg­
nałową, typow ą dla l ipoprotein  i w związku z tym 
odc inaną  przez peptydazę sygnałową II [40]. Po tw ier­
dzono  to w dwóch różnych doświadczeniach: a) z n a k u ­
jąc  kom órk i  E. coli, zawierające k lonow any  gen R z l ,  
t ry tow anym  kwasem palm itynow ym  i b) t rak tu jąc  je 
inh ibitorem  peptydazy sygnałowej II, g lobom ycyną  
[40]. W kom ó rk ach  bakteryjnych trak tow anych  glo­
bom ycyną akum ulu je  się form a p reku rso row a  lipo- 
p roteiny [40a].

O sta teczny  dow ód, że sekwencja sygnałowa Rz 1 jest 
odcinana , uzyskano w wyniku m ikrosekw encjonow a- 
nia N-term inalnej części białka Rz [40].

P ro d u k t  dojrzały genu R z l  jest lipopro te iną  lokali­
zow aną  w błonie zewnętrznej kom órk i  E. coli [40]. 
W celu określenia lokalizacji b iałka Rzl w kom órce  E. 
coli w ykorzystano  przeciwciała skierowane przeciwko 
syntetycznej de term inancie  antygenowej badanego  
białka. D ete rm inan tę  antygenową: 46W Q T P L N G IIS -  
P S E R G 60 w yznaczono na podstawie p ro g ram u  k o m ­
puterowego. N astępnie  p rzep row adzono  syntezę 15 aa 
sekwencji im m unogennej białka Rzl i reakcję sprzęga­
nia jej końca  N -term inalnego  z a lbum iną  surowicy 
krwi bydlęcej [40],

Część lipidowa dojrzałego białka Rzl zawiera diacy- 
loglicerol połączony wiązaniem tioeterowym  z resztą 
N -term inalnej cysteiny oraz resztę kwasu tłuszczowe­
go, przypuszczalnie palm itynowego, zw iązaną w iąza­
niem am idow ym  poprzez N -te rm ina lną  grupę a m in o ­
wą tej samej reszty cysteiny (Ryc. 6).

Część pep tydow a Rzl z łożona jest z 41 aa, w tym 
trzy o ładunku  d o da tn im  (K, K, R), dw a o u jem nym  (D, 
E). Zw raca  uwagę wysoka zaw artość  proliny, k tó ra  
stanowi ok. 25%  składu am inokw asow ego. W białku 
Rzl nie występuje fenyloalanina, h istydyna i tyrozyna. 
Am inokw asy  hydrofobow e stanow ią  48,8% , hydro- 
filowe 51,2%. P u n k t  izoelektryczny (pi) dojrzałego 
białka wyznaczony przy pom ocy p ro g ram u  k o m p u te ­
rowego wynosi 8,33. Analiza k o m p u te ro w a  sekwencji

o
ii
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Ro-C-O-CH

I
c h 2
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Rv C-nĆt SKQSVSQCVKPPPPPAWIMQPPPDWQTPLNGIISPSERG
3 II

o
Ryc. 6. B udow a chem iczna p ro d u k tu  genu R z l .

W lip o p ro te in ie  R zl N -te rm in a ln a  reszta  C ys jes t zm odyfi­
k o w a n a  przez d iacy log licero l p o łączony  w iązan iem  tio e te ­
row ym  i resztę kw asu  tłuszczow ego , zw iąza n ą  w iązan iem  
am id o w y m  R , ,  R , ,  R , —  reszty  kw asów  tłuszczow ych. 
Sekw encja a m in o k w aso w a  części pep ty d o w ej Rzl zo s ta ła  
w p ro w a d z o n a  d o  bazy d an y ch  „ G e n B a n k ” (U SA ) pod 
num erem  U 37314. (cyt. wg [40 ] za zg o d ą  wyd.)
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Rzl w g G a r n i e r a  wskazała, że w peptydzie tym nie 
występuje konform acja  a-helikalna, na tom ias t  56%  
stanowi konform acja  (3-harmonijki i 26,8% P-skręty, 
pozostałe  17% opow iada  uk ładom  nieregularnym. 
P od  względem dom inacji konform acji [3-harmonijki 
i skrętów  część pep tydow a Rzl p rzypom ina  białka 
poryn  O M  [41], k tó re  nie są jed n ak  lipoproteinam i.

Funkcje  Rz i Rzl pozosta ją  na razie n ieudow od- 
nione. M o żn a  jed n ak  uważać, że uczestniczą one 
w lizie. W skazuje  na  to  efekt mutacji w genie Rz  
opisany przez Y o u n g a  i w s p .  [35] oraz lokalizacja 
genów R z /R z l  w rejonie lizy genom u faga X. Jak 
wiadom o, geny faga X są ułożone w zespołach funkc jo ­
nalnych. Nie jest jed n ak  wykluczone, że m ają  one także 
inne znaczenie dla rozwoju faga X, jak  np. gen bor faga 
X, k tórego  ekspresja, ja k  w spom niano  wcześniej, zwię­
ksza przeżywalność k om órk i lizogennej w surowicy 
zwierzęcej [37] i wywołuje tzw. konwersję lizogenicz- 
ną. K onw ersja  polega na  zmianie s t ruk tu ry  recep tora  
X, co uniemożliwia nadkażenie  k om órk i  lizogennej. 
Białko Bor jest lipopro te iną  [38] podobn ie  ja k  R zl.

Lokalizacja  Rz w strefach adhezji IM  i O M  oraz  Rzl 
w O M  może być sugestią, że znaczne zwiększenie stref 
adhezji błon po  indukcji p rofaga tuż przed w ystąp ie­
niem lizy, k tó re  zostało opisane wcześniej przez K u ­
c h a r c z y k a  i w s p .  [42] m oże być wynikiem bezp o ­
średnim  działania  tych białek. Ekspresja  k lonow anego  
genu R z l  w ko m ó rk ach  E. coli wywoływała p o w s taw a­
nie frakcji błon o tych samych własnościach sedym en­
tacyjnych jak  op isana  przez K u c h a r c z y k a  i w s p .  
[40] frakcja zawierająca strefy adhezji błon. Z a b u rz e ­
nie s truk tu ry  błon przez Rz i Rzl może być niezbędne 
dla pełnej destrukcji osłony bakteryjnej, czyli efektyw­
nej lizy wywoływanej przez faga X dla uwolnienia  
po to m stw a  fagowego. W arto  tutaj przypom nieć, że 
fenotyp m u tan tó w  R z /R z l  polega na uzależnieniu 
wystąpienia  lizy od nieobecności jo n ó w  M g 2+ w p o d ­
łożu (str. 8). N a  razie nie m ożna  odpow iedzieć na 
pytanie, czy powiększenie stref adhezji sprzyja wy­
pływowi k om órkow ych  jo n ó w  M g 2 + , co przyczynia ło­
by się do  śmierci kom órk i,  zak łócając liczne procesy 
k o m ó rk o w e  zależne od  M g 2 + , np. wywołując d e s t ru k ­
cję rybosom ów  i tym sam ym  uniemożliwiając n ap raw ę  
uszkodzeń osłony kom órkow ej. W yjaśniałoby to  sp o ­
strzeżenie, że dodan ie  jo n ó w  M g 2+ z zew nątrz  ham uje  
lizę, w yw oływ aną przez faga X.

Z naszych dośw iadczeń nad  frakcjonow aniem  błon 
baktery jnych  w grad ien tach  gęstości sacharozy  w yni­
ka, że oprócz  p ro d u k tó w  genów R z  i R z l  także inne 
białka, k o dow ane  w późnym  transkrypcie  faga X m ogą 
mieć zdolność powiększania  stref adhezji O M  i IM , 
poniew aż odpow iada jąca  tym strefom frakcja A [42] 
pow staw ała  także po indukcji profaga X A S R R z R z l  
[43]. Tw orzenie  się takiej frakcji jest cechą c h a r a k ­
teryzującą lizę, w yw oływ aną nie tylko przez faga X. 
P o d o b n y  ob raz  frakcjonow ania  błon E. coli po zak aże ­
niu fagiem T4 opisali F l e t c h e r i  E a r h a r d t  [44], 
fagiem cpX174, L u b i t z  i w s p .  [45] o raz  fagiem

MS2, W a l d e r i c h  i w s p .  [46, 47], Lokalizację 
fagowego białka litycznego w ewnątrz  strefy adhezji 
s tw ierdzono w przypadku  litycznego białka L faga 
M S2 [46] i b iałka I faga fi [48]. W tym ostatn im  
p rzy p ad k u  w ykazano, że białko I indukuje  pow staw a­
nie stref adhezji, zapoczątkow ując  proces morfogenezy 
faga fi. W yn ika  z tego, że różne białka fagowe mogą 
wywoływać adhezje błon. Nie w iadom o jed n ak ,  jakie 
elementy s truk tu ra lne  tych białek mogą być za taki 
efekt odpowiedzialne.

W a r to  zwrócić jeszcze uwagę na ciekawą cechę 
l ipopro te iny  R zl,  wysoką zaw artość  reszt proliny. 
Białka pro linow e w zbudzają  os ta tn io  duże za in tereso­
wanie, gdyż przypisuje się im wspólną cechę uczest­
niczenia w k o n tak tach  białko-b ia łko  lub b ia łko-struk- 
tury  subkom órkow e . W i 11 i a m s o n [49] p rzedsta­
wia ich własności w pracy przeglądowej. Zwraca 
uwagę, że kilka reszt proliny obok  siebie tworzy 
s t ruk tu rę  rozciągniętej helisy, tzw helisy poliprolino- 
wej II. S tru k tu ra  taka  występuje w większości p rzypad ­
ków na powierzchni białka, s tanowiąc jego  ramię 
umożliwiające szybkie i odw racalne  oddziaływanie  
z innymi b iałkam i lub s tru k tu ram i subkom órkow ym i. 
W związku z tym białka poliprolinowe uczestniczą 
w tworzeniu  szeregu funkcjonalnych kompleksów. 
W ydaje się, że om aw ian a  cecha białek poliprolino- 
wych jest zgodna z przypisyw aną przez nas lipo- 
proteinie  Rzl funkcją w tworzeniu  miejsc adhezji błon 
O M  i IM . M o żn a  by sądzić, że lokalizacja l ipoproteiny 
Rzl w O M , białka Rz w strefach adhezji IM i O M  oraz 
b iałka S w IM wskazuje na ich związek funkcjonalny 
w translokacji transglikozylazy R do jej substra tu ,  
mureiny.

III. Podsumowanie

Badan ia  nad m olekularnym  m echanizm em  d es tru k ­
cji błony kom órkow ej E. coli wywoływanej przez faga 
X wniosły szereg nowych danych  o znaczeniu ogólnym. 
Aktyw ność  bakterio lityczna p ro d u k tu  genu R wynika 
z dzia łania  nieznanego wcześniej enzymu ka ta lizu jące­
go rozszczepienie wiązań (3-1,4-glikozydowych w mu- 
reinie przez transglikozylację, z u tworzeniem  nieredu- 
kujących p ro d u k tó w  zawierających resztę kwasu 
[3-1,6-anhydro-N-acetylomuraminowego. W ana log i­
cznych p ro d u k ta c h  działania lizozymu (kurzego lub 
faga T4) na  m ureinę pow sta ją  p ro d u k ty  zawierające na 
końcu  reduku jącym  resztę kwasu N -ace ty lom uram i-  
nowego. Enzym y o analogicznej swoistości transg liko- 
zylaz w ykry to  później w bakteriach, ale d o tąd  nie 
w iadom o, czy poza  bakteriam i występują w naturze.

B adan ia  nad  m echanizm em  tran sp o r tu  tran sg l ik o ­
zylazy R, enzym u bez sekwencji sygnałowej, przez IM 
do  m ureiny  i związanej z tym kontroli czasu lizy 
doprow adziły  do  poznan ia  interesującego m echan iz ­
m u regulacji tej funkcji fizjologicznej na poziom ie 
translacji [9-11]. Polega on na  syntezie dw óch  an- 
tagonistycznie działających p ro d u k tó w  jednego  genu,
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z różnych ko d o n ó w  startow ych w tej samej ramie 
odczytu. Jeden z nich byłby efektorem lizy, tworząc 
warunki translokacji b iałka R przez IM, drugi in­
hibitorem tego procesu. Stosunek ilościowy tych p ro ­
duktów  decydow ałby o przyspieszeniu lub opóźnieniu 
czasu lizy.

W translokacji b ia łka  R m ogą uczestniczyć n iedaw ­
no wykryte b iałka Rz i Rzl [2, 39, 40], p ro d u k ty  
nakładających się genów  faga A, lokalizujące się w bło­
nach bakteryjnych. P ro d u k t  genu Rz l ,  l ipopro te ina  
Rzl o dużej zaw artośc i proliny, n a d p ro d u k o w a n a  
z plazmidu wywołuje adhezje IM  i O M  [40], co może 
mieć związek z trans lokac ją  białka R i wywołaniem 
lizy. Białka p ro linow e w zbudzają  osta tn io  znaczne 
zainteresowanie ze względu na ich zdolność oddzia ły­
wania z innym i b ia łkam i i s truk tu ram i kom órkow ym i 
poprzez w y ek sp o n o w an ą  (najczęściej na powierzchni) 
sekwencję po lip ro linow ą [49], M oże to  mieć znaczenie 
dla rozwijających się technik uk ie runkow anego  d o ­
starczania leków przy użyciu liposomów.
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W ykaz stosowanych skrótów: AG — aparat  Golgiego; A PC
— kom órka prezentująca antygen (ang. A n tig e n  P r e s e n tin g  

C ell);  Arg — arginina; Asn — asparagina; C D  kompleks 
różnicowania; C L IP  — peptydy pochodzące z li i wiązane 
przez M H C  II (ang. c la s s  I I  a s s o c ia te d  in v a r ia n t ch a in  
p e p t id e s ); DM — białko HLA-DM ; DMA, D M B  — od­
powiednio łańcuch a i fi białka DM; ER — siateczka 
śródplazmatyczna; Gin — glutamina; HA — hemaglutynina 
wirusa grypy; Hb — hemoglobina; His — histydyna; HLA
-  antygeny ludzkich leukocytów (ang. H u m a n  L e u k o c y te  

A n tig e n s ) ;  Hsp70 — białko szoku termicznego 70; IFN
— interferon; Ii lub ln łańcuch niezmienny; limfocyt Ta/J
— limfocyt T posiadający receptor a/J-CD3; Lys — lizyna; 
M HC — główny kompleks zgodności tkankowej (ang. M a jo r  
H is to c o m p a t ib i l i t y  C o m p le x ); P n  — n-ta reszta aminokwaso- 
wa w sekwencji prezentowanego peptydu; SAG — superan- 
tygen; SEA, SEB enterotoksyny gronkowcowe A i B; TCR
— receptor limfocytu Ta/ł; TGF/J — transformujący czynnik 
wzrostowy fi; T N F  — czynnik martwicy nowotworu; Thr
— treonina; T rp  — tryptofan; TSST-1 — toksyna wstrząsu 
toksycznego 1; Tyr — tyrozyna.

I. Ogólne informacje o M H C  klasy II

Białka głównego uk ładu  zgodności tkankow ej klasy 
II (M H C  II) w ykazują  wiele cech p o d o b n y ch  do białek 
klasy I [1], om ów ionych  częściowo w poprzedniej 
p racy  [2]. Są to także g likopro te iny  powierzchniowe 
błon  kom órkow ych , s tanow iące hete rod im ery  nieko-

1 Mgr chemii, lek. med., 2 prof. dr hab. inż., Zespół Chemii 
Aminokwasów i Peptydów, Wydział Chemii, Uniwersytet 
Gdański, ul. Sobieskiego 18, 80-952 Gdańsk.
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walencyjnie połączonych łańcuchów  białkowych a i /J; 
m ają  ch a rak te r  a lloantygenów.

W skład klasy drugiej ludzkich an tygenów  M H C  
(HLA) w chodzą  trzy izotypy cząsteczek. S tanow ią  je 
p ro d u k ty  genów H L A -D P , H L A -D Q  i H L A -D R . 
Region H LA -D , kodujący cząsteczki klasy II, znajduje 
się na c h rom osom ie  6, centromerycznie w sto sunku  do 
regionu kodującego  łańcuchy ciężkie klasy I. Z loka li­
zow ane są w nim geny łańcuchów  a i /J cząsteczek klasy 
II, co różni te białka od antygenów  M H C  I. Antygeny 
M H C  II to jedne z najbardziej polimorficznych białek, 
jak ie  do tychczas p oznano  [3]. Ich różno rodność  jest 
sku tk iem  współistnienia przynajmniej trzech zjawisk;
—  obecności kilku genów kodujących po d o b n e  s t ru k ­
turaln ie  p ro d u k ty  (izotypy M H C  II);
—  w ystępow ania  wielu alleli pojedynczego genu; 
oprócz  łańcucha  a cząsteczek H L A -D R  każdy łańcuch 
białkow y H LA  II może być kodow any  przez różne 
allele;
—  w ystępow ania  krzyżowego łączenia ( transkom p- 
lementacji) pom iędzy p roduk tam i alleli łańcuchów  
a i // należącymi do różnych izotypów.

Cząsteczki klasy II występują na powierzchni g rupy  
kom ó rek  obejm ow anych  nazwą APC. Są to  m ak ro -  
fagi, k om órk i  dendrytyczne, limfocyty B. W  wyniku 
oddzia ływ ania  n iektórych cytokin, szczególnie IF N y 
i T N F ,  m ogą się one pojawiać na innych rodza jach  
k om órek  [4], U jem nym  regulatorem  ekspresji M H C  
II są a-fetoproteina, g likokortykosteroidy, wiele leków 
im m unosupresy jnych , p rostag landyny i T G F /J  [5-7].
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Cząsteczki klasy II w niewielkich ilościach obecne są 
w tzw. miejscach uprzywilejowanych im m unologicz­
nie, za wyjątkiem  ją d e r  [8]. Ich izotypy m ogą być 
syntezow ane selektywnie w danej komórce, tzn. m ogą 
w niej pow staw ać  cząsteczki tylko jednego lub dwóch 
izotypów; m ogą  też one występować na różnych 
poziom ach  ekspresji. Oznaczanie  białek M H C  II ma 
duże znaczenie w prak tyce  klinicznej, a p rzeprow adza  
się je m e todam i serologicznymi, kom órkow ym i i gene­
tycznymi [9],

1-1. Molekularna funkcja cząsteczek MHC II

G łów ną  funkcją m o leku la rną  białek M H C  obu klas 
jest wiązanie, t ra n sp o r t  i prezentacja na zewnętrznej 
powierzchni k o m ó rk i  an tygenow ych peptydów  lim­
focytom Ta/ł. Cząsteczki klasy II różni funkcjonalnie 
od klasy I pochodzenie  prezentow anych  ligandów 
i popu lac ja  kom ó rek  rozpoznających  (limfocyty 
T  C D 4  +  ). Białka M H C  II wiążą oligopeptydy p o ­
wstałe z an tygenów  białkow ych podlegających o b ró b ­
ce na szlaku endocytozy. Większość pochodzi z białek 
potencjalnie endogennych  dla kom órk i  prezentującej 
( identycznych z w ystępującymi w niej białkami) [10]. 
Najliczniej reprezen tow ane  są p ro d u k ty  cięcia białek 
b łonow ych i endogennych  białek endosom alnych  i li- 
zosom alnych  [11]. Inne prezentow ane białka k o m ó r ­
kowe m ogą  się dos taw ać  do endosom ów  w procesach 
autofagii własnych białek, endocytozy  białek wydziela­
nych przez ko m ó rk i  sąsiednie lub poprzez bezpośredni 
t ran sp o r t  w ew ną trzkom órkow y . Ź ródłem  mniejszej 
części p rezen tow anych  peptydów  są egzogenne białka 
poch łan iane  przez kom órk i A PC. Peptydy z białek 
egzogennych prezen tow ane  są w większych ilościach 
jedynie  wówczas, gdy białka te są obecne w środow isku 
z e w n ą trzk o m ó rk o w y m  w wysokich stężeniach lub gdy 
k o m ó rk a  m a receptory  błonowe, służące ich endocyto- 
zie [11].

D rug im  zadan iem  M H C  II, związanym  z p rezen ta ­
cją pep tydów  pochodzących  z własnych białek o r ­
ganizm u, jest udział w eliminacji limfocytów au to reak -  
tywnych. W procesie selekcji negatywnej ulegają lik­
widacji k lony tym ocytów  (prekursory  limfocytów) 
rozpozna jące  pep tydy  pochodzące  z białek endogen­
nych. U człowieka selekcja odbyw a się w grasicy, 
w trakcie  rozwoju ontogenetycznego  uk ładu  o d p o r ­
nościowego. Białka M H C  obu klas są także k luczo­
w ym  elem entem  selekcji pozytywnej, prowadzącej do 
różn icow ania  niedojrzałych C D 4  +  C D 8 +  tym ocytów  
w dojrza łe  limfocyty C D 4  +  lub C D 8 +  [12, 13].

Trzecia  funkcja białek M H C  II jest zw iązana z ich 
ro lą  receptora, przekazującego  sygnały do wnętrza 
k o m ó rk i  prezentującej [14],

1-2. Mechanizm „obróbki” peptydów prezentowa­
nych przez białka MHC II

Proces  prezentacji pep tydów  przez b iałka M H C  II

składa się z kilku e tapów  [15]. W przypadku  a n ty ­
genów pochodzących  ze środow iska  zew nątrzkom ór-  
kow ego pierwszym jest jego endocytoza  przez k o m ó r­
kę prezentującą. Pow stały  endosom  w nika do wnętrza 
kom órk i,  gdzie przechodzi dojrzewanie od wczesnego 
do późnego en dosom u  i lizosomu. W nich antygen 
b iałkow y podlega obróbce, polegającej m.in. na o g ra ­
niczonej proteolizie do oligopeptydów. W lizosomach 
zachodzi głównie liza pep tydów  do  d ipeptydów  i am i­
nokw asów , jed n ak  część peptydów  przyłączanych do 
M H C  II pochodzi z lizosomów, gdyż m a  tam  miejsce 
np. redukcja  w iązań disulfidowych białek [16].

P o  syntezie łańcuchy a i /? cząsteczek M H C  II dzięki 
odcinkow i sygnałowem u przechodzą z cytoplazm y do 
w nętrza  ER [11]. Sekwencje sygnałowe M H C  II są 
następnie  odcinane. Cechą charak terys tyczną cząs­
teczek klasy II jest związek ich m etabo lizm u ze specyfi­
cznym białkiem nazw anym  łańcuchem  niezmiennym 
(Ii lub In) [17, 18]. Jest to jed n o łańcuchow a  cząsteczka
0 niskim polimorfizmie, k o d o w a n a  poza kom pleksem  
M H C . Ii tworzy w ER trimery, powstające poprzez 
łączenie fragm entów  C-końcow ych dom en  tego białka 
[19]. T rim ery  Ii tw orzą  s techiometryczny kom pleks 
z trzem a d im eram i a/f M H C  II [20-22]. Wiążą się one 
z C -k o ń co w ą  d o m en ą  Ii i równocześnie wiążą 
N -k o ń co w ą  część Ii w swojej szczelinie wiążącej [19], 
W fo rm ow aniu  i u trzym yw aniu  kom pleksów  M H C -II-  
-Ii we wnętrzu  ER uczestniczy białko chaperonow e, 
ka lneksyna [23]. W skład kom pleksu  m ogą wchodzić 
różne izotypy M H C  II [24]. Taki h e te rononam er  
tran sp o r to w an y  jest do  strefy dojrzew ania  lub strefy 
trans AG. We wnętrzu ER i cystern A G  cząsteczki 
M H C  II podlegają  N-glikozylacji, łańcuch Ii N-
1 O-glikozylacji, p o n ad to  w strefie trans  następuje 
sjalilacja wszystkich reszt cukrow cow ych [25, 26]. Ze 
strefy do jrzew ania  AG kom pleks M H C  II-Ii p rze­
chodzi do przedziału endosom alnego , gdzie zachodzi 
przyłączenie pep tydu  do cząsteczki M H C  II. Sygnał 
k ie runkow y przemieszczający cząsteczki M H C  II z ER 
do  en d o so m ó w  zaw arty  jest w początkow ym  odcinku 
Ii, d la tego w k o m ó rk ach  nie syntezujących Ii cząste­
czki M H C  II w większości g rom adzą  się wewnątrz  ER 
[16]. Ii wpływa na  właściwą drogę t ransportu ,  stabili­
zuje m olekuły  M H C  II, p ra w d o p o d o b n ie  pozwala  na 
praw idłow e uform ow anie  szczeliny wiążącej peptydy 
i chroni cząsteczkę M H C  II przed wiązaniem p ep ­
tydów  we w nętrzu  ER (gdzie peptydy łączą się przede 
wszystkim z cząsteczkami M H C  I, choć w pewnym 
stopn iu  także z M H C  II [27]) [17]. W kom ó rk ach  nie 
w ykazujących ekspresji Ii cząsteczki M H C  klasy II 
p rezen tow ane  są na powierzchni w znacząco m niej­
szej ilości, p o n a d to  ich stabilność jest obniżona, co 
wynikać m oże z nieefektywnego wiązania  peptydów  
[28-32],

Aby cząsteczka M H C  II mogła  opuścić endosom y, 
po trzebne  jest oddzielenie Ii na drodze proteolizy [32]. 
G d y  do  niego w pełni nie dochodzi, z połączenia 
z cząsteczkam i M H C  II izoluje się pep tydy  pochodzące
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z f ra g m e n tu  81-104 N-końcow ej dom eny  Ii, tzw. C L IP . 
W k o m ó rk a c h  wykazujących defekt prezentacji a n ty ­
genów  wraz z M H C  II, C L IP  stanow ią  do  50% 
p ep tydów  prezentow anych  przez M H C  II [33, 34]; 
prezen tow ane  są jed n ak  także przez część cząsteczek 
M H C  II na niedefektywnych A P C  [35, 36], C L IP  
łączą się z H L A -D R 3  w szczelinie wiążącej M H C  II, 
w sp o só b  niemalże identyczny do  ligandów peptydo- 
wych p rezen tow anych  przez cząsteczki H LA -D R 1 
[37]. B lokują w ten sposób  wiązanie peptydów  a n ty ­
genow ych [34],

D o  właściwego wiązania  pep tydów  przez H L A  II 
konieczna  jest ekspresja nieklasycznej cząsteczki klasy 
II, b ia łka  H L A -D M  (jego mysim odpow iednik iem  jest 
H -2M ) [38-40]. D w a  łańcuchy białka D M  kodow ane  
są przez  geny H L A -D M  A i H L A -D M B , zlokalizowane 
w obręb ie  regionu H LA -D . H L A -D M A  koduje  łań ­
cuch odpow iada jący  łańcuchowi a M H C  II, podczas 
gdy H L A -D M B  odpow iednik  łańcucha fi. Białko D M  
po trzebne  jest do  oddzielenia C L IP  od cząsteczki 
M H C  II, w jego nieobecności cząsteczki M H C  II 
p rezen tu ją  głównie peptydy  C L IP  [41-44]. Jak  się 
przypuszcza, oddziaływ anie  H L A  II z D M  faworyzuje 
dysocjację pep tydów  nie posiadających  reszt ko tw iczą­
cych o p tym alnych  do  wiązania z d an ą  cząsteczką klasy 
II [37]. Cząsteczki D M  są ba rdzo  rzadko  w ykryw ane 
na pow ierzchni kom órek . Myszy pozbaw ione genu 
H -2 M  lub posiadające gen z m utac ją  w jednym  z łań ­
cuchów  H-2M  wykazują  wyraźnie obn iżoną  zdolność 
do prezentacji egzogennych an tygenów  [45, 46].

Podczas  przechodzenia  kom pleksu  M H C  II-Ii do 
przedziału proteolitycznego następuje  odcięcie C -koń- 
cow ego odcinka Ii i kata lizow ane przez D M  uw ol­
nienie miejsca wiążącego. Ii m a także au toka ta li tyczny  
wpływ na  swoją dysocjację [47], N astępn ie  dochodzi 
do w iązania  odpow iedniego  do prezentacji peptydu. 
Pep ty d y  stabilizują s truk tu rę  he terodim eru  M H C  II
[48]. C ząsteczka M H C  II w pierwszej kolejności 
oddzia ływ ać może z nie do  końca  pociętym łańcuchem  
bia łkow ym , chron iąc  swoją szczeliną wiążącą frag­
m en t kom plem entarny . K ońce takich polipep tydów  
jeszcze przed opuszczeniem szlaku endocy tarnego  zo ­
stają częściowo przycięte [10].

D y sku tu je  się możliwość przechodzenia  cząsteczek 
M H C  II do endosom ów  poprzez autofagię po wstępnej 
ekspresji na  powierzchni ko m ó rk i  [49]. Białka M H C  
II m ogłyby  więc krążyć pom iędzy powierzchnią b łony 
kom órkow ej i endosom am i, „w ymieniając” w endoso- 
m ach  prezen tow ane  peptydy  na  inne. P ra w d o p o d o b ­
nie je d n a k  większość p rezentow anych  kom pleksów  
M H C  I l-pep tyd  stanow i połączenie z cząsteczką M H C  
II zsyn tezow aną  de nono [50].

Z  en d o so m ó w  kom pleksy M H C  Il-pep tyd  w racają  
do cystern AG lub przechodzą  bezpośrednio  na  p o ­
wierzchnię kom órki.  Proces od syntezy cząsteczki 
M H C  II do jej ekspresji na  powierzchni k om órk i  trwa
2-6 godzin.

S tabilność na tyw nych  kom pleksów  M H C  Il-pep tyd

jest bardzo  duża [51]. Limfocyty B zachow ują zdol­
ność do  stymulacji podlegających restrykcji M H C  II 
specyficznych kom órek  T  przez kilka dni [52], Okres 
pó łtrw an ia  kom pleksu  M H C  Il-pep tyd  na powierz­
chni k om órk i  zależy od odm iany  białka prezentujące­
go i sekwencji p rezen tow anego  peptydu; dla cząsteczek 
I-A k i różnych pep tydów  oceniano go na od 6,8 do 
około  25 godzin [53]. Różnice te odzwierciedlać mogą 
szybkość dysocjacji pep tydów  z cząsteczek M H C  II 
lub selektywną degradację  cząsteczek M H C  II z k tó ry ­
mi związane są różne peptydy.

II. Schemat budowy cząsteczek M HC II

Z n a n a  jest s t ru k tu ra  ren tgenow ska trzech cząste­
czek klasy II, ludzkich an tygenów  HLA -D R1 i HLA- 
-D R3 oraz  mysiego an tygenu  I-Ek. DR1 krysta lizow a­
no z natywnie związanym i peptydam i [54], syntetycz­
nym  trzynas topep tydem  hem aglu tyniny  wirusa grypy 
(H A 306-318) [55], lub też z natywnie prezentow anym i 
peptydam i i d o d a tk o w o  związanymi superantygenam i 
SEB [56] a lbo TSST-1 [57]. Cząsteczkę DR3 wykrys­
ta lizow ano w kom pleksie  z pep tydam i C L IP  [37]. 
Łącznie z b ad an o  5 s tru k tu r  krystalicznych obu  ludz­
kich cząsteczek. Białko I-E k w ykrysta lizow ano w raz ze 
zw iązanym  kowalencyjnie peptydem  pochodzącym  
z mysiej hem oglobiny  (Hb67-76) lub z mysiego białka 
szoku termicznego 70 (Hsp236-248) [58].

Cząsteczki M H C  klasy II sk ładają  się z łańcuchów  
a o masie 31-34 k D a  i /i o masie 26-29 kD a. O b a  
łańcuchy są integralnym i białkam i błonowymi, pos ia ­
dającym i w ew ną trzkom órkow y  odcinek C-końcowy. 
F rag m en t  zew n ą trzkom órkow y  każdego z łańcuchów  
białkowych M H C  II tworzy dwie domeny, tak więc 
polipeptydy te m ożem y podzielić na cztery regiony 
(Ryc. 1):
1. N -k o ń co w a  d o m en a  zew n ą trzk o m ó rk o w a  (o d p o ­
wiednio a l  i f il  w łańcuchach  a i /i);
2. d ruga, po łożona  bliżej b łony kom órkow ej d o m en a  
z ew n ą trzk o m ó rk o w a  (odpow iednio  oc2 i fi2);
3. odcinek b łonow y (20-25 reszt aminokwasowych);

Ryc. 1 Budowa cząsteczki M H C  klasy II. a 1, oc2, /? 1, /J2 —  o d p o w ie d ­
nio d o m en y  łań cu ch ó w  i  i ¡3; S-S —  w iązan ia  d isu lfidow e; 
Z  —  o b sz a r zew n ą trzk o m ó rk o w y ; B —  b ło n a  k o m ó rk o w a ; 
W  —  w nętrze  k o m ó rk i; S —  szczelina w iążąca pep tydy .
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Ryc. 2 S ch em at szczeliny w iążącej 
p ep ty d y  cząsteczk i M H C  II 
w n ieobecn o śc i pep tydu . 
Z a z n a c z o n o  w kład  d om en  
od i [i\ w b u d o w ę  reg ionu  
w iążącego .

N H

4. odcinek w ew ną trzkom órkow y  (3-15 reszt w łań ­
cuchu a i 8-20 w łańcuchu  fi).

D om eny  zew ną trzkom órkow e  sk łada ją  się z 90-100 
reszt am inokw asow ych , w większości tworzących pętlę 
zam kn ię tą  przez wiązanie disulfidowe. Silnie polim or- 
ficzne d o m en y  a l  i / i i  budu ją  w spólnie  najbardziej 
o d d a lo n ą  od błony kom órkow ej s t ru k tu rę  cząsteczki, 
szczelinę wiążącą peptydy  (Ryc. 2). Jest ona  p o d o b n a  
do  wnęki cząsteczek M H C  I. Szczelina sk łada  się 
z podłogi u tw orzonej z ośmiu pasm  fi, otoczonej 
d w o m a  a heliksami. D om eny  a l  i /il s tanow ią  po 
połowie tej s truk tu ry ,  każda  z nich wnosi do jej 
budow y w kład w postaci czterech pasm  / i  i jednego 
a heliksu. Cząsteczki M H C  II w swojej szczelinie 
wiążącej zawierają  6 kieszeni wiążących łańcuchy 
boczne reszt am inokw asow ych  p rezen tow anych  pep- 
tydów  lub fragm enty  ich łańcucha głównego.

D om eny  a2 i fi2 m ają  s truk tu rę  jednostk i  im m uno- 
globulinowej typu  stałego, pod o b n ie  jak  analogiczna 
p a ra  a3 i /i2m w cząsteczkach M H C  I. Są także nisko 
polimorficzne.

Cząsteczki M H C  I i II są niezwykle podobnym i 
s t ru k tu ram i,  m im o różnicy kom binacji  tworzących je 
białek [59]. N ie dziwi to, gdyż m usi je rozpoznaw ać  
taki sam  TC R . Różnice s t ru k tu ra ln e  sprow adza ją  się 
do  niewielkich przemieszczeń do m en  a2 i (i2 relatywnie 
do  o dpow iada jących  im w cząsteczkach klasy I dom en  
a3 i fi2m  o raz  do  zm ian  w obrębie  szczeliny wiążącej 
peptydy.

Ł ań cu ch y  M H C  II są glikozylowane, reszty węg­
low o d an o w e  zawierają m.in. galaktozę, g lukozam inę 
i fukozę. R óżnica w m asach  cząsteczkowych obu  
łańcuchów  wynika  przede wszystkim z n ie jed n o ro d n o ­
ści w podstaw ien iach  cukrow cow ych — łańcuch a p o d ­
s taw iony  jest dw ukro tn ie ,  po  jed n y m  podstaw ieniu  
w każdej dom enie  zewnątrzb łonow ej (pozycja 78 i 118), 
n a to m ia s t  w łańcuchu  fi reszta c u k ro w a  przyłączona

- a l - p i

jest jedynie  do dom eny  fi 1 (pozycja 19) [37], R ó ż n o ­
ro d n o ść  podstaw ień  cukrow cow ych jest p rzyczyną 
zm ienności m asy cząsteczkowej łańcuchów  M H C  II 
pom iędzy  ga tunkam i, p o n a d to  typ glikozylacji m oże 
być odm ienny  pom iędzy różnymi typam i k o m ó rek  
nawet u tego samego osobnika.

III. Budowa szczeliny wiążącej peptydy

Szczegóły budow y szczeliny wiążącej i s t ru k tu ra  
wiązanych peptydów różni cząsteczki klasy I i II (Ryc. 3). 
A naliza  ren tgenow ska wykazuje, że ligandy pep tydo-  
we m ocow ane  są w centralnej części szkieletu peptydu , 
n a to m ias t  ich końce po obu s tronach  sw obodnie  
w ystają  ze szczeliny. Peptydy  różnej długości w iążą się 
w postaci łańcuchów  nie wybrzuszających się w ś ro d ­
ku, odm iennie  niż w klasie I. Cząsteczki M H C  II wiążą 
łańcuchy  dłuższe niż M H C  I, długości 10 do 30 reszt 
am inokw asow ych  (najczęściej 13-17 reszt) [11].

Różnice w długości wiązanych peptydów  w ynikają

peptyd (8-10 reszt am inokw asow ych)

MHC I
peptyd (13-17 reszt am inokw asow ych)

Ryc. 3 P o ró w n a n ie  sp o so b u  w iązan ia  pep tydów  przez cząsteczk i 
M H C  k lasy  I i 11.
S tru k tu ry  ty p u  „ łebków  od szp ilek” sym bo lizu ją  w iązan ia  
w o d o ro w e  pom iędzy  p ep ty d am i i resz tam i am in o k w aso w y - 
m i cząsteczek M H C .

MHC II
heliks szczeliny
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z niewielkich zm ian konform acyjnych  miejsca w iążą­
cego. P ow odu ją  one, że w cząsteczkach M H C  II 
szczelina m a o b a  końce bardziej o tw arte . D o d a t ­
kowymi czynnikam i odb lokow ującym i końce  szczeli­
ny wiążącej w znanych cząsteczkach M H C  II jest 
podstawienie  szeregu reszt am inokw asow ych , k tó rych  
łańcuchy boczne ograniczają  szczelinę w cząsteczkach 
klasy I. Trzy zachow yw ane reszty T yr (7, 59,171), k tóre  
wiążą N -końce  pep tydów  oraz  zachow yw ane reszty 
Tyr-84, Lys-146, Thr-143, wiążące w M H C  I C -końce 
peptydów , nie w ystępują  w sekwencjach M H C  II. 
P o n a d to  w sekwencjach klasy II n ieobecne są: prawie 
że zachow yw ana  reszta Trp-167 oraz  tworzące  w iąza­
nie jonow e  reszty Glu-55 i A rg -170, k tó re  wspólnie 
zam ykają  N -koniec  wnęki M H C  I. W a r to  zaznaczyć, 
że fragm enty różniące się s t ru k tu rą  d ru g o rzęd o w ą  
w sto sunku  do  M H C  I, różnią  się także w zorcem  
polimorfizmu; są raczej zachow yw ane w klasie I i s to ­
sunkow o zmienne w klasie II.

IV. Antygenowe peptydy prezentowane przez 
cząsteczki M HC II

R óżnorodność  an tygenow a czynników  potencjalnie 
patogennych  pow oduje , że każda  cząsteczka M H C  
musi być zdo lna  do  prezen tow ania  znacznej liczby 
peptydów. W iązanie  pep tydów  jest więc oddz ia ływ a­
niem z dużym  pow inow actw em , ale u m ia rk o w a n ą  
selektywnością. Polimorfizm am inokw asow y  cząste­
czek M H C  II koncentru je  się w okół szczeliny wiążącej, 
a budow a szczeliny i szczególnie ch a rak te r  chemiczny 
jej kieszeni determ inuje  sekwencje przyłączanych przez 
d an ą  cząsteczkę M H C  peptydów. P row adzi to do  
pow stan ia  wielu specyficzności pep tydow ych  (tzw. 
m otyw ów  sekwencyjnych) cząsteczek M H C . K ażda  
z tych cząsteczek może wiązać bardzo  różne, ale nie 
wszystkie peptydy. O becność  odm iennych  białek 
M H C  II u poszczególnych osobn ików  pow o d u je  róż ­
nice w przebiegu ich odpowiedzi im munologicznej.

O dpow iedź  limfocytów Ta/? przeciwko pew nem u 
antygenowi m oże zaistnieć, gdy spełnione są p rzyna j­
mniej trzy warunki:
1. w wyniku jego  „o b ró b k i” powstaje przynajm niej 
jeden  odpowiedniej długości pep tyd  o sekwencji różnej 
od sekwencji pep tydów  w sto sunku  do  k tó ry ch  układ  
odpornośc iow y nabył tolerancję (głównie p o c h o d z ą ­
cych z własnych białek organizmu);
2. o rganizm  posiada  cząsteczki M H C  zdolne do  w iąza­
nia pep tydu  o takiej sekwencji;
3. w organizm ie występuje klon limfocytów Ta/? 
zdolnych do ro zpoznan ia  pow stałego kom pleksu  
M H C -pep tyd .

Istnienie wielu o d m ian  każdego izotypu M H C  red u ­
kuje niebezpieczeństwo, że jak iś  pa togen  m ógłby  być 
niewykrywalny dla uk ład u  odpornośc iow ego  dzięki 
niezdolności do  rozpoznaw an ia  jego an tygenów . 
Z  drugiej s trony  to, że różn o ro d n o ść  M H C  realizuje się 
głównie na d rodze  allotypowej (poprzez o d m ian y

alleliczne), a nie izotypowej, zabezpiecza przed moż­
liwością wystąpienia  potencjaln ie  niebezpiecznej o d ­
powiedzi immunologicznej, k tó ra  obejm ow ałaby  wię­
kszość o sobn ików  dan eg o  gatunku .

D ane  analityczne, do tyczące m otyw ów  sekwencyj­
nych pep tydów  prezen tow anych  przez cząsteczki 
M H C  II nie są na  razie tak  bogate, jak  dla M H C  I. 
Sekwencje pep tydów  wyizolowanych z różnych cząs­
teczek M H C  II zostały o s ta tn io  zebrane [60], dostępne 
są też w b an k u  M H C P E P  [61], P rocedura  badawcza 
zb liżona jest s tosowanej w w ypadku  ligandów białek 
klasy I [2],

W iększość pep tydów  wiążących się z daną  cząstecz­
ką M H C  II m a pewne wspólne lub po d o b n e  k o t­
wiczące reszty am inokw asow e  [62], Równocześnie 
możliwe jest występow anie  dużego zróżnicowania  
w wielkości w ystających ze szczeliny fragm entów  pre­
zen tow anych  cząsteczek. W konsekwencji cechą o d ­
różnia jącą  l igandy klasy II od peptydów  wiążących się 
z cząsteczkami M H C  I jest różna  odległość pomiędzy 
końcam i peptydów , a resztami kotwiczącymi. Pozycje 
kotwiczące są więc t ru d n e  do określenia na podstawie 
w spólnego sekw encjonow ania  zestawu eluowanych 
peptydów , poniew aż nie umożliwia to usta lenia  sek­
wencji pojedynczych l igandów  peptydowych. M ożna  
na tom ias t  zas tosow ać po rów nyw anie  sekwencji izo­
low anych  wybiórczo peptydów . A lternatywnie p ró b u ­
je się określić reszty am inokw asow e  ważne w wiązaniu 
w ybranych  peptydów , np. poprzez podstaw ianie  poje­
dynczych reszt w znanych  ligandach cząsteczek M H C  
II (analiza substytucyjna). Wiele tak określonych zale­
żności nie ma jed n ak  swoich odpow iedn ików  w innych 
natyw nie  wiązanych ligandach.

M otyw y sekwencyjne cząsteczek M H C  II zawierają 
więcej reszt kotwiczących, ale pozycje kotwiczące mają 
w ym agan ia  zaznaczone słabiej niż w cząsteczkach 
M H C  I (motyw zdegenerow any) [10, 62]. O cen ia  się, 
że z pojedynczą  o d m ia n ą  cząsteczki M H C  II może się 
wiązać p o n ad  2000 różnych peptydów  [63], Ligandy 
prezen tow ane  w największych ilościach zwykle s ta n o ­
wią dużo  mniej niż 1 %  całej mieszaniny peptydowej 
wiązanej przez dane  b ia łko  [11]. W niektórych przy­
p ad k ach  może w ystępow ać dom inac ja  jednego  lub 
kilku pep tydów  —  np. sześć peptydów  e luow anych 
z cząsteczek I-Ab i I -E b wspólnie s tanowiło o d p o w ied ­
nio 50%  i 75%  izolow anego m ateria łu  [35]. P rzy ­
bliżona średnia liczba kom pleksów  danej o dm iany  
M H C  II z okreś lonym  peptydem, p rezentow anych  
równocześnie  na powierzchni kom órk i  wynosi oko ło  
100-500 cząsteczek na k o m ó rk ę  [11].

Przecię tna  dos tępność  powierzchni pep tydu  na  ze­
w ną trz  szczeliny wiążącej wynosi 19-29% w M H C  I, 
30%  w kom pleksie  HA z DR1 [64], a 20,4% w k o m ­
pleksie H b  z I -E k [58]. W  DR 1 300-500 A 2 powierzchni 
pep ty tu  dostępne  jest dla TCR, nie licząc N - i C- 
końców  HA, k tó re  m ogą  nie oddziaływać bezp o śred ­
nio z receptorem. Pow ierzchnia  ta  o raz zm iany k o n fo r ­
macji M H C  zależne od  wiązania różnych pep tydów

344 POSTĘPY B I O C H E M I I  4 2 ( 4 ) ,  1 99 6http://rcin.org.pl



m ogą służyć T C R  do  rozpoznaw ania  ligandów.
D ruga  klasa  an tygenów  M H C  także wykorzystuje 

dw a typy oddzia ływ ań wiążących ligandy peptydowe 
(Ryc. 4). Z achow yw ane  reszty M H C  II oddziałują 
głównie z a to m am i łańcucha głównego p rezen tow ane­
go peptydu , n a tom ias t  reszty zmienne w chodzą 
w skład kieszeni wiążących jego łańcuchy boczne. 
Selekcja pep tydów  podlegających prezentacji odbyw a 
się głównie poprzez  interakcje drugiego typu, pom ię­
dzy polimorficznymi resztami M H C  i łańcucham i 
bocznym i am inokw asów  peptydu. Odcinek  9-15 reszt 
am inokw asow ych  rozpoczynający się mniej więcej od 
3 do  6 reszty całej sekwencji izolowanego peptydu  
w arunku je  jego  zdolność do wiązania  się z M H C  II, 
o d p o w iad a jąc  części peptydu  wiązanej przez szczelinę 
wiążącą. W  większości poznanych  dotychczas m o ty ­
wów pozycja  pierwsza tego odc inka  (oznaczana jak o  
PI niezależnie od odległości od N -końca)  stanowi 
h yd ro fobow ą  kotwicę. O d p o w iad a  ona  ważnej kiesze­
ni szczeliny wiążącej, widocznej w kryształach DR1, 
D R 3 i I-E k. Nie jest ona  obecna w sekwencjach M H C  I. 
Kieszeń powstaje, gdyż w wielu cząsteczkach M H C  II 
znacząco  mniejszy łańcuch boczny (Gly lub Val) 
w pozycji 86 łańcucha  /J zastępuje Tyr-171 z M H C  I. 
Dzięki tem u tworzy się głębokie wgniecenie, o toczone 
głównie n iepolarnym i resztami dom en  a l  i / il.  W m y ­
sim białku I-Ek w pozycji tej występuje większa reszta 
Phe, co pozw ala  na wiązanie w kieszeni PI łańcuchów  
bocznych mniejszych reszt hydrofobow ych (Ile, Val). 
Reszty tw orzące kieszeń dla PI są w dużej mierze 
zachow yw ane  pom iędzy różnymi białkam i H L A -D R  
i jest o n a  p raw d o p o d o b n ie  obecna w innych cząstecz­
kach M H C  II. D o d a tk o w o  do  PI występuje kilka

innych reszt kotwiczących. D la  DR1 są to P4, P6, P7 
i P9, na to m ias t  dla I-E k P4, P6 i P9, k tó re  także wiążą 
się we w nętrzu  odpow iednich  kieszeni szczeliny w iążą­
cej. Różnice m otyw u charak terys tyczne  dla danej 
o d m ian y  M H C  II m ogą  w ystępować w każdej pozycji. 
Szczególnie wyraźne są w ym agania  dotyczące ładunku  
łańcuchów  bocznych reszt kotwiczących. W k o m p lek ­
sach D R  1 i DR3 po pięć, w I-Ek cztery łańcuchy boczne 
reszt am inokw asow ych  peptydów  są prawie w całości 
zagłębione w kieszeniach. Są one rozmieszczone co 
oko ło  trzecią resztę. U tra ta  energii oddziaływ ań w ią­
żących końce peptydu  w M H C  I ko m p en so w an a  jest 
przez sieć w iązań w odorow ych  pom iędzy szczeliną 
w iążącą  i szkieletem peptydu, zwłaszcza jego centra lną  
częścią.

W  p rzypadku  M H C  II m ożna  (podobnie  jak  
w M H C  I) przewidywać specyficzność kieszeni na 
podstaw ie  p o ró w n an ia  jej budow y (w zakresie tw o rzą ­
cych powierzchnię kieszeni reszt am inokw asow ych) 
z analog iczną  kieszenią innego białka o znanej s t ru k ­
turze i specyficzności. W DR1 w spom niana  wyżej 
kieszeń dla P I całkowicie skrywa łańcuch boczny Tyr 
pep tydu , odpow iadającej głównej kotwicy ligandów 
DR1. Specyficzność kieszeni m o d u lo w an a  jest przez 
zmieniający wielkość kieszeni dimorfizm Gly/Val 
w pozycji /Í86. Podstawienie  Gly-/J86 przez Val p o w o ­
duje, że łańcuch boczny waliny lokuje się w miejsce 
za jm ow ane  w badanej cząsteczce H L A -D R  1 przez 
grupę hydroksy low ą Tyr-H A 308 peptydu, ogran icza­
ją c  rozm ia r  łańcucha bocznego możliwego do umiesz­
czenia w kieszeni.

Wszystkie wykrystalizowane dotychczas wspólnie 
z cząsteczkami M H C  II peptydy wiążą się w specyficz-

Atomy łańcuchów głównych i bocznych reszt aminokwasowych HLA-DR1 tworzących wiązania 
z trzynastopeptydem HA 306-318:  polimorficzne, mmmm zachowywane pochodzące z a1, 
^  * *  zachowywane pochodzące z (31; Q  - a l  □  -P I —  - wiązanie wodorowe

Ryc. 4 S ch em at w iązan ia  p ep ty d u  w szczelinie w iążącej M H C  II (H L A -D R  1). Z a z n a c z o n o  w iązan ia  w o d o ro w e po lim orficzne  (ch a rak te ry s ty cz ­
ne d la  D R  1) o ra z  p ra w d o p o d o b n ie  zachow yw ane, tw o rzo n e  przez elem en ty  cząsteczk i H L A -D R  1 w ystępu jące  w sekw encjach  w iększości 
cząsteczek  M H C  k lasy  II.
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Ryc. 5 U p ro szcz o n y  rzu t k o n fo rm acji p o lip ro lin y  II, k tó rą  p rzy j­
m u ją  p ep ty d y  w czterech  w y k ry sta lizo w an y ch  d o ty ch czas 
ko m p lek sa ch  M H C  11-peptyd. W szystk ie  w iązan ia  am idow e 
w y stęp u ją  w k o nfigu racji tra n s  (a> =  + 1 8 0 °), k ą ty  to rsy jn e  
w ynoszą: <l> =  —78°, ¥  =  +  149°.

nej konform acji lew oskrętnego heliksu poliproliny II 
(Ryc. 5) [37, 55, 58], S tru k tu ra  ta  nie angażuje  a to m ó w  
szkieletu pep tydu  do  fo rm ow ania  wewnętrznych s tab i­
lizujących wiązań w odorow ych  (w odróżn ien iu  od 
heliksu a) i jest je d n ą  z częstszych konform acji przyj­
m ow anych  przez peptydy  w miejscach rozpoznaw an ia  
m oleku larnego  [65]. N a  jed n ą  pętlę p rzypada  2,8 
reszty am inokw asow ej. K onform acja  ta  jest p ra w ­
d o p o d o b n ie  wspólna  dla pep tydów  wiązanych przez 
różne białka klasy II, choć dośw iadczenia  m odelow e 
dopuszczają  także konform ację  rozciągniętą.

Trzy zachow yw ane reszty Asn (62 i 69 z dom eny  od 
o raz  82 z /łl)  cząsteczki M H C  II z lokalizow ane są 
w taki sposób, że ich grupy  ^-am idow e m o g ą  tworzyć 
w ielokrotne w iązania  w odorow e z łańcuchem  głów­
nym  peptydu. Z achow yw ana  reszta Trp-/J61 także 
zajmuje miejsce umożliwiające udział jej azo tu  in- 
dolowego w pow staw aniu  wiązania w odorow ego z g ru ­
pą  k a rb ony low ą  szkieletu peptydu, podobn ie  do lo k a ­
lizacji i funkcji Trp-147 w dom enie  a2 M H C  klasy I.

Prawie k ażda  reszta a m inokw asow a  sekwencji rdze­
niowej p rezentow anego pep tydu  poprzez a tom y  ła ń ­
cucha głównego bierze udział w tw orzeniu  p rzyna j­
mniej jednego w iązania  w odorow ego  z cząsteczką 
M H C  II. Pom iędzy  peptydem , a pow ierzchnią  szczeli­
ny wiążącej powstaje  18 (DR1) lub 17 (DR3) w iązań 
w odorow ych. Spośród  nich 15 w p rzypadku  DR1 nie 
angażuje  łańcuchów  bocznych peptydu, tylko jego 
szkielet, a więc element stały w prezen tow anych  pep- 
tydach. W śród  wiązań jest 11-12 takich, w których  
b iorą  udział a tom y  szkieletu lub łańcuchów  bocznych 
zachow yw anych  reszt am inokw asow ych  cząsteczek 
M H C  II i m ogą  być one w ykorzystyw ane przez inne 
odm iany  M H C  II. W iązania  w odorow e nie są sk o n ­
cen trow ane  na  obu  końcach  szczeliny, jak  w M H C  I, 
lecz są rozmieszczone wzdłuż miejsca wiążącego. 
N ie  jest pewne, czy wzór wiązań w odorow ych  w y k o ­
rzystywanych przez HA306-318, C L IP ,  H b68-76 
i Hsp238-246 jest ogólny dla różnych pep tydów  i czą­
steczek M H C  II, ale przeważające zaangażow anie  
zachow yw anych  reszt M H C  i podob ieńs tw o  gęstości 
elektronowej odpowiadającej mieszaninie endogennych 
peptydów wiążących się z DR1 wydaje się potwierdzać 
taką  możliwość. W iązania  ze szkieletem i łańcucham i 
bocznymi reszt am inokw asow ych peptydu  usztywniają 
konformację peptydu w szczelinie wiążącej, tak  że może 
on być rozpoznaw any przez TCR.

Istnieją pewne sekwencje peptydow e, k tó re  rnogi się 
wiązać z wieloma, jeśli nie ze wszystkimi cząsteczkami 
D R [62, 66]. P rzyk ładem  takich  pep tydów  są CLIP. 
Nie wszystkie kotwice m o tyw u  sekwencyjnego pep­
tydów izolowanych z danego  b ia łka  M H C  II nu szą  
być używane przez każdy ligand peptydow y [67]. 
N iekorzystne  oddz ia ływ ania  w jednej lub k ilku  kiesze­
niach m ogą  być ko m p en so w an e  przez korzystne o d ­
działywania  w innych miejscach w iązania  peptydu. 
Zwiększa to  znacznie liczbę pep tydów , k tó re  mogą 
ulegać prezentacji wspólnie z od m ian am i cząsteczek 
M H C  II obecnym i u poszczególnego osobnika.

Cząsteczki M H C  II m ogą wiązać glikopeptydy 
[68], k tóre  izo low ano m.in. z H LA-DR11 [16] 
i z H L A -D R 8  [36],

V. Dim ery cząsteczek M H C  II

W  postac iach  krystalicznych cząsteczki DR1. DR3 
i I-Ek w ystępują  ja k o  d im er he te rod im eru  a fi ([hetero- 
d im er a/J]2) [37, 54, 55, 58]. Ł ań cu ch y  M H C  II są 
w obu  dim erach  D R  prawie równoległe, orientują się 
w tym sam ym  kierunku . Pom iędzy  o b o m a  hetero- 
d im eram i zna jdu ją  się cztery pow ierzchnie  k o n tak ­
towe. D u ża  część reszt am inokw asow ych  DR1 bio­
rących udział w oddz ia ływ aniach  pom iędzy dimerami 
jest zachow yw ana  pom iędzy różnym i odm ianam i czą­
steczek D R  lub w całej klasie II. D im ery  I-E k wykazują 
nieco inną s truk turę ,  ich szczeliny wiążące ustawione 
są po prawie przeciwległych s t ro n ach  dimeru. Tenden­
cja do  dimeryzacji m oże okazać  się wspólną cechą 
cząsteczek tej klasy, choć pow staw anie  d im erów  w kry­
stalicznych form ach M H C  II m oże być tylko artefak­
tem w ynikającym  z niefizjologicznych w arunków  krys­
talizacji. Przypuszcza się, że cząsteczki M H C  II mogą 
w ystępow ać ja k o  dim ery na  powierzchni błony k o ­
m órkow ej, lub w takiej postaci być rozpoznaw ane 
przez receptory  T C R , choć w w y p ad k u  I-E k w ym aga­
łoby to od łańcuchów  M H C  pozycji niemalże ró w n o ­
ległej do  powierzchni b łony  k o m órkow ej [54, 58]. 
D im eryzacja  m oże mieć znaczenie we wzmocnieniu 
sygnału p rzekazyw anego poprzez  TCR.

VI. Oddziaływanie cząsteczek M HC II z su- 
perantygenami

Superan tygeny (SAG) to n ietypow e ligandy M H C  
II, k tó re  z cząsteczkami M H C  wiążą się bez wstępnej 
„o b ró b k i” . Są to p ro d u k ty  różnych bakterii i wirusów. 
Przyłączają  się w całości do  an tygenów  klasy II już  po 
ich ekspresji na  powierzchni błony kom órkow ej. M iej­
sce w iązania  SAG zwykle odbiega  od regionu wiązania 
peptydów . P o  związaniu  SAG nie oddziałują z „ o b ­
szarem ro zp o zn a jący m ” kom pleks  M H C -p ep ty d  (pa- 
ra topem ) T C R  [2], tw orzonym  wspólnie przez d o m e ­
ny zm ienne łańcuchów  a i // TC R . ale z boczną 
pow ierzchnią  dom eny  zmiennej (V) łańcucha /J(Ryc. 6). 
D la tego  też SAG są cząsteczkam i rozpoznaw anym i
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LIMFOCYT Ta(3
R v c .6  S chem at o d d z ia ły w a n ia  cząsteczek  M H C  II i T C R  z su p e ra n -  

tygenem . A P C  —  k o m ó rk a  p rezen tu jąca  an tygen ; M H C  II 
—- cząs teczk a  M H C  klasy II; od, «2, f i l ,  f i l  —  o d p o w ied n io  
d o m en y  łań cu ch ó w  a i fi: T C R  ot fi —  recep to r  lim focytu  Ty.fi: 
Wy i V fi —  d o m en y  zm ienne łań cu ch ó w  y i fi T C R yfi: C a  i C fi 

d o m en y  sta łe  łań cu ch ó w  a i fi T C  Ra/f; SA G  —  su p e ran - 
tygen; P —  p ep ty d  p rezen to w an y  przez cząsteczkę M H C  II.

przez wszystkie k lony  limfocytów posiadających o k re ­
śloną dom enę  V łańcucha  (i w receptorze TCR. M ogą 
to być za ró w n o  limfocyty T C D 4 +  i T  C D 8  +  . 
Typowy peptyd  an tygenow y aktywuje tylko określony 
klon limfocytów Ta/i (1 na około  105-106), posiadający 
kom binację  odpow iednich  dom en  zmiennych łańcu­
cha a i łańcucha fi T C R . Rezultatem wiązania SAG jest 
pobudzenie dużej liczby limfocytów T (nawet 30-40%). 
Limfocyty pod wpływem SAG m ogą także przecho­
dzić w stan inaktywacji (anergii) lub ginąć. SAG są 
w stanie indukow ać  procesy autoim m unologiczne.

W odróżnieniu  od  „zwykłych” antygenów, p rezen ta ­
cja SAG nie podlega restrykcji M H C , jednakże  wiążą 
się one z różnymi pow inow actw am i do różnych cząs­
teczek M H C  II [69-71],

W ykrysta lizow ano dotychczas i określono  s truk tu rę  
dwóch kom pleksów  M H C  II z SAG. W obu w y p ad ­
kach była to cząsteczka H L A -D R 1, której l igandam i 
były SEB [56] i TSST-1 [57], Wiążą się one z DR1 
w częściowo odm ienny  sposób. SEB wiąże się w dw u 
regionach dom eny  a l .  W iązanie zachodzi po jednej 
stronie miejsca wiążącego peptydy, nie obejm ując 
peptydów  zajm ujących  szczelinę wiążącą [56]. SEB 
oddziałuje z łańcucham i bocznymi heliksu oraz  p ę t­
lami łączącymi pierwsze i trzecie pasm o /?. W iązanie 
SEB nie wpływa na  zdolność DR1 do wiązania p ep ­
tydów. TSST-1 wiąże się z powyższymi d w om a regio­
nam i o raz  z heliksami szczeliny wiążącej i p rezen­
tow anym  przez DR1 peptydem. P rzykryw a on  ponad  
połowę szczeliny wiążącej, p raw d o p o d o b n ie  un iem oż­
liwiając lub znacznie zaburza jąc  k o n ta k t  T C R  z M H C  
II i peptydem. W iązanie  T S S T -1 zależy od konform acji 
i właściwości fizykochemicznych pep tydu  p rezen tow a­

nego przez M H C  II [57, 71]. Inny SAG, SEA wiąże się 
z M H C  II w ykorzystu jąc  d o d a tk o w o  skoordynow any  
jo n  cynkow y (Z n 2 + ) [69],

O b a  SA G  nie w ykazują  kom petycyjności w wiąza­
niu. Sugeruje to, że choć wiążą się one w po k ry w ają ­
cym się w dużej części regionie DR, to każdy z nich jest 
l igandem  innej subpopulacji  cząsteczek DR1 [71].

Jak  w ykazano  w bieżącym roku, superantygen  SEB 
m oże się wiązać także z cząsteczkami M H C  I, wyw ołu­
jąc  pod o b n ie  jak  przy wiązaniu z cząsteczkami M H C  
II, po lik lona lną  aktywację limfocytów T [72].

VII. Rozpoznawanie kompleksu M H C Il-pe- 
ptyd przez TCRa/f

Peptydy  połączone z M H C  II rozpoznaw ane  są 
wspólnie z cząsteczką M H C  przez T C R  limfocytów 
T C D 4 -K  Sposób  rozpoznaw an ia  nie odbiega za sad ­
niczo od ro zp oznaw an ia  kom pleksu  M H C  I-peptyd 
przez receptor limfocytów T C D 8  +  (Ryc. 7) [2], T C R  
rozpoznaje  nie sekwencję peptydu, ale jego  pow ierzch­
nię dos tęp n ą  w szczelinie wiążącej ep itop  [73], L im ­
focyty C D 4 +  s tanow ią  grupę kom ó rek  funkcjonalnie 
przede wszystkim  pomocniczych. F unkc ja  korecep- 
to ro w a  C D 4  polega na  wiązaniu M H C  II ja k o  wtórny, 
niezależny od  peptydu  ligand. D opiero  połączenie 
oddz ia ływ ania  an tygenow o specyficznego (TCR) oraz 
k o recep to row ego  (CD4) i innych korecep to rów  [2] 
pow odu je  właściwą aktywację  limfocytu T  C D 4  +  . 
Rozpoznan ie  an tygenow ego peptydu  przez ten lim­
focyt p row adzi do zwiększenia syntezy D N A , podziału 
kom órk i,  a przede wszystkim do  uwolnienia cytokin, 
k tóre  pośredniczą  w amplifikacji odpowiedzi im m u n o ­
logicznej (m.in. IL-2, IL-12, IF N a ,  T N F a  i /i).

C D 4  jest m onom eryczną  g likopro te iną  z fragm en­
tem z ew n ą trzk o m ó rk o w y m  zb u d o w an y m  z czterech 
do m en  im m u n o g lo b u l in o p o d o b n y ch  [74, 75]. Regio­
nem w iążącym  C D 4  na cząsteczce M H C  II są p ra w ­
d o p o d o b n ie  fragm enty  domen: /f 1(35-46) i fi2(133-148)

LIMFOCYT T C D 4 +
Rvc. 7 R o z p o zn aw an ie  cząsteczk i M H C  I I  prezen tu jącej pep tyd  

przez lim focy t T  C D 4  +  . A P C  —  k o m ó rk a  p rezen tu jąca  
cząs teczkę  M H C  II  w iążącą  pep tyd ; fil —  d em en a  fil M H C  
II; a2 —  d o m e n a  a2 M H C  II; T C R  —  recep to r lim focytu 
T a /i-C D 3 ; a, fi —  łań cu ch y  recep to ra  lim focytu  T; y, ó, 
e —  poszczegó lne  łań cu ch y  b ia łk a  C D 3.

MHC II 

TCRa(3-CD3
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[75,76]. Drugi z nich odpo w iad a  fragmentowi dom eny 
a3 wiązanej przez C D 8 w cząsteczkach M H C  I [75, 77, 
78]. Część doświadczeń wykazuje, że C D 4  może 
wiązać się z M H C  II dop ie ro  po oligomeryzacji na 
powierzchni limfocytu Ta/? [79].

VIII. Uwagi końcowe
Badanie oddziaływ ań M H C  II —  peptyd może mieć 

wiele ważnych implikacji praktycznych.
O sobnicy  posiadający  określone alíele M H C  m ają 

zwiększone lub zmniejszone ryzyko wystąpienia pew ­
nych schorzeń [1, 80-83]. N a  drodze  b ad ań  genetycz­
nych i s truk tu ra lnych  m ożna  już  w pewnych w y p ad ­
kach określić m oleku larne  podłoże p o d a tn o śc i /o d p o r­
ności na dany  zespół chorobow y; badan ia  przesiewowe 
m ogłyby więc niekiedy pozwolić na  eliminację czyn­
n ików  ryzyka u osób  potencjalnie  p o da tnych  [80, 84],

G eny i cząsteczki M H C  klasy II m ają  duże znacze­
nie w wyw oływ aniu  i pod trzym yw an iu  supresji lub 
autoagresji immunologicznej [85]. Rozpoznaw anie  
ligandów  peptydow ych w raz z M H C  II wieść m oże do 
tolerancji. Z jaw isko to  występuje nie tylko w czasie 
rozwoju ontogenetycznego limfocytów T. N a  przykład 
k o m ó rk a  B, prezentując peptydy  wspólnie z M H C  II, 
może posiadać  zdolność indu k o w an ia  anergii wśród 
rozpoznających  ją  dojrzałych limfocytów T  [86]. Być 
m oże jest to jeden  z m echan izm ów  pow staw ania  
tolerancji w populacji dojrzałych limfocytów T. M e ­
chanizm  ten mógłby być użyteczny do  sztucznego 
in dukow an ia  tolerancji w s to sunku  do określonych 
an tygenów  [10, 87].

N a  podstaw ie znajom ości m otyw ów  sekwencyjnych 
białek M H C  m o żn a  wybierać ze znanych sekwencji 
białek pod jednostk i peptydow e szczepionek przeciw­
ko określonym  p a togenom  [88]. Szczepionki takie 
składać się pow inny z mieszaniny ligandów  różnych 
odm ian  M H C  II lub l igandów  zdolnych do  wiązania 
się z różnymi odm ianam i [89], Pew ną trudnością  
w tego rodzaju  immunizacji m ogą  być obserw ow ane 
różnice w antygenow ości pom iędzy kom pleksam i 
M H C  Il-pep tyd  powstającym i poprzez przyłączenie 
syntetycznych pep tydów  do  „pustych” cząsteczek 
M H C  II, a tymi pow stającym i w wyniku ob róbk i 
natyw nych an tygenów  o tej samej sekwencji [90].

Białka klasy II związane z w ystępow aniem  cho rób  
au to im m unolog icznych  lub p o d a tnośc ią /opo rnośc ią  
na  wystąpienie określonych c h o ró b  charak te ryzu ją  się 
często obecnością  un ikatow ych (w s tosunku  do  innych 
cząsteczek M H C  II) reszt am inokw asow ych  w regionie 
wiążącym [62, 91]. M o g ą  wówczas wiązać specyficzne 
peptydy [92]. B lokow anie cząsteczek M H C  II może 
być więc skuteczne w zapobieganiu  i/lub leczeniu np. 
schorzeń au to im m unolog icznych  [62, 93, 94], W wy­
p ad k u  doda tn iego  sprzężenia obecności określonego 
białka M H C  z zespołem cho robow ym  obserw ow ano  
popraw ę s tanu  klinicznego chorych zwierząt po za ­
stosow aniu  skierow anych  przeciwko tem u białku 
przeciwciał, pep tydów  blokujących, wiążących się sil­

niej niż natyw ne ligandy lub też fragm entów  białka 
M H C  I I  indukujących pow staw an ie  endogennych 
przeciwciał przeciwko an tygenom  M H C . W odniesie­
niu do  ludzi p ró b o w an o  s tosow ać przeciwciała mono- 
klonalne  przeciwko H L A -D R  w reum ato ida lnym  za ­
paleniu stawów. Skuteczność takiej strategii w ykazano 
w odniesieniu do modeli zwierzęcych s tw ardnienia  
rozsianego [95]. spraw dza  się ją  u chorych na tę 
chorobę. Peptydow e blokery  cząsteczek M H C  II  wy­
dają się mieć m ałą szansę na skuteczność  te rapeutycz­
ną z p o w o d u  trudności w u trzy m an iu  efektywnego do 
b lokow an ia  stężenia pep tydów  naw et w w arunkach  in 
vitro [96]. N a to m ias t  zna jom ość  szczegółów budow y 
miejsca wiążącego jest konieczna  do pro jek tow ania  
n iepeptydow ych an tagon is tów  wiązania  peptydów  
przez cząsteczki M H C . Blokery takie  nie w ym agają  
p o znan ia  konkre tnych  a u to an ty g en ó w  odpow iedzia l­
nych za indukcję procesu cho robow ego ,  p o n ad to  
pozw ala ją  na b lokow anie  określonej odm iany  M H C  I I  
bez w yw oływ ania  supresji wynikającej z b lokow ania  
innych o dm ian  [62].
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Wewnątrzkomórkowy transport enzymów lizosomalnych 
—  Rola receptorów mannozo-6-fosforanu

Mannose-6-phosphate receptors in intracellular transport 
of lysosomal enzymes

BARBARA CZARTORYSKA*

Spis treści:

I. W stęp
II. Receptory mannozo-6-fosforanu —  występowanie i bu­

dowa
III. Rola receptorów M 6P  w transporcie enzymów lizoso­

malnych
IV. Inne funkcje receptorów M 6P

W ykaz stosowanych skrótów: M 6P — mannozo-6-fosforan; 
M6PR-300, duży R — receptor mannozo-6-fosforanu o m. 
cz. 300.000; M6PR-46, mały R — receptor mannozo-6-fos- 
foranu o m. cz. 46.000; IGF1I — insulinopodobny czynnik 
wzrostu; TG N  — region trans siateczki aparatu  Golgi’ego.

I. Wstęp

M ów iąc o receptorach  zazwyczaj myślimy o ich roli 
w przekazyw aniu  sygnałów oraz  w imporcie ro zm ai­
tych substancji do  wnętrza kom órki. Receptory m an- 
nozo-6-fosforanu (M 6P) b iorą  udział w innym p roce ­
sie, a mianowicie w w ew ną trzkom órkow ym  t ra n s p o r ­
cie białek z miejsca dojrzew ania  (modyfikacji) tj. 
a p a ra tu  G olg i’ego do  miejsca działania  tj. lizosomu.

N a  tem at t ran sp o r tu  enzym ów  lizosomalnych u k a ­
zało się kilka ar tyku łów  przeglądowych [1-3] a o s ta t ­
nio, w trakcie przygo tow ania  niniejszej pracy, obszer­
ny artyku ł Annete H i l l e - R e h f e l d  [4], W tym 
o sta tn im  zainteresow any Czytelnik znajdzie odnośn ik i 
do  p o n ad  200 prac. Tu  więc ograniczę się do  na jw aż­
niejszych i najnowszych pozycji bibliograficznych.

Pierwsze etapy pow staw ania  białek sekrecyjnych 
oraz  enzym ów  lizosomalnych są wspólne i obejmują: 
syntezę polipeptydu, jego tran sp o r t  do  światła cystern 
siatki śródplazm atycznej, odcięcie sekwencji sygnało­
wej od N  końca, glikozylację i wreszcie kolejny t r a n s ­
p o r t  do  ap a ra tu  G olg i’ego. W ciągu dalszej wędrówki, 
od  regionu cis do  trans  a p a ra tu  G olg i’ego, b ia łka  są 
m odyfikowane, i k ierow ane do miejsca przeznaczenia. 
Z nacznikiem  większości enzym ów  lizosom alnych jest 
ugrupow anie  M 6P*, a do ich segregacji konieczny jest 
właściwy receptor. D otyczy to nie tylko większości 
hydro laz  lizosomalnych, lecz również innych białek 
lizosomalnych np. m ieloperoksydazy [5],

* Dr. Zakład Genetyki, Instytut Psychiatrii i Neurologii, ul. 
Sobieskiego 1/9, 02-957 Warszawa
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II. Receptory mannozo-6-fosforanu —  wystę­
powanie i budowa

Z nane  są dw a receptory rozpoznające  ugrupow anie  
M 6 P  —  oba  są t ransb łonow ym i glikoproteinam i:
1) receptor oznaczany  sk ró tem  M 6PR -300, C I-M 6 P R , 
lub IG F I I /M 6 P R ,  o m. cz. około  300 kD a; jego dzia­
łanie nie zależy od  obecności dw uw artośc iow ych k a ­
tionów, a rozpoznaje  on również tzw. insu linopodobny  
czynnik w zrostu  II, I G F  II; dla uproszczenia  w niniej­
szym artykule  został on określony ja k o  „duży R”.
2) recep tor oznaczany  skró tam i M 6P R -4 6  lub C D - 
-M 6P R , o m. cz. 46 kD a; jego działanie  wymaga 
obecności jo n ó w  dwuw artośc iow ych w arunku jących  
pow staw anie  czynnych oligomerów; dla po trzeb  n a ­
szego artyku łu  określony został ja k o  „m ały  R”.

Receptory  M 6 P  izolowane z k o m ó re k  różnych 
ssaków m.in. człowieka, wołu, gryzoni [2, 4] a także 
k rab ó w  [6], są ba rd zo  do  siebie podobne . N a  przykład 
h om olog ia  recep torów  izolowanych z k o m ó rek  ludz­
kich i wołowych sięga 89% . Co więcej, chimery, 
w k tórych  poszczególne dom eny  po ch o d zą  od  różnych 
ga tu n k ó w  działają jak  „dziki” receptor [7]. Nie będę 
więc podaw ała ,  jak iego  organizm u dotyczyć  będą 
poszczególne informacje.

Ilość i wzajem ny s tosunek obu  recep to rów  M 6 P  
zależy od rodzaju  k om órek  i tkanek . Duży R 
(M 6PR-300) występuje we wszystkich tk ankach  
w ilości rzędu kilkaset tys. miejsc w iążących /kom órkę  
(np. w k o m ó rk a c h  nadnerczy wołu 280 ty s ./kom órkę
[9]). W  tkan k ach  szczura m ożna  nas tępu jąco  uszere­
gować na rządy  wg jego zawartości: serce >  płuca

* Informacje na temat fosforylacji mannozy i powstawania 
znacznika M 6P znajdzie Czytelnik w artykule przeglądo­
wym G. P a l a m a r c z y k  (1987) P ost B iochem  33: 297-307.
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=  łożysko >  mięśnie =  nerki >  w ą tro b a  >  m ózg
[10]. W  k o m ó rk a c h  płodu  jest go więcej niż w k o m ó r ­
kach o so b n ik ó w  dorosłych [11]. W  k o m ó rk ach  n a ­
b łonkow ych  jelita grubego występuje w błonie za ró w ­
no części wiechołkowej (apical), jak  i podstawnej 
(hasał) [12]. W  niektórych k o m ó rk ach  n o w o tw o ro ­
wych jest go więcej, a jego ilość w zrasta  równolegle ze 
w zrostem  ilości ka tepsyny D i bywa m ia rą  złośliwości 
n o w o tw o ru  [13]. W  hodow anych  f ibroblastach skóry 
jest niemal 4 razy więcej dużego R niż małego; 
w lim foblastach odwrotnie , małego R jest 7 razy więcej 
niż dużego i jest go niemal 20 razy więcej niż w fibro­
blastach [14]. W  kom ó rk ach  osób  chorych na  chorobę  
w trę tów  k o m ó rk o w y ch  (brak fosforylacji m annozy  
w enzym ach  lizosomalnych) ilość receptorów  jest 
podw yższona  [15].

C iekaw ostką  jest, że w kom órce  ak tyw ny jest allel 
pochodzen ia  matczynego kodu jący  syntezę dużego 
R (M 6PR -300) [16-18]. W p rzypadku  I G F  II ak tyw ny 
jest gen ojcowski [4, 18].

O b a  receptory  M 6 P  występują przede wszystkim 
w ew nątrz  kom órk i.  N a  powierzchni odna jdu je  się 
zaledwie 5-10%  całkowitej ilości dużego R zaś jego 
poby t na  powierzchni wynosi 5-6 godz [19]. Receptory 
znajdujące  się na powierzchni i w ew nątrz  ko m ó rk i  są 
w dynam icznej rów now adze [1-4]. N a d m ia r  zewnątrz- 
k o m ó rk o w e g o  I G F  II [20], M 6 P  lub estrów forbolu  
[4] wywołuje szybką redystrybucję recep tora  w k o m ó ­
rce, to jest  jego  przemieszczenie z błon wewnętrznych 
do  błony plazmatycznej. Przemieszczenia takie są 
niezależne od  obecności tró jfosforanu inozytolu, dwu- 
acyloglicerolu czy c A M P  [20]. W  k o m ó rk a c h  nie­
k tó rych  n o w otw orów  stw ierdzono upośledzenie seg­
regacji dużego  R [21].

Rozmieszczenie obydw u receptorów  w ew nątrz  k o ­
m órk i  jest podobne ,  lecz nie identyczne: oba  są obecne 
w regionie tran s  ap a ra tu  G olg i’ego (T G N ) oraz  w tych 
sam ych en d o so m ach  —  zarów no  wczesnych jak  i p ó ź ­
nych. Jednakże  występują one w innych miejscach 
endosom u: duży R (M 6PR-300) znajduje się raczej 
w małych, centra lnych w akuolach , zaś mały (M 6P R - 
-46) w połączonych  kanalikach  i pęcherzykach (ATV) 
[22]. D ojrza łe  lizosomy nie zawierają  receptorów. 
Z jaw isko  to  jest w ykorzystyw ane do identyfikacji 
frakcji su b k o m ó rk o w y ch  —  tj. do  rozróżn ian ia  en- 
d o so m ó w  i lizosom ów [1]

P ew na  ilość dużego R krąży w postaci rozpuszczal­
nej w krwiobiegu. Jest to ilość zm ienna, zależy m.in. od 
wieku —  najwyższa jest w krwi płodowej i u n o w o ro d ­
ków; z wiekiem maleje [23], maleje też w czasie 
g łodzenia  [24]. Krążący  receptor pochodzi u p łodu  
głównie z mięśnia szkieletowego i sercowego zaś 
u o so b n ik ó w  dorosłych z w ą troby  [23]. N iek tó rzy  
a u to rzy  uważają, że to właśnie w przes trzen i poza- 
k o m ó rk o w e j  zachodzi degradacja  receptora  i że p ierw­
szym jej e tapem  jest działanie nielizosom alnych prote- 
az [25]. O kres  pó łtrw ania  m ałego recep to ra  wynosi 
p o n a d  40 godz [26],

G eny kodujące  oba  receptory M 6 P  w k o m órkach  
ludzkich, mysich i bydlęcych zostały sklonowane, 
a sekwencja am inokw asow a  oznaczona  [1-4]. P o d ­
stawowe informacje dotyczące budow y ob u  ludzkich 
receptorów  M 6 P  zebrano  w tabeli 1.

W iązanie  liganda w arunku je  d o m en a  zewnętrzna, 
a więc ta, k tó ra  sk ierow ana jest albo na zewnątrz 
k om órk i  a lbo do w nętrza światła organelli (cystern 
i kana lików  ap a ra tu  G o lg ie g o  oraz  endosomów).

D o m en a  zewnętrzna dużego receptora  (M 6PR-300) 
zawiera pow tarza jące  się pod jednostk i (15-38% hom o- 
logii). C h arak te rys tyczną  cechą jest obecność cysteiny 
flankującej reszty hydrofobow e w konserwatywnej 
sekwencji
Cys— (T hr/G lu )— T y r— X— Phe(Glu)— T r p — X — T h r 
— X — (Ala/Val— Ala— Cys** [2]. U kład  ten różni się 
od uk ładów  spo tykanych  w innych receptorach, n a to ­
miast p o d o b n y  znaleziono w XII czynniku k rzep­
nięcia. W  13-tej podjednostce  znajduje się 43 am in o ­
kw asow a insercja, wysoce hom ologiczna z regionem II 
f ibronektyny [1]. Receptory izolowane z różnych 
kom órek  różnią  się rodzajem  łańcuchów  oligosachary- 
dowych, głównie stosunkiem  ilości łańcuchów  jedno- 
i dw uan tenow ych  [27].

U derzające jest podob ieńs tw o  sekwencji am in o k w a­
sów zewnętrznej dom eny  małego R (M 6PR-46) i b o g a ­
tej w cysteinę, powtarzającej się pod jednostk i ana log i­
cznej dom eny  dużego R (identyczność rzędu 14-28% 
a więc ta k a  sama, jak  podjednostek  między sobą, p. 
tabela  1). S tąd h ipoteza o w spólnym  antenacie  obu 
receptorów: fragment genu kodujący syntezę dom eny 
zewnętrznej M 6PR -300  powstał być może na drodze  
amplifikacji części genu kodującego  syntezę małego 
R [2].

D o m en a  cy toplazm atyczna w arunku je  odpow ied ­
nie przemieszczanie się receptora  w ew nątrz  kom órki 
[4, 28]. Nie stw ierdzono hom ologii sekwencji am in o ­
kw asów  tej dom eny  w dużym  i małym receptorze, choć 
widoczne są pewne podobieństw a. W ob u  p rzy p ad ­
kach d o m en a  cy toplazm atyczna zawiera miejsca p o ­
tencjalnej fosforylacji oraz skupienia  kwaśnych reszt 
am inokw asow ych, podobn ie  ja k  to ma miejsce w in­
nych receptorach  transportu jących . W p rzypadku  d u ­
żego R d o m en a  cy top lazm atyczna  jest dłuższa od 
analogicznej dom eny  wielu innych receptorów  t ra n s ­
portu jących  np. asja loglikoproteiny czy lipoproteiny, 
a także recep tora  małego. W  m ałym  R cysteina może 
ulegać palmitylacji a alifatyczny łańcuch palm ityn ianu  
służy p raw d o p o d o b n ie  do zakotw iczenia  receptora  
w warstwie lipidowej błony [26].

Informacje o fosforylacji receptorów  są fragm en­
taryczne i często sprzeczne. Nie ulega jed n ak  wątp liw o­
ści, że d o m en a  cy top lazm atyczna obu  receptorów  jest 
w ciągu ich wędrówek w ew nątrzkom órkow ych  k ilka­
k ro tn ie  fosforylowana i defosforylowana. Czas p ó ł­

** — reszty w nawiasach oznaczają niższy % konserwatyw- 
ności, x — jej brak
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Tabela 1.
W y b ran e  in fo rm acje  o b udow ie  i w łasn o śc iach  recep to ró w  m an n o zo -6 -fo sfo ran u .

In fo rm ac ja D U Ż Y  R E C E P T O R M A Ł Y  R E C E P T O R

S to so w an e  skró ty : M 6 P R -300 , C I-M O R , IG F  II-M 6 P R M 6P R -4 6 , C D -M 6 P R

C h ro m o so m , gen 6q25— 27, 130kb, 48 ek so n ó w  [w g 4] 12, 12 kb , 7 ek so n ó w  [w g 4]

B

i

a
I
k
o

wł.

re ­
cep ­
to ra

L iczba a m in o k w a ­
sów  w dom en ach :

40 —  2264 —  23 —  164 [w g 1] 
sy g n a ł-zew n ę trzn a -ś ró d b ło n o w a-cy to p lazm aty czn a

20/26 —  164/170 —  20 —  67 [w g  1] 
sy g n a ł-z e w n ę trz n a -ś ró d b ło n o w a -c y to p la z m a  tyczna

M. cz. p o lip e p ty d u / 
/b ia łk a 270 k D a /2 7 5 -3 0 0  k D a  [w g 1] 30 k D a /4 3 — 46 k D a  [w g 1]

D o m e n a  zew n ę trz ­
na:

15 p o w tó rzeń  (p o d jed n o stek ) po  147 am in o k w asó w , 
16-38%  h o m o lo g ii m iędzy  nim i [w g  1]

19 m iejsc m ożliw ej g likozylacji, 2 z n ich  są 
g likozy lo w an e  [w g 1]
3-4 m o stk ó w  S— S na  p o d je d n o s tk ę  [w g 4]

14-28%  h o m o lo g ii z zew n ę trzn ą  d o m e n ą  dużego  R 

[w g 1]

5 m ożliw ych  m iejsc glikozylacji, 4 z nich są 
g likozy lo w an e  [w g 1]
3 m o stk i S— S, w pozycji: 32/78, 132/167, 145/179 [34]

D o m e n a  cy to so lo - 
wa:

c h a ra k te r  kw aśny  [w g 1], p rze jśc iow o  fo sfo ry lo w an a  in 
vivo se ry n a  82ga i 157ta in vitro  20la i ? [3 0 ]

c h a ra k te r  kw aśny , b ra k  h o m o lo g ii z dużym  R [w g 1], 
byw a fosforyl. Ser 56ta [2 ], p a lm ity lo w a n a  C ys 30ta i 34la 
[26]

O ligom eryzacja : m o n o m er m o n o m e r M n + + , 4° o  d im er o  M n + +, 4 ' te tra m e r 
[73, 73a]

L igandy: w olny  i zw iązany  M 6 P  o ra z  IG F  II w olny  i zw iązan y  M 6 P

M iejsce w iązan ia  
M 6P:

dw a m iejsca w 3 i 9 po d jed n o stce , o p t. p H  6,0-7,4; [w g 
4] ud z ia ł 435 i 1334 arg in in y  [74]

je d n o  m iejsce w iążące M 6 P , o p t. pH  6,0-6,3 [w g 4] 
u dzia ł 137 arg in in y  i 131 h isty d y n y  [42]

M iejsce w iązan ia  
IG F  II:

je d n o  w 11 p o d jed n o stce , udzia ł lizyny [7 5 ] b ra k  w iązan ia

Z a leżn o ść  od  k a ­
tionów :

w iązan ie  M 6 P  nie zależy od  o b ecności k a tio n ó w w iązan ie  M 6 P  w ym aga o b ecności k a tio n ó w  dw uw ar- 
tośc iow ych  np. M n + +

T ra n s p o r t  enzy ­
m ów  lizosom al- 
nych

T ra n s p o r t  T G N  - » en d o so m  i e n d o c y to z a T ra n s p o r t  T G N  -» e n d o so m  i T G N  -*• bł. p lazm at.

o b ro tu  fosforanu w cząsteczce dużego R wynosi 1,4 h, 
podczas gdy czas pó łtrw an ia  całej cząsteczki wynosi 40 
godzin [29]. K inazy  —  kazeinow a I, II i pok rew ne  
—  fosforylują in vivo wyłącznie serynę 82 i 157 tej 
dom eny, a fosforylację tę w arunku je  reakcja  z nie­
znanym  białkiem cytosolu. In vitro tę sam ą dom enę  
w innych miejscach (20-sta i X seryna) fosforyluje 
k inaza  A [30]. Enzym em  defosforylującym jest fos­
fataza 2A [31]. Receptor izolowany z m ózgu wykazuje  
ak tyw ność  kinazy białkowej co oznacza, że reszty 
seryny lub treoniny  receptora  m ogą  ulegać autofos- 
forylacji. L igandy zawierające ug rupow anie  M 6 P  sty­
m ulu ją  zw iązaną z receptorem  aktyw ność  fosfatazową, 
a defosforylacji ulegają o b a  am inokw asy. I G F  II nie 
m a wpływu n a  tę aktywność. Nie w iadom o, czy 
o bserw ow ana  ak tyw ność  jest właściwością sam ego 
receptora  czy też związanego z nim innego b ia łka  [32].

Fosforylacja małego R nie m a  wpływu na  jego 
stabilność ani na  ujawnianie  się na  powierzchni k o ­
m órk i  [29]. In  vitro fosforyluje go kinaza  kaze inow a II, 
zaś defosforyluje fosfataza 2. W aru n k iem  fosforylacji 
jest obecność w pozycji 26-32 sekwencji Ala— Asp—  
G ly— Cys— Asp— Phe— Val [33],

D uży R (M 6PR-300) m a  2 miejsce wiążące o w yso­
kim pow inow actw ie  do  m annozo-6-fosfo ranu  (M6P). 
Z na jd u ją  się one w 3 i 9 pow tarzającej się podjednostce  
dom eny  zewnętrznej receptora. U g ru p o w a n ia  te nie 
b io rą  udziału  w sekrecji, glikozylacji ani w reakcji 
recep to ra  z przeciwciałem [1, 4], j a k  również w w iąza­
niu czynnika w zrostu  IG F II .  Miejsce wiążące I G F I I  
znajduje  się w 11 podjednostce  d o m en y  zewnętrznej 
(Tab. 1).

M ały  R (M 6PR-46) wiąże zawierające M 6 P  ligandy 
jedynie  w obecności ka tionów , np. M n + + , w a ru n ­
kujących pow staw anie  o ligomerów, głównie d im erów  
(Tab. 1). Jedna  cząsteczka (m onom er) M 6P R -4 6  może 
związać je d n ą  cząsteczkę wolnego M 6 P  a lbo 0,5 m ola 
o l igosacharydu  lub g likoproteiny zaw ierających 2 re­
szty M 6P . W  każdym  aktyw nym , dw ufunkcyjnym  
dimerze są dw a miejsca m ogące związać ugrupow an ie  
M 6P , wiąże on  je d n a k  tylko je d n ą  cząsteczkę g l iko­
pro te iny  zawierającej dw a u g ru p o w an ia  M 6P. W ażn ą  
rolę w tym  w iązaniu  spełniają wszystkie trzy pary  
m o s tk ó w  dwusiarczkowych, k tóre  w aru n k u ją  o d p o ­
wiednią  konform ację  [34]. Rów nież łańcuchy  cu ­
krowe, choć nie b iorą  udziału w wiązaniu  M 6 P , grają
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is to tną rolę w u trzym aniu  s truk tu ry  IV-to rzędowej 
receptora  zapewniającej wysokie pow inow actw o  do 
liganda [4],

O ptym alne  pH  wiązania  liganda wynosi 6,0-7,4 
w p rzypadku  dużego R, zaś 6,0-6,3 w przypadku 
małego [4],

Pow inow actw o  obydw u receptorów  do  wolnego 
M 6 P  oraz do oligosacharydów  i glikoprotein  zaw iera­
jących jed n ą  g rupę M 6 P  jest takie samo; w przypadku  
związków zawierających dwa lub więcej ugrupow ań  
M 6 P  wyższe pow inow actw o  m a receptor duży.

In vivo najważniejszymi ligandam i om aw ianych  tu 
receptorów są enzymy lizosomalne. Swoistość obu 
receptorów  jest p o d o b n a ,  ale nie identyczna. Są don ie­
sienia o istnieniu, wśród całej puli enzym ów  lizosomal- 
nych, subgrup  wiązanych wyłącznie, lub przede wszys­
tkim, przez jeden  z receptorów [35]. Być może w swois­
tości wiązania  grają rolę łańcuchy o ligosacharydow e 
enzym ów  lub receptorów.

Jak pow iedziano powyżej, duży receptor (M 6P R - 
-300) wiąże również in su linopodobny  czynnik wzrostu 
II ( IG F  II). Miejsce w iązania mieści się daleko od 
miejsc wiążących M 6P, a mianowicie w podjednostce 
11 -tej, a dla wiązania  w ażną rolę gra lizyna [41] (Tab.
1). M im o to związanie IG F  II nie pozwala  na wiązanie 
enzym ów lizosomalnych (ale nie wolnego M 6P) i vice 
versa, p raw d o p o d o b n ie  ze względów konform acyjno- 
-sferycznych. N iek tórzy  au to rzy  [4, 14, 15] uważają, że 
wiązanie IG F II  nie wpływa na  rozmieszczenie en ­
zym ów  lizosomalnych w kom órce. Jednak  według 
większości a u to ró w  [36, 39, 41, 42], związanie IG F  II 
zmienia istotnie profil rozmieszczenia enzym ów lizoso­
m alnych mimo, że miejsca wiążące oba  ligandy są 
odległe (Tab. 1).

III. Rola receptorów M 6P w transporcie 
enzymów lizosomalnych

Ilustracją znaczenia om aw ianych  tu receptorów  jest 
c h o ro b a  zw ana ch o ro b ą  w trę tów  kom órkow ych  (ang. 
I-cell disease). Jest to bardzo  ciężka ch o ro b a  spich- 
rzeniowa. Jej przyczyną jest błąd genetyczny***, w wy­
niku k tórego  nie następuje ufosforylowanie m annozy, 
a w konsekwencji b rak  jest u g ru pow an ia  M 6 P  w cząs­
teczkach enzym ów  lizosomalnych. Błąd w s truk turze  
enzym ów, nie wpływając na  ak tyw ność  enzym atyczną 
ani na  trwałość, wpływa drastycznie  jedynie na ich 
rozmieszczenie w komórce. Enzym y bowiem, zamiast 
k ierow ać się do  lizosomu i tam  działać uciekają poza 
k o m ó rk ę  i odna jdu je  się je w surowicy, moczu, łzach 
itp. W lizosom ach jest ich o wiele za m ało  [37, 37a].

H o d o w an e  kom órk i,  k tó rym  zab lokow ano  duży 
R przeciwciałem oraz  m u tan ty  pozbaw ione tego recep­
to ra  wydalają  oko ło  70%  enzym ów  lizosomalnych 
po za  k om órkę  [1]. (P raw idłow ą k om par tm en tac ję  
enzym ów  m ożna  przywrócić m u ta n to m  transfekując 
k o m ó rk i  odpow iedn im  cDNA). Z ab lokow an ie  obu  
receptorów  M 6 P  swoistymi przeciwciałami pow oduje

dalszy wzrost w ydalan ia  enzym ów  [2]. Ten sam 
rezultat obserwuje się u m u tan tó w  pozbaw ionych  obu 
receptorów  [35]. M o żn a  więc przypuszczać, że po zo ­
stałe 30%  enzym ów  trafia do lizosomu via mały R lub 
też z udziałem innych m echanizm ów  transpor tu ,  nieza­
leżnych od receptorów  M 6P.

K o m ó rk i  pozbaw ione  małego R również wykazują  
n iepraw id łow ą ko m par tm en tac ję  enzym ów  lizosom al­
nych [4, 35]. Z m u to w an e  myszy, k tó re  go nie syn­
tetyzują, żyją normalnie, ale w płynach pozakom ór-  
kowych m ają  podwyższony, w ew nątrz  zaś kom órek  
obn iżony  poziom  enzym ów  lizosom alnych niosących 
grupę M 6P. W  endosom ach /l izosom ach  tych zwierząt 
obserwuje się w zm ożoną  akum ulację  substancji wiel­
kocząsteczkowych. [4],

D odan ie  h o d o w an y m  k o m ó rk o m  do  pożywki n a d ­
m iaru  I G F  II [38] lub też transfekowanie  ich cD N A  
pow odujące  nad p ro d u k c ję  I G F  II [39], obniża we­
w n ą trz k o m ó rk o w ą  ak tyw ność  enzym ów  lizosom al­
nych, zwiększa ich wydalanie  do  pożywki [39] oraz 
ham uje  endocytozę  enzym ów  z pożywki [40-42]. Z a ­
chwianie rów now agi stężeń ligandów i recep tora  (np. 
t ransfo rm acja  now o tw o ro w a  lub zaburzenia  h o rm o ­
nalne) zab u rza  też segregację enzym ów  lizosomalnych 
[2 1 ,4 2 ] .

P o d s taw o w ą  różnicą między dużym  i małym  recep­
torem  jest udział w endocytozie: w prawdzie  zarów no  
jeden  jak  i drugi bierze udział w transporc ie  enzym ów 
lizosom alnych do endosom ów , a obydw a potem  w ra ­
cają do  reg ionu  trans ap a ra tu  G olg i’ego (TGN), oba  
też przemieszczają się do błony plazmatycznej, lecz 
jedynie  mały R pośredniczy w eksporcie enzymów 
poza k o m ó rk ę  [2-4], zaś jedynie duży bierze udział 
w ich endocytozie, tj. wychwytywaniu  z przestrzeni 
pozakom órkow ej.  Sam mały R też ulega endocytozie. 
T ak  więc w p rzypadku  b raku  dużego R lub za ­
b lokow ania  go przez wolną M 6 P  [4] enzymy prze­
t ra n sp o r to w a n e  przez mały R do  błony plazmatycznej 
nie m ogą  zostać  odzyskane d rogą  endocytozy.

D uży  R (M 6PR-300) uczestniczy także w en d ocy to ­
zie takich  białek jak  p rek u rso r  czynnika wzrostu  (3, 
proliferyn, tyreoglobuliny, a także b iałka obce np. 
g likopro te ina  D virusa Herpes  [43],

Enzym y lizosom alne trafiają do  miejsca przeznacze­
nia dw iem a trasami: bezpośrednio  lub na  drodze 
endocytozy.

Jak  już  pow iedziano  powyżej, większość enzymów 
lizosom alnych o trzym uje znacznik M 6 P  w regionie cis 
a p a ra tu  G o lg i’ego, a więc mogłyby tam  wiązać recep­
to r  i albo przesuw ać się ja k o  kom pleks wzdłuż cystern 
i kana lików  a p a ra tu  G olg i’ego a lbo też na tychm iast go 
opuszczać. Is to tn ie  w regionie tym stw ierdzono sporą  
koncentrac ję  dużego R. Z drugiej jed n ak  s trony  w iado­
mo, że cząsteczki receptorów  na  ogół zawierają zm o ­

*** błąd dotyczy N-acetyloglukozominylo-l-fosfotrans- 
ferazy U D P  —  N-acetylglukozoamina [EC 2. 7. 8. 17] lub 
glukozoamino-l-fosfotransferazy [EC 3. 1. 4. 45] [37a]
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dyfikow any łańcuch  oligosacharydowy, a modyfikacja  
(transglikozylacja) zachodzi w regionie trans. W tym 
też regionie stw ierdzono  obecność  opłaszczonych klat- 
ryną pęcherzyków, zawierających zarów no  receptory  
jak  i enzym y [1], Pierwsza fosforylacja seryny w recep­
torze zachodzi równocześnie z przyłączeniem kwasu 
sjalowego, a więc w m om encie  w ychodzenia  białka 
z regionu t ran s  a p a ra tu  G o lg i’ego (T G N ) [44].

B adan ia  n a d  w ędrów ką znakow anych  receptorów  
w rozm aitych  k o m ó rk ach  hodow anych  wskazują, że 
oba  receptory  opuszczają  region trans  siateczki G o ­
lgi’ego (T G N ) via te same opłaszczone pęcherzyki 
[1]. K o m pleks  enzym /recep to r grom adzi się w o p ła ­
szczonych k la tryną  wgłębieniach, k tó re  odpączkow ują  
tw orząc  opłaszczone pęcherzyki dalej t ra n sp o r to w an e  
do  endosom ów . W skład takiego kom pleksu  t ran s ­
portow ego, „p łaszczom eru” (ang. coatomers), wchodzi 
b iałko a d ap to ro w e , HA-1 (lub AP-1, adaptor clatrin 
assotiated protein ) o raz  b iałko zwane Rab 4. Rab 
4 jest to  p o d o b n a  do  białek Ras, d robnocząs teczkow a 
G T P -aza ,  zw ana  inaczej A R F  (ang. ADP-ribosilation  
fa c to r ) [3, 45]. P ow staw aniu  kom pleksu  towarzyszy 
w ym iana nuk leo tydu . W arunk iem  tw orzenia  „płasz­
czom eru” przez duży R jest ufosforylowanie seryny 
[47-49] przez kinazę inozytolu. Enzym  ten spełnia 
analog iczną  rolę w transporc ie  hydro laz  do w akuoli 
t raw iennych w drożdżach  [49]. L u d w i g  i w s p .
[3] uw ażają , że receptor i Rab 4 są n iezbędnym  
sk ładnikiem  „płaszczom eru” i że w aru n k u ją  u tw o ­
rzenie miejsca w iązania białka HA-1 w iązaniem  o wy­
sokim pow inow actw ie  oraz  jego transport.  H ydro liza  
G T P  w yw ołana  działaniem Rab-4, przy współudziale 
białek szoku  termicznego hsp 70, pow oduje  uwolnienie 
p łaszczom eru z pęcherzyków transportow ych  i rozpad  
na  składniki o niskim pow inow actw ie do  HA-1. P o d ­
czas tego t ra n sp o r tu  w ew nątrz  pęcherzyków następuje  
dalsze „do jrzew anie” b iałka enzym atycznego  pod 
wpływem dz ia łan ia  różnych pep tydaz  [50]. K w aśne  
środow isko  e n d o so m u  pow oduje  dysocjację k o m p le ­
ksu, enzym y są uwalniane do  w nętrza en d o so m u  
[2, 4] i pow sta je  lizosom pierwszorzędowy. Receptor 
pow raca  d o  regionu trans  a p a ra tu  G olg i’ego. W e­
w nątrz  l izosom u następuje  odłączenie g rupy  fosfo­
ranowej od m annozy , dojrza ła  więc cząsteczka enzym u 
nie zawiera ug ru p o w an ia  M 6P. Szybkość defosfo- 
rylacji zależy od enzymu, rodza ju  ko m ó rk i  o raz  od 
środow iska  zew n ą trzkom órkow ego  [51]. W  k o m ó ­
rkach  n iek tó rych  n o w o tw orów  złośliwych defosfory- 
lacja bywa n iepraw idłow a [52].

Mały R szybciej niż duży przemieszcza się do 
kana lików  i pęcherzyków. Są to  p raw d o p o d o b n ie  
s truk tu ry  p rzeznaczone do p o w ro tu  do regionu trans 
a p a ra tu  G o lg i’ego. W ydaje się, że istnieje „przedział 
pośredn i”, po łożony  blisko regionu trans a p a ra tu  
G olg i’ego. O b se rw ow ane  bow iem  s truk tu ry  zawierają  
niewielkie ilości białka R ab  4, o k tó rym  w iadom o , że 
uczestniczy w powrocie  innych białek do T G N , n a to ­
miast nie zaw iera ją  m arkerów  wczesnych i późnych

endosom ów , a mianowicie białek rab  5 i rab 7 [53]. 
W ydaje się, że w arunkiem  pow ro tu  małego R do T G N  
jest palmitylacja 34 cysteiny w dom enie  cytoplaz- 
matycznej. M utac ja  polegająca na zamianie 34-tej 
cysteiny na a laninę pow oduje  bowiem akum ulację  
recep tora  w lizosomach i u tra tę  zdolności t ranspo r tu  
katepsyny do lizosomu. Palm itylacja  zachodzi ze s to ­
sunkow o dużą szybkością: okres p ó łob ro tu  wynosi 
2 godziny wobec 40 godzin ob ro tu  całego receptora 
[26]. Białka a d ap to ro w e  HA-1 (AP-1) towarzyszą 
w transporc ie  w obu kierunkach. W powrocie do T G N  
uczestniczy też inna p o d o b n a  do  białka Ras G T P -aza ,  
zw ana Rab 9 [45, 54],

Tak więc wydaje się, że receptory M 6 P  są istotnym 
elementem niezbędnym  do pow stan ia  „p łaszczom eru” 
i odpączkow an ia  opłaszczonych k la tryną  pęcherzy­
ków oraz ich p ow ro tu  do T G N , i że jest to ich funkcja 
niezależna od tran sp o r tu  enzym ów lizosomalnych [3, 
55, 56].

Niewielka ilość enzym ów lizosomalnych jest w y d a ­
lana poza  kom órkę , tak sam o jak  białka sekrecyjne. 
O d b y w a  się to a lbo bez udziału receptora, pasywnie, 
w s trum ieniu  innych białek, albo też przy udziale 
małego R (M 6PR-46), nigdy zaś dużego (M6PR-300). 
M echanizm  tran sp o r tu  do błony plazmatycznej jest 
nieznany. Po dojściu do błony plazmatycznej część 
enzym ów  dostaje  się do płynów pozakom órkow ych  

- w surowicy krwi występują  głównie cząsteczki 
„niedojrzałe”, niezmodyfikowane, a więc wywodzące 
się z regionu cis a p a ra tu  G olg i’ego [57], Inna  część 
enzym ów  wiąże się w błonie plazmatycznej z dużym  
R i, via opłaszczone klatryną  pęcherzyki, na drodze  
endocytozy, wchodzi do kwaśnych przedziałów en- 
dosom alnych. W procesie tym bierze udział tzw. białko 
adap tacy jne  HA-2 (zwane też AP-2) [45, 54], W en- 
dosom ie  receptor oddysocjowuje, enzym wchodzi do 
lizosomu, receptor wraca na powierzchnię (lub do 
T G N ) i może być ponow nie  użyty do  tego sam ego celu. 
Ufosforylowanie receptora  nie wpływa na endocytozę, 
n a tom ias t  jest w arunkiem  jego redystrybucji w błonie 
plazmatycznej [31]. Podczas pow ro tu  z błony p laz­
matycznej do  T G N  białko jest fosforylowane i resjali- 
lowane [44]. Istnieje dynam iczna  rów now aga  między 
receptoram i na  powierzchni i wew nątrz  kom órk i  [1], 
Recyklizacji podlegają  zarów no  receptory wolne jak  
i związane z ligandem.

O b a  receptory zawierają w dom enie cy top lazm aty- 
cznej kilka „miejsc sygnałowych”, k tóre  pośredniczą 
w starcie i dojściu do  trzech różnych miejsc prze­
znaczenia: a p a ra t  G olg i’ego, b łona  p lazm atyczna  i en- 
d osom y [1], Świadczy o tym m.in. wynik prac C o n i -  
b e a r a  i P e a r s e ’ a [28]. Stwierdzili oni, że chim ery 
zbudow ane  z co najmniej 121 am inokw asów  k o ń ­
cowych (od s trony C-końca) dom eny cytoplazm atycz- 
nej i dom eny  śródbłonow ej dużego R i lizozymu (który  
gra rolę dom eny  zewnętrznej) rozmieszczają się w k o ­
m órce tak sam o jak  sam receptor, tj. większość g r o m a ­
dzi się w T G N  zaś około  10% odnajduje  się w błonie
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plazmatycznej. W tych samych też regionach kom órk i  
odna jdu je  się endocy tow aną  chimerę, z b u d o w an ą  
z dom eny zewnętrznej dużego R, a śródbłonowej 
i cytoplazm atycznej receptora  L D L  lub n askórkow ego  
czynnika wzrostu  [59], Jednakże  rozmieszczenie chi­
mery zbudow anej z dom eny cytoplazm atycznej duże­
go R i dom en  śródbłonow ej oraz zewnętrznej n a sk ó r ­
kowego receptora  wzrostu jest inne [58]. D ośw iad ­
czenia te wskazują, że do m en a  zew nętrzna m a również 
jakiś  udział w recyklizacji receptora  oraz  za trzym yw a­
niu go w endosom ach. O b a  receptory docierają  do 
błony plazmatycznej p raw d o p o d o b n ie  razem z biał­
kami wydzielniczymi. Ekspresji dużego receptora  na 
powierzchni kom órk i  towarzyszą zm iany fosforylacji 
seryny [31].

Znaczenie  poszczególnych kró tk ich  sekwencji ami- 
nokw asow ych  b ad an o  albo b lokując je swoistymi 
przeciwciałami, a lbo zmieniając na drodze  uk ie ru n ­
kow anej mutagenezy.

Sygnałem internalizacji (endocytozy) dużego 
R (M 6PR-300) jest sekwencja T yr— Liz— T y r—  
—Ser— Liz— Val w pozycji 24— 29 ogona  cytoplaz- 
m atycznego, a szczególnie ważna 26-ta Tyr i 29-ta Val
[4]. W ydaje się, że arom atyczny  pierścień tyrozyny 
s tanow i uniwersalny sygnał-wytrych bezpośredniej en ­
docytozy  różnych białek (m.in. recep tora  LD L, trans- 
feryny itp.) [60].

Dla endocytozy  małego R (M 6PR-46) ważne są dw a 
miejsca w dom enie  cytoplazmatycznej: jedno  to 12 i 14 
Phe, drugie to 44 T yr w sekwencji Ala— T yr— Arg— 
—G ly — Val [61].

Jednym  z sygnałów do  opuszczenia regionu trans 
a p a ra tu  Golgi 'ego przez duży R jest m otyw -Leu-Leu 
d om en y  cytoplazmatycznej. Z m odyfikow any  bowiem 
recep to r  nie zawierający sekwencji Leu— Leu—
— H is— Val [61] lub His— Leu L eu — P ro — M et—
[62] nie t ransportu je  katepsyny D do  lizosomów nie 
wpływając na jej t ranspo rt  do błony plazmatycznej. 
W ydaje  się, że m otyw  -Leu-Leu- m a bardziej un iw er­
salne znaczenie, że w arunku je  wszelki t ran sp o r t  z re­
g ionu  trans a p a ra tu  Golg i’ego (T G N ) do endosom ów
[63], n a tom ias t  nie ma wpływu na pow ró t  z błony 
plazm atycznej do  T G N  [61], Ten sam m otyw  w sek­
wencji —Asp— Asp— Ser— Asp— G lu — Asp— Leu— 
—L eu— H i s - - Leu— jest sygnałem pow ro tu  do T G N , 
przy czym is to tna  jest rola seryny —  miejsca fos­
forylacji. P raw d o p o d o b n ie  jest to miejsce ro zp o zn a ­
w ane  przez białko ad ap to ro w e  [7],

W  przypadku  małego R w arunk iem  w iązania  białka 
HA-1 jest sekwencja G lu — Ser— G lu — G lu — Arg, 
a więc również miejsce fosforylowane przez kinazę
— L eu— Leu—  kazeinową II. M otyw  -leu-leu- nie 
w pływ a na pow inow actw o  receptora  do  HA-1 n a to ­
m iast w arunku je  dalsze etapy t ran sp o r tu  [64], Sygnał 
p o w ro tu  małego receptora  do T G N  to m.in. sekwencja 
43-47 Ala— T y r— Arg— G ly— Val— , również na  tym 
etap ie  gra rolę tyrozyna [53].

IV. Inne funkcje receptorów M 6P

Jak pow iedziano wyżej, duży R pochodzący  z k o m ó ­
rek ssaków  wiąże również IG F  II. Właściwości tej nie 
ma receptor z kom órek  ptasich ani żab [65], posiada  
receptor oposa, choć pow inow actw o  jest w tym  przy­
p adku  niższe [66]. W ydaje się więc, że nabycie tej cechy 
w rozwoju filogenetycznym nastąpiło  tuż przed roz­
dzieleniem się ssaków i torbaczy.

K om pleks  IG F  I i /recep to r  też trafia do  lizosomu 
gdzie następuje  modyfikacja IG F  II. N a  sku tek  dzia ła­
nia d ipep tydy loam inopep tydazy  I (katepsyny  C) od 
cząsteczki IG F I I  odszczepia się d w u p ep tyd  co nie 
wpływa na ak tyw ność  tego czynnika w zros tu  [67].

Dotychczas nie wiadomo, czy wiązanie liganda do 
receptora u rucham ia  system sygnałów w ew nątrzkom ó­
rkowych. Nie potwierdzają się doniesienia, iż przyłącze­
nia I G F  II powoduje aktywację białek typu Gi [68], 
towarzyszy m u natom iast stymulacja swoistej fosfolipa- 
zy inozytolu [27]. Są doniesienia, że duży R wiąże jakieś 
inne białko cytosolowe, zaś warunkiem  wiązania  jest 
fosforylacja kinazą po d o b n ą  do  kinazy kazeinowej II 
-  nie znane jest znaczenie tego procesu [46].

P ow sta ją  py tan ia  dlaczego M 6 P  i I G F I I  m ają  
wspólny receptor? Czy pozostałe  p ow tarza jące  się 
pod jednostk i  dużego receptora  służą jedynie  do  roz ­
dzielenia miejsc wiążących M 6 P  i I G F I I  czy też 
zawierają miejsca receptorow e innych czynników? 
W iadom o, że insu linopodobny  czynnik w zros tu  IG F  
II odgryw a szczególną rolę w rozwoju podczas  życia 
p łodow ego, być może w różnicow aniu  tk an ek  [69], 
Nie m ożna  wykluczyć, że IG F  II m odulu je  pozako- 
m órkow y  tran sp o r t  enzym ów  lizosomalnych.

W osteoklastach  duży R uczestniczy w transporc ie  
enzym ów  lizosomalnych do  błony części szczytowej 
(apical); enzym y te są s tam tąd  w ydalane do  przestrzeni, 
w której następuje  resorbeja kości. W olna  M 6 P  s tym u­
luje p rodukcję  fosfatazy alkalicznej przez osteoklasty  
[70]. B adania  na sztucznym m odelu  kostn ien ia  w yka­
zały, iż w trakcie tego procesu zmienia się ilość dużego 
R oraz  m R N A  [71], N iek tó rzy  uw ażają  więc, że 
wspólny receptor I G F I I /M 6 P  może mieć znaczenie 
np. w procesie modulacji kości podczas rozwoju 
szkieletu, przez okresowe ham ow an ie  reinternalizacji 
enzym ów  albo wpływając na rozmieszczenie dużego 
R w b łonach  ap a ra tu  G o lg i’ego.

O ' B r i e n  i w s p .  [72] wysunęli hipotezę, że 
receptory M 6 P  grają również is to tną rolę w róż­
n icow aniu  kom órek  rozrodczych. Stwierdzili bowiem 
istotne różnice w ilości i wzajemnych s to su n k ach  obu 
receptorów  w sperm atocytach , okrągłych sperm aty- 
dach oraz  k o m ó rk ach  Sertolliego, k tóre  to  w ydala ją  10 
różnych glikopro te in  zawierających u g ru pow an ie  
M 6P.

Poznanie  roli receptorów  M 6 P  rzuciło światło na 
skom plikow any  system w ew nątrzk o m ó rk o w eg o  
t ra n sp o r tu  białek. Poznanie  d róg  internalizacji en ­
zym ów  lizosomalnych m a o g rom ne znaczenie nie tylko
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poznawcze ale również praktyczne. Podejm uje się 
bowiem próby  substytucyjnego leczenia cho ró b  lizoso- 
malnych.

A rtyku ł  o trzymano 30 kwietnia 1996 r. 
Zaakceptowano do druku 6 września 1996 r.
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W ykaz stosowanych skrótów: CaM - kalmodulina; CaM - 
-kinaza II — wielofunkcyjna kinaza białkowa zależna od 
C a 2+ i kalmoduliny; cA M P — cykliczny adenozynomonofo- 
sforan; DAG — diacyloglicerol; G T P  — guanozyno- 
trifosforan; H ETE — kwas 10-hydroksy-l 1,12 epoksyeiko- 
zatrienowy; H P E T E  kwas hydroperoksy-5, 8, 14, -cis-
10-trans-eikozatetraenowy; I P 3 — inozytolotrifosforan; IP 4
— inozytolotetrafosforan; AA -  kwas arachidonowy; LTD
— długotrwałe osłabienie synaptyczne (ang. lo n g  te r m  d e p r e s ­
s io n ); LTP — długotrwałe wzmocnienie synaptyczne (ang. 
lo n g  te r m  p o te n t ia t i o n ); N M D A  - kwas N-metylo-D-a- 
sparaginowy; PA — kwas fosfatydowy; PI — fosfatydyloino- 
zytol; PKC — kinaza białkowa zależna od C a 2+ i fos­
folipidów; P L A 2 — fosfolipaza A2; PLC —  fosfolipaza C; 
P L D  fosfolipaza D; ROS — wolne rodniki tlenowe (ang. 
r e a c t iv e  o x y g e n  sp e c ie s) .

I. Wstęp

Rola w ielonienasyconych kw asów  tłuszczowych 
w diecie ssaków znana  jest od 1929 r., dzięki p ion iers­
kim pracom  G. i M. B u r r  [cyt. za 1]. U młodych 
szczurów karm ionych  dietą beztłuszczową zaobser-

1 Dr, 2 prof. dr hab., II Zakład Biochemii, Instytutu Fizjologii
i Biochemii, Akademia Medyczna w Łodzi, ul. Lindleya 6,
90-131 Łódź

w ow ano  wówczas opóźnienie  wzrostu, łuszczące z a p a ­
lenie skóry , u tra tę  wody w naskó rku  i niewydolność 
reprodukcy jną .  Jak  się następnie  okazało, żywienie ze 
śladow ą zaw artośc ią  kw asów  wielonienasyconych, 
a zwłaszcza a-linolenow ego i kwasu a rach idonow ego, 
w yw oływ ało  nie tylko zaburzenia  funkcji rep rodukcy j­
nej czy wzrostu, ale s tw arzało  problem y neurologiczne. 
O p ró cz  n iekorzystnych zm ian  w procesie uczenia, 
w ystępow ało  także obniżenie ostrości widzenia u m ło ­
dych, rozwijających się osobników' gryzoni, m ałp  i lu­
dzi. Błony kom ó rek  nerw ow ych są boga to  w yposażone 
w kw asy polienowe, s tanowiące 40-60%  glicerofos- 
folipidów. Obecnie  przypisuje się im decydujące z n a ­
czenie w praw id łow ym  funkcjonow aniu  błon p o b u d ­
liwych ośrodkow ego  uk ładu  nerwowego [1].

W os ta tn ich  latach pojawiło się wiele publikacji 
do tyczących  udziału kwasu a rach idonow ego  oraz  jego 
m etabo litów , w procesach zachodzących  w tkance 
nerwowej. Ich rola związana  jest za rów no  z fizjologicz­
nymi, j a k  i pato logicznym i zjawiskami. Intencją a u to ­
rów było usystem atyzow anie  i przybliżenie ak tualn ie  
dostępnej wiedzy na tem at roli kw asu arach idonow ego  
oraz  jego  m etabolitów  —  eikozanoidów , w o ś ro d ­
kow ym  układzie  nerwowym.
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II. Właściwości ogólne

Kwas a rachidonow y, AA, in tegralny składnik  lipi­
dów  błon neuronalnych , jest biologicznie ak tyw nym  
czynnikiem regulującym m.in. funkcje k inaz b ia łko ­
wych, kana łów  jonow ych, uwalnianie  neuro transm ite -  
rów oraz transmisję synaptyczną. W ą tro b a  jest g łów ­
nym  organem  w ytw arzającym  kwas a rach idonow y  
w organizmie, skąd poprzez  uk ład  k rążenia  AA d o s ta r ­
czany jest do neuronów . N e u ro n y  nie pos iada ją  zd o l­
ności syntezy AA de novo, ale wychwytują  go z krwi i po  
estryfikacji w b udow ują  w fosfolipidy. O  szybkości 
w ychwytu AA świadczą wyniki wykazujące, że w korze  
mózgowej szczura około  85%  kw asu  a rach idonow ego  
podanego  dożylnie, ulegało w ciągu 1 min. w b u d o w a ­
niu w fosfolipidy [2]. W  ludzkich as trocy tach  zao b se r­
w ow ano, że kwas a rach idonow y  (20:4) m oże p o w s ta ­
wać in vivo w wyniku konwersji kw asu  linolenowego 
(18:2) [3-5]. W  w aru n k ach  fizjologicznych stężenie 
wolnego AA za rów no  w błonach, ja k  i w cytosolu jest 
w yją tkow o niskie (subm ikrom olarne), poniew aż AA 
m a trzy możliwości dalszych przemian:
—  w budow anie  w fosfolipidy p rzep row adzane  przez 
acylotransferazy,
—  dyfuzję na zewnątrz  kom órki,
—  przekształcanie  w e ikozanoidy  w tzw. kaskadzie  
przem ian a rach idon ianu , przy udziale enzym ów  cy- 
k looksygenazy  (E.C. 1.14.99.1), l ipoksygenazy (E.C. 
1.13.11.12) i epoksygenazy  współdziałającej z cyto- 
ch rom em  P 450.

Proces w bud o w an ia  AA w fosfolipidy —  poprzez  
deacylację i reacylację —  przeprow adza ją  dw a e n ­
zymy. Są to: zależna od jo n ó w  C a 2+ i M g 2+ syntaza  
arach idony loC oA  oraz  acylotransferaza  a rach idony-  
loCoA: lizofosfolipid [6]. C zynnikiem  ograniczającym  
ten proces jest d os tępność  lizofosfolipidów. W  e k s t ra k ­
tach mózgu o b a  te enzymy znaleziono we frakcji

Fosfolipid

A A
lizofosfolip id

DAG
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błonowej (ang. particulate fraction)  [7].
A rach idon ian  może także być przeniesiony z jednej 

klasy fosfolipidów do  innej poprzez  transfer grupy 
acylowej. Działają  wówczas transacylazy  zależne lub 
niezależne od  koenzym u A [8].

III. Bezpośredni mechanizm uwalniania kwa­
su arachidonowego z błon neuronalnych 
przez fosfolipazę A 2(P L A 2)

W zrost  stężenia AA w ew nątrz  k o m ó re k  następuje 
głównie na  skutek jego uw aln ian ia  z b łonow ych lipi­
dów. Im pulsem  do  uwolnienia  kw asu  arach idonow ego  
jest s tym ulacja  wielu receptorów  obecnych  w błonie 
kom órk i.  In d u k to ra m i  m ogą  być neuro transm ite ry , 
ho rm ony , przeciwciała, czynniki wzrostu, białka, p e p ­
tydy lub toksyny. Uwaln ian ie  kw asu  a rach idonow ego  
z błon m oże zachodzić bezpośrednio  poprzez  działanie 
fosfolipazy A 2, o raz  pośrednio  —  przy udziale fos- 
folipaz C i D  (Ryc. 1).

Jedyną  zn an ą  bezpośrednią  d rogą  uw aln ian ia  k w a ­
su a rach idonow ego  jest hydroliza  fosfolipidów prze­
p ro w a d z a n a  przez fosfolipazę A 2 (E.C.3.1.1.4). P L A 2 
stanow i w istocie rodzinę wielu enzym ów , których 
ak tyw ność  jest zależna lub niezależna od jo n ó w  C a 2 + 
[6, 9], Izoenzym y P L A 2 zależne od  w apn ia  sklasyfiko­
w ano  w IV grupy. O becność  jo n ó w  C a 2+ konieczna 
jest do  ich aktywności katalitycznej lub do  asocjacji 
enzym u z b łonami. W zrost stężenia C a 2+ pow oduje  
wiązanie się z b łoną  140 am inokw asow ego  fragm entu  
N -k o ń c a  P L A 2, a w konsekwencji wzrost aktyw ności 
enzymu. G ru p y  I, II o raz  III do k tó rych  należą 
izoenzymy o ciężarze cząsteczkowym ~  14 kD a ,  o kreś­
lane ja k o  sP L A 2 są s to sunkow o  nieźle pozn an e  [6], 
D o  g rupy  IV zalicza się cytozolow ą P L A 2, (cP L A 2) 
o masie cząsteczkowej 85 kD a, k tó ra  w ykazuje  w yraź­
ny b rak  hom ologii sekwencyjnej z fosfolipazami grup

Ryc. 1 U d zia ł fosfo lipaz w u w a ln ian iu  
kw asu  a ra c h id o n o w e g o . 
B ezpośredn ie  u w a ln ian ie  k w a ­
su a ra c h id o n o w e g o  n a s tę p u je  
w sku tek  ste reospecy ficznej hy­
d ro lizy  fosfo lip idu  w pozycji 
sn-2, p rz e p ro w a d z a n e j p rzez 
P L A 2 . F o sfo lip azy  C  i D  bez­
p o śred n io  g en e ru ją  p o c h o d n e  
lip idow e, d iacy lo g lice ro l (D A G ) 
i kw as fosfa tydow y  (PA ), p o te n ­
cjalne ź ró d ła  AA. (Z m o d y fik o ­
w ane wg [7 ])
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I-III [10]. Enzym  ten specyficznie hydrolizuje kwas 
a rach idonow y  z pozycji sn-2 fosfolipidów, przy czym 
ilość enzym u znacznie w zrasta  w w aru n k ach  s tym ula­
cji k om órek  cy tokinam i [11].

O s ta tn io  notuje  się wyraźny postęp  w badan iach  
nad regulacją cytosolowej P L A 2. Z aobserw ow ano , że 
zew n ą trzk o m ó rk o w e  czynniki zwiększające we­
w n ą trzk o m ó rk o w e  stężenie jo n ó w  C a 2+ stymulują 
uwalnianie  AA. W raz  ze zm ianą stężenia C a 2 + z <  100 
nM  do ~  300 nM , następuje  10-krotny wzrost ak tyw ­
ności c P L A 2 [12], O becność  jo n ó w  w apn ia  pow oduje  
także translokację  c P L A 2 do  błon kom órkow ych , oraz 
jak  o s ta tn io  w ykazano , do  błon siateczki śródplaz- 
matycznej [13]. Z do lność  translokacji  zw iązana jest 
p ra w d o p o d o b n ie  z obecnością w cząsteczce c P L A 2 
specyficznej dom eny  wiążącej jo n y  wapniowe. Zależ­
ność ak tyw nośc i P L A 2 od C a 2+ wydaje się być 
dwufazowa. Począ tkow y  wzrost aktywności enzym u 
zachodzący  przy subm ik ro m o la rn y m  stężeniu jo nów  
w apnia  pozosta je  niezmieniony aż do  100 p M C a 2  + , 
a następnie  w zrasta  o rząd wielkości w zakresie stężeń 
C a 2+ od  0,1 do  10 m M  [12]. Sugeruje się, że wysokie 
stężenie C a 2+ m oże zmieniać orientację przestrzenną 
substra tu ,  uła tw iając dostęp  enzym u do  pozycji sn-2 
fosfolipidu.

A ktyw ność  P L A 2 w błonach  synap tosom alnych  
regulują procesy fosforylacji i defosforylacji. c P L A 2 
zawiera liczne miejsca pod a tn e  na fosforylację, wśród 
k tórych  Ser-505 (fosforylowana przez kinazę M A P) 
wydaje się odgryw ać szczególną rolę w aktywacji 
enzym u [14], Funkc jona lne  znaczenie fosforylacji Ser- 
-505 podkreś la  fakt, że m u tan t  c P L A 2 nie ulegający 
fosforylacji, w podobnych  w aru n k ach  nie uwalnia 
arach id o n ian u  w k o m órkach  s tym ulow anych  agonis- 
tami takim i, jak  cytokiny IL-1, IL-6 czy T N F  (tumor 
necrosis Jactor) [15]. O dm ienny, ham ujący  wpływ na 
ak tyw ność  P L A 2 wywiera n a tom ias t  proces fosforyla­
cji p rzep ro w ad zan y  przez kinazę b ia łkow ą zależną od 
kom pleksu  C a 2+/C a M  (C aM -k inaza  II) [9, 16, 17],

W ykazano ,  że aktyw ność  P L A 2 regulow ana jest 
również przez specyficzne b iałka inh ib ito row e i ak- 
tyw atorow e. D o  białek ham ujących ak tyw ność  P L A 2 
zalicza się l ipokortyny. N ależą  one do  rodziny aneksyn 
— białek wiążących C a 2+ i lipidy. Budow a i ro la  an e ­
ksyn w układzie  nerw ow ym  o m ó w io n a  była uprzednio  
w Postępach Biochemii  [18]. W  tk an k ach  m ózgowia 
stężenie tych białek jest raczej niskie. W  czasie s tym ula­
cji k o m ó rk i  nerwowej aneksyny ulegają fosforylacji 
przy udziale kinazy białkowej C, co prow adzi do  u tra ty  
ich własności inhibitorowej. M echanizm  regulacji 
P L A 2 przez b ia łka  tej grupy  nie jest na razie w pełni 
jasny, choć sugeruje się, że wiązanie aneksyn  z fos­
folipidam i b lokuje  dostęp  P L A 2 do  subs tra tu  [19].

W yizo low ano  oraz częściowo oczyszczono białko 
ak tyw ujące  P L A 2, występujące w korze mózgowej 
szczura [19]. B iałko to po ufosforylowaniu przez 
k inazę C  jest s tym ula to rem  aktyw ności P L A 2 w n e u ro ­
nach. Przypisuje  m u się ważną rolę w rozszerzaniu się

stanów  zapalnych.
Należy podkreślić, że wzrost aktywności P L A 2 

pow oduje  również nasilenie procesów peroksydacji 
b łonow ych fosfolipidów. O becność  w itam iny E, z n a ­
nego an ty o k sy d an ta  wiążącego się z fosfolipidami 
błon, b lokując  dostęp  P L A 2 do  subs tra tu  un iem oż­
liwia pow stanie  kom pleksu  enzym -substra t  [20], A k­
tywność P L A 2 regulow ana jest także przez wolne 
kwasy tłuszczowe oraz  b iałka G  [21]. Odłączenie 
pod jednostk i a  od kom pleksu  z (3y białka G  pow oduje  
aktywację  P L A 2, podczas gdy rekom binac ja  wolnej 
pod jednostk i a z (Jy do he tero tr im eru  inaktywuje ten 
enzym. T ak  więc w ykazano  wiele rodzajów  stymulacji 
aktywności fosfolipazy A 2 zapoczątkow anej wzrostem 
stężenia C a 2 + , a następnie przedłużanej poprzez p ro ­
ces fosforylacji i udział białek G, co pozw ala  na 
precyzyjną regulację poz iom u uw alnianego kwasu 
arachidonow ego.

M ało  do tąd  w iadom o o s truk tu rze  i mechanizm ie 
działania  fosfolipaz P L A 2 niezależnych od  obecności 
jo n ó w  wapnia. W  m ózgow iu wołu w ykazano  obecność 
dw óch cytosolowych izoform P L A 2, k tó rych  ak tyw ­
ność h am o w an a  była w różnym  stopniu  przez ganglio- 
zydy, kwas sjalowy i sja loglikoproteiny [22, 23], 
W o l f  i w s p. stwierdzili na tom iast,  że w h ipokam pie  
szczura niezależna od jo n ó w  C a 2+ P L A 2 stanowi 
główny typ enzym u w tym obszarze i ak tyw ność  jej jest 
20-krotnie wyższa, niż C a 2+ —  zależnej P L A 2 [24], 
P o n a d to  au to rzy  ci sugerują istotny udział tej właśnie 
formy fosfolipazy A 2 w procesie d ługotrw ałego  w zm o­
cnienia synaptycznego w h ipokam pie  szczura.

IV. Pośrednie drogi uwalniania kwasu arachi­
donowego

Dwie pośrednie  drogi na  k tórych uw alniany jest 
kwas a rach idonow y w ym agają  udziału fosfolipazy 
C i fosfolipazy D. Stymulacja k om órk i przez horm ony, 
czynniki wzrostu  czy n eu ro transm ite ry  urucham ia  
kaskadę  przem ian fosfatydyloinozytoli i fosfolipidów 
takich, jak  fosfatydylocholina, fosfatydyloetanoloam i- 
na  czy fosfatydyloglicerol. W efekcie tworzy się o d ręb ­
na  pula  związków, będących potencja lnym  źródłem 
kw asu  arach idonow ego.

IV-1. Rola fosfolipazy C (PLC)

Jedna  z pośrednich dróg  uwaln ian ia  w kom órce  AA 
w ym aga aktywności fosfolipazy C (E.C. 3.1.4.3). P L C  
występuje za rów no  w cytozolu, jak  i we frakcji związa­
nej z błonami. W  tkance nerwowej p o n ad  30 odm ien ­
nych farmakologicznie receptorów  pośredniczy w p ro ­
cesie aktywacji PLC , induku jąc  rozpad  fosfatydyloino- 
zytolo-4,5-bisfosforanu ( P I P 2) do  diacyloglicerolu 
(DAG) i inozytolotrifosforanu ( IP 3), funkcjonujących 
ja k o  przekaźniki II rzędu [25]. W yczerpujące in form a­
cje dotyczące przekazyw ania  sygnałów w komórce, 
związanych z rozpadem  fosfolipidów, może czytelnik
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znaleźć w m onografii  prof. J. B a r a ń s k i e j  [26].
Podczas stymulacji kom órk i  około  50%  całkow ite­

go P I P 2 obecnego w kom órce  może ulegać hydrolizie. 
P I P 2 s tanow i niewielki procent lipidów błonow ych 
( < 5 % ) ,  na to m ias t  głównym  kwasem  tłuszczowym 
występującym  w pozycji sn-2 fosfatydyloinozytoli jest 
kwas a rach idonow y  [27]. Z b ad ań  T s u t s u m i 
i w s p. [28] wynika, że w b łonach  synap tosom alnych  
m ózgu szczura obecny jest także enzym lizoP I-P L C , 
specyficznie hydrolizujący lizofosfatydyloinozytole.

Diacyloglicerol, potencjalne źródło  AA, m oże także 
pow staw ać na  drodze  przem ian innych lipidów, zwła­
szcza fosfatydylocholiny [26, 29]. Jest o n a  przede 
wszystkim substra tem  P L A 2 i P L D , lecz w w aru n k ach  
stymulacji np. wazopresyną, może także ulegać h y d ro ­
lizie przy udziale P L C  tw orząc D A G . M im o  niskiej 
aktywności P L C  wobec fosfatydylocholiny jest ona  
bogatym , a być może i najważniejszym źródłem  AA, 
poniew aż fosfatydylocholina stanowi oko ło  45%  b ło ­
nowych fosfolipidów [30].

W  świetle b a d a ń  m olekularnych  w grupie zależnych 
od jo n ó w  C a 2+ fosfolipaz C w yróżnia  się trzy klasy: 
PLC: (3, y i 8. K ażd a  z nich zawiera d o d a tk o w o  kilka 
izoform [31, 32]. P o n a d to  w ykazano  też obecność 
dw óch rodzin: PLC: ot i c. W ystępujące w mózgu 
izoenzymy wrażliwe są na działanie h o rm onów , czyn­
ników wzrostu  oraz neu ro transm ite rów  [33]. Z m ózgu 
ssaków w yizolow ano i oczyszczono wiele izoform 
fosfolipazy C, a sekwencja jednej z nich, PLC-y, została 
poznana. In teresującą obserwacją  było wykazanie  
obecności regionów  hom ologicznych z kinazą tyrozy- 
nową, choć ich funkcjonalne znaczenie jak  d o tąd  jest 
nieznane. Regulacja ak tyw ności P L C  zw iązana jest 
z procesam i odwracalnej fosforylacji. N ask ó rk o w y  
czynnik w zrostu  (E G F) i czynnik w zrostu  płytek 
(P D G F )  s tym ulują  fosforylację P L C  z udziałem kinazy 
tyrozynowej, a także induku ją  przemieszczanie en ­

zymu z cytosolu  do  błon [21]. M odu lac ja  aktywności 
fosfolipazy C w korze mózgowej przez stabilne analogi 
G T P  sugeruje funkcjonalne powiązanie  białek 
G i P L C  [21],

W ażną  rolą D A G  w kom órce  jest jego bezpośredni, 
ak tyw ujący  wpływ na kinazę b ia łkow ą C. Jednym  
z subs tra tów  P K C  jest fosfolipaza D, hydrolizująca 
fosfatydylocholinę [32], N a  skutek doda tn iego  sprzę­
żenia zw rotnego  (D A G  -»• aktyw acja  P K C  -> a k ty w a ­
cja P L D  —► hydroliza  PC —► wzrost stężenia DAG) 
uzyskiwany jest w kom órce  d ługotrw ały  fizjologiczny 
efekt, związany zarów no  z obecnością  D A G , jak  i jego 
metabolitów . Kolejne przem iany D A G  następują  przy 
udziale lipaz: diacyloglicerolowej (E.C. 3.1.1.23) i mo- 
noacyloglicerolowej (E.C. 3.1.1.34), pow odując  wzrost 
stężenia wolnego kwasu a rach idonow ego  w kom órce. 
Pon iew aż  D A G  może być także fosforylowany do 
kwasu fosfatydowego przez kinazę diacyloglicerolową, 
poziom  AA w kom órce  zależy od wypadkowej ak ty w ­
ności kinazy i lipazy DAG.

IV-2. Udział fosfolipazy D (PLD)

D ruga  pośrednia  d roga  uw alniania  kwasu a ra c h id o ­
nowego związana jest z ak tyw nością  fosfolipazy 
D (E .C . 3.1.4.4). W procesie ka ta lizow anym  przez P L D  
z fosfatydylocholiny powstaje  kwas fosfatydowy i c h o ­
lina. K w as fosfatydowy może być z kolei hydro- 
lizowany przez specyficzną kw aśną  P L A 2, generując 
D A G  (Ryc. 2).

A ktyw ność P L D  regulow ana jest głównie na  drodze  
dw óch różnych mechanizm ów. Jeden z nich polega na 
aktywacji agonis tów  białka G. W h o m ogena tach  kory 
m ózgowej stabilny analog  G T P  —  guanozyno  5’(y-tio) 
trifosforan, wywołał zależną od dawki stym ulację  
aktywności P L D  [21], Drugi m echanizm  zw iązany jest 
z procesem  fosforylacji fosfolipazy D przez k inazę

kwas fosfatydow y

PLD

j r PLA,

PLC

DAG

Ryc. 2 P o śred n ie  d ro g i u w aln ian ia  
kw asu  a rach id o n o w eg o . 
B ezpośredn i p ro d u k t d z ia ła ­
n ia  P L D , kw as fosfatydow y, 
m oże ulec p rzeksz ta łcen iu  
w d iacy log licero l przy udziale  
kw aśnej P L A 2. D A G  p ow sta je  
tak że  w procesie  hydro lizy  
p rz ep ro w ad zan e j przez P L C . 
D alsze p rzem ian y  D A G , n a ­
s tę p u ją ce  p rzy  udziale  lipaz 
d iacy log licero low ej o ra z  m o- 
n oacy log licero low ej, p ro w a ­
dzą  d o  uw o ln ien ia  kw asu  a r a ­
ch id o n o w eg o . (Z m o d y fik o w a­
ne wg [7 ])
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białkową C. W ho m o g en a tach  z mózgowia, a także 
w kilku rodzajach hodowli kom órek  neuronalnych 
i glejowych, estry forbolu (związki zastępujące n a tu ra l ­
ny ak tyw ato r  P K C  —  DAG), wpływały na aktyw ność 
PLD . O bydw a  przedstaw ione m echanizm y m ogą ko- 
egzystować w kom ó rk ach  neuronalnych.

O sta tn ie  p r a c e 'L  i s c o v i t c h a i w s p. [34] w yka­
zały, że w b łonach m ózgow ia P I P 2 10-krotnie zwięk­
szał in vitro m aksym alną  ak tyw ność  PL D . Ta now a 
funkcja P1P2 wskazuje zatem na możliwość bardziej 
kom pleksow ego sposobu  regulacji aktywności P L D .

W zrost stężenia kw asu a rach idonow ego  zachodzący 
przy udziale P L C  i P L D , wym aga jednocześnie współ­
działania  szeregu enzymów. W ielotorow ość i wielo- 
e tapow ość procesu uw aln ian ia  AA może stanowić 
częściowe wyjaśnienie wczesnych oraz późnych efek­
tów, wywoływanych przez ten związek w tkance 
nerwowej.

V. Kwas arachidonowy w modulacji procesów 
neuronalnych

W ostatn ich  la tach kwas a rach idonow y zaliczony 
został do grupy  tzw. lipidowych w tórnych  p rzekaź­
ników (ang. Lipid Second Messengers). Z ao b se rw o w a­
no bowiem, że dw a enzymy, fosfolipaza Cy (PLCy) 
i sfingomielinaza (SM) (E.C. 3.1.4.12), generujące inne 
lipidowe przekaźniki II rzędu, ak tyw ow ane  są przez 
wolne kwasy tłuszczowe, z k tórych  najskuteczniejszym 
jest kwas a rach idonow y  [35]. AA oraz farm akologicz­
ny ak ty w a to r  P L A 2-mellityna, s tymuluje hydrolizę 
sfingomieliny w k o m ó rk ach  H L-60 i wywołuje taki 
sam biologiczny efekt, jak  T N F a  i ceramid, pow odując  
w zm ożoną  proliferację kom órek . P o n a d to  AA s tym u­
luje ak tyw ność  neutralnej SM azy in vitro [36], O s ta t ­
nie b ad an ia  wskazują, że kwas arach idonow y, lizofos- 
fatydylocholina, kwas fosfatydowy oraz  inne wolne 
kwasy tłuszczowe, w obecności subm ik rom olarnego  
stężenia C a 2+ m ogą ak tyw ow ać  izoenzymy P K C  [14, 
37, 38]. W kilku labo ra to r iach  w ykazano, że w o b ecno­
ści AA i D A G  następuje  w budow anie  w błony kinazy 
białkowej C, tw orząc  jej „ko n s ty tu ty w n ą”, ak tyw ną 
formę [39], P K C , jeden  z bardziej znaczących efek- 
to rów  kwasu arach idonow ego , odgryw a centra lną  rolę 
w neuro transm isji  i przede wszystkim w procesie 
d ługotrw ałego  w zm ocnienia  synaptycznego (LTP).

Z jaw isko L T P  (long term potentiation) łączone z p ro ­
cesami uczenia i pamięci, jest p rzedm iotem  in tensyw ­
nych badań  zwłaszcza, że istnieją wyraźne przesłanki 
dotyczące pre- i postsynaptycznych  wydarzeń w a ru n ­
kujących jego wystąpienie [39]. W procesie indukcji 
L T P  następuje  ak tyw acja  recep torów  g lu tam iniano- 
wych, zaś g lu tam in ian  pow oduje  depolaryzację  błon 
postsynaptycznych. W ap ń  w nika do  kom órek  k a n a ła ­
mi jonow ym i zależnymi od N M D A  i rozpoczyna 
k askadę  wydarzeń wywołujących wyraźny wzrost 
transmisji synaptycznej. Bieżące hipotezy zakładają, że 
w czasie indukcji L T P  kwas a rach idonow y  uw olniony

z błon postsynaptycznych przez zależną od jo n ó w  
C a 2 + P L A 2 dostaje się na drodze  dyfuzji do zakończeń 
presynaptycznych  i działając ja k o  „wsteczny” p rzekaź­
nik ułatw ia uwolnienie g lu tam in ianu  [40, 41]. Za  tą 
koncepcją  przem awiają  następujące obserwacje:

-  inhibitory  P L A 2 blokują  indukcję d ługotrwałego 
w zm ocnienia  synaptycznego,

-  AA grom adzi się w b łonach postsynaptycznych 
w następstw ie indukcji LTP,

-  egzogennie do d an y  AA ułatwia indukcję L T P  
i w zm acnia  uwalnianie g lu tam inianu.

O s ta tn io  w ykazano, że również m etabolity  AA
-  głównie 12-H ETE i 12-H PETE, są zaangażow ane  

w indukcji i ekspresji L T P  [42]. Z aobserw ow ano  
bowiem, że M K-801, inh ib ito r  receptorów N M D A  
oraz  inhibitory  lipoksygenazy blokow ały  indukcję 
LTP. T ak  więc, oprócz  ewidentnej roli AA w aktywacji 
P K C , dochodzi jego funkcja ja k o  wstecznego sygnału. 
U proszczony schemat podwójnej roli KA przedstawia 
rycina 3.

M im o  wielu przesłanek do tej interpretacji należy 
jed n ak  podchodzić  ze specjalną ostrożnością. Innym  
potencjalnym , choć kontrow ersy jnym , kandydatem  
biorącym  udział w L T P  jest cząsteczka tlenku azotu, 
pow sta jąca  z L-argininy przy udziale zależnej od 
ka lm oduliny  syntazy tlenku azo tu  [43]. Z ao b se rw o ­
wano, że analogi nitrowe argininy w w arunkach  
inkubacji sk raw ków  h ip o k am p a  z hem oglobiną (k tóra  
wiąże tlenek azotu, ale nie przechodzi do kom órek) 
b loku ją  indukcję LTP. Nie m ożna także wykluczyć, że 
kwas a rach idonow y i tlenek azo tu  m ogą działać 
synergistycznie ja k o  „wsteczne” przekaźniki in form a­
cji w procesie LTP.

W osta tn im  czasie pojawił się nowy aspekt do tyczą­
cy udziału AA w indukcji d ługotrw ałego osłabienia 
synaptycznego (LTD). Stwierdzono bowiem, że w hi-

Ryc. 3 K w as a rach id o n o w y  ja k o  w steczny p rzekaźn ik  w procesie  
d łu g o trw a łeg o  w zm ocn ien ia  syn ap ty czn eg o  (LTP).
W  w yniku  depo la ry zac ji b łony  p resynap tycznej (1) nas tępu je  
uw oln ien ie n e u ro tra n sm ite ró w  (głów nie g lu tam in ian u ) d z ia ­
łających  na p o stsy n ap ty czn e  recep to ry  N M D A  (2). W zrost 
stężen ia  jo n ó w  C a 2 + , w chodzących  poprzez  kan a ły  w ap ­
niow e zależne od  N M D A , in d u k u je  d łu g o trw ałe  w zm oc­
nienie synap tyczne. Jo n y  w ap n io w e ak ty w u ją  także  P L A 2, 
k tó ra  uw aln ia  kw as a ra c h id o n o w y  z b łonow ych  fosfolipi­
dów  (3). AA d y fundu je  ja k o  „w steczny” p rzekaźn ik  do  
zak o ń czeń  p resy n ap ty czn y ch  i stym ulu je  k inazę b ia łkow ą 
C  (4). F osfo ry lac ja  przez P K C  specyficznych białek p o w o d u ­
je  m .in. dalsze u w aln ian ie  g lu ta m in ia n u  i w zm ocnienie L TP . 
(Z m o d y fik o w an e  wg [40, 41])

POSTĘPY B I O C H E M I I  4 2 ( 4 ) ,  1996 361
http://rcin.org.pl



p okam pie  n ow o  naro d zo n y ch  szczurów kwas arachi- 
donow y  stym ulow ał wystąpienie L T D  [44], Bezpośre­
dni udział AA w tym procesie po tw ierdza  fakt, że 
d ługotrw ałe  osłabienie synaptyczne w ystępow ało  
w obecności inh ib ito rów  cyklooksygenazy i lipoksyge- 
nazy, n a tom ias t  b lokow ane  było przez inh ib ito r  fos- 
folipazy A 2.

W  świetle przedstaw ionych  danych  kw as a rach ido-  
nowy spełnia zasadnicze kry te r ium  kwalifikujące ten 
związek do g rupy  w tórnych  przekaźników , a m ian o w i­
cie jego uwalnianie  następuje  w odpow iedzi na  s ty m u ­
lację receptorów  błonowych, efektory AA często zna j­
dują  się w bezpośrednim  otoczeniu, zaś stężenie kw asu  
a rach idonow ego  w ew nątrz  ko m ó rk i  podlega  ścisłej 
regulacji przez kilka niezależnych szlaków m etabo licz ­
nych. Co  więcej, liczne m etabolity  AA zwane e ikozano- 
idami, b io rą  udział w m odulacji szeregu procesów  
w tkance  nerwowej. O m ów ien iu  tej g rupy  zw iązków  
poświęcono nas tępny  artykuł.

VI. Znaczenie kwasu arachidonowego w pato­
logii tkanki nerwowej

W ysokie stężenie w ew nątrzk o m ó rk o w y ch  jo n ó w  
wapnia , kwas a rach idonow y  i N O  są po tencja lnym i 
m ed ia to ram i uszkodzenia  ko m ó rk i  nerwowej. W  s ta ­
nie spoczynkow ym  w kom órce  są obecne ty lko ś lado ­
we ilości wolnego kw asu a rach idonow ego. N a w e t  przy 
wzroście stężenia AA bezpośredni udział w w yw oływ a­
niu stanów  patologicznych wydaje się być mniejszy, niż 
p ro d u k tó w  jego  m etabolizm u. Z ao b se rw o w an o  n a to ­
miast pośredni wpływ AA na stymulację uw aln ian ia  
g lu tam inianu , k tórego  toksyczne działanie w n iek tó ­
rych patologicznych s tanach  takich, jak  udar,  p a d a c z ­
ka, ch o ro b a  Alzheimera czy hipoglikemia, zostało  
ud o k u m en to w an e  [45, 46]. Zwiększony poz iom  AA 
pow oduje  w ytw arzanie  wolnych rodn ików  tlenowych 
(ang. reactive oxygen species, ROS), uszkadzających 
kom órk i n eu rona lne  [47, 48]. N adm ie rne  uw alnianie  
kw asu a rach idonow ego  oraz  kask ad a  dalszych p rze­
m ian AA zachodząca  podczas patologicznych s tanów  
k om órk i  nerwowej takich, jak  n iedokrwienie  m ózgu 
(ischemia), n a p a d y  padaczkow e czy u d a r  m ózgu, zwię­
ksza ilość R O S w kom órce  [48]. Estryfikacja AA także 
znacznie w zm acnia  produkcję  R O S [46], W iad o m o , że 
e tanol pow odu je  estryfikację b łonow ych lipidów, d la ­
tego jeden  z m echan izm ów  neuro toksycznego  dz ia ła ­
nia e tanolu  na  k om órk i nerwowe związany jest ze 
w zm ożoną  p ro d u k c ją  wolnych rodn ików  tlenowych.

D ane  l i te ra turow e sugerują, że AA uczestniczy t a k ­
że, choć nie bezpośrednio , w procesie kancerogenezy
[49]. W y k azan o  bowiem, że m etabolity  AA m.in. 
p ros tag landyny  i leukotrieny, b iorą  udział w procesach 
w zrostu  now otw orów . Zwiększone stężenie AA w k o ­
m órce związane jest —  jak  już  w sp o m n ian o  —  z a k ­
tywacją P L A 2. Zmniejszenie uw aln ian ia  AA, a  tym 
sam ym  jego potencjalnych m etabo li tów  poprzez  s to ­
sowanie specyficznych inh ib ito rów  P L A 2, wydaje się

dość obiecującym  krokiem  w terapii nowotworów.

A rtyku ł  otrzymano 16 lipca 1996 r. 
Zaakceptowano do druku 18 września 1996 r.
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W ykaz stosowanych skrótów: CaM  — kalmodulina; CaM - 
-kinaza II —  wielofunkcyjna kinaza białkowa zależna od 
C a 2 + i CaM; cA M P  —  cykliczny adenozynomonofosforan; 
COX — cyklooksygenaza, także określana jako  syntaza 
prostaglandyny G /H  lub PGHS; D A G  —  diacylo- 
glicerol; D H A  — kwas dekozaheksaenowy; EEP — kwas 
epoksyeikozatetraenowy; G T P  — guanozynotrifosforan; 
EPA —  kwas eikozapentaenowy; hepoksylina B3 — kwas
10-hydroksy- 11, 12 epoksyeikozatrienowy; hepoksylina A3
— kwas 8-hydroksy- 11, 12-epoksyeikozatrienowy; HETE
— kwas 10-hydroksy- 11,12 epoksyeikozatrienowy; H PE T E
— kwas hydroperoksy- 5, 8, 14-cis-10-frans-eikozatetraeno- 
wy; I P 3 — inozytolotrifosforan; IP 4 — inozytolotetrafos- 
foran; AA —  kwas arachidonowy; L H R H  — hormon 
uwalniający lutotropinę; LT —  leukotrieny: LTB, LTC, LTD 
wraz indeksami oznaczają poszczególne typy leukotrienów; 
P G  —  prostaglandyny: P G G , P G H , PGI, PGE, P G F  i P G D  
wraz z indeksami oznaczają poszczególne typy prostaglan- 
dyn; P K C  —  kinaza białkowa zależna od C a 2+ i fos­
folipidów; P L A 2 —  fosfolipaza A2; TX — tromboksany: 
TX A 2 —  trom boksan A2; T X B 2 — trom boksan B2.

1 Prof. dr hab., 2 dr, II Zakład Biochemii, Instytutu F i­
zjologii i Biochemii, Akademia Medyczna w Łodzi, ul. 
Lindleya 6, 90-131 Łódź

I. Wstęp

N az w a  e ikozanoidy  została  w p ro w ad zo n a  w 1980 r. 
przez C o r  e y a [1], dla określenia grupy  utlenionych 
enzym atycznie  p ro d u k tó w  20-węglowych wieloniena- 
syconych kw asów  tłuszczowych. G łów n y m  p re k u r­
sorem  tych związków jest kwas arach idonow y, a drogi 
p row adzące  do  w ytw arzania  e ikozano idów  znane są 
ja k o  k a sk a d a  arach idon ianu .

U  ssaków występują trzy główne drogi kaskady 
arach idonianu , inicjujące stereospecyficzne utlenianie 
a rach idon ianu  uwalnianego z fosfolipidów b łon  (Ryc. 1):
1. szlak cyklooksygenazy  lub syntazy p ros tag landyny  

(G /H )  (E.C. 1.14.99.1), w efekcie dzia łania  k tórego  
pow sta ją  pros tag landyny  (PG ) i t ro m b o k sa n y  (TX),

2. szlak l ipoksygenazy  (E.C. 1.13.11.12), k tó ry  p ro w a ­
dzi do  pow stan ia  leukotrienów  (LT), l ipoksyn (LX) 
o raz  innych specyficznych hydroperoksy-  i hydro- 
ksyeikozanow ych kw asów  (H P E T E , HETE),

3. szlak epoksygenazy,  k tó ra  przy udziale m onoo-  
ksygenazy cy toch rom u  P 450 przekształca  kwas a r a ­
ch idonow y  w kwasy epoksye ikoza te traenow e 
(EEP).
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Ryc. 1 D rogi u tlen ian ia  kw asu  a rach id o n o w eg o .
K w as a rach id o n o w y  je s t enzym aty czn ie  p rzek sz ta łcan y  
z udziałem  cy k lo o k sy g en azy  w p ro s ta g la n d y n y  i tro m b o ­
ksany . D zia łan ie  lipoksy g en azy  tw orzy  leu k o trie n y , lip o ­
ksyny  i h y d ro p ero k sy k w asy . P o ch o d n e  epoksy - p o w sta ją  
z udziałem  cy to ch ro m u  P 450. (Z m o d y fik o w an e  wg [3, 5])

Kwasy tłuszczowe, występujące w oleju niektórych 
ryb, takie jak  e ikozapen taenow y (EPA) i dekozahek- 
saenowy (DH A), okazały  się n iezbędnymi sk ładnikam i 
pożywienia, ze względu na zdolność w ytw arzania  
e ikozano idów  w ludzkich tkankach . Substancje te 
m ogą  stym ulow ać patofizjologiczne procesy m.in. 
w zawale mięśnia sercowego i reum ato logicznym  z a p a ­
leniu stawów. E ikozanoidy  są w ytw arzane właściwie 
przez wszystkie tkanki o rganizm u. W ystępują  za ró w ­
no w świecie zwierząt jak  i u roślin. W ciągu ostatn ich  
10 lat w ykazano  wyraźny udział e ikozano idów  w funk­
c jonow aniu  tkanki nerwowej, m. in. w przekazie syg­
nałów synaptycznych, aktywności kana łów  jonow ych  
i p o m p  jonow ych, oraz  m odulacji systemu odpow ie ­
dzialnego za uwalnianie n eu ro transm ite rów  [2], 

E ikozanoidy  tym różnią  się od „klasycznych” w tó r ­
nych przekaźników, że m ają  zdolność przechodzenia  
przez błony k om órkow e  i dyfundując w przestrzeni 
p ozakom órkow ej w chodzą w interakcję z sąsiednimi 
neuronam i. U w alnianie  i transform acja  m etaboliczna  
kw asu a rach idonow ego  jest procesem  lokalnym , a efe­
kty działania  e ikozanoidów  pojaw iają  się w bezpośred­
nim sąsiedztwie ich pow staw ania . W  ten sposób  m ogą 
więc stanowić nie tylko sygnał t ransm em branow y , ale 
i transkom órkow y . E ikozanoidy  nie są m agazynow ane  
w neuronie, a ich w ytw arzanie  zachodzi niejako „na 
życzenie”. D o d a tk o w ą  cechą tych związków jest zdo l­
ność wiązania  się z b łonow ym i uk ładam i receptor 
—  białka G, obecnymi w sąsiednich n eu ro n ach  i w k o ­
m ó rk ach  gleju. T a  podw ó jn a  rola m etabo li tów  arach- 
do n ianu  może odgryw ać is to tną  rolę w tworzeniu 
zintegrowanej odpowiedzi w tkance  nerwowej. A ktyw ­
ne składniki e ikozanoidów  nie występują  w znam ien ­
nych stężeniach w układzie krążenia. M im o  to raz

w ytworzone, działają ja k o  bioregula tory  odpowiedzi 
na  cA M P , I P 3, I P 4 oraz  DAG. Zakończenie  działania 
e ikozano idów  w neuronie  następuje  poprzez ich dyfu­
zję poza  kom órkę , ponow ne w budow anie  w fosfolipidy 
lub enzym atyczną  degradację. Reakcje enzymatyczne 
przebiegające z udziałem dehydrogenaz, oksydaz, re- 
d u k ta z  i acetylaz w tkankach , takich jak  w ątroba, 
p łuca czy nerki, przekształcają  endogenne eikozanoidy 
na liczne, metabolicznie n ieaktyw ne pośredniki, k tóre  
następnie  są usuw ane z moczem. Wiele genów k o d u ją ­
cych enzymy specyficzne dla e ikozanoidów  zostało już  
sk lonow anych  [2].

II. Drogi powstawania eikozanoidów w tkan­
ce nerwowej

II-l. Działanie cyklooksygenazy

P ro d u k ty  pośrednie  o raz  końcow e powstające 
w wyniku działania  cyklooksygenazy określane są 
także term inem  prostanoidy . Dotychczas w ykazano  
istnienie dw óch izoform cyklooksygenazy, okreś la ­
nych ja k o  COX-1 (lub PG H S-1)  oraz C O X -2 (lub 
P G H S-2)  [3, 4]. O bie  izoformy cyklooksygenazy w y­
kazują  duży s topień hom ologii am inokw asow ej (około 
60% ) i k o dow ane  są przez geny znajdujące się na 
różnych ch rom osom ach . W w arunkach  fizjologicz­
nych największą ak tyw ność  wykazuje COX-1 i uważa 
się, że jest to tzw. kons ty tu tyw na  forma enzymu. 
W  s tanach  zapalnych następuje  n a tom ias t  wzrost 
ak tyw ności izoformy COX-2, nazywanej także formą 
in dukow alną  (ang. inducible). U szczura i człowieka 
obie izoformy występują w w arunkach  fizjologicznych. 
Stany zapalne zwiększają ak tyw ność  COX-1 dwa, trzy 
razy, a ak tyw ność  CO X -2 wzrasta  nawet 20-krotnie. 
U w aża  się, że C O X -2  odpow iedzia lna  jest za w y­
twarzanie tzw. „zapalnych” prostaglandyn, podczas gdy 
COX-1 p rodukuje  fizjologicznie ważne prostanoidy.

Cyklooksygenazy  katalizują  przekształcenie kw asu 
a rach idonow ego  do dwóch, szybko m etabo lizow a­
nych p ros tag landyn  —  P G G  i P G H . Schemat dalszych 
przekształceń P G H  obrazuje  rycina 2. Biologiczna 
ak tyw ność  p ros tag landyn  zmienia się zależnie od 
o rg an u  i ga tunku . Różnice występują także w p o ­
szczególnych e tapach  rozwoju oraz fazach funkcji 
o rganizm u. W tkance nerwowej najbardziej znaczące 
p ro d u k ty  cyklooksygenaz —  P G E 2, P G F 2a i P G D , ,  
a także enzymy niezbędne do ich syntezy zostały 
oczyszczone i scharak te ryzow ane  [5]. Ich obecność 
w ykazano  za rów no  w neuronach , jak  i w k o m ó rk ach  
gleju [6], F u n d am en ta ln e  znaczenie miała obserwacja, 
że neu rony  i k om órk i  gleju hodow ane  in vitro, zdolne  
były do  syntezy p ros tag landyn  [7]. Z prac H a y a i - 
s h i wynika, że P G D 2 w m ózgowiu funkcjonuje  j a k o  
czynnik indukujący  sen [8]. P o d an y  szczurom zależnie 
od dawki wywołuje sen, uspokojenie, katalepsję i hipo- 
termię. Związki selenu (SeCl4, N a 2S e 0 3) inh ibują
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Ryc. 2 R ozkład  a ra c h id o n ia n u  przy udziale  cyk looksygenazy .
Pod  w pływ em  P L A , (1) uw aln ian y  jes t kw as a rach id o n o w y , 
k tó ry  p rzek sz ta łc a  się w P G G 2 przy  udziale  cy k lo o k sy g en a ­
zy (2). L ip o k o rty n a  i a sp iry n a  są in h ib ito ram i o d p o w ied n io  
P L A , i cy k looksygenazy . P G H 2, p ow sta ły  w sku tek  d z ia ła ­
nia h y d ro p e ro k sy d a z y  (3) tw orzy  szereg p o ch o d n y ch , w k tó ­
rych p o w s ta w a n iu  b io rą  u dzia ł syntazy: P G H -D  izom eraza  
(4), P G D 2-1 1 -k e to re d u k ta z a  (5), P G H -E  izo m eraza  (6), 
P G H -F  izo m eraza  (7), sy n taza  P G I (8) o ra z  syn taza  tro m - 
b o k sa n u  (9). (Z m o d y fik o w an e  wg [3, 5])

aktyw ność  syntazy P G D 2 a w prow adzone  do  3-ciej 
kom ory  mózgu szczura ham ują  sen i wyraźnie zwięk­
szają ak tyw ność  zwierzęcia, przebiegającą z u m ia r­
kow anym  w zrostem  tem pera tu ry  ciała o raz  ze w zm o­
żonym  pobieran iem  wody i p o k a rm u  [8],

Duże znaczenie przywiązuje się współdziałaniu  P G  
z au tonom icznym  układem  nerwowym. Stymulacja 
nerwów współczulnych czy przywspółczulnych p o w o ­
duje uwalnianie  PG , zwłaszcza P G E 2 i P G F ,a. Różne 
neu ro transm ite ry  także s tym ulują  ten proces [2], 
N a to m ias t  a trop ina , fenoksybenzam ina czy dibenzyli- 
na wywierają efekt hamujący. Przyjmuje się obecnie, że 
end o g en n a  P G E 2 w O U N  może regulować uwalnianie 
neuro transm ite rów . I tak, ilość norad renan liny  i dopa-  
miny w korze mózgowej szczura w w aru n k ach  in vitro 
wyraźnie zmniejsza się pod  wpływem P G E 2. Prosta-  
g landyna  ta może także redukow ać  przepływ jo nów  
wapnia , co w efekcie wpływa ham ująco  na  uwalnianie 
n eu ro transm ite rów  [2, 9], P G E 2 uznaw any  jest za 
endogenny  związek pow odujący  bezsenność i h iperter- 
mię, zwłaszcza po  system atycznym  s tosow aniu  inter- 
leukiny-1 [9]. Funkcje  P G F 2a w m ózgowiu —  w prze­
ciwieństwie do  innych tkanek  —  są nadal niezbyt 
pewnie określone. O sta tn io  w ykazano, że astrocyty 
zaw ierają  receptory P G F 2a, k tóre  sprzężone są z fos- 
folipazą C i z białkiem wiążącym G T P  [1, 2, 9, 10]. 
W n ienaruszonych  tk an k ach  m ózgow ia stw ierdzono 
synergizm dzia łan ia  cyklazy adenylanowej (E.C. 
4.6.1.1) z PG. Przyk ładem  interakcji c A M P  z P G  jest 
obserwacja , że m orfina i leki podobn ie  działające

ham ują  tworzenie cA M P , s tym ulow ane przez P G E . 
Z ak ład a  się, że n iektóre  farm akologiczne efekty opia- 
tów, ja k  wpływ na poziom  c A M P  w mózgowiu, 
polegają na  ham ow an iu  tworzenia  endogennych  pros- 
tag landyn  [9],

In te rpre tacja  znaczenia podstaw ow ych  poziom ów  
p ros tag landyn  jest dość kontrow ersy jna . P odstaw ow e 
stężenie P G  w p rep a ra tach  kory  mózgowej szczura 
i człowieka mierzone radio im m unologicznie  jest na 
granicy wykrywalności [2]. E n d o g en n a  synteza P G  
m oże pojawiać się nawet w niskich tem pera tu rach . 
Regiony m ózgow ia trudniejsze do  w ypreparow ania  
takie, ja k  opuszka węchow a czy gruczoł szyszynki 
w ykazują  najwyższe zaw artości tych związków, ale 
nasuw ają  się wątpliwości, czy stężenia te m ożna  uznać 
za wyraz ak tua lnych  wartości podstaw ow ych, czy 
raczej są wynikiem dodatkow ej syntezy z endogennie  
uw olnionego post mortem  kw asu  a rach idonow ego  [2]. 
O becnie  powszechnie akceptuje  się pogląd, że po 
krótkiej nawet inkubacji sk raw ków  tkank i mózgowej 
m ożna  wykazać syntezę n iek tórych  p ros tag landyn  
( P G E 2, P G F 2x), p rostacykliny (P G 1 2), jak  i t rom bo- 
ksanu  (TX B 2). W  m ózgu gryzoni P G D 2 jest ilościowo 
najważniejszym p ro d u k tem  działania  cyklooksygenaz. 
M ózgow ie ko ta  różni się pod  tym względem; P G F 2a 
i T X B 2 są głównymi p ro d u k ta m i  przem iany AA, 
n a to m ias t  P G D 2 tworzy się i bardzo  gwałtownie 
metabolizuje. Co więcej, w m ózgow iu ludzkim  P G D 2 
m oże gwałtownie ulegać enzymatycznej przemianie do 
postaci 1 l - e p i -P G F 2a (9-a, l l - P G F 2a). Reakcja ta 
zachodzi w ludzkiej korze mózgowej i może być, 
przynajmniej w części, przyczyną niskich wartości 
P G D 2 znalezionych w mózgowiu. Inne tkanki ludzkie 
m ogą tworzyć P G D 2 w bardzo  znaczących ilościach 
[9], W m ózgow iu za tem  obserwuje się regionalne 
różnice stężeń P G D 2 P G E 2 i P G F 2a. U  szczura 
indukcja  e lektroszokiem lub środkam i wywołującymi 
drgaw ki np. b ikuku liną  czy metrazolem , znam iennie  
podnosi uwalnianie  kwasu a rach idonow ego  oraz syn­
tezę P G E 2 i P G F 2a. Najwyższe stężenie obserwuje się 
w korze i h ipokam pie , a mniejsze w podw zgórzu [9].

W  osta tn ich  latach w ykazano, że ak tyw ność  cyklo­
oksygenaz w n ienaruszonych  k o m ó rk ach  m o d u lo w a ­
na była obecnością tlenku azo tu  [11]. C yklooksygena- 
za jest enzym em  zawierającym hem, k tóry  może bezpo­
średnio wiązać N O . I tak, obserw ow any  wzrost uw al­
n ian ia  p ros tag landyn  czy w zm ocniony  efekt P G E 2 na 
uwalnianie  L H R H  w obecności N O , sugerowałby jego 
stym ulujący wpływ na cyklooksygenazę. Nie wyklucza 
się jed n ak  innej hipotezy, a mianowicie ochronnej roli 
N O  w procesie au to inak tyw acji  cyklooksygenazy. 
O bie  hipotezy czekają jeszcze na  potwierdzenie.

W oparc iu  o wrażliwość na  pięć na tu ra ln ie  wy­
stępujących p ros tano idów , a mianowicie P G D 2 
P G E 2, P G F 2a, P G I 2 i T X A 2 z a p ro p o n o w a n o  os ta tn io  
now ą klasyfikację recep torów  p ros tano idow ych  [12]. 
Poszczególne typy receptorów  oraz  mechanizm  dzia ła­
nia zostały przedstaw ione w tabeli 1.
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Tabela 1.
R e cep to ry  p ro s ta n o id o w e  o ra z  m echan izm  dzia łan ia .

Typ receptora Mechanizm działania Efekt działania

D P sty m u la c ja  cyk lazy  ad en y lan o w e j p o p rz e z  G s w zro st cA M P

E P
E P1
E P 2
E P 3
E P 4

s ty m u lac ja  p rzem ian y  fo sfa ty d y lo in o zy to łi p o p rz e z  G q  
s ty m u lac ja  cyk lazy  ad en y lan o w e j p o p rz e z  G s 
h am o w a n ie  cyk lazy  aden y lan o w ej p o p rz e z  G i/o  
s ty m u lac ja  cyk lazy  ad en y lan o w ej p o p rz e z  G s

w zro st C a 2 + 
w zro st cA M P  
sp a d ek  cA M P  
w zro st c A M P

F P s ty m u lac ja  p rzem ian y  fo sfa ty d y lo in o zy to łi p o p rzez  G q w zro st C a 2 +

IP s ty m u lac ja  cyk lazy  ad en y lan o w e j p o p rz e z  G s w zro st c A M P

T P sty m u lac ja  p rzem ian y  fo sfa ty d y lo in o zy to łi p o p rz e z  G q w zro st C a 2 +

L ite ra  P  p o c h o d z i o d  nazw y  p ro s ta n o id y , n a to m ia s t p ie rw sza  lite ra  o k reś la  p ro s ta n o id  w y k azu jący  najw ięk sze  p o w in o w ac tw o  d o  recep to ra . 
R e cep to ry  E P  zo s ta ły  p o d z ie lo n e  n a  4 p o d ty p y , w zależności o d  w rażliw ośc i w s to s u n k u  d o  ró żn y ch  ag o n is tó w  i an ta g o n is tó w . M e ch an izm  
d z ia ła n ia  zw iązan y  je s t z  m o d u la c ją  ak ty w n o śc i cyk lazy  ad en y lan o w ej lu b  s ty m u lac ją  p rzem ian  fo sfa ty d y lo in o zy to łi, je d n a k  zaw sze zach o d z i 
p o p rzez  o d p o w ied n ie  b ia łk a  G . (Z m o d y fik o w an e  w g [12]).

II-2. Działanie lipoksygenazy

Lipoksygenazy  ka ta l izu ją  utlenianie kw asu  a rach i­
donow ego  tw orząc  kw asy  hyd roperoksye ikoza te trae-  
now e (H P E T E ) (Ryc. 3). D w a  enzymy, 12- i 5- l ipo­
ksygenazy zostały  najlepiej, j a k  do tąd ,  scharak te ryzo ­
w ane w O U N . M ó z g o w a  12-lipoksygenaza została

oczyszczona oraz  sk lo n o w an o  cD N A . Dzięki tem u  
możliwe było w ykazanie  obecności tego enzym u 
w neu ronach ,  głównie w h ipokam pie ,  p rążkow iu  i j ą d ­
rze oliwkowym , a także  w k o m ó rk a c h  gleju i śrób łon-  
ku  (endothelium ) [13].

W  układzie  nerw ow ym  ssaków  i bezkręgow ców  
w ykry to  a k ty w n ą  12-(S)-lipoksygenazę, k tó ra  katali-

Kwas arachidonowy

'— ► (  5-HPETE )

(l 5-HPETE )

CD ®LTFL — - I
* I

: © r

5-HETE 11LTC

LTB

(12-HPETE)

© |

lipoksyny LTD

L LTE
12-HETE

Ryc. 3
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R o z k ła d  a ra c h id o n ia n u  p rzy  u dzia le  lipoksygenazy .
P ierw szym  p ro d u k te m  p rz e m ia n y  k w asu  a ra c h id o n o w e g o  p o w sta jący m  n a  sk u te k  d z ia ła n ia  5-, 15-, i 12 -lipoksygenaz  są o d p o w ied n io  
kw asy  5-, 15-, 1 2 -h y d ro p e ro k sy e ik o z a te tra e n o w e  (H P E T E ). Szereg  le u k o trie n o w y  p o w sta je  z 5- H P E T E  p rzy  u dzia le  enzym ów : syn tazy  
le u k o tr ie n u  L T A 4 (1), h y d ro la z y  L T A 4 (2), sy n tazy  L T C 4 (3), y -g lu ta m y ło p ep ty d a zy  (4) i d ip e p ty d a z y  (5). F o rm y  5 -H E T E  i 1 2 -H E T E  
są to  o d p o w ied n ie  p ro d u k ty  red u k c ji k w asó w  h y d ro p e ro k sy e ik o z a te tra e n o w y c h . 15 -H E T E  je s t p re k u rso re m  lipoksyn . (Z m o d y fik o w an e  
w g [5 ])
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żuje konwersję  kwasu arach idonow ego  do  12-H PETE. 
Ten pośrednik  może być m etabolizow any do  12- 
-H E T E , hepoksyliny B 3 i hepoksyliny A 3, lub poprzez 
tlenowe cięcie przy C 12 przekształcać się do postaci 
kwasu 12-ketododekatr ienow ego [14],

P rzem iany  te byłyby m ało  interesujące dla neuro- 
badaczy, gdyby nie o d k ry to  obecności tych związków 
w n eu ro n ach  ruchow o-czuciow ych u Aplysia Califor- 
nica. M etabo li ty  działania  12-lipoksygenazy na  kwas 
a rach idonow y  w neuronach , funkcjonują  ja k o  w tórne  
p rzekaźniki i uczestniczą w ko m u n ikow an iu  lokalnych 
g rup  kom órek . W neu ronach  czuciowych Aplysia  
s e ro ton ina  i te trapep tyd  m olluskan  zam ykają  i o tw ie­
rają  kana ły  po tasow e należące do  specyficznej sub- 
klasy, określanej ja k o  kana ły  K + S. N azw a  pochodzi 
stąd, że se ro ton ina  inaktywuje ten kanał. R ów nocześ­
nie w ykazano  techniką  patch-clamp , że otwarcie k a n a ­
łu K +S m oże być wywołane obecnością 12-HPTE. Co 
więcej, ten m etabo lit  wykazuje dw a rodzaje działań: 
najp ierw  szybką depolaryzację, a następnie  wolną 
h iperpolaryzację. W  szybkiej depolaryzacji wydaje się 
pośredniczyć 12-keto-metabolit  12-H PETE, podczas 
gdy za w olną  hiperpolaryzację  odpow iedzia lna  jest 
m on o o k sy g en aza  cy toch rom u  P 450, k tó ra  tworzy he- 
poksylinę A 3 [2]. Wszystkie te m etabolity  są aktywnie 
w ytw arzane  przez tk an k ę  nerw ow ą Aplysia. Dalszą 
interesującą  kwestią jest wykrycie, że 12 -H P E T E  jest 
po tężnym  inh ib itorem  kinazy białkowej zależnej od 
C a 2+/C a M , k tó ra  m.in. katalizuje fosforylację synap- 
syny I w zakończeniach  kom órek  nerwowych ssaków 
[15]. P o za  tym m etabolity  działania  12-lipoksygenazy 
m ogą  także  regulować uwalnianie neu ro transm ite rów  
i m o d u lo w ać  ak tyw ność  synaptyczną.

W  m ózgow iu  działaniem  5-lipoksygenazy sytetyzo- 
wane są leukotrieny  (LTB 4, L T C 4, L T D 4). Stężenia 
L T C 4 w  m ózgu  są rzędu p ikom olarnego . M etodam i 
im m unocy tochem icznym i s twierdzono, że g rupa  n eu ­
ro n ó w  wrażliwych na  L T C 4 występuje w wyniosłości 
środkow ej. Najwyższe stężenia występują  w p o d w zgó­
rzu, jąd rze  półleżącym i opuszce nerwu węchowego
[9], L T C 4 w  stężeniu 10“ 14 do  1 0 ~ n  M  pośredniczy 
w uw aln ian iu  h o rm o n u  luteinizującego (LHRH), zw ła­
szcza z kom ó rek  przedniego p ła ta  przysadki szczura. 
Nie wykazuje  na tom ias t  wpływu na uwalnianie h o r ­
m o n u  wzrostu. W pływ L T C 4 wydaje się różnić od 
dzia łan ia  przysadkow ego  h o rm o n u  uwalniającego h o ­
rm o n  luteinizujący. L T C 4 działa bardzo  szybko, p o d ­
czas gdy dzia łania  L H R H  jest znacznie wolniejsze. 
S kuteczność  L T C 4 m ożna  wiązać z bezpośrednim  
uw aln ian iem  w ytw arzanych  h o rm o n ó w  steroidowych, 
n a to m ia s t  działanie pep tydu  L H R H  jest bezpośrednio  
sk ie row ane  na  syntezę nowego h o rm o n u  na poziomie 
j ą d r a  kom órkow ego .  Nie ulega wątpliwości, że te 
b a d a n ia  w ykazują  now ą rolę leukotrienów  w m o d u la ­
cji dz ia łan ia  n e u ro h o rm o n ó w  w m ózgow iu i możliwe, 
że w uw aln ian iu  n eu ro transm ite rów  [16]. Leukotrieny 
p o w o d u ją  obkurczan ie  żylne i tętnicze, co jest oczywis­
te z uwagi na  obecność aktywnej 5-lipoksygenazy,

odpowiedzialnej za syntezę 5 -H P E T E  i 5-H ETE, oraz 
innych biologicznie aktyw nych leukotrienów. Jak  wy­
k azano  na skraw kach  kory  mózgowej szczura i myszy, 
po do d an iu  a rach idon ianu  i jono fo ru  wapniowego 
A23187 w znacznie większym s topniu  niż PG  czy TX, 
wytw arzany  był 12-HETE. Szczególnie duże ilości
12-H ETE pow sta ją  w siatkówce wołu i ludzkiej skórze. 
W zrost stężenia tego związku towarzyszy też p roce­
som hiperproliferacji kom órek  [16].

II-3. Działanie epoksygenazy

C y toch rom  P 450 jest is to tnym  kofaktorem  e p o ­
ksygenazy odpowiedzialnej za syntezę i degradację 
aktyw nych m etabolitów  kw asu a rachidonow ego. 
Tw orzone  w w yniku działania  enzym u epoksydy biorą 
udział w p rzekazyw aniu  w ew nątrzkom órkow ego  syg­
nału podczas uwalniania  som atos ta tyny  w podw zgó­
rzu [ 17,18]. Synteza ak tyw nego biologicznie m etabo li­
tu AA —  kwasu 5 ,6-epoksyeikozatrienowego b lo k o ­
w ana  była skutecznie w obecności inhibitorów  cy to ­
ch rom u  P 45o- Substra tam i dla cy tochrom u P 450 m ogą 
być nie tylko AA, ale także inne nienasycone kwasy 
tłuszczowe oraz  p ros tag landyny  [19]. H ydroksylacje 
p rzeprow adzane  z udziałem cy tochrom u P 450 uw aża­
ne są za główny m echanizm  eliminacji prostag landyn, 
choć niewykluczone jest, że ten enzym bierze udział 
w inaktywacji również innych m etabolitów  kwasu 
a rach idonow ego  [20],

W świetle dotychczas zgrom adzonych  danych cy to ­
chrom  P 450 jest ważnym  elementem kaskady przem ian 
kw asu arach idonow ego  z p u n k tu  widzenia en d o k ry ­
nologii, farm akologii o raz toksykologii. W stępne b a ­
dan ia  wykazały wysoki poziom  cytochrom u P 450 
w m ózgowiu, przede wszystkim we frakcji mikro- 
somalnej. Z aw artość  cy toch rom u  P 450 w mózgowiu, 
w zależności od m etody  oznaczania  jest dość różna 
i w aha się między 5-20 pm oli/m g  do  88-100 pm oli/m g 
frakcji m ikrosom alnej [20].

III. Eikozanoidy w zaburzeniach funkcji 
ośrodkowego układu nerwowego

Jedną  z zaobserw ow anych  prawidłowości przy roz­
poczynającym  się napadzie  padaczkow ym  jest z n a ­
mienny wzrost poz iom u e ikozanoidów , głównie P G D 2 
oraz  p ro d u k tó w  jego dalszych przemian, jak  P G F 2ot, 
P G E 2, T X B 2 i 6 -k e to -P G F l5i. Poz iom y ich po 30 min. 
trw ania  a tak u  na ogół pow raca ją  do  wartości p o d ­
stawowych. Inh ib ito ry  cyklooksygenazy takie, jak  
indom etacyna  i diklofenak b lokują  syntezę e ikozano i­
dów  wywołujących drgawki, nie wpływają jed n ak  na 
utajenie objawów, ani na pojawienie się n ap ad u  d rg a ­
wek. W skazuje  to wyraźnie, że wzrost stężenia m ó z­
gowych eikozano idów  jest efektem w tó rnym  tego 
s tanu  cho robow ego  [21]. M oleku larny  m echanizm  
uw aln ian ia  e ikozano idów  k ró tk o  po pojawieniu się 
drgawek nie jest na razie w pełni jasny. C hociaż m ając
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za podstaw ę uwalnianie kw asu a rach idonow ego  m o ż­
naby  spekulować, że s tym ulacja  fosfolipaz i lipaz może 
odgryw ać tu znaczącą rolę. H ipotezę tę potw ierdza  
fakt, że uprzednie  podaw an ie  zwierzętom deksom eta-  
zonu, specyficznego inh ib ito ra  P L A 2, obniża  uw al­
nianie AA indukującego  n a p ad y  padaczkowe. Należy 
jed n ak  podkreślić, że indukcja  a tak u  padaczkow ego  
pociąga za sobą wzrost poz iom u l-s tearylo-2-arachi- 
dono-sn- glicerolu i I P 3, co przem aw ia  również za 
udziałem PLC. U  zwierząt t rak to w an y ch  b ikukuliną  
induku jącą  drgawki, obserw ow ano  wzrost aktywności 
enzym ów  tworzących e ikozanoidy  [22],

W procesach zapalnych  występujących w różnych 
rodzajach  kom órek  m ózgow ia  potw ierdzony  jest 
udział m ed ia to rów  i m o d u la to ró w  takich, jak  his­
tam ina, kininy, interferony, p ros tag landyny , t r o m b o ­
ksany i leukotrieny. Związki te działają zgodnie przy 
rozpoczynającej się odpowiedzi zapalnej ch a ra k te ry ­
stycznej dla obrzęku, hipertemii i u tra ty  norm alnej 
funkcji neuronalnej [2, 16]. Nie budzi wątpliwości 
stwierdzenie, że p ro d u k ty  działania  cyklooksygenazy 
są ważnymi m ed ia to ram i s tanów  zapalnych; i tak 
p ros tag landyny  zna jdow ane  są w wysiękach zap a l­
nych w stężeniach biologicznie aktyw nych, a w arto  
podkreślić, że cyklooksygenaza jest wybiórczo h a m o ­
w ana  przez niesteroidowe leki przeciwzapalne, jak  
aspiryna  czy indom etacyna. Również L T B 4 wywiera in 
vivo potężne działanie w tk an k ach  mózgowia.

P ro d u k ty  działania lipoksygenazy —  H P E T E  i H E ­
T E  —  są farm akologicznie mniej ak tyw ne niż L T B 4. 
Tym  niemniej przypisuje się im indukcję napływ u 
kom órek  do  wnętrza obszarów  zapalnych. Cysteinylo- 
-leukotrieny takie, jak  L T C 4, L T D 4 i L T E 4 uczestniczą 
we wzroście przepuszczalności błony plazmatycznej 
kom órki,  s tanow iąc  m.in. podstaw ę tworzenia  obrzę­
ków. Są one syntetyzowane w kom ó rk ach  w trakcie 
s tanu  zapalnego, a tworzenie ich na ra s ta  w raz ze 
wzrostem  procesu zapalnego  i n iedokrwienia. Jako , że 
L T C 4 znam iennie  podnosi przepuszczalność naczy­
niową (zwłaszcza w płucach) uw aża się, że s tanow ić on 
może ważny in icja tor m ózgow ego obrzęku  n iedo ­
krwiennego i pow odow ać  skurcz małych naczyń 
krwionośnych  w mózgowiu. Leukotrieny  obniżają  
ak tyw ność  N a  + , K + , -A TPazy, co podczas n iedo ­
krwiennego uszkodzenia  przyczynia się także do 
obrzęku  mózgu [23],

Reasum ując  należy podkreślić, że kwas a ra c h id o n o ­
wy oraz e ikozanoidy wywierają w ośrodkow ym  u k ła ­
dzie nerw ow ym  za rów no  działanie wewnątrz, jak  
i zew nątrzkom órkow e. Znaczenie  ich ja k o  w tórnych 
przekaźników  czy lipidowych m ed ia to rów  w przew o­
dzeniu sygnałów neuro transm ite row ych , ich oddz ia ły ­
w ań parak rynnych  na  sąsiednie neurony  oraz  kom órk i  
gleju nie budzi wątpliwości, choć do wyjaśnienia wielu 
różnych niejasności związanych z tymi procesam i 
niewątpliwie konieczna jest k o n tynuac ja  badań.

A rtyku ł  otrzymano 16 lipa 1996 r.
Zaakceptowano do druku 18 września 1996 r.
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Komisji Słownictwa Biochemicznego

1. Antagoniści czy antagonisty?
Stosowanie liczby mnogiej wyrazów „agonista, antagonista”  na określenie substancji chemicz­

nych budzi wiele kontrowersji. Po konsultacji z językoznawcą prof. dr Janem Miodkiem Komisja 
ustaliła co następuje:

Formy „agoniści, antagoniści”  są niewłaściwe, gdyż można je stosować jedynie w  odniesieniu 
do rzeczowników osobowych (np.: antagoniści działali...) Rzeczowniki nieosobowe przybierają 
formy ,,agonisty, antagonisty”  (np. agonisty działały...).
Za godne zalecenia Komisja uważa nazwy wprowadzone przez prof. dr Ryszarda Piękosia: agon  
i an tagon . Określają one bardzo dobrze w łaściwe im działanie i nie budzą zastrzeżeń w  liczbie 
mnogiej: agony i antagony.

2. Cytozol czy cytosol?
Używając spolszczonych nazw należy się kierować ich oryginalnym źródłosłowem łacińskim lub 

greckim, a nie formą przetworzoną w  innych językach, np. w  niemieckim. Poprawną formą jest: 
cytosol a nie cytozol 
lizosom a nie lizozom 
ekson (od: ekspresja) a nie egzon, itp.

Przewodnicząca Komisji S łow n ic tw a Biochemicznego 
Prof. dr hab. Janina Kw iatkowska-Korczak

Przypominamy o zmianie numeru konta prenumeraty P O S T Ę P Ó W  B IO C H E M II  
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będzie własnym numerem poczty komputerowej, e-mail: Postępy @ nencki.gov.pl

Adres Redakcji: Polskie Towarzystwo Biochemiczne, „Redakcja Kwartalnika „Postępy Biochemii” , 
ul. Pasteura 3, 02 -093  Warszawa
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B

Balińska M  — Zakład Biochemii Komórki, Instytut B io ­
logii Doświadczalnej im. M. Nenckiego PAN, ul. 
Pasteura 3, 02 -093  Warszawa 

B arańska J — Zakład Biochemii Komórki, Instytut B io ­
logii Doświadczalnej im. M. Nenckiego PAN, ul. 
Pasteura 3, 02 -093  Warszawa 

B ia łko w sk i K —  Katedra i Zakład Biochemii Klinicznej, 
A M , im. L. Rydygiera, ul. Karłowicza 24, 85 -0 9 2  
Bydgoszcz

B ie d e rm a n n  I W —  Pracownia H odow li Komórek i Tka­
nek, Instytut B iologii Doświadczalnej im. M. N enc ­
kiego PAN, ul. Pasteura 3, 0 2 -093  Warszawa 

B ogucka K —  Zakład Biochemii Komórki, Instytut B io ­
logii Doświadczalnej im. M. Nenckiego PAN, ul. 
Pasteura 3, 02 -093  Warszawa 

B og uta  M  —  Instytut Biochemii i Biofizyki PAN, ul.
Pawińskiego 5a, 02 -106  Warszawa 

B ra to s ie w ic z  J —  Laboratorium M ikroskopii E lektro­
nowej i Neuropatologii, Samodzielna Pracownia 
Bio log ii  N ow o tw o ró w , Katedra Onkologii A M , ul. 
Paderewskiego 4, 93 -509  Łódź

c
C a lik o w s k i T T  —  Pracownia Bio logii Molekularnej 

Roślin, Instytut Biochemii i Biofizyki PAN, ul. Pa­
w ińsk iego 5a, 02 -106  Warszawa 

C za jk o w s k i R —  Zakład Biochemii Komórki, Instytut 
B io logii Doświadczalnej im. M. Nenckiego PAN, ul. 
Pasteura 3, 0 2 -093  Warszawa 

C zarn y  M  — Zakład Biochemii Komórki, Instytut B io logii 
Doświadczalnej im. M. Nenckiego PAN, ul. Pas­
teura 3, 02 -093  Warszawa 

C zarto ryska  B —  Zakład Genetyki, Instytut Psychiatrii  
i Neurologii, ul. Sobieskiego 1 /9, 02 -957  Warszawa

D

D ą b ro w s k a  R —  Zakład Biochemii Mięśni, Instytut 
B io logii Doświadczalnej im. M. Nenckiego PAN, ul. 
Pasteura 3, 02 -093  Warszawa 

Dębska G —  Zakład Biochemii Komórki, Instytut B io logii 
Doświadczalnej im. M. Nenckiego PAN, ul. Pas­
teura 3, 02 -093  Warszawa 

D ro żdż  M  —  Kow anów kow o, ul. Poziomkowa 22, 
64 -6 0 0  Obornik i Wlkp.

Duszyński J —  Instytut Bio logii Doświadczalnej im. M.
Nenckiego PAN, ul. Pasteura 3, 02 -093  Warszawa 

D zik  J M  —  Instytut Bio logii Doświadczalnej im. M. 
Nenckiego PAN, ul. Pasteura 3, 02 -093  Warszawa

F

F a lk ie w icz  B —  Zespół Chemii A m inokw asów  i Pep­
tydów , Wydział Chemii, Uniwersytet Gdański, ul. 
Sobieskiego 18, 80 -952  Gdańsk 

Filipek A —  Zakład Biochemii Mięśni, Instytut Bio logii 
Doświadczalnej im. M. Nenckiego PAN, ul. Pas­
teura 3, 02 -093  Warszawa

G

G r z e la k o w s k a -S z ta b e r t  B — Zakład Biochemii Kom ó­
rki, Instytut Bio logii Doświadczalnej im. M. Nenc­
kiego PAN, ul. Pasteura 3, 02 -093  Warszawa

H

H u m in ie c k i  Ł —  Zakład Genetyki Człowieka PAN, ul. 
Strzeszyńska 32, 60 -479  Poznań

J

Jańska H —  Instytut Biochemii, Uniwersytet W ro c ła w ­
ski, ul. Tamka 2, 50 -137  Wrocław 

J a k u b ie c -P u k a  A —  Zakład Biochemii Komórki, Instytut 
B io logii Doświadczalnej im. M. Nenckiego PAN, ul. 
Pasteura 3, 02 -093  Warszawa 

J a k u b o w ic z  M  — Instytut B io logii  Molekularnej i B io ­
technolog ii  U AM , ul. Międzychodzka 5, 60-371 
Poznań

J u rg o w ia k  M  —  Katedra i Zakład Biochemii Klinicznej, 
A M , im. L. Rydgiera, ul. Karłowicza 24, 85 -092  
Bydgoszcz

K

K aczan o w ska  J —  Zakład Cytofiz jologii,  Uniwersytet 
Warszawski, ul. Krakowskie Przedmieście 26 28, 
00 -927  Warszawa 

K aczan o w sk i A —  Zakład Cytofiz jologii,  Uniwersytet 
Warszawski, ul. Krakowskie Przedmieście 26 28, 
00 -927  Warszawa 

K am ińska  B —  Zakład Biochemii Komórki, Instytut 
B iologii Doświadczalnej im. M. Nenckiego PAN, ul. 
Pasteura 3, 02 -093  Warszawa 

K ędzierska S —  Katedra Biochemii Bakteryjnej, U n iw e r ­
sytet Gdański, ul. Kładki 24, 80 -822  Gdańsk 

K o to w s k a  M  —  Instytut Im munologii i Terapii D o św ia d ­
czalnej PAN, ul. Czerska 12, 53-114  W roc ław
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Kuczek K Instytut Im munologi i  i Terapii Dośw iadczal­
nej PAN, ul. Czerska 12, 53 -114  W roc ław  

Kuźnicki J — Zakład Biochemii Mięśni, Instytut Bio logii 
Doświadczalnej im. M. Nenckiego PAN, ul. Pas­
teura 3, 02 -093  Warszawa

L

L acho w icz  L —  II Zakład Biochemii, Instytutu Fizjologii 
i Biochemii A M , ul. Lindleya 6, 90-131 Łódź 

Leśniak W  — Zakład Biochemii Mięśni, Instytut Bio logii 
Doświadczalnej im. M. Nenckiego PAN, ul. Pas­
teura 3, 02 -093  Warszawa 

L e n a r to w ic z  E —  Zakład Biochemii Komórki, Instytut 
B iologii Doświadczalnej im. M. Nenckiego PAN, ul. 
Pasteura 3, 0 2 -093  Warszawa 

Liberski PP —  Laboratorium Mikroskopii Elektronowej 
i Neuropatologii, Samodzielna Pracownia Biologii 
N o w o tw o ró w , Katedra Onkologii A M , ul. Paderew­
skiego 4, 93 -509  Łódź 

Lietz T —  Instytut Biochemii UW, Zakład Regulacji 
Metabolizmu, Al. Żwirki i W igury  93, 02 -0 8 9  W ar­
szawa

Liberek B — Zespół Chemii A m inokw asów  i Peptydów, 
Wydział Chemii, Uniwersytet Gdański, ul. Sobies­
kiego 18, 80 -952  Gdańsk

Ł

Ł u g o w s k a  A — Instytut Pomnik Centrum Zdrow ia Dzie­
cka, Zakład Diagnostyki Laboratoryjnej, Al. Dzieci 
Polskich 20, 04 -736  Warszawa

M

M a k o w s k a  A — Instytut Bio logii Doświadczalnej im. M.
Nenckiego PAN, ul. Pasteura 3, 02 -0 9 3  Warszawa 

M a n te u f f e l -C y m b o r o w s k a  M  —  Zakład Biochemii 
Komórki, Instytut Bio logii Doświadczalnej im. M. 
Nenckiego PAN, ul. Pasteura 3, 02 -093  Warszawa 

M a rs z a łe k  J —  Katedra Bio logii Molekularnej i Komór­
kowej, M iędzyuczelniany Wydział B io technolog i i  
A M G /U G , Uniwersytet Gdański, ul. Kładki 24, 80- 
-822  Gdańsk

M o rd a rs k i  M  —  Instytut Im munologi i  i Terapii D o ­
świadczalnej PAN, ul. Czerska 1 2, 53-11 4 W roc ław  

M o s ie n ia k  G —  Zakład Biochemii Komórki, Instytut 
B io logii Doświadczalnej im. M. Nenckiego PAN, ul. 
Pasteura 3, 02 -093  Warszawa

N

N ałęcz  K A —  Instytut Bio logii Doświadczalnej im. M. 
Nenckiego PAN, ul. Pasteura 3, 0 2 -093  Warszawa

O

Oliński R —  Katedra i Zakład Biochemii Klinicznej A M  im. 
L. Rydygiera, ul. Karłowicza 24, 85 -092  Bydgoszcz

P

P aszew sk i A  —  Zakład Genetyki, Instytut Biochemii 
i Biofizyki PAN, ul. Pawińskiego 5a, 02 -106  W ar­
szawa

P a w e łc z y k  T  —  Katedra i Zakład Biochemii Klinicznej, 
A M , ul. Dębinki 7, 80-211 Gdańsk

R

R ode W  —  Instytut Bio logii Doświadczalnej im. M.
Nenckiego PAN, ul. Pasteura 3, 02 -093  Warszawa 

R y c h te r  A M  —  Zakład Bioenergetyki Roślin, Instytut 
B io logii Eksperymentalnej Roślin, UW, ul. Pawińs­
kiego 5a, 02 -106  Warszawa

s
S ab a ła  P —  Zakład Biochemii Komórki, Instytut Biologii  

Doświadczalnej im. M. Nenckiego PAN, ul. Pas­
teura 3, 02 -093  Warszawa 

S iko ra  E —  Zakład Biochemii Komórki, Instytut Biologii  
Doświadczalnej im. M. Nenckiego PAN, ul. Pas­
teura 3, 02 -093  Warszawa 

S trz e le c k a -G o ła s z e w s k a  H — Zakład Biochemii M ię ­
śni, Instytut Bio logii Doświadczalnej im. M. Nenc­
kiego PAN, ul. Pasteura 3, 02 -093  Warszawa 

Ś le d z ie w s k a -G ó js k a  E —  Instytut Biochemii i Biofizyki 
PAN, ul. Pawińskiego 5a, 02 -106  Warszawa

T

T a y lo r  A —  Katedra Biochemii Bakteryjnej, Uniwersytet 
Gdański, ul. Kładki 24, 80 -822  Gdańsk

T re ty n  A —  Zakład Fizjologii i Morfogenezy Roślin, 
Instytut Bio logii i Ochrony Środowiska, U n iw er­
sytet Mikołaja Kopernika, ul. Gagarina 9, 87-100  
Toruń

T y lk i -S zy m a ń s k a  A —  Instytut Pomnik Centrum Zdro­
wia Dziecka, Zespół Chorób Metabolicznych, Al. 
Dzieci Polskich 20, 04 -736  Warszawa

W

W a ła j ty s -R o d e  E —  Zakład Bioinzynierii  Instytutu B io ­
technolog ii  A n tyb io tyków , ul. Starościńska 5, 02- 
-51 6 Warszawa 

W ie c z o re k  U —  Zakład Biochemii Komórki, Instytut 
Biologii Doświadczalnej im. M. Nenckiego PAN, ul. 
Pasteura 3, 02 -093  Warszawa 

W ię c k o w s k i  M  —  Zakład Biochemii Komórki, Instytut 
B io logii Doświadczalnej im. M. Nenckiego PAN, ul. 
Pasteura 3, 02 -093  Warszawa 

W ik t o r e k  M  —  Zakład Biochemii Komórki, Instytut 
B iologii Doświadczalnej im. M. Nenckiego PAN, ul. 
Pasteura 3, 02 -093  Warszawa 

W iś n ie w s k a  J — Zakład Fizjologii i Morfogenezy Roślin, 
Instytut Bio logii i Ochrony Środowiska, U n iw er­
sytet Mikołaja Kopernika, ul. Gagarina 9, 87-100  
Toruń

W iś n ie w s k a  M  —  Zakład Biochemii Komórki, Instytut 
B io logii Doświadczalnej im. M. Nenckiego PAN, ul. 
Pasteura 3, 02 -093  Warszawa
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W ło g a  D —  Zakład Cytofiz jo logii, Uniwersytet Warszaw­
ski, ul. Krakowskie Przedmieście 26/28, 00 -927  
Warszawa

W ołoszyńska  M  —  Instytut Biochemii, Uniwersytet 
Wrocławski, ul. Tamka 2, 50 -137  W roc ław  

W o jd a  U —  Zakład Biochemii Mięśni, Instytut Bio logii 
Doświadczalnej im. M. Nenckiego PAN, ul. Pas­
teura 3, 02 -093  Warszawa 

W u d a rc z y k  J —  Zakład Biochemii Komórki, Instytut 
Biologii Doświadczalnej im. M. Nenckiego PAN, ul. 
Pasteura 3, 02 -093  Warszawa

Zabłock i K —  Zakład Biochemii Komórki, Instytut B io ­
logii Doświadczalnej im. M. Nenckiego PAN, ul. 
Pasteura 3, 02 -093  Warszawa 

Z a s ta w n y  T H  —  Katedra i Zakład Biochemii Klinicznej, 
A M  im. L. Rydygiera, ul. Karłowicza 24, 85 -092  
Bydgoszcz

Żylińska L —  II Zakład Biochemii, Instytutu Fizjologii 
i Biochemii A M , ul. Lindleya 6, 90-131 Łódź

NOWE W YDAW NICTW A PTBIOCH.:

1) „H O R M O N Y  GLIKOPROTEINOWE —  Struktura, biosynteza i funkcja ich o ligosacharydów" 
Monografia biochemiczna nr 41 cena 5,- zł 
autor Iwona Żak i Marian Drózdż
rok wydania 1996

2) „W ŁO D Z IM IE R Z  MOZOŁOWSKI 1895— 1975 w  100-lecie urodzin" cena 25,- zł 
W ydawca Oddział Gdański PTBioch. r. 1995
pod red. Wiesława Makarewicza praca zbiór.
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NATO Advanced Study Institute Co-sponsored by FEBS

Free Radicals, Oxidative Stress and 
Antioxidants. 

Pathological and Physiological Significance
M a y  24-June 4, 1997  

A nta lya , TU R K E Y  
(K iris, W o rld , M a g ic  H o te l)

APPLICATION / REGISTRATION FORM
NAME:
NATIONALITY:
SEX'
AFFILIATION:
M A IL IN G  ADDRESS

ZIP CODE: CITY /  COUNTRY:
TEL: FAX:
E-M AIL:
CURRENT RESEARCH INTEREST:

POSTER TITLE:

A C C O M P A N Y IN G  PERSON 
HOUSING: Please indicate your preference 

Hotel (single or double)

A limited number of FEBS and NATO grants w il l  be available. Requests fora  grant have to be submitted as soon 
as possible together w ith  this application form, a letter of recommendation and a poster abstract to Tomris 
Ozben.

FIRST NAME: 
DATE OF BIRTH: 
DEG R EE/T ITLE :

Inform ation and applications to:

W orld-W ide-W eb page:

Prof. Tomris OZBEN
Akdeniz University
Faculty of Medicine
Dept, of Biochemistry
TR-07003 Antalya-TURKEY
Tel: 90.242.2275996
Fax: 90.242.2274958
E-Mail: ozben@akdeniz.edu.tr.
h ttp ://w w w .akden iz .edu .tr /~ozben /

Aby zaprenumerować „P o­
stępy Biochemii" w 1997 r. 
należy wpłacić odpowiednią 
kwotę na konto bankowe w y­
dawcy (Polskiego Towarzys­
twa Biochemicznego) za po­
mocą przekazu zamieszczo­
nego na odwrocie. Zamówio­
ne egzemplarze będziemy 
wysyłać pocztą na adres po­
dany nam na przekazie. Po­
nieważ odcinek przekazu do­
cierający do nas jest jedno­
cześnie zamówieniem, prosi­
my o bardzo wyraźne napi­

POSTĘPY B I O C H E M I I  4 2 ( 4 ) ,  199 6

sanie imienia, nazwiska (lub 
nazwy instytucji) i dokładne­
go adresu wraz z kodem po­
cztowym (DRUKOWANYMI 
LITERAMI) na wszystkich 
trzech odcinkach przekazu.

Prenumerata krajowa dla 
instytucji: 
60.000 zł 
Prenumerata krajowa in­
dywidualna:
30.000 zł (50% zniżki dla 
członków Polskiego Towa­
rzystwa Biochemicznego).

Prenumerując 
„Postępy" 
Biochemii" 
wspierasz 
swoje 
czasopismo!

http://rcin.org.pl

mailto:ozben@akdeniz.edu.tr
http://www.akdeniz.edu.tr/~ozben/


Do członków 
Polskiego Towarzystwa Biochemicznego

Zarząd P.T.Bioch. uprzejmie prosi wszystkich członków o wpłatę 
zaległych i bieżących składek członkowskich. Zachęcamy także do 
zaprenumerowania „Postępów Biochemii” .

Pokwitowanie dla wpłacającego

z ł.........................................
słownie...........*............................

Odcinek dla posiadacza rachunku

z ł..........................................
słownie........................................

Odcinek dla poczty lub banku

z ł.........................................
/słownie..................................*.... .

wpłacający................................... wpłacający.................................. wpłacający...................................

imię, nazwisko, dokładny adres z kodem pocztowym im ię, nazwisko, dokładny adres z kodem pocztowym im ię, nazwisko, dokładny adres z kodem pocztowym

na rachunek na rachunek na rachunek

Polskie Towarzystwo Biochemiczne 
02-093 Warszawa, ul. Pasteura 3 
P.B.K. X Ill/O  W -wa. Al. Jerozolimskie 
37 00 44 -1 2 2 5 -2 7 2 0 -3 -6 9

Polskie Towarzystwo Biochemiczne 
02-093 Warszawa, ul. Pasteura 3 
P.B.K. X IIl/O  W -wa. Al. Jerozolimskie 
37 00 44 -1 2 2 5 -2 7 2 0 -3 -6 9

Polskie Towarzystwo Biochemiczne 
02-093 Warszawa, ul. Pasteura 3 
P.B.K. X IIl/O  W -wa. Al. Jerozolimskie 
37 00 44 -1 2 2 5 -2 7 2 0 -3 -6 9

stem pel

podpis przyjmującego

stem pel

podpis przyjmującego

stem pel

podpis przyjmującego
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Wskazówki 
dla autorów

W ydawany przez Polskie Towarzystwo Biochemiczne kwar­
taln ik „Postępy Biochem ii”  publikuje prace przeglądowe oma­
wiające bieżące osiągnięcia, koncepcje i kierunki badawcze 
w  dziedzinie biochemii i nauk pokrewnych; publikuje też noty 
z historii biochemii, zasady polskiego słownictw a biochem i­
cznego, recenzje nadesłanych książek oraz sprawozdania ze 
zjazdów, konferencji i szkół, w  których biorą udział członkowie 
Towarzystwa.

Prace przeznaczone do publikacji w  „Postępach B iochem ii" 
mogą mieć charakter artykułów monograficznych (do 20 stron 
tekstu licząc piśm iennictwo i tabele), m inireviews (do 10 stron 
tekstu), oraz krótkich not o najnowszych osiągnięciach i po ­
glądach (do 5 stron tekstu).

Autorzy artykułu odpowiadają za praw idłowość i ścisłość poda­
wanych informacji oraz poprawność cytowania piśmiennictwa. 
Ujęcie prac w inno być syntetyczne, a przedstawione zagadnienie 
zilustrowane za pomocą tabel, rycin, (wykresy, schematy, reak­
cje), wzorów i fotografii.

Wskazany jest podział artykułów  monograficznych na rozdziały 
i podrozdziały, których rzeczowe ty tu ły  tworzą spis treści. Zgod­
nie z przyjętą konwencją rozdziały noszą cyfry rzymskie, podroz­
działy odpow iednio rzymskie i arabskie np. 1-1, I-2. Poprawność 
logiczna i stylistyczna tekstu warunkuje jego jednoznaczność 
i czytelność. Autorzy przeto w inn i unikać składni obcojęzycznej, 
gwary laboratoryjnej, a także ograniczać stosowanie doraźnie 
tworzonych skrótów, nawet jeżeli bywają używane w  pracach 
specjalistycznych. Każda z nadesłanych do Redakcji prac podlega 
ocenie specjalistów i opracowaniu redakcyjnemu. 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 równoznaczne z ośw iad­
czeniem, że nadesłana praca nie była i nie będzie publikowana 
w  innym czasopiśmie, jeżeli zostanie ogłoszona w  „Postępach 
Biochem ii". W  przypadku, gdy Autor(zy) zamierza(ją) włączyć 
do swego 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 jednostronnie 
czcionką w ielkości standartowej, z podwójną interlinią, z lewym 
marginesem ok. 4 cm.
W tekście nie należy stosować żadnych podkreśleń, ani roz­
strzelonego druku. Ewentualne sugestie co do charakteru czcion­
ki drukarskiej mogą Autorzy zaznaczyć ołówkiem na marginesach 
maszynopisu. W przypadku stosowania w  tekście liter alfabetu 
greckiego trzeba na marginesie wpisać ołówkiem ich fonetyczne 
brzmienie.

Strona informacyjna maszynopisu jest nienumerowana, za­
wiera imiona i nazwisko (a) autora (ów ), nazwy, adresy wraz 
z numerem telefonu zakładów (w  języku polskim i angielskim), 
w  których pracują autorzy, adres do korespondencji, nr telefonu

i ewentualnie fax, adresy prywatne autorów, ty tu ł artykułu 
w  języku polskim i angielskim oraz —  w  prawym dolnym rogu 
—  liczbę tabel, rycin, wzorów  i fotografii oraz skrót tytu łu pracy 
(do 25 znaków).

Strona 1 (tytułowa) zawiera imiona i nazwiska autorów, ty tu ł 
pracy w  języku polskim i angielskim, rzeczowy spis treści też 
w  obu językach, ty tu ł naukowy każdego z autorów i ich miejsce 
pracy z adresem pocztowym oraz wykaz stosowanych skrótów. 
Kolejno numerowane dalsze strony obejmują tekst pracy, 
piśm iennictwo, tabele, podpisy i objaśnienia rycin, wzorów 
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 w inny mieć nową uproszczoną formę. 
Sposób cytowania czasopism (1), monografii (2), rozdziałów 
z książek jednotom owych (3), rozdziałów z tom ów  serii opraco­
wanej przez tych samych redaktorów (4), rozdziałów z tom ów 
serii opracowanych przez różnych redaktorów (5) wskazują 
poniżej podane przykłady:

1. H ildenbrandt GR, Aronson NN (1980) Biochim Biophys 
Acta 631: 499-502

2. Bostock CJ, Sumner AT (1978) The Eukaryotic Chromo­
some, 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, N o rth -H o l­
land Amsterdam, str. 1 -77

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

ILUSTRACJE: Ryciny w inny być gotowe do reprodukcji. Foto­
grafie czarno-białe (kontrastowe), pow inny być wykonane na 
papierze matowym. Po porozumieniu z Redakcją można propo­
nować reprodukcję fotografii barwnych. Pozostałe ryciny należy 
wykonać tuszem na białym papierze lub kalce technicznej. 
Wskazane jest, aby ryciny były dwukrotn ie większe od przyszłej 
reprodukcji, tj. w  skali 2: 1 .  Cyfry i litery służące do opisu rysunku 
pow inny mieć wysokość nie mniejszą niż 5 mm. Na rysunkach nie 
należy umieszczać opisów słownych, lecz posługiwać się skróta­
mi. Osie wykresów w inny być opatrzone napisem łatwo zro­
zumiałym. Decyzję o stopniu zmniejszenia ryciny podejmuje 
wydawca. Ilustracji nie należy włączać w  tekst maszynopisu, lecz 
odpow iednio ponumerować: tabele i ryciny noszą cyfry arabskie, 
wzory zaś rzymskie. Na marginesie tekstu należy zaznaczyć 
ołówkiem preferowane miejsce umieszczenia tabeli, ryciny czy 
wzoru. Tabele odpow iednio porubrykowane, w inny być opat­
rzone jednoznacznym tytułem i ewentualnie także niezbędnymi 
objaśnieniami. Słowne objaśnienia znaków graficznych można 
umieścić w  podpisie pod ryciną, rysunkowe zaś jedynie na 
planszy ryciny. Tytuły i objaśnienia rycin sporządza się w  postaci 
oddzielnego wykazu. Ilustracje należy podpisać nazwiskiem 
pierwszego z autorów i pierwszym słowem tytu łu pracy oraz 
oznaczyć „gó ra -d ó ł" (ołówkiem, na odwrocie). Ze względu na 
wewnętrzną spoistość artykułu wskazane jest konstruowanie 
oryginalnych rycin i zbiorczych tabel na podstawie danych 
z piśmiennictwa.

Maszynopis i załączniki (w  dwu egzemplarzach), w łaściw ie 
zabezpieczone przed uszkodzeniem w  czasie transportu, należy 
przesłać na adres:

Redakcja kwartalnika „Postępy Biochem ii"
Polskie Towarzystwo Biochemiczne 
ul. Pasteura 3,
02-093 Warszawa

http://rcin.org.pl
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