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Jak ogolnie wiadomo przewazajgca wiekszos¢ chromosoméw zawiera
DNA o strukturze podwaojnotancuchowej. Wiadomo réwniez, ze dwutancu-
chowe chromosomy niektérych bakteriofagobw zakohnczone sg krotkimi
fragmentami jednotancuchowymi, a ponadto przebiegajace w komdrkach
roslin i zwierzat replikacja, transkrypcja, rekombinacja i reperacja DNA
wymagajg rozwiniecia podwadéjnej spirali i udziatlu w tych procesach poje-
dynczych fancuchdw. Mimo znajomosci tych faktéw uzywajagc DNA wy-
odrebniony z komorek o aktywnym metabolizmie zwykle zaktadamy, ze
struktura wszystkich czasteczek jest w peini dwutaricuchowa i catkowicie
uporzadkowana. Czy zawsze tak jest naprawde? Niektére spostrzezenia
opisane w ostatnim dziesiecioleciu budza pewne watpliwosci. W kilku na-
stepujacych po sobie publikacjach, ktore ukazaty sie w roku 1966 i 1968,
Kidson (1), Okazaki i wspétautorzy (2), oraz Oishi (3) opisali
fakty wykazujace, ze nowosyntetyzowana frakcja DNA, wyodrebnionego
z Escherichia coli lub Bacillus subtilis, wystepuje w formie czasteczek jed-
notancuchowych. W latach po6zniejszych fragmenty jednotaricuchowe zna-
leziono nie tylko w DNA bakterii kilku rodzajow lecz réwniez w repliku-
jacym sie DNA bakteriofagébw, wiruséw zwierzecych i komdrek organiz-
mow wyzszych.

Ponizej opisano wykrywanie matych frakcji jednotancuchowych w pre-
paratach DNA o przewazajacej strukturze dwutancuchowej, podano cha-
rakterystyke tych frakcji jak rowniez ich przypuszczalne pochodzenie.
Omowiono jedynie strukture DNA wyodrebnionego ze zrédet naturalnych,
pominieto natomiast wszelkie zaburzenia struktury wywotywane celowo
w badaniach in vitro.

I. Fragmenty jednotaricuchowe DNA bakteriofagow i wiruséw
zwierzecych

1-1. DNA dojrzatych bakteriofagow

Dwutancuchowy DNA wyodrebniony z dojrzatych fagéw ma z reguty
doskonatg strukture drugorzedowag na catej dtugosci chromosomu. Znanymi
wyjatkami sg tu chromosomy faga Aoraz innych fagéw tej samej grupy,
jak réwniez fagow 186, P2 i 299 posiadajace na obu konicach odcinki jedno-
tancuchowe, ztozone z kilkunastu do dwudziestu nukleotydéw. Odcinki te
zwane ,lepkimi koricami” sg doskonale zbadane w chromosomie faga A
a ich szczegdtowy opis mozna znalezé w wielu podrecznikach oraz innych
obszernych publikacjach (np. 4,5). Gtéwne cechy pojedynczych kohcow
chromosomu faga Asa nastepujace: — iloSciowa przewaga guaniny i cyto-
zyny nad adening i tyming, — zakonczenie grupa fosforanowa w pozycji 5,
oraz — komplementarno$¢ sekwencji nukleotydowych dwu fragmentow
jednotancuchowych tego samego chromosomu. Ta ostatnia cecha odgrywa
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wazng role po zakazeniu bakteryjnej komorki gospodarza poniewaz sparo-
wanie pojedynczych koricow fagowego DNA i wytworzenie wigzan fosfo-
dwuestrowych pomiedzy koAcowymi nukleotydami prowadzi do powstania
charakterystycznej kotowej formy replikacyjnej. Forma kotowa jest do-
skonale sparowang strukturg dwutancuchowg az do czasu wytworzenia
petli replikacyjnej opisanej w nastepnym rozdziale.

1-2. DNA w stadium replikacji

W celu wyodrebnienia replikujgcego sie DNA bakteriofagéw, bakteryj-
ne komérki gospodarza hodowano w podtozu zawierajgcym ciezkie izotopy
H2i NBpo czym zakazano je radioaktywnymi, ,lekkimi” fagami zawiera-
jacymi H1i N} Prowadzi to do syntezy hybrydowego (lekki: ciezki) DNA
w czasie replikacji. Radioaktywne czasteczki, wyodrebniane w réznych
stadiach replikacji, uktadaty sie w gradiencie gestosci chlorku cezu we
wszystkich potozeniach pomiedzy gestoscig lekkiego i hybrydowego DNA.
Obserwacje w mikroskopie elektronowym wyodrebnionego w ten sposéb
DNA fagéw X T4 i T7 oraz faga 186 ujawnity pewne jednoniciowe frag-
menty w dwutaincuchowej strukturze czasteczek. W przypadku fagow X
Schnoés i Inman (6,7 wykrywali jednotanicuchowy DNA po jednej

( ; i3t
( E )%
Ryc. 1. Schemat obrazu chromosomdéw fagéw X otrzymanego przez Inmana
i Schndssa w mikroskopie elektronowym (7).

Liczby wyrazane w procentach okre$laja czesto$¢ wystepowania poszczeg6lnych form wsrod
82 fotografowanych czasteczek.-----------—-- DNA dwutancuchowy, ¢« « « —DNA jednotahcuchowy.
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lub obu stronach petli replikacyjnych przy czym dwa takie odcinki naj-
czesciej znajdowaty sie w pozycji trans przy przeciwlegtych widetkach petli
(Ryc. 1.). Czasteczki replikujacego sie DNA fagéw T7 byty wykrywane
przez Wolfsona i Dreslera (8 w formie petli lub widetek o frag-

A
6% 66% 17% 1%
B
11% 64% 16% 9%

Ryc. 2. Schemat obrazu replikujagcego sie¢ DNA fagéw T7 otrzymanego przez Wolf-
sona i Dreslera w mikroskopie elektronowym (8).
Liczby wyrazone w procentach okres$lajag czesto§¢ wystepowania poszczegélnych form czaste-
czek. A —rodzaje struktur wystepujace wsrod 53 ogladanych petli replikacyjnych. B —rodzaje
struktur wystepujace wséréd 45 widetek replikacyjnych.-------mmmmm- DNA dwutancuchowy,
« —DNA jednotancuchowy.

mentach jednotancuchowych znajdujacych sie najczesciej przy przeciw-
legtych stronach petli lub po jednej stronie widetek (Ryc. 2A i B). Wielko$¢
fragmentéw jednotancuchowych siegata do kilkunastu procent dtugosci,
cho¢ wiekszos$¢ reprezentowata kilka procent dtugo$ci chromosomu. Zawie-
raty wiec one zatem okoto 500 nukleotydow w przypadku DNA A i okoto
1500 nukleotydéw w przypadku DNA T7.

Jednotaricuchowy DNA bakteriofagéw T4 wykrywany byt przez De-
liusa, Howe i Kozinskiego (9) w innej postaci, a mianowicie
jako odgatezienia (,,wasy”) zwisajgce w pozycji trans przy przeciwlegtych
widetkach petli replikacyjnej (Ryc. 3). Jednotaricuchowe wasy znikaty pod
dziataniem egzonukleazy | wyodrebnionej z E. coli, kt6ra trawi jednonicio-
wy DNA od korica 3'-OH, co oznaczato, ze miaty one zakonczenia charakte-
rystyczne dla nowosyntetyzowanego DNA. Podobne wyniki otrzymali
Chattoray i Inman (10) badajgc DNA fagéw 186.

Kilka hipotez dotyczagcych mechanizmu powstawania jednoniciowych
fragmentow wewnatrz dwutanicuchowych czgsteczek omoéwione zostanie
w dalszym ciggu artykutu. Przypuszcza sig, ze jednoniciowe odgalezienie
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(,wasy”) moga powstawac podczas wyodrebnienia DNA w wyniku przesu-
wania sie tancuchow na skutek usuniecia biatek usztywniajacych strukture
pet i replikacyjnej (9,11 i Ryc. 3). Przy opisie interpretacji obrazéw otrzy-
manych z mikroskopu elektronowego nalezy zwréci¢ uwage na fakt, Ze

>

A
Y

<'>

Ryc. 3. Petla replikacyjna DNA fagow T4, (9).
A —hipotetyczna struktura petli replikacyjnej wewnatrz komdrki. B —schemat struktury
ogladanej w mikroskopie elektronowym.
= —DNA dwutancuchowy, ——DNA pojedynczotancuchowy.

zdolno$¢ rozdzielcza mikroskopu pozwala uwidoczni¢ odcinek DNA nie
krotszy niz ztozony ze stu nukleotydéw. Ponadto jest bardzo prawdopo-
dobne, ze sposéb oczyszczania DNA i nawet pipetowania roztworéw, moze
wptywaé na koncowy obraz obserwowany w mikroskopie elektronowym
gtownie z powodu stosunkowo duzej wrazliwosci jednoniciowego DNA na
sity Scinajace. Przy takich mozliwosciach powstawania artefaktéw szczego6l-
nie wartosciowe sg obrazy catych, niepopekanych chromosomoéw faga A
otrzymane przez Inmana i Schnésa (6,7 i Ryc. 1).

Przypuszczalnie z powodu wptywu warunkéw wyodrebniania DNA
Schlegel i Thomas (11), w przeciwieistwie do Wolfsona
i Dreslera (8), znajdowali jednoniciowe fragmenty nie tylko wewnatrz
lecz i na koncach dwutancuchowych czasteczek replikujagcego sie DNA
fagow T7. Strukture czasteczek identyfikowali oni na podstawie mikro-
skopii elektronowej jak rowniez zachowania w trakcie chromatografii na
hydroksyapatycie oraz wrazliwosci na egzo- i endonukleazy degradujace
wybiérczo jednotaficuchowe fragmenty, uzywajac przy tym DNA wyod-
rebnionego z dojrzatych fagow jako kontrolnego preparatu o strukturze
w petni dwutancuchowej.

Szczeg6lna uwage na zalezno$¢ struktury DNA od metody jego oczysz-
czania zwracajg Paetkau i wsp. (12), ktérzy wyodrebniali pulsowo-
-znakowany radioaktywny, noworeplikowany DNA fagow T7. W prepara-
tach traktowanych fenolem cze$¢ nowosyntetyzowanego DNA autorzy
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uznawali za jednotancuchowy na podstawie stabego wigzania z hydroksy-
apatytem. W preparatach nietraktowanych fenolem frakcja wigzaca sie
stabo z hydroksyapatytem byta siedmiokrotnie mniejsza. Interpretujgc ten
fakt Paetkau iwsp. przypuszczali, ze fenol denaturuje nowosyntety-
zowane fragmenty ktérych struktura drugorzedowa moze byé stabsza niz
reszty DNA. Przypuszczenie to nabiera znaczenia w Swietle obserwacji
Lenga iwsp. (13) ktérzy wykazali, ze fenol powoduje obnizenie tempe-
ratury denaturacji drugorzedowej struktury DNA. Jednakze wchodzi tu
w rachube jeszcze druga mozliwos¢, ktérg Paetkau i wsp. uwazajg za
mniej prawdopodobng, a mianowicie selektywna utrata frakcji jednotan-
cuchowej na skutek trudnego jej wymywania z hydroksyapatytu w przy-
padku frakcjonowania nieodbiatlczonego DNA. Mozliwo$¢é ta wydaje sie
godna rozwazenia w Swietle opisanych w nastepnym rozdziale tego arty-
kutu wynikéw badan przemawiajgcych za selektywnym zwigzaniem jed-
notancuchowej frakcji DNA z biatkiem komoérkowym.

Fragmenty jednoniciowe zostaty ostatnio wykryte w czgsteczkach DNA
zwierzecego wirusa herpes, wyodrebnionych z hodowli nerki krélika (14).
Mikroskopia elektronowa tego DNA ujawnita, ze we wczesnych stadiach
po infekcji wirusowej niektdre czasteczki dwutancuchowe miaty jeden
lub dwa konce jednoniciowe, a p6zniej pojawiaty sie czasteczki dwu- lub
trzykrotnie dtuzsze od catego chromosomu wirusa, jak réwniez i formy
kotowe, ktére przypuszczalnie powstawaly przez tgczenie sie komplemen-
tarnych koncow jednoniciowych. Wiele czasteczek wyodrebnionych z péz-
niejszego okresu zawierato petle z fragmentami jednoniciowymi znajdu-
jacymi sie w potozeniu trans przy przeciwlegtych rozwidleniach tancucha.
Te ostatnie struktury byty bardzo podobne do petli replikacyjnych DNA
fagéw T7, przedstawionych na rycinie 2, oraz do analogicznych form DNA
Drosophila opisanych w 111 czesci tego artykutu i przedstawionych na ry-
cinie 4. Autorzy omawianej pracy —Jean i Ben-Porat — sadzili,
ze obserwowane przez nich petle sg strukturami zwigzanymi z replikacja
wirusowego DNA, natomiast fragmenty jednotaficuchowe, znalezione na
koricach czasteczek, mogg powstawaé w wyniku trawienia DNA przez
blizej nieokreslong egzonukleaze komdrek gospodarza.

1-2.1. Drugorzedowa struktura superhelikalnego DNA i innych form replikacyjnych
chromosoméw kotowych

Fragmenty jednotaficuchowe superhelikalnych czasteczek wykrywano
gtéwnie bardzo czulg metodg pomiaru wiazania formaldehydu lub wodoro-
tlenku metylorteciowego przez niesparowane zasady tancucha DNA. Wy-
korzystywano przy tym fakt, ze formaldehyd wigze sie z wolnymi grupami
aminowymi zasad purynowych i pirymidynowych, a wodorotlenek mety-
lorteciowy reaguje z azotem pierscienia tych zasad. W czasie reakcji z dru-



[71 JEDNOLANCUCHOWE FRAKCJE DNA 145

gim z wymienionych zwigzkéw grupa metylorteciowa zastepuje proton
przy N3tyminy oraz Nj guaniny, a w specjalnie dobranych warunkach
moze rowniez przytaczyé sie do innych atoméw azotu pierscieni guaniny,
adeniny i cytozyny. Zaréwno wigzanie formaldehydu jak i wodorotlenku
metylorteciowego powoduje, proporcjonalng do zakresu reakcji, zmiane
absorbcji DNA w ultrafiolecie, a ponadto wigzanie wodorotlenku metylo-
rteciowego powoduje zwiekszenie gestosci (w gradiencie gestosci siarczanu
cezu z bromkiem etydionowym) i szybkosci sedymentacji DNA. Mierzac
zakres zmian wiasnosci DNA po pisanych reakcjach Dean i Lebowitz
(15) oraz Beerman i Lebowitz (16) wykazali, ze okolo czterech
procent zasad nie jest sparowane w superhelikalnej kotowej formie repli-
kacyjnej DNA fagow 0X174 i PM2. Badacze ci sadzili, ze naruszenie dru-
gorzedowej struktury jest wynikiem dodatkowych skretéw superheliksu
poniewaz kotowy DNA nie posiadajgcy struktury trzeciorzedowej nie wy-
kazywat obecnos$ci niesparowanych zasad (16). Oczywiste jest, ze w prze-
ciwienstwie do mikroskopii elektronowej, pomiary wigzania wodorotlenku
metylorteciowego lub formaldehydu nie informujg o rozmieszczeniu nie-
sparowanych zasad w chromosomie. Przypuszcza sie, ze sg one zgrupowane
w jednym rejonie poniewaz endonukleaza wyodrebniona z Neurospora
crassa— enzym o wyhiérczym powinowactwie do jednotancuchowego
DNA — przeksztatca superhelikalny DNA 0X174 lub PM2 w zrelaksowang
forme kotowa, a w przypadku prowadzenia reakcji w obecnosci formal-
dehydu (utrwalajgcego rozluzniong strukture) powstajg liniowe czasteczki
o petnej dtugosci chromosomu (17,18,19). Rozmieszczenie cie¢ enzymatycz-
nych w populacji chromosoméw jest przypadkowe co najprawdopodobniej
Swiadczy o przypadkowym rozmieszczeniu rejonéw jednotanicuchowych
w poszczegblnych czasteczkach (19).

Za pomocg innego enzymu trawigcego wybiérczo jednotancuchowe cza-
steczki, endonukleazy S badano replikacyjne formy niektérych wiruséw
zwierzecych. Okazato sie wowczas, ze superhelikalny DNA SV40 (20,21)
lub polyoma (22) w pierwszym etapie reakcji jest przeksztatcany przez
enzym w zrelaksowang forme kotowa, a pozniej w liniowe czgsteczki o pet-
nej dtugosci chromosomu. | w tym wypadku réwniez wrazliwo$¢ na enzym
uwaza sie za konsekwencje naruszenia drugorzedowej struktury przez
skrety superheliksu poniewaz czasteczki kotowe i zamkniete, lecz niesuper-
helikalne nie zmieniaty sie pod wptywem endonukleazy. W przeciwienstwie
do opisanego powyzej DNA fagéw 0X174, rejon dostepny dla enzymu znaj-
dowano tylko w dwu lub trzech potozeniach w czasteczkach DNA polyo-
ma (22).

Warto zaznaczy¢, ze inni badacze otrzymywali negatywny wynik kon-
troli wybidrczosci dziatania endonukleazy Sj na superhelikalny DNA (23,
24,25) uzywajac w tym celu zrelaksowanej zamknietej dwutancuchowej
formy kotowej DNA faga fd przygotowanej syntetycznie, lub zrelaksowa-
nej otwartej formy kotowej DNA wirusa SV40 otrzymanej z superheliksu
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przez jedno ciecie endonukleazg. Stwierdzono wowczas, ze endonukleaza S!
robi kilka cie¢ w takich czasteczkach wobec czego wyciggnieto wniosek,
ze enzym nie wymaga bezwzglednej obecnosci jednotaricuchowych rejonéw
w substracie.

Przyczyny rozbieznosci pomiedzy wynikami réznych grup badaczy staja
sie co najmniej czesciowo zrozumiate w Swietle wnikliwych badan wybior-
czosci dziatania endonukleazy Sj przeprowadzonych przez Wieganda
i wsp. (26). Wykazaty one bowiem, ze enzym ten rzeczywiscie jest zdolny
do ciecia DNA nie majacego luki (ang. gaps) w drugorzedowej strukturze,
lecz tylko w miejscu lezagcym naprzeciw przerwanego wigzania fosfodwu-
estrowego w komplementarnym faricuchu. Wiegand i wsp. stwierdzili
ponadto, ze endonukleaza Si znacznie szybciej trawi petle jednotancuchowe
niz miejsca lezgce naprzeciw przerw w wigzaniach fosfodwuestrowych
i rbwniez szybciej zachodzi przeksztatcenie form superhelikalnych w for-
my zrelaksowane niz wytworzenie czgsteczek liniowych. Obserwacje te mo-
ga ttumaczyé¢ przyczyny ciecia, ktére wystapito w zrelaksowanej, dwutan-
cuchowej otwartej formie kotowej DNA SV40 w doswiadczeniach grupy v
Sauera (23—25) nadal jednak pozostaje niejasna przyczyna podatnosci
dwutanicuchowej zamknietej formy kotowej DNA fd otrzymanej syntetycz-
nie. Fakt wrazliwosci tej formy DNA bytby mozliwy do pogodzenia z po-
przednio cytowanymi wynikami (23,26), gdyby niektore preparaty endo-
nukleazy Sxbyty zanieczyszczone nukleazg dziatajagcg na doskonale sparo-
wany, dwutancuchowy DNA.

Za istnieniem jednotaricuchowych fragmentoéw w superhelikalnym DNA
przemawia dodatkowo kilka faktéw. Jednym z nich jest obserwacja, ze
taka forma DNA wirusa SV40 lub DNA faga PM2 stanowi dobrg matryce
dla niektérych polimeraz RNA zaleznych od DNA, wyodrebnionych z gra-
sicy cielecej, podczas gdy relaksowana forma kotowa lub liniowa jest bar-
dzo zig matryca dla tych enzymdéw. Réwnocze$nie wiadomo, ze badane po-
limerazy nie moga syntetyzowa¢ RNA na nieuszkodzonych dwutaincucho-
wych czgsteczkach natomiast dobrze transkrybuja pojedyncze nici DNA.
Podobne obserwacje poczyniono badajgc bakteryjng polimeraze RNA wy-
odrebniong z E. coli, dla ktérej réwniez ztg matryca jest dwutancuchowy
DNA. Enzym ten (a wiasciwie jego rdzehh — ,,core”) dobrze katalizuje syn-
teze RNA na superhelikalnej formie DNA SV40, zle natomiast — na formie
liniowej (27). Ponadto okazato sie, ze polimerazy wyodrebnione z grasicy
cielecej tworzg trwate kompleksy z superhelikalnym DNA SV40, a nie two-
rzg takich potgczen z liniowymi czasteczkami, przy czym DNA zwigzany
z polimerazg traci wrazliwos$¢ na endonukleaze Si (28). Wszystkie te obser-
wacje przemawiajg za wigzaniem sie badanych polimeraz RNA z jedno-
tancuchowymi fragmentami czasteczek DNA o strukturze superhelikalnej.

Oprdécz wyzej wymienionych znane sg jeszcze dwa nastepujgce fakty
$wiadczace o naruszeniu struktury drugorzedowej w czasteczkach posiada-
jacych strukture trzeciorzedowg. Po pierwsze wskazuje na to charakter
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widma dichroizmu kotowego superhelikalnego DNA $wiadczace o zaburze-
niu dwutancuchowej struktury, ktére zalezy od liczby skretdw superhelik-
su przypadajacych na jednostke dtugosci DNA (29); po drugie takze biatko
32, 0 wybidérczym powinowactwie do jednotaricuchowego DNA, przytacza
sie do superhelikalnego DNA SV40 powodujgc utworzenie jednej petli jed-
notancuchowej widocznej w mikroskopie elektronowym. W takich samych
warunkach praktycznie nie obserwuje sie przytaczania biatka 32 do zrelak-
sowanej, kotowej formy DNA SV40 (30).

Ogo6lnie biorac pomimo cytowanych rozbieznosci pomiedzy obserwa-
cjami niektérych badaczy, zgodnos¢ wynikéw otrzymanych za pomoca kil-
ku réznych metod analizy przemawia za wystepowaniem pewnych defor-
macji struktury drugorzedowej w superhelikalnych czasteczkach DNA.
Pomimo zgodnosci pogladow dotyczacych jakosci zjawiska, ilosciowe ozna-
czenie niesparowanych zasad za pomocag wigzania formaldehydu lub wo-
dorotlenku metylorteciowego jest kwestionowane przez Wanga (18).
Watpi on w mozliwos¢ dobrania takich stezen, ktére zapewniatyby reak-
cje wylacznie z jednoniciowym DNA. Ponadto wedtug jego wynikéw szyb-
kos¢ trawienia superhelikalnego DNA przez wybidrcze nukleazy jest okoto
500 razy mniejsza od trawienia DNA jednotancuchowego, jak réwniez
DNA superhelikalny nie spetnia roli matrycy dla polimerazy | w warun-
kach witasciwych dla syntezy na czasteczkach jednotancuchowych.

Luki w dwutancuchowej strukturze znaleziono ponadto w niesuperheli-
kalnej replikacyjnej formie 1l DNA faga $X174, wyodrebnionej z bakterii.
Luk tych jest kilka i znajduja sie gtdbwnie w minusowym tancuchu syntety-
zowanym na pojedynczej nici DNA wnikajacej do komorki w czasie infekcji
fagiem. Eisenberg i Denhardt (31) wykryli to za pomocag poli-
merazy DNA wilgczajacej znakowane nukleotydy w przerwy czasteczek
dwutancuchowych.

Il. Fragmenty jednotanicuchowe DNA wyodrebnionego z bakterii
I1-1. DNA w stadium replikacji

We wstepie tego artykutu wspomniano publikacje Kidsona (1),
Okazaki iwsp. (2 oraz Oishi iwsp. (3) opisujace wykrywanie jed-
notancuchowego DNA w preparatach wyodrebnionych z E. coli lub B. sub-
tilis. W badaniach tych stosowano pulsowe (np. 5 do 30-sekundowe) znako-
wanie radioaktywng tymidyng w celu napietnowania nowosyntetyzowa-
nych fragmentow chromosomu. Caty DNA oczyszczano standardowymi me-
todami opartymi na odbiatczaniu fenolem po czym poddawano go ekstrak-
cji przeciwpragdowej w uktadzie dwufazowym (1), lub adsorbcji i elucji na
kolumnie z hydroksyapatytu lub tez wirowaniu w gradiencie gestosci
chlorku cezu. W takich warunkach — pozwalajacych odr6zni¢ DNA jedno-
tancuchowy od dwutafcuchowego — frakcja znakowana pulsowo zacho-
wywata sie jak denaturowany DNA, w przeciwienstwie do reszty prepa-
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ratu wykazujacej wiasnosci natywnych, dwutafcuchowych czasteczek.
Ponadto nowosyntetyzowany DNA byt wybiérczo wrazliwy na egzonu-
kleaze |1 wyodrebniong z E. coli i trawigca jedynie zdenaturowane czg-
steczki (2,3). Jednotanicuchowy DNA stanowit okoto 0,05 do 0,1% catosci
preparatu. Jego diugo$¢ wedtug Oishi, odpowiadata zawarto$ci 800 do 1000
nukleotyd6éw, a wedlug Okazaki i wsp., od 1000 do 2000 nukleotydow
w czasteczce. Czas istnienia nowosyntetyzowanych jednotaficuchowych
czasteczek DNA jest krotki: w ciggu kilku minut sg one wydtuzane i prze-
ksztatcane w czasteczki dwutaricuchowe, poczatkowo z przerwami w cia-
gtosci podwdjnego tancucha, a pozniej w peini stajg sie dwutancuchowe
(32). W wydtuzaniu nowych fancuchéw u E. coli najprawdopodobniej ucze-
stniczy polimeraza |, poniewaz w mutancie o obnizonej aktywnoS$ci tego
enzymu proces przebiega wolniej niz w normalnych komérkach (33). Ostat-
nio wykazano (34), ze w komadrkach B. subtilis do wydtuzania tancuchow
konieczna jest aktywna polimeraza Ill. Wykazano tez, ze jednotaricuchowe
fragmenty nie mogga renaturowac sie miedzy sobg. Oznacza to, ze czasteczki
te nie zawierajg komplementarnych sekwencji nukleotydowych, a wiec nie
sg syntetyzowane na przeciwlegtych fragmentach nici komplementarnych.

Autorzy omawianych powyzej prac przypuszczaja, ze nowosyntetyzo-
wany DNA poczatkowo istnieje w komdrce w postaci krdtkich nici (frag-
menty Okazaki) w kompleksie z biatkiem czy biatkami uktadu replikacyj-
nego. Biatka te majg utrzymywac nowy fragment DNA w pofaczeniu z jego
matrycowym tafncuchem lecz trwatos¢ takiej struktury moze by¢ mniejsza
niz normalnej dwutancuchowej czasteczki. Oddzielenie ,,nowego” faficucha
moze w tym przypadku nastepowaé w wyniku usuniecia biatka skomplek-
sowanego z DNA. Otrzymywatoby sie wéwczas wolne czasteczki jednotan-
cuchowe i ich komplementarne odpowiedniki tkwiace w ciggtej strukturze
dwutancuchowej reszty chromosomu. Zgodnie z tym rozumowaniem wy-
krycie wolnych ,,nowych” czasteczek bytoby mozliwe po nadaniu im duzej
radioaktywnos$ci pozwalajacej dostrzec znikomg frakcje zachowujaca sie
inaczej niz reszta preparatu, natomiast wykrycie ich komplementéw wy-
magatoby szczegdlnych warunkéw, w ktérych nie przeszkadzatoby sasiedz-
two Scisle zespolonego z nimi dwutancuchowego DNA. Najprawdopodob-
niej te witasnie ,stare” tancuchy sg widziane w mikroskopie elektronowym.

11-2. Fragmenty jednotancuchowe o nieustalonym pochodzeniu

Jednotancuchowe rejony wystepujace w dwutancuchowych czastecz-
kach wykrywali Harris i Barr (3536) oraz LeClerc i Setlow
(37) w DNA wyodrebnionym z B. subtilis i Haemophilus influenzae.
W przypadku DNA B. subtilis pozycja DNA w lekko alkalicznym (nie de-
naturujgcym) gradiencie gestosci chlorku cezu wykazywata 5-procentowq
zawarto$¢ jednotancuchowych rejonéw w czasteczkach dwutancuchowych.
W przypadku H. influenzae podobna, okoto 5-procentowg zawartos¢ jedno-
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fancuchowego DNA, zidentyfikowano na podstawie zachowania preparatu
na kolumnie z pochodnej celulozy, odrézniajgcej natywne i denaturowane
czasteczki, jak rowniez na podstawie wrazliwosci na endonukleaze St
Kilkakrotnie wieksze ilosci: 10 do 20°/0 DNA wrazliwego na endonukleaze
Sx znaleziono w naszym laboratorium w preparatach wyodrebnianych
z B. subtilis 168 thy- (38). Obserwowano przy tym, ze niecatkowicie od-
biatczony preparat, zawierajacy okoto 1% biatek komérkowych potaczo-
nych z czasteczkami DNA, nie wykazywat zupetnie (lub wykazywat mata)
wrazliwosci na endonukleaze §j.. Podobnie byto w przypadku preparatu
potraktowanego enzymami proteolitycznymi, ktore trawigc biatka pozo-
stawiaty jeszcze oligopeptydy zwigzane z DNA. Dopiero po ich usunieciu
fenolem kilkanascie procent DNA stawato sie wrazliwe na enzym trawiacy
czasteczki jednotancuchowe. Na podstawie tych obserwacji przypuszcza sie,
ze blizej nieokreslone biatko chroni jednotaricuchowg frakcje DNA przed
trawieniem endonukleazg Sx Przyczyny duzej zawartosci jednoniciowego
DNA w naszych preparatach nie sg jeszcze wyjasnione. Mozliwe ze jest
ona Swiadectwem szczeg6lnych wiasciwosci badanego szczepu bakterii.

11-3. Jednotanicuchowy DNA wystepujacy w procesie rekombinacji

W procesie transformacji bakterii fragment jednej nici transformuja-
cego DNA zastepuje odpowiedni fragment DNA biorcy w dwuniciowej
strukturze chromosomu, a zatem warunkiem pomys$inego przebiegu rekom-
binacji powinno by¢ przejSciowe wytworzenie jednoniciowych struktur
DNA dawcy i biorcy. Badania wykazaty, ze po pobraniu dwuniciowych
czasteczek przez komdérki Diplococcus pneumoniae i B. subtillis znajdujg
sie w nich jednotannicuchowe czasteczki DNA dawcy (39).

Ponadto z komérek B. subtilis w pracowni Venemy (40) wyodreb-
niono ostatnio fragmenty DNA biorcy z przylaczonymi fragmentami DNA
dawcy: kompleksy te majg rejony jednotancuchowe i sg uwazane za przej-
Sciowe produkty rekombinacji.

Fragmenty jednotancuchowe znajdowano roéwniez w DNA wyodrebnio-
nym z samych bakterii kompetentnych, to jest bakterii zdolnych do po-
brania DNA i ulegania transformacji. Sg przypuszczenia ze te wiasnie
frakcje moga odgrywac role w rekombinacji z pobranymi czasteczkami
egzogennego DNA (36,37,41). Poglad ten opiera sie na dwdéch nastepuja-
cych faktach: frakcja jednotancuchowa wzrasta w tym samym czasie, gdy
pojawia sie kompetencja w populacji bakterii, z ktérych wyodrebnia sie
badany DNA; w DNA pochodzacym z bakterii zdolnych do pobrania DNA,
lecz niezdolnych do rekombinacji, nie wykrywano frakcji jednotancucho-
wej. Drugi z wymienionych faktow wydaje sie niepodwazalny w granicach
czutoSci metod uzytych do wykrycia jednotancuchowego DNA, natomiast
pierwszy fakt prawdopodobnie swiadczy tylko o czeSciowym zwigzku mie-
dzy réwnoczesnymi procesami. Podstawe do takiego pogladu stanowig
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wyniki doswiadczen wykonanych ostatnio w naszym laboratorium (38). Wy-
kazaty one, Ze nie ma roznicy w zawartosci jednotancuchowego DNA
w preparatach wyodrebnionych z frakcji bakterii kompetentnych i nie-
kompetentnych pochodzacych z tej samej populacji B. subtilis. Ponadto
jednoniciowy DNA znaleziono we wszystkich fazach wzrostu hodowli bak-
teryjnej zarbwno w fazie kompetencji jak i wowczas gdy populacja nie
byta w ogole zdolna do ulegania transformacji. Tak wiec wyniki nasze
przemawiajg przeciw zwigzkom miedzy obecnoscig jednotanicuchowego
DNA biorcy a kompetencja, rozumiang jako zdolno$¢ do pobrania DNA
i rekombinacji, natomiast nie przeczag przypuszczalnej roli jednotancucho-
wego DNA biorcy w samym procesie rekombinacji.

W procesie koniugacji wystepujacym u bakterii, DNA dawcy jest row-
niez wcielany w formie jednotancuchowej do chromosomu biorcy, ale cza-
steczki o takiej strukturze mozna wykry¢ jedynie w mutantach biorcow
0 zaburzonej replikacji DNA (42) lub w koniugacji z tymino-zaleznymi
mutantami dawcéw w warunkach gtodu tyminowego (43).

I1l. Fragmenty jednotarncuchowe DNA wyodrebnionego z komérek zwie-
rzecych

I11-1. DNA w stadium replikacji

Podobnie jak w przypadku bakterii, pulsowo znakowany, nowosynte-
tyzowany DNA wyodrebniony z komérek zwierzecych zachowuje sie tak
jak frakcja jednoniciowa pod wzgledem powinowactwa do hydroksyapa-
tytu czy nitrocelulozy. Wykazano to w przypadku DNA wyodrebnionego
z limfocytow ludzkich (44), regenerujacej watroby szczura (45), komorek
raka Ehrlicha (46,47,48) oraz komérek HelLa (49,50). Dwie grupy badaczy
(48,50) zwracajg jednak uwage na to, ze obecno$¢ czasteczek jednotancu-
chowych uzalezniona jest od metody wyodrebniania DNA tak ze pozornie
niewielka modyfikacja postepowania moze spowodowac pojawienie sie
nowosyntetyzowanego DNA w formie dwutaricuchowe;j.

W doswiadczeniach Probsta i Jenke (48) na przyktad czasteczki
jednotancuchowe pojawiaty sie wowczas gdy liza komorek i jader komor-
kowych przebiegata réwnoczesnie z dysocjacjg nukleoproteidéw. Zmiana
kolejnosci proceséw, to znaczy zniszczenie struktury jader przed dysocja-
cja nukleoproteidéw, prowadzita do otrzymywania nowosyntetyzowanego
DNA w formie czasteczek dwutancuchowych. Probst i Jenke przy-
puszczali zatem, ze nowosyntetyzowany DNA znajduje sie w komérce
w formie dwutancuchowej, jednakze w potgczeniu z czynnikami destabili-
zujgcymi drugorzedowsg strukture. Mogtyby nimi by¢ biatka rozwijajace,
ktére prawdopodobnie biorg udziat w replikacji DNA komoérek zwierze-
cych (51).

Wedtug wyzej cytowanych publikacji masa czgsteczkowa nowosyntety-
zowanego DNA, wyodrebnianego w formie jednotancuchowej, wynosita od
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0,3X10R do okoto 7X10® daltondw podczas gdy przewazajgca reszta DNA
miata mase czesteczkowg wynoszacg od kilkunastu do dwudziestu Kilku
milionéw daltondw. Biorac pod uwage dynamiczng posta¢ nowosyntetyzo-
wanego DNA i jego wrazliwo$é na sity $cinajace — wahania wielkos$ci cza-
steczek mozna przypisa¢ réznicom w czasie znakowania i sposobach wy-
odrebniania DNA stosowanych przez réznych badaczy.

W roku 1974 Kriegstein i Hogness (52) opublikowali piekne
obrazy DNA otrzymane w mikroskopie elektronowym. Preparat ten wy-
odrebniono z dzielacych sie jader komdrkowych Drosophila, a zdjecia
przedstawiajg fragmenty odpowiadajace okoto 2°/0 DNA zawartego w jed-
nym chromosomie, ktory w catosci zawiera 2,1 cm DNA. Jedna dziesigta
ogladanych czasteczek posiada oczka o fragmentach jednoniciowych a przy
rozgatezieniach czgsteczek widoczne sg réwniez wasy jednoniciowe (Ryc.
4). Wasy te znikajg pod wpltywem trawienia egzonukleaza | — enzymem
0 wybiérczym powinowactwie do denaturowego DNA. Srednia diugos$é
jednotancuchowych fragmentow DNA Drosophila odpowiadata zawartosci
200 nukleotydow.

45.0% 11.4% 5.6% 1.1% 36.9%

Ryc. 4. Schemat obrazu DNA Drosophila otrzymanego przez Kriegsteina

i Hognessa w mikroskopie elektronowym (52).
A —Fragment DNA z ,,oczkami”.
B — Oczko z najcze$ciej spotykanym rozmieszczeniem fragmentéw jednotancuchowych.
C — Wszystkie typy widetek spotykane w ,,oczkach” DNA Drosophila. Liczby wyrazone w pro-
centach okre$laja czesto$¢ wystepowania poszczegoélnych typoéw wsréd 360 fotografowanych

widetek.
—————— DNA dwutancuchowy, ¢ « « « —DNA jednotancuchowy.
Na podstawie kilku cech Kriegstein i Hogness uwazajg

»oczka” za petle replikacyjne DNA: dtugos¢ ich obu ramion jest identycz-
na, co moze by¢ wynikiem komplementarnosci rozsunietych tancuchéw;
obraz mikroskopowy jest podobny do autoradiogramoéw replikujacego sie
DNA; DNA wyodrebniony z dzielgcych sie jader zawiera sto razy wiecej
oczek niz DNA z jader nie dzielgcych sie.

Wedtug przypuszczen Kriegsteina i Hognessa jednotancu-
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chowe fragmenty moga gromadzi¢ sie woéwczas gdy wydtuzanie nowosyn-
tetyzowanych fragmentow DNA przebiega wolniej niz wedrowka widetek
replikacyjnych (Ryc. 5) natomiast ,,wasy” jednoniciowe mogtyby powsta-
waé w wyniku wzajemnego przemieszczania sie faficuchow w petli replika-
cyjnej.

@ o
|
)

—— =
M e e
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Ryc. 5. Model Kriegsteina i liognessa replikacji DNA ttumaczacy powsta-

wanie fragmentow jednotancuchowych wewnatrz petli replikacyjnych (52).

A — Fragment petli replikacyjnej w czasie rozpoczecia obserwacji.

B —Fragment petli replikacyjnej po uptywie pewnego czasu od rozpoczecia obserwacji przy
szybkosci wydituzania nowych tancuchéw mniejszej od szybkosci wedréwki widetek repli-
kacyjnych.

C — Odpowiednik B przy szybkos$ci wydtuzania nowych tancuchéw réwnej szybkosci wedrowki
widetek replikacyjnych.

a — Miejsce rozpoczecia syntezy nowego tancucha. Strzatka wskazuje kierunek syntezy (53’).

I11-2. Handlowy DNA wyodrebniony z grasicy cielecej

Frakcje jednotancuchowe wykryto réwniez w DNA wyodrebnionym
z grasicy cielecej sprzedawanym przez firme Worthington. Frakcje te ujaw-
nita dodatnia reakcja immunologiczna z surowicg krolika uodpornionego
na denaturowany DNA. Reakcja zanikata po oczyszczeniu DNA na kolum-
nie z metylowanej albuminy na ziemi okrzemkowej oddzielajgcej czasteczki
w petni dwutafncuchowe od reszty DNA (53).

111-3. DNA wyodrebniony ze starych organizméw zwierzecych

Sposrod publikacji  dotyczacych jednotancuchowego DNA komérek
zwierzecych na uwage zastuguje rowniez praca Chetsangi i wsp. (54)
nawigzujgca do badania mechanizmu molekularnego procesu starzenia sie
organizmow. Wedtug nich tylko jeden procent DNA wyodrebnionego z wa-
troby miodych myszy ulega strawieniu endonukleazg Sj (enzym trawigcy
wybiérczo DNA jednotaicuchowy), a az czternascie do dwudziestu pieciu
procent DNA jezeli preparat pochodzi z myszy starych. Nagromadzenie
jednotancuchowego DNA mogtoby byé zatem jedng z cech, a by¢ moze
i przyczyn, starzenia sie organizmu. To spostrzezenie nie znalazto potwier-
dzenia w innym uktadzie doswiadczalnym; a mianowicie zawsze tylko Kkil-
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ka procent DNA wyodrebnionego z ludzkich jajnikéw ulega strawieniu
endonukleazg Si, bez wzgledu na to, czy pochodzi on z jajnikoéw przed czy
po menopauzie.

IV. Whioski i uwagi koricowe

Ogdlnie biorac fragmenty jednotaricuchowe DNA znaleziono dotychczas
w czterech formach: jako wolne czasteczki, w postaci odgatezien tancucha
zwisajacych z petli replikacyjnej, jako fragment ciagtej struktury starego
fancucha matrycowego, oraz jako blizej nieokre$lone rozluZnienie drugo-
rzedowej struktury w superhelikalnych czasteczkach.

Czytelnik dochodzacy do ostatniej czesci artykutu nabrat juz zapewne
przekonania, ze pochodzenie i rola jednotancuchowej frakcji DNA sg tylko
czesSciowo wyjasnione. Zwigzek jednotancuchowych fragmentow z replika-
cja DNA nie budzi watpliwosci, duzo mniej natomiast wiadomo o zwigzkach
z rekombinacjg, transkrypcja i naprawg uszkodzen. Te ostatnie mogg po-
wstawa¢ w komdrkach pod wptywem ultrafioletu, promieni X lub innych
czynnikow otoczenia. Istnieja ponadto spontaniczne uszkodzenia materiatu
genetycznego bedace nastepstwem btedéw polimerazy, enzymatycznej de-
zaminacji cytozyny w tancuchu DNA lub depurynacji. Wycinanie uszko-
dzen przez wyspecjalizowane w tym enzymy powinno prowadzi¢ do poja-
wienia sie niesparowanych zasad, a nawet dtuzszych jednotancuchowych
fragmentdw w strukturze DNA. Na przykiad mozna oczekiwaé obecnosci
jednotancuchowych struktur komplementarnych z oligomeréw zawieraja-
cych fotodimery, wycinanych z chromsomoéw bakteryjnych. Trudnosci
w wykryciu takich odcinkéw w wyodrebnionym DNA wynikaja z faktu, ze
odstanianie jednoniciowych fragmentéw in vivo nastepuje najprawdopo-
dobniej niemal rownoczesnie z syntezg ich komplementéw. Aktualne i wy-
czerpujace wiadomosci na temat naprawy DNA znajdzie czytelnik w prze-
gladzie Pietrzykowskiej i Shugara (56).

Wydaje sie prawdopodobne, ze dziatanie uktadow naprawiajagcych DNA
ma zwigzek z opisang w tym artykule odosobniong obserwacjg obecnosci
25°/o materiatu wrazliwego na endonukleaze Si w DNA wyodrebnionym
z watroby starych myszy. Przypuszcza sie bowiem, ze w starych organiz-
mach nastepuje obnizenie wydajnosci procesow naprawy co mogtoby pro-
wadzi¢ do nagromadzenia posrednich produktow reperacji.

Trudnosci w wykrywaniu jednotancuchowych struktur DNA oczeki-
wanych w innych procesach, a szczeg6lnie w rekombinacji przypuszczalnie
sg spowodowane réwnoczesnym ich powstawaniem i zakrywaniem przez
komplementarne tafcuchy rekombinujacych czasteczek (57,58).

Jak zwykle przy analizie materiatu wyodrebnionego z komérek nasuwa
sie pytanie w jakim stopniu badane czasteczki odzwierciedlajg stan DNA
in vivo? Pewnych zmian w strukturze mozna oczekiwa¢ w wyniku usuwa-
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nia biatek oddziatujacych z DNA w jego naturalnym s$rodowisku. Za naj-
bardziej prawdopodobne Zrédto artefaktéw uwaza sie pierwszy etap wy-
odrebniania DNA, w ktérym zachodzi rozpuszczanie powtok komérkowych.
Naruszenie struktury komorek moze bowiem stwarza¢ warunki do oddzia-
tywania DNA o pulsujacej strukturze drugorzedowej (59,60) z obecnymi
w komorkach biatkami denaturujgcymi (51,61) i w konsekwencji dopro-
wadzi¢ do pojawienia sie pojedynczych tancuchow w wyodrebnionym DNA.

Niektorzy badacze wyrazajg inne przypuszczenie, a mianowicie ze je-
dnotancuchowe fragmenty moga tez powstawa¢ w wyniku dziatania nu-
kleaz uaktywnianych w czasie rozpuszczania komorek.

Mimo wszystkich wymienionych zastrzezen istnieje mocny argument
przemawiajacy za istnieniem jednotaricuchowego DNA w nieuszkodzonej
komorce. Jest nim naturalny mechanizm ,,wytgczania” replikacji DNA ko-
morek zwierzecych przez wirus ospy. Mechanizm ten polega na wprowa-
dzeniu przez wirion dwu nukleaz dziatajacych wylgcznie na jednoniciowy
DNA (62,63). Oczywiste jest, ze skuteczno$¢ dziatania tych nukleaz wymaga
istnienia substratu w komorkach.

W opisie poszczegblnych badarn zwracano uwage czytelnika na zaleznos¢
wykrywania jednotafcuchowych fragmentéw od sposobu wyodrebniania
DNA. Pewne $wiatto zdajg sie rzuca¢ na to dwie z posréd cytowanych ob-
serwacji. Pierwsza z nich poczyniona przez Petkau iwsp. (12 i | czesc
tego artykutu) wykazujgca, ze traktowanie fenolem warunkuje wykrycie
jednoniciowego DNA. Druga obserwacja, zrobiona w naszym laboratorium
(38 i Il czes¢ tego artykutu) wykazujgca réwnoczesno$é usuwania przez
fenol biatek zwigzanych z DNA i pojawiania sie wrazliwosci na dziatanie
wybiorcze enzymu w stosunku do jednotancuchowych czasteczek. Oba te
fakty podtrzymujg cytowane w tym artykule i czesto wyrazane przypusz-
czenie, ze jednotaricuchowy DNA pochodzi z frakcji chromosomu zwigzanej
z jakim$ szczegblnym biatkiem.

Artykut nadszedt 25.11.1976; po rewizji autorskiej otrzymano 16.12.1976
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|. Sposoby badan chromatyny

Ostatnie lata przyniosty szybki i burzliwy rozwdéj pogladéw i hipotez
dotyczacych struktury chromatyny. Powodem ,,burzy” byty dane ekspery-
mentalne sugerujgce podjednostkowg strukture chromatyny. Wyniki te,
uzyskane z trawienia chromatyny i chromatynowego DNA przy pomocy
nukleaz, z dyfrakcji promieni rentgenowskich oraz z obrazéw chromatyny
w mikroskopie elektronowym, w znacznym stopniu podwazyty model wid-
kienkowej struktury chromatyny. Model widkienkowej struktury chroma-
tyny byt przedmiotem wielu prac przeglagdowych (1,2,3,4,5,6). Zasadniczy
jego element stanowita — zaproponowana przez Pardonai Wilkin-
sa (7) — superspirala nukleohistonowa o $rednicy 100A i o skoku 120 A.
Powstat on na podstawie wynikéw szczeg6towej analizy obrazéw chroma-
tyny w mikroskopie elektronowym. Nalezy jednak zaznaczy¢, ze wyglad
chromatyny w mikroskopie zalezy w duzej mierze od sposobu barwienia
i utrwalania preparatéw. Koniecznos¢ usuniecia wody z probek przygoto-
wanych do badan powoduje zaktocenia w strukturze chromatyny i znie-
ksztatca jej obraz w mikroskopie elektronowym (2). Decydujace znacze-
nie ma sposob preparowania chromatyny. Obrazy elektronomikroskopowe
chromatyny izolowanej fagodnymi metodami staty sie zupelnym zasko-
czeniem, przedstawialy bowiem globularne czastki przypominajagce wy-
gladem koraliki nanizane na sznurek (8, 9). Globularne czastki maja wiel-
kos¢ 70 A i masy czasteczkowe okoto 160 000. Wedtug Olins i Olins (9
pojedyncza globularna czastka posiada po jednej czasteczce kazdego ro-
dzaju histonéw w iloSci wagowo rownowaznej z iloScig DNA. Poszczeg6lne
czastki, nazwane przez autoréw ciatkami ,,v” polgczone sg ze sobg za po-
mocg odcinkbw DNA (10, 11) szczeg6lnie wrazliwych na dziatanie nu-
kleaz (12, 13). Taka koncepcja budowy chromatyny, ktéra powstata na pod-
stawie obrazéw z mikroskopu elektronowego wymagata dalszych potwier-
dzen, gdyz trudno byto udowodnié, ze koralikowy wyglad struktury cho-
matyny nie jest artefektem. W 1971 roku Clark i Felsenfeld (14)
wykazali, ze okoto 50% DNA w chromatynie nie ulega trawieniu przez
nukleazy. DNA wrazliwy na dziatanie nukleaz odpowiada tzw. ,,otwartym”
obszarom chromatyny, w przeciwienstwie do nukleazo-odpornych, ,za-
blokowanych” obszaréw (14). Rozrdznienie obszaréw ,,otwartych” lub ,,za-
blokowanych” DNA dotyczy ich dostepnosci dla nukleazy, a jednoczes$nie
nie wyklucza mozliwosci, ze pewna cze$¢ obszarow ,,otwartych” jest luzno
pokryta biatkami chromosomalnymi. Clark i Felsenfeld przyjeli,
ze trawienie nukleaza gronkowcowg prowadzi do wytworzenia serii se-
gmentéw DNA pokrytych biatkami oraz pozbawionych biatka. Okreslona
przez nich masa czasteczkowa obu typow segmentdw wynosi po 75 000.
Oznacza to, ze obszary chronione przez biatka sa niezwykle krotkie — rze-
du 100—200 par zasad. Elementy pozbawione biatka stanowig potgczenie
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miedzy elementami bogatymi w biatko i sg wrazliwe na atak nukleoli-
tyczny.

Dalsze badania z uzyciem nukleaz potwierdzity podjednostkowg struk-
ture chromatyny. Najczesciej stosowano w badaniach endonukleaze z wa-
troby szczura (15), nukleaze gronkowcowg (16, 17, 18), DN-aze | i nukleaze
z Micrococcus (19). Produkty trawienia chromatyny powstate po okreslo-
nych czasach inkubacji analizuje sie na podstawie szybko$ci migracji
w elektroforezie na zelu poliakryloamidowym. Wielko$¢ fragmentéw okre-
$la sie przez kalibrowanie w stosunku do odpowiedniego wzorca wewnetrz-
nego wedrujacego w zelu razem z probkami. Stosujac podobng procedure
przy uzyciu endonukleazy i chromatyny z watroby szczura uzyskano pas-
ma DNA migrujace w zelu tak, jakby byty wielokrotno$ciami podstawowej
jednostki (15). W dalszym etapie badan okreslono, ze wielkos$é tej podjed-
nostki wynosi 20515 par zasad (16, 20). Takze nukleaza gronkowcowsg
i DN-aza | trawig DNA chromatyny do odcinkdw liczacych 190—200 par
zasad (16, 17, 18). Przy przedtuzonym trawieniu chromatyny spada diu-
go$¢ podstawowego fragmentu DNA do 150 par zasad lub mniej (16, 17).
Podobnie, wyizolowany podstawowy fragment monomeryczny poddany
trawieniu dostarcza dodatkowych pasm DNA $wiadczacych o dalszej de-
gradacji (17, 21, 22). Jak wykazat Van Holde (19) pozostaty nukleazo-
odporny fragment ma dlugo$é 140 par zasad. Autor ten wyrazit przypusz-
szenie, ze dodatkowo ulegajacy trawieniu DNA moze odpowiadac ,,0dstep-
nikowemu” (ang. spacer) DNA widocznemu miedzy ciatkami ,v” w mi-
kroskopie elektronowym (9, 10, 11). Catkowita dtugo$¢ DNA, w mysl tej
koncepcji popartej przekonywujacymi danymi doswiadczalnymi (19), wy-
nosi 180 par zasad, przy czym na fragment monomeryczny przypada od-
cinek 140 nukleotydowy a na element tgczacy poszczegdélne monomery —
40 nukleotydowy. Pewne réznice w dtugosciach fragmentéw DNA moga
pochodzi¢ z réznych warunkéw trawienia przy odmiennych sitach jono-
wych, gdyz zgodnie zdanymi Griffith a (23), chromatyna w roztworach
o niskich sitach jonowych przyjmuje postaé bardziej rozluzniong z wyraz-
nie widocznymi odcinkami DNA taczacego podjednostki chromatyny. By¢
moze w roztworach o wyzszych sitach jonowych odcinki te zachodzg na
siebie i stajg sie mniej dostepne dla nukleazy. Ostatnio ugruntowato sie
jednak przekonanie, ze dtugos¢ odcinka DNA przypadajaca na nukleosom
(monomeryczny fragment chromatyny) zalezy od zrédta z jakiego izoluje
sie chromatyne np. nukleosomy z grzybéw majg 165-nukleotydowe frag-
menty DNA, podczas gdy z erytrocytow kurczat fragmenty 210-nukleo-
tydowe (24). Na podkresSlenie zastuguje fakt, ze we wszystkich przypad-
kach, niezaleznie od Zr6dfa pochodzenia, dlugo$¢ odcinka DNA nukleo-
somu odpornego na nukleaze jest stata i wynosi 140 par zasad. Sadzi sie
obecnie, ze obserwowane rozbieznosci w okresleniu par zasad wynikaja
z réznic w dbugosci fragmentow DNA tgczacych poszczeg6lne nukleosomy.
Fragmenty te posiadajg prawdopodobnie miejsca wigzania histonu HI i —
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by¢ moze — takze innych biatek majacych zdolnosci do sieciowania DNA
Stopieh upakowania DNA w odcinkach fgczacych nukleosomy zalezy wo-
bec tego od ilosci miejsc akceptorowych dla histonu HI (24).

Podjednostka chromatyny sedymentuje przy 11—12 S, co odpowiada
masie czasteczkowej 176 000 (20, 25) i zgadza sie z wartosciami uzyskany-
mi dla ciatek ,,v’ w mikroskopie elektronowym (8, 9).

Dwuniciowy odcinek DNA pomiedzy ciatkami ,v” jest nie tylko wraz-
liwy na dzialanie nukleaz, ale takze na dziatanie ultradzwiekow (26).
Z chromatyny rozbitej ultradzwiekami mozna otrzymac pojedyncze ciat-
ka ,v”, ktérych analiza wykazata obecno$¢ 200 nukleotydowych odcinkéw
DNA i réwnowaznej wagowo ilosci biatka.

W chwili obecnej znacznie wiecej danych przemawia za modelem ko-
ralikowej struktury chromatyny niz za poprzednio wysuwang koncepcja
budowy witokienkowej (4, 7). Nalezy wigczy¢ tu ostatnie wyniki uzyskane
z badan przy uzyciu techniki niskokatowej dyfrakcji promieni X (27)
i metody rozpraszania neutronowego (28), ktore nie tylko potwierdzajg hi-
poteze globularnej struktury chromatyny, lecz méwig takze o wewnetrz-
nym upakowaniu nukleosomoéw (29).

W roku 1974 zaproponowano dwa modele podjednostkowej struktury
chromatyny (30, 31). Oba modele sg zgodne w tym, ze oddziatywania mie-
dzy czasteczkami histonéw okreslajg strukturalna integralno$¢ podstawo-
wych fragmentéw chromatyny.

Il. Udziat bialek w strukturze chromatyny

11-1. Rola histonéw

Sciste potaczenie histonéw z DNA nasuwa przypuszczenie, ze wiasnie te
biatka biorg udziat w utrzymywaniu struktury chromosomu. Poprzednio
przypisywano histonom role regulatorow aktywnos$ci genetycznej. Ze
wzgledu na matg heterogennos¢, brak specyficznosci tkankowej i gatunko-
wej zdeprecjonowano ich role jako czynnikéw determinujgcych ekspresje
genowa. Sadzi sie natomiast, ze histony moga uczestniczy¢ w tym procesie
w sposOb niespecyficzny przez proste przykrycie nieaktywnych obszaréw
DNA lub przez wywotanie w nich zmian strukturalnych. Charakterystycz-
ne cechy histonéw przemawiaja raczej za taq druga koncepcjg. W wielu do-
brze poznanych komoérkach eukariotycznych powtarza sie zestaw pieciu
gtownych frakcji histonowych: FI (HI), F2 (H2A), F2b (H2B), F3 (H3),
F2al (H4). W niektérych komérkach moga wystepowac inne frakcje histo-
nowe, np. w erytrocytach ptasich znajduje sie lizyno-bogaty, tkankowo-
-specyficzny histon F2c (H5).

Mata r6znorodnos$é histonoéw i ilosci prawie rownowazne wagowo w sto-
sunku do DNA stanowig poparcie dla tezy o ich raczej strukturalnym
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znaczeniu. Wybitnie konserwatywna struktura (mata zmienno$¢ sekwen-
cji aminokwaséw w toku ewolucji), zwtaszcza odnoszaca sie do histonow
H3 i H4, kaze sadzi¢, ze kazdy aminokwas w tafcuchach tych biatek ma
istotne znaczenie dla ich funkcji. Sg to wiec funkcje o uniwersalnym zna-
czeniu dla komorek eukariotycznych i dotyczg — jak wolno wnioskowaé —
tworzenia, zachowania i kontroli struktury chromosomoéw w ciggu zycia
komorki.

Poréwnanie obrazéw dyfrakcyjnych promieni X chromatyny natywnej
i rekonstytuowanej z DNA i mieszaniny pieciu oczyszczonych frakcji hi-
stonowych wskazuje wyraznie na ich wzajemne podobienstwo. Usuniecie
z kompleksu histonu HI nie zmienia charakterystycznego obrazu dyfrakcji
promieni X (32, 33, 34) podobnie zresztg jak histonu H5 (F2c) z chromaty-
ny erytrocytdw kurczecia (33). Wydaje sie, ze HI nie bierze bezposrednie-
go udziatu w tworzeniu podstawowej struktury chromatyny, jakkolwiek
na pewno obecno$¢ pieciu frakcji wptywa na przestrzenne upakowanie
chromosomu. Ekstrakcja wszystkich histonéw z wyjgtkiem histonu HI
prowadzi natomiast do catkowitej utraty struktury podstawowej. Te ob-
serwacje przemawiajg za inng rolg histonu HI w chromosomie (np. w kon-
trakcji, kurczeniu zelu chromatynowego) (35).

Z badan nad rekonstrukcjg chromatyny i selektywna dysocjacjg po-
szczegblnych frakcji histonowych z chromatyny, Sledzonych przy uzyciu
dyfrakcji i niskokgtowego rozpraszania promieni X wynika, ze wszystkie
cztery frakcje histonowe (poza HI) sg jednakowo wazne w tworzeniu pod-
stawowej struktury. Kompleksy DNA z parami histonow H2A—H2B
i H2B—H3 nie wykazywaty cech charakterystycznych dla widma natyw-
nej chromatyny (36), podobnie jak kompleksy z H2A, H3, H4 lub H2A, H3
ze $ladami H4. Po selektywnym usunieciu H2A i H2B (36) pojawia sie roz-
ciggnieta forma DNA obok DNA skompleksowanego z histonami H3 i H4
zachowujacego swa czesciowo upakowana forme. Zwiekszenie ilosci pary
histonow H3 i H4 o ilo$¢ usunietej pary H2A—H2B do stosunku histony/
/DNA =1:1, nie powodowato zmiany obrazu dyfrakcji promieni X, wska-
zujac, ze para histonow H3—H4 nie jest w stanie zastapi¢ usunietych his-
tonéw H2A, H2B i spowodowa¢ wytworzenia podstawowej struktury na-
tywnej chromatyny. Dopiero dodanie usunietych frakcji przywraca witas-
ciwe spektrum dyfrakcji promieni X. Wobec tego pary histonow H2A—
H2B i H3—H4 musza zajmowaé oddzielne miejsca na czasteczce DNA.
W toku dalszych badan nad selektywng dysocjacja histondw z chromatyny
i $ledzeniu zmian w obrazach dyfrakcji promieni X, Skidmore i wsp.
(34) otrzymali wyniki, na podstawie ktorych wnioskowali, ze tylko obec-
nos¢ histonu H4 wywotuje superspiralizacje DNA. Dane te nie znalazty
jednak potwierdzenia w wynikach doswiadczen innych badaczy.

Warto zanotowaé, ze dodanie histonu catkowitego (mieszaniny pieciu
gtownych frakcji histonowych) z grasicy cielecej do DNA z faga lamba
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czy T7, tworzy struktury dajace takie same obrazy dyfrakcji promieni X
jak natywna chromatyna z grasicy cielecej (36, 37).

Dalsze badania biochemiczne przyniosty nowe dane o oddziatywaniu
histon—histon i histon—DNA. Siedzac wzajemne interakcje histonow
w roztworach, zauwazono mianowicie ich tendencje do tworzenia duzych
agregatow (rzedu 100 (38, 39). Energie niektorych oddziatywan miedzy hi-
stonami sg ogromne jak np. histonéw H3 i H4. Powstawanie wysokoczas-
teczkowych agregatow histonowych stwierdzono takze podczas preparowa-
nia ich dotychczasowymi, raczej drastycznymi metodami, jak ekstrakcja
kwasem, frakcjonowanie przez strgcanie etanolem i acetonem, czy strgca-
nie chlorkiem guanidyny. Zastosowanie fagodnej metody otrzymywania
histonu catkowitego i frakcjonowanie go na kolumnie z Sephadex G-100
(40) pozwolito na otrzymanie dwdch frakcji histonow: HI, H3, H4 i H2A,
H2B—prawie réwnowaznych wagowo (41). Po wytraceniu czystej frakcji
HI, badano przy pomocy sieciowania (cross-linking) i sedymentacji wza-
jemne stosunki iloSciowe w poszczegblnych parach histonéw H3, H4 i H2A,
H2B. Ciezar czasteczkowy produktow reakcji sieciowania histonéw H3 i H4
wyznaczony przez kalibracje do odpowiednich wzorcow wewnetrznych
w trakcie elektroforezy na zelu poliakryloamidowym z dodatkiem SDS
oraz wyznaczony ze wspéiczynnikow sedymentacji wyniost 53 900. Z te-
oretycznych obliczen wynika, ze takg mase czasteczkowg posiada kom-
pleks dwéch czasteczek histonu H3 z dwiema czasteczkami histonu H4.
Histony H3 i H4 wystepuja wiec w kompleksie tetramerowym o wzorze
sumarycznym (H3)2H4)2 (41). Histony preparowane metodami konwencjo-
nalnymi byty zdolne do utworzenia tetrameru tylko w 20°o.

Nie wykazano podobnych regularno$ci badajac druga frakcje histonéw:
H2A, H2B. W doswiadczeniach sieciowania uzyskano produkty tworzace

Chromatyna

(FZU’)Z (F3)2
+(F2a1,F2b)+DNA

N

(F2at), (F3);+DNA
(F2a2,F2b)+ DNA

S

100 50 33
nm

Ryc. 1. Obraz dyfrakcji promieni X natywnej chromatyny i rekonstruowanej z réz-
nych rodzajéow histonéw i DNA (32).
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mono-, di-, tri- az do heptamerdw histonéw. Kornberg (41) przyjmuje,
ze histony te tworzg krotkie fancuchy, typu (—H2A, H2B)n lub (—H2A,
H2A, H2B, H2B—)n poprzez odwracalng polimeryzacje. Poréwnanie ob-
razéw dyfrakcji promieni X natywnej chromatyny z obrazami dyfrak-
cyjnymi chromatyny rekonstytuowanej z tetrameru (H3)2AH4)2 oligomeru
H2A—H2B oraz DNA wykazuje ich wyrazne podobienstwo (Ryc. 1). Jest
to jednoczesnie przekonywajacy argument za istnieniem tetramepu w ja-
drze komorkowym.

11-2. Model Kornberga

Na podstawie wyzej przedstawionych danych wynikajgcych z obrazu
chromatyny w mikroskopie elektronowym, z trawienia chromatyny nu-
kleazami, z dyfrakcji promieni X oraz na podstawie danych dotyczacych
wzajemnych interakcji histon—histon i histon—DNA, Kornberg (30)
zaproponowat model struktury chromatyny, w ktérym widkno chromaty-
nowe jest przedstawione jako taficuch globularnych, powtarzajgcych sie
podjednostek. Potgczenie podjednostek nadawa¢ ma chromosomom elas-
tyczno$¢ niezbedna przy zmianie konformacji umozliwiajacej zachodzenie
replikacji czy transkrypcji. Kazda podjednostka sktada¢ sie ma z rdzenia
histonowego utworzonego przez tetramer (H3)2H4)2 Obecnos¢ takiego te-
trameru w powtarzajgcej sie podjednostce autor uwaza za powszechng
w komorkach eukariotycznych, ze wzgledu na niezwyktg konserwatyw-
no$¢ sekwencji aminokwasowych obu tych rodzajéow histonéw. Wedtug
modelu Kornberga histony H2A, H2B wyznaczajg odlegto$¢ pomiedzy po-
szczegOlnymi tetramerami wzdtuz widkna chromatyny. Diugos$¢ odcinka
DNA zabezpieczonego przez tetramer odpowiada dtugosci 200 par zasad
a dtugos¢ tagczacego DNA wyznacza oligomer H2A, H2B. DNA w rdzeniu
histonowym jest Scisle upakowany, podczas gdy taczacy DNA przyjmuje
bardziej rozciaggnietg forme.

Nie udato sie jeszcze wyjasni¢, czy ni¢ DNA przebiega wewnatrz rdze-
nia histonowego, czy tez go oplata. Kornberg w swoim modelu przyjat
poczatkowo za Pardonem i Wilkinsem (7), ze DNA jest otoczo-
ny biatkami. Mirzabekow i Mielnikowa (42), badajgc dostep-
nos¢ DNA w chromatynie przy pomocy metylowania trytowanym dwume-
tylosiarczanem stwierdzili, ze metylacji ulega N-7 guaniny znajdujacej sie
w gtdbwnym rowku DNA, N-3 adeniny znajdujgcej sie w mniejszym row-
ku DNA i N-I adeniny dostepnej tylko w jednoniciowym DNA. Wyniki te
sugerujg, ze zasady nukleotydowe zawarte w mniejszym rowku DNA sa
w petni dostepne dla metylcji a zawarte w wiekszym sa jedynie czeSciowo
chronione przez histony. tatwy dostep czynnika metylujacego do obu
rowkow DNA sugeruje, ze DNA by¢ moze jest nawiniety na rdzen histo-
nowy.
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11-3. Wspotczesne modele podjednostki chromatyny

Koncepcja Kornberga byta pierwszg probg logicznego powigzania fak-
tow wyniktych z badan struktury chromatyny. Model Kornberga opierat
sie na zatozeniu, ze caly DNA pozostaje w kompleksie z histonami.
W przeciwieristwie do pierwotnej koncepcji Kornberga w przedstawionym
réwnolegle modelu wedtug van Holde (31) podjednostka chromatyny
zawiera 140-nukleotydowy odcinek DNA (o masie czasteczkowej 87 000)
nawiniety na rdzen histonowy oraz 40-nukleotydowy odcinek DNA taczacy
nukleosomy pozbawiony biatka i wrazliwy na dziatanie nukleaz. Ta hi-
poteza pozostaje w zgodzie z zaobserwowanym przez Clarka i Fel-
senfelda (14) naprzemiennym utozeniem odcinkéw DNA bogatych
w biatko i pozbawionych biatka. Wedtug modelu Kornberga caty DNA miat
by¢ pokryty histonami H2A, H2B, H3 i H4, nie byto wiec miejsca na przy-
taczenie histonu HI, a jak wiadomo, histon HI oddziatuje bezposrednio
z DNA (35, 43, 44). W koncepcji Kornberga nie wyjasniona pozostawata
takze ilos¢ DNA przypadajaca na nukleosom. Wedtug wspdtczesnych mo-
deli podjednostki chromatyny rdzen histonowy tworzy kompleks ztozony
z oSmiu czasteczek histonéw: 2 H2A, 2 H2B, 2 H3 i 2 H4, na ktéry zaleznie
od organizmu nawiniety jest DNA o dtugosci od 140 do 200 par zasad. Od-
cinek DNA 1i3czacy podjednostki zawiera miejsca wigzania histonu HI
i by¢ moze, niektdrych biatek niehistonowych (24, 28, 31). Potwierdzeniem
stusznosci modelu van Holde bylo otrzymanie przez zespét Geor-
gieva nukleosomoéw w postaci krystalicznej, ktore zawieraty DNA o dtu-
gosci 140 par zasad (45).

11-4. Struktura nukleosomu

Analiza sekwencji aminokwasowych czterech gtéwnych typéw histonéw
wykazata znaczng asymetrie w roztozeniu tadunkdéw elektrycznych wzdiuz
wiokna polipeptydowego. N-konicowy segment histonéw H2A, H2B, H3,
H4 zawiera znaczng liczbe aminokwasow zasadowych oraz aminokwaséw
destabilizujgcych strukture helikalng jak prolina, lizyna, arginina, glicy-
na, seryna czy metionina. Natomiast C-konicowy obszar histonéw H3 i H4
oraz srodkowy region H2A i H2B zawierajg wiele aminokwasoéw apolar-
nych i aminokwaséw sprzyjajacych tworzeniu heliksu jak walina, leucyna,
amidy kwasu glutaminowego i asparaginowego czy fenyloalanina. Przy -
puszczano, ze obszary apolarne sg miejscami odziatywan miedzy czastecz-
kami histonéw, podczas gdy segmenty zasadowe stuzg jako miejsca inter-
akcji histon—DNA. Silna interakcja miedzy parami histonéw H2A i H2B
oraz H2B i H4 prowadzaca do utworzenia dimeréw (46), podobnie jak i wy-
stepowanie tetrameru (H3)2H4)2 (41), potwierdzajg stusznos¢ takiego ro-
zumowania. Badania Bradbury’ego (43) przy zastosowaniu techniki
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jadrowego rezonansu magnetycznego (NMR) oraz rozpraszania neutrono-
wego, poparty hipoteze o wzajemnych oddziatywaniach obszaréw apolar-
nych w histonach, potwierdzajac jednoczes$nie, ze miedzyczasteczkowe in-
terakcje histonéw H2A i H2B oraz H3 i H4 prowadza do specyficznego,
precyzyjnego dopasowania sie tych biatek. Zasadowe, wolne ramiona spe-
cyficznych komplekséw wyzej wymienionych par histondw stuzg jako
pierwszorzedowe miejsca wiazania DNA. Podobne wnioski wysnué mozna
zprac Weintrauba i van Lente (18, 47) nad trawieniem chroma-
tyny trypsyng, z ktdrych wynika, ze tylko niewielka cze$¢ biatek obec-
nych w chromatynie ulega trawieniu. Szczegdétowa analiza wykazata, ze
catkowitej degradacji ulega histon HI (H5 w przypadku erytrocytéw ku-
rzych) i tylko 20—30-aminokwasowe odcinki z zasadowych, N-koncéw cza-
steczek histonéw H3, H4, H2A i prawdopodobnie H2B. Pozostate odcinki
czasteczek histondw sa oporne na dziatanie proteolityczne. Wynika stad,
ze histony tacza sie ze sobg C-koncami czasteczek i ze te odcinki ochra-
niajag inny obszar DNA .okoto 80-nukleotydowy) niz N-konce histondw.
Utrata 20—30 aminokwasow z N-koncéw czasteczek powoduje znaczny
spadek statych sedymentacji podjednostek nukleosomowych z 11S do 5S,
podczas gdy masa czgsteczkowa obniza sie tylko z 176 000 do 158 000. Przy-
puszcza sie wiec, ze tak znaczny spadek wartosci statej sedymentacji bez
towarzyszacego spadku masy czasteczkowej wynika ze zmian konformacji
nukleosomu. Zasadowe fragmenty N-koncdw histonéw majg wiec istotny
wptyw na upakowanie DNA na rdzeniu biatkowym.

11-5. Rodzaje nukleosoméw

Najnowsze zdjecia ciatek ,,v” z pod mikroskopu elektronowego ujaw-
nity ich morfologiczne zréznicowanie. Wykazano znaczne odchylenia w po-
tozeniu niektorych nukleosomoéw w stosunku do nici tgczacego DNA. Oko-
o 50°/o ciatek ,,v” jest bocznie potagczona z DNA (Ryc. 2). Stwierdzono row-
niez w wielu nukleosomach centralnie potozona plame o szerokosci okoto
15 A odpowiadajgcg prawdopodobnie otworowi wewnatrz ciatka v’ (27,
45) (rys. 2).

Pojawity sie takze prace méwiace o zréznicowaniu nukleosoméw pod
wzgledem sktadu histonéw. Grupa Georgieva (45) wyizolowata i oczy-
Scita przez ultrawirowanie w gradiencie sacharozy oraz elektroforeze w ze-
lu poliakryloamidowym, dwa rodzaje monosoméw (monomeryczne nukle-
osomy) ciezszych i lzejszych oraz trzy rodzaje disoméw. Ciezsze monoso-
my, poruszajgce sie wolniej w elektroforezie w zelu poliakryloamidowym,
zawieraty wszystkie gtéwne typy histonéw tacznie z histonem HI oraz
200 nukleotydowy odcinek DNA, podczas gdy lzejsze monosomy szybko
migrujace w zelu poliakryloamidowym nie zawieraty histonu HI i sktadaty
sie z odcinka DNA o dtugosci 170 par zasad. Porownujgc zawartos¢ histo-



166 K. KANSKA-BRUDZYNSKA I IN. Ciq

nu HI w dimerach nukleosomoéw stwierdzono wystepowanie w nich dwu
lub jednej czasteczki HI lub w ogdle brak tego histonu. Autorzy przypusz-
czaja, ze histon HI wiaze sie z krétkim 30-nukleotydowym odcinkiem nu-
kleosomalnego DNA. Odcinek ten moze byé usuniety jako kompleks HI—
DNA nie zmieniajgc podstawowej struktury chromatyny.

Ryc. 2. Koralikopodobny obraz witékien chromatyny jader erytrocytdw kurzych
w mikroskopie elektronowym.

Strzatki wskazuja ciatka ,v” z centralnie potozong plama barwnika (octan uranylu). Giowki
strzatek wskazujg ciatka ,,v” bocznie potaczone z nicia DNA (81).

11-6. Rola histonu HI¥)

Histon HI nie bierze bezposredniego udzialu w tworzeniu podstawo-
wej jednostki strukturalnej chromatyny i w modelach nukleosomoéw jest
umieszczany poza globularng czastka. Wiele danych wskazuje, ze histon
HIl odgrywa role w kondensacji chromatyny oraz wywotanej przez roz-

*) Bardziej szczeg6towe informacje na temat roli histonu HI znajdzie Czytelnik
w artykule A. NiedZzwiedzkiej i A. Kalinskiego, Post. Biochem., 23 (2) str. 175—1&88.

http://rcin.org.pl
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twory soli mineralnych kontrakcji zelu chromatynowego (35, 43, 48). Jak
zauwazono rozpuszczalno$é chromatyny w roztworach wodnych soli spada
osiggajac minimum miedzy 0,1 a 0,2 M NaCl (lub HC1 oraz w zakresie od
2—100 mmoli/1l MgCI2 CaCl2 lub MnCI2. Przy stezeniu 0,15 M NaCl zel
chromatynowy kurczy sie osiggajac 10°/0 swojej poczatkowej objetosci.
W roztworach o niskich sitach jonowych czasteczka HI pozostaje w $ci-
stym kompleksie z chromatyng. Przy wzroscie sity jonowej wysoko zasa-
dowe odcinki N-kohcowe i C-koficowe histonu HI pozostajg zwigzane
z DNA, podczas gdy pozostate obszary czasteczki stajg sie wolne. Przy
0,15 M NaCl nastepuje konformacyjna zmiana dotyczgca jedynie apolarne-
go, centralnego obszaru czasteczki HI miedzy 76 a 106 aminokwasem, ktd-
ra powoduje powstanie $cistego potgczenia miedzy dwoma czgsteczkami
histonu HI bez przerwania wigzania z DNA, co wywotuje kontrakcje zelu
chromatynowego. Stwierdzono réwniez, ze zmiany ufosforylowania cza-
steczki lii wigza sie z kondensacja chromatyny, na co wskazujg nastepu-
jace fakty: (@) w poznej fazie G2 tuz przed mitoza, wzrasta ilos¢ ufosfo-
rylowanego histonu HI, (b) w roztworach o niskiej sile jonowej (0,05 M
NaCl) ufosforylowany histon HI ma zdolnos¢ kurczenia zelu chromatyno-
wego (43, 48).

Powyzsze fakty wskazujg, ze rola histonéw w chromatynie dotyczy
przede wszystkim zmian kondensacji, ,,upakowania” nici DNA w jadrze ko-
madrkowym. DNA w kompleksie z oktamerem histonowym w nukleosomie
jest siedmiokrotnie krétszy od diugosci wolnego DNA (11, 23). Obecnos¢
za$ histonu HI w kompleksie prowadzi do kondensacji wiékna chromaty-
nowego ztozonego z szeregu nukleosoméw (49). Atrakcyjnos¢ modelu pod-
jednostkowego chromatyny polega réwniez na tym, ze odcinki zasadowe
histonéw oddziatywajace z DNA sa jednoczesnie miejscami preferencyjnie
modyfikowanymi chemicznie (metylowanymi, fosforylowanymi, acetylo-
wanymi). Poniewaz caty DNA komoérki jest wiazany tylko przez piec ro-
dzajow histondw — to chemiczna modyfikacja ktérejkolwiek z frakcji his-
tondw moze w decydujacy sposob wptynac¢ na interakcje z DNA w catym
genomie lub jego czesci. Tego rodzaju modyfikacje mogg stanowi¢ me-
chanizm kontroli struktury chromatyny w ciagu zycia komorki (43).

11-7. Rola biatek niehistonowych

Biatka niehistonowe i ich udziat w funkcji chromatyny byt przedmio-
tem wielu prac przeglagdowych (50, 51, 52, 53). Jednakze niewiele wiadomo
0 udziale tych biatek w strukturze chromatyny. Biatka niehistonowe sg
grupg biatek Scisle zwigzanych z chromosomami eukariotéw cechujaca sie
wybitna heterogennoscig (54, 55, 56). Definiuje sie je jako te biatka, ktore
po ekstrakcji histondw z oczyszczonej chromatyny izoluja sie razem z DNA.
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Elektroforeza w zelu poliakryloamidowym wykazuje obecnos¢ od 20 do
115 frakcji w zaleznosSci od Zrodta z jakiego izolowano te biatka i od czu-
tosSci metody rozdzielczej. Masa czgsteczkowa poszczegdlnych polipeptydow
waha sie w granicach od 10 000 do 100 000 (56, 55). Heterogennos¢ i tkanko-
wa specyficzno$é biatek niehistonowych czynita nieprawdopodobnym, by
biatka te kandydowaty do roli biatek strukturalnych chromatyny. Poréw-
nania profildw chromatograficznych i elektroforetycznych biatek niehis-
tonowych z tkanek réznych zwierzat wykazato przede wszystkim rdznice
ilosciowe (50, 57, 58). 50—70% catosci biatek niehistonowych wystepuje
powszechnie (50, 57, 58). Wynika stad, ze biatka te moga spetniac role struk-
turalng w chromatynie lub posrednio uczestniczyé w jej przeksztatceniach
ze stanu skondensowanego (jak w mitozie) do rozluZnionego (chromatyna
interfazowa).

Jedng z gtéwnych frakcji biatek niehistonowych stanowig biatka boga-
te w lizyne (59, 60). Budowg przypominaja one histony lecz ujemny tadu-
nek czasteczki wskazuje, ze sg to biatka niehistonowe. Badania interakcji
miedzy tg grupg biatek (oznaczanych przez autoréw jako HMG 1i 2) a DNA,
§ledzonych przy uzyciu jagdrowego rezonansu magnetycznego (61) wyka-
zaty, ze w roztworach o niskich sitach jonowych zasadowa czes¢ czastecz-
ki bogata w lizyne i zawierajgca wszystkie aminokwasy aromatyczne wigze
sie bezposrednio z DNA, podczas gdy kwasny odcinek taricucha pozostaje
wolny i moze reagowac z innymi biatkami. Ich powigzanie z DNA w matym
stopniu hamuje transkrypcje in vitro, w przeciwieAstwie do histonow, kto-
rych wigzanie do DNA uniemozliwia inicjacje transkrypcji. Biatka te nie
wykazujg specyficznosci ani tkankowej ani gatunkowej a ich ilos¢ (104 :—
105 czasteczek na jadro) potwierdza przypuszczenie, ze wiekszo$¢ z nich
jest zaangazowana w utrzymywanie podstawowej struktury chromaty-
ny (59, 60).

Podobnie jak w przypadku histonéw rola strukturalna biatek nie-
histonowych mogtaby dotyczy¢ ich wpltywu na konformacje czasteczki
DNA. Jednakze kompleksowanie biatek niehistonowych z DNA in vitro
tylko w niklym stopniu zmienia przestrzenne utozenie czasteczek DNA.
Stwierdzono natomiast, ze wydzielone sposrod biatek niehistonowych biat-
ka o masie czasteczkowej 70 000 i 55 000 majg istotny wptyw na konfor-
macje DNA (62). Po usunieciu histonéw i wiekszosci biatek niehistono-
wych z chromatyny DNA zachowywal superspiralizacje i pofaldowanie
jezeli pozostawat nadal w kompleksie z biatkami 70 000 i 55 000 daltonéw.
Autorzy przypuszczajg wiec, ze obok rdzenia histonowego w globular-
nej podjednostce chromatyny biatka niehistonowe moga by¢ réwniez od-
powiedzialne za upakowanie czasteczki DNA.

Biatka niehistonowe mogg takze posrednio uczestniczyé w przeksztat-
ceniach stanu ,upakowania” DNA. Oddzialujac z histonami lub che-
micznie je modyfikujac, zmieniajg interakcje histony —DNA (63) tak, jak
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ma to miejsce np. w przypadku fosforylacji>histonu HI. Nalezy zaznaczyc,
ze enzymy metabolizmu histondéw, w tym rowniez fosfokinazy histonowe,
naleza do biatek niehistonowych. W podobny sposéb dziatajg kurczliwe
biatka chromatyny zidentyfikowane niedawno jako aktyna i miozyna
wsérdd gtéwnych frakcji biatek niehistonowych jader watroby szczura (58),
grasicy cielecej (64), komorek HeLa S3(65) i Physarum polycephalum (57).
Biatka te majg zdolno$¢ przeksztatcania chromatyny w heterochromatyne
(chromatyne skondensowang, nieaktywng matrycowo), gdyz stwierdzono
kilkakrotny wzrost zawartos$ci aktyny i miozyny w skondensowanych chro-
mosomach metafazowych w poréwnaniu z chromatyng interfazowg (57, 65).
Z powodu ich obecno$ci w heterochromatynie poczgtkowo sgdzono, ze spet-
niajg one role negatywnych regulatoréw aktywnosci genetycznej. Ponie-
waz biatka te wystepujg w liczbie 3,7 X105— 1,2X10° czgsteczek na jad-
ro (57), wydaje sie nieprawdopodobne, by regulowaty aktywno$é genetycz-
ng przez specyficzne wigzanie z DNA, lecz raczej przez spowodowanie ta-
kiej zmiany w strukturze (kondensacja) ktora inaktywuje chromatyne.

Obok gtéwnych, powszechnie wystepujacych frakcji biatek niehisto-
nowych, istnieje niewielka ich cze$¢, ktora wykazuje cechy specyficznosci
tkankowej (54, 66) oraz wysokiego powinowactwa do DNA (67, 68). Biatka
tej ostatniej grupy mozna znalez¢ frakcjonujgc catos¢ biatek niehistono-
wych na kolumnach z DNA-celulozy (69, 70). Okoto 70°/o catosci biatek nie
wigze sie ze ztozem DNA-celulozy, 25°/0 biatek zostaje zatrzymana na ko-
lumnie. Lecz 2°/o biatek niehistonowych taczy sie tylko z sekwencjami ho-
mologicznego DNA. Ta 2% frakcja zawiera biatka preferencyjnie wigzgce
sie z $rednio-czesto powtarzajacymi sie (71) i unikalnymi sekwencjami
DNA (53). Jak sie wydaje biatka te majg raczej funkcje regulatorowe niz
strukturalne w chromatynie.

Od dawna istnieje poglad, ze czes¢ biatek niehistonowych jest wiaczona
w specyficzng regulacje w chromosomach eukariotow (53, 72). Regulacja
ta dotyczy przede wszystkim pozytywnej i negatywnej kontroli transkryp-
cji (52, 73, 74, 75, 76, 77).

Z badan nad dostepnoscig DNA dla metylacji wynika, ze biatka niehis-
tonowe nie chronig ani mniejszego ani wiekszego rowka heliksu DNA, po-
niewaz ich usuniecie z chromatyny nie wywotuje zmian w metylacji chro-
matynowego DNA. Wydaje sie, ze wiekszo$¢ z nich nie oddzialuje bez-
posrednio z DNA (42).

Biatka niehistonowe bez watpienia odgrywajg strukturalng, enzyma-
tyczna i regulacyjng role w procesie aktywnos$ci genetycznej. Wskazuje na
to wyzsza proporcja biatek niehistonowych w aktywnej matrycowo czesci
genomu w stosunku do nieaktywnej (71), ich synteza w specyficznych cza-
sach w cyklu komorkowym (78), a przede wszystkim fakt, ze w ich obecno-
§ci nastepuje przeksztatcenie struktury chromatyny w posta¢ skondenso-
wang lub rozluzniona.

3 Postepy Biochemii
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1. Uwagi koncowe

W modelu , koraliowej” struktury chromatyny wystepuje naprzemien-
ne utozenie odcinkéw DNA bogatych i ubogich w biatko. Powstaje pyta-
nie, czy globularne czastki zawierajg specyficzne sekwencje zasad, czy tez
rozmieszczenie tych sekwencji w obu elementach (nukleosomie i odcinku
taczacym) jest przypadkowe? Istniejg dane na temat preferencyjnego t3-
czenia sie histondw z okreslonymi sekwencjami DNA np. histon arginino-
-bogaty z frakcjg G+ C DNA (79) czy histon HI z frakcjg A+ T DNA (80).
Jak wykazano ostatnio (81) histony w roztworach o niskich sitach jono-
wych mogg wykazywac specyficznos¢ w stosunku do pewnych sekwencji
DNA, ktéra jednak zanika przy wyzszych sitach jonowych. Do niedawna
uwazano, ze kompleksy DNA—histony blokowaty dostep do matrycy poli-
merazie RNA zaleznej od DNA co uniemozliwiato transkrypcje (82, 83,
84). Jednakze oktamer histonowy w nukleosomie nie blokuje transkrypcji
nukleosomalnego DNA. Poréwnania kinetyki hybrydyzacji DNA komple-
mentarnego do cytoplazmatycznego poli (A)-RNA z DNA wyizolowanym
z podjednostek chromatyny lub DNA wyizolowanym bezpos$rednio z jader
wykazato, ze wiekszo$¢ sekwencji powtarzajacych sie i unikalnych mRNA
jest obecna w nukleosomalnym DNA (85, 86). Wobec tego wigczenie DNA
w podjednostke chromatyny nie zapobiega jego transkrypcji (86). Bada-
nia transkrypcji podjednostek chromatyny ludzkich limfocytdw przez po-
limeraze RNA zalezng od DNA z E. coli, potwiedzity, ze kompleks DNA-
-oktamer histonowy zachowuje aktywno$¢ matrycowa w 22°/0 w poréw-
naniu z nukleosomalnym DNA pozbawionym histonéw. Z drugiej strony,
nukleosomalny DNA nie zawiera specyficznych sekwencji nukleotydo-
wych, gdyz DNA komplementarny do cytoplazmatycznego, informacyjne-
go poli(A)-RNA zsyntetyzowany przez odwrotng transkryptaze (cDNA)
hybrydyzuje w tym samym stopniu z nukleosomalnym DNA jak i z cal-
kowitym jadrowym DNA, a takze poniewaz nie stwierdzono wystepowa-
nia ktérejkolwiek z klas sekwencji DNA (powtarzajacych sie lub unikal-
nych) ze zwiekszong czestotliwoscig w nukleosomalnym DNA. Powyzsze
dane pozwalajg na wytworzenie dynamicznego obrazu struktury chroma-
tyny, w ktdrej sekwencja DNA przypadajaca na nukleosom nie jest Scisle
ustalona i zmienia sie w zaleznosci od stanu fizjologicznego komorki wy-
stepujac albo w nukleosomie albo tez w odcinku tgczacym nukleosomy.

Artykut nadszedt 7.6.1076; po rewizji autorskiej otrzymano 22.12.1976.
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Jednym z aktualnych i szeroko dzi$ opracowywanych zagadnien po-
zostaje ustalenie wspotzaleznosci miedzy strukturg chromatyny a proce-
sami, ktére powoduja, ze w komérce rozpoczyna sie replikacja DNA pro-
wadzgca w rezultacie do podziatu mitotycznego. Juz od dawna, ze wzgle-
du na silng asocjacje histonéw z DNA, przypisywano im duzg role (1).
Obecnie nie uwaza sie juz histonéw za gtéwne czynniki regulacji aktyw-
nosci genowej, chociaz przypisuje im sie funkcje niespecyficznych re-
presoréw aktywnosci matrycowej chromatyny (2, 3, 4). Wysoce konser-
watywna struktura pierwszorzedowa histonéw sugeruje, ze biatka te ucze-
stniczg w procesach zachowanych w sposéb niezmienny w toku ewolucji.
Postuluje sie, ze histony sg niezbedne do organizowania jagdrowego DNA
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02-089 Warszawa.
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w okreslone, periodycznie powtarzajgce sie struktury i kontroli ich w cza-
sie zycia komorki (5, 6, 7, 8). Kontrola taka moze by¢ sprawowana droga
postsyntetycznych modyfikacji chemicznych tych biatek, wpltywajac przez
to na charakter ich oddziatywan z DNA.

Sposréd pieciu histonéw wystepujacych w chromatynie komorek eu-
kariotycznych szczeg6lne wiasciwosci przedstawia histon HI. Wyréznia sie
on wysoka mikroheterogennos$cia, nietworzeniem komplekséw z pozosta-
tymi histonami oraz odmiennym charakterem wigzania si¢ z DNA. W1asci-
wosci te pozwalajg na ujmowanie roli histonu HI w strukturze i funkcji
chromatyny niezaleznie od innych histonéw, ktérych podobne zachowanie
sie w kompleksie nukleohistonowym sugeruje speinianie zblizonej roli
w genomie eukariotycznym.

W ostatnich latach w Postepach Biochemii opublikowano artykuty na
temat wystepowania, budowy i metabolizmu histonéw (5) oraz struktury
nukleohistonu (6). Niniejszy artykut poswiecono udziatowi histonu HI
w strukturze i funkcji chromatyny.

I. Wiasciwosci wyizolowanej czgsteczki histonu HI i w kompleksie nu-
kleohistonowym

W odréznieniu od wysoce konserwatywnej struktury pierwszorzedowej
histonéw: H4 (9, 10), H3 (11), H2A (12), H2B (13), w czasteczce histonu HI
obserwowano duze réznice w sekwencji aminokwasow w tafcuchu polipep-
tydowym. Wykazano, ze biatko to posiada pewien stopief specyficznosci
tkankowej i gatunkowej (14). W czasteczce histonu HI znajduje sie duzo
lizyny (27°/0), alaniny (24%) i proliny (9%). Aminokwasy te stanowig oko-
to 60% wszystkich aminokwasow w czgsteczce biatka (5,14). Rozktad ami-
nokwaséw w taficuchu polipeptydowym histonu HI rézni sie od charakte-
rystycznego ich rozmieszczenia w pozostatych histonach. W histonach H2A,
H2B, H3 i H4 obserwuje sie¢ grupowanie aminokwaséw o charakterze za-
sadowym w N-koncowych odcinkach czasteczki, zas aminokwaséw o cha-
rakterze hydrofobowym i hydroksyaminokwaséw w ich C-koricowych fra-
gmentach. Taki rozktad sprzyja powstawaniu, indukowanych przez sole
nieorganiczne zmian konformacyjnych czasteczki, polegajacych na zdolno-
§ci do przyjmowania struktury a-heliksu w C-koncowych fragmentach tan-
cucha polipeptydowego (16—18). Natomiast rejon konca aminowego cza-
steczek histonéw, niezdolny do tworzenia takiej struktury jest przypusz-
czalnie miejscem potgczenia histonéw z DNA wigzaniami jonowymi (19).

Histon HI, w odrdznieniu od pozostatych histonow, posiada dwa za-
sadowe obszary: pierwszy — w rejonie N-konhca zawierajacy 35 amino-
kwasow i drugi w C-koncowym fragmencie tancucha polipeptydowego
czasteczki obejmujacy 110 aminokwaséw. Odcinek srodkowy zawiera wiek-
szo$¢ niepolarnych, kwasnych i tylko dwie zasadowe reszty aminokwaso-
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we. Fragmenty czasteczki histonu HI charakteryzujgce sie przewaga ami-
nokwas6w zasadowych maja matg zdolno$¢ do przyjmowania struktury
a-heliksu. Sprzyja réwniez temu fakt, ze sposrod 22 reszt proliny znajdu-
jacych sie w czasteczce 16 wystepuje w jej C-koncowym odcinku umozli-
wiajagc wystepowanie rozciagnietej konfiguracji tego fragmentu (15, 20,
21). Natomiast fragment Srodkowy czasteczki (przypuszczalnie od 35 do
106 reszty aminokwasowej) moze tworzy¢ strukture globularng (22, 23).
Ostatnie badania sugeruja, ze granica globularnej struktury w histonie HI
wystepuje pomiedzy 107 a 122 resztg aminokwasowag (24). Wydaje sie praw-
dopodobne, ze rejony korfica aminowego i karboksylowego czasteczki bio-
rg udziat w polgczeniu z DNA wigzaniami jonowymi (24), za$ Srodkowy
fragment czasteczki moze bra¢ udziat w innego typu odzdialywaniach
(17, 24, 25).

W roztworach wodnych czasteczki histonu HI nie wykazujg tendencji
do tworzenia agregatdow z innymi histonami, podczas gdy pozostate his-
tony tworzg ze sobg specyficzne kompleksy (26—29).

Histon HI wykazuje mozliwosci wzajemnych oddziatywan pomiedzy
niepolarnymi fragmentami ich tafcuchow polipeptydowych/ (17, 25).
Bradbury i wsp. (30) postuluja szczeg6lng role takich oddziatywan
w procesie kondensacji i dekondensacji chromatyny. Inng cechg wyroz-
niajacg histon HI sposrod pozostatych histondw jest jego wyraznie inne
zachowanie sie w kompleksie nukleohistonowym. Pomimo posiadania naj-
wyzszego tadunku dodatniego, histon HI najtatwiej oddysocjowuje z chro-
matyny pod wptywem roztwordéw soli czy tez rozcienczonych kwaséw (25,
31, 32). Mozna go na przyktad catkowicie usung¢ z chromatyny stosujac
0,6 M NaCl (25, 33) lub 0,1 M MgCl, (31), podczas gdy w tym stezeniu soli
pozostate histony pozostajg zwigzane w kompleksie. W roztworach deter-
gentéw jonowych, na przyktad w dezoksycholanie sodu, histon ten oddyso-
cjowuje jako ostatni z histondw, przy najwyzszym stezeniu detergen-
tu (34).

W zwigzku z mozliwoscig selektywnego oddysocjowania histonu HI
z chromatyny szczegélng uwage zwrécono na te witasnie fragmenty kom-
plekséw nukleoproteidowych, z ktérych usunieto to biatko. Wplyw usu-
niecia histonu HI z kompleksu nukleoproteidowego na wiasciwosci fizy-
kochemiczne nukleohistonu zostanie oméwiony w rozdziale 111 poswieco-
nym jego roli strukturotworczej.

W chromatynie histon HI jest biatkiem najbardziej podatnym na de-
gradacje enzymami proteolitycznymi (35-37), co sugeruje jego najbardziej
zewnetrzne, sposrod histonéw, utozenie w nukleohistonie.

Wymienione wyzej wiasciwosci wyizolowanej czasteczki histonu HI,
jak i roznigce sie od pozostatych histonéw wiasciwosci jej w kompleksie
nukleohistonowym sugeruja, ze zardwno pod wzgledem miejsca wystepo-
wania jak i funkcji biatko to zajmuje szczeg6lng pozycje w chromatynie.
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Il. Oddziatywania miedzy histonem HI a pozostalymi skfadnikami chro-
matyny

Zasadniczymi oddziatywaniami miedzy histonami a DNA sg wigzania
jonowe grup zasadowych aminokwasdw: lizyny, argininy, histydyny z resz-
tami fosforanowymi DNA. Oprdcz nich stwierdzono takze wystepowanie
oddziatywan hyfrofobowych miedzy histonami a DNA (38, 39), a takze
i miedzy samymi czasteczkami histonéw (40, 41). Badania wptywu deter-
gentéw (42), roztworéw mocznika (38, 39), czy tez temperatury (38) na
przebieg oddysocjowywania histonéw z chromatyny wykazuja, ze rozny
jest udziat poszczeg6Iinych oddziatywan w kompleksie nukleohistonowym.
| tak stwierdzono na przykiad (42), ze zniesienie wszystkich oddziatywan
hydrofobowych w chromatynie przez dodatek niejonowego detergentu
(np. Tritonu X-100) prowadzi do wzrostu ilosci oddysocjowanych histonéw
przy nizszej sile jonowej roztworu oraz do zniesienia selektywnos$ci ich
dysocjacji pod wptywem NaCl. Dodanie tego detergentu nie zmienia je-
dynie przebiegu dysocjacji histonu HI. Sugeruje to, ze w poréwnaniu ze
wszystkimi pozostatymi histonami histon HI wykazuje najmniej oddzia-
tywan niejonowych. Maty wptyw odziatywar hydrofobowych w utrzyma-
niu tego biatka w chromatynie jest takze skutkiem niewielkiej liczby frag-
mentow spiralnych w jego czasteczce, co wynika z duzej zawartosci proli-
ny (39, 43).

Badania wptywu czesciowego zablokowania wolnych grup aminowych
aminokwasdw w histonie HI, na trwato$¢ jego wigzania w chromatynie
i w kompleksach utworzonych z DNA, wykazujg stabsze zwigzanie histo-
nu HI w badanych preparatach, proporcjonalnie do stopnia zablokowania
wolnych grup aminowych tego biatka (44). Jednakowy wptyw stopnia ace-
tylacji histonu HI na przebieg jego oddysocjowywania pod wptywem NaCl
z chromatyny i komplekséw z DNA sugeruje, ze histon ten wigze sie
w chromatynie gtdéwnie jonowo w wyniku bezpos$redniego odziatywania
wolnych grup aminowych aminokwaséw zasadowych biatka z grupami fo-
sforanowymi DNA (44). Bezpos$rednie polgczenie histonu HI w chromaty-
nie z DNA sugerujg tez Bradbury iwsp. (45) na podstawie analizy po-
réwnawczej chromatyny i kompleksdéw histonu HI z DNA metoda jadro-
wego rezonansu magnetycznego. W jednej z ostatnich prac badacze ci (46)
whnioskujg, ze histon HI wigze sie z DNA gtownie C-koncowym fragmen-
tem czasteczki.

Jonowe gtéwnie zwigzanie histonu HI w chromatynie nie wyklucza
jego udziatu w oddziatywaniach biatko—Dbiatko. W tego rodzaju oddziaty-
waniach biorg udziat zdolne do przyjmowania struktury a-heliksu $rodko-
we fragmenty czasteczki (47). Rola ich w strukturze chromatyny zostanie
przedstawiona w nastepnych rozdziatach.

Nie ma dotad w literaturze danych na temat oddziatywan histonu HI
z innymi skfadnikami chromatyny. Wptyw acetylacji histonu HI na trwa-
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tos¢ jego potaczern w chromatynie i w kompleksach z DNA sugeruja brak
takich oddziatywan (44). Wskazuje na to rowniez brak oddziatywan histo-
nu HI z innymi histonami w roztworach (48). Ostatnio Bradbuy i wsp.
(46) sygnalizuja mozliwosé oddziatywan globularnych fragmentéw histonu
HI z podjednostkg chromatyny, jednakze nie precyzujg jakiego majg one
by¢ rodzaju i z ktorymi sktadnikami podjednostki.

I1l. Rola strukturotwdércza histonu HI w budowie chromatyny

Wyniki badan hydrodynamicznych (49—51) oraz dane otrzymane z po-
miaréw dichroizmu kotowego chromatyny (52, 53) wyraznie wskazujg, ze
histon HI nie wptywa ani na konformacje czasteczek chromatyny w roz-
tworze, ani na stopien upakowania w nich tancucha DNA. Analiza obrazéw
rentgenograficznych uzyskiwanych z dyfrakcji promieni X na widknach
i zelach nukleohistonu (54, 55) potwierdza fakt, ze histon HI nie uczest-
niczy w utrzymywaniu okre$lonej trzeciorzedowej struktury DNA w chro-
matynie. Tg trzeciorzedowgq strukturg DNA moze byé, postulowana Kilka
lat temu przez wielu badaczy, superspirala (55, 56). Rycina 1 przedstawia
rentgenogramy wykonane w pracowni Pardona i Richardsa
w 1973 roku (55); zaznaczono na nich refleksy charakterystyczne dla nu-
kleohistonu (22 A, 27 A, 37 A, 55 A). Obrazy dyfrakcyjne nukleohistonu

a b

Ryc. 1. Rentgenogramy nukleohistonu: a) z kompletnym zestawem histonéw przy
wzglednej wilgotnosci preparatu 95%> oraz b) po usunieciu histonu HI przy wzglednej
wilgotno$ci 98% (wg 55).

2 A, 271 A, 37 A, 55 A —refleksy charakterystyczne dla nukleohistonu.
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z catym kompleksem pieciu frakcji histonowych oraz nukleohistonu, z kté-
rego selektywnie usunieto histon HI zawierajg ten sam zespdt reflekséw
o0 identycznych intensywnos$ciach. Badania rentgenograficzne nukleohis-
tonu i wyniki analizy otrzymywanych obrazéw dyfrakcyjnych omoéwiono
juz w Postepach Biochemii (6).

Badania ostatnich trzech lat wyraznie wykazaty, ze chromatyna, po-
dobnie jak i chromosomy metafazalne, jest zbudowana z periodycznie po-
wtarzajacych sie struktur (7, 27, 57, 58, 59, 60). Analiza przebiegu trawie-
nia chromatyny nukleazami wskazata tez, ze prawie 85—90% materiatu
genetycznego organizméw eukariotycznych stanowi uktad powtarzajacych
sie okresowo czgstek nukleoproteidowych tzw. podjenostek chromatyno-
wych okres$lanych réwniez mianem nukleosomoéw. Do chwili obecnej nie-
wiele wiadomo o budowie podjednostki chromatynowej i roli jakg odgrywa
w jej strukturze histon HI. Wedlug Kornberga (7, 27) podjednostka
chromatynowa sktada sie z oSmiu czgsteczek histon6w uorganizowanych
w dwa tetramery (jeden tetramer zbudowany z dwoch dimeréw histo-
now: H3 z H4 oraz drugi tetramer z dimerow: H2A z H2B), wokét ktérego
owiniety jest fancuch DNA zawierajagcy 200 par zasad. Wedtug tej kon-
cepcji histon lizynobogaty HI nie wchodzi w sktad nukleosomu. Ba 1d -
win iwsp. (60) w wyniku zastosowania metody rozpraszania neutronow
uzyskali dane, z ktérych wnioskuja, ze histon HI nie jest sktadnikiem pod-

DNA

B

_H2A,H2B,H3,H4

Ryc. 2. Hipotetyczny model budowy podjednostki chromatynowej i roli histonu HI
w chromatynie wg Baldwina i wsp. (60).
Rdzien globularny podjednostki tworzg cztery rodzaje histonéw (H2A, H2B, H3, H4) oddzialy-
wujac ze sobg niepolarnymi fragmentami tancuchéw polipeptydowych. Wokot rdzenia jest owi-
niety tancuch DNA. Histon HI lezy na zewnatrz cze$ci globularnej petniac role mostka tgczacego
podjednostki.
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jednostki chromatyny. Autorzy ci podobnie jak i wielu innych badaczy
(61—64) uwazaja, ze histon ten moze petni¢ role elementu taczacego pod-
jednostki w obrebie tego samego lub réznych tancuchéw DNA, lezac na
zewnatrz czesci globularnej nukleosomu (Ryc. 2).
Zastosowanie nukleaz w badaniach struktury chromatyny wykazato, ze
okoto 50°/0 DNA w tym kompleksie moze podlega¢ dziataniu DNazy ze
Staphylococcus aureus (E.C.3.1.4.7), przy czym degradacja enzymatyczna
obejmuje réwniez cze$¢ podjednostki. Najbardziej oporny na dziatanie
nukleaz pozostaje fragment nukleoproteidowy podjednostki zawierajgcy
odcinek DNA o dtugosci 120—140 par zasad (64, 65). Te oporne fragmenty
nukleoproteidowe nazwano czgstkami ,,PS”. W skiad histonowy czastek
,PS” wchodzi osiem czasteczek histonéw za wyjatkiem histonu HI (66).
Powyzsze dane uwzglednit Li (66) i w 1975 roku w swoim modelu
budowy chromatyny zaproponowat taka lokalizacje histonu HI, dzigki
ktorej mozna wyttumaczyé dotychczasowe wyniki eksperymentalne z dy-
frakcji promieni X, rozproszenia neutronéw i hydrolizy DNA nukleazami
w tym kompleksie nukleoproteidowym.

Histony

(H2A),(H28), /

(H3),(H4),

Ryc. 3. Proponowana przez Li (66) lokalizacja histonu HI w chromatynie.
Obszar A jest miejscem wigzania sie dwoch tetrameréw histonéw ((H2A)ZAH2B)2 oraz (H4)2H3),)
z DNA, ktéry przyjmuje posta¢ superspirali. Obszar B stanowi ten fragment tancucha DNA,
ktéry nie posiada superspiralnej struktury i jest potaczony z histonem HI. Linig prosta za-

znaczono rejon zasadowy histonéw, a spiralng rejon hydrofobowy histonéw.

Przedstawiony przez L i projekt mozliwej ogranizacji strukturalnej chro-
matyny zawierat w sobie popularna kilka lat temu posta¢ superspirali DNA
z uwzglednieniem wystepujgcego elementu symetrii, polegajacego na po-
wtarzaniu sie okre$lonych uktadéw histonéw. W swym modelu autor roz-
réznia dwa obszary wiazania sie histonéw z DNA (Ryc. 3). Te miegjsca
kwasu nukleinowego, z ktorymi wigzg sie dwa uorganizowane tetramery
histonow ((H2A)Z(H2B)2 oraz (H3)2 (H4)2 maja strukture superspirali (za-
wierajg 130—150 par zasad) i odpowiadajg czgstkom ,,PS”. W tym obszarze
chromatyny nie wystepuje histon HI, lecz wystepuje on z nie tworzacym
superspirali fragmentem DNA o 35—45 parach zasad.

Ostatnio ukazaty sie doniesienia wskazujace, ze usuniecie z chromatyny
histonu HI powoduje odstoniecie 30—50 par zasad DNA (67, 68). Hydroliza
nukleazg ze Staphylococcus aureus (E.C.3.1.4.7) chromatyny zawierajacej
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pie¢ rodzajow histonéw oraz chromatyny po uprzednim oddysocjowaniu
z niej histonu HI wskazuje, ze te wtasnie 30—50 par zasad DNA sg zwig-
zane z tym histonem. Proponowany przez L i model budowy chromatyny
znajduje potwierdzenie doswiadczalne takiego umiejscowienia histonu HI
w chromatynie. Przemawia za tym rowniez fakt, ze biatko to stanowi
wraz z fragmentem DNA (30—50 par zasad) mostek tgczacy nukleoso-
my (68).

IV. Udziat histonu HI w regulacji cyklu komérkowego

Od dtuzszego czasu przypisuje sie histonowi HI wazna role w konden-
sowaniu nici chromatynowych w wyniku tworzenia przez to biatko wig-
zan poprzecznych tzw. cross-links (69—74). Poniewaz wykazano takze, ze
wraz ze wzrostem stopnia skondensowania chromatyny zmniejsza sie jej
aktywnos$é transkrypcyjna, sugerowato to, ze histon HI wywiera efekt re-
presorowy poprzez kondensacje chromatyny. Prowadzone od paru lat
w pracowni Bradbury’ego (75 badania nad mechanizmem zmian
stanu chromosomdw w komérce, zwrdcity uwage na role postsyntetycz-
nych modyfikacji histonéw w tym procesie. Modyfikacje te (acetylacje, me-
tylacje, fosforylacje) powodujg zmiane tadunku dodatniego natadowanych
reszt aminokwasow zasadowych oraz seryny i treoniny w fanicuchu poli-
peptydowym biatka i przez to moga wptywac na interakcje histony—DNA
w genomie (76—79). Na podstawie uzyskanych wynikéw badan, Brad -
bury iwsp. (80) przedstawili interesujgcg koncepcje, proponujgcg powia-
zanie procesu fosforylacji histonu HI ze zjawiskiem kondensacji chro-
mosomow i identyfikujgcg aktywnos$¢ fosforylacyjng jadra komoérkowe-
go z czynnikiem inicjujgcym mitoze w komorce (tzw. mitotic — trigger).

W wiekszos$ci przebadanych tkanek wykazano, ze histon HI ulega naj-
tatwiej fosforylowaniu sposrdd wszystkich histonéw (80—82); szczeg6lnie

P6zna faza G2 Faza S Wczesna faza Gi

Synteza DNA @
Y ro\

Synteza RNA

Zawartos$¢ reszt

fosforanowychTzL_lJ_ML 12 3 45 6

Czas fgodz.)
| Mitoza

kondensacja
chromosoméw

Ryc. 4. Synteza DNA i RNA a fosforylacja histonu HI w poszczegolnych fazach cyklu
komoérkowego Physarum polycephalum (82).
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intensywng jego fosforylacje obserwowano w tkankach, ktérych komoérki
ulegajg czestym podziatom (78, 83, 84). Szereg danych wskazuje, ze istnieje
zwigzek pomiedzy forforylacjg histonu HI a procesem wzrostu komorek
i replikacjg chromosoméw (85—88). Badajac cykl komorkowy S$luzowca
Physarum polycephalum Bradbury i wsp. (82) zaobserwowali zalez-
nos¢ pomiedzy poziomem reszt fosforanowych w histonie HI a syntezg
RNA i DNA w jadrze) Ryc. 4).

Maksimum fosforylacji histonu HI przypadato przed rozpoczeciem mito-
zy, gdy chromatyna byta skondensowana w zbite chromosomy, po czym
nastepowat spadek ilosci wbudowywanych reszt fosforanowych do biatka,
az do statego poziomu przez caty czas trwania fazy S (synteza DNA). Su-
geruje to, ze fosforylacja histonu HI moze by¢ etapem koniecznym do kon-
densacji chromatyny. W pracowni Bradbury’ego (80) wykazano, ze
aktywnos$¢ enzymdw: kinazy i fosfatazy histonu wystepujacych jednoczes-
nie w komérce reguluje zawarto$¢ reszt fosforanowych w histonie HI.
Stosunek aktywnosci tych enzymoéw moze zmienia¢ sie w cyklu komarko-
wym i w tym przypadku wypadkowa aktywno$¢ fosforylacyjna moze kon-
trolowac ilos¢ reszt fosforanowych wbudowywanych w czasteczke histo-
nu HI. Wyniki badania aktywnosci fosforylacyjnej jader Physarum poly-
cephalum wyizolowanych w okreslonych stanach cyklu komoérkowego
w stosunku do egzogennego histonu HI przedstawia rycina 5 (80).
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Ryc. 5. Przebieg zmian w cyklu komdrkowym: (A) —aktywnosci fosforylacyjnej ja-
der Physarum polycephalum po dodaniu do nich grasicowego histonu HI oraz (B) —

zawartosci reszt fosforanowych w histonie HI z Physarum polycephalum (wg 80).

Jadra izolowano z Physarum polycephalum i po destrukcji ich ultradZzwiekami inkubowano

je w obecnosci (y-«P)ATP, cyklicznego AMP oraz histonu HI z grasicy cielecej. Reakcje

przerywano dodajac oziebionego kwasu tréjchlorooctowego do stezenia koricowego 5»e. Nastep-
nie histon HI ekstrahowano i oznaczano Jego radioaktywnos$¢.

Uzyskane przez Bradbury’ego i wsp. (80) zaleznosci wykazuja, ze
aktywnos$¢ fosforylacyjna jader zmienia sie w czasie trwania cyklu komér-
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kowego jednocze$nie ze stopniem ufosforylowania histonu HI od wartosci
minimalnych w fazie S do maksymalnych w péZnej fazie G2. Maksimum
aktywnosci fosforylacyjnej jader wyprzedza nieco maksimum zawartosci
reszt fosforanowych w histonie HI z Physarum polycephalum, co wska-
zuje, ze zmiana zawartosci reszt fosforanowych zalezy od zmiany aktyw-
nosci fosforylacyjnej jader. Bradbury i wsp. (80) postulujg, ze czyn-
nikiem biatkowym bezposrednio inicjujgcym mitoze jest kinaza histonu.
Opisana wcze$niej termolabilno$¢ tego czynnika potwierdza jego biatkowy
charakter (89). Wedtug koncepcji tych autoréw (80) (Ryc. 6) fosforylacja
reszt seryny (w pozycji 37 i 105 (90)) na obu koncach histonu HI, czyli
w obrebie fragmentdéw czasteczki wigzacych sie silnie z DNA, powoduje
odsuniecie znacznej czesci tancucha polipetydowego od kwasu nukleino-
wego na skutek wzajemnego odpychania sie ujemnie natadowanych reszt
fosforanowych DNA i fosfoseryny. Uwolniony w ten sposéb fragment
czasteczki moze oddziatywac z identycznym fragmentem histonu HI od-
taczonym od innego miejsca na nici DNA. Tego rodzaju oddziatywania, two-
rzac wewnetrzne usieciowanie miedzy wtdknami nukleohistonu prowadza
w efekcie do kondensacji chromatyny w zbite chromosomy widoczne
w mikroskopie bezposrednio przed rozpoczeciem podziatu jagdra komérko-

nh2 COOH

Ser
Chromatyna luzna
Ser Ser y

>0
Ser

COOH N+

Fosforylacja histonu H1
COOH

O
/ Chromatyna
9 %
skondensowana
J,

NH,

COOH

Ryc. 6. Hipotetyczny schemat ilustrujgcy proces kondensacji chromosoméw w jadrze
komérkowym przed metafazg (wg 80).

wego. Koncepcja przypisujgca takg funkcje fosforylacji histonu HI jest

zgodna z wczes$niejszymi, nieinterpretowanymi tak obserwacjami Moh -

berga i Ruscha (91), dotyczacymi korelacji miedzy cyklem komor-
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kowym Physarum polycephalum a modyfikacjg histonu HI. Przemawiajg
za nig te dane, ze fosforylacja histonu HI w chromatynie powoduje zmia-
ne widma dichroizmu kotowego wskazujgca na tworzenie skondensowa-
nych obszaréw (92). Rowniez wptyw fosforylacji reszt seryny w histonie
HI w pozycji 37 i 105 na interakcje tego biatka w DNA wykazuje stabsze
wigzanie sie z DNA ufosforylowanego histonu HI niz nieufosforylowanego
histonu HI (93).

Przedstawione wyniki eksperymentalne ostatnich kilku lat nie wy-
jasniajg wyczerpujaco roli histonu HI w strukturze i funkcji chromatyny.
Wskazuja one jednak na odmienng od pozostatych histonéw role struktu-
ralng, a zarazem i biologiczna tego biatka. Ostatnio coraz czesciej sugeruje
sie udziat histonu HI w regulacji procesu transkrypcji chromatyny.

Artykut nadszedt 22.11.1976; po rewizji autorskiej otrzymano 18.12.1976.
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Liczne prace przeglagdowe poswiecono w ostatnich latach niehistono-
wym biatkom chromatyny, jako regulatorom aktywnos$ci genu w organiz-
mach eukariotycznych (1,2,3,4,5,6). Niehistonowe biatka chromatyny sta-
nowig niezwykle heterogenng grupe biatek, obejmujgca oprécz chromaty-
nowych biatek strukturowych i (jak przypuszczamy) regulatorowych, row-
niez enzymy zaangazowane w procesach replikacji, transkrypcji, modyfi-
kacji histonéw, biatek niehistonowych i DNA oraz ich degradacji (polime-
raza DNA, polimeraza RNA), czynniki inicjujgce i terminujace transkryp-
cje, ligaza polinukleotydowa. DN-aza, proteazy, fosfokinazy, acetylotran-
sferazy, metylotransferazy (por. komentarz redakcyjny Nature 257, 644—
645, 1975). We frakcji niehistonowych biatek chromatyny znaleziono tez
biatka kurczliwe — aktyne, miozyne, tropomiozyne i tubuline (7,8). Masa
czasteczkowa niehistonowych biatek chromatyny waha sie od dziesigciu
tysiecy do kilkuset tysiecy (9).

Podobnie jak histony, niehistonowe biatka chromatyny syntetyzowane
sq w cytoplazmie, po czym przechodza do jadra i asocjujg z DNA. Niektore
nowo syntetyzowane biatka wigczane sg do kompleksu chromatynowego,
inne tworza pule cytoplazmatyczng (10) lub jadrowa (11). W przeciwien-
stwie do histondw, stanowiacych statlg komponente chromatyny (12,13,14),
biatka niehistonowe ulegaja jakosciowym i iloSciowym zmianom, réwno-
legtym ze zmianami w aktywnosci genu (10,14,15,16).

Niehistonowe biatka chromatyny wykazujg szybki obrot metaboliczny
(17,18), jednak obok biatek z pétokresem trwania wynoszacym zaledwie
kilka minut, wystepujg rowniez inne, tak samo stabilne jak histony (19).

I. Preparatyka niehistonowych biatek chromatyny

W otrzymywaniu niehistonowych biatek chromatyny stosowane sg dwie
metody. Pierwsza z nich polega na ekstrakcji histonéw kwasami mineral-
nymi. Biatka niehistonowe oddziela sie od DNA. Metode te stosowano przez
dtugi czas, poniewaz jednak zaréwno kwasy mineralne, jak i organiczne
uszkadzajg chromatyne (20), stopniowo zarzuca sie jej stosowanie. Wigk-
szo$¢ autoréw wybiera obecnie metode polegajaca na dysocjacji chroma-
tyny w roztworze o wysokim stezeniu NaCl, mocznika lub chlorowodorku
guanidyny w pH powyzej 7, a nastepnie oddziela DNA od biatek chroma-
tynowych drogg ultrawirowania (21,22,23), stracenia DNA jonami lantanu
(24) lub metodami chromatograficznymi (25,26,27,28). Nowszg modyfikacje
tej metody stanowi ultrawirowanie zdysocjowanej chromatyny w gradien-
cie chlorku lub siarczanu cezu (29,30) albo metrizamidu (31). Inna technika
izolacji DNA, RNA i biatek z hodowli komorkowej polega na lizie komorek
lub ich jader w tiocyjanianie sodu, co powoduje jednoczesne rozproszenie
komponent chromatyny (DNA, RNA, bialek) i utatwia ich izolacje (30).
Uzyskane powyzszymi metodami frakcje biatek chromatynowych poddaje
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sie chromatografii na kationitach selektywnie wigzacych dodatnio natado-

wane histony (15,21,22,24,27,28,32), wzglednie amonitach (33), wigzacych

selektywnie biatka kwasne.

Do rozdziatu na podfrakcje wyizolowanych z chromatyny niehistono-
wych biatek stosuje sie nastepujgce metody:

— Elektroforetyczny rozdziat w zelach, pozwalajacy wyrdznié frakcje
o okre$lonej masie czgsteczkowej (34,35,36,37).

— lzoelektryczne ogniskowanie w zelu poliakryloamidowym. Niehistono-
we biatka chromatyny w przeciwieristwie do histonéw zawierajg grupy
tiolowe, ktérych liczba rézna jest dla poszczegdlnych biatek. Biatka
niehistonowe roznych tkanek szczura badane metoda izoelektrycznego
ogniskowania w zelu poliakryloamidowym wykazywaly wiekszg hete-
rogenno$¢ niz poddane zwykilej elektroforezie w tym samym zelu poli-
akryloamidowym (38).

— Elektroforeza dwukierunkowa, bedaca potgczeniem metod opisanych
w punktach 1,2 (27).

— Frakcjonowanie na jonitach pozwalajace na wyrdznienie frakcji wy-
mywanych przy réznej sile jonowej (21,26,39).

— Frakcjonowanie na Sephadex G-200(40).

— Chromatografia powinowactwa z uzyciem celulozy (41,42,43) lub
Sepharose (44) sprzezonych z DNA.

— Saczenie mieszaniny DNA i biatek niehistonowych na sgczkach nitro-
celulozowych (22,45), wigzgcych kompleks DNA-biatka oraz wolne biat-
ka, a przepuszczajgcych DNA. Retencja kompleksu DNA-biatka zalezy
od ilosci zwigzanego biatka, a takze od typu oddziatywan biatka z DNA
(22). Podwyzszenie sity jonowej $rodowiska umozliwia wymycie kom-
pleksu z sgczka.

Mimo tej réznorodnosci metod stosowanych w preparatyce biatek nie-
histonowych, wydzielenie poszczeg6lnych biatek niehistonowych napotyka
ciggle na znaczne trudnosci. Biatka niehistonowe izolowane z chromatyny
w réznych srodowiskach wykazujg odmienny skiad iloSciowy i jakoSciowy.
Tak np. izolowane z jader preparowanych w sacharozie lub kwasie cytry-
nowym wykazuja podczas elektroforezy obecno$¢ wysokoczasteczkowych
polipeptydéw, podczas gdy uzyskane z jader komorkowych izolowanych
metodg detergentowg — polipeptyddéw niskoczasteczkowych (cyt. za 46).

Ponadto, rézna energia oddziatywan poszczegdlnych biatek niehistono-
wych z DNA powoduje, ze warunki zastosowane do oddysocjowania biatek
od DNA (stezenie NaCl, mocznika lub chlorowodorku guanidyny (czesto
nie wystarczajg do oddzielenia wszystkich biatek niehistonowych (24).
Szczegbétowego znaczenia izolacja wszystkich biatek niehistonowych z chro-
matyny nabiera w przypadku stosowania tego preparatu biatkowego do
rekonstrukcji chromatyny. Wykazano np., ze aktywno$¢ matrycowa chro-
matyny pozbawionej frakcji biatek ekstrahowanych 0,35M NaCl nie rdzni
sie od aktywnos$ci chromatyny natywnej, podczas gdy chromatyna rekon-
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struowana tylko w obecnosci tej frakcji — aktywnosci matrycowej nie
wykazuje (47). Analiza elektroforetyczna tych biatek pozwolita stwierdzié,
ze frakcja ,,nierozpuszczalna” w 0,35M NaCl rézni sie od ,,rozpuszczalnej”
(przy tej sile jonowej) tylko jedna, ale bardzo istotng subfrakcja, niezbed-
na do przebiegu transkrypcji in vitro.

Trudnos$ci z okre$leniem liczby niehistonowych biatek chromatyny wy-
nikajg réwniez z degradacji oligomeréw biatkowych do monomeréw, ktora
moze mie¢ miejsce przy zastosowaniu tak drastycznych $rodkéw dysocju-
jacych, jak 5M lub 8M mocznik lub chlorowodorek guanidyny. Dobre wy-
niki daje dysocjacja chromatyny wytacznie w 2,5M NaCI*O.0IM Tris-HClI,
poniewaz biatka niehistonowe izolowane w ten sposéb zachowujg swoja na-
tywng strukture, o czym Swiadczy np. zachowanie aktywnosci ligazy DNA
(22). Z drugiej jednak strony, podczas ultrawirowania w 2,5M NaCl ok.
40% niehistonowych biatek chromatyny ulega czesciowej agregacji, sedy-
mentujac nastepnie razem z DNA. W 5M moczniku za$, 90%> biatek prze-
chodzi do roztworu. Wzrost ilosci biatka w supernatancie w obecnosci
mocznika jest nie tyle zwigzany z dysocjacjg wiekszej ilosci biatek od DNA,
ile ze zmniejszeniem stopnia ich agregacji oraz wzrostem gestosci roztworu
(wzgledem ukiadu nie zawierajagcego mocznika) co w efekcie opdznia ich
sedymentacje przy danej sile od$rodkowej.

Zmiany wielkosSci polipeptydéw biatek niehistonowych podczas izolacji,
moga by¢ spowodowane dziataniem proteazy chromatynowej, aktywnej
w 2M NaCl i 5M moczniku, degradujgc zaréwno histony, jak i biatka nie-
histonowe (48), stad brak w $srodowisku inhibitora proteazy chromatynowej
powoduje degradacje wielkoczasteczkowych polipeptydéw (7). Zwiazkami
catkowicie zabezpieczajagcymi biatka niehistonowe przed degradacjg oka-
zaty sie: fluorek kwasu fenylometanosulfonowego, fluorofosforan dwuizo-
propylowy, keton karbobenzoksyfenyloalaninowo-chlorometylowy lub
octan p-nitrofenylowy (48).

Il. Interakcja niehistonowych bialek z DNA

Opracowana przez Albertsa i wsp. (49) metoda frakcjonowania
biatek na DNA-celulozie pozwala na jednoczesne okreslenie specyficznosci
biatek niehistonowych w uktadzie homo- lub heterologicznym oraz, po za-
stosowaniu gradientu sity jonowej na wyodrebnienie biatek rdznigcych
sie powinowactwem do DNA. Przy pomocy tej metody wykazano (po
raz pierwszy w r. 1970) specyficzno$¢ bardzo malej frakcji biatek niehis-
tonowych watroby szczura wzgledem homologicznego DNA (41).

Powigzanie niehistonowych biatek chromatyny ze specyficznymi se-
kwencjami nukleotydowymi DNA wydaje sie podstawowym warunkiem
ich regulatorowej funkcji. Sugeruje sie, (44), ze istniejg dwie frakcje biatek
niehistonowych, z ktérych jedna wigze sie wylgcznie z homologicznym
DNA, druga zaréwno z homo- jak i heterologicznym DNA. Tak na przy-
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ktad biatka niehistonowe z limfocytdw grasicy cielecej r6znig sie powino-
wactwem do sekwencji nukleotydowych frakcji DNA o niskim CQ (sekwen-
cje powtarzalne), o $rednim C,t (sekwencje powtarzalne i niepowtarzalne)
oraz wysokim COT (sekwencje unikalne). Obserwuje sie rowniez roznice
w wigzaniu biatek z pojedynczg i podwojng niciag DNA w granicach sub-
frakcji DNA o tym samym wspo6tczynniku CQ. W stosunku do niehistono-
wych biatek chromatyny izolowanych 2,5M NaCl z watroby szczura nie
stwierdzono specyficznego oddziatywania z DNA. Niewielka cze$¢ biatek
wigzata sie specyficznie z natywnym homologicznym DNA, jednak tylko
w obecnosci 5M mocznika. Zdenaturowany za$ zarbwno homologiczny jak
i heterologiczny DNA wiagzat sie z biatkami niehistonowymi silniej niz
natywny. Wreszcie specyficzng interakcje niehistonowych biatek chroma-
tyny z homologicznym DNA zdenaturowanym obserwowano zaréwno
w obecnosci jak i nieobecnosci mocznika. Stad przypuszcza sig, ze mocznik
wptywajac destabilizujgco na DNA utatwia interakcje miedzy DNA i biai-
kami niehistonowymi (22). Dotad tez nie jest pewne, czy in vivo niehi-
stonowe biatka chromatyny wigzg sie z natywnym, czy tez z lokalnie zde-
naturowanymi fragmentami DNA, chociaz wiekszo$¢ prac przemawia za
interakcjg biatek niehistonowych z lokalnie zdenaturowanymi fragmenta-
mi DNA (22,50,51).

Poréwnanie asocjacji biatek niehistonowych z watroby szczura z DNA
(w Srodowisku 0,14M NaCl) w uktadzie homo- i heterologicznym (Tabela 1)
pozwala stwierdzi¢, ze wigzanie tych biatek z DNA pochodzacym z nizszych
organizmow jest nizsze. Wystepowanie najsilniejszego wigzania biatek nie-
histonowych z DNA homologicznym wydaje sie byé zwigzane z ich regula-
torowg funkcja (42).

Wazng, chociaz jeszcze niedostatecznie wyjasniong role w interakcji
biatek niehistonowych z DNA peinig metale ciezkie. Tak np. 80—95°/0
IHg inkorporowanej do jader komérkowych nerki szczura wigze sie z frak-

Tabela 1
Wiazanie znakowanych s.P, ufosforylowanych biatek
niehistonowych z watrgby szczura z DNA-celulozg

(42)
Sr6dto DNA .Radioaktywnoétj: (32P)-

zwigzana z DNA (imp/min)

Watroba szczura 626

Jadra szczura 671

Watroba myszy 578

Grasica wotowa 210

Watroba wotowa 178

Sperma tososia 120

E. coli 110

C. perfringens 84



194 E. M. RAKOWICZ-SZULCZYNSKA (6]

cja niehistonowych biatek, silnie zasocjowanych z DNA, a stanowigcych
12°/0 0g6lnej ilosci chromatynowych biatek niehistonowych (52).

Pewne préby interpretacji roli metali ciezkich podjeto opierajac sie
na danych wykazujgcych wzrost aktywnosci genu w tkankach grochu pod
wptywem bardzo matych stezen jondw Cd++, Hg++ i Zn~"1 (50). Sugeruje
sig, ze te jony wigzg sie z zasadami DNA i zmieniajagc w ten sposéb ukiad
wigzahn wodorowych powodujg w nastepstwie zmiane konformacji DNA
(destabilizacja). Inne jony, jak Na+, Mn++ Co++ nie wplywajgce na zmia-
ne w aktywnosci genu wiazg sie prawdopodobnie z fragmentem cukrowo-
-fosforanowym, stabilizujgc przez to konformacje DNA.

Duze znaczenie we wzajemnej interakcji biatek niehistonowych i DNA
przypisywane jest ich fosforylacji. Stymulacja aktywnosci transkrypcyjnej
poprzedzona jest masowg, selektywng migracjg biatek z cytoplazmy do
jadra oraz ich fosforylacja (44). Pierwsze obserwacje nad wzrostem fosfo-
rylacji biatek jadrowych podczas indukacji aktywnos$ci genu dotyczyty in-
korporacji znakowanego fosforanu do jader komérkowych ludzkich limfo-
cytéw, stymulowanych fitohemaglutyning (53). Stwierdzono, ze grupy fos-
foranowe potgczone wigzaniami estrowymi z grupami hydroksylowymi se-
ryny lub treoniny w biatkach ulegajg tatwej wymianie.

Badania komoérek HelLa w poszczegdlnych fazach cyklu komorkowego
wykazaty, ze najwyzszy poziom fosforylacji biatek niehistonowych przy-
pada na wczesng faze Ga i poczatkowy okres fazy S (aktywna synteza)
RNA), a najnizszy — p6zna faze G2i M (bardzo staba synteza RNA (54).
Defosforylacja biatek niehistonowych powodowata obnizenie poziomu tran-
skrypcji w rekonstruowanej chromatynie o 50°0 (55). Warto podkreslic,
ze wigzanie ufosforylowanych in vivo niehistonowych biatek z homolo-
gicznym DNA sprzezonym z celulozg zalezy od sity jonowej, w kt6rej pro-
wadzi sie doswiadczenie (42).

Przypuszcza sie, ze zmiany w poziomie fosforylacji moga odgrywaé
istotng role w regulacji procesu transkrypcji, zwtaszcza, ze ufosforylowane
biatka niehistonowe wigzg sie z DNA stabiej niz nieufosforylowane (43).
Wedtug niektérych autoréow (55), zmiany fosforylacji niehistonowych bia-
tek chromatyny moga mie¢ wieksze znaczenie w aktywnosci gendéw niz
zmiany w ich skladzie.

Mechanizm aktywacji genu poprzez fosforylacje kwasnych biatek chro-
matynowych moze polega¢ na zwiekszeniu przyciggania ujemnie natado-
wanych grup fosforanowych z dodatnio natadowanymi histonami, przy
jednoczesnym odpychaniu jednoimiennie natadowanego DNA. W konco-
wym wyniku tych proceséw moze nastepowac udostepnienie okreslonej
sekwencji DNA polimerazie RNA.

Celem wyjasnienia natury oddziatywan miedzy DNA a ufosforylowa-
nymi biatkami niehistonowymi (42), poddawano je dziataniu rybonukleazy
A, a-amylazy, fosfolipazy c, trypsyny, papainy i pronazy, a nastepnie chro-
matografowano na celulozie sprzezonej z DNA. Wigzanie biatek z DNA
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obnizaty tylko enzymy proteolityczne, co sugeruje, ze w tym procesie od-
grywajg istotng role bialka, przy braku zaangazowania RNA, polisacha-
rydow lub fosfolipidéw.

Wedtug nowszych doniesied (56), w chromatynie eukariotow wystepujg
réwniez biatka o réznej masie czasteczkowej (od 10 000 do 190 000) nale-
zace do grupy glikoproteidéw, a takze wolne glukozaminoglukany. Rola
wymienionych cukréw w czynnos$ci genomu eukariotow jest niejasna.

TrudnoSci z ustaleniem stopnia specyficznosci asocjacji niehistonowych
biatek chromatyny z DNA wynikajg miedzy innymi z niemozliwosci wy-
izolowania ich z chromatyny w formie natywnej. Dlatego tez charaktery-
styka enzymatyczna biatek chromatynowych oraz ich topologia w obrebie
chromosomu muszg by¢ ustalone przed izolacjag. Obiecujagcg metodg wy-
daje sie by¢ zastosowanie fluoryzujacych przeciwciat skierowanych prze-
ciwko okreslonym biatkom niehistonowym (cyt. za 9). Duze znaczenie w ba-
daniach biatek niehistonowych ma fakt, ze w obecnosci soli sodowej kwasu
dodecylo-siarkowego (SDS), biatka nie tracg swoich wiasciwosci anty-
genowych (9).

II'. Udziat niehistonowych biatek chromatyny w aktywacji genéw pod
wptywem hormonéw

Préby poznania mechanizmu dziatania hormonéw sterydowych dopro-
wadzity do wniosku, ze ich specyficzny wptyw na komorki docelowe wy-
wierany jest w formie aktywacji genu. Pierwsze obserwacje z tego zakresu
dotyczyly pojawienia sie RNA (zidentyfikowanego poOZniej jako mRNA)
w kilka do kilkanascie minut od podania hormonu. Np. juz w 2 min. po
podaniu estrogenu stwierdzono wzrost syntezy RNA w macicy (57). Wielo-
krotnie zaobserwowano réwniez synteze mRNA owoalbuminy i owoalbu-
miny po wstrzyknieciu estradiolu i progesteronu kurczetom (58,59,60). Po-
dobny wzrost syntezy RNA zaobserwowano podczas inkubacji jgder komaér-
kowych z hormonem in vitro. Pierwsze obserwacje dotyczace indukcji tran-
skrypcji pod wptywem nastepujgcych hormonoéw: kortyzolu, estradiolu,
testosteronu, ekdyzonu, tyroksyny, aldosteronu, ACTH, TSH, insuliny,
erytropoetyny, progesteronu oraz kwasu giberelinowego opracowat Kar | -
son juz w 1968 r. (61). Aktywacji genu pod wptywem hormonéw towa-
rzyszyt wzrost syntezy niehistonowych biatek chromatyny oraz zmiany
w stopniu ich fosforylacji. W watrobie kurczecia zaobserwowano selektyw-
ng synteze dwaoch frakcji biatek niehistonowych 26 000 i 20 000 daltonow)
po 3 godz. od podania 17-(3-estradiolu (62). Wzrost syntezy pewnych frakcji
biatek niehistonowych (Ryc. 1) oraz zmiany w poziomie ich fosforylacji
wykazano réwniez w procesie rozwoju jader i nadjadrzy szczura (63).

Przeprowadzajgc badania nad wplywem testosteronu na komorki gru-
czotu krokowego szczura zaobserwowano wzrost poziomu fosforylacji bia-
tek niehistonowych i histonéw, przy réwnoczesnym braku zmian w pozio-
mie fosforylacji biatek watrobowych (64).



S
wn

) S,
N

O
W

-]
N

Absorbcja, 500 nm.

rid

03

K~
N

Absorbcja, 500 nm.
o,

o<
w

)
N

Absorbcja, 500 nm.

Odleglos¢ od startu, cm

Ryc. 1. Profile densytometryczne elektroforetycznego rozdziatu kwasnych biatek chro-
matynowych jader szczura, izolowanych w 5-tym(A), 24-tym(B) i 44-tym dniu zycia
(63).
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W miare rozwoju badan nad ukiadami hormonalnymi wykazano, ze
wybidrcze dziatanie poszczegdlnych hormonéw na tkanki zalezy od obec-
nosci swoistych receptoréw na powierzchni komérek. Dalsze badania wy-
kazaty, ze receptorami sg okreslone biatka specyficznie wchodzace w in-
terakcje z danym hormonem, czego nastepstwem jest swoista stymulacja
komarki. Najbardziej istotnym momentem stymulacji komorki pod wpty-
wem interakcji hormonu z receptorem komorkowym jest wedréwka kom-
pleksu receptor — hormon do jadra komérkowego oraz zwigzanie z chro-
matyna.

Stwierdzono, ze kompleks progesteronu z cytosolowym receptorem ja-
jowodu wigze sie z chromatyng jajowodu dziesigciokrotnie silniej niz wol-
ny hormon (65). Poréwnanie efektywno$ci wigzania kompleksu hormon—
receptor z chromatyng jajowodu, erytrocytéw i Sledziony wykazato, ze
wigzanie z chromatyng komorki docelowej jest najsilniejsze. Celem usta-
lenia, ktéra z komponent chromatyny powoduje najsilniejsze wigzanie
hormonu, okreslano wigzanie 3H-progesteronu z chromatyng natywna,
z uktadem heterologicznym, w ktérym frakcje histonowa jajowodu zasta-
piono histonami grasicy, oraz z chromatyng jajowodu pozbawiong biatek
niehistonowych (nukleohiston). Tylko usuniecie frakcji biatek niehistono-
wych obnizato wigzanie kompleksu, co moze $wiadczy¢ o ich udziale w wig-
zaniu kormonu (65).

Niehistonowe biatka chromatyny jajowodu kurczat rozdzielono na czte-
ry frakcje, z ktérych dwie okreSlone jako AP! i AP2 (Acidic Protein) wy-
kazywaty silne wigzanie z DNA, podczas gdy pozostate — AP3 i AP4—
wigzanie bardzo stabe (66). W zwigzku z tg obserwacjg probowano ozna-
czy¢ efektywno$é wigzania H-progesteronu w kompleksie z cytosolowym
receptorem jajowodu z chromatyng jajowodu rekonstruowang z poszcze-
gélnymi frakcjami biatek niehistonowych (Ryc. 2). Usuniecie frakcji AP3
najbardziej ostabiato wigzanie kompleksu, podczas gdy usuniecie pozosta-
tych frakcji tylko nieznacznie wptywato na efektywnos¢ tego wigzania
(67). Chromatyna jajowodu pozbawiona frakcji AP3 (homologicznej) i re-
konstruowana z frakcjg AP3z erytrocytdw, tracita zdolno$¢ wigzania kom-
pleksu hormon—receptor, natomiast chromatyna erytrocytow rekonstruo-
wana z frakcja AP3z jajowodu, uzyskiwata petng zdolno$¢ wigzania pro-
gesteronu (68).

Wedtug nowszych doniesien (69), po usunieciu frakcji APi oraz AP2
z chromatyny S$ledziony lub erytrocytow, nastepowato takie samo wigza-
nie kompleksu progesteron-receptor, jak z chromatyng komorek docelo-
wych. Frakcje AP3dla danego hormonu wystepuja wiec rowniez w komor-
kach niedocelowych, ale sg w 100°/0 maskowane przez frakcje APXi AP2

Ze wzgledu na przechodzenie cytosolowego receptora do jagdra komor-
kowego i w konsekwencji tgczenie sie jego z chromatyng sugeruje sie, ze
cytosolowy receptor hormonu stanowi prekursor jednego z wielu biatek
niehistonowych wchodzacych w skfad chromatyny.
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Sposrod wielu biatek receptorowych najlepiej poznano dotychczas re-
ceptor progesteronu. Tak np. receptor cytoplazmatyczny progesteronu wy-
izolowany z komdérek macicy ludzkiej posiada statg sedymentacji 3,7S oraz

=

ug °H — progesteronu/g DNA

mg bialka cytosolowego

Ryc. 2. Wigzanie preinkubowanego z cytosolem jajowodu sH-progesteronu z chroma-
tyna jajowodu rekonstruowang z poszczeg6lnymi frakcjami niehistonowych biatek
kwasnych: (¢) z catkowita pulg kwasnych niehistonowych biatek, z wytaczeniem
frakcji: AP. (O), a-2 i APs (X) oraz AP2 APs i AP. (A) (67).
mase czgsteczkowa 110 000 (69). Szczegdétowe badania biatka cytoplazma-
tycznego z jajowodu Kkurczecia, wigzacego progesteron przeprowadzono
w pracowni O’Malleya. Wykazano, ze receptor ten jest dimerem, zio-
zonym z dwoéch podjednostek A i B wystepujacych w rdGwnomolowych ste-
zeniach, obu o statej sedymentacji 4S, w kompleksie charakteryzujgcym sie
statg sedymentacji rowng 6S (70,71). Masa czasteczkowa obydwu podjed-
nostek wynosi odpowiednio 110 000 i 117 000 (72). Wolne podjednostki majg
jednakowg zdolno$¢ wigzania hormonu i przechodzenia do jadra (73). Di-
mery przechodzg do jadra i wigzg sie z homologiczng chromatyng wytgcz-
nie po utworzeniu kompleksu z dwiema czgsteczkami hormonu (68). Kom-
ponenta A wigze sie zarbwno z homo- jak i heterologicznym DNA, nie wig-
ze sie natomiast z izolowang chromatyng (73). Komponenta B za$ wiaze sie
z izolowang homologiczng chromatyng, nie wigze sie z DNA. Zjawisko to
zdaje sie sugerowaé niezalezng interakcje obu podjednostek z genomem.
W badaniach in vitro, podjednostka B wykazywata zdolno$¢ wigzania
z frakcja AP3biatek niehistonowych (74).

Na podstawie przeprowadzonych badan opracowano hipotetyczny mo-
del dziatania hormonow sterydowych (68). Zgodnie z tym modelem receptor
w cytoplazmie ma wystepowa¢ w formie dimeru i po przytaczeniu dwdch
czasteczek hormonu ulegatby aktywacji w blizej nieokreslony sposob.
Kompleks hormon — receptor, po przejsciu do jadra wigzaé sie ma z chro-
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matyng w miejscu akceptorowym, wyznaczonym przez pozycje niehisto-
nowych biatek chromatyny frakcji AP3 Wigzanie z chromatyng nastepuje
prawdopodobnie przez podjednostke B, poniewaz podjednostka A nie po-
siada in vitro zdolno$ci do wigzania z chromatyng natywng. Od raz zwig-
zanego z chromatyng dimeru moze oddysocjowac¢ podjednostka A, ktorej
funkcja by¢ moze dotyczy wyszukiwania pewnych sekwencji DNA (miejsc
inicjacji transkrypcji).

IV. Regulatorowa rola niehistonowych biatek chromatyny w procesie re-
gulacji transkrypcji (dane doswiadczalne)

Niehistonowe biatka chromatyny w przeciwienstwie do histonéw wy-
stepujacych wytacznie we frakcji chromatynowej, w przewazajacej czesci
stanowig frakcje wspdlne z biatkami nukleoplazmy (11) (Ryc. 3).
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Ryc. 3. Profile elektroforetyczne biatek jadrowych znakowanych L-..C-leucyng: a)
biatka chromosomalne, b) biatka nukleoplazmatyczne (11). Biatka niehistonowe migru-
ja w frakcjach 1—60, biatka histonowe 61—95.
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Ryc. 4. Wiaczenie znakowanej leucyny do frakcji niehistonowych biatek rozdzielonych
elektroforetycznie: a) wczesna faza Gi; b) pézna faza Gi; c) wczesna faza S; d) $rod-

kowy okres fazy S; e) pdézna faza S; f) faza G. (75).
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Sugeruje sig, ze wiasnie te ,,ptynne” biatka niehistonowe, znajdujgce
sie w stanie réwnowagi z pulg biatek nukleoplazmy, moga stanowi¢ biatka
regulatorowe.

Elektroforogramy niehistonowych biatek chromatyny wykazuja znacz-
ne zréznicowanie jakosciowe tych biatek. Wykazano, ze nawet w tej samej
komorce skiad biatek niehistonowych ulega zmianom wraz ze zmianami
w ekspresji genu.

W przeciwienstwie do histonéw, ktorych synteza ograniczona jest do
fazy S (synteza DNA), synteza specyficznych biatek niehistonowych za-
chodzi we wszystkich fazach cyklu komérkowego (75).

Zaobserwowano 3—5-krotny wzrost syntezy biatek niehistonowych
0 masie czasteczkowej powyzej 45 000 daltonéw w p6znej fazie Gt komorek
jajowych chomika (Ryc. 4). OpOzZnieniu fazy S przez hydroksylomocznik
towarzyszyta zwiekszona synteza biatek niehistonowych, natomiast po jego
usunieciu — synteza biatek niehistonowych gwattownie malata, utrzymu-
jac sie jednakze na poziomie wiasciwym dla danej fazy cyklu zyciowego
komorki. Gromadzenie sie specyficznych biatek niehistonowych w fazie
Gj zaobserwowano réwniez w przypadku wrazliwego na temperature wa-
riantu B23 klonu komérkowego BALB/3T3 (76) (Ryc. 5.).

400 200

"M400

10 30 50
Nr skrawka

Ryc. 5. Elektroforetyczny rozdziat biatek jadrowych wrazliwego na temperature klonu

komérkowego B23, znakowanych sH-tryptofanem (¢) i .C-tryptofanem (O)- Komérki

inkubowano 16 godz. w 38°C (faza Gi) i znakowano sH-tryptofanem lub w 33°C (faza S)

znakujac 4C-tryptofanem. Strzatka wskazuje frakcje biatek niehistonowych poja-
wiajgce sie w fazie S (histony tryptofanu nie zawierajg) (76).

Obecnos¢ biatek niehistonowych specyficznych dla poszczeg6lnych faz
cyklu komorkowego zdaje sie swiadczy¢ o ich regulacyjnej funkciji.

Zauwazono tez, ze euchromatyna zawiera wiecej biatek niehistonowych
niz nieaktywna w transkrypcji heterochromatyna (Tabela 2) (32), co sta-
nowi argument przemawiajacy za udziatem tych biatek w aktywacji genu.

5 Postepy Biochemii
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Tabela 2

Analiza frakcji euchromatyny i heterochromatyny, rozdzielonych metoda swobodnej
elektroforezy cieczowej (33)

Dezoksyrybonukleoproteid Histony/DNA Biatka niehistonowe/DNA

(mg/mg) (mg/mg)
Euchromatyna 1,01 £0,05 0,31 +0,03
Heterochromatyna 0,87 +0,08 0,13%0.0:

1V-1. Rekonstrukcja chromatyny in vitro

Koncepcje udziatu niehistonowych biatek chromatyny w specyficznej
derepresji genu zdaja sie potwierdza¢ badania nad rekonstrukcja chroma-
tyny in vitro z poszczegdlnych jej elementow. Jak wykazaty doswiadczenia
z rekonstruowang chromatyng grasicy i szpiku kostnego (77), biatka nie-
histonowe odblokowujg S$cisle okreSlone fragmenty DNA, nadajac tran-
skrypcji charakter tkankowo specyficzny. P6Zniejsze badania transkrypcji
RNA w obecnosci DNA, histondw z grasicy oraz szpiku kostnego i réznych
biatek niehistonowych wykazaty, ze rodzaj syntetyzowanego RNA zalezy
wytacznie od pochodzenia biatek niehistonowych, a nie zalezy od DNA
lub histonéw. | tak w obecnosci biatek niehistonowych z grasicy mimo
obecnosci nukleohistonu szpikowego syntetyzowany byt wytgcznie RNA
grasiczy, za$ w obecnosci nukleohistonu grasiczego i biatek niehistono-
wych szpikowych — RNA szpikowy (78).

Podobnie, rekonstruujac chromatyne erytrocytéw kurczecia z DNA
i histonow izolowanych z erytrocytow oraz biatek niehistonowych pocho-
dzacych z erytrocytéow lub watroby wyciagnieto wniosek, ze ekspresja
globinowego genu uzalezniona jest od homologicznych biatek niehistono-
wych (79).

Inne doswiadczenia wskazujg, ze na chromatynie komarek linii ciggtej
myszy L5178Y, nie syntetyzujacych globiny, moze by¢ transkrybowany
mRNA globiny in vitro, w obecnosci biatek niehistonowych ptodowej wa-
troby mysiej, w ktorej w okresie ptodowym powstaje hemoglobina (80).

Badania nad rekonstrukcjg chromatyny retikulocytow i komérek mdz-
gu wykazaty, ze specyficzny przebieg transkrypcji w kazdej tkance uza-
lezniony jest od obecnosci frakcji biatek niehistonowych silnie zwigzanych
z DNA, elektroforetycznie réznych w poszczeg6lnych tkankach (frakcje
NP), nie zalezy natomiast zupeinie od innej frakcji stabo zwigzanej z DNA,
identycznej elektroforetycznie w réznych tkankach (frakcje UP). Uzywajac
chromatyny komérek moézgu rekonstruowanej w obecnosci frakcji NP
z retikulocytéw uzyskano transkrypcje RNA globiny takg sama, jaka uzy-
skiwano stosujagc natywng chromatyne retikulocytéw (81). Podobne bada-
nia nad rekonstrukcjg chromatyny z komdrek w fazie S pozwolity stwier-
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dzi¢, ze zwiekszona transkrypcja zachodzagca w fazie S zwigzana jest
z obecnoscig niehistonowych biatek chromatyny specyficznych dla tej
fazy. Biatka niehistonowe izolowane z fazy M, dodane do uktadu rekon-
strukcyjnego zawierajgcego DNA i histony z fazy S nie powodowaty syn-
tezy RNA (cyt. za 4). Zaobserwowano, ze chromatyna komérek HelLa re-
konstruowana przy udziale biatek niehistonowych z fazy S, w ktdrej zacho-
dzi synteza histon6éw, moze stuzy¢ jako matryca do syntezy histonowego
mRNA, natomiast rekonstruowana z biatkami z fazy Gj, w ktorej histony
nie sg syntetyzowane nie wykazuje tej wtasciwosci (82,83). Poniewaz geny
histonowanego mRNA sg w komdrkach HelLa powtarzalne, istnieje mozli-
wos¢, ze pojedyncza komorka zawiera rowniez wielokrotne kopie biatek
kontrolujacych ekspresje histonowych gendw.

Stosujac selektywng dysocjacje histondw z chromatyny komorek Hela
S3wykazano, ze histony sg w fazie S silniej zwigzane z DNA niz w fazie M,
przy czym w obu tych fazach sg one identyczne. Skiad niehistonowych bia-
tek byt natomiast charakterystyczny dla kazdej z badanych faz (S i M).
W celu okreslenia funkcji biatek niehistonowych przeprowadzono rekon-
strukcje chromatyny z DNA oraz histonéw pochodzacych z fazy S i M
oraz biatek niehistonowych z fazy S lub M. Chromatyna rekonstruowana
z biatkami niehistonowymi z fazy S zawierata silniej zwigzang frakcje his-
tonéw, niz rekonstruowana z biatkami niehistonowymi z fazy M, co moze
sugerowac udziat niehistonowych biatek chromatyny w regulacji oddzia-
tywania histonéw jako niespecyficznych represorow genéw w cyklu zycio-
wym komorki (14).

1V-2. ,,Obrét metaboliczny” biatek niehistonowych

W przeciwienstwie do histondw, stanowiacych wolno ulegajgca meta-
bolizmowi i niespecyficzna grupe biatek stale zwiazanych z chromatyna,
biatka niehistonowe cechuje bardzo szybki ,,0brét metaboliczny”. Wsréd
nich najszybszym przemianom ulegaja biatka wysokoczasteczkowe, naj-
wolniejszemu — niskoczasteczkowe (17).

Zaobserwowano szybki ,,obrét metaboliczny” pewnych frakcji biatek
niehistonowych z fibroblastow kurczecia, hodowanych in vitro na réznych
pozywkach: 1. petnowarto$ciowej pozywce minimalnej (1%> surowica wo-
towa), 2. 30% surowicy wotowej (sa to warunki, ktore stymulujag komarki
do proliferacji), 3. 1% surowicy wotowej pozbawionej lizyny (18). Stymu-
lacji komorek do proliferacji towarzyszyta synteza frakcji biatek niehis-
tonowych charakterystycznej wytacznie dla tych komorek, okreslonej jako
»frakcja charakterystyczna dla komdrek stymulowanych”, natomiast w po-
zywce pozbawionej lizyny komdrki syntetyzowaty inng frakcje, okreslong
jako ,frakcja charakterystyczna dla komoérek pozbawionych egzogennej
lizyny”. Wymiana pozywki na pozywke zawierajgcg 30% surowicy, ale

5*
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nie zawierajgcg lizyny powodowata synteze frakcji ,charakterystycznej
dla komorek stymulowanych”, przy zaniku frakcji ,,charakterystycznej
dla komorek pozbawionych lizyny”. Ten sam efekt uzyskano przez wy-
miane 1% surowicy pozbawionej lizyny na 30°0 surowice. Sugeruje to
szybki ,,obrét metaboliczny” frakcji biatek niehistonowych ,,charaktery-
stycznej dla komdrek pozbawionych lizyny”. Wydaje sie, ze ta frakcja
biatek niehistonowych moze kontrolowac synteze pewnych enzyméw pro-
teolitycznych odpowiedzialnych za katobolizm biatkowy.

Szybki ,,0brét metaboliczny” wykazuje jednak tylko cze$¢ biatek nie-
histonowych, prawdopodobnie frakcja biatek o wiasciwos$ciach regulatoro-
wych, ilosciowo niewielka, maskowana czesto przez inne biatka niehisto-
nowe o ,obrocie metabolicznym” identycznym 2z cechujgcym histony
i DNA (19).

1V-3. Udziat niehistonowych biatek chromatyny w kontroli proliferacji i réznicowa-
niu sie komoérek

Podstawowym czynnikiem regulujagcym proliferacje komorek in vitro
na zasadzie hamowania kontaktowego jest zageszczenie hodowli (density
dependent regulation) (84). Mechanizm zjawiska zahamowania kontaktowe-
go jest od lat dwudziestu przedmiotem wielu badan i dyskusji. Przyjmuje
sie na ogot, ze czynnikami kontrolujagcymi podziaty komérkowe w hodow-
lach o duzym zageszczeniu moga by¢ miedzy innymi wydzielane z komérek
do srodowiska wielkoczasteczkowe zwigzki o roznym charakterze, jak row-
niez rozne zwigzki niskoczasteczkowe. W zwigzku z tym nasuwa sie wnio-
sek, ze wielokrotnie opisywane zwiekszenie intensywnos$ci syntezy niehis-
tonowych biatek w trakcie proliferacji komérek moze mie¢ zwigzek z kon-
trolowang przez niehistonowe biatka syntezg wielu z wymienionych czyn-
nikow.

Stwierdzono, ze indukcji proliferacji ludzkich limfocytow przez konka-
nawaline A lub fitohemaglutynine towarzyszy zawsze ilosciowy wzrost za-
wartosci biatek niehistonowych w chromatynie (4-krotny po 6 godz. sty-
mulacji konkanawaling), wraz z zwiekszeniem poziomu fosforylacji tych
biatek (4-krotny po 2 godz. stymulacji). Znakowanie komdrek przed sty-
mulacjg oraz zastosowanie procedury frakcjonowania limfocytéw w $rodo-
wisku bezwodnym wykazato cytoplazmatyczne pochodzenie specyficznych
frakcji biatek niehistonowych pojawiajgcych sie w chromatynie stymulo-
wanych limfocytow (10).

Zaobserwowano roéwniez wzrost intensywnosci syntezy niehistonowych
biatek chromatyny w stymulowanych fitohemaglutyning limfocytach $win-
ki morskiej (15) oraz synteze dwdch frakcji biatek niehistonowych w sty-
mulowanych do proliferacji ludzkich dipoidalnych fibroblastach linii
W1-38 (16).

Podobnie, poréwnujac rozdzialy elektroforetyczne biatek jadrowych
izolowanych z chrzastki embrionéw kurczat oraz analogicznej chrzastki po
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3 dniach roznicowania in vitro, stwierdzono zanik pewnej frakcji biatek
niehistonowych, co moze $wiadczyé o udziale tej frakcji biatek niehistono-
wych w procesie réznicowania komorek (85).

V. Badania mRNA niehistonowych biatek chromatyny.

Interesujgce badania trwatosci mRNA niektérych frakcji biatek nie-
histonowych komorek miodych i starzejgcych sie przeprowadzono na proli-
ferujgcych ludzkich diploidalnych fibroblastach linii WI-38 (16). Linia ta
jest powszechnie uznawana za dobry model do badania proceséw starze-
nia komorek. Komorki te z 17-go i 18-go pasazu potraktowano jako ,.mio-
de”, a z 41—48-go pasazu jako ,,stare”. W stanie spoczynkowym biatka nie-
histonowe izolowane z komoérek ,,mtodych” i ,,starych” nie roznity sie. Po
1 godz. stymulacji komérek surowicg wotowg, w obu pasazach pojawiaty
sie identyczne frakcje biatek niehistonowych, rézne od wystepujacych
w komorkach niestymulowanych. W nastepnym doswiadczeniu stymulowa-
no komorki obydwu rodzajow surowicg wotowag w obecnosci aktynomycy-
ny D, w dawce catkowicie hamujgcej transkrypcje. W tym ukladzie biatka
niehistonowe komérek ,,mtodych” nie réznity sie od biatek niehistonowych
komérek stymulowanych w nieobecnos$ci aktynomycyny D, natomiast biat-
ka niehistonowe komorek ,,starych” byty identyczne z biatkami znajdowa-
nymi w komorkach niestymulowanych. Zdaniem autoréw, sugeruje to pre-
egzystencje mRNA dla syntezy pewnych frakcji biatek niehistonowych
w komérkach ,,mtodych” przy braku tego mRNA w komérkach ,starych”.

Badania nad translacja mRNA z blastuli jezowca (86) wykazaly, ze
MRNA niektdrych biatek niehistonowych (zidentyfikowany jako mRNA
biatek niehistonowych na podstawie wbudowywania tryptofanu do syntety-
zowanych przy jego udziale biatek oraz ich nierozpuszczalnosci w kwasach)
nie zawiera fragmentu poliA. Nastepstwem tego moze by¢ obnizona trwa-
tos¢ mRNA dla pewnych frakcji biatek niehistonowych, co by¢ moze wa-
runkuje ich niezwykle szybki obrét metaboliczny, a tym samym precy-
zyjng interakcje z DNA podczas indukcji aktywnosci genu.

Uwagi korcowe.

Niejednorodno$é niehistonowych biatek chromatyny, ich szybki ,,0brét
metaboliczny”, iloSciowa i jakosciowa specyficzno$é gatunkowa i tkankowa,
specyficzny skfad w komodrkach w poszczegblnych fazach cyklu, wiek-
sza zawarto$¢ w miejscach euchromatynowych niz heterochromatynowych,'
zmiany w skiadzie biatek niehistonowych podczas indukcji aktywnosci ge-
nu, posrednictwo w dziataniu hormonu na tkanki docelowe, interakcja
z DNA i histonami oraz zmiany stopnia fosforylacji, przemawiajg za regu-
lacyjng czynnoscia biatek niehistonowych.
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Koncepcja regulacji aktywnos$ci genu przez specyficzne niehistonowe
biatka chromatyny ma jednak swoich przeciwnikéw. Ich zdaniem, zacho-
dzaca pod wptywem induktordw aktywacja genu jest konsekwencja wzros-
tu syntezy enzymoOw zaangazowanych w procesie transkrypcji, wchodza-
cych réwniez w skiad biatek niehistonowych, a nie syntezy regulatorowych
biatek niehistonowych.

Nie mozna negowac, ze wiekszos¢ biatek niehistonowych syntetyzowa-
nych w okresie wzrostu aktywnosci genu to biatka enzymatyczne, zwigzane
z procesem transkrypcji. Omawiane jednak wyzej procesy swoistej induk-
cji przecza tak jednostronnemu ujmowaniu roli biatek niehistonowych
w komorece.

Duze znaczenie w aktywacji genu przypisuje sie tez takim modyfika-
cjom, jak: fosforylacji, metylacji i acetylacji biatek niehistonowych. Wy-
daje sie jednak, ze modyfikacje biatek niehistonowych, ktorym ulegajg
réwniez histony oraz wiele innych biatek enzymatycznych nie odpowiadaja
warunkom, ktdre powinien spetnia¢ model mechanizmu wyszukujgcego
specyficzne sekwencje genu z nastepujacg ich derepresja.

Specyficznos¢ wobec sekwencji nukleotydowych DNA wykazuje tylko
pewna frakcja biatek niehistonowych, okreslana przez poszczeg6lnych au-
torow jako: frakcja AP3silnie zwigzana z DNA (67,68); frakcja NP nada-
jaca specyficznos¢ rekonstruowanej chromatynie (81); frakcja wigzaca sie
specyficznie z homologicznym DNA (41); frakcja immunologicznie specy-
ficzna (57); frakcja wykazujgca szybki obrét metaboliczny (17,18); frakcja
pojawiajgca sie podczas proliferacji (10,15,16) lub procesu réznicowania ko-
madrkowego (85); oraz frakcja oddziatlujgca z metalami ciezkimi (52). Wy-
daje sie, ze wymienione ,frakcje” biatek niehistonowych odpowiadajg
grupie regulatorowych biatek niehistonowych.

Warunkiem regulatorowej funkcji biatek niehistonowych jest ich spe-
cyficznos¢ wzgledem DNA. Badania wigzania biatek niehistonowych
z DNA-celulozg (41,42) lub DNA-Sepharose (44) w ukfadzie homo- lub
heterologicznym pozwolity wykaza¢ specyficznos¢ pewnej frakcji biatek
niehistonowych.

Wreszcie koncepcja dotyczaca oddziatywania kompleksu hormon-recep-
tor ze specyficzng frakcjg niehistonowych biatek chromatyny (APJ), (68,74),
zdaje sie potwierdza¢ specyficznos¢ niehistonowych biatek chromatyny
jako regulatoréw czynnosci genéw.

Obecny poziom badan biatek niehistonowych nie pozwala jeszcze na
petne sprecyzowanie ich roli w procesach regulacji czynnosci genu. Zapro-
ponowano wiec tylko kilka mniej lub wiecej spekulatywnych modeli. Jedna
z nowszych hipotez (51) przyjmuje, iz decydujacy udziat w transkrypcji
biorg nastepujgce czynniki: czgsteczki polimerazy RNA, biatek informofo-
rowych, represorowych, akceptorowych i efektorowych. Zwigzanie biatka
efektorowego, np. receptora steryddw, z miejscem akceptorowym DNA
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w nieobecnosci represoréw umozliwia rozpoczecie transkrypcji przy udziale
polimerazy RNA.

Artykut nadszedt 17.4.1976; po rewizji autorskiej otrzymano 26.11.1976.
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. Wystepowanie tionukleozydéw w tRNA

Transferowe kwasy rybonukleinowe stanowig grupe kwaséw nukleino-
wych, w ktérych oprécz czterech podstawowych nukleozyddw (urydyna,
cytydyna, guanozyna i adenozyna) wystepuje caty szereg tzw. nukleozydow
zmodyfikowanych. Sg to miedzy innymi siarkowe pochodne nukleozydéw
pirymidynowych: 4-tiourydyna (I), 2-tio-5-metylo-urydyna (Il), 5-metylo-
aminometylo-2-tiourydyna (lll), 2-tiocytydyna (IV) oraz ester metowy
2-tio-5-karboksymetylourydyny (V). Budowe tych zwigzkéw przedstawio-
no na rycinie 1

S 0 0
CHy c N—CHZ
EJ\ NH = | NH &
B sl T
Ryboza Ryboza Ryboza
I 11 I
3
NH, HNCH,CH= C\CH3
Y CHaoocHn\E’J\ /‘I
| J\
N /& CH3S
|
Ryboza Ryboza Ryboza
1v v VI

Ryc. 1. Rzadkie nukleozydy pirymidynowe i purynowe zawierajgce siarke: 4-tioury-

dyna (l), 2-tio-5-metylo-urydyna (II); 5-metyloaminometylo-2-tiourydyna (llI),

2-tiocytydyna (IV), ester metylowy 2-tio-5-karboksymetylourydyny (V), 2-metylotio-
Ns-/A.-izopentenylo/-adenozyna (VI).

Sposrod wszystkich tionukleozydéw w tRNA najczesciej wystepuje
4-tiourydyna. Znaleziono jg w Kilkudziesieciu specyficznych tRNA wyizo-
lowanych z organizméw nizszych (2). We wszystkich tRNA 4-tiourydyna
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zajmuje pozycje 8 liczac od konca 5'. Jest to pozycja miedzy ramionami
akceptorowym i dwuhydrourydyny w modelu drugorzedowej struktury
tRNA. Jedynie w tRNA Jyr z E. coli znaleziono 4-tiourydyne w pozycjach
8 i 9. Natomiast w obszarze ramienia i petli antykodonowej wystepuja po-
chodne 2-tiourydyny. W niniejszym artykule omdwiono badania struktury
i funkcji tRNA, w ktérych wykorzystuje sie obecnos$é tionukleozydow
pirymidynowych w czasteczce kwasu rybonukleinowego. Przedstawiono
tutaj przede wszystkim dwie metody badawcze: modyfikacje chemiczng
i modyfikacje fotochemiczng tionukleozydéw.

Il. Modyfikacja chemiczna nukleozydéw tiopirymidynowych.

Jedng z metod badania struktury i funkcji transferowych kwaséw rybo-
nukleinowych jest modyfikacja chemiczna nukleozyddéw znajdujacych sie
w okre$lonym miejscu makroczasteczki. Reakcje modyfikacji specyficznych
tRNA powinny charakteryzowaé sie: selektywnoscig tzn. wybidrczoscia
wobec okreslonego nukleozydu lub grupy nukleozydéw oraz na tyle tagod-
nym przebiegiem, by nie zachodzita denaturacja tRNA. Ewentualne zmiany
aktywnoSci biologicznej powinny wynika¢ jedynie z modyfikacji. Reakcje
te powinna tez cechowaé duza wydajnos¢ przeprowadzonych modyfikaciji.

I1-1. Reakcje chemiczne tiourydyn.

Badania zasad pirymidynowych zawierajacych siarke wykazaty, ze ma-
ja one odmienne wiasnosci chemiczne od ich tlenowych analogéw. Jezeli
tlenowe pochodne pirymidyn ulegaja gtéwnie reakcjom addycji do po-
dwojnego wigzania C5—C6 to w tiopirymidynach reaguje tatwo grupa tio-
karbonylowa. Wiaze sie to z charakterystycznym rozktadem gestosci elek-
tronow w pierscieniu pirymidynowym tiourydyn (3,4). W tabeli 1 pokazano
rézne reakcje chemiczne 4-tiourydyny i 2-tiourydyny oraz jej pochodnych
(wszystkie reakcje sg reakcjami grup tiokarbonylowych), ktére zachodza
z duzymi wydajnosciami w umiarkowanych warunkach.

Szereg reakcji wymienionych w tabeli 1 zastosowano do modyfikacji

tRNA. W nastepnych trzech podrozdziatach pokazano gtowne kierunki
badan w tej dziedzinie.

I1-2. Chemiczna modyfikacja 4-tiourydyny i pochodnych 2-tiourydynyw tRNA.

11-2.1. Badanie rozpoznawania tRNA przez syntetaze aminoacylo-tRNA.

Celem tych badan byto poznanie roli 4-tiourydyny i pochodnych 2-tio-
urydyny w procesie rozpoznawania tRNA przez syntetaze aminoacylo-
-tRNA. Modyfikacja nukleozydow tiopirymidynowych w tRNA za pomocg
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Tabela 1
Niektore modyfikacje chemiczne 4-tiourydyny i pochodnych 2-tiourydyny.
N Caynnik modyfikui Produk Warlfn'l'(l e Poryoia
Nr zynnik modyfikujacy rodukts reakcjis nos¢ piémienn.c
pH  °C godz. %
1+ KMnO* RSO K+ 7,0 o 0,25 100 56,7
> NaHSO0:/0: RSO 7,0 20 — 100 8,/7/
i 3 Nal0. RSO- 7,0 35 — 100 9
4 o Soa RSSRs o 10
" n
.5 h RSSRs 6.8 20 — 100 11,128
(U, 13
6 H202 ROH 8,0 20 0,50 100 14
7 hno-: ROH 4,9 37 — 100 15 (15)
8 nh2oh RNHOH 7,2 37 21 100 16
9 CNBr RSCNGs 75—89 .o 017 17 (18)
10 BMBg RS-BMB 8,3 37 — 72
|.. HNBzBrh RS-HNBz on 2o 12 3 20 (o)
12 HOHgBzCOO . RS-HgBzCOO" 8,0 — 0,08 100 21 (zz)
13 HOHgBzSOjJ RS-HgBzSO- 7,0 20— 100 23 (23)
14 RNHCOCHZBr RS- 8,9 20 0,50 100 24 (25)
-CH:CONHR’
15 N-etylomaleinimid 3-RS-I-N-etylo- 7.8 37 3 — 26
maleinimid
16 S-benzylotioizotiomocznik RS-SCH:CsHs 7,2 20 0,08 100 27 (27)

a>R oznacza we wszystkich wzorach tabeli reszte 4-tiourydyny.
b>Warunki reakcji odnosza sie do s<U. Warunki dla pochodnych 2-tiourydyny nalezy znalez¢
w piSmiennictwie (patrz uwaga c).
W nawiasie podano pozycje pismiennictwa dotyczace pochodnych 2-tiourydyny.

a>Dwusiarczek mozna iloSciowo przeprowadzi¢ w substrat (s*U) dziatajac Na2S20s (9, 31)
lub p-merkaptoetanolem.
e>Zaobserwowano rowniez reakcje utleniania 2-metylo-N@A2izopentenylo/-adenozyny —
rzadkiego tionukleozydu purynowego (31) (patrz Ryc. 1).
4-tiocyjanian urydyny ulega tatwo hydrolizie w S$rodowisku kwasnym Ilub zasadowym
w temperaturze pokojowej (17) lub w $rodowisku obojetnym w 100°C (28) —w obu wypadkach
do urydyny.
e 4-bromometylo-2-metoksy-2-okso-2-wodorobenzopiran.
h>bromek 2-hydroksy-5-nitro-benzylu.
1 p-hydroksyrteciobenzoesan.
p-hydroksyrteciobenzenosulfonian.

bromku cyjanogenu (CNBr) zachodzi w tagodnych warunkach (pH = 8,5,
20°C, 10 min. — patrz reakcja 9 w tabeli 1 (17,28,29). Tworzg sie pochodne
tiocyjanianowe, ktére ulegajg hydrolizie w wyzszych temperaturach do
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pochcxinych tlenowych (28). Badanie aktywnos$ci akceptorowej niefrakcjo-
nowanego tRNA z E. coli po uprzednim dziataniu CNBr (29) wykazato nie-
wielki spadek aktywnosci w stosunku do Asp, Gly, His, Leu, Met, Pro, Trh,
Tyr i Trp oraz duze zmniejszenie aktywnosci wobec Glu i Lys. Analiza wy-
stepowania poszczegélnych nukleozydéw tiopirymidynowych w czastecz-
kach r6znych tRNA pozwolita na wyjasnienie tych roznic. Okazato sie, ze
tRNA: Asp, Gly, His, Leu, Met, Pro, Trh, Tyr i Trp — zawierajg tylko
4-tiourydyne. Mozna wiec sadzi¢, ze modyfikacja 4-tiourydyny w nie-
wielkim stopniu zmienia oddziatywania tRNA-syntetaza. Dziatanie CNBr
na tRNATy z E. coli, ktory zawiera dwie reszty s4J w pozycjach 8 i 9,
w buforze o pH =285 w temperaturze 100°C, powoduje przejscie obydwu
tionukleozydéw w urydyne (28). Rowniez tutaj aktywno$¢ akceptorowa
zmodyfikowanego tRNATy zmniejszyta sie tylko o okoto 5%. Natomiast
w tRNA Gu i tRNALsw petli antykodonowej wystepuje pochodna 2-tiou-
rydyny: 5-metyloamino-metylo-2-tiourydyna. Modyfikacja tionukleozydu
w tym obszarze zdecydowanie zmniejsza zdolno$¢ do przytgczania amino-
kwasu. Opisane wyzej reakcje z CNBr sg bardzo cenne ze wzgledu na
mozliwo$¢ otrzymania zmodyfikowanego tRNA, w ktéorym w miejscu s4J
znajduje sie nukleozyd gtéwny — urydyna. Tego rodzaju tRNA stanowig
dogodny obiekt badan dziatania enzyméw tiolujgcych. Omoéwiono je w arty-
kule przegladowym (30). Tionukleozydy zawarte w tRNA pod dziataniem
takich czynnikow utleniajacych jak nadjodany, siarczyny, osmiany, jod lub
woda utleniona ulegajg reakcjom utleniania (32,31,8,14,33,34,35). Dziata-
nie jodu na tRNAPe tRNAVA i tRNATy w roztworze o pH=7iw tempe-
raturach 0°C lub pokojowej powoduje zanik charakterystycznych pasm
absorpcji UV dla 4-tiourydyny (31). Ztozone procesy utleniania, zachodzace
pod wptywem jodu nie zostaty w peini zbadane. Stwierdzono miedzy in-
nymi tworzenie sie wewnatrzczasteczkowego dwusiarczku 4-tiourydyny
w tRNATr. W tRNApe i tRNAVW 4-tiourydyna reagowata z jodem dajac
kilka nieokre$lonych produktéw.

Reakcji ulega réwniez 2-metylotio-N6A2izopentenyloadenozyna, tionu-
kleozyd purynowy znajdujacy sie w petli antykodonowej tRNAPRie
i tRNATyr. Wszystkie trzy tRNA, poddane dziataniu jodu, tracity tylko
okoto 10% aktywnosci akceptorowej. Potwierdza to przypuszczenie, ze
4-tiourydyna oraz obszar antykodonowy nie odgrywajg istotnej roli w pro-
cesach rozpoznania syntetazy.

Do utleniania wykorzystuje sie reakcje z 30°/0 HD 2w pH= 8,0 (14),
4-tiourydyna przechodzi wtedy ilosciowo w urydyne.

Do bardzo selektywnej modyfikacji tiourydyn mozna réwniez zastoso-
waé S-benzylotioizotiomocznik (27). Proces zachodzi w skrajnie fagodnych
warunkach dajac pochodng dwusiarczkowg (reakcja 15 w tabeli ). Reakcji
ulegajg s4J oraz pochodne saJ. Wykazano, ze poziom aminoacylacji nie-
frakcjonowanego tRNA z E. coli, zmodyfikowanego S-benzylotioizotiomocz-
nikiem, obnizyt sie o kilka procent dla Leu, Ser, Tyr, Pro, His, Arg, lleu,
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IVet, Trh, Lys, Val, Ala, Asp i Gly w poréwnaniu z tRNA niemodyfikowa-
nym. Dwusiarczek mozna z powrotem przeprowadzi¢ iloSciowo w substrat
dziatajgc P-merkaptoetanolem. Odwracalne wprowadzenie grupy tioben-
zylowej okazato sie uzyteczne przy rozdziale chromatograficznym miesza-
nin specyficznych tRNA.

4-tiourydyna zawarta w niefrakcjonowanym tRNA z E. coli reaguje
réwniez selektywnie z N-etylomaleinimidem powodujac nieznaczne zmniej-
szenie aktywnosci akceptorowej (26).

Poréwnanie wptywu réznych czynnikéw modyfikujacych tionukleozydy
takich jak HD 2 CNBr, N-etylomaleinimid oraz promieniowanie UV o dtu-
gosci fali = 330 nm przedstawiono w tabeli 2 (36).

Tabela 2
Wptyw roznych modyfikacji 4-tiourydyny na zdolno$¢ do aminoacylacji niefrakcjonowanych
i oczyszczonych tRNA z E. coli* (36).

Modyfikacja

tRNA N-etylomaleimid CNBr h:0. uv

Niefrakcjonowane

Phe 96 65 104 91

Leu 93 95 93 90

Lys — 34 — —

fMet 100 83 —

Tyr 85 — 92

Val — — 102 —_
Oczyszczone

Phe 90 78 75 85

fMet — — 96 —

Val — — 102 —

* W tabeli podano % aminoacylacji zmodyfikowanych tRNA. Jako 100% przyjeto stopied aminoacylacji niezmo-
dyfikowanych tRNA.

Widaé z niej wyraznie, ze modyfikacja s4J w tRNA w wigkszosci przy-
padkéw powoduje stosunkowo niewielki spadek aktywnosci. Na tej pod-
stawie mozna stwierdzi¢, ze obecno$¢ 4-tiourydyny nie jest konieczna do
wiasciwego rozpoznania badanych tRNA przez enzym. Nie mozna jednak
rozstrzygna¢ kwestii, czy za rozpoznanie to odpowiada w#tasciwa struktura
przestrzenna czasteczki tRNA, okreslona sekwencja nukleotydéw czy tez
taczne dziatanie obu czynnikdw. Problem ten wcigz pozostaje otwarty.

11-2.2. Badania konformacji obszaru tRNA woko6t 4-tiourydyny.

Konformacje obszaru wokot s4J badano dos¢ doktadnie. Stwierdzono, ze
4-tiourydyna znajdujaca sie w tRNA nie jest podatna na dziatanie niekto-
rych odczynnikéw w przeciwienstwie do wolnego nukleozydu. Na przyktad



M TIONUKLEOZYDAZY W BADANIU tRNA 217

hydroksyloamina nie reaguje z s4J zawartg w tRNAfMI i tRNATy z E. coli
w obecnosci jonbw Mg+ (16). Podobny efekt obserwowano dla reakcji
z NaJ04 (37). Jony MgJ+ uniemozliwiajg rowniez reakcje s4J w tRNAph,
tRNAWA i tRNA7a z p-hydroksyrteciobenzoesanem sodu (38, 39, 40). Dla
tRNAWA uzyskano nastepujacy szereg wigzania réznych zwigzkéw rtecio-
wych z s4J: HgBr2i HgCI22>>CH3COOHg)CH3gCI) p-chlororteciobenzoe-
san (41). Usuniecie jonow Mg++ powoduje, ze wszystkie te czynniki reagujg
z jednakowg tatwoscig (37). Wyniki powyzsze sugeruja taka konformacje
obszaru badanych tRNA wokét s4J, w ktérej 4-tiourydyna otoczona przez
inne jednostki nukleotydowe znajduje sie wewnatrz makroczasteczki. Po-
twierdzajg to widma elektronowego rezonansu paramagnetycznego réznych
tRNA: fMet, Val, Phe, Glu, Lys i Tyr (24) zmodyfikowanych N-/I-oksylo-
-2,2’5,5’-czterometylo-3-pirolidyno/-bromoacetamidem w miejscu 4-tiou-
rydyny.

Do badan konformacji obszaru woko6t s4J mozna wykorzystaé metode
denaturacji termicznej. Uzyskano profile topnienia szeregu specyficznych
tRNA z E coli mierzone przy 1 —330 nm w maksimum absorpcji 4-tio-
urydyny (42). Zaréwno ksztatt tych krzywych jak i temperatura, w ktorej
efekt hipochromowy byt réwny potowie wielkosci maksymalnej — byty
rézne dla ré6znych tRNA. Obserwacje te sugerujg, ze przestrzenne otocze-
nie 4-tiourydyny w poszczeg6lnych tRNA jest rozne.

11-2.3. Badanie konformacji tRNA w roztworze metodg przeniesienia energii fluore-
scencji.

Chemiczna modyfikacja 4-tiourydyny, pochodnych 2-tiourydyny oraz
innych rzadkich nukleozydéw: pseudourydyny i dwuhydrourydyny w tRNA
pozwala na wprowadzenie do makroczasteczki zwigzkdw odznaczajgcych
sie specjalnymi wiasnosciami fizykochemicznymi. Wewnatrzczasteczkowe
przeniesienie energii fluorescencji typu singletowo-singletowego miedzy
dwiema grupami fluoryzujagcymi przytgczonymi do makroczasteczki, jest
dogodng metodg okreslania jej przestrzennej struktury w roztworze. Opra-
cowano rozne selektywne reakcje modyfikacji tRNA w celu wprowadzenia
do czasteczki zwigzkow fluoryzujgcych (43). W tabeli 3 przedstawiono nie-
ktére jedno- i dwupodstawione pochodne fluoryzujace tRNAMME i tRNA?1L
z E coli, czynniki modyfikujace, miejsca podstawienia ich w czasteczce
tRNA oraz aktywno$¢ akceptorowg tak zmodyfikowanych tRNA. Na ry-
cinie 2a przedstawiono wzory strukturalne czynnikow modyfikujacych sto-
sowanych przez autoréw oraz ich skroty, a na rycinie 2b umieszczono sche-
maty dwupodstawionych pochodnych tRNA. Podstawienie 4-tiourydyny
pochodng benzopiranu (BMB) w tRNAfMenie powoduje zmian aktywnosci
akceptorowej. Natomiast przytgczenie pochodnej dansylowej (DNS) lub
antranilowej (Ant) do cytydyny w potozeniu 1, pochodnej proflawiny

6 Postepy Biochemii
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Tabela 3

Jedno- idwupodstawiong pochodne fluoryzujgce tRNAfMet i tRN A1z E. coli, miejsca podstawienia
oraz aktywnos$¢ akceptorowa wedtug Yanga i Solia

Modyfikacja chemiczna

Miejsce | Miejsce 11 Aktywnosé )

Nr tRNA  Czynnik Czynnik akceptorowa " 10POZYcIa
modyfi- zasa- Wyd. modyfi- zasa-  Wyd. O pismien.
kujacy* da r.mod. Kujacy- o da  r.mod.

. fMet BMB *5Us 0,5 100 43

2 fMet*’ BMB <H — — — 3 45

3 fMet DNS Cs 1,0 — — —_— 33 46

4 fMet Ant c, 1o — — — 3 44

5 fMet PFSH hu21 1,0 — —_— 22 44

6 fMet PFSH  Ax to  — — — 0 44

7 fMet AF Az 0,1 — — — 0 44

8 Glun BMB S2Uss 1,0 —_— —_— —_— 10 45

9 fMet Ant Ci 1,0 AF Al 0.1 0 44

10 fMet BMB SaUs 0,5 PFSH Al 1,0 0 44

N fMet=> BMB NG5G 0,6 PFSH A 1,0 0 44

12 Glun BMB s2Uss 0.1 PFSH Az 1.0 0 44

13 fMet- PFSH hU:: 1,0 BMB NG5G 0.6 10 44

* s4U uprzednio zamieniono na U dziataniem CNBr
** skroty przyjeto za autorami (44) —odpowiadajace im zwiazki przedstawiono na rycinach 2a i 2b.

(PFSH) do dwuhydrourydyny w pozycji 21 i pochodnej benzopiranu (BMB)
do pseudourydyny w pozycji 56 w tRNAfM oraz pochodnej benzopiranu
(BMB) do 2-tio-5/N-metyloaminometylo/-urydyny w potozeniu 35
w tRNA:luz E. coli— redukowato aktywno$¢ akceptorowa do wartosci od
10 do 30°/0. Dwupodstawione pochodne tych tRNA miaty w czterech przy-
padkach zablokowang kofncowg adenozyne (tabela 3, pozycja 9—12). Nato-
miast pochodna 13 zachowata aktywno$¢ w 10%. Ta ostatnia obserwacja
dowodzi, ze wprowadzenie dwdch grup fluoryzujacych zmienia natywng
konformacje tRNA w znacznym stopniu; nie na tyle jednak, by rozpozna-
nie przez enzym stato sie catkowicie niemozliwe. Pomiary przeniesienia
energii wzbudzenia od jednej grupy fluoryzujgcej do drugiej pozwolity
okres$li¢ odlegtosci miedzy obiema tymi grupami w pochodnych tRNA 9
do 13 (tabela 3) (44).Poréwnanie uzyskanych wartosci z analogicznymi
zmierzonymi rentgenograficznie dla krystalicznego tRNApe z drozdzy
(47) wskazuje, ze trzciorzedowa struktura badanych tRNA w roztworze
jest podobna do struktury w stanie krystalicznym.

Metoda opisana wyzej ma jednak swoje ujemne strony, poniewaz na-
lezy postugiwaé sie zmodyfikowanymi tRNA i nie wiadomo w jakim stop-
niu modyfikacja zaburza konformacje natywng. Wyniki aminoacylacji
przedstawiono w tabeli 3; w przypadku dwupodstawionej pochodnej
tRNAfME (pozycja 13) aktywnos$¢ zmniejszyta sie do 10%. Pondto metoda
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obliczania odlegtosSci na podstawie przeniesienia energii fluorescencji jest
obarczona do$¢ znacznym biedem poniewaz czasy zycia fluorescencji za-
réwno donora jak i akceptora sg bardzo krotkie (rzedu 10-9 sek) (44). Nie
wyklucza sie jednak mozliwosci stosowania tej metody do badahn zmian

konformacyjnych tRNA podczas oddziatywania z syntetazami lub rybo-
somami.

X X
ﬁ ﬁ
+~
H,N N NH- HN N~ NCCH, CH, CNHNH-
H
CH

AF PFSH
H3C~ y~CHa
‘ ‘ C[CONH CHy om
o_s NCHZCHZOP o- H
OH CH2
e

?P<°'

OH
a) DNS Ant BMB

Ant

l—@
: %ﬁ
BMB

Ryc. 2. a. Wzory strukturalne grup fluoryzujacych zastosowanych przez Yanga i Solla:

AF — akryflawina, PFSH — hydrazyd bursztynyloproflawiny, DNS — pochodna dan-

sylowa, Ant—pochodna antranilowa, BMB—4-bromometylo-7-metoksy-2-0kso-2H-
benzopiran.

b. Struktura pieciu tRNA z dwoma grupami fluoryzujgcymi (liczby od 9 do 13
oznaczaja kolejng pozycje danego tRNA w tabeli 3).

c*
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I11. Modyfikacja fotochemiczna tionukleozydéw pirymidynowych.

Naswietlanie wodnego roztworu tRNATa z E. coli promieniowaniem
o dtugosci fali okoto 330 nm w temperaturze +4°C powoduje reakcje
dimeryzacji miedzy 4-tiourydyng w pozycji 8 i cytydyng w pozycji 13
(48, 49). Strukture tworzacego sie dimeru okreslit Leonard i wsp. (50)
naswietlajac wodny roztwdér 4-tiourydyny i cytydyny w wyzej wymienio-
nych warunkach. Naswietlanie samej 4-tiourydyny powodowato analogicz-
ng dimeryzacje miedzy dwiema czasteczkami s4J. Badania proceséw foto-
lizy tiourydyn prowadzone przez autor6w niniejszego artykutu wykazaty
miedzy innymi, ze dimery s4J” s4J powstajg rowniez podczas naswietlania
wodnego roztworu 4-tiourydyny w temperaturze pokojowej promieniowa-
niem o dtugosci fali 254 nm i > 300 nm. Analogiczng dimeryzacje fotoche-
miczng stwierdzono miedzy dwiema czgsteczkami 2-tiourydyny (51, 52).

Dimeryzacja fotochemiczna s4J8i C13 zachodzi miedzy dwoma nukleo-
zydami nie sasiadujacymi ze sobg w strukturze pierwszorzedowej. Swiad-
czy to o przestrzennym zblizeniu obu komponentéw w natywnej konfor-
macji tRNA. Zilustrowano to na rycinie 3.

Naswietlanie innych tRNA w podobnych warunkach, zawierajacych
s4J8i C13 fMet, fMetj, fMet3 mMet, Phe, Val, Val2 i Trp — powoduje

s
a)
0
/U\ _~Ryboza
~
N= I
b) 0 yr
Ryboza
0]
JJ\N _ Ryboza
NH, NH
=
N -
9 B
Ryboza

Ryc. 3. a. Ogdélny schemat przestrzennego usytuowania s4Ug i Cis prowadzacy do
fotodimeryzacji miedzy nimi w tRNA.
b. struktura fotodimeru s&J Cwg Leonarda (48).
C. Struktura zredukowanego za pomoca NaBH. dimeru s:U~C (64).
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réwniez dimeryzacje pomiedzy s4J i C (53,54). Omawiana reakcja fotoche-
miczna jest procesem selektywnym. Poniewaz maksimum absorpcji
4-tiourydyny przypada w zakresie znacznie dtuzszych fal (okoto 330 nm)
niz pozostatych nukleozydéw (okoto 260 nm), mozna selektywnie wzbu-
dzi¢ 4-tiourydyne naswietlajac tRNA promieniowaniem o dtugosci fali
okoto 330 nm.

Istniejg dowody na to, ze fotoreakcja s4J8 z Ci3 wymaga natywnej
konformacji czasteczki tRNA. Na przyktad usuniecie jonéw Mg+, ktore
powoduje denaturacje tRNA catkowicie hamuje fotoreakcje (55).

W wyniku enzymatycznego rozszczepienia tRNATdA i tRNAfVe z E. coli
miedzy ramieniem dwuhydrourydyny i antykodonu otrzymano dwie czesci:
cze$¢ 5’ i cze$¢ 3’ (56, 57). Naswietlanie fragmentéw 5’ w obu wypadkach
nie powodowato dimeryzacji, mimo iz zawieraty one s4J8i C13 Komplek-
sowanie obu czesci w obecnosci jondw Mg#H2 mimo braku jednego wigzania
internukleotydowego, przywracato zdolno$¢ do fotodimeryzacji oraz aktyw-
nos¢ akceptorowa porownywalng z aktywnoscia tRNA nierozszczepionego.
Wymog odpowiedniego przestrzennego utozenia obu nukleozydéw mozna
tez wykaza¢ na syntetycznych oligonukleotydach. Stwierdzono np: foto-
dimeryzacje w pojedynczym tancuchu kopolimeru poli (s4J,C) (58). Lan-
cuch taki moze sie swobodnie zgina¢, co umozliwia korzystne utozenie obu
zasad. Wytworzenie podwdjnej spirali, a w zwigzku z tym usztywnienie
uktadu np: poli (s4J,C)x poli I lub poli (s4J,C)x poli C— catkowicie hamo-
wato reakcje fotochemiczng. Badania konformacji tRNA, w ktérych wyko-

rzystywano wiasnosci fotochemiczne tiourydyn omoéwiono w nastepnych
punktach.

I11-1. Szybko$¢ i wydajnos¢ fotodimeryzacji s:Ug*Ci3

Szybko$é tworzenia dimeru s4J-*C w tRNA zalezy od konformacji ca-
tej czasteczki naswietlanego tRNA, a wzajemne utozenie obu zasad stano-
wi o konformacji. Stwierdzono, ze rodzaj tRNA i obecno$¢ lub brak Mg++
znacznie wptywajg na szybkos$é fotodimeryzacji na przyktad w tRNAVA
i tRNAMY (59). W zwigzku z tym reakcje fotodimeryzacji s4J8"C13 mozna
stosowac jako ,,sonde” zmian konformacyjnych w tRNA. Mozna porowny-
waé konformacje réznych tRNA lub dyskutowaé wptyw okre$lonych zmian
sekwencji nukleotydoéw i role poszczegélnych nukleozydéw w danym miej-
scu czasteczki (60). Miedzy innymi wykorzystano te reakcje do okreslenia
roli 3’-koncowego szescionukleotydu CAACCA w tworzeniu natywnej kon-
formacji tRNAfW z E. coli (61). W tym celu podzielono makroczasteczke
na dwie czesci, obie czesci oddzielono od siebie i od czesci 3’ odcieto oligo-
nukleotyd CAACCA. Nastepnie badano zdolno$¢ tak otrzymanej czesci 3’
do stymulacji fotodimeryzacji w czesci 5°. W tym celu oba fragmenty kom-
pleksowano i naswietlano. Badano jednoczesnie dziatanie niezmodyfikowa-
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nej czedci 3’. Stwierdzono, ze koniec CAACCA nie odgrywa wiekszej roli
w formowaniu natywnej struktury tego tRNA: w obu wypadkach szybkos$¢
fotodimeryzacji byta bardzo podobna.

Badania Kkinetyki fotodimeryzacji dwoch izoakceptorowych tRNA
z E. coli (tRNAiIMt i tRNA™6]) wykazaly, ze w obecnosci jonéw Mg++
oba rodzaje tRNA ulegaty tej reakcji z podobng szybkoscig (54). Natomiast
zastgpienie jonow Mg++ przez jony Na+ powodowato 10-krotne zmniej-
szenie szybkosci fotodimeryzacji w tRNA™G6GL tRNAMMI  zawiera w pozycji
47 7-metyloguanozyne a tRNAfMt ma w tym miejscu adenozyne. Jony Nal
sg czynnikiem destabilizujagcym konformacje natywng tRNA. W zwigzku
z tym widaé, ze 7MeG4 stabilizuje strukture przestrzenng tRNA w znacz-
nie wiekszym stopniu niz A47. Mozna rowniez sadzi¢, ze obszar ramienia
dodatkowego, w ktorym znajduje sie 7MeG, jest zblizony przestrzennie
do rejonu fotodimeryzacji s4J8C 13

Sugerowano, ze heterologiczne przytgczanie fenyloalaniny do jede-
nastu roznych tRNA (Valx, Val2 ValZ, mMet, lleu, Ala2 Lys, Phe z E. coli
oraz Phe z drozdzy) za pomocg tej samej syntetazy fenyloalaninowej z droz-
dzy, jest mozliwe dzieki wspolnej sekwencji kilku nukleotydéw tworzacej
ramie dwuhydrorydyny we wszystkich badanych tRNA (62).

Identyczna sekwencja zapewnia bowiem identyczng konformacje tego
obszaru. Aby sprawdzi¢ te hipoteze naswietlano tRNAYa promieniowa-
niem o dtugosci fali okoto 330 nm wytwarzajagc w nim dimer s4J8"C133 (63).
Tak zmodyfikowany tRNA catkowicie tracit zdolno$¢ do rozpoznawania he-
terologicznej syntetazy fenyloalaninowej, natomiast rozpoznawat homolo-
giczna syntetaze walinowg z E. coli. W wyniku wiec wytworzenia dimeru
nastepuje takie usztywnienie obszaru miedzy ramionami akceptorowym
i dwuhydrourydyny, ze zgodnie z mechanizmem induced-fit nie moze doj$¢
do wytworzenia kompleksu enzym—substrat. Badania powyzsze dowodza,
ze lokalna konformacja miedzy ramionami akceptorowym i dwuhydroury-
dyny odgrywa istotng role w rozpoznawaniu syntetazy fenyloalaninowej.

Doktadne okreslanie wydajnosci fotodimeryzacji s4J,"C1 pozwala
badac¢ subtelne zmiany konformacji starannie oczyszczonych tRNA (64).

I11-2. Luminescencja dimeru s.Us”sCis oraz tiopirymidyn w tRNA.

Dimer s4J8\C1B w tRNA ulega bardzo tatwo redukcji za pomoca
NaBH4 (Ryc. 3c) dajac pochodna, ktéra wykazuje wiasnosci fluoryzujace
(Arax wzbudzenia = 385, Arex emisji = 425 nm) (65, 66, 67). Fluorescencje
zredukowanego dimeru wykorzystano do badan konformacyjnych tRNA
(59, 66), poniewaz intensywno$¢ fluorescencji zalezy od otoczenia a wiec
od konformacji makroczasteczki (65).

Do badania zmian konformacji mozna réwniez zastosowaé staba fluo-
rescencje samej 4-tiourydyny zawartej w tRNA (bez dimeryzacji z CH3)
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(38). Stwierdzono na przykitad, ze s4J w kopolimerze poli (s4J,C) nie fluory-
zuje. Natomiast fluorescencja s4J w tRNAVA z E. coli bardzo zalezy od
obecnosci jonéw magnezu i temperatury.

Do identyfikacji tionukleozydéw w tRNA stosowano tez bardzo cha-
rakterystyczng fosforescencje tych komponentéw obserwowang w 77° K
(68, 69).

I11-3. Fotochemiczne przejécie 4-tiourydyny w urydyne.

Naswietlanie soli cetylotrojmetyloamoniowej tRNAVMA z E. coli w
I11-rzedowym butanolu promieniowaniem o dtugosci fali > 300 nm powo-
duje selektywne przejscie tiourydyny w urydyne (70, 71, 72). Cztery gtow-
ne nukleozydy oraz nukleozydy zmodyfikowane takie jak pochodne 2-tio-
urydyny w tych warunkach nie ulegajg zmianie. Jezeli w Ill-rzedowym
butanolu znajduje sie dodatkowo amoniak lub metyloamina, to oprécz ury-
dyny powstaje cytydyna i N4metylocytydyna. Badania aktywnosci akcep-
torowej zmodyfikowanego tRNAVWA (90% zmiany s4J w U) pokazaly, ze
przytaczenie waliny zmniejszyto sie o 20%>. Stosunkowo niewielka zmiana
aktywnosci akceptorowej raz jeszcze wskazuje, ze obecnos¢ 4-tiourydyny
w czgsteczce tRNA nie ma wiekszego znaczenia dla rozpoznawania synte-
tazy (walinowej).

IV. Inkorporacja tionukleozydéw do tRNA.

Stosujgc cigg reakcji enzymatycznych pokazanych na rycinie 4, wpro-
wadzono do konca CCA tRNApe z drozdzy 2-tiocytydyne w miejsce cyty-
dyny w pozycji 75 (73).

tRNAFe"-A 1:—C74a—Crs—As
nukleazy
tRNAFen—A:—Cr.
| transferaza nukleotydowa
tRNAFen—A7:—C+:—5:Crs
transferaza nukleotydowa

tRNAFen—A:—C7:—%C75s—A7s
Ryc. 4. Schemat reakcji enzymatycznych wprowadzania s25 do tRNA/plig(25).

Tak otrzymany tRNARe ulegat aminoacylacji fenyloalaning podobnie
jak tRNApe niezmodyfikowany. Obecnos¢ sZC nie powoduje wiec zaktocen
konformacji obszaru odpowiedzialnego za rozpoznanie syntetazy (74).

Obecno$¢ s w ramieniu aminokwasowym mozna wykorzysta¢ do ba-
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dania przestrzennego usytuowania kofca CCA w stosunku do reszty cza-
steczki. 2-tiocytydyna bardzo tatwo ulega reakcji kompleksowania p-hy-
droksyrteciobenzoesanem sodu. W ten sposdb mozna wprowadzi¢ do cza-
steczki tRNA atom ciezki (Hg). Jest to bardzo przydatne w badaniu struk-
tury w stanie krystalicznym metodami rentgenograficznymi.

W reakcji z jodoacetamidem zamieniono tRNA C%B w pochodng zawie-
rajaca rodniki nitroksydowe (25). Przytaczenie tego komponentu do sX73
réwniez nie zmienito zdolnosci tRNARe do aminoacylacji. Obecno$¢ para-
magnetycznych rodnikéw nitroksydowych w czasteczce umozliwia zastoso-
wanie spektroskopii EPR do badan konformacyjnych. Widma EPR wyko-
nane w roznych temperaturach w obecnosci lub braku jondw Mg++ wy-
kazaty sztywne powigzanie korica CCA 1z resztg czasteczki za pomoca
oddziatywarn warstwowych. Nie przeczy to wyzej opisanym wynikom
wskazujacym na wyeksponowanie kofica CCA w reakcji aminoacylacji.

V. Badanie oddziatywan w oligo- i polinukleotydach zawierajacych siarke.

Badania parowania zasad i asocjacji warstwowej politionukleotyddéw
moga w pewnym stopniu rozwigza¢ zagadnienie roli tionukleozydow
w tRNA. Stwierdzono miedzy innymi, ze stabilno$¢ podwojnego heliksu
poli-sAJ jest znacznie wieksza, niz poliU (temperatura przejscia poliU =
= +8°C a poli sAJ = + 68,5°C). Kompleks ten jest tak trwaty, ze poli s2J
nie asocjuje z poli A inie moze stuzy¢ jako matryca w syntezie polipeptydu
(74, 75, 76). Ta wysoka stabilno$¢ poli s2J nie moze by¢ wywotana dziata-
niem stosunkowo stabych wigzan wodorowych N—H S. Badania krystalo-
graficzne (77) sugerujg silne oddziatywania miedzy atomami Ni(1)...S22).
tatwo polaryzowalne grupy tiokarbonylowe oddziatuja z tadunkiem
ujemnym przy atomach azotu uktadu jr-elektronowego sasiedniej zasady
pirymidynowej. Podobne oddziatywania Nj..S2 moga stabilizowaé heliksy
zawierajagce inne pochodne z grupg 2-tioketo: poli-sZC i poli-sZ4J. Nato-
miast poli-s4J wykazuje znacznie mniejszg trwatos¢, podobng do poli-U
(78). W strukturze drugorzedowej poli-s4J naktadanie sie atomu S4 jednej
zasady z atomem N3 sgsiedniej jest ograniczone lub wrecz niemozliwe.
Z tych badan wynika, ze zmodyfikowany nukleozyd 2-tiopirymidynowy
moze stabilizowac¢ sasiadujgce z nim podwdjnie helikalne fragmenty tRNA.
Ostatnio (79) badano wptyw podstawienia siarki w urydynie na wzajemne
oddziatywania adenozyna-tiourydyna w kopolimerach: poli (A, sAJ) i poli
(A, sz4J). Stwierdzono stabilizujacy wptyw grupy 2-tioketonowej na struk-
ture helikalng polinukleotydéw poprzez oddziatywania warstwowe sgsia-
dujacych puryn i pirymidyn.

W petli antykodonowej tRNAslu z drozdzy stwierdzono wystepowanie
od strony 3’ estru metylowego 2-tio-5-karboksymetylourydyny (80). Spo-
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§réd dwdch mozliwych kodondéw dla kwasu glutaminowego (GAA i GAG),
tRNA?T rozpoznawat tylko kodon GAA. Utworzenie wiec pary zasad mie-
dzy 2-tio-5-karboksymetylourydyng i guanozyna jest utrudnione. Obecnos¢
pochodnej 2-tiourydyny w antykodonie zapewnia wybdr adenozyny a nie
guanozyny jako trzeciej litery sekwencji kodonowej. Systematyczne ba-
dania podstawowe wptywu tionukleozydéw na oddziatywania kodon-anty-
kodon (81) przeprowadzono stosujgc tréjnukleotydy zawierajgce w réznych
potozeniach tiourydyny (s4J, sAJ, sz4J). Okreslano zdolnos$¢ tych ,trojek”,
ktore stanowity odpowiednik kodonu, do stymulacji wigzania tRNAFe
z E. coli do rybosomoéw (antykodon: GAA). Stwierdzono, ze sAJ silnie wigze
sie z adenozyng, natomiast z guanozynag nie tworzy pary komplementarnej.
Potwierdza to wyniki badan opisanych wyzej (80). Parowanie zasad miedzy
adenozyng i 4-tiourydyng jest znacznie stabsze niz w przypadku oddziaty-
wan 2-tiourydyny z adenozyng. Mozliwe jest natomiast powstanie stabej
pary G...s4J. 2,4-dwutiourydyna nie oddziatuje z guanozyna.

VI. Uwagi koncowe.

Mozliwosci wykorzystania tionukleozydow, a szczeg6lnie 4-tiourydyny,
do badania konformacji i funkcji tych tRNA, ktére zawierajg tionukleo-
zydy — sg znaczne. Dimeryzacja fotochemiczna s4J~C 13 stanowi cenne
kryterium poprawnosci proponowanych modeli przestrzennych tRNA: mo-
dele nalezy tak konstruowac, by oba komponety mogly wzajemnie ustawic
sie w przestrzeni zgodnie z zaproponowanym mechanizmem fotodimery-
zacji (50). Ostatnio okreslono rentgenograficznie strukture tRNAphe z droz-
dzy w stanie krystalicznym (47, 82). Stwierdzono, ze bliskie sasiedztwo
nukleozyddéw w pozycji 8 i 13 utatwia reakcje fotodimeryzaciji.

Obecnos$¢ s4J mozna roéwniez wykorzysta¢ do badania zmian konfor-
macji tRNA pod wptywem okre$lonego czynnika jak i podczas dziatania
biologicznego danego tRNA. Charakterystyczna absorpcja UV pozwala
$ledzi¢ zachowanie sie 4-tiourydyny w czasteczce tRNA niezaleznie od po-
zostatych komponentéw makroczasteczki. Tym samym mozna wnioskowaé
0 zmianach w otoczeniu przestrzennym s4J stosujac ré6zne metody: spektro-
skopowe (UV, CD i ORD), luminescencje oraz profile temperaturowe.
W zwigzku z tym bytoby interesujgce opracowanie metody selektywnego
wprowadzania 4-tiourydyny lub pochodnych 2-tiourydyny w okreslone
miejsca czasteczek tych tRNA, ktdre nie posiadajg tionukleozydéw. Dlatego
tez celowe sg dalsze badania podstawowe nad wiasnosciami tionukleozy-
dow.

Artykut nadszedt 3.5.1976; po rewizji autorskiej otrzymano 10.12.1976.
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Glikozydazy lizosomalne w katabolizmie heteropolisacharyddow

Lysosomal Glycosidases in Heteropolysaccharide Catabolism
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I11-1 fi-heksozoaminidaza (E.C.3.2.1.30)
I111-2. (5-galaktozydazy (E.C.3.2.1.23)
I11-3. (3-glukozydaza (E.C.3.2.1.21)
I11-4. a-galaktozydaza (E.C.3.2.1.22)
I11-5. a-fukozydaza (E.C.3.2.1.51)
Ill1-¢. a-mannozydaza (E.C.3.2.1.24)
I11-7. (3-glukuronidaza (E.C.3.2.1.31)
I11-s. Neuraminidaza (E.C.3.2.1.18)
IV. Uwagi koncowe
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*) Dr, Zaklad Genetyki, Instytut Psychoneurologiczny, ul. Sobieskiego 1/9,
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Wykaz stosowanych skrétow: Gal — galaktoza; Gic — glukoza; GIcNAc — N-acety-
logukozaomina; GalNAc — N-acetylogalaktozoamina; Fuk — fukoza; Man — mannoza;
GIcUA — kwas glukuronowy; GMi— gangliozyd monosjalotetraheksozyloceramid;
Gm. — gangliozyd-monosjalotrihneksozyloceramid; Gws— gangliozyd-monosjalodihek-
sozyloceramid; GDia i GDib— gangliozyd-disjalotetraheksozyloceramid; GT— ganglio-
zyd-trisjalotetraheksozyloceramid; Gls— trojheksozyloceramid; p-CMB — parachloro-
merkurobenzoesan, p-OHCMB — parahydroksymerkurobenzoesan; 4-MUB — 4-metylo-
umbelliferon; pNP-paranitrofenol; cer — ceramid.
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I11. Characteristics of individual glycosidases
I11-% 3-hexosaminidase (E.C.3.2.1.30)
I11-2. (3-galactosidase (E.C.3.2.1.23)
I11-3. (3-glucosidase (E.C.3.2.1.21)
I11-4. a-galactosidase (E.C.3.2.1.22)
I11-5. a-fukozydase (E.C.3.2.1.51)
Il1-s. a-mannosidase (E.C.3.2.1.29)
I11-7. (3-glucuronidase (E.C.3.2.1.31)
Il1-s. neuraminidase (E.C.3.2.1.18)

IV. Final remarks.

Biochemicy posSwiecaja wiecej uwagi biosyntezie i funkcji makromo-
lekut, mniej za$ interesujg sie szlakami ich degradacji, cho¢ lata piecdzie-
sigte przyniosty odkrycia majace kapitalne znaczenie dla rozwoju badan
nad tym wiasnie aspektem metabolizmu.

Fundamentalne prace De Duve’a i Wattiaux (1, zob. 2) rzucity
Swiatto na role lizosomdw jako struktur zawierajgcych hydrolazy kwasne.
W ich obrebie zachodzi rozpad makroczasteczek do czasteczek drobnych,
fatwo dializujacych, ktdre badz to zostajg reutylizowane, badZz tez zostaja
usuniete poza komorke. W lizosomach wiasnie rozktadane sg heteropoli-
sacharydy — glikolipidy, glikoproteidy, proteoglikany — pochodzace mie-
dzy innymi ze zniszczonych bton komdrkowych. W procesie tym biorg
miedzy innymi udziat tak zwane kwasne egzoglikozydazy (E.C. 3.2.1.),
enzymy, ktdre w kwasnym s$rodowisku odszczepiaja ostatnig czasteczke
cukru od nie redukujacego konica tancucha oligosacharydowego. Enzymy te
staly sie ostatnio obiektem szczeg6lnego zainteresowania biochemii me-
dycznej. Okazato sie bowiem, ze dziedzicznie uwarunkowany brak aktyw-
nosci lub zmiana witasciwosci okreslonej glikozydazy powoduje bardzo gle-
bokie zaburzenia powodujgce na ogo6t cofniecie sie rozwoju fizycznego i psy-
chicznego— az do gtebokiego uposledzenia (3, 4 a,b,c,d). Dodatkowym czyn-
nikiem stymulujgcym poszukiwania byto udoskonalenie metodyki badaw-
czej. Wyliczy¢ tu nalezy przede wszystkim wprowadzenie:

— syntetycznych substratow fluorogennych, ktére pozwolity na opra-
cowanie bardzo czutych metod oznaczania aktywnoS$ci enzymatycz-
nej;

— znakowanych in vitro substratow naturalnych — co pozwala na ba-
danie swoistosci enzymow;

— rozmaitych mikrotechnik rozdziatu biatek — co pozwala na izolowa-
nie i badanie witasciwosci poszczegélnych form molekularnych;

— hodowli in vitro komérek prawidtowych i nieprawidtowych, ktoére
pozwalaja $ledzi¢ poza ustrojem procesy zachodzace w zywej ko-
morce.

Ogoélny zarys katabolizmu glikolipidow (5) i proteoglikanow (6) znajdzie

czytelnik w numerach Postepéw Biochemii z lat ubiegtych. Od tego czasu
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przybyto wiele nowych informacji na temat wystepowania i whasciwosci
fizykochemicznych réznych form molekularnych glikozydaz. Kilka z nich
zostato oczyszczonych. Wyniki badan lat ostatnich rzucaja tez Swiatto na
ich powstawanie, transport do lizosoméw oraz sposdb dziatania in vivo.
Ryciny 1 i 2 przedstawiajace schematycznie przypuszczalne sekwencje

NANA NANA-NANA
«
(!aL»GaLNAc\»/GlaL!iLc»acer G
(Gt)
neuraminidazi
NANA-NANA NANA NANA
G LI'G LNAc-G L%L Y GaL—GaLNACfI(;taﬂﬁch—cer
aL-Ga c-GalL- c-cer (GDla)
(Gdib) . NANA
GaLf-leaLNAc-GaL-GLc-cer (Gm il
ichza .
« I%
Gal-GaLNAc-GalL-GLc-cer GalLNAc-GalL-Glc-ter (GM2)
~ fi-galaktozydaza NANA
GaLNAc-GaL-GLc-cer GalL-Glc-cer (Gm3)
’ . . neuraminidaza
/i-heksozoaminidaza A i B
Gal-Glc-cer (GLZ)
~ fi-galaktozydaza
(GL].) Glc-cer GalL-GaL-GlLc-cer (GLS)
~j8-glukozydaza k

/i-heksozoaminj-
daza A iB

canadlca®callciclicer

(GL4)

Ryc. 1.— Schemat katabolizmu glikolipidow.

Na rysunku zaznaczono gtdwne szlaki katabolizmu glikolipidéw, pomijajac boczne, na przyktad
powstawanie disjalotri- i disjalodiheksozyloceramidéw (GD2 i GD3). Szlaki pewne oznaczono
strzatka podwdjna, szlaki ustalone in vitro —strzatka ciagta, szlaki prawdopodobne —strzatka
przerywanag.

GT-tréjsjalotetraheksozyloceramid, GDIla i GDIb—disjalotetraheksozyloceramid, G M1— monosja-
lotetraheksozyloceramid, GM2 —monosjalotriheksozyloceramid, GM3 —monosjalodiheksozylocera-
mid —nomenklatura gangliozydéw wedtug Swennerholma (zob. 3). Gl4—tetraheksozyloceramid,
tzw. globozyd, GI3—triheksozyloceramid, tzw. glikolipid Fabry’ego, GIl2—diheksozyloceramid
tzw. laktoceramid lub cytopilina H, Glt—glukozyloceramid.

rozpadu czasteczek — glikolipidéw i glikoproteidow — oraz miejsce dzia-
fania poszczeg6lnych enzymow, ulatwig zapewne czytelnikowi orientacje.

W artykule przedstawiono przede wszystkim wyniki ostatnich badan
nad niektérymi, stosunkowo lepiej poznanymi glikozydazami tkanek ludz-
kich, zwiaszcza nad tymi, ktdre graja kluczows role w katabolizmie tkanki
nerwowe;j.



232 B. CZARTORYSKA [4]

(r-mannozydaza

(taricuch peptydowy)

f »
NANATGal7GIcNAc-Man-GICNAC-Man-GICNAC-ASP eemeeseeeens
neuraminidaza j glukozoaminidaza- AGlCNAC

jS-galaktozydaza ----------

al
a-fukozydaza m &
Fuk

Ryc. 2. Schemat katabolizmu glikoproteidéw.
Oligosacharydowy tancuch boczny glikoproteidu. Strzatki wskazujg miejsca dziatania glikozydaz.
Na rysunku uwzgledniono jedynie dziatanie egzoglikozydaz, ktére dziataja kolejno, odszczepiajac
ostatnig czasteczke cukru.

E + X- 0- -D-Glc

/1
E-X- 0- -0-D Gic tub XO0H + E-0- -D-Glc
HOH ROH
E+ glukoza E-t- R-0- -0-Slc

Ryc. 3. Schemat dziatania (5-glukozydazy.
E —enzym, X-4-metyloumbelliferon, p-nitrofenol, dezoksykortikosteryd Ilub ceramid, R—ce-
ramid.

l. Biosynteza, rozmieszczenie i dziatanie kwasnych hydrolaz

Aktywnos$¢ kwasnych hydrolaz koncentruje sie gtéwnie w pecherzykach
lizosomalnych (1). Organelle te sg przedmiotem badan bardzo licznej gru-
py cytologow i fizjologéw. , Lizosomologia” stata sie wiedzg skomplikowang
i rozlegly. Szczegdly wynikéw badan tych struktur znajdzie czytelnik
w obszernych pracach przeglagdowych (2, 7 a,b,c,d, 8). Enzymy lizosomalne
sg glikoproteidami. Na og6t uwaza sie, ze rdzen biatkowy enzymu syntety-
zowany jest na polisomach, a nastepnie, podobnie jak ma to miejsce w przy-
padku innych glikoproteidow (9, zob. 5), polipeptyd przemieszcza sie do
aparatu Golgiego, gdzie przytgczane sg kolejne czasteczki cukrow. W lizo-
somie znajduje sie w petni juz ,wykonczona” czasteczka enzymu. Proces
glikozylacji moze zachodzi¢ bezposrednio na btonie retikulum tzn. cza-
steczka przesuwa sie jak na tasmie (9,10, zob. 7a) — od polisomu az do
miejsca dziatania tj. lizosomu. Za takim mechanizmem wydajg sie przema-
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wiaé prace zespotu Goldstone’a i Koeniga, ktorzy z frakcji mi-
krosomalnej nerki wyodrebnili subfrakcje wzbogacona w kwasne hydrolazy
(10) réznigce sie od analogicznych enzyméw frakcji lizosomalnej wyzszym
pi, nizszg zawartoScig kwasu sjalowego oraz tym, ze trudniej uwalniajg sie
do roztworu (10,12). Subfrakcja ta bytaby wiec miejscem syntezy ,,preen-
zymow” lizosomalnych silnie zwigzanych z blona. Dopiero modyfikacja
czasteczki — na przyktad przez dotgczanie wiekszej ilosci kwasu sjalowe-
go— w aparacie Golgiego przeksztatca biatko w kwasniejsze, tatwiej roz-
puszczalne. Nie mozna jednak wykluczy¢ innego mechanizmu a mianowicie
pierwotnie rozpuszczalne biatko moze by¢ wychwytywane z cytoplazmy
przez endoplazmatyczne retikulum, zageszczane i glikozylowane w Swietle
kanalikow aparatu Golgiego i nastepnie transportowane do lizosomow
(11 a,b). Argumentem przemawiajacym na korzy$¢é tej drugiej wersji sg
wyniki prac zapoczatkowanych przez zespét Neufeld (13ab,c,d). Oka-
zato sie bowiem, ze jezeli wspdlnie hodowac fibroblasty prawidtowe z fi-
broblastami nieprodukujacymi na przyktad a-iduronidazy, enzym przecho-
dzi z komérek zdrowych do chorych, powodujac korekcje ich metabolizmu
(13a). Lizosomy fibroblastow inkorporujg niektore glikozydazy podane ze-
wnatrzkomérkowo (13b) prawdopodobnie na zasadzie pinocytozy. tatwosé
przenikania do fibroblastow zalezy od zrédta, z ktérego otrzymano oczysz-
czone enzymy —na przyktad najlatwiej pobierana jest |3-glukuronidaza
izolowana z ptytek krwi (14), a a-heksozoaminidaza izolowana z moczu
(15). Zgodnie z hipotezg przedstawiong przez Winterburna (16)
a takze Bratschera (11 ab) struktura tancucha oligosacharydowego
gra tu zapewne role swoistego markera: fi-heksozoaminidaza zmodyfikowa-
na dziataniem nadjodanu (17a), a a-heksozoaminidaza zmodyfikowana dzia-
taniem ft-galaktozydazy (17b) —zachowujgc aktywnos$¢ enzymatyczng, tra-
cg w duzym stopniu zdolno$é wnikania do lizosoméw. Ostatnio stwierdzono
jednak, ze nie jest to zjawisko powszechne — P-galaktozydaza i a-gluko-
zydaza nie przenikajg z jednych fibroblastéw do drugich (18).

Hydrolazy kwasne odnajduje sie tez w innych frakcjach subkomaérko-
wych oraz w cytosolu; pozostaje wcigz zagadnieniem otwartym, o ile fakt
ten odzwierciedla stan w nieuszkodzonej komorce, czy tez jedynag przy-
czyng jest heterogennosé lizosomoéw oraz ich uszkodzenie w trakcie prepa-
ratyki. W piynach pozakomdrkowych (surowicy, moczu, zach, w pozywce
otaczajagcej hodowle fibroblastow) stwierdza sie réwniez obecno$¢ kwas-
nych hydrolaz pochodzacych zapewne przede wszystkim z rozpadu komdé-
rek; byé moze sg to takze enzymy nie ,,wychwytane” przez lizosomy i wy-
dalone poza komorke. W przypadku martwicy nerek stwierdza sie podwyz-
szone wydalanie enzyméw w moczu (19) a w przypadku cukrzycy (20)
i uszkodzenia watroby na przyktad w zatruciach alkoholem (21) — wzrost
ich ilosci w surowicy krwi. W pozywce otaczajgcej hodowle zdrowych fi-
broblastéw stwierdza sie te same izoenzymy co w komorkach (22), nato-
miast w surowicy krwi (19,22,23), ptynie mézgowo-rdzeniowym (19) i, w

7 Postepy Biochemii
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niektérych przypadkach, w moczu (19,24) wystepujg izoenzymy 0 nizszym
pi. Za wspllnym pochodzeniem enzymoéw wewnatrz i zewnatrz komorko-
wych przemawia ich pokrewieAstwo immunologiczne a takze fakt, ze
w tzw. defektach metabolicznych obserwuje sie brak danego enzymu za-
rowno w komorkach jak i w ptynach ustrojowych (zob. 7 b,c). Enzymy
osocza majg prawdopodobnie wiecej kwasu sjalowego (22,23,25). Opéznia
to zapewne wychwytywanie ich z krwioobiegu przez hepatocyty, ktore
szybciej inkorporuja glikoproteidy pozbawione kwasu sjalowego (26, zob.
tez 16). Enzymy wydalane z moczem pochodzg czeSciowo ze ztuszczonych
komérek kanalikow nerkowych, czesciowo z krwi (19).

Dodatkowym Zrédtem informacji na temat zaleznosci budowy enzymu
i jego ulokowania sie w pecherzyku lizosomalnym sg badania nad enzyma-
mi nieprawidtowymi. Znana jest choroba lizosomalna zwana mukolipidozg
Il (lub I-cell disease), ktora objawia sie miedzy innymi bardzo niskg aktyw-
noscig szeregu hydrolaz lizosomalnych w niektdrych komérkach — na przy-
ktad w fibroblastach — przy réwnoczesnym bardzo wysokim poziomie tych
enzymow w surowicy krwi chorych (27). Wbrew pierwotnym przypuszcze-
niom, ze podtozem jest nieprawidtowos$¢ btony lizosomalnej i ,ucieczka”
enzymow (27), obecnie wydaje sig, ze podtozem jest btgd budowy czasteczek
catej grupy enzyméw. Hodowane in vitro fibroblasty pochodzgce od cho-
rych wydzielajag do pozywki znaczne ilosci hydrolaz o nizszym pi od enzy-
mow wydalanych przez fibroblasty prawidtowe (22), a zblizonym do pi
enzymow obecnych w surowicy osob zdrowych. Hydrolazy te, w odroznie-
niu od enzymoéw wydalanych przez komarki pochodzace od oséb zdrowych,
wyizolowane i dodane do pozywki nie sa inkorporowane przez fibroblasty
pochodzace od oséb dotknietych innymi chorobami metabolicznymi (28).

Prawdopodobnie nieprawidtowa budowa czasteczki nie wptywa na ich
wiasciwosci enzymatyczne, natomiast uniemozliwia ,rozpoznanie” przez
btone lizosomalng — czy prelizosomalng — i wbudowanie do lizosomu.

Dotychczas bardzo niewiele wiadomo o sposobie dziatania enzymow we-
wnatrz lizosomu, o mechanizmie i kinetyce reakcji. Srodowisko wewnatrz
lizosomu jest kwasniejsze od otoczenia 0 1,0 — 1,5 jednostek pH (29). Przy-
czyng tego zjawiska jest prawdopodobnie asymetryczna budowa btony lizo-
somalnej. Wchodzace w jej sktad gangliozydy (30) i kwasne glikoproteidy
(31) znajdujg sie po wewnetrznej stronie, a akumulacja niedyfundujgcych
anionéw powoduje gromadzenie jondw wodorowych (29,31), ktore tatwiej
niz kationy metali przechodzg przez btone lizosomalng. Utrzymujacy sie
gradient pH ttumaczy sie rownowaga Ddnnana (29,31).

W pecherzyku lizosomalnym enzymy prawdopodobnie czeSciowo swo-
bodnie dyfundujg, czeSciowo zwigzane sg z btong. Nieswoiste, odwracalne
wigzanie enzymow z btong zalezy od pH oraz sity jonowej i zachodzi praw-
dopodobnie przy udziale reszt kwasu sjalowego btony i zasadowych re-
gionéw biatka enzymatycznego (31). Wedtug niektérych autoréw glikozy-
dazy zwigzane z btong tworzg swoisty system wieloenzymatyczny (32,33).
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Warunkiem prawidtowego katabolizmu jest wiasciwy kontakt nierozpu-
szczalnego substratu z odpowiednim miejscem btony prowadzacy do utwo-
rzenia swoistego kompleksu, w ktérym zachodzi kolejne odszczepianie po-
szczegoblnych skladnikdéw substratu przez odpowiednie enzymy (32, zob. 5).

Btona lizosomalna tatwo ulega uszkodzeniu: czynniki mechaniczne, szok
osmotyczny, zamrozenie, dzialanie detergentow itp. — powodujg zniszcze-
nie organelli i wyptyw enzyméw. Zniszczenie lizosomu i solubilizacja enzy-
mow niszczy struktury i, zmieniajagc warunki, zmienia wiasciwosci enzy-
mow. Badanie izolowanych i oczyszczonych enzymoéw stanowi konieczny
etap prowadzacy do poznania witasciwosci odpowiednich biatek, co nie jest
jednak réwnoznaczne z poznaniem dziatania danego enzymu in situ w lizo-
somie.

Il. Ogdlna charakterystyka glikozydaz

Jak juz powiedziano w rozdziale I, zniszczenie lizosomu prowadzi do
solubilizacji enzyméw. Wiele informacji og6lnych o glikozydazach lizoso-
malnych znajdzie Czytelnik w starszych opracowaniach (4c, 34 a, b). Wszy-
stkie znane glikozydazy sa glikoproteidami o niskim pi (4—6) i sg w pH
bliskim pi trudno rozpuszczalne (35). Glikoproteidowy charakter tych bia-
tek wykorzystuje sie w technice chromatografii powinowactwa. Przy po-
mocy lektyn roslinnych zwiazanych z Sepharose mozna otrzymac roztwory
wzbogacone w hydrolazy lizosomalne (36,37,38). Kazda z hydrolaz moze
wystepowaé w réznych formach molekularnych, r6znigcych sie tadunkiem
elektrycznym, termolabilnoscia, swoistoscig, wtasciwosciami kinetycznymi,
rzadziej masg czasteczkowg. Wydaje sie, ze w niektorych przypadkach for-
my te réznig sie iloscig kwasu sjalowego przytaczonego do tego samego
rdzenia biatkowego (10,12), dodatkowym drobnym peptydem (39), r6znym
sposobem potgczenia podjednostek ze sobg (40) lub z innymi peptydami
(41a); w innych przypadkach sg to odrebne biatka.

Enzymy lizosomalne w warunkach naturalnych sg oporne na autolize —
jednak po uszkodzeniu pecherzyka zarowno dziatanie egzogennej neurami-
nidazy (10,12), jak i dtuzsze przechowywanie homogenatu komérkowego
w warunkach sprzyjajagcych autolizie (12) powoduje powolng zmiane ich
ruchliwosci elektroforetycznej i zmiane pi wiekszosci z nich (35).

Wyniki niektérych ostatnich badan podwazaja szeroko dotychczas przy-
jete mniemanie, ze glikozydazy zawdzieczajg swoj ujemny tadunek gtow-
nie obecnosci kwasu sjalowego. Niektdre oczyszczone enzymy nie zawierajg
bowiem tego zwigzku (np. niektére P-glukuronidazy, [42]) lub tez nie
zmieniajg ruchliwosci elektroforetycznej pod wptywem oczyszczonej neura-
minidazy (25,43,44), co moze by¢ jednak wynikiem autolizy w trakcie pre-
paratyki w pierwszym, a zamaskowania grup w drugim przypadku. Opty-
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malne pH dziatania enzymow lizosomalnych przypada na obszar kwasny
3,5— 5,5, co umozliwia im dziatanie wewnatrz lizosomu a zapobiega nisz-
czeniu innych struktur w przypadku uszkodzenia btony lizosomalnej i wy-
dostania sie enzymu do cytoplazmy.

Glikozydazy lizosomalne majg na ogdt dos¢ szerokie spektrum swoi-
stodci. Jak ilustrujg przykitady w rozdziale Ill, enzymy ,rozr6zniajg” rygo-
rystycznie rodzaj wigzania glikozydowego, hydrolizujgc wytgcznie wigzanie
a lub G mniej precyzyjnie rozrdzniajgc rodzaj cukru. Budowa aglikonu
natomiast wydaje sie mie¢ mniejsze znaczenie dla hydrolitycznego dziata-
nia enzymu. Wiekszo$¢ enzymoéw hydrolizuje nie tylko naturalne heteropo-
lisacharydy ale takze drobnoczasteczkowe sztuczne substraty na przyktad
pochodne p-nitrofenolu (p-NP) lub 4-metyloumbelliferonu (4-MUB) — co
znacznie utatwia ich badanie. Sporg trudno$é metodyczng stanowi zmiana
wiasciwosci enzymatycznych zachodzaca podczas oczyszczania enzymu.
Czasem stwierdza sie roznice miedzy enzymami otrzymanymi z tkanki
Swiezej i zamrozonej (40), czasem utrate jakiej$ aktywnos$ci po rozciehcze-
niu (44) lub w trakcie oczyszczania enzymu (45 a,b, 46). Powodem tego mo-
ze by¢ na przyktad oddzielenie glikopeptydowego aktywatora (46) lub
zmiana konformacyjna (40). Zjawisko to jest zrédtem rozbiezno$ci miedzy
wynikami prac wielu autorow.

Z dotychczasowych badan wynika, ze zadna ze znanych glikozydaz nie
jest metaloproteidem. Jony metali nie majg tez — poza nielicznymi wy-
jatkami — zasadniczego wptywu na reakcje enzymatyczng (zob. 4b). Kom-
pleks glikozydaz z przeciwciatem zachowuje na og6t aktywno$¢ enzyma-
tyczng (41 ab, 43,47,48), co stanowi wiasciwos¢ rzadko ws$réd enzymow
spotykang a bardzo dogodng dla badan strukturalnych. Niektére glikozy-
dazy lizosomalne wykazuja roéwniez aktywnos$¢ transferazowa (49,50a,b,
5la,b). W komdrkach aktywno$¢é rozmaitych glikozydaz jest r6zna. Naj-
aktywniejszym enzymem we wszystkich tkankach jest |3-N-acetylogluko-
zoaminidaza (E.C.3.2.1.30), kilkaset razy nizsza jest aktywnos$¢ a-fukozy-
dazy (E.C. 3.2.1.51), a-mannozydazy (E.C. 3.2.1.24) czy a-heksozoaminidazy
(E.C. 3.2.1.50) — (Tabela 1). Trudno znalez¢ wytlumaczenie tego faktu.
Trudno tez znalez¢ uzasadnienie réznic tkankowych (Tabela 1i 2). W obre-
bie jednej tkanki stwierdza sie réwniez r6znice miedzy typami komérek —
na przyktad w watrobie najwyzsza aktywno$¢ enzyméw lizosomalnych
wykazujg komorki Kupfera, najnizsza zas komorki miazszowe (52a). Jest
to zgodne z og6lng zasadg, iz komorki fagocytujace zawierajg wiecej hy-
drolaz. Innym przykiadem tego zjawiska sa makrofagi z pecherzykow
ptucnych (52b).

Enzymy lizosomalne pojawiajg sie juz w komoérkach ptodu, przy czym
krzywa zaleznosci aktywnosci enzymu od wieku ptodu oraz od wieku po
urodzeniu — jest rozna dla réznych enzymdw (54,55). Enzymy komorek
ptodowych rdznig sie od enzymow osobnikéw dojrzatych. Wraz ze starze-
niem sie organizmu wzrasta aktywnos$¢ enzymow lizosomalnych, stajg sie



Tabela 1

Aktywnos$¢ wiasciwa roznych glikozydaz lizosomalnych

Enzym

P-glukozoaminidaza

[3-galaktozoaminidaza
P-galaktozydaza
a-galaktozydaza
i3-glukozydaza

a-fukozydaza
a-mannozydaza
P-glukuronidaza
a-glukozoaminidaza
cerebrozydo-(3-galaktozydaza

laktoceramido-p-galaktozydaza

GM(Vgalaktozydaza

Tkanka Leukocyty Fibroblasty
mdzgowa obwodowe hodowane
260 (55) 276x2(330)  3300—61002) (53¢)

14022) (53b)
— 1902) (53b) —
30» (55) (100) 1742) (53b) 282—6062) (53c)
272 (53b) 18—332) (53c)
15» (55) 4—182) (53c)
12» (55) 18» (53d)
9» (55) 1812) (53b) 38—85» (53c)
— — 30—3802) (144)
— — 5.4» (53d)
5—20* (53a) 3,2 (106) 0,56—5,6 (58, 100)
50%*> 0,81* (53a)
20—50 (53b) 0,25x (53a) —
8.5 (100)
13 (100) — —

Aktywno$¢ wyrazona w nmolach substratu hydrolizowanych w ciggu 1 godziny przez 1 mg biatka homogenatu

tkankowego lub x 106 komoérek.

Tabela podaje wartosci przyblizone, * — istota szara, ** —

istota biata. Substraty pochodne: \ pNP, 2, 4-MUB.

Tabela 2

Aktywnos¢ (3-glukozoaminidazy w réznych tkankach (55)

Tkanka

Ptyn mézgowo-rdz.
Surowica krwi
Nerw obwodowy
Miesien szkieletowy
Mézg

Trzustka

Jajnik

Tarczyca

Pluca

Serce

Sledziona

Nerki

tozysko

Watroba
Nadnercza

Aktywnos¢

0,6

1,8
242)
252)
262)
602
782
1209

1202
1302)

1709
2052)
2402
2502)
4002

*> nmoli pNP-/9-gluNAc na ml ptynu i godzine
2) nmoli pNP-/3-glcNAc na mg tkanki na godzing

[237]
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one tatwiej rozpuszczalne (54). W komérkach hodowanych in vitro aktyw-
nos$¢ wiasciwa glikozydaz lizosomalnych zalezy od fazy wzrostu hodowli
(56,57) i warunkéw hodowli (56,58). Wydaje sie, ze enzymy te syntetyzo-
wane sg we wszystkich fazach cyklu komérkowego (59). Stwierdza sie
jednak spore réznice miedzy poszczegdlnymi subkulturami (58,60).

Ogoélnym zaburzeniom metabolizmu towarzyszg tez czesto zmiany wia-
sciwosci enzymow lizosomalnych. Stwierdzono na przyktad w niektérych
przypadkach nowotwordw wzrost ogdlnej aktywnosci tych enzymow a tak-
ze zmiany ich wiasciwosci. W komorkach guza jelita dystalnego wiekszos¢
glikozydaz, nie roznigc sie optimum pH dziatania, r6zni sie od enzymodw
pochodzacych z sagsiednich komérek zdrowych wartoscig statej Michaelisa,
pKi wrazliwos$cig na inhibitory oraz podwyzszong temperature. Krzywa
inaktywacji cieplnej niektérych enzymow przybiera ksztatt sigmoidalny
(61). Zmiany dotycza prawdopodobnie struktury nieaktywnej czesci biatka
a nie centrum aktywnego. Charakterystyczne jest podobiefAstwo enzymow
nowotworowych z enzymami ptodowymi (61).

I1l. Charakterystyka poszczeg6lnych glikozydaz

I11-1. (3-N-acetyloheksozoaminidaza (E.C.3.2.1.30 — (3-2-acetamido-2-deoksy-D-gluko-
zydoacetamidoglukohydrolaza, (3-hcksozoaminidaza)

Enzym ten jest najwszechstronniej badany i najlepiej poznany ze
wszystkich glikozydaz, ale jego budowa wcigz nie zostata ustalona. Trud-
nosci i problemy napotkane przy badaniu wihasciwosci i wzajemnych sto-
sunkéw roznych form molekularnych tego enzymu omoéwiono do$¢ szcze-
gotowo, sa bowiem typowe dla badan tej grupy enzymoéw. Metodg elektro-
forezy na réznych poditozach — skrobi (62a,b,63,64), octanie celulozy (63,
65,66), zelu poliakryloamidowym (67), metodg elektroogniskowania (12,68,
70) oraz chromatografii jonowymiennej (19,62a,b, 64,69,70,71,72,73,74a i b)
i powinowactwa (72) stwierdzono, ze enzym ten wystepuje w Kilku posta-
ciach molekularnych. Przewazajg dwie postacie — termolabilna, bardziej
elektroujemna posta¢ A oraz termostabilna postaé B. Ich wzajemny stosu-
nek ilosciowy oraz obecnos¢ i ilos¢ innych form jest r6zna w rozmaitych
tkankach. Najwyzsza aktywnos$¢ enzymu stwierdzono w nadnerczach, nieco
nizszg w watrobie, tozysku i nerkach, najnizszg w tkance mézgowej i mies-
niach (Tabela 2). W watrobie, tozysku i nerkach jest stosunkowo najwiecej
formy B (55). W wiekszosci tkanek wystepuja dodatkowo termostabilne
formy Ij i 120 ruchliwos$ci posredniej miedzy A i B (19). W ptynach poza-
komorkowych — moczu (19,73), limfie (73), $linie (25), pozywce otaczajg-
cej hodowle fibroblastéw (22) wystepujg te same formy molekularne co
wewnatrz komorek. Wyjatek — jak juz pisatam w rozdziale Il — stanowi
surowica krwi i ptyn mézgowo-rdzeniowy (19) a takze tzy (73), gdzie wy-
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stepuje tzw. forma As— bardziej elektroujemna i stabiej wigzana przez
DEAE celuloze (19,25,73). W surowicy kobiet ciezarnych (25,68) a takze
niektorych oséb chorych na raka lub hiperlipidemie (68) wystepuje po-
sta¢ P termostabilna o ruchliwosci posredniej miedzy A i B—a zblizonej
do ruchliwosci 12 (19). Enzym P nie wystepuje nigdy w innych ptynach
ustrojowych ani tkankach (25,68). Biatko to czesto jest niejednorodne (68);
jego ilo$¢ wzrasta z zaawansowaniem cigzy. Przypuszcza sie, ze pojawienie
sie formy P jest stymulowane przez hormony sterydowe (25). W tkankach
chorych na wrodzony brak enzymu A i B (choroba Sandhoffa) (74a) wy-
kryto inng termolabilng forme enzymu nazwang S o wyzszej ruchliwosci
elektroforetycznej (47, 74b). W tkankach ludzi zdrowych enzym ten stano-
wi 0,1% aktywnosci (47).

Wszystkie wyzej wymienione postacie enzymu hydrolizujg syntetyczne
p-pochodne zaréwno N-acetylo-D-glukozoaminy jak N-acetylo-D-galaktozo-
aminy, ale aktywno$¢ wobec |3-N-acetyloglukozoaminidéw jest kilkakrotnie
wyzsza (36,47,70,71,75). Reakcje enzymatyczng w wyciggach komérkowych
stymuluje albumina (57,71), ktéra dziata ochronnie na enzym (71), a hamujg
jony octanowe (36,62a,76). Kationy metali nie majg wptywu na reakcje
z wyjatkiem jonéw Cu++, ktore reakcje hamujg (76). Inhibitorami o cha-
rakterze kompetytywnym sg 2-acetamido-2-deoksy-D-galaktono- i 2-aceta-
mido-2-deoksy-D-mannono-l,4-laktony; wiasciwosé ta zostata wykorzysta-
na do uzyskania metodg chromatografii powinowactwa preparatéw wol-
nych od innych aktywnosci enzymatycznych a wzbogaconych we wszystkie
formy molekularne p-heksozoaminidazy (77).

W $rodowisku silnie kwasnym (pH 2,0) wszystkie formy enzymu inak-
tywujg sie w sposob nieodwracalny (78). Inkubacja w pH 5,0 w tempera-
turze 50° w ciggu 3 godzin (20,36,68,78,79,80,81) lub 60° w ciggu 5 minut
(79) a takze w pH 2,8 w temperaturze 37° przez 5 minut (78) inaktywuje
enzym A, nie wplywajac na aktywnos$¢ pozostatych form. Wiasciwo$¢ ta
jest podstawa réznicowania aktywnosci A i B w mieszaninie.

Enzymy A i B zostaly rozdzielone i czesciowo oczyszczone po raz pierw-
szy przez Sandhoffa (75). Wisciwosci niektorych preparatow enzy-
matycznych zebrano w tabeli 3.

Nie wiadomo o ile r6znice w masie czgsteczkowej i sktadzie cukrowym
wyznaczanych przez réznych autoréw wynikajg z réznic metodycznych
a o ile z rzeczywistych réznic narzadowych. W przypadku innych glikozy-
daz r6znice narzadowe na pewno istniejg, skoro stopief inkorporacji enzy-
mow podanych zewnatrzkomdrkowo przez fibroblasty zalezy od tego, z ja-
kiego materiatu zostat on izolowany (14,15). l1zolowana (5-heksozoaminidaza
B hydrolizuje substraty syntetyczne oraz globozyd i asjalo-GM-gangliozyd
(75) (Ryc. 1), natomiast w przeciwienstwie do enzymu A (Tabela 3) nie roz-
ktada GM— gangliozydu (75) lub tez rozktada go w niewielkim stopniu
przy zachowaniu odpowiednich warunkéw preparatyki (40,49), (enzym izo-
lowany z tkanki niemrozonej — [40]). Prawdopodobnie swoisto$¢ poszcze-
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g6lnych form in vitro i in vivo jest r6zna. U chorych na wrodzony brak
N-heksozoaminidazy A (choroba Tay-Sachsa) obserwuje sie gromadzenie
duzych ilosci GM-gangliozydu i, w mniejszym stopniu, jego asjalopochod-
nej (Ryc. 1) (84) in vitro rozktadanej przez enzym B. Widocznie nawet
zwiekszona ilos¢ enzymu B — obserwowana w tych przypadkach — nie
jest w stanie usung¢ z komorki zbednych juz Gwmz:— gangliozydu i jego
asjatowej pochodnej.

W niektérych chorobach stwierdza sie dziedziczny brak fi-heksozoamini-
dazy A lub tez obu, A i B (41b,47,57,74a,84) — nigdy samej B— a wiec
istnieje zwigzek genetyczny miedzy tymi postaciami i powstanie formy A
wydaje sie by¢ zalezne od istnienia formy B. Enzym A reaguje z przeciw-
ciatem przeciw postaci B i vice versa (41a,b,85). W latach 1972—73 stwier-
dzono, ze diuzsze przechowywanie (41a,62b,75) oraz dziatanie niektoryh
handlowych preparatéw neuraminidazy bakteryjnej (12,41a,80) oraz nie-
oczyszczonej neuraminidazy z mozgu (ss) powoduje przejscie-.formy A
w postac ,,B-pochodng” — o identycznej termostabilnosci, ruchliwosci elek-
troforetycznej, wiasciwosciach immunologicznych i masie czasteczkowej
(43). Wyciagnieto wdéwczas z tego wniosek, iz postaé A jest sjalowg pochod-
na postaci B. Bytby to wiec wyjatkowy przypadek, w ktérym dotgczanie
czasteczki kwasu sjalowego zmieniatoby witasciwosci enzymatyczne — mie-
dzy innymi swoistos¢. Dalsze badania wykazaty jednak, ze oczyszczona
neuraminidaza odszczepia kwas sjalowy jedynie od *-heksozoaminidazy As>
wystepujacej w surowicy krwi (25). Czynnikiem przeksztatcajgcym enzym
A w enzym ,,B-podobny” jest mertiolat (etylo-rteciotio-salicylan) dodawa-
ny do handlowych preparatéw enzymatycznych jako czynnik konserwu-
jacy (25,43). Dziatanie mertiolatu polega prawdopodobnie na blokowaniu
grup -SH, gdyz dodanie cysteiny lub 2,3-dwumerkaptopropanolu chroni
enzym A (43) przed przeksztatceniem w enzym ,,B-podobny”. Dalsze bada-
nia wykazaty, ze kilkakrotne zamrazanie roztworu oczyszczonej Miekso-
zoaminidazy A w 3 M roztworze NaCl powoduje powstanie nowych form
B i S. Z mieszaniny enzyméw B i S w tych samych warunkach powstaje
enzym A niezaleznie od tego, czy do doSwiadczenia uzyto enzymow bez-
posrednio izolowanych z tkanek czy tez uzyskanych przez konwersje enzy-
mu A (87). Immunizacja nieoczyszczonymi preparatami heksozoaminidazy
lub oczyszczong heksozoaminidazg A wywotuje powstawanie dwu rodzajow
przeciwciat — jeden skierowany jest przeciw obu formom A i B, drugi skie-
rowany jest wylkacznie przeciw formie A, ale reaguje tez z formg S (47,74b).
Posta¢ ,,B-podobna” otrzymana przez dziatanie mertiolatu reaguje jedynie
z przeciwcialem przeciw obu formom (43,82). W przypadku wrodzonego
braku heksozoaminidazy A (choroba Tay-Sachsa) w tescie immunoelektro-
forezy homogenat tkankowy daje z surowicg anty-heksozoaminidazie A je-
den tuk precypitacyjny odpowiadajacy enzymowi B, w przypadku wrodzo-
nego braku obu aktywnosci (choroba Sandhoffa) dwa tuki precypitacyjne,
w pozycjach odpowiadajagcych enzymom A i B, oba pozbawione aktywnosci
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enzymatycznej (41la,b). Wyniki te wydajg sie potwierdza¢ hipoteze wysu-
nietg przez Robinsona i Carrola (ss), ze enzym sktada sie z pod-
jednostek, z ktdrych jedna, P, zawiera centrum aktywne, druga a, modyfi-
kuje czasteczke, umozliwiajgc reakcje z GM-gangliozydem. Schematyczny
wzdlr enzymu A bytby wiec and, enzymu B — (G*n (41a,87)— na przyktad
asPs i j3B natomiast forma S bytaby homopolimerem fancucha as (47,87).
Przypuszczenie to potwierdzajg wyniki badan nad “-heksozoaminidaza
miedzygatunkowych hybrydéw komorkowych (63), cho¢ tu opinie sg
sprzeczne (zob. 47). Robinson i wsp. (89) wyizolowali z homogenatéw
watroby nieaktywny peptyd o masie czasteczkowej 20 — 25 000, reagujacy
krzyzowo jedynie z przeciwciatem anty A. Przypuszczali wiec, ze jest to
tancuch a. By¢é moze jednak, jest to ten sam glikopeptyd, ktory wediug
Li i Li (46) nieswoiscie stymuluje hydrolize r6znych glikolipidow (Gm:
i Gm2 — gangliozydéw oraz tréjheksozyloceramidu) przez odpowiednie gli-
kozydazy.

Wyniki nowszych prac wnoszg nowe elementy. Wedtug Tallmana
i wsp. (40), ktérzy izolowali enzymy ze $wiezej tkanki, oba enzymy skia-
dajg sie z takich samych 4 podjednostek o masie 33 000, a r6znig sie rodza-
jem wigzania tych podjednostek — bytyby to wiec » konformery tego sa-
mego biatka. Wyniki te sg sprzeczne z wynikami wiekszosci innych auto-
row. Wedtug Srivastavy i wsp. oba biatka majg zablokowang grupe
aminowa w N-koricowym aminokwasie a C-koAcowy aminokwas stanowi
seryna w enzymie A a asparagina lub kwas asparaginowy w enzymie B.
Po S-karboksymetylacji lub dziataniu bezwodnika kwasu maleinowego
w obecnosci siarczanu dodecylu enzym B dysocjuje dajagc jedng podjed-
nostke o masie czasteczkowej 17 — 18 000, enzym A daje trzy podjednost-
ki — jedng gtéwng o masie czasteczkowej rowniez 17 — 18 000 i dwie 0 ma-
sie czasteczkowej 35 000 i 55 000 (76).

Wydaje sie, ze formy I, |2 i P sg zbudowane z analogicznych tafcuchéw
glikopeptydowych réznigcych sie fancuchem oligosacharydowym, ale wy-
stepujg one w bardzo niewielkich ilosciach i nie byty szczeg6towo badane
(zob. 87).

Na podstawie ostatnich prac przypuszcza sie, ze przyczyng choroby
Tay-Sachsa jest brak syntezy fanicucha a- wskutek czego powstaje jedynie
enzym B, nie ma enzymoéw A ani S, natomiast przyczyng choroby Sand-
hoffa brak syntezy taricucha  wskutek czego nie powstaje enzym A ani B,
natomiast fancuchy a- tworzg homopolimer, enzym S (87). Ta hipoteza nie
ttumaczy jednak obecnosci w tkankach chorych nieaktywnych enzymatycz-
nie biatek, w immunoelektroforezie zachowujgcych sie jak enzymy A i B
tj. reagujacych w przeciwciatem przeciw tancuchowi ji (41a,b).

Sandhoff iwsp. (74a,84) zaobserwowali interesujaca mutacje, w kt6-
rej P-heksozoaminidazy A i B zachowaty niezmienione wiasciwosci elektro-
foretyczne i normalng zdolno$é do hydrolizy substratow syntetycznych, ale
zatracity zdolnos¢ hydrolizy GMgangliozydu oraz jego asjalopochodnej,
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co prowadzito do ogromnego gromadzenia obu zwigzkéw w tkance mézgo-
wej. (74a,84). Nie wiadomo na czym ta mutacja polega.

Heksozoaminidaza B i — w mniejszym stopniu — forma A, wykazujg
réwniez aktywnos¢ transferazowg (49) — przenoszac N-acetyloglukozoami-
ne z p-NP-GIcNAc na kwasne terasacharydy pochodzace z hydrolizy siar-
czanu chondroityny. W warunkach optymalnych dla aktywnosci transfera-
zowej (pH 6,5) aktywnos¢ hydrolityczna i transferazowa formy B sg takie
same, natomiast forma A wykazuje wyzszg aktywno$¢ hydrolityczna.
Wernie iwsp. wyrazajg przypuszczenie, ze heksozoaminidaza przed in-
korporacjg do lizosomu moze spetnia¢ w cytoplazmie role transferazy (49).

Glukozoaminidaza C, najbardziej nietrwata, termolabilna, o najwyzszej
ruchliwosci elektroforetycznej, wystepujaca gtéwnie w tozysku i tkankach
ptodowych (65) a nigdy w surowicy (90) wydaje sie nie by¢ enzymem lizo-
somalnym a raczej rozpuszczalnym, cytosolowym (Tabela 3). Najwyzsza
aktywnos¢ stwierdzono bowiem we frakcji rozpuszczalnej homogenatu to-
zyska. Hydrolizuje ona jedynie P-N-acetyloglukozoaminidy i nie reaguje
z przeciwciatami skierowanymi przeciw heksozoaminidazie A i B (90).
Podobienstwo wiasciwosci elektroforetycznych enzymu C i S wywotuje
duze zamieszanie. Niektorzy autorzy uwazajg, ze to wtasnie enzym C jest
homopolimerem taricuch6w a, opierajac sie na spostrzezeniu, ze w miedzy-
gatunkowych hybrydach komorkowych geny kodujgce synteze enzymu A
i C wydaja sie by¢ sprzezone (63).

Przedstawione wyniki badan dotyczg fl-heksozoaminidazy czlowieka.
Zwierzeta miewajg odmienny uktad izoenzymoéw. W nerce konia stwierdzo-
no obecno$¢ trzech enzymoéw nazwanych A, B i A'. (Tabela 3). Postacie
A i B wydaja sie by¢ analogiczne do ludzkich. Nie stwierdzono przeksztat-
cenia enzymu A w B (91).

111-2. p-galaktozydazy (E.C.3.2.1.23, (3-galaktozydogalaktohydrolazy).

Badajac zdolno$¢ surowych homogenatow watroby do hydrolizy P-ga-
laktozydow w Srodowisku kwasnym stwierdzono elektroforetycznie istnie-
nie trzech form aktywnosci, z ktérych » gtéwne oznacza sie zazwyczaj lite-
rami A i B (92,93,94), formy C jest bardzo niewiele. W4asciwosci niekté-
rych preparatdw enzymatycznych przedstawia tabela 4. Ogrzewanie w 50°
inaktywuje oba enzymy A i B (95,96,97). W wyniku saczenia molekular-
nego na kolumnach z Sephadex G-200 uzyska¢ mozna dwie frakcje, ale en-
zymy w obu frakcjach majg dwa optima pH i statg KMtego samego rzedu
(95). Oba enzymy w 95°/0 absorbujg sie na kolumnie z konkanawaling A
i w 60°/0 na kolumnie z lektyng z kietkobw pszenicy, z czego wynika, ze za-
wierajg a-mannoze i N-acetylogalaktozoamine (38). Reakcje enzymatyczng
hamujg siarczanowe glikozoaminoglikany (98), natomiast chlorek sodu
w stezeniu 125 mM stymuluje reakcje (94,96,97,99), zapewnia liniowg za-
leznos¢ hydrolizy od czasu i ilosci biatka, stabilizuje enzym (94,96,97), zmie-
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nia optimum pH reakcji (96) oraz znosi hamujgcy wpityw glikozoaminogli-
kanéw (98). Obie formy enzymu hydrolizujg zaréwno syntetyczne substraty
jak i GM — gangliozyd, asjalo-GM-gangliozyd i laktoceramid (94,95,100),
natomiast nie hydrolizujg galaktozyloceramidu (97) (Ryc. 1). Aktywnos¢
przy optimum pH réwnym 6,0 wydaje sie nieswoista, znika bowiem w miare
oczyszczania enzymu, a w homogenatach optymalne pH hydrolizy GM-gan-
gliozydu wynosi 4,2 — 4,5 (101).

Hydroliza glikolipidéw zachodzi in vitro jedynie w obecnosci detergen-
téw (94,100). Stwierdzono identyczno$¢ centrum aktywnego enzymu dla
hydrolizy zaréwno GM-gangliozydu jak i 4-MUB-$-gal (102). Nor den
i wsp. stwierdzili, ze oczyszczona j*-galaktozydaza A w bardzo stabym stop-
niu hydrolizuje réwniez P-fukozydy, a-L-arabinozydy i laktuloze (102). By¢
moze przyczyna lezy jednak w niedostatecznym oczyszczeniu preparatu.
W niektorych przypadkach wrodzonych niedoboréw brak jest wszystkich
trzech typow aktywnosci (94), w innych jedynie aktywnosci B i C (93,95,
101). Sugeruje to istnienie powigzania genetycznego miedzy tymi formami.
Sugestie te potwierdza obserwacja, ze przeciwciata uzyskane przez immu-
nizacje enzymem A wytrgcaja z homogenatéw tkankowych zaréwno enzym
A jak i B (102), natomiast nie reagujg z obojetng |3-galaktozydaza o opti-
mum pH 6,0 (97). Posrednie dane Swiadczg o roli omawianego enzymu
w katabolizmie proteoglikanéw. W watrobie chorych, u ktorych stwier-
dzono brak jego aktywnos$ci, gromadzi sie glikopeptyd bedacy prawdopo-
dobnie posrednim produktem katabolizmu siarczanu keratanu. Budowe
jego tancucha oligosacharydowego przedstawia wzor I. (103). Glikopeptydy
0 podobnej budowie chorzy wydalajg z moczem (104). Dawson zaobser-
wowat dziedziczny brak jedynie enzymu hydrolizujgcego laktoceramid,
czego skutkiem byta akumulacja w tkance mdzgowej tego zwigzku oraz
niewielkich ilosci asjalo GM*, Gm2 i GM-gangliozydéw (105). Trudno po-
wiedzie¢, czy obserwowana mutacja powodowata zmiane swoistosci |3-ga-

P a S S
Gal(l - 4)[GIcNAc(l - 3)Gal]Zl - 4)GIcNAc(l - «)GalINAc—Tre—peptyd
P D
! (
Gal

laktozydazy, czy tez laktoceramid pochodzacy z gangliozyddw jest w tkance
madzgowej rozktadany przez inny enzym, ktérego brak w chorobie Dawsona.

Wydaje sie, ze in vivo wszystkie trzy formy prawidtowego enzymu od-
szczepiajg czasteczke galaktozy z zakonczenia taficucha oligosacharydowego
zarowno glikoproteidéow jak i glikolipidow o charakterze bardziej polar-
nym — gtownie gangliozyddw. Hydrofobowy charakter aglikonu uniemoz-
liwia zapewne kontakt enzymu z galaktozyloceramidem; natomiast w przy-
padku laktoceramidu dodatkowa czasteczka glukozy oddala dostatecznie
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galaktoze od ceramidu, co utatwia jej dostep do centrum aktywnego enzy-
mu.

Cerebrozyd (tj. galaktozyloceramid), jeden z podstawowych lipidéw
mieliny, hydrolizowany jest przez swoistg cerebrozydo-fl-galaktozydaze (54,
106), ktéra rozkilada procz tego réwniez psychozyne (galaktozylo-sfingo-
zyne), laktoceramid (107) oraz monogalaktozylodwugliceryd (50a). Opty-
malne pH reakcji in vitro wynosi 4,2 (107) do 4,5 (54) a reakcja wymaga
obecnosci taurocholanu i kwasu olejowego (54,107); stymuluje jg réwniez
Tween-20 i stearynian polioksoetylenu (54). Enzym nie hydrolizuje
pNP-P-Gal ani 4-MUB-(3-Gal — wydaje sie wiec, ze reaguje jedynie z ga-
laktozydami, ktérych aglikon ma charakter hydrofobowy.

Cerebrozydo-$-galaktozydaza mozgowa wykazuje rdwniez dziatanie
transgalaktozydazy. Donatorem galaktozy moga by¢ (w kolejnosci efek-
tywnosci): pNP-Gal, Gal-cer, laktoceramid, laktozylosfingozyna, 4-MUB-
-Gal, asjalo-GM, Gwm: oraz monogalaktozylodwugliceryd (50b). W odpowied-
nich warunkach okoto 10% odszczepionej galaktozy zostaje przeniesiona
na oleilo-sfingozyne (ceramid) z utworzeniem gala'ktozyloceramidu (50 a,b).
Akceptorem, précz ceramidu, moze by¢ prawdopodobnie glukozyloceramid;
produktem reakcji w tym przypadku jest laktoceramid (50b). Wydaje sie,
ze reakcja ta nie jest prostym odwroceniem reakcji hydrolizy. Prawdopo-
dobnie tworzy sie zwigzek posredni, z ktérego czgsteczka galaktozy moze
by¢ przeniesiona na wode (hydroliza) lub odpowiedni aglikon (synteza)
(patrz rozdz. 111-3) (50b).

W przypadku wrodzonego braku enzymu nieroztozony cerebrozyd wy-
wotuje pojawienie sie i rozrost tzw. komorek globoidalnych, cerebrozyd
infiltruje do tych komérek i w nich gromadzi sie (108). Podobny obraz (109)
uzyskuje sie przez podanie cerebrozydu do hodowanych in vitro komoérek
nerwowych. W rozwijajgcej sie tkance mézgowej komorki globoidalne pro-
liferujac ,zagtuszajg” komorki oligodendrogleju, ktdre zaprzestajg pro-
dukcji mieliny (110,111). W wyniku tego procesu stwierdza sie obnizenie
ilosci wszystkich lipidow wchodzacych w sktad mieliny — w tym roéwniez
cerebrozydu (110). W odréznieniu jednak od innych przypadkéw demielini-
zacji i dysmielinizacji zmieniony jest stosunek cerebrozydu do sulfatydu,
ktéry w istocie szarej zamiast 2,20 wynosi 3,53 (110). Wt6rnym nastepstwem
jest zaburzenie metabolizmu wszystkich innych lipidéw tkanki mozgo-
wej— miedzy innymi zmiana rozktadu odsetkowego gangliozydéw (i10,
112 ), zmiany w obrocie kwaséw ttuszczowych itp. (112).

111-3. (3-glukozydara (E.C.3.2.1.21, p-glukozydoglukohydrolaza)

Surowe homogenaty tkankowe hydrolizujg 4-MUB-P-Glc. W przypad-
ku homogenatu leukocytow (113,114) i tkanki moézgowej (115) reakcja ma
dwa szczyty optimum pH —okoto 4,5 i 53, w przypadku fibroblastow
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jeden, szeroki, przy pH 4,0 — 4,5 (44;114). Na og6t Triton X-100 (44) i inne
detergenty (51a,115,116) stymulujg aktywno$¢ przy pH 4,5, wedtug niekto-
rych autoréw w przypadku tkanki mézgowej przy pH 53 (115). W tkance
moézgowej znajduje sie najwyzsza aktywno$¢ w podwzgdrzu i korze moz-
gowej, najnizsza w mozdzku (115).

Istniejg podstawy do przypuszczen, ze w tkankach wystepujg dwa od-
rebne enzymy: rozpuszczalny o optimum pH 5,3 hydrolizuje glukozydy
drobnoczasteczkowe miedzy innymi 4-MUB-P-Glc (116,117) a takze gluko-
zydy sterydow (116), za$ nie hydrolizuje glukozyloceramidu, natomiast
drugi, bardzo silnie zwigzany ze strukturami subkomérkowymi, hydroli-
zuje 4-MUB-P-Glc, pNP-Glc (116,51a,b), 17-|3-estradiolo-17-P-glukozyd
i — 3-(i-glukozyd (116) oraz glukozyloceramid (51a,b, 116) i glukozylosfin-
gozyne (118) a takze, bardzo stabo, cellobioze, gencjobioze i $-metylogluko-
zyd (51a,b).

Tak wiec, cerebrozydo-fA*glukozydaza w odréznieniu od cerebrozydo-~-
-galaktozydazy, hydrolizuje zaréwno glikolipidy jak i glikozydy rozpusz-
czalne w wodzie. Niektore wiasciwosci fi-glukozydazy przedstawia tabela 5.

Ho i O’Brien (122 a,b) stwierdzili, ze petna aktywnos$¢ enzymatycz-
na |3-glukozydazy przejawia sie po potgczeniu dwu skitadnikéw — zwigza-
nego z btong sktadnika C i rozpuszczalnego glikoproteidu P. Skiadnik C,
wrazliwy na podwyzszong temperature, hydrolizuje wprawdzie glukozylo-
ceramid, ale prawie 10 razy szybciej hydrolizuje 4-MUB-8-Glc. Skfadnik
P nie ma wilasciwosci enzymatycznych i jest niewrazliwy na podwyzszong
temperature. Dodanie czynnika P podwyzsza 7,4 razy aktywnos$¢ enzyma-
tyczng skiadnika C wobec 4-MUB-GIc i az 39 razy wobec Glc-cer tak, ze
w rekonstruowanym enzymie stosunek obu aktywnos$ci wynosi 18 (122
a ib). Czynnik P powoduje tez przesuniecie optimum pH dziatania enzymu
izolowanego z tozyska z 6,0 — 6,5 do 5,0 (121 a). Byé moze czynnik P jest
identyczny z nieswoistym aktywatorem opisanym przez Li i Li (46).
Spadek aktywnos$ci enzymu w czasie przechowywania (121 a) oraz po roz-
cieficzeniu homogenatu (44) mozna ttumaczy¢ nietrwatoscig enzymu, od-
taczaniem sie czynnika P (121 a) lub tez brakiem fosfolipidowego aktywa-
tora (121 b).

Znane sg przypadki wrodzonego braku obu postaci enzymu (tzw. postaé
dziecinna choroby Gaucher) lub tez jedynie enzymu zwigzanego z elemen-
tami strukturalnymi (posta¢ mitodziefcza choroby Gaucher), (116) — co
sugeruje zwigzek genetyczny miedzy obiema formami enzymu. W narzg-
dach wewnetrznych tych chorych gromadza sie — précz glukozylocerami-
du — ogromne ilosci glikoproteidow o bardzo heterogennych tafncuchach
oligosacharydowych, co $wiadczy o udziale enzymu w katabolizmie tych
zwigzkéw (119,120). W tkance nerwowej obserwuje sie stosunkowo nie-
znaczne gromadzenie glukozyloceramidu, co nasuwa przypuszczenia, ze ce-
rebrozyd powstaty z gangliozyddéw usuwany jest w inny sposob (33). In
vivo inhibitorem glukocerebrozydazy jest N/n-heksylo-O-glukozylosfingo-

8 Postepy Biochemii
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zyna. Hodowane komoérki po dodaniu tego zwigzku do pozywki tracg zdol-
nos¢ rozktadania glukozyloceramidu — stajac sie modelem choroby Gau-
chera (33). Katabolizm gangliozydéw pozostaje niezmieniony (33). Oczysz-
czona cerebrozydo-fi-glukozydaza wyizolowana z mézgu (123) i ze $ledziony
(51 a i b) wykazuje réwniez aktywnos¢ transferazowg. Donatorem glukozy
moze by¢ 4-MUB-£-Glc, pNP-f3-Glc, Glc-cer i, w bardzo stabym stopniu,
dezoksykortykosterydo-glukozydy (51a), natomiast enzym nie stymuluje
przytagczenia wolnej glukozy ani przeniesienia jej czasteczki z (i-metylo-
glukozydu (123), UDP-glukozy i 1-P-glukozy (51a). In vitro reakcja za-
chodzi jedynie w obecnosci detergenta (5la,123) a stymuluje ja réwniez
glikoproteid Gauchera (51a,b,123). Kan fer iwsp. (51b) uwazajg, ze two-
rzy sie kompleks enzymu z substratem. Zaleznie od warunk6éw czasteczka
glukozy odigczona od kompleksu przeniesiona by¢ moze na czasteczke wody
lub ceramidu. Proponowany schemat reakcji przedstawia rycina 3 (p. str.
232).

111-4. a-galaktozydaza (E.C.3.2.1.22, u-galaktozydogalaktohydrolaza)

Metodg elektroforezy oraz chromatografii jonowymiennej mozna wyroz-
ni¢ dwie postacie kwasnej a-galaktozydazy — termolabilng forme A i ter-
mostabilng forme B (48,124,125). R6znice w ruchliwosci elektroforetycznej
obu postaci zaleza od podtoza i pH buforu. W elektroforezie na zelu skro-
biowym w pH 7,0 enzym A ma wyzszg ruchliwo$¢ anodowg (125), na octa-
nie celulozy w pH 6,5 — nizszg (131). Stosunek ilosciowy obu postaci jest
rézny w réznych tkankach (126). Metoda elektroogniskowania w wyciggu
z fibroblastébw mozna stwierdzi¢ heterogenno$¢ enzymu — uzyskano - pasm
aktywnos$ci o pi: 3,60; 3,74; 3,80; 4,34; 4,60; 6,40 oraz 6,80. Dwa ostatnie
sa prawdopodobnie agregatami (127). Wtiasciwosci enzymu przedstawia
tabela s.

Enzym A hydrolizuje zaréwno substraty syntetyczne i mellibioze jak
i glikolipidy (patrz Ryc. 1). Reakcje hydrolizy trojheksozyloceramidu (GI3
i substratéw syntetycznych r6znig sie od siebie optymalnym pH i charakte-
rem krzywej Lineweavera-Burka, a wzajemne hamowanie hydrolizy jed-
nego substratu — drugim nie ma charakteru kompetytywnego (128). Gliko-
lipid Gls rozkladany jest jedynie w obecno$ci Tritonu X-100 i taurochola-
nu sodu; albumina nieco hamuje reakcje, za$ obecnos¢ soli np. 0,2 M NaCl
lub (NH,,):S04 catkowicie jag hamuje. Hydrolize Gls hamuje produkt reak-
cji — laktoceramid, wyzsze stezenie Gal-Gal-cer oraz glukozyloceramid,
natomiast obecnos$¢ galaktozyloceramidu, ceramidu i kwasow tluszczowych
nie wptywa na przebieg reakcji a obecnosé¢ Gal-aGal-cer w niskich steze-
niach reakcje stymuluje (128). Hydrolize substratow syntetycznych hamuje
galaktoza i mellibioza (48,128,129a) oraz mioinozytol (48,129a), natomiast
obecno$¢ glikolipidéw, albuminy ani detergentéw nie wplywa na reakcje
(128). Na tej podstawie H o przypuszcza, ze hydroliza glikolipidow wyma-

&



¢ uBx

B

9 ERQgEL

Jgelsowa |

3 «Bold

Jjgeisowls |

P s BB- BBI2

oo x 0o T Eomuihi
O qooow 80 wnuw

B9 azoiphH

16X |ow T

wjigejowls |

W o _%Z@C*qu_.um# n_mw
%ﬁnﬁéz.f o X
o OTPm 6©"U6unn_b>.m

16emn

wjigejowsa ]

'UjIgR|OWID |

O ¥ dox su

P B 30 -
€19 alnzy
~gh _agets ozpreq —
907-- ®ezolqipw S0
— Roz SFRg
180 — 8o ' ¥o G'0
9 8B o e @)

g O B Z o

8Os =
pistm)

(sanez
IN[OEYA)]
€ =

©

n
rT

X

b

(T 9AY zied) &0 '3 9O V [EDED €1D
€19 Azouphy ea (¢
le9-e-gNIN-v  AziloapAy ea @
(suw0x-2—9
91UazdzsAz20Q)

(e} 8 0%sAz0}

Au0z9zsAz20
8 osg & W iz
BMOQOJIEM  BYURY L

= MOIA20X N3 |

g » BxDx £ BOBouwo

8 (auyouax-
-J—9 81UazdazsAza0)

o | 0%sAz0}

Je AuozazsAz20

alul0.%-9092  wAag
BMOQONEM  BYURY ]

- o Au0z9zsAz20
alulo-,G  whag

BMOQONBM  BYURYL

€52 MO1sE|qoIqH

OR - | ©Duwox

o 2= Agonem 1|

© BRI PO Uox

o x owowov wsid)
° teoRIN

AzepAzopjereb-e  1950MIDSBIAN

buijoj

a

VvV BUJIOJ

[252]



[25] GLIKOZYDAZY LIZOSOMALNE 253

ga odpowiedniej modyfikacji czasteczki a niektore glikolipidy (laktoceramid
i glukoceramid) wspdtzawodnicza o miejsce modyfikujace (128).

Enzym B, bardziej termostabilny, nie hydrolizuje mellibiozy (48,129a),
natomiast, wbrew dawniejszym sugestiom (48,128), hydrolizuje — cho¢
w bardzo niewielkim stopniu — tréjheksozyloceramid (GI3 (129a). Brak
aktywnosci a-galaktozydazy A w komdrkach, ktéremu towarzyszy zazwy-
czaj podwyzszenie aktywnosci a-galaktozydazy B (129 b) powoduje groma-
dzenie sie w tkankach, tréjheksozyloceramidu (zob. 4 a i b). Fakt ten suge-
ruje, ze in vivo glikolipid jest hydrolizowany gtéwnie, jesli nie jedynie,
przez enzym A. Krzywa zaleznosci aktywnosci enzymu B od temperatury
sugeruje, ze w temperaturze 25° biatko enzymatyczne zmienia konforma-
cje (48). Dziatanie neuraminidaza na mieszaning enzymoéw powoduje
zmniejszenie ruchliwos$ci anodalnej poszczeg6lnych postaci enzymu (126,
130), lecz nie powoduje przejscia jednej postaci w drugg (48,126,131).
Dziatanie neuraminidazg na oczyszczony enzym nie zmienia wiasciwosci
enzymatycznych enzymu A, natomiast zmniejsza do 1/3 zdolno$¢ enzy-
mu B do hydrolizy glikolipidu Fabry’ego (131). Przeciwciala uzyska-
ne przez immunizacje oczyszczonym enzymem A precypitujg jedynie en-
zym A i jego desjalowa pochodng, to samo dotyczy przeciwciat przeciw
enzymowi B (48, 124), co $Swiadczy o odrebnosci obu biatek. Dziedziczny
brak aktywnosci a-galaktozydazy A (tzw. choroba Fabry’ego) przekazy-
wany jest jako cecha zwigzana z chromosomem X (132, zob. 4 a i b), dla-
tego przypuszczano, ze ,,gen rzadzacy synteza” a-galaktozydazy A miesci
sie na tym chromosomie. Okazato sie jednak, ze mieszance konia i osta —
zarowno mutly jak i ostomuty — maja, niezaleznie od pici, dwa izoenzymy
pochodzace od obojga rodzicdw (125). Wydaje sie wiec, ze gen struktural-
ny miesci sie¢ na innym chromosomie, natomiast na chromosomie X znaj-
duje sie gen kontrolujacy ekspresje enzymu, albo tez, ze enzym zbudowa-
ny jest z podjednostek i synteza jednej z nich kontrolowana jest przez gen
umieszczony na chromosomie X.

I11-5. u-fukozydaza (E.C.3.2.1.51, a-L-fukozydofukohydrolaza)

Udziat fukozydazy lizosomalnej wydaje sie konieczny w katabolizmie
glikoproteidéw i ztozonych fukoglikolipidéw na przyktad substancji grupo-
wych krwi. Niektére fakty posrednio potwierdzajg to przypuszczenie —
brak aktywnosci a-fukozydazy kwasnej prowadzi do gromadzenia obu ro-
dzajow zwiazkéw w tkankach chorego (133 a i b). Niestety bardzo mato
wiemy o tym enzymie. Zostaly oczyszczone a-fukozydazy nielizosomalne na
przyktad z najgdrza szczura enzym o0 masie czastkowej 2:10— 220 ooo, pi
6,3 i optimum pH 6,3 (134). Przy pomocy elektroforezy na skrobi w homo-
genacie watroby (135) w fibroblastach i limfoblastach (23) mozna wyr6znic¢
6 pasm enzymu aktywnego w pH 4,8, w leukocytach obwodowych — 3 do
4, natomiast w osoczu tylko jedno pasmo roznigce sie od pozostatych naj-



254 B. CZARTORYSKA [26]

wyzszg ruchliwoscig anodalng (23). pi poszczegélnych pasm otrzymanych
z homogenatu watroby wynosi: 6,9, 6,5, 6,1, 59, 57, 55, (135). Dziatanie
neuraminidazg na homogenat zmniejsza ruchliwo$¢ dwu pasm anodalnych
(23, 135). Jedynie niektore z tych form sg zapewne pochodzenia lizosomal-
nego. Turner i wsp. zauwazyli polimorfizm genetyczny a-fukozydazy
kwasnej, widoczny najwyrazniej po rozdziale metoda elektroogniskowania
biatek homogenatu leukocytow poddanego najpierw dziataniu neuramini-
dazy. Wyréznia sie trzy fenotypy— 1, 2 i 2-1, bedace rezultatem dziatania
dwu allelicznych genéw kodominujagcych Fu: i Fu2 W badanej populacji
Nowego Yorku wsrdd biatych gen Fu: byt trzy razy czestszy a wséréd Mu-
rzynéw 13 razy czestszy od genu Fu: (136).

Metodg sgczenia molekularnego na kolumnie Sephadex G-200 rozdzieli¢
mozna z homogenatédw réznych tkanek dwie gtdwne aktywnosci a-fukozy-
dazy. Obie frakcje tacznie sg termostabilne. Oddzielna frakcja | zachowuje
termostabilno$¢ a inaktywuje sie w czasie inkubacji w pH alkalicznym
(137,138); lepiej rozkiada 4-MUB-a-Fuk (optimum pH 55) (138) a nieco
gorzej pNP-a-Fuk — (optimum pH 4,5—5) (137,138). Oddzielona frakcja
Il staje sie termolabilng, inaktywuje sie po inkubacji w $rodowisku kwas-
nym (pH 5,5) (137,138) a optimum pH jej dziatania wynosi 5,5 (137) czy tez
6,0 — 6,5 (138). Wydaje sie, ze enzymem lizosomalnym jest jedynie enzym
I (138). Badajac hydrolize 4-MUB-a-Fuk przez homogenat watroby w pH
5,4 oznaczono KMréwne 8,5X10_5M (135).

111-6. a-manwydaza (E.C.3.2.1.24, a-D-mannozydomannohydrolaza)

Enzym ten jest bardzo mato poznany. Z homogenatow tkankowych przy
pomocy chromatografii na kolumnie z DEAE-celulozy mozna rozdzieli¢ trzy
aktywnos$ci kwasnej a-mannozydazy A, B i B2 o optymalnym pH hydrolizy
i wzajemnym stosunku charakterystycznym dla danej tkanki (139,140).
Formy te prawdopodobnie réznig sie zawartoscig kwasu sjalowego i, by¢
moze, konformacjg (140). Wedtug niektorych autorow forma A przechodzi
w B nie tylko pod wptywem neuraminidazy (140) ale takze spontanicznie
w czasie przechowywania, przy czym nie tylko maleje pi, ale wzrasta tez
masa czasteczkowa (139). Aktywnos$¢ obu enzymédw hamuje EDTA oraz
jony Co++ a stymulujg jony Zn++ (139). Termolabilny enzym o optymal-
nym pH 6,5 (139,140) prawdopodobnie nie jest enzymem lizosomalnym.

111-7. (3-glukuronidaza (E.C.3.2.1.31, |3-D-glukuronidoglukuronohydrolaza)

(3-glukuronidaza wystepuje zaréwno w lizosomach jak i w mikroso-
mach — w obu przypadkach do$¢ silnie zwigzana jest z btong organelli.
Zawiesina mikrosomoéw hydrolizuje P-fenolftaleinoglukuronid, co sugeru-
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256 B. CZARTORYSKA [28]

je, ze enzym znajduje sie po zewnetrznej stronie blony, gdyz substrat
ten nie wchodzi do wnetrza kanalikdéw (39). Wniosek ten potwierdzaja ba-
dania nad solubilizacjg enzymu (141). W mikrosomach wystepuje on w licz-
nych formach o ruchliwos$ci podobnej do mniej elektroujemnych form wy-
stepujacych w lizosomach. Dziatanie trypsyna, chymotrypsyng lub wycia-
giem z lizosomoéw powoduje przesuniecie w obrazie elektroforogramu, kté-
ry staje sie podobny do obrazu bardziej elektroujemnych enzyméw lizoso-
malnych (39). Byé moze, ze w mys$l teorii Goldstone’a iwsp. (10), nie-
ktore z enzymoéw mikrosomalnych sg prekursorami enzyméw lizosomal-
nych. Wiaczenie do systemu lizosoméw odbywatoby sie w tym przypadku
nie po dotaczeniu kwasu sjalowego a raczej po odczepieniu jakiego$ pep-
tydu. W lizosomach watroby szczura stwierdzono metodg elektroognisko-
wania obecno$¢ okoto 12 pasm aktywnosci o pi od 5,58 do 6,02, wrazliwych
na dziatanie neuraminidazy (39). Witasciwosci niektérych preparatéw enzy-
matycznych przedstawia tabela 7.

Przedstawione w tabeli dane ilustrujg réznice zarbwno miedzygatun-
kowe jak i miedzynarzgdowe. Niestety niewiele wiemy o P-glukuronidazie
ludzkiej. Elektroforetycznie stwierdza sie réznice tkankowe — na przyktad
w plytkach krwi wystepujg trzy formy, a w tozysku dwie (14). Enzym
reaguje z przeciwciatami uzyskanymi przez immunizacje enzymem izolo-
wanym z tkanek szczura (14). Brak aktywnosci P-glukuronidazy w tkan-
kach prowadzi do nadmiernego gromadzenia oraz wydalania z moczem
nieroztozonych mukopolisacharydéw. Choroba ta znana jest pod nazwg
mukopolisacharydozy VI (zob. 3).

Il1-s. Neuraminidaza (E.C. 3.2.1.18, mukopolisacharydo-N-acetyloneuraminylohydrola-
za, sjalidaza)

Na podstawie niezbyt obfitych danych doswiadczalnych mozna przy-
puszczac, ze istniejg co najmniej trzy rodzaje neuraminidazy — rozpuszczal-
na, zwigzana z btong plazmatyczng lub synaptyczng oraz lizosomalna —
patrz tabela s. Przyczyng rozbhieznosci opinii na temat wasciwosci neura-
minidazy lizosomalnej moze by¢ obecno$¢ lub nieobecno$¢ w badanych
preparatach enzymu z bton synaptycznych lub plazmatycznych. Wedtug
Gielsena (153) gtbwnym zadaniem rozpuszczalnej neuraminidazy jest
regulacja metabolizmu glikoproteidéw rozpuszczalnych przez regulacje
wydalania ich poza komorke i wychwytywania przez hepatocyty (26), nato-
miast enzym wbudowany w btone synaptyczng czy plazmatyczng, majac
bezposredni kontakt ze wspottworzacymi jg glikoproteidami i gangliozyda-
mi regulujg strukture a wiec i funkcje tych blon. Neuraminidaza lizoso-
malna degraduje makroczasteczki, pochodzace ze zniszczonych czy zuzytych
struktur. By¢ moze, ze w prawidtowej komorce do lizosomu docierajg gan-
gliozydy czeSciowo roztozone przez neuraminidaze synaptosomalng. Sek-



Amoulwelinauo|A1aoe-N-0IpAyape‘z
Asyozap-z sewy e  plwes)oojAu
-ajoaiu-d du [aulfiapreq Azepiuiw
-einau  Alouqiyui ifoxeas elnwey aN

Ausbialep ( +) ‘Azopjejojels alnzijolpAy oN
0o XN 9 ZBo .0 xE 0= Px o o XBo =
#4495 4405 8 B 3P5° o _ o x =2 00y 4 o xg =9 SWg
(aule|
-90IW  auezdls auzoMA  peuod ) oo Z=0
o TNPERD ~ A O BB o & - @9 AzjoipAy Ny -du) ApAzoyBueBorelsnmp oYAL

W@o o co 8 8 oNgo8 ZBO D5 g W._M_H P @ N
g °0 T TO
BOGB 6 209 oz ) 8 L BESSE~ sosey w R0 B8
90 o O« LfuBp
00T-X huopil auazd)s apjosim (—) T

00T-X huowil awazdls apsiu (+) ezopie|ofels
8 1 56 TECDBE— = .
+40Z + R @b £old = O

00T-X uomiL(-)
‘TOM |0BN ‘1017(-) PR B ® ol woo® 8 onfin«t ol EON 95

ezopje|ojels

0 ©o 0 BuE3

- o *8D = P ¢ |-AO <0 BB ES R muf2
o x& o O B0y 985
- (§8]
++D ++@X ++0Z I~ -mopiarosdosyiB  alnzioiphy
00TX WowL (+) o B OFY ORaoto & Lo ,PeyS oxx8 BO ot
(—) Aonquyur |

(+) Aorenwis :Arensqns  alnzijoipAH

[90dzIaIMz  Azepluiweinau 19S0MIOSeIWM  SI0DBIN
ejsceL

s R (x oo
TEPERD0 W {3

>
vy &, S_Bow ol =z

AuzofrewAzua 1eredald

- VYIB QO N =
A0 BnzE &8s,
x o WQW@ edmdem.w_ 5O TP

B AKoojwi
0s © enal euens
vy s > o oo

- B Mmo1K00}wi|
euzofrewze|d euoig
S S Agonem

euzofrewze|d euog

6'C . 2o Jdfo Ao

8'G ™ eqoiem
200 20w 8 =T

s 1 Zo w0 Do
<3 woper B
wo felsreiN

“iEL

3UJBUICSOZI) AuiAzug

ipXuZO/CIEUIZE[d

Amojosoj

-Xo uitéug

uojgq z ui/Czug

[257]



258 B. CZARTORYSKA [30]

wencja degradacji gangliozydoéw w médzgu jest niejasna (Ryc. 1). Z jednej
strony wydaje sie, ze tkanka posiada komplet enzyméw pozwalajacy na
degradacje trojsjalo-gangliozydéw wediug schematu zaproponowanego
przez Tallmana i Brady’ego (45 b), tj. ze kazdy gangliozyd ma dwie mozli-
wosci katabolizmu i albo neuraminidaza odszczepia kwas sjalowy albo
odpowiednia glikozydaza galaktoze lub heksozoamine. Z drugiej strony
w przypadku wrodzonego braku aktywnosci (5-galaktozydazy lub P-hekso-
zoaminidazy gromadzi sie gtéwnie gangliozyd i minimalne ilosci asjalogan-
gliozydu. Wydaje sie, ze przyczyng tego faktu sg przeszkody przestrzenne
wynikajace badz to z budowy czasteczki gangliozydu, ktéra utrudnia do-
step enzymu, gdy kwas sjalowy przytaczony jest w srodku tancucha oligo-
sacharydowego badz tez z ,,mikroarchitektury” lizosomu, utrudniajgcej
kontakt gromadzonego zwiazku z enzymem.

1V. Uwagi konhcowe

W poprzednim rozdziale czytelnik znalazt gars¢ informacji o wynikach
badan nad solubilizowanymi i izolowanymi gllkozydazami lisosomalnymi.
Nalezy specjalnie podkresli¢ réznice miedzy sytuacjg w probdwce i sytuacja
w lizosomie w nienaruszonej komorce. Dotyczy to przede wszystkim swois-
tosci enzymu — ze powtorzymy przyktad (5-heksozoaminidazy B, ktéra
in vitro hydrolizuje asjalo-GM-gangliozyd i GMrgangliozyd a usung¢ ich
z komérki nie jest w stanie. W lizosomie rézna jest zarowno konformacja
biatka enzymatycznego jak i forma substratu. Wiekszos¢ heteropolisachary-
déw trudno rozpuszcza sie w wodzie i tatwo tworzy kompleksy z innymi
zwiazkami. W przypadku glikolipidow czasteczka ma charakter mniej lub
wiecej hydrofobowy, czego wynikiem jest charakterystyczna kinetyka
reakcji. W roznych przypadkach rézna jest zalezno$¢ reakcji od stezenia
enzymu, stezenia substratu oraz obecnosci innych biatek, w zaleznosci Od
tego, czy z enzymem reaguje substrat w formie monomeru czy micelli oraz
czy zachodzi rbwnowaga miedzy tymi formami (154). W zdrowej komorce
aktywnos$¢ enzymow lizosomalnych wydaje sie by¢é wystarczajgca do usu-
niecia wszelkich zbednych makroczasteczek. Inaczej bywa w stanach pato-
logicznych. Medycyna wyr6znia catg grupe tzw. chordéb lizosomalnych.
Pierwotng ich przyczyng jest btad w zapisie informacji genetycznej, kt6-
rego skutkiem jest brak lub zmiana okreslonej aktywnoS$ci enzymatycznej.
Opisano choroby zwigzane z brakiem lub obnizeniem kazdej z omawianych
glikozydaz, précz neuraminidazy, cho¢ ostatnio ukazata sie praca, ktérej
wyniki sugerujg brak aktywnosci neuraminidazy w fibroblastach chorych
na mukolipidoze Il (I-cell disease) (155). Znane sg analogiczne choroby
zwierzat. Psy miewajg chorobe analogiczng do choroby Krabbego — tj.
w tkankach chorych brak aktywnosci galaktocerebrozydazy (157). Zdarzaja
sie koty sjamskie, w ktérych tkankach brak aktywnosci fl-galaktozydazy
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rozktadajgcej substraty syntetyczne i Givg-gangliozyd (156 a i b). Najbar-
dziej ewidentym nastepstwem braku enzymu w lizosomach jest akumulacja
nieroztozonego metabolitu — glikolipidu, glikoproteidu, glikozoaminoglika-
nu —w tkankach a $cisle mowigc w cytoplazmie komérek. Stad dawna naz-
wa choroby spichrzeniowe. O rozmiarach akumulacji $wiadczy na przyktad
fakt, ze u chorych, w komdrkach ktérych brak jest aktywnosci *-glukozy-
dazy, nieroztozone metabolity powoduja, ze w wieku kilkunastu lat $ledzio-
na wazy¢ moze ponad 2 kg — zamiast kilkuset graméw (120). Nie rozktada-
ny zwigzek czy zwiazki gromadzg sie w lizosomach — czesto w postaci agre-
gatbw z innymi substancjami. Powoduje to pecznienie, proliferacje,
wreszcie pekanie lizosomow, wylewanie sie enzymow do cytoplazmy, za-
chwianie rownowagi metabolicznej. Zmiany te majg zawsze charakter po-
stepujacy.

W przypadku braku P-heksozoaminidazy A w cytoplazmie kory mézgo-
wej powstajg tzw. ,,btonowe ciata cytoplazmatyczne” (MCB), pochodzenia
lizosomalnego, metodami histochemicznymi stwierdzono w nich bowiem
obecno$¢ kwasnej fosfatazy (158 a). Podobne twory znajduje sie w przy-
padku braku P-galaktozydazy (158 b, ¢). W obu przypadkach zbudowane sg
one z gangliozydu Gwm: lub GM ktdry stanowi 1/3 ich suchej masy, a takze
z cholesterolu, fosfolipidéw — gtéwnie lecytyny —, niewielkich ilosci gli-
kolipiddw obojetnych — w tym gtéwnie glukozyloceramidu — oraz biatka
stanowigcego okoto 1l°/o suchej masy (158 b). Powstawanie analogicznych
tworéw w cytoplazmie hodowanych in vitro fibroblastéw pochodzacych od
chorych mozna sprowokowaé przez podanie zewnatrz komorkowo odpo-
wiedniego gangliozydu (109). Prawdopodobnie sg to ,,zablokowane” lizoso-
my. W przypadku braku ~-glukozydazy — w $ledzionie chorych obserwuje
sie szereg gesto upakowanych, skreconych tworéw ztozonych z dwu
warstw (ang. bilayers) o grubosci ¢ nm. Lipidy — glukozyloceramid, fos-
folipidy i wolny cholesterol w stosunku molowym 12 :s:2 — stanowig ss %
tych struktur, reszta to glikoproteid o masie czastkowej 95 000 oraz pep-
tyd o masie czgsteczkowej 26-38 000. Glikoproteid jest prawdopodobnie
umiejscowiony wewnatrz tych tworéw, bowiem sg one oporne na dziala-
nie pronazy (159). Powstawanie tych tworow jest przykiadem ,,btonotwor-
czych” wiasciwosci glikolipidow. W wyzszych stezenia agregujg one z in-
nymi substancjami, tworzac struktury btonowe, w ktérych inne skfadniki
sq niedostepne dla wiasciwych enzyméw lizosomalnych. Byé moze naste-
puje tez reagregacja fragmentdw bton. W przypadkach braku (5-galaktozy-
dazy stwierdza sie nieprawidtowosci w sktadzie estrow cholesterolu. Estry
te zawierajg nienasycone kwasy tluszczowe a wiec kwasy wystepujgce
zazwyczaj w pozycji P-lecytyny. Ttumaczy¢é to mozna aktywacjg fosfoli-
pazy A lub tez transacylacjg (160). W przypadkach braku heksozoamini-
dazy A stwierdza sie réznice w sktadzie wolnych aminokwaséw w tkance
maézgowej miedzy innymi spadek ilosci hydroksyproliny, glutaminy, gli-
cyny, alaniny a wzrost ilosci asparaginy, kwasu asparaginowego (161). Te



260 B. CZARTORYSKA [32]

dwa przykitady ilustruja — jak odlegte bywajg wtdrne skutki omawianych
schorzen od ich przyczyn. Nieprawidtowosci katabolizmu gangliozyddéw
wywdbtujg zmiany degeneracyjne najpierw w korze mézgowej, a pozniej
réwniez w istocie biatej, powodujac rozpad poczatkowo prawidtowo utwo-
rzonej mieliny.

Tak wiec wszelkie nieprawidtowos$ci w dziataniu enzyméw lizosomal-
nych zaburzajg prawidtowe dziatanie organizmu a obserwacja stanéw pato-
logicznych zwraca uwage na ogromng i doniostg prace wykonywang przez
te organelle w zdrowej komdrce.

Spostrzezenia te pobudzajg do nowych badan. Wcigz jeszcze wiemy
niewiele o szeregu nie omawianych w artykule enzymach: a-heksozoamini-
dazie i a-iduronidazie — gtdéwnych czynnikach katabolizmu glikozoamino-
glikanéw oraz B-ksylozydazie, a-arabinidazie B-fukozydazie itp. Nieznana
jest ,,mikroarchitektura” lizosomu i rozmieszczenie w nim enzymdw, nie-
znany sposob kontaktu makroczasteczki z kompletem odpowiednich enzy-
mow, mechanizm reakcji, czynniki in vivo modyfikujgce swoistos¢. Nie
znamy tez doktadnie mechanizméw rzadzacych powstawaniem lizosomu
i umiejscowieniem w nim poszczeg6lnych enzyméw. Wszystkie te zagad-
nienia sa przedmiotem intensywnych badan.

Artykut nadszedt 3.11.1976; po rewizji autorskiej otrzymano 22.12.1976.
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Budowa chemiczna zwigzkéw zaliczanych do grupy glikozoaminoglika-
néw oraz ich kompleksow biatkowych, a takze rola biologiczna i metabo-
lizm zostaly omoéwione niedawno na tamach Postepu Biochemii (1). W ni-
niejszej pracy opisane bedg metody wyodrebniania glikozoaminoglikanow
z tkanek, ich rozdzielania i ilosciowego oznaczania.

I. Wyodrebnianie glikozoaminoglikanow.

1-1. Przygotowanie tkanki.

Pierwszym etapem wyodrebniania glikozoaminoglikanéw z tkanek jest
doktadne rozdrobnienie badanego materiatu przy uzyciu homogenizatoréw
nozykowych lub ttoczkowych, przy réwnoczesnym chtodzeniu.

Nastepnie tkanke poddaje sie odtluszczaniu mieszaning alkoholu lub
acetonu z eterem albo chloroformu z metanolem, poniewaz lipidy utrudnia-
ja penetracje kwasoéw i wodnych roztworéow do tkanki. Tkanki bogate
w waph (kosci i chrzastki) powinny by¢ odwapnione wersenianem w pH
wyzszym od s w temperaturze 37°C.

1-2. Uwalnianie glikozoaminoglikanéw z komplekséow biatkowych.

Glikozoaminoglikany tkanki tgcznej wystepujg przewaznie w formie
kowalencyjnych potaczen z biatkami, dlatego kolejnym etapem wyodreb-
niania jest uwolnienie ich od komponenty biatkowej.

Najlepsza jak dotad i najczesciej stosowang metodg jest hydroliza sktad-
nika biatkowego przy uzyciu enzymdw proteolitycznych. Szczeg6lnie od-
powiednie do tego celu sg proteazy roslinne: papaina, bromelina i ficyna.
Trawienie papaing przeprowadza sie w pH bliskim obojetnego (pH 6,0 —
7,5). Odporno$¢ enzymu na stosunkowo wysoka temperature 65 — 70°C)
pozwala na prowadzenie proteolizy w warunkach uniemozliwiajgcych roz-
woj bakterii. Dla uzyskania petnej aktywnosci, papaine nalezy aktywowac
czynnikami redukujgcymi (cysteing, 2,3-dwumerkaptopropanolem) lub
cyjankiem potasu (2) w obecnosci EDTA (3,4,5). Odpowiednie stezenie
EDTA, z uwagi na jego zdolno$¢ kompleksowania jonéw wapniowych, jest
szczegOlnie wazne. Ekstrahowanie glikozoaminoglikanéw z tkanek bogatych
w wapn wymaga stosowania wyzszych stezen EDTA podczas proteolizy
(¢). EDTA kompleksuje rowniez jony metali ciezkich, ktérych sladowe
ilosci katalizujg reakcje utleniania cysteiny zmniejszajac jej aktywujace
dzialanie na enzym. Zbyt wysokie jednak stezenie EDTA zmienia wiasci-
wosci glikozoaminoglikanéw szczegOlnie hialuronianu, wptywajac na sche-
mat elucji w toku pézniejszego ich frakcjonowania (s). Pronaza B dziata po-
dobnie jak papaina, nie wymaga jednak uprzedniej aktywacji.

Czas prowadzenia proteolizy zalezny jest od rodzaju badanej tkanki
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i wynosi zwykle od kilku do kilkunastu godzin. llo$¢ uwolnionych glikozo-
aminoglikanéw z aorty krdlika po 4-godzinnym trawieniu nie réznita sie
od ilosci uzyskanej po 12 godzinach trawienia tkanki (s). Catkowity za$
rozpad tkanki skdrnej trawionej papaing nastepowal po s godzinach (7).
Chrzastka z kolei wymaga znacznie dluzszej proteolizy siegajgcej nawet
24 godzin (s). Po enzymatycznej hydrolizie ewentualnie niestrawiong pozo-
stato$¢ usuwa sie przez wirowanie.

1-3. Wytracanie glikozoaminoglikanéw z wyciggéw tkankowych.

Jednym z najprostszych sposobéw wydzielania glikozoaminoglikanéw
z wyciagow tkankowych jest ich wytracenie dwu- lub trzykrotng objeto-
Scig etanolu w obecnos$ci chlorku sodowego lub wapniowego, a najlepiej
octanu sodowego (9), ze wzgledu na dobra rozpuszczalnos¢ tej soli w alko-
holu. Jesli rownoczes$nie z polisacharydami wytracajg sie sole nieorganicz-
ne, mozna je usungC przez rozpuszczenie osadu w wodzie i ponowne wy-
trgcenie alkoholem. Stosowanie etanolu do wytrgcania glikozoaminoglika-
néw z wyciggéw tkankowych stwarza niebezpieczenstwo réwnoczesnego
wytracenia biatka. Mozna tego uniknga¢ usuwajac biatko, np. kwasem troj-
chlorooctowym przed wytrgceniem glikozoaminoglikanow.

W 1955 roku Scott (10) zastosowat po raz pierwszy do wytracenia
polianionéw dtugotancuchowe alifatyczne sole amoniowe. Glikozoaminogli-
kany tworza ze zwiazkami takimi jak bromek cetylotréjmetyloamoniowy,
chlorek cetylopirydyniowy lub bromek cetylopirydyniowy, czwartorzedowe
kompleksy amoniowe, trudno rozpuszczalne w roztworach wodnych o nis-
kiej sile jonowej. Siarczan keratanu nie wytragca sie z roztworéw o pH blis-
kim 7, mozna go jednak wytraci¢ w obecnosci boranu przy pH 9,5 (9).

Wytracanie glikozoaminoglikandéw przy uzyciu dtugotancuchowych soli
amoniowych stosowano zaréwno w pracach na skale makro jak i mikro,
w badaniach sktadu krazkéw miedzykregowych (11,12) chrzastki (11,13)
i sciany aorty (6,14).

W przypadku stosowania soli amoniowych do wytrgcania glikozoamino-
glikanow z hydrolizatu tkankowego pominaé mozna etap odbiatczania.
Punkt izoelektryczny wiekszosci biatek jest znacznie wyzszy od pH warun-
kujgcego jonizacje anionowych grup glikozoaminoglikanéw. Dodawanie
zatem soli amoniowej do roztworu powoduje wytrgcanie glikozoaminogli-
kanow, podczas gdy biatka oraz produkty trawienia pozostajg w roztworze.

1-4. Otrzymywanie rozpuszczalnych soli glikozoaminoglikan6éw.

Czwartorzedowe kompleksy amoniowe glikozoaminoglikandéw oddzielo-
ne od produktéw proteolizy, mozna zamieni¢ w rozpuszczalne w wodzie
sole potasowcéw lub wapniowcéw. Metody otrzymywania soli glikozoami-
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noglikandw mozna podzieli¢ na dwie zasadnicze grupy. Pierwsze z nich
opieraja sie na rozpuszczalnosci komplekséw amoniowych glikozoaminogli-
kandw w stezonych wodnych roztworach soli nieorganicznych. ,,Zdolno$é
rozpuszczajaca” roztwordow soli nieorganicznych zalezy gtdwnie od rodzaju
kationu, a w mniejszym stopniu rowniez od anionu i uklada sie w szereg
K+> Na+> Li+> Ca++ !> Mg +. Kompleksy rozpuszczajg sie tatwiej
w podwyzszonej temperaturze (35—40°C) w obecnosci niewielkiej ilosci
etanolu. Dodanie do roztworu 2—3-krotnej objetosci etanolu powoduje
wytracenie soli glikozoaminoglikanéw z nieorganicznym kationem, gdyz
w tych warunkach ta wiasnie kombinacja jonéw charakteryzuje sie naj-
mniejszym iloczynem rozpuszczalno$ci. «

Oddzielenie glikozoaminoglikanéw od soli amoniowej mozna osiggngé
réwniez przez usuniecie tej ostatniej z roztworu. W stezonych roztworach
soli nieorganicznych rozpuszczalno$é¢ soli amoniowych (np. chlorku cety-
lopirydyniowego i bromku cetylotr6jmetyloamoniowego) ponizej tzw.
»temperatury krytycznej rozpuszczalnosci” jest bardzo mata. Ochtodzenie
roztworu do temperatury okolo +4°C powoduje prawie catkowite wytrg-
cenie soli amoniowej. Pewne adsorbenty wykazujg silne powinowactwa do
soli amoniowych, mozna je przeto stosowa¢ do usuwania tych soli z roztwo-
ru. Szczego6lnie nadajg sie do tego celu ziemia Fullera (odczynnik Lloyda)
i wegiel aktywowany. Zamiast adsorbentéw uzy¢ mozna zywic jonowy-
miennych silnie zasadowych typu Dowex 1 lub Amberlit IRA-400. Naj-/
bardziej celowe jest potgczenie obu metod: wstepnego wytrgcania przez
ochtodzenie, po ktérym nastepuje usuniecie ostatnich $ladéw soli amonio-
wej drogg adsorpcji.

Drugi ze sposobow otrzymania rozpuszczalnych w wodzie soli glikozo-
aminoglikandw polega na rozpuszczeniu kompleksu amoniowego w eta-
nolu (15). Dodanie stezonego etanolowego lub wodnego roztworu soli nie-
organicznej powoduje wytrgcanie soli glikozoaminoglikanéw z nieorganicz-
nym kationem.

Pewng odmiang tej metody jest bezposrednie potraktowanie osadu
kompleksu glikozoaminoglikanéw alkoholowym roztworem soli. Zachodzi
tu swego rodzaju ,,wymiana jonowa” miedzy osadem a jonami w roztworze,
w wyniku ktorej jony amoniowe -kompleksu zastagpione zostaja jonami me-
talu. Poniewaz wymiana jonéw przebiega na granicy dwoéch faz, statej
i ciektej, proces nalezy prowadzi¢ co najmniej przez 30 minut, przy réw-
noczesnym mieszaniu, a nastepnie powtorzy¢ go dwu- lub trzykrotnie ze
Swiezg porcjg roztworu.
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Il. Metody rozdzielania glikozoaminoglikanow.

11-1. Chromatografia kolumnowa.

Metody chromatograficzne to gtownie metody kolumnowe z uzyciem
wymieniaczy jonowych. Chromatografia jonowymienna zostata po raz
pierwszy zastosowana do rozdzielenia glikozoaminoglikanéw przez D a -
vidsona i Meyera (16). Polisacharydy adsorbowano na kolumnie
zawierajgcej Dowex 1X1 i eluowano roztworami kwasu solnego. Rozdzie-
lano réwniez glikozoaminoglikany ze skory szczura na amionicie Dowex
1X2 w skokowym gradiencie NaCl (17), nie uzyskujac dobrych rezultatow,
chociaz wzorcowg mieszanine czystych glikozoaminoglikandéw udato sie za-
dowalajaco rozdzieli¢c. Ponadto Dowex 1 powodowat czeSciowa destrukcje
heparyny, pofaczong z utratg jej aktywnosci biologicznej. Uzywano réw-
niez podobnego typu zywicy Deacidite FF-Xs (1819). Ringertz
i Reichard (20) zastosowali celuloze ECTEOLA do rozdzielania kwasu
hialuronowego, chondroityno-4-siarczanu i heparyny eluujgc je roztwora-
mi 0,1 N kwasu solnego o skokowo wzrastajgcej zawartosci NaCl. Metoda
tqg badano sktad glikozoaminoglikandw rogéwki (21) i chrzastki (22). Sto-
sowano rowniez dwuetyloaminoetylowe pochodne celulozy i dekstranu:
DEAE-celuloze i DEAE-Sephadex (23—29).

Wspéblng wadg metod jonowymiennych byto niezadawalajgce odzyski-
wanie skltadnikéw naniesionych na kolumne. Stosujac zywice Deacidite
FFXs i elucje roztworami chlorku sodu mozna byto uzyskaé zaledwie
30—50°/0 glikozoaminoglikanéw wprowadzonych na kolumne (19). Kwas
hialuronowy udato sie odzyska¢ w 70°/0 z kolumny Dowex 1X2 eluowanej
chlorkiem sodu w s M roztworze mocznika (30) i w 80°/0 z DEAE-Sephadex
(31). Rowniez wydajnos¢ elucji innych glikozoaminoglikanéw z DEAE-Se-
phadex (32) nie przekraczata 70°/0. Wydajno$¢ ilosciowa, w granicach btedu
oznaczenia uzyskat Hallen (33), stosujgc wstepny rozdziat przy uzyciu
kolumny z Sephadex G-50 i elucje 0,15 M roztworem NaCl. Frakcje wyso-
koczasteczkowg rozdzielono nastepnie na DEAE-celulozie (Whatman DE-52)
w temperaturze 60°C, stosujgc gradient chlorku litu w pH 4.

11-2. Chromatografia cienkowarstwowa

Do rozdzielania glikozoaminoglikanéw stosowano réwniez chromatogra-
fie cienkowarstwowg na ptytkach powleczonych zelem krzemionkowym
(bez dodatku gipsu) (34). Mieszanina n-propanolu z wodnym roztworem
amoniaku stanowita faze rozwijajacg. Uzyskano rozdzielenie mieszaniny
zawierajgcej izomerycznie siarczany chondroityny, siarczan keratanu, siar-
czan heparanu i kwas hialuronowy.

Ciekawa metode rozdzielania chondroitynosiarczandw oraz siarczanow
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keratanu i dermatanu, na bibule z widkna szklanego, opublikowali L i-
piello i Mankin (35). Wykorzystano tu rozng rozpuszczalno$¢ wy-
mienionych glikozoaminoglikanéw w etanonowych roztworach soli wapnio-
wych zakwaszonych kwasem octowym. Ten sam chromatogram rozwijano
kolejno w pieciu roztworach octanu wapniowego o réznej zawartosci al-
koholu. Odczynnikiem wywotujacym byt alkoholowy roztwér biekitu to-
luidynowego. Metoda ta zostata wykorzystana do badania sktadu glikozoa-
minoglikanow moczu (36) i chrzastki (37).

Chromatografie cienkowarstwowg na ptytkach pokrytych mieszaning
Sephadex G-100 i celulozy (4:1) wykorzystano do oznaczania masy cza-
steczkowej chondroityno-4-siarczanu, chondroityno-s-siarczanu i siarczanu
dermatanu a takze heparyny oraz do badania sktadu glikozoaminoglikanow
$ciany dwunastnicy (38).

11-3. Rozdzielanie komplekséw cetylopirydyniowych glikozoaminoglikanéw

Tworzenie nierozpuszczalnych komplekséw glikozoaminoglikanow

z dhugotaincuchowymi solami amoniowymi zostato wykorzystane réwniez
do rozdzielania glikozoaminoglikanéw. Kompleksy te, jak juz wspomniano,
rozpuszczajg sie w roztworach elektrolitow a zmiana rozpuszczalnosci, cze-
sto raptowna, nastepuje w waskich granicach stezen elektrolitu. Stezenie
soli nieorganicznej, przy ktorej nastepuje nagte zatamanie krzywej roz-
puszczalnosci amoniowego kompleksu glikozoaminoglikanu nazwano ,kry-
tycznym stezeniem soli” (9); w roztworach elektrolitdw o stezeniach niz-
szych od ,krytycznego stezenia soli” rozpuszczalno$é kompleksu jest bar-
dzo mala, prawie taka jak w czystej wodzie. Wielko$¢ ,krytycznego steze-
nia soli” kompleks6w amoniowych réznych glikozoaminoglikanéw jest roz-
na i w znacznej mierze zalezy od masy czasteczkowej i budowy chemicz-
nej. Frakcjonowanie glikozoaminoglikanéw oparte na réznych wartos-
ciach ,,krytycznego stezenia soli” przeprowadza sie w trojaki sposob:

— polisacharydy i czwartorzedowy zwigzek amoniowy miesza sie z roz-
tworem soli o dostatecznie wysokim stezeniu, nie dopuszczajacym do
utworzenia nierozpuszczalnych komplekséw; podczas rozciefczenia wo-
dg tego roztworu kompleksy poszczeg6lnych glikozoaminoglikanéw wy-
trgcajg sie kolejno z malejgcym krytycznym stezeniem soli (39),

— kompleks glikozoaminoglikanu z solg amoniowg wytrgca sie z roztworu
soli nieorganicznej o stezeniu wystarczajgco duzym, aby zapobiec wy-
trgcaniu innych sktadnikéw mieszaniny (40).

— kompleksy wszystkich polisacharydéw wytrgca sie czwartorzedowym
zwigzkiem amoniowym, a nastepnie przeprowadza je kolejno do roz-
tworu przez ekstrakcje roztworami soli o wzrastajgcym stezeniu.

W ostatnim przypadku okluzja komplekséw juz rozpuszczonych na sub-
stancjach pozostajacych jeszcze w osadzie moze utrudnia¢ uzyskanie ost-
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rych rozdziatdw. Trudnosci tej mozna unikngé, jezeli kompleksy wytraci
sie w postaci cienkiej warstewki na obojetnym nosniku takim jak celuloza
lub Cellit.

Na tej podstawie opracowano metode rozdzielania glikozoaminoglika-
noéw na kolumnie z celulozy nasyconej 1% roztworem chlorku cetylopiry-
dyniowego (41). Na wierzchotek kolumny nanoszono mieszanine glikozo-
aminoglikandw w 0,005 M roztworze siarczanu sodowego i kolumne prze-
mywano roztworem chlorku cetylopirydyniowego, w wyniku czego kom-
pleksy cetylopirydyniowe glikozoaminoglikanéw wytracaty sie na celu-
lozie. Przy przemywaniu roztworami soli (NaCl lub MgCl2 o wzrastajg-
cych stezeniach, kompleksy rozpuszczaly sie i ulegaly wymywaniu z ko-
lumny. Nie jest to metoda chromatograficzna w ogdlnie przyjetym zna-
czeniu tego stowa. Jest ona raczej pokrewna metodom wytrgcania i rozpu-
szczania stosowanym do rozdzielania kwaséw nukleinowych i biatek. Opra-
cowano réwniez metode opartg na tych samych zatozeniach, przeznaczona
dla matych ilosci tkanki (15 do 20 ug glikozoaminoglikanéw (11)), stosujac
kolumienki o $rednicy 3 mm i dtugosci e cm. 1lo$¢ poszczeg6lnych glikozo-
aminoglikanéw okre$lano oznaczajac zawartos¢ heksozoamin w uzyskanych
frakcjach. Wada powyzszych metod jest trudno$¢ w rozdzieleniu izome-
rycznych glikozoaminoglikanéw chondroityno-4-siarczanu, chondroityno-
e-siarczanu i siarczanu dermatanu.

Kompleksy glikozoaminoglikanéw z czwartorzedowymi jonami amonio-
wymi sg réwniez rozpuszczalne w rozpuszczalnikach organicznych (9).
Biorgc to pod uwage, a takze fakt, ze pKa kwasu glukuronowego w chon-
droityno-4-siarczanie jest nizsze niz kwasu iduronowego w siarczanie der-
matanu, wprowadzono do sekwencji roztworéw eluujacych rozpuszczalnik
organiczny bedacy mieszaning n-propanalu, metanolu i kwasu octowego
(42). Pozwolito to na lepsze rozdzielenie izomerycznych chondroitynosiar-
czandw. W oparciu o opisane doswiadczenia zaproponowano prostg i szybka
mikrometode rozdzielania glikozoaminoglikanéw (s). Wytracone na sprosz-
kowanej celulozie cytopirydyniowe kompleksy glikozoaminoglikanéw eluo-
wano roztworami soli o wzrastajacych stezeniach, wigczajac rozpuszczalnik
organiczny do sekwencji roztworéw eluujacych. Uzyskano rozdzielenie
mieszaniny na siedem frakcji, ktore zawieraly kolejno: 1 — siarczan kara-
tanu, 2— kwas hialuronowy i chondroityne, 3— siarczan heparanu, 4 —
chondroityno-4-siarczan, 5— chondroityno-s-siarczan, s — siarczan derma-
tanu i 7— heparyne. Oznaczanie heksozoamin zastgpiono oznaczaniem
kwasow uronowych, jako miary zawartosci glikozoaminoglikanéw w uzys-
kanych frakcjach. Nie wymaga ono uprzedniej hydrolizy, co znacznie skra-
ca czas oznaczania. Prowadzac réwnolegle rozdzielanie tej samej prébki
na czterech kolumienkach i oznaczajgc w eluatach z poszczeg6lnych kolu-
mienek kwasy uronowe, galaktoze, sulfaminoheksozy i kwas iduronowy,
mozna uzyskaé dodatkowe informacje na temat obecnosci poszczegdlnych
glikozoaminoglikandw w otrzymanych frakcjach.
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Bohn i Kolbhen (43) przeprowadzili badania poréwnawcze tech-
nik kolumnowych najczesciej stosowanych do rozdzielania glikozoamino-
glikanéw. Doswiadczenia wykazaty, ze dwa sposoby — uzycie celulozy na-
syconej chlorkiem cetylopirydyniowym oraz celulozy DE-52 — znacznie
przewyzszajg wszystkie pozostate (Dowex 1X2, Zerolit H-IP, SRA 132,
DEAE-Sephadex A-25, QAE-Sephadex A-50, celuloza ECTEOLA). W zad-
nym jednak wypadku nie udato sie uzyskaé catkowitego rozdzielenia mie-
szaniny zawierajacej kwas hialuronowy, siarczan karatanu, siarczan der-
matanu, chondroityno-4-siarczan, chondroityno-s-siarczan, siarczan hepa-
ranu i heparyne. Mieszanine te mozna rozdzieli¢ stosujagc kombinowang
technike chromatograficznego frakcjonowania glikozoaminoglikanéw przy
uzyciu celulozy nasyconej chlorkiem cetylopirydyniowym, celulozy DE-52
i Dowexu 1X2, kolejno jako wypetniaczy.

I1-4. Metody elektroforetyczne.

Sposréd elektroforetycznych metod rozdzielania glikozoaminoglikanow
najwiekszg popularno$¢ zdobyta elektroforeza na octanie celulozy, ze wzgle-
du na swg znaczng zdolnos$¢ rozdzielczg i duzg czutos$¢ reakcji wywotuja-
cych (44,45,46). Metody te moga byé uzyteczne do analizowania duzej
ilosci prébek oraz zastosowane do ilosciowych oznaczen glikozoaminoglika-
now (47,48). Sprawdzono przydatno$é tych metod do badania sktadu gliko-
zoaminoglikanéw tkanki skoérnej (49).

Elektroforeza dwukierunkowa na paskach octanu celulozy, w dwdoch
réznych buforach o pH 3i s, pozwolita na rozdzielenie (50) i iloSciowe ozna-
czenie (51) siedmiu gtéwnych glikozoaminoglikanow.

Elektroforetyczne metody rozdzielania glikozoaminoglikanéw na zelu
poliakryloamidowym (52,53) zostaly zastosowane do badania masy cza-
steczkowej glikozoaminoglikanow.

Rozdzielanie glikozoaminoglikanéw na zelu agarozowym umozliwia
ilosciowe oznaczanie heparyny (54), a potagczenie tej metody z elektroforeza
bibutowg pozwala na rozdzielenie siarczanu heparanu, siarczanu chon-
droityny i hialuronianu (55).

I11. Oznaczanie poszczegblnych glikozoaminoglikanéw w mieszaninie.

Istnieja metody pozwalajgce na bezposrednie oznaczenie siarczanu kera-
tanu (56), siarczanu dermatanu (57) w obecnosci innych glikozoaminogli-
kanow tkanki tacznej, z pominieciem czasochtonnego rozdzielania miesza-
niny. Metody termograwimetryczne, oparte na pomiarze ubytku masy
mieszaniny glikozoaminoglikanéw, ktéry jest proporcjonalny do stezenia
poszczegblnych glikozoaminoglikanéw w badanej probce (50), pozwalajg
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na oznaczenie trzech grup glikozoaminoglikandéw: polikarboksylowych
(kwas hialuronowy, chondroityna), polikarboksylowo-siarczanowych (chon-
droityno-4-siarczan, chondroityno-s-siarczan i siarczan dermatanu) oraz
polisiarczanowych (siarczan keratanu).

Najodpowiedniejsze jednak dla oznaczania pojedynczych glikozoamino-
glikanéw w mieszaninie sg metody enzymatyczne z uwagi na swg wysoka
specyficznosé. Kwas hialuronowy mozna oznaczy¢ po degradacji hialuroni-
dazg w obecnosci innych glikozoaminoglikandw (59). Waznym krokiem
naprzéd w rozwoju metod oznaczania glikozoaminoglikanéw byto wyod-
rebnienie przez Yamagata i wsp. (60) enzymdédw bakteryjnych rozkta-
dajacych w specyficzny sposéb izomeryczne chondroityno siarczany. Enzy-
mami tymi sa:

— liaza chondroityno siarczanu ABC (4.2.2.4. Chondroitin ABC lyase (61)
— liaza chondroityno siarczanu AC (4.2.2.5. Chondroitin AC lyase)

— chondro-4-sulfataza (3.1.6.9)

— chondro-6-sulfataza (3.1.6.10).

Wykorzystujac powyzsze enzymy opracowano mikrometode (62) ozna-
czania chondroityno siarczanéw w obecnosci kwasu hialuronowego, chon-
droityny, siarczanu heparanu, siarczanu keratanu i heparyny. Badang prob-
ke glikozoaminoglikanéw poddaje sie oddzielnie dziataniu liazy chondroi-
tyno siarczanu ABC i oddzielnie dziataniu liazy chondroityno siarczanu AC.
W wyniku reakcji eliminacji powstajg nienasycone disacharydy:

— AA4,5-P-D-glukuronozylo-(I->3)-2-acetyloamino-2-dezoksy-4-sulfo-D-

-galaktoza (A Di-4S),

— A4,5-P-D-glukuronozylo-(1->3)-2-acetyloamino-2-dezoksy-6-sulfo-D-

-galaktoza (A Di-6S)
zgodnie z schematem reakcji:

Ch-4-SliaZa chrondroityno siarczanu ABC nAj}i_4 g

j-ig iiaza chondroityno ABC __ ,nADi-4-S

Ch-s -S liaza ch°ndroityno siarczanu ABC n \H)i-s -S

Ch-4-S liaza chondroityno siarczanu AC n \Di-4-S

Ch-s-S *iaza chondroityno siarczanu AC nAj3j.g.g
Utworzone nienasycone disacharydy, A Di-4S pod dziataniem chondro-
-4-sulfatazy i A Di-sS pod dziataniem chondro-s-sulfatazy, przechodzg
w bezsiarczanowy, nienasycony disacharyd: A4,5-P-D-glukuronozylo-(I->3)

2-acetyloamino-2-dozoksy-D-galaktoze (A Di-Os, z rownoczesnym uwolnie-
niem nieorganicznego siarczanu, zgodnie ze schematem reakcji.

ADi-4S » ondr°-4sulfatazl ADi-OS + SOi"
ADi-6S-chondro-g-sulfataza® ADi_QS + SO |~

Oznaczenie ilosciowe mozna przeprowadzi¢ w trojaki sposéb:
— powstajgce nienasycone disacharydy, A Di-4S i A Di-sS, oznaczy¢ pa
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uprzednim rozdzieleniu metodg chromatografii bibutowej (63)

— po hydrolizie enzymatycznej z udziatem sulfohydrolaz oznaczy¢ nieor-
ganiczny siarczan,
— powstate nienasycone bezsiarczanowe disacharydy (A Di-OS) oznaczy¢

kolorymetrycznie np. reakcjg Morgana-Elsona (64).

Oznaczenie niektorych charakterystycznych skiadnikéw monosachary-
dowych glikozoaminoglikanéw umozliwia okreslenie zawartosci tych gliko-
zoaminoglikanéw w mieszaninie wyodrebnionej z tkanki bez ich uprzed-
niego rozdzielania np. zawarto$¢ galaktozy jest wyktadnikiem ilosci siar-
czanu keratanu, podobnie jak ilos¢ sulfaminoheksoz odpowiada zawartosci
heparyny i siarczanu heparanu. Oznaczenia te przeprowadza sie powszech-
nie znanymi metodami, ktérych omawianie przekracza ramy niniejszego
artykutu.

Artykut nadszedt 22.9.1975; po rewizji autorskiej otrzymano 20.11.1976.
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SPRAWOZDANIE

VIl Miedzynarodowy Kongres Fotobiologiczny
Rzym, 27 sierpiefn — 3 wrzesien, 1976

VIl Miedzynarodowy Kongres Fotobiologiczny, zorganizowany z ramienia Comité
International de Photobiologie (CIP) w Rzymie zgromadzit okoto 600 uczestnikéw
z 37 krajow Swiata. Kongres zorganizowany byt przez trzy wtoskie instytucje: Instytut
Zdrowia, Wtoskag Grupe Fotobiologiczng oraz Narodowy Komitet Energii Atomowe;j.
Program naukowy podzielono na 15 sympozjow, 4 sesje komunikatow — plakatéw
(poster sessions), 4 dyskusje ,,okraggtego stotu” (round tables) i dyskusje panelowe.
Organizacja Kongresu umozliwiata nie nuzacy, a jednoczesnie efektywny udziat w réz-
nych formach obrad: podczas sympozjow porannych zaproszeni lektorzy referowali
w krétkich, 30—45-minutowych wyktadach dotychczasowe osiggniecia i aktualny stan
badan w zakresie wybranych specjalnosci fotobiologicznych. W sumie wygtoszono
70 wyktadéw sympozjalnych reprezentujagcych najwazniejsze problemy wspdéiczesnej
fotobiologii. Rozwinieciem i uzupetnieniem sympozjow byty 4 popotudniowe sesje
komunikatéw w formie plakatow. Na VIl Kongresie Fotobiologicznym zaprezentowano
36,0 komunikatow w formie plakatowej.

Na jedno nieraz dwugodzinne posiedzenie ,okragtego stotu” sktadaty sie 10—15-
minutowe wprowadzenia i dyskusje dotyczace z gdry ustalonych kilku zagadnien.
W ramach Kongresu odbyto sie réwniez krétkie sympozjum na temat fotodegradacji
chlorodwuoksyn, na ktdrym omowiono procesy fotochemiczne, stymulujgce detoksy-
fikacje wysoce szkodliwych dla organizméw zwierzecych produktéw polimeryzacji
pestycydéw typu chlorofenoli. Ponadto Prof. G. Porter, laureat nagrody Nobla za
opracowanie metody fotolizy btyskowej miat piekny wyktad pt: ,Solar Energy”, ana-
lizujacy wspotczesne mozliwosci i kierunki wykorzystania energii stonecznej oraz
role fotobiologii w tym zakresie.

Tematyka Kongresu obejmowata nastepujgce zagadnienia (w nawiasach podano
liczbe referatow sympozjalnych i komunikatéw — plakatéw):

1. Fotofizyczne i fotochemiczne witasnosci stanow wzbudzonych (30).
Fotoreakcje w biologicznych makroczgsteczkowych kompleksach (14).
Fototaksje mikroorganizméw (i0).

Fotosynteza (80).%
Porownanie efektdw dziatania promieniowania jonizujacego oraz widzialnego
i UV (10).

. Fotosensybilizowane reakcje kwaséw nukleinowych i biatek (24).

7. Naprawa uszkodzen rediacyjnych (61).

s . Uktady przeksztatcajgce energie stoneczng (11).

9. Fotobiologia w medycynie (57).

10. Rakotworcze efekty promieniowania (io).
11. Swiatto i rozwéj (31).
12. Schorzenia skdéry indukowane $wiattem: chroniczne zapalenia skéry (s).

ok~ wN
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13. Oddziatywania przestrzeni okotoziemskiej ze $rodowiskiem: miplifikacje fotobio-

logiczne (s).

14. Procesy widzenia (26).

15. Mutagenne efekty promieniowania (15).

Konferencje okrggtego stotu:

1. Jednostki, nomenklatura i dozymetria w fotobiologii (4).

2. Miejscowa ochrona skory przed promieniowaniem UV (4).
3. Ochrona skory przed promieniowaniem UV i widzialnym (24).
4. Fotochemoterapia tuszczycy skory (7).

Jak wida¢ z powyzszego, tematyka Kongresu obejmowata szeroki profil zagad-
nien z pogranicza fizyki, chemii, biochemii, biologii, medycyny, ochrony $rodowiska
naturalnego i techniki. Nowa tematyka VII Kongresu Fotobiologicznego obejmowata
aktualne problemy i trendy nurtujgce wspotczesng fotobiologie o duzym znaczeniu
aplikacyjnym. W zwigzku z kryzysem energetycznym coraz szerzej rozwijajg sie ba-
dania nad wykorzystaniem energii stonecznej. Oprdécz sposobow fizycznych i chemicz-
nych, takich jak baterie fotoogniw krzemowych, procesy fotogalwaniczne i fotoliza
wody zaadsorbowanej np. na Ti02 wiele uwagi poswiecono mechanizmom bioche-
micznym i biologicznym, umozliwiajacym utylizacje energii stonecznej. Nalezy tu
wymieni¢ syntetyczne podwdjne btony zawierajgce chlorofil lub inny sensybilizator
(tzw. ,.sztuczny lis¢”) oraz chlorofilowo-fosfolipidowe pecherzyki (vesicles), reakcje
wydzielania wodoru przez fotosyntetyczne bakterie oraz izolowane uktady zawierajgce
sensybilizator, donor wodoru (NADH, askorbinian, RSH) i hydrogenazy, a nadto ho-
dowle glonéw wykorzystujgce odpadki i Scieki miejskie.

Drugim zagadnieniem, wzbudzajagcym coraz wieksze zainteresowanie, a zarazem
niepokdj, sa mozliwe skutki biologiczne zmniejszania stezenia o s w warstwie ozono-
wej. Jak wiadomo, wskutek daleko posunietej ingerencji cztowieka w atmosfere
(wybuchy atomowe, transport naddZzwiekowy, masowe uzycie freonéw) postepuja
procesy niszczagce ochronng warstwe ozonu. Obserwuje sie wzrost natezenia promie-
niowania UV w najbardziej niebezpiecznym zakresie spektralnym 250—310 nm, od-
powiadajagcym widmom czynnym melanomy, dermatoz, fotouszkodzenia bton biolo-
gicznych oraz pasmom absorbcji kwaséw nukleinowych i biatek. Dlatego tez duzo
uwagi poswiecono biologicznym skutkom tego niepokojacego zjawiska, ze szczegOl-
nym uwzglednieniem zachorowalnosci na raka, zmian w ekosystemach ro$lin niz-
szych, a zwtaszcza planktonu oraz roslin uprawnych.

Stosunkowo nowym zagadnieniem, badanym od kilku zaledwie lat, jest fotode-
gradacja bton komérkowych. Wiaze sie to z procesami starzenia raka skéry induko-
wanego promieniowaniem UV, fotolecznictwem itp. Wysitki badaczy zmierzaja w dwu
kierunkach:

1) wyjasnienia pierwotnych proceséw fotochemicznych, zachodzacych w btonach
oraz 2) znalezienia skutecznych inhibitordw najbardziej szkodliwych proceséw. Duza
role w tym zakresie przypisuje sie tworzeniu i reakcjom tlenu singletowego w obec-
nosci fotosensybilizatoréw jak np. protoporfiryny oraz efektom dziatania takich in-
hibitordw jak |3-karoten, a-tokoferol, obecnych w btonach biologicznych.

Referaty sympozjalne dotyczace zagadniefn wymienionych w punktach s, 7, 9,
10, 12, 15 przyciggnety na Kongres bardzo wielu specjalistéw pracujacych w o$rodkach
szpitalnych. Wyraznie uwidocznita to tematyka konferencji okragtego stotu, obejmu-
jaca badania ostatniego dziesieciolecia w zakresie efektywnego leczenia tuszczycy
i innych schorzehA skory. Z powodzeniem zastosowano zwigzki psoralenu z jednoczes-
nym kontrolowanym naswietlaniem lampami emitujacymi ultrafiolet w pasmie okoto
400 nm do leczenia tych schorzen tzw. metoda PUVA (Psoralen+ UV Application).
Metode te zaczyna sie stosowa¢ rowniez w Polsce.

W czasie trwania Kongresu wiele witoskich i zachodnioeuropejskich firm de-
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monstrowato swoje wyroby, majace zastosowanie w badaniach fotobiologicznych jak
aparatura pomiarowa, nowoczesne zrodta promieniowania, urzadzenia z zakresu $wia-
ttolecznictwa i réznorodne zestawy czutych dozymetréw uzywane w klinikach przy
leczeniu skory.

Obrady miaty miejsce w Patacu Kongreséw, zlokolizowanym w nowoczesnej
dzielnicy Rzymu E.U.R. niczym nie przypominajgcej jego historycznej Swietnosci.
Jednakze ani organizatorzy, ani uczestnicy nie zrezygnowali z mozliwosci pobieznego
chociazby zapoznania sie z zabytkami ,wiecznego miasta” oraz Watykanu. Sprzyjato
temu nie tylko wtasciwe rozdzielenie w czasie tematyki obrad i rozmieszczenie hoteli
zajmowanych przez uczestnikow, lecz takze potencjalne mozliwos$ci uczestniczenia
w licznych wycieczkach, organizowanych przez wioskie biura turystyczne. Gospodarze
Kongresu przygotowali dwie imprezy, dostepne ze wzgledéw finansowych dla wszyst-
kich uczestnikow. Jedng z nich byto oficjalne przyjecie na Kapitolu, podczas ktorego
prezydent CIP prof. R. B. Setlow (USA) wreczyt trzy ztote medale im. Finsena. Sg
one przyznawane za wybitne osiggniecia w zakresie fotobiologii. Dla grupy polskiej
szczegblnie mitym momentem byto odznaczenie prof. dr Davida Shugara za wybitne
osiaggniecia w badaniu fotochemii i struktury kwaséw nukleinowych i biatek.
Klasyczna renesansowa architektura Kapitolu projektowana miedzy innymi przez
Michata Aniota, bogate zbiory sztuki oraz nocna panorama roztaczajgca sie ze wzgoérza
Kapitolu na ruiny Forum Romanum, Koloseum i Tybr dostarczyty uczestnikom nieza-
pomnianych wrazen. Druga impreza byt wydany z okazji Kongresu koncert muzyki
kameralnej w kosciele na pieknym placu Santa Maria del Popolo. Nastr6j we wnetrzu
zabytkowego kosciota, freski Caravaggio, doskonata akustyka stwarzaty niepowtarzal-
ny odbiér koncertu.

Polska grupa fotobiologiczna liczyta 7 oséb, gtéwnie z instytutéw PAN w Warsza-
wie, przy czym liczba zgtoszonych i wydrukowanych komunikatow wynosita « (w tym
przedstawionych 5). Plakaty — komunikaty, eksponowane przez 5 os6b, reprezento-
waty wiekszo$¢ gtéwnych kierunkéw badan zwigzanych z fotobiologig, prowadzonych
w kraju, jak podstawowe badania spetroskopii biologicznie waznych zwigzkéw hetero-
cyklicznych, efekty immunologiczne spowodowane przez fotodynamiczne dziatanie
psoralenu, fototaksja pierwotniakdw i struktura fotoreceptoréw oraz chemiluminescen-
cja i generowanie tlenu singletowego w procesie fotodegradacji melanin i kwasow
humusowych. W ramach Kongresu odbyto sie zebranie Komitetu Wykonawczego CIP
z udziatem przedstawicieli grup fotobiologicznych poszczeg6lnych krajoéw — cztonkow
CIP. Dokonano zmiany nazwy stowarzyszenia na ,Association Internationale de
Photobiologie” (AIP), ktéra lepiej odpowiada strukturze organizacyjnej i perspekty-
wom rozwojowym stowarzyszenia. Nastepny, VIl Kongres Fotobiologiczny odbedzie
sie zgodnie z tradycyjg za cztery lata. Miejscem obrad bedzie Francja, a gtdwnym
organizatorem Prof. Claude Helene z Paryza.

J. Stawinski
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RECENZJE

The Enzymes of Biological Membranes
pod redakcjg A. Martonosi

1976, Plenum Press, New York, London

Seria zatytutowana ,,Enzymy bton biologicznych” redagowana przez Dr A. Marto-
nosi’ego obejmuje cztery tomy. Recenzja dotyczy tomu 2 p.t. ,Biosynteza sktadnkow
komérki”, tomu 3 p.t. ,Transport przez btony” oraz tomu 4 ,Systemy transportu
elektronoéw i ich receptory”.

Ogoélnym zamierzeniem redaktora byto przedstawienie czytelnikowi molekular-
nych aspektow funkcji enzymow btonowych. Zar6wno redaktor tej serii jak autorzy
poszczegblnych artykutéw sg wybitnymi specjalistami w dziedzinie badan struktury
i funkcji bton biologicznych, a ich prace przyczynity sie wydatnie do obecnego stanu
wiedzy w tej dziedzinie. Wszystkie rozdziaty cechuje jasne i syntetyczne przedstawie-
nie aktualnych wynikow. Wiadomosci podane w omawianych tomach sg na tyle szcze-
goétowe, ze przedstawiajg réwniez wyniki kontrowersyjne i mogg stanowi¢ punkt
wyjécia do dalszych badan. Dzieki szerokiemu wachlarzowi omawianych zagadnien
i wnikliwemu omdéwieniu bardzo moga by¢ pomocne dla wszystkich badaczy zainte-
resowanych btonami biologicznymi.

Tom. 2: Biosynthesis of celi components, stron 616.

Tom ,Biosynteza skitadnikéw komdrki” obejmuje krytyczng analize wynikéw
dotyczacych procesdw biosyntezy sktadnikéw Sciany bakteryjnej i bton biologicznych:
fosfolipidow, steroli, biatek i glikoproteidéw. Tom podzielony jest na trzy czesci.
W czesci A sktadajacej sie z ¢ rozdziatéw oméwiono miedzy innymi enzymy btonowe
w Swietle ich roli w metabolizmie acylowych i eterowych pochodnych fosfolipidéw
w komoérkach zwierzecych i roslinnych oraz role enzyméw btonowych w metabolizmie
steroli w komorkach zwierzecych i roSlinnych. W czesci B za§ omoéwiono miedzy in-
nymi drogi biosyntezy $ciany bakteryjnej, biosyntezy glikoproteidéw, role endoplaz-
matycznego retikulum i aparatu Golgiego w biosyntezie glikoproteidow. Rozdziat
omawiajagcy zmiany galaktosylotransferazy z hodowli tkanek w komoérkach transfor-
mowanych wirusem jest bardzo interesujgcy réwniez z medycznego punktu widzenia.
W czesci C, najbardziej heterogennej tematycznie oméwione sg zmiany zachodzace
w btonie jak réwniez metabolizmie u Escherichia coli pod wptywem bakteriofaga T4
Jeden z rozdziatéw tej czeSci omawia role enzymoéw btonowych ptytek krwi w hemo-
stazie (Barton).

Dobrze poznane i scharakteryzowane enzymy sa przedmiotem osobnych rozdzia-
téw niniejszej ksiazki, natomiast enzymy, na temat ktérych jest mniej danych do-
Swiadczalnych, omawiane sa w aspekcie omawianie drdg biosyntezy okreslonych
zwigzkéw. Dugan i Porter, w artykule zatytutowanym ,Membrane bound enzymes
of sterol metabolism” wykazali jak wielki postep wiedzy nastgpit w dziedzinie okre$la-
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nia sekwencji reakcji w procesie syntezy steroli. Autorzy podkre$lajg, ze jednak nadal
nie udato sie oczysci¢ poszczeg6lnych enzymoéw btonowych zwiazanych z tymi proce-
sami. Rozdziat napisany przez Landsa i Crawrforda omawia enzymy zwigzane z me-
tabolizmem fosfolipidow w bionach komoérek zwierzecych. Autorzy podajg najnowsze
dane (literatura obejmuje pozycje do 1975 roku) dotyczgce znanych juz drég biosyn-
tezy i rozpadu najpopularniej wystepujacych fosfolipidéw jak rowniez fosfolipidow
wystepujacych w niewielkich ilosciach, a odgrywajgcych wazng role szczegoélnie
w aktywnosci enzyméw btonowych. Bardzo ciekawa jest cze$¢ rozdziatlu omawiajgca
znaczenie poszczegdlnych sktadnikéw czasteczki fosfolipiddw, mianowicie faricucha
acylowego, zasady azotowej i grupy fosforanowej w przepuszczalnosci bton biologicz-
nych, roli bton w ontogenezie, wyptywu peroksydacji fosfolipidow btonowych na aktyw-
nos¢ enzymow zwigzanych z btonami.

Tom 3: ,,Membrane transport” stron 438.

Tom ten podzielony jest réwniez na trzy zasadnicze czesci. Cze$¢ A omawianego
tomu dotyczy transportu przez btony mikroorganizméw. Poruszane sg takie zagad-
nienia jak transport bialek przez btony bakteryjne (Kepes), bakteryjna transferaza
fosfoenolopirogronianu (Kundig), struktura i funkcja ATPaz bton bakteryjnych
(Abrams), oddychanie i przemiana energii u Escherichia coli (Hendler). Cze$¢ B doty-
czy aparatu fosfosyntezy, gdzie omawiane sg takie zagadnienia jak molekularna orga-
nizacja fotosyntezy w btonach chloroplastéw. W czesci C omawiane sg zagadnienia
transportu przez btony komoérek zwierzecych.

Jeden z rozdziatéw posSwiecony jest ATPazie transportujgcej jony wapnia w bito-
nach sarkoplazmatycznego retikulum. Rolg tych bton jest regulacja poziomu wapnia
w komérce miesniowej w cyklu skurczowo-rozkurczowym. W czasie rozkurczu miednia
waph magazynowany jest w siateczce sarkoplazmatycznego retikulum otaczajgcej mio-
fibryle i w wyniku impulsu nerwowego uwolniony jest z retikulum, umozliwiajac
interakcje aktyny z miozyng. MacLennan, ktéry w roku 1971 po raz pierwszy
oczyscit transportujaca waphn ATPaze i kolejno charakteryzowat inne biatka tych
bton swoéj artykut poswieca omoéwueniu najnowszych osiagnie¢ w tej dziedzinie. Btony
sarkoplazmatycznego retikulum, ze wzgledu na bardzo wyspecjalizowang funkcje
i prosty sktad chemiczny, sg obiektem badan wielu badaczy zajmujgcych sie zar6wno
mechanizmem transportu jak réwniez interakcja lipidéw i biatek w btonach biologicz-
nych.

E. Carafoli i Crompton omawiajg role biatek wigzacych i transport substancji
przez btony, proces transportu aminokwasow u bakterii i role w tym procesie biatek
wigzacych aminokwasy. Innym rodzajem biatek bioragcych udziat w transporcie przez
btony sa biatka wigzace wapn. Biatka takie znaleziono w S$luzéwce jelita. Sg one
odpowiedzialne za absorpcje wapnia. Ich poziom uzalezniony jest od obecnosci wita-
miny D. Biatka wigzace wapn sa obecne w mitochondriach i btonach sarkoplazma-
tycznego retikulum. Wszystkie te biatka mogg by¢ uwalniane z bton szokiem osmo-
tycznym, co wskazuje na ich luzne powiazanie z btong i hydrofilowy charakter. We-
dtug autoréw biatka te petnig raczej funkcje receptoréw odpowiednich substancji niz
przeno$nikow poprzez biony.

M. G. Sarzala
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Tom 4: Electron Transport Systems and Receptors, str. 431

Czwarty tom wydawnictwa ,, The Enzymes of Biological Membranes” poswigecony
jest enzymom oksydoredukcyjnym bton mitochondrialnych i endoplazmatycznego re-
tikulum, receptorom hormondw i neurotransmiter6w oraz rodopsynie.

Pierwszy rozdziat, autorstwa Y. Hatefi’ego, opisuje budowe i funkcje mitochon-
drialnego tancucha transportu elektronéw, ze szczeg6lnym uwzglednieniem komplek-
sow enzymatycznych wchodzacych w jego skiad. Nastepnie Jane Vanderkooi i Maria
Erecinska zajmuja sie cytochromem c. Rozdziat ten traktuje w szczegélnosci o wta-
$ciwosciach i funkcjach tego niskoczasteczkowego hemoproteidu w jego postaci zwia-
zanej z btong mitochondrialng i sztucznymi btonami modelowymi. Oksydaze cytochro-
mowa, jej budowe czwartorzedows, biosynteze i organizacje w btonie mitochondrial-
nej omawiaja R. A. Capaldi i Margaret Briggs. Alexander Tzagoloff opisuje mito-
chondrialng ATP-aze, kompleks enzymatyczny funkcjonujacy w mitochondriach nor-
malnie w kierunku syntezy ATP sprzezonej z transportem elektrondw. Przy okazji
autor omawia krétko trzy hipotezy oksydacyjnej fosforylacji: chemiczng, chemiosmo-
tyczng i konformacyjng. Wreszczie Yasuo Kagawa opisuje najbardziej spektakularne
osiggniecie wspoétczesnej ,,mitochondriologii”, mianowicie rekonstrukcje w petni spraw-
nego uktadu oksydacyjnej fosforylacji z izolowanych fragmentow.

Dwa dalsze rozdzialy omawiajg uktady oksydoredukcyjne endoplazmatycznego
retikulum. System zawierajgcy cytochrom bs i jego reduktaze, funkcjonujgcg z NADH,
bierze udziat w desaturacji kwaséw tluszczowych (F. Scott Mathews i E. W. Czer-
winski). Natomiast uktad, dla ktérego donatorem elektronéw jest NADPH i ktéry
zawiera cytochrom P-450, prowadzi reakcje hydroksylacji (Karl Dus). Wreszcie per-
oksydacje lipidow btonowych i jej konsekwencje omawiajg Paul B. McCay i J. Lee
Poyer. ,

Druga cze$¢ ksigzki poswiecona jest receptorom btonowym. Otwiera jg rozdziat
0 systemie cyklazy adenylowej i roli lipidow w jego aktywacji (G. S. Levey i D. C.
Lehotay). Nastepnie R. J. Lefkowitz i wspdtpracownicy omawiajg specyficzne po-
wierzchniowe receptory hormonéw ulokowane w bionie komodrkowej. Istotng role
w przekazywaniu bodzcow odgrywa receptor acetylocholiny, ktéry powoduje zmiane
przepuszczalnosci btony komoérkowej wobec jonéw z chwilg przytgczenia acetylo-
choliny. Receptor ten, wystepujacy we wszystkich tkankach pobudliwych, izolowano
1 doktadniej poznano na razie wytacznie z narzadu elektrycznego pewnych ryb (opi-
suje to rozdziat autorstwa Arthura Karlina). Natomiast enzymatyczny rozktad acety-
locholiny przez specyficzng esteraze zwigzang z btonami tkanek pobudliwych omawia
T. L. Rosenberry.

Ostatni rozdziat ksigzki (napisany przez M. Montala i J. I. Korenbrota) traktuje
0 organizacji i wtasciwosciach bton biologicznych czutych na Swiatto i o roli rodop-
syny w zamianie energii $wietlnej na impulsy elektryczne.

Poszczegdlne rozdziaty ksigzki napisane zostaty przez wybitnych specjalistow, kto-
rzy sami wnie$li znaczny wktad w omawiane zagadnienia. Podajag oni najnowsze,
najbardziej aktualne osiggniecia i poglady, ale nie kryjg réwniez luk i niedostatkow
naszej wiedzy na poszczeg6lne tematy. Zwraca uwage obszerna cytowana literatura.
Ksigzka stanowi nieoceniong lekture dla badaczy zajmujacych sie traktowanymi w niej
problemami.

Lech Wojtczak
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Horst Reinbothe — ,,Einfilhrung in die Biochemie”,

VEB Gustav Fischer Verlag, Jena, 1975;
544 stron, 81 rycin, 115 tabel; cena 42,80 marek (N.R.D.)

Jest to obszerny, gruntowny i nowoczesny podrecznik biochemii. Autor, specja-
lista w zakresie biochemii roslin, szczegdlnie wnikliwie potraktowat zagadnienia foto-
syntezy, wigzania molekularnego azotu, biosyntezy zwigzkéw aromatycznych, meta-
bolizmu siarki, jak réwniez niektdre inne specyficzne problemy biochemii roslin, nie
zawsze znajdujace wystarczajgce omodwienie w podrecznikach biochemii. Natomiast
ksigzka mniej uwzglednia aspekty biochemii Kklinicznej. Jest zatem zdecydowanie
adresowana do studentéw biochemii kierunkéw przyrodniczych i rolniczych.

W uktadzie podrecznika zwraca uwage wydzielenie w postaci jednego duzego
rozdziatu (ok. :.0 stron) calej biochemii statycznej, czyli opisu budowy i witasciwosci
zwigzkow naturalnych. Nastepne rozdziaty to ,lIstota przemiany materii”, ,,Bioenerge-
tyka” i ,Enzymologia”. Oddzielnie omoéwione sg rowniez: lokalizacja proceséw meta-
bolicznych w komoérce, zasady regulacji przemiany materii oraz metodyka biochemicz-
na. Dopiero po tym nastepujg opisy poszczegonych przemian i szlakéw metabolicz-
nych. KofAcowy rozdziat omawia biosynteze biatka i kod genetyczny. Taki uktad pod-
recznika, jakkolwiek nie pozbawiony logiki i przejrzysty dla bardziej zaawansowanych
biochemikéw, moze sprawia¢ pewne trudnosci studentom poczatkujacym. Prowadzi
on réwniez niekiedy do rozcztonowania zagadnieA $cisle ze sobg zwigzanych. Na
przyktad oksydacyjna fosforylacja omawiana jest czeSciowo w rozdziale 4 (,,Bioener-
getyka”) i czesciowo w rozdziale 11 (,,Metabolizm wodoru i tlenu”). Struktura cza-
steczki przenos$nikowego kwasu rybonukleinowego pokazana jest juz w rozdziale .
(,,Chemiczny sktad organizmoéw zywych”), ale dopiero w rozdziale 14 mowa jest o spe-
cyficznej funkcji tego zwigzku.

Ksigzka zaopatrzona jest w obszerny (7 stron) wykaz zalecanej listeratury po-
mocniczej i indeks rzeczowy zawierajgcy okoto 2000 haset.

W sumie jest to wartoSciowy podrecznik, pomocny zaréwno studiujgcym bioche-
mie jak i pracownikom naukowym w zakresie biochemii i specjalnosci pokrewnych.

Lech Wojtczak

»Function and Metabolism of Phospholipids in the Central and Peripheral
Nervous Systems”

wydana zostata przez G. Porcellati, Z. Amaduci i C. Galii w ramach wydawnictwa
ciggtego ,,Advances in Experimental Medicine and Biology” Vol. 72 i zawiera zbior
referatéw wygtoszonych na Sympozyjum satelitarnym 5-tego Kongresu Miedzynaro-
dowego Towarzystwa Neurochemii (Barcelona, 2—7.10.1975 r.).

Zawarte w tej ksigzce referaty omawiajg ostatnie osiggniecia z zakresu funkcji
i metabolizmu fosfolipidow w moézgu i obwodowym uktadzie nerwowym w aspektach
biofizycznych, biochemicznych, fizjologicznych, cytologicznych, farmakologicznych
i patologicznych. W sumie przedstawiono 30 referatéw z réznych miedzynarodowych
osrodk6w naukowych.
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Dyskutowano gtdwnie nastepujgce zagadnienia:

1. Lokalizacja okreslonych fosfolipiddw w btonach biologicznych

2. Natezenie metabolizmu fosfolipidéw w tkance nerwowej

3. Funkcja fosfolipidéw w uktadzie nerwowym (wspétzalezno$¢ metaboliczna
i fizjologiczna fosfolipidow i niektérych transmiteréw).

Nie jest mozliwe omoéwienie wszystkich referatow zawartych w tym tomie,
w zwigzku z tym ograniczono sie do pobieznego omdwienia nielicznych, ktore zastu-
guja na szczegdlng uwage.

Finean iwsp. wswoim artykule wysuwajg hipoteze na temat regulacyjnej roli
jonow Ca++ w metabolizmie btonowych fosfolipidéw, zwtaszcza fosfolipidow inozyto-
lowych. Sugerujg oni réwniez, ze jony wewnatrzkomérkowe Ca++ stymulujg biosyn-
teze diacylglicerolu, ktéry jest prekursorem fosfolipidow. Artykut Horrocks’a
i wsp. poSwiecony jest omdwieniu syntezy fosfoglicerydow w moézgu. Autorzy daja
szczegotowa analize matematycznego opracowania wynikéw, otrzymanych przy po-
mocy techniki izotopowej. Sposéb opracowywania wynikdw, podany przez tych auto-
réw, pozwala na precyzyjne okre$lenie liczby obrotéw (turnover) kwasow ttuszczowych
fosfolipidow mézgu.

Regulacyjng role metabolizmu fosfolipidow mézgu przedstawia Orlando wraz ze
wspoétpracownikami. Stwierdzajg oni, miedzy innymi, ze fosfolipidy otrzymane z méz-
gu wotu i wprowadzone dozylnie myszom dziatajg aktywujaco na kinaze pirydoksalo-
wa i cyklaze adenylowa mdzgu myszy.

Warto sie zapozna¢ réwniez z referatami poswieconymi zaleznosci biosyntezy fos-
folipidéw i neurotransmiteréw we frakcji synaptosomalnej mézgu. Obszerne omo-
wienie tego zagadnienia, gtdwnie na podstawie witasnych badan, mozna znalez¢ w re-
feracie A. Y. Sun i G.Y. Sun. Autorzy sugerujg, opierajac sie na licznych danych
eksperymentalnych, ze rola fosfolipidéw w przepuszczalnosci bton synaptosomalnych
dla jonéw Na+, K+ oraz Ca++, jest jeszcze znaczniejsza niz sie dotychczas uwazato.

Zagadnienie wptywu neurotransmiterdw na metabolizm fosfolipidow w btonach
synaptosomalnych mozna znalez¢ w opracowaniu Rowe i Gullis. Wediug tych
autor6w noradrenalina, acetylcholina, 5-hydroksytryptamina, histamina, dopamina,
GABA, kwas glutaminowy i asparaginowy dziatajg stymulujgco na biosynteze fosfo-
lipidéw bton synaptosomalnych. Mechanizm dziatania wyzej wymienionych transmite-
row polegatby na aktywacji fosfolipazy A2 ktéra w efekcie swojego dziatania dostar-
czataby prekursoréw do biosyntezy fosfolipidéw.

Nalezy zaznaczy¢, ze poziom i uktad poszczegélnych referatéw jest bardzo nie-
rowny: jedne sg omdwieniami og6lnymi danego zagadnienia w oparciu o piSmiennic-
two, inne stanowig przeglad publikowanych juz dawniej witasnych badan, a jeszcze
inne maja posta¢ zwyktych prac doswiadczalnych. Szkoda, ze ksigzka nie zawiera dys-
kusji po wygtoszonych referatach, co czesto publikowane jest w opracowaniach sym-
pozjalnych. Pomogtoby to zapewne w rozstrzygnieciu watpliwosci nasuwajacych sie
czytelnikowi przy zapoznawaniu sie z niektorymi referatami.

W sumie jednak ksigzka ta daje bogaty przeglad ostatnich osiggnie¢ w dziedzinie
metabolizmu fosfolipidow w uktadzie nerwowym, zaréwno osrodkowym jak i obwo-
dowym i moze sta¢ sie duzg pomocg dla neurochemikéw, farmakologéw, lekarzy oraz
tych wszystkich, ktdrych interesujg problemy zwigzane z metabolizmem lipidéw.

H. Dominas
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Erol Baear — ,»Biophysical and Physiological Systems Analysis”.

Addison-Wesley Publishing Company, Reading,
Massachusets 1976. Str. 429, 9 rozdziatéw, 2 indeksy, bibliografia.

Dazenie do przekazywania wynikéw badan w naukach biologicznych w formie
zblizonej do przyjetych w naukach matematyczno-fizycznych czy technicznych przy-
czynito sie do szybkiego rozwoju biofizyki. Jezyk, w jakim biofizyka interpretuje pro-
cesy biologiczne wymaga od wspétczesnego badacza gruntownego przygotowania ma-
tematycznego oraz znajomosci zasad dziatania najnowszej aparatury badawczej. Autor
omawianej ksigzki, Dr Erol Bagar studiowat fizyke w Hamburgu, a po ukoniczeniu
studiow, w latach 1965—68, doktoryzowat sie w tamtejszym Instytucie Fizjologii Uni-
wersytetu. Od 1969 r. kieruje Instytutem Biofizyki jednego z Uniwersytetow Ankary
(Haceteppe Uniwersitezi, nawigzujacego do uniwersytetu zatozonego w 1206 r. w Kay-
seri [Cezarea], a refundowanego w 1967 r.).

Celem ksigzki Dr Baeara, napisanej na podstawie swych wyktadéw dla dyplo-
mantoéw, jest préba ukazania korzysci jakie plyng z zastosowania matematycznej
analizy do zjawisk biologicznych. Problem polega na dobraniu jednej metody mate-
matycznej do analizy jednej wiasciwosci wspdélnej ré6znym procesom. W przypadku
badan opisywanych przez Baeara chodzi o rytmiczne oscylacje, ktére zachodzg w wielu
narzadach, jak na przyktad w nerkach, w sercu, miesniach gtadkich i mézgu. W do-
Swiadczeniach z uktadem kanalikdw nerkowych i uktadem wiencowym serca szczuréw
autor bada regulacje przeptywu krwi przez narzad pod wptywem zmian ci$nienia,
w miesniach naczyn i jelita grubego $Swinki morskiej rejestruje napiecie pod wpty-
wem bodzcéw mechanicznych, a w mdzgu kotéw obserwuje interferencje spontanicz-
nych i wywotanych bodZzcami potencjatéw elektrycznych. Analiza matematyczna wy-
nikbw oparta na przeksztatceniu Fourrier-Laplace’a stanowi podstawe programu
komputeréw potgczonych z aparaturg badawczg. Pozwala to na uzyskanie charakte-
rystyki czestotliwo$ci oraz maksimum nasilenia drgan otrzymywanych z danego na-
rzgdu w czasie doSwiadczenia. Autor przedstawia tylko podstawowe wzory zakta-
dajac, ze zainteresowany czytelnik albo ma dostateczne przygotowanie albo moze sie
zapozna¢ z podang literaturg przedmiotu.

Autor zdaje sobie w peini sprawe, ze procesy bhiologiczne przebiegajg w sposéb
niezmiernie skomplikowany, ze bierze w nich udziat wiele zmiennych, cechuje je
niestabilno$¢, a wynik rzadko odpowiada funkcji liniowej. Wobec tego uwaza, ze
biofizyk nie moze traktowaé¢ badanego uktadu jako black box, w ktédrym bierze pod
uwage tylko bodziec wprowadzany do uktadu (input) i efekt otrzymywany (output).
Proponuje koncepcje grey box, czyli uktadu, ktérego struktura i funkcjonowanie sg
w duzym stopniu znane i muszg by¢ brane pod uwage w analizie matematycznej.

Ksigzka Dr Bagara ma dziewie¢ rozdziatéw, kazdy opatrzony odpowiednig biblio-
grafig. Trzy pierwsze wyjasniajg zasady proponowanej analizy; rozdziat czwarty i pig-
ty traktujg o analizie zjawisk w nerkach, uktadzie wiencowym i miesniach gtadkich,
ktérej wyniki prowadza do umocnienia teorii o myogennym charakterze regulacji
cisnienia krwi w kapillarach. Rozdziat sz6sty omawia bardzo wazne w analizie mate-
matycznej zagadnienie nieliniowego przebiegu proceséw biologicznych. Rozdziat siéd-
my przynosi interesujgce neurobiologéw analizy aktywnoS$ci elektrycznej moézgu.
W rozdziatach 6ésmym i dziewigtym autor podsumowuje wyniki otrzymanych analiz
i wich Swietle jeszcze raz dyskutuje mozliwosci zastosowania analizy matematycznej
do badan biologicznych.

Tego typu podejsScie analityczne znajduje zastosowanie przede wszystkim w nau-
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kach fizjologicznych, ale wydaje sie, ze na przyktad'oscylacje zachodzagce w niekté-
rych procesach biochemicznych mogtyby by¢ przedmiotem podobnej analizy o ile
przebiegaja z dostateczng czestotliwoscia i o ile uda sie zarejestrowac ich przebieg
w czasie. Oczywiscie konieczne jest urzadzenie komputerowe oraz wspotpraca z mate-
matykiem zainteresowanym tego typu analizami.

Af. Dydynska
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Redakcja zastrzega sobie moznos$¢ skrocenia tekstu i wprowadzania
poprawek nie wptywajgcych na tre$¢ pracy.

Pismiennictwo: W artykule nalezy cytowaé prace oryginalne z ostat-
nich kilku lat oraz najwazniejsze artykuty przeglagdowe omawiajgce
przedstawiong dziedzine z uwzglednieniem artykutdw opublikowanych
w ,Postepach Biochemii”. W tek$cie nalezy podawaé jedynie nazwiska
badaczy, ktorych prace majg podstawowe znaczenie w przedstawianej
dziedzinie. Omawiane prace trzeba numerowac¢ w kolejnosci ich cytowa-
nia w tekscie. Wykaz pismiennictwa zatem obejmuje prace opatrzone ko-
lejnymi numerami, ale nieuporzagdkowane alfabetycznie. Odnosniki biblio-
graficzne winny mie¢ forme zalecang przez Komisje Wydawcéw Czaso-
pism Biochemicznych Miedzynarodowej Unii Biochemikéw (IUB) wedtug
Biochim. Biophys. Acta, (1972), 276, (1) np.

Pispa J. P., Buchanan F. M., (1971), Biochim. Biophys. Acta, 247,

181—184.
Cytujagc wydawnictwa ksigzkowe podawaé nalezy kolejno: nazwisko(a)
inicjaty autor(éw), rok wydania, tytut ksigzki, nazwisko(a) i inicjaty

jej redaktoréw(a), tom, pierwszg i ostatnig strone cytowanej publikacji,
nazwe wydawnictwa oraz miejsce wydania, np.

Dixon M., Webb E. C., (1964), Enzymes, 2 wyd., str. 565 Longmans

Green and Co, London;
Grant J. K., (1969) w Essays in Biochemistry, red. Campbell P.N.,
Greville G. D., t. 5, str. 1—58; Academic Press, London

Zatgczniki: Kazdy zatgcznik nalezy sporzadzi¢ w 2 egz. na oddziel-
nych kartkach i opatrzy¢ kolejnym numerem odpowiadajgcym numerowi
uzytemu w tekscie, oraz oznaczy¢ (na gorze stronicy otéwkiem) nazwis-
kiem pierwszego autora i poczgtkowymi wyrazami tytutu pracy.

Tabele nalezy kolejno numerowaé cyframi arabskimi. Tytut tabeli
i nagtéwki rubryk winny jasno opisywac ich tre$¢ zaznaczajac z jakich
(jakiej) prac(y) pochodzg informacje podane w tabeli.

Ryciny tj. wykresy, rysunki, schematy, lub fotografie nalezy opatrzy¢
numeracjg w kolejnosci ich omdéwienia w tekscie. Przyjmuje sie zasade
numeracji rycin cyframi arabskimi, a wzory cyframi rzymskimi. Foto-
grafie czarno-biate (kontrastowe) powinny by¢é wykonane na papierze
matowym. Pozostate ryciny nalezy wykonac¢ tuszem na biatym papierze
lub na kalce technicznej. Wymiar ryciny nie powinien byé mniejszy niz
10X15 cm, a naniesione linie nie powinny by¢ ciensze niz . mm. Ramki
ujmujac wykresy mozna wykona¢ linig ciefszg niz linie wiasciwe wy-
kresu. Cyfry i litery stuzace do opisu rysunku powinny mie¢ wysoko$é
nie mniejszag niz 5 mm. Na rysunkach nie nalezy umieszcza¢ opisow
stownych, lecz postugiwacé sie skrotami. Osie wykreséw natomiast win-
ny byé opatrzone napisem tatwo zrozumialym. Dla oznaczenia punktéw
doswiadczalnych mozna stosowaé nastepujgce symbole: O D A 9 MA.
Rycine nalezy opatrzy¢ na odwrocie oznaczeniem ,géra” i ,dot” (otdw-
kiem). Decyzje o stopniu zmniejszenia ryciny podejmuje wydawca.

Podpisy i objasnienia pod rycinami powinny by¢ dotgczone na od-
dzielnej kartce. Oznaczenia, ktérych nie mozna wpisa¢ na maszynie,
nalezy wyraznie nanie$¢ czarnym tuszem.

Ze wzgledu na wewnetrzng spoisto$¢ artykutu zaleca sige autorom
konstruowanie oryginalnych rysunkéw i zbiorczych tabel na podstawie
danych z pismiennictwa. Prawie wszystkie czasopisma zastrzegaja sobie
wytacznos¢ druku prac wraz z ich dokumentacjg (Copyright). Przed
wiaczeniem tabel, wykreséw czy schematéw do artykutu przeznaczonego
do publikacji w Postepach Biochemii nalezy uzyska¢ zgode na przedruk
i przedtozy¢ jg Redakcji.

Redakcja prosi o wiasciwe pakowanie artykutdw aby zabezpieczy¢
maszynopisy i ilustracje przed pogieciem.
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