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ARTYKUŁY

Jak funkcjonuje miozyna 

How Myosin Works

ANDRZEJ A. KASPRZAK*

Spis treści:

I. Wstęp
II. Argumenty za i przeciw zmianie orientacji domeny 

łańcuchów lekkich miozyny
III. Podobieństwa kinezyny i miozyny
IV. Mechanizm generacji siły przez miozynę

Wykaz stosowanych skrótów: ncd — (ang. non-claret dysjunc- 
tional), produkt genu ncd, białko z nadrodziny kinezyny, 
które porusza się na m ikrotubuli w kierunku (-), tj. w kierun­
ku przeciwnym do kinezyny; SI — subfragment 1 miozyny; 
FRET — rezonansowe przeniesienie energii wzbudzenia 
fluorescencji; EPR — elektronowy rezonans paramagnetycz­
ny; SH1 — reaktywna grupa tiolowa cysteiny 707 w miozy­
nie; SH2 — reaktywna grupa tiolowa cysteiny 697 w miozy­
nie; P, — ortofosforan; Vj — ortowanadan.

I. Wstęp

Jednym  z problem ów, które najdłużej opierają się 
biochem ikom  jest mechanizm  konwersji energii hydro­
lizy A TP w ruch. Problem  ten, z początku rozpat­
rywany wyłącznie w związku ze skurczem mięśnia 
szkieletowego, okazał się bardziej ogólny. W  kom ór­
kach ssaków występuje ponad  100 genów, których 
produkty  określić m ożna m ianem  m otorów  m olekula­
rnych. Istnieje wiele hipotez odnośnie sposobu w jaki 
siła (ruch) są generowane. Jednakże dopiero określenie 
struk tu r krystalograficznych miozyny i dwóch podob­
nych do siebie białek: kinezyny i białko ncd pozwoliło 
na sform ułowanie bardziej precyzyjnych i, co ważniej­
sze, doświadczalnie sprawdzalnych hipotez generacji 
ruchu przez m otory  m olekularne. N a  ten tem at ukaza­
ło się wiele publikacji przeglądowych: B ł o c k a  [1], 
G o l d m a n a  [2], V a l e ’ a [3], H o w a r d a  [4], 
R a y m e n t a  [5] i H o l m e s a  [6]. D la polskiego 
czytelnika najlepsze wprowadzenie stanowi opubliko-
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léculaire, Centre N ational de la Recherche Scientifique, B.P. 
5051, 1919 Route de Mende, 34033 Montpellier Cédex 
Francja. E-mail: aak@xerxes.crbm.cnrs-mop.fr

Contents:

I. Introduction
II. Arguments for and against a change in orientation of the 

light chain binding domain of myosin
III. Similarities between kinesin and myosin
IV. Mechanism of force generation by myosin

wany w zeszłym roku w Postępach Biochemii artykuł 
S t r z  e 1 e c k i e j  - G o  1 a s z e  w s k i e j [7],

Generacja siły przez aktom iozynę zachodzi podczas 
oddziaływ ania główki miozyny, określanej m ianem  
subfragm entu SI miozyny (w skrócie SI), z filamentem 
aktyny. Cząsteczka miozyny „konw encjonalnej”1 skła­
da się z dwóch łańcuchów ciężkich o masie cząstecz­
kowej 230 kD a i dwóch par łańcuchów  lekkich o masie 
cząsteczkowej ok. 20 kD a każdy (Ryc. 1). G łów ka 
miozyny (SI) obejmuje ok. 840 N-końcow ych am ino­
kwasów łańcucha ciężkiego miozyny i jedną parę 
łańcuchów lekkich. W subfragmencie 1 wyróżnić m oż­
na dwie dom eny struk tu ralne2; dom enę katalityczną, 
zwaną także dom eną m otoryczną [10], k tó ra  m a 
kształt elipsoidalny i wymiary 90 x 45 x 60 A. D om ena 
ta  zawiera miejsce wiązania i hydrolizy A TP oraz 
miejsce wiązania aktyny. D rugim  elementem struk ­
turalnym  SI jest dom ena łańcuchów lekkich, zw ana 
także dom eną regulatorow ą, k tó ra jest długą a-helisą 
(« 8 5  A), niekowalencyjnie wiążącą dwa łańcuchy 
lekkie miozyny: łańcuch regulujący i łańcuch istotny 
(Ryc. 1). Helisa ta m a niewiele punktów  kontaktow ych 
z dom eną katalityczną, co umożliwia jej rotację, bez 
konieczności znacznych przegrupow ań strukturalnych 
w pozostałej części SI. Jednym  z największych dylem a­

1 Określenie to odnosi się do wszystkich izoform miozyny 
występujących w komórkach mięśniowych oraz do hom o­
logicznych miozyn dwugłówkowych w komórkach nie- 
mięśniowych.
2 Tych domen strukturalnych nie należy mylić z trzema 
fragmentami proteolitycznymi: 26, 50 i 20 kD a otrzymywa­
nymi na drodze trawienia SI trypsyną. Fragmenty te nie 
są domentami strukturalnymi [8], jak to kiedyś propono­
wano [9],
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tów, a tażke źródłem  wielu rozczarowań, były niepo­
wodzenia prób w ykazania dużych zm ian s truk tu ra l­
nych w dom enie katalitycznej, zarów no podczas wią­
zania A TP jak  i generacji siły. Tymczasem wielkość 
„kroku roboczego” (ang. step size) miozyny, tj. odleg­
łość o jak ą  przesuwa się główka podczas hydrolizy 
jednej cząsteczki ATP, wynosi ok. 40-120 A [11-13]. 
Aby wyjaśnić w jak i sposób izom eryzacja kom pleksu 
SI-AD P, towarzysząca uwolnieniu ortofosforanu 
z główki miozyny i uw ażana za etap  generacji siły [2, 
14, 15], powoduje tak  duże przesunięcie główki, za­
proponow ano, że m iozyna wykorzystuje jedną ze 
znanych człowiekowi m aszyn prostych, a mianowicie 
dźwignię. M ałe zm iany konform acyjne w okolicy 
centrum  aktywnego ulegają wzmocnieniu przez obró t 
dom eny łańcuchów  lekkich. Pow oduje to, w rezultacie, 
przemieszczanie się końca dom eny łańcuchów  lekkich
0 odległości porów nyw alne z doświadczalnie zm ierzo­
ną wielkością k roku  roboczego. Podczas tych obrotów  
dom ena katalityczna pozostaje prawie nieruchom a 
(Ryc. 2).

W iązanie nukleotydów  przez SI pow oduje szereg 
niewielkich zm ian konform acyjnych prawie we wszyst­
kich częściach dom eny katalitycznej. Najłatwiejsze do 
zauw ażenia zm iany zachodzą w obszarze kon tak tu  
z aktyną, co wiąże się z obniżeniem  pow inow actw a SI 
do aktyny o 5 rzędów wielkości w obecności A TP [16, 
17]. W  obecności nukleotydów  obserw ow ano także 
zm iany ruchliwości Cys-707 (SH1) (Ryc. 1), k tó ra  nie 
jest częścią centrum  aktywnego, jak  również zm iany 
reaktywności obu reaktyw nych grup dołow ych miozy­
ny: wymienionej już Cys-707 (SH1) i Cys-697 (SH2) 
[18, 19]. Użycie dwufunkcyjnych odczynników  p oka­
zało, że odległość pom iędzy Cys-697 i Cys-707 wynosi 
14 A w nieobecności nukleotydów  [18,19], ale w obec­
ności M gA D P może maleć do wartości ok. 2 A [20]. 
Kowalencyjne połączenie tych dwóch grup dołowych 
prow adzi w rezultacie do zablokow ania nukleotydu
1 towarzyszącego m u kationu  w centrum  aktywnym
[21]. Podobny efekt m a połączenie SH2 z Cys-540
[22]. Odległość pom iędzy peptydem  kom plem entar­
nym  („antypeptydem ”) przyłączonym  do pętli 677-688 
ciężkiego łańcucha SI, wchodzącej w skład miejsca 
kontaktow ego miozyny z ak tyną i grupą SH2 zwiększa 
się o ~  6.7 A w obecności A T P [23]. N ukleotydy m ają 
także wpływ na szybkość traw ienia za pom ocą try- 
psyny dwóch pętli łączących proteolityczne fragm enty 
ciężkiego łańcucha SI: „pętli 1”, k tó ra  łączy fragm enty 
25 i 50 kD a, oraz „pętli 2”, k tó ra  łączy fragm enty 50 
i 20 k D a [24, 25].

N a konform ację SI wpływa również aktyna, ob­
niżając powinow actwo SI do nukleotydów, zmieniając 
reaktyw ność obu reszt cysternowych [19], i chroniąc 
przed proteolizą pętle 1 i 2 [24,26]. Jest interesujące, że 
przecięcie ciężkiego łańcucha SI pomiędzy Lys-561 
i Ser-562 przy użyciu trom biny obniża powinowactwo 
SI do aktyny 250-razy w nieobecności nukleotydów, 
a także w obecności A D P, podczas gdy stała w iązania

SI do aktyny w obecności M gA TP nie uległa zmianie 
[27]. M imo, iż wiązanie zarów no nukleotydów  i ak ­
tyny wpływa na prawie wszystkie części domeny 
katalitycznej SI, każde z tych zaburzeń może być 
wytłum aczone zm ianam i strukturalnym i, których am ­
plituda nie przekracza kilku angstremów.

Z uwagi na nietrwałość, kom pleks S 1 A D P P ; nie 
może być badany m etodam i krystalograficznymi. Jed­
nakże m iozyna tworzy stabilne związki z A D P i orto- 
w anadanem  lub fluorkam i berylu i glinu. Kompleksy 
te m ogą być badane za pom ocą m etod krystalograficz­
nych i spektroskopowych. S truk tura krystalograficzna 
dom eny katalitycznej miozyny am eby Dictyostelium  
discoideum w kompleksie z A D P i B eFx prawie nie 
różni się od struktury  tej dom eny w SI miozyny 
mięśniowej w nieobecności nukleotydu [28]. W kom ­
pleksie z A D P i A 1F4 występują przesunięcia rzędu 
5 A, szczególnie w obrębie reaktywnych reszt do ło­
wych [28]. Z kolei w kom pleksie z A D P i Y i występują 
bardzo duże przesunięcia położenia całych fragm en­
tów strukturalnych w rejonie dwóch reaktywnych reszt 
cysteino wy ch [29]. Uważa się, że strukturalne różnice 
charakteryzują różne stany przejściowe enzymu w tra ­
kcie hydrolizy ATP: zgodnie z wcześniejszymi bad a­
niami biochemicznymi, struk turę kom pleksów z A D P 
i BeFx oraz z pirofosforanem  uznano za zbliżoną do 
struktury  SI-ATP, natom iast kom pleksy z A D P 
i A 1F4 lub V; uznano za analogi S l A D P P j  [28]. Duże 
zmiany w C-końcowym  fragmencie dom eny katality­
cznej (wokół reaktywnych reszt cysteinowych) pod 
wpływem A D P i Vj m ogą być jednak  artefaktem , 
spowodowanym  brakiem  dom eny łańcuchów lekkich, 
k tó ra  praw dopodobnie stabilizuje C-końcowy frag­
m ent dom eny katalitycznej [29], jak  również obecnoś­
cią polimerycznych form w anadanu [30, 31].

W sumie m ożna przyjąć, że obecność i hydroliza 
ATP w centrum  aktywnym  miozyny oraz oddziaływ a­
nie tej ostatniej z aktyną prow adzą do um iarkow anych 
zm ian strukturalnych w dom enie katalitycznej. Czy 
i w jaki sposób zm iany te ulegają wzmocnieniu? Mimo, 
iż nie m a bezpośrednich i jednoznacznych dowodów 
na znaczącą zmianę orientacji dom eny łańcuchów 
lekkich w stanie A D P-P; lub podczas generacji ruchu, 
istnieje wiele wskazówek potwierdzających teorię 
dźwigni.

II. Argumenty za i przeciw zmianie orientacji 
domeny łańcuchów lekkich

Posługując się m ikroskopią elektronow ą M  i 11 i - 
g a n i w s p . [32-34] dokonali trójwymiarowej re­
konstrukcji filamentu aktyny „udekorow anego” SI. 
Po dodaniu  ADP, zaobserwowali oni różnicę w poło­
żeniu dom eny łańcuchów lekkich względem filamentu 
aktyny w przypadku użycia SI miozyny mięśni gład­
kich (zmiana k ąta  o ok. 22°) lub SI miozyny z rąbka 
brzeżnego m ikrokosm ków  enterocytów  (zmiana 
o 32°). Takie przesunięcie nie zachodziło dla SI
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miozyny z m ięśnia szkieletowego (Ryc. 3). Obserwacje 
te zostały następnie potw ierdzone przy użyciu metody 
elektronowego rezonansu param agnetycznego [35]. 
Ponieważ dotychczasowe badania m echanizm u gene­
racji siły nie wskazują na istotne znaczenie etapu 
uw alniania A D P w mięśniu szkieletowym, powyższe 
wyniki świadczą o tym, że korelacja pom iędzy p o d ­
stawowymi etapam i chemicznymi i mechanicznymi 
może być nieco różna w przypadku różnych typów 
mięśni.

Wielu spektakularnych, aczkolwiek pośrednich d o ­
wodów wskazujących na udział dom eny łańcuchów 
lekkich w generacji siły dostarczyła biologia m olekula­
rna. Jedną z jej oczywistych zalet jest możliwość 
produkcji S io  różnej długości C-końcowej helisy. Jeśli 
helisa ta  zostaje prawie całkowicie wyelim inowana na 
poziomie genetycznym [36] lub przez użycie k o n t­
rolowanej proteolizy [37], szybkość przesuwania fila- 
m entów aktyny przez SI w teście ruchliwości in vitro3 
maleje do 5-10% wartości dla białka o pełnej długości. 
G rupa J. S u p d i c h a  [38] skonstruow ała kilka w a­
riantów  główki miozyny Dictyostelium, diseoideum 
w których obszary łańcucha ciężkiego wiążące łań-

R yc. 1. Struktura subfragm entu 1 m iozyny. Reszty am i- 
nokw asow e 699-843 łańcucha ciężkiego SI, które  
stanow ią trzon dom eny łańcuchów  lekkich, za­
zn aczon o  kolorem  niebieskim . W  obrębie d om e­
ny katalitycznej a-helisy i elem enty (3-struktural- 
ne zaznaczone są odpow iedn io  koloram i czer­
w onym  i żółtym . P okazano rów nież pozycje  
niektórych am inokw asów , które om aw ia się w  te­
kście. (D o  w ykonan ia  ryciny zostały  użyte w sp ó ł­
rzędne atom ow e SI z pliku P D B  2M YS).

cuchy lekkie były nieobecne, ograniczone do łańcucha 
istotnego, lub zwiększone o dodatkow e miejsce w iążą­
ce łańcuch istotny (wraz z tym łańcuchem). Gdy 
m utanty  te analizow ano pod kątem  szybkości in­
dukow anego przez nie ruchu filamentów aktyny, 
otrzym ano liniową zależność pomiędzy prędkością 
ruchu a długością dom eny łańcuchów  lekkich. Co 
ważniejsze, w przypadku m utanta, w którym  dom ena 
łańcuchów lekkich została przedłużona, zaobserw o­
wano większą niż dla nie zm utow anego SI szybkość 
poruszania się. W ynik ten, wbrew rozpow szechnione­
m u przekonaniu, nie dostarcza bezpośrednio dow odu 
potw ierdzającego teorię dźwigni, ponieważ w przypad­
ku wielu modeli działania mostków, włączając w to 
klasyczne m odele H. E. Huxleya [39] i A. F. H uxleya 
[40], taka  liniowa zależność pow inna być spełniona. 
Jednakże mały rozrzut punktów  pom iarowych um oż­
liwił, przez ekstrapolację szybkości poruszania się SI

3 W teście tym główki miozyny przytwierdzone są do stałego 
podłoża. Po dodaniu fluorescencyjnie znakowanych filamen­
tów aktyny i ATP, prędkość poruszania się filamentów jest 
mierzona przy użyciu mikroskopu sprzężonego z kamerą 
wideo.
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A

Ryc. 2. G łów k a  m iozyny zw iązana filam entem  ak tyn o­
wym  w nieobecności nukleotydów  (stan rigor) (A ) 
i początkow ym  m om encie generacji siły (stan  
S l-A D P -P j ) .  Stan pokazany na Ryc. 6 B o d ­
p ow iad a  obrotow i dom eny łańcuchów  lekkich  
o  kąt 60°, w stosunku do stanu rigor, co daje 
przesunięcie jej C -końcow ej części, wiążącej łań­
cuch lekki regulacyjny, o ok. 110 A. Strzałką  
zaznaczona jest droga pow rotna dom eny łań ­
cuchów  lekkich do stanu rigor. D om ena katality­
czna SI oznaczona jest kolorem  czerwonym ; 
dom ena łańcuchów  lekkich —  niebieskim ; łań ­
cuch lekki istotny —  zielonym ; łańcuch lekki 
regulujący —  jasnoszarym . M onom er aktyny, 
z którym  zw iązana jest głów ka m iozyny za­
znaczony jest kolorem  ciem noszarym . (Rycina  
została  w ykonana w oparciu o n ieopublikow ane  
w spółrzędne atom ów  C a kom pleksu aktom iozy- 
ny uprzejmie dostarczone przez I. Raym enta)

Ryc. 3. F ilam ent aktynow y „udekorow any” g łów ­
kami m iozyny z rąbka brzeżnego m ikro- 
k osm ków  enterocytów  w stanie rigor (a) 
i w obecności M gA D P  (b ). Trójw ym iaro­
wą rekonstrukcję przeprow adzono na 
podstaw ie danych uzyskanych za p om ocą  
m ikroskopii elektronow ej. Białymi paska­
mi ozn aczon o  położenie łańcuchów  lek­
kich, których rolę w przypadku tej m iozy­
ny spełniają cząsteczki kalm oduliny. 
W porów naniu  z (a) różnica w położeniu  
dom eny łańcuchów  lekkich w strukturze 
(b) w ynosi 32° (wg [33]).

do wartości zero, znalezienie punktu  podparcia dźwi­
gni, tj punktu  który obraca się w miejscu. Ten punkt 
mieści się w obszarze pomiędzy dwiema reaktywnym i 
resztami cysternowymi4 i jest różny od proponow anej 
przez M i 11 i g a n a [27, 30] Gly-770. Reszty cys-

4 S1 miozyny Dycteostelium discoideum nie ma SH 1. Zamiast 
Cys-707 występuje tu Thr-688; natomiast SH2 istnieje i od­
powiada Cys-678. Tak więc mówienie o dwóch reaktywnych 
resztach cysteinowych nie jest w tym przypadku całkowicie 
ściśle.

teinowe zawierające grupy tiolowe SH1 i SH2 są 
położone na dwóch krótkich helisach połączonych 
pętlą (Ryc. 1). Gdy znajdująca się w tej pętli Gly-699, 
występująca we wszystkich miozynach, została zm uto­
wana do alaniny, szybkość wędrowania zmniejszyła się 
przeszło stukrotnie [41], przy tylko ok. pięciokrotnym  
spadku aktywności ATPazowej w obecności aktyny. 
Niewątpliwie jest to obszar o pierwszorzędnym zna­
czeniu w procesie transdukcji energii i, być może, 
punkt podparcia dźwigni.

Jaka jest rola łańcuchów lekkich w procesie genera­

Główka
miozyny

Filament
aktyny

Filament 
sst aktyny
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cji siły? Lekkie łańcuchy miozyny mają wiele funkcji5: 
zapewniają sztywność C-końcowej helisy, a w miozy­
nach gładkich mięśni kręgowców, mięśni mięczaków 
i m iozynach niemięśniowych zapewniają regulację 
skurczu [42, 43]. Łańcuchy istotne A l i A2 wykazują 
różne zachowanie w procesie polimeryzacji aktyny 
[44], co pozostaje w zgodzie z poglądem, że m ogą być 
one m odulatorem  w oddziaływaniu główki miozyny 
z aktyną [45, 46]. Jednakże rola łańcuchów lekkich 
w transdukcji energii może być bardziej aktywna, 
zwłaszcza że pewne części łańcucha istotnego znajdują 
się w pobliżu N-końcowej części łańcucha ciężkiego, 
tak iż m ogą być one sieciowane do łańcucha ciężkiego 
w sposób zależny od obecności ATP [47]. Całkow ita 
eliminacja łańcuchów lekkich, mimo iż jest możliwa, 
daje w rezultacie p rodukt bardzo niestabilny [48], 
ponieważ zostają odsłonięte hydrofobowe motywy IQ  
łańcucha ciężkiego wiążące łańcuchy lekkie. G rupa 
M a n s  t e i n a  [49] zastąpiła C-końcow ą helisę SI 
miozyny z Dietyostelium  jednym  lub dw om a a-helikal- 
nymi fragm entam i pochodzącym i z innego białka 
—  a-aktyniny. Jest zadziwiające, że taka hybryda 
białkowa wykazywała zarów no funkcje enzymatyczne 
(prawie niezmienioną kinetykę hydrolizy ATP), jak  
i zdolność przesuwania filamentów aktyny w teście 
ruchliwości in vitro. Świadczy to o tym, że główną rolą 
łańcuchów lekkich w procesie generacji ruchu jest 
usztywnienie a-helikalnego odcinka łańcucha ciężkie­
go, stanowiącego trzon dom eny łańcuchów lekkich 
(dźwigni).

Spośród wielu innych badań należy klasyczną pracę 
W a k a b a y a s h i e g o  i w s p .  [50], którzy używa­
jąc niskokątowego rozpraszania prom ieni X dokonali 
pom iarów  wpływu ATP i kilku jego analogów na 
wielkość prom ienia obrotow ego (Rg) SI. Obecność 
M gATP wywołuje zmniejszenie się Rg o 2.8 A; w przy­
padku Sl A D P Vj zm iana ta wynosi 1.9 A, a dla 
S1A D P, 0.8 A. W yniki te są zgodne z hipotezą, według 
której C-końcowy fragm ent SI po przyłączeniu ATP 
obraca się o kąt 25-30°.

Używając kilku technik spektroskopii optycznej nie 
udało się wykryć ruchu C-końcowej helisy SI. Za 
pom ocą polaryzacji fluorescencji śledzono rotacje zna­
czników przyłączonych do Cys-125 łańcucha regulują­
cego w zsynchronizowanym  włóknie mięśniowym6 
[53]. Rotacje te były bardzo małe, rzędu 3°. O bró t 
o taki kąt nie jest, oczywiście, wystarczający do 
wyjaśnienia rozm iaru kroku roboczego miozyny. Re­
zultat ten należy uznać za bardzo istotny, ponieważ 
doskonałość techniczna dwóch współpracujących la­
boratoriów , w którym  dokonano pom iarów, nigdy nie 
była kwestionowana. Powszechnie oferowane proste 
wyjaśnienie, że tylko niewielka część m ostków 7 bierze 
aktywny udział w skurczu, podczas gdy polaryzacja 
fluorescencji używana w doświadczeniu mierzy średnią 
wartość dla całej populacji mostków, jest trudne do 
przyjęcia. W podobnych w arunkach 36-52% m ostków 
jest związanych z aktyną [54], co prowadzi do wnios­

ku, że skorygow ana wartość kąta rotacji m ostka 
wynosi ok. 6°, wciąż o rząd wielkości za mało aby 
wyjaśnić odległość pokonyw aną przez główkę m iozy­
ny podczas hydrolizy jednej cząsteczki ATP.

Drugi zestaw doświadczeń kwestionujących ruch 
C-końcowej helisy pochodzi z laboratorium  au to ra 
nieniejszego artykułu. Rezonansowe przeniesienie ene­
rgii fluorescencji (FRET) zostało tu użyte do pom iaru 
odległości pomiędzy Cys-177 łańcucha lekkiego Al 
w SI miozyny z mięśnia szkieletowego a kilkom a 
resztami am inokwasowymi łańcucha ciężkiego: Lys- 
-83, Lys-553 oraz centrum  aktywnym  (Ryc. 1) [55]. 
Posługując się atom owym  modelem akto-S l [56], 
obliczono pozycje Cys-177 przy rotacji o zadany kąt. 
Pom iary odległości pomiędzy Cys-177 a wyżej wymie­
nionymi innymi miejscami cząsteczki SI w nieobecno­
ści ligandów dały dobrą zgodność pomiędzy danymi 
krystalograficznymi i FRET. Jednakże odległości 
otrzym ane z pom iarów  FR E T  zmieniły się niewiele 
w obecności ATP, ADP, aktyny, aktyny +  ADP, oraz 
analogów stanu przejściowego A D P BeFx, A D P A 1F4, 
i A D PV j. Eksperym enty te nie pozwalają wykluczyć 
małych obrotów  (o kąt <20°), natom iast są one 
niezgodne z dużymi rotacjam i, np. o kąt >45°.

Elektronow y rezonans param egnetyczny (EPR) 
oraz STEPR (Saturation Transfer EPR), odm iana tej 
techniki pozwalająca śledzić m ikrosekundow e rotacje, 
dostarczyły wyników nieco bardziej zgodnych z teorią 
dźwigni. Znaczniki spinowe połączone z Cys-707 wy­
kazały, że w stanie rigor8 istnieje tylko jedna orientacja 
dom eny katalitycznej w stosunku do filamentu ak ­
tynowego [57, 58], Podczas skurczu zarów no dom ena 
katalityczna, jak i dom ena łańcuchów lekkich wykazy­
wały w dużej mierze chaotyczną orientację, przy czym 
dom ena łańcuchów lekkich miała znacznie większą 
ruchliwość, nawet w skali m ikrosekund [49, 50], co 
zgadza się dobrze z postulatem , że jedynie ta dom ena 
wykonuje obrót. N atom iast wykazanie chaotycznej 
orientacji obu domen, a w szczególności dom eny 
katalitycznej, jest całkowicie niezgodne z klasycznymi 
m odelami skurczu mięśniowego, w których główka

5 Proszę porównać z kolejnym artykułem autorstwa R. 
Dąbrowskiej i D. Stępkowskiego.
6 W zsynchronizowanym włóknie mięśniowym poszczegól­
ne etapy cyklu ATPazowego zachodzą jednocześnie we 
wszystkich główkach. Synchronizację przeprowadza się 
przez nasączenie włókna mięśniowego prekursorem ATP, tj. 
pochodną tego nukleotydu, w którym y-fosforan jest za­
blokowany przez światłoczułą grupę, najczęściej 2-nitroben- 
zylową [51]. Taki prekursor (ang. caged-ATP) nie jest 
hydrolizowany przez miozynę i ma do niej niskie powinowa­
ctwo [52]. 50-ns impuls lasera uwalnia ATP, które wiąże się 
ze wszystkimi główkami jednocześnie, a następnie jest jedno­
cześnie hydrolizowany.
7 Mostek poprzeczny (ang. crossbridge) jest połączeniem 
pomiędzy filamentem aktynowym i miozynowym we włók­
nie mięśniowym. Składa się z główki miozyny.
8 Stan rigor (od łac. rigor mortis) występuje w główce 
miozyny połączonej z filamentem aktynowym w nieobecno­
ści nukleotydów. Powinowactwo SI do aktyny jest wtedy 
największe.
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m iozyny m a dwa ściśle określone położenia w stosunku 
do filamentu aktynowego.

Czy używając m ikroskopu elektronowego, nie m oż­
na bezpośrednio „zobaczyć” orientacji główek m iozy­
ny w stosunku do filamentu aktynowego w obecności 
A TP lub innych nukleotydów? Jest to zadanie bardzo 
trudne, z uwagi na niskie powinowactwo miozyny do 
aktyny w obecności ATP. Początkow e obserwacje [59, 
60], przeprow adzone na SI kowalencyjnie sieciowa­
nym z podjednostkam i filamentu aktynowego, d o ­
prowadziły do wniosku, że w obecności A TP istnieje 
cała gam a kątów  przyłączenia główki do filamentu. 
Prace te spotkały się z krytyczną oceną, ponieważ 
w sieciowanej aktom iozynie główka miozyny jest 
utrzym yw ana w kontakcie z aktyną również wtedy, 
gdy „funkcjonalne”, niekowalencyjne wiązania uległy­
by dysocjacji pod wpływem ATP. Takie główki nie są 
odróżniane od główek funkcjonalnie związanych. Jeśli 
jednak obniżyć siłę jonow ą roztw oru do 2 mM , 
powinowactwo SI do aktyny jest wystarczająco wyso­
kie, aby ok. 70% główek było związanych [6] bez 
potrzeby sieciowania. O trzym ane w tych w arunkach 
obrazy m ikroskopowe potw ierdzają rozmaite kąty 
przyłączenia SI do aktyny, jak  również wskazują na 
pewną zm ianę kształtu główki w obecności A TP [61]. 
W podobnych w arunkach, ale używając nieco innej 
techniki m ikroskopii ełektronowej stwierdzono, że 
kąty, które tw orzą m ostki w obecności ADP P j  nie są 
różne od tych, które występują w stanie rigor [62, 63]. 
Ponieważ w m ikroskopie elektronowym  widzi się 
głównie dom enę katalityczną, obserwacje te są zgodne 
z poglądem , że ta dom ena nie zmienia swojej orientacji 
w czasie cyklu ATPazowego.

Wyżej opisane wyniki uzyskane za pom ocą m ikro­
skopii elektronowej trudno jest skorelować z tró j­
wymiarowymi rekonstrukcjam i (zob. Ryc. 3) używany­
mi przez grupę M i 11 i g a n a [32-34, 64], ponieważ 
rekonstrukcje takie mogą być dokonane wyłącznie dla 
filamentów aktyny nasyconych SI, tj dla filamentów, 
w których z każdą  podjednostką aktyny jest związana 
główka miozyny. Tymczasem orientacja główki m io­
zyny w stosunku do osi filamentu aktynowego zmienia 
się w zależności od stopnia obsadzenia podjednostek 
aktyny przez miozynę, tj. w zależności od stopnia 
nasycenia filamentu aktynowego przez miozynę. H ipo­
teza ta, początkow o wysunięta przez J. B o r e j d ę  
[65], została potw ierdzona przez sieciowanie chemicz­
ne SI z filamentami aktynowym i [66], a także przez 
pom iary odległości pomiędzy aktyną i m iozyną m eto­
dą rezonansowego przeniesienia energii fluorescencji
[67]. W w arunkach fizjologicznych filamenty ak tyno­
we nie są nasycone główkami miozyny. W sumie, 
wydaje się, że m ikroskopia elektronow a nie potrafi 
dostarczyć jednoznacznych odpowiedzi odnośnie 
orientacji główek miozyny w stosunku do filamentu 
aktynowego w obecności nukleotydów, p raw dopodo­
bnie ze względu na dynamiczny charakter tych od­
działywań.

III. Podobieństwa kinezyny i miozyny

Jednym z najciekawszych wydarzeń w ostatnim  
czasie było odkrycie znacznych podobieństw  struk­
turalnych białek kom órek niemięśniowych kinezyny 
i ncd oraz miozyny [68, 69]. M iozyna i kinezyna są 
m otoram i m olekularnym i wykorzystującymi energię 
hydrolizy ATP do poruszania się. Białka te różnią się 
wielkością (dom ena katalityczna kinezyny ma masę 
cząsteczkową ok. 2-krotnie mniejszą niż miozyna 
i wymiary 70 x 45 x 45 A), jak  również używają róż­
nego typu polimeru na którym  się poruszają: miozyna 
używa filamentu aktynowego, kinezyna —  mikro- 
tubuli [42]. Także ich sekwencje am inokwasowe nie 
wykazują większych analogii. Jednak szczegółowa 
analiza ich struk tur trzeciorzędowych wykazuje jedno­
znacznie [68, 69], że są to białka strukturalnie podob­
ne (Ryc. 4). Podobnie jak  miozyna, kinezyna składa się 
z dwóch domen: dom eny katalitycznej, w której znaj­
duje się centrum  aktywne i miejsce wiążące tubulinę, 
oraz superhelisy stanowiącej C-końcową część cięż­
kiego łańcucha tego białka. S truk tura tej ostatniej nie 
jest jeszcze dobrze poznana; obecność długiego super- 
helikalnego fragm entu stabilizowanego przez oddzia­
ływania z drugim  łańcuchem  ciężkim kinezyny wydaje 
się najbardziej praw dopodobna na podstawie spektro­
skopii CD i przewidywań struktury  białka [3, 70]. 
Sama dom ena katalityczna składa się z sześciu a-helis 
i siedmiu segmentów (3-strukturalnych [68, 69], Ele­
menty te odnajdziemy z łatwością w miozynie i, co 
ciekawsze, większość tych elementów strukturalnych 
występuje również w białkach G [3, 68, 69]. Sugeruje 
to, że te białka mają wspólne pochodzenie ewolucyjne 
[1, 3, 68, 69], W spólną ich cechą jest to, że reagują one 
zm ianą konform acyjną na hydrolizę wiązania pom ię­
dzy (3 i y-fosforanem ATP związanego w centrum  
aktywnym. M ożna więc łatwo sobie wyobrazić, że 
takie zmiany strukturalne są przekazywane z okolic 
centrum  aktywnego w pobliże punktu  podparcia dźwi­
gni, umożliwiając jej obrót. Są jednak poważne w ątp­
liwości, czy kinezyna używa mechanizmu dźwigni. Jeśli 
C-końcowy fragment zostaje całkowicie usunięty, ki­
nezyna, k tóra w tych w arunkach jest m onom eryczna 
(jednogłówkowa), porusza się z prędkością ok. 1% 
w stosunku do natywnego białka, jednakże dodanie 
następnych dziesięciu am inokwasów  powoduje wzrost 
prędkości do ok. 20-30% wielkości charakterystycznej 
dla norm alnej kinezyny [71]. Białko takie jest ciągle 
m onom erem  i praktycznie nie ma C-końcowego super- 
helikalnego fragm entu (Ryc. 4). Tak więc, dla generacji 
ruchu przez kinezynę C-końcow a helisa nie jest nie­
zbędna.

IV. Mechanizm generacji siły przez miozynę

Zakładając, że C-końcow a helisa odgrywa pod­
stawową rolę w procesie generacji ruchu przez miozy­
nę, zaproponow ać możemy 2 mechanizmy dotyczące
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Rye. 4. P odob ieństw a strukturalne g łów ki kinezyny  
i głów ki m iozyny. W cząsteczce kinezyny  
struktura segm entu pom iędzy grotam i strza­
łek została  zrekonstruow ana na podstaw ie  
widm dichroizm u kołow ego  i przewidywań  
struktury. D om ena katalityczna kinezyny, tj. 
część globularna do punktu zaznaczonego  
gw iazdką m oże funkcjonow ać jako m otor  
m olekularny, chociaż w ykazuje niską, w p o ­
rów naniu z natyw nym  białkiem , zdolność  
translokacji m ikrotubul w teście ruchliwości 
in vitro  (wg [3]).

sposobu, w jaki hydroliza ATP jest sprzężona z ruchem 
m echanicznym główki:

a) Mechanizm konformacyjny. Połączenie SI z fila- 
mentem aktynowym  zostaje zdysocjowane pod wpły­
wem ATP (Ryc. 5A). N ukleotyd ten następnie ulega 
hydrolizie tworząc związany z SI kom pleks A D P Pj, 
a energia uzyskana z tego procesu jest m agazynow ana 
w główce miozyny przez obró t C-końcowej a-helisy
0 znaczny kąt. Powoduje to wystąpienie naprężeń 
w strukturze główki miozyny. W chwili obecnej nie ma 
żadnych danych doświadczalnych wskazujących jakie 
odkształcenia strukturalne m ogą tu występować. M o­
żemy jedynie przypuszczać, że zachodzi tu odkształ­
cenie standardow ych kątów  w wiązaniach peptydo- 
wych białka, albo zginanie jego ot-helikalnych segmen­
tów. M oże zachodzić także zginanie całej C-końcowej 
helisy [72]. Pow rót do stanu wyjściowego, tj. bez 
naprężeń, następuje w momencie uwolnienia ortofos- 
foranu, co ma miejsce, gdy S l A D P P j  wiąże się 
z filamentem aktynowym , generując w ten sposób siłę
1 ruch. Cechą charakterystyczną tego m echanizmu jest 
użycie energii hydrolizy ATP do wywołania naprężeń 
w strukturze białkowej. Należy się spodziewać, że 
istnieją dwie konform acje główki miozyny: jedna 
w nieobecności nukleotydów  i druga występująca 
w kom pleksie Sl A D P Pj [4]. Obie konformacje różnią 
się kątem , jaki tworzy C-końcow a helisa z dom eną 
katalityczną.

b) Mechanizm dyfuzyjny. Po raz pierwszy pewien 
rodzaj takiego m echanizm u został zaproponow any 
przez A. F. H u x l e y a  w 1957 [73], Idea ta uległa 
później pewnym przekształceniom  [74-76], nie zawsze

jasnym  i użytecznym. M echanizm  ten opiera się na 
funkcjonowaniu urządzenia zapadkowego. Ponieważ 
C -końcow a helisa nie jest przym ocow ana sztywno do 
dom eny katalitycznej, wychylenia z położenia rów no­
wagi zachodzą stale na skutek ruchów Browna (ru­
chów termicznych). Im większe odchylenie od położe­
nia równowagi, tym większe naprężenie w strukturze. 
Po dysocjacji od aktyny i hydrolizie ATP, statystycznie 
uśredniony kształt cząsteczki S 1 A D P P ,  jest taki sam 
jak  dla SI niezwiązanego z filamentem (Ryc. 5B). 
Kom pleksy S 1 A D P P ,  wiążą się z filamentem, ale 
dysocjują natychm iast, ponieważ ich powinowactwo 
do aktyny jest niskie, a czas życia ich połączeń 
z aktyną, krótki (xw^0 .1  ms [77]). Jednakże dla 
cząsteczek, w których wychylenie helisy osiągnęło 
pewien próg, w związanej z aktyną główce miozyny 
następuje zjawisko nieodwracalne: dysocjacja ortofos- 
foranu (co zaznaczono na Ryc. 5B gwiazdką). Pow odu­
je to wzrost powinowactwa SI do aktyny o ok. 4 rzędy 
wielkości (możliwa jest także sytuacja odw rotna, 
w której przejście ze stanu słabego oddziaływ ania do 
silnego oddziaływania z aktyną prowadzi do dysocjacji 
ortofosforanu z aktomiozyny). Po dysocjacji P i9 głów­
ka miozyny pozostaje zw iązana z filamentem przez 
czas znacznie dłuższy ( is~ 2  ms [15]), a jej energia 
naprężenia zostaje zużyta na przywrócenie helisy do 
stanu wyjściowego. Jak widać z tego modelu, ATP 
spełnia tu rolę „prostow nika”, „mechanicznej diody”
[78] albo „dem ona M axwella” [75]. M odel Brownow- 
skiej zapadki był użyty do opisu innych m otorów  oraz 
procesu translokacji białek przez m em brany [79]. 
Szacunkowe obliczenia wykazują, że dyfuzja taka

Miozyna
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Ryc. 5. D w a m echanizm y generacji siły. A) m echanizm  konfor- 
m acyjny B) m echanizm  dyfuzyjny (objaśnienia w tekście).

może się odbywać wystarczająco szybko, aby sprostać 
w ym aganiom  kurczącego się mięśnia [4]. W ydaje się, 
że w chwili obecnej dane doświadczalne lepiej pasują 
do tego mechanizmu. Jednakowoż, jeśli ten m echa­
nizm jest używany przez miozynę, jego udowodnienie 
będzie trudne, ponieważ frakcja cząsteczek, w których 
dom ena łańcuchów lekkich ma położenie faworyzują­
ce dysocjację ortofosforanu, może być bardzo mała.

W podsum owaniu: w przypadku miozyny istnieją 
dane eksperym entalne wskazujące na udział C-koń- 
cowej helisy w procesie generacji siły (ruchu). W osta t­
nim czasie mechanizm taki zyskuje coraz szerszą 
akceptację. Ze względu na pokrewieństwo ewolucyjne 
kinezyny i miozyny sądzi się, że oba m otory m olekula­
rne m ają zbliżony mechanizm generacji siły. M ateriał 
doświadczalny jest w chwili obecnej niewystarczający, 
aby jednoznacznie wypowiedzieć się za lub przeciw 
m echanizm owi dźwigni. Problem y te wymagają dal­
szych badań, w których przydatne m ogą być techniki 
biofizyczne i biochemiczne.
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Wpływ łańcuchów lekkich miozyny na jej funkcjonowanie 

The influence of myosin light chains on its work
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I. Wstęp

M iozyna konw encjonalna (zwana też m iozyną II), 
jest białkiem  m otorycznym  odgrywającym rolę w pro­
cesach skurczu mięśni i ruchliwości kom órkowej. Jest 
heksam erem  zbudow anym  z dwóch łańcuchów cięż­
kich (o masie ok. 200 kDa) oraz dwóch par łańcuchów 
lekkich: regulujących (20 kDa) i istotnych (16-25 kDa) 
[1, 2]. Łańcuchy lekkie związane są z N-końcowym i 
fragm entam i łańcuchów ciężkich, k tóre na tym odcin­
ku nie są zwinięte w superhelisę i tw orzą struktury  
globularne zwane główkami (Ryc. 1A). W strukturze 
główek miozyny, jak  wykazały badania przy użyciu 
przeciwciał [3] oraz badania krystalograficzne [4, 5], 
m ożna wyróżnić dwie domeny: m otoryczną, w której 
znajduje się miejsce katalityczne i miejsce wiązania 
aktyny oraz regulatorow ą, utw orzoną z trzech elemen­
tów: regulującego i istotnego łańcucha lekkiego i ot-he- 
likalnego fragm entu łańcucha ciężkiego (Ryc. IB). 
Istotny lekki łańcuch wiąże się z N -końcow ą częścią, 
a regulujący z C-końcow ą częścią helikalnego odcinka 
łańcucha ciężkiego.

Przedm iotem  niniejszego artykułu jest znaczenie 
łańcuchów lekkich dla generacji siły (ruchu) przez 
dom enę m otoryczną miozyny, a także dla regulacji jej 
aktywności.

II. Struktura łańcuchów lekkich

Łańcuchy lekkie wchodzą w skład rodziny białek

1 Prof. dr hab., 2 doc. dr hab. Zakład Biochemii Mięśni, 
Instytut Biologii Doświadczalnej im. M. Nenckiego, PAN, 
ul. Pasteura 3, 02-093 Warszawa
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V. Conclusions

zawierających powielony strukturalny motyw helisa- 
-pętla-helisa (EF hand) służący wiązaniu jonów  C a2 + 
[6, 7]. W obydwu lekkich łańcuchach motyw ten 
pow tarza się cztery razy, jednakże na skutek zmian 
w sekwencji lub delecji reszt aminokwasowych w d ru ­
giej, trzeciej i czwartej pętli utraciły one zdolność 
wiązania jonów  C a2 + . Istotne łańcuchy wszystkich 
miozyn, z wyjątkiem miozyny mięczaków, utraciły 
również miejsce wiązania C a2 + w domenie pierwszej 
[8], natom iast pętla pierwsza regulującego łańcucha 
lekkiego wiąże C a2 + w sposób niespecyficzny. Przypu­
szcza się, że w miozynie mięśni gładkich miejsce to jest 
wysycone M g2+ [9], a w miozynie mięśni szkieleto­
wych, w zależności od ich stanu fizjologicznego, C a2 + 
lub M g2+ [10, 11]. Specyficzne miejsce wiązania C a2 + 
w miozynie mięczaków tworzy nietypowy motyw EF 
hand, do którego stabilizacji potrzebne są wszystkie 
elementy domeny regulatorowej, chociaż reszty ami- 
nokwasowe wiążące C a2+ znajdują się w pierwszej 
pętli istotnego łańcucha lekkiego [12]. W yizolowany 
istotny łańcuch mięczaków nie wiąże C a2 + .

Różnice w sekwencji reszt aminokwasowych łań­
cuchów lekkich miozyny mięśni prążkow anych (szkie­
letowych i serca) i gładkich kręgowców, a także mięśni 
prążkowanych mięczaków, w szczególności różnice 
w sekwencji miejsc ich połączenia z łańcuchem ciężkim 
(Ryc. 2), determ inują ich różną rolę fizjologiczną. N a tę 
ostatnią różnicę wskazuje konieczność użycia różnych 
związków chemicznych do oddysocjowania łańcu­
chów lekkich od reszty cząsteczki miozyny. N a przy­
kład, regulujący łańcuch lekki, w nieobecności katio­
nów dwuwartościowych, jest selektywnie usuwany 
z miozyny mięśni szkieletowych przez DTNB (kwas 
5,5'-ditiobis-(2-nitro-benzoesowy)), który powoduje
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A

Ryc. 1. Struktura cząsteczki m iozyny (A). M odel prezentuje jedno  
z praw dopodobnych  ułożeń głów ek względem  ogonka. 
K olorem  niebieskim  zaznaczono łańcuchy ciężkie m iozyny  
tw orzące na N -k ońcu  globularne g łów ki a na C -końcu  
zw inięte w superhelisę. Łańcuchy lekkie znajdują się 
w C -końcow ej części głów ek i oznaczone są koloram i 
zielonym  —  łańcuch regulujący i kolorem  czerw onym  

istotny łańcuch. Szczegółow a struktura dom eny regula­
torowej (lekkich łańcuchów ) pokazana jest na rycinie 1 B 
gdzie w skazano położenie jonu  M G 2+ w iązanego w ym ien­
nie z C a2+ w regulującym  łańcuchu i jonu  C a2+ w iązanego  
przez łańcuch istotny. P rzedstaw iona struktura jest struk­
turą krystalograficzną dom eny regulatorowej m iozyny  
z m ięśni m ięczaków  [5 ].

tworzenie m ostków dwusiarczkowych w końcu C re­
gulującego łańcucha [15], z mięśni mięczaków przez 
chelatowanie kationów  dwuwartościowych EDTA 
(solą sodową kwasu etyleno-diam inoczterooctowego) 
[ 16], a z mięśni gładkich przez T F P  (trifluoroperazynę) 
(związek znany z oddziaływania z kalm oduliną) [17]. 
Usunięcie regulujących łańcuchów ułatwia dysocjację 
istotnych łańcuchów lekkich.

III. Funkcje łańcuchów lekkich

W ykazano, że usunięcie łańcuchów lekkich z m iozy­
ny mięśni szkieletowych wpływa na aktywność m oto- 
ryczną miozyny: nieznacznie ham ując jej aktywność 
enzymatyczną w kompleksie z aktyną i dziesięciokrot­
nie spowalniając szybkość generowanego przez nią

ruchu filamentów aktynowych wobec immobilizowa- 
nej miozyny [18] w teście ruchliwości (ang. motility 
assay) in vitro (opisanym w [19]). Spadek szybkości 
ruchu filamentów aktynowych jest większy w przypad­
ku miozyny pozbawionej istotnych, niż regulujących 
łańcuchów lekkich. Usuwanie łańcuchów lekkich 
z mięśni gładkich także powoduje obniżenie jej aktyw ­
ności motorycznej [17]. Ponieważ delecja 26 reszt 
am inokwasowych końca C regulującego łańcucha 
(który łączy się z łańcuchem ciężkim) powoduje takie 
samo zmniejszenie szybkości ruchu filamentów ak ­
tynowych jak  usunięcie całego łańcucha, przypusz­
czano, że zmiany właściwości m otorycznych tow arzy­
szące usuwaniu łańcuchów lekkich mogą być wywoła­
ne destabilizacją ciężkiego łańcucha miozyny [17]. 
Obecnie wiadom o jednak, że funkcja łańcuchów lek­
kich jest bardziej złożona. O prócz fundamentalnej roli 
strukturalnej, k tórą pełnią łańcuchy lekkie wszystkich 
typów mięśni, w mięśniach gładkich kręgowców i mięś­
niach prążkowanych mięczaków ich rola polega rów ­
nież na regulacji aktywności dom eny motorycznej 
[20], a w mięśniach prążkowanych kręgowców na jej 
modulacji [21, 22].

III-I. Regulacja (lub modulacja) aktywności 
motorycznej miozyny

Nieufosforylowane regulujące łańcuchy lekkie dzia­
łają jako  represor aktywności motorycznej miozyny 
z mięśni gładkich [23]. Fosforylacja jej Ser19 um oż­
liwia tworzenie przez miozynę filamentów, prowadzi 
do około 100-krotnego wzrostu szybkości hydrolizy 
ATP przez kom pleks aktom iozynowy, a także pow o­
duje znaczny wzrost szybkości ruchu filamentów ak ­
tynowych w testach ruchliwości in vitro [24], Regulacji 
aktywności motorycznej przez fosforylację podlega 
natywna miozyna, bądź jej proteolityczny fragment, 
ciężka m erom iozyna, zawierająca dwie główki i okreś­
lonej długości odcinek superhelisy. Aktywność miozy­
ny jednogłówkowej, jak  też samych główek m iozyno- 
wych nie jest regulowana, mimo, że zawierają one 
łańcuchy lekkie [25, 26], Sugeruje to, że dla regulacji 
aktywności motorycznej miozyny poprzez fosforylację 
istotna jest obecność dwóch główek. N a asocjację 
dwóch główek nieufosforylowanej miozyny z mięśni 
gładkich wskazywały wcześniejsze wyniki ich chemicz­
nego sieciowania i m ikroskopii elektronowej [15, 
27-29]. M ożna przypuszczać, że podobnie jak  to ma 
miejsce w przypadku monomerycznej miozyny w w a­
runkach in vitro [30], również w przypadku filam en­
tów oddziaływania elektrostatyczne między główkam i 
nieufosforylowanej miozyny, lub/i oddziaływ ania re­
gulujących łańcuchów z ciężkimi blokują uwalnianie 
produktów  hydrolizy ATP z miejsca katalitycznego, co 
w konsekwencji prowadzi do ham ow ania aktywności 
domeny motorycznej. Fosforylacja S er19 poprzez 
zmniejszenie dodatniego ładunku N -końcowego od ­
cinka regulującego łańcucha w każdej z dwu główek
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A

Gatunek Mięśnie

kura------------ -- APKKAiCKRIEGAN“ SNVFSMFEQAQIQEFKEAFTIMDQNRDGFIDKADLRDTFAAL
człowiek -- APKKAKKRAGGAN--SNVFSMFEQTQIQEFKEAFTIMDQNRDGFIDKNDLRDTFAAL
mysz --- APLFAKKRIEGGT--SNVFSMFEQTQIQEFKEAFTIMDQNRDGFIDKNDLRDTFAAL Sercowe
szczur---------- ---SPKKAKKRLEGGS— -SNVFSMFEQTQIQEFKEAFTIMDQNRDGFIDKNDLRDTFAAL

kura  PKKAKRRAAEGS —  SNVFSMFDQTQIQEFKEAFTVIDQNRDGIIDKDDLRETFAAM
królik---------- --- APKKAKRRAAAEGGSSNVFSMFDQTQIQEFKEAFTVIDQNRDGIIDKEDLRDTFAAM Szkieletowe
szczur---------- -- APKKAKRRAAAEG-SSNVFSMFDQTQIQEFKEAFTVTDQNRDGIIDKEDLRDTFAAM

kura SSKRAKAFCTTKJ;CRPQ.RATSNVFAMFDQSQIQEFKEAFNMIDQNRDGFIDKEDLHDMLASM
Świnia SSKRAKAKTTKKRPQRATSNVFAMFDQSQIQEFKEAFNMIDQNRDGFIDKEDLHDMLASL Gładkie
człowiek SSitRAKAKATKKRPQRATSNVFAMFDQSQIQEFKEAFNMIDQNRDGFIDKEDLHDMLASL
szczur SSiCRAKTKTTKKRPQRATSNVFAMFDQSQIQEFKEAFNMIDQNRDGFIDKEDLHDMLASM

halocynthia r. ---------------- ATSNVFSMFDQSQIQEFKEAFTMIDANRDGFIDQEDLKDTYASL
placopecten ------------- ADKAASGVLTKLPQKQIQEMKEAFSMIDVDRDGFVNKDDLKAISEQL
chlamys n. --------------ADKAASGVLTKLPQKQIQEMKEAFSMLDVDRDGFVNKDDLKAISEQL Mięczaków
aąuipecten ------------- ADKAASGVLTKLPQKQIQEMKEAFSMIDVDRDGFVSKEDIKAISEQL
patinopecten ------------- ADKAASGVLTKLPQKQIQEMKEAFSMIDVDRDGFVSKDDIKAISEQL

B

Gatunek Mięśnie

kura AYIKEMLMTQEGRFSQEEIDQMFAAFPPDVSGNLDYKNLVHVITHGEEKD--
człowiek DYVREMLTTQAERFSKEEVDQMFAAFPPDVTGNLDYKNLVHIITHGEEKD—
mysz DYVREMLTTQAERFSKEEIDQMFAAFPPDVTGNLDYKNLVHIITHGEEKD—  Sercowe
szczur DYVREMLTTQAERFSKEEIDQMFAAFPPDVTGNLDYKNLVHIITHGEEKD—

kura SFLEELLTTQCDRFTPEEIKNMWAAFPPDVAGNVDYKNICYVITHGEDKEGE
królik QFLEELLITQCDRFSQEEIKNMWAAFSPDVGGNVDYKNICYVITHGDAKDQE Szkieletowe
szczur QFLEELLTTQCDRFSQEEIKNMWAAFPPDVGGNVDYKNICYVITHGDAKDQE

kura DHLRELLTTMGDRFTDEEVDEMYREAPIDKKGNFNYVEFTRILKHGAKDKDD
Świnia DHLRELLTTMGDRFTDEEVDEMYREAPIDKKGNFNYVEFTRILKHGAKDKDD
człowiek DHLRKLLTTMGDRFTDEEVDEMYREAPVDKKGNFNYVEFTRILKHGAKDKHD Gładkie
szczur DYLRELLTTMGDRFTDEEYDELYREAPIDKKGNFNYIEFTRILKHGAKDKDD

halocynthia r. NYLAEIMMTQADRFSQSEVNQMFDISPIDVAGNLDYKSLCYIITHGQEEE--
placopecten EYIKDLLENMGDNFTKDEMRMT FKEAPVT-GGKFDYVKFTAMIKGSGEEEA-
chlamys n. EYIKDLLENMGDNFTKDEMRMTFKEAPVT-GGKFDYVKFTAMIKGSGEDDA-
aąuipecten EYIKDLLENMGDNFNKDEMRMTFKEAPVE-GGKFDYVKFTAMIKGSGEEEA-
patinopecten EYIKDLLEDMGNNFNKDEMRMTFKEAPVE-GGKFDYVKFTAMIKGSGEDEA-

Mięczaków

Ryc. 2. Fragm enty sekwencji łańcuchów  regulujących z różnych typów  m ięśni wybranych gatunków . (A) N -k ońcow y fragment łańcuchów  
regulujących. Z aznaczono tłustym  drukiem  serynę ulegającą fosforylacji w m ięśniach sercow ym , szkieletow ym  i gładkim  a drukiem  
pochyłym  pozytyw nie naładow ane reszty lizyny i argininy w ażne d la rozpoznaw ania przez kinazę lekkich łańcuchów  miejsca fosforylacji 
na serynie. (B) C -końcow a część sekwencji łańcuchów  regulujących. T łustym  drukiem  zaznaczono w sekw encjach łańcuchów  z mięśni 
gładkich reszty argininow e praw dopodobnie biorące udział w oddziaływ aniu  z grupą fosforanow ą przyłączoną do ulegającej fosforylacji 
seryny. U staw ien ia  sekwencji d ok on ano  przy p om ocy program u A ntheprot [13, 14],

miozyny, może wpływać na te oddziaływania. Ocenę 
znaczenia zmian wypadkowego ładunku w procesie 
regulacji przeprow adzono przy zastosow aniu licznych 
m utacji N -końca regulujących łańcuchów. Zm iana 
ładunku w rejonie obejmującym A rg13-S er19, podob­
na do zm iany wywołanej przez fosforylację Ser19, 
pow odow ała wzrost generowanej przez mięsień siły 
i utrzym ywała miozynę z mięśni gładkich w postaci 
filamentów, nie wpływając jednakże na aktywność 
ATPazy aktom iozynowej i ruch filamentów ak tyno­
wych [31]. Zatem  regulacji aktywności motorycznej

miozyny przez fosforylację nie m ożna tłumaczyć wyłą­
cznie zm ianami wypadkowego ładunku. M utacje 
C-końcowych fragmentów regulujących łańcuchów 
pokazały, że odgrywają one istotną rolę w przekazywa­
niu informacji o zm ianach konformacyjnych N -koń- 
ców wywołanych przez fosforylację Ser14 do łańcu­
chów ciężkich obu główek miozynowych [30], W ten 
sposób wykazano, że aktywacja ATPazy i ruchu 
filamentów aktynowych nie zależy wyłącznie od zmian 
ładunku na końcu N regulujących łańcuchów, ale 
także od przestrzennych uw arunkow ań, które są speł­
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nione tylko przez reszty fosforanowe [31], a ponadto  
zależy od właściwego ustawienia rejonu końca C regu­
lującego łańcucha w stosunku do odpowiedniego 
odcinka stabilnej superhelisy łańcucha ciężkiego w k a­
żdej z dwu główek [32, 33].

Regulujące łańcuchy lekkie miozyny mięśni mięcza­
ków mimo, że w pozycji 6 m ają resztę serynową, 
hom ologiczną do fosforylowanej seryny regulujących 
łańcuchów z mięśni gładkich, nie ulegają fosforylacji 
z pow odu braku dodatnio  naładow anych reszt amino- 
kwasowych w rejonie ich N-końców, które niezbędne 
są dla katalityczej aktywności kinazy [34] (Ryc. 2). 
Ham ow anie aktywności motorycznej miozyny mię­
czaków przez regulujące łańcuchy lekkie jest znoszone 
przez wiązanie C a2+ z 9 resztami am inokwasowymi 
N końcowej, nietypowej pętli istotnych łańcuchów 
lekkich, a stabilizowane przez szereg połączeń z re­
sztami am onokwasowym i należącymi zarów no do 
regulujących łańcuchów (pętli trzeciej i czwartej) jak  
i łańcuchów ciężkich [11, 35]. Ta stabilizacja wynika 
z właściwej orientacji wzajemnej wszystkich trzech 
łańcuchów dom eny regulatorowej każdej z dwu głó­
wek miozyny, koniecznej dla utworzenia miejsca wią­
zania C a2 + [5, 36]. Usunięcie regulujących łańcuchów 
powoduje zanik wrażliwości na C a2 + , aktywowanej 
przez aktynę, ATPazy miozynowej i 10-15-krotne 
obniżenie szybkości ruchu filamentów aktynowych (w 
teście ruchliwości in vitro) [37]. Podobny efekt wywo­
łuje delecja 12 lub więcej C-końcowych reszt am ino- 
kwasowych regulujących łańcuchów [38]. Zatem, po­
dobnie jak  w przypadku mięśni gładkich C-końcow a 
połowa regulujących łańcuchów jest niezbędna dla 
regulacji aktywności motorycznej miozyny mięcza­
ków. Przypuszcza się, że w obu przypadkach bierze 
ona udział w transmisji zmian konformacyjnych (wy­
wołanych modyfikacją miozyny przez fosforylację, 
bądź wiązanie C a2 + ) z dom eny regulatorowej do 
dom eny motorycznej [20]. H am ow anie aktywności 
motorycznej miozyny mięczaków, tak samo jak  m iozy­
ny mięśni gładkich, spow odow ane jest asocjacją dwu 
główek, praw dopodobnie za pom ocą regulujących 
łańcuchów, oraz główek z superhelisą łańcucha cięż­
kiego [39]. Dla pełniejszego zrozum ienia mechanizmu 
regulacji ważne byłyby informacje na tem at struktury  
regulowanej miozyny w stanie nieaktywnym, które 
m ożna by uzyskać poprzez krystalizację jej dwugłów- 
kowego fragmentu.

Sekwencja reszt aminokwasowych kom ponent d o ­
meny regulatorowej miozyny mięśni mięczaków i mię­
śni gładkich jest w znacznym stopniu konserw atywna 
[12]. Zastąpienie regulujących łańcuchów lekkich 
w miozynie mięśni mięczaków regulującymi łańcucha­
mi z mięśni gładkich nie wpływa na regulację jej 
aktywności motorycznej przez C a2+ [40]. Jednakże 
istotne łańcuchy lekkie miozyny z mięśni gładkich nie 
są zdolne do specyficznego wiązania C a2+ nawet 
w przypadku, gdy pozostałe elementy dom en regulują­
cej (łańcuch regulujący i ciężki) pochodzą z mięśni

mięczaka [11].
Sekwencja reszt am inokwasowych regulujących lek­

kich łańcuchów miozyny z mięśni szkieletowych znacz­
nie bardziej różni się od sekwencji reszt regulujących 
łańcuchów miozyny z mięśni gładkich i mięśni mięcza­
ków [12]. W ym iana regulujących łańcuchów z mięcza­
ków na regulujące łańcuchy z mięśni szkieletowych 
powoduje zanik regulacji przez C a2+ [40]. Podobny 
zanik regulacji przez fosforylację miozyny mięśni gład­
kich obserwuje się po zastąpieniu jej regulujących 
łańcuchów, regulującymi łańcucham i z mięśni szkiele­
towych [41]. Chimery regulujących łańcuchów utw o­
rzone przez połączenie połówek łańcuchów z mięśni 
gładkich i szkieletowych pokazały, że za zanik regulacji 
odpowiedzialne są różnice w sekwencji C-końcowej 
połowy łańcuchów szkieletowych [33]. Porów nanie 
sekwencji obu rodzajów  łańcuchów ujawniło brak 
w C-końcowej połowie łańcuchów z mięśni szkieleto­
wych m.in. reszt argininy (Ryc. 2), k tóre p raw dopodob­
nie biorą udział w koordynacji fosforanu fosfoseryny 
w regulujących łańcuchach mięśni gładkich [42], P o­
nadto  wykazano, że powinowactwo regulujących łań­
cuchów lekkich miozyny z mięśni szkieletowych do 
łańcuchów ciężkich miozyny z mięśni gładkich jest 100 
razy niższe niż regulujących łańcuchów z mięśni gład­
kich [33]. O pisane wyżej różnice sprawiają, że regulu­
jące łańcuchy lekkie miozyny z mięśni szkieletowych 
nie m ogą brać udziału w regulacji działania dom eny 
motorycznej w taki sposób, jak  to czynią regulujące 
łańcuchy miozyny z mięśni gładkich i mięśni m ięcza­
ków. Tym niemniej są dowody na to, że spełniają one 
rolę m odulującą działanie dom eny motorycznej (patrz 
następny podrozdział).

III-2. Wpływ łańcuchów lekkich na generację siły 
i szybkość skurczu mięśni

Badania generacji siły (napięcia) przez miozynę 
rekonstytuow aną z łańcuchów ciężkich i różnych łań ­
cuchów lekkich mięśni szkieletowych wykazały, że 
istotne łańcuchy lekkie są niezbędne do pełnej generacji 
siły. M iozyna pozbawiona tych łańcuchów wytwarzała 
siłę o 60% niższą od miozyny mającej obydwa rodzaje 
łańcuchów lekkich [43]. Tego faktu nie można tłum a­
czyć wyłącznie destabilizacją helikalnego fragmentu 
łańcucha ciężkiego, do którego wiąże się istotny łańcuch 
lekki. Usuwanie bowiem regulującego łańcucha, który 
wiąże się w sposób podobny do łańcucha ciężkiego 
w każdej z dwu główek miozyny nie ma wpływu na 
generację siły. Zmniejszenie siły generowanej przez 
miozynę pozbawioną istotnych łańcuchów wynika p ra­
wdopodobnie nie tylko ze zmniejszonej liczby m ostków 
między miozyną i aktyną, lecz także ze zmian w kinetyce 
tworzenia mostków. Wskazuje na to, skrócony o 30% 
cykl roboczy m ostków (ang. duty cycle) (część cał­
kowitego cyklu mostków, w czasie którego miozyna jest 
połączona z aktyną i generuje ruch) po usunięciu 
istotnych łańcuchów lekkich [43].
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W ykazano, że ekstrakcja regulujących łańcuchów 
z w łókien mięśni szkieletowych powoduje zmniejszenie 
izom etrycznego napięcia, co świadczy o ich wpływie na 
kientykę cyklicznego tworzenia i dysocjacji m ostków 
pom iędzy filamentami miozynowymi i aktynowym i 
[44]. O statn io  opublikow ane badania [45] wskazują, 
że główną funkcją łańcuchów lekkich miozyny z mięśni 
szkieletowych jest stabilizacja C-końcowego fragm en­
tu łańcucha ciężkiego główki. Zastąpienie bowiem na 
drodze m anipulacji genetycznych jej dom eny regulato­
rowej przez sztywny fragment a-aktyniny nie zmienia 
właściwości m otorycznych główki.

Fosforylacja Ser13 regulujących łańcuchów miozy­
ny mięśni szkieletowych powoduje wzmacnianie siły, 
wytwarzanej przy niskim poziomie aktywacji przez 
C a2 + . O dbyw a się to, jak  sugerują jedni autorzy [22, 
46, 47], poprzez odchylanie główek miozynowych od 
trzonu filamentu, lub jak  sugerują inni [48, 49], 
poprzez dezorganizację główek, co może wskazywać 
na ich zwiększoną ruchliwość i dostępność dla aktyny. 
Podobne, związane ze zm ianą ładunku, efekty uzys­
kano wstawiając regulujące ufosforylowane łańcuchy 
lekkie z mięśni gładkich do mięśni prążkowanych 
mięczaków [47, 50].

D la regulacji aktywności motorycznej miozyny 
z mięśni gładkich przez fosforylację istotne łańcuchy 
lekkie nie są potrzebne [20]. Ich rola polega na 
stabilizacji dom eny łańcucha ciężkiego z którym  się 
wiążą, co jest niezbędne dla pełnej aktywności dom eny 
motorycznej miozyny. Aktywność m otoryczna miozy­
ny zawierającej tylko ufosforylowane regulujące łań­
cuchy jest znacznie niższa od tej, k tóra zawiera również 
istotne łańcuchy [23].

IV. Izoformy łańcuchów lekkich miozyny i ich 
znaczenie funkcjonalne

Tabela 1 prezentuje izoformy lekkich łańcuchów 
miozyny występujące w mięśniach dorosłego osobnika 
rodziny kręgowców. W mięśniach szkieletowych wy­
stępują dwie izoformy istotnych łańcuchów lekkich 
charakterystyczne dla mięśnia szkieletowego szybkie­

go: długa (21 kDa) i k ró tka (16 kDa), oraz dwie 
izoformy charakterystyczne dla mięśnia szkieletowego 
wolnego: a i b (obie długie). Izoform a wolna b jest 
jednocześnie izoformą spotykaną w kom orach ser­
cowych. W przedsionkach serca dorosłego osobnika 
występuje izoforma charakterystyczna dla fazy em b­
rionalnej organizmu. R óżnorodność występowania 
izoform łańcucha regulującego w tych typach mięśni 
jest mniejsza i ogranicza się do izoform typowych dla 
miozyny z mięśni szkieletowych szybkich, szkieleto­
wych wolnych, będących jednocześnie formą występu­
jącą  w kom orach serca, oraz izoformy przedsionkowej 
serca.

Najlepiej poznany jest wpływ występowania okreś­
lonej izoformy łańcucha lekkiego na właściwości m io­
zyny dla mięśnia szkieletowego szybkiego. Jak już 
wspom niano, w mięśniach tych m ogą występować 
dwie izoformy łańcucha istotnego: długa i krótka. Są 
one produktem  ekspresji tego samego genu w wyniku 
alternatyw nego wycinania intronów  (ang. alternative 
splicing) [51]. W mięśniu szkieletowym szybkim króli­
ka izoforma długa istotnego łańcucha lekkiego ma 
taką sam ą sekwencję jak  izoforma kró tka na odcinku 
141 C-końcowych reszt aminokwasowych. D odatko­
wy fragment zawierający 41 reszt jest obecny na 
N -końcu łańcucha. Pomiędzy tymi 41 resztami amino- 
kwasowymi a odcinkiem 141 reszt znajduje się frag­
m ent 8-miu reszt, homologicznych dla obydwu łań­
cuchów (Ryc. 3). M iozyny zawierające te dwie izofor­
my istotnych łańcuchów mało się różnią. Jednakże 
główki miozyny zawierające izoformę długą m ają 
większe powinowactwo do aktyny niż te, które zawie­
rają izoformę kró tką [52-54]. Równocześnie główka 
miozynowa zawierająca długą izoformę łańcucha is­
totnego przyspiesza znacznie efektywniej polimeryza­
cję monomerycznej aktyny, niż główka zawierająca 
izoformę kró tką [55]. W doświadczeniach przy użyciu 
testu ruchliwości stwierdzono, że miozyna zawierająca 
tylko izoformę długą łańcucha istotnego porusza fila- 
m enty aktynow e z prędkością dwa razy mniejszą niż 
m iozyna zawierająca tylko izoformę kró tką [56]. 
Zjawiska te mogą być efektem wiązania się N -koń- 
cowego fragm entu długiej izoformy z C-końcem ak-

Tabela 1.
Izoform y łańcuchów  lekkich m iozyny w ystępujące w różnych m ięśniach dorosłych osob n ik ów  z rodziny  
kręgow ców .

Typ mięśni Łańcuchy istotne Łańcuchy regulujące

szkieletow y szybki 2 izoform y (długa i krótka) 1 izoform a (szybki)

szkieletow y w olny 2 izoform y a (w olny) i b 
(w olny/kom orow y)

1 izoform a (w olny/kom orow y)

sercowy 2 izoform y
(przedsionkow o/em brionalny i 
w olny/kom orow y)

2 izoform y (przedsionkow y i 
k om orow y/w olny)

gładki 2 izoform y (m ięśniow y i 
niem ięśniow y)

2 izoform y (m ięśniow y i 
niem ięśniow y)
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długi PKKNVKKPAA AAAPAPKAPA PAPAPAPAPK EEKIDLSAIK IEFSKEQQDE
10 20 30 40 50

krótki SFSADQIAE

długi FKEAFLLYDR TGDSKITLSQ VGDVLRALGT NPTNAEVKKV LGNPSDEQMN
60 70 80 90 100

krótki FKEAFLLYDR TGDSKITLSQ VGDVLRALGT NPTNAEVKKV LGNPSDEQMN

długi AKKIEFEQFL PMLQAISNNK DQGTYEDFVE GLRVFDKEGD TVGMGAEŁRH
110 120 130 140 150

krótki AKKIEFEQFL PMLfiAISNNK DQGTYEDFVE GLRVFDKEGD TVGMGAELRH

r l ł i in i  t /T  ArpT ITiriTTn? A T lw iŁ P  A1?rł<2‘KTr*PT'KrV F  JMWfTMTTWCTU f U G I  V J .  i j w i j l \ P Q i \  nł n  n  V Pi M  i iIm M l *t 1^/O JN Ij L/ JLJN JL V I yIt  JL .r^O  x

160 170 180 190
krótki VLATLGEKMK EEEVE ALMAG QEDSNGC INY EAJTVKHXMSI

Ryc. 3. Porów nanie sekwencji długiej i krótkiej izoform y isto tnego  łańcucha lekkiego z m ięśni szkieletow ych szybkich królika. O bszary  
o  identycznej lub podobnej sekwencji przed staw ion o  ja k o  zacieniow ane.

tyny [57, 58]. Sekwencje N -końców  długiej izoformy 
istotnego łańcucha lekkiego z różnych źródeł są przed­
stawione na rycinie 4. Ich porów nanie ujaw nia ch a rak ­
terystyczne elementy: obecność czterech reszt lizyny na 
samym N -końcu, które praw dopodobnie są odpow ie­
dzialne za oddziaływanie z C-końcem aktyny [59] 
a także obecność odcinka bogatego w pow tórzenia 
A la-Pro stanowiącego praw dopodobnie sztywne ra ­

mię umożliwiające dotarcie do miejsca docelowego na 
aktynie wspom nianych lizyn. Koncepcja ta jest obec­
nie spraw dzana w wielu laboratoriach [22]. O statnio 
stwierdzono, że oddziaływanie N -końca długiej izofor­
my istotnego łańcucha lekkiego z aktyną ma bardzo 
duże znaczenie przy generacji siły we włóknach mięś­
niowych [60] oraz wpływa na aktywność ATPazy 
miofibrylarnej [61]. Efekty te stw ierdzono przy sub-

CtiCs 193 -PPKKPEP- -KK APEPKKEEPK PAPKPA---- ---EPEPKKE — VEFNPASI— -KV—
HmVSb 194 -APKKPEP- -KK D-DAK-AAPK AAPAPAPPP- ---EPERPKE — VEFDASKI— -KI —
RtVSb 199 -APKKPEP- -KK D-DAKTAAPK AAPAPAAAPA AAPEPERPKE — AEFDASKI— -KI —
HmEA 196 -APKKPEP- -KK EAAKPAPAPA PAPAPAPAP- ---APEAPKE — PAFDPKSV-- -KI —
MsEA 192 -PPKKPEP- -KK EAAKPAAAPA PAASAAPEP- ---L---- KD — SAFDPKSV— -KI —
RtEA 192 -PPKKPEP- -KK ETAKVAAAPA PAPAPAPEP- ---L---- RD — SAFDPKSV— -KI —
ChEB 185 MPLKKPDP- -KK DAAKAAAAPE VP--------- --------- KE — FTFDPKSV— -KI —
ChFSl 190 — PKK-DV- -KK P— AAAAAPA PAPAPAPAP- ---APAKPKE — PAIDLKSI— -KI —
HmFSl 193 -APKK-DV- -KK PVAAAAAAPA PAPAPAPAP- ---APAKPKE — EKIDLSAI— -KI —
RbFSl 191 -APKK-DV- -KK P— AAAAAPA PAPAPAPAP- ---APAKPKE — EKIDLSAI— -KI —
MsFSl 187 -APKK-DV- -KK P----- AAA- PAPAPAPAP- ---APAKPKE — EKIDLSAI-- -KI —
RtFSl 188 -APKK-DV- -KK P----- AAAA PAPAPAPAP- ---APAKPKE — EKIDLSAI— -KI —
HmSa 208 MPPKK-DVPVKK PAGPSISKPA AKPAAAGAPP AKTKAEPAVP QAQKTQEPPVDLSKVVI

P** DP ★ ★ AA A PAPAPAPAP P PKE FD I *1
Ryc. 4. Porów nanie sekwencji N -końcow ych  od cin k ów  różnych  izoform  istotnych łańcuchów  lekkich. W ytłuszczonym  drukiem  zaznaczono  

reszty lizyn praw dopodobnie biorących udział w odd zia ływ an iu  z C -końcem  aktyny. O znaczenia izoform: C hC s —  kura —  z m ięśnia 
sercowa; H m V Sb —  człow iek  —  kom ory serca, m ięśn ie szk ie letow e w olne typ b; RtVSb —  szczur —  kom ory serca, m ięśnie szkieletow e  
w olne typ b; H m EA  —  człow iek  —  przedsionki serca, m ięśnie em brionalne; M sEA —  m ysz —  przedsionki serca, m ięśnie em brionalne; 
RtEA —  szczur —  przedsionki serca, m ięśnie em brionalne; C hE B —  kura —  forma em brionalna; C h F S l —  kura —  m ięsień szkieletow y  
szybki, forma długa; H m F S l —  człow iek —  m ięsień szk ie letow y szybki, forma długa; R b F S l —  królik —  m ięsień szkieletow y szybki, 
form a długa; M sF S l —  m ysz —  m ięsień szk ie le tow y szybki, forma długa; R tF Sl —  szczur —  m ięsień szkieletow y szybki, form a długa; 
H m Sa —  człow iek  —  m ięsień szkieletow y.
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m aksym alnych stężeniach C a2 + , co sugeruje współ­
działanie N -końca długiej izoformy istotnego łańcucha 
lekkiego z systemem regulującym troponinow o-tropo- 
ninow o-tropom iozynow ym  filamentu aktynowego. 
W skazuje na to zmniejszenie stopnia regulacji układu 
A TPazy aktom iozyny sercowej po selektywnym skró­
ceniu od strony N -końca łańcucha istotnego [62]. 
W spółdziałanie istotnego łańcucha z systemem regulu­
jącym  filam entu aktynowego wydaje się być logiczne, 
biorąc pod uwagę fakt, iż długa izoforma istotnych 
łańcuchów  lekkich występuje tylko w mięśniach szkie­
letowych szybkich i wolnych oraz mięśniu sercowym, 
regulow anych dom inująco przez układ troponinow o- 
-tropom iozynow y. Form a istotnego łańcucha lekkiego 
miozyny m a praw dopodobnie duży wpływ na od­
działywanie między aktyną i m iozyną w tym typie 
mięśni.

Z arów no regulujące jak  i istotne łańcuchy lekkie 
miozyny mięśni gładkich występują w dwu formach 
polimorficznych [63, 64] (Tab. 1). Jednakże tylko 
izoformy istotnych łańcuchów mięśni ssaków różniące 
się pięciom a podstawieniam i w dziewięciu C-koń- 
cowych resztach am inokwasowych wpływają na ak­
tywność m otoryczną miozyny. M iozyna z mięśni trze- 
wnych, w której przeważa izoforma „mięśniowa” (ty­
pow a dla mięśni gładkich) istotnego łańcucha charak ­
teryzuje się szybszą kinetyką hydrolizy ATP (Vmax) 
i większym powinowactwem do aktyny, niż miozyna 
z mięśni naczyniowych, w których przeważa ilość 
izoformy charakterystycznej dla kom órek niemięśnio- 
wych [65, 66]. W konsekwencji spadek maksymalnej 
szybkości skracania włókien mięśni gładkich różnego 
typu jest proporcjonalny do zawartości w nich izofor­
my niemięśniowej [67].

Zwieracz małży składa się z dwóch typów mięśni: 
szybkich mięśni fazowych (w przypadku przegrzebka 
—  mięśni prążkow anych) i wolniejszych mięśni fonicz­
nych wyspecjalizowanych w wytwarzaniu napięcia, 
które służy utrzym ywaniu muszli w stanie zamkniętym
[68]. Mięśnie fazowe m ają 4-5 razy wyższą aktywność 
ATPazy miozynowej w obecności aktyny. Badając 
sekwencję cD NA łańcuchów lekkich miozyny mięśni 
mięczaków stwierdzono, że istotne łańcuchy nie wyka­
zują zasadniczych różnic, natom iast regulujące wy­
stępują w trzech izoformach: dwóch charakterystycz­
nych dla mięśni tonicznych i jednej charakterystycznej 
dla mięśni fazowych [69]. Te trzy izoformy regulują­
cych łańcuchów są produktem  tego samego genu 
i pow stają poprzez alternatywne wycinanie intronów  
w rejonie 5'. Tylko sekwencje 52 ich N-końcowych 
reszt aminokwasowych różnią się. Badanie aktywności 
enzymatycznej hybryd utworzonych z łańcuchów cięż­
kich miozyny z mięśni fazowych i z mięśni tonicznych, 
istotnych łańcuchów lekkich i każdej z trzech izoform 
regulujących łańcuchów wykazały, że tylko różnice 
w budowie łańcuchów ciężkich, a nie regulujących 
łańcuchów mięśni zwieracza małży są odpowiedzialne 
za specyficzne różnice w aktywności enzymatycznej

tych dwóch typów miozyny.

IV. Podsumowanie

Funkcją domeny motorycznej miozyny jest hydro­
liza ATP, wiązanie aktyny i generacja ruchu. Lekkie 
łańcuchy są niezbędne dla sprawnego działania dom e­
ny m otorycznej t.j. dla uzyskania wymaganej siły 
i szybkości jej generacji, a także do regulacji ak tyw no­
ści dom eny motorycznej. Jej ham owanie jest praw ­
dopodobnie spowodowane asocjacją dwu główek 
a także ich interakcją z helikalnym fragm entem  cięż­
kiego łańcucha. Sygnał do aktywacji dom eny m oto­
rycznej indukow any modyfikacją regulujących łań­
cuchów (poprzez fosforylację łub wiązanie C a 2+ ) jest 
transm itow any wzdłuż ciężkiego łańcucha do każdej 
z główek miozyny, lub poprzez główki zasocjow ane ze 
sobą.

Z poprzedzającego artykułu K a s p r z a k a  [70] 
wynika, że przepływ informacji może zachodzić rów ­
nież w drugą stronę: małe zmiany konform acyjne 
zachodzące w domenie motorycznej mogą być tran s­
m itow ane do dom eny regulującej poprzez ciężki łań­
cuch, który działając jak  ramię dźwigni pow oduje 
ich wzmocnienie i w konsekwencji obrót dom eny 
regulującej. Ten proces odgrywa praw dopodobnie 
rolę w sprzężeniu mechanochemicznym zachodzącym  
w mięśniu.
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Dystrofia miotoniczna —  mutacja dynamiczna i patogene­
za choroby

Myotonic dystrophy — dynamie mutation and the disease 
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Wykaz stosowanych skrótów: DM — dystrofia miotoniczna 
(ang. myotonie dystrophy); M t-PK — kinaza miotoninowa 
(ang. myotonin protein kinase); OM IM  — baza danych 
chorób genetycznych człowieka; PCR — reakcja łańcucho­
wa polimerazy; FRAXA, FRAXE — dwa zespoły chorobowe 
związane z łamliwymi miejscami na chromosomie X; 
FRA11B — zespół chorobowy związany z łamliwym miejs­
cem na autosomie 11; FRA16A, FRAXF — dwa miejsca 
łamliwe (odpowiednio na autosomie 16 i chromosomie X) 
niepowiązane z żadnym patologicznym fenotypem; EPM1

postępująca mioklonalna epilepsja typu 1 (ang. progres­
sive myoclonal epilepsy type 1); DM AHP — gen z kasetą 
homeo związany z loeus DM (ang. DM-locus-associated 
homeodomain protein).

I. Wstęp

Dystrofia m iotoniczna (ang. myotonie dystrophy 
—  DM ), num er w bazie danych Mendelian Inheritance 
in M en —  O M IM : 160900, jest chorobą genetyczną 
dziedziczącą się w sposób autosom alny dominujący. 
Uznaje się ją  za jedną z najczęstszych jednogenow ych 
chorób dziedzicznych populacji kaukaskiej oraz naj­
częstszą postać dystrofii u dorosłych. D okładne dane 
dotyczące częstości występowania DM  w populacji 
różnią się znacznie w zależności od źródła (od 1 /7000 
do 1/15000 urodzeń). W ynika to praw dopodobnie 
bardziej z trudności prawidłowego diagnozow ania,

1 Mgr, Zakład Genetyki Człowieka PAN i Imperial Cancer 
Research Fundation, Oxford University, John Radcliffe 
Hospital, Oxford OX 391, England 2 prof. dr hab., Zakład 
Genetyki Człowieka PAN, ul. Strzeszyńska 32, 60-479 
Poznań
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zwłaszcza łagodnych form choroby, niż z rzeczywis­
tych różnic w częstości występowania DM  w badanych 
grupach.

W ażną cechą DM  jest ogrom na zmienność ob­
jawów. W klasycznej — dorosłej —  formie choroby za 
najważniejszy objaw (także pod względem diagnos­
tycznym) uważa się miotonię. Więcej uwag o obrazie 
klinicznym DM  znaleźć m ożna w tekście przy om aw ia­
niu trzech form choroby. D okładny opis jest jednak 
poza zakresem tej pracy i dlatego zainteresowanych 
stroną kliniczną zagadnienia odsyłamy do publikacji 
medycznych, w szczególności zaś do książki Petera 
H a r p e r a “M yotonic dystrophy” (1989).

II. Gen i białko kinazy miotoninowej

Analiza dziedziczenia DM  wraz z konstrukcją o d ­
powiednich m ap genetycznych i fizycznych posłużyły 
do wyselekcjonowania kilku genów w regionie 
19q 13.2-q 13.3, w których podejrzewano występowanie 
mutacji prowadzącej do rozwoju choroby (ang. can- 
didate genes). Analiza polimorfizmu tych genów wska­
zała na występowanie mutacji dynamicznej powiąza­
nej z chorobą. Gen w którym  ją  wykryto (dokładniej 
w jego 3' regionie niekodującym) nazwano genem 
kinazy m iotoninowej (ang. myotonin protein kinase 
—  M t-PK ) [1-3] gdyż wykazuje on silną homologię do 
rodziny serynowo-treoninowych kinaz białkowych.

G en kinazy miotoninowej ulega ekspresji głównie 
w tkance nerwowej i mięśniowej (choć techniką od­
wrotnej transkrypcji i PCR m ożna jego m RNA wykryć 
właściwie we wszystkich tkankach). Co ciekawe, tkan ­
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kowy wzór ekspresji M t-PK  jest bardzo podobny do 
analogicznych wzorów ekspresji dystrofiny i dystrog- 
likanu —  dwóch innych białek powiązanych z dys- 
trofiami mięśniowymi [4-6], Jednocześnie jednak DM  
cechuje się znacznie większą różnorodnością objawów 
i gradacją stopnia ich nasilenia niż inne typy dystrofii. 
O pisano 14 izoform kinazy m iotoninowej, pow stają­
cych w procesie alternatywnego składania genu i wy­
kazujących tkankowo-specyficzną ekspresję (dane 
z O M IM ). Generalnie I i III to formy dom inujące (z 
wyjątkiem mięśni płodu i now orodków  gdzie przeważa 
forma IV [7-9]).

Niewiele wiadom o o funkcji M t-PK . Biorąc pod 
uwagę najbardziej charakterystyczną cechę DM  
—  miotonię, jest wysoce praw dopodobne, że M t-PK  
fosforyluje białka związane z pobudzaniem  bądź skur­
czem mięśnia. W ykazano, że M t-PK  specyficznie fos­
foryluje podjednostkę beta kanału wapniowego zależ­
nego od potencjału, oraz receptor dihydropirydynowy 
[10]. M t-PK  może też wpływać na różnicowanie się 
tkanki mięśniowej (ang. myogenic pathway) [11]. N ale­
ży także wspomnieć o obserwacjach muszki owocowej 
z m utacją w genie warts —  hom ologu ludzkiej kinazy 
m iotoninowej —  wskazujących na znaczenie genu 
warts jako  supresora transformacji nowotworowej [12].

III. Dystrofia miotoniczna jako jedna z cho­
rób powodowanych mutacjami dynamicz­
nymi

DM  wywoływana jest m utacją dynamiczną. M uta­
cje dynamiczne to niedawno poznana grupa mutacji 
wyróżniająca się wieloma istotnym i cechami [13-16]. 
Raz zm utow ana sekwencja ma znacznie większe szan­
se na dalsze mutacje niż sekwencja prawidłowa. P raw ­
dopodobieństw o wydłużenia sekwencji jest tym więk­
sze im więcej mutacji już przedtem  zaszło. Wreszcie, 
rozwój patologicznego fenotypu nie jest zjawiskiem 
jednoetapow ym , a wręcz przeciwnie: zachodzi w ciągu 
kilku pokoleń, przechodząc od zupełnego braku ob­
jawów, poprzez objawy coraz cięższe i wcześniej 
rozpoczynające się w życiu chorego, niekiedy aż do 
form letalnych.

W większości chorób wywoływanych m utacjam i 
dynamicznymi w kolejnych pokoleniach obserwuje się 
nasilanie objawów oraz coraz wcześniejsze ich wy­
stępowanie w życiu chorych. Zjawisko to, nazywane 
antycypacją, niezgodne z tradycyjnymi prawam i gene­
tyki M endlowskiej, możliwe jest właśnie dzięki mole­
kularnej specyfice m utacji dynamicznych. Antycypacja 
jest najwyraźniej w idoczna właśnie w DM. W innych 
chorobach zazwyczaj zmienia się tylko wiek wystąpie­
nia pierwszych objawów, a w znacznie mniejszym 
stopniu sam przebieg choroby.

Dystrofia m iotoniczna nie była pierwszą chorobą 
genetyczną, w przypadku której wykazano, że m utacja 
ją  wywołująca m a charakter dynamiczny. Dzisiaj 
znamy już 13 takich jednostek chorobow ych [17-19]:

pląsawicę H untingtona (ang. Huntington’s disease), 
chorobę Kennedy’ego (ang. K ennedy’s disease albo 
spinobulbar muscular atrophy), ataksje rdzeniowo-m ó- 
żdżkowe typu 1, 2, 3 i 6 (ang. spinocerebellar ataxias 
—  SC4s), ataksję Frydreicha, epilepsję wieloukładową 
z choreoatetorą (ang. dentatorubral-pallidoluysian 
atrophy — DRPLA), chorobę M achado-Joseph’a (ang. 
M achado-Joseph disease), dystrofię m iotoniczną i wre­
szcie trzy zespoły związane z łamliwymi miejscami na 
chrom osom ach: FRAXA (najczęstszy, zwany często 
skrótow o zespołem łamliwego chrom osom u X —  ang. 
fragile X  syndrome), FRAXE (drugi zespół łamliwego 
chrom osom u X) i FRA1 IB (zespół związany z miejs­
cem łamliwym położonym  na autosom ie 11).

Przypuszcza się, że jeszcze wiele innych chorób 
dziedziczących się nietypowo może być spow odow a­
nych m utacjam i dynamicznymi. O pracow uje się no­
watorskie techniki, np. detekcja ekspansji powtórzeń 
(repeat expansion detection —  RED  [20-23], czy PCR 
z powtórzeniam i trójnukleotydow ym i jako  starteram i 
(ang. triplet repeat primed PC R  —  TP PCR  [24-28]) 
pom agające w poszukiwaniu nowych mutacji dynam i­
cznych.

Istnieją jeszcze dwa miejsca łamliwe związane z am- 
plifikacją, niepowiązane jednak z żadnym  patologicz­
nym fenotypem: FRA X F (na chrom osom ie X) 
i FRA16A (na autosom ie 16). Wszystkie miejsca łam ­
liwe m ogą być indukow ane in vitro w określonych 
w arunkach hodowli.

N a poziomie m olekularnym  dotychczas poznane 
m utacje dynamiczne polegają na amplifikacji pow tó­
rzeń trójnukleotydow ych. F R AXA, FRAXE, FRA 11B, 
FRA X F —  to powtórzenia (CCG)n. W ataksji F ry d ­
reicha amplifikacji ulega trójnukleotyd AAG. W szyst­
kie pozostałe zespoły (choroby neuromięśniowodege- 
neratywne) są natom iast pow odow ane przez rozsze­
rzone regiony (AGC)n. Pewnym problem em  zw iąza­
nym z sekwencjami tandem ow o pow tarzającym i się 
jest brak jednolitego sposobu zapisu pow tarzającego 
się motywu. K ażdą trójkę nukleotydow ą zapisać m oż­
na bowiem nawet na sześć różnych sposobów. W a r­
tykule tym przyjęto, że sekwencje zapisuje się w k ierun­
ku od 5' do 3' w kolejności alfabetycznej. Ten sposób 
zapisu wydaje się być najbardziej poprawny, nie jest 
jednak powszechnie stosowany w literaturze.

FRA16B —  to niezwykła am plifikacja z 33-nukleo- 
tydowym bogatym  w pary AT m inisatelitą jako  m otyw 
ulegający pow tórzeniu [29]. N iedaw no w ykazano, że 
inna m inisatelitarna am plifikacja (m inisatelita bogaty 
w pary GC) jest związana z postępującą m ioklonalną 
epilepsją typu 1 (ang. progressive m yoclonal epilepsy 
type 1 —  EPM 1) [30]. Obydwie te m utacje nie są 
jednak w sensie dosłownym m utacjam i dynam iczny­
mi [31].

W DM  region amplifikacji znajduje się w regionie 3' 
niekodującym  genu kinazy m iotoninowej (ang. myoto- 
nin protein kinase —  Mt - PK)  [32-34]. Pow tarzającym  
się motywem jest sekwencja AGC. U zdrowej osoby
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liczba pow tórzeń wynosi od 5 do 30-35. Przekroczenie 
granicy 30-35 powtórzeń oznacza premutację, k tóra 
następnie stymuluje spontaniczne dodaw anie kolej­
nych powtórzeń. U dow odniono pozytywną korelację 
między liczbą dodatkow ych powtórzeń, a ciężkością 
choroby i wiekiem wystąpienia pierwszych objawów.

W yróżnia się trzy formy DM:
a) form a późna (ang. late-onset form), w której 

obserwuje się od 50 do 170 powtórzeń; postać ta jest 
trudna do zdiagnozowania, objawy występują późno 
w życiu chorego i są nieswoiste (najbardziej charak­
terystyczny objaw to katarakta);

b) postać dorosła (ang. adult-onset myotonic dys­
trophy): od 70 do 1300 powtórzeń; rozpoczyna się 
zazwyczaj w wieku 20-25 lat; jest to klasyczna forma 
choroby cechująca się zaburzeniam i w pracy bardzo 
wielu różnych tkanek i organów; charakterystyczne 
objawy to: m iotonia (stąd nazwa choroby), zaniki 
mięśni, zaburzenia pracy serca, przedwczesne łysienie, 
zaburzenia umysłowe (szczególnie we wczesnych przy­
padkach), zaburzenia endokrynologiczne, bezpłod­
ność (szczególnie u mężczyzn);

c) postać poporodow a —  najrzadsza (mniej niż 
10% m atek z formą dorosłą rodzi dzieci tak poważnie 
chore) [35] (ang. congenital form)', liczba powtórzeń 
przekracza 500 i może dochodzić nawet do 4000; 
bardzo ciężka choroba prow adząca często do zgonu 
tuż po porodzie w wyniku braku pracy mięśni uczest­
niczących w oddychaniu; w przeciwieństwie do formy 
dorosłej charakteryzuje się ona hipotonią mięśniową, 
szczególnie w yraźną tuż po porodzie: dziecko nie 
wykonuje żadnych ruchów, często nie oddycha, nie jest 
także w stanie ssać i przełykać; jeśli (pod warunkiem  
zapewnienia odpowiedniej intensywnej opieki medycz­
nej) dziecko przeżyje, pojawia się także upośledzenie 
umysłowe (które nie jest tylko skutkiem  poporodowej 
hipoksji); w m iarę upływu czasu tonus mięśni po­
prawia się, przechodząc często w miotonię, mogą 
rozwinąć się także inne objawy charakterystyczne dla 
formy dorosłej.

Jak widać z przytoczonych powyżej danych tą sam ą 
liczbę pow tórzeń mogą mieć osoby z różnymi formami 
DM  (np. wrodzonej i dorosłej, dorosłej i później). 
W rzeczywistości podane wielkości to liczba pow tó­
rzeń m ierzona w DNA wyizolowanym z leukocytów 
krwi (najczęstszy m ateriał diagnostyczny), organizm 
chorego jest natom iast m ozaiką kom órek o różnej 
długości regionu zamplifikowanego. Być może bar­
dziej informatywne byłyby wyniki badań DNA tkanki 
mięśniowej pobranej na drodze biopsji cienkoigłowej. 
M etoda ta jest jednak bardziej inwazyjna i nie była 
dotychczas rutynow o stosow ana w badaniach diag­
nostycznych. O pisana niedokładność zależności mię­
dzy ilością powtórzeń regionu (AGC)n mierzoną 
w DNA izolowanym z krwi a przebiegiem choroby 
poddaje w wątpliwość wartość prognostyczną testu 
genetycznego. Niemniej jednak znaczenie tego testu 
w diagnostyce różnicowej jest niepodważalne.

IV. Mechanizm patogenezy dystrofii miotoni- 
cznej

Od m om entu ustalenia korelacji między fenotypem 
dystrofii miotonicznej a amplifikacją m otywu AGC 
w genie M t-PK , trw ają intensywne badania zm ierzają­
ce do ustalenia mechanizmów rozwoju choroby. N ale­
ży od razu przyznać, że do dziś nie rozwiązano tego 
problem u w sposób zadowalający.

Nie sposób na obecnym etapie stwierdzić, czy w p a­
togenezie DM  istotne znaczenie ma niedostatek funk­
cji M t-PK . M echanizm metylacji prom otora analogi­
czny analogiczny do obserwowanego we FRAXA 
został wykluczony. Nie obserwuje się także (mimo, że 
pow tórzenia (AGC)n DM  osiągać mogą olbrzymie 
rozmiary „złam ań” chromosom ów. W edług niektó­
rych doniesień poziom białka M t-PK  jak  i poziom jego 
mRNA u ludzi chorych jest niezmieniony (jeśli nie 
wyższy) w porów naniu z tkankam i osób zdrowych 
[36-37]. Jednak inni badacze dochodzą do odm ien­
nych wniosków dem onstrując dane, z których wynika, 
że zmniejszenie aktywności M t-PK  jest wprost p ropo­
rcjonalne do długości regionu zamplifikowanego [38- 
-44]. W istocie, zaobserwow ano, że region amplifikacji 
w DM  niezwykle silnie wiąże się do nukleosom ów [45] 
co może wyjaśniać mechanizm zmniejszenia aktyw no­
ści transkrypcji (być może nie tylko M t-PK , ale także 
innych blisko położonych genów).

Fenotyp dom inujący choroby genetycznej jest jed ­
nak zazwyczaj wynikiem zmiany funkcji białka, a nie 
jej u traty  czy nadm iaru. Właśnie ze zm ianą funkcji 
białka mamy do czynienia w patogenezie kilku innych 
autosom alnych dom inujących chorób spow odow a­
nych m utacjam i dynamicznymi np.: zespołu Kenne­
dyego  i pląsawicy H untingtona. W chorobach tych 
regiony pow tórzone kodują długie odcinki zbudowane 
z jednego am inokwasu: glutaminy. Przypuszcza się, że 
nadm ierne wydłużenie tych właśnie regionów (spowo­
dowane amplifikacją regionu powtórzonego) zmienia 
funkcję białka nadając mu właściwości toksyczne. 
Dystrofia m iotoniczna dziedziczy się właśnie w sposób 
autosom alny dominujący, co wskazywałoby na me­
chanizm zmiany funkcji białka. Powszechnie uważa 
się, że mutacje w regionie niekodującym, a taka jest 
m utacja w DM , nie mogą wpływać na budowę białka. 
Jednak amplifikacja w 3' regionie niekodującym M t- 
-PK  m ogłaby mieć wpływ na tkankowo-specyficzny 
proces składania genu, zaburzając ekspresję poszcze­
gólnych izoform, albo nawet prowadząc do pow stania 
nowych. Brak dotychczas eksperym entalnego potw ier­
dzenia tej hipotezy.

Myszy, które pozbaw iono całkowicie M t-PK  (tech­
nika “knock ou t”) [46] przejawiały zaledwie niewielkie 
zmiany w umięśnieniu głowy i szyi, a i to tylko 
w późnym wieku. Podobnie myszy, których kom órki 
produkow ały znacznie więcej M t-PK , nie były dobrym  
modelem ludzkiej DM . O bserwowano co praw da 
kardiom iopatię oraz zwiększoną śmiertelność tuż po
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urodzeniu, ale bez tak charakterystycznej dla DM 
m iotonii i dystrofii mięśni szkieletowych. Z opisanych 
doświadczeń wynika, że myszy z prostym  nadm iarem  
albo brakiem  funkcji genu M t-PK  nie są adekw atnym  
modelem ludzkiej DM .

Oczywiste jest, że bardziej odpowiednim  modelem 
D M  m ogą być dopiero zwierzęta, u których w prow a­
dzi się jako  wstawkę (technika knock in) region 
pow tórzenia trójnukleotydow ego [47]. Takie modele 
m ogą posłużyć nie tylko do testow ania różnych me­
chanizm ów patogenezy DM , w tym także i koncepcji 
n iedostatku funkcji M t-PK , ale też do ustalenia czy 
fenomen wydłużania pow tórzenia (mutacji dynam icz­
nej) jest cechą wyłącznie genom u ludzkiego, czy też 
może mieć miejsce także u innych organizmów.

W bieżącym roku powstały pierwsze takie modele 
D M  u zwierząt, jednak  wyniki badań nadal nie są 
jednoznaczne [48]. Skonstruow ano a) mysz z dużą 
wstawką zawierającą M t-P K  (z 55 trójnukleotydam i 
powtórzenia) i dwa sąsiednie geny: 59 i D M A H P  (o 
których informacje będą zamieszczone dalej w tekście) 
[49]; b) mysz z fragmentem genu M t-P K  i 162 
powtórzeniam i [50]. W prow adzone pow tórzenia były 
niestabilne, ale amplifikacje (i to o raczej ograniczo­
nym zakresie) były rzadkie, czasem nawet mniej liczne 
niż przypadki skracania. P onad to  w żadnym  przypad­
ku nie obserwowano objawów typowych dla DM . Być 
może wprow adzone regiony pow tórzenia były zbyt 
krótkie, albo też wymagane jest oddziaływanie między 
obydw om a allelami M t-PK : dzikim i zm utowanym , co 
nie m a miejsca w hemizygotycznych modelach trans- 
genicznych.

Kolejną niewyjaśnioną kwestią jest udział mito- 
chondriów  w patogenezie choroby. Niekiedy nawet 
klasyfikuje się DM  jako  jedną z chorób m itochondrial- 
nych (wywołanych m utacjam i m tDNA). Świadczyć za 
tym m ają zarów no złożony fenotyp choroby jak  i to, że 
formę w rodzoną dziedziczyć m ożna tylko od m atki 
(dziedziczenie matczyne —  m itochondrialne). W yka­
zano, że podaw anie pacjentom  z dorosłą form ą dys­
trofii miotonicznej koenzymu Q10 (witaminy U) po­
woduje poprawę stanu chorego [51]. Postaw iono 
hipotezę, że do wywołania formy wrodzonej oprócz 
amplifikacji w genie M t-PK  konieczna jest również 
m utacja w m itochondrialnym  DNA [52]. Takich 
przypuszczeń generalnie nie wspierają jednak badania 
m tD N A  u chorych na DM  [53], mimo że nie brak 
i potwierdzających obserwacji [54-57] (choć dok o n a­
nych na raczej ograniczonej puli pacjentów).

W edług najnowszych hipotez m olekularna patoge­
neza D M  może polegać na dwóch dalszych m echaniz­
mach. Po pierwsze, przyczyną m ogą być toksyczne 
efekty odkładających się niedojrzałych transkryptów . 
U dow odniono, że jeśli w kom órce obecny jest zm uto­
wany allel, to zarów no transkrypty  allelu zm utow ane­
go jak  i norm alnego ulegają znacznie wolniejszemu 
dojrzewaniu (obniżony poziom RNA po liA +  przy 
niezmienionym poziomie pierw otnych transkryptów )

[58] oraz częściowo odkładają się w jądrach  kom ór­
kowych w postaci okluzji [59]. Być może właśnie te 
złogi uniemożliwiają kom órkom  pełnienie praw idło­
wej funkcji. Jeśli opisany mechanizm okazałby się 
prawdziwy, dystrofia m iotoniczna stałaby się pierw­
szym znanym  przykładem  choroby wywołanej dom i­
nującą zm ianą funkcji na poziomie RNA.

Alternatywnym  sposobem  wyjaśniania patogenezy 
DM  jest założenie, że istotny jest tak napraw dę inny 
pobliski gen/geny, a nie sam a (albo nie tylko sama) 
M t-PK . Koncepcja ta zakłada, że amplifikacja może 
mieć wpływ na transkrypcję blisko leżących genów. 
Być może dzieje się to wskutek zmian jakie sekwencja 
(AGC)n wywołuje w strukturze DNA, czy też obecno­
ści bardzo dużej ilości białek wiążących się do tej 
sekwencji, albo paradoksalnie na skutek ich braku 
(efekt rozcieńczenia: brak wystarczającej ilości białek 
aby móc związać się z setkami nukleotydów  sekwencji 
powtórzonej).

Genem, który może być związany z patogenezą DM  
jest tzw. gen 59 leżący bardzo blisko (około 1100 par 
zasad w kierunku 5') genu M t-P K  [60]. Gen 59 ulega 
intensywnej ekspresji w tkance nerwowej i w jądrach  
(w drugorzędowych sperm atocytach faz VIII-XII), co 
„zgadza” się z objawami klinicznymi DM . Ekspresja 
genu 59 w sperm atocytach w czasie drugiego podziału 
mejotycznego oraz obecność w jego sekwencji regio­
nów świadczących, że jego białkowy produk t może być 
zaangażow any w kontrolę mejozy stały się podstaw ą 
do wysunięcia ciekawej hipotezy tłumaczącej dlaczego 
przypadki poporodow ej formy DM  są zawsze dziećmi 
m atek z form ą dorosłą DM  (mężczyźni z form ą dorosłą 
mają dzieci z formą dorosłą, a nie poporodow ą). 
Zgodnie z tą hipotezą sperm atocyty z bardzo silnie 
zamplifikowanym regionem (AGC)n ulegają eliminacji 
na etapie drugiego podziału mejotycznego, właśnie 
w wyniku braku aktywności genu 59 (natom iast żeń­

D M A H P
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ska mejoza nie wymaga aktywności tego genu). Rze­
czywiście w plem nikach mężczyzn chorych na DM , 
alleli o bardzo dużej liczbie powtórzeń po prostu nie 
obserwuje się. Jednocześnie im cięższa postać choroby 
mężczyzny, tym mniejsza jego płodność (tym mniejszy 
procent sperm atocytów  ma odpowiednio ograniczony 
region amplifikacji). Należy jednak podkreślić, że nie 
m a ostatecznego potwierdzenia powyższej hipotezy, 
a opisywane różnice dziedziczenia DM  od matki i ojca 
m ożna próbow ać tłumaczyć także innymi zjawiskami 
jak  np.: piętnow aniem  genetycznym (ang. imprinting), 
czy też różnym  zachowaniem  się pow tórzenia w czasie 
żeńskiej i męskiej mejozy.

Innym genem, który może w arunkow ać DM  jest gen 
leżący w kierunku 3' od genu M t-PK : gen z kasetą 
homeo związany z locus DM  (ang. DM-locus-associa- 
ted homeodomain protein —  D M A H P) [61]. Pow tórze­
nia trójnukleotydow e M t-PK  znajdują się wewnątrz 
dużej wyspy C pG  i jest praw dopodobne, że zmiany 
w jej strukturze m ają wpływ na ekspresję genów 
znajdujących się blisko w kierunku 3', a więc np. 
D M A H P. Jednocześnie jednak dotychczasowe bada­
nia nie wykazały zmian profilu metylacji w zm utow a­
nych allelach D M  [62]. U dało się natom iast zadem on­
strować, że duże amplifikacje zmniejszają dostępność 
pobliskiego miejsca wrażliwego na DNAzę I, co może 
świadczyć o zmniejszeniu aktywności transkrypcyjnej 
3' od genu M t-P K  [63],

Złożoność obrazu klinicznego DM  wskazuje, że 
patogeneza tej choroby jest mechanizmem w ielotoro­
wym, obejm ującym  zarówno efekt akum ulacji niedo­
jrzałych transkryptów  M t-PK  jak  i zaburzenia w eks­
presji genu 59, D M A H P lub jeszcze innych blisko 
położonych genów. Wobec sprzecznych doniesień co 
do ilości m RNA oraz białka M t-PK  u osób chorych, 
nie m ożna także wykluczyć efektu niedostatecznej 
funkcji M t-PK .

V. Niestabilność międzypokoleniowa i som a­
tyczna

Zazwyczaj w kolejnych pokoleniach objawy dys- 
trofii m iotonicznej nasilają się lub choroba rozpoczyna 
się we wcześniejszym wieku. Zjawisko to, nazywane 
antycypacją [64], niezgodne z tradycyjnym  rozum ie­
niem m echanizm ów dziedziczenia chorób genetycz­
nych, przez wiele lat uważane było jedynie za artefakt. 
Dopiero wyjaśnienie m olekularnego podłoża an ty­
cypacji spow odowało akceptację tego zjawiska przez 
społeczność naukow ą. N a poziomie m olekularnym  
antycypacja wiąże się z wydłużaniem długości obszaru 
(AGC)n, czyli dodaw aniem  kolejnych trójek AGC. 
W ydłużanie obszaru (AGC)n zachodzi nie tylko mię­
dzy pokoleniam i, ale także w czasie życia chorego 
[65-68]. O znacza to, że w kom órkach osoby, która 
odziedziczyła zm utow any allel, w miarę rozwoju o r­
ganizm u m utacja ta pogłębia się (dodawane są coraz to 
nowe pow tórzenia AGC). Proces ten zachodzi z różną

szybkością w różnych typach kom órek (ze względu na 
różnice w szybkości podziałów lub też z innych nie 
poznanych dotychczas przyczyn) tak, że organizm 
staje się m ozaiką kom órek o różnej długości regionu 
(AGC)n.

Istnieje wiele hipotez, za pom ocą których próbuje się 
wyjaśniać zjawisko spontanicznej amplifikacji powó- 
rzeń trójnukleotydowych. Wielu badaczy widzi przy­
czynę tego zjawiska w specyficznej strukturze jaką 
według nich przyjm ują regiony powtórzeń. Taka stru ­
k tu ra  miałaby sprzyjać popełnianiu błędów przez 
polimerazę DNA, wpływając bezpośrednio na nią 
sam ą, bądź działając pośrednio —  poprzez interakcje 
z innymi białkami aparatu  replikacji. Efekt ten miałby 
jednak występować dopiero po przekroczeniu pewnej 
krytycznej liczby powtórzeń (w przypadku dystrofii 
mięśniowej około 30-35 powtórzeń). U podstawy sa­
mego procesu leżałaby zatem pram utacja, k tóra staje 
się przyczyną następującego ciągłego wydłużania re­
gionu powtórzeń. Koncepcja ta nie wyklucza d o d at­
kowego wpływu bliżej nieokreślonych białek, które 
oddziałując z regionem amplifikacji mogłyby w pewien 
sposób stymulować „pom yłki” polimerazy. Opisano 
już  kilka białek wiążących się do regionów powtórzeń 
trójnukleotydow ych [69, 70]. Część z nich wiąże się 
specyficznie tylko z obszarem  powtórzeń konkretnego 
trójnukleotydu. W ykryto także pewne cytoplazmaty- 
czne białko, które oddziaływuje specyficznie z sekwen­
cją (CUG)n w mRNA genu M t-PK  [71],

Istnieją już przesłanki doświadczalne potw ierdzają­
ce istnienie alternatywnych struk tur 2-rzędowych 
w obszarze powtórzeń (AGC)n i (CCG)n [72-75]. 
N adano im nazwę S-DNA (od ang. slipped DNA). 
Stwierdzono, że takie struktury  powstają wydajnie 
dopiero po przekroczeniu krytycznej długości obszaru 
powtórzeń, są stabilne w fizjologicznej tem peraturze 
oraz warunkach jonowych, są wrażliwe na nukleazę 
specyficznie hydrolizującą ssDNA (co wskazuje na 
występowanie obszarów niesparowanych) oraz wyka­
zują znacznie zwiększoną ruchliwość elektroforetycz- 
ną w w arunkach niedenaturujących. Udało się także 
wykazać [76] w układzie in vitro, że badane polimerazy 
DNA  (fragment Klenowa polimerazy I, polimeraza 
beta człowieka oraz m odyfikowana polimeraza DNA 
faga T7 —  sekwenaza) mogą ulegać przejściowemu 
zatrzym aniu w trakcie replikacji sekwencji (AGC)n 
i (CCG)n. P raw dopodobnie pauzy te powodowane są 
przez regiony S-DNA i to właśnie w ich trakcie 
zatrzym ana polim eraza syntetyzuje dodatkow e po­
w tórzenia trójnukleotydowe.

Dane z doświadczeń badających sprzężenie mutacji 
w DM  z określonym  haplotypem  chrom osom u 19 [77] 
przyczyniły się do postawienia hipotezy o występowa­
niu w przypadku DM tzw. efektu założyciela. U około 
30% osób z DM  chrom osom , który zawiera zm utow a­
ny allel posiada unikalny wzór R FLP, wśród norm al­
nej populacji występujący z m inimalną częstością
0.000015. Pacjenci z DM  znacznie częściej posiadają
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leżącą w pobliżu genu M t-PK  insercję (1000 pz. 
insercyjno-delecyjny polimorfizm Alu) niż wynikało­
by to z obliczeń statystycznych [78]. Jednocześnie 
wstawka ta uznaw ana jest za polimorfizm nie mający 
żadnego wpływu na patologiczny fenotyp DM. P odo­
bne badania prow adzone na kontynencie afrykańskim
[79] oraz w Japonii [80] dały porównywalne wyni­
ki, co może sugerować istnienie jednego założyciela 
wspólnego dla Afryki, Euroazji i innych obszarów. 
Jest jednak  także możliwe, że opisany haplotyp 
w pewien sposób sprzyja powstaw aniu mutacji (pre- 
mutacji) DM.

W literaturze m ożna odnaleźć doniesienia o między­
pokoleniowej redukcji długości pow tórzenia (AGC)n 
[77]. Początkow o sądzono, że wyniki te mogą być 
jedynie artefaktam i. Badanie długości regionu zam pli­
fikowanego w DNA izolowanym z krwi nie dostarcza 
bowiem pewnych informacji o długości tego regionu 
w innych tkankach, ani nawet o średniej wielkości we 
wszystkich kom órkach (konsekwencja niestabilności 
somatycznej). P onadto  przypadki stwierdzenia regresji 
dotyczyły głównie dziedziczenia ojcowskiego, mogły 
więc być także konsekwencją selekcji pozytywnej 
sperm atocytów  z krótkim i regionami powtórzonymi. 
Obecnie jednak uznaje się, że przynajmniej część 
przypadków redukcji jest faktem [81], gdyż redukcje 
zaobserw ow ano także w czasie bezpośredniego bada­
nia pojedynczych spermocytów (ang. single-sperm ty- 
ping [82]).

VI. Uwagi końcowe

Dystrofia m iotoniczna jest dla badacza jedną z naj­
ciekawszych chorób powodowanych m utacją dynam i­
czną. W żadnej innej z tych chorób nie jest tak silnie 
zaznaczona zależność między długością am plifikowa­
nego odcinka a nasileniem i czasem wystąpienia ob ­
jawów. Żadna inna z tych chorób nie cechuje się tak 
różnorodnym  i złożonym patologicznym  fenotypem. 
Amplifikacją DNA w DM  może osiągać ogrom ne 
rozmiary, przy czym kom órki chorego tworzą zróż­
nicowaną mozaikę alleli. Być może DM  jest również 
pierwszym przykładem  mutacji dominującej na pozio­
mie RN A. Nie wyjaśnione są jeszcze dokładnie m echa­
nizmy patogenezy, różnic w sposobie przekazywania 
choroby przez m atkę i ojca, przyczyny fenomenu 
spontanicznej amplifikacji. Fakty  te czynią z DM  
bardzo interesujący model genetyczny. Jednocześnie 
DM  to jedna z najczęstszych chorób m onogenowych, 
najczęstsza forma dystrofii u dorosłych. Jej diagnos­
tyka jest stosunkow o trudna, co wskazuje na potrzebę 
współpracy między lekarzam i a genetykam i m olekula­
rnymi w celu postawienia prawidłowego rozpoznania.

Należy spodziewać się dalszego szybkiego postępu 
badań nad dystrofią m iotoniczną i innymi chorobam i 
wywoływanymi m utacjam i dynamicznymi, z nacis­
kiem na konstruow anie odpowiednich modeli zwierzę­
cych. Uzyskane odpowiedzi m ogą rzucić nowe światło

nie tylko na problem  m utacji dynamicznych, ale także 
ogólnej niestabilności sekwencji m inisatelitarnych 
— zarów no u osób zdrowych, u chorych z EPM1 jak 

i w pewnych typach nowotworów.
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Proteoglikany —  struktura i funkcje 

Proteoglycans — structure and functions
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Wykaz stosowanych skrótów: PG — proteoglikany; GAG
— glikozoaminoglikany; KS — siarczany keratanu; HS
— siarczany heparanu; H — heparyny; ChS — siarczany 
chondroityny; DS — siarczany dermatanu; HA — kwas 
hialuronowy ; HSPG — proteoglikany heparanosiarczano- 
we; EGF — naskórkowy czynnik wzrostowy; FG F 
1 i 2 — czynniki wzrostowe fibroblastów; TG F (3 — transfor­
mujący czynnik wzrostowy (3; II-3 — interleukina 3; GM- 
-CSF — czynnik stymulujący kolonizację makrofagów i gra- 
nulocytów.

Proteoglikany (PG) są heterogenną grupą gliko- 
protein, produkow anych praw dopodobnie przez 
wszystkie kom órki zwierzęce [1, 2]. Cząsteczki te 
występują zarów no w obrębie kom órek, jak  i w prze­
strzeni pozakom órkow ej [1 ,2]. PG  znajduje się w ziar- 
nistościach wydzielniczych oraz w błonach kom ór­
kowych [2-5]. W lokalizacji pozakom órkowej, p ro teo­
glikany stanowią istotny kom ponent substancji pod­
stawowej macierzy zewnątrzkom órkowej, występując 
również w wyspecjalizowanych strukturach tej macie­
rzy —  błonach podstaw nych [1 ,2 ,6-8]. Różnorodność 
lokalizacji, pewne cechy struktury  (wysoka gęstość 
ładunku elektrycznego części cukrowej) czy też wy­
stępowanie na określonych etapach różnicowania tk a ­
nek i narządów, wskazują na pełnienie przez p ro teo­
glikany wielu różnych funkcji —  od zapewnienia 
tkankom  sprężystości —  do uczestniczenia w proce­
sach proliferacji i różnicowania [1-3, 9].

1 Dr, 2prof., Katedra i Zakład Chemii Klinicznej i Diagnos­
tyki Laboratoryjnej, Śląska Akademia Medyczna, ul. Jagiel­
lońska 4, 41-200 Sosnowiec, 3lek. med., Oddział Urazowo- 
-Ortopedyczny, Szpital Miejski nr 1, ul. Zegadłowicza 3, 
41-200 Sosnowiec

Contents:
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I. Budowa proteoglikanów

1-1. Struktura komponentów glikozoaminoglika- 
nowych

Proteoglikany zbudow ane są z białkowego rdzenia, 
do którego, za pośrednictwem  wiązań O- lub 
N-glikozydowych, przyłączone są oligosacharydy oraz 
różna liczba łańcuchów glikozoam inoglikanów 
(GAG). PG mogą posiadać od 1 do nawet 100 i więcej 
łańcuchów GAG [2, 9], będących liniowymi, nieroz- 
gałęzionymi heteropolisacharydam i, należącymi do 
jednej z poniższych klas: glikanów heparanowych, 
keratanowych lub chondroityno-derm atanow ych 
[10]. W ostatnich latach, w polskim piśmiennictwie, 
ukazało się kilka artykułów, om awiających budowę 
glikozoam inoglikanów, tworzących proteoglikany 
[11, 12]. Stąd, w niniejszym rozdziale, zdecydowano 
się zwrócić uwagę tylko na najważniejsze cechy struk ­
tury wspom nianych składników PG. Podstaw ow ą 
jednostką struk turalną GA G jest naprzem iennie po ­
wtarzający się disacharyd [1, 2, 9 ,13]. W zależności od 
klasy glikanu, disacharyd ów składa się (Ryc. 1) z reszty 
jednej z następujących heksozoamin: N -acetylogalak- 
tozoam iny (glikany chondroityno-derm atanow e), 
N-acetyloglukozoam iny (glikany heparanow e i kera- 
tanowe) lub N -siarczanoglukozoam iny (glikany hepa­
ranowe) oraz — z reszty kwasu heksuronow ego (D- 
-glukuronowego lub L-iduronowego) (glikany hepara­
nowe i chondroityno-derm atanow e) albo galaktozy 
(glikany keratanowe) [1, 2, 9, 13]. O m aw iana disacha- 
rydowa podjednostka może zawierać do 3 reszt siar­
czanowych [9, 13]. Siarczanowaniu podlegają przede 
wszystkim reszty heksozoaminy: N -acetylogalaktozo- 
am ina przy 4 lub/i 6 atom ie węgla, a glukozoam ina
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gdzie: R = H lub S 0 3'

R-i = CH3CO lub S 0 3'

b)

gdzie: R = H lub S 0 3'

c )

Ryc. 1. D isacharydow e podjednostki, budujące 
łańcuchy g likozoam inoglikanow e pro- 
teoglikanów :
a) heparanosiarczanow ych i heparyno­
wych,
b) keratanosiarczanow ych,
c) chondroityno-derm atanow ych;
G alp —  galaktoza (forma piranozow a), 
G alp N A c —  N -acetylogalaktozoam ina  
(form a piranozow a), GlcpA —  kwas 
glukuronow y (forma piranozow a), 
G lcp N A c —  N -acety log lukozoam ina  
(form a piranozow a), G lc p N S 0 3 
—  N -siarczanoglukozoam ina  (forma 
piranozow a), IdopA —  kwas iduronow y  
(form a piranozow a).

gdzie: R = H lub S 0 3'

przy atom ie azotu  grupy aminowej i/lub przy 6 atom ie 
węgla (Ryc. 1). W ystępowanie N-siarczanow anej glu- 
kozoam iny, siarczanowanej jednocześnie przy 3 a to ­
mie węgla, jest rzadkie i ograniczone do pentasachary- 
dowej sekwencji, obecnej w niektórych populacjach 
glikanów  heparanow ych i swoiście wiążącej antytrom - 
binę III [9, 14]. Siarczanowaniu mogą podlegać także 
reszty galaktozy, występujące w końcowych partiach 
łańcuchów  keratanow ych oraz — występujące w pozo­
stałych typach om awianych tu glikanów —  reszty 
kwasów heksuronowych [2, 9, 13,15, 16]. Pośród tych 
ostatnich, najczęściej siarczanowanie dotyczy reszt 
iduronianow ych, w pozycji przy 2 atom ie węgla [2, 9, 
13], Reszty glukuronianowe, siarczanow ane przy 
2 atom ie węgla znaleziono w siarczanach heparanu, 
występujących w jądrach  hepatocytów  [17]. Obecność 
znacznej liczby grup siarczanowych i karboksylow ych 
sprawia, że łańcuchy GAG są polianionam i o dużej 
gęstości ładunku elektrycznego [2, 9].

Składniki glikanowe PG  są w znacznej mierze

odpowiedzialne za ogrom ną heterogenność tych cząs­
teczek, co jest spowodowane [2]:
1. różną liczbą łańcuchów glikanowych tego samego 

rodzaju, przyłączonych do jednego typu białka 
rdzeniowego;

2. różną długością łańcuchów glikanowych tego sam e­
go rodzaju, przyłączonych do jednego typu białka 
rdzeniowego;

3. zm ienną zaw artością i różnym rozmieszczeniem 
w łańcuchach cukrowych tej samej klasy GAG reszt 
siarczanowych i iduronianowych;

4. możliwością występowania jednego typu białka 
rdzeniowego w połączeniach z łańcucham i GAG, 
należącymi do różnych klas.
W cząsteczkach proteoglikanów  łańcuchy glikano­

we połączone są z białkam i rdzeniowymi za pośrednic­
twem tzw. regionu łączącego. W proteoglikanach 
heparanow ych i chondroityno-derm atanow ych odci­
nek ten zawiera cztery reszty cukrowe: ksylozę, 2 reszty 
galaktozy i kwas glukuronow y [1, 2, 9]. W proteo-
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glikanach keratanowych region łączący składa się z wie­
lu reszt sacharydowych, obejmujących fukozę, galak- 
tozę, mannozę, glukozoaminę i kwas N-acetyloneura- 
minowy [15, 16, 18]. Ponieważ wspomniany odcinek 
—  w przypadku proteoglikanów keratanowych — wy­
stępuje w dwóch odmianach, różniących się strukturą, 
wyróżnia się dwa rodzaje siarczanów keratanu: rogów­
kowy (KS I) i szkieletowy (KS II), [15, 16, 18].

Do glikozoam inoglikanów heparanowych zalicza 
się siarczany heparanu (HS) i heparyny (H). Pierwsze 
z nich, o masach od 14 do 100 kD a [19, 20], występują 
głównie jako  składniki proteoglikanów  błon kom ór­
kowych, stanowiących zarów no cząsteczki przezbło- 
nowe, jak  i połączone z błoną przez glikozylofos- 
fatydyloinozytol [3, 21, 22]. Proteoglikany heparano- 
siarczanowe spotyka się także w substancji podstaw o­
wej macierzy zew nątrzkom órkowej oraz w wyspec­
jalizowanych strukturach tej ostatniej —  błonach 
podstawnych. [7, 8, 19].

W ystępowanie kowalencyjnych połączeń heparyn 
z białkam i ograniczone jest do ziarnistości wydziel- 
niczych kom órek tucznych i bazofili [2, 5, 9, 19]. Do 
przestrzeni pozakom órkowej, heparyny wydzielane są 
jako  łańcuchy glikozoam inoglikanowe o masach od 
5 do 40 kD a [9, 20, 23].

W spólną i charakterystyczną cechą glikanów hepa­
ranowych jest dom enowa budow a łańcucha cukrow e­
go [19, 24]. O bok różnej długości obszarów ubogosia- 
rczanowanych, złożonych przede wszystkim z reszt 
N-acetyloglukozoam iny i kwasu glukuronowego, wy­
stępują fragmenty łańcucha zawierające głównie reszty 
N-siarczanowanej glukozoam iny i kwasu iduronowe- 
go. O ba typy reszt cukrowych są przy tym często 
siarczanowane. W siarczanach heparanu przeważają 
dom eny zawierające kwas glukuronowy, zaś reszty 
glukozoam iny są N -siarczanow ane i N-acetylowane 
w zmiennych proporcjach. W łańcuchach heparyn 
natom iast, dom inują bogatosiarczanow ane obszary, 
zbudow ane z reszt N-siarczanowanej glukozoam iny 
(co najmniej 80% reszt glukozoam iny występuje właś­
nie w tej formie), zaś około 70% wszystkich reszt 
kwasów heksuronowych reprezentuje kwas idurono- 
wy [2, 20].

G likany keratanosiarczanow e (KS), o masach od 
2 do 20 kD a, występują w organizm ach zwierząt 
w postaci proteoglikanów , zlokalizowanych głównie 
w macierzy zew nątrzkom órkowej [18, 25], Prócz reszt 
N-acetyloglukozoam iny i galaktozy, w niektórych 
łańcuchach KS stwierdzono także występowanie reszt 
fukozy, połączonych wiązaniem l->3 z resztami wy­
mienionej wyżej heksozoam iny [25].

Stopień siarczanow ania disacharydowych podjed- 
nostek KS jest zależny od ich pozycji w łańcuchu 
cukrowym  [15, 16]. Sekwencje te, zlokalizowane w po­
bliżu regionu łączącego, nie mają grup siarczanowych. 
W disacharydach rozmieszczonych w środkowej części 
łańcucha stwierdza się występowanie 6-O-siarczano- 
wanej N -acetyloglukozoam iny. Sekwencje końcowe

mają dwie reszty siarczanowe —  przy 6 atom ie węgla 
N-acetyloglukozoam iny i galaktozy.

G likany chondroityno-derm atanow e obejmują 
chondroityno-4- i -6-siarczany (Ch-4-S i Ch-6-S) oraz 
siarczany derm atanu (DS). G likany te są szeroko 
rozpowszechnione w organizm ach zwierzęcych, głów­
nie w postaci proteoglikanów  macierzy zew nątrzko­
mórkowej [6, 26,27]. Tym niemniej są też i takie, które 
stanowią składniki błon kom órkowych —  np. big- 
likan, betaglikan, syndekanl czy CD44 [26, 28-31]. 
Siarczany derm atanu najczęściej wchodzą w skład 
małych proteoglikanów , zawierających od 1-2 do 
8 łańcuchów glikanowych, o masach od 15 do 55 kD a 
[32]. Siarczany chondroityny są natom iast składnika­
mi zarów no małych, błonowych jak  i bardzo dużych, 
agregujących PG macierzy [1, 27, 28, 30, 31]. O statnie 
z wymienionych cząsteczek cechują się obecnością od 
20 do 100 łańcuchów ChS o masach od 15 do 70 kD a 
[27, 32]. Stosunkow o często proteoglikany zawierają­
ce glikany chondroitynow e, posiadają jeszcze inny typ 
łańcuchów GAG —  siarczany heparanu (np. beta­
glikan, C D  44, niektóre syndekany) lub siarczany 
keratanu (np. agrekany) [1, 27-31].

Podstaw ą podziału glikanów chondroitynow ych na 
chondroityno-4- i -6-siarczany jest dom inujący w ob­
rębie łańcucha cukrowego sposób siarczanow ania 
reszt N -acetylogalaktozoam iny. Siarczany chondro­
ityny zawierają disacharydow e podjednostki głównie 
z resztami kwasu glukuronowego i tylko niewielkie 
ilości (nie więcej niż 10%) disacharydów z resztami 
iduronianowym i [10]. Siarczany derm atanu nato ­
miast m ogą zawierać od 10 do 90%  disacharydów 
iduronianowych [10]. Podjednostki te mogą być zblo­
kowane w postaci obszarów  o różnej długości bądź też 
występować pojedynczo, w otoczeniu disacharydów 
z resztami glukuronianowym i [33]. Takie kopolim ery- 
czne strefy często zawierają naprzem iennie ułożone 
disacharydy iduronianow e i glukuronianow e [33, 34]. 
Badania F r a n s s o n a  [35] wskazują jednak, że 
pozycje 1-3, 8-9 i 25, w pobliżu redukującego końca 
łańcuchów derm atanosiarczanow ych, są rezerwowane 
wyłącznie dla disacharydów z resztami g lukuroniano­
wymi. D isacharydowe podjednostki siarczanów der­
m atanu zawierają ponadto  reszty N -acetylogalaktozo­
aminy, siarczanowane głównie przy 4 atom ie węgla [2, 
13, 35].

1-2. Struktura części białkowej proteoglikanów

Białka, stanowiące rdzeń cząsteczek PG, są hetero- 
genną grupą związków. Mimo, że poznano już s tru k ­
turę pierwszorzędową wielu z nich, to nadal nie 
wiadom o, dlaczego jedne białka tworzą proteoglikany, 
a inne nie —  mimo posiadania potencjalnych reszt 
akceptorowych dla łańcuchów glikozoam inoglikano- 
wych. W obrębie białek rdzeniowych akceptoram i 
pierwszej reszty cukrowej regionu łączącego, inicjują­
cej syntezę łańcucha GAG, są:
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1. reszta serylowa —  w przypadku proteoglikanów  
heparanow ych i chondroityno-derm atanow ych oraz 
proteoglikanów  keratanowych o typie szkieletowym 
[1 ,2 ,1 3 ,1 6 ,  36],

2. reszta treonylow a —  w przypadku proteoglika­
nów keratanow ych o typie szkieletowym [16, 36],

3. reszta asparaginylowa —  w proteoglikanach 
keratanow ych o typie rogówkowym [16, 36].

Przynajm niej w odniesieniu do PG heparanosiar- 
czanowych i chondroityno-derm atanow ych, których 
syntezę poznano najlepiej, nie wykazano, by reszta 
akceptorow a była częścią szczególnej sekwencji łań­
cucha polipeptydowego, rozpoznawanej przez ksylo- 
zylotransferazę —  enzym rozpoczynający syntezę czę­
ści glikanowej [2]. Badania wykazały jednak, że reszty 
serylowe, znajdujące się w obrębie obszarów o struk­
turze (3, są szczególnie często podstaw iane łańcucham i 
glikozoam inoglikanowym i [2]. Prócz fragmentów, 
wiążących łańcuchy GAG, białka rdzeniowe pro teo­
glikanów, charakteryzujące się często szczególną, tzw. 
m odułow ą strukturą, posiadają także obszary pełniące 
i inne funkcje. Budowa części białkowej stała się 
podstaw ą klasyfikacji PG, zaproponow anej przez 
K j e l l e n  i L i n d h a l  [2]. Badacze ci wyróżnili 
następujące rodziny proteoglikanów.
1. duże, zew nątrzkom órkow e proteoglikany chondro- 

itynosiarczanowe, zdolne do agregacji z kwasem 
hialuronow ym  (HA),

2. małe proteoglikany o białkach rdzeniowych, szcze­
gólnie zasobnych w reszty leucyny,

3. duże proteoglikany heparanosiarczanow e, wystę­
pujące w macierzy zewnątrzkom órkowej i błonach 
podstaw nych,

4. proteoglikany błon kom órkowych, reprezentujące 
rodzinę syndekanów,

5. w ew nątrzkom órkow e proteoglikany serglicylowe. 
Przedstawicielami pierwszej z wymienionych grup

PG  są: agrekany —  proteoglikany chondroityno-kera- 
tanow e chrząstki [1, 27], wersikany — proteoglikany 
chondroitynosiarczanow e, produkow ane przez fibro- 
blasty skóry, łożyska oraz mięśnie gładkie naczyń 
krwionośnych [37, 38], a także neurokany i brewikany 
—  proteoglikany chondroitynosiarczanow e tkanki ne­
rwowej [39,40]. W ymienione wyżej cząsteczki charak­
teryzują się znaczną hom ologią struk tury  N- 
i C-końcowych części białek rdzeniowych, przy jedno­
czesnym występowaniu dużych różnic w budowie 
odcinków, usytuowanych centralnie i wiążących łań­
cuchy glikanowe [27, 38-42], N iektóre ze wspom nia­
nych wyżej czterech typów proteoglikanów  mogą 
wszakże występować w formie cząsteczek, zaw ierają­
cych niekom pletny obszar wiążący łańcuchy glikano­
we (wersikany) [38, 43] lub też w postaci molekuł 
pozbawionych tej części białka rdzeniowego (wer­
sikany i brewikany) [38, 43,44]. Wszystkie cztery typy 
PG  mają na N -końcu domenę globularną, um oż­
liwiającą im tworzenie agregatów z kwasem hialurono­
wym (Ryc. 2a) [27, 38-44]. D om ena ta zawiera frag­

ment o strukturze im m unoglobulino-podobnej oraz 
dwie pętle łańcucha polipeptydowego, tworzące tzw. 
układ tandem owego powtórzenia (tandem repeat) [38, 
39, 41-45]. U kład ów bezpośrednio oddziaływuje z de- 
kasacharydow ym  fragmentem cząsteczki kwasu hialu- 
ronowego [27]. Region o strukturze Ig-podobnej 
stabilizuje te oddziaływania [45]. W stabilizacji agre­
gatów agrekanów z HA współuczestniczy także tzw. 
białko łączące (link protein) [27, 45]. Białko to, a także 
jedna z dom en białka rdzeniowego CD44 —  cząste­
czki, grająca rolę receptora powierzchniowokom ór- 
kowego dla HA [30, 46], m ają budowę bardzo podob­
ną do opisanej wyżej, N-końcowej domeny globularnej 
PG [45, 47]. Białka rdzeniowe agrekanów zawierają 
pow tórzony układ dwóch pętli łańcucha polipeptydo­
wego, tworzący tzw. domenę globularną G 2 (ryc. 2a) 
[41, 48]. Interesujące jest, że struk tura ta nie od­
działywuje z HA [48],

Wszystkie cztery typy PG , należące do omawianej tu 
grupy, posiadają w C-końcowym regionie białka rdze­
niowego domenę globularną, zwykle złożoną z trzech 
rodzajów modułów, sąsiadujących ze sobą w łańcuchu 
polipeptydowym  (ryc. 2a) [38, 39, 41-44], Obejm ują 
one:
1. m oduł o sekwencji podobnej do naskórkowego 

czynnika wzrostowego (EGF). W obrębie agreka­
nów występuje on dwukrotnie bądź pojedynczo, lub 
też ulega delecji —  na etapie potranskrypcyjnej 
obróbki mRNA [41]. Białka rdzeniowe brewika- 
nów mają natom iast jeden, zaś wersikanów i neuro- 
kanów  —  dwa takie motywy [39, 42-44],

2. m oduł podobny do lektyny, wyizolowanej z w ątro­
by kurcząt —  wykazuje on niskie powinowactwo do 
fukozy i galaktozy [49],

3. m oduł o strukturze podobnej do białka regulujące­
go czynność dopełniacza [38, 39, 41-44].
Obecność dom eny globularnej, o przedstawionej

wyżej strukturze sprawia, że om awiana tu grupa PG 
wykazuje podobieństw o do LEC-CAM  — cząsteczek 
biorących udział w zjawisku adhezji kom órek [1, 2].

D ruga grupa proteoglikanów , wg klasyfikacji 
K j e l l e n  i L i n d h a l  [2], obejmuje 5 małych 
proteoglikanów , występujących głównie w macierzy 
zewnątrzkom órkowej: dekorynę, biglikan, epifikan, 
fibrom odulinę i lumikan. Trzy pierwsze PG posiadają 
1 (dekoryna) lub 2 (biglikan i epifikan) łańcuchy 
derm atanosiarczanow e lub rzadziej —  chondroityno­
siarczanowe, przyłączone do N-końcowego regionu 
białka rdzeniowego [50-53]. D ekoryna jest szeroko 
rozpowszechniona w tkankach — wyizolowano ją  ze 
skóry, rogówki, aorty, ścięgien, chrząstek oraz mięśni 
[6, 26, 50-52, 54, 55], Biglikan występuje w różnych 
typach chrząstki i tkance kostnej [6, 26, 50]. Jest on 
także syntetyzowany przez keratynocyty, kom órki 
śródbłonka naczyniowego i kom órki mezangium ne­
rek [26, 56]. Epifikan znaleziono natom iast w chrząst­
ce nasadowej kurzych em brionów [53], F ibrom oduli- 
na i lum ikan to proteoglikany keratanosiarczanow e,
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a)

Neurokan

Brewikan

^  modut immunoglobulinopodobny, <@ moc|uł EGF-podobny, 

[ ]  tandemowe powtórzenie, CH7> moduł lektynopodobny,

moduł podobny do białka 
regulującego dopełniacz,

obszar przełączający łańcuchy 
keratanosiarczanowe,

i------- 1 N-końcowy fragment, zawierający miejsca wiązania łańcuchów DS /  ChS
1-------1 w cząsteczkach dekoryny, biglikanu i epifikanu

obszar zawierający 4 reszty cysteiny,

obszar zawierający do 24-aminokwasową sekwencję, wzbogaconą w reszty leucyny,

C-końcowy fragment, zawierający konserwatywną pętlę łańcucha 
C n 3  polipeptydowego z dwiema resztami cysteiny,

® ® ® obszar bogaty w siarczanowaną tyrozynę,

obszar przyłączający łańcuchy chondroitynosiarczanowe łańcuch chondrortyno-dermatanowy, j łańcuch keratanosiarczanowy, 

łańcuch N-związanego oligosacharydu.

c)

domena II
domena I domena Ila domena III domena IV domena V

L 1 N-końcowy fragment, z miejscami wiązania 3 łańcuchów HS,

— w— —  łańcuch HS,

< ^ >  moduł SEA,

C 7 moduł zawierający sekwencje występujące w receptorze LDL,

^  moduł Ig - podobny,

<3 motyw podobny do sekwencji występujących w III domenie lamininy, zawiera 8 reszt cysteiny,

^  motyw podobny do sekwencji występigących w IV domenie lamininy,

#  motyw podobny do domeny G lamininy,

O  moduł EGF-podobny, zawiera 6 reszt cysteiny.

162 POSTĘPY BIOCHEMII 43(3), 1997http://rcin.org.pl



d )

Agryna

< £ p )  motyw podobny do sekwencji występującej w fbllistatynie 

 »  łańcuch HS,

<] motyw podobny do sekwencji występujących w III domenie lamininy, zawiera 8 reszt cysteiny, 

< ^ >  moduł SEA,

motyw podobny do domeny G lamininy, 

moduł EGF-podobny, zawiera 6 reszt cysteiny.

e)

domena zewnątrzkomórkowa, |©  ©_©j region bogaty w sekwencje Thr-Ser-Pro,

i ,
domena btonowa, miejsce działa ma proteinaz,

' domena cytoplazmatyczna

1—  łańcuch heparanosiarczanowy, ka/v w > łańcuch chondroitynosiarczanowy,

Ryc. 2. Schem at struktury białek rdzeniowych:
a) proteoglikanów  agregujących z kwasem  hialuronow ym  

(w edług [4 4 ], zm odyfikow any),
b) m ałych proteoglikanów  m acierzy zew nątrzkom órkow ej 

(według [4 4 ], zm odyfikow any),
c) perlekanu (według [4 4 ], zm odyfikow any),
d) agryny (w edług [4 4 ], zm odyfikow any),
e) syndekanów  (w edług [28 ] i [3 1 ], zm odyfikow any).
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0 5 łańcuchach glikanowych, z których 4 są przyłączo­
ne do centralnej, zaś 1 do C-końcowej części białek 
rdzeniowych [, 44, 57]. F ibrom odulina występuje 
w tkankach i strukturach szczególnie zasobnych w m a­
cierz kolagenow ą — w różnych typach chrząstek
1 ścięgnach [6, 44, 57]. Lum ikan wyizolowano nato ­
m iast z rogówki, wątroby, mięśni i chrząstek [6, 44, 
126, 129].

Cechą charakterystyczną białek rdzeniowych m a­
łych PG  jest obecność w centralnej części łańcucha 
polipeptydowego —  według I o z z o  i M u r d o c h a  
[44] —  8 (epifikan) lub 10 (pozostałe typy PG) 
powtórzeń 24-aminokwasowej sekwencji, zawierającej 
naprzem iennie ułożone reszty hydrofobowe i hydro- 
filowe (Ryc. 2b). W obrębie wspomnianej sekwencji 
występują —  konserwatywnie rozmieszczone —  reszta 
asparaginy i od 3 do 4 reszt leucyny [6, 53, 58-63]. 
Badania konformacji inhibitora RN-azy, posiadające­
go w obrębie cząsteczki sekwencje podobne do wyżej 
opisanych, sugerują, że białka rdzeniowe małych PG  
powinny przyjmować kształt podkowy [44]. I rzeczy­
wiście, występowanie składnika białkowego o takiej 
formie stw ierdzono dla dekoryny i fibrom oduli- 
ny/lum ikanu [64]. W ydaje się, że zdeterm inowany 
obecnością powtarzających się sekwencji bogatych 
w leucynę, „podkow opodobny” kształt cząsteczki, 
z a  helikalnymi fragm entam i łańcucha polipeptydowe­
go na zewnętrznym obwodzie oraz z —  antyrównoleg- 
le ułożonymi — odcinkam i o strukturze P, tworzącymi 
krzywiznę wewnętrzną, nadaje owej molekule znaczną 
konform acyjną elastyczność i szczególnie predysponu­
je ją  do uczestnictwa w silnych oddziaływaniach typu 
białko: białko [44, 64]. W ykazano na przykład, że 
czwarta i piąta sekwencja powtórzeń, bogatych w leu­
cynę, biorą udział w interakcjach dekoryny z kolage­
nem typu I [65]. F ragm enty łańcucha polipeptydowe­
go, o dużej zawartości leucyny, uczestniczą także 
w oddziaływaniach dekoryny i biglikanu z transfor­
mującym czynnikiem wzrostowym P [66].

Klasycznym przedstawicielem trzeciej grupy PG, 
w klasyfikacji K j e l l e n  i L i n d a h l a  [2], jest 
perlekan. W ydaje się jednak, że takie cechy, jak  
pozakom órkow a lokalizacja, typ posiadanych łańcu­
chów glikanowych czy pewne strukturalne właściwo­
ści białka rdzeniowego, pozw alają tu zaliczyć także 
agrynę.

Perlekan, występujący głównie w błonach podstaw- 
nych, jest proteoglikanem  przede wszystkim hepara- 
nosiarczanowym, choć może także występować w for­
mie hybrydy heparano-derm atanow ej czy też — b ar­
dzo rzadko — w postaci cząsteczki wyłącznie z łań­
cuchami chondroitynosiarczanow ym i [7, 8, 67]. Biał­
ko rdzeniowe perlekanu m a bardzo dużą masę (ok. 460 
kDa) i skom plikow aną strukturę, stanowiącą złożenie 
pięciu dom en (Ryc. 2c) [44, 68]. D om ena I, znajdująca 
się na N -końcu, obejmuje fragm ent wiążący do 3 łań ­
cuchów glikanowych oraz fragment określany mianem 
m odułu SEA, występujący także m.in. w agrynie

i nadzorujący praw dopodobnie właściwą glikozylację 
cząsteczki białkowej. D om ena II białka rdzeniowego 
perlekanu, z dużą ilością reszt cysteiny, wykazuje 
znaczne podobieństw o do receptora lipoprotein o nis­
kiej gęstości. D om ena III, hom ologiczna z łańcuchem 
A lamininy, złożona jest z 4 subdom en, zbudowanych 
z pow tarzających się m odułów, o strukturze podobnej 
do naskórkowego czynnika wzrostowego (EGF), 
i przedzielonych trzem a regionami globularnymi. D o­
m ena IV oraz IIA, znajdująca się między dom enam i II 
i III, zawierają różną liczbę m odułów im munoglobuli- 
nopodobnych, spotykanych w N-CAM  —  cząstecz­
kach uczestniczących w adhezji kom órek. Dom ena 
V zbudow ana jest z dwu grup powtórzeń modułów
0 strukturze podobnej do EG F, przedzielonych 3 glo­
bularnym i regionami, homologicznymi z neureksyną 
oraz C-końcow ą dom eną agryny a także — w m niej­
szym stopniu —  z C-końcowymi obszaram i łańcucha 
A lamininy. Tak złożona struk tu ra białka rdzeniowego 
perlekanu jest wynikiem zjawiska „tasow ania” i d u p ­
likacji eksonów [7]. Nie wyjaśniono w pełni, czy 
dom eny białka rdzeniowego perlekanu pełnią te same 
funkcje, co w innych, zawierających je białkach. W yka­
zano jednak, że za pośrednictwem  dom eny III om a­
wiany tu PG wiąże fibronektynę [69], kolagen typu
1 [70] oraz lamininę [71]. Interesujące, że oddziaływ a­
nia perlekanu z ostatnim  z wymienionych białek 
zachodzą jeszcze przed sekrecją obu tych cząsteczek 
z kom órki [71].

Agryna to proteoglikan heparanosiarczanow y, p ro ­
dukow any i wydzielany głównie przez neurony rucho­
we, choć spotykany także w błonach podstawnych 
nabłonka kanalików  nerkowych [72, 73]. Tak jak 
w przypadku perlekanu, białko rdzeniowe agryny 
składa się z kilku rodzajów m odułów (Ryc. 2d), 
występujących także w innych typach cząsteczek biał­
kowych [44], W spom niane moduły obejmują: 9-krot- 
nie pow tórzony motyw, spotykany w follistatynie, 
dw ukrotnie pow tórzone sekwencje, homologiczne 
z dom eną III łańcuchów P i y lamininy, pojedynczy 
region SEA, obecny m.in. w perlekanie oraz C-koń- 
cowy region, wykazujący podobieństw o do neurek- 
syny i V domeny perlekanu. M oduły follistatynowe, 
występujące w części białkowej agryny, są praw dopo­
dobnie miejscami wiązania dla płytkow opochodnego 
czynnika wzrostowego i transform ującego czynnika 
wzrostowego P [44]. C-końcow a dom ena agryny jest 
natom iast niezbędna do tworzenia skupisk receptorów  
acetylocholinowych na postsynaptycznych błonach 
zakończeń nerwowo-ruchowych [44],

Czw arta grupa proteoglikanów  —  według klasyfi­
kacji K j e l l e n  i L i n d a h l a  [2] —  obejm uje 
rodzinę syndekanów —  przezbłonowych PG z łań­
cuchami heparanosiarczanow ym i, czasem równocześ­
nie także i chondroitynosiarczanow ym i, jak  w przypa­
dku syndekanu 1 [28, 31]. Spośród czterech znanych 
typów syndekanów, występowanie syndekanu 1, syn­
dekanu 2 (fibroglikanu) i syndekanu 3 (N-syndekanu)
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jest ograniczone do kom órek różnicujących się i/lub do 
określonych typów kom órek dojrzałych (Tab. 1) [28, 
31]. W odróżnieniu od wymienionych wyżej cząs­
teczek, syndekan 4 (amfiglikan) jest proteoglikanem  
szeroko rozpowszechnionym , występując na błonach 
praw dopodobnie wszystkich kom órek [74, 75]. Białka 
rdzeniowe syndekanów składają się z trzech obszarów: 
krótkiej, C-końcowej dom eny cytoplazmatycznej, do­
meny błonowej oraz dom eny zewnątrzkom órkowej, 
zawierającej dwa regiony wiążące łańcuchy glikózoa- 
m inoglikanow e [28, 31]. Jeden z tych regionów znaj­
duje się blisko N -końca białka rdzeniowego syndeka­
nów, drugi zlokalizowany jest w pobliżu błony kom ór­
kowej (Ryc. 2e). Cechą charakterystyczną om awianych 
PG , zarów no w obrębie jednego gatunku jak  i po­
chodzących od różnych gatunków , jest znaczny struk ­
turalny konserw atyzm  miejsc wiązania łańcuchów 
G A G , miejsca wrażliwego na działanie proteinaz
—  w obrębie dom eny zewnątrzkom órkow ej, oraz 
obszarów  błonowych i cytoplazm atycznych [28, 76, 
77], Podobieństw o budowy regionów błonowych oraz 
cytoplazm atycznych syndekanów w obrębie tego sa­
mego gatunku, a także tych PG  pochodzących od 
różnych gatunków  zwierząt sięga od 60 do 82% [74, 
77], Duża zachowawczość struktury  wszystkich wyżej 
wymienionych obszarów przem awia za pełnieniem 
przez nie ważnych, choć jeszcze nie poznanych funkcji. 
Region cytoplazm atyczny białek rdzeniowych synde­
kanów  posiada —  konserwatywnie zlokalizowane
—  reszty tyrozyny, stanowiące potencjalne miejsca 
fosforylacji [78]. W spom niany obszar może także 
wiązać się z elementami cytoszkieletu [79],

P ią ta  i ostatn ia grupa proteoglikanów  —  według 
K j e l l e n  i L i n d a h l a  [2] —  obejmuje PG ser- 
glicylowe. Związki te występują w ziarnistościach 
wydzielniczych kilku typów kom órek, w tym mas- 
tocytów, kom órek naturalnie cytotoksycznych, eozy- 
nofili, m akrofagów, a także —  płytek krwi [2, 5, 9, 19]. 
Cechą charakterystyczną omawianych proteoglika­
nów jest obecność w łańcuchach ich białek rdzenio­
wych obszarów zbudow anych z naprzem iennie ułożo­
nych reszt seryny i glicyny [2, 5 ,9 ,19]. Reszty serylowe
—  w większości —  są akceptoram i łańcuchów glikozo- 
am inoglikanow ych — heparyn i/lub siarczanów chon- 
droityny [5],

P row adzone w ostatnich latach badania PG  spraw i­
ły, że przedstaw ioną wyżej klasyfikację tych cząsteczek 
należałoby rozszerzyć o rodzinę proteoglikanów  hepa- 
ranosiarczanowych, połączonych z błoną przez gliko- 
zylofosfatydyloinozytol. Do tej pory poznano czterech 
przedstawicieli wspomnianej grupy; glipikan, p rodu­
kow any przez fibroblasty płucne [80], cerebroglikan, 
wyizolowany z mózgów szczurzych em brionów [81], 
K-glipikan, występujący w mysich nerkach [82] oraz 
O C I-5, pochodzący z nabłonka jąder szczurzych em b­
rionów  [83]. Białka rdzeniowe wymienionych wyżej 
proteoglikanów  wykazują pewne wspólne cechy: po­
d obną masę cząsteczkową (ok. 60 kDa), zgrupowanie

miejsc wiążących łańcuchy glikanowe blisko C-końca 
oraz występowanie unikalnego motywu, zawierające­
go 14 konserwatywnych reszt cysteiny [22].

Wiele typów proteoglikanów  pozostaje jednak poza 
przedstaw ioną tu klasyfikacją, bądź to z powodu 
braku danych o strukturze ich białek rdzeniowych, 
bądź też z pow odu posiadania pewnych unikalnych 
cech budowy, uniemożliwiających zaliczenie tych cząs­
teczek do wymienionych wyżej grup. Przykładem 
cząsteczek o unikalnej strukturze części białkowej jest 
choćby trom bom odulina. Jest to przezbłonowa cząs­
teczka o charakterze „czasowego” proteoglikanu. M o­
że ona bowiem występować w dwóch formach: zawie­
rającej i nie zawierającej pojedynczego łańcucha chon- 
droitynosiarczanow ego [2, 14], W ystępowanie trom - 
bom oduliny ograniczone jest do błon kom órek śród- 
błonka naczyniowego, gdzie uczestniczy w aktywacji 
białka C przez trom binę [2, 14, 84], Białko rdzeniowe 
trom bom oduliny charakteryzuje się obecnością trzech 
dom en w swej części zewnątrzkom órkowej [14]. Są to: 
N -końcow a dom ena hydrofobowa, sąsiadująca z nią 
dom ena —  zawierająca 6 powtórzeń sekwencji podob­
nej do naskórkowego czynnika wzrostowego i dom ena 
bogata w reszty seryny i treoniny, a wiążąca pojedyn­
czy łańcuch glikanowy. Cała białkowa składowa trom ­
bom oduliny kodow ana jest przez jeden ekson. O d­
cinek białka rdzeniowego wspom nianego PG, zawie­
rający m oduły podobne do EG F, nie wykazuje aktyw ­
ności czynnika wzrostowego, lecz jest miejscem wiąza­
nia trom biny i nieaktywnej formy białka C [14],

II. Metabolizm proteoglikanów

Proces biosyntezy proteoglikanów  rozpoczyna się 
od pow stania białek rdzeniowych [85], Prekursory 
białek rdzeniowych, wytwarzane w szorstkiej siateczce 
śródplazmatycznej, podlegają tam wstępnym modyfi­
kacjom. Jeszcze w trakcie syntezy białkowych składo­
wych PG usuwane są z nich peptydy sygnalne [86]. 
Praw dopodobnie zaraz po ukończeniu translacji (a 
być może w jej trakcie), na reszty asparaginy, wy­
stępujące w sekwencji -Asn-X-Thr-Ser (gdzie X jest 
dowolnym  am inokwasem , z wyjątkiem proliny), prze­
noszone są oligosacharydy, zasobne w reszty mannozy 
[27,87]. Jeszcze w obrębie siateczki śródplazmatycznej 
rozpoczyna się przebudow a tych N-glikozydowo przy­
łączonych fragmentów cukrowych [87], Proces ten, 
kończący się ostatecznie w aparacie Golgiego, obej­
muje usunięcie term inalnych reszt cukrowych, w tym 
części reszt mannozy, oraz przeniesienie na skrócone 
oligosacharydy reszt N-acetyloglukozoam iny, galak­
tozy i kwasu N-acetyloneuram inowego [87]. Kolejne 
etapy syntezy PG obejmują powstanie O-glikozydowo 
łączonych oligosacharydów oraz łańcuchów glikozoa- 
m inoglikanowych [85]. W przypadku proteoglikanów  
heparanosiarczanowych, wyżej wymienione procesy 
zachodzą w całości w cysternach aparatu  Golgiego 
[88, 89]. W przypadku natom iast proteoglikanów
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chondroityno-derm atanow ych wydaje się praw dopo­
dobne, że synteza regionu łączącego łańcuchy glikano- 
we z białkami rdzeniowymi odbywa się jeszcze w siate­
czce śródplazmatycznej. W chondrocytach, w obrębie 
owego przedziału kom órkow ego stwierdzono bowiem 
aktywność ksylozylotransferazy —  enzymu inicjujące­
go tworzenie regionu łączącego [90],

Powstanie oligosacharydów, O-glikozydowo przy­
łączonych do białek rdzeniowych, odbywa się na 
drodze przenoszenia pojedynczych reszt cukrowych na 
redukujący koniec formującego się łańcucha cukrowe­
go [27, 85]. Tworzenie łańcuchów glikanowych pro te­
oglikanów heparynowych, heparanosiarczanowych 
i chondroityno-derm atanow ych rozpoczyna się syn­
tezą regionu łączącego [2, 20, 27, 89-91]. W proces ten 
jest zaangażowanych kilka enzymów [2, 20,27, 89-91]. 
Ksylozylotransferaza rozpoznaje odpowiednie reszty 
serylowe i przenosi na nie cząsteczki ksylozy. Galak- 
tozylotransferazy I i II katalizują przeniesienie na nie 
redukujący koniec syntetyzowanego regionu łączące­
go dwóch kolejnych reszt galaktozy. G lukuronozylo- 
transferaza I bierze udział w przenoszeniu reszty 
kwasu glukuronowego, zaś nie scharakteryzow any 
jeszcze enzym —  w fosforylacji przy 2 atom ie węgla 
reszt ksylozy. Przynajmniej dwa pierwsze z wyżej 
wymienionych enzymów nie są swoiste i m ogą brać 
udział w syntezie regionów łączących zarów no glika- 
nów heparanow ych jak  i chondroityno-derm atano­
wych [2], D onoram i reszt cukrowych, uczestniczących 
tak w syntezie regionu łączącego jak  i w elongacji 
łańcucha glikanowego, są odpowiednie U D P-pochod- 
ne [2, 85, 91]. Ich dostępność reguluje zatem proces 
tworzenia cukrowych składowych PG [85, 91]. W y­
dłużanie łańcuchów G A G  zachodzi przez, katalizow a­
ne enzymatycznie, naprzem ienne przyłączanie do ich 
nie redukującego końca reszt N -acetyloheksozoam iny 
oraz kwasu glukuronowego [2 ,27 ,85 ,91]. W przypad­
ku proteoglikanów  chondroityno-derm atanow ych 
stwierdzono istnienie dwu różnych N-acetylogalak- 
tozoam inotransferaz, biorących udział w tym procesie 
[2]. Pierwsza z nich przenosi resztę heksozoaminy, 
inicjującą elongację łańcucha, druga uczestnicy w prze­
noszeniu pozostałych reszt N-acetylogalaktozoam iny. 
Sugeruje się, że podobne zjawisko dotyczyć może 
transferaz, biorących udział w procesie syntezy łań­
cuchów heparyn i siarczanów heparanu [2]. Rodzaj 
pierwszej reszty heksozoaminowej, przenoszonej na 
resztę kwasu glukuronow ego regionu łączącego, decy­
duje bowiem o typie syntetyzowanego łańcucha glika­
nowego. Czynniki, regulujące aktywność enzymów, 
uczestniczących w tym procesie, są na razie nieznane 
[2]. Przypuszcza się, że rodzaj syntetyzowanych GAG 
jest zdeterm inowany struk tu rą białka rdzeniowego 
—  obecność znacznej liczby hydrofobowych reszt 
am inokwasowych wydaje się faworyzować tworzenie 
łańcuchów heparanosiarczanow ych [92]. Pewną rolę 
w powyższym procesie mogą odgrywać także siar­
czanowane reszty galaktozy, obecne jedynie w regio­

nach łączących proteoglikanów chondroityno-derm a­
tanowych [2].

O statnim  etapem  syntezy PG jest modyfikacja łań­
cuchów glikanowych. Proces ten odbywa się w cyster­
nach aparatu  Golgiego i przebiega nieco odmiennie 
dla różnych klas GAG. M odyfikacja siarczanów hepa­
ranu i heparyn rozpoczyna się jeszcze w trakcie 
elongacji łańcuchów cukrowych i obejmuje kilka p ro ­
cesów, przebiegających w ściśle określonym  porządku 
[20, 91]. N a procesy te składają się: N-deacetylacja 
z następczą reakcją N-siarczanow ania reszt glukozoa- 
miny, epimeryzacja sąsiadujących reszt kwasu gluku­
ronowego do kwasu iduronowego i wreszcie O-siar- 
czanowanie reszt cukrowych. D onorem  grup siar­
czanowych w reakcjach siarczanow ania wszystkich 
typów łańcuchów glikanowych jest 3’-fosfoadenozyno- 
-5’-fosfosiarczan (PAPS) [20, 91],

Zasięg procesów modyfikujących łańcuchy siarcza­
nów heparanu i heparyn reguluje aktywność enzymu, 
katalizującego zarówno N-deacetylację i N-siarczano- 
wanie reszt glukozoam iny [20, 91]. Pierwsza z wymie­
nionych reakcji wymaga obecności nie scharakteryzo­
wanego jeszcze, nieenzymatycznego czynnika białko­
wego, którego poziom wpływa na syntezę heparyn 
i wysoce zmodyfikowanych frakcji siarczanów hepara­
nu [93],

Wydaje się, że procesy wydłużania łańcuchów glika­
nowych proteoglikanów  chondroityno-derm atano­
wych m ogą zachodzić co najmniej w dwóch różnych 
przedziałach aparatu  Golgiego. W ykazały to badania 
W o n g - P a l m s  i P l a a s  [94] oraz R a t c 1 i f f e 
i w s p. [95], z użyciem brefeldyny A —  czynnika 
zaburzającego transport pęcherzykowy między siate­
czką śródplazm atyczną a aparatem  Golgiego. Stwier­
dzono, że wydłużanie łańcuchów glikanowych małych 
PG, takich jak  dekoryna, odbywa się w obrębie 
początkowych cystern aparatu  Golgiego. Elongacja 
zaś łańcuchów G A G  agrekanu zachodzi tuż przed 
sekrecją, w dystalnych częściach tegoż aparatu  (trans- 
-Golgi network). Stosowanie monezyny, jonoforu dzia­
łającego na aparat Golgiego podobnie do brefeldyny 
A, pozwoliło ustalić, że również reakcje modyfikacji 
łańcuchów chondroityno-derm atanow ych są prze­
strzennie oddzielone [96]. Siarczanowanie przy 6 a to ­
mie węgla reszt N -acetylogalaktozoam iny zachodzi 
w cysternach Golgiego, położonych bliżej siateczki 
śródplazmatycznej [96]. M odyfikacje, prowadzące do 
pow stania łańcuchów DS i obejm ujące epimeryzację 
reszt glukuronianowych oraz siarczanow anie reszt 
N-acetylogalaktozoam iny przy 4 atom ie węgla, są 
natom iast ściśle ze sobą połączone i odbywają się 
w dystalnych częściach aparatu  Golgiego [97, 98]. 
Tam  także zachodzą reakcje siarczanow ania reszt 
iduronianow ych przy 2 atom ie węgla [97, 98].

Biosynteza proteoglikanów  keratanosiarczanow ych 
poznana jest stosunkow o słabo [27]. Wydaje się, że 
synteza regionu łączącego KS typu rogówkowego 
może zachodzić podobnie do tworzenia fragm entów
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oligosacharydow ych glikoprotein osoczowych [16, 18, 
36]. W ydłużanie i siarczanow anie łańcuchów kerata- 
nosiarczanow ych zachodzi przy udziale enzymów, 
zlokalizow anych w dystalnych cysternach aparatu  
Golgiego, i odbyw a się w sposób zbliżony do opisane­
go dla pozostałych, siarczanowanych G A G  [16, 18].

Częściowa degradacja PG  może zachodzić w prze­
strzeni zew nątrzkom órkow ej i odbywa się przy udziale 
endoglikozydaz oraz enzymów proteolitycznych [99]. 
Do tych pierwszych należą: hialuronoglukozoam ini- 
daza (hialuronidaza) —  działająca na glikany chondro- 
ityno-derm atanow e i kwas hialuronow y oraz hepara- 
noglukuronidaza — hydrolaza, depolim eryzująca siar­
czany heparanu  [99]. W śród proteinaz szczególną rolę 
przypisuje się m etaloproteinazom  [100, 101, 102].

C ałkow ita degradacja proteoglikanów  zachodzi na­
tom iast wyłącznie w ew nątrzkom órkow o —  w prze­
dziale lizosom alnym  i jest poprzedzona endocytozą 
cząsteczek PG  [99, 103]. Ten ostatni proces odbywa 
się przy udziale swoistych receptorów [99, 103]. Deko- 
ryna, a praw dopodobnie większość proteoglikanów 
derm atanosiarczanow ych, oddziałuje ze w spom niany­
mi receptoram i za pośrednictwem  białka rdzeniowego 
[103]. Proteoglikany heparanosiarczanow e, przynaj­
mniej te, syntetyzow ane przez fibroblasty, wiążą się 
z receptoram i za pom ocą łańcuchów glikanowych 
[99]. W chłonięte PG derm atano-chondroitynow e i he­
paranosiarczanow e mogą być kierowane na dwa nie­
zależne szlaki degradacyjne, najlepiej poznane w ko­
m órkach warstwy ziarnistej jajników  szczura [99, 104, 
105]. Szlak pierwszy, bardzo szybki, jest przeznaczony 
m.in. dla H SPG , związanych z błoną poprzez glikozy- 
lofosfatydyloinozytol [104, 105]. Endocytow ane PG 
są bezpośrednio transportow ane do lizosomów, gdzie 
podlegają szybkiej degradacji [99, 104, 105]. P ro teo­
glikany, kierow ane na drugi szlak, podlegają najpierw 
— w tzw. przedziale przedlizosom alnym  — proteolizie 

oraz ograniczonej degradacji łańcuchów glikanowych 
[104, 105], Powstałe produkty  pośrednie są grom a­
dzone w kom órkach, by po kilku godzinach ulec 
całkow item u i szybkiemu rozpadow i w lizosomach. 
Znaczenie drugiego szlaku degradacyjnego nie jest 
całkowicie jasne [104, 105]. W przypadku hepatocy- 
tów stwierdzono, że grom adzące się frakcje siarczanów 
heparanu, zawierające szczególnie dużo 2-O-siarcza- 
nowanych reszt glukuronianow ych, są transportow a­
ne do jądra , gdzie regulują praw dopodobnie aktyw ­
ność proliferacyjną kom órki [17].

W ymienione wyżej szlaki degradacyjne zbiegają się 
w lizosomach, gdzie proteoglikany lub ich fragmenty 
ulegają całkowitej hydrolizie [99, 106]. Rozpad łań­
cuchów glikanowych katalizow any jest przez wspo­
m niany wcześniej rodzaj endoglikozydaz, a następnie 
przez szereg egzoglikozydaz i sulfataz [99, 106]. Do 
egzoglikozydaz należą: (3-glukuronidaza i a-L-iduroni- 
daza —  odszczepiające końcowe reszty kwasowe, 
oc-N-acetyloglukozoaminidaza i (3-N-acetyloheksozo- 
am inidaza — odszczepiające końcowe reszty heksozo-

amin oraz [3-galaktozydaza —  odrywająca końcowe 
reszty galaktozy w degradowanych łańcuchach kerata- 
nosiarczanowych. W śród sulfataz są enzymy hydro- 
lizujące estry siarczanowe w obrębie reszt kwasów 
heksuronowych i heksozoamin. Egzoglikozydazy i sul- 
fatazy działają w ściśle określonym  porządku, zależ­
nym od rodzaju degradowanego łańcucha [99, 106]. 
I tak, w przypadku fragmentów glikanów chondro- 
ityno-derm atanow ych i heparanowych, proces roz­
padu zaczyna się od działania [3-glukuronidazy na 
wiązanie glikozydowe reszty kwasowej, zlokalizowa­
nej na nie redukującym  końcu łańcucha. N astępny 
etap to usunięcie grup siarczanowych w końcowej 
reszcie heksozoaminy, co poprzedza jej odszczepienie 
od degradowanego łańcucha. W zależności od tego, 
czy kolejną resztą, znajdującą się obecnie na końcu 
łańcucha, jest reszta glukuronianow a czy iduroniano- 
wa, do działania przystępuje (3-glukuronidaza lub 
a-L-iduronidaza. Przedstaw iona tu sekwencja zdarzeń 
pow tarza się aż do rozpadu całego fragmentu glikano- 
wego. W przypadku degradacji siarczanów keratanu 
najpierw następuje usunięcie grupy siarczanowej 
z ostatniej w łańcuchu reszty galaktozy [99, 106]. 
Potem, odszczepiona zostaje wspom niana reszta. 
W dalszym etapie, hydrolizie ulega grupa siarczanowa, 
przyłączona estrowo do —  następnej w degradow a­
nym łańcuchu —  reszty N-acetyloglukozoaminy. Re­
akcja ta poprzedza oderwanie reszty heksozoam iny od 
hydrolizowanego łańcucha KS. Opisany wyżej ciąg 
reakcji pow tarza się aż do pełnego rozpadu łańcucha 
glikanowego [99, 106].

Genetycznie uwarunkow ane braki enzymów degra­
dujących G AG przejawiają się w postaci chorób 
o ciężkim przebiegu, ze spichrzaniem w kom órkach 
oraz wydalaniem z moczem nie rozłożonych glika­
nów [99].

Do czynników regulujących m etabolizm pro teo­
glikanów i glikozoam inoglikanów należą:

horm ony: som atotropina [107, 108], insulina 
[107], horm ony steroidowe [109, 110],

—  czynniki wzrostowe [111],
—  stężenie tlenu w kom órce [112],
—  skład macierzy zewnątrzkom órkowej [113].

III. Biologiczne funkcje proteoglikanów

Spełnianie funkcji biologicznych przez PG jest uw a­
runkow ane ich oddziaływaniem z różnymi cząstecz­
kami. W większości tych interakcji uczestniczą gliko- 
zoam inoglikanowe składniki PG [2, 9]. Jednak do 
zaistnienia określonego efektu biologicznego koniecz­
ny jest zwykle współudział białek rdzeniowych [2]. 
Łańcuchy glikozoam inoglikanowe charakteryzują się 
dużą gęstością ładunku elektrycznego i wchodzą w in­
terakcje głównie za pośrednictwem oddziaływań elek­
trostatycznych [2, 9, 114]. C oraz więcej dowodów 
wskazuje, że owe interakcje wymagają jednak okreś­
lonej struktury  łańcucha glikanowego. Antykoagula-
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► 4)-a-GlcpNR(6-0S03')-(1— 4)-(3-D-GlcpA-(1—>4>a-D-GlcpNS03-(3-0S03-,6-0R1)-(1—♦4>a-L-ldopA(2-OS03-)-(J—-4)-a-GlcpNS03'(6-0S03-)-(1—►

oso3-

CH2OH o

►4)-a-ldopA-(1—►4)-a-GlcpNS03‘ -(1—**4)-a-ldopA-(1—-4)-a-GlcpNS03"-(1—*4)-a-ldopA(2-OS03')-(T

 f>4)-a-L-ldopA(2-OS03')-(1----►3>a-D-GalpNAc(4-0S03>CH3-“*
Ryc. 3. Sekwencje łańcuchów  g lik ozoam inoglikanow ych  PG , sw oiście oddziałujące z różnym i cząsteczkam i białkowym i:

a) sekw encja łańcuchów  HS, sw oiście w iążąca antytrom binę III; R =  C O C H 3 lub S 0 3 ;
R 1 =  S O “ lub H,
b) sekw encja łańcuchów  HS, sw oiście w iążąca F G F  2,
c) sekw encja łańcuchów  D S, sw oiście w iążąca heparynow y kofaktor II.
G alpN A c —  N -acety logalak tozoam ina  (forma piranozow a), G lcpA —  kw as g lukuronow y (forma piranozow a), G lcpN A c  
—  N -acety log iu k ozoam in a  (forma pirazonow a), G lc p N S 0 3 —  N -siarczanoglukozoam ina (forma piranozow a), IdopA —  kw as 
iduronow y (forma piranozow a).

cyjne właściwości pewnych populacji heparyn i siar­
czanów heparanu związane są z obecnością pentasa- 
charydu, z unikalną 3-O -siarczanow aną resztą 
N-siarczanowanej glukozoam iny [9, 14], S trukturę 
tego pentasacharydu przedstawia rycina 3a. Także 
wiązanie siarczanów heparanu z czynnikiem wzros­
towym fibroblastów 2 (F G F  2) wymaga występowania 
specjalnej, pentasacharydow ej sekwencji, zawierającej 
reszty N-siarczanowanej glukozoam iny i 2-O-siarcza- 
nowego iduronianu (Ryc. 3b) [115]. Do zaistnienia 
biologicznego efektu wspom nianego czynnika wzros- 
towanego niezbędny jest już jednak  12-sacharydowy 
fragment łańcucha glikanowego, zawierający —  obok 
wymienionego wyżej pentasacharydu, odcinek z 6 -0 - 
-siarczanowanym i resztami glukozoam iny [116], P ra ­
wdopodobnie, opisana wyżej sekwencja łańcucha HS 
wiążące równocześnie F G F 2 i jego tzw. receptor 
o wysokim powinowactwie [114]. Z kolei, wiązanie 
czynnika wzrostowego hepatocytów  wydaje się zależ­
ne od obecności w łańcuchach HS 6-O-siarczanowa- 
nych N -siarczanow anych reszt glukozoam iny [117]. 
Izolow ane z jąder kom órkowych hepatocytów, frakcje 
HS o działaniu antyproliferacyjnym , charakteryzują 
się występowaniem unikalnych, 2-O-siarczanowanych

reszt kwasu glukuronow ego [17]. N atom iast łańcuchy 
heparanosiarczanowe, biorące udział w interakcjach 
proteoglikanów  kom órek śródbłonka naczyniowego 
z L-selektynami, posiadają niespotykane —  w przypa­
dku glikozoam inoglikanów — reszty glukozoam iny, 
o nie podstawionych grupach aminowych [118]. O be­
cność w łańcuchach glikanowych siarczanów derm ata- 
nu heksasacharydowej sekwencji, zawierającej 3 reszty
2-O -siarczanowanego iduronianu jest konieczna do 
aktywacji przez te G A G  heparynowego kofaktora II 
(Ryc. 3c) [14, 119].

Białka, wchodzące w interakcje ze składnikam i 
glikanowymi PG, charakteryzują się obecnością 
w miejscach oddziaływań w obrębie łańcucha poli- 
peptydowego, tzw. sekwencji zgodności [9, 114], Sek­
wencje te cechują się występowaniem 2 reszt am ino­
kwasów zasadowych (najczęściej argininy), odległych 
od siebie o ok. 20 A i rozdzielonych fragm entem  
łańcucha o konformacji typu a-helisy lub (3-struktury 
[9, 114],

Białka rdzeniowe na różne sposoby uczestniczą 
w spełnianiu przez PG  ich funkcji. K om ponent biał­
kowy może kotwiczyć łańcuchy glikanowe PG w okre­
ślonych miejscach —  na błonie kom órkowej lub
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Tabela 1.
F unkcje b io logiczne najlepiej scharakteryzow anych proteoglikanów .

T yp  proteoglikanów W ystępow anie Funkcje b iologiczne
Piśm ien­
nictw o

Agrekany chrząstki 1. utrzym yw anie elastyczności chrząstek staw o­
wych,

2. zatrzym yw anie w ody i jo n ó w  w przestrzeni 
zew nątrzkom órkow ej,

3. udział w organizacji struktury m acierzy ze­
w nątrzkom órkow ej —  tw orzenie agregatów  
z HA.

1, 12, 27

W ersikany luźna tkanka łączna różnych na­
rządów, m ięśnie gładkie, chrząs­
tki, ściana naczyń krw ionośnych, 
centralny i ob w od ow y układ ner­
w ow y

1. ham ow anie adhezji kom órek,
2. udział w organizacji struktury m acierzy ze­

w nątrzkom órkow ej —  tw orzenie agregatów  
z HA, wpływ na m orfologię utkania ko lagen o­
wego.

38, 122, 123

N eu rok an y tkanka nerw ow a 1. udział w organizacji struktury m acierzy ze­
w nątrzkom órkow ej —  tw orzenie agregatów  
z HA,

2 . regulacja w zrostu aksonów ,
3. ham ow anie adhezji neuronów .

39

D ekoryny w szystkie typy tkanki łącznej, b o ­
gate w kolageny typu I i II

1. udział w fibrogenezie kolagenu,
2 . przeciw działanie m ineralizacji kolagenu,
3. ham ow anie adhezji kom órek przez oddziaływ a­

nia z fibronektyną,
4. ham ow anie adhezji fibroblastów  do trom bo- 

spondyny,
5. m odulow anie działania T G F p.

6, 66, 121, 
124-127

Biglikany ściana naczyń krw ionośnych, 
kość, chrząstki, b łony k om órko­
we keratynocytów

1. ham ow anie adhezji kom órek przez oddziaływ a­
nia z fibronektyną,

2. ham ow anie aktyw ności T G F p,
3. udział w regulacji funkcji keratynocytów .

6, 26, 66, 
121

F ibrom oduliny chrząstki, ścięgna udział w fibrogenezie kolagenu. 6, 44, 57

Lum ikany rogów ka, w ątroba, m ięśnie, 
chrząstki

utrzym yw anie przeźroczystości rogów ki. 44, 125, 128

Perlekany błony podstaw ne kom órek śród- 
błonkow ych i nabłonkow ych, 
przykom órkow a m acierz fibro- 
blastów  płucnych i kom órek raka 
okrężnicy, m acierz zew nątrzko- 
m órkow a chrząstki

1. udział w tw orzeniu struktury błon podstaw nych,
2 . regulacja przepuszczalności błon podstaw nych  

w kłębuszkach nerkow ych,
3. udział w adhezji kom órek śródbłonka i hepato­

cytów ,
4. udział w rozw oju tkanki m ięśniowej,
5. w iązanie czynników  wzrostow ych: G M -C SF , 

F G F 2, 11-3.

7, 8, 9, 44  
68, 69, 71

Syndekany:
syn d ek an -1,

fibroglikan
(syndekan-2 ),

N -syndekan
(syndekan-3),
am figlikan
(syndekan-4).

błony kom órek nabłonkow ych, 
lim focytów  B oraz kom órek róż­
nicujących się
błony k om órkow e fibroblastów  
i hepatocytów

błony kom órek nerw ow ych em b­
rionów  szczurzych w większej ilo­
ści —  na błonach kom órek tkan­
ki łącznej i nabłonka

1. udział w zjawisku adhezji komórek:
-  udział w organizacji struktury nabłonka,

—  regulacja funkcji receptorów  integrynow ych.
—  w iązanie antyadhezyjnych glikoprotein  m a­

cierzy zew nątrzkom órkow ej: tenascyny
i trom bospondyny,

—  wpływ na organizację cytoszkieletu ,
2. udział w procesach różnicow ania i proliferacji 

przez:
—  pełnienie roli koreceptorów  (FG F 2) lub rece­

ptorów  (F G F 1, plejotrofina, m idkina) czyn­
ników  w zrostow ych.

28, 31, 74, 
75, 77-79

Agryny synapsy neuronów  ruchow ych, 
błony podstaw ne nabłonka kana­
lików  nerkow ych

1. udział w regeneracji synaps zakończeń  nerwo- 
w o-ruchow ych,

2 . udział w różnicow aniu  obszaru postsynaptycz- 
nego zakończeń nerw ow o-ruchow ych m.in. 
przez:

44, 72, 73
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Tabela 1 c.d.

Typ proteoglikanów W ystępow anie Funkcje b iologiczne
Piśm ien­
nictw o

Agryny —  wpływ na tw orzenie skupisk receptora acety- 
locholinow ego ,

—  wpływ  na syntezę i kum ulację esterazy acety- 
locholinow ej.

Betaglikany błony kom órkow e praw d op od o­
bnie wszystkich typów  kom órek

udział w procesach proliferacji i różnicow ania  
przez:
—  pełnienie roli koreceptora dla T G F p,
—  w iązanie F G F 2.

29, 120

P roteoglikany 6B4 b łony kom órek G olg iego  w m óz­
gu szczurów

udział w rozw oju m óżdżku 39

T rom bom oduliny błony kom órek śródbłonka na­
czyniow ego

udział w regulacji hem ostazy przez:
—  w spółudział w aktywacji białka C,
—  ham ow anie działania trom biny na fibrynogen  

i czynnik V,
—  stym ulację inaktywacji trom biny przez anty- 

trom binę.

14, 84

R odzina C D 44 błony kom órek układu krw io­
tw órczego, nabłonków , fibro- 
blastów , lim focytów , kom órek  
tkanki nerwowej

udział w zjawiskach adhezji, migracji, proliferacji 
i różnicow ania przez:
—  oddziaływ ania z kom ponentam i macierzy: kw a­

sem hialuronow ym , fibronektyną, kolagenem ,
—  w pływ  na organizację cytoszkieletu .

1, 30, 46

G lipikany fibroblasty, kom órki śródbłonka  
naczyń, kom órki ziarniste szczu­
rzych jajników

1. udział w regulacji hem ostazy
2 . udział w zjawisku adhezji przez oddziaływ ania  

z fibronektyną

3, 21, 22, 80

C erebroglikany kom órki em brionalnych m ózgów  
szczurzych

udział w procesach różnicow ania neuronów . 21, 39, 81

Proteoglikany
serglicylow e

ziarnistości w ydzielnicze m asto- 
cytów , bazofili, kom órek natu­
ralnie cytotoksycznych , eozyno- 
fili, lim focytów  T, płytek krwi, 
kom órek w białaczkach pro- 
m ielocytarnych

1. udział w regulacji aktyw ności enzym ów  przez 
w iązanie zasadow ych proteaz,

2. udział w tw orzeniu i utrzym yw aniu określonych  
w arunków  fizykochem icznych w akuoli wydziel- 
niczych przez:
—  utrzym yw anie elektroobjętości ziarnistości 

wydzielniczych,
—  zagęszczanie cząsteczek podlegających w y­

dzielaniu.

2, 5, 9, 19

w macierzy zewnątrzkom órkowej i nadawać jedno­
cześnie tym łańcuchom  orientację przestrzenną, nie­
zbędną do zaistnienia ich biologicznej aktywności [2, 
9]. Białka rdzeniowe PG  przezbłonowych m ogą także 
brać udział w transdukcji sygnału z przestrzeni zewnę­
trznej, poprzez łańcuchy GAG, do wnętrza kom órki 
[2, 28, 31]. Białka te m ogą także reagować z różnymi 
cząsteczkami, niezależnie od składników glikanowych 
PG  [2, 6, 7, 28, 29, 120, 121].

Przykłady biologicznych funkcji PG  przedstawiono 
w tabeli 1.

A rtykuł otrzymano 12 maja 1997 r.
Zaakceptowano do druku 3 czerwca 1997 r.
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KOMUNIKAT

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 antagon. Określają one bardzo dobrze właściwe 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 łownictwa Biochemicznego 
Prof. dr hab. Janina Kwiatkowska-Korczak
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I. Wstęp

Otyłość jest najczęściej definiowana jak o  zaburzenie 
hom eostazy przem ian energetycznych ustroju, p row a­
dzące do zwiększenia masy tkanki tłuszczowej, 
a w konsekwencji do zwiększenia masy ciała. Dla 
oceny wielkości masy ciała stosuje się zwykle Wskaźnik 
M asy Ciała (ang. Body M ass Index  —  B M I), k tóry 
oblicza się ze wzoru: BMI =  m asa ciała w kg/(wzrost 
w m )2. Jego wartość liczbowa jest ściśle zw iązana 
z zaw artością tłuszczu w organizmie. W edług Św iato­
wej Organizacji Zdrow ia (W HO) wartość BM I w za­
kresie 18,5-25 kg/m 2 odpow iada prawidłowej masie 
ciała, natom iast wartości powyżej 25 kg /m 2 wskazują 
na różny stopień otyłości.

Otyłość, obok chorób nowotworow ych i degenera- 
cyjnych, stanowi jeden z ważniejszych problem ów

1 Prof. dr hab., 2 dr, 3 mgr, Katedra i Zakład Biochemii 
A.M. Dębinki 1, 80-211 Gdańsk

współczesnych czasów. Powszechnie wiadom o, że jest 
ona nie tylko czynnikiem ryzyka w cukrzycy, w choro­
bach układu krążenia, wątroby i nerek, ale także 
utrudnia ich leczenie. P onad to  należy pam iętać, że 
otyłości nie da się wyleczyć. M ożna jej jedynie skutecz­
nie zapobiegać stosując odpowiednią dietę, wysiłek 
fizyczny oraz odpowiednie leki [1]. U podstaw  otyłości 
leży dodatni bilans energetyczny spowodow any nad ­
miernym spożyciem pokarm ów  z jednoczesnym  ogra­
niczeniem wysiłku fizycznego [1]. Etiologia otyłości 
nie jest znana, a wśród jej przyczyn wymienia się 
najczęściej czynniki genetyczne, neurogenne, psychicz­
ne, horm onalne i środowiskowe [1-5]. B adania prze­
prow adzone na myszach z m utacją w genie ob lub db 
wskazują, że otyłość może być dziedziczna. U ludzi 
otyłość wykazuje charakter rodzinny, jednak bezpo­
średnich dow odów  na dziedziczne przekazywanie o ty­
łości do tej pory nie przedstawiono. D latego też 
powszechnie panuje przekonanie, że dziedziczy się 
predyspozycje do otyłości, a nie sam ą otyłość. Jednak 
badania prow adzone przez wiele lat nad otyłością 
u bliźniąt jednojajowych wychowywanych oddzielnie 
wskazują, że czynniki środowiskowe (warunki życia, 
częstość, jakość i ilość spożywanych posiłków) od­
grywają niewielką rolę w rozwoju otyłości [6]. Te 
wyniki sugerowały, że czynniki genetyczne muszą 
odgrywać ważną rolę w rozwoju otyłości również 
u ludzi [6]. W wielu laboratoriach na świecie po­
szukiwano genów, które mogłyby kontrolow ać ilość
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spożywanych pokarm ów  oraz aktywność fizyczną 
i w konsekwencji zapobiegać otyłości. W ydaje się, że 
muszą istnieć grupy genów, które współdziałając ze 
sobą kontro lu ją  masę ciała. M utacje w obrębie tych 
genów mogłyby prowadzić do otyłości.

II. Geny otyłości

Intensywne badania prow adzone przez wiele lat 
doprow adziły do sklonow ania pięciu genów, które 
obecnie zalicza się do genów otyłości (Tab. 1).

II-l. Geny ob (obese) i db (diabetes)

Duże znaczenie dla zrozum ienia etiologii otyłości 
może mieć niedawno odkryty u myszy, szczurów 
i u ludzi gen otyłości (gen ob). M etodą pozycyjnego 
klonow ania scharakteryzow ano mysi gen otyłości [7, 
8], a następnie jego szczurze [9] i ludzkie [10] 
hom ologi. Ekspresja tego genu zachodzi wyłącznie 
w tkance tłuszczowej (białej i brunatnej) [7] i jest 
regulow ana zarów no przez horm ony jak  i czynniki 
dietetyczne [7, 8, 11]. W ykazano, że głodzenie szczu­
rów pow oduje szybki spadek ilości m RNA leptyny 
(produktu  genu ob) [11], natom iast karm ienie uprzed­
nio głodzonych zwierząt powoduje w ciągu kilku 
godzin znaczny wzrost poziom u tego m RNA [11], 
Stężenie m RNA leptyny w tkance tłuszczowej szczura 
ykazuje również zmiany dobowe. Jego poziom zwięk­
sza się w godzinach nocnych, w kilka godzin po

Tabela 1.
G eny otyłości u m yszy.

rozpoczęciu spożywania pokarm u, i spada w dzień, 
kiedy szczury nie spożywają paszy [11]. G łodzenie 
zw ierząt całkowicie znosi te dobowe zm iany stężeń 
m R N A  leptyny, co wskazuje, że są one zależne od 
pobierania pokarm u [11]. Pięciokrotny wzrost stęże­
nia m RN A  leptyny stwierdzono u szczurów pod­
danych wielokrotnie pow tarzanym  cyklom głodzenia- 
-karm ienia [12]. Należy dodać, że u tak traktow anych 
zwierząt aktywność enzymów lipogenetycznych w bia­
łej tkance tłuszczowej wzrasta wielokrotnie [13]. Z n a­
czny spadek ilości mRNA leptyny obserw ow ano 
u szczurów z doświadczalną cukrzycą wywołaną strep- 
tozotocyną, a podanie insuliny miało niewielki wpływ 
na poziom  tego m RNA [14], W yniki tych doświadczeń 
należy jednak interpretow ać z pewną ostrożnością, 
ponieważ długotrwałe traktow anie zwierząt streptozo- 
tocyną powoduje redukcję masy tkanki tłuszczowej 
i zmniejszenie wielkości adipocytów. W związku z tym 
spadek stężenia m RNA leptyny może być skutkiem  
działania streptozotocyny na adipocyty. Jednorazow e 
podanie insuliny głodzonym szczurom powoduje zna­
czny wzrost ilości m RNA leptyny [11]. B adania na 
hodow lach kom órkow ych jednoznacznie wskazują, że 
insulina reguluje ekspresję genu ob na poziomie tran s­
krypcji [15]. Podanie insuliny szczurom pow oduje 
także wzrost stężenia leptyny w surowicy [16]. In­
sulina dodana do hodowli tkankowej również pow o­
duje wzrost stężenia leptyny w środowisku inkubacyj- 
nym [15]. W yniki tych doświadczeń jednoznacznie 
wskazują, że insulina odgrywa istotną rolę w regulacji

G en
C hrom osom , 
Dziedziczenie, 

Rok sk lonow ania
M iejsce ekspresji Produkt genu i m echanizm  jego  działania

ob
obese

6
A utosom alne, 
C echa recesywna  
1994

Tkanka
tłuszczow a

L eptyna („horm on sytości”, horm on odchudzają­
cy ”) białko o m.cz. 16 k D  w ydzielane przez a d ip ocy­
ty d o  krwi, łączy się z receptorem  leptyny (O b-R ) 
w podw zgórzu, a w konsekw encji hamuje syntezę  
N P Y  (horm on łaknienia). P odana (egzogenna) lep­
tyna pow oduje zm niejszenie spożycia pokarm ów  
i spadek m asy ciała.

db
diabetes

4
A utosom alne, 
C echa recesywna  
1995

Podw zgórze, splot 
naczyniów kow y, 
inne narządy (?)

R eceptor leptyny (Ob-R), b iałko o m.cz. ok o ło  81 
k D . Przyłączenie leptyny do receptora pow oduje  
jeg o  dimeryzację, której skutkiem  jest zah am ow a­
nie syntezy N P Y  (i praw dopodobnie innych nero- 
peptydów ).

fa t 8
A utosom alne,
Cecha recesywna 1995

T kanki endokrynne  
i neuroendokrynne

K arboksypeptydaza E, enzym  katalizujący prze­
m ianę proinsuliny w insulinę.

Ay
agouti

2
A utosom alne, 
C echa dom inująca  
1992

Skóra u m yszy norm al­
nych, w szechobecny  
u m utantów

A gouti, peptyd, antagonista receptora (M C 4-R ) 
horm onu m elanotropow ego (M SH ). H am ow anie  
przez peptyd agouti M C 4-R  jest praw dopodobnie  
przyczyną otyłości u m yszy A y.

tub
tubby

7
A utosom alne,
C echa recesywna 1996

podw zgórze, oko, jądra T ubby, b iałko zbudow ane z 505 am inokw asów , 
m echanizm  działania nieznany.
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syntezy leptyny. O statn io  opublikow ane dane sugeru­
ją, że leptyna może również regulować syntezę i sekre- 
cję insuliny z kom órek (3 trzustki [17]. W ykazano 
bowiem obecność receptora leptyny w tych kom ór­
kach [17]. N a tej podstawie sugeruje się, że leptyna 
może zapobiegać otyłości poprzez ham owanie sekrecji 
insuliny, obniżając jej stężenie w surowicy [17]. W yka­
zano również, że ekspresja szczurzego genu otyłości 
jest indukow ana przez glukokortykoidy, co prowadzi 
do obniżenia spożycia pokarm u, a w konsekwencji do 
spadku masy ciała [18]. Duży wpływ na ekspresję genu 
ob wywiera ekspozycja zwierząt na zimno, k tó ra 
prowadzi do zwiększonego wydatku energetycznego, 
szczególnie u małych gryzoni. U myszy poddanych 
przez 18 godzin działaniu niskiej tem peratury (5°C) 
obserw owano całkowity zanik m RNA leptyny [19]. 
Podobne zmiany w poziomie m RNA leptyny wywo­
łuje traktow anie zwierząt noradrenaliną lub agoni- 
stą p-adrenergicznym, izoprenaliną [19]. Wyniki 
tych doświadczeń wskazują, że układ sympatyczny 
może odgrywać istotną rolę w regulacji ekspresji 
genu ob [19].

Ekspresja genu ob w tkance tłuszczowej jest różna 
i zależy od jej lokalizacji w organizmie. U szczurów 
najwyższą ekspresję obserwowano w tkance tłusz­
czowej najądrzy, nieco niższą w okołonerkow ej tkance 
tłuszczowej i najniższą w tkance podskórnej [20]. 
Insulina stymuluje ekspresję genu ob w tkance tłusz­
czowej najądrzy i okołonerkowej, nie wywiera n a to ­
miast wpływu na ekspresję tego genu w podskórnej 
tkance tłuszczowej [20], To zróżnicowanie między 
poszczególnymi rodzajam i tkanki tłuszczowej wynika 
praw dopodobnie z różnej wielkości adipocytów. W ię­
ksze adipocyty cechuje wyższa ekspresja genu ob 
i odw rotnie [21]. W ynika z tego, że każda kom órka 
tłuszczowa może indywidualnie przesyłać sygnały 
o własnym stanie energetycznym (zasobach triacylo- 
gliceroli) do centralnego układu nerwowego.

Leptyna (gr. leptos —  delikatny, cienki, mały) jest 
białkiem o m.cz. około 16 kD  i wykazuje wysoki 
stopień homologii z białkam i należącymi do rodziny 
cytokin [22]. Jest ono wydzielane przez adipocyty do 
krwi i transportow ane do podwzgórza [23]. W p o d ­
wzgórzu łącząc się z odpowiednim  dla niego recep­
torem  (Ob-R), kodow anym  przez gen db [24, 25] 
ham uje biosyntezę i uwalnianie neuropeptydu 
Y (NPY) [23]. Receptor Ob wykazuje wysoki stopień 
homologii z białkam i należącymi do rodziny recep­
torów  cytokin [24], szczególne podobieństw o w ykazu­
je do receptora IL-6 [24]. Punktow a m utacja (G->T) 
tego genu prowadzi do otyłości u myszy [25]. W zrost 
stężenia neuropeptydu Y w podwzgórzu zwiększa 
spożycie pokarm ów , natom iast spadek stężenia p ro ­
wadzi do efektu przeciwnego [26-28]. W wielu m ode­
lach doświadczalnych wykazano związek wysokiego 
stężenia N PY  w podwzgórzu z otyłością [26-28]. 
P onad to  dokom orow e podanie N PY  powoduje, że 
szczury norm alne (nieotyłe) w krótkim  czasie stają się

otyłe [26-28]. M olekularny mechanizm działania 
N PY  nie jest dokładnie znany. W iadom o, że zwiększa 
on stężenie insuliny, ACTH i kortykosteronu w suro­
wicy szczurów [29]. Zwiększone stężenie tych h o r­
m onów (szczególnie insuliny) może prowadzić do 
wzrostu aktywności lipazy lipoproteinowej w białej 
tkance tłuszczowej, a w konsekwencji do nadmiernej 
akum ulacji lipidów.

O statn io  opisano nowy typ receptora N PY  i na­
zwano go Y5 [30]. Receptor Y5 jest białkiem zbudo­
wanym z 456 am inokwasów, sprzężonym z cyklazą 
adenylanową, a m RNA tego białka stw ierdzono głów­
nie w podwzgórzu [30]. Receptor Y5 jest odpow iedzia­
lny za regulację spożycia pokarm ów  [30]. W przypad­
ku mutacji genu ob (np. u myszy genetycznie otyłych 
ob/ob) dochodzi do syntezy nieprawidłowej leptyny, 
k tóra praw dopodobnie nie ham uje syntezy neuropep­
tydu Y, co wywołuje nadm ierne łaknienie i otyłość 
[31]. M echanizm  działania leptyny na podwzgórze 
przedstawiono na rycinie 1. P rodukow ana i wydziela­
na przez adipocyty do krwi leptyna przedostaje się do 
podwzgórza. Tu powoduje dimeryzację receptora lep­
tyny znajdującego się na powierzchni kom órek pod­
wzgórza. Prowadzi to do zaham ow ania syntezy N PY  
i praw dopodobnie innych neuropeptydów.

Sklonowanie genów ob i db oraz określenie właś­
ciwości i funkcji biologicznej ich produktów  biał­
kowych stwarza nowe możliwości poznania m olekula­
rnych podstaw  otyłości. Rycina 2 przedstawia współ­
działanie leptyny i jej receptora w regulacji spożycia 
pokarm ów . Adipocyty syntetyzują i wydzielają do 
krwi leptynę, k tó ra po przedostaniu się do podwzgórza 
łączy się ze zlokalizowanym  tam  receptorem  leptyny 
(Ob-R) ham ując syntezę i uwalnianie NPY. Jeśli 
adipocyty wydzielają niewielkie ilości leptyny, to jej 
stężenie we krwi i w podwzgórzu spada. W ynikiem 
tego jest zwiększona produkcja NPY, a w konsekw en­
cji zwiększone spożycie pokarm ów . W zrost stężenia 
glukozy we krwi (w wyniku spożywania pokarmów), 
stymuluje uwalnianie insuliny z trzustki, a z kolei 
wzrost stężenia insuliny we krwi powoduje zwiększoną 
syntezę i uwalnianie leptyny z tkanki tłuszczowej do 
krwi. Leptyna przedostając się do podw zgórza ham uje 
syntezę NPY, co prowadzi do obniżenia apetytu oraz 
spadku spożycia pokarm u i w konsekwencji do spadku 
stężenia insuliny —  horm onu stym ulującego syntezę 
leptyny. W ten sposób produkty  genów ob i db 
stanow ią uzupełniający się system horm on-receptor 
(leptyna —  Ob-R), przy pom ocy którego informacje 
o zasobach energetycznych ustroju (zawartych głównie 
w tkance tłuszczowej) są przekazywane do centralnego 
układu nerwowego. Leptyna i jej receptor stanow ią 
zatem istotne ogniwo w sprzężeniu zw rotnym  przeka­
zywania informacji z tkanki tłuszczowej do central­
nego układu nerwowego, którego zadaniem  jest u trzy­
manie stałej masy ciała. Jest rzeczą oczywistą, że 
zaburzenie tego procesu musi prowadzić do otyłości. 
Redukcja masy ciała w wyniku zwiększonej syntezy
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adipocyty

Ryc. 1. M echanizm  działania leptyny.
L eptyna pow oduje dimeryzację recep­
tora znajdującego się na pow ierzchni 
kom órek podw zgórza, w yw ołując za­
ham ow anie syntezy i w ydzielania neu- 
ropeptydu Y.

leptyny może być skutkiem  zmniejszenia pobierania 
pokarm ów  oraz zwiększonego w ydatku energetycz­
nego (Ryc. 2 i 4). Z kolei zwiększony wydatek ener­
getyczny jest wynikiem zwiększonej aktywności fizycz­
nej oraz zwiększonej termogenezy w brunatnej tkance 
tłuszczowej [32].

W wielu ośrodkach naukowych poszukiw ano czyn­
ników regulujących ekspresję genu otyłości in vivo. 
Stw ierdzono zwiększoną ekspresję genu ob u zwierząt 
genetycznie otyłych, np.: myszy ob/ob i db/db [7, 
33-36]. U myszy ob/ob otyłość jest praw dopodobnie 
zw iązana z produkcją nieprawidłowej (krótszej) lep­
tyny. W przypadku myszy db/db przyczyną otyłości 
wydaje się być nieprawidłowa budow a receptora lep­
tyny. Podskórne podanie myszom ob/ob leptyny po­
woduje znaczne obniżenie masy ciała [37]. Badania 
nad ekspresją genu ob u ludzi wykazały u osobników 
otyłych jego nadekspresję [38-40] oraz znacznie wyż­
sze stężenie leptyny w surowicy [41-46]. Tak więc 
w przeciwieństwie do myszy ob/ob czy db/db u ludzi 
otyłych ilość leptyny jest p roporcjonalna do ilości

posiadanej tkanki tłuszczowej. Jedną z przyczyn nade- 
kspresji genu ob, a w konsekwencji zwiększonej sek- 
recji leptyny do krwi u ludzi otyłych, może być 
powiększenie rozm iarów adipocytów. P onadto  nie 
stw ierdzono różnic w sekwencji mRNA genu ob ludzi 
otyłych i „chudych” [38]. Wydaje się więc mało 
praw dopodobne, aby przyczyny otyłości u ludzi i my­
szy ob/ob były takie same. Za powstawanie otyłości 
u ludzi może być odpowiedzialna np. zmniejszona 
wrażliwość na leptynę, przyspieszona degradacja lep­
tyny (w adipocytach lub we krwi) i/lub nieprawidłowa 
budow a receptora leptyny w podwzgórzu.

II-2. Gen fa t

Kolejnym  opisanym  genem, zaliczanym do genów 
otyłości, jest gen fa t. M utacja w tym genie prowadzi do 
um iarkow anej otyłości i hiperinsulinemii u myszy 
[47]. Myszy ze zm utowanym  genem fa t  prawidłowo 
reagują na insulinę egzogenną. Sugerowało to, że 
u tych zwierząt p rodukow ana jest nieaktywna insulina.

1
?

1
[NPY] |
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Ryc. 2. W spółdziałanie leptyny, insuliny i receptora leptyny w regu­
lacji spożycia pokarm ów .

O statnie badania wskazują, że przyczyną tych zabu­
rzeń może być obniżona aktywność karboksypep- 
tydazy E (zwanej również karboksypeptydazą H), 
jednego z enzymów katalizujących przem ianę proin- 
suliny w insulinę w kom órkach p trzustki [48], Zwią­
zek pomiędzy obniżeniem lub brakiem  aktywności 
karboksypeptydazy E a otyłością nie jest znany. M oż­
na jedynie przypuszczać, że obniżony poziom aktyw ­
nej (dojrzałej) insuliny (wysoki stosunek stężenia pro- 
insuliny do insuliny hiperproinsulinem ia) może p ro ­
wadzić do zmniejszenia syntezy i sekrecji leptyny 
z adipocytów, a tym samym do spadku jej stężenia we 
krwi. Skutkiem  tego może być nadm ierna produkcja 
NPY , hiperfagia i otyłość (Ryc. 1 i 2).

O pisano także przypadek otyłości u ludzi związany 
z nieprawidłową przem ianą proinsuliny w insulinę, 
lecz nie wiadom o czy u podstaw  tego zaburzenia leży 
obniżona aktywność karboksypeptydazy E [49].

II-3. Gen tub

czas określona [50, 51]. W iadom o jedynie, że gen ten 
koduje powstawanie białka tubby, zbudow anego z 505 
am inokwasów i zlokalizowanego w cytosolu [50, 51]. 
Biorąc pod uwagę główne miejsce powstaw ania tego 
białka (podwzgórze) m ożna przypuszczać, że odgrywa 
ono bliżej nieokreśloną rolę w regulacji równowagi 
energetycznej ustroju [52].

II-4. Gen agouti

Gen agouti (Ay) został odkryty i sklonowany w 
1992 r. [53]. Ulega on ekspresji wyłącznie w skórze 
i w arunkuje zmianę zabarwienia włosów u myszy. 
Białko agouti wiąże się z receptorem  horm onu mela- 
notropow ego (MC4-R), ham ując w ten sposób wiąza­
nie się z tym receptorem  horm onu m elanotropow ego 
(MSH). Zm utow any gen Ay ulega ekspresji praw ­
dopodobnie we wszystkich narządach [52]. M utacja 
w obrębie tego genu prowadzi do um iarkowanej 
otyłości i cukrzycy. Zaobserwow ano, że m utacja w ob­
rębie genu M C4-R lub brak tego genu u myszy (ang. 
knockout mouse) prowadzi do otyłości podobnej do 
obserwowanej w przypadku mutacji genu Ay [52, 54, 
55]. Stało się to podstaw ą hipotezy, że produkt genu Ay 
może powodować otyłość poprzez wiązanie się z recep­
torem  MC-4. W celu weryfikacji tej hipotezy syn­
tetyzowano związki, które wykazywały właściwości 
antagonistów  lub agonistów receptora M C-4 [54], 
Podanie zwierzętom agonistów  M C4-R obniżało spo­
życie pokarm ów . Równoczesne podanie antagonistów  
receptora M C-4 całkowicie znosiło ten efekt. Te wyniki 
sugerowały, że agonisty receptora MC-4 (np. M SH) 
ham ują łaknienie, co może zapobiegać otyłości. Z kolei 
antagonisty receptora M C-4 indukują łaknienie, 
a w konsekwencji m ogą prowadzić do otyłości. B ada­
nia F a n  i w s p. [54] wskazują, że białko agouti 
antagonizuje działanie agonistów  MC4-R, tzn. działa

agouti

MC4-R MC4-R

Hamowanie spożycia 
pokarmów

Brak hamowania 
spożycia pokarmów

M utacja w genie tub powoduje u myszy um iar­
kow aną otyłość z jednoczesną u tra tą  słuchu i degene­
racją siatkówki [49]. Pom im o sklonow ania genu tub, 
funkcja jego produk tu  białkowego nie została dotych-

BRAK OTYŁOŚCI OTYŁOŚĆ

Ryc. 3. Rola horm onu m elanotropow ego (M SH ), jego  receptora  
(M C 4-R ) i białka agouti w regulacji spożycia pokarm ów .
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jak  antagonisty  MC4-R, a skutkiem  jego działania jest 
również otyłość. Z badań tych wynika, że M SH i M C-4 
m ogą odgrywać ważną rolę w kontroli spożycia po k ar­
mów (Ryc. 3).

III. Leptyna-kluczowy element w przekazy­
waniu informacji pomiędzy tkanką tłusz­
czową a centralnym układem nerwowym

ffl-1. Rola leptyny, Ob-R, NPY, MSH i MC4-R 
w regulacji spożycia pokarmów

Początkow o rola leptyny w regulacji masy ciała 
zwierząt (u ludzi problem  ten jest praw dopodobnie 
znacznie bardziej złożony) wydawała się stosunkow o 
prosta  (Ryc. 1 i 2). W m iarę kontynuow ania badań 
obraz ten ze względnie prostego staje się coraz bardziej 
skom plikow any. W skazują na to również wyniki do ty­
czące roli M C4-R oraz jego agonistów i antagonistów  
w regulacji kontroli spożycia pokarm ów .

W edług F r i e d m a n a  i w sp . [56] M SH i MC4-R 
stanow ią również ważne ogniwo w przekazywaniu 
sygnałów w odpowiedzi na nadm ierne spożywanie 
pokarm ów  (otyłość), natom iast w odpowiedzi na gło­
dzenie funkcję tę spełnia N PY  i jego receptor (Ryc. 4). 
G łodzenie prow adzi do u traty  masy ciała (masy tkanki 
tłuszczowej), a w konsekwencji do zmniejszonej p rodu­
kcji i sekrecji leptyny do krwi. Niskie stężenie leptyny 
w podw zgórzu powoduje, że tylko niewielka ilość 
receptora leptyny występuje w formie dim eru (aktyw­
nej), co prow adzi do wzrostu stężenia NPY. N europep- 
tyd Y łącząc się z receptorem Y5 powoduje wzrost 
łaknienia i ograniczenie wydatku energetycznego, 
umożliwiając odbudow ę masy tkanki tłuszczowej. 
W przypadku braku leptyny lub syntezy jej niepraw id­
łowej formy zwierzęta nie m ogą kontrolow ać spożycia 
pokarm u (przypom ina to stan ciągłego głodu) i w kon­
sekwencji stają się otyłe (jak np. myszy ob/ob). Jeśli 
myszy te będą traktow ane leptyną, spożycie pokarm u 
spadnie, a następnie ustąpią objawy związane z otyłoś­
cią. W ysokie stężenie leptyny działając poprzez M SH 
i M C4-R prowadzi do spadku spożycia pokarm u 
i zwiększonego w ydatku energetycznego (Ryc. 4).

III-2. Wyniki doświadczeń wskazujących na ist­
nienie genów ob i db

Odkrycie genu ob i jego produktu  białkowego 
—  leptyny oraz genu db i kodow anego przez niego 
receptora leptyny przyczyniło się do wyjaśnienia wielu 
zjawisk obserwowanych przez fizjologów i sugerują­
cych, że informacje o masie tkanki tłuszczowej są 
przekazywane do centralnego układu nerwowego, 
przypuszczalnie do ośrodka sytości. N ie określono 
jednak  budowy i właściwości substancji, za pom ocą 
której te informacje są przekazywane. Postulow ano, że 
substancje powstające w tkance tłuszczowej pod wpły­
wem spożytych pokarm ów  uwalniają się do krwi i tą

Utrata 
masy ciała

Wzrost 
masy ciała

ł
leptyna j leptyna |

i i
-----podwzgórze—

O b -R
podwzgórze-----

l
MSH

NPY 1
4-

Receptor Y5
MC4-R

/  \ /  \
| Spożycie pokarmów j  Zużycie energii |  Spożycie pokarmów f  Zużycie energii

Ryc. 4. M echanizm y regulujące spożycie pokarm ów  i zużycie ener­
gii w zależności od m asy tkanki tłuszczowej zwierzęcia.

drogą dostają się do centralnego układu nerwowego, 
gdzie, działając na ośrodek sytości, ham ują łaknienie 
[57]. Substancją tą, jak  się dzisiaj wydaje, może być 
leptyna. Określenie właściwości i funkcji produktów  
genów ob i db umożliwia wyjaśnienie wyników d o ­
świadczeń, w których chirurgicznie połączono dwa 
zwierzęta (parabioza) [58]. Po uszkodzeniu podwzgó­
rza u jednego ze zwierząt, stwierdzono u niego dużego 
stopnia otyłość, natom iast jego partner przestał jeść 
i stracił na wadze, przy czym zm iana ta spowodow ana 
była u tra tą  tłuszczu i białka. Szczur z uszkodzonym 
podwzgórzem spożywał nadm ierne ilości pokarm u 
i wydzielał jednocześnie do krwi leptynę, k tóra działa­
jąc na podwzgórze partnera powodowała u niego 
zaham ow anie spożycia pokarm u. Zwierzę z uszkodzo­
nym podwzgórzem nie reagowało na leptynę, spoży­
wało nadm ierne ilości pokarm u i tyło (Ryc. 5). U szko­
dzenie podwzgórza chudem u zwierzęciu powodowało 
szybki przyrost masy jego ciała [58]. Wyniki tego 
doświadczenia wskazywały, że do krwi zwierząt wy­
dzielana jest substancja (leptyna), k tó ra kontroluje 
spożycie pokarm u, a decydującą rolę w tej kontroli 
odgrywa podwzgórze (zlokalizowany w błonach ko­
m órkowych tej struktury  mózgowej receptor leptyny).

Połączono chirurgicznie myszy otyłe db/db z mysza­
mi otyłymi ob/ob oraz myszy db/db i myszy ob/ob ze 
zwierzętami z grupy kontrolnej (Ryc. 6). Parabioza 
myszy db/db z osobnikam i z grupy kontrolnej spowo­
dowała zaham ow anie spożycia pokarm u przez myszy 
kontrolne, parabioza myszy ob/ob z kontrolnym i spo­
wodowała zaham ow anie przyrostu masy ciała u myszy 
ob/ob, natom iast parabioza myszy db/db z myszami 
ob/ob spow odow ała znaczny spadek masy ciała u my­
szy ob/ob. Wyniki tego doświadczenia sugerowały, że
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uszkodzenie
podwzgórza

parabioza

Ryc. 5. Skutki uszkodzenia podw zgórza zwierząt połączonych  
chirurgicznie (parabioza). P o łączon o  chirurgicznie parę 
zwierząt, a następnie jednem u zwierzęciu uszkodzono p od ­
wzgórze. Zwierzę z uszkodzonym  podw zgórzem  staje się 
otyłe, poniew aż jest niew rażliw e na leptynę z pow odu  braku 
receptora, zaś jego  partner chudnie (głów nie pod wpływem  
leptyny produkow anej w nadm iarze przez zwierzę z uszko­
dzonym  podw zgórzem ). U szkodzen ie podw zgórza chude­
mu zw ierzęciu pow oduje rów nież jego  tycie sp ow odow ane  
brakiem  w rażliw ości na leptynę z  pow od u  braku receptora.

myszy db/db produkują duże ilości substancji (dzisiaj 
możemy stwierdzić, że jest to leptyna) hamującej 
łaknienie u myszy kontrolnych, same zaś nie są na tę 
substancję wrażliwe (gdyż nie mają prawidłowego 
receptora leptyny). Z kolei myszy ob/ob nie produkują 
substancji hamującej łaknienie (leptyny), ale są na nią 
wrażliwe (posiadają prawidłowo działający receptor). 
M ożna więc przypuszczać, że otyłość u zwierząt może 
być spow odow ana zarów no brakiem , jak  i syntezą 
nieprawidłowej substancji sygnałowej (myszy ob/ob) 
oraz brakiem  albo nieprawidłową budow ą receptora

tej substancji (myszy db/db).
Parabioza była stosow ana i opisywana przez wielu 

autorów . H a r r i s  [59, 60] połączyła chirurgicznie 
dwa jednomiesięczne szczury, a następnie hodow ała je 
przez kolejne 3-4 miesiące. Otyłość u jednego z p art­
nerów spow odow ano nadm iernym  karmieniem  (poda­
jąc przy pom ocy sondy dożołądkowej podwójne dawki 
pokarmu). W tym doświadczeniu obserwowano rów ­
nież spadek masy ciała u drugiego z partnerów . 
W edług H a r r i s  [59, 60], spadek masy ciała zwierzę­
cia spowodowany był zaham owaniem  biosyntezy kw a­
sów tłuszczowych, co zostało potwierdzone zarów no 
badaniam i in vivo jak  i in vitro. Wyniki tych dośw iad­
czeń sugerowały, że nadm ierne spożywanie pokarm u 
indukuje powstawanie substancji ham ujących lipo- 
genezę. W edług H a r r i s  i w s p . [59, 60], substancją 
tą może być glikoproteina o masie cząsteczkowej 
około 30 kilodaltonów . W świetle ostatnich badań 
wydaje się, że substancją tą jest leptyna.

III-3. Leptyna jako lek odchudzający?

Odkrycie genów ob i db może mieć również znacze­
nie praktyczne, stwarza bowiem nowe możliwości 
leczenia otyłości, oparte na podstaw ach m olekular­
nych. Podawanie leptyny lub syntetycznych agonistów  
receptora leptyny jak  również farm akologicznie sty­
m ulow ana nadekspresja genu ob i stym ulacja uwal­
niania leptyny z adipocytów  do krwi m ogłoby stano ­
wić istotny element program u terapii odchudzającej. 
Problem  ten kom plikuje jednak fakt, że m olekularne

db/db  +/+ ob/ob db/db ob/ob

a. b. c.
Ryc. 6 . Skutki parabiozy a) m yszy db/db  z m yszam i z grupy 

kontrolnej; b) m yszy ob/ob  z m yszam i z grupy kontrolnej; 
c) m yszy db/db  z m yszam i ob/ob.
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podstaw y otyłości u ludzi i zwierząt są różne.

IV. Tkanka tłuszczowa jako narząd wydziel- 
niczy

Odkrycie, że adipocyty produkują i wydzielają do 
krwi leptynę, stawia w nowym świetle rolę tkanki 
tłuszczowej. T kanka ta, trak tow ana przez wiele lat 
jako  m agazyn energii zapasowej, staje się w świetle 
badań ostatn ich  kilku lat tkanką odgryw ającą ważną 
rolę w regulacji m etabolizm u całego organizm u. W ar­
to wspomnieć, że oprócz leptyny produkow ane i wy­
dzielane przez tkankę tłuszczową są także inne sub­
stancje, jak  np. adypsyna [61, 62] i T N F a  [63]. 
Szczególną rolę w regulacji masy ciała i zapobieganiu 
otyłości przypisyw ano adypsynie. Potw ierdzeniem  te­
go m iała być obserwacja wskazująca, że stężenie 
adypsyny w surowicy jest znacznie obniżone u otyłych 
gryzoni [64, 65]. Późniejsze badania wykazały jednak, 
że adypsyna m a budowę podobną do czynnika D sys­
temu w iązania dopełniacza [66]. Przypuszcza się więc, 
że białko to  pełni raczej funkcję odpornościow ą, a nie 
regulującą masę ciała.

Biorąc pod uwagę obfitość danych, które uzyskano 
w ostatnich latach prow adząc badania nad genami 
otyłości m ożna stwierdzić, że nastały „tłuste lata” 
w dziedzinie badań nad m olekularnym i podstawam i 
otyłości.
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I. Wstęp

Transkrypcja DNA to złożony, wieloetapowy pro-

* Dr hab., Zakład Genetyki Bakterii, Instytut Mikrobiolo­
gii, Uniwersytet Warszawski, ul. Nowy Świat 67, 00-046 
Warszawa

ces, który m ożna podzielić na trzy kolejne fazy: 
inicjację, elongację i terminację. W bakteriach tran s­
krypcja zachodzi z udziałem jednego enzymu, DNA- 
-załeżnej polimerazy RNA, a cały proces kon­
trolowany jest zarówno przez sygnały genetyczne 
działające na poziomie DN A lub RNA, jak  i przez 
liczne białka regulacyjne [1-3].

Z aangażow ana w proces transkrypcji polim eraza 
RNA wchodzi w skład bardzo trwałego, tró jsk ład­
nikowego kom pleksu DNA-enzym-RNA, którego 
okres półtrw ania wynosi kilka godzin [4]. Stabilność
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kom pleksu zapew niająca wydajną transkrypcję dłu­
gich segm entów D N A  implikuje zarazem  konieczność 
istnienia specjalnych sygnałów oraz współdziałania 
specyficznych czynników umożliwiających term inację 
transkrypcji i rozpad  kom pleksu elongacyjnego na 
części składow e [5]. W tym miejscu należy podkreślić, 
że niezaburzony proces terminacji transkrypcji w ściśle 
określonych miejscach jest warunkiem  koniecznym 
skoordynow anej ekspresji m ateriału genetycznego [6],

Nie istnieją dotychczas jednoznaczne dane ekspery­
m entalne pozw alające określić kolejność odłączania 
się poszczególnych składników  kom pleksu transkryp- 
cyjnego [7]. D ane uzyskane przez A r n d t a  i C h a -  
m b e r 1 i n a [8] sugerują jedynie, że polim eraza RN A 
odłącza się od m atrycy dopiero po oddysocjowaniu 
transkryptu .

Spotykane w genomie bakterii specyficzne sekwen­
cje umożliwiające rozpad kom pleksów transkrypcyj- 
nych i stanow iące barierę dla procesu elongacji —  ter­
m inatory transkrypcji —  m ożna podzielić na dwie 
klasy. Pierwsza klasa term inatorów , zwanych term ina­
toram i właściwymi (ang. intrinsic terminators) pełni 
swoją funkcję niezależnie od działania jakichkolw iek 
czynników term inacyjnych, w szczególności term ina- 
cyjnego białka R ho [9]. Funkcjonow anie drugiej klasy 
term inatorów  całkowicie zależy od aktywności białka 
Rho i dlatego są one definiowane jako  term inatory 
Rho-zależne [10, 11].

Term inatory  transkrypcji określają miejsca, w k tó ­
rych szybkość uw alniania transkryptu  z tró jskład­
nikowego kom pleksu przewyższa szybkość dodaw ania 
następnego nukleotydu do rosnącego łańcucha RNA 
[12]. Czynniki wpływające na szybkość elongacji np. 
stężenie substra tu  lub zm iany m utacyjne polimerazy 
RNA, znajdują odbicie w wydajności funkcjonow ania 
term inatorów  [13].

S truk tura term inatorów  właściwych i mechanizm 
term inacji Rho-niezależnej transkrypcji, struk tu ra 
Rho-zależnych term inatorów , budow a białka Rho 
oraz hipotetyczne modele jego terminacyjnej aktyw no­
ści zostaną przedstaw ione w kolejnych częściach a r­
tykułu. Czytelnik znajdzie też dodatkow e informacje 
dotyczące działania dwóch innych białek term inacyj­
nych: NusA i N usG .

II. Terminacja transkrypcji niezależna od 
białka Rho

W szystkie dotychczas zidentyfikowane term inatory 
właściwe charakteryzują się ściśle określoną struk turą 
[9, 14-17]. Dwie cechy tej struktury  zasługują na 
podkreślenie: 1) sekwencja palindrom ow a bogata 
w pary G C, obejm ująca około 20 pz oraz 2) na­
stępujący po niej ciąg reszt dA w nici kodującej. T aka 
budow a term inato ra  determ inuje struk turę końca 3' 
transkryptu  RNA, który ma charakterystyczną drugo- 
rzędową formę typu „pętla i trzonek”. T a zazwyczaj 
stabilna s tru k tu ra  poprzedza ciąg reszt U. Schemat

POSTĘPY BIOCHEMII 43(3), 1997

budowy term inatora na poziomie transkryptu  ilustruje 
rycina 1.

Obie wyżej wymienione cechy budowy term inato­
rów są niezwykle istotne dla wydajnej terminacji 
transkrypcji [4], Zm iany prowadzące do destabilizacji 
struktury drugorzędowej [18-21] lub dające ten sam 
efekt przyłączenie oligonukleotydów  DNA kom ple­
m entarnych do wchodzącego w skład trzonka odcinka 
5' RNA [22], znacznie obniża wydajność terminacji. 
W edług powszechnie przyjętego poglądu, rola drugo­
rzędowej struktury typu „pętla i trzonek” polega na 
zwolnieniu elongacji transkrypcji związanym z wy­
dłużeniem pauzow ania polimerazy RNA, co z kolei 
pozwala na zajście dalszych zmian prowadzących 
w rezultacie do rozpadu kom pleksu transkrypcyjnego 
[4]. Jak wykazały dane uzyskane przez A r n d t a  
i C h a m b e r l i n a  [23], zmiany te polegają głównie 
na osłabieniu interakcji między rdzeniem polimerazy 
RNA a świeżo powstałym transkryptem  w miejscu jego 
związania przez enzym. D okładna analiza m utacyjna 
term inatora tR2  bakteriofaga X wykazuje, że nie tylko 
możliwość utworzenia stabilnej struktury  drugorzędo­
wej ale także specyficzna sekwencja wchodzącego w jej

Ryc. 1. Struktura term inatora w łaściw ego.
Sekwencje w ażne funkcjonalnie ujęto w ramki.
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skład RNA może mieć znaczenie dła terminacji trans­
krypcji [18].

M utacyjne zmiany w ciągu reszt adeninowych znaj­
dują również odbicie w wydajności terminacji [19]. 
Ciąg reszt dA w nici kodującej zhybrydyzowany 
z ciągiem reszt U stanowiących koniec 3' transkryptu  
tworzy strukturę m ało stabilną [24]. Przyczyną nie­
stabilności jest deform acja podwójnej helisy typu 
A charakterystycznej dla hybrydów DNA-RNA. O b ­
niżona stabilność hybrydu prowadzi do oddysocjowa- 
nia RNA z kom pleksu transkrypcyjnego. O statnio 
wykazano, że reszty dA uczestniczą, a nawet m ają 
kluczowe znaczenie w blokadzie procesu elongacji, 
zatrzym ując przesuwanie się polimerazy RNA po 
m atrycy [25].

Istnieje wiele dow odów  eksperym entalnych wskazu­
jących na udział w terminacji także sekwencji poprze­
dzających i sekwencji następujących po opisanej po­
wyżej strukturze term inatora [26-28]. Sekwencje po­
przedzające term inator wpływają praw dopodobnie na 
zm iany konformacyjne enzymu, utrw alając jego kon­
tak t z transkryptem  [2, 28-30]. Możliwość wpływu na 
transkrypcję sekwencji następujących po term inato­
rze, nie ulegających transkrypcji ale m ających kontakt 
z enzymem, została zasugerow ana przez wyniki badań 
L e e  i w s p . [31]. Badacze ci przeprowadzili analizę 
wielu nie ulegających transkrypcji sekwencji DN A 
następujących po naturalnych miejscach pauzow ania 
polimerazy RNA i wykazali, że m ają one wpływ na 
czas półtrw ania pauzującego kom pleksu transkrypcyj­
nego. Sekwencje te obejm ują co najmniej 14 nukleo- 
tydów za miejscem pauzowania, co odpow iada granicy 
oddziaływań DNA z polim erazą RNA nie obejm ują­
cych centrum  katalitycznego enzymu [3 la].

III. Rho-zależna terminacja transkrypcji

III-l. Terminatory Rho-zależne

Rho-zależne term inatory transkrypcji obejm ują od­
cinki długości 100-200 pz i składają się z dwóch 
w yodrębnionych części [2, 4, 10, 32-38].

Część 5' term inatora stanowi region rut, którego 
m inim alna długość wynosi 85 pz [39, 40]. T ranskrypt 
sekwencji rut jest miejscem początkowego związania 
białka Rho [41-44]. Region rut nie charakteryzuje się 
żadnymi ścisłymi wym aganiam i dotyczącymi stru k ­
tury bądź sekwencji. Funkcjonalność regionu uzależ­
niona jest jedynie od spełnienia dwóch, dość liberal­
nych w arunków , którym i są: 1) względnie duża liczba 
reszt cytydynowych w połączeniu z m ałą liczbą reszt 
guanozynowych oraz 2) jednoniciowość RNA (brak 
s truk tu r drugorzędowych) [45-47]. B adania m utacyj­
ne wykazały, że m inim alna liczba reszt cytydynowych 
w tym regionie musi wynosić jedynie 5-6, a ich pozycja 
może być dow olna [48-49].

Sekwencja części 3' Rho-zależnego term inatora 
obejmuje około 100 pz. Kinetyczne badania wykazały,

że w tym regionie znajdują się naturalne miejsca 
warunkujące przerwy elongacyjne naw et w nieobecno­
ści białka Rho [50-51],

Szybkość elongacji transkrypcji m ierzona szybko­
ścią dodaw ania nukleotydów do rosnącego łańcucha 
RNA waha się znacznie, zależnie od pozycji m atrycy 
[16, 33, 51]. Polim eraza RNA pauzuje podczas trans­
krypcji sekwencji, w których m ożna wyróżnić aż pięć 
cech charakterystycznych. N ajw ażniejszą z nich jest 
zdolność do tworzenia krótkiej, drugorzędowej struk­
tury typu „szpilki do włosów”. K oniec 3' tej d rugo­
rzędowej struktury  wyprzedza koniec 3' RNA w za­
trzym anym  trójskładnikow ym  kom pleksie transkryp- 
cyjnym o 10-11 nukleotydów [4]. Z reguły nie wszyst­
kie cząsteczki polimerazy RNA respektują przerwy 
transkrypcyjne, a czas pauzow ania polim erazy RNA 
jest różny [16]. Przyjmuje się, że funkcjonalna rola 
pauzowania, przynajmniej podczas transkrypcji 
mRNA, polega na skoordynow aniu transkrypcji 
i translacji [4].

W Rho-zależnych term inatorach białko Rho osiąga 
kom pleks transkrypcyjny w um iejscowionych za sek­
wencją rut miejscach determ inujących pauzowanie 
polimerazy RNA i powoduje oddysocjow anie trans­
kryptu. Miejsce terminacji transkrypcji w Rho-zależ- 
nym term inatorze nie jest stałe i może być położone 
w odległości do kilkudziesięciu pz, co jest przyczyną 
obserwowanej heterogenności końca 3' transkryptów  
[53-55].

Brak ściśle określonej sekwencji sprawia, że Rho- 
-zależne term inatory występują bardzo  często w DNA 
bakteryjnym  i fagowym nie tylko na końcach genów, 
lecz również w ich obrębie lub w odcinkach liderowych 
poprzedzających geny struk turalne [36, 56]. Funkc­
jonow anie term inatorów  wym aga nieobecności rybo­
somów pokrywających RNA i uniemożliwiających 
związanie z nimi białka Rho a więc nie może zachodzić 
gdy transkrypt ulega translacji [57]. Uzależnienie 
funkcjonow ania Rho-zależnych term inatorów  od 
translacji jest szczególnie ważnym czynnikiem  regula­
cyjnym w przypadku lokalizacji term inato ra  w sek­
wencjach kodujących białko.

III-2. Właściwości białka Rho

Aktywną formą białka Rho, p ro d u k tu  genu rho 
wyizolowanego i zsekwencjonowanego po raz pierw­
szy przez P i n k h a m a  i P l a t t a  w 1983 r. [58], jest 
heksamer [59-60], Homologi Rho w yodrębnione z ró ­
żnych niespokrewnionych bakterii są silnie konser­
wowane, identyczność sekwencji am inokwasow ej wy­
nosi m inim um  50% [61-62]. Tylko nieliczne bakterie, 
w tym Streptomyces sp., M ycobacterium  sp. i Micrococ- 
cus luteus, które mają wysoką zaw artość par GC 
i których RNA charakteryzuje się bardziej rozbudow a­
ną struk tu rą drugorzędową, kodują nieco odm ienny 
i dłuższy, z powodu obecności insertów , polipeptyd 
Rho [63].
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Ryc. 2. Schem at struktury heksam eru Rho.
W trzech n ierów nocennych  dim erach zazn aczon o  trzy m iej­
sca silnie w iążące R N A  (czarne) i trzy m iejsca słabo w iążące  
R N A  (białe) leżące po jednej stronie p łask iego pierścienia.

Każdy, ze złożonych z 419 aa m onom erów  białka 
Rho m a kształt kuli o średnicy 4.2 nm. Sześć kulistych 
m onom erów  tw orzy płaski pierścień (Ryc. 2) [64-68]. 
Rho zawiera dom eny wiążące RNA i A TP [69-76]. 
Porów nanie sekwencji aminokwasowej Rho i innych 
białek ujawniło obecność m otywu charakterystycz­
nego dla A TPaz [73] i m otywu podobnego do sekwen­
cji RNP1 eukariotycznych białek wiążących RNA 
[77]. Um iejscowienie tych motywów w cząsteczce 
białka pokazano  na rycinie 3.

D om ena w iążąca RNA znajduje się we fragmencie 
złożonym  z 116 N -końcow ych aa [78]. W wiązaniu 
RNA kluczow ą rolę pełni sekwencja D G F G F L R  
rozciągająca się między resztami 60 i 66 [62, 79]. Sześć 
miejsc wiązania RNA w heksamerze zlokalizowanych 
jest w szczelinie obejmującej wszystkie m onom eryczne 
podjednostki [80]. Tylko trzy, ułożone naprzem iennie 
miejsca zdolne są związać silnie RNA, trzy pozostałe 
m ają dziesięciokrotnie obniżoną siłę wiązania. Związa­
nie RNA z jakim kolw iek z m onom erów  stabilizuje 
konform ację zdolną do silnego wiązania z jednoczesną

RNP1 RNP2 

DGFGFLR IYV
— inr"

ATPazaA 

APPKAGKT

stabilizacją konformacji umożliwiającej słabe wiązanie 
RNA w podjednostce sąsiedniej [81].

Białko Rho ma aktywność enzymatyczną ATPazy 
[82-89]. Dom ena odpowiedzialna za wiązanie i hydro­
lizę A TP umiejscowiona jest w środkowej części białka 
[70]. Opierając się na podobieństwie sekwencji tej 
dom eny z sekwencjami A TPaz o znanej strukturze 
krystalicznej, M i r a  i w s p. przedstawili model trze­
ciorzędowej struktury  środkowego odcinka Rho [90]. 
W iązanie ATP zachodzi nawet w nieobecności RNA. 
H eksam er Rho może związać nawet 3 cząsteczki ATP 
w miejscach mających silne powinowactwo do nukleo- 
tydu i 3 cząsteczki w miejscach mających słabe powi­
now actw o [92-93]. Nie wiadom o, czy miejsca silnie 
wiążące RNA i A TP znajdują się w tych samych 
m onom erach [4]. D odanie RNA do kom pleksu Rho- 
-A TP stymuluje aktywność ATPazy [93,94], k tó ra jest 
niezbędna do term inacji i odłączenia RNA od kom ­
pleksu transkrypcyjnego [95-97].

M iejsca silnie wiążące RNA zdolne są również do 
w iązania DNA, jego związanie nie indukuje jednak 
hydrolizy A TP [78]. O pierając się na badaniach 
dotyczących aktywności ATPazy przez mieszaniny 
RNA i DNA, R i c h a r d s o n  zaproponow ał istnienie 
dodatkow ego miejsca wiążącego specyficznie RNA 
w reakcji zależnej od uprzedniego związania i hydro­
lizy A TP [87]. Właściwości m utan ta rhol, którego 
defekt w oddziaływaniach z RNA uwidacznia się 
jedynie w obecności A TP potw ierdzają sugestie R i -  
c h a r d s o n a  [98].

Rho posiada również aktywność helikazy. Wydaje 
się, że ta aktywność, m anifestująca się zdolnością do 
rozw ijania dupleksów DNA -RNA istniejących na 
końcu 3' świeżo powstałego transkryptu  [87], jak 
również dupleksów RNA-RNA [99, 100], jest istotna 
dla term inacji transkrypcji. Helikaza Rho jest unikalna 
i nie wykazuje pokrewieństwa sekwencji z innymi 
helikazam i RNA zawierającymi charakterystyczne 
m otywy DEAD  lub DEAH [76].

Term inacyjna aktywność białka Rho ham ow ana 
jest przez białko Psu [10]. Białko Psu, kodow ane przez 
satelitarnego faga P4 ham uje Rho-zależną terminację 
w wielu term inatorach położonych zarówno w geno­
mie faga P2, który jest fagiem helperem dla P4, jak  i na 
chrom osom ie i plazm idach E. coli [102]. Brak zlokali­
zow anego działania wskazuje, że Psu jest bezpośred-

ATPazaB 

VIILLD
___________________________

419
i

0 50 100 150 200 250 300 350 400

DOMENA WIĄŻĄCA RNA DOMENA WIĄŻĄCA ATP
Ryc. 3. D iagram  sekw encji polipeptydu Rho.

Z aznaczono  d om eny  w iążące R N A  i A T P  oraz m otyw y R N P 1, A T P azaA  i A T PazaB . O bjaśnienia w tekście.
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nim inhibitorem  Rho, jakkolw iek m olekularny m echa­
nizm inhibicji nie jest poznany.

III-3. Modele terminacyjnego działania białka Rho

D o niedawna istniały trzy modele tłumaczące spo­
sób w jaki białko Rho wiążące się początkow o w miejs­
cu rut działa w odległym regionie tsp. M odele te zostały 
schematycznie przedstawione na Ryc. 4. Pierwszy 
postuluje zapętlenie odcinka RNA przedzielającego 
miejsca rut i tsp. M odel ten został obalony przez 
S t e i n m e t z a  i w s p . [103], którzy wykazali, że 
wprowadzenie między rut a tsp sekwencji ham ujących 
przesuwanie się Rho po RNA ham uje funkcję ter- 
m inacyjną białka. D rugi model zakłada jednokierun­
kowe przesuwanie się Rho po RNA wykorzystujące 
energię pochodzącą z hydrolizy ATP i jednocześnie 
implikuje odłączenie białka z rut i następne jego 
związanie z sekwencjami 3' transkryptu. Ta hipoteza, 
obecnie mniej faworyzowana niż kilka lat temu, zo­
stała zaproponow ana przez grupę von H i p p e 1 a 
[104]. W dużym skrócie, badacze ci zakładają, że 
przyczyną ruchu Rho w kierunku końca 3' RNA jest 
indukow ana przez hydrolizę A TP zm iana konformacji 
miejsc silnie- i słabo wiążących RNA w heksamerze 
białka [105-107], Trzeci model, pokrewny drugiemu, 
tłumaczy dotarcie przez biało Rho do sekwencji tsp 
m etodą przesuwania się po RNA, lecz z jednoczesnym  
utrzym aniem  kontaktu  z sekwencją rut. K ontak t z sek­
wencją rui jest ścisły i biorą w nim udział miejsca Rho 
silnie wiążące RNA, natom iast oddziaływania z koń­
cem 3' transkryptu są słabsze, zależą od hydrolizy ATP 
i biorą w nich udział miejsca Rho słabo wiążące RNA. 
K ontak t z 3'-końcowym odcinkiem transkryptu  wy­
zwala aktywność helikazową Rho. Połączenie Rho 
z miejscami silnie wiążącymi gw arantuje aktywację 
ATPazy, natom iast miejsca słabo wiążące umożliwiają 
odłączenie i ponowne przyłączenie się białka do tran s­
kryptu. M odel ten zaproponow any przez P 1 a 11 a
[10] i mający obecnie najwięcej zwolenników znalazł 
potwierdzenie w wynikach eksperym entów S t e i n ­
m e t z a  i P l a t t a  [100], którzy badali wiązanie na

Ryc. 4. M odele term inacyjnego działania białka Rho wg Stein­
m etza i wsp. (1990). W ytłum aczenie w tekście.

filtrach traw ionego RNAzą H kom pleksu Rho-RNA. 
M odel P la tta  posiada jeden słaby punkt, którym  jest 
brak próby wytłumaczenia jednokierunkow ości prze­
suwania się Rho po RNA.

IV. Inne białka terminacyjne: NusA i NusG

Białko NusA, p rodukt genu nusA E. coli wiąże się 
z rdzeniem polimerazy RNA [108] i zwalnia szybkość 
elongacji transkrypcji na skutek wydłużenia przerw 
transkrypcyjnych [50,109-113]. W ydaje się, że właśnie 
ta cecha białka NusA wpływa na zwiększoną wydaj­
ność transkrypcji obserwowaną w kilku term inatorach 
właściwych [109, 114-116], Efekt b iałka NusA na 
Rho-zależną term inację jest przeciwstawny. NusA 
zdolne jest do supresji Rho-zależnych term inatorów , 
mimo że uczestniczy w wiązaniu Rho z polim erazą 
RNA [47, 117]. Ten różnorodny, zależny od rodzaju 
term inatora i od aktywności białka Rho, wpływ NusA 
na term inację sprawia, że białko to uważane jest za 
m odulator transkrypcji, a nie jedynie za czynnik 
terminacyjny.

Drugie białko E. coli, N usG , jest ważnym kofak- 
torem  Rho-zależnej terminacji [118]. Zwiększenie we­
w nątrzkom órkow ego poziom u białka w wyniku jego 
ekspresji z plazm idu występującego w dużej liczbie 
kopii prowadzi do supresji niektórych m utantów  rho 
[119]. Funkcja term inacyjna N usG  zależy od te r­
m inatora, od w ew nątrzkom órkow ego, ilościowego 
stosunku białek Rho i N usG  i od szybkości elongacji 
transkrypcji; wraz ze wzrostem tej szybkości zwiększa 
się uzależnienie sprawnego działania Rho od w spom a­
gającej funkcji kofaktora N usG  [120-122]. Białko 
N usG  zdolne jest do wiązania zarów no Rho jak  
i rdzenia polimerazy RNA [122, 123]. N e h r k e  
i P l a t t  [124] wykazali istnienie trójskładnikow ego 
kom pleksu polim eraza RN A -N usG -R ho w term ina­
torze trpt'. M olekularne szczegóły działania N usG  nie 
są wyjaśnione. Być może, N usG  zmienia wzajemne 
oddziaływania polimerazy RNA z RNA (lub DNA) 
wspom agając Rho-zależne odłączanie się transkryptu  
[2], W edług eleganckiej hipotezy przedstawionej przez 
R i c h a r d s o n a  i G r e e n b l a t t a  [4], białko 
N usG  umożliwia luźne związanie Rho z kom pleksem  
transkrypcyjnym  już na początku fazy elongacyjnej, co 
z kolei ułatw ia odnalezienie i specyficzne związanie się 
Rho z sekwencją rut.

V. Uwagi końcowe

Term inacja transkrypcji jest skom plikow anym  pro ­
cesem uzależnionym od istnienia sygnałów stru k tu ra l­
nych działających na poziomie świeżo powstałego 
transkryptu  i od aktywności białek term inacyjnych. 
Białka te mogą bezpośrednio oddziaływać z poli­
m erazą RNA. Przykładem  jest om ówione dokładnie 
białko Rho i białko N un bakteriofaga HK022 E. coli 
[125]. M ogą też, jak  białko TR A P Bacillus suhtilis,
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wpływać na możliwość tworzenia i na stabilność 
term inatorów  [126].

Bardzo wiele czynników, z których najbardziej 
znaczącą grupę stanow ią tzw. białka antyterm inacyj- 
ne, negatywnie reguluje terminację, uniemożliwiając 
utworzenie s tru k tu r term inatorów  (białko BglG E. coli 
[127, 128] lub ham ując działania białek terminacyj- 
nych (w spom niane uprzednio białko Psu faga P4).

Om ówienie antyterm inacji transkrypcji i licznych 
sposobów jej regulacji przekracza zakres tego opraco­
wania. W arto  jednak  wspomnieć o antyterm inacyjnej 
roli wym ienionych wyżej białek term inacyjnych, NusA 
i NusG . Białka te pełnią isto tną rolę w antyterm inacji 
transkrypcji bakteriofaga X i wraz z białkiem fagowym 
N  i dw om a innym i białkam i E. coli, NusB i NusE, 
m odyfikują polim erazę RNA do tzw. formy elongacyj- 
nej, k tó ra  nie reaguje na sygnały term inacyjne [119, 
123, 129-134]. W tym konkretnym  przypadku, przy­
czyną podwójnej i przeciwstawnej funkcji biologicznej 
NusA i N usG  jest istnienie dwóch różnych kom plek­
sów, w skład których te białka m ogą wchodzić. 
W spółdziałanie z Rho prowadzi do terminacji, współ­
działanie z N  (antyterm inacyjne białko fagowe) um oż­
liwia w ydajną antyterm inację transkrypcji.

Artykuł otrzymano 25 lutego 1997 r. 
Zaakceptowano do druku 6 maja 1997 r.
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Wyspy CpG —  jedyne niezmetylowane odcinki D N A  
charakterystyczne dla promotorów genów kręgowców

CpG islands — the unmethylated fragments of DNA in vertebrate 
genome
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IV-1. Wyspy CpG jako markery genów
IV-2. Wyspy CpG u kręgowców zimnokrwistych
IV-3. Korelacje między częstością występowania wysp 

CpG, typem izochor i prążków chromosomalnych 
u ssaków

V. Pochodzenie i ewolucja wysp CpG

Wykaz stosowanych strótów: izochora — długi odcinek DNA 
(300kb) jednolity pod względem składu zasad; sekwencja GC 
(ang. GC box) — sekwencja bogata w GC leżąca w obrębie 
prom otora niektórych genów eukariotycznych, najczęściej 
genów metabolizmu podstawowego (ang. housekeeping ge- 
nes), miejsce wiązania czynnika transkrypcyjnego Spl; sek­
wencja T AT A (ang. TA TA box) — sekwencja leżąca w obrębie 
prom otora wielu genów eukariotycznych polimerazy II, 
miejsce wiązania czynnika TFIID; geny metabolizmu pod­
stawowego (ang. housekeeping genes) — geny niezbędne do 
utrzymania metabolizmu komórkowego, których ekspresja 
nie podlega regulacji; sekwencja CA AT (ang. CA A T  box) 

sekwencja regulatorowa leżąca w obrębie prom otora 
wielu genów eukariotycznych; imprinting genomowy 
— zmiany w genie pojawiające się w czasie spermatogenezy 
i oogenezy, czego rezultatem jest odmienność alleli po­
chodzących od matki i ojca już we wczesnych stadiach 
zarodkowych. Może być spowodowany odmiennym wzor­
cem metylacji alleli matki i ojca; fragmenty Hpall, HTF (ang. 
Hpall tiny fragments) — drobne fragmenty DNA pochodzą­
ce głównie z obszaru wysp CpG uzyskane za pomocą 
trawienia DNA enzymem restrykcyjnym H pall, którego 
sekwencja specyficzna znajduje się najczęściej w obrębie 
wysp CpG.

I. Wstęp

M etylacja jest najczęściej występującą modyfikacją 
DNA u Eucaryota, gdzie ulega jej tylko jedna z czte-
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rech zasad, cytozyna. W wielu genomach zwierzęcych 
współistnieją zmetylowane i niezmetylowane sekwen­
cje DNA. Poziom i rozkład zmetylowanego DNA 
w obrębie genomów bezkręgowców i kręgowców jest 
różny. Genom  bezkręgowców składa się z długich, na 
przem ian występujących, trwale zmetylowanych i nie- 
zmetylowanych sekwencji. Zm etylowane odcinki 
chrom osom u obejm ują zazwyczaj mniej niż 1/3 geno­
mu. U niektórych gatunków  (np. Drosophila melanoga- 
ster) metylacja jest ledwie wykrywalna lub w ogóle się 
jej nie stwierdza. W wolnej od metylacji części genomu 
bezkręgowców znajdują się wszystkie dotąd zm apowa- 
ne geny. U kręgowców niezm etylowana frakcja DNA 
obejmuje jedynie 1-2% genom u tworząc tzw. wyspy 
CpG [1-4].

Wyspy C pG  odkryte w genomie mysim [5] są 
sekwencjami długości 0.5-2 kb. C harakteryzują się one 
(i) wysoką zawartością guaniny i cytozyny (G +  C 
powyżej 60%), (ii) licznymi, niezmetylowanymi dinuk- 
leotydami CpG, które jedynie w ich obrębie pojawiają 
się z częstością zbliżoną do oczekiwanej (stosunek 
częstotliwości obserwowanej do oczekiwanej wynosi 
tu powyżej 0.6, poza wyspami natom iast około 0.2), (iii) 
występowaniem tzw. sekwencji G C  (ang. GC box, 
miejsce wiązania czynnika transkrypcyjnego, Spl).

Ze względu na wysoką zaw artość nukleotydów 
G +  C i brak metylacji, w obrębie wysp C pG  stosun­
kowo często występuje sekwencja CCG G . Ten tetra-
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nukleotyd rozpoznawany jest przez restryktazę H pa ll 
wrażliwą na metylację, co umożliwia oddzielenie seg­
m entów „wyspowego” DNA  od pozostałości genomu 
jako  tzw. fragmentów H p a ll (inaczej H T F od H pall 
Tiny Fragments). Wyspy zawierają także miejsca roz­
poznawane przez enzymy restrykcyjne przecinające 
w obrębie rzadkich sekwencji bogatych w G +  C 
i niezmetylowane dinukleotydy C pG  (np. enzymy Notl 
i Sacl). W praktyce oznacza to, że często ponad 80% 
takich miejsc znajduje się w obrębie wysp CpG.

Wyspy C pG  sąsiadują lub pokryw ają się z końcami 
5' wszystkich genów m etabolizm u podstawowego 
i znacznej części genów specyficznych tkankow o. N ie­
równom ierny rozkład w genomie niezmetylowanego 
dinukleotydu CpG  i jego preferencyjne występowanie 
na końcu 5' pewnych genów wykazali jako  pierwsi 
M c C l e l l a n d  i I v a r i e  [6] oraz T y k o c i n s k i  
i M a x [4]. Specyficzne położenie wysp C pG  wyko­
rzystuje się do poszukiwania i klonow ania genów. 
Wysepki te m ają tzw. „o tw artą” strukturę chrom atyny 
i m ogą wskazywać miejsca oddziaływań między czyn­
nikam i transkrypcyjnym i i prom otoram i.

II. Cechy wysp CpG

II-l. Położenie wysp CpG w stosunku do genów 
i rozmieszczenie wysp w chromosomie

Chociaż geny, których sekwencja sąsiaduje lub 
pokryw a się częściowo z odcinkam i DNA o charak­
terze wyspy CpG  m ają bardzo różną długość (od kilku 
do kilkuset kb) to najczęściej wyspy obejm ują pierwszy 
ekson. M ożna jednak wśród wszystkich wysp C pG  
wyróżnić te, które leżą w środku lub na początku genu, 
i te które obejm ują cały gen. Geny metabolizm u 
podstawowego zawsze zawierają wyspę CpG  na swym 
końcu 5' (tab. 1). W kilku wypadkach wykazano, że 
jeden gen obejmować może dwie wyspy C pG  [3],

Wyspy CpG  m ogą występować co kilkadziesiąt 
tysięcy par zasad, ale m ogą też być oddzielone m iliona­
mi par zasad [7-8]. W yniki analizy dużych fragmentów 
ludzkiego genomu, w których zm apow ano wyspy 
CpG, wskazują na występowanie średnio jednej wyspy 
na 36 kb [9]. Średnią tę wyliczono biorąc pod uwagć 
fragmenty DNA, które opisano jako  bogate w wyspy 
CpG. W dużej części genomu (55%) wyspy CpG  
występują bardzo rzadko (raz na kilka milionów par 
zasad). Częstość ich występowania zwiększa się wraz ze 
wzrostem aktywności transkrypcyjnej chrom atyny. 
P onad 80% wysp CpG  leży w stanowiącej 45% 
genom u części odpow iadającej prążkom  R (patrz
IV-3).

II-2. Odmienna struktura chromatyny w obrębie 
wysp CpG

Wyspy C pG  obejm ują najczęściej prom otory i po­
czątkow ą część genów, co już sugeruje tzw. „otw arty”

Tabela 1.
P ołożen ie w ysp C pG  w stosunku do jednostki transkrypcyjnej 
w zbadanych genach (na podstaw ie [83]).

P ołożen ie w ysp CpG  
w zględem  genu

G eny
m etabolizm u

podstaw ow ego

G eny
tkankow o-

-specyficzne

całość genu 11 7
początek genu 84 45
początek i środek genu 7 11
środek genu — 39
poza genem — 2

charakter chrom atyny w ich obrębie. C hrom atyna 
taka charakteryzuje się niewielką gęstością upakow a­
nia nukleosom ów, wysokim stopniem  acetylacji histo- 
nów H3 i H4 i małą zaw artością histonu HI [10]. 
Niewielka gęstość upakow ania nukleosom ów jest cha­
rakterystyczna dla struktury  aktywnych prom otorów , 
ułatwia ona wiązanie białek regulatorowych z DNA 
i wiąże się z występowaniem miejsc nadwrażliwych na 
działanie nukleazy [11, 1 la ]. Podobnie m ała zaw ar­
tość histonu H I ułatwiać może wiązanie czynników 
transkrypcyjnych [12-13]. H iston ten wykazuje więk­
sze powinowactwo do zmetylowanego DNA [14-15], 
wobec czego niezmetylowane wyspy CpG  byłyby tu „z 
natury” zubożone w histon H I. Należy dodać jednak, 
że nie we wszystkich badaniach stwierdzono preferen­
cyjne wiązanie histonu HI ze zmetylowanym DNA 
[16]. Podobnie, związek acetylacji histonów z tran s­
krypcją nie jest do końca wyjaśniony. Jedni badacze 
mówią o ścisłłej zależności pomiędzy aktywnością 
transkrypcyjną genu i acetylacją N-końców  histonów
[11], podczas gdy inni wykazują brak wyraźnej korela­
cji [17], Porów nano stopień acetylacji chrom atyny 
w obrębie aktywnego i nieaktywnego genu P globiny 
kurczaka. Wynik wyraźnie wskazuje, że ekspresji tego 
genu towarzyszy zwiększona acetylacja chrom atyny 
(ściślej mówiąc, rdzeniowych histonów nukleosomów). 
W ykazano także dodatni wpływ acetylacji histonów 
H3 i H4 (zwłaszcza H4) na wiązanie czynników 
transkrypcyjnych z specyficznymi sekwencjami [18- 
-19]. Stymulujący wpływ zacetylownych histonów na 
wiązanie białek regulatorowych może wynikać ze 
zredukow ania oddziaływań dodatnio  naładow anego 
N -końca histonów z ujemnie naładow anym i grupam i 
fosforowymi szkieletu DNA bądź też konformacyj- 
nymi zm ianami w nukleosomie. Inne badania w skazu­
ją, że o ile heterochrom atyna jest znacznie mniej 
acetylowana niż euchrom atyna to nie ma zależności 
pomiędzy aktywnością transkrypcyjną i poziomem 
acetylacji chrom atyny, tj. poziom actylacji histonów 
nie wzrasta gdy gen ulega aktywacji [17,20]. Być może 
więc acetylacja określa jedynie potencjalną aktywność 
transkrypcyjną genu, a nie odgrywa roli w bezpośred­
nim inicjowaniu transkrypcji [20], Poziom acetylacji 
histonów zasocjowanych z DNA w obrębie wyspy 
CpG  nie oznaczałby więc, że gen, którem u ta wyspa 
towarzyszy, jest transkrypcyjnie aktywny, a tylko to, że
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spełnia on jeden z warunków wym aganych do zainic­
jow ania transkrypcji. Nie zaobserw ow ano podwyż­
szonego poziom u acetylacji chrom atyny w obrębie 
wysp C pG  w porów naniu do pozostałej części genu 
i regionów bezpośrednio przyległych. Dla przykładu 
gen c-myc, jak  każdy gen m etabolizm u podstawowego, 
zawiera na końcu 5' wyspę CpG. Poziom  acetylacji 
histonów  jest tu równy dla całego genu i regionów 
przyległych [17]. Biorąc pod uwagę wszystkie cechy 
struktury  chrom atyny w obrębie wysp C pG  i ich 
specyficzne położenie na końcu 5' genów należy spo­
dziewać się szczególnej roli tych odcinków DNA 
w procesie transkrypcji.

Należy zadać jeszcze pytanie czy charakterystyczna 
struk tu ra  chrom atyny w obrębie wyspy C pG  jest 
wynikiem zachodzenia tam  transkrypcji, czy też wyni­
ka z charakterystycznego składu zasad i b raku  metyla- 
cji. W ydaje się, że transkrypcja pełni tu  główną rolę. 
Specyficzne tkankow o geny mające wyspy C pG  (np. 
geny rodziny a  globiny u człowieka) w tkankach, 
w których nie ulegają ekspresji leżą w obrębie chrom a­
tyny nieaktywnej [10]. Z drugiej strony brak metylacji 
wysp C pG  (niezależny od aktywności transkrypcyjnej 
powiązanych z nimi genów) i praw dopodobnie wyni­
kające z tego osłabienie wiązania histonu H I [14] oraz 
stała acetylacja [17] może wpływać na utrzym anie 
przynajm niej częściowo tzw. „otw artej” struktury  
chrom atyny. Problem  ten nie był jednak  system atycz­
nie badany.

III. Związek metylacji genomu z występowa­
niem wysp CpG

III-I. Metylacja genomu kręgowców

U kręgowców jedyną zasadą, k tó ra ulega metylacji 
jest cytozyna [21]. Ponad 90% 5-metylocytozyny 
znajduje się w mającym charakter palindrom u dinuk- 
leotydzie C pG  [22-23], choć może ona także wy­
stępować w trinukleotydzie C pN pG , gdzie N oznacza 
dow olną zasadę [24]. Po zakończeniu replikacji DNA 
m etylotransferaza 5-cytozyny metyluje dinukleotydy 
C pG  w nowej nici zgodnie z wzorcem istniejącym na 
nici rodzicielskiej. D inukleotyd C pG  występuje u krę­
gowców z częstością znacznie niższą niż pozostałe 
dinukleotydy. Stanowi ona około 20%  wartości wyli­
czonej na podstawie składu nukleotydów C i G [25]. 
Jedynie w obrębie wysp C pG  dinukleotyd C pG  wy­
stępuje z oczekiwaną częstością, co związane jest 
z brakiem  metylacji cytozyny. Powszechnie uważa się, 
że niski poziom C pG  w genomie kręgowców wynika ze 
skłonności metylocytozyny do dezaminacji. Dezami- 
nacja metylocytozyny prowadzi do zm iany cytozyny 
na tym idynę (Ryc. 1) i do pow stania niesparowanych 
zasad T /G , co indukuje system napraw y DNA. System 
ten wycina jedną ze źle sparowanych zasad i zastępuje 
ją  zasadą poprawnie sparow aną [25-28]. Najczęściej 
napraw a niesparowanych zasad przyw raca pierw otną

Rys. 1. Tranzycja cytozyny do tym iny w D N A . D ezam inacja  
5-m etylocytozyny zachodzi o w iele częściej niż dezam inacja  
cytozyny. D ezam inacja 5-m etylocytozyny prowadzi bezpo­
średnio do tym iny, natom iast dezam inacja cytozyny pro­
wadzi do pow stania uracylu, który replikuje jako tymina, 
jeśli nie zostanie napraw iony (na podstaw ie [ 11]).

sekwencję, jednak nie wystarcza to do utrzym ania na 
stałym poziomie metylocytozyny zarów no u E. coliydk 
i w kom órkach ssaków [29]. Konsekwencją częstej 
dezaminacji 5-metylocytozyny są mutacje leżące 
u podłoża wielu chorób genetycznych i now otw oro­
wych człowieka [30-31]. Aż 35% punktow ych mutacji 
wywołujących choroby genetyczne znaleziono w dinu- 
kleotydzie C pG  [32-33]. Powyżej 90% tych m utacji to 
tranzycje C do T i G do A, pojawiające się z 42-krotnie 
wyższą częstością niż by to wynikało z przypadkowych 
mutacji.

Czy m etylacja DNA występująca powszechnie w ge­
nomie kręgowców ma jedynie negatywne skutki, czy 
też jest niezbędnym elementem funkcjonow ania kom ó­
rek? O kazało się, że w przeciwieństwie do zwierząt 
w ogóle nie wykazujących metylacji DNA (np. Drosop­
hila melanogaster), ssaki wymagają odpowiedniego 
wzorca metylacji do rozwoju. Niszcząc funkcjonalny 
gen metylotransferazy w liniach zarodkowych myszy 
wykazano, że brak metylacji powoduje zaburzenia 
rozwoju i śmierć em brionu [34]. M etylacja jest też 
zapewne jednym  z mechanizmów im printingu geno- 
mowego tj. zmian w genach pojawiających się w czasie 
spermatogenezy i oogenezy, czego rezultatem  jest 
odm ienność alleli pochodzących od m atki i ojca [35]. 
Prócz tego metylacja pełni zasadniczą funkcję w inak- 
tywacji jednego z chrom osom ów  X u samic ssaków 
[36] oraz w regulacji transkrypcji [35]. Rozpoznano 
dwa alternatyw ne mechanizmy ham ow ania transkryp­
cji przez metylację: (i) bezpośrednio poprzez wpływ na 
zmianę struktury  chrom atyny i uniemożliwienie wią­
zania czynników transkrypcyjnych z prom otorem , (ii)
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pośrednio poprzez białka, które wiążą się specyficznie 
ze zmetylowanym DNA blokując dostęp aktyw atorów  
transkrypcji [38, 38a]. K ilka dobrze scharakteryzow a­
nych czynników transkrypcyjnych (np. AP-2, 
CREB/A TF, E2F) nie wiąże się z rozpoznawanym  
przez siebie miejscem, jeśli jest ono zmetylowane. Są 
jednak czynniki, jak  Spl, rozpoznające specyficzne 
sekwencje bogate w CpG, niezależnie od tego czy są 
one zmetylowane czy nie. D o białek blokujących 
transkrypcję i wiążących się ze zm etylowanym DNA 
należą (i) M eC P l, wiążący się z zm etylowaną sekwen­
cją zawierającą co najmniej dwanaście dinukleotydów 
CpG, (ii) M eCP2, którem u wystarcza do wiązania 
jeden zmetylowany dinukleotyd CpG, (iii) MDPB1 
i M D PB 2 wiążące się z dłuższymi sekwencjami zawie­
rającymi zmetylowany dinukleotyd C pG  [26-31],

Należy podkreślić, że nie wiadom o, czy metylacja 
jest przyczyną, czy skutkiem  opisanych procesów tj. 
inaktywacji chrom osom u X, zmiany poziom u ekspre­
sji genów, zmiany struk tury  chrom atyny czy imprin- 
tingu genomowego. Nie jest wykluczone, że metylacja 
D NA jedynie utwierdza stan nieaktywności genu, 
który został wywołany zm ianą w strukturze chrom aty­
ny [45].

III-2. Dlaczego wyspy CpG pozostają niezmetylo- 
wane?

Wyspy C pG  są bardzo bogate w miejsca potencjal­
nego ataku  metylotransferazy, jednak nie ulegają one 
metylacji stanowiąc jedyne niezmetylowane fragmenty 
DNA  w genomach kręgowców, niezależnie od tego czy 
gen, z którym  są powiązane jest aktywny czy też nie. 
Wyspy C pG  są niezmetylowane w plem nikach, oocy- 
tach, jak  i w dojrzałych kom órkach wszystkich tk a­
nek [46-47]. Istnieje kilka hipotez tłumaczących to 
zjawisko.

Jedna z nich zakłada, że wyspy C pG  są słabym 
substratem  m etylotransferazy. Sklonowane, bogate 
w C pG  fragmenty DNA  są znacznie słabiej metylo- 
wane in vitro przez oczyszczoną metylotransferazę 
ludzką niż fragmenty ubogie w CpG. H ipoteza ta 
zawodzi, gdy bierze się pod uwagę metylację wysp 
C pG  na nieaktywnym  chrom osom ie X. Być może 
w tym wypadku jakiś kofaktor czyni wyspy CpG 
dostępnym i dla m etylotransferazy [48].

Inna hipoteza sugeruje, że pewna frakcja histonów 
HI (H le-c) bierze udział w utrzym aniu stanu demety- 
lacji wysp CpG. H istony tego rodzaju wiązałyby się 
z bogatym i w C pG  regionam i DNA i uniemożliwiały 
metylację [49],

Jeszcze inni autorzy proponują, że wyspy C pG  są 
m etylowane de novo, ale grupa metylowa jest potem  
specyficznie z tych miejsc usuwana. Jest to poparte 
wynikiem doświadczenia, w którym  wykazano, że 
wyspy C pG  częściowo zmetylowane in vitro tracą 
metylację po transfekcji do kom órek em brionalnych 
myszy, podczas gdy region pozawyspowy może w tym

samym czasie pozostać zmetylowany, a nawet ulec 
dalszej metylacji. Demetylacja dotyczy jednak  tylko 
wysp CpG częściowo zmetylowanych, całkowicie zm e­
tylowane wyspy nie podlegają demetylacji [50-51].

O statn ia hipoteza zakłada, że białka wiążące się 
z wyspami C pG  blokują dostęp m etylotransferazy do 
DNA [52-53]. Białka te byłyby fizyczną przeszkodą 
dla enzymu metylującego. W ykonano in vivo genomo- 
wy footprinting ludzkiego genu PGK1-1 (ang. phosp- 
hoglycerate kinase-1) leżącego na aktywnym  chrom o­
somie X powiązanego z wyspą CpG, i wykazano 
obecność wielu związanych z nią białek [54]. N a 
nieaktywnym  chrom osom ie X, którego DNA jest 
zmetylowane wyspa CpG  tego genu nie wiąże białek 
[55]. G enom ow y footprinting wyspy C pG  mysiego 
genu aprt (ang. adenine phosphoribosyltransferase) wy­
kazał, że sekwencje G C  są związane z licznymi cząs­
teczkami białek (najpraw dopodobniej Spl), a delecja 
lub m utacja sekwencji G C  powoduje metylację de novo 
[53]. W prowadzenie sekwencji rozpoznawanej przez 
Spl do zmetylowanego genu nie obejmującego wyspy, 
powoduje jego demetylację [56]. W yciągnięto stąd 
wniosek, że sekwencje G C  są niezbędne do utrzym ania 
niezmetylowanych wysp. Transgeniczne wyspy CpG  
w prow adzone w dużej liczbie kopii są jednak metylo­
wane co sugeruje, że białka wiążące się z wyspami 
i blokujące dostęp metylotransferazy wyczerpują się 
[57]. Obecnie wiadomo, że sekwencje G C  są niezbędne 
do utrzym ania wysp w stanie niezmetylowanym, jed ­
nak obecność miejsc wiązania Spl nie jest per se do 
tego wystarczająca [58]. H ipoteza ta nie tłumaczy 
dlaczego geny specyficzne tkankow o z wyspami CpG  
pozostają niezmetylowane nawet w tkankach, w k tó ­
rych są nieaktywne i gdzie prom otory  tych genów nie 
wiążą aktyw atorów  transkrypcji.

III-3. Wyjątkowa metylacja wysp CpG

W szczególnych wypadkach wyspy CpG  ulegają 
metylacji. W norm alnych kom órkach dochodzi do 
tego w nieaktywnym  chrom osom ie X a także w genach 
objętych im printingiem  i w pseudogenach [47, 59]. 
Poza tym metylacji mogą ulegać wyspy C pG  genów 
specyficznych tkankow o w procesie ustalania się nie­
śmiertelnych linii kom órkowych [60]. M etylacja wysp 
CpG w obrębie genów, które ulegają ekspresji jest 
pow iązana z ich represją i u tra tą  produktu  transkryp­
cji [61]. Tego typu represja jest przyczyną wielu chórb 
genetycznych. M etylacja wyspy C pG  genu FM R-1 
pow iązana jest z zespołem łamliwego chrom osom u 
X [62-63]. M etylacja wyspy C pG  na końcu 5' p rom o­
tora genu kodującego receptor estrogenu jest przy­
czyną niewrażliwości na horm on u kobiet chorych na 
raka sutka, co stanowi podstaw owy problem  w terapii 
[64], Zm iany we wzorze metylacji są jednym i z naj­
wcześniejszych i najczęstszych zm ian w nowotworze- 
niu [65]. Nie wiadom o, czy m etylacja jest jedną 
z przyczyn, czy konsekwencją transform acji now o­
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Ryc. 2. H ip otezy  tłum aczące związek  
m etylacji z transformacją n o ­
w otw orow ą. Znakiem  zapyta­
nia zazn aczon o  obecną n iew ie­
dzę czy h ipo-bądź hiperm ety- 
lacja jest jedną z przyczyn, czy  
k onsekw encji transformacji 
now otw orow ej.

tworowej. U dow odniono jednak, że obniżenie aktyw ­
ności m etylotransferazy redukuje w znacznym stopniu 
częstość w ystępowania polipów przewodu pokarm o­
wego u myszy [66].

N a rycinie 2 przedstaw iono hipotezy tłumaczące 
w jaki posób metylacja może wpływać na nowo- 
tworzenie. Całkowity poziom metylacji maleje w pro­
cesie transform acji nowotworowej [67], chociaż obser­
wuje się znacznie podwyższoną ekspresję m etylotrans­
ferazy [68]. O pisano hipometylację kilku onkogenów 
pow iązaną z ich uaktywnieniem w procesie nowo- 
tw orzenia (Ryc. 2) [69-70]. N iektóre fragmenty DNA, 
w tym wyspy C pG  wielu genów, ulegają przeciwnemu 
procesowi tj. hipermetylacji [71-74]. Dowiedzono, że 
podwyższony poziom metylotransferazy, w kom ór­
kach nowotworowych, może wywoływać metylację 
wysp C pG  [75]. M etylacja wysp C pG  jest powiązana 
z inaktyw acją kilku genów o funkcji supresorów 
now otworów . Tego rodzaju epigenetyczne wyciszenie 
było po raz pierwszy odkryte w genie R bl (antyon- 
kogen), brak aktywności którego wywołuje retinoblas- 
tom ę (glejaka siatkówki). Później wyciszenie takie 
opisano także dla genów innych supresorów  jak  np. 
VHL, p l6 , E-cadherin [71, 74, 76-78]. Jest praw- 
dobodobne, że w procesie nowotworzenia, represja 
genów związanych ze wzrostem i różnicowaniem  ko­
m órek wynika z metylacji ich wysp CpG. O pracow ano 
dlatego bardzo czułą metodę opartą  na reakcji PCR, 
um ożliwiającą zbadanie stanu metylacji wysp CpG, 
k tó ra  może znaleźć zastosowanie kliniczne (ang. M SP  
—  methylation specific PCR) [79].

Pewnego rodzaju wyjątek stanowi wyspa CpG  
położona na końcu 3' genu apoE  (ang. apolipo- 
protein-E), bowiem jest ona zm etylowana we wszyst­
kich poddanych analizie tkankach za wyjątkiem plem ­
ników. M etylacja wyspy 3' nie pow oduje represji genu 
apoE. W skazywać to może na różnicę funkcjonalną

między wyspami na końcach 5' i 3', ponieważ metylacji 
tych pierwszych zawsze towarzyszy represja genu [80]. 
W jaki sposób m etylotransferaza rozpoznaje, które 
z wysp metylować pozostaje zagadką. Podobnie, nie 
wiadom o jak  rozpoznaw ane są geny podlegające mety­
lacji w im printingu genomowym.

IV. Wyspy CpG w genomie kręgowców

IV-1. Wyspy CpG jako markery genów

W ystępowanie wysp C pG  raz na kilkadziesiąt tysię­
cy par zasad i fakt, że w ich obrębie znajduje się 
większość miejsc cięcia dla enzymów tnących rzadko, 
tzw. „enzymów C pG ”, umożliwia ich wykorzystanie 
do tworzenia m ap restrykcyjnych dużych odcinków 
DNA [2, 81-82]. Przykładam i enzymów wykorzys­
tywanych do sporządzania tego typu m ap są N otl 
(rozpoznaw ana sekwencja G C G G C C G C ) lub N ru l 
(rozpoznaw ana sekwencja TCGCGA), dla których 
odpowiednio 82% i 75% miejsc cięcia znajduje się 
w obrębie wysp CpG. Aktywność obu jest blokow ana 
przez metylację cytozyny.

Wyspy CpG są doskonałym i m arkeram i genów, 
wyznaczają położenie wszystkich genów metabolizm u 
podstawowego i 40%  genów specyficznych tkankow o 
[83]. Dzięki temu możliwe stało się poszukiwanie 
genów poprzez m apowanie wysp CpG. Izolowanie 
wysp CpG  i używanie ich jako  sond w poszukiwaniu 
genów, izolowaniu pełnych cD NA i określaniu położe­
nia genów stało się powszechną techniką biologii 
molekularnej [82, 84-92], Tworzenie bibliotek wysp 
CpG  (ang. CGI lihraries) ma tę zaletę nad bibliotekami 
cDNA, że każdy klon jest reprezentowany w równej 
liczbie kopii podczas gdy liczba poszczególnych klo­
nów w bibliotekach cD NA zależy od poziom u trans­
krypcji danego genu. Biblioteki takie tworzy się za
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pom ocą kolum n pozwalających na frakcjonow anie 
DNA w zależności od poziom u metylacji dinukleotydu 
C pG  [85]. K olum ny te są wypełnione żywicą związaną 
z dom eną białka M eCP2 odpow iadającą za wiązanie 
m etylowanych sekwencji DNA. D ane na tem at biblio­
tek wysp C pG  osiągalne są w serwerze W W W , URL, 
h ttp://biom aster.uio.no/cpgisle.htm l. D o poszukiw a­
nia sekwencji transkrybow anych połączonych z wy­
spami C pG  stosuje się reakcję PCR (tzw. IR  PCR  
—  island rescue PCR) w celu am plifikow ania fragm en­
tów DN A na granicy których znajdują się sekwencje 
rozpoznaw ane przez „enzymy C pG ” [93].

Wyspy C pG  posłużyły także do oceny przybliżonej 
liczby genów u człowieka i myszy [9]. Początkow o 
stwierdzono, że liczba wysp CpG, na haploidalny 
genom wynosi w przypadku człowieka 45.000 i myszy 
37.000. N astępnie ustalono, jaki procent zsekwenc- 
jonow anych genów pow iązany jest z wyspami CpG. 
Spośród 152 ludzkich i 81 mysich genów odpowiednio 
55.9% pierwszych i 46%  drugich zawiera wyspy CpG. 
Biorąc pod uwagę powyższe dane ustalono  całkow itą 
liczbę genów na około 80.000 w obu organizm ach przy 
założeniu, że wszystkie wyspy CpG  wiążą się z genami. 
Inne, niezależne obliczenia dały podobną proporcję 
genów w ludzkim genomie powiązanych z wyspami 
C pG  [83]. W badaniach tych w ykorzystano dane 
z banku genów bazy danych EM BL. Przeanalizow ano 
375 genów kodujących białka i 58 pseudogenów  na 
obecność wysp CpG. Analiza genów transkrybow a­
nych przez polimerazę I i III (rRNA i tRNA) wykazała, 
że wszystkie one zawierają regiony bogate w CpG. 
Geny rRNA są zestawami identycznych genów zor­
ganizowanych w tandem . U człowieka całkowity 
transkrypt dla 18S, 5.8S i 28S rRNA m a długość 13 kb 
i praw dopodobnie jego większość, o ile nie całość 
bogata jest w CpG. Analiza 10 genów tR N A  wykazała, 
że m ają one krótkie regiony bogate w CpG, obej­
mujące jednostkę transkrypcji [83]. G eny transkrybo- 
wane przez polimerazę II podzielono na dwie grupy:

pierwsza grupa to geny m etabolizm u podstawowego 
i geny ulegające ekspresji w większości tkanek, druga 
grupa to geny o ograniczonej transkrypcji i specyficzne 
tkankowo. Umożliwiło to poszukiwanie korelacji mię­
dzy wyspami C pG  i rodzajem  ekspresji powiązanych 
z nimi genów. Z 362 genów kodujących białka 156 nie 
było powiązanych z wyspą CpG (Tab. 2). Wszystkie 
należały do drugiej grupy. W śród pozostałych 206 
genów, które są powiązane z wyspam i CpG, 102 
należało do pierwszej grupy (wszystkie geny m etaboli­
zmu podstawowego) i 104 należało do drugiej grupy 
(40% wszystkich genów specyficznych tkankowo). 
Zanalizow ano 58 pseudogenów, z czego 9 było pow ią­
zanych z wyspami CpG. Geny odpow iadające im, co 
nie było zaskoczeniem także zawierały wyspy CpG. 
Badanie objęło w sumie około 0.5% wszystkich genów 
genomu ludzkiego i może pozwolić na próbę oceny 
relacji między genami i wyspami CpG . Więcej niż 
połowa badanych genów (57%) była pow iązana z wy­
spami CpG.

Popraw ność oceny cakowitej liczby genów na pod­
stawie liczby wysp uw arunkow ana jest założeniem, że 
wszystkie wyspy C pG  powiązane są z genami. Czy 
możliwe jest, że nie wszystkie wyspy powiązane są 
z genami? W celu sprawdzenia takiej możliwości 
poszukiwano transkryptów  dla trzech przypadkow o 
wyizolowanych wysp C pG  z mysiego D N A  [94]. Dla 
dwu z nich odnaleziono transkrypty. Podobnie dla 
czterech przypadkowych wysp chrom osom u X po­
szukiwano transkryptów  i dla trzech odnaleziono je 
w kom órkach HeLa [95]. Nieodnalezienie transkryp- 
tu dla jednej z wysp w pierwszym przypadku nie 
oznacza, że nie więżę się ona z genem, ponieważ 
zbadano jedynie cztery tkanki, a wyspa ta może być 
pow iązana z genem specyficznym tkankow o, którego 
transkrypt nie był obecny w tkankach objętych bada­
niami. Podobnie w drugim przypadku wyspa może się 
wiązać z genem specyficznym tkankow o. Nie odkryto 
i nie zm apow ano dotychczas wysp C pG , o których na

Tabela 2.
Rodzaj i liczba genów  p ow iązanych  z w yspam i C pG  (na podstaw ie [83]).

Rodzaj genów
W szystkie
zbadane

Pow iązane  
z CpG

N ie pow iązane  
z C pG

geny transkrybow ane przez p o lim e­
razę 11: 
w tym

362 206
(57% )

156
(43% )

geny m etabolizm u p od staw ow ego 102 102
(100%)

—

geny specyficzne tkankow o 260 104
(40% )

156
(60% )

pseudogeny 58 9
(16% )

49
(84% )

geny tR N A
w szystkie zbadane były pow iązane wyspam i CpG

geny rR N A
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pewno m ożna powiedzieć, że nie są związane z genami.

IV-2. Wyspy CpG u zimnokrwistych kręgowców

Początkow o opisano występowanie wysp C pG  
w genomie ssaków, ptaków, gadów, płazów i ryb [1], 
jednak  późniejsze badania wykazały u zim nokrwistych 
kręgowców nieobecność lub bardzo niewielką liczbę 
fragm entów bogatych w G +  C [96], Analiza porów ­
nawcza wysp powiązanych z homologicznymi zsek- 
w encjonow anym i genami u zimno- i ciepłokrwistych 
kręgowców wykazała, że wyspy C pG  zim nokrwistych 
jeśli występują, to są inne od wysp kręgowców ciepło­
krwistych. Zaw ierają znacznie mniej G +  C (poniżej 
60% , a często mniej niż 50%), bardzo mało miejsc 
cięcia dla enzym u H p a ll i enzymów restrykcyjnych 
tnących rzadko charakterystycznych dla typowych 
wysp CpG. Brak w nich również sekwencji GC. Jedyną 
cechą wysp kręgowców ciepłokrwistych, występującą 
w obrębie rzadkich wysp kręgowców zim nokrwistych 
była obecność niezm etylowanych dinukleotydów  CpG 
z częstością zbliżoną do oczekiwanej. Bezwzględna 
liczba dinukleotydów  C pG  jest jednak  u zim nokrw is­
tych kręgowców znacznie niższa w obrębie wysp 
w porów naniu  do kręgowców stałocieplnych. U zim­
nokrwistych często brak jest wysp C pG  w genach 
hom ologicznych do genów zawierających wyspy C pG  
u ciepłokrwistych kręgowców. U przedstawicieli ga­
dów, płazów i ryb wykazano brak lub bardzo niewielką 
ilość fragm entów  H T F  charakterystycznych dla wysp 
CpG. Jeśli one się pojawiły, z reguły wynikały z cięcia 
satelitarnego D N A  lub rRNA [97-98]. A is  s a n  i 
i B e r n a r d i uogólniają brak czy też występowanie 
w niewielkiej ilości fragm entów H T F  na wszystkie 
kręgowce zim nokrw iste [97].

IV-3. Korelacja między częstością występowania 
wysp CpG, typem izochor i prążków chro- 
mosomalnych u ssaków

G enom  ssaków jest m ozaiką izochor, które pierw o­
tnie określono jak o  długie (>  300 kb) segmenty DNA
0 jednolitym  składzie zasad [7]. Izochory m ożna 
podzielić na kilka rodzin. W genomie ludzkim, który 
jest typowy dla ssaków, wyróżnić m ożna „lekkie” 
("light”), ubogie w G  +  C izochory LI i L2, reprezen­
tujące 62%  genom u, ciężkie ("heavy”) bogate w G +  C 
[99, 100], izochory H I i H2 oraz bardzo bogate 
w G +  C izochory H3, obejmujące odpow iednio 31%
1 3-4% genomu. Pozostałe 3-4% to satelitarny i rybo- 
som alny DNA. Wiele badań wskazuje na to, że roz­
mieszczenie wysp C pG  jak  i genów w genomie stało­
cieplnych kręgowców nie jest rów nom ierne ani przy­
padkow e [7, 8, 101, 102]. Pierwsze badane geny 
odkry to  w izochorach bogatych w G +  C. Dalsze geny 
także preferencyjnie m apow ano w obrębie izochor 
bogatych w G +  C. W izochorach LI, L2, H I, H2 i H3 
poziom  G +  C i zaw artość genów stopniow o rośnie od

LI do H3. Liczba sekwencji kodujących osiąga m ak­
sim um  w rodzinie izochor H3. W izochorach tych jest 
7 razy więcej genów niż w bogatych w G +  C izo­
chorach HI i do 20 razy więcej niż w ubogich w G +  C 
izochorach L2. Stąd rodzina izochor H3 nazwana 
została rdzeniem genomu [7].

N iejednorodność chrom osom ów ssaków pod wzglę­
dem struk tu ry  i funkcji stanowi podstawę do ich 
różnicowego barwienia w wyniku którego na chrom o­
somie uwidaczniają się prążki. W yróżnia się prążki 
R i G. Do najbardziej popularnych m etod służących do 
otrzym ania prążków  w chrom osom ach metafazowych 
należy barwienie roztworem  Giemsy poprzedzone 
proteolitycznym  trawieniem chromosom ów. W wyni­
ku otrzym uje się tzw. prążki G. Barwienie tym samym 
barwnikiem  poprzedzone częściową cieplną denatura- 
cję w roztw orach soli daje prążki R. Dom eny chrom o­
som ów nazywane prążkam i G  replikują późno, są 
stosunkow o bogate w zasady AT, m ają zw artą struk­
turę chorm atyny i są rozdzielone prążkam i R o prze­
ciwnych cechach (mniej skondensowane, wcześniej 
replikujące i bogatsze w G +  C) (Tab. 3) [7, 8,103-104]. 
P rążki G są złożone niemal wyłącznie z izochor 
ubogich w G  +  C, jedynie z dodatkiem  nielicznych 
bogatych w G +  C izochor z rodziny H I. Prążki 
R składają się z dwu rodzajów domen, T i R'. Prążki 
T są złożone głównie z izochor rodziny H2 i H3, 
natom iast prążki R' zawierają w równej ilości izochory 
bogate w G  +  C (głównie z rodziny H I) i ubogie 
izochory (Tab. 3) [7]. M om ent replikacji wydaje się 
powiązany nie tyle z typem prążkow ania ile z częstoś­
cią występow ania genów i ich ekspresją. U zim no­
krwistych kręgowców, których chrom osom y nie wyka­
zują wcale lub wykazują bardzo słabe prążkowanie 
G /R  również stw ierdzono istnienie dwóch okresów 
replikacji —  wczesnego i późnego. Poza tym geny 
specyficzne tkankow o replikują wcześnie w kom ór­
kach, w których ulegają ekspresji pom imo tego, że 
znajdują się często w obrębie prążków G [7, 104].

W izochorach H3, leżących w prążkach T, najbogat­
szych w G +  C, wszystkie geny powiązane są z wyspami 
CpG. Skoro geny m etabolizm u podstawowego mają 
zawsze wyspę C pG  na końcu 5' powinny być zgrupo­
wane w tych izochorach. C r a i g  i B i c k m o r e  za 
pom ocą hybrydyzacji fluorescencyjnej in situ potw ier­
dzili, że wyspy C pG  są preferencyjnie znajdow ane we 
wcześnie replikujących regionach genomu —  prążkach 
R [8].

Różne rodziny izochor są powiązane z różnymi 
struk turam i chrom atyny. S truk tura chrom atyny jest 
„o tw arta” w izochorach bogatych w G +  C i w wyspy 
C pG  tj. izochorach H2 i H3, które znajdują się głównie 
w prążkach T. Prążki R i granice między prążkam i 
R i G są delikatnym i miejscami chrom osom u, przeważ­
nie miejscami procesów rekombinacyjnych takich jak 
spontaniczne translokacje, wymiany siostrzanych 
chrom atyd, aberracje chromosom owe. Częstość re­
kom binacji jest najwyższa w bogatych w G C  izo-
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Tabela 3.
W łaściw ości prążków  G, R i T w chrom osom ach  ssaków  (na podstaw ie [7, 8, 102-103, 109]).

Prążki G Prążki R Prążki T

barwienie roztw orem  G iem sy po 
trawieniu proteazą

barwienie roztw orem  G iem sy po  
denaturacji cieplnej

barwienie jak w przypadku prąż­
ków R, wyższa tem peratura de­
naturacji

m ała gęstość genów  
obejm ują 2 0 % zm apow anych  ge­
nów
średnio 1 gen na 71 kb

duża gęstość genów  
obejmują 80%  zm apow anych ge­
nów
średnio 1 gen na 32 kb

bardzo duża gęstość genów  

średnio 1 gen na 14 kb

głów nie geny specyficzne tkan k o­
w o z sekw encjam i TA TA  i C AAT

geny m etabolizm u pod staw ow e­
go z prom otoram i typu G C  (tj. 
z sekw encjam i GC)

geny m etabolizm u pod staw ow e­
go z prom otoram i typu G C

m ała liczba w ysp C pG duża liczba w ysp C pG bardzo duża liczba w ysp CpG

stosunkow o bogate w AT, z ło żo ­
ne z izochor LI i L2

stosun k ow o bogate w G C , z ło żo ­
ne z izochor H I, H2 i H3

bardzo bogate w G C , złożone  
głów nie z izochor H3

niski poziom  acetylacji h istonów w ysoki poziom  acetylacji h isto ­
nów

brak danych

liczne sekw encje pow tarzające się 
bogate w AT np. Kpn

liczne sekw encje pow tarzające się 
bogate w G C  np. Alu

bardzo liczne sekw encje p ow ta­
rzające się bogate w G C

chorach, szczególnie w H3 [7].

V. Pochodzenie i ewolucja wysp CpG

Poziom  metylacji m a bezpośredni wpływ na liczbę 
dinukleotydów  C pG  w genomie zwierząt [105], W ge­
nom ach, gdzie metylacja jest znikom a lub nie wy­
krywalna, dinukleotyd C pG  występuje na norm alnym  
poziomie (np. u owadów). Jeśli genom uległ prawie 
całkowitej metylacji (np. u kręgowców, gdzie 98% 
genom u jest zmetylowane) poziom dinukleotydu C pG  
jest znacznie niższy od oczekiwanego. Jest też grupa 
zwierząt o cechach pośrednich (np. szkarłupnie), u k tó ­
rych, przy częściowej metylacji genomu, obserwuje się 
nieduży deficyt dinukleotydu C pG  [105a]. W raz z o b ­
niżeniem poziom u dinukleotydu C pG  u kręgowców 
poziom dinukleotydów  T pG  i CpA jest jest wyższy od 
oczekiwanego. W ynika to z m utacji zmetylowanej 
sekwencji C p G :C p G  do T pG :C pA . Jedna z hipotez 
pochodzenia wysp C pG  mówi, że m ogą one reprezen­
tować pozostałości długich niezmetylowanych odcin­
ków DNA charakterystycznych dla bezkręgowców 
[25, 59]. Stopniowo niezm etylowana część genom u 
m ogła maleć, aż do ograniczenia się do krótkich 
sekwencji u kręgowców, wysp CpG. W ażne jest to, że 
wysoki poziom niezmetylowanych C pG  (choć nie 
wyższy od oczekiwanego na podstawie składu zasad) 
pozostał tylko w sekwencjach kodujących i regulatoro­
wych (najczęściej p rom otor i pierwszy ekson) genów 
m etabolizm u podstawowego i dużej części genów 
specyficznych tkankow o. Pozostałe sekwencje mają 
jedynie 20% wartości oczekiwanej dinukleotydu CpG. 
W yspy C pG  pozostały tylko w specyficznych regio­
nach albo ze względu na selekcję skierow aną na ich

utrzym anie (przy braku selekcji w odniesieniu do części 
niekodującej), albo z powodu przeszkód uniem oż­
liwiających zmetylowanie tych fragm entów DNA. W y­
daje się, że wyspy pełnią ważne funkcje w genom ie (tzw. 
„o tw arta” struk tu ra chrom atyny, możliwość oddziały­
wań z białkam i regulatorowym i) więc selekcja mogła 
odegrać pewną rolę w ich utrzym aniu.

W edług B i r d a  i S v e d a  obecny, niski poziom 
dinukleotydu C pG  utrzymuje się na stałym poziomie 
i jest wynikiem równowagi istniejącej między u tratą  
zmetylowanych C pG  i pojawianiem się nowych d inuk­
leotydów C pG  [59], Przykładem  takiej równowagi 
mogą być zmiany obserwowane u człowieka w pseudo- 
genie T a l  globiny, który nie ma wyspy C pG  podczas 
gdy występuje ona w funkcjonalnym  genie a l  globiny. 
U stalono, że z 70 dinukleotydów  C pG  obecnych 
w funkcjonalnym  genie a l  globiny w pseudogenie 
pozostały jedynie 4, chociaż 3/4 sekwencji jest nie 
zmienione [59, 106]. Co ważne, w psudogenie, w wyni­
ku m utacji pojawiło się 8 nowych dinukleotydów  CpG. 
U innych ssaków (szympans, pawian, królik) sekwen­
cja a l  globiny jest bardziej zbliżona do sekwencji 
funkcjonalnego genu człowieka, a nie jego pseudogenu 
co wskazuje, że sekwencja bogata w CpG jest sekwen­
cją pierwotną.

Mniej popularna jest hipoteza, według której wyspy 
C pG  powstały jako  wynik zmian składu nukleotydów  
w genomie w trakcie ewolucji kręgowców stałociepl­
nych [7]. Potw ierdzać by to miała różnica w zaw arto ­
ści dinuklotydu C pG  w homologicznych genach krę­
gowców stałocieplnych i zmiennocieplnych. Zm ienno- 
cieplne kręgowce charakteryzują się brakiem  lub wy­
stępowaniem bardzo nielicznych i nietypowych wysp 
CpG. Z uwagi na brak m echanizmów m ogących
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prowadzić do miejscowego wzrostu poziom u C pG  
wydaje się wątpliwe, by przodkow ie kręgowców byli 
pozbawieni wysp CpG, a miały one powstać jako  
wynik lokalnego wzrostu zawartości nukleotydów 
G i C. Są jednak  prace, których autorzy sugerują 
możliwość istnienia takich m echanizm ów [107, 108].

M inęło ponad dziesięć lat od odkrycia wysp C pG  
w genomie kręgowców, wiedza na tem at ich funkcji, 
pow stania i ewolucji jest stale niewielka. Stosunkow o 
dobrze poznano ich właściwości i rozmieszczenie. Jako 
odcinki DNA o wyjątkowych cechach przyczyniły się 
one do rozwoju technik służących m apow niu genów 
i tworzeniu m ap enzymów restrykcyjnych na dużych 
odcinkach genomu. Stały się dzięki temu jednym  
z „narzędzi” w największym m iędzynarodow ym  proje­
kcie w dziedzinie genetyki m olekularnej, którego celem 
jest uzyskanie pełnego opisu genom u człowieka po­
przez jego m apow ania i sekwencjonowania (ang. H u­
mań Genome Project).
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Pracę tę poświęcam  przyjacielow i 
Kom andorom  M aciejowi M uszyńskiemu,
k tóry  popłynął w swój najdłuższy rejs.
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I. Wstęp

Zagadnienia związane z destruktyw nym  wpływem 
reaktywnych form tlenu (RFT) na organizm y stały się 
w ostatnich latach obiektem  szeroko zakrojonych 
i intensywnych badań. Omówienie zagadnień związa­
nych z powstawaniem  i reaktywnością różnych R FT in 
vivo, znajdzie czytelnik Postępów Biochemii w dwu 
pracach L i c z m a ń s k i e g o  [1 ,2]. Jednym  z najnie­
bezpieczniejszych efektów działania R FT w kom órce 
są uszkodzenia DNA. Znaczenie oksydacyjnych 
uszkodzeń zasad DNA przez reaktywne formy tlenu

1 D r ,2 prof. dr hab., Katedra i Zakład Biochemii Klinicznej, 
Akademia Medyczna im. L. Rydygiera, ul. Karłowicza 24, 
85-092 Bydgoszcz.

oraz procesy naprawy tych uszkodzeń były już opisane 
na łam ach Postępów Biochemii [3, 4].

8-O ksyguanina jest jednym  z najłatwiej pow stają­
cych i najgruntowniej przebadanych produktów  m o­
dyfikacji zasad DNA przez reaktywne formy tlenu. 
Najlepiej rozpoznanym  czynnikiem powodującym 
przekształcenie guaniny w 8-oksyguaninę jest rodnik 
hydroksylowy. Potencjalne mechanizmy takiej reakcji 
przedstawiono na rycinie 1. Pierwszy z tych m echaniz­
mów zakłada bezpośrednie formowanie adduktu  rod ­
nika hydroksylowego z guaniną w pozycji C8, drugi 
zaś, jako  etap początkowy zakłada oderwanie elektro­
nu od cząsteczki guaniny pod wpływem rodnika 
hydroksylowego. Należy zaznaczyć, iż do początkowe­
go oderwania elektronu z cząsteczki guaniny (Ryc. 1, 
Schemat 2) może dochodzić nie tylko pod wpływem 
rodnika hydroksylowego, ale także na skutek jonizacji 
spowodowanej oddziaływaniem kwantu prom ienio­
wania jonizującego lub na skutek kontaktu  z równie 
silnym jak  rodnik hydroksylowy utleniaczem, np. 
rodnikiem  ferrylowym lub nadferrylowym [5,6]. Poja­
wiły się także dane przemawiające za tym, iż takie 
oderwanie elektronu z częsteczki G ua może zachodzić 
pod wpływem fotouczulaczy w reakcji fotouczulania 
typu I [7-9].

Kolejnym czynnikiem zdolnym do wprow adzenia 
oksydacyjnej modyfikacji guaniny w pozycji C8 jest
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■OH

[ : ć c a \ ^ x & Ryc. 1. Potencjalne m echanizm y  
pow staw ania 8 -oksygua- 
niny pod w pływ em  rodni­
ka hydroksylow ego. 
Pierwszy z prop on ow a­
nych m echanizm ów  (sche­
mat 1) zakłada utw orzenie  
przejściow ego adduktu  
guaniny i rodnika hydro­
ksylow ego, który na sku­
tek utlenienia przekształca  
się w 8-oksyguaninę. D ru­
gi m echanizm  (schem at 2) 
zakłada oderw anie elek ­
tronu od cząsteczki guani­
ny przez rodnik hydroksy­
low y z w ytw orzeniem  czą­
steczki w ody i kationorod- 
nika guaniny, który w p óź­
niejszym etapie reaguje 
z cząsteczką w ody i ulega  
przekształceniu do 8-oksy- 
guaniny w procesie u tle­
nienia.

tlen singletow y—  10 2 [10-15]. N ajpraw dopodobniej 
reakcja reszty guaniny z tlenem singletowym zachodzi 
z wytworzeniem przejściowego 4,8-endonadtlenku, 
który szybko ulega rozpadowi. Dwa możliwe szlaki 
prowadzące do pow stania 8-oksyguaniny w reakcji 
z 10 2 przedstawiono na rycinie 2. N iektórzy autorzy 
sugerują również możliwość odryw ania elektronu od 
reszty guaniny przez tlen singletowy z wytworzeniem 
kationowego rodnika guaniny i anionorodnika po- 
nadtlenkow ego (G ua +  -> G u a# +  0 2# - ) [16].
W takiej sytuacji oksydacja do 8-oksyguaniny za­
chodziłaby według schem atu 2 przedstawionego na 
rycinie 1.

II. 8-O ksy-2’-deoksyguanozyno-5’-trifosfo- 
ram —  mutagenny substrat w procesie
syntezy D N A

Oksydacyjna modyfikacja guaniny w pozycji C8 
może zachodzić nie tylko w obrębie kwasów n u k ­
leinowych, ale równie dobrze może dotyczyć reszt 
guaniny wchodzących w skład wolnych nukleozydów 
i nukleotydów kom órkowych. W ykazano, że produkt 
modyfikacji dG T P-8-oxodG T P jest substratem  poli- 
meraz DNA, inkorporujących 8-oxodG M P do nowo- 
syntetyzowanych nici DNA [17, 18]. Taka inkorpora­
cja zmodyfikowanego nuleotydu do DNA jest źródłem

Ryc. 2. P roponow ane m echanizm y  
m odyfikacji guaniny przez 
tlen singletow y, prow adzą­
cej do pow stania 8-oksygu ­
aniny.
Pierwszym  produktem  rea­
kcji tlenu singletow ego  
z guaniną jest nietrwały  
4,8-endonadtlenek guan i­
ny. Schem at 1 zakłada p óź­
niejsze przekształcenie en- 
donadtlenku w 8-w odoro- 
nadtlenek guaniny, który  
ulega rozpadow i do 8-o k ­
syguaniny. Schem at 2 za­
kłada przekształcenie 4,8- 
-endonadtlenku guaniny do  
4-hydroksy-8-oksyguaniny, 
która w procesie redukcji 
i odłączenia cząsteczki w o ­
dy ulega przekształceniu do  
8-oksyguaniny.
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Ryc. 3. Struktura par A) 8-oxodG :dA  i B) 8-oxodG :dC  w ystępują­
cych w dw uniciow ym  B -D N A .

późniejszych mutacji, w efekcie możliwości parow ania 
8-oksyguaniny nie tylko z cytozyną, ale i z adeniną 
(Ryc. 3). Niezwykle sugestywny eksperym ent dem onst­
rujący tę groźną właściwość 8-oxodG T P został prze­
prow adzony przez C h e n g a  i w s p. [17], W ykorzys­
tano dwuniciowy, kolisty DNA z polinukleotydow ą 
luką w jednej z nici. Lukę tę wypełniono używając 
polimerazy DN A I z E. coli oraz dT T P, dC TP, dA TP 
i 8-oxodG T P zamiast dG T P. Tak przygotow anym

plazmidem transform ow ano kom órki E. coli, w k tó ­
rych ulegał on replikacji w trakcie proliferacji kom órek 
bakteryjnych. Po pewnym czasie analizow ano ilość 
powstałych mutacji w obrębie uzupełnionej luki w pro­
wadzonego plazmidu. Aż 16% zanalizowanych przy­
padków  wykazywało obecność mutacji punktowych 
w obrębie tego fragm entu plazmidu. Transwersje typu 
AT => C G  stanowiły 97%  tych mutacji, a 3% transw er­
sje G C =>TA . Najbardziej praw dopodobnym  wytłu­
maczeniem zaobserwowanych transwersji AT => CG 
jest inkorporacja 8-oxodG M P na przeciw adeniny 
zlokalizowanej w nici matrycowej. Proponow any me­
chanizm  pow staw ania tej transwersji pod wpływem 
8-oxodG T P przedstawiono na rycinie 4. Drugi rodzaj 
transwersji obserwowanych w tym eksperymencie 
(GC=>TA), to taka sam a m utacja, jak ą  powoduje 
pojawienie się 8-oksyguaniny w matrycy na skutek 
bezpośredniej modyfikacji oksydacyjnej DNA. P oten­
cjalny mechanizm prowadzący do pow stawania tego 
typu m utacji pod wpływem 8-oxodG TP jako  sub- 
stratu  polimerazy został przedstawiony na rycinie 5.

P a v l o v  i ws p .  [19] wykazali, że 8-oxodG TP jest 
substratem  także innych polimeraz DNA. Przeprow a­
dzając eksperym enty według koncepcji opisanej przez 
C h e n g a  i w s p . (lecz stosując jako  substraty do 
syntezy równom olowe stężenia dTTP, dC TP, dATP, 
dG T P  i 8-oxodG TP) dowiedli oni, że następujące 
polimerazy DNA w prow adzają 8-oxodG M P (z 8-o- 
xodG TP) naprzeciwko adeniny wywołując transwersje 
typu AT => CG: polim eraza DNA I (E coli), termo- 
stabilna polim eraza DNA z Thermus thermophilus, 
polim eraza DNA faga T4, polim eraza DNA y (mito- 
chondrialna) z em brionów kurzych.

Pierwsza runda replikacyjna

(POL)
->+ 8-oxodGTP

(POL)
***********> +dATP

=>

Druga runda replikacyjna

I

_____ nP____

l i 
i

i i a

=> I
*************A**************

Trzecia runda replikacyjna

* A * * * * * * * <

(POL) 
,> +dTTP

=>

»»i))»»»»»»»»»)»» A »»«»»»»»»»»»»»»»i

Ryc. 4. P raw dopodobny m echanizm  pow staw ania transwersji AT =  > C G  pod w pływ em  8-oxodG T P .
Z uwagi na zdolność b łędnego parow ania, 8-o x o d G T P  m oże zostać inkorporow any przez polim erazę do syntetyzow anej nici D N A  (w 
postaci m onofosforanu) na przeciw adeniny znajdującej się w nici m atrycowej. D ochodzi do pow stania dw uniciow ego D N A  
posiadającego błędną parę adenina : 8-oksyguanina. Jeśli błąd ten nie zostan ie skorygow any przez enzym y naprawy D N A , to w kolejnej 
rundzie replikacyjnej na przeciw m atrycowej 8-oksyguaniny polim eraza D N A  w prow adzić m oże d C M P  do syntetyzow anej nici, co  
prowadzi do w ytw orzenia dw uniciow ego D N A  zaw ierającego błędną parę 8-oksyguanina : cytozyna. C ytozyna ta pojaw ia się więc 
w miejscu, gdzie oryginalnie w sekwencji znajdow ała się adenina. Trzecia runda replikacyjna prow adzi więc do pow stania cząsteczki 
dw uniciow ego D N A , zawierającej m utację punktow ą (AT =  > C G ).
(PO L ) —  polim eraza D N A , G ° —  reszta 8-oksyguaniny, C —  reszta cytozyny, G  —  reszta guaniny, A —  reszta adeniny.
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Pierwsza runda replikacyjna

 A_________ ____________A___________
(POL) => I

—> 8-oxodGTP----------------------------------------------------- G°---------------

Druga runda replikacyjna

 G8oxo  ---------------- G°----------------
(POL) => i

■****> +dCTP 

Trzecia runda replikacyjna

(POL) => I
+dGTP     ,,„„„„„G„,.....

Ryc. 5. P raw dopodobny m echanizm  pow staw ania transwersji G C =  > T A  pod wpływem  8-oxodG T P .
8-ox o d G T P  m oże zostać w prow adzony przez polim erazę (PO L) d o syntetyzow anej nici D N A  na przeciw  cytozyn y  znajdującej się w nici 
m atrycowej. Prowadzi to  do pow stania  dw uniciow ego D N A  zaw ierającego parę cytozyna : 8-oksyguan ina. Jeżeli 8-oksyguan ina  nie 
zostanie usunięta przez enzym y naprawy D N A , to po replikacji nici zawierającej 8-oksyguaninę dojść m oże d o pow stan ia  dw uniciow ego  
D N A  zaw ierającego błędną parę 8-oksyguanina : adenina. Adenina pojaw ia się więc w miejscu, gdzie p ierw otnie w sekw encji znajdow ała  
się guanina. K olejny proces replikacji prow adzi do pow stania dwuniciowej cząsteczki D N A  obarczonej m utacją punktow ą  
(G C  — > T A ).

III. Enzymatyczny system obrony organiz­
mów przed mutagennym wpływem ok­
sydacji dGTP w pozycji C8: pirofosfohyd- 
rolaza 8-oxodG TP

W 1954 roku Treffers i wsp. otrzym ali linię zm uto­
wanych kom órek E coli, charakteryzującą się wysoką 
częstością mutacji spontanicznych w porów naniu do 
kom órek dzikiej linii i postulowali istnienie genu 
odpowiedzialnego za tę cechę, który nazwali m utT
[20]. W ten sposób odkryto pierwszy tzw. gen m utato- 
rowy u E. coli. Dwanaście lat później Y a n o f k s y  
i w s p. wykazali, iż wysoka niestabilność genetyczna 
linii m utT  zw iązana jest z podwyższeniem częstości 
występowania tylko jednego rodzaju mutacji punk­
towych, mianowicie transwersji typu AT => CG [21]. 
W celu zidentyfikowania biologicznych funkcji p rodu­
ktu genu m utT  dzikiej linii, gen ten sklonowano, jego 
produkt białkowy nazwany białkiem M utT  (129 reszt 
am inokwasowych, 14.9 kDa) oczyszczono do stanu 
hom ogenności i zidentyfikowano jak o  fosfohydrolazę 
ośmiu podstawowych trifosfonukleozydów występują­
cych w kom órkach (dCTP, G TP, dT T P, U TP, dC TP, 
CTP, dATP, ATP), o wyraźnej preferencji wobec 
dG T P  [22]. Porów nanie sekwencji zm utow anego 
i dzikiego genu m utT wykazało, iż m utacja tego genu 
polega na insercji tzw. elem entu IS1 [23], Białko M utT  
(produkt genu dzikiego) katalizuje reakcję hydrolizy 
trifosfonukleozydów do monofosfonukleozydów i pi- 
rofosoranu [24]. Niedługo potem  pirofosfataza ta 
została wykrystalizow ana [25], co dało początek wni­
kliwym badaniom  struktury  enzymu. Rok 1991 do­
starczył wielu danych na tem at właściwości katalitycz­
nych odkrytej pirofosfazaty [24]. W yznaczono op­

timum pH (pH 9.0) dla katalizow anej reakcji i w ykaza­
no jej całkowitą zależność od jonów  magnezu (w 
obecności innych dwuwartościow ych jonów  metali, 
jak  M n2 + , Z n 2+, C a2 + , aktyw ność nie przekraczała 
15% aktywności uzyskiwanej z jonam i M g2 + ). G ru n ­
towna analiza specyficzności substratow ej z użyciem 
wszystkich ośmiu kanonicznych trifosfonukleozydów 
oraz ich pochodnych wykazała, że najlepszymi sub- 
stratam i białka M utT  są kolejno d G T P (K m =  1.5 
mM) >  >  G T P  >  d U T P  >  d C T P  (2.2 mM). Badania 
te wskazały, że szczególnie isto tną cechą dobrego 
substratu białka M utT  jest obecność grupy 6-keto 
i 2-amino w pierścieniu purynow ym  oraz deoksyrybo- 
za występująca w nukleotydzie. W ykazano ponadto , że 
wszystkie 8-brom opochodne trifosfonukleozydów pu- 
rynowych (8-Br-dGTP, 8-B r-G TP, 8-Br-dATP, 8-Br- 
-ATP) są zdecydowanie lepszymi substratam i białka 
M utT niż odpowiednie związki wyjściowe. N a tym 
etapie badań sform ułowano również pierwsze hipotezy 
dotyczące antym utagennego działania białka M utT. 
Istniały już pewne przesłanki na tem at m echanizm u 
transwersji AT =>CG pow stających z dużą częstością 
w m utantach m utT E. coli. Przepuszczano, że trans- 
wersje te są efektem błędnego parow ania (ang. mis- 
match) adeniny w nici m atrycowej, z d G T P  inkor- 
porowanym do nici syntetyzowej (A : T -> A ~  G -> C : G). 
Wcześniejsze doniesienia sugerowały, że guanina spa­
row ana z adeniną w obrębie dwuniciowego fragm entu 
polinukleotydowego przyjm uje konform ację syn 
względem deoksyrybozy. P ostulow ano więc, że rolą 
białka M utT  jest hydroliza tych cząsteczek dG T P, 
które przybrały konform ację syn, by uniemożliwić ich 
wprowadzanie do DNA na przeciw adeniny. Hipotezę 
tę wspierał mocno w spom niany wcześniej fakt, iż
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brom ow anie purynow ych trifosfonukleozydów w po­
zycji C8 czyni je lepszymi substratam i białka M utT, 
a jak  było w iadom o, brom ow anie takie wymusza 
konform ację syn  w obrębie m odyfikowanego nukleo- 
tydu. Rok 1992 nieoczekiwanie dostarczył rewelacyj­
nych odkryć w tym zakresie. M a k i  i S e k i g u c h u  
(1992) donoszą o swoich badaniach nad antym u- 
tagennym  działaniem  białka M utT  [18]. Badali 
oni inkorporację znakow anego d G T P  do m atrycy 
poli(dA)/oligo(dT) pod wpływem polimerazy III E. coli 
i potwierdzili wcześniejsze spostrzeżenia, że niewielkie 
ilości znakow anego d G M P  są w prow adzane do nici 
syntetyzowanej na m atrycy poli(dA). Enzym M utT  
dodany do m edium , w k tórym  zachodziła replikacja 
ham ow ał całkowicie tę inkorporację. W ykonano an a­
lizę chrom atograficzną nukleotydów  wchodzących 
w skład zsyntetyzow anej nici i okazało się, że rad ioak ­
tywność niesiona przez nią nie należy wcale do dG M P , 
a do zw iązku zidentyfikow anego jako  8-oxodG M P. 
O tw orzyło to  nowy etap  w badaniach nad białkam i 
M utT  i przyciągnęło uwagę wielu badaczy zajm ują­
cych się stresem  oksydacyjnym , a szczególnie ok­
sydacyjnymi uszkodzeniam i DNA. Jak dowiedli M aki 
i Sekiguchu, M utT  posiada bardzo wysokie pow ino­
wactwo do 8-oxodG T P  (K m =  0.4 pM!). Pozw ala to 
sądzić, że jego ro la polega na hydrolizowaniu tego 
nukleotydu w celu uchronien ia kom órki przed m u ta­
gennymi skutkam i jego w prow adzenia do DNA. Dla 
porów nania, oznaczone przez nich wartości K m wobec 
innych nukleotydów  wynosiły: dla d G T P  —  1.2 mM , 
dT T P  —  1.8 m M , d C T P  —  1.7 m M , G T P  1.2 mM. 
8 -O xodG T P  jak o  substra t posiada wszystkie prefero­
wane przez M utT  cechy: grupę 6-keto i 2-amino 
pierścienia purynow ego, deoksyrybozę i konform ację 
syn w okół w iązania N-glikozydow ego, wym uszoną 
przez a tom  tlenu w pozycji C8. Badania ostatnich 3 lat 
prow adzone technikam i krystalograficznym i, a przede 
wszystkim m etodam i wielowym iarowego jądrow ego 
rezonansu m agnetycznego doprow adziły do szczegó­
łowego rozpoznania s truk tu ry  drugo- (Ryc. 6) i trzecio­
rzędowej M utT  [26-28] oraz budowy centrum  aktyw ­
nego enzym u i jego oddziaływ ań z substratem  [29, 31]. 
Trifosforany nukleozydów  odzialują z centrum  aktyw ­
nym enzym u w obecności dwu jonów  magnezu. Jeden 
z tych jonów  zw iązany jest z atom am i tlenu reszt 
fosforanowych (3 i y nukleotydu. Drugi jo n  M g2 + 
oddziałuje z grupam i karboksylow ym i reszt glutam i­
nianu 56, 57, 98, am idow ą grupą karbonylow ą glicyny 
38 oraz z cząsteczką wody, k tó ra  najpraw dopodobniej 
dokonuje nukleofllowego a taku  na atom  fosforu (3, 
pow odując rozerw anie w iązania fosfódiestrowego po­
między resztą fosforanow ą a  i P nukleozydotrifos- 
foranu. O dpow iednią orientację przestrzenną a tak u ją­
cej cząsteczki wody zapew nia najpraw dopodobniej jej 
oddziaływ anie z g rupą karboksylow ą glutam inianu 53. 
Z asada azotow a oraz reszta rybozy lub deoksyrybozy 
wchodzące w skład su b stra tu  lokują się w hydro­
fobowej szczelinie, przy czym zasada azotow a wiąże się

Ryc. 6. Zarys struktury drugorzędow ej białka M utT  z E. coli
W obrębie białka M utT występują dwa rejony a-helikalne  
(H eliks I i II) oraz pięć pasm  zorganizow anych w strukturę 
(3 oznaczonych  strzałkam i A-E. Pasm a A i B oraz C i D  połą­
czone są ciasnym i skrętam i, co um ożliw ia ich antyrów noleg- 
łe ułożenie. P ozosta łe  w ym ienione struktury p o łączon e są 
dłuższym i pętlam i (I-IV) o d ługości od 13 d o  24 am ino­
kw asów . N um eram i ozn aczon o  orientacyjne po łożen ie k o ­
lejnych am inokw asów  łańcucha polip ep tyd ow ego  (w zoro­
w ano na rysunku zam ieszczonym  w pracy A b e y g u n a -  
w a r d a n a  i w s p .,  1993 [26]).

z leucyną 4, izoleucyną 6 i 80. G rupa ketonow a 
w pozycji C6 zasady azotowej odziałuje z g ru p ą -N H 2 
łańcucha bocznego asparaginy 119, co tłum aczy duże 
powinow actw o enzymu do nukleotydów zaw ierają­
cych guaninę lub jej pochodne. Reszta (deoksy)rybozy 
wchodząca w skład nukleotydu oddziałuje z leucyną 4, 
izoleucyną 6 oraz z łańcuchem  bocznym lizyny 39.

W ślad za badaniam i nad pirofosfatazą 8-oxodG T P 
(M utT) z E. coli rozpoczęły się badania nad hom o­
logicznymi enzymami z innych organizmów. W 1992 
roku M o  i w s p . wyizolowali z kom órek ludzkich 
enzym o masie cząsteczkowej 18 kD a specyficznie 
hydrolizujący 8-oxodGTP do 8-oxodG M P (Km =  8,5 
pM), a słabiej dG T P (Km =  870 pM) i dA TP [32], 
Podobnie jak  M utT, pirofosfataza ta jest zależna od 
jonów  magnezu. Rok później ustalono częściowo jej 
sekwencję aminokwasową, co pozwoliło na sklonowa- 
nie i ekspresję genu kodującego to białko w kom órkach 
E. coli [33]. Gen ludzkiej pirofosfatazy 8-oxodG TP, 
zajmujący locus 7p22 [34], koduje białko składające się 
ze 156 aminokwasów (masa cząsteczkowa 17.9 kDa), 
a jego sekwencja nukleotydowa wykazuje duże podo­
bieństwo do bakteryjnego genu m utT w centralnej 
części otwartej ramki odczytu. W języku aminokwasów 
oznacza to 15 identycznych aminokwasów w odcinku 
A37-A61 M utT  i A36-A60 pirofosfatazy ludzkiej. En­
zym ludzki uznano za hom olog białka M utT  i nazwano 
go hM T H l (Humań M u tT  Homolog).

W ostatnim  czasie sklonow ano hom ologi genu 
m utT  z innych źródeł; tzw. białko M utX ze Streptococ-
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cus pneumoniae wykazuje analogiczne aktywności en­
zymatyczne jak  M utT, jest jednak hom otrim erem
0 masie 54 kD a (masa cząsteczkowa m onom eru —  18 
kDa). Gen kodujący to białko wykazuje duże podo­
bieństwo do genu m utT  w odcinku kodującym  am ino­
kwasy A37-A60 [35, 36]. P odobną hom ologię struk­
tury genu i funkcji biologicznych kodow anego białka 
wykazano w przypadkach genu i białka M utT  z Pro­
teus vulgaris (112 am inokwasów, 12.8 kDa) [37]
1 M utT  z Haemophilus influenzae (136 am inokwasów, 
15.6 kDa) [38]. Sklonow ano również hom ologi genu 
m utT  myszy i szczura i scharakteryzow ano ich p rodu­
kty białkowe jako  pirofosfatazy 8-oxodG TP. M ysia 
pirofosfataza 8-oxodG TP, to białko o masie cząstecz­
kowej 17.9 kD a (156 am inokwasów) wykazująca 83% 
hom ologii sekwencji aminokwasowej z ludzką pirofos- 
fatazą, a podobieństw o sekwencji nukleotydowej my­
siego i ludzkiego genu sięga 81% [39]. Szczurza 
pirofosfataza 8-oxodGTP (masa cząsteczkowa 18 kDa) 
posiada 131 identycznych am inokwasów  z enzymem 
ludzkim  z ogólnej liczby 156 am inokwasów [40].

Pojawiły się także pierwsze dane na tem at poziomu 
ekspresji genu kodującego pirofosfatazę 8-oxodG T P 
w różnych narządach wewnętrznych ssaków. Uzys­
kanie przeciwciał poliklonalnych do konserw atyw ­
nego ewolucyjnie fragm entu pirofosfatazy 8-oxodG TP 
umożliwiło ilościową analizę poziom u ekspresji tego 
enzymu w tkankach mysich [39]. Relatywnie najwyż­
szy poziom białka pirofosfatazy wykazano w wątrobie 
i grasicy, niższy poziom występuje w innych narzą­
dach: jelicie grubym  >  jądrach  >  nerkach >  śledzio­
nie >  żołądku >  płucach >  sercu >  i mózgu. 
Zdecydowanie najwyższy poziom białka pirofosfatazy 
8-oxodG T P stwierdzono jednak w mysich em brional­
nych kom órkach pnia, przewyższał on sześciokrotnie 
poziom obserwowany w wątrobie. Potw ierdziło to 
wcześniejszą tezę, że poziom  ekspresji genu kodujące­
go tę pirofosfatazę jest najwyższy w kom órkach o cha­
rakterze em bionalnym  (m.in. nowotworow ych, z k tó ­
rych po raz pierwszy wyizolowano ssaczy hom olog 
M utT). Skonstruow anie znakowanej sondy opartej na 
antysensow nym  RNA pozwoliło na kolorym etryczną 
ocenę ilości m RNA ludzkiej pirofosfatazy w histo­
logicznych skraw kach ludzkiej skóry i sutka [41]. 
Stw ierdzono duże zróżnicowanie poziom u 
m R N A hMTH1 w zależności od rodzaju kom órek, spo­
śród których największą jego ilość wykazywały kom ó­
rki charakteryzujące się dużym tempem podziałów 
mitotycznych. Z kolei w tkankach szczurzych badano 
ilość transkryptu  genu pirofosfatazy 8-oxodG T P 
(mRNA) i wykazano jego największą produkcję 
w tkance serca, śledziony, nerki i jąder [40].

Przeprow adzono również pierwsze badania do ty­
czące subkom órkow ej lokalizacji ludzkiej pirofosfata­
zy 8-oxodG T P [42]. U stalono, że enzym zlokalizow a­
ny jest w cytoplazmie i m itochondriach. Z całkowitej 
aktywności kom órkowej pirofosfatazy 8-oxodG T P 
4%  zlokalizow ano w m itochodriach. Aktywności spe­

cyficzne enzymu w przeliczeniu na mg białka są jednak 
identyczne w obu tych kom partm entach kom órko­
wych. Jednocześnie nie stwierdzono jakichkolwiek 
różnic dotyczących cech fizyko-chemicznych enzymu 
m itochondrialnego i cytosolowego; kwestia transportu  
enzymu do m itochondrium  pozostaje nadal niewyjaś­
niona.

G roźne skutki mutacji w obrębie genów z rodziny 
m utT  zaczęły przyciągać uwagę badaczy procesów 
nowotworzenia. W arunkiem  transform acji now otw o­
rowej kom órki jest powstanie mutacji w wielu genach. 
M utacja genu —  hom ologu m utT, prow adząca do 
braku w kom órce aktywności pirofosfatazy 8-o- 
xodG T P, m ogłaby w sposób bardzo istotny przy­
spieszać tem po powstawania m utacji w innych genach, 
z uwagi na drastyczny wzrost częstości transwersji 
typu AT => CG.

W u i w s p. [43] badali sekwencję nukleotydow ą 
genu hM T H l (hom ologu M utT) w genomie ludzkich 
kom órek nowotworow ych raka jelita grubego i po ró ­
wnywali je z sekwencjami nukleotydowym i genu zdro­
wych kom órek tej samej tkanki. P rzebadano 32 przy­
padki, lecz nie stw ierdzono różnic pomiędzy sekwenc­
jam i nukleotydowym i genu w kom órkach now otw oro­
wych i odpow iadających im kom órkach zdrowych. 
Przy okazji wykazano istnienie polimorfizmu genu 
h M T H l w populacji ludzkiej. W dziewięciu przypad­
kach stw ierdzono tranzycję G = > A w  obrębie kodonu 
83, k tó ra prowadzi do zmiany waliny na m etioninę 
w pirofosfatazie 8-oxodG T P (tranzycję taką odnoto­
wali autorzy także w genach hM TH  1 ludzi zdrowych). 
Rzadziej obserwowano tranzycję C => T w obrębie 
kodonu 119, k tóra jednak nie prowadzi do zmiany 
am inokw asu w białkowym produkcie genu. O k a - 
m o t o i w s p. [44] porównywali poziom m R N A hMTH1 
w ludzkiej tkance raka nerki i otaczającej ją  tkance nie 
zmienionej nowotworow o. Stw ierdzono zdecydow a­
nie wyższy poziom transkrypcji genu h M T H l w ko­
m órkach nowotworowych. W kontekście znaczenia 
—  hom ologów genu M u tT  w procesach mutagenezy 
i karcinogenezy rozpoczęto poszukiwania potencjal­
nych inhibitorów  pirofosfatazy 8-oxodG T P pośród 
znanych czynników rakotwórczych. W ykazano na 
przykład, iż jony niklu (II) —  dobrze udokum en­
tow any karcinogen —  są niekompetycyjnym inhibito­
rem (K, =  0.9 mM) bakteryjnej pirofosfatazy 8-o- 
xodG T P  z E. coli, co wykazano w doświadczeniach 
przeprowadzonych in vitro, z użyciem oczyszczonego 
preparatu  enzymu [45].

III-l. Rodzina genów MutT

O prócz przedstawionych powyżej genów kodują­
cych pirofosfohydrolazy o dużej specyficzności wobec 
8-oxodG T P, do tzw. rodziny genów i białek 
m utT /M utT  zakwalifikowano również odkryte o sta t­
nio geny kodujące enzymy o nieco innej specyficzności 
substratow ej. Zaliczono do tej rodziny pirofosfatazę
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dinukleotydow ą z E. coli [46], zależną od dwuwartoś- 
ciowych jonów  metali i wykazującą wysoką specyficz­
ność substratow ą wobec N A D H  (257 aminokwasów, 
29.8 kD a, natywnie —  homodimer). Katalizuje ona 
hydrolizę N A D H  do A M P i zredukow anego m ono- 
nukleotydu nikotynam idoadeninow ego. D o rodziny 
M utT  zakwalifikowano również pirofosfohydrolazę 
diadenozyno-5,,5’”- p 1ip 4-tetrafosforanu (16.8 kD a, 
147 aminokwasów), hydrolizującą ten związek do 
A M P i A TP [47]. Z identyfikow ano także p rodukt 
genu orfl.9 E. coli, w którym  doszukano się charak ­
terystycznej dla rodziny M utT  sekwencji am inokw a­
sów [48]. Białko to charakteryzuje aktyw ność specyfi­
czna hydrolazy G D P-m annozy (guanozyno-5’difosfo- 
-a-D -m annozy) i G D P-glukozy (guanozyno-5’-difos- 
fo-a-D-glukozy). P roduktam i reakcji przezeń katalizo­
wanej jest G D P  oraz wolny cukier. Aktywność jej jest 
całkowicie zależna od obecności dwuwartościowych 
jonów  metali.

W szystkie opisane dotychczas geny szeroko pojm o­
wanej rodziny m utT  kodują białka zawierające cha­
rakterystyczny motyw w sekwencji am inokwasów 
[46, 49]:
GXU (X)3ET(X)6RE + UXEE*, gdzie E oznacza kwas 
glutam inowy, G —  glicynę, R —  argininę, T —  treoni- 
nę, U oznacza leucynę lub izoleucynę, lub walinę, 
a X —  dowolny aminokwas.

U w aża się, że konserwatywne am inokwasy tego uni­
kalnego m otywu odpow iadają za wiązanie nukleoty- 
dowego substratu  w centrum  aktywnym  i hydrolizę 
pochodnych nukleotydowych. Funkcją skrajnych 
reszt kwasu glutam inowego konserwatywnej sekwen­
cji (pozycja 56 i 57 w białku M utT  z E. coli), oznaczo­
nych gwiazdką, jest wiązanie jonu  magnezu w centrum  
aktywnym  [31, 50]. Aktywność enzym atyczna zm uto­
wanego enzymu, zawierającego w pozycji 57 glutam inę 
zam iast kwasu glutam inowego jest 100 tys. razy niższa, 
niż aktyw ność nie zm utowanej wersji białka. Reszta 
kwasu glutam inowego oznaczona plusem oddziałuje 
z cząsteczką wody rozrywającej wiązanie fosfodie- 
strowe substratu.

IV. Metaboliczne losy fosforanów 8-oksydeok- 
syguanozyny

Scharakteryzow ana powyżej pirofosfataza 8-o- 
xodG T P  nie jest jedynym  enzymem zdolnym  do 
hydrolizow ania wiązań fosfodiestrowych tego zm ody­
fikowanego nukleotydu. We wszystkich dotychczas 
badanych organizm ach, aktywności pirofosfatazy 8-o- 
xodG T P  towarzyszy aktywność fosfatazy 8-o- 
xodG T P, k tó ra hydrolizuje ten substrat do 8-o- 
x o d G D P  i ortofosforanu [18, 32, 39, 40 oraz nie 
opublikow ane obserwacje własne]. Ponieważ jednak 
enzym ten hydrolizuje z większą wydajnością dG T P  
niż 8-oxodG T P [32], dotychczas nie przyciągnął on 
uwagi badaczy i pozostaje w cieniu bardzo popularnej 
pirofosfatazy. W ydaje się, że znaczenie m etaboliczne

tej aktywności jest jednak niesłusznie bagatelizowane. 
Poddanie bowiem 8-oxodG TP działaniu hom ogenatu 
szczurzej tkanki wątrobowej w pH 8.0 prowadzi do 
gwałtownej hydrolizy tego związku właśnie do 8-o- 
xodG D P, a ilość powstałego w tym czasie 8-o- 
xodG M P  jest bardzo nieznaczna (nie opublikowane 
obserwacje własne). H a y a k a w a  i ws p .  [51] wyka­
zali, że 8-oxodG T P jest substratem  ludzkiej kinazy 
difosfonukleozydowej, enzymu o szerokiej specyficz­
ności substratowej, który oprócz klasycznych difos- 
foranów nukleozydów fosforyluje wydajnie 8-o- 
xodG T P z udziałem ATP (8-oxodGDP-|- ATP -> 8- 
-oxodG T P -|- ADP). Ci sami autorzy podczyścili i wstę­
pnie scharakteryzowali ludzką fosfatazę degradującą 
8-oxodG M P do wolnego nukleozydu —  8-oxodG 
[51]. Enzym ten wadaje się być wysoce specyficzny dla 
8-oxodG M P, ponieważ wydajność hydrolizy 8-o- 
xodG M P  jest daleko większa, niż w przypadku dG M P  
>  dT M P  >  dA M P >  >  dC M P  i G M P. Donoszą oni 
także, iż ludzka kinaza guanylanow a, k tóra katalizuje 
zależną od ATP fosforylację d G M P  do d G D P  oraz 
G M P  do G D P , nie wykazuje żadnej aktywności wobec 
8-oxodG M P. W tym sensie pirofosfataza 8-oxodG TP 
jawi się jako  jedyny enzym kierujący 8-oxodG TP 
nieodwracalnie na drogę katabolizm u. Zawiłości lo­
sów m etabolicznych 8-oksypochodnych nukleotydów 
deoksyguanozynowych naszkicowano na rycinie 7.

8-Oksy-2’-deoksyguanozyna (8-oxodG), k tóra jest 
wydalana z moczem przez organizm y ssaków [52], jest 
powszechnie uznaw ana za m arker oksydacyjnych 
uszkodzeń DNA i trak tow ana jako  specyficzny p ro ­
dukt naprawy DNA, choć jak  dotychczas nie opisano 
enzymu, k tóry byłby zdolny do specyficznego wycina­
nia tego uszkodzenia w postaci wolnego nukleozydu 
lub fragm entu oligonukleotydowego. Z uwagi na ist­
nienie w układach biologicznych wysoce specyficznych 
enzymów defosforylujących pochodne fosforanowe 
8-oxodG, należy brać pod uwagę możliwość, iż pewna 
część puli 8-oxodG wydalanego z moczem pochodzi 
z degradacji nukleotydów  powstających na skutek 
oksydacyjnej modyfikacji fosforanów deoksyguanozy- 
ny. Do chwili obecnej jednak nie przedstawiono bezpo­
średnich dowodów na obecność którejkolwiek z po­
chodnych fosforanowych 8-oxodG w puli wolnych 
nukleotydów  kom órkowych, choć ich powstawanie 
jest wielce praw dopodobne.

M ocz ssaków zawiera także wolną 8-oksyguaninę 
[53], k tó ra jest produktem  naprawy DNA pow stają­
cym na skutek działania kilku scharakteryzowanych 
enzymów usuwających tę zasadę z DNA. B e s s h o 
i w s p. zidentyfikowali w tkankach ludzkich enzymy 
o takiej aktywności [54], Jeden z nich wykazuje 
jedynie aktywność N-glikozylazy i uwalnia 8-oxoGua 
pozostaw iając miejsce apurynowe, drugi oprócz ak ­
tywności N-glikozylazowej przejawia także aktywność 
endonukleolityczną. Również ludzka N-m etylopuryna 
—  DNA glikozylaza wykazuje zdolność usuwania 
8-oksyguaniny z DNA [55]. Enzymy reperujące ok-
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Ryc. 7. Szlak przem ian m etabolicznych 8-oksy-2’-deoksygu an ozyn o-5’-trifosforanu.
Pi —  ortofosforan, PPi —  pirofosforan, A T P  —  aden ozyn o-5 ’-trifosforan, A D P  —  ad en ozyn o-5’-difosforan, (1) —  kinaza  
difosfonukleozydow a, (2) —  fosfataza 8-oksy-2’-deoksygu an ozyn o-5’-trifosforanu, (3) —  pirofosfataza 8-oksy-2’-deoksyguanozy- 
no-5’-trifosforanu (białko h M T H l, hom olog  M utT), (4) —  fosfataza 8-oksy-2’-deoksygu an ozyn o-5’-m onofosforanu

sydacyjne uszkodzenia DNA om ów iono niedawno na łam ach Postępów Biochemii [4]. N ajpraw dopodob-
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OH
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OH
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.H2O

STOP
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Ryc. 8 . Szlak katabolizm u d eoksyguanozyny (z le­
wej), z charakterystycznym  dla naczelnych, 
ptaków , gadów  i ow adów  końcow ym  pro­
duktem  katabolizm u —  kwasem  m oczo­
wym. Potencjalne etapy katabolizm u 8-ok- 
sy-2’-deoksyguanozyny i 8-oksyguaniny, 
którym  te cząsteczki nie podlegają (z pra­
wej). Pi —  ortofosforan, P N P-aza-fosforyla- 
za nukleozydów  purynowych, d R y b -l-P
—  d eok syryb ozo-1 -fosforan, G ua —  guani- 
na, 8-oxoG u a  —  8-oksyguanina, XA
—  ksantyna, U A  —  kwas m oczow y.
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niej, zarów no 8-oksyguanina jak  i 8-oxodG nie pod­
legają dalszej degradacji w organizm ach ssaków. Świa­
dczą o tym następujące obserwacje:
1. Z nakow ana trytem  8-oxodG w strzyknięta do 
krwiobiegu szczura wydalana jest z moczem nie pod­
legając degradacji [52].
2. 8-O xodG  jest cząsteczką bardzo trw ałą (w w arun­
kach podwyższonej tem peratury i niskiego pH  wielo­
krotnie trwalszą od deoksyguanozyny) i nie podlega 
nieenzymatycznej dekompozycji w w arunkach zbliżo­
nych do fizjologicznych [56].
3. W doświadczeniach in vitro przeprow adzonych 
z użyciem oczyszczonych preparatów  enzymów wyka­
zano, że:
a) 8-oxodG nie jest substratem  ludzkiej fosforylazy 
nukleozydów purynowych, katalizującej fosforolizę 
wiązania N-glikozydowego m.in. deoksyguanozyny 
(Ryc. 8) [57, 58],
b) 8-oksyguanina nie jest substratem  guanazy z w ątro ­
by króliczej, katalizującej fizjologicznie dezaminację 
hydrolityczną guaniny do ksantyny. Innym i słowy, 
guanaza nie przekształca 8-oksyguaniny do kwasu 
moczowego (Ryc. 8) [57, 58].

V. Uwagi końcowe

D N A  izolowany z kom órek ludzkich zawiera nie­
wielką ilość oksydacyjnie zmodyfikowanych zasad 
azotowych, wśród nich 8-oksyguaninę [59-62]. M ożna 
stąd wyciągnąć wniosek, że enzymy wycinające te 
zm odyfikowane zasady nie są w stanie usunąć wszyst­
kich uszkodzeń tego typu. N iektóre z pochodnych 
zm odyfikowanych oksydacynie mogą tworzyć błędnie 
sparow ane połączenia, co stanowi źródło m utacji 
i w konsekwencji może spowodować transform ację 
now otw orow ą kom órki [63]. Produkty  oksydacyjnej 
modyfikacji zasad obecne w DNA zazwyczaj trak ­
towane są jako  wynik a taku  reaktywnych form tlenu 
na cząsteczkę DNA. W bieżącej literaturze podkreśla 
się znaczenie możliwości m utagenezy powodowanej 
przez 8-oxodG TP. Należy jednak podkreślić, iż nie 
dostarczono jeszcze dowodów na obecność 8-o- 
xodG T P  in vivo, a tym bardziej nie oszacowano, jaka  
część ogólnej ilości 8-oksyguaniny obserwowanej 
w DN A kom órkow ym  pochodzić może z 8-oxodG TP. 
Czy degradacja 8-oxodG TP to jedyna aktywność 
hom ologów M utT  m ająca wpływ na tem po m utagene­
zy spontanicznej? Zapewne rozwikłanie tych p rob ­
lemów stanie się w najbliższej przyszłości ważnym 
zadaniem  dla badaczy tej materii.

Artykuł otrzymano 13 lutego 1997 r.
Zaakceptowano do druku 12 czerwca 1997 r.
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Elektroforeza kapilarna: nowe narzędzie analizy biomo- 
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Capillary electrophoresis: a new tool for biomolecules separation
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nych; ACE — elektroforeza kapilarna powinowactwa; SGE 
— płytowa elektroforeza żelowa; HPLC — wysokosprawna 

chromatografia cieczowa; UV — promieniowanie ultra­
fioletowe; EO F — przepływ elektroosmotyczny; Dns — re­
szta dansylowa; PTH — reszta fenylotiohydantoinowa; 
Dabsyl — reszta dabsylowa; Fmoc — reszta fluorenylometo- 
ksykarbonylowa; MECC — micellarno-elektrokinetyczna
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chromatografia kapilarna; SDS — dodecylosiarczan sodu; 
FZCE — wolnostrefowa elektroforeza kapilarna; Glc-6-P 

glukozo-6-fosforan; G6PDH — glukozo-6-fosforano de­
hydrogenaza; NAD — forma utleniona dinukleotydu niko- 
tynoamidoadeninowego; NADH forma zredukowana 
dinukleotydu nikotynoamidoadeninowego; CM TI-I — in­
hibitor trypsyny wyizolowany z gatunku dyni Cucurhita 
maxima; CGE — kapilarna elektroforeza żelowa; dsDNA 

dwuniciowy DNA; LIF — laserowo wzbudzana fluores- 
cencja; CLOD — najniższe stężenie podlegające detekcji; 
M LOD — najmniejsza masa podlegająca detekcji; CIEF 
— kapilarne ogniskowanie izoelektryczne; CITP — kapilar­
na izotachoforeza; AA — reszta aminokwasowa; AU — jed­
nostka absorbancji; GAL(l-15)-OH — N-terminalny 15- 
-aminokwasowy fragment wieprzowej galaniny, zawierający 
wolną grupę karboksylową na C-końcu; GAL(1-15)-NH2 

N-terminalny 15-aminokwasowy fragment wieprzowej 
galaniny, zawierający amid na C-końcu; [G ly5]GAL(l-15)- 
-N H 2 — analog N-terminalnego 15-aminokwasowego frag­
mentu wieprzowej galaniny, zawierający substytucję 
Asn5->Gly oraz amid na C-końcu; GAL — wieprzowa 
galanina; CMTI-I*-zmodyfikowany inhibitor trypsyny za­
wierający przecięte wiązanie Arg5-Ile6.

I. Wstęp

Elektroforeza kapilarna (CE) obejmuje rodzinę te­
chnik analitycznych, których wspólną cechą jest sepa­
racja m olekuł pod wpływem zewnętrznego pola elekt­
rycznego, w cienkiej kapilarze o średnicy rzędu kilku­
dziesięciu m ikrom etrów . Napięcie generuje ruch jo ­
nów (anionów i kationów) oraz m olekuł o w ypad­
kowym ładunku równym  zero (w wyniku przepływu

Tabela 1.
C harakterystyka porów naw cza SG E, H PL C  i CE.

elektroosm otycznego). Stwarza to możliwość jedno­
czesnej analizy zarów no jonów , jak  i cząsteczek elekt­
rycznie neutralnych. Analiza próbek o objętościach 
rzędu nanolitra (10“ 9 1), ze sprawnością sięgającą 
m ilionów półek teoretycznych (sprawność kolum n 
H P L C  w aha się w granicach 104- 105 półek teoretycz­
nych) i detekcją na poziomie attom oli (10~18 mola) 
uczyniły z elektroforezy kapilarnej w krótkim  czasie 
jedno z najpotężniejszych narzędzi analitycznych [1], 
CE łączy w sobie zalety dwóch technik będących 
filarami współczesnej biochemii: wysokosprawnej 
chrom atografii cieczowej (HPLC) i konwencjonalnej 
elektroforezy żelowej (SGE), zwykle przewyższając 
możliwości każdej z nich z osobna. K rótkie porów ­
nanie tych technik przedstawia tabela 1. Z charakterys­
tyki zamieszczonej w tabeli 1 widać wyraźnie, że 
elektroforeza spełnia wysokie wymogi jakie stawia 
współczesna biochem ia technikom  analitycznym. Pod 
wieloma względami CE znacznie przewyższa dotych­
czas stosowane techniki, takie jak  H PL C  i SGE. 
Jedynym  poważnym m ankam entem  CE są trudności 
związane z pracą w trybie preparatyw nym , nie po­
zwalające na otrzym anie większych ilości bardzo czys­
tych substancji.

Schem at budowy aparatu  do CE przedstawia rycina 
1. G łów nym  elementem jest cienka (20-100 pm) kapila- 
ra szklana długości ok. 60 cm, zewnętrznie pokryta 
tworzywem poliimidowym w celu popraw ienia właś­
ciwości mechanicznych. Końce kapilary zanurzone są

Cecha
M etoda

SG E H PL C CE

szybkość analizy m ała duża bardzo duża

czułość
C L O D *
M L O D **

w ysokie
duża

niskie
duża

w ysokie  
bardzo mała

objętość analizow anej 
próbki

duża duża bardzo m ała

spraw ność um iarkow ana w ysoka ( 10 4— 105 półek 
teoretycznych/m )

bardzo w ysoka  
(rzędu 106 półek  
teoretycznych/m )

autom atyzacja niew ielka pełna pełna

zużycie odczynników niew ielkie duże m inim alne

praca w trybie 
preparatywnym

dobra bardzo dobra trudna

selektyw ność um iarkow ana w ysoka bardzo w ysoka

Rozdział: 
m ałych m olekuł 
białek 
D N A

słaby
bardzo dobry  
bardzo dobry

bardzo dobry
dobry
dobry

bardzo dobry  
bardzo dobry  
bardzo dobry

C L O D * —  najniższe stężenie podlegające detekcji 
M L O D ** —  najm niejsza m asa podlegająca detekcji
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wylot

O
V  - zasilacz wysokiego napięcia  

p
D  - detektor

Ryc. 1. Schem at budow y aparatury do elektroforezy kapilarnej.

w buforze separacyjnym. O bw ód zam yka zasilacz wy­
sokiego napięcia, z którym  połączone są dwie elektro­
dy znajdujące się blisko końców kapilary. K apilara 
przechodzi przez detektor (najczęściej UV) pozw alają­
cy bezpośrednio śledzić proces rozdziału. Pod koniec 
lat 80-tych pojawiły się kom ercyjne zestawy CE (Beck- 
man, SpectraPhysics, Bio-Rad, Isco, Dionex, Waters, 
H aw lett Packard, Europhor) pozwalające na ru tyno­
we, w pełni zautom atyzow ane i ilościowe analizy.

II. Fizyczne podstawy elektroforezy kapilarnej

Podstawowym  param etrem  charakteryzującym  czą­
steczki w procesie elektroforezy jest czas migracji tm 
potrzebny do przebycia drogi od wlotu kapilary do 
detek tora pod wpływem napięcia. Kolejnymi param et­
rami opisującymi zachowanie w kapilarze są ruch­
liwość i prędkość elektroforetyczna. Ich wzajemną 
zależność przedstawia równanie:

ep
E

LJtn
V/Lj

ep

Pep

V,
E
L,
t .
V
L

—  ruchliwość elektroforetyczna
—  prędkość elektroforetyczna
—  natężenie pola elektrycznego
—  długość kapilary do detektora
—  czas migracji
—  napięcie
—  całkow ita długość kapilary

Równanie to opisuje pozorną ruchliwość elektro- 
foretyczną. Określenie wartości rzeczywistej wymaga 
uwzględnienia zjawiska przepływu elektroosm otycz- 
nego w kapilarze wypełnionej elektrolitem  po przyło­
żeniu napięcia. Najpopularniejszym  m ateriałem  służą­
cym do produkcji kapilary jest szkło. Obecne na jego 
powierzchni grupy silanolanowe przy wartościach pH 
powyżej 1.5 są naładow ane ujemnie. E lektrostatyczne 
przyciąganie kationów  elektrolitu jest przyczyną po­
wstania podwójnej warstwy elektrycznej na granicy faz 
kapilara —  elektrolit (Ryc. 2). K ationy elektrolitu 
oddziaływujące bezpośrednio z powierzchnią kapilary 
tworzą stabilną warstwę Sterna-H elm holtza, nie pod­
legającą wpływom zewnętrznego pola elektrycznego

[2]. Bezpośrednio do niej przylega dyfuzyjna warstwa 
jonów, zwana także warstwą G ouy’a-C hapm ana. Ze­
wnętrzne pole elektryczne powodując migrację katio ­
nów w kierunku katody, wywołuje przepływ cząs­
teczek rozpuszczalnika zawartych w ich sferach hyd- 
ratacyjnych. Zwany jest on przepływem elektroos- 
motycznym (EOF) i odgrywa niezwykle isto tną rolę 
w procesie rozdziału. Wielkość E O F  opisuje rów nanie 
Smoluchowskiego:

' EOF
eC,

= —  E 
fi

v e o f  —  szybkość przepływu elektroosm otycznego
s —  stała dielektryczna buforu
£ —  potencjał zeta podwójnej warstwy elektrycznej
r| —  lepkość buforu

W większości przypadków obecność E O F  wywiera 
negatywny wpływ na rozdział. Jednakże optym alizacja 
param etrów  układu (rodzaj buforu separacyjnego, 
stężenie, tem peratura oraz wielkość napięcia) pozw ala 
na sterowanie wielkością EO F, co umożliwia jed n o ­
czesną separację kationów, anionów i cząsteczek neu­
tralnych w trakcie pojedynczej analizy, ponieważ szyb-

ściana 
kap i laty

i
g ru p y

silanolanowe

i warstwa
dyfuzyjna

warstwa
Sterna-Helmholtza 

 1
podwójna
warstwa elektryczna

Ryc. 2. Podw ójna warstwa elektryczna na granicy faz kapila- 
ra-bufor.
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V EOF

V.
A -----------

V+
 ►

V
 : ►

Ryc. 3. W pływ przepływu elek troosm otycznego (E O F) na kierunek 
i szybkość ruchu m olekuł analizow anych techniką elektro­
forezy kapilarnej.
v e o f  —  szybkość przepływu elek troosm otycznego
v + — pozorna szybkość migracji kationu
v_ — pozorna szybkość migracji anionu
v o  — pozorna szybkość migracji cząsteczki obojętnej

(v0 = 0)
v ’+ — rzeczyw ista szybkość migracji kationu  
v’_ — rzeczywista szybkość migracji anionu  
v'0 — rzeczyw ista szybkość migracji cząsteczki obojętnej

(v o =  ve o f )

kość migracji elektroforetycznej i szybkość E O F  są 
wielkościami addytywnym i (Ryc. 3).

III. Rodzaje CE

Poszukiwanie i optym alizacja m etod rozdziału do- 

Tabela 2.
C harakterystyka rodzajów  CE.

prowadziły do pow stania rodziny technik wykorzys­
tujących ruch molekuł w cienkich kapilarach. K rótką 
charakterystykę tych m etod przedstawia tabela 2. 
W ybór odpowiedniej m etody separacji wraz z op­
tym alizacją param etrów  rozdziału są podstaw ą efek­
tywnej analizy. Szeroki zakres m etod analizy oferowa­
nych przez elektroforezę kapilarną wynika z połącze­
nia technik elektroforetycznych z chrom atograficz­
nymi. Z tego powodu elektroforeza kapilarna stwarza 
dużo szerszy wachlarz m etod analizy niż inne techniki 
analityczne.

IV. Zastosowanie CE w analizie biomolekuł

Niezwykła złożoność systemów biologicznych oraz 
bardzo niskie stężenie biom olekuł wymagają stosow a­
nia bardzo selektywnych i czułych m etod ich analizy. 
W ysoka sprawność i mała objętość analizowanej p ró ­
bki, k rótki czas (rzędu sekund lub minut), pełna 
autom atyzacja oraz niski koszt analizy uczyniły z CE 
wspaniałe narzędzie współczesnej biologii m olekular­
nej. O bszar zastosow ań CE jest niezwykle rozległy, od 
rutynowych analiz przemysłowych poczynając, a na 
sekwencjonowaniu DNA kończąc.

V. Analiza aminokwasów

Am inokwasy są stosunkow o prostym i związkami 
organicznymi. Większość z nich pozbawiona jest chro- 
moforów, które pozwoliłyby na ich bezpośrednią dete­
kcję. Z tego powodu am inokwasy oznaczane są naj­
częściej jako  pochodne dansylowe (Dns) [3], dab-

Tryb* Zasada separacji

M ożliw ość separacji

M ałych
m olekuł

Peptydów Białek D N A

w olnostrefow a  
elektroforeza  
kapilarna (FZCE)

stosunek ładunku  
do m asy

TA K T A K TAK N IE

kapilarne ogn isk ow a­
nie izoelektryczne  
(CIEF)

w artość punktu  
izoelektrycznego

N IE TA K TA K N IE

kapilarna
isotachoforeza (CITP)

ruchliw ość
elektroforetyczna

TA K TA K TA K N IE

m icellarno- 
elektrokinetyczna  
chrom atografia  
kapilarna (M EC C )

stosunek ładunku do m a­
sy i hydrofobow ość

TA K TAK TA K TAK

żelow a elektroforeza  
kapilarna (CG E)

m asa N IE TA K TA K TAK

* Przedstaw ione tryby są pow szechnie stosow anym i rodzajam i elektroforezy kapilarnej. W tabeli nie ujęto 
m etod o m arginalnym  znaczeniu praktycznym , takich jak elektroforeza kapilarna w warunkach superkrytycz- 
nych (SCE). N ie um ieszczono także m etod  stosun k ow o now ych, takich jak elektroforeza kapilarna pow in ow act­
wa (ACE), m ogących w przyszłości znaleźć szerokie zastosow anie laboratoryjne [2, 30],

POSTĘPY BIOCHEMII 43(3), 1997 211http://rcin.org.pl



sylowe (Dabsyl) [4], fenylotiohydantoinow e (PTH) [5] 
lub fluorenylom etoksykarbonylow e (Fmoc) [6], w celu 
zwiększenia czułości detekcji. Potencjalna obecność 21 
biogennych am inokw asów w próbce wymaga znalezie­
nia w ystarczająco selektywnej m etody ich rozdziału. 
Z adanie to najlepiej spełnia m icellarno-elektrokinety- 
czna chrom atografia kapilarna (M ECC) [7]. Cechą 
charakterystyczną M ECC jest obecność środków po­
wierzchniowo czynnych (surfaktantów) w buforze noś­
nym. Powyżej stężenia zwanego krytycznym stężeniem 
m icellarnym, surfaktanty wykazują tendencję do agre­
gacji tw orząc micelle. Różnicują one molekuły (zarów­
no jony, jak  i cząsteczki neutralne) poprzez wielkość 
oddziaływ ań hydrofobowych i elektrostatycznych. Do 
najczęściej stosowanych surfaktantów  należy dodecy- 
losiarczan sodu (SDS) [8], Anionowe micele tworzone 
przez SDS m igrują w kierunku anody. Jednakże 
w neutralnym  i zasadowym  pH (środowisko w jakim  
zwykle dokonuje się analizy) istnieje silny efekt E O F 
w kierunku katody. W ynikiem superpozycji tych 
dw óch przeciwstawnych efektów jest m igracja micelli 
w kierunku katody, z prędkością mniejszą niż szybkość 
przepływu m asowego buforu nośnego. M olekuły z wy­
sokim powinowactwem  do micelli powoli m igrują 
w kierunku katody, te które praktycznie nie od- 
działyw ują z micellą m igrują w tym samym kierunku 
z prędkością EO F. Zróżnicow ana siła oddziaływań 
hydrofobowych i elektrostatycznych pomiędzy micellą 
i am inokw asam i umożliwia ich rozdział techniką 
M EC C  (Ryc. 4).

Czas migracji  [m in ]

Ryc. 4. A naliza dansylow ych pochodnych am inokw asow ych  
(D ns-A A ) m etodą M ECC.
W arunki separacji: aparat do elektroforezy kapilarnej 
PA C E 2100 (Beckm an) z kapilarą szklaną 75/im x 57 cm  
(50 cm do detektora), bufor separacyjny: 20 m M  tetraboran  
sodu, 25 m M  SD S, pH 9.5, stałe napięcie 15 kV, temp. 30°C, 
filtr 254 nm, injekcja ciśnien iow a —  1.8 s, norm alna  
polaryzacja (katoda od strony detektora). W szystkie roz­
twory w stępne sączone przez filtr teflonow y o średnicy 
porów  0.22 gm . A m inokw asy ozn aczon o  standardow ym i 
skrótam i jednoliterow ym i.

212

W prowadzenie silnego chrom orofu do cząsteczki 
znacznie podnosi czułość analizy, jednakże wymaga 
ścisłego przestrzegania w arunków  derywatyzacji (w 
celu uzyskania ilościowego przebiegu reakcji) i wy­
dłuża czas analizy. M ożliwa jest również analiza 
natywnych am inokwasów eliminująca czynności wstę­
pne, związane z przygotowaniem  pochodnych. O zna­
czanie natywnych am inokwasów znacznie skraca czas 
analizy, jednakże obniża czułość detekcji i wymaga 
zastosow ania odpowiedniego typu detektora (elektro­
chemiczny, gradientowo-stężeniowy) [9, 10].

VI. Rozdział mieszanin racemicznych

CE wykorzystywana jest także do rozdziału miesza­
nin racemicznych. Jedną z m etod rozdziału jest stoso­
wanie chiralnego selektora jako  dodatku  do buforu 
nośnego lub immobilizowanego na powierzchni kapi- 
lary. Cyklodekstryny należą do powszechnie stosow a­
nych chiralnych selektorów dodanych do buforu sepa­
racyjnego [11]. Tworzą one z enancjom eram i inkluzyj- 
ne kom pleksy o różnych szybkościach migracji. D rugą 
m etodą jest stosowanie chiralnych odczynników wią­
żących się kowalencyjnie z badanym i enancjomerami. 
Reagują one z aktywnymi grupam i chemicznymi, 
a powstające diastereoizom ery m ożna rozdzielać 
w achiralnym  elektrolicie, wykorzystując różnice ich 
ruchliwości elektroforetycznej i własności hydrofobo­
wych. Do tego typu związków należy oddczynnik 
M arfey’a (amid 2,4-dinitro-l-fluoro-L-fenyloalaniny 
lub am id 2,4-dinitro-l-fluoro-D -fenyloalaniny) [12], 
W wyniku reakcji odczynnika M arfey’a z enancjom e­
rami powstają diastereoizom ery łatwo rozróżnialne 
przy użyciu techniki M ECC.

VII. Rozdział peptydów

Peptydy były pierwszą grupą związków biologicznie 
czynnych dla której zoptym alizow ano param etry roz­
działu [13]. CE pozwala na rozdział peptydów zawie­
rających tak niewielkie modyfikacje strukturalne, jak  
na przykład deamidacja. Problem ów nie stwarza anali­
za analogów  peptydów (Ryc. 5). Daje to możliwość 
obserwowania modyfikacji posttranskrypcyjnych lub 
zmian m utacyjnych w łańcuchu polipeptydowym. CE 
umożliwia analizę kwaśnych oraz zasadowych pep­
tydów stwarzających spore trudności w wysokospraw- 
nej chrom atografii cieczowej. N ajprostszą i optym alną 
techniką analizy peptydów jest wolnostrefowa elek tro­
foreza kapilarna (FZCE) [2], Rozdział oparty jest na 
wykorzystaniu różnicy szybkości elektroforetycznej 
m olekuł w jednorodnym  buforze separacyjnym. Bar­
dzo dobre efekty rozdziału otrzym uje się stosując 
zarów no bufory kwaśne (pH 2.5), jak  i zasadowe (pH 
10). W niskim pH peptydy migrują w postaci kationów  
w kierunku katody. W buforach o wysokim pH 
peptydy występują w postaci anionów, jednakże silny 
efekt E O F  sprawia, że migracja odbywa się w tym
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Czas migrac j i  [m in ]

Ryc. 5. A naliza analogów  pcptydow cgo horm onu galaniny  
(GAL).
G A L (l-1 5 )-O H  —  pitnastoam inokw asow y N -term inalny  
fragment galaniny, zawierający grupę karboksylow ą na 
C -końcu.
G A L (l-15 )-am id  —  p itnastoam inokw asow y N -term inalny  
fragment galaniny, zawierający grupę am idow ą na C -koń- 
cu.
[G ly 5]G A L (l-1 5 )-O H  —  pitnastoam inokw asow y N-ter- 
m inalny fragment galaniny, zm odyfikow any poprzez pod ­
staw ienie reszty asparaginy w pozycji piątej resztą glicyny. 
W arunki separacji: aparat do elektroforezy kapilarnej 
PA C E  2100(B eck m an )z  kapilarą szklaną 75¿ím x 57 cm (50 
cm do detektora), bufor separacyjny: 50 m M  bufor fos­
foranow y pH 2.5, stałe napięcie 18 kV, temp. 30°C, filtr 254 
nm, injekcja ciśnieniow a —  1.8 s, norm alna polaryzacja  
(katoda od strony detektora). W szystkie roztw ory wstępnie  
sączone przez filtr teflonow y o średnicy porów  0.22 ¿un.

samym kierunku. CE pozwala na analizę peptydów 
bezpośrednio w m ateriale biologicznym. Przykładem  
jest oznaczanie systeminy —  18-peptydu będącego 
roślinnym horm onem  peptydowym indukującym  syn­
tezę inhibitorów  proteinazowych I i II w pom idorach 
i ziem niakach [14] (Ryc. 6).

FZ C E  znakomicie nadaje się do analizy m ap pep- 
tydowych. W wyniku enzymatycznej hydrolizy łań­
cucha polipeptydowego otrzym uje się charak terys­
tyczny, niepow tarzalny zestaw peptydów. Jest to swoi­
sty „odcisk palca” pozwalający na szybką identyfikację 
badanego związku (Ryc. 7).

VIII. Rozdział białek

Białka wykazują silną tendencję do oddziaływania 
z powierzchnią kapilary. Oddziaływ ania te d ram atycz­
nie redukują rozdzielczość i sprawność rozdziału [15]. 
Jednym  ze sposobów rozwiązania tego problem u jest 
analiza w buforach o bardzo niskich (pH 2.5) lub 
wysokich (pH 10) wartościach pH. W silnie kwaśnym 
buforze adsorpcja jest niewielka, ponieważ liczba 
nieprotonow anych grup silanolanowych ściany kapi­
lary jest mała. Jednocześnie efekt E O F  jest słaby. 
W silnie zasadowym  pH zarów no ściany kapilary, jak

C z a s  m ig ra c j i  [m in ]

Rys. 6 . A naliza zliofilizow anego ekstraktu z liści pom idora.
W arunki separacji: aparat do elektroforezy kapilarnej P A ­
CE 2100 (Beckm an) z kapilarą szklaną 75^m x 57 cm (50 cm  
do detektora), 100 mM bufor fosforanow y, pH 2.5, stałe  
napięcie 18 kV, temp. 25°C, filtr 254 nm, injekcja ciśn ien io ­
wa —  1 s.

i białka są zjonizowane ujemnie, lecz wielkość E O F  jest 
znaczna [2]. Redukuje to do m inim um  oddziaływ ania 
białka ze ścianą kapilary, jednakże równocześnie nisz­
czona jest trzeciorzędowa struk tu ra  białka. W eks­
trem alnych wartościach pH większość białek ulega 
denaturacji i wytrąca się z roztworów. Z tego pow odu 
większość analiz przeprow adza się w fizjologicznym 
pH. Drugim sposobem redukcji oddziaływań ze ścianą 
kapilary jest stosowanie kapilar ze zm odyfikowanym i 
powierzchniami. W wyniku kowalencyjnego przyłą­
czenia do grup silanolanowych takich związków jak  
glikol polietylenowy [16] czy polikarylam id [17] ad ­
sorpcja i E O F zostają znacznie ograniczone. Innym  
sposobem  eliminowania niekorzystnych oddziaływ ań 
z grupam i silanolowymi kapilary jest ich m askow anie 
poprzez elektrostatyczne wiązanie związków elim inują­
cych te oddziaływania. W wyniku zmiany polaryzacji
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Czas m ig ra j i  [ m in ]

Ryc. 7. P eptydow a m apa restrykcyjna (fingerprint) zredukow anej 
insuliny w ołow ej trawionej trypsyną.
W arunki separacji: aparat do elektroforezy kapilarnej PA ­
C E 2100 (Beckm an) z kapilarą szklaną 75/im  x 57 cm  (50 cm 
d o  detektora), bufor separacyjny 50 m M  bufor fosforanow y, 
pH  2.5, stale napięcie 20 icV, temp. 30°C, filtr 214 nm, 
injekcja ciśn ien iow a —  1 s, norm alna polaryzacja (katoda  
od  strony detektora)

ściany kapilary z ujemnej na dodatnią, możliwa jest 
analiza zasadowych protein (np. histonów). Popular­
nymi związkami modyfikującymi ścianę kapilary w ten 
sposób są poliaminy (spermina) lub kationowe deter­
genty, takie jak  brom ek trimetylocetyloamoniowy [18].

W ysoka spraw ność CE pozwala w niektórych przy­
padkach na konform acyjną analizę protein. Jedną 
z najdram atyczniejszych zmian konform acyjnych jest

Czas  m ig ra c j i  [m in ]

Ryc. 8. D enaturacja trypsyny w środow isku kw aśnym , pH 2.5.
W arunki separacji: aparat do elektroforezy kapilarnej P A ­
C E  2100 (Beckm an) z kapilarą szklaną 75/rm x  57 cm  (50 cm  
d o  detektora), bufor separacyjny 25 m M  bufor fosforanow y, 
pH 2.5, stałe napięcie 18 kV, temp. 25°C , filtr 214 nm, 
injekcja ciśn ien iow a —  3 s, norm alna polaryzacja (katoda  
od strony detektora).

0 5 10 15 20

C z a s  m ig r a c j i  [ m i n ]

Ryc. 9. Analiza zm ian strukturalnych trypsynow ego inhibitora  
CM TI-1
C M T I-I —  natyw ny inhibitor
C M T I-I* —  inhibitor ze zhydrolizow anym  wiązaniem  
A rg M le6
W arunki separacji: aparat do elektroforezy kapilarnej 
PA C E 2100 (Beckm an) z kapilarą szklaną 75/rm x 57 cm (50 
cm do detektora), bufor separacyjny 25 m M  bufor fos­
foranow y, pH 7.0, stałe napięcie 12 kV, tem p. 25°C , filtr 214 
nm, injekcja ciśnien iow a —  3 s, norm alna polaryzacja  
(katoda od strony detektora).

denaturacja. N a rycinie 8 przedstaw iono elektroforę - 
gram produktów  denaturacji trypsyny. W przypadku 
a-laktoalbum iny m ożna zaobserwow ać zm ianę kon­
formacji wywołaną wzrostem tem peratury [19]. CE 
pozwala na śledzenie przebiegu reakcji enzym atycz­
nych. Analiza oksydacji glukozo-6-fosforanu (Glc-6-P) 
katalizowanej przez glukozo-6-fosforano dehydroge­
nazę (G 6PD H ) w obecności N A D  jako  kofaktora, 
pozwoliła na oznaczenie G 6P D H  na poziomie 10 aM 
(1 0 * 17 mola) poprzez detekcję redukcji N A D  do 
N A D H  [20], M ożliwa jest również analiza zmian 
strukturalnych inhibitorów  enzymów. W wyniku reak­
cji trypsyny z jej peptydowym  inhibitorem  C M TI-I 
następuje zm iana struktury  pierwszorzędowej inhibi­
to ra  w wyniku hydrolizy reaktywnego wiązania Arg5- 
-Ile6, przy czym tworzy się analog oznaczany CM T-I*
[21] (Ryc. 9).

IX. Rozdział kwasów nukleinowych

T rudna do przeceniania biologiczna rola kwasów 
nukleinowych jest powodem, że jest to jedna z najin­
tensywniej badanych klas biomolekuł. Dotychczas 
standardow o stosow aną m etodą analizy kwasów nuk­
leinowych była elektroforeza żelowa (SGE), z wyko­
rzystaniem agarozy lub poliakryloam idu jako  medium 
separacyjnego. Jednakże używane w analizie płyty 
agarozowe lub poliakrylam idowe wykazują w yjątko­
wo niekorzystny stosunek powierzchni do objętości.
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U trudnia to znacznie odprow adzanie znacznych ilości 
ciepła Joule’a tworzącego się w trakcie analizy, a poja­
wiające się ruchy konwekcyjne zaburzają proces roz­
działu. O granicza to stosowanie wysokich napięć 
i wydłuża czas analizy. D odatkow o prace pomocnicze 
są pracochłonne, a cały proces rozdziału trudny do 
zautom atyzow ania.

Jedną z zasadniczych cech kwasów nukleinowych, 
narzucających w arunki rozdziału jest stała gęstość 
ładunku niezależna od wielkości (masy) cząsteczki. 
N ajpopularniejszą m etodą analizy kwasów nukleino­
wych jest żelowa elektroforeza kapilarna (CGE) [2]. 
Podstaw ow ą cechą tej m etody jest rozdział molekuł 
pod wpływem pola elektrycznego w cienkiej, wypeł­
nionej żelem kapilarze. Stosowane żele m ożna po­
dzielić na dwie klasy. Pierwszą stanow ią żele chemicz­
ne, będące sieciowanymi, nierozpuszczalnymi w wo­
dzie polimeram i. Sieciowanie prowadzi do powstania 
przestrzennej porow atej struktury, umożliwiającej roz­
dział w oparciu o wielkość cząsteczki. Żele chemiczne 
nie są idealnym  medium separacyjnym. Kom ercyjna 
dostępność kapilar żelowych pozwala zapom nieć użyt­
kownikowi o trudnościach związanych z napełnieniem 
wąskiej kapilary żelem i jego hom ogenną polim eryza­
cją, jednakże zm iana buforu na inny niż ten, który 
użyty został w trakcie polimeryzacji sprawia już spore 
trudności. K apilary żelowe mają ograniczoną żywo­
tność. Po kilkuset analizach w kapilarze wypełnionej 
żelem poliakrylam idow ym  nie ma gwarancji uzys­
kania pow tarzalnych wyników. Agaroza jest jeszcze 
mniej stabilna i już po kilku analizach kapilarę trzeba 
wymienić na nową. Analiza niskocząsteczkowego 
DNA nie nastręcza żadnych trudności. W obszarze 
tym udaje się uzyskać rozdzielczość kilku par zasad, 
a dla mniejszych molekuł pary zasad [22, 23]. W celu 
zwiększenia rozdzielczości, DNA analizuje się w po­
staci kom pleksów z czynnikami interkalującym i (np. 
brom kiem  etydyny). Interkalatory elim inują drugo- 
rzędowe elementy struktury  DNA, umożliwiając ich 
analizę w oparciu o wielkość cząsteczki (zgięcia lub 
zwiększona fleksybilność w stosunku do liniowej cząs­
teczki pow odują opóźnienia czasu migracji).

Analiza dsD N A  powyżej 20 tysięcy par zasad za­
czyna sprawiać poważne trudności. Zanika zależność 
między wielkością DNA i czasem migracji, a stochas­
tyczne fluktuacje molekuł w kapilarze są przyczyną 
niepowtarzalności wyników [24], Jednakże znane są 
przykłady analizy fragmentów DNA zawierających 
23 tysiące par zasad [25], a nawet natywnych chro­
mosomów zawierających 3-5 x 106 par zasad [26], 
aczkolwiek zastrzeżenia budzi brak pow tarzalności 
wyników.

Gwałtow nie rozwijającym się obszarem  CG E, dają­
cym duże nadzieje na wzrost rozdzielczości i przesunię­
cie granicy wielkości analizowanego D NA jest za­
stosowanie bardzo rozcieńczonych „żeli fizycznych”
[12]. „Żele fizyczne” są długimi polimeram i rozpusz­
czonymi w buforze separacyjnym. Do najczęściej sto ­
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Czas m igrac j i  [m in ]

Ryc. 10. M apa restrykcyjna plazm idu pB R 322 traw ionego en­
zym am i restrykcyjnym i Ava II oraz układem  E coRI  
+  A va II.
W arunki separacji: aparat do elektroforezy kapilarnej 
PACE 2100 (Beckm an) z m odyfikow aną kapilarą B ioC ap  
LPA (BioR ad) 50 jim x 30 cm (23 cm do detektora), bufor 
separacyjny: PCR product analysis buffer (B ioR ad), pH 
8.3, stałe napięcie —  3 k V, temp. 29°C, filtr 254 nm, injekcja 
napięciow a —  8 kV przez 4 s, polaryzacja odw rócon a  
(anoda od strony detektora).

sowanych należą liniowy poliakrylam id [27] oraz 
pochodne celulozy: metyloceluloza, hydroksyetyloce- 
luloza i hydroksypropylom etyloceluloza [28], S toso­
wane są w postaci kilkuprocentow ych dodatków  do 
buforu separacyjnego. Żele fizyczne stosuje się zwykle 
w połączeniu z kapilaram i o m odyfikowanych powie­
rzchniach w celu wytłumienia niekorzystnego zjawiska 
EO F. Użycie żeli fizycznych jest bardzo wygodne. 
Z anikają problemy związane z polim eryzacją żelu 
w wąskich kapilarach. Również wym iana buforu w k a­
pilarze jest procesem natychm iastowym . Żele fizyczne 
stosowane wraz z kapilaram i o m odyfikow anych po­
wierzchniach znajdują zastosow anie w analizie map 
restrykcyjnych DNA (Ryc. 10). Połączenie tej m etody 
z niezwykle czułą m etodą detekcji, jak ą  jest laserowo 
wzbudzana fluorescencja (LIF) pozw ala oznaczać m a­
sy rzędu 10~2° m ola [29].

Elektroforeza znalazła zastosow anie w analizie 
wszystkich grup związków organicznych. N iektóre 
z nich, takie jak  węglowodany czy lipidy z powodu 
braku chrom oforów lub ładunku w cząsteczce stwa­
rzają pewne problemy w analizie CE. Z tego powodu 
najczęściej analizowane są w postaci pochodnych 
zawierających zjonizowane grupy funkcyjne lub chro- 
mofory [2]. Niezwykle szybki rozwój oraz w zrastająca 
popularność elektroforezy kapilarnej sprawił, że wiele 
informacji o CE znaleźć m ożna w sieci informacyjnej 
Internet pod adresami: 
http ://m inyos.its.rm it.edu.au/~seans/ce.h tm l 
http://www-Im m b.ncifcrf.gov/ESAB/indexEP.htm l 
http://w w w .vchgroup.de/vch/journals/2027.htm l
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X. Wnioski

CE jest jedną z najmłodszych i najszybciej roz­
wijających się technik analitycznych. Szerokie spekt­
rum  zastosow ań wykazało niezwykłą użyteczność tej 
techniki w analizie biom olekuł w złożonych systemach 
biologicznych. Obecnie najwięcej uwagi poświęca się 
problemowi zastosow ania kapilar o modyfikowanych 
powierzchniach oraz buforów zawierających „żele fizy­
czne”. Satysfakcjonujące rozwiązanie tych problem ów 
pozwoli na znaczne poprawienie sprawności i rozdziel­
czości, a rozwój nowoczesnych i czułych m etod detek­
cji, takich jak  LIF, pozwoli na analizę biom olekuł na 
poziomie stężeń fizjologicznych.

Wszystkie elektroforegram y zamieszczone w arty ­
kule wykonane zostały przez autorów  w Zakładzie 
Chemii Bioorganicznej Uniwersytetu Gdańskiego.

A rtykuł otrzymano 7 lutego 1997 r.
Zaakceptowano do druku 8 maja 1997 r.
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Uczmy biochemii poprawnie: ponadtlenek, dysmutaza 
ponadtlenkowa

Mój podziw i uznanie dla pięknego polskiego wydania „Biochemii” Luberta S t r y e r a (PW N, W arszawa 1997) 
zmąciła lektura s. 589-591 tego podręcznika zawierających błędne tłumaczenia nazw angielskich. Jakkolw iek błędne 
odpowiedniki angielskich term inów superoxide i superoxide dismutase koegzystują od lat w polskim piśmiennictwie 
z term inam i właściwymi i nie ominęły nawet łamów Postępów Biochemii, w arto na fakt ten zwrócić uwagę 
szczególnie gdy chodzi o podręcznik biochemii, który ma kształtować podstawy wiedzy studentów.

Od lat chemicy polscy posługują się term inem  ponadtlenek jako  odpowiednikiem  angielskiego terminu 
superoxide, w odróżnieniu od term inu nadtlenek odpowiadającego angielskiemu terminowi peroxide. W arto zwrócić 
uwagę na zasadniczą różnicę pomiędzy ponadtlenkam i a nadtlenkam i. W ponadtlenkach (np. ponadtlenku potasu 
K 0 2) formalny stopień redukcji tlenu wynosi —  1/2; anionorodnik ponadtlenkowy (superoxide anion radical) 
0 2 powstaje w wyniku przyłączenia jednego elektronu do cząsteczki tlenu 0 2. Form alny stopień redukcji tlenu 
w nadtlenkach (np. nadtlenku w odoru H 20 2) wynosi —  1. N adtlenki powstają w wyniku jednoelektronowej 
redukcji ponadtlenków  lub dwuelektronowej redukcji cząsteczki tlenu. Ponadtlenki zawierają niesparowany 
elektron, są więc wolnymi rodnikam i; nadtlenki (w więc i nadtlenek wodoru) nie m ają charakteru  wolnych 
rodników. W arto może dodać, że system atyczna nazwa chemiczna ponadtlenku potasu winna brzmieć ditlenek 
potasu, zaś systematyczna nazwa nadtlenku w odoru ditlenek diw odoru, jednak wygodniejsze i bardziej zrozumiałe 
są chyba tradycyjne (i dopuszczalne) term iny ponadtlenek i nadtlenek.

A nionorodnik ponadtlenkow y 0 2 jest zdysocjowaną formą rodnika HO'2, którego nazwa angielska hydroperoxyl 
radical wydaje się być niezbyt fortunna i może w prow adzać w błąd sugerując, że mamy do czynienia z nadtlenkiem. 
T rudno o inne polskie tłumaczenie tego term inu niż rodnik w odoronadtlenkow y czy hydronadtlenkow y (co 
również może wprowadzać w błąd). Czy nie prościej byłoby nazwać ten związek ponadtlenkiem  wodoru?
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Enzym katalizujący reakcję dysm utacji an ionorodnika ponadtlenkow ego (nie „rodnika nadtlenkowego”!)

O 2 +  O 2 +  2 H + -+ H 20 2 +  0 2

to oczywiście dysmutaza ponadtlenkowa (a nie „nadtlenkow a”). N adtlenek jest produktem , a nie substratem  reakcji 
katalizow anej przez ten enzym. M ianem  „dysm utazy nadtlenkow ej” m ożna byłoby określić raczej katalazę, k tóra 
katalizuje reakcję dysm utacji nadtlenku w odoru

H 20 2 +  H 20 2 -> 2 H 20  +  0 2,

lecz na szczęście m ocno zakorzeniona nazwa zwyczajowa zapobiega kolejnemu zamieszaniu terminologicznemu.
N awiasem  mówiąc, niezupełnie ścisła jest inform acja zaw arta na s. 591 podręcznika (o co już nie m ożna mieć 

pretensji do tłumaczy). Peroksydazy redukują nie tylko „nadtlenki alkilu” R O O H  (jeśli pojęciem alkilu rozumiemy 
rodnik węglowy), lecz również (jeśli nie przede wszystkim) nadtlenek wodoru. Jakkolwiek „klasyczne” peroksydazy 
są oczywiście białkam i hemowymi, to bardzo ważna (zwłaszcza w kom órkach ssaków) peroksydaza glutationow a 
nie jest hem oproteiną.

Grzegorz Bartosz

Łódź, dn. 1 lipca 1 997 r.

Prof. dr hab. Zofia Zielińska 
Polskie Towarzystwo Biochemiczne 
Instytut im. Nenckiego 
ul. Pasteura 3 
02-093 Warszawa

Wielce Szanowna Pani Profesor
Przesyłam w  załączeniu sprawozdanie z Konferencji „Aktualne kierunki badań w  biochemii i b iotechnologii” 

z uprzejmą prośbą o zamieszczenie w  „Postępach Biochemii” .

Łączę wyrazy szacunku i poważania, 
a także najserdeczniejsze pozdrowienia.

Zofia Walter

Uprzejmie informujemy, że nasze pismo Acta Biochimica 
Polonica jest indeksowane przez Biochemistry & Biophy­
sics Citation Index (ISI, U.S.A.), BIOSIS (U.S.A.), Chemi­
cal Abstract (Columbus, U.S.A.), Current Awareness in 
Biological Sciences (England), Excerpta Medica (Else­
vier, Holland), Medline (U.S.A.).
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SPRAWOZDANIE

Sprawozdanie z Konferencji 
„Aktualne kierunki badań w  biochemii i b io technologii”

W dniach 12— 14 grudnia 1996 roku w  Łodzi odbyła się druga Ogólnopolska Konferencja Naukowa na 
temat „Aktualne kierunki badań w  biochemii i b iotechnologii” . Konferencję zorganizowały Katedry Uniwer­
sytetu Łódzkiego: Genetyki Molekularnej, Cytobiochemii, Biologii Ogólnej, Fizjologii i Biochemii Roślin oraz 
Zakład Genetyki Drobnoustrojów. Współorganizatorami były: Łódzki Oddział Polskiego Towarzystwa 
Biochemicznego i Komitet Badań Naukowych PAN, który częściowo sfinansował Konferencję.

Konferencja została poświęcona pamięci profesora Antoniego Dmochowskiego w  setną rocznicę Jego 
urodzin. Profesor Dmochowski był jednym z założycieli Uniwersytetu Łódzkiego w  1945 roku, twórcą 
pierwszej uniwersyteckiej Katedry Biochemii w  Polsce i organizatorem Zakładu Chemii Ogólnej i Fizjologicz­
nej Wydziału Lekarskiego Uniwersytetu Łódzkiego (przekształconego w  1949 w Akademię Medyczną). Był 
wychowawcą kilku pokoleń biochemików, pracujących obecnie w Polsce i za granicą. Profesor charak­
teryzował się wielką pasją naukową. Zainicjował kierunki badań, z wielkim wyczuciem tego, co będzie ważne 
w  rozwoju biochemii. W swej pracy szczególną uwagę poświęcał wychowaniu i właściwemu kształceniu 
studentów i młodej kadry.

1995 roku Polskie Towarzystwo Biochemiczne uchwaliło nagrodę im. Profesora Dmochowskiego za 
osiągnięcia dydaktyczne, przyznaną po raz pierwszy w  1996 roku. Środowisko łódzkie jest dumne, że przy 
bardzo dużej konkurencji, pierwszą nagrodę za podręcznik „Cytobiochem ii”  otrzymała wychowanka 
Profesora, prof. dr hab. Leokadia Kłyszejko-Stefanowicz, a wyróżnienie — prof. dr hab. Grzegorz Bartosz za 
książkę „D w a oblicza tlenu” .

Obrady rozpoczęła sesja inauguracyjna, a dalszy program obejmował pięć sesji tematycznych i Konferencję
Okrągłego Stołu.

Tematy poszczególnych sesji były podyktowane kierunkami badań prowadzonymi aktualnie przez k ierow ­
ników katedr organizujących Konferencję, wywodzących się bezpośrednio lub pośrednio ze szkoły Profesora 
Dmochowskiego. W większości przypadków badania te były zainicjowane jeszcze w  czasie czynnej pracy 
naukowej Profesora.

Uroczyste otwarcie Konferencji odbyło się w  auli im. Antoniego Dmochowskiego w Gmachu Wydziału 
Biologii i Nauk o Ziemi UŁ. Obrady rozpoczęła przewodnicząca Konferencji prof. dr hab. Zofia Walter, 
a następnie zabrali głos: prof. dr hab. Stanisław Liszewski, rektor UŁ, prof. dr hab. Jerzy Kroh, członek 
rzeczywisty Polskiej Akademii Nauk, Prezydent Miasta Łodzi, prof. dr hab. Wanda Leyko, która po Profesorze 
Dmochowskim objęła kierownictwo Katedry Biochemii, prof. dr hab. Maria Olszewska, przewodnicząca 
Łódzkiego Oddziału Polskiej Akademii Nauk oraz prof. dr hab. Liliana Konarska, przewodnicząca Zarządu 
Głównego Polskiego Towarzystwa Biochemicznego. Otwarcie Konferencji zakończył wykład prof. Leokadii 
Kłyszejko-Stefanowicz, na temat „Życie i działalność Profesora Antoniego Dmochowskiego” .

Wykłady inauguracyjne zostały wygłoszone przez prof. dr hab. Marię Olszewską na temat „G atunkowo 
i tkankowo-specyficzna metylacja cytozyny u roślin wyższych” , oraz przez prof. dr hab. Marka Gniazdow­
skiego na temat „Czego dowiadujemy się o mechanizmach działania leków przeciwnowotworowych z badań 
układów subcelularnych” .

Sesje naukowe Konferencji to:
„W pływ  mutagenów chemicznych na strukturę genomu i wybrane procesy metabolicze” (organizator: prof. dr 
hab. Zofia Walter); „B iotechnologia ze szczególnym uwzględnieniem inżynierii genetycznej” (organizator: 
prof. dr hab. Adam Jaworski); „B iałka komórek prawidłowych i now otw orow ych” (organizatorki: prof. dr hab. 
Leokadia Kłyszejko-Stefanowicz i prof. dr hab. Wanda Małgorzata Krajewska); „Hemostaza u kręgowców” 
(organizatorzy: prof. dr hab. Tadeusz Krajewski i prof. dr hab. Barbara Wachowicz); „B iotechnologia roślin 
(organizator: prof. dr hab. Henryk Urbanek).

W ramach sesji wygłoszone zostały 34 referaty naukowe oraz zaprezentowano 58 komunikatów w formie 
posterów, połączonych z ustną prezentacją i ożywionymi dyskusjami.

Tematem Obrad Okrągłego Stołu była „Technika elektroforezy pojedynczych komórek (comet assay) 
w  ocenie uszkodzeń DNA”  (organizatorzy: dr hab. Janusz Błasiak i dr hab. Krzysztof Szyfter).
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W ramach Konferencji odbyło się również Zebranie Sekcji Mutagenezy PTG i Polskiej Sekcji EEMS, któremu 
przewodniczył dr hab. Krzysztof Szyfter.

W Konferencji uczestniczyło około 150 osób z całej Polski oraz trzech gości zagranicznych: prof. Anna 
Ferraro z Uniwersytetu La Sapienza w  Rzymie, prof. Stan Heptinstall z Uniwersytetu w  Nottingham (Wielka 
Brytania) i dr Michael Bushell z Uniwersytetu w  Surrey (Wielka Brytania). Ponadto w  Konferencji brali udział 
studenci IV i V roku studiów specjalności: biochemia, biofizyka i genetyka oraz nie zgłoszeni jako formalni 
uczestnicy, a zainteresowani wybranymi tematami zjazdowymi, pracownicy łódzkich placówek naukowych, 
co powiększyło ilość uczestników do 200 osób.

Konferencja stała się okazją do wielu kontaktów naukowych, wymiany doświadczeń, nawiązania 
współpracy, a także spotkań towarzyskich. W dniu otwarcia Konferencji w  godzinach wieczornych w  Centrum 
konferencyjnym miało miejsce spotkanie towarzyskie przy świecach, a także dzień później spektakl w  Teatrze 
Wielkim oraz wycieczka po Łodzi w  sobotnie przedpołudnie.

W naszym przekonaniu Konferencja odegrała dużą rolę w  integracji placówek naukowych w  Polsce, 
pozwoliła na wymianę doświadczeń, nawiązanie współpracy i niezwykle cenne, bezpośrednie dyskusje 
badaczy, w zakresie reprezentowanych na sesjach kierunków naukowych.

Zofia Walter

II Zjazd Stypendystóvy Howard Hughes Medical 
Institute z Europy Środkowej i Wschodniej

Między 24 a 27 czerwca 1997 w  warszawskim hotelu Sheraton odbyło się drugie z rzędu spotkanie 
Międzynarodowych Stypendystów Instytutu Medycznego Howarda Hughesa (H H M I), wybranych w  1 995 r. 
spośród ponad 2 000 kandydatów. HHMI, największa instytucja filantropijna w  Stanach Zjednoczonych, 
zorganizował to spotkanie, by zwrócić uwagę na ważne badania biomedyczne prowadzone w tym rejonie 
Europy. W 1995 r. HHMI przyznał 5-letnie granty na ogólną sumę 15 m ilionów dolarów przeznaczone na 
finansowanie badań naukowów w  ich własnych instytucjach. Dwie trzecie z tych grantów wspierają wspólne 
badania ze współpracującymi badaczami z USA, Europy Zachodniej, Japonii i Australii. Spośród M iędzy­
narodowych Stypendystów H H MI 35 pochodzi z Rosji, 14 z Węgier, 1 2 z Republiki Czeskiej, 10 z Polski, 6 ze 
Słowacji, 3 z Litwy, 3 z Ukrainy, 2 z Estonii, 1 z Białorusi i 1 z Łotwy. Wysokość grantu wynosi od 25 do 35 
tysięcy dolarów USA rocznie.

Czterodniowa konferencja rozpoczęła się wieczorem 24 czerwca wystąpieniami ministra spraw zagranicz­
nych RP i czołowych osobistości polskiego życia naukowego oraz zasadniczym przemówieniem Dr Purnella 
Choppina, prezydenta HHMI. Następnego wieczoru odbyła się interesująca dyskusja poświęcona bieżącej 
polityce naukowej w  Polsce. Pozostała część konferencji poświęcona była na wystąpienia naukowców 
dotyczące w yn ików  ich badań. Przedstawiono w  sumie 73 doniesienia ustne i 13 plakatowych z na­
stępujących dziedzin: Zwijanie i oddziaływanie białek, Neuropeptydy, Kanały i pompy jonowe, Motory 
i mięśnie, Regulacja transkrypcji, Kompleksy białko-DNA, Nowe systemy i narzędzia genetyki, Molekularne 
aspekty funkcjonowania komórek i wirusów, Morfologia i mechanizmy funkcjonowania mózgu, Loci 
genetyczne: organizacja, charakterystyka i ewolucja, Syntezy i modyfikacje związków chemicznych o znacze­
niu biologicznym. Mechanizmy molekularne chorób, Plastyczność neuronalna, Receptory i błony, On- 
kogeneza i supresja now otworów, Enzymy: aktywność i struktura, Organizacja i ekspresja genów, Przekazy­
wanie sygnałów i oddziaływania międzykomórkowe.

Wystąpienia i doniesienia plakatowe były bardzo interesujące i stały na dobrym międzynarodowym 
poziomie (książka zawierająca streszczenia wystąpień i plakatów znajduje się w  posiadaniu Redakcji 
Postępów Biochemii i może być udostępniona na życzenie).

Instytut Medyczny Howarda Hughesa finansuje oprócz programu dla Europy Środkowej i Wschodniej trzy 
inne programy regionalne na ogólną sumę 53 m ilionów dolarów, które wspierają badania Międzynarodowych 
Stypendystów w  19 krajach na całym świecie. Głównym obszarem działania HHMI pozostają jednak Stany 
Zjednoczone, gdzie Instytut finansuje badania kilkuset wybitnych naukowców z dziedziny biomedycyny, 
pracujących w  różnych uniwersytetach i instytucjach naukowych.

Przygotował 
A. Jerzmanowski
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Zakład Badawczo-Wdrożeniowy i Inżynierii 
Genetycznej TERPOL Przedsiębiorstwo 

Farmaceutyczne SA w  Sieradzu

Szanowni Państwo,

przedstawiamy ofertę naszych usług w  zakresie inżynierii genetycznej oraz wysokiej jakości produktów dla 
biologii molekularnej.

Zakład od 1989 roku prowadzi prace badawcze w  dziedzinie biotechnologii opartej na metodach 
inżynierii genetycznej. Posiadamy wieloletnie doświadczenie w  stosowaniu metod biologii molekularnej: 
amplifikacji DNA metodą PCR, klonowania i sekwencjonowania DNA, ekspresji heterologicznych białek 
w  Escherichia co/i, izolowania i oczyszczania białek rekombinacyjnych otrzymanych w  E. coli. W Zakładzie po 
raz pierwszy w  Polsce otrzymano oczyszczone i potwierdzone przez analizę sekwencji aminokwasowej białko 
rekombinacyjne. Wiele z opracowanych oryginalnych rozwiązań technologicznych chronionych jest paten­
tami.

Współpracujemy z szeregiem placówek naukowych w kraju.
Dyrektorem naukowym Zakładu jest prof. dr hab. Andrzej Płucienniczak, kierownikiem dr Andrzej 

Szczepanek.

Oferujemy usługi w  zakresie:

—  technik inżynierii genetycznej: izolowanie DNA z otrzymanego materiału, klonowanie, 
konstrukcja wektorów plazmidowych

—  amplifikacji DNA metodą PCR
—  ekspresji heterologicznych białek w  Escherichia co/i
—  izolowania rekombinowanych białek z komórek E. co/i
—  oczyszczania białek metodami chromatograficznymi.

Ponadto posiadamy w  sprzedaży:

—  termostabilną polimerazę DNA z Thermus aquaticus
—  endoproteinazę: czynnik Xa
—  rekombinacyjne fragmenty białek strukturalnych wirusów HIV-1, HIV-2
—  zestaw diagnostyczny do wykrywania wirusa HBV metodą PCR
—  wzorce mas DNA (w zakresie od 30 do 2000 par zasad)
—  własne wektory ekspresyjne.

Zespół naukowy ZBW ilG  posiada wieloletnie doświadczenie (od 1986 r.) w pracach badawczych 
w wymienionym zakresie. Zainteresowanym przesyłamy aktualny katalog. Ceny konkurencyjne, przr dużych 
zamówieniach możliwość uzyskania rabatu.

Szczegółowych informacji udzielą Państwu:

dr Andrzej Szczepanek, mgr inż. Elżbieta Man, mgr Małgorzata Urbaniak,
Zakład Inżynierii Genetycznej TERPOL, Przedsiębiorstwo Farmaceutyczne SA
ul. POW 57, 98-200 Sieradz, te l. (043) 220586 do 88 w . 208, 224548, fax 227105
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Zachęcamy do czytania i prenumerowania Acta Biochemica Polonica 
Prenumerata roczna wynosi: indywidualna 40 zł

dla instytucji wynosi 80 zł

Acta 
Biochimica 

Polonica

Vol. 44 No. 2/1997
QUARTERLY 

PL ISSN0001-527X 

31 11 13

Enzymes

Review 

Minireview 

Regular papers

dUTP pyrophosphatase as a potential target for 
chem otherapeutic drug development
Evan M. McIntosh and Robert H. Haynes
Retention of glycosyltransferases in the Golgi appa­
ratus
Ewa Jaśkiewicz
Characterization of the oligosaccharide component 
of arylsulfatase B from rat liver
Małgorzata Przybyło and Anna Lityńska
The phosphorylation sites of ribosomal P proteins 
from Saccharom yces cerevisiae  cells by endogenous 
CK-2, PK60S and RAP protein kinases
Aleksandra Boguszewska, Ryszard Szyszka and 
Nikodem Grankowski
N -A cety ln eu ram in ic  acid, p h osp h ate  and th io l 
groups of pyruvate kinase isoenzym es from Morris 
hepatom a 7777 and normal rat liver
Jan Ignacak and Maria Gumińska
Synthesis of y-chaconine and y-solanine are cata­
lyzed in potato by two separate glycosyltransferases: 
U D P -glucose:solanid ine glucosyltransferase and  
UDP-galactose:solanidine galactosyltransferase
Jan Zimowski
Transformation of l-0-(indole-3-acetyl)-|3-D-glucose 
into di-0-(indole-3-acetyl)-D-glucose catalysed by en ­
zyme preparations from corn seedlings
Adriana Szmidt-Jaworska, Jacek Kęsy and Jan 
Kopcewicz
Expression, purification and kinetic properties of 
hum an recom binant phospholipase C 63
Tadeusz Pawełczyk and Andrzej Matecki

153-172

173-180

181-190

191-200

201-208

209-214

215-220

221-230

Nucleic acids and gene  expression

Minireviews M odification of pre-mRNA splicing by antisense oli­
gonucleotides
Ryszard Kole 231-238
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Regular papers

The dynamic nature of plant mitochondrial genome 
organization
Hanna Jańska and Magdalena Wołoszyńska
Expression of the yeast NAM9 gene coding for m ito­
chondrial ribosomal protein
Magdalena Boguta, Agnieszka Chacińska, Marcin 
Murawski and Barbara Szczęśniak
Nucleotide sequence of nuclear tRNAGly genes and 
tRNAGly pseudogenes from yellow  lupin (Lupinus 
lu teus): Expression of the tRNAGly genes in vitro  and 
in vivo
Przemysław Nuc, Katarzyna Nuc, Zofia 
Szweykowska-Kulińska and Jerzy Pawełkiewicz
Molecular cloning and expression in Escherichia  
coli of a gene coding for bovine S100A1 protein and 
its Glu32—>Gln and Glu73—»Gin mutants
Krystyna Bolewska, Hanna Kozłowska, Grażyna 
Goch, Beata Mikołajek and Andrzej Bierzyński

Glycoproteins and glycolipids

Regular papers Determination of single monosugars bound to a pep­
tide
Hubert Krotkiewski and Bożena Krotkiewska
Immunochemical characterization of lipopolysac- 
charide from glucose-nonferm enting Gram-negative 
clinical bacterial isolate
Małgorzata Mieszała, Joanna Kiibler and Andrzej 
Gamian
The JV-acetylgalactosamine and lactosam ine specific  
lectin from Iris hyhrida  leaves
Mirosława Ferens-Sieczkowska, Magdalena 
Orczyk-Pawiłowicz and Bronisława Morawiecka

Oxidative stress

Regular papers Studies on the nature of genotoxic and cytotoxic 
effects induced by hydralazine
Jadwiga Marczewska and Jadwiga H. Koziorowska
Effect of high temperature treatm ent of Vicia faba  
roots on the oxidative stress enzymes in leaves
Maria Filek, Renata Bączek, Ewa Niewiadomska, 
Marta Pilipowicz and Janusz Kościelniak

233-250

251-258

253-271

275-281

285-232

233-300

301-308

303-314

315-322
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M etabolism  and transport

Regular papers

Short communication

Ketone bodies activate gluconeogenesis in isolated  
rabbit renal cortical tubules incubated in the pres­
ence of amino acids and glycerol
Tadeusz Lietz, Katarzyna Winiarska and Jadwiga 323-332
Bryla

Specificity of the tonoplast transport of the oleanolic 
acid m onoglycosides in the vacuoles from C alendula  
officinalis  leaves
Anna Szakiel and Wirginia Janiszowska 333-338

Activity of liver proteases in experim ental methanol 
intoxication
Elżbieta Skrzydlewska, Zdzisław Skrzydlewski and 339-342
Krzysztof Worowski

C ancer research  and clin ical biochem istry

Minireview Tumor cell N-glycans in m etastasis
Piotr Laidler and Anna Lityńska 343-358

Short communication Adenosine deam inase activity in blood of patients
with stable angina pectoris
Maria Kopff, Irena Zakrzewska, Jerzy Klem, 359-362
Jadwiga Kalinowska-Fuchs and Marek Strzelczyk

M iscellanous

Why not to benefit from Internet resources: A list of 
useful WWW addresses
Wladyslaw Pajdak 363-364

Book review
365-365

Aby zaprenumerować „P o ­
stępy B iochem ii" w  1997 r. 
należy w p łacić odpow iednią 
kw otę  na konto bankowe w y ­
daw cy (Polskiego Towarzys­
tw a Biochem icznego) za po ­
mocą przekazu zamieszczo­
nego na odwrocie. Zam ów io­
ne egzemplarze będziemy 
wysyłać pocztą na adres po­
dany nam na przekazie. Po­
nieważ odcinek przekazu d o ­
cierający do nas jest jedno ­
cześnie zamówieniem, prosi­
my o b a rd zo  w y r a ź n e  napi­
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sanie imienia, nazwiska (lub 
nazwy instytucji) i dokładne­
go adresu wraz z kodem po­
cztowym  (DRU KO W ANYM I 
LITERAM I) na wszystkich 
trzech odcinkach przekazu.

P re n u m e ra ta  k r a jo w a  dla  
in s ty tu c j i :
60. z ł

P r e n u m e ra ta  k r a jo w a  in ­
d y w id u a ln a :
30. zł (50%  zniżki dla cz łon­
ków  Polskiego Towarzystwa 
B iochem icznego).

Prenumerując
„Postępy"
Biochemii"
wspierasz
swoje
czasopismo!
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Pokwitowanie dla wpłacającego

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

wpłacający,

im ię, nazwisko, dok ładny  ad res  z kodem  pocztow ym  

na rachunek

Polskie Towarzystwo Biochemiczne 
02-093 Warszawa, ul. Pasteura 3
P.B.K. X IIl/O  W -wa. Al. Jerozolimskie 
37 00 4 4 -1 225 -2720 -3 -69

Odcinek dla posiadacza rachunku

. zł....................  .......
słownie  .... ......... ........ .....

wpłacający

im ię, nazw isko, dok ładny  adres z kodem  pocztowym 

na rachunek

Polskie Towarzystwo Biochemiczne 
02-093 Warszawa, ul. Pasteura 3 
P.B.K. X IIl/O  W -wa. Al. Jerozolimskie 
37 00 4 4 -1 2 2 5 -2 7 2 0 -3 -6 9

Odcinek dla poczty lub banku

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

wpłacający.

im ię, nazw isko, dok ładny  ad res  z kodem  pocztow ym  

na rachunek

Polskie Towarzystwo Biochemiczne 
02-093 Warszawa, ul. Pasteura 3 
P.B.K. X Ill/O  W -wa. Al. Jerozolimskie 
37 00 44 -122 5 -2 7 2 0 -3 -6 9

stem pel stem pel stem pel
P o b ran o  op ła tę

Zł....................

P o b ran o  o p ła tę

Zł....................

P o b ran o  o p ła tę

Zł....................
podp is  przyjm ującego p od p is  p rzyjm ującego podp is przyjm ującego
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Wskazówki 
dla autorów

W ydawany przez Polskie Towarzystwo Biochemiczne kwar­
taln ik „Postępy Biochem ii”  publikuje prace przeglądowe om a­
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), minireviews (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 
B iochem 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 A u to ró w  o przestrzeganie następujących  
w skazó w ek szczegółow ych:

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 in form acyjna 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).

S trona 1 (ty tu ło w a )’ 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 num erow ane dalsze strony obejmują tekst pracy, 
piśm iennictwo, tabele, podpisy i objaśnienia rycin, wzorów 
i fotografii.

P IŚ M IE N N IC T W O : 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. Hildenbrandt 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, North-Hol- 
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 ła tw o 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 B iochem ii"
Polskie Towarzystwo Biochemiczne 
ul. Pasteura 3,
02-093 Warszawa
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