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WSKAZOWKI DLA AUTOROW

Kwartalnik ,,Postepy Biochemii” publikuje artykuty monograficzne omawiajace
waskie tematy oraz artykuly przegladowe referujace szersze zagadnienia z biochemii
i nauk pokrewnych. Artykuty pierwszego typu winny obejmowa¢ syntetyczny prze-
glad postepu wiedzy w omawianej dziedzinie opracowany na podstawie piSmien-
nictwa z kilku ostatnich lat, a artykuty drugiego typu jedynie pi$miennictwo z ostat-
niego roku lub dwu lat. Kwartalnik publikuje takze krdétkie noty informujgce o no-
wych i wazniejszych osiagnieciach biochemii. Przekazanie artykutu do Redakcji jest
réwnoznaczne z o$wiadczeniem, ze nadestana praca nie byta i nie bedzie publikowa-
na w innym czasopi$mie, jezeli zostanie ogtoszona w ,,Postepach Biochemii”. Autorzy
artykutu odpowiadajg za prawidtowos¢ i $cistos¢ podanych informacji. Autoréw obo-
wigzuje korekta autorska. Koszty zmian tekstu w Kkorekcie (poza poprawieniem
btedow drukarskich) ponoszg autorzy. Artykuty honoruje sie wedtug obowigzuja-
cych stawek. Autorzy otrzymuja bezptatnie 25 odbitek swego artykutu; zamowienia
na dodatkowe odbitki (ptatne) nalezy zgtosi¢ pisemnie odsylajac prace po Kko-
rekcie autorskie;j.

Redakcja prosi autoréow o przestrzeganie nastepujgcych wskazowek:

Forma maszynopisu: maszynopis pracy i wszelkie zalgczniki nalezy nadsytac
w dwu egzemplarzach. Maszynopis powinien by¢ napisany jednostronnie, z podwéjng
interlinig., z marginesem ok. 4 cm po lewej i ok. 1 cm po prawej stronie; nie moze
zawiera¢ wiecej niz 60 znakéw w jednym wierszu nie wiecej niz 30 wierszy na stronie
zgodnie z Norma Polska.

Uktad maszynopisu: strona oktadkowa nienumerowana zawiera imiona i na-
zwisko(a) autora(éw), adres(y) Zaktadu(éw) w jezyku polskim i angielskim, w ktérych
pracujg autorzy, adres pocztowy, na Kktéry autorzy zyczg sobie otrzymywacé kores-
pondencje, adres prywatny, telefon miejsca pracy, tytut artykutu (w jezyku polskim
i angielskim), oraz—w prawym dolnym rogu — liczbe stron, liczbe rycin, wzoréw
i tabel oraz skroét tytutu (nie wiecej niz 25 znakéw drukarskich).

Strona tytutowa (1) imiona (w petnym brzmieniu) i nazwisko(a) autora(éw), tytui
pracy w jezyku polskim i angielskim, rzeczowy spis tresci w jezyku polskim i angiel-
skim, tytut naukowy autora(éw) i jego (ich) miejsce(a) pracy, wykaz skrétéw stoso-
wanych w pracy.

Strona 2 i nastepne obejmuja tekst pracy do spisu piSmiennictwa wikacznie, tabele,
spis rycin, wzoréw oraz tytuty i objasnienia do rycin na stronach koncowych.

Dla przejrzystosci tekstu obowigzuje podziat artykutu na rozdziaty i podrozdzia-
ty, ktorych tytuty rzeczowo winny informowaé o przedstawianych tresSciach. Rze-
czowy spis tresci publikujemy bezposrednio po tytule pracy. Rozdziaty numerujemy
liczbami rzymskimi, a podrozdzialy odpowiednig rzymskg i arabska (np. 1-1.). Tytu-
tow podrozdziatow nie wydzielonych z tekstu nie trzeba numerowac¢. W teks$cie nie
nalezy stosowac¢ zadnych podkreslen ani rozstrzelonego druku. Ewentualne sugestie
autorskie co do charakteru czcionki drukarskiej nalezy zaznaczy¢ otéwkiem na
marginesie maszynopisu. W przypadku umieszczenia w teksScie liter alfabetu greckie-
go nalezy na marginesie wpisa¢ otéwkiem ich fonetyczne brzmienie. Tabele i ryciny
numerujemy cyframi arabsKimi a wzory rzymskimi. W teks$cie nie nalezy umieszczaé
zadnych tablic, rycin czy wzorcéw, lecz w zagdanym miejscu pozostawi¢ wolny wiersz
i zaznaczy¢: Tabela 1, Ryc. 1, Wzér | itp. Numeracje wzoru w tek$cie nalezy podawac
po nazwie zwigzku np. kwas glutaminowy (1).

Redakcja prosi autoréw o zwrocenie szczeg6lnej uwagi na poprawnos¢ jezykowa
tekstu a takze na Scisto$¢ i jasnos¢ sformutowan, unikanie gwary laboratoryjnej oraz
0 niewprowadzanie do tekstu tworzonych doraznie skrotow, nawet jesli niektdre
z nich bywajg uzywane w pracach obcojezycznych.
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Wykaz stosowanych skrotéw: biatko NHC = NHCP***) — biatko niehistonowe chro-
matyny (nonhistone chromatin protein); biatko UP —NHCP luzno zwigzane z DNA;

*) Prof. dr, Zaktad Biochemii, Instytut Biochemii i Biofizyki, Uniwersytet £6dzki,
Banacha 12/16, 90-237 t.6dz.

**) Referat sympozjalny wygtoszony 8 wrzesnia 1978 r. podczas XVI Zjazdu
Polskiego Towarzystwa Biochemicznego w todzi.

***) Oba skroty stosowane sg jako rownorzedne w catej pracy.
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biatko NP — NHCP silnie zwigzane z DNA; biatko HP — histon; UC — pozostato$¢
chromatyny po wyekstrahowaniu biatek UP; HC — pozostato$¢ chromatyny po wy-
ekstrahowaniu biatek UP i HP; NC —pozostato$¢ chromatyny™ po wyekstraho-
waniu biatek UP, HP i NP; HMG —grupa NHCP o wysokiej ruchliwosci w PAGE
(high mobility group), ekstrahowanych z chromatyny najczesciej 0,35M roztworem
NaCl, a nie strgcajacych sie po dodaniu TCA, tj. w 2% roztworze kwasu trdjchloro-
octowego; LMG — grupa NHCP o niskiej ruchliwosci w PAGE (low mobility group),
wytragcajgcych sie z ekstraktu chromatyny w 0,35M roztworze NaCl w obecnosci 2flo
stezenia TCA; DBP — biatko wigzace sie z DNA (DNA binding protein); TNP — no-
wotworowe (tumorowe) NHCP (tumor nonhistone protein); AP-NH — biatko kwasne
o silnym powinowactwie do DNA i do nukleohistonu (acidic protein with high af-
jinity jor DNA anA nucleohistone); Hap 2— NHCP eluowane 50mM buforem fosfo-
ranowym jako komponent drugi podczas frakcjonowania chromatyny na HPT;
HPT — hydroksyapatyt; PAGE — elektroforeza w zelu poliakryloamidowym (poly-
acrylamide gel electrophoresis)4 IF —ogniskowanie izoelektryczne (isoelectric focus-
ing); Gua*Cl— chlorowodorek guanidyny; 3'MDAB— doustny karcynogen zawiera-
jacy 10®0 oleju kukurydzy (Mazola) i 0,06% N,N-dwumetylo-p-/m-tolylazo/aniliny
rozpuszczonej w Mazola; DMH — 1,2-dwumetylohydrazyna; m.cz.— masa czastecz-
kowa; AT —sekwencja DNA bogata w pary adenina—tymina; CO— wyrazenie
oceniajace reakcje reasocjacji i powtarzalnos¢ sekwencji DNA; iloczyn z wyjscio-
wego stezenia roztworu DNA zdenaturowanego (mole nukleotydéw w 1 litrze) i czasu
reasocjacji wyrazonego w sekundach. Sekwencje powtarzajace sie reasocjuja przy
niskich wartosciach Cot; DFP — dwuizopropylofluorofosforan; PMSF — fenylometylo-
sulfonylofluorek.

Zagadnienie niejednorodnosci i specyficznosci biatek niehistonowych

v (biatka NHC = NHCP) stato sie przedmiotem niniejszego referatu z tego

wzgledu, ze te dwie ich wasciwosci reprezentujg jednoczesnie dwa gtdw-

ne wymagania stawiane czasteczkom kandydujgcym na stanowisko regu-
latoréw genowych.

Pod koniec lat sze$¢dziesigtych okazato sie, ze tym dwu nieodzownym
warunkom nie odpowiadajg w peini histony — permanentne represory
genowe, doskonale zakonserwowane w procesie ewolucji molekularnej
(1—3). Jednoczes$nie obserwowano powszechnie precyzyjng regulacje
funkcji genow (4, 4a). Nic wiec dziwnego, ze rozpoczeto sie goraczkowe
poszukiwanie innych kandydatow na omawiane stanowisko, ze zrozumia-
tych wzgleddw wsrod komponentow chromatyny. Uwaga badaczy skon-
centrowata sie na biatkach chromosomalnych innych niz histony, tj. na
biatkach niehistonowych.

Wobec szeregu niedawnych krajowych przegladow, dotyczacych bia-
tek NHC (5—11) oraz organizacji i funkcjonowania genomu Eucaryota
(12— 16), artykut niniejszy ograniczy sie do przedstawienia tylko nie-
ktérych danych, badZz mniej eksponowanych w zacytowanych publika-
cjach, badZz nowszych, zwlaszcza w zakresie specyficznosci molekularnej
jak i metabolicznej biatek NHC, i to w cyklu komérkowym oraz w réz-
nicowaniu, z petnym pominieciem ich udzialu w swoistosci transkrypcji
narzagdowej i tkankowej.
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I. Zarys metod otrzymywania biatek NHC

Obecnos¢ w jadrach komorkowych biatek nierozpuszczalnych w roz-
cienczonych roztworach kwaséw mineralnych, jak histony, a wiec biatek
NHC, zostato zasygnalizowane juz pod koniec XIX stulecia przez L i-
lienfielda (17). Jednak biatka niehistonowe chromosomalne
zostaty uzyskane po raz pierwszy dopiero przez Mirsk y’ego i Poi-
lister a (18) w 1946 r. Byly to istotnie biatka dezoksyrybonukleopro-
tein niestrgcalne z dezoksyrybonukleohistonem w 0,14M roztworze NacCl.
Technika ta niemal 20 lat pdzniej zostata wykorzystana w laboratorium
Wanga (19, 20) z Buffalo, dostarczajac jedynie tatwiej ekstrahowanych
biatek NHC.

Generalnie wyizolowanie i scharakteryzowanie biatek niehistonowych
za pomocg metod konwencjonalnych byto zadaniem bardzo trudnym do
spetnienia ze wzgledu na ich nierozpuszczalno$¢ w wodnych zbuforowa-
nych roztworach o fizjologicznych wartosciach sity jonowej i pH, a takze
silng tendencje do agregacji.

Nic wiec dziwnego, ze pod koniec lat sze$cdziesigtych, dostownemu
~Wybuchowi” zainteresowania dla biatek NHC, zaczelo towarzyszy¢ po-
szukiwanie coraz to nowych technik majgcych utatwié ich solubilizacje
i wymontowanie z kompleksu chromatynowego (21). Warto odnotowac
wprowadzenie w tym celu dezoksycholanu sodu (22)r siarczanu dodecylu
sodu, (SDS) (23, 26), wysokich stezen mocznika (24, 25), chlorku guani-
dyny (Gua*Cl) (27, 28), chlorku cezu (26) kwasu mrowkowego (29), czy
wreszcie fenolu (30), zwiaszcza zbuforowanego (31), dla wydzielenia pew-
nej frakcji biatek niehistonowych, tzw. fenolorozpuszczalnych fosfo-
protein.

Od doswiadczen w laboratorium Johnsa (32) w Londynie przed-
miotem badan jest réwniez frakcja biatek NHC tatwiejsza do wydzielenia,
bo rozpuszczalna w 0,35M roztworze NaCl, tzw. biatka HMG (high mobil-
ity group).

Obecnie stosowane, metody izolowania bialek niehistonowych dajg sie
ujag¢ w 2 grupy, w ktorych startuje sie badZz z chromatyny, badZ z jader
komérkowych bez nukleoplazmy (Ryc. 1).

W obu nieodzowne jest zdysocjowanie kompleksu chromatynowego,
najczesciej w srodowisku wysokich stezehd soli oraz mocznika lub Gua*Cl
(33) z tym, ze ta dysocjacja w pierwszej grupie metod dotyczy chroma-
tyny juz odhistonowanej, a w drugiej catosci chromatyny. W obu seriach
uzyskanie biatek niehistonowych poprzedzajg etapy usuniecia DNA na
drodze ultrawirowania (24, 35—37), trawienia DNazg (38, 39), stracenia
chlorkiem lantanu (40), filtracji zelowej na Bio-Gel A-50m (44—46) czy
Sepharose 4B (27), chromatografii na hydroksyapatycie (wraz z rozfrak-
cjonowaniem biatek) (47—49) lub za pomocag uktadu polimerow dek-
stran — glikol polietylenowy (41—43), za§ w drugiej grupie metod —
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Rye. 1. Zestawienie wazniejszych metod izolowania biatek NHC.

Dysocjacja chromatyny: 2—3M NaCl #5—8M mocznik (lub 4M Gua mCl) #SDS (33). Usuniecie hi-
stonéw: 0,1—05M HC1 lub H2504 (33); 2M NaCl —5M mocznik —50mM bufor bursztynianowy
(pH 5,0) (34). Usuniecie DNA: ultrawirowanie (24, 35—37); trawienie DNaza (38,39); stracenie
LaClj (40); odwirowanie zdsocjowanej i sonifikowanej chromatyny w uktadzie dekstran — gli-
kol polietylenowy (41—43); filtracja na zelu Bio-Gel A-50m (44—46) lub Sepharose 4B (27); chro-
matografia na hydroksyapatycie (w tym oddzielenie od histonéw i frakcjonowanie NHCP)
(47—49); usuniecie dezoksynukleohistonu (20, 33). Oddzielenie NHCP od histonéw: na kationitach,
np. Amberlite CG—50 (36), Bio-Rex 70 (37, 50), CM-Sephadex (27), CM-celuloza (38), Sp-Sephadex
(28, 45) lub na anionitach, np. QAE-Sephadex (24, 28, 51), DEAE —celuloza (52)

NHCP

silnie
luzno zwigzane

zwigzane z DNA resztkowe
z DNA
0ok.90% @ @

Ryc. 2. Ogolny podziat biatek NHC

usuniecia histonéw, najczesciej w wyniku wymiany jonowej na kationi-
tach (27, 28, 36—38, 45, 50) lub anionitach (24, 28, 51, 52), a nawet oddzie-
lenia dezoksyrybonukleohistonu (20, 33).

Istniejg rowniez metody izolowania pewnych frakcji biatek NHC, np.
fosfoprotein (53, 54) czy biatek HMG (32).

Wydaje sie, ze na podstawie kryterium rozpuszczalnosci biatka nie-
histonowe mozna podzieli¢ na 3 grupy, tj. luzno, silnie i bardzo silnie
zwigzane z DNA; ostatnie reprezentujg soba, tzw. biatka niehistonowe
resztkowe (Ryc. 2).
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Ryc. 3. Zestawienie frakcjonowania dostarczajgcego biatek NHC luzno zwigzanych
z DNA (UP), a ponadto histonéw (HP) i biatek NHC silnie zwigzanych z DNA (NP)

w wyniku ultrawirowania (34) badz chromatografii na hydroksyapatycie (55)

30F

f

|
i
|
Iy
|
I

Erytrocyty
-—== Mézg

s

2T

—_———

Ryc. 4. Profile densytometryczne (PAGE—SDS) biatek NHC luzno—(UP) i silnie zwig-

7

9

Odleglosé od startu (cm)

zanych z DNA (NP) z 2 tkanek kurczecia (55)
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Przyktadem takiego rozdziatu biatek niehistonowych moze byc¢ tech-
nika frakcjonowania chromatyny (Ryc. 3) opracowana w laboratorium
Hnilicy najpierw w Houston (34), a nastepnie w Nashville (55).

Selektywna ekstrakcja chromatyny serig roztworéw buforowych za-
wierajgcych mocznik (5M), a w poézniejszych etapach réwniez wysokie
stezenia soli (2M NaCl), w wyniku wielogodzinnego ultrawirowania do-
starcza w 3 supernatantach biatek chromatyny (UP, HP i NP), a w 3 osa-
dach (UC, HC i NC) — komplekséw DNA z niewyekstrahowanymi biat-
kami. Poza histonami (HP) w supernatancie pierwszym otrzymuje sie
gtdwng pule biatek NHC, tj. luzno zwiazanych z DNA, tzw. biatek UP
(ok. 90% catosci biatek, ulegajacych fosforylacji in vivo i in vitro), a na-
stepnie niewielki odsetek (ok. 9—10%) biatek silnie zwigzanych z DNA,
tj. biatek NP. Biatka niehistonowe bardzo silnie zwigzane z DNA, tzw.
biatka resztkowe obecne sg w ilosci ponizej 1%.

Po usunieciu biatek UP pozostate frakcje mozna réwniez uzyskaé
w toku chromatografii na hydroksyapatycie (55).

Il. Niejednorodnos$¢ oraz specyficzno$¢ molekularna i metaboliczna
biatek NHC

Cato$¢ biatek niehistonowych, czy ich frakcje to jeszcze gaszcz kom-
ponentéw (Ryc. 4), ktore mozna chociaz czeSciowo rozszyfrowa¢ w toku
elektroforezy w zelu poliakryloamidowym z SDS (przesiew taricuchow
polipeptydowych wg ich mas czgsteczkowych) jednokierunkowej (56—
59) lub dwukierunkowej (60—62), ogniskowania izoelektrycznego (63, 64)
(IF; sito czasteczek biatkowych wg ich tadunkéw elektrycznych), czy
kombinacji tych 2 technik (49, 65—68), nawet z wprzegnieciem autoradio-
grafii (69). '

Dzieki zastosowaniu tych metod patrzymy dzi$ na biatka niehistonowe
jako na duzy zbiér indywidualnych tancuchdw polipeptydowych lub ich
zespotéw, w sumarycznej liczbie od kilkudziesieciu (55, 70) do kilkuset
(69), a nawet ponad 500 komponentéw (71). Stanowig one przewaznie
od 50 do okoto 150% catosci DNA w chromatynie (72, 73), ale w chroma-
tynie gruczotéw jadrowych pstragga — tylko 5% (74). Cechuje je szeroki
wachlarz mas czasteczkowych (od ok. 5000 do ponad 150 000) (55, 70),
punktow izoelektrycznych (3,7—9,0) (70) i stosunkéw aminokwasow kwas-
nych do zasadowych (0,8—4,0) (70, 75, 76). Biatlka te czesto zawieraja
tryptofan (do ok. 1%) (76), a takze aminokwasy ulegajgce post-synte-
tycznym modyfikacjom w postaci grup fosforanowych (8, 77, 78), acety-
lowych (78—80), metylowych (78), tiolowych (81—83), czy polimerdw
ADP-rybozy (84—85). Warto odnotowa¢, ze w laboratorium Buscha
(86, 87) wyizolowano pierwsze biatko NHC w postaci glikoproteiny, z tan-
cuchem 15 reszt N-acetyloglukozoaminy.

Najwyzszym obecnie wyrazem szeroko zakrojonej niejednorodnosci



M BIALKA NIEHISTONOWE 293

biatek niehistonowych moze by¢ wrecz szokujgca publikacja sygnalna
Heleny Fleischer-Lambropoulos (71), o sumarycznej ilosci
okoto 1200 biatek NHC w tkance neuronalnej i glejowej mézgu szczura,
z zapowiedzig dalszego, zapewne gigantycznego przegladu ich witasciwosci
fizykochemicznych.

W wyniku preparatywnego ogniskowania izoelektrycznego w aparacie
Valmeta (88) biatek NHC wyekstrahowanych po tzw. | (6M mocznik —
0,35M Gua*Cl) i Il dysocjacji (6M mocznik — 3M NaCl), otrzymano w su-
mie z tkanki neuronalnej i glejowej po 25 frakcji o punktach izoelek-
trycznych w zakresie pH 3,5—10,5 (Ryc. 5).

a; ekstracja: 6M mocznik-0,35M Gua-Cl b I ekstrakcja: :
6 M mocznik-3M NaCl

T @ NN ® =D O~ OO €T~ M ¥ - ~N N Mmoo
TGy e measdmg T EES Gl a
0 O O M O AN 5O b th - o &0t oot d&<on
z-fv'u'ftnlnm&ocd:\‘zﬁddafcflcﬁdm'm'w':‘go&w"d
_— 15 - frakcji -t 10 - frakciji ——

tkanka neuronalna, 25 — frakcji, pH 3,5-10,5
C tkanka glejowa, 25 — frakcji, pM 3,7-9,9

Ryc. 5. Diagram frakcji uzyskanych w wyniku preparatywnego ogniskowania izo-
elektrycznego (88) biatek NHC z I i Il ekstraktu tkanki neuronalnej i glejowej mbzgu

szczura (71)
Liczby pod rycing ilustrujg punkty izoelektryczne uzyskanych frakcji biatkowych; po stronie
a tylko dane dotyczace tkanki neuronalnej, po stronie b tylko dane dotyczace tkanki glejowej.

Kazda z otrzymanych frakcji zostata zanalizowana w toku mikro-
elektroforezy w zelu poliakryloamidowym (1—2ng biatka na 1 Zel) pro-
wadzonej w kapilarach o pojemnosci IOmL Rozdziat mikroelektroforetycz-
ny 15 frakcji uzyskanych po | dysocjacji dostarczyt 330 komponentow
NHCP z tkanki neuronalnej i 405 — z tkanki glejowej (Ryc. 6), demon-
strujagc nie tylko wybitng niejednorodnos$¢ biatek NHC, ale réwniez ich
specyficzno$¢ molekularng w 2 tkankach tego samego narzadu, tj. mézgu
szczura. Obok szeregu pasm wspdlnych stwierdza sie bezsprzeczne réznice
iloSciowe, a co najwazniejsze jakoSciowe w profilach densytometrycznych
biatek NHC obu tkanek.

Szokujace sa réwniez niedawne wyniki chemicznej i elektroforetycz-
nej analizy biatek 2 typow z chromatyny (z rozbitej mechanicznie), tj. eu-
i heterochromatyny (89, 90), rozdzielonych w toku ultrawirowania
(990 000xg) w gradiencie stezenia glicerolu (91). Od badan Frenstera
(92) wiadomo, ze te 2 typy chromatyny, odmienne pod wzgledem ultra-
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I ekstrakcja
6M mocznik - 0,35 M Gua-Cl

12,5 250 920 12,5 250 925 12,5 250 92,5
M.cz.=x103

————————— tkanka neuronalna (N), 330 komponentéw
————————— tkanka glejowa (G), 405 komponentéw

Ryc. 6. Profile absorbcji w 600 nm (PAGE-SDS, mikroelektroforeza) 15 frakcji uzy-
skanych w wyniku preparatywnego ogniskowania izoelektrycznego biatek NHC |
ekstraktu tkanki neuronalnej i glejowej moézgu szczura (71)

struktury i funkcji, cechuje prawie jednakowa ilo$¢ histonéw, a odmienna,
na korzy$¢ euchromatyny, zawartosé biatek NHC. W dosSwiadczeniach
Montagny i wsp. (90) wrecz odwrotnie: 1,5-krotnie wyzsza ilos¢ hi-
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stonéw w heterochromatynie przy braku roznic w zawartosci biatek NHC
(Tab. 1). Rozfrakcjonowanie chromatyny budzi jednak zaufanie z uwagi
na 7—9-krotnie wyzsza aktywno$¢ matrycowa euchromatyny niz hetero-
chromatyny (90, 91). Ponadto w euchromatynie brak zupetnie bialek
NHC silnie zwigzanych z DNA, biatek luzno zwigzanych jest 4-krotnie
wiecej, a tzw. resztkowych 2-krotnie mniej niz w heterochromatynie.

Tabela 1
Charakterystyka chemiczna eu- i heterochromatyny
watroby szczura (89, 90)
Sktadnik
lub frakcja Euchromatyna Heterochroma-
NHCP tyna
Biatko/DNA 2,43+0,10 1,81 +0,04
Histon/DNA 0,94 +0,03 1,43+0,04
NHCP/DNA 0,77+0,02 0,74+0,02
([¢cg biatka/mg DNA)
0,35M—NHCP 460+ 21 123+15
2,0M—NHCP - 3417
2,0M—resztko-
we NHCP 310+ 12 579+29

Wsrdd biatek luzno zwigzanych z DNA dominujg, zaréwno w eu-
i heterochromatynie, polipeptydy o masie 12 000, 35 000 i 54 000, jednakze
polipeptyd o masie okoto 18 000 — unikalny jest dla euchromatyny, po-
dobnie jak i grupa 6 polipeptydéw, w zakresie 58 000—90 000, praktycznie
nieobecna w heterochromatynie (Ryc. 7). Te grupe odnajduje sie zapewne

0,35 M- NHCP 2 M~NHCP 2 M-NHCP resztkowe
10 f
8 ARY
£ A
€? [
4t i
i ‘| /N\\',.,'/
2 7"4'.‘v'\'.’ LY
1 1 Frm o T i
200 80 40 20 10 200 80 40 20
M.cz.»10°
——————————— Euchromatyna
----------- Heterochromatijna

Ryc. 7. Profile densytometryczne 3 frakcji biatek NHC eu- i heterochromatyny wa-
troby szczura (90)
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Ryc. 8. Zestawienie profili densytometrycznych (PAGE—SDS) biatek NHC 3 tkanek
szczura (a i b, bufor glicynowy) oraz watroby 3 gatunkéw (c, bufor fosforanowy) (98),

a takze ich og6lnej charakterystyki {99)
(Omytkowo zakres pH punktéw izoelektrycznych zamiast 54—6,6 podano jako 54—0,6)

http://rcirerg.pl
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wsrdd biatek silnie zwigzanych z DNA. W populacji biatek NHC resztko-
wych — 2 polipeptydy, o masie wyzszej od 200 000, wystepujg w hetero-
chromatynie w ilosci 5-krotnie wyzszej niz w euchromatynie. Zauwaza sie
tez zmiany jakosciowe: rozdwojony szczyt biatka o masie okoto 35 000
przy pojedynczym w heterochromatynie, a odwrotng sytuacje w przypad-
ku komponentu o masie okoto 20 000.

Z uwagi na ostatnie artykuty (93, 94), wskazujgce na niebezpieczen-
stwo proteolizy w ocenie niejednorodnosci i specyficznoSci molekularnej
biatek NHC, ogranicze sie w przedstawieniu tego zagadnienia do zacyto-
wania tylko niektérych publikacji, badz dotyczacych biatek NHC izolo-
wanych wobec miarodajnych inhibitorow proteazy histonowej, badZz bar-
dziej kluczowych. Oczywiscie bedg to wyniki badan poprzedzajacych pra-
ce Fleischer-Lambropoulos (71), a wiec przeprowadzonych za
pomocg konwencjonalnej analizy elektroforetycznej w zelu poliakrylo-
amidowym z SDS (54, 57—59) Ilub z mocznikiem w $rodowisku kwas-
nym (95).

Od 1970 r. szkota Bon ner a (96) w Pasadenie lansuje teorie tzw.
limitowanej niejednorodnos$ci, a od 1972 r.—réwniez limitowanej spe-
cyficznosci biatek NHC (29, 97). Rycina 8 ilustruje zestawienie densyto-
graméw biatek NHC 3 tkanek szczura (watroba, nerka, mozg) oraz wa-
troby 3 gatunkow (szczur, kot i kurcze) (98, 99).

Autorzy wyro6zniajg 10 grup frakcji, oznaczonych literami greckimi
(od a do q), wsréd ktérych wyodrebniajg w zakresie mas czasteczko-
wych od 10 000 do 81 000 4 klasy (A—D) komponentéw czeSciowo scha-
rakteryzowanych pod wzgledem punktéw izoelektrycznych (pH 3,7—8,0),
wartosci stosunkéw sumy aminokwaséw kwasnych do zasadowych (1,1—
2,7), a takze zawartosci lizyny (4,2—13,3 mol°/0). Komponenty klasy A
i D reprezentujg sobg raczej indywidualne biatka, tj. 0 i £ odpowiednio.
To ostatnie, z uwagi na wysokg zawarto$¢ aminokwaséw kwasnych
(27,8 mol°/o) jak i zasadowych (19,9 moP/o) oraz mase czasteczkowq
(28 000) zdaje sie naleze¢ do biatek HMG (32).

W zatgczonych densytogramach (Ryc. 8) dominuje 10—20 wybitniej-
szych komponentow, ktore stanowig okoto 50—75% catosSci (100), obok
20—40 stabiej reprezentowanych. Profile desyntometryczne sg analo-
giczne w obszarze niskoczasteczkowych frakcji (~ 40 000); w rejonie
$rednich mas czasteczkowych (40 000— 100 000) obserwuje sie pewng
specyficzno$¢ tkankowg i gatunkowa, najbardziej eksponowang w przy-
padku moézgu, ktéry cechuje sie unikalnym wzorem obrazu elektrofore-
tycznego, z dominacjg wysokoczasteczkowych biatek NHC (29).

Wsrod wyznawcoéw omawianej ograniczonej niejednorodnosci, a takze
specyficznosci tkankowej i gatunkowej biatek NHC, i to zaréwno mole-
kularnej jak i metabolicznej, wymienié nalezy przynajmniej profesoréw:
Paula w Glasgow (48, 101), Tsaneva w Sofii (102—104), Buscha
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w Houston (61, 105) oraz Holoubka w Galveston (106—108) i ich
wspoétpracownikéw.

Odnosi sie wrazenie, ze przeciwko tej koncepcji limitowanej niejed-
norodnosci i specyficznosci biatek NHC wystepuja Platz i Klein-
smith (109), zarzucajac, ze w przypadku prac z laboratorium Bon -
ne ra (29, 96, 97) zostata ona oparta na wynikach: 1) badania biatek NHC
z tkanek zamrozonych, w ktorych dochodzi do zubozenia ilosci frakcji
wysokoczgsteczkowych, 2) pordwnania komponentdw silniej reprezento-
wanych, z pominieciem niejednorodnosci i specyficznosci byé moze zlo-
kalizowanej w biatkach wystepujacych w matych ilosciach, oraz 3) analizy
elektroforetycznej petnej puli biatek NHC, bez etapéw ich oczyszczania
i zatezenia, ktére ujawniajg frakcje niewykrywalne w operowaniu ca-
toscia.

Z wymienionych przyczyn autorzy pordwnali profile densytometrycz-
ne tylko pewnego gatunku NHC, tj. fosfoprotein jadrowych (53), w tym
znakowanych in vivo radioaktywnym ortosforanem, a otrzymanych m.in.
z jader komorkowych 3 Swiezych tkanek szczuréw (watroba, nerki,
mdzg), dowodzac wyzszego rzedu specyficznosci molekularnej, a zwtasz-
cza metabolicznej (Ryc. 9).

Odmienne wzory ufosforylowania biatek NHC w dosSwiadczeniach
Platza i Kleinsmitha (109), zwilaszcza w zestawieniu tkanki

Radioaktywnos¢ imp./min (%)

Nerka 2,0

.LL R 1 X - | 1 O

6 0 1 2 3 4 S
Odlegtosc¢ od startu (cm)

Ryc. 9. Zestawienie profili densytometrycznych (PAGE—SDS) fosfoproteidéw z 3 tka-

nek szczura oraz wiaczania w nié [3P] ortofosforanu in vivo (watroba i nerka) oraz

in vitro (mdzg) (109)
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moézgowej z watrobg czy nerka, nie budza zastrzezen, poniewaz dotycza
frakcji wolnej od zanieczyszczen kwasami nukleinowymi, ktére w przy-
padku mocnego zwigzania z biatkami, a przez to wspdlnej wedrowki
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Ryc. 10. Profile elektroforetyczne (PAGE—SDS) biatek NHC syntetyzowanych w 2 fa-
zach cyklu komoérkowego HelLa S3 (121)

6 000F
c 4000+
E
S
a
£ il
-
&
2000
1 o i = I
0 10 20 30 40
Nr frakcji
Ryc. 11. Profile elektroforetyczne (PAGE—SDS) biatek NHC z mioblastéw (Yaffe L)
inkubowanych z [y—WP] ATP w okresie 4 stadiow miogenezy: | (¢ --------- °), 3—4

dni; 11 (O--mmmmr 0), 6. dzien; 11 (A - A), 7. dzien; IV (A A), 9 dzien (117)
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w zelu poliakryloamidowym, moga staé sie przyczyng powaznych btedow
w ocenie ilosci wiaczonego radioaktywnego fosforanu (110).

Wrecz dramatyczne zmiany wewnatrzjagdrowego stezenia poszczegol-
nych biatek NHC, ich fosforylacji oraz szybkosci syntezy obserwowano
podczas rozwoju organizméw (111—113), podczas réznicowania i prolife-
racji komorek (114—118), a nawet w komérkach znajdujacych sie w réz-
nych fazach cyklu komorkowego (119—121). Warto zacytowac rdznice
w wiagczaniu 1-[3H] tryptofanu w biatka NHC komoérek HelLa w okresie
mitozy i fazy S (Ryc. 10), a takze radioaktywnego fosforanu z [-3p]ATP
podczas 4 stadidw miogenezy (Ryc. 11).

W rozstrzygnieciu zagadnienia molekularnej specyficznosci biatek
NHC (specyficznosci obrazu elektroforetycznego w zelu poliakryloamido-
wym), a badanej za pomoca powszechnie stosowanych metod, pomocne
sg niedawne wyniki precyzyjnych doswiadczen badaczy japonskich (122).
Dotyczyty one zachowania sie w zelu poliakryloamidowym (59) biatek
chromosomalnych 5 réznych tkanek (watroba, nerki, $ledziona, grasica
i mdzg) szczuréw prawidtowych oraz nosicieli guza (miesak Rhodamine),
a takze tkanki samego nowotworu. Wszystkie roztwory zawieraty 1 mM
DFP, inhibitor aktywnosci proteazy chromatynowej w pH 7,5, a takze
4,51 10,0 (123).

Zawarto$¢ biatek NHC w badanych tkankach szczura, prawidtowych
i miesaka, zmieniata sie nastepujaco: miesak (5,1) mébzg (3,6) * watroba

H2B

H3 H2A
2k fll'm

Ryc. 12. Profile desytometryczne (PAGE—SDS) biatek chromosomalnych réznych tka-
nek szczura prawidtowych i miesaka (Rhodamine); 3 grupy mas czasteczkowych:
I (> 100 000), Il (40 000—100 000) i 111 (30 000-"~10 000) (122)
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(3,3) nerki (1,6) S$ledziona (1,1)~ grasica (1,0); liczby w nawiasach
podajg wartosci wzgledne. Rozwd@j miesaka obniza iloS¢ biatek NHC
w tkankach nosicieli guza, zwitaszcza w watrobie, co dotyczy gtownie
frakcji o masie 52 000, a takze 6 komponentéw w regionie 30 000 i 40 000.
W elektroferogramach dawato sie wyodrebni¢ okoto 50 pasm, podczas
gdy na profilach densytometrycznych — tylko 35 (Ryc. 12).

Poréwnanie densytogramoéw pozwala zauwazy¢ identyczno$¢ w obra-
zie histonéw nukleosomalnych, niewielka odmienno$¢ w histonie poza-
nukleosomalnym, tj. HI, a znaczng — w biatkach NHC. WS$réd nich, dla
przejrzystosci, wyodrebniono na podstawie mas czasteczkowych 3 grupy,
tj. | (> 100 000), Il (40 000— 100 000) oraz grupe Il (30 000—40 000)
i oznaczono literami alfabetu wieksze komponenty w grupie Il i Il
Mozna tatwo zaobserwowac¢ zmiane zawartosci biatek NHC w poszcze-
gbélnych 3 grupach idgc od tkanki do tkanki, a takze pewne prawidtowosci:
dominacje grupy Il, jako catosci, oraz jej wiekszych komponentow, tj.
IIA (71 000), 1B (64 000), IID (52 000), IIE (48 000) i IIF (43 000), a ponad-
to najwieksza zmienno$¢ w ogolnej zawartosci biatek NHC, jak i w pro-
filach densytometrycznych w grupie Il (watroba > moézg > miesak »
A §ledziona M nerki > grasica). Zdaniem autoréw tkankowo specyficzne
biatka* NHC sg zlokalizowane w regionie 30 000—40 000, a biatka IIC
(54 000) i IIE (34 000) sg specyficzne dla tkanki nowotworowej.

W Scistym zwigzku z zagadnieniem specyficznosci molekularnej biatek
NHC pozostaje od kilku lat wcigz jeszcze kontrowersyjna sprawa udziatu
biatek kurczliwych w strukturze i funkcji jadra komoérkowego oraz jego
komponentéw, gtéwnie chromatyny.

W 1975 r. w laboratorium Bonnera (124) wykazano, ze w densy-
togramach (PAGE-SDS) biatek NHC chromatyny watroby szczura niemal
potowe ogdlnej puli stanowi kilkanascie (12— 18) polipeptydéw, wsérdd kto-
rych znajdujg sie komponenty biatek kurczliwych, tj. 2 dominujgce, jak
miozyna (ok. 220 000) i aktyna (ok. 45 000), 3 mniej wybitne (tubuli-
na — 50 000, a- i (5 tropomiozyna — 32 000 i 34 000), a takze przypusz-
czalne produkty strawionej miozyny (68 000, 65 000 i 24 000). Biatka kur-
czliwe reprezentowaty okoto 38°/0 biatek niehistonowych chromatyny izo-
lowanej z petnego homogenatu watroby badz z jader komdérkowych, a wy-
kazujgcej odpowiednio 8 i 4°/o zanieczyszczenia biatkami cytoplazmatycz-
nymi (metoda izolowania chromatyny w obecnosci znakowanych izotopo-
wo biatek cytoplazmy) (125). Podobne obserwacje, tj. ze pewne biatka
NHC majg szybkos¢ wedrowki zblizong do biatek mieSniowych, znalazty
sie rdwniez w publikacji Comingsa i Harrisa (126) z 1975 r.
W rok p6zniej ci sami autorzy (127) wycofali sie jednak z tego stanowiska
w wyniku bardzo wnikliwych badan poréwnawczych nad zachowaniem
sie elektroforetycznym w zelu poliakryloamidowym biatek miofibryli,
a takze biatek cytoplazmy, nukleoplazmy oraz biatek niehistonowych chro-
matyny, otrzymywanej z petnych lizatbw komodrkowych badZz z bardzo

2 Postepy Biochemii
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czystych jader komoérkowych watroby myszy, przy uzyciu — jak zawsze
w doSwiadczeniach Comingsa (126, 127, 130) — inhibitorow proteaz (10-4M
CdS04, 10-3M NaHSO03 I~g/cms inhibitora sojowego trypsynty, pH 7,0).
Oni wypowiadajg sie autorytatywnie, ze aktyna, miozyna, tubulina i tro-
pomiozyna, jezeli w ogole sg obecne w chromatynie, stanowia tylko bar-
dzo niewielki odsetek (< 2%) biatek NHC. (Komponenty wedrujgce w po-
zycjach a- i P- tropomiozyny wydajg sie odpowiada¢ biatkom sprzezonym
z HnRNA). Wiekszy udziat biatek kurczliwych ws$rod NHCP zdarza sie
tylko wtedy, gdy chromatyne otrzymuje sie z surowych homogenatow
tkanki zamiast z czystych jader komérkowych.

Biatka kurczliwe zostaly wykryte ponad wszelkg watpliwos¢ w ja-
drach komoérkowych Physarum polycephalum (114, 128, 129). Jednak ten
organizm, w przeciwienstwie do wiekszosci Eucaryota, cechuje sie mitoza
wewnatrzjadrowga i aktyna, miozyna, tubulina oraz tropomiozyna sg cze-
§cig wewnatrzjgdrowego wrzeciona kariokinetycznego. Znacznym zmia-
nom w morfologii i aktywnos$ci jader komdérkowych u Physarum poly-
cephalum towarzyszg zmiany w iloSci wewnatrzjgdrowej aktyny. LeSto-
urgeon (114) oraz Comings i Okada (130) rozwazajg mozliwosé
udziatu aktyny w procesie kondensacji charakterystycznej dla heterochro-
matyny.

Sprawa uczestnictwa biatek kurczliwych w strukturze chromatyny na-
dal nie jest definitywnie rozstrzygnieta. Miozyna, aktyna, tropomiozyna
i biatko przypominajace podjednostke C tropomiozyny zostaly wykryte w
cytoplazmatycznej i jadrowej frakcji fibroblastow (131, 132), miozyna
i aktyna — we wrzecionie mitotycznym (133), a aktyna — we wtéknach
biegngcych od kinetoforéw (centromerdéw) do biegunow tego wrzeciona
(134). Wychodzac z zatozenia, ze biatka strukturalne chromatyny muszg
oddziatywa¢ z DNA, Corees i Avila (135) badali interakcje biatek
kurczliwych z DNA za pomocg techniki filtrow nitrocelulozowych. Do-
wiedli oni silnego powinowactwa miozyny i troponiny, a stabszego tro-
pomiozyny wobec DNA i braku wigzania z nim aktyny. Biatka kurczliwe
preferowaty bardziej DNA jednotancuchowy (zdenaturowany) niz podwdj-
nie tancuchowy, czy RNA, a wsrod natywnych — DNA eukariotyczny (fi-
broblasty chomika syryjskiego) od DNA faga.

W czasie indukowanej przez aktynomycyne D masowej kondensacji
chromatyny u Amoeba proteus (136) dochodzi do silniejszego zwigzania
aktyny w jadrach komérkowych w poréwnaniu z kontrolnymi jadrami
interfazowymi (stezenie aktyny takie samo w jadrze i cytoplazmie). Fakt
ten przemawia raczej za udziatem aktyny w kondensacji chromatyny
podczas mitozy, niz za jej przemieszczeniem z cytoplazmy do jadra tylko
na skutek przepuszczalnosci ostonki jadrowej (136).
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I1l. Powinowactwo biatek NHC do DNA

Dominujacg cechg biatek zaangazowanych w strukture chromatyny
i regulowanie czynno$ci genéw winna by¢ zdolno$¢ do odwracalnego wig-
zania sie z okreSlonymi sekwencjami nukleotydowymi DNA. Istnienie ta-
kich biatek zostato udokumentowane pod koniec lat sze$¢dziesigtych dla
Procaryota (137—139). Regulatory genowe typu represor operonu Lac
w E. coli (137, 138), czy genu Cxbakteriofaga X (139) okazaty sie biatkami
allosterycznymi, ktére rozpoznajg i wigzg sie z wihasciwymi odcinkami
DNA, a wystepujag w bardzo matych iloSciach (mniej niz 100 kopii na ko-
marke) (140).

Wiasciwosci specyficznego powinowactwa do DNA poszukuje sie row-
niez w czasteczkach kandydujacych na stanowisko regulatoré6w genowych
u Eucaryota, m.in. w biatkach NHC. Wykorzystywane sg w tym celu na-
stepujagce metody zaczerpniete gtdwnie.z systemow mikrobiologicznych:
1) chromatografia powinowactwa biologicznego na kolumnach z unieru-
chomionymi DNA lub histonami, 2) wirowanie w gradiencie gestosci roz-
tworéw sacharozy czy metrizamidu, 3) saczenie na filtrach nitrocelulo-
zowych.

Wszystkie one generalnie dowodzg, ze tylko niewielki odsetek biatek
NHC cechuje sie specyficznoscig gatunkowa wigzania z DNA. Niemal we
wszystkich tych technikach stosuje sie nie tylko DNA réznego pocho-
dzenia, tj. gatunkowo homo- i heterologiczne oraz o réznej konformacji
(podwdjnie i pojedynczo tancuchowe), ale rowniez DNA o réznym skta-
dzie zasad (np.: typu AT) czy odmiennej czestotliwosci powtarzanych sek-
wencji.

Unieruchomienie na hydroksyapatycie natywnej chromatyny i kolejne
oddysocjowywanie jej biatek zbuforowanymi roztworami (pH 7, 5), zawie-
rajgcymi wzrastajgce stezenia NaCl (do 2M) oraz mocznika lub Gua*Cl
(do 5M), dostarczyto ostatnio, w ramach jednoetapowego postepowania,
szeregu frakcji biatek NHC o selektywnym powinowactwie do rodzimego
DNA (140a).

I11-1. Chromatografia powinowactwa na immobilizowanych DNA

Chromatografia powinowactwa na adsorbentach zawierajgcych poli-
nukleotydowe ligandy datuje sie od 1968 r., kiedy to Litman (141)
opisata pomysine oczyszczenie mikrokokalnej polimerazy DNA na kolum-
nie zawierajgcej DNA unieruchomiony na celulozie.

W tym samym roku niezaleznie Alberts (142) oraz Gilham
(143) wprowadzili pojedynczo lub podwodjnie fancuchowe DNA przymo-
cowane do inertnej celulozowej matrycy i zaproponowali nowe metody
dla przygotowania adsorbentow zawierajagcych gtdwnie oligonukleotydy

2*
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lub mocno zdegradowane DNA, zwigzane z réznymi nierozpuszczalnymi
nos$nikami.

Najczesciej stosowanym wielkoczgsteczkowym nosnikiem molekut
DNA jest celuloza (141, 144), zel poliakryloamidowy (145), Sephadex
G-200 z odstepnikiem (ligandem) w postaci karbodiimidu (146), agaroza
(147, 148) czy aminoetylosefaroza 4B (140).

Najwczes$niejsze doswiadczenia w tym zakresie nalezg do Klein-
smitha i wsp., ktérzy zastosowali technike chromatografii na DNA-
celulozie catoSci biatek NHC (144), a takze ich ufosforylowanej frakcji,
tj. fosfoprotein jadrowych (149). Wykazano, ze w warunkach fizjo-
logicznej sity jonowej (0,14M NaCl) tylko 0,01% catosci biatek NHC
watroby szczura wigze sie specyficznie z DNA homologicznego gatunku,
a nie wykazuje zadnego powinowactwa do DNA tososia, czy bakterii. Od-
setek ten zwiekszyt sie do I°/o (149) w przypadku chromatografii na
DNA-celulozie fosfoprotein jadrowych uzyskanych 2z pominieciem fe-
nolu. W toku elektroforezy w zelu poliakryloamidowym fosfoproteiny
watroby szczura, wigzace sie specyficznie z DNA szczura, reprezentowaty
sobg niejednorodng populacje ufosforylowanych biatek o masach czastecz-
kowych w zakresie od 30 000 do 70 000. Wigzatly sie one stabiej z DNA
grasicy cielecia i spermy tososia, a bardzo stabo z DNA E. coli czy C. per-
fringens.

Rozdziat chromatograficzny na serii kolumn celulozowych z DNA he-
terologicznym (DNA E. colhi) i homologicznym (DNA watroby szczura)
pozwolit rozdzieli¢ biatka NHC watroby szczura (46) na 3 grupy, tj. 1) biat-
ka, ktore w og6le nie wigzg sie z DNA, 2) biatka wigzace sie niespecy-
ficznie z DNA (np. z DNA E. coli) oraz 3) biatka o wybiorczym powino-
wactwie do DNA homologicznego gatunkowo i tkankowo.

Chromatografia powinowactwa na DNA zwigzanym kowalencyjnie
z aminoetylosepharozg 4B (140), zapewnita rozfrakcjonowanie biatek NHC
pod wzgledem ich powinowactwa do specyficznych sekwencji DNA.
W doswiadczeniach Allfrey’a i wsp. (116, 140), uznawanych po-
wszechnie za ,najelegantsze”, uzyto 6 typéw kolumn z DNA 4 roznej
czestotliwosci sekwencji a wiec o 3 réznych wartosciach CQ, tj. wysokiej
(225—40 000), posredniej (6—225) i niskiej (<C6), a ponadto w postaci
taricucha pojedynczego (zdenaturowanej) oraz podwdjnego (renaturowa-
nej). Biatka NHC wymywane z tych 6 typow DNA wzrastajgcymi steze-
niami soli (NaCl), nawet z udziatem zwigzkéw denaturujagcych (mocznik
i chlorek guanidyny) w kofAcowych etapach, charakteryzowaty sie odmien-
nym obrazem elektroforetycznym w zelu poliakryloamidowym. Wyniki
te sugeruja, ze biatka NHC rozpoznajg nie tylko fizyczny stan DNA, ale
rowniez jego sekwencje nukleotydowe. Wiasciwos$¢ te demonstrujg nie-
dawne rozlegte dosSwiadczenia Bliithmanna i wsp. (148, 150) doty-
czace rozdziatu na DNA-agarozie 4 frakcji (NH1, NH2, NH3 i NH4) uzy-
skanych w toku chromatografii na hydroksyapatycie catosci biatek NHC
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limfocytow wotu (151). Frakcje te w sumie stanowity wagowo 20% DNA,
reprezentowaty sobag 55°/0 (NH1), 20°/0 (NH2), 10% (NH3) i 15% (NH4)
biatek NHC, a takze wykazywaty odmienne powinowactwo do dwu- (151)
i jednotancuchowego DNA (150), zwigzanego z agaroza. Na tych kolum-
nach dostarczaly one komponentéw o odmiennym, a jednoczesnie mniej
niejednorodnym profilu densytometrycznym w zelu poliakryloamidowym
(Ryc. 13). Warto odnotowac, ze omawianag chromatografie na hydroksy-
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Ryc. 13. Wyniki badania niejednorodnosci i specyficznosci 2 biatek NHC limfocytow
wotu, tj. NH3(NHCP3) oraz NH4(NHCP4), wyeluowanych z HPT (151). a) Chromato-
grafia powinowactwa tych biatek na DNA-agarozie. b) Analiza elektroforetyczna
(PAGE—SDS) ich frakcji nie zwigzanych z DNA-agaroza oraz wymytych z kolum-
ny za pomocg 0,30, 0,60 i 1,0M roztworéw NaCl (150)
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apatycie wedtug Tiseliusa i wsp. (152) prowadzono w temperaturze
4°C dzieki zastgpieniu w eluentach, soli sodowych lepiej rozpuszczalnymi
fosforanem potasowym (pH 7,5) oraz chlorkiem potasowym.

Poréwnawcza analiza elektroforetyczna w zelu poliakryloamidowym
4 frakcji NHCP otrzymanych z dwu tkanek wotu wykazata pewne roznice
ilosciowe w profilach densytometrycznych, zwlaszcza w odniesieniu do
frakcji NH4, a wilasciwie jej komponentu o masie 30 000, stanowigcego
az 45°/o biatka NH4 w limfocytach a prawie nieobecnego w biatku NHC
watroby. Komponent ten, tzw. biatko NH 30 000 z limfocytow wotu, udato
sie Bliithmannowi (148) oczysci¢ do jednorodno$ci, tj. 1 tancucha
polipeptydowego. Zawierat on 25,3% aminokwasow kwasnych, 18,3%
aminokwasow zasadowych (w tym 10,3% Lys oraz N-konicowg Arg) i tyl-
ko $lady (0,17%) fosforu alkalilabilnego. Pod wzgledem masy czastecz-
kowej przypominat biatka grupy HMG (32), A24 (153), czy UP1, tj. biatko
NHC grasicy cielecia, rozwijajgce heliks DNA (154), roznit sie jednak od
nich sktadem aminokwasowym i resztag N-koncows.

111-2. Chromatografia powinowactwa na immobilizowanych histonach

Wystepowanie histonéw i biatek NHC w chromatynie stwarza mozli-
wos¢ ich wzajemnego bezposredniego oddziatywania ze sobg. W 1968 r.
Wang i Johns (155) wykazali po raz pierwszy, ze histony i biatka
NHC stracajg sie w specyficzny sposob, kiedy sag zmieszane ze sobg. Inter-
akcje histon-NHCP znacznie pobudzaly stopien ufosforylowania biatek
NHC przy czym histon HI stymulowat ten proces najsilniej, a histon
H2B — najstabiej (156).

W ostatnich latach zastosowano do rozdziatu biatek NHC technike
chromatografii powinowactwa biologicznego z afinantem w postaci histo-
nu nierozfrakcjonowanego albo indywidualnych frakcji histonowych czy
polilizyny, zwigzanych kowalencyjnie z agarozg (157), sefarozg (158) czy
Affi-Gel 10 (159).

Na szczegbélng uwage zastugujg niedawne dosSwiadczenia Klein-
smitha (158), znanego ze swych prac nad fosforylacjg biatek NHC (77),
a przeprowadzone we wspOtpracy z Noodénem (160), ktory juz od
1973 r. przestrzega przed niebezpieczenstwem proteolizy w badaniach
biatek NHC. Wszystkie roztwory zawieralty 0,1 mM PMSF, co podkresla
sie niemal przy kazdej czynnosci.

Autorzy podali technike chromatografii ufosforylowanych in vitro
[MP]biatek NHC watroby wotu na 2 homologicznych gatunkowo frakcjach
histonowych, tj. HI i H2B, immobilizowanych na Sepharose 4B (aktywo-
wanej CNBr). Stragceniu kompleksu histon-NHCP zapobiega sie w nigj
przez wprowadzenie radioaktywnych biatlek NHC nie bezpos$rednio na
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histonosefaroze, ale przez wypetnienie kolumny uprzednio przygotowang
mieszaning radioaktywnych biatek NHC 2z histonosefaroza w obecnosci
2M NaCl i 4M mocznika, z nastepnym stopniowym obnizeniem stezenia
soli w toku gradientowej dializy. Kolejna elucja kolumny histono-sefa-
roza-NHCP roztworami o wzrastajacych stezeniach soli dostarczyta kilku
wysoce powtarzalnych szczytéw radioaktywnos$ci, nie obserwowanych
w przypadku kolumn kontrolnych z sefarozy samej lub z cytochromem
c). Kolumny z histonem H2B wiagzaty wiecej znakowanych biatek NHC
niz z histonem HI, z odmiennymi profilami elucji w obu przypadkach.

Doswiadczenia dowodza specyficznosci oddziatywania biatek NHC
z histonem HI i H2B, co prawda w stopniu limitowanym, w wyniku na-
stepujacych danych: 1) Nie zaobserwowano zadnego wigzania biatek NHC
z albuming surowicy ani cytochromem c. 2) Rozne profile elucji biatek
NHC z kolumn zawierajgcych histon HI lub H2B wskazujg na roznice
w interakcji tych 2 histonéw z ufosforylowanymi biatkami NHC. 3) Pew-
ne biatka NHC wigzg sie wybiorczo tylko z jednym z 2 typdéw unierucho-
mionych histondw. 4) Chromatografia biatek NHC tylko na tym samym
typie kolumny histonowej, dostarczata szczytéw wymywanych roztwo-
rami o doktadnie tym samym stezeniu NaCl.

Znaczenie podjetych prac nad biatkami niehistonowymi o wybitnym
powinowactwie do histonéw jest tym wieksze, ze jeden z mechanizmow
odwrdcenia represji genowej moze wcigga¢ ich wigzanie do zasadowych
chromosomowych polipeptydéw — efektywnych inhibitoréw transkrypcji.

Powinowactwo histonow do DNA zmienia sie w cyklu komdérkowym
(121). Sg one silniej zwigzane z DNA podczas mitozy niz fazy S i za ten
fakt wydajg sie ponosi¢ odpowiedzialno$¢ biatka NHC, odmienne w obu
fazach cyklu. Ekstrahowalnos$¢ histonu za pomocg 0,25M roztworu dezo-
ksycholanu sodu (pH 8,0) byta wyzsza z chromatyny rekonstruowanej,
zawierajacej biatko NHC z fazy S niz w przypadku chromatyny rekon-
struowanej z udziatem biatek NHC z komdrek w czasie mitozy.

Powinowactwo biatek NHC do DNA byto efektywniejsze w obecnosci
histondw w mieszaninie rekonstytucyjnej (161). Okoto 50% biatek NHC
nie wigzato sie z DNA w 5M roztworze mocznika w doswiadczeniach
Gadskiego i Chae’a (162), co tlumaczono przypuszczeniem, ze
pewne biatka NHC moga wymagac¢ histonéw do reasocjacji.

Sugeruje sie, ze biatka NHC moga modyfikowaé aktywno$¢ gendw
podczas cyklu komdérkowego poprzez posredniczenie w wigzaniu histonéw
do DNA (121).

I11-3. Ultrawirowanie w gradiencie gestosci roztworéw sacharozy czy metrizamidu

W laboratorium A 1ll1frey’a (54) opracowano technike tworzenia

kompleksow wzbogaconej w fosfor (ok. 1%) frakcji biatek NHC watroby
i $ledziony szczura z DNA r6znego pochodzenia (DNA watroby szczura,
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myszy, grasicy cielecia, pneumokok6éw), w toku gradientowej dializy we-
dtug klasycznej metody Bekhora i wsp. (25), stosowanej do badania
rekonstrukcji chromatyny. Uzyskane prébki byty frakcjonowane podczas
ultrawirowania w gradiencie gestosci roztworéw sacharozy (5—25%).

Zademonstrowano, ze 13°/0 fosfoprotein jadrowych, reprezentuja-
cych sobg okoto 1,5% catosci biatek jadrowych watroby szczura, wigzato
sie specyficznie z homologicznym gatunkowo DNA. Zdolno$¢ wigzania
fosfoprotein z DNA spadat w kompleksach zawierajgcych DNA z coraz
to odleglejszych gatunkéw, idagc od DNA watroby do DNA pneumokokéw.
Biatka odzyskane z potgczen fosfoproteidow z homologicznym DNA wy-
kazywaty niemal ten sam stopieA niejednorodnosci, co fosfoproteidy wyj-
Sciowe. Maksymalne wigzanie zachodzito w 0,01M roztworze NacCl.

W odréznieniu od wigzacych sie z DNA omawianych fosfoprotein
(54), tzw. biatko AP-NH (acidic protein with high affinity for DNA and
nucieohistone) (163, 164), zar6wno wyjsciowe jak i odzyskane z kompleksu
z DNA, zawieralo w obrazie elektroforetycznym gtéwnie komponenty
niskoczagsteczkowe. Stanowito ono okoto 10% catosci biatek NHC (1,5—
3,0% biatek jadrowych) watroby szczura i strgcato sie z dezoksyrybonu-
kleohistonem, kiedy roztwor chromatyny w uktadzie 2M NaCl— 5M
mocznik — IOmM Tris*HCI (pH 8,0) byt dializowany wobec 13 objetosci
wody destylowanej. Od histonéw i DNA dawato sie oddzieli¢c w toku
chromotografii na hydroksyapatycie. Cechowato sie ono 11-krotnie nizsza
iloscig fosforu ,0,08%) niz fosfoproteiny (54) i optymalnym wigzaniem do
DNA w warunkach fizjologicznej sity jonowej. Specyficzno$¢ jego powi-
nowactwa do DNA nie byta absolutna: 46% biatka AP—NH wigzalo sie
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Ryc. 14. Wyniki ultrawirowania w gradiencie stezenia sacharozy (5—20%) rekonsty-
tuowanych in vitro komplekséw [1X8]] biatka NP watrobiaka Novikoffa z DNA homo-
i heterologicznym gatunkowo (165)
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z DNA grasicy cielecia, ale odsetek ten zmniejszat sie w przypadku DNA
ewolucyjnie odlegtych (ok. 21% z DNA spermy tososia: 32,8% z DNA
Flavobacterium meningosepticum). Zdaniem Patela i Thomasa
(163) biatka wigzace sie z DNA, ktore spetniajg role raczej strukturalng
niz specyficznych regulatoréw, nie moga wykazywac¢ absolutnej specy-
ficznosci wigzania z DNA.

Rycina 14 ilustruje wyniki (165) ultrawirowania w gradiencie gestosci
sacharozy, rekonstruowanych in vitro, komplekséow [1A] biatka NP watro-
biaka Novikoffa z DNA gatunkowo homologicznym (DNA watroby szczu-
ra) oraz heterologicznym (DNA erytrocytow kurczecia). Widoczna jest
selektywnos$¢ powinowactwa do DNA homologicznego biatka NP (ok. 10%
catosci NHCP), uznawanego za silnie zwigzane z DNA (Ryc. 2 i 3) oraz
tkankowo specyficzne (Ryc. 4).

Rickwood i wsp. (166) badali interakcje biatek NHC z DNA po-
przez ultrawirowanie kompleksow w gradiencie stezenia metrizamidu,
inertnego, niejonowego sktadnika organicznego, tj. 2-(3-acetamido-5-N-
metylo-acetamido-2,4,6-tri-jodobenzamido)-2-dezoksy-D-glukozy, rozpusz-
czalnego w wodzie w postaci gestych roztworow o niskiej lepkosci (167).
Gtowng zaletg tej metody jest mozliwo$¢ wyizolowania komplekséw
nukleoproteinowych wolnych od niesprzezonych ze sobag biatek i kwa-
séw nukleinowych. Autorzy udowodnili wybiércze powinowactwo do
homologicznego DNA tzw. biatka Hap 2 (NHCP eluowane 50mM buforem
fosforanowym w toku chromatografii zdysocjowanej chromatyny na hy-
droksyapatycie) z komorek myszy, M2, transformowanych wirusem
Friend. W S$rodowisku 0,14M roztworu NaCl kompleks biatka Hap 2
z homologicznym DNA pojawiat sie w pasSmie o gestoSci 1,21 g/cm3
a z DNA heterologicznym (E. coli) — jako mniejszy i niejednorodny
szczyt w pasSmie 1,18 g/cm3 Zdaniem autorow biatko Hap 2 oddziatywuje
ze specyficznymi sekwencjami polinukleotydowymi DNA. Obecno$s¢ RNA
hamuje tworzenie stabilnego kompleksu miedzy DNA i biatkiem Hap 2

I11-4. Technika saczenia przez filtry nitrocelulozowe

Wprowadzona w 1968 r. przez Riggsa i wsp. (138) dla pomiaru
interakcji represora operonu Lac z DNA, technika ta opiera sie na spo-
strzezeniu, ze podwdéjny tancuch DNA jest zatrzymywany na filtrze tylko
w postaci kompleksu z biatkiem. Oczywiscie zdolno$¢ zatrzymywania sie
DNA na filtrach zalezy nie tylko od interakcji biatek z DNA, ale réwniez
od innych parametrow, m.in. od: 1) stanu fizycznego biatek i DNA (ich
natywnosci; czasu przechowywania nawet w roztworze Tris*HCI, pH
7,5, 2°C; masy czasteczkowej DNA), 2) rozmieszczenia biatek wsrod czagstek
DNA, 3) zdolnosci roznych biatek do zatrzymywania sie na filtrach (168).
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Przy zachowaniu duzej ostroznosci, tj. przestrzeganiu maksymalnej
natywnosci DNA i biatek oraz mozliwie identycznych warunkéw dos$wiad-
czen mozna uzyska¢ wiarygodne i ciekawe wyniki (168). W doSwiadcze-
niach z zastosowaniem saczenia przez filtry nitrocelulozowe badano naj-
czeSciej oddziatywanie pewnych frakcji biatek NHC, reprezentujgcych
soba mieszanine kilku lub wielu polipeptydéw, wykazujgc ich specyficzne
powinowactwo do DNA homologicznych (46, 163, 168, 169), pojedynczo
tancuchowych (168, 170), bogatych w sekwencje AT (169, 170) oraz po-
wtarzajgce sie sekwencje (116, 140, 169). Umanskij i wsp. (168) badali
interakcje réznych preparatow biatek NHC, luzno i silnie zwigzanych
z DNA, watroby szczura i grasicy cielecia z DNA homologicznym i hetero-
logicznym (Hyc. 15).
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Ryc. 15. Zestawienie niektérych wynikéw badania (technika filtrow nitrocelulozo-
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W gre wchodzito wspotzawodnictwo nieznakowanych DNA homolo-
gicznych lub heterologicznych, przy tym natywnych (g6rne diagramy)
i zdenaturowanych (dolne diagramy), z natywnym homologicznym
[MCIDNA, w nieobecnosci (lewe diagramy) i obecnosci mocznika (prawe
diagramy). W tych probach badano zdolno$¢ zwiekszajacych sie ilosci
nieznakowanych DNA do wspdizawodnictwa z okre$long iloscig radio-
aktywnego homologicznego podwojnie tancuchowego DNA o0 miejsca
wigzace na okreslonej ilosci biatka. Im nizsze stezenie kompetycyjnego
DNA byto wymagane do osiagniecia 50% wspo6tzawodnictwa, tym wyzsze
byto powinowactwo tego DNA do biatka.

Autorzy wykazali, ze mocznik destabilizuje heliks DNA i utatwia in-
terakcje biatka NHC 2z kompetycyjnym DNA. Oddziatywanie biatek
z wspotzawodniczacym DNA natywnym, homologicznym i heterologicz-
nym, jestidentyczne w nieobecnosci mocznika, ale w obecno$ci mocznika
interakcja z DNA homologicznym jest wyraZnie silniejsza niz z heterolo-
gicznym.

Ogolnie zdenaturowane DNA sa bardziej efektywne w odziatywaniu
z biatkiem niz natywne. DNA zdenaturowane homologiczne wsp6tzawod-
niczg silniej o biatko NHC niz zdenaturowane heterologiczne. Oczywiscie
specyficzna interakcja nie dotyczy catosci biatek NHC. Biatka NHC gtow-
nej puli oddzialtywujg z DNA niespecyficznie, a nieliczne — specyficznie
z natywnym homologicznym DNA w obecnoSci mocznika. Specyficzng
interakcje biatek NHC z homologicznym, zdenaturowanym DNA obser-
wuje sie w nieobecnosci i w obecno$ci mocznika.

W przeciwienstwie do dotychczasowych doswiadczen, w ktérych ba-
dano interakcje z DNA bialek NHC stanowigcych populacje Kilku lub
wielu peptyddw, ostatnie publikacje Bliithmanna (171, 148, 172) do-
tyczg powinowactwa do DNA 3 indywidualnych biatek NHC z komodrek
-prawidtowych i nowotworowych, a mianowicie: biatka NH 30 000 z lim-
focytow wotu (148, 171), a takze 2 biatek o masie 20 000 i 23 000, wyizolo-
wanych ze szpiczaka myszy MOPC (172). Z doSwiadczeh wynikato silniej-
sze oddziatywanie tych biatek z pojedynczo tancuchowym DNA, a w przy-
padku podwdjnie taricuchowego — z sekwencjami nukleotydowymi boga-
tymi w pary AT (regiony termolabilne). Ponadto biatka te wykazywaty
wieksze powinowactwo do sekwencji powtarzajacych sie z wyzszg czesto-
tliwoscig (CQ <C 100} w poréwnaniu z unikalnymi (C,t> 100) oraz nieroz-
frakcjonowanym DNA.

Niejednorodne frakcje biatek NHC badane przez Allfrey’a i wsp.
(116, 140) wigzaty sie wybidrczo do DNA o wysokiej czestotliwosci po-
wtarzajagcych sie sekwencji (C <C6), a w doSwiadczeniach pod kierun-
kiem Bonnera (169) — do DNA ze Srednig czestotliwo$cig powtdrzen.

Wybiércze oddziatywanie pewnych biatek NHC z powtarzajagcymi sie
sekwencjami DNA jest zgodne z generalnymi modelami regulacji funkcji
genomu (176—178, 13), w ktorych zaktada sie, ze powtarzajace sie sek-
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wencje DNA spetniajg role regulatorowg, stuzac jako miejsce wigzania
regulatorowych czasteczek.

Zgodnie z wyliczeniami Bluthmanna komponent NH 30 000, stanowig-
cy 45% frakcji NH4, wystepuje w iloSci 10® (148), a biatka nowotworowe,
reprezentujgce tylko 10°/0 tej frakcji — w ilosci 10* czgsteczek w jadrze
komorkowym (172). WartoSci te, zwiaszcza liczba 106 czgsteczek NH 30 000
(148) przypominajg wyliczenia dla biatek HMG (173) i przemawiajg raczej
za ich rolg strukturalng niz regulatorowg. Jednak biatko NH 30 000 nie
zostato wykryte w chromatynie watroby (151), a doSwiadczenia nad tran-
skrypcjg rekonstruowanych hybrydéw, zawierajgcych wymiennie kom-
ponenty chromatynowe limfocytéw i watroby, sugerowaty odpowiedzial-
no$¢ tego biatka za specyficznos¢ matrycowg chromatyny limfocytow
(148, 151).

Na filtrach nitrocelulozowych biatko NH 30 000 wykazywato wyzsze
powinowactwo do DNA limfocytow niz do DNA z E. coli. W $rodowisku
0,2M roztworu NaCl wigzato ono okoto 30°/0 DNA limfocytéw (jak wy-
dedukowano z krzywych nasycenia dla nadmiaru biatka oraz DNA o r6z-
nych masach czasteczkowych, kazde miejsce wiazace liczyto 1700 par
nukleotydéw). Whrew pogladom, ze interakcje biatek HMG sg niespecy-
ficzne z uwagi na sekwencje zasad (174, 175), wydaje sie, ze biatko
NH 30 000 ma odrebne miejsca interakcji na czasteczce DNA (148).
Bliithmann (171) spekuluje, ze biatko to jest zaangazowane w regu-
lacje funkcji genow poprzez wpltyw na strukture chromatyny, tj. na
konformacje aktywnych gendw.

I11-5. Poza-chromosomalne biatka z powinowactwem do DNA

Od 1973 r., tj. od znanej publikacji Vaughana i Comingsa
(179) lansuje sie teorig, ze biatka regulujace funkcje DNA winny wiazaé
sie z nim odwracalnie i byé w stanie réwnowagi dynamicznej miedzy
tzw. rozpuszczalng porcjag komérki (zapewne cyto- i nukleoplazma), a jej
strukturami w postaci chromosomoéw, czy chromatyny, odbywajac statg
wedrowke miedzy jadrem i cytoplazma.

Punktem wyjs$cia tej hipotezy staty sie dosSwiadczenia nad hybrydy-
zacjg komorek (180, 181), czy transplantacjg jader komoérkowych (182),
ktore zademonstrowaly wazng role “czynnikéw cytoplazmatycznych
w utrzymaniu charakterystycznej zréznicowanej aktywnosci komarki,
a takze szybka wymiar.e miedzy nukleo- i cytoplazma.

Wychodzac z tego zatozenia Vaughan i Comings (179) zamiast
chromatyny, jako zrodta biatek NHC wigzacych sie z DNA, ale opor-
nych na ekstrakcje, siegneli po cytosol, a takze nukleoplazme watroby
i nerek chomika chinskiego oraz komarek linii V-79, w celu wydzielenia
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tatwo rozpuszczalnych biatek o powinowactwie do DNA (homo- i hetero-
logicznego). Okazato sie, ze 1,4% catoSci biatek cytoplazmatycznych z 3
typow tkanek chomika chifnskiego byto wigzanych z DNA homologicznym
oraz grasicy cielecia (podwéjnie tancuchowym), a tylko 0,3% z pojedyn-
czo tancuchowym DNA z Micrococcus lysodeikticus. Chromatografia po-
winowactwa na kolumnach DNA-poliakryloamid (145) udowodnita wyz-
szy odsetek bialek wigzgcych sie z DNA w nukleoplazmie niz w cyto-
plazmie.

Biatka te, podobnie jak niektore dobrze scharakteryzowane regulatory
genowe u Procaryota (137, 139) cechowaty sie powinowactwem do specy-
ficznych sekwencji DNA, ale mialy wyzsza mase czasteczkowa (”~ 65 000)
w porownaniu z 40 000 (137), czy 20 000 (139), co nie wydawato sie auto-
rom pozbawione sensu biologicznego. U Eucaryota, rézniacych sie gene-
ralnie od Procaryota wyzszg zawartoscig DNA, moze byé wymagany zna-
cznie diuzszy odcinek taricucha DNA, a takze wieksza czgsteczka biatka
w celu osiggniecia genowo specyficznego sprzezenia w stopniu poréwny-
walnym do systemow prokariotycznych.

Badane biatka uzyskane z cytoplazmy nie okazywaty jednak zadnego
wplywu na proces transkrypcji zarowno DNA jak i chromatyny. By¢
moze tego rodzaju wiasciwos¢ winna by¢ badana w systemie z homolo-
giczng polimerazg DNA albo w systemach syntezy indywidualnych pro-
duktéw genowych (hemoglobiny, mioglobiny, albuminy itp.).

W dosSwiadczeniach Connera i Comingsa (157) z 1978 r. z cy-
toplazmy i nukleoplazmy wydzielono biatka o specyficznym powinowac-
twie do histonow, wykorzystujagc w tym celu technike chromatografii
powinowactwa biologicznego na immobilizowanych histonach. W ekstrak-
cie jader komoérkowych (0,15M NaCl) dominowat polipeptyd o masie 25 000
i stosunku aminokwaséw kwasnych do zasadowych réwnym 1,58, ozna-
czony na elektroferogramie jako J2 ktéry wybidorczo wigzat sie z histo-
nami.

Nukleoplazma i cytoplazma komérek watrobiaka Novikoffa stata sie
w laboratorium Bonnera (183) zrédiem rozpuszczalnych biatek o po-
winowactwie do DNA homologicznego (DNA szczura) i heterologicznego
(E. coli) immobilizowanych na celulozie. W warunkach 0,05M roztworu
NaCl oraz serii kolumn celulozowych zawierajgcych DNA E. coli lub wag-
troby szczura, z catosci biatek rozpuszczalnych watrobiaka Novikoffa
autorzy wyodrebnili 3 klasy, a mianowicie: biatek wigzacych sie z DNA
1) odwracalnie i niespecyficznie (6—8%), tj. z heterologicznym i homo-
logicznym DNA, 2) odwracalnie i specyficznie (1—1,5% catosci biatek
rozpuszczalnych) z 7—17-krotnie wyzszym powinowactwem do DNA
homologicznego niz heterologicznego oraz 3) specyficznie i nieodwracalnie
(1—1,5% catosci biatek rozpuszczalnych), tzn. nie dajacych sie oddzieli¢
od DNA na kolumnie, nawet 4M roztworem NaCl, a jedynie przy pomocy
dezoksyrybonukleazy.
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Analiza elektroforetyczna w zelu poliakryloamidowym z SDS i ognis-
kowanie izoelektryczne frakcji biatkowych uzyskanych z kolumny zade-
monstrowaly duze podobieristwo wiekszych kemponentéw w biatkach
wigzacych sie z DNA homo- i heterologicznym (3—5 gtéwnych pasm
w zakresie 35 000—40 000 i kilka mniejszych o wyzszej masie czastecz-
kowej).

Zgodnie z informacjami Patela i Thomasa (163) okolo 22%
catosci biatek nukleoplazmy wiazato sie z DNA, przy czym ilos¢ biatek
nukleoplazmy z powinowactwem do DNA byta 11-krotnie wyzsza niz
w cytoplazmie.

Nalezy zaznaczy¢, ze autorzy w swoich doswiadczeniach nad biatkami
wigzacymi sie z DNA nie operowali biatkami jodowanymi, unikajac utle-
niania biatek chloraming T przed procedurg znakowania jodem, co mogto-
by zmodyfikowa¢ to wigzanie; znakowanie biatek in vitro za pomoca
B lub 1 zwieksza specyficzng radioaktywnos$¢ ponad 10 000-krotnie
niz w znakowaniu in vivo. Byto ono wykorzystane przez autoréw tylko
w analizie elektroforetycznej z SDS oraz w ogniskowaniu izoelektrycznym
biatek.

Okoto 10°/0 catosci biatek cytoplazmy mikroplazmodiéw $luzowca
Physarum polycephalum (szczep M3CVII) wigzato sie z DNA grasicy
cielecia immobilizowanym na celulozie, przy czym 5,4°/o przytgczato sie
do DNA natywnego, a 4,4°/0 do DNA zdeneturowanego (185). Biatka te
reprezentowaty sobg populacje kilkuset polipeptydowych tancuchéw o ma-
sie czasteczkowej w zakresie od 22 000 do 200 000, a ws$réd nich 30—40
frakcji biatkowych wigzato radioaktywny fosforan w ilosci 0,07 do
0,13%.

Magun (184) zademonstrowat wystepowanie w cytosolu fosfopro-
tein, ktére majg powinowactwo do DNA, potwierdzajgc poprzednie swoje
sugestie (185), ze w cytoplazmie moze zachodzi¢ fosforylacja pewnych
biatek niehistonowych przed ich inkorporacjg w jadro komdrkowe.

Tylko niewielkie réznice w obrazie elektroforetycznym w 5—6% zelu
poliakryloamidowym z SDS zostaty stwierdzone w przypadku biatek
wigzacych sie z DNA grasicy cielecej immobilizowanymi na celulozie,
a pochodzacymi z catoSci komédrek ludzkich fibroblastéw WI38 (z ptuca
ptodu) prawidtowych i transformowanych wirusem SV40 (186). W tych
ostatnich obserwowato sie wzrost zawartosci 2 komponentéw (P6b i P6a)
0 masie 47 000 i 90 000. Biatka te nie wydajg sie byé charakterystyczne
dla procesu transformacji wywotanej przez wirus SV40, poniewaz
w zwiekszonych ilosciach wystepujg one takze w komorkach Hela, (w po-
rownaniu z fibroblastami ludzkimi WI38), oraz w komorkach indukowa-
nego chemicznie watrobiaka szczura (187), w poréwnaniu z watrobami
prawidtowymi.

W laboratorium Harrisa (188) w Oksfordzie, znanego ze swoich
prac nad hybrydami komorkowymi (189), zastosowano kolumny agaro-
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zowe (147) i celulozowe (141) z pojedynczo (147) i podwdjnie (141) tancu-
chowymi DNA grasicy cielecia oraz z komoérek puchlinowych u myszy,
w celu wydzielania biatek wigzacych sie z DNA z catloSci komorek, a takze
z catosci jagder komorkowych pochodzacych z prawidtowych linii komor-
kowych ludzkich (HeLa i Daudi), mysich (Ag i AgHT), jak rowniez z hy-
brydéw komérkowych (cztowiek — mysz; klony Px P3 P4 OR i CI2
zawierajgce odpowiednio 2, 10, 12, 14 i 22 ludzkie chromosomy), a ponadto
ze ztoSliwych guzéw u myszy (Ehrlich, SEWA, MSWBS). Wyeluowano
2 grupy biatek wigzacych sie z DNA, tj. luzniej (elucja 0,14M NacCl)
i mocniej (elucja 2M NaCl). Stanowity one w sumie 10% catoSci biatek
komorkowych i 25% catosci biatek jadrowych. Biatka wigzace sie z DNA,
a pochodzace z réznych zrédet okazaty sie niejednorodne (60 i 100 kom-
ponentdw) w toku jednokierunkowej (59) i dwukierunkowej (60) elektro-
forezy w zelu poliakryloamidowym z SDS, a przede wszystkim niemal
identyczne pod wzgledem ruchliwosci elektroforetycznych. Tylko mata
frakcja wigzata sie specyficznie z DNA tego samego gatunku. Z uwagi
na wspdlnosé podwajnie helikalnej struktury DNA we wszystkich gatun-
kach, autorzy sugerujg istnienie powaznych ograniczeA w zmiennoSci
strukturalnej biatek wigzacych sie z DNA i konserwatywno$¢ ewolucyjng
struktury wiekszosci biatek wchodzacych w inetrakcje z DNA (nie tylko
histon6éw, ale réwniez biatek NHC). Zdaniem ich fakt ten jest molekular-
ng podstawag wewnatrzkomaérkowej zgodnosci hybrydéw komoérkowych
pochodzacych z réznych gatunkéw zwierzetych (zgodnosci biatek ko-
mérek z roznych gatunkéw, ktére taczac sie, tworza zdolne do zycia
miedzygatunkowe hybrydy komadrkowe).

Autorzy potwierdzili poprzednie obserwacje (190, 191), ze zdenaturo-
wany DNA ma wyzszg zdolno$é wigzania biatek (90%) niz natywny
(6,7%). To powinowactwo do pojedynczo fancuchowej czasteczki DNA
moze byé zgodne z teoretycznymi sugestiami, ze czasteczki DNA podczas
replikacji i transkrypcji wystepuja w postaci jednotahcuchowej.

Biatka wigzace sie z DNA izoluje sie ostatnio metodg chromatografii
powinowactwa na DNA-celulozie z ptynéw ustrojowych, jak surowica
ludzka prawidlowa (192, 193) i patologiczna (194). Okoto 1,5% catoSci
biatek prawidtowej surowicy wiazacych sie z DNA reprezentuje sobg
wysoce niejednorodng grupe, ktéra wedruje w regionie a- i (3-globulin,
a w toku elektroforezy z SDS dostarcza ponad 20 pasm. Wsrod nich
dominujg 2 wieksze frakcje DBP (DNA binding protein), tj. DBP1
(126 000) i DBP2 (86 000), ktére zostaty wydzielone i scharakteryzowane
jako glikoproteiny o charakterze kwasowym.

Ws$rod biatek wigzacych sie z DNA, w tym do DNA zdenaturowanego,
znajdujg sie tzw. biatka rozplatajgce heliks DNA (,,unwinding proteins”)
stwierzone juz na poczatku lat siedemdziesigtych u Procaryota, wiacza-
jac bakteriofagi (195, 196).

Biatka tego typu zostaly rowniez znalezione i scharakteryzowane w sy-
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stemach eukariotycznych, bardziej prymitywnych (197, 198), jak i w tkan-
kach ssakow, w tym grasicy cielecia (199—201), czy regenerujgcej watro-
bie (202). Byty one wydzielone z catkowitych lizatéw komoérkowych (197,
198), lub z cytosolu (202), a takze chromatyny (202).

Biatka te ogOlnie cechuje: 1) wybidrcze wigzanie z pojedynczo tarncu-
chowym DNA, 2) rozkrecanie podwdjnego heliksu DNA oraz 3) interakcja
z polimerazami DNA, prowadzaca do stymulacji lub zahamowania syntezy
DNA. Sugerowany udziat tych biatek w mechanizmach replikacji DNA,
i to zarbwno w inicjacji jak i elongacji tego procesu, jest przyczyng
wzmozonego nimi zainteresowania (202).

Zastosowanie do pewnej frakcji (AP—NH) biatek niehistonowych wg-
troby szczura chromatografii powinowactwa na pojedynczo fancuchowym
DNA z grasicy cielecia, unieruchomionym na agarozie, pozwolito Tho -
masowi i Patelowi (201) wydzieli¢ komponent o preferencyjnym
powinowactwie do zdenaturowanego DNA. Biatko to o masie okoto
20 000, stanowito mniej niz 5% catoSci AP—NH. Technika saczenia na
filtrach nitrocelulozowych z zastosowaniem r6znych DNA (faga T7,
watroby szczura i grasicy cielecia) udowodnita brak gatunkowo spe-
cyficznej interakcji tego biatka z DNA i preferencyjne wigzanie z re-
gionami AT. Biatko to utatwiato denaturacje poli[d(A—T)*d(A—T)], czego
wyrazem byt 40% wzrost efektu hiperchromowego. Zjawisko to daje sie
wyttlumaczy¢ stymulacjg przez komponent biatkowy przejscia heliks —
kiebek dla syntetycznego DNA.

IV. Specyficzno$é immunochemiczna biatek NHC

Wyjatkowa czutos¢ i selektywnos$é interakcji antygen—przeciwciato
stata sie przyczyng wprowadzenia w latach siedemdziesigtych metod
serologicznych do badania struktury i funkcji chromatyny, a w szczego6l-
no$ci do badania wiasciwos$ci i lokalizacji jej biatkowych komponentéw.

Technikag z wyboru okazata sie mikrometoda wigzania dopetniacza
wedlug Wassermana i Levine’a (203). W 1970 r. Stollar
i Ward (204) zastosowali jg po raz pierwszy do reakcji serologicznych
z histonami (stosunkowo stabymi immunogenami z uwagi na malg mase
czasteczkowg i niskg zawarto$¢ aminokwaséw aromatycznych), a w rok
p6zniej Chytil i Spelsberg (205 — do badania wtasciwosci im-
munochemicznych biatek niehistonowych (Ryc. 16).

W stynnym doswiadczeniu wykazali oni, ze odhistonowana chromaty-
na jajowodu niedojrzatych kurczat, ktdrym wstrzykiwano przez 15 dni po
5 mg dwuetylostilbestrolu, wywotywata produkcje i pojawienie sie w su-
rowicy krolika tkankowo specyficznych przeciwcial, jakie wigzaly silnie
dopetniacz w obecnosci antygenu w postaci petnej lub odhistonowanej
chromatyny jajowodu, a tylko w nieznacznym stopniu — w obecnosci chro-
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matyny z innych tkanek tego kurczecia (watroba, serce, $ledziona). Wy-
niki te wskazywaty na gtebokie réznice w determinantach antygenowych
odhistonowanych chromatyn pochodzacych z badanych tkanek, sugerujgc
wysoka chemiczng i konformacyjng specyficzno$¢ bialek NHC odpowie-
dzialnych za to zjawisko. Histony ani DNA nie wigzaly dopetniacza
w warunkach doswiadczenia ilustrowanego na rycinie 16.
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Ryc. 16. Krzywe wigzania dopetniacza przez wzrastajgce iloSci kompleksébw DNA—
NHCP z jajowodu i innych narzaddéw kurczecia w obecnosci przeciwsurowicy krolika
(rozcienczenie 1:400). Odhistonowana chromatyna jajowodu uzyta do immunizacji kro-
lika (205)

Immunologiczna specyficznosé tkankowa biatek NHC ssakow (szczur,
ciele), a takze tkanek nowotworowych w zestawieniu z prawidtowymi,
zostata potwierdzona w rozlegtych badaniach prowadzonych od 1972 r.
w laboratorium Hnilicy, w Houston (34, 206—213) oraz w Nashville
(55, 214—220), a takze przez innych autorow (np. 221—223).

Zardi iwsp. (221) postugiwali sie w charakterze immunogenu petng
chromatyng, a badacze japonscy (223) — biatkiem niehistonowym wydzie-
lonym wedtug metody Wanga (20). W przeprowadzonych przez tych
autorow reakcjach wigzania dopetniacza antygenem byta badz chromaty-
na (221), badZ biatko NHC peine (221, 223) badZ tez jego frakcje uzyskane
w toku chromatografii na hydroksyapatycie (223).

Grupie Hnilicy (34, 55 206—220), wywotujgcej immunizacje kroé-
likbw gtdwnie za pomocag odhistonowanej chromatyny, udato sie zlokali-
zowaé immunochemiczng specyficznos¢ w kompleksie biatko NP—DNA,
dzieki eksperymentom z rekonstruowanymi chromatynami (34, 208, 212)
oraz z frakcjami (UC, HC i NC, por. ryc. 3), uzyskanymi w wyniku selek-
tywnej ekstrakcji chromatyny (213).

Autorzy wykazali, ze dysocjacja chromatyny w zbuforowanym uktadzie

3 Postepy Biochemii
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2M NaCl-5M mocznik, a takze jej rekonstrukcja nie niszcza witasciwosci
antygenowych. Fakt ten pozwolit na wymiane poszczegblnych kompo-
nentow chromatyny uzywanej do wytworzenia specyficznych przeciwciat
(np. watrobiaka Novikoffa) ze sktadnikami chromatyny immunologicznie
nieaktywnej w danym dos$wiadczeniu (np. watroby prawidtowej szczura).
Ponadto stato sie mozliwe zbadanie immunoreaktywnosci frakcji chroma-
tyny (213), reprezentujgcych sobg pozostato$¢ po selektywnym usunieciu
biatek NHC luzno zwigzanych z DNA (UP), histonow (HP) oraz biatek
NP (silnie zwigzanych z DNA) (Ryc. 17). Okazato sie, ze uzyskane frakcje
chromatynowe watrobiaka Novikoffa wigzg dopeiniacz w obecnosci prze-
ciwsurowicy (przeciwko odhistonowanej chromatynie watrobiaka) tak
dtugo, jak ditugo biatko NP pozostaje sprzezone z DNA (gatunkowo homo-
logicznym).

100

A\

Wigzanie dopefniacza (%,)
A »
) o
T 1T
\\
\ :
b

N
i

/o/ |

1 1 | I
0 125248 5,0 10,0
Antygen (jug DNA)

Ryc. 17. Krzywe wigzania dopetniacza przez preparaty chromatyny w obecnosci
przeciwciat przeciwko odhistonowanej chromatynie watrobiaka Novikoffa.
Chromatyna watrobiaka natywna (¢—e¢ ), pozbawiona biatek UP (m—m), biatek UP i histo-

néw (A—a), a takze biatek UP, histonéw i biatek NP (A—A). Chromatyna watroby szfczura
(0-0) (213).

Reakcja wigzania dopetniacza nie miata miejsca w przypadku uzycia
jako antygenu natywnej i rekonstruowanej chromatyny watroby szczura
(213), a nawet hybrydu chromatynowego zawierajagcego biatka NP z wa-
troby, a wszystko inne (UP, HP i NC) — z watrobiaka (212). W dos$wiad-
czeniach Hnilicy i wsp. (216) kompleks biatek NP z DNA, po tra-
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wieniu DNazg lub trypsyna, tracit immunogennos¢; nie wykazywatly jej
rowniez ani sam DNA, ani samo biatko NP. Biatko NP (bez DNA), uzyte
jako immunogen, wytwarzato przeciwciata, ktére wigzaty dopetniacz tylko
w obecnosci antygenu w postaci biatka NP, ale nie w obecnosci chroma-
tyny. Ponadto przeciwciata wyprodukowane w surowicy krdélika wobec
biatka NP z jednej tkanki dawaty reakcje krzyzowe z biatkami NP z in-
nych tkanek, a wiec nie wykazywaty istotnie zadnej specyficznosci tkan-
kowej. Wywnioskowano, ze chromatyna wyzszych kregowcow zawiera
gatunki biatek niehistonowych, ktére mogg tworzy¢ wysoce tkankowo
specyficzne kompleksy tylko z DNA z tego samego gatunku, a nie z DNA
heterologicznym.

Mniemanie, ze DNA jako elektroujemny polimer moze wptywac¢ na
konformacje biatkowego niehistonowego polimeru zostato odrzucone przez
doswiadczenia przeprowadzone z kompleksami biatek NHC z réznymi
polianionami, jak heterologiczny DNA, RNA drozdzy, siarczan dekstranu,
sulfonian polietylenu czy poliglutaminian (207, por. poz. 5).

Immunochemiczna specyficzno$é biatek NHC zmienia sie w procesie
réznicowania tkanek, np. jajowodu niedojrzatych kurczat stymulowanego
do rozwoju dwuetylostilbestrolem w ciggu 15 dni (224). W obecnosci
przeciwciat wyprodukowanych przeciwko odhistonowanej chromatynie
z catkowicie zr6znicowanego jajowodu, tj. po 15 dniach podawania hormo-
nu, chromatyna z jajowodu niedojrzatych kurczat nie byta immunoreak-
tywna. Ta aktywno$¢ immunologiczna wzrastata jednak w miare rozwoju
stymulowanego estrogenem, osiagajac petne wigzanie dopetniacza w przy-
padku chromatyny izolowanej z catkowicie zrédznicowanych jajowoddéw.
Natomiast w procesie erytropoezy krwinek jadrzastych kur (219, 220),
dojrzewaniu retikulocytow, komdrek aktywnie syntetyzujgcych globine
w przeciwienstwie do dojrzatych erytrocytéw, towarzyszy spadek aktyw-
nosci immunologicznej chromatyny, prawdopodobnie w wyniku zmiany
jej konformacji. Odhistonowanie, czy wprowadzenie do $rodowiska po-
lianionow zwieksza immunoreaktywnosé skondensowanej uprzednio chro-
matyny dojrzatych erytrocytéw do poziomu obserwowanego w przypadku
znacznie luZzniejszej chromatyny retikulocytow.

Za odmienng immunoreaktywno$¢ obu typdw chromatyn okazaly sie
odpowiedzialne immunochemicznie odmienne biatka NHC bardzo silnie
zwigzane z DNA (zapewne resztkowe NHC), zawierajgce biatko antyge-
nowe. Doswiadczenia z trawieniem DNazal i mikrokokalng nukleazg
chromatyny komdrek erytroidalnych pozwolity zlokalizowa¢ materiat
antygenowy w wysokoczasteczkowej frakcji polinukleosomalnej, sugeru-
jac jego udziat w wyzszego rzedu strukturze chromatyny.
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V. Biatka NHC w tkankach nowotworowych

V-l. Specyficzno$¢ molekularna i metaboliczna

Zrozumiate zainteresowanie budzi rola biatek niehistonowych w pro-
cesie transformacji nowotworowej, ktéry cechuje anormalna ekspresja
informacji zawartej w genomie oraz nieograniczona zdolno$¢ do mitoz.

Od lat poréwnywane sg wzory molekularne biatek NHC w rdznego
typu nowotworach i prawidtowych tkankach kontrolnych. Ze wzgledu na
wspomniang juz publikacje Tsaneya iwsp. (93), nawotujagcg do maksy-
malnej ostroznos$ci w interpretowaniu obrazdw elektroforetycznych bia-
tek NHC izolowanych w nieobecnosci inhibitoréw proteaz chromatyno-
wych, w rozdziale tym zostang pominiete publikacje, w ktérych brak
wyraznej wzmianki o rodzaju i stezeniu odpowiedniego inhibitora.

Na szczeg6lng uwage zastugujg rzetelne dosSwiadczenia Tsaneva
i wsp. (93), dotyczace watroby szczuréw, ktéorym podawano nitrozomor-
foline. Zastosowano w nich: 1) 1-milimolowe stezenie PMSF we wszyst-
kich roztworach, 2) analize sktadu komorkowego badanych tkanek, 3) eli-
minowanie zanieczyszczen cytoplazmatycznych przez izolowanie chroma-
tyny z jader komorkowych przemytych detergentem Nonidet P-40, 4) usu-
wanie biatek soku jadrowego, luzno zwigzanych czastek RNP poprzez
ekstrakcje chromatyny roztworami soli do 0,35M stezenia NaCl (z utratg
czesci biatek NHC luzno zwigzanych z DNA) oraz 5) analize poréwnawcza
catosci biatek chromatynowych, w celu unikniecia strat, zwtaszcza w biat-
kach NHC, przy oddzielaniu ich od histonow.

W elektroferogramach biatek NHC tkanki watrobiaka indukowanego
nitrozomorfoling w zestawieniu z watrobg prawidtowg nie zaobserwowano
zadnych zmian jako$ciowych i tylko nieznaczne zmiany iloSciowe, a mia-
nowicie: zwiekszenie intensywnosci zabarwienia frakcji o masie 63 000,
wzrost zawartosci frakcji o masie 43 000 przy spadku ilosci histonu HI°.

W tkance z przerzutdw watrobiaka stwierdzono jednak, w poréwna-
niu z watrobg prawidtowa, nastepujace odchylenia jakoSciowe i iloSciowe
w regionie frakcji wysokoczasteczkowych: pojawienie sie komponentow
0 masie 60 000, 90 000 i 120 000, 2) wzrost zawartosci biatek o masie 63 000
1 155 000, 3) spadek ilosci pasma w obszarze 160 000. Ponadto autorzy
zauwazyli obnizenie zawarto$ci prazkow odpowiadajgcych a- i [3-tubuli-
nie oraz aktynie spo$réd biatek NHC, a ws$rdd ogdtu biatek chromoso-
malnych — zanik szybko poruszajacej sie podfrakcji histonu HI°. Whnikli-
wa ocena elektroferogramow biatek chromosomalnych watrobiaka i wa-
troby izolowanych w obecnosci i bez 1 mM PMSF, upowaznita autoréw
do kuszacej sugestii, ze chromatyne tkanki nowotworowej cechuje wyz-
sza aktywno$¢ proteolityczna i wystepowanie specyficznych proteaz
(bedacych przeciez biatkami NHC), ktére sg tatwiej aktywowane podczas
kancerogenezy. Proponujg oni réwniez, jako prawdopodobny mechanizm
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zaburzen funkcji genomu podczas komorkowej transformacji nowotworo-
wej, degradacje enzymatyczng waznych biatek regulatorowych w chro-
matynie. Koncepcja ta jest zgodna z sugestia Browna i wsp. (225) wy-
powiedziang na podstawie stymulujacego wplywu trypsyny na aktyw-
no$¢ polimerazy DNA fibroblastow chomika chinskiego, ze trypsynopo-
dobny enzym moze odgrywa¢ wazng role w inicjacji syntezy DNA, a wiec
w procesie replikacji komorki.

Wyzsza aktywnos$¢ proteazy serynowej zostata stwierdzona w prepa-
ratach chromatyny i histonéw 2 typédw watrobiaka Morrisa (5123D i 7777)
w poréwnaniu z watrobg prawidtowa (226), a co wazniejsze — zlokalizo-
wana w histonie H2B, ktéry wydaje sie by¢ kompleksem histonu z biat-
kiem NHC enzymatycznym, tj. proteazg chromatynowg (227). Wykazano,
ze po 24-godzinnej inkubacji (0,01M bufor Tris, pH 7,6; 37°C) kwasoroz-
puszczalne produkty degradacji stanowity 27:/q histonu H2B z watroby
prawidtowej szczura, a 36% tej frakcji w przypadku watrobiaka Mor-
risa 7777.

Rozlegte badania chromatyny réznych tkanek nowotworowych prowa-
dzone sg od dawna w laboratorium Buscha (61, 228—231), zawsze
z uzyciem inhibitoréw proteaz w postaci DFP (0,1 mM) lub PMSF (1 mM).
Dotycza one zaréwno biatek NHC ekstrahowanych 0,35M roztworem NaCl
z jader komorkowych przemytych uprzednio zbuforowanym 0,14M roz-
tworem NaCl, jak rowniez z tzw. Il frakcji chromatyny, tj. chromatyny
odhistonowanej.

Warto zacytowa¢ w tabeli 2 wyniki dwukierunkowej elektroforezy
w zelu poliakryloamidowym z SDS (61, 62), ktora pozwolita wykryé
w biatkach NHC 6 badanych tkanek kilkadziesigt (56—84) plam biatko-
wych (228, 231).

Zdaniem Buscha wiekszo$¢ plam reprezentuje sobg komponenty
wspolne biatek NHC, a tylko nieliczne — iloSciowo badz jako$ciowo od-
mienne. Elektroforogramy biatek z szybko rosnacych tkanek (watroba re-
generujaca, watrobiak Novikoffa i miesakorak Walkera) cechuje sie wy-
razng obecnoscig 6 plam biatkowych (CP, C21, C25, CR, CS i CT), ktore
sg tylko stabo zaznaczone wsrdd biatek NHC prawidtowych nerek i watro-
by, a takze watroby szczurdw poddawanych dziataniu tioacetamidu
(zwigzku powodujacego hipertrofie i wzmozenie funkcji jaderek). Trzy
plamy, tj. BA, BP i CBL zostaty wykryte tylko w elektroforogramach
biatek NHC watroby, a plama CJ’— tylko w nerkach. Natomiast biatka
CG’, CH’ i CP’ okazaty sie charakterystyczne dla tkanek nowotworo-
wych.

W zwigzku z zogniskowang w ostatnich latach uwaga na mozliwej
roli regulatorowej biatek NHC luZzno zwigzanych z DNA (232, 233), tj.
biatek ekstrahowanych 0,35M roztworem NaCl z jader komodrkowych
(pozbawionych nukleoplazmy), zajeto sie pod kierownictwem Buscha
(229, 231) rozpuszczalnymi w fenolu [@P1 fosfoproteinami tej frakcji.
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Szczegdblnie interesujace sg badania poréwnawcze dotyczace znakowanych
in vivo [®P] fosfoprotein watrobiaka Novikoffa, a takze watroby pra-
widtowej, regenerujacej oraz u szczurow poddawanych dziataniu tioceta-
midu (231). Wykazaty one obecno$é 4 biatek (CMp, C13p, C21p i CU’)
tylko w tkance nowotworowej, a biatek B6 i B10 — tylko w watrobie
prawidtowej, regenerujgcej i w zasiegu tioacetamidu. Na elektroferogra-
mach biatek NHC tych 2 ostatnich tkanek wystepuja 2 plamy (B23 i CU)
obecne w watrobiaku, ale nie wykryte w watrobie prawidtowej.

Tabela 2

Niektére dane z analizy dwukierunkowych elektroferograméw (PAGE—SDS) biatek NHCP
Polipeptydy o specjalnym znaczeniu w proliferacji i neoplazji (228, 231)

) Watroba szczurow ]
Plama biatkowa* Watrobiak

(polipeptyd) prawidtowa ”ti?;:)f;?mi' regenerujaca Novikoffa

Fenolorozpuszczalne fosfoproteiny jadrowe (0,35M NaCl) (231)

B6 ++ + ++ + + ++ + 4+ —
B10 + + + ++ + + ++ + 4+ -
B23 — +++ 4+ ++ + + + +
CuU — + + + + + +
CMp — — - H-+h
C13p - - - + +
C21p - - - + +
cu’ — — — + + +

NHCP silnie zwigzane z DNA (frakcja li chromatyny) (228)

BA + 4+ + + + 4+ + +

BP + 4+ + +++ + ++ + + -

CBL + 4+ + + + + ++ + —
BJ . — —

CG’ — — — + + +
CH’ — — — + + +
CP’ — — — + + +

* Klasyfikacja plam wg ich rozmiaréw oraz natezenia (gestosci) zabarwienia: + + + + bardzo duze i geste,
+ + + mniejsze i geste, + + mniej geste, + $ladowe, — brak plamy

Nalezy przypomniec (por. rozdz. Il), ze zastosowanie fenolu powoduje
znaczne zatezanie niektérych biatek w fazie fenolowej. Odmienna za-
wartosé gtoéwnie biatek NHC i alkalilabilnego fosforu cechowata frakcje
chromatyny guza puchlinowego Ehrlicha wyekstrahowane roztworami
0,35M NaCl, 2M NaCl — 5M mocznik i pozostato$é, w zestawieniu z uzys-
kanymi z tych ekstraktow biatkami fenolorozpuszczalnymi (232). Szcze-
golnie interesujgcymi z uwagi na wptyw na transkrypcje okazaty sie
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biatka NHC luzno zwigzane z DNA (stymulacja) i resztkowe (zahamowa-
nie) (232, 233).

Bardzo intensywne, w porownaniu z kontrolg, wigczanie [8H] trypto-
fanu w wysokoczasteczkowe polipeptydy niehistonowe (120 000— 140 000)
zaobserwowano w przypadku neuroblastomy myszy (234).

Wz6r elektroforetyczny (PAGE-SDS) i metabolizm (witgczanie [aH] Leu
i [4C] Leu) zmienia sie w procesie kancerogenezy. Przyktadem moga by¢
wyniki szeroko zakrojonych doswiadczen przeprowadzonych w labora-
torium Allfrey’a (235, 236) nad biatkami NHC gruczolakoraka indukowa-
nego w okreznicy szczuréw cotygodniowym wstrzykiwaniem podskor-

a b Nabltonek
prawidfowy

3 tyg.

TNP; }

TNP,

9 tyg.

Gruczo-
lakorak

Guz
fagodny

RN L% 1N 51 1 1 et P ) 11|1J_L

10 685040 232 110 80 68 55 43
M.cz.*10° M.cz.x10°

Ryc. 18. Zestawienie profili densytometrycznych (PAGE—SDS) biatek NHC luzno
zwigzanych z DNA z tkanek nowotworowych i prawidtowych, a) Biatka NHC z 4
okreséw rozwoju w okreznicy szczura gruczolakoraka indukowanego wstrzykiwa-
niem DMH (235). b) Biatka NHC 3 tkanek jelita grubego u ludzi (236)
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nym 1,2-dwumetylohydrazyny (DMH). W puli luzno zwigzanych z DNA
biatek NHC (ekstrakt w 0,35M NaCl) pojawiaja sie 2 idywidualne biatka
nazwane TNP1 (44 000) oraz TNP2 (62 000). Sg one jeszcze niewidoczne
w densytogramach biatek NHC tkanki pobranej w 3 tygodniu, wyrazne
w 9 tygodniu, a najwyrazniejsze w 21 tygodniu kancerogenezy (Ryc. 18a).
Ale synteza biatek NHC okazala sie wybitna juz po uptywie 5 tygodni
podawania DMH, a wiec na dtugo przed morfologicznymi objawami uzto-
$liwienia tkanki.

Obecnos$¢ tychze biatek zostata udowodniona w gruczolakoraku innego
gatunku, tj. cztowieka (236). Nie stwierdzono ich jednak w nabtonku pra-
widtowym ani w guzach tagodnych jelita grubego (ryc. 18b).

Limitowane trawienie DNazg | (237) uwalniato do supernatantu jedy- '
nie biatko TNP1, co sugeruje jego sprzezenie z aktywnie transkrybowang
frakcja genomu.

We wzmiankowanej juz w rozdziale Il publikacji Miazaki i wsp.
(122) z 1978 r. po raz pierwszy scharakteryzowano wptyw wzrostu no-
wotworu (miesaka Rhodamine) u szczuréw na zawarto$¢ catkowitg biatek
chromatyny (w tym histonéw i NHCP) w 5 tkankach (watroba, nerki, Sle-
dziona, grasica i mézg) nosicieli guza. W przypadku watroby podano na-
wet dynamike zmian zawarto$ci tych biatek oraz obrazu elektroforetycz-
nego biatek NHC (PAGE—SDS) w 4 okresach rozwoju tumoru (T—0,
T—3, T—11 i T—24), zdeterminowanych stosunkiem ogdlnej masy guza
do masy ciata nosiciela, wynoszacym odpowiednio 0, 3, 11 i 24°/o.

Tabela 3
Wplyw rozwoju miesaka (Rhodamine) na zawarto$¢ biatek jadrowych
(w mg/mg DNA) watroby nosiciela (122)
StadiL_Jm rozwoju Bia}kg Histon NHCP Pasmo 11D
migsaka* catkowite (52 000 D)
T—0 1,85 (100%0) 0,93 (100%) 0,78 (100%0) 100%
T—3 1,87(101%) 0,95 (102%) 0,76 (97%) 87%
T—u 1,73 (94%) 0,92 (99%) 0,68 (87%) 82
T 24 '1,66 (90%) 0,90 (97%) 0,65 (83%) 78%

* Stadia rozwoju zdeterminowane stosunkiem:
masa guza

masa ciata nosiciela %

W okresie maksymalnego wzrostu guza (T—10-T—24) ilo$¢ histonéw
w 5 tkankach nosiciela pozostawata na poziomie grupy kontrolnej (100°/0)
przy zmianach w zawartosci biatek catkowitych, w wyniku spadku ilosci
biatek NHC w watrobie (84 £ 2%), nerkach (89 £ 6%) i $ledzionie (94 £ 6°/0),
a nieznacznym wzroscie — w grasicy (110+8°/0) i mdzgu (107+£5%>).

Stopniowe obnizenie zawartosci biatek NHC w watrobie nosiciela, jakie
towarzyszyto rozwojowi nowotworu (Tab. 3), okazato sie skorelowane z do-



[39] BIALKA NIEHISTONOWE 325

minujgcym spadkiem ilosciowym komponentu 11D (52 000) oraz catosci
grupy Il (30 000—40 000), w tym — pasma IIIG (32 000).

Autorzy zbadali ponadto wptyw endogennej proteazy na biatka (w tym
NHCP) jader komdrkowych watroby prawidtowej i nosiciela guza (T—24).
Jadra komérkowe byty inkubowane bez i w obecnosci 1 mM DFP (bufor
Tris o pH 7,5; 37°C; 6, 18 i 54 h). Inhibitor powodowatl zahamowanie pro-
teolizy w okoto 35°/0. Wstepna analiza elektroforetyczna biatek chromoso-
malnych izolowanych z jagder komérkowych, inkubowanych przez 6 go-
dzin w nieobecnosSci DFP, udowodnita wybidrczg hydrolize histonu HI
oraz 2 biatek NHC, tj. II—A (71 000) i II—B (64 000). Inne biatka NHC,
wigczajgc pasmo II—D (52 000) i catg grupe Ill, byty stosunkowo oporne
na proteolize w pH 7,5. Zdaniem autoréw wyniki te dowodzga, ze zaobser-
wowana przez nich tkankowa specyficzno$¢ biatek NHC w tkance miesa-
ka (por. Ryc. 12) oraz w watrobie nosiciela guza nie jest spowodowana
proteoliza.

V-2. Specyficznos¢ immunochemiczna

W procesie neoplazji komorki dotad prawidtowe ulegaja transformacji
w nowotworowe, przyjmujgc nowy fenotyp charakterystyczny dla wzro-
stu ztoSliwego. Procesowi temu towarzyszy zmiana fenotypu niektdrych
biatek NHC, wyrazajaca sie pojawieniem nowych ich wiasciwosci immu-
gennych i immunoreaktywnych (210).

Wyjatkowo intensywne badania transformacji immunochemicznej bia-
tek NHC, skoncentrowane w laboratorium Hnilicy (34, 55 207—217),
dotyczyty nowotwordéw transplantowanych oraz indukowanych chemicznie
u szczuréw, a takze spontanicznych u ludzi.

Wiekszo$¢ doswiadczen serologicznych zostata przeprowadzona z prze-
ciwciatami wytworzonymi z surowicy krolika przez wprowadzenie anty-
genu w postaci odhistonowanej chromatyny z watrobiaka puchlinowego
Novikoffa (ascites). Chromatyny 3 tumorow transplantowanych (watro-
biak Novikoffa, AS-30D i miesakorak Walkera) réznity sie tylko nieznacz-
nie miedzy sobg, w reakcji wigzania dopetniacza, ale wybitnie w porédw-
naniu z chromatyng prawidtowej watroby szczura. Wysunieto sugestie, ze
proces nowotworowy zmienia sepcyficznosé¢ oryginalnej tkanki w immu-
nologicznie nowy typ, wspolny dla tumoréw transplantowanych (207, por.
poz. 5).

Immunoreaktywno$¢ chromatyn zmieniata sie wraz z indywidualnym
tempem wzrostu 4 transplantowanych watrobiakdw Morrisa (Ryc. 19a),
tj. w przypadku guzéw ubogo zrdéznicowanych i szybko rosngcych (7777
i 3924 A) byta porownywalna z immunoreaktywnoscig szybko rosnacego
watrobiaka Novikoffa, podczas gdy chromatyny watrobiakéw wolniej ro-
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Ryc. 19. Zestawienie krzywych wigzania dopetniacza w obecno$ci przeciwciat prze-
ciwko odhistonowanej chromatynie watrobiaka Novikoffa przez kompleksy DNA—
biatko NP a) watrobiakéw Morrisa 0 réznym tempie wzrostu, b) watrobiaka induko-
wanego karmieniem szczurdéw karcynogenem MDAB przez rézne okresy czasu oraz
c) watroby regenerujacej w réznych odstepach czasu od cze$ciowej hepatekomii (210)

sngcych i wiecej zrdznicowanych (7800 i 7787) wigzaly dopetniacz
W mniejszym stopniu.

Transformacji fenotypu komérek prawidtowych w nowotworowe wy-
daje sie towarzyszy¢ pojawienie sie nowych biatek chromatynowych, a z
uwagi na stosowanie w charakterze immunogenu chromatyn odhistono-
wanych — biatek niehistonowych. Podczas doSwiadczalnej hepatokarcyno-
genezy, wywotanej u szczurow karmieniem ich w okresie 175 dni, tzw.
3’'MDAB, tj. N,N-dwumetylo-p-/m-tolylazo/aniling w 10% oleju z kuku-
rydzy (Mazola), zmieniata sie stopniowo immunoreaktywno$¢ chromatyn,
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a w istocie komplekséw biatko NP-DNA, badanych co 7 dni na reakcje
wigzania dopetniacza (ryc. 19b). Odmienna immunoreaktywnos$¢, charak-
terystyczna dla wzrostu nowotworowego, pojawiata sie stosunkowo wczes-
nie, tj. juz po uptywie 2 tygodni, osiggajac reaktywno$¢ odnos$nikowej
chromatyny watrobiaka Novikoffa po 111 i 175 dniach karmienia. W pier-
wszych dniach karmienia reakcja wigzania dopetniacza byta taka sama
jak w przypadku watroby prawidtowej szczura.

Dynamika immunoreaktywnosci chromatyny w hepatokarcynogenezie
rézni sie od zmian bedacych odpowiedzig komorek watroby na czesciowg
hepatektomie, a wiec w okresie kompensacyjnej hipertrofii tego narzadu
(Ryc. 19c). Preparaty chromatyny watroby regenerujgcej, badane na re-
akcje wigzania dopetniacza po uptywie 6, 12, 24 i 48 godzin od czeSciowej
hepatektomii, cechowaty sie zr6znicowang immunoreaktywnos$cig z prze-
ciwciatami przeciwko odhistonowanej chromatynie watrobiaka Novikoffa,
najsilniejszg w 24 godziny od hepatektomii i prawie réwng natywnej
chromatynie watrobiaka. Préobki chromatyny watroby w okresie 6 i 12 go-
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Ryc. 20. Zestawienie krzywych wigzania dopetniacza przez przeciwciata wytworzone
przeciwko odhistonowanej chromatynie a) raka ptuc u ludzi, b) watrobiaka Novi-
koffa u szczuréw, w obecnosci chromatyn réznego pochodzenia, tj. raka ptuc u ludzi
(- *), phluca prawidtowego (O--------- 0), watrobiaka Novikoffa (m--------- m)> pra-
widtowego gruczotu piersiowego (A--------- A) w a), za§ w b)— dodatkowo raka gru-
czotu piersiowego, tozyska i komorek HeLa (A--------- A), raka gruczotu piersiowego
(A - A) oraz prawidtowej watroby szczura (O--------- 0) (219

dzin regeneracji byty istotnie niereaktywne immunologicznie i podobne do
chromatyny watroby prawidtowej. Niewielka immunoreaktywnos$¢ cecho-
wala tez chromatyne po 48 godzinach od hepatektomii a zapewne czes¢
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zmian charakterystycznych dla nowotworéw moze iS¢ na konto szybkie-
go wzrostu i proliferacji komérek, jaka ma miejsce w 24-godzinnej wa-
trobie regenerujacej (210). Zdaniem Hnilicy i wsp. (216) surowica od-
pornosciowa wyprodukowana wobec odhistonowanej chromatyny watro-
biaka Novikoffa zawiera co najmniej 2 rodzaje przeciwciat: jedne charak-
terystyczne dla tkanek szybkorosnacych, a inne specyficzne dla wzrostu
nowotworowego.

W ostrym kontrascie z tymi wynikami sg wyniki serologicznych do-
Swiadczen Chiu i wsp. (214) nad spontanicznymi nowotworami u ludzi
(rak ptaca i gruczotu piersiowego) (Ryc. 20).

Przeciwciata wytworzone wobec odhistonowanej chromatyny, np. raka
ptuc reagowatly wyjatkowo silnie jedynie z chromatyng tego pochodze-
nia (Ryc. 20a). Wszystkie inne badane chromatyny, a wiec: nowotwordw
spontanicznych u ludzi, w tym ztosliwych (rak gruczotu piersiowego)
i tagodnych oraz komorek Hela, zwierzecych nowotwordw transplanto-
wanych (watrobiak Novikoffa), a takze tkanek prawidtowych pochodze-
nia ludzkiego (ptuco, gruczot piersiowy, tozysko) — nie dawaty dodatniej
reakcji wigzania dopetniacza.

Nieoczekiwana jednak sytuacja zostata zaobserwowana w reakcji oma-
wianych chromatyn z przeciwciatami wytworzonymi wobec odhistono-
wanej chromatyny watrobiaka Novikoffa (Ryc. 20b). Chromatyny obu
ztosSliwych nowotworéw spontanicznych u ludzi wigzaty dopetniacz bez
wzgledu na odmienno$¢ gatunkowg, ale w sposéb zrdéznicowany w zna-
cznie wiekszym stopniu niz w przypadku tumordw transplantowanych
(207, por. poz. 5), podczas gdy chromatyny z tkanek prawidtowych czto-
wieka i szczura byty zupetnie niereaktywne. Autorzy przypuszczajg (214),
ze antygenowe determinaty obecne w chromatynie watrobiaka Novikoffa
sg niedostepne lub nieobecne w odhistonowanych chromatynach raka
ptuc czy gruczotu piersiowego, poniewaz przeciwciata wytworzone prze-
ciwko nim (Ryc. 20a) nie wigzg dopetniacza w obecnosci chromatyny wa-
trobiaka Novikoffa.

W ramach zupetnie niedawnej pracy w laboratorium Hnilicy (215)
zostal czesSciowo oczyszczony i scharakteryzowany jadrowy antygen w
chromatynie watrobiaka Novikoffa (ryc. 21).

Okazato sie nim niejednorodne jeszcze biatko o masie 45 000—60 000,
wydzielone w wyniku elektroforezy preparatywnej w zelu poliakryloa-
midowym (ryc. 21c) z wysokoczasteczkowej porcji (25 000—200 000) kom-
ponentu, wyeluowanego 50mM buforem fosforanowym w toku chroma-
tografii na hydroksyapatycie (Ryc. 21a) tzw. frakcji UC, tj. pozostatosSci
chromatyny watrobiaka Novikoffa po wyekstrahowaniu biatek niehistono-
wych luzno zwigzanych z DNA (biatek UP). Jedynie ta frakcja, wymywa-
na 50mM buforem fosforanowym, wykazywata immunoreaktywnos$¢ zbli-
zong do rodzimej chromatyny watrobiaka (ryc. 21b). Wszystkie inne
komponenty eluowane z hydroksyapatytu nie wigzaly dopetniacza. Oma-
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Ryc. 21. Zestawienie danych dotyczacych wydzielenia i oczyszczenia biatka antyge-
nowego z chromatyny watrobiaka Novikoffa.

a) Profil frakcjonowania na hydroksyapatycie chromatyny pozbawionej biatka UP (elucja bu-
forem fosforanowym o pH 70. b) Krzywe wigzania dopetniacza przez przeciwciata przeciwko
odhistonowanej chromatynie watrobiaka Novikoffa w obecnos$ci frakcji chromatyny watrobiaka
wyeluowanych z hydroksyapatytu za pomocg 50mM (O—O) oraz IOOmM buforu fosforanu
potasu (A—A)> frakcji chromatyny watroby prawidtowej szczura eluowanej 50mM buforem
fosforanowym (O0—3), wszystkich innych frakcji z hydroksyapatytu watrobiaka Novikoffa
lub ,watroby prawidtowej (V—V). ° ponadto nierozfrakcjonowanej chromatyny watrobiaka
Novikoffa (e—e). c) Wykres z preparatywnej elektroforezy w zelu poliakryloamidowym
frakcji chromatyny watrobiaka wyeluowanej z hydroksyapatytu 50mM buforem fosforanowym.
Pole zakreskowane odpowiada biatku antygenowemu (215)
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wiane biatko antygenowe, dla okazania jego specyficznej immunogen-
nosci, musiato by¢ skompleksowane z homologicznym DNA.

Reakcje wigzania dopetniacza udowodnity, ze ten antygen byt obecny
w chromatynie innego transplantowanego tumoru (miesakorak Walkera),
a nawet watroby embrionalnej szczura, ale nie zostat wykryty w chro-
matynach jego tkanek prawidtowych.

Inny nowotworowy antygen jadrowy, tzw. biatko NAg-1, tj. glikopro-
teina o masie okoto 26 000, zostata wydzielona z chromatyny zaréwno wa-
trobiaka Novikoffa jak i miesakoraka Walkera w laboratorium Buscha
(86, 87). Biatko to pozostawato rozpuszczalne, kiedy ekstrakt jader komor-
kowych w uktadzie 3,0M NaCl—7,0M mocznik—0,01M Tris (pH 8,0) diali-
zowano wobec samego buforu Tris az do osiggniecia 0,15M stezenia NaCl.
Antygenu NAg-1 nie znaleziono w chromatynie watroby szczura pra-
widtowej, ani nawet regenerujacej.

Obecnos$¢ cukrowcow w antygenowych biatkach NHC reprezentuje
nowg mozliwosé modyfikacji ich struktury w uzupetnieniu do fosforyla-
cji, acetylacji, metylacji, wprowadzenia grup tiolowych, czy polimeréw
ADP-rybozy, a jednocze$nie nowy poziom ztozonosci zagadnienia tych bia-
tek w obrebie jadra komorkowego.

Sonda specyficznych przeciwcial pozwala zlokalizowaé antygeny nie-
histonowe, zwilaszcza przy uzyciu metod immunocytochemicznych bez-
posrednich, tj. immunofluorescencyjnych (238) oraz posrednich, czyli im-
munoenzymatycznych (system peroksydaza-antyperoksydaza chrzanu)
(239). Zastosowanie tych testow do natywnej komorki wyklucza mozli-
wos¢ zniszczenia lub zmodyfikowania witasciwosci immunologicznych
biatek NHC na skutek niewtasciwej metody ich izolowania i frakcjono-
wania.

Przeciwciata przeciwko odhistonowanej chromatynie watrobiaka No-
vikoffa reaguja in situ wysoce specyficznie tylko z chromatyng uzytg do
immunizacji, a nie z chromatyng innego typu nowotworem (np. HelLa)
czy tkanki prawidtowej (217).

Nowotworowa transformacja moze by¢ wyrazem giebokich zmian za-
chodzacych podczas réznicowania komdrek, ktéremu towarzyszg drama-
tyczne zmiany w immunospecyficznosci niektorych biatek NHC odpo-
wiedzialnych za tkankowo specyficzng regulacje genetycznej ekspresji.
Zapewne identyfikacja tych biatek antygenowych stanowi nieodzowny
etap w zrozumieniu mechanizmu kancerogenezy.

VI1. Biatka NHC enzymatyczne i strukturalne

Zgodnie z przeglagdem Steina i wsp. (240) z 1978 r. w bogatej
populacji biatek NHC znajduje sie catg rzesze enzymow, dajagcych sie ujac
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w 2 grupy z uwagi na typ substratu, ktérym moggq byé¢: badz kwasy
nukleinowe, badZ histony i biatka NHC.

Do pierwszej grupy zalicza sie: polimerazy DNA, polimerazy RNA,
nukleazy, ligazy nukleotydowe, terminalne nukleotydylotransferazy i me-
tylotransferazy. Do drugiej za$ grupy takie enzymy jak: proteazy, fosfo-
transferazy (kinazy), metylotransferazy, acetylotransferazy, deacetylazy,
polimerazy ADP-rybozylowe, glikohydrolazy poli (ADP-ryboza) a takze
NM N-adenylilotransferazy (241).

Zadaniem niemal wszystkich enzyméw Il grupy sa post-syntetyczne
modyfikacje histonéw i biatek NHC w celu zmodyfikowania struktury
i funkcji chromatyny.

Przewazajgca wiekszos$¢ biatek NHC to biatka strukturalne, ktére wraz
z wymienionymi enzymami wydajg sie by¢ odpowiedzialne za wystepo-
wanie w profilach densytometrycznych zbadanych dotychczas biatek NHC
tak wielu pasm wspdlnych i réznic w ich zawartosci.

Sposrod biatek strukturalnych biatka grupy HMG, chyba jedyne biat-
ka niehistonowe tatwe do wydzielenia, staty sie ostatnio przedmiotem
intensywnych badan.

Termin biatka HMG (high mobility group) zostat wprowadzony przez
Johnsa (32, 242) w 1972 r. dla biatek wykrytych przez niego jeszcze
w 1964 r. (243) jako zanieczyszczenie histonu silnie lizynowego (HI) gra-
sicy cielecia, odpowiedzialne za wyzszg zawarto$¢ w preparacie tego hi-
stonu aminokwasow kwasnych (9°/o zamiast 5% wg Cramptona iwsp.
(244)), a takze obecnos$¢ histydyny (245). Zanieczyszczenie to, jako bar-
dziej kwasne od histonu HI, dawato sie usungé w toku chromatografii na
CM-celulozie (pH 9,0). Wkrotce biatka te udato sie wyekstrahowaé z chro-
matyny grasicy cielecia 0,35M roztworem NaCl (246), a takze 0,75M roz-
tworem HC104 (247), a wsrdd nich wyodrebni¢ podczas elektroforezy
w 20% zelu poliakryloamidowym o pH 2,4 (248), grupe o wysokiej ru-
chliwosci (HMG) od grupy biatek o niskiej ruchliwosci w polu elek-
trycznym (LMG = low mobility group.) Przy wprowadzeniu do
ekstraktu chromatyny w 0,35M roztworze NaCl, kwasu tréjchlo-
rooctowego do stezenia 2% (w/v) biatka HMG pozostawaly w super-
natancie, z ktérego dawatly sie wydzieli¢ 6 objetosciami acetonu (32),
lub 10% roztworem kwasu trojchlorooctowego (173), i rozdzieli¢ (247),
w toku chromatografii na CM-celulozie (pH 9,0) z nastepcza elektrofore-
za w zelu poliakryloamidowym (pH 2,4), na okoto 20 biatkowych pasm
(Ryc. 22).

Z badan Goodwina i wsp. (249) opublikowanych w 1978 r. wyni-
ka, ze szereg tych pasm reprezentuje sobg produkty degredacji, np. biat-
ko HMG 3 jest produktem degradacji biatka HMG 1, co wydaje sie ttu-
maczy¢ m.in. identyczng immunoreaktywno$¢ HMG 3 i HMG 1 (Ryc. 23)
w ramach przeprowadzonych niezaleznie w tymze roku pierwszych sero-
logicznych doswiadczern dotyczacych biatek HMG grasicy cielecia (250).



Osad
HVG

9,0 | CM- Seph. C25
Frakcje A-H

HVG 1,2,14,17,20

Ryc. 22. Schemat izolowania biatek HMG (173, 283)
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Ryc. 23. Krzywe wigzania dopetniacza przez przeciwsurowice przeciwko HMG 1 (roz-
cieniczenie 1:1 200) i biatka HMG (250)
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Badania z laboratorium Johnsa z ostatnich 2 lat doprowadzity do wy-
dzielenia 5 indywidualnych biatek HMG grasicy cielecia lub wieprza, tj.
HMG 1, 2, 14, 17, 20. Od 1976 r. biatka HMG staly sie przedmiotem do-
Swiadczen innych oSrodkéw (251—256) zainteresowanych ich tatwga ekstra-
howalnoscig i rozpuszczalnosScia, a takze mozliwos$cig uzyskania ich w sta-
nie duzej jednorodnosci (jedno pasmo w zelu poliakryloamidowym).

Podobnie do histonéw nukleosomalnych, a takze przeciwciat (245) one
wydajg sie zawiera¢ region niezmienny (N-koncowy) oraz zmienny (C-
koncowy). Zostaly one wyekstrahowane nie tylko z tkanek ssakdw, lecz
rowniez z innych Zzrodet, tj. z tkanek ryb (253, 257), ptakéw (254, 255,
258), owadow (251, 252), drozdzy i pszenicy (256). Sugeruje sie ich obec-
no$¢ rowniez u Procaryota (256).

Niektére z nich, gtéwnie z grasicy, gruczotéw jadrowych pstraga (253)
i erytrocytow ptasich (254, 255, 258) staty sie obiektem badania struktury
pierwszorzedowej, a nawet wyzszego rzedu (259—263). Tabela 4 jest pro-
bg podsumowania dotychczasowych danych o strukturze pierwszorzedo-
wej biatek HMG. Ogo6lnie charakteryzujg sie one niespotykanym skitadem
aminokwasowym: w przyblizeniu potowa ich reszt to aminokwasy zasa-
dowe (ok. 25% jak w histonach), a takze aminokwasy kwasne (ok. 30%,
w odrdznieniu od histonow). *

Od 1976 r. datujg sie badania nad strukturg pierwszorzedowg biatek
HMG (264, 265) uwienczone rozszyfrowaniem najpierw sekwencji N-kon-
cowej czeSci HMG 17 (75), HMG 1i HMG 2 (266), HMG 14 (267, 268) oraz
HMG—T (trout testis) (253), az wreszcie w 1977 r. — pierwszej petnej
sekwencji biatka niehistonowego, tj. HMG 17 (269). W ubiegtym roku po-
dano N-kohncowa sekwencje HMG 20, analogiczng do ubikwityny (270)
i wrecz niezwyklg kolejnos¢ az 41 wytgcznie aminokwaséw kwasnych
wsérod 44 reszt C-koricowej czesci HMG 1 (271).

Rycina 24 podaje peitng sekwencje biatka HMG 17, a rycina 25 zesta-
wia poznane fragmenty struktury pierwszorzedowej HMG 1, HMG 2
i HMG—T.

Sktad aminokwasowy HMG 17 (75), malego biatka o masie 9 247,
jest wrecz wyjatkowy nie tylko z uwagi na wysoka zawarto$¢ amino-
kwasow zasadowych (24,3% Lys, 4% Arg) oraz kwasnych (22,5% Asp +
-fGlu), ale réwniez fakt, ze 3 aminokwasy obojetne (Ala, Pro i Gly) sta-
nowig 42,5% wszystkich aminokwaséw, przy braku cysteiny, metioniny,
izoleucyny, histydyny, tyrozyny, fenyloalaniny i tryptofanu. Wobec bra-
ku ostatnich 3 aminokwaséw roztwory HMG 17 nie wykazuja zadnego
pochtaniania w zakresie 260—300 nm (75).

W catkowitej sekwencji 89 reszt aminokwasowych (269) 2/3 czastecz-
ki od N-konca tancucha ma charakter wybitnie zasadowy (na 58 amino-
kwasow — 22 reszty Lys i Arg oraz 7 reszt Glu i Asp). Kontrastuje z nim
ujemnie natadowany C-koncowy region czasteczki, zawierajgcy na 31 reszt
tylko 4 aminokwasy zasadowe.

4 Postepy Biochemii
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W sekwencji HMG 17 zwilaszcza w obszarze N-koncowym stwierdza
sie wiele zgodnosci (269) z histonami HI (272) oraz H6, inaczej histonem
T z gruczotéw jadrowych pstraga (273), a takze z histonem H5 erytro-
cytow kurczecia (274).

Homologie w regionach N-konicowych sekwencji biatek HMG 1
i HMG 2 grasicy cielecia (75) oraz ich odpowiednika z gruczotow jadro-
wych pstraga, tj. HMG—T (253), zwanego poprzednio komponentem R
(257) — uwidocznione sa na rycinie 25.

10

i 5

HMG -1 Gly Lys Gly Asp Pro Lys Lys Pro Arg Gly
HMG-2 Gly Lys Gly Asp Pro Asn Lys Pro Arg Gly
HMG -T Pro Gly Lys Asp Pro Asn Lys Pro Lys Gly

u 15 20
HMG -1 Lys Met Ser Ser Tyr Ala Phe Phe Val Gin
HMG -2 Lys Met Ser Ser Tyr Ala Phe Phe Val Gin
HMG-T Lys Thr Ser Ser Ser Ala Phe Phe Val Ala

25

21
HMG -1 Thr Arg Arg Glu ...L}(s3 AsxlzGIx29
HMG-2 Thr Arg Arg Ala Glu
HMG-T Val Arg Arg GIx GIx His

Ryc. 24. Zestawienie dotychczasowych danych o sekwencji aminokwasowej HMG 1
(266, 271), HMG 2 (266) i HMG-T (253)

Pro Lys Arg Lys Ala Glu Gly Asp Ala Lys
Gly Asp Lys Ala Lys Val Lys Asp Glu Pro
Gin Arg Arg Ser Ala Arg Leu Ser Ala Lys
Pro Ala Pro Pro Lys Pro Glu Pro Lys Pro
Lys Lys Ala Pro Ala Lys Lys Gly Glu Lys
Val Pro Lys Gly Lys Lys Gly Lys Ala Asp
Ala Gly Lys Asx Gly Asx Asx Pro Ala Glx
Asx Gly Asx Ala Lys Thr Asx Glx Ala Glx
Lys Ala Glu Gly Ala Gly Asp Ala Lys

Ryc. 25. Sekwencja aminokwasowa biatka HMG 17 (269)

One tlumacza podobienstwo zachowania sie elektroforetycznego w ze-
lu poliakryloamidowym HMG 1 i HMG 2 wyizolowanych przez zespét
Johnsa (245) z 3 tkanek (grasica, watroba, nerki) 3 gatunkoéw (ciele,
szczur, krolik), z erytrocytow kurczecia (245, 258), a ponadto z pszenicy
i drozdzy (256).

Na brak tkankowej i gatunkowej specyficznosci biatek HMG 1i HMG 2
grasicy, watroby i nerek cielecia, a takze grasicy i erytrocytow kurczecia
oraz erytrocytow kaczki wskazujg rowniez doswiadczenia grupy Vida-
li’ego (255) z 1978 r. Dotyczg one biatek HMG z grasicy cielecia i ery-
trocytéw kaczki. Poza analizg w zelu poliakryloamidowym, autorzy po-

4
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dajg wyniki jonowymiennej chromatografii na kationicie, oznaczenia skita-
du aminokwasowego, N-kohAcowych aminokwaséw i mape tryptycznych
peptydéw. Co prawda zespdt Vidali’ego (255) znalazt w erytrocy-
tach kaczki i kurczecia poza HMG 1 i HMG 2 trzecie wieksze biatko, kt6-
re oznaczyt jako HMG—E, uznajac je za unikalne dla erytrocytow ja-
drzastych. Bardzo wnikliwe doswiadczenia zespotu Johnsa (258) row-
niez z 1978 r., przeprowadzone na erytrocytach kurczecia, przemawiajg
jednak przeciw koncepcji tkankowej i gatunkowej specyficznosci biatek
HMG.

Zawarto$¢ biatek HMG 1 i HMG 2, wyliczona przez zesp6t Johnsa
(245, 260) wynosi 105—10® czasteczek na jedno jadro komdrkowe, podczas
gdy tylko kilka molekut biatek regulatorowych przypada na 1 gen struk-
turalny (245).

Od 1974 roku bada sie interakcje biatek HMG, gtdwnie HMG 1i HMG 2
z DNA (174, 175, 275) i histonami (245). Johns i wsp. sugeruja, ze jest to
tylko niespecyficzne wigzanie miedzy zasadowymi aminokwasami, a resz-
tami fosforanowymi DNA.

Badania konformacji czasteczki HMG 17 (261), przeprowadzone z za-
stosowaniem dichroizmu kotowego, podczerwieni i magnetycznego rezo-
nansu jadrowego nie wykazaty, w przeciwienstwie do HMG 1 i HMG 2
(259, 260), jakiegokolwiek uporzgdkowania struktury Il czy Ill rzedu. One
potwierdzajg jonowg nature oddziatywania z DNA, a nawet wskazujg na
segment czasteczki HMG 17 wigzacy sie z DNA, tj. obszar miedzy reszta-
mi aminokwasowymi w pozycjach 15 i 40 (ryc. 24).

Warto dodaé¢, ze w biatkach HMG 1 i HMG 2 stwierdzono obecno$¢
a-helikalnego zwiniecia tancucha polipeptydowego w zakresie od 1/3 do
1/2 czasteczki (175). Biatka te wykazujg silne powinowactwo do histonéw
(254), zwilaszcza do histonu H 1 (275).

Interesujacy jest wptyw tych biatek NHC, przypuszczalnie struktu-
ralnych, na proces transkrypcji (245). W przeciwieAstwie do histon6w,
nie okazujg one zadnego oddziatywania na matrycowg aktywno$¢ DNA,
nawet przy stosunku biatko/DNA = 5. Zdaniem autoréow fakt ten moze
by¢ wyttumaczony badz 1) brakiem podobnego do histonéw silnego po-
winowactwa biatek HMG do DNA, badZ 2) pozostawieniem w roztworze
kompleksu DNA z biatkami HMG. Juz od dawna Hoare i Johns
(276, 277) lansujag koncepcje godzaca w wyniki calej rzeszy badaczy,
a mianowicie, ze zahamowanie matrycowej aktywnos$ci DNA przez hi-
stony jest po prostu wynikiem stragcenia kompleksu histon*—DNA i nie-
dostepnosci matrycy dla polimerazy RNA. Wazne jest stwierdzenie, ze
rozpuszczalny kompleks DNA — HMG 1 ma te samg aktywno$¢ matryco-
wa, co czysty DNA. Wydaje sie to sugerowaé, ze DNA catkowicie pokryty
biatkami HMG moze ulega¢ transkrypcji.

ZespOt Johnsa (278) byt pierwszym, ktéry metodami elektrofore-
tycznymi w zelu poliakryloamidowym wykryt obecno$¢ 4 biatek HMG



[51] BIALKA NIEHISTONOWE 337

(1, 2, 14 i 17) w mononukleosomach grasicy cielecia. Do dzi$ kontrower-
syjng jednak jest sprawa udziatu tych biatek w aktywnych regionach
chromatyny, sugerowana przez Levy’ego i Dixona (279) dla gru-
czotow jadrowych pstraga, grupe Allfrey’a (254) dla erytrocytow
kaczki, a nawet na wczesniejszych etapach przez zespdt Johnsa (245).
W dociekliwych badaniach erytrecytéw jadrzastych kurczecia z ubiegte-
go roku (280) wycofat sie on jednak z poprzedniego stanowiska, dowodzac
braku biatek HMG w produktach trawienia chromatyny DNaza, ktéra
zgodnie z pracami Weintrauba i Groudine’a (237) ma selektyw-
nie degradowa¢ DNA genow aktywnie transkrybowanych. Odnosi sie
wrazenie, ze w polemice zespotéow Allfrey’a i Johnsa jak nara-
zie — stuszno$¢ jest po stronie tego ostatniego. W ,,note in proof” dotgczo-
nej do niedawnej jego publikacji (280) dodaje, ze nawet zastosowanie bu-
foru EDTA o niskiej sile jonowej, ktéry odrdzniat warunki doswiadczen
obu zespotow, wiekszo$¢ biatek HMG (1, 2, 14 i 17) pozostaje zwigzana
z fragmentami chromatyny o rozmiarach mono- i polinukleosomoéw.

Dalsze badania sg niezbedne do rozstrzygniecia sprawy specyficznos-
ci biatek HMG i ich wystepowania w regionach aktywnej chromatyny.

Zapewne ogromnie pomocne okazg sie metody immunologiczne. Wste-
pne badania immunoenzymatyczne (281) przy uzyciu przeciwsurowicy
krélika przeciwko biatkom HMG 1 i HMG 2 grasicy wieprza oraz zsyn-
chronizowanych hodowli réznych linii komorkowych (grasicy i nerek
wieprza, myszy, jajnikow chomika chifskiego, HelLa), takze biatek HMG 1
i HMG 2 grasicy krolika i cielecia pozwolity juz stwierdzi¢ niewykry-
walne dotad jakosSciowe rdznice gatunkowe miedzy tymi biatkami. Zloka-
lizowano je w chromosomach podczas mitozy, a takze wykryto, skorelo-
wane z cyklem komoérkowym, nieznaczne zmiany w ich reaktywnosci
z systemem peroksydaza — antyperoksydaza. Zmiany te wydajg sie by¢
wyrazem r6znic w antygenowych determinantach HMG 1 i HMG 2 oraz
w dostepnosci tych miejsc antygenowych podczas réznych faz cyklu ko-
maérkowego.

Ze stosunku molowego (1:50) biatek HMG 1 i HMG 2 do catosci hi-
stondéw przypuszcza sie, ze w przyblizeniu 1 czgsteczka HMG 1 i HMG 2
przypada na 10 nukleosoméw (282). Oddziatywanie tych biatek na konfi-
guracje heliksu DNA (rozwiniecie lub wyzszego rzedu zwiniecie) prze-
mawia za wazng ich rolg w strukturze, a przez to i funkcji chromatyny.

Ostatnig sensacjg w biochemii biatek chromatyny jest wykrycie w nu-
kleosomach (285, 286) tzw. biatka A24 o wrecz niespotykanej rozgatezio-
nej strukturze w ksztatcie litery ,,Y”, a zawierajgcego 2 N-terminalne za-
konczenia polipeptydowe na jedno C-koncowe. Ztozone jest ono z histonu
H2A i biatka NHC, ktérego C-terminalny peptyd Gly-Gly taczy sie ko-
walencyjnie wigzaniem izopeptydowym z e-aminowg grupg lizyny w po-
zycji 119 histonu H2A (ryc. 26b).

Jest ono najciekawsze i najlepiej scharakteryzowane sposrod szeregu
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A24
H OH (0]
Met-——-A-CH2C-N-CH2C-NH
Gly Gly
(CH2<
e *
A—r-AcetonSeryna ------- N-dH-C-— Lys
Histon 2A (Lys 119) (129)

0) er _ 5

11et Gin lle Phe Vlal Lys Thr Leu
A24ys Thr lle Thr Lgu Glu Val Glu 20
Ub 5 p Thr lle Glu Asn Val Lys Ala

Gin Asp Lys Glu Gly Ile Pro

Ryc. 26. Zestawienie danych dotyczacych udziatu biatka A24 w strukturze nukleoso-
mu (270, 284—285). a) Rozgateziona czagsteczka biatka A24 (kule zakreskowane) wmon-
towana w oktameryczny rdzerh nukleosomu zotozony z dimeréw H2A, H2B, H3 i H4.
Czgé¢ histonowa biatka A24 zajmuje miejsce czasteczki H2A w rdzeniu nukleosomal-
nym, podczas gdy ubikwityna znajduje sie na zewnatrz rdzenia (286). b) 2 polipepty-
dy biatka A24 potaczone ze soba wiazaniem izopeptydowym miedzy glicyng z NHCP
i e-aminowa grupa lizyny w pozycji 119 histonu H2A (285). ¢) N-koncowa sekwencja
37 reszt biatka A24 (285), identyczna z ubikwityng (284) i biatkiem HMG 20 (270)

indywidualnych biatek NHC jadrowych i jaderkowych, a otrzymywanych
od 1973 r. przez zesp6t Buscha (153, 229, 285—296) z tkanek o wzroscie
prawidtowym i patalogicznym. Zawarto$¢ jego spadata najszybciej w cza-
sie hipertrofii jaderek watroby szczura, indukowanej tioacetamidem (289)
lub procesem regeneracji watroby (290), co wskazywato na udziat w re-
presji genow jaderkowych.
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Biatko A24 daje sie ekstrahowac¢ 0,4N roztworem H2504 wraz z hi-
storiami, stanowi niemal 1,9% totalnej sumy histonéw H2A + H2B + H3 +
+ H4. 1lo$¢ jego w histonie H2A jest obliczana na 3—4% (245) do 10%
(286). Zawiera niemal réwng ilos¢ aminokwasow kwasnych i zasadowych
(153), tryptyczne i chymotryptyczne peptydy histonu H2A jak réwniez
dodatkowe, nalezace do biatka NHC (291), a wreszcie niezablokowana
N-koricowa sekwencje 37 reszt (ryc. 26c) obok N-terminalnej acetylosery-
ny z peing sekwencjg histonu H2A (285, 292).

Pierwszymi, ktérzy dostrzegli identyczno$¢ sekwencji tych 37 amino-
kwaséw biatka A24 z N-koncowym fragmentem ubikwityny, 74-amino-
kwasowego polipeptydu o charakterze hormonu (284), byli Hunt we
wspoOtpracy z Malgorzatg Dayhof f (297), ktora od 1966 r. jest redak-
torem 5 toméw , Atlasu Sekwencji i Struktury Biatek” (298).

Ubikwityna, poprzednio ,tymina” (299), tymopoetyna (300), a wresz-
cie UBIP (ubiquitous immunopoietic polypeptide), zostata wykryta niemal
przypadkowo przez Goldsteina z Bostonu (299, 302) w ramach jego
wieloletnich prac nad doswiadczalng miastenig (myastenia gravis), w kto-
rym to niedowtadzie mies$ni zaburzeniu przewodnictwa impulséw w sy-
napsach nerwowo-miesniowych towarzyszy z reguty uszkodzenie grasicy.
W 1974 r. wydzielono jg w stanie wysokiej czystosci z petnego homoge-
natu grasicy wotu (chromatografia na SP-Sephadex, HPT i QAE-Sepeha-
dex ekstraktu w 0,1M roztworze dwuweglanu amonu) (299), a w rok p6z-
niej — metodami immunoizotopowymi (z [1B] UBIP jako Il antyge-
nem) — wykryto we wszystkich badanych tkankach ssakéw, ptakéw, ryb
oraz wyzszych roslin, w hodowanych komoérkach prawidtowych i nowo-
tworowych, a ponadto w drozdzach i bakteriach (np. E. coli, Clostridium
histolyticum) (301). W doswiadczeniach in vitro tymopoetyna obnizata
transmisje impulséw w stykach nerwowo-mie$niowych, ale przede wszy-
stkim stymulowata r6znicowanie prekursoréw immunocytéw grasicy,
a nawet $Sledziony oraz szpiku, i to bez wzgledu na gatunek, w limfocy-
ty T (thymus-derived), podczas gdy ubikwityna z innych tkanek — odpo-
wiednig transformacje w limfocyty zaréwno typu T, jak i B (bone ma-
rrow-derived). Ten stymulatorowy wptyw wydawat sie by¢ spowodowa-
ny aktywacjg cyklazy adenylowej, prawdopodobnie poprzez wigzanie
ubikwityny z (3-adrenergicznymi receptorami w btonie komérek docelo-
wych (300, 301). Funkcjonowanie ubikwityny in vivo, chociaz nadal nie-
ustalone, zapewne jest podstawowego znaczenia dla wszystkiego, co zy-
je, z powodu uniwersalnej obecnosci oraz niespotykanie konserwatywnej
struktury pierwszorzedowej (284, 301). Stato$¢ sekwencji aminokwaso-
wej ubikwityny z tak odlegtych ewolucyjnie Zrédet jak grasica wotu i to-
dyga selera, daje sie porownac jedynie z konserwatywnos$cig molekular-
na histonéw H4, H3 i H2A, a nawet jest wyzszego rzedu, z uwagi na wy-
stepowanie tego biatka nie tylko u Eucaryota, ale i u Procaryota.
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I oto ten niezwykty uniwersalny polipeptyd okazat sie niehistonowym
fragmentem wmontowanym w strukture chromatyny. Hunt i Day-
hoff zastanawiajgc sie nad roznicg (ok. 4550) miedzy masg czgsteczko-
wa biatka A24 (ok. 27 000) oraz sumaryczng masg histonu H2A (14 000),
i ubikwityny (8451), wyrazajg przypuszczenie, ze w peinej sekwencji
biatka A24 zostanie wykryty dalszy cigg od 38. do 74. aminokwasu ubi-
kwityny, a takze jaki$ hydrofilowy peptyd tgcznikowy (297).

Zespét Buscha zidentyfikowat izopeptydowe wigzanie biatka NHC
z histonem H2A (285) i zaproponowat model rdzenia nukleosomalnego
z czasteczkg A24 (286) (Ryc. 26a). Co wiecej, pokusit sie o zlokalizowanie
(294) biatka A24, ewentualnie jego fragmentow we frakcjach chromatyny
wzbogaconych (supernatant S2) oraz ubogich (osady P1 i P2) w transkry-
bowane sekwencje DNA, a uzyskanych za pomocg techniki DNaza Il —
2mM MgCI2 opracowanej w laboratorium Bonnera (303). Zaskaku-
jacym byto stwierdzenie metodg dwukierunkowej elektroforezy (62) obec-
nosci biatka A24, wraz z nukleosomalnymi histonami, we frakcjach PI
i P2, a wolnej ubikwityny — w supernatancie zawierajgcym chromatyne
aktywng w procesie transkrypcji. Wydaje sie prawdopodobne, Ze sprze-
zenie ubikwityny z histonem H2A zmienia konformacje chromatyny w
kierunku obnizenia jej matrycowej aktywnosci, a rozszczepienie czgstecz-
ki biatka A24 — wzmaga w niej proces transkrypcji, zwiekszajagc dostep-
no$¢ chromatyny dla polimerazy RNA badz bezposrednio, badZ przez
wzrost stezenia ubikwityny. Biatko A24 jako cato$¢ ulega ADP-rybozyla-
cji kilkakrotnie efektywniej niz histon H2A (85), co uzasadnia przypusz-
czenie, ze ta post-translacyjna kowalencyjna modyfikacja moze by¢ za-
angazowana w represorowg funkcje biatka A24.

N-kofncowa sekwencja ubikwityny zostata ostatnio odnaleziona w oz-
naczonej kolejnosci pierwszych 20 aminokwaséw biatka HMG 20 grasicy
cielecia (270) (por. Tab. 4), a jej petna sekwencja — w indywidualnym
biatku niehistonowym (S), jakie obok HMG—T (253) dato sie wyekstra-
howa¢ 0,35M roztworem NaCl z chromatyny gruczotéw jadrowych pstra-
ga (304). Podczas limitowanego trawienia tej chromatyny mikrokokalng
nukleaza uwalniaty sie do supernatantu zaréwno HMG—T jak i biatko S
(wolna ubikwityna), co przemawiato za ich wystepowaniem w tgczniko-
wych regionach miedzynukleosomalnych (304).

Kto wie, czy to uniwersalne biatko, wykryte obecnie w chromatynie,
a nie bedace histonem, doskonale zakonserwowane w procesie ewolucji
molekularnej, dla ktérego sugeruje sie réwnie uniwersalne biologicznie
oddziatywanie na cyklaze adenylowg btony komoérkowej (300, 301), nie od-
grywa kluczowej roli w procesie réznicowania komérek i zréznicowanej
ekspresji genu (304).

Niezbedne sg dalsze dociekliwe doswiadczenia w celu rozszyfrowania
udziatu biatek niehistonowych w strukturze a przez to i funkcji chroma-
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tyny, zagadnienia — ktore z kazdym rokiem staje sie coraz bardziej skom-
plikowane, poniewaz zawrotny postep badan odstania z roku na rok co-
raz to bardziej nieoczekiwane elementy wspaniatej maszynerii aparatu
genetycznego.

Zaakceptowano do druku 27.03.1979
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Bakteriofag Xjest ulubionym dzieckiem biologii molekularnej. W wie-
lu dziedzinach badanie tego pozornie nieskomplikowanego ,,organizmu”
torowato droge nowym ideom, a r6zne przyczyny, miedzy innymi dobra
znajomos$¢ genetyki tego wirusa sprawiajg, ze jest on chetnie stosowanym
narzedziem badawczym. Regulacja ekspresji genéw na poziomie transkry-
pcji jest wiasnie jedng z dziedzin biologii molekularnej, ktéra wiele zaw-
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dziecza badaniom rozwoju faga 1 w komdrce gospodarza — Escherichia
coli (1). W genomie X wystepujg liczne elementy kontroli transkrypcji
(Ryc. 1): sg to geny (cl, ero) determinujace synteze biatek represorowych
i sekwencje nukleotydowe zdolne do wigzania tych biatek (operatory); sg
to sekwencje rozpoznawane przez RNA-polimeraze gospodarza, wigzace
ja, i te, od ktorych startuje transkrypcja; wystepujg one w tandemie
i tworzg jednostki funkcjonalne (promotory); sa to wreszcie sekwencje
decydujace o terminacji transkrypcji (terminatory) i geny (N, Q) determi-

. Kontrola
poinej
transkrypciji
: L
A iD=t cll Ncl crocl OP QSR
r T T T T R A
| | I | | |
| | | l | Pl l
| | | | | ; . '
l | | | | |
Q72727227277 7 R e o 777
| i | I ' ¢ pa 28
| i : | | Kontrola | iaood [
| Morfogeneza | Rekom~ | wczesnej |Rep-| | liza |
| gtéwki | ogonka | ] binacja | transkryp- |lika-| = komor-
| | ! e S A

Ryc. 1. Uproszczona mapa fizyczna genomu faga X skonstruowana na podstawie

pomiaréw heterodupleksow DNA w mikroskopie elektronowym (2).

Komplementarne pasma X DNA oznaczone sg literami | (transkrypcja na lewo) i r (transkryp-
cja na prawo). Rejony DNA transkrybowane podczas r6znych etapéw rozwoju litycznego faga
X (3) przedstawione sa poziomymi strzatkami. Strzatki zaczernione przedstawiaja najwczes-
niejszag synteze RNA, prowadzong przez biatka gospodarza. Strzatki zakratkowane przedsta-
wiajg wczesng-opdézniong synteze RNA w ktérej biatko fagowe N aktywuje transkrypcje rejo-
néw clll-int-b i cl1-0-P-Q. Strzatki zakreskowane przedstawiajg pézny etap syntezy RNA, w kté-
rym biatko Q aktywuje transkrypcje rejonéw S-R i A-J. W tym czasie biatko Cro hamuje juz
transkrypcje wczesng. Poniewaz X DNA wystepuje w formie kolistej lub konkatemerycznej
przez wigkszg cze$¢ rozwoju wewnatrzkomoérkowego, wtasciwag jednostka pdznej transkrypcji
moze by¢ rejon S-R-A-J. Rycina z pracy (4), zmodyfikowana.

nujace synteze biatek znoszacych efekt dziatania niektérych terminato-
réw. Dzieki niedawno opracowanym, efektywnym metodom sekwencjono-
wania DNA, sekwencja nukleotydowa wiekszosci elementéw kontroli
transkrypcji X DNA zostata ustalona i mozna mie¢ nadzieje, ze w ciagu
najblizszych miesiecy ten etap zostanie zakonczony.

Powstajgca na naszych oczach nowa gataz biologii molekularnej, inzy-
nieria genetyczna, wykorzystujac bakteriofaga Xjako jeden z wektorow do
klonowania dowolnych gendéw, w tym i gendéw eukariotycznych. Gdy ce-
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lem wigczenia obcego genu do genomu Xjest osiggniecie maksimum eks-
presji tego genu, ogromnym utatwieniem przy projektowaniu rekombina-
cji in vitro jest znajomos$¢ kontroli transkrypcji XDNA. W efekcie mozna
doprowadzi¢ do tego, ze po zakazeniu E. coli tak skonstruowanym rekom-
binantem faga X biatko determinowane przez gen wklonowany stanowi
znaczng cze$¢ syntetyzowanych przez bakterie biatek (5, 6, 7, 8). Inng kla-
se wektorow do klonowania gendéw stanowig plazmidy (9, 10), autonomi-
cznie replikujace sie jednostki dziedzicznosci pozachromosomalnej, ktdre,
w odréznieniu od wiruséw, moga istnie¢ wytgcznie wewngatrz komorki. Tu
znajomos¢ regulacji transkrypcji jest wcigz jeszcze niewielka, a obserwo-
wana ekspresja genu wklonowanego do plazmidu jest wypadkowg dziala-
nia stabo poznanych czynnikéw. Pomimo tego, juz w pierwszych probach
zastosowania inzynierii genetycznej do przemystowej produkcji polipepty-
déw zwierzecych potrzebnych medycynie uzyto wtasnie plazmidy bakte-
ryjne (11). By¢ moze, zakazenie bakterii fagiem X tak proste w laborato-
rium, przedstawia pewne problemy w skali przemystowej, chociaz niewy-
magajaca dodatkowych manipulacji hodowla drobnoustrojéow syntetyzu-
jacych pozadang substancje jest bez watpienia w warunkach przemysto-
wych procesem dobrze opanowanym technologicznie.

Uwazny czytelnik dojdzie w tym momencie do wniosku, ze nalezy
skonstruowaé¢ plazmid, zawierajacy pozadane elementy regulacji trans-
krypcji pochodzace od bakteriofaga X Do tego samego wniosku doszto juz
kilku badaczy, a wyniki ich pracy zostang przedstawione w niniejszym
artykule. Przedtem jednak zostanie przedstawiony pokrotce aktualny stan
wiedzy o elementach regulacji transkrypcji XDNA. Najcenniejszg czeScig
artykutu jest, zdaniem autoréw, zatgczona mapa fizyczno-genetyczna DNA
bakteriofaga X z zaznaczonymi miejscami ciecia przez endonukleazy re-
strykcyjne. Witasnie wiadomosci zawarte w tej mapie umozliwiajg wybor
odpowiedniego fragmentu X DNA do rdznych celéw, miedzy innymi do
konstrukcji plazmidu z odpowiednim uktadem regulacji transkrypcji.

I. Elementy regulacji transkrypcji DNA bakteriofaga X

W cyklu zyciowym bakteriofaga Xistotng role odgrywajg dwa biatka
represorowe, determinowane przez geny cl i ero. Oba biatka oddziatywujg
na te same miejsca operatorowe oL i oR przy duzym stezeniu hamujac
transkrypcje z zachodzacych na te operatory promotoréw pL, pMi Pr (12).
Ciekawie przedstawia sie regulacja transkrypcji przy matym stezeniu re-
presora. Wtedy biatko represorowe cl, utrzymujac blokade transkrypcji
z promotoréw pLi pR aktywuje transkrypcje operonu cl—rea:, startujacg
z promotora pM(13) (Ryc. 2A). Wystepuje tu wiec uktad samoregulujacy,
zapewniajacy state stezenie represora cl. Sytuacja taka wystepuje, gdy
XDNA (,,profag”) jest zintegrowany z chromosomem gospodarza (bakterii
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»lizogennej”): zadne geny fagowe (z wyjatkiem cl i rex) sg nie wyrazane
i profag ulega replikacji, jako czes¢ chromosomu bakteryjnego.

Biatko represorowe Cro zaczyna przejawia¢ swg aktywno$¢ od zablo-
kowania transkrypcji zachodzacej z promotorow pLi pM(Ryc. 2B). Zablo-
kowanie transkrypcji startujagcej w promotorze pRnastepuje dopiero przy
duzym stezeniu Cro. Zatem i w tym przypadku zachodzi sprzezenie zwrot-

B
(/—“\T/" \\‘
L e
PL tM | Pm
N rex | cl cro
f— o
[ Pr tm
I Or
RNA ’
| W
\
Biatka N LR

Ryc. 2. Regulacja transkrypcji X DNA przez biatka represorowe, determinowane

przez geny cl i cro.

Miejsca wigzace represor, to operatory oL i oR Miejsca inicjacji transkrypcji, ter promotory
pM, PL (w lewo) i Pfi(w prawo). Zaznaczono réwniez miejsca terminacji transkrypcji, termi-
natory tM i tR . Znak ” oznacza blokowanie transkrypcji, znak ,,+” aktywacje transkrypcji.
(A) Przy umiarkowanym stezeniu represora cl transkrypcja z promotoréw pL i pR jest za-
blokowana, a transkrypcja z pM zaktywowana; dopiero wysokie stezenie biatka cl blokuje
transkrypcje operonu cl-re,x. (B) Umiarkowane stezenie represora Cro blokuje transkrypcja
z promotoréw pL i pM, dopuszczajgc do pewnej transkrypcji z promotora pR, wysokie dopiero
stezenie Cro blokuje te transkrypcje. Uktad A wystepuje, gdy X DNA jest zintegrowany z chro-
mosomem bakterii lizogennej (profag), uktad B —gdy X DNA replikuje sie jako plazmid.

ne: represor reguluje wtasng synteze. State, niewielkie stezenie represora
Cro jest niezbedne do utrzymania 1 DNA w stanie replikujgcego sie auto-
nomicznie plazmidu | (14). Cro kontroluje znajdujacy sie w tym samym
operonie rejon replikacyjny ori—O—P; w efekcie replikacja plazmidu X
zachodzi wolniej od replikacji faga X— plazmid replikuje sie zgodnie z po-
dziatami komorkowymi. Natomiast w toku rozwoju litycznego bakteriofa-
ga | zadaniem biatka Cro jest zahamowanie niepotrzebnej juz, a nawet
szkodliwej ekspresji genow ,,wczesnych”.

Warto zwro6cié uwage na to, ze dziatajac (przy matym stezeniu) na ten
sam operator oR kazdy z dwu represoréw wywotuje odmienne efekty: re-
presor cl hamuje transkrypcje genu cro zachodzaca z pR a represor Cro
hamuje transkrypcje genu cl zachodzacg z pM Ten wzajemny antagonizm
dwu represoréw faga 1 mozna wyjasni¢ w oparciu o budowe miejsca
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Pm—Or—Pr (15) (Ryc. 3). Operator oRskiada sie z trzech sekwencji polin-
dromowych. Kazda z nich liczy 17 par zasad i wigze dimeryczne biatko cl.
Na sekwencje te (oRL oR2 oR3 zachodzg promotory pRi pM Represor cl wy-
kazuje najwieksze powinowactwo do miejsca oRL a najmniejsze do OR3
Przy matym stezeniu represora zablokowane jest wiec tylko oRlL co unie-
mozliwia dostep RNA-polimerazy do promotora pRi, tym samym, trans-
krypcje genu cro. Cro wykazuje natomiast najwieksze powinowactwo do
miejsca oR3 a wiec przy matym stezeniu represor Cro zwigzany z oR3 nie
zezwala RNA-polimerazie na transkrypcje genu cl startujagca z pM

Ityc. 3. Rejon DNA bakteriofaga X zawierajacy operator oR w powiekszeniu.

Jego czes$ci sktadowe: oR1L,o0R2 i oR3 to podobne do siebie sekwencje nukleotydowe. Na
sekwencje te zachodzg sekwencje promotoréw pR i pM Pozostate oznakowanie jak w Ryc. 1
i 2. Biatko represorowe cl wykazuje najwieksze powinowactwo do oR1, blokujac transkrypcje
cro. Biatko represorowe Cro wykazuje najwieksze powinowactwo do oR3, blokujac transkryp-
cje cl. Rycina z pracy (15), zmodyfikowana.

Oprécz przedstawionych wyzej promotoréw pLi Pr transkrypcji wcze-
snej: najwczesniejszej (ang. immediate-early) i wczesnej-opdznionej (ang.
delayed-early (Ryc. 1), niezle scharakteryzowany jest promotor pRtran-
skrypcji poznej (16,17). Ten wyjatkowo silny promotor odgrywa istotng
role w rozwoju litycznym faga, umozliwiajac ekspresje genow lizy (S, R)
oraz gendw determinujacych synteze gtdwek i ogonkéw potomstwa fago-
wego (rejon A—J).

Na do$é wczesnym etapie po zakazeniu bakterii bakteriofagiem A do-
chodzi do wyboru dalszej drogi rozwoju; alternatywa dalszej autonomicz-
nej replikacji i rozwoju litycznego jest integracja ADNA z chromosomem
bakteryjnym. Waznga role odgrywa tu aktywacja ekspresji genéw cl i int:
represor cl posrednio hamuje dalszg replikacje XDNA i ekspresje genow
péznych, a biatko Int (18) bierze udziat w integracyjnej rekombinacji
| DNA z DNA E. coli. Wiadomo, Zze na prawo od int znajduje sie dodatko-
wy promotor pT ktédry zapewnia wzmozong ekspresje tego genu po za-
kazeniu bakterii fagiem (19). Wiadomo rowniez, ze bardzo intensywna
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transkrypcja genu cl po zakazeniu zachodzi z promotora pE (20). Dobrze
udokumentowany jest udziat genow cli i clii w aktywacji ekspresji ge-
néw cl i int. W przypadku represora cl mechanizm dziatania biatek
cll/clll polega prawdopodobnie na aktywacji promotora pElecz nie mozna
wykluczyé alternatywnego mechanizmu — antyterminacji transkrypcji
startujgcej z p0 (21).

Pozytywna regulacja transkrypcji | DNA w duzej mierze polega na
zjawisku antyterminacji, ktére, cho¢ dobrze poznane od strony genetycz-
nej, wcigz czeka na wyjasnienie podstaw biochemicznych. Antytermina-
torowa rola genu N faga | jest najlepiej poznana i stanowi najwazniejszy
model badawczy w tej dziedzinie biologii molekularnej. Przyjrzyjmy sie
raz jeszcze wczesnym wydarzeniom po infekcji fagiem X (Ryc. 1 i Ryc. 5),
ktore zreszta podobnie przebiegajg i po indukcji profaga Xw bakteriach
lizogennych. Efektywna transkrypcja rozpoczeta w silnym promotorze pL
ulega prawie w 100% terminacji w miejscu tL, natomiast czes¢ transkryp-
cji zainicjowanej w pRprzebija sie przez staby terminator tRL i ulega za-
koniczeniu dopiero w tR2 Zaréwno w inicjacji transkrypcji, jak i w jej
terminacji biorg udziat wytgcznie biatka bakteryjne: DNA-zalezna poli-
meraza RNA E. coli (EC 2.7.7.6) rozpoznajgca sekwencje promotorow pL
i pR oraz biatko ,,ro” biorgce udziat w terminacji w miejscach tu tm i tR2
Powstajacy najwczesniejszy 1mRNA determinuje synteze przede wszyst-
kim dwu biatek: N i Cro. W odréznieniu od Cro, biatko N bardzo szybko
manifestuje swojg aktywnos$¢. W wyniku jego dziatania RNA-polimeraza
przestaje rozpoznawa¢ sygnaty terminacji w tL, tRlL i tR2 Dwie fale tran-
skrypcji przesuwajg sie: z pL w lewo, az do rejonu b, z pRw prawo, az
do genu Q wiacznie. Ta zalezna od biatka N transkrypcja nosi nazwe
wczesnej-op6znionej. Gen N w sposéb posredni aktywuje replikacje |
DNA, do ktérej niezbedna jest (i) ekspresja genéw O i P, a takze (ii)
transkrypcja miejsca ori, lub zachodzaca w jego poblizu (22, 23).

Opierajac sie gtownie na wynikach badan genetycznych, zostat zapro-
ponowany mechanizm terminacji transkrypcji zachodzacej przy wspoét-
udziale biatka ,ro” (24), przedstawiony schematycznie na Rycinie 4.
W bakteriach E. coli, tak jak we wszystkich organizmach prokariotycz-
nych, transkrypcja jest SciSle sprzezona z translacjg. Bezposrednio po ini-
cjacji transkrypcji, do krétkiego jeszcze, Swiezo zsyntetyzowanego tancu-
cha mRNA przytaczaja sie od konca 5' rybosomy, ktdre przesuwajgc sie
wzdiuz niego syntetyzujg tancuch polipeptydowy. Jeden, lub \yiecej ko-
donéw nonsensownych — UAA (ochre), UAG (amber) lub UGa (opal) —
wystepujacych w mRNA tam gdzie konczy sie odczyt genu, jest elemen-
tem sygnatu terminacji translacji. Jest to sygnat do dysocjacji rybosomow
i uwolnienia zsyntetyzowanego tancucha polipeptydowego. Po zakorczeniu
transkrypcji ostatniego z gendéw operonu, polimeraza dalej syntetyzuje
mRNA, péki nie dotrze do sekwencji terminatorowej. Tuz przed tym
miejscem, jak sie okazato z badan in vitro, polimeraza wyraznie zwalnia
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swoj bieg wzdtuz DNA, co prawdopodobnie ma zwigzek z wystepujacymi
tam palindromowymi sekwencjami. Sadzi sie, ze biatko ,,ro” wigze sie
z wolnym od rybosomoéw odcinkiem mRNA i, wykorzystujagc swa aktyw-
nos¢ RNA-zaleznej ATPazy, przeslizguje sie wzdiuz tego odcinka i do-

AUG

Ryc. 4. Model terminacji transkrypcji zachodzacej z udziatem biatka ,,ro”.

Linia falista przedstawia mRNA, ko6tka zaczernione — RNA-polimeraze, kétka puste —rybosomy,
prostokaty — czasteczki biatka ,ro”. AUG jest kodonem inicjacji, a UAPu —kodonem termi-
nacji syntezy tancucha polipeptydowego. Biatko ,ro” przesuwa sie (kosztem energii hydrolizy
ATP) wzdtuz wolnego od rybosoméw mRNA i dogania RNA-polimeraze, ktéra zwolnita biegu
w miejscu terminatorowym t. W wyniku wzajemnego oddziatywania tych dwu biatek dochodzi
do terminacji transkrypcji i uwolnienia zsyntetyzowanego taricucha mRNA. Rycina z pracy
(26), zmodyfikowana.

gania polimeraze w miejscu terminatorowym. Istniejg dane genetyczne,
silnie sugerujace wzajemne oddziatywanie RNA-polimerazy i biatka ,ro”
zwigzanego z mRNA (25). W wyniku tego oddziatywania dochodzi zapew-
ne do terminacji transkrypcji i uwolnienia tancucha mRNA.

Mutacyjna zamiana jednej zasady moze doprowadzi¢ do powstania
kodonu nonsensownego. Mutacja tego typu inaktywuje funkcje zmuto-
wanego genu: translacja ulega terminacji wewnatrz genu doprowadzajac
do syntezy niekompletnego polipeptydu. Niektore z tych mutacji wyka-
zujg dodatkowo tzw. efekt polarnosci: zmniejszajg lub likwidujg ekspre-
sje wszystkich gendéw operonu znajdujagcych sie od miejsca mutacji do
terminatora transkrypcji, (ang. downstream). Wydaje sie, ze i w tym wy-
padku dysocjacja rybosomow w nowo—utworzonym kodonie nonsensow-
nym i ujawnienie sie diuzszego odcinka mRNA wolnego od rybosoméw
jest sygnatem wiaczajagcym do akcji biatko ,ro” i wywotujacym przed-
wczesng terminacje transkrypcji. Szczegdlnie interesujgcym jest fakt, ze
biatko N bakteriofaga 1 znosi efekt polarnosci we wszystkich zbadanych
do tej pory przypadkach.

Cho¢ biatko determinowane przez gen N faga 1 zostato zidentyfiko-
wane (27) i opracowano metody oznaczania jego aktywno$ci, nie zostato
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ono jeszcze wyizolowane. Najbardziej prawdopodobny mechanizm dziala-
nia biatka N, oparty na badaniach genetycznych, przedstawia sie naste-
pujaco: biatko to dziata na RNA-polimeraze, lecz nie na wolny enzym,
tylko na taki, ktéry juz rozpoczat transkrypcje. Miejsce dziatania, lub
wigzania sie biatka N z RNA-polimerazg zostato zlokalizowane metodami
genetycznymi — znajduje sie w poblizu promotora. RNA-polimeraza zmo-
dyfikowana dziataniem biatka N nie jest juz wrazliwa na dziatanie biatka
,,ro” i transkrypcja ulega zakonczeniu dopiero w jednym z niezaleznych
od ,,ro” terminatoréw.

Jedyng wyraznie zdefiniowang klasg czgsteczek XRNA, syntetyzowang
in vitro pod nieobecno$¢ biatka ,,ro” jest RNA 6S (28). Jest to produkt
transkrypcji inicjowanej w promotorze gendéw pdéznych i ulegajacej
terminacji bez udziatu ,ro”. Przypuszcza sig, ze biatko determinowane
przez gen Q aktywuje transkrypcje p6Zzng mechanizmem antytermina-
cji — przedtuzenia transkrypcji zachodzacej z pn (10, 11). W odrdéznieniu
od biatka N, biatko Q faga 1 nie znosi efektu polarnosci (29).

Il. Mapa fizyczna DNA bakteriofaga |

I1-1. Mapa genetyczna

Przed wklonowaniem pozadanego genu (elementu kontroli transkryp-
cji) faga Ado wektora plazmidowego, nalezy dysponowaé informacjami
(i) w jakim miejscu | DNA sie on znajduje i (ii) jaka endonukleaze re-
strykcyjng nalezy zastosowac, by wycig¢ go mozliwie ,czysto”.

Najnowszy zesp6t informacji pierwszego rodzaju zawarty jest w pracy
Echolsa i Murialdo (30). Dane przedstawione w tej publikacji
w formie tabeli sag podstawg naszej mapy fizycznej genomu bakteriofaga
1 (Ryc. 5, cze$¢ gérna). Wspomniani wyzej autorzy podajg przyblizone
wspoOtrzedne kazdego genu na mapie, a wiec potozenie jego lewej i prawej
granicy, w odniesieniu do diugosci czgsteczki DNA faga | (100%), zawie-
rajagcej okoto 47 000 par nukleotydowych (31). Wspdtrzedne te pochodzg
z badan elektronomikroskopowych heteroduplekséw, zrenaturowanych
czasteczek DNA w ktorych jedna z nici wykazuje scharakteryzowane
genetycznie delecje, oraz z badan masy czasteczkowej biatek kodowanych
przez okre$lone geny faga A Z zatozenia, ze trzy nukleotydy kodujg jeden
aminokwas i ze $rednia masa reszty aminokwasowej wynosi 107 wynika,
ze np. biatko o masie czgsteczkowej 16 760 jest kodowane przez gen, ktdry
na mapie fizycznej znajmuje 1% dtugosci | DNA. Echols i Murial-
d o zwracajg uwage na to, ze pewne rejony 1 DNA sa ,przesycone”, tzn.
kodujg wiekszg liczbe aminokwasow, niz to wynika z liczby nukleotydéw.



[9 MAPA RESTRYKCYJNA * DNA 359

Sugerujg oni, ze jest to przesycenie pozorne, wynikajagce z btedéw ozna-
czania masy czasteczkowej biatek faga | metodg elektroforezy w zelu
akryloamidowym z siarczanem dodecylu. W istocie, masy czasteczkowe
zaréwno represora cl (32) jak i represora Cro, oznaczone ze znanej sek-
wencji aminokwasowej, byty nizsze (33, 34). To samo dotyczyto gtdwnego
biatka ogonka, determinowanego przez gen V, ktérego masa czasteczkowa
zostata obliczona ze sktadu aminokwasowego (35). Anormalnej ruchliwosci
biatek faga 1 w zelu akryloamidowym z siarczanem dodecylu poswiecona
zostala ostatnio oddzielna praca (36). Echols i Murialdo przyjmo-
wali, ze w niektérych przypadkach masa czasteczkowa biatka jest nizsza
(o 3 do 10°/0) niz to wynika z analizy elektroforetycznej i wtedy gen biatko
to determinujgcy mieSci sie pomiedzy sgsiednimi genami. Przedstawiony
problem staje sie jednak mniej istotny, gdy przyja¢ na podstawie naj-
nowszych badan, ze czasteczka ADNA skiada sie nie z 47 000, lecz z 49 000
par nukleotydowych (P. Philippsen i R W. Davis, cyt. wg 37),
a co za tym idzie, gen zajmujacy I°/o ditugosci | DNA moze kodowal
biatko o masie czasteczkowej 17 480. Pomimo tej poprawki (o 4,3°/0), po-
zostaje wyrazne przesycenie rejonu gam-kil. Byé moze wystepuje tu
zjawisko translacji z przesunietej fazy odczytu, a wiec kodowanie dwu
biatek przez jeden gen, znane z badania fagéow $X174 (38) i G4 (39).
Echols i Murialdo (30) podaja wspdtrzedne genu z doktadnoscia
do £0,2% diugosci 1 DNA. Mniej dokladnie okreslone jest— wedtug
nich — potozenie nastepujgcych gendw:

pi, redX, kil, clii, rai, tr, tm, rex, tr2, pn, S, R

Po ukazaniu sie artykutu przegladowego wyzej wymienionych autoréw
ukazata sie praca, dotyczgca miejsc terminacji transkrypcji startujgcej
z promotora pL (40). Wykazano w niej, ze oprocz terminatora tL (aktualnie
;1) wystepuja dwa nowe terminatory tl2 i tL3 Terminator tLl zostat zlo-
kalizowany bardziej na lewo, w miejscu o wspétrzednej 71,1%, co spra-
wia, Ze granica genu rai w Ryc. 5 ulegta skorygowaniu z prawej strony.
W pracy tej zostaty okreSlone réwniez wspo6trzedne terminatorow tL2
(68,9%) i tL3 (64,4%). Lokalizacja tl2 wymagata niewielkiej (0o 0,1%) ko-
rekty lewej granicy genu clii. Nalezy jednak zwr6ci¢ uwage, ze mapa
rejonu att—N przedstawiona przez Szybalskich (41) nie zgadza sie
z mapg Echolsa i Murialdo (30); Salstrom i Szybalski
(40) uwazajg w zwiagzku z tym, ze terminator tL3 mieSci sie w genie redX
(exo0), a terminator tR2 w genie clii.

Zgodnie z wynikami analizy restrykcyjnej rejonu Q—pR (17) promotor
Pk zostat przez nas przesuniety w lewo, na miejsce o wspotrzednej 92,2%
X DNA. /

R. Young, M Syvanen i wsp. (informacja bezposrednia) wy-
kryli nowy gen, Rz, biorgcy udziat w koAcowym etapie cyklu zyciowego
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faga X— lizie komorki. Gen ten mieSci sie w przedziale od 95,1% do
97,9% X DNA, a wiec na prawo od genu R, ktory determinuje synteze
tzw. endolizyny faga X By¢ moze dwa dziatajagce na mureine enzymy
lizatu komdrek E. coli po zakazeniu fagiem X— endopeptydaza (42) i trans-
glikozylaza (43) sq determinowane przez geny Rz i R.

Masy czasteczkowe biatek kodowanych przez geny lizy: S, R i Rz nie
zostaty okreslone eksperymentalnie. Black i Hogness (44) wyizo-
lowali ,lizozym faga X’, jako biatko o masie czasteczkowej 17 900 (45) nie
wiadomo jednak, jaka jest swoistos¢ tego enzymu, oraz ktéry gen go
koduje. Nieznane sg masy czasteczkowe dwu innych biatek ,,p6Znych” —
Nul il, a takze kilku biatek ,wczesnych” — xis, kil, clii, rai. Natomiast
wyniki uzyskane dla biatka syntetyzowanego in vitro i kodowanego przez
gen O zostaty potwierdzone in vivo w minikomérkach: to biatko replika-
cyjne posiada mase czasteczkowg 34 000 (46).

Brak miejsca nie pozwala na opisywanie funkcji wszystkich gendw;
w poprzednim rozdziale zostaty omdéwione jedynie te, ktdére odgrywaja
role w regulacji transkrypcji. Zainteresowanego czytelnika odsytamy do
ostatniego artykutu przegladowego (30).

Istnieje wiele naturalnych mutantéw delecyjnych, insercyjnych lub
substytucyjnych faga X Mutanty te mogg by¢ dogodnym materiatem wyj-
Ssciowym przy klonowaniu fragmentow X DNA do wektoréow plazmido-
wych. Najbardziej znane sg delecje w nieistotnych dla rozwoju faga re-
jonach b (np. Xb2 od 45,3 do 57,3°/0) (47) i ninR, pomiedzy P i Q (np. Xnin5
od 83,7 do 89,5%) (48). Ostatnio coraz wiecej wiadomo o lokalizacji po-
szczeg6lnych sekwencji insercyjnych (IS) i transpozonéw w réznych miej-
scach XDNA (49, 50, Young i Sy vanen, informacja bezposrednia).
Nawet bardzo ditugie fragmenty XDNA moga by¢ zastagpione DNA bakte-
ryjnym (np. Xpbio256 od 57,3 do 72,5%) (41), (np. Xpgal8 od 42,4 do 57,3%
i Xpiac5 od 39,5 do 48,0%) (50), bez uszkodzenia funkcji istotnych dla roz-
mnazania sie faga X Dodatkowa mozliwos¢ stwarzajg hybrydy faga X
z innymi fagami lambdoidalnymi (z fagiem P22 wigcznie), w ktérych
fragment XDNA zostat wymieniony na spetniajacy podobne funkcje frag-
ment DNA faga pokrewnego. Najbardziej znane sg tu Ximm434 (od 73,5
do 79,1%) i Ximm21 (od 71,1 do 79,8%) (1). Oczywiscie wymienione mu-
tacje mogg usuwac istniejgce w X DNA miejsca atakowane przez endonu-
kleazy restrykcyjne, lecz (z wyjatkiem delecji) moga takze wprowadzac
nowe takie miejsca. Nalezy sie tu réwniez liczy¢ z usuwaniem elementéw
regulacji transkrypcji faga X jak i z wprowadzaniem nowych promotoréw
i terminatoréw. W niniejszym artykule jesteSmy w stanie zaledwie wska-
za¢ na to zagadnienie, dzieki ktoremu bakteriofag Xjest szczeg6lnie bo-
gatym zrédiem elementéw kontroli ekspresji genéw. Dla zachowania
przejrzystosci naszej mapy XDNA nie wprowadzamy do Ryc. 5 informacji
0 wspoétrzednych poszczegélnych delecji, insercji i substytucji.
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11-2. Mapa restrykcyjna

Przejdzmy z kolei do problemu wyboru witasciwego enzymu do wy-
ciecia pozadanego fragmentu X DNA. W ostatnich kilku latach bylismy,
i jesteSmy nadal, Swiadkami izolacji endonukleaz restrykcyjnych z drob-
noustrojow réznych gatunkéw (51). Enzymy te (endonukleazy restryk-
cyjne typu Il) przecinajg czasteczke DNA w miejscach, o SciSle okre$lo-
nych sekwencjach nukleotydowych. W wyniku dziatania okres$lonej endo-
nukleazy restrykcyjnej na zespét identycznych czasteczek DNA (np. X
DNA) powstaje wiec szereg jednorodnych klas fragmentéw DNA. Masy
czasteczkowe fragmentéw DNA z poszczeg6lnych klas okre$la sie badz
mierzac wobec odpowiednich standardow ich ruchliwos$¢ elektroforetycz-
ng, badz tez ich dtugos¢ w mikroskopie elektronowym. Stosujac rézne
podejscia eksperymentalne, mozna znalez¢ kolejno$¢, w jakiej ,restryk-
cyjne” fragmenty wystepowaly w wyjsciowej, niezdegradowanej czastecz-
ce DNA. Otrzymana w ten sposdb mapa restrykcyjna DNA mowi wiec
nam, w ktorych miejscach liniowej czasteczki zachodzi ciecie okre$long
endonukleazg restrykcyjnag. DNA bakteriofaga X jest najczesciej stoso-
wanym substratem do scharakteryzowania nowowyizolowanej restryk-
tazy, zwitaszcza wtedy, gdy swoiste dla enzymu sekwencje nukleotydowe
nie wystepujg zbyt czesto i, co za tym idzie, ilos¢ powstajgcych fragmen-
tow DNA nie jest zbyt duza. Pomimo tego do tej pory ukazala sie tylko
jedna praca kompilacyjna, podajgca zbiorczo, w formie mapy, efekt dzia-
tania na X DNA czterech endonukleaz restrykcyjnych: Hindlll, Hpal,
BamHI i EcoRI (50). Zapetnienie tej wiasnie luki (Ryc. 5) jest zasadni-
czym celem niniejszego artykutu.

Warto zda¢ sobie sprawe ze stopnia doktadnosci, z jakg podawane sg
informacje dotyczace miejsc X DNA przecinanych przez endonukleazy
restrykcyjne. Uwaza sie, ze oznaczanie dtugosci w mikroskopie elektro-
nowym jest obarczone najmniejszym biedem, i uzyskane w ten sposob
mapy restrykcyjne EcoRI (52) i Hindlll (53) stanowity nieraz uktad od-
niesienia przy sporzgdzaniu map restrykcyjnych innych enzyméw. Dopie-
ro jednak poznanie peinej sekwencji jednoniciowego DNA faga $X174,
ktory sklada sie z 5386 nukleotydéw (38), pozwolito na zastosowanie jego
dwuniciowej formy replikacyjnej (RFII), jako bezwzglednego standardu
dtugosci. Waznym byto réwniez to, ze dtugos$¢ jego czasteczki byta zbli-
zona do przecietnej dtugosci fragmentu restrykcyjnego X DNA. Porow-
nanie potozenia miejsc ciecia, uzyskanych tg metodg (54, Philippsen
i Davis, cyt. wg 37) z wcze$niej uzyskanymi warto$ciami dla EcoRl
(52) i Hindlll (53) przedstawione jest w tabeli 1.

Mniej doktadng, cho¢ czeSciej stosowang metoda oznaczania masy
czasteczkowej fragmentu X DNA jest elektroforeza w zelu akryloamido-
wym lub agarozowym. Juz w 1975 r. wykazano, ze lepsza zgodno$¢ po-
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miedzy ruchliwoscig elektroforetyczng, a wielkoscig fragmentu DNA daje
elektroforeza agarozowa (52). Stosujgc odpowiednie warunki elektrofore-
zy, mozna byto doprowadzi¢ do liniowej zaleznoSci miedzy ruchliwoscia
elektroforetyczng a logarytmem masy czgsteczkowej (55). Masa okreslo-
nego fragmentu X DNA, oznaczona na podstawie tej zalezno$ci, moze by¢
jednak obarczona dos$¢ znacznym biedem, gdyz specyficzny skiad zasad,
a moze nawet specyficzna sekwencja nukleotydowa moze wpltywaé na
ruchliwos$¢ elektroforetyczng (56, 57). Gdy DNA z delecyjnych lub sub-
stytucyjnych mutantow X stuzy jako substrat, to dotacza sie btad ozna-
czania granic delecji lub substytucji w mikroskopie elektronowym. Biorac
dodatkowo pod uwage biad zawarty w oznaczeniu masy czasteczkowej
stosowanych standardéw, Robinson i Landy (55 oceniali, ze
doktadnos¢ metody elektroforetycznej nie jest lepsza od £10% masy
fragmentu, a wiec np. w przypadku fragmentu o diugosci 10% X DNA
moze wynosi¢ co najmniej + 1% X DNA. Dopiero ostatnio dostepne sq
bezwzgledne standardy mas czasteczkowych DNA w postaci fragmentow
restrykcyjnych DNA formy RFII faga $ X 174 (38) lub plazmidu pBR322
(58).

Tabela 1

Poréwnanie wspdtrzednych (%6 dtugosci XDNA) miejsc ciecia DNA faga Aendonukle-
azg restrykcyjna, oznaczanych przy pomocy mikroskopu elektronowego wg 52, 53, 54

445 54,3 65,6 81,0 93,1

£«>RI
44,3 54,16 65,67 81,01 92,90

Hindill 48,5 52,2 56,8 76,5 71,6 77,8 91,2
48,0 52,03 56,63 76,24 77,38 77,66 91,17

Z przedstawionej wyzej analizy wynika, ze mapy restrykcyjne niekt6-
rych enzymoéw na rycinie 5 mogg by¢é obarczone do$é znacznym biedem.
Dla bardziej precyzyjnego zlokalizowania interesujgcego nas ciecia nale-
zatoby okresli¢ jego odlegtos¢ od najblizszych miejsc ciecia EcoRI lub
Hindlll, badajgc mase/dtugo$¢ powstajagcych fragmentéw wobec standar-
dow bezwzglednych.

Rycina 5 zawiera z koniecznosci tylko te informacje, ktdre dotycza en-
donukleaz restrykcyjnych tngcych X DNA na niewielkag liczbe fragmen-
téw. Endonukleazy wytwarzajgce wielka liczbe matych fragmentéw zosta-
ty wykorzystane do analizy niektoérych specjalnie interesujagcych rejonéw
X DNA. Badania te z reguty stanowity wstep do okreSlenia sekwencji
nukleotydowej danego rejonu X DNA, i w odnosnych publikacjach znaj-
duja sie odpowiednie szczeg6towe mapy restrykcyjne.

W mapach tych zlokalizowane sg, i to z wieksza precyzja, niektére
ciecia endonukleolityczne przedstawione na rycinie 5.
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Hyc. 5. Mapa fizyczna DNA bakteriofaga X
U gory: mapa genetyczna X DNA, czasteczki o masie okoto 31,8X:106 sktadajacej sie z okoto literatury. Podkreslone sg. odsytacze do tych wybranych arbitralnie publikacji, z ktérych 56.8, 76,5, 77,6, 77,8, 91,2, BamHI (80) 13, 46, 58,8, 71, 855%, Sali (83) 67,7, 686%, Pstl (85) 58, 456,

Philippsen i R W. Davis, cytt. wg. 37). Zaznaczone sj
operatory (o), promotory (p), termintatory (t), a takze miejsce
origin (ori) od ktérego zaczyna sie wczesna, dwukierunkowa (typui teta) replikacja | DNA.
Zaznaczone s3a réwniez wszystkie dobrze udokumentowane geny strukturalne faga K deter-
minujagce synteze odpowiednich biatek, przy czym diugos$é¢ prostokatéw jest w przyblizeniu
proporcjonalna do wielko$ci biatek. Jedynie masy czgsteczkowe biatesk kodowanych przez geny
Nul, I, xis, kil, clii, rai, S, R, Rz nie zostaty okre$lone eksepryment;alnie.

Ponizej: zestaw map restrykcyjnych X DNA, okre$lonych dla kazdej z przedstawionych
szesnastu endonukleaz restrykcyjnych. W pierwszej kolejnosci umiesscilismy 5 enzymoéw, ktdre
rozpoznajg tylko po jednym miejscu w DNA plazmidu pBR322. Z prrawej strony: odsytacze do

49.000 par nukleotydéow (P.
miejsca kontroli transkrypcji:

pochodzg pozycje cie¢ naniesione na mape, pozostate kierujg do prac wykonanych niezaleznie;
podane w nich pozycje cie¢ (zestawione ponizej) sa zazwyczaj nieco rézne. Wszystkie pozycje
cie¢ sa podane w % dtugosci X DNA, zatem w przypadkach, gdy w cytowanej pracy podawano
wytacznie liczbe par zasad lub masy czasteczkowe fragmentéw oraz ich kolejno$¢, zastoso-
waliSmy przeliczenie przyjmujac sume mas fragmentéw za 100%. Niektére ciecia (Pstl i Hindll)
zaznaczono w odpowiednich miejscach mapy strzatkami bez liczb okre$lajacych pozycje, po-
niewaz autorzy (84, 55 79) zaznaczyli jedynie ich przyblizone potozenie na rysunku. W ob-
szarach zaznaczonych falista liniag niepewna jest kolejno$¢ fragmentéw restrykcyjnych, a za-
tem i pozycje cie¢. Niewykorzystane przy konstrukcji mapy restrykcyjnej pozycje cigé¢ endo-
nukleolitycznych sa jak nastepuje: EcoRI (52) 44,5, 543, 60,6 81,0, 931, Hindlll (53) 485, 522,

54.8, 65,7, 755%, Aval (87) 102, 40,2, 43,8, 584, 652, 69,4 oraz pomiedzy 788 a 793 i pomiedzy 827
a 83,1%, Smal (89) 40,5, 653%, 82,3%, Bgrlll (90) 0,8, 46,9, 735, 79,1, 80,7%, Xhol (87) 69,4%, Sstl (cyt.
wg 37) 51,6, 53,8%. Doktadna lokalizacja cie¢ jest mozliwa tylko w obszarach o znanej sekwencji
nukleotydowej. Dla kilku rejonéw genomu X zostaty sporzadzone szczegétowe mapy restryk-
cyjne i oznaczone sekwencje nukleotydowe. Sa to: rejon otaczajacy miejsce att (59, 60, 83), od-
cinek od N do P (13, 61—68), nieduzy odcinek w rejonie Q (17) oraz krétkie odcinki przy kon-
cach kohezyjnych lewym i prawym (69). Ze wzgledu na tatwo$¢ otrzymywania duzych ilo-
§ci faga X do sporzadzania map restrykcyjnych stosowany jest zazwyczaj jego mutant
Xclts857indSam7, ktéry dzieki mutacji ind w genie cl zawiera dodatkowe miejsce cigcia Hindlll
oznaczone na mapie gwiazdka (55).
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Poznano juz sekwencje nukleotydowga rejonu zawierajgcego miejsce
att, tak istotne dla rekombinacji pomiedzy XDNA a DNA E. coli (59, 60,
83); zaawansowane sg prace nad sekwencjg genu N (N. Franklin, infor-
macja bezposrednia). Przedmiotem intensywnych badan byla sekwencja
pLol—rex—cl—PmOrPri (13, 61, 62, 63, 64), a okolicom terminatora tRL
obejmujacym cze$¢ gendw ero i cli zostata poswiecona oddzielna praca
(65). W dwu osrodkach zajeto sie miejscem inicjacji replikacji X DNA,
ori, lezacym wewnatrz genu O (66, 67). Poznana zostala réwniez catko-
wita sekwencja genéw ero icli (68), a sekwencja genu P czeka na opubli-
kowanie (E. Schwar z informacja bezposrednia). A wiec petna sekwen-
cja od genu N do genu P (okoto 10% XDNA) zostata rozszyfrowana. Zostat
zmapowany rejon Q—pR i oznaczono sekwencje nukleotydowg odcinka
determinujacego poczatek transkrypcji po6znej (17). Ostatnio poznano
jeszcze krotkie sekwencje w. poblizu obu konAcéw liniowej czasteczki X
DNA (69).

Wprowadzenie nowych, efektywnych metod sekwencjonowania DNA
(70) umozliwia szybkie postepy w tej dziedzinie. Na przyktad J. G. Su't -
cliffe zpracowni W. Gilberta pisze (71), ze sekwencje genu opor-
nosci na ampicyline plazmidu pBR322 (1100 par nukleotydowych) ozna-
czyt w okresie od marca do sierpnia 1977 roku. Poréwnanie za$ sekwencji
nukleotydowej z sekwencjg aminokwasowa, ustalong przez innych auto-
row nastgpito 25 sierpnia 1977 (przy herbatce), wykazujac petng zgodnosc.
Wydaje sie wiec, ze poznanie petnej sekwencji nukleotydowej XDNA nie
jest sprawa dalekiej przysztosci. W oparciu o znajomos$¢ sekwencji swo-
istych dla kazdej endonukleazy restrykcyjnej, bedzie mozna wtedy spo-
rzadzié pozbawiong btedow mape restrykcyjng X DNA.

I1l. Konstrukcja plazmidéw zawierajacych fragmenty 1 DNA

W rozdziale tym pragniemy przedstawi¢ dwa przyktady wykorzy-
stania elementéw kontroli transkrypcji XDNA dla zwiekszenia ekspresji
genu wklonowanego w wektor plazmidowy. Znamienne jest to, ze doty-
czg one prac opublikowanych niedawno, w 1978 roku.

W pierwszej z nich (72) autorzy zamierzali wykorzysta¢ silny promo-
tor pL faga X antyterminatorowga aktywnos$é biatka N, a takze mozliwos¢
wiaczania/wytgczania transkrypcji startujgcej z pL przy pomocy termo-
labilnego represora clts. Endonukleaza EcoRIl wycina z XDNA fragment
(od 65,7 do 81,0%), zawierajgcy rejon N—pLol—cl (Ryc. 5), lecz fragment
ten zawiera rowniez gen kil, ktérego produkt wytwarzany w nadmiarze
jest zabdjczy dla komorki gospodarza. W mutancie substytucyjnym X
pbio256 rejon XDNA (od 57,3 do 72,5%) obejmujacy gen Kkil, zastgpiony
jest DNA bakteryjnym; miejsce ciecia EcoRI okreSlone wsp6trzedna
65,7% oczywiscie zanika, pojawia sie natomiast nowe, w poblizu 71%.
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Te ,strategiczne” rozwazania doprowadzity do wyboru DNA faga X
pbio256c!tscro~ jako substratu endonukleazy EcoRIl (Ryc. 6); mutacja
w genie cro miata na celu unikniecie hamowania transkrypcji przez biat-
ko Cro.

O
bio 256 N p. rex clts: cro” -cl
AAAA O

L ks

Ryc. 6. Fragment X DNA wycinany endonukleazg EcoRI (strzatki) z DNA bakterio-

faga Xpbio256cltscro~.
Objasnienie symboli w tekscie.

Jako wektor plazmidowy wybrany zostat pCRI, plazmid wystepujacy
w stosunkowo duzej ilosci kopii w komaérce E. coli, nadajacy jej opornosc
na antybiotyk kanamycyne i posiadajacy tylko jedno miejsce wrazliwe
na endonukleaze EcoRI. Mieszanine produktow trawienia obu DNA:
X pbio256c¢cltscro~ i pCRI potraktowano ligaza polinukleotydowa. Kom-
plementarne w stosunku do siebie, kohezyjne konce fragmentow DNA
wytworzone dziataniem EcoRI mogty sie wiec potlagczy¢ wigzaniami ko-
walencyjnymi. W tym wypadku koliste, zdolne do replikacji struktury
mogty sie wytworzy¢ (i) przez rekonstrukcje kolistego DNA plazmidu
pCRI, badz (ii) przez wiaczenie do tego plazmidu (w miejscu swoistym
dla EcoRI) dowolnego fragmentu 1 DNA. W czasie inkubacji takiej mie-
szaniny z odpowiednio przygotowanymi bakteriami, pewna ilo$¢ czaste-
czek DNA wnika do komérek, gdzie moze replikowac sie i manifestowac
swoja obecno$¢ (transformacja). Przez posiew na podioze zawierajace
kanamycyne wyselekcjonowano kanamycyno-oporne transformanty za-
wierajgce plazmid pCRI i jego pochodne. Represor cl nadaje bakteriom
oporno$¢ na zakazenie bakteriofagiem A zatem przez kolejny posiew na
podtoze przesycone zawiesing tego faga wyselekcjonowano te komorki,
ktore zawieraty plazmid pCRI z wklonowanym fragmentem | DNA za-
wierajacym gen cl (Ryc. 7).

Podobny tok mysS$lenia i manipulacji laboratoryjnych doprowadzit do
uzyskania szczepu bakteryjnego, zawierajacego plazmid pCRI z wklono-
wanym genem iks — nazwijmy tak, dla uproszczenia, gen, ktorego eks-
presja miata zosta¢ zwigkszona. Oba skonstruowane in vitro plazmidy
zostaty namnozone i wyizolowane w iloSciach preparatywnych. W kazdym
z nich na krancach wklonowanego fragmentu DNA istnialty miejsca wraz-
liwe na EcoRI, zatem podziatanie tym enzymem na mieszanine obu plaz-
midow doprowadzito do wytworzenia trzech liniowych fragmentow DNA:
iks, N—pLol—clts, oraz pCRI. Jednym z produktéw kolejnego dziatania
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ligazg polinukleotydowg byt kolisty DNA plazmidowy, w ktorym frag-
ment 1 DNA sasiadowat z fragmentem zawierajacym gen iks w orientacji
przedstawionej na rycinie 8.

Ryc. 7. Klonowanie fragmentu X DNA (linia pogrubiona) zawierajacego gen cl do
plazmidu pCRI.

Strzatki wskazujg na sekwencje nukleotydowe wrazliwe na endonukleaze EcoRI: 5°G IAATTC3'
3'CTTAA | G5’

O,
. Np'
\\‘.‘: pl o ,{r

Ryc. 8. Plazmid pCRI z wklonowanym
fragmentem h DNA (N-pLoL-clis) i frag-
mentem DNA zawierajgcym gen iks.
Inaktywacja cieplna represora cl wywotuje
transkrypcje z promotora pL przyczyniajaca
sie do zwiekszonej ekspresji genu iks.

Bakterie zawierajgce ten ztozony plazmid syntetyzowatly bardzo inten-
sywnie biatko Iks, zwlaszcza w podwyzszonej temperaturze. Autorzy
udowodnili, ze wynikto to (i) z wystepowania genu iks w Kilkudziesieciu
kopiach na komdérke i (ii) z intensywnej transkrypcji startujacej z silnego
promotora pLw warunkach inaktywacji cieplnej represora cl. Biatko N
faga | powodowato, ze RNA-polimeraza nie reagowata na sygnaty ter-
minacji znajdujace sie na drodze od pL do genu iks o dtugosci okoto 3000
par nukleotydowych (6°/0 X DNA).

W drugiej publikacji, ktérg zamierzamy przedstawi¢ dla przykiadu
(73), autorzy wklonowali do plazmidu pBR322 rejon replikacyjny ADNA,

6 Postepy Biochemii
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ori—O—P, a elementy transkrypcji X DNA, N—plol—clts—oRpR zostaty
wykorzystane do aktywacji replikacji z ori 1, a tym samym do zwieksze-
nia ilosci kopii skonstruowanego z pBR322 plazmidu.

Przy pomocy endonukleazy BamHI zostat wyciety z XDNA fragment
(od 71,3 do 86,5°/0) zawierajacy rejon od N do P (Ryc. 5), ktdry nastepnie
zostat wklonowany do plazmidu pBR322. Ten niedawno otrzymany plaz-
mid (74) posiada wiele cech wartoSciowych w inzynierii genetycznej,
m.in. nadaje komorkom oporno$¢ na ampicyline i tetracykline i zawiera
po jednym tylko miejscu wrazliwym na endonukleazy EcoRI, Hindlll,
BamHlI, Sali i Pstl. Ciecie BamHI i wprowadzenie w to miejsce ,,0bcego”
fragmentu DNA inaktywuje operon opornosci na tetracykline, co bardzo
utatwia selekcje poszukiwanych rekombinantéw. W ten sposob powstat
wiec plazmid zawierajagcy dwa miejsca inicjacji replikacji: jedno plazmi-
dowe, orip, a drugie fagowe, oril (Ryc. 9). W temperaturze 32°C, gdy
wytwarzany represor clts zachowywat swa aktywnosé, replikacja z ori X
nie zachodzita. Plazmid mdgt sie replikowa¢ jedynie z orip. Natomiast
po przeniesieniu do 42°C, inaktywacja represora clts umozliwiata tran-
skrypcje z pLi pR synteze antyterminatorowego biatka N, ktore przed-
stawionym juz w rozdziale | mechanizmem aktywowato replikacje z ori X
I rzeczywiscie, autorzy stwierdzali znacznie wiekszg liczbe kopii skon-
struowanego przez siebie plazmidu w podwyzszonej temperaturze.

Ryc. 9. Plazmid pBR322 z wklonowa-
nym fragmentem DNA (linia pogru-
biona).

Strzatki wskazujg na sekwencje nukleoty-
dowe wrazliwe na endonukleaze BamHI.
W obnizonej temperaturze inicjacja repli-
kacji zachodzi wytgcznie z origin plazmidu
pBR322, orip. Inaktywacja cieplna represora
cl wywotuje cigg reakcji, ktorych efektem
jest aktywacja replikacji startujacej z ori X

Genem, ktorego ekspresje zamierzano zwielokrotni¢ w oparciu o przed-
stawiong wyzej strategie, byt gen xth E. coli, determinujacy synteze
egzonukleazy Ill. Uprzednio autorzy stwierdzili, ze gen ten wystepuje
w jednym z fragmentéw DNA E. coli, otrzymanych dziataniem endonu-
kleazy BamHI. Dla zwigkszenia szans izolowania pozgdanego rekombi-
nanta, z poprzednio opisanego plazmidu (Ryc. 9) usunieto jedno z dwu
miejsc wrazliwych na BamHI; pozadang delecje otrzymano stosujgc odpo-
wiednie endonukleazy restrykcyjne. Po wklonowaniu genu xth do tak
skonstruowanego plazmidu okazato sie, ze bakterie zawierajace ten plaz-
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mid wytwarzajg w 42°C 125 razy wiecej egoznukleazy 11l od bakterii za-
wierajagcych gen xth zlokalizowany w chromosomie.

IV. Uwagi koncowe

Oczywistym jest, ze inne elementy kontroli transkrypcji X DNA
i inne sposoby ich sprzezenia moga by¢ wykorzystane w przysztosci do
osiggniecia mozliwie najwyzszej ekspresji wklonowanego genu. Mozna
sie spodziewaé, ze np. wyjagtkowo silny promotor genow po6znych, pR
odegra tu istotng role. Z pewnoscig dalszy rozw0j badan pojdzie droga
»Czystego” wycinania krétkich fragmentdéw zawierajgcych wytacznie in-
teresujacy element transkrypcji (a wiec np. promotor, bez znajdujgcych
sie w poblizu terminatorow) i tgczenia tych fragmentéw ze sobg. Byé
moze, interesujagcym bytby np. ukiad clts—oRIR—Q—p'R.

Ekspresja genu zalezy nie tylko od regulacji transkrypcji tego genu,
ale i od tych wszystkich mato poznanych proceséw, ktérym podlega
MRNA przed, w czasie i po translacji, oczywiscie réwniez i od regulacji
translacji. Wydaje sie, ze i w tej dziedzinie biologia molekularna i inzy-
nieria genetyczna bedg mogly skorzystaé ze swego ulubionego objektu
badawczego — faga X

Nietrwatos¢ wiekszosci prokariotycznych mRNA moze zmniejszac
efektywnos$¢ ekspresji odpowiednich genow. Pomiedzy genami xis i redX
znajduje sie rejon hin, ktory odgrywa role w stabilizacji mRNA faga X
(D. Court, cyt. wg 50) a obserwacje z naszej pracowni sugerujg, ze
X mMRNA syntetyzowany w zakazonych fagiem minikomdérkach jest wy-
jatkowo trwaty.

Zastanawiajgca jest rowniez nadzwyczaj efektywna i selektywna syn-
teza niektorych biatlek — sktadnikéw dojrzatej czastki fagowej. Na przy-
ktad biatko kodowane przez gen D syntetyzowane jest 870 razy efektyw-
niej od biatka genu A (75). Nie wiadomo, co jest przyczyna tak efektyw-
nej syntezy biatka d. Z innych modeli wiadomo, ze dla wydatnej tran-
slacji konieczne jest wystepowanie w mRNA miejsca wigzgcego rybosomy,
postulowanego po raz pierwszy przez Shine iDalgarno (76). W E. co-
li miejsce to obejmuje kodon inicjacji translacji AUG (lub GUG) i sekwen-
cje komplementarng do sekwencji koinca 3’ rybosomalnego RNA 16s. Poz-
nane do tej pory sekwencje Shine-Dalgarno (SD) skiadajg sie
z 3—9 nukleotydéw i poprzedzajg kodon inicjacji translacji o 3—12 nu-
kleotydow. W pierwszej z publikacji przedstawionych w poprzednim roz-
dziale (72) autorzy sugerujg mozliwo$¢ wystepowania sekwencji SD przed
genem iks, co moze ttumaczy¢ wyjatkowo wydajng ekspresje tego genu
w plazmidzie przedstawionym na Ryc. 8. Sekwencje takie znaleziono i w X
DNA, mozna sie zatem spodziewaé, ze fragmenty restrykcyjne X DNA
z sekwencjami SD znajdg zastosowanie w inzynierii genetycznej.

6*
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Coraz blizsza realizacji wydaje sie idea wykorzystania szybko zwiek-
szajacej sie puli krotkich fragmentow restrykcyjnych DNA o znanej sek-
wencji nukleotydowej do chemicznej syntezy fragmentow o zaprogra-
mowanej sekwencji. Swoiste dla prokariota elementy kontroli transkryp-
cji/translacji wystepujagce w tych fragmentach moznaby na przyktad wig-
za¢ metodami chemicznymi z genem uzyskanym na drodze syntezy w jed-
ng funkcjonalng catos¢. By¢é moze, bedzie mozna w ten sposéb omingé
przeszkody stojagce na drodze klonowania i wilasciwej ekspresji gendw
eukariotycznych w bakteriach.

Na zakoniczenie pragniemy przyznac, ze nie tylko DNA bakteriofaga X
stuzy jako zrodto elementow kontroli transkrypcji w konstrukcji wydaj-
nych wektorow plazmidowych. Jako przykitad pieknej, precyzyjnej pracy
moze stuzy¢ tu wklonowanie silnego promotora lac (operonu fermentacji
laktozy) do plazmidu pMB9 (77). Genem, ktorego ekspresja ulegta zwielo-
krotnieniu byt gen cl bakteriofaga X

Zaakceptowano do druku 22.03.1979
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VI. Hormone binding and biological effect
VI-1. Membrane mechanism of peptide hormone binding
VI1-2. Intracellular mechanism of peptide hormone binding

l. Wstep

Terminem receptory komorkowe hormonéw okresla sie skiadniki ko-
marki zdolne do wybidrczego rozpoznawania i wigzania hormonéw. Pola-
czenie z receptorem komdérkowym stanowi pierwszy etap w dziataniu hor-
monéw. Dla wyjasnienia molekularnego mechanizmu dziatania hormonéw
peptydowych doktadne poznanie oddziatywan hormon-receptor ma zatem
zasadnicze znaczenie. Obserwowany w ostatnich latach szybki rozwdj bio-
chemii hormon6w wigze sie z opracowaniem nowych metod badawczych,
miedzy innymi otrzymywania i charakteryzowania sktadnikéw komorko-

Tabela 1
Wystepowanie receptoréw hormonéw peptydowych

Hormon Tkanka Pismiennictwo
Angiotensyna nerka, nadnercza 11, 12, 13
Bradykinina aorta, macica, jelito 14
Choriogonadotropina jadro, jajnik 15—19
Epidermalny czynnik wzrostu fibroblasty 20
Folitropina jadro 21—24
Gastryna = miesnie gtadkie zotadka 25, 26
Glukagon watroba, trzustka 27, 28, 29
Insulina watroba, komérki ttuszczowe,

limfocyty, tozysko, fibroblasty,

migsnie 30—42
Kalcytonina nerka, ko$¢ 43
Kortykotropina nadnercza 44, 45
Luliberyna przysadka 46
Lutropina jadro, jajnik 15—19, 47
Czynnik wzrostu nerwu zwoje uktadu sympatycznego 48
Ocytocyna (oksytocyna) pecherz, macica, sutki 49—55
Parathormon nerka 56—60
Prolaktyna gruczot mlekowy 61—64
Somatostatyna mozg, przysadka, serce,

miesnie, zotadek, phuca,

macica, nerka, $ledziona,

$linianka 66a
Somitomedyna tozysko, monocyty 65, 66
Somatotropina limfocyty, watroba 67, 68
Tyreoliberyna przysadka 69—72
Tyreotropina tarczyca 73—718
Wazoaktywny peptyd jelita watroba, komorki ttuszczowe 79
Wazopresyna nerka 80,81
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wych (1) oraz preparatébw hormondéw o wysokim stopniu oczyszczenia
jak réwniez ich znakowanych radioizotopami pochodnych (2, 3).

W r. 1955 Hechter sformutowat zasade, zgodnie z ktérg zwigzanie
hormonu przez receptor wyzwala szereg reakcji sktadajgcych sie na bio-
logiczny efekt dziatania hormonu (4). W cztery lata p6zZniej Ber son
i Yalow opracowali metode radioimmunologiczng, pozwalajacg na
oznaczanie matych ilosci hormondéw (5), co znacznie przyspieszyto rozwdj
badan nad mechanizmem ich dziatania.

W nastepnych latach ukazaty sie prace Pastana (6), i Cuatre-
casasa (7), ktére na diugi okres czasu ugruntowaly przekonanie, ze
hormony peptydowe nie wnikajg do wnetrza komorek, za$ dziatanie ich
ogranicza sie do kontaktu z powierzchnig btony komérkowej, gdzie zlo-
kalizowane sa swoiste biatka receptorowe. Odkrycie przez Sutherlanda
cyklicznego AMP i wykazanie jego roli w dziataniu wielu hormonow sta-
nowito potwierdzenie teorii receptorowej (8). Dziatanie receptoréow bto-
nowych mozna byto wyjasni¢ opierajgc sie na mozaikowym modelu budo-
wy btony komdrkowej przedstawionym przez Singera i Nicolso-
na (9).

Jeszcze do niedawna uwazano, ze hormony peptydowe nie wnikajg
do wnetrza komorki. Nowsze doniesienia (10) o wystepowaniu receptorow
wewnatrzkomdrkowych i przechodzeniu hormondéw peptydowych przez
btone komoérkowg spowodowaly rewizje utartych pogladéw. Tym nie-
mniej obecny stan wiedzy o strukturze i funkcji receptoréw zawdzie-
czamy gitdwnie badaniom receptoréw umieszczonych na zewngtrz komo-
rek. Wykaz tkanek, w ktorych wykryto receptory hormonéw peptydo-
wych zamieszczono w tabeli 1.

Il. Wystepowanie receptoréw w komorce

Jak juz wspomniano na wstepie, do niedawna powszechnie sgdzono,
ze receptory hormonow peptydowych w tkankach docelowych wystepuja
wytacznie na powierzchni komoérek.

Wykazanie (7), ze insulina potgczona kowalencyjnie z agarozg, a wiec
niezdolna do przenikania przez btone komdrkowg ze wzgledu na znaczne
rozmiary czasteczki, wywotuje zwiekszenie utleniania glukozy oraz ha-
mowanie stymulowanej hormonalnie lipolizy w izolowanych komérkach
tluszczowych szczura, uwazano za najwazniejszy argument na rzecz wy-
stepowania receptoréw w bionie komorkowej. Brak obecnosSci receptoréw
insuliny na powierzchni ,,odwrdconych” pecherzykow z bton adipocytéow
wskazywat takze na wystepowanie receptorOw na zewnetrznej powierzch-
ni ich btony (82).

W preparatach bton komérek watrobowych i ttuszczowych przygoto-
wywanych metodg freeze etching (kriorytowania) miejsca wigzace insu-
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line odpowiadaty receptorom tkwigcym w podwdjnej warstwie lipidowej
btony. Zlokalizowano je za pomocg insuliny znakowanej ferrytyng (83,
84). Okazato sie, ze receptory insuliny w btonach hepatocytéw rozmiesz-
czone sg nierbwnomiernie, tworzagc w niektérych miejscach skupiska,
gdzie wiaze sie od 3 do 12 czasteczek hormonu. Srednia gesto$¢ rozmiesz-
czenia wynosita okoto 90 receptoréw na urn2 powierzchni biony komor-
kowej. Mozliwo$¢ zastosowania znakowanych przeciwciat antyreceptoro-
wych do wykazania obecnosci receptoréw insuliny w btonie komdrkowej
rowniez przemawiala za wystepowaniem receptor6w na powierzchni ko-
marek (85). Podobnie interpretowaé nalezy fakt, ze wzrostowi aktywnosci
S'-nukleotydazy, enzymu bedacego znacznikiem bton komdrkowych towa-
rzyszy wzrost iloSci receptorow w otrzymywanych preparatach z bion
hepatocytéw (86).

Ostatnio pojawito sie jednak wiele doniesien o receptorach insuliny
wystepujacych takze wewngtrz komérek, miedzy innymi w jadrach (87),
w btonach retikulum endoplazmatycznego szorstkiego i gtadkiego (88, 89),
w aparacie Golgi’ego (90, 91), w mitochondriach (92). Goldfine i wsp.
(10) inkubowali hodowane in vitro limfocyty ludzkie IM-9 z [&]insuling
wieprzowg. Wyliczono, ze ponad potowa odnalezionej radioaktywnosci
wystepowata w btonach komdrkowych pozostata zaS§ w jednakowym sto-
sunku w cytosolu i jadrach komorkowych. Stwierdzono réwniez, ze w ja-
drach hepatocytdéw insulina wigzata sie gtownie z btong jadrowa (93). Co
wiecej stwierdzono takze, ze insulina potgczona z agarozg powoduje od-
powiedz komoérkowa stukrotnie stabszg niz natywny hormon (94, 95).
Wykazano ponadto, ze podczas kontaktu tego kompleksu z btong komor-
kowag ma miejsce przechodzenie insuliny do wnetrza komaérki (96), wbrew
dotychczasowym poglagdom.

Przypuszcza sie obecnie, ze receptory wszystkich hormonéw peptydo-
wych mogg wystepowaé wewnatrz komorek; uwaza sie tez, ze wszystkie
hormony moga przenika¢ przez btone komdrkowa. Stwierdzono na przy-
ktad, ze czasteczki parathormonu moga wnika¢é do wnetrza komérek
kanalika nerkowego i gromadzi¢ sie w mitochondriach (97). Wewnatrz
ludzkich fibroblastéw wykazano réwniez obecno$¢ epidermalnego czyn-
nika wzrostowego (98), a w komdrkach gruczotu mlekowego — obecnosc
prolaktyny (99). Gonadotropina wigzana jest przez jadra, mitochondria,
mikrosomy i cytosol komérek ciatka zottego (100), a poniewaz prepa-
raty tych frakcji nie wykazywaly zanieczyszczen bitonami komorkowy-
mi (brak aktywnos$ci 5'-nukleotydazy), wnioskowano o wystepowaniu
receptoréw gonadotropiny we wszystkich wymienionych strukturach
komérkowych. Opisano rowniez odmienne parametry wigzania z hormo-
nem i rézne wiasnosci immunologiczne receptorow wystepujacych na
powierzchni i wewngatrz komadrek (88, 93). Wykazanie receptoré6w hormo-
now peptydowych wewnatrz komorek spowodowato przewr6ét w podejsciu
do problemu czynnosci biologicznej hormonow peptydowych.
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Il. Wiasciwosci chemiczne receptorow

Receptory hormondéw peptydowych sg wrazliwe na dziatanie enzyméw
proteolitycznych, poniewaz zawierajg sktadnik biatkowy. Biatka recepto-
rowe stanowig zaledwie od 0,0001 do 0,001% wszystkich biatek komoérko-
wych, stagd ich wyodrebnienie i poznanie wtasnosci fizyko-chemicznych
jest nietatwe. Informacje o wiasciwosciach i budowie czasteczek recepto-
rowych uzyskiwano czesto droga posrednig, badajac wptyw roznych czyn-
nikow na przebieg wigzania hormonu z receptorem. Na przyktad w przy-
padku receptorow glukagonu (101, 102), kortykotropiny (103), gonadotro-
piny (104, 105) oraz tyreoliberyny (70) zaobserwowano obnizone wigzanie
hormonu przez receptor po dziataniu nan fosfolipazy. Wskazuje to na
obecnos$¢ sktadnika lipidowego w czasteczce receptora lub na wptyw lipi-
déw btony komorkowej na wigzanie receptora z hormonem. Przeprowa-
dzony do roztworu receptor gonadotropiny poddany dziataniu chlorowo-
dorku guanidyny rozdziela sie na kolumnach z Sepharose 4B na dwa
sktadniki: biatkowy i lipidowy. Odtgczenie fragmentu lipidowego wigze
sie z utratg zdolnosci receptora do taczenia sie z hormonem. Dodanie do
biatka receptorowego lipidéw wyekstrahowanych z bton komérkowych
(zwitaszcza fosfatydyloseryny i fosfatydyloetanolaminy) przywraca zdol-
no$¢ wigzania hormonu. Wydaje sie, ze kwasne fosfolipidy btony komor-
kowej odgrywajg pewng role w rozpoznawaniu hormonu przez receptor,
natomiast lipidy obojetne przyczyniajg sie do utrwalenia okreslonej kon-
formacji czasteczki receptora gonadotropiny (106). Enzymy rozkladajgce
cukrowcowe skiadniki bton — neuraminidaza oraz |3-galaktozydaza powo-
duja uszkodzenie receptora insuliny uniemozliwiajagce zwigzanie hormonu
(107). Receptory te mozna oczysci¢ stosujgc metode chromatografii powi-
nowactwa na ConA-Sepharose. Przytoczone fakty $wiadczg o glikopro-
teidowej strukturze receptorow insuliny. Cukrowce wchodzg roéwniez
w skitad receptoréw gonadotropiny (108) i tyreotropiny (109). Receptor
tyreotropiny traci aktywno$é po trawieniu neuraminidazg i wybarwia
sie w zelu poliakryloamidowym barwnikami swoistymi zaréwno dla bia-
tek jak i cukrowcéw.

Hamujgcy wptyw tetranitrometanu oraz dwuazowych pochodnych te-
trazolu na wigzanie insuliny pozwala przypuszcza¢, ze uczestniczg w nim
reszty tyrozyny i tryptofanu biatka receptorowego (110). Podobnie obser-
wowany wpityw para-chlororteciobenzoesanu i N-etylomidu kwasu male-
inowego na wigzanie hormonu przez receptor wskazuje na znaczenie grup
sulfhydrylowych w tym procesie, co opisano w przypadku receptoréow
kortykotropiny (103), oksytocyny (51) i gonadotropiny (17).

Znany jest ciezar czgsteczkowy tylko kilku receptoréw. Wynosi on od
100 tys. do 200 tys. (poréwnaj tabela 2). Stosujgc elektroforeze w zelu
poliakryloamidowym z dodatkiem siarczanu dodecylu lub ograniczong
proteolize uzyskiwano dane wskazujgce na nizszy ciezar czasteczkowy
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receptorow. Uwaza sie to za nastepstwo dysocjacji receptorow na pod-
jednostki, zwitaszcza, ze w warunkach sprzyjajacych dysocjacji obserwo-
wano zmiane promienia Stokesa badanych czasteczek.

Jak wynika z przedstawionego skrétowo przegladu witasciwosci che-
micznych receptoréw, do najlepiej scharakteryzowanych nalezg receptory
insuliny, gonadotropiny, glukagonu, prolaktyny i tyreotropiny.

Tabela 2
Wiasciwosci chemiczne receptoréw hormondéw peptydowych
Hormon Chargkter Masa czasteczkowa PiSmiennictwo
chemiczny

Kortykotropina lipoproteid 6 000 000* 44, 45
Glukagon lipoproteid 190 000 (90 000)c 111, 27

(20 000)c 112
Gonadotropina glikolipoproteid 194 000 (90 000)* 18
Insulina glikoproteid 300 000 (135 000)6

(75 000)c 113, 114
Prolaktyna biatko 220 000 115
Tyreotropina glikoproteid 166 000 (75 000)d

(24 000)d 109

a — wartosci uzyskane dla receptoréw wykazujacych znaczne zanieczyszczenia btonami komérkowymi; b — wartos¢
uzyskane po elektroforezie w zelu ppliakryloamidowym z dodatkiem siarczanu dodecylu; ¢ — wartosci uzyskane po roiz
dziale na kolumnach z agaroza; d — wartosci uzyskane po przeprowadzeniu ograniczonej proteolizy.

IV. Oddziatywania hormon-receptor

W badaniach oddziatywan hormon-receptor bardzo uzytecznym
narzedziem sg znakowane hormony. NajczeSciej stosowanym znacznikiem
jest radioizotop 1B ze wzgledu na najdogodniejszy okres péttrwania
i mozliwos¢ uzyskiwania preparatow o wysokiej aktywnosci wiasciwej
(86, 116). Probowano réwniez znakowaé peptydy weglem MC (117) i trytem
(118). Oproécz radioizotopéw do znakowania hormonéw peptydowych uzy-
wa sie ferrytyny i barwnikow fluorescencyjnych (83, 119). Ostatnio opra-
cowano metody znakowania wielu hormondw peptydowych przy pomocy
zwigzkéw fotolabilnych. Poddanie fotolizie kompleksdéw takich pochod-
nych z receptorem powoduje nieodwracalne znakowanie miejsc wiazg-
cych podstawnikami, ktére mozna zidentyfikowaé na podstawie pomia-
row radioaktywnosci lub fluorescencji (120, 121).

Oddziatywania hormon-receptor nie ograniczajg sie do rozpoznawania
hormonu przez receptor i jego zwigzania; w nastepstwie tego procesu
moga zachodzi¢ dalsze, istotne dla biologicznej funkcji hormonu zjawiska,
jak przechodzenie sktadnikéw kompleksu hormon-receptor do wnetrza
komorki lub ich degradacja. Zaobserwowano takze zjawisko kooperacji
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pomiedzy czasteczkami receptoréw zlokalizowanymi w btonie komodrko-
wej.

Badania oddziatywan hormon-receptor sg w tej chwili dziedzing bu-
dzaca wielkie zainteresowanie i — mimo znacznych jeszcze luk — pozwa-

laja na precyzyjniejsze niz dotychczas okreslenie mechanizmu dziatania
hormonéw.

IV-1. Charakterystyka wigzania hormonu przez receptor

Oddziatywanie hormonu z receptorem cechuje: swoisto$¢ strukturalna
i przestrzenna, wysokie powinowactwo i odwracalno$¢ wigzania. Swoisto$¢
oddziatywania hormonu z receptorem wykazano na podstawie przebiegu
wigzania znakowanych hormonéw i analogow przez preparaty receptorow
(122, 123). Proces ten przedstawiono schematycznie na rycinie 1

A B c
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Ryc. 1. Sposoby badania swoistosci wigzania hormonu przez receptor.

A —hormon znakowany radioizotopem H* wspdtzawodniczy z natywnym hormonem H,
0 miejsce wigzace receptora R.

B — analog hormonu Aj wspétzawodniczy z hormonem Ht o miejsce wigzgce receptora R.
C—hormon H. o odmiennej budowie nie wspétzawodniczy z hormonem Ht o miejsce wigzace
receptora R.

Istotnym czynnikiem w powstawaniu potgczen miedzy biatkowym
fragmentem czgasteczki receptora i peptydowg czasteczkg hormonu jest ich
wzajemny ukiad przestrzenny. Metodg analizy rentgenowskiej i dichro-
izmu kotowego Pullen i Lindsay (124) wykazali, ze potaczenie
czasteczki insuliny z receptorem nastepuje tylko wéwczas gdy przybiera
ona pewng okreslong konformacje.

Obszar czasteczki insuliny odpowiedzialny za wigzanie z receptorem
zawiera duzg liczbe reszt hydrofobowych i jest identyczny w hormonach
otrzymywanych z tkanek réznych zwierzat. Potagczenie hormonu luteini-
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zujacego z receptorem wymaga réwniez dopasowania przestrzennego, do
uzyskania ktdrego niezbedne sg obydwie podjednostki hormonu (125).

" W badaniach wigzania hormonu przez receptor nalezy uwzgledniac
zjawisko nieswoistej adsorpcji hormonu na bionach (126). Wiagzanie hor-
monu przez receptor jest procesem odwracalnym. Znakowany hormon
oddysocjowuje z kompleksu hormon-receptor po rozcienczeniu miesza-
niny reakcyjnej lub po dodaniu nadmiaru nieznakowanego hormonu.
Proces ten mozna przyspieszyé przez podwyzszenie temperatury. Wysokie
powinowactwo receptora do hormonu zapewnia jego dziatanie biologiczne
przy niskich stezeniach hormonu (10-10 M i mniejszych).

Szybko$¢ wigzania hormonu przez receptor zalezy od stezenia hormo-
nu, stezenia receptora, temperatury, pH i czasu trwania inkubacji. Opty-
malna temperatura wynosi na ogét 25°C—37°C, a optimum pH lezy w gra-
nicach 7,0—7,4. Jedynie wigzanie tyreotropiny przez btony komorek tar-
czycy przebiega przy pH 5,5. Jakkolwiek optymalna temperatura wigzania
jest wyzsza niz 20°C, obnizenie temperatury nawet do 4°C obniza tylko
nieznacznie szybko$¢ wigzania.

W celu scharakteryzowania przebiegu wigzania hormonu przez recep-
tor podaje sie wartosci statych szybkosci reakcji wigzania (dwuczastecz-
kowej) i dysocjacji (jednoczasteczkowej) oraz statych powinowactwa.
Wyliczenie parametrow procesu wigzania hormonu przez receptor prze-
prowadza sie na podstawie wzoru na stalg rownowagi reakcji:

(HI+[R]™M[H-R]

[H] [R]

Do wyliczen tych stosuje sie najczesciej metode Scatcharda (127). Mie-

rzy sie wowczas ilos¢ wolnego [H] i zwigzanego [H—R] hormonu. Wy-
kreSlajagc zalezno$¢ [H—R]/[H] od [H—R] otrzymuje sie prostag o nachy-
leniu —K (Rycina 2A). Punkt przeciecia sie krzywej z osia odcietych
wyznacza stezenie wysycajace, a zatem jest miarg catkowitej ilosci miejsc
wiazacych — [R(Q.
Prostoliniowy wykres Scatcharda obserwuje sie w przypadkach gdy:
iedna czasteczka hormonu #taczy sie z jedng czasteczka receptora, wszyst-
kie receptory sg homogenne i nie wystepujg zadne wzajemne oddziaty-
wania miedzy receptorami.

Z przebiegu wykresu Scatcharda mozna wnioskowaé o heterogennosci
miejsc wigzacych. W takich przypadkach krzywa ma charakter wielo-
sktadnikowy (27) (rycina 2B). Odstepstwa od liniowego przebiegu krzywej
(rycina 2C) pojawiajg sie rowniez na skutek zmian powinowactwa do
hormonu sasiadujgcego ze soba miejsc wiazacych w wyniku zachodzacej
miedzy nimi kooperacji (128)v

PoszczegdIni badacze podajg r6zne wartos$ci niektérych parametréow
wigzania hormonu przez receptor. Na przyktad Cuatrecasas (37)



[9] RECEPTORY HORMONOW PEPTYDOWYCH 381

wyliczyt stalg powinowactwa receptora insuliny jako réwng 2X1010M-1,
inni za$ badacze wartosci 2X108M-1 (133), i 1,3X105M _1 (.86). Zrodiem
tych rozbieznosci moze by¢é odmienna interpretacja nieliniowego wykresu

Scatcharda.
Al B
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Ryc. 2. Wykres Scatcharda.

(H] — stezenie hormonu, [R] —stezenie receptora, [H—R] —stezenie kompleksu hormon-recep-
tor, [K] —stata réwnowagi lub powinowactwa. [A]—Iliniowy, B i C —najczesciej spotykane
rodzaje odchylen od liniowego wykresu Scatcharda.

Liczba receptoréw danego hormonu w réznych tkankach wynosi¢ moze
od 2000 do 100 000 na komorke. Poczatkowo przypuszczano (129), ze od-
powiedZz hormonalna jest wprost proporcjonalna do liczby receptoréow
zwigzanych z hormonem i maksymalng reakcje powoduje wysycenie
wszystkich receptoréw w komérce. Taka interpretacje przyjmowali na
przyktad Goldfine i wsp.; opisali oni wigzanie insuliny przez komorki
grasicy, ktéremu towarzyszyto proporcjonalne do iloSci zwigzanego hor-
monu uwalnianie kwasu Y-aminomastowego (130). Liczne sg jednak dane
wskazujace, ze maksymalny efekt fizjologiczny wystepuje juz przy bardzo
matej liczbie zajetych receptorow. Dufau zaobserwowala najwieksza
intensywnos$¢ steroidogenezy w jadrach, gdy zajety byt zaledwie 1% obec-
nych w komdrkach receptorow gonadotropiny (131). Podobne wyniki
uzyskano badajac kortykotropine (132), insuline (133) i tyreotropine (134).
Sugerujg one mozliwo$¢ wystepowania w komorce pewnego nadmiaru
receptorow zwanych ,zapasowymi” (,,spare” receptors), nie znamy jednak
dotad ich roli. Wedtug Rodbarda (135) komorki reagujag na pobudzenie
hormonalne zgodnie z zasadg ,,wszystko albo nic”, jezeli liczba zajetych
receptoréw przekracza pewng warto$¢ progowa. Prawdopodobienstwo po-
taczenia hormonu z receptorem zalezy od stezenia hormonu i receptora.
Przy duzej liczbie receptordw stezenie hormonu potrzebne dla szybkiego
osiggniecia wartosci progowej bedzie mniejsze. Duza liczba receptoréow

7 Postepy Biochemii
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komorkowych ma by¢é w tym ujeciu czynnikiem warunkujgcym wysoka
czuto$¢ komorki na bodziec hormonalny. Wykazano tez zalezno$¢ miedzy
szybkos$cia wigzania insuliny przez receptory a stanem metabolicznym
komorki” (136).

Przypuszcza sie, ze odpowiedZ komdrki na sygnat hormonalny moze
by¢é zroznicowana nie w zaleznosci od liczby zajetych receptorow, ale
w zaleznosci od ich rodzaju, przy zalozeniu heterogennos$ci receptoréw
dla danego hormonu. lloSciowe zaleznosci miedzy wigzaniem hormonu
przez receptor i rozmiarem odpowiedzi komérkowej pozostajg nadal nie-
wyjasnione. Dodatkowymi czynnikami, ktére nalezy uwzgledni¢ przy
okreslaniu tych zaleznosci sa: charakter wzajemnych oddziatywan hor-
mon-receptor oraz kooperacja miedzy poszczeg6lnymi miejscami recep-
torowymi i ich heterogennos¢.

IV-2. Wplyw hormonéw peptydowych na rozmieszczenie i aktywno$¢ receptoréow

Liczba i stan receptoréw komérkowych danego hormonu moga ulegaé
zmianom w zaleznosci od wielu czynnikow. Nalezg do nich: stan fizjolo-
giczny organizmu, wiek, dieta. Wykazano wystepowanie roznej liczby
receptoréw gonadotropiny w kolejnych stadiach cyklu menstruacyjnego
u kobiet (137). W monocytach noworodkéw zaobserwowano okoto 6-krotne
wiecej receptoréw insuliny niz u osobnikéw dorostych 45000 i 7000 re-
ceptorow przypadajgcych na jedng komdrke i dwukrotnie wiekszg stalg
powinowactwa (138). Stwierdzono mozliwos¢ zwiekszenia liczby recepto-
réw insuliny u pacjentdw z insulinoopornos$cig przez zastosowanie odpo-
wiedniej diety (139). W opisanych sytuacjach wystepujg zmiany w steze-
niu krazacych hormonéw. Wydaje sie, ze stezenie hormonéw ma decydu-
jacy wptyw na liczbe i stan receptoréw in vivo (140). Do takich wnioskow
sktania obserwowana w wielu przypadkach redukcja wigzania hormonu
przez swoisty receptor po dziataniu in vitro lub in vivo hormonéw w daw-
kach odpowiadajgcych stezeniom fizjologicznym i wyzszym (efekt homo-
tropowy — patrz Tabela 3).

Z analizy kinetyki procesu wigzania hormonu przez receptor wynika,
ze przyczyna obnizonego wigzania moze byé zmniejszenie liczby miejsc
wigzacych (142—146) lub tez zmiany w powinowactwie receptora do hor-
monu (149, 150), badZz tez jednoczesne wystepowanie obydwu zjawisk
(151, 152). Dziatanie niektdrych hormonéw tropowych np. folitropiny,
lutotropiny i prolaktyny na receptory powodowato wzrost wigzania hor-
monu (142).

Wptyw hormonéw na receptory nie ogranicza sie tylko do oddziatywan
homotropowych: hormon — swoisty receptor. Mozliwa jest réwniez regu-
lacja heterotropowa, jak w przypadku hamowania wigzania gonadotro-
piny przez limfocyty IM-9 w obecnosci estradiolu (153). Obserwowano
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zwiekszenie wigzania androgendw przez jadra szczuréw pozbawionych
przysadek mézgowych pod wptywem dziatania folitropiny i lutropiny
(154). Mozliwa jest takze indukcja receptor6w gonadotropiny przy udziale
androgenéw (155). Zmiany liczby receptoré6w pod wptywem hormonéw
moga polega¢ na regulacji proceséw biosyntezy i rozktadu biatek recep-
torowych. Istnieje takze mozliwos¢ regulowania ilosci receptoréw na eta-
pie asocjacji ich podjednostek.

Tabela 3
Homotropowy wptyw hormonu na przebieg wigzania z receptorem

Hormon Sposé_b Wigzanie znakowanego Piémiennictwo
dziatania hormonu przez receptor
Angiotensyna in vitro zmniejszone 141
Folitropina in vivo zwigkszone 142
Glukagon in vivo zmniejszone 143
Insulina in vitro zmniejszone 144, 145, 146
in vivo zmniejszone

Lutropina in vivo zwigkszone 142
Prolaktyna in vivo zwigkszone 147
Somatotropina in vitro zmniejszone 148

W doswiadczeniach in vitro preinkubowano preparaty receptoréw z hormonem, a nastgepnie badano wiazanie nowych
porcji hormonu przez te receptory.

W doswiadczeniach in vivo zwierzetom podawano okreslone dawki hormondéw, a nastepnie badano wigzanie hormonu
przez receptory otrzymane z tkanek tych zwierzat.

Badajac wptyw somatotropiny ludzkiej na liczbe swoistych receptorow
w limfocytach IM-9, Ledniak i Roth (142) stwierdzili zmniejszenie
liczby receptoréw po dziataniu hormonu w stezeniach 2X10-11—2X10-10 M
(nie przekraczajacych stezenia in vivo). Ten sam skutek zaobserwowano
po inkubacji komorek z cyklokeksoimidem w stezeniu 0,1 mM. Jednoczes-
ne dodanie cyklokeksoimidu i somatotropiny dawato skutek sumujacy sie.
Wydaje sie zatem, ze hormon ten reguluje procesy zachodzace po zakon-
czeniu biosyntezy receptora. Zmniejszenie liczby receptoréw komorko-
wych pod wplywem hormondéw ostatnio wigzg badacze ze zjawiskiem
przenikania hormonéw do wnetrza komérki (156). Wykazano na przykitad
obecno$¢ kompleksow hormon-receptor w komédrkach jajnika szczura
(157). Zjawisko zmniejszenia liczby receptoréw pod wptywem dziatania
hormonu ttumaczy¢ mozna wchodzeniem kompleksu hormon-receptor do
komorki. Mogtoby to, jak sie zdaje odgrywac¢ pewng role w ochronie tka-
nek przed zbyt duzymi stezeniami hormonu (por. rozdz. IV-3).

Wykazanie roli hormonoéw jako czynnikow regulujacych poziom recep-
torow tkankowych rzucito nowe S$wiattlo na zagadnienie wrazliwosci
i opornossi tkanek na dziatanie hormondéw Stwierdzono, normalny lub
nawet podwyzszony poziom insuliny we krwi u niektérych pacjentow

7%
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opornych na dziatanie insuliny. Towarzyszgca hyperinsulinemii insulino-
oporno$é jest wynikiem redukcji liczby receptoré6w pod wptywem nad-
miaru hormonu (rozdz. V).

1V-3. Degradacja hormonu zwigzanego z receptorem

Do niedawna sadzono, ze degradacja hormonu zachodzi we krwi i jest
procesem catkowicie niezaleznym od wigzania z receptorem. Brak zalez-
nosci miedzy wiazaniem i degradacjg hormonu wykazano miedzy innymi
badajgc insuline (158), glukagon (159), gonadotropine (160) i kortykotro-
ping (103). Odmienne wartosci optymalnej temperatury, pH i sity jono-
wej, przy ktorych zachodzi wigzanie hormonu przez receptor i degradacje
hormonu $wiadczg o niezaleznym przebiegu obu procesow. Odmienny jest
takze wpltyw zwigzkéw blokujacych grupy sulhydrylowe: po ich zablo-
kowaniu degradacja hormonu hamowana jest silniej niz wigzanie. Ana-
logi hormonow tacza sie z receptorami z szybko$cia wprost proporcjonalng
do ich aktywnosci biologicznej. CzesSciowo zdegradowana insulina, od
ktérej odigczono alanine i kwas asparaginowy, a ktéra wykazuje juz tylko
1—2°/o aktywnosci natywnej insuliny ulega degradacji z takg samg szyb-
koscig co hormon natywny (158). Stwierdzono takze wystepowanie réznic
w szybkos$ci degradacji insuliny natywnej i jej monojodopochodnej, przy
braku roznic w szybko$ci wigzania obu hormonow (161).

Dodanie zwigzku bedacego analogiem hormonu nie wpitywato na szyb-
kos¢ degradacji hormonu, chociaz hamowato jego wigzanie przez receptor.
Stata Km reakcji rozkladu insuliny przez btony hepatocytéw wynosita
1,7X10*7M, z czego wynika, ze enzym degradujagcy ma znacznie nizsze
powinowactwo do insuliny niz znane receptory. Degradacja insuliny za-
chodzi najintensywniej w obecnos$ci zanieczyszczonych bton hepatocytéw
(158).

W nowszych pracach mozna jednak znalezé wiele argumentéw przema-
wiajacych na korzy$¢ znaczenia powstawania potgczenia hormon-receptor
dla nastepczej degradacji jednego lub obu skiladnikéw tego potaczenia.
Stwierdzono na przyktad, ze podczas oczyszczania bton hepatocytéw wzra-
sta zarowno wigzanie glukagonu przez receptory jak i degradacja tego
hormonu (159). Wskazywatoby to na wystepowanie strukturalnej zalez-
nosci miedzy czynnikami odpowiedzialnymi za wigzanie i degradacje hor-
monu. Guanozynotréjfosforan, ktérego obecno$¢ niezbedna jest do akty-
wacji cyklazy adenylowej przez zwigzany glukagon, nie wykazywat zad-
nego wpltywu na przebieg degradacji hormonu. Okazato sie takze, ze
szybko$¢ degradacji insuliny przez zawiesine hepatocytéw w tempe-
raturze 30°C byta proporcjonalna do liczby receptorow zajetych przez
insuline w stanie réwnowagi (162). Zmiany pogladow w tej dziedzinie
dobrze ilustrujg prace Gammeltofta i Gliemanna, Kktorzy do-
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nosili o braku zaleznosci degradacji insuliny od zwigzania jej przez ko-
morki thuszczowe szczura (163). Obecnie autorzy ci komunikujg, ze w sta-
nie rébwnowagi potowa radioaktywnej insuliny potgczonej z receptorem
ulega degradacji, podczas gdy reszta dysocjuje w niezmienionej postaci
(164). Podczas degradacji zwigzanego hormonu powstajg peptydy, ktdre
natychmiast ulegajg dalszemu rozkiadowi tak, ze jedynym mozliwym do
zidentyfikowania produktem degradacji insuliny jest [I&A]tyrozyna.

Pochodzgce ze zwigzanej z receptorem znakowanej radioizotopem in-
suliny pietno odnajdywano w zwigzkach o wiekszej od masy insuliny lub
mniejszej masie czasteczkowej. Przedtuzajgc czas inkubacji hormonu z ko-
morkami ttuszczowymi stwierdzono spadek iloSci insuliny zdolnej do
oddysocjowania z komplekséw hormon-receptor (165). Wydaje sie zatem,
ze zwigzanie z receptorem jest koniecznym warunkiem dla pdzniejszej
degradacji hormonu. Przypuszcza sie, ze receptor peini role czynnika
przenoszacego hormon do miejsca degradacji, co potwierdzajg ostatnie
doniesienia o odnalezieniu znakowanych hormondéw w lizosomach (166),
a takze komplekséw hormon-receptor wewnatrz komérek (157).

W Swietle wynikéw nowszych badan przedstawione na poczatku roz-
dziatu dane o niezalezno$ci proceséw wigzania i degradacji dotycza, jak
sie zdaje, czynnik6w odpowiedzialnych za nieswoisty rozktad hormonéw
peptydowych.

Znacznie mniej uwagi pos$wiecano dotychczas procesom degradacji
receptor6w. O zachodzeniu tego zjawiska Swiadczy fakt, ze preinkubacja
bton hepatocytow szczura w nieobecnosci hormonu powoduje zmniejsze-
nie pojemnosci wigzania insuliny, a wiec redukcje liczby receptoréw (86).
Wielu autoréw przyjmuje jako hipoteze roboczg zatozenie, ze degradacja
receptorow moze by¢é mechanizmem samoobrony komdrki w przypadku
nadmiaru hormonéw peptydowych. Obserwowane ,znikanie” receptoréw
z powierzchni komorek pod wptywem nadmiaru hormonu moze by¢ spo-
wodowane wejsciem receptora potgczonego z hormonem do wnetrza ko-
morki. Wielu autorow wysuwa przypuszczenie, ze produkty wewnatrzko-
morkowej degradacji hormonu lub receptora moga przejawia¢ czynnos¢
biologiczng (156).

1V-4. Wspoétoddziatywanie receptoréw a wigzania hormonéw peptydowych

W badaniach kinetyki procesu wigzania hormon6w przez receptory
obserwuje sie czesto odchylenia od liniowego przebiegu wykresu Scat-
charda (Ryc. 2). Zjawisko takie zaobserwowano na przyktad podczas
wigzania insuliny przez hepatocyty (167), komorki tluszczowe (168), lim-
focyty (169) i fibroblasty (170). Poczatkowo za przyczyne takich odchylen
uwazano heterogenno$¢ miejsc wigzacych hormon. Postulowano wyste-
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powanie w komérkach dwoch typéw receptoréw kazdego hormonu roz-
nigcych sie powinowactwem przynajmniej o jeden rzad wielkosci.

W roku 1973 De Meyts i wsp. (128) badajac dysocjacje komplek-
séw [&A]insuliny z receptorem z bton limfocytéw stwierdzili, ze proces ten
mozna przyspieszy¢ przez dodanie natywnego hormonu w nadmiarze.
Wedtug autoréw dodanie nadmiaru hormonu prowadzi do zajecia dotych-
czas wolnych miejsc receptorowych. Miedzy sgsiadujgcymi ze sobg recep-
torami zachodzg oddziatywania typu kooperacji negatywnej a indukowane
w ten sposob zmiany konformacji powodujg przyspieszenie dysocjacji
kompleksow hormon-receptor na skutek zmniejszenia sie powinowactwa
receptora do hormonu. Postulowano wystepowanie kooperacji negatywnej
takze dla receptorow innych hormonéw peptydowych, w tym tyreotro-
pjny (78), tyreoliberyny (171) i czynnika wzrostowego nerwu (149). Zda-
niem niektérych autor6w kooperacja negatywna jest szeroko rozpo-
wszechnionym mechanizmem regulacji poprzez sprzezenie zwrotne, ma-
jacym na celu ochrone tkanek przed wptywem nadmiernych ilosci hor-
monu. Jakkolwiek zjawisko to ttumaczy sie czesto wystepowaniem inter-
akcji miedzy podjednostkami biatek receptorowych (172—174) wydaje sig,
ze moze by¢ ono réwniez spowodowane przemieszczaniem sie niezmienio-
nych receptoréw w ptynnej warstwie lipidéw btony (175, 179) prowadza-
cym do tworzenia przez czasteczki receptoréow charakterystycznych sku-
pisk (clustering) (176).

Wplyw insuliny na dysocjacje kompleksdw hormon-receptor probo-
wano takze ttumaczy¢ tworzeniem sie polimerow hormonu lub wystepo-
waniem zawady przestrzennej zwigzanej z oddziatywaniami typu ligand-
ligand. Jednakze De Meyts i wsp. ustalili, ze insulina w stezeniach,
w ktorych obserwowano badany efekt tj. nie przekraczajacych 10~7M
wystepuje w formie nomomerdw. Kontynuujac badania nad kooperacja
negatywng stwieidzili oni, ze receptory insuliny z limfocytéw ludzkich,
rnonocytéw i hepatocytéw szczura i myszy wystepuja w dwdch’stanach:
stan | obserwowano przy niskim wysyceniu receptora hormonem. Oddy-
socjowBnie insuliny od takiego receptora zachodzi powoli w temperaturze
4°C i pH 8—9. Stan Il zwigzany jest z wiekszym wysyceniem receptora
przez hormon. Dysocjacja kompleksu jest szybsza niz w stanie | i moze
przebiega¢ w nizszym pH (pH 5—6), wyzszej temperaturze i obecnosci
1 M mocznika. Przejscie receptora ze stanu | (wolno dysocjujagce kom-
pleksy hormon-receptor) do stanu Il (szybko dysocjujagce kompleksy hor-
mon-receptor) nastepuje przy zwiekszajgcym sie wysyceniu przez hormon
i zalezy od warunkdéw S$rodowiska. Przejscie takie mozna wywotaé obni-
zajac pH Srodowiska, stosujagc wysoka temperature, mocznik lub prze-
ciwciata antyreceptorowe (172). Ostatnio De Meyts donosi o zbadaniu
obszaru odpowiedzialnego za kooperacje w czasteczce insuliny (177). Na
przykitadzie przeprowadzonego do roztworu receptora insuliny z erytro-
cytow ptasich opisano wystepowanie kooperacji negatywnej z jednoczesng
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dysocjacjg receptora na podjednostki (114). Inkubujac preparaty recep-
toréw z insuling we wzrastajagcych stezeniach obserwuje sie zmiane pro-
mienia Stockesa biatka receptorowego z 72 A do 40 A. Te dwa rodzaje
czasteczek rozdzielono podczas sgczenia na kolumnach z Sepharose. Obie
formy mialy jednak identyczne powinowactwo do hormonu, co przeczyto
Scistemu powigzaniu zmiany powinowactwa z rozpadem receptora na pod-
jednostki. Podobne zmiany rozmiaréw receptora pod wptywem dziatania
hormonu wykazano takze w innych ukiadach: glukagon-receptor z serca
(178) oraz hormon uwalniajacy gonadotropine-receptor przysadkowy (179).

Teoria kooperacji negatywnej ma wielu przeciwnikéw. Nalezg do nich
Cuatrecasas i Hollenberg, ktorzy wykazali, ze opisane przez
De Meytsa przyspieszenie dysocjacji zwiazanej insuliny po dodaniu nad-
miaru hormonu, moze zachodzié¢ réwniez w przypadku nieswoistego wia-
zania przez talk lub dwuamino-dwupropyloaminoagaroze (180). Zdaniem
tych autoréw przyczyng omawianego zjawiska jest wystepowanie oddzia-
tywan pomiedzy czasteczkami insuliny prowadzacych do zmian w struk-
turze Il i 11l rzedowej a w konsekwencji takze do zmian w oddziatywaniu
tego hormonu z receptorem.

V. Praktyczne aspekty badan nad receptorami hormonéw peptydowych

Badania receptorow, prowadzone w celu wyjasnienia molekularnego
mechanizmu dziatania hormondéw, maja jednocze$nie powazny aspekt
praktyczny. Sledzac bowiem przebieg oddziatywania hormonéw z recep-
torami wyjasniono czeSciowo przyczyne stanéw patologicznych zwigza-
nych z uposledzonym dziataniem hormonu. Ponadto prace te przyczynity
sie do opracowania czutych metod analitycznych o duzym znaczeniu
w chemii klinicznej. Receptory mozna wykorzysta¢ do oznaczania steze-
nia hormondw. Zasada metody radioreceptorowej przedstawiona na rycinie
1A jest taka sama jak w przypadku stosowanej powszechnie metody ra-
dioimmunologicznej. Wykorzystuje sie tu wspotzawodnictwo miedzy
czasteczkami substancji znakowanej izotopem H* i tej samej substancji
bez znacznika H! o ograniczong liczbe miejsc swoiscie wigzacych — R.
(Ryc. 1A) (181—184).

Badania nad receptorami hormonéw moga umozliwi¢ wyjasnienie pa-
tofizjologii wielu schorzen, ktérych przyczyny lezag w zaktdceniu prawi-
dtowego oddzialywania hormonéw z receptorami tkankowymi. Dotyczy
to zwilaszcza choréb metabolicznych i endokrynopatii. Po raz pierwszy
stwierdzono zaburzenie funkcji receptoréw hormonéw peptydowych
u opornych na dziatanie insuliny myszy ob/ob (185, 186). Wykazanie ob-
nizonego wiazania [1&)] insuliny przez limfocyty ludzkie w stanach opor-
nosci na insuline zwigzanej z otytoscig stworzyto nowe mozliwosci w diag-
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nostyce i terapii. Nieprawidtowa odpowiedZz komérki na dziatanie hor-
monu moze wynika¢ ze zmian w kinetyce oddziatywan hormonu z recep-
torem, w liczbie receptorow lub mechanizmie przekazywania sygnatu do
wnetrza komorki.

W tabeli 4 podano przypadki choréb, w ktérych wykryto zaburzenia
w interakcji hormon-receptor.

Tabela 4
Stany patologiczne zwigzane z zakidceniem interakcji hormon-receptor
Rodzaj zaburzenia i objawy Przyczyna Pismiennictwo

Otyto$¢ u ludzi zwigzana z insu- zmniejszone wigzanie insuliny przez re- 187
linoopornoscia ceptory
Genetycznie uwarunkowana oty- iJ *
to$¢ u myszy ob/ob 186, 187
Rzekoma niedoczynnos$¢ przy- przypuszczalnie zmniejszone wigzanie
tarczyc parathormonu przez receptory 188
Moczéwka prosta oporna nawa-  przypuszczalnie zmniejszone wiazanie
zopresyne wazopresyny przez receptory 189
Kartowato$¢ Larona przypuszczalnie zmniejszone wigzanie

hormonu wzrostu przez receptory 190
Rak gruczotu mlekowego zwiekszone wigzanie prolaktyny przez

receptory 191
Rogowacenie ciemne skory, hiper-  wystepowanie przeciwciat antyreceptoro-
insulinemia i insulinoopornosé wych 192, 193,

194, 198, 199

Cukrzyca > » > >
insulinooporno$¢ 195
Choroba Gravesa
nadczynnos¢ tarczycy 196

Zmiany w liczbie i stanie receptoré6w danego hormonu w poszczegdl-
nych tkankach wigzg sie bezposrednio z aktualnym poziomem tego hor-
monu we krwi. Podwyzszenie stezenia danego hormonu prowadzi do re-
dukcji lub wzrostu ilosci homologicznych receptoréw (rozdz. 1V) lub tez
zmian w powinowactwie receptora do hormonu.

U chorych z wrodzong lipodystrofig obserwuje sie zanikanie w mono-
cytach frakcji receptoréw insuliny charakteryzujgcych sie wysokim po-
winowactwem w stosunku do hormonu. Jednocze$nie ro$nie inna frakcja
tych receptoréw o niskim powinowactwie w stosunku do hormonu (197).

Oporno$¢ na dziatanie hormonéw moze byé spowodowana réwniez
obecnoscig przeciwciat antyreceptorowych, ktére zmieniajg oddziatywanie
hormonu z receptorem, jak to wykazano w przypadkach receptoréw in-
suliny (192, 193, 194) i tyreotropiny (196). Przeciwciata skierowane prze-
ciw receptorom insuliny wykryto we frakcji 1gG biatek surowicy osoby
chorej na diabetes mellitus. Dodanie tej frakcji — oczyszczonej wstepnie
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na kolumnach z DEAE-Sephadex — do hodowanych limfocytéw linii Im-9
powodowato zahamowanie wigzania przez nie [fA]insuliny. Podobny efekt
obserwowano po dodaniu surowicy tej samej pacjentki. Podczas remisji
insulinoopornos$ci nie wykryto obecnos$ci przeciwciat antyreceptorowych
w surowicy (195).

Na' inny aspekt czynnosci biologicznej przeciwciat antyreceptorowych
wskazujg badania nad receptorami tyreotropiny u pacjentéw z chorobg
Graves’a przeciwciata wystepujace w krwi tych pacjentow jak gdyby
zastepuja tyreotropine; okreslane sg one mianem LATS (long acting
thyroid stimulator) (196). Podobne skutki dziatania przeciwciat antyrecep-
torowych polegajace na wywotywaniu reakcji fizjologicznej charaktery-
stycznej dla danego hormonu przytoczono w rozdziale VII-2.

V1. Wiazanie hormonu przez receptor a skutek biologiczny

Ponizej przedstawiono starsze i nowsze koncepcje dotyczace sposobu
dziatania hormondéw peptydowych.

V1-1 Btonowy mechanizm wigzania hormonéw peptydowych

W mys$l og6lnie — do niedawna — przyjmowanej teorii mechanizmu
btonowego czgsteczki hormonu peptydowego wigzg sie z receptorami
umieszczonymi na powierzchni komorki. Do uzyskania skutku biologicz-
nego wedtug tej teorii niezbedne jest przeksztatcenie konformacyjne re-
ceptora w efektor, ktdry uczestniczy w przekazywaniu sygnatu z btony
komdrkowej do wnetrza komarki. Efektorem w przypadku zbadanych hor-
monow peptydowych jest cyklaza adenylowa. Produkt dziatania cykla-
zy — cAMP stanowi mediator, ktdry poprzez aktywacje odpowiednich
uktadow enzymatycznych w komoérce wywotuje reakcje fizjologiczna.
Postulowano réwniez udziat uktadu: cyklaza guanylowa — cGMP. W wie-
lu przypadkach wykazano niezbedno$¢ jonéw wapniowych w tym pro-
cesie. Ich udziat stwierdzono badajgc kortykotropine (198), glukagon (199,
200, 201), oksytocyne (55), wazopresyne (80) i gonadotropine (19). Sposdb
w jaki pobudzenie przez bodziec hormonalny przekazane zostaje do na-
stepnego ogniwa — cyklazy — nie jest dotychczas wyjasniony. Mechanizm
aktywacji cyklazy adenylowej przy udziale hormonéw omdéwiono w arty-
kutach publikowanych w Postepach Biochemii t. 18, 1972 r.

Poczatkowo zaktadano $cistg zaleznos$¢ strukturalng pomiedzy recepto-
rem i cyklazg. Komorki ttuszczowe wigzg przynajmniej osiem réznych
hormonéw: glukagon ACTH, sekretyne, hormon luteinizujacy, katecho-
laminy, prostaglandyny i insuline. Jezeli przyja¢, ze receptor kazdego
hormonu jest podjednostkg regulatorowg cyklazy adenylowej i ma mase
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czasteczkowg rzedu 100—200 tysiecy daltonéw, to zgrupowanie w btonie
komorkowej tak duzej ilosci ztozonych komplekséw wydaje sie mato
prawdopodobne (180).

Ostatnio wielu autoréw wykazato doswiadczalnie odrebnos$¢ struktu-
ralng receptoréw i cyklazy adenylowej. Kompleks receptora z hormonem
oddzielono od cyklazy metodg sgczenia molekularnego (202, 203). Stwier-
dzono réwniez, ze jednoczesna stymulacja aktywnosci cyklazy adenylo-
wej przez dwa rozne hormony: sekretyne i glukagon — nie daje efektu
addytywnego, co wskazuje na udziat jednej cyklazy nie powigzanej stale
z receptorami w procesie dziatania obu tych hormondéw (198). Ostatnio
Orty i wsp. przeprowadzili fuzje komoérek F myszy pozbawionych re-
ceptorow katecholamin z erytrocytami, w ktérych hamowano nieodwra-
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Ryc. 3. Aktywacja cyklazy adenylowej (Ac) w btonie komérkowej za posrednictwem
komplekséw hormon-receptor (Ac-Hi, Ac-H2 zgodnie z teorig ruchomego receptora
(wg 180, zmodyfikowane).

calnie aktywno$¢ cyklazy adenylowej (204). W tak skonstruowanych
uktadach obserwowali oni stymulacje aktywnos$ci cyklazy za posrednic-
twem katecholamin.

Dla wyjasnienia mechanizmu wspdétdziatania receptora z cyklazg po-
stuzono sie modelem Nicolsona i Singera (9) zaktadajagcym piynna, mo-
zaikowg strukture btony komorkowej. Uwaza sie, ze czasteczki biatkowe,
w tym réwniez r6zne receptory, moga swobodnie przemieszczaé sie
w ptynnej warstwie lipidowej. Benett, O’Keefe i Cuatracasas
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w roku 1975 ogtosili tzw. teorie ruchomego receptora (180, 209). Wedtug
tej teorii receptor po zwigzaniu czgsteczki hormonu uzyskuje powinowac-
two do cyklazy adenylowej i przemieszczajac sie w blonie taczy sie z tym
enzymem powodujgc jego aktywacje (Ryc. 3).

Teoria ruchomego receptora sformutowana zostata na podstawie badan
nad dziataniem toksyny cholery na cyklaze adenylowg w réznych komor-
kach. Dziatanie to przejawia $cistg analogie z dziataniem hormonoéw. Opie-
rajac sie na takim modelu doswiadczalnym wykazano, ze aktywacja cy-
klazy jest procesem zaleznym od ptynnej warstwy lipidowej bton plazma-
tycznych umozliwiajagcych dyfuzje czasteczek biatkowych.

Wptyw fosfolipidow btony na proces aktywacji cyklazy adenylowej
postulowano juz wcze$niej na podstawie doswiadczen, w ktérych obser-
wowano hamowanie przez fosfolipaze syntezy cyklicznego AMP pobu-
dzanej przez glukagon. Utrate wrazliwo$ci na glukagon w bionach hepa-
tocytow traktowanych fosfolipaza mozna odwr6ci¢ dodajac preparaty
fosfolipidéw btonowych (206). Zanik aktywacji cyklazy adenylowej przez
hormon obserwowano takze po dodaniu Lubrolu do preparatow bton
komoérkowych z serca kota (207). Stosujac fosfolipazy z réznych Zrodet
0 roznej swoistosci substratowej m.in. z Bacillus aurens i Clostridium
perfringeris wykazano, ze na aktywacje cyklazy adenylowej z bton hepa-
tocytéw odpowiedzialna jest frakcja kwasnych fosfolipidow (102). Wyka-
zano, ze GTP i GDP sg niezbedne do aktywacji cyklazy przez glukagon
w hepatocytach (208).

GTP i jego fosforanowe pochodne stymuluja aktywnos$é cyklazy po-
wodujac jednocze$nie zmniejszenie powinowactwa receptorow glukagonu
do tego hormonu (209). Wydaje sie, ze GTP wpiywa zardwno na cyklaze
adenylowag jak i na receptor na drodze odmiennych mechanizméw. Rod -
beli i wsp. (215) wykazali, ze GTP zmienia konformacje czasteczki re-
ceptora prowadzac w konsekwencji do obnizenia powinowactwa (zmiana
statej dysocjacji kompleksu hormon-receptor z 2 nM do 10—20 nM). Tylko
tak przeksztatcony receptor moze potaczyé sie z cyklazg adenylowa. En-
zym za$ moze wystepowac¢ w dwoch stanach konformacyjnych, z ktérych
tylko stan I, charakteryzujgcy sie wysokim powinowactwem w stosunku
do GTP przejawia zdolno$¢ do taczenia sie z receptorem glukagonu. Po-
dobny wptyw nukleotydéw obserwowano w przypadku innych hormonéw:
iolitropiny, adrenaliny, tyreotropiny (208).

V1-2. Wewnatrzkomérkowy mechanizm wigzania hormonéw peptydowych

Teoria receptoréw btonowych, ktére po potaczeniu z hormonem indu-
kuja w btonie zmiany prowadzace przy udziale posrednikdw do zmian
w metabolizmie komoérkowym, zaktadata tylko jedna, uniwersalng droge
dziatania wszystkich hormonéw peptydowych. Niektérych zjawisk nie



392 I. SKRZYPEK-OSIECKA [20]

mozna jednak wyjasni¢ opierajac sie na tej teorii. Nie udato sie bowiem
dotad wykry¢ ani efektora ani mediatora insuliny i hormonu wzrostu.
Wykazano niezgodno$¢ miedzy stezeniem hormonu wywotujacym wzrost
stezenia CAMP i stezeniem, przy ktorym obserwuje sie najwiekszg inten-
sywnos$¢ reakcji fizjologicznej. Stwierdzono wystepowanie receptoréow
hormonéw peptydowych w réznych organellach komaérkowych.

Wykrycie obecnos$ci hormonow i receptorow wewngtrz komorek za-
poczatkowato zmiane pogladdw na mechanizm dziatania hormondw pep-
tydowych. Uwaza sie obecnie, ze przenikanie do wnetrza komérek stanowi
alternatywng droge dziatania hormonéw peptydowych. Mechanizm bio-
nowy (posredni) odpowiedzialny jest, jak sie wydaje, za krotkotrwate
efekty dziatania hormondw, jak na przykiad przyspieszanie przez insuline
transportu cukrow i aminokwaséw. Wejscie za$ do wnetrza komorki jest
warunkiem wywierania przez hormon diugotrwatych efektéw, na przy-
ktad pobudzanie przez insuline biosyntezy biatek, kwaséw nukleinowych,
hamowanie rozktadu biatek poprzez odpowiednig regulacje aktywnosci
enzymow wewngtrzkomoérkowych (211).

Rejestrujgc proces wchodzenia do komorki a2makroglobuliny surowi-
cy znakowanej fluoresceing przy uzyciu kamery telewizyjnej wykazano,
ze odbywa sie ono na drodze endocytozy (212) co sugerowano juz wczes-
niej na przyktad w przypadku epidermalnego czynnika wzrostowego,
pobieranego do wnetrza fibroblastéw (98). Okazato sie, ze a2makroglobu-
lina wchodzi do wnetrza fibroblastow razem z czgsteczkami insuliny i epi-
dermalnego czynnika wzrostowego. Biatko to posiada zdolno$¢ hamowania
aktywnosci wewngtrzkomdrkowych proteaz i zdaniem Willinghama
chroni hormony przed inaktywacja, pozwalajagc na wywieranie dtugotrwa-
tych efektow metabolicznych.

Whnikanie hormonéw peptydowych do komérek uwazane jest obecnie
za fakt bezsporny. Kontrowersyjne sg natomiast hipotezy wyjasniajace
dalsze losy hormonow w komorkach. Przypuszcza sie, ze hormon wchodzi
do komérki razem ze swoim receptorem. Wiadomo, ze dzieje sie tak istot-
nie w przypadku choriogonadotropiny i epidermalnego czynnika wzro-
stowego (212). A zatem przyjeto, ,,ze raczej receptory, a nie hormony moga
by¢ aktywne biologicznie. Zgodnie z tg hipotezag hormony wchodzg do
komérek tylko po to, zeby przenie$¢ ze sobg receptory” (213).

Potwierdzeniem zdolnoSci receptorow do wywierania okreslonych
skutkéw fizjologicznych sg cytowane w rozdziale VI-2 przyktady uzyski-
wania swoistych dla hormonéw zmian fizjologicznych przez podziatanie
na ich receptory przeciwciatami antyreceptorowymi. Jacobs i Cua-
trecasas wykazali, ze przeciwciala uzyskane przeciw receptorom in-
suliny z bton hepatocytéw szczura powodujg zwiekszenie utleniania
glukozy i zahamowanie indukowanej przez adrenaline lipolizy w ko-
maérkach tluszczowych szczura (214). Za hipotezg aktywnosci biolo-
gicznej receptoréw przemawiajg rowniez wyniki obserwacji Kahna, ktory
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stwierdzit redukcje liczby receptorow insuliny w adipocytach szczura
poddanych dziataniu przeciwciat. Efektu takiego nie zauwazono w przy-
padku izolowanych bton komérkowych co Swiadczy o tym, ze znikniecie
receptoréow z powierzchni komaérki polega na ich przeniknieciu przez btone
do wnetrza (215).

Niezaleznie od ustalenia, czy hormon, czy tez jego receptor przejawia
wiasciwg dla pobudzenia aktywno$¢ biologiczng, pozostaje do rozstrzyg-
niecia problem dalszych loséw kompleksu hormon-receptor w komdrce.
Wykrycie obecno$ci hormondw peptydowych i receptorow w lizosomach
(166, 212), a takze obecnosci komplekséw hormon-receptor wewnatrz ko-
morek (157), sktania do przypuszczenia, ze kompleks ten ulega w komoérce
rozktadowi.

Jak wynika z przedstawionych wynikoéw badarn nad receptorami hor-
monow peptydowych — wytonity sie w ostatnich latach zupeinie nowe py-
tania:

— jaka jest rola receptor6w w procesie przechodzenia hormondéw przez
btone komorkowa, a takze czy i w jaki spos6b receptory pos$redniczag

w degradacji hormonéw?

— ktory z dwéch sktadnikdw potgczenia hormon-receptor odpowiedzialny
jest za wywotanie zmian fizjologicznych?

— jaka role odgrywajg produkty rozpadu receptora i hormonu?

— jaka funkcje petnig receptory wewnatrzkomérkowe?

Nalezy spodziewaé sie, ze udzielenie odpowiedzi na te pytania przy-
czyni sie do petnego zrozumienia mechanizmu dziatania hormonéw pep-
tydowych. Mechanizm ten wydaje sie bardziej ztozony niz dotychczas
sgdzono. Hormony peptydowe wywierajg w komaorkach réznorodne skutki,
a kazdy z nich moze byé osiggany na innej drodze. Ponadto poszczeg6lne
hormony peptydowe moga dziata¢ na rdzne sposoby. Obalenie niepod-
wazalnej do tej chwili tezy, ze hormony te nie przenikajg do komdrek
i majg wspblng droge dziatania stworzyto nowe perspektywy badawcze.

Zaokceptowano do druku 27.03.1979
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l. Wstep

Mikrotubule sg biatkowymi, rurkowatymi organellami wystepujacy-
mi niemal we wszystkich komérkach. Powszechno$¢ ich wystepowania
wiaze sie z szeregiem funkcji jakie petng w komdrce, np.: udziat mikrotu-
buli w ruchu chromosomoéw podczas mitozy, przy réznicowaniu i zacho-
waniu ksztattu komdrek, w wewnatrzkomorkowym transporcie i zjawi-
skach ruchliwosci komorkowej.

A B

most ramig

9 dimer

§ protofilament

Ryc. 1. Budowa mikrotubuli A —schemat mikrotubuli, B —schemat podjednostko-

wej budowy mikrotubuli (na podstawie: 3, 9, 70).
Na schemacie nie uwzgledniono biatek towarzyszacych.

Typowe mikrotubule, ktérych schemat przedstawiono na Ryc. 1, sj
cylindrami o $rednicy okoto 24 nm (1) i grubosSci $cian 4 nm. Zbudowane
sq one z podiuznych protofilamentdéw (najczesciej 13), utozonych lewo-
skretnie o skoku 10-20° (2). Protofilamenty sktadajg sie z globularnych
podjednostek biatkowych.

Charakterystyczng cechg mikrotubuli jest ich zdolno$¢ do agregacji
i dezagregacji.

) dezagregacja ) o
Mikrotubule *---—-—---—------—--: Podiednostki biatkowe
agregacja
Procesy te zalezg od szeregu czynnikéw takich jak np. zmiany tempera-
tury, ci$nienie hydrostatyczne.

Gtownym biatkiem tworzacym podjednostki jest tubulina stanowigca
okoto 80—90°/0 wszystkich biatek, ponadto w sktad mikrotubuli wchodzg
tzw. biatka towarzyszace, ktorych cze$¢ tworzy wypustki nazwane ramio-
nami i mostami.

Mikrotubule, ich budowe, wtasciwosci i funkcje wielokrotnie opisywa-
no w artykutach przeglagdowych (3—7) i opracowaniach monograficznych
(8, 9). W literaturze polskiej brak jest jednak dotychczas biochemicznej
charakterystyki neurotubuli czyli mikrotubuli neuronalnych.
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I1. Tubulina

I1-1. Wystepowanie w mozgu

Tubulina wystepuje w mdzgu w znacznych ilosciach (dwu-, trzykrot-
nie wyzszych niz w innych tkankach — cyt. wg. 9) stanowigc 3—7%
catkowitej ilosci biatek moézgu ssakow (10—12). Jej bezwzgledna ilos¢
we frakcji rozpuszczalnej i btonowej jest podobna. Procentowg zawar-
tos¢ tubuliny we frakcji rozpuszczalnej szacuje sie na 15—25% wszyst-
kich biatek tej frakcji, natomiast we frakcji btonowej zaledwie na 1,5—
5% (10, 11, 13—15). Tubulina frakcji btonowej wystepuje gtdwnie (70°/0)
w zakonczeniach nerwowych to jest synaptosomach, stanowigc czwartg
cze$¢ wszystkich biatek synaptosomalnych (16). Podobny udziat tubuliny
stwierdzono w biatkach bton synaptoplazmatycznych — 23%, pecherzy-
kow synaptycznych— 19%, i synaptoplazmy— 17—28% (13, 17—19).

Rozdzielajagc elektroforetycznie biatka oczyszczonych bion postsynap-
tycznych (19—22) i ziacza synaptycznego (22, 23) stwierdzono, ze gidw-
nym biatkiem tych substruktur jest tubulina.

11-2. Preparatyka i oznaczanie ilosciowe tubuliny

11-2.1. Preparatyka

Przez szereg Jat nie udawato sie otrzymacé czystej tubuliny i w zwigz-
ku z tym czesto przypisywano tubulinie wiasciwosci, ktére jak sie oka-
zato, wynikajg z zanieczyszczen.

HOMOGENAT
100 000 g 0°C

SUPERNATANT OSAD
(tubulina frakcji rozpuszczalnej (tubulina frakcji nierozpuszczalnej)
mikrotubule w formie zdezagregowanej)
| + 0,5% Nonidet P40, 0°C
inkubacja 37°C |
+ Winblastyna

100 000 g
I
KRYSZTALY TUBULINY
OSAD SUPERNATANT B
(mikrotubule (pozostate biatka
zagregowane) rozpuszczalne)

Ryc. 2. Schemat otrzymywania mikrotubuli z frakcji rozpuszczalnej (A) i tubuliny
z frakcji btonowej (B).
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Tubuline na skale preparatywng otrzymuje sie obecnie z mozgéw
Swini lub wotu. Zasade metody, opartg na witasciwosciach agregacji i de-
zagregacji mikrotubuli w réznych warunkach temperatury, podat She-
lanski (24). Schemat metody przedstawia rycina 2A. W pierwszym
etapie, dzieki kilkukrotnym cyklom agregacji i dezagregacji otrzymuje
sie preparat oczyszczonych mikrotubuli zawierajgcych gtéwnie tubuline
(80—90%) oraz bhiatka towarzyszace. Weingarten i wsp. (15) otrzy-
mali 75 mg biatka mikrotubuli z jednego mozgu Swini. Analiza sedymen-
tacyjna wykazata, ze preparaty otrzymane metodg Shelanski’ego zawie-
rajg co najmniej trzy skitadniki o statych sedymentacji okoto: 6S (dimer
tubuliny), 20S i 36S (25, 26). Te dwa ostatnie sg formami oligomerycz-
nymi wystepujgcymi jako pierscienie lub spirale (26, 27). Nalezy pod-
kresli¢, ze stosujagc metode cyklicznej agregacji i dezagregacji otrzymuje
sie mikrotubule wystepujace we frakcji rozpuszczalnej to jest superna-
tancie otrzymanym po wirowaniu przy 100 000y w 0°C. Natomiast tubu-
line frakcji nierozpuszczalnej otrzymuje sie ekstrahujac btony roztwo-
rem detergentu — 0,5°/0 Nonidet-P40 w 0°C a nastepnie wytraca
z ekstraktu winblastynag (28) — Ryc. 2B. Alkaloidy Vinca: winblastyna,
winkrystyna, wytrgcajg wybiorczo tubuline z roztworu (29). Procedura
ta jednakze modyfikuje czasteczke tubuliny (por. IllI-4), ma wiec ogra-
niczone zastosowanie. Czystg tubuline mozna otrzymaé¢ z preparatu mi-
krotubuli stosujagc chromatografie na DEAE-Sephadex Ilub hydroksy-
apatycie oraz wytrgcanie siarczanem amonu (30, 31).

%

11-2.2. Oznaczenia iloSciowe

Oznaczenia ilosci tubuliny w tkance przeprowadza sie w dwojaki
sposéb. W pierwszym wykorzystuje sie iloSciowe #gczenie sie tubuliny
z kolchicyng 37°C. Nadmiar niezwigzanej kolchicyny usuwa sige, sgczac
badane proby przez DEAE-celuloze, do ktérej tubulina ma silne powi-
nowactwo (34), lub adsorbujac na weglu aktywnym (12). Za pomoca
tej metody mozna oznaczy¢ kilkadziesigt mikrogramow tubuliny, wy-
chodzac z kilkunastu miligraméw $wiezej tkanki. Ostatnio wprowadzono
metode radioimmunologiczng, ktora jest okoto 100 razy bardziej czuta
niz metoda oparta na wigzaniu kolchicyny. Mozna przy jej uzyciu ozna-
czy¢ jeden do kilku mikrograméw tubuliny w probie (35, 36). Zasada
metody polega na wspoOtzawodnictwie w reakcji immunologicznej mie-
dzy radioaktywnym [1&] standardem tubuliny a dodawang nieznang
ilodcig tubuliny.

11-3. Budowa

Ze wzgledu na duzy udziat procentowy tubuliny w biatkach frakcji
rozpuszczalnej homogenatéw tkanki mézgowej (por. Il1-1) i dobrze opra-
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cowang metode jej otrzymywania (por. II) wiekszosé badan dotyczacych
struktury i witasciwosci tego biatka przeprowadzono stosujac tubuline
wyizolowang z frakcji rozpuszczalnej. W budowie i wiasciwosciach tubu-
liny frakcji btonowej i rozpuszczalnej stwierdzono jedynie niewielkie roz-
nice (28, 37).

Tubulina jest biatkiem o ciezarze 110—120 tys. i statej sedymentacji
S2W0 = 5,8 S (38—40). Jej czasteczka ma ksztatt elipsoidalny o stosunku
$rednic 5:7. Badano trzeciorzedowg strukture tubuliny z mézgu S$wini
przy zastosowaniu analizy dichroizmu kotowego i stwierdzono, ze
w temperaturze 4°C i w pH.= 6,5 ma ona strukture a-heliksu w 22°0,
typu @ w 30°0 i kiebka statystycznego w 48°/0. W temperaturze 37°C
nastepuje catkowita utrata struktury a-heliksu (41). Tubulina jest biatkiem
kwasnym o pi w granicach 5,2—5,4. Podczas elektroforezy w zelu polia-
krylamidowym czasteczka tubuliny rozdziela sie na dwie podjednostki a
i P o ciezarze okoto 53 000—56 000 wystepujgce w stosunku 1:1 (30, 31,
42— 45). Prgzek P migruje nieco szybciej w kierunku do anody niz a.
Bardziej czute metody, elektroforeza dwukierunkowa potgczona z izc-
elektroogniskowaniem wykazaty mikroheterogenno$¢ obu prazkow (31,
45—46). Podjednostka a ma 4 formy o takiej samej masie rdznigce sie
punktem izoelektrycznym, a podjednostka @— 5 form (46). Sktad amino-
kwasowy obu podjednostek jest bardzo podobny lecz nie identyczny
(31, 48—52). Kazdy z tancuchow zawiera ponad 500 reszt aminokwaso-
wych. W obu podjednostkach przewazajg reszty kwasu glutaminowego
i asparaginowego (odpowiednio okoto 130 i 100 reszt na dimer tubuliny).
Aminokwasem N-koncowym jest w obu podjednostkach metionina (42).
tancuch a tubuliny frakcji rozpuszczalnej ma na C-koncu tyrozyne.
Aminokwas ten nie wystepuje na C-koncu podjednostki a tubuliny frak-
cji btonowej (28). Nie stwierdzono obecnosci mostkéw dwusiarczkowych
(42), wykazano natomiast wystepowanie 16 grup -SH na czasteczke
dimeru (52). Nieznaczne rdznice stwierdzono w skladzie peptydowym
podjednostek a i (i po trawieniu ich trypsyng (13, 51, 53).

Pomimo, ze niektérzy badacze (53) stwierdzili w tubulinie znaczng
zawarto$¢ aminocukréw, w Swietle ostatnich badan, wydaje sie, ze nie
zawiera ona reszt aminocukrow a jedynie nieznaczne ilosci (okoto 1 mola
na dimer) cukrow obojetnych (49). Prawdopodobnie uprzednie wyniki
byty nastepstwem niedostatecznego oczyszczania preparatéw tubuliny.

11-4. Aktywnosci enzymatyczne

Ze wzgledu na trudnoSci z otrzymaniem czystej tubuliny, przypisy-
wano jej czesto aktywnos$ci enzymatyczne znajdowane w preparatach
mikrotubuli, a zwigzane z innymi biatkami. Najwiecej uwagi poswiecono
kinazie biatkowej wprowadzajgcej reszte fosforanowag do podjednostki 3
Poczatkowo sadzono, ze tubulina petni funkcje tego enzymu (54). Wnikli-
we badania nie potwierdzity jednak tego przypuszczenia (55). Stwier-
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dzono bowiem, ze kinaza adsorbuje sie na czasteczce tubuliny i jej ak-
tywno$¢ mozna oddzieli¢ od tubuliny w procesie wielokrotnego oczysz-
czania. Fosforylacji ulega jedna reszta seryny z podjednostki 0 wowczas
gdy tubulina jest w formie dimeru (55—57). Reakcje te stymulujg cy-
kliczne nukleotydy i jony Zn2+ (56, 58, 59). Nalezy zaznaczy¢, ze fosfo-
rylacji ulegajg réwniez biatka towarzyszace (56, 60).

W preparatach oczyszczonych mikrotubuli znaleziono aktywnos¢
enzymu wbudowujgcego tyrozyne w pozycje C-koncowa podjednostki a
bez udzialu t-RNA (61—63). Aktywnos$¢ tego enzymu zmienia sie
z wiekiem zwierzat (63), nie wiadomo jednak, jaka jest jego rola fizjo-
logiczna. Nie ma réwniez danych wskazujacych, ze oczyszczona tubulina
wykazuje aktywno$¢ tego enzymu.

Ostatnio przypisuje sie tubulinie aktywno$¢ ATPazy (64) i GTPazy
(65).

11-5. Miejsca wigzace tubuliny

Wykazano, ze tubulina ma zdolno$¢ wiazania nukleotydéw, alkalo-
idow i wapnia. Kazdy dimer tubuliny ma dwa miejsca wigzgce nukle-
otydy guaninowe, jedno — wigzace kolchicyne i podofiling, jedno —
wiazace alkaloidy Vinca oraz szereg miejsc wigzacych wapn.

Nukleotydy

Charakterystyka miejsc wigzacych nukleotydy guaninowe wykazata,
ze jedno z nich (N) wigze czasteczke nukleotydu trwale, natomiast nu-
kleotyd zwigzany w miejscu (E) tatwo ulega wymianie z nukleotydami
znajdujacymi sie w S$rodowisku (39, 66, 67). Stwierdzono, ze iaczenie
nukleotydéw wymaga obecno$ci jonéw Ca2+, Mg2+ oraz wolnych grup
-SH tubuliny (68). State dysocjacji kompleksu tubulina-nukleotyd wy-
nosza 0,5X10-6M dla GTP i 1,9X10-6M dla GDP (68).

Kolchicyna

Tubulina moézgowa, podobnie jak tubulina z innych tkanek wigze
iloSciowo kolchicyne w stosunku 1 mol kolchicyny na 1 mol dimeru tu-
buliny (39). Optymalne warunki tej reakcji to pH = 6,7—6,8 (40), tem-
peratura 37°C (37). Wiazanie zachodzi powoli i w czasie reakcji czes¢
czasteczek tubuliny denaturuje (69). Stata asocjacji (in vitro) kompleksu
tubulina-kolchicyna wynosi 0,4X10“®M (70), a okres pdétrwania 36 go-
dzin (69). Stabilnos¢ kompleksu wzrasta wraz ze wzrostem sity jonowej
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(40). Czynniki denaturujgce (mocznik, etanol, aceton, kwas nadchlorowy)
uniemozliwiajag taczenie sie tubuliny z kolchicyna. Inny alkaloid, podo-
filina wspdtzawodniczy z kolchicyng o miejsce wigzania. Alkaloidy
Vinca stabilizuja kompleks tubulina—kolchicyna, nie wptywajg jednak
na szybkos$¢ reakcji wigzania (37, 40). Kinetyka reakcji wigzania kol-
chicyny z tubuling wystepujgca we frakcji rozpuszczalnej i nierozpusz-
czalnej homogenatow tkanki mozgowej réznig sie. Okres poitrwania
kompleksu kolchicyny z tubuling frakcji nierozpuszczalnej jest dwu-
krotnie dtuzszy (37).

Alkaloidy Vinca

Winblastyna (VBL) i winkrystyna (VCR) w stezeniu 10~5—10~3M wy-
tracaja tubuline z roztworu w postaci krysztatéw (71, 72). Krysztaly te
zawierajg rowng ilos¢ tubuliny a i 6(29). Uwaza sie, ze precypitacja wy-
wotana winblastyng polega na uwolnieniu z czasteczki tubuliny trwale
zwigzanego GTP z miejsca N, co zmienia konformacje tubuliny (66).

Wapn

Whnikliwe badania nad wigzaniem wapnia przez tubuline (73) wykazaty
wystepowanie dwéch rodzajow miejsc wigzgcych: o wysokim i niskim
powinowactwie do wapnia. Dimer tubuliny zawiera jedno miejsce o0 wy-
sokim powinowactwie do Ca2+ (stata dysocjacji wynosi 3,2X10-8M) i 16
miejsc o niskim powinowactwie do Ca2+ (stata dysocjacji réwna sie
2,8X10-4M).

I11. Biatka towarzyszace

Jak wspomniano uprzednio klkanascie procent biatek mikrotubuli sta-
nowig tzw. biatka towarzyszace. Nie mozna ich oddzieli¢ od tubuliny w
procesie oczyszczania mikrotubuli. Rozdziat elektroforetyczny w zelu poli-
akrylamidowym wykazat obecno$¢ szeregu biatek o ciezarze czasteczko-
wym'w granicach 270 000—370 000; sg to tzw. biatka HMW (High Mole-
cular Weight) (33) oraz biatka niskoczgsteczkowego nazwanego przez
Weingartena (74) biatkiem t. Brak jest dotychczas doktadnych danych na
temat liczby biatek HMW i ich ciezarze czasteczkowym. Dane przedsta-
wiane przez poszczegdlne pracownie rdznig sie dos¢ znacznie w zaleznosci
od stosowanej metody oczyszczania mikrotubuli i rodzaju elektroforezy
(67, 75—77). Sugeruje sie, ze biatka HMW tworzg boczne wypustki, ,ra-
miona” mikrotubuli (76, 78—81, Ryc. 1).
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Biatko t ma ciezar 55 000—70 000 (3, 25, 74, 82) i wspébtczynnik sedy-
mentacji, oznaczony metodg analitycznego ultrawirowania — S°ow = 2,6 S
(32, 83). Swiadczy to, ze czasteczka biatka r wykazuje znaczng asymetrie
(stosunek $rednic 20:1). Badania przy zastosowaniu dichroizmu kotowego
wykazaly matg zawarto$¢ struktury a-heliksu. Podczas elektroforezy w ze-
lu poliakrylamidowym w potgczeniu z izoelektroogniskowaniem biatko to
rozdziela sie na 4 prazki o ciezarze 62 000, 58 000, 56 000 i 55 000. Punkt
izoelektryczny dwoch ciezszych skiadnikéw lezy w granicach 6,5—7,7,
a lzejszych — 7,4-8,0 (83).

Biatko t jest oporne na 5-minutowe ogrzewanie w 100°C (74). Stwier-
dzono, ze biatko to, podobnie jak biatka HMW, ulega fosforylacji (60,
83). Stosujac metody immunologiczne (84) wykluczono wcze$niejsze
przypuszczenie (81), iz biatko to jest produktem degradacji biatek HMW.

Ostatnio stwierdzono metodami immunofluorescencyjnymi, ze w nie-
naruszonych komorkach zaréwno biatka HMW jak i biatko t, sg zwia-
zane z tubuling (84). Mozna wiec powiedzieé, ze kompleks tubuliny
z biatkami towarzyszacymi jest kompleksem natywnym (analogicznie do
kompleksu DNA z biatkami w chromatynie).

IV. Agregacja i dezagregacja mikrotubuli

Tworzenie dtugich, cylindrycznych struktur z dimeréw tubuliny jest
przedmiotem wielu prac ostatnich lat. Badania, prowadzone gtownie in
vitro, maja na celu okreslenie optymalnych warunkéw, mechanizmu
i czynnikow regulujacych procesy agregacji i dezagregacji. Zjawiska te
majg zasadnicze znaczenie dla wyjasnienia funkcji mikrotubuli w ko-
morce.

Optymalne warunki agregacji mikrotubuli in vitro to: temperatura
37°C (26, 85), stezenie tubuliny okoto 1 mg/ml (86), obecno$¢ GTP (24,
87—289), brak jonéw Ca2+ (26, 90), pH w granicach 6,8—6,9 (9), obecnos¢
biatek towarzyszacych (74, 83, 91). Stwierdzono, ze agregacje ufatwiajg:
czynnik wzrostowy nerwéw — NGF (92), polikationy (93) i glicerol (24).

Czynnikami hamujgcymi agregacje sg polianiony, np. RNA (94, 95),
alkaloidy Vinca i kolchicyna (6). W nieobecnosci biatek towarzszacych
i w wyzszym stezeniu tubuliny — 2,5 mg/ml (85) agregacja zachodzi, jed-
nak niecatkowicie. Powstate woéwczas mikrotubulne majg gtadkie po-
wierzchnie— bez wypustek (78, 79, 81).

W Swietle najnowszych badah mozna zaproponowac nastepujacy sche-
mat agregacji (Ryc. 3). W procesie agregacji mozna wyrézni¢ dwie fazy:
inicjacji i wydtuzania mikrotubuli. Pierwszym etapem inicjacji jest utwo-
rzenie ,,aktywnego” dimeru tubuliny, co wymaga udziatlu nukleotydéw
guaninowych. Stwierdzono, ze warunkiem niezbednym do inicjacji jest
zwiazanie GTP w miejscu E i nastepnie hydroliza GTP do GDP i Pi (82).
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Czasteczka tubuliny zyskuje wtedy konformacje sprzyjajacg agregaciji.
Aktywny dimer moze agregowa¢ tworzac formy oligomeryczne: pierscie-
nie i spirale, ktére sg ze sobg w rownowadze. Do tworzenia form oligo-
merycznych niezbedne sag, jak to omoéwiono wyzej, biatka towarzyszace
(27, 70, 80, 96). Obecnos¢ biatka t umozliwia tworzenie sie pojedynczego
pierscienia, a biatka HMW — podwdjnego (27). Przypuszcza sie, ze formy
oligomeryczne petnig role osrodkéw nukleacji w procesie agregacji mikro-
tubuli (97). Nalezy zaznaczyé, ze czesto osrodkami nukleacji sg rowniez
organelle komorkowe — centriole, ciatka podstawowe lub fragmenty mi-
krotubuli.

> faza
inicjacji {

mikrotubula

—
| faza wydluzania

Ryc. 3. Schemat powstawania mikrotubuli (na podstawie: 9, 26, 70, 9%).

Powyzsze procesy nalezg do fazy inicjacji. W fazie wydtuzania z form
oligomerycznych powstajg krotkie protofilamenty, do ktérych dotaczaja
sie kolejne czasteczki dimeru tubuliny tworzac, dzieki wigzaniom bocz-
nym i podtuznym, ptaskie struktury — arkusze oraz rurkowate mikrotu-
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bule. Wydaje sie, ze nukleotyd z miejsca N bierze udzial w tworzeniu
wigzan podtuznych, za$ z miejsca E— bocznych (66).

Badania prowadzone in vitro wykazaty ztozony mechanizm regulacji
proceséw agregacji i dezagregacji. Do gtéwnych czynnikow regulujacych
zalicza sie stezenie jonow Ca2+, ilos¢ biatek towarzyszacych, obecnosé
nukleotydow guaninowych, przede wszystkim — GTP oraz temperature.
Trudno jest na razie okresli¢, ktére z tych czynnikéw petnig zasadnicza
role w procesach agregacji i dezagregacji in vivo. Istniejg dane wskazujg-
ce na regulacyjne dziatanie temperatury w tych zjawiskach (98, 99), nie
wyklucza sie réwniez udziatu jondw Ca2+ (17).

V. Fizjologiczna rola tubuliny w moézgu

Mikrotubule w uktadzie nerwowym oprécz funkcji jakie petnig we
wszystkich komdérkach (por. rozdz. 1), biorg udziat w procesach transpor-
tu wzdtuz aksonu i dendrytéw. Synteza wiekszosci sktadnikéw makromo-
lekularnych odbywa sie w ciele komaorki nerwowej. Substancje te sg tran-
sportowane nastepnie do zakonczeh nerwowych znajdujacych sie nieraz
w bardzo znacznej odlegtosci od miejsca ich syntezy. Alkaloidy (kolchi-
cyna, winblastyna) hamuja szybki aksonalny przeptyw szeregu substancji,
co wskazuje na udziat neurotubuli w tym rodzaju transportu (9, 100—
102). Wydaje sie, ze neurotubule w aksonie petnig role nosnika, po ktérym
»Slizgaja” sie poruszajace sie czasteczki (cyt. za 103). Badania prowadzone
in vivo i in vitro na nerwach obwodowych ropuchy (98), oraz na izolo-
wanych nerwach kraba (99) wykazaty, ze w aksonach zachodzi agregacja
i dezagregacja neurotubuli pod wptywem zmian temperatury w zakresie
+ 2°C—+25°C. Czas trwania kompletnej agregacji i dezagregacji wynosi
kilkanascie do kilkudziesieciu minut. Procesy te nie sg sterowane przez
ciato komorki (98).

W zakonczeniach nerwowych obserwowano znaczne nagromadzenie
mikrotubuli w poblizu pecherzykéw synaptycznych i w rejonie biony
presynaptycznej (104, 105). Stwierdzono, ze neurotubule w zakohczeniu
nerwowym mogg ulega¢ dezagregacji, nie zaobserwowano jednak ponow-
nej agregacji (106). Wydaje sie, ze dezagregacje mikrotubuli w zakoncze-
niu nerwowym powodujg jony Ca2f, ktdrych stezenie jest wyzsze niz
w aksonie (106). Przypuszcza sie, ze tubulina synaptosomalna odgrywa
role przy wydzielaniu neurotransmiterdw: noradrenaliy i serotoniny (107,
108). Stwierdzono ponadto hamujacy wptyw alkaloidéw na pobieranie
i wydzielanie z synaptosomoéw kwasu y-aminomastowego (GABA), nora-
drenaliny i dopaminy (109). Postuluje sie, ze tubulina moze by¢ czyn-
nikiem regulujacym neurotransmisje dzieki zmianom swoich witasnosci
w zaleznosci od stezenia Ca2+ (17).
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Kolejnym, mato poznanym zagadnieniem jest rola tubuliny zwigzanej
z btonami zakonczen nerwowych, w ktérych tubulina wystepuje w znacz-
nych ilosciach (por. Il1-1.). Przypuszcza sie, ze jest ona biatkiem struktu-
ralnym i stanowi szkielet, w ktorym umieszczone sg inne biatka (32, 36).

llo$¢ tubuliny w mdzgu, szybko$¢ jej syntezy oraz zdolno$é do agre-
gacji zmieniajg sie podczas rozwoju oraz w réznych warunkach fizjolo-
gicznych. Jest to biatko o okresie p6ttrwania wynoszacym kilka dni (110,
111). Stezenie tubuliny w moézgu réznych zwierzat oraz szybko$¢ syntezy
tego biatka osiggaja maksimum w krétkim czasie po urodzeniu, po czym
wartosci te spadajg osiggajac poziom charakterystyczny dla zwierzat do-
rostych (11, 14, 110, 112, 113). Doktadne badania zmian ilosci tubuliny
podczas rozwoju kurczecia przeprowadzit Bamburg (112, Tabela 1).
Trudno jest natomiast interpretowaé rozbiezne wyniki dotyczace zmian
zdolnoSci tubuliny do agregacji (por. 113 z 114, 115).

Tabela 1

Poréwnanie zmian ilosci tubuliny we frakcji rozpuszczalnej i nierozpuszczalnej ze zmianami
ilosci biatka w tych frakcjach podczas rozwoju moézgu kurczecia

Frakcja rojjpuszczalna (A) Frakcjé nierozpuszcza'na (B)
Czas inkubacji
jaja (dni) biatko A % tubulina A % biatko B % tubulina B %

biatko calkow. biatko catkow. biatko catkow, biatko catkow.

5 — 10.5 0
7 58 157 42 0
9 54 225 46 0.5
n 56 221 42 —
13 56 23.2 44 0.9
15 46 22.8 54 —
17 50 215 50 18
19 46 — 54 —
22a 48 151 52 —
28—29 42 141 58 3.2
200b 37 9.4 63 2.2

—, brak danych; a, wyklucie si¢ kurczecia; b, osobniki doroste
Dane wybrane ze 112

Wydaje sie, ze zmiany ilosci tubuliny w poszczegdlnych czesciach mo-
zgu wigzg sie z przejmowaniem funkcji przez dang strukture. Na przy-
ktad stezenie i szybko$¢ syntezy tubuliny w korze wzrokowej szczurow
jest najwieksza w ciggu kilku dni po otwarciu oczu (116, 117). Zjawiska
tego nie obserwowano w przypadku szczuréw hodowanych w ciemnosci.
Natomiast wystawienie na $wiatto szczuréw hodowanych przez 25—50
dni od urodzenia w ciemnosci, powoduje wzrost iloSci i szybkosci syntezy
tubuliny (117—120). Obserwowano réwniez wzrost ilosci tubuliny w ko-
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rze wzrokowej kotow w podobnych warunkach doswiadczalnych (A. P o-
tempska — nieopublikowane). Na podstawie hamujgcego wptywu kol-
chicyny na proces trwatego zapamietywania wyuczonego zadania postu-
lowano, ze tubulina moze by¢ chemicznym podiozem pamieci (100). Wy-
daje sie jednak, ze na obecnym etapie wiedzy nie mozna jeszcze wycig-
ga¢ tak daleko idacych wniosk6éw. Hipoteza ta wskazuje w jakim Kkie-
runku moga sie rozwija¢ badania nad rolg tubuliny w uktadzie nerwo-
wym.

Zaakceptowano do druku 22.03.1979
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I. Wstep

Ze wzgledu na morfologiczne zréznicowanie mdzgu poznanie bioche-
micznych wilasciwosci poszczeg6lnych typéw komorek stato sie jednym
z istotnych probleméw dynamicznie rozwijajacej sie neurochemii. W cig-
gu ostatnich pietnastu lat ukazato sie wiele prac, w ktoérych podjeto pré-
by rozdzielenia komdrek nerwowych i glejowych. Niniejszy artykut sta-
nowi przeglad stosowanych metod rozdziatu tych komérek z uwzglednie-
niem ich przydatnosci do badan biochemicznych.

Sktad komérkowy mozgu jest heterogenny. W mdzgu wystepuja ne-
urony, komérki glejowe (astrocyty, komorki oligodendrogleju i mikro-
gleju), komarki ependymy oraz komorki $rédbtonkowe naczyn wiosowa-
tych (Ryc. 1).

Ryc. 1. Schemat niektérych typéw komérek wystepujacych w mézgu
a—komdrka nerwowa; b —astrocyt wtdknisty; ¢ —astrocyt plazmatyczny; d — komorka oligo-
dendrogleju; e —komérka mikrogleju.
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@] komérkach glejowych i neuronach, strukturalnych jednostkach
osrodkowego uktadu nerwowego, wiemy juz do$¢ duzo. Opisano ich bu-
dowe morfologiczng i subkomo6rkowa oraz embriogeneze. Wzajemne od-
dziatywania i zaleznoSci pomiedzy tymi typami komoérek sg natomiast
jeszcze niejasne i wymagaja dalszych badan.

Wiadomo, ze neurony w ciggu dtugiej ewolucji wyspecjalizowaty sie
jesli chodzi o odbieranie, przewodzenie i przeksztatcanie impulséw ner-
wowych. Komérki glejowe spetniajg role komorek wspomagajgcych, tj.
komorek podporowych, odzywiajacych, oczyszczajgcych i ochraniajgcych
neurony. Przemawia za tym zardwno uksztaltowanie gleju, utatwiajgce
jego kontakty z naczyniami krwionosnymi i z neuronami, jak i zachowa-
nie sie komorek glejowych w wypadkach uszkodzenia tkanki mézgowej.
Wiadomo np., ze astrocyty zmieniajg wtedy swéj wyglad, mnoza sie i usu-
wajg szczatki zniszczonej tkanki w drodze fagocytozy oraz wypetniaja
ubytki neuronalne glejowg blizng. Komarki glejowe, w przeciwienstwie
do neurondw, zachowuja bowiem zdolno$¢ podziatu w ciggu catego zycia
zwierzecia a zwiekszanie sie liczby komérek glejowych jest jak sugeruja
niektorzy autorzy (1) odbiciem procesow kompensacyjnych mézgu zwig-
zanych z utratag neurondéw lub zmiang ich funkcjonalnych wiasciwosci.
Przypuszcza sie tez, ze komarki glejowe oprocz tego, ze uczestniczg w re-
gulacji mikro$rodowiska woko6t neuronéw, moga braé¢ takze udziat w wy-
chwytywaniu neuromediatora utatwiajgc jego inaktywacje (1). W doro-
stym i starzejgcym sie organizmie komdarki glejowe stanowig gtowny ko-
morkowy sktadnik mozgu i mogg jak sie przypuszcza odgrywac pewng
role, oprocz komorek nerwowych, w procesach utrzymania zdolnoSci
adaptacyjnych osrodkowego uktadu nerwowego tj. w mechanizmie méz-
gowej homeostazy. Komorki glejowe uczestniczac posrednio w procesie
przewodnictwa moga, by¢ moze, modulowaé takze pobudliwos¢ tkanki
mozgowej.

Dla okreslenia wzajemnych zaleznoSci pomiedzy neuronami i komor-
kami glejowymi niezbedna jest biochemiczna charakterystyka komérek
obu typow.

Szybki rozwdéj techniki pomiarowej, a zwkaszcza elektroniki i techni-
ki mikroelektrodowej, umozliwit przeprowadzenie badan elektrofizjolo-
gicznych nawet pojedynczego neuronu, jednakze biochemiczne zmiany
zachodzace w pojedynczej komorce sg niekiedy niezwykle trudne do wy-
krycia. Dlatego tez do biochemicznych badan maézgu bierze sie badz to
caty moézg, badz jego okresSlone struktury, albo tez przeprowadza sie bio-
chemiczng charakterystyke niektdrych subkomoérkowych elementéw moz-
gowia jak np. mitochondriéw czy mikrosoméw. Nalezy jednak zdawac
sobie sprawe, ze wyniki otrzymane przy zastosowaniu takiego materiatu
badawczego nie reprezentujag biochemicznych zmian w komorkach po-
szczegblnych rodzajow, a stanowig jedynie wypadkowg zmian zachodza-
cych w komorkach mézgowych réznych typow.
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Komérki nerwowe i glejowe mozna rozdziela¢c za pomocag kilku me-
tod. Jedng z nich jest mikrodysekcja pojedynczych komoérek ze Swiezego
mozgu lub z zamrozonych skrawkoéw przy uzyciu mikroskopu stereosko-
powego (2, 3, 4). Procedure te stosuje sie przede wszystkim do izolowa-
nia komdrek glejowych i neuronéw z bardzo matych obszaréw mozgu,
ktdre majg scisle okreslone funkcjonalne znaczenie. Jest ona nietatwa w
wykonaniu i dostarcza jedynie niewielkiej ilosci materiatu. Przed mikro-
dysekcjg stosuje sie niekiedy rozdrabnianie mechaniczne materiatu (5).

Metody drugiej grupy polegajg na wirowaniu w gradiencie stezen sa-
charozy lub Ficollu zawiesiny z tkanki mézgowej poddanej dziataniu pty-
nu dezintegrujacego i przesaczonej przez sita o okre$lonej porowatosci.
Okazato sie, ze ta ostatnio wymieniona technika dostarcza takiej ilosci
komorek glejowych i neuronalnych, ktéra wystarcza do przeprowadzenia
wielu oznaczen biochemicznych oraz, ze otrzymuje sie przy jej pomocy
frakcje wzbogacone w dany rodzaj komorek. Nalezy jednak zaznaczyé,
ze otrzymywang za pomocg wiekszoSci metod frakcje neuronalng stano-
wig gtéwnie perikariony.

Metoda wirowania w gradiencie stezen jest dzi$ najpowszechniej sto-
sowang w badaniach biochemicznych technikag rozdziatu komérek glejo-
wych i neuronow.

Il. Rozdziat neuronéw i komérek glejowych za pomocg wirowania
w gradiencie stezen

Rozdziat neuron6w i komoérek glejowych z mdzgu metodag wirowania

w gradiencie stezen polega na ogét na:

a) mechanicznym rozdrabnianiu tkanki mézgowej,

b) zawieszaniu rozdrobnionej tkanki w ptynie dezintegrujacym i prze-
puszczaniu otrzymanej zawiesiny przez sita o okre$lonej porowatosci,

c) wirowaniu w gradiencie stezen w celu otrzymania réznego typu ko-
morek.

Réznorodno$¢ opublikowanych modyfikacji (Tabela 1) dotyczy nie
tylko sposob6w mechanicznego rozdrabniania tkanki i warunkéw wirowa-
nia, ale przede wszystkim sktadu ptynéw dezintegrujgcych. Autorzy re-
prezentuja czesto przeciwstawne poglady odno$nie roli poszczeg6lnych,
a nawet tych samych sktadnikéw ptynow dezintegrujacych, np. stezenia
jonéw potasu i wapnia, obecnosci i stezenia poliwinylopirolidonu, konie-
cznosci dodawania enzymoéw proteolitycznych itp. Utrudnia to w znacz-
nym stopniu wybér odpowiedniej metody rozdziatu i wykazanie wyzszo-
§ci jednej techniki nad innymi.
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11-1. Rozdrabnianie tkanki mdézgowej

Przed zawieszeniem komorek w plynie dezintegrujacym stosuje sie
mechaniczne rozdrabnianie tkanki. Na ogét tkanke mdzgowg (minimum
100 mg) po wypreparowaniu umieszcza sie na ochtodzonej szalce Petrie-
go i sieka réznego typu ostrzami na bardzo drobne kawalki. Niektorzy
preferujg jednak rozdrabnianie tkanki za pomocag bezposredniego prze-
ciskania jej przez drobne nylonowe sita (6) lub stosowanie metalowych
pras z otworami wielko$ci komérek (7). Jako dodatkowy etap stosuje sie
rowniez inkubacje rozdrobnionej tkanki w $rodowisku zawierajacym glu-
koze i fruktoze, bez (8, 9) lub z dodatkiem enzymoéw proteolitycznych
(10—13). Nastepnie zawiesine tkanki przeciska sie kilkakrotnie przez si-
ta o okreslonej porowatosci — nylonowe lub stalowe. Dzieki temu zacho-
dzi dalsze rozdrabnianie tkanki oraz usuwanie jej nierozdrobnionych cze-
§ci. Porowato$¢ koncowych sit waha sie pomiedzy 30— 100fxm, Srednica
przecietnego perikarionu wynosi za$ tylko ok. 15 jim. Powstata zawiesina
zawiera nieuszkodzone komérki, elementy subkomérkowe oraz pewng ilo$¢
komérek $rédbtonkowych naczyn wiosowatych, ktore ze wzgledu na
swoOj wydituzony ksztatt przechodza przez sita. W celu usuniecia kapilar
wprowadzono przepuszczanie zawiesiny wyjsciowej przez kolumne ze
szklanych kulek Ballotini Nr 11 (14).

11-2. Ptyny dezintegrujace

Dalsze rozluznienie sp6jnosci komérek zachodzi w ptynie dezintegru-
jacym. Skiad ptynéw dezintegrujacych, jak wida¢ z Tabeli 1, moze by¢
bardzo rdzny.

Gtownym skiadnikiem piynu jest sacharoza badz Ficoll. Sacharoze
(15, 16) wykorzystuje sie nie tylko dlatego, ze jest ona powszechnie sto-
sowana do roznicowego frakcjonowania ale rowniez dlatego, ze okazata
sie ona odpowiednim S$rodowiskiem do mikrodysekcji komdrek uktadu
nerwowego (17).

Wiekszos¢ autoréw jednakze uzywa zamiast sacharozy Ficoll (6, 7, 9,
14, 18—23) w stezeniu od I°/o do 20%. Ficoll nie zwieksza bowiem cis-
nienia osmotycznego roztworu przy wzroscie stezenia, w przeciwienstwie
do sacharozy. Uwaza sie, ze Ficoll jest obojetny dla komoérek. Prepara-
ty jego moga jednak rézni¢ sie masa czasteczkowg (stopniem polimery-
zacji) w zaleznosci od serii produkcyjnej oraz zawarto$cig jonow (24),
co moze wptywaé na rozdziat komorek w gradiencie stezen. Dlatego tez
zaleca sie stosowanie Ficoll z jednego opakowania oraz jego dialize przed
uzyciem.
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Tabela 1

Pordwnanie metod rozdziatu komérek nerwowych i glejowych w gradiencie stezen

Materiat
1

Kora moézgo-
wa szczura

Kora mdzgo-
wa szczura

Kora mézgo-
wa szczura

Kora mozgo-
wa szczura

Kora mozgo-
wa szczura

Kora mozgo-
wa, hipokamp
szczura

Mézg szczura

Mézg szczura

Otrzymywa-
ne komorki

2

Neurony i
glej

Neurony i
glej

Neurony i
glej

Neurony i
glej

Neurony

Neurony,
glej i kom.
$rédbtonko-
we

Neurony
i glej

Neurony
i glej

Rozdrabnianie
tkanki

3

S.n. (110), s.s.
(40)

S.n. (435, 193,
105,55)

S.n. (333, 110,
73)

S.n. (110,
54,33), s.5. (40)

S.n. (71,31)

Prasa tkanko-
wa, s.s. (75,
37x3)

inkubacja (37°C

60 min. +1%
trypsyna)
s.n. (150),
s.s. (74)

Inkubacja (37°C

45 min+ tryp-
syna) s.n. (110),
s.s. (105,73,53)

Plyn
dezintegrujacy

4

10—11% Ficoll
100—110mM
KC1

10 mM—P
pH—7,4

10%Ficoll
100 mM KC1
10 Mm—P
pH—7.4

2% Ficoll
75% PVP
1% BSA
I0OmM CacCl2
pH—4,7

8% Ficoll
0,2% PVP

100 mM KCI
10 mM MgCI2
10 mM—P
pH—7,4

Aceton-glicerol
—H20(1:1:1
viv) Glicerol

—0,25 M sacha-

roza (3:1)

10% Ficoll
5mM CaCl2
50 mM Tris—
HCI pH—7,8

5% glukoza
5% fruktoza
1% BSA

10 mM—P
pH—6,0

1% trypsyna
5% glukoza
5% fruktoza
1% BSA

100 mM
k2hpod—
NaOHpH—6,2

Wirowanie

5

Sach.-Ficoll
g.n.

Sach.-Ficoll
g.n.

Sach.-Ficoll
g.n.

Sach.-Ficoll
g.n.

Sacharoza
g.n.

Sach.-Ficoll

g.c.
rotor strefo-

wy

Sach.-Ficoll
g.n.

Sach—g.n.
sach. g.c.
rotor strefo-

wy

Autor

6

Rose (6)
Rose i
Sinha(14)i

Nagata i
wsp.(19,94)

Sellinger
i wsp.
(18,26)

Sinha i:
wsp. (27)

Satake i
Abe (33)

Flangasi
Bowman (7)

Norton i
Poduslo
(10

Giorgi
(1D



Materiat

1

Mozg szczura

Kora mézdz-
kowa szczura

Kora mo6zdz-
kowa szczura

Kora mozgo-
wa | rdzen
przedtuzony
krélika

Kora mézgo-
wa krolika

Kora mézgo-
wa owcy

Biata substan-
cja mézgowa
cielecia

Kora mdzgo-
wa cztowieka
i kora moézgo-
wa szczura

METODY

Otrzymywa-
ne komorki

2

Neurony
i glej

Komorki
Purkinjego
i grantlame

Komorki
Purkinjego
i grantlame

Neurony
i glej

Neurony
i glej

Glej

Oligodend-
droglej

Neurony
i glej

Skroty stosowane w Tabeli |:
Sach. — sacharoza; P — bufor fosforanowy; S.n. — sita nylonowe; S.s. — sita stalowe; g.c. — gradient ciagly; g.n.—

gradient nieciagty; liczby w nawiasach — porowato$¢ sit w pim.

ROZDZIALU KOMOREK NERWOWYCH

Rozdrabnianie
tkanki

3

Inkubacja (37°C
90 min+1%
trypsyna)

s.n (150),

s.s (74)

S.n. (333x3
110x3,74x3)

Inkubacja (37°C
60 min.)

S.n. (286, 111,
45,35)

Inkubacja (37°C
30—60 min.)
lub bez inku-
bacji

S.n. (1000, 120,
75, 50)

Inkubacja (37°C
60 min.)

S.n. (1000x10
150, 50x2)

Sita jedwabne

Inkubacja (37°C

90min + 0.1%
trypsyna)
S.n. (150),
s.s. (74)

Inkubacja (37°C
60 min)

S.n. (149),

s.s. (74x5)

Plyn
dezintegrujacy

4

1% BSA
5% glukoza
5% fruktoza
IOmM-P
pH—6,0

7,5% PVP
1% BSA
3,77 mMCacCl2

2% Ficoll
10% glukoza
10% fruktoza
10 mM—P
pH 7,2

0.32 M sacharo-
za

1 mM EDTA
2% Ficoll
IOMMTris—
HC1 pH 7,4

2% Ficoll

20 mM glukoza
120 mM NacCl
2.5 mM MgClI2
25 mM ADP
35 mM Tris—
HC1 pH 7,6

0,25Msacharoza
3mM K2HPO*

5% glukoza
5% fruktoza
1% BSA

10 mM
kh2pod—
NaOH pH—6.0

1% Ficoll
10% glukoza
10% fruktoza
10 mM—P
pH—6,0

Wirowanie

5

Sach.—g.n.
rotor strefo-
wy

Sach.-Ficoll

g.n.

Sach.—g.n.

Sach.-Ficoll
g.n.

Sach.-Ficoll
g.n.

Sach.—g.n.

Sach.—g.n.

Sach.—g.n.

423

Tabela 1 c.d.

Autor

6

Kuenzle
i wsp. (12)

Sellinger
i wsp.
(25

Haza ma
i Uchi-
mura (20)

Blomst-
rand i

Hamber-
ger (16,80)

Hamber-
ger iwsp.

®

Korey
i wsp. (15)

Poduslo
i Norton
(13)

Igbal i
Tellez-
Nagel(9 1
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W niektérych przypadkach Ficoll zastgpiono poliwinylopirolidonem
(PVP) (25, 26) lub zastosowano ich mieszanine (18, 27). PVP utatwia se-
dymentacje krwinek co nie jest bez znaczenia, jako ze tkanka mézgowa
jest silnie ukrwiona, wptywa takze na odporno$¢ komorek na mecha-
niczny i osmotyczny szok (28). Nalezy jednak pamieta¢ o doktadnym prze-
mywaniu izolowanych frakcji komoérek w celu usuniecia PVP (2957) ponie-
waz zwigzek ten wptywa hamujaco na aktywnos$¢ niektdrych enzymow,
np. Na+K+— ATPaze.

Jednym z czesto stosowanych skiltadnikow piynow dezintegrujacych
jest I°/o albumina z surowicy wotu (BSA) (10—12, 18, 25, 30—32). Bada-
nia Azcurry i Sellingera (dane nieopubl.) wskazujg, ze kwasy
ttuszczowe i albumina w obecnosci PVP, w hypotonicznym $rodowisku
utatwiaja rozluznienie miedzykomérkowej spojnosci. Albumina stabili-
zuje ponadto btony komérkowe. Wydaje sie jednak, ze mozna jg z powo-
dzeniem zastgpi¢ odpowiednig kombinacja preparatu Ficoll i jonéw potasu
lub wapnia (6, 7, 14, 19).

Zastosowanie mieszaniny acetonu i glicerolu (33) zapewnia ochrone
sktadnikéw wewnatrzkomoérkowych i zapobiega oderwaniu wypustek, ale
Srodowisko to nie jest zalecane przy biochemicznych badaniach frakcji
komorkowych (34).

Zaskakuje réwniez swojg roéznorodnoscig skiad jonowy stosowanych
ptynéw dezintegrujacych. Dotyczy to przede wszystkim stezenia jonéw
wapnia i potasu, ktorych rola w zjawisku komorkowej adhezji nie jest
jeszcze wystarczajagco wyjasniona. Stezenie jonéw wapnia waha sie w
granicach 3,8—IOmM a stezenie jon6éw potasu w granicach 100—300mM.
Rzadko stosuje sie obecnie zwigzki chelatujace jony wapnia takie jak cy-
trynian lub EDTA, a wrecz przeciwnie wielu autorow wprowadza te jony
do Srodowiska (7, 18, 23). Jedni stosujg czterofenyloboran (TBP) jako
czynnik kompleksujacy jony K+ (35), inni natomiast ptyny dezintegru-
jace zawierajgce znaczng ilo$¢ tych jonow (6, 14, 19, 22, 23, 36). Wykaza-
no ponadto, ze czterofenyloboran wptywa hamujaco na oddychanie ko-
morkowe oraz powoduje morfologiczne zmiany w komérkach (37) — dla-
tego tez zaniechano obecnie jego stosowania.

W plynach dezintegrujacych, najczesciej stosuje sie bufor fosforano-
wy lub bufor Tris-HCI o pH pomiedzy 6.0 i 7.8, uzywa sie jednak i pty-
ny o nizszym pH (18, 26).

Szereg autoré6w uwaza za konieczne dla ,,dysocjacji” tkanki dodanie
do ptynéw dezintegrujacych enzyméw proteolitycznych: trypsyny (10—
13) lub kolagenazy i hialuronidazy (30, 31, 38). Do tego celu niekiedy uzy-
wano réwniez papaine (39).

Stosowanie enzymoOw proteolitycznych spotyka sie jednak z zastrze-
zeniami. Trawienie np. trypsyng ulatwia dezintegracje tkanki. Enzym
ten moze jednak atakowaé biatka btony komorkowej (31, 40) i wnika¢ do
komdrek (41) powodujgc miedzy innymi straty DNA (31). Trypsyne tru-
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dno ponadto usung¢ z powierzchni komdérek — jest wiec mozliwe, ze mo-
ze ona maskowac¢ ich normalne wiasciwosci metaboliczne (42—44).
Hialuronidaza i kolagenaza nie uszkadzajg bton plazmatycznych, dla-
tego tez niektorzy zastosowali przy izolacji neuronéw perfuzje mozgu
ptynem zawierajgcym oba te enzymy oraz glukoze i fruktoze (38). Ten
sposéb postepowania ma dodatkowg zalete — usuwa z mozgu krew — co
utatwia dalsze postepowanie. W tym samym celu inni autorzy przepro-
wadzajg krotkotrwatg perfuzje mozgu ptynem fizjologicznym (8, 19).

11-3. Wirowanie

Kolejnym etapem rozdziatu gleju i neuronéw jest wirowanie w gra-
diencie stezen sacharozy i Ficollu. Neurony i komérki glejowe majg rozng
gestos¢ i sa zbierane z innych warstw sacharozy lub Ficollu. Czystg fra-
kcje neuronalng udaje sie otrzymaé zazwyczaj juz w pierwszym wirowa-
niu, natomiast frakcja gleju wymaga na og6t dalszego oczyszczania w ko-
lejnych wirowaniach.

Stosuje sie rozne warianty wirowania. Do sedymentacji podobnych
frakcji stosowane sg zaréwno mate jak i duze przysSpieszenia oraz rézne
gradienty stezen: gradienty ciggte i nieciagte, gradienty z jednego lub
kilku zwigzkéw (Tabela 1).

Wiekszos¢ technik wykorzystuje gtowice horyzontalne, ale stosuje sie
tez gtowice strefowe (7, 11, 12).

Otrzymywane frakcje bywajg zanieczyszczone m.in. subkomoérkowymi
elementami powstatymi w wyniku zniszczenia komdrki w czasie de-
zintegracji tkanki. Mozna temu zapobiec stosujgc wstepne wirowanie za-
wiesiny komdrek przy matych przyspieszeniach. Mitochondria, mikroso-
my i synaptosomy sedymentujg wtedy tylko w bardzo nieznacznym sto-
pniu, chociaz istnieje mozliwos$¢, ze pewna ich ilos¢ przechodzi do osadu
».przylepiona” do calych, nienaruszonych komorek.

I11. Ocena metod rozdziatu neurondw i gleju

Przy ocenie wartosci metod rozdziatu neurondéw i komorek glejo-
wych wiekszo$¢ autoréw przyjmuje nastepujace kryteria:
a) ilos¢ otrzymywanych komérek,
b) stopieA czystosci izolowanych frakcji komorkowych,
c) zmiany morfologiczne otrzymywanych komérek i ich witasciwosci
metabolicznych.
Istnieje jednak wiele trudnos$ci ze stosowaniem wymienionych kry-
teriow. Nie wiadomo bowiem w jakim stopniu otrzymywane komaorki
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odpowiadajg populacji komérek in situ i czy procedura rozdziatu nie
wptywa na metabolizm izolowanych komérek. Utrata przez neurony
wypustek, a zwitaszcza ich proksymalnego segmentu, prowadzi bowiem
do rozerwania btony plazmatycznej, co z kolei moze pocigga¢ za sobg
do$¢ znaczne straty w zawartosci elementéw cytoplazmatycznych (45).
Ponadto do wnetrza komorki mogg wtedy przenika¢ pozaneuronalne
sktadniki.

Nie wszyscy autorzy stosujg te same kryteria przy ocenie stosowanej
techniki, pomijajac niektore z nich lub wprowadzajgc niekiedy inne.
Powoduje to czesto niedosyt informacji, zwlaszcza na temat zachowania
wiasciwosci morfologicznych i metabolicznych otrzymywanych komdrek
oraz utrudnia w znacznym stopniu poréwnanie i ocene réznych metod
rozdziatu.

I11-1. Wydajnos¢

llos¢ otrzymywanych komérek jest r6zna w zaleznosci od metody
rozdziatu jaka stosowano. Liczba neuronéw w przeliczeniu na g kory
maézgowej szczura waha sie w granicach 1,2—37X10® (6, 9, 38, 46), za$
liczha komorek glejowych 2,2—6,6X10® (9, 10). Podobne ilosci komdrek
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Ryc. 2. Wydajnos$¢ otrzymywanych frakcji komoérek neuronalnych i glejowych izolo-
wanych z moézgu szczura wyrazona jako ilo$¢ biatka na kore mézgowa jednego zwie-
rzecia (wg 51)
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otrzymywano, gdy rozdzielano komorki z mézgu ludzkiego (9, 46). Zwra-
ca uwage fakt, ze pomimo przewagi iloSciowej komodrek glejowych
w mozgu otrzymuje sie ich po rozdziale znacznie mniej niz komérek
nerwowych.

Wiekszg wydajnos¢ komoérek osigga sie, gdy tkanke moézgowq inku-
buje sie w podwyzszonej temperaturze (37°C) (9). Ilos¢ i typ otrzymy-
wanych komorek glejowych zalezy od czesci mbzgu, z ktorej izoluje sie
komdérki. Gdy stosuje sie caly moézg lub kore médzgowa to otrzymuje sie
przede wszystkim astroglej, jesli za$s istote biata, to oligodendroglej
i komorki podobne do oligodendrogleju (13, 22).

Wydajnos¢ preparatyki zalezy od wieku zwierzecia (9, 18, 47—51).
Lepszag wydajno$¢ osigga sie z kory mézgowej miodych zwierzat niz
starszych (Ryc. 2).

Czas inkubacji m 30’
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Ryc. 3. Wplyw przedtuzenia czasu inkubacji skrawkéw kory mézgowej w ptynie de-
zintegrujacym na liczebno$¢ populacji komoérek o réznej $rednicy we frakcji neuro-
nalnej. Czas inkubacji wynosit— 30, 60 i 120 minut (wg 8).

Analiza wielkosci komdrek (8) jest szybkg metodg, ktéra na podsta-
wie wielkosci komdrek pozwala wykry¢ zanieczyszczenia innego typu
komdrkami i ich fragmentami. Za pomocg tej metody wykazano, ze prze-
dtuzenie czasu inkubacji zwieksza wydajno$¢ preparatyki i przyczynia sie
do tego, ze przewazaja komorki o srednicy 10—15u. Natomiast dodanie
do $rodowiska 1% trypsyny sprawia, ze otrzymuje sie wiecej komaérek
matych i czastek subneuronalnych o srednicy mniejszej od 10 ji (Ryc. 3).
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I11-2. Czysto$¢ otrzymywanych frakcji komérkowych

Dotychczas nie udato sie otrzymac zupetnie czystej frakcji neuronal-
nej ani glejowej. Sg to jedynie frakcje ,wzbogacone”. Stad tez wynika
problem oceny czystosci otrzymywanych frakcji komérkowych. Zanie-
czyszczenia moga by¢ dwojakiego rodzaju:

a) frakcje neuronéw i komérek glejowych moga by¢é wzajemnie zanie-
czyszczone, ewentualnie mogg wystepowac jeszcze inne typy komo-
rek, np. krwinki lub fragmenty kapilar,

b) mogg wystepowaé zanieczyszczenia elementami subkomdrkowymi,
co taczy sie Scisle ze sprawg uszkodzenia komorek.

W celu oceny stopnia czystosci frakcji komérkowych i identyfikacji
komorek stosuje sie przewaznie nastepujgce kryteria morfologiczne:
ksztatt komorek, intensywnos¢ wybarwiania sie jadra i liczba jaderek
(34). Komoérki oglada sie przyzyciowo w mikroskopie sSwietlnym lub
w kontrascie fazowym. Do barwienia preparatow stosuje sie biekit me-
tylenowy, kwasng tionine lub fiolet krezylowy (19, 34).

Tabela 2
Aktywnos¢ anhydrazy weglowej we frakcji neuronalnej i glejowej
Autor " ~Norton *Sellinger .
=Rosg i Poduslo i Azcurra ’l;*KImESIG-

Materiat (14) (wg 29) (wg 29) erg (s6)
Zawiesina 227+2 14729 27
wyjsciowa 122+ 16 * *
Frakcja gleju
(A) 529+57 500+67 485+93 37
Frakcja neuro- 24 3743 175
néw (B) 152+ 33 123+ 38 + ,
A/B 3,5 41 12,0 21

* Jednostki umowne/mg biatka
** (mole COj/l/sek./mg biatka) x 10-5

Frakcja neuronalna zawiera 64—90%> neuronow, 8—23% komorek
glejowych i 2—21% komorek S$rédbtonkowych naczyn wilosowatych
a frakcja gleju 64—88% komodrek glejowych, 6—11% neuron6w oraz
6—25% komorek $rddbtonkowych naczyrn wiosowatych (6, 9, 12, 52).
Niekiedy w rozdzielonych frakcjach stwierdzano wystepowanie nie-
zidentyfikowanych komoarek jak i zanieczyszczenn subkomoérkowymi frag-
mentami: mieling, synaptosomami, mitochondriami, mikrosomami i ja-
drami. Zanieczyszczenia synaptosomami spotyka sie znacznie czesciej
we frakcji gleju (53) niz neurondw.
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Oznaczanie aktywnosci enzymow charakterystycznych dla danego
typu komdrek moze by¢ réwniez wskaznikiem wzajemnych zanieczysz-
czen. Za enzym markerowy frakcji glejowej na podstawie badan Gia-
cobiniego (54, 55) mozna uwaza¢ anhydraze weglowa (E.C. 4.2.1.1).
Autor ten w izolowanych metodg mikrodysekcji komdrkach glejowych
stwierdzit 100-krotnie wyzszg aktywnos$é tego enzymu niz w neuronach.
Tak duzych roznic nie stwierdzono rozdzielajac glej od neurondow za
pomocg wirowania w gradiencie stezen (14, 29, 56) — Tabela 2

Za enzym wskaznikowy neuronéw uwaza sie P-galaktozydaze, ktorej
aktywno$¢ w neuronach jest okoto 10-krotnie wieksza niz w gleju (57),
jak i glukozylotransferaze ceramidowg (58) oraz glukozo-6-fosfataze (59).
Zanieczyszczenia otrzymywanych frakcji komoérkowych np. synapto-
somami lub mieling mozna oceni¢ oznaczajac aktywno$¢ charakterystycz-
nych enzyméw. W przypadku synaptosomow sg to: acetylotransferaza
cholinowa (E.C. 2.3.1.6) i dekarboksylaza glutaminianowa (E.C. 4.1.1.15),
a w przypadku mieliny 3'-fosfodiesteraza 2'-3'-cyklicznego nukleotydu
(E.C. 3.1.4.37) (53, 60).

111-3. Wyglad otrzymywanych komorek i ocena ich wiasciwosci metabolicznych

Z obserwacji mikroskopowych rozdzielonych frakcji komérkowych
wynika, ze wypustki neuronéw, tak aksony jak i dendryty, sa najczesciej
pourywane. Lepiej zachowane komérki otrzymuje sig, gdy zrédtem ich
jest pien mézgowy lub rdzen przedtuzony, a nie kora moézgowa (21, 23)
lub gdy inkubacja rozdrobnionej tkanki zachodzi w obecnosci enzymow
proteolitycznych (38, 61, 62). Neurony majg na og6t dos¢ dobrze zachowa-
ng strukture wewnatrzkomorkowa, z wyjatkiem mitochondridw i ze-
wnetrznej btony plazmatycznej, ktéra jest czesto porozrywana z powodu
utraty aksonu lub dendrytéw (27, 47, 63—65).

Biona plazmatyczna komorek glejowych jest najczesciej dobrze za-
chowana, tak samo jak i wiekszos¢ organelli komérkowych.

Oprocz obserwacji komodrek w mikroskopie Swietlnym i elektronowym
powszechnie przyjetym kryterium integralnosci bton plazmatycznych jest
brak wybarwiania sie komorek biekitem trypanowym. Niekiedy jednak
zdarza sie, ze barwnik ten wnika do nieuszkodzonych komérek (66, 67).

W celu okreslenia stopnia zachowania witasciwosci metabolicznych
izolowanych komdrek oznacza sie aktywno$¢ enzyméw oddechowych i gli-
kolitycznych takich jak: oksydaza cytochromowa, dehydrogenaza mlecza-
nowa, dehydrogenaza bursztynianowa oraz kinaza pirogronianowa (6, 29,
34, 53, 68, 69). Wielu autordw mierzy takze pobieranie tlenu i wydalanie
dwutlenku wegla (14, 29, 30).

W otrzymywanych frakcjach komorkowych oznacza sie réwniez za-
warto$¢ biatka i kwasow nukleinowych, przy czym stosunek RNA/DNA

1* Postepy Biochemii
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moze stuzy¢ zaréwno jako kryterium czystosci frakcji jak i wydajnosci
preparatyki (14, 26).

IV. Niektére wiasciwosci biochemiczne frakcji neuronalnej i glejowej

Obecnie techniki rozdziatlu komérek glejowych i neuronéw pozwalajg
juz na okreSlenie roznic i wzajemnych zaleznosci pomiedzy tymi frak-
cjami.

W mézgu wystepujg specyficzne dla tej tkanki biatka: S—100 i 14—
3—2. Badania rozmieszczenia i wtasciwosci tych biatek, jakie przeprowa-
dzono miedzy innymi metodg immunoelektroforezy i immunofluorescen-
cji, nie sa catkowicie zgodne. Wiekszo$¢ autorow sadzi, ze S—100 jest biat-
kiem charakterystycznym dla gleju (70) i obecnym przede wszystkim
w astrocytach i w oligodendrogleju (71, 72, 73). Biatko 14—3—2 wyste-
puje natomiast gtéwnie w neuronach (74) i wykazuje aktywnos$¢ enolazy
(E.C. 4.2.1.11) (75). Jak dotychczas jest to jedyne specyficzne biatko méz-
gowe o aktywnosci enzymatycznej. Stwierdzono (76), ze charakterystycz-
na dla frakcji neuronalnej enolaza tj. biatko 14—3—2 jest w przeciwien-
stwie do enolazy z gleju biatkiem termostabilnym i ma inng budowe pod-
jednostkowsa.

Bardzo obiecujgce dla poznania metabolizmu komorek obu typéw wy-
dajg sie doswiadczenia nad synteza biatka w gleju i w neuronach. Zdaja
sie one wskazywa¢ na bardziej intensywng synteze biatka w neuronach
niz w komérkach glejowych (21, 33, 77, 78, 78a) chociaz niektdrzy postu-
luja wyzsza synteze biatka w gleju (11, 47). Wiek zwierzat z ktdérych
otrzymywano komorki (47, 50, 79), metoda rozdziatu komoérek, rodzaj oraz
sposéb wprowadzania radioaktywnego prekursora (11, 47, 80, 81) moga
jednak wplywac¢ na otrzymywane wyniki.

Ilo$¢ poszczegdlnych wolnych aminokwaséw w obu mézgowych frak-
cjach komorkowych jest rézna (19). Glutaminian, glicyna, alanina i kwas
Y-aminomastowy (GABA) wystepujg w neuronach w wyzszych stezeniach
niz we frakcji gleju (19). Specyficzna aktywnos$¢ tych aminokwaséw ozna-
cza przy uzyciu [MC]glukozy jako prekursora, jest natomiast kilkakrotnie
wyzsza we frakcji gleju (77, 82).

Inkubacja izolowanych komérek w Srodowisku zawierajgcym znako-
wane aminokwasy wykazata, ze zarbwno neurony jak i komorki glejowe
moga akumulowaé¢ aminokwasy; ich stezenie w komorce moze by¢ wyz-
sze niz w $rodowisku (19, 83). Frakcja gleju wykazuje przy tym wyraznie
wiekszg zdolno$¢ pobierania niektorych aminokwaséw, zwiaszcza gluta-
minianu, asparaginianu, seryny, proliny i glicyny a w mniejszym stopniu
i GABA (83). Poniewaz niektérym z tych aminokwaséw (glutaminian,
asparaginian i glicyna) przypisuje sie role neurotransmiteréw zdolnos$¢ do
ich pobierania i akumulowania sugeruje, ze komérki glejowe moga brac
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udziat w regulacji proces6w przekaznictwa. Zaobserwowano, ze komorki
glejowe podobnie jak neurony akumulujg takze aminy biogenne (84, 85).
Wydaje sie jednak, ze zanieczyszczenia otrzymywanych frakcji komér-
kowych moga znieksztatca¢ otrzymywane wyniki eksperymentalne.

Zachodzacy podczas dojrzewania moézgu wzrost zawarto$ci w nim nor-
adrenaliny ttumaczy sie rozwojem neuronalnych mechanizméw wychwy-
tywania i gromadzenia, a takze mozliwoscig akumulowania noradrenaliny
w gleju (1). Rola komoérek glejowych w regulacji ilosci neurotransmite-
réw w szczelinie synaptycznej jest jednak w chwili obecnej raczej spe-
kulatywna. Hipotetyczny udziat tych komdrek w regulacji proceséow
przekaznictwa przedstawia rycina 4.

Ryc. 4. Hipotetyczny schemat regulacji ilosci neurotransmitera w szczelinie synap-
tycznej.

A —komoérka glejowa; B —zakonczenie nerwowe z pecherzykami synaptycznymi; C — btona
postsynaptyczna z receptorami (miejsca zaciemnione); D — szczelina synaptyczna;

Wydzielony do szczeliny synaptycznej neurotransmiter wigze sie z receptorem wywotujac
depolaryzacje btony postsynaptycznej; inaktywacja neurotransmitera moze zachodzi¢ poprzez:
enzymatyczng degradacje neurotransmitera, ponowne pobranie neurotransmitera przez zakon-
czenie nerwowe, wychwycenie neurotransmitera przez komorki glejowe (strzatki przerywane).

Kilka prac wskazuje na wyzszg aktywno$¢ Na+K+— ATPazy we frak-
cji gleju w poréwnaniu z frakcjg neuronalng (56, 63). Wykazano, ze
zarbwno neurony jak i komdrki glejowe akumuluja potas z zewnatrzko-
morkowego Srodowiska w czasie inkubacji. Komadrki glejowe moga aku-
mulowac¢ jony K+ w stopniu nieco wiekszym niz neurony (19, 86, 87).

Ostatnio postuluje sie tez udziat gleju w dostarczaniu biatek do neu-
rondw (88, 89). Badania dotyczg gtownie aksondéw olbrzymich z katamar-
nicy Loligo pealii. Jak jest w osrodkowym uktadzie nerwowym kregow-

10*
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cow jeszcze nie wiadomo. Chociaz techniki rozdziatu gleju i neuronéw
z tkanki nerwowej umozliwiaja réowniez S$ledzenie zmian rozwojowych
zachodzacych w moézgu, to jednak brak jest jeszcze badan ktore by
w kompleksowy spos6b traktowaty o zachodzacych wtedy w mézgu zmia-
nach komdrkowych i biochemicznych.

Badania frakcji neuronéw i komérek glejowych w czasie rozwoju po-
twierdzity, ze ksztatt i wielko$¢ komdrek moézgowych zalezg od wieku
zwierzecia (27). Z wiekiem zachodza w korze mézgowej zmiany w stosun-
kach ilosciowych neuronéw i komoérek glejowych, poniewaz neurogeneza
jest u zwierzat wielu gatunkéw zakoriczona przed urodzeniem zwierzecia,
podczas gdy proliferacja gleju jest gtownie procesem postnatalnym. | tak
np. w korze mézgowej 1-dniowego szczura 53°/o catej populacji komoérek
mozgowych stanowig neurony, a komarki gleju tylko 37°/0. W ciggu 20 dni
warto$ci te zmieniajg sie i wynoszg odpowiednio 35°0 i.52%. Wartos¢
stosunku glej/neurony wynosi wiec 1,49 (27). Inni podajg nizsze wartos-
ci: 0,96 dla 1-miesiecznych szczuréow i 1,30 dla szczurdw 5-miesiecz-
nych (90).

[loSciowym zmianom w czasie rozwoju podlegajg takze neurotransmi-
tery. Aktywnos$¢ acetylocholinoesterazy (E.C. 3.1.1.7) i acetylotransferazy
cholinowej sa wskaznikiem neurotransmisji cholinergicznej. U kurczat
np. aktywno$¢ AChE wzrasta wyraZznie podczas rozwoju ptodowego az do
3 miesigca po urodzeniu i od 20 miesigca do 36 miesigca po wykluciu (91).
Badania Vernadakis wykazaty, ze nie tylko neurony ale i komorki
glejowe zawieraja AChE (92), a poniewaz zachodzi wyrazna proliferacja
gleju z wiekiem, autorka przypuszcza, ze obserwowany wysoki poziom
AChE w mézgu zwiazany jest z obecnos$cig tego enzymu w gleju.

Przeprowadzone badania postnatalnych zmian aktywnosci enzyma-
tycznych (25, 51) wykazaty, ze istniejg r6znice w aktywnosci specyficznej
mitochondrialnej neuronalnej i glejowej dehydrogenazy a-glicerofosfo-
ranowej, ktora jest w gleju okoto 6 razy wyzsza w pierwszym miesigcu
zycia. Nie stwierdzono natomiast réznic w obu frakcjach komdrkowych,
w tym okresie, w aktywnos$ci mitochondrialnej dehydrogenazy burszty-
nianowej.

V. Uwagi koncowe

Otrzymywanie komorek réznego typu z mozgu umozliwia przepro-
wadzenie badan ich metabolizmu. Do tego celu stosuje sie m.in. metode
wirowania w gradiencie stezen. Pozwala ona na ilosciowe i jakoSciowe
okreslenie zmian, ktore zaszty in vivo i na przypisanie ich danemu typowi
komorek. Umozliwia rowniez zbadanie witasciwosci biochemicznych neu-
ronéw i komorek glejowych w okreslonych warunkach in vitro. Ma to
duze znaczenie zwiaszcza dla zbadania wptywu na komorki mdézgowe
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zwigzkow, ktére nie przenikajg przez bariere krew—mozg, a wiec ktérych
nie mozna testowac in vivo.

Otrzymywane komorki nie zawsze majg w peini zachowane swoje
wiasciwosci fizjologiczne i morfologiczne, a frakcje komérkowe sg w za-
leznosci od metody rozdziatlu w réznym stopniu zanieczyszczone. Niedo-
skonato$¢ procedury rozdziatlu jest powodem, ze wartosSci dotyczace tych
samych zjawisk sg niekiedy rozbiezne i tym samym trudno jest je zinter-
pretowacé (np. aktywnos$¢ anhydrazy weglowej we frakcji neuronéw i gle-
ju). Szczegdblne trudnosci napotyka, sie zwitaszcza przy badaniach mézgu
w czasie rozwoju. Wiadomo bowiem, ze metoda rozdziatlu komdrek mézgu
z dorostego zwierzecia nie zawsze jest odpowiednia do rozdziatu komdrek
z tkanki rozwijajgcej sie. Nieliczne do tej pory préby opracowania takich
metod rozdziatu, ktére umozliwityby pordwnanie witasciwosci komorek
neuronalnych i glejowych z mézgu zwierzagt w réznym wieku sg jeszcze
niewystarczajgce.

Dotychczasowe prace dostarczyty juz wielu informacji o wiasciwos-
ciach biochemicznych izolowanych komdrek, np. udziatu komérek glejo-
wych w pobieraniu neurotransmiterow (GABA, glicyny, glutaminianu)
ze szczeliny synaptycznej, zmian iloSciowych neuronéw i komorek glejo-
wych w czasie rozwoju mézgu, .zmian aktywnos$ci niektérych enzymoéw
itp. Dalsze wysitki powinny jednak zmierza¢ w kierunku opracowania
takich technik rozdziatu, dzieki ktéorym mozna bedzie otrzymac jeszcze
mniej zanieczyszczone frakcje komorkowe i lepiej zachowane komarki.
Nie bez znaczenia jest tez umiejetno$¢ przyzyciowego przechowywania
izolowanych frakcji komo6rkowych (44, 93).

Wydaje sie, ze pomimo wielu ograniczen i niedoskonatosci procedural-
nych, na ktore wskazywano w niniejszym opracowaniu, metoda ta obok
innych technik takich jak: hodowla tkanek, badania skrawkéw moézgo-
wych czy metody histochemiczne w potgczeniu z autoradiografig, umozli-
wia wyjasnienie procesdw biochemicznych zachodzacych w moézgu i funk-
cjonalnych powigzan pomiedzy komdrkami moézgowymi réznych typow.

Zaakceptowano do druku 803.1979
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The Molecular Biology of Membranes

Red. S. Fleischer, Y. Hatefi, D. H. MacLennan i A. Tzagoloff,

Plenum Press, 1978, New York, London, 351 stron

Przetom lat czterdziestych i piecdziesigtych byt okresem szczeg6lnie burzliwego
rozwoju biochemii na kontynencie amerykanskim. W tym czasie wyodrebnito sie
szereg nowych kierunkéw badawczych. Ich twércy, wdéwczas ludzie 30—40-letni,
obecnie dobiegajg wieku emerytalnego, cho¢ wielu z nich jest nadal w petni czyn-
nych naukowo. Takimi pionierami wspotczesnej bioenergetyki byli David E. Green,
Britton Chance, A. L. Lehninger, Efraim Racker i w Europie E. C. Slater. Obser-
wuje sie obecnie serie ,jubileuszowych” sympozjow poswieconych tym wiasnie lu-
dziom, organizowanych w ich szescdziesigte, szeS¢dziesigte pigte i inne, mniej okragte
rocznice urodzin. Sympozjum ku czci Davida Greena, zorganizowane przez jego
uczniéw oraz bylych i aktualnych wspdétpracownikéw, odbyto sie w lutym 1977 r.,
a materiaty w postaci pelnych tekstow wygtoszonych lub nadestanych z tej okazji
referatow ukazaly sie w rok pdzniej w postaci omawianej tu ksigzki.

Zawiera ona 17 rozdziatow napisanych przez ludzi, ktédrzy na swej drodze nau-
kowej zetkneli sie w taki czy inny sposéb z D. E. Greenem. Polskiego czytelnika
moze zainteresowac fakt, ze ws$réd autoréw jest dwoje Polakéw: Jerzy Popinigis
(Gdansk) napisat rozdziat 11l o zaleznosciach miedzy ultrastrukturg a funkcja odde-
chowg mitochondriéw, a Elzbieta Zubrzycka (Warszawa) jest wraz z D. H. MacLenna-
nem i innymi wspdétautorka rozdzialu XV o sarkoplazmatycznym retikulum. Ksigzka
zawiera rowniez krdétkie wspomnienia o Greenie napisane przez jego opiekunéw
naukowych, kolegéw i uczniéw, a siegajgce wstecz az po rok 1930, oraz wypowiedz
samego Greena na temat przesztych i obecnych a takze perspektyw przysztych badan
nad mitochondriami. Green wraz z G. A. Blondinem jest réwniez autorem jednego
z rozdziatéw, w ktérym daje wyraz swym pogladom na bioenergetyke mitochondriéw.

Trzynascie spos$rod siedemnastu rozdziatéw poswiecone jest specyficznym zagad-
nieniom ,,mitochondriologii”, a wiec miedzy innymi ultrastrukturze mitochondriéw,
transportowi jonéw, poszczeg6lnym skitadnikom tancucha oddechowego i kompleksom
enzymatycznym transportujgcym elektrony oraz syntetyzujgcym ATP, koncepcjom
»Sprzezenia energetycznego”, a takze biogenezie mitochondriow. Pozostate rozdzialty
omawiajg ogdlne problemy struktury bion biologicznych, role lipidéw w btonach,
mikrosomalne oksydazy i sarkoplazmatyczne retikulum.

Ogoélnie biorac, ksigzka stanowi ciekawy i cenny zbior informacji z zakresu
bioenergetyki i bton biologicznych, cho¢ przyznac trzeba, ze niektorzy sposrod auto-
réw podobne przeglady publikowali juz w ostatnich latach takze w innych wydaw-
nictwach. Czytelnika mniej wprowadzonego w istniejgce na terenie bioenergetyki
réznice pogladéw warto réwniez uprzedzi¢, ze pewne zagadnienia, w szczeg6lnosci
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sprawy wspotzaleznosci miedzy strukturg a funkcjag mitochondriéw i poglady na
istote sprzezenia energetycznego reprezentuja w znacznej mierze poglady szkoty
D. E. Greena, nie zawsze podzielane przez innych badaczy.

L. Wojtczak

Advances in Neurochemistry, tom III.

Red. B. W. Agranoff i M. H. Aprison,

Plenum Press, 1978, New York, London, stron 317, cena $ 39.—

Kolejny tom , Advances in Neurochemistry” zawiera artykuly przeglagdowe na

tematy z dziedziny neurochemii. Sg to:
1. 3-fosfodiesteraza 2,3-cyklicznego nukleotydu (N. R. Sims i P. R. Carnegie)
2. Immunohistochemia antygendéw specyficznych dla uktadu nerwowego (L. F. Eng

i J. W. Bigbee)

3. Skitad i funkcjonalna organizacja struktur synaptycznych (S. P. Mahadik, H. Ta-
mir, M. Rapport)
4. Wieloraka rola glutaminianu i asparaginianu w tkance nerwowej (R. P. Shank

i L. T. Graham, Jr.)

5. Biochemiczne aspekty neurotransmisji w synapsach hamulcowych — rola glicyny

(M. H. Aprison i E. C. Daly).

Jak wida¢ z zamieszczonego spisu tresci poruszana problematyka dotyczy za-
réwno zagadnien og6lnych jak i szczeg6towych. Redaktorzy tej serii wydawniczej
zostawiaja poszczeg6lnym autorom catkowitg swobode jeéli chodzi o spos6b przed-
stawiania poruszanych zagadnien.

Niektére artykuty sg bardzo trudne w odbiorze, dotyczy to przede wszystkim
rozdziatlu pt.: ,,Makromolekularny sktad i funkcjonalna organizacja struktur synap-
tycznych”, ze wzgledu na zwarta forme i olbrzymi tadunek informacji (398 pozycji
piSmiennictwa) a réwnocze$nie bardzo ubogi materiat ilustracyjny, artykut ten spet-
nia, wedtug mnie role katalogu haset.

Jedynie dwa artykuty w recenzowanym tomie {gcza sie ze sobg tematycznie
(Rozdziaty IV i V). Oméwiono w nich role aminokwaséw jako substancji neuro-
transmiterowych w ukfadzie nerwowym kregowcoéw. Aminokwasy (kwas glutaminowy
i asparaginowy oraz glicyna) petnia role w og6lnym metabolizmie i przez wiele lat
ich pobudzajgce lub hamujgce dziatanie na ukiad nerwowy traktowano jako efekt
niespecyficzny. W ostatnim dziesiecioleciu nagromadzito sie jednak szereg danych
neurochemicznych, neurofizjologicznych jak i neurofarmakologicznych, ktére wska-
zuja, ze aminokwasy te spetniajg kryteria stawiane substancjom neurotransmitero-
wym. Autorzy omawiajg istniejace jeszcze watpliwosci co do trafnosci interpretacji
niektérych faktéw oraz zwracajag uwage na kierunki przysztych badan. W artykule
poswieconym roli glicyny jako neurotransmitera podkreslono konieczno$¢ powigzania
badan podstawowych z badaniami klinicznymi zwlaszcza w przypadku tezca, hyper-
glicynemii i skurczéw spastycznych.

Zastosowanie technik immunohistochemicznych do badan antygenéw charakte-
rystycznych dla ukfadu nerwowego jest przedmiotem artykutu L. Enga i J. Bigbee.
Nalezy zatowaé, ze autorzy ograniczyli sie jedynie do przytoczenia wynikéw prac
eksperymentalnych bez préby ich oceny. Brak tez jest sugestii autoréw na temat
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dalszych mozliwosci wykorzystania tych technik. Zainteresowanym tgq problematyka
polecam artykut W. Stallcupa i M. Cohn — ,,Celi — specific antisera as reagents for
studying the N. S.” opublikowany w styczniowym numerze TINS (1979 r.).

Recenzowany tom , Advances in Neurochemistry”, podobnie jak i poprzednie
tomy tej serii zainteresuje nie tylko neurochemikéw, ale i neurobiologéow oraz le-
karzy.

J. Skangiel-Kramska

Contemporary Topics In Molecular Immunology, Tom 7

Red. R. A. Reisfeld i F. P. Inman

Plenum Press, 1978, New York, London, stron 438, cena $ 47,40

Przedstawiona do oceny ksigzka jest 7-ym z kolei tomem bardzo interesujgcego,
periodycznego wydawnictwa poswieconego problemom wspdtczesnej immunologii.
Immunologia stanowi obecnie jedna z najbardziej rozwijajacych sie gatezi nauki.
1lo$¢ uzyskiwanych informacji jest bardzo duza, a wyniki czesto sprzeczne i trudne
do interpretacji. Z tego wzgledu bardzo waznag role spetnia seryjne wydawnictwo
pt.: ,,Contemporary topics in molecular immunology", zamieszczajgce krytyczne ar-
tykuty przegladowe, napisane przez wybitnych specjalistow z roznych dziedzin im-
munologii.

7 tom omawianej serii zawiera 11 rozdziatéw: 1. Structure and function of serum
and membrane immunoglobulin D/IgD — G. A. Leslie i L. N. Martin; 2. Analysis of
biclonal immunoglobulins and their contributions to understanding the develop-
mental aspects of the antibody response —D. S.”Fair i R. G. Krueger; 3. Confor-
mational flexibility in immunoglobulins — A. B. Edmundson, K. R. Ely i E. E. Abola;
4. The effect of antigen on antibodies: Recent studies —H. Metzger; 5. Molecular
interactions of cells with antibody and complement: influence if metabolic and phy-
sical properties of the target on the outcome of humoral immune attack —S. H.
Ohanian, S. I. Schlager i T. Borsos; 6. Chemical aspects of the serum anaphylato-
xius — T. E. Hugli: 7. Hapten-sandwich labeling of cell-surface antigens — L. Wofsy,
C. Henry i S. Cammisuli; 8. Human DR (la-like) antigens: biological and molecular
profile — S. Ferrone, J. P. Allison i M. A. Pellegrino; 9. The molecular structure and
interrelationship of murine T lymphoid cell-surface antigens — F. Hunter, J. E. Mole
i J. C. Bennett; 10. Functional and structural considerations in the recognition of
virus-infected cells by cytotoxic T lymphocytes —T. J. Braciale, G. L. Ada i K. L
Yap; 11. Molecular events in lymphocyte activation: role of nonhistone chromoso-
mal proteins in regulating gene expression —J. M. Decker i J. J. Marchalonis.

W rozdziale 1 Leslie i Martin omawiajg osiggnigecia ostatnich lat w zakresie
badania biologicznej roli IgD.

Fair i Krueger wyjasniaja, w 2-gim rozdziale, ze biklonalna gamopatia jest od-
zwierciedleniem normalnego réznicowania sie komoérek produkujacych przeciwciata.
W rozdziale napisanym przez Edmundsorna i wsp. (rozdziat 3) omdéwione jest zagad-
nienie konformacyjnej elastycznosci drobin immunoglobulin. Na podstawie badan
rentgenograficznych autorzy omawiajg wzajemne potozenie regionéw Fab i Fc
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i wplyw antygenoéw i haptenéw na konformacje przeciwciat. Podobne zagadnienia
poruszane sg przez Metzgera w rozdziale 4. Autor dyskutuje w sposéb krytyczny
z pogladami na temat allosterycznos$ci przeciwciat.

Ohanian i wsp. w rozdziale 5, przedstawiaja hipotezy na temat oddziatywan ko-
mérek z przeciwciatami i dopetniaczem. Autorzy wyjasniaja w jaki sposéb sktadniki
dopetniacza reagujg miedzy sobg i z membranami, powodujgc uszkodzenie membran
i Smier¢ komorek. Zagadnienie roli sktadnikéw dopetniacza, C3a i Cba, znanych
jako anafilatoksyny dyskutowane jest przez Hugli w rozdziale 6. Autor wyjasnia
wptyw tych sktadnikéw na uwolnienie histaminy z komoérek, na skurcze mies$ni
gtadkich, wzrost przepuszczalnosci naczyn, oraz wplyw na wielojadrzaste leukocyty
i makrofagi.

Korzysci stosowania metody pietnowania haptenami do badania antygenéw ko-
moérkowych opisywane sg przez Wofsy i wsp. w rozdziale 7.

W rozdziale 8, Ferrone i wsp. omawiajg strukture i funkcje antygenéw la na
ludzkich limfocytach B oraz pokrewienstwo tych antygenéw do antygenu HLA-D.

Rola antygenéw H-2 w oddziatywaniach miedzykomdérkowych, mechanizmie od-
powiedzi immunologicznej omawiana jest w rozdziale 9 przez Hunter i wsp. oraz
w 10 przez Braciale i wsp.

Decker i Marchalonis opisujg procesy aktywacji limfocytow, a w szczeg6lnosci
role niehistonowych chromosomalnych biatek w regulacji ekspresji antygenowej
limfocytow. Autorzy sugerujg, ze aktywacja genu jest najbardziej istotnym etapem
w réznicowaniu sie¢ komoérek i w funkcji komorek.

Wszystkie rozdziaty napisane sa w sposéb jasny, krytyczny i zaopatrzone w naj-
nowsze odnosniki literaturowe. Wiadomosci przedstawione w poszczegdlnych roz-
dziatach beda interesujgce nie tylko dla specjalistow, ale rowniez dla badaczy z dzie-
dzin pokrewnych: biologéw, biochemikdw.

E. Lisowska

Advances in Experimental Medicine and Biology, Vol. 98
Immunobiology of Proteins and Peptides — I.

Red. M. Z. Atassi i A. B. Stavitsky

Plenum Press, 1978, New York, London, stron 524, cena $ 54.

Jednym z centralnych zagadniern immunologii jest zrozumienie molekularnych
podstaw oddziatywan antygen—przeciwciato oraz rozpoznawanie antygenéw przez
komorki. Jakkolwiek zagadnienie to jest wzglednie tatwe do opracowywania w od-
niesieniu do bardzo prostych substancji o znanej strukturze chemicznej, duze trud-
nosci nastreczajg badania z zastosowaniem antygenéw zitozonych, wysokoczgstecz-
kowych, np. biatek. Dopiero w ostatnich latach udato sie okresli¢ determinanty
antygenowe myoglobiny i lizozymu. Badania nad innymi biatkami sg prowadzone
obecnie w wielu osrodkach na S$wiecie. Badania te sg bardzo istotne dla wyjasnie-
nia swoistosci komoérek rozpoznajacych dane antygeny oraz dla wyjasnienia gene-
tycznej kontroli procesu rozpoznawania antygenéw. Przedstawiona do oceny ksigz-
ka stanowi 1 tom sprawozdania z Miedzynarodowego Sympozjum na temat immu-
nobiologii biatek i peptydow, ktore odbyto sie we wrze$niu 1977 r. w Minneapolis.
Ksigzka podzielona jest na 5 gtéwnych rozdziatow: Antigenic structure of proteins,
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Immunobiology of proteins and peptides, Immunoresponse to synthetic polymers
and to proteins, oraz Lymphocyte membrane structure. W obrebie tych gtdwnych
rozdziatow zamieszczone sg poszczegllne artykuly napisane przez najwybitniejszych
badaczy tych zagadnien, jak np. Atassi, Schechter, Benjamin, Feldman, Mozes,
Schlossman i wielu innych. Giéwnymi poruszanymi problemami sg: a) regulacja
syntezy przeciwcial —wydzielanie przeciwciat, ich powinowactwo oraz oddziatywa-
nie antygenéw z komoérkami B, b) genetyczna kontrola odpowiedzi immunologicz-
nej przeciw biatkom, c) funkcje subpolucji limfocytow, d) markery na btonach lim-
focytow, e) wiasciwosci rozpuszczalnych stymulatoréw i supresorow, f) immuno-
chemia i immunobiologia uktadéw hapten-no$nik i polimeréw aminokwasowych.
Zamieszczone w ksigzce artykuly pozwalajg na zrozumienie réznic i podobiefstw
miedzy antygenami oraz wskazujg na nowe kierunki badah w tej dziedzinie.

Przedstawiona ksigzka wyczerpujgco informuje o dotychczasowych wynikach
badan i moze stanowi¢ doskonate zrodto dla badaczy pragngcych rozpoczaé prace
na zaleznoscig miedzy struktura i antygenowos$cia biatek.

Ksigzka przeznaczona jest raczej dla os6b posiadajgcych opanowane podstawy
immunologii.

E. Lisowska

E. Beutler

Hemolytic Anemia in Disorders of Red Cell Metabolism

Plenum Medical Book Company, 1978, stron 266, cena $ 28,20.

Recenzowana ksiazka zostata wydana w serii monografii ,,Topics in Hemato-
logy”, ktérej gtéwnym celem jest przedstawienie w zwieztej formie swpdiczesnego
stanu wiedzy na temat podstawowych zagadnien dotyczacych metabolizmu komérek
krwi i zaburzen metabolicznych w chorobach krwi. Monografia Ernesta Beutlera,
znakomitego znawcy enzymologii krwinki czerwonej, biochemika i klinicysty, wy-
petnia luke istniejacg od dawna w pismiennictwie hematologicznym dotyczacym
niedokrwistosci hemolitycznych.

Z czterech rozdziatdbw, na ktore podzielona jest ksigzka, pierwszy — zatytuto-
wany ,Krwinka czerwona” — zawiera niezwykle przejrzysty opis cykléw metabo-
licznych zachodzacych w erytrocycie. Opis ten poprzedzony jest krotkim zarysem
wiadomosci o budowie btony komérkowej krwinki czerwonej, uwzgledniajgcym naj-
nowsze dane o poszczeg6lnych czesciach skitadowych tej specyficznej struktury:
poszczegodlnych warstw lipidowych, i biatkowych (spektryny, glikoforyny, biatka
aktyno-podobnego i innych), utozeniu przestrzennym tych warstw w stosunku do
siebie, co zapewnia niezwykle selektywng przepuszczalno$¢ btony dla rdznych
jonéw.

Wystepujagca w krwince przemiana glukozy w cyklu reakcji Embdena-Meyer-
hoffa prowadzi do nagromadzenia zwigzkéw bogatych w energie, i przy udziale
reakcji NAD+-*NADH do podstawowej dla funkcji erytrocyta przemiany kwasu
1,3-dwufosfoglicerynowego w kwas 2,3-dwufosfoglicerynowy regulujacy krzywa
dysocjacji tlenowej hemoglobiny. Natomiast tzw. cykl pentozowy przy udziale
przemiany NADP+->NADHP i redukcji glutationu dostarcza substratéw dla syntezy
nukleotydéw. Cykl ten charakterystyczny dla krwinki czerwonej — poza rolg w syn-
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tezie nukleotydéw zabezpiecza krwinke przez utrzymywanie glutationu w formie
zredukowanej przed uszkodzeniem przez niekontrolowang reakcje peroksydazowa.
Opis przemian metabolicznych dodatkowo zaopatrzony jest w tablice zawierajaca
szczeg6towa charakterystyke 25 enzymow krwinki czerwonej.

Na tym tle stajg sie zrozumiate zjawiska patologiczne wystepujgce w krwince
czerwonej w przypadkach defektow dotyczacych poszczeg6lnych enzymdw, dopro-
wadzajace do hemolizy.

W nastepnych 3 rozdziatach omoéwione zostaty kolejno:

1. Niedobo6r dehydrogenazy glukozo-6-fosforanowej, co stanowi najobszerniejszy roz-
dziat ze wzgledu na najwiekszg czesto$¢ wystepowania tego defektu genetycz-
nego (stwierdzono ten defekt u ie°/o populacji murzynskiej Stanéw Zjednoczo-
nych), ciezkie objawy Kliniczne i mozliwos¢ prowokowania hemolizy przez po-
danie niektorych lekéw. Autor szczegbtowo omawia strukture dehydrogenazy
glukozo-6-fosforanu, jej witasnosci kinetyczne oraz warianty. W tablicach zesta-
wiona jest czesto$¢ wystepowania defektu w rdznych populacjach ludnosci w nie-
mal wszystkich krajach $wiata, jak i czesto$¢ wystepowania oraz wtasnosci bio-
i fizykochemiczne poszczegélnych wariantéw tego enzymu. Objawy patologiczne
wyjasnione sg przejrzyScie mechanizmami biochemicznymi prowadzacymi do
okreslonych zmian funkcji komoérki. Wiele uwagi autor posSwieca omoéwieniu
wszystkich czynnikéw, ktére moga wyzwala¢ kryzys hemolityczny u ludzi z tym
defektem enzymatycznym, a wiec: infekcjom, kwasicy, zetknieciu z bobem
(favizm), a przede wszystkim lekom. Poza skrupulatnym wyliczeniem lek6w,
ktére moga prowokowaé objawy choroby, przedstawione sg réwniez leki, ktore
mozna bez obawy podawa¢ w tej wadzie wrodzonej. Takie ujecie stanowi o du-
zej wartosci praktycznej omawianej ksigzki.

2. Niedobdér kinazy kwasu pirogronowego —drugi co do czestoSci wystepowania
defekt enzymatyczny krwinki prowadzacy do hemolizy.

3. Inne niedobory enzymatyczne, rzadsze, o mniejszym znaczeniu klinicznym, jed-
nakze ciekawe, czy to z punktu widzenia genetycznego, czy tez biochemicznego,
jak: niedobory heksokinazy, fosfofruktokinazy, aldolazy, enzymoéw biorgcych
udziat w przemianie gliceraldehydu i redukcji i syntezy glutationu. Stosunkowo
obszerng cze$¢ ostatniego rozdziatu stanowig zaburzenia metabolizmu nukleo-
tydow w krwince czerwonej, a wsréd nich bardzo interesujgcy ,,High ATP Syn-
drome” i stosunkowo niedawno opisany niedobér nukleotydazy pirymidynowej.
Diagnostyka biochemiczna zaburzen aktywnosci kazdego z omawianych enzy-

moéw podana jest szczegétowo z krytycznym ustosunkowaniem sie autora do po-

szczegolnych metod.

Kazdy rozdziat opatrzony jest bogatym spisem pozycji bibliograficznych, do-
prowadzonym do konca 1977 roku. Jeden tylko rozdziat o niedoborze dehydrogenazy
glukozo-6-fosforanowej zawiera 833 pozycje. Juz sama bibliografia stanowi¢ by mogta
o0 niezwyktej wartosci tej ksigzki.

Ksigzka E. Beutlera ,,Niedokrwisto$¢ hemolityczna w zaburzeniach metaboliz-
mu krwinki czerwonej” stanowi przyktad nowoczesnej monografii klinicznej opartej
o rzetelng wiedze biochemiczng. Ksigzka ta uczy wspotczesnego, biochemicznego
podejscia do zjawisk patologicznych w ustroju. Niedarmo tez prof. Maxwel Wintro-
be — redaktor serii ,, Topics in Hematology” — Swiatowej stawy hematolog i autor
najlepszych podrecznikéw hematologii—w krotkiej przedmowie do ksiazki napi-
sat: ...” monografia dr Ernesta Beutlera dlugo bedzie stuzy¢ jako model dla mono-
grafii z podstawowych dziedzin nauk medycznych... Powstal tom, ktéry moze by¢
uznany naprawde za ostatnie stowo w tej waznej dziedzinie”.

Z. Kuratowska
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A. S. Prasad

Trace Elements and Iron in Human Metabolism

Plenum Press, Medical Book Company, 1978, New York, London, stron 392,
cena 35,40 $.

Ksigzka stanowi jedna z trzech pozycji serii wydawniczej ,,Topics in Hemato-
logy” (red. M. M. Wintrobe). Pozostate dwie to: ,, The respiratory Functions of
Blood” — L. Gorby i J. Meldon oraz ,,Hemolytic Anemia in Disorders of Red Cell
Metabolism” — E. Beautler.

Ksigzka A. S. Prasad jest obszernym przeglagdem piSmiennictwa z zakresu bio-
chemii, fizjologii, patologii i toksykologii zelaza oraz najwazniejszych pierwiastkow
Sladowych wystepujacych w organizmie cztowieka. W pierwszej czesci zatytuto-
wanej ,,Essential Elements” (330 stron, okoto 1500 pozycji piSmiennictwa) omdwione
zostaly pierwiastki niezbedne dla ustroju; takie jak miedz, zelazo, cynk, magnez,
mangan, selen, fluor, jod, chrom, a takze nikiel, wanad, krzem i cyna. W drugiej
czesci — ,, Toxic Elements”— kadm, otéw i rte¢ (32 strony, 115 pozycji piSmien-
nictwa). W ksigzce najwiecej uwagi poswiecono cynkowi, zelazu i miedzi zapewne
w zwigzku z osobistymi zainteresowaniami autorki, ktéra opublikowata szereg prac
z zakresu biochemii i fizjologii tych pierwiastkow.

Zgodnie z przyjetym schematem podrozdziatow, przedstawiajgc w ksigzce ko-
lejne pierwiastki autorka omawiata ich wigzanie narzadowe ze szczegdlnym
uwzglednieniem wigzania we krwi, wigzanie z biatkami, wchtanianie, metabolizm
i wydalanie, role danego pierwiastka w ustroju. Bardzo szczeg6towo przedstawita
tez zmiany biochemiczne oraz objawy Kkliniczne towarzyszgce niedoborom pierwiast-
kow S$ladowych, a takze niektore jednostki chorobowe zwigzane z zaburzeniami
przemiany lub niedoborem metali niezbednych.

Dla przyktadu: w przegladzie na temat miedzi mozna znalez¢ wiele szczeg6tow
dotyczacych zaburzen zwigzanych z jej niedoborem a charakteryzujacych sie uszko-
dzeniem ko$éca, tkanki tgcznej, schorzeniami naczyniowymi, uszkodzeniem uktadu
nerwowego itp. Po oméwieniu najwazniejszych enzymoéw zawierajacych w czastecz-
ce miedz (oksydaza cytochromu c, dysmutaza ponad nadtlenkowa, urykaza, oksydazy
aminowe) przedstawiono role miedzi w metabolizmie zelaza, a nastgpnie metabolizm
miedzi (wchtanianie, wigzanie, transport, wydalanie). W punkcie traktujagcym o pod-
wyzszonych poziomach miedzi autorka przedstawita objawy zatru¢ zwigzkami mie-
dzi, jak rdéwniez biochemiczne i patologiczne zmiany wystepujgce w chorobie
Wilsona. Informacje dotyczace ceruloplazminy, jej budowy, roli, pozioméw we krwi
sg rozproszone i do$¢ trudne do uchwycenia. Autorka nie wspomina o zmianach
w subkomorkowym rozmieszczeniu miedzi w watrobie zaleznych od jej poziomu
narzadowego. Niesciste i niepetne sg dane o niskoczgsteczkowych biatkach miedzio-
wych wystepujacych w duzych ilosciach w watrobach zaréwno noworodkéw jak
i ludzi cierpigcych na chorobe Wilsona. Mitochondrokupreina, o ktérej autorka
wspomina, zostata zidentyfikowana jako metalotioneina w 1974 roku, a rola meta-
lotioneiny w gospodarce miedzig w ustroju byta postulowana przez Evansa juz
w 1973 r.

Poruszenie ogromnej liczby probleméw w jednej ksigzce nie pozwolito unikngé
pobieznego nadwietlenia niektdrych z nich. Czytajacemu jg biochemikowi zabraknie
w wielu miejscach istotnych informacji na temat sposobu wigzania metalu z biat-
kiem (lub inng substancjg endogenna) jak réwniez bardziej szczegétowych danych
0 budowie chemicznej czy mechanizmie dziatania omawianej metaloproteiny. Lekarz
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klinicysta znajdzie niewatpliwie znacznie dokiadniejsze dane na temat patologii,
patogenezy lub etiologii niektérych schorzen w fachowym pismiennictwie medycz-
nym. Zbyt ubogo takze opisane sg zagadnienia toksykologiczne cho¢ wiadomo, ze
pierwiastki fizjologicznie niezbedne moga powodowaé powazne zatrucia w przy-
padku nadmiernego obcigzenia organizmu.

Ta wybitnie interdyscyplinarna ksiazka moze jednak stuzy¢ jako zrédio bogato
cytowanego pismiennictwa (szczeg6lnie cze$¢ pierwsza) tym bardziej, ze autorka
podaje tytuty wszystkich cytowanych prac. Pewne utrudnienie stanowi jednak fakt,
ze przytaczajac nowsze dane autorka odwotuje sie czesto nie do prac oryginalnych
lecz przytacza zrédia ksigzkowe z lat 1976 i 1977. Sa to:

1. Trace Elements in Human Health and Disease, tom | i Il, red. A. S. Prasad,
Academic Press, N. Y., 1976.

2. Underwood E. J. Trace Elements in Human and Animal Nutrition, wyd. 4,
Academic Press, N. Y., 1977.

Bardzo waski, w poroéwnaniu z pierwsza czeScig ksigzki, przeglad zagadnien
zwigzanych z biochemiag i toksykologia kadmu, otowiu i rteci oparty jest réwniez
na dwoch wymienionych pozycjach. W tej czeSci autorka przytacza dodatkowo
obszerng monografie Friberg L. i wsp. Cadmium in the Environment, CRC Press,
Cleveland, Ohio, 1974. W S$wietle powyzszego zdziwienie moze budzi¢ brak odnos-
nika do drugiej podobnej monografii dotyczacej rteci: Friberg L. i Vostal I. Mer-
cury in the Environment, CRC Press, 1972.

Druga cze$¢ ksiazki budzi znacznie wiecej zastrzezen niz pierwsza. W chwili
obecnej jednak, gdy zanieczyszczenie S$rodowiska staje sie coraz powazniejszym
problemem i gdy ukazujg sie setki prac z zakresu biochemii i toksykologii metali
ciezkich, gdy trudno jest opracowac przeglad tych zagadnien w tak wielkim skrécie.

Niezaleznie jednak od wszystkich wymienionych zastrzezen ksigzka moze sta-
nowi¢ uzyteczng pozycje w bibliotece zaréwno lekarza i biochemika, jak i toksy-
kologa.

E. Mogilnicka

Superoxide and Superoxide Dismutases

Red. A. M. Michelson, J. M. McCord i I. Fridovich

Academic Press, 1977, London, New York, stron 568, cena £ 125.

Odkrycie w 1969 przez McCorda i Fridovicha aktywnos$ci enzymatycznej ery-
trokupreiny —jako dysmutazy ponadtlenkowej (wg EC, oksydoreduktaza ponad-
tlenek: ponadtlenek, stosowany skrot SOD) byto w znacznym stopniu nastepstwem
szczeSliwego przypadku. Dzisiaj, w niespetna 10 lat od tego wydarzenia, rozmiar
wiedzy o dysmutazach ponadtlenkowych i ich roli w metabolizmie tlenu jest tak
duzy, ze — jak pisze Michelson w przedmowie — moze byé poréwnywany nawet z ta-
kimi osiggnieciami w historii biochemii jak odkrycie struktury DNA przez Watsona
i Cricka w 1953.

Recenzowana ksigzka jest wynikiem prac pierwszego seminarium na temat
»Superoxide and Superoxide Dismutase”, zorganizowanego przez Europejska Orga-
nizacje Biologii Molekularnej (EMBO) w 1976, w Banyuls, Francja. Stanowi ona
reprezentatywne podsumowanie wiadomosci o roli rodniko-jonu ponadtlenkowego
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i dysmutaz ponadtlenkowych w metabolizmie komorki, zarysowujac jednocze$nie
perspektywy rozwoju tej dyscypliny nauki i ewentualnego jej zastosowania w prak-
tyce. Pozycja ta jest, jak dotychczas jedynym, poswieconym w catosci tej tematyce
wydawnictwem ksigzkowym i dobrze sie stato, ze zadbano w niej by prezentowane
problemy byly mozliwie bogato udokumentowane graficznie i zaopatrzone we wspét-
czesne pisSmiennictwo.

Zebrany w ksigzce materiat podzielony jest z konieczno$ci na 45 krotkich roz-
dziatéw, bedacych w wigkszosci pracami eksperymentalnymi. Mozna je jednak pota-
czy¢ w pie¢ spojnych tematycznie grup. A oto poruszana w nich tematyka:

1. Metodyka badania reakcji katalizowanej przez SOD,

2. Rodniko-jon ponadtlenkowy jako substrat SOD,

3. Przeglad wtasciwosci réznych form SOD, ze szczegdlnym uwzglednieniem

relacji miedzy strukturg a ich funkcja,

4. Rola SOD i jej substratu w metabolizmie komorki,

5. Zastosowanie kliniczne SOD.

Cze$¢ pierwsza (2 rozdziaty) poswiecono przegladowi metod stosowanych do
oznaczania aktywnosci SOD. Zwrocono szczegbélng uwage na trudnos$ci w pordéwna-
niu wynikow otrzymywanych réznymi metodami oraz na konieczno$¢ wprowadzenia
mozliwie uniwersalnej jednostki aktywnos$ci tego enzymu, niezbednej chociazby przy
diagnostycznej ocenie zmian aktywnosci.

Cze$¢ druga ksigzki obejmuje 11 rozdziatbw i omawia witasciwosci fizyko-che-
miczne oraz mozliwosci powstawania (wytwarzania) rodniko-jonu ponadtlenkowego
w uktadach ,in vivo” i ,In vitro”. Zaakcentowano w niej takze toksyczny charakter
tego zwigzku dla struktur biologicznych.

W kolejnej, trzeciej czesci (13 rozdziatéw), przedstawiono dane dotyczgce struk-
tury oczyszczonego enzymu — erytrokupreiny oraz wyjasniono mechanizm oddzia-
tywania enzymu z substratem oparty na rezultatach badan Kkinetyki katalizowanej
przez ten enzym reakcji. Ponadto omoéwiono wszystkie znane formy dysmutaz ponad-
tlenkowych, enzyméw — jak sie okazuje — charakterystycznych dla wszystkich orga-
nizmoéw tlenowych.

Cze$¢ czwartg recenzowanej ksigzki (13 rozdziatéw) poswiecono wynikom badan
funkcji metabolicznych SOD. Zaproponowano, cze$ciowo hipotetyczny, mechanizm
dziatania SOD w procesie fagocytozy bakterii przez leukocyty wielojgdrowe ssakéw,
a takze w procesach zabezpieczania mitochondriéw i chloroplastéw przed toksycz-
nym dziataniem rodniko-jonu ponadtlenkowego.

W czesci piagtej (4 rozdziaty) zasygnalizowano mozliwosci diagnozowania niekto-
rych standéw patologicznych u ssakéw (takze u czlowieka), opierajac sie na pomiarach
aktywnosci SOD w surowicy krwi, a takze zastosowania SOD lub jej ,analogéw”
(orgoteina) jako lekoéw przeciwzapaleniowych.

Recenzowana ksigzka zawiera ponadto dwa rozdziaty uzupetniajace: pierwszy
poswiecony historii odkrycia reakcji dysmutacji katalizowanej przez SOD i drugi
krotko podsumowujacy zawarty w ksigzce materiat. Jednoczesnie, jakkolwiek wiegk-
szo$¢ autorow dyskutuje prezentowane wyniki z danymi juz opublikowanymi, szkoda,
ze w tej bogatej w kontrowersje publikacji zabrakio czesci poswieconej gtosom
w dyskusji uczestnikéw seminarium.

W sumie, ksigzka ta zawiera bardzo bogaty materiat eksperymentalny nierzadko
poparty przejrzystymi wywodami teoretycznymi i stanowi przez to istotng pozycje
w biezacej literaturze naukowej. Z uwagi jednak na interdyscyplinarny charakter
poruszanych zagadnien, przeznaczona jest ona raczej dla pracownikéw nauki, nie-
koniecznie biochemikéw, z pewnym stazem naukowym.

W. P. Michalski
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Dietary Fats and Oils in Human Nutrition
FAO Food and Nutrition Paper, Report of an Expert
Consultation FAO/WHO, Rzym, 21—30.09.1977, stron 94.

We wrze$niu 1977 r. w Rzymie odbyta sie konferencja ekspertéw FAO i WHO
poswiecona problematyce ttuszczéw i olejéw jadalnych w wyniku ktérej opubliko-
wano raport liczacy 94 strony.

Jest to oficjalny dokument FAO i WHO odnos$nie roli ttuszczéw i olejow jadal-
nych w zywieniu cztowieka. Znaczenie tych obrad jest bardzo donioste ze wzgledu
na fakt, ze nawet w krajach wysoce rozwinietych gospodarczo szerzg sie choroby
zwigzane z niewtasciwym zywieniem. Tiuszcze w zywieniu cztowieka stanowig pro-
blem ztozony i kontrowersyjny.

W ciggu ostatnich lat poczyniono znaczne postepy w badaniach nad wptywem
spozywanych ttuszczéw na organizm cztowieka w wyniku ktérych powstata potrzeba
rewizji dotychczasowych pogladéw odnos$nie wartosci ttuszczow jadalnych. Przy czym
rysujg sie tu dwa podstawowe zagadnienia: znaczenie tluszczOw w zywieniu cztowie-
ka i aspekty bezpieczenstwa dla zdrowia cztowieka. Opracowanie ekspertéw FAO/
IWHO jest synteza referatéw przedstawionych na konferencji, zawiera dziesie¢ za-
sadniczych rozdziatéw i wnioski.

Po wprowadzeniu w rozdziale pierwszym, rozdzial drugi omawia podstawowe
pojecia i definicje dotyczace ttuszczow, olejow, ich klasyfikacje oraz nomenklature
niezbednych nienasyconych kwaséw tluszczowych (NNKT). Kolejne rozdziaty zaj-
mujg sie nastepujacymi problemami: 1) tluszcze jako zrodto energii, 2)‘ zastosowanie
thuszczow w zywieniu dorostych i dzieci, 3) niezbedne nienasycone kwasy tluszczowe,
4) rola NNKT we wczesnym rozwoju cztowieka, 5) rola ttuszczéw w prewencji i le-
czeniu choroby wiencowej, otytosci i cukrzycy, 6) wptyw proceséw technologicznych
na warto$¢ zywieniowg thuszczéw i olejéw, 7) uwagi og6lne ze szczeg6lnym uwzgled-
nieniem oleju rzepakowego oraz czeSciowo utwardzonego ttuszczu ryb morskich
zawierajgcego dtugotancuchowe wielonienasycone kwasy tluszczowe, 8) ostatnie ten-
dencje produkcji, handlu i konsumpcji ttuszczéw i olejow, 9) wptyw hodowli zwie-
rzat i uprawy roslin na jako$¢ i skiad ttuszczow zwierzecych i roslinnych.

Opracowanie zamykaja wnioski koncowe zawierajgce sugerujace kierunki dal-
szych badan w tej dziedzinie.

Szczeg6lnie interesujgce wydajg sie uwagi zawarte w rozdziatach dotyczacych
NNKT.

Do niezbednych nienasyconych kwaséw ttuszczowych zaliczane sg kwas linolowy
(Ci82,ne)i kwas a-linolenowy (Ci83, n-s) oraz powstajace ich metabolity o diuzszych
fancuchach weglowych np. kwas arachidonowy (C20:4,n6) i kwas ylinolenowy
(Cis3, n-e) powstajace z kwasu linolowego:

linolowy a-linolenowy
18:2, n-6 arachidonowy eikozapentaenowy

20:4, n-6 20:5, n—3
Y-linolenowy 18:4, n—3
18:3, n-6 22:4, n-6 22:5, n—3

20:4, n—3

dihomo-Y-linolenowy 22:5 n-6 dokozaheksaenowy
20:3, n-6 22:6, n—3

(n —oznacza numer atomu wegla przy ktdrym wystepuje pierwsze podwdjne wig-
zanie liczac kolejnos¢ wegli od grupy metylowej CH3.
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W wyniku ostatnich badan stwierdzono, ze minimalne zapotrzebowanie na nie-
zbedne nienasycone kwasy ttuszczowe (NNKT) u cztowieka zdrowego jest pokryte
jezeli dostarczajg one 3% ogo6lnej kalorycznosci catodziennego pozywienia.

W okresie cigzy i karmienia niemowlat przez kobiete zalecane sa wieksze ilosci
NNKT w pozywieniu. W okresie cigzy procent energii pochodzgcej z NNKT powinien
wynosi¢ 4,5%, a dla matek karmigcych 5—7% energii pochodzacej z NNKT.

Preparaty mleczne dla niemowlat powinny zawieraé te same ilosci NNKT co
mleko dobrze odzywionej matki zawierajgce niezbedne nienasycone diugotancuchowe
kwasy ttuszczowe, a stosunek kwaséw z rodziny n-6 do kwaséw z rodziny n-3 po-
winien wynosi¢ 5:1.

Stwierdzono ostatnio, ze w mleku zdrowej dobrze odzywionej kobiety kwasy
nienasycone ditugotancuchowe c 20:3, «-e, C 204, «_6, C22:4,»_6 i C22:5 n_e stanowig okoto
1% og6lnej ilo$ci kwaséw ttuszczowych, a kwasy c 2o0:s,n_3, C22:2,n_3, i C22:6,,_3 okoto
1,3% przy og6lnej zawartosci wszystkich NNKT wynoszacej okoto 12,4% wszystkich
kwaséw ttuszczowych. NNKT zawarte w mleku zdrowej dobrze odzywionej matki
dostarczaja dziecku 5—6% ogo6lnej ilosci Kalorii z tego 4—5% Kalorii pochodzi z kwa-
su linolowego Ci8:22,n_6 i z kwasu a-linolenowego Ci8:3 «_3, a 1% Kalorii z kwaséw
thuszczowych o dtuzszych tancuchach (c2o0 i C22). W ustroju kobiety podczas przemia-
ny kwaséw cig;2, n-e i ci8:3, n-3 do kwasoéw o dtuzszych tahcuchach (c2o i c22) nastepuja
straty stanowigce 1—2% energii, co uwzglednia si¢ przy zwigkszonych zaleceniach
ilosci NNKT dla kobiety karmigcej (5—7% og6lnej ilosci Kalorii).

Stwierdzono rowniez wystepowanie duzych ilosci kwaséw nienasyconych C20:4,n 6
i C2:6,n3 w tozysku i tkankach ptodu, gtéwnie w fosfolipidach mézgu i watroby.
W zwiazku z rozwojem ptodu wzrasta zapotrzebowanie na NNKT i dlatego u kobiet
ciezarnych zwigkszono zalecang ilos¢ NNKT o 1,5% (w przeliczeniu na Kalorie) ponad
zapotrzebowanie podstawowe.

W wyniku doswiadczen przeprowadzonych na zwierzetach stwierdzono, ze nie-
dobory NNKT w pozywieniu samic ciezarnych obok niedoboréw biatkowych powo-
dowaly uposledzenie rozwoju moézgu plodu oraz wpiywaly na zwiekszenie iloSci
martwych ptodéw.

Racja pokarmowa ludzi wykazujacych ryzyko choroby wiencowej, w otytosci
lub cukrzycy powinna dostarczaé 10—15% energii z biatka, 30—39% z ttuszczu z ob-
nizong zawartosciag nasyconych kwasoéw tluszczowych przy poziomie kwasu linolo-
wego stanowigcego 1/3 wszystkich kwaséw ttuszczowych. Zawarto$¢ cholesterolu nie
powinna przekracza¢ 300 mg dziennie.

W ciggu ostatnich dziesieciu lat rola i znaczenie NNKT staly sie przedmiotem
wielu prac badawczych. Dotychczas gtéwnie zwracano uwage na znaczenie kwasu
linolowego (Cig2 ns)- Ostatnie badania wykazaty, ze kwas a-linolenowy (Ci83, nj)
i jego metabolity 20 i 22 weglowe (C20s, »_3 i C22:5,«-3) odgrywaja specyficzng role
w rozwoju i funkcjonowaniu niektérych tkanek gtéwnie moézgu i siatkéwki oka.
Dlatego nalezy uwaza¢ kwas a-linolenowy za niezbedny sktadnik pozywienia.

Ostatnio jako kryterium niedoboréw NNKT w ustroju przyjmuje sie stosunek
kwaséw C20:3 n-900 do C204,» 6 w fosfolipidach surowicy krwi zamiast przyjetego
w 1964 r. kryterium wyrazonego stosunkiem catkowitej ilosci kwasoéw trojnienasy-
conych do czteronienasyconych. Wedtug ostatnich pogladéw stosunek ten nie powi-
nien przekraczac¢ 0,2.

Ponadto przyjeto kilka innych parametréw opartych na analizie kwaséw ttusz-
czowych lipidéw surowicy krwi. W niedoborze NNKT podnosi sie poziom Ci8i, n_7,
Ci8:ii,n9 i C203 n9 przy jednoczesnym zmniejszeniu poziomu kwaséw z rodziny n-6.

Zawartos¢ kwasu linolowego (Ci82 »-e) w estrach cholesterolu surowicy krwi
moze by¢ takze uzywana jako wskaznik zapotrzebowania ustroju na NNKT.

*) Kwas eikozatrienowy, metabolit kwasu oleinowego (Cn:i, n_9).
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Roéwniez znajac zawarto$¢ kwasow ttuszczowych fosfolipidéw surowicy krwi
mozna obliczyé procent Kalorii pochodzgcych z kwasu linolowego z wzoru:

logio kwasu linolowego = o0,079(Cls:2, n 6+ CZILn_G—CZO:& n-¢)—1,9 mn

w ktorym kwas linolowy jest wyrazony w procentach ogdlnej kalorycznos$ci spozytej
racji pokarmowej, a trzy pozostate kwasy ttuszczowe sga wyrazone w procentach
ogdlnej ilosci kwasoéw ttuszczowych fosfolipidéw surowicy krwi u dzieci. Dla zdro-
wych dzieci karmionych piersiag otrzymano wynik 51% Kalorii stosujgc wzor |
a stosujagc wzdr Il otrzymano wynik 4, 8% Kalorii:

logio kwasu linolowego ~ 5,8 (logio wszystkich kw. n-6)—8,5 (1)

Nieprawidtowos$¢ w przemianie kwasu linolowego Ci8:2, n-6 do C20<4 n~e moze byc¢
wykryta przez wyliczenie stosunku Ci82,n 6 do mn-& Normalnie u dzieci ten sto-
sunek wynosi 1,67+0,62 podczas gdy w ostrym niedoborze NNKT okoto 1,2.

Sposréd przedstawionych w niniejszym opracowaniu 19 kierunkéw przysztych
badan, na szczeg6lng uwage zastuguja nastepujgce problemy:

— Badania nad zapotrzebowaniem na NNKT ze szczegélnym uwzglednieniem
roli tych kwaséw w ustroju oraz ich ilosci niezbednych dla wzrostu, regene-
racji tkanek i biosyntezy prostaglandyn.

— Poszukiwania nowych kryteriéw oceny niedoboréw NNKT u ludzi.

— Badania majace na celu okreslenie optymalnego zapotrzebowania ustroju na
NNKT z uwzglednieniem wieku oraz r6znych stanéw fizjologicznych (cigza,
laktacja).

— Wplyw dodatkowego pozywienia zawierajgcego NNKT na stan zdrowia i stan
odzywiania dzieci karmionych piersia przez zle odzywione matki i dzieci
wcze$nie odstawionych od piersi.

— Badania nad wptywem zmian sktadu kwaséw ttuszczowych w pozywieniu na
sktad lipidéw surowicy krwi u dzieci.

— Dalsze badania nad rolg tluszcz6w w etiopatogenezie choroby wiehcowej.

— Zastosowanie ulepszonych bardziej precyzyjnych metod analitycznych ozna-
czania zawartos$ci witaminy E w pozywieniu.

— Whpilyw przeciwutleniaczy na metabolizm NNKT.

— Dalsze badania nad olejem rzepakowym majgce na celu znalezienie innej
substancji poza kwasem erukowym — odpowiedzialnej za zmiany w sercu
u zwierzat.

— Opracowanie bardziej nowoczesnych metod analitycznych oznaczania kwaséw
ttuszczowych cis i izomeréw trans w pozywieniu.

Omawiana publikacja ta jest niezwykle cenna, bardzo zwiezle przedstawiono
role ttuszczu w zywieniu cztowieka. Jednocze$nie do$¢ bogato uzupetniona jest ma-
teriatem tabelarycznym zawierajgcym dane o skiadzie ttuszczow, ich produkcji i dy-
strybucji. Zwraca réwniez uwage na pozadane zmiany w stosowanych procesach
technologicznych.

G. Okolska
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Nutritional Improvement of Food and Feed Proteins

Red. Mendel Friedman

Plenum Press, 1978, New York, London, stron 882, cena $ 83,40.

Ksigzka stanowi zbiér 40 gtéwnych referatow przedstawionych na Sympozjum
pt.. ,,Improvement of Protein Nutritive Quality of Foods and Feeds”, w Chicago
1977 r.

Wedtug szacunkowych danych ponad 500 milionéw ludzi cierpi obecnie na nie-
dobdr biatka w pozywieniu. Liczba o0s6b cierpigcych na niedozywienie biatkowe
narasta z kazdym rokiem w miare przyrostu naturalnego ludnosci, za ktérym nie-
stety nie podaza odpowiedni przyrost ilosci zywnosci. Istnieje zatem konieczno$¢
szybkiego zwigkszenia produkcji zywnosci a szczeg6lnie petnowarto$ciowego biatka
zaréwno na zaspokojenie bezposrednich potrzeb konsumpcyjnych ludnosci oraz po-
Srednio na pokrycie potrzeb zywienia zwierzat hodowlanych.

Warto$¢ biologiczna biatka tj. warto$¢ zywieniowa zalezy od jego sktadu amino-
kwasowego, a szczeg6lnie od zawartosci aminokwaséw egzogennych. Wiele produk-
tow spozywczych, szczegélnie pochodzenia roslinnego, wykazuje mniejszg wartos$c
biologiczng biatka, ze wzgledu na niskg zawarto$¢ wielu aminokwaséw egzogennych.
Szczeg6lnie odnosi sie to do biatek zbozowych wykazujacych mniejsza zawartosé
takich aminokwaséw jak izoleucyna, lizyna, treonina i tryptofan oraz ro$lin stracz-
kowych, ktére sg czesto ubogim Zrédiem metioniny.

W celu dostarczenia witasciwego biatka wzrastajgcej stale na kuli ziemskiej
ludnosci (ok. 24o rocznie) nalezy podja¢ wielokierunkowg akcje w dziedzinie rol-
nictwa, hodowli oraz przetwérstwa zywnosci. Trzeba zmobilizowaé w wiekszym
stopniu niz dotychczas s$rodki w dziedzinie uzyskiwania nowych odmian roslin
i zwierzat hodowlanych oraz w przetworstwie zywnosci. Nalezy w tym celu zaanga-
zowaé genetykéw, chemikéw i technologéw zywnosci oraz biochemikéw, zywieniow-
cow, dietetykow, lekarzy, toksykologéw zywnosci a takze ekonomistéw zajmujacych
sie zagadnieniami produkcji zywnosci i wyzywienia.

W zwigzku z tym zostata zorganizowana miedzynarodowa konferencja celem
kompleksowego omdwienia problemoéw zwigzanych z produkcjg zywnosci zawiera-
jacej petnowartosciowe biatko (nowe odmiany wysokobiatkowych roslin, nowe od-
miany zwierzat hodowlanych), nowoczesnym przetworstwem zywnosci i wytwarza-
niem petnowarto$ciowych produktéw spozywczych o najkorzystniejszym skiadzie
aminokwasowym biatek, tacznie ze wzbogacaniem w odpowiednie aminokwasy pro-
duktéw niepetnowartosciowych. Szczegélng uwage zwr6cono na omoéwienie nowo-
czesnych proceséw technologicznych w przetwdrstwie zywnosci, majacych na celu
jak najwieksza ochrone biatka w procesie obrobki chemicznej i termicznej. Uwzgled-
niono takze chemiczng i mikrobiologiczng synteze egzogennych aminokwaséw a tak-
ze zagadnienia interreakcji pomiedzy aminokwasami lub biatkiem a innymi sktad-
ikami zywnosci w procesie jej produkcji i magazynowania. Osobnym tematem obrad
byly aspekty gospodarcze dotyczace kosztéw wytwarzania oraz wzbogacania zyw-
nosci. Przeprowadzono takze weryfikacje metod dotyczacych biologicznej oceny
biatek ze szczeg6lnym uwzglednieniem proceséw przyswajania biatka wzbogaconego
w aminokwasy a takze zagadnienia antagonizmu pomiedzy poszczeg6lnymi amino-
kwasami w procesie przemian metabolicznych.

Duzo miejsca poswiecono specjalnym preparatom biatkowym stosowanym w do-
zywianiu dzieci i miodziezy w krajach rozwijajacych sie. Poruszone zostaly takze
zagadnienia norm zapotrzebowania na biatko i aminokwasy. Zagadnienia te zostaly

11 Postepy Biochemii
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przedstawione w referatach, z ktérych ponad potowa zamoéwiona zostata specjalnie
przez komitet organizacyjny sympozjum.

Monografia ta jest wiec zbiorem doniesien z prac doswiadczalnych oraz specjal-
nie zamoéwionych referatéw wodacych. Ogotem zawiera ona 40 referatéw opraco-
wanych przez wybitnych specjalistéw — genetykéw, chemikéw, biochemikéw, tech-
nologéw, fizjologéw i zywieniowcow.

Warto zwréci¢ szczegdlng uwage na nastepujgce prace:

1 R. P. Abernathy i S. J. Ritchey: Position paper on RDA for protein for chil-
dren. W pracy tej poruszono zagadnienia norm zapotrzebowania na biatko dla dzieci.
Podkres$lono, ze Recommended dietary Allowances (RDA) ulegajg co 5 lat rewizji
w celu okre$lenia zapotrzebowania na biatko zgodnie z aktualnym stanem wiedzy.
Podkres$lono, ze w 1958 r. zalecane normy na biatko dla dzieci w wieku 7—9 lat
wynosity 60 g/dzien i ulegly obnizeniu do 36 g w roku 1974, tj. ulegty zmniejszeniu
0 okoto 40%. W pracy tej wykazano, ze przy typowym mieszanym pozywieniu ame-
rykanskim, nalezy zabezpieczy¢ spozycie okoto 45 g biatka/dzieh. Jezeli uwzglednimy
margines bezpieczenstwa wynoszacy 30%, woéwczas norma spozycia wyniesie okoto
58,5 g biatka/dzien.

Warto nadmieni¢, ze w nowszym piSmiennictwie $wiatowym przestawiono po-
glady, $wiadczace o koniecznos$ci rewizji zbyt niskich norm spozycia biatka, propo-
nowanych przez ekspertow FAO/WHO. Zagadnienia te zostaly ostatnio przedstawione
w polskim pismiennictwie (,,Biatko i tluszcze w zywieniu cztowieka”, red. S. Ziem-
ianski, Wyd. Wszechnica Polskiej Akademii Nauk. Problemy Naukowe Wspoiczes-
nosci. Ossolineum — Wroctaw 1979).

2. Helen E. Clark, Marie F. Brewer, Lynn B. Bailey: Effect on nitrogen retention
by adults of different proportions of indispensable amino acids in isonitrogenous
cereal-based diets. W pracy tej przedstawiono wyniki réznorodnych badan prze-
prowadzonych na miodych dorostych mezczyznach, ktérym podawano w pozywieniu
biatka roslinne wzbogacane w aminokwasy w réznych zestawieniach. Zapropono-
wano najkorzystniejszy zestaw produktdéw biatkowych, zawierajgcych niepetnowar-
tosciowe biatko.

3. Hamish N. Munro: Nutritional Consequences of excess amino acid intake.
W pracy poruszono mozliwe niekorzystne nastepstwa nadmiernego spozycia amino-
kwaséw i niebezpieczenstwa zwigzanego z niekontrolowanym wzbogacaniem zywnosci
w aminokwasy.

4. Gene A. Spiller, Joan E. Gates: Defining dietary plant fibers in human
nutrition. Autorzy przedstawiali wiele cennych danych odnosnie btonnika pozywie-
nia tgcznie z definicjg chemiczng i kliniczng a takze metodami oznaczania tego waz-
nego sktadnika pozywienia. Jak wiadomo btonnik nie jest trawiony i wykorzystany
przez cztowieka lecz jest niezbedny w pozywieniu ze wzgledu na jego role w regulacji
czynnos$ci motorycznej przewodu pokarmowego.

Wiele prac poswiecono wzbogacaniu biatka i jego produkcji tgcznie z mozliwoscig
wykorzystania niekonwencjonalnych zrodet biatka z zastosowaniem nowych metod
chemicznych i mikrobiologicznych oraz wspdtczesnych metod oznaczania aminokwa-
soéw i biatka.

Bardzo cennym uzupetnieniem 39 prac, przedstawionych w omawianej mono-
grafii jest praca M. Friedmana pt.: Glossary of abréviations and definitions of
nutritional terms, w ktdrej przedstawiono alfabetycznie skréty termindéw i ich wy-
ttumaczenie, stosowanych w pi$miennictwie zywieniowym w zakresie biatek i ami-
nokwasow.

Monografia jest cennym Zrodtem wspéiczesnej informacji nt. aminokwaséw
1 biatka w zywieniu cztowieka i zwierzat hodowlanych.

S. Ziemianski
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D. De Nettancourt

Incompatibility in angiosperms,
Monographs on theoretical and applied genetics, 3,

Springer-Verlag, Berlin, Heidelberg, New York, X1V + 230 stron.

Zjawiska niezgodnosci odgrywajg wielkg role w zyciu roslin, wptywajac na
strukture genetyczng ich populacji. W ujeciu autora omawianej ksigzki terminem
niezgodno$¢ nalezy obejmowaé tylko te przypadki, w ktérych ziarno pyiku padajace
na znamie albo zupetnie nie kietkuje, albo tagiewka pytkowa degeneruje w trakcie
penetracji znamienia lub szyjki stupka. Médwimy wiec o niezgodnosci tylko woéwczas,
gdy niemozliwe jest dokonanie zaptodnienia. Tak zdefiniowana niezgodno$¢ moze
zapobiega¢ wsobnosci przez niedopuszczenie do samozaptodnienia (tzw. samoniezgod-
nos¢) lub ograniczaé krzyzowanie pomiedzy organizmami o bardzo réznych geno-
typach i stanowi woéwczas jednag z barier izolacyjnych (niezgodno$¢ miedzygatun-
kowa *).

Wiekszg cze$¢ ksigzki poswiecono samoniezgodnosci, jako zjawisku znacznie le-
piej i wszechstronniej poznanemu. Duza zastugg autora jest zebranie rozproszonych
w trudno czesto dostepnych zrdédtach wynikéw badan dotyczacych najréznorodniej-
szych aspektéw tego zjawiska. Obraz, ktory sie w czasie czytania ksigzki wytania,
jest niejednokrotnie intrygujacy a zawsze interesujacy. Istotg zjawiska samoniezgod-
nosci wydaje sie by¢ rozpoznanie ziarna pytku o odpowiednim fenotypie przez zna-
mie lub szyjke stupka. To rozpoznanie przypomina zjawiska immunologiczne u zwie-
rzat, ale tutaj wynikiem jest odrzucenie pytkéw majacych ten sam fenotyp co stupek.
Mowa tu o fenotypie, poniewaz zdolno$¢ rozpoznania warunkujg substancje biatkowe
produkowane albo przez rosline macierzystg, albo przez ziarno pytku, a znajdujace
sie w Scianie ziarna pytku. W pierwszym przypadku tworzg sie one w tapetum
pylnikéw i odktadane sg w zewnetrznych warstwach $cian. Reprezentujg woéwczas
jeden fenotyp niezaleznie od genotypu ziarna (ktére to genotypy segreguja, w przy-
padku heterozygot, w stosunku 1:1). Gdy omawiane substancje wytwarzane sg przez
samo ziarno pytku, odkladajg sie w wewnetrznych warstwach $ciany i woéwczas
fenotyp ziarna zgodny jest z jego genotypem. W pierwszym przypadku moéwimy
o sporofitowym, w drugim za$ o gametofitowym systemie samoniezgodnosci. Roz-
poznanie pytku uruchamia nastepnie stabo poznane procesy metaboliczne warunku-
jace albo normalny wzrost tagiewki lub tez jego wyrazne zahamowanie. Nasze wia-
domosci na temat mechanizmu takiego hamowania sg bardzo nikte: z pieknych
obrazéw ultrastrukturalnych otrzymanych przy pomocy mikroskopu elektronowego
wynika jednak niedwuznacznie, ze zmiany w metabolizmie hamowanych tagiewek
sg bardzo daleko idace.

Szczeg6towo przedstawiono takze w monografii podifoze genetyczne samoniezgod-
nosci. Jak to od dosy¢ dawna wiadomo, mechanizmy genetyczne sg tutaj na ogét
dosy¢ proste. Osobliwoscig, znanag takze dosy¢ powszechnie, jest fakt, ze niektore
geny (zwane genami S) wystepujg w niespotykanej gdzie indziej liczbie alleli—
moze ich byé nawet kilkadziesigt w obrebie jednej, niewielkiej nawet populacji

*>To podkreslenie definicji zjawiska niezgodnos$ci wydaje sie konieczne, poniewaz termin
ten stosowany jest w rdznych znaczeniach. Z jednej strony bowiem uzywa si¢ go (najczesciej)
jedynie dla przypadkéw uniemozliwienia samozaptodnienia) a wiec w sensie self-incom-

patibility — samoniezgodno$¢ w ujeciu de Nettanoourt’a), z drugiej za$ wiacza sie tyi
takze zaktécenie w rozwoju utworzonych zygot (postfertilisation incompati-
bility — por. np. Stownik terminéw genetycznych, PWN, 1974).

U
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roslinnej. Kazdy z tych alleli produkuje oczywiscie odmienne biatko, ktére mozna
odrézni¢ za pomocg reakcji immunochemicznych. Niezwykta wiasciwoscig locus S
jest dalej i to, ze dotychczas nie udato sie, mimo wielokrotnych préb, otrzymanie
nowych alleli tego genu na drodze stosowania $rodkéw mutagennych (zaréwno pro-
mieniowania jak i mutagenéw chemicznych), cho¢ allele takie tworza sie czesto
samorzutnie w trakcie stosowania chowu wsobnego. Jest to zagadnienie, ktére moze
rzuci¢ wg autora nowe S$wiatlo na mechanizmy dziatania sztucznych mutagenéw
u roslin.

Jak powiedziano wyzej, autor zalicza do zjawisk niezgodnosci takze uniemozli-
wianie zaptodnienia komérki jajowej przez ziarna pytku wyprodukowane przez inny
gatunek, nazywajac zjawisko takie niezgodnoscig miedzygatunkowg. Choé zjawisko
niezgodnosci miedzygatunkowej poznano znacznie stabiej niz samoniezgodno$¢, to
jednak zdaje sie nie ulega¢ watpliwosci, ze zasadnicze mechanizmy sg w obu przy-
padkach bardzo podobne i polegajg na chemicznym rozpoznawaniu ziarn pytku.
W przj*padku jednak niezgodnosci miedzygatunkowej odrzucane sg ziarna obce. Tak
wiec ten sam podstawowy mechanizm rozpoznawania biatek stuzy z jednej strony
jako $rodek zapobiegajacy nadmiernej wsobnosci, z drugiej jako bariera uniemozli-
wiajaca przeptyw genow miedzy populacjami nalezacymi do réznych gatunkdw.
Te cze$¢ ksiazki potraktowano bardziej pobieznie i nie tak przekonywujgco jak
pierwszg moéwigca o samoniezgodnosci. Wszystko to zapewne z faktu bardzo stabego
poznania zagadnien niezgodnosci miedzygatunkowej.

Ksigzke kornczy rozdzial ukazujacy perspektywy badan nad niezgodnos$cig. Maja
one z jednej strony aspekt wybitnie praktyczny, stuzacy, jak to autor okreslit ,udo-
skonaleniu naszych umiejetnosci udomowienia systemu rozmnazania roslin wyzszych”
(-, The improvement of our capacity to domesticate the breeding system of higher
plants”). Z drugiej za$ strony moga stuzy¢ jako model w szeregu badan podstawo-
wych, takich jak: wyjasnienie dziatania gendéw i jego regulacji u organizméw eu-
kariotycznych, oraz mechanizméw biochemicznych dominacji, epistazy i innych in-
terakcji miedzy genami; rola biatek jako sygnatow biologicznych — moze to mieé
znaczenie dla zagadnien odpornosci immunologicznej a takze biologii ukfadu zywi-
ciel-pasozyt. Mozna by jeszcze dodaé, ze badania niezgodnos$ci mogg mie¢ ogromne
znaczenie dla poznania proceséw morfogenetycznych u roélin. Jest bowiem coraz
bardziej oczywiste, ze w przekazywaniu informacji z komorki do komorki obok
stosunkowo wolno dziatajacych hormonéw roslinnych muszg gra¢ role zjawiska prze-
biegajace na powierzchni komorki, analogicznie jak to sie dzieje u zwierzat. Ten
aspekt naswietlony jest doskonale w niedawno opublikowanym artykule przeglado-
wym innego wybitnego znawcy zjawisk niezgodnosci, J. Heslopa-Harrisona (Genetics
and physiology of angiosperma incompatibility systems, Proc. R. Soc., Lond. B 202,
73—92, 1978). Artykut ten poleci¢ mozna jako znakomite uzupetnienie recenzowanej
ksigzki. Nie ulega watpliwosci, ze niezgodno$¢ moze by¢ atrakcyjng dziedzing badan
biochemicznych.

Ksigzke napisano jasno, wydana na kredowym papierze, zawiera szereg dosko-
natych zdje¢ z mikroskopu elektronowego. Autor zamieszcza szereg pomystowych
diagramoéw utatwiajacych zrozumienie nie zawsze przeciez prostych zagadnien. Ksigz-
ka moze by¢ niewatpliwie wzorem monografii naukowej —tgczy bowiem wszech-
stronno$¢ opracowania z syntetycznym, oszczednym przedstawieniem wszsytkich za-
gadnien — caty tekst liczy zaledwie 200 stron. Bogaty (liczacy ponad 500 pozycji)
spis literatury oryginalnej pozwala na szczegétowe zapoznanie sie z poszczegdlnymi
zagadnieniami. Z zauwazonych usterek najpowazniejszg jest mylne objasnienie ry-
ciny 12 na stronie 60. Fotografie a i b sg niewatpliwie obrazami catych ziarn pyiku,
natomiast ¢ i d fragmentami powierzchni $cian komérkowych.

J. Szweykowski
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G. R. Waller, E. K. Nowacki

Alkaloid Biology and Metabolism in Plants

Plenum Press 1978, New York, stron 294, cena $ 27.

Ogromny postep w dziedzinie biochemii i fizjologii alkaloidéw przyczynit sie do
mozliwosci blizszego ich scharakteryzowania nie tylko jako szeroko stosowanych
w medycynie lekéw, ale réwniez do poznania takich zagadnien jak: miejsce i drogi
ich powstawania, wptyw na te pfocesy czynnikéw genetycznych czy $rodowiska, rola
w ro$linie oraz powigzanie z innymi zwigzkami. Omdwienie tych probleméw znalezé
mozna w ksigzce Wallera i Nowackiego. Zawiera ona 249 stron tresci, 24 strony
pismiennictwa i 20 stron indeksu autorskiego. Jest bogato ilustrowana rysunkami,
fotografiami, tabelami, schematami, wzorami i wykresami. Tre$¢ podzielona jest na
wstep i sze$¢ rozdziatdow. Kazdy rozdziat zakonczony jest krotkim podsumowaniem
i wnioskami.

We wstepie autorzy omawiajg powody, dla ktérych problemy zwigzane z bada-
niami alkaloidéw sg wcigz w centrum uwagi wielu nauk farmaceutycznych, medycz-
nych, biologicznych, chemicznych i rolniczych.

Rozdziat pierwszy poswiecony jest zagadnieniom mozliwosci wykorzystania al-
kaloidéow w badaniach taksonomicznych, jako wskaznika pokrewienstwa filogene-
tycznego. Autorzy omawiajg wystepowanie analogicznych alkaloidéw w blisko spo-
krewnionych taksonach oraz w znajdujgcych sie bardzo odlegtych od siebie jednost-
kach systematycznych. Zwracaja uwage na konieczno$¢ poznania drogi powsta-
wania alkaloidéw, na mozliwo$¢ znalezienia nie tylko wspélnych dla alkaloidéw
prekursoréw, ale i zwiazkéw zblizonych bardzo budowa do alkaloidéw np. amino-
alkoholi, ktére mogg mie¢ bardziej istotne znaczenie z punktu widzenia taksonomii
niz alkaloidy. Podkreslajg tez, ze alkaloidy maja mniejsze znaczenie jako wskazniki
filogenetycznego pokrewienstwa w przypadku duzych jednostek systematycznych,
natomiast w obrebie matych moga mie¢ ogromne znaczenie.

W rozdziale drugim autorzy szeroko omawiajg szereg doswiadczen, ktore wska-
zujag na wplyw gendw dominujgcych i recesywnych na powstawanie alkaloidéw.
Na przyktadach gtéwnie alkaloidéw chinolizydynowych, pirydylopirolowych, badz
pochodnych morfanu wyjasniajg powstawanie krzyzéwek o roéznych zawartosciach
i roznym sktadzie zespotu alkaloidéw.

Rozdziat trzeci poswiecono zagadnieniom wptywu czynnikéw Srodowiska takich
jak Swiatto, woda, klimat, rodzaj i zasobno$¢ gleby na powstawanie alkaloidow.

Rozdziat czwarty omawia miejsce powstawania oraz nagromadzania sie alka-
loidow. Najczesciej powstajg one w miodych szybko rosngcych tkankach przy czym
w okresSlonych gatunkach synteza zachodzi w réznych organach jako korzen czy
cze$¢ nadziemna rosliny w innych we wszystkich czesciach. Mtode owoce i nasiona
sg zwykle bogate w alkaloidy, przy czym niektére owoce tracg te zdolno$ci w miare
dojrzewania. Procesy, ktére przyspieszajg wzrost roslinny zwykle wplywajg na
zwigkszenie produkcji alkaloidow.

W rozdziale piatym omawiana jest rola alkaloidéw. Autorzy dyskutuja 5 zna-
nych hipotez niekiedy kontrowersyjnych. | tak przytaczajg przyktady kiedy alkaloidy
dziatajg stymulujaco, badZz hamujg wzrost innych roslin —nie mogg jednak by¢
uwazane za regulatory wzrostu. Niektére alkaloidy wykazujg wyrazne dziatanie
fungistatyczne, inne jednak dziatajg stymulujgco na wzrost grzybow, ktére moga
je nawet wykorzystywac jako Zrodta wegla do swego wzrostu. Przeglad doswiadczen
wskazuje raczej na pewng role jakg odgrywa¢ moga alkaloidy w ochronie roslin
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przed infekcjg bakterii badz grzybow. Autorzy przytaczajg réwniez szereg przy-
ktaddw i doswiadczen, z ktérych wynika niewielka rola alkaloidéw jako zwigzkow
chronigcych rosliny przed owadami. Najbardziej powszechnym jest poglad, ze alka-
loidy sa koncowymi produktami przemiany materii, ktérych ro$lina nie usuwa ze
wzgledu na brak odpowiednich narzadéw. Autorzy nie podzielaja tego pogladu.
Gdyby alkaloidy byty produktami, ktérych roslina nie potrzebuje bylyby gromadzo-
ne np. w opadajacych lisciach. Tymczasem sa one z lisci odprowadzane a groma-
dzone na przyktad w nasionach. Zdaniem autoréw — moze niedostatecznie jeszcze
udokumentowanym — alkaloidy majg dla niektérych roslin znaczenie ochronne, biorg
tez udziat w przemianach o czym mowa w rozdziale 6. Autorzy obszernie omawiajg
tu procesy odbudowy i przeksztatcen alkaloidéw — podobnie jak i w poprzednich
rozdziatach przytaczajg zaréwno wyniki badan wiasnych jak i innych naukowcdw.

Ksigzka jest napisana zywo, bardzo interesujgco i Swiadczy o istotnym zaanga-
zowaniu autoréow w problemy biochemii i fizjologii alkaloidéw. Zawiera tez bogate
informacje z tych dziedzin. Obszerne, podane w kazdym rozdziale osobno piSmien-
nictwo obejmuje prace do 1975 r.

Ksigzka G. R. Wallera i E. K. Nowackiego przeznaczona jest w zasadzie dla
pracownikéw naukowych zajmujgcych sie problemami alkaloidéw. Moga z niej réw-
niez korzysta¢ studenci wyzszych lat wydziatéw Biochemii, Biologii, Farmacji oraz
niektérych wydziatow Akademii Rolniczych pod warunkiem dobrego opanowania
podstaw biochemii i biologii. Ksigzka jest z pewno$ciag cenng pozycjg z dziedziny
badan alkaloidéw. Dotychczasowe obejmowaty raczej problemy chemizmu alkalo-
idow, technologii ich otrzymywania, a ostatnio biosyntezy. Brak byto opracowania,
ktére w sposéb syntetyczny podsumowatoby dorobek Kkilku dziesiatkow lat w dzie-
dzinie biologii, a zwiaszcza metabolizmu alkaloidéw w ro$linach. Role te spetnia
recenzowana ksiazka. Przettumaczenie jej na jezyk polski zwigkszytoby znacznie
mozliwo$¢ korzystania przez studentow.

H. Strzelecka

Wolfgang Fritsche

Biochemische Grundlagen der Industriellen Mikrobiologie,

1978, VEB Gustav Fischer, Jena, stron 191, cena M. 38.

Tytut ksigzki Wolfganga Fritscha ,,Biochemische Grundlagen der Industriellen
Mikrobiologie” mozna przettumaczy¢ jako ,,Biochemiczne podstawy mikrobiologii
przemystowej”. Autor jest pracownikiem Uniwersytetu Marcina Luthra w Halle —
Wittenberg. Wydawnictwo VEB Gustav Fischer, Verlag, Jena, NRD. Recenzent ksigz-
ki dr Roland Itterheim.

Catos$¢ ksiagzki podzielono na 10 do$¢ rzeczowo powigzanych rozdziatdbw. Trescig
ksigzki jest opis przemian i proceséw biochemicznych zachodzacych przy udziale
mikroorganizméw. Autor przedstawia te trudne procesy do$¢ oryginalnie rozpoczy-
najagc od probleméw ogo6lnych a nastepnie jasno omawia problemy szczegétowe.
Sposéb prezentacji problemoéw jest zar6éwno precyzyjny i jasny. Autor korzystat
z bardzo bogatej literatury z tego zakresu, gtéwnie publikowanej w latach 1966—1977.

Cechg charakterystyczng tej ksigzki jest omawianie biochemicznego podtoza zja-
wisk mikrobiologicznych. Podobny spos6b omawiania i wyjasniania proceséw znalez¢
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mozna w ksigzce J. Paluch ,,Podstawy mikrobiologii przemystowej”, czy tez S. Aiba,
H. Humphrey i N. F. Milbsa pt.: ,Inzynieria biochemiczna”. W ksiazce opracowanej
przez Wolfganga Fritsche przedstawiono bardziej szczeg6towo i wyjgtkowo zrozu-
miale procesy biochemiczne z posrednimi etapami biosyntezy lub degradacji. Swiad-
cza o tym chociazby licznie zamieszczone schematy poszczegélnych cykli bioche-
micznych.

W ksigzce omowiono szeroki zakres procesow wywolywanych przez mikroorga-
nizmy jak procesy zwigzane z wytwarzaniem witamin, aminokwaséw, enzymow,

antybiotykéw, kwaséw organicznych i innych metabolitéw. Zaprezentowano przy
tym nie tylko zjawiska wytwarzania i wydzielania metabolitéw pierwotnych i wtér-
nych, ale réwniez oméwiono Kierunki i mozliwosci regulacji tych proceséw, na

przyktad przyspieszanie, hamowanie. Omoéwiono tez chyba po raz pierwszy mozli-
wosci optymalizacji zachodzacych proceséw i zjawisk.

Autor starat sie omoéwié wszystkie lepiej poznane bakterie, drozdze, grzyby
i promieniowce. Jest to najbardziej kompleksowe zebranie i usystematyzowanie
osiagnie¢ nauki w tym zakresie.

Pewnym niedociggnieciem ksigzki jest wykaz pisSmiennictwa, ktéry zostat za-
mieszczony na koncu ksigzki. Bytoby znacznie korzystniej gdyby piSmiennictwo
zamieszczono po kazdym rozdziale.

Uktad ksigzki i zawarta w niej tres¢ jest bardziej przydatna mikrobiologom niz
biochemikom, chociaz i dla nich zawiera wartosciowy materiat poznawczy. Jest ona
réwniez wartoSciowg pozycjg dla pracownikéw przemystu spozywczego, farmaceu-
tycznego i toksykologéw. Moze stuzy¢ jako cenny podrecznik dla studentéw wydzia-
téw biologii, technologii zywnosci, niektérych Kkierunkéw medycyny i weterynarii
a nawet wydziatéw rolniczych.

Ksigzka stanowi wartoSciowg pozycje i winna by¢ przettumaczona na jezyk
polski i wydana mozliwie szybko.

S. Poznanski
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Konferencja Cogene, Committee on Genetic Experimentation
n.t. Rekombinacji DNA in vitro

Wye k/Ashford (Anglia) 1—i kwiecien 1979

W kwietniu odbyta sie w Anglii konferencja Cogenu poswiecona rekombinacji
DNA in vitro. Cogene powotany zostat w 1977 roku przez International Council of
Scientific Unions (ISCU), organizacje zrzeszajaca 18 miedzynarodowych Towarzystw
naukowych oraz ponad 60 organizacji narodowych, takich jak akademie nauk, rady
naukowe itp. Cogene stanowi interdyscyplinarng, miedzynarodowg rade naukowg
w zakresie badan rekombinacji DNA in vitro, ma stuzy¢ radg rzgdom, miedzynaro-
dowym agencjom, grupom naukowym. W szczegblnosci Cogene zajmuje sie przygo-
towywaniem aktualnych raportéw o naukowej i praktycznej stronie takich badan,
korzys$ciach, ktdre moga z nich wynikaé, o bezpieczefAstwie badan i dostepnosci bez-
piecznych laboratoriéw biologicznych, rozwaza tez konsekwencje, ktére moga wy-
nikng¢ z niekontrolowanego rozprzestrzenienia si¢ organizmoéw zawierajacych zre-
kombinowany DNA, utatwia ponadto kontakty miedzynarodowe naukowc6éw, pomaga
w organizacji szkolenia w technikach rekombinacji in vitro, organizuje konferencje
poswiecone tej tematyce. Takim wtasnie spotkaniem byta konferencja w Wye. Po-
réwnywano ja z czesto cytowana konferencjg w Asilomar (1975 r.), w czasie ktdérej po
raz pierwszy rozwazano korzysci i zagrozenia ptynace ze stosowania technik rekom-
binacji DNA in vitro. Okoto 30% uczestnikéw konferencji w Wye byta na konferencji
w Asilomar.

Do Wye, malenkiej osady, ktérej nie ma nawet na mniej szczegétowych mapach,
zjechato okoto 160 os6b: z USA, Kanady, Australii, Nowej Zelandii, Taiwanu, Afryki
Pid., Kenii, Malazji, Japonii, ZSRR, Wielkiej Brytanii, RFN, Francji, Wioch, Hisz-
panii, Norwegii, Portugalii, Finlandii, Wegier, Szwecji, Danii, Belgii, Szwajcarii,
Holandii, Jugostawii, NRD, Czechostowacji, Butgarii, Polski — mozna zatem bez prze-
sady powiedzie¢, ze obecny byt ,,caly Swiat”. Program konferencji podzielono na dwie
czeSci: w pierwszej wybitni przedstawiciele nauki, aktywnie zaangazowani w bada-
niu rekombinacji DNA in vitro, podsumowali stan badan i najwazniejsze osiagniecia
w tej dziedzinie, a takze przedstawili perspektywy na przyszto$¢. O tym Kkierunku
mowig tytuty referatow: G. Bernardi — Organizacja i ewolucja genomu eukariotéw;
A. Campbell — Naturalne sposoby wymiany i zmiany materiatu genetycznego; P. Star-
linger — Transpozony i IS; N. S. Cohen — Techniki rekombinacji DNA; K. Murray —
Nowe dane o genetyce molekularnej prokariotéow; J. Sambrook — Nowe dane o ge-
netyce molekularnej wiruséw; J. Schell —Nowe dane o genetyce molekularnej grzy-
boéw i roslin; S. Ehrlich — Ekspresja obcych genéw; R. Rutter —Produkcja pozy-
tecznych biatek; C. Weissmann — Inne potencjalne zastosowania rekombinacji gene-
tycznej in vitro. !

W drugiej czesci konferencji przedstawiono historie (do Wye zaproszono profe-
sora C. Wienera z MIT, historyka, dla ktérego rekombinacja DNA in vitro stanowi
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Redakcja zastrzega sobie moznos$¢ skrdcenia tekstu i wprowadzania poprawek
nie wplywajacych na tre$¢ pracy.

PiSmiennictwo: w artykule nalezy cytowa¢ prace oryginalne z ostatnich Kilku
lat oraz najwazniejsze artykuty przeglagdowe omawiajgce przedstawiona dziedzine
z uwzglednieniem artykutéw opublikowanych w ,,Postepach Biochemii”. W tekscie
nalezy podawac jedynie nazwiska badaczy, ktérych prace maja podstawowe znacze-
nie w przedstawionej dziedzinie. Omawiane prace trzeba numerowaé w kolejnosci ich
cytowania w tekscie. Wykaz piSmiennictwa zatem obejmuje prace opatrzone kolej-
nymi numerami, ale nieuporzadkowane alfabetycznie. Odnos$niki bibliograficzne win-
ny mie¢ forme zalecang przez Komisje Wydawcéw Czasopism Biochemicznych Mie-
dzynarodowej Unii Biochemikéw (IUB) wedtug Biochim. Biophys. Acta, (1972), 276,
@) np.

Pipa J. P., Buchanan F. M., (1971), Biochim. Biophys. Acta, 247, 181—184.
Cytujac wydawnictwa ksigzkowe podawaé nalezy kolejno: nazwisko(a) inicjaty auto-
ra(6w), rok wydania, tytut ksigzki, nazwisko(a) i inicjaty jej redaktoréw(a), tom,
pierwsza i ostatnig strone cytowanej publikacji, nazwe wydawnictwa oraz miejsce
wydania, np.

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

London;

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

Zatagczniki: kazdy zatgcznik nalezy sporzadzi¢ w 2 egz. na oddzielnych kartkach
i opatrzy¢ kolejnym numerem odpowiadajacym numerowi uzytemu w tekscie, oraz
oznaczy¢ (na gdrze stronicy otdwkiem) nazwiskiem pierwszego autora i poczatkowymi
wyrazami tytutu pracy.

Tabele nalezy kolejno numerowac¢ cyframi arabskimi. Tytut tabeli i nagtowki
rubryk powinny jasno opisywac ich tre$¢ zaznaczajac, z jakich (jakiej) prac(y) po-
chodzg informacje podane w tabeli.

Ryciny, tj. wykresy, rysunki, schematy lub fotografie nalezy opatrzy¢ numeracja
w kolejnosci ich omowienia w tekscie. Przyjmuje sie zasade numeracji rycin cyframi
arabskimi, a wzory cyframi rzymskimi. Fotografie czarno-biate (kontrastowe) po-
winny byé wykonane na papierze matowym. Pozostate ryciny nalezy wykonaé tu-
szem na biatym papierze lub na kalce technicznej. Wymiar ryciny nie powinien by¢
mniejszy niz 10X15 cm, a naniesione linie nie powinny by¢ ciensze niz 1 mm. Ramki
ujmujace wykresy mozna wykonac¢ linig ciensza niz linie wiasciwe wykresu. Cyfry
i litery stuzace do opisu rysunku powinny mie¢ wysoko$¢ nie mniejszg niz 5 mm. Na
rysunkach nie nalezy umieszczaé opisow stownych, lecz postugiwac sie skrotami. Osie
wykresow natomiast winny by¢ opatrzone napisem tatwo zrozumiatym. Dla oznacze-
nia punktéw doswiadczalnych mozna stosowac nastepujace symbole: O 0 A « H A.
Rycine nalezy opatrzy¢ na odwrocie oznaczeniem ,,gora” i ,,dot’ (otéwkiem). Decyzje
0 stopniu zmniejszenia ryciny podejmuje wydawca.

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

Ze wzgledu na wewnetrzng spoisto$¢ artykutu zaleca sie¢ autorom konstruowanie
oryginalnych rysunkéw i zbiorczych tabel na podstawie danych z pi$miennictwa.
Prawie wszystkie czasopisma zastrzegajg sobie wytgczno$¢ druku prac wraz z ich
dokumentacjg (Copyright). Przed wigczeniem tabel, wykreséw czy schematéw do
artykutu przeznaczonego do publikacji w Postepach Biochemii nalezy uzyskaé zgode
na przedruk i przedtozy¢ jg Redakcji.

Redakcja prosi o wtasciwe pakowanie artykutow, aby zabezpieczy¢ maszynopisy
lilustracje przed pogieciem.
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