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INFORMACJA DLA AUTOROW

Postepy Biochemii publikujg artykuty referatowe ze wszystkich
dziedzin biochemii nie drukowane w innych czasopismach. Artykuty
drukowane w Postepach Biochemii nie moga by¢ bez zgody Redakcji
publikowane w innych czasopismach. Artykuty sg honorowane wg usta-
lonych stawek. Autorzy otrzymuja bezptatnie 25 odbitek pracy; zada-
nie dalszych odbitek (ptatnych) nalezy zgtosi¢é pisemnie nadsytajac
prace. Autora obowigzuje korekta autorska. Koszty zmian tekstu w ko-
rekcie, poza poprawkami btedéw drukarskich ponosi autor.

Redakcja zastrzega sobie mozno$¢ wprowadzenia skrotéw i popra-
wek nie wptywajgcych na tre$¢ pracy.

Forma maszynopisu. Maszynopis pracy i wszelkie zalgczniki nalezy
nadsyta¢ w dwu egzemplarzach. Maszynopis powinien by¢ napisany
jednostronnie, z podwdjng interlinig, z marginesem ok. 4 cm po lewej
i ok 1 cm po prawej stronie oraz z numeracjg stron. Na pierwszej stro-
nie nalezy zamiesci¢ tylko: imiona (w petnym brzmieniu) i nazwiska
autorow, ich tytuty naukowe wraz z nazwami placéwek naukowych,
tytut pracy w jezyku polskim i angielskim oraz omoéwienie tematu pra-
cy w jezyku angielskim (najwyzej 5 wierszy maszynopisu).

Rozdziaty w tekscie nalezy oznaczy¢ numeracjg rzymska, a podroz-
dziaty — arabskg. Tytuly nie wydzielone z tekstu nie powinny by¢ nu-
merowane.

W tekscie nie nalezy zamieszcza¢ zadnych tablic, rysunkéw, sche-
matéw i wzoréw. W zgadanym miejscu nalezy pozostawi¢ wolny wiersz
i oznaczy¢: Tablica 1, Rys. 1, Schemat 1 lub liczbg rzymska w nawia-
sie —numer odpowiedniego wzoru. W teksécie nalezy odwota¢ sie do
numeracji wzoru po stownym wymienieniu zwigzku, np.: kwas gluta-
minowy (1).

Powotujgc sie na literature nalezy podaé w tekScie, w nawiasie,
kolejny numer pozycji w spisie literatury.

Zatgczniki do tekstu. Kazdy zatgcznik nalezy dotgczy¢ na oddzielnej
kartce, opatrzony kolejnym numerem odpowiadajgcym uzytemu w teks-
cie, np. Tablica 1, Wz6r I, Rys. 1 lub Schemat 1 Fotografie i wykresy
nalezy oznaczy¢ jako rysunki. Wszystkie zatlgczniki nalezy oznaczy¢
u goéry nazwiskiem autora i poczatkowymi wyrazami tytutu pracy.

Tablica powinna zawiera¢ nagtowek opisujacy jej tresé, jej rubry-
ki powinny byé zaopatrzone w odpowiedni tytut.

Podpisy i objasnienia pod rysunkami i schematami powinny by¢
dotgczone na oddzielnej kartce. Oznaczenia, ktérych nie mozna napisac
na maszynie, nalezy wyraznie nanie$¢ czarnym tuszem. W fotografiach
i wykresach nalezy oznaczy¢ ,g6re” i ,dot”.

Literatura. Wykaz literatury nalezy wypisaé oddzielnie, na ostatnich
stronach maszynopisu, w alfabetycznej kolejnosci nazwisk autoréw.
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IGNACY REIFER

1909— 1971

2 kwietnia 1971 roku zmart w Krakowie Ignacy Reifer, profesor
zwyczajny Uniwersytetu Jagiellonskiego, cztonek korespondent Polskiej
Akademii Nauk, byty wicedyrektor Instytutu Biochemii i Biofizyki PAN
w Warszawie.

Nauka polska poniosta niepowetowang strate. Byt jednym z tych, ktd-
rzy dzwigneli jg z chaosu i ruin pozostawionych przez najstraszniejszg
z wojen. Juz w pierwszych latach po zakoniczeniu Il wojny $wiatowej zor-
ganizowal w Warszawie nowoczesny warsztat pracy, ku ktéremu zdazali
zewszad entuzjasci miodej, dynamicznie rozwijajacej sie gatezi nauk bio-
logicznych — biochemii. Tworzyt, organizowat, wychowywat. Szedt tg dro-
ga niestrudzenie, z optymizmem i entuzjazmem. Smieré zabrata Go nagle,
w petni sit tworczych.

Urodzit sie 30.V1.1909 roku w Chrzanowie w woj. krakowskim. Tamze
ukoniczyt gimnazjum. Po studiach i uzyskaniu doktoratu na Wydziale Che-
micznym Politechniki w Brnie Morawskim (1932 rok) rozpoczat prace za-
wodowg w Instytucie Patologii Eksperymentalnej i Ogolnej Uniwersytetu
Wiedenskiego. Prze$ladowany przez wiadze hitlerowskie wyemigrowat
w 1939 roku do Nowej Zelandii, gdzie wkrotce zatozyt Zaktad Chemii Ro-
$lin przy Instytucie Badahn Naukowych i Przemystowych w Palmerston
North. Po wojnie wraca do kraju, by juz w 1947 roku utworzyé¢ Zakitad
a nastepnie Katedre Biochemii na Wydziale Rolnym Szkoty Gidwnej Gos-
podarstwa Wiejskiego w Warszawie. Tu habilituje sie na podstawie roz-
prawy pt. ,Zrodta amoniaku w ekstraktach roslinnych” (1950 rok), a nas-
tepnie uzyskuje kolejno tytut profesora nadzwyczajnego i zwyczajnego.
W 1967 roku zostaje cztonkiem korespondentem Polskiej Akademii Nauk.
Bedac kierownikiem Katedry Biochemii SGGW bierze czynny udziat w or-
ganizacji Instytutu Biochemii i Biofizyki PAN w Warszawie. Przez kilka-
nascie lat petni w nim funkcje wicedyrektora do spraw naukowych oraz
kierownika Zakladu Biochemii Roélin. W tym samym czasie jest czlon-
kiem Komitetu Biochemicznego i Sekretariatu Il Wydzialu PAN. Réwno-
czeSnie wspoOtpracuje z Panstwowa Radg do Spraw Pokojowego Wyko-
rzystania Energii Jadrowej, jako czionek Komisji Nauk Biologicznych
i Medycznych. Byt jednym z zatozycieli Polskiego Towarzystwa Bioche-
micznego a takze polskich czasopism biochemicznych, Acta Biochimica Po-
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lonica i Postepéw Biochemii. Od 1965 roku byt organizatorem i opiekunem
Katedry Biochemii i Biofizyki U.J. w Krakéwe, do ktdrej przeniost sie na
state w 1969 roku.

Bogaty dorobek naukowy Profesora Reifera jest dobrze znany szero-
kim kregom biochemikéw i fizjologébw w kraju i zagranica. Rejestr jego
publikacji obejmuje sto kilkadziesiat pozycji. Koncentrujg sie one gtéwnie
wokot metabolizmu niskoczasteczkowych zwigzkéw azotowych w ro$linach
wyzszych. Szczeg6lnie cennymi byty wyniki badan nad biogeneza alka-
loidéw, przemianami aminokwasow cyklu ornitynowego i biosynteza nu-
kleotydow pirymidynowych. Stale cytowane w pismiennictwie $wiatowym
sg takze liczne mikrometody iloSciowego oznaczania wielu niskoczastecz-
kowych metabolitow komoarki roslinnej. W ostatnich latach podjat zakro-
jone na szerokg skale badania nad istotg i mechanizmem dziatania natu-
ralnych inhibitoréw enzymoéw. Juz wstepne wyniki rzucity nowe Swiatto
na procesy regulacji aktywnosci enzyméw w komérce roslinnej. Smieré
przerwata te badania w fazie najbardziej fascynujgcej. Droga wskazang
przez Profesora Reifera idzie obecnie liczna grupa jego uczniéw i wycho-
wankow.

Wybitne osiggniecia naukowe, bogaty dorobek organizacyjny i wycho-
wawczy wynikaty z niezwyktych zalet jego umystu i zdumiewajgcej pra-
cowitosci. Byt wymagajacy wobec innych, ale jeszcze wiecej wymagat od
siebie. Zawsze peten energii i niegasngcego zapatu. Porywat swym opty-
mizmem. W Kkierowanych przez siebie placowkach stwarzat atmosfere
tworczej pracy, entuzjazmu i kolezenskosci.

Byt szlachetnym cztowiekiem i prawdziwym uczonym.

J. Buchowicz
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JADWIGA BRYLA*

Regulacja glukoneogenezy
Il. Rola hormonow

Control of Gluconeogenesis

I1. Role of Hormones

Regulatory action of adrenal corticosteroids and pancreatic hormones (glucagon
and insulin) on gluconeogenesis is reviewed.

Znamienng cechg zywych organizmoéw jest ich zdolnos¢ do utrzymy-
wania ,statoSci Srodowiska wewnetrznego”, mimo zmian zachodzacych
w $rodowisku zewnetrznym. Utrzymywanie statlego poziomu glukozy
w krwi jest jednym z uderzajacych przyktadéw homeostazy. W organiz-
mie muszg zatem istnie¢ mechanizmy, dzieki ktérym jest zachowywana
réwnowaga miedzy procesami powodujgcymi rozpad glukozy w tkankach
(glikoliza), przeksztatcanie glukozy w glikogen (glikogeneza), przeksztatca-
nie glikogenu w watrobie w glukoze (glikogenoliza) i powstawanie glu-
kozy z prekursoréw nieweglowodanowych (glukoneogeneza). W regulacji
tych ztozonych proceséw metabolicznych odgrywa znaczng role poziom
pewnych metabolitow i hormonéw w krwi.

Wptyw poziomu kwaséw ttuszczowych na szybkos¢ wytwarzania glu-
kozy omoéwiono uprzednio (7). Jak wiadomo, w wyniku utleniania kwasow
thuszczowych wzrasta znacznie poziom acetyloCoA i zred. NAD (43, 66, 68,
85, 87, 89, 91, 92). AcetyloCoA aktywuje karboksylaze pirogronianowg (6,
34, 70, 89, 90, 91), a rownowazniki redukujace zred. NAD sa wykorzysty-
wane w reakcji przeksztatcania kwasu 3-fosfoglicerynowego w aldehyd
3-fosfoglicerynowy (29, 36, 41, 60, 63, 68, 70, 87, 89). Wzmozone utlenianie

* Dr, Zaktad Enzymatyki, Instytut Biochemii, Uniwersytet Warszawski, War-
szawa

Wykaz stosowanych skrétow: Lact— mleczan, Pyr —pirogronian, OA — szcza-
wiooctan, Mai — jabtczan, PEP — fosfoenolopirogronian, 2PGA — kwas 2-fosfoglice-
rynowy, 3PGA —kwas 3-fosfoglicerynowy, GAP —aldehyd 3-fosfoglicerynowy,
DAP — fosfodwuhydroksyaceton, FDP — fruktozo-1,6-dwufosforan, FDPaza — fosfo-
hydrolaza fruktozo-2,6-dwufosforanu, F6P — fruktozo-6-fosforan, G6P —glukozo-6-
fosforan, G6Paza — fosfohydrolaza glukozo-6-fosforanu, Triamcinolon — 2-dehy-
dro,16a-hydroksy,9a-fluorokortyzol, AIS — surowica $winki morskiej immunizowanej
przeciwko insulinie, O —kwas oleinowy, KT — kwasy ttuszczowe, Gik —glukoza
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kwasow ttuszczowych w warunkach zwigzanych ze zwiekszong szybkos-
cig syntezy glukozy dostarcza rowniez energii niezbednej do przeprowa-
dzenia reakcji katalizowanych przez karboksylaze pirogronianowa, karbo-
ksylaze fosfopirogronianowg i kinaze kwasu 3-fosfoglicerynowego.

Wyniki badan nad wpltywem hormonéw na szybko$¢ glukoneogenezy
w catym organizmie jest trudno interpretowaé, poniewaz dotyczg one za-
réwno tkanek glukoneogenicznych jak i obwodowych (39). Ostatnio, ba-
dania prowadzi sie na skrawkach tkanek glukoneogenicznych (watroba,
nerka) lub metodg perfuzji catych organéw. Szybko$¢ glukoneogenezy
w preparatach watroby i nerki szczura poddawanych perfuzji (15, 51, 56)
oraz w skrawkach watroby (37, 56) i w skrawkach kory nerki (38) jest
zblizona do wartosci obserwowanych w catych organizmach (3, 33) i dla-
tego uwaza sie, ze w uktadach poddawanych perfuzji szybkosci przemian
metabolicznych sg zblizone do panujacych in vivo (15, 30, 56). Jednakze
przy rozpatrywaniu sposobu dziatania réznych hormondw, powodujacych
zmiane szybkosci glukoneogenezy, nalezy zwro6ci¢ uwage na rdznice we
wiasciwosciach badanych preparatow oraz metodyke przeprowadzania
perfuzji (47, 48, 92). Czynniki te maja szczegdlne znaczenie w badaniach
szybkosci wytwarzania glukozy w watrobie.

Szybko$é glukoneogenezy jest uwarunkowana w gtéwnej mierze obec-
noscig w krwi hormonéw wydzielanych przez dwa osrodki: nadnercza
(kortykosterydy i adrenalina) i trzustke (glukagon, insulina). Wspotdziata-
nie tych hormonoéw w regulacji aktywnosci enzymatycznej oraz biosynte-
zy enzymow warunkuje zachowanie réwnowagi miedzy intensywnoscig
procesow powodujacych rozpad glukozy i synteze tego zwigzku, w wy-
niku czego jest utrzymywany staty poziom glukozy w krwi.

I. Kortykosterydy

Kortykosterydy sg wytwarzane w czesci korowej nadnerczy. Usuniecie
tych narzadéw gtodzonym szczurom (adrenalektomia) powoduje zmniej-
szenie intensywnosci glukoneogenezy w watrobie poddawanej perfuzji (13),
w skrawkach watroby (10, 28) i kory nerki (69). Szybko$¢ wytwarzania
glukozy z pirogronianu (13, 69) z mleczanu (13) i alaniny (10, 28) jako sub-
stratdw jest niewielka. Przywrdcenie normalnej szybkosci syntezy gluko-
zy w watrobie i nerce obserwowano po injekcji kortykosterydow zwierze-
tom (69). Co wiecej, takze dodanie hormondéw do mieszaniny inkubacyj-
nej przyspiesza zaréwno wytwarzanie glukozy w skrawkach watroby (10,
28) i kory nerki (32, 61), jak i pobieranie dwutlenku wegla (61). Dane te
sugeruja, ze pod wptywem kortykosterydow zwieksza sie aktywnos$¢ enzy-
mow katalizujgcych przeksztatcenie pirogronianu w triozofosforan. Za
tym przypuszczeniem przemawia réwniez zwiekszenie aktywnosci karbo-
ksylazy fosfopirogronianowej w cytoplazmie watroby i kory nerki (32, 40)
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oraz karboksylazy pirogronianowej w watrobie (23, 31) in vivo po poda-
niu kortykosterydow.

Wedlug Webera (72) kortykosterydy odgrywajg pewng role w ho-
meostazie w wyniku wytwarzania prekursoréw glukoneogenezy w tkan-
ce thuszczowej i miesniach. Uwolnione kwasy ttuszczowe, glicerol, mle-
czan i aminokwasy sg przenoszone przez krew do watroby i nerki (16, 17,
18, 79, 83, 84), wskutek czego zwieksza sie poziom substratow i aktywato-
row syntezy glukozy. Wzrost stezenia kwaséw ttuszczowych powoduje za-
hamowanie aktywnos$ci kluczowych enzymoéw glikolitycznych: glukokina-
zy pirogronianowej (42, 75, 77, 92), w wyniku czego nastepuje przesuniecie
réwnowagi w kierunku wytwarzania glukozy. Co wiecej, utlenianie kwa-
sOw ttuszczowych w procesie (3-oksydacji dostarcza acetyloCoA (61), akty-
watora karboksylazy pirogronianowej (71).
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Rys. 1. Wptyw podania triamcinolonu na aktywno$¢ enzymow glukoneogenezy i po-

ziom aminokwasoéw i RNA w watrobie szczura (wg 76 cyt. wg 72)
Triamcinolon podawano w roéznych ilosciach (od 0 do 25mg) dootrzewnowo. Szczury zabijano
po 6 godzinach od podania sterydu
0 O RNA, O — O ——- FDPaza, # ---------- # - G6Paza, # — — ¢ ----—-—--—-¢ — N. amino-
kwasow

Po podaniu szczurom triamcinolonu, fluorowej pochodnej glukokorty-
koidu (rysunek 1), zwieksza sie aktywno$¢ enzyméw biorgcych udziat
w procesie glukoneogenezy, czemu towarzyszy wzrost poziomu aminokwa-
sow i RNA (19, 20, 79, 83, 84). Mozna przypuszczaé, ze wieksza aktywnos$¢
enzymow glukoneogenezy po podaniu sterydow moze by¢ spowodowana
zwiekszona biosyntezg kluczowych enzyméw glukoneogenezy: fosfohydro-
laz glukozo-6-fosforanu (73) i fruktozo-1,6-dwufosforanu (74), karboksy-
lazy fosfopirogronianowej (64) i karboksylazy pirogronianowej (31, 80).
Wydaje sig, ze hormony te wptywaja réwniez na biosynteze tzw. enzymoéw
dwufunkcyjnych, dziatajagcych zaréwno w procesie glukoneogenezy jak
1 glikolizy: izomerazy heksozo-6-fosforanu i dehydrogenezy mleczanowe;j.
Natomiast poziom kluczowych enzymow glikolizy pozostaje niezmieniony
(76 cyt. wg 72).

O tym, ze przyczyng wiekszej aktywnosci kluczowych enzymoéw glu-
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Rys. 2. Hamowanie przez aktynomycyne biosyntezy enzyméw glukoneogenezy indu-

kowanej podaniem glukokortykoidu (wg 81)
Triamcinolon podawano dootrzewnowe w ilo$ci 1mg/100 g wagi szczura. Wartosci kontrolne
oznaczaja aktywnos$ci enzymoéw w watrobie szczura, ktéremu nie wstrzykiwano triamcinolonu
A —-A —G6Paza, 9 -——-——-+ —FDPaza

koneogenezy po podaniu sterydéw jest biosynteza enzymoéw de novo,
$wiadczg wyniki badafn nad wptywem inhibitoréw biosyntezy biatka: akty-
nomycyny, puromycyny lub etioniny (64, 79, 83, 84). Jak wida¢ na rysun-
ku 2, aktywnos$ci fosfohydrolaz glukozo-6-fosforanu i fruktozo-1,6-dwu-
fosforanu, zwigkszone po podaniu triamcinolonu okoto 3—4 razy (w sto-
sunku do wartosci kontrolnych, oznaczonych w watrobie szczura nie trak-
towanego sterydem), ulegajg znacznemu zmniejszeniu po podaniu aktyno-
mycyny. Mimo to in vivo po podaniu triamcinolonu obserwuje sie tylko
niewielkie zmniejszenie szybkosci wytwarzania glukozy w watrobie szczu-
ra (22, 55). Zjawisko to mozna ttumaczyé tym, ze aktynomycyna nie ha-
muje wptywu sterydéw na uwalnianie aminokwaséw (4) lub zwiekszenie
stezenia acetyloCoA w tkankach obwodowych (61), w wyniku czego syn-
teza glukozy zachodzi nawet przy nieznacznych stezeniach enzyméw glu-
koneogenezy (22, 55), a takze tym, ze aktynomycyna hamuje tylko trans-
krypcje, a i to in vivo nie w 100°/0.

I1. Glukagon

Glukagon jest wytwarzany przez tzw. komorki a trzustki. Powoduje on
przede wszystkim wzrost poziomu glukozy w wyniku rozpadu glikogenu
watroby (21). Ostatnio wykazano, ze wplywa on réwniez na zwiekszenie
syntezy glukozy w watrobie (12, 14, 24, 56, 59, 68, 87).

Jak wida¢ na rysunku 3, pojawianie sie 4C w glukozie krwi ze znako-
wanego dwuweglanu jest szybsze tylko przez p6t godziny po dodaniu glu-
kagonu. llos¢ wiaczonego dwutlenku wegla osigga warto$¢ maksymalng po
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Rys. 3. Wptyw glukagonu na pojawianie sie 14C w glukozie krwi szczuréw in vivo
ze znakowanego M4C-dwuweglanu
Glukagon podano w ilo$ci 250 ng dootrzewnowo
9 - O — Glukagon, O-------- O — Kontrola

30 minutach, a nastepnie spada do wartosci kontrolnych, oznaczonych
u szczuréw nie poddawanych dziataniu zwiekszonych dawek hormonu.
Ten przejSciowy, pobudzajacy wptyw glukagonu na glukoneogeneze
William son (87) ttumaczy uwalnianiem insuliny majacej dziatanie
antagonistyczne do glukagonu.

Poziom poszczeg6lnych posrednikéw glukoneogenezy po 5 minutach od
podania glukagonu (rysunek 4A) ujawnia znaczny przyrost zawartosci hek-
sozomonofosforanéw, zwigzany prawdopodobnie z szybsza glikogenoliza.
Roéwnoczes$nie zmniejsza sie stezenie mleczanu, pirogronianu i szczawiooc-
tanu, a zwigksza stezenie posrednikow na odcinku miedzy fosfoenolopiro-
gronianem a triozofosforanem, co moze by¢ wynikiem aktywacji karbo-
ksylazy pirogronianowej. Zwiekszenie ilosci heksozomonofosforanéw w po-
faczeniu ze zmniejszeniem stezenia fruktozo-I,6-dwufosforanu i glukozy
wskazuje na zahamowanie fosfofruktokinazy lub zaktywowanie fosfohydro-
lazy fruktozo-2,6-dwufosforanu (86). Zmiany zawartosci posrednikéw glu-
koneogenezy sg jeszcze wyrazniej zaznaczone po 30 minutach od podania
glukagonu (rysunek 4B). Natomiast po uptywie 60 minut (rysunek 4C) ste-
zenie mleczanu, pirogronianu i szczawiooctanu osigga ponownie wartosci
kontrolne, podczas gdy stezenia pozostatych posrednikdéw sg w dalszym
ciggu wieksze od oznaczonych dla szczutow nie traktowanych glukagonem.
Badania wielu autoréw (5, 21, 68, 87, 88, 93) wskazuja, Zze zmianom pozio-
mu metabolitow po podaniu glukagonu towarzyszy poczatkowo wzrost li-
polizy i ketogenezy, a nastepnie ich spadek. Dlatego wydaje sie, ze zwiek-
szenie szybkosci wytwarzania glukozy w watrobie jest wywotywane pod-
niesieniem poziomu kwaséw ttuszczowych uwalnianych w wyniku lipo-
lizy (87, 88). Zmniejszenie lipolizy spowodowane na przyktad uwalnianiem
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Rys. 4. Wplyw glukagonu na zmiane
zawartosci posrednikéw glukoneogene-
zy w watrobie szczura po 5 minutach
(A), 30 minutach (B) i 60 minutach (C)
perfuzji (wg 87)
Glukagon byt podawany w czasie pierwszej
minuty z szybkos$ciag 50 ng/min., a w czasie
nastepnych minut z szybkoscig 5 ng/min

Rys. 5. Pojawianie sie 14C ze znakowa-

nego dwuweglanu w glukozie krwi

szczuréw po podaniu surowicy S$winki

morskiej immunizowanej przeciwko in-

sulinie (A), glukagonu z surowica (B)

lub maslanu sodowego (C), kontrola (D)
-(wg 87)

2 ml surowicy S$winki morskiej immunizo-

wanej przeciwko insulinie wstrzyknieto do
zyly ogonowej. Glukagon podano dootrzew-
. nowo w ilo$ci 250 (ig/20 g wagi szczura w tym
samym czasie, w jakim podano insuling,
1 mmol maslanu sodowego podano dootrzew-
nowo

insuliny mogtoby indukowac¢ zwolnienie syntezy glukozy. Wydaje sie, ze
glukogenolityczne dziatanie glukagonu w przeciwienstwie do glukoneoge-
netycznego jest mniej wrazliwe na obecnos¢ insuliny, poniewaz poziom
glukozy i heksozomonofosforanéw pozostaje w dalszym ciggu podniesiony.

Do ustalenia, ze zmniejszenie syntezy glukozy nastepuje wskutek
uwalniania insuliny przyczynity sie badania nad pojawianiem sie MC ze
znakowanego dwuweglanu w glukozie krwi szczuréw, ktérym podawano
glukagon w potgczeniu z surowicg $winki morskiej immunizowanej prze-
ciwko insulinie (87, 93). W tych warunkach wptyw glukagonu jest wyraz-
nie widoczny. Podanie surowicy $winki morskiej immunizowanej przeciw-
ko insulinie powoduje okoto dwukrotne zwiekszenie ilosci MC ze znakowa-
nego dwuweglanu w glukozie krwi (rysunek 5). Glukagon wptywa na dal-
sze zwiekszenie szybkosci wigczania dwutlenku wegla (okoto 3—4 razy
w poréwnaniu z wigczaniem u zwierzat, ktérym nie podawano ani suro-
wicy ani glukagonu). Zwiekszenie ilosci dwutlenku wegla w glukozie ob-
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Rys. 6. Wptyw glukagonu na stosunek zred. NAD/NAD w cytoplazmie i mitochon-
driach watroby szczura poddawanej uprzednio perfuzji kwasem oleinowym w obec-

nosci mleczanu jako substratu (wg 88)
Kwas oleinowy podano po 30 minutach z szybkoscig 50 umoli/min. przez pierwsze 3 minuty,
a nastepnie z szybkoscia 4 umoli/min. (<=). Podawanie 10 mM glukagonu rozpoczeto po 60 mi-
nutach (f f). Stezenie mleczanu w czasie doswiadczenia byto state —10 mM. Stosunek zred.
NAD/NAD w cytoplazmie oznaczano na podstawie pomiaru stosunku mleczan/pirogronian
(A) a stosunek NAD/NAD w mitochondriach —na podstawie stosunku |3-hydroksymaslan/aceto-
octan (B)
I —kontrola, Il —kwas oleinowy, Il —glukagon

serwuje sie réwniez w wyniku dootrzewnowego podania soli kwasu ma-
stowego. Mozna przypuszczaé, ze intensywnos$é glukoneogenezy w obec-
nosci glukagonu lub przy braku insuliny jest uwarunkowana szybkoscia
uwalniania i utleniania kwasoéw tluszczowych (87). Dowod6éw na poparcie
tego przypuszczenia dostarczyty pomiary stosunku zred. NAD/NAD w cy-
toplazmie i mitochondriach watroby szczura poddawanej perfuzji bufo-
rem weglanowym, zawierajagcym kwasy ttuszczowe i glukagon.

Po podaniu kwaséw tluszczowych stosunki mleczan/pirogronian i (3-hy-
droksymaslan/acetooctan znacznie wzrastajg w poréwnaniu ze stosunka-
mi tych metabolitbw w watrobie szczura poddawanej perfuzji buforem
weglanowym (rysunek 6). Jest przy tym szczego6lnie interesujace, ze po-
danie glukagonu po uprzednim podaniu kwasu oleinowego powoduje dal-
sza redukcje NAD, zarowno cytoplazmatycznego jak i mitochondrialnego.
Williams on (88) ttumaczy ten fakt zwiekszonym utlenianiem kwasow
ttuszczowych, uwolnionych w wyniku lipolitycznego dziatania glukagonu.

W roku 1966 Exton i wsp. (12, 14) doniesli, ze po podaniu glukago-
nu lub surowicy S$winki morskiej immunizowanej przeciwko insulinie
znacznie wzrasta poziom cyklicznego 3',5'-AMP w watrobie szczura pod-
dawanej perfuzji. Autorzy ci przypisali stezeniu tego zwigzku role czyn-
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nika kontrolujgcego szybko$¢ wytwarzania glukozy. Za ta hipotezg prze-
mawia fakt, ze w watrobie szczura poddawanej perfuzji w obecnosci cy-
klicznego 3'5-AMP zaréwno szybko$¢ glukoneogenezy jak i zmiany po-
ziomu posrednikéw glukoneogenezy sa analogiczne do zmian obserwowa-
nych w obecnosci glukagonu (14).

Wedlug Williamsona (87) bezposSrednim efektem dziatania glu-
kagonu jest zwiekszenie syntezy cyklicznego 3',5'-AMP w wyniku akty-
wacji uktadu cyklazy adenylowej wystepujacej w wielu tkankach. Rola
cyklicznego 3'5'-AMP jest dwojaka: w watrobie aktywuje on fosforylaze
glikogenu (35, 46, 53), co powoduje przyspieszenie procesu glikogenolizy;
w tkance ttuszczowej, watrobie oraz innych tkankach — przyspiesza proces
lipolizy. Uwolnione kwasy tluszczowe ulegajg utlenieniu z wytworzeniem
acetyloCoA oraz acetooctanu i (3-hydroksymaslanu. Zwigkszony poziom
acyloCoA i acetyloCoA hamuje dekarboksylacje pirogronianu i synteze
malonyloCoA, oraz aktywuje pierwszy enzym glukoneogenezy — karbo-
ksylaze pirogronianowg. Do przyspieszenia syntezy glukozy przyczynia sie
réwniez podniesiony wskutek utleniania kwaséw tluszczowych poziom
zred. NAD, niezbednego w reakcji katalizowanej przez dehydrogenaze al-
dehydu 3-fosfoglicerynowego. Réwnocze$nie zwiekszone stezenie zred.
NAD hamuje enzymy glikolityczne, uniemozliwiajgc rozpad glukozy.

Zjawisko stymulacji syntezy glukozy przez glukagon nie jest charak-
terystyczne dla wszystkich zwierzat. Na przyktad Soling i wsp. (67)
zaobserwowali, ze w poddawanej perfuzji watrobie $winki morskiej po-
danie glukagonu nie ma wptywu na szybko$¢ glukoneogenezy, chociaz
hormon ten pobudza ketogeneze, urogeneze i glikogenolize, podobnie jak
w watrobie szczura. Réznice te autorzy tlumacza innym rozmieszczeniem
karboksylazy fosfopirogronianowej u tych zwierzat zarbwno w cytoplaz-
mie jak i mitochondriach (por. 7), co moze wptywaé na wystepowanie od-
miennego mechanizmu regulacji syntezy fosfoenolopirogronianu ze szcza-
wiooctanu. Wydaje sie réwniez, ze rozhieznosci te moga by¢ wynikiem
dziatania kinazy pirogronianowej, ktdrej aktywno$¢ w watrobie Swinki
morskiej jest znacznie nizsza niz w watrobie szczura (67).

I11. Insulina

Insulina, wydzielana przez komorki @ trzustki, jest hormonem o dzia-
taniu antagonistycznym do kortykosterydéw i glukagonu. Podanie duzych
ilosci insuliny szczurom o wysokim poziomie glukozy w krwi (w wyniku
uprzedniego podania glukagonu i immunizowanej przeciwko insulinie su-
rowicy $swinki morskiej) powoduje jego obnizenie (rysunek 7), czemu to-
warzyszy zmniejszenie iloSci wolnych kwaséw thuszczowych, ciat ketono-
wych, acyloCoA i acetyloCoA (87). Réwnoczesnie poziom posrednikéw glu-
koneogenezy w watrobie zmienia sie w kierunku wartosci oznaczonych
dla szczuréw, nie traktowanych ani glukagonem ani insuling. Wydaje sie
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Rys. 7. Obnizajagce poziom glukozy w krwi dziatanie insuliny w obecnosci glukagonu
i immunizowanej przeciwko insulinie surowicy $winki morskiej (wg 87)
Zawarto$¢ glukozy oznaczono po 30 lub 60 minutach (jak wskazano na rysunku) od podania
surowicy $winki morskiej immunizowanej przeciwko insulinie (A) lub glukagonu razem z suro-
wica (B). W doswiadczeniu C po 30 minutach od podania glukagonu i surowicy wstrzyknieto
insuling i po uptywie 30 lub ,60 minut oznaczono poziom glukozy w krwi

zatem, ze insulina powoduje zahamowanie wytwarzania glukozy w watro-
bie i, by¢ moze, zwiekszone wykorzystywanie tego zwigzku w tkankach
obwodowych (87).

Exton i Park (14) oraz Butcher i wsp. (8 zaobserwowali, ze
wzrost stezenia insuliny powoduje rowniez zmniejszenie poziomu cyklicz-
nego 3',5'-AMP w watrobie, w wyniku czego fosforylaza glikogenu i lipa-
za zostajg przeksztatcone w ich formy nieaktywne. W tych warunkach
nastepuje zahamowanie glikogenolizy i lipolizy, co powoduje zmniejszenie
stezenia kwaséw tluszczowych w watrobie. W wyniku spadku poziomu
kwasow tluszczowych i acetyloCoA ulegajg aktywacji enzymy glikolizy
(glukokinaza, heksokinaza, fosfofruktokinaza i kinaza pirogronianowa) (72),
lipogenezy (52) oraz cyklu Krebsa (62, 75). Natomiast kluczowy enzym
glukoneogenezy, karboksylaza pirogronianowa, jest w tych warunkach
nieaktywny.

Istniejg dane Swiadczace o pobudzaniu przez insuling biosyntezy en-
zymow glikolitycznych (62, 65, 72, 78, 82), cyklu pentozowego i lipogenezy
(72) oraz hamowaniu biosyntezy enzymow glukoneogenezy (72, 80). We-
dlug Halesa (27) insulina moze réwniez zwieksza¢ przepuszczalnosé
bton komoérkowych w stosunku do glukozy, wskutek czego nastepuje gro-
madzenie glikogenu i tréjglicerydow w komoérkach. Tak wiec hormon ten
stymuluje wykorzystywanie glukozy w procesach glikogenezy, glikolizy
i lipogenezy, natomiast hamuje wytwarzanie glukozy na drodze glukoneo-
genezy i glikogenolizy.

Zmiany stezenia insuliny w krwi sg prawdopodobnie wynikiem zmian
szybkosci sekrecji, a nie degradacji tego hormonu. Badania nad inkubacjg
skrawkéw trzustki w roztworze zawierajgcym rézne ilosci glukozy wyka-
zaty, ze zwigkszanie stezenia glukozy w mieszaninie inkubacyjnej w fizjo-
logicznym zakresie od 3 do 7mM powoduje wzrost wydzielania insuliny
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(1, 9). Regulacja sekrecji hormonu w odpowiedzi na podanie glukozy in
vivo jest bardziej ztozona. W przeciwienstwie do glukozy podanej doust-
nie, glukoza podana dozylnie zdrowym szczurom nie powoduje wzrostu
stezenia insuliny w krwi (11, 45). A zatem, po podaniu glukozy doustnie,
w zotadku lub jelitach powinna uwalniaé sie jaka$ substancja powodujaca
sekrecje insuliny. Wedtug Samo 1sa i wsp. (57) substancjg ta moze by¢
glukagon, ktorego obecnos$¢ wykazano w zotadku i jelicie.

IV. Inne hormony

Poza hormonami opisanymi poprzednio, w regulacji intensywnosci glu-
koneogenezy maja znaczenie jeszcze dwa: adrenalina i hormon przytar-
CzZycowy.

Wedlug Extona i Parka (14) zwiekszenie szybkosci wytwarza-
nia glukozy w watrobie szczura w obecnosci adrenaliny jest spowodo-
wane aktywacjg karboksylazy fosfopirogronianowej. Adrenalina oddzia-
tywuje na proces glukoneogenezy prawdopodobnie w wyniku zwigkszenia
stezenia cyklicznego 3'5-AMP (14, 87, 93).

Ostatnio Nagata i Rasmussen (50, 54) wykazali, ze w kanali-
kach nerkowych szczura synteza glukozy jest stymulowana przez hormon
przytarczycowy. Poniewaz zmiany posrednikdw glukoneogenezy sa takie
same po podaniu hormonu, jak w obecnosci zwiekszonych stezen jonow
Ca2+, autorzy ci sugerujg, ze hormon przytarczycowy przyspiesza synte-
ze glukozy w wyniku pobieranie przez komoérki nerki jonéw Ca2+, ktére
aktywuja karboksylaze fosfopirogronianowag (49, 54).

V. Uwagi koncowe

Utrzymywanie statego poziomu glukozy w krwi jest uwarunkowane
wspotdziataniem kilku hormonow. Ich udziat w regulacji syntezy glukozy
w procesie glukoneogenezy jest przedstawiony na schemacie 1

Kortykosterydy, ktorych wydzielanie nastepuje pod wptywem Kkorty-
kotropiny (ACTH), powoduja uwalnianie gtéwnie aminokwasoéw i mlecza-
nu z miesni. W wyniku wydzielania adrenaliny, stymulujacej sekrecje
ACTH, nastepuje przyspieszenie lipolizy w tkance ttuszczowej, co prowa-
dzi do podniesienia stezenia kwaséw ttuszczowych i glicerolu w krwi. Glu-
kagon wptywa na zwiekszenie poziomu cyklicznego 3',5'-AMP oraz kwa-
sow ttluszczowych w watrobie. Uwolnione metabolity sg wykorzystywane
jako substraty procesu glukoneogenezy lub dostarczajg aktywatorow jak
na przyktad acetyloCoA.

Okreslanie zawartosci hormondw w krwi jest niezwykle trudne, po-
niewaz ich stezenie jest bardzo niskie, okoto 10-10M (27). Wzrost stezenia
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koneogenezy (wg 81)
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glukozy w krwi powoduje podniesienie okoto 4—10 razy poziomu insu-
liny i 2—3 razy — glukagonu, oraz wptywa na zmniejszenie stezenia hor-
monu wzrostowego (58). Natomiast spadek poziomu glukozy w krwi po-
woduje zmniejszenie stezenia insuliny i zwiekszenie wydzielania hormo-
nu wzrostowego, kortyzolu (2) i adrenaliny (25, 44).

Szybko$¢ wytwarzania glukozy w procesie glukoneogenezy wzrasta
przy pewnych schorzeniach, np. cukrzycy i zaburzeniach w funkcjonowa-
niu nadnerczy. Obserwuje sie wdwczas zmniejszone wykorzystanie tego
metabolitu przez tkanki obwodowe (26) oraz zwiekszong lipolize i zwigk-
szone uwalnianie glukozy przez watrobe (87). Zmiany te nie sa prawdopo-
dobnie spowodowane brakiem insuliny per se, lecz zaburzeniami w zacho-
waniu réwnowagi hormonalnej (93). W obu przypadkach obserwuje sie
wzrost uwalniania kwasow tluszczowych oraz zwiekszone wytwarzanie
ciatl ketonowych.
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Biologiczna rola kwasow sialowych
Biological Function of Sialic Acids

The present state of knowledge concerning function of sialic acids as an impor-
tant component of some enzymes, hormones, antigens and receptors is reviewed.
Significance of sialic acid tests in clinical diagnosis is discussed.

Kwas sialowy (termin ten bedziemy w dalszym ciggu artykutu stoso-
wac jako okre$lenie N-glikolilowych lub N-acetylowych pochodnych kwa-
su neuraminowego, ktérych budowe, wystepowanie i metabolizm omoé-
wilismy poprzednio (73)) stanowi charakterystyczng sktadowg zwigzkéw
0 réznej strukturze i pochodzeniu i nadaje im okre$lone witasnosci che-
miczne, immunologiczne i fizjologiczne. Informacje o biologicznej funkcji
jaka nadaje substancjom obecno$é w nich jednej lub kilku reszt kwasu
sialowego sg fragmentaryczne i czesto kontrowersyjne. Stosunkowo wiele
wiadomosci nagromadzono o roli kwasu sialowego jako: nos$nika fadunku,
sktadnika antygenéw, czynnika maskujacego antygeny, receptora oraz
czynnika warunkujgcego aktywnos$¢ gonadotropiny i intrinsic factor.

I. Rola kwasu sialowego jako nosnika fadunku

Kwas sialowy ze wzgledu na obecno$¢ grupy karboksylowej (schemat
1) wykazuje wiasnosci anionu i nadaje tadunek ujemny wielu substancjom,
w sktad ktorych wchodzi. Dotyczy to zaréwno pojedynczych czasteczek
zwigzku chemicznego (glikolipidy, glikoproteidy) jak i bton nienaruszo-
nych komorek (7, 21, 30). Zmiany tadunku a zatem i szybkosci poruszania
sie czasteczki w polu elektrycznym zaleza:

* Lek. dent., Katedra Chemii Fizjologicznej, Akademia Medyczna, Warszawa
** Dr med., Katedra Chemii Fizjologicznej, Akademia Medyczna, Warszawa

Wykaz stosowanych skrétow: NANA —kwas N-acetyloneuraminowy, NGNA —
kwas N-glikoliloneuraminowy, RDE — enzym niszczacy receptor (ang. receptor des-
troying enzyme), ICSH — hormon gonadotropowy przedniego ptata przysadki pobu-
dzajacy komorki Srédmigzszowe (ang. interstitial cell stimulating hormone), FSH —
hormon gonadotropowy przedniego ptata przysadki stymulujgcy pecherzyki Graafa
(ang. follicle stimulating hormone), HCG — hormon gonadotropowy tozyska, stymu-
luje produkcje estrogenu i progesteronu a wtérnie wzrost macicy (ang. human cho-
rion gonadotropin).
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Schemat 1. Og6lny schemat budowy kwaséw N-acetyloneuraminowych

a) od obecnosci i ilosci reszt kwasu sialowego na powierzchni czasteczki,
b) od obecnosci wigzania typu laktonowego miedzy dwiema resztami kwa-
su sialowego potgczonymi wigzaniem a-ketozydowym (2 -> 8). Wigzanie
laktonowe wystepuje w niektdrych gangliozydach bogatych w kwas sia-
lowy (43, 47, 48) oraz w kwasie kolominowym (52). Wiegand-t (90) su-
geruje, ze wigzanie to w uktadzie biologicznym umozliwia bardzo szybkie
zmiany tadunku. Ostatnio uwaza sie, iz kwas sialowy jako skladnik pew-
nych enzymoéw warunkuje ich polimorfizm (55, 59, 66). Sg dane, ze po-
twierdzony elektroforetycznie polimorfizm izoenzyméw alkalicznej fosfa-
tazy zalezy od aktualnej zawarto$ci kwasu sialowego w czasteczce. Po-
traktowanie bowiem heterogennych frakcji tego enzymu neuraminidazg
zmienia obraz elektroforetyczny zmniejszajgc migracje w kierunku ano-
dy czasteczek, ktére utracity kwas sialowy d. Na tej podstawie sugeruje
sig, ze zasadnicze réznice miedzy izoenzymami réwniez i innych enzymoéw
wynikaja z réznych ilosci zwigzanego z czasteczkg kwasu sialowego. Sa -
raswathi i Bachhawat (66) przypuszczaja, ze pewne izoenzymy
powstajg podczas przygotowywania homogenatéw i wyciggéw z tkanek ja-
ko wynik zadziatania wewnatrzkomérkowej neuraminidazy na natywny
enzym zawierajacy kilka czasteczek kwasu N-acetyloneuraminowego
(NANA). Wskutek odtaczenia czasteczek kwasu sialowego moze powstac
kilka frakcji enzymdw rdznigcych sie iloscig grup karboksylowych a wiec
heterogennych w polu elektrycznym, przy zachowaniu niezmienionej Ki-
netyki katalizowanej przez nie reakcji. Ma to oczywiscie miejsce wtedy,
gdy kwas sialowy nie jest skiadnikiem cenitrum aktywnego enzymu.

W ostatnich kilku latach zwrocono uwage na szczegdlng role kwasu
neuraminowego w komérkach nowotworowych (33, 67, 68, 78). W guzach
moézgu typu glioma i meningioma (67, 68, 76, 78) kwas ten stanowi ter-
minalng komponente nowotworowego glikolipidu. Zmieniony topochemicz-
ny uktad glikolipidow i gangliozydéw btony komérkowej daje w efekcie
przegrupowania przestrzenne na jej powierzchni, co zmienia wielko$¢ po-
wierzchniowego tadunku btony. Zwiekszenie ujemnego tadunku w poréw-
naniu do komorki normalnej jest zmiang typowa dla komadrki nowotworo-
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wej (1, 23, 24, 64, 77, 78, 83, 91).

Pomiary tadunku powierzchniowego komérek zdrowych i nowotworo-
wych watroby przed i po dziataniu neuraminidaza, ujawnity znaczenie
kwasu neuraminowego jako nosnika grup natadowanych ujemnie (sche-
mat 2). Komorki normalne pod wplywem neuraminidazy nie wykazywaly
zadnych zmian w wielkosci tadunku, poniewaz odiaczatly sie czasteczki
kwasu neuraminowego lezace w giebi btony komoérkowej. Natomiast w ko-
mérkach nowotworowych, przewyzszajgcych komoérki normalne wielkos-
cig tadunku ujemnego o ~30%>, po dziataniu neuraminidazg obserwowano
zmniejszenie tadunku o —30%. Spowodowane to byto utratg czasteczek
kwasu neuraminowego potozonych bardziej powierzchniowo w btonie ko-
morkowej.

Neurami -
nijdaza

Schemat 2. Topochemiczne rozmieszczenie nosicieli tadunku ujemnego w blonach

komdrek watroby: normalnych i nowotworowych (wg 77)
1—komoérka normalna, 2— komérka nowotworowa, -------- O reszty cukrowe z terminalnie zwia-
zanym kwasem sialowym, -------- e inne grupy kwasowe,-------- dzeta potencjat

Komorki nowotworowe dzigki zwigkszonej zawarto$ci kwasu neurami-
nowego nie wywotujg wzrostu antygenowosci w ustroju. Wynika to z ,,u-
krycia” struktury antygenowej zmienionym #fadunkiem powierzchniowym
oraz z zamaskowania czgsteczkg kwasu neuraminowego, ktérego organizm
nie jest zdolny rozpozna¢ jako obcego. Trudno dostepna immunolo-
gicznie komérka nowotworowa zachowuje sie wiec jak ,idealnie dopaso-
wany pasozyt” (78).

Po inkubacji komdérek nowotworowych nerki chomika z substancjami
zasadowymi (histony, pohlizyna i inne) ich wysoki tadunek ujemny zmniej-
sza sie do wartosci normalnej, po czym wzrost zostaje zahamowany do
granic zblizonych do normy. Zaczeto z tym poczatkowo wigzaé, niestety
ztudne, jak sie okazato, nadzieje na efektywne niszczenie guzéw (cyt.
wg 78).
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Kwas sialowy w centralnym ukladzie nerwowym rozpowszechniony
jest jako sktadnik strukturalny gangliozydéw. Wedtug obliczen Wo lfe’a
(92) neuron zdrowego ludzkiego mozgu zawiera 5X10D0czasteczek ganglio-
zydow. Przecietnie na czasteczke gangliozydu przypada 2 czasteczki kwa-
su neuraminowego— tak wiec ilos¢ zdolnych do jonizacji grup karboksy-
lowych w neuronie bytaby rzedu 1011l Skiania to do zastanowienia sie nad
znaczeniem kwasu neuraminowego dla funkcji bton nerwowych.

Wyniki badan nad podkomérkowa lokalizacjg gangliozydéw tkanki
nerwowej wskazujg na udzial tych zwiazkow w przenoszeniu bodzcow
nerwowych (18, 38, 46, 74, 75). Kompleksy glikolipido-sialoproteidowe zlo-
kalizowane sg gtéwnie we frakcji synaptosomalnej, a istotng role w prze-
wodnictwie nerwowym odgrywajg zjonizowane i zlaktonizowane grupy
karboksylowe kwasu neuraminowego, ktory jako determinujacy sktadnik
wspomnianego kompleksu biony neuronu dziata jako receptor kationdw:
Na+ i K+ (27).

Zmiany w poziomie gangliozydow (zaréwno w kierunku nagromadzenia
jak i ubytku) moga byé przyczyng znacznego uposledzenia funkcji mézgu
(idiotyzm) (78).

Il. Rola kwasu sialowego jako skltadnika antygenéw

Erytrocyty ludzkie zawierajg mukoidy bogate w kwas sialowy, dzieki
ktoremu przejawiajg wiasnosci antygenowe grupy krwi M i N. Podstawg
swoistosci serologicznej antygenu M i N w krwi cztowieka sg terminalnie
potozone cukrowce. Wsp6Ilng dla M i N determinantg antygenowg jest
kwas N-acetyloneuraminowy. Determinanta M zawiera dodatkowg dro-
bine NANA, po utracie ktdrej staje sie antygenem N. Kwas sialowy anty-
genu M i N pod wplywem neuraminidazy ulega oderwaniu, co pocigga za
sobg utrate aktywnosci serologicznej (5). O aktywno$ci immunologicznej
substancji grupowych krwi M i N decyduje jednak nie tylko kwas sialo-
wy. Oprocz niego muszg istnie¢ specyficzne uktady strukturalne w amino-
kwasach rozmieszczonych w sasiedztwie. Szczegdlne znaczenie przypisuje
sie lizynie z wolng grupg E-aminowag. Lisowska i MorawiecKki
(50) stwierdzili, ze po utracie wolnej grupy NHt lizyny zanika antygeno-
wos¢ erytrocytu. Nie ustalono, czy grupa ta zaangazowana jest bezposred-
nio w wigzanie przeciwciata, czy tez oddziatujac elektrostatycznie na czgs-
teczke kwasu sialowego usztywnia przestrzennie kwas N-acetyloneurami-
nowy lub caly tancuch weglowodanowy stanowiacy fragment czasteczki
odpowiedzialnej za aktywno$¢ i swoistosé. Tak wiec kwas sialowy jest
gtownym sktadnikiem grupy determinujacej, ale jako antygen moze dzia-
fa¢ tylko w powigzaniu z innymi strukturalnymi czynnikami czasteczki.

Wedtug Uhlenbruck’a i Pardoe’a (79 jedynym wypadkiem,
gdzie immunodeterminantg jest wytgcznie kwas sialowy sg receptory ery-
trocytowe Mduck-kaczki. Kwas N-acetyloneuraminowy nie moze by¢ za-
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stagpiony przez N-glikolitoneuraminowy (NGNA). Po zadziataniu neurami-
nidazg na erytrocyty kaczki ginie ich zdolno$¢ do aglutynaciji.

W celu sprawdzenia immunogennos$ci kwasu sialowego wprowadzono
do badan sztuczny antygen NANA-ovoalbumina (78). Podajgc ten anty-
gen krélikom (przy zastosowaniu peinego adiuwantu Freunda) nalezato
spodziewac¢ sie autoimmunizacji zwierzat doSwiadczalnych, poniewaz pra-
wie wszystkie komorki ciata maja na swej powierzchni kwas sialowy. Gdy-
by powstaty przeciwciata skierowane przeciw kwasom sialowym, to mu-
siatyby reagowa¢ z kwasem neuraminowym rozpowszechnionym w orga-
nizmie, a wiec np. z kwasem sialowym erytrocytow. Wszystkie zwierzeta
przezyty jednak ponad 8 tygodni bez objawéw autoimmunizacji. Testy
hemaglutynacyjne surowicy przeciwko ré6znym erytrocytom z czasteczkami
NANA na powierzchni wypadty réwniez ujemnie. Zbadane antysurowice
zarowno przeciw erytrocytom z NANA jak z NGNA na powierzchni we
wszystkich przypadkach miaty to samo miano co przed immunizowaniem.
Takze immunodyfuzja nie ujawnita zadnych specyficznych przeciwciat
przeciwko sztucznemu antygenowi czy tez przeciwko mukoidom erytro-
cytéw lub innym zwigzkom zawierajacym NANA. Stwierdzone zmiany
w obrazie immunoelektroforezy (przesuniecie w kierunku anody) mozna
wyttumaczy¢é zwiekszaniem ujemnego tadunku ovoalbuminy po przyls-
czeniu NANA. Zaobserwowano réwniez stabe zamaskowanie pierwotnie
istniejgcych antygenowych grup ovoalbuminy.

Zatem wprawdzie odlgczenie kwasu sialowego inaktywuje odpowiedni
antygen, ale nie udato sie wykaza¢ wzrostu antygenowosci biatka przez
wprowadzenie czasteczki kwasu sialowego (jako haptenu). Zaobserwowa-
no raczej obnizenie wiasnosSci immunologicznych poprzez zobojetnienie
tadunku i zamaskowanie struktury antygenowej biatka. Z przedstawio-
nych wywodéw wynika, ze u kregowcow najprawdopodobniej nie tworzg
sie przeciwciata przeciwko samemu kwasowi sialowemu. Rdwnatoby sie to
immunologicznej autoagresji spowodowanej rozpowszechnieniem pochod-
nych kwasu neuraminowego w ustroju.

I11. Rola kwasu sialowego jako czynnika maskujgcego antygeny
(Friedenreicha i Pseudo-Friedenreicha)

Jak juz wspomniano, w badaniach nad sztucznym antygenem (NANA-
ovoalbuming) zauwazono, ze wprowadzenie czgsteczki NANA zamaskowa-
fo pierwotne antygenowe grupy ovoalbuminy. Zamaskowany antygen,
ktéry po zadziataniu neuraminidazg w wyniku odstoniecia grupy determi-
nujacej zdolny jest wchodzi¢ w reakcje z przeciwciatem, nosi nazwe anty-
genu Friedenreicha (78). Antygen taki moze by¢ ponownie zablokowany
przez przeniesienie czasteczki kwasu sialowego pod dziataniem sialilotrans-
ferazy. Te antygeny, ktdre po potraktowaniu neuraminidazg zwiekszaja
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lub uzyskujg de novo wiasnosci antygenowe spotykamy jako antygeny
erytrocytowe, transplantacyjne, nowotworowe, a moze nawet jako anty-
geny normalnych komoérek ciata (65).

W komdrkach nowotworowych antygenowy profil powierzchniowy
w duzej mierze zamaskowany jest przez kwasy sialowe, bgdz to w wyniku
powigzania pochodnej kwasu neuraminowego bezposrednio wigzaniem
chemicznym z determinanta, badz tez przez elektrostatyczne oddziatywa-
nie na uktad przestrzenny co stwarza niedogodne odlegtosSci miedzy recep-
torem, a przeciwciatem (78).

Odczepienie kwasu sialowego moze wiec znosi¢ wiasnosci immunolo-
giczne (np. niektorych antygendw grupowych krwi, rozdziat Il) lub tez
podwyzsza¢ je badZz wywotywac¢ de novo. Kwasy sialowe znalazty w zwigz-
ku z tym zastosowanie w badaniach nad receptorami antygendw.

Rozwazajac mozliwosci oddziatywania kwasu neuraminowego jako re-
ceptora Burger (8) zaproponowat pie¢ alternatywnych jego potaczen
z przeciwciatem. Moze by¢ tak, ze aglutynina nie tylko jest ,niespecyficz-
nie” wigzana przez kwas neuraminowy, ale takze ,specyficznie” reaguje
z drugim receptorem.

Kwas sialowy moze tak wptywaé na konformacje cukru, ze umozliwia
jego reakcje z przeciwciatami. Moze réwniez zaistnie¢ ukiad, w ktorym
kwas sialowy usztywniony przestrzennie przez czes¢ cukrowg lub grupe
aminowg aminocukru dziata jako cze$¢ antygenu. Poza tym kwas sialowy
i reszta cukrowa moga wspélnie tworzy¢é kompleks antygenowy lub re-
ceptor. Wyjatkowo antygen lub receptor moze sktadac sie wytgcznie z ter-
minalnego kwasu sialowego. We wszystkich omoéwionych wypadkach an-
tygen czy receptor ulegajg zniszczeniu pod dziataniem neuraminidazy.

IV. Rola kwasu sialowego jako receptora myxowiruséw, serotoniny oraz
toksyny tezcowej

W znanym zjawisku aglutynacji wiruséw grypy z erytrocytami (35)
hemaglutynina tgczy sie w kompleks z receptorami dostepnie utozonymi
na powierzchni czerwonych ciatek krwi. Ze zwigzku tego wirus moze elu-
owac sie nienaruszony, podczas gdy na powierzchni erytrocytu zachodza
nieodwracalne zmiany, w wyniku ktérych traci on charakterystyczng dla
siebie ruchliwos¢ elektroforetyczng. Burnet i Stone (10) w przesa-
czach kultur wirusowych wykazali obecno$¢ enzymu niszczacego receptor
otoczki erytrocytu (ang. receptor destroying enzyme, w skrocie RDE). En-
zym niszczacy receptor na powierzchni erytrocytu znaleziono (49a) réw-
niez w przesgczach hodowli bakterii (Corynebacterium diphteriae, Diplo-
coccus pneumoniae, Clostridium welchi).

Wedtug K lenka iwsp. (42, 44) poszukiwanym receptorem jest kwas
N-acetyloneuraminowy. Efekty receptorowe majg miejsce jedynie w wy-
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padku jego terminalnego a-ketozydowego potaczenia z tancuchem cukro-
wym glikoproteiddw otoczki erytrocytu. Po odtgczeniu NANA nikng wias-
nosci adsorpcyjne w stosunku do wirusa oraz charakterystyczna ruchli-
wos¢ elektroforetyczna nadawana erytrocytom przez silnie ujemny tadu-
nek kwasu sialowego. Niektére glikoproteidy zawierajace kwas sialowy,
w wyniku konkurencyjnego wiazania sie ich z aglutyning wirusa, hamuja
odczyn hemaglutynacyjny erytrocytu. Po enzymatycznym odczepieniu
kwasu neuraminowego glikoproteidy tracg zdolno$¢ hamowania tego od-
czynu (9, 28, 40, 45, 57, 60, 61, 69).

Na podstawie tych danych mozna byto sadzié, ze receptorem wirusa
grypy jest kwas sialowy otoczki erytrocytéw, a zdolno$¢ wirusa do elucji
wigze sie jednoznacznie z jego aktywnoscig neuraminidazowsa.

Jednak, gdy w 1957 roku wykryto nowg posta¢ wirusa grypy — A2
ktory wykazujagc aktywnos$¢ neuraminidazowa w stosunku do rozpuszczal-
nych substratéw nie eluowat sie z erytrocytow (14), powrdécono do zagad-
nienia i przeprowadzono szereg nowych badan. Brak aktywnosci enzyma-
tycznej w stosunku do kwasoéw sialowych powierzchni erytrocytu probo-
wano tlumaczyé niedogodnym przestrzennym rozlokowaniem receptoréw
na powierzchni czerwonych ciatek krwi. Zaktadano réwniez mozliwosé
istnienia dodatkowych niesialinowych receptorow dla nieeluujgcego sie
wirusa grypy. Wyniki prac Cwietkowej i wsp. (17) prowadzone na
szczepach wiruséw Bar i Knop réznigcych sie zdolnoscig do elucji, po-
twierdzity przypuszczenia o istnieniu drugiego receptora utrzymujgcego
wirus na powierzchni erytrocytu po odczepieniu neuraminidazg kwasu
sialowego. O mozliwosci istnienia receptora odmiennego od kwasu sialo-
wego Swiadczy fakt, ze preparaty glikoproteidow (GTH-Tamm-Horsfall)
normalnie hamujacych hemaglutynacje, pozbawione kwasu neuraminowe-

HgC+[CH], —co

NH
HyC-[CHy] - CH=CH'CHOH—CIZH—CH2
o -
HCOH
HOCH O
HC S
HC HCOH
CH,OH CH a
& s
ARG
NANA CH20H
NANA

Wzér |. Gangliozydowy receptor serotoniny (wg 27)
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go zachowywaty niezmienione wiasnosci hamujgce (17). Réwniez usunie-
cie kwasu neuraminowego z powierzchni erytrocytu nie powodowato pet-
nego zahamowania zakazenia komorki (32).

Podwaliny pod nowy rozdziat w historii kwasu sialowego jako recep-
tora, w tym wypadku serotoniny (5-hydroksytryptaminy) daly badania
Woolley’a i Gommiego (93, 94). Autorzy ci stwierdzili, ze ganglio-
zydy wykazujg witasnosci specyficznego wigzania serotoniny (wzér I). Sita
wigzania jest szczeg6lnie duza w gangliozydach zawierajacych czasteczke
dwuneuraminylo-laktozy. W wigzaniu serotoniny z receptorem przeszka-
dzajg jony Ca2+ rezerpina i minimalne stezenia pochodnych kwasu lyser-
gowego (LSD). W normalnym ludzkim moézgu gangliozydy o zdolnosciach
receptorowych dla serotoniny zlokalizowane sg w obszarach bogatych
w serotonine: w hypocampus, hypothalamus, medulla oblongata, nucleus
caudatus. Gangliozydy te wystepujg rowniez w miejscach, gdzie reakcje
fizjologiczne wywolywane sg przez serotonine: w bionie $luzowej Zotgdka
szczura i $winki morskiej, w jelitach, w macicy, w ptucach, w miesniu
gtadkim szczura. W duzych ilosciach wystepujg one takze w mdzgu ryb
i zab (26).

Badania izotopowe nad budowg receptora serotoniny z miesni gtadkich
dna zotadka szczura wykazaty, ze aktywny biologicznie receptor syntety-
zowany jest z nieznanego jeszcze najprawdopodobniej makroczasteczko-
wego prekursora oraz z NANA (86). Ubytek (enzymatyczne odszczepienie)
kwasu sialowego z pola receptorowego tak zmienia konformacje na tym
obszarze, ze wrazliwos$¢ na serotonine maleje. Glikolipidy traktowane neu-
raminidazg tracg kolejno obie czasteczki kwasu sialowego. Juz wigzanie
mononeuraminylowe nie wykazuje zadnych wiasnosci receptorowych.
Wasemann i Zilliken (85) doniesli, ze dodanie NANA czy NGNA
do tkanek poddanych uprzednio dziataniu neuraminidazy, catkowicie przy-
wraca ich wrazliwo$¢ na serotonine.

* Istnieje pewna niezgodno$¢ w opiniach réznych autorow odnos$nie na-
tury receptora serotoniny w miesniu macicy. Wooley i Gommi (93)
na podstawie faktu, ze dodanie gangliozydéw do tkanki poddanej prein-
kubacji z neuraminidazg cze$ciowo przywraca wiasciwosci receptorowe
sugeruja, ze odpowiada za nie grupa gangliozydéw. Natomiast Carrol
i Sereda (11) w oparciu o badania wtasne oraz prace Wasemanna
i Zillikena (85 twierdza, ze wiasciwymi receptorami serotoniny
w miesniach gtadkich macicy sg glikoproteidy, bedace w tej tkance gtow-
ng grupa zwigzkdéw zawierajacych kwas sialowy. Za takim poglagdem prze-
mawia tez fakt, ze neuraminidaza uwalnia przede wszystkim ,nielipido-
we” kwasy sialowe.

Wigzanie toksyny tezcowej przez tkanke mézgowa znane jest od daw-
na (87). Ustalono, ze komponenty, ktora specyficznie wigzac toksyne tez-
cowg inaktywuje ja, sa gangliozydy (49, 81, 82). W zjawisku tym mamy
prawdopodobnie do czynienia z agregacjag podobng do tej, jaka zachodzi
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miedzy zasadowymi biatkami a anionowymi gangliozydami. Zdolno$¢ wig-
zania toksyny tezcowej przez gangliozydy wzrasta wraz z liczbg czasteczek
kwasu sialowego w gangliozydzie (27).

V. Rola kwasu sialowego jako czynnika warunkujacego aktywnos$é
niektérych hormonéw oraz intrinsic factor

W czasteczkach niektérych hormonéw, np. gonadotropiny, erytropo-
etyny stwierdzono wystepowanie znacznych ilosci kwasow sialowych (16).
W gonadotropinie sktadnik cukrowy stanowi 45% czasteczki, z czego 10°/o
przypada na kwas sialowy. Czasteczka erytropoetyny zawiera 16°/0 kwasu
sialowego, a cze$¢ weglowodanowa wynosi 34% (62). Wiele danych wska-
zuje, ze kwasy sialowe sg istotng komponentg warunkujgcg aktywnos$é
biologiczng wymienionych hormonéw (16, 31).

Juz w 1948 roku Whitten (89) zauwazyt, ze gonadotropiny przy-
sadkowe ICSH i tozyskowe HCG tracg swoja aktywnos$¢ biologiczna po
zadziataniu wirusem grypy lub RDE z Vibrio cholerae. Nastepnie stwier-
dzono, ze preparaty gonadotropiny FSH poddane dziataniu oczyszczonej
neuraminidazy (sialidazy z Vibrio cholerae) tracity 97% aktywnosci bio-
logicznej (6, 29). Brossmer i Wolter (6) wykazali metodg chroma-
tografii bibutowej, ze zwigzkami odtgczanymi w reakcjach inaktywujacych
hormony gonadotropowe sg pochodne kwasu neuraminowego.

Kwas sialowy bedac sktadnikiem glikoproteidéw $luzu zotagdkowego
bierze udziat w zachowaniu aktywnosci biologicznej intrinsic factor —
czynnika koniecznego dla resorbcji witaminy B2 Po traktowaniu sialida-
zg — preparaty intrinsic factor tracg swojg funkcje biologiczng oraz stajg
sie podatne na dziatanie enzyméw proteolitycznych (22). Witasciwosci unie-
czynnionego neuraminidazg intrinsic factor mozna przywrdci¢ zastepujac
kwas sialowy réwnie silnymi, ujemnie natadowanymi wymiennikami ka-
tionowymi. Niektorzy autorzy sugeruja, ze biologiczna rola kwasu sialowe-
go, stanowigcego terminalng cze$¢ receptora witaminy B2polega na ochro-
nie tegoz receptora przed proteoliza, gdyz ani kwas sialowy ani wymien-
nik kationowy nie posiada specyficznosci intrinsic factor (36).

Podobne dziatanie antyproteolityczne przypisujg niektérzy autorzy
cii-glikoproteidom (96) i y-globulinom (63) surowicy ludzkiej, jak réwniez
hormonom follikulostymulujgcemu i luteinizujagcemu (cyt. wg 27).

V1. Uwagi koncowe
Szerokie rozpowszechnienie kwasu sialowego w tkankach i ptynach

ustrojowych cztowieka jako statej, terminalnej komponenty cukrowej wie-
lu glikolipidow i glikoproteidow (73), stato sie podstawa wielu badan Kii-
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nicznych nad zaleznos$cig pomiedzy réznymi stanami chorobowymi, a ste-
zeniem tego zwigzku w surowicy lub w piynie moézgowo-rdzeniowym.

Opracowano kilka metod i ich modyfikacji dla oznaczania kwasu sia-
lowego, co wprawdzie umozliwito bardziej wnikliwg analize jego zmian, ale
z drugiej strony, utrudnito ocene poréwnawcza wynikoéw otrzymywanych
przez rézne grupy badaczy (2, 19, 20, 53, 72, 84).

Do celéw klinicznych wprowadzili testy sialowe Hess i Coburn
(34). Doszli oni do wniosku, ze zmiany zawartosci kwasu sialowego w su-
rowicy krwi pacjentéw z ostrg choroba reumatyczna, gruzlicg i nowotwo-
rami mogg by¢ miarg ciezkosci choroby.

Wzrost zawartosci glikoproteidow w surowicy krwi jest wypadkowg
procesdéw destrukcyjnych i proliferacyjnych w tkance tgcznej. Zawartos¢
kwasu sialowego w surowicy moze by¢ zatem wskaznikiem zachowania
sie glikoproteidow w schorzeniach tkanki tgcznej, watroby, tarczycy, reu-
matycznych, go$écowych, nowotworowych, gruzlicy i innych.

Zmiany zawartosci kwasu sialowego w mukoproteidach odgrywajg
istotng role w jednostce chorobowej okreslanej jako mukoviscidosis. Lep-
kos¢ mukroproteidéw zalezy od stosunku dwdch terminalnych sktadnikéw
komponenty mukopolisacharydowej: kwasu sialowego — hydrofilowego
i fukozy — zawierajgcej hydrofobowe grupy -CH3 Obnizenie stosunku
kwas sialowy: fukoza jest przyczyng wzrostu lepkosSci i sktonnosci do za-
geszczania mukoproteidow (37).

Poniewaz 90—95% syntezy mukoproteidéw zachodzi w watrobie,
a ilos¢ kwasu sialowego Scisle odpowiada ilosci mukoproteiddw — uposle-
dzenie wytwarzania tych zwigzkéw przy rdznych schorzeniach watroby
znajduje odbicie w obnizonej zawartosci kwasu sialowego w surowicy (39,
41, 80).

Do zastosowania testéw sialowych w badaniach nad schorzeniami cen-
tralnego uktadu nerwowego skionito wykrycie kwasu sialowego w mézgu
ludzkim (4la, 71). Kwas sialowy jest typowym skiadnikiem gangliozydow
(73). Zajmujac w zwigzkach tych potozenie terminalne, w okreslonych wa-
runkach ulega on odczepieniu i przez bariere krew-moézg przechodzi do
ptynu mézgowo-rdzeniowego i surowicy. Szczegdlnie duzo wysitku poswie-
cono znaczeniu testdw sialowych w diagnostyce schizofrenii oraz w prze-
biegu oligofrenii i epilepsji z niedorozwojem umystowym (3, 4, 13, 54, 69,
95). Wedtug Musila (56) zrodtem atroficznych procesébw w moézgu oraz
obnizenia zawartosci kwasu sialowego w ptynie mézgowo-rdzeniowym jest
niedobo6r kwasu pirogronowego, wynikajagcy z niedostatecznej glikolizy
beztlenowej. Pokrywa sie to z wcze$niejszymi sugestiami Bogocha
i wsp. (4), ktoérzy u podstaw schizofrenii dopatruja sie chemicznej niedoj-
rzatosci mézgu.

Dla oceny dynamiki choroby reumatycznej test sialowy przedstawia
wiekszg warto$¢ niz badania szybkosci opadania krwinek czerwonych, czy
poziom swoistych antystreptolizyn (25, 70).
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Zmiany zawartosci kwasu sialowego w surowicy krwi wybitnie nasila-
ja sie nie tylko w ostrej fazie, ale réwniez w utajonym stadium choroby
gosécowej (12, 19, 88). Z tego powodu test sialowy ma wielkg warto$¢ nie
tylko w ocenie dynamiki procesu chorobowego, ale rowniez dla wczesnego
rozpoznania goscca przwlekitego postepujacego w utajonym stadium cho-
roby oraz w przypadkach o niepetnej symptomatologii klinicznej.

Badania kwasu sialowego w glikoproteidach i seromukoidzie przedsta-
wiajg tez duza warto$¢ diagnostyczng w schorzeniach watroby. Wedtug
Kaniaka iwsp. (39) w przypadku wirusowego zapalenia watroby prze-
chodzacego w marskos¢ testy sialowe przewyzszajg warto$¢ oznaczen enzy-
matycznych.

Natomiast oceny przydatno$ci omawianego testu w diagnostyce choréb
psychicznych i chor6b mdzgu nie sg zgodne.

Badania z implantowanym rakiem Walker 236 wykazaty pewng kore-
lacje pomiedzy stopniem zaawansowania guza, jego lokalizacjg, obecnos-
cig przerzutow, a poziomem w surowicy frakcji weglowodanowej (kwasu
sialowego i heksoz) zwigzanej z biatkiem (51, 58). Autorzy sugerujg mozli-
wos$¢ swoistego odczynu ze strony cukrowych skiadnikow grupy proste-
tycznej na rozwijajacy sie nowotwdr. Wyniki prac Chyrek—Borow -
skiej (15) potwierdzajg powyzsze spostrzezenia, iz rozwijajacy sie proces
nowotworowy w znamienny sposéb wptywa na poziom glikoproteidow su-
rowicy krwi.

Szersze omOwienie zagadnienia badan nad kwasem sialowym w wielu
innych schorzeniach przygotowane zostato do druku jako odrebny arty-
kut.
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JOZEF BIELAWSKI*

Elektroda tlenowa i jej zastosowanie w badaniach
procesow zyciowych

Oxygen Electrode and Its Application in Investigations of Life Processes

Different types of oxygen electrodes are described. The use of these electrodes
in measuring the oxygen concentration in blood, the rate of respiration and the
kinetics of oxidation-reduction processes are discussed.

W miare automatyzacji badan fizjologicznych oraz koniecznosci stoso-
wania ciaglej rejestracji w badaniach kinetyki proceséw hiochemicznych,
coraz czeSciej siega sie do metod instrumentalnych. Do takich metod
0 podstawowym znaczeniu dla badania proceséw zyciowych nalezg me-
tody elektrochemicznego oznaczania stezenia tlenu. Metody te, ciggle ulep-
szane, doczekatly sie szeregu rozwigzan technicznych. Czesto przystoso-
wanie urzadzenia do specjalnych celéw, zwiekszenie doktadnosci czy sta-
bilnoSci pomiaréw, pocigga za sobg znaczng komplikacje w konstrukcji.
Eksperymentator powinien sie w tym orientowaé, aby wybra¢ do swoich
celéw mozliwie proste urzadzenie, ktére tym samym sprawi mu najmniej
ktopotéw podczas eksploataciji.

W artykule tym zwrdcono wiec szczeg6lng uwage na praktyczne kon-
sekwencje réznych rozwigzan konstrukcyjnych. Podstawy teoretyczne am-
perometrii i polarografii oraz niektore zastosowania elektrody tlenowej
doczekaty sie bowiem szeregu opracowan (10, 57, 70, 103, 109).

. Urzadzenie pomiarowe

Zasadnicze urzadzenie stuzgce do pomiaru stezenia tlenu przedstawia
schemat 1 Skiada sie ono ze Zrodta pradu, potencjometru, galwanometru
1 dwéch elektrod zanurzonych w roztworze elektrolitu (KCl) zawierajg-
cym tlen. Polaryzujaca sie katoda (Pt) jest elektrodg pomiarowa, a nie-
polaryzujaca sie anoda (Ag-AgCl) stanowi elektrode poréwnawcza.

Krzywa zaleznosci natezenia pradu od przytozonego napiecia daje tak
zwang fale polarograficzng (rysunek 1, krzywa A). Natezenie pradu dyfu-

* Doc. dr hab., Zaktad Cytologii i Histologii, Instytut Biologii, Uniwersytet im.
A. Mickiewicza, Poznan

3 Postepy Biochemii



566 J. BIELAWSKI 2]

Aq
AgCl ot
= KCL o0, o

Schemat 1. Urzadzenie pomiarowe

zyjnego mierzy sie poza falg polarograficzng tlenu w zakresie potencja-
tow, w ktérym krzywa jest rownolegta do osi odcietych. W tym zakresie
natezenie pragdu dyfuzyjnego jest proporcjonalne do stezenia tlenu.

Elektrolit zapewnia maty opér elektryczny badanego roztworu. W przy-
padku malego stezenia elektrolitu opdr elektryczny moze spowodowac
przesuniecie fali polarograficznej w kierunku bardziej ujemnego poten-
cjatu (rysunek 1, krzywa B). W tym przypadku krzywa kalibracyjna
(krzywa zaleznosci natezenia pradu od stezenia tlenu) nie bedzie linig
prosta. Przesuniecie fali zalezy od natezenia pradu dyfuzyjnego i tym sa-
mym zwieksza sie wraz ze stezeniem tlenu (38, 72) oraz powierzchnig ka”
tody (100, 101).

Podczas analizy na katodzie nastepuje redukcja tlenu najpierw do nad-
tlenku wodoru, a nastepnie do wody. Na katodzie rteciowej oba procesy
zachodza przy réznym potencjale dajagc dwie fale polarograficzne. Nate-
zenie pradu dyfuzyjnego obu fal jest proporcjonalne do stezenia tlenu. Na
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Rys. 1. Schematyczny wykres wptywu stezenia elektrolitu na krzywga zaleznosci na-
tezenia pradu od napiecia
A —w obecno$ci duzego stezenia, B —w obecnos$ci matego stezenia elektrolitu
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katodzie platynowej nie ma zrdoznicowania obu fal i ilos¢ wytworzonego
nadtlenku wodoru zalezy od przytozonego napiecia (29).

Podczas petnej redukcji tlenu do HD pradowi o natezeniu I"A w cig-
gu minuty towarzyszy ubytek 0,16nmoli 02 Jest to ilo$¢ tlenu zawarta
w 0,53|il wody wysyconej powietrzem w temperaturze 20°. Wartos¢ ta jest
na tyle duza, ze w niektérych pomiarach zuzycie tlenu przez elektrode
nalezy bra¢ pod uwage (18).

I1. Anoda

Budowa anody w zasadzie nie odbiega od budowy powszechnie stoso-
wanych elektrod poréwnawczych. Anoda nie powinna ulega¢ polaryzacji
i dlatego jej powierzchnia musi by¢ dostatecznie duza w stosunku do prze-
ptywajacego pradu. Natezenie pradu dyfuzyjnego zalezy z kolei od po-
wierzchni i innych parametréow katody.

Potencjaty najczesciej stosowanych elektrod poréwnawczych r6znig sie
miedzy sobg prawie o 0,2V (50, 70) i dlatego dobrze jest dla danego ukta-
du wyznaczyé krzywa zaleznosci natezenia od przytozonego napiecia.

W klasycznej polarografii powszechnie stosowang anodg jest rte¢, ktd-
ra wyciekta z katody (50). Jest ona wygodna w przypadku stosowania
katody kroplowej, gdyz stanowi naturalny odptyw rteci. Potencjat takiej
elektrody moze sie jednak zmieniaé w zaleznosci od sktadu chemicznego
badanego roztworu. Podczas dtugotrwatych pomiaréw w niektérych roz-
tworach powierzchnia rteci moze pokrywaé sie nalotem wytrgconym z roz-
tworu podczas przeptywu pradu, co moze zmieniaé jej charakterystyke.
Ponadto rte¢ metaliczna dziata toksycznie na niektére organizmy (51).

Najszersze zastosowanie w pomiarach biologicznych znalazta elektro-
da chlorosrebrowa. Mozna ja wprowadzi¢ wprost do srodowiska, w ktérym
zachodzi reakcja, a dzieki tatwej obrobce mechanicznej mozna jej ksztat
dostosowa¢ do urzadzenia pomiarowego. W najprostszym przypadku jest
to drut srebrny, pokryty AgCl. Potencjat tej elektrody zalezy w niewiel-
kim stopniu od sktadu chemicznego $rodowiska.

Przy dtugotrwatym uzywaniu anody chlorosrebrowej zachodzi jej utle-
nianie, przez co pokrywa sie ona Agd i tym samym zmienia potencjal
(16). Anoda chlorosrebrowa jest réwniez wrazliwa na pewne substancje
chemiczne, ktére powodujg tak zwane jej zatrucie. Do nich nalezg pochod-
ne cysteiny (36, 105). Vos i wsp. (105) przestrzegajg réwniez przed
szkodliwym dziataniem cyjankdw, zelazicyjankéw, azydkow i jodkéw na
elektrode chlorosrebrowsg.

Kontaktu anody z badanym roztworem mozna unikng¢ stosujgc anode
zewnetrzng. Elektroda znajduje sie wowczas w odpowiednim roztworze
elektrolitu i potgczona jest z badanym roztworem poprzez mostek agaro-
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wy czy spiekane szkto o dostatecznie matym oporze elektrycznym (5, 11,
13, 44, 88, 95, 101, 105). Czesto stosowang elektrodg zewnetrzng jest elek-
troda kalomelowa:

Dla unikniecia oczyszczania elektrody chlorosrebrowej z produktow
utleniania zastosowano zewnetrzng elektrode Ag/Agd z 0,5M KOH jako
ptynem elektrodowym (12, 16, 42).

W celu uniknigcia przytaczania zewnetrznego zrédia pragdu zastosowa-
no anody zewnetrzne wykonane z metali, ktére w odpowiednich roztwo-
rach tworzg z katodg ogniwo elektryczne o potencjale wystarczajgcym
do redukcji tlenu (81, 100, 101). W badaniach laboratoryjnych zrodto pra-
du nie nastrecza zwykle wiekszych trudnosci, wiec stosowanie tego rodza-
ju anod nie jest wygodne.

I1l1. Katoda kroplowa

Wiasciwym czujnikiem tlenowym jest katoda i dlatego ta elektroda
podlega najczestszym modyfikacjom. Dla osiggniecia dobrej polaryzacji
wykonuje sie ja z odpowiedniego metalu. Na polerowanej powierzchni
metalu zachodzi zjawisko nadnapiecia wodoru, dzieki ktéremu redukcja
wodoru przesunieta jest w kierunku bardziej ujemnych potencjatéw. Po-
zwala to na stosowanie wyzszego napiecia podczas analizy tlenu. Wartos¢
nadnapiecia zalezy miedzy innymi od rodzaju metalu. Od platyny wieksze
nadnapiecie wykazuje zioto, a jeszcze wieksze rte¢ (18, 28). Wyzsze nad-
napiecie korzystne jest zwiaszcza podczas analizy roztworéw o matym ste-.
zeniu elektrolitow, w ktorych spadek napiecia moze spowodowaé znie-
ksztatcenie krzywej kalibracyjnej w wyzszych stezeniach tlenu.

Z powyzszego wynika, ze katoda rteciowa powinna by¢ najkorzystniej-
sza. Stata elektroda rteciowa jest jednak bardzo niewygodna i dlatego
w Kklasycznej polarografii wprowadzono katode kroplowg, zbudowang
z kapilary o srednicy 0,04mm, z ktdérej kroplami wycieka rte¢ (50). Po-
wierzchnia takiej elektrody stale sie odnawia, co zapewnia duzg jej stabil-
nos¢ i reproduktywnos¢.

W znanych warunkach elektrode takg mozna uzywac bez kalibrowania.
Ciagle kapanie rteci ma jeszcze jedng zalete. Powoduje ono state rowno-
mierne mieszanie roztworu w sasiedztwie katody tak, ze prad dyfuzyjny
ustala sie bardzo szybko. Mate zakidcenia mechaniczne majg przez to sto-
sunkowo maty wplyw na wyniki (11, 68). Zbyt intensywne mieszanie
i wstrzasy moga jednak wprowadzi¢ zaktécenia w Kkropieniu.

Jezeli w badanym roztworze znajdujg sie nierozpuszczalne weglany,
to przy dtugotrwatym uzywaniu moga sie one wytrgca¢ u ujscia kapilary
i w ten sposob zmienia¢ jej charakterystyke (13, 32, 95). Osad taki tatwo
sie usuwa przez zanurzenie kapilary w roztworze kwasu.
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Na katodzie rteciowej tlen redukuje sie dwustopniowo dajac dwie fa-
le polarograficzne. Natezenie pradu dyfuzyjnego obu fal jest proporcjonal-
ne do stezenia tlenu. Natezenie pragdu dyfuzyjnego mozna zatem mierzyé
albo przy potencjale okoto —0,4Vv (5, 38, 72), albo przy potencjale okoto
—1,6V (11, 13, 32, 72). Pod koniec pierwszej fali wystepuje tak zwane
maksimum tlenowe. Jest to wzrost natezenia pragdu wystepujgcy na sku-
tek ubocznych proceséw zachodzacych na katodzie kroplowej. Zjawiska
tego mozna unikngé mierzac prad dyfuzyjny drugiej fali. W tym przypad-
ku spadek potencjatu w roztworze jest wiekszy. Maksimum nie wystepuje,
gdy w badanym roztworze znajduja sie niewielkie ilosci biatka lub nie-
ktérych innych zwigzkéw powierzchniowo czynnych. Nalezy jednak pa-
mieta¢, ze substancje powierzchniowo czynne w duzych stezeniach moga
znieksztatcaé fale polarograficzna (68). Maksimum tlenowe nie wystepuje
rébwniez w wyzszych stezeniach elektrolitdw. W przypadku wody morskiej
wystarcza zasolenie rowne 1°/o (38, 88).

Na dyfuzje tlenu, a tym samym na natezenie pradu dyfuzyjnego, ma
wptyw temperatura. Zmiana temperatury o 1° w okolicy 20°C powoduje
zmiane natezenia o okoto 1,4% (11, 72, 88, 91).

Krzywa kalibracyjna (krzywa zaleznosci natezenia pragdu od stezenia
tlenu) dla pradu dyfuzyjnego obu fal jest linig prostg, nie przechodzacg
przez zero ukitadu wspétrzednych. Ciagte tadowanie spadajacych kropel
rteci powoduje bowiem staty przeptyw tak zwanego pradu pojemnoscio-
wego.

Oprocz elektrod uzywanych w klasycznej polarografii zastosowano do
badan natlenienia elektrody kroplowe o wigekszym przeptywie rteci (13,
32, 56). S to kapilary»o $rednicy do 1 mm ustawione uko$nie ku gorze.
Daja one wiekszy prad dyfuzyjny, a osadzanie sie weglanéw przy ujsciu
rteci w znacznie mniejszym stopniu znieksztatca wyniki.

1V. Katoda stata

Katoda stata ma szereg zalet w poréwnaniu z kroplowg i dlatego w ba-
daniach biologicznych stosowana jest najczesciej. Prad dyfuzyjny mierzy
sie zwykle przy potencjale okoto —0,6 V. Przy takiej elektrodzie powstaje
gteboki gradient stezenia tlenu w badanym roztworze i dlatego prad dyfu-
zyjny ustala sie bardzo diugo, a mate nawet wstrzasy moga mieé¢ duzy
wptyw na wyniki. Z tego wzgledu podczas pomiaréw nalezy wytworzy¢
rownomierny ruch badanego pitynu przy powierzchni elektrody. Czesto
stosowany sposob polega na wprowadzeniu katody w ruch obrotowy (2,
44, 57, 62, 107). W tym przypadku pewne trudnoS$ci techniczne nastrecza
kontakt elektryczny miedzy elektroda a przyrzagdem pomiarowym. Inng
modyfikacjg systemu poruszania elektrody jest wprowadzenie jej w ruch
wibrujacy (21, 46, 70). System posredni zastosowat Longmuir (63):



570 J. BIELAWSKI [6]

elektroda umocowana w elastycznym korku poruszat on w ten sposob, ze
zataczala okregi bez obracania sie dookota wtasnej osi.

Dalsze modyfikacje szty w kierunku pozostawienia elektrody nieru-
chomo i poruszania ptynu w bezposrednim jej otoczeniu. Tu réwniez zna-
leziono szereg rozwigzan technicznych jak: obracanie naczyrnka pomiaro-
wego (89), mieszanie za pomocg mieszadta elektromagnetycznego (22, 52)
czy wreszcie umieszczenie elektrody pomiarowej w strumieniu przypty-
wajacej cieczy (1, 12).

We wszystkich tych przypadkach natezenie pradu dyfuzyjnego wzras-
ta asymptotycznie ze wzrostem szybkosci ruchu cieczy koto powierzchni
elektrody (1, 2, 63). Ksztatt elektrody moze mieé bardzo duzy wptyw na
ten wzrost (1). Przy niewielkim ruchu cieczy trzeba wiec uwazac, aby jego
szybko$¢ byla stata albo tez nalezy mierzy¢ przy duzych szybkosciach, gdy
niewielkie wahania szybkosci ruchu cieczy nie majg juz wptywu na prad.

Najprostszg elektroda jest drut platynowy lub ztoty, wtopiony w rurke
szklang (schemat 2A). Przy elektrodzie wirujacej korzystne jest wtopienie
tego drutu z boku (schemat 2B), co przy tych samych obrotach samej
elektrody zwieksza szybkos¢ poruszania ptynu koto powierzchni. Wada
tych elektrod jest stosunkowo trudne ich oczyszczanie. Zeszlifowanie dru-
tu razem ze szkiem (schemat 2C) pozwala na czyszczenie elektrody bez
zmiany pola jej powierzchni (14, 41, 71). Ukos$ne zeszlifowanie (schemat
2D) (44) oraz stopienie drutu w kulke na koncu elektrody (schemat 2E)
(105) pozwala na zwiekszenie powierzchni przy niewielkiej grubo$ci dru-
tu. Cofniecie elektrody w oprawie (schemat 2G) i, w wiekszym jeszcze
stopniu, wypetnienie wolnego miejsca odpowiednim zelem zmniejsza wraz-
liwos¢ elektrody na ruch badanej cieczy i zmniejsza wptyw lepkosci tej
cieczy na wyniki, co ma szczeg6lne znaczenie dla badania tkanek in situ
(29).

Wrazliwos$¢ elektrody na ruch badanej cieczy i na stezenie elektroli-
tow maleje w miare zmniejszania sie jej powierzchni. Male elektrody wy-
magaja jednak stosowania bardzo czulych przyrzadéw pomiarowych.
W praktyce stosowano elektrody o powierzchni od wielu cm2 (100) do po-
wierzchni kota o $rednicy INim (34). Zalety matych elektrod przy stosun-
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Schemat 2A, 2B, 2C, 2D, 2E, 2F, 2G. Typy elektrod statych. Objasnienie w tekscie
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kowo duzej powierzchni maja elektrody wykonane z wielu, odpowiednio
rozmieszczonych cienkich drutéw (schemat 2F) (14, 71) lub elektroda spi-
ralna (15).

Dla dobrego funkcjonowania elektrody duze znaczenie ma jej wyko-
nanie. Drut powinien by¢ doktadnie oczyszczony (wyprazony) i doktadnie
wtopiony w szkto o wspdiczynniku rozszerzalnosci termicznej mozliwie
zblizonym do tego wspotczynnika dla metalu. Drobne nawet pekniecia da-
ja tak zwany prad szczatkowy czyli prad ptynacy przez elektrody w $ro-
dowisku beztlenowym (7, 29, 73). Prad ten mozna ostatecznie kompenso-
wacé elektrycznie (97).

Ze wzgledu na tatwiejszg obrobke mechaniczng i mozno$¢ wtapiania
wiekszych elektrod szkto zastepuje sie czesto masami plastycznymi tgcza-
cymi sie dobrze z metalem. Tu réwniez trzeba zwracaé szczeg6lna uwage
na jako$¢ wtopienia. Najlepsze wyniki dajg zywice epoksydowe takie jak
araldit (15, 18, 43, 73), czy polski epidian (12). Dla dobrze wykonanej elek-
trody prad szczatkowy wynosi O.

Na elektrodzie statej tatwo osadzajg sie rézne wytragcone z badanego
roztworu substancje, ktére zmniejszajag prad dyfuzyjny. Do substancji
tych zalicza sie miedzy innymi weglan wapnia, a przede wszystkim biat-
ka (7, 18, 44, 83, 105). Osad ten usuwa sie czesciowo przez zanurzanie elek-
trod w roztworze kwasu. Szybko$¢ powstawania osadu mozna zmniejszy¢
stosujgc prad pulsujacy (73), wzglednie zmieniajac na krotki czas prad
na przeciwny (2). Jeszcze bardziej stabilne wyniki daje prad przemienny,
gdy elektroda pomiarowa polaryzowana jest na przemian dodatnio i ujem-
nie (14, 31, 71, 79). Prad mierzy sie tylko pod koniec fazy, w ktérej elek-
troda pomiarowa natadowana jest ujemnie. Pocigga to jednak za sobg kom-
plikacje w konstrukcji przyrzadu pomiarowego.

Przed osadzaniem sie biatek czesciej chroni sie katode przez pokrycie
jej warstewka ochronng. Najczesciej jest to kolodion, ktéry naktada sie
przez zanurzanie elektrody w odpowiednim jego roztworze (18, 31, 44).
Szereg innych substancji znalazto réwniez zastosowanie, na przyktad agar
(18), celuloza (105), polistyren (4, 73). Warstewka taka musi by¢ bardzo
cienka, aby droga dyfuzji tlenu przez nig byla mozliwie mata. Jej opo6r
elektryczny powinien by¢ rowniez dostatecznie maty. Warstewka ochron-
na zmniejsza wrazliwo$é elektrody na mieszanie.

Krzywa kalibracyjna dla katod statych jest linig prostag. W zwigzku
z brakiem pradu pojemnos$ciowego krzywa ta przechodzi przez zero ukta-
du wspotrzednych. W przeciwienstwie do elektrody kroplowej, stata elek-
troda wymaga zwykle czestego kalibrowania.

W badaniach kinetyki proceséw zyciowych wazna jest szybkos¢, z ja-
ka czujnik rejestruje zmiany stezenia tlenu. Ot6z po zmianie stezenia
tlenu prad dyfuzyjny zmienia sie asymptotycznie do nowej wartosci.
Szybko$¢ tej zmiany okresla sie praktycznie pewng warto$cig umowna.
Najczesciej przyjmuje sie czas, w ktorym po usunieciu tlenu z roztworu
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nasyconego powietrzem prad dyfuzyjny spada o 90°/0. Dla elektrody sta-
tej, przy dostatecznie szybkiej zmianie badanego ptynu, Davies (29)
podaje wartos¢ 0,5 msek. Pokrycie elektrody warstewka ochronng opdz-
nia oczywiscie reakcje elektrody, przy czym warto$¢ opdznienia zalezy od
rodzaju i grubosci warstewki okrywajacej (34, 44, 73).

Podobnie jak w przypadku elektrody kroplowej na prad dyfuzyjny
ma wplyw temperatura. Wzrost temperatury o 1° w zakresie temperatur
okoto 20°C wywotuje zmiane natezenia pradu o okoto 2,5% (14, 63).

V. Czujnik tlenowy Clarka

Udoskonalanie elektrod tlenowych szto w kierunku coraz to wigkszej
izolacji od badanego Srodowiska. Clark (25) wprowadzit w tym wzgle-
dzie stosunkowo duzg innowacje. Umiescit on obie elektrody wraz z cienka
warstwg elektrolitu po jednej stronie btony, a badany roztwér po drugiej
(schemat 3). W takim uktadzie prad nie ptynie juz przez badany roztwér,
a jedynie przez ptyn elektrodowy. Mozna wiec byto zastgpi¢ ostonki ko-
lodionowe, o matym oporze elektrycznym i stosunkowo matej odpornosci
mechanicznej, przez dostatecznie cienka hydrofobowg btone polietylenowa.

W ten sposob elektroda nie mierzy stezenia tlenu bezposrednio w ba-
danym roztworze, lecz w roztworze elektrodowym. Do roztworu elektro-
dowego tlen dyfunduje jak gdyby poprzez warstewke powietrza znajdu-
jacego sie w rusztowaniu btony polietylenowej. Konsekwencjg tego jest
fakt, ze prad dyfuzyjny jest proporcjonalny nie do stezenia tlenu w ba-
danym roztworze, a do jego parcjalnego cisnienia (12). Stad tez roztwory,
ktore w stanie nasycenia tlenem czy powietrzem zawierajg rozne ilosci
tlenu jak krew, roztwor fizjologiczny, czy roztwory soli o réznym steze-
niu, wykazuja zblizony prad dyfuzyjny (60, 61, 69, 83, 85). Niewielkie roz-
nice w wielkosci pragdu dyfuzyjnego w tych roztworach spowodowane sg
prawdopodobnie réznicg lepkosci roztworow. Gdy lepkos¢ ta rozni sie nie-
wiele, mozna wyznaczy¢ krzywg kalibracyjng dla jednego roztworu, a wy-
niki otrzymane dla innego roztworu mnozy¢ przez: agaQ gdzie aOto wspét-
czynnik absorpcji Bunsena dla tlenu w roztworze standartowym, a as to
ten sam wspoétczynnik dla roztworu badanego (12).

W uktadzie Clarka, ze wzgledu na wieksza komplikacje w budowie
czujnika, elektrody zatapia sie zwykle w masach plastycznych. Poniewaz
stosowane masy plastyczne jak i btony sg hydrofobowe, dla lepszego kon-
taktu elektrycznego miedzy elektrodami niektérzy autorzy wprowadzaja
kragzek bibuty (7, 35, 36, 83, 97), waty szklanej (80) lub celofan (39, 99)
0 grubosci kilkunastu do kilkudziesieciu mikrometrow. Krazek ten ma
réwniez zapobiega¢é wplywowi zaktécen mechanicznych na prad dyfuzyj-
ny. Bibuta czy celofan zwiekszajg odlegtos$¢, przez ktérg dyfunduje tlen
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i dlatego stosuje sie obecnie raczej ptyn elektrodowy w postaci zelu, lub
tez dodaje sie do tego ptynu substancje zmniejszajace napiecie powierzch-
niowe.

W czujniku Clarka prad dyfuzyjny zalezy juz nie tylko od szybkosci
dyfuzji tlenu w ptynie elektrodowym, ale réwniez od dyfuzji poprzez bto-
ne. Ta z kolei zalezy od materiatu, z ktérego btona jest wykonana oraz
°d jej grubosci. W zasadzie stosuje sie dwa rodzaje bton: polietylenowe
(12, 30, 39, 83, 97) i teflonowe (35, 36, 39, 58, 61, 99). Zaletg teflonu jest
jego wieksza przepuszczalnos$¢ dla tlenu (52) oraz duza odpornosé termicz-
na, pozwalajgca na sterylizacje czujnika w autoklawie (36, 61). Blony te
sg jednak czesto porowate i w zasadzie trzeba je sprawdza¢ przed uzy-
ciem. Zwilaszcza w badaniach wptywu jonéw na procesy zyciowe wycie-
kanie ptynu elektrodowego moze wprowadza¢ znaczne zakidcenia. Blona
polietylenowa jest wprawdzie mniej odporna termicznie, ale jondéw nie
przepuszcza.

Jako ptyn elektrodowy stosuje sie najczesciej roztwor KC1. Mozna go
zastgpi¢ roztworem buforowym (93), ptynem Ringera (60, 83) czy roztwo-
rem KOH (12, 16).

Blona polietylenowa zmniejsza wrazliwo$¢ czujnika na mieszanie ba-
danego roztworu. Czym wieksza odlegtos¢ badanego ptynu od katody, tym
wptyw mieszania na natezenie pradu jest mniejszy. Na ustalenie sie gra-
dientu stezenia tlenu w bionie ma wptyw roéwniez wielko$¢ powierzchni
katody. Otdz elektroda reaguje na obecnos$é tlenu na pewng odlegtosc.
Obrazowo mozna powiedzie¢, ze elektroda ,widzi” na pewng odlegtosc.
Odlegtos¢ ta wzrasta z wielkoscig elektrody i réwna sie w przyblizeniu
szesciokrotnej Srednicy elektrody o ksztalcie kota (34).

W obrebie czujnika wytwarza sie podczas pomiaru gradient stezenia
tlenu oraz produktéw posrednich jego redukcji i dlatego bezposrednio po
przytozeniu napiecia obserwuje sie szybki wzrost natezenia pradu i stop-
niowy spadek do okre$lonego poziomu. Czas ustalenia sie pradu wynosi
okoto 30 minut (7, 12, 16, 34, 97). Po tym okresie prad jest juz bardzo sta-
bilny i w ciggu 24 godzin pracy w statych warunkach obserwowano zmia-
ny natezenia pradu nie przekraczajgce I°/0 (12). Niemniej wskazana jest
czesta kalibracja, gdyz zmiana warunkéw pomiaru, a zwlaszcza wymiana
btony, moze znacznie zmieni¢ charakterystyke elektrody. Do kalibrowa-
nia oprécz metody Winklera wykorzystuje sie usuwanie stechiometrycz-
nych ilosci 0 2przez zred. NAD (85).

W omawianym uktadzie elektrod prad elektryczny nie piynie przez
badany roztwér. Z tego wzgledu mozna bada¢ natlenienie roztworéw poz-
bawionych elektrolitébw, a nawet gazy (29, 58). W tym ostatnim przypad-
ku, w celu zmniejszenia szybkosci parowania wody z ptynu elektrodowe-
go, zastosowano btony napylane metalem, przepuszczajace tlen (9). Biona
hydrofobowa chroni takze elektrody przed substancjami ,zatruwajgcymi”
i substancjami redukujgcymi sie razem z tlenem. Niektére z tych sub-
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stancji, na przyktad HZ, dyfunduja jednak przez btone i ich obecnosé
w duzych stezeniach nalezy bra¢ pod uwage (42).

Badania nad wptywem temperatury na prad dyfuzyjny dla czujnika
Clarka wykazujg duza rozbhieznos¢ wynikéw. Podaje sie wartosci zmiany
pradu o okoto 25°/0 na 1° w temperaturze okoto 35° (34, 39, 59, 61) oraz
wartosci znacznie wyzsze, bo okoto 700/I° w okolicy 25° (16, 42). Przyczyna
tych rozbieznosci nie jest jasna. Wptyw temperatury mozna kompenso-
wac elektrycznie (16).

Krzywa kalibracyjna dla elektrod Clarka jest linig prosta, przechodza-
cq przez zero uktadu wspotrzednych.

ke
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Schemat 3A, 3B, 3C. Typy czujnikéw tlenowych Clarka. Objasnienie w tekscie

W badaniach nad kinetyka proceséw biologicznych wazna jest szyb-
kos¢, z jakg elektroda reaguje na zmiane natlenienia. Szybkos$¢ ta waha sie
znacznie w zaleznosci od budowy elektrody, oraz od rodzaju i grubosci
stosowanej btony (80). Szybkos$¢ reakcji elektrody mierzona jako czas,
w ktérym prad dyfuzyjny zmienia sie o 90°/0 po zmianie natlenienia, miesci
sie w granicach jednej do kilku sekund (39, 42, 59, 60, 61).

Kilka rozwigzan konstrukcyjnych czujnika tlenowego Clarka przed-
stawia schemat 3. Zwykle jest to drut platynowy lub ztoty wtopiony
w szkto (schemat 3A i 3B) (35, 39, 55). Taka elektroda moze by¢ nastepnie
zatopiona w zywicy epoksydowej (34, 36). Drut moze by¢ réwniez zato-
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piony bezposrednio w zywicy (schemat 3C) (12, 16). Anoda stanowi piers-
cien srebrny lub rurke srebrng otaczajgca katode i zatopiona jest w tej
samej zywicy (schemat 3B i 3C) (16, 61). Niekiedy anode umieszcza sie
z dala od powierzchni katody (schemat 3A) (15, 55, 96).

V1. Zastosowanie

Zasadniczymi procesami fizjologicznymi, w ktérych bierze udziat tlen,
sg oddychanie i fotosynteza. W oddychaniu, w szerokim tego stowa zna-
czeniu, mozna wyrozni¢ szereg etapéw jak wymiana gazu miedzy orga-
nizmem i Srodowiskiem, transport tlenu miedzy tkankami a organami od-
dechowymi i utlenianie tkankowe. Amperometria znalazta zastosowanie
w badaniach wszystkich tych etapdw i do tych celéw opracowano rézno-
rodne urzadzenia.

Zajmiemy sie najpierw oddychaniem catych zwierzat. Na ogo6t z wyjat-
kiem uzycia elektrod Clarka, ilos¢ tlenu mozna oznacza¢ tylko w roztwo-
rach, totez za pomocg elektrody tlenowej mierzy sie w zasadzie (chociaz
nie wyfacznie (110)) oddychanie organizméw wodnych. W najprostszym
przypadku badany obiekt umieszcza sie w zamknietym naczyniu i w odpo-
wiednich odstepach czasu pobiera prébki do analizy zawartosci tlenu (8).
W tych pomiarach najlepiej stosowac elektrode kroplowa, ktéra daje naj-
bardziej reproduktywne wyniki i nie wymaga czestego kalibrowania. Prze-
prowadzenie analizy amperometrycznej jest znacznie szybsze i wygodniej-
sze od tradycyjnych metod chemicznych, co znacznie utatwia pomiary se-
ryjne.

W powyzszych pomiarach natlenienie $rodowiska, w ktérym badany
obiekt przebywa, ulega ciggtym zmianom, co moze mie¢ z kolei wptyw na
intensywno$¢ oddychania. Mozna tego unikng¢ umieszczajgc zwierze w na
czyniu, przez ktére przeptywa prad wody (11, 12, 32, 54, 56, 84, 92, 95).
Z pomiaréw natlenienia wody naptywajacej do naczynia i wyptywajacej
z niego, oraz z szybkosSci przeptywu mozna obliczy¢ intensywnos$¢ oddy-
chania. Taki uktad pozwala na doktadna kontrole sktadu chemicznego $ro-
dowiska i na wygodne wprowadzanie czy wycofywanie jakiego$ czynnika
chemicznego bez zakitdécen mechanicznych, szczegélnie waznych przy ba-
daniu podstawowej przemiany materii. Jezeli czynnikiem dozowanym jest
tlen, tatwo wyznacza sie tak zwane natlenienie krytyczne (11, 12).

Oprdcz catych zwierzat mozna w ten sposéb bada¢ wyizolowane organy
i tkanki i wtedy przepuszcza sie ptyn bezposrednio przez zbiorniczek z ba-
danym obiektem (12) lub tez umieszcza sie obiekt poza odpowiednig bto-
na (53, 92). Amperometria jest metoda bardzo czuta, wiec mozna stosowaé
wolny przeptyw rzedu jednego ml/godzine (12).

W przypadku badania skrawkow tkanek (30, 66), zawiesiny komorek
(21, 63, 64) czy elementéw subkomérkowych (21, 23, 55) elektrody wpro-
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wadza sie najczesciej wprost do naczyhka pomiarowego i bada szybkos¢
spadku natlenienia.

Objetos¢ ptynu inkubacyjnego nasyconego w danych warunkach po-
wietrzem i czuto$é przyrzadu pomiarowego wygodnie jest dostosowaé tak,
aby podziatkom skali galwanometru odpowiadaty jednostki zuzycia tlenu.
Zero galwanometru ustala sie zwykle przez chemiczne usuwanie tlenu (7,
29) dodatkiem NazS03 (IOmM lub wiecej). Do naczynka z ptynem inku-
bacyjnym o znanym natlenieniu wprowadza sie elektrody, dostosowuje
czuto$¢ galwanometru, dodaje zawiesing oddychajgcg i ewentualnie sub-
stancje stymulujace lub hamujgce oddychanie. W ten sposob przy kazdym
pomiarze nastepuje kalibracja elektrody.

Nalezy jednak pamieta¢, ze w opisanym wyzej uktadzie biatko zmniej-
sza czuto$¢ niepokrytej polietylenem katody i trzeba wprowadzi¢ w zwiaz-
ku z tym odpowiednig poprawke. Trudno$¢ polega na tym, ze biatko wpro-
wadza sie zwykle w zawiesinie oddychajgcej, ktora jako anaerobowa po-
woduje rozciefAczenie tlenu w $Srodowisku inkubacyjnym. Efekty rozcien-
czenia tlenu i odktadania biatka naktadajg sie wiec na siebie. Dzieki hy-
drofobowym wiasciwosciom polietylenu czy teflonu biatko nie ma wpty-
wu na czujnik Clarka.

Przydatno$¢ amperometrii jest wigeksza niz metod manometrycznych,
gdyz mierzy sie natlenienia wprost w ptynie inkubacyjnym, a nie w fazie
gazowej. Miedzy tymi fazami moze wystapi¢ duza réznica, co ma szcze-
gblnie duze znaczenie przy badaniu szybko przebiegajacych lub szybko
zanikajacych procesow (7, 37, 40, 49, 82, 86, 90). R6wniez podczas pomia-
row w matych stezeniach tlenu, na przyktad podczas wyznaczania statej
Michaelisa dla tlenu, pomiar bezposrednio w ptynie inkubacyjnym jest
konieczny (21, 48, 63, 64).

Intensywnos$¢é oddychania mierzy sie zwykle jako szybkos$é spadku ste-
zenia tlenu w badanym roztworze. Przez wstawienie w obwdd odpowied-
niego kondensatora mozna elektrycznie rézniczkowac szybkos¢ spadku na-
tlenienia w badanej prébie, co pozwala na bezposredni odczyt intensyw-
nosci oddychania w danym momencie (23).

Za pomocgy elektrody tlenowej bada sie nie tylko ubytek tlenu, ale row-
niez jego pojawianie sie w takich procesach jak fotosynteza czy rozkiad
nadtlenku wodoru w obecnosci katalazy. W tym drugim przypadku sto-
suje sie elektrody Clarka, poniewaz btona hydrofobowa zapobiega dyfuzji
nadtlenku wodoru do powierzchni katody (40, 86).

Duze ustugi oddata amperometryczna metoda w badaniach mechaniz-
mu fosforylacji oksydacyjnej. W sprzezonych mitochondriach bardzo tatwo
wyznacza sie wydajnos¢ energetyczng fosforylacji czyli stosunek ilosci
wbudowanego do ADP fosforanu do iloSci zuzytego w tym samym czasie
tlenu (P/O) (21). W tym celu mitochondria inkubuje sie w obecnosci
wszystkich elementow koniecznych do syntezy ATP oprocz akceptora
energii, jakim jest ADP (rysunek 2). Dodatek okreslonej ilosci ADP po-
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woduje skokowy wzrost szybkosci oddychania, az do momentu zwigzania
catej dostepnej ilosci ADP w postaci ATP. W tym momencie intensyw-
nos¢ oddychania wraca do wartosci wyjsciowej. Z ilosci zuzytego tlenu
podczas skoku oddychania i iloSci dodanego ADP mozna obliczy¢ stosunek
P/O. Ponadto oblicza sie tatwo tzw. kontrole oddychania przez akceptor
energii, wyrazang jako stosunek szybkosci oddychania po dodaniu akcep-
tora energii do tej szybkosci przed dodaniem ADP. Podobne skokowe zmia-
ny oddychania jak podczas fosforylacji oksydacyjnej obserwuje sie pod-
czas akumulacji jonéw dwuwarto$ciowych (20, 87).

Mitochondria

pmole 0,

g ADP 04 pmola

ADP 0,2 umola

0 2 4 6 8
Minuty

Rys. 2. Pomiar intensywnos$ci oddychania, stosunku ADP/O oraz kontroli oddycha-
nia przez akceptor energii w mitochondriach watroby szczura za pomocg czujnika

tlenowego Clarka
Do roztworu inkubacyjnego o sktadzie 80 mM NaCl, 10mM MgCI2 10 mM bursztynianu sodu,
4mM bufor fosforanowy 6 pH 74. dodano w miejscach oznaczonych strzatkami mitochondria
w ilo$ci 5 mg biatka oraz ADP. Objeto$¢ koncowa wynosita 2 ml. Linig przerywana oznaczono
ekstrapolacje krzywej zuzycia tlenu oraz rzuty odpowiednich punktéw na rzedna, wykonane
w celu doktadnego pomiaru ilosci zuzytego tlenu podczas skoku oddychania wywotanego do-
datkiem ADP

Dla badania proceséw zachodzacych w mitochondriach duze znaczenie
ma stosowanie elektrody tlenowej w potgczeniu z innymi metodami po-
zwalajacymi na réwnoczesne pomiary zmian zuzycia tlenu, fluorescenciji,
absorpcji i rozproszenia Swiatta oraz w polgczeniu z elektrodami rejestru-
jacymi stezenie H+, K+, Na+ itp. (19, 20, 23, 47, 78).

Konstrukcja naczynka pomiarowego moze by¢ bardzo rézna. W naj-
prostszym przypadku jest to zwykta probéwka, umieszczona w tazni ter-
mostatowej, do ktérej wprowadza sie od gory elektrody. Mieszanie pty-
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nu odbywa sie za pomoca elektrod, jezeli stosuje sie elektrode wirujaca
lub wibrujaca, przez obracanie catego naczynka lub tez za pomocg miesza-
detka elektromagnetycznego. Poprzez gérny otwor ptyn badany kontaktu-
je z powietrzem, totez nalezy zwraca¢ uwage, aby powierzchnia otworu
byta mozliwie mata w poréwnaniu z objetoscig ptynu. Gdy reakcja bada-
na jest dostatecznie szybka dyfuzja z powietrza nie odgrywa wiekszej roli
(21). Doktadne izolowanie uktadu od czynnikéw zewnetrznych moze po-
cigga¢ dos¢ duze komplikacje w konstrukcji (44).

Czesto w analizie materiatu biologicznego dysponuje sie niewielka ilos-
cig preparatu czy odczynnika i wtedy korzystne jest stosowanie naczynka
o mozliwie malej objetosci. Skonstruowano wiec naczynka o pojemnosci
rzedu 0,5ml i mniejsze (7, 35, 80, 97). Wymagajg one jednak szczegbélne-
go zabezpieczenia przed kontaktem z powietrzem, zwiaszcza, jezeli trzeba
dodawac jakie$ substancje podczas analizy. Przy tak matych ilosciach na-
lezy juz pamietaé, ze masy plastyczne rozpuszczaja pewne ilosci tlenu (15,
39) i ze elektroda pewnag jego ilos¢ zuzywa (18, 39).

Do analizy amperometrycznej konieczne sg niewielkie probki, co ma
duze znaczenie w badaniu natlenienia ptyndw ustrojowych (3). Do bada-
nia krwi pobierano probki rzedu 0,1ml (74, 75). Wymaga to oczywiscie za-
bezpieczenia badanej probki przed kontaktem z powietrzem. Kroétki czas
przebiegu analizy pozwala na unikniecie btedu spowodowanego zuzyciem
tlenu przez elementy komérkowe znajdujace sie w ptynie (39, 74, 76, 99).

W przypadku badania krwi nalezy pamieta¢, ze duza ilo$¢ tlenu zwia-
zana jest z hemoglobing. W bezposrednim sasiedztwie elektrody na skutek
reakcji elektrodowych, stezenie tlenu moze by¢ niskie tak, ze hemoglobina
oddaje tlen, ktdry zwieksza natezenie pradu dyfuzyjnego (6, 27, 71). Z dru-
giej strony obecno$¢ biatek powoduje spadek pragdu dyfuzyjnego nawet
przy uzyciu elektrod pokrytych kolodionem. To zjawisko mozna ttumaczyé
wzrostem lepkosci badanego roztworu, co z kolei zmniejsza szybko$é dy-
fuzji tlenu (77, 102).

Amperometria umozliwia pomiar natlenienia wprost w obiegu krwi
przez wprowadzenie elektrod do naczyn krwionosnych (18, 26). Miniaturo-
we elektrody zamontowane w odpowiednim kateterze mozna poprzez na-
czynia krwiono$ne wprowadzi¢ w rézne okolice organizmu (52, 58, 61).

Elektrody implantowane wprost do tkanek in vivo pozwalajg na po-
miar stezenia tlenu w bezposrednim sasiedztwie komorek (17, 18, 26, 34,
45). Przy ich pomocy mozna mierzy¢ szybko$¢ zuzycia tlenu przez te
tkanki in situ. Zatrzymuje sie wéwczas lokalnie krgzenie i notuje spadek
natlenienia (29). Z drugiej strony zmiany natlenienia w tkankach moga
by¢ wskaznikiem lokalnych zaburzen w krazeniu (69).

Elektrody tlenowe przystosowano do pomiaréw wspdétczynnika dyfuzji
tlenu w tkankach (65, 98). Zminiaturyzowano je réwniez do tego stopnia,
ze mozliwy stat sie pomiar natlenienia wewnatrz pojedynczej komorki
(108).
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Przyktadem wykorzystania elektrod tlenowych do posredniego pomia-
ru stezenia innych substancji moze by¢ czujnik wrazliwy na glukoze. Czuj-
nik ten to elektrody Clarka pokryte warstwg zelu akrylamidowego zawie-
rajgcego oksydaze glukozy. Glukoza z badanego roztworu, wchodzac
w kontakt z enzymem, powoduje ubytek tlenu w bezposSrednim sasiedz-
twie elektrody i tym samym zmniejsza prad dyfuzyjny tlenu. Prad ten
jest funkcjg stezenia glukozy i tym samym moze by¢ jego miarg (104).

Na zakonczenie mozna wspomnie¢ o elektrometrycznych pomiarach
zuzycia tlenu opartych na innych zasadach. Organizmy oddychajgce tle-
nem atmosferycznym umieszcza sie w naczyniu, w ktdrym ubytek tlenu
zostaje uzupetniony elektrolitycznie. llo$¢ zuzytego tlenu oblicza sie
z wartoS$ci pradu, jaki przeptynat podczas elektrolizy (24, 67, 106).

Do pomiaru stezenia tlenu w gazach oddechowych wykorzystuje sie
wiasciwosci pewnych zwigzkéw cyrkonu. Czujnik stanowi tu ogniwo, zbu-
dowane z tych zwigzkow, ktorego sita elektromotoryczna jest w odpowied-
nich warunkach funkcjg stezenia tlenu (33, 94).
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EWA PROCHNIEWICZ* HANNA STRZELECKA-GOLASZEWSKA™*

Spektroskopia fluorescencyjna i jej zastosowanie do badania
struktury biatek

Fluorescence Spectroscopy and its Application to Studies on the Protein
Structure

Theoretical basis of fluorescence phenomenon is described and examples of ap-
plication of the fluorescence spectroscopy to studies on the protein conformation are
given.

Jednym z kluczowych probleméw biologii molekularnej jest znalezie-
nie zwigzku pomiedzy strukturg i funkcjg czasteczek biatkowych w zy-
wych organizmach. Rozwigzanie tego zagadnienia wymaga stosowania
wielu metod zaréwno fizycznych jak chemicznych oraz umiejetnego ze-
stawienia uzyskanych danych. Celem niniejszego artykutu jest zasygna-
lizowanie mozliwosci zastosowania spektroskopii fluorescencyjnej do ba-
dania struktury, dynamiki czasteczek biatkowych oraz potaczern biatek
z innymi substancjami.

|. Teoria zjawiska fluorescencji

W czasteczkach zwigzkéw chemicznych, podobnie jak w atomach, elek-
trony moga znajdowac sie tylko w stanach o okreslonej energii, zwanych
poziomami energetycznymi, przy czym kazdej warto$ci energii elektrono-
wej czasteczki odpowiada szereg podpozioméw o réznych wartosciach
energii oscylacyjnej.

W normalnych warunkach czasteczki znajdujg sie w stanie podstawo-
wym, ktory na ogdt jest stanem singletowym. Absorpcja energii promie-

* Mgr, Instytut Biologii Doswiadczalnej im. M. Nenckiego, Polska Akademia
Nauk, Warszawa

** Dr, Instytut Biologii Doswiadczalnej im. M. Nenckiego, Polska Akademia
Nauk, Warszawa

Wykaz stosowanych skrétéw: ANS —kwas i-anilino-8-naftaleno-sulfonowy,
DNS —chlorek dwumetylonaftaleno-5-sulfonowy, TNS — kwas 2-p-toluidynylonafta-
leno-6-sulfonowy, TAS —4,4'-bis-(2-chloro-4-dwuetanoloamino-i,3,5-triazyl-6-dwu-
aminostilbeno-2,2'-dwusulfonian sodu, MDC — 4-metylo-7-dwuetyloaminokumaryna,
NPA — p-nitrofenyloantranilan
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nistej prowadzi do wzbudzenia czasteczki, to znaczy do przejscia elektro-
néw na jeden z wyzszych, niezajetych stanéw (schemat 1). Czasteczki sg
wzbudzane z najnizszego poziomu oscylacyjnego stanu podstawowego do
réznych pozioméw oscylacyjnych stanéw wzbudzonych. W roztworach od-
dziatywanie wzbudzonych czasteczek z rozpuszczalnikiem moze powodo-
wac utrate nadmiaru energii oscylacyjnej w czasie rzedu 10~12 sekundy
i przejscie do najnizszego poziomu oscylacyjnego danego stanu wzbudzo-
nego. Jest to proces bezpromienisty.

Utrata energii wzbudzenia wskutek emisji promieniowania nazywana
jest luminescencja, ktérej szczegélny przypadek stanowi fluoreseencja.
Jest to proces emisji promieniowania z najnizszego poziomu oscylacyjne-
go pierwszego wzbudzonego stanu singletowego. Czas zycia tego stanu
jest rzedu 10~9—10~7 sek i tego samego rzedu jest czas trwania fluores-
cencji.

N
S

Ep-E

[ ﬁ T

Gy &, G-T,

Schemat 1. Uktad poziomoéw energetycznych w czasteczce
G —stan podstawowy; Elt E2—wzbudzone stany singletowe; Tt—stan tripletowy. Zaznaczono
strukture oscylacyjna poziomoéw

Utrata nadmiaru energii oscylacyjnej przed aktem emisji powoduje, ze
energia kwantéw promieniowania fluorescencji jest nizsza niz energia
kwantéw absorbowanych. Poniewaz energia promieniowania jest odwrot-
nie proporcjonalna do dtugosci fali, potozenie maksimum widma emisji
fluorescencji' przesuwa sie w strone fal dluzszych wzgledem potozenia
maksimum widma absorpcji. Widmo wzbudzenia fluorescencji, ilustrujace
zalezno$¢ natezenia fluorescencji od dtugosci fali swiatta wzbudzajacego,
w przypadku izolowanego chromoforu pokrywa sie z jego widmem ab-
sorpcji. Na rysunku 1 przedstawiono stosunek pomiedzy widmami wzbu-
dzenia i emisji na przyktadzie kompleksu kwasu 2-anilino-8-naftalenosul-
fonowego (ANS) z apomioglobina.

Natezenie Swiatta fluorescencji charakteryzuje tzw. wydajnos¢ kwan-
towa Q, zdefiniowana jako stosunek liczby kwantéw wyemitowanych (F)
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N

4
1 § o]

1
500 540

S -

1 1

1

1

1 1
420 460
Dhugos¢ fali (nm)

1 ap
340 380

Rys. 1. Widmo wzbudzenia (I) i widmo emisji fluorescencji (II) kompleksu ANS
z apomioglobing (wg 26)

F
do liczby kwantéw zaabsorbowanych (A): Q » Warto$¢ Q jest na ogot

mniejsza od jednoSci i jest proporcjonalna do utamka fluoryzujacych cza-
steczek. Obnizenie wydajnosci kwantowej ponizej 1 jest wynikiem mozli-
wosci przechodzenia czasteczek ze stanu wzbudzonego do stanu podstawo-
wego na drodze r6znej od emisji promieniowania fluorescencji (10).

Il. Procesy konkurencyjne w stosunku do fluorescencji

Pierwszym tego typu procesem, majacym w zasadzie niewielkie zna-
czenie, jest bezpromieniste przejscie czasteczki ze stanu wzbudzenia do
stanu podstawowego, przy czym energia wzbudzenia zamienia sie na cie-
pto. Bardziej zastuguje na uwage zjawisko wewnetrznego przejscia ener-
getycznego okres$lanego w literaturze angielskiej nazwa intersystem Cross-
ing (10). Polega ono na przejsciu czasteczki z pierwszego wzbudzonego
stanu singletowego do najnizszego stanu tripletowego. Przejscie promie-
niste miedzy stanem tripletowym i podstawowym nazywane jest fosfo-
rescencjg. Czas zycia stanu tripletowego jest rzedu 10-4—10 sek, wskutek
czego promieniowanie fosforescencji trwa znacznie dtuzej niz fluorescen-
cji. Z drugiej strony, tak dlugi czas zycia stanu tripletowego zwieksza
prawdopodobieAstwo utraty wzbudzenia wskutek zderzen z innymi cza-
steczkami obecnymi w roztworze. W konsekwencji w roztworach w tem-
peraturze pokojowej fosforescencji na og6t sie nie obserwuje.

Prawdopodobiefistwo wewnetrznego przejScia energetycznego zalezy
od struktury stanéw elektronowych czasteczki. Stwierdzono, ze prawdopo-
dobienstwo to jest znacznie mniejsze w weglowodorach aromatycznych,
wykazujacych duze rozszczepienie singlet-triplet, niz w przypadku cza-
steczek niektorych barwnikéw organicznych, gdzie odpowiednia rdznica
energii jest mata (11).
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Zjawiskiem intersystem Crossing ttumaczy sie tzw. efekt ciezkich ato-
mow przejawiajacy sie tym, ze podstawienie ciezkich atoméw do ukiadu
elektronow jt zwieksza natezenie fosforescencji kosztem fluorescencji. Na
przyktad w serii pochodnych halobenzenowych wydajnos¢ kwantowa fluo-
rescencji dla fluorobenzenu wynosi 0,16 dla chlorobenzenu 0,05, dla bro-
mobenzenu 0,01, a jodobenzen nie fluoryzuje wcale (6).

Wygaszanie fluorescencji moze by¢ takze zwiazane z utratg energii
wzbudzenia w wyniku zderzen czasteczki z innymi czagsteczkami obecnymi
w Srodowisku, jak czasteczki tlenu, haloidki alkili, czy chelaty atomoéw

paramagnetycznych (22). 1
Innym rodzajem dezaktywacji stanu wzbudzonego jest bezpromienista
wymiana energii —przekazanie energii na inng drobine bez bezposrednie-

go kontaktu oddziatujgcych czasteczek. Wzbudzona w ten sposdb czastecz-
ka— akceptor energii:—przy przejSciu do stanu podstawowego emituje
wiasne widmo fluorescencji. Dla zaj$cia bezpromienistej wymiany energii,
zwanej takze fluorescencjg uczulong, konieczne jest aby si) widmo emisji
donora pokrywato sie z widmem absorpcji akceptora, b) wzbudzone po-
ziomy elektronowe donora znajdowaty sie powyzej poziomdéw akceptora.

Wydajnos$¢ procesu bezpromienistej wymiany energii zalezy od odleg-
tosci i wzajemnej orientacji przestrzennej donora i akceptora ze wzgledu
na postulowany dipolowy charakter ich oddziatywania. Prawdopodobien-
stwo wystapienia wymiany energii jest najwieksze w przypadku réwno-
legtego ustawienia oddziatujgcych dipoli, natomiast najmniejsze w przy-
padku ustawienia prostopadtego (5).

I11. Wplyw geometrii czasteczki i wiasnosci rozpuszczalnika na widmo
fluorescencji

Zjawisko fluorescencji wykazujg gtownie czasteczki majgce uktady
elektrondw jt, a szczegdlnie zwigzki aromatyczne i heterocykliczne (10).
Wiele fluoryzujacych czasteczek organicznych chrakteryzuje ptaska,
sztywna struktura. Przyjmuje sie bowiem (10), ze w przypadku struktur
gietkich istnieje wieksze prawdopodobienstwo rozproszenia energii wzbu-
dzenia na rotacje i oscylacje poszczegdlnych fragmentow czasteczki wzgle-
dem siebie niz w przypadku czgsteczek sztywnych.

Mozliwos¢ dezaktywacji stanu wzbudzonego chromoforu w wyniku
wewnatrzczasteczkowych ruchow (15) implikuje istnienie zaleznosci po-
miedzy natezeniem fluorescencji a lepkosScig rozpuszczalnika. Na przyktad
wydajno$¢ kwantowa fluorescencji kwasu 2-p-toluidynylonaftaleno-6-sul-
fonowego (TNS) wzrasta ze wzrostem lepkosci rozpuszczalnika (19). We-
dtug autoréw (19) przyczyna tego rodzaju zaleznosci zwigzana jest z roz-
praszaniem energii wzbudzenia na wzajemny obrot pierScieni fenylowego
i naftylowego w czasteczce TNS.



[5] SPEKTROSKOPIA FLUORESCENCYJNA 587

Widmo fluorescencji czasteczek organicznych w roztworach zalezy od
takich wiasnosci rozpuszczalnika, jak stata dielektryczna, czy zdolno$é
tworzenia wigzan wodorowych z badang substancjg. Wptyw statej dielek-
trycznej objawia sie wystgpieniem w widmie tzw. przesunie¢ polaryza-
cyjnych. Przesuniecia te obserwuje sie w zwigzkach majgcych wiekszy
moment dipolowy w stanie wzbudzonym niz w stanie podstawowym (16).
W rozpuszczalnikach polarnych cze$¢ energii stanu wzbudzonego chromo-
foru zuzywa sie na oddziatywanie z dipolowymi drobinami rozpuszczalni-
ka, co powoduje przesuniecie potozenia maksimum widma emisji fluores-
cencji w kierunku fal dtuzszych w porédwnaniu z potozeniem maksimum
w $rodowisku niepolarnym. Wielko$¢ tego przesuniecia wzrasta ze stop-
niem polarnosci rozpuszczalnika. Polarne rozpuszczalniki obnizajg rowniez
wydajnosé kwantowa fluorescencji (26), jednak mechanizm tego zjawiska
nie jest jeszcze dobrze poznany. llustracjg zaleznosci widma fluorescencji
od polarnosci rozpuszczalnika sg wyniki badan fluorescencji ANS w réz-
nych alkoholach (rysunek 2). Widoczny jest wzrost wydajnosci kwanto-
wej i przesuniecie potozenia maksimum widma emisji fluorescencji ANS
w kierunku fal krétszych wraz ze spadkiem polarnosci rozpuszczalnika,
ktdra zmniejsza sie w porzadku: glikol etylenowy (Eg), metanol (M), eta-
nol (E), n-propanol (P), n-butanol (B) i n-oktanol (O).

Wptyw wigzan wodorowych na widmo fluorescencji badali Mataga
i Kaifu (18). Powstanie wigzan wodorowych miedzy rozpuszczalnikiem
i substancjg rozpuszczong powoduje szereg niepozadanych efektow, jak
przesuniecie potozenia maksimum widma fluorescencji w kierunku fal
dtuzszych lub krotszych oraz zmiany wydajnosci kwantowej emisji fluo-
rescencji. Poniewaz przewidywanie jakiego rodzaju efekt wystgpi w ba-
danym uktadzie jest bardzo trudne, w badaniach za pomocg metody fluo-

~-
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Rys. 2. Widma fluorescencji ANS w alkoholach (wg 26)
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rescencyjnej wazny jest dobor takich rozpuszczalnikéw, ktére nie tworzg
wigzan wodorowych z badang substancjg (40).

Wydajnos¢ kwantowa i potozenie maksimum fluorescencji zalezg row-
niez od temperatury. Na ogét spadek temperatury powoduje wzrost wy-
dajnosci kwantowej fluorescencji oraz przesuniecie potozenia maksimum
w kierunku fal krotszych. A zatem interpretacja widma fluorescencji
otrzymanego w danym rozpuszczalniku o danej temperaturze nie moze
by¢ mechanicznie przenoszona na wyniki otrzymane w innym rozpuszczal-
niku oinnej temperaturze.

IV. Zastosowanie fluorescencji do badania konformacji czgsteczek
biatkowych

Stosujac fluorescencje do badan nad konformacjg biatek wykorzystuje
sie badZz chromofory naturalnie wystepujagce w czasteczce biatka, badz
chromofory sztucznie do niej wprowadzone. Te ostatnie okresla sie zwy-
kle mianem chromoforéw zewnetrznych.

1. Chromofory naturalne

Moga to by¢ chromofory koenzymatyczne, na przyktad dwunukleotyd
nikotynoamidoadeninowy, zredukowany dwunukleotyd flawinowoadenino-
wy, fosforan pirydoksalu lub chromofory wewnetrzne, jak aromatyczne
tancuchy boczne tryptofanu, tyrozyny i fenyloalaniny.

Badania wykazaty, ze wydajno$¢ kwantowa fluorescencji tryptofanu
zalezy od stanu sasiednich grup funkcyjnych (4). Jony fenolowe peinig
przypuszczalnie role akceptoréw w procesie bezpromienistej wymiany
energii, przyczyniajac sie tym do obserwowanego wygaszania emisji fluo-
rescencji tryptofanu w alkalicznym zakresie pH (4, 25). To przypuszczenie
opiera sie na fakcie, ze widmo absorpcji zjonizowanej tyrozyny naktada
sie na widmo emisji tryptofanu w stopniu wystarczajgcym do wystgpie-
nia bezpromienistej wymiany energii. Przyczyng wygaszania fluorescen-
cji tryptofanu w pH > 11 moze by¢ rowniez powstawanie kompleksu jo-
now hydroksylowych ze wzbudzonym chromoforem (25).

Takze jonizacja grup karboksylowych powoduje wygaszanie fluores-
cencji, wywotane przypuszczalnie zakioceniem struktury elektronowej
reszt tryptofanu przez sgsiadujace grupy karboksylowe. Grupy aminowe
przyczyniaja sie do wygaszania fluorescencji zarbwno w stanie zjonizo-
wanym jak i niezjonizowanym. Efekty te ttumaczy sie przenoszeniem pro-
tonu miedzy grupg aminowga a pierscieniem indolowym tryptofanu (4).
Ogélnie biorac, wptyw innych aminokwaséw na widmo fluorescencji za-
lezy od ich potozenia wzgledem chromoforu, a wiec od konformacji biatka.
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W przypadku pepsyny, albuminy jaja i lizozymu wygaszaniu fluores-
cencji w kwasnym pH towarzyszy pojawienie sie widma réznicowego
w pasmie odpowiadajagcym absorpcji tryptofanu, co przypuszczalnie wigze
sie z przemianami strukturalnymi biatek w tym zakresie pH (25).

Badanie widma fluorescencji w zaleznosci od pH i temperatury wyka-
zato korelacje zmian wydajnosci kwantowej fluorescencji ze zmianami
konformacyjnymi biatek, o ktérych wiadomo na podstawie badan prze-
prowadzonych przy uzyciu innych metod. Wystepujagcy w obszarze alka-
licznym spadek wydajnosci kwantowej fluorescencji reszt tryptofanu, spo-
wodowany bezpromienista wymiang energii ze zjonizowanymi resztami
tyrozylowymi, okazat sie zalezny od wiasnosci strukturalnych danego
biatka. Na przyktad w przypadku lizozymu przy alkalizacji roztworu ob-
serwowano odwracalny spadek wydajnosci kwantowej fluorescencji, a ob-
nizeniu pH od 12 do obszaru obojetnego towarzyszyt wzrost wydajnosci
kwantowej do wartoSci obserwowanej przed alkalizacjg. Natomiast
w przypadku albuminy jaja zmiany wydajnosci kwantowej towarzyszace
podwyzszeniu pH roztworu okazaty sie nieodwracalne (rysunek 3). Te nie-
odwracalnos¢ przypisuje sie denaturacji biatka, ktérej nastepstwem jest
odstoniecie i jonizacja grup tyrozylowych, zamaskowanych w rodzimym
biatku (3).

) zalezno$ci wydajnosci kwantowej fluorescencji tryptofanu od kon-
formacji biatka swiadczy réwniez jej zmiana pod wptywem wysokich ste-
zen mocznika i detergentdéw — czynnikéw powodujacych zmiany konfor-
macyjne.

Badanie zaleznosci temperaturowej widma fluorescencji wykazato, ze
gdy nie zachodzg zmiany strukturalne w biatku, wzrostowi temperatury

pH

—

10

1

03]

-104

Rys. 3. Zaleznos$¢ natezenia fluorescencji albuminy jaja od pH; (0) przebieg zmian
natezenia przy alkalizacji roztworu biatka; (¢) przebieg zmian natezenia przy zobo-
jetnianiu (wg 25)
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towarzyszy ciggly spadek wydajnosci kwantowej fluorescencji. Natomiast
przemiany konformacyjne zaznaczajg sie w postaci wyraznej zmiany na-
chylenia krzywej w krytycznym obszarze temperatur.

Przytoczone przykiady wskazuja, ze zalezno$¢ widm fluorescencji od
najblizszego otoczenia fluoryzujgcych chromoforow moze by¢ wykorzysta-
na do badania zmian konformacyjnych biatek. Jednak interpretacje otrzy-
manych wynikéw utrudnia w wielu przypadkach brak znajomosci sek-
wencji aminokwaséw w sgsiedztwie odpowiednich chromoforéw. Drugim
ograniczeniem stosowania metody fluorescencji jest to, ze nie zawsze fluo-
ryzujgca reszta znajduje sie w interesujgcym badaczy obszarze czasteczki,
na przyktad w centrum aktywnym enzymu.

2. Chromofory zewnetrzne

Ostatnio dla umozliwienia badania witasnosci konformacyjnych okres-
lonych obszaréw czasteczek biatkowych rozwinieto technike wprowadza-
nia do nich niskoczasteczkowych zwigzkéw fluoryzujacych, okreslanych
w literaturze nazwg fluorescent probes. Widma fluorescencji wprowadzo-
nych zwiazkoéw, dzieki zaleznosci od bezposredniego otoczenia, dostarcza-
ja informacji o lokalnych zmianach konformacyjnych czasteczki-nos$nika.

Fluoryzujace kompleksy biatek z chromoforami mozna otrzymac¢ albo
w wyniku powstania kowalencyjnego wigzania miedzy chromoforem
a biatkiem, albo tez droga uzycia zwigzkéw adsorbujacych sie na czastecz-
kach biatkowych bez tworzenia wigzan kowalencyjnych. Przy badaniu
fluoryzujacych komplekséw zawierajacych zwigzany kowalencyjnie chro-
mofor istotne jest, aby utworzenie wigzania chemicznego nie zmieniato
wiasciwosci danego biatka. Pozadane jest tez powstanie tylko jednego ro-
dzaju potaczenia, na tyle silnego, aby umozliwito badania wiasnos$ci biatka
w szerokim przedziale pH i temperatury. Przykiadem fluoryzujacej po-
chodnej jest badane przez Webera (36) potgczenie chlorku dwumety-
lonaftaleno-5-sulfonowego (DNS) z albuming jaja i albuming surowicza,
oraz badane przez Hartleya i Masseya (8) polagczenie DNS z ak-
tywnym centrum a-chymotrypsyny.

Innymi przyktadami chromoforéw zewnetrznych sg J-anilino-8-nafta-
lenosulfonian (ANS), 2-p-toluidynylonaftaleno-6-sulfonian (TNS), 4,4'-bis-
(2-chloro-4-dwuetanolamino-1,3,5-triazyl-6)dwuaminostilbeno-2,2'-dwu-
sulfonian sodu (TAS), 4-metylo-7-dwuetyloaminokumaryna (MDC) i po-
chodna 4,4'-dwuaminostilbeno-2,2'-dwusulfonianu  (MBAS). Ich widma
fluorescencji ulegajg silnym zmianom w wyniku adsorpcji na pewnych
biatkach (14, 17, 19, 24, 30, 31, 38). Przykladowo badano widma fluores-
cencji ANS w obecnosci apomioglobiny i apohemoglobiny (26). Wykazano,
ze hydrofobowy obszar, do ktérego przytaczona jest grupa hemowa, wigze
réwniez ANS. Zgodnie z opisang uprzednio zalezno$cig wiasnosci fluores-
cencyjnych chromoforéw od polarnosci otoczenia, w wyniku utworzenia
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kompleksu ANS-apomioglobina lub ANS-apohemoglobina obserwuje sie
znaczny wzrost wydajnosci kwantowej fluorescencji ANS i jednoczesne
przesuniecie potozenia maksimum widma w kierunku fal krotszych w sto-
sunku do obserwowanych w roztworze wodnym.

W oparciu o istniejagcy zwigzek pomiedzy potozeniem maksimum wid-
ma i wydajnoscig kwantowg fluorescencji a polarnoscig Srodowiska bada-
no polarnos¢ miejsc przytaczenia chromoforéw do biatek: MDC do albu-
miny bydlecej, (3-laktoglobuliny bydlecej, insuliny, albuminy i lizozymu
jaja kurzego (30), TAS do insuliny, lizozymu, rybonukleazy, chymotrypsy-
nogenu, a-chymotrypsyny (31), 6-aminonaftaleno-2-sulfonianu do albumi-
ny bydlecej i homologicznego przeciwciata (41), TNS do albuminy bydlecej,
chymotrypsyny, lizozymu, y-G-immunoglobulin, albuminy jaja (19) ANS
do miozyny (2).

Badajac widma fluorescencji TNS w obecnosci chymotrypsyny Mc -
Clure i Edelman (20) $ledzili procesy towarzyszace wigzaniu kom-
petytywnych inhibitoréw tego enzymu. Wykazano, ze TNS przyfacza sie
do apolarnego obszaru chymotrypsyny, réznego od centrum aktywnego
enzymu. Wigzanie analogéw substratéw oraz inhibitorow kompetytyw-
nych jak (3-fenylopropionian pociagato za sobg zmiany widma fluorescen-
cji TNS (rysunek 4), ktére mozna bylo zinterpretowaé¢ jako nastepstwo
zmian konformacyjnych, towarzyszacych wigzaniu tych zwigzkow.
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Rys. 4. Wptyw analogéw substratu na natezenie fluorescencji roztworéw zawieraja-
cych TNS i chymotrypsyne. Natezenie fluorescencji wyrazono w procentach nate-

zenia obserwowanego w nieobecnosci inhibitora
(A) |3-fenylopropionian; (O) D-tryptofan; () acetylo-L-tryptofan; (O0) L-tryptofan; (wg 20)

Metoda fluorescencyjng badano réwniez wptyw szeregu czynnikéw na
przemiane chymotrypsynogenu do chymotrypsyny w obecnosci trypsyny
(21). W tym przypadku, analogicznie jak poprzednio, obserwowano zmia-
ny wydajnosci kwantowej fluorescencji TNS w czasie procesu aktywacji
enzymu. Okazato sie, ze przemiany konformacyjne towarzyszace akty-
wacji chymotrypsynogenu powodujg wyrazny wzrost wydajnosci kwanto-
wej fluorescencji TNS (rysunek 5).
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Rys. 5. Wzrost natezenia fluorescencji (0) i aktywnos$ci enzymatycznej (¢) w czasie
aktywacji chymotrypsynogenu przez trypsyne w obecnosci TNS (wg 21)

Opierajac sie na proporcjonalnosci natezenia fluorescencji TNS do ak-
tywnosci enzymatycznej, autorzy mogli zatem zbadaé wptyw sity jono-
wej, pH istezenia reagentdw na przebieg procesu aktywacji.

Gdy w czasteczce wystepuja dwa rézne chromofory moze miedzy nimi
zaj$¢ (przy spetnieniu warunkdw omoéwionych w teoretycznej czesci tego
przegladu) rezonansowa wymiana energii. Wystepowanie zjawiska fluo-
rescencji uczulonej mozna wykry¢ obserwujac zmiany widma wzbudzenia
akceptora w obecnosci donora. Jak podano uprzednio, w przypadku izo-
lowanego chromoforu widmo wzbudzenia pokrywa sie z widmem absorp-
cji. Proces rezonansowej wymiany energii powoduje, Zze w obszarach wid-
ma wzbudzenia akceptora, odpowiadajgcych maksimum absorpcji donora,
pojawiajg sie dodatkowe przyczynki. Sg one spowodowane przeniesieniem
czesci energii wzbudzenia donora do akceptora. llustracjg takiego efektu
sg dane otrzymane dla uktadu modelowego, ktéorym byta poli-L-prolina
z grupa dansylowga (akceptor) na jednym z koncéw tancucha, oddzielong
okreslong iloscia monomeréw L-proliny (1—12) od grupy a-naftylowej
(donor) na drugim koncu tahncucha (l) (28). Z rysunku 6 widac, ze zgodnie
z przewidywaniami (5) wydajno$¢ procesu wymiany energii maleje ze
wzrostem liczby monomerdw proliny (n). A zatem badanie wydajnosci re-
zonansowej wymiany energii pozwala ocenia¢ odlegtos¢ miedzy donorem
i akceptorem.

Przy interpretacji tego rodzaju danych niezbedne sg jednak informacje
dotyczace mozliwosci zmian wzajemnej orientacji oddziatujgcych chromo-
forébw w czasie wykonywania pomiardéw, poniewaz wydajno$¢ procesu wy-
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miany energii wedtug Forstera (5 zalezy nie tylko od odlegtosci, ale
tez od orientacji przestrzennej donora wzgledem akceptora.

Przyktadem wykorzystania zaleznosci wydajnosci fluorescencji uczu-
lonej od konformacji biatka zawierajgcego wzajemnie oddziatujgce chro-
mofory moga by¢ badania nad konformacjg miozyny — jednego ze struk-
turalnych biatek miesniowych, posiadajgcego aktywno$¢ ATPazy (fosfo-
hydrolaza ATP, EC 3.6.1.3).

Cheung i Morales (2) stwierdzili, ze czynniki zmieniajace ak-
tywno$¢ enzymatyczng miozyny powodujg réwniez zmniejszenie nateze-
nia fluorescencji roztworu miozyny zawierajgcej ANS, ktory byt w tym
przypadku akceptorem energii od wzbudzonych reszt tryptofanu. Autorzy
mogli stad wnioskowaé o wystepujacych pod wptywem badanych czynni-
kéw zmianach konformacyjnych w miozynie, obejmujacych niewielkie
obszary w sasiedztwie chromoforu. Dogodnym uktadem do badania wtas-
nosci strukturalnych miozyny jest takze jej potgczenie z DNS. Chromofor
ten, podobnie jak ANS, moze byé akceptorem energii od wzbudzonych
reszt tryptofanu w procesie rezonansowej wymiany energii. Ze zmian ak-
tywnos$ci enzymatycznej miozyny nastepujgcych po utworzeniu komplek-
su z DNS mozna wnioskowaé, ze DNS przytacza sie w poblizu centrum
aktywnego tego biatka (12).

W wyniku trawienia trypsyna miozyna rozpada sie na dwa fragmenty:
L-meromiozyne i H-meromiozyne; w tej ostatniej zlokalizowana jest ak-
tywnos¢ ATPazowa miozyny. Podobne potozenie maksimum widma ab-
sorpcji N-e-DNS-lizyny oraz potgczenia DNS z H-meromiozyng nasuneto
whniosek, ze DNS reaguje z e-aminowg grupg L-lizyny w czasteczce H-me-
romiozyny (29). Kasuya i Takashina (13) obserwowali wptyw
réznych czynnikéw (pH, mocznika, chlorowodorku guanidyny, etanolu
i dwuoksanu) na widmo fluorescencji miozyny zawierajagcej DNS. Badano
widmo w obszarze fluorescencji tryptofanu i fluorescencji uczulonej DNS
(wzbudzanej Swiattem o dtugosci fali odpowiadajgcej maksimum absorpcji
tryptofanu, tj. 285nm), obejmujgcych zakres ultrafioletowy, oraz w zakre-
sie widzialnym, odpowiadajgcym fluorescencji DNS wzbudzanej przy diu-
gosci fali odpowiadajgcej maksimum absorpcji barwnika (330nm). Po do-
daniu dwuoksanu zauwazono zalezng od czasu zmiane natezenia fluores-
cencji (rysunek 7).

Krzywa wygaszania fluorescencji DNS wzbudzonego przy 330nm ma
charakter dwufazowy, co autorzy interpretuja jako rezultat wystepuja-
cych kolejno dwu rodzajow przejs¢ strukturalnych pod wptywem dwuok-
sanu. Wniosek ten zgadza sie z wynikami prac Tonomury i wsp. (32),
ktorzy stwierdzili, ze pierwszym efektem dodania dwuoksanu do miozyny
jest wzrost zawartosci a-heliksu w czasteczce (mierzony metodg optycz-
nej rotacji) z jednoczesnym zwiekszeniem aktywnosci enzymatycznej biat-
ka, po czym zawarto$¢ a-heliksu i aktywno$¢ enzymatyczna zmniejszajq
sie. Natomiast monofoniczny spadek natezenia fluorescencji reszt trypto-
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Rys. 6. Widmo pobudzenia grupy dan- Rys. 7. Wptyw dwuoksanu na natezenie
sylowej (akceptora) w zaleznosci od fluorescencji miozyny znakowanej DNS.
liczby reszt proliny (n = 1578,10,12) Dilugos¢ fali Swiatla emitowanego —
oddzielajgcych jg od grupy a-naftylo- 505nm;
wej (donora) (wg 28) (¢) diugos¢ fali Swiatta wzbudzajgacego —

285 nm; (O) diugos$¢ iali Swiatta wzbudzaja-
cego — 330 nm (wg 13)

fanu w obecnosci dwuoksanu wigzany jest ze zmianami konformacyjnymi,
zachodzacymi w miejscach odlegtych od centrum aktywnego miozyny.

W miare podwyzszania pH roztworu miozyny zawierajgcej DNS
zmniejszato sie natezenie fluorescencji. Wygaszanie fluorescencji trypto-
fanu w warunkach jonizacji reszt tyrozyny o pK =10,6 autorzy przypisu-
ja rezonansowej wymianie energii miedzy wzbudzonym tryptofanem i jo-
nem fenolowym, natomiast wygaszanie fluorescencji uczulonej DNS, to-
warzyszace jonizacji reszt tyrozyny o pK = 11,6 interpretowane jest jako
wynik zmian konformacyjnych, poniewaz jonizacja tych reszt wigze sie
z denaturacjag biatka (33).

Etanol, ktéry ma wiasciwos¢ rozrywania wigzan hydrofobowych (23),
zmienia przebieg zaleznosci widma fluorescencji od pH. Obszar wygasza-
nia fluorescencji tryptofanu przesuwa sie do nizszych wartosci pH, co
zdaniem autoréw wskazuje na pewne rozluznienie struktury, utatwiajgce
jonizacje reszt tyrozylowych.

W obecnosci mocznika obserwuje sie zmniejszenie natezenia fluores-
cencji tryptofanu oraz DNS w zakresie pH 8—10, natomiast w pH 10
zwieksza sie silnie wydajnos¢ fluorescencji DNS wzbudzanego przy 330nm
i maleje stopief wygaszania fluorescencji tryptofanu i DNS wzbudzanych
przy 285nm. Autorzy przypuszczaja, ze te zmiany widma sg spowodowane
réznymi rodzajami przemian strukturalnych w czasteczce miozyny. Wid-
ma fluorescencji miozyny w obecnosci chlorowodorku guanidyny lub
mocznika w $rodowisku obojetnym wykazujg w obu przypadkach rézne
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natezenie, co nasuwa przypuszczenie o odmiennych mechanizmach dzia-
tania tych substancji na strukture biatka.

Metode fluorescencji prébowano réwniez zastosowa¢ do badania ewen-
tualnych zmian konformacyjnych zachodzacych w btonach biologicznych
w zaleznosci od ich stanu funkcjonalnego. Wallach i wsp. (35) analizo-
wali mozliwo$¢ zastosowania fluorescencji do badania zmian w lipidowych
obszarach bion erytrocytow, zwracajagc uwage na oddziatywanie ANS
z fosfolipidami oraz z btonami erytrocytow. Wzrost natezenia fluorescencji
i przesuniecie potozenia maksimum widma w kierunku fal krotszych, to-
warzyszace przytgczaniu ANS do lizolecytyny, wskazuja na hydrofobowe
wiasnosci odpowiednich miejsc wigzacych chromofor. W obecnosci bton
erytrocytow ANS wykazuje rowniez wzrost natezenia fluorescencji. Jed-
nakze, bioragc pod uwage zawartos¢ lipidéw w btonach, wzrost fluorescen-
cji mozna byto oceni¢ jako sze$ciokrotnie nizszy niz w przypadku potg-
czenia ANS z lizolecytyng. Jednocze$nie w obecnosci ANS zmniejsza sie
wydajnos¢ kwantowa reszt tryptofanu biatek bton, a w widmie pobudze-
nia ANS pojawiajg sie dodatkowe przyczynki, nie wystepujagce w kom-
pleksach ANS z fosfolipidami. Swiadczy to o zachodzacym procesie rezo-
nansowej wymiany energii pomiedzy resztami tryptofanu stanowigcymi
donory i ANS jako akceptorem. Przytoczone tu obserwacje pozwalajg we-
dtug Wallacha i wsp. sadzi¢, ze ANS przytgcza sie gtownie do biatkowych
obszaréw bton.

Potwierdzajg ten wniosek wyniki badan Hasselbacha i Heim-
berga (9) nad oddziatywaniem ANS z bionami siateczki sarkoplazma-
tycznej. Obserwowany przez nich wzrost natezenia fluorescencji ANS
w zawiesinie frakcji mikrosomalnej wyizolowanych z mie$nia fragmentow
siateczki sarkoplazmatycznej byt taki sam, jak w obecnosci preparatéw,
z ktorych usunieto fosfolipidy. Swiadczytoby to o tym, ze niepolarne ob-
szary bton, do ktérych przytgcza sie ANS, zawierajg wytgcznie biatka. Po-
dobny wzrost fluorescencji ANS zachodzi w obecnos$ci pierwszo- i czwar-
torzedowych amin (np. bromku cetylotrjmetyloamoniowego) oraz w obec-
nosci kompleksu polilizyny z kwasem oleinowym. W zwiazku z tym auto-
rzy przypuszczaja, ze najprawdopodobniejszym miejscem wigzania ANS
we fragmentach bton siateczki sarkoplazmatycznej sg znajdujgce sie w nie-
polarnym otoczeniu grupy aminowe. Hasselbach i Heimberg za-
obserwowali nastepnie cykliczne zmiany natezenia fluorescencji ANS
w procesie zaleznego od ATP pobierania wapnia przez preparaty siateczki
sarkoplazmatycznej, bedacego jedng z biologicznych funkcji tego syste-
mu. Przypuszczajg oni, ze jest mozliwe znalezienie korelacji miedzy fluo-
rescencja a stanem funkcjonalnym btony i, co za tym idzie, badanie zmian
stanu funkcjonalnego bton metodg fluorescencji.

Z cytowanych wyzej prac (9, 35) wynika, ze ANS fiaczy sie gtdwnie
z biatkami bton, co uniemozliwia uzycie tego chromoforu do badania wtas-
ciwosci obszaréw lipidowych oraz wzajemnych zaleznoSci pomiedzy biat-



596 E. PROCHNIEWICZ, H. STRZELECKA [14]

kami i lipidami w btonach. Wallach i wsp. (35 proponujg, aby w ba-
daniach oddziatywan biatka-lipidy metodag fluorescencyjng postugiwac sie
lipofilnymi chromoforami, ktére bylyby zdolne do pobierania energii
wzbudzenia elektronowego od reszt tryptofanu biatek. Jako przyktady ta-
kich chromoforéow podajg witamine A i jej pochodne (7), antybiotyki polie-
nowe (1), fenotiazyne i rezerpine (34).

V. Zjawisko polaryzacji fluorescencji i jego zastosowanie w badaniach
witasciwosci strukturalnych biatek

Jak wspomniano na wstepie, warunkiem wystapienia fluorescencji jest
wzbudzenie czasteczki na drodze absorpcji Swiatta. Prawdopodobienstwo
przejscia czasteczek ze stanu k do stanu m wskutek absorpcji promienio-
wania jest proporcjonalne do wielko$ci dmkEoCos20, gdzie EO jest amplitu-
da natezenia pola elektrycznego, dnk (tzw. moment przejscia) jest wekto-
rem réwnolegtym do momentu dipolowego drobiny, a kat 0 jest katem
miedzy wektorami E0 i dnmk Prawdopodobienistwo absorpcji Swiatla jest
najwieksze, gdy kierunek drgan wektora elektrycznego fali absorbowanej
jest réwnolegty do momentu dipolowego czasteczki, tzn. 0 = 0,cos0 = 1.
Poniewaz kierunek drgan wektora elektrycznego fali emitowanej jest réw-
nolegty do kierunku momentu przejscia czasteczki emitujacej, czasteczka
emituje Swiatto spolaryzowane. Polaryzacje emisji mozna zmierzyé. Jezeli
badany roztwor naswietla sie Swiattem spolaryzowanym w kierunku OZ
(schemat 2), po czym obserwuje sie w kierunku OX natezenie dwéch skia-
dowych spolaryzowanych $wiatta fluorescencji: sktadowej prostopaditej Ii,
drgajacej w kierunku OX i sktadowej réwnolegtej In, drgajacej w Kie-
runku OZ, polaryzacje fluorescencji p definiuje wyrazenie:

lu-1i
I,+1i

Kierunek
wzbudzenia
0

X

Kierunek
obserwacji

Schemat 2. Badanie polaryzacji fluorescencji
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Badany roztwor znajduje sie w punkcie O. Natezenie dwoéch sktadowych
spolaryzowanych fluorescencji okre$la sie za pomoca odpowiedniego urzg-
dzenia G (np. pryzmatu Nikola) (37).

Ze wzgledu na zalezno$¢ miedzy kierunkiem momentu przejscia cza-
steczki a prawdopodobiefAstwem absorpcji i kierunkiem drgan wektora
elektrycznego fali emitowanej warto$¢ p zalezy od wzajemnej orientacji
momentow przej$¢ drobiny w chwili absorpcji i w chwili emisji (tzw. oscy-
latoréw absorpcji i emisji). Obliczenia teoretyczne wykazaty, ze warto$é
p zawiera sie¢ w granicach od —1/3 do 1/2. Warto$¢ p = 1/2 odpowiada sy-
tuacji, gdy oscylatory absorpcji emisji sg réwnolegle; p = —1/3 gdy
tworzg one kat it/2. A zatem warto$¢ p zalezy zardwno od struktury elek-
tronowej czasteczki, determinujgcej wzajemng orientacje momentow emi-
sji i absorpcji, jak tez od czynnikéw zewnetrznych, zmieniajagcych orienta-
cje momentu emisji wzgledem momentu absorpcji w czasie trwania stanu
wzbudzonego. Czynnikami zewnetrznymi sg przede wszystkim ruchy
Browna wzbudzonej czasteczki oraz zjawisko przekazywania energii do
sasiednich czasteczek, ktérych momenty absorpcji majg kierunki zblizo-
ne do momentéw emisji wzbudzonych chromoforéw. W lepkich, rozcien-
czonych roztworach, w ktérych wymienione zjawiska nie odgrywajg du-
zej roli, wielko$¢ polaryzacji p jest okreslona elektronowa strukturg cza-
steczki i wykazuje maksymalng warto$¢ dla danej dlugosci fali Swiatla
wzbudzajacego Ip I= Ipol. W stezonych, lepkich roztworach mozliwo$é
przekazywania energii do sasiadujagcych ze wzbudzonym chromoforem
drobin powoduje, ze nastepuje pewna depolaryzacja fluorescencji i Ip I*

IPo I. Natomiast w roztworach rozciefnczonych, o niskiej lepkosci, gtow-
ng przyczyng depolaryzacji sg ruchy Browna czgsteczki, ktérych szybkosé,
a wiec réwniez szybkos¢ depolaryzacji, zalezy od wiasciwosci struktural-
nych ,nosnika” oscylatora emisji (37). Perrin (cyt. wg 10) wykazat, ze
depolaryzacja promieniowania fluorescencji, spowodowana ruchami Brow-
na sferycznej drobiny w roztworze, spetnia zaleznosc:

-

gdzie po— polaryzacja emisji fluorescencji w nieobecnosci czynnikow de-
polaryzujacych, r]— lepkos¢ roztworu, r—czas zycia stanu wzbudzonego,
V — objetos¢ molowa czasteczki.

Pomiar polaryzacji fluorescencji umozliwia znalezienie tzw. czasu ro-
tacyjnej relaksacji 9. Jezeli przez 0 oznaczy sie kat miedzy kierunkami
przybieranymi przez oscylator emisji w krdotkim przedziale czasu At,
a przez gczas t wymagany dla zmiany wartosci cos© od 1w chwilit= 0
do warto$ci l/e w chwili t, to zalezno$¢ miedzy warto$ciami p ip mozna
przedstawi¢ nastepujgco:

5 Postepy Biochemii
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1
Po

] . o o1 T . \
Ze wzorow (2) i (3) widaé, ze z wykresu zaleznosci - od — Mmozna okres-

li¢ e chromoforu. Zaleznos¢ takg dla ANS zwigzanego z apomioglobing
przedstawia przyktadowo rysunek 8.

Otrzymang warto$¢ q dla kompleksu ANS-apomioglobina autorzy poréw-
nali z wartoSciag g metmioglobiny obliczong inng metoda. Zblizone war-
tosci gw obu przypadkach sugerujg, ze zwiazanie ANS nie zmienia w istot-
ny sposob wiasciwosci konformacyjnych biatka.

Zjawisko polaryzacji fluorescencji umozliwia réwniez badanie szybko
zachodzacych (w czasie rzedu nanosekund) zmian konformacyjnych bia-
fek. Przyktad mogg stanowié wyniki pracy, w ktdrej, stosujagc metode po-
laryzacji fluorescencji, badano stopien elastycznosci centrum aktywnego
a-chymotrypsyny. W tym celu do centrum aktywnego enzymu wprowa-
dzono fluoryzujacy chromofor — p-nitrofenyloantranilan (NPA). Tak ,,na-
znaczong” chymotrypsyne naswietlano trwajacym kilka nanosekund btys-
kiem Swiatta spolaryzowanego, po czym mierzono w funkcji czasu nateze-
nie sktadowych fluorescencji spolaryzowanych w kierunkach: réwnoleg-
tym (Fy) i prostopadtym (Fx) do kierunku polaryzacji wiagzki $wiatta
wzbudzajacego (rysunek 9).

W chwili naswietlania najbardziej prawdopodobne jest wzbudzenie
tych chromoforéw, ktérych moment absorpcji jest rownolegty do kierun-

55
50 3k
45t &
e g
8
40 22
=
35 Q
(~;
S
sor ¢ $1r
¢~ 2
25F
20 1 1 ] 1 ] |
05 10 15 20 25 30 0 5 10 15 20 25
Tly-W'4 Czas (nanosekundy)
Rys. 8. Okre$lenie czasu rotacyjnej re- Rys. 9. Zalezno$¢ polaryzacji fluores-
laksacji potaczenia ANS z apomioglo- cencji grupy p-nitrofenyloantranilowej
bing (*) i apohemoglobing (O) potaczonej z a-chymotrypsyng od cza-
Na osi rzednych odtozono odwrotno$¢ pola- su (wg 27)
ryzacji na osi odcietych stosunek — (—) Fx—skiadowa prostopadia, (—) Fy—

sktadowa réwnolegta

gdzie T —temperatura, n—Ilepko$¢ roztworu
(wg 26)
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ku drgan wektora elektrycznego $wiatta wzbudzajacego. Z tego powodu
wkrotce po naswietleniu natezenie sktadowej rownolegtej fluorescencji Fy
byto ponad dwukrotnie wieksze niz sktadowej prostopadiej Fx. Po upty-
wie kilku nanosekund ruchy Browna a-chymotrypsyny i zwigzanego z nig
sztywno wzbudzonego chromoforu spowodowaty, ze obie skladowe spola-
ryzowane fluorescencji staty sie rowne. Szybkos¢ zaniku réznicy pomiedzy
wielkoscig Fx i Fy, bedaca funkcjg szybkosci zmiany orientacji momentu
emisji chromoforu, zalezy od elastycznosci centrum aktywnego chymo-
trypsyny. Pomiar zmian wielkosci Fx i Fy w czasie pozwolit na wyznacze-
nie gzwigzanego chromoforu. Poréwnanie otrzymanego w ten sposob czasu
rotacyjnej relaksacji z wartosciami obliczonymi teoretycznie dla przypad-
kéw, gdy a) centrum aktywne a-chymotrypsyny jest tak elastyczne, ze
ruchy chromoforu nie zaleza od ruchéw pozostatych czesci biatka, oraz
b) calg czasteczke enzymu traktuje sie jak sztywng kule, pozwolity na wy-
ciggniecie wniosku, ze centrum aktywne a-chymotrypsyny, przynajmniej
w czasie rzedu nanosekund, jest sztywne.

Pomiar polaryzacji fluorescencji moze by¢ wykorzystany takze do
okres$lania statej réwnowagi wigzania drobnoczasteczkowych zwigzkéw
fluoryzujacych do biatek (14). Dla wiekszosci barwnikéw w roztworach
wodnych czas rotacyjnej relaksacji g<”t, wskutek czego polaryzacja fluo-
rescencji jest bardzo mata. Przytgczenie barwnika do duzej czasteczki
biatka zwieksza czas rotacyjnej relaksacji i polaryzacje fluorescencji. Po-
miar wartosci p dla chromoforu niezwigzanego i chromoforu w komplek-
sie z biatkiem pozwala okres$li¢ jego stezenie w obu tych stanach, a zatem
i statg rownowagi tworzacego sie pofaczenia.

Jak wida¢ z tego krétkiego przegladu, badanie widm fluorescencji mo-
ze dostarczy¢ wielu informacji dotyczacych wilasciwosci niewielkich ob-
szarOw czasteczek biatkowych w otoczeniu chromoforéw, rozszerzajgc za-
s6b wiadomosci o przebiegu proceséw w okre$lonych obszarach czasteczki
biatkowej i przyczyniajgc sie do ich lepszego zrozumienia.
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LEOKADIA KLYSZEJKO-STEFANOWICZ*, ZOFIA POLANOWSKA**

Kwasne biatka jgder komorkowych

Acidic Proteins of Cell Nuclei

The properties and function of nuclear acidic proteins as the regulators of gene
activity has been presented.

Rosngce w ostatnich latach zainteresowanie kwasnymi biatkami jadro-
wymi wigze sie z sugestiami co do ich udziatu w regulacji funkcji genow
(17, 18, 34, 68). Juz w 1893 roku Lilienfeld (37) wykazat w jadrach
tymocytow obecno$¢ frakcji biatkowej nie ekstrahujgcej sie rozcieiczo-
nymi kwasami. Jednak dopiero od lat 40-tych naszego stulecia datujg sie
szersze badania nad tg grupg biatek jagdrowych z istnym chaosem w ich
nomenklaturze.

Stedmanowie (58) wprowadzili pojecie tzw. chromosominy dla
zawierajgcego tryptofan biatka o charakterze kwasnym, wystepujacego
w pozostatosci jgder komorkowych po ekstrakcji histondw rozcienczonym
kwasem mineralnym. Ilo$¢ chromosominy obliczana z réznicy miedzy ma-
sg odlipidowanych jader komorkowych, a sumg obecnych w nich kwaséw
nukleinowych i histonow wahata sie od 30 do 70% przy czym wyzsze war-
tosci miaty cechowaé tkanki nowotworowe i embrionalne.

Mirsky i Poilister (42) wykazali, ze w kompleksie dezoksyry-
bonukleoproteidowym, nazwanym przez nich ,chromozyng” okoto 10%
stanowi biatko nierozpuszczalne w roztworze 0,34M HgS04— 1,88M
HXS04 (w przeciwienstwie do histonéw) i zawierajace tryptofan. Biatko to
okreslili symbolem ,,Tr pr” (ang. Tryptophan protein). Wydaje sig, ze je-
go odpowiednikiem jest biatko tzw. resztkowego chromosomu Mirsky’-
ego i Risa (43) odpowiedzialne za ksztatt chromosomow.

Wedlug Zbarskiego i wsp. (73, 74) biatka niehistonowe zasocjo-
wane z DNA w kompleksie dezoksynukleoproteidowym (DNP), stanowig
okoto 17% materiatu jagdrowego watroby szczura. Z pozostatosci po usu-
nieciu DNP ekstrahuje sie 0,025N NaOH tzw. biatko kwasne stanowiace
ok. 5,6% masy jadra. Zawiera ono 15,6% RNA i reprezentuje biatko jade-

* Doc. dr habil.,, Zaktad Biochemii, Instytut Biochemii i Fizjologii, Uniwersytet
L odzki, £6dz

** Mgr, Zaktad Biochemii, Instytut Biochemii i Fizjologii, Uniwersytet tddzki,
todz
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rek oraz resztkowych chromosomoéw. Nierozpuszczalna w tych warunkach
reszta (4,5%) wolna od kwaséw nukleinowych, zwana biatkiem resztko-
wym stanowi biatko otoczki jadrowe;j.

Termin ,biatko resztkowe” jest uzywany w literaturze dla réznych
frakcji biatek jadrowych. Np. Allfrey iwsp. (1) oraz Ono i Teray-
ama (45) uwazajg za resztkowe biatko frakcje jgder komoérkowych, kto-
ra pozostaje po doktadnym usunieciu globulin i DNP. Biatka resztkowe
w badaniach Steele’a i Buscha (56, 57) stanowig pozostatos¢ po
kolejnych ekstrakcjach jader komdrkowych za pomocg 0,14M NaCl lub
buforu (albo tgcznie obydwoma), 2M NaCl i rozcieniczonym NaOH, a w ter-
minologii Dounce’a i Hilgartnera (16) — pozostatos¢ po wyizo-
lowaniu z jader komérkowych globulin jadrowych (0,14M NaCl), histo-
néw (0,AN HC1) oraz lipidéw (alkohol + eter) i strawienu DNA przez DN-
aze. Morfologicznie w skiad resztkowej frakcji jadrowej wchodzg jader-
ka, btona jgdrowa i struktury przypominajgce resztkowe chromosomy.

Szereg badan nad kwasnymi biatkami jagdrowymi prowadzono w pra-
cowni Wang. Poczatkowo zajmowano sie zasadorozpuszczalng frakcjg po-
zostatosci jagder komorkowych po usunieciu histonow i DNA (71, 72) a wy-
tracajacg sie w pH 58. (Mayer i Gulick (41) nazywali jg precypi-
tatem w pH 6). Pdzniej za$ wyodrebniono rybonukleoproteidy i inne biat-
ka jadrowe oraz badano ich aktywno$¢ metaboliczng (48, 59, 60, 61, 62).

W niniejszym artykule zaproponowano dla niehistonowych kwasnych
biatek jadrowych nomenklature podang na schemacie 1, a opartg gtownie
na pracach Wanga (64, 66) oraz Krivcova i Bogdanova (33).

W biatkach kwasnych chromatynowych wyrdznia sie 2 typy, tj. stabo
i mocno zwigzane z DNA. Pierwsze z nich oddysocjowujg w 0,14M NacCl

Biatka jader komérkowych

Histony Hichistonowe

Zasadowe
Obojetne
Kw%éne

Chromatynowe

(Biafkakrasne Wang)

mocno zniqzane z ONA

(Biafka resztktiwe chromatymj)

zmqgzane z ONA zwiazanéz DNA
ntekonatencyjnte kowalencyjnie
(DNA-Peptydy)
Pozachromatynome
Biatka resztkowejader

nierozpuszczalne

rozpuszczalne k DOC rooc

(Biaika resztkowe Wang)
Schemat 1. Podziat biatek jadrowych wg nomenklatury stosowanej w artykule
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i moga nosi¢ nazwe ,biatka kwasnego Wang”. W typie drugim, czyli
,biatek resztkowych chromatyny” dajg sie wyodrebni¢ biatka sprzezone
z DNA wigzaniami silnymi, ale niekowalencyjnymi, oraz wigzaniami ko-
walencyjnymi (to ostatnie pojecie odnosi sie raczej do peptydow).

Nazwe ,biatka kwasne pozachromatynowe” ewentualnie ,biatka reszt-
kowe jader” rezerwuje sie dla pozostatosci jader komdrkowych po wy-
ekstrahowaniu RNP i DNP, z wyodrebnieniem dwu frakcji, tj. nierozpusz-
czalnej oraz rozpuszczalnej w dezoksycholanie sodu (DOC). Ta druga frak-
cja moze by¢ nazywana ,biatkiem resztkowym Wang”.

P. Biatka kwasne chromatynowe

1. Metody wyodrebniania

Klasyczne metody otrzymywania tego typu biatek drogg ekstrakcji
rozcienczonych alkaliami, najczesciej przy uzyciu rozpuszczalnikéw orga-
nicznych, powodowaty znaczng degradacje i zmiane wilasciwosci biologicz-
nych. Przyktadowo wg Sevaga iwsp. (53) kwasne biatko wyodrebnia sie
z DNP przez wytrzasanie z réwng objetoscia mieszaniny chloroformu z al-

Jqgdra komérkowe
i) «ekstrakcja 0.05Mtris -HCI(pH7S -76}f1g2t
nironanie 20000g. 30min
Supernatant Osad
(Globuliny jadrowe) 1000bj. IMNaCl
ekstrakcja !godz
mroname 20000 - 25000q 30min

Supernatant| Osad
100 obj 1h NaCl
ekstrakcja jgodz
mrowanit 20000250009 30min

Supernatant ||
Dializa ~ --—--- (DNP) _ Osad
H/okec 6 b, KO Frakcjaresztkowajader
18godz '0.05M tn's -HCI (pH 85Mg:
ekstrakcja
""" . *ronna obj 2 X 00C
Supernatant| otrat 15min 4 ¢
(ONA-histon)
INNaCl ekstrakcja
dializa rtobec Osad
60bj H/0 Ugodz (Biatko resztkowejgdra
nierozpuszczalne uDOC)
Supernatantll  Strat Supernatant
Mmi?so<  DHA’huton (Biatko resztkowe jader
70-60X nierozpuszczalne h DOC)

nasycenia
Strqt
Biatko kwasne Wang

Biatko resztkowe Hang

Schemat 2. Otrzymywanie kwasnych biatek chromatynowych i resztkowych metoda
Wanga (64, 66)
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M
koholem izoamylowym (3:1) i zbieranie warstwy gromadzacej sie na gra-
nicy faz. Mozna traktowa¢ w ten sposéb DNP pozbawiony histonéw, roz-
puszczony w 2M NaCl (pH 10) lub tez lepiki roztw6r DNP jako catos¢.
W tym drugim przypadku z uzyskanego zelu biatkowego usuwa sie histo-
ny za pomocg 0,2N HC1.

Pod koniec lat 60-tych opracowano bardziej fagodne metody izolowa-
nia chromatynowych biatek kwasnych, gtéwnie z tkanki watrobowej
szczura.

Wg Wanga (66) jadra komdrkowe (11), pozbawione rozpuszczalnych
jadrowych biatek i rybosomow ekstrahuje sie 2-krotnie IM NaCl. Podczas
dializy wyciggu wobec 6 objetoSci HzZO przez 18 godz. (wg pézniejszych
doniesien 6—8 godz. (69)) z kompleksu DNP wypacla nukleohiston, a biat-
ko kwasne Wang oddysocjowuje od DNA i pozostaje w roztworze, z kté-
rego mozna je wydzieli¢ siarczanem amonu przy 70—80°/0 nasyceniu
(schemat 2).

Jadra komoérkowe
0.14M NaCl
ekstrakcja
Osad
Supernatant W NaCl
.
(RNP) Ramogenzag
wirowanie 30000g 15min
Supernatant Osad
rozciericzenie NaCl 0.1H cgjteina (10ml)
dositzenia 0.4H ekstrakcja 12 godz
wiroKanie 78000j 75min 10H mocznik (10ml)
(osad odrzucono) »/atrakcja 6 godz
wironanie 30000g 20min
Supernatant
Biorex 70(Ma*)
(iglice odrzucono) Osad Supernatant
dializa
Supernatant wobecHO
i*( fosforanu wapniowego 11godz
wirowanie 30000g 15min
} frakcja Rj
Supernatant Osad
dializa wobec H[O przemgcie zelu fosforanu wapniowego
12godz 1M(NH+)2503,0.05Mtru (pH7.9)
zatezame w prézni elucja
0.2MNajEDTA 0.33M (NHA2S0A
Frakcja St rozpuszczenie zelu

Supernatant

Srphadea 6'25

oczyszczanie

wironanie 30000g 30min

Osad

Szczyt z Sephadexu G25
dializa wobec HO

12 godz

zatgzanie wprézni

Fosfoproteing

Schemat 3. Izolowanie fosfoproteidow i

innych kwasnych biatek jadrowych

(34, 55)
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Benjamin i Gellhorn (3) ekstrahowali frakcje chromatynowg
ewentualnie jagdra komoérkowe uwolnione od histonéw zbuforowanym 4M
CsCl o pH 11,6, po czym oddzielali biatko kwasne od DNA i innych zwigz-
kow droga ultrawirowania w 4M CsCl (45000 obr./min., 60—70 godz., 6°).

Langan (34) podal metode izolowania fosfoproteidéw jadrowych
i tzw. frakcji Seé stanowiacych znaczny odsetek kwasnych biatek jadro-
wych (schemat 3).

Bustos-Valdes i wsp. (10) zastosowali ekstrakcje pozbawionego
histonu i odlipidowanego materiatu jagdrowego roztworem 0,IN HCl1—8M
mocznik.

Marushige i wsp. (40) uzyskali 50—60% wydajnos¢ w preparaty-
ce biatka kwasnego chromatynowego wprowadzajac ekstrakcje chroma-
tyny watroby szczura pozbawionej histonéw solg sodowg siarczanu dode-
cylu (SDS) w pH 8.

Zgodnie z Johnsem i Forresterem (26) z DNP grasicy ciele-
cej po ekstrakcji histonéw 0,25N HC1 mozna wyizolowa¢, za pomocg 0,3M
NaCl, kwasne biatka o tych samych N-kohicowych aminokwasach jak
w biatkach kwasnych opisanych przez innych autoréw (8, 9).

Ostatnio Krivcov i Bogdanov (33) podali warunki wyodreb-
niania kompleksu DNA-biatko resztkowe chromatyny (biatko chromaty-
nowe kwasne mocno zwigzane z DNA) z grasicy cielecej pozbawionej ry-
bonukleoproteidéw. Wyciag z DNP uzyskany zbuforowanym 2M NaCl lub
4M chlorkiem guanidyny poddawali jednej z czterech operacji:

1) dwukrotne ultrawirowanie (1650000, 5 godz.) w 2M NacCl,

2) saczenie na kolumnie z 5% agaroza,

3) 4-krotne wytrgcanie etanolem (koncowe stezenie 48%) lub tez

4) 3-krotne wytracanie etanolem (koncowe stezenie 32%) ekstraktéw DNP
w 2,5M NacCl.

Uzyskane kompleksy zawieraty 1,6—2,6% chromatynowego biatka
resztkowego. Jesli zastosowano 2—3-krotne odbiatczanie roztworéw DNP
0,5% SDS zgodnie z technikag Kay’a i wsp. (27), to otrzymane prepa-
raty zawieraty tylko okoto 0,2% biatka. Podobne kompleksy, by¢é moze
DNA-peptydy, otrzymywano w wyniku alkalicznej obrébki (IN NaOH,
3 godz., 37°) czy odbiatczania fenolem potgczen DNA-chromatynowe biat-
ko resztkowe, a takze z kwasorozpuszczalnej frakcji uzyskanej na drodze
hydrolizy tych potaczerh za pomocg 5% TCA (20min., 90°).

2. Frakcjonowanie

Pierwsza i najbardziej podstawowa technika frakcjonowania pochodzi
z pracowni Wanga (66). Dotyczy ona biatka kwasnego stabo zwigzanego
z DNA czyli biatka kwasnego Wang (por. schemat 2 i 4). Rozpuszczano je
i dializowano wobec 0,05M buforu tris (pH 8,5), nastepnie wirowano przez
1 godz. przy 105000gr. Osad zawieszano w tym samym buforze i po odwiro-



606 L. KLYSZEJKO, Z. POLANOWSKA 6]

waniu nierozpuszczalnego materiatu przy 20000g otrzymywano frakcje
R-RNP (ang. residual ribonucleoprotein particles). Z supernatantu po wi-
rowaniu przy 105000gf przez zakwaszenie IN CH3COOH do pH 5,7 wydzie-
lano tzw. frakcje ,,pH 6”. Przy dalszym zakwaszaniu do pH 4,8 wytracata
sie frakcja ,,pH 5”. Ptyn nadosadowy o pH 4,8 nasycano nastepnie siarcza-
nem amonu (70—80°/0) uzyskujagc frakcje A.S. ppt (ang. ammonium
sulphate precipitate jraction). Frakcja A. S. ppt z grasicy cielecej jest naj-
bardziej kwasng grupg biatek kwasnych chromatyny (stosunek aminokwa-
sow kwasnych do zasadowych 1,87). W dalszych pracach (65) rozdzielono
ja na 4 podfrakcje wytrgcajace sie w pH 4,8 siarczanu amonu przy nasy-
ceniu 30, 40, 50 oraz 60—80*b. Wzgledny procentowy udziat poszczegdl-
nych frakcji w biatku kwasnym Wang z grasicy cielecej i watroby szczura
przedstawia tablica 1.

Tablica 1

Udziat procentowy frakcji w biatku kwasnym Wang z watroby szczura (66)
i grasicy cielecej (65)

Frakcja Watroba szczura Grasica cielecia
R-RNP 14,0 13,0
,.pH 6” 141 43,4
,»pH 5”7 27,8 145
A.S.ppt 441 29,1

Gtowng frakcje kwasnych biatek Wang watroby szczura stanowi A. S. ppt,
natomiast w przypadku grasicy cielecej — ,,pH 6”.

King i Gordon (29) otrzymali kwasne biatka chromatynowe z wa-
troby szczura przypominajace szeregiem wiasciwosci kwasne biatka Wang,
frakcjonujac na hydroksyapatycie wyciag uzyskany 0,AN NaOH z kwa-
sonierozpuszczalnej pozostatosci DNP. Uzyskali oni frakcje ,,1” wymywa-
jaca sie 0,1M fosforanem potasu i frakcje ,,2” eluowang 0,2M fosforanem
potasu.

t

3. Niejednorodnos¢ fizykochemiczna

Wybitnej niejednorodnosci kwasnych biatek chromatynowych dowodzi
ich zachowanie sie w procesie elektroforezy, chromatografii jonowymien-
nej oraz sedymentacji w ultrawirowce. Wszystkie tego rodzaju analizy
fizykochemiczne dotyczg gtéwnie biatka kwasnego Wang (66, 70).

Wang i Johns (70) zastosowali chromatografie na DEAE-celulozie
dla czterech frakcji biatek kwasnych: R-RNP, ,,pH 6”, ,,pH 5” i A. S. ppt.
Dializowany roztwor biatka wprowadzano na kolumne przemytg 0,005M
buforem fosforan-tris (pH 8,2) i eluowano tymze buforem o wzrastajgcym
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stezeniu NaCl. Profile chromatograficzne 3 frakcji przedstawia rysunek 1;
brak na nim ,,R-RNP” ze wzgledu na bardzo nikte odzyskanie tej frakcji
z kolumny.

Wszystkie profile zawierajg ,,przedzierajacy sie” szczyt 1, ktéry repre-
zentuje materiat niezadsorbowany na DEAE-celulozie. Szczyt ten we frak-
cji A. S. ppt ma charakter biatka zasadowego i prawdopodobnie stanowi
zanieczyszczenie histonami. We wszystkich trzech frakcjach wystepuje tez
skfadnik, wymywajacy sie 0,5M lub wyzszym stezeniem NaCl. Giowny
szczyt frakcji A. S. ppt przechodzi do 0,2M NaCl, a frakcji ,,pH 5" i ,,pH

0.8 ~ IIPHB"

\"\]
1
o
(=)

|
S
[}

1 1

1 1
40 60 80
Nr frakcji

0 20

Rys. 1. Chromatografia na DEAE-celulozie frakcji ,,oH 6” i ,,pH 5" oraz A. S. ppt
kwasnego biatka Wang z watroby szczura. Strzatka wskazuje start gradientu NaCl
(,przedzierajacy” sie szczyt oznaczono jako 1) (70)
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6” — odpowiednio do 0,3 i 0,4M NaCl. Frakcje ,,pH 5" i A. S. ppt wykazu-
ja wyzsza niejednorodno$é w poréwnaniu z ,,pH 6”.

Frakcje chromatynowych bialek kwasnych okazaty sie niejednorodne
(66) w toku elektroforezy w zelu skrobiowym (pH 8,5), prowadzonej we-
dtug techniki Smithiesa (54). Bardzo stabo rozpuszczalna frakcja
R-RNP pozostaje na starcie, a ,,pH 6” posuwa sie jako ciggte niejednolite
pasmo z 3 wyraznymi obszarami. We frakcji ,,pH 5” widoczne sg 3 prazki
podobne do ,,pH 6” oraz 2 dodatkowe smugi o wyzszej ruchliwosci elektro-
foretycznej. W A. S. ppt mozna zidentyfikowa¢ 6 ujemnie natadowanych
komponentéw obok jednego pasma wedrujacego do katody.

Elektroferogramy gtéwnych szczytow frakcji ,,pH 6” i ,,pH 5” otrzy-
manych w toku chromatografii na DEAE-celulozie wykazaty staby roz-
dziat w zelu skrobiowym, natomiast podstawowy skiadnik A. S. ppt dzielit
sie w tych warunkach na 11 pragzkéw z dodatkowym pasmem poruszaja-
cym sie do katody.

Benjamin i Gellhorn (3) zanalizowali elektroforetycznie w ze-
lu poliakrylamidowym kwasne biatka chromatynowe jader watroby szczu-
ra uzyskane droga wirowania w gradiencie CsCl. Zel przygotowano w bu-
forze lizynowym o pH 11,6 i w tym samym buforze prowadzono rozdziat
przy 4mA przez 150 min. Heterogenno$¢ obrazuje rysunek 2.

T

Gestosé optyczna
S
(=)

Rys. 2. Elektroforeza pozioma w zelu poliakrylamidowym kwasnego biatka chroma-
tynowego z jader komorkowych watroby szczura (powyzej krzywa densytometryczna)

®

Elektroforeza w zelu poliakrylamidowym (7,5%, pH 8) chromatyno-
wych biatek kwasnych otrzymanych przez Kinga i Gordona (29)
prowadzi do rozdziatu frakcji ,,1” na dwa wieksze i kilka drobnych praz-
kow podczas gdy frakcja ,,2” wedruje jako pojedyncza smuga.

Analityczne ultrawirowanie 4 frakcji kwasnych biatek Wang wyka-
zato odmienng i niejednorodng sedymentacje poszczegélnych frakcji (66).
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4. Sktad chemiczny

Zawarto$¢ kwaséw nukleinowych. Analiza chemiczna 4 frakcji kwas-
nych biatek Wang z watroby szczura (66) wykazuje w nich dodatkowa
obecnos¢ RNA, DNA i fosforu (tabl. 2).

Znikomy odsetek kwasdw nukleinowych cechuje frakcje A. S. ppt
a najbogatszg w nie jest R-RNP.

Frakcje ,1” i ,2” kwasnych biatek chromatynowych, uzyskane przez
Kinga i Gordona (29), zawierajag RNA i fosfor zwigzany z biatkiem
a nie wykrywa sie w nich DNA. Niewielkie ilosci kwasow nukleinowych
(0,3—0,5%) zawieraja rowniez chromatynowe biatka kwasne otrzymane
przez Marushige’a iwsp. (40).

Tablica 2

Zawarto$¢ procentowa biatka, RNA, DNA i fosforu w chromatynowych biatkach kwasnych
watroby (66)

Frakcja Biatko RNA DNA Fosfor
R-RNP 95,7 3,6 0,69 0,140
»pH 6”7 . 97,4 2,3 0,30 0,021

,,pH 5” 98,5 14 0,06 0,017
A.S. ppt 99,6 0,4] 0,00 0,008

Sktad aminokwasowy oznaczono dotychczas dla catkowitych biatek
kwasnych chromatynowych (3, 40), poszczegolnych frakcji biatka kwas-
nego Wang (66) i dla resztkowych biatek chromatyny (33). Dane te zebra-
no w tablicy 3. Wszystkie badane biatka kwasne cechujg sie wyrazna prze-
waga aminokwaséw kwasnych nad zasadowymi. Mozna zaobserwowaé
szereg podobienstw dla frakcji kwasnych biatek Wang z wyjatkiem frak-
cji R-RNP izolowanych z watroby szczura (66) i grasicy cielecej (65). Zbli-
zony jest tez sktad aminokwasowy frakcji ,,pH 6”7, ,,pH 5” i A. S. ppt z gra-
sicy cielecej.

Analiza sktadu aminokwasowego resztkowych biatek chromatyny otrzy-
manych réznymi metodami z grasicy cielecej przez Krivcova i Bog-
danova (33) wykazata zdecydowanie kwasny charakter tych biatek
z przewaga kwasu glutaminowego oraz rozbieznosci dla poszczeg6lnych
preparatow zwilaszcza w zawarto$ci aminokwaséw zasadowych (gtéwnie
argininy), a takze proliny (tabl. 4).

Aminokwasy N-koncowe. Zgodnie z doswiadczeniami Johnsa
i Forrestera (26) kwas asparaginowy, alanina, seryna i prolina sta-
nowig 76% N-koncowych aminokwaséw otrzymanego przez tych autoréw
kwasnego biatka DNP grasicy cielecej. W mniejszych ilosciach obecne sa
walina, leucyna, treonina i lizyna. W biatkach nierozpuszczalnych w fe-
nolu z DNP guzéw Walkera 256 (9) N-koncowe aminokwasy sg reprezen-
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towane gtéwnie przez proline, seryne, glicyne, lizyne, alanine, kwas aspa-
raginowy, treonine obok nielicznych ilosci kwasu glutaminowego, leucyny,
waliny i fenyloalaniny.

5. Inne wiasciwosci

Kwasne biatka sg integralnym sktadnikiem interfazowej chromatyny,
stanowigc 21—23°/0 wszystkich jej biatek (56, 66). W przeciwienstwie do
statej zawartosci DNA ilos¢ ich zmienia sie w chromatynach roznego po-
chodzenia (40). W roznych tkankach grochu (5) matrycowo aktywna roz-
proszona chromatyna (euchromatyna) zawiera wiecej catkowitych kwas-
nych biatek niz skondensowana chromatyna nieaktywna (heterochroma-
tyna).

Tablica 4

Sktad aminokwasowy chromatynowych biatek resztkowych i peptydéw zwigzanych z DNA z grasicy
cielecej (mol /) (33)

. Chromatynowe biatka resztkowe DNA-peptydy
Aminokwas
1 2 3 4 5 6

Lizyna 9,9 6,6 10,8 8,9 10,6 11,5
Histydyna 31 17 3,7 17 2,4 37
Arginina 9,4 3,2 8,0 6,3 6,5 8,6
Kwas asparagi-

nowy 10,6 11,7 115 10,5 11,8 11,6
Treonina 6,9 6,3 6,0 6,1 57 6,3
Seryna 7,0 9,2 9,7 9,7 10,3 9,2
Kwas  glutami-

nowy 155 15,2 14,7 15,0 13,7 14,7
Prolina 3,4 + 7,6 8,0 6,3 6,4
Alanina + 12,3 11,2 + 12,7 12,9
Walina 77 75 6,1 8,9 79 7,4
Izoleucyna 6,5 4,0 3,8 59 51 4,2
Leucyna 11,8 9,5 10,4 10,8 10,6 9,4
Tyrozyna 2,9 2,7 + 2,9 33 2,7
Fenyloalanina 4,4 3,8 45 + 45 4,4

1— preparat uzyskany po dwukrotnym ultrawirowaniu (165000#, 5 godz) ekstraktu DNP w 2M NacCl, 2 — pre-
parat uzyskany droga filtracji zelowej na kolumnie z 5% agaroza ekstraktu DNP w 2M NaCl, 3 — preparat wytracony
4-krotnie etanolem (stezenie konicowe 48%) z ekstraktu DNP w 4M chlorku guanidyny lub 2M NacCl, 4— preparat
wytragcony 3-krotnie etanolem (stezenie koricowe 32%) ekstraktu DNP w 2,5M NaCl, 5— preparat uzyskany metoda
Kaya i wsp. (27), 6 — preparat po odbiatczeniu fenolowym, H-—s$ladowe ilosci

Rozpuszczalno$é. Biatka kwasne chromatyny rozpuszczajg sie w roz-
cienczonych tugach i kwasach. Ta ostatnia wiasciwo$¢ zastuguje na szcze-
gélne podkreslenie. Wang i Johns (70) twierdza, ze ekstrakcja histo-
now z catej tkanki lub jgder rozcienczonym kwasem solnym winna byé
prowadzona z duzg ostroznoscig. Catkowite biatko kwasne Wang rozpusz-
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cza sie w 0,25N HC1 w 95%, a z czterech jego frakcji tylko R-RNP jest
wzglednie oporna na tego rodzaju ekstrakcje.

Niedawne doswiadczenia Burdicka i wsp. (6) nad biatkami kwas-
nymi z jgder hepatocytéw i erytrocytow watroby zaby potwierdzity istnie-
nie 2 typoéw biatek rozpuszczalnych w kwasie solnym, z ktérych jedne
(biatko 1) jednocze$nie byly rozpuszczalne w kwasie cytrynowym i wyste-
powaty gtéwnie w hepatocytach podczas gdy biatka typu Il nierozpuszczal-
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Biatko dodane (mg) NaCl (M)
Rys. 3. Stracanie catkowitego histonu Rys. 4. Wptyw stezenia NaCl na two-
grasicy cielecej (Img) przez frakcje rzenie kompleksu przez histon catko-
kwasnego biatka Wang 2z watroby wity i niefrakcjonowane biatko kwas-
szczura znakowane MC-tryptofanem ne Wang
Koncowa objeto$¢ mieszaniny reagujacej: Mieszanina reakcyjna w koncowej objetosci
1 ml w 0,06M tris (pH 7,5). llo$¢ wytrgconych 1 ml zawierata: 0,05M tris HC1 (pH 7,4), 05 mg
biatek kwasnych oznaczono przez pomiar catkowitego histonu, 05mg niefrakcjonowa-
radioaktywnos$ci (66) nego biatka kwasnego Wang i wykazane ste-

zenia NaCL Ilo$¢ nierozpuszczalnego kom-
pleksu oznaczano po uptywie 1 godz. w 4°

ne w kwasie cytrynowym byty obecne w hepatocytach i erytrocytach. Cie-
kawym jest fakt wystepowania biatek nierozpuszczalnych w HC1, ktére
stawaty sie rozpuszczalne w tym kwasie w momencie usuniecia DNA
(biatko 111), bgdZ RNA (biatko 1V).

Ciezar czasteczkowy. Proby okreslenia ciezaru czasteczkowego kwas-
nych biatek chromatynowych metodami wiskozymetrycznymi i przez ul-
trawirowanie zakonczyly sie w przewazajacej wiekszosci wypadkéw nie-
powodzeniem. Jedynie w oparciu 0 oznaczanie N-konicowych aminokwa-
sow stwierdzono wysoki ciezar czasteczkowy tych zwigzkéw. Dla kwas-
nych biatek jadrowych podaje sie warto$ci w granicach 60 000—400 000
(8). Johns i Forrester (26) na tej samej podstawie wyznaczyli dla
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uzyskanych przez siebie biatek kwasnych DNP grasicy cielecej ciezar cza-
steczkowy réwny 44 000.

Chromatynowe biatko kwasne otrzymane z watroby szczura przy uzy-
ciu 1% SDS przez Marushige i wsp. (40>wykazuje mase czasteczko-
wa okoto 14300 (S»—2,7S w obecnosci 0,1%) SDS). Usuniecie lub obnize-
nie stezenia detergentu prowadzi do agregacji biatek i znacznego wzrostu
wspdiczynnika sedymentacji (do 6,3S).

Oddziatywania z histonami stanowia znamienng ceche kwasnych bia-
tek chromatynowych. Jesli takie same iloSci poszczeg6lnych frakcji biatka
kwasnego Wang zmiesza¢ in vitro z tg samg iloscig catkowitego histonu
to utworza one nierozpuszczalne potgczenia w sposdb przedstawiony na
rysunku 3 (66). Stosunek kwasnego biatka do histonu w kompleksie
zmniejsza sie w nastepujgcej kolejnosci: 3,1 (R-RNP), 21 (,,pH 6”), 0,98
(,pH 57) i 0,52 (A. S. ppt).

Wang i Johns (70) badali oddziatywanie poszczegolnych frakcji
histonowych z komponentami kwasnego biatka Wang. Zwiekszanie sto-
sunku ilosciowego kwasnych biatek do frakcji histonowych w granicach
od 4 do 6 powodowato poczatkowo wzrost wytrgcania kompleksu, potem
zas strgcalnos$¢ utrzymywata sie na pewnym statym poziomie (R-RNP i A.
S. ppt), badZ tez malata (,pH 5” i ,,pH 6”). Wydaje sig, ze przy dysocjacji
DNP odtgczajace sie biatka kwasne to gtéwnie frakcje A. S. ppti ,,pH 57,
ktore wykazuja najstabsze powinowactwo do histondw.

Kompleksy histonéw z kwasnymi biatkami Wang sg nierozpuszczalne
w 1—2M NaCl, a rozpuszczajg sie w 0,25N HC1. Elektroforeza w zelu skro-
biowym rozpuszczalnego w kwasie wyciagu z takich kompleksow wykaza-
fa jedno nierozmyte pasmo wedrujace ku anodzie. Zaobserwowano tez (70),
ze pewne sztuczne kompleksy moga wystepowa¢ w formie rozpuszczalnej
i r6znig od pofaczen nierozpuszczalnych.

Oddziatywanie histon — kwasne biatko Wang zalezy od stezenia soli.
Tworzenie nierozpuszczalnego kompleksu jest odwrotnie proporcjonalne
do stezenia NaCl (rysunek 4).

Przy stezeniu 0,14M NaCl lub wyzszym kompleks stragcony z miesza-
niny o stosunku e~ ° Wang_ = i zawiera tylko 20% biatka kwasnego

(80% oddysocjowuje). Jesli stosunek 4wasn\ +"° Wang = 0,2, co odpowia-
da proporcjom w rodzimej chromatynie szczura, to utworzony nieroz-
puszczalny kompleks stanowi mniej niz 5%. Doswiadczenia te wskazuja,
ze mozna wzglednie ilosciowo odzyskaé¢ kwasne biatka Wang przez dyso-
cjacje kompleksu DNP.

Histony zmieszane in vitro z innymi biatkami o charakterze kwasnym,
np.: laktoglobing, DNaza, aldolaza, albuming surowicy wotowej nie wy-
twarzajg nierozpuszczalnych komplekséw. Wskazuje to, ze oddziatywanie
kwasnych biatek Wang z histonami ma cechy swoistosci.

King i Gordon (29) badali oddziatywanie histonéw grasicy cie-
lecej z frakcjami biatek kwasnych ,,1” i ,2” watroby szczura uzyskanymi

6 Postepy Biochemii
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na hydroksyapatycie. Tworzenie nierozpuszczalnych komplekséw zaleza-
fo od pH i sity jonowej. W pH mniejszym od 4 i wyzszym od 11 nie obser-
wowano wytrgcania kompleksow.Ponadto okazato sie, ze histon arginino-
wy reagowat tatwiej od silnie lizynowego z obu frakcjami biatek kwas-
nych a przy optymalnym stezeniu histondéw frakcja ,,2” byta aktywniej-
sza niz ,,1” w tworzeniu nierozpuszczalnych komplekséw.

Marushige i wsp. (40) takze obserwowali natychmiastowe tworze-
nie nierozpuszczalnych komplekséw po zmieszaniu chromatynowych biatek
kwasnych z catkowitym histonem. Wytrgcalno$¢ komplekséow wzrastata

przy dodawaniu kwasnych biatek do reagujacej mieszaniny osiagajac mak-

kwasne biatko chromatynowe
simum przy wartosciach od 1,0 do 15 dla stosunku—""® 22 garomay

a potem gwalttownie spadata. Wytrgcony kompleks byt wrazliwy na zmia-
ne sity jonowej; nie wytrgcat sie przy stezeniu NaCl wyzszym od 0,5M.

Oddziatywanie z DNA. Frakcje biatek kwasnych Wang zmieszane
z rowng ilosciag DNA tworza kompleksy, przy czym frakcja pH 6 wykazu-
je najwieksze, a A. S. ppt — najmniejsze powinowactwo do DNA. Utwo-
rzone kompleksy mozna rozdzieli¢ na wolno (7,2—8,1S) i szybko (8,4—
—9,5S) sedymentujace.

Jedynie w doswiadczeniach Kinga i Gordona (29) frakcje ,1”
i ,2” kwasnych biatek chromatynowych nie powodowaty wytracania DNA
ani zmian w jego temperaturze topnienia.

Oddziatywanie z estrogenami. King i Gordon (28, 30) stwierdzi-
li, ze chromatynowe biatka kwasne sg receptorami 17(3-estradiolu. W ja-
drach komérkowych z tkanek wrazliwych na estrogeny 17|3-estradiol 4a-
czyt sie z biatkami tymi niekowalencyjnie. Kompleks estradiol-biatko
kwasne dawatl sie najtatwiej ekstrahowaé za pomocg IM NaCl-tris (pH
7.4), co wskazuje, ze receptorem nie magt by¢ histon argininowy, ktéry nie
wymywa sie przy tym stezeniu NaCl. Chromatografia takich ekstraktow
na DEAE-celulozie potwierdzita, ze 17(3-estradiol byt zwigzany z recepto-
rem o duzej masie czasteczkowej. Zdaniem autoréw 17|3-estradiol moze
zmienia¢ strukture chromatyny wplywajac na oddziatywanie: DNA-his-
ton-biatko kwasne.

Rozdziat chromatograficzny na zywicy Biogel P-300 kwasnych i zasa-
dowych biatek jagder komoérkowych znakowanych [6,7-3H] estradiolem in
vivo i in vitro pozwala przypuszczac, ze znakowany steryd wiaze sie silnie
z kwasnym skiadnikiem biatkowym (30). Wigzanie estradiolu odbywa sie
prawdopodobnie w specjalnych obszarach biatkowych receptora. Recep-
tor moze byé zlokalizowany we frakcji lekkiej chromatyny, poniewaz
Pooley i King (51) stwierdzili, ze [6,7-zH] estradiol wigze sie in vivo
3 razy intensywniej z tg frakcjg niz z pozostatymi frakcjami chromatyny.
Frakcje lekkiej chromatyny wykazujg ponadto wyzszg niz inne aktyw-
nos$¢ fosfokinazy biatkowej, ktdra by¢ moze jest wykorzystywana w dzia-
taniu estradiolu.
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Il. Biatka resztkowe jader komérkowych

Biatka resztkowe jgder komérkowych inaczej pozachromatynowe biat-
ka kwasne sg pozostatoScig jader po usunieciu globulin i DNP chromaty-
ny. Stanowity one do niedawna terra incognita w chemii biatek jagdrowych
z uwagi na swojg wybitng nierozpuszczalno$é. Dopiero pod koniec lat 60-
tych udato sie czesciowo pokonac te bariere i udostepni¢ badaniom bioche-
micznym pokaZzng frakcje biatek resztkowych rozpuszczalnych w stosun-
kowo tagodnych warunkach (55, 64).

Rozdziat niniejszy posSwiecony jest gtownie tym rozpuszczalnym biat-
kom resztkowym z jader komdrkowych watroby szczura.

1. Metody wyodrebniania

Ono i Terayama (45 uzyskiwali biatka resztkowe rozpuszczajac
w roztworze 8M mocznik — 0,05M Na2C03 (pff 9,5), pozostato$¢ po ek-
strakcji jader komorkowych buforem {pH 7,4) i IM NaCl.

W technice Spelsberga i wsp. (55 opartej na metodzie Lan-
gana (34) biatka resztkowe wyosabnia sie z jader komdérkowych pozba-
wionych globulin i DNP w sposéb przedstawiony w schemacie 3. Biatku
resztkowemu odpowiada frakcja R2

2. Frakcjonowanie

Spos6b  frakcjonowania biatek resztkowych zaproponowany przez
Wanga (64) przedstawiono na schemacie 4. Jest on analogiczny do opisa-
nego w poprzednim rozdziale sposobu frakcjonowania kwasnych biatek
chromatynowych.

3. Niejednorodnos¢ fizykochemiczna

Podobnie jak biatka kwasne chromatyny biatka resztkowe Wang s3
wybitnie niejednorodne.

Pateliwsp. (47) rozdzielali na DEAE~celu\ozie biatka resztkowe roz-
frakcjonowane uprzednio wedtug metody Wang a (64). Profile chroma-
tograficzne wskazywaty na heterogenno$¢ w obrebie frakcji i réznice po-
miedzy frakcjami (rys. 5).

Otrzymane z rozdziatu na DEAE-celulozie podfrakcje poddane elektro-
forezie w zelu skrobiowym okazatly sie réwniez znacznie zréznicowane
(47). Wszystkie frakcje biatka resztkowego Wang cechujg sie tez niejed-
norodnoscia molekularng. Gidwne skiadniki biatek resztkowych majg
wspoétczynniki sedymentacji od 2 do 7S (47). Frakcja R-RNP, ktorej gtow-
ny sktadnik sedymentuje przy 5,4S zawiera ponadto niewielkie ilosci frag-

6«
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frakcjaresztkom jader komdrkowych

OOSM tris-HCI /pH&S) Mg2*
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Schemat 4. Frakcjonowanie biatek resztkowych Wang (64)

mentow o wspotczynnikach 26S i 83S. Dezoksycholan powoduje dysocja-
cje biatek resztkowych na mniejsze podjednostki. Przy braku detergentu
DOC biatka reasocjujg do sferycznych czastek o wyzszym wspotczynniku
sedymentacji (64).

4. Sktad chemiczny

Zawarto$¢ kwasow nukleinowych i innych zwigzkéw. Rozpuszczalne
resztkowe biatka jadrowe zawierajg okoto 90°/0 biatek, 10%> RNA i male
ilosci DNA (47, 64). W tablicy 5 scharakteryzowano pod tym wzgledem
frakcje biatek resztkowych Wang.

Zawarto$¢ kwasow nukleinowych, gtéwnie RNA w biatkach resztko-
wych jest znacznie wyzsza niz w biatkach kwasnych chromatyny. RNA

+
biatek resztkowych ma wspdtczynnik specyficznosci ,@_,\%_ bliski 2 (64).

Tablica 5

Zawarto$¢ biatek, RNA, DNA w resztkowych biatkach Wang watroby szczura
(% wzgledny) (47, 64)

Frakcja Biatko RNA DNA
R-RNP 25,3+4,07 2,8 27,7
»pH 6” 55,4+4,14 94,2 54,5
»pH 5” 12,8+2,24 1,2 13,9

A.S.ppt 6,5+1,07 18 3,9



Nr frakcji

Rys, 5. Chromatografia na DEAE-celulozie resztkowych biatek Wang z jader watro-
by szczura. Strzatka wskazuje start gradientu NaCl (47)

Tablica 6
Sktad nukleotydowy RNA biatek resztkowych Wang z watroby szczura (64)
0,

Frakcja Nukleotydy (mol %) _pur._ A+U
CMP AMP GMP UMP pirymid. C+G

R-RNP 21,2 22,8 41,5 14,5 1,80 0,59
»PH 6” 30,7 21,0 33,0 15,3 1,17 0,57
»PpH 5" 32,6 17,2 339 16,3 1,05 0,50
A.S. ppt 35,3 17,0 341 13,6 1,05 0,44

http://rcin.org.pl



618 L. KLYSZEJKO, Z. POLANOWSKA [18]

Ro6znice w skiadzie nukleotydowym RNA z poszczeg6lnych frakcji biatek
resztkowych Wang przedstawia tablica 6.

Biatka resztkowe jader watroby szczura zawierajg fosfoproteidy (47).
Najbogatsza w fosfor zasadolabilny (0,272%) jest frakcja ,,pH 67, a naj-
ubozsza (0,096%) — frakcja ,,A. S. ppt”.

Wang (64) przypuszcza, ze skiadnik lipidowy jest powodem niskiej
rozpuszczalno$ci biatek resztkowych z grasicy cielecej.

Sktad aminokwasowy. Stosunek aminokwaséw kwasnych do zasado-
wych w biatkach resztkowych Wang waha sie od 1,37 dla R-RNP do 2,06
w A. S. ppt (47).

Porownujac frakcje biatka resztkowego Wang (47) z rozpuszczalnymi
w alkaliach biatkami resztkowymi Steele’a i Buscha (9 oraz
Dounce’a i Hilgartnera (16) widaé, ze gtébwne roznice w skia-
dzie dotycza zawartosci kwasu glutaminowego oraz aminokwasoéw siar-
kowych (tablica 7).

Tablica 7

Sktad aminokwasowy jadrowych resztkowych biatek watroby szczura (mol %)

Frakcja biatka resztkowego Wang Frakcja zasado-
47 rozpuszczalna

Aminokwas Busch i Dounce

R-RNP pH 6 pH 5 A.S. ppt Steele i Hilgart-

©) ner (16)
Lizyna 7,12 6,23 6,48 7.22 6,3 7,09
Histydyna 2,31 1,94 1,92 1,56 2,3 2,45
Arginina 6,50 5,70 5,68 4,36 57 6,15
Kwas asparaginowy 9,00 9,39 10,16 10,86 9,3 9,29
Treonina 5,08 5,45 5,20 5,40 57 4,86
Seryna 5,85 6,28 6,16 6,38 7,4 6,63
Kwas glutaminowy 12,85 12,60 13,20 16,19 121 13,20
Prolina 5,61 5,08 4,48 5,54 55 5,46
Glicyna 7,02 6,70 6,64 7,73 8,0 8,78
Alanina 7,73 7,64 7,52 7,39 7,4 6,59
Cysteina 1,60 0,99 1,28 0,44 13 0,58
Walina 6,19 6,65 6,48 6,05 6,1 6,67
M etionina. 2,25 1,78 2,16 1,34 2,6 0,89
Izoleucyna 4,62 5,29 5,12 4,42 4.6 4,89
Leucyna 9,71 11,29 10,64 8,29 9,4 8,74
Tyrozyna 2,68 2,62 2,27 2,12 2,8 2,84
Fenyloalanina 3,82 4,45 4,16 4,53 4,0 4,12
Tryptofan 0,39* 1,15* 1,05* 1,93* 0,9 0,79
Asp-f-Glu 1,37 159 1,66 2,06 1,50 143

Liz+ His+ Arg

*Dane wg (64)
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Réznice mogg wynika¢ z odmiennej techniki otrzymywania tych pre-
paratow. Biatka resztkowe Wang stanowig niemal 909%>, natomiast biatka
resztkowe rozpuszczalne w NaOH — tylko okoto 70% catosci jadrowego
biatka resztkowego. Istnieje zatem mozliwo$¢, ze resztkowe biatka Wang
zawierajg réwniez niektére biatka nierozpuszczalne w zasadach.

Aminokwasy N-koncowe. W bhiatkach zasadorozpuszczalnych otrzyma-
nych przez Hilgartnera (21) wykazano obecno$¢ dwdéch N-konco-
wych aminokwasow: treoniny i lizyny. Busch i Steele (8 9) w pre-
paratach tego typu biatek odnalezli jako N-koncowe aminokwasy: alani-
ne, glicyne, seryne, lizyne, kwas asparaginowy (w sumie ok. 70%), a po- .
nadto kwas glutaminowy, leucyne, fenyloalanine, proling, treoninge i wa-
line.

5. Inne wtasciwosci

Rozpuszczalnos¢. Biatka resztkowe izolowane w fagodnych warunkach
sg nierozpuszczalne lub bardzo stabo rozpuszczalne w roztworach stoso-
wanych w tym celu w chemii biatek. Jednakze po zastosowaniu rozpusz-
czalnikdbw rozbijajagcych mostki dwusiarczkowe biatka resztkowe roz-
puszczajg sie w bardzo rozcieficzonych zasadach (pH 8—9) i w 8M mocz-
niku. Biatka resztkowe Wang (47) sg bardzo dobrze rozpuszczalne w DOC,
a W znacznej czesci rozpuszczaja sie w 0,25N HC1 (47). Niektdre biatka
kwasne jaderek ekstrahujg sie rozcieniczonym kwasem mineralnym (20).

Ciezar czasteczkowy”. Ciezary czasteczkowe biatek resztkowych wyzna-
czone na podstawie N-koncowych aminokwaséw zamykajg sie w grani-
cach od 80 000 do 400 000.

Oddziatywanie z histonami. Resztkowe biatka Wang oddziatywujg in vi-
tro z histonami tworzgc nierozpuszczalne kompleksy (64). Powinowactwo
poszczegblnych frakcji do histonéw zmniejsza “ie w kolejnosci: ,,pH 67,
»PH 57, R-RNP, A. S. ppt. Nalezy podkresli¢, ze najstabiej wigzgca sie
z histonami frakcja A. S. ppt cechuje sie najwyzszg zawarto$cig amino-
kwasow kwasnych, a zawiera najmniejsze ilosci fosforu zasadolabilnego.
Wydaje sie, ze zawartos¢ fosforu bardziej niz aminokwaséw kwasnych
wplywa na oddziatywanie biatek resztkowych Wang z histonami.

I11. Aktywnos$¢ biologiczna kwasnych biatek jgdrowych

1. Wiaczanie radioaktywnych aminokwaséw

Od 1957 roku, tj. od pracy Allfrey’a Mirsk y’ego i Osawy
(2) sugeruje sie wybitng aktywno$¢ metaboliczng biatek niehistonowych
zwigzanych z DNA. Potwierdzity jg po6Zniejsze doswiadczenia z innych
laboratoriow (15, 31, 36, 45, 49, 52, 63) i to zardwno dla jader komérko-
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wych o wysokim (np. grasica) jak i niskim (np. watroba) stosunku jadro-
wo-cytoplazmatycznym.

W 1963 roku Wang (62) udowodnit znacznego stopnia wigczanie
UC-leucyny w czastki rybonukleoproteidowe (R-RNP) z frakcji resztkowej
jader. Dalsze prace (49, 63) nad wbudowywaniem MC-tryptofanu w pozo-
statos¢ jader komérkowych po usunieciu globulin i rybosoméw, przema-
wiaja za istnieniem tzw. jadrowego kompleksu resztkowego, utworzonego
gtéwnie z biatek kwasnych i DNA, a reprezentujacego pozarybosomowy
system syntezy biatka w jadrach komdrkowych. Podobnie do rybosomo-
wego wymagat on obecnosci jonéw Mg2+, ATP oraz uktadu regeneruja-
cego ATP. Jego aktywnos$¢ ulegta zahamowaniu pod wptywem DNazy,
stymulacji po zadziataniu trypsyng, pozostawata niezmieniona pod wpty-
wem RNazy, a optymalne pH byto bliskie 8,5.

Bardzo zblizonych warunkéw reakcji wymagato wiaczanie in vitro
UC-tryptofanu w poszczeg6lne frakcje biatek kwasnych Wang, jak tez
w ich zespdt (66). Dodatek enzymow z supernatantu 105 GOOf czy ryboso-
moéw pochodzenia jadrowego lub cytoplazmatycznego nie aktywowal te-
go procesu. Zrozumiatym jest fakt jego wyraznej stymulacji przez rodzi-
my DNA, a tylko niewielkiego stopnia — przez DNA zdenaturowany.

Do wigczania aminokwaséw w biatka jader komorkowych, miedzy in-
nymi w biatka resztkowe po usunieciu histonéw, niezbedne sg jony Na+
(2, 52).

Ono i Terayama (45) udowodnili, ze szczeg6lnie aktywnie wigcza
aminokwasy materiat jaderkowy. Wykazali oni ponadto, ze radioaktywne
aminokwasy wbudowywane w biatka resztkowe jader zwigzane byty
gtownie z C-terminalnym koncem oraz z wnetrzem tafncuchdw polipepty-
dowych, czyli pod tym wzgledem synteza odbywata sie zgodnie z og6lnie
przyjetym schematem dla biatek cytoplazmatycznych.

Rowniez kwasne biatka DNP, ekstrahowane za pomocg roztworu 0,1N
HC1 — 8M mocznik wg Bustos-Valdes i wsp. (10) aktywnie wig-
czajg MC-leucyne, przy czym wigczanie nie jest wrazliwe na trawienie
RNazg. Wobec Scistego powigzania tych biatek z DNA, ktory jak wiado-
mo jest (z wyjatkiem fazy przedmitotycznej) metabolicznie nieaktywny
mozna przypuszczaé, ze intensywne wigczanie aminokwaséw w biatka
kwasne DNP zwigzane jest tylko pewng frakcjg DNA o bardzo duzej szyb-
kosci obrotu.

75Rfo UC-lizyny wiaczanej in vitro w jadra komérkowe watroby szczu-
ra i tumoru Walkera 256 odnajduje sie w DNP, przy czym w tkance pra-
widtowej 2/3 pietna izotopowego pojawia sie w biatkach kwasnych, a 1/3
w histonach, w tkance nowotworowej za$ proporcje te sg wrecz odwrot-
ne (56).

W komérkach nowotworu Ehrlicha wiaczanie MC-argininy w biatka
kwasne sprzezone z DNA jest hamowane przez aktynomycyne i puromy-
cyne w podobnym stopniu jak wiaczanie w inne biatka komoérkowe (22).
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Obserwacje, ze spadek wbudowywania MC-argininy jest poprzedzony za-
hamowaniem wbudowywania 3H-urydyny w RNA wskazuje na zalezno$é
syntezy biatek zwigzanych z DNA od syntezy RNA. Sugestie te potwier-
dza obnizenie syntezy biatek zwigzanych z DNA, wystepujace po trawie-
niu komérek Ehrlicha RN-azg (22).

Biatka kwasne, izolowane z jader komo6rkowych nowotworu Krebsa 2,
wigczajg in vitro grupy metylowe z S-adenozylo-L-¥4C-metioniny lub S-a-
denozylo-L-#H-metioniny. Proces ten wymaga obecnosci histonow, zwiasz-
cza argininowych, a optymalne wigczanie zachodzi przy pH 8 i wobec 2-
merkaptoetanolu. 1/3 pietna izotopowego trafia do biatek jadrowych kwas-
nych, a reszta do histonéw. Puromycyna i aminopteryna hamujg metyla-
cje obu typéw biatek (7).

2. Aktywno$¢ enzymatyczna kwasnych biatek Wang

Prawdziwg niespodziankg w chemii kwasnych biatek chromatynowych
stato sie doniesienie Wan ga (66) z 1967 roku o whasnosciach enzymatycz-
nych 4 frakcji biatka kwasnego Wang (tabl. 8).

Tablica 8
Enzymatyczna aktywno$¢ kwasnych biatek chromatynowych (66)

Frakcja Dehydrogenaza  Aminotransferaza  Dehydrogenaza Dehydrogenaza ~ ATP-

glutaminianowa  asparaginianowa mleczanowa jabtczanowa -aza
R-RNP 0,19 3,66 9,35 5,56 4,90
,.pH 6” 1,50 211 2,82 4,13 1,26
»pH 5” 89,8 3,05 0,0 0,0 0,42
A S.ppt 0,95 20,0 15,4 61,0 0,0

Waznym etapem bylo wykrycie w kwasnych biatkach chromatyno-
wych enzymow, ktérych aktywno$¢ jest zwigzana z kontrolg genetyczna.
Szereg danych wskazuje, ze kwasne biatka jadrowe posiadajg wiasne me-
chanizmy enzymatyczne dla syntezy i degradacji DNA: terminalng nukle-
otydylotransferaze DNA (66, 67), polimeraze DNA (23, 24, 38, 46) oraz al-
kaliczng dezoksyrybonukleaze (12, 24).

Terminalna nukleotydylotransferaza DNA wyizolowana z kwasnych
biatlek Wang grasicy cielecej (67), polimeryzuje dezoksyrybonukleotydy
lub rybonukleotydy z dowolnych nukleozydo-5’-trojfosforanéw w obec-
nosci starterowego DNA wykazujac wybiérczos¢ w stosunku do DNA zde-
naturowanego. Jako substrat moze stuzy¢ kazdy pojedynczy dezoksyrybo-
nukleozydotréjfosforan w obecnosci startera i dlatego jest ona niespecy-
ficzna. Optymalne dziatanie ma miejsce w pH 7,2 i przy wiaczaniu poje-
dynczego dezoksyrybonukleozydo-5’-trojfosforanu w nieobecnosci trzech
pozostatych. Reakcja polimeryzacji wymaga obecnosci jonow Mg2+, kto-
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rych wptyw znosi catkowicie wprowadzenie Na2EDTA. Enzymatyczny roz-
ktad starterowego DNA przez DNaze | trzustki powoduje 8—10-krotny
wzrost wiaczania znakowanych nukleotydow do DNA. Dziatanie DNazy
Il nie powoduje podobnego efektu. Zjawisko to mozna by wytlumaczy¢ nie-
wykorzystywaniem przez enzym wolnego wigzania przy C-3’ startera w re-
akcji polimeryzacji. Terminalna nukleotydylotransferaza DNA z bialek
kwasnych wykazuje szereg analogii do jadrowej transferazy nukleotydylo-
wej Krakowa (32)i Wanga sugeruje identyczno$¢ obu enzymoéw.

Replikacyjny typ nukleotydylotransferazy DNA (polimeraza DNA) wy-
izolowano z kwasnych biatek Wang grasicy cielecej (65) oraz watroby
szczura (46). Enzym wymaga do dziatania obecnosci DNA i dwuwartos$cio-
wych jonow, gtéwnie Mg2+. Jony Mn2+ zapewniajg tylko 30% aktywnosci
enzymatycznej osigganej w obecnosci Mg2+. Jednowarto$ciowe kationy sg
inhibitorami tego enzymu. Optymalne pH dla dziatania polimerazy DNA
wynosi 8,5—9,0. Najwyzszg jej czynno$¢ obserwuje sie w obecnosci czte-
rech dezoksyrybonukleozydo-5'-trojfosforanéw i rodzimego DNA. Przy
uzyciu pojedynczego dezoksyrybonukleozydo-5>-trojfosforanu szybkosc
wiaczania wynosi ok. 1/4 wartosci uzyskiwanej z udziatem czterech dezo-
ksyrybonukleozydotrojfosforanow.

W chromatynowych kwasnych biatkach prawidiowej i regenerujacej
watroby wystepuje réwniez alkaliczna dezoksyrybonukleaza, ktéra hydro-
lizuje rodzimy DNA (12). Filtracja na zelu Sephadex G-100 enzymatycz-
nego hydrolizatu DNA sugeruje, ze alkaliczna DNaza rozrywa rodzimy
DNA do polinukleotydéw o ré6znym ciezarze czgsteczkowym. Enzym dziata
gtéwnie jak endonukleaza. Istniejg sugestie, ze chromosomalna DNaza mo-
ze dostarcza¢ oligodezoksyrybonukleotyddw do zainicjowania syntezy DNA
w wielu miejscach replikacji DNA, badz moze by¢ uzywana do degradacji
jakiego$ DNA, ktéry zostat przesuniety z wiasciwej pozycji w strukturze
chromosomu, zapobiegajac w ten sposéb nieuporzadkowanym replikacjom
DNA.

3. Wplyw kwasnych biatek jadrowych na synteze RNA i DNA in vitro

Udziat w syntezie RNA. Od czasu do$wiadczen Frenstera (17, 18)
z reprymowang i aktywng chromatyng wielu badaczy uwaza, ze biatka
niehistonowe odgrywajg role derepresorow genowych. Wprowadzenie siar-
czanu polietylenu do inkubowanej, reprymowanej i aktywnej chromatyny
powoduje wzrost syntezy RNA. Naturalne jagdrowe polianiony moga za-
stepowaé czeSciowo histon w pewnych obszarach genomu biorac udziat
w specyficznej derepresji syntezy RNA.

Ten model Frenstera (18) dla specyficznej derepresji syntezy RNA po-
twierdzajg niedawne doswiadczenia Wanga (68). Frakcja biatka kwas-
nego Wang watroby szczura wymyta z DEAE-celulozy 0,2—0,3M NaCl,
dodana do uktadu polimerazy RNA zawierajgcego histony, czesciowo od-
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twarza synteze RNA zalezng od DNA. Frakcja ta najskuteczniej odwraca
hamujace dziatanie histonu arginiowego (F3), a w znacznie mniejszym stop-
niu— wptyw histonu silnie lizynowego (FI). Wydaje sie, ze czeSciowe ni-
welowanie hamujgcego wpltywu histonéw na synteze RNA mozna przy-
pisa¢ reakcji biatka kwasnego z histonami.

Rowniez fosfoproteidy jadrowe watroby szczura moga tworzy¢ kom-
pleksy z histonami udostepniajac tym samym matryce DNA dla syntezy
RNA (34). Przy reakcji histonéw z optymalng (1 : 1) iloscig fosfoproteidow
ilos¢ zsyntetyzowanego RNA siegata 78°/o kontroli. Godnym podkre$lenia
wydaje sie fakt, ze frakcja chromatyny aktywnej w syntezie RNA, tj. eu-
chromatyny, zawiera wieksze ilosci fosfoproteidéw niz heterochromatyna.
Wedlug Wanga i Johnsa (70) fosfoproteiny otrzymane przez Lan-
gana i Smitha (35) stanowig oczyszczong frakcje kwasnych biatek
chromatynowych.

Doswiadczenia Spelsberga i Hnilicy (55 zmieniajg dotych-
czasowe poglady na mechanizm odwracania in vitro hamujgcego dziatania
histonéw przez kwasne biatka jadrowe. Zaobserwowali oni, ze kwasne
biatka jadrowe skuteczniej odwracaja hamujace dziatanie histonéw, gdy
do uktadu reagujgcego dostajg sie wraz z histonem a przed dodaniem DNA.

Paul i Gilmour (50) uwazaja, ze rola biatek kwasnych moze by¢
zwigzana z zapobieganiem interakcji DNA-histon, a nie z dysocjacjg kom-
pleksu nukleohistonu. Za takg hipotezg przemawia tez fakt, ze chromaty-
na aktywna w syntezie RNA zawiera wiecej biatek kwasnych niz jej frak-
cja nieaktywna. Rozproszona chromatyna tkanek prawidtowych i nowotwo-
rowych zawiera znacznie wiecej substancji natury polianionowej (niehis-
tonowe biatko, RNA) niz chromatyna skondensowana (4). Ponadto 35-me-
tionina wiacza sie w kwasne biatka chromatynowe o 40—50%0 intensyw-
niej w wypadku aktywnej euchromatyny.

Krivcov i Bogdanov (33) wysuneli $miatg koncepcje, ze wyizo-
lowany przez nich kompleks DNA-biatko resztkowe chromatyny jest pota-
czeniem: DNA-polimeraza RNA-nowo syntetyzowany RNA. Upowaznity
do niej autoréw wiasciwosci tego kompleksu, a mianowicie odpornos$¢ na
dziatanie czynnikéw rozrywajacych wigzania jonowe (2,5M NaCl, 6M LiCl)
i wodorowe (6M mocznik, 4M chlorek guanidyny), a labilno$é wobec deter-
gentu (SDS). Hipoteza ta wydata sie autorom prawdopodobna w S$wietle
doswiadczen Huanga i Bonnera (25), ktorzy otrzymali z Kietkdw
grochu preparaty DNA zawierajgce okoto 4% biatek niehistonowych i wy-
kazujace aktywnos¢ polimerazy RNA.

Udziat w syntezie DNA. Biatka kwasne Wang zmniejszaja hamujacy
wptyw histonéw na replikacje DNA (69). Przy stosunku wagowym

histon
— 1 synteza DNA jest prawie catkowicie zahamowana. Stymulowa-

nie tej syntezy przez biatko kwasne Wang jest r6zne w obecnosci réznych
frakcji histonowych (tablica 9).
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Tablica 9
Wpltyw biatek kwasnych Wang watroby szczura na replikacje DNA (69)
Wigczanie 3H-dATP(% proby kontrolnej) wobec biatek

Histon 50 [ig kwasnych Wang

Brak 25 g 50 ixg 100 g
FI 100* 18 35 30
F2al 32 69 86 101
F2a2 48 81 101 101
F2b 59 82 92 a1
F3 2 25 30 27

*Préba kontrolna
Sktadniki reakcji: 50 [aM 3H-d-ATP, dGTP, dCTP, dTTP, 20 buforu glicynowego (pH 8,5),
0,5 nM merkaptoetanolu, 50 |[xM MgCl2, 50 ug DNA, 11 (xg polimerazy DNA, histon i biatko kwasne w ilosciach poda-

nych w tablicy
Kolejno$¢ dodawania sktadnikéw: histon, DNA, polimeraza DNA oraz pozostate zwigzki

Blokowanie replikacji DNA przez histony moze by¢ wynikiem silnego
wspotzawodnictwa miedzy biatkami zasadowymi i kwasnymi chromaty-
ny o wigzanie z DNA. Poréwnanie stopnia zahamowania syntezy DNA
przez rozne frakcje histonowe sugeruje, ze matrycowa aktywno$¢ pew-
nych obszarow DNA moze by¢ catkowicie reprymowana, podczas gdy inne
fragmenty DNA zostajg odblokowane w wyniku wzajemnego oddziatywa-
nia okreslonych ilosci biatkowych komponentéw chromatyny. Rezultaty
doswiadczen in vitro jasno wskazuja na mozliwo$¢, ze kwasne biatka chro-
matynowe sg zdolne regulowac replikacje i transkrypcje DNA. Odpowiedz,
czy podobny proces moze przebiegaé in vivo wyjasnitaby w znacznym
stopniu zagadnienie regulacji genetycznej.

Udziat kwasnych biatek w strukturze chromosomu. Od wykrycia kwas-
nych biatek w jadrze komdrkowym datujg sie przypuszczenia o ich roli
w strukturze chromosomoéw (43, 44, 58). Sposrdéd wielu zaproponowanych
dotychczas modeli chromosomu na uwage zastugujg przynajmniej dwa,
tj. model D e (14) oraz model Dounce’a iwsp. (16, 21, 39).

Najbardziej eksponowanym elementem w modelu De sg wiokna tzw.
chromonemy o $rednicy okoto 1000 A. W modelu chromonemy wyodrebnia
sie 2 linie Srubowe utworzone z tancuchdéw biatka niehistonowego (odpo-
wiadajagcego kwasnemu biatku chromatynowemu) powigzanych ze sobg
przez dwuwartoSciowe kationy Ca2+. Szkielet biatkowy jest cigglty wzdtuz
catej chromonemy. Niemal prostopadle do dtugiej osi chromonemy, a réw-
nolegle do siebie ustawiajg sie segmenty DNA, owiniete histonem. Dtugosé
segmentow DNA jest rzedu 500 do 1000 A a ich sekwencja wzdtuz diugiej
osi chromonemy — specyficzna dla poszczeg6lnych gatunkéw. Kazda nié
podwajnej spirali DNA przytacza sie do podstawy biatkowej tylko jednym
koricem; drugi koniec jest wolny i utrzymywany z drugim helikalnym
faricuchem DNA na zasadzie komplementarnos$ci zasad.
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Model chromosomu Dounce’a i wsp. uwzglednia réwniez poza dezoksy-
nukleohistonem, obecnos$¢ biatka niehistonowego Okladajacego sie przy-
najmniej z 2 tancuchoéw polipeptydowych sprzezonych ze sobg (jednym lub
wiecej) mostkami dwusiarczkowymi i potgczonych kowalencyjnie z DNA.
Niejasnym punktem koncepcji autoréw (16, 21, 39) jest miejsce przytacze-
nia biatka niehistonowego do DNA, tzn. do obu kohAcéw jednego taricucha
DNA czy tez do jednego korica kazdego z dwdéch tancuchéw DNA (sche-
mat 5).

DNA-histon 2}

Schemat 5 Model chromosomu wg Dounce’a i Hilgartnera (16, 21)

Ostatnio Geo.rgiev (19) przedstawit pierwszg w dotychczasowym
piSmiennictwie hipoteze robocza o strukturalnej organizacji operonu
w komorkach organizméw wyzszych. Pod pojeciem operonu autor rozumie
jednostke transkrypcji, tj. odcinek genomu przepisywany w postaci nie-
przerwanego tancucha RNA. Tego rodzaju operon jest wielocistronowy
i zawiera 2 strefy, a mianowicie: akceptorowg (blizszg) oraz strukturalng
(dalszg) w odniesieniu do tzw. promotora, bedacego punktem przytgczenia
polimerazy RNA (schemat 6).

W strefie pierwszej tuz za promotorem wystepujg lokusy akceptorowe,
czyli odcinki DNA nie zawierajace informacji dla syntezy faricuchéw po-
lipeptydowych, a wiec operatory reagujace z represorami i induktorami

Strefa akceptorowa Strefa strukturalna
iP | Of 02-. am | 4 iz- - ¢n
t f t
Promotor Lokusy Geny
akceptorowe strukturalne
m>, 1 n

Schemat 6. Model operonu zwierzat wyzszych wg Georgieva (19)
... am —lokusy akceptorowe, Sj.. .S —cistrony strukturalne i regulatorowe
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oraz odcinki DNA oddziatywujgce z biatkami strukturalnymi chromosomu,
gtownie regulatorowymi. Strefe drugg stanowig cistrony strukturalne ko-
dujgce synteze czynnych i strukturalnych biatek komérkowych, a takze
cistrony regulatorowe odpowiedzialne za tworzenie biatek represorowych
i derepresorowych.

W procesie transkrypcji zachodzi odczytywanie catego operonu, co pro-
wadzi do syntezy RNA-gigantu, komplementarnego do lokuséw akcepto-
rowych w obszarze 5°, a do cistrondw strukturalnych —w strefie korca
3’ tancucha RNA. Nowo utworzony gigantyczny RNA ulega rozcztonkowa-
niu i poszczeg6lne jego fragmenty tworza kompleksy z informoferami.
Jednak do cytoplazmy dostajg sie tylko informofery potaczone z wiasci-
wymi mRNA, tj. RNA powstatymi na matrycy genéw strukturalnych; RNA
komplementarne do lokuséw akceptorowych ulegajg rozktadowi.

Zdaniem Georgieva (19) przytgczenie biatek regulatorowych do
akceptorowych i lokuséw tworzy bariere dla przesuwania si¢ polimerazy
RNA po operonie i tym samym uniemozliwia transkrypcje genéw struktu-
ralnych.

Charakterystyczng cecha lokuséw akceptorowych bytaby ich mnogosc,
powtarzalno$¢ a takze jednakowo$¢ w obrebie réznych operonéw. Dzigki
tej wiasciwosci jeden typ biatka regulatorowego mogiby od razu wiaczaé
i wyltgcza¢ duzg liczbe operondéw rozsianych w catym genomie a nawet
zlokalizowanych w réznych chromosomach.

Zréznicowanie komorki bytoby uwarunkowane wigczaniem lub wytg-
czaniem lokusow akceptorowych zlokalizowanych gtéwnie na poczatku
operonu, odpowiadajgcych na tzw. sygnaty tkankowe, a niezbednych dla
formowania danego typu komdrek. Lokusy akceptorowe znajdujace sie
dalej od promotora reagowalyby na bardziej specyficzne czynniki, np. na
dziatanie hormonéw, a najdalsze reprezentowatyby typ klasycznych ope-
ronébw odpowiedzialnych za transkrypcje jednej grupy funkcjonalnie
sprzezonych gendéw strukturalnych. W sumie strefa akceptorowa bytaby
systemem zapewniajacym subtelng i doktadng regulacje transkrypcji, re-
agujaca na najréznorodniejsze sygnaty regulatorowe. Cena, ktérg kazda
komérka ptacitaby za ten precyzyjny mechanizm regulatorowy bytaby
synteza nadmiaru RNA, tj. transkrypcja akceptorowych odcinkéw genomu
(ok. 1/2—2/3 catosci nowo syntetyzowanego RNA komoérki).

Niezbednym w tym systemie regulacji jest udziat biatek strukturalnych
chromosomow, tj. histonow i biatek niehistonowych (chromatynowych bia-
tek kwasnych).

Wedtug Georgieva (19) histony —inhibitory matrycowej aktyw-
nosci DNA, a jednoczes$nie biatka, ktérych zawarto$¢ i sktad chemiczny
sg praktycznie state w chromatynach z r6znych tkanek oraz z r6znych od-
cinkdw chromosoméw — bytyby obecne w catej strefie akceptorowej, gtow-
nie proksymalnej w odniesieniu do promotora. Oddziatywatyby one z DNA
niespecyficznie, tj. bez uwzglednienia sekwencji w DNA (pewien wyjatek
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stanowia histony silnie lizynowe) i bytyby odpowiedzialne za stan zréz-
nicowania komoérkowego. Natomiast biatka niehistonowe, zlokalizowane
w dalszych obszarach strefy akceptorowej, rozpoznawatyby okreslone sek-
wencje w DNA. Ich potgczenie z histonami usuwatoby przeszkode dla prze-
suwania sie polimerazy RNA po operonie. Biatka te regulowatyby szyb-
kos¢ syntezy RNA na odstonietych operonach.

Odnosi sie wrazenie, ze witasnie dla tych bialek, ogromnie zréznicowa-
nych pod wzgledem wiasciwosci fizykochemicznych i aktywnosci biolo-
gicznej (13, 31, 34, 65), zarezerwowany jest gtdéwny udziat w regulowaniu
przekazu informacji genetycznej.
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ADDENDUM

Po oddaniu niniejszego artykutu do redakcji Sonnenbichler i Nobis
(European J. Biochem. 16, 60 (1970) poddali w watpliwo$¢ istnienie biatek niehisto-
nowych w chromatynie i wysuneli przypuszczenie, ze sg to histony zmienione w cza-
sie preparowania pod wptywem rozcienczonych kwaséw mineralnych.

Umanskij i wsp. (Mol Biol. 5 270 (1971)) opisali metode izolowania biatek
niehistonowych przewyzszajgcg pod wzgledem wydajnosci technike Wanga.

W wielu laboratoriach udowodniono in vitro specyficzno$¢ tkankowg i gatun-
kowg biatek niehistonowych, ktérej wyrazem bytaby ich selektywna interakcja z ho-
mologicznym DNA (Gilmour i wsp. FEBS Letters 9, 242 (1970), Kleinsmith
i wsp. Nature 226, 1025 (1970), Teng i wsp. Biochem. Biophys. Res. Comm. 41,
690 (1970)). Spelsberg i wsp. (Biochim. Biophys. Acta 228, 550 (1970)) wykazali
tkankowo specyficzne ograniczenie przez biatka niehistonowe matrycowej aktywnos-
ci DNA w chromatynie.

Stein i wsp. (Biochem. Biophys. Res. Comm. 41, 715 (1970)) wykazali, ze synte-
za biatek niehistonowych w zsynchronizowanych komérkach HeLa odbywa sie row-
nie intensywnie w fazach S, G2 a nawet w czasie mitozy, kiedy obnizona jest synte-
za tak innych biatek jadrowych, jak i catosci biatek komdrki.

Kamiyama i Wang (Biochim. Biophys. Acta 228, 563 (1971)) doniesli, ze
niehistonowe biatka z jader watroby szczura stymulowatly in vitro oraz modyfiko-
waty synteze RNA kierowang przez homologiczna skondensowang chromatyne.
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CELINA JANION*

Biosynteza i rola rzadkich zasad w tRNA

Biosynthesis and Role of Rare Bases in tRNA

The occurence of rare bases in tRNA, the mechanisms of methylation of tRNA
nucleosides as well as the influence of odd bases in tRNA on its function are re-
viewed and discussed.

Ztozony i kluczowy udziat tRNA w syntezie biatka, na ktéry sktada sie:
przyjecie, przeniesienie i ustawienie w odpowiedniej kolejnosci poszcze-
gélnych aminokwasow w tahcuchu polipeptydowym, spowodowat olbrzy-
mie zainteresowanie tym typem kwaséw nukleinowych i obfito$¢ pojawia-
jacych sie prac. Cechg charakterystyczng tRNA jest jego niewielki ciezar
czasteczkowy wynoszacy okoto 25 000 (stata sedymentacji 4S), tréjwymia-
rowa struktura $ci$le zwigzana z funkcja, oraz wystepowanie obok ade-
niny, guaniny, cytozyny i uracylu znacznej ilosci r6znorodnych zasad
ogolnie objetych nazwa rzadkich (ang. rare, odd, lub minor).

Gidwnym tematem tego artykutu bedg zagadnienia zwigzane z pow-
stawaniem i rolg rzadkich zasad w tRNA, a zwiaszcza zasad metylowa-
nych, stanowiagcych najwiekszg, najréznorodniejszg i najczesciej badang
grupe skiadnikdw tRNA.

I. Rozmieszczenie rzadkich zasad w tRNA

Na rysunku 1 podano niektore rzadkie zasady wystepujgce w tRNA.

Modyfikacja skiadnikébw tRNA moze dotyczy¢ czesci cukrowej.
W tRNA stwierdzono obecnos¢ wszystkich 4-ech klasycznych rybonukleo-
zydoéw, oraz- pseudourydyny w ktérych wodor grupy -OH przy weglu C2
rybozy zostat zastgpiony grupg metylowg (49, 97). Ponadto z tRNA droz-
dzy wyodrebniono 2'(3')-0-rybozyloadenozyne, zwigzek w ktérym na jed-
ng zasade przypadajag dwie reszty cukrowe (50). Obecnie liczba modyfi-
kowanych nukleozydéw spotykanych w RNA osiggneta liczbe 35 (51).

* Dr habil.,, Zaktad Biofizyki, Instytut Biochemii i Biofizyki PAN, Warszawa

Wykaz stosowanych skrotow: [IPA — N6(A2izopentenylo)-adenina; 5-MeC —
5-metylocytozyna; 2-MeA — 2-metyloadenina; N8&MeA — N6metyloadenina; N6
DMeA — N8&dwumetyloadenina; J-MeG — 2-metyloguanina; 7-MeG — 7-metylogu-
anina; N2MeG — N2-metyloguanina; N2DMeG — N2-dwumetyloguanina

7*
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Rys. 1. Niektore zmodyfikowane zasady tRNA

Zasady modyfikowane, gdy przyjmiemy dla tRNA budowe liscia ko-
niczyny (ang. clover leaf), w przewazajgcej czeSci rozmieszczone sg
w miejscach gdzie wystepujg przerwy w dwuniciowej strukturze tRNA:
na pograniczu, lub w tak zwanych petlach (ang. loop) znanych jako petle
dwuhydrouracylu, antykodonu, pseudouracylu i petli dodatkowej. Na
schemacie 1 przedstawiono kilka sposrdéd wcigz wzrastajacej liczby tRNA
ktérych sekwencja nukleotydéw jest znana.

W danym organizmie réznice w skiadzie nukleotydowym tRNA prze-
noszacych ten sam aminokwas sg niewielkie (np. tRNA seryny 1 i Il, lub
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tyrozyny E. coli (45). Budowa su- IIl il jest identyczna su+ Il i su+ Il roznig sie

we wskazanych pozycjach; e —tRNA waliny z drozdzy piekarskich (3); f—tRNA
waliny z E. coli (58, 163), V = 5-oksyacetouracyl (101); g—tRNA fenyloalaniny

z drozdzy piekarskich (116); h —tRNA fenyloalaniny z zarodkéw pszenicy (27)
Skréty nazw rzadkich zasad: C-Ac — N=*-acetylocytozyna, C-5M — S-metylocytozyna, C-3M —
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A-1M — |-metyloadenina, A-6M —N6metylo-

adenina, A-IP — N6(A2izopentenylo)-adenina, A-SMIP —2-tiometylo N6(A2izopentenylo)-adenina,

G-1M — 1-metyloguanina, G-2M —N8&metylcguanina,
7-metyloguanina, G*, Y, Y

G-DM —N6&dwumetyioguanina, G-7TM—

—nieznane
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tRNA tyrozyny I, Il, Ill, su- isu+), natomiast znaczne réznice w skiadzie
nukleotydowym, w ilosci i jakosci rzadkich zasad, wystepujg miedzy tRNA
tego samego aminokwasu pochodzgcymi z réznych organizméw, oraz mie-
dzy tRNA przenoszacymi rdzne aminokwasy w tym samym organizmie.
Réznice w zawartosci rzadkich zasad w tRNA pochodzgcych z réznych
zrédet moga by¢ bardzo znaczne. | tak np.: i-metyloguanozyna stanowi
w watrobie szczura, myszy, krdlika i chomika kolejno: 1,0, 0,2, 1,2 i 11,0°/0
ogo6lnej ilosci nukleozydéw tRNA (95). Najmniejsze ilosci modyfikowanych
zasad znajduja sie w tRNA izolowanych z r6znych gatunkéw Mycoplazmy
(52, 60, 67).

Il. Biosynteza rzadkich zasad .

Metylowane pochodne tRNA. Pierwsze dowody, ze zasady juz wbudo-
wane w tRNA moga ulega¢ modyfikacji, co w konsekwencji prowadzi do
zmian w strukturze pierwszorzedowej polimeru, przedstawit Borek ze
swoja grupa (33, 34, 90, 91, 92, 93, 130, 131). Wykazali oni, co nastepnie
potwierdzono w innych pracowniach (42, 136, 146), ze grupy metylowe
zasad wystepujacych w tRNA, zostajag wprowadzone enzymatycznie po
zakoAczeniu bodowy polinukleotydu. Punktem wyjscia byto stwierdzenie,
ze tRNA gromadzace sie podczas gtodu metioninowego Escherichia coli
K12B6 — szczepu zaleznego od metioniny, zawiera znacznie mniejsze ilosci
zasad metylowanych, niz tRNA E. coli hodowanych w obecnosci metioniny
(90). Nagromadzenie RNA w czasie gtodu metioninowego jest wynikiem
obecnosci genu RCrel, ktéry w odrdznieniu od genu dzikiego RCstr umozli-
wia synteze RNA w nieobecno$ci syntezy biatka (137).

To tRNA ubozsze w zasady metylowane postuzyto do wykazania za-
réwno in vivo, jak i in vitro, ze metylowanie zachodzi na poziomie poli-
nukleotydu i jest jak dotad najogdlniej uzywanym substratem do badan
enzymoOw metylujacych. Obok prac Zrodtowych, kolejne etapy prowadzace
do wykrycia metylaz przedstawiono w Kilku pracach przeglagdowych (15,
132, 133).

W ten sam sposob jak zasady ulegajg metylowaniu reszty rybozy
w tRNA (11, 16, 38, 144).

Biosynteza niektdrych innych rzadkich zasad. Ogolnie jest przyjete,
chociaz z pewnoscig zostato ustalone w jednym przypadku, ze pozostate
rzadkie zasady (by¢ moze z wyjatkiem pseudouracylu) powstajg podobnie
jak zwigzki metylowane, poprzez modyfikacje wytworzonego polinukleo-
tydu. Zdania co do pochodzenia pseudouracylu w tRNA sg podzielone.
Niektore wyniki doswiadczen sprzyjajg hipotezie modyfikacji urydyny
w tafcuchu polinukleotydowym, niektére za$ — wbudowywaniu pochod-
nych pseudouracylu (44).
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Siarka tiolowanych zasad, jak stwierdzono in vivo poprzez $ledzenie
inkorporacji roznych ‘znakowanych prekursoréw do tRNA, pochodzi
w E. coli z cysteiny (111), a w kulturach tkankowych ssakéw w 67% z me-
tioniny i w 33% z cysteiny (28). Poszukujac enzymu tiolujgcego wykaza-
no aktywnos$¢ enzymatyczng w ekstraktach E. coli powodujaca przenie-
sienie I z cysteiny do 4-tiouracylu tRNA (61, 62, 81). Jednak dalsze ba-
dania wyraZznie wskazaly, ze obserwowana aktywno$¢ enzymatyczna nie
jest wynikiem rzeczywistej inkorporacji siarki z cysteiny do tRNA, a re-
akcjg wymiany miedzy siarkg cysteiny a siarkg 4-tiouracylu tRNA (106).
Znaczenie tej reakcji, ani tez zwigzek miedzy reakcjag wymiany a tiolacjg
zasad nie zostaly ostatecznie wyjasnione.

N6-(A2izopentenylo)-adenozyna (IPA) powstaje poprzez przytgczenie
grupy izopentenylowej do adenozyny znajdujacej sie w tRNA (30, 76).
Dawcg tancucha izopentenylowego, jak wynika z badan nad wigczaniem
prekursoréw do tRNA przez cate komorki Lactobacillus (31, 107) i ekstrak-
ty komérek watroby szczura lub drozdzy (30, 76), jest kwas mewalonow.y,
wzglednie produkt jego metabolizmu — pirofosforan AZ2izopentenylu. En-
zymatyczny charakter wigczania tafcucha izopentenylowego do adenozy-
ny udowodniono przy uzyciu tRNA z drozdzy, w ktorych reszty IPA zo-
staty przeksztatlcone do adenozyny (30). Oczyszczone enzymy drozdzy
i watroby szczura moga wigcza¢ znaczne iloSci grup izopentenylowych
réwniez i do tRNA E. coli B. (76). Synteza 2-tio-metylo-IPA, wystepujacej
w niektérych tRNA, prawdopodobnie przebiega poprzez tiolowanie IPA
do 2-tio-IPA i nastepnie metylacje (38, 76).

I11. Metylazy, wystepowanie i charakterystyka procesu metylacji

Enzymy metylujace sa szeroko rozpowszechnione w $wiecie roslinnym
i zwierzecym. Wystepuja we wszystkich badanych bakteriach i drozdzach
(43, 131), w tkankach zwierzecych normalnych i rakowych (53, 63, 149),
w guzach wysiekowych Ehrlicha (11, 17, 162), w hodowlach tkankowych
(24, 36, 72), w szpinaku (130), w kietkach pszenicy (140), w glonach (162).
W komérce rozpowszechnione sg gtdwnie we frakcji rozpuszczalnej, otrzy-
manej po odwirowaniu jader, mikrosoméw i rybosomow i ta frakcja jest
uzywana bezposrednio do badan enzymédw metylujacych, lub stanowi
wstepny etap przed ich oczyszczeniem (4, 21, 24).

Metylazy stanowig zbior enzyméw réznigcych sie nie tylko zdolnoscia
do metylacji okre$lonej zasady, ale i miejscem metylacji w danej zasadzie.
Jak dotychczas najpetniejszy rozdziat enzymoéw metylujagcych uzyskali
Hurwitz, Gold i Anders (63) z ekstraktéw E. coli, a Bjork
i Svensson (12) z Sacharomyces cerevisiae. Hurwitz i wsp. wyodreb-
nili z E. coli sze$¢ frakcji enzymatycznych, z ktérych dwie metylowaty
reszty G do 1-metyloguaniny (2-MeG), a pozostate metylowaty kolejno:
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G do 7-metyloguaniny (7-MeG), U do T, C do 5-metylocytozyny (5-MeC),
oraz A do 2-metyloadeniny (2-MeA), N8metyloadeniny (N‘-MeA) i N&
dwumetyloadeniny (N6DMeA). Wszystkie te frakcje oprécz dwdch mety-
lujacych G do I-MeG, metyluja niezaleznie od siebie zasady wystepujgce
w odrebnych punktach tRNA. Po dodaniu Kilku enzyméw do mieszaniny
reakcyjnej ilos¢ grup metylowych wprowadzonych do tRNA réwna sie
sumie grup metylowych wprowadzonych przez poszczegdllne frakcje (64).

Metylazy Sacharomyces cerevisiae rozdzielono na osiem oddzielnych
frakcji (12). Wsréd ich produktéw reakcji wykryto: N2metyloguanineg
(N2MeG), N2dwumetyloguanine (N2DMeG), 7-MeG, 1-MeG, T, 5-MeC,
I-metyloadenine (2-MeA) i prawdopodobnie 2'-0-metylowane pochodne
rybozy. Przynajmniej trzy frakcje o nieco réznych wiasciwosciach (145)
metylowaty gtéwnie uracyl. Pozostate w mniejszym, lub wiekszym stop-
niu wytwarzaty wiecej niz jeden typ metylowanej zasady. O odrebnosci
enzymow metylujgcych grupe aminowg guaniny do N2MeG, lub N2DMeG
Swiadczy wyodrebnienie mutantow Sacharomyces cerevisiae, ktére zawie-
rajg w tRNA te same ilosci N2MeG co szczepy siostrzane, ale pozbawione
sg zupetnie N2DMeG (115).

Ponadto z watroby i $ledziony szczura Baguley i Staehelin
(5) wyodrebnili enzym metylujagcy gtéwnie A do I-MeA, z niewielkyg ak-
tywnoscig metylacji G do N2MeG, a Kerr (70) podaje tatwg i szybka
metode wyodrebniania enzymu metylujgcego G do N2DMeG.

Oczyszczanie i frakcjonowanie enzymoéw metylujacych znacznie utrud-
nia .ich labilno$¢. Najbardziej trwale sg niektore frakcje enzymatyczne
E. coli (63). Dla zwiekszenia trwatosci enzymoéw autorzy zalecajg: prze-
chowywanie w 30% glikolu etylenowym (12), frakcjonowanie w obecnos-
ci 10% i przechowywanie w 30% glicerolu (10), albo przechowywanie
W roztworze w postaci zawiesiny strgtu biatka z siarczanem amonu (5), od
ktérego nalezy sie uwolni¢ przed ponownym uzyciem enzymu.

1. Warunki reakcji metylacji

Enzymy metylujg specyficznie tRNA. Nie sg metylowane: DNA, rRNA,
wirusowe RNA, poli U, poli A, poli C, poli I, ich kompleksy i inne synte-
tyczne kopolimery (64, 119). Czynnikiem metylujgcym jest S-adenozylo-
metionina. Formaldehyd + kwas tetrahydrofoliowy, metylo-B2 kwas me-
tylotetrafoliowy — nie sg donorami grup metylowych (64). Zastgpienie
grupy metylowej w S-adenozylo-metioninie grupg etylowa, nie powoduje
etylacji tRNA (119). Chociaz w watrobie szczura istnieje prawdopodobnie
odrebny enzym etylujagcy tRNA (56). Dla aktywnos$ci enzyméw wymaga-
ne sg jony Mg2+ i zwigzki sulfhydrylowe. Reakcje metylacji przy uzyciu
ekstraktow cytoplazmatycznych zawierajacych mieszaning enzymow zwy-
kle bada sie w pH 8,0—8,2. Jednak optymalne warto$ci pH dla metylacji
poszczegolnych zasad sg rozne. Optimum reakcji metylacji dla odrebnych
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enzymow izolowanych z E. coli waha sie w granicach pH 7,5—9,0. Opti-
mum pH dla metylacji adeniny enzymem z watroby i $ledziony szczura
wynosi 9.25 (5), a ekstraktami moézgowymi szczuréw i kotow — okoto 10,0
(128). Dlatego tez badania metylacji tRNA przez ekstrakty komérkowe
w réznych warto$ciach pH, wykazujg kilka warto$ci pH przy ktérych re-
akcja osigga wielko$¢ maksymalna.

Zeleznick (166) badajac metylazy zawarte w ekstraktach tkanek
KB (rakowata tkanka epidermy) zwrdcit uwage, ze optimum pH dla en-
zymbéw oznaczanych w nieoczyszczonych preparatach zalezy roéwniez od
rodzaju uzywanego tRNA. Przy tym samym zrddle enzymu, otrzymat on
znaczne roznice w obrazie metylacji i optymalnych wartosciach pH, za-
leznie od tego czy substratem byto tRNA z E. coli K12W6, czy E. coli W.
Fakt ten mozna ttumaczyé réznicami w zawartosci w tych dwdch prepa-
ratach zasad podatnych do metylacji. Przy braku np. zdatnych do mety-
lacji reszt guaniny, optimum pH odpowiadajgce metylacji guaniny nie be-
dzie zaznaczone i obraz rozmiaru metylacji zalezny od wartosci pH moze
ulec zmianie.

Z badan nad zaleznoscig miedzy pH, a iloScig wtaczanych grup mety-
lowych do tRNA widaé, ze tRNA metylowane jest w szerokim zakresie
pH (128, 166). Szczegdblnie zastanawia znaczne wigczanie grup metylowych
w pH ponad 10,0. Czy wtedy zasady metylowane sag w tych samych miej-
scach czasteczki, czy tez wyeksponowane zostajg nowe miejsca metylacji
dotychczas nie byto sprawdzane.

2. Specyficzno$¢ gatunkowa metylaz

Badania metylacji tRNA in vitro wykazaty, ze enzymy metylujace po-
chodzace z réznych Zrodet wykazujg specyficznos¢ gatunkowa. Z wyjat-
kiem tRNA otrzymanego z gtodzonych metioning komérek E. coli podda-
nych gtodowi metioninowemu, lub tRNA S. cerevisiae izolowanych przy
szczeg6lnych warunkach wzrostu (73, 74, 75, 114), enzymy nie metyluja
tRNA pochodzacego z tego samego zrodta. Np. metylazy wyodrebnione
z drozdzy nie metylujg tRNA z drozdzy, ale mogg w ré6znym stopniu me-
tylowaé tRNA z watroby, E. coli czy innych gatunkéw bakteryjnych (43,
53, 130, 131). Ten pozorny paradoks ttumaczy sie tym, ze tRNA pochodzg-
ce z tego samego zrodta co metylazy jest juz w petni zmetylowane. Nato-
miast enzymy heterologiczne dla danego substratu moga znalez¢ miejsca
metylacji nie wykorzystane przez enzymy homologiczne. lIstniejg przy-
puszczenia, ze odrebng specyficzno$¢ moga wykazywac¢ nawet rézne orga-
ny tego samego zwierzecia (20). Dotychczas brak danych na czym ta spe-
cyficzno$¢ gatunkowa polega; czy jest ona wynikiem braku niektérych, lub
réznego stosunku poszczegolnych metylaz, czy tez istniejg faktyczne réz-
nice w specyficznosci enzymoéw metylujacych. Odpowiedz na to pytanie
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bedzie mozna uzyska¢ po wyodrebnieniu z réznych zrodet enzymédw me-
tylujacych poszczeg6lne zasady i badanie ich specyficznosci. Ten typ ba-
dan zapoczatkowali Baguley i Staehelin (5).

3. Mechanizm rozpoznania substratu przez enzym

Préby wyjasnienia tego problemu pierwsi podjeli Baguley i Sta-
ehelin (4, 5 6, 7) oraz Rogg i Staehelin (120). Badania roz-
mieszczenia 2-MeA i N2DMeG otrzymanych po metylacji tRNA E. coli
oczyszczonymi enzymami watroby wykazaty, ze zasady te metylowane sg
w $cisle okreslonej sekwencji nukleotydéw (4). Z tego nieprzypadkowego
rozmieszczenia zasad autorzy wnioskujg, ze miejscem rozpoznawanym
przez enzym jest nie pojedyncza zasada, ale pewien cigg nukleotyddw.
Po stwierdzeniu znacznych réznic miedzy zawartosScig 1-metyloadeniny
w tRNA drozdzy (0,7%) i w tRNA watroby (1,3%) oraz ustaleniu, ze tRNA
drozdzy jest substratem dla enzymu z watroby metylujgcego A do 2-MeA,
Baguley i Staehelin szukali wyttlumaczenia tych faktéw w odrebnosci spe-
cyficznej enzymdédw. W takim przypadku w tRNA drozdzy powinno bra-
kowac pewnej sekwencji nukleotydéw zawierajgcych 1-MeA. Analiza oli-
gonukleotydow zawierajacych I-MeA otrzymanych z tRNA drozdzy, tRNA
watroby oraz tRNA drozdzy po metylacji enzymem watroby wykazata
we wszystkich preparatach obecno$¢ tych samych 6-ciu oligonukleotyddw,
a mianowicie: Gpl-MeApUp, Apl-MeApUp, Gpl-MeApCp, Gpl-
MeApApUp, Apl-MeApApUp i Gpl-MeApApCp (6).

Te same badania Baguley, Wehrli i Staehelin (7) rozciag-
neli na serylo-tRNA z drozdzy. Skiad i sekwencja nukleotydéw tRNA se-
ryny watroby i drozdzy sg znane (134, 164). Jedng z rdznic jest brak gru-
py metylowej w adeninie wystepujacej w petli pseudouracylu tRNA droz-
dzy. Baguley, Wehrli i Staehelin (7) wykazali, ze enzym wa-
troby moze metylowa¢ tRNA | seryny drozdzy doktadnie w tej samej po-
zycji i sekwencji ApApApUp w jakiej metylowana adenina wystepuje
w tRNA seryny watroby. W tRNA 1l seryny adenina wystepujgca w tej
samej czeSci czasteczki w sekwencji GpApGpUp nie jest metylowana.
Fakt, ze tRNA seryny drozdzy nie jest metylowane przez enzym z droz-
dzy, wedtug wspomnianych autorow moze wskazywaé ze a) reszta adeniny
nie jest eksponowana na zewnatrz czasteczki, b) enzym watroby w odroz-
nieniu do enzymu drozdzy moze indukowa¢ zmiany konformacyjne umoz-
liwiajgce metylacje tRNA.

Podobne badania — poréwnania oligonukleotydéw zawierajgcych me-
tylowang guanine — przeprowadzili Streeter i Lane (140) dla tRNA
kietkdw zboza, a Kuchino i Nishimura (77) dla kilku odrebnych
gatunkéw tRNA E. coli. Wnioski z obydwu prac sg te same: enzym roz-
poznaje miejsce metylacji poprzez okreslony cigg nukleotydow.
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IV. Wahania w aktywnosci metylaz

Zmiany w aktywnos$ci metylaz notowano w réznych systemach biolo-
gicznych, przy r6znych stanach fizjologicznych.

Wplyw infekcji bakteriofagéw. Najbardziej drastyczne zmiany, prawie
catkowity zanik zdolnosci do metylacji tRNA, obserwowano u E. coli B
w 10 minut po infekcji fagiem T3 Zjawisko to byto wynikiem indukcji en-
zymu powodujgcego rozpad S-adenozylometioniny, dawcy grupy metylo-
wej. Metylacja tRNA i DNA zahamowana byta w tym samym stopniu (41).
Zmniejszenie metylacji tRNA (oraz 16S i 26S RNA) obserwowano réwniez
u E. coli w 5—8 minut po infekcji fagami T4(13). Natomiast infekcja E. coli
fagami T2powoduje okoto 50% zwiekszenie w obrazie metylacji. Po infekcji
w wiekszym stopniu metylowana byta adenina i uracyl niz guanina (156).

Wahania w aktywnos$ciach enzyméw metylujgcych powoduje réwniez
indukcja faga wywotana dziataniem UV, lub ogrzewaniem szczepéw lizo-
gennych E. coli (156, 158). W E. coli K12W6 (%) po uptywie 10, 20 i 30
minut od czasu indukcji faga promieniami UV, aktywnos$¢ metylaz wyno-
sita 16, 27 i 84% aktywnosci wyjsciowej (156). W E. coli C857 (A+) po 20
minutach inkubacji w 40° co stanowi wystarczajagcy warunek dla catko-
witej indukcji faga, aktywnos$é metylaz wynosita 63%, a po dalszych 8 mi-
nutach inkubacji w 37°C 128% wartosci otrzymanych przed indukcjg (158).
Mechanizmy powodujace zmiany w aktywnosci metylaz u E. coli po in-
dukcji faga dziataniem UV, lub ogrzewaniem sg odmienne. W przypadku
indukcji faga dziataniem UV, zmniejszenie aktywnosci metylaz spowodo-
wane jest pojawieniem sie niskoczasteczkowego, dializujgcego inhibitora,
0 nieznanej jeszcze budowie chemicznej (158). Natomiast termiczna induk-
cja faga powoduje selekcje enzymdw metylujgcych. Metylazy w komér-
kach indukowanych sg znacznie bardziej odporne na denaturacje w czasie
preinkubacji w 40°C, niz w komorkach przed indukcjg (155, 158).

Wptyw infekcji fagowej na metabolizm komérek bakteryjnych jest
bardzo ztozony. Biegnie synteza wielu nowych biatek, specyficznych dla
faga a takze obserwuje sie zmiany w skladzie tRNA.

U E coli w réznym czasie po infekcji fagiem T2pojawiajg sie przynaj-
mniej dwa, lub trzy nowe rodzaje leucylo-tRNA (141, 143, 160). Jeden ro-
dzaj tRNA, ktéry pojawia sie po 1—2 minutach od czasu zakazenia, pow-
staje przez enzymatyczne wywotanie jednego, lub kilku peknie¢ w tan-
cuchu polinukleotydowym (68). Tak modyfikowane tRNA moze przyjac
leucyne, ale w odroznieniu od innych acylowanych tRNA nie zachodzi
reakcja wymiany, miedzy leucyng wolng i leucyng zwigzang w tRNA. Nie
stwierdzono jednak zadnych zmian w syntezie biatka in vitro gdy pier-
wotne, lub modyfikowane leucylo-tRNA byto uzywane do reakcji (68).

Jak wynika z badan nad hybrydyzacjg tRNA przed i po infekcji E. coli
bakteriofagami T4 (25, 121, 161) i T2 (129), fagi moga indukowaé synteze
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nowych gatunkéw tRNA, hybrydyzujacych tylko z fagowym DNA. Nie
wyjasniono czy wahania w aktywnosci enzymoéw sg tylko odbiciem réznic
w sktadzie poszczegolnych tRNA, czy tez zmiany w skiadzie enzymoéw
metylujgcych mogg powodowac zréznicowanie tRNA, poprzez wprowadze-
nie roznych ilosci grup metylowych do jednego rodzaju tRNA.

Wptyw zakazenia wirusami. Zmniejszenie aktywnosci metylaz obser-
wowano po zakazeniu kultur komérkowych HRp2 wirusem polio (46).
W 6 godzin po infekcji stosunek wigczanej MC-metioniny do 3H-urydyny
byt znacznie nizszy, niz w komdrkach przed infekcjg. Natomiast procent
wiaczania H-urydyny do tRNA byt 2-krotnie wiekszy po infekcji. Zmia-
ny wystepowaty rbwniez w obrazie metylacji. Po infekcji gtébwnie metylo-
wang zasadg byta adenina. Znajdowano N6&metyloadenine, ktérej obecnos-
ci nie wykrywano w komérkach niezakazonych. Autorzy przypuszczaja,
ze jest to wynik syntezy nowych, specyficznych dla wirusa gatunkéw
tRNA.

Znaczne zahamowanie metylacji i syntezy tRNA obserwowano w ho-
dowlach tkankowych nerek chomika po infekcji wirusem stop i jamy ust-
nej (152). Mozliwe, ze jest to wynik og6lnego zahamowania procesu me-
tylacji gdyz metylacja rRNA byta réwniez znacznie zmniejszona.

Aktywnos$¢ metylaz w rdznicujgcych sie tkankach. Wahania w aktyw-
nosci metylaz obserwowano w wielu réznicujacych sie tkankach. Poziom
enzymow metylujacych w poczwaree Tenebrio molitor jest znacznie wyz-
szy, niz w gasienicy, lub dorostym motylu (8). W wielu tkankach embrio-
nalnych: w watrobie krélika, myszy, szczuréw i chomika (54, 57, 86)
w mozgu kotow (128), aktywnos$¢ enzymow metylujacych jest znacznie
wyzsza niz w tkankach zwierzat dojrzatych. Zmniejszenie aktywnos$ci me-
tylaz w tkankach zwierzat dojrzatych, jak stwierdzita Kerr (70) na przy-
ktadzie tkanek krélika i szczuréw, jest wynikiem obecnosci inhibitora
biatkowego. Dziata on niespecyficznie, powoduje zahamowanie metylacji
wszystkich zasad, prawdopodobnie na skutek wspotdziatania z enzymem
a nie z substratem. Dalsze badania nad inhibitorem izolowanym z watro-
by krolika wykazaty, ze sklada sie on z dwoch odrebnych czasteczek biat-
kowych o ciezarach czasteczkowych 100 000 i 5000. Obydwie czesci sg po-
trzebne dla wywotania inhibicji (71).

Zmniejszenie enzymow metylujagcych obserwowano w czasie roznico-
wania sie komérek $luzowca Dictyostelium discoideum (112). Zaleznie od
ilosci pokarmu w podtozu, Sluzowiec przechodzi ze stadium jednokomor-
kowej ameby, w wielokomdrkowg kolonig, a w koncu w zréznicowany or-
ganizm wytwarzajgcy spory. Tym zmianom towarzyszy stopniowe zmniej-
szanie si¢ enzymow metylujacych i zmiany w obrazie metylacji. Stosunek
metylowanej N2MeG do N2DMeG wynosi w stanie ameby 6:1, w kolo-
niach komérek 3:1 i znowu 6:1 w organizmie sporulujagcym. | w tym przy-
padku zmniejszenie aktywnosci metylaz nastepowato w wyniku pojawia-
nia sie inhibitora (123).
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Wptyw hormonéw. Zwiekszenie aktywnosci metylaz obserwowano
w czasie rozwoju gruczotu mlecznego w okresie poprzedzajgcym laktacje
(150, 151). Zwiekszonej aktywnoS$ci towarzyszyto proporcjonalne zwiek-
szenie ilosci tRNA. Badania przeprowadzano na calym zwierzeciu jak
i w kulturach tkanek gruczotu mlecznego. Badania in vitro wykazaty, ze
insulina stymuluje zaréwno zwiekszanie sie tRNA, jak i enzymdéw mety-
lujacych. Najwyzszy, okoto 6-krotny wzrost aktywnosci- obserwowano po
jednoczesnym dodaniu insuliny, hydrokortizonu i prolaktyny. Natomiast
dodanie insuliny i prolaktyny do préb przy samym oznaczaniu aktywnosci
metylaz nie powoduje zadnych zmian.

Regulujacy wptyw na aktywno$¢ metylaz wywierajg hormony estro-
genne. Podawanie kurczetom dietylostilbestrolu znacznie podwyzsza ak-
tywnos$¢ metylaz w rozwijajagcych sie jajowodach (47). Z wcze$niejszych
prac (26, 104) wynikato, ze dietylstilbestrol znacznie zwigksza synteze
jadrowego tRNA i w mniejszym stopniu cytoplazmatycznego tRNA wy-
tacznie w jajowodach kurczat. W watrobie ilos¢ tRNA nie ulegata zmia-
nom. Estradiol podawany miodym 3-tygodniowym szczurom zwigksza
szybko$¢ metylacji rRNA i tRNA w tkance macicy (100). Wyciecie jajni-
kéw u dojrzatych szczurow powoduje 2-krotne zmniejszenie poziomu
i zmiany w obrazie metylacji (82).

Mechanizm dziatania hormonéw estrogennych zbadano na pozbawio-
nej jajnikdw Swini (122). Stwierdzono, ze estradiol wptywa nie na poziom
enzyméw metylujgcych, ale na poziom inhibitora (czy inhibitoréw) tych
enzymow. Po wycieciu jajnikéw dochodzi do zahamowania reakcji mety-
lacji. Podanie estradiolu zmniejsza poziom inhibitora w tkance i przez to
powoduje zwiekszenie zdolnosci metylacji. Jednocze$nie stwierdzono, ze
sposréd 10 badanych acylowanych tRNA, estradiol wptywa na zmiane
obrazu elucji z kolumny metylowana albumina — zel krzemionkowy, je-
dynie serylo-tRNA. Zaréwno wahania poziomu metylacji, jak i zmiany
w elucji serylo-tRNA sg organiczone tylko do tkanki macicy. Estradiol
nie wywotuje podobnych zmian w tkance watroby.

V. Metylazy jako czynnik onkogenny

Srinivasan i Borek (130, 132) w oparciu o nastepujgce dane:
zawarto$¢ metylowanych puryn w tRNA tkanek rakowych jest znacznie
wyzsza niz tkanek normalnych (Berquist i Mathew (9), czynniki
alkilujace w wiekszym stopniu alkiluja RNA, anizeli DNA (Magee
i Farber (89) oraz fakt istnienia specyficznosci gatunkowej metylaz,
wysuneli hipoteze onkogennego dziatania enzymoéw metylujacych.

Autorzy zaktadali, ze jezeli wirus onkogenny indukuje powstawanie
w tkance dodatkowych metylaz, o innej specyficznosci niz enzymy w tkan-
ce nie zakazonej, to ogolna ilos¢ grup metylowych wprowadzonych do
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tRNA zwiekszy sie. Metylazy dziatatyby wiec podobnie jak czynniki al-
kilujgce, powodowatyby hipermetylacje tRNA.

Szereg wynikéw wydaje sie przemawia¢ za tg hipotezg. Tsutsui,
Srinivasan i Borek (149) stwierdzili, ze aktywnos¢ metylaz
w tkankach rakowych oznaczana in vitro wobec tRNA E. coli jako sub-
stratu jest od 2—12 krotnie wyzsza niz tkanek normalnych. Zmianie ulega
réwniez obraz metylacji: stosunek metylowanych zasad w tRNA jest inny
po metylacji enzymami tkanek normalnych, niz rakowych. Okazato sie
tez, ze tRNA w peini zmetylowane dziataniem metylaz tkanek normalnych
jest nadal substratem dla metylaz tkanek rakowych. Zmiany sg wiec nie
tylko ilosciowe (zwiekszenie aktywnosci enzyméw metylujacych) ale i ja-
kosciowe (réznice w specyficznosci metylaz).

Zwiekszenie aktywnosci enzyméw, zmiany w obrazie metylacji, lub
zwiekszenie ilosci metylowanych zasad w tRNA obserwowano w wielu
tkankach nowotworowych.

Zwiekszenie aktywnos$ci metylaz obserwowano w tkance chomika zra-
kowaciatej wskutek infekcji adenowirusem 12 (85, 86), w Kkilku hepato-
mach myszy (53, 54), w leukocytach biataczkowych (6, 126, 127), w kul-
turach komérek mysich przeksztatconych w komérki nowotworowe doda-
niem surowicy konskiej (36), w rakach watroby szczurow (139) i myszy
(55) wywotanych karmieniem etioning, w limfosarkomach myszy wywo-
tanych dziataniem uretanu (69).

Zwiekszenie aktywnosci i réznice w obrazie metylacji tRNA wyste-
puja po infekcji wirusem SV40 kultur komérkowych chomika (96), jak
réwniez w watrobie kurczat po infekcji wirusem Marek’a (48, 94).

Zwiegkszong ilo$¢ metylowanych zasad znajdowano w tRNA izolowa-
nych z nowotworéw mézgu (153, 154), oraz w nowotworach watroby szczu
réow wywotanych przewlektym karmieniem dwumetyloaming, aflatoksyng
lub etioning (22).

Tylko w7 jednym przypadku po infekcji kultur komoérkowych nerek
matpy wirusem onkogennym SV40, szczepionkg, lub wirusem herpesa, nie
obserwowano réznic w aktywnos$ci enzymow metylujgcych (72).

Chociaz wiekszo$¢ autor6w sadzi, ze zwiekszenie aktywnosci metylaz
Swiadczy o ich powigzaniu z etiologig raka, niektdrzy zwracajg uwage, ze
zwiekszenie aktywnosci enzymoéw metylujacych jest cecha tkanki szybko
rosngcej (53, 54). Poziom metylaz tkanek rakowych nie przekracza aktyw-
nosci metylaz ptodu (85, 86, 139), 24 godz. myszy (69) lub 12-dniowych
szczurdw (139). Hancock (53) nie przesadzajac sprawy hipermetylacji
tRNA jako czynnika onkogennego stwierdzit, ze enzymy watroby embriona
krélika moga metylowaé tRNA watroby krélika dorostego.

Kay i Leboy (69 zwracajg uwage, ze roznice w aktywnoSci i spe-
cyficzno$ci metylaz moga by¢ wynikiem réznic w zawartosci jonow
w tkankach. Rodeh, Feldman i Littauer (119) stwierdzili, ze
aktywno$¢ metylaz zwieksza sie w obecnosci octanu amonu. Gdy Kay
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i Leboy (69) oznaczali aktywno$¢ metylaz tkanek normalnych i rako-
wych w obecnosci jonéw amonowych obserwowali nie tylko zmiany w ak-
tywnosci enzymow, ale rowniez zmiany w obrazie metylacji. Optimum
dziatania jonéw amonowych przypada jednak na stezenie (0,36M) nie spo-
tykane w tkankach. Leboy (78) w poszukiwaniu zwigzkéw naturalnych
stymulujacych metylazy stwierdzita ostatnio, ze poliaminy jak spermina,
spermidyna i putrescyna w iloSciach wystepujgcych w tkankach powodu-
ja znaczne zwiekszenie aktywnosci tych enzymdw i og6lnej ilosci grup
metylowych wbudowanych do tRNA. Autorka sugeruje, ze zawarto$¢ poli-
amin w tkankach moze wptywac¢ na poziom i rozmieszczenie grup mety-
lowych w tRNA.

Baguley i Staehelin (5 poprzez badanie sekwencji nukleoty-
déw w jakiej wystepuje metylowana adenina, poréwnywali specyficznosé
enzymow metylujacych A do 2-MeA pochodzacych z watroby i $ledziony
szczurdw chorych na biataczke, nie znalezli jednak rdznic Swiadczacych
0 odmiennej specyficznosci enzymu z tkanek rakowych.

Niektorzy autorzy kwestionujg uzywanie przy oznaczaniu aktywnosci
metylaz tRNA E. coli, a nie naturalnego homologicznego substratu. Po-
mijajac juz fakt, ze uzywanie heterologicznego tRNA jest podyktowane
koniecznosScig (substrat homologiczny nie jest metylowany przez enzymy
homologiczne) zaletg takiego uktadu jest, ze wyklucza ttumaczenie zwigk-
szonej ilosci grup metylowych w tRNA tkanek rakowych zmianami w je-
go strukturze trzeciorzedowe;j.

W Swietle powyzszych danych widac, ze powo6d wystepowania zwiek-
szonej ilosci metylowanych zasad w tRNA tkanek rakowych, ktéremu to-
warzyszy podwyzszenie aktywnosci enzyméw metylujacych, nie jest zu-
petnie jasny. Najprostsze z wytlumaczen, ze zwiekszenie aktywnos$ci me-
tylaz jest zwigzane z pojawieniem sie nowych rodzajow tRNA (22) nie
wyjasnia dlaczego zmiana ta tgczy sie z tRNA bogatszymi w grupy mety-
lowe. Wydaje sig, ze zwiekszenie aktywnosci metylaz w tkankach rako-
wych powstatych pod wptywem etioniny, czy zwigzkéw alkilujacych, osta-
bia hipoteze hipermetylacji tRNA jako wystarczajacej przyczyny powsta-
wania nowotworu i wskazuje na bardziej og6lny charakter tego zjawiska,
ktore by¢ moze zwigzane jest z ogélnymi zaburzeniami w syntezie biatka.

V1. Wptyw modyfikowanych zasad na funkcje tRNA

Udziat tRNA w regulacji syntezy biatka jest szeroko dyskutowany
(142). Modyfikacja zasad stanowi jeden z mozliwych sposobéw spetniania
tej funkcji (14, 51, 157). Zalezno$¢ prawidtowego dziatania tRNA od obec-
nosci modyfikowanych zasad stanowitaby poparcie tej hipotezy. Regu-
lacja syntezy biatka dokonywana bytaby poprzez zmiany w skiadzie lub
aktywnosci enzymow modyfikujgcych.
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Woczesne badania roli modyfikowanych zasad w tRNA dotyczyty gtow-
nie wptywu obecnosci metylowanych pochodnych na ich funkcje akcep-
torowe. W wielu pracowniach nie stwierdzono zadnych réznic w zdolnosci
przytgczania roznorodnych aminokwaséw do tRNA pochodzacych z kul-
tur E. coli normalnych lub poddanych gtodowi metioninowemu (83, 102,
109, 135, 146). Przenoszagce RNA gromadzone w E. coli WB6. wzrastajgcych
w nieobecno$ci metioniny stanowig mieszanine 1:1 normalnych i nieme-
tylowanych tRNA. Wyjatek stanowi praca Shugarta i wsp. (124)
wg ktorej tRNA z E. coli hodowanych bez metioniny majg znacznie mniej-
szg zdolno$¢ przytaczania fenyloalaniny i histydyny niz normalne tRNA,
a metylacja in vitro prowadzi do wyrédwnania tych roznic. Te wyniki po-
twierdzono na wyodrebnionych frakcjach, zawierajgcych wytgcznie nor-
malne lub niemetylowane tRNA przytaczajgce fenyloalaning (125).
Sprzeczne z wynikami Shugarta dane otrzymali Biezunski i wsp.
(10). Z ich pracy wynika, ze jednorodne niemetylowane tRNA przylgcza
fenyloalaning w tym samym, lub w nieco wiekszym stopniu niz normal-
ne tRNA. Przyczyny tych rozbieznosci nie sg jasne.

Pewne roznice w zdolnosci rozpoznawania tRNA zaleznie od obecnosci
grup metylowych obserwowano przy badaniu aminoacylacji tRNA przez
enzymy heterologiczne. Podczas gdy normalne tRNA E. coli acylowane
jest przez syntetaze leucylowga drozdzy z wydajnoscig siegajaca 75% acy-
lacji syntetazg E. coli, to tRNA z poddanych gtodowi metioninowemu
E. coli acylowane jest tylko w 36% (105).

Wplyw modyfikowanych zasad na funkcje przeniesienia aminokwaséw
z tRNA do miejsca syntezy biatka badany byt technikg wigzania acylowa-
nych tRNA do rybosomoéw w obecnosci mRNA, co pozwala na sprawdze-
nie zdolnosci rozpoznania kodonu przez dany tRNA, jak tez przez ozna-
czanie wiaczania aminokwasow z acylowanych tRNA do biatek. Capra
i wsp. (18, 110) stwierdzili,' ze leucylo-tRNA z E. coli poddanych gtodze-
niu metioninowemu wiaze sie z rybosomami w obecnosci poli UG (4:1)
z wydajnoscig okoto 2-krotnie mniejsza, niz normalne leucylo-tRNA.
W obecnosci poli UC (3:1) wydajnos$¢ wigzania obydwu rodzajow leucylo-
tRNA jest jednakowa. Po rozdzieleniu obu badanych rodzajéow leucylo-
tRNA na 4-ry frakcje, oddzielnie sprawdzano wiasnosci kazdej z nich,
oraz wptyw jaki wywiera metylacja in vitro na frakcje zawierajgce nie-
metylowane tRNA (19). Wykazano, ze metylacja przywracata obraz elucji
wiasciwy dla normalnych tRNA, a niektére frakcje wykazujgce zdolnosé
wigzania do rybosomoéw wytacznie w obecnosci poli UC, po metylacji zys-
kiwaty zdolno$¢ wigzania w obecnosci poli UG. Autorzy wnioskujg, ze te
rodzaje leucylo-tRNA, ktoére normalnie wiaza sie z poli UG, gdy nie sa
metylowane wigzg sie z poli UC (19). Mechanizm tych zmian jest trudny
do wyttumaczenia. Jak dotychczas ani hipoteza tolerancji (23), ani zmia-
ny w kompleksowaniu wynikajgce z modyfikacji zasad, przy zatozeniu
ze zasada metylowana wystepuje w antykodonie (66), nie ttumaczg tego
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rodzaju zmian w tworzeniu wigzah wodorowych, potrzebnych przy roz-
poznaniu kodon — antykodon.

Podobne badania przeprowadzono dla fenyloalanilo-tRNA. Poczatkowe
doniesienia o réznicach w wigzaniu do rybosomdéw w obecnosci poli U,
w stosunku do poli UC, zaleznie od obecnosci grup metylowych w feny-
loalanilo-tRNA (84, 118), zostaty odwotane. Obserwowane zmiany we wtas-
ciwosciach kodowania byty wynikiem zanieczyszczenia metylowang albu-
ming pochodzacg z kolumny uzywanej do frakcjonowania tRNA (138).
Jedyng zauwazalng réznice stanowita mniejsza wydajno$¢ wigzania z ry-
bosomami niemetylowanych, niz normalnych tRNA.

Badania in vitro nad wbudowywaniem aminokwasu z tRNA do oston-
ki faga f2 (32), polifenyloalaniny (83), czy hemoglobiny (138) nie wykaza-
ty zadnych réznic gdy do reakcji stosowano normalne lub niemetylowane
acylo-tRNA.

Mniejszg wydajnos$¢ wigzania z rybosomami niemetylowanych, niz nor-
malnych fenyloalanilo-tRNA, przypisuje sie brakowi grupy metylowej
w przylegajagcym do antykodonu nukleozydzie — 2-tiometylo-N§A2izo-
pentenylo)-adenozynie (138). Wplyw modyfikacji przylegajacej do anty-
kodonu adenozyny na wigzanie tRNA z rybosomami jasno przedstawili
Gefter i Russel (39). Wyizolowali oni trzy gatunki su+ tyrozylo-
tRNA, w ktérych reszta adenozyny przylegajagca do antykodonu rdéznita
sie stopniem modyfikacji. Gatunek | — zawierat adenozyne, Il — NGA2
izopentenylo)-adenozyne, Il — 2-tiometylo-N6(A2izopentenylo)-adeno-
zyne. Zaréwno zdolno$¢ stymulacji syntezy biatka in vitro, jak i wydaj-
no$¢ wigzania z rybosomami byta najwyzsza w gatunku Il w petni mo-
dyfikowanym, gatunek Il wykazywat potowe aktywnosci, a gatunek | —
zawierajacy adenozyne — okoto 15% aktywnosci.

Badania rozpowszechnienia N8&(A2izopentenylo)-adenozyny w tRNA
wykazaty, ze nukleozyd ten wystepuje w tych tRNA dla ktérych pierwsza
zasade kodonu stanowi U. Obecnos¢ tego nukleozydu stwierdzono w tRNA
przenoszacym tyrozyne, leucyne, tryptofan, cysteine i seryne (2, 103, 108).
Przypuszcza sig, ze tafcuch boczny przylegajacej do antykodonu modyfi-
kowanej adenozyny poprzez wprowadzenie zmian w konformacji ufatwia
rozpoznanie, czy wspotdziatanie kodon — antykodon dla trypletéw zaczy-
najacych sie na U. Podobng role przy rozpoznawaniu kodonu ktérego
pierwszg litere stanowi A, proponowano dla 6-karbamoilo-treonino-pury-
ny (65).

Obecno$¢ modyfikowanej zasady przylegajacej do antykodonu nie zaw-
sze jest koniecznym warunkiem prawidtowego dziatania tRNA. Np. mimo
ze w E. coli nukleozydem przylegajgcym do antykodonu w tRNA przeno-
szacym ulegajaca formylacji metionine jest adenina, a w drozdzach mo-
dyfikowana adenina (prawdopodobnie 6-karbamoilo-treonino-puryna),
obydwa te rodzaje tRNA majg jednakowe witasciwosci kodowania i nie-
zdolno$¢ wiaczania metioniny w wigzania wewnatrzpeptydowe (117).
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Jednym ze sposobow sprawdzania roli rzadkich zasad w tRNA jest ich
modyfikacja chemiczna i nastepnie sprawdzenie funkcji tRNA. Z wielu
badan wynika, ze funkcja tRNA jest sciSle zwiazana z tréjwymiarowaq
struktura, ktdrej naruszenie moze powodowac denaturacje (35, 37, 79, 98,
99). Interpretacja wynikdw chemicznego dziatania ze wzgledu na nieprze-
widziane reakcje uboczne wymaga wiec szczegdlnej ostroznosci. Jak
stwierdzono utlenienie jodem 2-metylotio-N6(A2izopentenylo)-adenozyny
przylegajacej do antykodonu w serylo-tRNA nie zmienia zdolnosSci przyta-
czania tego aminokwasu, ale hamuje zdolno$¢ wigzania z rybosomami
w obecnosci poli UC (29). ZdolnoSci przytgczania aminokwasu nie zmie-
nia wytworzenie dwusiarkowych pofgczen miedzy dwoma resztami tio-
uracylu wystepujacymi w tyrozylo-tRNA (80). Zmian w zdolno$ci wigza-
nia aminokwasu i w syntezie biatka nie powoduje réwniez redukcja tio-
uracylu do uracylu w tRNA przenoszacych tyrozyne i formylowang me-
tionine (159). Usuniecie w pH 2,9 zasady Y (prawdopodobnie modyfikowa-
na adenina) przylegajacej do antykodonu fenyloalanilo-tRNA z drozdzy
znosi zdolno$¢ wigzania z rybosomami w obecnosci poli U (147, 148). We-
dtug ostatnich badan jest to wynik zmian w zdolno$ci kodowania (40).
Fenyloalanilo-tRNA bez zasady Y nie rozpoznaje kodonu UUU, ale w dal-
szym ciggu moze rozpoznawaé¢ kodon UUC. Kodon UUU moze by¢ rozpoz-
nany tylko przy wyzszym stezeniu Mg2+ lub w obecnosci streptomycyny.

Badania zalezno$ci odwrotnej, tzn. wptywu jaki na funkcje tRNA wy-
wiera wprowadzenie dodatkowych grup metylowych wykazaty, ze metyla-
cja chemiczna tRNA powoduje (z wyjatkiem cysteiny) znaczne zmniej-
szenie zdolnosci przytaczania Kkilku badanych aminokwaséw (113, 165)
i ostabienie syntezy biatka (59). Natomiast metylacja enzymatyczna do
I-metyloadenozyny adenozyny wystepujacej w petli pseudouracylu sery-
lo-tRNA drozdzy, nie powoduje zadnych zmian w zdolnosci przytaczania
aminokwasu (7).

Najjaskrawszym przykiadem S$cistego zwigzku funkcji tRNA z jego
tréjwymiarowgq strukturg jest zdolnos$¢ syntetazy waliny E. coli do acylacji
tRNA izolowanego z drozdzy, mimo ze skiad nukleotydow walilo-tRNA
z E. coli i drozdzy jest zupetnie rozny (58); poréwnaj e i f na schemacie 1

Prawdopodobnie rola modyfikowanych zasad polega na utatwieniu
utrzymania odpowiednej struktury tRNA, a ich znaczenie w gtéwnej mie-
rze zaleze¢ bedzie od tego w jakim miejscu czasteczki one wystepuja.
W niedalekiej przysztosci, dzieki nowemu osiggnieciu w biochemii — syn-
tezie genu dla alanilo-tRNA (1), mozliwe bedzie zbudowanie tRNA catko-
wicie pozbawionego modyfikowanych zasad i po kolejnej, stopniowej mo-
dyfikacji, zbadanie wplywu wszystkich rzadkich zasad wystepujgcych
w tym typie tRNA na jego funkcje.

Praca niniejsza zostata przygotowana na University of Colorado, Medical Center,

Department of Microbiology. Za umozliwienie jej wykonania kierownikowi Zaktadu
Prof. dr. E. Borek’owi sktadam serdeczne podziekowania.
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RECENZJE

Ergebnisse der exp. Medizin, t. 2, Beitrage der Molekulargenetik
wyd. Volk u. Gesundheit, Berlin, 1970, str. 76, 14 rys., 5 tabl.

Omawiany tom obejmuje 13 referatow wygtoszonych na sekcji genetyki mole-
kularnej podczas I-ej Konferencji Niemieckiego Towarzystwa Medycyny Ekspery-
mentalnej w Lipsku, w 1968 roku.

Tom otwiera referat przegladowy pt. ,,Chromosomy gruczotéw S$linowych jako
modelowe obiekty badan genetyczno molekularnych u eukariotéowA (R. Panitz
Gatersleben). Praca dotyczy chromosomoéw (gtéwnie u Chironomidae), bedacych za-
rowno pod wzgledem morfologii jak i funkcji szczegélnym stanem chromosomow
interfazalnych. Obserwujgc w tych chromosomach aktywno$¢ genu przy pomocy
mikroskopu optycznego, mozna badaé jednoczes$nie jego dziatanie na poziomie mo-
lekularnym. Autor omawia strukture i replikacje DNA, funkcyjne znaczenie puf-
fow, genetyczng strukture chromomeréw oraz regulacje syntezy RNA. Dalsze re-
feraty przedstawiajag wyniki prac dosSwiadczalnych. E. Serfling (Gatersleben)
omoéwit indukowanie pufféw w chromosomach $liniankowych Chironomus przy uzy-
ciu m.in. antybiotykow. Powodujg one u Chironomus wytwarzanie duzych pufféw
bogatych w biatka, przy czym biatka te powstajg na 20 godzin przed ujawnieniem
sie puffow.

W. Baudisch (Gatersleben) przedstawit biochemiczne réznice w gruczotach
$linowych Acricotopus lucidus wykazujac, ze 3 ptaty z ktérych skitadajg sie te gru-
czoty roznig sie uktadem puffow, a gibberellina o ktérej wiadomo, ze hamuje pow-
stawanie pufféw blokuje synteze hydroksyproliny.

U. Wobus (Gatersleben) badajgc zalezno$¢ pomiedzy zréznicowaniem chro-
mosomoéw a uktadem biatek u Chironomidae stwierdzit m.innymi, ze szczep Acrico-
topus lucidus z modyfikacjg strukturalng w I-ym chromosomie wykazywat réznice
w uktadzie prazkéw biatek z hemolimfy w poréwnaniu z osobnikami normalnymi.

Badania nad genetycznymi aspektami reperacji zmian w DNA przedstawit
H. Bohme (Gatersleben). Izolujac defektywne pod wzgledem zdolnosci do repe-
racji mutanty Proteus mirabilis obok typowych mutantdw hcr- znaleziono tez mu-
tanty wykazujace zwiekszong wrazliwo$¢ na monofunkcyjne zwiazki alkilujace i jed-
noczesnie na inaktywacje fotodynamiczng. Te ostatnie wykazujg tez zaburzenia
w procesie rekombinacji. Duza grupa mutantow wrazliwych na UV wykazuje znacz- *
ne zwiekszenie czestoSci mutacji spontanicznych.

W. Wille (Gatersleben) stosujagc u Proteus mirabilis dziatanie ultrafioletem
oraz alkilacje przy pomocy HN-2 stwierdzit, ze kofeina hamuje reperacje uszkodzen.

B. Adler (Gatersleben) przedstawit dane, ze obecno$¢ czynnika przenosza-
cego odporno$¢ (R-222) u mutantéw P. mirabilis MUT, HCR i REC nie kompensuje
efektu mutacji gendéw reperacji ale zaburzenia w reperacji wptywajg na stabilnos$¢
tego czynnika. Ulega on eliminacji w catosci lub w cze$ci dajac typy segregacyjne.

Integracje episomu F indukowang chemicznie lub przez UV u mutantéw E. coli
defektywnych pod wzgledem wycinania dimeréw oméwit H. Malke (Jena).

E. Geiszler, S. Scherneck iM. Theile (Rostock) przedstawili hipo-
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teze na temat mechanizmu inaktywacji represoréw fagowych indukujacej lizoge-
niczno$¢ u bakterii. Wg tej hipotezy represory reagujg z tymi fragmentami jedno-
niciowego DNA wycinanymi lub syntetyzowanymi podczas reperacji, ktérych uktad
zasad odpowiada sekwencji jednego z operatoréw faga. Dopdki ten proces trwa,
mozliwa jest fotoreaktywacja. Czynniki, ktére nie wywotujg uszkodzen reperowa-
nych przez wycinanie, stabo lub wcale nie indukujg lizogenicznosci. .

S. Bleecken (Jena) zaprezentowal model organizacji i replikacji chromo-
somu bakterii in vivo.

H. A. Rosenthal, D. Scholz i S. Hansen (Berlin) zbadali zachodzace
pod wptywem UV zmiany w zdolnosci komérek E. coli do reprodukcji fagow RNA
dochodzac do wniosku, ze przy reprodukcji tych fagow wspoétdziatajg biatka kodo-
wane przez komorke gospodarza.

J. Hofemeister (Gatersleben) podat charakterystyke odpornosci na tetra-
cykling czynnika R i szczepdw P. mirabilis chromosomowo odpornych na tetra-
cykline.

H. Erler i H Schlechte (Rostock) przedstawili kryteria prawdziwej
i pseudo-lizogenii u Bacillus subtilis.

A. Makarewicz

Towaroznawstwo Produktéw Spozywczych

Praca zbiorowa pod redakcja Aleksandra Lempki. Panstwowe Wydawnic-
two Ekonomiczne, Warszawa, 1970, str. 1186, cena 136.— zi

Rozwdj problematyki zywno$ciowej wigze sie $cisle z rozwojem podstawowych
gatezi wiedzy przyrodniczej, tj. z chemig i biochemia, z fizykochemia i analityka
chemiczna, z fizjologia, mikrobiologia, higieng i toksykologig, a takze z innymi po-
krewnymi naukami. Problematyka ta obejmuje zaréwno produkcje surowcéw i tech-
nologie gotowych artykutéw zywnosciowych jak i ocene ich przydatnos$ci, wartosci
odzywczej, trwatosci oraz ocene warunkéw ich przechowywania, opakowania i ma-
gazynowania. Szczeg6lnie rozwdj biochemii nie pozostat bez wptywu* na stan wiedzy
0 $rodkach spozywczych. Kontrolowane przemiany biochemiczne stanowig podstawe
dla produkcji i przechowywania zywnosci i przyczyniaja sie do poznania struktury
lwiasciwosci zwigzkéw wykorzystywanych w zywieniu.

W recenzowanym podreczniku aspekt biochemiczny i chemiczny wysunieto na
plan pierwszy, co uzasadnia polecenie tej ksigzki takze chemikom, biochemikom
i biologom zajmujacym sie naturalnymi produktami nie tylko z punktu widzenia
zywienia. Catoksztatt zagadnien dotyczacych produktéw zywnoSciowych ujeto w 15
rozdziatach, uzupetnionych 20-stronicowym alfabetycznym spisem haset rzeczowych.
Chemizmowi oraz przemianom chemicznym i biochemicznym produktow spozyw-
czych poswiecono dwa pierwsze rozdziaty (225 stron), trzeci natomiast stanowi prze-
glad metod badawczych (51 stron). Rozdziat ten oprécz fizykochemicznych metod
analitycznych obejmuje tez dziat badan sensorycznych produktéw zywno$ciowych
wraz z probami zastosowania metod fizykochemicznych do ostatecznej wyceny doz-
nan zmystowych.

Dalsze 12 rozdziatbw w podreczniku poswiecono poszczeg6lnym produktom zyw-
nosciowym (879 stron), z uwzglednieniem wybranych zagadnien normalizacji, prze-
chowywania, transportu i opakowania. Ponadto w szerokim zakresie omowiono
wpityw procesow technologicznych na jakos$¢ i trwato$¢ produktow spozywczych oraz
podano normy jako$ciowe i dane dotyczace wahan w asortymentach. Na koncu kaz-
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dego rozdziatlu wymienione jest piSmiennictwo zaréwno monograficzne jak i zrdd-
towe. Szczeg6towo opracowane zostaty: zboze i produkty zbozowe, owoce i warzy-
wa, cukier, skrobia i produkty hydrolizy skrobi, produkty cukiernicze, wyroby prze-
mystu fermentacyjnego, mieso i produkty miesne, ryby i produkty rybne, mleko
i produkty mleczne, jaja i produkty jajczarskie, ttuszcze jadalne, uzywki i przy-
prawy oraz koncentraty spozywcze. Niektére z wymienionych opracowan nie maja
zadnego odpowiednika w literaturze polskiej, brak np., o ile mi wiadomo, mono-
grafii z dziedziny koncentratdw spozywczych oraz uzywek i przypraw, a istniejgce
w jezyku polskim podreczniki i opracowania np. z dziedziny owocow i warzyw lub
przetworéw miesnych majg charakter raczej technologiczny a nie towaroznawczy.

Uktad i tre$¢ poszczegélnych rozdziatow oparte zostaly o najnowszg literature
monograficzng a takze czesto o materiaty z wiasnych prac doswiadczalnych auto-
row. Kazdy bowiem z wspdtautoréw podrecznika przygotowany byt przez wielolet-
nig dziatalno$¢ dydaktyczng w dziedzinie towaroznawstwa oraz przez dziatalnosé
badawcza w wybranej dziedzinie zwigzkéw wystepujacych w produktach spozyw-
czych (np. enzymy, witaminy itp.). Dobre przygotowanie fachowe zespotu autoréw
oraz kierownictwo prof. dr Lempki doprowadzito do wydania dzieta o duzej wartosci
i oryginalnym ujeciu zagadnied, mimo istnienia mozliwosSci powt6rzen i wzorowa-
nia sie na innych tego typu podrecznikach zagranicznych. Obszerny materiat zostat
w podreczniku opracowany w miare mozliwosci jednolicie pod wzgledem uktadu
tresci i formy. Jest to takze niewatpliwa zastuga redaktora podrecznika.

Szeroki zakres materiatu, obejmujacy wszystkie gtdwne produkty zywnoscio-
we rozszerza w wybitny sposéb krag odbiorcéw niniejszego podrecznika. Przygo-
towany zostal dla studiujagcej miodziezy kierunku towaroznawstwa w Wyzszych
Szkotach Ekonomicznych oraz dla wyktadowcéw i nauczycieli tego przedmiotu i pra-
cownikéw placdwek i instytutow zajmujgcych sie problemami zywienia i jakosci
produktow spozywczych, jako pierwsze tego rodzaju opracowanie w pismiennictwie
polskim. Niewatpliwie jednak zostanie zyczliwie przyjety takze przez wszystkich
zainteresowanych chemizmem, produkcjg i technologig naturalnych zwigzkéw orga-
nicznych.

A. Smoczkiewiczowa
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SPRAWOZDANIA

Kurs FEBS w Hintermoos (Austria) poswiecony transkrypcji genu

W dniach 4—10 marca 1971 w Hintermoos koto Salzburga (Austria) odbyt sie
kurs poswiecony transkrypcji genu, zorganizowany przez Federacje Europejskich
Towarzystw Biochemicznych. Wzieli w nim udzial biochemicy z Europy, Stanow
Zjednoczonych i Azji. Tematem wyktadow prowadzonych przez tak znakomitych
uczonych, jak E. K. Bautz, W. Gilbert, K. Scherrer i wielu innych, byt proces trans-
krypcji DNA, mechanizmy, ktére go regulujg oraz warunkujace go enzymy.

W. Zillig z Monachium przedstawit aktualny stan badan nad strukturg i funkcja
bakteryjnej polimerazy RNA zaleznej od DNA. Z otrzymanych specjalnymi metoda-
mi natywnych podjednostek, odpowiednio taczac je, mozna uzyska¢ aktywne biatko
enzymatyczne. Nastepnie przedyskutowat funkcje polimerazy RNA i jej podjednos-
tek w poszczegélnych etapach ztozonego procesu transkrypcji genu i jego inicjacji.
Przedstawit zmiany, jakim podlega polimeraza RNA u bakterii po zakazeniu ich
bakteriofagiem Ta.. Pierwsza, nazwana alteration, nie wymaga syntezy biatka i jest
wywotana samg obecnosciag faga w komérce. Nastepne, zwane wspdélnie modifica-
tion, powodujg zmiany we wszystkich podjednostkach enzymu, wymagaja syntezy
biatka i moga by¢ zalezne od genu fagowego.

Zapoczatkowanie reakcji katalizowanej przez polimeraze RNA i rola antybio-
tyku rifampicyny w blokowaniu tego procesu byta przedmiotem wyktadu G. Hart-
manna z Wurzburga. Warunkiem dziatania polimerazy jest jej potgczenie sie z ma-
tryca DNA, przy czym proces ten nie wymaga obecnosci substratu. Po catkowitej
asocjacji enzymu z matrycg kompleks ten staje sie odporny na dziatanie rifampi-
cyny. Czynnik zapoczatkowujacy o jest bezposrednio zwigzany z powstawaniem kom-
pleksu polimerazy RNA z DNA i jego dziatanie polega prawdopodobnie na katalizo-
waniu potaczenia polimerazy RNA ze specyficznymi miejscami na DNA.

Okre$long wielko$¢ kwasu rybonukleinowego, syntetyzowanego na matrycy DNA,
warunkuje nie tylko czynnik zapoczatkowujacy synteze, ale ehyba jeszcze w wiek-
szym stopniu czynnik, ktéry warunkuje ukonczenie jej w $cis$le okreslonym miejscu.
Zagadnieniem tym zajgl sie Roberts z Cambridge, ktory przedstawit, w jaki sposob
nastepuje ukonczenie syntezy RNA i doktadnie oméwit znaczenie wykrytego przez
siebie czynnika w tym procesie.

J. J. Dunn z Heidelberga poréwnat wiasciwosci polimeraz fagéw Tj i T+ z poli-
merazg otrzymang z E. coli. Polimerazy wspomnianych fagow sg strukturalnie mniej
ztozone i ich zdolnoSci w procesie transkrypcji znacznie ograniczone. Polimeraza fa-
ga moze faczy¢ sie z matryca bez rozpoczynania syntezy RNA i dzieki temu moze
stuzy¢ jako model do wyjasnienia struktury promotora.

Regulacje transkrypcji faga T« oméwit E. K. Bautz z Heidelbergu, przedstawia-
jac swoje badania nad tym fagiem. DNA faga T« ma trzy czynnos$ciowe rézne miejsca
promotorowe, co wskazuje na istnienie przynajmniej trzech odrebnie regulowanych
genoéw w genomie faga Ta. Transkrypcja pierwszego znajduje sie pod kontrolg czyn-
nika, wykazujacego zdolnos$¢ inicjacji syntezy tancucha polinukleotydowego, ale nie
majagcego wptywu na jego wydtuzanie. Oczyszczono réwniez czeSciowo dwa dodatko-
we czynniki, majgce wptyw na transkrypcje dwéch pozostatych gendéw.
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W. Szybalski z Madison w obszernym wyktadzie przedstawit regulacje transkryp-
cji DNA bakteriofaga X, ktéry jest znakomitym modelem do badania tego procesu.
Po infekcji komorki bakteryjnej fagiem, jego DNA nie jest catkowicie przepisy-
wane przez polimeraze RNA gospodarza. Wybdr odpowiedniego odcinka DNA do
transkrypcji, a takze przebieg tego procesu regulowane sg przez szereg pozytywnych
i negatywnych mechanizméw kontrolnych. U faga X wigkszo$¢ jednostek transkryp-
cji, ktore Szybalski nazwat skryptonami, ma bardziej ztozong budowe niz klasyczny
operon. Przyjmuje sie, ze u tego faga sg przynajmniej cztery skryptony: dwa prze-
pisywane z nici L i dwa przepisywane z nici D. Wiekszo$¢ mechanizméw kontrolu-
jacych transkrypcje DNA faga X jest oparta na zasadzie interakcji miedzy biatkiem
i DNA, i dzieki temu moga one by¢ modyfikowane przez mutacje odpowiednich
gendéw.

J. Hindley z Bristolu przedstawit badania dotyczace struktury genomu faga
QB, zbudowanego z pojedynczej nici polinukleotydowej, sktadajgcej sie z okoto 3500
nukleotydéw. Zawiera ona cistrony dla biatka otoczki, polimerazy RNA i dwdch
innych biatek wykrytych w czasteczce wirusa. Okre$lono dotychczas sekwencje 175
nukleotydéw koncowego fragmentu 5', a obecnie trwajg prace nad ustaleniem sek-
wencji nastepnych 150 nukleotydéw. Dotychczasowe dane wskazujg, ze: koniec 5'-
nukleotydowy zaczyna sie bardzo stabilng petlag utrzymywang za pomoca wigzah
wodorowych, w obrebie pierwszych 62 nukleotyddw nie znaleziono trypletow warun-
kujacych specyficzng inicjacje syntezy polipeptydu, na odcinku 300 nukleotyddéw,
poczynajgc od konca 5'-nukleotydowego, nie zidentyfikowano sekwencji niezbednej
do specyficznego zapoczatkowania syntezy biatka otoczki faga.

E. Wintersberger z Wiednia przedstawit stan badan nad transkrypcjg mitochon-
drialnego DNA. Obecnie powszechnie przyjmuje sie, ze w mitochondriach zachodzi
biosynteza kwaséw rybonukleinowych na matrycy DNA, w reakcji, ktéra catkowicie
hamowana jest aktynomycyng D. Mitochondria zawierajag przynajmniej trzy ro-
dzaje kwasu rybonukleinowego, w tym oba rodzaje rRNA oraz tRNA specyficzny
dla mitochondriéw. Stosujgc technike hybrydyzacji wykazano, ze w syntezie mito-
chondrialnych kwaséw rybonukleinowych wykorzystywane sg odpowiednie odcinki
obu tancuchéw DNA. Mitochondrialne polimerazy RNA, otrzymane z drozdzy i Neu-
rospora crassa, réznig sie znacznie swoimi wiasciwosciami, szczegdlnie w prefero-
waniu pewnych typéw DNA w procesie transkrypcji, jak réwniez wrazliwoscia
w stosunku do antybiotyku rifampicyny.

P. Chambon ze Strasbourga omoéwit wiasciwoséci polimeraz otrzymanych z réz-
nych tkanek zwierzecych. W zaleznoéci od wrazliwosci na amanityne mozna po-
dzieli¢ polimerazy RNA na dwie grupy, oznaczone A i B, przy czym stosujac elektro-
foreze na zelu poliakrylamidowym polimerazy z grupy B mozna rozdzieli¢ na dwie
podgrupy Bl i BIL Polimeraza A wystepuje gtéwnie w jaderku, natomiast polime-
raza B w nukleoplazmie. R&znig sie one wrazliwosciag na Mn2+ i Mg2+. Oba typy
polimeraz sg niezdolne do syntezy RNA na matrycy DNA pochodzacego z faga.

K. Seifart z Marburga w swoim wyktadzie oméwit dalsze réznice miedzy poli-
merazg A i B. Polimeraza A ma zdolno$¢ syntetyzowania RNA na natywnym DNA,
podczas gdy polimeraza B wymaga jako matrycy zdenaturowanego DNA. Z watroby
szczura otrzymano za pomocg chromatografii na DEAE-celulozie, CM9-celulozie
* Sephadex G-200 frakcje biatkowa, ktéra stymuluje dziatanie polimerazy B na ma-
trycach natywnych DNA z r6znych tkanek. Biatko to natomiast nie ma wplywu na
inne polimerazy, jak rowniez nie wykazuje wiasciwosci tego enzymu. Dziata ono
natychmiast po dodaniu do peinego uktadu, bez okresu utajania. Mechanizm dzia-
tania nie jest znany.

W. Gilbert z Bostonu i B. Muller Hill z Kolonii przedstawili swoje badania nad
izolowaniem operatora operonu laktozy u E. coli, oraz nad represorem warunkujga-
cym funkcjonowanie tego operonu.
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Poza znakomitymi wyktadami i oficjalnymi, stojagcymi na bardzo wysokim po-
ziomie dyskusjami, w kuluarach szkoty toczyly sie rozmowy w bardzo bezpos$redniej
atmosferze. Organizatorzy kursu dr, dr E. U. Wintersbergowie zadbali bowiem o to,
aby zapewni¢ jak najwiekszg swobode dyskusji. Dla uczestnikéw kursu wynajeto
wysokogorskie schronisko w Alpach i w godzinach przedpotudniowych odbywata
sie, prawie obowigzkowo, nauka jazdy na nartach, w czasie ktérej na alpejskich
stokach zjazdy narciarskie krzyzowaty sie z dyskusjami biochemicznymi.

Podsumowujac, nalezy jeszcze raz podkreslic znakomitg organizacje kursu, bar-
dzo dobry dobér wyktadéw, ktére moze nie przedstawialy najnowszych osiggniec,
jeszcze nieopublikowanych, ale dawaly ogélny przeglad dotychczasowych badan nad
tak istotnym problemem dla biologii molekularnej, jakim jest struktura i funkcja
genu.

M. Ombach

Il Miedzynarodowy Kongres Badah nad Fotosynteza
Stresa, 24—29 czerwca 1971 r

W dniach 24—29 czerwca 1971 r odbyt sie w Stresa (Wilochy) Il Miedzynaro-
dowy Kongres Badan nad Fotosyntezg. Organizatorem Kongresu, ktéremu patro-
nowali Consiglio Nazionale delle Ricerche (Wiochy) i Istituto Lombardo do Scienze
e Lettere w Mediolanie, byt profesor Giorgio Forti z Instytutu Botaniki Uni-
wersytetu w Neapolu. W Kongresie wzieto udziat okoto 600 uczestnikow.

Obrady Kongresu, trwajgcego 6 dni, sktadaty sie z sesji przedpotudniowych, po-
Swieconych na 2 referaty plenarne (po 40 min) oraz 4—5 uzupetniajgcych referatéow
(20—30 min) przedstawianych przez zaproszonych dyskutantéw, Sesje popotudniowe
byly przeznaczone w zasadzie na 15 minutowe komunikaty, ktérych wygtoszono
okoto 300.

Problematyke badan nad fotosyntezg podzielono na nastepujace grupy tema-
tyczne:

1. Fotochemia i pierwotne reakcje fotosyntezy —referaty L. N. M. Duysensa

iA. Trebsta, .

2. Fotosyntetyczny transport elektronéw —referaty G. Husaka i A. San

Pietro,

3. Transport jonow a fotofosforylacja —referaty M. Avrona i A P. G Croft-
sa,

4. Fotosyntetyczna asymilacja dwutlenku wegla — mechanizmy regulacji. Referaty
plenarne J. A. Basshama i M Gibbsa,

5. Biosyntezy katalizowane przez aparat fotosyntetyczny,

6. Struktura i funkcja bton aparatu fotosyntetycznego.

Referaty plenarne z zakresu dwu ostatnich grup tematycznych, a S$cislej na te-
mat biosyntezy i struktury aparatu fotosyntetycznego wygtosili N. K. Boardman
oraz I. Ohad. Poza tym jedng z sesji plenarnych poswiecono zagadnieniu: ,Foto-
synteza a ewolucja”. Po wprowadzeniu H. Gaffrona jako dyskutanci wystapili
H. Baltscheffsky, C. Sagan iP. Siekewitz. Zagadnienie ,Fotooddy-
chanie a fotosynteza” byto przedmiotem referatow plenarnych N:E. Tolberta
il. Zetitcha.

Kongres odbywat sie w dwusetng rocznice odkrycia fotosyntezy przez Priesley’a.
Z tej okazji Robert Hill, na sesji wieczornej wygtosit referat o jego zyciu i badaniach
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Referaty plenarne, wypowiedzi dyskutantéw oraz komunikaty przedstawione na
Kongresie bedg wydane tgcznie w formie ksigzkowej.

Z. Kaniuga

Miedzynarodowe sympozjum na temat biochemii i biofizyki bton
mitochondrialnych
Bressanone, 26—29 czerwca 1971 r

W dniach 26—29 czerwca 1971 r odbyto sie w Bressanone (Wtochy) kolejne,
si6dme juz, miedzynarodowe sympozjum organizowane corocznie we Wtoszech przez
europejskg grupe badaczy struktury, funkcji i proceséw katalizowanych przez mi--
tochondria. Obecnie sympozjum, ktérego organizatorami byli prof. N. Siliprandi
i prof. G. F. Azzone z Uniwersytetu w Padwie poSwiecone byto w szczegdlnosci
biochemii i biofizyce bton mitochondrialnych.

Inauguracyjny wyktad o historii badaA nad mitochondriami wygtosit A. Leh-
ninger. Tematyka sympozjum zostata podzielona na trzy sekcje, na ktérych wy-
gtoszano 20 minutowe komunikaty. Sesja | dotyczyta tancucha oddechowego i me-
chanizmow sprzezenia. Przedstawiono tutaj 15 doniesien m.in. o wtasnosciach i re-
gulacji aktywnosci dehydrogenazy bursztynianowej (3), o wiasnosciach réznych form
cytochromu b (3) oraz dane z zakresu dwu kontrowersyjnych hipotez odnosnie me-
chanizmu dziatania antymycyny w taricuchu oddechowym.

Sesja Il — ,,Skiad chemiczny i budowa molekularna bton” skiadata sie z 19 do-
niesien, w wiekszosci poswieconych zastosowaniu wskaznikéw fluorescencyjnych do
badania zmian zachodzacych w btonie w wyniku dziatania réznych czynnikéw (sub-
stratu, inhibitora, stanu energetycznego btony, zmian $rodowiska itp.).

Sesje Ill poSwiecono mechanizmowi transportu poprzez btone. Sesja ta skia-
data sie z 9 doniesien. Szczeg6lnie interesujacy byt referat A. Lehningera o transpor-
cie ornityny i cytruliny przez btone mitochondrialng w procesie biosyntezy mocz-
nika.

Poza tym dwa kilkugodzinne posiedzenia przeznaczono na o0g6lng dyskusje szcze-
g6lnie kontrowersyjnych zagadnien. W Sympozjum wzieto udziat okoto 80 oséb w tym
12 z USA. Materiaty sympozjum zostang wydane w formie ksigzkowej.

Z. Kaniuga



SPIS TRESCI

J. Buchowicz —Ignacy Reifer, 1909—1971 .. e 535
J. Bryta —Regulacja glukoneogenezy. Il. Rola hormonow ....cccccccevvervcircrnenne 537
M. Jachimowicz, T. Szymczyk —Biologiczna rola kwaséw sialowych 551
J. Bielawski —Elektroda tlenowa i jej zastosowanie w badaniach pro-
cesébw zyciowych 565
E. Prochniewicz, H Strzelecka-Gotaszewska — Spektroskopia
fluorescencyjna i jej zastosowanie do badania struktury biatek . . . . 583
L. Ktyszejko-Stefanowicz, Z Polanowska —Kwasne biatka
Jader KOM OTKOW YOI i 601
C. Jani on —Biosynteza i rola rzadkich zasad W tRNA ... 631
Recenzje ksigzek (j4 Makarewicz, A. SMOCZKIEWICZOWA) .ccorreierirrerenrreiririenenes 651

Kurs FEBS w Hintermoos (Austria) poSwiecony transkrypcji genu (M. Ombach) 655
Il Miedzynarodowy Kongres Badan nad Fotosynteza, Stresa 24—29 czerwca

S O (7 (- N B Vo - ) SRR 657
Miedzynarodowe Sympozjum na temat biochemii i biofizyki bton mitochon-
drialnych, Bressanone 26—29 czerwca 1971 r. (Z. Kaniuga).....nn 658

W 1-szym zeszycie 18-go tomu ukazg sie:

1. Badanie konfiguracji przestrzennej biopolimeréw za pomocg dyfrakcji promieni
rentgenowskich — M. Tichy

2. Charakterystyka uwodnienia makromolekut DNA i metody jego wyznaczania —
B. Lubas

3. Nierozpuszczalne w wodzie pochodne biatek biologicznie czynnych —U. Kocem-
ba-Sliwowska

4. Zastosowanie metody swoistej sorpcji (ang. affinity chromatography) do wyosob-

niania enzymoéw i inhibitorédw enzymatycznych —J. Chudzik, A. Koj

Trzustkowe inhibitory enzyméw proteolitycznych — A. Wilimowska-Pelc

Papaina — E. Machowicz, M. Sarnecka-Keller

Hydroksylaza proliny protokolagenu —J. Tomaszewski

Podstawowe procesy biologiczne podczas kietkowania nasion —T. Gotaszewski,

M. Siwecka, J. W. Szarkowski

9. Peroksysomy — A. Kahl, M. Gross, W. Turski

© N oo



POSTEPY BIOCHEMII

November 1971

ARTICLES IN POLISH

Volume 17 Number 4

J.

Chronicle

Buchowicz —Ignacy Reifer, 1909—1971 (Inst. Biochem. Biophys. PoJ.
ACAd. SEi., W @ISZ AW @) ittt ettt 535
Bryta — Control of Gluconeogenesis. Il. Role of Hormones (Dep. Biochem.
UNIV., W ATSZAW @) teieeiririeiirieieieesiee et s ses s see e sssse s sesesesessssesesensnsessssnsesessssssnnene 537
Jachimowicz, T. Szymczyk —Biological Function of Sialic Acids

(Dep. Chem. Physiol., Medical School, W arszawa).......ccccoeveverinssiernnsessineennnns 551
Bielawski —Oxygen Elektrode and Its Application in Investigations of

Life processes (Dep. Cytol. and Histol., Inst. Biol. Univ., Poznan) . . . 565
Préchniewicz, H. Strzelecka-Golaszewska —Fluorescence
Spectroscopy and its Application to Studies on the Protein Structure (Nenc-

ki Inst. Exptl. Biol. Pol. Acad. Sei., Warszawa) . . ' 583
Klyszejko-Stefanowicz, Z Polanowska — Acidic Proteins of

Cell Nuclei (Dep. Gen. Biochem. Univ., £0dZ)...cccconimiinicinreeiin e 601
Janion — Biosynthesis and Role of Rare Bases in tRNA (Inst. Biochem.
Biophys. Pol. Acad. Sei.,, Warszawa)




Nalezy podawaé¢ kolejno: Lp., nazwisko autora i pierwsze litery imion
(podaje sie nazwiska wszystkich autoréw w kolejnosci podanej w ory-
ginale), skrécony tytut czasopisma, tom (podkre$lony), stronica i rok
(w nawiasach). Np.: 3. Bogorad L., Granick S., J. Biol. Chem. 202,
793 (1953). Cytujac ksiazki nalezy poda¢ kolejno: nazwisko i pierwsze
litery imon autora(éw), tytut, wydawce, miejsce i rok wydania; np.: Ba-
ranowski T., Podrecznik Biochemii, PZWL, Warszawa 1963. Cytujac
artykuty w pracy zbiorowej nalezy poda¢ po tytule nazwiska redakto-
réw, oraz na koncu tom i stronice; np.: Schneider W.C.,, w Methods in
Enzymology, red. S. P. Colowick i N. O. Kaptan, Academic Press, New
York 1957, tom |11, str. 680.



Cena zt 20.

SPIS TRESCI

J. Buc howic z—Ignacy Reifer, 1909—1971  .....cccviviren

J. Bryta — Regulacja glukoneogenezy. Il. Rola hormonéw

M. Jachimowicz, T. Szymczyk —Biologiczna rola kwaséw sialowych......551

J. Bielawski —Elektroda tlenowa i jej zastosowanie w badaniach pro-
CESOW  ZYCIOWYCR i enes 565

E. Préchniewicz, H Strzelecka-Gotaszewska —Spektroskopia
fluorescencyjna i jej zastosowanie do badania struktury biatek . . . . 583

L. Ktyszejko-Stefanowicz, Z Polanowska —Kwasne biatka

Jader KOmM OTKOW Y Ch ottt
C. Jani on —Biosynteza i rola rzadkich zasad w tRNA ..
Recenzje ksigzek (A. Makarewicz, A. Smoczkiewiczouoa).........
Kurs FEBS w Hintermoos (Austria) poswiecony transkrypcji genu (M. Ombach) 657
Il Miedzynarodowy Kongres Badan nad Fotosyntezg, Stresa 24—29 czerwca

1971 1. (Z. KABNTUGA) ittt ettt ettt ettt 653
Miedzynarodowe Sympozjum na temat biochemii i biofizyki bton mitochon-
drialnych, Bressanone 26—29 czerwca 1971 r. (Z. Kaniuga) ... 660

Post. Bioch. T 14 nr 4 s. 533—660 Warszawa 1971 r.
Indeks 37144



	SPIS TREŚCI



