
POLSKIE TOW ARZYSTW O BIOCHEMICZNE
Postępy

B i o c h e m i i
1977 tom 23 nr 2

PA Ń STW O W E

W YD A W N ICTW O

NAUKO W Ehttp://rcin.org.pl



WSKAZÓWKI DLA AUTORÓW

K w artaln ik  „Postępy Biochemii” publikuje artykuły  przeglądowe 
z biochemii i nauk pokrewnych. A rtykuły w inny obejmować syntetyczny 
przegląd postępu wiedzy w om awianej dziedzinie opracowany na podsta­
wie piśm iennictw a z kilku ostatnich lat. P rzekazanie artyku łu  do R e­
dakcji jest równoznaczne z oświadczeniem, że nadesłana praca nie była 
i nie będzie publikow ana w innym  czasopiśmie, jeżeli zostanie ogłoszona 
w  „Postępach Biochemii”. Autorzy artykułu  odpow iadają za praw idłowość 
i ścisłość podaw anych inform acji. A utorów  obowiązuje korekta autorska. 
Koszty zm ian tekstu  w  korekcie (poza popraw ieniem  błędów drukarskich) 
ponoszą autorzy. A rtykuły honoruje się według obowiązujących stawek. 
Autorzy otrzym ują bezpłatnie 25 odbitek swego artykułu ; zamówienia na 
dodatkowe odbitki (płatne) należy zgłosić pisem nie odsyłając pracę po ko­
rekcie autorskiej.

Redakcja prosi autorów  o przestrzeganie następujących wskazówek:
Form a maszynopisu: Maszynopis pracy i wszelkie załączniki należy 

nadsyłać w dwu egzemplarzach. Maszynopis powinien być napisany jed ­
nostronnie, z podwójną interlinią, z m arginesem  ok. 4 cm po lewej i ok. 
1 cm po praw ej stronie; nie może zaw ierać więcej niż 60 znaków  w  jed ­
nym w ierszu nie więcej niż 30 wierszy na stronie zgodnie z Normą 
Polską.

Układ maszynopisu: strona okładkowa nienum erow ana zaw iera im io­
na i nazwisko(a) autora(ów), adres(y) Zakładu(ów) w  języku polskim 
i angielskim, w których pracu ją autorzy, adres pocztowy, na który autorzy 
życzą sobie otrzym ywać korespondencję, adres pryw atny, telefon miejsca 
pracy, ty tu ł artyku łu  (w języku polskim i angielskim) oraz — w praw ym  
dolnym rogu — liczbę stron, liczbę rycin, wzorów i tabel oraz skrót 
ty tu łu  (nie więcej niż 25 znaków drukarskich).

S trona tytułow a (1) imiona (w pełnym  brzm ieniu) i nazwisko(a) auto- 
ra(ów), ty tu ł pracy w języku polskim i angielskim, rzeczowy spis treści 
w języku polskim i angielskim, ty tu ł naukow y autora(ów) i jego (ich) 
miejsce(a) pracy, wykaz skrótów  stosowanych w pracy.

Strona 2 i następne obejm ują tekst pracy do spisu piśm iennictw a 
włącznie, tabele, spis rycin, wzorów oraz ty tu ły  i objaśnienia do rycin na 
stronach końcowych.

Dla przejrzystości tekstu  obowiązuje podział artykułu  na rozdziały 
i podrozdziały, których tytuły rzeczowo w inny inform ować o p rzedsta­
w ianych treściach. Rzeczowy spis treści z podaniem  stron publikujem y 
bezpośrednio po tytule pracy. Rozdziały num erujem y liczbami rzym ­
skimi, a podrozdziały odpowiednią rzym ską i arabską (np. I—1.). T y tu ­
łów podrozdziałów nie wydzielonych z tekstu  nie trzeba numerować. 
W tekście nie należy stosować żadnych podkreśleń ani rozstrzelonego 
druku. Ew entualne sugestie autorskie co do charak teru  czcionki d ru ­
karskiej należy zaznaczyć ołówkiem na m arginesie maszynopisu. W przy­
padku umieszczenia w  tekście liter alfabetu greckiego należy na m a r­
ginesie wpisać ołówkiem ich fonetyczne brzmienie. W tekście nie należy 
umieszczać żadnych tablic, rycin czy wzorów, lecz w żądanym  m iejscu 
pozostawić wolny wiersz i zaznaczyć: Tabela 1, Ryc. 1, Wzór I itp. N u­
m erację wzoru w tekście należy podawać po nazwie związku np. kwas 
glutam inowy (I).

Redakcja prosi autorów  o zwrócenie szczególnej uwagi na popraw ­
ność językową tekstu  a także na ścisłość i jasność sform ułowań, unikanie 
gw ary laboratory jnej oraz o niewprow adzanie do tekstu  tworzonych do­
raźnie skrótów, naw et jeśli niektóre z nich byw ają używane w pracach 
obcojęzycznych. http://rcin.org.pl
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140 M. PIE C H O W SK A [2]

Jak ogólnie wiadomo przeważająca większość chromosomów zawiera 
DNA o strukturze podwójnołańcuchowej. Wiadomo również, że dwułańcu- 
chowe chromosomy niektórych bakteriofagów zakończone są krótkimi 
fragmentami jednołańcuchowymi, a ponadto przebiegające w komórkach 
roślin i zwierząt replikacja, transkrypcja, rekombinacja i reperacja DNA 
wymagają rozwinięcia podwójnej spirali i udziału w tych procesach poje­
dynczych łańcuchów. Mimo znajomości tych faktów używając DNA wy­
odrębniony z komórek o aktywnym metaboliżmie zwykle zakładamy, że 
struktura wszystkich cząsteczek jest w pełni dwułańcuchowa i całkowicie 
uporządkowana. Czy zawsze tak jest naprawdę? Niektóre spostrzeżenia 
opisane w ostatnim dziesięcioleciu budzą pewne wątpliwości. W kilku na­
stępujących po sobie publikacjach, które ukazały się w roku 1966 i 1968, 
K i d s o n (1), O k a z a k i  i współautorzy (2), oraz O i s h i (3) opisali 
fakty wykazujące, że nowosyntetyżowana frakcja DNA, wyodrębnionego 
z Escherichia coli lub Bacillus subtilis, występuje w formie cząsteczek jed- 
nołańcuchowych. W latach późniejszych fragmenty jednołańcuchowe zna­
leziono nie tylko w DNA bakterii kilku rodzajów lecz również w repliku­
jącym się DNA bakteriofagów, wirusów zwierzęcych i komórek organiz­
mów wyższych.

Poniżej opisano wykrywanie małych frakcji jednołańcuchowych w pre­
paratach DNA o przeważającej strukturze dwułańcuchowej, podano cha­
rakterystykę tych frakcji jak również ich przypuszczalne pochodzenie. 
Omówiono jedynie strukturę DNA wyodrębnionego ze źródeł naturalnych, 
pominięto natomiast wszelkie zaburzenia struktury wywoływane celowo 
w badaniach in vitro.

I. Fragmenty jednołańcuchowe DNA bakteriofagów i wirusów 
zwierzęcych

1-1. DNA dojrzałych bakteriofagów

Dwułańcuchowy DNA wyodrębniony z dojrzałych fagów ma z reguły 
doskonałą strukturę drugorzędową na całej długości chromosomu. Znanymi 
wyjątkami są tu chromosomy faga A. oraz innych fagów tej samej grupy, 
jak również fagów 186, P2 i 299 posiadające na obu końcach odcinki jedno­
łańcuchowe, złożone z kilkunastu do dwudziestu nukleotydów. Odcinki te 
zwane ,,lepkimi końcami” są doskonale zbadane w chromosomie faga A, 
a ich szczegółowy opis można znaleźć w wielu podręcznikach oraz innych 
obszernych publikacjach (np. 4,5). Główne cechy pojedynczych końców 
chromosomu faga A są następujące: — ilościowa przewaga guaniny i cyto- 
zyny nad adeniną i tyminą, — zakończenie grupą fosforanową w pozycji 5', 
oraz — komplementarność sekwencji nukleotydowych dwu fragmentów 
jednołańcuchowych tego samego chromosomu. Ta ostatnia cecha odgrywa
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[3] JE D NO ŁA Ń C U C H O W E FR A K C JE  D N A 141

ważną rolę po zakażeniu bakteryjnej komórki gospodarza ponieważ sparo­
wanie pojedynczych końców fagowego DNA i wytworzenie wiązań fosfo- 
dwuestrowych pomiędzy końcowymi nukleotydami prowadzi do powstania 
charakterystycznej kołowej formy replikacyjnej. Forma kołowa jest do­
skonale sparowaną strukturą dwułańcuchową aż do czasu wytworzenia 
pętli replikacyjnej opisanej w następnym rozdziale.

1-2. DNA w stadium replikacji

W celu wyodrębnienia replikującego się DNA bakteriofagów, bakteryj­
ne komórki gospodarza hodowano w podłożu zawierającym ciężkie izotopy 
H2 i N15 po czym zakażano je radioaktywnymi, „lekkimi” fagami zawiera­
jącymi H1 i N14. Prowadzi to do syntezy hybrydowego (lekki: ciężki) DNA 
w czasie replikacji. Radioaktywne cząsteczki, wyodrębniane w różnych 
stadiach replikacji, układały się w gradiencie gęstości chlorku cezu we 
wszystkich położeniach pomiędzy gęstością lekkiego i hybrydowego DNA. 
Obserwacje w mikroskopie elektronowym wyodrębnionego w ten sposób 
DNA fagów X, T4 i T7 oraz faga 186 ujawniły pewne jednoniciowe frag­
menty w dwułańcuchowej strukturze cząsteczek. W przypadku fagów X 
S c h n ó s  i I n m a n  (6,7) wykrywali jednołańcuchowy DNA po jednej

Ryc. 1. Schem at obrazu chromosomów fagów X otrzym anego przez I n m a n a 
i S c h n ó s s a  w m ikroskopie elektronow ym  (7).

Liczby w yrażane w  procentach określają częstość w ystępow ania  poszczególnych form wśród  
82 fotografow anych c z ą s te c z e k .-------------- DNA dw ułańcuchow y, • • • — DNA jednołańcuchow y.
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142 M. PIE C H O W SK A [4]

lub obu stronach pętli replikacyjnych przy czym dwa takie odcinki naj­
częściej znajdowały się w pozycji trans przy przeciwległych widełkach pętli 
(Ryc. 1.). Cząsteczki replikującego się DNA fagów T7 były wykrywane 
przez W o l f s o n a  i D r e s l e r a  (8) w formie pętli lub widełek o frag-

11% 6 4 %  16%  9%

R y c . 2. Schem at obrazu replikującego się DNA fagów T7 otrzym anego przez W o l f ­
s o n a  i D r e s l e r a  w m ikroskopie elektronow ym  (8).

Liczby w yrażone w  procentach określają częstość w ystępow ania poszczególnych  form  cząste­
czek. A — rodzaje struktur w ystępujące wśród 53 oglądanych pętli rep likacyjnych. B — rodzaje
struktur w ystępujące wśród 45 w idełek  r e p l ik a c y j n y c h .-------------- DNA dw ułańcuchow y,

•  • •  — DNA jednołańcuchow y.

mentach jednołańcuchowych znajdujących się najczęściej przy przeciw­
ległych stronach pętli lub po jednej stronie widełek (Ryc. 2A i B). Wielkość 
fragmentów jednołańcuchowych sięgała do kilkunastu procent długości, 
choć większość reprezentowała kilka procent długości chromosomu. Zawie­
rały więc one zatem około 500 nukleotydów w przypadku DNA A, i około 
1500 nukleotydów w przypadku DNA T7.

Jednołańcuchowy DNA bakteriofagów T4 wykrywany był przez D e -  
l i u s a ,  H o w e  i K o z i ń s k i e g o  (9) w innej postaci, a mianowicie 
jako odgałęzienia (,,wąsy”) zwisające w pozycji trans przy przeciwległych 
widełkach pętli replikacyjnej (Ryc. 3). Jednołańcuchowe wąsy znikały pod 
działaniem egzonukleazy I wyodrębnionej z E. coli, która traw i jednonicio- 
wy DNA od końca 3'-OH, co oznaczało, że miały one zakończenia charakte­
rystyczne dla nowosyntetyzowanego DNA. Podobne wyniki otrzymali 
C h a t t o r a y  i I n m a n  (10) badając DNA fagów 186.

Kilka hipotez dotyczących mechanizmu powstawania jednoniciowych 
fragmentów wewnątrz dwułańcuchowych cząsteczek omówione zostanie 
w dalszym ciągu artykułu. Przypuszcza się, że jednoniciowe odgałęzienie
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f5] JE D NO ŁA Ń C U C H O W E FR A K C JE  D N A 143

(„wąsy”) mogą powstawać podczas wyodrębnienia DNA w wyniku przesu­
wania się łańcuchów na skutek usunięcia białek usztywniających strukturę 
pęt i replikacyjnej (9,11 i Ryc. 3). Przy opisie interpretacji obrazów otrzy­
manych z mikroskopu elektronowego należy zwrócić uwagę na fakt, że

______________ ^  = 1 \

A ______  ' 1

Ryc. 3. P ętla  replikacyjna DNA fagów T4, (9).
A — hipotetyczna struktura pętli replikacyjnej w ew nątrz kom órki. B — schem at struktury  
oglądanej w  m ikroskopie elektronow ym .
=  — DNA dw ułańcuchow y, — — DNA pojedynczołańcuchow y.

zdolność rozdzielcza mikroskopu pozwala uwidocznić odcinek DNA nie 
krótszy niż złożony ze stu nukleotydów. Ponadto jest bardzo prawdopo­
dobne, że sposób oczyszczania DNA i nawet pipetowania roztworów, może 
wpływać na końcowy obraz obserwowany w mikroskopie elektronowym 
głównie z powodu stosunkowo dużej wrażliwości jednoniciowego DNA na 
siły ścinające. Przy takich możliwościach powstawania artefaktów szczegól­
nie wartościowe są obrazy całych, niepopękanych chromosomów faga A 
otrzymane przez Inmana i Schnósa (6,7 i Ryc. 1).

Przypuszczalnie z powodu wpływu warunków wyodrębniania DNA 
S c h l e g e l  i T h o m a s  (11), w przeciwieństwie do W o l f s o n a  
i D r e s l e r a  (8), znajdowali jednoniciowe fragmenty nie tylko wewnątrz 
lecz i na końcach dwułańcuchowych cząsteczek replikującego się DNA 
fagów T7. S trukturę cząsteczek identyfikowali oni na podstawie mikro­
skopii elektronowej jak również zachowania w trakcie chromatografii na 
hydroksyapatycie oraz wrażliwości na egzo- i endonukleazy degradujące 
wybiórczo jednołańcuchowe fragmenty, używając przy tym DNA wyod­
rębnionego z dojrzałych fagów jako kontrolnego preparatu o strukturze 
w pełni dwułańcuchowej.

Szczególną uwagę na zależność struktury  DNA od metody jego oczysz­
czania zwracają P a e t k a u  i wsp. (12), którzy wyodrębniali pulsowo- 
-znakowany radioaktywny, noworeplikowany DNA fagów T7. W prepara­
tach traktowanych fenolem część nowosyntetyzowanego DNA autorzy
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144 M. PIEC H O W SK A [6]

uznawali za jednołańcuchowy na podstawie słabego wiązania z hydroksy- 
apatytem. W preparatach nietraktowanych fenolem frakcja wiążąca się 
słabo z hydroksyapatytem była siedmiokrotnie mniejsza. Interpretując ten 
fakt P a e t k a u i wsp. przypuszczali, że fenol denaturuje nowosyntety- 
zowane fragmenty których struktura drugorzędowa może być słabsza niż 
reszty DNA. Przypuszczenie to nabiera znaczenia w świetle obserwacji 
L e n g a i wsp. (13) którzy wykazali, że fenol powoduje obniżenie tempe­
ratury  denaturacji drugorzędowej struktury  DNA. Jednakże wchodzi tu 
w rachubę jeszcze druga możliwość, którą P a e t k a u  i wsp. uważają za 
mniej prawdopodobną, a mianowicie selektywna utrata frakcji jednołań- 
cuchowej na skutek trudnego jej wymywania z hydroksyapatytu w przy­
padku frakcjonowania nieodbiałczonego DNA. Możliwość ta wydaje się 
godna rozważenia w świetle opisanych w następnym rozdziale tego a rty ­
kułu wyników badań przemawiających za selektywnym związaniem jed- 
nołańcuchowej frakcji DNA z białkiem komórkowym.

Fragmenty jednoniciowe zostały ostatnio w ykryte w cząsteczkach DNA 
zwierzęcego wirusa herpes, wyodrębnionych z hodowli nerki królika (14). 
Mikroskopia elektronowa tego DNA ujawniła, że we wczesnych stadiach 
po infekcji wirusowej niektóre cząsteczki dwułańcuchowe miały jeden 
lub dwa końce jednoniciowe, a później pojawiały się cząsteczki dwu- lub 
trzykrotnie dłuższe od całego chromosomu wirusa, jak również i formy 
kołowe, które przypuszczalnie powstawały przez łączenie się komplemen­
tarnych końców jednoniciowych. Wiele cząsteczek wyodrębnionych z póź­
niejszego okresu zawierało pętle z fragmentami jednoniciowymi znajdu­
jącymi się w położeniu trans przy przeciwległych rozwidleniach łańcucha. 
Te ostatnie struktury  były bardzo podobne do pętli replikacyjnych DNA 
fagów T7, przedstawionych na rycinie 2, oraz do analogicznych form DNA 
Drosophila opisanych w III części tego artykułu i przedstawionych na ry­
cinie 4. Autorzy omawianej pracy — J e a n  i B e n - P o r a t  — sądzili, 
że obserwowane przez nich pętle są strukturam i związanymi z replikacją 
wirusowego DNA, natomiast fragmenty jednołańcuchowe, znalezione na 
końcach cząsteczek, mogą powstawać w wyniku trawienia DNA przez 
bliżej nieokreśloną egzonukleazę komórek gospodarza.

1-2.1. Drugorzędowa struktura superhelikalnego DNA i innych form replikacyjnych 
chromosomów kołowych

Fragmenty jednołańcuchowe superhelikalnych cząsteczek wykrywano 
głównie bardzo czułą metodą pomiaru wiązania formaldehydu lub wodoro­
tlenku metylortęciowego przez niesparowane zasady łańcucha DNA. Wy­
korzystywano przy tym fakt, że formaldehyd wiąże się z wolnymi grupami 
aminowymi zasad purynowych i pirymidynowych, a wodorotlenek mety- 
lortęciowy reaguje z azotem pierścienia tych zasad. W czasie reakcji z dru-
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gim z wymienionych związków grupa metylortęciowa zastępuje proton 
przy N3 tyminy oraz Nj guaniny, a w specjalnie dobranych warunkach 
może również przyłączyć się do innych atomów azotu pierścieni guaniny, 
adeniny i cytozyny. Zarówno wiązanie formaldehydu jak i wodorotlenku 
metylortęciowego powoduje, proporcjonalną do zakresu reakcji, zmianę 
absorbcji DNA w ultrafiolecie, a ponadto wiązanie wodorotlenku metylo­
rtęciowego powoduje zwiększenie gęstości (w gradiencie gęstości siarczanu 
cezu z bromkiem etydionowym) i szybkości sedymentacji DNA. Mierząc 
zakres zmian własności DNA po pisanych reakcjach D e a n  i L e b o w i t z  
(15) oraz B e e r m a n  i L e b o w i t z  (16) wykazali, że około czterech 
procent zasad nie jest sparowane w superhelikalnej kołowej formie repli- 
kacyjnej DNA fagów 0X174 i PM2. Badacze ci sądzili, że naruszenie dru- 
gorzędowej struktury jest wynikiem dodatkowych skrętów superheliksu 
ponieważ kołowy DNA nie posiadający struktury trzeciorzędowej nie wy­
kazywał obecności niesparowanych zasad (16). Oczywiste jest, że w prze­
ciwieństwie do mikroskopii elektronowej, pomiary wiązania wodorotlenku 
metylortęciowego lub formaldehydu nie informują o rozmieszczeniu nie­
sparowanych zasad w chromosomie. Przypuszcza się, że są one zgrupowane 
w jednym rejonie ponieważ endonukleaza wyodrębniona z Neurospora 
crassa — enzym o wybiórczym powinowactwie do jednołańcuchowego 
DNA — przekształca superhelikalny DNA 0X174 lub PM2 w zrelaksowaną 
formę kołową, a w przypadku prowadzenia reakcji w obecności formal­
dehydu (utrwalającego rozluźnioną strukturę) powstają liniowe cząsteczki
o pełnej długości chromosomu (17,18,19). Rozmieszczenie cięć enzymatycz­
nych w populacji chromosomów jest przypadkowe co najprawdopodobniej 
świadczy o przypadkowym rozmieszczeniu rejonów jednołańcuchowych 
w poszczególnych cząsteczkach (19).

Za pomocą innego enzymu trawiącego wybiórczo jednołańcuchowe czą­
steczki, endonukleazy S1( badano replikacyjne formy niektórych wirusów 
zwierzęcych. Okazało się wówczas, że superhelikalny DNA SV40 (20,21) 
lub polyoma (22) w pierwszym etapie reakcji jest przekształcany przez 
enzym w zrelaksowaną formę kołową, a później w liniowe cząsteczki o peł­
nej długości chromosomu. I w tym wypadku również wrażliwość na enzym 
uważa się za konsekwencję naruszenia drugorzędowej struktury przez 
skręty superheliksu ponieważ cząsteczki kołowe i zamknięte, lecz niesuper- 
helikalne nie zmieniały się pod wpływem endonukleazy. W przeciwieństwie 
do opisanego powyżej DNA fagów 0X174, rejon dostępny dla enzymu znaj­
dowano tylko w dwu lub trzech położeniach w cząsteczkach DNA polyo­
ma (22).

Warto zaznaczyć, że inni badacze otrzymywali negatywny wynik kon­
troli wybiórczości działania endonukleazy Sj na superhelikalny DNA (23, 
24,25) używając w tym celu zrelaksowanej zamkniętej dwułańcuchowej 
formy kołowej DNA faga fd przygotowanej syntetycznie, lub zrelaksowa­
nej otwartej formy kołowej DNA wirusa SV40 otrzymanej z superheliksu
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przez jedno cięcie endonukleazą. Stwierdzono wówczas, że endonukleaza S! 
robi kilka cięć w takich cząsteczkach wobec czego wyciągnięto wniosek, 
że enzym nie wymaga bezwzględnej obecności jednołańcuchowych rejonów 
w substracie.

Przyczyny rozbieżności pomiędzy wynikami różnych grup badaczy stają 
się co najmniej częściowo zrozumiałe w świetle wnikliwych badań wybiór­
czości działania endonukleazy Sj przeprowadzonych przez W i e g a n d a 
i wsp. (26). Wykazały one bowiem, że enzym ten rzeczywiście jest zdolny 
do cięcia DNA nie mającego luki (ang. gaps) w drugorzędowej strukturze, 
lecz tylko w miejscu leżącym naprzeciw przerwanego wiązania fosfodwu- 
estrowego w komplementarnym łańcuchu. W i e g a n d  i wsp. stwierdzili 
ponadto, że endonukleaza Si znacznie szybciej traw i pętle jednołańcuchowe 
niż miejsca leżące naprzeciw przerw w wiązaniach fosfodwuestrowych 
i również szybciej zachodzi przekształcenie form superhelikalnych w for­
my zrelaksowane niż wytworzenie cząsteczek liniowych. Obserwacje te mo­
gą tłumaczyć przyczyny cięcia, które wystąpiło w zrelaksowanej, dwułań- 
cuchowej otwartej formie kołowej DNA SV40 w doświadczeniach grupy v 
S a u e r a (23—25) nadal jednak pozostaje niejasna przyczyna podatności 
dwułańcuchowej zamkniętej formy kołowej DNA fd otrzymanej syntetycz­
nie. Fakt wrażliwości tej formy DNA byłby możliwy do pogodzenia z po­
przednio cytowanymi wynikami (23,26), gdyby niektóre preparaty endo­
nukleazy Sx były zanieczyszczone nukleazą działającą na doskonale sparo­
wany, dwułańcuchowy DNA.

Za istnieniem jednołańcuchowych fragmentów w superhelikalnym DNA 
przemawia dodatkowo kilka faktów. Jednym z nich jest obserwacja, że 
taka forma DNA wirusa SV40 lub DNA faga PM2 stanowi dobrą matrycę 
dla niektórych polimeraz RN A zależnych od DNA, wyodrębnionych z gra­
sicy cielęcej, podczas gdy relaksowana forma kołowa lub liniowa jest bar­
dzo złą matrycą dla tych enzymów. Równocześnie wiadomo, że badane po- 
limerazy nie mogą syntetyzować RNA na nieuszkodzonych dwułańcucho- 
wych cząsteczkach natomiast dobrze transkrybują pojedyncze nici DNA. 
Podobne obserwacje poczyniono badając bakteryjną polimerazę RNA wy­
odrębnioną z E. coli, dla której również złą matrycą jest dwułańcuchowy 
DNA. Enzym ten (a właściwie jego rdzeń — ,,core”) dobrze katalizuje syn­
tezę RNA na superhelikalnej formie DNA SV40, źle natomiast — na formie 
liniowej (27). Ponadto okazało się, że polimerazy wyodrębnione z grasicy 
cielęcej tworzą trwałe kompleksy z superhelikalnym DNA SV40, a nie two­
rzą takich połączeń z liniowymi cząsteczkami, przy czym DNA związany 
z polimerazą traci wrażliwość na endonukleazę Si (28). Wszystkie te obser­
wacje przemawiają za wiązaniem się badanych polimeraz RNA z jedno- 
łańcuchowymi fragmentami cząsteczek DNA o strukturze superhelikalnej.

Oprócz wyżej wymienionych znane są jeszcze dwa następujące fakty 
świadczące o naruszeniu struktury drugorzędowej w cząsteczkach posiada­
jących strukturę trzeciorzędową. Po pierwsze wskazuje na to charakter
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widma dichroizmu kołowego superhelikalnego DNA świadczące o zaburze­
niu dwułańcuchowej struktury, które zależy od liczby skrętów superhelik- 
su przypadających na jednostkę długości DNA (29); po drugie także białko 
32, o wybiórczym powinowactwie do jednołańcuchowego DNA, przyłącza 
się do superhelikalnego DNA SV40 powodując utworzenie jednej pętli jed- 
nołańcuchowej widocznej w mikroskopie elektronowym. W takich samych 
warunkach praktycznie nie obserwuje się przyłączania białka 32 do zrelak­
sowanej, kołowej formy DNA SV40 (30).

Ogólnie biorąc pomimo cytowanych rozbieżności pomiędzy obserwa­
cjami niektórych badaczy, zgodność wyników otrzymanych za pomocą kil­
ku różnych metod analizy przemawia za występowaniem pewnych defor­
macji struk tury  drugorzędowej w superhelikalnych cząsteczkach DNA. 
Pomimo zgodności poglądów dotyczących jakości zjawiska, ilościowe ozna­
czenie niesparowanych zasad za pomocą wiązania formaldehydu lub wo­
dorotlenku metylortęciowego jest kwestionowane przez W a n g a  (18). 
Wątpi on w możliwość dobrania takich stężeń, które zapewniałyby reak­
cję wyłącznie z jednoniciowym DNA. Ponadto według jego wyników szyb­
kość trawienia superhelikalnego DNA przez wybiórcze nukleazy jest około 
500 razy mniejsza od trawienia DNA jednołańcuchowego, jak również 
DNA superhelikalny nie spełnia roli m atrycy dla polimerazy I w warun­
kach właściwych dla syntezy na cząsteczkach jednołańcuchowych.

Luki w dwułańcuchowej strukturze znaleziono ponadto w niesuperheli- 
kalnej replikacyjnej formie II DNA faga $X174, wyodrębnionej z bakterii. 
Luk tych jest kilka i znajdują się głównie w minusowym łańcuchu syntety­
zowanym na pojedynczej nici DNA wnikającej do komórki w czasie infekcji 
fagiem. E i s e n b e r g  i D e n h a r d t  (31) wykryli to za pomocą poli­
merazy DNA włączającej znakowane nukleotydy w przerwy cząsteczek 
dwułańcuchowych.

• II. Fragmenty jednołańcuchowe DNA wyodrębnionego z bakterii

II-1. DNA w stadium replikacji

We wstępie tego artykułu wspomniano publikacje K i d s o n a  (1), 
O k a z a k i  i wsp. (2) oraz O i s h i i wsp. (3) opisujące wykrywanie jed­
nołańcuchowego DNA w preparatach wyodrębnionych z E. coli lub B. sub- 
tilis. W badaniach tych stosowano pulsowe (np. 5 do 30-sekundowe) znako­
wanie radioaktywną tymidyną w celu napiętnowania nowosyntetyzowa- 
nych fragmentów chromosomu. Cały DNA oczyszczano standardowymi me­
todami opartymi na odbiałczaniu fenolem po czym poddawano go ekstrak­
cji przeciwprądowej w układzie dwufazowym (1), lub adsorbcji i elucji na 
kolumnie z hydroksyapatytu lub też wirowaniu w gradiencie gęstości 
chlorku cezu. W takich warunkach — pozwalających odróżnić DNA jedno- 
łańcuchowy od dwułańcuchowego — frakcja znakowana pulsowo zacho­
wywała się jak denaturowany DNA, w przeciwieństwie do reszty prepa-
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ratu wykazującej własności natywnych, dwułańcuchowych cząsteczek. 
Ponadto nowosyntetyzowany DNA był wybiórczo wrażliwy na egzonu- 
kleazę I wyodrębnioną z E. coli i trawiącą jedynie zdenaturowane czą­
steczki (2,3). Jednołańcuchowy DNA stanowił około 0,05 do 0,1% całości 
preparatu. Jego długość według Oishi, odpowiadała zawartości 800 do 1000 
nukleotydów, a według O k a z a k i  i wsp., od 1000 do 2000 nukleotydów 
w cząsteczce. Czas istnienia nowosyntetyzowanych jednołańcuchowych 
cząsteczek DNA jest krótki: w ciągu kilku minut są one wydłużane i prze­
kształcane w cząsteczki dwułańcuchowe, początkowo z przerwami w cią­
głości podwójnego łańcucha, a później w pełni stają się dwułańcuchowe 
(32). W wydłużaniu nowych łańcuchów u E. coli najprawdopodobniej ucze­
stniczy polimeraza I, ponieważ w mutancie o obniżonej aktywności tego 
enzymu proces przebiega wolniej niż w normalnych komórkach (33). Ostat­
nio wykazano (34), że w komórkach B. subtilis do wydłużania łańcuchów 
konieczna jest aktywna polimeraza III. Wykazano też, że jednołańcuchowe 
fragmenty nie mogą renaturować się między sobą. Oznacza to, że cząsteczki 
te nie zawierają komplementarnych sekwencji nukleotydowych, a więc nie 
są syntetyzowane na przeciwległych fragmentach nici komplementarnych.

Autorzy omawianych powyżej prac przypuszczają, że nowosyntetyzo­
wany DNA początkowo istnieje w komórce w postaci krótkich nici (frag­
menty Okazaki) w kompleksie z białkiem czy białkami układu replikacyj- 
nego. Białka te mają utrzymywać nowy fragment DNA w połączeniu z jego 
matrycowym łańcuchem lecz trwałość takiej struktury może być mniejsza 
niż normalnej dwułańcuchowej cząsteczki. Oddzielenie „nowego” łańcucha 
może w tym przypadku następować w wyniku usunięcia białka skomplek- 
sowanego z DNA. Otrzymywałoby się wówczas wolne cząsteczki jednołań­
cuchowe i ich komplementarne odpowiedniki tkwiące w ciągłej strukturze 
dwułańcuchowej reszty chromosomu. Zgodnie z tym rozumowaniem wy­
krycie wolnych ,,nowych” cząsteczek byłoby możliwe po nadaniu im dużej 
radioaktywności pozwalającej dostrzec znikomą frakcję zachowującą się 
inaczej niż reszta preparatu, natomiast wykrycie ich komplementów wy­
magałoby szczególnych warunków, w których nie przeszkadzałoby sąsiedz­
two ściśle zespolonego z nimi dwułańcuchowego DNA. Najprawdopodob­
niej te właśnie „stare” łańcuchy są widziane w mikroskopie elektronowym.

II-2. Fragmenty jednołańcuchowe o nieustalonym pochodzeniu

Jednołańcuchowe rejony występujące w dwułańcuchowych cząstecz­
kach wykrywali H a r r i s  i B a r r  (35,36) oraz L e C l e r c  i S e t l o w  
(37) w DNA wyodrębnionym z B. subtilis i Haemophilus influenzae. 
W przypadku DNA B. subtilis pozycja DNA w lekko alkalicznym (nie de­
naturującym) gradiencie gęstości chlorku cezu wykazywała 5-procentową 
zawartość jednołańcuchowych rejonów w cząsteczkach dwułańcuchowych. 
W przypadku H. influenzae podobną, około 5-procentową zawartość jedno-
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łańcuchowego DNA, zidentyfikowano na podstawie zachowania preparatu 
na kolumnie z pochodnej celulozy, odróżniającej natywne i denaturowane 
cząsteczki, jak również na podstawie wrażliwości na endonukleazę SŁ. 
Kilkakrotnie większe ilości: 10 do 20°/o DNA wrażliwego na endonukleazę 
Sx znaleziono w naszym laboratorium w preparatach wyodrębnianych 
z B. subtilis 168 thy -  (38). Obserwowano przy tym, że niecałkowicie od- 
białczony preparat, zawierający około 1% białek komórkowych połączo­
nych z cząsteczkami DNA, nie wykazywał zupełnie (lub wykazywał małą) 
wrażliwości na endonukleazę Sj.. Podobnie było w przypadku preparatu 
potraktowanego enzymami proteolitycznymi, które trawiąc białka pozo­
stawiały jeszcze oligopeptydy związane z DNA. Dopiero po ich usunięciu 
fenolem kilkanaście procent DNA stawało się wrażliwe na enzym trawiący 
cząsteczki jednołańcuchowe. Na podstawie tych obserwacji przypuszcza się, 
że bliżej nieokreślone białko chroni jednołańcuchową frakcję DNA przed 
trawieniem endonukleazą Sx. Przyczyny dużej zawartości jednoniciowego 
DNA w naszych preparatach nie są jeszcze wyjaśnione. Możliwe że jest 
ona świadectwem szczególnych właściwości badanego szczepu bakterii.

II-3. Jednołańcuchowy DNA występujący w procesie rekombinacji

W procesie transformacji bakterii fragment jednej nici transform ują­
cego DNA zastępuje odpowiedni fragment DNA biorcy w dwuniciowej 
strukturze chromosomu, a zatem warunkiem pomyślnego przebiegu rekom­
binacji powinno być przejściowe wytworzenie jednoniciowych struktur 
DNA dawcy i biorcy. Badania wykazały, że po pobraniu dwuniciowych 
cząsteczek przez komórki Diplococcus pneumoniae i B. subtillis znajdują 
się w nich jednołańcuchowe cząsteczki DNA dawcy (39).

Ponadto z komórek B. subtilis w pracowni V e n e m y (40) wyodręb­
niono ostatnio fragmenty DNA biorcy z przyłączonymi fragmentami DNA 
dawcy: kompleksy te mają rejony jednołańcuchowe i są uważane za przej­
ściowe produkty rekombinacji.

Fragmenty jednołańcuchowe znajdowano również w DNA wyodrębnio­
nym z samych bakterii kompetentnych, to jest bakterii zdolnych do po­
brania DNA i ulegania transformacji. Są przypuszczenia że te właśnie 
frakcje mogą odgrywać rolę w rekombinacji z pobranymi cząsteczkami 
egzogennego DNA (36,37,41). Pogląd ten opiera się na dwóch następują­
cych faktach: frakcja jednołańcuchowa wzrasta w tym samym czasie, gdy 
pojawia się kompetencja w populacji bakterii, z których wyodrębnia się 
badany DNA; w DNA pochodzącym z bakterii zdolnych do pobrania DNA, 
lecz niezdolnych do rekombinacji, nie wykrywano frakcji jednołańcucho- 
wej. Drugi z wymienionych faktów wydaje się niepodważalny w granicach 
czułości metod użytych do wykrycia jednołańcuchowego DNA, natomiast 
pierwszy fakt prawdopodobnie świadczy tylko o częściowym związku mię­
dzy równoczesnymi procesami. Podstawę do takiego poglądu stanowią
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wyniki doświadczeń wykonanych ostatnio w naszym laboratorium (38). Wy­
kazały one, że nie ma różnicy w zawartości jednołańcuchowego DNA 
w preparatach wyodrębnionych z frakcji bakterii kompetentnych i nie­
kompetentnych pochodzących z tej samej populacji B. subtilis. Ponadto 
jednoniciowy DNA znaleziono we wszystkich fazach wzrostu hodowli bak­
teryjnej zarówno w fazie kompetencji jak i wówczas gdy populacja nie 
była w ogóle zdolna do ulegania transformacji. Tak więc wyniki nasze 
przemawiają przeciw związkom między obecnością jednołańcuchowego 
DNA biorcy a kompetencją, rozumianą jako zdolność do pobrania DNA 
i rekombinacji, natomiast nie przeczą przypuszczalnej roli jednołańcucho­
wego DNA biorcy w samym procesie rekombinacji.

W procesie koniugacji występującym u bakterii, DNA dawcy jest rów­
nież wcielany w formie jednołańcuchowej do chromosomu biorcy, ale czą­
steczki o takiej strukturze można wykryć jedynie w mutantach biorców
o zaburzonej replikacji DNA (42) lub w koniugacji z tymino-zależnymi 
mutantami dawców w warunkach głodu tyminowego (43).

III. Fragmenty jednołańcuchowe DNA wyodrębnionego z komórek zwie­
rzęcych

III-l. DNA w stadium replikacji

Podobnie jak w przypadku bakterii, pulsowo znakowany, nowosynte- 
tyzowany DNA wyodrębniony z komórek zwierzęcych zachowuje się tak 
jak frakcja jednoniciowa pod względem powinowactwa do hydroksyapa- 
tytu czy nitrocelulozy. Wykazano to w przypadku DNA wyodrębnionego 
z limfocytów ludzkich (44), regenerującej wątroby szczura (45), komórek 
raka Ehrlicha (46,47,48) oraz komórek HeLa (49,50). Dwie grupy badaczy 
(48,50) zwracają jednak uwagę na to, że obecność cząsteczek jednołańcu- 
chowych uzależniona jest od metody wyodrębniania DNA tak że pozornie 
niewielka modyfikacja postępowania może spowodować pojawienie się 
nowosyntetyzowanego DNA w formie dwułańcuchowej.

W doświadczeniach P r o b s t a  i J e n k e  (48) na przykład cząsteczki 
jednołańcuchowe pojawiały się wówczas gdy liza komórek i jąder komór­
kowych przebiegała równocześnie z dysocjacją nukleoproteidów. Zmiana 
kolejności procesów, to znaczy zniszczenie struktury jąder przed dysocja­
cją nukleoproteidów, prowadziła do otrzymywania nowosyntetyzowanego 
DNA w formie cząsteczek dwułańcuchowych. P r o b s t  i J e n k e  przy­
puszczali zatem, że nowosyntetyzowany DNA znajduje się w komórce 
w formie dwułańcuchowej, jednakże w połączeniu z czynnikami destabili­
zującymi drugorzędową strukturę. Mogłyby nimi być białka rozwijające, 
które prawdopodobnie biorą udział w replikacji DNA komórek zwierzę­
cych (51).

Według wyżej cytowanych publikacji masa cząsteczkowa nowosyntety­
zowanego DNA, wyodrębnianego w formie jednołańcuchowej, wynosiła od
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0,3X10ß do około 7X10® daltonów podczas gdy przeważająca reszta DNA 
miała masę częsteczkową wynoszącą od kilkunastu do dwudziestu kilku 
milionów daltonów. Biorąc pod uwagę dynamiczną postać nowosyntetyzo- 
wanego DNA i jego wrażliwość na siły ścinające — wahania wielkości czą­
steczek można przypisać różnicom w czasie znakowania i sposobach wy­
odrębniania DNA stosowanych przez różnych badaczy.

W roku 1974 K r i e g s t e i n  i H o g n e s s  (52) opublikowali piękne 
obrazy DNA otrzymane w mikroskopie elektronowym. Preparat ten wy­
odrębniono z dzielących się jąder komórkowych Drosophila, a zdjęcia 
przedstawiają fragmenty odpowiadające około 2°/o DNA zawartego w jed­
nym chromosomie, który w całości zawiera 2,1 cm DNA. Jedna dziesiąta 
oglądanych cząsteczek posiada oczka o fragmentach jednoniciowych a przy 
rozgałęzieniach cząsteczek widoczne są również wąsy jednoniciowe (Ryc. 
4). Wąsy te znikają pod wpływem trawienia egzonukleaza I — enzymem
o wybiórczym powinowactwie do denaturowego DNA. Średnia długość 
jednołańcuchowych fragmentów DNA Drosophila odpowiadała zawartości 
200 nukleotydów.

Ryc. 4. Schem at obrazu DNA Drosophila otrzym anego przez K r i e g s t e i n a

A — Fragm ent DNA z „oczkam i” .
B — Oczko z najczęściej spotykanym  rozm ieszczeniem  fragm entów  jednołańcuchow ych.
C — W szystkie typy w idełek  spotykane w  „oczkach” DNA D rosophila. Liczby w yrażone w  pro­

centach określają częstość w ystępow ania poszczególnych typów  wśród 360 fotografow anych  
w idełek.

------DNA dw ułańcuchow y, • • • • — DNA jednołańcuchow y.

Na podstawie kilku cech K r i e g s t e i n  i H o g n e s s  uważają 
„oczka” za pętle replikacyjne DNA: długość ich obu ramion jest identycz­
na, co może być wynikiem komplementarności rozsuniętych łańcuchów; 
obraz mikroskopowy jest podobny do autoradiogramów replikującego się 
DNA; DNA wyodrębniony z dzielących się jąder zawiera sto razy więcej 
oczek niż DNA z jąder nie dzielących się.

Według przypuszczeń K r i e g s t e i n a  i H o g n e s s a  jednołańcu-

4 5 .0 %  11.4% 5 .6 %  1.1% 36.9%

i H o g n e s s a  w m ikroskopie elektronow ym  (52).
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chowe fragmenty mogą gromadzić się wówczas gdy wydłużanie nowosyn- 
tetyzowanych fragmentów DNA przebiega wolniej niż wędrówka widełek 
replikacyjnych (Ryc. 5) natomiast ,,wąsy” jednoniciowe mogłyby powsta­
wać w wyniku wzajemnego przemieszczania się łańcuchów w pętli replika­
cyjnej.

B c
Ryc. 5. Model K r i e g s t e i n a  i I i o g n e s s a  replikacji DNA tłum aczący pow sta­

w anie fragm entów  jednołańcuchow ych w ew nątrz pętli replikacyjnych (52).
A — Fragm ent pętli replikacyjnej w  czasie rozpoczęcia obserw acji.
B — Fragm ent pętli replikacyjnej po upływ ie pew nego czasu od rozpoczęcia obserw acji przy 

szybkości w ydłużania now ych łańcuchów  m niejszej od szybkości w ędrów ki w idełek  repli­
kacyjnych.

C — O dpowiednik B przy szybkości w ydłużania now ych łańcuchów  równej szybkości w ędrów ki 
w idełek  replikacyjnych.

a — M iejsce rozpoczęcia syntezy now ego łańcucha. Strzałka w skazuje kierunek syntezy  (5*—3’).

III-2. Handlowy DNA wyodrębniony z grasicy cielęcej

Frakcje jednołańcuchowe wykryto również w DNA wyodrębnionym 
z grasicy cielęcej sprzedawanym przez firmę Worthington. Frakcje te ujaw­
niła dodatnia reakcja immunologiczna z surowicą królika uodpornionego 
na denaturowany DNA. Reakcja zanikała po oczyszczeniu DNA na kolum­
nie z metylowanej albuminy na ziemi okrzemkowej oddzielającej cząsteczki 
w pełni dwułańcuchowe od reszty DNA (53).

III-3. DNA wyodrębniony ze starych organizmów zwierzęcych

Spośród publikacji dotyczących jednołańcuchowego DNA komórek 
zwierzęcych na uwagę zasługuje również praca C h e t s a n g i  i wsp. (54) 
nawiązująca do badania mechanizmu molekularnego procesu starzenia się 
organizmów. Według nich tylko jeden procent DNA wyodrębnionego z wą­
troby młodych myszy ulega strawieniu endonukleazą Sj (enzym trawiący 
wybiórczo DNA jednołańcuchowy), a aż czternaście do dwudziestu pięciu 
procent DNA jeżeli preparat pochodzi z myszy starych. Nagromadzenie 
jednołańcuchowego DNA mogłoby być zatem jedną z cech, a być może 
i przyczyn, starzenia się organizmu. To spostrzeżenie nie znalazło potwier­
dzenia w innym układzie doświadczalnym; a mianowicie zawsze tylko kil-
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ka procent DNA wyodrębnionego z ludzkich jajników ulega strawieniu 
endonukleazą Si, bez względu na to, czy pochodzi on z jajników przed czy 
po menopauzie.

IV. Wnioski i uwagi końcowe

Ogólnie biorąc fragmenty jednołańcuchowe DNA znaleziono dotychczas 
w czterech formach: jako wolne cząsteczki, w postaci odgałęzień łańcucha 
zwisających z pętli replikacyjnej, jako fragment ciągłej struktury starego 
łańcucha matrycowego, oraz jako bliżej nieokreślone rozluźnienie drugo- 
rzędowej struktury w superhelikalnych cząsteczkach.

Czytelnik dochodzący do ostatniej części artykułu nabrał już zapewne 
przekonania, że pochodzenie i rola jednołańcuchowej frakcji DNA są tylko 
częściowo wyjaśnione. Związek jednołańcuchowych fragmentów z replika- 
cją DNA nie budzi wątpliwości, dużo mniej natomiast wiadomo o związkach 
z rekombinacją, transkrypcją i naprawą uszkodzeń. Te ostatnie mogą po­
wstawać w komórkach pod wpływem ultrafioletu, promieni X lub innych 
czynników otoczenia. Istnieją ponadto spontaniczne uszkodzenia materiału 
genetycznego będące następstwem błędów polimerazy, enzymatycznej de- 
zaminacji cytozyny w łańcuchu DNA lub depurynacji. Wycinanie uszko­
dzeń przez wyspecjalizowane w tym enzymy powinno prowadzić do poja­
wienia się niesparowanych zasad, a nawet dłuższych jednołańcuchowych 
fragmentów w strukturze DNA. Na przykład można oczekiwać obecności 
jednołańcuchowych struktur komplementarnych z oligomerów zawierają­
cych fotodimery, wycinanych z chromsomów bakteryjnych. Trudności 
w wykryciu takich odcinków w wyodrębnionym DNA wynikają z faktu, że 
odsłanianie jednoniciowych fragmentów in vivo następuje najprawdopo­
dobniej niemal równocześnie z syntezą ich komplementów. Aktualne i wy­
czerpujące wiadomości na temat naprawy DNA znajdzie czytelnik w prze­
glądzie P i e t r z y k o w s k i e j  i S h u g a r a  (56).

Wydaje się prawdopodobne, że działanie układów naprawiających DNA 
ma związek z opisaną w tym artykule odosobnioną obserwacją obecności 
25°/o materiału wrażliwego na endonukleazę Si w DNA wyodrębnionym 
z wątroby starych myszy. Przypuszcza się bowiem, że w starych organiz­
mach następuje obniżenie wydajności procesów naprawy co mogłoby pro­
wadzić do nagromadzenia pośrednich produktów reperacji.

Trudności w wykrywaniu jednołańcuchowych struktur DNA oczeki­
wanych w innych procesach, a szczególnie w rekombinacji przypuszczalnie 
są spowodowane równoczesnym ich powstawaniem i zakrywaniem przez 
komplementarne łańcuchy rekombinujących cząsteczek (57,58).

Jak zwykle przy analizie materiału wyodrębnionego z komórek nasuwa 
się pytanie w jakim stopniu badane cząsteczki odzwierciedlają stan DNA 
in vivo? Pewnych zmian w strukturze można oczekiwać w wyniku usuwa-
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nia białek oddziałujących z DNA w jego naturalnym  środowisku. Za naj­
bardziej prawdopodobne źródło artefaktów uważa się pierwszy etap wy­
odrębniania DNA, w którym zachodzi rozpuszczanie powłok komórkowych. 
Naruszenie struktury komórek może bowiem stwarzać warunki do oddzia­
ływania DNA o pulsującej strukturze drugorzędowej (59,60) z obecnymi 
w komórkach białkami denaturującymi (51,61) i w konsekwencji dopro­
wadzić do pojawienia się pojedynczych łańcuchów w wyodrębnionym DNA.

Niektórzy badacze wyrażają inne przypuszczenie, a mianowicie że je­
dnołańcuchowe fragmenty mogą też powstawać w wyniku działania nu- 
kleaz uaktywnianych w czasie rozpuszczania komórek.

Mimo wszystkich wymienionych zastrzeżeń istnieje mocny argument 
przemawiający za istnieniem jednołańcuchowego DNA w nieuszkodzonej 
komórce. Jest nim naturalny mechanizm „wyłączania” replikacji DNA ko­
mórek zwierzęcych przez wirus ospy. Mechanizm ten polega na wprowa­
dzeniu przez wirion dwu nukleaz działających wyłącznie na jednoniciowy 
DNA (62,63). Oczywiste jest, że skuteczność działania tych nukleaz wymaga 
istnienia substratu w komórkach.

W opisie poszczególnych badań zwracano uwagę czytelnika na zależność 
wykrywania jednołańcuchowych fragmentów od sposobu wyodrębniania 
DNA. Pewne światło zdają się rzucać na to dwie z pośród cytowanych ob­
serwacji. Pierwsza z nich poczyniona przez P e t k a u i wsp. (12 i I część 
tego artykułu) wykazująca, że traktowanie fenolem warunkuje wykrycie 
jednoniciowego DNA. Druga obserwacja, zrobiona w naszym laboratorium 
(38 i II część tego artykułu) wykazująca równoczesność usuwania przez 
fenol białek związanych z DNA i pojawiania się wrażliwości na działanie 
wybiórcze enzymu w stosunku do jednołańcuchowych cząsteczek. Oba te 
fakty podtrzymują cytowane w tym artykule i często wyrażane przypusz­
czenie, że jednołańcuchowy DNA pochodzi z frakcji chromosomu związanej 
z jakimś szczególnym białkiem.

A rty k u ł n adszedł 25.11.1976; po re w iz ji  au to rsk ie j o trzym an o  16.12.1976
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KATARZYNA KAŃSKA-BRUDZYŃSKA*), ZOFIA WALTER**)
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I. Sposoby badań chromatyny

Ostatnie lata przyniosły szybki i burzliwy rozwój poglądów i hipotez 
dotyczących struktury chromatyny. Powodem „burzy” były dane ekspery­
mentalne sugerujące podjednostkową strukturę chromatyny. Wyniki te, 
uzyskane z trawienia chromatyny i chromatynowego DNA przy pomocy 
nukleaz, z dyfrakcji promieni rentgenowskich oraz z obrazów chromatyny 
w mikroskopie elektronowym, w znacznym stopniu podważyły model włó- 
kienkowej struktury chromatyny. Model włókienkowej struktury chroma­
tyny był przedmiotem wielu prac przeglądowych (1,2,3,4,5,6). Zasadniczy 
jego element stanowiła — zaproponowana przez P a r d o n a i  W i l k i n -  
s a  (7) — superspirala nukleohistonowa o średnicy 100A i o skoku 120 A. 
Powstał on na podstawie wyników szczegółowej analizy obrazów chroma­
tyny w mikroskopie elektronowym. Należy jednak zaznaczyć, że wygląd 
chromatyny w mikroskopie zależy w dużej mierze od sposobu barwienia 
i utrwalania preparatów. Konieczność usunięcia wody z próbek przygoto­
wanych do badań powoduje zakłócenia w strukturze chromatyny i znie­
kształca jej obraz w mikroskopie elektronowym (2). Decydujące znacze­
nie ma sposób preparowania chromatyny. Obrazy elektronomikroskopowe 
chromatyny izolowanej łagodnymi metodami stały się zupełnym zasko­
czeniem, przedstawiały bowiem globularne cząstki przypominające wy­
glądem koraliki nanizane na sznurek (8, 9). Globularne cząstki mają wiel­
kość 70 A i masy cząsteczkowe około 160 000. Według O l i n s  i O l i n s  (9) 
pojedyncza globularna cząstka posiada po jednej cząsteczce każdego ro­
dzaju histonów w ilości wagowo równoważnej z ilością DNA. Poszczególne 
cząstki, nazwane przez autorów ciałkami „v” połączone są ze sobą za po­
mocą odcinków DNA (10, 11) szczególnie wrażliwych na działanie nu­
kleaz (12, 13). Taka koncepcja budowy chromatyny, która powstała na pod­
stawie obrazów z mikroskopu elektronowego wymagała dalszych potwier­
dzeń, gdyż trudno było udowodnić, że koralikowy wygląd struktury  cho- 
matyny nie jest artefektem. W 1971 roku C l a r k  i F e l s e n f e l d  (14) 
wykazali, że około 50% DNA w chromatynie nie ulega trawieniu przez 
nukleazy. DNA wrażliwy na działanie nukleaz odpowiada tzw. „otwartym ” 
obszarom chromatyny, w przeciwieństwie do nukleazo-odpornych, „za­
blokowanych” obszarów (14). Rozróżnienie obszarów „otwartych” lub „za­
blokowanych” DNA dotyczy ich dostępności dla nukleazy, a jednocześnie 
nie wyklucza możliwości, że pewna część obszarów „otwartych” jest luźno 
pokryta białkami chromosomalnymi. C l a r k  i F e l s e n f e l d  przyjęli, 
że trawienie nukleazą gronkowcową prowadzi do wytworzenia serii se­
gmentów DNA pokrytych białkami oraz pozbawionych białka. Określona 
przez nich masa cząsteczkowa obu typów segmentów wynosi po 75 000. 
Oznacza to, że obszary chronione przez białka są niezwykle krótkie — rzę­
du 100—200 par zasad. Elementy pozbawione białka stanowią połączenie
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między elementami bogatymi w białko i są wrażliwe na atak nukleoli-
tyczny.

Dalsze badania z użyciem nukleaz potwierdziły podjednostkową struk­
turę chromatyny. Najczęściej stosowano w badaniach endonukleazę z wą­
troby szczura (15), nukleazę gronkowcową (16, 17, 18), DN-azę I i nukleazę 
z Micrococcus (19). Produkty trawienia chromatyny powstałe po określo­
nych czasach inkubacji analizuje się na podstawie szybkości migracji 
w elektroforezie na żelu poliakryloamidowym. Wielkość fragmentów okre­
śla się przez kalibrowanie w stosunku do odpowiedniego wzorca wewnętrz­
nego wędrującego w żelu razem z próbkami. Stosując podobną procedurę 
przy użyciu endonukleazy i chromatyny z wątroby szczura uzyskano pas­
ma DNA migrujące w żelu tak, jakby były wielokrotnościami podstawowej 
jednostki (15). W dalszym etapie badań określono, że wielkość tej podjed- 
nostki wynosi 205 ±15 par zasad (16, 20). Także nukleaza gronkowcową 
i DN-aza I trawią DNA chromatyny do odcinków liczących 190—200 par 
zasad (16, 17, 18). Przy przedłużonym trawieniu chromatyny spada dłu­
gość podstawowego fragmentu DNA do 150 par zasad lub mniej (16, 17). 
Podobnie, wyizolowany podstawowy fragment monomeryczny poddany 
trawieniu dostarcza dodatkowych pasm DNA świadczących o dalszej de­
gradacji (17, 21, 22). Jak wykazał V a n  H o l d e  (19) pozostały nukleazo- 
odporny fragment ma długość 140 par zasad. Autor ten wyraził przypusz- 
szenie, że dodatkowo ulegający trawieniu DNA może odpowiadać „odstęp- 
nikowemu” (ang. spacer) DNA widocznemu między ciałkami „v” w mi­
kroskopie elektronowym (9, 10, 11). Całkowita długość DNA, w myśl tej 
koncepcji popartej przekonywującymi danymi doświadczalnymi (19), wy­
nosi 180 par zasad, przy czym na fragment monomeryczny przypada od­
cinek 140 nukleotydowy a na element łączący poszczególne monomery — 
40 nukleotydowy. Pewne różnice w długościach fragmentów DNA mogą 
pochodzić z różnych warunków trawienia przy odmiennych siłach jono­
wych, gdyż zgodnie z danymi G r i f f i t h a (23), chromatyna w roztworach
o niskich siłach jonowych przyjmuje postać bardziej rozluźnioną z wyraź­
nie widocznymi odcinkami DNA łączącego podjednostki chromatyny. Być 
może w roztworach o wyższych siłach jonowych odcinki te zachodzą na 
siebie i stają się mniej dostępne dla nukleazy. Ostatnio ugruntowało się 
jednak przekonanie, że długość odcinka DNA przypadająca na nukleosom 
(monomeryczny fragment chromatyny) zależy od źródła z jakiego izoluje 
się chromatynę np. nukleosomy z grzybów mają 165-nukleotydowe frag­
menty DNA, podczas gdy z erytrocytów kurcząt fragmenty 210-nukleo- 
tydowe (24). Na podkreślenie zasługuje fakt, że we wszystkich przypad­
kach, niezależnie od źródła pochodzenia, długość odcinka DNA nukleo- 
somu odpornego na nukleazę jest stała i wynosi 140 par zasad. Sądzi się 
obecnie, że obserwowane rozbieżności w określeniu par zasad wynikają 
z różnic w długości fragmentów DNA łączących poszczególne nukleosomy. 
Fragmenty te posiadają prawdopodobnie miejsca wiązania histonu HI i —
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być może — także innych białek mających zdolności do sieciowania DNA 
Stopień upakowania DNA w odcinkach łączących nukleosomy zależy wo­
bec tego od ilości miejsc akceptorowych dla histonu HI (24).

Pod jednostka chromatyny sedymentuje przy 11—12 S, co odpowiada 
masie cząsteczkowej 176 000 (20, 25) i zgadza się z wartościami uzyskany­
mi dla ciałek „v” w mikroskopie elektronowym (8, 9).

Dwuniciowy odcinek DNA pomiędzy ciałkami „v” jest nie tylko wraż­
liwy na działanie nukleaz, ale także na działanie ultradźwięków (26). 
Z chromatyny rozbitej ultradźwiękami można otrzymać pojedyncze ciał­
ka „v”, których analiza wykazała obecność 200 nukleotydowych odcinków 
DNA i równoważnej wagowo ilości białka.

W chwili obecnej znacznie więcej danych przemawia za modelem ko­
ralikowej struktury chromatyny niż za poprzednio wysuwaną koncepcją 
budowy włókienkowej (4, 7). Należy włączyć tu ostatnie wyniki uzyskane 
z badań przy użyciu techniki niskokątowej dyfrakcji promieni X (27) 
i metody rozpraszania neutronowego (28), które nie tylko potwierdzają hi­
potezę globularnej struktury chromatyny, lecz mówią także o wewnętrz­
nym upakowaniu nukleosomów (29).

W roku 1974 zaproponowano dwa modele pod jednostkowej struktury 
chromatyny (30, 31). Oba modele są zgodne w tym, że oddziaływania mię­
dzy cząsteczkami histonów określają strukturalną integralność podstawo­
wych fragmentów chromatyny.

II. Udział białek w strukturze chromatyny 

II-1. Rola histonów

Ścisłe połączenie histonów z DNA nasuwa przypuszczenie, że właśnie te 
białka biorą udział w utrzymywaniu struktury chromosomu. Poprzednio 
przypisywano histonom rolę regulatorów aktywności genetycznej. Ze 
względu na małą heterogenność, brak specyficzności tkankowej i gatunko­
wej zdeprecjonowano ich rolę jako czynników determinujących ekspresję 
genową. Sądzi się natomiast, że histony mogą uczestniczyć w tym procesie 
w sposób niespecyficzny przez proste przykrycie nieaktywnych obszarów 
DNA lub przez wywołanie w nich zmian strukturalnych. Charakterystycz­
ne cechy histonów przemawiają raczej za tą drugą koncepcją. W wielu do­
brze poznanych komórkach eukariotycznych powtarza się zestaw pięciu 
głównych frakcji histonowych: FI (HI), F2 (H2A), F2b (H2B), F3 (H3), 
F2al (H4). W niektórych komórkach mogą występować inne frakcje histo- 
nowe, np. w erytrocytach ptasich znajduje się lizyno-bogaty, tkankowo- 
-specyficzny histon F2c (H5).

Mała różnorodność histonów i ilości prawie równoważne wagowo w sto­
sunku do DNA stanowią poparcie dla tezy o ich raczej strukturalnym
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znaczeniu. Wybitnie konserwatywna struktura (mała zmienność sekwen­
cji aminokwasów w toku ewolucji), zwłaszcza odnosząca się do histonów 
H3 i H4, każe sądzić, że każdy aminokwas w łańcuchach tych białek ma 
istotne znaczenie dla ich funkcji. Są to więc funkcje o uniwersalnym zna­
czeniu dla komórek eukariotycznych i dotyczą — jak wolno wnioskować — 
tworzenia, zachowania i kontroli struktury chromosomów w ciągu życia 
komórki.

Porównanie obrazów dyfrakcyjnych promieni X chromatyny natywnej 
i rekonstytuowanej z DNA i mieszaniny pięciu oczyszczonych frakcji hi- 
stonowych wskazuje wyraźnie na ich wzajemne podobieństwo. Usunięcie 
z kompleksu histonu HI nie zmienia charakterystycznego obrazu dyfrakcji 
promieni X (32, 33, 34) podobnie zresztą jak histonu H5 (F2c) z chromaty­
ny erytrocytów kurczęcia (33). Wydaje się, że HI nie bierze bezpośrednie­
go udziału w tworzeniu podstawowej struktury chromatyny, jakkolwiek 
na pewno obecność pięciu frakcji wpływa na przestrzenne upakowanie 
chromosomu. Ekstrakcja wszystkich histonów z wyjątkiem histonu HI 
prowadzi natomiast do całkowitej u traty  struktury podstawowej. Te ob­
serwacje przemawiają za inną rolą histonu HI w chromosomie (np. w kon­
trakcji, kurczeniu żelu chromatynowego) (35).

Z badań nad rekonstrukcją chromatyny i selektywną dysocjacją po­
szczególnych frakcji histonowych z chromatyny, śledzonych przy użyciu 
dyfrakcji i niskokątowego rozpraszania promieni X wynika, że wszystkie 
cztery frakcje histonowe (poza HI) są jednakowo ważne w tworzeniu pod­
stawowej struktury. Kompleksy DNA z parami histonów H2A—H2B 
i H2B—H3 nie wykazywały cech charakterystycznych dla widma natyw­
nej chromatyny (36), podobnie jak kompleksy z H2A, H3, H4 lub H2A, H3 
ze śladami H4. Po selektywnym usunięciu H2A i H2B (36) pojawia się roz­
ciągnięta forma DNA obok DNA skompleksowanego z histonami H3 i H4 
zachowującego swą częściowo upakowaną formę. Zwiększenie ilości pary 
histonów H3 i H4 o ilość usuniętej pary H2A—H2B do stosunku histony/ 
/DNA = 1 :1 , nie powodowało zmiany obrazu dyfrakcji promieni X, wska­
zując, że para histonów H3—H4 nie jest w stanie zastąpić usuniętych his­
tonów H2A, H2B i spowodować wytworzenia podstawowej struktury na­
tywnej chromatyny. Dopiero dodanie usuniętych frakcji przywraca właś­
ciwe spektrum dyfrakcji promieni X. Wobec tego pary histonów H2A— 
H2B i H3—H4 muszą zajmować oddzielne miejsca na cząsteczce DNA. 
W toku dalszych badań nad selektywną dysocjacją histonów z chromatyny 
i śledzeniu zmian w obrazach dyfrakcji promieni X, S k i d m o r e  i wsp. 
(34) otrzymali wyniki, na podstawie których wnioskowali, że tylko obec­
ność histonu H4 wywołuje superspiralizację DNA. Dane te nie znalazły 
jednak potwierdzenia w wynikach doświadczeń innych badaczy.

Warto zanotować, że dodanie histonu całkowitego (mieszaniny pięciu 
głównych frakcji histonowych) z grasicy cielęcej do DNA z faga lamba
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czy T7, tworzy struktury dające takie same obrazy dyfrakcji promieni X 
jak natywna chromatyna z grasicy cielęcej (36, 37).

Dalsze badania biochemiczne przyniosły nowe dane o oddziaływaniu 
histon—histon i histon—DNA. Siedząc wzajemne interakcje histonów 
w roztworach, zauważono mianowicie ich tendencję do tworzenia dużych 
agregatów (rzędu 1O0) (38, 39). Energie niektórych oddziaływań między hi- 
stonami są ogromne jak np. histonów H3 i H4. Powstawanie wysokocząs- 
teczkowych agregatów histonowych stwierdzono także podczas preparowa­
nia ich dotychczasowymi, raczej drastycznymi metodami, jak ekstrakcja 
kwasem, frakcjonowanie przez strącanie etanolem i acetonem, czy strąca­
nie chlorkiem guanidyny. Zastosowanie łagodnej metody otrzymywania 
histonu całkowitego i frakcjonowanie go na kolumnie z Sephadex G-100 
(40) pozwoliło na otrzymanie dwóch frakcji histonów: HI, H3, H4 i H2A, 
H 2B—praw ie równoważnych wagowo (41). Po wytrąceniu czystej frakcji 
HI, badano przy pomocy sieciowania (cross-linking) i sedymentacji wza­
jemne stosunki ilościowe w poszczególnych parach histonów H3, H4 i H2A, 
H2B. Ciężar cząsteczkowy produktów reakcji sieciowania histonów H3 i H4 
wyznaczony przez kalibrację do odpowiednich wzorców wewnętrznych 
w trakcie elektroforezy na żelu poliakryloamidowym z dodatkiem SDS 
oraz wyznaczony ze współczynników sedymentacji wyniósł 53 900. Z te­
oretycznych obliczeń wynika, że taką masę cząsteczkową posiada kom­
pleks dwóch cząsteczek histonu H3 z dwiema cząsteczkami histonu H4. 
Histony H3 i H4 występują więc w kompleksie tetramerowym o wzorze 
sumarycznym (H3)2(H4)2 (41). Histony preparowane metodami konwencjo­
nalnymi były zdolne do utworzenia tetram eru tylko w 20°/o.

Nie wykazano podobnych regularności badając drugą frakcję histonów: 
H2A, H2B. W doświadczeniach sieciowania uzyskano produkty tworzące

nm

Ryc. 1. Obraz dyfrakcji prom ieni X natyw nej chrom atyny i rekonstruow anej z róż­
nych rodzajów  histonów  i DNA (32).
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mono-, di-, tri- aż do heptamerów histonów. K o r n b e r g  (41) przyjmuje, 
że histony te tworzą krótkie łańcuchy, typu (—H2A, H2B)n lub (—H2A, 
H2A, H2B, H2B—)n poprzez odwracalną polimeryzację. Porównanie ob­
razów dyfrakcji promieni X natywnej chromatyny z obrazami dyfrak­
cyjnymi chromatyny rekonstytuowanej z tetram eru (H3)2(H4)2, oligomeru 
H2A—H2B oraz DNA wykazuje ich wyraźne podobieństwo (Ryc. 1). Jest 
to jednocześnie przekonywający argument za istnieniem tetramepu w ją­
drze komórkowym.

II-2. Model Kornberga

Na podstawie wyżej przedstawionych danych wynikających z obrazu 
chromatyny w mikroskopie elektronowym, z trawienia chromatyny nu- 
kleazami, z dyfrakcji promieni X oraz na podstawie danych dotyczących 
wzajemnych interakcji histon—histon i histon—DNA, K o r n b e r g  (30) 
zaproponował model struktury chromatyny, w którym włókno chromaty- 
nowe jest przedstawione jako łańcuch globularnych, powtarzających się 
podjednostek. Połączenie podjednostek nadawać ma chromosomom elas­
tyczność niezbędną przy zmianie konformacji umożliwiającej zachodzenie 
replikacji czy transkrypcji. Każda podjednostka składać się ma z rdzenia 
histonowego utworzonego przez tetram er (H3)2(H4)2. Obecność takiego te­
tram eru w powtarzającej się podjednostce autor uważa za powszechną 
w komórkach eukariotycznych, ze względu na niezwykłą konserwatyw- 
ność sekwencji aminokwasowych obu tych rodzajów histonów. Według 
modelu Kornberga histony H2A, H2B wyznaczają odległość pomiędzy po­
szczególnymi tetram eram i wzdłuż włókna chromatyny. Długość odcinka 
DNA zabezpieczonego przez tetram er odpowiada długości 200 par zasad 
a długość łączącego DNA wyznacza oligomer H2A, H2B. DNA w rdzeniu 
histonowym jest ściśle upakowany, podczas gdy łączący DNA przyjmuje 
bardziej rozciągniętą formę.

Nie udało się jeszcze wyjaśnić, czy nić DNA przebiega wewnątrz rdze­
nia histonowego, czy też go oplata. K o r n b e r g  w swoim modelu przyjął 
początkowo za P a r d o n e m  i W i l k i n s e m  (7), że DNA jest otoczo­
ny białkami. M i r z a b e k o w  i M i e l n i k o w a  (42), badając dostęp­
ność DNA w chromatynie przy pomocy metylowania trytowanym dwume- 
tylosiarczanem stwierdzili, że metylacji ulega N-7 guaniny znajdującej się 
w głównym rowku DNA, N-3 adeniny znajdującej się w mniejszym row­
ku DNA i N -l adeniny dostępnej tylko w jednoniciowym DNA. Wyniki te 
sugerują, że zasady nukleotydowe zawarte w mniejszym rowku DNA są 
w pełni dostępne dla metylcji a zawarte w większym są jedynie częściowo 
chronione przez histony. Łatwy dostęp czynnika metylującego do obu 
rowków DNA sugeruje, że DNA być może jest nawinięty na rdzeń histo- 
nowy.
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II-3. Współczesne modele podjednostki chromatyny

Koncepcja Kornberga była pierwszą próbą logicznego powiązania fak­
tów wynikłych z badań struktury chromatyny. Model Kornberga opierał 
się na założeniu, że cały DNA pozostaje w kompleksie z histonami. 
W przeciwieństwie do pierwotnej koncepcji Kornberga w przedstawionym 
równolegle modelu według v a n  H o l d e  (31) podjednostka chromatyny 
zawiera 140-nukleotydowy odcinek DNA (o masie cząsteczkowej 87 000) 
nawinięty na rdzeń histonowy oraz 40-nukleotydowy odcinek DNA łączący 
nukleosomy pozbawiony białka i wrażliwy na działanie nukleaz. Ta hi­
poteza pozostaje w zgodzie z zaobserwowanym przez C l a r k a  i F e l -  
s e n f e l d a  (14) naprzemiennym ułożeniem odcinków DNA bogatych 
w białko i pozbawionych białka. Według modelu Kornberga cały DNA miał 
być pokryty histonami H2A, H2B, H3 i H4, nie było więc miejsca na przy­
łączenie histonu HI, a jak wiadomo, histon HI oddziałuje bezpośrednio 
z DNA (35, 43, 44). W koncepcji Kornberga nie wyjaśniona pozostawała 
także ilość DNA przypadająca na nukleosom. Według współczesnych mo­
deli podjednostki chromatyny rdzeń histonowy tworzy kompleks złożony 
z ośmiu cząsteczek histonów: 2 H2A, 2 H2B, 2 H3 i 2 H4, na który zależnie 
od organizmu nawinięty jest DNA o długości od 140 do 200 par zasad. Od­
cinek DNA łączący podjednostki zawiera miejsca wiązania histonu HI
i być może, niektórych białek niehistonowych (24, 28, 31). Potwierdzeniem 
słuszności modelu v a n  H o l d e  było otrzymanie przez zespół G e o r -  
g i e v a nukleosomów w postaci krystalicznej, które zawierały DNA o dłu­
gości 140 par zasad (45).

II-4. Struktura nukleosomu

Analiza sekwencji aminokwasowych czterech głównych typów histonów 
wykazała znaczną asymetrię w rozłożeniu ładunków elektrycznych wzdłuż 
włókna polipeptydowego. N-końcowy segment histonów H2A, H2B, H3, 
H4 zawiera znaczną liczbę aminokwasów zasadowych oraz aminokwasów 
destabilizujących strukturę helikalną jak prolina, lizyna, arginina, glicy­
na, seryna czy metionina. Natomiast C-końcowy obszar histonów H3 i H4 
oraz środkowy region H2A i H2B zawierają wiele aminokwasów apolar- 
nych i aminokwasów sprzyjających tworzeniu heliksu jak walina, leucyna, 
amidy kwasu glutaminowego i asparaginowego czy fenyloalanina. Przy ­
puszczano, że obszary apolarne są miejscami odziaływań między cząstecz­
kami histonów, podczas gdy segmenty zasadowe służą jako miejsca inter­
akcji histon—DNA. Silna interakcja między parami histonów H2A i H2B 
oraz H2B i H4 prowadząca do utworzenia dimerów (46), podobnie jak i wy­
stępowanie tetram eru (H3)2(H4)2 (41), potwierdzają słuszność takiego ro­
zumowania. Badania B r a d b u r y ’ e g o  (43) przy zastosowaniu techniki
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jądrowego rezonansu magnetycznego (NMR) oraz rozpraszania neutrono­
wego, poparły hipotezę o wzajemnych oddziaływaniach obszarów apolar- 
nych w histonach, potwierdzając jednocześnie, że międzycząsteczkowe in­
terakcje histonów H2A i H2B oraz H3 i H4 prowadzą do specyficznego, 
precyzyjnego dopasowania się tych białek. Zasadowe, wolne ramiona spe­
cyficznych kompleksów wyżej wymienionych par histonów służą jako 
pierwszorzędowe miejsca wiązania DNA. Podobne wnioski wysnuć można 
z prac W e i n t r a u b a  i v a n  L e n t e  (18, 47) nad trawieniem chroma­
tyny trypsyną, z których wynika, że tylko niewielka część białek obec­
nych w chromatynie ulega trawieniu. Szczegółowa analiza wykazała, że 
całkowitej degradacji ulega histon HI (H5 w przypadku erytrocytów ku­
rzych) i tylko 20—30-aminokwasowe odcinki z zasadowych, N-końców czą­
steczek histonów H3, H4, H2A i prawdopodobnie H2B. Pozostałe odcinki 
cząsteczek histonów są oporne na działanie proteolityczne. Wynika stąd, 
że histony łączą się ze sobą C-końcami cząsteczek i że te odcinki ochra­
niają inny obszar DNA .około 80-nukleotydowy) niż N-końce histonów. 
Utrata 20—30 aminokwasów z N-końców cząsteczek powoduje znaczny 
spadek stałych sedymentacji pod jednostek nukleosomowych z 11S do 5S, 
podczas gdy masa cząsteczkowa obniża się tylko z 176 000 do 158 000. Przy­
puszcza się więc, że tak znaczny spadek wartości stałej sedymentacji bez 
towarzyszącego spadku masy cząsteczkowej wynika ze zmian konformacji 
nukleosomu. Zasadowe fragmenty N-końców histonów mają więc istotny 
wpływ na upakowanie DNA na rdzeniu białkowym.

II-5. Rodzaje nukleosomów

Najnowsze zdjęcia ciałek „v” z pod mikroskopu elektronowego ujaw­
niły ich morfologiczne zróżnicowanie. Wykazano znaczne odchylenia w po­
łożeniu niektórych nukleosomów w stosunku do nici łączącego DNA. Oko­
ło 50°/o ciałek „v” jest bocznie połączona z DNA (Ryc. 2). Stwierdzono rów­
nież w wielu nukleosomach centralnie położoną plamę o szerokości około 
15 A odpowiadającą prawdopodobnie otworowi wewnątrz ciałka „v” (27, 
45) (rys. 2).

Pojawiły się także prace mówiące o zróżnicowaniu nukleosomów pod 
względem składu histonów. Grupa G e o r g i e v a  (45) wyizolowała i oczy­
ściła przez ultrawirowanie w gradiencie sacharozy oraz elektroforezę w że­
lu poliakryloamidowym, dwa rodzaje monosomów (monomeryczne nukle- 
osomy) cięższych i lżejszych oraz trzy rodzaje disomów. Cięższe monoso­
my, poruszające się wolniej w elektroforezie w żelu poliakryloamidowym, 
zawierały wszystkie główne typy histonów łącznie z histonem HI oraz 
200 nukleotydowy odcinek DNA, podczas gdy lżejsze monosomy szybko 
migrujące w żelu poliakryloamidowym nie zawierały histonu HI i składały 
się z odcinka DNA o długości 170 par zasad. Porównując zawartość histo-
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nu HI w dimerach nukleosomów stwierdzono występowanie w nich dwu 
lub jednej cząsteczki HI lub w ogóle brak tego histonu. Autorzy przypusz­
czają, że histon HI wiąże się z krótkim 30-nukleotydowym odcinkiem nu- 
kleosomalnego DNA. Odcinek ten może być usunięty jako kompleks H I— 
DNA nie zmieniając podstawowej struktury chromatyny.

II-6. Rola histonu HI*)

Histon HI nie bierze bezpośredniego udziału w tworzeniu podstawo­
wej jednostki strukturalnej chromatyny i w modelach nukleosomów jest 
umieszczany poza globularną cząstką. Wiele danych wskazuje, że histon 
HI odgrywa rolę w kondensacji chromatyny oraz wywołanej przez roz­

Ryc. 2. K oralikopodobny obraz włókien chrom atyny jąder erytrocytów  kurzych
w m ikroskopie elektronowym .

Strzałki w skazują ciałka „v” z centraln ie położoną plamą barwnika (octan uranylu). G łówki 
strzałek wskazują ciałka ,,v” bocznie połączone z nicią DN A  (81).

*) Bardziej szczegółowe inform acje na tem at roli histonu H I znajdzie Czytelnik 
w artykule A. Niedźwiedzkiej i A. Kalińskiego, Post. Biochem.,  23 (2) str. 175—1&8.
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twory soli mineralnych kontrakcji żelu chromatynowego (35, 43, 48). Jak 
zauważono rozpuszczalność chromatyny w roztworach wodnych soli spada 
osiągając minimum między 0,1 a 0,2 M NaCl (lub HC1 oraz w zakresie od 
2—100 mmoli/1 MgCl2, CaCl2, lub MnCl2). Przy stężeniu 0,15 M NaCl żel 
chromatynowy kurczy się osiągając 10°/o swojej początkowej objętości. 
W roztworach o niskich siłach jonowych cząsteczka HI pozostaje w ści­
słym kompleksie z chromatyną. Przy wzroście siły jonowej wysoko zasa­
dowe odcinki N-końcowe i C-końcowe histonu HI pozostają związane 
z DNA, podczas gdy pozostałe obszary cząsteczki stają się wolne. Przy
0,15 M NaCl następuje konformacyjna zmiana dotycząca jedynie apolarne- 
go, centralnego obszaru cząsteczki HI między 76 a 106 aminokwasem, któ­
ra powoduje powstanie ścisłego połączenia między dwoma cząsteczkami 
histonu HI bez przerwania wiązania z DNA, co wywołuje kontrakcję żelu 
chromatynowego. Stwierdzono również, że zmiany ufosforylowania czą­
steczki I ii  wiążą się z kondensacją chromatyny, na co wskazują następu­
jące fakty: (a) w późnej fazie G2, tuż przed mitozą, wzrasta ilość ufosfo- 
rylowanego histonu HI, (b) w roztworach o niskiej sile jonowej (0,05 M 
NaCl) ufosforylowany histon HI ma zdolność kurczenia żelu chromatyno­
wego (43, 48).

Powyższe fakty wskazują, że rola histonów w chromatynie dotyczy 
przede wszystkim zmian kondensacji, „upakowania” nici DNA w jądrze ko­
mórkowym. DNA w kompleksie z oktamerem histonowym w nukleosomie 
jest siedmiokrotnie krótszy od długości wolnego DNA (11, 23). Obecność 
zaś histonu HI w kompleksie prowadzi do kondensacji włókna chromaty­
nowego złożonego z szeregu nukleosomów (49). Atrakcyjność modelu pod- 
jednostkowego chromatyny polega również na tym, że odcinki zasadowe 
histonów oddziaływające z DNA są jednocześnie miejscami preferencyjnie 
modyfikowanymi chemicznie (metylowanymi, fosforylowanymi, acetylo- 
wanymi). Ponieważ cały DNA komórki jest wiązany tylko przez pięć ro­
dzajów histonów — to chemiczna modyfikacja którejkolwiek z frakcji his­
tonów może w decydujący sposób wpłynąć na interakcję z DNA w całym 
genomie lub jego części. Tego rodzaju modyfikacje mogą stanowić me­
chanizm kontroli struktury chromatyny w ciągu życia komórki (43).

II-7. Rola białek niehistonowych

Białka niehistonowe i ich udział w funkcji chromatyny był przedmio­
tem wielu prac przeglądowych (50, 51, 52, 53). Jednakże niewiele wiadomo
o udziale tych białek w strukturze chromatyny. Białka niehistonowe są 
grupą białek ściśle związanych z chromosomami eukariotów cechującą się 
wybitną heterogennością (54, 55, 56). Definiuje się je jako te białka, które 
po ekstrakcji histonów z oczyszczonej chromatyny izolują się razem z DNA.
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Elektroforeza w żelu poliakryloamidowym wykazuje obecność od 20 do 
115 frakcji w zależności od źródła z jakiego izolowano te białka i od czu­
łości metody rozdzielczej. Masa cząsteczkowa poszczególnych polipeptydów 
waha się w granicach od 10 000 do 100 000 (56, 55). Heterogenność i tkanko­
wa specyficzność białek niehistonowych czyniła nieprawdopodobnym, by 
białka te kandydowały do roli białek strukturalnych chromatyny. Porów­
nania profilów chromatograficznych i elektroforetycznych białek niehis­
tonowych z tkanek różnych zwierząt wykazało przede wszystkim różnice 
ilościowe (50, 57, 58). 50—70% całości białek niehistonowych występuje 
powszechnie (50, 57, 58). Wynika stąd, że białka te mogą spełniać rolę struk­
turalną w chromatynie lub pośrednio uczestniczyć w jej przekształceniach 
ze stanu skondensowanego (jak w mitozie) do rozluźnionego (chromatyna 
interf azowa).

Jedną z głównych frakcji białek niehistonowych stanowią białka boga­
te w lizynę (59, 60). Budową przypominają one histony lecz ujemny ładu­
nek cząsteczki wskazuje, że są to białka niehistonowe. Badania interakcji 
między tą grupą białek (oznaczanych przez autorów jako HMG 1 i 2) a DNA, 
śledzonych przy użyciu jądrowego rezonansu magnetycznego (61) wyka­
zały, że w roztworach o niskich siłach jonowych zasadowa część cząstecz­
ki bogata w lizynę i zawierająca wszystkie aminokwasy aromatyczne wiąże 
się bezpośrednio z DNA, podczas gdy kwaśny odcinek łańcucha pozostaje 
wolny i może reagować z innymi białkami. Ich powiązanie z DNA w małym 
stopniu hamuje transkrypcję in vitro, w przeciwieństwie do histonów, któ­
rych wiązanie do DNA uniemożliwia inicjację transkrypcji. Białka te nie 
wykazują specyficzności ani tkankowej ani gatunkowej a ich ilość (104 :—
105 cząsteczek na jądro) potwierdza przypuszczenie, że większość z nich 
jest zaangażowana w utrzymywanie podstawowej struktury chromaty­
ny (59, 60).

Podobnie jak w przypadku histonów rola strukturalna białek nie- 
histonowych mogłaby dotyczyć ich wpływu na konformację cząsteczki 
DNA. Jednakże kompleksowanie białek niehistonowych z DNA in vitro 
tylko w nikłym stopniu zmienia przestrzenne ułożenie cząsteczek DNA. 
Stwierdzono natomiast, że wydzielone spośród białek niehistonowych biał­
ka o masie cząsteczkowej 70 000 i 55 000 mają istotny wpływ na konfor­
mację DNA (62). Po usunięciu histonów i większości białek niehistono­
wych z chromatyny DNA zachowywał superspiralizację i pofałdowanie 
jeżeli pozostawał nadal w kompleksie z białkami 70 000 i 55 000 daltonów. 
Autorzy przypuszczają więc, że obok rdzenia histonowego w globular- 
nej podjednostce chromatyny białka niehistonowe mogą być również od­
powiedzialne za upakowanie cząsteczki DNA.

Białka niehistonowe mogą także pośrednio uczestniczyć w przekształ­
ceniach stanu „upakowania” DNA. Oddziałując z histonami lub che­
micznie je modyfikując, zmieniają interakcję histony —DNA (63) tak, jak
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ma to miejsce np. w przypadku fosforylacji>histonu HI. Należy zaznaczyć, 
że enzymy metabolizmu histonów, w tym również fosfokinazy histonowe, 
należą do białek niehistonowych. W podobny sposób działają kurczliwe 
białka chromatyny zidentyfikowane niedawno jako aktyna i miozyna 
wśród głównych frakcji białek niehistonowych jąder wątroby szczura (58), 
grasicy cielęcej (64), komórek HeLa S3 (65) i Physarum polycephalum  (57). 
Białka te mają zdolność przekształcania chromatyny w heterochromatynę 
(chromatynę skondensowaną, nieaktywną matrycowo), gdyż stwierdzono 
kilkakrotny wzrost zawartości aktyny i miozyny w skondensowanych chro­
mosomach metafazowych w porównaniu z chromatyną interfazową (57, 65). 
Z powodu ich obecności w heterochromatynie początkowo sądzono, że speł­
niają one rolę negatywnych regulatorów aktywności genetycznej. Ponie­
waż białka te występują w liczbie 3,7 XIO5 — 1,2X10° cząsteczek na jąd­
ro (57), wydaje się nieprawdopodobne, by regulowały aktywność genetycz­
ną przez specyficzne wiązanie z DNA, lecz raczej przez spowodowanie ta ­
kiej zmiany w strukturze (kondensacja) która inaktywuje chromatynę.

Obok głównych, powszechnie występujących frakcji białek niehisto­
nowych, istnieje niewielka ich część, która wykazuje cechy specyficzności 
tkankowej (54, 66) oraz wysokiego powinowactwa do DNA (67, 68). Białka 
tej ostatniej grupy można znaleźć frakcjonując całość białek niehistono­
wych na kolumnach z DNA-celulozy (69, 70). Około 70°/o całości białek nie 
wiąże się ze złożem DNA-celulozy, 25°/o białek zostaje zatrzymana na ko­
lumnie. Lecz 2°/o białek niehistonowych łączy się tylko z sekwencjami ho­
mologicznego DNA. Ta 2% frakcja zawiera białka preferencyjnie wiążące 
się z średnio-często powtarzającymi się (71) i unikalnymi sekwencjami 
DNA (53). Jak się wydaje białka te mają raczej funkcje regulatorowe niż 
strukturalne w chromatynie.

Od dawna istnieje pogląd, że część białek niehistonowych jest włączona 
w specyficzną regulację w chromosomach eukariotów (53, 72). Regulacja 
ta dotyczy przede wszystkim pozytywnej i negatywnej kontroli transkryp­
cji (52, 73, 74, 75, 76, 77).

Z badań nad dostępnością DNA dla metylacji wynika, że białka niehis- 
tonowe nie chronią ani mniejszego ani większego rowka heliksu DNA, po­
nieważ ich usunięcie z chromatyny nie wywołuje zmian w metylacji chro- 
matynowego DNA. Wydaje się, że większość z nich nie oddziałuje bez­
pośrednio z DNA (42).

Białka niehistonowe bez wątpienia odgrywają strukturalną, enzyma­
tyczną i regulacyjną rolę w procesie aktywności genetycznej. Wskazuje na 
to wyższa proporcja białek niehistonowych w aktywnej matrycowo części 
genomu w stosunku do nieaktywnej (71), ich synteza w specyficznych cza­
sach w cyklu komórkowym (78), a przede wszystkim fakt, że w ich obecno­
ści następuje przekształcenie struktury chromątyny w postać skondenso­
waną lub rozluźnioną.
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III. Uwagi końcowe

W modelu „koraliowej” struktury chromatyny występuje naprzemien­
ne ułożenie odcinków DNA bogatych i ubogich w białko. Powstaje pyta­
nie, czy globularne cząstki zawierają specyficzne sekwencje zasad, czy też 
rozmieszczenie tych sekwencji w obu elementach (nukleosomie i odcinku 
łączącym) jest przypadkowe? Istnieją dane na temat preferencyjnego łą­
czenia się histonów z określonymi sekwencjami DNA np. histon arginino- 
-bogaty z frakcją G +  C DNA (79) czy histon HI z frakcją A +  T DNA (80). 
Jak wykazano ostatnio (81) histony w roztworach o niskich siłach jono­
wych mogą wykazywać specyficzność w stosunku do pewnych sekwencji 
DNA, która jednak zanika przy wyższych siłach jonowych. Do niedawna 
uważano, że kompleksy DNA—histony blokowały dostęp do matrycy poli- 
merazie RNA zależnej od DNA co uniemożliwiało transkrypcję (82, 83, 
84). Jednakże oktamer histonowy w nukleosomie nie blokuje transkrypcji 
nukleosomalnego DNA. Porównania kinetyki hybrydyzacji DNA komple­
mentarnego do cytoplazmatycznego poli (A)-RNA z DNA wyizolowanym 
z podjednostek chromatyny lub DNA wyizolowanym bezpośrednio z jąder 
wykazało, że większość sekwencji powtarzających się i unikalnych mRNA 
jest obecna w nukleosomalnym DNA (85, 86). Wobec tego włączenie DNA 
w podjednostkę chromatyny nie zapobiega jego transkrypcji (86). Bada­
nia transkrypcji podjednostek chromatyny ludzkich limfocytów przez po- 
limerazę RNA zależną od DNA z E. coli, potwiedziły, że kompleks DNA- 
-oktamer histonowy zachowuje aktywność matrycową w 22°/o w porów­
naniu z nukleosomalnym DNA pozbawionym histonów. Z drugiej strony, 
nukleosomalny DNA nie zawiera specyficznych sekwencji nukleotydo- 
wych, gdyż DNA komplementarny do cytoplazmatycznego, informacyjne­
go poli(A)-RNA zsyntetyzowany przez odwrotną transkryptazę (cDNA) 
hybrydyzuje w tym samym stopniu z nukleosomalnym DNA jak i z cał­
kowitym jądrowym DNA, a także ponieważ nie stwierdzono występowa­
nia którejkolwiek z klas sekwencji DNA (powtarzających się lub unikal­
nych) ze zwiększoną częstotliwością w nukleosomalnym DNA. Powyższe 
dane pozwalają na wytworzenie dynamicznego obrazu struktury chroma­
tyny, w której sekwencja DNA przypadająca na nukleosom nie jest ściśle 
ustalona i zmienia się w zależności od stanu fizjologicznego komórki wy­
stępując albo w nukleosomie albo też w odcinku łączącym nukleosomy.

A rtyk u ł n adszed ł 7.6.1076; po re w iz ji  a u to rsk ie j o trzym a n o  22.12.1976.
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Rola histonu HI w strukturze i funkcji chromatyny 

Role of Histone HI in the Structure and Function of Chromatin

Spis treści:

W prowadzenie
I. W łaściwości wyizolowanej cząsteczki histonu HI i w kom pleksie nukleo- 

histonowym
II. O ddziaływ ania między histonem  H I a pozostałymi składnikam i chrom atyny

III. Rola struk turo tw órcza histonu HI w budowie chrom atyny
IV. Udział histonu HI w regulacji cyklu komórkowego

Contents

Introduction
I. P roperties of isolated molecule of histone HI and those in nucleohistone 

complex
II. In teractions between histone H I and other constituents of chrom atin

III. S truc tu ra l role of histone H I in chrom atin
IV. Role of histone HI in the regulation  of cell cycle

Jednym z aktualnych i szeroko dziś opracowywanych zagadnień po­
zostaje ustalenie współzależności między strukturą chromatyny a proce­
sami, które powodują, że w komórce rozpoczyna się replikacja DNA pro­
wadząca w rezultacie do podziału mitotycznego. Już od dawna, ze wzglę­
du na silną asocjację histonów z DNA, przypisywano im dużą rolę (1). 
Obecnie nie uważa się już histonów za główne czynniki regulacji aktyw­
ności genowej, chociaż przypisuje im się funkcję niespecyficznych re- 
presorów aktywności matrycowej chromatyny (2, 3, 4). Wysoce konser­
watywna struktura pierwszorzędowa histonów sugeruje, że białka te ucze­
stniczą w procesach zachowanych w sposób niezmienny w toku ewolucji. 
Postuluje się, że histony są niezbędne do organizowania jądrowego DNA

*), **) Dr, In sty tu t Biochemii, U niw ersytet W arszawski, Al. Żw irki i W igury 93,
02-089 W arszawa.
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w określone, periodycznie powtarzające się struktury  i kontroli ich w cza­
sie życia komórki (5, 6, 7, 8). Kontrola taka może być sprawowana drogą 
postsyntetycznych modyfikacji chemicznych tych białek, wpływając przez 
to na charakter ich oddziaływań z DNA.

Spośród pięciu histonów występujących w chromatynie komórek eu­
kariotycznych szczególne właściwości przedstawia histon HI. Wyróżnia się 
on wysoką mikroheterogennością, nietworzeniem kompleksów z pozosta­
łymi histonami oraz odmiennym charakterem wiązania się z DNA. Właści­
wości te pozwalają na ujmowanie roli histonu HI w strukturze i funkcji 
chromatyny niezależnie od innych histonów, których podobne zachowanie 
się w kompleksie nukleohistonowym sugeruje spełnianie zbliżonej roli 
w genomie eukariotycznym.

W ostatnich latach w Postępach Biochemii opublikowano artykuły na 
temat występowania, budowy i metabolizmu histonów (5) oraz struktury 
nukleohistonu (6). Niniejszy artykuł poświecono udziałowi histonu HI 
w strukturze i funkcji chromatyny.

I. Właściwości wyizolowanej cząsteczki histonu HI i w kompleksie nu­
kleohistonowym

W odróżnieniu od wysoce konserwatywnej struktury pierwszorzędowej 
histonów: H4 (9, 10), H3 (11), H2A (12), H2B (13), w cząsteczce histonu HI 
obserwowano duże różnice w sekwencji aminokwasów w łańcuchu polipep- 
tydowym. Wykazano, że białko to posiada pewien stopień specyficzności 
tkankowej i gatunkowej (14). W cząsteczce histonu HI znajduje się dużo 
lizyny (27°/o), alaniny (24%) i proliny (9%). Aminokwasy te stanowią oko­
ło 60% wszystkich aminokwasów w cząsteczce białka (5,14). Rozkład ami­
nokwasów w łańcuchu polipeptydowym histonu HI różni się od charakte­
rystycznego ich rozmieszczenia w pozostałych histonach. W histonach H2A, 
H2B, H3 i H4 obserwuje się grupowanie aminokwasów o charakterze za­
sadowym w N-końcowych odcinkach cząsteczki, zaś aminokwasów o cha­
rakterze hydrofobowym i hydroksyaminokwasów w ich C-końcowych fra­
gmentach. Taki rozkład sprzyja powstawaniu, indukowanych przez sole 
nieorganiczne zmian konformacyjnych cząsteczki, polegających na zdolno­
ści do przyjmowania struktury a-heliksu w C-końcowych fragmentach łań­
cucha polipeptydowego (16—18). Natomiast rejon końca aminowego czą­
steczek histonów, niezdolny do tworzenia takiej struktury jest przypusz­
czalnie miejscem połączenia histonów z DNA wiązaniami jonowymi (19).

Histon HI, w odróżnieniu od pozostałych histonów, posiada dwa za­
sadowe obszary: pierwszy — w rejonie N-końca zawierający 35 amino­
kwasów i drugi w C-końcowym fragmencie łańcucha polipeptydowego 
cząsteczki obejmujący 110 aminokwasów. Odcinek środkowy zawiera więk­
szość niepolarnych, kwaśnych i tylko dwie zasadowe reszty aminokwaso-
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we. Fragmenty cząsteczki histonu HI charakteryzujące się przewagą ami­
nokwasów zasadowych mają małą zdolność do przyjmowania struktury 
a-heliksu. Sprzyja również temu fakt, że spośród 22 reszt proliny znajdu­
jących się w cząsteczce 16 występuje w jej C-końcowym odcinku umożli­
wiając występowanie rozciągniętej konfiguracji tego fragmentu (15, 20, 
21). Natomiast fragment środkowy cząsteczki (przypuszczalnie od 35 do
106 reszty aminokwasowej) może tworzyć strukturę globularną (22, 23). 
Ostatnie badania sugerują, że granica globularnej struktury  w histonie HI 
występuje pomiędzy 107 a 122 resztą aminokwasową (24). Wydaje się praw­
dopodobne, że rejony końca aminowego i karboksylowego cząsteczki bio­
rą udział w połączeniu z DNA wiązaniami jonowymi (24), zaś środkowy 
fragment cząsteczki może brać udział w innego typu odzdiaływaniach 
(17, 24, 25).

W roztworach wodnych cząsteczki histonu HI nie wykazują tendencji 
do tworzenia agregatów z innymi histonami, podczas gdy pozostałe his- 
tony tworzą ze sobą specyficzne kompleksy (26—29).

Histon HI wykazuje możliwości wzajemnych oddziaływań pomiędzy 
niepolarnymi fragmentami ich łańcuchów polipeptydowych / (17, 25). 
B r a d b u r y  i wsp. (30) postulują szczególną rolę takich oddziaływań 
w procesie kondensacji i dekondensacji chromatyny. Inną cechą wyróż­
niającą histon HI spośród pozostałych histonów jest jego wyraźnie inne 
zachowanie się w kompleksie nukleohistonowym. Pomimo posiadania naj­
wyższego ładunku dodatniego, histon HI najłatwiej oddysocjowuje z chro­
matyny pod wpływem roztworów soli czy też rozcieńczonych kwasów (25, 
31, 32). Można go na przykład całkowicie usunąć z chromatyny stosując 
0,6 M NaCl (25, 33) lub 0,1 M MgCl, (31), podczas gdy w tym stężeniu soli 
pozostałe histony pozostają związane w kompleksie. W roztworach deter­
gentów jonowych, na przykład w dezoksycholanie sodu, histon ten oddyso­
cjowuje jako ostatni z histonów, przy najwyższym stężeniu detergen­
tu (34).

W związku z możliwością selektywnego oddysocjowania histonu HI 
z chromatyny szczególną uwagę zwrócono na te właśnie fragmenty kom­
pleksów nukleoproteidowych, z których usunięto to białko. Wpływ usu­
nięcia histonu HI z kompleksu nukleoproteidowego na właściwości fizy­
kochemiczne nukleohistonu zostanie omówiony w rozdziale III poświęco­
nym jego roli strukturotwórczej.

W chromatynie histon HI jest białkiem najbardziej podatnym na de­
gradację enzymami proteolitycznymi (35-37), co sugeruje jego najbardziej 
zewnętrzne, spośród histonów, ułożenie w nukleohistonie.

Wymienione wyżej właściwości wyizolowanej cząsteczki histonu HI, 
jak i różniące się od pozostałych histonów właściwości jej w kompleksie 
nukleohistonowym sugerują, że zarówno pod względem miejsca występo­
wania jak i funkcji białko to zajmuje szczególną pozycję w chromatynie.
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II. Oddziaływania między histonem HI a pozostałymi składnikami chro­
matyny

Zasadniczymi oddziaływaniami między histonami a DNA są wiązania 
jonowe grup zasadowych aminokwasów: lizyny, argininy, histydyny z resz­
tami fosforanowymi DNA. Oprócz nich stwierdzono także występowanie 
oddziaływań hyfrofobowych między histonami a DNA (38, 39), a także
i między samymi cząsteczkami histonów (40, 41). Badania wpływu deter­
gentów (42), roztworów mocznika (38, 39), czy też tem peratury (38) na 
przebieg oddysocjowywania histonów z chromatyny wykazują, że różny 
jest udział poszczególnych oddziaływań w kompleksie nukleohistonowym.
I tak stwierdzono na przykład (42), że zniesienie wszystkich oddziaływań 
hydrofobowych w chromatynie przez dodatek niejonowego detergentu 
(np. Tritonu X-100) prowadzi do wzrostu ilości oddysocjowanych histonów 
przy niższej sile jonowej roztworu oraz do zniesienia selektywności ich 
dysocjacji pod wpływem NaCl. Dodanie tego detergentu nie zmienia je­
dynie przebiegu dysocjacji histonu HI. Sugeruje to, że w porównaniu ze 
wszystkimi pozostałymi histonami histon HI wykazuje najmniej oddzia­
ływań niejonowych. Mały wpływ odziaływań hydrofobowych w utrzym a­
niu tego białka w chromatynie jest także skutkiem niewielkiej liczby frag­
mentów spiralnych w jego cząsteczce, co wynika z dużej zawartości proli- 
ny (39, 43).

Badania wpływu częściowego zablokowania wolnych grup aminowych 
aminokwasów w histonie HI, na trwałość jego wiązania w chromatynie
i w kompleksach utworzonych z DNA, wykazują słabsze związanie histo­
nu HI w badanych preparatach, proporcjonalnie do stopnia zablokowania 
wolnych grup aminowych tego białka (44). Jednakowy wpływ stopnia ace- 
tylacji histonu HI na przebieg jego oddysocjowywania pod wpływem NaCl 
z chromatyny i kompleksów z DNA sugeruje, że histon ten wiąże się 
w chromatynie głównie jonowo w wyniku bezpośredniego odziaływania 
wolnych grup aminowych aminokwasów zasadowych białka z grupami fo­
sforanowymi DNA (44). Bezpośrednie połączenie histonu HI w chromaty­
nie z DNA sugerują też B r a d b u r y  i wsp. (45) na podstawie analizy po­
równawczej chromatyny i kompleksów histonu HI z DNA metodą jądro­
wego rezonansu magnetycznego. W jednej z ostatnich prac badacze ci (46) 
wnioskują, że histon HI wiąże się z DNA głównie C-końcowym fragmen­
tem cząsteczki.

Jonowe głównie związanie histonu HI w chromatynie nie wyklucza 
jego udziału w oddziaływaniach białko—białko. W tego rodzaju oddziały­
waniach biorą udział zdolne do przyjmowania struktury a-heliksu środko­
we fragmenty cząsteczki (47). Rola ich w strukturze chromatyny zostanie 
przedstawiona w następnych rozdziałach.

Nie ma dotąd w literaturze danych na temat oddziaływań histonu HI 
z innymi składnikami chromatyny. Wpływ acetylacji histonu HI na trw a­
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łość jego połączeń w chromatynie i w kompleksach z DNA sugerują brak 
takich oddziaływań (44). Wskazuje na to również brak oddziaływań histo- 
nu HI z innymi histonami w roztworach (48). Ostatnio B r a d b u y  i wsp. 
(46) sygnalizują możliwość oddziaływań globularnych fragmentów histonu 
HI z podjednostką chromatyny, jednakże nie precyzują jakiego mają one 
być rodzaju i z którymi składnikami podjednostki.

III. Rola strukturotwórcza histonu HI w budowie chromatyny

Wyniki badań hydrodynamicznych (49—51) oraz dane otrzymane z po­
miarów dichroizmu kołowego chromatyny (52, 53) wyraźnie wskazują, że 
histon HI nie wpływa ani na konformację cząsteczek chromatyny w roz­
tworze, ani na stopień upakowania w nich łańcucha DNA. Analiza obrazów 
rentgenograficznych uzyskiwanych z dyfrakcji promieni X na włóknach
i żelach nukleohistonu (54, 55) potwierdza fakt, że histon HI nie uczest­
niczy w utrzymywaniu określonej trzeciorzędowej struktury DNA w chro­
matynie. Tą trzeciorzędową strukturą DNA może być, postulowana kilka 
lat temu przez wielu badaczy, superspirala (55, 56). Rycina 1 przedstawia 
rentgenogramy wykonane w pracowni P a r d o n a  i R i c h a r d s a  
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. Rentgenogram y nukleohistonu: a) z kom pletnym  zestaw em  histonów przy 
względnej wilgotności p repara tu  95%> oraz b) po usunięciu histonu HI przy względnej

wilgotności 98% (wg 55).
22 A, 27 A, 37 A, 55 A — reflek sy  charakterystyczne dla nukleohistonu.
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z całym kompleksem pięciu frakcji histonowych oraz nukleohistonu, z któ­
rego selektywnie usunięto histon HI zawierają ten sam zespół refleksów
o identycznych intensywnościach. Badania rentgenograficzne nukleohis­
tonu i wyniki analizy otrzymywanych obrazów dyfrakcyjnych omówiono 
już w Postępach Biochemii (6).

Badania ostatnich trzech lat wyraźnie wykazały, że chromatyna, po­
dobnie jak i chromosomy metafazalne, jest zbudowana z periodycznie po­
wtarzających się struktur (7, 27, 57, 58, 59, 60). Analiza przebiegu traw ie­
nia chromatyny nukleazami wskazała też, że prawie 85—90% m ateriału 
genetycznego organizmów eukariotycznych stanowi układ powtarzających 
się okresowo cząstek nukleoproteidowych tzw. podjenostek chromatyno- 
wych określanych również mianem nukleosomów. Do chwili obecnej nie­
wiele wiadomo o budowie podjednostki chromatynowej i roli jaką odgrywa 
w jej strukturze histon HI. Według K o r n b e r g a  (7, 27) podjednostka 
chromatynowa składa się z ośmiu cząsteczek histonów uorganizowanych 
w dwa tetram ery (jeden tetram er zbudowany z dwóch dimerów histo­
nów: H3 z H4 oraz drugi tetram er z dimerów: H2A z H2B), wokół którego 
owinięty jest łańcuch DNA zawierający 200 par zasad. Według tej kon­
cepcji histon lizynobogaty HI nie wchodzi w skład nukleosomu. B a 1 d - 
w in  i wsp. (60) w wyniku zastosowania metody rozpraszania neutronów 
uzyskali dane, z których wnioskują, że histon HI nie jest składnikiem pod-

Ryc. 2. Hipotetyczny model budowy podjednostki chrom atynow ej i roli histonu HI 
w chrom atynie wg B a 1 d w i n a i wsp. (60).

Rdzień globularny podjednostki tworzą cztery rodzaje histonów  (H2A, H2B, H3, H4) oddziały- 
w ując ze sobą niepolarnym i fragm entam i łańcuchów  polipeptydow ych. W okół rdzenia jest ow i­
n ięty  łańcuch DNA. H iston HI leży  na zew nątrz części globularnej pełniąc rolę m ostka łączącego

podjednostki.

http://rcin.org.pl



[7] H ISTO N  HI 181

jednostki chromatyny. Autorzy ci podobnie jak i wielu innych badaczy 
(61—64) uważają, że histon ten może pełnić rolę elementu łączącego pod- 
jednostki w obrębie tego samego lub różnych łańcuchów DNA, leżąc na 
zewnątrz części globularnej nukleosomu (Ryc. 2).
Zastosowanie nukleaz w badaniach struktury chromatyny wykazało, że 
około 50°/o DNA w tym kompleksie może podlegać działaniu DNazy ze 
Staphylococcus aureus (E.C.3.1.4.7), przy czym degradacja enzymatyczna 
obejmuje również część podjednostki. Najbardziej oporny na działanie 
nukleaz pozostaje fragment nukleoproteidowy podjednostki zawierający 
odcinek DNA o długości 120—140 par zasad (64, 65). Te oporne fragmenty 
nukleoproteidowe nazwano cząstkami „PS”. W skład histonowy cząstek 
„PS” wchodzi osiem cząsteczek histonów za wyjątkiem histonu HI (66).

Powyższe dane uwzględnił L i  (66) i w 1975 roku w swoim modelu 
budowy chromatyny zaproponował taką lokalizację histonu HI, dzięki 
której można wytłumaczyć dotychczasowe wyniki eksperymentalne z dy­
frakcji promieni X, rozproszenia neutronów i hydrolizy DNA nukleazami 
w tym kompleksie nukleoproteidowym.

(H 3 )2(H 4)2

Ryc. 3. Proponow ana przez L i  (66) lokalizacja histonu HI w chrom atynie. 
Obszar A jest m iejscem  wiązania się dwóch tetram erów  histonów  ((H2A)2(H2B)2 oraz (H4)2(H3),) 
z  DNA, który przyjm uje postać superspirali. Obszar B stanow i ten fragm ent łańcucha DNA, 
który nie posiada superspiralnej struktury i jest połączony z histonem  HI. Linią prostą za­

znaczono rejon zasadow y histonów , a spiralną rejon hydrofobow y histonów.

Przedstawiony przez L i projekt możliwej ogranizacji strukturalnej chro- 
matyny zawierał w sobie popularną kilka lat temu postać superspirali DNA 
z uwzględnieniem występującego elementu symetrii, polegającego na po­
wtarzaniu się określonych układów histonów. W swym modelu autor roz­
różnia dwa obszary wiązania się histonów z DNA (Ryc. 3). Te miejsca 
kwasu nukleinowego, z którymi wiążą się dwa uorganizowane tetram ery 
histonów ((H2A)Z (H2B)2 oraz (H3)2 (H4)2) mają strukturę superspirali (za­
wierają 130—150 par zasad) i odpowiadają cząstkom „PS”. W tym obszarze 
chromatyny nie występuje histon HI, lecz występuje on z nie tworzącym 
superspirali fragmentem DNA o 35—45 parach zasad.

Ostatnio ukazały się doniesienia wskazujące, że usunięcie z chromatyny 
histonu HI powoduje odsłonięcie 30—50 par zasad DNA (67, 68). Hydroliza 
nukleazą ze Staphylococcus aureus (E.C.3.1.4.7) chromatyny zawierającej
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pięć rodzajów histonów oraz chromatyny po uprzednim oddysocjowaniu 
z niej histonu HI wskazuje, że te właśnie 30—50 par zasad DNA są zwią­
zane z tym histonem. Proponowany przez L i model budowy chromatyny 
znajduje potwierdzenie doświadczalne takiego umiejscowienia histonu HI 
w chromatynie. Przemawia za tym również fakt, że białko to stanowi 
wraz z fragmentem DNA (30—50 par zasad) mostek łączący nukleoso- 
my (68).

IV. Udział histonu HI w regulacji cyklu komórkowego

Od dłuższego czasu przypisuje się histonowi HI ważną rolę w konden- 
sowaniu nici chromatynowych w wyniku tworzenia przez to białko wią­
zań poprzecznych tzw. cross-links (69—74). Ponieważ wykazano także, że 
wraz ze wzrostem stopnia skondensowania chromatyny zmniejsza się jej 
aktywność transkrypcyjna, sugerowało to, że histon HI wywiera efekt re- 
presorowy poprzez kondensację chromatyny. Prowadzone od paru lat 
w pracowni B r a d b u r y ’ e g o  (75) badania nad mechanizmem zmian 
stanu chromosomów w komórce, zwróciły uwagę na rolę postsyntetycz- 
nych modyfikacji histonów w tym procesie. Modyfikacje te (acetylacje, me- 
tylacje, fosforylacje) powodują zmianę ładunku dodatniego naładowanych 
reszt aminokwasów zasadowych oraz seryny i treoniny w łańcuchu poli- 
peptydowym białka i przez to mogą wpływać na interakcje histony—DNA 
w genomie (76—79). Na podstawie uzyskanych wyników badań, B r a d -  
b u r y  i wsp. (80) przedstawili interesującą koncepcję, proponującą powią­
zanie procesu fosforylacji histonu HI ze zjawiskiem kondensacji chro­
mosomów i identyfikującą aktywność fosforylacyjną jądra komórkowe­
go z czynnikiem inicjującym mitozę w komórce (tzw. mitotic — trigger).

W większości przebadanych tkanek wykazano, że histon HI ulega naj­
łatwiej fosforylowaniu spośród wszystkich histonów (80—82); szczególnie

Późna faza G2 Faza S  Wczesna faza G i 

Synteza DNA r “ \

Synteza RNA

Zawartość reszt 
fosforanowych —L _l___L

~2 - 1  M  1 2  3 4 S 6 
Czas fgodz.)

| Mitoza

kondensacja 
chromosomów

Ryc. 4. Synteza DNA i RNA a fosforylacja h istonu HI w  poszczególnych fazach cyklu 
komórkowego Physarum polycephalum  (82).
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intensywną jego fosforylację obserwowano w tkankach, których komórki 
ulegają częstym podziałom (78, 83, 84). Szereg danych wskazuje, że istnieje 
związek pomiędzy forforylacją histonu HI a procesem wzrostu komórek
i replikacją chromosomów (85—88). Badając cykl komórkowy śluzowca 
Physarum polycephalum  B r a d b u r y  i wsp. (82) zaobserwowali zależ­
ność pomiędzy poziomem reszt fosforanowych w histonie HI a syntezą 
RNA i DNA w jądrze) Ryc. 4).
Maksimum fosforylacji histonu HI przypadało przed rozpoczęciem mito­
zy, gdy chromatyna była skondensowana w zbite chromosomy, po czym 
następował spadek ilości wbudowywanych reszt fosforanowych do białka, 
aż do stałego poziomu przez cały czas trwania fazy S (synteza DNA). Su­
geruje to, że fosforylacja histonu HI może być etapem koniecznym do kon­
densacji chromatyny. W pracowni B r a d b u r y ’ e g o  (80) wykazano, że 
aktywność enzymów: kinazy i fosfatazy histonu występujących jednocześ­
nie w komórce reguluje zawartość reszt fosforanowych w histonie HI. 
Stosunek aktywności tych enzymów może zmieniać się w cyklu komórko­
wym i w tym przypadku wypadkowa aktywność fosforylacyjna może kon­
trolować ilość reszt fosforanowych wbudowywanych w cząsteczkę histo­
nu HI. Wyniki badania aktywności fosforylacyjnej jąder Physarum poly­
cephalum  wyizolowanych w określonych stanach cyklu komórkowego 
w stosunku do egzogennego histonu HI przedstawia rycina 5 (80).

Ryc. 5. Przebieg zm ian w cyklu komórkowym: (A) — aktywności fosforylacyjnej ją ­
der Physarum polycephalum  po dodaniu do nich grasicowego histonu HI oraz (B) — 
zaw artości reszt fosforanow ych w histonie HI z Physarum polycephalum  (wg 80). 
Jądra izolow ano z P hysaru m  po lyceph a lu m  i po destrukcji ich u ltradźw iękam i inkubow ano  
je  w  obecności ( y -« P )A T P , cyk licznego AMP oraz h istonu HI z grasicy cielęcej. Reakcję  
przeryw ano dodając ozięb ionego kw asu trójchlorooctow ego do stężenia końcow ego 5»/•. N astęp-

A

J__ LM
Czas (godz.)

M M
Czas (godz.)

nie h iston  HI ekstrahow ano i oznaczano Jego radioaktyw ność.

Uzyskane przez B r a d b u r y ’ e g o  i wsp. (80) zależności wykazują, że 
aktywność fosforylacyjna jąder zmienia się w czasie trw ania cyklu komór­
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kowego jednocześnie ze stopniem ufosforylowania histonu HI od wartości 
minimalnych w fazie S do maksymalnych w późnej fazie G2. Maksimum 
aktywności fosforylacyjnej jąder wyprzedza nieco maksimum zawartości 
reszt fosforanowych w histonie HI z Physarum polycephalum, co wska­
zuje, że zmiana zawartości reszt fosforanowych zależy od zmiany aktyw­
ności fosforylacyjnej jąder. B r a d b u r y  i wsp. (80) postulują, że czyn­
nikiem białkowym bezpośrednio inicjującym mitozę jest kinaza histonu. 
Opisana wcześniej termolabilność tego czynnika potwierdza jego białkowy 
charakter (89). Według koncepcji tych autorów (80) (Ryc. 6) fosforylacja 
reszt seryny (w pozycji 37 i 105 (90)) na obu końcach histonu HI, czyli 
w obrębie fragmentów cząsteczki wiążących się silnie z DNA, powoduje 
odsunięcie znacznej części łańcucha polipetydowego od kwasu nukleino­
wego na skutek wzajemnego odpychania się ujemnie naładowanych reszt 
fosforanowych DNA i fosfoseryny. Uwolniony w ten sposób fragment 
cząsteczki może oddziaływać z identycznym fragmentem histonu HI od­
łączonym od innego miejsca na nici DNA. Tego rodzaju oddziaływania, two­
rząc wewnętrzne usieciowanie między włóknami nukleohistonu prowadzą 
w efekcie do kondensacji chromatyny w zbite chromosomy widoczne 
w mikroskopie bezpośrednio przed rozpoczęciem podziału jądra komórko-

n h 2 COOH

Ser

Ser Ser

Ser

COOH NHz

> o
C hrom atyn a luźna

Fosforylacja histonu H1 

COOH

C hrom atyn a
skondensow ana

COOH

Ryc. 6. Hipotetyczny schem at ilustru jący  proces kondensacji chromosomów w jądrze 
kom órkowym  przed m etafazą (wg 80).

wego. Koncepcja przypisująca taką funkcję fosforylacji histonu HI jest 
zgodna z wcześniejszymi, nieinterpretowanymi tak obserwacjami M o h - 
b e r g a  i R u s c h a  (91), dotyczącymi korelacji między cyklem komór-

http://rcin.org.pl



[1.1] HISTON HI 185

kowym Physarum polycephalum  a modyfikacją histonu HI. Przemawiają 
za nią te dane, że fosforylacja histonu HI w chromatynie powoduje zmia­
nę widma dichroizmu kołowego wskazującą na tworzenie skondensowa­
nych obszarów (92). Również wpływ fosforylacji reszt seryny w histonie 
HI w pozycji 37 i 105 na interakcję tego białka w DNA wykazuje słabsze 
wiązanie się z DNA ufosforylowanego histonu HI niż nieufosforylowanego 
histonu HI (93).

Przedstawione wyniki eksperymentalne ostatnich kilku lat nie wy­
jaśniają wyczerpująco roli histonu HI w strukturze i funkcji chromatyny. 
Wskazują one jednak na odmienną od pozostałych histonów rolę struktu­
ralną, a zarazem i biologiczną tego białka. Ostatnio coraz częściej sugeruje 
się udział histonu HI w regulacji procesu transkrypcji chromatyny.

A rty k u ł n adszedł 22.11.1976; po re w iz ji a u to rsk ie j o trzym an o  18.12.1976.
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Liczne prace przeglądowe poświęcono w ostatnich latach niehistono- 
wym białkom chromatyny, jako regulatorom aktywności genu w organiz­
mach eukariotycznych (1,2,3,4,5,6). Niehistonowe białka chromatyny sta­
nowią niezwykle heterogenną grupę białek, obejmującą oprócz chromaty- 
nowych białek strukturowych i (jak przypuszczamy) regulatorowych, rów­
nież enzymy zaangażowane w procesach replikacji, transkrypcji, modyfi­
kacji histonów, białek niehistonowych i DNA oraz ich degradacji (polime- 
raza DNA, polimeraza RNA), czynniki inicjujące i terminujące transkryp­
cję, ligaza polinukleotydowa. DN-aza, proteazy, fosfokinazy, acetylotran- 
sferazy, metylotransferazy (por. komentarz redakcyjny Naturę 257, 644— 
645, 1975). We frakcji niehistonowych białek chromatyny znaleziono też 
białka kurczliwe — aktynę, miozynę, tropomiozynę i tubulinę (7,8). Masa 
cząsteczkowa niehistonowych białek chromatyny waha się od dziesięciu 
tysięcy do kilkuset tysięcy (9).

Podobnie jak histony, niehistonowe białka chromatyny syntetyzowane 
są w cytoplaźmie, po czym przechodzą do jądra i asocjują z DNA. Niektóre 
nowo syntetyzowane białka włączane są do kompleksu chromatynowego, 
inne tworzą pulę cytoplazmatyczną (10) lub jądrową (11). W przeciwień­
stwie do histonów, stanowiących stałą komponentę chromatyny (12,13,14), 
białka niehistonowe ulegają jakościowym i ilościowym zmianom, równo­
ległym ze zmianami w aktywności genu (10,14,15,16).

Niehistonowe białka chromatyny wykazują szybki obrót metaboliczny 
(17,18), jednak obok białek z półokresem trwania wynoszącym zaledwie 
kilka minut, występują również inne, tak samo stabilne jak histony (19).

I. Preparatyka niehistonowych białek chromatyny

W otrzymywaniu niehistonowych białek chromatyny stosowane są dwie 
metody. Pierwsza z nich polega na ekstrakcji histonów kwasami m ineral­
nymi. Białka niehistonowe oddziela się od DNA. Metodę tę stosowano przez 
długi czas, ponieważ jednak zarówno kwasy mineralne, jak i organiczne 
uszkadzają chromatynę (20), stopniowo zarzuca się jej stosowanie. Więk­
szość autorów wybiera obecnie metodę polegającą na dysocjacji chroma­
tyny w roztworze o wysokim stężeniu NaCl, mocznika lub chlorowodorku 
guanidyny w pH powyżej 7, a następnie oddziela DNA od białek chroma- 
tynowych drogą ultrawirowania (21,22,23), strącenia DNA jonami lantanu 
(24) lub metodami chromatograficznymi (25,26,27,28). Nowszą modyfikację 
tej metody stanowi ultrawirowanie zdysocjowanej chromatyny w gradien­
cie chlorku lub siarczanu cezu (29,30) albo metrizamidu (31). Inna technika 
izolacji DNA, RNA i białek z hodowli komórkowej polega na lizie komórek 
lub ich jąder w tiocyjanianie sodu, co powoduje jednoczesne rozproszenie 
komponent chromatyny (DNA, RNA, białek) i ułatwia ich izolację (30). 
Uzyskane powyższymi metodami frakcje białek chromatynowych poddaje
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się chromatografii na kationitach selektywnie wiążących dodatnio nałado­
wane histony (15,21,22,24,27,28,32), względnie amonitach (33), wiążących 
selektywnie białka kwaśne.

Do rozdziału na podfrakcje wyizolowanych z chromatyny niehistono- 
wych białek stosuje się następujące metody:
— Elektroforetyczny rozdział w żelach, pozwalający wyróżnić frakcje

o określonej masie cząsteczkowej (34,35,36,37).
— Izoelektryczne ogniskowanie w żelu poliakryloamidowym. Niehistono- 

we białka chromatyny w przeciwieństwie do histonów zawierają grupy 
tiolowe, których liczba różna jest dla poszczególnych białek. Białka 
niehistonowe różnych tkanek szczura badane metodą izoelektrycznego 
ogniskowania w żelu poliakryloamidowym wykazywały większą hete- 
rogenność niż poddane zwykłej elektroforezie w tym samym żelu poli­
akryloamidowym (38).

— Elektroforeza dwukierunkowa, będąca połączeniem metod opisanych 
w punktach 1,2 (27).

— Frakcjonowanie na jonitach pozwalające na wyróżnienie frakcji wy­
mywanych przy różnej sile jonowej (21,26,39).

— Frakcjonowanie na Sephadex G-200(40).
— Chromatografia powinowactwa z użyciem celulozy (41,42,43) lub 

Sepharose (44) sprzężonych z DNA.
— Sączenie mieszaniny DNA i białek niehistonowych na sączkach nitro­

celulozowych (22,45), wiążących kompleks DNA-białka oraz wolne biał­
ka, a przepuszczających DNA. Retencja kompleksu DNA-białka zależy 
od ilości związanego białka, a także od typu oddziaływań białka z DNA 
(22). Podwyższenie siły jonowej środowiska umożliwia wymycie kom­
pleksu z sączka.
Mimo tej różnorodności metod stosowanych w preparatyce białek nie­

histonowych, wydzielenie poszczególnych białek niehistonowych napotyka 
ciągle na znaczne trudności. Białka niehistonowe izolowane z chromatyny 
w różnych środowiskach wykazują odmienny skład ilościowy i jakościowy. 
Tak np. izolowane z jąder preparowanych w sacharozie lub kwasie cytry­
nowym wykazują podczas elektroforezy obecność wysokocząsteczkowych 
polipeptydów, podczas gdy uzyskane z jąder komórkowych izolowanych 
metodą detergentową — polipeptydów niskocząsteczkowych (cyt. za 46).

Ponadto, różna energia oddziaływań poszczególnych białek niehistono­
wych z DNA powoduje, że warunki zastosowane do oddysocjowania białek 
od DNA (stężenie NaCl, mocznika lub chlorowodorku guanidyny (często 
nie wystarczają do oddzielenia wszystkich białek niehistonowych (24). 
Szczegółowego znaczenia izolacja wszystkich białek niehistonowych z chro­
m atyny nabiera w przypadku stosowania tego preparatu białkowego do 
rekonstrukcji chromatyny. Wykazano np., że aktywność matrycowa chro­
matyny pozbawionej frakcji białek ekstrahowanych 0,35M NaCl nie różni 
się od aktywności chromatyny natywnej, podczas gdy chromatyna rekon­
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struowana tylko w obecności tej frakcji — aktywności matrycowej nie 
wykazuje (47). Analiza elektroforetyczna tych białek pozwoliła stwierdzić, 
że frakcja „nierozpuszczalna” w 0,35M NaCl różni się od „rozpuszczalnej” 
(przy tej sile jonowej) tylko jedną, ale bardzo istotną subfrakcją, niezbęd­
ną do przebiegu transkrypcji in vitro.

Trudności z określeniem liczby niehistonowych białek chromatyny w y­
nikają również z degradacji oligomerów białkowych do monomerów, która 
może mieć miejsce przy zastosowaniu tak drastycznych środków dysocju­
jących, jak 5M lub 8M mocznik lub chlorowodorek guanidyny. Dobre wy­
niki daje dysocjacja chromatyny wyłącznie w 2,5M NaCl^O.OlM Tris-HCl, 
ponieważ białka niehistonowe izolowane w ten sposób zachowują swoją na- 
tywną strukturę, o czym świadczy np. zachowanie aktywności ligazy DNA 
(22). Z drugiej jednak strony, podczas ultrawirowania w 2,5M NaCl ok. 
40% niehistonowych białek chromatyny ulega częściowej agregacji, sedy- 
mentując następnie razem z DNA. W 5M moczniku zaś, 90%> białek prze­
chodzi do roztworu. Wzrost ilości białka w supernatancie w obecności 
mocznika jest nie tyle związany z dysocjacją większej ilości białek od DNA, 
ile ze zmniejszeniem stopnia ich agregacji oraz wzrostem gęstości roztworu 
(względem układu nie zawierającego mocznika) co w efekcie opóźnia ich 
sedymentację przy danej sile odśrodkowej.

Zmiany wielkości polipeptydów białek niehistonowych podczas izolacji, 
mogą być spowodowane działaniem proteazy chromatynowej, aktywnej 
w 2M NaCl i 5M moczniku, degradując zarówno histony, jak i białka nie­
histonowe (48), stąd brak w środowisku inhibitora proteazy chromatynowej 
powoduje degradację wielkocząsteczkowych polipeptydów (7). Związkami 
całkowicie zabezpieczającymi białka niehistonowe przed degradacją oka­
zały się: fluorek kwasu fenylometanosulfonowego, fluorofosforan dwuizo- 
propylowy, keton karbobenzoksyfenyloalaninowo-chlorometylowy lub 
octan p-nitrofenylowy (48).

II. Interakcja niehistonowych białek z DNA

Opracowana przez A l b e r t s a  i wsp. (49) metoda frakcjonowania 
białek na DNA-celulozie pozwala na jednoczesne określenie specyficzności 
białek niehistonowych w układzie homo- lub heterologicznym oraz, po za­
stosowaniu gradientu siły jonowej na wyodrębnienie białek różniących 
się powinowactwem do DNA. Przy pomocy tej metody wykazano (po 
raz pierwszy w r. 1970) specyficzność bardzo małej frakcji białek niehis­
tonowych wątroby szczura względem homologicznego DNA (41).

Powiązanie niehistonowych białek chromatyny ze specyficznymi se­
kwencjami nukleotydowymi DNA wydaje się podstawowym warunkiem 
ich regulatorowej funkcji. Sugeruje się, (44), że istnieją dwie frakcje białek 
niehistonowych, z których jedna wiąże się wyłącznie z homologicznym 
DNA, druga zarówno z homo- jak i heterologicznym DNA. Tak na przy-
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kład białka niehistonowe z limfocytów grasicy cielęcej różnią się powino­
wactwem do sekwencji nukleotydowych frakcji DNA o niskim C0t (sekwen­
cje powtarzalne), o średnim C„t (sekwencje powtarzalne i niepowtarzalne) 
oraz wysokim C0T (sekwencje unikalne). Obserwuje się również różnice 
w wiązaniu białek z pojedynczą i podwójną nicią DNA w granicach sub- 
frakcji DNA o tym samym współczynniku C0t. W stosunku do niehistono­
wych białek chromatyny izolowanych 2,5M NaCl z wątroby szczura nie 
stwierdzono specyficznego oddziaływania z DNA. Niewielka część białek 
wiązała się specyficznie z natywnym homologicznym DNA, jednak tylko 
w obecności 5M mocznika. Zdenaturowany zaś zarówno homologiczny jak 
i heterologiczny DNA wiązał się z białkami niehistonowymi silniej niż 
natywny. Wreszcie specyficzną interakcję niehistonowych białek chroma­
tyny z homologicznym DNA zdenaturowanym obserwowano zarówno 
w obecności jak i nieobecności mocznika. Stąd przypuszcza się, że mocznik 
wpływając destabilizująco na DNA ułatwia interakcję między DNA i biał­
kami niehistonowymi (22). Dotąd też nie jest pewne, czy in vivo niehi­
stonowe białka chromatyny wiążą się z natywnym, czy też z lokalnie zde- 
naturowanymi fragmentami DNA, chociaż większość prac przemawia za 
interakcją białek niehistonowych z lokalnie zdenaturowanymi fragmenta­
mi DNA (22,50,51).

Porównanie asocjacji białek niehistonowych z wątroby szczura z DNA 
(w środowisku 0,14M NaCl) w układzie homo- i heterologicznym (Tabela 1) 
pozwala stwierdzić, że wiązanie tych białek z DNA pochodzącym z niższych 
organizmów jest niższe. Występowanie najsilniejszego wiązania białek nie­
histonowych z DNA homologicznym wydaje się być związane z ich regula­
torową funkcją (42).

Ważną, chociaż jeszcze niedostatecznie wyjaśnioną rolę w interakcji 
białek niehistonowych z DNA pełnią metale ciężkie. Tak np. 80—95°/o 
203Hg inkorporowanej do jąder komórkowych nerki szczura wiąże się z frak-

Tabela 1
Wiązanie znakowanych 3 2 P, ufosforylowanych białek 
niehistonowych z wątrąby szczura z DNA-celulozą 

(42)

Źródło DNA Radioaktywność (3 2 P) 
związana z DNA (imp/min)

Wątroba szczura 626
Jądra szczura 671
Wątroba myszy 578
Grasica wołowa 2 1 0

Wątroba wołowa 178
Sperma łososia 1 2 0

E. coli 1 1 0

C. perfringens 84
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cją niehistonowych białek, silnie zasocjowanych z DNA, a stanowiących 
12°/o ogólnej ilości chromatynowych białek niehistonowych (52).

Pewne próby interpretacji roli metali ciężkich podjęto opierając się 
na danych wykazujących wzrost aktywności genu w tkankach grochu pod 
wpływem bardzo małych stężeń jonów Cd++, Hg++ i Zn^"1- (50). Sugeruje 
się, że te jony wiążą się z zasadami DNA i zmieniając w ten sposób układ 
wiązań wodorowych powodują w następstwie zmianę konformacji DNA 
(destabilizacja). Inne jony, jak Na+, Mn+H~, Co++ nie wpływające na zmia­
nę w aktywności genu wiążą się prawdopodobnie z fragmentem cukrowo- 
-fosforanowym, stabilizując przez to konformację DNA.

Duże znaczenie we wzajemnej interakcji białek niehistonowych i DNA 
przypisywane jest ich fosforylacji. Stymulacja aktywności transkrypcyjnej 
poprzedzona jest masową, selektywną migracją białek z cytoplazmy do 
jądra oraz ich fosforylacją (44). Pierwsze obserwacje nad wzrostem fosfo­
rylacji białek jądrowych podczas indukacji aktywności genu dotyczyły in­
korporacji znakowanego fosforanu do jąder komórkowych ludzkich limfo­
cytów, stymulowanych fitohemaglutyniną (53). Stwierdzono, że grupy fos­
foranowe połączone wiązaniami estrowymi z grupami hydroksylowymi se- 
ryny lub treoniny w białkach ulegają łatwej wymianie.

Badania komórek HeLa w poszczególnych fazach cyklu komórkowego 
wykazały, że najwyższy poziom fosforylacji białek niehistonowych przy­
pada na wczesną fazę Ga i początkowy okres fazy S (aktywna synteza) 
RNA), a najniższy — późną fazę G2 i M (bardzo słaba synteza RNA (54). 
Defosforylacja białek niehistonowych powodowała obniżenie poziomu tran ­
skrypcji w rekonstruowanej chromatynie o 50°/o (55). Warto podkreślić, 
że wiązanie ufosforylowanych in vivo niehistonowych białek z homolo­
gicznym DNA sprzężonym z celulozą zależy od siły jonowej, w której pro­
wadzi się doświadczenie (42).

Przypuszcza się, że zmiany w poziomie fosforylacji mogą odgrywać 
istotną rolę w regulacji procesu transkrypcji, zwłaszcza, że ufosforylowane 
białka niehistonowe wiążą się z DNA słabiej niż nieufosforylowane (43). 
Według niektórych autorów (55), zmiany fosforylacji niehistonowych bia­
łek chromatyny mogą mieć większe znaczenie w aktywności genów niż 
zmiany w ich składzie.

Mechanizm aktywacji genu poprzez fosforylację kwaśnych białek chro­
matynowych może polegać na zwiększeniu przyciągania ujemnie nałado­
wanych grup fosforanowych z dodatnio naładowanymi histonami, przy 
jednoczesnym odpychaniu jednoimiennie naładowanego DNA. W końco­
wym wyniku tych procesów może następować udostępnienie określonej 
sekwencji DNA polimerazie RNA.

Celem wyjaśnienia natury oddziaływań między DNA a ufosforylowa- 
nymi białkami niehistonowymi (42), poddawano je działaniu rybonukleazy 
A, a-amylazy, fosfolipazy c, trypsyny, papainy i pronazy, a następnie chro- 
matografowano na celulozie sprzężonej z DNA. Wiązanie białek z DNA
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obniżały tylko enzymy proteolityczne, co sugeruje, że w tym procesie od­
grywają istotną rolę białka, przy braku zaangażowania RNA, polisacha­
rydów lub fosfolipidów.

Według nowszych doniesień (56), w chromatynie eukariotów występują 
również białka o różnej masie cząsteczkowej (od 10 000 do 190 000) nale­
żące do grupy glikoproteidów, a także wolne glukozaminoglukany. Rola 
wymienionych cukrów w czynności genomu eukariotów jest niejasna.

Trudności z ustaleniem stopnia specyficzności asocjacji niehistonowych 
białek chromatyny z DNA wynikają między innymi z niemożliwości wy­
izolowania ich z chromatyny w formie natywnej. Dlatego też charaktery­
styka enzymatyczna białek chromatynowych oraz ich topologia w obrębie 
chromosomu muszą być ustalone przed izolacją. Obiecującą metodą wy­
daje się być zastosowanie fluoryzujących przeciwciał skierowanych prze­
ciwko określonym białkom niehistonowym (cyt. za 9). Duże znaczenie w ba­
daniach białek niehistonowych ma fakt, że w obecności soli sodowej kwasu 
dodecylo-siarkowego (SDS), białka nie tracą swoich właściwości anty­
genowych (9).

III'. Udział niehistonowych białek chromatyny w aktywacji genów pod 
wpływem hormonów

Próby poznania mechanizmu działania hormonów sterydowych dopro­
wadziły do wniosku, że ich specyficzny wpływ na komórki docelowe wy­
wierany jest w formie aktywacji genu. Pierwsze obserwacje z tego zakresu 
dotyczyły pojawienia się RNA (zidentyfikowanego później jako mRNA) 
w kilka do kilkanaście minut od podania hormonu. Np. już w 2 min. po 
podaniu estrogenu stwierdzono wzrost syntezy RNA w macicy (57). Wielo­
krotnie zaobserwowano również syntezę mRNA owoalbuminy i owoalbu- 
miny po wstrzyknięciu estradiolu i progesteronu kurczętom (58,59,60). Po­
dobny wzrost syntezy RNA zaobserwowano podczas inkubacji jąder komór­
kowych z hormonem in vitro. Pierwsze obserwacje dotyczące indukcji tran ­
skrypcji pod wpływem następujących hormonów: kortyzolu, estradiolu, 
testosteronu, ekdyzonu, tyroksyny, aldosteronu, ACTH, TSH, insuliny, 
erytropoetyny, progesteronu oraz kwasu giberelinowego opracował K a r l -  
s o n  już w' 1968 r. (61). Aktywacji genu pod wpływem hormonów towa­
rzyszył wzrost syntezy niehistonowych białek chromatyny oraz zmiany 
w stopniu ich fosforylacji. W wątrobie kurczęcia zaobserwowano selektyw­
ną syntezę dwóch frakcji białek niehistonowych 26 000 i 20 000 daltonów) 
po 3 godz. od podania 17-(3-estradiolu (62). Wzrost syntezy pewnych frakcji 
białek niehistonowych (Ryc. 1) oraz zmiany w poziomie ich fosforylacji 
wykazano również w procesie rozwoju jąder i nadjądrzy szczura (63).

Przeprowadzając badania nad wpływem testosteronu na komórki gru­
czołu krokowego szczura zaobserwowano wzrost poziomu fosforylacji bia­
łek niehistonowych i histonów, przy równoczesnym braku zmian w pozio­
mie fosforylacji białek wątrobowych (64).
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R y c . 1. P rofile  densytom etryczne elektroforetycznego rozdziału kw aśnych białek chro- 
m atynow ych jąd er szczura, izolowanych w  5-tym(A), 24-tym(B) i 44-tym dniu życia

(63).
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W miarę rozwoju badań nad układami hormonalnymi wykazano, że 
wybiórcze działanie poszczególnych hormonów na tkanki zależy od obec­
ności swoistych receptorów na powierzchni komórek. Dalsze badania wy­
kazały, że receptorami są określone białka specyficznie wchodzące w in­
terakcję z danym hormonem, czego następstwem jest swoista stymulacja 
komórki. Najbardziej istotnym momentem stymulacji komórki pod wpły­
wem interakcji hormonu z receptorem komórkowym jest wędrówka kom­
pleksu receptor — hormon do jądra komórkowego oraz związanie z chro- 
matyną.

Stwierdzono, że kompleks progesteronu z cytosolowym receptorem ja­
jowodu wiąże się z chromatyną jajowodu dziesięciokrotnie silniej niż wol­
ny hormon (65). Porównanie efektywności wiązania kompleksu hormon— 
receptor z chromatyną jajowodu, erytrocytów i śledziony wykazało, że 
wiązanie z chromatyną komórki docelowej jest najsilniejsze. Celem usta­
lenia, która z komponent chromatyny powoduje najsilniejsze wiązanie 
hormonu, określano wiązanie 3H-progesteronu z chromatyną natywną, 
z układem heterologicznym, w którym  frakcję histonową jajowodu zastą­
piono histonami grasicy, oraz z chromatyną jajowodu pozbawioną białek 
niehistonowych (nukleohiston). Tylko usunięcie frakcji białek niehistono- 
wych obniżało wiązanie kompleksu, co może świadczyć o ich udziale w wią­
zaniu kormonu (65).

Niehistonowe białka chromatyny jajowodu kurcząt rozdzielono na czte­
ry frakcje, z których dwie określone jako AP! i AP2 (Acidic Protein) wy­
kazywały silne wiązanie z DNA, podczas gdy pozostałe — AP3 i AP4 — 
wiązanie bardzo słabe (66). W związku z tą obserwacją próbowano ozna­
czyć efektywność wiązania 3H-progesteronu w kompleksie z cytosolowym 
receptorem jajowodu z chromatyną jajowodu rekonstruowaną z poszcze­
gólnymi frakcjami białek niehistonowych (Ryc. 2). Usunięcie frakcji AP3 
najbardziej osłabiało wiązanie kompleksu, podczas gdy usunięcie pozosta­
łych frakcji tylko nieznacznie wpływało na efektywność tego wiązania 
(67). Chromatyna jajowodu pozbawiona frakcji AP3 (homologicznej) i re­
konstruowana z frakcją AP3 z erytrocytów, traciła zdolność wiązania kom­
pleksu hormon—receptor, natomiast chromatyna erytrocytów rekonstruo­
wana z frakcją AP3 z jajowodu, uzyskiwała pełną zdolność wiązania pro­
gesteronu (68).

Według nowszych doniesień (69), po usunięciu frakcji APi oraz AP2 
z chromatyny śledziony lub erytrocytów, następowało takie samo wiąza­
nie kompleksu progesteron-receptor, jak z chromatyną komórek docelo­
wych. Frakcje AP3 dla danego hormonu występują więc również w komór­
kach niedocelowych, ale są w 100°/o maskowane przez frakcje APX i AP2.

Ze względu na przechodzenie cytosolowego receptora do jądra komór­
kowego i w konsekwencji łączenie się jego z chromatyną sugeruje się, że 
cytosolowy receptor hormonu stanowi prekursor jednego z wielu białek 
niehistonowych wchodzących w skład chromatyny.
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Spośród wielu białek receptorowych najlepiej poznano dotychczas re­
ceptor progesteronu. Tak np. receptor cytoplazmatyczny progesteronu wy­
izolowany z komórek macicy ludzkiej posiada stałą sedymentacji 3,7S oraz

Ryc. 2. W iązanie preinkubow anego z cytosolem jajow odu 3 H -progesteronu z chrom a- 
tyną jajowodu rekonstruow aną z poszczególnymi frakcjam i niehistonow ych białek 
kw aśnych: (•)  z całkow itą pu lą kw aśnych niehistonowych białek, z wyłączeniem 

frakcji: A P 2 (O), A ? 2  i AP 3 (X) oraz A P2, A P 3 i AP 4 (A ) (67).

masę cząsteczkową 110 000 (69). Szczegółowe badania białka cytoplazma- 
tycznego z jajowodu kurczęcia, wiążącego progesteron przeprowadzono 
w pracowni O’ M a 11 e y a. Wykazano, że receptor ten jest dimerem, zło­
żonym z dwóch podjednostek A i B występujących w równomolowych stę­
żeniach, obu o stałej sedymentacji 4S, w kompleksie charakteryzującym się 
stałą sedymentacji równą 6S (70,71). Masa cząsteczkowa obydwu podjed­
nostek wynosi odpowiednio 110 000 i 117 000 (72). Wolne podjednostki mają 
jednakową zdolność wiązania hormonu i przechodzenia do jądra (73). Di- 
mery przechodzą do jądra i wiążą się z homologiczną chromatyną wyłącz­
nie po utworzeniu kompleksu z dwiema cząsteczkami hormonu (68). Kom­
ponenta A wiąże się zarówno z homo- jak i heterologicznym DNA, nie wią­
że się natomiast z izolowaną chromatyną (73). Komponenta B zaś wiąże się 
z izolowaną homologiczną chromatyną, nie wiąże się z DNA. Zjawisko to 
zdaje się sugerować niezależną interakcję obu podjednostek z genomem. 
W badaniach in vitro, podjednostka B wykazywała zdolność wiązania 
z frakcją AP3 białek niehistonowych (74).

Na podstawie przeprowadzonych badań opracowano hipotetyczny mo­
del działania hormonów sterydowych (68). Zgodnie z tym modelem receptor 
w cytoplaźmie ma występować w formie dimeru i po przyłączeniu dwóch 
cząsteczek hormonu ulegałby aktywacji w bliżej nieokreślony sposób. 
Kompleks hormon — receptor, po przejściu do jądra wiązać się ma z chro-
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matyną w miejscu akceptorowym, wyznaczonym przez pozycję niehisto­
nowych białek chromatyny frakcji AP3. Wiązanie z chromatyną następuje 
prawdopodobnie przez podjednostkę B, ponieważ podjednostka A nie po­
siada in vitro zdolności do wiązania z chromatyną natywną. Od raz zwią­
zanego z chromatyną dimeru może oddysocjować podjednostka A, której 
funkcja być może dotyczy wyszukiwania pewnych sekwencji DNA (miejsc 
inicjacji transkrypcji).

IV. Regulatorowa rola niehistonowych białek chromatyny w procesie re­
gulacji transkrypcji (dane doświadczalne)

Niehistonowe białka chromatyny w przeciwieństwie do histonów wy­
stępujących wyłącznie we frakcji chromatynowej, w przeważającej części 
stanowią frakcje wspólne z białkami nukleoplazmy (11) (Ryc. 3).

Nr skrawka

Ryc. 3. Profile elektroforetyczne białek jądrow ych znakow anych L-1 4 C-leucyną: a) 
bia łka chromosom alne, b) białka nukleoplazm atyczne (11). B iałka niehistonow e m igru­

ją w frakcjach  1—60, białka histonowe 61—95.
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Masa cząsteczkowa x 10

Nr frakcji 

Masa cząsteczkowa x 10~3

Masa cząsteczkow a x 10 ' 
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R y c . 4. W łączenie znakow anej leucyny do frakcji niehistonowych białek rozdzielonych 
elektroforetycznie: a) wczesna faza Gi; b) późna faza Gi; c) wczesna faza S; d) środ­

kowy okres fazy S; e) późna faza S; f) faza G 2 (75).
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Sugeruje się, że właśnie te „płynne” białka niehistonowe, znajdujące 
się w stanie równowagi z pulą białek nukleoplazmy, mogą stanowić białka 
regulatorowe.

Elektroforogramy niehistonowych białek chromatyny wykazują znacz­
ne zróżnicowanie jakościowe tych białek. Wykazano, że nawet w tej samej 
komórce skład białek niehistonowych ulega zmianom wraz ze zmianami 
w ekspresji genu.

W przeciwieństwie do histonów, których synteza ograniczona jest do 
fazy S (synteza DNA), synteza specyficznych białek niehistonowych za­
chodzi we wszystkich fazach cyklu komórkowego (75).

Zaobserwowano 3—5-krotny wzrost syntezy białek niehistonowych
o masie cząsteczkowej powyżej 45 000 daltonów w późnej fazie Gt komórek 
jajowych chomika (Ryc. 4). Opóźnieniu fazy S przez hydroksylomocznik 
towarzyszyła zwiększona synteza białek niehistonowych, natomiast po jego 
usunięciu — synteza białek niehistonowych gwałtownie malała, utrzym u­
jąc się jednakże na poziomie właściwym dla danej fazy cyklu życiowego 
komórki. Gromadzenie się specyficznych białek niehistonowych w fazie 
Gj zaobserwowano również w przypadku wrażliwego na tem peraturę wa­
riantu B23 klonu komórkowego BALB/3T3 (76) (Ryc. 5.).

R y c . 5. Elektroforetyczny rozdział białek jądrow ych wrażliwego na tem peratu rę  klonu 
komórkowego B23, znakowanych 3 H -tryptofanem  ( • )  i 1 4 C -tryptofanem  (O)- Komórki 
inkubow ano 16 godz. w  38°C (faza Gi) i znakowano 3 H -tryptofanem  lub w  33°C (faza S) 
znakując 1 4 C -tryptofanem . S trzałka w skazuje frakcje białek niehistonowych po ja­

w iające się w  fazie S (histony tryp tofanu  nie zaw ierają) (76).

Obecność białek niehistonowych specyficznych dla poszczególnych faz 
cyklu komórkowego zdaje się świadczyć o ich regulacyjnej funkcji.

Zauważono też, że euchromatyna zawiera więcej białek niehistonowych 
niż nieaktywna w transkrypcji heterochromatyna (Tabela 2) (32), co sta­
nowi argument przemawiający za udziałem tych białek w aktywacji genu.

5 P ostępy B iochem ii http://rcin.org.pl
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Tabela 2

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

Dezoksyrybonukleoproteid Histony/DNA 
(mg/mg)

Białka niehistonowe/DNA 
(mg/mg)

Euchromatyna
Heterochromatyna

1,01 ±0,05 
0,87 ±0,08

0,31 ±0,03 
0,13 ± 0 , 0 2

IV-1. Rekonstrukcja chromatyny in vitro

Koncepcję udziału niehistonowych białek chromatyny w specyficznej 
derepresji genu zdają się potwierdzać badania nad rekonstrukcją chroma­
tyny in vitro z poszczególnych jej elementów. Jak wykazały doświadczenia 
z rekonstruowaną chromatyną grasicy i szpiku kostnego (77), białka nie- 
histonowe odblokowują ściśle określone fragmenty DNA, nadając tran ­
skrypcji charakter tkankowo specyficzny. Późniejsze badania transkrypcji 
RNA w obecności DNA, histonów z grasicy oraz szpiku kostnego i różnych 
białek niehistonowych wykazały, że rodzaj syntetyzowanego RNA zależy 
wyłącznie od pochodzenia białek niehistonowych, a nie zależy od DNA 
lub histonów. I tak w obecności białek niehistonowych z grasicy mimo 
obecności nukleohistonu szpikowego syntetyzowany był wyłącznie RNA 
grasiczy, zaś w obecności nukleohistonu grasiczego i białek niehistono­
wych szpikowych — RNA szpikowy (78).

Podobnie, rekonstruując chromatynę erytrocytów kurczęcia z DNA 
i histonów izolowanych z erytrocytów oraz białek niehistonowych pocho­
dzących z erytrocytów lub wątroby wyciągnięto wniosek, że ekspresja 
globinowego genu uzależniona jest od homologicznych białek niehistono­
wych (79).

Inne doświadczenia wskazują, że na chromatynie komórek linii ciągłej 
myszy L5178Y, nie syntetyzujących globiny, może być transkrybowany 
mRNA globiny in vitro, w obecności białek niehistonowych płodowej wą­
troby mysiej, w której w okresie płodowym powstaje hemoglobina (80).

Badania nad rekonstrukcją chromatyny retikulocytów i komórek móz­
gu wykazały, że specyficzny przebieg transkrypcji w każdej tkance uza­
leżniony jest od obecności frakcji białek niehistonowych silnie związanych 
z DNA, elektroforetycznie różnych w poszczególnych tkankach (frakcje 
NP), nie zależy natomiast zupełnie od innej frakcji słabo związanej z DNA, 
identycznej elektroforetycznie w różnych tkankach (frakcje UP). Używając 
chromatyny komórek mózgu rekonstruowanej w obecności frakcji NP 
z retikulocytów uzyskano transkrypcję RNA globiny taką samą, jaką uzy­
skiwano stosując natywną chromatynę retikulocytów (81). Podobne bada­
nia nad rekonstrukcją chromatyny z komórek w fazie S pozwoliły stw ier-
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dzić, że zwiększona transkrypcja zachodząca w fazie S związana jest 
z obecnością niehistonowych białek chromatyny specyficznych dla tej 
fazy. Białka niehistonowe izolowane z fazy M, dodane do układu rekon­
strukcyjnego zawierającego DNA i histony z fazy S nie powodowały syn­
tezy RNA (cyt. za 4). Zaobserwowano, że chromatyna komórek HeLa re­
konstruowana przy udziale białek niehistonowych z fazy S, w której zacho­
dzi synteza histonów, może służyć jako matryca do syntezy histonowego 
mRNA, natomiast rekonstruowana z białkami z fazy Gj, w której histony 
nie są syntetyzowane nie wykazuje tej właściwości (82,83). Ponieważ geny 
histonowanego mRNA są w komórkach HeLa powtarzalne, istnieje możli­
wość, że pojedyncza komórka zawiera również wielokrotne kopie białek 
kontrolujących ekspresję histonowych genów.

Stosując selektywną dysocjację histonów z chromatyny komórek HeLa 
S3 wykazano, że histony są w fazie S silniej związane z DNA niż w fazie M, 
przy czym w obu tych fazach są one identyczne. Skład niehistonowych bia­
łek był natomiast charakterystyczny dla każdej z badanych faz (S i M). 
W celu określenia funkcji białek niehistonowych przeprowadzono rekon­
strukcję chromatyny z DNA oraz histonów pochodzących z fazy S i M 
oraz białek niehistonowych z fazy S lub M. Chromatyna rekonstruowana 
z białkami niehistonowymi z fazy S zawierała silniej związaną frakcję his­
tonów, niż rekonstruowana z białkami niehistonowymi z fazy M, co może 
sugerować udział niehistonowych białek chromatyny w regulacji oddzia­
ływania histonów jako niespecyficznych represorów genów w cyklu życio­
wym komórki (14).

IV-2. „Obrót metaboliczny” białek niehistonowych

W przeciwieństwie do histonów, stanowiących wolno ulegającą m eta­
bolizmowi i niespecyficzną grupę białek stale związanych z chromatyną, 
białka niehistonowe cechuje bardzo szybki „obrót metaboliczny”. Wśród 
nich najszybszym przemianom ulegają białka wysokocząsteczkowe, naj­
wolniejszemu — niskocząsteczkowe (17).

Zaobserwowano szybki „obrót metaboliczny” pewnych frakcji białek 
niehistonowych z fibroblastów kurczęcia, hodowanych in vitro na różnych 
pożywkach: 1. pełnowartościowej pożywce minimalnej (1%> surowica wo­
łowa), 2. 30% surowicy wołowej (są to warunki, które stymulują komórki 
do proliferacji), 3. 1% surowicy wołowej pozbawionej lizyny (18). Stymu­
lacji komórek do proliferacji towarzyszyła synteza frakcji białek niehis­
tonowych charakterystycznej wyłącznie dla tych komórek, określonej jako 
„frakcja charakterystyczna dla komórek stymulowanych”, natomiast w po­
żywce pozbawionej lizyny komórki syntetyzowały inną frakcję, określoną 
jako „frakcja charakterystyczna dla komórek pozbawionych egzogennej 
lizyny”. Wymiana pożywki na pożywkę zawierającą 30% surowicy, ale
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nie zawierającą lizyny powodowała syntezę frakcji „charakterystycznej 
dla komórek stymulowanych”, przy zaniku frakcji „charakterystycznej 
dla komórek pozbawionych lizyny”. Ten sam efekt uzyskano przez wy­
mianę 1% surowicy pozbawionej lizyny na 30°/o surowicę. Sugeruje to 
szybki „obrót metaboliczny” frakcji białek niehistonowych „charaktery­
stycznej dla komórek pozbawionych lizyny”. Wydaje się, że ta frakcja 
białek niehistonowych może kontrolować syntezę pewnych enzymów pro­
teolitycznych odpowiedzialnych za katobolizm białkowy.

Szybki „obrót metaboliczny” wykazuje jednak tylko część białek nie­
histonowych, prawdopodobnie frakcja białek o właściwościach regulatoro­
wych, ilościowo niewielka, maskowana często przez inne białka niehisto­
nowe o „obrocie metabolicznym” identycznym z cechującym histony 
i DNA (19).

IV-3. Udział niehistonowych białek chromatyny w kontroli proliferacji i różnicowa­
niu się komórek

Podstawowym czynnikiem regulującym proliferację komórek in vitro 
na zasadzie hamowania kontaktowego jest zagęszczenie hodowli (density 
dependent regulation) (84). Mechanizm zjawiska zahamowania kontaktowe­
go jest od lat dwudziestu przedmiotem wielu badań i dyskusji. Przyjmuje 
się na ogół, że czynnikami kontrolującymi podziały komórkowe w hodow­
lach o dużym zagęszczeniu mogą być między innymi wydzielane z komórek 
do środowiska wielkocząsteczkowe związki o różnym charakterze, jak rów­
nież różne związki niskocząsteczkowe. W związku z tym nasuwa się wnio­
sek, że wielokrotnie opisywane zwiększenie intensywności syntezy niehis­
tonowych białek w trakcie proliferacji komórek może mieć związek z kon­
trolowaną przez niehistonowe białka syntezą wielu z wymienionych czyn­
ników.

Stwierdzono, że indukcji proliferacji ludzkich limfocytów przez konka- 
nawalinę A lub fitohemaglutyninę towarzyszy zawsze ilościowy wzrost za­
wartości białek niehistonowych w chromatynie (4-krotny po 6 godz. sty­
mulacji konkanawaliną), wraz z zwiększeniem poziomu fosforylacji tych 
białek (4-krotny po 2 godz. stymulacji). Znakowanie komórek przed sty­
mulacją oraz zastosowanie procedury frakcjonowania limfocytów w środo­
wisku bezwodnym wykazało cytoplazmatyczne pochodzenie specyficznych 
frakcji białek niehistonowych pojawiających się w chromatynie stymulo­
wanych limfocytów (10).

Zaobserwowano również wzrost intensywności syntezy niehistonowych 
białek chromatyny w stymulowanych fitohemaglutyniną limfocytach świn­
ki morskiej (15) oraz syntezę dwóch frakcji białek niehistonowych w sty­
mulowanych do proliferacji ludzkich dipoidalnych fibroblastach linii 
WI-38 (16).

Podobnie, porównując rozdziały elektroforetyczne białek jądrowych 
izolowanych z chrząstki embrionów kurcząt oraz analogicznej chrząstki po
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3 dniach różnicowania in vitro, stwierdzono zanik pewnej frakcji białek 
niehistonowych, co może świadczyć o udziale tej frakcji białek niehistono­
wych w procesie różnicowania komórek (85).

V. Badania mRNA niehistonowych białek chromatyny.

Interesujące badania trwałości mRNA niektórych frakcji białek nie­
histonowych komórek młodych i starzejących się przeprowadzono na proli- 
ferujących ludzkich diploidalnych fibroblastach linii WI-38 (16). Linia ta 
jest powszechnie uznawana za dobry model do badania procesów starze­
nia komórek. Komórki te z 17-go i 18-go pasażu potraktowano jako ,.mło­
de”, a z 41—48-go pasażu jako „stare”. W stanie spoczynkowym białka nie­
histonowe izolowane z komórek „młodych” i „starych” nie różniły się. Po
1 godz. stymulacji komórek surowicą wołową, w obu pasażach pojawiały 
się identyczne frakcje białek niehistonowych, różne od występujących 
w komórkach niestymulowanych. W następnym doświadczeniu stymulowa­
no komórki obydwu rodzajów surowicą wołową w obecności aktynomycy- 
ny D, w dawce całkowicie hamującej transkrypcję. W tym układzie białka 
niehistonowe komórek „młodych” nie różniły się od białek niehistonowych 
komórek stymulowanych w nieobecności aktynomycyny D, natomiast biał­
ka niehistonowe komórek „starych” były identyczne z białkami znajdowa­
nymi w komórkach niestymulowanych. Zdaniem autorów, sugeruje to pre- 
egzystencję mRNA dla syntezy pewnych frakcji białek niehistonowych 
w komórkach „młodych” przy braku tego mRNA w komórkach „starych”.

Badania nad translacją mRNA z blastuli jeżowca (86) wykazały, że 
mRNA niektórych białek niehistonowych (zidentyfikowany jako mRNA 
białek niehistonowych na podstawie wbudowywania tryptofanu do syntety­
zowanych przy jego udziale białek oraz ich nierozpuszczalności w kwasach) 
nie zawiera fragmentu poliA. Następstwem tego może być obniżona trw a­
łość mRNA dla pewnych frakcji białek niehistonowych, co być może wa­
runkuje ich niezwykle szybki obrót metaboliczny, a tym samym precy­
zyjną interakcję z DNA podczas indukcji aktywności genu.

Uwagi końcowe.

Niejednorodność niehistonowych białek chromatyny, ich szybki „obrót 
metaboliczny”, ilościowa i jakościowa specyficzność gatunkowa i tkankowa, 
specyficzny skład w komórkach w poszczególnych fazach cyklu, więk­
sza zawartość w miejscach euchromatynowych niż heterochromatynowych,' 
zmiany w składzie białek niehistonowych podczas indukcji aktywności ge­
nu, pośrednictwo w działaniu hormonu na tkanki docelowe, interakcja 
z DNA i histonami oraz zmiany stopnia fosforylacji, przemawiają za regu­
lacyjną czynnością białek niehistonowych.
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Koncepcja regulacji aktywności genu przez specyficzne niehistonowe 
białka chromatyny ma jednak swoich przeciwników. Ich zdaniem, zacho­
dząca pod wpływem induktorów aktywacja genu jest konsekwencją wzros­
tu  syntezy enzymów zaangażowanych w procesie transkrypcji, wchodzą­
cych również w skład białek niehistonowych, a nie syntezy regulatorowych 
białek niehistonowych.

Nie można negować, że większość białek niehistonowych syntetyzowa­
nych w okresie wzrostu aktywności genu to białka enzymatyczne, związane 
z procesem transkrypcji. Omawiane jednak wyżej procesy swoistej induk­
cji przeczą tak jednostronnemu ujmowaniu roli białek niehistonowych 
w komórce.

Duże znaczenie w aktywacji genu przypisuje się też takim modyfika­
cjom, jak: fosforylacji, metylacji i acetylacji białek niehistonowych. Wy­
daje się jednak, że modyfikacje białek niehistonowych, którym ulegają 
również histony oraz wiele innych białek enzymatycznych nie odpowiadają 
warunkom, które powinien spełniać model mechanizmu wyszukującego 
specyficzne sekwencje genu z następującą ich derepresją.

Specyficzność wobec sekwencji nukleotydowych DNA wykazuje tylko 
pewna frakcja białek niehistonowych, określana przez poszczególnych au­
torów jako: frakcja AP3 silnie związana z DNA (67,68); frakcja NP nada­
jąca specyficzność rekonstruowanej chromatynie (81); frakcja wiążąca się 
specyficznie z homologicznym DNA (41); frakcja immunologicznie specy­
ficzna (57); frakcja wykazująca szybki obrót metaboliczny (17,18); frakcja 
pojawiająca się podczas proliferacji (10,15,16) lub procesu różnicowania ko­
mórkowego (85); oraz frakcja oddziałująca z metalami ciężkimi (52). Wy­
daje się, że wymienione „frakcje” białek niehistonowych odpowiadają 
grupie regulatorowych białek niehistonowych.

Warunkiem regulatorowej funkcji białek niehistonowych jest ich spe­
cyficzność względem DNA. Badania wiązania białek niehistonowych 
z DNA-celulozą (41,42) lub DNA-Sepharose (44) w układzie homo- lub 
heterologicznym pozwoliły wykazać specyficzność pewnej frakcji białek 
niehistonowych.

Wreszcie koncepcja dotycząca oddziaływania kompleksu hormon-recep- 
tor ze specyficzną frakcją niehistonowych białek chromatyny (AP3), (68,74), 
zdaje się potwierdzać specyficzność niehistonowych białek chromatyny 
jako regulatorów czynności genów.

Obecny poziom badań białek niehistonowych nie pozwala jeszcze na 
pełne sprecyzowanie ich roli w procesach regulacji czynności genu. Zapro­
ponowano więc tylko kilka mniej lub więcej spekulatywnych modeli. Jedna 
z nowszych hipotez (51) przyjmuje, iż decydujący udział w transkrypcji 
biorą następujące czynniki: cząsteczki polimerazy RNA, białek informofo- 
rowych, represorowych, akceptorowych i efektorowych. Związanie białka 
efektorowego, np. receptora sterydów, z miejscem akceptorowym DNA
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w nieobecności represorów umożliwia rozpoczęcie transkrypcji przy udziale 
polimerazy RNA.

A r t y k u ł  nadszed ł 17.4.1976; po re w iz ji au torsk ie j o trzym a n o  26.11.1976.
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V. Studies on interactions in the oligo and polythionucleotides

VI. F inal rem arks.

I. Występowanie tionukleozydów w tRNA

Transferowe kwasy rybonukleinowe stanowią grupę kwasów nukleino­
wych, w których oprócz czterech podstawowych nukleozydów (urydyna, 
cytydyna, guanozyna i adenozyna) występuje cały szereg tzw. nukleozydów 
zmodyfikowanych. Są to między innymi siarkowe pochodne nukleozydów 
pirymidynowych: 4-tiourydyna (I), 2-tio-5-metylo-urydyna (II), 5-metylo- 
aminometylo-2-tiourydyna (III), 2-tiocytydyna (IV) oraz ester metowy 
2-tio-5-karboksymetylourydyny (V). Budowę tych związków przedstawio­
no na rycinie 1.

Ryc. 1. Rzadkie nukleozydy pirym idynow e i purynow e zaw ierające siarkę: 4-tioury­
dyna (I), 2-tio-5-m etylo-urydyna (II), 5-m etyloam inom etylo-2-tiourydyna (III),
2-tiocytydyna (IV), ester metylowy 2-tio-5-karboksym etylourydyny (V), 2-m etylotio- 

N 6 -/A2 -izopentenylo/-adenozyna (VI).

Spośród wszystkich tionukleozydów w tRNA najczęściej występuje 
4-tiourydyna. Znaleziono ją w kilkudziesięciu specyficznych tRNA wyizo­
lowanych z organizmów niższych (2). We wszystkich tRNA 4-tiourydyna

http://rcin.org.pl



[3 ] T IO N U K L E O Z Y D A Z Y  W B A D A N IU  tR N A 213

zajmuje pozycję 8 licząc od końca 5'. Jest to pozycja między ramionami 
akceptorowym i dwuhydrourydyny w modelu drugorzędowej struktury 
tRNA. Jedynie w tRNA Jyr z E. coli znaleziono 4-tiourydynę w pozycjach 
8 i 9. Natomiast w obszarze ramienia i pętli antykodonowej występują po­
chodne 2-tiourydyny. W niniejszym artykule omówiono badania struktury 
i funkcji tRNA, w których wykorzystuje się obecność tionukleozydów 
pirymidynowych w cząsteczce kwasu rybonukleinowego. Przedstawiono 
tutaj przede wszystkim dwie metody badawcze: modyfikację chemiczną 
i modyfikację fotochemiczną tionukleozydów.

II. Modyfikacja chemiczna nukleozydów tiopirymidynowych.

Jedną z metod badania struktury i funkcji transferowych kwasów rybo­
nukleinowych jest modyfikacja chemiczna nukleozydów znajdujących się 
w określonym miejscu makrocząsteczki. Reakcje modyfikacji specyficznych 
tRNA powinny charakteryzować się: selektywnością tzn. wybiórczością 
wobec określonego nukleozydu lub grupy nukleozydów oraz na tyle łagod­
nym przebiegiem, by nie zachodziła denaturacja tRNA. Ewentualne zmiany 
aktywności biologicznej powinny wynikać jedynie z modyfikacji. Reakcje 
te powinna też cechować duża wydajność przeprowadzonych modyfikacji.

I I - 1. Reakcje chemiczne tiourydyn.

Badania zasad pirymidynowych zawierających siarkę wykazały, że ma­
ją one odmienne własności chemiczne od ich tlenowych analogów. Jeżeli 
tlenowe pochodne pirymidyn ulegają głównie reakcjom addycji do po­
dwójnego wiązania C5 —C6, to w tiopirymidynach reaguje łatwo grupa tio- 
karbonylowa. Wiąże się to z charakterystycznym rozkładem gęstości elek­
tronów w pierścieniu pirymidynowym tiourydyn (3,4). W tabeli 1 pokazano 
różne reakcje chemiczne 4-tiourydyny i 2-tiourydyny oraz jej pochodnych 
(wszystkie reakcje są reakcjami grup tiokarbonylowych), które zachodzą 
z dużymi wydajnościami w umiarkowanych warunkach.

Szereg reakcji wymienionych w tabeli 1 zastosowano do modyfikacji 
tRNA. W następnych trzech podrozdziałach pokazano główne kierunki 
badań w tej dziedzinie.

II-2 . Chemiczna m odyfikacja 4-tiourydyny i pochodnych 2-tiourydynyw  tRNA.

II-2.1. B adanie rozpoznaw ania tRNA przez syntetazę am inoacylo-tRNA.

Celem tych badań było poznanie roli 4-tiourydyny i pochodnych 2-tio­
urydyny w procesie rozpoznawania tRNA przez syntetazę aminoacylo- 
-tRNA. Modyfikacja nukleozydów tiopirymidynowych w tRNA za pomocą
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Tabela 1

Niektóre modyfikacje chemiczne 4-tiourydyny i pochodnych 2-tiourydyny.

1

Nr Czynnik modyfikujący Produkt3

Warunki
reakcji13

Wydaj­
ność

Pozycja
piśmienn.c

pH °c godz. %

1 KMnO* RSO K + 7,0 0 0,25 1 0 0 5,6,7

2 N aH S0 3 / 0 2 RSO 7,0 2 0 — 1 0 0 8,/7/

i 3 N aJ0 4 RSO- 7,0 35 — 1 0 0 9

4 0 s0 4 RSSR6 — _
1 0

, 5
"

h RSSR6 6 , 8 2 0 — 1 0 0

■
1 1 , 1 2 e 
(U, 13)

6 H 2 O2 ROH 8 , 0 2 0 0,50 1 0 0 14

7 h n o 2 ROH 4,9 37 — 1 0 0 15 (15)

8 n h 2o h RNHOH 7,2 37 2 1 1 0 0 16

9 CNBr RSCN6 7,5—8,9 2 0 0,17 1 0 0 17 (18)

1 0 BMBg RS-BMB 8,3 37 — 72
1 9

| 1 1 HNBzBrh RS-HNBz 1 0 , 0 2 0 1 2 73 2 0  (2 0 )

1 2 HOHgBzCOO' 1 RS-HgBzCOO" 8 , 0 — 0,08 1 0 0 2 1  (2 2 )

13 HOHgBzSOjJ RS-HgBzSO- 7,0 2 0 — 1 0 0 23 (23)

14 RNHCOCH2Br RS-
-CH2 CONHR’

8,9 2 0 0,50 1 0 0 24 (25)

15 N-etylomaleinimid 3-RS-l-N-etylo­
maleinimid

7,8 37 3 — 26

16 S-benzylotioizotiomocznik RS-SCH2 C6 H5 7,2 2 0 0,08 1 0 0 27 (27)

a> R oznacza w e w szystk ich  wzorach tabeli resztę 4-tiourydyny.
b> W arunki reakcji odnoszą się do s<U. W arunki dla pochodnych 2-tiourydyny należy znaleźć  

w p iśm iennictw ie (patrz uwaga c).
W naw iasie podano pozycje piśm iennictw a dotyczące pochodnych 2-tiourydyny. 

a> D w usiarczek można ilościow o przeprowadzić w  substrat (s*U) działając N a2S2Os (9, 31) 
lub p-m erkaptoetanolem .

e> Zaobserwowano rów nież reakcję utleniania 2-m ety lo-N 6/A2-izopentenylo/-adenozyny — 
rzadkiego tionukleozydu purynow ego (31) (patrz Ryc. 1).

4-tiocyjanian urydyny ulega łatw o hydrolizie w  środow isku kw aśnym  lub zasadow ym  
w  tem peraturze pokojow ej (17) lub w  środow isku obojętnym  w  100°C (28) — w  obu w ypadkach  
do urydyny.

e> 4-brom om etylo-2-m etoksy-2-okso-2-w odorobenzopiran. 
h> brom ek 2-hydroksy-5-nitro-benzylu.
1J p-hydroksyrtęciobenzoesan.

p -hydroksyrtęciobenzenosulfonian.

bromku cyjanogenu (CNBr) zachodzi w łagodnych warunkach (pH =  8,5, 
20°C, 10 min. — patrz reakcja 9 w tabeli 1 (17,28,29). Tworzą się pochodne 
tiocyjanianowe, które ulegają hydrolizie w wyższych tem peraturach do
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pochcxinych tlenowych (28). Badanie aktywności akceptorowej niefrakcjo- 
nowanego tRNA z E. coli po uprzednim działaniu CNBr (29) wykazało nie­
wielki spadek aktywności w stosunku do Asp, Gly, His, Leu, Met, Pro, Trh, 
Tyr i Trp oraz duże zmniejszenie aktywności wobec Glu i Lys. Analiza w y­
stępowania poszczególnych nukleozydów tiopirymidynowych w cząstecz­
kach różnych tRNA pozwoliła na wyjaśnienie tych różnic. Okazało się, że 
tRNA: Asp, Gly, His, Leu, Met, Pro, Trh, Tyr i Trp — zawierają tylko 
4-tiourydynę. Można więc sądzić, że modyfikacja 4-tiourydyny w nie­
wielkim stopniu zmienia oddziaływania tRNA-syntetaza. Działanie CNBr 
na tRNATyr z E. coli, który zawiera dwie reszty s4U w pozycjach 8 i 9, 
w buforze o pH =  8,5 w temperaturze 100°C, powoduje przejście obydwu 
tionukleozydów w urydynę (28). Również tutaj aktywność akceptorowa 
zmodyfikowanego tRNATyr zmniejszyła się tylko o około 5%. Natomiast 
w tRNA Glu i tRNALys w pętli antykodonowej występuje pochodna 2-tiou- 
rydyny: 5-metyloamino-metylo-2-tiourydyna. Modyfikacja tionukleozydu 
w tym obszarze zdecydowanie zmniejsza zdolność do przyłączania amino­
kwasu. Opisane wyżej reakcje z CNBr są bardzo cenne ze względu na 
możliwość otrzymania zmodyfikowanego tRNA, w którym w miejscu s4U 
znajduje się nukleozyd główny — urydyna. Tego rodzaju tRNA stanowią 
dogodny obiekt badań działania enzymów tiolujących. Omówiono je w a rty ­
kule przeglądowym (30). Tionukleozydy zawarte w tRNA pod działaniem 
takich czynników utleniających jak nadjodany, siarczyny, osmiany, jod lub 
woda utleniona ulegają reakcjom utleniania (32,31,8,14,33,34,35). Działa­
nie jodu na tRNAPhe, tRNAVal i tRNATyr w roztworze o pH =  7 i w tempe­
raturach 0°C lub pokojowej powoduje zanik charakterystycznych pasm 
absorpcji UV dla 4-tiourydyny (31). Złożone procesy utleniania, zachodzące 
pod wpływem jodu nie zostały w pełni zbadane. Stwierdzono między in­
nymi tworzenie się wewnątrzcząsteczkowego dwusiarczku 4-tiourydyny 
w tRNAT r. W tRNAphe i tRNAVal 4-tiourydyna reagowała z jodem dając 
kilka nieokreślonych produktów.

Reakcji ulega również 2-metylotio-N6-A2-izopentenyloadenozyna, tionu- 
kleozyd purynowy znajdujący się w pętli antykodonowej tRNAPiie 
i tRNATyr. Wszystkie trzy tRNA, poddane działaniu jodu, traciły tylko 
około 10% aktywności akceptorowej. Potwierdza to przypuszczenie, że 
4-tiourydyna oraz obszar antykodonowy nie odgrywają istotnej roli w pro­
cesach rozpoznania syntetazy.

Do utleniania wykorzystuje się reakcję z 30°/o H20 2 w pH =  8,0 (14), 
4-tiourydyna przechodzi wtedy ilościowo w urydynę.

Do bardzo selektywnej modyfikacji tiourydyn można również zastoso­
wać S-benzylotioizotiomocznik (27). Proces zachodzi w skrajnie łagodnych 
warunkach dając pochodną dwusiarczkową (reakcja 15 w tabeli I). Reakcji 
ulegają s4U oraz pochodne s2U. Wykazano, że poziom aminoacylacji nie- 
frakcjonowanego tRNA z E. coli, zmodyfikowanego S-benzylotioizotiomocz- 
nikiem, obniżył się o kilka procent dla Leu, Ser, Tyr, Pro, His, Arg, Ileu,
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IV̂ et, Trh, Lys, Val, Ala, Asp i Gly w porównaniu z tRNA niemodyfikowa- 
nym. Dwusiarczek można z powrotem przeprowadzić ilościowo w substrat 
działając P-merkaptoetanolem. Odwracalne wprowadzenie grupy tioben- 
zylowej okazało się użyteczne przy rozdziale chromatograficznym miesza­
nin specyficznych tRNA.

4-tiourydyna zawarta w niefrakcjonowanym tRNA z E. coli reaguje 
również selektywnie z N-etylomaleinimidem powodując nieznaczne zmniej­
szenie aktywności akceptorowej (26).

Porównanie wpływu różnych czynników modyfikujących tionukleozydy 
takich jak H20 2, CNBr, N-etylomaleinimid oraz promieniowanie UV o dłu­
gości fali =  330 nm przedstawiono w tabeli 2 (36).

Tabela 2

Wpływ różnych modyfikacji 4-tiourydyny na zdolność do aminoacylacji niefrakcjonowanych 
i oczyszczonych tRNA z E. coli* (36).

tRNA
Modyfikacja

N-etylomaleimid CNBr h 2 o 2 UV

Niefrakcjonowane
Phe 96 65 104 91
Leu 93 95 93 90
Lys — 34 — —
fMet 1 0 0 83 —
Tyr 85 — 92
Val — — 1 0 2 —

Oczyszczone
Phe 90 78 75 85
fMet — — 96 —
Val — — 1 0 2

__

* W tabeli podano % aminoacylacji zm odyfikowanych tR N A . Jako 100% przyjęto stopień aminoacylacji niezmo- 
dyfikowanych tR NA .

Widać z niej wyraźnie, że modyfikacja s4U w tRNA w większości przy­
padków powoduje stosunkowo niewielki spadek aktywności. Na tej pod­
stawie można stwierdzić, że obecność 4-tiourydyny nie jest konieczna do 
właściwego rozpoznania badanych tRNA przez enzym. Nie można jednak 
rozstrzygnąć kwestii, czy za rozpoznanie to odpowiada właściwa struktura 
przestrzenna cząsteczki tRNA, określona sekwencja nukleotydów czy też 
łączne działanie obu czynników. Problem ten wciąż pozostaje otwarty.

II-2.2. Badania konform acji obszaru tRNA wokół 4-tiourydyny.

Konformację obszaru wokół s4U badano dość dokładnie. Stwierdzono, że 
4-tiourydyna znajdująca się w tRNA nie jest podatna na działanie niektó­
rych odczynników w przeciwieństwie do wolnego nukleozydu. Na przykład
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hydroksyloamina nie reaguje z s4U zawartą w tRNAfMel i tRNATyr z E. coli 
w obecności jonów Mg^+ (16). Podobny efekt obserwowano dla reakcji 
z N aJ0 4 (37). Jony MgJ’+ uniemożliwiają również reakcję s4U w tRNAphc, 
tRNAVal i tRNA7al z p-hydroksyrtęciobenzoesanem sodu (38, 39, 40). Dla 
tRNAVal uzyskano następujący szereg wiązania różnych związków rtęcio­
wych z s4U: HgBr2 i HgCl2̂ >CH3COOHg)CH3HgCl) p-chlorortęciobenzoe- 
san (41). Usunięcie jonów Mg+ + powoduje, że wszystkie te czynniki reagują 
z jednakową łatwością (37). Wyniki powyższe sugerują taką konformację 
obszaru badanych tRNA wokół s4U, w której 4-tiourydyna otoczona przez 
inne jednostki nukleotydowe znajduje się wewnątrz makrocząsteczki. Po­
twierdzają to widma elektronowego rezonansu paramagnetycznego różnych 
tRNA: fMet, Val, Phe, Glu, Lys i Tyr (24) zmodyfikowanych N-/l-oksylo- 
-2,2’,5,5’-czterometylo-3-pirolidyno/-bromoacetamidem w miejscu 4-tiou­
rydyny.

Do badań konformacji obszaru wokół s4U można wykorzystać metodę 
denaturacji termicznej. Uzyskano profile topnienia szeregu specyficznych 
tRNA z E. coli mierzone przy 1 — 330 nm w maksimum absorpcji 4-tio­
urydyny (42). Zarówno kształt tych krzywych jak i temperatura, w której 
efekt hipochromowy był równy połowie wielkości maksymalnej — były 
różne dla różnych tRNA. Obserwacje te sugerują, że przestrzenne otocze­
nie 4-tiourydyny w poszczególnych tRNA jest różne.

II-2.3. Badanie konform acji tRNA w roztworze m etodą przeniesienia energii fluore- 
scencji.

Chemiczna modyfikacja 4-tiourydyny, pochodnych 2-tiourydyny oraz 
innych rzadkich nukleozydów: pseudourydyny i dwuhydrourydyny w tRNA 
pozwala na wprowadzenie do makrocząsteczki związków odznaczających 
się specjalnymi własnościami fizykochemicznymi. Wewnątrzcząsteczkowe 
przeniesienie energii fluorescencji typu singletowo-singletowego między 
dwiema grupami fluoryzującymi przyłączonymi do makrocząsteczki, jest 
dogodną metodą określania jej przestrzennej struktury w roztworze. Opra­
cowano różne selektywne reakcje modyfikacji tRNA w celu wprowadzenia 
do cząsteczki związków fluoryzujących (43). W tabeli 3 przedstawiono nie­
które jedno- i dwupodstawione pochodne fluoryzujące tRNAfMel i tRNA?111 
z E. coli, czynniki modyfikujące, miejsca podstawienia ich w cząsteczce 
tRNA oraz aktywność akceptorową tak zmodyfikowanych tRNA. Na ry­
cinie 2a przedstawiono wzory strukturalne czynników modyfikujących sto­
sowanych przez autorów oraz ich skróty, a na rycinie 2b umieszczono sche­
maty dwupodstawionych pochodnych tRNA. Podstawienie 4-tiourydyny 
pochodną benzopiranu (BMB) w tRNAfMe'n ie  powoduje zmian aktywności 
akceptorowej. Natomiast przyłączenie pochodnej dansylowej (DNS) lub 
antranilowej (Ant) do cytydyny w położeniu 1, pochodnej proflawiny
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Tabela 3

Jedno- i dwupodstawionę pochodne fluoryzujące tRNAfMet i tRNA^1“ z E. coli, miejsca podstawienia 
oraz aktywność akceptorowa według Y a n g a  i S o l i  a.

Modyfikacja chemiczna
Miejsce I Miejsce II Aktywność

Propozycja
piśmien.

Nr tRNA Czynnik
modyfi­

kujący*

zasa­
da

Wyd.
r.mod.

Czynnik
modyfi­

kujący* * 0

zasa­
da

Wyd.
r.mod.

akceptorowa
V/O

1 fMet BMB *4 u 8 0,5 1 0 0 43 _
2 fMet*’ BMB <>56 — — — 33 45
3 fMet DNS C6 1 , 0 — — — 33 46
4 fMet Ant c , 1 , 0 — — — 33 44
5 fMet PFSH hU21 1 , 0 — — 2 2 44
6 fMet PFSH A7 7 1 , 0 — — — 0 44
7 fMet AF A 7 7 0 , 1 — — — 0 44
8 Glun BMB s2 U 3 5 1 , 0 — — — 1 0 45
9 fMet Ant Ci 1 , 0 AF A7 7 0 , 1 0 44

1 0 fMet BMB s4 U 8 0,5 PFSH A 7 7 1 , 0 0 44
11 fMet*> BMB ^56 0 , 6 PFSH A 7 7 1 , 0 0 44
1 2 Glun BMB s2 U 3 5 0 , 1 PFSH A7 7 1 , 0 0 44
13 fMet*0 PFSH hU 2 1 1 , 0 BMB ^56 0 , 6 1 0 44

* s4U  uprzednio zamieniono na U  działaniem CNBr 
** skróty przyjęto za autorami (44) —- odpowiadające im związki przedstawiono na rycinach 2a i 2b.

(PFSH) do dwuhydrourydyny w pozycji 21 i pochodnej benzopiranu (BMB) 
do pseudourydyny w pozycji 56 w tRNAfMet oraz pochodnej benzopiranu 
(BMB) do 2-tio-5/N-metyloaminometylo/-urydyny w położeniu 35 
w tRNA 2 lu z E. coli— redukowało aktywność akceptorową do wartości od
10 do 30°/o. Dwupodstawione pochodne tych tRNA miały w czterech przy­
padkach zablokowaną końcową adenozynę (tabela 3, pozycja 9—12). Nato­
miast pochodna 13 zachowała aktywność w 10%. Ta ostatnia obserwacja 
dowodzi, że wprowadzenie dwóch grup fluoryzujących zmienia natywną 
konformację tRNA w znacznym stopniu; nie na tyle jednak, by rozpozna­
nie przez enzym stało się całkowicie niemożliwe. Pomiary przeniesienia 
energii wzbudzenia od jednej grupy fluoryzującej do drugiej pozwoliły 
określić odległości między obiema tymi grupami w pochodnych tRNA 9 
do 13 (tabela 3) (44).Porównanie uzyskanych wartości z analogicznymi 
zmierzonymi rentgenograficznie dla krystalicznego tRNAphe z drożdży 
(47) wskazuje, że trzciorzędowa struktura badanych tRNA w roztworze 
jest podobna do struktury w stanie krystalicznym.

Metoda opisana wyżej ma jednak swoje ujemne strony, ponieważ na­
leży posługiwać się zmodyfikowanymi tRNA i nie wiadomo w jakim stop­
niu modyfikacja zaburza konformację natywną. Wyniki aminoacylacji 
przedstawiono w tabeli 3; w przypadku dwupodstawionej pochodnej 
tRNAfMe‘ (pozycja 13) aktywność zmniejszyła się do 10%. Pondto metoda
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obliczania odległości na podstawie przeniesienia energii fluorescencji jest 
obarczona dość znacznym błędem ponieważ czasy życia fluorescencji za­
równo donora jak i akceptora są bardzo krótkie (rzędu 10-9 sek) (44). Nie 
wyklucza się jednak możliwości stosowania tej metody do badań zmian 
konformacyjnych tRNA podczas oddziaływania z syntetazami lub rybo­
somami.

Ryc. 2. a. Wzory s tru k tu ra ln e  grup fluoryzujących zastosowanych przez Yanga i Solla: 
AF — akryflaw ina, PFSH  — hydrazyd bursztynyloproflaw iny, DNS — pochodna dan- 
sylowa, Ant — pochodna antranilow a, B M B — 4-brom om etylo-7-m etoksy-2-okso-2H -

benzopiran.
b. S tru k tu ra  pięciu tRNA z dwoma grupam i fluoryzującym i (liczby od 9 do 13 

oznaczają kolejną pozycję danego tRNA w tabeli 3).

c* http://rcin.org.pl
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III. Modyfikacja fotochemiczna tionukleozydów pirymidynowych.

Naświetlanie wodnego roztworu tRNATal z E. coli promieniowaniem
o długości fali około 330 nm w temperaturze +4°C powoduje reakcję 
dimeryzacji między 4-tiourydyną w pozycji 8 i cytydyną w pozycji 13 
(48, 49). S trukturę tworzącego się dimeru określił L e o n a r d  i wsp. (50) 
naświetlając wodny roztwór 4-tiourydyny i cytydyny w wyżej wymienio­
nych warunkach. Naświetlanie samej 4-tiourydyny powodowało analogicz­
ną dimeryzację między dwiema cząsteczkami s4U. Badania procesów foto- 
lizy tiourydyn prowadzone przez autorów niniejszego artykułu wykazały 
między innymi, że dimery s4U ̂  s4U powstają również podczas naświetlania 
wodnego roztworu 4-tiourydyny w temperaturze pokojowej promieniowa­
niem o długości fali 254 nm i >  300 nm. Analogiczną dimeryzację fotoche­
miczną stwierdzono między dwiema cząsteczkami 2-tiourydyny (51, 52).

Dimeryzacja fotochemiczna s4U8 i C13 zachodzi między dwoma nukleo- 
zydami nie sąsiadującymi ze sobą w strukturze pierwszorzędowej. Świad­
czy to o przestrzennym zbliżeniu obu komponentów w natywnej konfor­
macji tRNA. Zilustrowano to na rycinie 3.

Naświetlanie innych tRNA w podobnych warunkach, zawierających 
s4U8 i C13: fMet, fMetj, fMet3, mMet, Phe, Val, Val2 i Trp — powoduje

a)

b)

c)

Ryc. 3. a. Ogólny schem at przestrzennego usytuow ania s4Ug i C 13 prowadzący do 
fotodim eryzacji m iędzy nimi w tRNA.

b. S tru k tu ra  fotodim eru s4U C wg L e o n a r d a  (48).
c. S tru k tu ra  zredukowanego za pomocą NaBH 4 dim eru s4 U ^ C  (64).
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również dimeryzację pomiędzy s4U i C (53,54). Omawiana reakcja fotoche­
miczna jest procesem selektywnym. Ponieważ maksimum absorpcji 
4-tiourydyny przypada w zakresie znacznie dłuższych fal (około 330 nm) 
niż pozostałych nukleozydów (około 260 nm), można selektywnie wzbu­
dzić 4-tiourydynę naświetlając tRNA promieniowaniem o długości fali 
około 330 nm.

Istnieją dowody na to, że fotoreakcja s4U8 z Ci3 wymaga natywnej 
konformacji cząsteczki tRNA. Na przykład usunięcie jonów Mg++;, które 
powoduje denaturację tRNA całkowicie hamuje fotoreakcję (55).

W wyniku enzymatycznego rozszczepienia tRNATal i tRNAfMet z E. coli 
między ramieniem dwuhydrourydyny i antykodonu otrzymano dwie części: 
część 5’ i część 3’ (56, 57). Naświetlanie fragmentów 5’ w obu wypadkach 
nie powodowało dimeryzacji, mimo iż zawierały one s4U8 i C13. Komplek- 
sowanie obu części w obecności jonów Mg+l2, mimo braku jednego wiązania 
internukleotydowego, przywracało zdolność do fotodimeryzacji oraz aktyw­
ność akceptorową porównywalną z aktywnością tRNA nierozszczepionego. 
Wymóg odpowiedniego przestrzennego ułożenia obu nukleozydów można 
też wykazać na syntetycznych oligonukleotydach. Stwierdzono np: foto- 
dimeryzację w pojedynczym łańcuchu kopolimeru poli (s4U,C) (58). Łań­
cuch taki może się swobodnie zginać, co umożliwia korzystne ułożenie obu 
zasad. Wytworzenie podwójnej spirali, a w związku z tym usztywnienie 
układu np: poli (s4U,C)x poli I lub poli (s4U,C)x poli C — całkowicie hamo­
wało reakcję fotochemiczną. Badania konformacji tRNA, w których wyko­
rzystywano własności fotochemiczne tiourydyn omówiono w następnych 
punktach.

I I I - l .  Szybkość i w ydajność fotodim eryzacji s4 Uĝ C i 3.

Szybkość tworzenia dimeru s4U-^C w tRNA zależy od konformacji ca­
łej cząsteczki naświetlanego tRNA, a wzajemne ułożenie obu zasad stano­
wi o konformacji. Stwierdzono, że rodzaj tRNA i obecność lub brak Mg++ 
znacznie wpływają na szybkość fotodimeryzacji na przykład w tRNAVal 
i tRNAfMe( (59). W związku z tym reakcję fotodimeryzacji s4U8-^C13 można 
stosować jako ,,sondę” zmian konformacyjnych w tRNA. Można porówny­
wać konformacje różnych tRNA lub dyskutować wpływ określonych zmian 
sekwencji nukleotydów i rolę poszczególnych nukleozydów w danym miej­
scu cząsteczki (60). Między innymi wykorzystano tę reakcję do określenia 
roli 3’-końcowego sześcionukleotydu CAACCA w tworzeniu natywnej kon­
formacji tRNAfMet z E. coli (61). W tym celu podzielono makrocząsteczkę 
na dwie części, obie części oddzielono od siebie i od części 3’ odcięto oligo- 
nukleotyd CAACCA. Następnie badano zdolność tak otrzymanej części 3’ 
do stymulacji fotodimeryzacji w części 5’. W tym celu oba fragmenty kom- 
pleksowano i naświetlano. Badano jednocześnie działanie niezmodyfikowa-
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nej części 3’. Stwierdzono, że koniec CAACCA nie odgrywa większej roli 
w formowaniu natywnej struktury tego tRNA: w obu wypadkach szybkość 
fotodimeryzacji była bardzo podobna.

Badania kinetyki fotodimeryzacji dwóch izoakceptorowych tRNA 
z E. coli (tRNAiMet i tRNA™61) wykazały, że w obecności jonów Mg++ 
oba rodzaje tRNA ulegały tej reakcji z podobną szybkością (54). Natomiast 
zastąpienie jonów Mg++ przez jony Na+ powodowało 10-krotne zmniej­
szenie szybkości fotodimeryzacji w tRNA™61. tRNA^Mel zawiera w pozycji 
47 7-metyloguanozynę a tRNAfMet ma w tym miejscu adenozynę. Jony Na 1 
są czynnikiem destabilizującym konformację natywną tRNA. W związku 
z tym widać, że 7MeG47 stabilizuje strukturę przestrzenną tRNA w znacz­
nie większym stopniu niż A47. Można również sądzić, że obszar ramienia 
dodatkowego, w którym znajduje się 7MeG, jest zbliżony przestrzennie 
do rejonu fotodimeryzacji s4U8̂ C 13.

Sugerowano, że heterologiczne przyłączanie fenyloalaniny do jede­
nastu różnych tRNA (Valx, Val2a, Val2b, mMet, Ileu, Ala2, Lys, Phe z E. coli 
oraz Phe z drożdży) za pomocą tej samej syntetazy fenyloalaninowej z droż­
dży, jest możliwe dzięki wspólnej sekwencji kilku nukleotydów tworzącej 
ramię dwuhydrorydyny we wszystkich badanych tRNA (62).

Identyczna sekwencja zapewnia bowiem identyczną konformację tego 
obszaru. Aby sprawdzić tę hipotezę naświetlano tRNAYal promieniowa­
niem o długości fali około 330 nm wytwarzając w nim dimer s4U8-^C13 (63). 
Tak zmodyfikowany tRNA całkowicie tracił zdolność do rozpoznawania he- 
terologicznej syntetazy fenyloalaninowej, natomiast rozpoznawał homolo­
giczną syntetazę walinową z E. coli. W wyniku więc wytworzenia dimeru 
następuje takie usztywnienie obszaru między ramionami akceptorowym 
i dwuhydrourydyny, że zgodnie z mechanizmem induced-fit nie może dojść 
do wytworzenia kompleksu enzym—substrat. Badania powyższe dowodzą, 
że lokalna konformacja między ramionami akceptorowym i dwuhydroury­
dyny odgrywa istotną rolę w rozpoznawaniu syntetazy fenyloalaninowej.

Dokładne określanie wydajności fotodimeryzacji s4U „^C 13 pozwala 
badać subtelne zmiany konformacji starannie oczyszczonych tRNA (64).

III-2 . Lum inescencja dim eru s4U 8 ^sCi3 oraz tiopirym idyn w tRNA.

Dimer s4U8/\C 13 w tRNA ulega bardzo łatwo redukcji za pomocą 
NaBH4 (Ryc. 3c) dając pochodną, która wykazuje własności fluoryzujące 
(Amax wzbudzenia =  385, Amax emisji =  425 nm) (65, 66, 67). Fluorescencję 
zredukowanego dimeru wykorzystano do badań konformacyjnych tRNA 
(59, 66), ponieważ intensywność fluorescencji zależy od otoczenia a więc 
od konformacji makrocząsteczki (65).

Do badania zmian konformacji można również zastosować słabą fluo­
rescencję samej 4-tiourydyny zawartej w tRNA (bez dimeryzacji z Cł3)
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(38). Stwierdzono na przykład, że s4U w kopolimerze poli (s4U,C) nie fluory­
zuje. Natomiast fluorescencja s4U w tRNAVal z E. coli bardzo zależy od 
obecności jonów magnezu i temperatury.

Do identyfikacji tionukleozydów w tRNA stosowano też bardzo cha­
rakterystyczną fosforescencję tych komponentów obserwowaną w 77° K 
(68, 69).

III-3 . Fotochemiczne przejście 4-tiourydyny w urydynę.

Naświetlanie soli cetylotrójmetyloamoniowej tRNAVal z E. coli w 
III-rzędowym butanolu promieniowaniem o długości fali >  300 nm powo­
duje selektywne przejście tiourydyny w urydynę (70, 71, 72). Cztery głów­
ne nukleozydy oraz nukleozydy zmodyfikowane takie jak pochodne 2-tio­
urydyny w tych warunkach nie ulegają zmianie. Jeżeli w III-rzędowym 
butanolu znajduje się dodatkowo amoniak lub metyloamina, to oprócz ury- 
dyny powstaje cytydyna i N4-metylocytydyna. Badania aktywności akcep­
torowej zmodyfikowanego tRNAVal (90% zmiany s4U w U) pokazały, że 
przyłączenie waliny zmniejszyło się o 20%>. Stosunkowo niewielka zmiana 
aktywności akceptorowej raz jeszcze wskazuje, że obecność 4-tiourydyny 
w cząsteczce tRNA nie ma większego znaczenia dla rozpoznawania synte- 
tazy (walinowej).

IV. Inkorporacja tionukleozydów do tRNA.

Stosując ciąg reakcji enzymatycznych pokazanych na rycinie 4, wpro­
wadzono do końca CCA tRNAphe z drożdży 2-tiocytydynę w miejsce cyty- 
dyny w pozycji 75 (73).

tRNAFe" - A 7 3 —C 7 4 —C 7 5 —A 7 6  

nukleazy 

tRNAFen—A 7 3 —C 7 4

j  transferaza nukleotydowa 

tRNAFen—A 7 3 —C 7 4 —s2 C 7 5

transferaza nukleotydowa 

tRNAFen—A 7 3 —C 7 4 —s2 C 7 5 —A 7 6

Ryc. 4. Schem at reakcji enzym atycznych w prow adzania s2S do tRNAplie(25).

Tak otrzymany tRNAPhe ulegał aminoacylacji fenyloalaniną podobnie 
jak tRNAphe niezmodyfikowany. Obecność s2C nie powoduje więc zakłóceń 
konformacji obszaru odpowiedzialnego za rozpoznanie syntetazy (74).

Obecność s2C w ramieniu aminokwasowym można wykorzystać do ba-
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dania przestrzennego usytuowania końca CCA w stosunku do reszty czą­
steczki. 2-tiocytydyna bardzo łatwo ulega reakcji kompleksowania p-hy- 
droksyrtęciobenzoesanem sodu. W ten sposób można wprowadzić do czą­
steczki tRNA atom ciężki (Hg). Jest to bardzo przydatne w badaniu struk­
tury w stanie krystalicznym metodami rentgenograficznymi.

W reakcji z jodoacetamidem zamieniono tRNA C75 w pochodną zawie­
rającą rodniki nitroksydowe (25). Przyłączenie tego komponentu do s2C73 
również nie zmieniło zdolności tRNAPhe do aminoacylacji. Obecność para­
magnetycznych rodników nitroksydowych w cząsteczce umożliwia zastoso­
wanie spektroskopii EPR do badań konformacyjnych. Widma EPR wyko­
nane w różnych temperaturach w obecności lub braku jonów Mg++ wy­
kazały sztywne powiązanie końca CCA z resztą cząsteczki za pomocą 
oddziaływań warstwowych. Nie przeczy to wyżej opisanym wynikom 
wskazującym na wyeksponowanie końca CCA w reakcji aminoacylacji.

V. Badanie oddziaływań w oligo- i polinukleotydach zawierających siarkę.

Badania parowania zasad i asocjacji warstwowej politionukleotydów 
mogą w pewnym stopniu rozwiązać zagadnienie roli tionukleozydów 
w tRNA. Stwierdzono między innymi, że stabilność podwójnego heliksu 
poli-s2U jest znacznie większa, niż poliU (temperatura przejścia poliU =  
=  +8°C a poli s2U =  +  68,5°C). Kompleks ten jest tak trwały, że poli s2U 
nie asocjuje z poli A i nie może służyć jako matryca w syntezie polipeptydu 
(74, 75, 76). Ta wysoka stabilność poli s2U nie może być wywołana działa­
niem stosunkowo słabych wiązań wodorowych N—H S. Badania krystalo­
graficzne (77) sugerują silne oddziaływania między atomami N i(1)...S2(2). 
Łatwo polaryzowalne grupy tiokarbonylowe oddziałują z ładunkiem 
ujemnym przy atomach azotu układu jr-elektronowego sąsiedniej zasady 
pirymidynowej. Podobne oddziaływania Nj...S2, mogą stabilizować heliksy 
zawierające inne pochodne z grupą 2-tioketo: poli-s2C i poli-s2s4U. Nato­
miast poli-s4U wykazuje znacznie mniejszą trwałość, podobną do poli-U
(78). W strukturze drugorzędowej poli-s4U nakładanie się atomu S4 jednej 
zasady z atomem N3 sąsiedniej jest ograniczone lub wręcz niemożliwe. 
Z tych badań wynika, że zmodyfikowany nukleozyd 2-tiopirymidynowy 
może stabilizować sąsiadujące z nim podwójnie helikalne fragmenty tRNA. 
Ostatnio (79) badano wpływ podstawienia siarki w urydynie na wzajemne 
oddziaływania adenozyna-tiourydyna w kopolimerach: poli (A, s2U) i poli 
(A, s2s4U). Stwierdzono stabilizujący wpływ grupy 2-tioketonowej na struk­
turę helikalną polinukleotydów poprzez oddziaływania warstwowe sąsia­
dujących puryn i pirymidyn.

W pętli antykodonowej tRNA 3 lu z drożdży stwierdzono występowanie 
od strony 3’ estru metylowego 2-tio-5-karboksymetylourydyny (80). Spo­
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śród dwóch możliwych kodonów dla kwasu glutaminowego (GAA i GAG), 
tRNA?1" rozpoznawał tylko kodon GAA. Utworzenie więc pary zasad mię­
dzy 2-tio-5-karboksymetylourydyną i guanozyną jest utrudnione. Obecność 
pochodnej 2-tiourydyny w antykodonie zapewnia wybór adenozyny a nie 
guanozyny jako trzeciej litery sekwencji kodonowej. Systematyczne ba­
dania podstawowe wpływu tionukleozydów na oddziaływania kodon-anty- 
kodon (81) przeprowadzono stosując trójnukleotydy zawierające w różnych 
położeniach tiourydyny (s4U, s2U, s2s4U). Określano zdolność tych „trójek”, 
które stanowiły odpowiednik kodonu, do stymulacji wiązania tRNAPhe 
z E. coli do rybosomów (antykodon: GAA). Stwierdzono, że s2U silnie wiąże 
się z adenozyną, natomiast z guanozyną nie tworzy pary komplementarnej. 
Potwierdza to wyniki badań opisanych wyżej (80). Parowanie zasad między 
adenozyną i 4-tiourydyną jest znacznie słabsze niż w przypadku oddziały­
wań 2-tiourydyny z adenozyną. Możliwe jest natomiast powstanie słabej 
pary G...s4U. 2,4-dwutiourydyna nie oddziałuje z guanozyną.

VI. Uwagi końcowe.

Możliwości wykorzystania tionukleozydów, a szczególnie 4-tiourydyny, 
do badania konformacji i funkcji tych tRNA, które zawierają tionukleo- 
zydy — są znaczne. Dimeryzacja fotochemiczna s4U ^ C 13 stanowi cenne 
kryterium  poprawności proponowanych modeli przestrzennych tRNA: mo­
dele należy tak konstruować, by oba komponety mogły wzajemnie ustawić 
się w przestrzeni zgodnie z zaproponowanym mechanizmem fotodimery- 
zacji (50). Ostatnio określono rentgenograficznie strukturę tRNAphe z droż­
dży w stanie krystalicznym (47, 82). Stwierdzono, że bliskie sąsiedztwo 
nukleozydów w pozycji 8 i 13 ułatwia reakcję fotodimeryzacji.

Obecność s4U można również wykorzystać do badania zmian konfor­
macji tRNA pod wpływem określonego czynnika jak i podczas działania 
biologicznego danego tRNA. Charakterystyczna absorpcja UV pozwala 
śledzić zachowanie się 4-tiourydyny w cząsteczce tRNA niezależnie od po­
zostałych komponentów makrocząsteczki. Tym samym można wnioskować
o zmianach w otoczeniu przestrzennym s4U stosując różne metody: spektro­
skopowe (UV, CD i ORD), luminescencję oraz profile temperaturowe. 
W związku z tym byłoby interesujące opracowanie metody selektywnego 
wprowadzania 4-tiourydyny lub pochodnych 2-tiourydyny w określone 
miejsca cząsteczek tych tRNA, które nie posiadają tionukleozydów. Dlatego 
też celowe są dalsze badania podstawowe nad własnościami tionukleozy­
dów.

A r t y k u ł  n a d s z e d ł  3.5.1976; po r e w i z j i  a u to r s k i e j  o t r z y m a n o  10.12.1976.
/
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III. C haracteristics of individual glycosidases
I II—1. (3-hexosam inidase (E.C.3.2.1.30)
III-2. (3-galactosidase (E.C.3.2.1.23)
III-3. (3-glucosidase (E.C.3.2.1.21)
III-4. a-galactosidase (E.C.3.2.1.22)
III-5. a-fukozydase (E.C.3.2.1.51)
I I I - 6 . a-m annosidase (E.C.3.2.1.24)
III-7. (3-glucuronidase (E.C.3.2.1.31)
I I I - 8 . neuram inidase (E.C.3.2.1.18)

IV. F inal rem arks.

Biochemicy poświęcają więcej uwagi biosyntezie i funkcji makromo- 
lekuł, mniej zaś interesują się szlakami ich degradacji, choć lata pięćdzie­
siąte przyniosły odkrycia mające kapitalne znaczenie dla rozwoju badań 
nad tym właśnie aspektem metabolizmu.

Fundamentalne prace D e D u v e ’a i W a t t i a u x  (1, zob. 2) rzuciły 
światło na rolę lizosomów jako struktur zawierających hydrolazy kwaśne. 
W ich obrębie zachodzi rozpad makrocząsteczek do cząsteczek drobnych, 
łatwo dializujących, które bądź to zostają reutylizowane, bądź też zostają 
usunięte poza komórkę. W lizosomach właśnie rozkładane są heteropoli- 
sacharydy — glikolipidy, glikoproteidy, proteoglikany — pochodzące mię­
dzy innymi ze zniszczonych błon komórkowych. W procesie tym biorą 
między innymi udział tak zwane kwaśne egzoglikozydazy (E.C. 3.2.1.), 
enzymy, które w kwaśnym środowisku odszczepiają ostatnią cząsteczkę 
cukru od nie redukującego końca łańcucha oligosacharydowego. Enzymy te 
stały się ostatnio obiektem szczególnego zainteresowania biochemii me­
dycznej. Okazało się bowiem, że dziedzicznie uwarunkowany brak aktyw­
ności lub zmiana właściwości określonej glikozydazy powoduje bardzo głę­
bokie zaburzenia powodujące na ogół cofnięcie się rozwoju fizycznego i psy­
chicznego— aż do głębokiego upośledzenia (3, 4 a,b,c,d). Dodatkowym czyn­
nikiem stymulującym poszukiwania było udoskonalenie metodyki badaw­
czej. Wyliczyć tu należy przede wszystkim wprowadzenie:

— syntetycznych substratów fluorogennych, które pozwoliły na opra­
cowanie bardzo czułych metod oznaczania aktywności enzymatycz­
nej;

— znakowanych in vitro substratów naturalnych — co pozwala na ba­
danie swoistości enzymów;

— rozmaitych mikrotechnik rozdziału białek — co pozwala na izolowa­
nie i badanie właściwości poszczególnych form molekularnych;

— hodowli in vitro komórek prawidłowych i nieprawidłowych, które 
pozwalają śledzić poza ustrojem procesy zachodzące w żywej ko­
mórce.

Ogólny zarys katabolizmu glikolipidów (5) i proteoglikanów (6) znajdzie 
czytelnik w numerach Postępów Biochemii z lat ubiegłych. Od tego czasu
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przybyło wiele nowych informacji na temat występowania i właściwości 
fizykochemicznych różnych form molekularnych glikozydaz. Kilka z nich 
zostało oczyszczonych. Wyniki badań lat ostatnich rzucają też światło na 
ich powstawanie, transport do lizosomów oraz sposób działania in vivo. 
Ryciny 1 i 2 przedstawiające schematycznie przypuszczalne sekwencje

NANA N A N A -N A N A
I « V 1 H a

G a L - G a L N A c - G a L - G L c - c e r

( G d i  b)

N A N A -N A N A
li IS UG a L - G a L N A c - G a L - G L c - c e r

neuraminidazi
NANA

(G t )

NANA
fit , fi,

G aL -  GaLN A c -  G aL -  G Lc -  cer

fi,
NANA

G a L - G a L N A c - G a L - G L c - c e r ( G m i !

G a L - G a L N A c - G a L - G L c - c e r  

 ̂f i -galaktozydaza

G a L N A c - G a L - G L c - c e r

idaza NANA
« I' H lj 

G a L N A c - G a L - G L c - c e r

NANA

/i-heksozoaminidaza A i B

G a L - G L c - c e r

neuraminidaza

G a L - G L c - c e r
^  f i -galaktozydaza 

(GL1) G L c - c e r

^j8-glukozydaza

(G D 1a)

(GM2)

(G m 3)

(GL2)

G a L - G a L - G L c - c e r  (GL3) 
k

/í-heksozoamin¡- 
daza A ¡ B

H a f i  f i  
G a L N A c - G a L - G a L - G L c - c e r

(GL4)

Ryc. 1 .— Schem at katabolizm u glikolipidów.
Na rysunku zaznaczono głów ne szlaki katabolizm u glikolip idów , pom ijając boczne, na przykład  
pow staw anie d isjalotri- i d isjalod iheksozyloceram idów  (GD2 i GD3). Szlaki pew ne oznaczono 
strzałką podw ójną, szlaki ustalone in v itro  — strzałką ciągłą, szlaki praw dopodobne — strzałką 
przeryw aną.
GT-trójsjalotetraheksozyloceram id , G Dla i GDlb— disjalotetraheksozyloceram id, G M1— m onosja- 
lotetraheksozyloceram id , GM2 — m onosjalotriheksozyloceram id, GM3 — m onosjalodiheksozylocera- 
mid — nom enklatura gangliozydów  w edług Sw ennerholm a (zob. 3). Gl4 — tetraheksozyloceram id, 
tzw . globozyd, Gl3 — triheksozyloceram id, tzw. glikolip id  Fabry’ego, Gl2 — diheksozyloceram id  
tzw. laktoceram id lub cytopilina H, Glt — glukozyloceram id.

rozpadu cząsteczek — glikolipidów i glikoproteidów — oraz miejsce dzia­
łania poszczególnych enzymów, ułatwią zapewne czytelnikowi orientację.

W artykule przedstawiono przede wszystkim wyniki ostatnich badań 
nad niektórymi, stosunkowo lepiej poznanymi glikozydazami tkanek ludz­
kich, zwłaszcza nad tymi, które grają kluczową rolę w katabolizmie tkanki 
nerwowej.
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(r-mannozydaza

f  » (łańcuch peptydowy) 
N A N A T G a l 7 G l c N A c - M a n - G l c N A c - M a n - G l c N A c - A s p ..............................................

^GIcNAcneuraminidaza j glukozoaminidaza- 

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

a-fukozydaza ■
Gal

►I
Fu k

Ryc. 2. Schem at katabolizm u glikoproteidów.
O ligosacharydow y łańcuch boczny glikoproteidu. Strzałki w skazują m iejsca działania glikozydaz. 
Na rysunku uw zględniono jed ynie działanie egzoglikozydaz, które działają kolejno, odszczepiając  
ostatn ią cząsteczkę cukru.

E + X- 0- -D -G lc

/ /
E -X - 0- - 0 - D  Gic tub X 0 H  +  E - 0 - -D -G lc

E + glukoza E-t- R - 0 - - 0 - S l c

Ryc. 3. Schem at działania (5-glukozydazy.
E — enzym , X -4-m etyloum belliferon , p-nitrofenol, dezoksykortikosteryd  lub ceram id, R — ce- 
ramid.

I. Biosynteza, rozmieszczenie i działanie kwaśnych hydrolaz

Aktywność kwaśnych hydrolaz koncentruje się głównie w pęcherzykach 
lizosomalnych (1). Organelle te są przedmiotem badań bardzo licznej gru­
py cytologów i fizjologów. „Lizosomologia” stała się wiedzą skomplikowaną
i rozległą. Szczegóły wyników badań tych struktur znajdzie czytelnik 
w obszernych pracach przeglądowych (2, 7 a,b,c,d, 8). Enzymy lizosomalne 
są glikoproteidami. Na ogół uważa się, że rdzeń białkowy enzymu syntety­
zowany jest na polisomach, a następnie, podobnie jak ma to miejsce w przy­
padku innych glikoproteidów (9, zob. 5), polipeptyd przemieszcza się do 
aparatu Golgiego, gdzie przyłączane są kolejne cząsteczki cukrów. W lizo- 
somie znajduje się w pełni już „wykończona” cząsteczka enzymu. Proces 
glikozylacji może zachodzić bezpośrednio na błonie retikulum tzn. czą­
steczka przesuwa się jak na taśmie (9,10, zob. 7a) — od polisomu aż do 
miejsca działania tj. lizosomu. Za takim mechanizmem wydają się przema-
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wiać prace zespołu G o l d s t o n e ’ a i K o e n i g a ,  którzy z frakcji mi- 
krosomalnej nerki wyodrębnili subfrakcję wzbogaconą w kwaśne hydrolazy 
(10) różniące się od analogicznych enzymów frakcji lizosomalnej wyższym 
pi, niższą zawartością kwasu sjalowego oraz tym, że trudniej uwalniają się 
do roztworu (10,12). Subfrakcja ta byłaby więc miejscem syntezy „preen- 
zymów” lizosomalnych silnie związanych z błoną. Dopiero modyfikacja 
cząsteczki — na przykład przez dołączanie większej ilości kwasu sjalowe­
go — w aparacie Golgiego przekształca białko w kwaśniejsze, łatwiej roz­
puszczalne. Nie można jednak wykluczyć innego mechanizmu a mianowicie 
pierwotnie rozpuszczalne białko może być wychwytywane z cytoplazmy 
przez endoplazmatyczne retikulum, zagęszczane i glikozylowane w świetle 
kanalików aparatu Golgiego i następnie transportowane do lizosomów 
(11 a,b). Argumentem przemawiającym na korzyść tej drugiej wersji są 
wyniki prac zapoczątkowanych przez zespół N e u f e 1 d (13a,b,c,d). Oka­
zało się bowiem, że jeżeli wspólnie hodować fibroblasty prawidłowe z fi- 
broblastami nieprodukującymi na przykład a-iduronidazy, enzym przecho­
dzi z komórek zdrowych do chorych, powodując korekcję ich metabolizmu 
(13a). Lizosomy fibroblastów inkorporują niektóre glikozydazy podane ze- 
wnątrzkomórkowo (13b) prawdopodobnie na zasadzie pinocytozy. Łatwość 
przenikania do fibroblastów zależy od źródła, z którego otrzymano oczysz­
czone enzymy — na przykład najłatwiej pobierana jest |3-glukuronidaza 
izolowana z płytek krwi (14), a a-heksozoaminidaza izolowana z moczu 
(15). Zgodnie z hipotezą przedstawioną przez W i n t e r b u r n a  (16) 
a także B r a t s c h e r a  (11 a,b) struktura łańcucha oligosacharydowego 
gra tu  zapewne rolę swoistego markera: fi-heksozoaminidaza zmodyfikowa­
na działaniem nad jodanu (17a), a a-heksozoaminidaza zmodyfikowana dzia­
łaniem ft-galaktozydazy (17b) -— zachowując aktywność enzymatyczną, tra ­
cą w dużym stopniu zdolność wnikania do lizosomów. Ostatnio stwierdzono 
jednak, że nie jest to zjawisko powszechne — P-galaktozydaza i a-gluko- 
zydaza nie przenikają z jednych fibroblastów do drugich (18).

Hydrolazy kwaśne odnajduje się też w innych frakcjach subkomórko- 
wych oraz w cytosolu; pozostaje wciąż zagadnieniem otwartym, o ile fakt 
ten odzwierciedla stan w nieuszkodzonej komórce, czy też jedyną przy­
czyną jest heterogenność lizosomów oraz ich uszkodzenie w trakcie prepa­
ratyki. W płynach pozakomórkowych (surowicy, moczu, łzach, w pożywce 
otaczającej hodowlę fibroblastów) stwierdza się również obecność kwaś­
nych hydrolaz pochodzących zapewne przede wszystkim z rozpadu komó­
rek; być może są to także enzymy nie „wychwytane” przez lizosomy i wy­
dalone poza komórkę. W przypadku martwicy nerek stwierdza się podwyż­
szone wydalanie enzymów w moczu (19) a w przypadku cukrzycy (20)
i uszkodzenia wątroby na przykład w zatruciach alkoholem (21) — wzrost 
ich ilości w surowicy krwi. W pożywce otaczającej hodowlę zdrowych fi­
broblastów stwierdza się te same izoenzymy co w komórkach (22), nato­
miast w surowicy krwi (19,22,23), płynie mózgowo-rdzeniowym (19) i, w
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niektórych przypadkach, w moczu (19,24) występują izoenzymy o niższym 
pi. Za wspólnym pochodzeniem enzymów wewnątrz i zewnątrz komórko­
wych przemawia ich pokrewieństwo immunologiczne a także fakt, że 
w tzw. defektach metabolicznych obserwuje się brak danego enzymu za­
równo w komórkach jak i w płynach ustrojowych (zob. 7 b,c). Enzymy 
osocza mają prawdopodobnie więcej kwasu sjalowego (22,23,25). Opóźnia 
to zapewne wychwytywanie ich z krwioobiegu przez hepatocyty, które 
szybciej inkorporują glikoproteidy pozbawione kwasu sjalowego (26, zob. 
też 16). Enzymy wydalane z moczem pochodzą częściowo ze złuszczonych 
komórek kanalików nerkowych, częściowo z krwi (19).

Dodatkowym źródłem informacji na temat zależności budowy enzymu
i jego ulokowania się w pęcherzyku lizosomalnym są badania nad enzyma­
mi nieprawidłowymi. Znana jest choroba lizosomalna zwana mukolipidozą
II (lub I-cell disease), która objawia się między innymi bardzo niską aktyw­
nością szeregu hydrolaz lizosomalnych w niektórych komórkach — na przy­
kład w fibroblastach — przy równoczesnym bardzo wysokim poziomie tych 
enzymów w surowicy krwi chorych (27). Wbrew pierwotnym przypuszcze­
niom, że podłożem jest nieprawidłowość błony lizosomalnej i „ucieczka” 
enzymów (27), obecnie wydaje się, że podłożem jest błąd budowy cząsteczek 
całej grupy enzymów. Hodowane in vitro fibroblasty pochodzące od cho­
rych wydzielają do pożywki znaczne ilości hydrolaz o niższym pi od enzy­
mów wydalanych przez fibroblasty prawidłowe (22), a zbliżonym do pi 
enzymów obecnych w surowicy osób zdrowych. Hydrolazy te, w odróżnie­
niu od enzymów wydalanych przez komórki pochodzące od osób zdrowych, 
wyizolowane i dodane do pożywki nie są inkorporowane przez fibroblasty 
pochodzące od osób dotkniętych innymi chorobami metabolicznymi (28).

Prawdopodobnie nieprawidłowa budowa cząsteczki nie wpływa na ich 
właściwości enzymatyczne, natomiast uniemożliwia „rozpoznanie” przez 
błonę lizosomalną — czy prelizosomalną — i wbudowanie do lizosomu.

Dotychczas bardzo niewiele wiadomo o sposobie działania enzymów we­
wnątrz lizosomu, o mechanizmie i kinetyce reakcji. Środowisko wewnątrz 
lizosomu jest kwaśniejsze od otoczenia o 1,0 — 1,5 jednostek pH (29). Przy­
czyną tego zjawiska jest prawdopodobnie asymetryczna budowa błony lizo­
somalnej. Wchodzące w jej skład gangliozydy (30) i kwaśne glikoproteidy 
(31) znajdują się po wewnętrznej stronie, a akumulacja niedyfundujących 
anionów powoduje gromadzenie jonów wodorowych (29,31), które łatwiej 
niż kationy metali przechodzą przez błonę lizosomalną. Utrzymujący się 
gradient pH tłumaczy się równowagą Dónnana (29,31).

W pęcherzyku lizosomalnym enzymy prawdopodobnie częściowo swo­
bodnie dyfundują, częściowo związane są z błoną. Nieswoiste, odwracalne 
wiązanie enzymów z błoną zależy od pH oraz siły jonowej i zachodzi praw­
dopodobnie przy udziale reszt kwasu sjalowego błony i zasadowych re­
gionów białka enzymatycznego (31). Według niektórych autorów glikozy- 
dazy związane z błoną tworzą swoisty system wieloenzymatyczny (32,33).
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Warunkiem prawidłowego katabolizmu jest właściwy kontakt nierozpu­
szczalnego substratu z odpowiednim miejscem błony prowadzący do utwo­
rzenia swoistego kompleksu, w którym zachodzi kolejne odszczepianie po­
szczególnych składników substratu przez odpowiednie enzymy (32, zob. 5).

Błona lizosomalna łatwo ulega uszkodzeniu: czynniki mechaniczne, szok 
osmotyczny, zamrożenie, działanie detergentów itp. — powodują zniszcze­
nie organelli i wypływ enzymów. Zniszczenie lizosomu i solubilizacja enzy­
mów niszczy struktury i, zmieniając warunki, zmienia właściwości enzy­
mów. Badanie izolowanych i oczyszczonych enzymów stanowi konieczny 
etap prowadzący do poznania właściwości odpowiednich białek, co nie jest 
jednak równoznaczne z poznaniem działania danego enzymu in situ w lizo- 
somie.

II. Ogólna charakterystyka glikozydaz

Jak już powiedziano w rozdziale I, zniszczenie lizosomu prowadzi do 
solubilizacji enzymów. Wiele informacji ogólnych o glikozydazach lizoso- 
malnych znajdzie Czytelnik w starszych opracowaniach (4c, 34 a, b). Wszy­
stkie znane glikozydazy są glikoproteidami o niskim pi (4—6) i są w pH 
bliskim pi trudno rozpuszczalne (35). Glikoproteidowy charakter tych bia­
łek wykorzystuje się w technice chromatografii powinowactwa. Przy po­
mocy lektyn roślinnych związanych z Sepharose można otrzymać roztwory 
wzbogacone w hydrolazy lizosomalne (36,37,38). Każda z hydrolaz może 
występować w różnych formach molekularnych, różniących się ładunkiem 
elektrycznym, termolabilnością, swoistością, właściwościami kinetycznymi, 
rzadziej masą cząsteczkową. Wydaje się, że w niektórych przypadkach for­
my te różnią się ilością kwasu sjalowego przyłączonego do tego samego 
rdzenia białkowego (10,12), dodatkowym drobnym peptydem (39), różnym 
sposobem połączenia podjednostek ze sobą (40) lub z innymi peptydami 
(41a); w innych przypadkach są to odrębne białka.

Enzymy lizosomalne w warunkach naturalnych są oporne na autolizę — 
jednak po uszkodzeniu pęcherzyka zarówno działanie egzogennej neuram i- 
nidazy (10,12), jak i dłuższe przechowywanie homogenatu komórkowego 
w warunkach sprzyjających autolizie (12) powoduje powolną zmianę ich 
ruchliwości elektroforetycznej i zmianę pi większości z nich (35).

Wyniki niektórych ostatnich badań podważają szeroko dotychczas przy­
jęte mniemanie, że glikozydazy zawdzięczają swój ujemny ładunek głów­
nie obecności kwasu sjalowego. Niektóre oczyszczone enzymy nie zawierają 
bowiem tego związku (np. niektóre P-glukuronidazy, [42]) lub też nie 
zmieniają ruchliwości elektroforetycznej pod wpływem oczyszczonej neura- 
minidazy (25,43,44), co może być jednak wynikiem autolizy w trakcie pre­
paratyki w pierwszym, a zamaskowania grup w drugim przypadku. Opty-
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malne pH działania enzymów lizosomalnych przypada na obszar kwaśny 
3,5 — 5,5, co umożliwia im działanie wewnątrz lizosomu a zapobiega nisz­
czeniu innych struktur w przypadku uszkodzenia błony lizosomalnej i wy­
dostania się enzymu do cytoplazmy.

Glikozydazy lizosomalne mają na ogół dość szerokie spektrum swoi­
stości. Jak ilustrują przykłady w rozdziale III, enzymy „rozróżniają” rygo­
rystycznie rodzaj wiązania glikozydowego, hydrolizując wyłącznie wiązanie 
a lub (5, mniej precyzyjnie rozróżniając rodzaj cukru. Budowa aglikonu 
natomiast wydaje się mieć mniejsze znaczenie dla hydrolitycznego działa­
nia enzymu. Większość enzymów hydrolizuje nie tylko naturalne heteropo- 
lisacharydy ale także drobnocząsteczkowe sztuczne substraty na przykład 
pochodne p-nitrofenolu (p-NP) lub 4-metyloumbelliferonu (4-MUB) — co 
znacznie ułatwia ich badanie. Sporą trudność metodyczną stanowi zmiana 
właściwości enzymatycznych zachodząca podczas oczyszczania enzymu. 
Czasem stwierdza się różnice między enzymami otrzymanymi z tkanki 
świeżej i zamrożonej (40), czasem utratę jakiejś aktywności po rozcieńcze­
niu (44) lub w trakcie oczyszczania enzymu (45 a,b, 46). Powodem tego mo­
że być na przykład oddzielenie glikopeptydowego aktywatora (46) lub 
zmiana konformacyjna (40). Zjawisko to jest źródłem rozbieżności między 
wynikami prac wielu autorów.

Z dotychczasowych badań wynika, że żadna ze znanych glikozydaz nie 
jest metaloproteidem. Jony metali nie mają też — poza nielicznymi wy­
jątkami — zasadniczego wpływu na reakcję enzymatyczną (zob. 4b). Kom­
pleks glikozydaz z przeciwciałem zachowuje na ogół aktywność enzyma­
tyczną (41 a,b, 43,47,48), co stanowi właściwość rzadko wśród enzymów 
spotykaną a bardzo dogodną dla badań strukturalnych. Niektóre glikozy­
dazy lizosomalne wykazują również aktywność transferazową (49,50a,b, 
51a,b). W komórkach aktywność rozmaitych glikozydaz jest różna. Naj­
aktywniejszym enzymem we wszystkich tkankach jest |3-N-acetylogluko- 
zoaminidaza (E.C.3.2.1.30), kilkaset razy niższa jest aktywność 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 znaleźć wytłumaczenie tego faktu. 
Trudno też znaleźć uzasadnienie różnic tkankowych (Tabela 1 i 2). W obrę­
bie jednej tkanki stwierdza się również różnice między typami komórek — 
na przykład w wątrobie najwyższą aktywność enzymów lizosomalnych 
wykazują komórki Kupfera, najniższą zaś komórki miąższowe (52a). Jest 
to zgodne z ogólną zasadą, iż komórki fagocytujące zawierają więcej hy- 
drolaz. Innym przykładem tego zjawiska są makrofagi z pęcherzyków 
płucnych (52b).

Enzymy lizosomalne pojawiają się już w komórkach płodu, przy czym 
krzywa zależności aktywności enzymu od wieku płodu oraz od wieku po 
urodzeniu — jest różna dla różnych enzymów (54,55). Enzymy komórek 
płodowych różnią się od enzymów osobników dojrzałych. Wraz ze starze­
niem się organizmu wzrasta aktywność enzymów lizosomalnych, stają się
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T abela  1

Aktywność właściwa różnych glikozydaz lizosomalnych

Enzym Tkanka
mózgowa

Leukocyty
obwodowe

Fibroblasty
hodowane

P-glukozoaminidaza 260» (55) 276x2 (53a) 3300—61002) (53c)
14022) (53b)

[3-galaktozoaminidaza _ 1902) (53b) —•
P-galaktozydaza 30» (55) (100) 1742) (53b) 282—6062) (53c)
a-galaktozydaza 272) (53b) 18—332) (53c)
¡3-glukozydaza 15» (55) 4— 182) (53c)
a-fukozydaza 12» (55) 18» (53d)
a-mannozydaza 9» (55) 1812) (53b) 38—85» (53c)
P-glukuronidaza — — 30—802) (144)
a-glukozoaminidaza — — 5.4» (53d)
cerebrozydo-(3-galaktozydaza 5—20* (53a) 3,2 (106) 0,56—5,6 (58, 100)

50**> 0,81* (53a)
laktoceramido-p-galaktozydaza 20—50 (53b) 0,25 x (53a) —

8.5 (100)
GM-(Vgalaktozydaza 13 (100) — —

A ktywność wyrażona w nmolach substratu hydrolizowanych w ciągu 1 godziny przez 1 mg białka homogenatu  
tkankowego lub x 106 komórek.
Tabela podaje wartości przybliżone, * — istota szara, ** — istota biała. Substraty pochodne: \  pN P, 2, 4-M U B.

T abela  2

Aktywność (3-glukozoaminidazy w różnych tkankach (55)

Tkanka Aktywność

Płyn mózgowo-rdz. 0 ,6 »
Surowica krwi 1 ,8 »
Nerw obwodowy 242)
Mięsień szkieletowy 252)
Mózg 262)
Trzustka 602)
Jajnik 782)
Tarczyca 1 2 0 2)
Płuca 1 2 0 2)
Serce 1302)
Śledziona 1702)
Nerki 2052)
Łożysko 2402)
Wątroba 2502)
Nadnercza 4002)

*> nmoli pNP-/9-gluNAc na m l płynu i godzinę 
2) nm oli pNP-/3-glcNAc na mg tkanki na godzinę

[2 3 7 ]
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one łatwiej rozpuszczalne (54). W komórkach hodowanych in vitro aktyw­
ność właściwa glikozydaz lizosomalnych zależy od fazy wzrostu hodowli 
(56,57) i warunków hodowli (56,58). Wydaje się, że enzymy te syntetyzo­
wane są we wszystkich fazach cyklu komórkowego (59). Stwierdza się 
jednak spore różnice między poszczególnymi subkulturami (58,60).

Ogólnym zaburzeniom metabolizmu towarzyszą też często zmiany wła­
ściwości enzymów lizosomalnych. Stwierdzono na przykład w niektórych 
przypadkach nowotworów wzrost ogólnej aktywności tych enzymów a tak­
że zmiany ich właściwości. W komórkach guza jelita dystalnego większość 
glikozydaz, nie różniąc się optimum pH działania, różni się od enzymów 
pochodzących z sąsiednich komórek zdrowych wartością stałej Michaelisa, 
pKi wrażliwością na inhibitory oraz podwyższoną temperaturę. Krzywa 
inaktywacji cieplnej niektórych enzymów przybiera kształt sigmoidalny 
(61). Zmiany dotyczą prawdopodobnie struktury nieaktywnej części białka 
a nie centrum aktywnego. Charakterystyczne jest podobieństwo enzymów 
nowotworowych z enzymami płodowymi (61).

III. Charakterystyka poszczególnych glikozydaz

III-l. (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 wciąż nie została ustalona. Trud­
ności i problemy napotkane przy badaniu właściwości i wzajemnych sto­
sunków różnych form molekularnych tego enzymu omówiono dość szcze­
gółowo, są bowiem typowe dla badań tej grupy enzymów. Metodą elektro­
forezy na różnych podłożach — skrobi (62a,b,63,64), octanie celulozy (63, 
65,66), żelu poliakryloamidowym (67), metodą elektroogniskowania (12,68, 
70) oraz chromatografii jonowymiennej (19,62a,b, 64,69,70,71,72,73,74a i b)
i powinowactwa (72) stwierdzono, że enzym ten występuje w kilku posta­
ciach molekularnych. Przeważają dwie postacie — termolabilna, bardziej 
elektroujemna postać A oraz termostabilna postać B. Ich wzajemny stosu­
nek ilościowy oraz obecność i ilość innych form jest różna w rozmaitych 
tkankach. Najwyższą aktywność enzymu stwierdzono w nadnerczach, nieco 
niższą w wątrobie, łożysku i nerkach, najniższą w tkance mózgowej i mięś­
niach (Tabela 2). W wątrobie, łożysku i nerkach jest stosunkowo najwięcej 
formy B (55). W większości tkanek występują dodatkowo termostabilne 
formy Ij i I2 o ruchliwości pośredniej między A i B (19). W płynach poza- 
komórkowych — moczu (19,73), limfie (73), ślinie (25), pożywce otaczają­
cej hodowle fibroblastów (22) występują te same formy molekularne co 
wewnątrz komórek. W yjątek — jak już pisałam w rozdziale II — stanowi 
surowica krwi i płyn mózgowo-rdzeniowy (19) a także łzy (73), gdzie wy­
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stępuje tzw. forma A s — bardziej elektroujemna i słabiej wiązana przez 
DEAE celulozę (19,25,73). W surowicy kobiet ciężarnych (25,68) a także 
niektórych osób chorych na raka lub hiperlipidemię (68) występuje po­
stać P termostabilna o ruchliwości pośredniej między A i B — a zbliżonej 
do ruchliwości I2 (19). Enzym P nie występuje nigdy w innych płynach 
ustrojowych ani tkankach (25,68). Białko to często jest niejednorodne (68); 
jego ilość wzrasta z zaawansowaniem ciąży. Przypuszcza się, że pojawienie 
się formy P jest stymulowane przez hormony sterydowe (25). W tkankach 
chorych na wrodzony brak enzymu A i B (choroba Sandhoffa) (74a) wy­
kryto inną termolabilną formę enzymu nazwaną S o wyższej ruchliwości 
elektroforetycznej (47, 74b). W tkankach ludzi zdrowych enzym ten stano­
wi 0,1% aktywności (47).

Wszystkie wyżej wymienione postacie enzymu hydrolizują syntetyczne 
p-pochodne zarówno N-acetylo-D-glukozoaminy jak N-acetylo-D-galaktozo- 
aminy, ale aktywność wobec |3-N-acetyloglukozoaminidów jest kilkakrotnie 
wyższa (36,47,70,71,75). Reakcję enzymatyczną w wyciągach komórkowych 
stymuluje albumina (57,71), która działa ochronnie na enzym (71), a hamują 
jony octanowe (36,62a,76). Kationy metali nie mają wpływu na reakcję 
z wyjątkiem jonów Cu++, które reakcję hamują (76). Inhibitorami o cha­
rakterze kompetytywnym są 2-acetamido-2-deoksy-D-galaktono- i 2-aceta- 
mido-2-deoksy-D-mannono-l,4-laktony; właściwość ta została wykorzysta­
na do uzyskania metodą chromatografii powinowactwa preparatów wol­
nych od innych aktywności enzymatycznych a wzbogaconych we wszystkie 
formy molekularne p-heksozoaminidazy (77).

W środowisku silnie kwaśnym (pH 2,0) wszystkie formy enzymu inak- 
tywują się w sposób nieodwracalny (78). Inkubacja w pH 5,0 w tempera­
turze 50° w ciągu 3 godzin (20,36,68,78,79,80,81) lub 60° w ciągu 5 minut
(79) a także w pH 2,8 w temperaturze 37° przez 5 minut (78) inaktywuje 
enzym A, nie wpływając na aktywność pozostałych form. Właściwość ta 
jest podstawą różnicowania aktywności A i B w mieszaninie.

Enzymy A i B zostały rozdzielone i częściowo oczyszczone po raz pierw­
szy przez S a n d h o f f a  (75). Właściwości niektórych preparatów enzy­
matycznych zebrano w tabeli 3.

Nie wiadomo o ile różnice w masie cząsteczkowej i składzie cukrowym 
wyznaczanych przez różnych autorów wynikają z różnic metodycznych 
a o ile z rzeczywistych różnic narządowych. W przypadku innych glikozy- 
daz różnice narządowe na pewno istnieją, skoro stopień inkorporacji enzy­
mów podanych zewnątrzkomórkowo przez fibroblasty zależy od tego, z ja­
kiego materiału został on izolowany (14,15). Izolowana (5-heksozoaminidaza 
B hydrolizuje substraty syntetyczne oraz globozyd i asjalo-GM2-gangliozyd 
(75) (Ryc. 1), natomiast w przeciwieństwie do enzymu A (Tabela 3) nie roz­
kłada GM2 — gangliozydu (75) lub też rozkłada go w niewielkim stopniu 
przy zachowaniu odpowiednich warunków preparatyki (40,49), (enzym izo­
lowany z tkanki niemrożonej — [40]). Prawdopodobnie swoistość poszczę-
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242 B. C Z A R T O R Y SK A [14]

gólnych form in vitro i in vivo jest różna. U chorych na wrodzony brak 
^-heksozoaminidazy A (choroba Tay-Sachsa) obserwuje się gromadzenie 
dużych ilości GM2-gangliozydu i, w mniejszym stopniu, jego asjalopochod- 
nej (Ryc. 1) (84) in vitro rozkładanej przez enzym B. Widocznie nawet 
zwiększona ilość enzymu B — obserwowana w tych przypadkach — nie 
jest w stanie usunąć z komórki zbędnych już GM2 — gangliozydu i jego 
as jałowej pochodnej.

W niektórych chorobach stwierdza się dziedziczny brak fi-heksozoamini- 
dazy A lub też obu, A i B (41b,47,57,74a,84) — nigdy samej B — a więc 
istnieje związek genetyczny między tymi postaciami i powstanie formy A 
wydaje się być zależne od istnienia formy B. Enzym A reaguje z przeciw­
ciałem przeciw postaci B i vice versa (41a,b,85). W latach 1972—73 stwier­
dzono, że dłuższe przechowywanie (41a,62b,75) oraz działanie niektóryh 
handlowych preparatów neuraminidazy bakteryjnej (12,41a,80) oraz nie- 
oczyszczonej neuraminidazy z mózgu (8 6 ) powoduje przejście-.formy A 
w postać ,,B-pochodną” — o identycznej termostabilności, ruchliwości elek- 
troforetycznej, właściwościach immunologicznych i masie cząsteczkowej 
(43). Wyciągnięto wówczas z tego wniosek, iż postać A jest sjalową pochod­
ną postaci B. Byłby to więc wyjątkowy przypadek, w którym dołączanie 
cząsteczki kwasu sjalowego zmieniałoby właściwości enzymatyczne — mię­
dzy innymi swoistość. Dalsze badania wykazały jednak, że oczyszczona 
neuraminidaza odszczepia kwas sjalowy jedynie od ^-heksozoaminidazy As> 
występującej w surowicy krwi (25). Czynnikiem przekształcającym enzym 
A w enzym „B-podobny” jest mertiolat (etylo-rtęciotio-salicylan) dodawa­
ny do handlowych preparatów enzymatycznych jako czynnik konserwu­
jący (25,43). Działanie mertiolatu polega prawdopodobnie na blokowaniu 
grup -SH, gdyż dodanie cysteiny lub 2,3-dwumerkaptopropanolu chroni 
enzym A (43) przed przekształceniem w enzym „B-podobny”. Dalsze bada­
nia wykazały, że kilkakrotne zamrażanie roztworu oczyszczonej Miekso- 
zoaminidazy A w 3 M roztworze NaCl powoduje powstanie nowych form 
B i S. Z mieszaniny enzymów B i S w tych samych warunkach powstaje 
enzym A niezależnie od tego, czy do doświadczenia użyto enzymów bez­
pośrednio izolowanych z tkanek czy też uzyskanych przez konwersję enzy­
mu A (87). Immunizacja nieoczyszczonymi preparatam i heksozoaminidazy 
lub oczyszczoną heksozoaminidazą A wywołuje powstawanie dwu rodzajów 
przeciwciał — jeden skierowany jest przeciw obu formom A i B, drugi skie­
rowany jest wyłącznie przeciw formie A, ale reaguje też z formą S (47,74b). 
Postać ,,B-podobna” otrzymana przez działanie mertiolatu reaguje jedynie 
z przeciwciałem przeciw obu formom (43,82). W przypadku wrodzonego 
braku heksozoaminidazy A (choroba Tay-Sachsa) w teście immunoelektro- 
forezy homogenat tkankowy daje z surowicą anty-heksozoaminidazie A je­
den łuk precypitacyjny odpowiadający enzymowi B, w przypadku wrodzo­
nego braku obu aktywności (choroba Sandhoffa) dwa łuki precypitacyjne, 
w pozycjach odpowiadających enzymom A i B, oba pozbawione aktywności
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[15] G L IK O Z Y D A Z Y  LIZO SO M A LN E 243

enzymatycznej (41a,b). Wyniki te wydają się potwierdzać hipotezę wysu­
niętą przez R o b i n s o n a  i C a r r o l a  (8 8 ), że enzym składa się z pod- 
jednostek, z których jedna, P, zawiera centrum aktywne, druga a, modyfi­
kuje cząsteczkę, umożliwiając reakcję z GM2-gangliozydem. Schematyczny 
wzór enzymu A byłby więc an|3n, enzymu B — (5n̂ n (41a,87)— na przykład 
a 3P3 i j36, natomiast forma S byłaby homopolimerem łańcucha a 6 (47,87). 
Przypuszczenie to potwierdzają wyniki badań nad ^-heksozoaminidazą 
międzygatunkowych hybrydów komórkowych (63), choć tu opinie są 
sprzeczne (zob. 47). R o b i n s o n  i wsp. (89) wyizolowali z homogenatów 
wątroby nieaktywny peptyd o masie cząsteczkowej 20 — 25 000, reagujący 
krzyżowo jedynie z przeciwciałem anty A. Przypuszczali więc, że jest to 
łańcuch a. Być może jednak, jest to ten sam glikopeptyd, który według 
L i i L i (46) nieswoiście stymuluje hydrolizę różnych glikolipidów (GM 1 

i GM 2 — gangliozydów oraz trójheksozyloceramidu) przez odpowiednie gli- 
kozydazy.

Wyniki nowszych prac wnoszą nowe elementy. Według T a l l m a n a  
i wsp. (40), którzy izolowali enzymy ze świeżej tkanki, oba enzymy skła­
dają się z takich samych 4 podjednostek o masie 33 000, a różnią się rodza­
jem wiązania tych podjednostek — byłyby to więc 2  konformery tego sa­
mego białka. Wyniki te są sprzeczne z wynikami większości innych auto­
rów. Według S r i v a s t a v y  i wsp. oba białka mają zablokowaną grupę 
aminową w N-końcowym aminokwasie a C-końcowy aminokwas stanowi 
seryna w enzymie A a asparagina lub kwas asparaginowy w enzymie B. 
Po S-karboksymetylacji lub działaniu bezwodnika kwasu maleinowego 
w obecności siarczanu dodecylu enzym B dysocjuje dając jedną podjed- 
nostkę o masie cząsteczkowej 17 — 18 000, enzym A daje trzy podjednost­
ki — jedną główną o masie cząsteczkowej również 17 — 18 0 0 0  i dwie o ma­
sie cząsteczkowej 35 000 i 55 000 (76).

Wydaje się, że formy I, I 2 i P są zbudowane z analogicznych łańcuchów 
glikopeptydowych różniących się łańcuchem oligosacharydowym, ale wy­
stępują one w bardzo niewielkich ilościach i nie były szczegółowo badane 
(zob. 87).

Na podstawie ostatnich prac przypuszcza się, że przyczyną choroby 
Tay-Sachsa jest brak syntezy łańcucha a- wskutek czego powstaje jedynie 
enzym B, nie ma enzymów A ani S, natomiast przyczyną choroby Sand- 
hoffa brak syntezy łańcucha wskutek czego nie powstaje enzym A ani B, 
natomiast łańcuchy a- tworzą homopolimer, enzym S (87). Ta hipoteza nie 
tłumaczy jednak obecności w tkankach chorych nieaktywnych enzymatycz­
nie białek, w immunoelektroforezie zachowujących się jak enzymy A i B 
tj. reagujących w przeciwciałem przeciw łańcuchowi ji (41a,b).

S a n d h o f f  i wsp. (74a,84) zaobserwowali interesującą mutację, w któ­
rej P-heksozoaminidazy A i B zachowały niezmienione właściwości elektro- 
foretyczne i normalną zdolność do hydrolizy substratów syntetycznych, ale 
zatraciły zdolność hydrolizy GM2-gangliozydu oraz jego asjalopochodnej,
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244 B. C ZAR TO R Y SK A [1 6 ]

co prowadziło do ogromnego gromadzenia obu związków w tkance mózgo­
wej. (74a,84). Nie wiadomo na czym ta mutacja polega.

Heksozoaminidaza B i  — w mniejszym stopniu — forma A, wykazują 
również aktywność transferazową (49) — przenosząc N-acetyloglukozoami- 
nę z p-NP-GlcNAc na kwaśne terasacharydy pochodzące z hydrolizy siar­
czanu chondroityny. W warunkach optymalnych dla aktywności transfera- 
zowej (pH 6,5) aktywność hydrolityczna i transferazowa formy B są takie 
same, natomiast forma A wykazuje wyższą aktywność hydrolityczną. 
W e r n i e i wsp. wyrażają przypuszczenie, że heksozoaminidaza przed in­
korporacją do lizosomu może spełniać w cytoplazmie rolę transferazy (49).

Glukozoaminidaza C, najbardziej nietrwała, termolabilna, o najwyższej 
ruchliwości elektrofor etycznej, występująca głównie w łożysku i tkankach 
płodowych (65) a nigdy w surowicy (90) wydaje się nie być enzymem lizo- 
somalnym a raczej rozpuszczalnym, cytosolowym (Tabela 3). Najwyższą 
aktywność stwierdzono bowiem we frakcji rozpuszczalnej homogenatu ło­
żyska. Hydrolizuje ona jedynie P-N-acetyloglukozoaminidy i nie reaguje 
z przeciwciałami skierowanymi przeciw heksozoaminidazie A i B (90). 
Podobieństwo właściwości elektroforetycznych enzymu C i S wywołuje 
duże zamieszanie. Niektórzy autorzy uważają, że to właśnie enzym C jest 
homopolimerem łańcuchów a, opierając się na spostrzeżeniu, że w między- 
gatunkowych hybrydach komórkowych geny kodujące syntezę enzymu A 
i C wydają się być sprzężone (63).

Przedstawione wyniki badań dotyczą fl-heksozoaminidazy człowieka. 
Zwierzęta miewają odmienny układ izoenzymów. W nerce konia stwierdzo­
no obecność trzech enzymów nazwanych A, B i A'. (Tabela 3). Postacie 
A i B wydają się być analogiczne do ludzkich. Nie stwierdzono przekształ­
cenia enzymu A w B (91).

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

Badając zdolność surowych homogenatów wątroby do hydrolizy P-ga- 
laktozydów w środowisku kwaśnym stwierdzono elektroforetycznie istnie­
nie trzech form aktywności, z których 2  główne oznacza się zazwyczaj lite­
rami A i B (92,93,94), formy C jest bardzo niewiele. Właściwości niektó­
rych preparatów enzymatycznych przedstawia tabela 4. Ogrzewanie w 50° 
inaktywuje oba enzymy A i B (95,96,97). W wyniku sączenia molekular­
nego na kolumnach z Sephadex G-200 uzyskać można dwie frakcje, ale en­
zymy w obu frakcjach mają dwa optima pH i stałą KM tego samego rzędu 
(95). Oba enzymy w 95°/o absorbują się na kolumnie z konkanawaliną A 
i w 60°/o na kolumnie z lektyną z kiełków pszenicy, z czego wynika, że za­
wierają a-mannozę i N-acetylogalaktozoaminę (38). Reakcję enzymatyczną 
hamują siarczanowe glikozoaminoglikany (98), natomiast chlorek sodu 
w stężeniu 125 mM stymuluje reakcję (94,96,97,99), zapewnia liniową za­
leżność hydrolizy od czasu i ilości białka, stabilizuje enzym (94,96,97), zmie­
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[1 7 ] G LIK O ZY D A Z Y  LIZO SO M A LN E 245

nia optimum pH reakcji (96) oraz znosi hamujący wpływ glikozoaminogli- 
kanów (98). Obie formy enzymu hydrolizują zarówno syntetyczne substraty 
jak i GMi — gangliozyd, asjalo-GM1-gangliozyd i laktoceramid (94,95,100), 
natomiast nie hydrolizują galaktozyloceramidu (97) (Ryc. 1). Aktywność 
przy optimum pH równym 6,0 wydaje się nieswoista, znika bowiem w miarę 
oczyszczania enzymu, a w homogenatach optymalne pH hydrolizy GM1-gan- 
gliozydu wynosi 4,2 — 4,5 (101).

Hydroliza glikolipidów zachodzi in vitro jedynie w obecności detergen­
tów (94,100). Stwierdzono identyczność centrum aktywnego enzymu dla 
hydrolizy zarówno GMi-gangliozydu jak i 4-MUB-$-gal (102). N o r  d e n  
i wsp. stwierdzili, że oczyszczona j^-galaktozydaza A w bardzo słabym stop­
niu hydrolizuje również P-fukozydy, a-L-arabinozydy i laktulozę (102). Być 
może przyczyna leży jednak w niedostatecznym oczyszczeniu preparatu. 
W niektórych przypadkach wrodzonych niedoborów brak jest wszystkich 
trzech typów aktywności (94), w innych jedynie aktywności B i C (93,95, 
101). Sugeruje to istnienie powiązania genetycznego między tymi formami. 
Sugestię tę potwierdza obserwacja, że przeciwciała uzyskane przez immu- 
nizację enzymem A wytrącają z homogenatów tkankowych zarówno enzym 
A jak i B (102), natomiast nie reagują z obojętną |3-galaktozydazą o opti­
mum pH 6,0 (97). Pośrednie dane świadczą o roli omawianego enzymu 
w katabolizmie proteoglikanów. W wątrobie chorych, u których stwier­
dzono brak jego aktywności, gromadzi się glikopeptyd będący prawdopo­
dobnie pośrednim produktem katabolizmu siarczanu keratanu. Budowę 
jego łańcucha oligosacharydowego przedstawia wzór I. (103). Glikopeptydy
o podobnej budowie chorzy wydalają z moczem (104). D a w s o n  zaobser­
wował dziedziczny brak jedynie enzymu hydrolizującego laktoceramid, 
czego skutkiem była akumulacja w tkance mózgowej tego związku oraz 
niewielkich ilości asjalo GM2-, GM2 i GM1-gangliozydów (105). Trudno po­
wiedzieć, czy obserwowana mutacja powodowała zmianę swoistości |3-ga-

P a s s
Gal(l -  4)[GlcNAc(l -  3)Gal]2(l -  4)GIcNAc(l -  6 )GalNAc—Tre—peptyd

P Í (D
3

Gal

laktozydazy, czy też laktoceramid pochodzący z gangliozydów jest w tkance 
mózgowej rozkładany przez inny enzym, którego brak w chorobie Dawsona.

Wydaje się, że in vivo wszystkie trzy formy prawidłowego enzymu od- 
szczepiają cząsteczkę galaktozy z zakończenia łańcucha oligosacharydowego 
zarówno glikoproteidów jak i glikolipidów o charakterze bardziej polar­
nym — głównie gangliozydów. Hydrofobowy charakter aglikonu uniemoż­
liwia zapewne kontakt enzymu z galaktozyloceramidem; natomiast w przy­
padku laktoceramidu dodatkowa cząsteczka glukozy oddala dostatecznie
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2 4 8 B. C ZAR TO R Y SK A [20]

galaktozę od ceramidu, co ułatwia jej dostęp do centrum aktywnego enzy­
mu.

Cerebrozyd (tj. galaktozyloceramid), jeden z podstawowych lipidów 
mieliny, hydrolizowany jest przez swoistą cerebrozydo-fl-galaktozydazę (54, 
106), która rozkłada prócz tego również psychozynę (galaktozy lo-sfingo- 
zynę), laktoceramid (107) oraz monogalaktozylodwugliceryd (50a). Opty­
malne pH reakcji in vitro wynosi 4,2 (107) do 4,5 (54) a reakcja wymaga 
obecności taurocholanu i kwasu olejowego (54,107); stymuluje ją również 
Tween-20 i stearynian polioksoetylenu (54). Enzym nie hydrolizuje 
pNP-P-Gal ani 4-MUB-(3-Gal — wydaje się więc, że reaguje jedynie z ga- 
laktozydami, których aglikon ma charakter hydrofobowy.

Cerebrozydo-$-galaktozydaza mózgowa wykazuje również działanie 
transgalaktozydazy. Donatorem galaktozy mogą być (w kolejności efek­
tywności): pNP-Gal, Gal-cer, laktoceramid, laktozylosfingozyna, 4-MUB- 
-Gal, asjalo-GM1, GM 1 oraz monogalaktozylodwugliceryd (50b). W odpowied­
nich warunkach około 1 0 %  odszczepionej galaktozy zostaje przeniesiona 
na oleilo-sfingozynę (ceramid) z utworzeniem gala'ktozyloceramidu (50 a,b). 
Akceptorem, prócz ceramidu, może być prawdopodobnie glukozyloceramid; 
produktem reakcji w tym przypadku jest laktoceramid (50b). Wydaje się, 
że reakcja ta nie jest prostym odwróceniem reakcji hydrolizy. Prawdopo­
dobnie tworzy się związek pośredni, z którego cząsteczka galaktozy może 
być przeniesiona na wodę (hydroliza) lub odpowiedni aglikon (synteza) 
(patrz rozdz. III-3) (50b).

W przypadku wrodzonego braku enzymu nierozłożony cerebrozyd wy­
wołuje pojawienie się i rozrost tzw. komórek globoidalnych, cerebrozyd 
infiltruje do tych komórek i w nich gromadzi się (108). Podobny obraz (109) 
uzyskuje się przez podanie cerebrozydu do hodowanych in vitro komórek 
nerwowych. W rozwijającej się tkance mózgowej komórki globoidalne pro- 
liferując „zagłuszają” komórki oligodendrogleju, które zaprzestają pro­
dukcji mieliny (110,111). W wyniku tego procesu stwierdza się obniżenie 
ilości wszystkich lipidów wchodzących w skład mieliny — w tym również 
cerebrozydu (110). W odróżnieniu jednak od innych przypadków demielini- 
zacji i dysmielinizacji zmieniony jest stosunek cerebrozydu do sulfatydu, 
który w istocie szarej zamiast 2,20 wynosi 3,53 (110). Wtórnym następstwem 
jest zaburzenie metabolizmu wszystkich innych lipidów tkanki mózgo­
w e j— między innymi zmiana rozkładu odsetkowego gangliozydów (1 1 0 , 
1 1 2 ), zmiany w obrocie kwasów tłuszczowych itp. (1 1 2 ).

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

Surowe homogenaty tkankowe hydrolizują 4-MUB-P-Glc. W przypad­
ku homogenatu leukocytów (113,114) i tkanki mózgowej (115) reakcja ma 
dwa szczyty optimum pH — około 4,5 i 5,3, w przypadku fibroblastów
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[21] G L IK O ZY D A Z Y  LIZO SO M A LN E 249

jeden, szeroki, przy pH 4,0 — 4,5 (44;114). Na ogół Tritón X-100 (44) i inne 
detergenty (51a,115,116) stymulują aktywność przy pH 4,5, według niektó­
rych autorów w przypadku tkanki mózgowej przy pH 5,3 (115). W tkance 
mózgowej znajduje się najwyższa aktywność w podwzgórzu i korze móz­
gowej, najniższa w móżdżku (115).

Istnieją podstawy do przypuszczeń, że w tkankach występują dwa od­
rębne enzymy: rozpuszczalny o optimum pH 5,3 hydrolizuje glukozydy 
drobnocząsteczkowe między innymi 4-MUB-P-Glc (116,117) a także gluko- 
zydy sterydów (116), zaś nie hydrolizuje glukozyloceramidu, natomiast 
drugi, bardzo silnie związany ze strukturam i subkomórkowymi, 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- 
gozynę (118) a także, bardzo słabo, cellobiozę, gencjobiozę i $-metylogluko- 
zyd (51a,b).

Tak więc, cerebrozydo-f^glukozydaza w odróżnieniu od cerebrozydo-^- 
-galaktozydazy, hydrolizuje zarówno glikolipidy jak i glikozydy rozpusz­
czalne w wodzie. Niektóre właściwości fi-glukozydazy przedstawia tabela 5.

H o i O’ B r i e n (122 a,b) stwierdzili, że pełna aktywność enzymatycz­
na |3-glukozydazy przejawia się po połączeniu dwu składników — związa­
nego z błoną składnika C i rozpuszczalnego glikoproteidu P. Składnik C, 
wrażliwy na podwyższoną temperaturę, hydrolizuje wprawdzie glukozylo­
ceramid, ale prawie 10 razy szybciej hydrolizuje 4-MUB-§-Glc. Składnik 
P nie ma właściwości enzymatycznych i jest niewrażliwy na podwyższoną 
temperaturę. Dodanie czynnika P podwyższa 7,4 razy aktywność enzyma­
tyczną składnika C wobec 4-MUB-Glc i aż 39 razy wobec Glc-cer tak, że 
w rekonstruowanym enzymie stosunek obu aktywności wynosi 1 , 8  ( 1 2 2  

a i b). Czynnik P powoduje też przesunięcie optimum pH działania enzymu 
izolowanego z łożyska z 6,0 — 6,5 do 5,0 (121 a). Być może czynnik P jest 
identyczny z nieswoistym aktywatorem opisanym przez L i i L i  (46). 
Spadek aktywności enzymu w czasie przechowywania ( 1 2 1  a) oraz po roz­
cieńczeniu homogenatu (44) można tłumaczyć nietrwałością enzymu, od­
łączaniem się czynnika P (121 a) lub też brakiem fosfolipidowego aktywa­
tora ( 1 2 1  b).

Znane są przypadki wrodzonego braku obu postaci enzymu (tzw. postać 
dziecinna choroby Gaucher) lub też jedynie enzymu związanego z elemen­
tami strukturalnym i (postać młodzieńcza choroby Gaucher), (116) — co 
sugeruje związek genetyczny między obiema formami enzymu. W narzą­
dach wewnętrznych tych chorych gromadzą się — prócz glukozylocerami­
du — ogromne ilości glikoproteidów o bardzo heterogennych łańcuchach 
oligosacharydowych, co świadczy o udziale enzymu w katabolizmie tych 
związków (119,120). W tkance nerwowej obserwuje się stosunkowo nie­
znaczne gromadzenie glukozyloceramidu, co nasuwa przypuszczenia, że ce- 
rebrozyd powstały z gangliozydów usuwany jest w inny sposób (33). In 
vivo inhibitorem glukocerebrozydazy jest N/n-heksylo-O-glukozylosfingo-

8 Postępy B iochem ii http://rcin.org.pl
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[23] G LIK O ZY D A ZY  L IZO SO M A LN E 251

zyna. Hodowane komórki po dodaniu tego związku do pożywki tracą zdol­
ność rozkładania glukozyloceramidu — stając się modelem choroby Gau- 
chera (33). Katabolizm gangliozydów pozostaje niezmieniony (33). Oczysz­
czona cerebrozydo-fi-glukozydaza wyizolowana z mózgu (123) i ze śledziony 
(51 a i b) wykazuje również aktywność transferazową. Donatorem glukozy 
może być 4-MUB-£-Glc, pNP-f3-Glc, Glc-cer i, w bardzo słabym stopniu, 
dezoksykortykosterydo-glukozydy (51a), natomiast enzym nie stymuluje 
przyłączenia wolnej glukozy ani przeniesienia jej cząsteczki z (i-metylo- 
glukozydu (123), UDP-glukozy i 1-P-glukozy (51 a). In vitro reakcja za­
chodzi jedynie w obecności detergenta (5la, 123) a stymuluje ją również 
glikoproteid Gauchera (51a,b,123). K a n f e r i wsp. (51b) uważają, że two­
rzy się kompleks enzymu z substratem. Zależnie od warunków cząsteczka 
glukozy odłączona od kompleksu przeniesiona być może na cząsteczkę wody 
lub ceramidu. Proponowany schemat reakcji przedstawia rycina 3 (p. str. 
232).

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

Metodą elektroforezy oraz chromatografii jonowymiennej można wyróż­
nić dwie postacie kwaśnej a-galaktozydazy — termolabilną formę A i ter- 
mostabilną formę B (48,124,125). Różnice w ruchliwości elektroforetycznej 
obu postaci zależą od podłoża i pH buforu. W elektroforezie na żelu skro­
biowym w pH 7,0 enzym A ma wyższą ruchliwość anodową (125), na octa­
nie celulozy w pH 6,5 — niższą (131). Stosunek ilościowy obu postaci jest 
różny w różnych tkankach (126). Metodą elektroogniskowania w wyciągu 
z fibroblastów można stwierdzić heterogenność enzymu — uzyskano 7  pasm 
aktywności o pi: 3,60; 3,74; 3,80; 4,34; 4,60; 6,40 oraz 6,80. Dwa ostatnie 
są prawdopodobnie agregatami (127). Właściwości enzymu przedstawia 
tabela 6 .

Enzym A hydrolizuje zarówno substraty syntetyczne i mellibiozę jak 
i glikolipidy (patrz Ryc. 1). Reakcje hydrolizy trójheksozyloceramidu (Gl3) 
i substratów syntetycznych różnią się 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 Gl3 rozkładany jest jedynie w obecności Tritonu X-100 i taurochola- 
nu sodu; albumina nieco hamuje reakcję, zaś obecność soli np. 0,2 M NaCl 
lub (NH„)2S 0 4 całkowicie ją hamuje. Hydrolizę Gl3 hamuje produkt reak­
cji — laktoceramid, wyższe stężenie Gal-Gal-cer oraz glukozyloceramid, 
natomiast obecność galaktozyloceramidu, ceramidu i kwasów tłuszczowych 
nie wpływa na przebieg reakcji a obecność Gal-aGal-cer w niskich stęże­
niach reakcję stymuluje (128). Hydrolizę substratów syntetycznych hamuje 
galaktoza i mellibioza (48,128,129a) oraz mioinozytol (48,129a), natomiast 
obecność glikolipidów, albuminy ani detergentów nie wpływa na reakcję 
(128). Na tej podstawie H o przypuszcza, że hydroliza glikolipidów wyma-
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[2 5 ] G L IK O ZY D A ZY  LIZO SO M ALNE 253

ga odpowiedniej modyfikacji cząsteczki a niektóre glikolipidy (laktoceramid 
i glukoceramid) współzawodniczą o miejsce modyfikujące (128).

Enzym B, bardziej termostabilny, nie hydrolizuje mellibiozy (48,129a), 
natomiast, wbrew dawniejszym sugestiom (48,128), hydrolizuje — choć 
w bardzo niewielkim stopniu — trójheksozyloceramid (Gl3) (129a). Brak 
aktywności a-galaktozydazy A w komórkach, któremu towarzyszy zazwy­
czaj podwyższenie aktywności a-galaktozydazy B (129 b) powoduje groma­
dzenie się w tkankach, trójheksozyloceramidu (zob. 4 a i b). Fakt ten suge­
ruje, że in vivo glikolipid jest hydrolizowany głównie, jeśli nie jedynie, 
przez enzym A. Krzywa zależności aktywności enzymu B od temperatury 
sugeruje, że w temperaturze 25° białko enzymatyczne zmienia konforma­
cję (48). Działanie neuraminidazą na mieszaninę enzymów powoduje 
zmniejszenie ruchliwości anodalnej poszczególnych postaci enzymu (126, 
130), lecz nie powoduje przejścia jednej postaci w drugą (48,126,131). 
Działanie neuraminidazą na oczyszczony enzym nie zmienia właściwości 
enzymatycznych enzymu A, natomiast zmniejsza do 1/3 zdolność enzy­
mu B do hydrolizy glikolipidu F a b r y ’ e g o  (131). Przeciwciała uzyska­
ne przez immunizację oczyszczonym enzymem A precypitują jedynie en­
zym A i jego desjalową pochodną, to samo dotyczy przeciwciał przeciw 
enzymowi B (48, 124), co świadczy o odrębności obu białek. Dziedziczny 
brak aktywności a-galaktozydazy A (tzw. choroba Fabry’ego) przekazy­
wany jest jako cecha związana z chromosomem X (132, zob. 4 a i b), dla­
tego przypuszczano, że ,,gen rządzący syntezą” a-galaktozydazy A mieści 
się na tym chromosomie. Okazało się jednak, że mieszańce konia i osła — 
zarówno muły jak i osłomuły — mają, niezależnie od płci, dwa izoenzymy 
pochodzące od obojga rodziców (125). Wydaje się więc, że gen struktural­
ny mieści się na innym chromosomie, natomiast na chromosomie X znaj­
duje się gen kontrolujący ekspresję enzymu, albo też, że enzym zbudowa­
ny jest z podjednostek i synteza jednej z nich kontrolowana jest przez gen 
umieszczony na chromosomie X.

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

Udział fukozydazy lizosomalnej wydaje się konieczny w katabolizmie 
glikoproteidów i złożonych fukoglikolipidów na przykład substancji grupo­
wych krwi. Niektóre fakty pośrednio potwierdzają to przypuszczenie — 
brak aktywności a-fukozydazy kwaśnej prowadzi do gromadzenia obu ro­
dzajów związków w tkankach chorego (133 a i b). Niestety bardzo mało 
wiemy o tym enzymie. Zostały oczyszczone a-fukozydazy nielizosomalne na 
przykład z najądrza szczura enzym o masie cząstkowej 2 1 0 — 2 2 0  0 0 0 , pi
6,3 i optimum pH 6,3 (134). Przy pomocy elektroforezy na skrobi w homo- 
genacie wątroby (135) w fibroblastach i limfoblastach (23) można wyróżnić 
6  pasm enzymu aktywnego w pH 4,8, w leukocytach obwodowych — 3 do 
4, natomiast w osoczu tylko jedno pasmo różniące się od pozostałych naj-

http://rcin.org.pl



2 5 4 B. C ZARTO RYSK A [26]

wyższą ruchliwością anodalną (23). pi poszczególnych pasm otrzymanych 
z homogenatu wątroby wynosi: 6,9, 6,5, 6,1, 5,9, 5,7, 5,5, (135). Działanie 
neuraminidazą na homogenat zmniejsza ruchliwość dwu pasm anodalnych 
(23, 135). Jedynie niektóre z tych form są zapewne pochodzenia lizosomal- 
nego. T u r n e r  i wsp. zauważyli polimorfizm genetyczny a-fukozydazy 
kwaśnej, widoczny najwyraźniej po rozdziale metodą elektroogniskowania 
białek homogenatu leukocytów poddanego najpierw działaniu neuramini- 
dazy. Wyróżnia się trzy fenotypy— 1, 2 i 2-1, będące rezultatem działania 
dwu allelicznych genów kodominujących Fu 1 i Fu2. W badanej populacji 
Nowego Yorku wśród białych gen Fu 1 był trzy razy częstszy a wśród Mu­
rzynów 13 razy częstszy od genu Fu2 (136).

Metodą sączenia molekularnego na kolumnie Sephadex G-200 rozdzielić 
można z homogenatów różnych tkanek dwie główne aktywności a-fukozy­
dazy. Obie frakcje łącznie są termostabilne. Oddzielna frakcja I zachowuje 
termostabilność a inaktywuje się w czasie inkubacji w pH alkalicznym 
(137,138); lepiej rozkłada 4-MUB-a-Fuk (optimum pH 5,5) (138) a nieco 
gorzej pNP-a-Fuk — (optimum pH 4,5—5) (137,138). Oddzielona frakcja 
II staje się termolabilną, inaktywuje się po inkubacji w środowisku kwaś­
nym (pH 5,5) (137,138) a optimum pH jej działania wynosi 5,5 (137) czy też 
6,0 — 6,5 (138). Wydaje się, że enzymem lizosomalnym jest jedynie enzym 
I (138). Badając hydrolizę 4-MUB-a-Fuk przez homogenat wątroby w pH
5,4 oznaczono K M równe 8,5X10_5M (135).

III-6. a-mannozydaza (E.C.3.2.I.24, a -D-mannozydomannohydrolaza)W

Enzym ten jest bardzo mało poznany. Z homogenatów tkankowych przy 
pomocy chromatografii na kolumnie z DEAE-celulozy można rozdzielić trzy 
aktywności kwaśnej a-mannozydazy A, B i B 2 o optymalnym pH hydrolizy 
i wzajemnym stosunku charakterystycznym dla danej tkanki (139,140). 
Formy te prawdopodobnie różnią się zawartością kwasu sjalowego i, być 
może, konformacją (140). Według niektórych autorów forma A przechodzi 
w B nie tylko pod wpływem neuraminidazy (140) ale także spontanicznie 
w czasie przechowywania, przy czym nie tylko maleje pi, ale wzrasta też 
masa cząsteczkowa (139). Aktywność obu enzymów hamuje EDTA oraz 
jony Co++ a stymulują jony Zn++ (139). Termolabilny enzym o optymal­
nym pH 6,5 (139,140) prawdopodobnie nie jest enzymem lizosomalnym.

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

(3-glukuronidaza występuje zarówno w lizosomach jak i w mikroso- 
mach — w obu przypadkach dość silnie związana jest z błoną organelli. 
Zawiesina mikrosomów hydrolizuje P-fenolftaleinoglukuronid, co sugeru-
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256 B. C Z AR TO R Y SK A [28]

je, że enzym znajduje się po zewnętrznej stronie błony, gdyż substrat 
ten nie wchodzi do wnętrza kanalików (39). Wniosek ten potwierdzają ba­
dania nad solubilizacją enzymu (141). W mikrosomach występuje on w licz­
nych formach o ruchliwości podobnej do mniej elektroujemnych form wy­
stępujących w lizosomach. Działanie trypsyną, chymotrypsyną lub wycią­
giem z lizosomów powoduje przesunięcie w obrazie elektroforogramu, któ­
ry staje się podobny do obrazu bardziej elektroujemnych enzymów lizoso- 
malnych (39). Być może, że w myśl teorii G o l d s t o n e ’a i wsp. (10), nie­
które z enzymów mikrosomalnych są prekursorami enzymów lizosomal- 
nych. Włączenie do systemu lizosomów odbywałoby się w tym przypadku 
nie po dołączeniu kwasu sjalowego a raczej po odczepieniu jakiegoś pep- 
tydu. W lizosomach wątroby szczura stwierdzono metodą elektroognisko- 
wania obecność około 12 pasm aktywności o pi od 5,58 do 6,02, wrażliwych 
na działanie neuraminidazy (39). Właściwości niektórych preparatów enzy­
matycznych przedstawia tabela 7.

Przedstawione w tabeli dane ilustrują różnice zarówno międzygatun- 
kowe jak i międzynarządowe. Niestety niewiele wiemy o P-glukuronidazie 
ludzkiej. Elektroforetycznie stwierdza się różnice tkankowe — na przykład 
w płytkach krwi występują trzy formy, a w łożysku dwie (14). Enzym 
reaguje z przeciwciałami uzyskanymi przez immunizację enzymem izolo­
wanym z tkanek szczura (14). Brak aktywności P-glukuronidazy w tkan­
kach prowadzi do nadmiernego gromadzenia oraz wydalania z moczem 
nierozłożonych mukopolisacharydów. Choroba ta znana jest pod nazwą 
mukopolisacharydozy VI (zob. 3).

I I I - 8 . N euram inidaza (E.C. 3.2.1.18, m ukopolisacharydo-N -acetyloneuram inylohydrola- 
za, sjalidaza)

Na podstawie niezbyt obfitych danych doświadczalnych można przy­
puszczać, że istnieją co najmniej trzy rodzaje neuraminidazy — rozpuszczal­
na, związana z błoną plazmatyczną lub synaptyczną oraz lizosomalna — 
patrz tabela 8 . Przyczyną rozbieżności opinii na temat właściwości neura­
minidazy lizosomalnej może być obecność lub nieobecność w badanych 
preparatach enzymu z błon synaptycznych lub plazmatycznych. Według 
G i e l s e n a  (153) głównym zadaniem rozpuszczalnej neuraminidazy jest 
regulacja metabolizmu glikoproteidów rozpuszczalnych przez regulację 
wydalania ich poza komórkę i wychwytywania przez hepatocyty (26), nato­
miast enzym wbudowany w błonę synaptyczną czy plazmatyczną, mając 
bezpośredni kontakt ze współtworzącymi ją glikoproteidami i gangliozyda- 
mi regulują strukturę a więc i funkcję tych błon. Neuraminidaza lizoso­
malna degraduje makrocząsteczki, pochodzące ze zniszczonych czy zużytych 
struktur. Być może, że w prawidłowej komórce do lizosomu docierają gan- 
gliozydy częściowo rozłożone przez neuraminidazę synaptosomalną. Sek-
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2 5 8 B. C ZA R TO R Y SK A [30]

wencja degradacji gangliozydów w mózgu jest niejasna (Ryc. 1). Z jednej 
strony wydaje się, że tkanka posiada komplet enzymów pozwalający na 
degradację trójsjalo-gangliozydów według schematu zaproponowanego 
przez Tallmana i Brady’ego (45 b), tj. że każdy gangliozyd ma dwie możli­
wości katabolizmu i albo neuraminidaza odszczepia kwas sjalowy albo 
odpowiednia glikozydaza galaktozę lub heksozoaminę. Z drugiej strony 
w przypadku wrodzonego braku aktywności (5-galaktozydazy lub P-hekso- 
zoaminidazy gromadzi się głównie gangliozyd i minimalne ilości asjalogan- 
gliozydu. Wydaje się, że przyczyną tego faktu są przeszkody przestrzenne 
wynikające bądź to z budowy cząsteczki gangliozydu, która utrudnia do­
stęp enzymu, gdy kwas sjalowy przyłączony jest w środku łańcucha oligo­
sacharydowego bądź też z „m ikroarchitektury” lizosomu, utrudniającej 
kontakt gromadzonego związku z enzymem.

IV. Uwagi końcowe

W poprzednim rozdziale czytelnik znalazł garść informacji o wynikach 
badań nad solubilizowanymi i izolowanymi gllkozydazami lisosomalnymi. 
Należy specjalnie podkreślić różnicę między sytuacją w probówce i sytuacją 
w lizosomie w nienaruszonej komórce. Dotyczy to przede wszystkim swois­
tości enzymu — że powtórzymy przykład (5-heksozoaminidazy B, która 
in vitro  hydrolizuje asjalo-GM2-gangliozyd i GM2-gangliozyd a usunąć ich 
z komórki nie jest w stanie. W lizosomie różna jest zarówno konformacja 
białka enzymatycznego jak i forma substratu. Większość heteropolisachary- 
dów trudno rozpuszcza się w wodzie i łatwo tworzy kompleksy z innymi 
związkami. W przypadku glikolipidów cząsteczka ma charakter mniej lub 
więcej hydrofobowy, czego wynikiem jest charakterystyczna kinetyka 
reakcji. W różnych przypadkach różna jest zależność reakcji od stężenia 
enzymu, stężenia substratu oraz obecności innych białek, w zależności Od 
tego, czy z enzymem reaguje substrat w formie monomeru czy micelli oraz 
czy zachodzi równowaga między tymi formami (154). W zdrowej komórce 
aktywność enzymów lizosomalnych wydaje się być wystarczająca do usu­
nięcia wszelkich zbędnych makrocząsteczek. Inaczej bywa w stanach pato­
logicznych. Medycyna wyróżnia całą grupę tzw. chorób lizosomalnych. 
Pierwotną ich przyczyną jest błąd w zapisie informacji genetycznej, któ­
rego skutkiem jest brak lub zmiana określonej aktywności enzymatycznej. 
Opisano choroby związane z brakiem lub obniżeniem każdej z omawianych 
glikozydaz, prócz neuraminidazy, choć ostatnio ukazała się praca, której 
wyniki sugerują brak aktywności neuraminidazy w fibroblastach chorych 
na mukolipidozę II (I-cell disease) (155). Znane są analogiczne choroby 
zwierząt. Psy miewają chorobę analogiczną do choroby Krabbego — tj. 
w tkankach chorych brak aktywności galaktocerebrozydazy (157). Zdarzają 
się koty sjamskie, w których tkankach brak aktywności fl-galaktozydazy
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rozkładającej substraty syntetyczne i Givq-gangliozyd (156 a i b). N ajbar­
dziej ewidentym następstwem braku enzymu w lizosomach jest akumulacja 
nierozłożonego metabolitu — glikolipidu, glikoproteidu, glikozoaminoglika- 
nu — w tkankach a ściśle mówiąc w cytoplazmie komórek. Stąd dawna naz­
wa choroby spichrzeniowe. O rozmiarach akumulacji świadczy na przykład 
fakt, że u chorych, w komórkach których brak jest aktywności ^-glukozy- 
dazy, nierozłożone metabolity powodują, że w wieku kilkunastu lat śledzio­
na ważyć może ponad 2 kg — zamiast kilkuset gramów (120). Nie rozkłada­
ny związek czy związki gromadzą się w lizosomach — często w postaci agre­
gatów z innymi substancjami. Powoduje to pęcznienie, proliferację, 
wreszcie pękanie lizosomów, wylewanie się enzymów do cytoplazmy, za­
chwianie równowagi metabolicznej. Zmiany te mają zawsze charakter po­
stępujący.

W przypadku braku P-heksozoaminidazy A w cytoplazmie kory mózgo­
wej powstają tzw. „błonowe ciała cytoplazmatyczne” (MCB), pochodzenia 
lizosomalnego, metodami histochemicznymi stwierdzono w nich bowiem 
obecność kwaśnej fosfatazy (158 a). Podobne twory znajduje się w przy­
padku braku P-galaktozydazy (158 b, c). W obu przypadkach zbudowane są 
one z gangliozydu GM 1 lub GM2, który stanowi 1/3 ich suchej masy, a także 
z cholesterolu, fosfolipidów — głównie lecytyny —, niewielkich ilości gli­
kolipidów obojętnych — w tym głównie glukozyloceramidu — oraz białka 
stanowiącego około ll°/o suchej masy (158 b). Powstawanie analogicznych 
tworów w cytoplazmie hodowanych in vitro fibroblastów pochodzących od 
chorych można sprowokować przez podanie zewnątrz komórkowo odpo­
wiedniego gangliozydu (109). Prawdopodobnie są to „zablokowane” lizoso­
my. W przypadku braku ^-glukozydazy — w śledzionie chorych obserwuje 
się szereg gęsto upakowanych, skręconych tworów złożonych z dwu 
warstw (ang. bilayers) o grubości 6  nm. Lipidy — glukozyloceramid, fos­
folipidy i wolny cholesterol w stosunku molowym 1 2 :8 : 2  — stanowią 8 8 %  
tych struktur, reszta to glikoproteid o masie cząstkowej 95 000 oraz pep- 
tyd o masie cząsteczkowej 26-38 000. Glikoproteid jest prawdopodobnie 
umiejscowiony wewnątrz tych tworów, bowiem są one oporne na działa­
nie pronazy (159). Powstawanie tych tworów jest przykładem „błonotwór- 
czych” właściwości glikolipidów. W wyższych stężenia agregują one z in­
nymi substancjami, tworząc struktury  błonowe, w których inne składniki 
są niedostępne dla właściwych enzymów lizosomalnych. Być może nastę­
puje też reagregacja fragmentów błon. W przypadkach braku (5-galaktozy- 
dazy stwierdza się nieprawidłowości w składzie estrów cholesterolu. Estry 
te zawierają nienasycone kwasy tłuszczowe a więc kwasy występujące 
zazwyczaj w pozycji P-lecytyny. Tłumaczyć to można aktywacją fosfoli- 
pazy A lub też transacylacją (160). W przypadkach braku heksozoamini- 
dazy A stwierdza się różnice w składzie wolnych aminokwasów w tkance 
mózgowej między innymi spadek ilości hydroksyproliny, glutaminy, gli­
cyny, alaniny a wzrost ilości asparaginy, kwasu asparaginowego (161). Te
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dwa przykłady ilustrują — jak odległe bywają wtórne skutki omawianych 
schorzeń od ich przyczyn. Nieprawidłowości katabolizmu gangliozydów 
wyw7ołują zmiany degeneracyjne najpierw w korze mózgowej, a później 
również w istocie białej, powodując rozpad początkowo prawidłowo utwo­
rzonej mieliny.

Tak więc wszelkie nieprawidłowości w działaniu enzymów lizosomal- 
nych zaburzają prawidłowe działanie organizmu a obserwacja stanów pato­
logicznych zwraca uwagę na ogromną i doniosłą pracę wykonywaną przez 
te organelle w zdrowej komórce.

Spostrzeżenia te pobudzają do nowych badań. Wciąż jeszcze wiemy 
niewiele o szeregu nie omawianych w artykule enzymach: a-heksozoamini- 
dazie i a-iduronidazie — głównych czynnikach katabolizmu glikozoamino- 
glikanów oraz ß-ksylozydazie, a-arabinidazie ß-fukozydazie itp. Nieznana 
jest „m ikroarchitektura” lizosomu i rozmieszczenie w nim enzymów, nie­
znany sposób kontaktu makrocząsteczki z kompletem odpowiednich enzy­
mów, mechanizm reakcji, czynniki in vivo modyfikujące swoistość. Nie 
znamy też dokładnie mechanizmów rządzących powstawaniem lizosomu 
i umiejscowieniem w nim poszczególnych enzymów. Wszystkie te zagad­
nienia są przedmiotem intensywnych badań.

A r tyk u ł  nadszedł  3.11.1976; po rew iz j i  au torsk ie j  o trzym an o  22.12.1976.
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Budowa chemiczna związków zaliczanych do grupy glikozoaminoglika- 
nów oraz ich kompleksów białkowych, a także rola biologiczna i metabo­
lizm zostały omówione niedawno na łamach Postępu Biochemii (1). W ni­
niejszej pracy opisane będą metody wyodrębniania glikozoaminoglikanów 
z tkanek, ich rozdzielania i ilościowego oznaczania.

I. Wyodrębnianie glikozoaminoglikanów.

1-1. Przygotowanie tkanki.

Pierwszym etapem wyodrębniania glikozoaminoglikanów z tkanek jest 
dokładne rozdrobnienie badanego materiału przy użyciu homogenizatorów 
nożykowych lub tłoczkowych, przy równoczesnym chłodzeniu.

Następnie tkankę poddaje się odtłuszczaniu mieszaniną alkoholu lub 
acetonu z eterem albo chloroformu z metanolem, ponieważ lipidy utrudnia­
ją penetrację kwasów i wodnych roztworów do tkanki. Tkanki bogate 
w wapń (kości i chrząstki) powinny być odwapnione wersenianem w pH 
wyższym od 8  w temperaturze 37°C.

1-2. Uwalnianie glikozoaminoglikanów z kompleksów białkowych.

Glikozoaminoglikany tkanki łącznej występują przeważnie w formie 
kowalencyjnych połączeń z białkami, dlatego kolejnym etapem wyodręb­
niania jest uwolnienie ich od komponenty białkowej.

Najlepszą jak dotąd i najczęściej stosowaną metodą jest hydroliza skład­
nika białkowego przy użyciu enzymów proteolitycznych. Szczególnie od­
powiednie do tego celu są proteazy roślinne: papaina, bromelina i ficyna. 
Trawienie papainą przeprowadza się w pH bliskim obojętnego (pH 6,0 — 
7,5). Odporność enzymu na stosunkowo wysoką tem peraturę 65 — 70°C) 
pozwala na prowadzenie proteolizy w warunkach uniemożliwiających roz­
wój bakterii. Dla uzyskania pełnej aktywności, papainę należy aktywować 
czynnikami redukującymi (cysteiną, 2 ,3 -dwumerkaptopropanolem) lub 
cyjankiem potasu (2) w obecności EDTA (3,4,5). Odpowiednie stężenie 
EDTA, z uwagi na jego zdolność kompleksowania jonów wapniowych, jest 
szczególnie ważne. Ekstrahowanie glikozoaminoglikanów z tkanek bogatych 
w wapń wymaga stosowania wyższych stężeń EDTA podczas proteolizy 
(6 ). EDTA kompleksuje również jony metali ciężkich, których śladowe 
ilości katalizują reakcję utleniania cysteiny zmniejszając jej aktywujące 
działanie na enzym. Zbyt wysokie jednak stężenie EDTA zmienia właści­
wości glikozoaminoglikanów szczególnie hialuronianu, wpływając na sche­
mat elucji w toku późniejszego ich frakcjonowania (6 ). Pronaza B działa po­
dobnie jak papaina, nie wymaga jednak uprzedniej aktywacji.

Czas prowadzenia proteolizy zależny jest od rodzaju badanej tkanki
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i wynosi zwykle od kilku do kilkunastu godzin. Ilość uwolnionych glikozo- 
aminoglikanów z aorty królika po 4-godzinnym trawieniu nie różniła się 
od ilości uzyskanej po 12 godzinach trawienia tkanki (6 ). Całkowity zaś 
rozpad tkanki skórnej trawionej papainą następował po 6  godzinach (7). 
Chrząstka z kolei wymaga znacznie dłuższej proteolizy sięgającej nawet 
24 godzin (8 ). Po enzymatycznej hydrolizie ewentualnie niestrawioną pozo­
stałość usuwa się przez wirowanie.

1-3. Wytrącanie glikozoaminoglikanów z wyciągów tkankowych.

Jednym z najprostszych sposobów wydzielania glikozoaminoglikanów 
z wyciągów tkankowych jest ich wytrącenie dwu- lub trzykrotną objęto­
ścią etanolu w obecności chlorku sodowego lub wapniowego, a najlepiej 
octanu sodowego (9), ze względu na dobrą rozpuszczalność tej soli w alko­
holu. Jeśli równocześnie z polisacharydami wytrącają się sole nieorganicz­
ne, można je usunąć przez rozpuszczenie osadu w wodzie i ponowne wy­
trącenie alkoholem. Stosowanie etanolu do wytrącania glikozoaminoglika­
nów z wyciągów tkankowych stwarza niebezpieczeństwo równoczesnego 
wytrącenia białka. Można tego uniknąć usuwając białko, np. kwasem trój- 
chlorooctowym przed wytrąceniem glikozoaminoglikanów.

W 1955 roku S c o t t  (10) zastosował po raz pierwszy do wytrącenia 
polianionów długołańcuchowe alifatyczne sole amoniowe. Glikozoaminogli- 
kany tworzą ze związkami takimi jak bromek cetylotrójmetyloamoniowy, 
chlorek cetylopirydyniowy lub bromek cetylopirydyniowy, czwartorzędowe 
kompleksy amoniowe, trudno rozpuszczalne w roztworach wodnych o nis­
kiej sile jonowej. Siarczan keratanu nie wytrąca się z roztworów o pH blis­
kim 7, można go jednak wytrącić w obecności boranu przy pH 9,5 (9).

W ytrącanie glikozoaminoglikanów przy użyciu długołańcuchowych soli 
amoniowych stosowano zarówno w pracach na skalę makro jak i mikro, 
w badaniach składu krążków międzykręgowych (11,12) chrząstki (11,13) 
i ściany aorty (6,14).

W przypadku stosowania soli amoniowych do wytrącania glikozoamino­
glikanów z hydrolizatu tkankowego pominąć można etap odbiałczania. 
Punkt izoelektryczny większości białek jest znacznie wyższy od pH w arun­
kującego jonizację anionowych grup glikozoaminoglikanów. Dodawanie 
zatem soli amoniowej do roztworu powoduje wytrącanie glikozoaminogli­
kanów, podczas gdy białka oraz produkty trawienia pozostają w roztworze.

1-4. Otrzymywanie rozpuszczalnych soli glikozoaminoglikanów.

Czwartorzędowe kompleksy amoniowe glikozoaminoglikanów oddzielo­
ne od produktów proteolizy, można zamienić w rozpuszczalne w wodzie 
sole potasowców lub wapniowców. Metody otrzymywania soli glikozoami-

http://rcin.org.pl



2 7 0 B. SU S Z K A  I IN. [4]

noglikanów można podzielić na dwie zasadnicze grupy. Pierwsze z nich 
opierają się na rozpuszczalności kompleksów amoniowych glikozoaminogli- 
kanów w stężonych wodnych roztworach soli nieorganicznych. „Zdolność 
rozpuszczająca” roztworów soli nieorganicznych zależy głównie od rodzaju 
kationu, a w mniejszym stopniu również od anionu i układa się w szereg 
K+ >  Na+ >  Li+ >  Ca++ !> Mg +. Kompleksy rozpuszczają się łatwiej 
w podwyższonej temperaturze (35—40°C) w obecności niewielkiej ilości 
etanolu. Dodanie do roztworu 2—3-krotnej objętości etanolu powoduje 
wytrącenie soli glikozoaminoglikanów z nieorganicznym kationem, gdyż 
w tych warunkach ta właśnie kombinacja jonów charakteryzuje się naj­
mniejszym iloczynem rozpuszczalności. «

Oddzielenie glikozoaminoglikanów od soli amoniowej można osiągnąć 
również przez usunięcie tej ostatniej z roztworu. W stężonych roztworach 
soli nieorganicznych rozpuszczalność soli amoniowych (np. chlorku cety- 
lopirydyniowego i bromku cetylotrójmetyloamoniowego) poniżej tzw. 
„temperatury krytycznej rozpuszczalności” jest bardzo mała. Ochłodzenie 
roztworu do tem peratury około +4°C powoduje prawie całkowite w ytrą­
cenie soli amoniowej. Pewne adsorbenty wykazują silne powinowactwa do 
soli amoniowych, można je przeto stosować do usuwania tych soli z roztwo­
ru. Szczególnie nadają się do tego celu ziemia Fullera (odczynnik Lloyda) 
i węgiel aktywowany. Zamiast adsorbentów użyć można żywic jonowy­
miennych silnie zasadowych typu Dowex 1 lub Amberlit IRA-400. Naj- /  
bardziej celowe jest połączenie obu metod: wstępnego wytrącania przez 
ochłodzenie, po którym następuje usunięcie ostatnich śladów soli amonio­
wej drogą adsorpcji.

Drugi ze sposobów otrzymania rozpuszczalnych w wodzie soli glikozo­
aminoglikanów polega na rozpuszczeniu kompleksu amoniowego w eta­
nolu (15). Dodanie stężonego etanolowego lub wodnego roztworu soli nie­
organicznej powoduje wytrącanie soli glikozoaminoglikanów z nieorganicz­
nym kationem.

Pewną odmianą tej metody jest bezpośrednie potraktowanie osadu 
kompleksu glikozoaminoglikanów alkoholowym roztworem soli. Zachodzi 
tu swego rodzaju „wymiana jonowa” między osadem a jonami w roztworze, 
w wyniku której jony amoniowe -kompleksu zastąpione zostają jonami me­
talu. Ponieważ wymiana jonów przebiega na granicy dwóch faz, stałej 
i ciekłej, proces należy prowadzić co najmniej przez 30 minut, przy rów­
noczesnym mieszaniu, a następnie powtórzyć go dwu- lub trzykrotnie ze 
świeżą porcją roztworu.
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II. Metody rozdzielania glikozoaminoglikanów.

II-1. Chromatografia kolumnowa.

Metody chromatograficzne to głównie metody kolumnowe z użyciem 
wymieniaczy jonowych. Chromatografia jonowymienna została po raz 
pierwszy zastosowana do rozdzielenia glikozoaminoglikanów przez D a - 
v i d s o n a  i M e y e r a  (16). Polisacharydy adsorbowano na kolumnie 
zawierającej Dowex 1X1 i eluowano roztworami kwasu solnego. Rozdzie­
lano również glikozoaminoglikany ze skóry szczura na amionicie Dowex 
1X2 w skokowym gradiencie NaCl (17), nie uzyskując dobrych rezultatów, 
chociaż wzorcową mieszaninę czystych glikozoaminoglikanów udało się za­
dowalająco rozdzielić. Ponadto Dowex 1 powodował częściową destrukcję 
heparyny, połączoną z utratą jej aktywności biologicznej. Używano rów­
nież podobnego typu żywicy Deacidite FF-X 8  (18,19). R i n g e r t z  
i R e i c h a r d  (20) zastosowali celulozę ECTEOLA do rozdzielania kwasu 
hialuronowego, chondroityno-4-siarczanu i heparyny eluując je roztwora­
mi 0,1 N kwasu solnego o skokowo wzrastającej zawartości NaCl. Metodą 
tą badano skład glikozoaminoglikanów rogówki (21) i chrząstki (22). Sto­
sowano również dwuetyloaminoetylowe pochodne celulozy i dekstranu: 
DEAE-celulozę i DEAE-Sephadex (23—29).

Wspólną wadą metod jonowymiennych było niezadawalające odzyski­
wanie składników naniesionych na kolumnę. Stosując żywicę Deacidite 
F F X 8  i elucję roztworami chlorku sodu można było uzyskać zaledwie 
30—50°/o glikozoaminoglikanów wprowadzonych na kolumnę (19). Kwas 
hialuronowy udało się odzyskać w 70°/o z kolumny Dowex 1X2 eluowanej 
chlorkiem sodu w 8  M roztworze mocznika (30) i w 80°/o z DEAE-Sephadex 
(31). Również wrydajność elucji innych glikozoaminoglikanów z DEAE-Se- 
phadex (32) nie przekraczała 70°/o. Wydajność ilościową, w granicach błędu 
oznaczenia uzyskał H a 11 e n (33), stosując wstępny rozdział przy użyciu 
kolumny z Sephadex G-50 i elucję 0,15 M roztworem NaCl. Frakcję wyso- 
kocząsteczkową rozdzielono następnie na DEAE-celulozie (Whatman DE-52) 
w temperaturze 60°C, stosując gradient chlorku litu w pH 4.

II-2. Chromatografia cienkowarstwowa

Do rozdzielania glikozoaminoglikanów stosowano również chromatogra­
fię cienkowarstwową na płytkach powleczonych żelem krzemionkowym 
(bez dodatku gipsu) (34). Mieszanina n-propanolu z wodnym roztworem 
amoniaku stanowiła fazę rozwijającą. Uzyskano rozdzielenie mieszaniny 
zawierającej izomerycznie siarczany chondroityny, siarczan keratanu, siar­
czan heparanu i kwas hialuronowy.

Ciekawą metodę rozdzielania chondroitynosiarczanów oraz siarczanów
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keratanu i dermatanu, na bibule z włókna szklanego, opublikowali L i - 
p i e l l o  i M a n k i n  (35). Wykorzystano tu różną rozpuszczalność wy­
mienionych glikozoaminoglikanów w etanonowych roztworach soli wapnio­
wych zakwaszonych kwasem octowym. Ten sam chromatogram rozwijano 
kolejno w pięciu roztworach octanu wapniowego o różnej zawartości al­
koholu. Odczynnikiem wywołującym był alkoholowy roztwór błękitu to- 
luidynowego. Metoda ta została wykorzystana do badania składu glikozoa­
minoglikanów moczu (36) i chrząstki (37).

Chromatografię cienkowarstwową na płytkach pokrytych mieszaniną 
Sephadex G-100 i celulozy (4:1) wykorzystano do oznaczania masy czą­
steczkowej chondroityno-4-siarczanu, chondroityno-6 -siarczanu i siarczanu 
dermatanu a także heparyny oraz do badania składu glikozoaminoglikanów 
ściany dwunastnicy (38).

II-3. Rozdzielanie kompleksów cetylopirydyniowych glikozoaminoglikanów

Tworzenie nierozpuszczalnych kompleksów glikozoaminoglikanów 
z długołańcuchowymi solami amoniowymi zostało wykorzystane również 
do rozdzielania glikozoaminoglikanów. Kompleksy te, jak już wspomniano, 
rozpuszczają się w roztworach elektrolitów a zmiana rozpuszczalności, czę­
sto raptowna, następuje w wąskich granicach stężeń elektrolitu. Stężenie 
soli nieorganicznej, przy której następuje nagłe załamanie krzywej roz­
puszczalności amoniowego kompleksu glikozoaminoglikanu nazwano „kry­
tycznym stężeniem soli” (9); w roztworach elektrolitów o stężeniach niż­
szych od „krytycznego stężenia soli” rozpuszczalność kompleksu jest bar­
dzo mała, prawie taka jak w czystej wodzie. Wielkość „krytycznego stęże­
nia soli” kompleksów amoniowych różnych glikozoaminoglikanów jest róż­
na i w znacznej mierze zależy od masy cząsteczkowej i budowy chemicz­
nej. Frakcjonowanie glikozoaminoglikanów oparte na różnych wartoś­
ciach „krytycznego stężenia soli” przeprowadza się w trojaki sposób:
— polisacharydy i czwartorzędowy związek amoniowy miesza się z roz­

tworem soli o dostatecznie wysokim stężeniu, nie dopuszczającym do 
utworzenia nierozpuszczalnych kompleksów; podczas rozcieńczenia wo­
dą tego roztworu kompleksy poszczególnych glikozoaminoglikanów wy­
trącają się kolejno z malejącym krytycznym stężeniem soli (39),

— kompleks glikozoaminoglikanu z solą amoniową wytrąca się z roztworu 
soli nieorganicznej o stężeniu wystarczająco dużym, aby zapobiec wy­
trącaniu innych składników mieszaniny (40).

— kompleksy wszystkich polisacharydów wytrąca się czwartorzędowym 
związkiem amoniowym, a następnie przeprowadza je kolejno do roz­
tworu przez ekstrakcję roztworami soli o wzrastającym stężeniu.

W ostatnim przypadku okluzja kompleksów już rozpuszczonych na sub­
stancjach pozostających jeszcze w osadzie może utrudniać uzyskanie ost­

http://rcin.org.pl



[7] G L IK O ZO A M IN O G LIK A N Y 27 3

rych rozdziałów. Trudności tej można uniknąć, jeżeli kompleksy wytrąci 
się w postaci cienkiej warstewki na obojętnym nośniku takim jak celuloza 
lub Cellit.

Na tej podstawie opracowano metodę rozdzielania glikozoaminoglika- 
nów na kolumnie z celulozy nasyconej 1 %  roztworem chlorku cetylopiry- 
dyniowego (41). Na wierzchołek kolumny nanoszono mieszaninę glikozo- 
aminoglikanów w 0,005 M roztworze siarczanu sodowego i kolumnę prze­
mywano roztworem chlorku cetylopirydyniowego, w wyniku czego kom­
pleksy cetylopirydyniowe glikozoaminoglikanów wytrącały się na celu­
lozie. Przy przemywaniu roztworami soli (NaCl lub MgCl2) o wzrastają­
cych stężeniach, kompleksy rozpuszczały się i ulegały wymywaniu z ko­
lumny. Nie jest to metoda chromatograficzna w ogólnie przyjętym zna­
czeniu tego słowa. Jest ona raczej pokrewna metodom wytrącania i rozpu­
szczania stosowanym do rozdzielania kwasów nukleinowych i białek. Opra­
cowano również metodę opartą na tych samych założeniach, przeznaczoną 
dla małych ilości tkanki (15 do 20 ug glikozoaminoglikanów (11)), stosując 
kolumienki o średnicy 3 mm i długości 6  cm. Ilość poszczególnych glikozo­
aminoglikanów określano oznaczając zawartość heksozoamin w uzyskanych 
frakcjach. Wadą powyższych metod jest trudność w rozdzieleniu izome­
rycznych glikozoaminoglikanów chondroityno-4-siarczanu, chondroityno- 
6 -siarczanu i siarczanu dermatanu.

Kompleksy glikozoaminoglikanów z czwartorzędowymi jonami amonio­
wymi są również rozpuszczalne w rozpuszczalnikach organicznych (9). 
Biorąc to pod uwagę, a także fakt, że pKa kwasu glukuronowego w chon- 
droityno-4-siarczanie jest niższe niż kwasu iduronowego w siarczanie der­
matanu, wprowadzono do sekwencji roztworów eluujących rozpuszczalnik 
organiczny będący mieszaniną n-propanalu, metanolu i kwasu octowego 
(42). Pozwoliło to na lepsze rozdzielenie izomerycznych chondroitynosiar- 
czanów. W oparciu o opisane doświadczenia zaproponowano prostą i szybką 
mikrometodę rozdzielania glikozoaminoglikanów (8 ). Wytrącone na sprosz­
kowanej celulozie cytopirydyniowe kompleksy glikozoaminoglikanów eluo- 
wano roztworami soli o wzrastających stężeniach, włączając rozpuszczalnik 
organiczny do sekwencji roztworów eluujących. Uzyskano rozdzielenie 
mieszaniny na siedem frakcji, które zawierały kolejno: 1  — siarczan kara- 
tanu, 2 — kwas hialuronowy i chondroitynę, 3 — siarczan heparanu, 4 — 
chondroityno-4-siarczan, 5 — chondroityno-6 -siarczan, 6  — siarczan derma­
tanu i 7 — heparynę. Oznaczanie heksozoamin zastąpiono oznaczaniem 
kwasów uronowych, jako miary zawartości glikozoaminoglikanów w uzys­
kanych frakcjach. Nie wymaga ono uprzedniej hydrolizy, co znacznie skra­
ca czas oznaczania. Prowadząc równolegle rozdzielanie tej samej próbki 
na czterech kolumienkach i oznaczając w eluatach z poszczególnych kolu­
mienek kwasy uronowe, galaktozę, sulfaminoheksozy i kwas iduronowy, 
można uzyskać dodatkowe informacje na temat obecności poszczególnych 
glikozoaminoglikanów w otrzymanych frakcjach.
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B o h n  i K o l b h e n  (43) przeprowadzili badania porównawcze tech­
nik kolumnowych najczęściej stosowanych do rozdzielania glikozoamino- 
glikanów. Doświadczenia wykazały, że dwa sposoby — użycie celulozy na­
syconej chlorkiem cetylopirydyniowym oraz celulozy DE-52 — znacznie 
przewyższają wszystkie pozostałe (Dowex 1X2, Zerolit H-IP, SRA 132, 
DEAE-Sephadex A-25, QAE-Sephadex A-50, celuloza ECTEOLA). W żad­
nym jednak wypadku nie udało się uzyskać całkowitego rozdzielenia mie­
szaniny zawierającej kwas hialuronowy, siarczan karatanu, siarczan der- 
matanu, chondroityno-4-siarczan, chondroityno-6 -siarczan, siarczan hepa- 
ranu i heparynę. Mieszaninę tę można rozdzielić stosując kombinowaną 
technikę chromatograficznego frakcjonowania glikozoaminoglikanów przy 
użyciu celulozy nasyconej chlorkiem cetylopirydyniowym, celulozy DE-52
i Dowexu 1X2, kolejno jako wypełniaczy.

II-4. M etody elektroforetyczne.

Spośród elektroforetycznych metod rozdzielania glikozoaminoglikanów 
największą popularność zdobyła elektroforeza na octanie celulozy, ze wzglę­
du na swą znaczną zdolność rozdzielczą i dużą czułość reakcji wywołują­
cych (44,45,46). Metody te mogą być użyteczne do analizowania dużej 
ilości próbek oraz zastosowane do ilościowych oznaczeń glikozoaminoglika­
nów (47,48). Sprawdzono przydatność tych metod do badania składu gliko­
zoaminoglikanów tkanki skórnej (49).

Elektroforeza dwukierunkowa na paskach octanu celulozy, w dwóch 
różnych buforach o pH 3 i 8 , pozwoliła na rozdzielenie (50) i ilościowe ozna­
czenie (51) siedmiu głównych glikozoaminoglikanów.

Elektroforetyczne metody rozdzielania glikozoaminoglikanów na żelu 
poliakryloamidowym (52,53) zostały zastosowane do badania masy czą­
steczkowej glikozoaminoglikanów.

Rozdzielanie glikozoaminoglikanów na żelu agarozowym umożliwia 
ilościowe oznaczanie heparyny (54), a połączenie tej metody z elektroforezą 
bibułową pozwala na rozdzielenie siarczanu heparanu, siarczanu chon- 
droityny i hialuronianu (55).

III. Oznaczanie poszczególnych glikozoaminoglikanów w mieszaninie.

Istnieją metody pozwalające na bezpośrednie oznaczenie siarczanu kera- 
tanu (56), siarczanu dermatanu (57) w obecności innych glikozoaminogli­
kanów tkanki łącznej, z pominięciem czasochłonnego rozdzielania miesza­
niny. Metody termograwimetryczne, oparte na pomiarze ubytku masy 
mieszaniny glikozoaminoglikanów, który jest proporcjonalny do stężenia 
poszczególnych glikozoaminoglikanów w badanej próbce (50), pozwalają
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na oznaczenie trzech grup glikozoaminoglikanów: polikarboksylowych 
(kwas hialuronowy, chondroityna), polikarboksylowo-siarczanowych (chon- 
droityno-4-siarczan, chondroityno-6 -siarczan i siarczan dermatanu) oraz 
polisiarczanowych (siarczan keratanu).

Najodpowiedniejsze jednak dla oznaczania pojedynczych glikozoamino­
glikanów w mieszaninie są metody enzymatyczne z uwagi na swą wysoką 
specyficzność. Kwas hialuronowy można oznaczyć po degradacji hialuroni- 
dazą w obecności innych glikozoaminoglikanów (59). Ważnym krokiem 
naprzód w rozwoju metod oznaczania glikozoaminoglikanów było wyod­
rębnienie przez Y a m a g a t a  i wsp. (60) enzymów bakteryjnych rozkła­
dających w specyficzny sposób izomeryczne chondroityno siarczany. Enzy­
mami tymi są:
— 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)
—  ch ondro-6-su lfataza  (3.1.6.10).

Wykorzystując powyższe enzymy opracowano mikrometodę (62) ozna­
czania chondroityno siarczanów w obecności kwasu hialuronowego, chon- 
droityny, siarczanu heparanu, siarczanu keratanu i heparyny. Badaną prób­
kę glikozoaminoglikanów poddaje się oddzielnie działaniu liazy chondroi­
tyno siarczanu ABC i oddzielnie działaniu liazy chondroityno siarczanu AC. 
W wyniku reakcji eliminacji powstają nienasycone disacharydy:
— A4,5-P-D-glukuronozylo-(l->3)-2-acetyloamino-2-dezoksy-4-sulfo-D- 

-galaktoza (A Di-4S),
—  A 4,5-P -D -glu k u ron ozylo-(l->3)-2-acety loam in o-2-d ezok sy-6-su lfo-D -  

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

Ch-4-SliaZa chrondroityno siarczanu ABC n Ąj}i_4 _g

j-jg iiaza chondroityno ABC ___,nADi-4-S

Ch-6 -S liaza ch°ndroityno siarczanu ABC n \H)i-6 -S 

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

Ch-6 -S *iaza chondroityno siarczanu AC n Ąj3 j .g .g

Utworzone nienasycone disacharydy, A Di-4S pod działaniem chondro- 
-4-sulfatazy i A Di-6 S pod działaniem chondro-6 -sulfatazy, przechodzą 
w bezsiarczanowy, nienasycony disacharyd: A4,5-P-D-glukuronozylo-(l->3) 
2-acetyloamino-2-dozoksy-D-galaktozę (A Di-Os, z równoczesnym uwolnie­
niem nieorganicznego siarczanu, zgodnie ze schematem reakcji.

ADi-4S _̂ ondr°-4-suIfatazl  ADi-OS + SOi"

A D i - 6 S - chondro-g-sulfataza^ A D i_QS  +  S O |~

Oznaczenie ilościowe można przeprowadzić w trojaki sposób:
— powstające nienasycone disacharydy, A Di-4S i A Di-6 S, oznaczyć pa
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uprzednim rozdzieleniu metodą chromatografii bibułowej (63)
— po hydrolizie enzymatycznej z udziałem sulfohydrolaz oznaczyć nieor­

ganiczny siarczan,
— powstałe nienasycone bezsiarczanowe disacharydy (A Di-OS) oznaczyć 

kolorymetrycznie np. reakcją Morgana-Elsona (64).
Oznaczenie niektórych charakterystycznych składników monosachary- 

dowych glikozoaminoglikanów umożliwia określenie zawartości tych gliko­
zoaminoglikanów w mieszaninie wyodrębnionej z tkanki bez ich uprzed­
niego rozdzielania np. zawartość galaktozy jest wykładnikiem ilości siar­
czanu keratanu, podobnie jak ilość sulfaminoheksoz odpowiada zawartości 
heparyny i siarczanu heparanu. Oznaczenia te przeprowadza się powszech­
nie znanymi metodami, których omawianie przekracza ramy niniejszego 
artykułu.

A r ty k u ł  nadszedł  22.9.1975; po re w iz j i  au torsk ie j  o trzym ano 20.11.1976.
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SPRAW OZDANIE

VII Międzynarodowy Kongres Fotobiologiczny

Rzym, 27 sierpień — 3 wrzesień, 1976

VII M iędzynarodowy Kongres Fotobiologiczny, zorganizowany z ram ienia Comité 
In ternational de Photobiologie (CIP) w Rzymie zgromadził około 600 uczestników  
z 37 krajów  św iata. Kongres zorganizowany był przez trzy włoskie instytucje: In sty tu t 
Zdrowia, Włoską G rupę Fotobiologiczną oraz Narodowy K om itet Energii Atomowej. 
P rogram  naukowy podzielono na 15 sympozjów, 4 sesje kom unikatów  — plakatów  
(poster sessions), 4 dyskusje „okrągłego stołu” (round tables) i dyskusje panelowe. 
O rganizacja Kongresu um ożliw iała nie nużący, a jednocześnie efektyw ny udział w róż­
nych form ach obrad: podczas sympozjów porannych zaproszeni lektorzy referow ali 
w krótkich, 30—45-m inutowych w ykładach dotychczasowe osiągnięcia i ak tualny  stan  
badań w  zakresie w ybranych specjalności fotobiologicznych. W sumie wygłoszono 
70 wykładów  sym pozjalnych reprezentujących najw ażniejsze problem y współczesnej 
fotobiologii. Rozwinięciem i uzupełnieniem  sympozjów były 4 popołudniowe sesje 
kom unikatów  w form ie plakatów . Na VII Kongresie Fotobiologicznym zaprezentow ano 
36,0 kom unikatów  w  form ie plakatow ej.

Na jedno nieraz dwugodzinne posiedzenie „okrągłego sto łu” składały się 10—15- 
m inutowe w prow adzenia i dyskusje dotyczące z góry ustalonych kilku zagadnień. 
W ram ach Kongresu odbyło się również krótkie sympozjum na tem at fotodegradacji 
chlorodwuoksyn, na którym  omówiono procesy fotochemiczne, stym ulujące detoksy- 
fikację wysoce szkodliwych dla organizm ów zwierzęcych produktów  polim eryzacji 
pestycydów typu chlorofenoli. Ponadto Prof. G. Porter, lau rea t nagrody Nobla za 
opracowanie m etody fotolizy błyskowej m iał piękny wykład pt: „Solar Energy”, a n a ­
lizujący współczesne możliwości i k ierunki w ykorzystania energii słonecznej oraz 
rolę fotobiologii w tym zakresie.

Tem atyka Kongresu obejm owała następujące zagadnienia (w naw iasach podano 
liczbę referatów  sym pozjalnych i kom unikatów  — plakatów):

1. Fotofizyczne i fotochemiczne własności stanów  wzbudzonych (30).
2. Fotoreakcje w  biologicznych makrocząsteczkowych kom pleksach (14).
3. Fototaksje m ikroorganizm ów  (1 0 ).
4. Fotosynteza (80).%
5. Porów nanie efektów  działania prom ieniow ania jonizującego oraz widzialnego 

i UV (10).
6 . Fotosensybilizowane reakcje kw asów  nukleinowych i białek (24).
7. N apraw a uszkodzeń rediacyjnych (61).
8 . Układy przekształcające energię słoneczną (11).
9. Fotobiologia w  m edycynie (57).

1 0 . Rakotwórcze efekty prom ieniow ania (1 0 ).
11. Światło i rozwój (31).
1 2 . Schorzenia skóry indukow ane św iatłem : chroniczne zapalenia skóry (5 ).
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13. Oddziaływania przestrzeni okołoziemskiej ze środowiskiem: m iplifikacje fotobio-
logiczne (8 ).

14. Procesy w idzenia (26).
15. M utagenne efekty prom ieniow ania (15).
K onferencje okrągłego stołu:
1. Jednostki, nom enklatura i dozym etria w fotobiologii (4).
2. Miejscowa ochrona skóry przed prom ieniow aniem  UV (4).
3. O chrona skóry przed prom ieniow aniem  UV i w idzialnym  (24).
4. Fotochem oterapia łuszczycy skóry (7).

Ja k  widać z powyższego, tem atyka Kongresu obejm owała szeroki profil zagad­
nień z pogranicza fizyki, chemii, biochemii, biologii, medycyny, ochrony środowiska 
naturalnego i techniki. Nowa tem atyka VII Kongresu Fotobiologicznego obejm owała 
aktualne problem y i trendy nurtu jące współczesną fotobiologię o dużym znaczeniu 
aplikacyjnym . W związku z kryzysem  energetycznym  coraz szerzej rozw ijają się b a ­
dania nad w ykorzystaniem  energii słonecznej. Oprócz sposobów fizycznych i chem icz­
nych, takich jak baterie fotoogniw krzemowych, procesy fotogalwaniczne i fotoliza 
wody zaadsorbow anej np. na T i0 2, wiele uwagi poświęcono mechanizm om bioche­
micznym i biologicznym, um ożliw iającym  utylizację energii słonecznej. Należy tu 
wymienić syntetyczne podwójne błony zaw ierające chlorofil lub inny sensybilizator 
(tzw. ,.sztuczny liść”) oraz chlorofilowo-fosfolipidowe pęcherzyki (vesicles), reakcje 
wydzielania wodoru przez fotosyntetyczne bak terie oraz izolowane układy zaw ierające 
sensybilizator, donor wodoru (NADH, askorbinian, RSH) i hydrogenazy, a nadto ho­
dowle glonów w ykorzystujące odpadki i ścieki miejskie.

Drugim zagadnieniem , wzbudzającym  coraz większe zainteresow anie, a zarazem 
niepokój, są możliwe skutki biologiczne zm niejszania stężenia 0 3 w w arstw ie ozono­
wej. Jak  wiadomo, w skutek daleko posuniętej ingerencji człowieka w atm osferę 
(wybuchy atomowe, transport naddźwiękowy, masowe użycie freonów) postępują 
procesy niszczące ochronną w arstw ę ozonu. O bserw uje się wzrost natężenia prom ie­
niowania UV w najbardziej niebezpiecznym zakresie spektralnym  250—310 nm, od- 
pow iadającym  widmom czynnym melanomy, dermatoz, fotouszkodzenia błon biolo­
gicznych oraz pasmom absorbcji kwasów nukleinowych i białek. Dlatego też dużo 
uwagi poświęcono biologicznym skutkom  tego niepokojącego zjawiska, ze szczegól­
nym uwzględnieniem zachorowalności na raka, zm ian w ekosystem ach roślin niż­
szych, a zwłaszcza planktonu oraz roślin upraw nych.

Stosunkowo nowym zagadnieniem , badanym  od kilku zaledwie lat, jest fotode- 
gradacja błon komórkowych. Wiąże się to z procesam i starzenia raka skóry induko­
wanego prom ieniowaniem  UV, fotolecznictwem itp. W ysiłki badaczy zm ierzają w dwu 
kierunkach:

1 ) w yjaśnienia pierw otnych procesów fotochemicznych, zachodzących w błonach 
oraz 2) znalezienia skutecznych inhibitorów  najbardzie j szkodliwych procesów. Dużą 
rolę w tym zakresie przypisuje się tworzeniu i reakcjom  tlenu singletowego w obec­
ności fotosensybilizatorów jak  np. protoporfiryny oraz efektom  działania takich in ­
hibitorów  jak |3-karoten, a-tokoferol, obecnych w błonach biologicznych.

Referaty sym pozjalne dotyczące zagadnień wym ienionych w punktach 6 , 7, 9,
10, 12, 15 przyciągnęły na Kongres bardzo w ielu specjalistów  pracujących w ośrodkach 
szpitalnych. W yraźnie uwidoczniła to tem atyka konferencji okrągłego stołu, obejm u­
jąca badania ostatniego dziesięciolecia w zakresie efektyw nego leczenia łuszczycy 
i innych schorzeń skóry. Z powodzeniem zastosowano związki psoralenu z jednoczes­
nym kontrolow anym  naśw ietlaniem  lam pam i em itującym i u ltra fio let w paśmie około 
400 nm do leczenia tych schorzeń tzw. m etoda PUVA (Psoralen + UV Application). 
Metodę tę zaczyna się stosować również w Polsce.

W czasie trw ania Kongresu wiele włoskich i zachodnioeuropejskich firm  de-
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m onstrow ało swoje wyroby, m ające zastosowanie w badaniach fotobiologicznych jak 
ap a ra tu ra  pom iarowa, nowoczesne źródła prom ieniow ania, urządzenia z zakresu świa- 
tłolecznictwa i różnorodne zestawy czułych dozym etrów używane w klinikach przy 
leczeniu skóry.

O brady miały miejsce w Pałacu Kongresów, zlokolizowanym w nowoczesnej 
dzielnicy Rzymu E.U.R. niczym nie przypom inającej jego historycznej świetności. 
Jednakże ani organizatorzy, ani uczestnicy nie zrezygnowali z możliwości pobieżnego 
chociażby zapoznania się z zabytkam i „wiecznego m iasta” oraz W atykanu. Sprzyjało 
tem u nie tylko właściwe rozdzielenie w czasie tem atyki obrad i rozmieszczenie hoteli 
zajm ow anych przez uczestników, lecz także potencjalne możliwości uczestniczenia 
w licznych wycieczkach, organizowanych przez włoskie b iura turystyczne. Gospodarze 
Kongresu przygotowali dwie imprezy, dostępne ze względów finansowych dla wszyst­
kich uczestników. Jedną z nich było oficjalne przyjęcie na Kapitolu, podczas którego 
prezydent CIP prof. R. B. Setlow  (USA) wręczył trzy złote m edale im. Finsena. Są 
one przyznaw ane za w ybitne osiągnięcia w zakresie fotobiologii. Dla grupy polskiej 
szczególnie miłym m om entem  było odznaczenie prof. dr Davida Shugara za w ybitne 
osiągnięcia w badaniu fotochemii i s tru k tu ry  kw asów  nukleinowych i białek. 
K lasyczna renesansow a arch itek tu ra  K apitolu projektow ana między innym i przez 
M ichała Anioła, bogate zbiory sztuki oraz nocna panoram a roztaczająca się ze wzgórza 
K apitolu na ruiny Forum  Romanum, Koloseum i Tybr dostarczyły uczestnikom nieza­
pom nianych wrażeń. Drugą im prezą był w ydany z okazji Kongresu koncert muzyki 
kam eralnej w kościele na pięknym  placu Santa M aria del Popolo. N astrój we w nętrzu 
zabytkowego kościoła, freski Caravaggio, doskonała akustyka stw arzały niepow tarzal­
ny odbiór koncertu.

Polska grupa fotobiologiczna liczyła 7 osób, głównie z insty tu tów  PAN w W arsza­
wie, przy czym liczba zgłoszonych i w ydrukow anych kom unikatów  wynosiła 9  (w tym 
przedstaw ionych 5). P lakaty  — kom unikaty, eksponowane przez 5 osób, reprezento­
w ały większość głównych kierunków  badań związanych z fotobiologią, prowadzonych 
w k ra ju , jak podstawowe badania spetroskopii biologicznie ważnych związków hetero­
cyklicznych, efekty immunologiczne spowodowane przez fotodynam iczne działanie 
psoralenu, fototaksja pierw otniaków  i s tru k tu ra  fotoreceptorów  oraz chem ilum inescen- 
cja i generowanie tlenu singletowego w procesie fotodegradacji m elanin i kwasów 
hum usowych. W ram ach Kongresu odbyło się zebranie K om itetu Wykonawczego CIP 
z udziałem  przedstaw icieli grup fotobiologicznych poszczególnych krajów  — członków 
CIP. Dokonano zm iany nazwy stow arzyszenia na „Association In ternationale de 
Photobiologie” (AIP), która lepiej odpowiada struk tu rze organizacyjnej i perspekty­
wom rozwojowym stowarzyszenia. Następny, VII Kongres Fotobiologiczny odbędzie 
się zgodnie z tradycyją za cztery lata. Miejscem obrad będzie F rancja, a głównym 
organizatorem  Prof. C laude Helene z Paryża.

J. S ław iński
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RECENZJE

The Enzymes of Biological Membranes 
pod redakcją A. Martonosi

1976, Plenum Press, New York, London

Seria zatytułow ana „Enzymy błon biologicznych” redagow ana przez Dr A. M arto- 
nosi’ego obejm uje cztery tomy. Recenzja dotyczy tom u 2 p.t. „Biosynteza składnków  
kom órki”, tom u 3 p.t. „T ransport przez błony” oraz tom u 4 „Systemy transpo rtu  
elektronów  i ich receptory”.

Ogólnym zam ierzeniem  redak to ra było przedstaw ienie czytelnikowi m olekular­
nych aspektów  funkcji enzymów błonowych. Zarówno redaktor tej serii jak  autorzy 
poszczególnych artykułów  są w ybitnym i specjalistam i w dziedzinie badań s tru k tu ry  
i funkcji błon biologicznych, a ich prace przyczyniły się w ydatnie do obecnego stanu 
wiedzy w tej dziedzinie. W szystkie rozdziały cechuje jasne i syntetyczne przedstaw ie­
nie aktualnych wyników. Wiadomości podane w om awianych tom ach są na tyle szcze­
gółowe, że przedstaw iają również wyniki kontrow ersyjne i mogą stanowić punkt 
w yjścia do dalszych badań. Dzięki szerokiem u w achlarzow i om awianych zagadnień 
i w nikliw em u om ówieniu bardzo mogą być pomocne dla wszystkich badaczy zain te­
resowanych błonam i biologicznymi.

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

Tom „Biosynteza składników  kom órki” obejm uje krytyczną analizę wyników 
dotyczących procesów biosyntezy składników  ściany bak tery jnej i błon biologicznych: 
fosfolipidów, steroli, białek i glikoproteidów. Tom podzielony jest na trzy części. 
W części A składającej się z 6  rozdziałów omówiono między innym i enzymy błonowe 
w świetle ich roli w m etaboliźm ie acylowych i eterowych pochodnych fosfolipidów 
w  kom órkach zwierzęcych i roślinnych oraz rolę enzymów błonowych w m etaboliźm ie 
steroli w kom órkach zwierzęcych i roślinnych. W części B zaś omówiono między in ­
nym i drogi biosyntezy ściany baktery jnej, biosyntezy glikoproteidów, rolę endoplaz- 
matycznego retiku lum  i apara tu  Golgiego w  biosyntezie glikoproteidów. Rozdział 
om awiający zm iany galaktosylotransferazy z hodowli tkanek  w  kom órkach tran sfo r­
m owanych w irusem  jest bardzo interesujący również z medycznego punktu  widzenia. 
W części C, najbardziej heterogennej tem atycznie omówione są zm iany zachodzące 
w  błonie jak  również metaboliźm ie u Escherichia coli pod wpływem bakteriofaga T4. 
Jeden  z rozdziałów tej części omawia rolę enzymów błonowych płytek krw i w hem o- 
stazie (Barton).

Dobrze poznane i scharakteryzow ane enzymy są przedm iotem  osobnych rozdzia­
łów niniejszej książki, natom iast enzymy, na tem at których jest m niej danych do­
świadczalnych, om awiane są w aspekcie om awianie dróg biosyntezy określonych 
związków. D ugan i P orter, w artykule zatytułow anym  „M em brane bound enzymes 
of sterol m etabolism ” w ykazali jak  wielki postęp wiedzy nastąpił w dziedzinie określa­
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nia sekwencji reakcji w procesie syntezy steroli. Autorzy podkreślają, że jednak nadal 
nie udało się oczyścić poszczególnych enzymów błonowych związanych z tym i proce­
sami. Rozdział napisany przez Landsa i Crawrforda omawia enzymy związane z m e­
tabolizmem fosfolipidów w błonach komórek zwierzęcych. Autorzy podają najnowsze 
dane (litera tura obejm uje pozycje do 1975 roku) dotyczące znanych już dróg biosyn­
tezy i rozpadu najpopularniej w ystępujących fosfolipidów jak  również fosfolipidów 
występujących w niewielkich ilościach, a odgrywających ważną rolę szczególnie 
w aktywności enzymów błonowych. Bardzo ciekawa jest część rozdziału om awiająca 
znaczenie poszczególnych składników  cząsteczki fosfolipidów, m ianowicie łańcucha 
acylowego, zasady azotowej i grupy fosforanowej w przepuszczalności błon biologicz­
nych, roli błon w ontogenezie, wypływu peroksydacji fosfolipidów błonowych na ak tyw ­
ność enzymów związanych z błonami.

Tom 3: „Membrane transport” stron 438.

Tom ten podzielony jest również na trzy zasadnicze części. Część A omawianego 
tom u dotyczy transportu  przez błony mikroorganizmów. Poruszane są takie zagad­
nienia jak transport białek przez błony bak tery jne (Kepes), bak tery jna  transferaza 
fosfoenolopirogronianu (Kundig), s tru k tu ra  i funkcja ATPaz błon bakteryjnych 
(Abrams), oddychanie i przem iana energii u Escherichia coli (Hendler). Część B doty­
czy aparatu  fosfosyntezy, gdzie om awiane są takie zagadnienia jak m olekularna orga­
nizacja fotosyntezy w błonach chloroplastów. W części C om awiane są zagadnienia 
transportu  przez błony komórek zwierzęcych.

Jeden z rozdziałów poświęcony jest ATPazie transportu jące j jony w apnia w bło­
nach sarkoplazm atycznego retikulum . Rolą tych błon jest regulacja poziomu w apnia 
w komórce m ięśniowej w cyklu skurczowo-rozkurczowym . W czasie rozkurczu mięśnia 
wapń m agazynowany jest w siateczce sarkoplazm atycznego retikulum  otaczającej mio- 
fibryle i w wyniku im pulsu nerwowego uwolniony jest z retikulum , umożliwiając 
in terakcję aktyny z miozyną. M acLennan, który w roku 1971 po raz pierwszy 
oczyścił transportu jącą wapń ATPazę i kolejno charakteryzow ał inne białka tych 
błon swój artyku ł poświęca omówueniu najnowszych osiągnięć w tej dziedzinie. Błony 
sarkoplazm atycznego retikulum , ze względu na bardzo wyspecjalizowaną funkcję 
i prosty skład chemiczny, są obiektem  badań wielu badaczy zajm ujących się zarówno 
m echanizm em transportu  jak również in terakcją lipidów i białek w błonach biologicz­
nych.

E. Carafoli i Crompton om aw iają rolę białek wiążących i transport substancji 
przez błony, proces transportu  am inokwasów u bakterii i rolę w tym procesie białek 
wiążących am inokwasy. Innym  rodzajem  białek biorących udział w transporcie przez 
błony są białka wiążące wapń. Białka takie znaleziono w śluzówce jelita. Są one 
odpowiedzialne za absorpcję w apnia. Ich poziom uzależniony jest od obecności w ita­
m iny D. Białka wiążące wapń są obecne w m itochondriach i błonach sarkoplazm a­
tycznego retikulum . W szystkie te białka mogą być uw alniane z błon szokiem osmo- 
tycznym, co w skazuje na ich luźne powiązanie z błoną i hydrofilowy charak ter. We­
dług autorów  białka te pełnią raczej funkcję receptorów  odpowiednich substancji niż 
przenośników poprzez błony.

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

Czwarty tom w ydaw nictw a „The Enzymes of Biological M em branes” poświęcony 
jest enzymom oksydoredukcyjnym  błon m itochondrialnych i endoplazmatycznego re- 
tikulum , receptorom  hormonów i neurotransm iterów  oraz rodopsynie.

P ierwszy rozdział, autorstw a Y. H atefi’ego, opisuje budowę i funkcję m itochon- 
drialnego łańcucha transportu  elektronów, ze szczególnym uwzględnieniem  kom plek­
sów enzym atycznych wchodzących w jego skład. N astępnie Jane Vanderkooi i M aria 
Erecińska zajm ują się cytochromem c. Rozdział ten trak tu je  w szczególności o w ła­
ściwościach i funkcjach tego niskocząsteczkowego hem oproteidu w jego postaci zw ią­
zanej z błoną m itochondrialną i sztucznymi błonam i modelowymi. Oksydazę cytochro- 
mową, jej budowę czwartorzędową, biosyntezę i organizację w błonie m itochondrial- 
nej om aw iają R. A. Capaldi i M argaret Briggs. A lexander Tzagoloff opisuje m ito­
chondrialną ATP-azę, kompleks enzym atyczny funkcjonujący w m itochondriach nor­
m alnie w k ierunku syntezy ATP sprzężonej z transportem  elektronów. Przy okazji 
autor omawia krótko trzy hipotezy oksydacyjnej fosforylacji: chemiczną, chemiosmo- 
tyczną i konform acyjną. Wreszczie Yasuo K agawa opisuje najbardziej spek takularne 
osiągnięcie współczesnej „m itochondriologii”, m ianowicie rekonstrukcję w pełni sp raw ­
nego układu oksydacyjnej fosforylacji z izolowanych fragm entów.

Dwa dalsze rozdziały om awiają układy oksydoredukcyjne endoplazmatycznego 
retikulum . System zaw ierający cytochrom bs i jego reduktazę, funkcjonującą z NADH, 
bierze udział w desaturacji kwasów tłuszczowych (F. Scott M athews i E. W. Czer­
wiński). N atom iast układ, dla którego donatorem  elektronów  jest NADPH i który 
zaw iera cytochrom P-450, prowadzi reakcje hydroksylacji (Karl Dus). Wreszcie per- 
oksydację lipidów błonowych i jej konsekwencje om aw iają Paul B. McCay i J. Lee 
Poyer. ,

Druga część książki poświęcona jest receptorom  błonowym. O tw iera ją rozdział
0 system ie cyklazy adenylow ej i roli lipidów w jego aktyw acji (G. S. Levey i D. C. 
Lehotay). Następnie R. J. Lefkowitz i współpracownicy om aw iają specyficzne po­
wierzchniowe receptory hormonów ulokowane w błonie kom órkowej. Istotną rolę 
w przekazyw aniu bodźców odgrywa receptor acetylocholiny, k tóry  powoduje zmianę 
przepuszczalności błony kom órkowej wobec jonów z chwilą przyłączenia acetylo­
choliny. Receptor ten, w ystępujący we wszystkich tkankach pobudliwych, izolowano
1 dokładniej poznano na razie wyłącznie z narządu elektrycznego pewnych ryb (opi­
suje to rozdział autorstw a A rthura  K arlina). N atom iast enzym atyczny rozkład acety­
locholiny przez specyficzną esterazę związaną z błonami tkanek pobudliwych omawia 
T. L. Rosenberry.

O statni rozdział książki (napisany przez M. M ontala i J. I. Korenbrota) trak tu je
o organizacji i właściwościach błon biologicznych czułych na św iatło i o roli rodop­
syny w zam ianie energii św ietlnej na impulsy elektryczne.

Poszczególne rozdziały książki napisane zostały przez w ybitnych specjalistów, k tó­
rzy sami wnieśli znaczny wkład w om awiane zagadnienia. Podają oni najnowsze, 
najbardziej ak tualne osiągnięcia i poglądy, ale nie k ry ją również luk i niedostatków 
naszej wiedzy na poszczególne tem aty. Zw raca uwagę obszerna cytowana literatura . 
Książka stanowi nieocenioną lekturę dla badaczy zajm ujących się traktow anym i w  niej 
problem am i.

Lech W ojtczak
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Horst Reinbothe — „Einführung 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, gruntow ny i nowoczesny podręcznik biochemii. A utor, specja­
lista w zakresie biochemii roślin, szczególnie wnikliw ie po trak tow ał zagadnienia fo to­
syntezy, w iązania m olekularnego azotu, biosyntezy związków arom atycznych, m eta­
bolizmu siarki, jak również niektóre inne specyficzne problem y biochemii roślin, nie 
zawsze znajdujące w ystarczające omówienie w podręcznikach biochemii. N atom iast 
książka mniej uwzględnia aspekty biochemii klinicznej. Jest zatem  zdecydowanie 
adresow ana do studentów  biochemii kierunków  przyrodniczych i rolniczych.

W układzie podręcznika zwraca uwagę wydzielenie w  postaci jednego dużego 
rozdziału (ok. 1 2 0  stron) całej biochemii statycznej, czyli opisu budowy i w łaściwości 
związków naturalnych. Następne rozdziały to „Istota przem iany m aterii”, „B ioenerge­
ty k a” i „Enzymologia”. Oddzielnie omówione są również: lokalizacja procesów m eta­
bolicznych w komórce, zasady regulacji przem iany m aterii oraz m etodyka biochem icz­
na. Dopiero po tym  następują opisy poszczegónych przem ian i szlaków m etabolicz­
nych. Końcowy rozdział om awia biosyntezę białka i kod genetyczny. Taki układ pod­
ręcznika, jakkolw iek nie pozbawiony logiki i przejrzysty dla bardziej zaaw ansow anych 
biochemików, może spraw iać pewne trudności studentom  początkującym . Prow adzi 
on również niekiedy do rozczłonowania zagadnień ściśle ze sobą związanych. Na 
przykład oksydacyjna fosforylacja om awiana jest częściowo w rozdziale 4 („Bioener­
getyka”) i częściowo w rozdziale 11 („Metabolizm wodoru i tle n u ”). S tru k tu ra  czą­
steczki przenośnikowego kw asu rybonukleinowego pokazana jest już w  rozdziale 2  

(„Chemiczny skład organizmów żywych”), ale dopiero w rozdziale 14 mowa jest o spe­
cyficznej funkcji tego związku.

Książka zaopatrzona jest w obszerny (7 stron) wykaz zalecanej lis te ra tu ry  po­
mocniczej i indeks rzeczowy zaw ierający około 2 0 0 0  haseł.

W sumie jest to wartościowy podręcznik, pomocny zarówno studiującym  bioche­
mię jak  i pracownikom  naukow ym  w zakresie biochemii i specjalności pokrew nych.

Lech W ojtczak

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

wydana została przez G. Porcellati, Z. Amaduci i C. Galii w ramach wydawnictwa  
ciągłego „Advances in Experimental Medicine and Biology” Vol. 72 i zawiera zbiór 
referatów wygłoszonych na Sympozyjum satelitarnym 5-tego Kongresu Międzynaro­
dowego Towarzystwa Neurochemii (Barcelona, 2—7.10.1975 r.).

Z aw arte  w tej książce refera ty  om aw iają ostatnie osiągnięcia z zakresu funkcji 
i m etabolizm u fosfolipidów w mózgu i obwodowym układzie nerw ow ym  w aspektach 
biofizycznych, biochemicznych, fizjologicznych, cytologicznych, farm akologicznych 
i patologicznych. W sumie przedstaw iono 30 referatów  z różnych m iędzynarodowych 
ośrodków naukowych.
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Dyskutowano głównie następujące zagadnienia:
1. Lokalizacja określonych fosfolipidów w błonach biologicznych
2. N atężenie m etabolizm u fosfolipidów w tkance nerwow ej
3. F unkcja fosfolipidów w układzie nerwow ym  (współzależność m etaboliczna 

i fizjologiczna fosfolipidów i niektórych transm iterów ).
Nie jest możliwe omówienie wszystkich referatów  zaw artych w  tym  tomie, 

w związku z tym ograniczono się do pobieżnego omówienia nielicznych, k tóre zasłu­
gują na szczególną uwagę.

F i n e a n i wsp. w  swoim artykule w ysuw ają hipotezę na tem at regulacyjnej roli 
jonów C a++ w metaboliźm ie błonowych fosfolipidów, zwłaszcza fosfolipidów inozyto- 
lowych. Sugerują oni również, że jony w ew nątrzkom órkow e Ca + + stym ulują biosyn­
tezę diacylglicerolu, który jest prekursorem  fosfolipidów. A rtykuł H o r r o c k s ’ a 
i wsp. poświęcony jest omówieniu syntezy fosfoglicerydów w mózgu. A utorzy dają 
szczegółową analizę m atem atycznego opracow ania wyników, otrzym anych przy po­
mocy techniki izotopowej. Sposób opracowyw ania wyników, podany przez tych au to ­
rów, pozwala na precyzyjne określenie liczby obrotów (turnover) kw asów  tłuszczowych 
fosfolipidów mózgu.

Regulacyjną rolę m etabolizm u fosfolipidów mózgu przedstaw ia O rlando w raz ze 
w spółpracownikam i. S tw ierdzają oni, między innymi, że fosfolipidy otrzym ane z móz­
gu wołu i wprowadzone dożylnie myszom działają aktyw ująco na kinazę pirydoksalo- 
wą i cyklazę adenylową mózgu myszy.

W arto się zapoznać również z refera tam i poświęconymi zależności biosyntezy fos­
folipidów i neurotransm iterów  we frakcji synaptosom alnej mózgu. Obszerne omó­
wienie tego zagadnienia, głównie na podstaw ie w łasnych badań, można znaleźć w r e ­
feracie A. Y. S u n  i G. Y. S u n .  Autorzy sugerują, opierając się na licznych danych 
eksperym entalnych, że rola fosfolipidów w przepuszczalności błon synaptosom alnych 
dla jonów Na+, K+ oraz Ca++, jest jeszcze znaczniejsza niż się dotychczas uważało.

Zagadnienie w pływ u neurotransm iterów  na metabolizm fosfolipidów w  błonach 
synaptosom alnych można znaleźć w opracow aniu R o w e  i G u l l i s .  W edług tych 
autorów  noradrenalina, acetylcholina, 5-hydroksytryptam ina, histam ina, dopam ina, 
GABA, kw as glutam inow y i asparaginow y działają stym ulująco na biosyntezę fosfo­
lipidów błon synaptosom alnych. M echanizm działania wyżej wymienionych tran sm ite­
rów  polegałby na aktyw acji fosfolipazy A2, k tóra w  efekcie swojego działania dostar­
czałaby prekursorów  do biosyntezy fosfolipidów.

Należy zaznaczyć, że poziom i układ poszczególnych referatów  jest bardzo n ie­
równy: jedne są omówieniam i ogólnymi danego zagadnienia w oparciu o piśm iennic­
two, inne stanow ią przegląd publikow anych już daw niej w łasnych badań, a jeszcze 
inne m ają postać zwykłych prac doświadczalnych. Szkoda, że książka nie zaw iera dys­
kusji po wygłoszonych referatach, co często publikow ane jest w opracow aniach sym- 
pozjalnych. Pomogłoby to zapewne w  rozstrzygnięciu w ątpliwości nasuw ających się 
czytelnikowi przy zapoznaw aniu się z niektórym i referatam i.

W sum ie jednak książka ta daje bogaty przegląd ostatnich osiągnięć w dziedzinie 
m etabolizm u fosfolipidów w układzie nerwowym, zarówno ośrodkowym jak  i obwo­
dowym i może stać się dużą pomocą dla neurochem ików, farm akologów, lekarzy oraz 
tych wszystkich, których in teresu ją problem y związane z m etabolizm em  lipidów.

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

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

Dążenie do przekazyw ania wyników badań w naukach biologicznych w form ie 
zbliżonej do przyjętych w naukach m atem atyczno-fizycznych czy technicznych p rzy­
czyniło się do szybkiego rozwoju biofizyki. Język, w jakim  biofizyka in te rp re tu je  p ro ­
cesy biologiczne wymaga od współczesnego badacza gruntow nego przygotowania m a­
tematycznego oraz znajomości zasad działania najnowszej apara tu ry  badawczej. A utor 
om awianej książki, Dr Erol Baęar studiował fizykę w H am burgu, a po ukończeniu 
studiów, w latach 1965—68, doktoryzował się w tam tejszym  Instytucie Fizjologii U ni­
w ersytetu. Od 1969 r. k ieruje Insty tu tem  Biofizyki jednego z U niw ersytetów  A nkary 
(Haceteppe Uniwersitezi, nawiązującego do uniw ersytetu  założonego w 1206 r. w K ay­
seri [Cezarea], a refundowanego w 1967 r.).

Celem książki Dr Baęara, napisanej na podstawie swych w ykładów  dla dyplo­
mantów, jest próba ukazania korzyści jakie płyną z zastosowania m atem atycznej 
analizy do zjaw isk biologicznych. Problem  polega na dobraniu jednej m etody m ate­
matycznej do analizy jednej właściwości wspólnej różnym procesom. W przypadku 
badań opisywanych przez Baęara chodzi o rytm iczne oscylacje, które zachodzą w wielu 
narządach, jak na przykład w nerkach, w sercu, mięśniach gładkich i mózgu. W do­
świadczeniach z układem  kanalików  nerkowych i układem  wieńcowym serca szczurów 
autor bada regulację przepływu krw i przez narząd pod wpływem zm ian ciśnienia, 
w mięśniach naczyń i je lita grubego św inki m orskiej re jestru je  napięcie pod w pły­
wem bodźców mechanicznych, a w mózgu kotów obserw uje in terferencję spontanicz­
nych i wywołanych bodźcami potencjałów  elektrycznych. Analiza m atem atyczna w y­
ników oparta na przekształceniu F ourrier-L aplace’a stanow i podstaw ę program u 
kom puterów  połączonych z ap ara tu rą  badawczą. Pozwala to na uzyskanie charak te­
rystyki częstotliwości oraz m aksim um  nasilenia drgań otrzym ywanych z danego n a ­
rządu w czasie doświadczenia. Autor przedstaw ia tylko podstawowe wzory zak ła­
dając, że zainteresow any czytelnik albo ma dostateczne przygotowanie albo może się 
zapoznać z podaną lite ra tu rą  przedmiotu.

Autor zdaje sobie w pełni spraw ę, że procesy biologiczne przebiegają w sposób 
niezm iernie skomplikowany, że bierze w nich udział w iele zm iennych, cechuje je 
niestabilność, a w ynik rzadko odpowiada funkcji liniowej. Wobec tego uważa, że 
biofizyk nie może traktow ać badanego układu jako black box, w którym  bierze pod 
uwagę tylko bodziec w prow adzany do układu (input) i efekt otrzym ywany (output). 
P roponuje koncepcję grey box, czyli układu, którego stru k tu ra  i funkcjonow anie są 
w dużym stopniu znane i muszą być brane pod uwagę w analizie m atem atycznej.

Książka Dr Baęara ma dziewięć rozdziałów, każdy opatrzony odpowiednią biblio­
grafią. Trzy pierwsze w yjaśniają zasady proponowanej analizy; rozdział czwarty i p ią ­
ty trak tu ją  o analizie zjaw isk w nerkach, układzie wieńcowym i m ięśniach gładkich, 
której wyniki prowadzą do umocnienia teorii o myogennym charakterze regulacji 
ciśnienia k rw i w kapillarach. Rozdział szósty omawia bardzo ważne w analizie m ate­
m atycznej zagadnienie nieliniowego przebiegu procesów biologicznych. Rozdział siód­
my przynosi interesujące neurobiologów analizy aktywności elektrycznej mózgu. 
W rozdziałach ósmym i dziewiątym  autor podsum owuje wyniki otrzym anych analiz 
i w ich św ietle jeszcze raz dyskutuje możliwości zastosowania analizy m atem atycznej 
do badań biologicznych.

Tego typu podejście analityczne znajduje zastosowanie przede wszystkim w nau-
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kach fizjologicznych, ale w ydaje się, że na przykład 'oscy lacje zachodzące w niektó­
rych procesach biochemicznych mogłyby być przedm iotem  podobnej analizy o ile 
przebiegają z dostateczną częstotliwością i o ile uda się zarejestrow ać ich przebieg 
w czasie. Oczywiście konieczne jest urządzenie kom puterowe oraz współpraca z m ate­
m atykiem  zainteresow anym  tego typu analizam i.

Af. D ydyńska
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badaczy, których prace m ają  podstawowe znaczenie w  przedstaw ianej 
dziedzinie. O m awiane prace trzeba num erow ać w  kolejności ich cytow a­
nia w  tekście. Wykaz piśm iennictw a zatem  obejm uje prace opatrzone ko­
lejnym i num eram i, ale nieuporządkow ane alfabetycznie. O dnośniki biblio­
graficzne w inny mieć form ę zalecaną przez Komisję W ydawców Czaso­
pism  Biochemicznych M iędzynarodowej Unii Biochemików (IUB) według 
Biochim. Biophys. Acta, (1972), 276, (1) np.

P ispa J . P., Buchanan F. M., (1'971), Biochim. B iophys. Acta, 247,
181—184.

Cytując w ydaw nictw a książkowe podawać należy kolejno: nazwisko(a) 
inicjały autor(ów), rok  w ydania, ty tu ł książki, nazwisko(a) i inicjały 
jej redaktorów (a), tom, pierw szą i ostatnią stronę cytowanej publikacji, 
nazwę w ydaw nictw a oraz m iejsce wydania, np.

Dixon M., Webb E. C., (1964), Enzymes, 2 wyd., str. 565, Longmans 
G reen and Co, London;

G rant J. K., (1969) w Essays in Biochemistry, red. Campbell P.N., 
G reville G. D., t. 5, str. 1—58; Academic Press, London

Załączniki: Każdy załącznik należy sporządzić w  2 egz. na oddziel­
nych kartkach  i opatrzyć kolejnym  num erem  odpowiadającym  num erow i 
użytem u w  tekście, oraz oznaczyć (na górze stronicy ołówkiem) nazw is­
kiem  pierwszego autora i początkowym i w yrazam i ty tu łu  pracy.

Tabele należy kolejno num erow ać cyfram i arabskim i. Tytuł tabeli
i nagłówki rubryk  w inny jasno opisywać ich treść zaznaczając z jakich 
(jakiej) prac(y) pochodzą inform acje podane w  tabeli.

Ryciny tj. wykresy, rysunki, schematy, lub fotografie należy opatrzyć 
num eracją w  kolejności ich omówienia w tekście. P rzy jm uje się zasadę 
num eracji rycin cyfram i arabskim i, a wzory cyfram i rzymskimi. Foto­
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kresu. Cyfry i litery  służące do opisu rysunku powinny mieć wysokość 
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należy w yraźnie nanieść czarnym  tuszem.

Ze względu na w ew nętrzną spoistość artykułu  zaleca się autorom  
konstruow anie oryginalnych rysunków  i zbiorczych tabel na podstawie 
danych z piśm iennictw a. P raw ie wszystkie czasopisma zastrzegają sobie 
wyłączność druku prac w raz z ich dokum entacją (Copyright). Przed 
włączeniem tabel, wykresów czy schem atów do artykułu  przeznaczonego 
do publikacji w  Postępach Biochemii należy uzyskać zgodę na przedruk
i przedłożyć ją Redakcji.

Redakcja prosi o właściwe pakow anie artykułów  aby zabezpieczyć 
maszynopisy i ilustracje przed pogięciem.
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