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meCnt-1

=
}

)
<

lj» rfflia

I'ri?!

'y

eix»i
l«r
N\
m'S an
4*' *
»4tc'iio
—r.N . L
XLJacttfBmlai!
jvbr-
-k
VV.
MNeorjft-La oo
1) ]
1>
i v S
'y, |
E'»ir * 6- \)}jj
-
>d"5
mi
S
- m
fj.-#1
m
JSs/1



WSTEP

Zrozumienie kolejnych etapow procesu przekazywania informacji genetycz-
nej otwiera przed nauka wiele nowych perspektyw, opartych o mozliwos¢ bez-
piecznego, planowego ingerowania w strukture kodu genetycznego.

Realizujgc to trudne zadanie trzeba pokona¢ wiele probleméw, ktére po-
trafimy juz sformutowa¢ i wiele innych, ktére sie dopiero pojawia.

Obecnie konieczne jest poznanie przestrzennej struktury kwaséw nukle-
inowych w roztworze, ich oddziatywan z enzymami, ktére to zjawiska odgry-
wajg duza role w czytaniu 1 ttumaczeniu kodu genetycznego. Ze wzgledu na
skomplikowany charakter zagadnienia, konieczne jest przeprowadzanie wielu
reakcji na uktadach modelowych z uzyciem fragmentow kwaséw nukleinowych.
Stad tez duza rola syntetycznych polinukleotydéw w tego typu badaniach.

Konferencja Naukowa w Zielonce w '197"! roku miata na celu zapoznanie
cztonkéw zespotdw zajmujgcych sie synteza i biochemia kwaséw nukleinowych,
z bogatg literaturg poswiecong tym problemom. Wielka ilos¢ prac ukazuja-
cych sie co roku z zakresu chemii kwaséw nukleinowych, skitonita organiza-
toréow do kontynuowania tego typu prezentacji materiatu literaturowego.

Niniejszy tom obejmuje cykl referatow wygtoszonych w 1972/73 roku na
ogodlnopolskich seminariach zorganizowanych przez Zesp6t Problemowy Syn-
tezy i Fotochemii Kwaséw Nukleinowych Instytutu Chemii UAM i Zakiad Ste-
reochemii Produktéw Naturalnych Instytutu Chemii Organicznej PAN w Pozna-
niu. Zawarte artykuty, ktdérych autorami sg pracownicy wspomnianych Zakita-
doéw, sa kontynuacja materiatdbw Konferencji Naukowej w Zielonce z listopa-
da 1971 roku pt. Synteza, struktura 1 wilasnosci transferowych kwaséw ry-
bonukleinowych (tom 1), ktére ukazaly sie w Wydawnictwie Naukowym  Uni-
wersytetu im. A. Mickiewicza w Poznaniu w 1972 roku.

Wsrdd artykutdw obecnego tomu 11, dotyczacych oddziatywania tRNA z en-
zymami, chemicznej syntezy polinukleotyddéw, itp., znajduje sie jeden ob-
szerny artykut przegladowy, nie zwigzany tematycznie z pozostatymi, a po-
Swiecony chromatografii powinowactwa (A. Rafalski, J. Barclszewski).

Chromatografia powinowactwa jest metodg niezwykle obiecujgcg w frak-
cjonowaniu enzymow, kwaséw nukleinowych i innych zwigzkéw bioorganicznych.
2ie wzgledu na charakter poruszanych w nim probleméw, wydawato sie celowe
wiaczenie tego referatu do niniejszego tomu.
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Wiodzimierz Krzyzosiak, Piotr Barczynski

BADANIE STRUKTURY KODU GENETYCZNEGO

Streszczenie

_Jednym z fascynujacych zjawisk r()rzyrody jest kod genetyczny - szyfr Kie-
rujacy synteza biatka na poziomie komérkowym. W ostatnim = dziesiecioleciu
poznano juz wszystkie stowa kodu, ale jego gtebiej pojeta struktura i za-
sada dziatania pozostaje nadal sprawg niejasng. Ten przeglad, to konfron-
tacja dwoch réznych metod badania struktury kodu: analitycznych rozwazan
opartych czesto na obliczeniach oraz doswiadczalnego badania aktywnosci
zmodyfikowanych stéw kodu.

Termin kod genetyczny lub kod aminokwasowy odnosi sie do biologicznej
syntezy biatek i mozna go zdefiniowac¢ jako zalezno$¢ miedzy nukleotydowsg
sekwencjg mRNA a sekwencjg aminokwasowa odpowiednich polipeptydéw. Nie ma
jednak bezposredniej biochemicznej zaleznosci miedzy kodonem w mRNA, a a-
minokwasem. Role posrednika, a zarazem ttumacza na jezyk aminokwasowy
spetnia czasteczka tRNA.

podjedno8tka rybosomu 50 S

Ryc. 1, Rola tRNA w procesie translacji informacji
genetycznej

tRNA spetnia zatem dwie specyficzne funkcje: szyfrowanie aminokwasu i
rozpoznawanie kodonu. Te dwie funkcje to jednoczes$nie dwa fundamentalne
problemy w badaniach kodu genetycznego. Mozna wiec stwierdzi¢ z  pewnym



uproszczeniem, ze translacja informacji genetycznej polega na  wzajemnym
oddziatywaniu czynnika aminokwasowego z czynnikiem nukleotydowym za po-
Srednictwem silnie zmodyfikowanego czynnika nukleotydowego jakim jest cz.a-
steczka tRNA, Proces translacji odbywa sie na rybosomie, czynniku miesza-
nym, aminokwasowo-nukleotydowym.

0d historycznego doswiadczenia Nirenberga i Matthei, ktére umozliwito
bezposrednie zaatakowanie problemu kodu genetycznego, do opublikowania
pierwszej wersji kodu, uptynat zaledwie rok. W ciggu nastepnych kilku lat
kod byt systematycznie uzupetniany i obecnie podawana jest nastepujaca ta-
blica kodowa.

X
X z
A C G u
Liz Tre Arg lleu A
Asn Tre Ser lleu C
Liz Tre Arg Met G
Asn Tre Ser lleu U
Gin Pro Arg Leu A
Q His Pro Arg Leu C
Gin Pro Arg Leu G
His Pro Arg Leu u
Glu Ala Gly Wal A
Asp Ala Gly Wal C
Glu Ala Gly Wal G
Asp Ala Gly Wal U
? Ser ? Leu A
U T%/r Ser Cys Phe C
Ser Try Leu G
Tyr Ser Cys Phe U

Ryc, 2. Tablica kodowa

Obecnie wiadomo, ze kod genetyczny jest trojkowy, nie zachodzacy na
siebie, bezprzecinkowy, zdegenerowany i prawie uniwersalny. Dla poparcia
tych cech rozwazymy przyktadowo 15- nukleotydowg sekwencje wycieta zmRNA,

-U-6 A-U G a—-c—c—u—c—a—a—g—a-
Cja | Met 1] Thr i C Ser | Arg i
| His Il I Asp 1 I keu i , Lys J
Starter i i Thr i i Ser i | Arg |
I Ala | tarmin, |

Ryc. 3* Analiza wlasnosci kodujacych fragmentu mRNA

Jesli pierwsze trzy litery wycietej sekwencji obrazujg peiny kodon (ko-
don w fazie) to ten wycinek mRNA posiada odpowiednik w  pentapeptydzie



-Cys-Met-Tyr-Ser-Arg. Jezeli dwie pierwsze litery sa czescig poprzedzaja-

cego kodonu to przedstawiona sekwencja odpowiada tetrapeptydowi -His-
-Asp-Leu-Liz, Gdy pierwsza litera jest ostatniag literg poprzedzajgcego
kodonu to wybrana sekwencja koduje tylko jeden aminokwas - Ala -, ponie-

waz po kodonie alaniny nastepuje kodon terminator i brak jest po nim ko-
donu inicjujgcego. Jest roéwniez mozliwe, ze przyktadowa sekwencja bedzie
czesciag regionu inicjujacego synteze biatka. W tym przypadku mozliwe jest
czytanie jako f-Met-Thr-Ser-Arg.

Jezeli przyjrzymy sie blizej kodowi genetycznemu to <}kazuje sie, ze;

1. 61 trypletdw sposrod 64 mozliwych wykazuje zdolno$¢ kodowania ami-
nokwaséw, natomiast trzy tryplety UAG, UAA, UGA nie kodujg zadnego ami-
nokwasu, ale w biosyntezie biatka spetniajg role terminatornw,

2. Trzy aminokwasy (seryna, leucyna i arginina) kodowane sg kazdy szes-
cioma trypletami. Pie¢ aminokwaséw (walina, prolina, treonina, alanina
i glicyna) posiada po cztery tryplety. Kazdy z dziewieciu aminokwasow (fe-
nyloalanina, tyrozyna, histydyna, glutamina, asparagina, lizyna, kwas as-
paraginowy, kwas glutaminowy, cysteina), jest kodowany dwoma trypletami.
Dwa aminokwasy: metionina i tryptofan posiadajg po jednym tryplecie. Dane
te wskazujg na silng degeneracje kodu, gdyz jednemu aminokwasowi moze od-
powiada¢ kilka kodonéw réznigcych sie nie tylko w trzeciej literze,

3. Kazdy z dziewieciu aminokwaséw kodowanych dwoma trypletami ma kodo-
ny zawierajace na trzeciej pozycji albo dwie puryny (A lub G), albo dwie
pirymidyny (U lub C). Innymi stowy, jesli jakis aminokwas jest kodowany
trypletami XYU, kodowany jest réwniez trypletem XYC. Podobnie jesli ami-
nokwas jest kodowany trypletem XYA to kodowany jest réwniez trypletem
XYG.

4. Charakterystyczna jest réwniez struktura kodonéw terminujacych.

W kazdym przypadku zaczynajg sie one na U majagc na drugiej i trzeciej po-
zycji dwie puryny (ale nie dwie guanozyny). Uktad uracylu z dwoma pury-
nami posiada wiec wilasnosci odrézniajagce go zdecydowanie od Innych try-
pletéw. Posiada strukture nie mogaca oddziatywac¢ z zadnym z istniejacych
antykodonéw.

Jezeli ten sam aminokwas jest kodowany kilkoma trypletami to te try-
plety prawdopodobnie sg do siebie podobne, Ale na czym to podobieristwo po-
lega, jakie wilasnosci ukitadu trzech zasad wplywajg na to podobienstwo?
Podjeto Interesujgca prébe powigzania kodonu genetycznego ze strukturg
elektronowg kodujacych trypletdw. Poszczegélnym grupom atomoéw zasad kodo-
wanych przypisano odpowiednie tadunki. Wynikaja one z obliczen gestosci
elektronowych dla pojedynczych zasad, ale potwierdzane sa wynikami uzy-
skanymi dla tréjnukleotydow.

e OOovCLooOmoOmm©o
H H
uoN N
-

Ryc .4* Rozkiad tadunkéw na atomach, uczestniczacych w wigzaniu wodoro-
wym
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w wigzaniu wodorowym kodonu z antykodonem uczestniczg przedstawione na
schemacie atomy zasad purynowych i pirymidynowych, gdzie dwie kropki przy
atomie oznaczajg wolng pare elektronowa, a dwie kropki miedzy atomami oz-
naczaja dwuelektronowe wigzanie sigma. Na podstawie analizy struktury
elektronowej zasad wchodzacych w skitad kodonéw przypisano poszczeg6lnym
aminokwasom uproszczone tryplety. Zasadnicza ideg tego uproszczonego mo-
delu jest rozpatrywanie obok dwoch pierwszych zasad, jedynie tadunku w
pierwszym potozeniu trzeciej zasady.

(0]C©)
X Y
o® ® dowolny
Y 1°
© niedodatni
© nieujemny
y @\3\@;)? + d(-)datni
— Ujemny
©0©
Y

Ryc. 5. Schemat przedstawiajacy istote uproszczenia
Fragi i Waldemoro

Okazuje sie, ze prawie wszystkie aminokwasy mozna jednoznacznie okre-
sli¢, podajac dwie pierwsze litery trypletéw oraz symbol okreslajacy ta-
dunek w pierwszym potozeniu trzeciej litery kodonu.

W ten sposéb dwom aminokwasom posiadajacym tylko po jednym kodonie
(metionina, tryptofan), odpowiada tadunek dodatni w pierwszej pozycji
trzeciej litery kodonu. Aminokwasom posiadajgcym po dwa kodony zakonhczo-
ne pirymidyng do jednoznacznego ich okreslenia wystarcza tadunek ujemny
na pierwszej pozycji trzeciej litery, W przypadku aminokwaséw kodowanych
czterema trypletami tadunek ten moze by¢ dowolny.

Trzech aminokwaséw nie udaje sie okresli¢ takim uproszczonym  tryple-
tem. Sg to arginina, leucyna 1 seryna, kodowane szescioma trypletami,
ktoére wymagajg rowniez zmiany w pierwszej i drugiej zasadzie kodonu np.
seryna UC (+) , AG -

Te spekulatywne rozwazania nie majg jednak wiekszego znaczenia bez po-
parcia ich na drodze doswiadczalnej. W celu rozwiazania tego problemu na-
lezatoby zbudowaé szereg alternatywnych modeli i sprawdzi¢ ich aktywnos¢



11

w procesie wigzania z antykodonem, W ostatnich, latach ukazato sie Kkilka
prac (4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11), ktérych autorzy referuja synteze i wias-
nosci kodujgce analogéw tréjnukleotyddéw, réznigcych sie od  naturalnych
kodonéw modygikach trzeciej pozyciji.

CH, 0
1.1 o
- . N ~N/NO 0 N
0
HOCH. HOCHg HOCH2 HOCH,
OH OH OH OH OH OH OH OH
6-Metylourydyna J*yhofuranozylo- 3-Rybofuranozylo N-3 Metylo-
uracyl 6-metylouracy urydyna
| 11 11 v
Stopien zwig-
MATRYCA zania
t-RNA"®"
bez matrycy 0,70
GpUpU 2,46
GpUp 6-MeU 0,68
GpUp 3-RfU 0,72
GpUp 6-Me-3-RfU 0,75

Ryc. 6. Zmodyfikowane nukleozydy, znajdujace sie na 3'konou
trojnukleotydowych matryc oraz wiasnosci kodujace tyoh try-
pletéw kodonowyoh

Zastgpienie urydyny lub oytydyny w trzeciej pozycji kodonu przez przed-
stawione na ryc. 6 nukleozydy,powoduje utrate matrycowej aktywnosci oligo-
nukleotydu w wigzaniu t-RJIIAM®" z rybosomem.

Zmiana konformacji w przypadku nukleozydu (1), jak réwniez zmiana sy-
stemu heterocyklicznego w nukleozydaoh (11 i Il1l1) w stosunku do urydyny
sg wiec odczuwalne podczas syntezy biatek "In vitro', W przypadku 6-me-
tylourydyny (1) przyczyn nleaktywnos$ol mozna sie doszuka¢ we wspomnianej
zmianie konformacji nukleozydu, poniewaz te czesci zasady, ktére uczestni-
cza w komplementarnym parowaniu N-H i C=0 pozostaty niezmienione.

Réwniez zastgpienie oytydyny i urydyny przez ich 6 - aza analogi pro-
wadzi do utraty matrycowej aktywnosci. Tutaj interesujacy jest fakt, ze
trzecia litera kodonu jest naprzeciw inozyny w pierwszej literze antyko-
donu tRNA. Inozyna jest jak wiadomo bardzo tolerancyjnag zasada, jesli oho-
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dzi o mozliwos¢ parowania z trzecia literag kodonu, jednak w stosunku do
tyoh analogéw pozostaje bierna. Znacznie mniej jest przyktadow wzrostu
aktywnosci matrycowej, po modyfikacji trzeciej litery kodonu. Zwiekszong
aktywnos$¢ wykazuje tryplet GpUpBrU w stosunku do drozdzowego tRNAM®M.In-
nym przyktadem zachowania matrycowej aktywnosci pod wplywem zmiany trze-
ciej litery kodonu jest zamiana guanozyny na inozyne w tryplecie waliny
GUG, Podobienstwo guanozyny i inozyny pod wzgledem zdolnosci do tworzenia
wigzan wodorowych sprawia, ze aktywno$¢ tak zmodyfikowanego kodonu zmniej-
sza sie jedynie do potowy, ale nie zanika. Analizujagc dane odnosnie kodo-
néw modyfikowanych na koncu 3" nalezy stwierdzi¢, ze matrycowa aktywnosé
wydaje sie polegac¢ nie tylko na stabilnosci wigzan wodorowych kodonu i kom-
plementarnego antykodonu. Istotng role mogg odgrywa¢ oddziatywania mie-

dzy sasiednimi zasadami w kodonie. Modyfikacja trzeciej zasady kodo-
nu moze wptywa¢ na konformacje nukleotydu, w ktérego skiad wchodzi, a byc¢
moze wptywa na konformacje catego trypletu, co pocigga za sobg zZmiane

tiTnatosci kompleksu tRNA-rybosom. W catosci procesu oddziatywania z anty-
kodonem strona konfoimacyjna odgrywa prawdopodobnie decydujaca role. Bar-
dzo interesujacy efekt zaobserwowano modyfikujac kodony od konca 5'i sg-
siadujgcego jak wiadomo z hipermodyfikowang puryng w tRNA. Modyfikacje te
nie polegaty na wymianie pierwszej zasady kodonu, a jedynie na podstawie-
niu fosforanu lub innej elektroujemnej grupy w potozeniu 5*

O ff © . © |
10 -P - O- 10—P —O- 10 —S — 0—
I \
OH H
Fosforan Fosforyn Siaro zan
Q9 © ©° © ff
10 - P—O- 10- P —O- 10-P -0—
\ \ - \
OCH3 CH, OCH2CH20H
Metylofosforan Metanofosforan 6-hydroksyetylo-

fosforan

Ryc. 7. Grupy podstawione w koncu 5*fflatryc dwu i trdj-
nukleotydowyoh

Badano wplyw podstawienia w koncu 'j* na matrycowg aktywno$¢, czyli na

zdolnos¢ wigzania tRNA do rybosoméw. Uzyskano dane odnos$nie aktywnosci
serii zmodyfikowanych oligonukleotydéw,stanowigcych kodony dla waliny, a-
laniny, kwasu glutaminowego, kwasu asparaginowego, seryny i argininy.

Wykazano, ze oligonukleotyd pGpUpU posiada znacznie wyzsza aktywno$¢ w
wigzaniu tRNA do rybosoméw anizeli kodon waliny GpUpU. Aby wyjasni¢ mecha-
nizm tego efektu zsyntetyzowano kilka innych 'jJ* podstawionych pochodnych
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GpUpU, zawierajgcych obojetne i ujemnie natadowane podstawniki. Woprowa-
dzenie obojetnej 5*acetylowej grupy do kodonowego trypletu waliny GpUpU,
nie zmienia jego aktywnosci. Z drugiej strony, 5' podstawienie resztg kwa-
su fosforowego, zwieksza aktywno$¢ matrycowag w wyrazny sposob. Aby wye-
liminowaé¢ specyficzny efekt grup fosforanowych, jesli taki istnieje, roz-
patrywano réwniez inne podstawniki, ktdére nie zawierajg wigzania fosfo-
roestrowego.

Stopienn zwigzania 04c3 tRNAval
MATRYCA

p mole Ap mole %
bez matrycy 0,37 -
GpUpU 2,97 2,42 100
pGpUpU 6,15 5,78 230
piGpUpU 4,95 4,58 194
Metylo GpUpU 3,65 3,28 136
Metano p GpUpU 3,29 2,92 119
sulf GpUpU 3,79 3,42 141
HO-Et pGpUpU 4,47 4,10 170
AoGpUpU 2,82 2,35 97

Ryc, 8, Tablica wiasnosci kodujgcych matryc tréjnukleotydo-
wycb zmodyfikowanych na koncu 5%

Pochodna 5*-0O-siarczanowa (sulf GpUpU), ktdéra jest analogiczna z 5*-0
-fosforynem (pi GpUpU), zawiera tylko jeden tadunek ujemny i wykazuje
wiekszg aktywno$¢ matrycowag niz GpUpU. Z tyoh doswiadczen wynikatoby, ze
obecnos¢ jednego dodatkowego tadunku jest wystarczajgca, aby podnies¢ ak-
tywnos$¢ matrycy. Badanie dwoch nastepnych podstawnikéw nie potwierdzito
tych przypuszczen. Oligonukleotydy zawierajagce na koncu 5" metylofosforan
i metanofosforan wywierajg bardzo maty wplyw na aktywno$¢ matrycowa.

Aby wyttlumaczy¢ znikomy wplyw tych grup, ktére jednak zawieraja tadu-
nek ujemny, zaproponowano dwie mozliwosci:

1. przeszkody steryozne spowodowane objetoscig grupy metylowej

2. wiasnosci hydrofobowe tej grupy

W celu sprawdzenia tych mozliwosci zbudowano nowy model zawierajacy na
konicu 5" ji-hydroksyetylofosforan. Podstawnik ten zawiera tadunek  ujemny
i objetosciowa, ale nie hydrofobowag grupej$-hydroksyetylowa. W tym przy-
padku zaobserwowano znaczny wzrost aktywnosci matrycy.

W Swietle dotad przedstawionych faktow wydawatoby sie ze do odczytywa-
nia kodonu przez antykodon niezbedne sg wszystkie trzy zasady kodonu.
Stwierdzono jednak, ze aktywno$¢ matrycowag posiadajg réwniez pierwsze
dwie litery kodonu (tzw. dublety kodonowe), ale warunkiem jest wystepowa-
nie tadunku ujemnego na koncu 5'.
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Stopien zwigzania tRNA
MATRYCA

p mole n p moli %
bez matrycy 0,41 - -
Gpu 0,29 -0,12 -
pGpuU 1,33 0,92 100
piGpu 0,97 0,56 61
sulf GpU 1,07 0,66 72
Metylo pGpU 0,43 0,02 -
Metano pGpU 0,37 -0,04 -
HOEt-pGpU 0,92 0,51 55
AcGpU 0,38 -0,03 -
GpUpU 2,76 2,55 255

Ryo. 9. Tablica wiasnosci kodUch?;ch matryc dwunukleotydowych
zmodyfikowanych na koncu 5

Dwunukleozydomonofosforan GpU stanowigcy dwie pierwsze litery  kodonu
waliny nie wykazuje zadnej aktywnosci. W przypadku dubletéw wzrost aktyw-
nosci spowodowany 5'-O-fosfoiylacja nie jest wystarczajgco duzy,aby  wy-
rowna¢ utrate oddziatywan zasada-zasada, ale ich aktywno$¢ matrycowa jest
godna uwagi.

Stwierdzono réwniez, ze dublet piTpC zawierajacy dwie litery kodonu se-
ryny wykazuje aktywno$¢ matrycowg podobnie jak 5'fosforan dubletu kodono-
wego alaniny. Walina, seryna i alanina sg aminokwasami kodowanymi przez
przynajmniej 4 tryplety, gdzie trzecig pozycje kodonu moze zajmowa¢  do-
wolna z czterech zasad. Zbadano wiec dla poréwnania uktady, w ktérych de-
cydujaca role w rozpoznawaniu odgrywa 5-<ia litera.DIla kwasu glutaminowego
i asparaginowego stwierdzono, ze nie nastepuje wzrost aktywnosci po 5'-O-
fosforylacji petnego kodonu, a 5*-O-fosforany dubletéw kodonowyoh nie wy-
kazuja zadnej aktywnosci. Podobnie we wszystkich zbadanych uktadach fos-
forylacja w pozycji 3* kodonu (w pozycji wobble) nie prowadzi do wzrostu
matrycowej aktywnosci, a nawet ja obniza.

Z duzym prawdopodobienistwem sadzi sie, ze wplyw opisanych wyzej pod-
stawnikéw w pozycji 5' da sie sprowadzi¢ do oddziatywan natury elektro-
statycznej. Ten dodatkowy tadunek elektroujemny, odgrywajacy tak istotng
role, musi oddziatywac¢ z tadunkiem dodatnim zlokalizowanym gdzie$s w kom-
pleksie kodon-robosom-tRNA. Brak efektu ze strony 3'fosforanowyoh matryc
jest dogodnym argumentem na poparcie tezy, ze tadunek dodatni jest precy-
zyjnie zlokalizowany w okolicy 5' konca kodonu albo w czasteczce tRNA,
albo w rybosomie.
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Piotr Barczynski, Wiodzimierz Krzyzosiak

KOD GENETYCZNY
- ODDZIALYWANIA KODON - ANTYKODON

Streszczenie

W artykule przedstawiono w sposéb syntetyczny wynikiprao  dotyczacych
natury oddziatywan kodonu z antykodonem oraz przeglad hipotez dotyczg-
cych regut parowania.

Aminokwasowy kod genetyczny zestawiony w postaci tablicy kodowej usta-
la relacje miedzy danym aminokwasem 1 odpowiednimi kodonaml. Relacja ta
nie jest bezposrednia. Role ttumacza ustanawiajgcego specyficzng korela-
cje terminéw jezyka nukleotydowego (kodonu) 1 aminokwasowego spetnia cza-
steczka tRNA. Jest to z jednej strony specyficzne oddziatywanie nuicleoty-
dowej trojki antykodonu w tRNA, z odpowiednig komplementarng tréojka  nu-
kleotydowg kodonu w mRNA, a z drugiej strony specyficzna wybidrczos¢ tej-
ze czagsteczki tRNA wobec enzymu niosgcego dany aminokwas. Badania  wias-
nosci kodujacych czystych frakcjonowanych czgsteczek tRNA przeprowadzone
w laboratoriach Nirenbeiga i Khorany (lata 1965-1966) wykazaly, ze wiek-
szo$¢ czasteczek tRNA rozpoznaje wiecej niz jeden kodon i, ze lzoakcepto-
rowe czagsteczki tRNA z réznych organizméw czy nawet z tego samego orga-
nizmu, lecz stanowigce inng frakcje, réznig sie rozpoznawaniem  kodonow.
Na przykiad aminokwas walina posiada weditug tablicy kodowej cztery kodony
GUU, GUC, GUA i GUG, Z R. Coli izolowano dwie frakcje izoakoeptorowych
czgsteczek tRNA specyficznych dla waliny: tRNA]j i tRNA jJ, ktoére rozpo-
znawaty kodony odpowiednio GUU, GUA i GUG oraz GUU i GUC, Podobnie z droz-
dzy {/zacilowano dwie frakcje tRNA specyficznych dla waliny: tRNA\:/fII i
tRNA2 ~, ktore réznity sie rozpoznawaniem kodonéw (rozpoznajac  odpo-
wiednio GUU, GUC i1 GUA oraz GUG) (tablica 1).

Tablica |
Przyklad% rozpoznawania kodonéw przez
rézne frakcje izoakceptorowych tRNA (1)
Frakcja tRNA Kodony Antykodony

niTTT n
Val 2 (E.ooli)
Val 1 (E.coll) _“A ClU UAG
Val 1l (drozdze) GUG & - CAC
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Zebrany materiat doswiadczalny pozwolit ustali¢, ze pojedyncza czgste-
czka tRNA jest zdolna rozpoznawaé¢ dwa, a nawet trzy rézne kodony, ale ta-
kie, ktére réznig sie miedzy sobg jedynie trzecia litera. To  zjawisko
,hiejednoznacznego” odczytywania kodonéw przez czagsteczke tRNA przeczy
,hipotezie adaptors" (Crick 1955), ktéra dopuszczata jedynie mozliwos¢ pa-
rowania sie zasad typu A:U (wzglednie U:A) i G:.C (wzglednie C:G).Dla wy-
jasnienia wielorakiego rozpoznawania kodonéw przez antykodon,Crick  za-
proponowat hipoteze "wobble" (1%66), ktora zaktada mozliwos¢ niekanonicz-
nego parowania trzeciej litery kodonu z pierwsza litera antykodonu”™®. Na
podstawie rozwazan teoretycznych Crick zatozyt (2) mozliwos¢ tworzenia
niekanonicznych wigzan wodorowych miedzy pieresza para zasad asocjatu ko—
don-antykodon oraz ustalit prawidia parowania sie zasad w tej tzw. pozy-
cji "wobble" (ryc. 1) (patrz Tablica II).

W ten sposéb przy od-
dziatywaniu kodon-anty-
kodon pierwsza litera
antykodonu moze parowac
dwie, albo nawet trzy
rézne zasady podstawio-
ne w miejsce trzeciej
litery kodonu. Niewat-
pliwie sukcesem teorii
"wobble", byta mozli-
wos¢ przewidywania skia-
du nukleotydowego anty-
kodonu dla wiekszosci
czasteczek tRNA. W chwi-

) li bowiem, gdy Crick

BVC\)/ZO)[/)(E)JI%" podawat swojg hipoteze
znana byta pierwszorze-
dowa struktura jednego
tRNA alaninowego izolo-
wanego z drozdzy. Okreslenie pierwszorzedowej struktury szeregu czagste-

Ryc, 1. Okres$lenie pozycji "WOBBLE" w asocja-
cie Kodon-antykodon

czek tRNA izolowanych z réznych organizméw (5, 4, 5) oraz poznanie ich
wiasnosci kodujacych potwierdzito stusznos$¢ zatozen Cricka.

A zatem czasteczka tRNA, ktdéra rozpoznaje kodony typu XZU, XZC i XZA
(gdzie X, Z = A, C lub G) posiada zawsze na pierwszej pozycji w an-

tykodonie inozyne i na odwrét, jesli sekwencja  nukleotydowg antykodonu
rozpoczyna sie od inozyny to dana czasteczka tRNA rozpoznaje trzy kodony

Parowanie trypletéw kodon-antykodon zachodzi analogicznie do powstawa-
nia par w podwodjnej spiraii DNA; tancuch idgacy w kierunku 5 -3 jest
komplementarny z tancuchem idac”™ w odwrotnym Kierunku (parowanie anty-
rownolegte). Stad 5'koniec (pierwsza litera) antykodonu znajduje”sie na-
przeciw trzeciej litery (koniec 3*) kodonu i“odwrotnie, koniec 3 (trze-
cia litera) antykodonu paruje sie z koncem 5*(pierwsza litera kodonu -
ryc. 1).
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réznigce sie trzecig litera w sposéb przedstawiony powyzej. Podobnie je-
Sli pierwszg literg w antykodonie jest cytozyna, zachodzi rozpoznawanie
tylko jednego kodonu konhczgcego sie na litere G; jesli adenozyna - roz-
poznawany jest kodon konczacy sie na U; jesli guanozyna-rozpoznawane sg
kodony typu XZU i XZC; i wreszcie jesli urydyna, nastepuje odczytywanie
kodondéw XZA 1 XZG.
Tablica 11
Reguty parowania zasad wg hipotezy "wobble" (Crick, 1960)

ZASADA NA PIERWSZEJ ZASADA NA TRZECIEJ]
POZYCJI W ANTYKODONIE POZYCJI W KODONIE

- A

i 6

A U

C G

- U

i C

U

C

A

W niektérych przypadkach zaobserwowano jednak, ze rozpoznawanie kodo-
néw przez pewne czasteczki tRNA byto inne, niz wynikato to z prawidet po-
danych przez Cricka. Okreslenie struktury pierwszorzedowej tyoh  czaste-
czek tRNA pozwolito ustali¢, ze na pierwszej literze ich antykodonéw znaj-
duja sie zmodyfikowane zasady G, C i U, ktérych wilasnosci parowania odpo-
wiednich zasad kodonu sg inne niz zasad macierzystych. Okazuje sie, ze
istnieje Scista relacja miedzy wystepowaniem zmodyfikowanych zasad w an-
tykodonie, a wyborem kodonu przez te czasteczki tRNA. W czasteczkach tRNA
izolowanych z E.ooli (6), ktdre rozpoznawaty kodony typu XAU i XAC (tzn.
kodony w ktérych na trzeciej literze znajduje sie urydyna wzglednie cyty-
dyna, a na drugiej adenozyna) znajdowano zawsze na pierwszej pozycji w
antykodonie zasade Q (modyfikowana guanozyna). Wykazano, ze w parowaniu
kodon-antykodon, zasada Q wykazuje wieksze powinowactwo do U niz do C i
prawdopodobnie wystepuje wytacznie lub prawie wylgcznie w tRNA izolowa-
nych z E.coli.

Dos¢ powszechne sg modyfikacje urydyny w antykodonie. W czasteczce
tRNAﬂjI izolowanego z drozdzy wystepuje na pierwszej literze w antykodo-
nie ester etylowy kwasu 2-tio-5-acetylourydynowego (7).W pozycji 1 anty-
kodonu czagsteczek tRNAj-j wydzielonego z watroby szczura oraz tRNAMg*  z
E.ooli zlokalizowano odpowiednio 5-metylo -2-tiourydyne (8) oraz 5-ioety-
lo-aminometyleno-2-tiourydyne (9). Obecno$¢ takich pochodnych 2-tiourydy-
ny zamiast macierzystej urydyny nal-ezej pozycji antykodonu prowadzi do roz-
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poznawania przez te czasteczki tRNA jedynie kodonu XZA, podczas gdy nie
zachodzi odczytywanie kodonu konczacego sie na litere 0. Tak wiec podsta-
wienie atomu tlenu w pozycji C-2 uracylu przez atom siarki (SU) moze byc¢
odpowiedzialne za specyficzne parowanie A, a nie G na trzeciej literze
kodonu. Destabilizacja pary SU-G jest spowodowana zapewne tworzeniem sie
wigzania S...H, ktore jest duzo stabsze niz wigzanie wodorowe typu O....H
wystepujace w niepodstawionym uracylu. Moze natomiast tworzy¢ sie stabil-
na para z A, poniewaz w wigzaniu wodorowym miedzy SU i A bierze udziat je-
dynie atom tlenu przy weglu C-4 i atom wodoru przy azocie N-J w  uracylu
).

Innym przyktadem modyfikacji urydyny jest kwas 5-urydyno-oksyoctowy
(acou). Czasteczki tRNA rozpoznajg wtedy kodony XZU, XZA i1 XZG (10).
W tRNAM wystepuje w antykodonie inny rzadki nukleotyd ,,y".Wykazuje on
ciekawe wiasnosci kodujace, poniewaz rozpoznaje kodony konczace sie na li-
tere U1l A (4).

Przy ustalaniu pierwszorzedowej sekwencji tRNA®"2 z E.coll zlokallzo

wano w pierwszej pozycji antykodonu nukleotyd ao C, ktory jest  zmodyfi-
kowang cytydyng (N”~-acetylo -cytydyna) (11). Czagsteczka tRNA**®" izolowa-
nego z tego samego organizmu posiada nlepodstawiong oytydyne w 1 pozycji
antykodonu. Z pordéwnania aktywnosci w rozpoznawaniu trypletow AUG przez
te czasteczki tRNA wynika, ze modyfikacja cytydyny powoduje zmniejszenie
sity wigzania antykodonu z kodonem AUG (12).

Wsréd réznych prac teoretycznych traktujgcych o oddziatywaniach w kwa-
sach nukleinowych znalazty sie réwniez prace rozpatrujace oddziatywania
zachodzace miedzy zasadami w kompleksach kodon-antykodon. Z punktu widze-
nia energetycznego parowanie zasad w sposOb zaproponowany przez Cricka
w pozycji "wobble" zostato potwierdzone przez Pollak’a i Rein’a (1968),
ktorzy obliczyli energie oddziatywan elektrostatycznych, polaryzacyjnych
i dyspersyjnych miedzy takimi parami zasad. Nash i Bradley (1965) wskaza-
li natomiast na istotny udzial w oddziatywaniu kodon-antykodon sit dzia-
tajacych poza ptaszczyzng miedzy zasadami lezacymi na przeciwlegtych ni-
ciach (oddziatywania diagonalne).

Inne sity dziatajgce w kompleksie kodon-antykodon sg sitami pionowymi
dziatajgcymi miedzy zasadami tego samego trypletu. Oddziatywania  kodon-
antykodon mozna zatem z punktu widzenia energetycznego rozwaza¢ jako spra-
we wyltacznie swobodnej energii wyzwalanej w wyniku powstawania asocja-
tu kodonu z antykodonem. Przy takim zatozeniu proces kodowania sprowadza
sie do problemu rozrézniania miedzy pewng liczbg pozioméw energetycznych,
ktorych liczba zalezy od liczby kodonéw, liczby antykodonéw i degenera-
cji kodu aminokwasowego.

Claverie (13) uwzglednit w swoich obliczeniach pie¢ typéw rozmieszcze-
nia zasad w asocjacie kodon-antykodon. Energie oddziatywan miedzy wszyst-
kimi mozliwymi trypletami (utworzonymi z kombinacji zasad U, G, Ai C) o-
bliczono jako sume dziewieciu dwuskladnikowych oddziatywan (ryo. 2).
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Z1
3
2 2.
* 5 L "
kodon antykodon
Typ 1 Oddziatywania:  1...1°

Y

Typ 2 17 Y\ ] )
Oddziatywania: 1...27, 2...1*

Typ 3 iX Yt Oddziatywania: 2..,2'.3...1:
Typ 4 iX t Oddziatywania: 2...37, 3...2’
Typ 5 Oddziatywania:  3...3*

Ryo, 2. Rodzaj rozmieszczenia zasad w asocjaoie kodon—antyko—
don i typy oddziatywan miedzy tymi = zasadami
(wg Claveriegl

Vfkiad pionowych, oddziatywan miedzy umieszczonymi nad sobg zasadami te-
go samego trypletu nie jest brany pod uwage, poniewaz jest on wedlug za-
tozen taki sam w stanie poczatkowym jak i koncowym kompleksu.

Rozpatrywano r6zne ukiady (sekwencje) antykodonéw oddziatujacych z tym
samym kodonem, W kazdym przypadku najbardziej stabilnym energetycznie by-
to oddziatywanie antykodonu komplementarnego z danym kodonem, ale rowniez
asocjaty utworzone z niekomplementarnych trypletéw (w ktoérych —w pewnym
miejscu asocjatu parowaly sie zasady niekomplementame) w okoto 50% przy-
padkéw niewiele réznity sie energetycznie od normalnych asocjatow (nie
wiecej niz 4 kcal/mol). Tego typu réznice energetyczne sg zbyt mate, aby
proces rozpoznawania kodonu przez antykodon byt catkowity, a to prowadzi-
toby do btedow w biosyntezie biatka.

Jednym stowem kod genetyczny bytby dwuznaczny. Jak wiadomo kod genety-
czny nie jest dwuznaczny. | tutaj dochodzimy do gtéwnego wniosku ,hipo-
tezy btednego trypletu” (The Missing Triplet Hipotheses) podanej przez
J. Nino (1971), (1n), ktoéra gtosi, ze kod genetyczny nie jest dwuznacz-
ny, poniewaz wiele z mozliwych antykodonéw nie moze istniec¢, a wiele in-
nych jest zmodyfikowanych. Teoria ta stara sie zatem wytlumaczy¢ koniecz-
nos¢ wystepowania modyfikowanych zasad w antykodonie (réwniez inozyny,kto-
ra mozna uwaza¢ za zmodyfikowang adenozyne) w celu wyeliminowania mozli-
wych dwuznacznosci w kodzie genetycznym. W swoich rozwazaniach,ktérych nie
bedziemy tutaj przytaczac¢ ,,hipoteza btednego trypletu'” odrzuca np. mozli-
wos¢ wystepowania wiekszosci antykodondéw rozpoczynajacych sie na A. Do-
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tychczas nie znaleziono zadnej czagsteczki tRNA z antykodonem zawierajgcym
na pierwszej pozycji A. Autorzy zakladajg, ze np. mutacja wytwarzajgca
antykodon ACG w istotnych ilosciach w tRNA z drozdzy bytaby $mierciono-
Sna (z tego powodu nazwano te hipoteze ,hipoteza btednego trypletu').Prze-
badanie bogatego materiatu doswiadczalnego wykazuje, ze modyfikacje za-
sad w antykodonie dotycza wytacznie lub prawie wytacznie pierwszej litery.
WidzieliSmy réwniez, ze reguty rozpoznawania kodonéw przez te czasteczki
tRNA sg inne niz w przypadku zasad rozwazanych przez Cricka.

Tak wiec w pozycji "wobble" moze zachodzi¢ inne, podlegajace réwniez
okreslanym prawidtom (tablica 111) parowanie zasad na skutek modyfikacji

gtéwnych zasad w 1 pozycji antykodonu. Tablica 111
ZASADA NA PIERWSZEJ ZASADA NA TRZECIEJ
POZYCJI W ANTYKODONIE POZYCJI W KODONIE

u
aco U 1 A
C
U
Ci
C
sU A
U
A

Inne reguty parowania zasad

Dotychczasowe rozwazania dotyczyty bezposrednio oddziatywania antyko-
donéw z kodonami, nie uwzgledniaty natomiast mozliwosci wplywu na tego ty-
pu oddziatywania zasad sagsiadujgcych z antykodonem od konca 5* i 3*« By¢
moze fakt wystepowania w czgsteczce tRNA silnie zmodyfikowanych nukleozy-
dow sagsiadujacych z koncem 3’ (trzecia litera) antykodonu odgrywa znamien-
na role w oddziatywaniu miedzy trzecig zasada antykodonu, a pierwszg za-
sada kodonu. Sg to przewaznie purynowe nukleozydy zawierajgce diugie tan-
cuchy boczne lub dodatkowe pierscienie z grupami funkcyjnymi takimi jak
grupa karboksylowa, hydroksylowa, estrowa, czy podwodjne wigzanie alilowe
(ryc. 3). Ostatnio wykazano, ze wystepowanie tych tzw.hipermodyfikowanych
zasad w czgsteczce tRNA jest w jaki$s szczegblny sposéb zwigzane z wia-
snos$ciami rozpoznawania kodonu przez te czasteczke tRNA.

Mianowicie te czagsteczki tRNA, ktdére rozpoznajg kodony rozpoczynajgce
sie od U, czyli posiadaja antykodony konczace sie na A, zawieraja z regu-
ty (z wyjatkiem tRNA”) N®- (A ~-izopentenylo) adenozyne (i “A; ryc.3a),
(15) albo w przypadku tRNA z E.coli jej 2-tiometylowag pochodng (ryo. 37,
ms" i "A) (16) w pozycji sasiadujacej z koncem 3* antykodonu.* tRNA spe
cyficznych dla fenyloalaniny izolowanych z réznych organizmoéw (drozdze.
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c) R=H
d) R = -CH2-CH2-CH-NHCOOCHJ
COOCH,
ZASADA 'Y
¢
CHOH

HN - CO - NH- CH

Ryc. 3» Przykitady zasad hlpermodyfikowanyoh

ziarno pszenicy, watroba szczura, watroba wotu, ziarno fasoli, z wyjat-
kiem E.coli) w tych samych warunkach wystepuje w sasiedztwie 3’ antykodo-
nu inna tzw. zasada Y (ryo. 3c,d) (17). Te czasteczki tRNA, ktorych anty-
kodony konczace sie na U rozpoznajg kodony rozpoczynajagce sie od A maja
z reguty N-[9-/p> - D-rybofuranozylo (puryno-6-yl-karbamoylo] - treonine
(t"A) (ryo. 3e) (15) przy koncu 3’ antykodonu.

W przypadku czgsteczek tRNA rozpoznajacych kodony rozpoczynajgce sie
od C lub G nie udato sie ustali¢ podobnej zaleznosci w wystepowaniu okre-
Slonej zasady w pozycji sasiadujgcej z koncem 3* antykodonu, a rozpozna-
waniem kodonu przez te czasteczki tRNA. W przypadku tych czagsteczek tRNA
spotykamy raczej tylko nieznacznie zmodyfikowane zasady purynowe w pozy-
cji charakterystycznej dla zasad hipermodyfikowanych. Sg to takie nukleo-
zydy purynowe jak l-metyloguanozyna, N”-metyloadenozyna, 1-metyloinozyna,
2-metyloadenozyna czy sama adenozyna (18). Obecnie trudno jest odpowie-
dzie¢ na pytanie w jaki sposob enzymy uczestniczace w biosyntezie modyfi-
kowanych zasad rozpoznajg odpowiednie typy czasteczek tRNA.

By¢ moze istnieje jaka$ wspélna sekwencja nukleotydowa wokét hipermo-
dyfikowanych zasad w okolicy antykodonu rozpoznawana przez te enzymy.

Przytoczony powyzej materiat doswiadczalny sugeruje, ze by¢ moze obec-
nos¢ hipermodyfikowanych zasad w jaki$ specyficzny sposob wplywa na Kie-
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rowanie synteza protein in vivo, speiniajagc okres$long role w procesie ko-
dowania.

Wydaje sie, ze drogi do dalszego poznania natury oddziatywania kodon-
antykodon sg jasno nakreslone, tym niemniej, problem kodu genetycznego
tak réznorodny w swojej istocie i dotychczas catkowicie niepoznany jest w
dalszym ciagu sprawa otwartq.
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ROZPOZNAWANIE TRANSFEROWYCH KWASOW
RYBONUKLEINOWYCH PRZEZ AMINOACYLO - tRNA
- SYNTETAZY

Streszczenie

W opracowaniu zebrano dostepne informacje literaturowe na temat rozpo-
znawania transferowych kwaséw rybonukleinowych przez aminoacylo tRNA syn-
tetazy. Przedstawiono udziat poszczeg6lnych fragmentéw struktury liscia
koniczyny w tym procesie. Przedstawione fakty wskazujg na istotng role
struktury trzeciorzedowej w procesie rozpoznania.

VVstep

Badanie korelacji miedzy strukturg a funkcja biologiczng makroczaste-
czek jest jednym z gtéwnych zadan wspoétczesnej biologii. Dokladny  mecha-
nizm odczytujgcy zakodowane genetycznie informacje jest bezposrednio zwia-
zany z subtelng strukturg biopolimeru,a do jego badania potrzebne sg wy-
rafinowane metody. Kluczowa role w procesie przekazywania informacji ge-
netycznej z kwasu dezoksyrybonukleinowego (DNA) na tworzace sie biatko
odgrywaja transferowe kwasy rybonukleinowe (tRNA) ryo. 1 (1). Podczas te-
go procesu tRNA wigzane sa z odpowiednimi aminokwasami przy pomocy specy-
ficznych enzyméw,a nastepnie oddziatywujg z odpowiednimi miejscami na ry-
bosomach. Poprawna synteza wigzan peptydowyoh zachodzi z udziatem infor-
macyjnego RNA (mRNA, messenger RNA) o strukturze komplementarnej do DNA.

W ostatnich latach wiele uwagi poswiecono procesowi oddziatywania mie-
dzy kwasem nukleinowym a biatkiem. Specyficznos¢ tych zwigzkéw jest wyko-
rzystywana w wielu procesach rozdziatu,miedzy innymi w metodzie chromato-
grafii powinowactwa (ang. affinity chromatography). Oddziatywania miedzy
tymi makroczasteczkami sg bardzo skomplikowane i1 prawdopodobnie angazuja
rézne typy sit dziatajgcych w réznych centrach wzdtuz tancuchéw  biatko-
wych 1 kwasow nukleinowych (np. sity elektrostatyczne, oddziatywania hy-
drofobowe, wigzania wodorowe). Oddziatywania hydrofobowe sa szczeg6lnie
interesujace poniewaz zauwazono, ze proces interkalacji miedzy parami za-
sad w kwasach nukleinowych sprowadza sie do oddziatywan aromatycznych
fragmentéw tych czgsteczek, co zaobserwowano w wigzaniu sie amin steroi-
dowych z kwasami nukleinowymi (2).

Proces rozpoznawania biatek przez makroczasteczki kwaséw nukleinowych
mimo, ze jest szeroko badany, to w dalszym ciggu nie jest dokiadnie  wy-
jasniony. Jednym z najlepszych systeméw modelowych do poznania tego od-
dziatywania jest rozpoznawanie transferowych kwaséw rybonukleinowych przez
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DNA

jQdro

amlnoaoylo-tRNA-syntetazy (llgazy, E.C. 6.1.1.-). Reakcja aminoacylacji

tRNA przebiega z udzialem specyficznego enzymu, ktéry w swoisty sposoéb
rozroznia strukturalne bardzo podobne czagsteczki specyficznych tRNA,a tym
samym zapewniajgc poprawnos$¢ przekazywanej informaciji. Mimo uzyskania

wielkiego postepu w oznaczaniu sekwencji kwaséw nukleinowych oraz  mimo
zgrcmiadzenia wielu interesujacych wiadomosci o strukturze pierwszo-, dru-
go- i trzeciorzedowej tRNA (3»'<-) to w dalszym ciggu brak jest o0go6lnej
teorii rozpoznawania transferowych kwaséw rybonukleinowych przez amino-
acylo-tRNA ligaze (ang. specific recognition).

TRANSFEROWE KWASY RYBONUKLEINOWE

Czasteczka tRNA sktada sie z okoto 80 nukleotydéw. Ogélny model struk-
tury kwasu widoczny jest na ryc. 2. Z modelu tego wida¢ szereg ogolnych
prawidtowosci i analogii wystepujgcych w znanych tRNA (3, A, 5» 6, 7),po-
dobna liczba nukleotydéw od 75 ¢o 87, zblizona struktura petli antykodo-
nu, identyczne nukleozydy w okreslonych miejscach struktury pierwszorze-
dowej, zawartos¢ rzadkich zasad az do okoto 20% (8,9). Aby zrozumie¢ ich
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Ryc. 2. Ogo6lny model ozasteozkl tRNA

istote 1 znalez¢ dalsze podobienstwa nalezy dokonywaé poréwnan w nastepu-
jacych grupach kwaséw nukleinowych (10):

- specyficzne tRNA z tych samych organizméw, dla tego samego aminokwa-
su, z tym samym antykodonem 1 réznigce sie dwoma lub trzema nukleozydami,

- tRNA z tym samym antykodonem z dwoch réznigcych sie organizméw  eu-
kariotycznych np. serynowe tRNA z watroby szczura i drozdzy oraz fenylo-
alaninowe tRNA z watroby szczura i drozdzy,

- tRNA dla tego samego aminokwasu z organizmu eukariotycznego i pro-
kariotycznego,

- tRNA specyficzne dla réznych aminokwaséw. Charakteryzujg sie one po-
dobienstwami, ktore sa reprezentatywne dla wszystkich znanych tRNA.

Wiekszo$¢ poznanych transferowych kwaséw rybonukleinowych bierze udziat
w biosyntezie biatka (ryo.l). Proces ten jest niezwykle skomplikowany,
przebiega z udzialem ponad 100 rodzajéow makroczasteczek jak tRNA, amino-
acylo-tRNA-syntetazy, inne enzymy syntetyzujace, komponenty  i*bosomalne
oraz enzymy dla inicjacji, elongacji, translokacji i teminacji tancucha
polipeptydowego (1). Transferowe RNA sa ta klasg makroczasteczek, ktora
odgrywa kluczowa role w procesach komérkowych. Kazda komorka zawiera oko-
to 60 réznych rodzajow tRNA (12). Zasadniczg role odgrywa ten rodzaj kwa-
sow nukleinowych w syntezie biatka,gdzie aminoacylo-tRNA zapewniajg po-
prawne przeniesienie aminokwasu na tworzacy sie polipeptyd (11). Oprécz
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zasadniczej roli tRNA w syntezie biatka, niektdre inne tRNA speiniajg ta-
kie funkcje jak udziat w syntezie $cian bakteryjnych czy przeniesienie
aminokwasoéw do biatek i fosfolipidow (12). Mozliwy jest udziat tRNA w in-
fekcji wirusowej, réznicowaniu komorek, dziataniu hormonéw i w  mechani-
zmach regulacji, ale bezposrednich dowodéw dla tej funkcji obecnie brak
(11), Kazdy rodzaj tRNA moze by¢ estryfikowany odpowiednim aminokwasem
przy pcanocy enzymu aminoaoylo-tRNA-syntetazy, ktdéra jest istotnym ogniwem
w translacji informacji genetycznej (13). Ta grupa enzymow, jeden dla
kazdego aminokwasu katalizuje tworzenie czagsteczki aminoacylo-tRNA w dwoch
etapach (14).

(&8} aminokwas + ATP aminoaoylo-AMP + pirofosforan nieorganiczny
2) aminoacylo - AMP + tRNA _"*r aminoacylo-tRNA + AMP

Jednym z podstawowych probleméw do ustalenia jest, w jaki sposéb" biat-
ka sa zdolne rozrézniac¢ strukturalnie bardzo podobne substraty z wysoka
specyficznoscia. Rozwigzanie tej kwestii wymaga wiedzy o rdéznicach, ktére
istniejg miedzy poszczegdlnymi ligazami, ktoérych atrybutem jest specyfi-
cznos$¢ w stosunku do substratu i katalizowanej reakcji (15). Proces ten
wymaga dokladnej wzajemnej orientacji tRNA i zaktywowanego na enzymie ami-
nokwasu, tak aby mogta zajs¢ reakcja. Przyblizony model oddziatywania li-
gazy z tRNA widoczny jest na ryc. 3 (Ryo. 4) (16,17,18). Schemat ten
przedstawia reakcje prowadzacag do aminoacylo-tRNA, Transferowy RNA poprzez
wolne grupy hydroksylowe koncowej adenozyny oddziatywuje z dwuwartoscio-
wym metalem Scisle zwigzanym z enzymem. Jedna grupa hydroksylowa przyjmu-
je proton pochodzacy od drugiej.

Istnieje wiele metod badania specyficznego oddziatywania tRNA z amino-
acylo-tRNA syntetaza (19). Sg to:

- specyficzna chemiczna i genetyczna modyfikacja zasad tRNA,

- inhibicja procesu aminoacylacji poprzez oligo- i polinukleotydy,

- badanie zdolnosci akceptorowej z fragmentow tRNA,

- porownywania drugorzedowej struktury tRNA,

- chronienie kompleksu syntetaza - tRNA i ochrona tRNA przed atakiem
rybonukleazy,

- rentgenografla kompleksu enzymu z tRNA.

Ryo. 3. Model oddziatywania enzymu (aminoacylo-tRNA-syntetazy) z tRNA
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Wydaje sie, ze najiietlniejsze Informacje powiima dostarczy¢ analiza da-
nych rentgenostrukturalnych. Na podstawie tych badan bedzie mozna stwier-
dzi¢, ktore atomy lezag najblizej siebie oraz tworzg niekowalentne wigza-
nia, Nie wykluczone jednak, ze nie mozna wyrdzni¢ grupy wigzan ,,unikal-
nych" dajacych w rezultacie kompleks tRNA-ligaza, czyli nie mozna  okre-
Sli¢ specyficznego miejsca rozpoznania (ang. speoyfio recognition site).

Transferowe kwasy rybonukleinowe moga wystepowaé co najmniej w dwoch
zasadniczych formach: natywnej i zdenaturowanej, ktdére wyraznie muszg roz-
ni¢ sie konformacjg. Strukturalne cechy tRNA sg niewatpliwie bardzo is-
totne dla poprawnego rozpoznania. Syntetaza moze tylko przytaczy¢ amino-
kwas do natywnej formy tRNA. W zwiazku z tym zachodzi pytanie, jakie ce-
chy strukturalne kwasu i jakie cechy strukturalne enzymu sg istotne dla
procesu rozpoznania. Na pierwszag cze$¢ tego pytania pragniemy odpowie-
dzie¢ w niniejszym opracowaniu. Poniewaz w literaturze mozna znalez¢ wie-
le pogladéw na ten temat, omawia¢ bedziemy kolejno udziat poszczegdlnych
fragmentéw czasteczki tRNA (ryo.2) w tym procesie. Szczegb6lng uwage zwro-
cimy na te propozycje, ktdre prébujg ten problem uja¢ w sposéb najbar-
dziej ogolny. Informacje literaturowe na temat cech strukturali:yoh enzymu
decydujacych o specyficznosci sg skape ze wzgledu na niedostateczng zna-
jomos$é budowy tych biatek.

RAilie AMINOKWASOM 1 SPECYFICZNA SEKWENCJA NUKLEOZYDOW

Specyficznos$¢ zakodowang w oddziatywaniu amlnoacylo-tRNA-ligazyztRNA
mozna przypisac¢ (20):

- konformacji czasteczki tRNA,

- specyficznej sekwencji nukleotydow.

Dostepne dowody nie pozwalaja dokonaé¢ jednoznacznego podziatu  miedzy
tymi dwoma mozliwosciami, ale nastepujace obserwacje przemawiajg przeciw-
ko pierwszej koncepcji i dostarczajg niebezposrednlego poparcia dla dru-
giego stanowiska:

- wszystkie tRNA sg podobne do siebie zaréwno jesli chodzi o rozmiar
czagsteczki jak i calg strukture. W ten sposéb jesli sekwencje nukleotydéw
we wszystkich tRNA, ktorych plerwszorzedowa struktura jest znana, utozyc
tak, ze maksymalna liczba zasad jest zaangazowana w wigzania wodorowe za-
sad, otrzymuje sie model liscia koniczyny (ryc. 2),

- krysztaty otrzymane z mieszaniny specyficznych tRNA sugeruja, ze mo-
ze zaistnie¢ podobna symetria konformacyjna w komponentach tRNA,

- zniszczenie wigzania fosforodwuestrowego w tRNA, a szczegdlnie w ra-
mieniu i petli antykodonu nie powoduje zmniejszenia aktywnosci akceptoro-
wej.

Bezposrednich dowodéw dla tezy, ze syntetaza rozpoznaje specyficzng se-
kwencje nukleozydéw w tRNA dostarczajg nastepujgce fakty:

- przytaczenie aminokwasu do tRNA przez odpowiednia syntetaze katali-
zowane jest przez pewne, ale nie wszystkie oligonukleotydy.
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- bromowanie pojedynczych czasteczek pirymidyn w tRNAFen drozdzy
powoduje zmniejszenie zdolnosci akceptorowej, Ts

- fotodimeryzaoja pirymidyn w drozdzowym tRNA nie powoduje zmniej-
szenia zdolnosci akceptorowej. Jesli jednak nukleotydy w sekwencjach
pCpUpC w pozycjach 5,6,7 1 9,10,11 od konca 3’ (ramie aminokwasowe) sg za-
angazowane w tworzenie fotodimerdéw, woéwczas nastepuje wyrazne zmniejsze-
nie aktywnosci.

Przestanki te pozwolity na sformutowanie twierdzenia, ze syntetaza roz-
poznaje specyficzng sekwencje nukleotydéw w czasteczce tRNA (ang. synthe-
tase recognition code word, SR - code word). Podobny poglad znany byt
wczesniej w literaturze i1 pochodzit od Starra i Sellsa (21). Pewne po-
twierdzenie stanowi fakt, ze enzym rozpoznaje miejsce metylacji poprzez
okreslony cigg nukleotydéw (22,23,24). Podobnie jak w przypadku kodu ge-
netycznego, pojedyncza wymiana zasady w specyficznej sekwencji moze powo-
dowaé punktowg mutacje w wyniku ktorej otrzymuje sie w zaleznosci od miej-
sca wymiany:

- tRNA ktéry moze w dalszym ciggu akceptowac¢ ten sam aminokwas,

- tRNAktéry nie bedzie przyjmowat zadnego aminokwasu,

- tRNAw ktorym specyficzna sekwencja bedzie odpowiadata innemu amino-
kwasowi, niz przewidzianej przez kod rozpoznajacy syntetaze.

W dwdch ostatnich przypadkach mutacja moze by¢ letalna, jezeli znany
jest tylko jeden gen dla poszczegdlnego tRNA. Jednakze dla tRNA w  wyz-
szych organizmach istnieje kilka genéw i nowy rodzaj tRNA bardzo rzadko
moze powodowac¢ btedy w translacji. Mozna przypuszczaé, ze niektore z tych
pomytek powstajacych przez zastgpienie jednego aminokwasu przez inny w
tworzacym sie biatku moga by¢ bardziej szkodliwe niz inne podczas ewolu-
cji 1 specyficzny kod rozpoznajacy moze powodowaé, ze ilos¢ szkodliwych
efektow takiego podstawienia bedzie minimalna. Kod dla syntetazy (tabelal)
powinien wiec spetnia¢ nastepujgce warunki:

- nie powinien by¢ znaleziony w zadnym innym tRNA niz ten, ktéry roz-
poznaje dana syntetaza,

- pojedyncze podstawienie zasady w specyficznej sekwencji prowadzi do
kodu (ryo.4), ktéory w dalszym ciagu programuje wigczanie tego samego ami-
nokwasu do nonsensownej sekwencji albo tez do kodu, ktéry umozliwia nowe-
mu tRNA przyjmowac¢ tylko jeden inny aminokwas podobnie jak w kodzie gene-
tycznym Khorany (25).

Tabela 1
Proponowany kod dla rozpoznawania tRNA przez syntetazy (20)
Pierwsza Druga zasada Trzecia
zasada A I G U zasada
U Fen Ser Tyr Cys G
A Leu Ser - Try
v Leu Pro His Arg A
A Leu Pro Gin Arg
v lle Tre Asn Ser C
A lle lub Met Tre Liz Arg
U Wal Ala Asp Gly V]
A Wal Ala Glu GL7
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Ryc. 4. Zaleznosci miedzy aminokwasami w proponowanym
kodzie dla amilnoaoylo-tRNA syntetaz

Z przedstawionego rysunku wynika, ze pojedyncza zmiana w kodzie np.
dla fenyloalaniny powoduje powstanie kodu dla tyrozyny ale nie np.dla gli-
cyny. Jezeli powyzsze zatozenia sg poprawne, to staje sie oczywiste, ze
kod dla syntetazy powinien zawiera¢ trzy nukleotydy. Zostal on opracowany
przez P.M. Bhargawa, T. Pallaiah i E. Premkumar (20). Jezeli zawieratyby
wiecej niz trzy,woéwczas jednemu aminokwasowi odpowiadatoby Kkilka kodéw po-
dobnie jak w kodonaob, co bytoby zjawiskiem niepozadanym. Specyficzna sek-
wencja dla rozpoznania ligazy powinna wystepowa¢ w regionie tRNA dobrze
dostepnym dla enzymu w natywnej konformacjltransferowyob RNA, Po przeana-
lizowaniu sekwencji nukleotydéw w drozdzowyoh tRNA wyznaczono tréjnukleo-
tydy odpowiedzialne prawdopodobnie za kodowanie procesu amlnoacylacji.

W ten sposob zaproponowano sekwencje nukleozydéw wystepujace w ramieniu
aminokwasowym, ktore pokazano w tabeli 1.
Specyficzne sekwencje tréjnukleotyddw kodujgce aminokwasy dla tRNA z

drozdzy Saccharomyces oerevisiae specyficznych dla fenyloalaniny, tyro-
zyny, seryny, waliny i alaniny zaznaczono na ryo. 5. Na tej pod-
stawie przewidziano przypuszczalnie specyficzne sekwencje rozpoznajace

w transferowych RNA, specyficznych dla innych aminokwasow. Zalezno$¢ mie-
dzy tymi sekwencjami przedstawiono na ryo. 4. W zaproponowanym kodzie wy-
stepuja trojnukleotydy (tryplety) rozpoczynajgce sie od adenozyny lub ury-
dyny i nie zawierajace rzadkich zasad. Sekwencje te moga by¢ czytane w
jednym kierunku tj. 3* ¢o 5”. Dla zrealizowania specyficznego rozpoznawa-
nia powinien by¢ spetniony jeden z dwdch nastepujgcych warunkéw. Vfarunki
te sa nastepujace:

Warunek 1

e zasada wodorowe zwigzana
d zasada nie zwigzana wodorowe

Warunek 2

, jedna lub obie zasady
- zwigzane wodorowe

zasada nie zwigzana wodoro-
we
- zasada nie zwigzana wodoro-

jedna lub obie zasady
zwigzane wodorowe

a - zasada zwigzana wodorowe

L T O o o
I

we .
- zasada zwigzana wodorowe
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Ryc. 5. Sekwencje tRNA z drozdzy z zaznaczonym kodem
dla aminoacylo-tRNA syntetazy: a - tRNA"Y'®, b - tRNAM,

RNASEr RNAPEN e - tRNAVA
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Warunek 1 - trzecia zasada nie jest zwigzana wodorowe, podczas gdy jedna
lub dwie pierwsze zasady sa wodorowo zwigzane. Dwie zasady
nie nalezace do kodu czyli poprzedzajgce kod i nastepna za ko-
dem sg wodorowo zwiagzane.

Warunek 2 - pierwsza zasada kodu nie jest zwigzana wodorowo, a jedna z
dwoch pozostatych jest zaangazowana w wigzanie wodorowe. Po-
przedzajgca kod zasada nie jest zwigzana wodorowo, ktéra z ko-
lei jest poprzedzona przez zasade zwigzang wodorowo.

Jak juz wczes$niej pokazano,kod trojkowy dla syntetazy wystepuje w tym
samym regionie w pieciudrozdzowych tRNA, ktéorych struktura jest znana.
Ta czes¢ struktury tRNA wykazuje najwiekszg homologicznos¢. Dowodem po-
prawnosci przyjetego zatozenia odnosnie rozpoznawania tej czesci czgsteczkKi
tRNA przez syntetaze sa spostrzezenia Shulmana 1 Chambersa (26), ze foto-
dimeryzacja pirymidyn w pozycjach 5,6,7 lub 9,10,11 od konca 3’ powoduje
zmniejszenie aktywnosci biologicznej drozdzowego tRNA dla alaniiy. Foto-
chemiczna reakcja w innych czesciach czasteczki tRNA nie powoduje obnize-
nia zdolnosci akceptorowej. Na podstawie tych doswiadczen Shulman i Cham-
bers przypisali miejsce rozpoznania sekwencji nukleotydéow 5,6,7. Intere-
sujagcym dowodem na poparcie specyficznego kodu jest réwniez rekombinacja
dwodch fragmentow czagsteczki tRNA. Ollgonukleotyd zawierajgcy 15 nukleoty-
déw od konica 5’ oraz dziewietnastonukleotyd od korica 3* rekombinujg da-
jac ramie aminokwasowe wykazujgce zdolnos$¢ przytaczenia aminokwasow.

Specyficzny kod dla syntetazy potwierdzaja dodatkowo nastepujace do-
Swiadczenia:

a. naswietlanie Swiattem UV tRNAM®*, tRNA®'®", tRNA*" w warunkach,kto6-
re powodujg, ze tylko uiydyna jest odpowiedzialna za deaktywacje,

b. dziatanie na tRNRB'ZA, RREA™ i tRNA nym karbodwuimi-
dem, ktéry specyficznie modyfikuje guanozyne i1 urydyne. W rezultacie o-
trzymuje sie nieaktywny tRNA.

Wy tej koncepcji, syntetaza rozpoznaje specyficzng sekwencje nukleoty-
déw oraz odrbznia zasady zwigzane wodorowo i niebiorgce wudziatlu w wia-
zaniu wodorowym. Takie enzymy nie sg ogo6lnie znane. Sg natomiast informa-
cje o enzymach, ktdére rozpoznaja pojedyncza zasade lub specyficzng sekwen-
cje zasad w polinukleotydzie. Przykiadem moga by¢ endonukleazy - rybonu-
kleaza trzustkowa i1 T.j, represory, ktére prawdopodobnie rozpoznajg specy-
ficzng sekwencje DNA, faktor ,sigma" - skitadnik polimerazy RNA, ktéry mo-
ze rozpoznawac specyficzng sekwencje w DNA itp.

Przedstawione dowody zdaja sie wskazywa¢ jednoznacznie, ze 0 rozpozna-
niu tRNA decyduje specyficzna sekwencja nukleotydow.

RAMie DWUHYDROURYDYNY

Ramie i petla dwuhydrourydyny znajduja sie obok ramienia aminokwasowe-
go i w strukturze trzeciorzedowej tRNA mozliwe jest oddziatywanie miedzy
tymi fragmentami, a szczeg6lnie miedzy dwoma nukleozydami guanozynowymi
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Ryo. 6, Pierwszorzedowe struktury tRNA dla fenyloalaniny
z drozdzy, kietkéw pszenicy i E.coli oraz dla waliny
z E.coli
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Ryo. 7. Miejsoe rozpoznawania proponowane przez Dudocka

z petli dwuhydrourydyny oraz nukleozydami oytozynowymi z ramienia amino—
kwasowego (27). Do rozwigzairia problemu udziatu tej czesci czgsteczki w
procesie rozpoznawania wykorzystano gtéwnie metody chemicznej modyfika-
cji oraz aminoaoylaoji. Wiadomo, ze przeciecie petli antykodonu,dwuhydro-
urydyny, rybotymidyny i ramienia dodatkowego nie powoduje zmniejszenia ak-
tywnosci akceptorowej (28). Dudook dla znalezienia miejsca rozpoznania
stosowat aminoacylacje tRNA w uktadzie heterologicznym (aminoacylo- tRNA
syntetaza i transferowy kwas rybonukleinowy pochodzg z réznych Zzrdodet).
Zauwazyt on, ze fenyloalaninowy tRNA z drozdzy, kietkéw pszenicy, E.coli
oraz tRNA dla waliny z E.coli (29,30), mozna acylowaé syntetazg z droz-
dzy. Poniewaz struktury pierwszorzedowe tych kwaséw sg znane, mozna byto
ustali¢ analogie strukturalne dotyczace wystepowania okreslonych hukleo-
tydow w tych samych miejscach pierwszorzedowej struktury tRNA. Z poréwna-
nia sekwencji zasad w rozwazanych czgsteczkach wynika (ryc. 6), ze wspol-
na ich cecha jest charakterystyczna sekwencja wystepujgca w ramieniu dwu-
hydrouiydyny (ryc. 7) (ryc.10).

W zwigzku z tym wysunieto hipoteze, te jest ona miejscem rozpoznania syn-
teuazy. Podobna struktura ramienia dwuhydrourydyny istnieje w  kwasach
Ile.,, 1162,0lij, Met z E.coli. Nie ma jednak w literaturze danych o reak-
cji aminoacylacji tych kwaséw przez fenyloalynylo-tRNA-ligaze. Znaleziono
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rowniez, ze tRNA dla lizyny oraz alaninowy2 i walinowy2 z E.coli reaguja
z aminokwasami w obecnos$ci syntetazy drozdzowej (31)« Mozna przypuszczac,
ze te kwasy beda posiadaty podobng sekwencje w ramieniu dwuhydrourydyny.
0 strukturze tej mozemy tylko wnioskowaé poniewaz pierwszorzedowa struk-
tura tych kwasow nie jest jeszcze znana. Obserwacje te nie sg w sprzecz-
nosci z wynikami Shulmana i Chambersa, poniewaz mozna przypuszczac, ze
rézne tRNA syntetazy moga rozpoznawac¢ rézne regiony kwasu w ten sposéb np.
fenyloalanylo-tRNA syntetaza rozpoznaje nukleotydy w ramieniu  dwuhydro-
urydynowym podczas gdy drozdzowa alanylo-tRNA-ligaza rozpoznaje nukleoty-
dy w ramieniu aminokwasowym. Wydaje sie, ze nukleotydy w sgsiednich poto-
zeniach nie odgrywajg istotnej roli w tym procesie. Brak nukleozydéw G.g
1 G2Q w petli dwuhydrourydyny w tRNA dla fenyloalaniny z drozdzy nie po-
woduje zmniejszenia zdolnosci akceptorowej (32). Z punktu widzenia propo-
zycji Dudocka nukleotydy te nie sg oczywiscie odpowiedzialne za aminoaoy-
lacje.

RAMIE 1 PETLA ANTYKODONU

Udziatl tego fragmentu struktury tRNA w procesie rozpoznawania nie jest
jeszcze zupetnie wyjasniony'. W literaturze istniejg nie tylko wyraznie do-
wody braku wplywu na oddziatywanie tRNA z syntetazami, ale takze dos$wiad-
czenia zdajgce sie wskazywac istotng role kilku nukleozydow. Rozpatrujgc
struktury pierwszorzedowe fenyloalaninowych tRNA z drozdzy i E.coli oraz
wallnowego tRNA z E.coli mozna zauwazy¢, ze w pozycjach 20 1 34 od konca
5’ wystepuja guanozyny. Wykorzystujgc selektywnag reakcje z ketoksalem
(jietoksy cc keto aldehyd butyrylowy) mozna wnioskowa¢ o wptywie modyfika-
cji oraz udziale nukleozydu w pozycji 34 (guanozyna) w procesie rozpozna-
wania tRNA przez ligaze.

Rezultaty reakcji z ketoksalem (33»34) dla walinowego tRNA z E.coli
potwierdzajg zatozenia Dudocka o braku istotnego wptywu nukleozydéw w pe-
tli dwuhydrourydyny w tym procesie. Ani guanozyna w pozycji 20 od konca
5 ani obok niej lezaca guanozyna 19 nie sg odpowiedzialne za aminoacyla-
cje. Stosunkowo nizszy procent amlnoacylacji zmodyfikowanego tRNA spowo-
dowany jest prawdopodobnie odpowiednig orientacjg grupy p> etoksylowej ad-
duktu tcetoksalu z guanozyng. Z propozycji Dudocka wynika, ze guanozyna w
pozycji 34 w fenyloalaninowym tRNA z E.coli nie moze bra¢ udziatu w spe-
cyficznym rozpoznawaniu, poniewaz brak jest tego fragmentu w  welinowym
tRNA z E.coli. Te dwa kwasy w réwnym stopniu sg rozpoznawane przez ami-
noacylo-tRNA-syntetaze. Spadek aktywnosci w fenyloalaninowym tRNA modyfi-
kowanym ketoksalem moze by¢ spowodowany steryczhym niespecyficznym od-
dziatywaniem miedzy tRNA, a syntetazg. Odmienne zachowanie sie tRNA®" z
drozdzy jest wiasciwe dla odmiennej konformacji antykodonu. Réznica mie-
dzy tymi fragmentami jest taka, ze RNAPEN 7 E. coli moze posiada¢ petle
antykedeny skiadajaea sig¢ # 5 Aukleszyd@w. a (RNA"®®" z drozdzy ma 7 nu-
kleozydow w tym fragmencie. Z badan tych wynika, ze usuniecie Kilku nukle-
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Ryo. 8. Miejsce rozpoznawania w tRNA*®" z drozdzy

ozydéw z regionu antykodonu lub petli dwuhydrourydyny nie powoduje zmniej-
szenia zdolnosci akceptorowej i dlatego mozna wnioskowa¢ o braku  wplywu
tych fragmentéw czgsteczki na rozpoznanie tRNA przez syntetaze. Zmniejsze-
nie aktywnosci biologicznej (35) jednoczes$nie z wycinaniem nukleotydow 19
i 21 w petli dwuhydrourydyny oraz pozycji 34 w petli antykodonuw tRNA dla
fenyloalaniny ttumaczy sie zmianami w strukturze 11l rzedowej i nie moze
by¢ atrybutem do waznosci poszczegdlnych nukleotydéw w tym procesie. Re-
zultaty te sa zgodne z wynikami modyfikacji ketoksalem nukleozydéw w po-
zycjach 20 i 34. Niektére doswiadczenia mogg by¢ intepretowane w ten spo-
s6b, ze tRNA z jednym modyfikowanym komponentem sg aktywne podczas Ssy
podwadjnie modyfikowany kwas jest nieaktywny. Zdolno$¢ tRNA do przytacza-
nia aminokwasu byta mniejsza gdy cze$¢ ramienia dwuhydrourydyny Ilub re-
gionu TYC bytly usuniete. Nie moze to jednak $wiadczy¢ przeciwko hipote-
zie Dudocka. Nukleotydy w petli antykodonu nie sg istotne dla rozpoznania
drozdzowego tRNA dla fenyloalaniny, natomiast w walinowym tRNA z drozdzy
zdaje sie odgrywa¢ wazng role (36). Wg Bayeva (36) dwa nukleotydy w petli
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antykodonu; adenozyna w pozycji 36 oraz oytozyna w pozycji 37, a takie gu-
anozyna w pozycjach 1 i 2 w ramieniu aminokwasowym sg odpowiedzialne za
rozpoznanie walilo-tRNA-syntetazy (ryo.8). Wyniki te otrzymano przez hy-
drolize wigzania intemukleotydowego w antykodonie oraz rozdziat czaste-
czki tRNA na dwie potowy. Z kazdej z nich na drodze enzymatycznej odhy-
drclizowano odpowiednie nukleotydy 1 nastepnie badano zdolno$¢ akceptoro-
wa.

Problem ten jest kontrowersyjny,bowiem istnieja okreslone dowody wska-
zujace, ze region antykodonu nie bierze udzialu w procesie rozpoznania
20):

- tyrozynowy tRNA i supresorowy tRNA z E.coli majg ré6zne antykodony
ale przylaczajg ten sam aminokwas. Brak rOdwniez réznic w Kinetyce reakcji
amlnoacylacji Su™ 1 Su‘“ tyrozynowych tRNA przez odpowiednig syntetaze,

- konwersja cytozyny do uracylu w antykodonie tRNA** powoduje, ze ten
tRNA rozpoznaje kodon argininy or% w dalszym ciggu glicyne,

- dimeryzacja drozdzowego tRNA , ktdéra angazuje regiony antykodonu,
nie wptywa na zdolnos¢ akceptorowa,

- modyfikacja supeimodyfikowanej zasady N”-6 A - izopentenyloadenozyny
wodnym roztworem jodku potasu powoduje zmniejszenie wigzania do rybosoméw
ale nie wplywa na wynik aminoaoylaoji,

- czesSciowo zdegradowany tRNA (zhydrolizowane wigzanie internukleotydo-
we) moze przylacza¢ aminokwas, ale nie rozpoznawac¢ kodon,

- rekombinacja dwéch potéwek tRNA, otrzymanych przez rozeiwanie wigza-
nia fosforodwuestrowego oraz usuniecie Kilku nukleotydéw z potowy 5’ przy
antykodonie, powoduje odzyskanie poczatkowej zdolnosci akceptorowej,

- ta sama ligaza moze rozpoznawac¢ tRNA z réznymi antykodonami,

- wyciecie zasady Y z antykodonu powoduje, ze aminoacylacja zachodzi
tylko z enzymem drozdzowym, a nie z E.coli.

RAMIE RYBOTYMIDYNY TYC

Dla okreslenia udziatu poszczeg6lnych nukleozydéw w procesie rozpozna-
wania tRNA przez syntetaze stosuje sie czesto ,,wycinanie" podstawowych
jednostek struktury tRNA - nukleozydéw z okreslonej czesci makroczgstecz-
Ki. Stosujgc to podejscie H.G. Zachau (35) doszedt do wniosku, ze ramie
TYC jest istotne dla procesu rozpoznawania, poniewaz po usunieciu frag-
mentu ramienia rybotymidyny zdolno$¢ akceptorowa wyraznie zmniejsza sie.
Ta istotng role przypisat Zachau wspodlnej sekwencji GTVC w tym ramieniu
(37). W literaturze nie brak przeciwnych i niekiedy by¢ moze bardziej wia-
rygodnych informacji o braku wptywu ramienia TVC na aktywnos$¢ akceptoro-
wa. W tym celu przeprowadzono badania na transferowym kwasie rybonuklei-
nowym nie posiadajgcym rybotymidyny, z Mycoplasma sp (Kid) (38). Amino-
aoylacja izoleucyng w uktadzie homo- i heterologicznym z uzyciem synteta-
zy z E.coli nie wskazywata na iloSciowe réznice miedzy aktywnoscig tRNA
Mycoplasma sp (Kid) i E.coli. Ten tRNA byt réwniez aktywny w tworzeniu po-
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lizoleucyny przez poll r(A-U-C) w uktadzie bezkomérkowym. Po dziataniu en-
zymem metylujgoym uracyl (metylazg) nie zauwazono wiekszej aktywnosci ak-
ceptorowej, Wysunieto stgd wniosek, ze rybotymidyna nie jest konieczna
dla rozpoznania tRNA przez ligaze,

RAMIE DODATKOWE

W chwili obecnej brak wyraznych dowodéw na udziat ramienia dodatkowego
(ang. extra aim) w rozpoznawaniu tRNA przez ligaze.

KWESTIA MIEJSCA DYSKRYMINUJACEGO W STRUKTURZE tRNA

Jak ogodlnie wiadomo, wszystkie znane tRNA maja podobng budowe ,,liscia
koniczyny'(3,4,5,6). Szczego6lng cechg charakterystyczng sa podobienstwa
w ramieniu aminokwasowym. Struktura koncowego fragmentu koncéwki 3*  wi-
doczna jest na rycinie 2.

Jak wida¢ z ryc. 2, wszystkie tRNA zawierajg nukleozyd purynowy (R)
nie zwigzany wodorowo w czwartej pozycji od konca 37« Jedynym wyjatkiem
jak dotad okazat sie histydynowy tRNA z E.coli B (39), ktéry nie posiada
takiego nukleozydu. W tej pozycji znajduje sie oytozyna zwigzana wigza-
niem wodorowym z guanozyng stanowigca koniec 57, Wykorzystujgc ta prawi-
dtowos¢ Crothers, Seno i SBIl (40) zaproponowali, ze natura tego nukleo-
tydu moze réznicowaé wszystkie tRNA na grupy, w ktérych mechanizm rozpo-
znawania bylby zdeterminowany innymi czynnikami. Taki kod moégtby by¢ po-
prawny 1 stanowitby sekwencje etapOw rozpoznawania poczawszy od gtdwnej
klasyfikacji, az do szczeg6towego przypisania jednego tRNA jednemu amino-
kwasowi. Jezeli istnieje takie miejsce dyskryminujgce,to sekwencje zasad
w tRNA muszg zawiera¢ proste prawidtowosci w tej pozycji. Nukleozydy wtym
miejscu powinny decydowaé¢ o podziale wszystkich tRNA na grupy. Obecnie
znane sag sekwencje ponad 60 tRNA i dlatego mozna dokonywaé¢ analizy wyste-
powania tych specyficznych nukleotydow w zaleznosci od specyficznosci da-
nego tRNA.Z analizy wystepowanie nukleozydéw w czwartej pozycji od kon-
ca 3* wynika zasadniczy wniosek, ze jezeli dwa aminokwasy majg chemicz-
nie podobne taricuchy boczne, ich specyficzne tRNA sg bardo podobne i za-
wierajg ten sam nukleozyd. Inaczej méwigc istnieje korelacja miedzy na-
turg chemiczng aminokwasu, a okreslonym nukleozydem. Wynik tej zaleznosci
przedstawiono w tabeli 2. W tabeli tej przedstawiono podziat na pie¢ grup,
poniewaz tRNAM i tRNAM® z drozdzy zawierajg guanozyne lub urydyne w
tej pozycji. Wszystkie inne tRNA specyficzne dla danego aminokwasu maja
jeden okreslony nukleozyd ,,dyskryminujacy”. Regularno$¢ miedzy tymi gru-
pami jest dos¢ duza. Wyjatkami sg arginina, lizyna i tryptofan, ktére roz-
nig sie w tRNA z drozdzy i1 E.coli. Mozna znalezé jeszcze inne odstepstwo
od zasady, ze chemicznie podobne aminokwasy sa potgczone w grupy. Cystei-
na, seryna i treonina posiadajg wiele cech podobnych, ale cysteina posia-
dajaca nukleozyd dyskryminujgcy - adenozyne, wystepuje w grupie razem z
metioning. Rozwazania oparte na ograniczonej liczbie znanych sekwencji
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Tabela 2
Zaleznosci miedzy naturg aminokwasu, a czwart3rm
nukleozydem
GAf
Ala Ser His Gly Arg drozdze
lle Tre Pro Liz
Leu Glu
Wal Asp
[iPeiil
Gin
Asn
Met
Cys Try (E.coli)
Arg i
Liz E.coli

Try (drozdze)

tRNA'1 dlatego trudno uzyska¢ dokitadng statystyczng informacje, poniewaz
w dalszym ciggu wiele czynnikéw takich jak wzgledne prawdopodobienstwo
wystepowania nukleozydéw A, G, C i w czwartej pozycji nie jest znana ani
nie jest jasne do jakiego stopnia sekwencje zasad w tRNA sg podobne w izo-
akceptorowyoh tRNA. Koncepcja ,,czwartego nukleozydu" jest o tyle stuszna,
ze ten nukleozyd moze oddziatywac¢ z aminokwasem w procesie rozpoznawania
z udziatem enzymu. Wydaje sie naturalne, ze chemicznie podobne aminokwa-
sy powinny wymaga¢ obecnosci tego samego nukleozydu w tej pozycji.

Niemniej interesujacym spostrzezeniem jest fakt, ze wszystkie tRNA kt6-
re maja adenozyne jako $rodkowy nukleozyd w antykodonie wystepujg w gru-
pie A (Tabela 2). Te zgodnosci nie potwierdzaja sie w innych przypadkach.

Istotne znaczenie dla ,,czwartego nukleozydu"™ wykazat réwniez Dudock
(40). Jego rezultaty wskazujg, ze fenyloalanylo-tRNA syntetaza z drozdzy
rozpoznaje oprocz 9 nukleotydéw w ramieniu dwuhydrouirdyny (29,30) , réw-
niez adenozyne, a miejscu 4 od konca 37. tRNA ktore posiadaty w swej
strukturze sekwencje nukleozydéw w ramieniu dwuhydrourydyny, a nie posia-
daty adenozyny w czwartej pozycji nie ulegaty amlnoacylacji przez fenylo-
alanylo- tRNA syntetaze (np. tRNA®" z E.coli i tRNAM" z kietkbw  psze-
nicy) (40).

Z przedstawionych hipotez i koncepcji wynika, ze obecnie nie mozna pre-
ferowa¢ udziatu okreslonego fragmentu w procesie rozpoznawania tRNA przez
aminoacylo-tRNA syntetaze. Zebrane fakty sa niewatpliwie warunkiem konie-
cznym do wykreslenia ogdélnych zaleznosci, ale prawdopodobnie niewystarcza-
jacym. Mimo tendencji lokalizowania miejsc rozpoznawania w okreslonym
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fragmencie struki,ury tRNA coraz czesciej mozna spotkaé¢ poglad, ze o prze-
biegu procesu rozpoznawania decyduje niewatpliwie struktura trzeciorzedo-
wa kwasu, podobnie jak w przypadku innych reakcji zachodzacych w ukiadach
biologicznych. Nie mozna jednak nie zauwazy¢ faktu, ze Kkilka réznych i nie-
zaleznych podej$¢ do rozwigzania tego zagadnienia wskazuje na istotng ro-
le ramienia aminokwasowego. Nalezy roéwniez pamieta¢, ze w modelach struk-
tur trzeciorzedowych tRNA (27, 41) rami® aminokwasowe jest stosunkowo naj-
lepiej dostepne.

Stosowane porownywania sekwencji dla okreslenia, ktére nukleotydy i
ktore regiony czasteczki tRNA sg zaangazowane w rozpoznawanie syntetaz za-
wiera pewne niebezpieczenstwo. Jakiekolwiek kompensujace zmiany (tj.zmia-
ny w nukleotydach w dwodch regionach) inne zmiany kompensujgce w innych
czesciach czagsteczki moga by¢ pominiete.

W dotychczasowych rozwazaniach nie brano pod uwage udziatu modyfikowa-
nych nukleozydéw w tym procesie.

Wazng role w rozpoznawaniu tRNA moga posiada¢ inne nukleozydy, wiel-
kosci réznych petli modyfikowane zasady, drugo i trzeciorzedowe struktu-
ra. Wszystkie te czynniki wymagajg dalszych badan.
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Tadeusz Brukwicki, Jozef Bujarski

TRANSFEROWE KWASY RYBONUKLEINOWE, W KTORYCH
WYSTEPUJE 4-TIOURYDYNA, A ROZPOZNAWANIE tRNA
PRZEZ AMINOACYLOSYNTETAZE

Streszczenie

Przedstawiono E09|6td na role 4-tiourydyny - rzadkiego nukleozydu wy-
stepujacego w niektorych tRNA pochodzenia bakteryjnego. Podejrzenia, ze
moze ona bezposrednio uczestniczy¢ w rozpoznawaniu tRNA przez  enzym nie
zostaty potwierdzone w przypadku najlepiej zbadanego tRNAHie z .ooli.
Obecnie sugeruje sie, ze 4-tiourydyna odgrywa duzg role w utrzymywaniu
struktury trzeciorzedowej, gtéwnie dlatego, ze wigze jony magnezu. Praw-
dopodobnie miejscem rozpoznania jest 5,6- dwuhydrourydyna

VVstep

4-tiourydyne znaleziono dotychczas w Kilkunastu transferowych kwasach
rybonukleinowych bakteryjnych (tabl. 1).

Tablica |1

IRNA™MI Ecoli (1,2,3,4,5,7) ®RNA®2  Ecoli (2
tRNAM2  E coli (3) tRNA"®  Ecoli  (1,2,3)
RNA®*1  E coli (1,2,5,6) IRNAME - E coli (2
RNA“®*2 £ coli (3) RNAYP Ecoli  (2.5)
RNAN“®*  E coli (1,2,5,6) IRNA®  salmonella

typhimurium (2,8)
RNA'®* £ coli (3) tRNAMAL - staphylococus ep. (2,5)

RNA®M  E coli (1,4,5)

Nie znaleziono jej w kwasach transferowych innego pochodzenia. 4-tio-
urydyna zajmuje we wszystkich kwasach, w ktéorych ja wykryto, zawsze miejs-
ce 8 liczac od konca 5*, a ponadto w tRNA”MI dodatkowo pozycje 9« W in-
nych kwasach transferowych w miejscu 8 znajduje sie urydyna. W zwiagzku
z tym nasuwa sie pytanie, jakie konsekwencje ma istnienie tionukleozydu w
tym wiasnie miejscu. Celem referatu jest przedstawienie préb odpowiedzi
na to pytanie. Bedzie to jednoczes$nie pretekstem do rozwazan na temat
rozpoznawania tRNA przez aminoacylosyntetaze.

Badacze pracujacy nad problemem roli 4-tiourydyny sa w tej szczesliwej
sytuacji, ze jej absorpcyjne widmo nadfioletowe ma m.in. charakterystycz-
ne dla wigzania C=S w ukladzie 4-tiouracylu, maksimum w rejonie 330-340nm
(9), przejrzystym dla innych nukleozydéw. Oprécz tego, grupa tiokarbony-
lowa jest bardziej reaktywna niz C=0 (10) dzieki czemu mozna tatwo mody-
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fikowacé 4-tiourydyne w tRNA w sposéb selektywny. Jest to powazny atut w
badaniach roli samej 4-tiourydyn;- w tRNA, pomocny takze dla $Sledzenia za-
chowania sie catej czagsteczki kwasu nukleinowego, poniewaz umozliwia tat-
we doczepianie grup zwiekszajagcych fluoresceneje, co pozwala na obserwa-
cje czagsteczek tRNA w mikroskopie fluorescencyjnym (11,12,13)t przytacza-
nie grup dysocjujacych na rodniki, co ma znaczenie dla analizy za pomoca
elektronowego rezonansu paramagnetycznego, atomu ciezkiego - np. rteci
(14) _ dla celow analizy rentgenowskiej, albo atomu promieniotwoérczego
(13), Odwracalne doczepianie grup zmieniajgcych wilasnosci chromatograficz-
ne (13) utatwia rozdzielenie tRNA.

4-TIOURYDYNA W TRANSFEROWYCH KWASACH NUKLEINOWYCH
A ROZPOZNANIE tRNA PRZEZ ENZYM

Stulberg i Isham (15) badali zdolnos$¢ fragmentow tRNAPhO 0 roznej diu-
gosci do ulegania aminoacylacji. W zaleznosci od stosowanej temperatury,
trawienie tRNA za pomocg fosfodiesterazy z jadu weza dawato fragmenty kwa-
su o roznej ditugosci tancucha. Inaczej moéwigc, trawienie zatrzymywato sie
na pewnej granicy charaktei“stycznej dla danej temperatury do 26°, powy-
ze]j ktorej trawienie bylo calkowite. Nastepnie badano hamowanie tadowa-
nia fenyloalaniny przez natywny tRNA w obecnosci 20-krotnego nadmiaru je-
go fragmentéw o okreslonej diugosci. Stwierdzono:

- zahamowanie tadowania w ponad 60% przez fragmenty zhydrolizowane w
4,6% (co odpowiada utracie koncowych CCA),

- zahamowanie tadowania w ok. 40% przez fragmenty zhydrolizowane w 46
i 56%, co sugeruje, ze fragment miedzy 46 a 56% czagsteczki tRNA (zawiera-
jacy m.in. antykodon) nie ma wplywu na rozpoznawanie przez aminoacylosyn-
tetaze.

W identycznych warunkach badano konkurencje fragmentéw tRNAEhe na-
tywnym tRNA al1 w obecnosci walilosyntetazy. Nie zaobserwowano obnizenia
zdolnosci przytgczania aminokwasu przez tRNA al, co potwierdza specyficz-
nos¢ enzymu i miejsca rozpoznania.

Z tych faktow narzucat sie najpierw najprostszy wniosek - rozpoznanie
tRNA przez enzym zalezy od specyficznej budowy pierwszorzedowej, a  moze
nawet od kilku Ilub od jednego nukleozydu charakterystycznego dla danego
kwasu transferowego, przynajmniej w przypadku
tRNAEME E. ¢ 0 1 . Miejsca rozpoznania lub chociaz jedno z miejsc roz-
poznania, znajduje sie we fragmencie obejmujacym 44% czagsteczki od kon-
ca 5”. W rejonie tym znajdujg sie dwa rzadkie nukleotydy: 5,6-dwuhydroury-
dyna i 4-tiourydyna, ktore nie wystepujg w pozostatych czesciach czas-
teczki. Stad powstato przypuszczenie, ze obydwa to nukleotydy lub jeden
z nich, sa odpowiedzialne za rozpoznanie tRNA przez syntetaze.

Kwestie te rozstrzygnetyby badania wp3:ywu modyfikacji obu nukleotydow,
a zwilaszcza kazdego z nich z osobna na przylaczanie aminokwasu do tRNA.
W nastepnej pracy Stulberg i Shugart (16) wykazali, ze modyfikacja 5»6-
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dwuhydrourydyny i 4-tiourydyny w tRNAEhe E.coli za pomoca borowodorku so-

du powoduje catkowitg utrate podatnosci tego tRNA na aminoacylowanie. Za-
tem zdawato sie, ze dla rozstrzygniecia problemu wystarczy zaprojektowac
doswiadczenie, ktdére pozwoli na selektywna modyfikacje tylko jednego z
tych nukleozydow.

Eodobne doswiadczenia przeprowadzono tymczasem z Innymi transferowymi
kwasami rybonukleinowymi. 1 tak Cerutti (17) wykryt utrate zdolnosci ta-
dowania aminokwasu tRNAV?2! nie zawierajacego 4-tiourydyny, w wyniku dzia-

Jednak wiele innych transferowych RNA nie majacych w swym skiadzie 4—tio-
urydyny, a zawierajacych dwuhydrourydyne, po potraktowaniu NaBH" nie tra-
cito zdolnosci akceptorowej (17,18). Moze to by¢ wynikiem reakcji,ale bar-
dziej prawdopodobne jest ttumaczenie, ze miejsce rozpozna-

nia przez synNntetaze jest rozne dla
roznych Waséw/ transferowvvych. Eoglad ten po-
twierdzatby fakt, ze tRNA ®h i dwie odmiany tRNA®"  zredykewane W Po-

dobnyoh warunkach, jak tRNA E.ooli (16), traca tylko 17-20% aktywnosci
akceptorowej. Wszystkie te kwasy maja w pozycji 8 4-tiourydyne oraz dwu-
hydrourydyne w podobnym miejscu w czgsteczce. Fotochemiczne przeksztatoe-
nie reszt 4-tiourydyny do urydyny w tRNAVal powodowato 22% utrate zdol-
nosci przylaczania waliny (19). Eleiss i Cerutti (19) uwazajg, ze 4-tiou-
rydyna nie jest tutaj specyficznym miejscem rozpoznania, ale jej rola po-
lega prawdopodobnie na utrzymywaniu odpowiedniej struktury trzeciorzedo-
wej.

JInny typ modyfikacji fotochemicznej 4-tlourydyny tRNA®", w wyniku cze-
go tworzy sie ,dlmer" 4-tiourydyna-oytydyna, zmniejsza 5-krotnie (21), a
niekiedy nawet 6-krotnie (22) tadowanie aminokwasu. Wskazywatloby to, ze
zaktoécenie struktury trzeciorzedowej tRNA®" E.ooli jest w tym wypadku
szczegOlnie duze, jezeli przyjac¢, ze budowa przestrzenna odgrywa decydu-
jaca role w procesie rozpoznawania syntetazy i tadowania aminokwasu.

tRNA*"1 E.coli modyfikowany bromocyjanem, co powoduje przeksztatcenie
jego dwu reszt 4-tiourydyny w urydyne, traci ok. 15% swej aktywnosci ak-
ceptorowej, przy czym CNBr dziata tylko na 4-tiourydyne (20).

Wracajac do tRNA - selektywne utlenianie reszt 4-tiouiydyny w spo-
s6b fotochemiczny do urydyny, powoduje tylko 9% utraty zdolnosci akcepto-
rowej (14), co mogtoby z jednej strony wskazywaé, ze istotng role w roz-
poznawaniu przez enzym odgrywa raczej dwuhydrourydyna. Jednak z drugiej
strony zastanawiajgce jest wieksze zmniejszenie tadowania w przypadku mo-
dyfikacji chemicznej - za pomocg CNBr (3556) - rowniez do urydyny. Moze
spos6b modyfikacji wptywa na konformacje tRNA? Mimo to Shugart uwaza, ze
decydujgca role w procesie rozpoznawania odgrywa dwuhydrourydyna.

W nowszej pracy grupy lhugarta (23) stwierdzono, ze ponizej pewnego

stezenia jonow magnezu zdolnos$¢ akceptorowa tRNA gwaltownie spada, skad
wyciaggnieto wniosek, ze Mg wspotdziata w  utrzymywaniu odpowiedniej
struktury przestrzennej. Za jedno z najbardziej prawdopodobnych miejsc

wigzania metalu uznano witasnie 4-tiourydyne.
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Mimo, ze niektore typy modyfikacji 4-tiourydyny wpltywaja nieznacznie
na zdolnos$¢ tadowania fenyloalaniny, uwazamy, ze nie nalezy jeszcze Zu-
petnie odrzuca¢ mozliwosci, ze tionukleozyd uczestniczy czynnie w proce-
sie rozpoznania przez enzym obok dwubydrourydyny, Problem rozwigzataby
by¢ moze selektywna modyfikacja tej ostatniej, czego jak dotad nie doko-
nano.

Na marginesie warto dodaé¢, ze modyfikacje dwubydrourydyny i 4-tiourydy-
ny wskazujg na ich nieostoniete potozenie w czgsteczce tRNA.

Uwagi k ono owe

1) Doswiadczenie Stulberga i Isbama (15) sugeruje istnienie miejsca
rozpoznania tRNAM E.ooli przez fenyloalaninosyntetaze. Miejscem tym mo-
ze by¢ dwuhydrourydyna lub 4-tiourydyna. Dalsze eksperymenty grupy Sgu-
garta wskazujg na dwuhydrourydyne jako odpowiedzialng za ten proces.

2) Wiekszos¢ doswiadczen z réznymi tRNA wymaga zatozenia, ze do roz-
poznania konieczna jest konkretna specyficzna struktura trzeciorzedowa, a
nieraz wrecz sugeruje sie, ze struktura trzeciorzedowa jest gtéwnie odpo-
wiedzialna za rozpoznanie. Wydaje sie nam, ze najstuszniejszy jest poglad
gltoszacy istnienie Kkilku miejsc rozpoznania i koniecznosé okreslonej
struktury przestrzennej,

3) Tlasnie ta koniecznos$¢ okreslonej struktury trzeciorzedowej tRNA w
procesie rozpoznania powoduje, ze modyfikacje 4-tiourydyny i dwuhydroury-
dyny moga zaktdca¢ ten proces z powodu zaburzenia budowy, a nie dlatego,
ze bezposrednio w nim uczestniczg. Mozna by pdjs¢ jeszcze dalej i podej-
rzewacé, ze wiekszo$¢ modyfikacji wiekszosci nukleozydéw mogtaby ujemnie
wplyngé na rozpoznanie.

4) Sprzeczno$¢ miedzy poszukiwaniem konkretnych miejsc rozpoznania, a
wymogiem odpowiedniej struktury trzeciorzedowej mozna by rozwigza¢ przez
zalozenie, ze:

- albo we fragmentach tRNA hft (15) zachowana jest struktura przestrzen-

na w rejonie petli dwubydrourydyny,

- albo istnieje mozliwos¢ odbudowy tej struktury na czasteczce enzymu.

5) Woreszcie uwaga najbardziej trywialna - dos$¢ wysoka specyficznoscé
procesu rozpoznania wymaga przyjecia tezy, ze dla kazdego ukiadu tRNA -
jego aminoacylosyntetaza proces ten wyglada inaczej 1 moze zatrudnia¢ roz-
ne czynniki.

p
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Krzysztof Szyfter*, Kazimierz Jedrzejczak**

AMINOACYLO - tRNA SYNTETAZY.
IZOLACJA, CHARAKTERYSTYKA | UDZIAL W REAKCIJI
AMINOACYLACJII tRNA

Streszczenie

Przedmiotem artykutu jest charakterystyka statyczna i dynamiczna ami-
noacylo-tRNA syntetaz - enz%méw odpowiedzialnych za taczenie tRNA z wia-
sciwymi aminokwasami. Charakterystyke dynamiczng polgczono z  omdwieniem
wptywu réznych czynnikéw na reakcje aminoacylacji tRNA i dyskusjg  dwoch
?iéwnych propozycji mechanizmu tej reakcji. Szeroko oméwiono metodyke izo-
acji syntetaz z materiatu biologicznego, ze szczegélnym  uwzglednieniem
metod specyficznej izolacji. Opis procedury oczyszczania zakonczono przed-
stawieniem kryteriow czystosci.

I WWstep

Pierwszag reakcjg, rozpoczynajacg biosynteze biatka in vivo, jest amino-
acylacja tRNA. Proces ten polega na wyborze odpowiednich aminokwaséw
przez specyficzne tRNA i1 przeniesieniu ich na rybosomy, gdzie aminokwasy
stajg sie substratami do budowy tancucha polipeptydowego. Wyjasnienie pod-
staw aminoacylacji tRNA stanowi wstep do poznania mechanilimu  biosyntezy
biatka. Badania nad aminoacylaoja tRNA, podjete w potowie lat piecdzie-
sigtych (1-3) wykazaly, ze jest to proces enzymatyczny i obejmuje reakcje
aktywacji aminokwasu z udziatem ATP (reakcja 1)

AA + ATP + E=AA ........... AMP......E + PP~ m

a nastepnie przeniesienie zaktywowanego aminokwasu na tRNA i wytworzenie

wigzania estrowego z wolng grupa 2’-hydroksylowa adenozyny (4), znajdu-
jaca sie na koncu 3* czasteczki tRNA (reakcja I1).

AA...... AMP........ E + tRNA™AA - tRNA + E + AMP an

Ten etap nosi nazwe reakcji przeniesienia. Sumarycznie proces aminoacyla-
cji tRNA obejmuje reakcja 111 (5).
AA + ATP + tRNA="AA - tRNA + AMP + PP" [A1)]

Doktadny przebieg reakcji zostanie przedyskutowany w dalszej czesci arty-
kutu.

Celem artykutu jest przedstawienie aktualnego stanu wiedzy na temat
wiasnosci enzyméw uczestniczgcych w tym procesie, metod ich izolacji i me-
chanizmu aminoacylacji tRNA.

Onawiane enzymy aktywujgce (E.C.6.1.1.-) naleza do grupy ligaz a ich
nazwa systematyczna brzmi nastepujgco: aminokwas: tRNA ltgaza (AMP). Po-
,*,\ ol%fﬂ)—(l\]adres: Zaktad Genetyki Cztowieka PAN,uI.Swiecickie%o 6; 60—7f81

* obecny adres; Miedzywydziatowy Instytut Ochrony Pracy UAM, ul.Kantaka4.
61-812 POZNAN ,
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nlenaz w absolutnie przewazajgcej wiekszosci prac uzywa sie nadal nazwy
aminoaoylo-tRNA syntetazy, totez w toku artykutu bedzie stosowana nazwa
dawna lub jej forma skrécona ,,syntetazy'.

Il WYSTePOWANIE | IZOLACJA SYNTETAZ

11.1. Przeglad zrédet oczyszczonych syntetaz

Poniewaz dotad nie stwierdzono nieenzymatycznej aminoacylacji in vivo
wiec zaklada sie, ze syntetazy wystepujg we wszystkich organizmach synte-
tyzujacych biatko (6), a duze ich ilosci zawierajg tkanki o intensywnej
biosyntezie biatka (7).

Dotychczas wyizolowano caty szereg syntetaz o réznym stopniu oczyszcze-
nia, przy czym najwiecej prac wykonano na materiale bakteryjnym. I tak
najliczniejsza grupa syntetaz pochodzi z Escherichia coli (8-16); ponadto
syntetazy izolowano z Bacillus subtilis (17), Salmonella tyhimurium (18,
19), Bacillus stearothermophilus (20,21) i Halobacterium outirubrum (22).
Wyzszymi w hierarchii ewolucyjnej organizmami, z ktérych izolowano synte-
tazy sa glony. Niefrakojonowang mieszaninge syntetaz otrzymano z Anaoys-
tis nidulans (25).

W Scistym zwigzku przyczynowym z badaniami nad strukturg i funkcja
tRNA pozostaje grupa syntetaz izolowanych z drozdzy piekarniczych (24-31)
i browarnianych (32). Szerokiego materiatu poréwnawczego dostarczyty syn-
tetazy pochodzenia zwierzecego. Opisano syntetazy izolowane z owadéw (33,
54) i tkanek ssakéw. Najczesciej zrodiem enzyméw byty nastepujace organy:
watroba (35-37), trzustka (38), $ledziona (35) i naczynia krwionosne(39).

Stosunkowo najmniej uwagi poswiecono syntetazom pochodzenia roslinne-
go. Badania wykonane przed rokiem 1972 omowili Lea i Norris (40). W Pol-

sce badania nad syntetazami roslinnymi rozwineli Pawelkiewicz i wspotpra-
cownicy (41-45), ktorzy ogtosili szereg prac na temat izolacji i charak-
terystyki syntetaz z nasion tubinu zéktego (Lupinus luteus L..). Zrédem
syntetaz roslinnych oprécz nasion (41-46) byly siewki (47), liscienie

(48, 49) i korzenie (50,51).

Zmiany zawartosci i aktywnosci syntetaz przesledzono w wybranych  orga-
nach zwierzecych (52) i roslinnych (51, 53). Syntetazy znajdowano gidwnie
w cytoplazmie, co jest zgodne z dotychczasowymi ustaleniami na temat bio-
syntezy biatka. Nie brak jednak prac, ktére wykazuja obecno$¢  syntetaz
w innych organellach komoérkowych. | tak wykryto syntetazy w  chloroplas-
tach 1 mitochondriach komérek z réznych zrodet (54, 55). Vennegoor i
Bloemendal (56) zlokalizowali syntetazy we frakcji mikrosomalnej i postmi-
krosomalnej homogenizatu watroby szczura.

11,2. Klasyczne metody izolacji i oczyszczania syntetaz

Woydzielanie syntetaz z materiatu biologicznego w najogdlniejszym sche-
macie jest podobne do izolacji wiekszosci produktéw naturalnych i obejmu-
je:
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- przygotowanie materiatu biologioznego,

- ekstrakcje,

— odrzucenie substancji balastowych,

— frakcjonowanie.

Ze wzgledu na termolabilno$é wiekszosci syntetaz oraz w celu obnizenia
aktywnosci czynnikéw proteolitycznych izoluje sie je w temperaturze 0-4
st, C. Wyjatek stanowi izolacja syntetaz z bakterii termostabilnyoh (20).
Punktem wyjscia do izolacji syntetaz z materiatu biologicznego jest zni-
szczenie bton komérkowych osiggane na drodze homogenizacji (29,37), au-
tolizy toluenowej (23, 28) lub acetonowej (36).

Z tak przygotowanego materiatu ekstrahuje sie syntetazy  buforowanymi
roztworami wodnymi. Najczesciej stosuje sie bufor fosforanowy (15, 20, 24,
26, 43) i trisowy (28, 29, 48, 49) z dodatkiem EDTA, soli magnezu i zwiagz-
kéw z grupami sulfhydrylowymi jak 2-merkaptoetanol, glutatlon itp.Te os-
tatnie dzieki niskiemu potencjatowi redukoyjno-oksydacyjnemu zabezpie-
czaja grupy sulfhydrylowe enzymu. Dodatkowo, w oparciu o spostrzezenia
Muenclia 1 Berga (57), stosuje sie dodatek 10-50% glicerolu, posiadaja-
cego zdolnos$¢ stabilizowania enzymu.

Zwrbécono uwage na site jonowa buforow ekstrakcyjnych, ustalajac zalez-
nos¢ miedzy sita jonowa, a proporcjami syntetaz w ekstrakcie. W granicz-
nych przypadkach mozliwa jest selektywna ekstrakcja wybranej syntetazy.
Whioski dotycza ekstraktow tubinowych, lecz niewykluczony jest ich ogol-
niejszy charakter (58). Surowy ekstrakt zawiera znaczne ilosci materiatu
balastowego, do ktdrego usuwania opracowano szereg metod. Wiekszo$¢ sub-
stancji balastowych odrzuca sie podczas frakcjonowania siarczanem amonu.
Najwiecej klopotéw sprawia dokiadne usuniecie kwaséw nukleinowych, two-
rzacych kompleksy z syntetazami. W celu usuniecia kwaséw nukleinowych sto-
sowano trawienie rybonukleazami (15, 24), wytracanie objetosciowymi ka-
tionami, np. streptomycyna (31, 34), rozdziat na DEAE-celulozie (15, 26,
31). Niekiedy specyficzne witasnosci materiatu biologicznego pozwalaty na
oddzielenie kwaséw nukleinowych. Charlier i Grosjean (20) wykorzystali
termostabilnos¢ syntetaz z B. stearqgthermophilus i ogrzali ekstrakt do
65°C, co spowodowato denaturacje i wypadniecie z roztworu kwaséw nuklei-
nowych. Natomiast Norris i Fowden (59) oparli sie na zjawisku chronienia
syntetazy przed inaktywacjg termiczng substratami (patrz nizej). W obec-
nosci wybranego aminokwasu, po podgrzaniu roztworu, nastepowata denatu-
raoja syntetaz -z wyjatkiem specyficznej dla dodanego aminokwasu.

Schemat otrzymywaniajuidywidualnej syntetazy obejmowat frakcjowanie
siarczanem amonu (wiekszo$¢ cytowanych prac) lub acetonem (48, 49) oraz
kombinacje réznych metod chromatografii kolumnowej i sgczenia  zelowego.
Stosowano chromatografie jonowymienng na DEAE-celulozie (24, 30, 32, 43,
60), fosfocelulozie (24, 31, 37, 60), CM-oelulozie (26), hydroksyloapaty-
cie (15, 28, 29, 30, 60) i innych wymieniaczach a saczenie zelowe na si-
tach molekularnych typu Sephadex (29, 31, 37, 56) i Biorex (28), Do osta-
tecznego oczyszczenia postugiwano sie elektroforeza zelowag (30) i elek-
troogniskowaniem (eleotrofoousing) (7).
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Stosowanie kazdej z tych technik stwarza niebezpieczenstwo denaturaoji
enzymu poprzez usuniecie ewentualnych podjednostek biatkowych, zmiany kon-
formacyjne lub chemiczne (powstawanie artefaktdw). Problem wyboru technik
polega wiec na odnalezieniu technik ,,bezpiecznych” dla badanego enzymu.

11.3. Ostatnie osiggniecia w dziedzinie oczyszczania syntetaz

W ostatnim okresie wiele uwagi poswiecono metodom pozwalajgcym na se-
lektywng izolacje wybranej syntetazy. W tym celu wykorzystano specyficzne
oddziatywania miedzy syntetazg a jej substratami. Metoda rozdziatu opar-
ta na specyficznych oddziatywaniach z substratami przyjeta nazwe chroma-
tografii powinowactwa (affinity chromatography). Technike rozdzielania
syntetaz metodg chromatografii powinowactwa opracowali Cuatrecasas i wsp,
(61, 62). Zaproponowali, by na nierozpuszczonym podtozu (np. Sepharozie)
osadzi¢ aminokwas w sposOb eksponujacy grupe aminowa. Aminokwas zwiagza-
ny z podtozem grupg karboksylowag za posrednictwem polimetylenodwuaminy
stuzyt do zatrzymywania wiasnej syntetazy takze w doswiadczeniach Robert-
Gero i Wallera (63) oraz Forrestera i Hanoocka (64). Cramer i wsp. (26)
stosowali modyfikowang tyrozyne, osadzong na kopolimerze kwasu maleinowe-
go i eteru dwuwinylowego butanodiolu. Natomiast Bartkowiak i Pawetkiewicz
(44) oraz Nelidowa i1 Kisielew (65) uzyli specyficznych tRNA.osadzonych na
nosniku, do wydzielania odpowiednich syntetaz. Pewne szczegoty ekspery-
mentalne wymienionych prac, umozliwiajace pordéwnanie metod pracy i wyni-
kéw, zebrano w tablicy nr 1.

Tablica |
Oczyszczanie syntetaz metodami chromatografii
powinowactwa
Stopien . Lit
Snzym Pochodzenie oczysz- Nosnik Modyfikacja nosnika 1te-
czenia ratura
Met E.coli 31X rsgngaA:B '~NH-( CH2)g-NH-Met 63
lle E.coli 27, 5 X Sepha- —NH-(CH2)"-NH-tRNAM® 44
roza 4B
Tyr S.serevisiae 5 Kopoli-
mer han-  ~~NH-(CH2)g-NH-Tyr * 26
dlowy
Fen S.serevisiae  ~100% Sepha- ~~NH-(CH2) 2-NH-tRNAN®" 67
roza 4B
Fen E.coli ~ 90% Sepha- '~"NH-( CH2) 5CO-NH-NH-CO-
roza 48 (CH2)*-NH-CO-Fen 64
Liz E.ooli 90X Agaroza 65
wal E.ooli 30x Agaroza 65

Metoda chromatografii powinowactwa pozwala na Kilku do kulkudziesiecio-
krotne oczyszczenie syntetazy, przy czym krotnos¢ wzbogacenia zalezy m.in.
od stopnia dotychczasowego oczyszczenia (44, 63, 66).
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Wadg metody jest obecnos¢ wielu grup polarnych, co nadaje wypetnieniu
niepozadany charakter wymieniacza jonowego (26, 66). Bardziej szczegétowe
badania na ten temat podjeto w pracowni Ebela (67), gdzie stwierdzono, ze
moga istnie¢ trzy rodzaje oddziatywan miedzy tRNA a rozdzielanymi enzy—
mEmi:

- oddziatywania wspélne dla wszystkich RNA (decydujg o zatrzymaniu na
kolumnie enzyméw, rozpoznajgcych ogolne wiasnosci RNA, np. rybonu-
kleaz),

- oddziatywania wspolne dla wszystkich tRNA (zatrzymujg enzymy rozpo-
znajgce ogo6lne wiasnosci tRNA, np. ATP-CTP-nukleotydylotransferazy,
metylazy),

- oddziatywania charakterystyczne dla okreslonego tRNA.

W przypadku tRNAM®"" z drozdzy piekarniczych nawet ta ostatnia grupa
oddziatywan moze spowodowa¢ pozostanie na kolumnie, oprécz Fen-tRNA, tak-
ze innych enzyméw, np. odpowiedzialnych za synteze zasady X.

W rezultacie takich rozwazan autorzy prowadzili dwustopniowg chromato-
grafie. Najpierw postugiwali sie kolumng zawierajgca Sepharoze zwigzang
z pulg tRNA, pozbawiong tRNAM®*“ i dopiero w drugim etapie uzywali kolum-
ny wypetnionej Sepharozg zwigzang z tRNA®"A

Monograficzne opracowanie na temat chromatografii powinowactwa podali
Cuatrecasas i Anfinsen (66).

Poszukiwanie doskonalszych metod oczyszczania syntetaz przyniosto ko-
lejne rozwigzanie. Von der Haar (68) zaproponowat technike, ktdérg nazwat
"affinity elution. Podstawg metody jest naniesienie na kolumne mieszani-
ny syntetaz i innych enzyméw, wiazacych sie niespecyficznie z  podiozem
i nastepnie wymywanie wybranego enzymu roztworem jego substratow (AA,
tRNA, AA-tRNA). Silniejsze oddziatywanie syntetazy z substratami niz
z podtozem zdecydowato o skutecznosci metody. Metoda Von der Haara, kto-
ra w cytowanym przypadku pozwolita na okoto trzydziestokrotne podczyszcze-
nie niektérych syntetaz, jest rutynowo stosowana w pracowni Cramera (4).
Jakubowski 1 Pawelkiewicz (45) wprowadzili chromatografie hydrofobowa,nie
stosowana dotychczas w tej grupie zwigzkéw, do oczyszczania szeregu syn-
tetaz z nasion tubinu zékttego. Wykazali, ze syntetazy oddziatywajg z a-
minoalkilo-Sepharoza na zasadzie sit hydrofobowych, a sita wigzania za-
lezy m.in. od ditugosci ramienia alkilowego i od struktury syntetazy. ta-
cznie z frakcjonowaniem siarczanem amonu osiggnieto 20-570-krotne oczysz-
czenie w stosunku do surowego ekstraktu. Metoda jest szczegdlnie przydat-
na do oczyszczania Fen-tRNA syntetazy z nasion tubinu, wobec ktorej za-
wiodly inne metody izolacji.

11.4, Kryteria czystosci syntetaz

Bezposrednie poréwnanie stopnia oczyszczenia réznych syntetaz jest u-
trudnione ze wzgledu na brak jednolitego kryterium czystosci.

Wiekszos¢ prac podaje krotnos$¢ oczyszczenia syntetazy w stosunku  do
materiatu wyjsciowego, ktéra dla wysokooczyszozonyoh preparatbw  ma war-
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tos¢ od 350 do ponad 2000. Wielko$¢ ta wskazuje stopien wzbogacenia pre-
paratu w syntetaze i jest w oczywisty sposéb zalezna od jej pierwotnej za-
wartosci w materiale biologicznym. Znaczy to, ze nie tylko nie charakte-
ryzuje czystosci preparatu lecz takze jest catkowicie nieporéwnywalna.

llosciowe testy stuzace do oceny czystosci syntetaz opierajg sie na po-
miarach Kkinetycznych jednej z trzech reakcji;

- tworzenia aminoaoylo-tRNA,

- wymiany PPAn"ATP,

- tworzenia aminoacylo-hydroksamatow.

Praktycznie stosuje sie znaczone trytem, Ci P aminokwasy oraz ATP,
a pomiar sprowadza sie do okreslenia radioaktywnosci koncowego  produktu
reakcji. Aktywnos$¢ specyficznag indywidualnej syntetazy, w oparciu o re-
akcje tworzenia aminoaoylo-tRNA, definiuje sie jako ilos¢ moli aminokwasu
wigczonych do okreslonej ilosci tRNA w jednostce czasu wobec jednostkowej
ilosci syntetazy. .

W celu poréwnania aktywnosci specyficznej réznych syntetaz L oftfield
(7, 69) obliczat liczbe obrotéw. Gangloff i Dirheimer (30) zwrocili jed-
nak uwage, ze liczba obrotéw jest wartoscig niepewng wskutek nieznajomos$-
ci optymalnych, dla danego uktadu, warunkéw aminoacylacji. Wymég ten zo-
stat spetniony tylko w nielicznych warunkach (patrz nizej).

Niezaleznym ale koniecznym kryterium czystosci jest wynik elektrofo-
rezy dyskowej. Metoda ta dostarcza ocene jednorodnosci preparatu 1 po-
zwala na wykrycie ewentualnych zwigzkéw zanieczyszczajacych. Nalezy przy
tym pamieta¢, ze w warunkach elektroforezy dyskowej na zelu poliakryloami-
dowym nastepuje dysocjacja enzymu a ilosS¢ prazkéw zalezy od ilosci 1
wielkosci podjednostek biatkowych W niektérych przypadkach otrzymanie po-
jedynczego pasma na elektroforegramie $wiadczy nie o wysokiej czystosci
preparatu lecz o dSnaturacji enzymu (24).

Czes$¢ autorow sceptycznie odnosi sie do deklarowanej w pracach  wyso-
kiej czystosci syntetaz. Chambers i wsp. (70, 71) dowodza obecnosci nu-
kleaz nawet w wysoko-oczyszczonych preparatach. Poniewaz obecno$¢ nukleaz
uniemozliwia precyzyjne pomiary kinetyczne, to opracovnali oni metode izo-
lacji z drozdzy syntetazy tyrozylowej wolnej od nukleaz (51)e Z kolei
Deutscher i Bandyopadhyay (72, 73) zbadali surowe ekstrakty syntetaz z wa-
troby szczura i stwierdzili, ze wystepowaty cne w postaci stosunkowo trwatych
komplekséw z lipidami, ktore stanowity 20-25;>i> catosci kompleksu. Uwolnie-
nie syntetazy od lipidow nastepowato dopiero podczas wyzszych etapéw oczy-
szczania.

11l CHARAKTERYSTTKA SYNTETAZ
111.1. Specyficzno$¢ syntetaz
Funkcja syntetaz polegajgca na rozpoznaniu wiasciwego aminokwasu i prze-

niesieniu go na odpowiedni tRNA wyznacza daleko posunietg specyficznosc,
dotyczacag zaréwno aminokwasu, jak i tRNA.
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w niektérych, organizmach udato sie ustali¢ obecnos$¢ Kkilku frakcji en-
zymatycznych, réznigcych sie wilasnosciami a wykazujgcych aktywnos$é bio-
logiczng dla tego samego aminokwasu. Cowless i Key (50) wykazali obecnosé
dwoch form Tyr-tRNA syntetazy w korzeniach grochu, rézniacych sie cieza-
rem czgsteczkowym. Baturina (70, 74), pracujgc nad wysoko-oczyszczonym
preparatem Liz-tRNA syntetazy z E.ooli wykryta obecno$¢ dwoéch form o iden-
tycznym ciezarze czasteczkowym lecz rézniacych sie wiasnosciami  chroma-
tograficznymi na hydroksyloapatycie oraz reaktywnoscig wobec ATP, Tak
wiec réznice miedzy formami tej samej syntetazy dotyczg nie tylko wiasnos-
ci fizycznych lecz takze reaktywnosci chemicznej. Nastepnego przykiadu do-
starczyta, konkurencyjna w stosunku do aminoacylacji tRNA, reakcja roz-
ktadu enzymatycznego ATP wobec hydroksyloaminy (reakcja V)

AA + ATP + B - AA-  AMP....E + PP. (v)
AA....AMP.....E + NH"OH AA-NH-OH + AMP + PP.

Cze$¢ syntetaz katalizowata to przejscie tylko wobec tRNA. Okazato sie,
ze syntetazy tego typu mozna rozdzieli¢ na dwie formy, z ktérych jedna is-
totnie dziata tylko wobec tRNA,a druga jest aktywna takze pod nieobec-
nos¢ tRNA (75). Odkrycie degeneracji kodu genetycznego i lzoakoeptorowyoh
tRNA postawito problem, jak daleko posunieta jest heterogennos$¢ syntetaz.
Spowodowato to podjecie badan nad aminoacylacjg lzoakceptorowych tRNA,;
najczesciej opierano sie na 6 leucynowyoh tRNA i '‘ich syntetazaoh. Ander-
son i1 Cherry (47) izolowali tRNA i syntetazy specyficzne dla leucyny z

siewek soi. Stwierdzili, ze oczyszczony preparat Leu-tRNA syntetazy kata-
lizuje wiaczenie leucyny tylko do tRNA™, podczas gdy tRNA nie sg

aminoacylowane. Wynik ten potwierdzili Blok i Strehler (46) d!'a leucyno-
wyoh tRNA syntetaz z nasion soi. Natomiast we frakcji Leu-tRNA syntetazy
z E.ooli njg "ykryto réznic pod wzgledem aminoacylacji tRNA z tego zrdodia
(76), tRNA i tRNAY®" z E.ooli, roznigce sie w sposdb istotny funkcja
aminoacyluje ta sama syntetaza (77,78). Réwniez u innych tRNA w wiekszos-
ci przypadkéw stwierdzono aminoacylacje izoakceptorowych tRNA tg sama syn-
tetazg (15, 79, 80, 81), Na podstawie licznych przyktadow Kissielew 1 Ba-
turina (74) postawili hipoteze o wystepowaniu jednej syntetazy dla izo-
akceptorowych tRNA w organizmach prokariotycznyoh i zréznicowaniu synte-
taz w organizmach eukariotycznych.

Badania nad specyficznoscig syntetaz poszty rowniez w kierunku poszu-
kiwann réznic pomiedzy syntetazami z réznych tkanek tego samego organizmu.
Wykazano miedzy innymi, ze tRNA™M z watroby kroélika (82) reaguje w spo-
sob ograniczony z syntetaza z serca krolika. Podobne fakty odnotowano tez
wsérod syntetaz roslinnych (40). Znaleziono réwniez Istotne rdéznice pomie-
dzy syntetazami izolowanymi z réznych organelléw komorki. Epler i wsp.(83,
84) wykazali specyficzno$¢ mitoohondrialnej syntetazy wiasciwej dla me-
tioniny w reakcji z mitochondrialnym tRNA z Neurospora crassa i E, coli.
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Specyficznos¢ organellowg syntetaz potwierdzili Guderian 1 wsp. (54).kto-
rzy badali szereg syntetaz i tRNA z lisci Nicotiana tabacum, oraz Kislev
i wsp. (55) dla syntetaz i tRNA z Euglena gracilis. W pracy Kisleva wyka-
zano ponadto, ze poszczegOlne syntetazy z tego samego zrodia réznig sie
wiasnosciami katalitycznymi w uktadzie heterologicznym. Wykrycie specy-
ficznosci syntetaz spowodowato podjecie badan nad aminocylacje tRNA w u—
ktadzie heterologicznym tzn, aminoacylacjg tRNA przez obcag syntetaze.Wy-
niki badan opublikowanych przed rokiem 1971 zebrat Jacobson w pracy prze-
gladowej (85). Po odkryciu wysokiej specyficznosci syntetaz stwierdzenie
aminoacylacji w uktadzie heterologicznym byto nieoczekiwane.

0 ile poczatkowo w pracach na temat aminoacylacji w uktadzie heterolo-
gicznym ograniczono sie do rejestracji faktu oraz pomiaru statych szybkos-
ci 1 stopnia aminoacylacji, to w ostatnich latach opublikowano szereg
prac krytycznych i syntetycznych. Zwrécono uwage, ze wiele doswiadczen wy-
konano w $Srodowisku réznym od fizjologicznego a odpowiedni dobér warun-
kéw umozliwia aminocylacje w dowolnym uktadzie heterologicznym (86-88).

Prébe wyttlumaczenia zjawiska aminoacylacji w uktadzie heterologicznym
z punktu widzenia mechanizmu biosyntezy biatka podjat Yarus (89, 90), Ba-
dajac lle - i Fen-tRNA syntetazy z E.coli stwierdzit m.in. mozliwos$¢ pow-
stania lle-tRNA"®°.

Okazato sie jednam, ze w obecnosci Fen-tRNA syntetazy nastepuje odami-
noacylowanie izoleucyny i wtérna aminoacylacja fenyloalaning. Tak wiec
in vivo syntetaza rozpoznaje btedy w aminoacylacji, likwiduje niewltasciwe
potaczenia i wspoétdziata w kierunku tworzenia prawidtowych. Zdaniem Yaru-
sa cecha ta moze mie¢ charakter powszechny. Doswiadczenia i wnioski Yaru-
sa sa czesciowo zbiezne ze spostrzezeniami Kondo i Woesea (91), ktorzy
odkryli, ze Leu-tRNA syntetaza z E.ooli reaguje nie tylko z leucyng lecz
takze z izoleucyna i waling, ale tylko kompleks z leucyng jest przenoszo-
ny do czasteczki tRNA.

Z drugiej strony odkrycie i interpretacja zjawiska deaminoacylacji nie-
prawidtowych polaczen, podane przez Yarusa, stojg w sprzecznosci z wyni-
kami badan Ritlera i Jacobsona (92) réwniez opublikowanymi w roku 1972.
Badania wykonane na Kilku syntetazaoh oraz tRNA z Neurospora crassa i E.
coli wykazaly, ze syntetazy w rozmaity sposob Kkierujg reakcjg odwrotna
(deaminoacylaoja)

Fen-tRNA syntetaza z E.coli rozkiadata Fen-tRNA*®" i Wal-tRNA®®' a Wal-

-tRNA syntetaza powodowata tylko rozkitad prawidtowego potaczenia Wal-
tRNA*®". W Swietle odkry¢ Ritlera i Jacobsona hipoteze Yarusa nalezy uz-
na¢ za przedwczesne uogolnienie.

Badania nad aminoacylacja w uktadzie heterologicznym przyniosty takze
wnioski o charakterze ewolucyjnym. Anderson (35) wykazujac aminoacylacje
tRNAM® przez Ala-tRNA syntetazy z réznych organizméw sugerowat niezmien-
no$¢ ewolucyjng miejsca rozpoznawania Ala-tRNA. syntetazy na tRNA. Jak do-
tad brak jest prac, ktére by potwierdzity lub negowaly dosy¢ nieoczekiwa-
ne odkrycie Andersona. Podobny wniosek sformutowali Uigita 1 Doi (93),
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ktorzy badali tRNAtIIet z prokariotéw i z mitoobondriéw eukariotow.Dalszym
ioh wnioskiem byta hipoteza o niezmiennosci ewolucyjnej mechanizmu ini-
cjacji biosyntezy biatka. Jeszcze dalsze wnioski wyprowadzili Merrich i
Dure (53) po serii doswiadczenn nad aminoacylacja roslirunych,chloroplasto-
wych tRNA bakteryjnymi syntetazami. Zaproponowali, by stopienn aminoacyla-
cji w takim uktadzie uzna¢ za ilosciowy miernik dystansa ewolucyjnego mie-
dzy organizmami,

111.2. Budowa syntetaz

Syntetazy wykazujg znaczne zréznicowanie budowy, uwidaczniajgce sie za-
réwno w wielkosci czgsteczek, jak i w budowie IV-rzedowej. Dane charakte-
ryzujgce budowe wybranych syntetaz zebrano w tablicy 2.

Tablica 11
Informacje o budowie wybranych syntetaz
Enzym Poohod zenie E::zlaesztg(r:zkowy gggowy Literat.
Asp drozdze piek. aT00 000 oc 30
Asp u 113 000 28
Asp watroba krolika 70/76 000 @ 36
Fen E.coli 181 000 0c4 99
Fen Euglena gracilis 65 000 99
Fen drozdze piek. 236/276 000 «2|b2 29
Fen Drosophila melanogaster  181/200 000 34
Fen watroba szczura 180 000 oc4 37
Glu E.coli 102 000 ocp 12
lle E.coli 112 000 8,94
lle E.ooli 105 000 a 11
lle B.stearothermophilus 110 000 oc 20
teu drozdze piek. 120 000 Og 95
Leu Drosophila melanogaster 75 000 54
Liz E.ooli 100 000 10
Liz drozdze piek. 112 000 a 96
Met E.coli 43 000 0C(b 13
Met E.coli 172 000 c<q 97,98
Ser drozdze piek. 115-120 000 <o 24
Try trzustka wotu 108 000 ) 38
Tyr E.ooli 95/ 97 000 <X4 14,16
Tyr B. subtilis 88 000 14
Tyr drozdze piek. 40/46 000 a 26
Tyr drozdze piek. 116 000 g 31
Wal E.ooli 110 000 oc 11

Ciezary czasteczkowe wahajg sie w granicach od ok. 40 000 de prawie
300 000. Wzrost wielkosci nie powoduje réwnoczesnego skomplikowania budo-
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wy IV-rzedowej, Met-tRNA syntetaza z E.coli ma ciezar czasteczkowy zaled-
wie 43 000 a mimo t6 skiltada sie z dwoch tancuchéw o ciezarach czagstecz-
kowych 32 000 i 11 000 (13), podczas gdy trzykrotnie wieksze syntetazy:
walinowa i izoleuoynowa z E.ooli skladajg sie tylko z jednego tancucha
peptydowego (11).

Nalezy tutaj zaznaczy¢, ze wartosci ciezarow czasteczkowych publikowa-
ne przez rézne zespoly czesto znacznie réznia sie. Czesciowo jest to po-
wodowane stosowaniem roznych teohnijc (saczenie zelowe, wirowanie w gra-
diencie stezen, elektroforeza dyskowa), czesciowo réznicami w preparatyce
i stopniu oczyszczania syntetaz. Niejednolicie ocenia sie takze agregacje
czasteczek, np. w przypadku Met-tRNA syntetazy z E.coli czes¢ autorow
uwaza, ze aktywna jest jednostka o ciezarze czasteczkowym 43 000 (13),
podczas gdy inne prace dowodza, ze dopiero tetramer jest whlsciwym enzy-

mem (97, 98).
Syntetazy wykazuja sktonnos$¢ do dalszej agregacji bez utraty aktywnos-
ci (69, 73). Przytoczone w tabeli Il ciezary czasteczkowe dotycza naj-

mniejszych, biologicznie aktywnych indywiduéw. Nie udato sie znalez¢ sSci

stej korelacji miedzy budowg a pochodzeniem i specyficznoscia  syntetaz.
W skladzie aminokwasowym przewazaja aminokwasy z dodatkowymi grupami

karboksylowymi, ktére nadaja syntetazom kwasny charakter (14, 28, 60).

111.3. Miejsca katalityczne

Jak wspomniano wyzej okreslenie skladu aminokwasowego zastepuje sie
czesto tylko oznaczeniem niektérych aminokwaséw aromatycznych (zwiaszcza
tryptofanu i tyrozyny) oraz grup sulfhydrylowych, ze wzgledu na ioh moz-
liwe zaangazowanie w miejscach aktywnych enzymu. Tryptofan 1 tyrozyna sa
odpowiedzialne za fluorescencje syntetaz. W rezultacie powstania komplek-
su tRNA z syntetazag nastepuje czesSciowe wygaszenie fluorescencji synteta-
zy. Podjeto liczne préby wykorzystania tego efektu do okreslenia, ktore
aminokwasy zaangazowane sg W wigzaniu substratu (100-102) oraz ustalenia
w jakich stosunkach molowych wystepujg zwiazki tworzace kompleks przejs-
ciowy (101, 104-106). Metody fluorescencyjne moga rowniez znalez¢ zasto-
sowanie w badaniach aminoacylacji w uktadzie heterologicznym, gdyz usta-
lono, ze tRNA niespecyficzne powodujg rowniez wygaszanie fluorescencji w
zmniejszonym w charakterystyczny sposob stopniu (107). Badania  wykonane
przez C. Helene (109) w uktadzie modelowym (DNA-aminy aromatyczne) wyka-
zaty, ze wiazanie nastepuje na zasadzie przeniesienia tadunku (charge -
transfer) a powodem wygaszania fluorescencji jest lokowanie sie planar-
nych aromatycznych aminokwaséw miedzy zasadami DNA. Jest to sprzeczne z
pogladem zespotu Cramera (101),ktoéry uwaza, ze oddziatywanie tRNA-synteta-
za ma gtéwnie charakter sit elektrostatycziyroh. Chociaz poglad Cramera
podzielany jest takze przez innych autoréw (69, 108), to nie mozna tym
samym wykluczy¢ racji Helene, a zwlaszcza tgcznego wystepowania obu typéw
oddziatywania.
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Zwrécono uwage na role grup sulfhydrylowyoh w miejscach katalitycznych
odpowiedzialnych za przylaczenie tRNA (110-112). Kuo i De Luca (118) sto-
sujac technike selektywnego blokowania wykazali, ktére z grup sulfhydrylo—
wych enzymu sg odpowiedzialne za jedno z jego miejsc aktywnych. Nie moz-
na jednak uogodlnia¢ zatozenia o koniecznosci wystepowania grup sulfhydry-
lowych w miejscach katalitycznych, bo w niektérych przypadkach  wykazano
nieistotnos¢ grup sulfhydrylowych (114).

Niejednolicie przedstawia sie ulozenie miejsc aktywnych dla tRNA
na powierzchni syntetazy, Syntetazy zbudowane z jednego tarnicucha pepty-
dowego maja po jednym miejscu aktywnym (11, 20, 30, 104, 115). Met - (13)
i Glu (12) - tRNA syntetaza z E.coli (enzymy nalezgce do klasy ccjb ) po-
siadaja pojedyncze miejsce aktywne dla tRNA na tancuchu o mniejszym cie-
zarze czasteczkowym. Met-tRNA syntetaza ma dodatkowa, swoistg ceche
stwierdzong tylko w tym przypadku; w obecno$ci jonéw Mg*¥”~ po  nasyceniu
pierwszego miejsca aktywnego rozpoczyna dziatalnos¢ drugie, nowe miejsce
aktywne. Wyjasnienie wigze sie z pelnym zrozumieniem roli jonéw Mg™*" w
procesie aminoacylacji tRNA (97). W grupie syntetaz dwutancuchowyoh typu

ustalono istnienie dwoch miejsc aktywnych, po jednym na kazdym tancu-
chu m.in. dla Ser-tRNA syntetazy z drozdzy (52, 101), Tyr-tRNA syntetazy
z E.coli (16) i Trp-tRNA syntetazy z trzustki wotu(29). Bardziej skompli-
kowany jest ukitad miejsc aktywnych wsréd syntetaz tetramerycznych, Fen-
tRNA syntetaza z E.coli (enzym typu oc”) ma tylko jedno miejsce aktywne
(116,117), podczas gdy Fen-tRNA syntetaza z drozdzy piekarniczych (oc” ji,2)
ma dwa miejsca aktywne (52). Autorzy traktujgcy Met-tRNA syntetaze E.coli
jako tetramer typu oc” dowodzg istnienia dwoch miejsc aktywnych dla
tRNA, a wiec sg zdania, ze enzym ten zbudowany z czterech podjednostek
identycznych pod wzgledem strukturalnym wykazuje dysymetrie podjednostek
z punktu widzenia utozenia miejsc aktywnych (97, 98). Zaprezentowano sze-
reg dowodéw na to, ze miejsce aktywne dla tRNA nalezy rozumie¢ jako dwa
osobne centra: centrum rozpoznawcze i centrum katalityczne.

Udostepnienie centrum katalitycznego nastepuje prawdopodobnie dopiero
w wyniku zmian konformacyjnyoh po przytaczeniu tRNA i aminokwasu (20,109,
118, 119).

Istnieje zgodnos$¢ co do pogladéw o istnieniu odrebgych miejsc katali-
tycznych dla tRNA i aminokwasu. Przytaczenie aminokwaséw do syntetazy na-
stepuje za posrednictwem protonowanyoh grup oc -aminowych aminokwasu i a-
nionowyoh miejsc na powierzchni enzymu (14). Sugestia ta zyskata popar-
cie dzieki udowodnieniu nieistotnosci grup karboksylowych aminokwasu
(115, 116, 120, 121).

W niektorych przypadkach udowodniono udziat sit hydrofobowych w wigza-
niu syntetazy z aminokwasem. Santi i Danenberg (122) stwierdzili, ze na
powierzchni Fen-tRNA syntetazy z E.coli tworzy sie, kleszen hydrofobowa",
zdolna pomiesci¢ pierscienie fenylowe; pozostata czes¢ czasteczki tgczy
sie z syntetazg w wyzej opisany sposob. Podobnie Holler i wsp. (127) wy-
kazali obecnos$¢ miejsc hydrofobowych na powierzchni lle-tRNA syntetazy z
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E.coli, oddziatywujacych z grupami metylowymi i etylowymi taricucha ali-
fatycznego izoleucyny.

Wiekszos$¢ autoréw postuluje istnienie odrebnego miejsca katalitycznego
dla ATP (7, 69, 117, 121, 123). * nielicznych przypadkach stwierdzono, ze
iloS¢ miejsc aktywnych dla ATP przewyzsza ilos¢ miejsc aktywnych dla ami-
nokwasu (52, 98). Przypuszcza sie, ze w przypadku Met-tRKA syntetazy z
E.coli tylko 2 czasteczki ATP sg zaangazowane w tworzeniu adenilanu, pod-
czas gdy rola pozostatych dwéch jest niejasna (98). Charakter wigzania
pomiedzy ATP a syntetazg nie zostat calkowicie wyjasniony. Zaktada sie,
ze opiera sie ono na sitach elektrostatycznych i wigzaniach wodorowych
(117). Xarus i Berg (95) postawili hipoteze o oddziatywaniu miejsc Kkata-
litycznych dla tRNA i aminokwasu na powierzchni lle-tRNA syntetazy z E.co-
li. Miejsce katalityczne dla tRNA jest, ich zdaniem, niedostepne i dopie-
ro po przytaczeniu izoleucyny nastepuje zmiana konfiguracji syntetazy eks-
ponujaca miejsce wigzania tRNA. Sugestie te potwierdzono dla tego samego
uktadu na podstawie obserwacji widm fluorescencyjnych kompleksu tRNA - syn-
tetaza (76). Poparcie dla hipotezy Yarusa i Berga stanowia wyniki doswiad-
czen Charliera (118) wykonanych na lle-tRNA syntetazie z B.stearothermop-
hilus.

IV MECHANIZM AMINOACYLACII tRNA

Chociaz przedstawiony na poczatku artykutu schemat dwuetapowej amino-
acylacji tRNA, obejmujacy reakcje aktywacji aminokwasu 1 przeniesienie
zaktywowanego aminokwasu na tRNA, nie zostal powszechnie zaakceptowany,to
stat sie punktem wyjscia do podjecia szeregu prac szczego6towych.

1\VvV.1. Viplyw jonow

Praca wielu laboratoriow skoncentrowata sie na wptywie jonéw na reak-

cje aminoacylacji. Mimo duzego nakiadu pracy istniejg sprzeczne dane na
temat roli jonéw, a zwlaszcza jondw magnezu (Mg™'"). WczesSniejsze publika-

cje przyjmowaly jako warunek konieczny aminoacylacji tRNA obecnos$¢ jonow
Mg*~ w srodowisku reakcji (7, 69).

Cole i Schimmel (124) przebadali wplyw szeregu zwigzkéw zawierajgcych
magnez na reakcje aminoacylacji i stwierdzili, ze jony Mg**" sg aktywato-

rami reakcji. Niezaleznie od tych ustalen podjeto pi'6by zastgpienia jonow
Mg™*"* nieobjetosciowymi kationami jedno- (103, 126-128), dwu- (129) i troj-

wartosciowymi (I30) oraz aminami (101, 125, 151» 132). Chociaz celem wiek-
szosci wymienionych prac byto wykazanie mozliwosci zastgpienia jonéw Mg™*"

innymi jonami, to wyniki nie daty jednoznacznej odpowiedzi. W niektéi®roh

doswiadczeniach z powodzeniem przeprowadzono reakcje aminoacylacji przy
uzyciu innych jonéw (126, 129, 130), a nawet postulowano koniecznos$¢ row-
noczesnej obecnosci jonow Mg* i jonéw jednowarto$oiowyoh (127) .Jednocze-

Snie inne prace dowodzity, ze jony graja istotng role i nie mozna
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ich zastgpi¢ (124, 151)» Dalsze badania poszty wiec w kierunku okreslenia

wplywu jondw, niezaleznie, na reakcje aktywacji i przeniesienia. Jednak
i tutaj wyniki byly rozbiezne. W kilku pracach wykazano, ze podczas ace-
tylacji tRNA mozna zastgpi¢ jony aminami, twierdzac jednoczesnie, ze

etap aktywacji jest catkowicie uzalezniony od obecnos$ci jonéw Mg+~(16,125
131). Tymczasem Chousterman i Chapeville (16, 133) zaobserwowali tworze-
nie adenilanu tyrozyny bez udziatu jakichkolwiek jonéw.

Rozbiezno$¢ wynikéw dotyczacych udziatu jonéw w procesie aminoacylacji
tRNA spowodowata réznorodne interpretacje funkcji jonéw. Sugerowano, ze

obecnos$¢ jondw umozliwia ostateczne przyjecie natywnej struktury przez
tRNA i syntetaze (127,13”"). Sugestia ta zyskata poparcie Robinsona i Zim-
mermana, ktérzy stwierdzili zmiany widm fluorescencyjnych syntetaz i ich

komplekséw z tRNA w obecnosci i pod nieobecnos¢ jondéw magnezowych (135)e
Stusznosé takich zatozen neguja Yarus i Rashabaum (129) na podstawie pre-

cyzyjnych pomiaréw kinetycznych. Inaczej wyjasniaja role jonéw magnezu
Holler i wsp. Po odkryciu wplywu stezenia jondéw magnezu na kolejnos¢ przy-
taczania substratéw do syntetazy w dalszych badaniach potwierdzili wcze-

Sniejszg sugestie Cole’a i Schimmela (124), ze ATP reaguje w postaci soli
magnezowej (125, 136).

Niektorzy autorzy negujg celowos$¢ badan nad wptywem jonéw na reakcje
aminoacylacji, twierdzac, ze obecno$¢ jonéw Mg*” jest jednym 1z szeregu
czynnikéw, tworzacych $rodowisko reakcji. W pewnych wiec warunkach ich
obecnos¢ jest niezbedna dla przebiegu reakcji, a w innych mozna je wyeli-
minowac¢ (129, 157).

1\VV.2. Wplyw temperatury

Wiele uwagi poswiecono okresleniu wplywu temperatury na syntetazy, za-
rowno w stanie statycznym, jak i dynamicznym.

Wiekszo$¢ syntetaz traci aktywnos$¢ enzymatyczng w temperaturze 40-45°C
znacznie wieksza stabilnos$¢ cechuje Tre-tRNA syntetaze ze zmutowanego
szczepu E.coli, gdyz dezaktywacja nastepuje dopiero w temperaturze 60°C
(15). Do temperatury 68°C zachowuje aktywnos$¢ Leu-tRNA syntetaza z B.stea-
rothermophilus (127).

Wielokrotnie donoszono o efekcie chronienia syntetazy substratami przed
inaktywacja termiczna (43, 59, 102, 137-139). Efekt chronienia wystepuje
zarowno w przypadku substratéw specyficznych a wiec aminokwasu (120, 146)
lub tRNA (12, 43, 137), jak tez dotyczy substratéw niespecyficznych (ATP)
ktére czasami chronig syntetaze efektywniej niz wilasciwe aminokwasy (59,
139).

Szczegolnie silny efekt chronienia stwierdzit Parfait (139)wobeo wszyst-
kich substratow. Efekt chronienia substratami nie ma charakteru ogdélnego
(140) a nawet w nielicznych przypadkach stwierdzono, ze substraty powo-
dujg termolabilizaoje syntetazy (15, 141).

Badania nad wplywem temperatury na syntetazy w stanie dynamicznym po-
legaty na okresleniu tennozaleznosci reakcji aminoacylacji. James 1 wsp.
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(158) poréwnywali inaktywacjg cieplng reakcji aktywacji 1 przeniesienia.
Stwierdzili, ze we wszystkich badanych przypadkach z wyjatkiem Tyr - tRNA
syntetazy z drozdzy piekarniczych reakcja przeniesienia byta mniej odpor-
na na wysokie temperatury niz reakcja aktywacji. Do identycznych rezulta-
tow doszli Buckel i wsp. (141). Termostabilnos¢ szeregu komplekséw AA
AMP E  przebadali Charlier i wsp. (140). Nieoczekiwanym rezultatem by-
to stwierdzenie braku réznic miedzy syntetazami z ukladow  termofilowych
i mezpfilowych. Mimo to syntetazy z materiatdw termostabilnych, jak Ther-
mus aquaticus (142) i B. stearothermophilus (138, 140) w dalszym ciagu
stanowig dogodny obiekt badan mechanistycznych.

Zeikus 1 Brock (142) zasugerowali, ze zmniejszenie aktywnos$ci aminoacy-
laoji w podwyzszonych temperaturach w uktadach termostabilnych nie  jest
wynikiem zmian struktury ll-rzedowej syntetaz lecz degradacji struktuiv
I-rzedowej tRNA i modyfikacji nukleotydow.

1\V/.3. Szczeg6towy mechanizm aminoacylacji

Badania nad szczeg6towym mechanizmem aminoacylacji dotyczylty m.in. ko-
lejnosci taczenia sie substratow. Przyjecie dwuetapowego przebiegu reak-
cji nie rozstrzygato tej kwestii, bowiem aktywacje aminokwasu przedsta-
wiono jako reakcje trojczasteczkowa, co z kinetycznego punktu widzenia
jest mato prawdopodobne. Podjeto prébe odpowiedzi na pytanie, ktore z
trzech substratow (AA, ATP i enzym) wchodza najpierw w reakcje. Znale-
ziono zaréwno takie uktady, w ktérych najpierw aminokwas reagowat z synte-
tazg (116, 143, '1"), jal i takie, w ktorych pierwszenstwo miata reakcja
ATP z syntetaza (39, 96, 123). zadne z tych doswiadczen nie dato podstaw
do uogolnienia wnioskow.

Stwierdzenie dwoch mozliwosci odnosnie kolejnosci reagowania substra-
tow postawito nastepne, ogodlniejsze pytanie: Czy ma miejsce ukiad reakcji
nastepczych (1), czy konkurencyjnych (11)7

P = F
A EA (EAB~FP) M
-EA-
(EAB~ FP) an

E = enzym
AB = substraty
P
F

produkt reakcji
= produkt uboczny
Schemat 1
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Na podstawie przebadania parametrow reakcji w réznych warunkach Santi
i wsp. (108) przychylajg sie do drugiej mozliwosci. Sugestie grupy  San-
tie’go. potwierdzili Holler i Calvin (136), ktorzy badali kinetyke reakcji
aminoacylacji metodg fosforoscencji i znalezli, ze o kolejnosci reagowa-
nia z syntetaza decyduje stezenie jondw magnezu.

Prébe rozwigzania tego problemu, z punktu widzenia przemian energety-
cznych podjeta grupa Atkinsona (145) oraz Penzer i wsp. (146). Ci ostat-
ni okreslili wolng energie szeregu reakcji potencjalnie zachodzacych pod-
czas aktywacji aminokwasu (tablica 3).

Tablica 111
Lp. Reakcja (Kcal/mol)
1 E + Ile —» E - lle -7
2 E + ATP—» E - ATP -6
3 E - ATP + Ile —E - ATP - lle -6
4 E + Ile + ATP-*E - AMP - lle+ PPj® -9
5 ATP + Ile—AMP - lle + PPj® + 2
6 E + AMP - 1lle—E - AMP - lle -1

Z tablicy wynika, ze tylko piata reakcja jest zdecydowanie mniej praw-
dopodobna, a pozostate majg poréwnywalne wartosci wolnych energii.

Istotny na tym etapie jest wplyw tRNA. Wyjasnienie jego udziatu w ak-
tywacji aminokwasu moze zdecydowa¢ o przyjeciu jedno lub dwuetapo”go
przebiegu aminoacylacji. Doniesienia dotyczgce wplywu tRNA sg sprzeczne;
mozna je podzieli¢ na 3 grupy:

1) Uktady, w ktorych tRNA jest niezbedny dla aktywacji aminokwasu (139,

147),
2) Uklady, w ktorych aktywacja aminokwasu zachodzi bez udziatu JRNA
(148, 149).

3) Uklady, w ktorych tRNA jest inhibitorem syntetazy (150).

W celu okreslenia roli tRNA Deutscher (151) przeprowadzit badania mo-
delowe reakcji aminoacylacji. tRNA zastgpit szeregiem syntetycznych poli-
nukleotydow i stwierdzit, ze polinukleotydy moga specyficznie przytaczac
sie do miejsc katalitycznych syntetazy i blokowac¢ reakcje oraz, ze istnie-
je zaleznos¢ miedzy sekwencja polinukleotydéw a zdolnoscia inhibicji re-
akcji. Zasugerowano jednakze, ze inhibicja aktywacji aminokwasu wobec
duzych stezen tRNA jest wynikiem dziatania nie tRNA lecz towarzyszacych
mu niezidentyfikowanych zwigzkéw. Dotyczy to ukiadu z B. stearothermophi-
lus (152) i B.subtilis (155).

Oddziatywania syntetazy ze wszystkimi substratami (AA, ATP, tRNA)i pro-
duktami (AA-tRNA, AMP, PP") przebadali Papas i Peterkofsky (154). Z pomia-
row statych szybkos$¢ reakcji wynika, ze substraty i produkty znajduja sie
w nieustannej interakcji z syntetazg a o szybkosci i1 postepie reakcji ami-
noacylacji decydujg konkretne, aktualne parametry Srodowiska. Dalszym
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wnioskiem jest konieczno$¢ obecnosci wszystkich trzech substratow w  Sro-
dowisku przed powstaniem ktoregokolwiek z produktéw. Czes$¢ eksperymental-
ng pracy oparto o doswiadczenia z Arg-tRNA syntetazg z E.coli. Na podsta-
wie szeregu danych literaturowych oraz wiasnych doswiadczen wykonanych w
toku pracy z Leu-tRNA syntetazga z E.coli Rouget i Chapeville (123) podali
propozycje peitnego mechanizmu aminoacylacji tRNA, bedacego rozwinieciem
dwuetapowego mechanizmu reakcji (schemat nr 2).

tRNA

(Mg2) 7 A AP

+ ATP E E;.teu 'sl_eu

mmtRNA
leu-tRNA
Leu

ATP AMP

E-"""Leu EviLeu - E «:"Leu

| | DO / [ T
tRNA  ATP tRNA AMP tRNA

Schemat 2, Mechanizm aminoacylacji wg Rougeta
i Chapevilla (123)

Catkowicie odmienne stanowisko reprezentuje Loftfield (7, 69,178,155)-
Za punkt wyjscia do rozwazan nad mechanizmem aminoacylacji przyjat poglad
Stulberga i Novelli’ego (156), ze izolacja i identyfikacja kompleksu
przejsciowego AA....AMP—E niekoniecznie dowodzi, iz in vivo peini on is-
totnie role kompleksu przejsciowego. Na podstawie licznych eksperymentéw
kinetycznych Loftfield (155) zaproponowat jednoetapowy mechanizm, pokaza-

nv na schemacie nr 3. Mechanizm ten nie uwzglednia istnienia kompleksu

Schemat 3. Mechanizm aminoacylacji wg Loftfielda (155)
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Zestawienie faktéw ekeperymentalnych, otrzymanych do roku 1972, stano-
wigcych podbudowe i krytyke mechanizmu jedno— i dwu-etapowego, znajduje
sie w pracach przegladowych (9,69). Kwestia pozostaje otwarta, bowiem na-
dal wykonuje sie eksperymenty dostarczajgce argumentéw dla obydwo6ch propo-
zycji. Na podstawie doswiadczenn z poliaminami, uzytymi w miejsce jonéw ma-
gnezu, Matsuzaki i Takeda (157) wypowiadajg sie za mechanizmem jednoeta-
powym. Badania nad rolg magnezu i przejsciami energetycznymi prowadzone
przez Hollera i wsp. (125, "36) sugerujg prawidtowos$¢ mechanizmu dwueta-
powego. CzesSciowe potwierdzenie dla hipotezy Loftfielda uzyskat Parfait
(139) na podstawie badan nad efektem chronienia substratami syntetaz z
B.ste arothermophilus.

y UZYTECZNY ASPEKT BADAN

Przedstawione wyzej ustalenia na temat syntetaz dotyczyty badan poznaw-
czych. Roéwnolegle opublikowano szereg prac majacych na celu aspekt prak-
tyczny. Wigzato sie to z koniecznoscig precyzyjnego ustalenia optymalnych
warunkéw aminoacylacji stosowanej do oceny czystosci preparatow tRNA (26,
34, 128, 158). Réwniez rozdziat tRNA na benzollowanej DEAC-oelulozie me-
todg Tenera wymagat okreslenia optymalnych warunkéw aminoacylacji (159).

W obu przypadkach dgzono do osiagniecia maksymalnej aminoacylacji.Jed-
nakze Bonnet i Ebel (160) wykazali, ze niemozliwoscig jest uzyskanie stu-
procentowej aminoacylacji. Réwnoczesnie z gtdwng reakcja, tworzenia tRNA,
przebiega szereg konkurencyjnych reakcji dekompozycyjnyoh (schemat 4).

E + ATP + kk + tRNA

[e. ATP, AA, tRNA]

(@ (a)
E+AMP+PPjA+AA-ftRNA

Schemat 4. Wykaz reakcji zachaodzacych podczas aminoacylacji
y JtRNA OGg)y p ylacj
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1) Nieenzymatyczna hydroliza AA-tRNA (reakcja b).

2) Hydroliza AA-tRNA wobec syntetazy (reakcja c).

3) Hydroliza ATP wobec tRNA, aminokwasu i syntetazy (reakcja d).

W tych warunkach, przy dodatkowym zatozeniu nadmiaru ATP, stopien mak-
symalnej aminoacylacji wyznacza réwnowaga wszystkich reakcji w  sposoéb
okreslony ponizszym wzorem:

[tRNAM]
[aa-tRNA] @)
1+

Rozwazania Bonaeta i Ebela zostalty potwierdzone przez Eldreda i Sohim-
mela (161), Wykazali oni, ze izoleucyna, izoleucylo-adenilan oraz
tRNA z E.coli powodujg hydrolize koncowego produktu reakcji w postaci
lle-tRNAM®.

Badania nad syntetazami, zaréwno w nurcie poznawczym jak i uzytecznym
pozostajg w Scistym powigzaniu z badaniami nad strukturg i funkcja tRMA
a ustalenia uzupetniajg sie wzajemnie (15, 40, 79-"1).
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Antoni J. Rafalski, Jan Barciszewski

RZADKIE ZASADY TYPU ,,Y” WYSTEPUJACE
W TRANSFEROWYCH KWASACH RYBONUKLEINOWYCH*

Streszczenie

W artykule przedstawiono informacje literaturowe na temat wystepowania,
struktury, wilasnosci oraz roli biologicznej zasad typu ,Y", najbardziej
skomplikowanych sposrod dotychczas poznanych komponentéw transferowyc
kwasow rybonukleinowych.

Czasteczke kwaséw nukleinowych mozna rozpatrywac¢ jako biopolimer zbudo-
wany z czterech gtéwnych monomerdw nukleozydowych: adenozyny, guanozyny,
cytydyny i urydyny w przypadku kwaséw rybonukleinowych (RNA) oraz deo-
ksyadenozyny, deoksyguanozyny, deoksycytydyny i deoksytymidyny w przypad-
ku kwaséw deoksyrybonukleinowych (DNA). Podstawowa struktura polimeru mo-
ze by¢ modyfikowana przez przytgczenie lub podstawienie odpowiedniej gru-
py funkcyjnej monomeru. Takie zmiany strukturalne prowadza do powstania
grupy komponentow kwaséw nukleinowych nazywanych rzadkimi, zmodyfikowany-
mi lub dziwnymi (ang. minor, odd, rare, modified). Okreslenie tej grupy
zwigzkow jako rzadkie nie jest zbyt Sciste, poniewaz wystepuja one dosyc
czesto w kwasach nukleinowych.

Obecnos¢ zmodyfikowanych nukleozydow w kwasach nukleinowych stwierdzit
po raz pierwszy w roku 1948 Hotchkiss, znajdujgc 5-netylocytozyne w pre-
paracie DNA. Interesujgcym zagadnieniem w tej klasie zwigzkéw jest ich
wptyw na funkcje czgsteczek w ktdrych wystepujg. Liczba 1 typy modyfiko-
wanych nukleozydéw w okreslonej makroczasteczce beda odbiciem stopnia
skomplikowania oddziatywan, w ktdérych czasteczka bierze udziat. Grupy mo-
dyfikujgce powodujg zmiane fizycznych, chemicznych i biologicznych wias-
nosci czasteczki kwasu nukleinowego. Badania zwigzkéw modelowych pokaza-
ty, ze modyfikacje chemiczne powodujg subtelne zmiany w drugo- i trze-
ciorzedowej strukturze czasteczek kwasdéw nukleinowych. Zmiany w budowie
fizycznej moga wptywaé na specyficznos¢ substratowa w reakcjach  enzyma-
tycznych i by¢ uzyteczne w badaniach biochemicznych do ustalenia potoze-
nia danego nukleozydu w RNA.

Wystepowanie rzadkich nukleozydéw w réznych typach kwaséw nukleinowych
jest diametralnie rézne. W DNA wystepuje gtéwnie 5-metylooytydyna, w in-
formacyjnym (“"messenger') RNA nie znaleziono modyfikowanych  nukleozydéw,
w rybosomalnym RNA wystepujg tylko pochodne metylowane. Miejscem wyste-

*NZasadniczg cze$S¢ niniejszej pracy napisano w listopadzie 1972 r.
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powania duzych llosci rzadkich nukleozydow sag transferowe kwasy rybonu-
kleinowe (tRNA), Dotychczas znaleziono w tRNA przeszto 30 modyfikowa-
nych nukleozydow (1,2). Przypisano im niposlednig role w strukturze i funk-
cji tRNA (3). Wszyst3cie poznane dotychczas rzadkie nukleozydy niekiedy
ogolnie dzieli sie na dwie grupy:

- nukleozydy zmodyfikowane w sposéb ,,prosty",

- nukleozydy supermodyfikowane. ‘

Do grupy,,prostych modyfikacji" zaliczy¢ mozna;

- metylowanie heterocyklicznej zasady lub rybozy w nukleozydzie,

- redukcja wigzania podwodjnego 5,6 w czasteczce pirymidyny (dwuhydro-

uracyl),

- podstawienie grupy hydroksylowej siarka (np. tiouracyl),

- podstawienie grupy aminowej grupa hydroksylowag (inozyna),

- przemieszczenie zasady w stosunku do czgsteczki cukru (pseudorydy-

dyna).

Wiasnosci modyfikowanych nukleozydéw w niektdrych wypadkach rézniag sie
zasadniczo od macierzystych czagsteczek np. zmiam systemu elektronéw TT
w dwuhydrourydynie zmienia zasadniczo asocjacje warstwowa (ang,stacking),
w oligonukleotydach zawierajgcych urydyne, a 5-ryboaylouracyl w przeci-
wienstwie do urydyny jest zrédiem kwasnego protonu i stanowi aktywne cen-
trum tRNA. Niektore modyfikacje polegajg na przytaczeniu duzego #tancucha
bocznego do czgsteczki zasady heterocyklicznej. Sg to tzw. nukleozydy su-
permodyfikowane (ang. hipermodified), (ryc.l). Modyfikowane zasady, gdy
przyjmujemy dla tRNA budowe liscia koniczyny (ryc. 2), sa na ogo6t rozmie-
szczone w miejscach, gdzie nie ma sparowania miedzy zasadami oraz w pe-
tlach, Cecha charakterystyczng jest fakt, ze ,,supermodyfikowane" zasady
wystepuja w petli antykodonu, w miejscu przylegtym do antykodonu od stro-
ny konca 3* czasteczki. Z tag pozycja zwigzana jest istotna rola tych
zasad w oddziatywaniu tRNA z rybosomami. Pojawienie sie modyfikowanych za-
sad jest wynikiem dziatania odpowiednich enzyméw, ktére w Swietle najnow-
szych ustalen modyfikujg czgsteczke nukleozydu na poziomie polimeru (25).

/CHj
\CH20H
HN CHg-C-OH
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N
H
(4 R=0
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oH OH
H-N-C~-N-=-CH-CH- CH,
H  COOH

(8) R = CH,-GH-CH-NH-COOCH,
OOH COOCH;

(9) R

1
T

Ryc. 1, Niektére zasady supermodyfikowane, wystepujace w tRNA. (1)

N - izopentenylo) adenina (ipA); (2) - N° - - izopente-

nylo (2-metylotioadenina) m”* SipA); (3) - N* (cis 4-hydroksy-3-mety-

lobuten-2-yloadenina} (4) - 5-Marboksymetylouracylj (5) - 2-tiomety-

lo-5-karboksymetylouracyl; (6) - N-(puryn-6-ylo-karbamoilo)treonina,
N5 (7)) - zasada Y*; (8) - zasada peroksy - Y*; (9) - zasada Y*
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Ryc. 2. Model ,,liscia koniczyny" dla tRNA. a - ramie aminokwasowe:
b - armig dwuhydrourydyny; ¢ - ramie antykodonu; d - ramie dodatko-
we; e - ramie I - petla dwuhydrourydyny, 11 - petla antyko-
donu; 11l - petla dodatkowa, IV - petla TVC; A - miejsce Wystepo-
wania supermodyflkowanycb zasad W strukturze plervvszorzedowef
puryna, - pirymidyna; A - adenina; - guanina; U - uracy
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W niniojszym opracowaniu pragniemy przedstawi¢ strukture i
jednego rodzaju tych zasad, a mianowicie zasad typu ,Y" (ryc. 1). Upowaz-
nia nas do tego duzy postep w badaniach nad zasadami ,Y" poczyniony w os-
tatnich latach i wazno$¢ problemu z punktu widzenia roli modyfikowanych

komponentéw tRNA w organizmach zywych.
Obecnie znane sa struktury trzech zasad
rana oznaczajac sekwencje nukleotydéw w tRNA

lazt niezidentyfikowany woéwczas komponent o szczegdlnych

ktéry nazwat nukleozydem ,Y" (4).
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Ryc. 3. Model ,liscia koniczyny" dla
fenyloalaninowego tRNA z rozdzy.
W pozycji 37 nukleozyd Y

440 am, wzbudzane przy 310 nm,

wiasnosci

tiy". W roku 1967 H.G.Kho-
z drozdzy (ryc.3) zna-

wiasnosciach,

Niezwykte wiasnosci tej
czgsteczki spowodowaty duzy
wzrost zainteresowania ta

grupa zwiazkéw, oraz tymi
tRNA, ktére zawieraly zasa-

dy podobne do ,Y",
Wykorzystujac

wiasnosé

tRNA zawierajacych nukleozy-
dy ,,Y", Tener w roku 1967
opracowat prostg metode wy-
odrebniania tych kwasow z
mieszaniny (5),stosujac ben-
zoilowang dwuetyloaminoety-
loceluloze (BD-celuloze ).Zwig-

zKki 0 podobnych

wiasnos-

ciach do i,Y" znaleziono w fe-
nyloalaninowych tRNA(tRNA®*")

z kietkéw pszenicy (6), wa-

troby szczura (7).

drozdzy

Torulopsis utilis (8) oraz z
nasion tubinu zoéttego, Lupi-
nus buteus (26). Prace te u-
tatwit fakt, ze wszystkie zasady typu silnie fluoryzuja

przy ok.

Niezwylsle cenng witasnoscig okazata sie tatwos¢ hydrolizy wigzania gli-
kozydowego nukleozydu ,,Y". W Srodowisku kwasnym mozna wydzieli¢ modyfiko-
wang zasade typu ,Y" bez zniszczenia pierwszorzedowej struktury tRNA (9).

Otrzymane w ten sposOb zwigzki poddano precyzyjnym badaniom

ktore doprowadzity do ustalenia struktury zasad ,Y".

Funkcja biologiczna zasad ,Y" nie jest dokitadnie poznana.Usuniecie tej
zasady w fenyloalanylo—tRNA"®" z drozdzy znosi zdolno$¢ wigzania z rybo-
somami w obecnosci poli-U (9, 10). Fenyloalanylo- tRNAMX bez zasady ,Y"

nie rozpoznaje kodonu UUU, ale w dalszym ciggu moze rozpoznawac¢ kodon UUC
Kodon UUU moze by¢ rozpoznawany tylko przy wyzszym stezeniu Mg™*" (*"'*)e

Metode izolacji rzadkiej zasady ,Y" opracowali Thiebe i

Po niewielkiej modyfikacji (12) jest ona obecnie stosowana do

nia tego zwigzku z tRNA.

spektralnym,

Zachau (9).
otrzymywa-
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Ryo, 4. Schemat procesu izolacji zasad Y* z tRNA

Ogolny schemat postepowania przedstawiony jest na rysunku (ryo. 4).

Roztwoér wodny tKNAM®™ (lub frakcji tRNA wzbogaconej w tRNA dializu-
je sie oraz ekstrahuje chloroformem w celu usuniecia zanieczyszczen  hy-
drofobowych. Nastepnie doprowadza sie do pH 2,9 i przeprowadza inkubacje
w 37°C przez 5-5 godzin. Catkowite stezenie soli nie moze by¢ wieksze
niz 0,1 M, poniewaz wptywa to niekorzystnie na szybkos$¢ reakcji. Reakcje
hydrolizy wiazania N-glikozydowego w nukleozydzie ,Y" mozna przyspieszyc¢
przez ogrzanie roztworu tRNA. W takich warunkach aktywnos$é akceptorowa
moze ulega¢ zmianie. Po inkubacji doprowadza sie roztwodr do pH = 6,9i za-
sade , YN ekstrahuje sie chloroformem lub octanem etylu. Po odparowaniu
rozpuszczalnika surowy preparat oczyszcza sie metodg chromatografii bi-
butowej lub cienkowarstwowej w uktadzie rozpuszczalnikbw octan etylu -
-n-propanol - woda 4:1:2 (12). Silnie fluoryzujace pasmo o Rf okoto 0.70
wymywa sie octanem etylu nasyconym wodg. Ze wzgledu na nietrwatos$¢ zasady
»Y" w czystym chloroformie, uzywa sie octanu etylu lub chloroformu 2z do-
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datkiem 1% alkoholu etylowego (13). Hydroliza nukleozydu ,X" do zasady
_yﬂ* zachodzi w stosuiUrowo tagodnych warunkach, poniewaz wigzanie pomie-
dzy .Y 4 ryboz§ nie j&3t odpornt T WZrafanig KWsdw, Reocedurt

zastosowano do izolacji zasady ,,peroksy-Y" z tHNA®" watroby wotu 1 cie-

lecia (14) oraz zasady z Torulopsis utilis (8). Ostatnio udato sie
réowniez wyizolowa¢ zasade peroksy-Y” z Lupinus luteus (26).

STRUKTURA | SYNTEZA ZASAD Y™

W roku 1970 Koji Nakanishi i wspoétpracownicy (15) oznaczyli strukture
zasady Y* z tRNAM®“ z drozdzy. Majac 300 >ug preparatu wykonali widma w
nadfiolecie, podczerwieni, magnetycznego rezonansu jadrowego, spektrosko-
pii masowej oraz pomiary pKa. Synteza prostych zwigzkow modelowych oraz
precyzyjna interpretacja pomiaréw pozwolity na oznaczenie struktury (ryo.5).

CI—gOOC - ?H - NHCOOCI—\[3
CHo

ester dwumetylowy kwasu cC -(karboksyamino)-4,9 dwuhydro-4,6-dwu-
metylo-9-okso- IH - imidazo [1,2-a]-puryno-7-mastowego

Ryo. 5. Zasada Y* z drozdzy oraz jeJ nazwa systematyczna

Strukture zasady Y* potwierdzono na drodze syntezy (17). Etapy syntezy
dl-Y'*' przedstawiono na ryo.6. Na podstawie analizy zwigzkév7  modelowych
konfiguracje Y* okreslono jako S.

Drugg zasadag typu ,,Y", ktorej budowe potwierdzono na drodze syntetycz-
nej byta zasada Y* 1z Torulopsis utilis (8). lzolowano ja z frakcji tRNA
wzbogaconej w specyficzny tRNA®™. Dysponujac 180 /ig czystej substancji
wykonano pomiary spektroskopowe, na podstawie ktorych oznaczono strukture
YN (zwigzek 10 na ryc. 1). Poprawnos¢ okreslenia budowy tego zwiazku
S. Takemura (8) potwierdzit na drodze syntezy. Wychodzac z 3-nie't'yloSU-3iii”
ny i bromoacetonu otrzymano zwiazek o wiasnosciach spektralnych podobnych
do Y* (ryc. 7).

Identyczno$¢ naturalnej i syntetycznej zasady Y mozna stwierdzi¢ m.in.
przez poréwnanie  widm w ultrafiolecie (ryc. 8).
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Rye. 8. Widma w nadfiolecie zasad syntetycznej (t>)
oraz naturalnej (e) wyizolowanej tRNA z Torulopsis utilis

WEASNOftCI ZASAD X*

Zasade mozna krystalizowac¢ z chloroformu, dioksanu, eteru etylowego
luh glikolu etylenowego. Zasada Y* z drozdzy jest stabo rozpuszczalna w
wodzie i weglowodorach. Chloroform, dioksan i octan etylu rozpuszczaja
ten zwigzek w ilosci okoto 1 mg/ml. Widmo dichroizmu kotowego wykonane w
wodzie charakteryzuje sie ujemnym efektem Cottona przy 237 nm. W widmie
IR (13) widoczne sg pasma 1070, 1120, 1260, 1285,1430,1950,1680,1725,2850,
2920, 3140, 3290 cm™”. Wysoko rozdzielcza spektrometria masowa daje sy-
gnaty dla jonow:

C16H20V5- ("'1)? - (2); Ci4gN4rs°5 ™

CiiH/ 2@ »”  (™)»  *1o~0n5*~  »

Obserwowano ponadto sygnaty rdznigce sie grupg CH2. Jon (1) jest praw-
dopodobnie jonem molekularnym. Mata zawarto$¢ atoméw wodoru w jonie (5)
wskazuje na mozliwos¢ istnienia 8 pierscieni lub wigzan podwéjnych i wol-
nych wartosciowosci (13). Fragment ten powinien stanowi¢ aromatyczng
czes$¢ czasteczki i tworzy¢ sie przez rozerwanie wigzania C-C-Ar.Obecno$é
pieciu atoméw azotu i jednego atomu tlenu w jonie (5) sugeruje ukitad gu-
aniny. Istnienie jonoéw i C.,.,a,2"5° wskazuje na fragmenty tan-
cucha bocznego bogatego w heteroatomy. Zastosowanie reakcji trojmetylosi-
lilowania pozwolito stwierdzi¢ istnienie wolnych grup karboksylowych w
niearomatycznej czesci zwigzku. W widmach spektrometrii masowej mozna za-
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(d)s™
(adN
a 2,18 m 2.1 23 = 2.4
b 2.26 3 2.3 23 1 2.3 (3) .
c 3.20 m 3.30 "2 m
d 3.68 s 3.7 3.84 (6) 3.7 =-- 3.84
3.70 s! 3.6 |l
e 3.96 s 4.08 14-- 3.9 4.00 (3
f 4.38 m 4.4 44 IHr 4.4 | 4.34 (1
g 5.9 b 5.7 || 7.45 1)
7.7 é>g
8.00 1) 3 7.92 8.4 (1) 8.25 (1) 8.00 (1
Ryo. 9. Przesuniecia chemiczne protonow (w plan) w  widmie mag-
netycznego rezonansu Jqdrowego zasady T+. s = smgletj, m = mul-
tiplet, = sygnat szeroki
obserwowaé¢ przesuniecie odpowiednich sygnatéw po sililowaniu o 72 jed-

nostki masy. Stwierdzono rowniez, ze uktad zawiera grupe metoksylowa.

Dane magnetyczne rezonansu jadrowego otrzymane przez Koji Nakanishi i
H.G. Zachau sa podobne i1 zgodne z zaproponowang strukturg. Niewielkie roéz-
nice sa spowodowane efektem rozpuszczalnika. Przesuniecie protonu ,n"
(ryc. 9) w widmie NMR wykonanym w pirydynie spowodowane jest prawdopodob-
nie efektem pradu kotowego w rozpuszczalniku (13). Protonowi ,,e" odpowia-
dajg dwa sygnaty, ktdre sa prawdopodobnie wynikiem przegrupowania  grupy
metylowej. Nie udato sie przypisa¢ sygnatéw dla protonéw tatwo  ulegaja-
cych wymianie (N-7 i C-6). Z pomiarbw statej sprzezenia miedzy protonami
La' i, " wynika, ze istnieje ograniczona rotacja w tancuchu bocznym,kto-
ra mozna réwniez obserwowaé¢ na modelach atomowych.

Z ogolnej charakterystyki zasad Y* wynika, ze bedg one wptywaty na
wiasnosci kwasu nukleinowego, w ktorym sie znajdujg. Obecno$¢ supermody-
fikowanej zasady bedzie réwniez miata zwigzek z funkcjg tRNA. Wydaje sie
oczywiste, ze zasady typu Y* beda decydowaly o:
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- charakterze hydrofobowym catej czasteczki,

- réznicach w widmach absorpcyjnych tRNA,

- widmach fluorescencji tRNA.

Ro6znice miedzy widmami wzbudzenia wolnych zasad otrzymanych z droz-
dzowego tRNAM®” 1 tRNAM®" z watroby szczura, a widmami zasad Y* zaangazo-
wanych w strukturze trzeciorzedowej tRNA sg dwoch typow;

— przesuniecie batoohromowe w tRNA jest zgodne z oczekiwanym przejsciem
n—*-T[ dla fluorescencji. Przyczyna tego zjawiska moze by¢ efekt asocja-
cji warstwowej miedzy sasiadujgcymi zasadami lub miedzy dwoma zasadami
niezaangazowanymi w wigzanie wodorowe. Dane otrzymane z depolaryzacji
fluorescencyjnej sugerujg, ze rotacja Y* moze by¢ ograniozona przez
oddziatywanie z niektérymi regionami czasteczki tRNA (18),

— oprécz przesuniecia batochromowego, widmo wzbudzenia YA w tRNA posiada
bardziej intensywne pasmo w regionie 280 nm niz oczekiwano. Przyczyna
moze by¢ przeniesienie energii z sasiedniego nukleozydu absorbujacego w
poblizu 280 nm na Y lub charakterystyczne Ilokalne otoczenie moze wzmo-
cni¢ aktywnos¢ fluorescencji obserwowanej przy wzbudzeniu 280 nm w sto-

sunku do 370

Nukleozyd Y znaleziono tylko w transferowych RBA specyficznych dla fe-
nyloalaniny. Oprocz trzech zasad Y o znanej strukturze (8,9,10, - fyc, 1),
wyodrebnionych Z tRNAM®"A, inne fenyloalaninowe tRNA zawieraja zwiazki o
bardzo podobnej charakterystyce widmowej, ale struktura ich nie jest usta-
lona. Mimo tego, funkcje tych zasad mozna bada¢ na drodze chemicznej mo-
dyfikacji .

D. Yoshikami i E.B. Keller (19), wykonujgc chromatrografie tRNA z
kietkbw pszenicy, otrzymali trzy frakcje, ktére nazwali tRNAM®”, tRNAN“,
tRNANA, Po reohromatografii na BD-oelulozie oczyszczone frakcje tRNAM*A

i tRNA miaty maksimum emisji przy 440 nm (wzbudzenie 310 nm),$wiadcza-
ce o obecnosci nukleozydu Y. Zauwazono, ze tRNA ma mniejsze poviano-
waotwo do BD-oelulozy. Zmiana wielkosci oddziatywania z podtozem mogta

by¢ spowodowana modyfikacjg nukleozydu Y w tRNA®*. Dla potwierdzenia

tej hipotezy kwasy te poddano tagodnej hydrolizie w celu uwolnienia za-

sad Y"'. Zachowanie chromatograficzne i elektroforetyczne tych zasad jest
rézne. Przez zastosowanie miareczkowania elektroforetycznego  wykazano,
ze YN ma pojedynczg protonoakceptorowag grupe o pKa 3.3 i stabokwasng gru-
pe o pKa okoto 9 (ryo. 10). Krzywa dla Y* jest podobna do guaniny ale
pKa 1 dla Y*» jest wyzsze. Poréwnanie krzywych dla Y~ i YIf wskazuje,ze
Yg ma dodatkowg grupe o pKa okoto 4 i w naturalnym zakresie pH (5“7-5),
posiada tadunek ujemny. Yjj w tym zakresie pH nie ma tadunku. Te dane zda-
ja sie wyraznie wskazywa¢ na obecnos$¢ grupy karboksylowej w tancuchu bocz-
nym fluorescencyjnego ohromoforu Y”- Ujemny tadunek Yg w neutralnym  pH
moze by¢ powodem zmniejszenia sie ~drofobowosoi tRNAMeii w stosunku do

BD-celulozy. Modyfikacja %; do Yt moze zajSC podczas izolacji surowego
tRNA lub w czasie chromatografii na DBAS,celulozie, w zbyt alkalicznych



warunkach. Konwersja zasad
wystepuje gdy inkuhowano
w 5 J} NHOH przez 12 go-
dzin. Prawdopodobnie ma
grupe estrowg, ktora ulega
hydrolizie w alkalicznym pH
do wolnej grupy karboksylo-
wej w Y2* * warunkach kon-
wersji Zlj do 12, katalizo-
wanej przez zasady,zachodzg
uboczne reakcje z rzadkimi
nukleozydami (19). Alkali-
czne S$rodowisko moze powo-
dowa¢ otwarcie pierscienia
imidazolowego w 7-metylogu-
anozynie, przegrupowanie 1-
metyloadenozyny do N”/-mety-
loadenozyny lub otwarcie
pierscienia w dwuhydroury-

dynie. Specyficzna modyfikacja zasady yJ in situ w tRNAN2*

stanie okoto 50% tRNAFen

Fen
tRNA'

Ryc,~11. Chromatografia na benzoilowanej dwuetyloaminoetylo celulozie
tRNA po modyfikacji weglanem amonu (AmoCO,). F,;~ - fluorescencja

0.5 M (NH"2 CO,

pH 9, 42°C, 12 godzin

wydajnos¢ ok. 50%

[NoCQ (MI

przy 440 nm

N

15 S
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Ryc. 12. Réznice W obrazie chromatograficznym hydrolizatow
. | IRNA"®"  po trawieniu kaynué(rlleazaz T.. A - tRNA’
po dZiataniu Am2C0j (ryc.11), B - tRNA A po dziataniu
(ryc. 12)

Fen

0,5M

Ro6znice w zachowaniu sie tych kwaséw podczas chromatografii na BD-oelu-
lozie pokazano na ryc. 11. Rozdziat enzymatycznych hydroli zatoréw tRNAM®”

i tRNAMN*  wskazuje wyraznie na zmiany w obrazie chromatograficznym (ryo.
12), zgodne z réznym zachowaniem sie na kolumnie z BD-oelulozy. Dalsze
przemiany zasad, pokazane na ryc. 13, sg trudniejsze do petnej interpre-

tacji, ale beda one niewatpliwie pomocne przy okreslaniu struktury zasady
X* z kietkébw pszenicy. Poniewaz znana jest struktura zasady Y* z drozdzy,

mozna zaobserwowac pewne analogie. W czgsteczce Y* z drozdzy fluorescen—
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oyjny ohromofor zwigzany jest z bocznym laricuchem zawierajgcym aminokwas.
Grupa aminowa blokowana jest podstawnikiem karbometoksy- a grupa karbo-
ksylowa wystepuje jako ester metylowy. W przypadku konwersji do
zostaje odblokowana grupa karboksylowa, a utworzenie oznaoza powstanie
wolnej aminy. Na tej podstawie mozna przypuszczaé, ze zasada Y” z kietkow
pszenicy ma podobny tancuch boczny, z zablokowanym aminokwasem.

Jak podano wyzej, w warunkach tagodnej hydrolizy powstaje tRNAM** spe-
cyficznie modyfikowany w regionie przylegtym do antykodonu. Aktywno$¢ ak-
ceptorowa tRNAjM®" i tRNAN“ byly porownywalne, natomiast reakcja polime-
ryzacji fenyloalaniny kodowana przez poli-U w przypadku tRNA7M*?.  przebie-
ga z wydajnoscig tylko 70%. Wyniki te sg zgodne z wcze$niejszymi poglada-
mi 0 braku wplywu struktury antykodonu na aktywnos$¢ tRNA w reakcji amino-
acylaoiji.

Interesujace wnioski mozna uzyska¢ na podstawie widm fluorescenoji.Wid-
ma takie obserwuje sie w przypadku czasteczldL tRNA przy wzbudzeniu 310nm.
Obserwowana subtelna struktura widm emisji wskazywa¢ moze na mieszanine
réznych stanéw zasady Y*’, ktdra moze réwniez dysocjowaé¢ z polimeru.W przy-
padku tRNAM®™ z myszy emisja przy 390 nm moze by¢ dowodem zmian struk-
tury zasady Y*. Zasady Y* z drozdzy i watroby myszy ekstrahowane rozpusz-
czalnikami organicznymi daj”™ widma fluor«soenoji przesuniete hipsoohromo-
wo (16). Pink (16) znalazt, ze przesuniecie maksimum emisji z 430 nm do
380 nm zachodzi w pH 7-8. Efekt ten moze by¢ spowodowany  przeniesieniem
protonu (ryo. 14). Formie enolowej przypisano absorpcje przy 440 nm ze
wzgledu na obecno$¢ skoniugowanego systemu elektrondw. Fluorescencja za-
sady Y* zmienia sie ze stezeniem jonéw Mg**’. Przy przejsciu od stezenia

Mg*™ do 0,1 M Mg*" intensywno$¢ fluorescencji wzrasta 250 razy(21).
Fluorescencja zasady Y* jest okoto sze$¢ razy wieksza w niepolamych roz-
puszczalnikach niz H20. Przy nieobecnosci jonéw magnezu, D20 powoduje
wzrost fluorescencji o 50% (21).

(emisja przy 440 nm) (emisja przy 580 nm)
Ryo. 14. Tautometria zasady Y*

Interesujagcym zagadnieniem pozostaje wplyw zasad typu Y* na réznicowa-
nie 1 wzrost kcmiérek. Do potowy roku 1970 uwazano, ze fenyloalaninowe
tRNA nie zawieraja substancji cytokininowych (22). N.J. Leonard (23)stwier
dzit, ze Y*¥ spelnia odpowiednie warunki strukturalne i powinna by¢ cyto-
kining lub prekursorem oytokininy.
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Przedstawiony materiat nagromadzony w ciggu krotkiego czasu  wskazuje
na duze zainteresowanie zagadnieniem modyfikowanych komponentéw w transfe-
rowych kwasach rybonukleinowych. Dalsze struktury zasad Y z innych zrodet
sg obecnie w trakcie ustalania. Znajomo$¢ tyoh zwigzkéw pozwoli na do-
ktadniejsze zbadanie funkcji jaka spetniaja one w tRNA, a takze na uogol-
nienie cech strukturalnych i sprecyzowanie korelacji miedzy strukturg, a
funkcja biologiczna.
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Kazimierz Jedrzejczak™, Krzysztof Szyfter**

METODY BADANIA STRUKTURY TRZECIORZEDOWEJ
TRANSFEROWYCH KWASOW RYBONUKLEINOWYCH

Streszczenie

W artykule podano przeglad metod fizyoznyoti i ohemioznyoh uzywanych
do badania struktury trzeciorzedowej transferowych kwaséw rybonukleino-
wych. Jednoczes$nie przedstawiono w skrécie literaturowy przeglad obecnego
stanu wiedzy na temat modeli strulrtury trzeciorzedowej tRNA.

VVstep

Transferowe kwasy nukleinowe, zwane dalej w skrécie tRNA, sg najmniej-
szymi z dotychczas poznanych rodzajéw kwaséw nukleinowych. Ich ciezar cza-
steczkowy wynosi 25 000 - 30 000, co odpowiada 75-85 nukleotydom (1).

Odgrywajg one kluczowg role w translacji polinukleotydowej sekwencji
mRNA na polipeptydowg sekwencje biatek (2). W roku 1965 Holley i jego
wspotpracownicy ustalili sekwencje alaninowego tRNA z drozdzy i utozyli
konformacje nliscia koniczyny", w ktorej znajdujga sie cztery sparowane re-
giony ramion zwigzanych z petlami (ryc. 1) (3).

Obecnie znanych jest okoto 40 czasteczek tRNA z réznych zrdédet, dla
ktorych ustalono strukture pierwszorzedowsa, czyli sekwencje, nukleotydow
. J ACM
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Ryc. 1. Drugorzedowa struktura tRNA®® z drozdzy wg Holley*a
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= Raalf —Inolwwf

A '
RMif hv L \\ > 120

Baalf dodatkowa

Baal# antykodonu

Ryc. 2. tRNA przedstawiony w postaci ,,liscia koniczyny"
wg Cramera (4)
(Duze kropki przedstawiajg\ zasady, mate - wigzania wodo-
rowe, Y - zasada pir-“idynowa, a R - purynowa)

Mimo duzej réznorodnosci, wszystkie dotychczas poznane tRNA dadzg sie
utozy¢ w postaci uogoélnionego modelu struktury drugorzedowej, czyli w po-
staci ,,liscia koniczyny" (ryc. 2).

Zachodzi pytanie, czy oprécz ptaskiej struktury drugorzedowej istnieje
struktura przestrzenna transferowych kwaséw rybonukleinowych, zwana ina-
czej strukturag trzeciorzedowg?

Powyzsza struktura mogtaby istnie¢ wtedy, gdyby poszczegdlne elementy
,.liscia koniczyny" mogly tworzy¢ przy uzyciu dodatkowych sit jednoznaczng
strukture tréjwymiarowa.

Za istnieniem struktury przestrzennej przemawia wiele faJctow dosv.iad-
ozalnych, miedzy innymi badania niakokatowego rozproszenia rentgenowskie-
go, ktore dajg wielko$¢ promienia obrotu czasteczki réwng 24 X w 20°C,co
wskazuje na duzo ciasniejsze upakowanie niz w ptaskim modelu ,,liscia ko-
niczyny".

Rowniez réznica odpornosci niektéorych fragmentéw tR;JA na enzymy nukle-
olityczne wynika prawdopodobnie z ukrycia ich lub eksponowania w struktu-
rze przestrzennej (4).

Okreslona struktura przestrzenna moze by¢ stabilizowana nastepujgcymi
sitami:

1, Wiazania wodorowe miedzy zasadami w parach Watsona-Cricka lub w parach
czy tréojkach nieklasyoznych.

2. Asocjacja warstwowa zasad.

5. Przycigganie lub odpychanie coulombowskie anionéw rnzenia fosforo-cuk-
rowego i zwigzanych kationow.

4. Ograniczenie rotacji w ramach rdzenia i wokoét wigzania glikozydowego.
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1. Metody badania struktury przestrzennej tRNA

Metody pozwalajgce bada¢ strukture trzeciorzedowg tRNA mozna podzielic¢
na dwie grupy;
a) metody fizyczne - dostarczajgce informacji o pewnych cechach struktury

czgsteczki, np. promien rotacji, odlegtos¢ antykodon-koncéwka CCA,itp.
b) metody informujgce o stopniu ukrycia lub eksponowania pewnych fragmen-

tébw w ramach struktury przestrzennej.

Do pierwszej grupy naleza;

- krzywe topnienia

- spektroskopia IR, NUR

- spektroskopia rezonansu paramagnetycznego zwigzanych jonow

- technika znaczenia spinowego

- optyczna dyspersja rotacyjna

- dichroizm kotowy

- widma fluorescenciji

- sedymentacja ultrawiréwkowa

- rentgenografia niskokatowa roztworéw

- rentgenografia krysztatow

- mikroskopia elektronowa

Do drugiej grupy mozna zaliczyc¢:

- wymiane wodoru na deuter

- kinetyke trawienia endonukleazami

- modyfikacje chemiczne

2. Zastosowanie metod fizycznych do badania struktury
przestrzennej tRNA

A. Krzywe topnienia

»Krzywe topnienia" zostaty uzyte do badania termicznej denaturacji tRHI
16, 17).

Uzyskuje sie je podczas ogrzewania kwaséw nukleinowych w rozcienczo-
nych roztworach wodnych; nastepuje wtedy rozsuniecie zwinietego heliksu cza-
steczki tRNA, co uwidacznia sie gwattownym efektem hipoohromowym przy
260 nm. Temperatura, ktorej efekt hipoohromowy jest réwny potowie wielkos-
ci maksymalnej nazywa sie ,temperaturg topnienia”™ Tm polinukleotydu.,, Tem-
peratura topnienia" kwaséw nukleinowych jest okreslona sSrednig energig

wigzania przypadajacg na pare zasad. Poniewaz rézne pary A-U i G-C maja
rézne energie wigzania, ,temperatura topnienia" zalezy od skiadu nukleo-
tydowego.

Przebieg ,.krzywych topnienia"™ dla tRNA wskazuje na duzg ztozonos$¢ reak-
oji denaturacji termicznej. Obliczone teoretycznie entalpie przejscia i
aktywacji sa zgodne z obserwowanymi dla ,,topnienia” podwdjnie skreconych
polinukleotydéw. Profile ,,topnienia™ wykonane w ultrafiolecie dla tRNA®®"
mozna byto skorelowaé¢ z reakcjg aminoacylaoji (18).
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B. Metody

spektroskop, owe

Spektroskopia w podczerwieni zostata uzyta do okreslenia ilosci sparo-
wanych 1 nie sparowanych zasad w catej czasteczce tRNA (5) luh w poszcze-
golnych rejonach petli (6), jak rOdwniez do pomiaréw profili ,temperatury
topnienia", ktdre sa bardzo podobne do obserwowanych w nadfiolecie przy

260 nm (7).

Ryo. 3« Widma absorpcyjne w pod-
czerwieni filmoéw tRNA przy 92%

wilgotnosci wzglednej. Linie prze-

rirwane odpowiadajg widomom obli-
czonym przy zatozeniu:

ala tRNA
wal tRNA
met tRNA
tyr tRNA

netyczny o

2 AU+17UC+6A+9U+8G+6C
7AU+13GC+8A+4U+4G+8C
2AU+17GC+13A+5U+6G+8C
TAU+17GC+11A+6U+4G+10C

Pod wieloma wzgledami dane spek-
tralne wymienionych czterech tRNA
sg bardzo podobne, wystepuja jednak
pewne roznice w rejonach  1750-1400
cm™ i 840-760 cm”™ (8), Analizowane
tutaj dane spektralne odzviierciedla-
ja ilos¢ par AU i GC oraz ilos¢ nie-
sparowanyoh zasad A, U, G i C w kaz-
dym tRNA. Widma teoretyczne wymie-
nionych kwaséw tRNA obliczono wg
metody Thomasa (9). Pewne wyniki
strukturalne uzyskane réwniez pod-
czas badania wplywu  promieniowania
miedzy innymi UV, X,J , na aktywnos¢
akceptorowg tRNA (10, 11). W wyniku
naswietlania Swiattem nadfioletowym
uzyskano 50% inaktywacje formylome-
tioninowego tRNA z E. coli, spowodo-
wang modyfikacjg urydyn w petli an-
tykodonowej i1 ramieniu dodatkowym
oraz 4 - tiouiydyny i pirymidyn w ra-
mieniu dwuhydrouiydylowym (12).

Zastosowanie techniki magnetycz-
nego rezonansu jadrowego do badania
struktury czasteczki tRNA jest mniej
uzyteczne niz w przypadku biatek,
poniewaz cztery gtéwne nukleozydy ma-
ja bardzo podobne przesuniecia che-
miczne, za$ duza ich liczba w cza-
steczce tRNA powoduje poszerzenie sy-
gnatéw (13). Protonowy rezonans mag-

wysokim stopniu rozdzielczosci przy 220 MHz wykonany dla

tRNA®® pozwolit wykry¢ grupy metylowe i protony dwuhydrourydylowe oraz

bada¢ wptyw temperatury i pH na otrzymane sygnaty (14). Badano réwniez od-
dziatywanie pomiedzy Na™, ktdéry ma charakter jadra kwadrupolov/ego,a droz-

dzowym tRNA w roztworach wodnych technikg Na™ NMR (15).



95

C. Zastosowvvanie widm Fluorescencji do

badan strukturalnych tRNA

W badaniach struktury przestrzennej kwaséw nukleinowych zaczynaja od-
grywac¢ coraz wiekszg role metody oparte na badaniu charakterystyki lumine-
scencji. Metoda powyzsza stwarza mozliwos¢ fluoryzowania czgsteczek tRNA
zarbwno in vitro, jak i in vivo. Poza tym, fakt tatwosci tworzenia kom-
plekséw kwaséw nukleinowych z fluoryzujgcymi czgsteczkami (barwnikami)mo-
ze znalez¢ zastosowanie w wyjasnianiu budowy tyoh biopolimeréw (19).

Zasady purynowe 1 pirymidynowe wykazujg fluorescencje i fosforescencje
tylko przy pobudzaniu $Swiattem nadfioletowym w niskich temperaturach (20,
21). Natomiast rzadkie nukleozydy, takie jak: 7-“etyloguanozyna, 7-niety-
loinozyna, N~-acetylooytydyna, 4-tiourdyna i nukleozyd Y wykazuja lumi-
nescenoje w normalnej temi>eraturze (22, 23, 24),

Efekt ten wykorzystano do badania przylgczania jonéw metali (25) oraz
przyblizonego wyjasnienia trzeciorzedowej struktury tRNA przez pomiar e-
nergii przejscia singlet-singlet (26).

W tym celu do czagsteczki tRNA , ktéra zawiera juz fluoryzujacy nu-
kleozyd Y, wprowadzono od korica 3 chemicznie trzy rézne akceptory ener-
gii: akryflawine, hydrazyd kwasu paraflaviinylooctowego lub 9-hydrazyno-
akrydyne (ryc. 4).

Odlegto$¢ miedzy koncem CCA i antykodonem mozna byto okresli¢ poprzez
pomiar energii fluorescencji i wynosi ona okoto 40 X Jednoczes$nie pomia-
ry energii fluorescencji pozwolity wykluczy¢ lub potwierdzi¢ pewne schema-
ty modelowe tRNA.

Wysoce fluoryzujace analogi adenozyny - formycyne i proflawine - uzyto
do badan fizycznych, miedzy innymi profili temperaturowych (27).Szczegol-
nie formycyna okazata sie najlepszym analogiem adenozyny w wielu reak-
cjach enzymatycznych.

Koncowa adenozyna w czagsteczce tRNA moze byc podstawiona formycyng
przy uzyciu CCA pyrofosforylazy i tréjfosforanu formycyny, zamiast ATP
(28). Wykazano w ten sposéb, ze tak podstawiona formycyna wykazuje inter-
akcje z pozostatymi czesciami czasteczki tRNA, co znajduje potwierdzenie
w niektdrych modelach przestrzennych.

D. Rentgenografia niskokatowva roztwo-
row  tRNA

Niskokagtowa rentgenografia daje informacje o ksztatcie i wymiarach ma-
kroczasteczek w roztworze. Powyzszg metode zastosowano do badania miesza-
niny RNA (29, tRNAM® (30), RNAER (51)1 mnadMel  (32) 2z drozdzy.
RNADAH (32)  RNA™M® (33) i tRNA®“ (52) z E. coli.

Analiza otrzymanych wynikéw wykazuje, iTe promienn obrotu (Rq) czastecz-
ki tRNA waha sie od 23,5 X do 25 A, przy czym nie zalezy od zawartosci
jonéw Mg*”~ w roztworze. Przy wzroscie temperatury powyzej Tm promien o-
brotu R, wzrasta do wartosci odpowiadajacej formie klebkowej tRNA (31)e

¢
z pocjobieﬁstwa wartosci RM dla réznych tRNA mozna wnioskowan, ze ksztat-
ty czasteczek w roztworze sg bardzo podobne.
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Ryc. 4. Romboedryczne krysztaty tRNA'fen z drozdzy

Wymiary czgsteczek tRNA w roztworze obliczone na podstawie niskokatowej
rentgenografij przez réznych autoréw sa nastepujace: 22 x 36 x 92 X (31),

25 X 35 X 85 A (32) i 40 X 40 X 100 A (30).
E. Analiza rentgenograficznmna (RNA

0d czasu otrzymania pierwszych krysztalow tRNA w 1968 roku, wzbogacit
sie arsenat metod okreslania struktury przestrzennej tyoh czgsteczek o a-
nalize rentgenografiozng (ryc.4) (34). [

Do krystalizacji uzywano réznych rozpuszczalnikéw, np, woda - dioksan,
chloroform lub etanol, 2-metylopent-anodiol-2,4 lub butanol-2 (35, 36).
Roéwniez siarczan amonowy moze by¢ uzyty do krystalizacji.

Otrzymane kiysztaty posiadajg rozny ksztatt i zawartos¢ RNA, ktora wa-
ha sie pomiedzy 12% i 64% (36).

Okazuje sie, ze stabilnos$¢ krysztatéw w zaleznosci od temperatury i na-
Swietlania wzrasta ze wzrostem zawartosci kwaséw nukleinowych w krysztale.
Zdumiewiajgoy jest fakt, ze réwniez mieszanina wszystkich tRNA moze two-
rzy¢ krysztaty o wysokiej jakosci (37) + Rozdzielczo$¢ dotychczasowych ana-
liz dochodzi do 2,5 X, Dla tRNAM®" z drozdzy zdotano zebra¢ 350 reflek-
sow (ryc. 5) na automatycznym reflektometrze (36).

Wykonano réwniez syntezy Pattersona, z ktérych wynika, ze wielkos$¢ cza-
steczki wynosi ok, 25x35x80 A. W komérce elementarnej moga one wystepowac
jako dimery. Okazuje sie, ze w pewnych krysztatach przypadajg 4 czastecz-
ki na komorke elementarnag, inne tworzg olbrzymie komorki zawierajace 36
czasteczek tRNA. Ostatnio udato sie wykrystalizowaé tRNAM®"" z drozdzy
zawierajagcy w pozycji 75 cytydyne podstawiong jodem (38). Pozwoli to na
okreslenie struktury z duzg rozdzielczoscig, metodg atoméw ciezkich.

Na zakonczenie nasuwa sie pytanie, czy tRNA w sieci krystalicznej wy-
stepujg w formie aktywnej. 0 zachowaniu wiasnosci biologicznych $wiad-



97

Ryc. 5. Obraz dyfrakcyjny krysztattu tRNA®*" z drozdzy (36)

ozy fakt, ze krystaliczny tRNA po rozpuszczeniu moze by¢é aminoacylowany.
Nalezy jednak pamietaé, ze konformacja w stanie krystalicznym moze by¢ in-
na niz w roztworze.

4. Zastosowanie modyfikacji chemicznej do badania struktury
przestrzennej tRNA

Celem chemicznej modyfikacji tRNA jest rozréznienie reaktywnych i nie-
reaktywnych pozycji odpowiadajacych przestrzennej strukturze czasteczki
oraz badanie biologicznych funkcji zmodyfikowanych czagsteczek. Tylko nie-
wiele odczynnikéw speinia w rzeczywistosci to zadanie, bowiem reakcja mu-
si by¢ specyficzna, przy czym nie moze ona zmienia¢ konformacji, parowa-
nia zasad, dtugosci tancucha tRNA oraz jednoczes$nie produkt reakcji musi
by¢ stabilny.

W celu uzyskania peinej informacji wymagana jest analiza sekwencji.

Zmodyfikowane kwasy nukleinowe mozna otrzymaé¢ na dwdch drogach:

1. poprzez chemiczna modyfikacje pojedynczego nukleotydu dziataniem od-
powiedniego odczynnika, a nastepnie inkorporacje tego nukleotydu do cza-
steczki pblimeru na drodze enzymatycznej,

2. na drodze bezposredniego modyfikowania makroczgsteczki.

Kwasy nukleinowe, w skitad ktérych wchodza trojakiego rodzaju komponen-
ty, a mianowicie: heterocykliczna zasada azotowa, cukier - pentoza, oraz
kwas fosforowy, stanowig dogodny obiekt do zastosowania w celu ich mody-
fikacji szerokiej gamy réznego typu reakcji chemicznych i reagentow.

W zasadzie moéwi sie o czterech gtdownych grupach reakcji:

a) reakcje na resztach zasad heterocyklicznych,

b) reakcje na skiadniku cukrowym.
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c) reakcje na grupie fosforanowej,
d) rozerwanie wigzania N-glikozy-
dowego.

Rozwazajac reaktywno$¢  makro-
czasteczek nalezy pamietac,ze gru-
pa funkcyjna zwigzana z polimerem
wielkoczgsteczkowym nie zawsze wy-
kazuje takag samg reaktywnos$¢, jak
ta sama grupa zwiazana z mata cza-
steczka. W przypadku kwaséw nukle-
inowych 1 ich monomeréw, te dwie
reaktywnosci sg zblizone, wystepu-
ja tylko pewne réznice w szybkos-
ci reakcji. Najczesciej stosowane
odczynniki modyfikujace:

- akrylonitryl

- hydroksyloamina
karbodwuimid
kwas azotawy
- kwas mononadftalowy

Ryo. 6. Miejsca ataku niektérych od-
czynnikéw modyfikujgcych na tRNA
4

- odczynniki metylujace

- borowodorek sodowy

- jod

- Swiatto.

Chemiczne modyfikacje Wykazaly, ze petla antykodonowa i koniec j'czas-
teczki tRNA sa dostepne dla odczynnikéw modyfikujagcych i muszg by¢ dla-
tego wyeksponowane, podczas gdy petla TYC jest niedostepna. Akryloni-
tryl, ktoéry wprowadza grupe cyjanoetylowa, reaguje szczegolnie wybioérczo
z inozyng, pseudouiydyng, 4-tiourydyna, dajac H 1 lub S podstawione nu-
kleozydy.

NC-CH2-CH2-N N-H
NH CH2=cH-CN

Reakcja 1

Staranne dobranie warunkéw pozwala obserwowaé¢ zdecydowany atak na an-
tykodon, brak natomiast reakcji z petla TYC (39, 30). Dziatanie k\Masu
azotawego powoduje gtéwnie deaminacje cytydyny. Reakcja tRHA®'® z drozdzy
z kwasem azotawym i N-bromoimidem kwasu bursztynowego (fIBS) wskazuje, ze
petla TYC jest mniej reaktywna niz nalezato sie spodziewa¢ (41). Kwas
mononadftalo'wy utlenia niesparowang adenozyne do 1-N-tlenku adenozyny(42).
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NH« LCOOH

K, COOH

pH =5 - 7

Reakcja 2
Przy utlenianiu tRNAf‘e‘n i tRNA okazato sie, ze tylko petla antyko-
donowa i koniec > Pyly wrazliwe na ten odczynnik (~2, 43). Metylowanie
tRNA mozna prowadzi¢ za pomocg IMSO lub dwumetyloformamidu w  roztworze
wodnym (44). Podczas modyfikacji cbemioznej tymi odczynnikami atakowany

byt koniec 3', petla antykodonowa i petla dwuhydrourydylowa,natomiast nie-
naruszona pozostaje petla TYC (45).

W przypadku aoetylowania tRNA za pomocg bezwodnika kwasu octcmego w
dwumetyloformamidzie, reakcja zacbodzi szczegdlnie na grupie aminowej cy-
tydyny (46), natomiast w roztworze wodnym modyfikacji ulega grupa 2*hy-
droksylowa (47). W ten sposéb zmodyfikowany tRNA inhibuje reakcje wigza-
nia do rybosomu (48).

Modyfikacja chemiczna moze zachodzi¢ réwniez szczegélnie selektywnie,
gdy reakcji ulega tylko jeden rzadki nukleozyd w czasteczce tRNA. W ten
spos6b izopentenyloadenozyna moze by¢ w pewnych warunkach modyfikowana za
pomocg jodu lub KMnO* (57)*

4-tiourydyna moze by¢ utleniona za pomoca nadjodanu, czterotlenku ds-
mu, nadmanganianu potasowego lub fotochemicznie (49, 50). Ostatnio Cramer
(54) wprowadzit selektywng modyfikacje w petli antykodonowej tRNA - mia-
nowicie zamiast zasady Y wprowadzit hydrazon 3-nietylo-2-benzotiazolanu:

CH, CH,
1 N - NHg + R-C» N=N-N=CHR
Reakcja 3
Okazuje sie, ze po takiej selektywnej modyfikacji nie stwierdzono

zmian w strukturze przestrzennej tRNA, ktoéry zachowal jednoczes$nie peing
aktywnos¢.
5. Modele przestrzenne tRNA
Wszystkie modele przestrzenne tRNA muszg zmiesci¢ sie w ramach wymogow
natozonych przez biochemiczng funkcje tRNA, a mianowicie:

- oddziatywanie z kodonem wymaga, aby rejon antykodonu by} wyekspono-
wany.
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Rye. 7. Modele struktury trzeciorzedowej tRNA

Rye. 8. Model Connorsa (po lewej) Rye. 9. Modele tRNA wedtug Cra-
i Yaniva (po prawej) (4) mera (po lewej) i Levltta (po
prawej) (4

Rye. 10. Model tRNAM®" z drozdzy wg Kima (47)
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- warunki biosyntezy biatka na rybosomie wymagaja,
aby odlegtos¢ antykodon - CCA byta jednakowa,

- wszystkie tRNA muszg mie¢ identyczny  fragment
sekwencji odpowiedzialny za wigzanie z ryboso-

mem.
Na podstawie dostepnym danych, biochemicznych, che-
micznych i fizycznych zaproponowano Kkilka modeli

struktury przestrzennej tRNA (4). Wiekszo$¢ propozy-
cji wychodzita ze struktury ,liscia koniczyny" (ryc.
7)* Ryc. 7 przedstawia schematyczne rysunki modeli:
A) Cramera, B) Levltta, C) Connorsa, D) Fullera,

E) Taniva, P) Malchera. Szczeg6ty modelu Connorsa
i Yaniva przedstawia ryc. 8, a Cramera i Levitta -
(ryc. 9).

Ostatnio pojawity sie dwie nastepne propozycje mo-
deli struktury trzeciorzedowej, mianowicie model Ki-
ma (52) i Janga (53)*

Model Kima Ryc.11. Mapa ges-

Powyzszy model uzyskano na podstawie mapy gestos- t‘av%(j?'tRe’\ﬁKan%
ci elektronowej otrzymanej w wyniku dyfrakcji rent- Kima
genograficznej z rozdzielczoscia 4 i., co pozwolito

okresli¢ potozenie wiekszosci grup fosforanowych w tRNA®** z drozdzy. Do
badan uzyto trzy typy pochodnych kwaséw nukleinowych z ciezkim atomem me-
talu - platyna, osm lub samar.

Z modelu wynika, ze czasteczka tRNA ma ksztatlt litery L i sklada sie z
dwoch segmentow. Ramie CCA jest zwigzane z ramieniem TYC, za$ petla TYC
wystepuje w roku litery L. Bezposrednio do niej przylega petla DHU, kto-
rej ramie potaczone jest z ramieniem CCA poprzez krotki segment tancucha
zawierajacego dwie grupy fosforanowe. Petla antykodonowa ulokowana jest
na koncu czasteczki. Odlegto$é antykodon - petla TYC wynosi 77 X.

«—H»Mx oxlt

OHU
orm

Ryc. 12. Model Janga dla tRiJAala z drozdzy, w ktérym interakcje
zasada-zasada przedstawiono za pomocag petli przerywanej
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Z mapy gestosci elektronowej (ryc. 11) odlegto$¢ miedzy resztami fos-
foranowymi 8,13 jest rzedu 10 1, co wystarcza do utworzenia fotodimeru.
We wszystkich dotychczas poznanych tRNA zasada 15 jest komplementarng

do zasady znajdujacej sie miedzy ramieniem TY C i dodatkowym ramieniem
(zasada 48 w tRNA®*). Z modelu Kima wynika, ze reszty fosforanowe tych

nukleotydéw znajduja sie w odlegtosci 16 i, co wystarcza do utworzenia

wigzan miedzy zasadami.

Model Janga

Model ten powstaje w wyniku odpowiedniego parowania dwoch ramion  wy-
chodzac z drugorzedowej struktury ,,liscia koniczyny".

W ten spos6b tworzg sie dwa czteroniciowe helikalne segmenty rozcigga-
jace sie w tym samym kierunku, przy czym osie ich sg przemieszczone o7,5X.
W ten spos6b ramiona TYC 1 DHU znajdujg sie z jednego konca,natomiast
z drugiego - koniec CCA i antykodon.

Autor zaktada, ze rozpoznawanie syntetaz moze odbywaé sie na catej po-
wierzchni czgsteczki. Rozwazany model nie wymaga wielkich zmian podczas
reakcji aminoacylacji tRNA. Wg tego modelu rozpoznanie kodonu mRNA i two-
rzenie peptydu moze zachodzi¢ na jednym koncu czgsteczki, podczas gdy dru-
gi koniec (petla DHU i TYC) uczestnicza podczas przytaczania sie do ry-
bosomow.

Model ten jest zgodny z reakcjg fotodimeryzaoji (odlegto$s¢ miedzy C13
i U8 wynosi 4-5 1) i danymi fluorescencji.

Zadna z dotychczas przedstawionych propozycji modelowych nie jest jed-
nak catkowicie zgodna z eksperymentem i dlatego kwestia ustalenia struk-
tury przestrzennej tRNA pozostaje otwarta.
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Jozef Bujarski

BADANIE STRUKTURY tRNA METODA ASOCJACJI
KROTKICH OLIGONUKLEOTYDOW

Streszczenie

W referacie przedstawiono jedna z metod badania niesparowanych, prze-
strzennie W%/eksponowanych obszarow czagsteczki transferowych kwasow rybo-
nukleino Stopien asocjacji komplementarnych, krotkich oligonukleoty-
dow z tym obszaraml moze by¢ tak duzy, ze istnieje mozliwos$¢ jego badania
metloda dializy réwnowagowej. Metode omowiono na przykiadzie t-RNAIN z E,
coli.

Badanie przestrzennej czyli tzw. trzeciorzedowej struktury specyficz-
nych transferowych kwaséw rybonukleinowych napotyka dotychczas ha duze
trudnosci. Zaden z zaproponowanych modeli struktury trzeciorzedowej tych
kwaséw nie zgadza sie ze wszystkimi faktami doswiadczalnymi, Ifynika to z
wielu przyczyn. Miedzy innymi nie wiadomo doktadnie, ktére fragmenty ob-
szarow petlowych struktury drugorzedowej (w modelu liscia koniczyny) sa
zaangazowane w tworzenie i stabilizacje struktury wyzszego rzedu. Jednym
z gtéwnych czynnikbw odpowiedzialnych za istnienie okreslonego po-
faldowania przestrzennego czagsteczki tRNA jest asocjacja na zasadzie kom-
plementamosci (poprzez wigzania wodorowe) niesparowanych w  strukturze
drugorzedowej fragmentéw pochodzacych z réznych petli w modelu liscia ko-
niczyny. Ten typ sparowania nie obejmuje jednak catych petli.

Ostatnio pojawita sie nowa metoda badania niesparowanych  obszaréw
tRNA. Okazato sie, ze krotkie oligonukleotydy (zwykle trd&j- lub oztero-
nukleotydy) oddziatywujg z dostepnymi (a wiec nieostonietymi i1 niesparo-
wanymi) komplementarnymi obszarami czasteczki tRNA do tego stopnia,ze moz-
na tatwo zmierzy¢ stalg asocjacji powstatego kompleksu tRNA - oligonukle-
otyd. Mozna wiec w ten sposéb okresla¢ te obszary, ktére nie sg zaangazo-
wane w tworzenie struktur wyzszego rzedu.

Metode te mozna jednak stosowaé¢ po uwzglednieniu pewnych warunkow:

1) Trzeba znaé¢ doktadnie sekwencje nukleotydow badanego tRNA.

2) Na podstawie innych metod (m.in. selektywna modyfikacja chemiczna)
nalezy okresli¢ najbardziej prawdopodobna strukture drugorzedowa,

3) Badana (trypletowa czy tetrapletowa) sekwencja nie moze sie zasad-
niczo powtérzy¢ w pozostatej czesci czgsteczki tRNA, W przeciwnym razie
nie widzielibysmy, ktéry fragment tRNA badamy,

4) Konformacja danego fragmentu tRNA musi by¢ na tyle swobodna w ogol-
nej strukturze przestrzennej, aby umozliwi¢ wytworzenie podwojnej spirali
z komplementarnym trdéj lub czteronukleotydem.
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Doty i Uhlenbeok (1) opracowali konkretng metode badania tego typu aso-
cjacji. Oparli sie oni na dializie réwnowagowej. W specjalnym naczyniu
przedzielonym btong poétprzepuszczalng umieszcza sie:

- w jednej komorze znaczony trytem dany oligonukleotyd w ilosci

10-50 nM,

- w drugiej czesci badany tRiiA (40-100 ;uM).

Oba komponenty sa rozpuszczone w specjalnym buforze zapewniajgcym
pH=7. Uklad pozostawiamy do osiggniecia réwnowagi w niskiej temperaturze.
Ze stosunku radioaktywnosci w obu komorach znajdujemy tzw. ,,wartos¢ R":

i1 St?Zenie Wolnego oligon™leotydu + stez, oligon. zwigzanego
: Stezenie wolnego oligonukleotydu

Poniewaz stezenie tRNA jest duzo wieksze od stezenia oligomeru (okoto
1000 razy) eksperymentalng wielko$s¢ R mozna powigzaé ze statg asocjacji K
nastepujgcym réwnaniem:

R=1+K"

gdzie tRRA OzZhacza wyjsciowe stezenie LIS

Stata asocjacji K charakteryzuje site asocjacji. Jej wartos¢ (wyra-
zona w I/mol) zalezy gtdéwnie od diugosci tancucha oligomeru, od rodzaju
zawartych w nim zasad oraz od dostepnosci komplementarnego fragmentu tan-
cucha tRNA. Przy zatozeniu petnej dostepnosci, wartosci K w zaleznosci od
sktadu (np,: od ilosci wytworzonych par zasad G-C) dla trojnukleotydéw
przedstawia tablica 1. Zakladamy, ze zgodnie z hipotezg Wastona - Cricka
tworza sie wylgcznie kcMiplementame pary zasad G-C oraz A-U.

Tablica 1
llos¢ par G-C K [1/M] Przyktad
0 1000 uuu
1 1000 - 2000 uuc
2 (niesasiednie) 2000 - 5000 GAC
2 (przy koncu 3") 10 000 UGG
2 (przy koncu 2") 20 000 GGU

Tetramery posiadajg K wieksze niz pieciokrotna suma statych asocja-
cji ich skiadowych tréjnukleotydéw. A wiec np.: dla UUCG K =20000, dla
UUUA K =50000. Taka asocjacje okreslamy ogolnie jako dodatnig (+). War-
tosci K mniejsze od przewidywanych na podstawie tablicy 1 $wiadcza, ze
asocjacja jest utrudniona, ograniczona lub nie wystepuje wecale.

Asocjacji dwunukleotydéw do tRNA nie mozna bada¢ ze wzgledu na zbyt
matg wartos¢ R,lezacg w granicach bledu pomiaréw (btedu metody).

Przebadano dotychczas tg metodg kilka specyficznych tRNA. Korzysci,ja-
kie ona daje, najlepiej zobrazuje zreferowanie przykladowych badan
tRNAPhe z E.coli (6). Drugorzedowa struktura tego kwasu przedstawia  sie
nastepujaco:



107

AOH(7G)
C
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6 C
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~NGACAC C U
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o A CUCG CU GUG
G G AGC mC (j T
GG~ mVv W)
(20) g
A
A U
A Y
A
V]
(35)
Ryc. 1

Rozpatrujgc tutaj powtarzanie sie tych samych  sekwencji tréojkowych
stwierdzamy, ze takich trojek jest zaledwie Kkilka. W zwigzku z tym mozna
z powodzeniem zastosowa¢ do badan tréjnukleotydy. Autorzy przebadali aso-
cjacje troj- i czteronukleotydéw komplementarnych do sekwencji zawartych
tak w obszarach trzonowych,jak i w petlach poszczegdlnych ramion tRNAM,
Nie bedziemy tutaj omawia¢ szczeg6towo wszystkich danych odnos$nie wartos-
ci K dla poszczegodlnych oligomerow oraz interpretacji ich w aspekcie sto-
pnia trudnosci asocjacji. Whnioski ogdlne sg nastepujgce:

1) Sekwencje: 1-7166-72 (ramie akceptorowe), 10-13 i 22-25(ramie dhU),
27-31 i 39-43 (ramie antykodonowe) oraz 49-53 i1 61-65 (ramie TfC) znajdu-
ja sie w podwdjnie skreconych rejonach trzonowych, a wiec nie powinny a-
socjowa¢ z komplementarnymi oligonukleotydami. Wyniki badan catkowicie
zgadzajg sie z przewidywaniami (catkowity brak asocjacji). Pozwala to sil-
nie potwierdzi¢ model struktury drugorzedowej tRNAN.

2) Sekwencja petli antykodonowej w tRNApj® jest nastepujgca:

(3 —*3 )-0"-TJ-GM-k-A-Y-k. Tryplet kodonowy UUC wigze sie silnie z anty-
kodonem Gj™AA (K = 2000). Kodony ze zmieniong trzecig literg (zasada) réw-
niez asocjuja,lecz okoto 5 razy stabiej. Tetramery zawierajace w stosun-
ku do tiypletu UUC'dodatkowy nukleozyd po stronie 5' (np.: UUCA) wigza
sie znacznie silniej (K =75000) niz tetramery posiadajgce dodatkowa za-
sade po stronie 3 (np.: GUUC, K = 4000). Dotyczy to réwniez tréjnukleoty—
dow (np.: UCA ozy UGU) i nie jest spowodowane wylgcznie obecnoscig mody-
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fikowanej zasady Y. Swiadczy to o pewnej asymetrycznosci petli antykodo-
nowe j. Duze wartosci K dla UUC czy UUCA pozwalajg stwierdzié, ze sekwen-
cja 33-57 (UGji*AAY) to wyeksponowany obszar petli antykodonowej.

5) Dodatnia asocjacja tiypletéw UGG K =45 000 oraz GGU K =30000 kom-
plementarnych do konca 3'tRNA (ACCA) wskazuje, ze koniec aminoakceptorowy
jest w peini dostepny. Jednak asocjacja tetrameru UGGU (K =90 000) ma war-
tos¢ posrednia, co wskazuje, ze utworzenie podwodjnej spirali z tetramerem
jest w pewnym sensie utrudnione,

4) Podobne rozwazania asocjacji z pozostatymi obszarami petlowymi po-
zwolity ostatecznie oceni¢ dostepnos¢ i wyeksponowanie wszystkich petli
oraz konca - CCA w przestrzennym pofatdowaniu czasteczki. Wyniki tych
wszystkich badan sumuje ryc. 2.

Ryc. 2

Otoczone linig ciagta fragmenty wskazujg sekwencje niesparowane 1 w
petni dostepne. Sg to przede wszystkim niewatpliwie miejsca funkcji bio-
logicznej tRNA: koniec - CCA i petla antykodonowa. Otoczone tréjkatem po-
szczegOlne zasady sg podatne na selektywng modyfikacje chemiczna. Pozo-
state sekwencje zarysowane linig przerywang to obszary czesciowo dostepne
do asocjacji z komplementarnymi nukleotydami, lecz nie podatne na modyfi-
kacje chemiczna. Nasuwajg sie tu pewne wnioski odnos$nie rozbieznosci obu
tych metod. G® (46) i A (73) nie poddaja sie chemicznej modyfikacji, co
Swiadczyto o ich sparowaniu. Sg natomiast czeSciowo dostepne do asocjacji.
Nie mozna jednak zdecydowanie powiedzie¢, ozy wyniki asocjacji sa tutaj
odbiciem rzeczywistosci. Nie mamy bowiem pewnosci, ze asocjacja z oligo-
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merem nie zmienia lokalnej konfromacji badanej sekwencji. Gdyby takie zmia-
ny zachodzity, wigzanie oligomeréw do konca - CCA i ramienia dodatkowe-
go moga tak znieksztatci¢ wyjsciowa strukture, ze wymienione wyzej nu-
kleotydy (g“" - 46 i A-73) stang sie dostepne do asocjacji.Wyniki przed-
stawionych tu badan nie dadza sie réwniez pogodzi¢ z modelem trzeciorze-
dowej struktury tRNA zaproponowanym przez Cramera. W modelu tym za-
klada sie, ze zasady G (18) i G (19) tworza dodatkowe pary z C(74) i
C(75). Z ryciny 2 wynika, ze zasady C74 i C75 sg dostepne do asocjacji.

Na podstawie prac szeregu autoréw (2-6) mozna juz teraz oceni¢ zalety
i wady metody asocjacyjnej. Pozwolita ona niewatpliwie potwierdzi¢ model
liscia koniczyny oraz wyciagna¢ pewne wnioski o ogolnej strukturze prze-
strzennej tRNA.

1) Petla antykodonowa i1 koniec ramienia akceptorowego sa zawsze wyeks-
ponowane i niesparowane.

2) Petle rbézniace sie diugoscia w réoznych tRNA, a wiec ramie dodatkowe
i petla TYC wykazujg r6zng dostepnos¢ do asocjacji. Np.; w tRHAMAN cate
ramie dodatkowe oraz trzy zasady po stronie 3' petli dhU (CAA) sg dostep-
ne do asocjacji. W dostepne sg trzy zasady po stronie 5' pet-
li dhU, a ramie dodatkowe jest niedostepne.

3) Poréwnanie sekwencji dostepnych i niedostepnych w réznych tRNA su-
geruje, ze nie mozna wyprowadzi¢ jakiego$ ogolnego modelu struktury trze-
ciorzedowej. Nie istnieje wiec jaki$ og6llpy schemat, zgodnie z ktérym pe-
tle tRNA zaginajg sie i poprzez komplementarne parowanie zasad buduja
strukture przestrzenng - wynika to miedzy innymi w spos6b oczywisty z rdoz-
nic w sekwencji zasad, a wiec w strukturze pierwszorzedowej.

4) Petla antykodonowa ma budowe asymetryczng. We wszystkich  badanych
metoda asocjacji tRNA oligomery komplementarne do sekwencji obejmujacej
antykodon 1 jedng zasade po stronie 3" wigzaty sie o wiele silniej, niz
gdy ta zasada byta po stronie 3'e Model Fullera i Hodgsona petli antyko-
donowe j, w ktorym pirymidyna po stronie 3' posiada napietg konformacje
(7), nie zgadza sie z tymi obserwacjami.

5) Badanie asocjacji trimeréw i tetrameréw z sekwencjg antykodonowg do-
starcza bezposredniego dowodu, ze istniejg stabilne pary zasad po stro-
nie 3’ trypletu antykodonowego przewidziane hipotezg "wobble". Np.: sil-

ne wigzanie czterech trimeréw ze zmieniong trzecig literg tj. GUU, GUC,
GUG, GUA z sekwencjg antykodonowg YAC w tRNA®" potwierdza te degene-

racje kodu.
Oceniajac ogo6lnie te metode badania struktury kwaséw nukleinowych, na-
lezy podkresli¢, ze jest ona metoda uzupetniajgcg do innych wczesniej

opracowanych. Tylko tgczne rozwigzanie zagadnien strukturalnych moze dac
obraz jak najbardziej zblizony do rzeczywistosci. Interpretacja asocjacji
do poszczegdlnych miejsc czasteczki kwasu wymaga dobrej znajomosci zagad-
nien z tym zwiagzanych i czesto nie jest jednoznaczna. Nie mozna jej sto-
sowa¢ do wykrywania sekwencji niesparowanych krotszych niz trzy nukleoty-
dy oraz sekwencji niedostepnych z przyczyn eterycznych czy tez z napre-
zen konformaoyjnych.
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Jozef Bujarski, Tadeusz Brukwicki

FOTOCHEMIA 4-TIOURYDYNY
W TRANSFEROWYCH KWASACH RYBONUKLEINOWYCH

Streszczenie

Fotochemiczna reakcja dimeiyzaoji_,liniowej"miedzy 4-tiouiydyng i cy-
tydyna, dwoma nukleozydami niesgsiednimi w drugorzedowej strukturze wielu
t-RNA pochodzenia bakteryjnego, dostarcza waznego kryterium poprawnosci
ﬂroponowanyg:h modeli przestrzennych tych kwaséw. W referacie omodwiono nie-

tore reakcje fotochemiczne izolowanej 4-tiourydyny i zawartej w_t-RNA.
Przedyskutowano znaczenie tych reakcji dla badan strukturalnych t-RNA.

I. Wstep

W ostatnich latach zbudowano szereg modeli trzeciorzedowej struktury
tRNA w mniej lub bardziej Scisty sposéb opisujgcej budowe przestrzenna
tych kwaséw. Sposrod wielu metod okreslania i uscislania modeli struktury
przestrzennej szczeg6lnie dobrze nadajg sie takie, w ktorych bada sie
wptyw specyficznych modyfikacji rzadkich nukleozydéw na funkcje biologi-
czne tRNA, co w okreslonych wypadkach odzwierciedla zaburzenia struktury
trzeciorzedowej. W wielu bakteryjnych tRNA stwierdzono wystepowanie rzad-
kiego nukleozydu - 4-tiourydyny. Wystepuje ona zawsze w tym samym potoze-
niu w czasteczce tRNA: pozycja 8 liczac od korica 3"- W 1969 roku Favre i
Yaniv (11) stwierdzili, ze 4-tiourydyna taczy sie z niesagsiednig w struk-
turze drugorzedowej cytydyng lezacg w pozycji 15* gdy naswietli¢ natywny
tRNA w okreslonych warunkach. Fakt ten dostarczyt waznego kryterium usci-
Slania trzeciorzedowej struktury.

Il.Fotochemia izolovwanej
g4 —ti ourydyny

Do 1971 roku nie znano reakcji fotodimeryzacji zachodzgcej miedzy 4-
tiourydyna (lub 4—tiouraoylem) i cytydyng (cytozyng) w roztworze, Leonard
i BergstrOm (9,10) naswietlali rozcienczony roztwor wodny 4-tiouracylu,
4-tiouracylu 1 cytozyny oraz 4-tiouracylu i uracylu. Okazato sie, ze w
warunkach zastosowanych przez autoréw we wszystkich przypadkach tworzyty
sie podobne produkty fotodimeryzaoji. 1 np.: wodny roztwér 4—tiouracylu
i cytozyny po naswietleniu Swiattem ultrafioletowym o dtugosci fali ok.
335 nm w temperaturze 4®C dawat fotoprodukt scharakteryzowany jako 5-(4'
-pirymidyno-2'-on)-cytozyne:

Zwigzek ten prawdopodobnie, jak wynika z badan widm NMR (10),wystepuje
w takiej postaci (formie) tautomerycznej, jak zostat napisany -  stwier-



112

dzono mianowicie istnienie wigzania wodo-
rowego N(4)-H...N(3"). Redukcja tego zwia-
zku za pomocg NaBH" dawata produkt, ktory
wykazywat silng fluorescencje (3)» taka
fluorescencje obserwuje sie réwniez po re-
dukcji za pomocg NaBH”" wyizolowanego z na-
Swietlonego tRNA. Widma absorpcji w zakre-
sie UV sa zgodne z widmami dimeru wydzie-
lonego z tRNA.
Przeprowadzono analogiczng fotoreakcje

z 4-tiourydyng 1 cytydyng i w tych samych
warunkach uzyskano zwigzek analogiczny do zwigzku 1 z niezmienionymi resz-
tami rybozy. Na podstawie poprzednich wszystkich tych faktéw, ktoére tu
przedstawilismy, fotoprodukt tworzacy sie podczas naswietlania promienio-
waniem o ditugosci fali 335 n® zidentyfikowano jako

5-(-1 '~p -D-rybofuranozylo-4'-pirymidyno-2'-on)-cytydyne(ryc.2).

Q Istotnym zagadnieniem okazato sie

oznanie mechanizmu zachodzacej
otoreakoji. Przez analogie do fo-

Ryc. 1

tocykloaddycji tiobenzofenonu do
akrylonitrylu (12) mozna zatozyc,
ze reakcja idzie poprzez wzbudzony
stan T-*TT*~grupy 1.C=S 4-tiou-
rydyny z przejsciowym tworzeniem
cyklicznego tietanu. Nastepne otwar-
cie pierscienia i wydzielenie czas-
teczki H2S prowadzi do zwigzku 2.

Zachodzi to zgodnie ze schematem:

'R-

2

Ryo. 3

Kierunek addyoji siarki jest zgodny z polamoscia wzbudzonego stanu
Tt—Jt* grupy ~C=S. W takim wypadku bogata w elektrony siarka taczy sie
z bardziej elektrofitowym weglem cytydyny. Jak wynika z obliczen rozkiadu
gestosci elektronéw (13) i z obserwacji kierunku podstawienia elektrofi-
lowego (14) cytozynag posiada Cg ubozszy w elektrony niz C~. Znaczenie po-
stulowanego mechanizmu ala okreslenia odpowiedniej orientacji obu zasad,

z czym wigze sie nowe ograniczenie dla budowanych modeli struktury prze-
strzennej tRNA, omoéwimy pozniej.
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Inng droga ida badania nad mozliwoscig tatwego, selektywnego przeksztat
cenig fotochemicznego 4-tiourydyny w tRNA do jej pochodnych. Cel takiej
modyfikacji jest jasny; badanie zaleznosci specyficznego dziatania biolo-
gicznego tRNA od jego struktury przestrzennej. Kazda modyfikacja jakiej-
kolwiek zasady w pewnym stopniu zawsze powoduje pewne zmiany w przestrzen-
nej budowie uktadu. Pleiss i Cerutti (15) badajg takie przeksztatcenia
od kilku lat. Okazato sie, ze naswietlenie promieniowaniem o  dtugosci
fali wiekszej od 300 nm zarowno monomerowej 4—tiourydyny jak i soli oe-
tylotr6jamoniowej natywnego tRNAM®* z E. Coli w tert-butanolu nasyconym
powietrzem prowadzi do wybidrczej i ilosciowej reakcji utleniania 4-tio-
urydyny do urydyny. W obecnosci amoniaku tworzy sie mieszanina urydyny i
cytydyny, a przy udziale metyloaminy obok urydyny tworzy sie N~-metylo-
urydyna. Reakcje sa bardzo selektywne i dlatego dobrze nadajg sie do mo-
dyfikacji 4-tiourydyny w natywnych tRNA.

11l. Fotochemia d4-tiourydyny
w  natywvwvnych tRNA '

Naswietlanie natywnego tRNAVaI z E, Coli promieniowaniem o dtugosci

fali okoto 335 nni powoduje selektywna fotoreakcje 4-tiourydyny z pozycji
8 z cytydyng w pozycji 13. Istnieje szereg dowodéw na taka reakcje.
1) Widmo UV 4—tiourydy-
ny (4-tiourydyna posiada
maksimum absorpcji w rejo-
nie ok. 330 nm, tak ze
mozna obserwowacé ja nieja-
ko oddzielnie od pozosta-
tych nukleozydbéw) zmienia
sie podczas naswietlania
);
2) Po redukcji naswie-
tlonego tRNAWll za pomocy
NaBH” pojawia sie silna
fluorescencja, czego nie
stwierdzono dla tRNA nie-
naswietlonego.
3) Analiza sekwencyjna
naswietlonego tRNA (1, 11)
(trawienie rybonukleazag T.,

Ryc. 4. tRNAM®"

kakodylanie sodu (pH=7.0)
naswietlany A.«»334 nm w
nastepuj%cych czasach;

A - przed naswietlaniem,

B - po 30 min., O-po Sgodz.
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pankreatyczng rybonukleazg oraz kwasna hydroliza) daje dimer uzyskany
przez Leonarda.

Tworzenie sie identycznych dimeréw miedzy 4-tiourydyng-8 1 cytydyna-13
- niesgsiednimi w strukturze liscia koniczyny - stwierdzono dla wielu
tRNA z E. Coli zawierajacych oba te komponenty w tych samych pozycjach.
Byly to miedzy innymi; tRNA Val 2a, tRNA Val 2b, tRNA Phe, tRNA Jlet-f.
Mozna sobie teraz postawi¢ pytanie ozy rzeozywiseie warunkiem  tworzenia
dimeru jest odpowiednia struktura przestrzenna. OdpowiedZ jest pozytywna
na podstawie nastepujacych obserwacji;

1) Nie stwierdzono fotodimeryzaoji, gdy w tych samych warunkach naswie-
tlano tRNA po jego trawieniu rybonukleaza T.j, po dializie od jonéw Mg**
ozy po ogrzaniu do temperatury wyzszej od punktu topnienia lokalnej kon-
formacji wokot obszaru 4-tiourydyny. Wszystkie te czynniki powodujg naru-
szanie natywnej konformacji tRNA (1).

2) Ofengand 1 wspoétpracownicy (3*4 ) wykazali, ze po specyficznym po-
dzieleniu czasteczki tRNA f-Met i tRNA Val-1 z E. Coli poprzez rozszcze-

pianie T.-RNA-za na dwie czesci - naswietlanie czesci 3’ zawierajacej
4-SU i C nie powodowato tworzenia dimeréw. Dopiero'dodatek czesci 3" i
skompleksowanie obydwu w jedng catos¢, pomimo braku wigzania w miejscu

rozszczepienia, przywracato zdolnos$¢ do dimeryzaoji.

3) Miareczkowanie spektrofotometryczne (1,6,11) 4-tiouiydyny w natyw-
nym tRNA przy 330 nm wykazato dwie wartosci pK; pKj = 9,6 oraz pK2=4,3*
pK, odpowiada jonizacji 4SU w wyniku utraty protonu, a pK" wynika prawdo-
podobnie z faktu protonizacji cytozyny bedacej w $Scistym zwigzku z 4SU.
Sugeruje to, ze oba komponen'ty znajduja sie blisko siebie w trzeciorzedo-
wej strukturze natywnego kwasu.

Tworzenie sie dimeru w czasteczce tRNA mozna traktowaé jako swoistg mo-
dyfikacje, ktéra powoduje zaburzenie jego struktury przestrzennej. Roz-
miar tych zaburzen mozna bada¢ w oparciu o zmiany biologiczne dziatania
tRNA, albo ocenia¢ metodami fizykochemicznymi. Okazato sie (2,6), ze tak
zmodyfikowany kwas w dalszym ciggu zachowuje zdolno$¢ do tgczenia sie z
aminokwasem, do przylgczania rybosomu oraz wbudowywania waliny do tancu-
cha polipeptydowego. Rozpoznaje réwniez walito - syntetaze tRNA, jednak
szybkos¢ rozpoznawania syntetazy oraz wbudowywania aminokwasu do biatka
sg kilkakrotnie mniejsze w poréwnaniu z nienaswietlonym tRNA. Fakt ten
oraz metody fizyczne (niskokatowe rozpraszanie promieni X, widma CD oraz
krzywe topnienia) sugerujg bardzo ograniczony rozmiar zmian w strukturze
trzeciorzedowej tRNA zawierajgcego fotodimer.

V. Znaczenie fotochemicznej
dimeryzacji 45U Z C do badann t(RNA

Stwierdzenie fotodimeryzaoji 4SU z C 1 poznanie jej mechanizmu narzu-
ca bardzo istotne kryterium ograniczajgce przy wyborze witasci';o'oh modeli
trzeciorzedowej struktury tych kwaséw, ktdére oba te komponenty zawieraja.
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Budujac takie modele nalezy mie¢ na wzgledzie nie tylko fakt bezspornego
sgsiedztwa obu nukleozydéw w przestrzeni, lecz réwniez uwzglednia¢ wiasci-
we wymogi mechanistyczne. W zwigzku z tym Leonard (10) zbudowat model
fragmentu tRNA ~ z E. Coli ztozony z nukleozydéw od 7 do 15, uwzglednia-
jac przestrzenne wymagania fotodimeryzaoji oraz zachowujac katy miedzy
poszczegblnymi zasadami takie,jakie zwykle postuluje sie dla kwaséow  nu-
kleinowych.

4-tiourydyne uzywa sie czesto ze wzgledu na jej ,,zawiasowe" potozenie
miedzy dwoma ramionami (ramie akceptorowe i ramie dhU) jako  spektralne
narzedzie badania rozmiaru zaburzenn konformacyjnych, spowodowanych  czyn-
noscig biologiczng. Np.: badanie zmiany konformacji spowodowanej przy-
czepieniem aminokwasu do tRNA (8). Zmianyw widmie CD czy zmiany  hipo—
chromizmu 4-tiourydyny $wiadczg o zmianie jej konformacji, co z kolei od-
zwierciedla réznice w strukturze trzeciorzedowej. Mozna by réwniez prowa-
dzi¢ kontrole stabilnosci trzeciorzedowej strtiktury tRNA badajac zdolnosc
do dimeryzaoji prébek tRNA pobieranych w réznych etapach jego biologicz-
nego dziatania. Celowe bytoby opracowanie metody selektywnego przeksztat-
cania urydyny-8 do 4—tiouiydyny bea denaturacji tRNA. Rozszerzytoby to
mozliwos¢ stosowania metody dimeryzaoji dla tych tRNA, ktére nie posiada-
ja w pozycji 8 4SU, a majg cytydyne w pozycji 13 (10).
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Kazimierz Grzeskowiak, Jacek Stawinski

CHEMICZNA SYNTEZA POLIDEZOKSYRYBONUKLEOTYDOW
WEDLUG H.G. KHORANY | S.A. NARANGA

Streszczenie

W_referacie przedstawiono przegI%d metod syntetgcznych stosowanych o-
hecnie przez zespoty H.G. Khorany I S.A. Naran”. Opracowano metody syn-
tetyczne pozwalajgce otrzymac oIigodezoksyryhonukleotydg 0 okreslonej
sekwencji”z duza wydajnoscig. Zastosowanie nowych grup blokujacych dla
funkcji 5 -fosforanowej i 3 —hgdroksquwej, prowadzi do uproszczenia roz-
dziatbw chromatograficznych lub zastgpienia w niektorych przypadkach me-
tod chromatografieziaych - metodami ekstrakcyjnymi.

VVstep

Syntetyczne polidezoksyrybonukleotydy odgrywajg kluczowag role w bada-
niach nad kodem genetycznym, biosyntezg biatka, poltmerazg DNA i RNA.

Zwigzki te otrzymuje sie obecnie syntetycznie, stosujgc metody chemi-
czne i enzymatyczne.

Otrzymanie diugiego tancucha polinukleotydowego, sktada sie z trzech
etapow;

1) Chemiczna synteza blokéw polinukleotydowyoh, zawierajgcych  okoto
20 jednostek nukleotydowych.

2) Enzymatyczna fosforylacja grupy 5'-hydroksylowej przy pomocy ATP,
w obecnosci - kinazy.

3) taczenie odpowiednich fragmentéw polinukleotydowyoh przy  pcanocy

- ligazy polinukleotydowej.

Wyzej opisana metodyka byta z powodzeniem zastosowana w syntezie ge-
nu, odpowiadajgcemu tRNA alaninowemu z drozdzy (1). Etapem limitujgcym
badania nad syntezg DNA, jest etap 1 tj. chemiczna synteza polinukleo-
tydow.

1. Synteza wigzania internukleotydowego oraz stosowane
grupy blokujace

Do syntezy najprostszego dwunukleozydomonofosforanu stosuje sie na-
stepujace komponenty:

1) Komponent nukleozydowy z grupa tiytylowa w pozycji 5”i wolng grupg
3'-hydroksylowa.

2) Komponent nukleotydowy, ktorym jest 5'-fosforan z zasadolabilng
blokadg w potozeniu 3/.
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Jako zwiagzki aktywujgce funkcje fosforanowg uzywa sie DCC, TPS, MS,
itp. W przypadku dA, dG, dC, powstaje koniecznos$¢ dodatkowego blokowania
funkcji aminowych. Blokowanie tych grup funkcyjnych zapobiega tworzeniu
sie N-fosfoiylowanyoh produktéw, oraz podwyzsza rozpuszczalnos¢ nukleo-
zydow w medium reakcyjnym. Przy doborze grup blokujgcych kierowano  sie
nastepujacymi kryteriami:

a) grupa blokujgca funkcje 5'-hydroksylowa powinna by¢ tatwa do usu-
niecia bez naruszenia blokady funkcji aminowej 1 5- hydroksylowej,

b) grupa blokujaca funkcje aminowg powinna by¢ trwata w warunkach sto-
sowanych do usuwania blokady 3”-hydroksylowej,

0) warunki przy usuwaniu blokady funkcji 5*-hydroksylowej, nie powin-
ny narusza¢ wigzania glikozydowego i internukleotydowego (co oczywiscie
odnosi sie rowniez do grup w p.a i b), ponadto grupa ta powinna by¢ sta-
bilna na wszystkich etapach syntezy.

Powszechnie stosowanymi grupami do blokowania funkcji 5 — hydroksylo-
wej sg trytyl i monometoksytrytyl, przy czym uzycie tej ostatniej jest
bardziej korzystne, ze wzgledu na tagodniejsze warunki potrzebne do jej
usuniecia (2). Funkcje 3'-hydroksylowg zazwyczaj blokuje sie grupg ace-
tylowa, rzadziej natomiast beta-benzoilopropionoilowa lub metoksyacety-
lowa.

Funkcje aminowe blokuje sie réznymi grupami, w zaleznosci od rodzaju
nukleozydu. | tak, dla dC najodpowiedniejszga jest grupa anizoilowa, dla
dA - benzoilowa, dla dG - izobutyrylowa lub 2-metylobutyrylowa.

iBn Bz
AN G 1
- OH -OH -OH
MMTO-I MUTO — MMTO —
iBu
CAn 1 i Bz
H OH — OR' OH — OR’
P-0 0 =P -0- 0=1t-0-
i

MMT - grupa p-metoksytrytylowa. An -~anizoil, iBu - izobutynol,
Bz - benzoil, R'- acetyl

Ryc. 1.

W 1972 r. Narang i wspo6t, stwierdzili, ze blokowanie funkcji aminowej
konieczne jest tylko w przypadku dC, natomiast dA i dG mozna uzywaé bez
blokowania, na skutek mniejszej reaktywnosci ich grup aminowych (3).
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11. Synteza wyzszyoti polidezoksyrybonukleotydéw o zadanej
sekwencji

Celem chemicznej syntezy jest otrzymanie polinukleotydéw o scisle o-
kreslonej sekwencji.

Mozna sobie wyobrazi¢ dwa podejscia w tego typu syntezie:

1) kolejne przytaczanie pojedynczego nukleotydu do rosnacego taricucha
polinukleotydowego,

2) uzycie uprzednio przygotowanych wiekszych blokéw polinukleotydo-
wyoh i tgczenie ich z sobg (metoda blokowa).

Pierwszy spos6b wymaga duzej liczby etapéw syntetycznych i rozdzia-
tow chromatograficznych. Zaletg tej metody jest jednak stosunkowo wysoka
wydajnos¢ poszczegolnych etapoéw kondensacji. Druga droga jest szybsza,

pozwala na stosowanie wygodniejszych systeméw chrcaiatografioznych, jed-
nak wydajno$¢ przy kondensacji diugich tancuchéw sa z reguty mate.

Obecnie w chemicznej syntezie stosuje sie kombinacje obu metod. Sto-
sujac metode blokowej kondensacji wychodzi sie z dwu lub tréojnukleotyddow,
zawierajacych grupe fosforanowa w pozycji 5'rybozy. Takie mate bloki
otrzymuje sie z dwodch, odpowiednio zablokowanych 5'-fosforanow, 2z kto-
rych jeden posiada niezablokowang grupe fosforanowa, a drugi - wolng gru-
pe 5*-hydroksylowag (Ryc. 2).

Bz An Bz An
TPS,
' "0, 0 OA
-OH 0 -OAc Q — LA
I Il
NSCCH2CH20 HO-P-0 N = CCH-CH"O-P-O —! °e
.Bz riAn
OH° 9 on 0 -OH
2.DEAE -celuloza HO- P-O- X
°e 0
Ryc. 2

Grupa cyjanoetylowa, blokujgca funkcje fosforanowa, usuwana jest po
zakonczeniu kondensacji w $rodowisku zasadowym. PowtOrzenie operacji -
cyjanoetylowanie, kondensacja - prowadzi do otrzymania wiekszych blokow.

Wazng sprawg w chemicznej syntezie oligonukleotydéw jest  odpowiedni
dobdr grup blokujacych dla funkcji fosforanowej. Rézne rodzaje ta3cloh
grup przedstawiono na ryc. 5.



Ryo. 5

Grupa 2,2,2-tréjohloroetylowa uzyta zostata po raz pierwszy przez Wood-
wards (4) 1 wprowadzona do chemii nukleotydow przez Ecksteina (5). Grupe
te usuwa sie dziataniem pary Zn/Cu w DMF. Uzycie podstawionych tiofosfo-
ranow proponuje Nusshaum (6). Niepodstawiony fosforan z takiego zwigzku
mozna otrzymaé¢ przez traktowanie go roztworem jodu w wodzie. Trzecim ty-
pem jest zasadolahilna grupa p-metoksyfenylokarbamyloetylowa wprowadzona
przez Naranga (7). | wreszcie czwartym rodzajem grupy blokujacej jest aro-
matyczny fosfoamid, otrzymany po raz pierwszy przez Khorane 1 Moffata
(8). Ohtsuka (9) zastosowat te grupe do blokowania funkcji fosforanowej
i stwierdzit, ze mozna ja usuwa¢ w bardzo tagodnych warunkach dziataniem
azotynu izoamylu przy pH 7.

We wszystkich metodach dwuestrowyoh (a takie opisane sa w niniejszym
referacie), niezaleznie od rodzaju stosowanych grup blokujacych, koniecz-
ne jest oczyszczanie mieszanin poreakcyjnych na DEAE-celulozie. Jest to
procedura bardzo praco- i czasochtonna, a ponadto limituje skale catej
syntezy, ze wzgledu na matg pojemnos¢ jonowymienng wymieniaczy.

Znalezienie takiej procedury, ktéra eliminowataby oczyszczanie na wy-
mieniaczu jonowym, skrocitoby czas syntezy i w konsekwencji uproscito jg.

Khorana i wspot, opracowali taka metode, ktorej podstawa jest ekstrak-
cja rozpuszczalnikami (10). Metoda polega na wprowadzeniu do jednostki
nukleotydowej, grupy silnie lipofilowej, ktéra nadaje lipofilowy charak-
ter catemu, wiekszemu blokowi nukleotydowemu. Przyktadem takiej grupy mo-
ze by¢ p-trytyloanilina, ktérg mozna tatwo wprowadzi¢ do 5/-f°sforanu w
reakcji kondensacji prowadzonej w obecnosci DCC. Dwu- lub tréjnukleotydy
wyodrebnia sie z mieszaniny poreakcyjnej stosujac ekstrakcje rozpuszczal-
nikami. Wydajnosci oligonukleotydow otrzymywanych w ten sposéb, sg zbli-
zone do wydajnosci uzyskiwanych innymi metodami, jednak duza prostota pre-
peratywna przemawia zdecydowanie na korzys¢ metody ekstrakcyjnej.

W nieco innym Kkierunku poszty prace Naranga i wspo6t., ktorzy przebada-
li szereg nowych grup blokujacych dla funkcji fosforanowej (11-14). Sa to
podstawione fenole 1 tiofenole, ktére po przylaczeniu do odpowiedniej cza-
steczki, podwyzszajg jej powinowactwo do benzoilowanego Sephadexu lub ce-
lulozy. W ten spos6b, komponenty niezawierajgce grup aromatycznych moz-
na wymy¢ z kolumny przy niskim stezeniu buforu, natomiast elucja kompo-
nentéw zablokowanych na funkcji fosforanowej nastepuje po zwiekszeniu
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stezenia buforu. Z ww. odczynnikéw blokujacych, najbardziej uzyteczny
okazat sie 2-fenylomerkaptoetanol (14). Grupe te mozna wprowadzi¢ stosu-
jac standartowe warunki kondensacji z DCC, i co jest wazne, grupa ta jest
bardzo stabilna. Np. wytrzymuje ona dziatanie 2N NaOH przez 4 godz., st.
NH*OH w 50° przez 2 godz., wodnej pirydyny przez tydzien, rozcieficzonego
HCI przez 3 dni. Usuwanie jej nastepuje dwuetapowo: utlenianie nadjoda-
nem wigzania siarczkowego do sulfotlenku, a nastepnie eliminacja w 2N

NaOH przez 30 min. w temp. pokojowej (15). Ostatnio ukazata sie praca
Khorany 1 wspoét. (16), w ktorej autorzy donosza, ze grupe fenylomerkap-
toetylowa mozna usuwaé¢ w tagodniejszych warunkach niz to proponuje  Na-
rang. Zamiast utleniania nadjodanem, Khorana stosuje N-chlorosukcynimid

do utleniania wigzania siarczkowego, a nastepnie usuwa grupe fenyloety-
losulfotlenkowg w roztworze IN wodorotlenku sodu (5 min., 0°C). Zastoso-
wanie tagodniejszych warunkéw zmniejsza niebezpieczenstwo jednoczesnego
odblokowania innych grup funkcyjnych.

11l. Zastosowanie zmodyfikowanych celuloz do rozdziatu
zwigzkéw trytylowanych

Rownolegle z pracami syntetycznymi, postepuja prace nad rozdziatem
mieszanin poreakcyjnych. Z wielu zmodyfikowanych celuloz bardzo uzytecz-
ne okazaty sie trytylo i naftoiloceluloza (17), ktére pozwalajg na pro-
sty rozdziat produktow trytylowanych od nietrytylowanych.

Przyktadem moze stuzy¢ synteza tetranukleotydu TpTpTpA. W wyniku kon-
densacji w mieszaninie reakcyjnej znajdujg sie nastepujace produkty:

MMT 0 - TpTpT  OH * PA®*(0Ac)

TPS
MMT - O - TpTpT - OH PA"®(0A0)
+
MMT - O - TpTpTpA®™(OAC) O(pA®"N(0AC))
+ inne produkty
Typ | Typ 11
Ryc. 4

Typ | zawiera nieprzereagowany trojnukleotyd i zablokowany tetranu-
kleotyd.

Typ Il zawiera nieprzereagowany nukleotyd, sym. pirofosforan i inne
uboczne produkty.

Po naniesieniu catej mieszaniny na kolumne z trytyloceluloza, adsorb-
oji ulegajg pochodne trytylowane, podczas gdy skiadniki nietrytylowane
obecne sg w eluacie. Komponenty trytylowane mozna wymy¢ z kolumny zwiek-
szajgc stezenie etanolu. Typowy profil eluoji przedstawia ryo. 5«
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Nr frakcji
Ryc. 5

IV. Selektywne blokowanie koncowej grupy 5'-hydroksylowej
w zablokowanych dezoksyrybonukleotydaoh (18)

Gtoéwng trudnoscig w syntezie oligonukleotydéw jest fakt, ze  poszcze-
golne etapy kondensacji nie przebiegajg ilosciowo. Powoduje to  koniecz-
nos¢ stosowania diugotrwatych rozdziatébw chromatograficznych substratow,
od rosngcego tancucha oligonukleotydowego. Stwierdzono, ze rozdziat mie-
szaniny reakcyjnej mozna znacznie uprosci¢, jezeli zablokuje sie  selek-
tywnie i ilosciowo grupy 3'-hydroksylowe w produktach, ktore wystepuja w
mieszaninie poreakcyjnej.

Najbardziej odpowiednie w tym celu okazaty sie aromatyczne izooyjania-
ny (17, "IS), ktore ilosciowo i w tagodnych warunkach estryfikujg grupy
hydroksylowe reszty cukrowej (ryo. 6).

Praktyczne zastosowanie izocjanianéw do blokowania funkcji 3”-hydro-
ksylowej przedstawia synteza pentanukleotydu (ryo. 7).

Po pierwszej kondensacji mieszaning reakcyjng rozdziela sie na tryty-
locelulozie i frakcje zawierajgcag produkty trytylowane, traktuje sie
izocyjanianem. W?"ychodzgo z tréjnukleotydu, cykl - dodanie odpowiedniego
monofosforanu, rozdziat na trytylooelulozie, dodanie izocyjanianu - pow-
térzono dwa razy, otrzymujac pentanukleotyd. Po zakonczeniu syntezy usu-
nieto grupy blokujace (z wyjatkiem grup naftoilokarbamylowyoh) i miesza-
nine naniesiono na kolumne z trytylocelulozg. Oligonukleotydy zawieraja-
ce grupe 3"-iiafhoilokarbamylowg byty zatrzymywane na kolumnie, podczas
gdy pozadany produkt, pentanukleotyd obecny byt w eluacie.

Wydaje sie, ze szczeg6towe rozpracowanie tej metody uczyni ja bardzo
pozyteczng w syntezie polinukleotydéw w roztworze, jak réwniez na podto-
zu polimerowym.
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-OR reakcja nie zachodzi
py
R'O-
B
CANCO 0
-OH (I)I 9 —O0-C-NHC.,gH"
? Py /C-Ol-P-O-*
HO-P-0 NH O'O
n'e °10®7
reakcja nie zachodzi
PaN
N P -OR’ Py
RO-
A\l
Ryo. 6
1. pA®*“(OA0)
+ TPS
MMT-O-TpTpT-OH MMT-0-TpTpTpA®"“(OA0) + MMT-O-
2 15vd%a APIBT-h
1 OH® MMT-O-TpTpTpAMAPGMAOAC)

B 2.pG ®"(0AC)
C.gH7INCO ™1J.0-TpTpTpA ~{DAc) * + TPS ,  MMT-O-TpTpTpA®"-

57~ MMT-O-TpTpTp- 3. -OCONH-C.,gH"
-OCONHC, o~ 4. Trytylo- uuT-O-TpTpTp-O-
celuloza -CONHC.,gH"

1. NHOH

2. 80% AoOH
HO-TpTpTpApG
3. Trytyloceluloza

Ryo. 7
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Pawet SerafinowskKi

NOWE PRZYKLADY PODLOZY POLIMEROWYCH
DO SYNTEZY OLIGONUKLEOTYDOW

Streszczenie

W pierwszej czesci referatu przedstawiono zaproponowane przez KBes-
tera nowe typ{ pod’rozﬁ polimerowych do syntezy oligkonukleotydéw sa to:
modyfikowana krzemionka réznych gatunkéw, Sephadex LH-20-polietylenogli-
kol o réznym ciezarze czasteczkowym; dwa pierwsze sa catkowicie nieroz-
puszczalne, trzeci natomiast rozpuszczalny jest w dioksanie, pirydynie i
wodzie co stwarza dodatkowe korzysci proceduralne. Wszystkie proponowane
podtoza sg jeszcze w stadium intensywnych préb, dlatego tez za wczes$nie na
ich pelng ocene,

W dalszym ciggu omoéwiono prace A. lkehary i wspotpracownikéw poswieco-
na otrzymaniu Kilku zablokowanych dwunukleotydéw z serii ribo i tréjnukle-
otydéw ApUpGp. Wszystkie zsyntetyzowane zwigzki zawieraja wolng grupe 3'-
fosforanowa. Wynika to z zastosowania podtoza polimerowego z funkcjg ami-
nowa, ktora wiaze pierwszy nukleotyd wigzaniem fosforoamidowym. ostato
ono juz weczesniej zastosowane przez Blaokbuma 1 wspotpracownikéow, ale nie
zdalo egzaminu z uwagi na brak dogodnego czynnika odczepiajgcego  pow-
staty oligonukleotyd od podtoza.

Koncepcja syntezy na podiozu polimerowym zastosowana do syntezy  oli-
gonukleotydéw jest w dalszym ciggu rozwijana. Niedawno KOster (1,2,3) opu-
blikowat  wyniki badan, ktére co prawda nie doprowadzity go jeszcze do
otrzymania wiekszych oligonukleotydéw, ale za to zaproponowane przez nie-
go podioza polimerowe odbiegaja swym charakterem od poprzednio stosowa-
nych. Sg to mianowicie podtoza hydrofilowe, a na pomyst ich zastosowania
naprowadzity KOstera trudnosci spowodowane wysoka polarnoscig wiazania fo-
sforodwuestrowego, wystepujace przy podtozach typu hydrofobowego jak po-
limery typu ,,popcorn”™ ozy inne odmiany polistyrenu. KOster zastosowat po-
dtoza oparte na réznych odmianach silikazelu, sephadexu i polletylenogli-
kolu.

W sekwencji (Schemat 1) reakcji krzemionke zmodyfikowano wprowa-
dzajac ugrupowania chlorku trytylu i otrzymujac nos$nik zawieraja-
cy 0,19 mmola anionéw CI“ na gram polimeru. W reakcji konden-
sacji tego podioza z 3"-0-aocetylo tymidyng przytaczyto sie 10,7
mikromola tymidyi:y na gram nosnika. Nukleozyd przytaczony do poditoza od-
czepiano dziatajgc 80% kwasem octowym. W warunkach alkalicznych od-
czepienie nie zachodzito, osiggnieto natomiast iloSciowe usuniecie grup
acetylowyoh tymidyny i dalej kondensowano zwigzek 10(P-Si-Tr dT), z 5'-
fosforanem 3-o0-acetylotymidyny wobec TPS. Z uwagi na fakt, ze fosforan re-
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aguje ubocznie z wolnymi grupami OH silikazelu, wydajno$¢ kondensacji wy-
nosi tylko 5A%. Tej niepozadanej reakcji mozna unikna¢, zabezpieczajac u-
przednio grupy OH krzemionki p-bromometylo-fenylo-tréjohlorosilanem.Przy
syntezie dtuzszych tancuchow, a zwilaszcza takich, ktoére zawierajg nukleo-
zydy purynowe, autorzy zalecajg stosowanie zamiast grupy trytylowej, gru-
py mono lub dwumetoksytrytylowej, ktére sg bardziej czute na kwasng hy-
drolize. Pozwolitoby to na unikniecie ewentualnego rozpadu nukleozydéw
puiynowych w warunkach hydrolizy stosowanych dla grup tiytylowych.

Kolejnym przyktadem hydrofilowego podtoza, bedacego przedmiotem badan
KOstera 1 wsp."”jest Sephadex LH-20 zawierajgcy cis-diolowe grupy OH, W re-
akcjach pokazanych na schemacie 11 polimer zmodyfikowano grupami J™N-ben-
zoilopropionowymi blokujac nimi bardziej zattoczone eterycznie grupy OH
w ugrupowaniach cis-diolowych. Jako czgsteczki kotwiczacej bedacej jedno-
czesnie poczgtkiem tancucha oligonukleotydowego uzyto 5'-fosforanu 2*5’ -
O-acetylo-urydyny, ktéry kondensowano wobec TPS z podtozem zawierajagcym
ugrupowanie Ji-benzoilo-propionowe, uzyskujac przytaczenie 95 mikrcmoll
fosforanu na gram polimeru. Dziataniem hydrazyny usunieto nastepnie blo-
kady jb-benzoilo-propionylowe i wprowadzono na ich miejsce etoksyetylideno-
we (kwaso-labilne). Po usunieciu z pozycji 2*5’-urydyny grup acetylowych,
prowadzono kondensacje z 5*fosforanem 5-o-acetylo-tymidyny w obecnosci Tffi.

Ze wzgledéw sterycznych reagowata tylko jedna grupa OH urydyny. Po ko-
lejnej reakcji z eterem etylowo-winylowym i dziataniu alkalli kondensacje
mozna byto prowadzi¢ dalej, a po ich zakonhczeniu usung¢ grupy etoksy-ety-
lidenowe i w Srodowisku alkalicznym odczepi¢ powstaty oligonukleotyd od po-
dtoza.Rezultaty swych badan nad uzyciem Sephadeksu LH-20, Kd'ster okreslit ja-
wstepne i prawdopodobnie z tego powodu nie informuje o wydajnosclach po-
szczegoblnych etapéw syntezy, koncowych jej rezultatach, a takze niezbyt
jasno precyzuje warunki odczepienia powstatego oligonukleotydu od po-
dioza.

Dwa uprzednio opisane przykiady hydrofilowych podtozy polimerowych
przedstawiaty podtoza nierozpuszczalne. W ich przypadku problemy dyfuzyj-
ne i wzgledy stei“rczne moga powodowa¢ zmniejszenie wydajnosci poszcze-
golnych etapow. Na czesSciowe ominiecie tych wad pozwala zastoso-
wanie rozpuszczalnego w dioksanie, pirydynie i wodzie nos$nika polimerowe-
go opartego na polietylenogllkolu (PEG), speiniajgcego réwnoczesnie role
makromolekularnej grupy blokujacej. Rozpuszczalno$¢ PEG umozliwia  prze-
prowadzanie kondensacji i usuwania blokad w fazie homogennej; mozna
tez przez pomiar absorpcji UV tatwo i szybko okresla¢ wydajnos¢ tych reak-
cji. Stosowane zwykle w nadmiarze niskoczgsteczkowe reagenty mozna tatwo

oddzieli¢ przez dialize, a polimer wraz z przyczepionym don materiatem
nukleotydowym pozostaje w tubce dializyjnej i po liofilizacji jest gotowy
do dalszych kondensacji. Schemat Il1 ilustruje przebieg syntezy z uzy-
ciem PEG,

Jako grupe kotwiczgca zastosowano chlorek trytylu i tak zmodyfikowany
PEG kondensowano z 3'-o-acetyloeymidyng uzyskujac przytaczenie 28,7 mikro-
mola tymidyny na gram polimeru.
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Innym sposobem moze by¢ uzycie urydyny spetniajacej role grupy  funk-
cyjnej poditoza i dalsze postepowanie analogiczne jak opisano w przypadku
Sephadexu LH-20. Przylgczyto sie 78,2 mikromola urydyny na gram polime-
ru, a kolejne kondensacje z 3’-acetylo-tymidyng zachodzity z wydajnoscia
98%.

Podobnie jak poprzednio, prawdopodobnie z uwagi na niezakohozone jesz-
cze badania, nie podano finalnych produktéw i nie sprecyzowano  warunkéw
odczepienia powstatego oligonukleotydu od podtoza.

Kolejng nowag publikacja z dziedziny syntezy oligonukleotydéw na
podtozu polimerowym, jest praca Ilkehary (5), ktéra doprowadzita do
otrzymania trojnukleotydu ApUpGp. Warta jest ona odnotowania  gtéwnie
dlatego, ze dotyczy serii ,rybo"* oo jest nadal rzadkoscig w syntezie na
podtozach polimerowych. Ostatnig prace z tej serii opublikowali Yip i
Tso’u (6), otrzymujac na izotaktycznym polistyrenie modyfikowanym  bez-
wodnikiem bursztynowym, tréjnukleozydodwufosforan UpUpU.

Ikehara do syntezy swoich oligonukleotydéw zastosowat poditoze polime-
rowe przedstawione jeszcze w 1967 r. przez Blaokbuma (4). Sieciowany p-
dwuwinylobenzenem polistyren otrzymano w sposob przedstawiony na schema-
cie IV. Jego grupa funkcyjng jest grupa aminowa. Blackburn otrzymat
pdTpdTpdT z 5% wydajnoscig! miat kiopoty z odczepieniem bez strat powsta-
tego oligonukleotydu od nagsnika. Warunki kwasowej hydrolizy wigzania fos-
foroamidowego byty zbyt ostre dla wigzan N-glikozydowych  nukleozydow
Ikehara badajgc aromatyczne fosforoamidy nukleozydow stwierdzit, ze
hydroliza  fosforoamidow do odpowiednich  fosforanéw zachodzi tat-
wo pod wptywem azotynu izoamylu bez naruszania jakichkolwiek innych wia-
zan.

Stosujac swoje stwierdzenia lkehara przebadat gruntownie kinetyke two-
rzenia wigzania fosforoamidowego w modelowej reakcji zywicy zawierajacej
1,19 milimola grup aminowych na gram zywicy z 3’-aoetylo-5’-fosforanem ty-
midyny (I1) wobec DCC. Co pewien czas pobierano probki polimeru i wyniki
przedstawiono na wykresie (ryo. 4). Badania kinetyki odczepiania oligo-
nukleotydu od podtoza pokazaty, ze po 4 godz. dziatania azotynu izoamylu
w temperaturze pokojowej, uwalnia sie 96% materiatu oligonukleotydowego.
Podobnie dziatano na zywice 1 zablokowanymi fosforanami guanozyny, urydy-
ny i cytydyny uzyskujac odpowiednio 9,70 i 18% przereagowania grup amino-
wych zywicy. Dziatlanie na zywice azotynem izoamylu uwalniato nukleotydy
ilosciowo bez naruszania grup blokujacych.

Dalsze etapy syntezy przedstawiono na schemacie V.

Polimery (V) zawierajace po jednej cegietce nukleotydowej, acetylowano
wyczerpujaco bezwodnikiem octowym (zabezpieczenie wolnych grup aminowych
zywicy), a nastepnie usuwano kwasem octowym grupy monometoksytrytylowe z
potozenia 3*e

Detrytylowane zywice VI, stosowano do przedituzania tancucha.

Odpowiednio zablokowane mononukleotydy reagowaty z VI w obecnosci TPS-*U
dajac z wydajnoscia 20-40% dwunukleotydy. Zablokowane ,,dwojki" uwolnione
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Schemat IV
nukleotydu do podtoza wg lkehary

X
OH
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M
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= Szkielet polistyrenu
Zalezno$¢ stopnia przylaczania | nukleotydu do podtoza od czasu

wg lkehary

Wykres przedstawiajgcy procent uwolnienia nukleotydu od podtoza
dziataniem azotynu izoamylu w funkcji czasu
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Schemat V
Synteza oligonukleotydéw wg lkehary
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z polimeru charakteryzowano chromatograficznie 1 elektroforetycznie
po usunieciu grup blokujgcych. Szczegélnie przydatne w rozdziale miesza-
nin poreakcyjnych okazato sie sgczenie zelowe na Sephadeksie LH-20, po-
zwalajace tatwo oddzieli¢ pirofosforany nukleozydéw. Saczenie zelowe jest
proste i1 krotkotrwate, dlatego metoda lkehary nadaje sie dobrze do otrzy-
mywania zablokowanych dwunkleotydow. Warunki reakcji i wydajnosci w syn-
tezie dwodjelt podano w tabeli 1.

W celu otrzymania trojnukleotydu ApUpGp zywice VII poddano  dziataniu
bezwodnika octowego, a grupe monometoksytrytylowa usunieto jak wyzej,
zywice VJII kondensowano wobec TPS-u z N,2*3’-tréjacetylo-5»-fosforanem
adenozyny Otrzymany zablokowany tréjnukleotyd (X) uwolniono od po-
ditoza azotynem izoamylu i odblokowano amoniakiem. Produkt oczyszczano,sto-
sujac chj’omatografie bibutowsa.

Wydajnos¢ etapow VII-X wyniosta 10%.
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Wojciech Markiewicz

WYBRANE aspekty CHEMII

anhydronukleozyddw pirymidynowych

Streszczenie

Snttz5entlSeSiofurtnozydowyfh epimeréw nukleozydéw 1 ich pochodnych.

1. Wstep

Przedstawiono niektdre metody otrzymywania anhydronukleo!déw (ryc.1),
czyli ukladéw cyklicznych powstatych formalnie 2z nukleozydéw poprzez eli-
minacje czasteczki wody.

2,2'-anhydronukleozyd  3",5"-anhydronu- 8,5'- anhydronukle-
kleozyd (10) ozyd
Ryo. 1

Omowiono gtéwnie 2,2'- anhydronukleozydy pirymidynowe.

Anhydronukleozydy sa uzytecznymi zwigzkami przejsciowymi w syntezie nu-
kleozydow, 1 -[i- O - aldopenutozofuranozydowych empiréow nukleozydéw, de-
zoksynukleozydéw. Sg rowniez prawdopodobnie zwigzkami tworzacymi sie w wa-
runkach przedbiologioznyoh (7). Podkreslono znaczenie syntezy anhydronu-
kleozydéw z cukru i cyjanamidu dla laboratoryjnego otrzymywania nukleozy-

déw. Zastosowanie anliydronukleozydéw do syntezy réznych pochodnych poka-
zano na Kkilku przyktadach.
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2. Metody otrzymywania anhydromukleozydéw pirymidynowych

Metody otrzymywania anhydronukleozydiéw pirymidynowych mozna podzieli¢
nai po pierwsze metody, w ktdérych cykli;zuje sie nukleozyd, i po drugie,
metody, w ktérych dokonuje sie syntezy anhydronukleozydu z cukru i cyja-
namidu.

2.1. Cyklizacja nukleozydow

tatwos¢ otrzymywania oyklonukleozyd6>w pirymidynowych zmniejsza sie w
kolejnosci: 2,2'>2,3~> 2,5* (9).

Najstarsze metody polegaty na cykliz.acji za pomocg soli srebrowych po-
chodnych halogenowych nukleozydéw (ryc. 2), lub pochodnych tosylowyoh, me-

zylowych za pomocag zasad (11,12).
0

Me = C
Ac = CHjCO

Hampton i Niohol (13) opracowali synteze 2,2'-anhydronukleozydéw z nu-
kleozydoéw za pomocag weglanu dwufenylu w H,N-dwumetyloformamldzle, wobec
kwasnego weglanu sodu (ryo. 3).

HO 9M
Ph = CsHs

Rtyc. 3.

Ta metodag przeprowadzono syntezej 2,2'-anhydro - 1 - [b- D - arablnofura-
nosylo-5-metoksyuraoylu (14) z wydajjnosoia 83% (ryo. 4). ,

Verheyden, Wagner, Moffatt (6) otrzymali zmodyfikowang metodg Hamptona
2,2'-anhydro-1-J3-D-arabinofuranozyrloura:yl (ryc. 4) w heksametylofosfora-
midzie (HMPT) z wydajnoscig wyzszg (88%) i przy dcréconym czasie reakcji.
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e
1

CMe (14) wydajnosc¢
83%

(6) wydajnos¢

H
Ryc. 4 88%

Tr = (CgHs)jC
Ryo. 5 on, r = (CgHs)j

(>5)

It J R-=Cl-
POCI5(H20 w AoCEt!

(16)
R*“ = HCO"

HO  OH SOCIg/IDMP  (a7)
Ryo. 6

Ogilvle 1 Iwacha (3) badali mechanizm oyklizacji z weglanem dwufenylu
i stwierdzili, ze reakcja ta jest katalizowana zasadami (NaHCO , NagCO ).
Cykliczny 2, 3'-"eglan urydyny nie tworzyt anhydronukleozydu podczas do-
grzewania w N, N-dwumetyloformamidzie w nieobecnosci zasad.Pochodne 3',5-
i 2', 5-blokowane, np. 3*, 5'-<i"u-O-trytylouiydyn£, reaguja prawdopodob-
nie poprzez weglan nukleozydowo-fenylowy (ryo. 5).
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Innymi przyktadami otrzymywania anhydronukleozydéw moga by¢ reakcje o-
trzymywania pochodnych urydyny (15) i pochodnych cytydyny wg Ichino (15,
17) (ryc.6).

Ciekawe reakcje z wytworzeniem uktadu anhydronukleozydowego  zachodzg
pod wptywem N-bromo-5-sukoynimidu(NBC) (1,2,5). 5*- O-Acetylo-2 , 3 -O -
benzylidenourydyna z NBS w czterochlorku wegla i 1,1,2,2 - czterochloro-
etanie tworzy gtéwnie 5*“0“®oetylo—3 —-O-benzoilo-5-bromo —2,2 — anhydro—
urydyne (ryc. 7)e

wydajnosc
ok, 50%

Ryc. 7

2',3'-0 - Benzylidenouiydyny podsta-
wione w pozycji 5* innymi podstawnikami
reaguja w tych warunkach z  wytworzeniem
2'-dezoksy-2'-bromonukleozydu (ryo. 8),

Autorzy proponujg dla tych reakcji me-
chanizm poprzez jon benzclniowy (ryc. 9)*
Reakcja moze zatrzymacé sie na etapie an-
hydronukleozydu w zaleznos$ci od rodzaju
uzytego nukleofilu i warunkéw reakcji.Kwa-
sy katalizujg otwieranie ukitadu anhydro-
nukleozydowego (ryo.9a), a zasady cykli-
zaoje (ryo. 9b).

e
1

Me

Ryo. 8

a)

fco Br
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AcO

2,2. Bezposrednia synteza uiiadu anhydronukleozydu z cukru i cyjanamidu

Sanchez i Orgel (7) stwierdzili, ze aldopentozy takie jak ryboza, ara-
binoza, ]?eaguja z cyjanamidem w wodnym amoniakalnym roztworze z utworze-
niem pochodnych aminooksazoliny (ryc. 10).

NH,
HO
OH A .
2-amino-&-D-arabinofure-
no- CIn,2':4,5] -2-oksa-
zolina
Ryc. 10

Pochodne te powstajg z wysokimi wydajnosciami powyzej 60% (69% - 72%)
i tatwo mozna je wydzieli¢ w czystej postaci krystalicznej ze Srodowiska
reakcji.

A. Holy zmodyfikowal warunki otrzymywania oksazoliny (8,18) 1 nieza-
leznie zrobit to réwniez Whetcher (19).

Pochodne oksazoliny poddaje sie reakcji z pochodng acetylenowg i otrzy-
muje sie z wysoka wydajnoscig w postaci krystalicznej anhydrobukleozydy
(7,8,9) (170. 11).

K

HO
HC 0002”6 65% (8)
EtOH/H20,1:1
HO ™ HO
5h ogrzewania'
CCO"Et ™ t.pok.” do wrzenia
CCO2Et  DMAc I HC = CCN
DUAo
t.pok.
‘c«ia
90%(7)

59% (gkll )
DMAc = N,N-dwumetyloacetamid
Ryc. 11
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Metoda bezposredniej syntezy uktadu anhydronukleozydowego moze by¢ sto-
sowana do réznych aldopentoz, takze z serii L, a wiec umozliwia prostg i
wydajng synteze analogéw L-nukleozydéw i ich pochodnych. W reakql moga
by¢ réwniez uzyte fosforany cukrow (7).

Wydaje sie, ze reakcja opracowana przez Orgela 1 Sancheza znajdzie za-
stosowanie w chemii nukleozyddw.

3. Otwieranie uktadu anhydronukleozydowego;
zastosowania syntetyczne

Anhydronukleozydy sa waznymi zwigzkami przejsciowymi w chemii nukleo-
zydow. Przedstawiono kilka zastosowan tych zwigzkéw w syntezie.

Fox 1 Miller stwierdzili, ze reakcja nukleofilowego otwierania anhy-
dronukleozydéw jest katalizowana przez kwasy (6). Otwieranie ukitadu w roz-
tworze wodnym prowadzi do pochodnej arabinofuranozydu w przypadku 2,2' -
andrynonukleozydéw (7,16) (ryc. 12).

Uzycie innych nukleofilbw w rozpuszczalnikach aprotycznyoh faworyzuja-
cych atak nukelofilowy, wobec kwaséw prowadzi do 2'-dezoksy-2'- podstawio-

nych nukleozydéw (ryc. 13) (1,5,6,8).

H.0
R = H, acyl
I'" nukleofil (Cl,Br,J,N»OBz) (1,5,6,8)
Bz = CgH"CO

Ryc. 13
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W ten sposéb Fox (5) otrzymat z 2,2'-anhydro-3',5*~dwu-0-benzoilourydy-
ny 22', 3', 57-tr66-0O-benzoilourydyne z wydajnoscig ok. 79%.

Reeikcje prowadzono w DMF z benzoesanem sodu wobec kwasu benzoesowego.
Z tego samego substratu, ale w serii L, Holy (8) otrzymat w DMF wobec jod-
ku litowego i katalizatorow kwasnych (kwas tréjfluoroctowy w jednym przy-
padku i eterat tréojfluorku boru w drugim) mieszanine nukleozydéw 01§ 1l
(ryc. 14) z przewagg izcaneru arabino (I).

W A i kryle

R=H £

NCCF&-C"?% _ HCCUEIip
H

o)
1

MMTr= (p-CH5CgH”")(CgH5)2C-

1) AoOH 1) AcOH temp.pok.
2) NH"aq 2) NHj aq
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Pochodne azydkowe po wodorowaniu tworzg odpowiednie dezoksyaminonukle-
ozydy (6), a hydrogenoliza pochodnych halogenowych otrzymanych z otwarcia
anhydronukleozydéw prowadzi do dezoksynukleozydéw. Holy otrzymat na tej
drodze L-2'-dezooksyurydyne 1 L- 2'-dezoksycytydyne (8,19). (pracowano
réwniez wygodne syntezy 2'-dezoksyurydyny (2,20).

Anhydronukleozydy zastosowano rowniez do syntezy dwunukleozydomonofos-
foranu (I11) (21) (ryc. 15).
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Andrzej W. Sokalski, Henryk Chojnacki

ODDZIALYWANIA 6-TIOGUANINY W DNA
A MECHANIZM JEJ MUTAGENNEGO DZIALANIA

Streszczenie

Stosujac metode perturbacyjna podano wyniki obliczen energii oddziaty-
wan mi?dzyozqstecz owyoh dla normalnych par zasad komplementarnych oraz
dla ukfadu 6-tioguanina-oytozyna, wskazujgce na istnienie silniejszych _od-
dziatywan poziomych i stabszych pionowych w przypadku zastgpienia guaniny
6-tioguaning. Na podstawie uzyskanych wynikbw mutagenne dziatanie 6-tio-
guaniny wbudowanej do DNA ttumaczy sie hamowaniem proceséw replikacji i
w wiekszym stopniu transkrypcji wynikajacym z deficytu energetycznego w
obrebie replikazy i transkryptazy.

Jednym z mozliwych mechanizméw antyrakotwoérczego dziatania 6-tioguani-
ny ["1-9] jest wbudowywanie sie jej czasteczek w miejsce guaniny [2,3,5-8],
jako elementu strukturalnego DNA. W roku 1961 Uautner i Jaffe wysuneli na
podstawie badan réwnowag kwasowo-zasadowyoh zarzucong pozniej hipoteze o
mozliwosci tworzenia przez 6-tioguanine, silniejszych niz z udziatem gua-
niny wigzan wodorowych z cytozyng, ttumaczaca w ten spos6b zaburzenie pro-
cesu replikacji[4], Bugg i Thewalt natomiast na podstawie badan krysta-
lograficznych 6-tioguaniny, 6-tioguanozyny i guaniny sugerujg, ze muta-
genne dziatanie 6-tioguaniny wbudowanej do kwaséw nukleinowych polega je-
dynie na zwigkszeniu ditugosci wigzann wodorowych i zaburzeniu w ten spo-
sob 11 rzedowej struktury, tak, ze zmiany w oddziatywaniach pionowych od-
grywaja jedynie drugorzedng role [IO-11] . Niekiedy przyjmuje sie réwniez
[12-17] za Donohue pl8] hipoteze o mniejszej energii wiazan wodorowych
typu N-H*”*S w poréwnaniu z krotszymi wigzaniami typu N-H'**0 interpretu-
jac znane przypadki silniejszych oddziatywan siarkowych analogow zasad
komplementaimych silniejszymi oddziatywaniami pionowymi [13,1H].

W tym Swietle interesujgce wydawato sie poréwnanie teoretycznych war-
tosci energii oddziatywan w izolowanych uktadach par zasad komplementar-
nych guanina-oytozyna i 6-tioguanina-cytozyng oraz oddziatywan pionowych
pomiedzy sasiadujagcymi ze sobg zasadami purynowymi, zwiaszcza, ze dla os-
tatniego uktadu brak jest odpowiednich informacji doswiadczalnych. W przy-
padku gdyby nawet informacje takie byly dostepne, prawdopodobnie trudno
bytoby je jednoznacznie zinterpretowac ze wzgledu na ewentualng role roz-
puszczalnika i1 nieznajomo$¢ geometrii oddziatujacych uktadow.

Obliczenia energii oddziatywan miedzymolekularnych przeprowadzono
przy pomocy rachunku zaburzen 1l rzedu z pétempiryczng parametryzacja
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P9]. Odpowiednie wartosci i wektory wiasne dla izolowanych zasad komple-
mentarnych obliczono z uwzglednieniem wszystkich elektronéw walencyjnych

stosujgc metode CNDO/2 [20] . W obliczeniach uwzgledniono oddziatywania
elektrostatyczne oraz skladowag odpowiadajgcg procesowi miedzyozaste-
czkowego przeniesienia tadunku (charge transfer) pomijajac, ze wzgle-
du na duze rozmiary ukitadéw, wyraz oddziatywan wymiennych, a takze zniko-
me dla ptaskich ukiadéw z wiagzaniem wodorowym, oddziatywania dyspersyjne
i polaryzacyjne [21-23]. W przeprowadzonym rachunku nie uwzgledniono ex-
plicite orbitali wzbudzonych d dla atomu siarki, nie wnoszacych praw-
dopodobnie istotnego udziatu do catkowitej energii oddziatywan [24] .

Ryc. 1. Geometria pary zasad komplementarnych 6—tioc?uanina—
-cytozyna [19J z rozkladem tadunku obliczonym metodg CNDO/2
dla izolowanych sktadnikow (w tysigcznych czgéciach tadunku
protonu). Wielkosci w nawiasach odnosza sie do elektronowTl ,
za$ liczby bez nawiaséw do elektronéw G
Dla ukitadu 6-tioguanina-oytozyna (ryc.l) przyjeto geometrie analo-
giczna jak dla ukfadu guanina-cytozyna w konfiguracji Watsona-Cricka [19],
zmieniajac jedynie potozenie atomu siarki tak, by dtlugos¢ wigzania
N-H"‘S byta réwna 3.50 X, a dtugos¢ wigzania C=S wynosita 1.78 X. W pa-
rze guag.ina-oytozyna analogiczne odlegtosci wynosity odpowiednio 2.90 X
i 1.24 A. Dla oszacowania roli oddziatywan pionowych pomiedzy sasiadujg-
cymi kolejnymi zasadami purynowymi w B-DNA wykonano obliczenia dla ukia-
dow guanina-guanina oraz 6-tioguanina-6-tioguanina (ryc. 2), oddalonych
od siebie o 3.38 X i obréconych wokét osi spirali B-DNA o kat 36° [25] .
Wyniki przeprowadzonych w niniejszej pracy obliczen (tabela 1) wskazu-
ja na Istotng role oddziatywan poziomych w B-DNA, jakkolwiek w przypadku
oddziatywan pionowych wiekszg role powinny odgrywa¢ nie uwzglednione w
proponowanym modelu oddziatywania dyspersyjne i polaryzacyjne oraz trudny
do okreslenia wplyw rozpuszczalnika. Wnioskow tych nie nalezy jednakze
uogodlnia¢ na inne ukiady bez uwzglednienia réznic w ich sti'ukturze elek-
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tronowej i geometrii. Istotnym wy- Hr
nikiem przeprowadzonych. obliczen \
jest otrzymanie najwiekszej ener- ,
gii oddziatywan dla pary zasad 6- / -N

tioguaninaroytozyna oraz znikomego
udziatu oddziatywan typu TT -JT dla
ptaskich uktadéw z wigzaniem wodo-
rowym 09]. Whnioskuje sie zatem,ze
wieksza energia oddziatywan pozio-
mych w uktadzie 6-tioguanina-cyto-
zyna moze hamowa¢ procesy replika-
cji i transkrypcji zwigzane z roz-
rywaniem wigzan wodorowych. Decy-
dujgce znaczenie w tym wypadku mo-
ze odgrywaé wystgpienie deficytu
energetycznego w obrebie replikazy,
tak, iz energia uzyskana z przyia-
czenia nukleozydotrojfosforanu do
nowo powstajacego  polinukleotydu
moze okaza¢ sie niewystarczajgca
do rozerwania silniejszych wigzan
wodorowych pomiedzy 6-tioguaning i cytozyna. Bardziej prawdopodobne wyda-
je sie wystepowanie deficytu energii w procesie transkrypcji, gdzie w po-
jedynczym etapie konieczne jest rozerwanie dwéch grup wiazan wodorowych.
Nie oznacza to jednak, ze kazde zastgpienie guaniny w DNA 6-tioguaning
prowadzi do mutacji letalnej. Hipoteza ta znajduje potwierdzenie w bada-
niach nieodpornych na dziatanie 6-tioguaniny szczepéw komorek nowotworo-
wych, dla ktérych stwierdzono wiekszg zawarto$¢ 6-tioguaniny w DNA w po-
rOwnaniu ze szczepami odpornymi [28] . Mechanizm ten potwierdza réwniez
fakt hamowania przez 6-tioguanine w wiekszym stopniu syntezy RNA niz DNA
[29].

Tabela |

Sktadowe energii oddziatywan miedzyczasteczkowych w kcal mol~*

e(?)

Uktad e(") e(>)+ E
G-6 TI-T G-It <(2) ezp
adenina-tymina 19 -1.29 -13.25 -0.0010 -1454 -6.2*
guanina-cytozyna 19 -7.19 -13.74 -0.0007 - -20.93 5 grx
6-tioguanlna-cytozyna -9.34- -18.76 -0.0011 - 2811
g ina +2.60 -0.159 -0.116 -0.258 + 2,07
6-tioguanina +6*08 -0.166 -0.125 -0.290 +5,49

6-tioguanina

AIR, CHCI5[26]  **'nMR, DMS0[27]
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Piotr Gornicki

CHARAKTERYSTYKA WYSOKOCISNIENIOWEJ]
CHROMATOGRAFII CIECZOWEJ (HPLC) JAKO METODY
ROZDZIALU KWASOW NUKLEINOWYCH

Streszczenie

W referacie przedstawiono teoretyczne podstawy wysokoci$nieniowej
chromatografii cieczowej (HPLC) 1 praktyczne zastosowanie tej metody do
rozdziatu komponentow kwaséw nukleinowych. HPLC pozwala na szybkie okre-
Slenie skiladu jakosciowego i ilosciowego mieszanin zasad, nukleozyddw,nu-
kleotydéw i polinukleotydéw.

Pierwsza potowa lat 60-tych przyniosta rozwigzania teoretyczne, ktore
staly sie podstawa nowoczesnej chromatografii cieczowej. Zwrécono woéwczas
uwage na mozliwos$¢ zastosowania teorii chromatografii gazowej (GC) do
chromatografii cieczowej (LC). Szczegolnie silny rozwdj praktycznych za-
stosowann HPLC przypada na lata 1969-1973 (w roku 1969 Kirkland zastosowat
wypetnienie typu Zipax, w 1970 - Kirkland i De Stefano (1) zastosowali fa-
zy stacjonarne, chemicznie zwigzane z podtozem). Wspotczesna LC jest me-
todg szybka, o wysokiej rozdzielczosci i bardziej uniwersalng od GC.

W celu znalezienia optymalnych warunkéw procesu chromatograficznego,
przeanalizowano procesy zachodzace w kolumnie i ustalono ich wplyw na
warto$¢ wysokosci rownowaznej potce teoretycznej - H (2,3). Zmniejszenie
H wyraza zblizenie sie procesu do warunkéw réwnowagi, co daje zwezenie
pikbw - poprawe rozdzielczosci. W ujeciu teorii Kinetycznej warto$¢ vjyso—
kosci rownowaznej poice teoretycznej okresla rownanie;

T Gpu @)
Chyii

gdzie: u - szybkos¢ liniowa przeptywu
B,A.Cm»"m*~s  charakteryzujg udziat proceséw zachodzacych w réz-

nych czesciach kolumny:

- w swobodnie ptynacej czesci fazy ruchomej

- w fazie stacjonarnej, ktora zwigzana jest z podiozem
lub sama jest podtozem

- w stojagcej w miejscu czesci fazy ruchomej, ktoéra wypet-
nia wolne miejsca podtoza.

oraz na ich granicy.
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1. Na skutek wystepowania w strumieniach ptyngcej cieczy gradientu ste-
zenia, zachodzi dyfuzyjny ruch czasteczek - zgodny i przeciwny z Kkierun-
kiem przeptywu, powodujacy obustronne rozmycie pasma. Dyfuzja osiowa za-
lezy od szybkosci przeptywu - jej udzial wzrasta z czasem pozostawania
substancji w kolumnie. Wyrazenie charakteryzujgce ten proces:

~ = @

gdzie: Dj* - wspotczynnik dyfuzji w fazie ruchomej
- czynnik labiryntowy zalezny od rozmiarow czgstek wypetnienia-
- ros$nie do 1,gdy zwieksza sie wielkos$¢ czastek.
2. W zwigzku ze zmiennoscig Srednic toréw przepltywu, powstajg lokalne
obszary matej szybkosci przeptywu i wysokiego cisnienia i odwrotnie. Je-
zeli miedzy tymi obszarami istniejg potaczenia, zachodzi przeptyw zmniej-

szajagcy roznice cisnien - powodujacy rozproszenie substancji i zachwianie
robwnowagi. Wyrazenie charakteryzujgce ten proces - dyfuzje wirowa:

A = 2Xdp 3)
gdzie: d™ - Srednica czastek A

X - wspotczynnik charakteryzujacy jednorodnos$¢ wypetnienia (wzra-
sta ze wzrostem niejednorodnosci) - wspotczynnik ten wskazuje
na znaczenie techniki pakowania kolumn.

3. Pomiedzy nie mieszajacymi sie strumieniami cieczy i poprzez kanaty
boczne zachodzi dyfuzja czasteczek substancji. Powoduje ona zmniejszenie roz-
proszenia spowodowanego dyfuzja wirowg i odwrotnie, dyfuzja wirowa prze-
ciwdziata rozproszeniu substancji spowodowanemu dyfuzjg poprzeczng. Pro-
cesy te sg sprzezone. Wyrazenie charakteryzujace dyfuzje poprzeczna:

)

gdzie: s - czynnik strukturalny opisujgcy rézne drogi przeptywu (stata do-
Swiadczalna) .

4. Podczas przechodzenia pasma nad fragmentem fazy stacjonarnej zacho-
dzi po stronie czotowej dyfuzja czasteczek w glgb warstewki fazy stacjonar-
nej. Jest ona jednak stosunkowo powolna i powoduje powstanie gradientu
stezenia uniemozliwiajacego szybkie ustalenie sie réwnowagi (w fazie ru-
chomej pozostaje wiecej substancji niz wynikatoby to z warunkéw réwnowa-
gi). Po przejsciu pasma nad tym fragmentem fazy stacjonarnej zachodzi
proces odwrotny. Czasteczki nie dyfundujg z wnetrza z szybkoscia  zapew-
niajgcq zachowanie réwnowagi. Nastepuje obustronne rozmycie pasma. Wyra-
zenie charakteryzujgce ten proces:

d2
® = Cl—('Rr_rl—)—R D_ ©)

gdzie: q - czynnik opisujacy faze stacjonarng
k' - wspoéiczynnik podziatu
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d - grubos¢ warstwy fazy stacjonarnej (w przypadku L-LC -  gru-
bos¢ filmu cieczy,w L-SC gtebokos¢ poréw, w chromatografii
jonowymiennej grubos$¢ warstwy zywicy),

Dg - wspoétczynnik dyfuzji w fazie stacjonarnej.

Zaleznos¢ ta daje wazne wskazowki dotyczace budowy czagstek wypetnienia
- dobre wypektnienie musi charaictesryzowaé¢ sie malg wartoscig d (dla cza-
stek o0 dp > 20 pm stosuje sie nieporowate kuleczki pokryte warstwg fa-
zy stacjonarnej, dla czastek o dp < 20 pm kuleczki catkowicie porowate).
5. Podobnie zachodzi przenoszenie masy w nieruchomej czesci fazy ru-
chomej. Wyrazenie charakteryzujace ten proces:
n2
°’m = * -~
m

©)

gdzie w - wspotczynnik zalezny od ilosci zatrzymywanej fazy ruchomej.

Zestawienie wyrazen charakteryzujgcych poszczegélne procesy  wskazuje
na silng zaleznos$¢ H od dp - zmniejszanie wielkosci czgstek wypetnienia
stato sie gtéwnym kierunkiem rozwoju LC. Dla danego typu kolumny H zale-
zy tylko od liniowej szybkosci przeptywu 1 wspoéiczynnika podziatu. Row
nanle (1) mozna zapisa¢ (1):

H = Du* 0<n<1 @)

gdzie; n,D - charakteryzujg danag kolumne.
Korzystnie jest przedstawi¢ powyzsze zaleznosci w parametrach zreduko-
wanych (4):

li = v = iiSt ®
Zalezno$¢ h od v przybiera postac:
=T + Cv ©)
(OAVA

Czes¢ 1 reprezentuje dyfuzje osiowa, czes¢ 1l odstepstwa od réwnowagi
w fazie ruchomej, czes¢ 111 odstepstwa od réwnowagi pomiedzy faza ruchomg
a nieruchoma, w nieruchomej czesci fazy ruchomej, w fazie stacjonarnej.
Okazato sie, ze dla kolumn réznigcych sie tylko rozmiarem czastek wypet-
nienia, h nie zalezy od dp (4). Doswiadczalne potwierdzenie tego  wnio-
sku - otrzymanie bardzo zblizonych wykreséw zaleznosci h od v (log h od
log v) - Swiadczy o dobrej technice pakowania kolumn (takie efekty  uzy-
skano dla réznych frakcji Zipaxu). '

Na podstawie wykresu (ryc. 1) mozna okresli¢ optymalng szybkosé¢ prze-
ptywu tzn. taka, dla ktérej h = min. Wzrost h przy matych szybkosciach
jest wynikiem wzrostu udziatu dyfuzji osiowej. Zalezno$¢ natomiast h o<* K[
jest wynikiem réznego udziatu proces6w zachodzacych w fazie stacjonarnej
i ruchomej.
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Spadek
gdzie:
L
K

WNIOSKI:

1

2.

3*

Ryc. 1. Wykres zaleznosci loe h od log v dla rdéznych
wartosci k  (4)

cisniehia w kolumnie 147:

Ap - . = Mk 10)
dp

- lepkos$¢ cieczy

- dtugos¢ kolumny

- przepuszczalnos$é

- stata oporu przeptywu - zalezna od porowatosci materiatu, od

ksztattu czagstek, szerokosci frakcji i jednorodnosci wypet-
nienia. Opor przeptywu rowniez wptywa na wydajno$¢ kolumny -
- czastki sferyczne o waskiej frakcji wykazujagce matg  war-
tos¢ <« (duzag warto$¢ K°) daja najlepsze efekty (4,5).

Zasadniczy wplyw na wydajnos¢ kolumny ma wielko$¢ czastek wy-
pelnienia. .
Proces musi by¢ prowadzony przy pewnej optymalnej szybkosci
przeptywu (szybkos¢ przeptywu wplywa z jednej strony na  wy-
dajnos¢ koluBuiy, z drugiej na czas analizy). Poniewaz u~6pdp
(réwn. 4), to stoso'wanie czgstek o matyol. sSrednicach  wymaga
stosowania odpowiednio -wysokich cisnien.

Znaczny wplyw na wydajnos$¢ kolumny posiada budowe czagstek i jed-
norodnos$¢ wypetnienia.

Temperatura wptywa na wydajnos¢ kolumny na skutek zmiany sta-
tej dyfuzji, lepkosci cieczy i wspétczynnika podziatu vraz
ze zmiang temperatury (w HPLC stosuje sie zwykle «0emp.5-50°C),

W celu scharakteryzowania -..ydajnosci kolumny z uwzglednieniem wszyst-
kich wyzej wymienionych parametréw wprowadzono tzw. Wspok:zynnlk wydaj-
nosci ("Performance Factor™) (5):
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1-n L
P.F. = (K7/0,5)2*/D; R - Y5 11

Wielkoscig, ktdra charakteryzuje rozdzielczo$¢ i szybkos¢ analizy (moz-
na ja okresli¢ na podstawie chromatogramu) jest liczba efektywnych potek
teoretycznych na sekunde - N~/sek,

N k' 12
gdzie N - liczba pétek teoretycznych.
Aktualny stan techniki przedstawiaja ryc.2 i tabl.l. Stosowane w HPLC

kolumny charakteryzuja sie wydajnoscig porownywalng z kolumnami GC (5).
Ekstrapolacja danych doswiadczalnych w kierunku matych  czastek pozwala
przewidzie¢ dla dp = 2,5 Ma ok. 100 N™/sek. Wymaga¢ to bedzie jednak
zastosowania cisnien rzedu 15 000 psi (ok. 1000 at) (6).

Tablica 1 (5)
Typ kolumny dp(nm) K' Ngf/sek. P.F.

Zipax 2,1 mm* <
Zipax 7,9 mm' c
Silica gel 5-1
Kieselguhr 5-1
Porous silica microspheres 8-9
Porous silioa miorospeheres 5-6

10 37
16 82
11 28

14 126
23 170

U ww

“zob. objasnienia do ryc. 2 i str, 152.

Ryc. 2. Wplyw Srednicy czastek wypetnie-
nia (dp) na wysoko$¢ réwnowazng potce
teoretycznej (H) (5): H

0 - CSP(forma Zipaxu),kolumna o Srednicy
2,1 nm, pakowana na sucho - ,,reczne stu-
kanie"(Hand Tap).Wzrost rozrzutu o-
trzymanych wartosci wskazuje na nie-
mozliwos¢ zastosowania tej techniki
pakowania dla matych czastek.

e - CSP kolumna 7,9 mm pakowana na Su-
cho. Kolumna o $rednicy 7,9 mm- tzw.
kolumna o nieokreslonej $rednicy -
dziata w ten sposéb, ze czasteczki
substancji nigdy nie osiagaja $cia- 0
nek. Poniewaz wypetnienie jest naj-
bardziej niejednorodne w poblizu *
Scianek,to kolumny takie wykazujg
wiekszg wydajnosc.
O- Silica gel - pakowany w postaci za-
wiesiny (Balanced-Density Slurry Pa-
cked) . oy
0O - Kieselguhr - pakowany na sucho /

+ A- Porous Silica Microspheres - pako- .
wane w postaci zawiesiny (Stabilized ti 111 nul
Slurry-Packed). P 400
Linia Brzerywana wskazuje wartosci H %
jakie bedzie mozna uzyska¢ przez po-
prawe techniki pakowania kolumn.
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w 'badaniach komponentow kwaséw nukleinowych stosuje sie gtdownie chro-

matografie jonowymienna, Do rozdzielania oligo- i polinukleotydéw  mozna
zastosowac filtracje zelowa (7)s
Wypetnienie

Tablica 11 przedstawia przeglad wypetnien stosowanych w jonowymiennej

HPLC. Mozna je podzieli¢ na dwie grupy:

— tzw. powierzchniowo porowate o Srednicy 25-50 jum, Nieporowate kuleczki
szklane pokryte sg porowatg wars'twg krzemionki o grubosci okoto 1 pm i
polimerem-jonitern np. Zipax, WAX, SAX i SCX. Stosuje sie rowniez fazy
o charakterze jonitu zwigzane chemicznie z podiozem (wigzanie Si—0-Si)
(9) np. Zipax AAX. Wypetnienia te charakteryzujg sie malg pojemnos-
cig. tatwo dajg sie pakowa¢ na sucho.

- tzw. catkowicie porowate o Srednicy 5-20 >nn, charakteryzujgce sie wiek-
sza pojemnoscig lecz wymagajace pakowania na mokro.

Tablica 11 (8)
Woypetnienie stosowane w jonowymiennej HPLC

v Nazwa o G WA A
Pellicular "Pellicular anion" -NHA* 40 10
anion AS-Pellionex-SAX -NR/ 44-53 10

Zipax AAX* -NR/ 25-37 12
Zipax WAX -NH2 25-37 12
Vydao Anion Bxch” -nr/ 30-44 100
Pellicular "Pellioular Cation" -SOjH 40 10
cation HS-Pellionex-SCX -SOjH 44-53 8-10
HC-Pellionex SCX -SOjH 44-53 60
Zipax SCX -SO5H 25-37 3,2
mYydac Cation Exch* -SO,H 30-44 100
Porous Durrum DA-X4 -nrs/ 25+5 2000
anion DA-X2 -NR~” 20+5 2000
Aminex A Al4 -nr/ 17-25 3400
A25 17,5+2 3200
A27 12-15 3200
A28 7-11 3200
Porous Durrum DC 1A -SO3H 18+5 5000
cation 2A 12+3
4A 8+2
Aminex A A4 -SO3H 13+2 5000
A5 17,5+2
Ab 17,5+2
A7 7-11

faza stac,
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zbiorniczki
fazy ruchomej

Czastki porowate Czagstki catkowicie
powierzchniowo porowate

Ryc. 3. Budowa czgstek wypetnienia

Detektory
W badaniach omawianej grupy zwigzkéw stosuje sie detektory UV przy dtu-
gosci fali 254 nm (najczesciej) lub 280 nm. Czutos¢ ich pozwala na wykry-
cie zwiagzku w ilosci rzedu 1 pmola (1-10 ng) (10) - ryc. 3-
Przy rozwigzyweuiiu prak-
tycznych zagadnienn, waznym
problemem jest okreslenie
parametréw  zapewniajgoyoh
z jednej strony dobrg roz-
dzielczos$¢, z drugiej - krot-
ki czas analizy. W tym celu
(obok rozwigzan oméwionych
w pierwszej czesci) stosuje
sie programowanie predkosci 50 ng
przeptywu eluentu oraz jego
wiasnosci - sity jonowej i
pH.
1. Zmiany szybkosci prze-
ptywu (programowanie prze-
ptywu) stosuje sie w przy-
padku duzych réznic czas6w
retencji. Odpowiednie zwiek-
szenie szybkosci po wymyciu
pierwszego zwigzku powoduje
szybsze wymycie  drugiego,
przy zachowaniu dobrej roz- Wykrywalno$¢ 5' nukleotydéw. Detek-
dzielczos$ci. Zgodnie z prze- tor UV 254 nm, czuto$¢ 0.01 AUFS (10)
widywaniami, wzrost  szyb-
kosci przeptywu powoduje jednak zmniejszenie wydajnosci kolumny (réwn. 1
i 9, 17c. 1).
2. Stezenie jondéw wodorowych wywiera znaczny wplyw na tadunek efektyw-
ny czasteczki, wpltywajac ? jednej strony na protonacje zasad;z drugiej na

AMP

probkit
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desoojaoje grup fosforanowych. Wplyw ten jest szczegdlnie silny w zakre-
sie zblizonym do pK zasad - dla adeniny i oytozyny 3,0-4,5 (10). Zmiany
pH powodujg zmiany wspotczynnika podziatu, a tym samym szybkosci wedrowa-
nia zwigzkéw przez kolumne - stad znaczenie jakie odgrywa okreslenie op-
tymalnego pE lub zastosowanie gradientu pH w rozdzielaniu ztozonych mie-
szanin.

3. Najwieksze zastosowanie posiada gradient stezeniowy. Sita jonowa
eluentu wptywa na ksztattowanie sie réwnowagi na jonicie - wplywa na
wspotczynnik podziatu. Zastosowanie gradientu o odpowiednim ksztatcie po-
zwala na uzyskanie optymalnych wynikéow rozdziatu. Zmiany ksztattu gra-
dientu w jednej czesci chromatogramu prowadzi do zwiekszenia rozdzielczos-
ci, w innej do skrdécenia czasu analizy. Stosowana w HPLC aparatura pozwala
na réznorodne programowanie stezenia - najczesciej stosuje sie gradient li-
niowy, ewentualnie o zmieniajagcym sie kacie nachylenia, oraz gradient wy-
ktadniczy (11).

umP

Czas retencji (minuty)

Ryc. 5. Rozdziat mono-, dwu- i tréjfosforanéw. Kolum-
na - Permaphase AAX. Temp.otoczenia.Probka - 5 ul roztw.
mieszaniny fosforanéw. Faza ruchoma - gradient  wy-
kiadniczy 0,002M KH2P0*pH3) do 0,5U KH2POA.Cisnienie

1200 psi, przeptyw 1 ml/min. Detektor UV, czutosc¢
0,08AUFS (10)

Ryc. 5 przedstawia chromatogram otrzymany przy zastosowaniu gradientu
wyktadniczego (stezeniowego) przy pK réownym 3,0. Najkrotsze czasy reten-
cji maja pochodne adeniny i oytozyny, co jest wynikiem silniejszej proto-
nacji czesci zasadowych, natomiast dwu- i trojfosforany posiadaja wiek-
sze tadunki ujemne i diuzsze czasy retencji w poréwnaniu z odpovjiednimi
monofosforanami. Poréwnanie tego chromatogramu z ryc.6 pozwala w pewnym
stopniu oceni¢ znaczenie ootvmalizac.ii.
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Zastosowanie jonowymiennej HPLC po-
zwala na rozdzielanie zasad (oraz ich
pochodnych), nukleozydéw, nukleotydow
i oligonukleotyddéw na anionitach lub
kationitaoh. W pracach nad syntezg
dtuzszych tahcuchéw szczegdlne znacze-
nie ma rozdzielanie oligomeréw. Tabli-
ca Ill przedstawia objetosci retencji
dla réznych ollgonukleotydéw i ich po-
chodnych, Rozdzielenie zachodzi ze
wzgledu na diugos¢ tancucha, skiad za-
sad i obecnos¢ grup blokujacych.Ryc. 7
przedstawia chromatogram mieszaniny
otrzymanej podczas syntezy tetradeka-
meru z dekameru i tetrameru. Zastoso-
wanie HPLC pozwala na $Sledzenie Kie-

Czas retencji (minuty)

Ryc. 6. Rozdziat AliP, ADP, ATP.

runkéw 1 postepéw reakcji. Przewiduje Paza ruchoma 0,25 U #H2P0*. Ci-

sie réwniez, ze zastosowanie kolumn o $nienie 1500 psi. Przeptyw 1,5

duzej $rednicy pozwoli na otrzymanie mljonin. Pozostate warunki -
ryc. 4 (10)

oligomeréw w ilosci 10-100 /moli (12).

Ryc. 7. Rozdziat mieszaniny otrzymanej podczas syntezy
tetradekameru. Kolumna Zipax WAX, 1,2 mm x 50
50°C. Faza ruchoma gradieﬂt I(llnzls)wy 0,001M-1U KpS0, pH

Do rozdziatu nukleozydow zastosowano wypetnienia catkowicie porowate o
matej Srednicy - Aminex A7. Uzyskane wyniki (krotki czas analizy i dobry
rozdziat) sg zgodne z przewidywaniami - ryc. 8 (13).

Interpretacja chromatograméw dostarcza informacji na temat skiadu ja-
kosciowego (poréwnanie czasow retencji) i ilosciowego (metody analogiczne
jak w GC). Zastosowanie integratorow pozwala na szybkie i doktadne okre-
Slenie skitadu molowego mieszanin. Wyniki takiej analizy dla ré6znych mie-
szanin wzorcowych przedstawia tablica IVV. Badania tg metoda polinukledty-
dow wymagaja okoto 1 .u mola zwigzku, ktéry poddaje sie hydrolizie i ozna-
cza skiad zasad chromatograficznie - doktadnos$¢ rzedu 2% (14).
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Tablica 111 (12)
Objetos¢ retencji oligonukleotydoéw. Kolumna 1,2x500 mm. Zipax
WAX. Przeptyw 1,1 ml/min. Gradient liniowy 0,001 do 1 M (NH")2S0" pH 4,4

Temp. 50°C

Oligomer dt. fancucha (r)gtjg;%sﬁ
d-p(A-A-T-T) 4 8,7 ml
d-p(C-G-G-C) 4 99 "
d-ETSp(T-G-T-C) 4 105 "
d-ETSp(T-T-T-T) 4 11,1 "
d-EtSp(T-T-A-G) 4 11,9 "
dET Sp(T-T-T-C) 4 12,8 "
d-p(C-A-A-A-T) 5 10,2 "
d-p(C-T-G-T-C) 5 10,7
d-EtSp(C-T-G-T-C) 5 11,3 -
d-p(T-G-A-A-T-T) 6 14,4 "
d-EtSp(T-T-A-G-C-A) 6 15,0 "
d-EtSp(T-T-A-A-T-C) 6 . 153 "
d—p(G"C*“C*“G-C**A“G) 7 15,2
d_p(T-G-T-C-T-T-T) 7 17,9 "
d-EtSP(T-G-T-C-T-T-T) 7 20,1 "
d-p(G-G-A-T-T-A-A) 7 199 "
d-EtSp(T-T-A-A-T-C-C-A-T) 9 19,5 "
d-p(T-G-C-T-A-A-A-T-T-T-G-A) 12 25,7 "
d-EtSp(T-G-C-T-A-A-A-T-T-T-G-A) 12 28,2 "
d-Et»Sp(A“G-G"A™A"A"C"T-G"C-G-G-C) 14 321 "
d-EtSp(A-T-G-G-A-A-A-C-T-G) 10 26,1 "

Tablica IV (14)
Molowy skifad % Molowy skiad %
Oligomer - znaleziony - téoretyczny

d-pT d->)A d-pC d-pG d-~T d-pA d-pC d-pG

S>3 50,9 49,2 - - 50,0 500 - -
- 49,8 24,8 253 - 50,0 25,0 25,0

f 45,2 31,5 233 - 444 333 222 -
55,3 12,8 216 10,3 556 11,1 222 111
41,7 335 89 16,2 41,7 333 8,3 16,7
49,12t02»®2 178 49,2 17,0 158 16,7 50,0 16,7 16,7



Ryo. 8. Rozdziat nukleozydow.
Kolumna Aminex A7, 25cmx2,4mm.

Temp. 55°C, faza ruchoma 0,4M
HCOONH" pH4,75. Cisnienie
4.800 psi, przeptyw 80 ml/godz.
(15)

5 a 0 S « o ¢
Czas retencji (minuty)

eSO

Ryc. 10. Kolumna Permap- w
hase AAX 1mx3mm. Tempe-
ratura otoczenia. Ci-
Snienie 900 psi, prze-
ptyw 1,5 ml/tiiin. Paza
ruchoma jak ryc.9 (10)

1
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Urydyna

. Guanozyna
. Adenozyna
Cyty dyna

AN

0,0

U

0,5 1,0 1,5 min.

Ryc. 9> Kolumna Permaphase
AAZ, 1mx2,1mm. Temp.otocze-
nia. Paza ruchoma - gra-
dient liniowy 0,005 ™
KH2PO" (pH 3,0) do 0,5 M

KH2P0O~. Cis$nienie 1200 psi,
przeptyw 1 ml/min (10)

Rechromatogram
1 mg CDP

Czoto_rozpusz
czalnika —

Czas retencji (minuty)
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Dla celéw analitycznych stosuje sie zwykle kolumny o Srednicy Wew-
netrznej 1,2-2,1 mm i probki rzedu Kilku p. graméw.Wprowadzenie do kolum-
ny wiekszej ilosci substancji powoduje znaczne rozszerzenie pikéw. Ryc. 8
przedstawia trzy chromatogramy, w ktoérych gtéwny pik reprezentuje 10,50
i 500 }xs CDP. W tym przypadku zwiekszenie ilosci probki zastosowano w ce-
lu wykrycia wystepujacych zanieczyszczen. Zastosowanie kolumny o Sredni-
cy 3 mm pozwala otrzyma¢ okoto 1 mg czystego chromatograficznie zwia-
zku (Swiadczy o tym rechromatogram 1/2 ilosci otrzymanej frakcji) (10) -
ryc. 10.

W celu okreslenia mozliwosci zastosowania HPLC na skale preparatywna
przebadano (16) kolumny o Srednicy wewnetrznej 7,7 mm do 23,6 mm (50 om
dtugosci, wypetnienie Permaphase ODS 10-40 /un) . Liczba pdétek  teoretycz-
nych wzrasta ze wzrostem S$rednicy kolumny przy objetosciowej szybkosci
przeptywu proporcjonalnej do pola powierzchni przekroju kolumny (ustalo-
no doswiadczalna zaleznos¢ N = 500(id)™~ - 107> gdzie N - liczba poétek
teoretycznych, id - $rednica wewnetrzna kolumny). llos¢ substancji jaka
mozna rozdzieli¢ jest proporcjonalna do ilosci wypetnienia - w wiekszosci
przypadkéw przyjmuje sie pojemnos$¢ kolumny 1 mg/lg wypetnienia  catkowi-
cie ~porowatego i 0,1 mg/g wypetnienie powierzchniowo porowatego (15)* Za-
stosowanie kolumny o $rednicy 23 mm pozwolito na rozdzielenie okoto 1 g
mieszaniny (16).
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Antoni J. Rafatski, Jan. Barciszewski

ZASTOSOWANIA STALYCH NOSNIKOW
| CHROMATOGRAFII POWINOWACTWA W BIOCHEMII

Streszczenie

1. Przygotowanie i1 wilasnos¢ statych nosnikéw
- ?V(v)éniki do kowalentnego wigzania enzyméw i chromatografii powinowac-
a

- nosniki dla celéw syntezy na podtozach polimerowych

- podtoza polimerowe do syntezy peptydéw

- podioza polimerowe do syntezy oligonukleotydéw

- podtoza polimerowe do syntezy oligosacharydow

2. Zastosowanie statych nosnikow

- uwagi ogoélne

- reakcje enzymatyczne na statych nosnikach
- metody immohilizacji enzymow
- przyktady zastosowan

- chromatografia powinowactwa
- charakterystyka metody i przykiady zastosowan
- zastosowania chromatografii powinowactwa i1 specyficznej elucji

substratowej do oczyszczania amino-acylo-tRNA-syntetaz
- zastosowania chromatografii powinowactwa i meto zblizonych do
rozdziatu kwaséw nukleinowych i ich pochodnych

- synteza i degradacja na statych nosnikach
-~ synteza peptydow
- synteza oligonukleotydow
- synteza oligosacharydéw
- degradacja peptydéw
- degradacja nukleotydéw

- zastosowania statych nosnikow do izolacji specyficznych transfero-
wych tRNA.

W artykule tym oméwimy niektdre zastosowania pod%ozK Bolimerowych w bio-
chemii, w szczegdlnosci do oczyszczania makroczastecze iologicznych me-
todami chromatografii powinowactwa. Do$¢ szeroko potraktowane zostanie
takze zagadnienie przygotowania odpowiednich polimeréw zawierajgcych ak-
tywne grupy funkcyjne. Taki wybor problematyki podyktowany zostat bezpo-
Srednim zwiagzkiem, tych probleméw z prowadzonymi przez nas pracami ekspe-
rymentalnymi, Wobec istnienia szeregu doskonatych prac przegladowych, nie
mamy natomiast ambicji petnego oméwienia catosci problematyki zastosowan
statych nosnikéw i chromatografii powinowactwa (Silman 1966; Melrose
1971; Goldstein 1969; Cuatrecasas 1971, 1971a, 1972; Katchalski 1971;
Porter 1962; Katchalski 1970; Priedberg 1972} Epton 1S71; Mosbach
1971; Szewczak 1975; Stewart 1969; Rony 1972; Felb 1972; Serafi-
nowski 1971; Feinstein 1971).
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VWVstep

Znaczng czes¢ proceséw chemicznych w laboratorium oraz reakcji bioche-
micznych in vitro prowadzi sie w fazie homogennej. Fakt ten ttumaczy¢ na-

lezy m.in, tym, ze w warunkach homogennych kinetyka proceséw  jest na
ogo6t prostsza, sg one tatwiejsze do przeprowadzenia w spos6b powtarzalny,
do kontroli i regulacji parametrow. Przeciwnie, w naturze, a w szczegol-

nosci w zywej komoérce wiele reakcji zwigzanych jest z granicag faz ciato
state - ciecz lub ciato state - ciato state. Np. wiekszos$¢ enzyméw w ko-
morkach znajduje sie na powierzchni ciata statego. Sa one przytgczone do
miedzyfazy, w postaci Scian komoérkowych lub bton jadrowych i innych. lzo-
lacja takich enzymdéw wigze sie wiec ze sztucznym przeniesieniem ich do
roztworu.

Procesy na granicy faz, podczas gdy jeden z substratow jest zwigzany
z ciatem statym, majg wiele waznych zalet w poréwnaniu z warunkami homo-
gennymi, co zaczeto ostatnio szeroko wykorzystywa¢ w biochemii. Miedzy in-
nymi tatwo jest oddzieli¢ produkt od substratu, mozna precyzyjnie kontro-
lowa¢ warunki mikrootoczenia, zmieniajgc w ten sposéb kierunki i1 parame-
try przebiegajacych reakcji. Dzieki zageszczeniu reagentdw w monomoleku-
lamych warstwach miedzyfazowych oraz wpltywowi mikrosrodowiska, wiele
reakcji ulega przyspieszeniu, co réwna sie dodatkowemu efektowi katali-
tycznemu. Od dawna wykorzystuje sie te zjawiska w katalizie heterogennej.
Nie nowe jest tez zastosowanie proceséw miedzyfazowych w chromatografii i
wymianie jonowej. Dzieki rozwojowi technik syntezy i modyfikacji polime-
row, w celu wprowadzenia odpowiednich aktywnych grup funkcyjnych, opraco-
wano w ostatnich latach metody przytgczania biatek, kwaséw nukleinowych,
koenzymoéw i innych substratow do poditozy w postaci nierozpuszczalnych na-
turalnych polisacharydéw lub polimeréw syntetycznych np., agarozy, dek-
stranu, poliakryloamidu. W ten sposéb rozwineta sie z jednej strony tech-
nika wykorzystania enzyméw na statym podiozu, z drugiej strony technika
tzw. chromatografii powinowactwa, w ktdorej te same enzymy, substraty enzy-
méw lub ich inhibitory, kwasy nukleinowe lub inne aktywne w specyficznych
oddziatywaniach czasteczki przyczepione do statego nosnika  wykorzystuje
sie "do selektywnego zaadsorbowania z roztworu oddziatywujacych z nimi
czgsteczek biologicznych i innych, W wyniku tego rozwineta sie dalej tech-
nika przygotowania statych podiozy (zwanych w j.angielskim solid support,
insoluble carrier), ktéoremu to zagadnieniu poswiecimy pierwszg cze$¢ na-
szego przegladu. Osobne zagadnienie stanowi technika syntezy biopolimerow
na statych nosnikach, zapoczatkowane pionierskimi pracami Merrifielda nad
syntezg peptyddéw, a nastepnie zastosowana do oligonukleotydéw, a nawet
oligosacharydow.
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1. PRZYGOTOWANIE 1 WEASNOSCI STALYCH NOSNIKOW

Najwieksze znaczenie majg obecnie nos$niki umozliwiajace wigzanie sub-
stratdw przy pomocy wigzan kowalentnych, i te zostang omowione ponizej.
Inne grupy nosnikéw, znajdujace ograniczone zastosowanie do unieruchamia-
nia enzyméw, scharakteryzowane bedg w podrozdziale drugim.

Nosniki wigzace kowalentnie do celéw chromatografii powinowactwa i unie-
ruchamiania fimmobilizac.ii; enzyméw

Kowalentne zwiazanie réznych substratow ze stata matrycg  (nosnikiem)
mozliwe jest zazwyczaj przy pomocy grup aminowych, hydroksylowych, sulf-
hydrylowych lub karboksylowych substratu. Substrat czesto zawiera  odpo-
wiednie reaktywne grupy funkcyjne, ktdrych zaangazowanie w wigzanie kowa-
lentne nie zmienia jego aktywnosci w interesujgcych nas oddziatywaniach.
W przeciwnym przypadku konieczne jest wprowadzenie takich grup. Np. enzy-
my i inne biatka przytgcza sie do matrycy przy pomocy kohcowych grup ami-
nowych lub grup aminowych lizyny, grup imldazolowych histydyny, guanidy-
lowych argininy, a takze grup karboksylowych kwasu glutaminowego i aspa-
raginowego. Roéwniez stosuje sie grupy fenolowe tyrozyny oraz sulfhydrylo-
we cysteiny.

Grupy aktywne podtoza musza odpowiada¢ grupom funkcyjnym substratu, z
ktorym chcemy przeprowadzi¢ reakcje. Mimo ze ilos¢ réznych reakcji sprze-
gania substratow z podtozem jest bardzo duza, aktywne giupy matrycy mozna
za Falbem (1972) podzieli¢ na nastepujgce 3 kategorie!

1) Grupy reagujace z nukleofilami - nalezg tu zaktywowane grupy karbo-
nylowe (chlorki kwasowe, azydki kwasowe, bezwodniki kwasowe, estry aktyw-
ne, grupy karbonylowe zaktywowane karbodwuimidami lub odczynnikiem Wood -
warda), zaktywowane pierscienie aromatyczne, takie jak pochodne dwuni-
trochlorofenylowe, izocyjaniany, izotiocyjanlany, cykliczne iminoweglany
i pochodne dwuchlorotriazyny.

2) Grupy nukleofilowe. Najczesciej grupy aminowe lub hydroksylowe i
sulfhydrylowe.

3) Sole dwuazoniowe. State matryce, zwane tez poditozami lub nosnikami,
powinny spetnia¢ nastepujace warunki:

- minimalne niespecyficzne oddziatywanie z substratem,

- dobre wiasnosci przeptywowe, \i przypadku stosowania w upakowanym ztozu,

- stabilnos¢ chemiczna i mechaniczna w warunkach sprzegania 1 dalszego
stosowania,

- duza porowato$¢ i mate usieclowanie, pozwalajace na niezakidcony wplyw

i wyplyw makroczgsteczek,

- rébwnomierna granulacja, ksztatt najlepiej sfei”ozny i sztywno$¢ mecha-
niczna,
- wilasciwy stopien rozwiniecia powierzchni aktywnej.

Koszt i1 dostepnos$¢ matrycy jest rowniez nie bez znaczenia. Bardzo waz-
na jest mozliwos¢ tatwego tworzenia odpowiednich pochodnych aktywnych.
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Ryo. 1. Sprzeganie ligandéw zawierajacych grupy aminowe z iminoweglano-
wymi estrami polimeréw hydroksylowych
Sposréd polimeréw naturalnych jako matryce najczesciej stosowano mody-

fikowane pochodne celulozy (karboksymetylo-, hromoacetylo-, dwuetyloamino-

etylo-, dwuazobenzylo-, izocyjaniano-), pochodne agarozy i skrobii oraz

dekstranu. Do polimeréw syntetycznych naleza modyfikowane zywice styre-
nowe, akrylowe i silikonowe, niekiedy poliaminokwasy. Rzadziej stosuje
sie takie materiaty jak szklo, krzemionka, sole nieorganiczne.

W opinii Cuatresasasa, jednego z twércow omawianych metod, usieciowany
dekstran o nazwie handlowej Sephadex (Rhannacia AB), a szczegolnie peretl-
kowana agaroza - Sepharose (Phamacia AB) sg najlepszymi materiatami do
syntezy réznorodnych matryc o pozadanych wiasciwosciach. Do aktywacji aga-
rozy i innych polisacharydéw najczesciej stosuje sie metode bromocyjano-
wa, opracowang przez Poratha (1967). Aktywacja polega na poddaniu polisa-
charydu reakcji z bromocyjanem, w temperaturze pokojowej, w $rodowisku
wodnym, w pH=11 (ryc.l1l). Otrzymany nosnik natychmiast uzywa sie do reak-
cji z odpowiednim ligandem, ktory musi zawiera¢ grupy aminowe pierwszorze-
dowe, alifatyczne lub aromatyczne.

Cuatgrecasas w swej podstawowej pracy (1970) opisat szereg metod mody-
fikowania agarozy, polegajacych na:

- przytaczaniu ligandow poprzez alifatyczny tancuch weglowy, co  pozwala
na odsuniecie ich od statego nosnika na okreslona odlegtosé,

- przytaczanie kowalencyjne ligandéw zawierajgcych grupy aminowe, karbo-
ksylowe, fenolowe lub imidazolowe,

- przygotowanie adsorbentéw, w ktérych ligand przytaczony jest wigzaniami
podatnymi na rozerwanie specyficznymi metodami chemicznymi. Adasorben-
ty takie umozliwiajg odiaczanie nienaruszonego kompleksu ligand - sub-
strat od podtoza.

Metody te przedstawiono schematycznie na ryc. 2.

Dla wszystkich metod podstawowa jest reakcja agarozy (najczesciej jako
produkt handlowy Sepharose 4B, Pharmacia AB) z bromocyjanem (ryc.1).Otrzy-
many iminoweglanowy ester Sepharose moze by¢ nastepnie, w zaleznosci od
potrzeb, poddany nastepujacym reakcjom:

- z enzymami, koenzymami, substratami zawierajgcymi grupy aminowe, wedtug
Poratha (1967). Dobiera sie pH reakcji w zaleznosci od pK* sprzeganej
grupy aminowej, pamietajgc, ze reaguje grupa nieprotonizowana,

- z alifatycznymi dwuaminami, jak np, etylenodwuaming, w celu otrzymania
pochodnych omega — aminoalkilowych. Te pochodne mozna stosowaé¢ do przy—
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Ryo, 2. Preparatyka pochodnych agarozy nadaquych sie do przygotowywania

hiospecyficznyoh adsorbentow

tgczania innych ligandéw, grup funkcyjnych lub biatek, w okreslonej

odlegtosci od podtoza, w zaleznosci od rodzaju uzytej aminy typu

H2N(CH2)"NH2,

- z peptydami zawierajagcymi koncowa tyrozyne, np, Gly-Gly-Tyr, W ten spo-
s6b otrzymang Sepharose zawierajacg reszty tyrozylowe uzywa sie do
sprzegania przez wigzanie azowe z ligandami zawierajacymi aromatyczne
reszty aminowe, po ich uprzednim dwuazowaniu.

Aminoalkilowe pochodne agarozy, w szczegdlnosci aminoetylo-Sepharose u-
zywa sie bezposredniego sprzegania z ligandami oraz do otrzymywania sze-
regu dalszych statych nosnikow:

- sprzeganie bezposrednie z ligandami zawierajgcymi grupy karboksylowe wy-
konuje sie zazwyczaj przy pomocy karbodwuimidéw rozpuszczalnych w wo-
dzie, w srodowisku wodnym lub w 50% dwumetyloformamidzie, o ile sprze-
gany Ugand nie rozpuszcza sie w wodzie. Dobre wyniki daje 1l-etylo-5-(3-
dwumetyloaminopropylo)karbodwuimid. Istotne znaczenie ma bardzo dokiad-
ne przemycie otrzymanego nos$nika.

- sprzeganie z p-chlororteciobenzoesanem sodowym przy pomocy 1l-etylo-2-(3-
dwumetyloaminopropylo)karbodwuimidu daje organorteciowa pochodng aga-
rozy, nadajaca sie bardzo dobrze do rozdzielania biatek zawierajgcych
grupy tiolowe,

- przygotowanie bromoacetylo-Sepharose. Reakcja 0-branoacetylo-N-hydroksy-
sukcynimidu z aminoetylo-Sepharose w $rodowisku wodnym w pH=7,5 prowa-
dzi do otrzymania reaktywnego nosnika, nadajgcego sie do sprzegania z
wieloma typami ligandéw, zawierajgcych grupy aminowe, fenolowe i imida-
zolowe ,
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Przygotowanie sukcynyloaminoetylo-Sepharose. Aminoetylo-Sepharose reagu-
je z bezwodnikiem bursztynowym w srodowisku wodnym w pH = 6, dajac nos-
nik, ktéry mozna sprzega¢ z ligandami zawierajgcymi pierwszorzedowe
grupy aminowe. Sprzeganie zachodzi w pH = 5 * obecnosci 1l-etylo-5—(5~
dwumetyloaminopropylo)karbodwuimidu.

Przygotowanie -j>—aminobenzamidoetylo-Sepharose. Para -aminobenzamidoety-
lo-Sepharose po zdwuazowaniu reaguje z ligandami zawierajacymi reszty
fenolowe i histydylowe. Aminoetylo-Sepharose poddaje sie reakcji z
0,07 M azydkiem p-nitrobenzoilu w pH = 9,3 w 40% dwumetyloformamidzie.
Para nitrobenzamidoetylo—Sepharose redukuje sie w 40° dwutioninem sodo-
wym w pH = 8.5. Dwuazowanie zachodzi pod wptywem 0,1 M NaNO02 w 4°C.
Przygotowanie sulfhydrylowych pochodnych agarozy. Aminoalkilo Sepharose
reaguje z tiolaktonem N-acetylohomocysteiny w pH = 9,7 w 4°C. Pochodna
sulfhydrylowa reaguje z lifandami lub proteinami zawierajacymi grupy
haloalkilowe tworzac wigzania tioeterowe. Mozna takze wykorzysta¢ jg do
sprzegania z ligandami zawierajacymi grupy karboksylowe poprzez wigza-
nia tioestrowe, przy pomocy karbodwuimidu rozpuszczalnego w wodzie.Row-
niez wilasno$¢ reagowania grup tiolowych z metalami ciezkimi moze zostac¢
wykorzystana w chromatografii powinowactwa.

Niektore z opisanych wyzej pochodnych agarozy umozliwiajg chemiczne
oderwanie ligandu wraz ze zwigzanym substratem, co czasami konieczne
jest w celu unikniecia denaturacji sutstratu podczas wymywania w ekstre-
malnych warunkach pH 1 stezenia soli. Pochodne azowe moga by¢ poddane
redukcji ditioninem sodu w pH = 8.5« Pochodne kwaséw karboksylowych moz-
na hydrolizowa¢ w pH = 14,5 w 4°C. W podobnych warunkach rozerwaniu ule-
gaja tloestry. Tioestry mozna tez rozktada¢ dziataniem liydroksyloaminy
w pH = 7.

AGAROZA
CH,

NHCH2CH2CH2NHCH2CH2CH2NH2
\c CHo

NHCH2CH2CH2NHCH2CH2NHCOCH2CH2COOH (A)

DCC
N-OH-SUKCHNIMID o:

DIOXANP

NHCH2CH2CH2NHCH2CH2CH2NHCOCH2CH2C - 0 - N (B)

+ R-NH., 0

0

NHCH2CH2CH2NH CH2CH2CH2NHCOCH2CH2C-NHR ©)

Ryc. 5. Schemat reakcji prowadzacych do otrzymania
N-hydroksysukcynimidowych pochodnych agarozy
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w oparciu o opisane powyzej sukcynylowe pochodne agarozy  przygotowac
mozna nos$nik o charakterze estru aktywneego, nadajacy sie do sprzegania

z proteinami i innymi ligandami zawierajgcymi wolne grupy aminowe, w bar-
dzo tagodnych warunkach, w srodowisku wodnym.’
Sukcynylowang 3»3-<iwuaminodwupropyloamino agaroze przygotowuje sie

przez reakcje 3,3*“<lwuaminodwupropyloaminy z agarozg aktywowana bromocy-
janem, a nastepnie reakcje powstatej 3,3’“nwuamino-dwupropyloamino-agaro-
zy z bezwodnikiem bursztynowym. Z kolei przeprowadza sie kondensacje suk-
cynylowanej 3»3*-<t®u.aminodwupropyloamino-agarozy z N-hydroksysukcynimidem
w bezwodnym dioksanie, w obecnosci N,N*-dwucykloheksykokarbodwuimidu.
Powstaly ester aktywny reaguje z wolnymi grupami aminowymi w pH = 6-9, w
srodowisku wodnym. Aktywne pochodne moga by¢ przechowywane w stanie Ssu-
chym po usunieciu dioksanu (Cuatrecasas, 1972a). Dostepne sg rowniez han-
dlowe odmiany modyfikowanej Sepharose, a mianowicie:
- AH-Sepharose 4B, otrzymana przez dotgczenie do Sepharose 4B 1,6-dwuami-
noheksanu, metodg bromooyjanowa,
- CH-Sepharose 4B, otrzymana przez dotgczenie do Sepharose 4B kwasu
6-a-minoheksanowego.

Wytwérnia (Pharmacia AB) poleca sprzeganie przy uzyciu l-etylo-3-(3-
dwumetyloaminopropylo)karbodwuimidu. W przypadku Sepharose korzystne moze
by¢ przygotowanie aktywnego estru z N_hydroksysukoynlmidem.

Pochodne agarozy opisane powyzej, przygotowane przez Cuatrecasas znaj-
duja rosngce zastosowanie do chromatografii powinowactwa oraz immobillza-
cji enzyméw. Dajg one mozliwos¢ wigzania w wiekszosci typowych ligandow.
Mimo to nadal stosuje sie inne, dawniej opracowane, metody wigzania i
typy polimeréw. Polimeiy zawierajgce grupy karboksylowe, np, CM-Celuloza,
CM-Sephadex, kopolimery akryloamldu z kwasem akrylowym, moga bezposrednio
przytacza¢ Ugandy zawierajgce grupy aminowe, pod wpltywem rozpuszczalnych
w wodzie karbodwuimidoéw, np. 1-etylo-3-(3-dwumetyloaminopropylo)karbodwu-
imidu lub 1-cykloheksylo-3-(2-morfolinoetylo)karbodwuimidu (Mosbach, 1970
i in.). Te same polimery karboksylowe mogg stuzy¢ do otrzymywania hydra-
zydéw, ktore po przeksztatodniu w azydy pod wptywem kwasu azotawego,reagu-
ja z grupami aminowymi ligandéw. W ten sposdb wykorzystano CM-Celuloze,
Bio-Gel CM, kolagen i inne (Mltz, 1961; Inman, 1969; Julliard, 1971).

Do przylaczania ligandow zawierajacych aktywne reszty aromatyczne sto-
sowano czesto polimery dwuazowane. Pochodne aminoetylowe nos$nikow karbo-
ksylowych moga by¢ poddawane reakcji z chlorkiem p-nitrobenzoilu. Powsta-
+a pochodna nitrowa po redukcji podsiarczynem sodowym moze by¢ dwuazowana
(Avremeas 1969). Reakcja celulozy z 1,2-epoksy—3-(p-nitrofenoksy) propa-
nem pozwala na otrzymanie pochodnych p-nitrowych, ktére po redukcji daja
sie dwuazowa¢ (Baker, 1968). Ze skrobii utlenionej nadjodanem oraz p,p’-
dwuaminodwufenylometanu mozna otrzymaé¢ metylenodwuanailinoskrobie réwniez
nadajaca sie do sprzegania z Ugandami po dwuazowaniu (Goldstein, 1970).
Polistyren po nitrowaniu, redukcji i dwuazowaniu bywat tez uzywany do wia-
zania enzymoéw (Grubhofer, 195%; Pilippuson, 1970).
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Pochodne p-aminofenylowe moga stuzy¢ do otrzymania w reakcji z tiofos-
genem izotiocyjaniandw, reagujacych tatwo z grupami aminowymi. W ten spo-

s6b otrzymano bardzo aktywne pochodne kopolimeréw akrylowych oraz dek-
stranu (Manecke, 1967} Patel; 1969). Z grupami aminowymi reaguja takze
proste pochodne halogenoacetylowe celulozy (Sato, 1971). Celuloza i dek-

stran w réznych postaciach i inne polisacharydy oraz DEAE-celuloza byty
niekiedy modyfikowane przy pomocy 2,4-dwuohloro-6-karboksymetyloamino- s-
triazyny, 2,4,6-trojchloro-triazyny lub 2-amino-4,6-dwuchloro-s-triazyny.
Takie pochodne triazynowe reaguja z grupami aminowymi ligandéw (Sharp,
1969; Neill, 1971; Surinov, 1966; Kay, 1967} W.ilson, 1969).

Z wieloma polimerami, np. agaroza, dekstranem, celulozg wigze sie cze-
sto ligandy bezposrednio opisang wyzej metodg bromooyjanowa. Niemodyfiko-
wane polisacharydy moga reagowac¢ z niektorymi komponentami kwaséw nuklei-
nowych w piiydynie w obecnos$ci karbodwuimidu (patrz dalej).

Sposréd polimeréw syntetycznych najwieksze zastosowanie znajdujg  po-
chodne akryloamidu, jednak mniejsza porowatos¢ od pochodnych agarozy i de-
kstranu czyni je w wielu przypadkach mniej uzytecznymi (Cuatrecasas,1970;
Inman, 1969). Zele poliakryloamidowe moga przytaczaé duzo wiekszg ilosé
ligandu niz polimery naturalne, nie zawsze jednak cata jego ilos¢ jest
biologicznie aktywna ze wzgledu na niedostepnos¢ dla duzych  makroczaste-
czek (Cuatrecasas, 1970; Inman, 1969). Zele poliakryloamidowe mogg przy-
tacza¢ duzo wiekszg ilos¢ ligandu niz polimery naturalne, nie zawsze jedt-
nak cata jego ilos¢ jest biologicznie aktywna ze wzgledu na niedostepnofc
dla duzych makroczasteczek (Cuatrecasas, 1971).

Szereg pochodnych poliakryloamidu dostepne jest pod nazwag firmowag En-
zacryl - Kooh-Light Labs. (Epton, 1971). Enazacryl to kopolimer akrylo-
amidu, N,N’-metylenowduakryloamidu oraz odpowiednio podstawionego akrylo-
amidu, ktéry dostarcza aktywnych grup funkcyjnych. Taki polimer charak-
teryzuje sie minimalng adsorpcja fizyczng. Proporcja grup aktywnych do-
brana jest tak, aby ligand zwigzany byt na bardzo duzej powierzchni. Duze
rozdrobnienie zapewnia odpowiednig powierzchnie witasciwg. Enzacryl AA(ryc.
4) zawiera aromatyczne grupy aminowe. Moga one by¢ aktywowane przez
dwuazowanie. W warunkach dwuazowania grupy amidowe polimeru nie reaguja.

CH - CEp - CH - CH2- CH. - CH2- CH2 - CH - CH2 -
\

CONH2 CONHo CONH,,
NH - CO [ CONH"Q)-NHi |
CH_
!LJH- - (0
~CH-CH2-CH CH2-CH-CH2-CH-CHg CH- CHo
CONHo CONH,, CONH-
CONH NH-

Ryo. 4. Struktura polimeru Enzacryl AA
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Grupa dwuazoma podczas sprzegania z polipetydami reaguje gtéwnie z gru-
pami fenolowymi tyrozyny, a takze w pewnym stopniu z pierscieniem imidazo-
wym histydyny i indolowym tryptofanu. Enzacryl AA mozna takze aktywowac
tiofosgenem, W wyniku tego procesu powstajg grupy izotiocyjanianowe, rea-
gujace z pierwszorzedowymi grupami aminowymi #aricucha bocznego lizyny,
wigzac polipetyd poprzez wigzanie tiomocznikowe, Mozna tymi metodami wiga-
za¢ takze inne ligandy o aktywnym pierscieniu aromatycznym lub zawieraja-
ce pierwszorzedowe grupy amidowe (ryc. 5). W celu unikniecia zbytniej hy-
drofobizacji nosnika nie produkuje sie Enzacrylu AA o duzej proporcji
grup aktywnych.

Enzacryl AH (ryc. 6) zawiera grupy hydrazydu kwasowego. Moze on byc¢ ak-
tywowany dziataniem kwasu azotawego, ktory przeksztatca hydrazyd kwasowy
w azyd kwasowy. Grupy azydowe nadajga sie do sprzegania z ligandami zawie-
rajagcymi wolne grupy aminowe (ryo. 7). Polimer ten jest silnie hydrofilo-
wy. Pod tym wzgledem przypomina azyd CM-celulozy, nosnik od dawna wypré-
bowany w wigzaniu enzymoéw.

-CH - CH2 -
CONH NH,,
Cl.
HNO.,, c=s
,Cr
CH - CE- - CH - CH2 -
COONH—-ON2 CONH NCS
OH OH
CH - CH2 -
CONH NH
\
c=5
NH
\_
ENZYM

Ryc. 5. Sprzeganie enzyméw z Enzacryl AA

Enzacryl Polvtiolactone (rvc. 8K zawiera pierscien tiolaktonowy, kto-
ry bezposrednio bez uprzedniej aktywacji moze wigza¢ ligandy  zawierajgce
wolne grupy aminowe i hydroksylowe, np. przypadku polipeptydow - lizyne,
seryne, tyrozyne (pyc. 9).
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CONH2 CONH- CONHo
NH - CO | CONHNH; |
NH-CO
CH - CH2 ~NCH - CH2 - CH - CH2 - CE - CH2 - CH - CH2
CONH2 - CONH- CONH-
]  CONHNE2 |

Ryo. 6. Struktura polimeru Enzacryl AH

- CH - CH2 -
CONHNH-
HNO-
- CH - CH?2 - - CH - CH2 -
CON, o
. N\
NH_ NH,
| Enzvm | ENZYM

Ryo. 7. Sprzeganie enzyméw z Enzacryl AH

-CH-CH2 - CH -CH2 - CH - CH2 - CH - CH2 - CH - CH2

CONH?2 CONH, CONH CONH2
NH-CO |CH - C
! Iw
CH2 ICH2 - S

NH—C(|) A "
CH - CH2 = CH = CH2 = CH - CH2 = CH - CH2 - CH - CH2 ~
\
N\ CONH- CONH, CONH-

Ryo. 8. Struktura polimeru Enzacryl Polythlolactone
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- CH - CH2 -
- CH - CH- -
CO - NH ‘

\ CO - NH

CH - C

! ' CH—C"

S  NH-
CH2 y \
CH2 NH
ENZYM X.
--------- 7— SH
NH? ENZYM

NH--A
Ryo. 9. Sprzeganie enzyméw z Enzacryl Polythlolactone

- CH-CH2 - CH -CH2 - CH - CH2 - CH - CH2 - CH - CH2 -

CONH2 CONH CONH2 CONH-
NH - CO CH - CO2H
' = hINSh]
L& . — 1
NH-CO

CH - CH2 - CH - CH2 - CH - CH; - CH - CH; - CH - CH-
1 {
CONH2 CONH2 coip CONH2
CH CO«H
rCH- SH 1
L..~ .}
Ryc. 10. Struktura polimeru Enzacryl Polythiol

CH2 - CH2 CH2-—- CH2— SH
CHjCONH CH S CHjCONH - CH
\ /
i CO -NH
0 \
ENZYM
ENZYM

Ryc. 11. Wzbogacanie enzyméw w grupy tiolowe przez reakcje
z tiolaktonem homooysteiny

Enzaeryl Polyacetal (ryo. 13) jest hydrofilowym polimerem  dwumetylo-
acetalu N-akiylolloaminoacetaldehydu. Aktywoje przeprowadza sie przez
hydrolize grup dwuacetalowyoh do aldehydowych 1 pétaocetalowyoh rozcien-
czonych kwasem mineralnym. Aktywowany nos$nik sprzega sie z ligandami za-
wierajgcymi grupy aminowe w wodnym roztworze buforowym (ryo. 14).



172

CH2 - CH - CH2  CH -
\
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cHo. s UTLENIANIE CHomeene
CH, - CH, —— SH REGENERACIA CH; CH,
CHACONH- CH CH3CONH - CQ
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Ryo. 12. Odwracalne sprzeganie enzymoéw z Enzacryl Polythiol
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NH-CO
|
- CH2 - CH CH, CH - CH, - CH - CHp
\
COTH CONH
\
CH2 OH.
CH(0CH,)2 !
CH(OCH3)2

Ryc. 13. Struktura Enzacryl Polyacetal

Précz naturalnych i syntetycznych nosnikéw o charakterze polimeréw or-
ganicznych do wigzania réznych ligandéw stosowano takze szkito. Zaletg ta-
kich podtozy jest nlewrazliwosé na atak mikroorganizméw, odpornosé na
dziatanie rozpuszczalnikéw organicznych oraz brak wplywu pH i sktadu
buforu na konformacje powierzchni nosnika. Powaznym problemem jest jednak
niespecyficzna adsorpcja na powierzchni szkia oraz niedostateczna porowa-
tos¢, nie pozwalajgca na przenikanie wiekszych makroczasteczek,Pewne trud-
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Ryo. 14. Aktywacja 1 sprzeganie enzyméw z Enzacryl
Polyacetal

nosci zwigzane sg tez z matymi przeptywami przez kolumny wypetnione peret-
kami szklanymi, oraz z zatrzymywaniem przez nie zanieczyszczehn mechanicz-
nych (Cuatrecasas 1971). Szkito porowate wigzano z epsilon - aminopropylo-
trojetoksysilanem. Grupe aminowa mozna nastepnie przeksztatci¢ w izotio-
cyjnianowsa, z ktdérg mozna wigza¢ ligandy jak opisano powyzej. Mozna takze
przeprowadzi¢ reakcje z chlorkiem para-nitrobenzoilu, otrzymany  zwigzek
zredukowa¢ i po dwuazowaniu sprzega¢ z ligandami o odpowiedniej reaktyw-
nosci (Weetall, 1969} 1969a; 1970). Bezwodnik bursztynowy reaguje z ami-
noalkilowanym szklem dajac pochodne nadajgce sie do wigzania ligandéw w
obecnosci karbodwuimidéw (Cho, 1972). Podobnie mozna otrzymac¢ nosniki 0
takich grupach, jak opisano dla agarozy (Cuatrecasas, 1971).

Préocz nosnikéw o zastosowaniu ogolnym stosuje sie tez czesto nosniki
przygotowane specjalnie do konkretnych zastosowan. Niektore z nich  beda
omoéwione w nastepnych podrozdziatach.

Nosniki dla celow syntezy na podtozach polimerowych

Podtoza polimerowe znajdujg zastosowanie gtdéwnie do syntezy dwdch ro-
dzajéw polimeréw sekwencyjnych:

- oligo- i polipeptydow

- oligonukleotydow

Znacznie mniej popularne jest stosowanie podtozy polimerowych do syn-
tezy oligosacharydéw. W tej tez kolejnosci oméwimy stosowane w syntezie
polimery.

Szersze infonnacje na ten temat znalezé mozna w literaturze przeglado-
wej (np, Stewart, 1969, Serafinowski, 1972).
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Podtoza pollmerovie do svntezv peptydéw

Metoda syntezy polipeptydéw na nierozpuszczalnym podiozu  polimerowym
opracowana zostata przez Merrifielda (1963» 1964, 1969). Stosowany poli-
mer pozwala na przytaczanie pierwszego aminokwapu poprzez wolng grupe
karboksylowg, oraz musi umozliwia¢ odhydrolizowanie gotowego peptydu.
Czasteczki polimeru muszg miesci¢ sie w waskich granicach formy i rozmia-
ru, poniewaz czesC etapow syntezy jest kontrolowana przez dyfuzje. Musi
on by¢ obojetny w stosunku do stosowanych odczynnikéw. Merrifield wybrat
w tym celu kopolimer styrenu z dwuwinylobenzenem, o zawartosci 2% tego o—
statniego, w fonnie czgstek o rozmiarach 20-70 mikronéw. Dzieki usiecio-
waniu jest on nierozpuszczalny w wiekszosci rozpuszczalnikbw organicznych,
ale dobrze pecznieje. Pecznienie polimeru jest istotne, gdyz cze$¢ tancu-
chéw polipeptydowych zostaje przylaczona w trudniej dostepnych porach.
Dostep odczynnikéw do takich tancuchéw jest mozliwy dopiero po specznie-
niu. Handlowo dostepny produkt (Dow Chemical Co) pecznieje w chloroformie,
chlorku metylenu, dioksanie, dwumetylofoimamidzie i benzenie, a gorzej
w alkoholach, octanie etylu i kwasie octowym. Niekiedy stosowano tez ko-
polimer o zawartosci 1% dwuwinylobenzenu.

Taki nosnik poddaje sie modyfikacji przez przytaczenie grup chlorome-
tylowych w reakcji Friedel-Craftsa w obecnosci chlorku cynowego. Substra-
tem jest eter chlorometylowo-metylowy. Z reguty do syntezy peptydéw uzy-
wa sie zywice chlorometylowa o zawartosci 1-2 milimole chlorku na gram
polimeru. Stopien podstawienia oznacza sie przez analize chloru metoda
Volharda, po uprzednim uwolnieniu go aming trzeciorzedowa. Nadmierna za-
wartos¢ grup chlorometylowych jest szkodliwa, gdyz prowadzi do przytacze-
nia aminokwasu w trudno dostepnych fragmentach polimeru. Odpowiednie zy-
wice produkowane sg réwniez komercjalnie. Zywica chlorometylowa przytacza
aminokwasy blokowane na grupie aminowej, w obecnosci tréjetyloaminy, two-
rzagc wigzanie estrowe. Po zakonczeniu syntezy peptydu odigcza sie go od
zywicy dziatajgc gazowym chlorowodorem w $rodowisku kwasu tréojfluoroocto-
wego w czasie 90 min. Niekiedy stosuje sie takze bezwodny fluorowodor
(Stewart, 1969).

Ostatnio zaczeto stosowac¢ tzw. zywice pelikulame, w celu zmniejszenia
kontroli dyfuzyjnej procesu. Pozwala to znacznie skroci¢ czas wiekszosci
operacji. Zywice takie stanowig mikroperetki szklane pokryte cienka war-
stwg polimeiMi. W ten sposéb grupy aktywne znajdujg sie gtébwnie na  po-
wierzchni (Jung, 1970).

Dobre rezultaty uzyskano wigzac czgsteczki organiczne kowalentnie do
szkla. W ten spos6b powstajg aktywne warstwy monomolekulame (Bayer,
1970a; 1970b). Jezeli przylaczanie nastepuje jednak przez wigzanie Si-
0-C nos$niki takie bardzo tatwo rozktadajg sie pod wplywem substancji
zawierajgcych wolne grupy hydroksylowe, a szczegoélnie wody. Dlatego osta-
tnio zsyntetyzowano nosniki pelikulame, zawierajgce grupy p-bromometylo-
we przylgczone poprzez wigzania Si-O-Si-C, ktdre sg bardziej stabilne.
W tym celu przygotowano p-bromometylo-fenylo-tréjchlorosilan, ktéry pod-
dano reakcji grupami silanolowymi na powierzctmi szkia Bio-Glass 2500.
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Produkt zawierat 0,08 milimola bromu na gram. Sprawdzono przydatnos$¢ nos-
nika do syntezy peptydow. Niestety, hydroliza produktu koncowego zachodzi
tylko w ok. 50% (Parr 1971).

Sadzi sie, ze nosniki typu pelikularnego po peilnym opanowaniu ich za-
stosowania zrewolucjonizujg synteze paptydéw na podiuzu statym i pozwolg
na zastosowanie jej w skali przemystowej (Rony, 1972).

Opisano takze przygotowanie i zastosowanie polimeréw zawierajgcych gru-
py funkcyjne, inne niz chlorometylowe, np. fenylochlorometylostyren - 2%
dwuwinylobenzen, p-metoksyfenylochlorometylostyren - 2% dwuwinylobenzen
(Southard, 1971). Précz syntezy Merrifielda stosowana jest takze  metoda
Szemjakina, (1965), oparta o podioze rozpuszczalne. Z tego wzgledu me-
toda ta znajduje sie poza zakresem niniejszego przegladu.

Podtoza polimerowe do syntezy oijgnniiifipn-tryfiiSw

Podobnie, jak w przypadku peptydéw rozrézni¢ mozna podtoza rozpuszczal-
ne i nierozpuszczalne. Nizej scharakteryzujemy niektére podtoza nieroz-
puszczalne. Wiekszo$¢ nosnikow tego typu to kopolimery styrenowe zawiera-
jace grupy aktywne przypominajgce odczynniki stosowane do blokowania nu-
kleotydéw lub nukleozydéw. Melby (1967,1969,1969a) stosowat polistyren
sieciowyny dwuwinylobenzenem (1%), do ktdrego wprowadzono grupy monome—
toksytrytylowe, w ilosci 7"0-760 mikromoli/g polimeru (ryo. 15).

Ryc. 15. Otrzymanie podtoza polimerowego wg Melby (1967)

oC] NaCN CHICN -A-*@)M—AH2C00H SO
zywica Merrifielda
— O 000 © - w2% poprzecznie sieciowany po-

listyren zawierajacy 1,36 MMo-
la grup CHgCl na gram zywicy

Ryo. 16. Modyfikacja zywicy Merrifielda wg Hayatsu (1970)
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Letsinger (1965,1966) stosowat kopolimer styrenu i kwasu p-winyloben-
zoesowego (12%), sieciowany 0,02% dwuwinylobenzenu. Grupe  karboksylowg
przeksztatcano nastepnie w chlorek kwasowy. Stosowano takze zywice typu
Mrrifielda, modyfikowang do postaci chlorku kwasowego (Kusman,1970) ,(ryo.
16). Blackburn (1967) wykorzystywat polimer zawierajgcy grupe aminowa,
rowniez powstaty przez modyfikacje zywicy typu Merrifielda (ryc. 17).

NHCOCH,

'‘C1CH20CH”

NH-

Tp) - peretkowy kopolimer styrenu
1 p-dwuwinylobenzenu

Ryc. 17* Otrzymanie podtoza polimerowego wg Blackburna
(1967)

Ohtsuka (1967) otrzymat podobny 4-aminofenoksymetylopolistyren zawie-
rajacy 2% dwuwinylobenzenu i 1,19 milimola grau aminowych na gram. Yip
(1971) syntetyzowat oligonukleotydy na sukcynylowanym polistyrenie izotak-
tycznym, zawierajagcym 1-1,4 milimola grup sukcynylowych na gram polimeru.
Nosnik ten charakteryzuje sie matym pecznieniem w rozpuszczalnikach or-
ganicznych.

Metody syntezy oligonukleotydéw na podtozu polimerowym sg jeszcze da-
lekie od doskonatnosci, co uwidacznia sie miedzy innymi wiasnie poszuki-
waniami coraz to nowych nosnikéw, ktérych zaden nie jest jeszcze dosta-
tecznie uniwersalny.

Podtoza do syntezy oligosacharydéw

Proby syntezy oligosacharydéw rozpoczely sie niedawno. Dla przykiadu
wymieni¢ mozna zastosowanie w postaci nosnika poli [p-(1-propen-3-ol-ilo)
styrenu] (Precht, 1971).

2. ZASTOSaVANIA STALYCH NOSNIKOW

Uwagi ogoélne

Wiazania réznego rodzaju ligandoéw do statych podiozy wykorzystuje ae
na ogot w celu:
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- przygotowania enzymoéw insolubilizowanyoh nadajgcyoh sie do prowadzenia
reakcji enzymatycznych, na powierzchni ciata statego,

- przygotowania adsorbentéw do chromatografii powinowactwa, specyficznej
elucji substratowej i metod zblizonych,

- przygotowania substratobw do dalszej syntezy oligomerow bez koniecznos-
ci stosowania pracochtonnych metod rozdzielczych,

- przygotowania materiatu wyjsciowego do ustalania sekwencji poli i oli-
gomerow metoda degradacji na statym podtozu.

Metody te zostang kolejno omoéwione ponizej.

Reakcje enzymatyczne na statych nosnikach

Metody immoblllzacji enzymoéw

- adsorpcja

Zjawisko adsorpcji enzymu beta-fruktofuranozydazy na $wiezo strgconym
wodorotlenku glinu zauwazono juz w roku 1916 (Nelson). P6zniej stosowa-
no do adsorpcji enzyméw takze wegiel aktywny (Nelson, 1921), szkio (Ar-
nold, 1966), kaolin (Mo Laren, 1957), celuloze (Reese, 1958), i inne
nosniki. Mimo, ze zaadsorbowane nos$niki nie tracg na ogot aktywnosci,
stosowanie tej metody jest bardzo niepopularne, gdyz tatwo nastepuje de-
sorpcja enzymu pod wptywem zmiany pH, sity jonowej, lub przemywania roz-
tworami substratow.

- wigzania jonowe

Do wigzania jonowego enzym6w stosowano rézne anionlty i kationlty, o-
parte najczesciej celuloze, np. DEAE-oeluloze, fosfoceluloze, CM-ce-
luloze (Mitz, 1959). Z przyczyn podanych powyzej dla adsorpcji metoda
wigzania jonowego jest stosowana bardzo rzadko.

- wigzanie chelatowe

Niektére nosniki, jak celuloza, nylon, szkto, po ich zaktywowaniu roz-
tworami soli tytahu, cyny, cyrkonu, wanadu, zelaza moga wigzac¢ chelatowo
enzymy (Barker, 1971).

- fizyczne unieruchamianie enzymu w matrycy zelowej

Najczesciej stosuje sie polimeryzacje akryloamidu sieciowanego N,N*-
metyloenobisakryloamldem w roztworze zawierajacym enzym (Bemfeld,1964).
W ten sposéb molekuty biatkowe zostajg mechanicznie unieruchomione w pow-
stajacym zelu. Zaletg sg tagodne warunki reakcji i brak modyfikacji sa-
mego enzymu. Niestety, w trakcie uzytkowania zelu nastepuje powolne wy-
mywanie enzymu. Nie mozna stosowaé¢ tej metody do unieruchamiania enzymow,
ktorych makromolekularne substraty nie sg w stanie dyfundowaé¢ przez zel.
Nawet w przypadku niewielkich czgsteczek substratow dyfuzyjna  kontrola
Kkinetyki nie jest zjawiskiem korzystnym. Metoda ta jednak jako jedna z
nielicznych pozwala na wiazanie ztozonych struktur biologicznych, nawet
komorek (Mosbach, 1970).

- wigzanie odczynnikami dwufunkcyjnymi

Odczynniki dwufunkcyjne, takie jak aldehyd glutarowy (Quiocho, 1964)
lub inne (Pasold, 1971) moga stuzy¢ do sprzegania enzyméw z nos$nikami



178

zawierajgcymi grupy aminowe, np. aminoetyloceluloze (Habeeb,1967; Green,
1969). Mozliwe jest takze wigzanie enzymdéw odczynnikiem dwufunkcyjnym
w obecnosci porowatego, ale nieaktywnego poditoza (Silman, 1966), jak bi-
buta, celofan lub nawet krzemionka (Haynes, 1966). W tym przypadku zia-
czone odczynnikiem czagsteczki enzymu tworza wieksze agregaty, mechanicz-
nie zwigzane z podtozem. Szczegolnie dobre wyniki uzyskuje sie, wigzac
w ten sposéb enzym z btonami (Silman, 1966). Niekiedy zachodzi jednak
nieodwracalna dezaktywacja enzymu. Stosuje sie takze lgczenie aldehydem
glutarowym enzyméw bez nosnika, w stanie krystalicznym lub w roztworze,
W ostatnim przypadku enzym wytrgca sie w postaci nierozpuszczalnego osa-
du (Quiocho, 1964} Avrameas,1969). Aktywnos¢ katalityczna takich prepara-
tbw jest czesto niewysoka, wydajnos¢ reakcji jest mala oraz wymagana
jest duza ilos¢ enzymoéw, co czyni metode tg mato popularng (Habeeb,1967).

- wigzanie kowalencyjne

Metoda ta, najczesciej obecnie stosowana, opisana zostata dokitadniej
w podrozdziale omawiajagcym typy podtozy statych.

- mikroenkapsulacja

Mikroenkapsulacja nie jest w sScistym tego stowa znaczeniu metodg unie-
ruchamiania enzyméw na statym podiozu. Polega ona na zamknieciu enzymu w
miniaturowych woreczkach kolodionowych lub nylonowych, przez ktdre moga
przenika¢ substraty i1 produkty, ale nie sam enzym. Mikroenkapsulowane en-
zymy maja niewiele zalet w poréwnaniu z enzymami na statym podtozu i sto-
sowane- sg na ogot w celach klinicznych, gdzie chodzi o unikniecie bezpo-
Sredniego enzymu z organizmem zywym (Chang, 1969).

Zastosowania statych eznymoéw

Jak zauwazono juz dawno, enzymy charakteryzujg sie wieloma takimi wia-
snosciami, ktdére czynig je idealnymi katalizatorami, zaréwno w tagodnych
warunkach pH i temperatury, reakcje katalizowane biegng bardzo szyb-
ko, sa nadzwyczaj specyficzne. Specyficznos¢ enzyméw umozliwia zastoso-
wanie ich do katalizowania wielu reakcji niemozliwych do przeprowadzenia
w inny spos6b, nawet przy uzyciu zwyklych katalizatoréw chemicznych.R6z-
norodno$¢ tych reakcji jest prawie nieograniczona, poniewaz enzymy biorg
udziat we wszystkich przemianach chemicznych w zywym organizmie.

Mimo to enzymy byty przez diugi okres czasu stosowane bardzo rzadko
w przemysle i1 klasycznej chemii. Przyczyna takiego stanu byt wysoki koszt,
mata stabilnos¢ i trudnos$¢ oddzielenia enzyméw od produktéw reakcji. Do-
piero w ciggu ostatnich 6-7 lat technika unieruchamiania enzyméw na sta-
tym podtozu pozwolita pokonaé¢ te trudnosci. Zalety statych enzymow sg
nastepujace:

- tatwe oddzielanie od produktow i substratéw, przez odsagczenie,

- mozliwo$¢ wielokrotnego stosowania,

- dzieki dostepnosci w réznych formach - peretek, mikrokapsutek,arkuszy,
membran, mikrorurek - mozliwos$¢ stosowania réznych reaktoréw - ze sta-
tym ztozem, fluidyzowanych, mieszanych i innych.
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- nieksza stabilnos¢ 1 odpornos$¢ termiczna. Wiele enzyméw pozwala na Kil-
ka miesiecy nieprzerwanego uzytkowania,

- mozliwos¢ zmiany optimum pH, state;] Michaelisa i specyficznosci sub-
stratowej, przez zmiane mikrootoczenia enzyméw na podtozu,

- mozliwos¢ stosowania w systemach wleloenzymowych. Szereg enzymoéw, ka-
talizujacych kolejne reakcje moze by¢ umieszczone na podiozu, pozwala-
jac na prostg synteze skomplikowanych potgczen.

Melrose (1971) poréwnujgc stabilnos¢ 50 enzyméw na podiozu statym, z
ich odpowiednikami w roztworze stwierdzit co nastepuje: 50 z nich w sta-
nie statym okazalo sie bardziej stabilne, 8 - mniej stabilne, a w przy-
padku 12 nie wykryto réznicy. Mechanizm zwiekszenia stabilnosci nie
jest jasny. W przypadku enzymow proteolitycznych przypuszczalnie Insolu-
billzacja zapobiega samotrawieniu. Mozliwe jest tez chronienie eteryczne
enzymu na podtozu przed atakiem czynnikéw dezaktywujacyoh. Prawdopodob-
nie takze przyczepienie do podtoza utrudnia niekorzystne zmiany konfor-
macyjne. Aktywnos$¢ statego enzymu, charakteryzowana w jednostkach aktyw-
nosci na gram, zalezy od ilosci enzymu przyczepionego do podtoza, ktéra
waha sie pomiedzy kilkoma a kilkoma tysigcami miligraméw na gram nos$ni-
ka, oraz od stopnia zachowania aktywnosci, ktory w przeliczeniu na jed-
nostke masy enzymu wynosi od Kilku do 100%. Niekiedy nawet enzym na pod-
tozu jest aktywniejszy niz w roztworze (Manecke, 1972).

Czesto obsei:wuje sie takze zmieniong reaktywnos$¢ enzymu na podtozu, a
wiec zmiany statych Kkinetycznych wynikajace ze zmian energii aktywa-
cji, zmiany optimum pH, statej Mlichaellsa, specyficznosci. 0 ile state
podtoze zawiera grupy zjonizowane, mlkrootoczenle centrum aktywnego jest
zmienione przez pole elektrostatyczne. Fole to wplywa na stezenie jonéw
wodorowych w otoczeniu enzymu i w ten sposéb zmienia pozorne optimum pH,
Kierunek zmiany zalezy od tego, ozy matryca ma charakter kationowy, czy
anionowy. Podloza niejonowe nie v~™Mywajg na optimum pH. O ile substraty
maja rowniez charakter jonowy, tadunek podioze wplywa na statg Michaeli-
sa. Na przykiad pozorna stata Mlchaellsa wzrasta, o ile matryca 1 sub-
strat majg jednakowe tadunki, gdyz wtedy zachodzi odpychanie. W przypad-
ku tadunkéw o przeciwnych znakach stata Michaellsa maleje, gdyz substrat
jest przyciggany 1 stezenie jego rosnie w mikrootoczenlu enzymu. Wozrost
lub zmniejszenie statej moze by¢ nawet dziesieciokrotne. Zmiany specy-
ficznosci substratowej prawdodpodobnie zwigzane sg ze zmianami konfonna-
cyjnymi enzymu. Stad wynika obserwowana niekiedy zalezno$¢ od rodzaju
podtoza. (Palb, 1972). Efekty te analizowane sg rowniez ostatnio na dro-
dze teoretycznej (np. Shuler, 1972). Takie zmiany wiasnosci enzymu, z
chwilg gdy bedziemy umieli swiadomie nimi kierowac¢, pozwlg w przysztosci
na jeszcze szersze wykorzystanie statych enzymow.

Obecnie zastosowanie statych enzyméw obejmuje gtéwnie nastepujgce
dziedziny:

- zastosowanie przemystowe

Opracowano szereg zastosowan enzymoéw statych w ciggtych procesach prze-
mystowych, np. de-N-acylaza alfa-pminokwasowa uzywana jest do selektywnej
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hydrolizy aoetylo-t-aminokwaséw w mieszaninie DL (Tosa, 1966), Alfa-amyla-
za stosowana jest w procesie ciggtej degradacji czesciowych hydrolizatéw
skrobii. Takze konwersja glukozy do fruktozy (Wilson, 1969), hydroliza pe-
nicyliny (Self, 1969) i produkcja steroidéw (Uosbach, 1970) moze  by¢
prowadzona przy uzyciu enzyméw nierozpuszczalnych. Planuje sie ciggta pro-
dukcje antybiotykéw przy wykorzystaniu seryjnych reakcji na  nierozpusz-
czalnych podtozach (Self, 1969} Mosbach, 1970a).

- zastosowania analityczne

State enzymy mcga by¢ stosowane w systemach automatycznej analizy do
oznaczania réznych substratéow. Zaproponowano uzycie w tym celu m.In. ok-
sydazy glukozy, dehydrogenazy kwasu mlekowego, dehydrogenazy alkoholowej.
Wiegksza trwatos¢ statych enzyméw pozwala na stosowanie ich jako standar-
dow analitycznych (fosfoklnaza kreatynowa, esteraza cholinowa, enzymy pro-
teolityczne 1 in.). Ostatnio popularne stato sie wykorzystanie enzymow
osadzonych na btonach poétprzepuszozalnych w elektrodach enzymatycznych
(Guilbault, 1971).

- zastosowania kliniczne

Enzymy state oraz mlktoehkapsulowane stosuje sie w leczeniu  defektow
enzymatycznych takich, jak Lymphosarcoma (Chang 1969} Haselberger, 1970),
a takze roznych konstrukcjach sztucznej nerki (Mosbach, 1971).

- inne

Prowadzi sie badania nad zastosowaniem statych enzyméw do wykrywania i
usuwania zanieczyszczen srodowiska (Falb, 1972).

- zastosowanie w chromatografii powinowactwa

zostang omoéwione w nastepnym podrozdziale.

Dzieki szybkiemu rozwojowi badan nad metodami uzyskiwania statych enzy-
méw, obecnie enzymy wszystkich gtéwnych klas zostaty otrzymane w aktywnej
postaci na statym podiozu. Szczegdlnie duze zainteresowanie wigze sie z
enzymami proteolitycznymi, amylolitycznymi, nukleolitycznymi, dehydroge-
nazami, oksydazami, hydroksylazami, enzymami glikolitycznymi i innymi
(Falb, 1972). Sposrod enzyméw metabolizmu tRNA interesujgca jest immobi-
lizaoja nukleotydylotransferazy tRNA(Litvak 1971), i niektorych syntez.

Szczegbtowe omawianie poszczegolnych przedstawicieli statych — enzymoéw
spcsrod  wymienionych grup nie wydaje sie tutaj celowe. Zainteresowani
znajda te infonnacje w licznych pracach przegladowych (np. Silman, 1966}
Melrose, 1971} Goldstein, 1969).

Chromatografia powinowactwa
Charakterystyka metody 1 przyktady zastosowan*

Opraclwanle tagodnych metod przytgczania réznych czasteczek biologicz-
nych do statych podtozy, oraz lepsze poznanie w ostatnich latach specy-
ficznosci oddzialtywan charakterystycznych dla makroczgsteczek wystepuja-
cych w organizmach zywych, pozwolito na opracowanie nowych technik roz-
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dzielanla i1 oczyszczania substancji. Metody te, charakteryzujgce sie nie-
spotykang dotychczas specyficznoscig i umozliwiajgce szybkie uzyskanie w
stanie wysokiej czystosci zwigzkéw bardzo trudnych dotychczas do  wydzie-
lenia, okresla sie ogo6lng nazwg chromatografii powinowactwa. Chromatogra-
fia powinowactwa, to procedury prowadzace do oczyszczenia jednego z kom-
ponentdéw systemu dwu lub wiecej skladnikowego, ktérego skiadniki oddzia-
tywajg ze sobg z wysokim stopniem biologicznej specyficznosci (Cuatreca-

sas, 1971).

Poczatkowo termin ten stosowano tylko do ukiadéw enzym-kompetyoyjny in-
hibitor, szybko jednak metoda okazata sie by¢ bardziej uniwersalna.

Na ogo6t unieruchamia sie jeden ze skltadnikéw oddziatywujgcego  specy-
ficznie systemu (ligand) na nierozpuszczalnym, porowatym podtozu, po czym
uzywa sie taki nos$nik do specyficznego zaadsorbowania drugiego skladnika
(np. enzym) z roztworu, przepuszczajac go przez kolumne z nos$nikiem.Cza-
sami stosuje sie tez wychwytywanie z rcztworu przez zawiesing nosnika(Cu-
atrecasas, 1971). Mozna tez kilka nosnikéw umiesci¢ w osobnych  worecz-
kach z materiatu potprzepuszczalnego, np. nylonu i réwnoczesnie wychwyty-
wa¢ z roztworu kilka sktadnikow (Sundberg, 1970). Inna metoda, takze za-
liczana do chromatografii powinowactwa, nosi nazwe specyficznej elucjl
substratowej. W tym przypadku jeden ze skitadnikéw systemu oddziatywujace-
go osadza sie odwracalnie, np. na wymieniaczu, jonowym, po czym selektyw-
nie wymywa drugim skiadnikiem. Przy odpowiednim doborze warunkéw zanie-
czyszczenia nie zostaje wymywane.

Wymywanie czgsteczek oddziatywujacych ze statych nos$nikdéw przeprowadza
sie przez zmiane pH lub sity jonowej buforu przemywajacego, lub wymywanie
prowadzi sie roztworem zawierajgcym czasteczki konkurencyjnie oddziatywu-
jace ze statym podtozem. Nawet jezeli konkurencyjne oddziatywanie jest
stabe, wlasciwe stezenie umozliwia elucje. Warunkiem zastosowania chroma-
tografii powinowactwa jest wiec mozliwos¢ dysocjacji kompleksu oddziaty-
wujacych czagsteczek biologicznych przy pomocy wyzej wymienionych czynni-
kéw. 0 ile dysocjacja taka zachodzi bardzo trudno, czasami stosuje sie
odszczeplanle kowalentnie zwigzanego skitadnika, a tym samym catego  kom-
pleksu od podtoza. Opracowano odpowiednie podtoza nadajgce sie do  tego
celu.

Poczatkowy powolny rozwéj chromatografii powinowactwa zwigzany byt z
trudnosciami w takim przyczepieniu jednego ze skiadnikéw do podtoza, aby
zachowaé¢ mozliwos¢ specyficznego oddziatywania. Badania Cuatrecasasa,pod-
sumowane w niedawnym przegladzie (1971) pozwolity ustali¢, ze w przypadku
oczyszczania substancji o niewielkim powinowactwie, a duzym ciezarze cza-
steczkowym bardzo duze znaczenie dla powodzenia eksperymentu ma  wprowa-
dzenie na nosnik”staty kilkuweglowego tancucha, odsuwajgcego ligand na
odlegtos¢ 10-20 A. Unika sie w ten spos6éb niekorzystnych oddziatywan ste-
rycznyoh. Przykladu dostarcza oczyszczanie betagalaktozydazy bakteryjnej
na agarozie zawierajgcej stosunkowo staby inhibitor kompetycyjny - beta-D
-tiogalaktopyranozyd p-aminofenolu. 0 ile ligand przyczepiony jest bezpo-
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Ryo. 18. Adsorbenty agarozowe przygotowane dla selektywnego
oczyszczania beta-galaktozydazy z réznych zrédet przy pomo-
cy chromatografii powinowactwa (Steers, 1971)

Srednio - nie o'‘serwuje sie wigzania enzymu. Podtoza z ligandem w odleg-
tosci okoto 10 A stabo wiazg. Natomiast przyczepienie ligandu w odlegtos-
ci ok. 20 A od matrycy daje nos$nik doskonale adsorbujgcy betagalaktozydyze
(Cuatrecasas 1971). (ryo. 18).

Podobne wyniki uzyskuje sie w przypadku oczyszczania nukleazy ze Stap-
hylococcus na matiycy zawierajacej pdTp-aminofenyl (Cuatrecasas, 1969).
Opracowano kilka ogélnych metod otrzymywania nosnikbw wyposazonych w od-

powiedni tanncuch weglowy zakonczony grupa aktywng (Cuatrecasas, 1970;
1972). Zjawisko to wyjasnia sie zmniejszeniem ograniczen sterycznych na-
rzuconych przez matryce oraz zwiekszeniem swobody i ruchliwosci ligandu

bardziej wysunietego w warstwe rozpuszczalnika. Cechy, jakimi powinny cha-
rakteryzowac¢ sie nos$niki wyszczegolniono poprzednio (str. 165).

Zastosowanie chromatrografii powinowactwa

Metody powinowactwa stosowano dotychczas do oczyszczania nastepujgacych
specyficznie oddziatywujacych uktadow:

- enzymy - inhibitory kompetycyjne

- enzymy - substraty

- biatka - inne biatka lub peptydy

- biatka - kwasy nukleinowe

- kwasy nukleinowe - inne kwasy nukleinowe
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- biatka wiagzace witaminy - witaminy
biatka wigzace hormony - hoimony
- antygeny i antyciata

- rybosomy, komoérki i inne ztozone uktady biologiczne
Zastosowaniom do rozdziatu i oczyszczania kwaséow nukleinowych i ich
komponentow oraz do rozdziatu aminoacylo-tRNA-syntetaz poswiecone beda

osobne podrozdziaty, natomiast pozostate grupy substancji oméwione zosta-
na w skrécie ponizej wedlug Cuatrecasas (1971).

Enzymy

Proby zastosowania specyficznych oddziatywan enzym - substrat czynione
byty od dawna. Juz w 1919 r. Starkenstein stwierdzit wigzanie amylazy do
substratu w postaci nierozpuszczalnej skrobii. Wymycie enzymu nastepowato
pod wpltywem rozpuszczalnej skrobii. Podobnie syntetaza gllkogenu wigze
sie z glikogenem (Leloir, 1962), a syntetaza skrobii do skrobii (Leloir,
1961). Nukleaze z trzustki kurczecia oczyzsczono przez specyficzne wymy-
wanie z fosfocelulozy przez roztwory RNA (Eley, 1969). Za jeden z pierw-
szych przyktadéw chromatografii powinowactwa uznaé¢ nalezy za Cuatrecasas
oczyszczanie tyrozynazy na celulozie zawierajacej eterowo zwigzane reszty
rezorcylowe, z ktérymi sprzegnieto dwuazowany p-aminofenol (Lerman, 1955).
Wiele enzyméw oczyszczono na pochodnych agarozy zawierajgcych zwigzane
substraty lub inhibitory. Nukleaze ze Staphylococcus oczyszczono na aga—
rozie zwigzanej z pT-p-aminofenolem (Cuatrecasas, 1968). Alfa-chymotrypsy-
na wigze sie z agarozg zawierajacg enanojomer substratu - ester metylowy
D-tryptofanu (Cuatrecasas, 1968). Earboksypeptydaza A adsobruje sie na ko-
lumnach z agarozy -L-tyrozylo-D - tryptofan (Cuatrecasas 1968). Biotyna-
agaroza zostata zastosowana do wydzielenia z wydajnoscig 70% awidyny biat-
ka jaja (Cuatrecasas, 1962). Hemoglobino-Sepharose nadaje sie do oczysz-
czania proteaz (Czua 1969). Rybonukleaza trzustkowa daje sie wydzieli¢
na agarozie-aminofenylo-pU-cyliczny fosforan. Chromatografia  powinowa-
ctwa beta-galaktozydazy z E.coli byta opisana powyzej (Ryo. 18). W podob-
ny sposob oczyszczano dehydrogenazg glicerolu, L-asparaginaze, acetylo-
cholinesteraze, aminotransferaze tyrozynowg i bardzo wiele innych enzy-
méw. Pelniejszg ich liste znalez¢ mozna w uprzednio cytowanej literaturze
przegladowej.

Inne biatka

Oczyszczono miedzy innymi awidyne - biatko wigzace witamine biotyne
(Cuatrecasas, 1962), biatka wigzace hormony takie jak estradiol, testo-
steron (Vonderhaar, B. 1969). Pokrewng metode stanowi zastosowanie agaro—
zy lub innego nos$nika zawierajgcego grupy p-chlororteciofenylowe do wia-
zania biatek lub innych zwigzkéw z grupami sulfhydrylowymi, jak np. pa-
painy (Sluyterman, 1970; Cuatrecasas 1970).

Biatka wwigzgce biatka i peptydy
Zasade metody stanowi zwiazanie z podtozem jednego biatka, ktére moze
oddziatywaé specyficznie z iimym biatkiem lub peptydem. Przeprowadzono

eksperymenty z resocjacjg na podiozu statym pewnych enzyméw dwukomponen—
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towych, np. rybonukleazy S (Kato, 1969) oraz nukleazy T (Ontjes, 1969).

Antyciata i antyge ny
Pochodne agarozy znajdujg duze zastosowanie do przygotowania immuno-
adsorbentéw. Adsorbenty takie uzywa sie do oczyszczania antyciat i anty-

genoéw. Zagadnieniu temu poswiecona jest obszerna literatura specjalistycz-
na (Silman 1966).

Ztozone struktury biologiczne

Technika chromatografii powinowactwa moze by¢ stosowana do oczyszcza-
nia elementéw membran biologicznych, komplekséw rybosomowych, struktur
receptorowych dla hormonéw, komplekséw multienzymowyoh, a nawet catych
komérek. W tej wiasnie dziedzinie, jak sie przypuszcza, chromatografia po-
winowactwa znajdzie szerokie zastosowanie, gdyz brak wydajnych klasycz-
nych metod oczyszczania.

Zastosowania chromatografii powinowactwa do rozdziatu
aminoacylo- tRNA syntetaz

Do izolacji amlnoaoylo-tRNA syntetaz, enzyméw Kkatalizujgcych nastepu-

jaca reakcje:
Jaca Ie syntetaza, ATP

Aminokwas + tRNA aminoacylo-tRNA

mozna z punktu widzenia zasady chromatografii powinowactwa stosowaé sta-
te pochodne substratéw i inhibitorow tej reakcji, a wiec aminokwaséw, ami-
noacyloadenytanéw, ich strukturalnych analogéw oraz tRNA. Metody te za-
stosowano po raz pierwszy do syntetaz w roku 1968 (Nelidova), szersza po-
pularnos$¢ zyskaty dopiero w latach 1972-1973. Bedziemy prawdopodobnie ob-
serwowaé¢ wzrost ich zastosowania do szybkiego i prostego wydzielania sto-
sunkowo labilnych i nietatwych do izolacji w stanie czystym enzymoéw, ja-
kimi sg aminoacylo-tRNA-syntetazy.

W dotychczasowych pracach wykorzystano:

- state pochodne tRNA (Nelidova, 1968; Bartkowiak, 1972; Remy 1972),

- state pochodne aminokwasow (Belkirch, 1972; Forrester, 1973» Robert-

-Gero, 1972),
- specyficzng elucje substratowg syntetazy przez tRNA (von der Haar,

1973).

Zastosowanie statych pochodnych tRNA

Oczyszczanie izoleucylo-tRNA-syntetazy z E.coli wg Bail:kowiaka
i Pawetkiewlcza (1972)

Opracowano prostg metode otrzymywania czystej izoleucylo-tRNA-synteta-
zy przez chromatografie na Sepharose zawierajacej kowalentnie zwigzany
izoleucylo-tRNA . Sepharose poddano aktywacji bromooyjanem i sprzega-
niu z czterranetylenodwuaming wg. Cuatrecasas (1970, 1970a). Nastepnie po-
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chodng tg traktowano estrem kwasu bromooctowego i sukcynlmidu. W ten spo-
s6b uzyskano bromoacetamidobutylo-Sepharose. 20 ml tego nosnika poddano
reakcji z 50 mg tRNA z E.coli aminoacylowanego izoleucyna, w buforze fos-
foranowym w pH = 7i5« (ryo. 19). Reakcja przebiegata 5 dni w 4°C.

Nieprzereagowane grupy bromoacetylowe zablokowano w reakcji z etanolo-
aming i nos$nik starannie przemyto. 1lo$¢ przytlaczonego tRNA wynosita 25 ug,
na ml Sepharose, w oparciu o pomiar spektrofotometryczny hydrolizatu.
Bromoacetamidobutylo-Sepharose nie reaguje z nieaminoacylowanym tRNA, co
wskazuje iz grupa alfa-aminowa aminokwasu jest aktywna w tej reeikcji.Nie
udato sie wigza¢ tRNA ani aminoacylo—tRNA bezposrednio z Sepharose akty-
wowang bromooyjanem.

= N(CH2)-NH2

N -
N(CH?2) NH-C-CH2Br

(CH)MN-HN-GEH2Br + R - GH — COO(... tRNA) ---eememeoes ~
HN2
(CH2)"-NH-1-CH2-NH-"H-C00( .. .tRNA)

Ryc. 19. Wigzanie aminoacylo-tRNA z Sepharose wg Bartkowiaka
i Pawetkiewioza (1972)

Czesciowo oczyszczong izoleucylo-tRNA-Syntetaze z E.coli, przygotowang
wedtug procedury Yaniv i Gross (1969) poddano chromatografii na kolumnie
z izoleuoylo-tRNA-Sepharose, w buforze fosforanowym pH = 5,5 stosujac gra-
dient NaCl. Syntetaza izoleucynowa wymywata sie w jednym piku.
Uzyskano 28-krotne wzbogacenie, w przeliczeniu na aktywnos¢. Elektrofore-
za na zelu poliakryloamidowym wykazata obecnos$¢ dwoch paan. Zaletg tej me-
tody jest brak koniecznosci otrzymania specyficznego tRNA. Nanoszone biat-
ka powinny by¢ jednak catkowicie pozbawione aktywnosci rybonukleazowej,
gdyz w przeciwnym przypadku nosnik ulega degradacji. Metode te zastosowa-
no z powodzeniem do izolacji syntetaz z materiatu roslinnego.

Oczyszczanie fenyloalanylo-tRNA-syntetazy z jeczmienia metoda Bartko-
wiaka i Pawelkiewioza

Niedawno T.Haertle, U.Karwowska i J.Augustyniak (1975) zastosowali me-

tode Bartkowiaka i Pawetkiewioza do oczyszczania syntetazy fenyloala-

ninowej z jeczmienia (1973).
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Oczyszczania izoleucylo-tRNA syntetazy z jeczmienia metodg Bartkowiaka
i Pawelkiewioza

Niedawno M. Rudzinska, E. Zaradniak i J. Augustyniak (1973) zastosowa-

Ii metode Bartkowiaka i Pawetkiewioza do oczyszczania syntetazy izo-

leuoynowej z jeczmienia.

Oczyszczanie fenyloalanylo-tRNA-syntetazy z drozdzy na
kolumnie z tRNA "®“-Sepharose wg Remy

(1972)

Opisano catkowite oczyszczenie fenyloalaninowej aminoaoylo-tRNA-synte-
tazy z drozdzy przez chromatografie na hydrazyno-Sepharose zawierajacej
kowalentnie zwigzany fenyloalaninowy tRNA.

Sepharose 4B aktywowano bromooyjanem wg Cuatrecasas (1970) w pH = 11,
po czym poddano reakcji z hydrazyng w pH = 10, w ilosci 2 milimole na mi-
lilitr Sepharose. Tak przygotowany nosnik sprzegano z utlenionym nadjoda-
nem fenyloalaninowym tRNA w buforze octanowym pH = 5, w temperaturze po-
kojowej przez 24 godziny lub w 57°C przez 1 godzine. Transferowy RNA byt
utleniony 10 mM roztworem nadjodanu sodu w temperaturze pokojowej (1 godz)

pH = 5, po czym oczyszczony przez precypitacje etanolowa i dialize po
rozpuszczeniu (ryc. 20).
-OH
NH.,

-y— CHg — (... tRNA)

Ryc. 20. Wiagzanie utlenionego nadjodanem tRNA z Sepharose
wg Remy (1972)
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stwierdzono, ze Sepharose wigze okoto 90% aldehydo - tRNA, podczas gdy
tylko okoto 5% niemodyfikowanego tRNA. Poniewaz wigzanie hydrazonowe ule-
ga¢ moze hydrolizie, nos$nik poddano dodatkowej redukcji borowodorkiem so-
dowym, 00 zmniejsze wymywanie tRNA z kolumny. Tak przygotowany nosnik
zawierat do 10 mg tRNA/ml Sepharose, chociaz na ogét stosowane zele miaty
2,5-4 mg tRNA/ml Sepharose.

Frakcje surowego ekstraktu enzymatycznego z drozdzy,wytracajaca sie po-
miedzy 50 a 70% nasycenia siarczanem amonu rozpuszczano w buforze octano-
wym lub fosforanowym 0,05 M, zawierajgcym 10 mM MgClg, 0,1 mM EDTA, 5
beta - merkaptoetanolu i 10% glicerolu. Warunki takie byly optymalne dla
kompleksacji enzymu z tRNA. Rozpuszczony enzym po przefiltrowaniu przez
Sephadex G-25 natozono na kolumne z tRNA”®"-Sepharose. Wiekszo$¢ biatka
wymywata sie w pojedynczym piku, nie zawierajgcym aktywnosci syntetazowej
dla fenyloalaniny. Syntetaze fenyloalaninowa wymywano buforem 0,1 U TRIS-
HCL pH = 8 =zawierajgcym 0,2 M KOL, 10 mM MgCI2, 0,1 mM EDTA, 5 niM beta -

merkaptoetanolu i1 10% glicerolu. Otrzymano frakcje zawierajaca fenylo-
alanylo-tRNA-syntetaze. Chromatografia na zelu poliakryloamidowym wykaza-
ta jednak zanieczyszczenia co najmniej trzema innymi biatkami. Zanie-

czyszczenia te najprawdopodobniej powstaty w wyniku specyficznych oddzia-

tywan z nosnikiem innych biatek, a mianowicie:

- biatek rozpoznajgcych specyficzne tRNAM®*“ - np. “enzym modyfikujacy za-
sade ,,Y",

- biatek rozpoznajgcych tRNA w ogéle, np. metylazy lub nukleozydylotrans-
ferazy,

- biatek rozpoznajgcych RNA, np. rybonukleazy.

W celu usuniecia tych zanieczyszczen przygotowano kolumne z tRNA Sep-
harose otrzymang z tRNA pozbawionego tRNA®"". Na kolumnie takiej winny
sie zatrzymaé zanieczyszczenia dwoch ostatnich grup. Surowy ekstrakt enzy-
matyczny z 140 g drozdzy, frakcjonowany siarczanem amonu 1 przepuszczo-
ny przez Sephadex G-25 poddano sgczeniu na kolumnie 5 o® razy 4 cm nata-

dowanej tRNA (bez Fen) Sepharose, zawierajacej 530 mg tRNA, a nastepnie
na kolumnie 5 o® razy 2 cm z tRNAM®" - Sepharose zawierajacej 125 ®K

tRNAM®”. Po wymyciu enzymu z drugiej kolumny wg poprzednio opisanej pro-
cedury otrzymano frakcje zawierajgca homogenng fenyloalanylo-tRNA synte-
taze oceniajagc na podstawie elektroforezy na poliakryloamidzie. Preparat
ten nie zawierat innej aktywnosci syntetazowej. Aktywno$¢ wiasciwa wyno-
sita 1800-2000 jednostek/mg.

Autorzy sadza, ze niepowodzenia innych badaczy, ktoérzy nie uzyskali ho-
mogennego preparatu wynikaja z faktu, ze nie tylko syntetazy, ale i inne
biatka zatrzymujg sie na kolumnie z tRNA-Sepharose.

Wadg tej metody jest koniecznos$¢ posiadania duzej ilosci oczyszczonych
i specyficznych tRNA oraz konieczno$¢ oczyszczania ekstraktu enzymatyczne-
go od aktywnosci nukleazowej.
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Oczyszczanie malinowej i lizynowej aminoacylo-tRNA-synte-
tazy z watroby szczura na kolumnach z tRNA-zelem wg
Nelidovej (1968)

Nelidova i Kiselev przygotowali zel sktadajacy sie z poliakrylohydra-
zydu i agaru, ktéry zastosowali do sprzegania z utlenionym tRNA. Chromato-
grafia na takim nosniku pozwolita oczysci¢ malinowa z lizynowg aminoacy-
lo-tRNA - syntetaze z watroby szczura 30-90-krotnie.

Zastosowanie statych pochodnych aminokwasow
Oczyszczanie metionylo-tRNA-syntetazy z E.coli na kolumnach
z metionylo-Sepharose wg Robert - Gero (1972)

Z badan nad mechanizmem dziatania aminoacylo-tRNA-syntetaz wynika jas-
no, ze wolna grupa alfa-aminowa jest konieczna dla oddziatywania  amino-
lwas-enzym, natomiast grupa karboksylowa nie jest istotna. Na tej obser-
wacji oparta jest metoda oczyszczania metionylo-tRNA-syntetazy na metio-
mlylo-Sepharose, opracowana przez Robert-Gero i Wallera (1972). W przypad-
ku jednak zastosowania do chromatografii powinowactwa podtoza zawieraja-
cego wolne grupy aminowe, oddziatywanie z enzymem bedzie komplikowane
przez niespecyficzng adsorpcje jonowa. Inny problem, ktéry autorzy musie-
li rozwigza¢ to dobér przy syntezie podioza tatwej do usuniecia grupy o-
chronne j.

Sepharose 4B aktywowano bromooyjanem w ilosci 5-250 mg/ml zelu, w za-
leznosci od wymaganego stopnia podstawienia, w pH = 10,5. Nastepnie prze-
prowadzono sprzeganie z sze$ciometylenodwuamina, w stezeniach 0,1-0,2 mM/
/ml zelu. Otrzymano trwaty produkt, nadajacy sie do przechowywania, w
ktérym stopien podstawienia oznaczono spektrofotometrycznie w reakcji z 2,
4,6-tréjnitrobenzenosulfonianem lub metoda analizy elementarnej. Nos-
nik ten poddano reakcji z estrem o-nitrofenylosulfenylo-metioniny i N-
hydroksysukcynimidu, otrzymanym standardowymi metodami. W ten sposéb uzy-
skany nos$nik o-nitrofenylosulfenylometioniowy po usunieciu grupy ochron-
nej przez reakcje z triosiarczanem sodowym i przemyciu stosowano do roz-
dziatow frakcji enzymatycznych w buforze fosforanowym o pH = 7,5, o0 ste-
zeniu 200 mM. Chromatografii poddawano surowy ekstrakt, po uprzednim zaad-
sorbowaniu 1 wymyciu z DEAE-celulozy (ryc. 21).

W wyniku chromatografii na nosniku zawierajgcym 12 uM metioniny na mi-
lilitr zelu, ponad 90% enzymu byto zatrzymywane na kolumnie i mozna go
byto wymy¢ roztworem metioniny o stezeniu 20 mM. Uzyskano 52-krotne wzbo-
gacenie, jednakze takie postepowanie okazato sie niepraktyczne, ze wzgle-
du na duze rozcienczenie enzymu. Lepsze wyniki uzyskano zmniejszajgc sto-

pien podstawienia Sepharose. Poréwnawczo przeprowadzono eksperymenty z
réznym stopniem podstawienia i stwierdzono, ze przy aktywacji Sepharose
przy pomocy 80 mg bromocyjanu na mililitr, co daje stezenie 4,5 uM  me-

tioniny/ml zelu enzym nie jest calkowicie zatrzymywany na kolumnie, ale
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Ryo. 21. Otrzymywanie metionylo-Sepharose wg Robert-Gero
i Waller (1972)

wymywa sie w osobnym piku za gtéwng frakcjag biatka. 0 ile zastosuje sie
taki rozdziat po etapie oczyszczania enzymu na DE1E-Sephadex, pik ten za-
wiera catkowicie oczyszczong metionylo-tRNA-syntetaze, co wykazano metoda
elektroforezy na zelu poliakryloamidowym. Kolumna moze by¢ uzywana wielo-
krotnie, po zregenerowaniu 500 mM buforem fosforanowym.

Zaletg opisanej metody jest mozliwos¢ rozdziatu enzymu czynnego od
zdeaktywowanego, a wiec nie wigzacego aminokwasu. Zasadnicze znaczenie

dla adaptacji rozdziatu na aminokwaso—Sepharose innych enzyméw ma dobor
optymalnego stopnia substytuciji.

Oczyszczanie fenyloalanylo-tRNA-syntetazy z jeczmienia

Niedawno T.Haeirtle, U.Karwowska i J.Augustyniak zastosowali metode Ro-

bert-Gero i Waller do oczyszczania fenyloalaninowej syntetazy z jeczmie-
nia (1973).

Oczyszczanie fenyloalanylo-tRNA-syntetazy na kolumnach
z Sepharose-fenyloalaniny wg Forrester,Hancock (1973)

Amidy fenyloalaniny sg stosunkowo dobiymi specyficznymi inhibitorami
fenyloalanylo-tRNA-syntetazy z E.coli. Prébowano wykorzysta¢ ten fakt do
izolacji syntetazy na Sepharose zawierajacej zwigzang kowalentnie wigza-
niem amidowym fenyloalanine. Poniewaz enzym ten wyizolowany z E.coli ma
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Ryo. 22. Otrzymywanie fenyloalanylo-Sepharose wg Forrester
(1973)

ciezar czasteczkowy 180 000, konieczne byto wprowadzenie diugiego ,,ramie-
nia", aby odsungé¢ fenyloalanine od podtoza.

Sepharose 4B aktywowano bromooyjanem, w ilosci 100 mg/ml, w pH = 11,wg
Cuatrecasas (1968), a nastepnie sprzegano z estrem metylowym kwasu epsy-
lon-aminokapronowego. Produkt sprzegano nastepnie z tréjfluoroacetylofeny-
loalaning przy pomocy 1-oykloheksylo—3—(S-morfolinoetylo/karbodwuimido-me-
to-p-toluenoseulfanianu. Po usunieciu grupy tréjfluoroootowej w  wodoro-
tlenku amonu uzyskano gotowy nos$nik do chromatografii powinowactwa (ryc.
22).

Profil elucji frakcji postrybosomalnej enzyméw z E.coli wskazuje na
fakt, ze fenyloalanylo-tRNA-synteza nie jest catkowicie zatrzymywana na
kolumnie (Bufor TRIS 0,01 M, pH * 7,5), ale wptywa w osobnym piku, nieza-
leznie od diugosci ,,ramienia”. Elektroforeza poliakryleamidowa pozwala
ocenia¢ czystos¢ tak otrzymanego preparatu na 90%.

Dobér odpowiedniego inhibitora enzymu jest trudny, gdyz syntetaza jest
bardzo specyficzna i toleruje tylko niewielkie modyfikacje substratu. Gru-
pa aminowa nie moze by¢ modyfikowana, a substraty modyfikowane na karbo-
nylu sg jedynie stabymi Inhibitorami.
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Ryc. 23. Sprzeganie kopolimeru eteru dwuwinylowego i1 bezwodnika
maleinowego z tyrozynag wg Beikiroh (1972)

Wybrano pochodng amidowg, miedzy innymi dlatego, ze mozna ja tatwo
otrzymaé¢ w postaci statej pochodnej Sepharose. Gdyby znana byla struktura
centrum aktywnego enzymu, mozliwy bytby takze lepszy dobcér inhibitora.

Oczyszczanie treonylo tRNA-syntetazy z drozdzy piekarniczych
wg Beikiroh (1972)

Autorzy wykorzystali polimer zawierajgcy tyrozyne w ostatnim etapie o-
ozyszozania tyrozylo-tRNA-syntetazy. Nosnik ten przygotowano w sposo6b
nastepujacy:

Kopolimer bezwodnika maleinowego i eteru dwuwinyliwego butanodiolu,pro-
dukcji Merck, poddano reakcji z 1,6-heksanodwuamina w dioksanie. Po prze-
myciu 1 wysuszeniu produkt zawieszono w dwumetylofomamidzie 1 mieszano
z estrem 4-—nitrofenylowym t-butoksykarbonylo—0-benzylo-L-tyrozyny,w obec-
nosci tréjetyloaminy. Grupy blokujgce usunieto przy pomocy bromowodoru w
kwasie octowym (ryc. 23).

Komoérki drozdzy autelizowano toluenem. Po odwirowaniu autolizatu,frak-
cje enzymatyczng z surowego supernatantu wytrgcono przy stezeniu siarcza-
nu amonu réwnym 48% nasycenia. Odwirowany osad rozpuszczono i dializowa-
no pieciokrotnie, a nastepnie zawieszano w nim DEAE-celuloze w celu zaad-
sorbowania kwaséw nukleinowych. Supernatant z DEAE-celulozy chromatogra-
fowano na CM-celulozie w gradiencie 0,2-0,8 M KCI na fosfocelulozie.Frak-
cje zawierajgce aktywnos¢ syntetazowg dla tyrozyny potaczono i chromttto-
grafowano na CM-celulozie w gradiencie 0-0,33 M KCI. Aktywne frakcje z tej
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kolumny oczyszczano dalej metodg chromatografii powinowactwa. Przemyty po-
limer tyrozynowy zawieszono w buforze zawierajgcym enzym, po czym odwiro-
wano. Przemycie polimeru 0,5 M KCI pozwolito odzyska¢ czysta syntetaze
0 aktywnosci 1400 jednostek na miligram. Przemycie bardziej stezonym bu-
forem dato frakcje zanieczyszczone. Elektroforeza na zelu poliakryloami-
dowym wykazata, ze na zelu tyrozynowym zachodzi znaczne oczyszczenie en-
zymu, ktéry po wymyciu z polimeru jest catkowicie homogenny.

Autorzy przypuszczaja, ze zastosowany polimer spetnia raczej role wy-
mieniacza jonowego, niz biospecyficznego adsorbentu, poniewaz wigze on
wszystkie biatka wymyte z CM-celulozy, a syntetaze adzyskuje sie przez
przemycie buforem o odpowiednio dobranym stezeniu.

Specyficzna elucja substratowa

Otrzymywanie fenyloalanylo-, walito-, seiylo-, i izoleucylo-
tRNA-syntetazy z drozdzy piekarniczych metodg ‘'affinity
elution™, wg van der Haar (1973)

Stwierdzono, ze aminoacylo-tRNA-syntetazy zaadsorbowane na fosfocelulo-
zie moga by¢ w sposéb specyficzny wymywane przy pomocy czystych specyficz-
nych tRNA. Metode te nazwano elucjg powinowactwa, przez analogie do chro-
matografii powinowactwa. Zaletg tej metody jest wykorzystanie powinowact-
wa enzym-ligand, bez koniecznosci wigzania ligandu do podtoza.

Jak wiadomo, chromatografia powinowactwa wykorzystuje specyficzne od-
dziatywanie enzymu z jego inhibitora lub analogiem substratu, przy czym
ten ostatni jest zwigzany ze staltym poditozem. Alternatywnie, mozna wyko-
rzysta¢ powinowactwo enzymu do ligandu w roztworze. W tym przypadku mie-
szanine enzyméw wigze sie niespecyficzne z polimerem zawierajgce odpowied-
nie grupy funkcyjne oddziatywujgce z enzymem. Enzym bedacy obiektem zain-
teresowania moze by¢ wymywany specyficznie przy pomocy roztworu substratu
lub inhibitora, ktéry konkuruje o enzym z grupami funkcyjnymi polimeru,
zgodnie z réwnaniem:

(substrat) + (polimer-enzym) ------ (substrat-enzym) + (polimer)

Wiele syntetaz wigze sie jonOwo z fosfocelulozg. Zakladajgc, ze tadun-
ki dodatnie na powierzchni syntetazy sa czesSciowo odpowiedzialne za wia-
zanie ujemnych tadunkéw tRNA, tRNA powinien wymywaé syntetaze z celulozy.

Surowa frakcje enzymu z drozdzy przygotowano standardowymi metodami
(Schmidt, 1971)- Zebrano frakcje wytrgcajgca sie pomiedzy 46 a 70% na-
sycenia siarczanem amonu. Po rozpuszczeniu i dializie enzym przepuszczano
przez kolumne z DEAE-celulozy, z ktorej frakcje serylowej i walilowej
syntetazy wymyto 0,1 M buforem fosforanowym, a nastepnie w dalszych frak-
cjach tego buforu wymyto syntetaze izoleucylowa. Penyloalanylo-tRNA-synte-
taze wymyto 0,2 M buforem fosforanowym. Frakcje te wytrgcono siarczanem
amonu, rozpuszczono w buforze fosforanowym i stosowano do elucji powino-
wactwa wg nastepujacej procedury:
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Przemytg P-celuloze umieszozano w kolumnie i zaadsorbowano na niej od-
powiednig frakcje syntetaz z buforu fosforanowego o dobranym stezeniu
(0,2 M lub 0,03 M + 0,08 M KCI), pH = 7,2. Po przemyciu kolumny, elucje
prowadzono tym samym buforem, zawierajagcym dodatkowe 2 jednostki 260
powiedniego specyficznego tRNA na milititr. Regeneracje kolumn prowadzo-
no 0,5 M KCI. Odpowiednie enzymy po ich wymyciu z kolumny przepuszczano
przez DEAE-celuloze, w celu zaadsorbowania tRNA. Czystg syntetaze wymyto
0,2 M buforem fosforanowym, a tRNA -IM NaCl. Odzysk tRNA wnosit 90%.

Jak wykazata elektroforeza na poliakryloamidzie, syntetaze fenyloala-
ninowg 1 walinowa otrzymano w stanie homogennym, o stopniu oczyszczenia
odpowiednio 537 i 246. Czystos¢ syntetazy fenyloalamlnowej wynosita 98%,
Metoda ta nadaje sie do duzej skali, do ok. 100 mg. Elucja powinowactwa
jest wiec metodg og6lng, nadajgca sie do izolacji réznych aminoacylo-tRNA
- syntetaz. Do jej wad nalezy konieczno$¢ posiadania czystych specyficz-
nych tRNA, oraz fakt, ze z nieoczyszozonyoh frakcji enzymatycznych na P-
celulozie tRNA wymywaé moze takze inne enzymy z nim oddziatywujace (rybo-
nukleazy, transferazy i in.). Metoda ta nadaje sie réwniez do badania od-
dziatywan tRNA z syntetazami. Na przyktad stwierdzono, ze 1 mol tRNA wy-
mywa w przypadku fenyloalanylo-tRNA-syntetazy i walilo-tRNA-syntetazy oko-
to 1 mol enzymu, 00 $wiadczy o obecnosci jednego miejsca aktywnego ne jed-
nag czasteczke enzymu o strukturze 8272

Wydaje sie, ze opisana metoda stanowi bardzo Istotny postep w  meto-
dach izolacji syntetaz, pozwalajac obecnie na prostg preparatyke tych en-
zyméw w stanie oczyszczonym.

Inne

Niedawno Jakubowski i Pawetkiewicz nodall nowa metode oczyszczania syn-
tetaz na Sepharose zawierajgcej zwigzany kowalentnie 1,6-dwuaminoheksan.
W ten spos6b oczyszczono walinowa, leucynowsg i tiyptofanowag syntetaze z
nasion tubinu. Uzywany przez tych autoréw nos$nik jest typowo oodtozem sto-
sowanym do unieruchomiania ligandow w chromatografii powinowactwa, jed-
nak opisane jego zastosowanie wykorzystuje wilasnosci jonowymienne raczej
niz powinowactwo w Scistym tego stowa znaczeniu. Autorzy ci przypuszcza-
ja, ze wiasnosci hydrofobowe tancucha aminoalkilowego majg decydujgce zna-
czenie réwniez w pozostatych opisanych tu metodach.

Zastosowanie chromatografii powinowactwa do rozdziatu
kwaséw nukleinowych 1 ich komponentéw

W chromatografii powinowactwa zastosowanie znalez¢ moga nastepujace od-
dziatywania miedzy kwasami nukleinowymi, a innymi czasteczkamil

- kwasy nukleinowe i ich komponenty - odpowiednie enzymy, np.syntetazy,po-
limerazy, rybonukleazy,
- kwasy nukleinowe, poli i oligonukleotydy - komplementarne sekwencje nu-

kleotydowe (dzieki parowaniu zasad),
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- zasady, nukleozydy, nukleotydy-oddziatywujgoe zasady, nukleozydy, ni-
kleotydy (z wykorzystaniem mozliwosci tworzenia wigzan wodorowych i aso-
cjacji warstwowej).

Nosniki stosowane do rozdziatu kwaséw nukleinowych podzieli¢ mozna
wiec na nastepujace grupy:

- polimery naturalne zawierajace zwigzane kowalentnie
- nukleotydy i nukleozydy
- oligo- i polinukleotydy syntetyczne
- kwasy nukleinowe

- polimery syntetyczne zawierajgce kowalentnie zwigzane
- zasady

nukleozydy

nukleotydy
- oligo- i polinukleotydy syntetyczne
- kwasy nukleinowe

- inne nosniki o zastosowaniu zblizonym do chromatografii powinowactwa
- polimery dwuhydroborylowane
- polimery merkurowane

- inne
Najczesciej sa stosowane obecnie state pochodne kwaséw nukleinowych, a
w szczegolnosci RNA-celulozy. W rozdziale tym oméwimy reprezentatywne

przyktady wybranych metod, sposréd najbardziej popularnych. Technika hy-
brydyzacji, polegajaca na asocjacji homologicznych sekwencji RNA do DNA
unieruchomionego na filtrach nitrocelulozowych lub podobnych pozostaje
poza zakresem tematycznym niniejszego przegladu.

Polimery Nnaturalne

Kwasy nukleinowe wigzano kowalentnie poprzez grupy hydroksylowe do ace-
tylowanej fosfocelulozy przy pomocy dwucykloheksylokarbodwulmidu w piry-
midinie i metanolu. Oligonukleotydy i kwasy nukleinowe przytaczono réw-
niez przez koncowa grupe fosforanowa do niemodyfikowanej celulozy, przy
pomocy karbodwuimidéw rozpuszczalnych w wodzie. Tak otrzymane nosniki zna-
lazty zastosowanie do frakcjonowania, oczyszczania i oznaczen struktural-
nych réznych rodzajow kwaséw nukleinowych. Te same nosniki stosowa¢ moz-
na do oczyszczania enzyméw metabolizmu RNA i DNA.

Badania Boscha (1961) nad rozdziatem rRNA na celulozie zawierajgcej ko-
walentnie zwigzang adenozyne, guanozyne, cytydyne i urydyne stanowig je-
den z weczesniejszych przykiadéw zastosowania chromatografii powinowactwa.
Stwierdzono, ze dobry rozdziat rRNA w gradiencie NaCl uzyskuje sie na
adenozyno-celulozie. U- i C-celuloza wykazywata bardzo silne powinowactwo
do badanego rRNA, natomiast G-celuloza - mniejsze niz A-oeluloza.

Rozpowszechnione jest stosowanie polinukleotydo-celulozy do frakcjo-
nowania oligo—, polinukleotyddéw i homopolimeréw. Gilham (1971) dokonat
przegladu metod stosowanych do wigzania komponentéw kwaséw  nukleinowych
z celuloza. W polimerach takich tanicuch polinukleotydowy winien by¢ przy-
czepiony do matrycy okre$lonymi wiazaniami kowalentnymi, tak aby punkt
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przyczepienia i orientacja biopolimeru byta znana. Zazviyczaj wybiera sie
wigzanie do koncow tancucha polinukleotydu. Zasadg rozdzialu sg réznice
w stabilnosci sparowanych komplekséw miedzy réznymi skiadnikami rozdzie-
lanej mieszaniny, a nukleotydo-polimerem. Metody wigzania polinukleotydéw
z celulozg mozna podzieli¢ na dwie zasadnicze grupy: kondensacja  synte-
tycznego polinukleotydu na celulozie w warunkach bezwodnych (Gilham 1964),
kowalencyjne wigzanie syntetycznych lub naturalnych polinukleotydéw z ce-
lulozg w $rodowisku wodnym (Gilham 1968). Pierwsza metoda polega na  po-
limeryzacji chemicznej nukleotydéw w Srodowisku bezwodnym. Po dodaniu ce-
lulozy zaktywowane grupy fosforanowe powstatego taricucha kondensujg sie z
grupami hydroksylowymi celulozy. Produkt koncowy zawiera homopolimery dtu-
gosci dc ok. "0 nukleotydéw, zwiazane z celulozg od konca 5 lub 3* w za-
leznosci od tego, ozy substratem byty 5’ ozy 3 monofosforany. Metoda ta
jest jednak ograniczona faktem, ze przytacza¢ mozna jedynie nukleotydy o
takiej diugosci i1 sekwencji, jakie chemicznie dajg sie skondensowaé¢ w sto-
sowanych warunkach. Bardziej uniwersalna jest druga grupa metod, gdyz

w ten sposéb tgczy¢ mozna z celulozg zar6wno syntetyczne jak i naturalne
polimery o dowolnej ditugosci.

Wedtug Gilhama (Nylol, 1966), nukleozyd tgczy sie z celuloza przy po-
mocy koncowej grupy fosforanowej, w srodowisku wodnym, podvwptywem karbo-
dwuimidu rozpuszczalnego w wodzie. Koncowy produkt reakcji jest podobny,
jak chodzi o sposdb polaczenia z -matrycg, do produktu polimeryzacji w S$ro-
dowisku bezwodnym. Pewne ograniczenie stanowi koniecznos$¢ blokowania gru-
py 2* lub 3’ - hydroksylowej rybonukleotydu, o ile fosfor znajduje sie
odpowiednio w pozycji 3’ lub 27, w celu zapobiezenia powstawaniu cyklicz-
nego fosforanu. Inna metoda (Gilham 1971) przewiduje wigzanie nukleozydu
utlenionego nadjodanem, w roztworze wodnym, do amlnoetylocelulozy. Reduk-
cja produktu borowodorkiem sodowym stabilizuje powstate wigzania. Mozna
takze wigza¢ nukleozydy poprzez grupe hydroksylowg z polimerem zawiera-
jacym grupy fosforanowe (np. z fosfocelulozg), przy pomocy dwucykloheksy-
lokarbodwuimidu w pirydynie (Adler'1962) lub metanolu (Bautz 1962). 8ax-
inger (1972) opracowat prosty sposéb wigzania RNA do celulozy w postaci
bibuty lub proszku przez sprzeganie w pirydynie przy pomocy karbonylodwul-
mldazolu. Przed umieszczeniem w pirydynie na celuloze nanosi sie roztwor
RNA i suszy. Podobnag procedure stosowa¢ nalezy do wigzania RNA z fosfoce-
lulozg. Posfoceluloze w formie soli tréjbutyloaminiowej aktywuje sie kar-
bonylodwuimidazolem w formamidzie, przemywa i suszy. Po naniesieniu RNA
na celuloze i1 wysuszeniu wiasciwa reakcje przeprowadza sie w pirydynie.

Smith (1972) podaje sposob fotochemicznego wigzania RNA z celuloza.
Na metylowanej celulozie suszy sie roztwor RNA, poczym suchg celuloze za-
wiesza sie w absoluti:ym etanolu i naswietla niskocisnieniowg lampg rte-
ciowg. Mozna w ten sposdb uzyska¢ 96% zwigzania tRNA w ilosci 5 ®S 5S
celulozy. Tak przygotowane nosniki celulozowe stosowano miedzy innymi do:
- izolacji RNA specyficznego dla DNA faga T na celulozie - DNA T~ (Adler,

1962), (Bautz, 1962),
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- izolacji Foli-A z E.coli, S.oerevisiae, komorek rakowych i1 in. na po-
li-T-celulozie (Edmonds, 1965; 1969; 1970; 1970a; 1971; 1971a),

- rozdziatu oligonukleotydéw o réznej sekwencji i sktadzie nukleotydowym w
gradiencie temperatury z celulozy zawierajacej oligonukleotydy o okre-
Slonej sekwencji (Astel 1971),

- frakcjonowania mRNA z komérek KB na poli-U-Sepharose) (Lindberg,1972),
Poli-U wigzano do Sepharose przy pomocy znanej procedury z hromocyja-
nem (Wagner, 1971),

- izolacji genéw dla rRNA na rRNA-celulozie, (Smith, 1972),

- hybrydyzacji DNA z RNA na bibule zawierajacej kowalentnie zwigzany RNA
(Saxinger, 1972),

Znane sa takze metody wigzania DNA i RNA do agaru (Wagner, 1971; Mo
Carthy, 1964; Boulton, 1964; 1971).

Lamed (1973) przedstawit niedawno ogoélng metode sprzegania nukleoty-
dow z agarozag. Przy pomocy bromocyjanu sprzega sie z nos$nikiem dwuhydra-
zyd kwasu adypinowego, a nastepnie do powstatego w ten sposéb hydrazydu
agarozy przylacza sie utleniony nadjodanem nukleotyd.

Robberson (1972) opisuje inng metode przygotowania hydrazydu agarozy
do sprzegania RNA przez koniec 3”. Z agaroza sprzega sie ester metylowy
kwasu epsylon-aminokapronowego, przeksztatca ester w hydrazyd, oraz blo-
kuje grupy karboksylowe powstate podczas przez hydrolize alkaliczng pod-
czas sprzegania z CNBr, przy pomocy amidu glicyny, stosujac karbodwuimid
rozpuszczalny w wodzie. Metode bromocyjanowag wg Cuatrecasas wykorzystuje
sie do sprzegania RNA 1 DNA (Poonlan). Mozna tak przytacza¢ kwasy nu-
kleoinowe jedniniciowe. Dwiniciowe sa nieaktywne. Ogo6lne metody przygo-
towania aktywnych pochodnych agarozy, opracowane przez Cuatrecasas moga
by¢ takze wykorzystane do przylaczania kwaséw nukleinowych. Wigzanie kwa-
sow nukleinowych z agaroza przebiega na ogot z wieksza wydajnoscia, niz
z celulozag. Nos$niki takie charakteryzuja sie takze wieksza dostepnoscia
ligandu dla innych makroczasteczek.

Polimery sy nNntetyyczne

Kwasy nukleinowe i syntetyczne nukleotydy wigzano z zelem poliakrylo-
amidowym (Wada, 1968; Cavalieri, 1970). Do togo celu moga stuzy¢ ogolne
metody przygotowywania pochodnych poliakryloamidu (Cuatrecasas, 1970),
lub handlowe preparaty typu Enzaciyl (Koch-Light), Pochodne te sa jed-
nak dotychczas mniej wykorzystane niz podobne polimeiy naturalne.Obszer-
ne badania przeprowadzono natomiast nad otrzymywaniem polimeréw catkowi-
cie syntetycznych z pochodnych podstawionych grupami winylowymi resztami
kwasu akrylowego lub innymi grupami zdolnymi do polimeryzacji. Polimery
takie stanowig pewne analogi kwaséw nukleinowych i nadajg sie niekiedy
do rozdziatu komponentéw liwaséw nukleinowych (Schott 1970, 1970a, 1971,
1972, Seita 1971, 1972, 1972a, 1973, 1973a, Gerber 1970, 1970a).

Schott ze wspotpracownikami opracowat syntezy pochodnych nukleozydow
zawierajacych jedna lub dwie grupy hydroksylowe cukru podstawione grupa
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metakroilowg. Pozostate grupy hydroksylowe blokowano tréjmetylosilyleiii.
Tak modyfikowane nukleozydy polimeryzuja rodnikowe, lub kopolimeryzuja z
1,4-ozterometylenodwumetakrylanem. Najlepsze wyniki daje polimeryzacja
peretkowa w mieszaninie woda/toluen lub woda/octan butylu. Tak na przy-
kiad w polimeryzacji 1[27, 3*» 4’ - tr6j-0O-/-tréjmetylosilylo/-6*-metakry-
loilo-beta-D-glukopyranozyzylo ] - tyminy otrzymano polimer zawierajacy
grupy glukopyranozylotyminowe. Podobnie przygotowano pochodne rybozydow
uiyoylu, cytozyny i guaniny. Polimery te pecznialy w rozpuszczalnikach
niepolamych, natomiast po odblokowaniu grup hydroksylowych peczniaty w
wodzie. Dzieki temu mozna byto bada¢ oddziatywanie ,,nukleozydozeli” z kom-
ponentami kwaséw nukleinowych w réznych warunkach. Zastosowanie tych po-
limeréw do chromatografii kolumnowej pozwolito rozdziela¢ mieszaniny nu-
kleozydéw. Wykorzystano tu UA,C i G - zele. Stwierdzono, ze w obecnosci
wody nukleozydy oddziatywujg silniej z zelem, umozliwiajagc rozdziat nu-
kleozydéw od mononukleotydéw i dwunukleozydofosforamoéw. W roztworach bu-
forowych jednak nukleozydy i dwunukleozydofosforany wymywaly sie w jed-
nym piku. W Srodowisku wodnym mozna takze rozdziela¢ mieszaniny mono-dwu
i tréjnukleotyddéw. Stopien zatrzymywania nukleozydéw na nukleozydozelach
zwieksza sie ze wzrostem udziatu puryn. Autorzy wnioskujg z tego, ze od-
dziatywania maja gtéwnie charakter asocjacji warstwowej zasad. Mozliwe
jest takze parowanie odbiegajace od koncepcji Watsona-Crioka. W roztwo-
rach wodnych natomiast dominujgce jest klasyczne parowanie zasad z udzia-
tem wigzan wodorowych.

Seita ze wspotpracownikami syntetyzowat pollmeryczne analogi kwaséw nu-
kleinowych, gtéwnie w celu badan fizykochemicznych asocjacji z kwasami nu-
kleinowymi i samoasocjacjl. Byly to polimery zawierajagce zasady purynows
i pirymidynowe, nie zawierajgce grupy cukrowej, rozpuszczalne w wodzie.
Polimery te otrzymano przez kondensacje zwigzkéw typu 3-fosforanéw 1-pu-
ryno/-2,3-dwuhydroksypropan, przy pomocy dwucykloheksylokarbodwulmidu w
dwumetyloformamidzie. Na przykitad w sposéb ten przygotowano z 3’fosforanu
7-/-27,3’-dwuhydroksypropylo/teofiliny odpowiedni oligomer o ciezarze
czgsteczkowym ok. 1000, ktoéry oczyszczono przez chromatografie na Sepha-
dex G-25 (ryo. 24a). Zwigzek ten nie wykazywal hiperchromizmu w oddziaty-
waniu z DNA lub RNA.

Inny rodzaj polimeréw autorzy ci otrzymali przez kondensacje alkoholu
poliwinylowego z N-/2’-dwuwodorofosforano-etylo/ uracylem lub odpowied-
nimi pochodnymi cytozyny, adeniny, hipoksantyny, tyminy a takze z 5x»-ade-
nozynotréjfosforanem. Otrzymano réwniez mieszane polimery*zawierajgce row-
noczes$nie adenine i tymine oraz adenine i uracyl. W tych polimerach,w od-
réznieniu od poprzednio opisanych, grupa fosforanowa nie wchodzi w skiad
tancucha alkoholu poliwinylowego, a dotagczona jest do niego przez wigza-
nie fosfoostrowe (ryo. 24b).

Homopolimery tej grupy wykazywaty hlpoclxromizm rzedu 4%. Heteropolime-
ry typu A-T i A-U wykazywaly w oddziatywaniu z zdenaturowanym RNA hipo-
ohromizm rzedu 16%. Mozna byto takze zmierzy¢ temperature topnienia sa—
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Ryo. 24. Pollmeryczne analogi kwaséw nukleinowych

mych polimeréw (30-35*70). Nie wykonano préb zastosowania tych polime-
réw w chromatografii powinowactwa.

Niedawno Harpold (1973) zwigzal adenozynomonofosforan z chlorometylo-
wanym polistyrenem typu Uerrifielda, poczym polimer poddano reakcji z od-
powiednim blokowanym bezwodnikiem fenyloalaniny lub glicyny. Po usunieciu
grup ochronnych otrzymano zwigzek przypominajacy koncowa adenozyne tRNA
ze zwigzanym aminokwasem. Podobnie otrzymano aminoacylo-CMP i aminoacy-
lo-AMP na polimerze, nie badano natomiast mozliwosci zastosowania ich do
chromatografii powinowactwa.

Poniewaz dobre syntetyczne nosniki polimerowe znane sg od niedawna,li-
teratura na temat ich zastosowania w chromatografii powinowactwa kwaséw
nukleinowych i ich komponentéw jest mniej bogata, niz w przypadku pochod-
nych celulozy i agarozy. Niemniej jednak rokujg one duze nadzieje na o-
trzymanie specyficznych sorbentéw o Scisle sprecyzowanych wiasnosciach.

Inne state polimery o zastosowaniu zblizonym do
chromatografii powinowactwa

Niepodstawione grupy 2*, 3»-diolowe rybonukleozydéw, 5»-rybonukleoty-
dow oraz znajdujace sie na koncu 3* kwaséw rybonukleinowych, majg cha-
rakterystyczne wiasnosci, ktére mozna wykorzysta¢ do rozdziatu i badan
strukturalnych kwaséw nukleinowych. Miedzy innymi moga one tworzy¢ kom-
pleksy z anionami boranowymi. Wiasno$¢ ta zostata wykorzystana do opra-
cowania metod chromatograficznych i elektroforetyoznych do rozdziatu kom-
ponentow kwaséw nukleinowych (Khym 1967). Obserwowane efekty polegajg na
zmianie charakterystyki fizycznej' diolu w obecnosci jonu boranowego, a w
szczegolnosci dzieki dodatkowemu tadunkowi ujemnemu diolu w formie skom-
pleksowanej. State polimery dwahydroborylowe byty znane od dawna(Solms,
1951; Letsinger, 1959), ale nie badano mozliwosci ich zastosowania do
rozdziatu zwigzkéw diolowych. Gilham ze wspotpracownikami (Weith, 1970,
Rosenberg 1971,1971a,1972) opracowali metody syntezy i zastosowania dwu-
hydroborylowych pochodnych celulozy. Karboksymetyloceluloze przeksztat-
cono w hydrazyd, a nastepnie w azyd, ktory z kolei poddano 3?eakoji z
kwasem m—aminobenzenoborowym. W ten sposob otrzymano N—/m—uwuhydroksybo—
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rylofenyloAarbamylometylooeluloze, zawierajgca 0,2 M grup borowych na
gram suchej celulozy. Inng pochodng otrzymano w sposéb nastepujgoyt Kwas
m-aminobenzenoborowy przeksztatcono w kwas N-/m-dwuhydroborylofenyloA)ur-
sztynowy, przez reakcje z bezwodnikiem bursztynowym. Nastepnie kondenso-
wano ten produkt z aminoetylo p—toluenosulfonianem N-oykloheksylo N»x»-be-
ta -/g-metylomorfolino/ etylokarbodwuimidu. Otrzymano N - [ N’-/m-dwuhy”
droborylofenylo/sukoynamylo 3 aminoetylooeluloze zawierajgcg 0,6 nM  grup
borowych na gram suchego polimeru. Nastepnie badano mozliwosci zastoso-
sowania nosnikow do rozdziatu nukleozydow i cukréw, w pH = 7,5. Stwier-
dzono, ze polimery nadaja sie dobrze do rozdziatu nukleozydéw oraz oligo-
i polinukleotydéw. Stwierdzono, ze objetos$¢ retencji dla danego nukleo-
tydu zalezy odi

- dostepnosci niepodstawionych grup 27, 5’-diolowyoh

- natury zasady w sasiedztwie grupy diolowej

- ilosci tadunkéw w poblizu grupy diolowej

- dtugosci tancucha i ogélnego tadunku nukleotydu

- pH roztworu eluoyjnego

- sity jonowej i natury kationébw w roztworze

Polinukleotydy zawierajgce koncowa grupe fosforanowa moga by¢ tak mo-
dyfikowane chemicznie, aby byty zatrzymywane na kolumnach z dwuhydrobory-
lo-celulozg, na przyktad przez wprowadzenie na koricowg grupe fosforanowg
tancucha grupy aorbitolowej lub N-metyloglukaminy. Opracowang metode sto-
sowano do izolacji koncowego 3'-fragmentu kwasu nukleinowego z hydroli-
zatbw enzymatycznych, do rozdziatu produktéw enzymatycznej syntezy oli-
gonukleotydoéw oraz do izolacji koncowych nukleozydéw z duzyoh  fragmen-
tow kwaséw nukleinowych, po uprzedniej modyfikacji kohncowego  fosforanu
sorbitolem lub N-metyloglukamina.

Schott (1972, 1973) znalazt prosty sposéb otrzymywania syntetycznych
polimeréw metakrylowych postawionych resztami kwasu borowego. Przez reak-
cje chlorku kwasu metakrylowego z kwasem m-amlnobenzenoborowym otrzymano
odpowiedni monomer. Przeprowadzono polimeryzacje rodnikowg sieciujac
polimer ozterometylenodwumetakrylanem.

Otrzymany zel borowy zastosowano do chromatografii komponentéw nukle-
inowych. Ze wzgledu na tworzenie kompleksu miedzy grupami boranowymi a
ois-diolowymi, 5-fosforany lybonukleozydéw, oligodezoksynukleotydy za-
konczone rybonukleotydem oraz wolne tRNA sg adsorbowane przy wysokim ste-
zeniu soli przy pH = 8,5, podczas gdy dezoksyrybonukleozydy, dezoksynu-
kleozydofosforany, 2’ lub 3’ fosforany rybonukleotydow, oligodezoksynu-
kleotydy i1 aminoaoylo-tRNA sg wymywane w martwej objetosci kolumny.Kom-
pleksy dioll z grupg boranowg moga zosta¢ zdysocjowane przez obnizenie
pH i stezenia soli eluentu, 00 powoduje wymycie zaadsorbowanych zwigzkéw
z kolumny. Zjawisko to pozwala na #tatwy rozdziat rybo- od dezoksyrybonu-
kleotydéw, réznych izomeréw fosforandw nukleozydéw oraz dezoksy- oligo-
meréw zakorniczonych rybonukleozydem, o réznej diugosci tancucha. Duze
mozliwosci metody ilustruje doskonaty rozdziat p/dT/~ od p/dT/~-rU, Do
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najciekawszych zastosowan nalezy oddzielanie aminoaoylo-tRNA od wolnych
tRNA, 00 pozwala na oczyszczenie specyficznych tRNA przez aminoaoylaoje
i chromatografie na polimerze boranowym.

Pojemnos$¢ zelu zalezy od diugosci tancucha rozdzielanego zwiazku i mo-
ze waha¢ sie w bardzo szerokich granicach. Prawdopodobnie  wynika to z
mniejszej dostepnosci grup boranowych wewnatrz polimeru dla duzej cza-
steczki oligonukleotydu. Znaczna cze$¢ grup boranowych wewnatrz polime-
ru jest w tych warunkach niedostepna, a czynne sg jedynie grupy powierz-
chniowe. Ro6zne konformacje tRNA o réznej 'dostepnosci grup hydroksylowych
5’adenozyny moga takze wptywaé na pojemnosé¢ dla tyoh czasteczek. Zaletg
polimeru w poréwnaniu z dwuhydroborylowang celuloza jest mozliwos¢ kon-
troli stopnia usleoiowanla oraz odporno$¢ na degradacje biologiczna.

Polimery merkurowvwane

Nukleozydy w obojetnym lub alkalicznym pH reaguja ze zwigzkami rtecio-
wymi. Pierwszym centrum reakcji z jonem metylorteciowym jest  wiagzanie
N/5/-H uiydyny lub tymidyny, nastepnym wigzanie N/1/-H guanozyny.W wyz-
szym stezeniu zwigzku rtecloorganlcznego 1 w kwasnym pH zachodza  takze
reakcje na atomach azotu guanozyny, adenozyny i oytydyny. Atomy tlenu,
zasad 1 grup fosforanowych, jak sie wydaje, nie oddziatywujg z  wodoro-
tlenkiem metylorteciowym, w stezeniu do 0,1 U. Nalezy wiec oczekiwac, ze
w odpowiednich warunkach eksperymentalnych, przy pH wiekszym od 8, zasa-
dy beda kompleksowaé sie z grupa metylorteciowa, w kolejnosci T/U > G >
A>C. Chcac wykorzysta¢ ten fakt, Gruenwedel (197") przygotowali poli-
mery na bazie dekstranu zawierajacego rtec¢. Sephadex G_25 eteryfikowano
1-alliloksy-2,3-epoksypropanem, po czym traktowano octanem rteciowym,
zgodnie z procedurg Shainoffe (1968). Zawartos¢ rteci w polimerze po
przemyciu wynosita 0,2-0,3 mM/g suchego produktu. Kolumny chromatogra-
ficzne z merkurowanym Sephadexem réwnowagowano buforem boranowym o ste-
zeniu 0,1 M, pH = 9,2. Wymywanie mononukleozydéw prowadzono w gradiencie
pH 9,2-12,5. Kolejnos¢ elucji zgadzata sie z przewidywaniami. Zauwazono
takze, ze jednoniolowy DNA jest w martwej objetosci. Autorzy proponuja
zastosowac¢ te metode do rozdziatu materiatu genetycznego, w szczegdlnos-
ci DNA 1 tRNA.

Zakavat (1972) wykorzystywat merkurowany Sephadex do izolacji oyste-
inylo-tRNA z drozdzy piekarniczych. Nosnik przygotowano wg metody EIld-
jarna (1963), stosujac Sephadex G-25 i 3,6-dwu/acetonatomerkurymetylo/
dioksan. Mieszanine tRNA aminoaoylowano preparatywnie L-/35-S/oysteing,
oczyszczono w celu usuniecia niezwigzanego aminokwasu, i w roztworze te-
go preparatu zawieszono merkurowany polimer. Polimer nastepnie przemyto
kilkakrotnie wodg i poddano elucji wodg i buforem TRIS pH = 7»2, 0 ste-
zeniu 0,02 M. Zastosowanie buforu o stezeniu 0,07 M odgrywa ligand rte-
ciowy od nos$nika. Uzyskano preparat tRNA specyficznego dla cysteiny o
stopniu wzbogacenia 43 razy. Metoda polega na wigzaniu oysteinylo—tRNA
przez nos$nik dzieki obecnosci grup sulfhydrylowyoh cysteiny. Inne tRNA
w zastosowanych warunkach nie wiazaty sie z polimerem.
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Kwasy nukleinowe szczegdlnie nadajg sie do rozdzielania metoda chro-
matografii powinowactwa, ze wzgledu na bogactwo i réznorodnos$¢  czaste-
czek biologicznych, z ktérymi oddziatywujg. Sadzimy, ze potencjat tyoh
metod nie jest w peilni wykorzystany i beda one dalej rozwija¢ sie szyb-
ko.

Synteza i degradacja na statych nosnikach

State nosniki zostaty dotychczas wykorzystane do syntezy peptytydow,
oligonukleotyddéw i oligosaoharydow, a takze do badan sekwencyjnych nu-
kleotydéw 1 peptydow.

Synteza peptydéw na podtozu polimerowym

Synteza peptydéw na statym, nierozpuszczalnym podtozu opracowana zo-
stata przez Uerrifielda (1965). Od czasu jej odkrycia byta wielokrotnie
udoskonalana i obecnie pozwala na pieparatywne otrzymywanie peptydéw o
stosunkowo ditugim tancuchu, na przykiad dekapeptydy mozna otrzymaé w ilo-
Sciach okoto 40 g. Zasade metody przedstawia ryo. 25.

" [Y]— NH-CH-COpH + X —I Polymer
R1 9 |
[v]— NH-CH-C-C -| Polymer
R, 0
NH2-CH-C-O —I Polym~

[Y}—NH-CH-C-NH-CH-C-0 - Polymer

ROO R, 0 |
II r |
NHp-CH-C-NH-CH-C-0 - Polymer

0 Rf RD
[YI—NH-CH-C- .. NH-CH-C-NH-CH-C-OPolymer
R, 0 .
i P P
NH2-CH-C -NH-CH-C-NH-CH-C-OH + Z- Polymer

Ryo. 25. Schemat syntezy peptydéw na podiozu statym
metodg Uerrifielda

Blokowany na grupie aminowej aminokwas dotacza sie do poditoza w po-
staci usieoiowanego, ohlorometylowanego polistyrenu. Po usunieciu grupy
ochronnej Y, przytacza sie nastepny, réwniez zablokowany aminokwas do
grupy aminowej pierwszego aminokwasu. Z kolei reakcje odblokowywania 1
przytaczania nastepnego aminokwasu prowadzi sie az do uzyskania zada-
nego peptydu. W ostatnim etapie polipeptyd odblokowuje sie i odiagcza od
podtoza. Minimalna ilos¢ etapéw w celu otrzymania peptydu o diugosci N
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wynosi 2N. Dodatkowe etapy konieczne sg w celu blokowania i odblokowywa-
nia aminokwaséw wielofunkcyjnych, jak lizyna, histydyna, kwas aspara-
ginowy. Prostota i dogodnos¢ metody wigze sie z faktem, ze dzieki zasto-
sowaniu statego nosnika podczas syntezy wykonuje sie jedynie  operacje
mieszania i sgczenia polimeru. Nie sg konieczne skomplikowane rozdziaty
produktéw od substratow. Synteza Uerrifielda zostata znacznie ulepszona
dzieki zastosowaniu tzw. zywic pelikularnyoh (patrz wyzej).lepszych grup
ochronnych, automatyzacji i kontroli procesu przy pomocy taSmy perforo-
wanej lub minikomputera. Dzigki temu udato sie zsyntetyzowal liczne en-
zymy 1 biatka, o ciezarze czasteczkowym dochodzacym do kilkudziesieciu
tysiecy. Wg Rony (1972) konieczne sg jeszcze nastepujgce dalsze  ulep-
szenlai
- zZmniejszenie czasu sprzegania przy zachowaniu 99,95% wydajnosci 10,00%
recemizacji
- dalsze ulepszenie automatyzacji syntezy w matej i duzej skali
- ograniczenie kontroli dyfuzyjnej kinetyki procesu podczas sprzegania

1 przemywania
- znakezlenie mozliwosci sprzegania matych i duzyoh peptydéw z wydajnos-

cig 99,5%

- znalezienie mozliwosci zaniechania specjalnych procedur, zaleznych od
sekwencji i rodzaju aminokwaséw.

Rony sadzi, ze bedzie mozna w przysztosci syntetyzowac peptydy z szyb-
koscig do 20 aminokwaséw na godzine, 0 ile przypuszczenia te stang sie
rzeczywistoscig, mozliwa bedzie nastepujgca sekwencja badan nad enzy-
mami t
- izolacja i oznaczenie sekwencji aminokwasowej wg procedury Edmana, a

takze na statym podiozu
- synteza wiekszych ilosci enzymu metodg Merrifielda
- oznaczenie struktury przestrzennej metodg dyfrakcji rentgentowsklej
- synteza nowych enzyméw, opartych o enzym macierzysty, ale o lepszych

wiasnosciach.

W ten sposdb mozliwe byé powinno ,,konstruowanie' syntetycznych enzy-
moéw o dobranych wilasnosciach katalitycznych, optymalnych warunkach reak-
cji oraz duzej trwatosci, a nawet enzyméw katalizujgcych reakcje prze-
biegajace w Srodowiskach niewodnych (Rony, 1972).

Szczeg6lne informacje na temat syntezy peptyddéw na statych podtozach
znalez¢ mozna w monografii Stewarta i Younga '"Solid State Peptide  Syn-
thesis" (1969).

Chemiczna synteza oligonukleotydéw na podtozu polimerowym

Wobec istnienia niedawno wydanego przegladu na temat (Serafinowskl,
1972) podamy tylko kilka podstawowych informacji. Podobnie, jak w przy-
padku ijeptydow, oligonukleotydy syntetyzowano zaréwno na poditozach roz-
puszczalnych i nierozpuszczalnych. Tematycznie wigze sie z tym  opraco-
waniem jedynie druga metoda.
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W syntezie wyrézni¢ mozna nastepujace etapy (Ryc. 26):
przygotowanie podioza z odpowiednig grupg funkcyjna
przytaczenie pierwszego nukleozydu do podioza

etapy powiekszania tancucha

oddzielenie tancucha oligonukleotydowego od podioza

e
monomer [ @] _E__?__ @ - N, - pNg l_D___:%_
@ N, - pNg - pNj —-- 4= O-— N, - pNg - pNj ... pNjt—--—
ODSZCZEPIENIB.
P»,,

O Podioze polimerowe z odpowiednig grupg
unkcyjna

pNj* - i-ty nukleotyd

Ryc. 26. Schemat syntezy oligonukleotydéw na podtozu
polimerowym

Przeglad rodzajow stosowanych podtozy podano powyzej. Podloza nieroz-
puszczalne w stosunku do rozpuszczalnych charakteryzujg sie mniejszg
szybkoscig reakcji (kontrola dyfuzyjna) i nizszg wydajnoscia  tworzenia
wigzan intemukleotydowyoh, ale ilosciowq regeneracja podioza 1 tatwiej-
szym tworzeniem centrow inicjacji fancucha przez przylaczenie pierwszego
nukleozydu. Stosunkowo wiecej wiadomo o syntezie dezoksyzybonukleotydow
niz rybonukleotydéw, ze wzgledu na trudnosci zwigzane z blokowaniem grup
2*-hydrojsylowych w przypadku tyoh ostatnich.

Synteza dezoksyiybonukleotydow

Stosowane metody roznig sie miedzy soba:
- rodzajem podioza
- miejscem przytaczenia pierwszego nukleozydu
- przez grupe 5’-hydroksylowg (np. Melby, 1967; '969; '1969a;  Kusam,
1970)
- przez grupe aminowg zasady (Letsinger, 1965» 1966),
- przez grupe 5™-fosforanowg (Blaobum, 1967),
- sposobem przytaczenia nastepnych podjednostek
- przylaczanie 5*-nukleozydofosforanéw (Melby, 1967, 1969, 1969a),
- fosforylacja, nastepnie przylgczanie nukleozydéw (tetsinger, 1965).
Wszystkie te metody pozwalaja jedynie na synteze kroétkich oligomerow.

Synteza rybonukleotydow

Na temat ten w literaturze istnieje niewiele informacji. Yip  (1971)
stosowat polistyren modyfikowany bezwodnikiem  bursztynowym. Nukleozyd
blokow.any w pozycji 2*, 3’ przylagczono do polimeru przez grupe 5’- hy-
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droksylowga. Po odblokowaniu grupy 3’-hydroksylowej przytagczono kolejny
5’-fosforan nukleozydu, zablokowany w pozycji 2*, 3*, Ohtsuka (1972) syn-
tetyzowat zablokowane rybonukleotydy na polimerze 4*-aminofenoksymetylopo-
listyrenie. Przylgczanie pierwszej podjednostki nastepowato poprzez grupe
3’-fosforanowa. Po odblokowaniu grupy 5’-hydroksylowej przytgczano ko-
lejne podjednostki 3’-fosforandw blokowanych na grupach 2’- i 5’-hydroksy-
lowych. Zastosowanie azotynu izoamylu pozwalato dotgcza¢ gotowy produkt
od poditoza.

Prace nad wprowadzeniem do praktyki nowych koncepcji synteny rybooli-
gonukleotydéw na podtozach polimerowych sg w toku (Serafinowski, 1972).

Synteza enzymatyczna

Jak wiadomo 5’-n”’ufosforany nukleozydbéw, zawierajgce pewne grupy bloku-
jace w pozycji 27, moga by¢ stosowane do przytaczania nukleotydéw  ko-
lejno do rosngcego tancucha polinukleotydowego. Reakcja ta jest katali-
zowana fosforylazg polinukleotydowa (Uackey, 1971), Nie jest wyUuczone,
ze zastosowanie podobnych metod enzymatycznych pozwoli przezwyciezy¢ nie-
ktore trudnosci zwigzane z synteza rybooligonukleotydéw na statym podtozu.

Oznaczenie sekwencji polipeptydéw metodg degradacji Edmana
na statym podtozu

Metoda sekwencjonowania biatek wedtug Edmana, na statym podtozu (Laur-
sen 1971) polega na przytaczeniu badanego peptydu do nos$nika, najlepiej
typu polikulamego, a nastepnie kolejnym odrywaniu po jednym koncowych
aminokwasow 1 identyfikowaniu ich chromatograficznie. Mozliwe jest za-
stosowanie automatycznego emalizatora sekwencji do przeprowadzenia catej
procedury.

Pierwszym etapem jest przytaczenie j)eptydu do statego podtoza zawiera-
jacego wolne, pierwszorzedowe grupy aminowe, poprzez zablokowanie konco-
wej grupy aminowej peptydu i zaktywowanie koncowej grupy karboksylowej
(karbonylodwuimldazolem (Laursen, 1971) lub karbodwuimidem (Maher, 1971).
Nastepnie po odblokowaniu grupy aminowej, przeprowadza sie reakcje feny-
lotloizooyjanlanu z peptydem na podtozu, w nieco zasadowym roztworze 1
w $rodowisku azotu. Otrzymany fenylotiokarbamylo-peptydo-polimer traktu-
je sie bezwodnym kwasem, w celu oderwania pochodnej tiazolinowej ostat-
niego aminokwasu. Pochodna tg oddziela sie przez odfiltrowanie od pepty—
do-polimeru 1 przeksztatca w pochodng fenylotiohydantoinowg tego amino-
kwasu przez ogrzewanie w kwasnym roztworze wodnym. Pochodng fenylotiohy-
dantoinowg identyfikuje sie przy pomocy chromatografii bibutowej, oien-
kowarstwowej, lub elektroforezy. Nastepnie caty ciag, poczawszy od reak-
cji z fenyloizotiooyjanianem powtarza sie az do oznaczenia sekwencji ca-
tego peptydu (ryc. 27).

Eenylotiobydantoinowe pochodne aminokwaséw mozna tez poddawa¢ hydroli-
zie do wolnych aminokwaséw 1 oharakteryzowad w tej postaci standardowymi
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Ryo. 27. Degradacja Edmana na statym podtozu

metodami, na przykiad przy pomocy analizatora aminokwasow. Pewne ograni-
czenie metody stanowi fakt, ze grupy karboksylowe w taricuchach bocznych
kwasu asparaginowego 1 glutaminowego takze ulegaja aktywacji karbonylo-
dwuimidazolem, 00 powoduje wigzanie z zywica lub powstanie cyklicznego
imidu, uniemozliwiajagcego dalszg degradacje, w przypadku kwasu asparagi-
nowego (Laursen, 1971)* Opracowano procedury blokady bocznych grup kar-
boksylowych (Mross, 1971), a roéwniez alternatywne metody wigzania pepty-
dow z podtozem (Laursen, 1972).

Inng metode degradacji peptydéow na podtozu nolimerowym w postaci nie-
rozpuszczalnej zywicy izocyjanianowej opracowat Dowling (1969).
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Degradacja kwaséw nukleinowych na statym podtozu

W roku 1953 Whitefield oraz Brown zaproponowali zastosowanie kolejnego
odrywania nukleotydéw od korica 3’ kwasu nukleinowego w celu oznaczenia je-
go sekwencji. Metoda taka polegataby na utlenianiu nadjodanem koncowych
grup cis-diolowych RNA, usuwanie koncowego, utlenionego nukleozydu przez
beta- eliminacje katalizowang zasada 1 odszozepienie grupy fosforanowej
przy pomocy fosfatazy. Reakcje te prowadzone by byly az do oznaczenia
sekwenciji.

Metode te wprowadzono do praktyki uzywajagc w procesie eliminacji aminy
pierwszorzedowej oraz nadmiar nadjodanu (Weith 1967). Udalo sie w ten
spos6b ustali¢ sekwencje szesnastonukleotydu (Weith 1969). Rownoczesnie
w tej samej pracy wspomniano o mozliwosci przeprowadzenia tej reakcji w
spos6b automatyczny, po zwigzaniu polinukleotydu ze statym podtozem.W ten
spos6b sta¢ sie powinno mozliwe skrdécenie czasu degradacji do 2 godzin na
jedng zasade. Szybciej jednak szczegoéty takiej metody opublikowat Wagner,
(1969). Przytaczyt on tRNA w formie soli tetradecylotréjmetyloamoniowej
do celulozy w pirydynie przy pomocy dwuoykloheksylokarbodwuimidu jako
czynnika kondensujgcego. Degradacje prowadzono w sposéb nastepujacy:

- ogrzewanie z nadjodanem i cykloheksyloaming
- saczenie 1 przemywanie

- inkubacja RNA-celulozy z alkaliczng fosfotaza
- przemywanie i powro6t 'do poczatku cyklu

Analize zasady obecnej w hydrolizacie prowadzono metodg chromatografii
bibutowej lub cienkowarstwowej. Stosujgc mieszanine tRNA stwierdzono
oczywiscie tylko obecno$¢ koncéwki - CCA.

Weith i Gilham podali nastepnie niego zmieniong procedure automatycz-
nej analizy sekwencji nukleotydéw na tej samej zasadzie (Weith,1970). Po
przytaczeniu nukleotydéw do polimeru przeprowadzono kolejno:

- utlenianie nadjodanem

- usuwanie nieprzereagowanego nadjodanu

- reakcje z aming i fosfomonoesterazg w 45° w celu odszczepienia konco-
wego utlenionego nukleozydu przez beta-eliminacje oraz usuniecie row-
noczesnie powstatej koncéwej grupy fosforanowej. )

Automatyczny analizator wykorzystujacy te metode mogt wykonaé szereg
cykli degradacyjnych z duzg wydajnoscig (powyzej 95%)> ua 40 nanomolach
polinukleotydu, lub nawet na mniejszej ilosci.

Pracujgc tg metodg zyskuje sie na szybkosci, czutosci oraz istnieja
mozliwosci catkowitej automatyzacji procesu. Nowsze badania majg na celu
zwiekszenie czutosci metody, m.in. przez znakowanie tiytem dwualdehydu po-

wstajacego przy utlenianiu nadjodanem, w drodze redukcji borotrytkiem
sodu (Schwartz, 1972).
Obecnie jednak takie oznaczenie sekwencji oligonukleotydow znalazto

znacznie mniejsze zastosowanie niz metoda Edmana w przypadku peptydow.
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Izolacja specyficznych tRNA przez wigzanie
ze statymi nosnikami

Metody wkorzystujgoe wiasnosci chemiczne wolnych tRNA

W roku 1961 Von Poratius (1961) zmodyfikowat metode Zamecnika (1960),
ktoéra polegata na sprzeganiu tRNA utlenionego nadjodanem z hydrazydem
kwasu 2-hydroksy-3-naftooesowego, a nastepnie traktowaniu produktu tetra-
zowang o-dwuanizydyng i rozdziale na Sephadexie. Zastosowat on sprzega-
nie dwualdehydu-RNA z hydrazydem kwasu poliakrylowego, ktéry usuwano z
kolei z roztworu przez wytracenie n-butyloaldehydem. Usuwajgc w ten spo-
sob nlezaminoacylowane tRNA udato sie wzbogaci¢ welinowy tRNA dziesie-
ciokrotnie (wydajnos¢ 28%).

Taka samg metode wykorzystat Zachau (1961) do czeSciowego oczyszczenia
walito-, leuoylo-, i seiylo-tRNA. Uzywat on jednak nierozpuszczalny  hy-
drazyd kwasu poliakiylowego (Lewatite 5082 S).

Zastosowano takze fenylo-hydrazydo-celuloze otrzymang przez dwuazowa-
nie 1 redukcje borowodorkiem sodu p-aminobenzylocelulozy (Saponara,1961).

Niedawno Vasilenko (1972) otrzymat hydrazynowag pochodng zelu polia-
kryloamidowego, przez odpowiednig obrdobke Bio-Gel P. Z tym polimerem dwu-
aldehyd tRNA wigze sie iloSciowo. Znaleziono takze metode desorpcji
tRNA z zelu. Metode wykorzystano do dziesieciokrotnego wzbogacenia tRNA
z drozdzy.

Kolumna z aminoetyloceluloza (Zubay 1962) lub aminoetylodekstranem
(Muench 1964) takze nadaje sie do wiazania utlenionego tRNA, pozwalajgc
na uzyskanie preparatow aminoaoylo-tRNA o czystosci 60-70%.

Powazng wadg tyoh metod jest konieczno$¢ utlenienie nadjodanem wszyst-
kich innych tRNA, z wyjatkiem tego, ktoérego izolacje sie prowadzi. Ist-
nieje takze powazne niebezpieczenstwo utleniania nadjodanem innych frag-
mentéw czgsteczki tRNA, np. niektdérych rzadkich zasad (Hall 1971). Dla-
tego zmniejszyto sie ostatnio zainteresowanie wigzaniem do statych nos-
nikbw nieaminoacylowanych tRNA.

Metody wykorzystujace wilasnosci chemiczne aminoacylo-tRNA

W stosunkowo niewielkim stopniu wykorzystano dotychczas wiasnosci che-
miczne aminoacylo-tRNA, a konkretnie przytagczonego aminokwasu, do selek-
tywnego zwigzania tyoh tRNA z podtozem.

Polidwuazostyren i dwuazobenzylooeluloze zastosowano do wigzania amino-
aoylo-tRNA - pochodnych aminokwaséw dajgacych sie sprzegaé ze zwigzkami
dwuazowymi, a wiec tyrozyny i histydyny (Brown 1961, 1963). Po odmyciu
nieprzereagowanyoh tRNA, wolny wzbogacony tRNA odzyskiwano przez hydroli-
ze wigzania estrowego. Probowano rowniez izolowaé specyficzne aminoaoylo-
tKNA przez wytrgcanie ich pod wplywem kondensacji na koncowej grupie ami-
nowej tancucha pollaminokwasowego (polilizyny, poliasparaginy), (Mehler
1963), Simon 1964). Uzyskano serylo- treonylo- i alanylo-tRNA o czy-
stosci okoto 60% (Simon 1964).
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Niedawno podano, ze metoda wigzania tRNA do statego podtoza opracowana
do celéow izolacji aminocylo-tRNA-syntetaz wg Bartkowiaka i Pawetkowioza
(1972) nadaje sie réwniez do izolacji specyficznych tRNA (Bartkowiak 1972).
Celuloze aktywowano bromocyjanem i modyfikowano wg Chnatrecasas (1970).Ja-
ko ,ramie" przedtuzajgce stosowano arginine. Wigzania tRNA przeprowadzano
jak  opisano wyzej w rozdziale poswieconym chromatografii powinowactwa
aminoacylo-tRNA syntetaz, z grupa bromoacetylowa. Nieaminoaoylowane tRNA
w tyoh warunkach nie reagowaty i mozna je byto oddziela¢ przez odmycie.
Transferowy tRNA uwolniony z nos$nika przez hydrolize alkaliczng zachowy-
wat aktywnos$¢ akceptorowg w 95%.

Rownoczesnie opublikowano wstepny komunikat z prac nad zastosowaniem
do tego celu aktywnego estru N-hydroksysukoynimidu i karbosymetylo-Sepa-
dexu C-50 (Barciszewski, 1972). Wykonano préby zastosowania tych nosni-
kéow na prostych modelach w postaci estrow aminolcwaséw, dobrano warunki
dla reakcji tranaaoylacji, oraz wykonano préby analityczne izolacji fe-
ny loalaninowego tRNA z Kupinus luteus.

Niedawno zakomunikowano o wykorzystaniu metody Bartkowiaka (Bartko-
wiak, 1972) do izolacji izoleuoynowych tRNA z jeczmienia, stosujac nos-
nik oparty o Seiiharose. Po odhydrolizowaniu wzbogacony preparat poddano
oczyszczeniu na DEAE-celulozie oraz chromatograifii w odwréconej fazie
RPC-5 (Zaradniak, 1973).

Jak sadzimy, wigzanie do statych podiozy stanowi¢ moze doskonatg meto-
de szybkiej izolacji wzbogaconych preparatéw specyficznych tRNA, pod wa-
runkiem znalezienia prostych metod otrzymywania nos$nikéw, oraz optymali-
zacji warunkéw reakcji pod katem uzyskania catkowitego przereagowania i
zwiekszenia stopnia wzbogacenia. Duze mozliwosci w tej dziedzinie rokuje
zastosowanie estrow aktywnych N-hydroksysukoynimidu, np. w postaci pochod-
nych agarozy opisanych przez Cuatreoasas (1972). Mogg tu by¢ réwniez wy-
korzystane AH- i CH-Sepharose (Pharmacia AB).

Zaleta tyoh metod jest mozliwos¢ catkowitego odzysku nieprzereagowa-
nyoh wolnych tRNA, natomiast nie mozna w ten sposéb rozdzieli¢ izoakoep-
torowyoh tRNA, a wiec konieczne jest w ostatnim etapie zastosowanie np.
chromatografii w odwréconej fazie.
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