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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 otrzymujg bezptatnie 25 odbitek pracy; zada-
nie dalszych odbitek (ptatnych) nalezy =zgtosi¢ pisemnie nadsytajac
prace. Autora obowigzuje korekta autorska. Koszty zmian tekstu w ko-
rekcie, poza poprawkami btedéw drukarskich ponosi autor.

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

Forma maszynopisu. Maszynopis pracy i wszelkie zalgczniki nalezy
nadsyta¢ w dwu egzemplarzach. Maszynopis powinien by¢ napisany
jednostronnie, z podwojng interlinig, z marginesem ok. 4 cm po lewej
i ok 1 cm po prawej stronie oraz z numeracjg stron. Na pierwszej stro-
nie nalezy zamie$ci¢ 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 teks$cie nalezy oznaczy¢ numeracjg rzymska, a podroz-
dziaty — arabskg. Tytuly nie wydzielone z tekstu nie powinny by¢ nu-
merowane.

W teks$cie nie nalezy zamieszcza¢ zadnych tablic, rysunkéw, sche-
matéw i wzordw. W zgdanym miejscu nalezy pozostawi¢ wolny wiersz
i oznaczy¢: Tablica 1, Rys. 1, Schemat 1 lub liczbg rzymskg w nawia-
sie —numer odpowiedniego wzoru. W tekScie nalezy odwota¢ sie do
numeracji wzoru po stownym wymienieniu zwigzku, np.: kwas gluta-
minowy (I).

Powotujac sie na literature nalezy poda¢ w tekscie, w nawiasie,
kolejny numer pozycji w spisie literatury.

Zatgczniki do tekstu. Kazdy zatacznik nalezy dotaczyé na oddzielne]
kartce, opatrzony kolejnym numerem odpowiadajgcym uzytemu w tek$-
cie, np. Tablica 1, Wzoér I, Rys. 1 lub Schemat 1 Fotografie i wykresy
nalezy oznaczy¢ jako rysunki. Wszystkie zalgczniki nalezy oznaczyé
u géry nazwiskiem autora i poczatkowymi wyrazami tytutu pracy.

Tablica powinna zawieraé nagtéwek opisujacy jej tresé, jej rubry-
ki powinny by¢ zaopatrzone w odpowiedni tytut.

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

Literatura. Wykaz literatury nalezy wypisaé oddzielnie, na ostatnich
stronach maszynopisu, w alfabetycznej kolejnosci nazwisk autorow.
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Post. Biochem. 18, 3—30 (1972).

MAREK TICHY*

Badanie konfiguracji przestrzennej biopolimerow
za pomoca dyfrakcji promieni rentgenowskich

The Study of Configurations of Biopolymers by the Use of X-ray
Diffraction

This paper describes roentgenographic methods for resolution of protein (fibrilar
and globula.r) and nucleic acid (DNA, RNA and model polynucleotides) structures.

Do doktadnego poznania wiasciwosci takich substancji biologicznych,
jak biatka czy kwasy nukleinowe oraz szczeg6towego rozwazenia mecha-
nizmow ich dziatania, niezbedna jest znajomo$¢ przestrzennego utozenia
wszystkich atomdw w czasteczce. Reguta fizyczna mowi, ze diugo$é fali
promieniowania o$wietlajagcego obiekt musi by¢ wspdétmierna lub mniejsza
od jego wymiaréw, aby mogt on by¢ dostrzezony przez obserwatora. Po-
niewaz atomy maja $rednice rzedu kilku angstreméw (1A =10“0m), nie
mozna uzy¢ promieniowania widzialnego, gdyz jego dtugo$¢ fali mieSci sie
w zakresie 4000—7500 A. Natomiast promieniowanie rentgenowskie od-
powiada wymogom eksperymentalnym i dlatego jest ono powszechnie uzy-
wane do badan strukturalnych. Na ogét stosuje sie promieniowanie o dtu-
gosci fali 0,5—2,5 A. Strukturalne badania rentgenowskie wymagajg spe-
cjalnej metodyki, zaréwno dosSwiadczalnej jak i teoretycznej — interpre-
tacyjnej. Celem niniejszego artykutu jest przedstawienie jej w zarysie
Czytelnikowi o wyksztatceniu przyrodniczym. W literaturze polskiej uka-
zaty sie dotychczas tylko pozycje dotyczace rentgenografii technicznej (32).
Natomiast w literaturze Swiatowej mozna znalezé prace przeglagdowe
o rentgenografii w chemii organicznej (91) oraz o rentgenografii biopo-
limerow (33, 56, 100, 141).

I. Geometria krysztatéw

Ze wzgledu na to, ze obiektami badan rentgenowskich sg krysztaty
nalezy rozpoczaé od opisu ich budowy wewnetrznej. Krysztatem nazywa-
my ciato state, w ktorym atomy ulozone sa periodycznie, tworzac troj-

* Mgr, Wojskowa Akademia Technicz-na, Warszawa.
Wykaz stosowanych skrétow: PMG — poli-y-metylo-L-glutamina, PLA — poli-L-
-alanina.
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wymiarowg sie¢ atomowg. Zwigzane z tym sg rozne charakterystyczne
wiasciwosci fizyczne, jak na przykiad scisle okre$lona temperatura top-
nienia.
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Rys. 1. Schemat sieci krystalicznej; linig ciagta zaznaczono kontur komorki ele-
mentarnej

Trojwymiarowg sie¢ krysztatu mozna podzieli¢é na szereg przylegaja-
cych do siebie klatek (komorek) identycznych zaréwno pod wzgledem
ksztattu jak i sktadu atomowego (rysunek 1). W zwigzku z tym kazda z nich
mozna wybrac¢ jako reprezentantke wszystkich i nazwa¢ komodrkg elemen-
tarng (na rysunku 1 zaznaczono jej kontury liniami ciagtymi). Wielkos¢
i ksztatlt komérki elementarnej charakteryzuje sie za pomocg szeSciu para-
metrow: o

0
Tablica 1
Uktady krystalograficzne

Wymiary komorki elementarnej

Uktad o
(state sieciowe)

Regularny a=b=c a=(@¢=y= 90
Tetragonalny a=b/c a=PRP=y=90°
Rombowy a"b”~rc a=p=y—9%0°
Romboedryczny a=b=c a=6=y " 90°
(trygonalny)
Heksagonalny a=b”c a=/S =90° y = 120°
Jednoskosény a#tb”~Nc azy=90°#

Trojskosny a"b~c a [ 90°
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dtugosci bokéw a, b, ¢ oraz katdbw miedzy nimi a, @i y. W zaleznosci od
wielkosci i wzajemnych stosunkdw tych szeSciu parametrow rozréznia sie
siedem uktadéw krystalograficznych. Podano je w tablicy 1

Wystepujagce w komorkach elementarnych atomy moga znajdowac sie
nie tylko na ich krawedziach, lecz takze w catej ich objetosci, co powoduje
asymetrie komoérki. W krystalografii wyrézniono 230 mozliwosci takich
asymetrii, uwzgledniajagc rézne typy przeksztatcen, jak obrot, odbicie
zwierciadlane, inwersje itp.; sg to tzw. grupy przestrzenne. Szczegb6towy
ich opis mozna znalez¢ w pracy (65).

Przez punkty — atomy, tworzace sie¢ krystaliczng, mozna przeprowa-
dza¢ wiele ptaszczyzn. Pokazano to w dwu wymiarach na rysunku 2. Aby
mac rozrozni¢ plaszczyzny miedzy sobg uwzglednia sie rézne kierunki ich
przebiegania przez komoérke elementarng. Do okreslania kierunku danej
ptaszczyzny stosuje sie wskazniki Millera h, k, 1 Sg to liczby catkowite,
wskazujace, ze ptaszczyzna przecina osie a, b, ¢ komérki elementarnej od-

/ a b ¢
powiednio w punktach:-"-, -y-. Jesli ptaszczyzna przecina o$ komarki

elementarnej po stronie ujemnej, to uzywa sie wéwczas wskaznika ujem-
nego; ujemne wskazniki Millera oznacza sie h, k, 1 Ptaszczyzny tworzgce

S

Rys. 2. R6zne plaszczyzny w sieci krystalicznej

rodzine ptaszczyzn réwnolegtych bedg miaty wszystkie te same wskazniki
h, k, 1L Ze wskaZznikéw Millera oraz szeSciu parametrow charakterystycz-
nych dla komoérki elementarnej mozna wyznaczy¢ dla kazdego ukitadu
krystalograficznego odlegto$¢ dhd miedzy kolejnymi ptaszczyznami row-
nolegtymi.
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1l. Dyfrakcja promieni rentgenowskich na krysztatach

Mianem dyfrakcji okreSlamy zjawisko dodawania sie (interferowania)
duzej ilosci fal wytworzonych przez rozproszenie jednej fali padajgcej na
obiekt rozpraszajacy. Takim obiektem rozpraszajagcym moze by¢ np. siatka
dyfrakcyjna czyli ptytka z duzg iloscig réwnoodlegtych liniowych naciec
na powierzchni. Przy nasSwietlaniu siatki Swiattem widzialnym kazda rysa
staje sie zrodtem nowej fali. Fale te, interferujac ze sobg, dajg obraz dy-
frakcyjny w postaci jasnych i ciemnych prazkéw, w zaleznosci od tego,
czy sg zgodne w fazie i dodajg sie, czy przeciwne w fazie i odejmujg sie.
Obiektem rozpraszajacym moze byé rowniez krysztat. Przy naswietlaniu
krysztatu falg promieniowania rentgenowskiego kazdy atom staje sie
zrédtem nowej fali; interferujgc ze sobg fale te dajag efekt dyfrakcyjny.

1. Kierunki ugietych wiazek

Mozliwos$¢ wystgpienia dyfrakcji (ugiecia) promieni rentgenowskich na
krysztale uwzglednia prawo Bragga:

| = 2d sinft (1

gdzie: X— dlugosc¢ fali promieniowania naswietlajgcego
d — odlegtosé miedzy kolejnymi réwnolegtymi ptaszczyznami krys-
talicznymi, uginajagcymi promieniowanie rentgenowskie (dhk)
— kata padania fali na ptaszczyzne krysztatu, czyli kat miedzy
kierunkiem fali i ptaszczyzng krystaliczna.
Z powyzszego wzoru wynika, ze wystepowanie maksimum dyfrakcyjnego
mozliwe jest tylko dla $cisle okreslonej warto$ci kata ft. Znajac kierunki
wigzek ugietych mozemy okresli¢ wskazniki Millera plaszczyzn uginaja-
cych oraz odlegtosci miedzy tymi ptaszczyznami. Pozwala to jedynie na
ustalenie ksztattu i wymiaréw komdrki elementarnej nieznanego krysz-
tatlu. Natomiast pozycje atoméw wewnagtrz komorki elementarnej mozna
okresli¢c na podstawie pomiaréw natezenia wigzek ugietych. Jest to pro-
blem znacznie bardziej skomplikowany, zaréwno od strony teoretycznej,
jak i praktycznej. Szczegbty mozna znaleZ¢ w drugiej czeSci tego rozdziatu
oraz w rozdziale nastepnym.
Opierajagc sie na prawie Bragga mozna wyrdéznié¢ trzy metody dyfrak-
cyjne:

metoda Lauego 1zmienne  § state
metoda obracanego krysztatu ' Astate $ zmienne (czesciowo)
metoda proszkowa Debye’a-Scherrera  Astate $ zmienne

Do badania monokrysztatéw biopolimerdw wykorzystuje sie metode obra-
canego krysztatu. Krysztat obraca sie wokot jednej z jego osi lub wokodt
jakiego$ waznego kierunku krystalograficznego, prostopadle do monochro-
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matycznej wigzki naswietlajacej. Rejestracji dokonuje sie na btonie foto-
graficznej utozonej cylindrycznie tak, ze o$ obrotu krysztatu pokrywa sie
z osig cylindra. Wiazki ugiete uktadajg sie na powierzchniach stozkow,
ktérych osie pokrywajg sie z osig obrotu, a na btonie fotograficznej odpo-
wiadajgce im refleksy znajdujg sie na liniach poziomych (rysunek 3).

cl) b)
|

D seee e eee cee see LR 2

/) esscee .. .. .. .. ssecee 1

esesse oo oo .o .e sssene _1

Rys. 3. Metoda obracanego krysztatu:
a) kierunki ugietych przez monokrysztat wiazek; b) ukfad refleksow na btonie fil-
mowej

2. Natezenia ugietych wigzek

Aby mdc wyznaczy¢ natezenia ugietych przez krysztat wigzek, nalezy
pozna¢ nature zjawisk zachodzacych przy rozpraszaniu promieni rentge-
nowskich. Zmienne pole elektryczne elektromagnetycznej fali promienio-
wania Roentgena oddziatywuje na natadowane czastki, na przykiad elek-
trony, wprawiajac je w ruch drgajacy. Oscylujace wokét potozenia row-
nowagi elektrony stajg sie Zrodtami nowych fal elektromagnetycznych o tej
samej dtugosci fali, co wigzka padajaca. Emitowane fale sg spOjne z wigz-
kg pierwotng, poniewaz istnieje okreslona zalezno$¢ miedzy fazami wigzki
padajgcej i wigzki rozproszonej; mogg wiec ze sobg interferowaé. Nate-
zenie wiagzki rozproszonej przez pojedynczy elektron zostato okreSlone
przez Thomsona wzorem:

ed | + cos2d '
0 m2c4r2 2 (’
gdzie: | — natezenie wiagzki rozproszonej, 10— natezenie wigzki padajgcej,

e — tadunek elektronu, m — masa elektronu, c— predkos$¢ S$wiatlta, r —
odlegto$¢ od rozpraszajacego elektronu, $ — kat ugiecia (Bragga). Istnieje
jeszcze drugi, korpuskularny sposob opisu oddzialtywania wigzki rentge-
nowskiej na elektrony, zwany rozpraszaniem comptonowskim. Polega on



8 M. TICHY [a

na rozwazeniu zderzenia kwantu promieniowania (traktowanego jak czast-
ka) z elektronem, co wigze sie zaré6wno ze zmiang dtugosci fali, jak i z utra-
tg spdjnosci. Interferencja wigzek rozproszonych nie moze tu oczywiscie
wystepowac i dlatego efekt ten nie moze by¢ istotny dla powstawania
obrazéw dyfrakcyjnych.

Rozpatrujgc nastepnie rozpraszanie przez atom mozna na podstawie
wzoru Thomsona stwierdzi¢, iz w atomie jedynie elektrony moga by¢ cen-
trami rozpraszajgcymi, za$ jadro nie moze ze wzgledu na zbyt wielkg mase
(natezenie wigzki rozproszonej przez tylko jeden proton bytoby okoto
18402« 3,4* 10®razy mniejsze od natezenia wigzki rozproszonej na jednym
elektronie). Natezenie wigzki ugietej na atomie jest suma natezen wigzek
ugietych przez poszczegélne elektrony dla = 0, a wiec zalezy od liczby
atomowej Z, i maleje ze wzrostem ft. Jako miare wydajnos$ci rozpraszania
przez atom stosuje sie tzw. czynnik atomowy

i amplituda fali rozproszonej przez atom
amplituda fali rozproszonej przez jeden elektron nt

Jak wida¢, im ciezszy pierwiastek, tym wigzka rozproszona ma wieksze
natezenie. Niestety rozpraszanie comptonowskie, cho¢ niespOjne, daje tio,
tym wieksze, im mniejsza jest liczba atomowa rozpraszajgcych atomoéw.
Dlatego tez najbardziej zaciemnione sg obrazy dyfrakcyjne zwigzkéw or-
ganicznych, zawierajgcych atomy lekkich pierwiastkéw, jak wegiel, azot
i tlen, nie méwiac juz o wodorze, ktére réwnoczesnie dajg spdjne wigzki
0 matym natezeniu.

Przechodzgc wreszcie do rozpraszania przez catg komorke elementarna
0 N atomach nalezy stwierdzi¢, ze amplituda fali wypadkowej Fhd jest
wektorowg sumg amplitud fal rozproszonych przez poszczegélne atomy
lwyraza sie wzorem:

N
Fhkl =~ fi(hkDexp [2ni (hx; + ky;+1z,)] 4
1=1

gdzie: Fhde—amplituda fali rozproszonej (refleksu), zwana czynnikiem

struktury
fi(hkl) — czynnik atomowy i-tego atomu
xi( yi, 4— utamkowe wspo6trzedne i-tego atomu, otrzymane przez
podzielenie wspotrzednych atomu odpowiednio przez a,
b oraz c
h, k, 1— wskazniki danego refleksu, okreslajgce réwnoczesnie
kierunek, wzdtuz ktérego nastepuje sumowanie.
Natezenie fali ugietej oblicza sie podnoszac amplitude do kwadratu, a po-
niewaz jest ona liczbg zespolona, nalezy pomnozy¢ amplitude przez wiel-
kos¢ do niej sprzezong, tzn.:

I = F2= F-F* (5
gdzie: | — natezenie, F — amplituda, F* — amplituda sprzezona.
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I1l. Rozwigzywanie struktury przestrzennej monokrysztatu

1. Informacje uzyskane z danych Kkrystalograficznych oraz z pomiaru Kkierunkéw
ugietych wigzek

Badania krysztatlow prowadzono znacznie wcze$niej, niz zastosowano
po raz pierwszy (von Laue, 1912) promieniowanie rentgenowskie. Rozwi-
nieto wtedy metody krystalograficzne, polegajagce na okre$laniu wiasciwos-
ci monokrysztalu na podstawie jego wygladu zewnetrznego, tupliwosci
w pewnych kierunkach itp. Mimo swego klasycznego charakteru metody
te sg stosowane do dzisiaj do wstepnej charakterystyki krysztatu, utatwia-
jacej np. wybor kierunkéw, wokdt ktoérych bedzie sie obraca¢ krysztat przy
wykonywaniu zdje¢ rentgenowskich.

Zdjecia rentgenowskie otrzymujemy przy zastosowaniu metody opisa-
nej w czesci 1 rozdziatu Il. Stosujac specyficzng metodyke kazdemu z re-
fleksow na zdjeciu przypisuje sie wskazniki Millera hkl, okreslajace ro-
dzine ptaszczyzn krystalicznych, od ktérych nastgpito odbicie (ugiecie) da-
jace ten refleks. Nazywamy to wskaznikowaniem zdjecia rentgenowskiego.
Z wystepowania pewnych refleksow i braku innych mozna wyciggnaé
wnioski co do wygladu i asymetrii komorki elementarnej.

W sumie z danych krystalograficznych, kierunkéw ugietych wiazek
i wywskaznikowanych zdje¢ otrzymuje sie dane o ksztatcie, wymiarach
i grupie przestrzennej komdrki elementarnej.

2. Informacje uzyskane z pomiaru natezen wigzek ugietych

Metody stosowane do wyznaczenia natezen poszczeg6lnych wigzek ugie-
tych zostang scharakteryzowane w rozdziale VI.
Natezenie fali ugietej zostato okreslone rownaniem (5). Przez odwroce-
nie tego réwnania otrzymujemy:
[FhK| - (6)
Amplituda dana wzorem (6) jest wielkoScia eksperymentalng, otrzymang
z pomiaru natezenia Ihki. Poniewaz rozpraszanie promieni rentgenowskich
warunkuja elektrony zwigzane z atomami, rozktad gestosci elektronowej
w komorce elementarnej musi odpowiadaé¢ rozktadowi atomow, przy czym
im wieksza bedzie liczba atomowa Z, tym wieksza bedzie gesto$¢ elektro-
nowa. W oparciu o amplitude |Fhkl| mozna okre$li¢ rozmieszczenie ato-
mow, poprzez wyznaczenie rozktadu gestosci elektronowej wg réwnania:
e(xyd-y J J ™ |Fhklcos[2jt(hx+ky+I1z)-ahK] (7)
h=—o0 k = —oc
gdzie: e>(xyz) — gestos¢ elektronowa, ahki— stata fazowa. Wzér (7) wynika
z roztozenia catej gestosci elektronowej w punkcie o wspo6trzednych x,y,z
na fourierowski szereg przyczynkow, pochodzacych od wszystkich reflek-
sOw zarejestrowanych na zdjeciu rentgenowskim. Odpowiada to uwzgled-
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nieniu faktu, ze znajdujgce sie w tym punkcie elektrony majg swoj udziat
w rozpraszaniu promieni rentgenowskich w kazdym kierunku, a stata fa-
zowa ahki wyraza r6zne mozliwosci wptywania na amplitude i natezenie
kazdego refleksu okreslonego wskaznikami hkl (wzmacnianie lub ostabia-
nie). Obliczen rozktadu gestosci elektronowej dokonuje sie metodg nume-

ryczng, zmieniajac X, y i z odpowiednio co (dla przyktadu) 1 a, ' b

i-M-c. Niestety stata fazowa w znamienitej wiekszosci przypadkow nie jest

znana i dlatego stosuje sie metody przyblizone wyznaczania jej wartosci
badZz tez wyznacza sie inne wielkosci, do ktdrych okre$lania znajomos$é
statej fazowej nie jest potrzebna. Przyklad mapy gestosci elektronowej
(dla grupy hemowej) pokazano na rysunku 4.

Rys. 4. Rozktad gestosci elektronowej dla grupy hemowej mioglobiny (synteza fourie-
rowska z doktadnoscig do 2 A)

3. Metody przyblizone rozwigzywania struktury przestrzennej

Metoda préb i biedoéw. Jesli badamy przestrzenng strukture niezbyt
skomplikowanej czasteczki i je$li znana jest struktura chemiczna (wzor
strukturalny wszystkich potagczen miedzyatomowych) okresla sie, przy za-
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tozeniu standardowych wartosci dla dtugosci i katdbw wigzan miedzyato-
mowych, kilka mozliwych ze wzgledéw sterycznych struktur przestrzen-
nych tej czasteczki. Aby okresli¢, ktdra z nich odpowiada wtasciwej struk-
turze, dokonuje sie dla kazdej obliczen statlych fazowych ahkl, na ich pod-
stawie oblicza sie amplitudy |F{ i poréwnuje z amplitudami eksperymen-
talnymi |Fe|= |/1.Jako kryterium poprawnos$ci wyniku przyjmuje sie (1):
y i|F |—ir 1 *

N Vahinel < 0.2 (8)

R osigga przy bardzo precyzyjnych badaniach o duzej zdolnosci rozdziel-
czej wartos$¢ 0,05.

Funkcja Pattersona. Analiza struktury przy uzyciu réwnania (7) byta
utrudniona faktem, ze stata fazowa ahk byta nieznana i trudna (lub zupet-
nie niemozliwa) do wyznaczenia. Patterson (95 96) omingt te trud-
nos¢, okreslajac funkcje w oparciu o natezenia wigzki ugietej I, a nie am-
plitudy |Fhkl|, poniewaz w przypadku natezen problemy faz nie wyste-
puja:

R =

P(uvw) = 44 QS 12jI(hU +KV +1w)i ©)

h k | =1

gdzie: P(uvw) — funkcja Pattersona
u=x1-x2 v=yl—vy2 w=zt—z2

Funkcja Pattersona okre$lona jest dla réznic miedzy wspotrzednymi dwu
punktow, dlatego jej maksima przypada¢ beda dla takich wartosci u, v,
w, ktore odpowiadajg réznicom wspotrzednych dla potozen dwu réznych
atomoéw, a wysokosci maksiméw proporcjonalne bedg do iloczynu liczb
atomowych Z"Z 2 Z tego wzgledu tatwo mozna uchwyci¢ maksima, zawie-
rajace ciezkie atomy. Metode Pattersona stosuje sie przynajmniej wstep-
nie w metodzie zamiany izomorficznej do okreslenia potozen ciezkich ato-
mow.

Metoda zamiany izomorficznej. W stosunku do prostszych czasteczek
organicznych metoda ta byta juz do$¢ dawno stosowana, ale dopiero w 1954
roku Green, Ingram i Perutz (46) dowiedli, ze moze by¢ ona
réwniez stosowana do wielkich czasteczek, jakimi sg biopolimery (w szcze-
gblnosci do biatek). W czgsteczkach organicznych wystepujg same lekkie
pierwiastki: wegiel (Z = 6), azot (Z = 7), tlen (Z = 8), nie mdéwiagc juz
o wodorze (Z = 1), ktéry jest dla promieni rentgenowskich praktycznie
niedostrzegalny. Wystepowanie ciezkich atoméw (np. centralny atom ze-
laza w grupie hemowej) znacznie upraszcza zagadnienie, poniewaz roz-
praszanie na takich atomach jest wyraznie widoczne i tatwo je zidentyfi-
kowa¢ w poszczeg6lnych refleksach. Mozna tez zastosowaé metode Patter-
sona, opisana juz poprzednio. Natomiast rozwigzanie struktury czasteczki
ztozonej z samych lekkich pierwiastkOw jest bardzo trudne i dla duzej
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ilosci atoméw — jak to ma miejsce w biopolimerach — po prostu niemoz-
liwe. Metoda zamiany izomorficznej polega na wprowadzeniu do czastecz-
ki grup zawierajgcych ciezkie atomy (np. J, Cl, Ag, Au itp.) w taki sposéb,
ze struktura Kkrysztatu nie ulega zmianie. Stagd nazwa: izomorficzna czyli
jednopostaciowa wymiana (ang. isomorphous replacement). Spis grup, kt6-
re moga byé zastosowane w tej metodzie, podano w tablicy 2. Krysztaty
zawierajgce ciezkie atomy analizuje sie na ogdt metoda Pattersona i prze-
prowadza w miare mozliwosci peing analize strukturalng. Zaleznie od po-
trzeb wykonuje sie kilka krysztatéw z réznymi podstawieniami. Sg to pra-
ce zmudne i dtugotrwate; do$¢ powiedzie¢, ze przy zastosowaniu tej meto-
dy rozszyfrowano od 1955 roku do chwili obecnej zaledwie kilka struktur
dos¢ prostych biatek (patrz rozdziat VII, czes¢ 2).

Tablica 2

Podstawniki zawierajace ciezkie atomy, stosowane w metodzie zamiany izoformicznej
(wg Holmes i Blow (56))

Podstawnik Pozycja literatury
ClHg —" COOH 9, 46
ClHg —" —SOH 11, 14,102,115,127
CIHg-<”V - SOsH 11, 14
/
HgOH
ClHg-/-\-N H 2 14
CI1CH (HgCl) COOH 45
CIHgCH (HgCl) COCH 31, 89
[CH3COOHgCH2CH(OCH?3)12 3l
CH3Hg 40
somnh?2
/
CH3HgSCH2CONHS02-/~ "~ -N H 2 127
/
Cl
CHsHgSCH2COOH 127
Hg(COOCH?3)2 31, 45, 48, 127
HgCl2 31, 89
HgO, 14
K2HgBr4 102
K2Hgls 11, 13, 14, 38, 45, 78, 102, 115,
125
AgNO3 14, 46, 48, 115
NaAuCls 14, 102,115
uo2(pd7), 78
U02(NO03):2 U
ksuoafe 11,57

Kwas uranylo-sulfosalicylowy (sl K) 68
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Tablica 2 (c.d.)

Podstawniki Pozycja literatury

K2PtCIO0 38, 78, 125
K2PtCl4 13, 102
K2PtBr4 13, 102
K2Ptl4 13
K2PdCl4 11, 102
K2PdBr4 u
cis-Pt(NH2CH2COOH)2 68
Pt(NHXCH2ZCHNH2X, 68
Pt(NH32(N 032 68

IrCI3 38
NaglrClI, 78
TafCl12CI2 29
Nb6CI12CI2 29
Pb(CH3C00)2 24
Pb3(C6H7)2. 3HD 8l

120

i~\ y~s°

IV. Rozpraszanie przez widkna

Dodatkowym utrudnieniem przy badaniu przestrzennej struktury bio-
polimeréw jest fakt, ze wiele z nich nie tworzy krysztalow. Sg to miedzy
innymi biatka fibrylarne i kwasy nukleinowe. Niemniej tworzg one struk-
tury o pewnym stopniu uporzadkowania — wtokna, ktére dajg efekty dy-
frakcyjne przy naswietlaniu promieniami rentgenowskimi.

Ze wzgledu na duzo mniejszg regularnos$¢ struktury wiokien, ich rent-
genogramy zawierajg znacznie mniej reflekséw, bardziej rozmytych w po-
rownaniu z refleksami otrzymanymi z monokrysztatdw. Dlatego mozna
z nich uzyska¢ niewiele informacji, a analiza strukturalna jest bardzo
utrudniona i mato doktadna. Poniewaz jednak sg to zazwyczaj struktury
spiralne, ze zdje¢ rentgenowskich otrzymuje sie pewne wielkosci charak-
teryzujagce sama spirale, na przyktad dtugos¢ jej skoku badZ ilos¢ pod-
stawnikdw (reszt aminokwasowych czy par zasad) na jeden obrét spirali
(skok). Nazewnictwo pochodzi od analogii technicznej, jaka jest dla heliksu
Sruba; jeden peiny obrot Sruby daje przesuniecie zwane skokiem (jest to
réwnoczes$nie odlegtos¢ kolejnych gwintow).

Teoria rozpraszania promieniowania przez czasteczki o strukturze he-
likalnej zostata ogtoszona w 1952 roku (26). Poniewaz heliks ma symetrie
cylindryczng, dowolny punkt opisuje sie za pomocg wspOtrzednych cy-
lindrycznych (r, < z). Ze wzgledu na specyfike metody rentgenowskiej
stosuje sie wspdtrzedne (R, op l/c), gdzie: 1— liczba catkowita, ¢ — okres
identyczno$ci, tzn. odlegtos¢ wzdtuz osi z, na ktorej heliks powraca do sy-
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tuacji wyjsciowej. W przypadku wspdtrzednych kartezjanskich (x, y, 2)
otrzymalismy dla fali ugietej wzdr (4); analogiczny wzor przy zastosowa-
niu wspo6trzednych cylindrycznych ma postac:

G(R,w, %) L7 ZZfJ-Jn@nRrj)-exp {i ln (lp—(p,—}—-g) + 2?‘]} (10)

gdzie: f3— czynnik atomowy j-tego atomu o wspo6trzednych (rj,

Jn(2"Rrj)— funkcja Bessela n-tego rzedu; pojawienie sie tej funkcji
wynika ze specyfiki zastosowanych wspétrzednych cy-
lindrycznych.

Na rysunku 5a pokazano rozktad maksimoéw dla funkcji Bessela, opisujg-
cej spirale o skoku P i 5 podstawnikach na obrét.

Dotychczas byta mowa o wyznaczaniu tylko niektérych charakterys-
tycznych dla heliksu parametréw. Aby jednak mdc wyznaczy¢ strukture
przestrzenng, trzeba postugiwaé sie specyficzng metoda eksperymentalna,
zwang metoda transformacji optycznej. Polega ona na skonstruowaniu hi-
potetycznego modelu czasteczki, w ktérym poszczegdlne atomy reprezen-
towane sg przez kulki o réznych rozmiarach, sfotografowaniu go i uzyciu
fotografii o odpowiednich wymiarach (na ktorej caly model jest jasny,
a tto ciemne) jako przeszkody na drodze promieniowania widzialnego.

Unia
warstwowa
6 @&—
5 reszt i) =41 /

naskok 5 _Q %

Rzad Funkcji Bessela

Rys. 5 a)Rozktad maksiméw dla funkcji Bessela, opisujacej heliks o skoku P i 5 gru-
pach na skok



Rys. 5b. Zdjecie transformacji aptycznej neliksu o 10 grupach na skok
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W ten sposéb zwiekszamy zaréwno rozpraszajacy obiekt — fotografia mo-
delu, jak i dtugos¢ fali promieniowania naswietlajgcego. Otrzymany obraz
dyfrakcyjny (optyczna dyfrakcja Fraunhofera), powinien by¢ zgodny
z obrazem rentgenowskim dla tego modelu, ktdry odpowiada rzeczywistej
konfiguracji badanego zwigzku. Na rysunku 5b pokazano zdjecie trans-
formacji optycznej heliksu o 10 resztach na 1 skok.

Taka witasnie metodg postuzyli sie Watson, Crick i Wilkins przy two-
rzeniu modelu struktury DNA.

V. Rozpraszanie promieni rentgenowskich pod matymi kgtami

Metoda rentgenowska jest bardzo dokladng metodg badania struktury
przestrzennej, jednakze w odniesieniu do biopolimerow ma powazng wade.
Badane zwigzki sg w stanie krystalicznym lub widknistym, co wigze sie
ze Srodowiskiem bezwodnym (najwyzej pozostaje woda, wchodzaca
w strukture krysztatu lub wiokna). Nie ma natomiast tak doktadnej me-
tody badania struktury zwigzku chemicznego w roztworze. Istnieje jed-
nak metoda, pozwalajgca okresli¢ doktadnie wymiary zewnetrzne czastecz-
Ki i jej gesto$é elektronowg w roztworze. Jest to metoda rozpraszania pro-
mieni rentgenowskich pod matymi katami. Teoria dotyczaca tej metody
zostata opisana w przegladowym artykule Kratky’ego (75). Ogdlnie
mowigc w roztworze nie ma takiej regularnosci, jak w krysztale, a ze
wzgledu na stosunkowo duze odlegtosci miedzyczasteczkowe dodaniu ule-
gajag nie amplitudy rozproszonych fal, lecz ich natezenia. Z analizy kato-
wego rozktadu natezen mozna wyciggng¢ wnioski co do zewnetrznego wy-
gladu rozpraszajacych czasteczek. Omawiana metoda rozr6znia trzy ka-
tegorie czasteczek: a) o trzech wymiarach istotnych (globularne); b)
o dwoch wymiarach istotnych, a jednym matym w poréwnaniu z nimi
(dyski, ptytki, blaszki); c¢) o jednym wymiarze istotnym, a dwdch pozosta-
tych matych (pateczki). Metoda ta pozwala rowniez wyznaczac ciezar czas-
teczkowy oraz w przypadku czasteczek pateczkowatych $rednig gestosé
elektronowg na jednostke diugosci.

V1. Aparatura doswiadczalna

1. Zrédto promieni rentgenowskich

Zrodtem promieniowania rentgenowskiego jest lampa rentgenowska,
a doktadniej méwigc, jej dodatnia elektroda zwana antykatoda. Emitowana
z katody lampy wigzka elektronéw zostaje przyspieszona przez pole elek-
tryczne rzedu kilkudziesieciu kilowoltéw, a nastepnie mechanicznie zaha-
mowana przez antykatode. Energia kinetyczna elektron6w zostaje zamie-
niona w energie cieplng albo w energie wzbudzenia atoméw antykatody.
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Wzbudzenie atomoéw polega na przeniesieniu elektronéw z powtok K lub
L na wyzsze powtoki, co odpowiada absorpcji energii; atomy takie powra-
cajg do stanu niewzbudzonego (podstawowego) poprzez wypromieniowanie
energii, co taczy sie z powrotem elektronéw na powitoki K lub L. To pro-
mieniowanie atomoéw antykatody nazywamy wiasnie promieniowaniem
rentgenowskim. Rozne metale majg rézne energie elektronéw na powto-
kach; w zaleznosci od materiatu, z ktdrego bedzie wykonana antykatoda,
otrzymamy promieniowanie rentgenowskie o réznych dtugosciach fal. Naj-
czesSciej stosowana jest antykatoda miedziana, dajgca tzw. linie CuKa
0\ = 154 A (K oznacza powrot elektronu na powloke K, a— ze powrot
nastapit z najblizszej powioki, tzn. z powtoki L). Poniewaz oprécz linii
CuKa obserwuje sie takze inne — stabsze — linie energetyczne, stosuje sie
specjalne filtry tak, aby lampa rentgenowska dawata promieniowanie mo-
nochromatyczne o $cisle okreslonej dtugosci fali.

2. Kamery

Jesli rejestracji dokonuje sie na btonie filmowej, wdwczas stosuje sie
kamery. Na osi kamery umieszcza sie w goniometrze monokrysztat, na ob-
wodzie za$ btone fotograficzng. Goniometr pozwala obraca¢ krysztatem
we wszystkich kierunkach, dzieki czemu mozna dokonywac rejestracji
przy obrocie krysztatu wokét dowolnie wybranej osi. Aby mdc rozréznié
rézne refleksy, ktore ze wzgledu na obrot krysztalu majg jeden wspolny
obraz na blonie, stosuje sie kamery z przesuwang btong filmowg badz
drgajaca oscylacyjnie prébka (kamera Weissenberga, kamera Buergerc
lkamera oscylacyjna).

3. Pomiary natezen poszczegdlnych reflekséw

Jezeli rejestracji dokonano na btonie filmowej, wéwczas do pomiaru
natezen stosuje sie dwie metody: albo ustala sie pewng skale jasnosci re-
fleksow i osoba posiadajgca dobry wzrok ocenia natezenie kazdego reflek-
su z osobna przez poréwnanie z wzorcem, albo tez wykorzystuje sie przy-
rzagd zwany densytometrem. Problem techniczny polega na tym, ze zwy-
kle produkuje sie densytometry liniowe, tutaj za$ potrzebny jest densy-
tometr powierzchniowy (tzw. catkujacy).

Ostatnio coraz czesciej stosuje sie dyfraktometry. Sg to przyrzady bez-
posrednio mierzace natezenia wigzek ugietych na krysztale. Tu z kolei pro-
blemy techniczne zwigzane sg z poréwnywalno$cig otrzymanych wynikow
oraz z mozliwos$cig mierzenia natezen reflekséw w réznych ptaszczyznach.

Do zalet metody filmowej nalezy rejestracja wszystkich refleksow na
raz, podczas gdy w metodzie dyfraktometrycznej zaréwno krysztat jak
i licznik muszg by¢ doktadnie ustawione dla kazdego refleksu. Poza tym
otrzymujemy wyniki usSrednione, poniewaz krysztat obraca sie wielokrot-
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nie podczas ekspozycji, natomiast w metodzie dyfraktometrycznej rézne
pomiary odpowiadajg strukturze krysztatu przy ro6znych stanach energe-
tycznych.

Do zalet techniki dyfraktometrycznej nalezy przede wszystkim otrzy-
mywanie wyniku w postaci liczbowej, poniewaz elementem czutym na
promieniowanie jest w dyfraktorze licznik jadrowy w rodzaju licznika
Geigera-Miillera czy licznika scyntylacyjnego. Dzieki temu wyniki mogg
by¢ bezposrednio podawane na maszyne liczaca. Poza tym zaletg dyfrak-
tometru jest duza mozliwosé automatyzacji pomiaru.

VII. Wyniki eksperymentalne
1. Biatka fibrylarne i polipeptydy

Biatka tworzace widkna byly juz dos¢ dawno badane metodg rentge-
nowska. W latach trzydziestych Astbury i wsp. (3, 4, 5 wykonali sze-
reg badan, na podstawie ktérych wprowadzili ogélny podziat biatek fibry-
larnych na dwie grupy: grupa k-m-e-f (keratyna-miozyna-epidermina-fi-
brynogen) oraz grupa kolagenu. Biatka grupy k-m-e-f mogly wystepowaé
w konfiguracji zwanej a, nieraz w konfiguracji @ pozostate zas w konfor-
macji fi. Jako model konfiguracji @ Astbury podat tzw. model pofatdowa-
nej kartki, uznawany i obecnie. Natomiast model konformacji a ustalili do-
piero w 1951 roku Pauling, Corey i Branson (97, 98). Gtdwne
wiasciwosci spirali a sg wedtug tych autordw nastepujace:

a. wszystkie reszty aminokwasowe sg rownowazne.

b. kazda grupa amidowa jest ptaska. Wymiary diugosci i katow wigzan
mozna znalezé w kazdym elementarnym podreczniku biochemii.

c. dtugosci i katy wigzah w czasteczce biatka fibrylarnego sg takie same,
jak dla substancji stosunkowo prostszych (dla ktérych wielkosci te otrzy-
mano z badan monokrysztatéw).

d. kazdy atom azotu tworzy wigzanie wodorowe z atomem tlenu, nalezg-
cym do innej grupy (np. reszty aminokwasowej). W szczeg6lnosci wig-
zania wodorowe tworzg wszystkie atomy tlenu i azotu, nalezace do grup
amidowych (z wyjatkiem kilku wolnych na obu koncach tancucha), co
zapewnia dos$¢ duza sztywnos$é czasteczki.

Spirala a Paulinga-Corey’a posiada 3,6 reszt aminokwasowych na skok
wynoszacy 54 A. Strukture te posiadajg sztuczne polipeptydy: np. poli-y-
-metylo-L-glutamina (PMG) (16) i poli-L-alanina (PLA) (17). Ich witasnie
bezposrednio dotyczyt model spirali. Natomiast w przypadku naturalnych
biatek fibrylarnych sprawa sie komplikuje w zwigzku z wystepowaniem
struktury czwartorzedowej. | tak na przyktad kolagen tworzy spirale zio-
zong z trzech rdéwnolegtych tancuchéw réwniez spiralnych (103). Jego
struktura nie zostata do kofca wyjasniona, bowiem Rich i Crick (108)
stwierdzili mozliwo$¢ wystepowania kolagenu w dwu postaciach (kolagen
LilD).

2 Postepy Biochemii 172
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2. Biatka globularne

Jak wiadomo biatka globularne mogg tworzy¢ krysztaty; mozna wiec
zastosowac do nich catkowitg analize struktury monokrysztatu.

Juz w 1938 roku Berna 1, Fankuchen i Perutz (10) otrzymali
obrazy rentgenowskie z monokrysztatu hemoglobiny, ale analiza konfigu-
racji biatka nie byta mozliwa ze wzgledu na zbyt duzg ilos¢ atomow o zbli-
zonych masach atomowych w komdrce elementarnej. Dopiero po 1954 roku,
kiedy Perutz wykazat mozliwo$¢ zastosowania do biatek metody zamiany
izomorficznej (patrz rozdz. Il cz. 3), analiza struktury przestrzennej he-
moglobiny ruszyta naprzéd.

Pierwszym biatkiem globularnym, ktérego analiza strukturalna zostata
uwienczona powodzeniem, byta mioglobina kaszalota. Ciezar czasteczkowy
mioglobiny wynosi okoto 17 000; posiada ona 152 aminokwasy o okoto
1200 atomach (nie liczagc wodoru). W komérce elementarnej wystepuja
2 czasteczki biatka. Analize przeprowadzono stopniowo. Wykonujgc syn-
teze Fouriera dla okoto 400 reflekséw otrzymano model o doktadnosci 6 A
(15). Synteza 9600 reflekséw data model o doktadnosci 2 A (72); na jego
podstawie poznano kierunek przebiegu tahncucha i potozenie 825 atomow.
Dopiero synteza okoto 25 000 refleks6w data jednoznaczny model o roz-
dzielczosci 1,4 A (71), z ktérego wynikato, ze 118 aminokwasOw tworzy
prawoskretng a-spirale, sktadajaca sie z segmentéw zawierajagcych od 7 do
24 aminokwaséw. Segmenty helikalne rozdzielone sg segmentami o struk-
turze gietkiej (nie spiralnej) o dtugosci od 1 do 9 aminokwaséw. Okreslono
tez doktadnie potozenie grupy hemowej. Nalezy pamietac¢, ze badano kilka
krysztatow z r6znymi podstawnikami zawierajacymi ciezkie atomy. Ostat-
nio (116) przedstawiono model o doktadnosci 6 A i 5 A dla mioglobiny izo-
lowanej z foki.

Nastepnym zbadanym biatkiem, znacznie wiekszym niz mioglobina, byta
hemoglobina. Ma ona ciezar czasteczkowy okoto 67 000, 10 000 atoméw,
z tego 4 atomy zelaza, nalezace do 4 grup hemowych, sktada sie z 4 tan-
cuchéw dwu typow: po 2 taricuchy a i @ W komérce elementarnej wyste-
puja 2 czasteczki hemoglobiny. Zbadano 6 odmian krysztatbw o izomor-
ficznym podstawieniu ciezkich atomdéw. Do chwili obecnej znany jest tylko
model o doktadnosci 55 A (89, 99). Stwierdzono duze podobienstwo w ogol-
nym ksztatcie tancuchdow a i @hemoglobiny oraz mioglobiny. Nie powinno
to budzié zdziwienia, skoro oba biatka maja przeciez te samag wiasciwosé
przenoszenia tlenu (hemoglobina w krwi, mioglobina w mies$niach). Wazng
cechg hemoglobiny byta uchwytna réznica w wymiarach czasteczki w sta-
nie utlenionym i zredukowanym. Byta to pierwsza obserwacja roznicy
strukturalnej, wynikajacej z funkcji bialka. Rowniez za pomocg rentge-
nowskiego ugiecia pod matymi katami stwierdzono ostatnio (28) wystepo-
wanie réznic w pewnych parametrach charakterystycznych dla hemoglo-
biny utlenionej i zredukowanej.
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Do chwili obecnej zbadano jeszcze kilka innych biatek. Ustalono catko-
witg strukture przestrzenng lizozymu (11, 12, 51, 101). Badano krysztaty
chymotrypsynogenu (76, 78), rybonukleazy (model 55 A (6) i 2 A (67),
sprzeczne wzajemnie), paramiozyny'(27), karboksypeptydazy A (81), pa-
painy (38) oraz konkanawaliny A (49).

3. Kwas dezoksyrybonukleinowy

Na podstawie wynikow rentgenowskich Wilkinsa i wsp. (139, 140)
oraz otrzymanych znacznie wczes$niej danych biochemicznych, okre$laja-
cych miedzy innymi stosunki ilosciowe miedzy zasadami azotowymi, W a't -
son i Crick (136) ogtosili w 1953 roku genialny w swej prostocie model
podwojnej spirali DNA*. Model ten wyjasniat réwniez zdolnos¢ materiatu
genetycznego do samoodtwarzania sig, co ma istotne znaczenie zar6wno
przy przekazywaniu cech, jak i przy zmianach mutacyjnych. Wedlug Wat-
sona i Cricka DNA wystepuje w postaci podwdjnej spirali o skoku 34 A;
w poszczegOlnych tancuchach zasady azotowe, potozone naprzeciw siebie,
wigzg sie w pary komplementarne: adenina z tyming, tworzgc dwa wigza-
nia wodorowe, oraz guanina z cytozyna, tworzac trzy wiazania wodorowe
(schemat la). W ten spos6b zapewniono zaréwno specyficznos¢ (ze wzgledu
na ilos¢ wigzan wodorowych i okre$lone pozycje ich wystepowania nie ma
mozliwo$ci aby np. cytozyna staneta zamiast tyminy naprzeciw adeniny)
jak i réwnolegtos¢ obu tancuchow (naprzeciw duzej zasady purynowej
w jednym tancuchu stoi zawsze w drugim fancuchu mata zasada pyrymi-
dynowa; nie ma wiec mozliwo$¢ tworzenia wybrzuszen lub zagiebien, tan-
cuchy znajdujg sie zawsze w jednakowej odlegtosci od siebie). Na jeden
skok podwdjnej spirali przypada 10 par zasad komplementarnych, tak wiec
odlegtosci miedzy kolejnymi parami wynoszg 3,4 A. Pary zasad utozone sg
wspotptaszczyznowo (wszystkie zasady azotowe majg ptaskg konformacje),
a ptaszczyzny te sg prostopadte do osi heliksu.

Opisana tutaj struktura DNA, nazywana konformacjg B, wystepuje we
wibknach soli sodowej lub potasowej DNA 0 92% uwodnieniu. Przy zmniej-
szeniu uwodnienia witékna do 75°/0 DNA zmienia konformacje przyjmujac
ksztatt podwdéjnego heliksu o skoku 28 A i 11 parach zasad na skok; ptasz-
czyzny par komplementarnych odchylone sg o 20° od kierunku prostopad-
tego do osi podtuznej heliksu. Takg strukture DNA nazywa sie konforma-
cja A. Ze wzgledéw stereochemicznych przy konformacji A mozliwy jest
tylko heliks prawoskretny, natomiast konformacja B mogta by wystepowacd
w postaci heliksu i prawo- i lewoskretnego. Stwierdzono jednak przecho-
dzenie jednej konformacji w drugg wskutek uwodnienia lub odwodnienia

*

Niniejszy artykut stanowi witasciwg okazje do ustalenia jednorodnej nomen-
klatury polskiej dla struktur helikalnych (analogicznie do nomenklatury angielskiej):
biatek fibrylarnych —a-spirala lub a-heliks

kwaséw nukleinowych — podwdéjna spirala lub podwojny heliks (przyp. autora).

2
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wibkna; oznacza to, ze DNA wystepuje zawsze w postaci prawoskretnej
podwdjnej spirali.

Przy jeszcze mniejszym uwodnieniu i nieobecnosci soli DNA wyste-
puje w stanie semi-krystalicznym, zwanym formag C. Jest to podwdjny
heliks o skoku 31A i 9 1/3 par zasad na skok; odchylenie par od kierunku
prostopadtego do osi heliksu wynosi 5° (85).

Potwierdzeniem modelu Watsona-Cricka sg wyniki Luzzatiego
i wsp. (82, 83). Badajagc roztwory wodne DNA — czyli badajagc DNA w wa-
runkach zblizonych do naturalnych — metodg rozpraszania promieni rent-
genowskich pod matymi katami, opisang w rozdziale V, wykazano, ze cza-
steczki DNA majg ksztalt pateczkowaty o masie na jednostke diugosci
zgodnej z wartoScig wyznaczong niejako teoretycznie na podstawie modelu
Watsona-Cricka.

l-——w,asi ———l

Adenina Tymma Guanina Cyiozyna

Schemat 1. Pary zasad komplementarnych z uwzglednieniem wigzan wodorowych:
a) wg Watsona i Cricka b) wg Hoogsteena

Wolne zasady azotowe tworzg krysztaty i dlatego ich struktura moze
by¢ badana precyzyjnymi metodami, opisanymi w rozdziale Ill. Hoog -
steen (60) zbadat krysztaty, utworzone przez pare zasad komplementar-
nych: adenine i tymine. Pozycje, ktére biorg udzial w tworzeniu wigzan
glikozydowych, byty zablokowane, tzn. analizowano krysztaty 9-metylo-
adeniny i i-metylotyminy. Hoogsteen stwierdzit, ze adenina i tymina two-
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rzg pare komplementarng, ale wigzania wodorowe wystepujg w innych
miejscach, niz to podali Watson i Crick (schemat 1 a, b). Na podstawie
tych wynikéw Hoogsteen opisat alternatywng hipotetyczng strukture prze-
strzenng DNA. Byta to réwniez podwdjna spirala, ale o innej Srednicy
i innych pozycjach wigzan wodorowych, niezbednych dla utworzenia kom-
plementarnych par zasad. Jak wida¢ ze schematu la w modelu Watsona-
Cricka odlegto$¢ miedzy atomami C\ czasteczek dezoksyrybozy, do kt6-
rych przytagczone byty tworzgce pare komplementarng zasady azotowe,
wynosita 10,85A. Natomiast w parach Hoogsteena odlegto$¢ ta jest mniej-
sza— 8,80 A. Nalezy réwniez zaznaczy¢, ze para guanina-cytozyna, poka-
zana na schemacie Ib (uwzgledniona w modelu Hoogsteena), jest catkowi-
cie spekulatywna i nie poparta zadnymi wynikami doswiadczalnymi. Prze-
ciwnie!l Wystepowanie grupy iminowej przy atomie C-4 cytozyny (zamiast
grupy aminowej) jest bardzo mato prawdopodobne i zostato, praktycznie
bioragc, wykluczone. Natomiast stwierdzono doswiadczalnie wystepowanie
pary Watsona-Cricka zarébwno w krysztale zasad: 9-etyloguaniny i 2-me-
tylocytozyny (92), jak i w krysztale nukleozydéw: dezoksyguanozyny i 5-
bromodezoksycytydyny (53, 55). Oprocz tego stwierdzono, ze model DNA
zawierajacy pary Watsona-Cricka lepiej zgadza sie z danymi doswiadczal-
nymi, niz DNA zawierajgcy pary Hoogsteena (2). W pracy tej do danych
uzyskanych dla witokien DNA zastosowano analize Fouriera, tzn. analize
stosowang zazwyczaj do monokrysztatow. W nastepnych latach pojawity
sie artykuty dyskusyjne o zaletach i wadach tej metody oraz realnoSci jej
stosowania wobec wiokien DNA (1, 36, 37, 138).

4. Kwas rybonukleinowy

Jak wynika z badan fizykochemicznych i biochemicznych RNA jest
czasteczka jednotancuchowa o niezbyt duzym stopniu uporzadkowania.
Znany jest model Fresco, Albertsa i Doty (41), ktéry okresla
czasteczke RNA jako tancuch miejscami pozwijany, zawierajgcy krotkie
odcinki o strukturze podwdjnej spirali; nie pasujagce do komplementar-
nych par zasady tworzg w tym modelu petle poza heliksem. Jest to jednak
model hipotetyczny, poniewaz analiza rentgenowska nie data dotychczas
jednoznacznej odpowiedzi. Wprawdzie badania wskazujg, ze w formie re-
plikatywnej RNA wirusow tworzy podwdjng spirale typu Watsona i Cricka
(oméwienie tych doswiadczeh znalez¢é mozna u Daviesa (33)), ale sto-
pien nieuporzadkowania rentgenograméw RNA innego pochodzenia jest
tak duzy, ze analiza rentgenowska jest utrudniona. Ostatnio pojawity sie
pierwsze prace nad tRNA w postaci krystalicznej (93). Na razie sg to jed-
nak tylko proby, gdyz krysztaly sg nietrwate w warunkach wykonywa-
nia zdje¢ rentgenowskich i psujg sie po kilku godzinach. Wystepujg tez
duze trudnosci z uzyskaniem dobrych krysztatow; otrzymywane krysztaty
zawierajg czasteczki soli, badz tez czasteczki tworzg dimery*.
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5. Sztuczne polinukleotydy

Za tym, ze RNA moglyby tworzy¢ struktury spiralne, przemawiajg
wyniki eksperymentalne Swiadczace o wystepowaniu struktury podwdjnej
spirali w czagsteczkach sztucznych rybopolinukleotydéw oraz ich komplek-
séw. Szczeg6towe dane sg podane w tablicy 3. Na schemacie 2 pokazano
schematy wigzan wodorowych, wystepujacych miedzy zasadami tworzga-
cymi komplementarng pare (lub trojke dla spirali trojtancuchowej) w he-
liksie.

Tablica 3

Spiralne struktury sztucznych polinukleotydéw i ich komplekséw (wg. D aviesa (33))

L Nr schematu
_ _ _ Odleg#os_c mie-  bokazujace- _
Polinukleotyd  Skok he_|_|k- Liczba par dzy kolejnymi g0 uktad _PozyCJa
lub kompleks suw A zasad na skok parami zasad wiazan wo- literatury
WA dorowych
poii rA 30,4 8 38 2a) 109
poli rC 37,3 12 31 2b) 80
poli rl 29,4 8,7 3,4 2c) 106
poli (rA :rU) 30,9 10 31 la) 114
poli (rA :2rU) 311 10 31 2d) 113
poli (rA :rl) 38,8 114 34 2e) 107
poli (rl : rC) 36 12 3,0 2f) 34

Nalezy przy okazji zwroci¢ uwage Czytelnika na fakt, ze omawiane sg
tutaj jedynie wyniki prac rentgenowskich. Za pomocg innych metod ba-
dawczych, optycznych i hydrodynamicznych, stwierdzono wystepowanie
wielu innych polinukleotydéw i komplekséw polinukleotydéw w formach
spiralnych. Sag to jednak badania innego rodzaju, w ktoérych wnioski do-
tyczace struktury sg zawsze oparte na analogiach i rozwazaniach poréw-
nawczych, sag wiec zawsze hipotetyczne; nie znaleziono bowiem dotychczas
innej metody badan strukturalnych, niz dyfrakcja promieni rentgenow-
skich przez krysztaty, ewentualnie uporzadkowane struktury fibrylarne.
Rowniez wystepowanie polinukleotydéw w postaci tzw. struktur obojet-
nych (jednotaincuchowych, podobnie jak RNA) stwierdzono za pomocg in-
nych niz rentgenowska metod badawczych.

* tRNA analizowano réwniez za pomocg rozpraszania promieni rentgenowskich
pod matymi katami (patrz rozdz. V). Na podstawie tych wynikéw pod koniec lat
sze$¢dziesigtych opublikowano tzw. model Holley’a, w ktorym czgsteczka tRNA ma
ksztatt listka koniczyny.
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6. Zasady, nukleozydy i nukleotydy

Sktadniki kwaséw nukleinowych tworzg krysztaty, moga wiec by¢ ana-
lizowane o wiele doktadniej, niz same kwasy nukleinowe i polinukleotydy.
Donohue (35 oméwit wymiary poszczegélnych zasad azotowych.
W tablicy 4 zestawiono prace nad zasadami, nukleozydami i nukleotydami.
Ostatnio opublikowano prace przeglagdowg o krystalicznych strukturach
puryn, pirymidyn i ich kompleksow, uwzgledniajagca dane uzyskane do
1969 roku (142). Natomiast w tablicy 5 zestawiono prace nad parami i troj-
kami zasad. Na podstawie tych badan mozna bylo wyznaczy¢ pozycje
wigzan wodorowych pokazanych miedzy innymi na schemacie 2. Jest to
rébwnoczesnie cenne uzupeinie prac Watsona i Cricka, dotyczacych struk-
tury DNA, albowiem przy opracowywaniu modelu, opartego na wynikach
rozpraszania promieni rentgenowskich przez wtdkna, nie mozna byto do-
ktadnie ustali¢ pozycji wigzah wodorowych tworzonych w parach komple-
mentarnych; odel ten powstat przeciez przy zastosowaniu metody trans-
formacji optycznej, o ktorej byta mowa w rozdz. IV.

Tablica 4

Zbadane struktury krystaliczne zasad azotowych, nukleozydéw i nukleotydow
(wg Daviesa (33)—A;wg Sundaralingama (129)—B i C)

. Pozycja
Badany zwiazek literatura
A. Zasady
Adenina. HC1 - 25
9-Metyloadenina 126
9-Metyloadenina. HBr 20
Guanina. HBr 18
Guanina. HC!. 210 64
9-Metyloguanina. HBr 123
Cytozyna 8
Cytozyna. HaO 66
7-Metylocytozyna 87
7-Metylocytozyna. HBr 19
Kwas cytozyno-5-octowy 84
Uracyl 94
7-Metylouracyl 47
J-Etylo-6-metylouracyl 105
7-Metylouracyl. HBr 122
Tymina. HD 44
7-Metylotymina 59
B. Nukleozydy
5-Fluoro-2-dezoksyurydyna 50
5-Jodo-2’dezoksyurydyna 23
5-Bromo-2*-dezoksyurydyna 62
5-Bromourydyna 62

Cytydyna 43
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Tablica 4 cd
. Pozycja
Badany zwigzek literatury

Dezoksyadenozyna 137
5-[/-(2’-Dezoksy-a-D-rybofuranozylo)-uracylo]-dwusiarczek 118
6-Tiopuryny rybozyd 117
5-Bromourydyna + DMSO (kompleks) 63
Guanozyna 22
Inozyna 22
Chlorowodorek dezoksycytydyny 61
Dwuhydrotymidyna 773
Tymidyna 132
Jednowodny hydrobromek formycyny 74
J-[1-(2’Dezoksy-/?-D-rybofuranozylo)-uracylo]-siarczek etylowy 39
5-[/-(2’-Dezoksy-a-D-rybofuranozylo-(uracylo)]-siarczek metylowy
C. Nukleotydy 39
3’-Fosforan cytydyny (krysztat ortorombowy) 130
i ~Fosforan cytydyny (krysztat jednoskosny) 21
~-Fosforan adenozyny dwuwodny 128
5’-Fosforan tymidyny wapniowy (5’-TMP.Ca) 134

« 5’-Fosforan urydyny barowy (5-UMP.Ba) 119
5’ Fosforan inozyny sodowy (5-1IMP.Na) 104
5-Fosforan inozyny dwusodowy (5-IMP.2Na) 90
5’-Fosforan inozyny barowy (5-1MP.Ba) 90
J’-Fosforan adenozyny jednowodny 7
5’-Fosforan rybozy barowy (5’-RP.Ba) 42
3", 5™-Cykliczny fosforan urydyny (sol trojetyloamoniowa) 30
3\ J-Cykliczny fosforan adenozyny 135

VI1Il. Zakonczenie

Pomimo niezaprzeczalnych zalet rentgenowska analiza strukturalna ma
cechy ujemne badz niekorzystne przy badaniu biopolimeréw. Jej wadg
jest w odniesieniu do materiatu biologicznego fakt, ze wymaga ona prdébek
suchych lub prawie suchych. Poza tym najlepsze wyniki osiaga sie na
krysztatach; jesli badany obiekt jest tylko w miare regularnym widknem,
ilos¢ informacji jest ograniczona i niezbyt wielka. Nawet model Watsona-
Cricka nie méwi nam (i nie moze powiedzie¢) nic o sekwencji DNA. Mu-
simy ja odcyfrowaé za pomocg innych metod. Poza tym metoda rentge-
nowska nie jest metodg jednoznaczng. Trzeba sie postugiwa¢ réznymi in-
formacjami dodatkowymi, biochemicznymi czy fizykochemiczymi, aby te
jednoznaczno$¢ osiggnaé. Dlatego tez warto szuka¢ innych metod badaw-
czych. Wydaje sie, ze duzg przysztos¢ majg przed sobg metody optyczne,
zwigzane z aktywnos$cig optyczng czasteczek lub ich poszczegdlnych seg-
mentow (dichroizm kotowy — CD i dyspersja rotacji optycznej — ORD)
badz tez z absorpcjg promieniowania spolaryzowanego.
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BARBARA LUBAS*

Charakterystyka uwodnienia makromolekut DNA
i metody jego wyznaczania

The Hydration of DNA Macromolecules — Theory and
Methods of Determination

Centres of hydration in DNA, types of DNA water bridges and interactions of
DNA macromolecules with water molecules are characterized. Determination of
DNA hydration by dielectric techniques, ultracentrifugation, selfdiffusion measurem-
ents, calorimetry, IR and UV spectrophotometry, X-ray scattering and nuclear
magnetic resonance techniques are described and compared.

W zywych komérkach i w roztworach wodnych makromolekuty biolo-
gicznie aktywne oddziatywujac z poszczegélnymi drobinami wody, wiaza
je strukturalnie, co prowadzi do tworzenia wokdt makromolekuty warstwy
hydratacyjnej okreslanej mianem uwodnienia. lloSciowe oznaczanie uwod-
nienia, szczeg6lnie makromolekut biatek i kwaséw nukleinowych, utatwia
zrozumienie przebiegu szeregu proceséw fizjologicznych na poziomie mole-

% kularnym. Uwodnienie makromolekut DNA odgrywa role czynnika sta-
bilizujgcego jego strukture. Brak monografii o uwodnieniu DNA zachecat
do opracowania tego tematu. Rozbiezne wyniki oznaczenia uwodnienia, uzy-
skiwane ré6znymi metodami przedyskutowano uwzgledniajgc badania wia-
sne nad odréznieniem stanu wody zwigzanej z DNA strukturalnie od stanu
wody uporzgdkowanej.

I. Struktura wody a makromolekuty biologicznie czynne

Strukture pojedynczej drobiny wody wedtug Bernala i Fowlera
(6, 7) oraz Popie (88, 89) przedstawia schemat 1. Model planarny kuli-
stej drobiny wody (schemat la) uwzglednia rozktad mas i dodatnich fa-
dunkéw w drobinie; model przestrzenny (schemat Ib) uwzglednia upro-
szczong konfiguracje elektronowga. Konfiguracja ta prowadzi wedtug B jer-
ruma (9 do petnego ekranowania o$miu dodatnich fadunkéw w jadrze
atomu tlenu, lecz do niepetnego ekranowania dwéch protonéw. Poza tym
dwie odosobnione pary elektronowe podwyzszajg gestos¢ elektronowg w po-

* Dr, Katedra Chemii Ogoélnej, Slaska Akademia Medyczna, Katowice
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blizu swych orbitali. Wskutek tego otrzymujemy w drobinie wody tetra-
edryczny rozktad tadunkéw w postaci czterech biegunéw na powierzchni
drobiny i wypadkowy moment dipolowy wynoszacy 1,85D (schemat Ic).

Schemat 1. Modele struktury drobiny wody wg (6, 7, 88, 89)
a—model planarny, b—model przestrzenny, ¢—z uwzglednieniem momentu dipolowego

Kazdy z czterech biegunéw drobiny wody moze oddziatywa¢ z prze-
ciwnym biegunem drobiny sasiedniej i w ten sposdb powstaje konstrukcja
ztozona z jednej drobiny centralnej i czterech peryferyjnych, ktorych
$rodki tworza réwniez czworoscian. Konstrukcja ta, powigzana wigzaniami
wodorowymi, stanowi element strukturalny heksagonalnej sieci krysta-
licznej lodu.

Woda ciekta charakteryzuje sie, podobnie jak heksagonalna struktura
lodu, budowg ,azurowg”. Trinczer (104) obliczyt, ze jedynie 37%
objetosci ciektej wody zajmuje masa drobin, a pozostatg objeto$¢ stanowia
labilne guasi-mikrokrysztaty lodu lub objeto$¢ efektywna dla obrotowego
i translacyjnego ruchu drobin.

Wedtug Samojtowa (95) elementy strukturowe wody stanowig mi-
krokrystaliczne agregaty dwdch, czterech i o$Smiu drobin. Podwyzszenie
temperatury prowadzi do zmniejszenia sie liczby agregatéw ztozonych
z oSmiu i czterech drobin i wzrostu liczby dimerdw i drobin pojedynczych.
Sredni czas zycia pojedynczego mikrokrysztatu jest rzedu 10 9s (41, 95).

Fluktuacje krystalicznych ,mikrofaz” wody ttumaczy fakt, ze energia
wigzania wodorowego, ktdra warunkuje istnienie mikrofaz jest ilosciowo
poréwnywalna z energig cieplng wody, wynoszacg w temperaturze poko-
jowej okoto 20kJ/mol (104).

W badaniach wielu witasnosci wody przyjmuje sie takze model Fors-
linda (33), wedtug ktérego sie¢ wody ztozona ze wspomnianych agrega-
téw kilkudrobinowych, zawiera defekty Frenkla i pojedyncze przemiesz-
czone drobiny wody w pustych przestrzeniach sieci.

Istnienie w wodzie strukturalnie réznych i przechodzacych w siebie
nawzajem mikrofaz, guasi-krystalicznej i niekrystalicznej, warunkuje od-
dziatywanie wody z rozpuszczonymi w niej zwigzkami polarnymi i nie-
polarnymi.
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Zgodnie z termodynamiczng zasada le Chatellier-Browna w dwufazo-
wym uktadzie bedgcym w réwnowadze zachodzg pod wplywem dziatania
zewnetrznego takie zmiany, ktore dziatanie to ostabiajg. A zatem zwigzki
polarne powinny rozpuszczac¢ sie w ciektej mikrofazie wody, gdzie zachodzi
ostabienie pola elektrycznego czastki natadowanej ze wzgledu na dowolng
orientacje swobodnych dipoli wodnych. Natomiast zwigzki niepolarne po-
winny rozpuszcza¢ sie w mikrofazach zwigzanej strukturalnie wody kry-
stalicznej. Stuszno$¢ takich przewidywan potwierdzili doswiadczalnie
Frank i Wen (35) oraz K1lotz (59).

Makromolekuty biologicznie czynne zawierajg zarObwno grupy polarne
jak i niepolarne. W roztworach wodnych niepolarne grupy koricowe w tan-
cuchach bocznych makromolekuly bedg stabilizowa¢ uporzadkowang
mikrofaze krystaliczng, a grupy polarne bedg otoczone stabilng wodg ciekia.
Uporzgdkowane ustawienie grup niepolarnych w tancuchach bocznych da-
je ponadto efekt kooperacji: stabilizacja wody strukturalnie zwigzanej
wzdtuz tych grup moze sie zwiekszaé i rozprzestrzenia¢ takze promieniscie
co powoduje, ze makromolekuta wigze duzo wiecej peryferyjnych warstw
wody niz ta sama liczba pojedynczych czastek niepolarnych. Koncepcje te
wprowadzit K 1otz (59, 60) dla polipeptydéw i biatek.

Zgodnie z hipoteza Klotza niepolarne tancuchy boczne w biatkach two-
rzg z woda, podobnie jak liczne weglowodory, uktady krystalohydratow.
Hydraty te potagczone razem tworzg trwate sieci ,lodopodobne”, w ktérych
niepolarne grupy na zewnatrz makrodrobiny sg w bezposrednim kontakcie
z woda.

Inng koncepcje podat Kauzmann (55 56). Uwaza on, ze grupy
niepolarne wykazujg tendencje do unikania kontaktu z faza wodng i wsku-
tek tego zlepiajg sie miedzy sobg w postaci miedzydrobinowych micelli.
Dla oznaczenia sit, ktdre te tendencje warunkujg, Kauzmann wprowadzit
pojecie wigzania hydrofobowego. Opierajagc sie na danych termodynamicz-
nych dla roztworéw weglowodoréw w rozpuszczalnikach polarnych i nie-
polarnych podanych przez Franka i Evansa (34), Kauzmann ocenit
site wigzania hydrofobowego i doszedt do wniosku, ze najbardziej stabilne
beda takie konformacje polipeptydéw, w ktérych niepolarne tahcuchy
boczne sg w kontakcie miedzy sobg w wewnetrznej czesci czasteczki biatka,
gdzie zawarto$¢ wody jest wzglednie mata.

Szczeg6towe rozwazania teoretyczne oparte na rachunku termodyna-
miczno-statystycznym przeprowadzili dla wigzania hydrofobowego N e-
methy i Scheraga (84, 85). Oceniajgc zmiany energii swobodnej przy
powstawaniu wigzania hydrofobowego uwzglednili oni zmiany struktury
wody, sity miedzyczasteczkowe pomiedzy grupami oraz ograniczenie ro-
tacji wokdt wigzan. Obliczenia potwierdzity hipoteze Kauzmanna (55,
56), ktora za gtowny czynnik okre$lajacy site wigzania hydrofobowego
uwaza zmiany w strukturze wody.

3 Postepy Biochemii
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Pomimo przeciwstawnos$ci koncepcji Klotza i Kauzmanna obie potwier-
dzajg wazno$¢ udziatu w stabilizacji trzeciorzedowej struktury makromo-
lekut oddziatywania niepolarnych grup w tancuchach bocznych z woda.
Obie koncepcje sg uzasadnione z punktu widzenia termodynamiki, a roz-
bieznosci miedzy nimi, co uwypukla Schachman (96), dotyczg witas-
ciwie natury wigzania hydrofobowego, a wiec problemu o charakterze
teoretycznym.

Il. Struktura uwodnienia DNA
1. Modele teoretyczne

Wptyw wody na strukture DNA wykazano po raz pierwszy metodami
rentgenowskimi (36, 113) jeszcze przed opublikowaniem przez Watsona
i Cricka (112) modelu DNA w postaci podwdjnej spirali taficuchéw po-
linukleotydowych. Wykazano, ze rozklad natezen w obrazach dyfrakcyj-
nych promieniowania X dla serii punktéw réwnoodlegtych od osi spirali
DNA jest okreslony przez kwadraty funkcji Bessela i ze DNA istnieje
w stanie statym w trzech odmiennych formach strukturalnych, zaleznych
od nawilgocenia probki. DNA w roztworze wodnym oraz DNA w stanie
statym przy wilgotnosci wzglednej otoczenia wyzszej niz 85% wystepuje
jako tzw. struktura B, w Kktorej pary zasad purynowo-pirymidynowych
utozone sg prostopadle do osi podwojnej spirali. W zakresie wilgotnosci
75—80% stwierdzono dla DNA wystepowanie réwniez bispiralnej formy A.
Przy przejsciu struktukturalnym B -> A wystepuje systematyczne nachy-
lanie sie par zasad w taki sposdb, ze kat pomiedzy osig spirali i ptaszczyznag
wyznaczong przez pary zasad jest w kohcowym etapie przejscia rowny
okoto 70°. Przejsciu strukturalnemu A z=zB towarzyszy rowniez zmiana
skoku spirali DNA. Odlegto$¢ powtarzajagcego sie elementu krystalogra-
ficznego wynosi w temperaturze 0°C dla formy B — 3,2 nm, a dla formy
A, bardziej zwartej — 2,8 nm.

Przy jeszcze mniejszej wilgotnosci wzglednej rzedu 55—75% obraz dy-
frakcyjny promieniowania X wskazuje na przejScie DNA w stan nieupo-
rzadkowany we wszystkich kierunkach przestrzeni, czyli w tzw. strukture
C, ktéra nie ma budowy krystalicznej.

Pierwszy model uporzagdkowania struktury wody wok6t makromolekuty
DNA podat Jacobson (50). Zauwazyt on, ze objetos¢ pustych prze-
strzeni w guasikrystalicznej tetraedrycznej strukturze wody charakteryzuje
sie uporzadkowaniem podobnym do spirali i ze podwdjna spirala DNA
w postaci zaproponowanej przez Watsona i Cricka jest dobrze dopasowana
do struktury sieci wodnej. Model Jacobsona przedstawiony na schemacie 2
pokazuje dopasowanie sieci wodnej do struktury DNA w ptaszczyznie pro-
stopadtej do osi podwdjnej spirali (schemat 2a), oraz w ptaszczyznie wy-
znaczonej przez te o$ (schemat 2b).
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Schemat 2. Dopasowanie struktury sieci wodnej do podwdjnej spirali DNA wg Ja-
cobsona (50)

a—poprzecznie do osi tancucha DNA, b —wzdtuz osi tancucha

Jak wynika z obliczerh Jacobsona dla struktury DNA typu B odpowie-
dnio$¢ miedzy siecig wodng i sieciag makromolekuty jest idealna, gdyz od-
legto$é miedzy nukleotydami wzdtuz osi spirali jest wtedy réwna rozmia-
rom jednostkowej komaérki sieci wodnej.

Dalsze rozwazania nad modelem struktury powtoki wodnej DNA prze-
prowadzat Jacobson (51) dyskutujac wyniki swych badan statych die-
lektrycznych w wodnych roztworach DNA. Schemat 3 ilustruje wpiyw,
jaki makromolekuta DNA moze wywiera¢ na uporzadkowanie quasi-kry-
stalicznej struktury sieci wodnej.

Strukturalne wigzanie drobin wody przez DNA stabilizuje wg Jacobsena
sie¢ wodna w sposéb, ktéry redukuje wibracje cieplne (zwiaszcza w oko-
licy makromolekuty) i powoduje zmniejszenie sie liczby defektow Frenkla.

Obydwa modele Jacobsona stanowig analogie do hipotezy krystalohy-
dratow makromolekut (59, 60). Jacobson zaznaczyt jednak, ze mimo iz za-
proponowana przez niego struktura okreslana jest jako ,lodopodobna”, to
jednak jej gesto$¢ i wiasnosci termodynamiczne wskazuja, ze jest ona
blizsza fazie ciektej (cho¢ zorganizowanej) wody niz fazie lodu.
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Powierzchnia makromolekuty DMA

b, - ’ -'-':.
1y .3 -'. '.'
R Y P
H s % gL s

h Wibracje termiczne

F - defekt Frenkla

“\
Y
\-"
Drobiny wody w sieci Miedzyweztowe drobiny wody

Schemat 3. Struktura wody wg modelu Forslinda (33, 51)
a —struktura wody ciektej, b—struktura wody w okolicy makromolekuty

2. Typy i charakterystyka mostkéw wodnych

Podstawg hydratacji grup skltadowych DNA jest tworzenie mostkéw
wodnych potaczonych z dang grupg wiazaniem wodorowym. Mostki te moga
stanowi¢: 1. potgczenie grupy protonodonorowej (X-H) z atomem tlenu
wody i réwnoczes$nie potgczenie atomu wodoru wody z grupg protonoakce-
ptorowa Y:

2. potaczenie dwdch grup akceptorowych Yj i Y2zaktadajgce rdwnoczesne
donorowanie w obydwu atomach wodoru wody:

IH ... Y,
0]
\ h... Ys

W obu rodzajach potgczen liczba zwigzanych drobin wody moze by¢
rézna i w zaleznosci od niej mostki wodne okresla sie jako pojedyncze,
podwdjne, potréjne lub wielokrotne. Utworzenie pojedynczego mostka wo-
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dnego typu 1 jest teoretycznie mozliwe, jezeli odlegto$¢ miedzy grupami
X 1Y nie przekracza 0,3 mm, a maksymalne odchylenie kagtowe od jednej
prostej dla odcinkébw X—H i H—Y nie przekracza 15° (25). W przypadku
mostka podwdjnego to ograniczenie katowe jest nieco skompensowane.
Ogdlnie biorgc, sita wigzania mostkéw pojedynczych jest wieksza niz pod-
wajnych lub wielokrotnych.

Tworzenie mostkéw wodnych w DNA mozna uzasadni¢ wystepowaniem
w DNA grup donorowych i akceptorowych. Gtéwnymi grupami donoro-
wymi sg protony w grupach aminowych zasad, za$ akceptorowymi — atomy
tlenu w grupach fosforanowych, karbonylowych i w pier$cieniu dezoksy-
rybozy oraz atomy azotu w grupach aminowych i w pierScieniach zasad
(30, 31, 61, 74, 80, 81, 82). Pie¢ rodzajow mozliwych centréw hydratacyj-
nych w drobinie DNA przedstawiono na schemacie 4. Kolejno$¢ hydratacji
miejsc od 1 do 5 jest podyktowana sitg wigzania wody (31), maksymalng
dla centrow 1 i zmniejszajacq sie stopniowo dla nastepnych centréw.

Schemat 4. Centra hydratacyjne w drobinie DNA wg (31)

Szczeg6towe obliczenia dopuszczalnego stereochemicznie ulokowania
i orientacji drobin wody wzgledem DNA przeprowadzit Lewin (66), do-
konujagc pomiaréw na modelu czgsteczki DNA zbudowanym z modeli ato-
mowych Courtaulda. Lewin podzielit zwigzane drobiny wody na potozone
w waskich oraz w szerokich bruzdach podwdjnej spirali DNA. Odlegtosé
miedzy taficuchami w waskiej bruzdzie wynosi okoto 1nm, a w szerokiej
bruzdzie okoto 1,8 nm. Wg Lewina w waskich bruzdach drobiny wody sg
zwigzane silniej niz w bruzdach szerokich, a ponadto sg bardziej odporne
na dziatanie ciepta i oddziatywanie zwigzkéw chemicznych. Mniejsza od-
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tegtos¢ miedzy tancuchami polinukleotydowymi sprzyja w waskiej bruzdzie
silniejszemu wigzaniu i wiekszej koncentracji konfiguracji charaktery-
stycznej dla otoczonego wodg jonu Na+ (por. schemat 4). Poza tym w wg-
skiej bruzdzie moga wystepowaé uwodnione grupy atomu tlenu z dezo-
ksyrybozy i atomow tlenu grup fosforanowych, a pojedyncze mostki wodne
mogg powstawaé réwniez miedzy grupami aminowymi guaniny i karbo-
nylowymi tyminy.

Szerokie bruzdy w drobinie DNA Lewin dzieli pod wzgledem wigzania
wody na trzy strefy: gorng hydrofobowg strefe grup C-H, $rodkowa hydro-
filng strefe grup aminowych i karbonylowych oraz atoméw azotu z pier-
écieni i wreszcie dolng hydrofobowa strefe grup C-H. Srodkowa strefa ze
wzgledu na swoje grupy sktadowe moze by¢ silnie uwodniona podczas gdy
hydrofobowe warstwy grup C-H sg uwodnione baedzo stabo lub tez zupetnie
nie wigzg wody. Nie wyklucza sie jednak istnienia stabych mostkéw z wielu
drobin wody potozonych skosnie w stosunku do warstw hydrofobowych.

Mostki wodne w DNA mozna podzieli¢ na kilka typow zaleznie od tego
miedzy jakimi ugrupowaniami molekularnymi DNA sg usytuowane (62,
63, 64, 65, 66).

A B C
Sc=0-Hon— [ >c=0--H—N] Peo-HN -h—h o=c:q
4 H

D @

: | %
T

[>c=0--4—N— >c=o-~H—\N‘— N/
/ / oSN
H H N
a) a) a)
~N\——H--~O—C<“ - N—#--0=C] NH o=c<] =0ty
H H H H

@@ s K i [ =c< @ b
>C:O"H—>\J* SNc=o ,Hi}N;‘ 2 1

H H | , |

b) b) b)
Schemat 5. Stereometrycznie mozliwe mostki wodne w DNA, wg Lewina (64, 65
66)
a—hydratacja natmdowania zasad, b —hydratacja sparowania zasad
A —mostki miedzy zasadami, potozone w szerokiej bruzdzie i labilne przy dziataniu jonéw H+,

B —mostki miedzy zasadami oporne na dziatanie jonéw H+, C—mostki miedzy atomem tlenu
z pierscieni dezoksyrybozy a grupga aminowa zasad

Podstawowe typy stanowig mostki wodne pomiedzy kolejnymi zasadami
w tym samym tancuchu polinukleotydowym (jest to tzw. hydratacja na-
budowania zasad) oraz mostki pomiedzy komplementarnie sparowanymi
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zasadami w obu tancuchach polinukleotydowych (hydratacja sparowania
zasad). Te typy mostkéow dzielg sie na dwie podgrupy. Pierwsza z nich
charakteryzuje sie mata, a druga duzg odpornoscig na dziatanie jonow H+.
Mostki pierwszej podgrupy (schemat 5A) znajduja sie gtownie w szerokiej
bruzdzie DNA, mostki drugiej podgrupy (schemat 5B) zaréwno w bruzdzie
szerokiej jak i waskiej.

Drugi typ mostkéw wodnych w DNA stanowig mostki pomiedzy gru-
pami aminowymi zasad i atomami tlenu w dezoksyrybozie (schemat 5c).
Oprdcz tego mozliwe jest tworzenie sie mostkdw podwdéjnych miedzy gru-
pami aminowymi zasad i grupami fosforanowymi:

Mostki takie moga znajdowaé sie zardbwno w szerokiej jak i waskiej bru-
zdzie.

3. Sity i energia wigzania mostkéw wodnych w DNA

Zwykle sity wigzania wodorowego sg w przypadku mostkéw wodnych
w DNA wspomagane przez sity elektrostatyczne wigzania kationu otoczo-
nego powtoka wodng, np. kationu Na+ dla soli sodowej DNA oraz przez
zamkniety obwdd rezonansowy sit kooperatywnych wielokrotnego wigzania
wodorowego. Fragmentem takich zamknietych stereochemicznie obwodow
rezonansowych mogg by¢ w DNA zarowno wigzania wodorowe typu Wat-
sona-Cricka jak i mostki wodne (66).

Energia wigzania poszczegdlnych mostkdbw wodnych w DNA zalezy
w danym wigzaniu wodorowym od réznicy miedzy potencjatem donoro-
wym i potencjatem akceptorowym wigzanych grup. Np. momenty dipo-
lowe grup N-H oraz O-H wynoszag odpowiednio 1,5 i 1,6D (97), a wiec
potencjat donorowy protonu w grupie aminowej bedzie nieco nizszy od
potencjatu donorowego wgrupie O-H i mostek wodny w DNA, w ktérym
zaangazowana jest grupa N-H bedzie stabszy niz mostek w wodzie swo-
bodnej.

Wsrdéd grup zawierajgcych akceptory protonu najwyzszy potencjat
akceptorowy wykazuje atom tlenu w grupie fosforanowej, nieco nizszy
atom azotu w grupach aminowych zasad, jeszcze nizszy atom tlenu w gru-
pach karbonylowych a najnizszy — atom azotu w pierScieniach zasad oraz
atom tlenu w piers$cieniu dezoksyrybozy.

Pierwotna sita wigzania mostka wodnego moze byé rézna na obu jego
konicach, gdyz potencjat donorowy donoréw jest zwykle r6zny od poten-
cjatu akceptorowego akceptoréw. Sita wigzania stabszego korica mostka
moze jednak wzrasta¢ wskutek rozprzestrzeniania sie wzdtuz mostka sil-
niejszego oddziatywania z drugiego konca wigzania, co moze prowadzi¢ do
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skompensowania réznicy miedzy sitg wigzan obu stron mostka. Rezonan-
sowy obwod sit kooperatywnych prowadzi do dalszej kompensacji tych
réznic. W tablicy 1 podano klasyfikacje mostkéw wodnych w DNA przy
uwzglednieniu sity wigzania.

Wystepowanie w DNA mostkéw wodnych podwdjnych, potréjnych lub
wielokrotnych, ktérych sita wigzania jest odpowiednio mniejsza niz most-
kéw pojedynczych, powoduje w zaleznos$ci od ich usytuowania pewne prze-
tasowania w stosunku do uporzadkowania w tablicy 1, co uwzgledniono
na schemacie 4.

Tablica 1

Klasyfikacja mostkéw wodnych w DN A od najwiekszej do najmniejszej
wartosci energii wigzania wodorowego, wg Lewina (66)

Akceptory Donory
1 O w grupie PO~ proton w powtoce hydratacyj-
2 O w grupie PC2~ nej jonu Na+

3 N w grupie NH2

4 OwgrupieC = O protony w grupach NH2
5 N w pierscieniu zasady

6 O pierscieniu dezoksyrybozy

I11. Metody wyznaczania uwodnienia DNA
1. Pomiary dielektryczne

Anomal a dyspersje statej dielektrycznej roztworéw DNA znaleziono
w pasmie czestosci rzedu 100 kHz, a moment dipolowy DNA — w kierunku
poprzecznym do osi taricucha (54). Od tego czasu badania DNA technikami
dielektrycznymi sg dos¢ liczne (102, 103), a udane opracowanie oznaczania
tag metodg uwodnienia biatek (16, 19) spowodowaly jej zastosowanie takze
do badania uwodnienia DNA (51, 86, 100).

Jacobson (51) pracujac w zakresie czestosci 0,1—7 MHz zaobserwo-
wal wzrost wartosci przenikalnosci dielektrycznej roztworow DNA w sto-
sunku do czystej wody i wykazal, ze wartosci te nie zmniejszajg sie ze
wzrostem gradientu predkos$ci albo spadaja nieznacznie dla prébki o du-
zych wiasnosciach tiksotropowych*. Jacobson wykluczyt mozliwos$¢ inter-
pretacji tego zjawiska na zasadzie teorii rotacji wewnetrznej grup moleku-
larnych, teorii ruchliwych protonébw Kirkwooda i Shumakera
(57) oraz teorii Maxwella-Wagnera dotyczacej przegrupowania jondw
w roztworze w poblizu powierzchni makromolekuty. Wg Jacobsona zja-
wisko to moze ttlumaczy¢ jedynie uformowanie wokét DNA rozlegtej po-

tiksotropia— izotermiczna odwracalna przemiana zelu w zol pod wptywem
czynnikéw mechanicznych
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wioki wodnej (patrz schemat 3). Sprzezenie istniejgce miedzy idealng siecig
wody i stabilizujgca jg powierzchnia makromolekuty moze ograniczaé wi-
bracje termiczne sieci, nawet w duzej odlegtosci od drobiny i prowadzié¢ do
uporzadkowania dipoli wodnych. Moze to powodowa¢ zmiany w witasnos-
ciach fizycznych catego uktadu podobne jakosciowo do zmian uzyskiwanych
dla czystej wody przy obnizeniu temperatury, a wiec takze do wzrostu
przenikalnosci dielektrycznej.

Jacobson ocenia, ze przy stezeniu DNA rzedu 0,05% makromolekuta
o $rednicy 2 nm i dtugosci 600 nm wywiera stabilizujgce dziatanie na dro-
biny wody potozone jeszcze w odlegtoSci 50—100 nm od jej powierzchni,
a wiec, ze grubos¢ powtoki hydratacyjnej DNA siega 1/4 dtugosci makro-
molekuty. O uformowaniu szerokich powtok wodnych $Swiadczy¢ mogtaby
rowniez obserwacja Jacobsona, ze wodne roztwory DNA charakteryzuja
sie dyspersjg dielektryczng przy czestoSciach posrednich miedzy warto-
Sciami ustalonymi (3) dla lodu (102—104Hz) i dla wody (1010 Hz). Wskazuje
to, ze woda przylegajgca do drobiny DNA jest silniej uporzagdkowana w sto-
sunku do wody swobodnej, chociaz stabiej zorganizowana niz w sieci kry-
stalicznej lodu. Ponadto Jacobson znalazt, ze przy wzroscie stezenia roz-
tworow DNA czestos¢ krytyczna ros$nie przesuwajac sie ku wartosci cha-
rakterystycznej dla wody swobodnej. Zjawisko to Jacobson wyjasnit zakita-
dajac, ze ze wzrostem stezenia rozmiary powtok wodnych malejg wskutek
wzajemnego oddziatywania makromolekut, zaburzajgcego stopieri uporzad-
kowania dipoli wodnych.

Pdzniejsza analiza doswiadczalna i teoretyczna (86, 100) doprowadzita
jednak do wniosku, ze przy interpretacji danych dotyczacych przenikal-
nosci dielektrycznej, dyspersji dielektrycznej i przewodnictwa roztworéw
polielektrolitéw nalezy uwzgledni¢ procesy przenoszenia tadunku i pola-
ryzacje podwojnej warstwy czastek rozpuszczonych. Uog6lniony model
O’Konskiego (86) uwzgledniajgcy te efekty pozwala wyttumaczyé
przyrosty przenikalnosci dielektrycznej oraz zjawiska relaksacji dielek-
trycznej w roztworach biatek, kwasow nukleinowych i innych makromo-
lekut biologicznie czynnych. Stellwangen, Shirai i O'Konski
(100) badajac przenikalno$¢ dielektryczng i dwdjtomnos$¢ elektryczng wod-
nych roztworéw NaDNA znaleZli dwa obszary dyspersji dielektrycznej,
jeden ponizej 108z i drugi w zakresie 106—2*10Mz. Uzyskano duzg zgod-
no$¢ wartosci doswiadczalnych z teorig 0 'Konskiego. W S$wietle tych wy-
nikow nie jest koniecznym zakladanie dla DNA istnienia obszernej lodo-
podobnej powtoki hydratacyjnej. 0 ’Konski uwaza (86), ze powloka ta jest
cienka i stanowi najwyzej kilkuczasteczkowg warstwe.

2. Pomiary wspétczynnikéw samodyfuzji

Metode obliczania uwodnienia makromolekut z pomiaréw wspétczyn-
nikow samodyfuzji wody opracowat Wang (109, 110), wyprowadzajac
zaleznos¢ teoretyczng stosunku wspoétczynnikow samodyfuzji dla roztworu
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makromolekut i czystej wody od ich uwodnienia. Problem opracowano po-
czatkowo dla biatek (109), a potem dla DNA (110). Stosujac jako wskaznik
B®-HD analizowano probki dyfuzyjne w spektrometrze masowym. Apa-
rature pomiarowa opisali Wang, Anfinsen i Polestra (111).
Wykazano, ze w 25°C ze wzrostem stezenia DNA w granicach 0—12°0
wspotczynniki samodyfuzji wody malejg od wartosci 2,57 *10~5 cm2s do
wartosci 2,021 *10~5cm2s. Uwodnienie DNA w roztworze, wyznaczone gra-
ficznie wynosito 0,35 g HD/1 g DNA i praktycznie nie zalezatlo od obecno-
$ci NaCl. Warto$¢ ta odpowiadajaca 6—8 czasteczkom wody na nukleotyd
stanowi statystycznie $rednig ilos¢ wody zwigzanej bezposrednio z ugru-
powaniami molekularnymi DNA oraz przez jony Na+ przytagczone do DNA.

Wspotczynnik samodyfuzji roztworéw mozna bardzo doktadnie oznaczac
technikg echa spinowego (42, 43), co wg Biezrukowa (8 moze by¢
bardzo pomocne przy oznaczaniu uwodnienia DNA. Metodg tg postuzono
sie dotychczas jedynie przy badaniu wirusa mozaiki tytoniowej (26), znaj-
dujac jego znikome uwodnienie i nie potwierdzajgc 20'% uwodnienia ozna-
czonego z widm rezonansu jagdrowego (53).

3. Ultrawirowanie w gradiencie gestosci

Uwodnienie DNA obliczano z warto$ci gestosci unoszenia wyznaczonej
przez ultrawirowanie w gradiencie gestosci (44, 45, 46, 47, 78, 90). Pierwsi
metode te zastosowali Hearst i Vinograd (46, 47), ktérzy wykazali,
ze wprowadzone przez Goldberga (38 termodynamiczne réwnanie
réwnowagi w polu ultrawirowania dla uktadu dwusktadnikowego mozna
uogolni¢ dla uktadu trojsktadnikowego. W uktadzie tréjsktadnikowym 1—
DNA, 2 —rozpuszczalnik, 3— substancja tworzaca gradient réwnanie to
mozna zapisa¢ przy statej temperaturze i ciSnieniu w postaci:

Mx(|—ulQw2rdr = dm3

M3 —Feerdr = mim ’dm3—T {4 mj)m ’dm,

gdzie M oznacza ciezary czasteczkowe, v — czastkowe objetosci wiasciwe,
m — molowosci, m— potencjaty chemiczne, — predkos$¢ katowa wirowa-
nia, r — promien wirowania, a e&— gestos¢ roztworu. Parametr T repre-
zentuje solwatacje sieciowg DNA w molach rozpuszczalnika na mol DNA,

rébwng T = T' gdzie F' okresla solwatacje wagowa.

Jezeli przez pOoznaczymy gestos¢ unoszenia ,to warunek unoszenia wy-
znaczony z réwnania (1) w funkcji solwatacji przybiera postaé

1 ©3+F»! _ v3\-Wi 0
0, i+r i+r
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ktéra pozwala na wyznaczenie uwodnienia sieciowego. Hearst i Vi-
nograd (46, 47) tg technikg oznaczali uwodnienie DNA z bakteriofaga
T-4, stosujgc do gradientu sole cezowe o réznych wspotczynnikach aktyw-
nosci wody. Gesto$¢ unoszenia odwodnionej soli cezowej DNA okreslono
jako rowng 2,12 g/ml. Dla niskich wspétczynnikéw aktywnosci wody
(mniejszych od 0,9) uwodnienie DNA wzrasta do$¢ wolno (od 0 do 05¢g
HvO/l g CsDNA), dla wspétczynnikéw wyzszych (0,9 do 1,0) wzrost uwod-
nienia jest szybki (od 0,5 do 2,0 g HD/1 g CsDNA). W chlorku cezu uwod-
nienie sieciowe CsDNA wynosi okoto 30°/0 wagowych. Z przeliczenia wy-
nika, ze liczba drobin wody przypadajacych na jeden nukleotyd wzrasta
ze wzrostem wspotczynnikoéw aktywnosci wody od okoto 3 do 50.

Dla DNA z Escherichia coli znaleziono przez wirowanie w CsCIl warto$¢
uwodnienia rowng 0,22 g HD/1 g CsDNA (78).

Wedtug danych sedymentacyjnych duzy wptyw na uwodnienie DNA
wywiera stezenie soli w roztworze oraz rodzaj kationu (90). Na przyktad
w roztworze LiBr solwatacja sieciowa DNA jest bardzo niewielka i pra-
ktycznie niezalezna od stezenia soli. W roztworach NaCl i NaBr liczba dro-
bin wody zwigzanych na nukleotyd jest rzedu 8 przy niskich stezeniach
i zmniejsza sie ze wzrostem stezenia. Przy niewielkich stezeniach CsCI
w roztworze solwatacja DNA jest znikoma, nastepnie wzrasta osiggajac
maksimum przy stezeniu 3M, po czym stopniowo sie zmniejsza. Uwodnienie
DNA nie zalezy od masy czasteczkowej DNA i jest witasciwe jedynie dla
molekut natywnych. Wyznaczajac gestos¢ unoszenia DNA z ultrawirowania
w gradiencie CsCl znaleziono réznice dla preparatdw roznigcych sie skita-
dem zasad (97). Mozna to przypisywac réznicom w uwodnieniu par zasad
typu G-C i A-T. Wedlug obliczen Pouyeta i wsp. (90) na pare G-C
przypada okoto 7 czasteczek wody zwigzanej, a na pare A-T 11,5 czasteczki.
Metoda ultrawirowania w gradiencie CsCl i LiCl wykazano ponadto (106),
ze czastkowe objetosci wiasciwe DNA sg zalezne od sktadu zasad w bardzo
niewielkim stopniu dla sodowej soli DNA a zupeinie niezalezne dla soli
litowej. Wedtug Tunis i Hearsta (106) zalezno$¢ gestoSci unoszenia
DNA od skiadu zasad mozna przypisaé conajmniej w 90°/0 uwodnieniu,
gdyz mol par A-T wiagze o okoto 2 mole wody wiecej niz mol par G-C.

Stosujagc ultrawirowanie DNA z bakteriofaga T-7 w stezonym roztworze
tréjfluorooctanu potasowego (107), stwierdzono wzrost wartosci gestosci
unoszenia i spadek uwodnienia DNA ze wzrostem temperatury prowadza-
cym do zmian denaturacyjnych.

4. Metody rentgenowskie

Przyblizone ré6wnanie Luzzatiego (72) uwzgledniajgce zalezno$é
rozpraszania promieni X pod matymi katami od uwodnienia DNA ma po-
stac:
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1/2
(‘:) -N i+ w -e Rip-xpH0)] 3
gdzie A jest parametrem eksperymentalnym, a ce oznacza stezenie DNA
mierzone jako stosunek liczby elektrondw w DNA do liczby elektronow
w roztworze, m— liniowg mase odwodnionego DNA, mierzong liczbg elek-
tronbw DNA na jednostkowej dtugosci, w — uwodnienie wyrazone jako
stosunek liczby elektronéw w wodzie zwigzanej i w DNA, tp i qjtbo— cza-
stkowe objetosci wiasciwe (na elektron) odpowiednio dla DNA i wody.
Luzzatti i wsp. (73) obliczyli stosujgc to réwnanie, ze uwodnienie
DNA jest rzedu 67% i zaobserwowali, ze przy wzroscie stezenia NaCl ma-
leje promien bezwitadnosci DNA, co swiadczytoby o zmniejszeniu uwod-
nienia makromolekuty przy wzroscie sity jonowej roztworu.

Tunis i Hearst (106) szczegétowo poréwnali wyniki oznaczen
uwodnienia metodg rozpraszania promieni X i wyniki analizy sedymenta-
cyjnej Brunera i Vinograda (15 i znalezli duzg zgodno$¢ obu
metod, zwiaszcza przy niskich wspotczynnikach aktywnosci wody.

5. Kalorymetria

Metode kalorymetryczng do oznaczania uwodnienia DNA zastosowali
Priwatow i Mriewliszwili (91, 92). Gtdwna idea tej metody
polega na oznaczaniu temperaturowej zaleznosci pojemnosci cieplnej 1g
substancji w obecnosci réznej ilosci wody.

Silne maksimum na krzywej pochianiania ciepta pojawia sie dopiero
przy dodaniu ponad 0,59 wody na 1g DNA co $wiadczy, ze w wodzie istnie-
ja juz wowczas elementy, ktore przechodzg w stan lodu. Woda dodana
w mniejszej iloSci nie zamarza przy ochtadzaniu i nie topi sie nastepnie przy
ogrzewaniu, a wiec musi sie znajdowaé w zwigzanym, uporzadkowanym
stanie. Ponadto woda, ktéra nie moze juz byé uwazana za zwiazang, wy-
kazuje w stosunku do wody swobodnej wieksze uporzadkowanie, wywo-
tane obecnosciag makromolekut o czym $wiadczy rozmycie i przesuniecie
maksimum krzywej pochtaniania ciepta w kierunku temperatur nizszych
od 0°C.

Wedtug Priwatowa i Mriewliszwili (91, 92) uwodnienie
DNA w stanie natywnym wynosi 0,61 g H2/1 g suchego DNA ($rednio
okoto 11 drobin wody na jeden nukleotyd), a po denaturacji wzrasta do
0,645 g HD/1 g DNA. W 0,15 M roztworze NaCl uwodnienie DNA jest nieco
mniejsze i wynosi w stanie natywnym 0,526 a po denaturacji 0,584 g H2/1 g
suchego DNA.

6. Metody wagowe

Metody wagowe nadaja sie jedynie do oznaczania ilosci wody wigzanej
przez suchy DNA, przy réznej wilgotnosci wzglednej atmosfery. W ten
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sposob‘wyznaczono (30) dla sodowej i litowej soli DNA oraz DNA izolo-
wanego z grasicy cielecej i ze spermy tososia krzywe adsorpcji wody (przy
wzrastajacej wilgotnosci) oraz "krzywe desorpcji (przy wilgotnosci malejg-
cej). Okazato sie, ze w zakresie wilgotnosci wzglednej 10—80% adsorpcja
wody wzrasta monotonicznie $rednio o jedng drobine na nukleotyd i wzrost
wilgotnosci o 1% oraz, ze krzywe desorpcji lezg powyzej krzywych ad-
sorpcji tworzac swego rodzaju histereze adsorpcyjno-desorpcyjna.

Badania uwodnienia sktadowych DNA metodg wagowg (28) wykazaty*
ze zasady purynowe i pirymidynowe oraz ich nukleozydy i nukleotydy nie
tworzg stabilnych hydratéow w zakresie wilgotnosci wzglednej od 0—92fl/o.
Tworza natomiast stabilne hydraty liczne sole nukleotydéw, co wyttu-
maczono wiekszym powinowactwem do wody grup fosforanowych niz ato-
mow tlenu w grupach karbonylowych i dezoksyrybozie oraz atoméw azotu
w pierScieniach zasad (por. schemat 4).

Znaleziono duzg zgodnos$¢ doswiadczalnych krzywych adsorpcji z teorig
Brunauera, Emmetta i Tellera (14), ktéra w ujeciu mecha-
niczno-statystycznym Hi 11a (49) podaje zwigzek miedzy catkowity iloScig
wody zaadsorbowanej przy duzej wilgotnosci a maksymalng iloscig wody
zaadsorbowanej przez pierwotne centra hydratacji. Porownujac teorie z da-
nymi doswiadczalnymi obliczono, ze pierwotne centra adsorpcji w DNA
moga wigza¢ po dwie drobiny wody na nukleotyd.

Odstepstwa od modelu Brunauera, Emmetta i Tellera przy wilgotnosci
wzglednej przekraczajacej 80%> wyjasniono przyjmujac te wilgotno$¢ za
graniczna, przy ktérej wypetnione sg wszystkie centra hydratacyjne w DNA
0 strukturze A i ponizej ktorej zachodzi dla DNA przejscie strukturalne
A"B.

7. Spektrofotometria

Spektrofotometryczne badania uwodnienia DNA obejmujg pomiary
widm w podczerwieni (12, 13, 24, 31, 32, 101, 105) i nadfiolecie (29, 32).

W podczerwieni zaobserwowano zmiany w widmie prébek statego DNA
w funkcji wilgotnosci wzglednej atmosfery oraz zalezno$¢ utamka dichro-
icznego od zawartosci wody w DNA. Dla danego pasma utamek dichroiczny
R oznacza stosunek absorpcji promieniowania spolaryzowanego réwnolegle
1prostopadle do kierunku orientacji molekularnej DNA w btonach. Tsu-
b oi (105) stwierdzit, ze zmiany w widmach w podczerwieni przy dehydra-
tacji DNA sg podobne do zmian wywotanych przez denaturacje cieplna,
dziatanie DNazy i dziatanie formamidu.

Najwazniejsze wnioski dotyczgce uwodnienia DNA wynikajg z pomia-
row widm w zakresie 4000—400 cm-1 dla cienkich bton NaDNA i LiDNA
(31). Znaleziono w widmie zar6wno wody jak i DNA charakterystyczne
przesuniecia oraz zmiany w natezeniach pasm ze wzrostem wilgotnosci
wzglednej i hydratacji DNA. Wykazano, ze jako pierwsze, w zakresie wil-
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gotnosci 0—60%, obsadzane sg w DNA centra hydratacyjne 1 (schemat 4)
i ze ta pierwotna warstwa hydratacyjna zaadsorbowana jest duzo silniej
niz nastepne. Centra 2 i 3 ulegajg hydratacji przy wilgotnosci rzedu 60—
65% a hydratacja zasad zaczyna sie dopiero powyzej tego zakresu wilgo-
tnosci. Przy wilgotnosci rzedu 92%, kiedy przypada okoto 20 zaadsorbo-
wanych drobin wody na nukleotyd, w widmie DNA pojawiajg sie pasma
bardzo bliskie pasmom charakterystycznym dla ciektej wody, co Swiadczy
0 skompletowaniu petnej powtoki hydratacyjnej. Nie znaleziono natomiast
w uwodnionym DNA zadnych pasm charakterystycznych w podczerwieni
dla lodu (37).

Przy wyznaczaniu w zorientowanych przestrzennie btonach DNA oraz
NaDNA utamka dichroicznego dla ré6znych pasm absorpcji znaleziono naj-
bardziej reprezentatywne wyniki dla pasma 1660 cm-1 w podczerwieni oraz
dla diugosci fali 260 nm w nadfiolecie (32). W obydwu przypadkach przy
wilgotnosci 92% warto$¢ utamka dichroicznego byta bardzo niewielka
1wzrastata powoli ze spadkiem wilgotnos$ci w zakresie 75—55%. Na pod-
stawie widm w podczerwieni wydaje sig, ze przejscia konfiguracyjne B * A
i A?2C zachodzg w nieco innych zakresach wilgotno$ci niz to wynikato
z obrazu rentgenowskiego. Kat nachylenia ptaszczyzny par zasad przy
przejsciu A — B obliczono w funkcji utamka dichroicznego R wedtug wzoru

tc:.. 0 (1+f)—R (I~f) 4
R(I+f)-(1—f)
gdzie f jest frakcjg drobin DNA zorientowanych w btonie w $cisle okres-
lonym kierunku a (1—¥) jest frakcja drobin zorientowanych przypadkowo.
Frakcje f oblicza sie znajgc kgt y — JU/2 oraz R przy wilgotnosci 92%, kiedy
mozna zatozy¢, ze DNA istnieje jedynie w formie B.

Wzor 4 mozna stosowac tylko zaktadajac systematyczne i rownoczesne
nachylanie sie ptaszczyzny wszystkich par zasad. Tymczasem wyniki $wiad-
€zg 0 ograniczonym zastosowaniu tego wzoru, co wskazuje, ze nachylanie
sie par zasad nie jest systematyczne, ale wybidrczo niektére pary nachylaja
sie od razu o duze katy. Maksymalny kat nachylenia wyznaczono jako row-
ny 65° podczas gdy w obrazie rentgenowskim jest on réwny 20—30°. Wy-
daje sie, ze nachylajg sie te zasady, ktérych centra hydratacyjne zostaty
wiasnie odwodnione.

Wspdiczynniki absorpcji promieniowania nadfioletowego o dtugosci fali
260 nm nie zalezg od orientacji DNA w btonach (32), ale réwniez zmieniaja
sie w funkcji wilgotnoSci. Wspotczynnik absorpcji poczatkowo powoli wzra-
sta od 0,53 przy wilgotnosci 93% do 0,58 przy wilgotnosci 75%, po czym
przy dalszym spadku wilgotno$ci rosnie gwattownie do 0,99. Dowodzi to,
ze dehydratacja natywnych molekut DNA prowadzi do zmian denatura-
cyjnych.

Denaturacje termiczng i dehydratacje ré6znych preparatéw RNA porow-
nat Falk (29) oznaczajagc widma absorpcji w zakresie 183—350 nm. Zmia-
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ny w ksztatcie i przesunieciach w widmach przy odwadnianiu bton suche-
go RNA okazaly sie prawie identyczne jak przy wzroscie temperatury
roztworéw DNA.

Nie znaleziono w podczerwieni zadnych zmian w widmie wody przy
obecnosci DNA w roztworze (24) ale mozna przypuszczaé, ze silne pasmo
absorpcyjne wody maskuje pasma absorpcyjne DNA (19). W widmie wody
pasma DNA nie naktadajg sie jedynie na pasmo ramanowskie 2170 cm-1.
Pasmo to nie przesuwa sie w niskiej temperaturze ku mniejszym diugos-
ciom fali, czego moznaby oczekiwa¢ przy duzym uwodnieniu DNA.

8. Magnetyczny rezonans jadrowy

Metody oparte o zjawisko rezonansu jagdrowego sg czesto stosowane do
badania zarowno uwodnienia (4, 19, 24, 39, 52, 69, 70, 71, 83, 99) jak i struk-
tury kwasow nukleinowych (75, 76, 77). Rezonans jadrowy (1, 2, 48, 67)
zwigzany jest z kwantowg absorpcjg energii w polu o czestosci rezonanso-
wej przez jadra atomowe o okreSlonych momentach magnetycznych. Re-
zonans uzyskuje sie praktycznie umieszczajagc badang prébke w statym po-
lu magnetycznym HO i poddajac jag dodatkowo dziataniu prostopadiego do
HO pola Hi o czestosSci rezonansowej. Wektory momentéw magnetycznych
rezonujacych jader atomowych precesujg wéwczas wokot kierunku pola HO,
a absorpcja energii wywotuje przejscia miedzy sgsiednimi poziomami ener-
getycznymi. Czestotliwo$¢ rezonansowa zalezy od chemicznego charakteru
jader atomowych i typu zwigzku, w sktad ktérego one wchodza. Sygnaty
rezonansu jadrowego obserwowaé mozna przy pomocy metod naswietlania
ciggtego i metod impulsowych. W metodach naswietlania ciggtego prébke
poddaje sie dziataniu pola wysokiej czestosci w sposéb ciggly i rejestruje sie
widma rezonansowe. Spektroskopia magnetycznego rezonansu jgdrowego
o wysokiej zdolnoSci rozdzielczej umozliwia rozdzielenie poszczeg6lnych
linii w ztozonym widmie. Mozna tez obserwowa¢ widma rezonansowe przy
Sredniej zdolnoSci rozdzielczej lub stosowac spektroskopie szerokiej linii.
W metodach impulsowych prébke umieszczong w statym polu HO poddaje
sie dziataniu impulséw pola Hj, obserwujgc w przerwach miedzy impulsami
sygnaty precesji swobodnej i sygnaty echa spinowego (18, 42, 43).

Rozpatrujgc zjawisko rezonansu jadrowego uwzglednia sie, poza oddzia-
tywaniem jader z zewnetrznym polem, ich oddziatywania z otoczeniem,
a wiec z polami wytworzonymi przez elektronowe i jagdrowe momenty
magnetyczne oraz przez tadunki elektryczne sgsiednich atomdw i drobin
w probce. Dodatkowy ruch wektora magnetyzacji (makroskopowego mo-
mentu magnetycznego jednostki objetoSci substancji) wywotany przez od-
dzialywanie z otoczeniem nazywamy procesem relaksacji. Teorie procesow
relaksacji — fenomenologiczna (10) i kwantowo-mechaniczna (1, 11, 98) po-
daja szczegbétowy analityczny opis tych zjawisk. Gtéwnymi parametrami
charakteryzujagcymi procesy relaksacyjne sg tzw. magnetyczne czasy re-
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laksacji. Podtuzny czas relaksacji T\ charakteryzuje zanik skladowej wek-
tora magnetyzacji rownolegtej do pola HOi jest zwigzany z oddziatywaniem
danych jader z zespotem innych atomdw lub drobin w prébce (oddziatywa-
nie spinowo-sieciowe). Poprzeczny czas relaksacji T2 charakteryzuje zanik
sktadowej poprzecznej do pola HOi odpowiada za sprzezenie rozwazanych
jader pomiedzy sobag (oddziatywanie spinowo-spinowe).

A. Widma rezonansowe. Uwodnienie DNA prébowano oceniaé z widm
rezonansowych na podstawie ksztattu i szerokosci linii absorpcji (4, 24, 39,
52), z pomiar6w znormalizowanych powierzchni pod krzywymi absorpcji
(4, 24, 39, 52) oraz z wielkosci przesunie¢ chemicznych dla protonéw wody
(39).

Przewaznie stosowano czestosci rezonansowe z zakresu od 10—60 MHz
i postugiwano sie DNA z komérek zwierzecych. Wyniki zestawiono dla po-
rownania w tablicy 2.

Og6lnie w miare wzrostu stezenia DNA zawsze obserwowano poszerze-
nie linii absorpcji rezonansowej (4, 24, 39, 52) i poza jednym przypadkiem
(52) brak zmiany w wartosci znormalizowanej powierzchni pod krzywg
absorpcji (4, 24, 39). Ponadto nie znaleziono zmian przesunie¢ chemicznych
protondw w roztworach DNA w stosunku do protonéw w wodzie swobod-
nej (39).

Obserwacje te ttumaczono przewaznie niewielkim uwodnieniem DNA
i wymiang protonéw miedzy fazami wody swobodnej i zwigzanej (4, 24, 39),
cho¢ niektdrzy autorzy interpretowali je réwniez w aspekcie anizotropii
diamagnetycznej wywotanej przez elektrony ji w tancuchach DNA (4) oraz
w aspekcie wptywu statystycznych niejednorodnos$ci pola, ktérych zasieg
dziatania przekracza rozmiary pojedynczych makromolekut DNA i moze
by¢ spowodowany ich agregacja lub obecnosciag w DNA czastek ferromag-
netycznego zelaza (83). Zmniejszenie powierzchni pod krzywg absorpcji za-
obserwowane przez Jacobsona, Andersona i Arnolda (52) wy-
jasni¢ mozna efektem aparaturowym, ktorego autorzy ci nie uwzglednili
(8, 19, 39). W zwigzku z tym interpretacja zjawiska oparta na zasadzie roz-
legtego uwodnienia makromolekuty nie wydaje sie whasciwa.

Technike widm rezonansu jagdrowego wykorzystywano rowniez do ba-
dania zorientowanych bton z DNA (5, 79, 94). Interpretujac wyniki w as-
pekcie oddziatywan protonowo-protonowych dla formy A, B i C DNA moz-
na wnioskowa¢ o uwodnieniu molekut DNA przy réznych konformacjach
(79), co jednak nie jest na razie ujete ilosciowo.

B. Czasy relaksacji. Istnienie powtoki hydratacyjnej DNA, co byto sze-
roko dyskutowane w literaturze (8, 19, 39) powinno powodowac skrocenie
czasu relaksacji w roztworach DNA w stosunku do czystej wody ze wzgle-
du na wymiane protonéw miedzy fazami wody swobodnej i zwigzanej.
Mimo to ocena uwodnienia DNA z pomiarow podtuznego (TX i poprzecz-
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nego (T2 czasu relaksacji byta poczatkowo dos$é sporadyczna i jedynie ja-
kosciowa. Balazs, Bothner-By i Gergely (4) pierwsi zaobser-
wowali spadek T2ze wzrostem stezenia DNA w roztworach wodnych, ale
nie znajdujac spadku T\ poddali w watpliwos$¢ istnienie powtoki hydrata-
cyjnej DNA. Stosowali oni jednak do oznaczeh T\ metode bezposrednig
Andrewa (2), ktorej doktadno$¢ rzedu 25% nie wystarcza do tego typu
pomiarow. Gordon, Curnutte i Lark (39) ttumacza spadkiem
czasu relaksacji T2poszerzenie rezonansowej linii absorpcji, ale sami czasu
relaksacji nie mierzyli. Eisinger, Shulman i Szymanski (27)
stwierdzili, ze wiazanie rédznych jonéw paramagnetycznych przez DNA po-
woduje skrocenie podtuznego czasu relaksacji i sg zdania, ze obecno$¢ tych
jonéw powoduje skrocenie T\ w prébkach handlowego DNA. Monotoniczny
spadek Tj i T2 ze wzrostem stezenia zaobserwowali Lubas (69) oraz
Lubas i Wilczok (70), w roztworach DNA z grasicy cielecej oraz
Sprinz, Do&éllstadt i Hubner (99) w roztworach DNA z drozdzy.
Obie grupy autorow postugiwaly sie przy wyznaczaniu czaséw relaksacji
metodami impulsowymi, opartymi na zjawisku echa spinowego, przy zbli-
zonych czestosciach rezonansowych 14 MHz (69, 70) i 16 MHz (99). O ile
jednak Sprinz, Dollstddt i Hubner ttumaczg zaobserwowane zjawisko pa-
ramagnetycznymi domieszkami zwigzanymi trwale z DNA, Lubas
i Wilczok (70) przypisujg je uwodnieniu DNA, gdyz analiza spektro-
graficzna wykluczyta obecno$¢ zanieczyszczen paramagnetycznych w ba-

danych probkach (69).
______ -}
Wymiana protondw
B

[
Brak wymiany ——>j><
|

Makromolekufa DNA

Schemat 6. Model hydratacji DNA z uwzglednieniem roéznych grup protondéw wg
(69, 70)

A —protony w wodzie zwigzanej strukturalnie z drobing DNA, B —protony w wodzie swo-
bodnej lub zwigzanej rotacyjnie z drobing DNA, C—protony wchodzace w skiad ugrupowan
molekularnych DNA
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Hipoteze struktury uwodnienia DNA tlumaczaca wyniki pomiaréw cza-
séw relaksacji mozna sprowadzi¢ do zatozenia, ze w rozwazanym ukladzie
makromolekuta — rozpuszczalnik wyrdéznia sie nastepujgce grupy proto-
néw:

A — protony w drobinach wody zwigzanych rotacyjnie z DNA lub w swo-
bodnych drobinach wody (charakteryzujg je czasy relaksacji TIWi T2

B — protony w drobinach wody zwigzanych strukturalnie czyli nierotacyj-
nie (charakteryzuja je czasy relaksacji TiIh< TIWi Th< T2

C — protony bedace integralng czeSciag makromolekuty DNA (charaktery-
zuja je czasy relaksacji (T/DNA > TIWi (TZDNA > T2W\.

Grupy te przedstawiono na schemacie 6.

Miedzy drobinami wody zwigzanej rotacyjnie i nierotacyjnie moze za-
chodzi¢ wymiana A iiB. Wymiana protondw miedzy grupami B i C nie
jest wykluczona, nie mniej ze wzgledu na silne zwigzanie protonu w sieci
krystalicznej makromolekuty jest ona duzo mniej prawdopodobna, a przy-
najmniej duzo wolniejsza.

Wplyw wymiany protonéw na mierzone czasy relaksacji Tj i T2roztwo-
row DNA opisano analitycznie (69, 70) w oparciu o teorie Zimmerman -
na i Brittina (114) uzyskujac koricowg posta¢ zaleznosci dla uwodnie-
nia nierotacyjnego:

W, = KjTjh  W2= K2 5

gdzie Wj i W2 oznaczajag odpowiednio uwodnienie wyliczone z pomiaréw
podtuznego Tj i poprzecznego T2czasu relaksacji w roztworach DNA a war-
tosci Kxi K2oznaczajg state eksperymentalne, ktére oblicza sie z pomiaréw
czaséw relaksacji w roztworach DNA i w rozpuszczalniku.

Trzeciorzedowa struktura DNA wykazuje konfiguracje zblizona do
gaussowskiego kiebka. Z pomiardw rozpraszania Swiatta (93) wynika, ze
promien bezwiladnosci molekulty DNA jest zwigzany z jej ciezarem czas-
teczkowym réwnaniem empirycznym:

R=27-10_9-M03 6

co Swiadczy, ze elipsoidalny ksztatt, ktory przybierajg dwuniciowe mole-
kuty DNA w roztworze, tylko w niewielkim stopniu rézni sie od ksztattu
kulistego, dla ktorego zalezno$¢ (6) przybierataby posta¢ R = A*MQS gdzie
A = const.

Taki obraz trzeciorzedowej struktury DNA pozwala zatozy¢, ze ruch
statystycznej makromolekuty DNA w roztworze jest ruchem izotropowym
i mozna go opisa¢ przez tzw. Sredni czas korelacji t wprowadzony w teorii
relaksacji jadrowej w cieczach (11, 98) i zdefiniowany jako czas, w ciggu
ktorego rotujgca w roztworze molekuta obraca sie o kat rowny j/ 2/3 ra-
diana (48). Przy takim zalozeniu czasy relaksacji TIni T2 mozna wyrazié
jako funkcje t przy pomocy réwnan Solomona (98), uzyskujac na pod-
stawie zalezno$ci (5) uktad réwnan z niewiadomymi W i«. Ukfad ten najdo-
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godniej rozwigzuje sie metodg graficzng pozwalajacg na wyznaczenie war-
tosci uwodnienia nierotacyjnego w gramach wody zwigzanej na 100 g DNA.

Hipoteza istnienia nierotacyjnej czesci uwodnienia zostata podana
uprzednio rowniez dla biatek (21, 68).

Wyniki oznaczehA uwodnienia DNA i biatek technika echa spinowego
porownano w tablicy 3.

Uwodnienie nierotacyjne DNA w stanie natywnym jest duzo wyzsze
niz w stanie zdenaturowanym i zmniejsza sie w miare spadku wartosci
ciezaru czasteczkowego statystycznej makromolekuty. Dla biatek uwod-
nienie nierotacyjne wykazuje wartosci duzo mniejsze niz dla DNA i wy-
raznie wzrasta po denaturacji.

Tablica 3

Poréwnanie uwodnienia nierotacyjnego wyznaczonego technikg echa spinowego
dla DNA biatek

Uwodnienie w procentach

Ciezar czasteczko- wagowych

DNAXx 10“6 ]
W Stan natywny Stan zdenaturo

Makromolekuta

wany
DNA z grasicy cielecej (69, 70) 8,66 11,25 6,07
7,70 10,40
6,50 8,40 4,90
6,00 8,55 5,95
4,52 4,60 3,45
Biatko jaja kurzego (68) 2,16 8,10
Owoalbumina (21) 1,60 12,3
Glikogen (17) 5,26
Fibrynogen (22, 23) 0,238
Fibryna (22, 23) 0,252

Podsumowanie

Wydaje sie, ze rozbieznosci w iloSciowych oznaczeniach uwodnienia
DNA r6znymi technikami mozna wyjasni¢ specyficznym oddziatywaniem
makromolekut DNA z wodga. Ilo$¢ wody zwiazanej strukturalnie moze by¢
niewielka, ale makromolekuta moze wywiera¢ wptyw porzgdkujacy na inne
nawet do$¢ odlegte dipole wodne. Kazda z technik pomiarowych obcinata
warstwe wody uporzgdkowanej w pewnym punkcie a wode pozostatg trak-
towano jako warstwe zwigzang z drobing. Tymczasem rozréznienie dwdéch
stanéw wody w roztworach DNA — drobin zwiazanych strukturalnie i dro-
bin jedynie uporzadkowanych jest mozliwe tylko przy zastosowaniu takich
technik wysokiej czestosci, ktédre beda wprowadzaty w ruch wszystkie upo-
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rzadkowane lub stabiej zwigzane z DNA dipole wodne, nie odrywajac od
DNA warstwy wody zwigzanej strukturalnie. Najlepiej nadajg sie do tego
techniki z zakresu rezonansu jadrowego i techniki dielektryczne o czestos-
ciach rzedu megahercéw lub metody ultrawirowania.

Jest najbardziej prawdopodobnym, ze uwodnienie nierotacyjne a wiec
ta czes¢ catkowitej warstwy hydratacyjnej DNA, ktorej dipole podobnie
jak cata makromolekuta DNA nie majg swobody ruchu w polu wysokiej
czestosci stanowi rzeczywiste uwodnienie strukturalne DNA. Wartos¢
uwodnienia nierotacyjnego DNA zaobserwowana w polu 14 MHz jest naj-
mniejsza w poréwnaniu z uwodnieniem wyznaczonym innymi metodami
(46, 47, 92, 110), co przemawia za stusznoscig podzialu uwodnienia DNA
na niewielka czes¢ nierotacyjng i cze$¢ rotacyjng. Warto$¢ ta jest zblizona
rzedem wielkosci do wynikéw przemawiajagcych za niewielkim uwodnie-
niem strukturalnym DNA (15, 24, 39, 73, 110). Jest ona rowniez zblizona
do minimalnej wartosci znalezionej przez Hearsta i Vinograda
(46, 47) dla sieciowego uwodnienia DNA oraz do tej ilosci wody ktdra ob-
sadza pierwotne centra hydratacyjne w bruzdach DNA (30, 31). Dlatego
wydaje sie stuszne przypuszczenie, ze kolejno$¢ obsadzania centrow hydra-
tacyjnych jest identyczna zarowno dla DNA w stanie statym o r6znej
wilgotnosci jak i dla DNA w roztworach wodnych.

Wyniki oznaczen uwodnienia nierotacyjnego nie wykluczajg istnienia
wok6t makromolekuty DNA szerokich powtok wodnych typu Jacobso-
na (50, 51). Jednak je$li woda uporzagdkowana w ten spos6b wokét DNA
istnieje, to jest ona zwigzana rotacyjnie, a wiec nie stanowi wody integral-
nie zwigzanej z drobing. Z tego punktu widzenia niezmiernie ciekawa jest
obserwacja spadku statej dielektrycznej DNA przy czestoSciach lzgcych
powyzej zakresdw dyspersji dielektrycznej (51). Fakt ten mozna przypisac
niewielkiemu uwodnieniu drobin, ktore istnieje jeszcze przy takiej czes-
tosci i ktore ze wzgledu na uporzagdkowanie sieciowe moze stanowi¢ obszar
0 nizszej statej dielektrycznej niz woda.

Poréwnaniu uwodnienia DNA w stanie natywnym i zdenaturowanym
poswiecono tylko kilka prac (39, 70, 92, 106), przy czym przewaznie obser-
wowano zmniejszenie uwodnienia makromolekut zdenaturowanych w sto-
sunku do natywnych. Jedynie przy zastosowaniu metody kalorymetrycznej
(92) znaleziono wzrost uwodnienia DNA po denaturacji i postulowano (91,
92), ze ten oraz analogiczne wyniki dla niektdrych bialek przemawiajg za
hydratacjg wszystkich makromolekut biologicznie czynnych wedtug modelu
wigzan hydrofobowych Kauzmanna (55 56). Autorzy metody kalory-
metrycznej (91, 92) nie podajg jednak w jaki spos6b odrézniajg stan wody
hydratacyjnej od stanu wody przechtodzonej w niskich temperaturach. Wy-
daje sie zatem, ze przytoczone przez nich wyniki ujmujg sumaryczng ilos¢
wody przechtodzonej i hydratacyjnej. Poniewaz po denaturacji stosunek
ilosci wody przechtodzonej do hydratacyjnej moze zmieni¢ sie a wiec wzrost
uwodnienia zaobserwowany dla stanu zdenaturowanego moze by¢é pozorny.
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Uogdlnianie pogladéw na uwodnienie na wszystkie makromolekuty bio-
logicznie czynne zwiaszcza za$ biatka i kwasy nukleinowe wydaje sie gru-
bym uproszczeniem. Poréwnanie warto$ci uwodnienia nierotacyjnego DNA
i niektdrych biatek wyznaczonych z pomiaréw czaséw relaksacji przy uzy-
ciu tej samej aparatury echa spinowego (20) wskazuje ze przy denaturacji
uwodnienie nierotacyjne biatek kilkakrotnie wzrasta, a uwodnienie DNA
wyraznie maleje. Wzrost uwodnienia zdenaturowanych biatek mozna wy-
jasni¢ wprost hipotezg oddziatywan hydrofobowych Kauzmanna (55,
56). Spadek uwodnienia dla DNA przemawia za obsadzeniem w stanie na-
tywnym podstawowych centrow hydratacyjnych w nienaruszonej struktu-
rze drugorzednej i uwolnieniem czesci zwigzanych dipoli wodnych wsku-
tek zmian denaturacyjnych.

ADDENDUM

Tuz przed oddaniem do druku niniejszego artykutu ukazata sie praca (Dah1l-
borg U, Rupprecht A. Biopolymers 10, 849 (1971)), w ktérej po raz pierwszy
analizuje sie pod katem uwodnienia wyniki rozpraszania neutronéw na zorientowa-
nych btonach z NaDNA z r6zng zawartosciag HD i DX. Analizujac rozkiady katowe
sprezyscie rozproszonych neutronéw potwierdzono silne wigzanie przez makromole-
kuty DNA niewielkiej ilosci wody, ktérej uporzadkowanie przestrzenne jest inne
w kierunku rownolegtym i prostopadtym do osi spirali DNA i przypomina nieco
strukture lodu.
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URSZULA KOCEMBA-SLIWOWSKA*

Nierozpuszczalne w wodzie pochodne biatek biologicznie czynnych

Water-Insoluble Derivatives of Proteins with Biological Activities

Some theoretical and practical aspects connected with water-insoluble enzymes,
antigens and antibodies are reviewed.

W komoérkach obok enzyméw rozpuszczalnych istniejg enzymy ,,nieroz-
puszczalne”, tj. wbudowane w spos6b trwaty w struktury subkomdérkowe.
Dane uzyskane in vitro po wyosobnieniu enzymu z takiej struktury moga
nie odzwierciedla¢ wtasciwosci i roli tego enzymu in vivo.

Komdérka zawiera szereg nieotoczonych btonami organelli, np. jaderko,
chromatyna jadrowa, rybosomy, ktére charakteryzuja sie obecnosScig spe-
cyficznych enzymow, i stanowig duze zageszczenia polimeréw o charakte-
rystycznym skiladzie, wielkosci i tadunku elektrycznym. Te naturalne poli-
mery moga prawdopodobnie otaczaé biatko enzymatyczne w sposéb fi-
zyczny lub wigza¢ je chemicznie do swoich grup funkcyjnych. Sposéb
powigzania enzymow z tymi no$nikami moze wptywac¢ na aktywnos$ci enzy-
matyczne, a od wielkos$ci powstatego w ten sposéb uktadu moze zalezeé
dostepno$¢ substratu dla enzymu. W skrajnym przypadku uktad taki mogt-
by byé nawet magazynem enzymdw czasowo ,nieaktywnych”, odizolowa-
nych od substratow materialem stanowigcym zawade przestrzenna.

Enzymy zwigzane z btonami tez mozna traktowac¢ jako ,,nierozpuszczal-
ne”. Nalezg tu enzymy tafcucha oddechowego w btonie wewnetrznej mito-
chondrium, enzymy bioragce udziat w fotosyntezie, czy tez w aktywnym
transporcie przez btony. Zwigzanie tych enzymow z btonami utrzymuje je
w pewnym mikro$rodowisku, ktére ma istotny wptyw na dziatanie i ak-
tywnos¢ tych enzymdw. Cytoplazma komérki rowniez jest poprzedzielana
btonami na szereg przestrzeni, ktore mozna uwazac¢ za swoiste mikro$rodo-
wiska. Wptyw mikrosrodowiska jest do$¢ trudno ustali¢c. Badanie tego
wpltywu na wiasciwosci enzymu staje sie mozliwe dopiero wtedy, gdy
doktadnie znana jest budowa i wiasnosci tych fragmentow struktur, do kté-
rych enzym jest przytaczony.

Od dawna rozpatrywano mozliwo$¢ trwalego potaczenia enzyméw ze
scharakteryzowanymi chemicznie substancjami w ten sposéb, aby powstaty
nierozpuszczalne w wodzie pochodne o zachowanej aktywnos$ci biologicznej.
Takie nierozpuszczalne w wodzie pochodne enzymdw bylyby Swietnym
modelem do badan.

* Mgr, Pracownia Cytofizjologii, Centrum Medyczne Ksztatcenia Podyplomowego

oraz Instytut Biostruktury i Transplantologii, Akademia Medyczna, Warszawa
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I. Sposoby wigzania biatek w nierozpuszczalne w wodzie pochodne

Jak dotychczas praktyczne préby otrzymania nierozpuszczalnych w wo-

dzie pochodnych biatek prowadzono za pomoca:

a) fizycznej adsorpcji na obojetnych nosnikach jak szkio, celuloza, wegiel
aktywny, albo adsorpcji na r6znego typu wymieniaczach jonowych

b) zamkniecia biatek w siateczce zelu, ktérego oczka byty dostatecznie ma-
te, aby wzglednie trwale ,,uwiezi¢” tam czasteczke biatka

c) kowalencyjnego wigzania czasteczek biatka z nosnikami nierozpuszczal-
nymi w wodzie, o odpowiednich grupach wigzgcych (funkcyjnych)

d) kowalencyjnego wigzania biatek przez odczynniki o odpowiednich dwéch
grupach funkcyjnych.
Powyzsze sposoby wigzania pokazano na schemacie 1.

Q)

¢)

Schemat 1. Sposoby wigzania biatek (B) z nosnikami (wg 11)

a. fizyczna adsorpcja; b. zamykanie w oczkach siateczki zelu; c. kowalencyjne wigzanie czaste-
czek biatka z nos$nikiem; d. kowalencyjne wigzanie czasteczek biatka z odczynnikiem o dwdch
grupach wigzacych

Fizyczna adsorpcja enzymoéw lub przeciwciat na nosnikach i wymienia-
czach jonowych, jak wynika z catego szeregu wykonanych prac, (7, 31, 32)
nie jest metodg zadawalajgca, gdyz zazwyczaj nastepuje pewna desorbcja
biatka z adsorbentu.

Préby zamkniecia biatek w oczkach zelu poliakrylamidowego prowadzili
Bernfeld i Wan (8), ale i w tych doSwiadczeniach wykazano ,ucieka-
nie” biatek z sieci zelu podczas przemywania.

Campbell iwsp. (9) badajagc kowalencyjne wigzanie biatka albumi-
ny surowicy wotu przez dwuazobenzylo-celuloze wykazali, ze jest to naj~
lepsza metoda otrzymywania biatek ,,nierozpuszczalnych”. Wigzanie biatko-
nos$nik byto trwate w zmiennych warunkach pH i sity jonowej Srodowiska.
Otrzymano sztuczne btony z wbhudowanymi enzymami oraz kolumny o ak-
tywnosci enzymatycznej lub antygenowej.
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Il. Typy wigzan kowalencyjnych wykorzystywanych przy syntezie potgczen
biatko-nos$nik

Wigzanie kowalencyjne miedzy biatkiem a nos$nikiem powinno powsta-
wa¢ w warunkach nie powodujgcych chemicznej lub termicznej denaturacji
biatka. W pochodnych enzym-no$nik wigzanie kowalencyjne nie moze two-
rzyé sie z udzialem aminokwasu istotnego dla aktywnosci enzymatycznej.

Nastepujace grupy funkcyjne biatek byly wykorzystane do tworzenia
wigzan kowalencyjnych w tagodnych warunkach:

a) grupy a i e-aminowe

b) grupy hydroksylowe seryny i treoniny oraz uktad fenolowy tyrozyny
c) grupa sulfhydrylowa cysteiny

d) grupa imidazolowa histydyny.

Grupy aminowe tatwo ulegajg alkilacji i acylacji; moga reagowac z al-
dehydami i izocyjanianami lub wytwarza¢ sole dwuazoniowe. Grupy hy-
droksylowe seryny i treoniny oraz ukiad fenolowy tyrozyny mogg ulegaé
acylacji. Grupa sulfhydrylowa cysteiny moze by¢ alkilowana i tatwo tworzy
organorteciany. Grupa imidazolowa histydyny i grupa fenolowa tyrozyny
dajg sie przeprowadzi¢ w sole dwuazoniowe.

111. Nosniki

Nosnikiem nazwano substancje, ktéra zwigzana z biatkiem biologicznie
czynnym tworzy nierozpuszczalny w wodzie kompleks. Grupa funkcyjna
nosnika powinna wykazywaé¢ wysoka reaktywnos$¢ wobec grUp znajdujg-
cych sie na powierzchni biatka. Nieobojetne sg tez wiasnos$ci fizyczne nos-
nika, ktére decydujag w znacznym stopniu o ilosci biatka wigzanego przez
nos$nik, a nastepnie o wtasciwosciach fizykochemicznych uzyskanej pochod-
nej. Bierze sie pod uwage rozpuszczalno$é nosnika w wodzie, jego powierz-
chnie, pecznienie, mechaniczng odpornos¢, hydrofilnos¢ lub hydrofobowos¢,
a takze punkt izoelektryczny, ktore to cechy mogg w znacznym stopniu
modyfikowaé wtasnosci zwigzanego biatka.

Nosniki o minimalnej rozpuszczalnosci w wodzie i wysokiej odpornosci
mechanicznej tworzg pochodne biatkowe, ktére tatwo mozna osadza¢ przez
wirowanie lub saczenie. Dobrym nos$nikiem bedzie tez tylko ten, ktéry
wigze biatko kowalencyjnym wigzaniem, nie wykazujagc dodatkowo zdol-
nosci wigzania niespecyficznego, na przyktad wskutek fizycznej adsorpcji.

Poniewaz wigzania kowalencyjne miedzy biatkiem biologicznie czynnym
a nos$nikiem ide moga obejmowac reszt aminokwasowych istotnych dla ak-
tywnosci tych biatek, przy planowaniu syntezy nierozpuszczalnej pochod-
nej konieczna jest pewna znajomo$¢ miejsca aktywnego w danym biatku.

Liczba nos$nikéw, naturalnych i syntetycznych polimerow, ktére spet-
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niatyby wiekszo$¢ powyzej postawionych warunkéw jest dotychczas nie-
wielka. Isliker (20) otrzymat pochodne antygendw przez wigzanie tych
biatek do wymieniaczy jonowych o zaktywowanych grupach karboksylo-
wych lub sulfonowych.

Wielu autorow (15, 31, 32, 39) prébowato wigza¢ biatka (enzymy, anty-
geny i przeciwciata) do CM-celulozy o zaktywowanej grupie karboksylo-
wej w formie azydku. Wigzano tez biatka do bromocelulozy jako nos$nika
(22).

Wi ielu autorow wykorzystato pochodne soli dwuazoniowych do wigza-
nia bialek. Te metode zastosowali po raz pierwszy Campbell i wsp.
(9), wykorzystujac polidwuazonioWe pochodne celulozy do wigzania anty-
gendéw.

Inni autorzy (27, 37) postuzyli sie reakcjg dwuazowania przy wigzaniu
przeciwciat i enzymoOw. Interesujacym i dos$é czesto wykorzystywanym nos-
nikiem do wigzania biatek jest syntetyczny kopolimer p-aminofenyloala-
niny i leucyny otrzymany przez dwuazowanie (3, 4, 5). Nosnik ten budowa
przypomina troche biatko i mikrosrodowisko, w ktérym dziata enzym, jest
bardziej zblizone do warunkoéw fizjologicznych niz w przypadku zastoso-
wania innego nosnika. Grubhofer i Schleith (18) pierwsi wyko-
rzystali dwuazowany poli-p-aminostyren do kowalencyjnego wigzania
biatek. Wykazano jednak, ze nosnik niespecyficznie adsorbuje biatka, co po-
woduje duze roznice w fizycznych i chemicznych wiasnosciach otrzyma-
nych preparatéw. Poli-p-aminostyren mozna przeprowadzi¢ tez w po-
chodng poliizotiocyjanianowg dzialajgc tiofosgenem. Tak zaktywowanym
nosnikiem postuzyli sie Kent i Slade (22, 23) do otrzymania pochod-
nych przeciwciat. Sephadeoc zawierajgcy izotiocyjanianowe grupy stosowali
Axen i Porath (1,2). Manecke i wsp. (28, 29, 30) uzyli do wia-
zania biatek kopolimeru kwasu metakrylowego i 3-fluoro-4,6-dwunitroani-
lidu kwasu metakrylowego. W handlu sg dostepne dwa kopolimery oparte
na akrylamidzie i jego pochodnych o handlowych nazwach — enzakryl-AA
i enzakryl-AH.

Proces wigzania biatka przez enzakryl-AA aktywuje sie przez przemiang
aromatycznych grup aminowych w grupy izocyjanowe lub przez ich dwu-
azowanie. Budowe chemiczng enzakrylu-AA i proces jego aktywacji przed-
stawia schemat 2.

Enzakryl-AH zawiera kwasowo-hydrazydowe reszty funkcyjne, ktére
sg potencjalnie aktywne przy wigzaniu biatlek. Budowe chemiczng tego
nosnika, sposdb jego aktywacji i wigzania z biatkiem pokazuje schemat 3.
Obydwa te kopolimery znalazty zastosowanie przy otrzymywaniu nieroz-
puszczalnych w wodzie pochodnych enzymow; do otrzymywania pochod-
nych przeciwciat i antygendw bardziej nadaje sie polimer tiolaktonu N-ace-
tylo-DL-homocysteiny. Innym acylujgcym nos$nikiem jest kopolimer ety-
lenu i bezwodnika kwasu maleinowego (24, 25). Grupy bezwodnikowe
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Schemat 3. Budowa (l) oraz sposoby aktywacji i wigzania z biatkiem (II) Enzakrylu
AH (wg 6)

nosnika reagujg z grupami aminowymi biatka tworzgc wigzanie peptydowe.
Niezwigzane grupy bezwodnikowe ulegajg wolnej hydrolizie do grup karbo-
ksylowych, co nadaje nierozpuszczalnej pochodnej kompleksu silnie anio-
nowy charakter. Schemat wigzania biatka z tym no$nikiem podaje sche-
mat 4.
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Schemat 4. Budowa i spos6b wigzania z biatkiem kopolimeru bezwodnika kwasu
maleinowego i etylenu (wg 24)

Weetall (38) wigzat kowalencyjnie biatko do porowatego szkta. Co
prawda ilo$¢ biatka, jaka udato mu sie w ten sposdb zwigzaé, byta nie-
wielka, 0,12—2,6 mg/g szkla, ale za to nos$nik, w odrdéznieniu od powszechnie
stosowanych nosnikéw organicznych, jest bardziej odporny na wiele czyn-
nikow jak pH, sita jonowa, wykazuje wiekszg stabilno$¢ termiczng, mniej-
szg rozpuszczalno$¢ w rozpuszczalnikach organicznych i nieorganicznych,
jest obojetny elektrycznie i ma mniejsza reaktywno$¢ uboczng. Poza tym
nie jest atakowany przez bakterie, w odrdznieniu od nosnikéw organicz-
nych.

IV. Przeglad biatek biologicznie czynnych zwigzanych z no$nikami

Prawie wszystkie prace nad otrzymaniem nierozpuszczalnych pochod-
nych enzymdéw prowadzono na enzymach z grupy hydrolaz. Wykaz enzy-
méw i nos$nikow, z ktorymi je wigzano w nierozpuszczalne pochodne, po-
daje tablica 1. Otrzymano rowniez szereg nierozpuszczalnych w wodzie po-
chodnych przeciwciat i biatkowych antygendw (8, 14, 16, 20, 21, 22, 23,
27, 30, 35, 37). Jako no$nikéw uzyto w tych pracach: CM-celuloze, kopoli-
mer p-aminofenyloalaniny i L-leucyny, dwuazo-p-aminobenzyloceluloze,
poli-p-aminostyren, oraz tiolakton N-acetylo-DL-homocysteiny.
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V. Zmiany witasciwosci fizykochemicznych biatek po zwigzaniu ich
z nod$nikiem

Synteza nierozpuszczalnych w wodzie pochodnych biatek biologicznie
czynnych z nosnikami o réznych wiasnos$ciach fizykochemicznych stwarza
mozliwo$¢ Sledzenia wptywu sztucznie wytworzonego mikrosrodowiska na
witasnosci fizykochemiczne biatek. Badajgc wiasnosci biatek zwigzanych
z no$nikami stwierdzono, ze:

a) enzymy moga by¢ diuzej przechowywane w roztworach wodnych bez
znacznej straty aktywnosci, np. w wodzie lub buforach przy 4°C przez
szereg miesiecy,

b) proteazy i peptydazy nie ulegajg autolizie,

C) enzymy sg bardziej odporne na inaktywacje termiczna.

Zauwazono, ze nosniki o charakterze hydrofilnym zwiekszajg, za$ hydro-
fobowe zmniejszajg oporno$¢ enzymédw na czynniki denaturujgce biatko
np. mocznik. Pochodna papainy i kopolimeru p-aminofenyloalanino-L-leu-
cyny jest stabilna w 4M roztworze wodnym chlorowodorku guanidyny (10).
Kompleks trypsyny z kopolimerem etylenu i bezwodnika maleinowego jest
aktywny w 8M roztworze mocznika (25), w ktérym rozpuszczalna trypsyna
jest catkiem nieaktywna. tadunek wytwarza wokét tej pochodnej mikro-
Srodowisko o charakterze silnie anionowym, chronigce enzym przed dzia-
taniem mocznika.

Nierozpuszczalne w wodzie pochodne proteaz i peptydaz wykazujg duzg
odporno$¢ na autolize, na przyktad nierozpuszczalna w wodzie polityrozy-
lotrypsyna inkubowana przez 24 godziny w 25°C przy pH 9 zachowata
80°/o0 aktywnoSci, podczas gdy trypsyna w roztworze jest po takiej inkubacji
nieaktywna (5).

Odporno$¢ na autolize zalezy od ilosci biatka zwigzanego z no$nikiem.
Preparaty bogate w biatko podczas inkubacji przy pH 10 zachowatly 40%,
a preparaty ubogie w biatko az 80'% aktywnos$ci wyjsciowej (24). Odpor-
no$¢ na autolize jest zwigzana z zablokowaniem grup aminowych przez
tyrozylacje lub powiazanie z kopolimerem etylenu i bezwodnika kwasu
maleinowego. Poszczeg0Olne czasteczki biatka enzymatycznego sa przycze-
piane do nos$nika, a wiec ich centra aktywne sa odizolowane od siebie
i nie moga na siebie wzajemnie oddziatywac proteolitycznie. Podobna sy-
tuacja mogtaby wystepowac réwniez w komaorce.

Nosnik modyfikuje w znaczny sposob aktywnos$¢ enzymatyczng. Zmiana
ta jest zwigzana z wielkoScig uktadu enzym-nosnik, a takze z tadunkiem
elektrycznym nosnika. Na przyktad badajgc zalezno$¢ aktywnosci trypsyny
zwigzanej z kopolimerem kwas maleinowy-etylen od pH S$rodowiska zau-
wazono, ze przy niskiej sile jonowej profil krzywej byt przesuniety o trzy
jednostki pH w kierunku alkalicznym w stosunku do analogicznej krzy-
wej wykonanej dla trypsyny w roztworze (25). Gdy zaleznos¢ te oznaczono
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Enzym

Trypsyna

Chymotryp-
syna

Papaina

U. KOCEMBA-SLIWOWSKA

(8]

Tablica 1

Pochodne enzym-nos$nik i ich wiasciwosci

Nosnik Wiasnosci otrzymanej pochodnej

Kopolimer p-aminofenyloala-  Pochodna zawierata okoto 20% biatka. Enzym
nylo-L-leucyny (3, 4, 5) zachowat 15—30% aktywnosci esterolitycznej

(BAEE *), nizszg aktywnos$¢ proteolityczng (mio-

zyna, kazeina). Nastepowato czesciowe zahamo-
wanie enzymu przez duzy nadmiar (90 :1) inhi-
bitora sojowego trypsyny

Azydek CM-celulozy (15, 23)  Preparat o wysokim stosunku biatko/nosnik.

Wykazywat wyzszg aktywno$¢ enzymatyczng wo-

bec niskoczgsteczkowych substratéw, niz wobec
wielkoczasteczkowych. Nie byt hamowany przez
inhibitor z krwi.

Kopolimer bezwodnika kwasu  Otrzymano preparaty o réznej zawartosci biatka

maleinowego ietylenu (24,25)  (od 4,6 do 70%). Enzym zachowat do 70% ak-
tywnosci esterolitycznej (BAEE). Aktywnosé
proteolityczna byla nizsza i bardzo Zalezata od
wielkosci substratu. Inhibitor z trzustki hamuje

dziatalno$¢ enzymu, za$ inhibitor sojowy nie dzia-

fa na enzym nawet w duzym nadmiarze.
Bromoacetyloceluloza poro- W obu wypadkach otrzymano pochodne o bar-
wate szkto (21, 38) dzo niskim stosunku biatko/no$nik. Zachowana

byta aktywnos¢ esterolityczna i proteolityczna.

Azydek CM-celulozy (33) Pochodna zawierata okoto 30% biatka. Enzym
zachowat 25% aktywnosci esterolitycznej. Ak-
tywnos¢ proteolityczna byta nizsza i zalezata od
wielodci substratu.

AminobenzyloceluloZa (32,33)  preparat o niskiej specyficznej aktywnosci.

Kopolimer p-aminofenyloala-  preparaty chymotrypsyny z tymi nosnikami mia-

nylo-L-leucyny (3, 5) ty whasnosci bardzo podobne do analogicznych
pochodnych trypsyny

Kopolimer bezwodnika kwasu  WSszystkie powyzsze preparaty a szczeg6lnie po-
maleinowego i etylenu (36) chodna CM-celulozy, wykazaty wyzsza odpor-
no$¢ na denaturacje cieplna niz rozpuszczalna

chymotropsyna. Byty tez bardziej stabilne w alka-

licznym pH

Kopolimer p-aminofenyloala- ~ Preparat zawierat okoto 28% biatka. Aktywno$¢

nylo-L-leucyny (10) esterolityczna (BAEE) byta zachowana w 70%,
za$ aktywnos$¢ kazeinolityczna w 30%. Przez 1
miesigc wodna zawiesina tej pochodnej w 4°C
zachowata 75% aktywnosci.

Dwufunkeyjny czynnik: bis Preparat zachowat aktywnos¢ esterolityczng

dwuazobenzydyna (36) w 10%, za$ kazeinolityczng w 5% w stosunku do
rozpuszczalnego enzymu.
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Nosnik

Kolagen (10)

Porowate szkto (38)

CM-celuloza (26)

Poli-/>-aminostyren (18)

Kopolimer /7-aminofenyloala-
nylo-L-leucyny (36)

Poli-p-aminostyren (18)

Kopolimer /»-aminofenyloala-
nylo-L-leucyny (34)

Poli-p-aminostyren (12, 13)
Enzakryl AA (6)

Kopolimer p-aminofenyloala-
nylo-L-leucyny (36)

Kopolimer kwasu metakrylo-
wego i 3-fluoro-4,6-dwunitro-
anilidu kwasu metakrylowego
(36)

* ester etylowy benzoilo-L-argininy
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Tablica Ic. d.

Wiasnosci otrzymanej pochodnej

Tworzenie btony kolagenowo-papainowej za pos-
tednictwem 6«-dwuazobenzyny. Wszystkie po-
chodne tego typu mialy zachowang cze$ciowo
aktywnosc esterolityczna.

Preparat zawierat stosunkowo mato biatka (2,6
mg/g szkia). Byt bardzo odporny na denaturacje
termiczna.

Wiasnosci podobne jak u wszystkich wyzej wy-
mienionych CM-celuloZo-pochodnych enzymow.

Nierozpuszczalna w wodzie pochodna wykazy-
wata aktywnos¢ proteolityczna.

Pochodna zachowata 3—5% aktywnosci pr te-
olitycznej rozpuszczalnego enzymu.

Pochodna wykazywata niska aktywnos¢ pepty-
dazowa.

Nierozpuszczalne pochodne zachowaty od 15 do
60% aktywnosci w stosunku do rozpuszczalnego
enzymu.

Nosniki te wigzaty stosunkowo duzg ilo$¢ biatka
enzymatycznego

Aktywnos$¢ enzymatyczna w tych pochodnych
enzymow byta zachowana w 5—7%.

Preparat zachowat aktywno$¢ enzymatyczna.

w roztworze o duzej sile jonowej, krzywe dla trypsyny zwigzanej i dla
trypsyny w roztworze byty analogiczne. Swiadczy to o mozliwosci zmniej-
szenia lokalnego wptywu licznych grup anionowych nosnika przez ich

zobojetnienie ruchliwymi kationami.

Kopolimer kwasu maleinowego i etylenu jest nos$nikiem o silnie anio-
nowym charakterze, dlatego na jego powierzchni przy niskim stezeniu

5*
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jonow w Srodowisku wystepuje lokalne zakwaszenie. Ttumaczy to, dla-
czego krzywa aktywnosci pochodnej trypsyny jest przesunieta w kierunku
alkalicznym (25). Stosujac obojetny elektrycznie nos$nik czesto nie stwier-
dza sie zmiany zaleznosci aktywnos$ci zwigzanego enzymu od pH $rodo-
wiska.

Wartos¢ statej Michaelisa dla papainy zwigzanej z estrem etylowym
benzoiloargininy jest bardzo zblizona do statej oznaczonej dla papainy
w roztworze (19). Natomiast stata Michaelisa aktywnosci esterazowej dla
pochodnej trypsyny z kopolimerem kwasu maleinowego i etylenu w sposéb
istotny rozni sie od statej Wyznaczonej dla trypsyny w roztworze. Wielkos¢
tej réznicy zalezy od sity jonowej roztworu (25) (tablica 2). Przy niskiej sile
jonowej wystepuje az 34-krotne obnizenie statej Michaelisa dla pochodnej
trypsyny. Takie znaczne zwigkszenie powinowactwa substratu do ukiadu
enzym-nos$nik jest prawdopodobnie zwigzane ze zdolnoscig do przyciggania
i wigzania substratu przez obdarzony tadunkiem elektrycznym nos$nik. Im
sita jonowa roztworu jest wieksza, tym bardziej tadunek nosnika jest zo-
bojetniany przez jony srodowiska i efekt zwiekszenia powinowactwa jest
mniejszy.

Tablica 2
State Michaelisa dla trypsyny i jej pochodne przy réznej sile
jonowej (wg 25)
Sita jonowa roz-  Dla trypsyny w roz- Dla pochodnej
tworu tworze trypsyny Knm/K*m
/2 Kmx 103(M) K’mx 103(M)
0,04 6,85+1,0 0,2+0,005 34%10
0,5 6,85+1,0 5,2+0,5 1,32+0,3

Zauwazono, ze aktywnos$¢ enzymatyczna nierozpuszczalnych pochod-
nych enzyméw zalezy od wielkosci stosowanego substratu. W gre wchodzi
tu prawdopodobnie zjawisko zawady przestrzennej podczas oddziatywan
miedzy wielkoczgsteczkowa pochodng enzymu i duzg czasteczkg substratu.
Stwierdzono na przyktad zachowanie znacznie wyzszej aktywnosci estera-
zowej niz proteolitycznej po zwigzaniu niektérych proteaz z no$nikiem, co
tatwo sie ttumaczy tym, ze estry sg czasteczkami mniejszymi i bardziej
ruchliwymi niz subtraty biatkowe (patrz tablica 1).

R&zne pochodne tego samego enzymu zapewniajg niejednakowg do-
stepno$¢ do aktywnego miejsca dla substratow. Na przykiad polityrozylo-
trypsyna podobnie jak trypsyna w roztworze przeprowadza protrombine
w trombine, natomiast trypsyna zwigzana z kopolimerem kwasu maleino-
wego i etylenu przeprowadza aktywacje protrombiny, a ponadto trawi
powstatg trombine. Dla pochodnych proteaz stosowano jako substraty rézne
biatka: hemoglobine, kazeine, lizozym, owoalbumine, albumine surowicy



[11] NIEROZPUSZCZALNE POCHODNE BIALEK 69

wotu i zelatyne. W kazdym przypadku aktywnos$¢ proteolityczna wzgledem
wiekszego substratu byta mniejsza niz wobec substratu o mniejszej cza-
steczce.

Enzymy, ktérych substraty majg matg czasteczke, sg czesto wbudowane
w btony biologiczne, na przyktad enzymy tancucha oddechowego. O zawa-
dzie przestrzennej w takim przypadku raczej nie moze by¢ mowy. Nato-
miast enzymy, dla ktérych substratami sg wieksze czasteczki, czesto wy-
stepujag w ptynnej czesci cytoplazmy.

V1. Praktyczne zastosowanie nierozpuszczalnych pochodnych biatek

Mozliwo$é syntezy nierozpuszczalnych w wodzie pochodnych biatek
biologicznie czynnych jest takze bardzo ciekawa z praktycznego punktu
widzenia. Nierozpuszczalne w wodzie pochodne biatek mozna wbudowywac
w blony i bada¢ witasnosci takich sztucznych, ale biologicznie aktywnych
struktur (17).

Takie pochodne biatek okazaty sie tez bardzo wygodne w praktyce la-
boratoryjnej. Nierozpuszczalng pochodng enzymu mozna usungé z miesza-
niny reakcyjnej przez odwirowanie. Nie jest wiec konieczna inaktywacja
enzymu w celu zakonczenie reakcji, jak to zwykle sie praktykuje w pracy
z enzymami w roztworze. Nierozpuszczalnych pochodnych enzymu mozna
wiec uzywac wielokrotnie. Kolumny zrobione z takich pochodnych enzy-
moéw nadajg sie do szybkiego i prostego przeksztatcania duzych ilosci sub-
stratu. Mozna réwniez otrzymaé kolumny z nierozpuszczalnych w wodzie
pochodnych przeciwciatl czy antygenow, co pozwala na szybkie i selektyw-
ne wychwycenie odpowiednich antygendw czy przeciwcial nawet w przy-
padku duzego ich rozciefAczenia podobnymi zwigzkami. P6zniejsza elucja
zaadsorbowanych na kolumnie biatek pozwala na otrzymanie ich czystych
frakcji.

b
Nierozpuszczaina \

oochodna | ——=2NH3+ COg2 |
ureazy leo /I

NH4,+ //

/
s
>

-

cdL —_

Schemat 5. Dziatanie ,sztucznej nerki” opartej na wykorzystaniu nierozpuszczalnej
pochodnej ureazy (wg 11)
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Ciekawg préba zastosowania pochodnych enzyméw w medycynie byta
praca Changa (11). Badacz ten otaczat nylonowg btonka nierozpuszczal-
ng w wodzie pochodng ureazy, tworzgc mikrokapsutki o $ciankach przepu-
szczalnych tylko dla zwigzkéw niskoczgsteczkowych. Te mikrokapsutki
umieszczano w pojemniku witaczonym do krwioobiegu psa. Mocznik z krwi
dyfundowat przez Sciany mikrokapsutek i byt rozkiadany przez zawarty
w nich ureaze. Wytworzony amoniak przedostawat sie do krwi, skad byt
wychwytywany przez wymieniacze jonowe, rowniez zawarte w mikroka-
psutkach. Schemat takiego uktadu podaje schemat 5 Maly substrat i pro-
dukt reakcji enzymatycznej z tatwoS$cig dyfundowaly przez Scianki mikro-
kapsutek. Warto doda¢, ze zamkniecie biatka w mikrokapsutkach zapo-
biega reakcji immunologicznej ze strony organizmu. Zastosowanie nieroz-
puszczalnej w wodzie pochodnej ureazy gwarantuje utrzymanie aktywnosci
enzymatycznej przez dtuzszy okres, a takze zabezpiecza przed przechodze-
niem ureazy przez pory mikrokapsutek. Powstaje wiec mozliwo$¢ stosoj
wania w lecznictwie enzymdw-protez, pochodzgcych z réznych zrdédet dla
wyrownania pewnych wrodzonych czy nabytych blokéw metabolicznych.
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JERZY CHUDZIK*, ALEKSANDER KOJ**

Zastosowanie metody swoistej sorpcji (ang. affinity
chromatography) do wyosabniania enzymow i inhibitoréow
enzymatycznych

Application of the Specific Sorption Method (Affinity Chromatography)
to Isolation of Enzymes and Enzyme Inhibitors

Principal features, advantages and drawbacks of affinity chromatography in the
isolation of specific proteins are discussed and recent achievements in this field
are briefly reviewed.

Wyodrebnianie i oczyszczanie bialek konwencjonalnymi metodami pre-
paratywnymi jest zwykle kiopotliwe i czasochtonne, a wydajnos¢ prepa-
ratyki czesto niezadowalajgca. Metody te opieraja sie na wykorzystaniu
fizykochemicznych witasnosci biatek, ktére moga réznic¢ sie tylko nieznacznie
od wiasnosci nieaktywnych sktadnikéw w wyjsciowych materiatach. Bar-
dziej obiecujgce wydaje sie wykorzystanie do proceséw wyosabniania
okre$lonego biatka jego specyficznych wiasnosci biologicznych. Wybidrcza
precypitacja kompleksu antygen — przeciwciato stanowi przykiad takiej
wysoce swoistej reakcji znanej od dawna. Ostatnie lata przyniosty znaczny
rozwdj techniki izolowania enzyméw wykorzystujgcej zjawiska tworzenia
dysocjujacych komplekséw typu enzym-substrat czy enzym-inhibitor.

W metodzie swoistej sorpcji (ang. affinity chromatography) materiat
zawierajagcy wyosabniany enzym zostaje przepuszczony przez kolumne
z odpowiedniego materiatu z wbudowanym substratem lub inhibitorem
tego enzymu. Biatka nie wykazujgce powinowactwa do aktywnego czynnika
zwigzanego na kolumnie przechodzg bezposrednio do wycieku, podczas gdy
enzym tworzacy mniej lub bardziej trwaty kompleks z substratem lub inhi-
bitorem zostaje opézniony lub catkowicie zatrzymany na kolumnie. Wy-
mycie zwigzanego enzymu osigga sie zwykle przez dobranie odpowiedniego
odczynu $rodowiska czy stezenia soli w piynie elucyjnym. Z reguly ko-
lumna sorpcyjna moze by¢ uzywana wielokrotnie. Procesy sorpcji czy elucji

*

Mgr, Zaktad Biochemii Zwierzat, Instytut Biologii Molekularnej, Uniwersytet
Jagiellonski, Krakow

** Doc. dr, Zaktad Biochemii Zwierzat, Instytut Biologii Molekularnej, Uniwersy-
tet Jagiellonski, Krakow
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moga by¢ przeprowadzane takze bezposrednio w zawiesinie (43), ale na
0go6t chromatografia kolumnowa stwarza lepsze mozliwosci rozdziatu. W ko-
rzystnych przypadkach niektérym autorom udato sie uzyskac kilkasetkrotne
oczyszczenie enzymu podczas jednostopniowego rozdziatlu na kolumnie
swoistego adsorbentu (1, 2).

Metode swoistej sorpcji przy odpowiednim doborze ligandéw zastoso-
wano takze do izolowania inhibitoréw enzymatycznych (23, 27), przeciwciat
lub antygenow (32, 38, 40), komplementarnych nici kwaséw nukleinowych
(9), przeno$nikowego RNA (18, 20) czy oligo- i polinukleotydéw (41).

Istnienie nierozpuszczalnych w wodzie pochodnych enzymoéw, antyge-
néw czy przeciwcial znane byto od wielu lat, jak to podajg w obszernym
przegladzie Silman i Katchalski (42), jednakze zastosowanie tych
materiatow dla preparatyki enzymow i ich inhibitoréw nastgpito stosunko-
wo niedawno. Za przetomowe nalezy uzna¢ prace Arsenisa i McCor-
mick a (1,2) nad izolowaniem enzymow flawinowych, Cuatrecasa-
sa, Wilcheka i Anfinsena (17) nad wyosobnianiem Kkilku hydro-
laz, oraz Fritza i wsp. (24, 25) nad otrzymywaniem biatkowych czy
polipeptydowych inhibitorow enzymdw proteolitycznych. Liczba prac do-
tyczgcych tego zagadnienia szybko rosnie iw 1970 roku ukazato sie w Swia-
towym pismiennictwie kilkanascie doniesieA o skutecznym zastosowaniu
,.affinity chromatography” do izolowania enzymoéw lub inhibitoréw enzy-
matycznych.

I. Wigzanie biatek z nierozpuszczalnymi nosnikami
1. Wiasnosci nosnikéw

Warunkiem skutecznego stosowania metody swoistej sorpcji sg odpo-
wiednie cechy adsorbentu. Przede wszsytkim nos$nik musi sie odznaczaé
jak najmniejszg zdolnoScig interakcji z czasteczkami biatek zar6wno przed
jak i po wprowadzeniu grup wigzacych. Materiat kolumny powinien byé
porowaty i tworzy¢ dostatecznie luzng strukture pozwalajgcg na tatwa
wedréwke makroczasteczek, przy czym parametry przeptywu cieczy muszg
by¢ mozliwie state. Chemiczna struktura nosnika winna zezwala¢ na wy-
dajne wbudowywanie specyficznych ligandow w do$¢ tagodnych warun-
kach, poprzez wigzania, ktére pozostajg trwate w procesach sorpcji i elucji.
Wreszcie grupy czynne wprowadzonych ligandow, biorgce udziat w pro-
cesach interakcji z biatkiem ulegajgcym sorpcji, muszg by¢ dostatecznie
odlegte od powierzchni nosnika dla zmniejszenia efektéw sterycznych, kto-
re moga hamowac interakcje.

Do nosnikéw stosowanych w dotychczasowych probach uzyskiwania
nierozpuszczalnych preparatow enzymoéw nalezg: zywice jonowymienne,
polimery aminokwasow, kopolimery bezwodnika kwasu maleinowego i ety-
lenu, kopolimery akrylamidu i jego pochodnych, polimery cukréw (celuloza,
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agaroza, Sephadex) i inne. Niekorzystng cechg wielu z tych no$nikow jest
obecno$¢ grup dysocjujacych, co powoduje nieswoistg adsorpcje rozmaitych
biatek i moze modyfikowac¢ kinetyke reakcji enzymatycznej. Ponadto trze-
ba pamieta¢, ze stopien porowatosci nosnika wptywa nie tylko na szybkos¢
przeptywu cieczy ale i na penetracje czasteczek biatka. Wskutek tego na
przyktad enzymy proteolityczne zwigzane z celulozg o matej porowatosci
wykazuja stabg zdolno$é rozktadu biatek. Przeglad rozmaitych materiatow
i metod uzywanych do otrzymywania nierozpuszczalnych enzymoéw znaj-
dzie takze czytelnik w artykule Gryszkiewicza (28).

W ostatnich latach coraz czesciej uzywanym nosnikiem jest Sepharoza
produkowana z agarozy przez szwedzka firme Pharmacia wediug metody
Hjerténa (29). Uzyskanie poprzecznych wigzan miedzy czasteczkami
poligalaktozydu nadaje zelom Sepharozy duza porowato$¢. Mozliwos¢ otrzy-
mania tego zelu w formie granulowanej stawia go w grupie zwigzkéw
nadajacych sie do frakcjonowania makroczasteczek na zasadzie sgczenia
molekularnego. Okre$lone warto$ci mas czasteczkowych zwigzkéw, ktore
nie penetrujg do tych zeli, wynoszg dla Sepharozy 6B, 4B, 2B odpowiednio
106 5X106 20X106 dla polisacharydow, lub 4X106 20X106 40X106 dla
biatek. Zele te moga zatem stanowié¢ uzupetnienie powszechnie juz stoso-
wanych sit molekularnych typu Sephadex. Nalezy dodaé, ze Sepharoza nie
zawiera dysocjujacych grup, a kolumna z niej uformowana ma korzystne
parametry przeptywu cieczy.

2. Grupy reaktywne biatek i nosnikow

taczenie biatek z nosnikami za pomocg trwalych kowalencyjnych wig-
zan musi by¢ przeprowadzone w mozliwie tagodnych warunkach, aby unik-
na¢ denaturacji i inaktywacji. Nastepujace grupy funkcjonalne biatek wy-
korzystuje sie do wigzania z no$nikami: koncowe grupy -NH2i -COOH
tancucha peptydowego, wolne grupy -NH2i -COOH aminokwaséw zasa-
dowych i kwasnych, grupy -SH cysteiny i -OH seryny, rdzen imidazolowy
histydyny, aromatyczny pierscien i grupe -OH tyrozyny. Wiadomo, ze gru-
py aminowe reagujg z czynnikami acylujagcymi i alkilujgcymi, z aldehy-
dami, izocyjanianami i solami dwuazoniowymi. Grupy hydroksylowe seryny
i tyrozyny reagujg z czynnikami acylujagcymi, grupa -SH cysteiny z orga-
nicznymi zwigzkami rteci i czynnikami alkilujgcymi, reszty imidazolowe
i fenolowe ulegajag reakcji sprzegania z solami dwuazoniowymi. Oczywiscie
w reakcji tgczenia z no$nikiem nie powinny uczestniczy¢ reszty aminokwa-
sowe centrum aktywnego, gdyz uzyskany preparat bedzie nieaktywny.

Do wytworzenia wigzan miedzy biatkiem i no$nikiem konieczna jest
odpowiednia aktywacja nosnika. Zaleznie od rodzaju grup funkcjonalnych
no$nika aktywacje mozna osiggna¢ dziataniem takich czynnikéw jak izocy-
janiany, tiofosgen, bromek bromoacetylu, kwas azotawy, zwigzki triazy-
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nowe, bromocyjan i inne. Przyktadami zaktywowanych nos$nikéw moga
by¢ azydkowe pochodne CM-celulozy (30, 37), bromoacetylowe pochodne
celulozy (32), dwuazowane aminobenzylowe pochodne celulozy (12), dwu-
azowane polimery aminokwaséw (7), pochodne Sephadeocu, na przyktad
p-izotiocyjanofenoksyhydroksypropylo-.Seph,adea: (5) i inne. Dalsze infor-
macje na ten temat znajdzie zainteresowany czytelnik we wspomnianym
juz artykule Silmana i Katchalskiego (42), pracach Cuatre-
casasa (14,15 orazGryszkiewicza (28).

3. Przyktady aktywacji no$nikéw

Reakcje aktywacji nosnikow mozna przedstawi¢ na przyktadzie handlo-
wych preparatéw uzywanych do przygotowywania nierozpuszczalnych form
enzymow: Enzacrylu i Sepharozy.

Enzacryl jest hydrofilowym kopolimerem akrylamidu i jego pochod-
nych produkowanym przez firme Koch-Light. Enzacryl AA zawiera jako
podstawowa grupe funkcjonalng reszte aminy aromatycznej, ktéra moze
byé aktywowana przez kwas azotawy (wzér 1) lub tiofosgen (wzoér I1) dla
wytworzenia kowalencyjnych wigzan z biatkiem (8).

—CH —CH, — OH
CO —NH “@"ﬁ‘ -<fH — CH2 - OH
: ot
C=§
NH, CHg ,'QH iy

I Il

Inne formy Enzacrylu taczg sie z biatkiem poprzez grupy aminowe (En-
zacryl AH, Enzacryl Polyacetal), poprzez grupy -OH aminokwasow alifa-
tycznych lub tyrozyny (Enzacryl Polythiolactone), lub tez odwracalnie po-
przez grupy -SH cysteiny (Enzacryl Polythiol).

Przygotowanie i aktywacje rozmaitych pochodnych ziarnistych prepa-
ratow poliakrylamidu do reakcji sprzegania z biatkami omawiajg obszernie
Inman i Dintzis (31)oraz Cuatrecasas (14).

Ostatnio duzego znaczenia nabrata metoda zaproponowana przez A X e-
na, Poratha i Ernbacka (6 39), polegajgca na aktywacji Sep-
hadeocu lub Sepharozy przy uzyciu bromo- lub jodocyjanu. Pod wplywem
tych czynnikéw Sepharoza tworzy aktywne grupy karboiminowe, ktére
tatwo reagujg z niezdysocjowanymi grupami -NH2 biatka lub innych
zwiazkéw wedtug schematu 1 (4).

W typowej metodzie Swiezy roztwdr bromocyjanu miesza sie z zawie-
sing Sepharozy (pod dobrze dziatajgcym wyciggiem) i doprowadza odczyn
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mieszaniny do pH 10—11 dodajgc porcjami 4M NaOH. Po okoto 15—20
minutach zawiesine Sepharozy odmywa sie na lejku Buchnera 10—20-kro-
tng objetoscig zimnego 0,1M NaHCO03 Biatko lub inny zwigzek majacy ulec
sprzeganiu z no$nikiem dodaje sie do zaktywowanej Sepharozy i pozostawia
w +4°C przez 16—24 godzin tagodnie mieszajagc. Nastepnie mieszanine
sgczy sie i przemywa wielokrotnie roztworami uzywanymi do pOzniejszej
sorpcji i elucji. Szczegoty postepowania podczas aktywacji i podstawiania
Sepharozy podajag miedzy innymi Cuatrecasas (14) oraz AXxen
i Ernback (4).

7- OCONHz
karbaminian
0] (nieaktywny)
7- OH 'A-0-C =U | ¥¥ - OH
CNBr ¢
/
b OH #- OH \ 4r O _
\ giupa
C = NH karboiminowa
struktura posrednia (aktywna)
b O
- O-C-NH-biatko
i pochodna
NH izomocznika
OH
) Q N H 2 — biatko b o N-podstawiona
sprzeganie \:= nh C = N — biatko grupa
/ karboiminowa
bO )

grupa karboiminowa
O0-C-NH-biatko
é N-podstawiony

karbaminian

- OH

Schemat 1. Aktywacja wielocukréw bromocyjanem i dalsze reakcje sprzegania z biat-
kiem wg Axena i Ernbacka (4

W naszych doswiadczeniach przeprowadzalismy wielokrotnie taczenie
rozmaitych biatek (trypsyna, hemoglobina, biatka ziarnistosci leukocytéw)
z Sepharoza w wyzej opisany sposob, uzyskujac z reguty pozadany preparat
pod warunkiem uzycia aktywnego bromocyjanu. Handlowe preparaty bro-
mocyjanu sg czesto nieaktywne wskutek zachodzgcej hydrolizy lub powsta-
wania nierozpuszczalnych w wodzie polimeréw podczas dtugotrwatego prze-
chowywania.
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Il. Wigzanie niebiatkowych ligandéw z no$nikiem

W wielu wypadkach dla wyosabniania enzymu metodg swoistej sorpcji
korzystne jest zwigzanie z no$nikiem niebiatkowych zwigzkdw takich jak
koenzymy czy inhibitory.

Arsenis i McCormick (1,2) opisali wydajne oczyszczenie enzy-
moéw, dla ktérych koenzymem jest mononukleotyd flawinowy, oraz flawo-
kinazy watrobowej za pomocg chromatografii kolumnowej wypetnionej
produktem sprzegniecia ryboflawiny z celuloza. Aktywacja nosnika pole-
gata na uzyskaniu chlorku kwasowego CM-celulozy lub uzyciu dwuchlo-
rofosforanowej pochodnej ryboflawiny w pirydynie.

Ciekawy spos6b wyosabniania awidyny zaproponowat McCormick
(36). Najpierw zaktywowano biotyne przez zamiane na odpowiedni chlorek
kwasowy, ktdry zostat przytgczony estrowo do celulozy w roztworze pi-
rydyny. Nastepnie awidyne oczyszczano na kolumnie biotyno-celulozy za
pomocg weglanu amonu w malejgcym liniowym gradiencie stezen. Cuat-
recasas i Wilchek (16) opisali jednostopniowa metodg wyosabniania
awidyny na kolumnie. Sepharoza-biotyna. Mozliwe jest takze izolowanie
biotyny lub peptydéw zawierajgcych biotyne na kolumnie Sepharozy za-
wierajgcej wbudowang awidyne (11).

W klasycznej juz dzisiaj pracy Cuatrecasas i wsp. (17) opisali
selektywne oczyszczenie nukleazy z bakterii Staphylococcus, a-chymotry-
psyny i karboksypeptydazy A za pomocg niskoczgsteczkowych kompety-
tywnych inhibitoréw tych enzyméw. Podobng metode zastosowali Deu-
tsch i Mertz (19) do wyosabniania plazminogenu. Inhibitory o wol-
nych grupach aminowych sprzegano z Sepharozg przy uzyciu bromocyjanu.
Ostatnio Kristiansen i wsp. (34) donie$li o bardzo znacznym oczysz-
czeniu L-asparaginazy z E. coli przy uzyciu inhibitora (D-asparaginy) sprze-
zonego z Sepharozg 6B. Ze wzgledu na matg mase czasteczkowa inhibitora
trzeba byto dla unikniecia efektéw sterycznych zastosowaé pochodng D-as-
paraginy z cztero- lub szeScioweglowym tafcuchem bocznym, poprzez kté-
ry przytagczono ja do Sepharozy zaktywowanej bromocyjanem. Cuatre -
casas (14) podkresla, ze skuteczno$¢ metody specyficznej sorpcji zalezy
w wielu przypadkach od umieszczenia ligandu w znacznej odlegtosci od
powierzchni statego nosnika. Autor ten opracowal szereg metod pozwa-
lajacych na uzyskiwanie pochodnych agarozy i poliakrylamidu z reaktyw-
nymi tancuchami bocznymi (14, 15).

Przy omawianiu niebiatkowych ligandow nalezy wspomnie¢ o prébach
sprzegania kwaséw nukleinowych i nukleotydéw, zazwyczaj poprzez grupe
fosforanowg, do zaktywowanej celulozy. Otrzymane pochodne uzywano do
izolowania komplementarnych nici kwasu nukleinowego (9), RNA prze-
noszgcego (20) lub odpowiednich nukleotydéw (41).
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I11. Wiasnosci nierozpuszczalnych pochodnych enzymow

Dotychczas otrzymano juz kilkadziesigt enzymdéw w formie nierozpusz-
czalnej po zwigzaniu ich z rozmaitymi nosnikami, a szereg firm chemicz-
nych dostarcza gotowe preparaty * Ogromna wiekszo$¢ tych enzymow na-
lezy do grupy hydrolaz, przy czym szczegdlnie obficie reprezentowane sa
proteazy.

Na og6t zwigzanie enzymu z no$nikiem zwieksza jego trwato$¢ i odpor-
no$¢ na dziatanie czynnikéw denaturujgcych. Trypsyna, chymotrypsyna,
papaina czy ureaza, sprzegniete z takim nosnikiem jak Sepharoza lub ko-
polimery fenyloalaniny i leucyny moze by¢é w formie zawiesiny przecho-
wywane bez utraty aktywnos$ci przez wiele miesiecy w + 4°C w obecnoSci
czynnikéw zapobiegajagcych wzrostowi bakterii (4). Nasze nieopublikowane
doswiadczenia wskazuja, ze hydrolazy lizosomalne z ziarnistosci obojetno-
chtonnych granulocytdw, sprzegniete z Sepharozg aktywowang bromocyja-
nem, zachowujg aktywno$¢ arylosulfatazy i kwasnej p-nitrofenylofosfatazy
przez kilka tygodni pomimo przemywania rozmaitymi buforami w zakresie
pH5do 9. Bar-Eli i Katchalski (7) zaobserwowali, ze nierozpusz-
czalne pochodne trypsyny zachowujg 80°/0 aktywnos$ci po 25 godzinnej in-
kubacji w 25° C w pH 9, podczas gdy natywna trypsyna traci w tych wa-
runkach catkowicie swojg aktywno$¢. Z drugiej strony preparat ulegat in-
aktywacji przy liofilizacji. Nierozpuszczalne pochodne trypsyny wykazujg
aktywnos$é proteolityczng i esterolityczng nawet w 8 M roztworze moczni-
ka, podczas gdy wolna trypsyna jest w tych warunkach nieaktywna (26,
35).

Nie ulega watpliwosci, ze wytworzenie wigzania miedzy enzymem a obo-
jetnym nos$nikiem modyfikuje szybkos¢ reakcji enzymatycznej, powinowa-
ctwo do substratu czy optimum pH reakcji itp. (4, 28, 42, 45, 46). Grib -
nau iwsp. (27) zaobserwowali najsilniejsze wigzanie watrobowego inhibi-
tora rybonukleazy z nierozpuszczalng pochodng enzymu w pH 6, podczas
gdy natywny enzym tworzy najtatwiej kompleks z inhibitorem w pH 7,5.
Szczegdblnie uderzajgcg cecha nierozpuszczalnych pochodnych enzymow
jest ich zmniejszona zdolno$¢ reagowania z makroczgsteczkowymi substra-
tami i inhibitorami, co mozna tlumaczy¢ efektami przestrzennymi, wyni-
kajacymi z bliskosci centrum aktywnego enzymu i statego nosnika. Nie-
rozpuszczalne pochodne trypsyny otrzymane przez Bar-Eli i Kat-
chalskiego (7) czy tez Axéna i Ernbacka (4 hydrolizowaly
kazeine znacznie wolniej niz drobnoczgsteczkowy syntetyczny substrat.
Kay i Lilly (33) zaobserwowali podobng zmiane w przypadku chymo-
trypsyny i doszli do wniosku, ze szybko$¢ reakcji katalizowanej przez pre-
parat nierozpuszczalnego enzymu jest ograniczona przez szybkos$¢ dyfuzji

my Pharmacia Fine Chemicals, nierozpuszczalne preparaty trypsyny, ficyny czy
RNazy produkowane przez firme Merck.

Np. Sephazyme— pochodne papainy, trypsyny i chymotrypsyny produkcji fir-
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substratu i produktu. Ostatnio Gabel i wsp. (26) doniesli, ze preparaty
trypsyny zwigzane z zelem Sephadex G-200 wykazywaty rézng aktywnos¢
proteolityczng zaleznie od pH S$rodowiska podczas aktywacji nosnika bro-
mocyjanem. Moze to wynikaé¢ z faktu, ze przy wyzszym pH dochodzi do
zwiekszonego usieciowania zelu, co utrudnia dyfuzje substratéw biatko-
wych.

Kazeinolityczne dziatanie nierozpuszczalnych preparatow trypsyny ule-
ga catkowitemu zahamowaniu w obecnosci polipeptydowego inhibitora
z ziaren soji (35). W tych warunkach jednak znaczna cze$¢ aktywnosci tryp-
syny wobec niskoczasteczkowych substratow pozostaje zachowana. W na-
szych nieopublikowanych doswiadczeniach zaobserwowaliSmy, ze inhibitor
trypsyny z frakcji c*-globulin surowicy krwi hamuje tylko 40% aktywnosci
proteolitycznej trypsyny zwigzanej z Sepharozg. Prawdopodobnie wobec
stosunkowo duzej masy czasteczkowej aj-antytrypsyny (okoto 45 000) tylko
czes$¢ reaktywnych centréw nierozpuszczalnej trypsyny jest dostepna dla
inhibitora.

IV. Dob6r warunkéw swoistej sorpcji i desorpcji biatek

Adsorpcja enzymu na substratach, koenzymach czy inhibitorach zwig-
zanych z no$nikiem kolumny moze zachodzié w do$¢ ograniczonym prze-
dziale pH i sity jonowej, a dobor warunkow zalezy w duzej mierze od wias-
nosci enzymu. Na ogét te warunki dobiera sie tak, aby adsorpcja zachodzita
tatwo i iloSciowo. Ze wzgledu na mozliwos$¢ nieswoistej interakcji miedzy
nosnikiem i wyosabnianym biatkiem, nalezy zawsze przeprowadzi¢ do-
Swiadczenie kontrolne uzywajgc niepodstawionego nos$nika. W wyjatko-
wych przypadkach interakcja moze okazac¢ sie korzystna, np. Auricchio
i wsp. (3) wyosobnili na tej zasadzie lizosomalne a-glikozydazy z tkanek
zwierzecych. Enzymy te w poréwnaniu z innymi biatkami ulegaty znacznie
pdézniej wymyciu z kolumny wypetnionej niepodstawionym zelem Sepha-
dex G-100, ktéry wykazuje strukturalne podobienstwo do ich naturalnych
substratow.

Oryginalny spos6b adsorpcji opisali ostatnio Sundberg i wsp. (43).
W metodzie tej adsorbenty umieszczane sg w woreczkach nieprzepuszczal-
nych dla ziaren Sepharozy, ale przepuszczalnych dla soli czy biatek. Sto-
sujgc kilka adsorbentow mozna izolowa¢ z roztworu jednoczesnie kilka
substancji.

Elucje enzymu czy inhibitora mozna uzyska¢ dziataniem bardzo rozmai-
tych czynnikéw (tablica 1). Papaina zaadsorbowana na drobnoczgsteczko-
wym inhibitorze Gli-Gli-Tyr-benzoilo-Arg ulegata wymyciu juz pod wpty-
wem wody destylowanej (10). Podobnie tagodne warunki elucji buforem
adsorbujgcym z dodatkiem 0,9% NaCl zastosowali Gribnau iwsp. (27).
Natomiast bardzo drastyczne warunki (6 M roztwdr mocznika w pH 2) byty
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konieczne do uzyskania dysocjacji roslinnych inhibitoréw trypsyny zwigza-
nych z nierozpuszczalng pochodng tego enzymu (23). Mozna doda¢, ze w na-
szych doswiadczeniach inhibitor trypsyny z frakcji aj-globulin surowicy
ulegat trwatemu zwigzaniu na kolumnie Sepharoza-trypsyna i nie udato sie
go odszczepié¢ dziataniem zbuforowanych roztworéw 1M NaCl w zakresie
pH 2—10. Niewatpliwie tworzenie takich trwatych potgczen enzym-inhibi-
tor, czy konieczno$¢ stosowania drastycznych warunkéw elucji, ktére moga
wywota¢ denaturacje wyosobnianego biatka, stanowi jedno z najwazniej-
szych ograniczen metody swoistej sorpcji.

Na podkreslenie zastuguje fakt, ze wiele enzymow proteolitycznych
zwigzanych na kolumnie zawierajgcej substrat czy inhibitor, ulega wymy-
ciu pod wptywem 0,1 M roztworu kwasu octowego (kwasna proteaza ros-
linna, obojetna proteaza leukocytow, a-chymotrypsyna, karboksypeptyda-
za A). Oryginalnego sposobu elucji uzyli Kristiansen iwsp. (34) przy
otrzymywaniu L-asparaginazy. Enzym ulegat sorpcji na kompetycyjnym
inhibitorze trwale zwigzanym z kolumng, a wymycie nastepowato przez do-
danie do buforu tego samego inhibitora w stezeniu 10-3 M.

Nalezy zwréci¢ uwage na pewne niebezpieczenstwo wynikajace z uzy-
wania kolumny ze zwigzanym substratem biatkowym przy wyosobnianiu
niektérych proteaz. Enzymy te mogg hydrolizowac¢ substrat i w zwigzku
z tym pojemno$¢ sorpcyjna zmniejsza sie podczas kolejnych rozdziatow.
Ponadto produkty hydrolizy moga byé wymywane z enzymem podczas

Ezso b

12

08 -

04 |-

02

—J—i—,—-L il el N S R e S 4 | N =
20 a ) 80 100 ml

Rys. 1. Wyosabnianie obojetnej proteazy leukocytéw metodg swoistej sorpcji
Zawarto$¢ biatka (linia ciggta) i aktywno$¢ neutralnej proteazy (linia przerywana) we frakcjach
ekstraktu z ziarnistosci leukocytéw konskich rozdzielanego na kolumnie Sepharoza-hemoglobina.
Bufor wyjsciowy: 0,06M fosforan, pH 6,0. W punkcie A zmieniono ptyn elucyjny na IM roztwoér
NaCl w 0,1M buforze octanowym pH 40. W punkcie B zmieniono ptyn elucyjny na 0,IM

CHjCOOH.
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desorpcji i powodowac wtdrne zanieczyszczenie preparatu enzymatycznego.
Aby temu zapobiec adsorpcje proteazy przeprowadza sie w miare mozli-
wosci w zakresie pH odlegtym od optymalnego, a przed witasciwg elucja
enzymu stosuje sie dodatkowo bufor o posrednich wartosciach pH i sity
jonowej. Zasade te moze ilustrowac¢ zastosowana przez nas metoda izolo-
wania obojetnej proteazy z ziarnistosci leukocytéw krwi konskiej na ko-
lumnie Seph,aroza-hemoglobina (rysunek 1).

V. Uwagi koncowe

Metoda swoistej sorpcji stanowi niewatpliwie pewien postep w izolo-
waniu enzymow i inhibitoréw enzymatycznych, ale powinna by¢ trakto-
wana jako uzupetnienie innych klasycznych metod preparatyki bioche-
micznej. Dlatego z reguty stosuje sie ja w potgczeniu z takimi zabiegami
jak sgczenie molekularne, chromatografia jonowymienna czy elektroforeza
preparatywna, przy czym swoista sorpcja stanowi najczesciej koncowy,
krytyczny etap oczyszczania. Pewne ograniczenie metody swoistej sorpcji
wynika z koniecznosci opracowania indywidualnego postepowania dla nie-
mal kazdego enzymu czy inhibitora, a takze z do$¢ klopotliwego procesu
sprzegania ligandéw z nos$nikiem. Trzeba wreszcie doda¢, ze nie zawsze
udaje sie przeprowadzi¢ elucje enzymu zaadsorbowanego na kolumnie, lub
tez niezbedne sg drastyczne warunki wymywania prowadzace do uzyska-
nia nieaktywnego preparatu. Pomimo tych ograniczen mozna fatwo prze-
widzie¢ szybki rozw6j metody swoistej sorpcji w najblizszych latach. Za-
stosowanie jej nie ograniczy sie napewno do enzymologii, ale obejmie inne
dziedziny biochemii i nauk biologicznych, jak o tym moga $wiadczy¢ choéby
proby uzycia tej techniki do rozdziatlu komérek na zasadzie immunoad-
sorpcji (44). Nierozpuszczalne preparaty pewnych enzymoéw mogg zosta¢
wykorzystane jako modele takich ukiadéw biologicznych, w ktérych en-
zymy sg trwale wbudowane w btony i organelle komorkowe (42, 46).

LITERATURA

Arsenis C, McCormick D. B., J. Biol. Chem. 239, 3093 (1964).
Arsenis C, McCormick D. B., J. Biol. Chem. 241, 330 (1966).
Auricchio F, Bruni C B, Sica V. Biochem. J. 108, 161 (1968).
Axen R, Ernback S. European J. Biochem. 18, 351 (1971).

Axen R, Porath J., Nature 210, 367 (1966). '

Axe,n R, Porath J, Ernback S. Nature 214, 1302 (1967).
Bar-Eli A, Katchalski E. J. Biol. Chem. 238, 1690 (1963).
Barker S. A, Epton R, Process Biochem. 5, No. 8 (1970).

Bautz E K. F, Hall D. B, Proc. Nat. Acad. Sci. U. S. 48, 400 (1962).
Blumberg S, Schechter |1, Berger A. European J. Biochem. 15, 97
(1970).

© 0N WD

[N
©

6%



84

11.
12.

13.
14.
15.
16.

17.

18.
19.
20.

21
22.
23.

24,

25.

26.

217.

28.
29.
30.
3L
32.

33.
34.

35.

36.
37.
38.
39.
40.
41.

42.
43.

44,
45.
46.

J. CHUDZIK, A. KOJ [12]

Bodanszky A, Bodanszky M., Experientia 26, 327 (1970).

Campbell B, Luescher E, Lernian L. Proc. Nat. Acad. Sei. U. S
37, 575 (1951).

Chua G. K, Bushuk W, Biochem. Biophys. Res. Comm. 37, 545 (1969).
Cuatrecasas P. J. Biol. Chem. 245, 3059 (1970).

Cuatrecasas P., Nature 228, 1327 (1970).

Cuatrecasas P, Wilchek M., Biochem. Biophys. Res. Comm. 33, 235
(1968).

Cuatrecases P, Wilchek M, Anfinsen C. B, Proc. Nat. Acad. Sei.
U. S. 61, 636 (1968).

Denburg J, De Luca M., Proc. Nat. Acad. Sei. U. S. 67, 1057 (1970).
Deutsch D. G, Mertz E T., Science 170, 1095 (1970).

Erhan S, Northrup L G, Leach F. R, Proc. Nat. Acad. Sei. U. S. 53
646 (1965).

Feinstein G, Biochim. Biophys. Acta 214, 224 (1970).

Feinstein G. FEBS Letters 7, 353 (1970).

Fritz H, Gebhardt M, Meister R, Illchmann K, Hochstras-
ser K. Hoppe-Seylers Z Physiol. Chem. 351, 571 (1970).

Fritz H, Schult H, Hutzel M, Wiedemann M, Werle E, Hoppe-
Seylers Z. Physiol. Chem. 348, 308 (1970).

Fritz H, Schult H, Neudecker M, Werle E., Angew. Chem. 78, 775
(1969).

Gabel D, Vretblad P, Axen R, Porath J, Biochim. Biophys. Acta
214, 561 (1970).

Gribnau A A M, Schoen makers J G, van Kraaikamp M,
Bloemendal H. Biochim. Biophys. Res. Comm. 38, 1064 (1970).
Gryszkiewicz J. Folia Biol. (Krakéw) 19, 119 (1971).

Hjerten S, Biochim. Biophys. Acta 79, 393 (1964).

Hornby W E, Lill M, Crook E. M., Biochem. J. 98, 420 (1966).

Inman J K, Dintzis H. M, Biochemistry 8, 4074 (1969).

Jagen dor f A T, Patchornik A., Seia M, Biochim. Biophys. Acta
78, 516 (1963).

Kay G, Lilly M. D, Biochim. Biophys. Acta 198, 276 (1970).

Kristiansen T, Einarsson M, Sundberg L, Porath J, FEBS
Letters 7, 294 (1970).

Levin Y., Pecht M, Goldstein L, Katchalski E. Biochemistry
3, 1905 (1964).

McCormick D. B., Analyt. Biochem. 13, 194 (1965).

Mich eel F, Evers J, Makromol. Chem. 3, 200 (1949).

Mougdal N R, Porter R. R, Biochim. Biophys. Acta 71, 185 (1963).
Porath J, Axen R, Ern back S. Nature 215, 1491 (1967).

Porter R R, Press E. M, Annual Rev. Biochem. 31, 625 (1962).

Sander E G, McCormick D. B, Wright L. D. J. Chromatog. 21, 419
(1966).

Silman I, Katchalski E., Annual Rev. Biochem. 35, 873 (1966).

Sund berg L, Porath J, Asp berg K., Biochim. Biophys. Acta 221, 394
(1970).

Truffa-Bachi P, Wofsy L. Proc. Nat. Acad. Sei. U. S. 66, 685 (1970).
Wilson R J H, Kay G, Lilly M. D, Biochem. J. 108, 845 (1968).
Wilson R J H, Kay G, Lilly M. D., Biochem. J. 109, 137 (1968).



Post. Biochem. 18, 8—93 (1972).

ANNA WILIMOWSKA-PELC *

Trzustkowe inhibitory enzymow proteolitycznych
Pancreatic Inhibitors of Proteolytic Enzymes

The methods of isolation, properties and chemical structure as well as mode of
action of two pancreatic inhibitors Kunitz’s and Kazals are reviewed.

Inhibitory enzymdw proteolitycznych wystepujg zarowno w tkankach
roslinnych jak i zwierzecych. W ostatnich latach obserwuje sie wzrost
zainteresowania budowg tych substancji, mechanizmem ich reakcji z enzy-
mami proteolitycznymi oraz ich rolg fizjologiczng. Inhibitory zbudowane
sg na ogot wytacznie z aminokwasdw, z wyjatkiem inhibitoré6w wystepu-
jacych w surowicy i w biatkach jaj ptasich, oraz niektérych inhibitoréw
roslinnych, zawierajacych sktadnik weglowodanowy. W zaleznosci od cie-
zaru czasteczkowego, ktory waha sie w granicach od 6 000 do 60 000, inhi-
bitory mozna podzieli¢ na polipeptydowe i biatkowe.

Trzustka bydleca jest zrédtem dwoch polipeptydowych inhibitorow: in-
hibitora Kunitza, znanego jako zasadowy inhibitor z trzustki (BPTI) i inhi-
bitora Kazata, nazwanego réwniez kwasnym inhibitorem trzustkowym
(APTI). Oba inhibitory r6znig sie znacznie zaréwno wiasnosciami biolo-
gicznymi jak i fizykochemicznymi.

Badania nad trzustkowymi inhibitorami enzyméw proteolitycznych roz-
poczety sie w roku 1933, w ktorym Willstatter i Rhodewald
(50) wykazali, ze wyciag z trzustki bydlecej zawiera substancje o witasci-
wosciach antytrypsynowych. W roku 1936 Kunitz i Northrop (43)
otrzymali inhibitor trypsyny w postaci krystalicznej. Autorzy ci zastoso-
wali 0,25 N HZXS04 do ekstrakcji biatek ze Swiezych trzustek bydlecych,
a nastepnie siarczan amonu i magnezu do ich frakcjonowania i otrzymali
krystaliczny chynotrypsynogen, trypsynogen i jako ostatni produkt, inhi-
bitor. Wyodrebniono go w postaci krystalicznego kompleksu z trypsyna,
dysocjujacego pod wptywem 2,5% kwasu tréjchlorooctowego. Uzyskano

* Dr, Zaktad Biochemii, Instytut Botaniki i Biochemii, Uniwersytet Wroctawski,
Wroctaw

Wykaz stosowanych skrotéw: BPTI — zasadowy inhibitor trzustki, APTI—kwa-
$ny inhibitor trzustki, BAFE — estee etylowy benzoilo-L-argininy, DFP — dwuizopro-
pylofluorofosforan
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polipeptyd o masie czasteczkowej 6 000 ktéry wolno dyfundowat przez
btony poiprzepuszczalne. Preparat jest termostabilny w wodzie i w $rodo-
wisku kwasnym. W $rodowisku zasadowym ulega powolnej inaktywacji.
Kunitz i Northrop wykazali rowniez, ze inhibitor tworzy nieaktywne kom-
pleksy z trypsyng w pH 3 do 7. Kompleksy inhibitora z trypsyna powstajg
w stosunkach stechiometrycznych i dysocjujg w pH 1. Ferguson (17)
zaobserwowat wiasciwosci antytrombinowe i antyplazminowe inhibitora,
a Wu i Laskowski (52) whasciwosci hamowania chymotrypsyny B.
Inhibitor otrzymany przez Kunitza i Northropa byt niejednorodny. De
Barbieri (12) za pomocag elektroforezy bibutowej w pH 9 uzyskat 4
frakcje. Jedna z nich o ruchliwo$ci katodowej wykazywata aktywnos¢
tylko wobec trypsyny i stanowita 71% catosci. Sposréd trzech frakcji prze-
suwajacych sie do anody, tylko jedna frakcja, stanowigca 25°/0 catosci,
wykazywata aktywnos$¢ zar6wno wobec trypsyny jak i chymotrypsyny,
pozostate byly nieaktywne. Green i Work (26, 28) uzyskali inhibi-
tor Kunitza ekstrahujagc 0,25 N HZ04 pozostato$¢ z trzustek bydlecych
po wyosobnieniu insuliny. Inhibitor oczyszczano przez frakcjonowanie bia-
tek siarczanem amonu, kwasem tréjchlorooctowym oraz chlorkiem sodu,
a nastepnie po elektrodializie krystalizowano go metoda Kunitza. Green
i Work rozpoczeli takze badania nad skatdem aminokwasowym inhibitora
i stwierdzili, ze nie zawiera on tryptofanu i histydyny, oraz ze aminokwa-
sem C-kohAcowym jest arginina. Stwierdzono, ze inhibitor jest zasadowym
polipeptydem o do$¢ wysokiej aktywnos$ci antytrypsynowej, gdyz 1 [ig
preparatu hamuje aktywno$¢ 2,5 |xg trypsyny w tescie, w ktérym jako
substratu uzywano hemoglobiny. Kassel i wsp. (36) do wyodrebnienia
inhibitora metodg Kunitza wigczyli chromatografie jonowymienng. Kom-
pleksy inhibitora z trypsyng oczyszczali na kolumnie z Dowex 1-X2. Inhi-
bitor oddzielano od trypsyny, po uprzedniej dysocjacji kompleksu, na ko-
lumnie z Sephadexu G-25 w pH 1.7. KohAcowy produkt oczyszczano stosujac
dwukrotng chromatografie na Amberlicie 1RC-50. Uzyskany tg metodg
inhibitor byt jednorodny i w iloSci 1 (xg hamowat esterazowg aktywnos$¢
3 do 3,7 ¢ig trypsyny wobec estru etylowego benzoilo-L-argininy (BAEE)
jako substratu. Z oznaczen sktadu aminokwasowego wynika, ze inhibitor
zbudowany jest z 58 aminokwaséw. Kassel i wsp. potwierdzili dane Greena
i Worka o braku tryptofanu i histydyny, a znalezli metionine, seryne
i waline jako pojedyncze aminokwasy. Inhibitor zawiera W swym skiadzie
10 aminokwasoéw zasadowych i 8 dwukarboksylowych, przy czym 4 spo-
$rod nich wystepuja jako amidy. Znaczna przewaga aminokwasOw zasa-
dowych decyduje o witasnosciach zasadowych tego polipeptydu. Ciezar czg-
steczkowy obliczony na podstawie skladu aminokwasowego inhibitora wy-
nosi 6513. Kassel i Laskowski (35) ustalili sekwencje aminokwa-
séw w czasteczce inhibitora Kunitza oraz wykazali obecno$é trzech mostkéw
dwusiarczkowych utworzonych przez reszty cysteiny w poz. 5i 55, 14 i 38
oraz 30 i 51.
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W tym samym czasie badania nad strukturg pierwszorzedowg inhibi-
tora prowadzili Chauvet i wsp. (10, 11) oraz Dlouha i wsp. (14,
15). Znalezione przez nich nieznaczne odchylenia od sekwencji aminokwa-
sow, ustalonej przez Kassel i Laskowskiego, wynikajg prawdopodobnie ze
stosowania odmiennej metody badania. Kassel i Laskowski (35)
zredukowang karboksymetylowa pochodng inhibitora poddawali trawieniu
trypsyng i chymotrypsyna B i oznaczyli sekwencje aminokwaséw w po-
wstajacych peptydach. Chauvet i wsp. (10, 11) oraz Dlouha i wsp.
(14, 15) hydrolizowali inhibitor utleniony kwasem nadmréwkowym za po-
mocg trypsyny i chymotrypsyny a. Uzyskano zgodne dane o sktadzie ami-
nokwasowym i ilosci aminokwaséw w czgsteczce inhibitora oraz o rodzaju
aminokwasow na koncu tafncucha z wolng grupg aminowa (arginina) i wol-
ng grupg karboksylowg (alanina) (schemat 1).
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Schemat 1. Struktura zasadowego inhibitora trypsyny z trzustki bydlecej wg Kassel
i Laskowskiego (35

Trzustka bydleca nie jest jedynym zrédiem inhibitora Kunitza. W roku
1960 Kraut i wsp. (40) oczyscili inhibitor kalikreiny z bydlecej S$li-
nianki przyusznej, a w roku 1964 (39) inhibitor kalikreiny z ptuc bydle-
cych. Obie substancje tworzyty bardzo podobne postacie krystaliczne za-
rowno same jak i w kompleksie z trypsyna, hamowalty w tym samym
stopniu trypsyne, chymotrypsyne, kalikreine i plazmine, miaty ten sam
sktad aminokwasowy i podobne wiasciwos$ci fizyko-chemiczne. Anderer
i Hornie (1, 3, 4 wykazali,ze inhibitor kalikreiny z ptuc bydlecych,
podobnie jak inhibitor z trzustki bydlecej (35), zbudowany jest z 58 amino-
kwasdw i ma identyczng strukture pierwszorzedowg. Anderer (2) po-
twierdzit réwniez dane Krauta o identycznosci inhibitora z ptuc bydlecych
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i Slinianki przyusznej. Werle (48) oraz Fritz i wsp. (19) wykazali
inhibitor Kunitza w ptucach owcy, natomiast nie znaleziono go w ptucach
innych zwierzat przezuwajacych oraz w ptucach cztowieka, konia, $winki
morskiej i myszy (48). Werle (48) donosi, ze inhibitor o wiasnosciach
inhibitora Kunitza wystepuje takze w btonie $luzowej tchawicy, przetyku
i zotagdka wotu. Wilusz (51) otrzymat z tarczycy bydlecej, a Fritz
i wsp. (21) z watroby bydlecej krystaliczny inhibitor trypsyny, wykazujgcy
wiasnosci podobne do wiasnosci inhibitora Kunitza.

W trzustce bydlecej wystepuje réwniez inhibitor réznigcy sie znacznie
aktywnoscig antyproteolityczng i witasnosciami fizykochemicznymi od in-
hibitora Kunitza. Kazat i wsp. (37) otrzymali go w roku 1948 jako pro-
dukt uboczny przy preparatyce insuliny. Inhibitor krystalizowano z 2,5%
kwasu tréjchlorooctowego po doprowadzeniu pH roztworu do 3,25. W ele-
ktroforezie swobodnej preparat dzielit sie na trzy frakcje. Punkty izo-
elektryczne wyznaczone dla tych trzech skfadnikow wynoszg: 4,8, 5,2, i 5,9,
a zatem inhibitor ten, w odréznieniu od inhibitora Kunitza, ma charakter
kwasny. Podobnie jak inhibitor Kunitza jest on termostabilny w roztwo-
rach obojetnych i kwasnych. Zaobserwowano réwniez, ze obok aktywnosci
antytrypsynowej wykazuje aktywnos$¢ antytrombimowa. Wu i Lasko-
wski (52) doniesli, ze inhibitor Kazata nie hamuje chymotrypsyny a i @
Z 1kg trzustki Kazat otrzymywat jedynie 12 do 172 jig inhibitora, ktéry
w ilosci 1jig hamowal aktywno$¢ 2,57 jig trypsyny wobec kazeiny jako
substratu.

Greene i wsp. (32) wyodrebnili z bydlecego soku trzustkowego in-
hibitor o wiasnosciach podobnych do inhibitora Kazata. Biatka soku trzu-
stkowego rozdzielano na kolumnie wypetnionej Sephadexem G-75 w obec-
nosci dwuizopropylofluorofosforanu (DFP). Frakcje zawierajacg inhibitor
oczyszczano za pomocg chromatografii na DEAE-celulozie. Otrzymany pre-
parat byt homogenny w elektroforezie w zelu poliakrylamidowym i okazat
sie polipeptydem zbudowanym z 56 aminokwas6w 0 masie czasteczkowej
6155. Wykazano, ze inhibitor wydzielany jest do soku trzustkowego w for-
mie wolnej i stanowi 0,06% zawartych w nim biatek. W rok pdzniej
Cerwinsky i wsp. (7)oraz Burek i wsp. (6) ogtosili wyniki badan
nad inhibitorem Kazata otrzymanym z trzustek bydlecych. Autorzy pod-
wyzszyli znacznie wydajnosé preparatyki, stosujgc chromatografie jono-
wymienng na CM-celulozie do oczyszczenia inhibitora. Preparat wykazy-
wat identyczne wiasciwosci fizykochemiczne, sktad aminokwasowy i ak-
tywnosé antyproteolityczng jak inhibitor uzyskany z soku trzustkowego.
Inhibitor Kazata w odr6znieniu od inhibitora Kunitza wystepuje zatem za-
rowno w soku trzustkowym jak i w trzustce bydlecej. Zardwno inhibitor
Kunitza jak i Kazata zawierajg duzo cysteiny i proliny, majg po jednej
reszcie metioniny, nie wykazuja obecnosci tryptofanu i histydyny. W in-
hibitorze Kazata nie znaleziono wolnych grup -SH, a zatem zawiera on, po-
dobnie jak inhibitor Kunitza, mostki dwusiarczkowe.
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Wilimowska-Pelc i Mejbaum-Katzenellenbogen
(49) zastosowaty do ekstrakcji inhibitora trypsyny z trzustki bydlecej 5%
kwas tréjchlorooctowy. Rozpuszczalne w tym kwasie biatka trzustki za-
geszczane metodg taninowo-kofeinowg (45), a frakcje w ktorej zlokalizo-
wano aktywno$¢ antytrypsynowg, strgcano za pomocg siarczanu amonu.
Uzyskano inhibitor, ktéry w iloSci 1 mg hamowat aktywnos$¢ 90 do 125 jxg
krystalicznej trypsyny w tescie Kunitza oraz wykazywat wtasnosci cha-
rakterystyczne dla inhibitora Kazata.

Greene i Giordano (31) oraz Greene i Bartelt (29) sto-
sujac enzymatyczng hydrolize zmodyfikowanej chemicznie czasteczki in-
hibitora Kazata z trzustki bydlecej ustalili jego strukture pierwszorzedo-
wa. Inhibitor zbudowany jest z jednego fancucha pelipeptydowego, w kt6-
rym aminokwasem N-koAcowym jest asparagina, a C-koricowym cysteina.
Na schemacie 2 przedstawiono strukture pierwszorzedowg inhibitora Ka-
zata z trzustki bydlecej.

NH2z — Asn — lleu — Leu — Gli — Arg — Glu— Ala— Liz -Cy s -
|
Tre — Asn — Glu — Wal — Asn — Gli — Cys — Pro — Arg -
|
lleu — Tyr — Asn — Pro— Wal — Cys — Gli — Tre — Asp —
|
Gli — wal — Tre — Tyr — Ser — Asn — Glu — Cys — Leu —

Leu — Cys — Met — Glu — Asn — Liz — Glu — Arg — Gin -
Tre — Pro-— Wal — Leu — lleu — Gin — Liz — Ser — Gli -

Pro — Cys - COOH

Schemat 2. Sekwencja aminokwaséw w czasteczce inhibitora Kazata wg Greenea
i Giordano (31)

Inhibitory typu inhibitora Kazata wystepuja dos¢ powszechnie w trzust-
ce i soku trzustkowym u roéznych zwierzat. Stwierdzono ich obecnosé
u cztowieka (24, 38), psa (20, 22), Swini (22, 24, 30), owcy (23) i szczura (33).
Wspo6lng cechag tych inhibitoréw jest niski ciezar czasteczkowy oraz wy-
biércze hamowanie trypsyny. W odrdznieniu od inhibitora Kunitza nie wy-
kazujg one aktywnos$ci wobec chymotrypsyny, plazminy i kalikreiny, nie
wymagajg preinkubacji z trypsyng i tworzg nietrwate kompleksy z tym
enzymem. Laskowski i Wu (44) nazwali ten typ hamowania inhi-
bicjg przejsciowa (ang. temporary inhibition), poniewaz trypsyna poczat-
kowo hamowana przez inhibitor po pewnym czasie uwalnia sie z komplek-
su i trawi inhibitor. Proces ten zachodzi tym szybciej, im wiekszy jest
nadmiar trypsyny w stosunku do inhibitora. Inng cechg odrdzniajaca oba
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typy inhibitorow jest ich oporno$¢ na dziatanie enzyméw proteolitycznych.
Kassel i Laskowski (34), wykazali, ze pepsyna bardzo szybko trawi
inhibitor Kazata, podczas gdy inhibitor Kunitza nie traci aktywnosci na-
wet po trzech tygodniach inkubacji z pepsyng. Feeney i wsp. (16) po-
daja, ze inhibitor Kazata z trzustki bydlecej i wieprzowej w przeciwienst-
wie do inhibitora Kunitza nie hamuje trypsyny cztowieka.

Oba inhibitory tworzg stechiometryczne kompleksy z trypsyna. Green
(25) zaobserwowal, ze inhibitor Kunitza nie tworzy kompleksow z DFP-
trypsyna, a wiec prawdopodobnie tgczy sie z centrum aktywnym enzymu.
Finkenstadt i Laskowski (18) oraz Ozawa i Laskowski
(46) przypuszczaja, ze mechanizm reakcji inhibitor-trypsyna jest wspélny
dla wielu inhibitoréw i polega na przerwaniu wrazliwego na dziatanie
trypsyny wigzania w inhibitorze, a nastepnie utworzeniu wigzania miedzy
uwolniong grupg karboksylowg inhibitora a resztg seryny w centrum ak-
tywnym enzymu.

Rigbi i Greene (47) zaobserwowali, ze trypsyna inkubowana z in-
hibitorem Kazata w pH 2,7 powoduje hydrolize wigzania peptydowego
utworzonego przez argining w pozycji 18 i izoleucyne w pozycji 19 inhi-
bitora. Zmodyfikowany inhibitor jest aktywny, ale traci aktywno$¢ po od-
faczeniu argininy przez karboksypeptydaze B. Mozna stad wnioskowac, ze
w reakcji inhibitora z trypsyng bierze udziat arginina w pozycji 18. Wiaza-
nie peptydowe miedzy argining (w pozycji 17) i izoleucyng (w pozycji 18)
wystepuje takze w inhibitorze Kunitza, nie stwierdzono jednak, aby byto
ono hydrolizowane przez trypsyne podczas jej reakcji z inhibitorem.
Green i Work (28) oraz Anderer i Hornie (4 wykazali, ze
inhibitor Kunitza traci aktywno$¢ po redukcji wszystkich mostkéw dwu-
siarczkowych, za§ Chauvet i Acher (8 oraz Avineri-Gold-
man i wsp. (5) zaobserwowali, ze takze acetylacja wolnych grup amino-
wych inaktywuje inhibitor Kunitza. Kress i Laskowski (41) wyka-
zali, ze selektywne rozerwanie wigzania dwusiarczkowego utworzonego
miedzy resztami cysteiny w pozycjach 4 i 38 nie ma wptywu na aktyw-
nos$¢ inhibitora. Jezeli jednak podda sie grupy -SH karboksymetylacji, in-
hibitor traci aktywno$¢, co wigze sie prawdopodobnie z wzajemnym elek-
trostatycznym oddzialywaniem nowoutworzonej, ujemnie natadowanej
karboksymetylowej pochodnej reszty cysteiny w pozycji 14 i niezbednej
dla aktywnos$ci inhibitora £-aminowej grupy lizyny w pozycji 15. Cha u -
vet i Acher (9) modyfikowali wolne grupy aminowe inhibitora za po-
mocg pochodnej alaniny. W przypadku, gdy inhibitor zwigzany byt w kom-
pleksie z trypsyng modyfikacji ulegaly wszystkie wolne grupy aminowe
z wyjatkiem grupy aminowej lizyny w pozycji 15. Tak zmodyfikowany in-
hibitor jest aktywny. Mozna byto zatem przypuszczaé, ze witasnie ta reszta
lizyny bierze udziat w reakcji inhibitora z trypsyng. Przypuszczenie to
potwierdzili Kress i Laskowski (42), ktérzy wykazali, ze trypsyna
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reagujac z inhibitorem hydrolizuje wigzanie miedzy lizyng w pozycji 15
i alaning w pozycji 16, znajdujace sie w centrum aktywnym inhibitora.
Dlouha i wsp. (13) sadza, ze witasnie reszta lizyny w pozycji 15 inhibi-
tora Kunitza #gczy sie z enzymem, jednak nie z seryng, a kwasem aspara-
ginowym w pozycji 182.

W badaniach nad typem inhibicji Green i Work (27) stwierdzili,
ze znaczne wahania w stezeniu substratu biatkowego nie wplywajg na ak-
tywnos$c¢ inhibitora Kunitza, co $wiadczytoby o inhibicji niekompetytywnej.
Natomiast w przypadku drobnoczgsteczkowych, syntetycznych substratow
inhibitor ten zachowuje sie jak kompetytywny (25). Rozbiezno$é te ttuma-
czy sie tym, ze w obecnos$ci wielkoczgsteczkowego substratu biatkowego en-
zym bedzie zawsze tatwiej reagowaé z drobnoczasteczkowym inhibitorem,
co utrudnia wykazanie efektu konkurencyjnosci. Fritz i wsp. (22) do-
niesli, ze inhibitor Kazata z trzustki bydlecej jest niekompetycyjnym in-
hibitorem trypsyny, natomiast inhibitory tego typu obecne w trzustce czto-
wieka, $wini i psa zachowujg sie jak kompetycyjne.

Fizjologiczna rola inhibitora Kunitza nie jest znana. Preparaty tego in-
hibitora otrzymywane z trzustki bydlecej znane sg pod nazwg iniprolu,
a z ptuc bydlecych trasylolu. Znalazty one zastosowanie w leczeniu skaz
krwotocznych fibrynolitycznych, stanéw zapalnych, a zwlaszcza ostrej
martwicy trzustki. Inhibitor Kazata nie znalazt dotychczas zastosowania
w lecznictwie. Inhibitor ten, wystepujacy zaréwno w soku trzustkowym
jak i w trzustce, ze wzgledu na czasowy charakter inhibicji, moze pehnié
role regulatora aktywacji trypsynogenu i chymotrypsynogenu, zwitaszcza
ze Fritz iwsp. (22) wykazali zalezno$¢ pomiedzy zawartoscig tego inhi-
bitora, a zawartoscig trypsynogenu w soku trzustkowym i trzustce psa.
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EWA MACHOWICZ*, MARIA SARNECKA-KELLER**

Papaina
Papain

The structure and physico-chemical properties of papain are described. The
actual views on the active centre and mechanism of enzymatic action of this enzyme
are presented.

Papaina (EC 3.4.4.10), wystepujaca w lateksie drzewa Carica papaya,
jest najlepiej poznanym przedstawicielem wewngtrzkomdérkowych roslin-
nych enzymdéw proteolitycznych, ktérych wspding cechg jest obecnos¢ gru-
py -SH w centrach aktywnych. Do enzymow tych nalezg réwniez: towa-
rzyszaca papainie chymopapaina (EC 3.4.4.11), wystepujaca w lateksie ro-
§lin rodzaju Ficus, ficyna (EC 3.4.4.12), bromelaina (EC 3.4.4.24) z soku
owocow i todygi Ananas comosus oraz o wiele mniej scharakteryzowane
proteazy jak pinguinaina z Bromelia pinguin, meksykaina z lateksu Pileus
meocicanus i asklepaina z lateksu korzenia Asclepias speciosa (94).

Obszerne pismiennictwo dotyczgce papainy zestawili do roku 1959 Kim-
mel i Smith (70, 120). Z tego wzgledu w artykule uwzgledniono jedynie
najwazniejsze pozycje z tego okresu, natomiast gtéwnie omdwiono prace
lat ostatnich.

I. Wystepowanie i otrzymywanie

Termin ,papaina”, wprowadzony przez Wurtza i Bouchuta
(140) dla okre$lenia czynnika proteolitycznego lateksu melonowca, stosuje
sie zardwno do krystalicznego enzymu jak i do nieoczyszczonego handlo-

* Mgr, Zaktad Biochemii Roslin, Instytut Biologu Molekularnej, Uniwersytet
Jagiellonski, Krakow

** Doc. dr, Zaktad Biochemii Zwierzat, Instytut Biologii Molekularnej, Uniwer-
sytet Jagiellonski, Krakéw

Wykaz stosowanych skrotéw: BAA —amid benzoilo-L-argininy, BAEE — ester
etylowy benzoilo-L-argininy, BCME — ester metylowy benzoilo-L-cytruliny, BGEE —
ester etylowy benzoiloglicyny, CGG — benzyloksykarbonylo-glicyloglicyna, CHA —
amid benzyloksykarbonylo-L-histydyny, CIG — benzyloksykarbonylo-L-izoglutamina,
EDTA — etylenodwuaminoczterooctan, HA —amid kwasu hipurowego, PCMB — p-
chlororteciobenzoesan, TCA —kwas tréjchlorooctowy, TLCK — chlorometyloketon
a-N-tosylo-L-lizyny, TPCK — chlorometyloketon a-N-tosylo-L-fenyloalaniny.
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wego lateksu (120). Lateks gromadzi sie w naczyniach mlecznych pod sko-
rg dojrzatych owocéw. Po zrobieniu powierzchniowego naciecia wyptywa
z nich jako przejrzysty, wodnisty ptyn, szybko metniejagcy na powietrzu.
Ten tzw. Swiezy lateks po wysuszeniu i sproszkowaniu daje preparat
okreslany jako lateks suchy. Przecietnie z jednego drzewa mozna otrzy-
mac rocznie okoto 100 g suchego lateksu (120).

Krystaliczng papaine otrzymuje sie ze Swiezego lateksu metodg Bali -
sa i Lineweavera (5), lub czesciej z suchego lateksu metodg K im -
mel i Smitha (69, 71). Wydajnos$¢ tej ostatniej metody wynosi okoto
19 krystalicznego enzymu na 180 g suchego lateksu. Papaina Kkrystalizuje
z wodnych roztworéw (NH49S04Iub NaCl, a takze z 70% etanolu w obec-
nosci soli litu (69). Krysztaty majg forme drobnych igiet, a po dtuzszym
staniu — heksagonalnych ptytek.

Homogenno$¢ preparatow papainy sprawdzono elektroforetycznie
i przez ultrawirowanie (121), chromatograficznie (40) oraz immunologicz-
nie (120). Pozorna heterogenno$é moze by¢ wywotana czeSciowg autoliza
(40) lub agregacjg enzymu (121). Aktywno$¢ papainy oznacza sie najczes-
ciej metoda Kirscha i lgelstréma (73).

I1. Wiasnosci fizyko-chemiczne

Papaina jest biatkiem z grupy prolamin o pi 8,75 (94). Zawiera 16°0
azotu i I,2°/a siarki (70), co odpowiada 8 atomom siarki w drobinie. G la -
zer i Smith (45) wykazali jednak obecno$¢ tylko trzech mostkéw dwu-
siarczkowych obok grupy -SH aktywnego centrum.

Masa czasteczkowa papainy wyznaczona ré6znymi metodami zawiera sie
w granicach 20 700 do 23 000 (35, 120). Biatko wykazuje duzg sktonnos$¢ do
agregacji i dlatego tylko w odpowiednich warunkach daje monodysper-
syjny obraz sedymentacji. Przy nieskoniczenie duzych rozcienczeniach sta-
ta sedymentacji S nie zalezy od pH. W pH 4,0 w obecnosci cysteiny i EDTA
S nie zalezy od stezenia enzymu (121). Przy wyzszych wartosciach pH S
rosnie wraz ze stezeniem enzymu, co potwierdza tworzenie agregatow.
W pH 8,0 jeden ze sktadnikéw widocznych w obrazie sedymentacyjnym jest
heksamerem (121). Obecno$¢ zwigzkéw redukujacych, na przykiad cys-
teiny, znosi tendencje do agregacji w zakresie pH od 50 do 7,0 co wska-
zywatoby, ze biatko agreguje przez tworzenie miedzyczgsteczkowych wig-
zan dwusiarczkowych. Réwniez EDTA w pH 8,0 powoduje rozpad agre-
gatéw. Przypuszczalnie wiec zanieczyszczenie jonami ciezkich metali takze
sprzyja agregacji (120).

Krystaliczna papaina rozpuszczona w 70% etanolu zawierajagcym
0,01 M HgClI tworzy po 2—3 dniach krystaliczng, nieaktywng enzymatycz-
nie tzw. rteciopapaine (71). Ulega ona w petni reaktywacji w obecnosci
EDTA i cysteiny. Poczatkowo przypuszczano, ze rteciopapaina jest dime-
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rem, w ktéorym atom rteci wigze grupy -SH aktywnych centréw obu cza-
steczek (69). Stwierdzono jednak, ze preparaty rteciopapainy rdéznig sie
zawartoscig rteci, a ich aktywnos$é jest odwrotnie proporcjonalna do za-
wartosci tego metalu (40). Prawdopodobnie wiec rteciopapaina tworzy mie-
szane krysztaly zawierajagce w réznych proporcjach papaine i jej rteciowa
pochodng o strukturze papaina-S-HgClI.

Papaina wykazuje znaczng trwato$¢ w podwyzszonych temperaturach
(25, 87), ale jej stabilno$¢ zalezy od pH. Przy pH nizszych od 4,0 denatu-
ruje sie szybko i nieodwracalnie. Zarowno aktywna jak i nieaktywna pa-
paina jest stabilna w roztworach wodnych zawierajacych rozpuszczalniki
organiczne w duzych stezeniach. lzomorficzne krysztaty uzyskano z 70%
etanolu (69), 66% wodnego metanolu oraz 15% wodnego dwumetylosulfo-
tlenku (33). Spadek aktywnos$ci enzymatycznej nastepuje dopiero w steze-
niach metanolu wiekszych od 50% (113). Roéwniez fluorescencyjne widmo
nieaktywnej papainy nie zmienia sie w 50% metanolu, 40% glikolu etyle-
nowym lub 20% dioksanie (7), co potwierdza trwato$¢ natywnej konfor-
macji czasteczki.

Poglady na wpltyw mocznika sa rozbiezne. Lineweaver
i Schwimmer (87) stwierdzili, ze papaina wykazuje petng aktywnos$¢
nawet w obecnosci 9M mocznika, H i1l i wsp. (54) podajg natomiast, ze
mocznik juz w stezeniu 0,1 M w pewnym stopniu hamuje papaine, a w ste-
zeniu 4 M hamuje wprawdzie odwracalnie, ale prawie zupeinie. Roéznice
te wynikaja prawdopodobnie z tego, ze Hill i wsp. stosowali substraty syn-
tetyczne, natomiast Lineweaver i Schwimmer substraty biatkowe, ktdre
mogty stabilizowaé enzymatycznie czynng konformacje papainy. S1luy -
terman (113) wykazal pewng aktywnos$¢ papainy w 8 M moczniku oraz
nie stwierdzit w tych warunkach zasadniczej zmiany dyspersji skrecalnosci
optycznej. Réwniez Hill i wsp. (54) wykazali, ze mocznik w stezeniu po-
wodujagcym nawet nieodwracalng inaktywacje, nie wywotuje wiekszych
zmian lepko$ci i skrecalno$ci optycznej enzymu. Natomiast maksymalne
rozfaldowanie czasteczki i nieodwracalna inaktywacja enzymu nastepuje
pod dziataniem 5M chlorowodorku guanidyny lub kwasu tréjchloroocto-
wego (TCA) (54, 113).

I11. Aktywatory, inhibitory i mechanizm aktywacji

Papaina zawarta w lateksie a takze krystaliczna, izolowana metodg
Kimmel i Smitha (69), jest nieaktywna i moze by¢ zaktywowana
HZX, cysteing i innymi zwiagzkami tiolowymi (40, 45, 69, 97, 101, 120), cy-
jankiem (45, 101, 120), borowodorkiem sodu (45) lub tiofosforanem sodu
(97). Ztozony uktad wymiennikéw jonowych (40) rowniez aktywuje pa-
paine, ale aktywacja bez dodatku czynnikéw redukujacych lub chelatuja-
cych jest przemijajgca. Jak dotad jedynie Sanner i Pihl (101) uzys-
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98 E. MACHOWICZ, M. SARNECKA-KELLER

kali metodg Kimmel i Smitha aktywng papaine. Autorzy ci twierdzg, ze
aktywacja enzymu nie jest potrzebna do wigzania substratu, a aktywatory
tiolowe nie wptywajg na tworzenie kompleksu ES, lecz przyspieszaja jego
rozktad. Poglad ten zgadza sie z wynikami Sluytermana (110, 112),
ktéry stosujgc jako substrat ester etylowy benzoilo-L-argininy (BAEE)
stwierdzit, ze nie wigze sie on z grupg -SH aktywnego centrum.

Substancje utleniajace cysteine, na przyktad J2 HD 2i czterotionian (50,
101), metale ciezkie (79), jodooctan i jodoacetamid (40, 45, 81, 142), chlo-
rooctan i chloroacetamid (26), bromooctan (142), fluorek fenylometylosul-
fonylu (135), p-chlororteciobenzoesan (PCMB) (39, 40, 101), a takze chlo-
rometyloketon-a-N-tosylo-L-fenyloalaniny (TPCK) (11, 107, 135) oraz chlo-
rometyloketon a-N-tosylo-L-lizyny (TLCK) (135) inaktywujg odwracalnie
papaine. Wedtug Chaikena i Smitha (26, 27) chloroacetamid i chlo-
rooctan blokujg grupe -SH aktywnego centrum, ale krzywe zaleznosci al-
kilacji tej grupy od pH ro6znig sie znacznie. Dla chloroacetamidu krzywa
jest sigmoidalna, dla chlorooctanu dzwonowa. W tym drugim przypadku
prawdopodobnie précz grupy -SH zmienia sie jeszcze inna grupa aktyw-
nego centrum. Bromooctan i jodooctan hamujg papaine w pH 50 nawet
w obecnosci cysteiny (141, 142), blokujgc histydyne w miejscu aktywnym.
Kwasy benzyloksykarbonyloglutaminowy i benzyloksykarbonyloasparagi-
nowy sg inhibitorami papainy, przy czym hamowanie jest odwracalne i nie-
kompetetywne (124). Zwigzki kondensujace z grupami karbonylowymi, jak
fenylohydrazyna, hydroksylamina i semikarbazyd, moga réwniez hamowac
enzym (20, 21, 95). Schechter i Berger (102, 103) okreslili charak-
ter pewnych kompetetywnych inhibitorow peptydowych. Arnon
i Shapira (3, 105) przypuszczajg natomiast, ze papaine hamujg swois-
te dla niej przeciwciata.

Juz w roku 1933 Hellerman iwsp. (51) oraz Bersin i Loge-
mann (23) wysuneli przypuszczenie, ze aktywno$¢ papainy warunkuja
wolne grupy -SH, a Balls i Lineweaver (6) wykazywali niezbed-
nos¢ jednej takiej grupy. Obecnie nie ulega juz watpliwosci, ze grupa -SH
stanowi integralng czes¢ aktywnego centrum papainy (10, 113, 114, 115),
ale spos6b jej blokowania w nieaktywnej papainie oraz mechanizm akty-
wacji enzymu sg nadal dyskusyjne.

Zaproponowana (22) dla nieaktywnej papainy struktura dimeru zwig-
zanego dwusiarczkowo okazata sie niestuszna (45). W ostatnich latach su-
geruje sie rozne struktury nieaktywnej papainy i w konsekwencji odmien-
ne mechanizmy jej aktywacji (schemat 1).

Wedtug Ne*umanna iwsp. (97) grupa -SH aktywnego centrum jest
zwigzana w nieaktywnej papainie z nieznanym ugrupowaniem X przyia-
czonym dodatkowo w innym miejscu tancucha polipeptydowego (schemat
1, A). Tiofosforan sodu aktywujac papaine przytgcza sie do niej odwracal-
nie i w stosunku réwnomolowym, a obliczona z danych kinetycznych en-
talpia reakcji wynosi —9,8 kcal/mol. W zwigzku z tym autorzy sugeruja
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obecno$¢ wysokoenergetycznego wigzania miedzy cysteing aktywnego cen-
trum a podstawnikiem X. Tego rodzaju wigzanie, typu acylotiolu, zapro-
ponowat wczesniej Smith (118).

Bergmann i Ross (20, 21) oraz Morihara (95 twierdza, ze
aktywny tiol jest zwigzany jako wewnetrzny hemitioacetal (schemat 1, B),
za czym przemawia hamowanie papainy przez zwigzki blokujgce grupy
karbonylowe.

Sluyterman (113) przyjmuje, ze grupa -SH aktywnego centrum
jest w nieaktywnej papainie zablokowana niezwigzanym z resztg drobiny
podstawnikiem, ktérym najprawdopodobniej jest cysteina (schemat 1, C).
Autor wykazat, ze kinetyka aktywacji papainy otrzymanej metodg Kim-
mel i Smitha jest identyczna z kinetyka aktywacji syntetycznego dwu-
siarczku papainy i cysteiny.

Ostatnio Klein i Kirsch (77, 78) przedstawili dane potwierdzaja-
ce poglady Sluytermana. Przeprowadzajac aktywacje papainy cyjankiem,
cysteing, borowodorkiem sodu i tiofosforanem (78) nie stwierdzili przyta-
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Schemat 1. Proponowane struktury nieaktywnej papainy i mechanizmu aktywacji
pod wptywem cyjanku (wg 77)
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czania tych substancji do enzymu. Zbadali takze hamowanie papainy, zak-
tywowanej uprzednio cyjankiem, przez odczynniki wigzace grupy karbo-
nylowe i nie stwierdzili przytgczania ich do biatka. Klein i Kirsch (77)
uwazaja, ze dominujacg forma nieaktywnej papainy jest jej mieszany dwu-
siarczek z cysteing, poniewaz podczas redukcji lub nukleofilnego rozbicia
wigzania blokujagcego uwalniaja sie reszty tiolowe enzymu w ilosSci ste-
chiometrycznej do pojawiajacej sie réwnoczesnie cysteiny wolnej lub zwig-
zanej z nukleofilem. Wystepowanie podobnego typu mieszanych dwusiarcz-
kow potaczen wielkoczgsteczkowych z drobnoczgsteczkowymi stwierdzono
uprzednio w nieaktywnej proteazie hemolitycznych streptokokéw (38) oraz
w merkaptoalbuminie ludzkiego osocza (72).

Klein i Kirsch przypuszczaja, ze podczas aktywacji papainy pod
wptywem cyjanku cysteina blokujgca aktywng grupe -SH odszczepia sie
w formie 2-imino-4-karboksylo-tiazolidyny (schemat 1, D). Autorzy zazna-
czajg jednak, ze 2-imino-4-karboksylo-tiazolidyna moze tworzy¢ sie nie
tylko z labilnej cysteiny zwigzanej w aktywnym centrum i ze mieszany
dwusiarczek nie jest prawdopodobnie jedyng postacig nieaktywnej papa-
iny. Wedtug Glazera i Smitha (45 w nieaktywnej papainie grupa
-SH aktywnego centrum wystepuje czesciowo jako reszta kwasu sulfeno-
wego. Fakt, ze nie wszystkie drobiny papainy ulegajg aktywacji (9, 45,
78, 114, 116) moze wynikaé witasnie z r6znego mechanizmu ich zablokowa-
nia. Ostatnio Sluyterman i De Graff (116) stwierdzili, ze pre-
paraty papainy zawierajg zawsze trzy rodzaje drobin: aktywne, nieak-
tywne ale zdolne do aktywacji oraz nieaktywne i niezdolne do aktywacji.
Po rozdzieleniu tych frakcji wykazali réznice w ich widmach fluorescen-
cyjnych.

Shinitzky i Goldman (109) badali zalezno$¢ fluorescencji pa-
painy od pH i stwierdzili, ze aktywacja wiaze sie ze zmianami konforma-
cyjnymi. Wyniki te sg sprzeczne z danymi Sluytermana (112), uzys-
kanymi z pomiarow dyspersji skrecalnosci optycznej w bliskim ultrafio-
lecie. ROwniez badania Barela i Glazera (7) fluorescencyjnych widm
emisyjnych, réznicowych widm w ultrafiolecie oraz dichroizmu kotowego
nie wykazaly zmian konformacyjnych towarzyszgcych aktywacji.

Jak dotad nie znaleziono naturalnego aktywatora papainy. Dikson
i Tappel (32) zwracajg uwage na mozliwg role selenu w procesie akty-
wacji enzymow tiolowych w uktadach biologicznych.

IV. Struktura papainy i zalezno$¢ funkcji od struktury

Smith i wsp. (123) pierwsi oznaczyli sktad aminokwasowy papainy,
a Hill i wsp. (52) wprowadzili do ich wynikéw pewne poprawki.
Thompson (125) wykazat w enzymie jeden tylko tahcuch polipepty-
dowy zakoriczony od N-korica sekwencjg lleu-Pro-Glu-. W pracowni
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E. L. Smitha (67, 68, 80, 83, 84, 85, 86, 93, 125) przeprowadzono dalsze ba-
dania struktury pierwszorzedowej biatka, w ktorych wyniku Leight
i wsp. (82) sformutowali pierwszy prébny model sekwencji 200 reszt ami-
nokwasowych.

Drenth i wsp. (34, 35 przeprowadzili badania rentgenograficzne
krysztatdw papainy i wykazali niestuszno$¢ modelu Leighta i wsp. Autorzy
ci uzupekili sekwencje aminokwasowg biatka fragmentem trzynastoami-
nokwasowym o nieznanym skladzie a umieszczonym pomiedzy Fen3
a Argad modelu pierwotnego. Podang przez nich sekwencje obejmujacg 211
reszt aminokwasowych przedstawia schemat 2, natomiast zaproponowany
model konformacyjny czgsteczki (35) — schemat 3.

tancuch polipeptydowy papainy tworzy dwie, zawierajgce w przybli-
zeniu rowng ilos¢ aminokwasOw czesci czgsteczki oddzielone od siebie szcze-
ling. Oprocz czterech krotkich fragmentow o konformacji a-spirali (po-
miedzy 26—41, 50—56, 64—78, 116—126)* i jednego krétkiego fragmentu
o konformacji @ (163—172)* pozostata czes¢ tancucha polipeptydowego jest
nieregularna. a-Spirala stanowi 20°/0 catoSci taricucha, przy czym dane
rentgenograficzne pokrywajg sie z pomiarami dyspersji skrecalnosci op-
tycznej (36, 113). Aktywne centrum lezy na brzegach szczeliny, Cysbznaj-
duje sie na jednym a His*8 na drugim brzegu, za$ odlegtos¢ miedzy piers-
cieniem imidazolowym i atomem siarki wynosi 4 A.

Nieco zmodyfikowany model konformacyjny krystalicznej papainy po-
daje Perutz (99). I w tym modelu jednak centrum aktywne znajduje
sie w szczelinie, gdzie wystepuje wiele aromatycznych reszt aminokwaséw
odgrywajacych zasadniczg role przy wigzaniu niepolarnych ugrupowan
substratu polipeptydowego.

Ostatnio w pracowni E. L. Smitha (100) potwierdzono sekwencje ami-
nokwasowg papainy podang przez Drentha i wsp. i oznaczono nastepujacg
kolejno$¢ 13 brakujgcych aminokwaséw: Ser-Ala-Wal-Wal-Tre-lleu-Glu-
Gli-lleu-lleu-Liz-lleu-Arg-. Ponadto wykazano, ze pomiedzy Pro7 a Ser®
znajduje sie dodatkowo reszta waliny. Catkowita iloS¢ reszt aminokwaso-
wych w papainie wynosi wiec aktualnie 212. Obecnie rozpoczeto badania
struktury konformacyjnej enzymu w roztworze (131).

W igzania dwusiarczkowe papainy wykazujg rozng trwatos¢ i majg od-
mienne znaczenie dla czynnosci katalitycznej (96). 0,32 M merkaptoetanol
w 8 M moczniku rozktada tylko wigzanie dwusiarczkowe wystepujace na
powierzchni czasteczki (106). Tak zredukowana papaina po alkilacji two-
rzy trojalkilopochodng o takim samym powinowactwie do substratéw jak
natywna papaina. 6 M chlorowodorek guanidyny rozkiada dwa pozostate
wigzania dwusiarczkowe, a otrzymana po alkilacji siedmioalkilopochodna
jest enzymatycznie nieaktywna.

* numeracja reszt wg modelu Drentha, reszta oznaczen kolejnosci aminokwaséw
wg Leighta
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Schemat 3 Model konformacyjny czasteczki papainy wg Drentha i wsp. (35)
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Dwurteciowa pochodna papainy z atomami rteci whudowanymi w cen-
trum aktywne (CysZ) oraz w mostek dwusiarczkowy Cys43-Cysis> jest ak-
tywna w stosunku do szeregu badanych substratéw, ale rézni sie nieco
statymi kinetycznymi od natywnego enzymu (4).

Pewne grupy e-aminowe lizyny nie moga by¢ zastgpione grupami -OH
bez straty aktywnos$ci enzymatycznej (108). Natomiast guanidynacja pa-
painy O-metyloizomocznikiem jak rdwniez acetylacja wiekszo$ci grup
aminowych (29) nie zmienia aktywnos$ci enzymu. KoAcowa grupa aminowa
izoleucyny nie uczestniczy w procesie katalizy (117), co wyraznie rozni
papaine od chymotrypsyny (59). Bez znaczenia dla aktywnosci sg Liz5}
TyrB, Tyrl® Tyri8 (117).

V. Typy reakcji katalizowanych przez papaine

Papaina jest endopeptydaza katalizujgcg hydrolize typowych wigzah
peptydowych oraz amidowych. Optimum pH dla substratow nie majacych
wolnej grupy karboksylowej jest bliskie 6,0, dla tych, ktore zawieraja ta-
ka grupe, wynosi 4,0 (69). Papaina wywotuje bardziej rozlegty degradacje
substratow biatkowych niz znane proteazy (120). Byta pierwszg poznang
proteazg zdolng do hydrolizy syntetycznego substratu (137), a jej swoisto$¢
jest mniejsza niz innych proteaz pochodzenia zwierzecego. Oprocz typo-
wych substratow dla trypsyny (na przyktad amidu benzoilo-L-argininy)
(BAA), pepsyny (benzyloksykarbonylo-L-glutamylotyrozyny), chymotryp-
syny (np. amidu acetylo-L-tyrozyny) papaina trawi jeszcze szereg innych
substratéw (120). Hydrolizuje ona na przyktad amid benzoilo-L-homoargi-
niny z szybkoscig rowng 75'% szybkos$ci dla BAA (108), podczas gdy tryp-
syna nie jest zdolna do hydrolizy tego zwigzku.

Papaina wykazuje stereochemiczng specyficzno$¢ w stosunku do form
L-substratéw (30, 31, 129). Wedtug Bergmana i wsp. (17, 18, 19) naj-
bardziej odpowiednie substraty dla papainy majg po jednej stronie roz-
ktadanego wigzania silnie kationowg grupe, na przyktad reszte arginylowg
lub lizynowa. Z nich najszybciej rozktadany jest BAA. Cohen i Petra
(28) nie potwierdzili jednak niezbednosci kationowej grupy w substracie,
natomiast przypuszczajg, ze substrat musi mie¢ okre$long strukture prze-
strzenng. Ester metylowy benzoilo-L-cytruliny (BCME), izosteryczny z es-
trem etylowym benzoilo-L-argininy (BAEE), ale nie majgcy tadunku do-
datniego, jest lepszym substratem dla papainy niz BAEE, natomiast jest
zupetnie nieodpowiednim substratem dla trypsyny. Sluyterman (110,
111) poréwnujac hydrolize BAEE i estru etylowego benzoiloglicyny (BGEE)
stwierdzit, ze boczny tancuch BAEE nie ma wptywu na wigzanie substra-
tu z enzymem. Porownanie hydrolizy kwasu benzyloksykarbonylo-izoglu-
taminowego i benzyloksykarbonylo-L-izoglutaminy (CIG) wykazato, ze CIG
jest lepszym substratem dla papainy. Zgadza sie to z pogladem, ze zjoni-
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zowana grupa Yy-karboksylowa hamuje wigzanie enzymu z substratem
(120). Niezdolno$¢ papainy do hydrolizowania w pH 4,0 wigzan peptydo-
wych utworzonych z udziatem kwasu glutaminowego ma znaczenie w ba-
daniu sekwencji peptydéw (53).

Pewne zwigzki, zwane kosubstratami, umozliwiajg czesto hydrolize syn-
tetycznych substratow przez papaine. Tak dzialaja rozmaite peptydy, na
przyktad produkty rozkiadu albuminy konskiej (64), ktére tworza przejs-
ciowe potgczenia z substratem i utatwiajg proces katalizy (120). Przypusz-
cza sie, ze kosubstraty tworza sie takze podczas enzymatycznej hydrolizy
biatek i mogg modyfikowa¢ swoisto$¢ enzymu.

Papaina wykazuje, podobnie jak trypsyna i chymotrypsyna, dziatanie
esterazowe (17), przy czym Johnston (65) stwierdzit, ze enzym rozkta-
da takze estry tiolowe. Autor poréwnat wzgledne szybkosci hydrolizy
w pH 5,0 estru etylowego kwasu hipurowego (HA) oraz estru tioetylowego
kwasu hipurowego i wykazat, ze ester tiolowy jest hydrolizowany okoto
7 razy szybciej niz ester tlenowy i okoto 21 razy szybciej niz amid. W pH
5,0 ester tiolowy dziata jako czynnik aktywujacy enzym.

Papaina wykazuje takze aktywnos$¢ transferazowga (66). Moze katalizo-
wacé reakcje transpeptydacji i transamidynacji, w czym jest aktywniejsza
od trypsyny (37). Pierwszym dowodem syntezy wiazania peptydowego pod
wpltywem papainy byto otrzymanie przez Bergmana i Fraenkel-
Conrata (18) anilidu benzyloksykarbonyloglicyny w wyniku inkubacji
benzyloksykarbonyloglicyny i aniliny z aktywnym lateksem w 40° i w pH
4,6. W reakcjach syntezy katalizowanych przez papaine grupa -NH2ami-
nokwasu musi by¢ zacylowana, gdyz wolne aminokwasy nie kondensujg
z aniling ani fenylohydrazyng. Swoisto$¢ nieoczyszczonych preparatow pa-
painy w stosunku do N-acylowej reszty nie jest ograniczona i przy udziale
tego enzymu wszystkie aminokwasy oprécz Arg, Pro, Liz, His, Asp-NH2
Glu-NH2i Cys tworzg anilidy. Badania z N- i C-metylowymi pochodnymi
acyloglicyn (42) oraz analogami i izosterami kwasu hipurowego (76) usta-
lity, ze minimalnym niezbednym fragmentem strukturalnym w substracie
acyloaminowym jest reszta karbonylowa lub sulfonylowa.

Wiele aromatycznych amin moze uczestniczy¢ w syntezie wigzania ami-
dowego, przy czym i w tym wypadku enzym nie wykazuje selektywnosci.
Obok aniliny substratami mogg by¢ jej pochodne z podstawnikami w piers-
cieniu (75) a takze hydrazyna i jej pochodne (1, 2).

Swoisto$¢ nieoczyszczonych preparatow papainy w reakcjach syntezy
nie jest absolutna wzgledem form L-aminokwaséw (8, 16), ale w pewnych
przypadkach enzym stosowano do rozdziatu antypoddw optycznych (46).
Abernethy i wsp. (1) podali przyktady otrzymywania produktéow ra-
cemicznych. Wykazali réwniez, ze ficyna moze czasem z powodzeniem za-
stagpi¢ papaine (2). Steryczne ograniczenia w stosunku do substratow
uczestniczacych w reakcjach syntezy badali Fox i wsp. (42), natomiast
Carty i Kirschenbaum (25) stwierdzili, Zze chymopapaina jest bar-
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dziej aktywna w reakcjach syntezy od papainy. Stosujac jako substrat
BAA w reakcji hydrolizy oraz aniline i kwas hipurowy jako produkty
wyjsciowe do syntezy, autorzy wykazali, ze papaina jest ponad 1000 razy
aktywniejsza w procesie hydrolizy niz syntezy.

V1. Aktywne centrum papainy i mechanizm dziatania w reakcjach
hydrolizy

Charakter chemiczny aktywatoréw i inhibitorow papainy oraz hamo-
wanie enzymu w wyniku karboksymetylacji jednej grupy -SH (6, 11, 81)
potwierdzity niezbedno$¢ reszty cysternowej Cysbd w aktywnym centrum
(82). Z badan kinetyki hydrolizy réznych syntetycznych substratéw uzys-
kano dane o mechanizmie dziatania papainy oraz o rodzaju innych grup
uczestniczacych bezposrednio w czynnos$ci ezymatycznej.

Pierwsze badania Kkinetyczne przeprowadzili Stockell i Smith
(124) dla substratu BAA. Autorzy przyjeli dwustopniowy mechanizm reak-
cji zgodny z ogélnym réwnaniem Michaelisa i Mentena:

E+S ’\lE SMNE + P skad Km= k°t —ii w ktorym k_1
**H
z uwagi na bardzo niskg warto$¢ jest praktycznie bez znaczenia.

Autorzy analizowali w r6znych temperaturach k+ jako funkcje pH
i wykazali, ze pierwszy etap reakcji wymaga obecnosci w aktywnym cen-
trum dwdch grup uczestniczagcych w reakcji prototropowej. Sg nimi przy-
puszczalnie zjonizowana grupa karboksylowa i niezjonizowana grupa -SH.
Stockell i Smith (124) zaproponowali mechanizm reakcji hydrolizy
przyjmujacy tworzenie estru tiolowego w kompleksie ES. Ten etap, wig-
zacy sie z tworzeniem wigzania kowalencyjnego, ogranicza — ich zda-
niem — szybko$¢ katalizy. Autorzy podkreslajg jednak, ze dla wytluma-
czenia stereochemicznej swoistosci enzymu konieczne jest przyjecie trzy-
punktowego zetkniecia enzymu z substratem. Tego typu odziatywanie
stwierdzili Abernethy i wsp. (1) w reakcjach przeniesienia przy syn-
tezie.

Smith i wsp. (119, 122) przeprowadzili dalsze badania kinetyki dla
BAEE, HA, amidu benzyloksykarbonylo-L-histydyny (CHA) oraz benzyl-
oksylarbonylo-glicyloglicyny (CGG). Wykresy zaleznosci kj od pH dla
BAEE, CHA i HA daty pokrywajace sie krzywe dzwonowe. Z nich obli-
czono, ze w czynnosci enzymatycznej uczestniczg dwie zjonizowane grupy
0 wartosci pK 4,30, niezaleznej od temperatury i o pK 8,02 (dla 37°) zalez-
nej od temperatury. Pierwszg zidentyfikowano jako grupe oo-karboksylowg
kwasu asparaginowego lub glutaminowego, druga jako grupe tiolowg (118).
Ze zbadanych przez Smitha i wsp. (119, 122) zaleznosci pomiedzy k+
1kOwynikatoby, ze ta sama grupa karboksylowa uczestniczy w tworzeniu
jak i w rozktadzie kompleksu ES.
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Smith (118) uzupetnit zaproponowany uprzednio schemat uzasadnia-
jac, ze obie czynne katalitycznie grupy (-COOH i -SH) sg zwigzane w ak-
tywnej papainie wysokoenergetycznym wigzaniem tioestrowym. Reakcja
hydrolizy substratu przebiega zgodnie ze schematem 4.

enzym ] [enlv“j [enzym ]
- oo S=C
S k4 3 Ko i
Qi R T O
+ +HO0 + NH: -
R—(I:—NHz RCOO™
o

Schemat 4. Mechanizm hydrolizy amidu acylo-aminokwasu wg Smitha (118)

Udziat jonébw wody w pierwszym etapie reakcji potwierdzono przy
uzyciu DD, ktora spowodowata zmiane wartosci kx (118, 124).

Grupa tiolowa Cysdw przeciwienstwie do grupy -SH wolnej cysteiny
nie reaguje z nitroprusydkiem (6), natomiast wigze cyjanian 3000 razy
szybciej (115). Sanner i Pihl (101) oraz Wollenfels i Eisele
(130) wykazali, ze grupa ta jest bardziej reaktywna od wielu grup tiolo-
wych w biatkach i prostych potgczeniach, ale nie potwierdzili wystepowa-
nia wewnetrznego wigzania tioestrowego. Wigzanie wodorowe pomiedzy
acylem i grupa -SH enzymu jest mato prawdopodobne, gdyz wykluczono
jego obecnos¢ w ficynie (58).

Lowe i Williams (89) badali absorpcje w ultrafiolecie tionohipu-
rylopapainy i uzyskali bezposredni dowod na tworzenie acyloenzymu w wy-
niku przytgczania substratu do grupy -SH aktywnego centrum zaréwno
papainy jak i ficyny (90). Powstawanie acyloenzymu potwierdzono dalszy-
mi badaniami spektrofotometrycznymi (10, 24), badaniami kinetyki reakcji
(11, 60, 74) oraz izotopowo (47). Istnienie acylowego zwigzku posredniego
wykazano takze w reakcjach hydrolizy katalizowanych przez proteazy se-
rynowe (12, 13, 14, 15). Wolthers i Kalk (138) wysuneli przypuszcze-
nie, ze acylopapaina jest rowniez posrednikiem w wigzaniu kompetetyw-
nych inhibitorow.

Sluyterman (110) badat kinetyke hydrolizy BGEE i potwierdzit
udzial w czynnosci enzymatycznej dwoch grup o pK 4,0 i 80. Pierwszg
zidentyfikowat, zgodnie z poprzednimi danymi, jako grupe -COOH, drugg
natomiast okreslit alternatywnie jako -SH lub reszte imidazolowa. Lowe
i Williams (91) przypuszczajac, ze nukleofilowy pierscien imidazolowy
histydyny warunkuje deacylacje acylopapainy, zaproponowali mechanizm
dziatania papainy w reakcjach hydrolizy N-acyloaminokwasowych pochod-
nych (92) (schemat 5).

Shaw iwsp. (107) sadza, ze pod tym wzgledem papaina zachowuje sie
identycznie jak trypsyna. Whitaker i Bender (134), badajgc kine-
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tyke hydrolizy BAEE i BAA w szerszym niz poprzednio zakresie pH za-
proponowali nastepujgcy tréjstopniowy mechanizm reakcji:
3

K+i k2 k
E+ S ES->ES’—=mE + P2gdzie ES jest kompleksem enzymu z substra-

k., *

- Pi

tem, ES’— acyloenzymem, Pi— alkoholowg lub aminowg czescig substra-
tu, P2— kwasowga czeScig substratu, przy czym kka —kx3Ik2+ k3 Km=
= kXs/k2+ k3 Ks = k—j/k+j. Dla substratu estrowego i amidowego kkat sg
w przyblizeniu jednakowe i obie sg okreslone przez k3i k2 Acylacja jest
jednak etapem ograniczajgcym gtownie hydrolize amidu, deacylacja —
estru. Mimo stwierdzonego podobienstwa witasnosci fizyko-chemicznych
(120) oraz sekwencji aminokwasowej wokét aktywnego centrum papainy
i ficyny (82, 139), kinetyczne dane dla tych enzymoéw nie sg jednakowe.
| tak Hollaway (57) stwierdzit, ze deacylacja nie ogranicza szybkosci

H/ H C
kﬂ d %
— —— . ]
H k_1 H
| N
g ( Q #
VA S 2 £
RCOOH = i % :
szybko h2o szybko szybko
. 4
W
/i /S R A
i H ;;é— XH

Schemat 5. Mechanizm hydrolizy amidu acylo-aminokwasu wg Lowe i William -
sa (92
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hydrolizy BAEE przez ficyne, a Whitaker (132, 133) wykazal, ze wias-
nie etap acylacji warunkuje hydrolize.

Wedlug Whitakera i Bendera (134) mechanizmy dziatania pro-
teaz tiolowych i hydroksylowych sg identyczne. Poglad ten potwierdzajg
Bender i Brubacher (11) oraz Husain i Lowe (61). Whit-
aker i Perez-Villasenor (135 stwierdzili jednak, ze chlorome-
tyloketon a-N-tosylo-L-fenyloalaniny (TPCK) i chlorometyloketon a-N-to-
sylo-L-lizyny (TLCK) reaguja wybiérczo z grupa -SH Cysd w papainie,
podczas gdy w chymotrypsynie (104) i trypsynie (107) blokujg histydyne
aktywnego centrum.

Mechanizm dziatania papainy w reakcjach hydrolizy nie jest zatem cal-
kowicie wyjasniony. Cohen i Petra (28) zastosowali do badan BCME,
substrat neutralny i izosteryczny do BAEE, i podali kinetyczny dowdd na
zaleznos¢ kkat i k3od grupy o pK 7,0. Fakt ten interpretujg jako tworzenie
sie drugiej aktywnej formy acyloenzymu przypuszczalnie z udziatem imi-
dazolu histydyny. Wynikow tych nie potwierdzili Williams i Whit-
aker (136).

Husain i Lowe (61, 63) wykazali udziat histydyny w aktywnym
centrum papainy i probujg nawet interpretowa¢ mechanizm katalizy bez
uczestnictwa grupy karboksylowej. Stosujac jako inhibitor 1,3-dwubro-
mo(21C)aceton, autorzy wykazali ze odlegto$¢ miedzy grupg -SH Cysba Nx
pierscienia imidazolowego wynosi okoto 5 A, co zgadza sie z wynikami rent-
genograficznych badah Drentha i wsp. (35). Przypuszczajg zatem, ze
miedzy grupa tiolowa a resztg imidazolowa ustala sie réwnowaga proto-
tropowa.

Selektywna alkilacja Nximidazolu wskazuje na ograniczong orientacje
pierscienia wzgledem -SH CysZA co wywotuje stereochemiczng wybiorczosé
wobec asymetrycznych substratow czy inhibitoréw (130).

Husain i Lowe (62) ustalili, ze imidazol uczestniczagcy w aktyw-
nym centrum nalezy do His1B Zgadza sie to z modelem konformacyjnym
papainy podanym przez Drentha i wsp. (35). Przypuszcza sie takze, ze
Try1B odgrywa role w procesie katalizy (109), gdyz odlegtos¢ pomiedzy
Hisl®i Try1B pozwala na wzajemne oddziatywanie tych ugrupowan. Row-
niez GIuNH2is, Aspl® i Aspl® bedgcew odlagtosci okoto 10A od grupy
-SH Cys® moga bra¢ udzial w wigzaniu substratu.

Schechter i Berger (102) zaproponowali model aktywnego cen-
trum papainy przedstawiony na schemacie 6.

Centrum aktywne jest obszerne, dtugosci koto 25 A i wyrdznia sie w nim
siedem podcentrow, z ktorych kazde miesci jedng reszte aminokwasowg
substratu. Podcentrum S2oddziatywuje swoiscie z resztami fenyloalaniny.
Obecno$¢ Fen w pozycji 3 lub dalszej od C-konhca peptydu zwieksza jego
podatno$é na hydrolize. Fenyloalanina kieruje atak enzymu na drugie po-
przedzajace jag od C-konca wigzanie. Peptydy zawierajgce Fen jako druga
reszte od C-konca sg silnymi kompetytywnymi inhibitorami papainy, gdyz



110 E. MACHOWICZ, M. SARNECKA-KELLER [16]

zajmujg cze$¢ aktywnego centrum (SiS2itd.) w taki sam sposdb jak sub-
straty. Sg to np. peptydy: Ala-Ala-Fen-Ala, Ala-Ala-Fen-Liz, Ala-Fen-Ala,
Ala-Fen-Liz.

Whitaker (133) przyjmuje mozliwos¢ indukowanych przez substrat
zmian konformacyjnych w obrebie aktywnego centrum.

Doniesienia Hilla i Smitha (55, 56) jakoby 76-cio aminokwasowy
fragment tafncucha papainy wykazywat aktywno$¢ proteolityczng okazatly
sie niestuszne i zostaty sprostowane przez Fratera i wsp. (43).

25 A 25 A
1 2 3 4 5 &6 1 2 3 4 5 6

h2n p3 p2 R R A P

s4 s3 sz Si si SO S3 S4 $3 S2 i Si S2 S
C

Schemat 6. Model aktywnego centrum papainy wg Schechtera i Bergera (102

V1. Uwagi konicowe

Aktywne centrum papainy oraz jej mechanizm dziatania nie sa doktad-
nie poznane, mimo ze enzym jest najbardziej wszechstronnie zbadang pro-
teazg roslinna.

Nie jest wyjasnione znaczenie fizjologiczne tak duzej ilosci papainy lub
podobnych proteaz w gatunkach roslin nalezacych do r6znych rodzin. Po-
dobng aktywnosé enzymatyczng stwierdzono w sferosomach pewnych ko-
morek roslinnych i sg pewne dowody na udziat ich w trawieniu wewnatrz-
komdrkowym (98). Otwarte jest jednak zagadnienie, czy sferosomy wyste-
puja w komérkach zawierajacych lateks i czy obecne w nim proteazy
tiolowe sg zwigzane z tymi strukturami przynajmniej w poczatkowych
stadiach rozwoju tych komorek. Obecnosé natomiast proteaz w lateksie po-
zostajgcym w zetknieciu z cytoplazmg wymaga jakiego$ mechanizmu ha-
mujgcego. Nie jest wykluczone, ze naturalnymi inhibitorami mogg byc¢
kompetetywnie dziatajagce peptydy, czy fragmenty tancuchow polipepty-
dowych o okre$lonej sekwencji i strukturze przestrzennej, podobne do syn-
tetycznych, badanych przez Schechtera i Bergera (102, 103).

Zagadnienie powyzsze wigze sie z og6lnym mechanizmem regulujagcym
czynno$¢ enzymatyczng wewnatrzkomorkowych proteaz tiolowych, rowniez
pochodzenia zwierzecego. Papaina moze stanowi¢ enzym modelowy do ba-
dan w tym zakresie, szczeg6lnie wobec wykazanych juz podobienstw do in-
nych proteaz tkankowych nawet pochodzenia zwierzecego. Gerwin (44)
stwierdzit na przykiad, ze w proteazie grupy A streptokokdw, podobnie
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jak w papainie, grupa -SH aktywnego centrum jest 50—100 razy bardziej
reaktywna od grupy -SH glutationu, a krzywa zaleznosci k2 od pH jest
sigmoidalna, gdy czynnikiem alkilujgcym jest chloroacetamid, natomiast
jest krzywg dzwonowg w przypadku zastosowania wolnego kwasu. Hay a-
shi iwsp. (48, 49, 126, 128) badajagc uwalnianie pewnej proteazy w kultu-
rach monocytéw tkankowych zaobserwowali regulowanie jej aktywnosci
przez tkankowy inhibitor polipeptydowy, ktéry hamuje réwniez papaing,
a nie wplywa zupetnie na czynnos$¢ a-chymotrypsyny i trypsyny. Fossum
i Whitaker (41) wyizolowali i czeSciowo oczyscili z biatka jaja inhibi-
tor peptydowy o masie 12 700, ktéry nie hamuje trypsyny i chymotrypsy-
ny, a hamuje papaine i ficyne.

Interesujace sg réwniez poréwnania budowy proteaz przeprowadzone
przez L ow e’a (88), z ktérych wynika, ze czesto dwie proteazy, roslinna
i zwierzeca (np. papaina i trypsyna) wykazujg wieksze podobienstwo niz
dwie proteazy pochodzenia roslinnego (np. papaina i chymopapaina) (127).
W zwigzku z tym moznaby przypuszczac, ze te roslinne i zwierzece enzymy
proteolityczne pochodzg od wspd6lnej pierwotnej proteazy, lub tez, ze ich
podobienstwo strukturalne jest wynikiem selekcji w kierunku utworzenia
czynnej enzymatycznie sekwencji zwigzanej z takg sama funkcja.
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JEREMIASZ TOMASZEWSKI *

Hydroksylaza proliny protokolagenu

Protocollagen Proline Hydroxylase

The sources, activity and biochemical properties of protocollagen proline hydro-
xylase are reviewed.

Enzymatyczna hydroksylacja proliny jest Zrodiem hydroksyproliny
w kolagenie (60, 63), a prawdopodobnie i w innych biatkach zawieraja-
cych ten aminokwas (2, 5, 58). Liczne badania poswiecone gtéwnie wyjas-
nieniu biosyntezy kolagenu, dostarczyty wielu danych o naturze i wiasci-
wosciach enzymu katalizujgcego hydroksylacje. Dla jego okreSlenia przy-
jeta sie, wprowadzona przez Kivirikko i Prockopa (34) nazwa
»hydroksylaza proliny protokolagenu” (ang. Protocollagen Proline Hydro-
xylase, PPH), wywodzaca sie z faktu, ze naturalnym substratem tego enzy-
mu sg polipeptydowe prekursory kolagenu o duzej zawartosci proliny.

I. Lokalizacja i aktywno$é PPH w tkankach

Istotny postep w badaniach nad PPH wniosty metody pozwalajgce na
okreslanie aktywnos$ci enzymu w materiale biologicznym. W roku 1965
Prockop i Juva (47) oraz Hurych i Chvapil (19), inkubujgc
tkanki embrionalne w obecnosci 2 2 ~dwupirydylu, otrzymali prekursor ko-
lagenu o duzej zawartosci proliny, a nie zawierajacy hydroksyproliny. In-
kubujgc oczyszczony prekursor z supernatantem wyciggu tkankowego
15000 g, mozna byto oznaczy¢ szybko$¢ tworzenia hydroksyproliny, pro-
porcjonalng do aktywnosci enzymu w tkance. Obecnie stosowane metody
oznaczania podzieli¢ mozna na dwie grupy:

a) polegajagce na oznaczaniu szybkosci hydroksylacji proliny znakowanej
UC w naturalnym lub syntetycznym substracie (31, 33), b) opierajgce sie
na oznaczaniu radioaktywnosci wody powstatej w czasie hydroksylacji pro-

liny znakowanej trytem na weglu 3 i 4 w polipeptydowym substracie (22,
23).

* dr. O$rodek Naukowo-Badawczy, Akademia Medyczna, Lublin
Wykaz stosowanych skrotéw: PPH — hydroksylaza proliny protokolagenu



116 J. TOMASZEWSKI 2]

W pierwszej grupie metod, po przeprowadzeniu inkubacji odpowied-
nio przygotowanego wyciggu tkankowego z oczyszczonym substratem
w obecnosci kofaktoréw (34), oznacza sie 14C-hydroksyproling w hydrolizo-
wanych produktach reakcji. W drugiej grupie, po podobnie przeprowadzo-
nej inkubacji, stragca sie biatka, a wode znakowang trytem oddestylowuje
pod préznig i oznacza jej aktywnos¢.

Istniejaca dotychczas dowolno$¢ w stosowanych parametrach reakcji
enzymatycznej i sposobie wyrazania aktywno$ci PPH utrudnia w pewnym
stopniu interpretacje wynikéw réznych autoré6w. Mimo to wiemy juz dzi-
siaj sporo na temat rozmieszczenia tego enzymu w wielu tkankach i na-
rzadach.

PPH jest enzymem wewngatrzkomdrkowym, szeroko, jak sie wydaje,
rozpowszechnionym w S$wiecie zwierzecym. Jego obecno$é stwierdzono
w tkankach kregowcow i bezkregowcow (10, 16, 24, 27, 41, 57). Szczegblnie
wysoka aktywno$é PPH wykazujag tkanki embrionalne (25, 40) oraz tkanki
0 duzej aktywnos$ci metabolicznej, na przyktad gojacych sie ran (39), ziar-
niniaka (25, 56) i niektérych innych tkanek nowotworowych (53). W obre-
bie gatunku aktywno$¢ PPH rdéznych tkanek jest rézna (9, 15) i prawdo-
podobnie zwigzana z nasileniem syntezy kolagenu (tablica 1).

Tablica 1

Aktywnos¢ PPH w roéznych tkankach 14-dniowych
embrionéw kurzych, mierzona metodg inkubacji z sub-
stratem znakowanym 14C proling wedtug H a Ime (15)

Aktywnos¢ PPH

Tkanka . . .
w imp. /min/mg biatka
Kosci 989
Skéra 811
Ptuca 521
Serce 412
Nerki 367
Watroba 240

W badaniach na zwierzetach (26, 36) stwierdzono, ze aktywno$¢ PPH,
wysoka u osobnikow mitodych, szybko spada w okresie dojrzewania, po
czym wykazuje nieznaczng tendencje spadkowg réwnolegtg z wiekiem.

Wedtug Goldberga i Greena (11) PPH jest obecna we wszyst-
kich komérkach zdolnych w mniejszym lub wiekszym stopniu do syntezy
kolagenu. Autorzy ci (12), badajac fibroblasty i komorki hepatoma linii
HJI EC2 stwierdzili w tych ostatnich tylko sze$ciokrotnie nizszg aktywnos$¢
PPH, przy niemal zupetnym braku syntezy kolagenu. Wyniki te przema-
wiatyby za brakiem korelacji miedzy aktywnoscig enzymu a nasileniem
syntezy kolagenu. Z drugiej strony istnieja doniesienia 0 wyraznym zwig-
zku tych dwoch procesow, sugerujgce, ze synteza obu biatek jest sprze-
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zona na zasadzie indukcji lub kontrolowana przez genetycznie wspolny
operon.

Réznice aktywnosci PPH w réznych okresach zycia komérki byty przed-
miotem badan Mussini’ego i wsp. (39). Porownujac aktywno$é¢ PPH
i szybkos¢ syntezy kolagenu w tkankach gojacych sie ran u szczura, stwier-
dzili oni wzrost aktywnosci enzymu zbiezny z przejsciem fibroblastéw
z fazy podziatlowej w sekrecyjno-stacjonarng. Poniewaz wzrost aktywnosci
enzymu poprzedza pojawienie sie w tkankach kolagenu, autorzy przy-
puszczajg, ze enzym moze odgrywac role regulatora syntezy kolagenu. Ba-
dania hodowli komérkowych przeprowadzone ostatnio w pracowni Uden-
frienda (7, 14) wykazaly, ze synteza tancuchéw polipeptydowych pro-
tokolagenu przebiegata w czasie szybkiego wzrostu komorki, réwnolegle
z nasilong syntezg biatek. Natomiast aktywnosé PPH wzrasta 3 do 10 razy
dopiero pod koniec fazy wstepnej, juz po nagromadzeniu w komdrce bo-
gatego w proline substratu. Poniewaz wzrost aktywnosci przypada na faze
obnizonej syntezy biatek komérkowych, mozna przypuszczaé, ze nie jest
on zwigzany z syntezg PPH de novo, a raczej z uczynnianiem istniejgcego
wczesniej proenzymu. Istniejg przypuszczenia, ze role takg moze spetniaé
»zageszczenie” komoarki, lub przesuniecie pH w kierunku kwasnym (7),
jednak mechanizm aktywacji PPH in vivo nie zostal dotychczas wyja-
$niony.

Przypuszcza sie, ze PPH zlokalizowana jest w mikrosomach (1, 44, 45).
Woprawdzie w homogenatach komdérkowych 80 do 95'% aktywnosci PPH
mozna odzyska¢ w supernatancie 150 000 g, (10, 27, 32, 42), nie wyklucza
to jednak luznych zwigzkéw enzymu z strukturami mikrosomow w nie-
uszkodzonej komorce.

Postep w badaniach nad PPH rzuca pewne $wiatto na zmiany aktyw-
nosci tego enzymu w niektérych stanach fizjologicznych i patologicznych.
Stwierdzono znamienny wzrost aktywnosci PPH w tkance macicy w cigzy
i okresie poporodowym (16), w punktach skdry u wiekszosci pacjentow
ze sklerodermig (59, 61), w aterosklerotycznie zmienionych aortach krélika
(36) oraz w niektorych tkankach nowotworowych (53). Ostatnio ukazaty
sie prace dotyczace obecnosci PPH w surowicy krwi. Okazuje sie, ze po-
dobnie jak inne enzymy tkankowe, PPH uwalniana jest w niewielkim
stopniu do krwiobiegu. Kilkakrotnie podwyzszone wartosci znaleziono w su-
rowicy myszy z transplantowanym guzem linii sarkoma (53). Stein
i wsp. (55), stosujgce metode Huttona i wsp. (22), oznaczali aktywno$¢
PPH w surowicy krwi u ludzi zdrowych i w stanach patologicznych (ta-
blica 2).

Nie zaobserwowano istotnych zmian aktywnos$ci PPH w chorobach
tkanki tgcznej. Jest interesujgce, ze najwyrazniejszy wzrost aktywnosci
ma miejsce w przypadkach nowotworu lub uszkodzenia tkanki watroby,
narzadu stosunkowo ubogiego w tkanke taczng. Zrédta i mechanizmy uwal-
niania PPH do krwi nie sg znane i wymagajg dalszych badan.
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Tablica 2
Aktywnos$¢ PPH surowicy w niektdrych chorobach u ludzi wedtug Steina
i wsp. (55)
Liczba AI/(tywn_os'é
przypadkow ' Srednia Zakres
w imp/ml/godz

Zdrowi 20 323 700—150
Choroby nowotworowe

Hepatoma 3 3736 4412—2820

Biataczka limfatyczna 15 623 2046—150

Rak a) zlokalizowany 7 330 408—207

b) przerzutowy 5 584 1337—207

Choroby watroby

Ostre zapalenie watroby 4 963 1617—219

Zapalenie przewlekte 2 312 357—268

Marskos$¢ watroby e 2 744 1085—404
Choroby tkanki tgcznej

Twardzina skory 17 344 600—167

Gosciec przewlekly postepujacy 5 3n 529—185

Zapalenie wielostawowe 2 322 357—286
Inne choroby

Nadci$nienie 10 356 774—116

Il. Oczyszczanie i wiasnosci fizyko-chemiczne PPH

Czesciowo oczyszczone preparaty PPH otrzymano z embrionéw kurzych
(17, 23, 32, 33) oraz ze skéry nowonarodzonych szczuréw (50). Ostatnio opi-
sano dwie podobne metody (18, 52), pozwalajgce na otrzymanie enzymu
0 czystosci okoto 90%, Poréwnanie tych metod przedstawiono na schema-
cle 1.

W obu przypadkach otrzymano preparaty o aktywnosci okoto 3 |xg hy-
droksyprotiny/mg biatka enzymatycznego/godzine, homogenne w ultrawi-
rowaniu i wykazujgce tylko nieznaczne zanieczyszczenia w elektroforezie
na zelu poliakrylamidowym.

PPH jest biatkiem cieptochwiejnym, jednak w temperaturze od -20
do 0°C moze byé przechowywana przez miesigc z zachowaniem okoto 80°/0
aktywnos$ci. Przed utratg aktywno$ci w czasie oczyszczania zabezpiecza
obecnos¢ glicyny w buforze o pH okoto s (18), a takze dodatek albuminy.
Ciezar czasteczkowy PPH oznaczali Halme i wsp. (18). Metodg saczenia
molekularnego uzyskali warto$ci rzedu 300 000, natomiast w ultrawirowa-
niu o potowe nizsze. R6znica ta moze byé spowodowana albo bardzo wy-
sokg asymetrig czasteczki PPH, albo wyzszym stopniem spolimeryzowania
enzymu w warunkach saczenia na zelu. Rhoads iwsp. (25) dziatajgc do-
decylanem sodu i dwumerkaptoetanolem, uzyskali rozdziat PPH na dwie
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Schemat 1. Metody oczyszczania PPH z embrionéw kurzych i skéry miodych szczuréw

a) wg. Halmego iwsp. (18)

b) wg Rhoadsa i Udenfrienda (52)

=
[ 13-dniowe embriony kurze

[
| Skéra 1-dniowych szczuréw

|
homogenizacja w 0,01 M KCl, wirowanie

I

|
homogenizacja w 0,05 M kakodylanie sodu,
wirowanie.

f Biatka rozpuszczalne

|
frakcjonowanie 30—60% siarczanem amonu,

rozpuszczanie i dializa wobec buforu Tris pH
7,8 |

l| Bialtka rozpuszczalne
; : S

wytrgcanie 60% siarczanem amonu, rozpusz-
czenie w buforze kakodylanowym pH 7, wiro-

wanie 90 minut w 96 000 ¢
|

Dializat

|
frakcjonowanie na hydroksyaparacie, bufor

fosf.-glicynowy I

|

‘ Supernatant

|
frakcjonowanie 28—529, siarczanem amonu.

rozpuszczenie i dializa
|

' Frakcja PPH

|
chromatografia na DEAE-celulozie
|

! Frakcja PPH

|
L

Frakcja PPH ’

|
chromatografia na DEAE-Sephadex
|

Frakcja PPH

|
zageszczanie ultrasgczeniem sgczenie na Bio-
gel A-1,5 bufor Tris-glicynowy pH 7,8

I
stracanie 60% siarczanem amonu, ekstrakcja

osadu roztworami siarczanu amonu, stracanie
frakcji aktywnej i rozpuszczanie
|

PPH oczyszczona

Frakcja PPH

|
sgczenie na Sephadex G-200

PPH oczyszczona

podjednostki o bardzo zblizonej ruchliwosci elektroforetycznej i ciezarze
okoto 65 000. Wedtug tych autorow natywny enzym mogtby by¢ dimerem

0 masie okoto 130 000.

Ostatnio ciekawe badania przeprowadzili w pracowni Prockopa Olsen
1wsp. (43). Badajgc strukture czasteczki PPH w mikroskopie elektrono-
wym wykazali, ze przyjmuje ona posta¢ ptaskiego pierScienia, niekiedy
0 obrysie heksagonalnym i wymiarach 100X30—35 A. Czasteczki te, o cie-
zarze okoto 200 000, asocjujg tworzac dimery, a gtdwnie tetramery w for-
mie walca o wymiarach 100X140 A i ciezarze czasteczkowym okoto 800 ooo.
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Zagadnienie czy pojedynczy pierscien zbudowany jest z mniejszych
podjednostek pozostaje sprawg otwartg.

Badania sktadu aminokwasowego PPH (tablica 3) wykazaty, zZe jest
ona biatkiem o charakterze kwasnym i z przewaga kwasu asparaginowego
i glutaminowego. Aminokwasy siarkowe odgrywaja prawdopodobnie istotng
role w aktywnos$ci enzymatycznej, a by¢ moze takze w konfiguracji prze-
strzennej czasteczki. Liczby wolnych grup -SH dotychczas nie oznaczono.

Tablica 3

Sktad aminokwasowy PPH izolowanej z embrionéw kurzych i skdry mtodych szczuréw

Reszt na 1000

Aminokwas PPH embrionéw  PPH skéry
wg (18) wg (52)
Kwas asparaginowy 95 107
Treonina 50 57
Seryna 100 66
Kwas glutaminowy 180 149
Prolina 35 50
Glicyna 100 69
Alanina 5 83
Walina 50 63
1/2 Cystyna nie 0znaczono 12
Metionina 15 il
Izoleucyna K] 40
Leucyna 65 95
Tyrozyna 20 28
Fenyloalanina 30 42
Lizyna 85 7
Histydyna 25 19
Amoniak nie oznaczano 84
Arginina 35 44

I11. Wiasnosci enzymatyczne PPH

Uwaza sie, ze naturalnym substratem PPH jest protokolagen o budowie
odpowiadajacej podjednostce tropokolagenu i ciezarze czasteczkowym okoto
100 000 (13, 19, 34, 37). Nie wiadomo jednak czy in vivo nie dochdzi do hy-
droksylacji mniejszych fragmentéw tancucha polipeptydowego. Szereg ba-
dan wskazuje na to, ze mozliwosci takie istniejg. Bekhor i Bavetta
(4) stwierdzili, ze w skorze embrionéw krdélika hydroksylacji ulega prolina
polipeptydow o odpowiedniej sekwencji aminokwasowej i ciezarze nie
przekraczajagcym 10 000. Wedtug Huttona i wsp. (21), PPH dziata
na polipeptydy o masie powyzej 1000. W badaniach nad hydroksylacja
polipeptydéw syntetycznych wykazano, ze substratem PPH mogg by¢ po-
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litréjpeptydy o powtarzajgcej sie sekwencji Gli-L-Pro-L-Pro i Gli-L-Ala-
-L-Pro (29, 33, 48). Hydroksylacji nie ulegajg natomiast trojpeptydy i poli-
-L,-prolina.

Suzuki i Koyama (56), uzywajac jako zrédta PPH supernatantu
105 000 g z homogenatéw ziarniniaka, a jako substratow r6znej diugosci
politrojpeptydy (Pro-Pro-Gli)n, wykazali, ze stopieA hydroksylacji proliny
rosnie odn = 3don = 10i powyzej tej wielkoSci spada. Ogrzewanie wyz-
szych politrojpeptydoéw (28), wyraznie zwieksza stopien hydroksylacji
w wyniku termicznej konformacji czasteczek. Poniewaz natywne politréj-
peptydy (Pro-Pro-Gli)no n wiekszym od 10, moga tworzyé strukture tréj-
skretng (54), prawdopodobnie nieuporzgdkowana forma substratu jest opty-
malna dla reakcji enzymatycznej. Podobne wnioski wynikajag z obser-
wacji Fujimoto i Prockopa (10), ktérzy wykazali wyzszy stopien
hydroksylacji zdenaturowanego protokolagenu Ascaric lumbricoides pod
wptywem PPH, niz jego formy natywnej. Natomiast wedlug innych auto-
réw konfiguracja przestrzenna substratu nie ma wptywu na aktywno$¢
enzymu (23, 29, 40, 41).

Z badah nad hydroksylacjg proliny w polipeptydach syntetycznych
mozna przypuszczaé, ze specyficzng dla PPH jest sekwencja typu: Gli-Pro-
Pro-Gli, lub Gli-X-Pro-Gli (gdzie X moze by¢ leucyng, proling, alaning
lub glicyng), charakterystyczna dla apolarnych odcinkéw tancucha kola-
genu. Badania Rhoadsa i Udenfrienda (51), wskazujg na jeszcze
nizszg specyficznos¢ substratowg enzymu. Przy uzyciu PPH ze skéry no-
wonarodzonych szczuréw, uzyskali oni hydroksylacje drugiej reszty proli-
nowej bradykininy o sekwencji: H-Arg-Pro-Pro-Gli-Fen-Ser-Pro-Fen-Arg-
-OH. W tym przypadku, dla dziatania enzymu wystarczataby juz kolejnos¢
-X-Pro-Gli. Poniewaz taka sekwencja wystepuje w wielu biatkach, z kt6-
rych nie wszystkie zawierajg hydroksyproline, jest interesujgce czy i jakie
inne czynniki determinujg specyficzng hydroksylacje okreSlonych reszt
prolinowych.

Poczatkowo przypuszczano, ze ten sam enzym katalizuje hydroksylacje
proliny i lizyny (20, 34). Okazato sie jednak, ze wysoko oczyszczone pre-
paraty PPH nie hydroksylujg «C-lizyny.

Weinstein i wsp. (62), badajac hydroksylacje protokolagenu zna-
kowanego 1C-proling i 14C-lizyng, przy udziale czeSciowo oczyszczonej PPH
z embrionéw kurzych i w obecnosci specyficznych inhibitoréw (23, 30),
stwierdzili wybiércze hamowanie hydroksylacji proliny i brak wpitywu
na hydroksylacje lizyny. Przemawia to za odrebnosciag enzymoéw Kkatali-
zujacych hydroksylacje obu aminokwaséw, lub co najmniej za udziatem
réznych centrow aktywnych tego samego enzymu, specyficznych dla sub-
stratu. Nie wiadomo dotychczas czy hydroksyprolina elastynu powstaje pod
wptywem tego samego enzymu.
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Dotychczasowe badania nie wyjasnity specyficznosci gatunkowej PPH.
Wedtug Nordwiga i Pfaba (42) PPH bezkregowcéw jest mniej spe-
cyficzna, a nadto powoduje tworzenie wiecej 3-OH-proliny niz PPH kre-
gowcéw. Stwierdzono réwniez, ze PPH bezkregowcow wykazuje optymal-
ne dziatanie w znacznie nizszym stezeniu 02 niz PPH zwierzat wyzszych
(6, 10).

Niezbednym warunkiem dziatania PPH jest obecno$¢ tlenu czasteczko-
wego, jonu zelazawego, askorbinianu i a-ketoglutaranu (3, 19, 23, 32). PPH
jest klasyfikowana jako oksydaza o mieszanej funkcji (38), a hydroksylacja
proliny przebiega prawdopodobnie wedtug réwnania:

Fe2+
Peptydylo-prolina+a-ketoglutaran + 02 askorbinifm

peptydylo-hydroksyprolina+ bursztynian+ C02+ H2O

Z dotychczasowych badan wynika, ze jon Fe2+ jest luzno zwigzany z en-
zymem i w czasie reakcji nie zmienia stopnia utlenienia (29). Askorbinian
nie tworzy komplekséw z enzymem, poniewaz moze by¢ czeSciowo zasta-
piony innymi substancjami redukujacymi (23), a jego stereoizomery sa
katalitycznie rdwnocenne (35). Badania z dehydroaskorbinianem wskazuja,
ze nie dziata on jako cykliczny przeno$nik elektrondw, a raczej warunkuje
utrzymanie jonu Fe2+ w stanie zredukowanym. Nie mozna rowniez wyklu-
czy¢ udziatu askorbinianu w redukcji drugiego atomu tlenu czasteczkowego
do powstajgcej w wyniku reakcji H20.

Stechiometryczna dekarboksylacja a-ketoglutaranu (50) przemawia za
tym, ze jest on w tej reakcji donatorem elektrondw, tak jak podczas jego
oksydatywnej dekarboksylacji. Nie stwierdzono jednak wptywu kofaktoréw
dehydrogenazy a-ketoglutaranu (FAD, NAD, TPP, Co-A, kwas liponowy)
na enzymatyczng hydroksylacje proliny przy udziale PPH (52).

Inhibitorami PPH sg zwigzki wigzgce metale dwuwarto$ciowe: 2,2'-
-dwupirydyl, cnfenantrolina i EDTA (19, 20). Kivirikko i wsp. (30)
stwierdzili, ze inhibitorem PPH jest poli-L-prolina 1l (o strukturze spirali
lewoskretnej z wigzaniami peptydowymi w pozycji trans), dziatajagca praw-
dopodobnie na drodze kompetycji substratowej. Okazato sie rowniez, ze
reakcje hydroksylacji hamujg zwigzki blokujgce grupy sulfhydrylowe (18).
Popenoe i wsp. (46) przypuszczaja, ze enzym zawiera grupy -SH wa-
runkujace aktywne wigzanie a-ketoglutaranu, a takze, ze jeden lub wiecej
mostkdw dwusiarczkowych stabilizuje czynng strukture enzymu. Mimo
wzglednie duzej zawartosci seryny, nie wydaje sie, aby grupy hydroksy-
lowe odgrywaty role w aktywnosci PPH (18).

W badaniach in vitro stwierdzono aktywujacy wptyw albuminy i dwu-
tiotreitolu (49), katalazy (33) i mleczanu 4 i1 (8). Nie wiadomo jednak jaki
jest mechanizm aktywacji i jaka jest rola aktywatoréw PPH w procesach
zachodzacych in vivo.
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TOMASZ GOLASZEWSKI*, MARIA A. SIWECKA**,
JAN W. SZARKOWSKI[***

Podstawowe procesy biochemiczne podczas kietkowania nasion
The Principal Biochemical Processes durng Seed Germination

The literature data and the authors’ experiments on the principal biochemical
events occurring in germinating plant seeds are reviewed. The nucleic acid and
protein metabolism as well as mitochondria and ribosome formation processes
during seed germination are discussed. The fact that in the early stages of germina-
tion high turnover of plastidial and mitochondrial DNA in opposite to the low ac-
tivity of nuclear DNA can be observed, is emphasized.

Dojrzaty zarodek, stanowiacy cze$¢ nasienia roslinnego, jest uktadem
biologicznym, ktérego zdolnosSci rozwojowe pozostajg w stanie utajenia
przez krétszy lub dtuzszy okres czasu, zaleznie od warunkoéw ekologicz-
nych (29, 45). Zdolnosci te ujawniajg sie w chwili rozpoczecia kietkowania
nasienia lub wyizolowanego zarodka. BodZzcem niezbednym, cho¢ nie zaw-
sze wystarczajacym dla zapoczatkowania procesé6w zwigzanych z kietko-
waniem jest wnikniecie wody do nasienia (55). Po przeksztatceniu hydro-
zelu nasienia w hydrosol, ktére mozna uwazac¢ za proces bierny, nasienie
przechodzi ze stanu spoczynku w aktywny stan przemian biochemicznych
(74).

Dotychczasowe wyniki wskazuja, ze miedzy kietkowaniem nasion
przetrwalnikéw drobnoustrojow, jak réwniez zarodnikéw roslin nizszych
istnieje wiele analogii. Mozna tez dostrzec pewne podobienstwa miedzy ko-
lejnoscig procesow aktywacji roznych szlakbw metabolicznych podczas
kietkowania nasion i podczas rozwoju zarodkowego organizmow zwierze-
cych (83).

I. Uwagi ogolne

W poczatkowym okresie zycia rosliny mozna wyodrebni¢ dwie fazy:
rozw6j embrionalny czyli dojrzewanie nasienia i kietkowanie nasienia doj-
rzatego. Faza zycia embrionalnego poprzedzona jest procesami rozwoju
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** Mgr, Instytut Biochemii i Biofizyki, Polska Akademia Nauk, Warszawa
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zalgzka, w ktérych wyniku powstaje woreczek zalazkowy. Kolejne podzia-
ty pramacierzystej komaérki woreczka doprowadzajg do powstania komor-
ki jajowej i zawigzka tkanki bielmowej (47). W rozwoju embrionalnym,
rozpoczynajagcym sie w momencie powstania zygoty, wyksztatcajg sie ko-
lejno tzw. prazarodki oraz zréznicowany uktad ztozony z zarodka wtasci-
wego i tkanek zapasowych: liscieni (kotyledonow) i bielma (endospermy).
Niekiedy procesy dojrzewania nasienia wyprzedzajg proces jego roznico-
wania (64). Procesy biochemiczne zachodzace w czasie dojrzewania nasie-
nia sg stosunkowo mato poznane (40). Znacznie intensywniej badane byty
przemiany biochemiczne w nasieniu po rozpoczeciu kietkowania.

) ile w koncowej fazie dojrzewania nasienia zachodzi stopniowe od-
wadnianie uktadu (dojrzate nasiona zawierajg jedynie 5—i10% wody
w przeliczeniu na mase nasienia (55)), w zwigzku z czym intensywnos$¢
przemian biochemicznych zmniejsza sie (39, 53, 62) (por. schemat 1), to
podczas kietkowania zachodzi proces odwrotny. Powszechnie wiadomo,
ze we wczesnych okresach kietkowania procesy rozpadu réznych zwigzkow
przewazajg nad procesami ich syntezy (46). Jest to zwigzane z metabolicz-
nym uruchamianiem podczas kietkowania materiatbw nagromadzonych
w czasie dojrzewania nasienia w tkankach zapasowych i przynajmniej
czesciowym ich przekazywaniem rozwijajgcemu sie zarodkowi (29, 33). Sam
zarodek ma rezerwy materialdw zapasowych w liscieniach (47). W zwiazku
z tym, po rozpoczeciu kietkowania obserwuje sie spadek zawartosci roz-
nych metabolitow w liscieniach i w endospermie (33, 58). Stwierdza sie
wtedy rowniez uaktywnienie i synteze de novo enzyméw hydrolitycznych
w nasieniu: rybonukleaz (33, 54), proteaz (24, 69), peptydaz (24), enzyméw
hydrolizujacych kilku- i wielocukrowce (37, s6, 72) a takze enzymow bio-
ragcych udziat w procesach degradacji ttuszczy (81) i ich przemianie w cu-
krowce (17, 25).

Podczas kietkowania intensywno$¢é metabolizmu réznych zwigzkéw jest
rézna w poszczegélnych czesciach nasienia: w zarodku, w tkankach zapa-
sowych oraz w poszczegbdlnych organach rozwijajacego sie zarodka —
w zawiazku korzenia (radicula) i pedu. Dla uzyskania witasciwego obrazu
przemian biochemicznych zachodzgcych podczas kietkowania niekiedy
prowadzi sie badania na wyizolowanych zarodkach (36, 71, 76), stanowig-
cych w poréwnaniu do nasienia uktad uproszczony. Czesto $ledzi sie me-
tabolizm w tzw. osiach zarodkowych uzyskiwanych przez odciecie liscieni
od kietka (10, 48, 56). Przedmiotem wielu prac jest metabolizm liscieni (7,
16, 19, 60), bielma (58), czesci podliscieniowej pedu — hipokotylu (44, 59),
czesci nadliscieniowej — epikotylu (44) lub wreszcie — poszczegdlnych or-
gandw rosnacej rosliny (5, 35, 57). Istotny jest tez wybor odpowiedniej
rosliny — nasiona roznych gatunkéw roslin wykazujg bowiem odmienng
budowe anatomiczng. Badania nad metabolizmem w liscieniach prowadzi
sie najczesciej na nasionach roslin strgczkowych, w ktérych liscienie sta-
nowig powazna cze$¢ suchej masy zarodka. Do badan nad metabolizmem
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bielma czesto uzywane sg nasiona roslin zbozowych. Zarodki tych nasion
zawierajg bowiem znacznie zredukowany pojedynczy liscien w formie
tzw. tarczki (scutellum) (47). Stosunkowo mato poznany jest metabolizm
poszczegdlnych organelli komdérkowych w rozwijajagcych sie kietkach.

Znaczne réznice zaobserwowane w metabolizmie kietkujgcych nasion
roslin oleistych (w ktérych podstawowym materiatem zapasowym sg ttusz-
cze) i zbozowych (materiat zapasowy — cukry) (46). Biatka wystepujag w na-
sionach w mniejszych iloSciach (46). Badania porownawcze przeprowadzo-
ne przez Castelfranco i wsp. (9 wykazaly, ze w zaleznos$ci od typu
nasienia rézne grupy enzymoéw ulegaja aktywacji, badZz tez sg syntetyzo-
wane w czasie kietkowania.

Zalgzek Pramacierzysta komorka Woreczek zalazkowy
woreczka zalgzkowego

podziaty,
réznicowanie
*
zaptodnienie
Zygota Komérka jajowa
(plazmogamia
+ kariogamia)
faza |
Kietek faza Il
kietkowanie
Nasiono uwodnione
faza
pecznienie nasienia
faza spoczynku
Nasienie dojrzate
(suche)
Schemat 1. Wczesne etapy rozwoju rosliny
Proces dojrzewania nasion (fazy I, Il, Ill) oméwiono na podstawie danych Koloffela (39)
uzyskanych dla nasion grochu zwyczajnego (Pisum sutivum), Marre’go (53) —dla bielma
nasion racznika pospolitego (Ricinus communis), Payne’a i Boitera (62) dla liscieni
zarodk6w bobu (Vicia faba) oraz dyskusji Ghetie’'go (24).

Faza |. Szybkie podziaty komoérkowe, réznicowanie organéw (62) spadek wzglednej zawartosci
wody (do 60*/0 suchej masy), wzrost aktywnosci enzymoéw oddechowych (39) i innych, synteza
materiatéw zapasowych, wzrost suchej masy nasienia (24, 53, 62).

Faza Il. Brak podziatow komoérkowych, dalszy wzrost suchej masy, gromadzenie materiatow

zapasowych (53, 62), spadek wzglednej zawartosci wody do 50°/t (39), powolny spadek aktywnosci
enzymoéw (53), formowanie enzymoéw zwigzanych z btonami (62).
Faza Ill. Gwattowne odwodnienie nasienia do okoto 10°/0, spadek aktywnosci enzymoéw, zaha-
mowanie proces6w anabolicznych (39, 53, 62)
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I1. Metabolizm RNA i biatek

Metabolizm kwasow nukleinowych i udziat tych zwigzkéw w syntezie
bialek w czasie kietkowania jest przedmiotem szczegOlnie intensywnych
badan. Stwierdzono, ze intensywno$¢ metabolizmu RNA w poszczeg6lnych
cze$ciach nasienia w okreslonych okresach kietkowania nie jest jednakowa.
Przyktadem moga tu by¢ réznice w intensywnos$ci znakowania rybosomo-
wych kwaséw rybonukleinowych zawartych w osiach zarodkowych i w lis-
cieniach bawetny (Gossypium hirsutum) podczas poczatkowych 16 godzin
kietkowania (23, 78, 79). Na uwage zastugujg tez wyniki badan prowadzo-
nych przez Bot6¢caneanu i Vasu (5 nad heterogennoscig kwaséw
nukleinowych w nasionach grochu (Pisum sativum). O ile przed Kkietko-
waniem zaréwno kwasy nukleinowe osi zarodkowych jak i liscieni rozdzie-
lajg sie elektroforetycznie na jednakowg ilos¢ frakcji, to po 7 dniach kiet-
kowania profile rozdziatlowe tych zwigzkéw otrzymanych z todygi, lisci
i korzeni sg odmienne niz analogiczne profile dla RNA i DNA liscieni. Wy-
niki te Swiadcza, ze procesy roznicowania kwasdéw nukleinowych przebie-
gajq inaczej w tkankach rosngcych i zapasowych.

Gtéwnym zagadnieniem metabolizmu kwaséw nukleinowych i biatek
podczas kietkowania jest jednak kolejno$¢ rozpoczynania syntezy poszcze-
go6lnych rodzajow RNA (rRNA, tRNA, mRNA), a takze niezbedno$¢ syn-
tezy biatek do zapoczatkowania metabolizmu kwaséw nukleinowych.

Wyniki Dure’a i Watersa (23) wskazujg, ze w nasionach ba-
wetny juz podczas poczatkowych 16 godzin kietkowania zachodzi synteza
rybosomalnych kwaséw rybonukleinowych, czego dowodem jest ich zna-
kowanie sie radioaktywnym fosforem. Sasaki i Brown (64) stwier-
dzili, ze w kietkujacych zarodkach sosny (Pinus resinosa) synteza rRNA
rozpoczyna sie wczesniej niz synteza tRNA. Zgodnie z wynikami uzyska-
nymi przez Void i Sypherda (76, 77) miedzy 10 i 15 godzing kietko-
wania ilos¢ tRNA w nasionach pszenicy zmniejsza sie¢ o potowe, po 20 go-
dzinach natomiast rozpoczyna si¢ intensywna resynteza tego zwigzku, do-
prowadzajaca do przywrocenia ilosci poczatkowej. Zmianom iloSciowym
tRNA towarzyszg pewne zmiany we wzajemnych proporcjach poszczegol-
nych tRNA przenoszgcych okresSlone aminokwasy. Zdaniem cytowanych
autorow zjawisko to moze odgrywac pewng role w procesach regulujgcych
synteze biatek podczas kietkowania nasion.

Intensywnie rowniez badano synteze mRNA podczas kietkowania i pét-
okres jego trwania. W kilku pracowniach (50, 52, 65, 67) zaohserwowano, ze
ilos¢ rybosoméw zwigzanych w agregaty polisomalne zwieksza sie pokaz-
nie w komadrkach po napecznieniu nasion. Agregaty te, wykazujgce wyso-
kie wartosci statych sedymentacji, badane in vitro rozpadaja sie pod wpty-
wem rybonukleazy, co wskazuje, ze w procesie ich formowania bierze
udziat mMRNA (50, 67). Poniewaz agregaty te powstajg bezposrednio po na-
pecznieniu nasienia, wielu autoréw sadzi (14, 52), ze programowanie rybo-
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somow odbywa sie przy udziale mRNA powstatego juz podczas dojrzewa-
nia nasienia. W suchym nasieniu informacyjny RNA wystepowalby wiec
w formie latentnej (14, 70).

Zgodnie z poglagdami Marcusa i Feeley’a (50) mMRNA w suchym
nasieniu nie jest dostepny rybosomom. Dla jego aktywacji konieczne jest,
byé moze, usuniecie blizej nieznanych inhibitoréw. Ci sami autorzy (51)
wykazali pozniej, ze RNA izolowany z suchych nasion pszenicy, podobnie
jak RNA nasion napeczniatych, moze pobudzac¢ procesy inkorporacji znako-
wanych aminokwaséw do biatek w uktadzie z Escherichia coli. Autorzy ci
(49) sadza, ze synteza mRNA we wczesnym okresie kietkowania nasienia
jest nieznaczna.

Podobny wniosek wyciggneli Chen i wsp. (15 z doswiadczen nad
odwodnianiem kietkujacych nasion pszenicy. Stwierdzili oni, ze kietkujace
nasiona sg wrazliwe na odwodnienie dopiero po 48 godzinach napecznienia.
Gdy odwodniano 24-godzinne kietki, a nastepnie ponownie poddawano je
pecznieniu, wzrost ich nie byt zaktécony. Analogiczne doswiadczenia z uzy-
ciem kietkéw 48-godzinnych wykazaty, ze dalsze kietkowanie byto wstrzy-
mane. Chen i wsp. (15) stwierdzili ponadto, ze odwodnienie 48 godzin-
nych kietkéw nie doprowadzato ani do uszkodzenia struktury rybosomoéw
ani do dezaktywacji mRNA. W okresie poczatkowych 24 godzin kietko-
wania jest zatem wykorzystywany mRNA istniejacy w nasieniu. Po 48
godzinach kietkowania odwodnienie uszkadza matryce DNA i wstrzymuje
procesy syntezy informacyjnego RNA. Zdaniem Chroboczek
i Cherry’ego (20, 21) najintensywniejsza synteza mRNA zachodzi od
7 do 14 dnia kietkowania.

Z drugiej jednak strony wyniki uzyskane niedawno przez Rej man
i Buchowicza (63) Swiadcza, ze juz po s godzinach pecznienia nasion
pszenicy jest w nich syntetyzowana pewna frakcja RNA, ktdra — zdaniem
autoréw — moze odgrywac role w procesach przekazywania informacji ge-
netycznej dla syntetyzowanych pd6zniej biatek.

Na uwage zastuguje praca Weeksa i Marcusa (80), w Kktorej
autorzy donoszg o wyodrebnieniu za pomocg frakcjonowanego wirowania
tzw. informacyjnej frakcji komorkowej z homogenatow suchych, nie pod-
danych uprzednio napecznieniu, zarodkéw pszenicy. Frakcja ta, przypomi-
najagca tzw. informosomy, otrzymane z innych uktadéw biologicznych (por.
27), spetnia role stymulatora procesu tgczenia monosomow w uktady poli-
somalne oraz wykazuje aktywno$¢ matrycowg — katalizuje wigczanie ami-
nokwaséw do biatek. Dwa gtowne skiadniki tej frakcji: mRNA i biatka sa
niezbedne do jej dziatania, ktore ujawnia sie jedynie w ciggu paru poczat-
kowych godzin kietkowania. Autorzy zauwazyli $cistg zaleznos¢ miedzy
zanikaniem informacyjnej frakcji komorkowej a zwiekszaniem sie puli
polisoméw w komdrce. Sg oni zdania, ze podstawowga funkcjg informacyj-
nej frakcji komérkowej jest zapoczatkowanie syntezy biatek we wczesnym
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okresie kietkowania zarodkéw, kiedy procesy transkrypcji mRNA sg jeszcze
wstrzymane.

Autoradiograficzne badania Deltoura (22) wskazujg, ze miedzy
czwartg a 6smg godzing od rozpoczecia pecznienia nasion kukurydzy (Zea
mays) synteza RNA w komdrkach korzonkow zachodzi jedynie we frakcji
chromatyny jadrowej — w nukleoplazmie. Po s—12 godzinach od rozpocze-
cia kietkowania mozna wykry¢ znakowany RNA w jaderku, a po 32 godzi-
nach — w cytoplazmie.

Waters i Dure (78, 79) zauwazyli, ze we wczesnym okresie kietko-
wania nasion bawetny aktynomycyna D hamuje synteze rRNA, nie wptywa
natomiast na procesy translacji, zachodzace przy udziale obecnego w su-
chym nasieniu mMRNA. Poniewaz nasiona wielu gatunkéw roslin moga po-
zostawac w spoczynku przez bardzo dtugi okres czasu (46) mozna przypusz-
cza¢, ze mRNA wystepujacy w suchym nasieniu jest. stabilnym kwasem
rybonukleinowym o dtugim pdtokresie trwania.

Dojrzate nasiona nie poddane pecznieniu zawieraja wszystkie sktadniki
niezbedne do syntezy biatek, miedzy innymi tRNA (2, 64, 76). Zdaniem
Andersona i Fowdena (2 podczas pierwszych trzech dni kietko-
wania nasion grochu syntetazy aminoacylo-tRNA nie powstajg. Poniewaz
jednak biatka sg syntetyzowane nawet we wczes$niejszym okresie kietko-
wania (14, 35, 76), nalezy sadzi¢, ze enzymy te znajdujg si¢ juz w suchym
zarodku. Badania Henshalla i Goodwina (30) wskazywatyby jed-
nak, ze podczas kietkowania nastepuje niemal 10-ciokrotny wzrost aktyw-
nosci syntetaz aminoacylo-tRNA.

Legocki i Marcus (43) wykryli w ekstraktach zarodkéw pszenicy,
a App (3) w ekstraktach zarodkéw ryzu dwa czynniki niezbedne do whu-
dowywania fenyloalaniny do biatek przy udziale poliU. Sg nimi: czynnik
biorgcy udziat w procesie wigzania aminoacylo-tRNA z kompleksem
mRNA-rybosom i czynnik o wtasnosSciach translokazy.

Niemniej jednak wyniki wielu autoréw (literatura — patrz ) Swiadcza,
ze rybosomy izolowane z nienapeczniatych nasion wykazujg niskg aktyw-
no$¢ wigczania aminokwaséw. Aktywnos$é rybosomoéw wyodrebnionych
z liscieni suchych nasion grochu zwieksza sie znacznie po dziataniu tryp-
syng (34). Najprawdopodobniej uwolniona zostaje woéwczas pula aktywnego
MRNA tworzacego w suchym nasieniu nieaktywne kompleksy nukleopro-
teidowe. Dodatek egzogennego RNA informacyjnego z suchych nasion
wzmaga znacznie inkorporacje fenyloalaniny do frakcji nierozpuszczalnej
w kwasie (s, 50). Zdaniem Boultera (s) w suchym nasieniu albo ilo$¢
mRNA jest zbyt mala, albo tez ten RNA ma niedostateczng aktywnosé.
Pracownicy grupy Katchalskiego (14) wyrazili niedawno przypuszczenie, ze
uwodnienie zarodkow odgrywa role ,,spustu” w procesach aktywacji stabil-
nego i zarazem latentnego RNA informacyjnego, dzieki czemu juz we
wczesnym okresie kietkowania mozliwa jest synteza bialek, mimo ze ge-
nom komdrki pozostaje jeszcze nieaktywny.
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I1l. Aktywacja genomu

Badania nad aktywnos$cia genomu w nasionach i kietkach nie sg jeszcze
kompletne. Jakob i Bovey (35 wykazali, ze we wczesnym okresie
kietkowania zarodkow grochu (Vicia jaba) procesy replikacji DNA sg za-
hamowane. Wiaczanie znakowanej tymidyny do DNA korzonkéw grochu
autorzy ci stwierdzili dopiero po 25 godzinach pecznienia. Najintensywniej
synteza DNA zachodzi miedzy 30 i 40 godzing od rozpoczecia kietkowania,
a po 45 godzinach jej szybko$é maleje.

Autorzy zwracajg uwage, ze szczyt aktywnosci metabolicznej DNA przy-
pada bezposrednio po dwoch okresach syntezy biatka obserwowanych mie-
dzy 14—20 i 23—27 godzing od rozpoczecia pecznienia. By¢ moze, biatka
woéwczas syntetyzowane sg niezbedne do petnej aktywacji genomu.

W naszej pracowni badali$my synteze DNA in vivo w réznych organel-
lach komérek zarodkow zyta w poczatkowych 48 godzinach kietkowania
(26). StwierdziliSmy, ze DNA jadrowy i DNA wystepujacy w organellach
lekkich (promitochondria i proplastydy) réznig sie miedzy sobg aktywnos-
cig metaboliczng. O ile DNA jadrowy zarowno po 24 jak i po 48 godzinach
od rozpoczecia kietkowania zarodkow wykazuje niskg aktywnos$¢ wiacza-
nia znakowanej tymidyny, to w tym samym okresie kwasy dezoksyrybo-
nukleinowe mitochondriow i plastydéw wiaczajg ten prekursor stosunkowo
intensywnie. Mozna przypuszcza¢, ze w zarodku zyta istniejg dwie pule
kwasu dezoksyrybonukleinowego o r6znej aktywnos$ci metabolicznej. Po-
dobny wniosek nasuwa praca Kulki i Rejowskiego (42), ktérzy
stwierdzili, ze podczas kietkowania nasion jeczmienia mitochondrialne
kwasy nukleinowe znakujg sie radioaktywnym fosforem znacznie inten-
sywniej niz jadrowe. Zagadnienie to poruszymy jeszcze przy omawianiu
rozwoju mitochondriéw podczas kietkowania. Przytoczone dane pozostajg
w zgodzie z pogladem przyjmowanym juz dzisiaj powszechnie, ze aktywa-
cja DNA jadrowego nie jest najwcze$niejszym procesem zachodzacym pod-
czas kietkowania.

Zdaniem Chena i Osborne’a (13) unieczynnienie genomu podczas
dojrzewania nasienia polega na réwnoczesnym zahamowaniu jego repli-
kacji i transkrypcji. Badacze ci stwierdzili, ze DNA suchych i kietkujgcych
zarodkéw pszenicy r6znig sie pewnymi witasnosciami fizyko-chemicznymi.
Na przykiad tzw. temperatura topnienia (Tn) DNA z nasion suchych jest
0 2° wyzsza niz DNA z kietkbw 48-godzinnych, za$ wartos¢ efektu hiper-
chromowego jest 0 7% nizsza dla DNA nasion suchych. Dane te $wiadcza,
ze skiad nukleotydowy obu kwasow dezoksyrybonukleinowych jest od-
mienny — DNA w nasionach suchych wykazuje wyzszg zawarto$¢ guaniny
1 cytozyny. Chen i Osborne (13) stwierdzili, ze znakowane rRNA
z suchych i napeczniatych zarodkéw hybrydyzuja z wieksza wydajnoscia
z DNA suchych zarodkdw niz z DNA kietkéw 48-mio godzinnych. Zgodnie
z obliczeniami tych autorow, w ciggu 48 godzin kietkowania zachodzi dele-

g*
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cja okoto 30°/V genéw warunkujacych synteze rRNA. Autorzy sadza, ze
podczas dojrzewania nasienia — zapewne przed ukorfczeniem tego proce-
su — zachodzi zjawisko uwielokrotnienia (amplifikacji) genéw chromoso-
mowych kierujgcych syntezg rRNA. Znaczenie tego zjawiska nie jest jesz-
cze znane. By¢ moze, wigze sie ono z konieczno$cig przygotowania duzej
ilosci rRNA w czasie dojrzewania nasienia jako matriatu rezerwowego wy-
korzystywanego podczas kietkowania. Zachodzaca wowczas delecja genow
doprowadzataby do przywrocenia stanu istniejgcego przed osiggnieciem
przez nasienie dojrzato$ci metabolicznej.

Na uwage zastuguje fakt, ze DNA wystepujacy w dojrzatych zarodkach
pszenicy charakteryzuje sie duzg zawartoscig 5-metylo-cytozyny (12), Wia-
domo, ze stopienn zmetylowania kwasdéw nukleinowych decyduje w powaz-
nej mierze o drugorzedowej strukturze tych zwigzkéw, wptywajac na kon-
formacje ich czasteczek (4). Bardziej zmetylowane czasteczki moga by¢
odporniejsze na dziatanie endogennych dezoksyrybonukleaz (4). Nie jest
wiec wykluczone, iz wysoki stopien zmetylowania DNA zarodkéw pszenicy
zapewnia im dtuzszg zywotno$¢ dzieki zabezpieczeniu integralno$ci genomu.

IV. Rozwdj organelli komérkowych

Procesy powstawania i rozwoju organelli podczas kietkowania sa mato
poznane. Przyjmuje sig, ze w suchym zarodku précz rybosoméw wystepuja
niedojrzate strukturalnie i metabolicznie formy plastydow i mitochon-
driéw — proplastydy i promitochondria (s, 31). Na obrazach mikroskopowo-
elektronowych widoczne sg rowniez tzw. ciata biatkowe (24, 58).

Stosunkowo duzo uwagi po$Swiecono rozwojowi mitochondriéw w rosnga-
cych kietkach. Wiadomo, ze po rozpoczeciu pecznienia nasion wzrasta zna-
cznie ich aktywnos$é oddechowa (7, 61). Natezenie przemian oddechowych
w suchym nasieniu jest na og6t bardzo niskie (7, s, 74). Wedlug danych
Koll6ffela (39 w dojrzatym nasieniu grochu zwyczajnego (Pisum
stLtivum) nie ma mitochondriow o typowej zrdznicowanej strukturze.
Cherry (17) zaobserwowat jedynie niewielkg liczbe struktur mitochond-
rialnych w liscieniach nasion orzecha ziemnego (Arachis hypogaea) w sta-
nie spoczynku. Nieliczne mitochondria wystepujg réwniez w suchych za-
rodkach nasion zyta (Secale cereale) (ss).

Podczas kietkowania liczba mitochondriéw znacznie zwigksza sig, czemu
towarzyszy znaczny wzrost aktywnos$ci oddechowej kietkujagcego ziarna.
Zdaniem Breidenbacha iwsp. (7) wzrost aktywnosci oddechowej jest
woweczas tak szybki, ze nalezy wykluczy¢ mozliwo$¢ syntezy de novo bia-
tek enzymatycznych biorgcych udziat w procesach utleniania. Wedtug A b -
dula-Baki (1) wzrost aktywnosci oddechowej kietkow zachodzi réwno-
legle ze wzrostem syntezy biatek. Najprawdopodobniej w gre wchodzi za-
rowno proces aktywacji biatek znajdujacych sie w nasieniu jak tez i synteza
nowych biatek.
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Breidenbach iwsp. () wykazali, ze po 4 dniach kietkowania na-
sion orzecha ziemnego (Arachis hypogaea) frakcja komérkowa, z ktéra jest
zwigzana oksydaza bursztynianowa, zawiera jedynie 10% biatka homoge-
natu, natomiast po 9 dniach — juz okoto 40flo biatek komorki. Miedzy
1i 9dniem kietkowania aktywnosé oksydazy bursztynianowej wzrasta kil-
kanascie razy. Dane te obrazujg intensywno$¢ rozwoju struktur mitochond-
rialnych. Potwierdzajg one zarazem dane o aktywnos$ci metabolicznej kwa-
séw nukleinowych mitochondriow w czasie kietkowania. Dodamy, ze zgod-
nie z wynikami Breidenbacha i wsp. (7), ilos¢ DNA zwigzanego
z mitochondriami w liscieniach orzecha ziemnego wzrasta wowczas 2 razy
szybciej niz ilos¢ DNA catkowitego. Jednoczesnie w mitochondriach po-
wstaje uktad cytochromowy, co przypominatoby proces zachodzacy u droz-
dzy w czasie adaptacji tlenowej (por. 28). Jednakze z badan prowadzonych
w naszej pracowni wynika (41), ze frakcja mitochondrialna z suchych za-
rodkow zyta zawiera zaréwno oksydaze cytochromowg (EC 1.9.3.1.), gtdwnie
w podfrakcji bton wewnetrznych, jak tez dehydrogenaze zredukowanego
NAD (EC 1.6.99.3.) — przede wszystkim w podfrakcji bton zewnetrznych.

Na podkreslenie zastuguje fakt, ze podczas kietkowania nasienia tkanki
zapasowe: liscienie zarodkowe i bielmo wykazuja zwiekszanie sie liczby
mitochondriow, mimo ze same nie wzrastajg, o czym s$wiadczy brak figur
mitotycznych (17, 18). Wzrost liczby mitochondriéw w liscieniach soji za-
obserwowat Howel1l (32). Zdaniem Younga i wsp. (82) u grochu
funkcjonalna integralno$¢ mitochondriow liscienia pozostaje pod kontrolg
rozwijajacych sie osi zarodkowych. Mitochondria z odcietych liscieni wy-
kazujg bowiem niewielka aktywno$¢ oddechowsa.

Znacznie skromniejsze sg dane o rozwoju rybosoméw podczas kietko-
wania nasion. Za pomocg mikroskopu elektronowego ustalono, ze podczas
kietkowania dochodzi do zmian w rozmieszczeniu rybosoméw w cytoplaz-
mie. Zgodnie z danymi Chapmana i Riebera (11) oraz Siwec-
kiej i Szarkowskiego (ss) w suchych zarodkach rybosomy sag
gesto i beztadnie rozmieszczone w catej cytoplazmie, cho¢ jednocze$nie two-
rzag charakterystyczne zgrupowania woko6t zawiazkéw mitochondriéw. Po
napecznieniu nasion obserwuje sie rozproszenie rybosoméw, przy czym
cze$¢ z nich uktada sie w zespoty tancuchowe (11, ss). Jednocze$nie poja-
wiajg sie w komorkach btony reticulum endoplazmatycznego (11). Jest to
obraz odmienny od obserwowanego w po0znej fazie dojrzewania nasion,
w ktorej nastepuje spadek ilosci rybosomdw zwigzanych z btonami i wzrost
puli rybosomow wolnych (62). Przypuszcza sie (60, 62), ze wolne i zwigzane
rybosomy biorg udziat w syntezie odmiennych biatek.

Waters i Dure (78 79) wykazali, ze zarbwno synteza rRNA jak
i formowanie rybosoméw zachodzi juz w okresie poczatkowych 16 godzin
kietkowania nasion baweiny. W pdzniejszym okresie stwierdza sie pewne
réznice w intensywnosci procesow formowania rybosoméw w osiach za-
rodkowych i liscieniach: po 40 godzinach kietkowania w kotyledonach, a po
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48 godzinach — w osiach zarodkowych pojawiajg sie czastki 40—50 S. Cho¢
ilos¢ tych czastek, w poréwnaniu do catej populacji rybosomdw, jest nie-
wielka, tylko one witaczajg znakowany fosfor do RNA. Czastki te, zdaniem
Watersai Dure’a (78), sa prekursorami rybosoméw i zawieraja
gtownie RNA, prawdopodobnie odpowiadajgcy prekursorowemu rRNA
u drobnoustrojow (por. 27). Jesli po 72 godzinach kietkowania osie zarod-
kowe i liscienie inkubuje sie ze znakowanym fosforanem, a nastepnie pro-
wadzi sie okoto 20-godzinng ich inkubacje w $rodowisku pozbawionym ra-
dioaktywnos$ci w warunkach zaciemnienia, pietno znakowanego RNA czas-
tek prekursorowych przemieszcza sie do rybosoméw dojrzatych. Swiatto
wptywa hamujgco na proces formowania prekursoréw rybosomowych. Zda-
niem cytowanych autorow (78, 79) w roznych okresach kietkowania zarod-
kéw zachodzi represja i derepresja cistronéw warunkujgcych synteze rRNA.

Podobne czastki prekursorowe rybosomdéw zaobserwowat Chakra-
vorty (10) w osiach zarodkowych rosliny motylkowej Vigna unguicu-
lata. Miedzy 16-t3 a 24-t3 godzing kietkowania w osiach zarodkowych za-
chodzi synteza dojrzatych rybosomow, hamowana catkowicie po 30—40
godzinach wzrostu. Okoto 60 godziny od rozpoczecia pecznienia pojawiaja
sie w komorkach osi zarodkowych czastki zawierajgce rRNA charaktery-
zujace sie wspotczynnikami sedymentacji okoto 28 S, 18S i 5S (10). RNA
tych czgstek pojawia sie nastepnie w rybosomach dojrzatych. Cykloheksi-
mid, hamujac synteze biatek rybosomowych, blokuje zarazem proces prze-
ksztatcania czastek prekursorowych w dojrzate rybosomy. Mozna wiec sa-
dzié, ze czastki wykryte w kietkach bawetny i u Vigna unguiculata sg rze-
czywiscie prorybosomami. Nie wiadomo jednak, jaka cze$¢ populacji rybo-
somow u tych roslin wyksztatca sie z tego typu prekursoréw (10, 78, 79).

V. Uwagi koncowe

Niektore procesy zachodzace podczas kietkowania nasion przebiegaja
w kierunku odwrotnym niz podczas dojrzewania nasienia, kiedy nastepuje
stopniowe odwodnianie uktadu. Obserwuje sie wowczas spadek aktywnosci
metabolicznej ziarna (39, 53, 62). Mamy tu na mysli jedynie koncowe etapy
tego procesu, gdyz we wczesniejszych stadiach dojrzewania nasion aktyw-
no$¢ wielu szlakéw metabolicznych naprzemian zwieksza sie i maleje (40).
Po napecznieniu dojrzatlego nasienia, co moze nastgpi¢ juz w ciggu Kilku
godzin, rozpoczynajg sie réznorodne procesy biochemiczne i z kolei — po-
dziaty komdrkowe. W ten sposdb zostaje zapoczatkowany proces kietkowa-
nia.

Kietkowanie mozna uwaza¢ za zakonczone, gdy kietek wyksztatci odpo-
wiednio duzg powierzchnie asymilacyjng, ktora umozliwia prowadzenie
fotosyntezy o natezeniu zapewniajagcym peiny autotrofizm (29). Podczas
kietkowania funkcje asymilacyjne moze niekiedy spetnia¢ takze tkanka
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lisScieniowa (29, 78). Dla peinego autotrofizmu niezbedna jest odpowiednia
liczba dojrzatych chloroplastéw, majacych wysoko uorganizowang sub-
strukture. Procesy doprowadzajgce do jej wyksztatcenia u roslin kietkujg-
cych przypominajg — w ogélnych zarysach — zjawisko transformacji etio-
plastéw w chloroplasty zachodzace po o$wietleniu rosliny hodowanej
uprzednio w warunkach zaciemnienia. Podczas rozwoju struktury plasty-
déw u roélin kietkujgcych w warunkach fizjologicznego o$wietlenia nie
obserwuje sie jednak tzw. ciata prolamelarnego. PisaliSmy o tym szerzej
w innym artykule (73), nowsze dane na temat biochemii powstawania sub-
struktury plastydéw mozna znalez¢ w artykule Kirka (38). By¢ moze,
w rozwoju plastydoéw podczas kietkowania roslin odgrywa role fitochrom,
ktéry w suchym nasieniu wykryli Tobin i Briggs (75). Stwierdzono
rowniez jego synteze podczas kietkowania (56, 75). Zewnatrznym objawem
zaawansowanego rozwoju struktury plastydéw zielonych u roslin kietkuja-
cych jest zielona barwa ich pedow pochodzaca od chlorofilu w komorkach,
a pojawiajaca sie w kilkadziesigt godzin po rozpoczeciu pecznienia nasie-
nia (79).
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ANDRZEJ KAHL *, MARIA GROSS **, WOJCIECH TURSKI ***

Peroksysomy
Microbodies

Biochemical and morphological characteristics of microbodies, as well as current
concepts concerning the origin and role of these organella are reviewed.

W ostatnich latach stwierdzono istnienie nowego rodzaju organelli ko-
madrkowych — peroksysoméw (ang. microbodies). O odrebnosci nowego
typu czastek subkomaérkowych decyduja trzy grupy kryteriéw:

1) morfologiczne (wielkos¢, ksztatt, budowa wewnetrzna, zwigzek z inny-
mi organellami),

2) biochemiczne i biofizyczne (sktad chemiczny, sktad enzymatyczny, ges-
to$¢ pozorna, oporno$é osmotyczna),

3) czynnosciowe (swoiste zespoty reakcji biochemicznych zachodzgcych
wewnatrz czastek i ich stosunek do pozostatych przemian komorko-
wych).

Trudno$ci w otrzymywaniu peroksysoméw sprawity, ze jak dotad kry-
teria te udato sie zastosowac jedynie czesciowo.

Pragniemy tu przedstawi¢ dane wskazujace, ze peroksysomy nie sg
artefaktem (morfologicznym lub ,,mys$lowym?™), lecz tworem rzeczywiscie
wystepujgcym w zywej komorce.

W 1954 r. Rh od in (93) wprowadzit termin ,microbody” dla okresle-
nia widocznych w mikroskopie elektronowym cytoplazmatycznych ziarnis-
toSci w komodrkach kanalikow kretych myszy. Sadzit on, Zze jest to nowy
rodzaj organelli nie nalezacy ani do mitochondriéw, ani do lizosoméw. Ter-
minem ,microbodies” postuzyt sie nastepnie w 1960 r. De Duve (34),
wysuwajac hipoteze o istnieniu nowej klasy czastek subkomoérkowych. Hi-
poteza ta uwzgledniajaca wyniki badan Nowikoffa (83) oraz de Du -
ve’a i wsp. (37) nad homogenatami watroby szczura opierata sie na na-
stepujacych przestankach:

1) aktywno$¢ oksydazy moczanowej przesuwajgca sie w gradiencie sacha-
rozy na ogot razem z zespotem kwasnych hydrolaz lizosomalnych, nie

* Lek. med., mgr biochemii, Katedra Chemii Ogélnej i Fizjologicznej, Akademia
Medyczna, £6dz
** Dr med., Katedra Chemii Ogélnej i Fizjologicznej, Akademia Medyczna, +£6dz
*** Dr, Katedra Chemii Og6lnej i Fizjologicznej, Akademia Medyczna +6dz
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wzrasta pod wptywem czynnikow rozbijajagcych btony lizosomalne, co

pozwala przypuszczaé, ze enzym ten znajduje sie w innym rodzaju or-

ganelli (83);

2) po dobraniu odpowiednich warunkdw rozdziatu w gradiencie sacharozy
udato sie nieznacznie oddzieli¢ aktywnos$¢ oksydazy moczanowej od ak-
tywnosci hydrolaz lizosomalnych (17, 18, 36);

3) istnieje grupa enzymow (oksydaza-L-a-hydroksykwaséw, oksydaza d -
-aminokwasOw, katalaza i inne (ss, 101), ktore wystepujg zawsze w tej
samej frakcji homogenatéw, & oksydaza moczanowa;

4) frakcja bogata w poprzednio wymienione enzymy wykazuje w mikro-
skopie elektronowym wielokrotne zageszczenie czastek identycznych
z ,microbodies” (12, 13).

5 lat pézniej — gdy nieco lepiej poznano biochemie i znaczenie biolo-
giczne nowych organelli— de Duve zrezygnowat z pierwotnego, morfolo-
gicznego okreslenia na rzecz nazwy ,peroksysomy” wskazujgcej na ich
czynno$¢. Stusznos$¢ tej zmiany, co wykazemy w dalszej czesci artykutu,
sktania nas do przyjecia terminu peroksysomy, aczkolwiek w literaturze
obydwa terminy sg dotychczas uzywane wymiennie.

I. Wystepowanie i budowa

Obecnos¢ peroksysomdw stwierdzono w komdrkach tkanek roslinnych
i zwierzecych oraz u pierwotniakéw. Wykryto je w watrobie szczura (50),
myszy (107), Swinki morskiej, psa (17), kury (s), zaby (111) i cztowieka (s),
w nerce myszy (95) i szczura (16); w lisciach szpinaku (102), w bielmie racz-
nika (26), u drozdzy (9, 47) i u pierwotniaka Tetrahymena pyriformis (15).
W homogenatach tkanki kostnej (105, 106) oraz w cytoplazmie leukocytow
(s ), opisano réwniez ziarnistos$ci, jeszcze ostatecznie nie okreslone, ale mor-
fologicznie i biochemicznie podobne do peroksysomoéw. Dotychczas nie
stwierdzono wystepowania peroksysomow u bakterii (35).

Najlepiej poznano peroksysomy watroby szczura. Podczas wirowania
réznicowego osiadajg one razem z lizosomami we frakcji tzw. ,,lekkich mi-
tochondriow” * Byto to i jest nadal najwieksza przeszkoda w otrzymywa-
niu i oczyszczaniu peroksysoméw, niezaleznie od ich pochodzenia.

CzeSciowe oddzielenie peroksysomow od lizosomow stato sie tatwiejsze
dzieki zastosowaniu Tritonu WR 1339. Detergent ten podany dootrzewno-
wo szczurom gromadzi sie w lizosomach obnizajgc ich gestos¢ rownowazng
w gradiencie sacharozy (110) nie wplywa natomiast na gestos¢ peroksyso-
moéw (1,215—1,250). W tak uzyskanej frakcji, cho¢ znacznie zanieczyszczo-
nej lizosomami, stwierdza sie w mikroskopie elektronowym zageszczenie
czastek o $rednicy 0,5 do 1,0 » wypetnionych drobnoziarnistym zrebem

* Nazwa mylaca, historyczna; frakcja ta nie ma nic wspélnego z jakim$ szczegdl-
nym typem mitochondriéw.
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i otoczonych pojedyncza btong. Na przekrojach hepatocytow widaé jej po-
tagczenia z btonami siateczki gtadkiej, wzdtuz ktérych peroksysomy skupia-
ja sie czasem na ksztatt gronek. Wewnatrz peroksysoméw watroby szczura
znajduje sie podtuzny twér zwany rdzeniem, krystaloidem, lub nukleoidem.
Pod dziataniem Tritonu X 100 btona peroksysomow ulega zniszczeniu
i rdzenie uwalniajg sie. Rdzenie te przedstawiajag nadzwyczaj regularne,
niemal krystaliczne uktady réwnolegle utozonych rurek (stad nazwa ang.
crystalloid core). Na przekrojach poprzecznych powstajg dzieki temu obra-
zy podobne do plastra miodu (35, 61, 103). Tak regularne uktady w zywych
komérkach dajg sie poréwna¢ — pod wzgledem precyzji — jedynie do bu-
dowy rzesek, witek plemnikéw i wewnetrznej btony mitochondrialnej.

Obecnos$¢ lub brak krystaloidéw zalezy od organizmu i narzadu, z kt6-
rego pochodza peroksysomy. Krystaloidy wystepujg w peroksysomach wa-
troby szczura (), myszy (16, 35), psa (), zaby (15) i drozdzy (9, 47); nato-
miast peroksysomy watroby kurczecia (s) i nerki szczura (15, 35) nie za-
wierajg krystaloidéw. Dane dotyczace peroksysomOow watroby ludzkiej sa
skape. Wiekszo$¢ autorow uwaza, ze nie zawierajg one rdzeni (s, 35).
Biempica (22) znalazt wprawdzie typowe rdzenie w peroksysomach
watroby jednego z dwdch pacjentow cierpigcych na zo6taczke zastoinowa,
cukrzyce i anemie sierpowatg, jednak taka mnogos$¢ chorob a i fakt, ze
u drugiego pacjenta krystaloidow nie znaleziono obniza warto$¢ tego spo-
strzezenia. Skape tez sa dane o peroksysomach w komorkach nowotworo-
wych. Organelle te zauwazono w wolno rosnagcych guzach, a nie znaleziono
ich w nowotworach szybko rosngcych. Nie ma ich w watrobiakach Mor-
risa 3683 i Novikoffa. W tym ostatnim nowotworze stwierdzono catkowity
brak oksydazy moczanowej (62, ss, 110). W regenerujacej watrobie i tkan-
kach embrionalnych ilos¢ peroksysomow jest raczej zwiekszona (94, 95).

Dane na temat sktadu chemicznego peroksysomow sg nieliczne i bardzo
niepewne. Wynika to przede wszystkim stad, ze nie udato sie dotyczczas
otrzymaé tych organelli w postaci oczyszczonej. Zdaniem de Duve’a
i Baudhuina (35) peroksysomy majg stanowi¢ 0,3'% mokrej masy
watroby zawierajg 1,4% catkowitego biatka komorki watrobowej, bytyby
zatem prawie pieciokrotnie bogatsze w biatko, niz cata komdrka. Nic nie
wiadomo o udziale innych skiadnikéw chemicznych w budowie tych orga-
nelli. Poniewaz wszelkie btoniaste struktury komoérkowe majg budowe li-
poproteidowg — jest mato prawdopodobne, aby btony peroksysoméw sta-
nowity wyjatek.

Il. Wiasnosci biochemiczne i sktad enzymatyczny
Z danych literaturowych wynika, ze biatka peroksysomow — to prawie

wytacznie enzymy (35, 70). Wykaz enzymoéw, ktérych aktywno$¢ znaleziono
w peroksysomach zawiera tablica 1.
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Tablica 1
Enzymy peroksysoméw
Zrodio peroksysomow
%S © 2 > < % § g
Nazwa enzymu g S é 3 & é Sy & >
o 8 EZ 5 .2 8% §°
g 3 g g5 § 232 3. &3
§ 3 £ £ B35 § 5% ¢e 9H
Gesto$¢ rownowazna frak-
cji peroksysoméw w gra- 123 124 123 1278 124 120 125 1,24
diencie sacharozy 1,266
Oksydaza D-aminokwaso-
wa (EC 1. 4. 3. 3) + + + + + n n
Oksydaza L-a-hydroksy-
kwasowa* * + + + + + n n n
Oksydaza L-aminokwaso-
wa (EC 1. 4. 3. 2) + + n n n n n n
Katalaza (EC 1.11.1.6) + + + + + + + +
Liaza izocytrynianowa — n — n + n n + n
(EC4.13 )
Syntaza jabtczanowa
(EC4.1.3. 2 n n n + n n + n
Dehydrogenaza jabtczano-
wa (EC 1. 1. 1. 37) . n n n — n n + n
Syntaza cytrynianowa
(EC4.1.37 — n n n _- n n + n
Oksydaza glikolanowa + + n n + n n + +
Dehydrogenaza glioksala-
nowa (EC 1. 2. 1. 17) n n n n + n n n n
Reduktaza glioksalanowa
(EC 1. 1 1. 26) n n n n n n n +
Oksydaza moczanowa
(EC1.7.3.3 + — n + —— + — n —
Alantoinaza
(EC 3.5 2.5 n n n + n n n n n
Dehydrogenaza izocytry-
nianowa (EC 1. 1. 1. 41) + n n n + n n — —
Syntetaza acetylo-CoA
(EC6.2. 1.1 n n n n + n n n n

n—enzym nie byl badany w tym materiale

*—wg Vinsentin i Allen (109)

**—patrz tekst

Dla wszystkich peroksysomow, niezaleznie od ich pochodzenia, najbardziej
charakterystyczna jest grupa enzymodw metabolizmu nadtlenku wodoru.
Do grupy tej nalezy miedzy innymi oksydaza moczanowa, nie jest ona
jednak gtéwnym enzymem tych organelli, co wiecej — moze nawet w nich
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nie wystepowaé. W peroksysomach wystepuje tez grupa enzymow cyklu
glioksalowego, oraz niektére enzymy katabolizmu puryn. Nie rozstrzygnieto
natomiast czy cztery enzymy zwigzane z metabolitami cyklu glioksalowego:
syntetaza acetylo-CoA, dehydrogenaza (NADP) oraz dehydrogenaza i re-

duktaza glioksalanowa rzeczywiscie znajdujg sie w omawianych organel-
lach.

1. Enzymy metabolizmu nadtlenku wodoru

Grupa ta obejmuje: oksydoreduktazy z 02 jako akceptorem (oksydazy
lub ,,dehydrogenazy tlenowe”) wytwarzajgce nadtlenek wodoru oraz enzy-
my rozktadajgce go — katalaze i peroksydaze, a wsrdd nich — peroksydaze
glutationowg. W peroksysomach wystepujag oksydazy flawoproteidowe
(oksydaza L-a-hydroksykwasowa, oksydaza glikolanowa, oksydaza D-amino-
kwasowa, oksydaza moczanowa i prawdopodobnie oksydaza L-aminokwa-
sowa) oraz katalaza. Wymienione oksydazy maja stosunkowo niskie powi-
nowactwo do tlenu (35), ktérego stezenie jest praktycznie czynnikiem ogra-
niczajgcym ich aktywno$¢ w zywych komaérkach (35).

W wykazie enzymow (41) oksydaza L-a-hydroksykwasowa nie ma
swojego numeru. Jest to prawdopodobnie grupa enzyméw réznigcych sie
swoistoscig wobec substratu oraz jego izomeréw optycznych. Flawoprotei-
dowa oksydaza L-a-hydroksykwasowa z peroksysomdéw watroby szczura
(35) jest prawdopodobnie identyczna z enzymem Blancharda wykrytym
wczesniej w nerce (23,24). Utlenia ona L-a-hydroksykwasy i L-aminokwasy,
jest wybidrcza wobec stereocizomerdéw 1, natomiast nie wykazuje swoistos$ci
co do dtugosci tancucha weglowego substratow. W peroksysomach T. py-
riformis wystepuje kilka spokrewnionych oksydaz, ktére utleniajg L-a-hy-
droksykwasy. Dwie z nich poznano lepiej. Sg to: mato swoista oksydaza
L-a-hydroksykwasowa bardziej aktywna wobec L-a-hydroksymaslanu, niz
L-mleczanu (15, 39) oraz niewrazliwa na cyjanki, flawoproteidowa oksydaza
L-mleczanowa (EC 1.1.3.2) (40). Eiche 1 (39) przypuszcza, ze obie te oksy-
dazy moga byé jednym enzymem.

Drugim charakterystycznym dla peroksysoméw flawoproteidowym en-
zymem jest oksydaza glikolanowa, wystepujaca w peroksysomach roslin,
zwierzat i pierwotniak6w (80). Utlenia ona dobrze glikolan, stabiej L-mle-
czan i glioksalan, bardzo stobo D-mleczan (35). Biologiczna rola tego enzy-
mu — oprocz wytVarzania nadtlenku wodoru — polega na utlenieniu je-
dnego lub kilku metabolitow fotosyntezy u roslin oraz na uczestniczeniu
w pozamitochondrialnym utlenianiu zred. NAD obecnego w hyaloplazmie
(35, 80).

Obok oksydaz kwaséw 2-hydroksy-monokarboksylowych wystepuja
w peroksysomach dwa enzymy, katalizujgce reakcje dezaminacji oksyda-
tywnej, a mianowicie: oksydazy D-aminokwasowa i L-aminokwasowa.
Pierwsza zawiera FAD i wystepuje we wszystkich dotagd poznanych pe-
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roksysomach, niezaleznie od ich pochodzenia. Enzym z watroby i nerek
ssakéw utlenia glicyne do kwasu glioksalowego i amoniaku (19). Aktywnos¢
tej oksydazy wobec D-aminokwaséw jest biologiczng zagadka. Mozliwe,
ze u ssakdw enzym spetnia role ,odtruwajaca”, gdyz znane sg uszkodzenia
nerek i ptuc wywotane podawaniem niektérych D-aminokwaséw (np. D-se-
ryny) w diecie (31). Oksydaza L-aminokwasowa z peroksysomdw jest stabo
poznana. Znaleziono jg w peroksysomach nerki szczura, nie ma pewnosci
czy znajduje sie w peroksysomach watroby (80), a brak danych co do jej
obecnosci w peroksysomach z inych zrodet.

Omoéwionym wyzej enzymom oraz oksydazie moczanowej przypisuje
sie gtdwng role w wytwarzaniu nadtlenku wodoru w peroksysomach.
W skiad komdrkowej puli tego zwigzku wchodzi poza tym H20z wytwo-
rzony przez oksydaze ksantynowg (EC 1.2.3.2) w hyaloplazmie (7, ss, 92,
96, 108, 109) i przez oksydaze monoaminowg (EC 1.4.3.4) w zewnetrznej
btonie mitochondrialnej (14, 32, 35, 56, 114).

Nadtlenek wodoru jest rozktadany przez peroksydaze glutationowa (73)
i katalaze, ktéra, wg réznych autoréw, ma stanowi¢ 16% (70) lub 40% (35)
biatka peroksysomdw watroby szczura. Olbrzymia aktywnos$¢ tego enzymu
zapewnia szybkie roztozenie nadtlenku wodoru zarbwno powstatego w pe-
roksysomach jak i poza nimi.

Nie ma zgodnosci pogladéw w sprawie przepuszczalno$ci bton peroksy-
soméw dla katalazy. ZdaniemdeDuve’a i Baudhuina (35) katalaza
nie przenika przez nieuszkodzong btone peroksysomdw, wg innych badaczy
(104) za$ uwalnia sie ona z peroksysomow nawet w izotonicznym roztwo-
rze sacharozy. Brak danych, czy w zywych komorkach enzym ten wydo-
staje sie z peroksysomow do hyaloplazmy. Stwierdzenie nawet niekiedy
dos¢ znacznych iloSci katalazy we frakcji cytoplazmy podstawowej (35, 97)
nie rozstrzyga tych watpliwosci, gdyz peroksysomy ulegaja zapewne uszko-
dzeniu podczas rozdzielania homogenatow.

Czasteczki nadtlenku wodoru swobodnie dyfundujg przez btone pero-
ksysomow. Nie stanowi to jednak niebezpieczenstwa zatrucia komorki tym
metabolitem; co wiecej — staba aktywnos$¢ tlenowych oksydaz peroksy-
somowych przy ogromnej aktywnos$ci katalazy moze sprzyjaé przenikaniu
do wnetrza peroksysomow tej czesci H:0 2 ktéra powstaje poza tymi orga-
nellami. Dodatkowe zabezpieczenie stanowi peroksydaza glutationowa (73),
ktérej lokalizacja nie jest jeszcze poznana.

Rozktad nadtlenku wodoru w peroksysomach zachodzi wg dwéch réz-
nych mechanizméw (81):

1) katalazowego — donorem elektronéw dla redukcji H20: jest druga cza-
steczka h202

2) peroksydazowego — donorem elektron6w jest inny substrat (np. alko-
hole, aldehydy, niektore fenole, azotyny).

Drugi mechanizm jest in vivo bardziej prawdopodobny. O tym, ze w zy-
wych komoérkach katalaza moze spetnia¢ czynno$¢ peroksydazowg, Swiadczy
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zdolnos$¢ roznych tkanek do utleniania metanolu (5, s, 29), azotynéw (57)
i mréwczanu (4, 5, s, 89), przy jednoczesnym rozktadzie nadtlenku wodoru.
Mechanizm katalazowy natomiast stanowi zapewne w komorce jedynie kla-
pe bezpieczenstwa, gdy zbyt szybko nagromadza sie nadtlenek wodoru
i nie wystarcza odpowiednich donoréw elektronéw (35).

W literaturze nie ma dotychczas wzmianek o obecno$ci ,,prawdziwej”
peroksydazy w peroksysomach. Jednakze enzym ten stwierdzono w spo-
krewnionych z nimi ziarnisto$ciach granulocytéw (20, 46, 48, 69, 82), nie
ma on jednak prawdopodobnie nic wspdlnego ze wspomniana peroksydaza
glutationows.

2. Enzymy cyklu glioksalowego

do glukoneogenezy

szczawiooctan

dehydrogenaza
|abtczanowa ACETYLO-CoA

syntaza
synlaza cylrynianowa
jabtczanowa
L-jabtczan glioksalan cylrynian

¥

cis-akonitan > akonitaza

V

1zocytrynian

1

fumaran

\

bursztyman

l1aza 1zocytrynianowa

sukcynylo=CoA

o - ketoglutaran

Schemat 1. Cykl glioksalowy

Cykl glioksalowy (schemat 1) wystepuje w mikroorganizmach i w na-
sionach roslin oleistych — a wiec w komdrkach, ktére uzywajg octanu jako
gtownego zrédta wegla i energii. Natomiast w tkankach ssakow, gdzie me-
tabolizm weglowy opiera sie w znacznym stopniu na wykorzystaniu heksoz,
cykl ten nie przebiega i u organizméw tych nie stwierdzono aktywnosci
liazy izocytrynianowej ani syntazy jabtczanowej (67, 80).

Lokalizacje enzyméw omawianego cyklu poznano szczegotowo w ko-
madrkach Tetrahymena pyriformis. Zanim jeszcze wykryto peroksysomy
w komorkach tego pierwotniaka, Hogg i Kornberg (60) stwierdzili

10 Postepy Biochemii 1/72



146 A. KAHL, M. GROSS, W. TURSKI 8]

w nich czastki bogate w liaze izocytrynianowg oraz syntaze jabiczanowa
i nazwali je glyoxylate cycle granules. Autorzy ci poczatkowo sadzili, ze
jest to ,,szczegOlny typ czastek mitochondrialnych”, ktore zawierajg tylko
cze$¢ enzymow cyklu kwasow tréjkarboksylowych i sg catkowicie pozba-
wione enzymoéw tancucha oddechowego. Gdy pézniej wykryto peroksysomy
u Tetrahymena (15), okazato sie, ze sg one identyczne z ,,czastkami cyklu
glioksalowego”. Obecnos$¢ tego typu organelli stwierdzono réwniez w biel-
mie kietkujgcych nasion roslin oleistych (26), u zielenic (Chlorellae) za$ wy-
kryto czastki bogate w liaze izocytrynianowa (54).

W komodrkach Tetrahymena pyriformis liaza izocytrynianowa i syntaza
jabtczanowa sg wytworzone konstytucyjnie, lecz w bardzo matych ilosciach.
Octan dodany do pozywki jest silnym induktorem, a glukoza — represo-
rem syntezy obu enzyméw. Wedtug Hogga i Kornberga (60) zdol-
no$¢ do wytwarzania glikogenu z tluszczéw jest uwarunkowana wystepo-
waniem wszystkich enzymoéw cyklu glioksalowego w jednym rodzaju orga-
nelli; w organizmach niezdolnych do tego typu glukoneogenezy enzymy
cyklu glioksalowego (w szczegdlnosci liaza izocytrynianowa i syntaza jabt-
czanowa) znajdujg sie w rdznych organellach. Poglad ten potwierdzity
réwniez nowsze badania nad wspomnianym pierwotniakiem i kietkujagcymi
nasionami racznika. W peroksysomach T. pyriformis wykazano obecnos¢
hydratazy akonitynowej, liazy izocytrynianowej oraz syntazy i dehydro-
genazy jabiczanowej (80), a oprocz tego — syntetazy acylo-CoA (72). Nie
stwierdzono natomiast w tych organellach syntazy cytrynianowej, ktérej
aktywnoS$¢ (wraz z aktywnos$ciami wszystkich enzymow cyklu kwaséw
trojkarboksylowych) wykryto w mitochondriach. Aby wyttumaczyé prze-
miany aktywnego octanu na drodze cyklu glioksalowego u T. pyriformis
nalezy zatem przyjac, ze bursztynian dyfunduje z peroksysoméw do mi-
tochondridw, a izocytrynian — z mitochondridw do peroksysoméw. Umozli-
wia to wytworzenie wigkszej ilosci szczawiooctanu z acetylo-CoA i wy-
korzystanie dodatkowej ilosci tego zwigzku do glukoneogenezy (80). W kiet-
kujgcych nasionach racznika stwierdzono réwniez wystepowanie peroksy-
soméw, ktére biorg udziat w reakcjach cyklu glioksalowego. Czastki te na-
zwano glioksysomami (26). Obecnie wiadomo, ze w przeciwienstwie do
peroksysomow u T. pyriformis, majg one rowniez aktywno$¢ syntazy cy-
trynianowej (80), dzieki czemu mogg przeprowadza¢ wszystkie reakcje cy-
klu glioksalowego. Wspotdziatanie tych organelli z mitochondriami pole-
gatoby wiec jedynie na dostarczaniu mitochondriom bursztynianu do duzego
cyklu Krebsa i glukoneogenezy.

3. Enzymy katalizujace rozpad puryn

Udziat peroksysomow w metabolizmie puryn przedstawiono na sche-.
macie 2. Rozpatrujac go nalezy jednak pamieta¢, ze w rozwoju filogene-
tycznym niektére z etapéw katabolizmu puryn (na przyktad oksydaza mo-
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czanowa) zanikajg, a dotychczas nie przeprowadzono szerzej zakrojonych
badarn nad peroksysomami u nizszych kregowcow.

W peroksysomach wykazano obecno$é dwéch enzymow tej grupy, a mia-
nowicie oksydazy moczanowej i alantoinazy. Pierwszy enzym wystepuje
u ryb, ptazéw, wiekszosci ssakow (miedzy innymi u gryzoni), natomiast
brak go u gadow, ptakow, psow dalmatynskich i naczelnych (wilgcznie
z cztowiekiem) (s) oraz u T. pyriformis (80). Oksydaza moczanowa jest
bardzo nier6wnomiernie rozmieszczona w organizmie np. u szczura i myszy
znaczne iloSci tego enzymu wystepujg w watrobie, nie ma go natomiast
w nerkach (15, 78, 80, 93). Zestawienie wygladu peroksysomow z wyste-

Hipoksantyna

Oksydaza ksantynowa + 0 +HO
(EC 1.23.2) n 2 2
Ksantyna+H:2052
HY ALOPLAZMA
Oksydaza ksantynowa j +gq , Hg
(EC 1.23.2) { 2 2
Kwas moczowy + H202
Oksydaza moczanowa
+ 1202+ HD
(EC 1.7.3.3)
Alantoina + CO2 PEROKSYSOMY
Alantoinaza +1H20
(EC 35.2.5)
Kwas alantoinowy
Alantoikaza
(EC 35.3.4)
Mocznik+Kwas glioksalowy HYALOPLAZMA
Ureaza + HD
(EC 35.1.5)

2NH3+ CO02

Schemat 2. Udziat peroksysoméw w metabolizmie puryn

powaniem oksydazy moczanowej u réznych grup organizmow i w réznych
narzagdach nasuneto przypuszczenie, ze enzym ten znajduje sie jedynie
w krystaloidach peroksysomdéw. Wydaje sie to stuszne, gdyz 80-krotnie
oczyszczone preparaty oksydazy moczanowej z watroby szczura skiadajg
sie z uwolnionych rdzeni peroksysoméw (13). Hruban i Swift (61),
na podstawie identycznosci mikroskopowych obrazow krystaloidéw watroby
szczura z handlowymi preparatami wieprzowej oksydazy moczanowej, do-
szli do wniosku, ze nukleoid jest zbudowany z krystalicznej postaci tego
enzymu. Baudhuin i wsp. (13) kwestionujg jednak stusznos¢ ich wnio-
sku, gdyz tzw. ,krystaliczna” handlowa oksydaza moczanowa prawdopo-

10



148 A. KAHL, M. GROSS, W. TURSKI [10]

dobnie sktada sie jedynie z oczyszczonych rdzeni peroksysomow watroby
wieprzowej, a jest 1o-krotnie mniej aktywna od znacznie lepiej oczyszczo-
nego, cho¢ jeszcze niekrystalicznego enzymu otrzymanego przez Mah le-
ra i wsp. (75). Pod dziataniem Tritonu X-100 w $rodowisku alkalicznym
(pH 9) mozna usuna¢ z krystalloidéw znaczng ilos¢ biatek, ktore nie wyka-
zujg aktywnos$ci oksydazy moczanowej, a pozostate frakcje biatkowe za-
wierajg prawie calg aktywno$¢ pierwotng (70). Frakcji tych nie zbadano
niestety w mikroskopie elektronowym. Zupeinie nie wiadomo, dlaczego
komérka gromadzi oksydaze moczanowag w jednym miejscu ani tez, w ja-
kim stopniu regularna budowa rdzeni jest spowodowana zageszczeniem
w nich tego enzymu. Czasteczki oksydazy moczanowej niewgtpliwie biorg
udziat w wytworzeniu pseudokrystalicznej budowy rdzeni, gdyz w central-
nej czesci peroksysomow nerki szczura (narzad pozbawiony tego enzymu)
wystepuje jedynie nieznaczne zageszczenie, pozbawione regularnej struktu-
ry krystaloidu (44).

Obecnos$¢ alantoinazy w peroksysomach watroby zaby wykazali Vi-
sentin i Allen (109). Ich zdaniem w sktad populacji peroksysomoéw
tego narzadu wchodzg dwa rodzaje czastek:

1) peroksysomy lzejsze (gesto$¢ rdwnowazna = 1,266), zawierajgce kata-
laze, oksydaze D-aminokwasowg i alantoinaze;

2) peroksysomy ciezsze (gestos¢ rownowazna = 1,278), zawierajgce oksy-
daze moczanowg i oksydaze L-a-hydroksykwasowsg.

Zwraca uwage ,rozszczepienie” katalazy i oksydazy moczanowej — dwdch

podstawowych markeré6w omawianych czastek. Poniewaz aktywnos¢ alan-

toinazy podczas rozdziatlu homogenatu watroby zaby towarzyszy zawsze ka-

talazie, nie mozna mie¢ watpliwos$ci co do jej lokalizacji w peroksysomach.

Nie znaleziono dotagd morfologicznych réznic miedzy dwoma rodzajami

peroksysoméw watroby ptazéw, a w literaturze brak danych, o enzyma-

tycznej heterogennosci frakcji peroksysoméw u innych organizméw.

4. Enzymy zwigzane z metabolitami cyklu glioksalowego

Syntetaza acetylo-CoA, dehydrogenaza izocytrynianowa (NADP), re-
duktaza glioksalanowa i dehydrogenaza glioksalanowa nie tworzg jedno-
litego zespotu pod wzgledem rodzaju katalizowanych reakcji, ich lokali-
zacja w peroksysomach budzi, jak juz wspomniano, watpliwosci. Trzy
sposrod nich (syntetaze acetylo-CoA (72), dehydrogenaze izocytrynianowag
(NADP) i dehydrogenaze glioksalanowg (80) znaleziono w peroksysomach
T. pyriformis. Aktywno$¢ dehydrogenazy izocytrynianowej (NADP) wyka-
zano rowniez w peroksysomach watroby szczura (80), a reduktazy glioksa-
lanowej — w lisciach ro$lin zielonych (74).

Godnym zastanowienia jest fakt, ze w peroksysomach znajduje sie kilka
enzymoOw metabolizmu kwasu glioksalowego. W peroksysomach lisci ro-
§lin zielonych wykryto oksydaze glikolanowg, ktorej produktem jest glio-
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ksalan, oraz dehydrogenaze i reduktaze glioksalanowa (80, 102). W pero-
ksysomach T. pyriformis stwierdzono dehydrogenaze glioksalanowa, ktérej
przypisuje sie znaczenie w przemianie glioksalanu do mrowczanu i dwu-
tlenku wegla.

Fizykochemiczne wtasnosci bton organelli utrudniajgce zetkniecie enzy-
mu z substratem sprawiajg, ze peing aktywno$¢ niektérych enzymow na
przyktad lizosomalnych mozna oznaczy¢ in vitro dopiero po zastowaniu
detergentéw, szokéw hipoosmotycznych, lub zamrozenia i rozmrozenia.
Aktywnos$¢é enzymow peroksysomowych nie wzrasta jednak po poddaniu
peroksysomoéw szokom hipoosmotycznym (11, 13). Miller (78) tlumaczy
to dobrg przepuszczalnos$cig btony peroksysomdw dla substratéw o rozmia-
rach czasteczki sacharozy.

Enzymy peroksysomowe uwalniajg sie przy kilkakrotnie wyzszym ste-
zeniu digitoniny w porownaniu z enzymami lizosomowymi (35). Moze to
dowodzi¢ mniejszej zawartosci lipiddw w bionach peroksysoméw, lub tez
tego ze lipidy te moga byé mniej dostepne dla detergentéw. Uszkodzenie
peroksysomow jest wprost proporcjonalne do zastosowanych stezeh deter-
gentéw,co wyraza sie stopniowym uwalnianiem enzymow do $rodowiska.
Podobne zjawisko obserwuje sie podczas zamrazania i rozmrazania pero-
ksysomow (70). Tylko oksydazy moczanowej nie udato sie tg droga ani na-
wet dziataniem taje silnych detergentow, jak Triton X-100 i Triton WR 1339
przeprowadzi¢ w postac¢ rozpuszczalng (70).

I11. Wptyw niektérych syntetycznych zwigzkéw chemicznych i hormonow
na populacje peroksysomaéw

W badaniach nad peroksysomami duzg role odegraty trzy zwigzki: clo-
fibrat (p-chloro-fenoksy-izomaslan etylowy — oznaczany rowniez skrotem
CPiB), alliloizopropyloacetamid (AiA) i 3-amino-J,2,4-triazol (AT). Pierw-
szy jest znanym lekiem przeciwmiazdzycowym, obnizajacym stezenie lipi-
doéw i cholesterolu w krwi, prawdopodobnie dzieki wypieraniu tyroksyny
z jej potaczen z biatkami osocza (21, 90) a podawany przewlekle zwierzetom
doswiadczalnym wywotuje hepatomegalie (21). Punktem uchwytu dwéch
pozostatych zwiazkéw jest katalaza: AiIA hamuje synteze tego enzymu
(35, 98), a AT jest jego nieodwracalnym inhibitorem (25, 35, 76, 77).

W 1965 roku Hess, Staubli i Reiss (58) zauwazyli zwiekszenie
ilosci peroksysoméw w hepatocytach szczur6w po podaniu im CPiB.
Zwigzek ten dzieki pracom szkoty Svobody i Azarnoffa stat sie gtdwnym
narzedziem w badaniu regulacji biogenezy, rozwoju i rozpadu peroksy-
somow. Preparat ten wywotuje rdwniez wzrost liczebnosci peroksysomow
u T. pyriformis (25), co sugeruje, ze dziata on na wspélne dla wszystkich
organizmow i bardzo stare ewolucyjne ogniwo w regulowaniu stanu po-



150 A. KAHL, M. GROSS, W. TURSKI [12]

pulacji tych organelli. Poniewaz w watrobie szczura zmiany peroksysomow

pod wptywem CPiB zalezg od pitci (100), uzyskano dogodny model do ba-

dania wptywu niektérych hormonéw na te organelle.

Juz po kilku dniach podawania CPiB szczurom — samcom stwierdza sie

dziesieciokrotne zwiekszenie ilosci peroksysomow we wszystkich komérkach

watrobowych, rozrost bton gtadkiej siateczki endoplazmatycznej i powsta-
wanie wzdtuz nich drobnych zageszczen przypominajacych niedojrzate kry-

staloidy (99) a takze zmiany w mitochondriach i lizosomach (85).
Poczatkowo ,nowe” peroksysomy nie r6znig sie od peroksysoméw

w grupie kontrolnej. Pod wptywem dalszego podawania CPiB powstaja

jednak postacie o prazkowanym zrebie, nie zawierajgce krystaloidw. Za-

geszczenia o podobnym prazkowaniu pojawiajg sie jednocze$nie wzdiuz
siateczki gtadkiej. Po 30-tu dniach podawania CPiB peroksysomy przybie-
raja dziwaczne, kleksowate ksztatty, co prawdopodobnie $wiadczy o ich
zwyrodnieniu, aczkolwiek ich ilos¢ pozostaje w dalszym ciggu zwiekszona.

Zaprzestanie podawania CPiB w tym okresie nasila zmiany degeneracyjne:

wewnatrz peroksysomoéw pojawiajg sie duze, jasne Wodniczki, czesto wy-

petnione klaczkami zrebu; organelle te przerastajg, ich $rednica przekracza
dtugos¢ mitochondrium i w kofcu wygladajg jak pierscienie, gdyz wielkie,

centralne Wodniczki spychaja na obwod wszystkie pozostate sktadniki (55).

Opisanym zmianom morfologicznym towarzysza od poczatku gtebokie zmia-

ny biochemiczne:

1) aktywnosci katalazy (91, 99) i dehydrogenazy izocytrynianowej (ss, 89)
wzrastajg proporcjonalnie do zwiekszania sie liczby peroksysoméw (91,
99);

2) aktywno$ci oksydaz D-aminokwasowej i L-a-hydroksykwasowej ulegaja
kilkakrotnemu obnizeniu (10);

3) aktywnos$¢ oksydazy moczanowej zmniejsza sie nieznacznie (99).
Przedstawione zmiany morfologiczne i biochemiczne mogg $wiadczy¢

0 proliferacji ale rowniez moga wynika¢ z zahamowania rozpadu tych

organelli. Za proliferacjg przemawia to, ze pod wptywem CPiB zmniejsza

sie stosunek ilosci peroksysoméw z krystalloidem do peroksysoméw bez
krystalloidu i rownocze$nie nieco zmniejsza sie aktywno$¢ oksydazy mo-
czanowej (99), ponadto pojawiajg sie mate peroksysomy a jednoczesnie
podawanie cykloheximidu — znanego jako inhibitor syntezy biatka w szor-
stkiej siateczce komoérek eukariotycznych (51) — catkowicie znosi wplyw

CPiB. Aczkolwiek ,nowe” peroksysomy réznig sie nieco morfologicznie

1lbiochemicznie od ,,starych”, to jednak — przynajmniej w pierwszym okre-

sie dziatania CPiB — rozrost peroksysomoéw moze by¢ dobrym modelem ich
naturalnego powstawania w komérce.

W zwigzku z wielokierunkowym dziataniem CPiB (proliferacja pero-
ksysomow, zwiekszenie aktywnosci katalazy i inne zmiany enzymatyczne,
hipolipidemia, hipocholesterolemia (83), hepatomegalia) pojawia sie pyta-
nie, czy i jak wymienione objawy sg powigzane ze soba. Poniewaz kata-



[13] PEROKSYSOMY 151

laza stanowi znaczng cze$¢ biatek peroksysomoéw i przyrost jej aktywnosci

pod wptywem CPiB jest proporcjonalny do zwiekszenia ilosci tych orga-

nelli, moznaby sadzieé, ze przynajmniej dwa pierwsze z wymienionych
objawow sa wspdtzalezne.

Tymczasem okazato sie, ze:

1) u myszek Cs z genetycznym defektem tworzenia katalazy CPiB po-
woduje proliferacje peroksysoméw, mimo, ze synteza enzymu pozostaje
zahamowana (90);

2) proliferacja peroksysoméw wystepuje u szczuréw podczas réwnoczesne-
go podawania im CPiB oraz AiA (91), ktéory hamuje synteze katalazy;

3) podanie AT — (nieodwracalnego inhibitora katalazy) — razem z CPiB
nie zaktdca proliferacji peroksysoméw (91).

nalezy zatem sadzi¢, ze proliferacja peroksysoméw i synteza katalazy sg

regulowane niezaleznie.

Nie udato sie réwniez wykaza¢ wspotzaleznosci miedzy proliferacjg
peroksysomow, a hepatomegalig oraz obnizeniem stezenia cholesterolu i li-
pidéw w osoczu pod wptywem CPiB gdyz:

1) po odstawieniu preparatu dtugo jeszcze utrzymuje sie wybitne zwieksze-

nie ilosci peroksysoméw, gdy tymczasem ciezar watroby powraca do
normy (58);

2) CPiB wywotuje proliferacje peroksysoméw rowniez po usunieciu tar-
czycy, mimo, ze zabieg ten znosi hipolipidemiczne dziatanie tego leku
(100);

3) Novobiocyna i biekit trypanu (ktére podobnie jak CPiS wypierajg ty-
roksyne z jej potaczen z biatkami osocza i w ten sposéb obnizajg ste-
zenie lipidébw w krwi) nie powodujg proliferacji peroksysoméw (90);

4) u kastrowanych szczurdw — samcow utrzymuje sie hipolipidemiczne
dziatanie CPiB, aczkolwiek zniesiony jest wplyw tego zwigzku na ak-
tywnos$¢ katalazy i proliferacje peroksysomow (i00).

Poniewaz w zywej komorce zmiany biochemiczne wyprzedzajg zmiany
morfologiczne powstaje pytanie jakie odchylenie metaboliczne, wywotane
przez CPiB poprzedza proliferacje peroksysomow. Wydaje sie, ze poszu-
kiwang zmiang jest nasilenie syntezy jakiego$ biatka — gdyz cykloheximid
znosi morfogenetyczny wptyw CPiB. Biatkiem tym nie jest oksydaza L-a-
-hydroksykwasowa, oksydaza D-aminokwasowa, ani oksydaza moczanowa
(gdyz aktywno$¢ tych enzymoéw — bardziej lub mniej — obniza sie pod
wptywem CPiB), ani tez katalaza (gdyz przy zahamowaniu jej syntezy
moze zachodzi¢ proliferacja peroksysomdéw). Reddy i wsp. (91) przy-
puszczaja, ze moze to by¢ dehydrogenaza izocytrynianowa, gdyz stanowi
ona prawie 1/3 biatka peroksysomow, a jej aktywnos$¢é wzrasta pod wpty-
wem CPiB. Naszym zdaniem jednak uzasadnienie to jest niewystarczajace,
gdyz nalezatoby tak jak w przypadku katalazy — wykaza¢, ze proliferacja
peroksysoméw pod wptywem CPiB odbywa sie przy zahamowaniu syntezy
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dehydrogenazy izocytrynianowej. Nalezy réwniez rozwazy¢ mozliwos¢, ze
poszukiwanym biatkiem nie jest enzym. Niestety nic nie wiadomo 0 nie-
enzymatycznych biatkach peroksysomow.

Jak juz wspomniano wptyw CPiB na proliferacje peroksysomoéw zalezy
od pici (100). Wczesdniej zas wykazano (1) réznice w aktywnosci katalazy
miedzy samcami i samicami. Skierowato to uwage na wpityw hormonow
ptciowych na regulacje tworzenia i rozpadu peroksysoméw w tkankach
zwierzecych. Dotychczasowe badania w tym kierunku zmierzaty do pozna-
nia wptywu kastracji i terapii substytucyjnej (estrogeny, testosteron) na
aktywnos$¢ katalazy i liczebno$¢ populacji peroksysomoéw w watrobach
szczurdw i myszy (100). Stwierdzono mianowicie, ze aktywno$¢ katalazy
w watrobach dojrzatych szczuréw samcow jest zawsze wieksza niz u samic
i nie zmienia sie po usunieciu jajnikow lub jader (100). CPiB podwyzsza
prawie trzykrotnie aktywnos$¢ katalazy w watrobach szczuréw — samcow,
a prawie nie wptywa na ten enzym u samic; podawanie CPiB kastrowanym
szczurom obu pici powoduje wzrost aktywnosci katalazy watrobowej o oko-
to 1/3 wartosci wyjSciowych (100). Pod wptywem CPiB i propionianu te-
stosteronu u kastrowanych samic nastepuje trzykrotny wrost aktywnosci
katalazy watrobowej, natomiast u kastrowanych samcéw benzoesan estra-
diolu znosi wptyw CPiB na ten enzym (100). Wszelkie zmiany aktywnosci
katalazy watrobowej sg w przyblizeniu wprost proporcjonalne do ilosci
peroksysomow (100). Przedstawione rdznice piciowe w zachowaniu sie ka-
talazy pod wptywem CPiB ujawniajg sie tylko u szczuréw dojrzatych
(réznice te nie wystepuja u ptodéw i oseskéw) (100, 104).

Z danych tych wynika, ze testosteron i estradiol wpitywajg przeciw-
stawnie na spowodowane przez CPiB zmiany zaréwno aktywnosci katalazy,
jak i liczebnos$ci populacji peroksysomow w watrobie. Wspomniane hor-
mony zmieniajg oddziatywanie tej populacji na CPiB w sposob dla siebie
swoisty lecz niezalezny od pici zwierzecia, od ktérego peroksysomy po
chodza. Wydaje sie zatem, ze nie ma peroksysomow ,meskich” i ,zeA-
skich”, a r6znice ptciowe w oddziatywaniu na CPiB zaleza od rodzaju hor-
monu. Brak réznic ptciowych w zachowaniu sie aktywnosci katalazy u pto-
déw szczurzyc, ktorym w czasie cigzy podawano CPiB, jest prawdopo-
dobnie przejawem niezdolno$ci peroksysomow ,ptodowych” do oddziaty-
wania na testosteron lub estradiol, wzglednie natozeniem wptywu proge-
steronu (o dziataniu tego hormonu na peroksysomy nic niestety dotad nie
wiadomo). Hipoteza fizjologicznej niedojrzatosci peroksysomow wydaje sie
bardziej wiarygodna, niz poglad, ze estradiol i testosteron dziatajg w okresie
ptodowym w niewystarczajacych stezeniach, co na pewno jest fatszywe dla
estradiolu.

Dane na temat wptywu innych hormondéw na peroksysomy sg skape:
usuniecie tarczycy lub nadnerczy u szczur6w — samcOw prawie nie wpty-
wa na aktywnos$¢ katalazy watrobowej. CPiB powoduje u takich zwierzat

!
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dwukrotne zwiekszenie aktywno$ci omawianego enzymu. Wzrost ten jest
nieco mniejszy niz u zwierzat nieoperowanych, ktérym podawano CPiB
(100).

IV. Biogeneza i rozpad peroksysomoéw

Wszelkie hipotezy na temat powstawania peroksysomow muszg by¢
stawiane bardzo ostroznie, gdyz nasza wiedza o tych organellach jest jesz-
cze skapa. Co wiecej znajomos$¢ innych organelli nie jest jednakowo za-
awansowana. Mitochondria na przykiad sg poznane lepiej niz lizosomy,
a te — lepiej niz aparat Golgi’ego. Utrudnia to ustalanie powigzan miedzy
peroksysomami i innymi strukturami subkomoérkowymi, a wiec pos$red-
nio — naszych sagdéw o biogenezie peroksysomoéw.

Wszelkie hipotezy o powstawaniu peroksysomoéw (i organelli w ogdle)
opierajg sie gtownie na interpretacji obrazéw uzyskanych w mikroskopie
elektronowym, ta zas§ wymaga przyjmowania dodatkowych zatozen, wybie-
ranych zazwyczaj intuicyjnie. Tak na przyktad wielokrotnie stwierdzone
przylegania peroksysomu do biony gtadkiej siateczki endoplazmatycznej
sktania do pogladu, ze powstat on przez pgczkowanie tej btony. Poglad taki
nalezatoby poprzeé¢ stwierdzeniem podobienstwa skiadu bton peroksyso-
mow i siateczki gtadkiej, co wykracza jednak poza dotychczasowe wiado-
mosci o omawianych strukturach. Nizej zestawimy morfologiczne i bio-
chemiczne dane dotyczace komorki watrobowej szczura, na ktérych mozna
oprze¢ hipotezy o powstawaniu peroksysomoéw:

1) Btona peroksysomoéw wykazuje ciggtosé z bitonami gtadkiej siateczki
endoplazmatycznej (13, 63, 65, 84) a peroksysomy skupiaja sie czasem
wzdtuz nich w postaci gronek (99).

2) CPiB, wywotujacy proliferacje peroksysoméw, wplywa rowniez na
wzrost bton gtadkich siateczki endoplazmatycznej, wzdtuz ktérych po-
jawiaja sie we wczesnym okresie grudki .przypominajgce krystaloidy,
a w okresie zwyrodnienia peroksysomow — grudki o prazkowanej,
blaszkowatej budowie. Oba rodzaje tworéw pojawiajg sie pézniej wew-
natrz peroksysoméw (99). Podczas podawania CPiB powstajg wzdtuz
bton gtadkiej siateczki peroksysomy o mniejszych $rednicach — praw-
dopodobnie postacie miode (35, 99). Dotychczas nie stwierdzono pota-
czen peroksysomOw z btonami siateczki szorstkiej (35).

3) Badania nad kinetyka biosyntezy katalazy przy uzyciu 1uC-leucyny (59)
wskazuja, ze znakowany enzym pojawia sie najpierw w mikrosomach,
nastepnie w cytoplazmie podstawowej a najpdzniej, po 30 min. w per-
oksysomach.

4) Cykloheksimid, ktéry silnie hamuje synteze biatka w szorstkiej siatecz-
ce endoplazmatycznej komorek jadrzastych (51), catkowicie znosi jak
juz wspomniano pobudzajgcy wptyw CPiB na proliferacje peroksyso-
mow (91).
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Z przedstawionych danych wytania sie nastepujgca hipoteza biogenezy
peroksysomoéw: poszczeg6lne skiadniki biatkowe tych organelli (m.in. ka-
talaza (35), dehydrogenaza izocytrynianowa (91)) sg syntetyzowane w bito-
nach szorstkiej siateczki endoplazmatycznej, a nastepnie sg przenoszone
do bton gtadkich (35, 59) (etap ten odpowiada pojawianiu sie znakowanej
katalazy w cytoplazmie podstawowej). Tu zostajg otoczone fragmentami
tych bton, lub wnikajg do juz wytworzonych uwypuklen. W ten sposob
powstaje ,,mtody” peroksysom, potaczony za pomocag szyputy z bionami
siateczki gtadkiej. Potaczenie to zazwyczaj ulega przerwaniu podczas otrzy-
mywania frakcji peroksysomoéw. W okresie dojrzewania peroksysomy po-
wiekszajg sie prawdopodobnie bogacac sie o nowe skiladniki biatkowe.
W koncu dojrzate peroksysomy tracg tagcznosé z btonami siateczki gtadkiej
i spoczywajg swobodnie w cytoplazmie podstawowej. Rownoczesny brak
reticulum endoplazmatycznego i peroksysoméw u bakterii przemawia za
takg hipoteza. Przedstawiony model biogenezy peroksysomow wyr6zniaja
trzy cechy:

1) kazdy peroksysom powstaje de novo ze sktadnikdw morfologicznie nie-
zorganizowanych i z fragmentu btony siateczki gtadkiej (33, 42, 45, 53,
64, 65, 71, 84),

2) W procesie tym powazng role odgrywa przenoszenie wzdtuz bion sia-
teczki gtadkiej niektérych substancji z miejsca ich syntezy w siateczce
szorstkiej (podobny mechanizm przyjmuje Novikoff (38) dla bio-
genezy lizosomow),

3) w zintegrowaniu i dojrzewaniu peroksysomu nie uczestniczy — poza
btonami siateczki gtadkiej — zadna inna struktura subkomérkowa.
Ostatnia cecha rézni zasadniczo wyzej przedstawiony model od hipo-

tez, ktore zaktadajg posrednictwo badz aparatu Golgi‘ego, badz dwéch in-

nych rodzajéw czastek subkomoérkowych (ang. dense bodies i multivesicular
bodies) w powstawaniu peroksysomoéw. Hipotezy te przyjmujg, ze biatka
peroksysomow zsyntetyzowane w btonach siateczki szorstkiej sa przeno-
szone za posrednictwem pecherzykéw pochodzacych ze strefy Golgi’ego
do aparatu Golgi’ego (27, 35, 43, 112, 113), do dense bodies (35, 38, 112) lub
do multivesicular bodies (35, 38, 112). Wymienione struktury subkomarko-
we przeksztatcajg sie nastepnie bezposrednio w peroksysomy. Stosunkowo
najmniej prawdopodobny wydaje sie udziat multivesicular bodies, gdyz
czastki te sg zblizone do lizosomow (79). Novikoff (cyt. wg 38) wysunat hi-
poteze, ktéra taczy w jeden morfologiczno-czynnosciowy uktad siateczke
endoplazmatyczng, aparat Golgi’ego, peroksysomy dense bodies i lizosomy
(GERL — ang. Golgi endoplasmic reticulum lysosomes). Zwrdcit on uwage,
na zwigzek bton wszystkich elementow omawianego uktadu z btonami sia-
teczki gtadkiej oraz, ze wzdtuz tych bton sg przenoszone biatkowe skiadniki
tego uktadu z miejsc ich syntezy do poszczegdlnych organelli GERL. W ba-
daniach nad kinetykg tworzenia i rozpadu katalazy stwierdzono, ze od
chwili powstania peroksysomu (a $ci$lej — zsyntetyzowania czgsteczki ka-
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talazy) do chwili jego rozpadu uptywa w komoérce watroby szczura $red-
nio 4,4 doby (35). Jest to wiec okres dojrzewania i dojrzatoSci tej organelli,
w czasie ktorego spetnia ona swa czynno$¢ biologiczng. Jakie sg jej dalsze
losy? Rouiller i Bernhard (94) wysuwali hipoteze o przeksztat-
caniu sie peroksysoméw w mitochondria biorgc za jej podstawe wykrycie
tworéw przypominajagcych grzebienie mitochondrialne wewnatrz niekto-
rych peroksysoméw. Okazato sie jednak, ze poglad ten wyniknagt z bled-
nej oceny preparatow frakcji wzbogaconej w peroksysomy, ktora zawierata
rowniez mitochondria. Obecnie przyjmuje sie, ze peroksysomy nie sg pre-
kursorami mitochondriow podczas chondriokinezy, towarzyszacej podzia-
tom komoérkowym.

Brak jest réwniez danych potwierdzajacych przeksztatcanie sie per-
oksysomow w mitochondria podczas ontogenezy. U szczuréw peroksysomy
pojawiajg sie w komoérkach watroby dopiero w 15— 16 dniu zycia ptodo-
wego, a wiec gdy juz sg obecne normalne mitochondria; pod koniec cig-
zy — ilos¢ peroksysomow w watrobach ptodéw znacznie wzrasta, a po uro-
dzeniu— maleje (35, 100, 113). Wahania te jednak nie majg zwigzku ze
stanem mitochondriow. W watrobach ptodéw mysich peroksysomy poja-
wiajg sie wprawdzie wczesniej (35, 87), lecz réwniez i u tego zwierzecia
istnieje juz wéwczas dobrze wyksztatcona populacja mitochondriow. W réz-
nych czesciach kanalika nerkowego u dojrzatych myszy stwierdza sie
wprawdzie odwrotng zalezno$¢ miedzy ilosScig i wielko$cig peroksysomow,
a analogicznymi parametrami mitochondriow (16), nie upowaznia to jednak
do wnioskowania o wzajemnych przeksztatceniach miedzy tymi organella-
mi. Przeciwko takim przeksztatceniom przemawiajg tez dane biochemicz-
ne. Trudno przypusci¢, aby peroksysomalny typ utleniania, ktérego pro-
duktem jest H20 2 mogt stopniowo (lub skokowo) przechodzi¢ w mitochon-
drialny, ktérego produktem jest H-0.

Poniewaz peroksysomy zawierajg duze ilosci katalazy, a ponadto moga
mie¢ genetyczny zwigzek z aparatem Golgi’ego (27, 95, 113), nalezy roz-
wazyé, czy moga one uwalniaé swa zawarto$¢ na zewnatrz komdarki, tak jak
typowe ziarnisto$ci wydzielnicze. Ta hipoteza znikania peroksysomow wy-
daje sie jednak mato prawdopodobna (84), gdyz w pitynach miedzykomar-
kowych i w osoczu nie ma katalazy, a w zdici wystepuje ona w bardzo
niewielkich ilosciach (35). Bardziej prawdopodobne wydaje sie wewnatrz-
komorkowe oprdznianie zawartosci peroksysoméw (2, 3), nie wiadomo jed-
nak czy jest to zwigzane z ich rozpadem. Bruni i Porter (27) oraz
Greenfield i Price (52) przypuszczaja, ze peroksysomy mogg zle-
wacé sie z lizosomami, wzbogacajac je w nowe enzymy. Pochtanianie per-
oksysomdw (na rowni z innymi organellami) przez lizosomy na drodze
autofagii (38), jest mozliwe, mato prawdopodobne jest jednak aby enzymy
peroksysomowe, ktdre majg optimum dziatania w pH 7 mogly wspdipra-
cowac z kwasnymi enzymami lizosomalnymi (39). Autofagia peroksysomoéw
jest naturalnym kresem ich zycia (38). Przemawia za tym kinetyka rozpa-
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du katalazy rozktadanej z szybkos$cig proporcjonalng do aktualnego ste-
zenia enzymu w komoérce w drodze przypadkowego procesu, ktéremu moze
podlegaé kazda czasteczka katalazy Jbez wzgledu na swdj ,,wiek” (35).

V. Biologiczna rola peroksysomow

Przekonanie o niezbednosci organelli dla komérki, lub organizmu opie-
ra sie zwykle na stwierdzeniu powszechnosci jej wystepowania w pewnej
grupie, lub nawet u prawie wszystkich organizméw, lub w ich okres$lonych
narzgdach. Peroksysomy stanowityby pod tym wzgledem wyjatek, gdyz
wedtug najwybitniejszych znawcéw tych organelli—de Duve’a
i Baudhuina (35 oraz Bearda i Novikof fa (16) nie wyste-
pujg one powszechnie. Autorzy nie podajg niestety, na jakich danych do-
Swiadczalnych oparli to przekonanie a dostepna nam literatura réwniez
nie zawiera danych, ktére by ten poglad uzasadniaty. Wedlug de Du -
ve’a (35 peroksysomy znajdujg sie przede wszystkim w komérkach,
w ktérych aktywnie przebiega glukoneogeneza zwtaszcza z tluszczow (26,
80), natomiast weglowodany utleniane sa stabo. Wskazuje na to réwniez
sktad enzymatyczny peroksysoméw, gdyz enzymy cyklu glioksalowego ka-
talizujg wstepne etapy glukoneogenezy z ttuszczdw.-Obecnos$¢ peroksyso-
méw w niektdrych tylko komdrkach moze byé zatem wynikiem ewolucyj-
nego przystosowania sie tych komaérek do okreSlonego typu przemiany we-
glowodanowej. Dotyczy to jednak tylko roslin, gdyz w peroksysomach ko-
morek zwierzecych dotychczas nie stwierdzono obecnosci enzymdw cyklu
glioksalowego.

W jaki spos6b mozna pogodzi¢ niepowszechno$¢ wystepowania peroksy-
somow z ich kluczowg rolg w metabolizmie nadtlenku wodoru? Utlenianie
z wytworzeniem H:0z jako koricowego produktu jest bardzo starg filoge-
netycznie reakcja, ktéra prawdopodobnie pojawita sie jeszcze w epokach
prebiotycznych i przetrwata do chwili obecnej u prawie wszystkich komo-
rek. Wraz z pojawieniem sie morfologiczno-biochemicznej integracji — co
doprowadzito do powstania organelli komdérkowych — wiasnie peroksyso-
my mogly sta¢ sie siedliskiem powstawania i rozktadu nadtlenku wodoru.
Niektore reakcje peroksysomowe reprezentowatyby wiec pierwotny typ
oddychania, ktore nie bylto jeszcze sprzezone z fosforylacjag oksydatywna,
a uzyskana energia mogta by¢ przekazana komorce jedynie w postaci cie-
pta. Istnieje poglad, ze dostarczanie tego rodzaju energii moze by¢ réwniez
funkcja peroksysoméw i obecnie (35).

Jest watpliwe, czy wystarczajagcym powodem do powstania peroksyso-
séw mogta by¢ ich rola w metabolizmie nadtlenku wodoru. Zwigzek ten
bowiem powstaje i jest rozkiadany takze w reakcjach pozaperoksysomo-
wych. Znany jest fakt przezywania organizmow z genetycznym defektem
wytwarzania katalazy (mysz (90), cztowiek (91)), lub po zahamowaniu jej
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syntezy przez AlA (91). Szkoda, ze brak dotychczas danych o wewnatrz-
komdérkowym rozmieszczeniu katalazy w narzgdach pozbawionych perok-
sysomow. Nic nie wiadomo réwniez o lokalizacji peroksydazy glutationu.
W tym miejscu musimy powroci¢ raz jeszcze do zagadnienia stosunku
peroksysomow do mitochondriéw, tym razem w aspekcie filogenetycznym.
Poglad, ze mitochondria z ich doskonalszym mechanizmem oddychania roz-
winety sie jako organelle konkurencyjne wobec peroksysoméw (by¢ moze
na drodze endosymbiotycznej), jest bardzej prawdopodobny niz przyjecie,
ze peroksysomalny typ oddychania (obejmujacy jedynie flawoproteidy)
wzbogacat sie o NAD-dehydrogenazy z jednej strony, a z drugiej — o koen-
zymy o coraz wyzszych potencjatach oksydo-redukcyjnych wraz z oksydazg
cytochromowg. Mitochondria, jako lepiej odpowiadajgce potrzebom ko-
morki, mogty po prostu wyprzeé peroksysomy w czasie filogenezy. Jezeli
przyja¢ poglad o niepowszechno$ci wystepowania peroksysomow nalezy
uznaé, ze wypieranie to zachodzito nie wszedzie z jednakowym nasileniem.
W pewnych komérkach peroksysomy zanikty (?), a w innych przystoso-
waty sie do nowych czynnos$ci. CzynnoS$ci te mogty by¢ nastepujgce:
1) przeprowadzanie pewnych etapow glikoneogenezy, zwiaszcza z tlusz-
czéw i dzieki temu udziat w przemianach acetylo-CoA,
2) udziat w rozpadzie puryn,

3) udziat w utlenianiu zredukowanych koenzymoéw pirydynowych (NAD)
cytoplazmy podstawowej. Zagadnienie to jest szczegdlnie ciekawe, gdyz
role w tych reakcjach przypisywano wytgcznie mitochondriom (28, 35).
Btona wewnetrzna tych organelli jest w normalnych warunkach nie-
przepuszczalna dla nukleotydéw. Role no$nikéw elektronéw miedzy
NAD cytoplazmy podstawowej a taficuchem utleniania w mitochon-
driach petnig niektére metabolity m.in. a-glicerofosforan (28). Przypusz-
cza sie, ze podobne reakcje moga zachodzi¢ miedzy hyaloplazma a per-
oksysomami (35, 102), gdyz produkty utleniania peroksysomalnego mo-
ga by¢ redukowane przez wspotdziatajgce z NAD dehydrogenazy hyalo-
plazmy (35).

W ten sposob peroksysomy mogg bra¢ udziat w tlenowych przemianach

koenzymdw cytoplazmy podstawowej dzieki takim donatorom elektronéw

jak etanol lub a-hydroksykwasy (schemat 3).

Oksydazy peroksysomowe majg jednak niskie powinowactwo do tlenu,
a jego stezenie w komorce zalezy z kolei od aktywnosci oddechowej mito-
chondriow. Zatem przy nasileniu utleniania mitochondrialnego zmniejsza
sie aktywno$¢ peroksysomow, co powoduje przesuniecie stosunku stezen
NAD+/zred.NAD w cytoplazmie na korzy$¢ formy zredukowanej. Wow-
czas w komoérce powstajg warunki korzystne dla syntezy weglowodanow.
Przy niskiej aktywnos$ci oddechowej mitochondriéw elektrony ze zreduko-
wanych koenzymow hyaloplazmy moga odpltywa¢ do peroksysomow co
stwarza warunki korzystne dla tlenowej przemiany weglowodanow. Me-
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158

A. KAHL, M. GROSS, W. TURSKI [20]

tabolizm tych zwigzkéw jest zatem regulowany w komorce poprzez me-
chanizm homeostatyczny, w ktérym uczestniczg mitochondria, hyaloplaz-
ma i peroksysomy (35),

4)

W lisciach ros$lin zielonych peroksysomy pozostajg w bardzo Scistym
kontakcie anatomicznym z chloroplastami; czesto sg wrecz wpuklone
do ich wnetrza (49). Fakt ten sugeruje jaka$ role peroksysomow w fo-
tosyntezie (80, 102). Obecnie wiadomo, ze peroksysomy utleniaja gli-
kolan — jeden z gtdwnych metabolitdw przyswajania C02 Reakcja ta
objawiajgca sie jako kapilarne pochtanianie tlenu podczas fotosyntezy

(fotorespiracja) moze by¢ sprzezona z utlenianiem zredukowanych NAD —
derydragenaz hyaloplazmy (80, 83).

Przemiany w peroksysomach

Przemiany w hyaloplazmie

Moczan £ ” ” |
enole Chinon
D - ammokwasy+ Alantoina ¥
L -am k“ o4 o - ketokwasy + NH, Alkohole Aldehydy
S m Mréwczan c0
\\ / i) Azotany
02 oksydazy flawoproteidowe NZOZ«-L katalaza (mechanizm peroksydazowy) J" ZHZO
- o ~ hydroksykwasy o - kelokwasy Alkohol etylowy Aldehyd octowy
R-CHOH- R-C0-C00 "~ H, C-CH_ -OH 0
CHOH-CO00™ / 3 &2 0 H, C-Cf

NAD® (NADP® ) (NADPH + H*) NADH + H®

\
L

RH2

Schemat 3. Udziat peroksysoméw w tlenowym metabolizmie hyaloplazmy

5)

W peroksysomach oprécz peroksydazowego utleniania mréwczanu mo-
ze zachodzi¢ rowniez jego powstawanie (utlenianie glicyny przez oksy-
daze D-aminokwasow, utlenianie glioksalanu). Jednakze udziat tych or-
ganelli w metabolizmie fragmentéw jednoweglowych jest watpliwy, po-
niewaz enzymy tej przemiany znaleziono jedynie w mitochondriach
i cytoplazmie podstawowej a wg Baudhuina (cyt. za 35) peroksy-
somy nie zawierajg dehydrogenaz dwu i tetrahydrofolianowych (EC
15.1.3) i (EC 15.1.4).

Niektorym organellom zblizonym do peroksysomow — a mianowicie
bogatym w peroksydaze ziarnistoSciom leukocytow i innych komdrek
fagocytujagcych — przypisuje sie role w opornosci przeciwwirusowej.
Stwierdzono bowiem silne,whasnosci wirusobo6jcze uktadu: H:20 2jony
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chlorowcéw-peroksydaza (20, 30, 66, 69). Istniejg dane, ze taki uktad
moze rzeczywiscie wystepowaé¢ we wspomnianych ziarnistosciach leu-
kocytéw. Jezeli zatozy sie — co naszym zdaniem jest bardzo prawdo-
podobne, ze ziarnistosci te majg filogenetyczny lub ontogenetyczny
zwigzek z peroksysomami, to nalezy wnioskowaé, ze niektore tory ewo-
lucji peroksysomoéw mogly doprowadzi¢ do przeksztatcenia sie tych or-
ganelli w narzady obronne komorki (98).

Przedstawione tu hipotezy dotyczace stopniowego nabywania nowych

czynnosci przez peroksysomy moga ttumaczyé ptrzetrwanie tych czastek
w jednych a zanik ich w innych organach w zalezno$ci od potrzeby. Czy
rzeczywiscie peroksysomy sa ,kopalnymi organellami” (ang. fossil orga-
nelles) — wykazg badania nad biochemig porownawczg tych czastek.

U podstaw wszelkich watpliwosci, ktdre dotycza zagadnienia niezbed-

nosci peroksysoméw dla organizméw spoczywa jednak zasadnicze pytanie:
czy rzeczywiscie istniejg poza bakteriami komorki pozbawione peroksy-

somow?
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Recenzje

E. Ginter: The role of ascorbic acid in cholesterol metabolism
Vydavatestvo Slovenskiej Akademie Vied, Bratislava, 1970, stron 96

Opracowanie wydano jako zeszyt serii Biologiceskie Prace napisane w jezyku
angielskim obejmuje poza tekstem 20 tabel, 27 rycin i 316 pozycji piSmiennictwa.
Autor omawia udziat kwasu askorbinowego w metabolizmie cholesterolu w powig-
zaniu ze zmianami miazdzycowymi.

Miazdzyca jest jedng z najgrozniejszych chordéb $wiata cywilizowanego. W roku
1966 w USA 50% zgonow zostalo spowodowane miazdzycopochodnymi chorobami
serca, w Polsce w tym samym czasie wskaznik ten wynosit ok. 30%. Miazdzyca (athe-
rosclerosis) jest to zwyrodnieniowe schorzenie tetnic, polegajgce na odktadaniu sie
w btonie wewnetrznej cholesterolu i lipidéw z ogniskowym rozrostem tkanki tgcznej
oraz powstawaniem ognisk martwicy i ztogébw wapnia. W nastepstwie tych zmian
dochodzi do zgrubienia btony wewnetrznej i zwezenia $wiatta tetnicy. Miazdzyca jest
jednostka chorobowg o wielu czynnikach etiologicznych i ztozonej patogenezie, a czyn-
niki zywieniowe uznane sg za jedne z istotnych w jej powstawaniu. Szczeg6lnie pod-
kresla Siie nadmierne spozycie Kkalorii w stosunku do ich wydatkéw, za matlg ilo$¢
niezbednych nienasyconych kwasow ttuszczowych i zbyt wysoki stosunek kwasow
tluszczowych nasyconych do nienasyconych, za duzy udziat w pozywieniu weglo-
wodanow, gtéwnie cukrow prostych, niedobory potasu i magnezu, niedobory witamin
z grupy B, witaminy E i witaminy C jako czynnika ukfadu redukcyjno-utleniajgcego
niezbednego w metabolizmie naczyn.

Rozdziat 1-szy opracowania Gintera obejmuje przeglad piSmiennictwa dotycza-
cego udziatu kwasu askorbinowego w réznych funkcjach metabolicznych, a zwitasz-
cza zaburzen metabolizmu lipidéw w ostrym niedoborze witaminy C. W przegladzie
piSmiennictwa autor omawia réwniez zagadnienie wspo6tzaleznosci miedzy kwasem
askorbinowym a powstawaniem miazdzycy. W rozdziale 2-gim Ginter przeprowadza
krytyke dotychczasowych prac innych autoréw w tej dziedzinie. Krytykuje sam
model wywotywania ostrych niedoboréw witaminy C, a nastepnie stosowane metody
badan eksperymentalnych i klinicznych nad wplywem witaminy C na miazdzyce.
Zwraca uwage na kontrowersyjne wyniki badan, ktére sg spowodowane réznymi
warunkami przeprowadzanych doswiadczen. Metabolizm lipidow przebiega zupeinie
inaczej przy ostrym niedoborze witaminy C niz przy przewlektej hypowitaminozie C.
Obecnie, u ludzi rzadko spotyka sie ostre niedobory witaminy C (gnilec), a znacznie
czesciej stany diugotrwatej hypowitaminozy. W rozdziale 3-cim autor proponuje nowy
model badan, ktéry polega na wywotywaniu u $winek morskich chronicznego nie-
doboru witaminy C wraz z miazdzyca i hypercholesterolemlg. Badania nad miaz-
dzyca prowadzono dotychczas na krolikach, ktére w przeciwienstwie do cztowieka
i $winki morskiej, moga same syntetyzowa¢ kwas askorbinowy i w ten sposéb sg
niezalezne od pobrania witaminy C w pozywieniu. Dalsze rozdzialy opracowania
stanowig przeglad dorobku autora i jego wspoétpracownikéow z Zaktadu Biochemii
Instytutu Zywienia w Bratystawie. Uzyskane wyniki i zdobyte do$wiadczenie w pra-
cach na zwierzetach autor wykorzystuje nastepnie w badaniach epidemiologicznych
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nad oceng stanu odzywienia ludzi w Stowacji. Ginter podkreéla role zywienia w etio-
logii miazdzycy i udowodnia, ze diugotrwaty niedob6ér witaminy C zwieksza ryzyko
powstawania uszkodzen naczyn. Ponadto omawia spos6b w jaki kwas askorbinowy
wptywa na metabolizm cholesterolu.

Ginter w swoich doswiadczeniach przeprowadzonych na Swinkach morskich wy-
kazat statystycznie istotng bezposSrednig korelacje miedzy poziomem cholesterolu
w tkankach a zawarto$cia w nich witaminy C. Niskie zawartosci witaminy C sg
zwigzane z wysokimi poziomami cholesterolu, a w przypadku wysokiej zawartosci
witaminy C, poziomy cholesterolu sg niskie. Zmiany patomorfologiczne w uktadzie
naczyniowym, a zwiaszcza w tetnicach wieficowych sg wyrazniejsze u zwierzat z hy-
powitaminoza C, karmionych dieta wywolujacg miazdzyce niz u $winek morskich
z wysokim poziomem tej witaminy w tkankach. Badania nad wptywem niedoboru
witaminy C na metabolizm cholesterolu, przeprowadzone za pomocg techniki izotopo-
wej wykazaty, ze zwiekszenie nagromadzania cholesterolu w tkankach $winek mor-
skich z hypowitaminozg C nie bylo spowodowane ani przez zwigkszenie syntezy
endogennego cholesterolu z octanu, ani przez zwigkszenie wchtaniania cholesterolu
egzogennego. Natomiast niedobdr witaminy C interferuje z metabolizmem cholesterolu
na poziomie przemiany cholesterolu do kwasoéw zdétciowych. Mechanizm dziatania
kwasu askorbinowego w tym procesie na poziomie molekularnym jest jeszcze nie-
znany. Autor sadzi, ze funkcja kwasu askorbinowego w katabolizmie cholesterolu
polega na dziataniu katalitycznym witaminy C na hydroksylaoje pierscienia choleste-
rolu. Ginter opiera swojg hipoteze na podstawie znanych faktow, ze kwas askorbi-
nowy stanowiac cze$¢ uktadu enzymatycznego katalizujgcego hydroksylacje wielu
zwigzkéw cyklicznych, uczestniczy w hydroksylacji wegla C7 i Ci2 cholesterolu, re-
akcji zapoczatkowujacej przemiane cholesterolu do kwaséw zétciowych.

Ksigzka Gintera $wiadczy o duzej znajomosci zagadnienia. Autor, ktéry wiele lat
pracowatl w tej dziedzinie, opisuje szczegotowo metody badan, zwiaszcza przeprowa-
dzanych na zwierzetach i dlatego z metodycznego punktu widzenia opracowanie to
przedstawia réwniez duzg warto$é. Ksigzka zawiera cenny materiat dla specjalistow,
zwiaszcza lekarzy i biologbw zajmujacych sie miazdzycg oraz metabolizmem lipidéw
i kwasu askorbinowego.

B. Dietl

Biopolimery — Fizyko-chemiczne metody oczyszczania, rozdzielania
i badania
Praca zbiorowa pod redakcjg E. Samsonowa. Panstwowe Wydawnictwo Naukowe,

Warszawa 1971, str. 356
Ttumaczenie: E. Czuryto i Z Kazimierczuk

Autorami ksigzki sg pracownicy dwu instytutéw w ZSRR, Instytutu Zwigzkoéw
Wielkoczgsteczkowych i Instytutu Biologii Molekularnej.

W 11 rozdziatach autorzy podali podstawowe wiadomosci teoretyczne z dziedziny
elektroforezy i chromatografii oraz praktyczne zastosowania tych metod do oczy-
szczania, rozdzielania, identyfikowania i oznaczen ilosciowych biatek, polipeptydéw
i kwaséw nukleinowych.

Czytelnik otrzymuje w szeéciu rozdziatach krotkie streszczenia podstawowych
wiadomosci z: miareczkowania potencjometrycznego, elektroforezy, zasad chroma-
tografii, dwukierunkowej chromatografii na bibule, chromatografii gazowej i gazo-
wo-cieczowej, i chromatografii cienkowarstwowej. W pozostatych rozdziatach miesz-
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cza sie dzialy specjalne jak chromatografia peptydéw na celulozowych wymienia-
czach, sorpcja i chromatografia biatek na jonitach celulozowych, sorpcja i chroma-
tografia biatek na zywicach jonowymiennych oraz na sefadeksach, chromatografia
biatek na jonitach celulozowych, zastosowanie chromatografii do badan kwasow
nukleinowych i automatyczna analiza chromatograficzna aminokwaséw.

W kazdym rozdziale po krotkim wstepie teoretycznym znajdujg sie przykitady
i opisy zastosowan praktycznych do badan biopolimeréw. PiSmiennictwo zebrano
oddzielnie dla kazdego rozdziatu. Tabele, wykresy, rysunki aparatury, wzory che-
miczne i matematyczne ilustrujg tekst. Niewatpliwie wydanie ttumaczenia tej ksigzki
przez PWN wyréwnuje nasze niedobory w tej dziedzinie. Nasz zestaw oryginalnych
wydawnictw z dziedziny chromatografii, elektroforezy jest jak dotychczas bardzo
skromny. Oproécz kilku monografii-podrecznikéw, ktére ukazaty sie w ramach wy-
dawnictw PWN, PIWRIL i PZWL, materiaty informacyjne o metodach oczyszczania,
rozdzielania biatek, polipeptydéw, kwaséw nukleinowych ukazujg sie sporadycznie
w Postepach Biochemii. Zebranie informacji o metodyce badan biopolimeréw w ca-
tosci w jednej monografii jest korzystne dla czytelnika, i tym tez kierowata sie Re-
dakcja PWN podejmujac decyzje wydania ttumaczenia. Miedzy innymi cenny jest
dla naszego czytelnika rozdziat o automatycznej analizie chromatograficznej ami-
nokwaséw w analizatorach kolumnowych, ktérych juz jest coraz wiecej w naszych
laboratoriach. Racjonalna obstuga tej aparatury, jej konserwacja, umiejetnos¢ wy-
korzystania, zabezpieczenia przed uszkodzeniami, wprowadzanie wariantéw dla rzad-
kich aminokwaséw wymaga opr6cz jednorazowego przeszkolenia i krétkich informacji
firmowych, obszerniejszych objasnien na przyktadach.

Niewatpliwie podejmujac decyzje wydania tlumaczenia tego rodzaju wydawni-
ctwa trzeba byto zrezygnowaé z jego aktualnosci. Ksigzka byta jednak wydana w Mo-
skwie w 1965 roku a jej ttumaczenie ukazato sie w Warszawie w 1971 roku. Czy-
telnik nasz uzyskuje wiec materiat informacyjny z conajmniej 6-letnim opdznieniem.
Lata 1965—1971 przyniosty w dziedzinie analityki biopolimeréw wiele wariantéw
w metodach, uproszczen, udoskonaleri, nowych modeli aparatury ii modyfikacji. Na
400 pozycji bibliograficznych zebranych w danej monografii tylko 20 odnosi sie
do lat 1964—65, reszta za$ pochodzi z okresu wczesniejszego. W bibliografii ksigzki
nie ma ani jednej pozycji autoréw polskich. Nasuwa si¢ pytanie, czy przy podejmowa-
niu ttlumaczen z dziedziny metodyki badan z tych dziedzin, w ktérych postep jest
szczeg6lnie dynamiczny nie nalezatoby doda¢ addendum polskiego uzupetniajgcego
bibliografie, z okresu dzielacego wydanie oryginalne i ttumaczenie.

Niezaleznie od tych uwag podkresli¢ nalezy uzyteczno$¢ tej ksigzki dla naszego
czytelnika. Jak zwykle w wydaniach PWN oceni¢ nalezy pozytywnie staranne opra-
cowanie, wygodny dla czytelnika uktad, wyrazne rysunki, poprawne jezyk i termi-
nologie.

J. Opienska-Blauth



Nagrody przyznane w 1971 roku

Zarzad Giowny Polskiego Towarzystwa Bioche-
micznego z prawdziwg przyjemnos$cig zawiadamia
czytelnikéw o przyznaniu dorocznych nagréd Towa-
rzystwa:

Nagroda Imienia Bolestawa Skarzynskiego

zostata przyznana dr Grazynie Palamarczyk
idr Joannie Rytka zaartykut pt. ,Metody ba-
dania centrum aktywnego enzymdéw” opublikowany
w Postepach Biochemii, 16, (1970)

Nagroda Imienia Jakuba Parnasa

zostata przyznana dr. S. Szali, dr W. Kilar-
skiemu i prof. dr M. Chorgzemu za prace
pt. ,,The Fast Renaturing Fraction of Calf Thymus
DNA” opublikowang w Acta Biochimica Polonica
17, (1970)



Post. Biochem. 18, 167—169 (1972).

Sprawozdania

Sprawozdanie z Konferencji roboczej na temat ,,Frakcje subkomorkowe
a sktadniki utrastrukturalne komorki”
L 6dz, 7—8 maja 1971 r.

Mysél zorganizowania konferencji roboczej, ktéra pozwolitaby skonfrontowaé sta-
nowisko morfologéw i biochemikéw wobec otrzymywanych frakcji subkomérkowych,
a szczegOlnie ich relacji do realnie istniejgcych w komdrce struktur, powstata pod-
czas kuluarowych dyskusji na VIII Zjezdzie P.T. Bioch. w Szczecinie.

Konferencje zorganizowat Oddziat to6dzki P.T. Bioch., przy wspétudziale Od-
dziatu to6dzkiego P.T.H.C. i Komisji Ultrastruktury Komoérek i Tkanek VI Wydziatu

Spotkanie odbyto sie w todzi w dniach 7 i 8 maja 1971 roku w nowym gmachu
PAN Woydzialu Farmacji AM. Patronat nad Konferencjg objat i powitat zebranych
Rektor Akademii Medycznej w todzi prof. T. Pawlikowski.

(0] zainteresowaniu tematyka obrad $wiadczy udziat ponad 150 oséb, w tym blisko
100 spoza todzi, reprezentujgcych niemal wszystkie placéwki biochemiczne i morfo-
logiczne z catego kraju.

Zasadniczo tematyke Konferencji ograniczono do struktury i frakcjonowania ko-
morek zwierzecych.

Pierwszy dzien obrad poswiecony byt tematyce morfologicznej. Obradom tym
przewodniczyli prof. J. Grondowski (Warszawa) i prof. A. Vorbrodt (Gliwice). Wy-
gtoszone w tym dniu referaty doc. J. Michejdy (Poznan) i doc. W. Rossowskiego
(Warszawa) stanowity pewien pomost miedzy tematyka morfologiczng a tematyka
biochemiczng. Tej ostatniej poswiecono w catosci drugi dzien obrad. Obradom dru-
giego dnia przewodniczyli prof. B. Filipowicz (L6dZ) i prof. M. Zydowo (Gdansk).

W pierwszym dniu po zagajeniu prof. Filipowicza — doc. W. Fortak (L6dZ) zaape-
lowat do zebranych o jednoznaczne definiowanie uzywanych nazw i poje¢ i przed-
stawit uprzednio przygotowana przez organizatoréw, zapewne niepeina, liste naj-
czestszych wieloznacznych terminéw.

Zasadniczy referat wygtosit prof. A. Vorbrodt na temat: ,,Ultrastruktura organelli
komérkowych i ich znaczniki (markery) wykrywane metodami cytochemicznymi”.
Uzupetnieniem byty koreferaty doc. T. Zawrockiej-Wrzotkowej (Gdansk) o ultra-
strukturze mitochondriéw i doc. W. Rossowskiego o strukturze, sktadzie chemicznym
i enzymatycznym réznego rodzaju blon. Po referatach nastgpita dyskusja progra-
mowa, to znaczy uzgodnione wczes$niej krdtkie wystapienia, ktore mialy na celu
podkreslenie waznych, a czesto kontrowersyjnych, probleméw i zasadniczo nie nosity
charakteru zwyktych doniesien z prac wiasnych.

W drugim dniu ta forma dyskusji dominowata, gdyz program nie przewidywat
dtuzszych referatéw. Punktem wyjscia dyskusji byty referaty doc. J. Michejdy
(z pierwszgo dnia) na temat ,,Frakcjonowanie komérki do badan biochemicznych”
oraz szersze wprowadzenie prof. M. Zydowo: ,,Problemy metodyczne biochemicznych
badan frakcji subkomaérkowych”. Dyskusje w trzech kolejnych grupach tematycznych
homogenizacji, frakcjonowania i metod charakterystyki otrzymanych frakcji zagaili



168 SPRAWOZDANIA 121

prof. T. Borkowski (Lublin), prof. L. Wojtczak (Warszawa) i doc. A. Koj (Krakdw).
Na zakonczenie dr W. Turski (L6dZ) przedstawit prébe matematycznej interpretacji
oznaczen ilosciowych, definiujgc wspotczynniki okreslajgce wydajnos$é otrzymania
struktur, czysto$¢ frakcji oraz wspoétczynnik rozdziatu dwoéch struktur od siebie.

Krotkiego podsumowania obrad dokonat prof. Zydowo.

Konferencja przyniosta szereg wyczerpujacych przegladéow literaturowych,
uwzgledniajacych takze prace wiasne. Zaliczy¢é do nich nalezy referaty prof. A. Vor-
brodta oraz doc. W. Rossowskiego, prof. M. Olszewskiej (L6dz) i doc. J. Michejdy,
ktéry ponadto zapoznat zebranych z gtéwnymi watkami dyskusji na kursie mikrosko-
pii elektronowej w Evice na Sycylii.

Uwage zwrocity szczegdlnie zagadnienia enzymatycznych markeréw jadra Kko-
morkowego (Vorbrodt), jakosciowego sktadu lipidow jako markera dla r6znego rodzaju
bton (Rossowski) oraz mozliwosci zastosowania elektroforezy swobodnej i wirowania
gtowicy krazkowo-dyskowej do preparatywnego uzyskiwania frakcji subkomoérko-
wych (Michejda).

Przedstawiono szereg zagadnien nowoczesnych co niewatpliwie moze wywrzeé
znaczny wpltyw inspirujacy. Nalezy do nich zastosowanie badania aktywnosci oksy-
dazy egzogennego cytochromu c do ilosSciowego okre$lania dezintegracji mitochon-
driow (Wojtczak), zastosowanie bardzo szybkiego (okoto 1 sekundy) utrwalania mi-
tochondriow w bardzo niskich temperaturach, co pozwala uchwyci¢ ich struktury
w okreslonym stanie czynnos$ciowym, ktéry mozna monitorowaé¢ i kontrolowaé¢ (Mi-
chejda). Bardzo obiecujace wydaje sie tez tworzenie matematycznych uktadéw sy-
mulacyjnych, ktére pomimo olbrzymich trudnosci w ich konstrukcji, jak i i interpre-
tacji otrzymanych wynikéw, byé moze dadza w przysziosci lepsze wyniki niz
zmudne dazenia do idealnego oczyszczania struktur subkomoérkowych (Zydowo).

Poruszano tez zagadnienia, ktore, obok aspektéw metodycznych, maja duze zna-
czeenie jako elementy waznych biologicznych ukitadéw regulacyjnych. Wspomnieé
tu mozna naturalne inhibitory enzymow lizosomalnych, ktére biora udziat w pewnej
niwelacji skutkéw urazu (Koj).

Interesujgcym studium poréwnania ultrastruktury mitochondriéw z ich stanem
czynnosciowym byt referat doc. T. Wrzotkowej, ktéry dat réwnoczeénie dobrg ilu-
stracje ,,fleksyjnosci” struktury mitochondrialnej.

Przy badaniu lokalizacji enzyméw metoda mikroskopii elektronowej, wielkie
trudnosci powoduje przemieszczenie sie produktéw reakcji enzymatycznych. Zaga-
dnienie to, na przykiadzie artefaktéw w badaniach nad lokalizacjag enzyméw o typie
fosfataz, krytycznie ujat doc. W. Bartoszewicz (Warszawa).

Jednym z najciekawszych rozwigzan zaproponowanych przez o$rodki morfolo-
giczne byto zastosowanie testu hamowania migracji makrofagéw, jako znacznika
struktur subkomoérkowych (Ostrowski i wsp., Warszawa). Zastosowanie tego testu
wymaga dalszych badan nad budowag antygenowg struktur subkomérkowych i na-
ktadaniem sie na nig antygenowosci narzadowej.

Szczuptos¢ czasu nie pozwolita na wyczerpujace omoéwienie metod wyodrebniania
i charakteryzowania, a takze indywidualnych cech analogicznych elementéw ultra-
strukturalnych pochodzacych z réznych tkanek. Pewne sprawy poruszano jednak
w obradach Konferencji. Okazuje sie np., ze dla mitochondriéw tozyska zamiast
testow klasycznych lepszym wskaznikiem czysto$ci i integralnosci jest hydroksylacja
sterydow (Aleksandrowicz — Gdansk), a dla siateczki endoplazmatycznej miesni —
zalezna od ATP akumulacja jonéw Ca2+ (Sarzata-Drabikowska — Warszawa).

Wbrew powszechnym obawom, Konferencja nie catkowicie zostata zmajoryzo-
wana przez badaczy mitochondriéw. Poruszono bowiem problemy wyodrebniania
i charakteryzowania jadra i jego funkcjonalnych subfrakcji (Malec — Warszawa, To-
czko— Warszawa), lizosomoéw (Koj, Chudzik — Krakéw) oraz rybosoméw i ich pod-
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jednostek (Gasior — Lublin). Nie pominieto tez kilku, czesto niedocenianych zagadnien
jak wahania dobowe w aktywnosci enzyméw (Surowiak — Krakoéw), bakteriologiczne
zanieczyszczenie frakcji (Kiyszejko —+6dz, Michejda) oraz udziat izoenzymoéw
w aktywnos$ci markerow (Wieckowski — Szczecin).

Zaprezentowano tez préby nowych na gruncie polskim rozwigzan metodycznych,
jak otrzymywanie mikrosoméw przez sgczenie na zelu sefarozowym (Staron — War-
szawa), heparynowa metoda izolowania ziarnistosci leukocytéw (Koj, Chudzik — Kra-
kéw), czy zastosowanie do charakteryzowania bton elektronowego rezonansu para-
magnetycznego (Koter — £4dz).

Szereg wystgpien miato charakter przekrojowy, dotyczacy wielu frakcji i kom-
pleksowych oznaczenn enzymatycznych. Dr J. Gregorczyk (Szczecin) przedstawit wy-
niki badan nad aktywacjg szeregu enzymoéw i prébowat ustalic warunki maksy-
malnego ujawnienia ich aktywno$ci przy minimalnej destrukcji enzymow, wigzac
te problemy z zagadnieniem bilansu. Dyskutowany problem catkowitej aktywacji
marker6éw, jak i ich bilansu, byt podstawg przedstawionej przez dr W. Turskiego
préby jednolitej matematycznej interpretacji danych doswiadczalnych. Zapropono-
wana metoda pozwala przy przyjeciu pewnych zatozen, poréwnywac¢ dane réznych
autoroéw i to zaréwno dotyczace czystosci frakcji jak i lokalizacji enzyméw i sub-
stancji w komorce.

Przebieg obrad wykazal znaczne przenikanie sie wzajemne prezentowanej te-
matyki morfologicznej z biochemiczng co nalezy oceni¢ pozytywnie. Przewazaty prace
typu morfologicznego nad frakcjami subkomoérkowymi, brakowato natomiast badan
catych komorek, weryfikujacych np. wiarygodno$¢ pewnych enzymoéw-markeréw
i prac lokalizujacych te enzymy in situ technika mikroskopii elektronowej. Zawinit
tu by¢ moze temat Konferencji, trudnosci, o ktérych moéwit doc. Bartoszewicz a takze
wptyw badan zagranicznych sugestywnie narzucajgcych poglady na wiarygodno$é
markeréw. Konferencja wykazata konieczno$¢ korelacji badan morfologicznych i bio-
chemicznych oraz potrzebe kompleksowych badan ,wielomarkerowych” uwzglednia-
jacych takze testy funkcjonalnosci i integralnosci badanych frakcji. Obrady nie spet-
nity moze w petni poktadanej w nich nadziei, gtdwnie z uwagi na duzy zakres i zbyt
malg ilo$¢ czasu do dyskusji, byty jednak krokiem naprzod na wspoélnej drodze bio-
chemikoéw i morfologdw, a proponowane przez prof. Filipowicza posSwiecenie tema-
towi frakcjonowania subkomorkowego jednej z sekcji na Zjezdzie P.T. Bioch.
w 1972 r. zapewni ciggtos¢ tej waznej tematyce.

W. Turski



W konkursie dla mtodych biochemikéw za prace przedsta-
wiona na IX Zjezdzie Polskiego Towarzystwa Biochemicznego
w Katowicach w 1971 roku przyznane zostaly na wniosek Ko-
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B. Sieliwanowicz — Badania nad oddziatywaniem histonéw na polisomy
R. Zawierucha — Oczyszczanie i wiasnosci cytoplazmatycznej dehydroge-
nazy 3-hydroksymaslanowej z kory nerki owcy

M. Kotaczkowska — Interferon z moézgu myszy

J Osada — Wtasnosci immunochemiczne sukcynylowanej haptoglobiny

E. Prochniewicz — Zalezno$¢ miedzy polimeryzacjg G-aktyny a wigzaniem
dwuwarto$ciowych kationéw

W. Wnuk — Oddziatywanie niejonowych polimerow z fosfolipidowymi bto-
nami

J. Szopa — Interakcja histonow z DNA
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W 2-girn zeszycie 18-tego tomu ukazg sie:

Udziat adenozyno-3'5'-monofosforanu w regulacji czynnosci genéw u zwierzat —
. Szumiel, M. E. Zajdel

Cykliczny 3',5'-adenozynomonofosforan— A. Kahl

Struktura peptydoglikanéw $cian komoérkowych bakterii— A. Klein, A. Rais
Biosynteza peptydoglikanéw $cian komoérkowych bakterii— A. Rais, A. Klein
Biosynteza steroli roslinnych — G. Turowska

Wystepowanie i biosynteza poliprenylowych chinonéw roslinnych — A. Jerzma-
nowski

Biosynteza karotenoidow — Z. Wojciechowski

Wspotczesne poglady na mechanizm dziatania auksyn — A. Rychter

Potgczenie hemoglobina-polifosforan i jego rola w organizmie —R. Gondko
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