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WSKAZOWKI DLA AUTOROW

Kwartalnik ,,Postepy Biochemii” publikuje artykuly monograficzne omawiajgce
waskie tematy oraz artykuty przegladowe referujgce szersze zagadnienia z biochemii
i nauk pokrewnych. Artykuly pierwszego typu winny obejmowac syntetyczny prze-
glad postepu wiedzy w omawianej dziedzinie opracowany na podstawie piSmien-
nictwa z kilku ostatnich lat, a artykuty drugiego typu jedynie piSmiennictwo z ostat-
niego roku lub dwu lat. Kwartalnik publikuje takze krétkie noty informujgce o no-
wych i wazniejszych osiggnieciach biochemii. Przekazanie artykutu do Redakcji jest
réwnoznaczne z oSwiadczeniem, ze nadestana praca nie byta i nie bedzie publikowa-
na w innym czasopi$mie, jezeli zostanie ogtoszona w ,,Postepach Biochemii”. Autorzy
artykutu odpowiadajg za prawidtowo$¢ i écistos¢ podanych informacji. Autoréw obo-
wigzuje korekta autorska. Koszty zmian tekstu w korekcie (poza poprawieniem
btedéw drukarskich) ponoszg autorzy. Artykuty honoruje sie wedtug obowigzuja-
cych stawek. Autorzy otrzymuja bezptatnie 25 odbitek swego artykutu; zamoéwienia
na dodatkowe odbitki (ptatne) nalezy zgtosi¢ pisemnie odsytajagc prace po ko-
rekcie autorskiej.

Redakcja prosi autoréw o przestrzeganie nastepujacych wskazéwek:

Forma maszynopisu: maszynopis pracy i wszelkie zalgczniki nalezy nadsytac
w dwu egzemplarzach. Maszynopis powinien by¢ napisany jednostronnie, z podwdjna
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 okftadkowa nienumerowana zawiera imiona i na-
zwisko(a) autora(éw), adres(y) Zaktadu(éw) w jezyku polskim i angielskim, w ktorych
pracujg autorzy, adres pocztowy, na ktéry autorzy zyczg sobie otrzymywac kores-
pondencje, adres prywatny, telefon miejsca pracy, tytut artykutu (w jezyku polskim
i angielskim), oraz—w prawym dolnym rogu— liczbe stron, liczbe rycin, wzorow
i tabel oraz skrot tytutu (nie wiecej niz 25 znakow drukarskich).

Strona tytutowa (1) imiona (w peltnym brzmieniu) i nazwisko(a) autora(éw), tytut
pracy w jezyku polskim i angielskim, rzeczowy spis tresci w jezyku polskim i angiel-
skim, tytut naukowy autora(6éw) i jego (ich) miejsce(a) pracy, wykaz skrotéw stoso-
wanych w pracy.

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

Dla przejrzystosci tekstu obowigzuje podziat artykutu na rozdziaty i podrozdzia-
ty, ktérych tytuly rzeczowo winny informowa¢ o przedstawianych tresciach. Rze-
czowy spis tresci publikujemy bezposrednio po tytule pracy. Rozdzialy numerujemy
liczbami rzymskimi, a podrozdziaty odpowiednig rzymskga i arabskg (np. 1-1.). Tytu-
téw podrozdziatbw nie wydzielonych z tekstu nie trzeba numerowaé. W tekscie nie
nalezy stosowa¢ 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¢ otowkiem ich fonetyczne brzmienie. Tabele i ryciny
numerujemy cyframi arabskimi a wzory rzymskimi. W tek$cie nie nalezy umieszczaé
zadnych tablic, rycin czy wzoréw, lecz w zgdanym miejscu pozostawi¢ wolny wiersz
i zaznaczyé: Tabela 1, Ryc. 1, Wz6r | itp. Numeracje wzoru w tek$cie nalezy podawaé
po nazwie zwigzku np. kwas glutaminowy (I).

Redakcja prosi autoréw o zwrécenie szczegélnej uwagi na poprawnosé¢ jezykowa
tekstu a takze na $cistos¢ i jasnos¢ sformutowan, unikanie gwary laboratoryjnej oraz
0 niewprowadzanie do tekstu tworzonych doraznie skrotéw, nawet jesli niektdre
z nich bywajg uzywane w pracach obcojezycznych.
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PROFESOR DR IRENA MOCHNACKA
1905-1979

Dnia 1 listopada 1979 roku zmarta
w Warszawie Prof. dr Irena Moch-
| nacka, wieloletni Kierownik Zaktadu
Biochemii Akademii Medycznej, czto-
| wiek duzej woli i ogromnej pracowi-
tosci. Prof. Mochnacka byta uczen-
| nicag Jakuba Parnasa, pod ktérego
kierownictwem rozpoczeta prace do-
| Swiadczalng w rodzinnym Lwowie.
Nastepnie dziatalno$¢ naukowg i dy-
daktyczng kontynuowata we Wrocta-
wiu i Warszawie. Pod Jej kierunkiem
wykonano i ogtoszono drukiem 200
prac eksperymentalnych. Byla pro-
motorem 18 przewodéw doktorskich
oraz opiekunem 6-ciu przewodéw ha-

: | Dbilitacyjnych.

Podczas 22-letniej pracy w Warszawskiej Akademii Medycznej prze-
kazywata profesor Mochnacka wiedze biochemiczng ponad 10-cio ty-
siecznej rzeszy studentdw. W uznaniu zastug otrzymata tytut honorowy
~Zastuzony Nauczyciel P.R.L.”. Byla odznaczona: ,Krzyzem Kawaler-
skim Orderu Odrodzenia Polski”, ,,O0dznaka 1000-lecia PafAstwa Polskie-
go”, oraz ,,Odznaka za Wzorowg Prace w Stuzbie Zdrowia”.

Oprocz wymagajgcej ogromnego trudu pracy naukowo-badawczej, dy-
daktycznej i wychowawczej w Uczelni, z zaangazowaniem i prawdziwym
oddaniem zajmowata sie Profesor Mochnacka redakcjg czasopisma Acta
Biochimica Polonica. Byta cztonkiem zatozycielem Polskiego Towarzystwa
Biochemicznego. W uznaniu wybitnych zastug dla rozwoju polskiej bio-
chemii Polskie Towarzystwo Biochemiczne nadato Jej godno$é cztonka
honorowego.

Profesor Mochnacka zyta 74 lat. Skromno$¢, umiar i poczucie obowiaz-
ku nie opuszczaly Jej nigdy. Pozostanie w pracach naszych anonimowy
wktad Jej wiedzy, zyczliwej rady i krytyki, a w sercach pamie¢ o Niej.

POLSKIE TOWARZYSTWO BIOCHEMICZNE

opracowata: T. Szymczyk
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Postepy Blochem., 26, 259—264, 1980

W. OSTROWSKI

Molekularne witasciwosci czynnika przeciwanemicznego

w 50-lecie rozpoczecia badan

Anemia ztoSliwa jest schorzeniem chronicznym manifestujgcym sie
anemig megaloblastyczng oraz zaburzeniami neurologicznymi. Jakkol-
wiek znane od przeszto 100 lat schorzenie to uwazano jako nieuleczalne
do roku 1926, kiedy to G. R. Min ot i W. P. Murphy (1) uzyskali
znaczng remisje choroby po podawaniu choremu duzych iloSci watroby
zwierzecej. Jednak bardziej racjonalne podejscie do wyjasnienia mecha-
nizmu i sposobu leczenia anemii ztosliwej datuje sie od 1929 roku, kiedy
to W. B. Castle (2) stwierdzit, ze anemia ztoSliwa ma zwigzek z bra-
kiem sekrecji zotagdkowej, czyli achylig. Systematyczne studia w tym Kkie-
runku naprowadzity Castle’a na koncepcje, ze w soku zotgdkowym istnie-
je substancja, tzw. czynnik wewnetrzny (intrinsic factor), ktéra aktywuje
czynnik dietetyczny obecny m.in. w watrobie, czyli czynnik zewnetrzny
(extrinsic factor) — dajac aktywny czynnik przeciwanemiczny (3). Po-
wyzsze obserwacje Castle’a, poczynione 50 lat temu, wyzwolity w licz-
nych laboratoriach intensywne badania, rowniez i w naszym kraju, ktore
pod koniec lat 40-tych doprowadzity do wyizolowania czynnika zewnetrz-
nego charakteryzujgcego sie dziataniem przeciwko anemii ztosliwej i jego
identyfikacji jako witaminy B-12, w latach 60-tych za$ do oczyszczenia
i poznania wilasciwosci fizykochemicznych czynnika wewnetrznego obec-
nego w soku zotgdkowym.

Witamina B-12 — czynnik zewnetrzny

Witamine B-12 w postaci czerwono zabarwionych krysztatow wyizo-
lowano w 1948 r. roéwnocze$nie w dwoch laboratoriach: Folkersa
w Merck Research Laboratories, New Jersey w USA (4) oraz Smitha
w Glaxo Laboratories w Anglii (5). Poszukiwany czynnik izolowano z roz-
tartej watroby adsorbujac go najpierw najczesciej na aktywowanym
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weglu a nastepnie wymywano fenolem, pirydyng lub wodnym roztworem
etanolu. Ekstrat poddawano chromatografii rozdzielczej i adsorbcyjnej na
zelu krzemianowym lub na tlenku glinu i w koAcu wymywano butano-
lem, fenolem lub krezolem. Witamina B-12 krystalizowata z wodnych
roztwordw acetonu w postaci intensywnie rézowo zabarwionych regu-
larnych pryzm zawierajgcych znaczng ilos¢ wody krystalizacyjnej.

Przez chemiczng degradacje oraz za pomocg metody ugiecia promie-
niowania rentgenowskiego (6) w 1955 r. ustalono strukture witaminy
B-12, ktéra majgc sumaryczny wzor: CesHggN”OiiPCo i ciezar czastecz-
kowy, 1355 okazata sie cyjankiem a-/5,6-dwumetylobenzimidazolylo/-
kobamidu, czyli inaczej cyjanokobalaming (Ryc. 1).

.grupa cyjankowa

cm3
H2NCOCH2eW?2 hSC CW2CONW?2
AN \ J
H2NCOCH. U/ | |
ll I | “' -cw2ch2conw?2
|
Hac“! =N N
Hs(’: & 'l] pierscien kobaltokorynowy
L o,
H,NCOCH, M LA ll' oy
'jj}fh coch2cm? aM CH2CW2CONW2
l-amino =] wng o~
-2-propa- '"-"CIZH K
o = %7 02
=CHCH, N %

5 6-dwumetylo-
benzimidazol

.

Ryc. 1

Stosujac r6zne metody kwasnej hydrolizy, z krystalicznej witaminy B-12
otrzymano 5 roznych sktadnikdéw: grupe cyjankowa, 5,6-dwumetyloben-
zimidazol, fosforan a-rybazolu, Dg-l-amino-2-propanol oraz uktad tzw.
kobaltokorynowy. Fragment dwumetylobenzimidazolowy jest ustawiony
niemal prostopadle w stosunku do planarnej struktury ukiadu makro-
pierscieniowego, a pierScien furanozowy a-rybazolu lezy prawie réwno-
legle w stosunku do czesci kobaltokorynowej. Atom kobaltu, na trzecim
stopniu utlenienia, znajduje sie centralnie w pierscieniu korynowym i {3-
czy sie z nim poprzez 6 wigzahn koordynacyjnych.

W czasie wielu lat pdzniejszych badan okazato sie, ze w witaminie
B-12 w miejsce grupy cyjankowej moga wystepowaé inne ugrupowania,
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jak np.: HD, CI, N02 CNB, a w miejsce fragmentu 5,6-dwumetylobenzi-
midazolowego moze wystepowaé inny ukiad zawierajagcy lub niezawiera-
jacy azotu, jak np.: adenina, guanina, GTP, 2-metyloloadenina, 2-metylo-
merkaptoadenina, 2-metylohypoksantyna, 5-hydroksybenzimidazol, 5-me-
tylobenzimidazol, benzimidazol, 6-metylobenzimidazol, naftyloimidazol
p-krezol i fenol (7). Powyzsze pochodne, wyizolowane ze zwierzecych od-
chodéw, osadéw Sciekowych i r6znych drobnoustrojow nie wykazujg na
ogot aktywnosci hematologicznej cyjanokobalaminy, ale dziatajg na nie-
ktore bakterie i jako czynniki wzrostowe, mozna je oznaczac i izolowaé
w czystym stanie pod kontrolg testéw mikrobiologicznych. W badaniach
nad izolowaniem pochodnych B-12 istotny wktad wnidést w Polsce Jerzy
Pawetkiewicz wraz ze swymi wspotpracownikami (8).

Najwiekszym osiggnieciem w tym zakresie byto jednak wykrycie fo-
toczutej pochodnej cyjanokobalaminy, zwanej koenzymem B-12 oraz
adenozylokobalaming (5'-dezoksyadenozylo-kobalamina) (9). 5'-Dezoksy-
adenozyna przytgczona jest do atomu kobaltu w miejsce grupy cyjan-
kowej cyjanokobalaminy (Ryc. 2).
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Ryc. 2

Ta forma witaminy B-12 i niektére jej pochodne sg kofaktorami enzy-
moéw katalizujgcych izomeryzacje glutaminianu do (3-metyloasparaginianu,
metylomanolylo-CoA do bursztynianu-CoA, eliminacje czasteczki wody
(dehydratazy) przy utlenianiu dioli, amoniaku, przy utlenianiu etanolo-
aminy oraz reduktazy rybonukleotydéw. Znaleziono réwniez inng $wiatto-
czuta pochodng witaminy B-12 — metylokobalamine, w ktérej w miejsce
adenozyny wystepuje grupa metylowa. Koenzym CH3BR2 aktywuje syn-
tetaze metioninowg zalezng od B-12 (10).

Czynnik wewnetrzny (IF) i biatka transportujace B-12

W organizmach wyzszych zwierzat i ludzi istniejg swoiste mechaniz-
my odpowiedzialne za absorpcje witaminy B-12 z przewodu pokarmo-
wego oraz za jego transport do komoérek poszczegdlnych tkanek. W pierw-
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szym przypadku gtowng role petni swoisty glikoproteid, nazwany przez
Castle’a czynnikiem wewnetrznym, natomiast funkcje transportujaca
spetniajg odpowiednie biatka krwi i niektorych komdrek zwane transko-
balaminami (11).

Czynnik wewnetrzny ze $luzéwki ludzkiego zotgdka jest glikoproteing
0 c.cz. ok. 60 000, zawierajagcym Kilkanascie procent cukrowcow w postaci
mannozy, galaktozy, fukozy, N-acetyloglukozaminy, galaktozaminy i kwa-
su N-acetyloneuraminowego (12). Jeden mg biatka wigze ok. 30 ng B-12,
co odpowiada 1 mol witaminy na 1 mol monomeru biatka: stata dysocjacji
kompleksu wynosi 1,5X10-10 M. Czasteczka czynnika wewnetrznego po-
siada dwa aktywne centra: jedno wigzace witamine B-12, a drugie recep-
torowe, posiadajgce powinowactwo do komorek epitelialnych mikrokosm-
kow jelita grubego. Po wytworzeniu kompleksu IF-B-12 w zotgdku lub
dwunastnicy, wedruje on do jelita grubego, gdzie receptory komérek na-
btonkowych mikrokosmkoéw przejmujg B-12 i przekazujg go do krwio-
obiegu. Centrum receptorowe wymaga do swej aktywnosci obojetnego
pH oraz jon6éw wapnia.

W surowicy krwi ludzkiej wystepuje szereg biatek wigzacych i trans-
portujgcych witamine B-12, ktdre po raz pierwszy zostaty wykryte i czes-
ciowo scharakteryzowane w Instytucie Biochemii Lekarskiej AM w Kra-
kowie w 1954 r. (13) i rbwnoczes$nie przez Pillneya i wspoOtpracowni-
kéw w USA (14). Obecnie znane sg cztery odrebne biatka zwane transko-
balaminami, ktore charakteryzujg sie r6zng zdolnoScig wigzania B-12, po-
chodzeniem, r6zng ruchliwos$ciag elektroforetyczna oraz ciezarem czgstecz-
kowym (15). Transkobalaminy TC-I, TC-Il i TC-lll wystepujg w surowicy
w stosunku ok. 1:7:2. Czwarte biatko, twz. transkobalamina ptodowa nor-
malnie nie zawiera endogennego B-12, dopiero po dodaniu cyjanokobala-
miny in vitro do surowicy obserwuje sie dodatkowga frakcje kompleksu
B-12-biatko. Wszystkie powyzsze biatka wigzace swoiscie B-12 w suro-
wicy krwi sg glikoproteidami o masie 50—60 000 wigzacymi ok. 30 fig
B-12 na mg biatka.

Gtownym biatkiem transportujgcym witamine B-12 z krwi do komdrek
jest transkobalamina TC-Il. Na podstawie licznych badan przeprowa-
dzonych z réznymi komorkami ustalono, ze kompleks TC-11-B-12 naj-
pierw wigze sie na powierzchni membrany komérkowej skad witamina
jest przejmowana przez inne biatko danej komorki. Wykazano, ze takie
czynniki jak puromycyna, aktynomycyna D, 2,4-dwunitrofenol, cyjanek,
jodoacetamid i ditiotreitol silnie hamujg hamowanie cyjanokobalaminy
z kompleksu do komérek. W komorkach zachodzi adenozylacja oraz me-
tylacja w witaminie B-12, przez co staje sie ona konezymem aktywnym
w roznych reakcjach metabolicznych, a tym samym czynnikiem przeciw-
anemicznym.



[5]

WITAMINA B-12 263

PISMIENNICTWO

1
2.
3.
4

o

10.
11.
12.
13.

14.

15.

Min ot G. R, Murphy W. P.,, (1926), J. Am. Med. Ass., 87, 470-475.
Castle W. B, (1929), Am. J. Med. Sei.,, 178, 748—764.

Castle W. B, Townsend W. C, (1929), Am. J. Med. Sei., 178, 764—777.
Rickes E L, Brink N. G, Koniuszy F. R, Wood T. R, Folkers K,
(1948), Science, 107, 396—397.

Smith E L, Parker, L. F. J., (1948), Biochem. J., 43, VIII—IX.
Hodgkin D. C, Pickworth J, Robertson J. H, Trueblood K. N,
Prosen R J, White J. G, Bonnet R, Cannon J. R, Johnson A W,
Sutherland I, Todd A R, Smith E. L., (1955), Nature, 176, 325—328.
Von Friedrich W, (1975), Vitamin B2 und verwandte Oorrinoide, G. Thie-
me Verlag, Stuttgart, str. 10—151.

Pawelkiewicz J. (1957), Post. Biochem., 3, 3—38.

Barker H A, Weissbach H, Smyth R. D., (1958), Proc. Nat. Acad. Sei.
U.S.A., 44, 1093—1097.

Taylor R, Weissbach H. (1968), Arch. Biochem. Biophys., 123, 109—126.
Hall C A, Finkler A, (1962), J. Lab. Clin. Med., 60, 765—776.
Gréasbeck R, (1969), Progr. Haematol., 6, 233—260.

Ostrowski W, Skarzynski B. Zak Z., (1954), Bull. Acad. Polon. Sei.,
C-I1, 2, 9—13.

Pitney W. R, Beard M F, Van Loon E. J., (1954), J. Biol. Chem., 207,
143—153.

Hall C A, Finkler A, (1971), w Methods in Enzymology (Mc Cormick
D. B., Wright, L. D., wyd.). Acad. Press, New York, t. 18C, 108—133.



http://rcin.org.pl




Postepy Biochem., 26, 265—290, 1980

JACEK KUZNICKI * WITOLD DRABIKOWSKI **

Kalmodulina — aktywator proceséw regulowanych
przez jony wapnia

Calmodulin — Activator of Ca2+ — Regulated Processes

Spis tresci

Wstep
Odkrycie kalmoduliny
Identyfikacja kalmoduliny

V. Budowa i witasciwosci kalmoduliny

IV-1. Ciezar czgsteczkowy

IV-2. Struktura pierwszorzedowa

1V-3. Struktura drugorzedowa

1V-4. Wigzanie wapnia przez kalmoduling

V. Udziat kalmoduliny w procesach enzymatycznych

V-1. Metabolizm cyklicznych nukleotydéw

V-2. Metabolizm glikogenu

V-3. Regulacja skurczu mies$ni gtadkich

V-4. Kinazy lekkiego tanncucha miozyny miesni szkieletowych, sercowych i ko-
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V. Participation of calmodulin in enzymatic processes

V-l. Cyclic nucleotide metabolism

V-2. Glycogen metabolism

V-3. Regulation of smooth muscle contraction

V-4, Myosin light chain kinases of skeletal and cardiac muscle, and non-muscle
cells

V-5. Membrane protein kinases (involvement in calcium transport and neuro-
transmitter release)

V-6. Other enzymatic processes

VI. Participation of calmodulin in regulation of tubulin polymerization
VII. Calmodulin binding proteins
Vin. Calmodulin and troponin C — comparison

I. Wstep

Wiele proces6w komdrkowych zachodzi w zakresie mikromolowych
stezen wapnia. W cytoplazmie komdrek miesniowych znajdujgcych sie
w stanie nieaktywnym (stan rozkurczu) stezenie jon6éw wapnia wynosi
okoto 10-8—10-7 M. Pod wptywem odpowiedniego bodzca poziom tego ka-
tionu podnosi sie do 10“6—10-5 M, a komdérka osigga stan aktywny od-
powiadajacy skurczowi. Wedtug Kretsingera (lI)w podobny sposéb
zmienia sie stezenie jonéw wapnia w kazdej komdrce eukariotycznej. Ze-
brat on dane wskazujace na to, ze w wielu komdérkach obserwuje sie ni-
skie stezenie jon6éw wapnia (okoto 10“7 M) przed stymulacjg nerwowga lub
hormonalng, a wysokie stezenie jonéw wapnia (okoto 10-5 M) po stymu-
lacji. Kretsinger uwaza, ze osiggniecie stanu aktywnego przez komoérke
polega w pierwszym rzedzie na zwiekszeniu stezenia jondw wapnia w cy-
toplazmie, ktére aktywujg nastepnie procesy komorkowe. W ostatnich
latach stwierdzono, ze akceptorami wapnia, w przypadku proceséw bio-
chemicznych, aktywowanych przez te jony w stezeniu 10-6—10~5 M, sg
niskoczasteczkowe biatka tworzace rodzine, tzw. homologicznych biatek
specyficznie wigzacych wapn. Majg one zblizong budowe, wigzg wapn
z wysokg statg powinowactwa i jak sie przypuszcza pochodzg od wspdl-
nego przodka. Oprécz kalmoduliny — biatka bedacego przedmiotem ni-
niejszego artykutu — mozna wsrdéd nich wyrézni¢ parwalbuminy, biatka
0 nieznanej funkcji wystepujace w cytoplazmie mie$ni oraz troponi-
ne C— jedno z biatek kompleksu regulujgcego cykl skurczowy miesni
poprzecznie prazkowanych kregowcéw. (Budowa tych biatek byta przed-
miotem artykutu opublikowanego w poprzednim zeszycie Postepéw Bio-
chemii).

Obecnie mamy coraz wiecej dowodow na to, ze istnieje Scista wspot-
zalezno$¢ miedzy dziataniem przekaznik6éw drugiego rzedu, tj. CAMP i jo-
nami wapnia (2). Stwierdzono mianowicie, ze regulacja wielu proceséw
polega na fosforylacji biatek przez dwa rodzaje kinaz: kinaz zaleznych od
cAMP (3) i kinaz zaleznych od jonéw wapnia. Dopiero potaczone dziata-
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nie obu rodzajéw enzymoéw powoduje aktywacje lub inhibicje niektorych
szlakow metabolicznych. Ponadto, jony wapnia regulujg w niekt6rych
tkankach poziom cAMP, co znow wskazuje na wspétzaleznos¢ dziatania
przekaznikow drugiego rzedu. Obecnie wiadomo, ze to kalmodulina po
zwigzaniu wapnia moduluje szereg enzymow, gtownie enzymy meta-
bolizmu cyklicznych nukleotyddéw i kinazy zaleznie od jondéw wapnia.

W artykule zebrano dane dotyczace wystepowania i wtasciwosci kal-
moduliny. Omdéwiono tez znane do tej pory procesy regulowane przez
zmiany stezenia jonéw wapnia, w ktérych bierze ona udziat.

1. Odkrycie kalmoduliny

W 1970 roku niezaleznie od siebie Kakiuchi i wsp. (4 oraz
Cheung (5 6) wykazali, ze nieoczyszczona fosfodwuesteraza cyklicz-
nych nukleotydow z moézgu ma wysoka aktywno$¢ w obecno$ci wapnia,
a niska w nieobecnosci tego kationu. Po oczyszczeniu za$§ enzym wy-
kazywat niska aktywno$¢ niezaleznie od stezenia jonéw wapnia. Auto-
rzy ci wykazali, ze spadek aktywnosci fosfodwuesterazy nie wynika
z denaturacji enzymu, gdyz dodanie zagotowanego homogenatu mézgu
do nieaktywnych preparatéw fosfodwuesterazy przywracato jej aktyw-
nos$¢ i wrazliwo$¢ na jony wapnia. Nastepnie wykazali oni, ze w homo-
genacie mdzgu znajduje sie termostabilne biatko odpowiedzialne za wy-
sokg aktywnos$¢ fosfodwuesterazy w obecnosci wapnia. Teo i Wang (7)
stwierdzili, ze ma ono niski ciezar czasteczkowy i ze wigze wapn z wy-
soka statg powinowactwa. Poczgtkowo nazwano je aktywatorem biatko-
wym fosfodwuesterazy (protein activator), potem zaczeto stosowac inne
nazwy jak: biatko modulujgce (modulator protein), zalezny od wapnia
regulator (calcium dependent regulator) lub biatko regulatorowe wigzace
waphn (calcium binding regulatory protein). Ostatnio Cheung, ze
wzgledu na wielofunkcyjne, zalezne od stezenia jonéw wapnia, dziatanie
tego biatka zaproponowat nazwa¢ je kalmoduling (calmodulin) i nazwa
ta przyjeta sie powszechnie.

Odkrywcy kalmoduliny stosowali do oczyszczenia fosfodwuesterazy
roztwory zawierajace zwiazki chelatujgce wapn, w ktorych stezenie jo-
néw wapnia wynosito ponizej 10-8 M. W tych warunkach aktywny kom-
pleks enzymu ulegat rozpadowi, przy czym uwalniata sie kalmodulina
i biatko zawierajgce centrum aktywne fosfodwuesterazy. To tlumaczy
utrate aktywnos$ci enzymu w czasie jego oczyszczania.

Jeszcze w 1976 roku badania kalmoduliny prowadzono tylko w kilku
laboratoriach na Swiecie. Obecnie niewiele jest laboratoriéw, w ktérych
by sie nig nie interesowano. Kalmodulina obudzita zrozumiate zainte-
resowanie badaczy zajmujgcych sie wieloma dziedzinami fizjologii, far-
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makologii i biologii komorki, wyrazem czego jest wzrastajagca z roku na
rok liczba prac na jej temat. Kariera kalmoduliny przypomina kariere
CAMP...

I11. Identyfikacja kalmoduliny

Oczyszczong fosfodwuesteraze wykorzystuje sie do badania niezna-
nego materiatu pod katem obecnosci kalmoduliny. Polega to na oznacze-
niu aktywacji fosfodwuesterazy pozbawionej endogennej kalmoduliny
pod wptywem badanego materiatu. Wynik pozytywny, tj. aktywacja
enzymu wskazuje na obecno$¢ kalmoduliny oraz umozliwia oznaczenie
jej zawartosci (8). W doswiadczeniach tych wykorzystuje sie dwa fakty:
jednakowg zdolno$¢ do aktywacji fosfodwuesterazy przez kalmoduliny
niezaleznie od ich pochodzenia (8—12) oraz ich termostabilno$¢. Ta ostat-
nia cecha umozliwia identyfikacje kalmoduliny w materiale zawierajg-
cym endogenng fosfodwuesteraze. Zagotowanie roztworu powoduje bo-
wiem denaturacje endogennej fosfodwuesterazy, ale nie wptywa na zdol-
nos¢ kalmoduliny do aktywacji enzymu.

Druga metoda identyfikacji i wydzielania kalmoduliny jest elektro-
foreza badanego materiatlu w Zzelu poliakryloamidowym w obecnosci
mocznika, w stabo alkalicznym $rodowisku. W takich warunkach, w nie-
obecnosci jonéw wapnia, kalmodulina praktycznie oddysocjowuje od kaz-
dego z biatek, z ktérym byta zwigzana in vivo i migruje w zelu szybciej
niz one (13—19); jedynie troponina C wykazuje podobne witasciwosci
elektroforetyczne (13—15).

Stosujac elektroforeze na skale preparatywng mozna wyizolowac tro-
poning C i kalmoduling, a nastepnie przeprowadzi¢ ich dalszg identyfi-
kacje. W obecnosci wapnia w warunkach elektroforezy mocznikowej oba
biatka tworzg z troponing | kompleksy o niejednakowej ruchliwosci, co
pozwala na ich rozréznienie. Troponine C i kalmoduling mozna ostatecz-
nie zidentyfikowa¢ badajac zdolno$¢ do aktywacji fosfodwuesterazy.
Troponina C w przeciwienstwie do kalmoduliny nie aktywuje bowiem
tego enzymu.

Przy pomocy opisanych powyzej metod wykazano obecno$¢ kalmodu-
liny w nastepujacych tkankach i narzgdach kregowcdw: w médzgu (4—6,
8, 10, 13, 20—26), skorze (27), przysadce mozgowej (28), mies$niach ser-
cowych (13, 26, 29, 30), szkieletowych (13) i gtadkich (13, 29, 31), w piyt-
kach krwi (8, 13, 18), erytrocytach (8, 32—36), w watrobie (8, 26), nerce
(8, 26), nadnerczach (8, 37), trzustce (25), jadrach (8, 38), plemnikach (39),
w siatkbwce i soczewce oka (40) oraz w hodowlach fibroblastow (41—43).
Kalmoduline wykryto ponadto w komdérkach bezkregowcow (9, 44—47),
w komérkach pierwotniakéw i Sluzowcow (48, 49) oraz w komdrkach
roslin (50, 51).
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Najwiecej kalmoduliny, tj. ponad 2°/0 w przeliczeniu na catkowitg
ilos¢ biatka znaleziono w narzadzie elektrycznym wegorza elektryczne-
go (19). Sposréd badanych tkanek ssakdw najwiecej kalmoduliny wyste-
puje w jadrach (0,4°/0 wg 8) i w mozgu (okoto 0,2°/0 wg 21).

Zastosowanie wyzej wymienionych metod pozwolito na stwierdzenie,
ze biatko uwazane dotad za troponing C miesni gtadkich i komérek nie-
miesniowych kregowcéw jest w rzeczywisto$ci kalmoduling. Poréwnaw-
cze prace w naszym (13), a nastepnie w innym laboratorium (52) ugrun-
towaty teze o tym, ze kalmodulina wystepuje we wszystkich komorkach
eukariontéw, natomiast troponina C wytacznie w migsniach szkieleto-
wych i sercowych.

IVV. Budowa i wiasciwosci kalmoduliny

1V-1. Ciezar czgsteczkowy

Kalmoduliny izolowane z r6znych komorek kregowcoéw i bezkregow-
coOw maja bardzo podobny lub identyczny ciezar czagsteczkowy wyno-
szacy okoto 17 000 (13, 18, 22, 49), co wyznaczono za pomocg takich metod
jak ultrawirowanie lub elektroforeza w zelu poliakryloamidowym w obec-
nosci SDS. Masa czasteczkowa kalmoduliny z mézgu wotu obliczona na
podstawie sekwencji aminokwasowej wynosi 16 723 daltonéw, co po-
twierdza wartosci uzyskane innymi metodami. Wszystkie dane wskazuja,
ze kalmodulina, jak inne homologiczne biatka wigzgce wapn, sktada sie
z pojedynczego tancucha polipeptydowego. Jednak jej ciezar czastecz-
kowy wyznaczony metodg sgczenia na sitach molekularnych wynosi od
25 000 do 35000 (11, 35, 44), co sugeruje obecno$¢ dimeru tego biatka.
Ze wzgledu na brak cysteiny w czasteczce, ewentualny dimer musi po-
wstaé dzieki innym wiazaniom niz wigzanie dwusiarczkowe.

IV-2. Struktura pierwszorzedowa

Dotychczas oznaczono sktad aminokwasowy kalmoduliny izolowanej
z wielu Zrodet, takich jak tkanki kregowcéw (22, 25, 35, 37), jezowca
(46), dzdzownicy (47) i Sluzowca Physarum polycephalum (Kuznic-
ki, Stepkowski i Drabikowski, niepublikowane) i stwier-
dzono, ze skiad ten jest taki jak sktad aminokwasowy homologicznych
biatek wigzacych wapn. Podobnie jak inne biatka tej grupy, kalmoduliny
do tej pory zbadane nie zawieraty tryptofanu, zawieraty wiele fenylo-
alaniny i niewiele tyrozyny (Tabela 1).
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Tabela 1
Sktad aminokwasowy kalmoduliny izolowanej z mézgu wotu (56)

Aminokwasy . K_Od _Liczba
jednoliterowy aminokwasow

Lizyna

Histydyna

Trojmetylolizyna

Arginina

Asparagina

Kwas asparaginowy

Treonina

Seryna

Glutamina

Kwas glutaminowy

Prolina

Glicyna

Alanina

Cysteina

Walina

Metionina

Izoleucyna

Leucyna

Tyrozyna

Fenylanina

Tryptofan

) N
IR Bowe-

ST<KrFr=zZ2<0>»09MO»®-H40ZIXINHKN

Ccomvomo~woBEN

Suma wszystkich aminokwasow 148

Brak tryptofanu, niska zawarto$¢ tyrozyny oraz wysoka zawarto$é
fenyloalaniny sprawiajg, ze kalmoduliny maja charakterystyczne w#as-
ciwosci spektralne. | tak, widmo absorbcji kalmodulin w zakresie ultra-
fioletu wykazuje pasma absorbcji miedzy 250 a 270 nm (22, 35, 37, 53)
charakterystyczne dla fenyloalaniny. W konsekwencji wspdétczynnik mo-
lowy absorbcji przy 280 nm jest niski (54), a widmo fluorescencji typowe
dla fluorescencji tyrozyny (szczyt emisji w 305 nm przy wzbudzeniu
w 280 nm) (17). Czasteczke kalmoduliny wyro6znia sposrod innych biatek
wigzacych wapn obecno$¢ jednej reszty nietypowego aminokwasu, trdj-
metylolizyny (22, 55).

Ponad 30°/0 aminokwasdéw kalmoduliny to kwas asparaginowy i kwas
glutaminowy lub ich pochodne amidowe, a tylko 10°/0 to lizyna i argini-
na. Taki stosunek iloSciowy aminokwaséw kwasnych i zasadowych po-
woduje, ze kalmodulina ma niski punkt izoelektryczny wynoszacy oko-
to 4,0.

W ostatnich latach opublikowano peing sekwencje aminokwaséw w
czasteczce kalmoduliny z mézgu cielecego (Tabela 2) (56), macicy kroli-
ka (57) i z jader szczura (58). RAznice miedzy nimi sg zadziwiajgco mate
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i dotyczg podstawienia grup karboksylowych resztami amidowymi. Na
przykiad kalmodulina z jader ma w pozycji 3, 42, 53, 111 i 143 reszty
kwasu asparaginowego i glutaminowego, podczas gdy w biatkach z mézgu
i macicy pozycje te zajmujg pochodne amidowe tych aminokwaséw. Po-
dobnie, w kalmodulinie z macicy miejsca 24 i 97 zajmuje kwas asparagi-
nowy, a w kalmodulinie z moézgu asparagina. Wydaje sie, ze rozstrzyg-
niecie czy rzeczywiscie poszczeg6lne kalmoduliny réznig sie stopniem
amidacji aminokwaséw kwasnych, biorgc pod uwage znaczne trudnosci
przy analizie pochodnych amidowych, bedzie mozliwe tylko w wyniku
poréwnawczych badan przeprowadzonych w jednym laboratorium.

1V-3. Struktura drugorzedowa

Kalmodulina, tak jak troponina C, skfada sie z czterech podobnych
elementédw strukturalnych zwanych domenami. Kazda z nich zbudowana
jest z dwéch ramion a-spirali oraz zawartej miedzy nimi petli, w ktérej
znajduja sie aminokwasy koordynacyjnie wigzace jon wapnia (por. Ta-
bela 2) (Ryc. 1).

ICa
Ica ' tancuch rozciggniety
skret odwrécony
mCa .
struktura nieuporzad-
kowana
NC:

Ryc. 1. Struktura drugorzedowa kalmoduliny izolowanej z mézgu wotu (59)

Zwigzanie jonéw wapnia usztywnia strukture domeny, natomiast dy-
socjacja tych jonéw rozluznia cata strukture. W zwigzku z tym, podat-
no$¢ kalmoduliny na proteolize zmienia sie w zalezno$ci od obecnosci
jonow wapnia w czasteczce. Po usunieciu jonow wapnia z kalmoduliny
trawienie trypsyng zachodzi szybko i prowadzi do powstania wielu frag-
mentdw o niskim ciezarze czasteczkowym (17, 60). W obecnosci jonéw
wapnia trypsyna trawi kalmoduline wytgcznie w czesci tancucha tgczacej
drugg i trzeciag domene (por. Tabela 2 i Ryc. 1), gdyz nie ma dostepu do
znajdujacych sie wewnatrz domeny innych potencjalnych miejsc tra-
wienia, jakimi sg wigzania lizyny lub argininy z innymi aminokwasami.
Efektem dziatania trypsyny na kalmoduline zawierajaca zwigzany wapn
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sag wiec gtownie dwa fragmenty oporne na dalsze trawienie (17, 60).

Wyrazem zmian struktury drugorzedowej, zachodzacych po usunie-
ciu wapnia jest réwniez spadek zawartosci a-spirali, co wynika z pomia-
row dichroizmu kolowego. Stosunek zawarto$ci a-heliksu otrzymanej
w obecnosci wapnia do wartosci znajdowanej w nieobecnosci wapnia wy-
nosi okoto 1,3 (54, 61, 62).

W czasteczce kalmoduliny izolowanej z mézgu wotu obie reszty ty-
rozyny usytuowane sg w petlach wigzacych wapni. Usuniecie wapnia
powoduje 2,5-krotne zmniejszenie intensywnos$ci fluorescencji tyrozyny,
przy czym zmiany te sg odwracalne (17, 61).

Podatno$é poszczegélnych aminokwaséw w czasteczce kalmoduliny
na chemiczng modyfikacje zalezy réwniez od struktury drugorzedowej,
a wiec w pierwszym rzedzie od obecnosci jonébw wapnia w czasteczce.
Na ogo6t, reszty aminokwasowe kalmoduliny zawierajgcej jony wapnia sa
niedostepne dla czynnikéw modyfikujgcych. Natomiast w obecnosci che-
latoréw wapnia, reszty lizyny i tyrozyny oraz grupy karboksylowe wy-
kazuja zwiekszong reaktywnos$é ze zwigzkami modyfikujacymi (63—66).
Podobnie, zmiany podatno$ci na proteolize i zmiany fluorescencji Swiad-
czg o czeSciowym rozfatdowaniu tafcucha polipeptydowego kalmoduliny
pozbawionej wapnia i o ekspozycji ukrytych dotad aminokwaséw.

IV-4. Wiagzanie wapnia przez kalmoduling

Oznaczenia ilosci wapnia zwigzanego przez kalmoduline wykazaly,
ze — zgodnie z proponowang strukturg — wigze ona cztery jony wap-
nia, tak jak troponina C z miesni szkieletowych krélika. W przypadku
troponiny C uwaza sie, ze dwa pierwsze miejsca wigzania sg specyficzne
wobec wapnia, a trzecie i czwarte moga wigza¢ jony magnezu. Miejsca
specyficzne wobec wapnia majag w troponinie C nizszq statlg wigzania
(okoto 108V _1), niz miejsca wapniowo-magnezowe (stata wigzania wap-
nia w nieobecnosci magnezu wynosi okoto 10™ 1, a w obecnosci — oko-
to Km"D.

Dane dotyczace miejsc wigzacych wapn w czasteczce kalmoduliny sg
czesciowo rozbiezne, bowiem r6zni autorzy stosujac nawet te same me-
tody, jak dialize wyréwnawczg i analize danych wedtug Scatcharda uzy-
skali nieidentyczne wyniki (21, 22, 61, 67). Wszyscy autorzy zgadzajg sie,
ze czasteczka kalmoduliny z mézgu wotu wigze cztery jony wapnia i ma
dwie klasy miejsc wigzgcych wapn, roznigce sie statg wigzania wapnia.
RozbieznoSci natomiast dotyczg liczby miejsc wigzacych wapn naleza-
cych do poszczegdlnych klas oraz ich specyficznosci wobec kationéw dwu-
wartosciowych. Jedna grupa autorow przedstawita wyniki wskazujace, ze

2
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dwa jony wapnia sg wigzane specyficznie z niskg stalg wigzania, nato-
miast pozostate dwa jony sg wigzane niespecyficznie z wyzszg statg wia-
zania (22, 67, 68). Druga grupa badaczy twierdzi natomiast, ze w cza-
steczce kalmoduliny z mézgu wyrézni¢ mozna trzy miejsca o wysokiej
statej wigzania i jedno miejsce o niskiej statej wigzania (21, 61). Wszyst-
kie cztery miejsca, wedtug tych autorow, mogly wigza¢ magnez (61).
W tabeli 3 zebrano podawane przez réznych autoréw state wigzania wap-
nia kalmoduliny izolowanej z mézgu.

Tabela 3
Wigzanie wapnia przez kalmoduline z mézgu

. Stata dysocjacja
Mole wapnia M

. PiSmiennictwo
na mol czasteczki

w nieobecnosci Mg2+

2 1

2 860 22

2 0,2

2 400 67

2 4

2 12 68

3 3,5

1 18 21
0,2

i 1 6l

Wedtug Dedmana i wsp. (54) kalmodulina izolowana z jader

szczura wigze rowniez specyficznie cztery jony wapnia, ale z jednakowg
statg wigzania. Chociaz autorzy ci twierdzili, ze magnez nie jest wigzany
przez to biatko, wynikow tych nie potwierdzili Wolff i Brostrom
(69). Wykazali oni, ze kalmodulina z jagder szczura podobnie jak kalmo-
dulina z mdézgu wigze jony magnezu.

V. Udziat kalmoduliny w procesach enzymatycznych

Juz w pierwszych pracach nad kalmoduling zwr6cono uwage na fakt,
ze jej stezenie w tkankach nie jest skorelowane ze stezeniem fosfodwu-
esterazy aktywowanej przez to biatko (8, 12, 23, 26) i przewyzsza je wie-
lokrotnie. Sugerowato to, iz kalmodulina bierze réwniez udzial w innych
procesach niz aktywacja rozktadu cyklicznych nukleotydéw. Te sugestie
zostaty w ostatnich latach potwierdzone w szeregu pracach, a lista enzy-
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moéw ktorych aktywnos$¢ zalezy od obecnosci kalmoduliny stale wzrasta.
Wsréd nich mozna wyr6znié dwie charakterystyczne grupy: enzymy bio-
rgce udziat w metabolizmie cyklicznych nukleotydéw oraz najrozniejsze
kinazy, ktérych aktywno$¢ zalezy od stezenia jondéw wapnia. Do pro-
ceséw, w ktorych dziatanie tych kinaz zostato najlepiej poznane nalezy
metabolizm glikogenu oraz regulacja cyklu skurczowo-rozkurczowego
miesni gtadkich.

Kalmodulina aktywuje enzymy tylko po zwigzaniu wapnia; struk-
tura, ktéra przyjmuje w takich warunkach jest wiec strukturg aktywng
biologicznie. Istnienie dwdch stanéw konformacyjnych kalmoduliny:
aktywnego i nieaktywnego (bez wapnia) jest podstawg jej dziatania
w komorce, co obrazuje ponizszy schemat:
Kalmodulina+ Ca2+”~ Kalmodulina* *Ca2+
KalmodulinaxeCa2++ enzym  (nieaktywny) A~ KalmodulinaxeCa2+eenzym
(aktywny),

gdzie x oznacza zmiane konformacji.

V-l. Metabolizm cyklicznych nukleotydow

W komorkach kregowcéw wystepujg przynajmniej trzy rodzaje fosfo-
dwuesteraz katalizujgcych rozkiad 3',5'-cyklicznych nukleotydéw (21).
Tylko jedna z nich jest aktywowana przez wapn za posrednictwem kal-
moduliny (25, 29, 40, 70—72). Fosfodwuesteraze zalezng od stezenia jo-
néw wapnia mozna oddzieli¢ od pozostatych fosfodwuesteraz przez sg-
czenie na sitach molekularnych lub chromatografie na jonowymienia-
czach (4—7, 21, 22). Stosujac roztwory o okre$lonym stezeniu wolnych
jondw wapnia, czyli tzw. bufory wapniowe stwierdzono, ze fosfodwu-
esteraza z serca wotu wykazuje maksymalng aktywacje juz przy stezeniu
10~5M Ca2+, a ponizej 10-7 M jest nieaktywna. 50% maksymalnej akty-
wacji enzymu ma miejsce przy stezeniu 2,3x10-6 M (7).

Najnowsze prace wskazujg, ze aktywny kompleks fosfodwuesterazy
z mozgu wotu sktada sie oprocz kalmoduliny z trzech biatek o ciezarach
czasteczkowych 61 000, 59 000 i 15000 (66, 73). Z innych badan wiado-
mo, ze w mozgu wystepuje rowniez biatko bedace inhibitorem fosfodwu-
esterazy sktadajace sie z dwoch podjednostek o ciezarze 61 000 i 15 000,
ktére wigze kalmoduling w obecnosci wapnia (73—76). K lee i wsp.
uwazajg (66), ze inhibitor ten jest podjednostkg regulatorowg enzymu
hamujacag w nieobecnosci kalmoduliny centrum aktywne podjednostki
o ciezarze 59 000. Przytaczenie zwigzanej z wapniem kalmoduliny moze
odblokowywa¢ to hamowanie. Taka budowa fosfodwuesterazy i rola po-
szczegblnych jej sktadnikow nie zostata jeszcze potwierdzona przez ba-
dania innych autordéw.
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Kalmodulina aktywuje nie tylko fosfodwuesteraze, lecz rowniez za-
lezng od jondéw wapnia cyklaze adenylanowg, izolowang z mézgu (11,
77—80). To samo biatko zatem — kalmodulina — aktywowa¢ moze dwa
przeciwstawnie dziatajagce enzymy (Ryc. 2).

Ca
kalmodulina kalmodulina

(nieaktywna) (aktywna)
fosfodwuesteraza
cyklaza adenylanowa 3,5-cyklicznych nukleotydéw
(nieaktywna) (nieaktywna)
fosfodwuesteraza
cyklaza adenylanowa 3,5-cyklicznych nukleotydow
(aktywna) (aktywna)
ATP- CAMP 5'AMP

Ryc. 2. Udziat kalmoduliny w regulacji poziomu cyklicznych nukleotydéw

Najprostszym wytlumaczeniem tego zjawiska jest rézna lokalizacja
obu enzymoéw: fosfodwuesterazy w cytoplazmie, a cyklazy w btonach
komadrkowych. /

Z kolei, niektérzy autorzy sadza, ze wyniki badan kinetycznych fo-
sfodwuesterazy (okoto 20 razy wieksze Km cAMP i 3 razy wigksze v max
niz w przypadku cGMP) wskazujg, ze enzym in vivo hydrolizuje wytacz-
nie ¢cGMP, a nie hydrolizuje cAMP (81—84). Inni autorzy jednak, bio-
ragc pod uwage znaczny nadmiar cAMP w stosunku do cGMP w komorce
(okoto 10— 100-krotny) sa zdania, ze in situ fosfodwuesteraza rozktada
oba cykliczne nukleotydy (69). A zatem, po zwiekszeniu stezenia jonow
wapnia w komdrce kalmodulina moze regulowaé¢ poziom cyklicznych nu-
kleotydow zaréwno poprzez aktywacje syntezy cAMP, jak i aktywacje
hydrolizy cAMP i cGMP. Nalezy pamieta¢ jednak, ze to dziatanie wap-
nia dotyczy tylko jednego z rodzajow fosfowuesterazy i nie jest jedyna
forma regulacji metabolizmu cyklicznych nukleotydow.

V-2. Metabolizm glikogenu

Juz szereg lat temu stwierdzono, ze aktywno$¢ kinazy fosforylazy,
kluczowego enzymu glikogenolizy, zalezy od obecnosci wapnia oraz od
ufosforylowania przez kinaze biatkowg aktywowang przez cAMP. Do-
piero jednak ostatnie prace Cohena i wsp. (53, 85), jak réwniez in-
nych autoréw (86—88) pozwolity petniej zrozumieé mechanizm regulacji
metabolizmu glikogenu i okreslic w nim role kalmoduliny. Przez jaki$
czas wydawato sie, ze fosforylacje dwoch enzymoéw biorgcych udziat
w metabolizmie glikogenu: nieaktywnej fosforylazy b i aktywnej syn-
tazy katalizujg dwa rozne enzymy zalezne od stezenia jondéw wapnia



[13] KALMODULINA 277

i kalmoduliny: kinaza fosforylazy i kinaza syntazy — 2 (53, 85). Ostatnio
jednak przedstawiono dane wskazujace, ze jest to jeden i ten sam enzym
znany weczesniej jako kinaza fosforylazy (89, 90). Wykazano, ze ten enzym
sktada sie z czterech, a nie trzech, jak sgdzono dotychczas, podjednostek
nazwany a, @y, 5 z ktérych 6, odkryta ostatnio to kalmodulina. Kinaza
fosforylazy jest tetramerem (a(3y8)4 i wykazuje aktywno$é tylko w obec-
nosci wapnia i po fosforylacji podjednostki @ przez kinaze zalezng od
cAMP. Kinaza fosforylazy r6zni sie nieco od innych enzymow zaleznych
od kalmoduliny tym, ze czasteczki kalmoduliny wchodzace w skiad tetra-
meru sa zwigzane bardzo mocno, niezaleznie od stezenia jonéw wapnia
i nie ulegajg dysocjacji w nieobecnos$ci tego kationu. Przytgczenie dodat-
kowej (lub dodatkowych) czgsteczek kalmoduliny jedynie w obecnosci
wapnia powoduje dalszy wzrost aktywnos$ci kinazy fosforylazy (53, 91).
Cohen uwaza, ze trwale zwigzane czasteczki kalmoduliny uczulajg kom-
pleks enzymatyczny na jony wapnia, natomiast luzno zwiazane modu-
lujg aktywnos$¢ enzymu.

2 . . CAMP _
kalmodulina » kalmodulina kinaza biarkowa —s------- kinaza biafkowa

(nieaktywna) (aktywna) . aktywna) (nieaktywna)
podjednostka 6 nieufosforylowana
\ podjednostka |3

\

\

ufosfory lowana
podjednostki podjednostka fi
ot, 's \x‘

kinaza fosforylazy

(aktywna)
(CxP>76)
fosforylaza b ==C>mfosforylaza a glikogen” syntaza #-—--0O syntaza
(nieaktywna) (aktywna) glikogenu glikogenu
(aktywna) (nieaktywna)
V glukozo-"
-1-fosforan

Ryc. 3. Udziat kinaz zaleznych od jonéw wapnia — kalmodulina i cAMP w gliko-
genolizie
Grubg strzatka zaznaczono procesy fosforylacji

Na rycinie 3 przedstawiono schemat regulacji metabolizmu glikogenu
i udziat w niej kinaz zaleznych zaréwno od cAMP, jak i wapnia zwiaza-
nego z kalmoduling. Kinaza zalezna od cAMP katalizuje fosforylacje ki-
nazy fosforylazy. Po fosforylacji podjednostki [3i zwigzaniu wapnia przez
podjednostke 8 (kalmoduline) kinaza fosforylazy staje sie aktywna. Fo-
sforyluje ona wtedy dwa przeciwstawnie dziatajgce enzymy: fosforylaze
glikogenu i syntaze glikogenu. W wyniku fosforylacji fosforylaza prze-
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chodzi w forme aktywng, natomiast syntaza — w forme nieaktywna.
Ponadto, syntaza glikogenu moze by¢ ufosforylowana przez kinaze zalez-
ng od cAMP i catkowite zahamowanie jej aktywnos$ci obserwuje sie do-
piero po fosforylacji przez obie kinazy (kinaze fosforylazy zalezng od
Ca2+ i kinaze zalezng od cAMP) w dwodch réznych miejscach tancucha
polipeptydowego.

W sumie wzrost stezenia CAMP i jonéw wapnia w mie$niach powo-
duje zwiekszong fosforolize glikogenu. Przy tym samym stezeniu jo-
néw wapnia zachodzi inicjacja skurczu miesni, dzieki czemu oba proce-
sy — skurcz i glikogenoliza — sg ze sobg sprzezone.

V-3. Regulacja skurczu mieé$ni gtadkich

Od kilku lat umacnia sie poglad, iz regulacja cyklu skurczowo-roz-
kurczowego miesni gtadkich kregowcdw ma bezposredni zwigzek z fosfo-
rylacja jednego z lekkich tancuchéw miozyny (92—94). Dopiero po fosfo-
rylacji tego tancucha ATPaza miozynowa moze ulec aktywacji przez
aktyne. Kinaza fosforylujgca lekki tafcuch miozyny jest aktywna tylko
w obecnosci wapnia, natomiast fosfataza, obecna rowniez w miesniach,
dziata niezaleznie od stezenia jon6w wapnia. Tak wiec w mie$niach gtad-
kich lekki tancuch miozyny jest ufosforylowany tylko przy stezeniu wap-
nia w cytoplazmie okoto 10~5M, a wiec w czasie skurczu. Przy stezeniu
wapnia ponizej 10-7 M ulega on defosforylacji na skutek zahamowania
dziatania kinazy i dziatajacej w tych warunkach fosfatazy.

Dabrowska i wsp. wykazali, ze kinaza fosforylujaca lekki tan-
cuch miozyny miesni gtadkich skitada sie z dwoch biatek (95, 96). Ciezar
czgsteczkowy jednego wynosi okoto 105 000, a drugiego okoto 17 000.
Biatko o wiekszym ciezarze czagsteczkowym zawierato centrum katalitycz-
ne, natomiast biatko niskoczagsteczkowe okazato sie identyczne z kal-
moduling (96).

Ostatnio wykazano, ze w mies$niach gtadkich nie tylko wapn i kal-
modulina majg wptyw na aktywno$¢ kinazy, lecz rdwniez cAMP. Stwier-
dzono mianowicie, ze katalityczna podjednostka kinazy — biatko o cie-
zarze okoto 105 000 ulega fosforylacji katalizowanej przez kinaze zalezng
od cAMP (97, 98). Ta fosforylacja powoduje spadek aktywnosci kinazy
lekkiego tancucha miozyny nawet w obecnosci wapnia i kalmoduliny. Do-
piero defosforylacja podjednostki katalitycznej kinazy lekkiego tancucha
miozyny w nieobecnosci cAMP powoduje odblokowanie i wzrost aktyw-
nosci enzymu. Sytuacja ta przypomina w pewnym stopniu hamowanie
aktywnosci syntazy glikogenu po jej fosforylacji przez kinaze zalezng od
cAMP (por. V-2). Mozna zatozy¢, ze inicjujgce skurcz miesni gtadkich
jony wapnia zwigzane z kalmoduling majg dwie drogi dziatania: jedna
polega na aktywacji nieufosforylowanej kinazy lekkiego tanncucha mio-
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2+

cCAMP | .
kalmodulina = kalmodulina kinaza biatkowa kinaza biatkowa
(nieaktywna) (aktywna) (aktywna) (nieaktywna)

nieufosforylowana ufosforylowana
podjednostka katalityczna podjednostka katalityczna
(aktywna) (nieaktywna)

kinaza lekkiego
taricucha miozyny
(aktywna)

miozyna ¢ =0 miozyna
(nieaktywna) (aktywna)

Ryc. 4. Udziat kalmoduliny w regulacji cyklu skurczowo-rozkurczowego miesni
gtadkich

Grubg strzatkg zaznaczono procesy fosforylacji

zyny, a druga na aktywacji fosfodwuesterazy cyklicznych nukleotydow.
Wzrost aktywnos$ci tego ostatniego enzymu powodujac zmniejszenie ste-
zenia cAMP miatby w konsekwencji hamowaé fosforylacje podjednostki
katalitycznej kinazy lekkiego tafcucha. W sumie za posrednictwem jo-
néw wapnia i kalmoduliny zwiekszatby sie stopien ufosforylowania lek-
kiego tancucha miozyny, czego koncowym efektem bytaby wysoka aktyw-
nos¢ ATPazy kompleksu aktomiozynowego i skurcz. Z kolei usuniecie
jondw wapnia powodowatoby spadek aktywnosci kinazy lekkiego tan-
cucha i w konsekwencji jego defosforylacje na skutek dziatania fosfatazy.

V-4. Kinazy lekkiego tancucha miozyny miesni szkieletowych i sercowych oraz ko-
morek niemiesniowych

Fosforylacja lekkiego taricucha miozyny zalezna od jonéw wapnia za-
chodzi rowniez w mies$niach szkieletowych i w mies$niu sercowym, cho-
ciaz regulacja skurczu tych miesni polega na dziataniu innych biatek,
tj. troponiny i tropomiozyny (art. przegladowy 99). Do tej pory nie wy-
kazano przekonywujgco, aby w mie$niach poprzecznie prazkowanych
fosforylacja lekkiego tancucha miata jakis wpltyw na aktywno$¢ ATPazy
aktomiozynowej (99).

Réwnolegle z badaniami dotyczacymi miesni gtadkich szereg autoréow
wykryto, ze kinaza z miesni szkieletowych (100—103) i miesni serca (104)
zawiera réwniez kalmoduline.

W ostatnich latach uzyskano szereg danych wskazujgcych na obecno$é
aktyny i miozyny w komorkach niemiesniowych. Mimo wysitku badaczy
nie udato sie jednak jednoznacznie okres$lié mechanizmoéw regulujacych
ruchliwo$¢ komorek niemie$niowych (ang. celi motility), a wiec zja-
wisk, w ktérych pierwszorzedne znaczenie ma interakcja aktyny z mio-
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zyng (105). Pozostaje miedzy innymi sprawg niewyja$niong do konca, na
co wskazujg najnowsze prace, czy w komadrkach niemie$niowych kinazy
spetniajg podobng role do kinazy lekkiego tahcucha miozyny migéni
gtadkich.

Z niektoérych komorek niemie$niowych jak mozg, fibroblasty, ptytki
krwi wyizolowano zalezng od wapnia kinaze, ktora byta zdolna do fo-
sforylacji lekkiego tancucha miozyny miesni gtadkich w obecnos$ci wap-
nia (106). Juz wczesniej byto wiadomo, ze miozyna ptytek krwi reaguje
z aktyng tylko po fosforylacji lekkiego #tancucha (92, 107), a ostatnio
wyizolowano z tych komorek kinaze zalezng od wapnia, ktéra w obec-
nosci kalmoduliny katalizowata te reakcje (108). Wykazano przy tym
Scistg korelacje stopnia ufosforylowania lekkiego tancucha ze wzrostem
aktywnos$ci ATPazy aktomiozynowej.

Podobne wyniki uzyskano badajgc fibroblasty (109) oraz makrofagi
(110). Kinaza izolowana z tych komérek wptywata na zdolno$¢ miozyny
do interakcji z aktyng tylko w obecnosci wapnia i kalmoduliny. Ostatnio
pojawito sie doniesienie o zaleznosci aktywnosci ATPazy aktomiozyno-
wej od endogennej fosforylacji w komdrkach grasicy (111). Kinaza, ktora
katalizowata te reakcje miata podobng budowe do kinazy izolowanej
z mies$ni gtadkich i komérek niemiesniowych.

Na gruncie tych obserwacji coraz bardziej ustala sie poglad, iz przy-
najmniej w niektérych komdrkach niemie$niowych, podobnie jak w migs-
niach gtadkich, kalmodulina jest za posrednictwem kinazy wiaczona w
uktad regulujagcy ATPaze aktomiozynows.

V-5. Kinazy biatek btonowych (rola w transporcie kationéw przez btony i przy wy-
dzielaniu neurotransmiteréw)

W ostatnich latach znaleziono inne kinazy biatkowe o podobnej za-
leznosci od jondw wapnia i kalmoduliny. Katz i Remtulla (112)
zaobserwowali, ze transport wapnia przez btony sarkoplazmatycznego re-
tikulum z serca zalezy od kalmoduliny. Dalsze badania wykazaty jednak,
ze kalmodulina i w tym przypadku aktywuje kinaze fosforylujagcg biatko
specyficzne dla tego typu sarkoplazmatycznego retikulum (113) i nazwa-
ne uprzednio fosfolamban (114). Fosforylacja tego biatka powoduje akty-
wacje transportu jonéw wapnia przez btony sarkoplazmatycznego reti-
kulum (113—115). Ostatnie prace wskazujg, ze fosfolamban zbudowany
jest z dwoch podjednostek o ciezarze czasteczkowym okoto 11 000. Kazda
podjednostka ma dwa miejsca ulegajace fosforylacji. Na jedno z nich
dziata kinaza zalezna od wapnia i kalmoduliny, na drugie za$ kinaza za-
lezna od cAMP. Fosfolamban powoduje zwiekszenie transportu jondéw
wapnia dopiero po fosforylacji przez obie kinazy. W ten sposéb kalmo-
dulina wilacza sie w regulacje transportu jonéw wapnia przez btony sar-
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koplazmatycznego retikulum miesnia sercowego, ktéry to transport, jak
uprzednio sadzono, regulowat jedynie cAMP.

Ostatnio wykazano, ze ATPaza transportujgca wapn przez btony ery-
trocytdw jest rowniez aktywowana przez kalmoduline (32—35, 116), ale
nie poznano jeszcze jej mechanizmu aktywacji. Mozna jednak spekulo-
waé, ze aktywacja ATPazy opiera sie na podobnym mechanizmie, ktory
wykryto w mies$niach sercowych.

Schulman i Greengard (117)) wykazali, ze aktywno$¢ kinazy
fosforylujacej biatka btonowe mézgu o ciezarze czasteczkowym 51 000
i 62 000 zalezy od stezenia jondéw wapnia i kalmoduliny. Autorzy ci
stwierdzili, ze podobne kinazy wystepujg rowniez w innych tkankach
fosforylujgc rézne biatka btonowe (118). Wyizolowana nastepnie przez
Waismana i wsp. kinaza (119) jest prawdopodobnie identyczna z ki-
nazg badang przez Schulmana i Greengarda (117).

Ostatnio wykazano obecno$¢ ATPazy aktywowanej przez kalmodu-
line w btonach synaptosomalnych moézgu (120, 121). Charakter oddziaty-
wan kalmoduliny z enzymem oraz mechanizm aktywacji pozostaje nie-
wyjasniony. Niewykluczone, ze moze on polega¢, tak jak w przypadku
ATPazy sarkoplazmatycznego retikulum serca, na fosforylacji jakiego$
biatka btonowego bedgcego aktywatorem ATPazy. Fosforylacje takg mo-
glaby katalizowa¢ kinaza opisana przez Schulmana i Green-
garda (117).

Grab i wsp. znalezli kalmoduline i kinaze zalezng od kalmoduliny
w btonach postsynaptycznych moézgu (122) i stwierdzili, ze w obecnosci
wapnia fosforylacji ulegato biatko tych bion o ciezarze 51 000 (123).
DeLorenzo i wsp. (124), wykorzystujagc preparaty pecherzykow sy-
naptosomalnych wykazali, ze wapn za posrednictwem kalmoduliny akty-
wuje fosforylacje okreSlonych biatek synaptosomalnych oraz réwnolegle
stymuluje uwalnianie noradrenaliny z tych pecherzykdéw. Fosforylacji
ulegaty biatka o tym samym ciezarze czasteczkowym, ktore fosforylo-
wata kinaza opisana przez Schulmana i Greengarda (117).
DeLorenzo i wsp. uwazajg (124), ze kalmodulina wptywa nie tylko
na uwalnianie noradrenaliny, lecz réwniez na uwalnianie innych neuro-
transmiterdw mozgu, takich jak acetylocholina i dopamina. Opierajgc sie
na nieopublikowanych jeszcze wynikach sugeruja oni, ze kalmodulina
w podobny sposéb jak w pecherzykach synaptosomalnych moézgu, modu-
luje procesy wydzielnicze zalezne od jonéw wapnia w przysadce mdzgo-
wej i nadnerczach (124).

Nie sposOb obecnie ustali¢ doktadniej zwiazki miedzy poszczegdlnymi
reakcjami zaleznymi od kalmoduliny i innymi procesami zachodza-
cymi w madzgu. Mozliwe, ze najblizsze lata przyniosg wyjasnienie, ktore
z tych reakcji wspoétdziatajg ze sobg w ukladach odpowiedzialnych za
aktywnosé komorek moézgowych, tym bardziej, ze przed takimi badaniami
otwierajg sie nowe mozliwosci. Okazato sie mianowicie, ze niektére leki
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psychotropowe, bedace pochodnymi fenotiazyny, hamujg zalezng od wap-
nia fosforylacje biatek synaptosomalnych i hamujg uwalnianie noradre-
naliny (124). Ponadto stwierdzono, ze leki te hamujg aktywnos$¢ fosfo-
dwuesterazy cyklicznych nukleotydéw, zaleznej od kalmoduliny, gdyz
w obecnosci wapnia inaktywujg kalmoduline (69, 125). Pochodne feno-
tiazyny sa wiec selektywnymi inhibitorami proceséw zaleznych od kal-
moduliny. Specyficzno$¢ ich dziatania polega na tym, ze w niskich steze-
niach wigza sie wytacznie z kalmoduling oraz, ze wigzanie to zachodzi
tylko w obecno$ci wapnia (125). Pochodne fenotiazyny stanowig wiec
idealny instrument badawczy przy badaniach nad mechanizmem dziata-
nia kalmoduliny in vivo.

V-6. Inne procesy enzymatyczne

W ostatnim czasie ukazaty sie doniesienia o innych enzymach zalez-
nych od kalmoduliny. Jednym z nich jest kinaza fosforylujagca NAD do
NADP izolowana z nasion grochu (50). Jej aktywnos$é zalezy od stezenia
jonbw wapnia w tym samym zakresie stezen, w ktorym zachodzi akty-
wacja zaleznych od kalmoduliny enzyméw izolowanych z komérek zwie-
rzecych.

Ponadto kinaza zalezna od jondw wapnia i kalmoduliny katalizuje
fosforylacje oksygenazy tryptofanu (126), ktéra dopiero wtedy osigga wy-
sokg aktywnos$¢. Wedtug najnowszych prac kalmodulina aktywuje réw-
niez fosfolipaze A2 (127). Mozliwe wiec, ze i w tym przypadku mecha-
nizm aktywacji polega na fosforylacji, a nie na bezpos$rednim oddzia-
tywaniu kalmoduliny z fosfolipaza A2 Zestawiona w Tabeli 4 lista enzy-
méw i proces6w, ktorych aktywno$¢ regulujg jony wapnia za posred-
nictwem kalmoduliny nie wydaje sie jeszcze zamknieta. Byé moze wiek-
szo$¢ proceséw modulowanych przez jony wapnia w stezeniu okoto 10-5 M
zalezy od kalmoduliny. Niewykluczone, ze w procesach tych kalmoduli-
na dziata wytacznie jako aktywator kinaz, ktére fosforylujag odpowiednie
enzymy i zmieniajg w ten sposob ich aktywnosc¢.

Na uwage zastuguje fakt, ze we wszystkich reakcjach, w Kktorych
bierze udziat kalmodulina wykazuje ona brak specyficznosci. Na przyk#ad
kalmodulina z mézgu, a nawet z Physarum polycephalum (48, 49) akty-
wuje w takim samym stopniu jak endogenna kalmodulina kinaze lek-
kiego tancucha miozyny z miesni. Nawet kalmodulina izolowana z ro-
§lin (50, 51) aktywuje fosfodwuesteraze z médzgu wotu, podobnie jak kal-
modulina endogenna. Jest to mozliwe dzieki minimalnym jedynie zmia-
nom w skladzie i sekwencji aminokwasowej jakie zachodzity w czastecz-
ce kalmoduliny w toku ewolucji.
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Tabela 4

Udziat kalmoduliny w procesach regulowanych przez Ca2+

Enzym

1. Enzymy metabolizmu

cyklicznych nukleotydow:
fosfodwuesteraza 3, 5' —cy-

klicznych nukleotydow
cyklaza adenylanowa

2. Kinazy

3. Inne enzymy:
ATPazy btonowe

Substrat

CAMP, cGMP
ATP

fosforylaza glikogenu \
Syntaza glikogenu j
biatka btonowe

NAD

lekkie tarcuchy miozyny
oksydaza tryptofanu

ATP

Pismiennictwo

4, 7, 21, 22, 25, 29, 40,
70—72
11, 77—80

53, 85—91

112—115

50

95, 96, 100—104 106—111
126

32—35, 119—121

fosfolipaza A2 fosfoglicerydy 127
4. Inne procesy:
hamowanie polimeryzacji 129—132
tubuliny
stymulacja uwalniania 124

neurotransmiteréw

V1. Udziat kalmoduliny w regulacji polimeryzacji tubuliny

Sukbomdrkowg lokalizacje kalmoduliny w komérkach hodowanych in
vitro badano stosujac metode posredniej immunofluorescencji i wyko-
rzystujgc monospecyficzne przeciwciata przeciwko kalmodulinie. Wyniki
otrzymane niezaleznie w trzech laboratoriach (41, 42, 128) sg w duzym
stopniu zgodne. W interfazie obserwowano nieznaczng i réwnomierng
fluorescencje cytoplazmy, chociaz wg Welsha i wsp. (42) barwieniu
ulegaty rowniez struktury zbudowane z peczkow filamentéw aktyny
(ang. stress jibers). Natomiast juz w prometafazie zaobserwowano inten-
sywng fluorescencje w rejonie skondensowanych chromosoméw. Od tego
momentu kalmodulina byta zwigzana z aparatem mitotycznym, jej wy-
stepowanie jednakze nie pokrywato sie z wystepowaniem tubuliny lub
aktyny. W pozZniejszych etapach podzialu komoérkowego fluorescencje
obserwowano gtownie w rejonie mostkéw miedzykomdrkowych. Dane
osiggniete dzieki badaniom immunofluorescencyjnym dajg podstawe do
stwierdzenia, ze kalmodulina jest zwigzana w jaki$ sposéb z ruchem chro-
mosomow, prawdopodobnie poprzez regulacje polimeryzacji tubuliny (41,
42 oraz 69, 129). W rownolegle prowadzonych badaniach in vitro stwier-
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dzono, ze kalmodulina hamuje polimeryzacje tubuliny po zwigzaniu wap-
nia (130—132). Jej dzialanie sprowadza sie prawdopodobnie do wigzania
dimeru tubuliny, a nie do oddziatywan z jakim$ enzymem. W komplek-
sie z kalmoduling tubulina nie moze polimeryzowaé i pozostaje w postaci
dimeru. Stwierdzono, ze zdolno$¢ kalmoduliny do aktywacji fosfodwu-
esterazy nie zmienia sie po jej zwigzaniu z tubuling. W tej sytuacji tubu-
line mozna tatwo rozr6zni¢ od innych biatek wigzacych w obecnosci wap-
nia kalmoduline, gdyz hamuja one aktywnos¢ fosfodwuesterazy (por.
73—76).

VIl. Biatka wigzace kalmoduline

Réwnolegle z pracami nad funkcjg kalmoduliny badano jej subko-
morkowa lokalizacje. Juz pierwsze prace wykazaty, ze ilos¢ tego biatka
w supernatancie 100 000 g homogenatéw mdézgu zalezy od stezenia wol-
nych jonéw wapnia w buforze uzytym do ekstrakcji (13, 17, 26). Gdy
w prébie podczas homogenizacji byt obecny wapn, znajdowano okoto
58% kalmoduliny w supernatancie. Natomiast gdy dodano EGTA lub
EDTA do homogenatu, ilo§¢ kalmoduliny w supernatancie wzrastata do
77°/o (26). Sugerowalto to, ze oprocz zaleznego od stezenia jondw wapnia
wigzania kalmoduliny z biatkami cytoplazmatycznymi (np. z fosfodwu-
esterazg) czes¢ jej byta podobnie zwigzana w nierozpuszczalnych frak-
cjach komérkowych. W osadzie otrzymanym po wirowaniu homogena-
téw moézgu przy 100 000 g okoto 23°/0 kalmoduliny pozostawato jednakze
zwigzane nawet w nieobecno$ci jonéw wapnia i dopiero uzycie deter-
gentdw lub trypsyny uwalniato te kalmoduline (26). Nieznane sg inne
witasciwosci miejsc wigzacych kalmoduline niezaleznie od stezenia jonow
wapnia.

W cytoplazmie, jak i w btonach komdérkowych mézgu znaleziono kilka
biatek o nieznanej funkcji wigzacych specyficznie kalmoduling w obec-
nosci wapnia (73—76, 133—136). Niektére z tych biatek wigzaty kalmo-
duline nawet mimo dodania mocznika w wysokim stezeniu (137). W moézgu
wotu wykryto cztery takie biatka o ciezarze czgsteczkowym 140 000,
77 000, 61 000 i 22 000 (137). SzczegOlnie interesujace jest biatko o cieza-
rze 22 000. Ma ono podobny ciezar czgsteczkowy do troponiny | z mieéni
szkieletowych krdlika, wysoki punkt izoelektryczny oraz podobny skiad
aminokwasowy. Te witasciwosci, a w szczegdlnosci sposéb wigzania kal-
moduliny sprawiaja, ze niektérzy autorzy uwazajg to biatko za funkcjo-
nalny odpowiednik troponiny | z mie$ni szkieletowych i sercowych cha-
rakterystyczny dla tkanek niemies$niowych (137). Brak jest jednak ja-
kichkolwiek danych doswiadczalnych na temat wplywu biatka 22 000
daltondw na aktywno$¢ ATPazy aktomiozynowej, zarowno miesni jak
i komoérek niemieSniowych. Wiadomo, ze biatko to hamuje aktywnos$¢
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fosfodwuesterazy i dopiero kalmodulina zawierajgca waprh odblokowuje
to hamowanie. Biatko 22 000 daltonéw nie hamuje jednak, co dziwniejsze,
aktywno$ci kinazy lekkiego tancucha miozyny (137).

Biatka wigzace kalmoduline moga stanowi¢ podjednostki enzyméw
aktywowanych przez kalmoduling (por. V-1 na przyktadzie fosfodwu-
esterazy), a takze moga regulowaé¢ poziom kalmoduliny w komérce. Na-
lezy mie¢ nadzieje, iz w najblizszym czasie rola biatka wiazgcych kalmo-
duline zostanie lepiej wyjasniona, a tym samym obraz dziatania kalmo-
duliny w komdrce zostanie uzupeiniony.

VI1Il. Kalmodulina a troponina C

Ze wszystkich homologicznych biatek wiazacych wapn kalmodulina
wykazuje najwieksze podobieristwo do troponiny C. Tak na przykiad
kalmodulina izolowana z mdzgu wotu i troponina C z mieé$ni szybkich
krolika wykazujg 77°/0 homologii (por. tabela 2). Innymi stowy okoto
@4 miejsc w fancuchu polipeptydowym obu biatek zajmujg aminokwasy
identyczne lub zmiany jakie powstaty sg konserwatywne, tzn. obejmuja
zamiane na podobny aminokwas. Miedzy troponing C z miesni szybkich
krélika, a troponing C z mies$ni sercowych wotu istnieje niewiele wiecej,
bo tylko 82°/0 homologii (por. Tabela 2). Tak duze podobienstwo miedzy
troponing C a kalmoduling sugeruje, ze oba biatka majg réwniez bardzo
zblizone wiasciwosci biologiczne. Istotnie, kalmodulina moze w pewnych
warunkach zastepowac¢ dziatanie troponiny C in vitro (14, 15). W rekon-
stytuowanym ukladzie sktadajgcym sie z aktomiozyny i tropomiozyny
z mies$ni szkieletowych krolika aktywnosé ATPazy aktomiozynowej jest
hamowana w nieobecno$ci wapnia przez dodanie pozostatych skiadnikéw
kompleksu troponiny — troponiny | i troponiny T. W obecnosci wapnia
troponina C znosi to hamowanie dzieki specyficznej interakcji z tropo-
ning |. Za te interakcje wydaje sie by¢ odpowiedzialny odcinek a-heliksu
w trzeciej domenie troponiny C, poprzedzajgcy petle wiagzacg wapn (por.
Ryc. 1i Tabela 2). Na krétkim odcinku dziesieciu aminokwaséw, az cztery
to reszty kwasu glutaminowego. Homologiczny odcinek w czasteczce kal-
moduliny jest prawie identyczny, nic wiec dziwnego, ze biatko to dziata
podobnie jak troponina C i odblokowuje hamujgce dziatanie troponiny I.
Sa jednak pewne rdéznice w dziataniu obu biatek. W miesniach, jak réw-
niez w badaniach in vitro, troponina C wymaga obecnos$ci troponiny T,
podczas gdy kalmodulina dziata rowniez w jego nieobecnosci.

W przeciwienstwie do wielofunkcyjnego charakteru kalmoduliny, je-
dyng poznang funkcjg troponiny C jest regulacja cyklu skurczowo-roz-
kurczowego miesni poprzecznie pragzkowanych. Nie udato sie do tej pory
wykaza¢ aktywacji jakiegokolwiek enzymu zaleznego od kalmoduliny
przez troponine C, dodang w takim samym stezeniu. Niektérzy autorzy
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sadza, ze ma to zwigzek z brakiem w troponinie C trojmetylolizyny, ami-
nokwasu znajdujacego sie w czasteczce kalmoduliny. Przyszto$¢ pokaze,
czy ten fakt ma rzeczywiscie jakie$ znaczenie i, na ile charakterystyczne
i wspdlne dla wszystkich kalmodulin, niezaleznie od pochodzenia, drobne
odcinki tancucha polipeptydowego przekazywane skrupulatnie w zapisie
genetycznym przez miliony lat sg tak istotne dla funkcji tego biatka.

Zaakceptowano 28.3.1980
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l. Wstep

Wiekszo$¢ poznanych enzyméw dziata na ujemnie natadowane sub-
straty lub wymaga anionowych kofaktoréw. Fakt ten skierowat uwage
badaczy na reszty aminokwas6w zasadowych: arginylowe, lizylowe i histy-
dylowe, ktére moga odgrywaé wazng role w katalizie enzymatycznej. Za-
stosowanie odczynnikéw dwukarbonylowych do chemicznej modyfikacji
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reszt arginylowych w enzymach pozwolito wykazaé, ze petnig one w cen-
trum aktywnym role miejsc rozpoznajgcych ujemnie natadowane sub-
straty lub kofaktory *

Ponadto mozna sadzi¢, ze reszty arginylowe stanowig grupy czynne
niektéorych hormonéw peptydowych i biatkowych, bowiem zablokowanie
grup guanidynowych swoistymi odczynnikami powoduje utrate lub
znaczny spadek czynnos$ci biologicznej.

Powyzsze spostrzezenia sktonity autorow do przedstawienia Czytel-
nikowi wszystkich poznanych dotychczas enzymow, w ktérych reszty
arginylowe znajdujg sie w centrum aktywnym i petniag w nim role ami-
nokwasow kontaktowych, pomocniczych lub stabilizujgcych strukture
przestrzenng. Podano tez zestawienie hormondéw peptydowych i biatko-
wych, ktoérych rola zalezy od obecno$ci w nich reszt arginylowych. Da-
lej oméwiono biatka krwi, w ktdrych grupy guanidynowe argininy sg
miejscami wigzacymi ligandy anionowe. Ostatni podrozdziat artykutu
poswiecono omowieniu roli reszt arginylowych w biatkach o ré6znych
wiasciwos$ciach biologicznych.

Il. Odczynniki stosowane do modyfikacji reszt arginylowych

Swoiste odczynniki modyfikujace reszty arginylowe w peptydach
i biatkach reagujg z grupami guanidynowymi. Aby wykazac¢ role reszt
arginylowych w strukturze centrum aktywnego enzymu, czy biatka
0 czynnos$ci hormonalnej blokuje sie grupy guanidynowe wybidrczo re-
agujacymi odczynnikami, a nastepnie bada sie zaleznosSci miedzy liczbg
zmodyfikowanych reszt arginylowych a zmiang aktywnosci enzymu lub
czynnos$ci hormonalnej. Stopien modyfikacji peptydu lub biatka okresla
sie poprzez analize skiadu aminokwasowego lub spektrofotometrycz-
nie (1).

Do chemicznej modyfikacji reszt arginylowych w biatkach stosowane
sg najczesciej odczynniki o niskim ciezarze czgsteczkowym zawierajgce
ugrupowania a,a'-dwukarbonylowe: glioksal (2—5) i jego podstawione
pochodne: metyloglioksal i fenyloglioksal (6—9) oraz a,a'-dwuketony: bu-
tanodion-2,3 (10—14), cykloheksanodion-1,2 (15—22). Mogg by¢ rowniez
stosowane zwiazki zawierajace ugrupowania dwukarbonylowe w pozycji
1,3 lub 2,4

Ujemng wiasciwoscia odczynnikéw zawierajagcych grupy a,a-dwu-
karbonylowe jest ich zdolno$¢ reagowania rowniez z grupami e-amino-
wymi lizyny. Nalezy takze pamieta¢, ze calkowita lub czesciowa inakty-
wacja biatka moze nastapi¢ w wyniku zniszczenia struktury trzeciorze-

* Znaczenie reszt arginylowych jako grup reaktywnych w Kkilku wybranyc
enzymach zostalo omdwione krétko w podrozdziale pracy przegladowej G. M u-
szynskiej w ,Postepach Biochemii” (1978, 24, 481—493).
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dowej na skutek zastosowania zbyt drastycznych warunkoéw reakcji, po-
mimo, ze wazna dla czynnos$ci biologicznej grupa guanidynowa nie ulega
modyfikacji. Warunki modyfikacji muszg wiec by¢ tak dobrane, aby
wspomniane uboczne reakcje nie zachodzity i aby modyfikacja dotyczyta
wytacznie reszt arginylowych.

O liczhie zmodyfikowanych reszt arginylowych decyduje w znacznym
stopniu pH $rodowiska, powodujgcego okreslony stan jonizacji amino-
kwasow i wptywajacego na konformacje czasteczek biatka i ich podjed-
nostek. Istotny wplyw na stopien modyfikacji ma takze stezenie i rodzaj
buforu oraz stezenie odczynnika reagujacego.

Na podstawie badahn poréwnawczych wymienionych odczynnikow
przyjmuje sie, ze fenyloglioksal wykazuje najwyzszg wybidrczos¢ w sto-
sunku do grup guanidynowych argininy, a zatem i najwieksza przydat-
no$¢ do modyfikacji reszt arginylowych peptydow i biatek (6, 23, 24).

Doktadne dane o reakcjach grup guanidynowych argininy z podany-
mi odczynnikami oraz o warunkach przeprowadzenia tych reakcji moze

znalez¢ Czytelnik w artykule przegladowym opublikowanym w Wiado-
mosciach Chemicznych (25).

I11. Reszty arginylowe jako grupy reaktywne enzymow *

Protonowane grupy guanidynowe reszt arginylowych wielu enzymoéw
spetniajg role miejsc wigzacych anionowe substraty lub kofaktory za-
réwno kowalencyjnie jak i sitami kulombowskimi. Reszty arginylowe ma-
ja szczegdlne znaczenie dla centrum aktywnego tych enzyméw, ktérych
substraty posiadajg ujemnie natadowane reszty fosforanowe lub reszty
karboksylowe (22, 26—29) oraz w centrum aktywnym enzymow, dziata-
jacych przy udziale wysokoenergetycznych produktow posrednich (26,
30—32).

W tabeli 1 zestawiono poznane dotychczas enzymy, w ktérych meto-
da modyfikacji chemicznej stwierdzono istotne znaczenie reszt arginy-
lowych w czynnosci enzymatycznej. Podano w niej réwniez liczbe reszt
odpowiedzialnych za wigzanie ujemnie natadowanych substratéw lub ko-
faktoréw oraz ich potozenie w czasteczce biatka. Ponadto w Tabeli 1
podano rodzaj odczynnika chemicznego, zastosowanego do modyfikacji.

Nalezy podkresli¢, ze odczynniki modyfikujagce reszty arginylowe
enzyméw powodujg ich inaktywacje tylko w przypadku, gdy reszty te
oddziatujg bezposrednio z czasteczkg substratu. Na przyktad w wyizolo-
wanej z Escherichia coli fosfatazie alkalicznej (EC 3.1.3.1) w wyniku
reakcji z butanodionem-2,3 w obecnosci fosforanu modyfikacji ulega 13

* Ostatnio ukazata sie praca G. T. Jamesa udawadniajgca istotne znacze-
nie dwéch sposréd 20 reszt arginylowych w podjednostce enzymu arylosulfatazy A
(EC 3.1.6.1) dla jego aktywnosci (Arch. Biochem. Biophys. (1979), 197, 57—62).
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[11] RESZTY ARGINYLOWE 301

reszt arginylowych bez utraty aktywnos$ci enzymu; w nieobecnosci fo-
sforanu z butanodionem-2,3 reaguje 15 reszt arginylowych, powodujgc
prawie catkowitg inaktywacje (24). Utrata wiasciwosci katalitycznych ma
zatem zwigzek z modyfikacjg 2 reszt arginylowych w czasteczce enzymu
0 strukturze dimerycznej. Reszty te warunkujg réwnoczes$nie aktywnosé
hydrolityczng i transferazowg fosfatazy alkalicznej. Analogi substratéw
chronig fosfataze przed inaktywacje zapobiegajac modyfikacji zapewne
tych samych dwoéch reszt arginylowych w czasteczce enzymu (24).

Stwierdzono, ze w przypadku modyfikacji chemicznej enzyméw wy-
kazujacych aktywno$¢ w stosunku do réznych substratow utrata zdol-
nosci katalizowania jednego typu reakcji nie ogranicza zdolnosci katali-
zowania drugiego (70). Na przyktad po zablokowaniu w karboksypepty-
dazie A jednej reszty arginylowej butanodionem-2,3 w $rodowisku bu-
foru boranowego o pH 8,6 dochodzi do znacznego spadku aktywnosci pep-
tydazowej przy prawie trzykrotnym wzroscie aktywnoS$ci esterazowej.
Wskazuje to na rézny mechanizm dziatania dwu form molekularnych
enzymu réznigcych sie konformacjg (70). Dodatnie fadunki reszt arginy-
lowych stanowig wytacznie miejsce rozpoznajace peptyd, za$ inne ugru-
powania w czasteczce decydujg o aktywnoS$ci esterazowej.

IV. Reszty arginylowe jako grupy czynne niektérych hormonow pepty-
dowych i biatkowych

Wiele prac wskazuje na wazng role reszt arginylowych w strukturze
1 funkcji hormonéw. Stwierdzono, ze owczy hormon luteinizujacy (LH
lub ICSH) wytwarzany przez przedni ptat przysadki mézgowej (71, 72)
zawiera 11 grup guanidynowych argininy (3 w podjednostce a, 8 w pod-
jednostce (3 z ktérych kilka, zlokalizowanych w jednej podjednostce, de-
cyduje o funkcji hormonu. Reakcja hormonu z cykloheksanodionem nie
niszczy jego struktury czwartorzedowej. Modyfikacja pierwszej grupy
guanidynowej powoduje 50%-towg utrate czynnosci, zas modyfikacja dal-
szych 7—8 reszt arginylowych prowadzi do utraty 85°0 czynnos$ci hor-
monalnej (71).

Stwierdzono réwniez, ze w otrzymanym drogg syntezy hormonie sty-
mulujagcym uwalnianie hormonu luteinizujagcego dodatnio natadowana
reszta arginylowa w pozycji 8 tanicucha peptydowego uczestniczy w wig-
zaniu hormonu przez specyficzne receptory komorek gruczotu przysad-
kowego (73, 74). Tabela 2 zawiera zestawienie hormonow, ktérych czyn-
no$¢ uzalezniona jest od reszt arginylowych, oraz przeglad piSmiennictwa
na ten temat.
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[13] RESZTY ARGINYLOWE 303

V. Reszty arginylowe biatek jako miejsca wigzgce ligandy anionowe

Sposrod biatek krwi szczegdélng uwage wielu autorow zwraca albu-
mina, ktéra ma najwiekszg zdolno$¢ wigzania ligandéow anionowych (77,
78). Nalezy podkres$li¢, ze czasteczki albuminy posiadajg powinowactwo
wobec ligandow nawet w Srodowisku o wartosciach pH, w ktérych same
wykazuja charakter anionowy (78).

Stwierdzono, ze w I-rzedowej strukturze czasteczki albuminy woto-
wej (zawierajgcej 22 reszty arginylowe, na 96 reszt aminokwaséw zasa-
dowych przy masie czasteczkowej albuminy 65.000 daltonéw) wystepuja
pewne obszary silnie hydrofobowe, w obrebie ktérych reszty arginylowe
odpowiedzialne sg za wigzanie kwaséw tluszczowych, detergentéw anio-
nowych i l-anilinonaftaleno-8-sulfonianu (ANS) stuzacego do badan fluo-
rescencji (78). Fluorescencja ANS zwigzanego in vitro z albuming suro-
wicy wotowej w obecno$ci alifatycznych kwaséw thtuszczowych (kwasu
palmitynowego i laurylowego) jest mniejsza w pordwnaniu z fluorescen-
cjg samej albuminy. ANS konkuruje z kwasami tluszczowymi o miejsca
wigzace (79). Zjawisko to dotyczy réwniez albuminy ludzkiej i kréliczej.

Degradacja albuminy przez a-chymotrypsyne i nastepnie frakcjono-
wanie heterogennych peptydow pozwolito blizej scharakteryzowaé obszar
wigzacy ligandy anionowe. Jedna z frakcji stanowigca blisko 20°/0 masy
czasteczkowej albuminy, zawierajgca gtownie reszty arginylowe oraz
liczne reszty aminokwasow hydrofobowych (w tym 1 reszta tryptofanu)
wykazywata znaczne powinowactwo do ANS (78). Modyfikacja reszt argi-
nylowych tej frakcji za pomocg glioksalu powodowata prawie catkowitg
utrate zdolnosci wigzania ANS.

Wyniki innych badan réwniez potwierdzajg, ze pewne obszary w czg-
steczce albuminy, wigzace ligandy anionowe, m.in. jony tiocyjanianowe

(SCN-) zawierajg silnie dodatnio natadowane grupy guanidynowe reszt
arginylowych (80).

Wykazano rowniez, ze w wigzaniu przez albumine ludzkg wielu
zwigzkéw chemicznych, w tym lekéw, biorg udziat reszty arginylowe.
Mechanizmy takich wigzan od dawna sg przedmiotem zainteresowania
zarowno farmakologéw, usitujacych wyjasni¢ szybkos¢ i site dziatania
leku oraz jego rozmieszczenie w organizmie, jak i biochemikow, ktorzy
zjawiska te rozpatrujg od strony natury oddziatywan biatko-ligand. Nie-
dawno stwierdzono, ze zablokowanie 10 reszt arginylowych w czgsteczce
albuminy ludzkiej przez cykloheksanodion-1,2 powoduje catkowitg utra-
te zdolno$ci wigzania diazepamu — pochodnej benzodwuazepiny o witas-
ciwosciach psychotropowych, a znacznie zmniejsza oddziatywanie reszt
arginylowych z lekami o dziataniu przeciwzapalnym i przeciwbdélowym:
indometacyng — pochodng kwasu 2-metyloindolo-3-octowego oraz feny-
lobutazonem (83).

4 Postepy Biochemii
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W grupie biatek wigzacych metale, wystepujagcych w ptynach ustrojo-
wych kregowcow zwracajg uwage transferyny. Kazda czasteczka trans-
feryny wiaze dwa jony Fe+i w dwu prawie identycznych obszarach, two-
rzgc mato stabilny kompleks o maksimum absorpcji przy 470 nm. Dla
uzyskania stabilizacji kompleksu konieczne jest zwigzanie anionu, naj-
czesciej weglanowego lub dwuweglanowego. Reszty arginylowe w trans-
ferynach wigzg te aniony (84).

Szczegbétowe dane dotyczgce biatek, w ktorych reszty arginylowe sg
miejscami wigzgcymi ligandy anionowe przedstawiono w Tabeli 3.

V1. Reszty arginylowe biatek o réznych witasciwosciach biologicznych

W ostatnich latach ukazato sie wiele doniesien o znaczeniu grup gu-
anidynowych argininy dla czynnosci biologicznej wielu biatek, wystepu-
jacych w komdrkach i tkankach. Na przyktad lipoproteiny osocza ludz-
kiego o niskim ciezarze czasteczkowym (LDL, d = 1,02—1,05) wigzg po-
przez reszty arginylowe biatka receptorowe wystepujace na powierzchni
ludzkich fibroblastéw i na powierzchni komdrek mieéni gtadkich tetnic
psow (85). Podobnie zachowujg sie lipoproteiny osocza pséw (HDL, HDLQ
wobec fibroblastow ludzkich. Szczegélnie silne wigzanie z biatkami re-
ceptorowymi tworzg wyizolowane z osocza pséw po diecie bogatej w cho-
lesterol lipoproteiny HDLG ktorych apoproteid jest bogaty w arginine.
Modyfikacja reszt arginylowych cykloheksanodionem-1,2, znacznie zmniej-
sza to powinowactwo. Po usunieciu z czesci biatkowej odczynnika mody-
fikujgcego lipoproteiny odzyskujg w 80°0 zdolno$¢ oddziatywania z fi-
broblastami.

Badania nad interakcjg miedzy F aktyna a tropomiozyng miesni po-
przecznie prazkowanych wykazaty ze w procesie tym uczestniczy jedna
reszta arginylowa monomeru aktyny. Stwierdzono, ze modyfikacji cyklo-
heksanodionem-1,2 ulegaja 3 reszty arginylowe w czasteczce biatka, przy
zachowaniu struktury Il-rzedowej monomeréw aktyny i ich zdolnosci
aktywacji miozynowej Mg+2-ATP-azy. Wyodrebnienie peptydow, otrzy-
manych w wyniku degradacji pepsyng takich czgsteczek aktyny oraz
badanie ich sktadu aminokwasowego pozwolito ustali¢, ze modyfikacji
ulegaja reszty arginylowe: Arg-28, Arg-95 i Arg-147. Dziatanie cyklo-
heksanodionem-1,2 na aktyne uprzednio zwigzang z tropomiozyna pro-
wadzito do modyfikacji tylko dwéch reszt arginylowych: Arg-28 i Arg-142.
Przedstawione dane wskazuja, ze Arg-95 bierze bezpos$redni udziat w
tworzeniu kompleksu F-aktyna-tropomiozyna (86).

Giéwny sktadnik tkanki tacznej — kolagen wzbudza wcigz zaintere-
sowanie jako biatko strukturalne, wykazujgce wyjatkowe cechy budowy
(87). Wiadomo, ze niektore preparaty kolagenu charakteryzujg sie zdol-
noscig agregacji ptytek krwi (88). Proces ten jest bardzo istotny w ho-
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mostazie, ma réwniez duze znaczenie w patogenezie wielu choréb (89).
Niedawno badania Wanga iwsp. wykazaty, ze zarbwno agregacja pty-
tek krwi jak i uwalnianie z nich serotoniny zalezag w jaki$ sposob od
obecnosci reszt arginylowych w kolagenie (90), poniewaz ich modyfikacja
cykloheksanodionem-1,2 znosi jego zdolno$¢ agregacji ptytek. Autorzy
sg zdania, ze reszty arginylowe polimeru trojpeptydu o skladzie Gly—
X—Y sg wylgcznie odpowiedzialne za interakcje ptytka-kolagen. Pre-
paraty kolagenu monomerycznego nie wzbudzaja agregacji plytek.

W wyniku zastosowania modyfikacji czynnych grup aminokwaséw
w biatkach stwierdzono, jakie reszty odgrywajg wazng role w reakcjach
immunochemicznych. Okazatlo sie, ze wiele przeciwcial wytwarzanych
przez kroliki i skierowanych wobec anionowych haptenéw zawiera do-
datnio natadowane reszty arginylowe w miejscach wigzacych. Na przy-
ktad w przeciwciatach wobec 5-azoizoftalanu znaczng ilos¢ reszt amino-
kwasowych stanowig reszty arginylowe (91), podobnie — w przeciwcia-
tach wobec 5-azoftalanu (92). Zawarto$¢ reszt lizylowych w wymienio-
nych przeciwciatach jest niezmiernie mala.

Stwierdzono takze, ze w specyficznym biatku globularnym wystepu-
jacym we krwi myszy, obarczonych szpiczakiem MOPC-315 i wyizolowa-
nym z frakcji globulinowej przy uzyciu specyficznego immunoadsorben-
ta, w wigzaniu ujemnie natadowanego haptenu: e,N-dwunitrofenyloami-
nokapronianu bierze udziat reszta arginylowa (5), a nie — jak dotychczas
sgdzono — reszta lizylowa (93).

Wykazano, ze zwigzanie reszt arginylowych wspomnianej globuliny
z krwi zwierzat obarczonych szpiczakiem przez hapten zapobiega catko-
wicie ich modyfikacji przez glioksal (5).

Reszty arginylowe w inhibitorach proteaz, zaréwno niskoczasteczko-
wych (inhibitor Kunitza), jak i wysokoczgsteczkowych, wystepujacych
w gruczotach $limaka (Helis pomatia) sg rowniez grupami reagujacymi
z proteazami. Zablokowanie tych reszt cykloheksonodionem-1,2 uniemoz-
liwia interakcje inhibitora z enzymem i w nastepstwie — powoduje utra-
te jego hamujgcego dziatania (94).

Reszty arginylowe w biatkach odgrywajg kluczowg role w tworzeniu
ich struktury trzeciorzedowej, na przykiad w parwalbuminie 11l, wyizo-
lowanej z biatek miesni szczupaka (95). Autorzy sugeruja, ze zmiana
struktury a-helikalnej, wynikajagca z modyfikacji cykloheksonodionem-1,2
wykazana dichronizmem kotowym i optyczng dyspersjg rotacyjng, zwia-
zana jest z obszarem tancucha zawierajgcego w poblizu reszty arginylo-
wej Glu-81.

W Tabeli 4 zestawiono biatka o r6znych wiasSciwos$ciach biologicznych,
w ktérych zablokowanie reszt arginylowych przyczynia sie do utraty ich
funkcji.
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VIl. Uwagi koncowe

Zastosowanie odczynnikéw zawierajacych ugrupowania dwukarbony-
lowe i wybidrczo reagujacych z grupami guanidynowymi argininy po-
zwolito na stwierdzenie znaczenia reszt arginylowych dla funkcji biolo-
gicznej wielu biatek. Metoda blokowania lub modyfikacji czynnych reszt
arginylowych jest jednak tylko jedng z metod badania rodzaju grup
reaktywnych, biorgcych udziat w katalizie enzymatycznej; oprocz niej
stosuje sie metdy kinetyczne i metody bezposredniego znakowania cen-
trum aktywnego. Dotychczas poznano okoto 40 enzyméw, w ktérych
reszty arginylowe sg niezbedne dla ich aktywnos$ci katalitycznej. Wigza
one bezposrednio ujemnie natadowane substraty lub kofaktory albo two-
rzg i stabilizujg okres$long strukture przestrzenng centrum. Fragmentacja
czasteczki biatka przez odpowiednio dobrane proteazy, rozdziat peptydow
drogg chromatografii oraz badanie sekwencji aminokwaséw pozwolito
ponadto okresli¢c potozenie reszt arginylowych istotnych dla funkcji
enzymu.

Zastosowanie odczynnikdw dwukarbonylowych pozwolito rowniez wy-
kazaé, ze w niektérych hormonach peptydowych i biatkowych reszty
arginylowe sg odpowiedzialne za ich czynno$¢ biologiczng. Ponadto, sta-
nowig one w wielu biatkach transportowych krwi miejsca wigzace ligan-
dy anionowe, w tym takze zwigzki chemiczne o dziataniu leczniczym.
Reszty arginylowe bialek uczestniczg réwniez w oddzialywaniu z innymi
biatkami, biorg udziat w procesie przylegania i agregacji ptytek krwi do
kolagenu oraz odgrywaja wazng role w reakcjach immunochemicznych.

Zaakceptowano do druku 4.2.1980

Po akceptacji do druku powyzszego artykutu ukazato sie kilka nowych donie-
sien dotyczacych omawianego tematu.

Transketolaza (Glikoloaldehydotransferaza sedoheptulo-7-fosforan: aldehyd
D-3-fosfoglieerynowy) (EC 2.2.1.1), enzym cyklu pentozowego o budowie dimerycznej,
posiada dwa centra aktywne, w kazdym wystepuje jedna reszta airginylowa, istotna
w procesie katalizy enzymatycznej (Kremer A. B, Egan R M, Sable H Z,
(1980), J. Biol. Chem., 255, 2405—2410).

W kompleksie enzymoéw syntetazy kwasow ttuszczowych, wyizolowanych z gru-
czotu okotoodbytniczego (uropygial) gesi, na ktéry sktada sie 7 czgsteczek enzyma-
tycznych, tylko czasteczki odpowiedzialne za redukcje ketokwaséw i enoli zawie-
raja w centrum aktywnym po jednej reszcie arginylowej, odpowiedzialnej za wig-
zanie 2'-fosforanu NADPH (Poulose A J, Kolattukudy P. E., (1980), Archiv.
Biochem. Biophys., 199, 457—464).

W podjednostce dysmutazy nadtlenkowej, wyizolowanej z erytrocytéw wotu,
jedna reszta arginylowa odpowiada za jej aktywno$¢ Analiza fragmentow peptydo-
wych [IX) cyanobromowaniu wykazata, ze reszta ta polozona jest w pozycji 141 tan-
cucha peptydowego (Malinowski D. P, Fridovich 1, (1979), Biochemistry,
18, 5909—5917).

Stwierdzono ponadto, ze rybosomy Escherichia coli traktowane fenyloglioksalem
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butanodionem-2,3 hamuja polimeryzacje polipeptydéw. Sugeruje sie, ze reszty

arginylowe Kkilku biatek z podjednostki 30S odgrywaja wazna role w ich wiazaniu
sie z MRNA (Hernandez F, Lopez-Rivas A, Pintor-Toxo J A, Vaz-
guez D., Palacian E., (1980), Eur. J. Biochem 108, 137—141).
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Wykaz stosowanych skrétow: L — tancuch lekki w immunoglobulinach, H — tan-
cuch ciezki w immunoglobulinach, GSH — zredukowany glutation, GSSG — utle-

niony glutation, H—S—S—G — mieszany dwusiarczek tancucha ciezkiego z gluta-
tionem.
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IV. Concluding remarks

l. Wstep

Wigzania dwusiarczkowe w strukturze peptydéw i biatek nie tylko
przyczyniajg sie do utrzymania budowy przestrzennej, lecz takze spet-
niajg bezposrednie funkcje katalityczne i regulacyjne w procesach bio-
chemicznych zachodzacych w komorkach i w przestrzeniach miedzyko-
morkowych. Wyrdznia sie wigzania dwusiarczkowe wewnatrztancucho-
we i miedzytaricuchowe. Wigzania wewnatrztancuchowe mogg tagczy¢ od-
legte czeSci tancucha polipeptydowego i w ten sposéb tworzy¢ petle
0 ustabilizowanej strukturze. Miedzytanicuchowe wigzania dwusiarczko-
we tgczg ze sobg poszczeg6lne tancuchy polipeptydowe.

Funkcje wigzan dwusiarczkowych w biatkach sg réznorodne. W biat-
kach enzymatycznych wigzania dwusiarczkowe utrzymujg takg konfor-
macje czasteczki, ktdra umozliwia wigzanie substratu w centrum Kka-
talitycznym. Wigzania dwusiarczkowe w immunoglobulinach niezbedne
sq dla utrzymania wiasciwej struktury tych biatek podczas reakcji z anty-
genami i komorkami uktadu odpornosciowego. W procesach oksydacyj-
no-redukcyjnych wykazano udziat dwusiarczk6w oraz ich znaczenie w
utrzymaniu réwnowagi oksydacyjno-redukcyjnej zaré6wno wewnatrz ko-
morek jak i w ptynach pozakomérkowych. Stwierdzono takze, ze zwigzki
zawierajace wigzania dwusiarczkowe biorg udziat w regulacji proceséw
metabolicznych i prawdopodobnie w regulacji ekspresji genow.

Mostki dwusiarczkowe tworzg sie w procesie posttranslacyjnym.
Uczestnicza w nim enzymy typu oksydoreduktaz i izomeraz, ktdre moga
kontrolowa¢ poprawnos$é potozenia wigzan dwusiarczkowych.

Il. Wigzania dwusiarczkowe w biatkach pozakomérkowych

Biatka wydzielane przez komorki do przestrzeni miedzykomorkowej
bardzo czesto zawierajg liczne wigzania dwusiarczkowe. Natomiast biat-
ka wystepujace wewnatrz komorek majg znacznie mniejszg liczbe wigzan
dwusiarczkowych. Biatka wewnatrzkomdrkowe sg otoczone innymi cza-
steczkami, ktore oddziatujg stabilizujgco na strukture. Mozna wiec przy-
puszczaé, ze stabilizacja struktury tych biatek przez wiagzanie dwusiarcz-
kowe jest w duzym stopniu zbedna.
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I1-1. Redukcja i reoksydacja wigzan dwusiarczkowych

Biatka zawierajgce liczne wigzania dwusiarczkowe, miedzy innymi
lizozym, wykazujg znaczng stabilno$¢ struktury w warunkach sprzyja-
jacych denaturacji. Rozbicie wigzan dwusiarczkowych przez redukcje lub
utlenienie (1, 2, 3) utatwia denaturacje danego biatka. Wykazano to przez
selektywne rozerwanie pojedynczych wigzan w natywnych biatkach (4,
5, 6,7, 8, 9). Na przyktad borowodorek sodu redukuje w trypsynie bydle-
cej tylko jedno wiazanie dwusiarczkowe spos$rod szesciu w catej cza-
steczce (6). To reaktywne wigzanie wystepuje od strony zewnetrznej
»kieszeni” wigzacej substrat, miedzy resztami Cys 179—203 (191—220).
Chociaz mostek dwusiarczkowy 179—203 (191—220) nie jest skiadowa
miejsca aktywnego, to zamyka poblize tego obszaru (1). Wykazano, ze
rozktad tego dwusiarczku powoduje zmiane orientacji grupy Asp 177
(189) i wskutek tego dalsze zmiany w geometrii ,,kieszeni” wigzacej sub-
strat. Dwusiarczek Cys 179—203 (191—220) jest niezmienny w sekwencji
wszystkich proteaz chymotrypsyno-podobnych (10). Takie utozenie wig-
zania dwusiarczkowego zachowato sie w ewolucji proteaz serynowych od
mikroorganizméw do ssakdw.

11-2. Wiagzanie dwusiarczkowe w immunoglobulinach

Immunoglobuliny sg biatkami, ktérych struktura jest utrzymywana
przez liczne wigzania dwusiarczkowe. Wyr6znia sie pie¢ klas immuno-
globulin: 119G, IgM, IgA, IgD, IgE (11, 12). Struktura czasteczek jest
quasi-symetryczna, zbudowana z dwu taricuchéw lekkich (L) i dwu tan-
cuchéw ciezkich (H). Wyrdznia sie dwa rodzaje tancuchéw lekkich x i \
oraz cztery rodzaje tancuchow ciezkich a, |i, 5 i e W strukturze IgM
i IgA wykazano obecno$¢ tancucha J (13). We wszystkich immunoglobu-
linach tancuchy ciezkie i lekkie sg potaczone miedzytancuchowymi most-
kami dwusiarczkowymi. Wigzania dwusiarczkowe wewnatrztancuchowe
tworzg w tafncuchu polipeptydowym petle o stabilnej strukturze. Prze-
miany tiol-dwusiarczek biatka sg istotne w reakcji tworzenia wigzan
dwusiarczkowych miedzytancuchowych. Bierze w niej udziat glutation.
Sugeruje sig, ze monomery L i H tancuchdéw w stanie zredukowanym
taczg utleniony glutation tworzac przejsciowo dwusiarczek (Reakcja |
ill).

J-J-SH + G-5-§S-G —» J-~-S-S-G + G-SH J

Pj-S-S-G +j SU J-fS-5-|_+ G-SH
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Poniewaz wiele komorek syntetyzytuje wiecej tancuchow L niz H i nad-
miar tancuchdéw L pojawia sie jako dimer L—S—S—L, reakcja jest moz-
liwa jako prosta wewnetrzna przemiana tiol-dwusiarczek biatka (Re-
akcja IlI).

fj-sH+LrsH ,— H-ssL+| 1§ ni

IgA polimeryzuje do struktury (HZ.2n — odpowiada to strukturze
(x2a2n lub (x&2n. Natomiast IgM polimeryzuje do struktury (HA25 —
odpowiada to strukturze (k2925 lub (X35 Pentamer IgM ma strukture
pierscieniowa. W obu przypadkach polimery powstajg przez #aczenie sie
czgsteczek monomerdw za pomocg wigzan dwusiarczkowych.

Wieloznaczno$¢ strukturalna immunoglobulin w stosunku do anty-
genow pozwala snu¢ przypuszczenia, ze w tej funkcji duzg role spetniajg
wigzania dwusiarczkowe. Rola ta wigze sie z geometriag wiagzan dwu-
siarczkowych i ich otoczenia.

11-3. Wigzania dwusiarczkowe w biatkach transportujgcych

Struktura biatek uczestniczacych w transporcie hormondw i witamin
jest bardzo czesto stabilizowana wigzaniami dwusiarczkowymi. Na przy-
ktad neurofyzyny przenoszace oksytocyne i wasopresyne (14) sg biatka-
mi bogatymi w wigzania dwusiarczkowe. Neurofyzyna bydleca w cza-
steczce 0 masie 10 000 daltondw ma siedem mostkow dwusiarczkowych.
Tylko dwa z nich sg dostepne dla redukcji i fatwo jej ulegajg. Po reoksy-
dacji uzyskano neurofyzyne o niepetnej zdolnosSci do wigzania oksyto-
cyny i wasopresyny. Metoda dichroizmu kotowego w bliskim ultrafio-
lecie wykazano, ze zredukowana neurofyzyna tylko czesciowo wraca do
konformacji odpowiadajgcej natywnemu biatku (14).

Ryboflawinowy flawoproteid z jaj kurzych (15, 16, 17) ma mase czg3-
steczkowg 36 000 daltonéw i jest zbudowany z dwu taricuchdw polipep-
tydowych spietych mostkami dwusiarczkowymi. Cata czasteczka zawiera
osiem wigzan dwusiarczkowych miedzy- i wewnatrztanicuchowych. Biat-
ko to spetnia w jaju ptakéw funkcje transportujgcg i magazynujacag ry-
boflawine dla rozwijajagcego sie zarodka. Badania spektropolarymetryczne
wykazaty, ze wigzanie ryboflawiny przez to biatko wywotuje zmiany
w geometrii wigzan dwusiarczkowych (18). Wykazano réwniez, ze odpo-
wiednia geometria ich w czasteczce biatka wigzacego ryboflawine jest
niezbedna aby biatko miato peing aktywno$¢ wigzania witaminy B2
(19, 20). Mozna sadzi¢, ze zmiany w obrebie wigzan dwusiarczkowych
odgrywajg role w regulacji transportu ryboflawiny dla rozwijajgcego sie
zarodka.
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11-4. Oksydacyjno-redukcyjna funkcja wigzan dwusiarczkowych

Do enzymdw o strukturze flawoproteidow nalezy grupa, ktérej aktyw-
no$¢ katalityczna jest zwigzana z obecno$cig wigzan dwusiarczkowych
spetniajacych funkcje oksydacyjno-redukcyjng. Sa to dehydrogenaza
liponianu, reduktaza glutationu i reduktaza tioredoksyny.

Zredukowany liponian jest utleniany kosztem redukcji wigzan dwu-
siarczkowych dehydrogenazy liponianu (21, 22, 23, 24). W miejscu aktyw-
nym enzymu obok zwigzanej czasteczki FAD znajduje sie wigzanie dwu-
siarczkowe spetniajgce funkcje oksydacyjno-redukcyjng. Czasteczka zre-
dukowanego liponianu redukuje wigzanie dwusiarczkowe enzymu (Re-
akcja IV).

-FAD
h2c-ch2ch-(ch24-coo-

-S + I

| SH SH

S

—i-FAD I \Y

.h2c-ch2ch-(ch24coo-~

SH +

S ------ S
-SH

Nastepnie zachodzi jednoelektronowa redukcja pierscienia izoalloksazyny
w FAD; powstaje semichinonowa posta¢ FAD. W rezultacie tworzy sie
uktad dwurodnikowy S’ i FAD' (Reakcja V).

rFAD rFADH’
E-sh E-s* \Y
-SH -SH

Enzym w tym stanie wykazuje zdolno$¢ do przytgczenia czgsteczki nu-
kleotydu nikotynowego, przez wytworzenie wigzania miedzy atomem
siarki enzymu a pierScieniem nikotynowym (Reakcja VI).

-FADH* y
E-s* + ( \ N+—R —» E- Vi
\— /

-SH N-R

Nastepuje redukcja nukleotydu nikotynowego przez odebranie réwno-
waznikow redukcyjnych z atomu siarki. Zredukowany nukleotyd niko-
tynowy odtacza sie, czemu towarzyszy odtworzenie dwusiarczku (Re-
akcja VII).
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mFADH FAD —_—
H
E S eI -S + >C>N R vn
B N
S N-R
H

Reduktaza glutationu (22, 23, 24) przenosi rownowazniki redukcyjne
z NADPH na glutation. Zredukowany nukleotyd nikotynowy wykorzy-
stuje dwusiarczki do posredniczenia w redukcji flawin i do utworzenia
przejSciowego potgczenia z enzymem. Redukcja FAD zachodzi dwueta-
powo poprzez stadium semichinonu, ktéry kolejno redukuje dwa atomy
siarki utlenionego glutationu.

Redukcja rybonukleotydow do dezoksyrybonukleotydéw zachodzi przy
udziale uktadu tioredoksyny. W skiad tego enzymatycznego ukiadu w
E. coli wchodzi tioredoksyna, reduktaza tioredoksyny i NADPH (25).
Tioredoksyna ma mase 12 000 daltonéw i zawiera jedno wigzanie dwu-
siarczkowe o aktywnosci oksydacyjno-redukcyjnej (26). Sekwencja ami-
nokwas6w w obrebie wigzania dwusiarczkowego (27) jest nastepujaca:

i i m
—Cys—Gly-Pro —Cys —

Nalezy zaznaczy¢, ze tioredoksyna jest rozpowszechniona zaréwno u bak-
terii jak i u eukariontow z ssakami wiacznie. Zredukowana postac tiore-

doksyny {Tiored/ Sl_I\I posredniczy w redukcji reduktazy dwufosforybo-

\ X SH/

nukleotydéw, jako donator réwnowaznikéow redukcyjnych (28). Proces
redukcji tioredoksyny (26) zachodzi pod wpitywem reduktazy tioredok-
syny w/g reakcji 1X.

s SH

Tiored | + NADPH +H+— » Tiored + NADP+ I X

NS X SH
Reduktaza tioredoksyny (EC. 1.6.4.5) z E. coli (29) jest dimerem o masie
66 000 daltondéw i jest zbudowana z identycznych podjednostek. Kazda
z podjednostek przytacza jedng czasteczke FAD. Wykazano, ze reduk-
taza ta ma wysokg swoisto$¢ wzgledem tioredoksyny z E. coli i nie reagu-
je z tioredoksyng drozdzy oraz z dwusiarczkami innych biatek (30).

Redukcja wigzan dwusiarczkowych w biatkach przez tioredoksyne za-

chodzi zgodnie z reakcjg X:

Tiored/ SH+ Biafko. — > Tiored/? + Biafko Y

9%SH VS XS XSH A
Réwnowaga tej reakcji przesuwa sie na prawo z powodu niskiego po-
tencjatu oksydacyjno-redukcyjnego tioredoksyny, ktéry wynosi EO=
= —0,260 V (w pH= 7,0 i w temp. 25°) (31). W obecnosci reduktazy
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tioredoksyny i nadmiaru NADPH zachodzi szybka redukcja wigzan dwu-
siarczkowych (por. reakcje IX i X). W tych warunkach niski potencjat
oksydacyjno-redukcyjny NADPH przy$piesza redukcje wigzan dwu-
siarczkowych w réznych biatkach.

Tioredoksyne i reduktaze tioredoksyny wykazang w komdrkach ssa-
kéw poréwnywano z ukiadem redukcyjnym rybonukleotydéw z E. coli.
Otrzymano cze$ciowo oczyszczona reduktaze tioredoksyny z watroby
szczura (32), oraz tioredoksyne wraz z reduktaza tioredoksyny z watroby
cielat (34). Cieleca tioredoksyna jest bardzo podobna do otrzymanej
z E. coli. Ma mase 12 000 daltonéw i identyczna sekwencje aminokwasow
w obszarze reaktywnego mostka dwusiarczkowego. Reduktaza tioredok-
syny otrzymana z watroby cielagt jest rézna od enzymu z E. coli. Katali-
zuje ona redukcje wigzan dwusiarczkowych w roznych biatkach, Wy-
maga obecnos$ci tioredoksyny i NADPH. Enzym ten jest oksydoreduk-
tazg NADPH: dwusiarczek biatka (EC 1.6.6.4).

Udziat tioredoksyny wykazano tez w regulacji aktywnos$ci Swiatto-
zaleznych kluczowych enzyméw uczestniczacych w przyswajaniu C02
w chloroplastach. Tioredoksyna ulega fotochemicznej redukcji przez fe-
rodoksyne i reduktaze ferodoksyny — tioredoksyna. Zredukowana tiore-
doksyna aktywuje enzymy fosfataze 1,6-dwufosfofruktozy i fosfataze
1,7-dwufosfosedoheptulozy. W ciemnosci enzymy te sg reoksydowane
i ulegajg inaktywacji (35).

11-5. Wiazanie dwusiarczkowe w histonie H-3

Bardzo interesujgce sa biatka, w ktérych na czasteczke przypada jed-
no wigzanie dwusiarczkowe. Badania funkcji takiego pojedynczego wig-
zania pozwalajg wyciggna¢ jednoznaczne wnioski. Z takg sytuacjg ma-
my do czynienia w histonach. Otéz w komoérkach eukariontéw wykazano
obecno$¢ histonu H-3, ktory r6zni sie od innych miedzy innymi obec-
noscig jednej lub dwu reszt cysteiny (36, 37). In vitro histon H-3 moze
tworzy¢ dimery poprzez wigzania dwusiarczkowe w komorkach Hela.
Liczba wigzan dwusiarczkowych w dimerach histonu H-3 wzrasta podczas
podziatbw mitotycznych (38). Wyniki te sugerowaly, ze za proces kon-
densacji chromosomoéw mitotycznych odpowiedzialne sg wigzania dwu-
siarczkowe dimeru histonu H-3.

Jak wiadomo, chromatyna jest zbudowana z nukleosoméw (39, 40).
Nukleosomy sktadajg sie z DNA i oktamerow histonéw zawierajgcych po
dwie czasteczki kazdego rodzaju histonu tj. H-2A, H-2B, H-3 i H-4 (41,
42). Tylko histon H-3 zawiera reszty cysteiny z wolnymi grupami SH,
ktére w natywnej chromatynie potozone sag blisko siebie. Ponadto wy-
kazano in vitro, ze czasteczki histonu H-3, tgczg sie tatwo w dimery przez
utworzenie wigzania dwusiarczkowego (41, 43). Przypuszczano wiec, ze

5 Postepy Biochemii
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miedzy- i wewnatrznukleosomowe wigzania dwusiarczkowe miedzy cza-
steczkami histonu H-3, odgrywajg role w strukturze chromatyny; jed-
nakze ich istnienia in vivo nie udato sie udowodnié¢ (44).

11-6. Wiagzania dwusiarczkowe w toksynach bakteryjnych

Wséréd toksyn bakteryjnych szczegdlng funkcje speiniajg toksyny
0 budowie polipeptydéw. Wykazano, ze wiekszo$¢ toksyn peptydowych
sktada sie z dwu tancuchdw spietych wigzaniami dwusiarczkowymi (45).
tancuch A takiej toksyny jest aktywny w hamowaniu syntezy biatek
komorek eukariotycznych. tancuch B wykazuje powinowactwo do
swoistego receptora na powierzchni komorki. Oddzielone tancuchy sa
nieaktywne dla komdrki. W homogenacie bezkomdrkowym tancuch A
moze katalitycznie hamowac¢ synteze biatka, a tancuch B wigze sie ze
swoistym receptorem na powierzchni komdrki (46). Jednakze efekt to-
ksyczny w stosunku do catej komérki wymaga czasteczki zbudowanej
z obu tancuchow. Aktywno$¢ toksyczna wyraza sie w trzech etapach:
a) wigzanie toksyny od strony tancucha B z powierzchnig komérki, b) wej-
Scie tancucha A lub catej czasteczki toksyny do wnetrza komérki, ¢) hamo-
wanie syntezy biatka gospodarza przez czasteczke tancucha A (45).

Mechanizm dziatania tafcucha A lub catej toksyny jest prawie nie-
znany. Ostatnio (47, 48) badano toksyne bionicy, a takze toksyny roslin-
ne abryne i rycyne, ktére w zachowaniu sie odpowiadajg powyzszym
uogdlnieniom.

tancuch B tych toksyn wigze sie z receptorami zawierajgcymi ga-
laktoze. tancuch A rycyny i abryny inaktywuje rybosomy przez hamo-
wanie GTP-azy w podjednostce rybosomu 60 S (47). Lancuch A toksyny
btonicy inaktywuje czynnik Il elongacji (50).

Wigzania dwusiarczkowe w kazdej z tych toksyn spetniajg istotna
role w przemianach posttranslacyjnych. Prawdopodobnie toksyna jest
syntetyzowana w postaci jednotancuchowego polipeptydu z odcinkiem
blokujagcym jej aktywno$¢. Mostek dwusiarczkowy utatwia utrzymanie
obu czynnos$ci toksyny po jej aktywacji przez procesy ograniczonej pro-
teolizy posttranslacyjnej. Potgczenie obu taricuchéw toksyny za pomoca
wigzania dwusiarczkowego ma takze znaczenie w utrzymaniu wilasciwej
struktury tego biatka podczas interakcji z btong komérki docelowej.

11-7. Wigzania dwusiarczkowe w hormonach peptydowych
Do najdawniej poznanych hormondéw o strukturze peptydowej nalezy

insulina. Czasteczka insuliny bydlecej (51, 52) skitada sie z dwu tancu-
chéw: tancuch A zawiera 21 a tancuch B 30 reszt aminokwasowych. Dwa
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mostki dwusiarczkowe tgczg reszty cysteiny 7 i 20 w tahcuchu A z resz-
tami 7 i 19 w tancuchu B. tancuch A posiada wewnatrztancuchowy mo-
stek dwusiarczkowy miedzy 6 i 11 resztg cysteiny. Prekursor insuliny —
proinsulina — jest jednotahcuchowym polipeptydem zawierajacym 81
reszt aminokwasowych i trzy mostki dwusiarczkowe wewnatrztancucho-
we (53). Lancuchy A i B insuliny zwierzat réznych gatunkéw rdznig sie
nieznacznie. Zmienno$¢ ich jest podobna do zmiennos$ci cytochromu c lub
hemoglobiny.

Dodatkowa cze$¢ peptydowa zwana taficuchem C proinsuliny ptakow
i ssakow réznych gatunkéw wykazuje bardzo duza zmiennosc.

Sposrod 31 reszt aminokwasowych tylko pie¢ reszt powtarza sie we
wszystkich zbadanych czasteczkach (53). Obecno$é peptydu C w proin-
sulinie jest niezbedna w utrzymaniu struktury czynnej hormonu i wy-
tworzeniu odpowiednich warunkdw przestrzennych dla powstania most-
kéw dwusiarczkowych w procesie przemian posttranslacyjnych.

Podobienstwo struktury przestrzennej taricuchéw A i B w insulinie
i proinsulinie udowodniono zardwno w badaniach postaci rozpuszczonej
jak tez krystalicznej (54). Insulina krystalizuje z jonami cynku tworzgc
heksamery. Gtowng 0$ heksameru tworzg dwa jony Zn2+ ktdre wigzg sie
z resztami imidazolowymi histydyny (His-10) kazdego tarncucha B. Pro-
insulina krytalizujgc w obecnosci Zn2+ tworzy takze heksamery, w kto-
rych tancuchy C sg rozmieszczone na powierzchni zewnetrznej. W mie-
szaninie insuliny i proinsuliny, przy niskich stezeniach proinsuliny kry-
stalizacja przebiega podobnie jak w roztworze samej insuliny. Ta moz-
liwos¢ wspdlnej krystalizacji jest wazna w tworzeniu sie granul maga-
zynujacych insuline w aparcie Golgi’ego komérek trzustki (55). Z po-
wyzszego wynika, ze mostki dwusiarczkowe spetniajg bardzo wazng role
w zachowaniu stato$ci konformacji taficucha polipeptydowego w proinsu-
linie, jak tez struktury czynnej insuliny po proteolitycznym odszczepie-
niu peptydu C.

Przeksztatcenie proinsuliny w insuline zachodzi przy udziale enzy-
moéw proteolitycznych. Enzym trypsyno-podobny (56) powoduje w pro-
insulinie bydlecej rozktad wigzan peptydowych Arg-32 i Glu-33 oraz
Arg-60 i Glu-61. Powstaje insulina zawierajgca dwie dodatkowe reszty
argininy od konca C tancucha B. Peing aktywnos$¢ insuliny uzyskuje sie
przez odszczepienie C-koncowych arginin pod wptywem karboksypep-
tydazy B. Oba procesy sg SciSle regulowane a istotnym czynnikiem jest
prawdopodobnie stabilizacja struktury biatka przez wigzania dwu-
siarczkowe.

Drugim przyktadem z grupy hormonéw peptydowych jest relaksyna,
jej struktura i funkcja jest takze uzalezniona od obecnosSci mostkow
dwusiarczkowych w czasteczce. Relaksyna wystepuje we krwi ssakéw,
w nasieniowodach i jajnikach. Wywotuje ona zmiekczanie tkanki tgcznej
spojenia tonowego oraz ma wptyw na ruchliwos¢ i utozenie macicy.

o*
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Czasteczka relaksyny (57) zbudowana jest z dwu tancuchéw polipep-
tydowych. tancuch A sklada sie z 22 a taficuch B z 26 reszt aminokwaso-
wych. W fancuchu A jest wewnatrztancuchowy mostek dwusiarczkowy
miedzy 8 i 13 resztg cysteiny. Dwa mostki dwusiarczkowe taczg cysteiny
91 22 tancucha A z cysteinami 10 i 22 fancucha B. Pomimo podobienstwa
w roztozeniu mostkéw dwusiarczkowych relaksyny i insuliny sekwencja
aminokwasow jest r6zna. Podobny uktad mostkéw dwusiarczkowych mie-
dzytancuchowych i wewnatrztaricuchowych dowodzi, ze peinig one po-
dobne funkcje w stabilizacji struktury tych biatek w procesach post-
translacyjnych i w czasie aktywacji prohormonow do aktywnych hor-
monoéw oraz w reakcji z komérkami docelowymi.

11-8. Bufor oksydacyjno-redukcyjny i jego rola w regulacji metabolizmu

W wielu tkankach wykazano obecno$¢ glutationu utlenionego i zredu-
kowanego, oraz stwierdzono ze stosunek tych dwu postaci zmienia sie
w zaleznosci od warunkow oksydacyjno-redukcyjnych. Wewnatrz ko-
moérek wykazano obecno$é¢ mieszanych dwusiarczkéw miedzy biatkami
i glutationem lub cysteing. W wielu tkankach szczurow stezenie miesza-
nych dwusiarczkow biatko—S—S—G siega 25—50°/0 zawartos$ci rozpusz-
czalnych nisko- i wysokoczasteczkowych zwigzkéw tiolowych (58). Za-
obserwowano w watrobie szczura wzrost stezenia mieszanych dwusiarcz-
kéw biatko—S—S—G w miare wzrostu stezenia GSH. Stosunek tioli do
dwusiarczkéw w komdrkach odgrywa role w réwnowadze buforu oksy-
dacyjno-redukcyjnego (59). Hodujac szczury w atmosferze ozonu wyka-
zano, ze spada stezenie zredukowanego glutationu w ptucach przy za-
chowaniu statego stezenia wolnego G—S—S—G i wzrosScie mieszanego
dwusiarczku biatko—S—S—G (60). Poziom mieszanego dwusiarczku biat-
ko—S—S—G w watrobie zmienia sie w zaleznoSci od dziennych zmian
poziomu cAMP. Gdy wzrasta stezenie cyklicznego AMP w watrobie
wzrasta tez stosunek biatko—S—S—G:GSH. Mieszane dwusiarczki biat-
kowe sg wprost redukowane przez GSH w reakcji oksydacyjno-reduk-
cyjnej tiol:dwusiarczek (61), w ktérej wymagany jest NADPH. Ponadto
uczestniczy w niej reduktaza glutationu czyli oksydoreduktaza GSH:mie-
szany dwusiarczek.

Wykazano, ze w wyniku tworzenia sie mieszanych dwusiarczkow za-
chodzi aktywacja enzymow metabolizujagcych weglowodany. Sa to fosfa-
taza 1,6-dwufosfofruktozy i fosfofruktokinaza (62). Jednym 2z przykia-
déw dziatania regulacyjnego glutationowego buforu oksydacyjno-reduk-
cyjnego jest wptyw na aktywno$¢ fosfatazy fosforylazy a, ktéra inakty-
wuje enzym powodujgcy rozktad fosforylityczny glikogenu. Defosfory-
luje ona takze inne fosfoproteiny jak ufosforylowang posta¢ syntetazy
glikogenu (postaé D), kinaze fosforylazy, histony i kazeine (63, 64).
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Wczesniejsze badania sugerowaly udziatl inhibitorow biatkowych w ha-
mowaniu aktywnos$ci fosfatazy fosforylazy a (65). Réwnocze$nie wykaza-
no ze niskoczasteczkowym inhibitorem tego enzymu jest dwusiarczek
glutationu GSSG. Powoduje on przemiane fosfatazy fosforylazy a w po-
sta¢ o niskiej aktywnosci enzymatycznej. Catkowitg reaktywnos$¢ fosfa-
tazy uzyskuje sie przez dodanie zredukowanego glutationu w obecnosci
jonéw Mn2+. W badaniach in vivo przez wprowadzenie dozylne krolikowi
dwusiarczku glutationu wywotuje sie wzrost aktywnosci fosforylazy a w
watrobie (66).

Wiele danych wskazuje, iz inaktywacja fosfatazy fosforylazy a przez
GSSG polega na modyfikacji kowalentnej enzymu, prawdopodobnie
przez blokowanie grupy SH w centrum aktywnym enzymu. Tworzy sie
potaczenie typu mieszanego dwusiarczku Enzym—S—S—G lub wigzanie
dwusiarczkowe wewnatrzczasteczkowe.

Zawarto$¢ GSSG w komoérce ma wplyw na aktywno$¢ fosfatazy
1,6-dwufosfofruktozy (52) i syntetazy glikogenu (67). Regulacja aktyw-
nosci fosfataz posrednio wptywa na liczne procesy metaboliczne. Tym
samym réwnowaga oksydacyjno-redukcyjnego buforu ma znaczenie w re-
gulacji metabolicznej.

I11. Procesy enzymatycznej regulacji utozenia dwusiarczkéw w biatkach

W rownowadze miedzy syntezg i rozktadem biatek odgrywa istotng
role obecno$¢ wigzan dwusiarczkowych wewnatrztanicuchowych i mie-
dzytancuchowych. Wigzania te utrzymujac wiasciwg strukture czasteczki
biatka zapewniajg odpowiednie warunki fizyczno-chemiczne do speinia-
nia jego funkcji biologicznej. Ponadto stabilizujgca rola wigzan dwu-
siarczkowych w strukturze biatka utrudnia proteolityczng degradacje
biatek wewnatrz komérek. Coraz wiecej jest danych w pismiennictwie
Swiadczacych o obecnosci uktadu enzymatycznego regulujacego synteze
i rozktad wigzan dwusiarczkowych w czasteczkach biatek. Do uktadu
tego nalezg dwa enzymy zwigzane ze strukturg bton mikrosomow: trans-
hydrogenaza glutation: insulina (68, 69) i izomeraza wigzan dwusiarcz-
kowych w biatkach (70, 71). Biatkowa izomeraza dwusiarczkéw katalizuje
redukcje wigzan dwusiarczkowych insuliny przy przeniesieniu réwno-
waznikéw redukcyjnych ze zredukowanego glutationu. Enzym ten za-
liczcono do oksydoreduktaz glutation:wigzania dwusiarczkowe biatek
(EC 1.8.4.2)). Obecnos$¢ tego enzymu wykazano w 13 tkankach szczura
i innych ssakoéw. Wykazano takze, ze substratem tego enzymu moga by¢
inne biatka, na przykitad rybonukleaza i lizozym. Redukcja enzymatycz-
na dwusiarczkowych wigzan w insulinie jest pierwszym etapem degra-
dacji tego hormonu. W wyniku reakcji zachodzgcej przy udziale trans-
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hydrogenazy glutation:insulina uwalniajg sie tanicuchy peptydowe A i B,
ktére szybko ulegajg degradacji proteolitycznej (69).

I11-1. 1Izomeraza wigzan dwusiarczkowych biatek

Redukcja wigzan dwusiarczkowych w natywnych biatkach prowadzi
do denaturacji; w biatkach o witasnosciach enzymatycznych zwykle za-
nika ich zdolno$¢ katalityczna. Tak zdenaturowane biatka ulegajg czes-
ciowej renaturacji. Po usunieciu reduktora, reoksydacja zachodzi przy
udziale tlenu atmosferycznego. Przy zachowaniu $ci$le okreslonych wa-
runkéw fizyczno-chemicznych uzyskuje sie duzy procent czasteczek
o wiasnosciach natywnego biatka. Proces reoksydacji moze prowadzi¢ do
powstania potgczen za pomocag wigzan dwusiarczkowych miedzy innymi
resztami cysteiny niz to ma miejsce w natywnym biatku.

Rybonukleaza jest tatwo redukowana przez r6zne zwigzki tiolowe.
Enzym zinaktywowany przez redukcje mozna reoksydowac tlenem atmo-
sferycznym (70). Jego pierwotng aktywno$¢ enzymatyczng mozna odzy-
ska¢ przy zastosowaniu S$cisle okreslonych warunkéw. Opracowano takze
warunki reoksydacji insuliny (72), lizozymu (73), trypsyny (74), amyla-
zy (75) i alkalicznej fosfatazy (70).

Cieptochwiejny czynnik, ktdry katalizuje reoksydacje zredukowanej
rybonukleazy znaleziono w trzustce kurczgt (70). W mikrosomach watro-
by wotu (68), szczura i swini (76, 77) takze wykazano obecno$é enzymu
katalizujgcego reakcje ,poprawiania” biednie #gczonych wigzan dwu-
siarczkowych i sprawdzono jego aktywno$¢ na nastepujacych biatkach:
rybonukleazie, lizozymie (77), inhibitorze trypsyny z nasion soji i pepsy-
nogenie (78). Enzym ten przegrupowuje w zmodyfikowanym biatku niena-
turalnie potozone mostki dwusiarczkowe rozrywajac je przez redukcje,
nastepnie zachodzi ,poprawianie” to jest takie jak w biatku natywnym
taczenie reszt cysteiny mostkami dwusiarczkowymi (79). Ten mechanizm
katalizy usprawiedliwia stosowang nazwe biatkowej izomerazy dwu-
siarczkow (EC. 5.3.4.1). Biatkowa izomeraza dwusiarczkéw otrzymana
z mikrosomow watroby wotu (79) ma mase 42 000 daltonéw i w czgsteczce
znajdujg sie 3 reszty cysteiny. Ich grupy SH biorg udzial w procesie ka-
talitycznej zmiany potozenia nienaturalnie utworzonych wigzan dwu-
siarczkowych w zmodyfikowanym biatku. Omawiane biatkowe izomerazy
dwusiarczkOw wystepujg w miejscu syntezy biatek zardwno u zwierzat
jak i roslin (71). Sugeruje to, ze ten enzym moze katalizowac¢ in vivo
wiasciwe #3czenie reszt cysteiny wewnatrz taricuchéw polipeptydowych
po ich utworzeniu w procesie translacji. Rola izomerazy prawdopodobnie
sprowadza sie do utworzenia wigzania dwusiarczkowego miedzy okres$lo-
nymi resztami cysteiny a jednocze$nie wptywa na geometrie samego
wigzania dwusiarczkowego jak i jego otoczenia.
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111-2. Polimeryzacja immunoglobulin klasy A i M

Obok wigzah dwusiarczkowych wewnatrztancuchowych wystepuja
w immunoglobulinach wigzania dwusiarczkowe miedzytancuchowe. Ostat-
nio ten problem byt badany w dosSwiadczeniach nad tworzeniem sie po-
limerow immunoglobulin klasy A i M (80, 81). W ukitadzie limfatycznym
immunoglobuliny jak i inne glikoproteidy sg syntetyzowane na tancuchu
polirybosoméw i uwalniane do cystern retikulum endoplazmatycznego,
skad wydalane sg na zewnagtrz komoérki przez aparat Golgi’ego. Immu-
noglobulina klasy A (IgA) (82) wydziela sie gtéwnie jako monomer o 7S,
z ktérych tworzg sie oligomery 10,5S, 13S i 16S. Immunoglobulina M
ssakdw (IgM) wydziela sie w postaci pentameru (81). Polimeryzacji IgA
i IgM towarzyszy wbudowywanie fukozy i tancucha J. In vitro polime-
ryzacje IgM przeprowadzono przez redukcje monomerow, ktore nastep-
nie tgczyty sie w pentamery po usunieciu czynnika redukcyjnego. Duzg
wydajno$¢ polimeryzacji uzyskiwano w Scis$le okreslonych warunkach
stezenia IgM i reduktora. WydajnoS$¢ polimeryzacji in vitro byta nie wyz-
sza niz 70°/o. Obserwacje te dotyczyty zaréwno IgA jak i IgM (83). Wy-
kazano, ze catkowitg polimeryzacje mozna uzyskaé przy udziale enzymu
zmieniajagcego potozenie mostkéw dwusiarczkowych w czasteczce biatka.
Enzym ten katalizuje zardwno polimeryzacje IgA jak i IgM (83) i jest
izomerazag mikrosomowag, ktora katalizuje przemiane wewnetrzng tiol:
idwusiarczek biatka. Polimeryzacja IgM do pentameru o strukturze piers-
cienia (Ryc. 1) prawdopodobnie zachodzi nastepujaco:

h ] H Hi

+ HS 0 SH hsH 1-s-s ©) mH Xl

HH HH

W reakcji XI ma istotne znaczenie czynny udziat peptydu J (taincucha J).
Kompleks peptydu J z monomerem IgM jest poSrednikiem na drodze
przemian prowadzacych do powstania pentameru. Ponadto peptyd J
spina konce pentameru tworzac strukture pierScieniowg (84, 85).

IV. Uwagi koncowe

Rola dwusiarczkow nie sprowadza sie tylko do stabilizacji struktury
przestrzennej biatek i utrzymania potgczen miedzy podjednostkami. Jest
duzo danych wskazujacych na udziat wigzan dwusiarczkowych w réz-
nych funkcjach biatek. Aby wyjasni¢ istote réznorodnych funkcji wig-
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zan dwusiarczkowych w strukturze biatek i peptyddw wielu badaczy
Zwraca uwage na geometrie samego wigzania dwusiarczkowego i jego
otoczenia, dazac miedzy innymi do wyjasnienia udziatlu wigzah dwu-
siarczkowych biatek i peptydow w niektérych procesach katalitycznych
i regulacyjnych zachodzgcych w organizmach zywych.

Zaakceptowano 28.2.1980
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l. Wstep

Rola wigzan dwusiarczkowych w strukturze biatek od dawna byta
dyskutowana w wielu pracach oryginalnych i artykutach monograficz-
nych (1, 2, 3, 4, 5 6). Rownocze$nie nagromadzito sie¢ wiele informacji
o roli wigzania dwusiarczkowego w procesach Kkatalitycznych i regu-
lacyjnych (7). Ta wielorako$¢ znaczenia wigzan dwusiarczkowych w
funkcji biologicznej biatek i peptydow skionita licznych autorow do ba-
dania geometrii tej czesci czasteczki, ktéra zawiera mostek dwusiarcz-

*) Doc. dr hab., Zakilad Biochemii Zwierzat, Instytut Biologii Molekularnej,
Uniwersytet Jagiellonski, Grodzka 53, 31-001 Krakow.

Wykaz stosowanych skrétéw: CD — dichroizm kotowy; ORD — dyspersja skre-
calnosci optycznej.
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kowy. Wykazano duzg r6znorodno$¢ w strukturze zaréwno samego wig-
zania dwusiarczkowego jak i zwigzanych z nim weglowodorowych tan-
cuchdw reszt cystyny. Obszerne informacje o geometrii wigzan dwu-
siarczkowych i ich otoczenia dostarczajg metody dyfrakcji promieni X,
stosowane w badaniu postaci krystalicznej biatek oraz metody fizyczne,
ktére mozna stosowa¢ w badaniach roztworéw wodnych. Badania w roz-
tworach wodnych pozwalajg na uzyskanie informacji o dynamice zmian
zachodzgcych w czasteczce biatka.

Autor niniejszego artykutu opublikowat na tamach Postepéw Bio-
chemii (7) artykut omawiajacy role wigzan dwusiarczkowych w struk-
turze biatek, ze szczeg6lnym uwzglednieniem udziatu tych wigzan w nie-
ktdrych procesach katalitycznych i regulacyjnych zachodzacych w orga-
nizmach zywych. Natomiast w tym artykule przedstawia przeglad zasto-
sowania metod spektrofotometrii, spektropolarymetrii i spektroskopii
Ramana do badah geometrii wigzan dwusiarczkowych w strukturze biatek.

Il. Wiasnosci strukturalne i spektralne wigzan dwusiarczkowych

Strukture wigzan dwusiarczkowych w cystynie, w biatkach i innych
dwusiarczkach biologicznie waznych charakteryzuje sie tgcznie z najbliz-
szym otoczeniem (Wzor )

Wielu autoréw koncentruje uwage na geometrii grupy atoméw
C—S—S—C. Rozpatrujg oni utozenie podstawnikéw w stosunku do osi
wigzania S—S i obu wiagzan C—S. Podstawowa sprawg jest oznaczenie
kata dwusciennego w stosunku do wszystkich trzech wigzan (8). Ryc. 1
przedstawia kat dwuscienny w osi wigzania S—S czyli kat x (CS—SC).

Ryc. 1. Kat dwuscienny wigzania dwusiarczkowego: a posta¢ lewoskretna, b— po-
sta¢ prawoskretna. Katy —x i +X maja identyczne wartosci. Obie konformacje sa
w stosunku do siebie jak obraz do odbicia lustrzanego

i



3] WIAZANIA DWUSIARCZKOWE —METODY 331

Patrzac wzdituz osi wigzania S—S przeprowadza sie dwie ptaszczyzny:
jedng przez podstawnik przytagczony do blizszego atomu siarki a drugg
przez podstawnik dalszego atomu siarki. Ptaszczyzny przecinajg sie na osi
wigzania S—S. Wtedy kat zawarty miedzy tymi dwoma ptaszczyznami
jest katem dwusciennym wigzania S—S x (CS—SC). Gdy tg samg zasade
zastosujemy do wigzania C—S otrzymamy warto$¢ kata dwusciennego
wigzania C—S lub x (CC—SS).

Znajomos$¢ kata dwusciennego umozliwia okreslenie z jaka konfor-
macja mamy do czynienia (9). Ot6z pierwszy rodzaj konformacji, zwanej
syn-periplenarng (£ SP), charakteryzuje sie tym, ze obserwator patrzac
wzdtuz osi wigzania widzi, ze podstawnik blizszego atomu pokrywa sie
z podstawnikiem dalszego atomu (Ryc. 2a). Wtedy obie ptaszczyzny prze-
chodzgce przez podstawniki blizszy i dalszy pokrywajg sie i nie przeci-
najg sie z osig wigzania. Kat dwuscienny / (CS—SC) wynosi 0°. Konfor-
macja syn-periplenarna jest najmniej trwata.

a)
CHz(Q] ch(r)2
(R)CH, Is (RICH, &
2 el g/H/ \H
b)
(Q)?Hz S/chZ(r) (p)c':u, /ICh(r)2
S/ S/I
H
c)
(R)(':Hz/s (Q)(':HQ e
S l 3/|
CHZ(R) ch(r)2

Ryc. 2. Konformacje wigzah S—S i C—S, a) konformacja syn-periplenarna gdy

X(cs—so lub X(cc—ss> majg wartosci 0°, b) konformacja skos$na (gauche) lub syn-

klinalna gdy X(cs—sc> lub X(cc—ss> majg wartosci 60°, c¢) konformacja trans lub anty-
periplenarna gdy X(cs-sc> lub X(cc-s&> majg wartosci 180°

Drugim rodzajem konformacji jest konformacja skosna (gauche) lub
syn-klinalna (+ SC). Wyrdznia sie ona naprzemianlegtym przestrzennym
potozeniem podstawnikéw (Ryc. 2b). Kat dwuscienny / (CS—SC) wy-
nosi 60°. Trzeci rodzaj konformacji to jest konformacja trans lub anty-
periplenarna (£AP), wyrdznia sie najdalszym przestrzennym potozeniem
podstawnikow przy dwu sasiednich atomach siarki wigzania S—S lub
atomu siarki i atomu wegla wigzania C—S. Kat dwuscienny miedzy, kie-

runkami wigzania wynosi 180° (Ryc. 2c). Konformacja trans jest bardzo
trwata.
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Przedstawione rodzaje konformacji sg potraktowane bardzo schema-
tycznie, a wiele danych doswiadczalnych wskazuje na znaczne urozmaice-
nie w konformacji wiagzan dwusiarczkowych. W wiekszosci zwigzkdéw
zawierajagcych mostki dwusiarczkowe, w ktorych nie jest ograniczona ro-
tacja wokét wigzania S—S kat dwuscienny x (CS—SC) wynosi 90°. Jed-
nak, gdy wigzanie dwusiarczkowe znajduje sie w strukturze pierscienia
weglowodorowego, lub gdy jest w ztozonej strukturze tancucha polipep-
tydowego, wtedy kat dwuscienny ma wartosé rézng od 90°. Zmiana kata
dwusciennego wigzania S—S zmienia jego diugos¢ i moc. Wykazano, ze
gdy kat dwuscienny ma warto$¢ x (CS—SC) = 90° to odpychanie miedzy
elektronami 2 pz par atomoéw siarki jest bardzo mate. Wzrost stopnia
zlepiania par elektronéw pz jednego atomu siarki z orbitalami 3d dru-
giego atomu siarki prowadzi do skracania dtugo$ci wigzania i wzrostu
jego mocy. Wigzanie ma charakter wigzania podwojnego (10, 11, 12).
Wykazano, ze energia rotacji wokdt wigzania S—S zalezy od kata x i wy-
nosi od 3 do 14 kcal/mol w miare zmiany kata x od 90° do 0° (10).

Wigzanie dwusiarczkowe w pierscieniu weglowodorowym o duzej ilosci
atomdéw wykazuje warto$¢ kata x = 90°- Gdy pierscien zmniejsza sie z 7
do 5 atomdéw nastepuje wzrost napiecia i zmniejsza sie kat dwuscienny
x (CS—SC) (13). Doskonatym przyktadem jest kwas lipoinowy. W postaci
utlenionej ma on pierScien ztozony z pieciu atomow, a kat dwuscienny
wigzania dwusiarczkowego wynosi 27°. Autorzy przypuszczajg, ze to wig-
zanie dwusiarczkowe ma charakter podwdjnego wigzania, a wigzace elek-
trony tworza zhybrydyzowane orbitale elektronéw p i d. Jednak przy-
puszczenie to budzi znaczne watpliwosci, bo pomiary diugosci wigzania
nie wskazujg na jego skracanie (6).

Mostki dwusiarczkowe w biatkach majg bardzo ograniczong rotacje,
co prowadzi¢ moze do konformacji odpowiadajgcej dwu réznym posta-
ciom asymetrycznych czasteczek bedacych w stosunku do siebie lustrza-
nymi odbiciami (Ryc. 1 a i b). Przedstawione na rycinie 1 dwie konfor-
macje skosne sa odbiciami lustrzanymi nie naktadajacych sie na siebie
postaci. Kat dwuscienny odpowiada strukturze Sruby prawoskretnej
(+ xX) (Ryc. 1b) lub lewoskretnej (—) (Ryc. 1a). Jezeli w materiale prze-
wazaja czasteczki o kierunku prawoskretnej spirali lub odwrotnie, to
wykazujg one czynno$¢ optyczng (14, 15). Przy zastosowaniu metod
spektropolarymetrycznych mozna odrézni¢ czynno$¢ optyczng dwusiarcz-
kéw od optycznej czynnos$ci innych grup atomoéw.

Wiazania dwusiarczkowe charakteryzujg sie pasmem absorpcji w ultra-
fiolecie w zakresie 250—380 nm. Jednakze w biatkach absorpcja w tym
zakresie pokrywa sie z absorpcjg reszt aminokwaséw aromatycznych (16).
Niemniej ich widma r6znicowe pozwolity ustali¢, ze maksimum absorpcji
zalezy od diugos$ci wigzania S—S i warto$ci kata dwusciennego (X) (17).
W badaniach modelowych kwasu tiooktanowego i innych wykazano prze-
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suwanie sie maksimum absorpcji w kierunku fal diuzszych i zmniejsza-
nia sie absorpcji w miare zmniejszania sie kata dwusciennego. Kwas
6,8-dwutiooktanowy zawierajacy pierscien pieciocztonowy ma maksimum
absorbancji przy 325 nm, a E35 = 180. Natomiast kwas 4,8-dwutiookta-
nowy zawierajgcy pierscien siedmiocztonowy ma maksimum absorbacji
przy 250 nm i EZD = 490.

I1l. Zastosowanie spektropolarymetrii do badan geometrii wigzan dwu-
siarczkowych

Oznaczenia spektropolarymetryczne przeprowadza sie stosujgc Swiatto
spolaryzowane i monochromatyczne (18). Pomiary charakteryzujg witas-
nosci optyczne chromoforéw w zaleznosci od dtugosci fali Swiatta. Sto-
sowane sg dwie metody: 1.metoda skrecalnosci optycznej i dyspersji
Swiatta ptasko spolaryzowanego, okre$lona skrétem ORD. 2 metoda
dichroizmu kotowego, okre$lona skrétem CD, polegajaca na oznaczeniu
réznicowej absorpcji Swiatta kotowo spolaryzowanego. Fizyczne podsta-
wy dyspersji skrecalno$ci optycznej i kotowego dichroizmu sa takie sa-
me. Promien Swiatta spolaryzowanego ptasko powstaje po przejsciu przez
polaryzator zwany pryzmatem Nicolla. Swiatto spolaryzowane ptasko
sktada sie z fal spolaryzowanych kotowo w lewo i spolaryzowanych ko-
towo w prawo w réwnowaznych natezeniach. Przez S$wiatlo spolaryzo-
wane w prawo (P) rozumiemy takie fale, ktorych wektory elektryczne
obracajg sie zgodnie ze wskazéwkami zegara, gdy obserwator patrzy od
strony Zrdédia Swiatta. Odwrotnie zachowuje sie wektor elektryczny w
promieniu $Swiatta spolaryzowanego w lewo (L).

Gdy promien Swiatta przechodzi przez materie zachodzi oddziatywa-
nie z elektronami atomdéw badanego zwigzku chemicznego. Ta interakcja
powoduje redukcje szybkosci przechodzenia $wiatta i zmiane amplitudy
wektora elektrycznego. Zmniejszenie szybkoSci przechodzenia wyraza
sie w refrakcji Swiatta, ktdrg opisuje wspdtczynnik refrakcji n; obnize-
nie amplitudy wektora elektrycznego opisuje sie za pomocg wspdiczyn-
nika absorbancji molowej e. Oba wspoétczynniki, n i e, zalezg od diugosci
fali Swiatla i odpowiadajg strukturze elektronowej i geometrii cza-
steczki.

Refrakcja i absorpcja Swiatta spolaryzowanego i niespolaryzowanego
jest jednakowa w przypadku czasteczek substancji nieczynnych optycz-
nie. Natomiast substancje optycznie czynne posiadajgce czgsteczki asyme-
tryczne sg wrazliwe na dziatanie Swiatta spolaryzowanego ptasko. ROz-
nig sie one wspdiczynnikami refrakcji promienia spolaryzowanego ko-
towo w lewo (nL) i promienia spolaryzowanego w prawo (nP). Tak tez
przedstawia sie sprawa z absorpcja przez dang substancje optycznie
czynna; wspotczynnik molowej absorbancji promienia spolaryzowanego
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kotowo w lewo eL jest r6zny od wspo6iczynnika absorbancji promienia
spolaryzowanego w prawo £P.

Wiasnie zjawisko dyspersji skrecalnosSci optycznej okreSla réznice
wspoltczynnikow refrakcji miedzy promieniami spolaryzowanymi w lewo
i w prawo: nL—nP. Stad kat skrecenia a wyraza sie w stopniach, jak
opisuje rownanie IlI:

v A T I
A
gdzie a* oznacza obserwowang skrecalnos$¢ Swiatla spolaryzowanego pta-
sko o diugosci fali 1, d — grubo$¢ warstwy substancji optycznie czyn-
nej. W wielu publikacjach wyraza sie skrecalno$¢ wiasciwa [a]* i molo-
wa [M]a (Rownania Il i 1V):

gdzie ¢ — oznacza stezenie w g/ml, za§ M — oznacza gramoczasteczke
substancji optycznie czynnej. Skrecalno$¢ Swiatta spolaryzowanego poli-
meréw wyraza sie w postaci skrecalnosci resztowej [m]* okreSlonej row-
naniem V:

a, M,
[mh = 750 ac
MO — S$rednia masa czasteczkowa monomeru. Skrecalno$¢ resztowa bia-
tek [m]™ przeliczana jest na $rednig warto$é gramoczasteczki pojedynczej
reszty aminokwasowej, ktéra wynosi 115 (18). Widmo ORD jest krzywa
ujmujaca zalezno$¢ miedzy diugoscig fal Swiatta a skrecalnosciag optycz-
ng wyrazong jako a, [a], [M] lub [m].
Substancje optycznie czynne absorbujg roznicowo Swiatto spolaryzo-
wane kotowo. Pordwnanie wspoétczynnikéw aborbancji pozwoli ocenié
réznice w absorpcji:

\Y

AE=£1—p Vi
Warto$¢ As nazywa sie dichronizmem kotowym. Jest ona dodatnia je-
zeli £1—eP> 0, a ujemna gdy £L—£P< 0. To zréznicowanie Swiatta spo-
laryzowanego po przejsciu przez substancje optycznie czynng mozna
okresli¢ jako zmiane eliptycznosci 0. Eliptyczno$¢ wyraza sie réwna-
niem:

0 = 3300 Ae A1l
Najczesciej przelicza sie eliptyczno$é obserwowang 0 na eliptycznosé
molowg lub resztowag:
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M (lub Mg0a
=~ Todc—-- vni

M lub MO oznacza warto$é gramoczasteczki catego zwigzku lub mono-
meru (oznaczenia jak w réwnaniach IV i V), d — droga Swiatta przez
roztwdr w cm, ¢ — stezenie substancji w g/ml. Krzywa ujmujgca zalez-
no$¢ wartosci eliptycznosci O lub [0] od diugosci fali Swiatta nazywa sie
widmem CD lub widmem dichroizmu kotowego.

W biatkach wystepujg liczne grupy optycznie czynne tzw. chromofo-
ry: wigzania peptydowe, reszty aromatycznych aminokwaséw, optycznie
czynne ligandy biatek i mostki dwusiarczkowe. W dalszym teks$cie przed-
stawione zostang niektore zastosowania metod spektropolarymetrycznych
do interpretacji wtasnosci strukturalnych mostkéw dwusiarczkowych w
biatkach.

Czynnos$¢ optyczng wigzan dwusiarczkowych bada sie spektropolary-
metrycznie w pomiarach skrecalno$ci optycznej i jej dyspersji oraz przez
pomiary zmiany eliptycznosci w dichroizmie kotowym. Do ustalenia za-
leznoSci miedzy parametrami wigzan grupy C—S—S—C a znakami i war-
tosciami w dichroizmie kotowym i dyspersji skrecalno$ci optycznej
uzyto prostych zwigzkéw organicznych. W zwigzkach o budowie dwu-
siarczkOw pierscieniowych wykazano, ze dodatnie pasmo dichroizmu ko-
towego w maksimum absorpcji Arax jest spowodowane zmiang rezonansu
elektronowego w strukturze dodatniego kata dwus$ciennego + > a ujem-
ne pasmo dichroizmu kotowego jest spowodowane zmianami rezonanso-
wymi elektronéw w strukturze ujemnego kata —X (19). Jako zwigzki
modelowe z wigzaniami dwusiarczkowymi byly tez stosowane cystyna
i jej pochodne. W krystalicznej L-cystynie wigzanie dwusiarczkowe ma
uktad prawoskretny (20), a chlorowodorek cystyny, L-glicylo-cystyna,
bromowodorek L-cystyny majg strukture lewoskretnej spirali. W roztwo-
rach zaréwno L-cystyna, L-homocystyna jak i wiele dwusiarczkow alifa-
tycznych ma aktywno$¢ optyczng w zakresie 243—248 nm (21, 22). W roz-
tworze obojetnym cystyna ma maksimum zmiany eliptycznosci w di-
chroizmie kotowym przesuniete w kierunku fal diugich. Wysoka rotacja
optyczna dwusiarczkow w L-cystynie wskazuje na chiralno$¢ grupy dwu-
siarczkowej (23). Asymetria wigzania dwusiarczkowego w cystynie i jej
wptyw na czynnosé optyczng postuzyty do interpretacji czynnos$ci optycz-
nej wigzan dwusiarczkowych w peptydach i biatkach. Zmiane kata dwu-
$ciennego 7 grupy CSSC badano spektropolarymetrycznie w oksytocynie
(24) i inhibitorze trypsyny (25). Dodatnie pasmo w widmie dichroizmu
kotowego z maksimum w 250 nm, jest spowodowane energetycznymi
przeniesieniami elektronéw w dwusiarczkach. Niedogodnos$¢ tych badan
w biatkach jest powodowana czestym wystepowaniem czynnos$ci optycz-
nej aromatycznych reszt aminokwasOw, ktora naktada sie na zakres
wigzan dwusiarczkowych.

6 Postepy Biochemii
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Przyktadem biatka ktore zawiera wiele wigzan dwusiarczkowych przy
niskiej zawartosci reszt aromatycznych jest bydleca neurofyzyna, ktéra
przenosi oksytocyne i wazopresyne w ukladzie neuroprzysadkowym
(5, 26). Ten polipeptyd o masie 10 000 dalton6éw zawiera siedem mostkow
dwusiarczkowych ponadto tylko jedna reszte tyrozyny i trzy reszty fe-
nyloalaniny. W roztworze wodnym neurofyzyna ma dwa pasma w wid-
mie dichroizmu kotowego z maksimum przy 248 nm i 278 nm. Wedtug
dotychczasowych pogladéw (5, 26) z eliptyczno$ci pasm 248 nm i 278 nm
nie jest mozliwe uzyskanie informacji o geometrii kazdego pojedynczego
wigzania dwusiarczkowego w neurofyzynie jak tez w innych biatkach.
Niemniej diugosci fali indywidualnych przeniesien mostkéw dwusiarcz-
kowych w bliskim ultrafiolecie sg zalezne od katdw dwusciennych most-
kéw dwusiarczkowych. Wartosci maksimum w widmie dichroizmu koto-
wego, wielko$ci zmian eliptycznosci i kierunek tych zmian, sg rezultatem
przemian zachodzgcych w obrebie wszystkich mostkéw dwusiarczkowych
czasteczki. Badania strukturalne neurofyzyny (5 26) wykazuja, ze do-
datnie pasmo 248 nm odpowiada wartosci kata x = 90°. Ponadto infor-
macje o pasmach 248 nm i 278 nm z widma dichroizmu kotowego neuro-
fyzyny potwierdzono doswiadczeniami, w ktérych obserwowano zmiany
konformacyjne zachodzace w tym polipeptydzie podczas redukcji. Po
redukcji jednego wigzania dwusiarczkowego nastepuje catkowity zanik
pasma 248 nm i przesuniecie maksimum w 278 nm w kierunku fal krét-
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Ryc. 3. Widmo kotowego dichroizmu w zakresie aktywnos$ci wigzan dwusiarczko-

wych biatka wigzacego ryboflawing (¢) i jego komplekséw z ryboflawing (O),

FMN (A) i FAD (A). Oznaczenia byly przeprowadzane w 01 M buforze fosfo-
ranowym (Na) w pH 7,0. (27)
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szych, ze zmniejszeniem sie zmiany eliptycznos$ci w zakresie 278 nm.
Efekt reoksydacji zredukowanej neurofyzyny badano réwniez metoda
dichroizmu kotowego i wykazano, ze tylko 50% czasteczek wraca do
postaci natywnej.

Biatko z jaja kurzego transportujace ryboflawine takze zawiera licz-
ne mostki dwusiarczkowe. W badaniach widma dichroizmu kotowego (27)
wykazano udziat w czynnosci optycznej (Ryc. 3) wigzan dwusiarczko-
wych w pasmie 255 nm ze zmiang w obu kierunkach. Flawoproteid ry-
boflawinowy wykazuje zmiane eliptycznosci w kierunku dodatnim, apo-
proteid i jego kompleksy z nukleotydami flawinowymi w Kkierunku
ujemnym; stad sadzi sie, ze podczas powstawania komplekséw apopro-
teidu z flawinami zmienia sie geometria wigzan dwusiarczkowych.

W lizozymie dwa wigzania dwusiarczkowe majg kat dwuscienny
X= +100° a pozostate dwa x = —100° (6). W roztworach lizozymu oraz
innych biatek o znanych parametrach wigzan dwusiarczkowych, jak ry-
bonukleaza, chymotrypsyna i karboksypeptydaza A pasma eliptycznosci
wystepujg w obszarze fal diuzszych niz 240 nm (28).

IV. Zastosowanie spektroskopii Ramana do badan geometrii wigzan dwu-
siarczkowych

Technika spektroskopii ramanowskiej opiera sie na pomiarach cze-
stosci drgan Swiatta rozproszonego. Jezeli foton Swiatta zderza sie z cza-
steczka elastycznie, tzn. gdy nie zachodzi utrata energii, lecz zmienia sie
tylko jej kierunek, to takie rozproszenie nazywa sie rozproszeniem Ray-
leigh’a. Natomiast podczas nieelastycznego zderzenia sie fotonu S$wiatta
z czasteczkg zachodzi zmiana energii zar6wno fotonu jak i czgsteczki,
a Swiatlo rozproszone o zmienionej energii nazywamy ramanowskim.
W czasteczce naSwietlanego zwigzku wzrasta poziom energii oscylacji
i rotacji, a Swiatto rozproszone ma zmieniong czesto$¢ drgan. Jezeli Swiatto
padajace na badang substancje ma czesto$¢ vOto powstate pasma w wid-
mie Ramana sg o czestoSciach: vx= vOtv'; v2= vOtv" itd., przy czym
zmienione czestosci V' i v" niezalezne sg od czestosci VO

Widmo Ramana daje duzo informacji na temat zmian energetycznych
czasteczek, podobnie jak badania absorpcji w podczerwieni. W przypadku
czasteczek zwigzkéw biologicznie czynnych metoda Ramana ma duze
znaczenie gdyz mozna ja szerzej stosowa¢ w badaniach roztworéw wod-
nych. Obok zmian zachodzacych w wigzaniu peptydowym i w réznych
resztach aminokwasoéw spektroskopia Ramana pozwala wnikliwie badaé
geometrie wigzan dwusiarczkowych. W kilku ostatnich latach w krajo-
wym pismiennictwie artykuty Siemiona (29), Twardowskie-
go (30) i Zaka (31) przedstawiaty zastosowanie spektroskopii Ramana
w badaniach biochemicznych.

6*
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Wigzania dwusiarczkowe i siarczkowe wystepujgce w tancuchach po-
lipeptydowych biatek dajg bardzo interesujgce pasma Ramana w zakre-
sie od 100 cm-1 do 800 cm-1, przy czym najbardziej interesujacy jest za-
kres od 500 cm-1 do 550 cm-1. W tym zakresie bowiem rozproszenie Ra-
mana odpowiada rotacji wigzan S—S, na ktorg moga wptywac rotacje
wigzania C—S i Ca—Cp reszt cystyny (32, 33).

Badania nad strukturg wigzan dwusiarczkowych w biatkach sg zwykle
poprzedzane badaniami zwigzkéw modelowych (2, 3, 4, 34). Nastepnie
prébuje sie stosowaé uzyskane wyniki do ztozonych struktur natywnych
biatek. Interesujace nas pasmo w widmie Ramana analizuje sie naste-
pujaco: doktadnie okres$la sie maksimum czestosci drgan, szeroko$¢ po-
tbwkowa pasma i oznacza sie wartosé stosunku intensywnosci dwu réz-
nych pasm, ktére charakteryzujg dany fragment czasteczki. W spektro-
skopii Ramana mostki dwusiarczkowe polipeptydéw dajg pasma odpo-
wiadajgce czestosci drgan v(s.s) i v(Cs). Stosunek intensywnosci pasma
v(Cs) do v(s s pozwala ustali¢ pewne zaleznosci w konformacji wiazan
dwusiarczkowych. Autor przedstawia ponizej przyktady préb interpre-
tacji pasm widma Ramana informujgcych o witasnosciach strukturalnych
mostkéw dwusiarczkowych.

Rybonukleaza, na przyktad, ma cztery mostki dwusiarczkowe; na-
tywna rybonukleaza w roztworze wodnym wykazuje pasma rozprasza-
nia ramanowskiego w 509 cm-1 i 659 cm-1 (35). Lord i Yu (35 36)
wykazali, ze stosunek intensywnosci v(s_s) i v(Cs), ktére odpowiadaja pa-
smom 509 cm-1 i 659 cm-1 moga zaleze¢ od katdw dwusciennych wigza-
nia dwusiarczkowego.

Metodg spektroskopii Ramana badano toksyne z weza Palamus platu-
rus, ktéra zawiera cztery mostki dwusiarczkowe na ogdélng liczbe 62
reszt aminokwasowych. W tym peptydzie (37) obserwowano czestosé
v(s_s) w pasmie rozproszenia ramanowskiego przy 512 cm-1. Niskocza-
steczkowe zwigzki modelowe zawierajgce wigzanie dwusiarczkowe i w
widmie Ramana pasmo v(s_s) = 512 cm-1 majg w fragmencie CSSC kon-
formacje sko$ng—skos$ng—skosna. Jednak w przypadku toksyny z weza
Palamus, autorzy obok ostrego pasma 512 cm"1 wykazali obecnos$¢ asy-
metrycznego ramienia tego pasma z wzrostem rozproszenia przy 525 cm-1,
i na tej podstawie przyjeli, ze z czterech mostkow dwusiarczkowych tylko
dwa majag konformacje skosna—skosna—skosna. Natomiast pozostate
dwusiarczki sg w konformacji trans—skosna—skos$na i trans—sko$na—
trans. Po denaturacji cieplnej widmo Ramana tego peptydu ma pasmo
512 cm-1 z ramieniem rozszerzajagcym sie, a maksimum tej asymetrii
przypada w paSmie 546 cm-1. Autorzy sugerujg (37), ze po ogrzaniu po-
jawia sie nowy typ oscylacji rozciagajacych wigzanie S—S, chociaz
wiekszo$¢ wigzan S—S pozostaje w tej samej geometrii. Nowe pasmo
oscylacyjne pojawia sie w widmie Ramana w zwigzku z konformacja
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typu trans—sko$na—trans jednego lub dwu mostkéw dwusiarczkowych.
Autorzy sadza, ze pasmo v(s_s) = 510 cm-1 ma zwiazek z rozpraszaniem
wigzania dwusiarczkowego o konformacji skoSna—skosna—skos$na. Pa-
smo o czestosci v(s_ @ = 525 cm-1 odpowiada rozpraszaniu wigzania o kon-
formacji trans—skosna—skosna. Natomiast pasmo v § = 540 cm-1 od-
powiada rozpraszaniu wigzania dwusiarczkowego o konformacji trans—
sko$na—trans.

Whnioski uzyskane z badan dyfrakcji promieni X dla dwusiarczkéw
w stanie statym mozna w przypadku podobnego widma Ramana zasto-
sowa¢ do substancji badanych w roztworach.

Jesli wielkosé v(S 9 zwigzku krystalicznego jest identyczna z tg wiel-
koscig tej samej substancji w roztworze, to $wiadczy to o identycznosci
konformacji wigzan dwusiarczkowych w obu warunkach. Van Wart
i Scheraga (3) wykorzystali badania dyfrakcji promieni X w biat-
kach krystalicznych aby wyznaczy¢ katy dwuscienne X(ss-co nastepujg-
cych biatek: papainy, karboksypeptydazy A, rybonukleazy, inhibitora
trypsyny z trzustki bydlecej i lizozymu, a-chymotrypsyny i elastazy.
W badanych biatkach zawierajgcych sumarycznie 30 reszt cystyny ozna-
czono warto$ci katdw dwusciennych x<ss-co dla 60 wigzan C—S. Okazato
sie, ze w okoto 45% reszt cystynowych wartos¢ kata X(ss-co miesci sie
w zakresie od 80° do 90°; nie odpowiada to konformacji skosnej, autorzy
przeto okreslili te konformacje jako B. Okoto 35°/0 ma konformacje trans
(T), kat dwuscienny x<ss-co = 180° a okoto 20°/0 reszt cystyny ma naj-
mniejszg warto$¢ kata x<ss-co w zakresie od 20° do 30° i te postaé nazwa-
no konformacjg A. Niejednoznaczne wyniki uzyskano podczas uzgadnia-
nia geometrii wigzania C—S z wartoscig v§ 9 w widmie Ramana; grupa
badaczy sugeruje (4), ze warto$¢ v(s_s) ok. 510 cm-1 odpowiada konfor-
macji B i T, za$ konformacje A charakteryzuje pasmo v(§S 9 = 525 cm-1.

Powyzej omawiane badania struktury wokdt wigzania C—S rozpa-
trywano przy minimum energii kata x<cs-sa = + 90°. Ponadto prowadzo-
no badania nad zaleznos$cig miedzy czestoScig v(s.s) a wartoScig kata
Xtcs—so w zakresie od 0° do 90° (3). Alifatyczne dwusiarczki po korekcie
pasma v(s.s) podzielono na 3 grupy o wartosciach v S: 508,8 cm"]
4949 cm“* i 486,4 cm-1 i odpowiadajgcych im katach x<cs-so 60°, 30°
i 10°. Autorzy przedstawili te zalezno$¢ jako liniowg. Prébowano wyko-
rzysta¢ te zalezno$¢ do okreslenia konformacji wigzania S—S w tancu-
chu polipeptydowym. Martin (39) badat pentapeptyd molformine A,
ktdra ma bardzo niskg wartos¢ v(S 9 = 492 cm-1; wskazuje to na kat dwu-
$cienny X(cs-so = 35°, przy duzej zgodnosci z innymi wynikami badan.
Y u i wspdt (40, 41) réwniez wykazali ze insulina ma wartos¢ v(S 9 —
= 492 cm-1. Warto$¢ tego pasma wskazuje na kat x<cs-so = 35°. Wia-
domo, ze mostek dwusiarczkowy w tafcuchu A miedzy resztg 6 i 1. Cys
tworzy matg petle. Z matej wartosci kata dwusciennego x<cs-sa 0znaczo-
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nej metodg Hamana mozna byto wnioskowaé, ze geometria omawianego
wigzania odpowiada strukturze stanu napietego. Jednak badania kry-
stalicznej insuliny metodg dyfrakcji promieni X wykazaty, ze kat dwu-
§cienny x<cs-so wewnagtrz tancucha A jest znacznie wigkszy (41).

V. Uwagi koncowe

Dotychczasowe badania wskazujg, ze geometria dwusiarczkéw w fan-
cuchu polipeptydowym jest bardzo urozmaicona. Ro6znorodnos$¢ funkcji
dwusiarczkow uzasadnia dalsze badania ich struktury, co moze okazaé
sie drogag do znalezienia zaleznosci miedzy funkcjg i strukturg mostkow
dwusiarczkowych i ich otoczenia. Badania witasno$ci strukturalnych kry-
stalicznych biatek i ich roztworéw przy zastosowaniu spektropolarymetrii
i spektroskopii ramanowskiej torujg droge do uzyskania takich niezmier-
nie waznych informacji.

Zaakceptoioano 28.2.1980
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I. Wstep

Zjawisko restrykcji i modyfikacji bakteriofagdw jest znane od ro-
ku 1952. W tym czasie Luria i jego wspotpracownicy (1—3) opisali
kontrolowang przez bakterie niedziedziczng zmienno$¢ bakteriofagéw.
Stwierdzili oni, ze bakteriofagi namnozone w komdérkach danego szczepu
bakteryjnego wykazujg znaczne obnizenie zdolnosci infekowania bakterii
innych szczepéw tego samego gatunku, zachowujac petng zdolno$¢ in-
fekcji komorek szczepu wyjsciowego. Udowodnili oni réwniez, ze zjawi-
sko to jest zalezne wytgcznie od wihasciwosci komdrek bakteryjnych
i z danych tych wnioskowali o obecnosci specjalnego mechanizmu ko-
morkowego odpowiedzialnego za ten proces. Dopiero w dziesie¢ lat poz-
nief Arber i Dussoix (4, 5 zaproponowali, iz w komdrkach bak-
teryjnych znajdujg sie dwa rézne enzymy: restrykcyjny i modyfikacyj-
ny. Pierwszy z nich — endonukleaza, miat rozpoznawac okreslong, swoista
dla niego sekwencje nukleotydow i nastepnie przecina¢ obie nici DNA.
Drugi enzym — modyfikujagcy DNA, miat rozpoznawaC te samg specy-
ficzng sekwencje DNA i modyfikowac jg tak, by stawata sie nierozpozna-
walna przez endonukleaze. Wedtug tej koncepcji DNA komorek bakte-
ryjnych jest zawsze modyfikowany przez witasne enzymy modyfiku-
jace i w ten sposob chroniony przed dziataniem wtasnych enzymoéw re-
strykcyjnych. Wnikajacy do komorki obcy DNA (fagowy lub bakteryjny)
o niezmodyfikowanej specyficznej sekwencji nukleotydowej rozpozna-
wanej przez endonukleaze restrykcyjng gospodarza bedzie wobec tego
ciety przez ten enzym. Wlasnie ten proces ciecia DNA uniemozliwiajac
rozwoj bakteriofagow w komdérkach bakteryjnych, powoduje zjawisko
restrykcji bakteriofagow.

Badania biochemiczne enzymow restrykcyjnych i modyfikacyjnych
rozpoczeto w 1968 r., kiedy wyizolowano endonukleaze restrykcyjng z ko-
madrek E. coli (6, 7). Od tego czasu opisano ponad 100 endonukleaz re-
strykcyjnych i wiele odpowiadajacych im metylaz modyfikacyjnych —
DNA-metyltransferaz, opracowano ich klasyfikacje i nomenklature.

Na podstawie analizy wilasciwosci dotychczas opisanych enzymow
restrykcyjnych wyrozniono poczatkowo dwa (8), a pdzniej trzy ich rozne
typy (9, 10). Dane przedstawione w Tabeli 1 obrazujg zasadnicze cechy
trzech typdw enzymow restrykcyjnych.
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Tabela 1
Podstawowe wiasnosci trzech typéw endonukleaz restrykcyjnych
Wihasciwosé Typ Enzymu
| 11 111

Rozpoznanie specyficznej sekwencji
nukleotydéw ' tak tak tak
Wymaganie Mg++ tak tak tak
Wymaganie ATP tak nie tak
Wymaganie AdoMet tak nie nie
Aktywnos$¢ ATPazy tak nie nie
Specyficznos¢ miejsca ciecia nie tak tak
Ciezar czasteczkowy ~ 400 000 25 000—200 000 ~ 200 000

Ogélnie przyjeta nomenklatura enzyméw restrykcyjnych obowigzuje
od 1973 roku. Smith i Nathans (11) zaproponowali, aby endo-
nukleazy restrykcyjne i odpowiadajgce im metylazy modyfikacyjne, sta-
nowiace razem enzymy systemu restrykcyjno-modyfikacyjnego sygno-
wac trzyliterowymi nazwami oznaczajgcymi rodzaj i gatunek organizmu,
z ktérego zostaly wyizolowane. W razie potrzeby czwartg litere dodaje
sie dla oznaczenia szczepu lub typu serologicznego, jezeli poszczegdlne
szczepy tego samego gatunku rdznig sie swoistoscig enzyméw restryk-
cyjnych. W skrétach nazwy enzymow restrykcyjnych kodowanych przez
geny plazmidow lub fagéw czwarta litera oznacza te plazmidy lub fagi.
Rzymska cyfra na kofAcu nazwy oznacza kolejne systemy restrykcyjno-
modyfikacyjne odkryte w bakteriach danego gatunku lub szczepu bak-
teryjnego. | tak np. Hindlll oznacza trzeci system restrykcyjno-modyfi-
kacyjny odkryty w szczepie o typie serologicznym d gatunku Haemophi-
lus influenzae, EcoRIl oznacza pierwszy odkryty system restrykcyjno-
modyfikacyjny kodowany w genach plazmidéw lekoopornosci R Esche-
richia coli. Endonukleazy EcoRI i Hindlll sg to enzymy restrykcyjne sy-
stemow restrykcyjno-modyfikacyjnych EcoRIl i Hindlll, z kolei metylazy
EcoRI i Hindlll to DNA — metyltransferazy bedgce enzymami modyfi-
kacyjnymi tych systemow.

Trudno przeceni¢ znaczenie odkrycia wysoce specyficznych endo-
nukleaz jakimi sg endonuklazy restrykcyjne. Zapoczatkowato ono ere
inzynierii genetycznej. Uzycie endonukleaz restrykcyjnych umozliwia
tworzenie nowych kombinacji genowych, utatwia precyzyjne okre$lenie
wzajemnego potozenia gendw, a takze ustalenie ich sekwencji nukleoty-
dowej. W wigkszosci laboratoriéw zainteresowanie tymi enzymami spro-
wadza sie jedynie do uzywania ich w charakterze precyzyjnych narzedzi
obrobki DNA, ostatnio coraz czeSciej enzymy te stajg sie takze przedmio-
tem badan. Badane sg miedzy innymi ich niezwykle wysoka specyficz-
nosé interakcji z DNA, skomplikowany mechanizm dziatania, a takze me-
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chanizm regulacji ekspresji genéw kodujacych te enzymy. Te zagadnie-
nia sg tez gtdbwnym tematem ponizszej pracy.

Ukazato sie juz wiele prac przegladowych o enzymach restrykcyj-
nych i ich stosowaniu (5, 8, 12—18), jednak w jezyku polskim jedynie
jedna (19) i to juz ponad siedem lat temu.

Ze wzgledu na obszerno$¢ tematu koniecznym stato sie rozbicie pracy
na dwie czesci. Pierwsza cze$¢ omawia systemy restrykcyjno-modyfika-
cyjne typu Il.

Il. Budowa enzymadw

Endonukleazy restrykcyjne typu Il (poréwnaj Tabela 1) stanowig naj-
liczniejszg opisang grupe enzymodw restrykcyjnych. Charakteryzujgca je
wysoka swoistos¢ wobec nacinanych sekwencji DNA, spowodowata olbrzy-
mie zainteresowanie tymi enzymami. Jednak zainteresowanie to byto
raczej jednostronne, dgzono bowiem do uzyskania aktywnych prepara-
téw enzymatycznych i poznania sekwencji rozpoznawanych przez coraz
to nowoodkrywane enzymy restrykcyjne, pomijajac doktadniejsze bada-
nia struktury i mechanizmu dziatania tych endonukleaz.

Sposrod ponad 100 znanych endonukleaz restrykcyjnych tylko kilka
zostato oczyszczonych do stanu homogennosci w celu okres$lenia budowy
podjednostkowej. Stwierdzono, ze endonukleaza EcoRl moze wystepowac
w komdrce w postaci dimerow i tetramerdw zbudowanych z identycznych
podjednostek o ciezarach czgsteczkowych 29 500 (20, 21). Endonukleaza
Bstl tez wystepuje jako tetramer i dimer a ciezary czasteczkowe pod-
jednostek tego enzymu wynoszg 46 000 (22). Endonukleazy EcoRII, Hpal
i Hpall sg dimerami o ciezarach czasteczkowych podjednostek odpowied-
nio 40 000 (23), 29 000 i 41 000 (24). Z kolei endonukleazy Bspl, BamHlI,
Pall, Bgll, Hhall sg aktywne w formach monomeréw o ciezarach cza-
steczkowych odpowiednio 35 000, 90 000, 30 000, 32 000 i 24 000 (25—29).

Jak wida¢ z tego krotkiego zestawienia endonukleazy restrykcyjne
typu Il nie sg jednorodne pod wzgledem budowy, niektdére z nich sa
aktywne w formie monomerycznej, inne w formie dimeru, badz tez w
formach dimeru i tetrameru. Ich ciezary czasteczkowe w formie aktywnej
zawierajg sie w granicach od 24 000 do 184 000, za$ monomeréw w gra-
nicach 24 000—90 000. Wydaje sie jednak, ze kazda z dotychczas oczysz-
czonych endonukleaz restrykcyjnych typu Il zbudowana jest tylko z jed-
nego rodzaju tancucha biatkowego.

Badania metylaz typu Il sg o wiele bardziej fragmentaryczne. Dostep-
ne informacje dotycza jedynie metylaz EcoRIl i Bspl, o ktérych wiadomo,
ze sg biatkami monomerycznymi o ciezarch molekularnych wynoszgcych
odpowiednio 40 000 (23) i 52 000 (25).
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I1l. Charakterystyka genetyczna systemow restrykcyjno-modyfikacyjnych
typu Il

Na podstawie dotychczas zbadanych systemoéw restrykcyjno-modyfi-
kacyjnych typu Il wydaje sig, ze metylazy i endonukleazy tych syste-
mow sg odrebnymi enzymami nie posiadajgcymi wspolnych podjednostek.
Swiadczg o tym takze wyniki do$wiadczen Yoshimori i wsp. (30) do-
tyczace systemdw restrykcyjno-modyfikacyjnych EcoRI i EcoRIl. Auto-
rzy ci, selekcjonujgc mutanty o fenotypie r~ (brak restrykcji) po jedno-
krotnej mutagenezie wyizolowali jedynie bakterie o fenotypie r~ m + (brak
aktywnosci endonukleazy przy zachowanej aktywnos$ci metylazy). Wnio-
skowali oni iz mutacje w genie endonukleazy nie powodujg upos$ledzenia
metylacji, a mutacje w genie endonukleazy nie powoduja uposledzenia re-
strykcji, gdyz prowadzitoby to w obu przypadkach do powstania klasy
mutantow o fenotypie r~ m~ (brak aktywnos$ci endonukleazy i metylazy).

Badajac te same systemy restrykcyjno-modyfikacyjne Bannister
i Glover (31) uzyskali odmienne wyniki. Wyizolowali oni po jedno-
krotnej mutagenezie mutanty o fenotypach r~ m+ i r~ m~ w prawie
rownych iloSciach. Podobne wyniki uzyskano badajgc system restrykcyj-
no-modyfikacyjny Bstl (22).

Z tych ostatnich doswiadczen mozna wyciagnaé wniosek, ze albo po-
towa mutacji prowadzacych do stanu r~ powoduje utrate zdolno$ci mo-
dyfikacji albo, ze wszystkie mutacje w genie metylazy wywotujg utrate
zdolnoSci restrykcji. Badania budowy tych enzymow wykluczajg mozli-
wos$¢, ze endonukleaza i metylaza majg wspdlng podjednostke, co tlu-
maczy¢ by mogto dlaczego potowa mutacji prowadzacych do stanu r~ po-
woduje utrate zdolnosci modyfikacji. Aktywnos$¢ nukleolityczna homogen-
nych preparatéw endonukleazy restrykcyjnej wyklucza takze wspétdzia-
tanie metylazy z endonukleaza w procesie restrykcji, co z kolei ttumaczy¢
by mogto dlaczego wszystkie mutacje w genie metylazy powodujg utra-
te zdolnosci restrykcji. Zatem wydaje sie, ze przyczyna wystepowania
w prawie' rownych ilosciach mutantow r~ m+ i r~ m~ ma zwigzek nie
tylko z samymi genami struktury metylazy i endonukleazy. JeSliby
istniat trzeci gen w systemie restrykcyjno-modyfikacyjnym, gen regu-
latorowy, to wowczas mozliwe bytoby uzyskanie pojedynczych mutacji
prowadzacych zardwno do fenotypu r~ m+ jak i r~ m~.

Rozwazmy dwa z mozliwych typéw regulacji. Gdyby aktywnos$¢ pro-
duktu genu regulatorowego warunkowata ekspresje gendéw kodujgcych
metylaze i endonukleaze, to mutacje w tym genie prowadzityby do feno-
typu r~ m~ a mutacje w genie endonukleazy do fenotypu r~ m+ Gdyby
natomiast rolg genu regulatorowego byto blokowanie restrykcji w przy-
padku braku aktywno$ci metylazy, wéwczas mutacje w genie metylazy
prowadzityby do fenotypu r~ m~ a mutacje w genie endonukleazy do fe-
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notypu r~ m+. Nowsze badania systeméw restrykcyjno-modyfikacyjnych
typu Il wskazujg raczej na ten drugi sposob regulacji.

Badania szczepow E. coli zawierajgcych pochodne plazmidu pMBI,
noszacego geny systemu restrykcyjno-modyfikacyjnego EcoRI (32) wy-
kazaty, ze bakterie niektérych z badanych szczepéw zawierajg endonukle-
aze EcoRIl w stanie utajonym (33). Nie wykrywa sie w nich takze aktyw-
nosci metylazy i stan ten odpowiada fenotypowi r~ m~. Bakterie te nie
modyfikujg wtasnego i obcego DNA i nie majg zdolno$ci ciecia niezmo-
dyfikowanego DNA, jednak z ich komorek mozna wyizolowaé aktywng
endonukleaze EcoRIl. Wydaje sie, ze w komorkach tych szczepow aktyw-
no$¢ endonukleazy ulega zahamowaniu i proces ten jest zalezny od braku
aktywnos$ci metylazy. Jezeli bowiem do komorek tych wprowadza sie
drugi plazmid zawierajagcy geny endonukleazy i metylazy EcoRIl to prze-
jawiajg one in vivo aktywno$¢ endonukleazy EcoRI, co wskazuje, ze
hipotetyczny inhibitor endonukleazy nie jest juz produkowany. Réwniez
badania systemu restrykcyjno-modyfikacyjnego Hhall (29) wykazaty
uzaleznienie przejawiania sie restrykcji od obecnosci metylazy.

hsk ‘ hsm hsr

e — ey
Met lacja l l
—— ——N ~—~——~—m-RNA
biatko k metylaza endonukleaza
202000200000 2920029000020
inhibicja

Ryc. 1. Hipotetyczny model dziatania tréjgenowego systemu restrykcyjno-modyfi-
kacyjnego typu Il

Na podstawie powyzej przedstawionych danych autor pragnatby za-
proponowaé hipotetyczny tréjgenowy model systemu restrykcyjno-mo-
dyfikacyjnego typu Il. W modelu tym powszechnie przyjete symbole
hsm (host specific méthylation) i hsr (host specific restriction) oznaczajg
odpowiednio geny strukturalne metylazy modyfikacyjnej i endonukleazy
restrykcyjnej. Symbol hsk (host specific krypticity) wprowadzono dla
oznaczenia genu strukturalnego biatka k odpowiedzialnego za wprowa-
dzenie endonukleazy restrykcyjnej w stan utajony — kryptyczny w przy-
padku braku aktywnos$ci metylazy. Hipotetyczny mechanizm dziatania
takiego tréjgenowego systemu restrykcyjno-modyfikacyjnego przedsta-
wiono na rycinie 1. Zgodnie z tg hipoteza trzy obserwowane fenotypy
ttumaczy sie nastepujaco:
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Fenotyp r+ m+ — metylaza metylujagc specyficzne sekwencje w DNA
wprowadza takze grupy metylowe do sekwencji genu hsk. Metylacja
wprowadza na tyle istotne zmiany strukturalne w obszarze promotoro-
wo-operatorowym genu hsk, Ze powoduje brak ekspresji tego genu.
(Mozliwy wptyw metylacji na strukture DNA jest omdéwiony w dalszej
czesci niniejszej pracy, rozdziat V-l). Biatko k nie jest wéwczas produ-
kowane i endonukleaza moze przejawia¢ swojg aktywnosé.

Fenotyp r~ m+ (mutacja w genie hsr) — brak aktywnej endonukleazy
komérki syntetyzujg metylaze, ktéra metyluje wiasciwe sekwencje tak,
jak to opisano wyzej i w zwigzku z tym nie powstaje biatko k.

Fenotyp r~ m~ (mutacja w genie hsm lub obecnos$¢ innych czynnikéw
powodujacych brak ekspresji genu metylazy na przyktad gtodzenie me-
tioninowe) — w komorce nie zachodzi metylacja i w zwigzku z tym gen
hsk ulega ekspresji. Biatko k powoduje zahamowanie aktywnosci endo-
nukleazy, co prowadzi do fenotypu r~ m~ pomimo iz endonukleaza jest
syntetyzowana. Powyzszy mechanizm ma zapewniaé komadrce ochrone
witasnego DNA w przypadku chwilowego lub trwatego braku aktywnosci
metylazy przy zachowanej aktywnosSci genu endonukleazy. Fakt, ze infek-
cja komorki plazmidem wnoszagcym nowy system restrykcyjno-modyfi-
kacyjny do komérki biorcy nie prowadzi do degradacji DNA tej komorki
moze byé takze ttumaczony przy pomocy przedstawionego modelu. Moz-
na sadzi¢, ze plazmid replikujgcy sie zaraz po wniknieciu do komérki
nie posiadajgcej odpowiedniej metylazy traci swoista metylacje, ktdra
posiadat w komérce dawcy. Moze to powodowaé uczynnienie hipotetycz-
nego genu hsk i doprowadza¢ do zahamowania aktywnos$ci produkowanej
endonukleazy. W tym czasie aktywna metylaza bytaby produkowana nor-
malnie i po podwyzszeniu jej stezenia wewnatrz komdrki nastepowataby
petna metylacja wszystkich specyficznych sekwencji DNA komorkowego
i plazmidowego. Ponowne unieczynnienie genu hsk na skutek metylacji
umozliwiatoby przejawienie sie aktywnosci restrykcyjnej.

W pewnej niezgodno$ci z przedstawiong tu hipotezg pozostajg omo-
wione juz wyniki prac Yoshimori i wsp., ktorzy w wyniku jedno-
krotnej mutagenezy uzyskiwali mutanty o fenotypie r~ m+ nie uzyskujgc
mutantow r~ m~ (30). Jezeli jednak wzig¢ pod uwage, ze wyniki te otrzy-
mano po przeniesieniu plazmidéw kodujacych badane systemy restryk-
cyjno-modyfikacyjne do komorek nowych gospodarzy, to jest mozliwym,
ze plazmidy te utracity hipotetyczny gen hsk. Staje sie to prawdopodob-
ne, gdyz w czasie przenoszenia plazmidéw tracity one geny opornosci na
antybiotyki (34), a stwierdzono réwniez, ze tatwo tracone sg w tych plaz-
midach obszary zwigzane z genami systemu restrykcyjno-modyfikacyj-
nego (33). Gdyby w badanej niewielkiej iloSci szczepow (34) systemy re-
strykcyjno-modyfikacyjne nie posiadaty aktywnego genu hsk, to nie-
przejawiajgce restrykcji jednostopniowe mutanty bylyby jedynie typu
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r~ m+ Mutacja w genie metylazy prowadzitaby bowiem do $mierci ko-
morki na skutek braku ochrony wiasnego DNA przed wtasnymi enzyma-
mi restrykcyjnymi. Brak w plazmidzie aktywnego genu warunkujgcego
aktywnos$¢ endonukleazy od obecnosci metylazy nie musi automatycznie
powodowac restrykcji DNA nowego gospodarza. Jezeli na przyktad wy-
magane stezenie endonukleazy jest wieksze od wymaganego stezenia me-
tylazy (endonukleaza wystepuje jako tetramer bgdz dimer, metylaza jako
monomer) wowczas przy jednoczesnej syntezie obu czynnikéw wcze$niej
nastagpi metylacja DNA. Tak wtasnie mozna by ttumaczy¢ infekcyjnos$é
plazmidéw pozbawionych genu hsk.

Niezgodne z hipotezg autora wydajg sie réwniez wyniki wykazujace,
ze w poczatkowym okresie gtodzenia metioninowego nastepuje samode-
gradacja okoto 50°/0 DNA w szczepach bakteryjnych posiadajgcych aktyw-
ne systemy restrykcyjno-modyfikacyjne typu Il (35). Brak metioni-
ny, ktéra jest donorem grup metylowych, uniemozliwia oczywiscie pro-
ces metylacji czym naraza wiasne DNA na dzialanie enzymow restryk-
cyjnych, jednak brak ten winien réwniez hamowaé aktywnos$é endonu-
kleaz poprzez dziatanie produktu genu hsk. Mozliwe, ze w opisanych
warunkach doswiadczalnych gtodzenie metioninowe doprowadzito do za-
trzymania biosyntezy biatek, uniemozliwiajagc tym samym synteze hipo-
tetycznego inhibitora endonukleaz (aktywno$¢ roznych metylaz jest nie-
zbedna do biosyntezy biatka, brak metioniny zatrzymuje takze synteze
biatek choc¢by z tej przyczyny, ze synteza kazdego polipeptydu zaczyna
sie od formylometioniny).

Warto ponadto zauwazy¢, ze komorki majg ,,duzo czasu” na zadziala-
nie systemu chronigcego DNA przed restrykcja w przypadku nagtego
braku aktywnos$ci metylazy. Poniewaz metylazy wprowadzajg grupy me-
tylowe do obu nici rozpoznawanych sekwencji dopiero po dwéch podzia-
tach jedna czasteczka nowozreplikowanego DNA staje sie wrazliwa na
dziatanie endonukleaz. Jednak zawsze pozostaje druga czasteczka za-
wierajgca jedng nié zmetylowang to znaczy posiadajgca jedng grupe me-
tylowg w kazdej rozpoznawanej sekwencji i w ten sposéb chroniong przed
endonukleazami restrykcyjnymi. Ta czgsteczka zapewnia przezywanie
jednej z potomnych komorek. Ten diugi czas umozliwia ekspresje syste-
mow chronigcych wilasne DNA przed restrykcjg i stwarza ewolucyjne
mozliwosci powstawania takich systemow.

Sg oczywiscie mozliwe inne sposoby uzalezniajgce przejawienie sie
restrykcji od aktywnos$ci metylaz. Jednym z takich sposobdw bytoby
uzaleznienie ekspresji genu endonukleazy od obecnosci grup metylowych
W rejonie promotorowo-operatorowym tego genu. Jednak sposéb ten nie
ttumaczy zjawiska kryptycznosci endonukleaz (33) a takze nie wyjasnia
dlaczego Yoshimori i wsp. (30) wéréd jednostopniowych mutantéw
niezdolnych do restrykcji uzyskali jedynie mutanty o fenotypie r~ m+.
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IV. Swoisto$¢ rozpoznawania DNA przez enzymy restrykcyjne typu Il

Wsrod endonukleaz typu Il mozna wyrdzni¢ dwie zasadnicze grupy.
Liczne enzymy grupy pierwszej rozpoznajag sekwencje palindromiczne
lub niemal palindromiczne i tng obie nici DNA w obrebie tych sekwencji.
Sekwencjami palindromicznymi nazywa sie takie sekwencje zasad, w kto-
rych nominalnie komplementarne zasady sa ufozone wzajemnie syme-
trycznie wzgledem osi tych sekwencji. Enzymy drugiej grupy rozpozna-
ja sekwencje niepalindromiczne i przecinaja dwie nici DNA w statym,
niewielkim oddaleniu od miejsca rozpoznawanego. Pomimo tych rdznic
w sposobie ciecia, produkty degradacji DNA przez enzymy obu klas ukta-
daja sie w charakterystyczne prazki w czasie rozdziatu elektrofone-
tycznego.

Wydaje sie, ze whasciwe systemy restrykcyjno-modyfikacyjne typu Il
wystepujag jedynie w grupie pierwszej enzyméw, w ktérej w wielu przy-
padkach stwierdzono, ze specyficzna metylacja w miejscu rozpoznawa-
nym przez endonukleazy chroni DNA przed ich dziataniem. W grupie
drugiej nieznany jest jeszcze naturalny spos6b zabezpieczenia DNA przed
restrykcjg a wiec nie mozna tych enzymoéw przypisa¢ do odpowiednich
systemdw restrykcyjno-modyfikacyjnych. Dlatego tez wiecej miejsca po-
Swiecono pierwszej grupie nazywanej w tej pracy wiasciwymi enzy-
mami restrykcyjnymi typu Il

Omawiajac swoisto$¢ rozpoznawania substratu przez wilasciwe enzy-
my restrykcyjne typu Il warto zwrdci¢ uwage na szereg zwigzanych
z tym, wzajemnie przenikajgcych sie podziatow i klasyfikacji.

Pierwszego podziatlu dokonano na podstawie dtugosci rozpoznawa-
nych sekwencji. Znane sg enzymy rozpoznajace jedenasto (36), siedmio,
sze$cio, piecio i czterozasadowe sekwencje (18).

Drugi podziat dotyczy sposobu ochrony DNA przed restrykcjg i wy-
nika raczej ze specyficznosci odpowiednich metylaz modyfikujgcych. Zna-
ne metylazy modyfikujg adening do N6&metyloadeniny, cytozyne do
C5metylocytozyny (17) i prawdopodobnie guaning do N7metylogu-
aniny (37).

Trzeci podziat dotyczy sposobu ciecia w obrebie rozpoznawanej sek-
wencji. Niektére endonukleazy restrykcyjne tng obie nici DNA w $rodku
symetrycznej sekwencji dajgc fragmenty o rdwnych konfcach. Inne endo-
nukleazy wprowadzajg dwa jednoniciowe cigcia symetrycznie, w pewnym
oddaleniu od $rodka rozpoznawanych sekwencji dajac w rezultacie jed-
noniciowe tak zwane lepkie konce po stronie 5', badZ po stronie 3.

Czwarty podziat opiera sie na mozliwosci rozpoznawania przez dany
enzym wytgcznie jednej sekwencji palindromicznej, badz takze sekwencji
czesciowo palindromicznej. W sekwencjach palindromicznych w kazdej
z nici DNA wszystkie zasady (oprocz $srodkowej w sekwencjach o niepa-

7 Postepy Biochemii
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rzystej liczbie par zasad i pieciu S$rodkowych zasad w sekwencji
GCCNNNNNGGC rozpoznawanej przez Bgll (36) symetrycznie ustawione
wzgledem osi symetrii danej sekwencji tworzg potencjalng pare zasad
Watsona i Cricka. Przyktadem sekwencji palindromicznej jest sekwencja
GTTAAC rozpoznawana przez endonukleaze EcoRI (18). W sekwencjach
prawie palindromicznych dopuszczalne jest wystgpienie w kazdej z nici
DNA dwéch symetrycznie potozonych wzgledem siebie zasad, ktore nie
tworzg potencjalnej pary Watsona i Cricka. Najczesciej wystepuje tam
symetrycznie para Pu-Py (puryno-pirymidyna) lub Py-Pu. Na przyktad
w sekwencji GTPyPuAC rozpoznawanej przez endonukleaze Hindll pa-
rami Py-Pu mogag by¢ zaréwno potencjalne pary Watsona-Cricka TA,
CG, jak i pary TC i CA.

V. Mechanizm dziatania wtasciwych endonukleaz restrykcyjnych typu Il

Istniejg liczne hipotezy prébujace wyjasni¢ swoistos¢ enzyméw re-
strykcyjnych. Prawidtowa hipoteza winna oczywiscie by¢ zgodna z do-
stepnymi wynikami eksperymentalnymi i danymi fizyko-chemicznymi
oraz taczy¢ ze sobg i ttumaczyé takie cechy systemdw restrykcyjno-mo-
dyfikacyjnych jak:

— rozpoznawanie tylko palindromicznych lub prawie palindromicznych
sekwencji DNA,

— ochronng funkcje metylacji oraz niektérych naturalnych i sztucznych
modyfikacji nukleotydow,

— mozliwo$¢ przeciecia komplementarnych nici DNA w symetrycznie
potozonych, zwykle oddalonych od siebie punktach.

Zadna z opublikowanych dotychczas hipotez nie zostata jeszcze udo-
wodniona poniewaz nie jest dotagd znana struktura przestrzenna sekwencji
DNA rozpoznawanych specyficznie przez endonukleazy restrykcyjne.

V-l. Budowa przestrzenna rozpoznawanych sekwencji DNA

Mozna przedstawi¢ trzy zasadnicze mozliwe konformacje palindro-
micznej sekwencji DNA. Sg to: forma liniowa, forma symetrycznej —
podwdjnej spinki do wtoséw i czteroniciowa forma klatkowa (Ryc. 2).
Forma liniowa DNA

Niektérzy badacze uwazajg, ze enzymy restrykcyjne oddziatujg z DNA
bedagcym w formie liniowej (38). Rozpoznawanie tylko palindromicznych
sekwencji wigze sie z ich symetrycznosciag umozliwiajgcag enzymom roz-
poznanie wiasciwej sekwencji DNA niezaleznie od tego, ktéra z dwdch
nici wyznacza czasteczce enzymu odpowiednig orientacje w momencie
rozpoznawania substratowego DNA. Symetria umozliwia takze rozpoz-

nawanie witasciwych miejsc ciecia w obu, komplementarnych niciach
DNA.
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Ryc. 2. Schematyczne przedstawienie trzech mozliwych konformacji jakie moze

przyja¢ sekwencja GAATTC rozpoznawana przez endonukeaze EcoRI, a, struktura

linowa, b. struktura symetrycznej ,spinki do wtoséw”, c. struktura czteroniciowej

formy klatkowej. Strzatkami zaznaczono miejsca ciecia dokonywane przez endo-
nukleaze EcoRI

Ochronng role metylacji w formie liniowej substratowego DNA ttu-
maczy sie na dwa rézne sposoby. Wedlug pierwszej koncepcji oddziaty-
wanie endonukleazy z witasciwg sekwencjg DNA jest tak specyficzne
przestrzennie, ze pozornie drobna zmiana, jakg jest metylacja jednej za-
sady uniemozliwia to oddziatywanie (o koncepcji tej styszat autor jedy-
nie w czasie dyskusji naukowych). Fakt, ze niektdre enzymy restryk-
cyjne typu Il rozpoznajg sekwencje nie w peini palindromiczne, gdzie
jako dwie wzajemnie symetryczne zasady moga wystepowac alternatyw-
nie AiT,GiTlub Gi C (17) a takze fakt, ze niektére metylacje w obre-
bie rozpoznawanej sekwencji nie chroniag DNA przed restrykcja (39, 40)
wydaje sie podwaza¢, cho¢ nie wyklucza¢ mozliwosci tak niezwykle pre-
cyzyjnego rozpoznawania zmian w specyficznej sekwencji DNA.

Wedtug drugiej koncepcji (41) metylacja ochrania substratowe DNA
przez zmiange jego wiasciwosci fizyko-chemicznych. Wykazano, ze obec-
no$¢ N6metyloadeniny w DNA w znacznym stopniu zmniejsza jego sta-
bilnos¢ (41). Jest wiec mozliwym, ze oddziatywanie endonukleazy ze
zmetylowang sekwencjg prowadzi do przejawienia sie zmniejszonej sta-
bilnosci DNA i doprowadza do lokalnej denaturacji DNA, co z kolei unie-
mozliwia dokonanie ciecia przez endonukleaze. Jest takze mozliwe, ze
zmniejszenie stabilnosci DNA powoduje zmiany w strukturze rozpozna-
wanej sekwencji, ktére uniemozliwig oddziatywanie endonukleazy z tg
sekwencjg. Hipoteza ta jednakze moze ttumaczy¢ jedynie ochronng role
Németyioadeniny. Wydaje sie, ze C5metyloazytozyna i N7-metyloguani-
na nie zmieniajg istotnie stabilnosci DNA (41).

Endonukleazy restrykcyjne dziatajgc na DNA w formie liniowej mu-
siatyby mie¢ zdolno$¢ przecinania obu nici DNA w dwéch dosy¢ odleg-
tych od siebie punktach (lepkie konce moga mie¢ dtugos$é pieciu nukleo-
tydéw). Wiasciwosci takiej nie majg inne endonukleazy. Rozwazmy za-
tem w jaki spos6b moze zachodzi¢ takie ciecie DNA. Jednoczesne prze-

Ve
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cinanie obu nici DNA — to znaczy w czasie jednego przytaczenia sie
enzymu do DNA (jak to prawdopodobnie ma miejsce w przypadku endo-
nukleaz Sali i BamHI) (42) — moze by¢ wynikiem kooperatywnego dzia-
tania dwdéch niezaleznych centréw aktywnych jednej czasteczki enzymu
lub tez efektem wspoétdziatania dwoch niezaleznych czagsteczek enzymu.
Enzym moze tez posiada¢ jedno centrum aktywne o takiej budowie, ze
jest on zdolny do jednoczesnego przecinania obu nici DNA nawet w od-
dalonych od siebie punktach.

Niezalezne od siebie przecinanie obu nici DNA (jak to sie prawdo-
podobnie dzieje w przypadku endonukleaz EcoRI i Hindlll) (42), moze
by¢ wynikiem tego, ze dana czasteczka enzymu przecina tylko jedng nié
DNA w czasie interakcji ze swoistg sekwencjg, po czym oddysocjowuje
od DNA a do przeciecia drugiej nici wymagane jest ponowne rozpozna-
nie juz raz nacietego DNA przez inng lub nawet te samg czasteczke enzy-
mu (42). Istniejg jednakze dane eksperymentalne wskazujgce na inny
mechanizm niezaleznego przecinania obu nici DNA (43). Dotyczg one
takze badania mechanizmu dziatania endonukleazy EcoRIl. Wydaje sie,
ze w okre$Slonych warunkach endonukleaza EcoRI nie oddysocjowuje od
sekwencji rozpoznawanej po dokonaniu pierwszego ciecia i drugie ciecie
dokonywane jest po pewnym czasie, ale prawdopodobnie w wyniku tego
samego zwigzania sie enzymu z miejscem rozpoznawanym w substracie.
Nie wiadomo co sie dzieje z enzymem w okresie miedzy jednym a dru-
gim cieciem. By¢ moze enzym EcoRI ma dwa miejsca aktywne i to dru-
gie miejsce aktywne moze dopasowac sie do substratu dopiero po pierw-
szym cieciu sekwencji rozpoznawanej. Mozliwe jest tez, ze enzym ma
tylko jedno centrum aktywne i po pierwszym cieciu enzym ulega pew-
nemu przesunieciu lub takiej zmianie konformacyjnej, aby miejsce to
mogto odnalez¢ drugi punkt ciecia.

Forma symetrycznej spinki do wioséw

Forma ta (Ryc. 2) zostata po raz pierwszy zaproponowana przez Gie -
rera (44) jako mozliwa struktura przestrzenna palindromicznej sek-
wencji zasad w DNA. Ze wzgledu na swojg odmienno$é od struktury po-
dwdjnej helissy i specyficzno$¢ przestrzenng jest ona bardzo dobrym kan-
dydatem do interakcji z wszelkimi biatkami oddziatowujgcymi z palindro-
micznymi sekwencjami DNA. Jednak wystepowanie DNA w tej formie nie
zostato nigdy zaobserwowane w stanie natywnym (45—47) ani wykazane
metodami posrednimi (48), ponadto rozwazania termodynamiczne wyda-
ja sie wyklucza¢ spontaniczne powstawanie takiej struktury DNA (49).
Pozostaje jedynie mozliwos¢ powstawania lub utrwalania takiej formy
dzieki dziataniu specyficznych czynnikéw, by¢é moze w wyniku oddzia-
tywania z samg endonukleazg restrykcyjna.

Bardzo istotnym zastrzezeniem w stosunku do hipotezy spinki do
witosOw jako struktury sekwencji rozpoznawanej przez endonukleaze re-
strykcyjng jest wystepowanie klasy enzymoéw takich jak Aval
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(CPyCGPuG) czy Haell (PuGCGCPy) ktdre rozpoznaja sekwencje nie
w petni palindromiczne (18). W przypadkach kiedy Py i Pu nie sg po-
tencjalnymi komplementarnymi zasadami Watsona i Cricka rozpoznawa-
na sekwencja nie moze przyjmowac¢ formy regularnej spinki do wiosow
a w kazdym razie jej struktura bedzie zupetnie inna od struktury spinki
utworzonej wtedy, gdy Py i Pu sg zasadami komplementarnymi. To, ze
endonukleazy Aval i Haell rozpoznajg i nacinajg specyficzne sekwencje
niezaleznie od tego czy sg one w peini palindromiczne czy nie (50) wydaje
sie poddawa¢ w watpliwo$¢ mozliwo$¢ rozpoznawania przez te enzymy
struktury symetrycznej spinki do wioséw.

Hipoteza zakladajgca wystepowanie DNA w formie symetrycznej
spinki do wtosow nie implikuje zadnych innych rozwigzan kwestii ochron-
nej roli metylacji i ciecia DNA w symetrycznie potozonych oddalonych
od siebie punktach niz to, co przedstawiono w przypadku formy liniowej
rozpoznawanej sekwencji DNA.

Czteroniciowa forma klatkowa

O, ©O®)
®©G@~- c O®
OOMNG

Ryc. 3. Wzory tetrad tworzonych przez dwie homologiczne pary zasad. Strzatkami
zaznaczono potencjalne miejsca metylacji

Teoretycznie istnieje mozliwos¢ tworzenia tetrad przez dwie homolo-
giczne pary zasad (51) (Ryc. 3). Wykorzystat to McGavin (52) do za-
proponowania modelu czteroniciowej struktury DNA. Zgodnie z tym
modelem stabilizacja struktury czteroniciowej jest zapewniona przez do-
datkowe wigzania wodorowe pomiedzy homologicznymi parami zasad.
Poniewaz dodatkowe wigzania wodorowe tworzg sie preferencyjnie po-
miedzy homologicznymi parami zasad, sekwencje palindromiczne sg ideal-
nymi kandydatami do tworzenia takich wewnagtrzczasteczkowych struktur
czteroniciowych (53). Zatem i sekwencje palindromiczne rozpoznawane
przez endonukleazy restrykcyjne moga wystepowa¢ w formie klatkowej
(54, 55). Na podstawie badan przestrzennych modeli atomowych stwier-
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dzono, ze tancuch DNA moze by¢ tak zagiety, ze nawet palindromy pie-
ciozasadowe moga utworzy¢ dwie teatrady zasad (56) (Ryc. 4). Czteroni-
ciowa struktura klatkowa DNA bytaby strukturg wysoce specyficzng
przestrzennie. Jej utworzenie zalezatloby od wystepowania sekwencji
palindromicznej lub prawie palindromicznej. Model czteroniciowej formy
klatkowej DNA ttumaczy ochronng role metylacji przed restrykcja, za-
pewnia mozliwos¢ ciecia obu nici DNA w symetrycznie potozonych miej-
scach palindromicznej sekwencji i nie jest sprzeczny z dostepnymi da-
nymi fizyko-chemicznymi (56).

Ryc. 4. Schematyczne przedstawienie czteroniciowych form klatkowych utworzo-
nych przez sekwencje rozpoznawane przez endonukleazy HindHI (lewa) i EcoRII
(prawa). Strzatkami zaznaczono miejsca ciecia a gwiazdkami miejsca metylacji

Rozpoznawanie przez enzymy restrykcyjne wytgcznie sekwencji pa-
lindromicznych lub prawie palindromicznych wigze sie z mozliwoScia
powstawania dodatkowych wigzanh wodorowych w strukturze klatkowej.
Z szesciu mozliwych utozehn dwoch par zasad (Ryc. 5a-f) jedynie dwa
(Ryc. 5a, b) w petni spetniajg wymagania regularnej czteroniciowej struk-
tury, to jest tworzg dwa dodatkowe wigzania wodorowe i majg taki sam
regularny ksztatt w ptaszczyznie oddziatywania zasad. Utozenie f (Ryc. 5f)
umozliwia wprawdzie utworzenie dwoch dodatkowych wigzan wodoro-
wych, ale ksztalt tak powstatej tetrady jest zupetnie inny od ksztattu
tetrad rl i <o (Ryc. 3) i zaburza regularno$¢ czteroniciowej struktury
spiralnej. Utozenie e (Ryc. 5e) umozliwia wprawdzie utworzenie tylko
jednego dodatkowego, stabilizujagcego wiagzania wodorowego, ale mimo
tego ksztatt tak uzyskanej tetrady jest regularny i taki sam jak tetrad
a i b (Ryc. 5a, b). Sekwencje nie w petni palindromiczne rozpoznawane
przez endonukleazy restrykcyjne typu Il moglty by wiasnie oprdcz tetrad
typu a i b tworzy¢ jedng tetrade typu e (Ryc. 5).

Jak wida¢ na rycinie 3 metylacja adeniny i guaniny uniemozliwia
tworzenie dodatkowych wigzan wodorowych pomiedzy homologicznymi
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Ryc. 5. Schematyczne przedstawienie mozliwych utozen par zasad. Linig kropko-

wang zaznaczono mozliwo$¢ utworzenia dodatkowego wigzania wodorowego. Sche-

mat ten nie daje wyobrazenia o rzeczywistym ksztalcie tetrad, mozna je uzyskac
poréwnujac z rycing 3

parami zasad. Metylacja cytozyny jedynie utrudnia tworzenie takich te-
trad. Jezeli efekt metylacji cytozyny sumowatby sie na przykiad z efek-
tem naprezenia struktury DNA wywotanym zagieciem sekwencji palin-
dromicznej, wéwczas takze i metylacja cytozyny mogtaby uniemozliwic¢
tworzenie struktury klatkowej przez odpowiednie sekwencje palindro-
miczne. Zatem wedtug przedstawionego modelu metylacje DNA w for-
mie klatkowej prowadzg do istotnych zmian, struktury miejsca rozpozna-
wanego przez endonukleazy. Metylacje moga zatem skutecznie chronié
DNA przed dziataniem endonukleaz restrykcyjnych.

Model struktury klatkowej ttumaczy réwniez w jaki sposéb DNA
jest ciete w symetrycznie potozonych miejscach sekwencji palindromicz-
nej. Jak to pokazano na rycinie 4 miejsca ciecia DNA przez endonukleazy
restrykcyjne w formie klatkowej lezg na przeciwko siebie i znajdujg sie
na tyle blisko siebie, ze mogg by¢ objete przez jedno centrum aktywne
enzymu. Utlatwia to jednoczesne zachodzenie obu cie¢ tak jak to zaobser-
wowano w przypadku endonukleaz Sali i BamHI (42).

V-2. Charakterystyka aktywnosci endonukleolitycznych

Pomiary szybkosci reakcji przecinania DNA przeprowadzono jedynie
w przypadku kilku enzymoéw restrykcyjnych typu Il. Badajac enzymy
EcoRI (21, 42, 43), Hindlll (42) i Hpall (57) uzyskano wyniki wykazujace
istotne réznice pomiedzy szybkoSciami ciecia pierwszej i drugiej nici
w obrebie rozpoznawanej sekwencji. Swiadczy to, ze w przypadku tych
enzymow ciecie obu nici zachodzi niezaleznie od siebie i ze raczej jest
ono wynikiem dwdch niezaleznych od siebie oddziatywan enzymu z DNA
(42). Jest jednak mozliwym, ze w fizjologicznych warunkach enzymy te
tng obie nici w rozpoznawanej sekwencji w czasie jednego aktu poita-
czenia z DNA (21, 43). Natomiast wykazano, ze obie nici DNA sg ciete
niemal jednocze$nie przez endonukleazy Sali i BamHI (42). Te z kolei
wyniki wskazujg, ze przeciecie obu nici jest wynikiem tylko jednej inter-
akcji enzymu z DNA.

Szereg endonukleaz restrykcyjnych typu Il wykazuje zdolno$¢ ciecia
jednoniciowego DNA. Sa wsrdd nich endonukleazy Haelll, Hhal, Hpall,
Mboll, Hinfl i prawdopodobnie Hgal oraz Hphl (58—60). Do ciecia jed-
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noniciowego DNA wymagane s3 znacznie wyzsze stezenie enzymow ani-
zeli do ciecia dwuniciowego DNA co sugeruje, ze nie jest to fizjologiczna
aktywno$¢ tych enzymodw, albo ze aktywnoS$¢ te przejawiajg czasteczki
enzyméw w pewien sposob uszkodzone. Przy zatozeniu, ze niektdre endo-
nukleazy tng jednoniciowy DNA, model spinki do witoséw wydaje sie
najlepiej ttumaczy¢ mozliwos$¢é utworzenia przez jednoniciowy DNA struk-
tury rozpoznawanej przez enzym. Jedynie w przypadku tego modelu
struktura rozpoznawanej sekwencji bedzie miata te samg forme nieza-
leznie od tego czy DNA bedzie dwuniciowy czy jednoniciowy. Jak do-
tychczas tylko w przypadku endonukleazy Haelll wykazano, ze w jedno-
niciowym i dwuniciowym DNA enzym rozpoznaje te samg sekwencje za-
sad, jednak i w tym przypadku nie stwierdzono na pewno czy enzym
dziata na fragment jednoniciowy. Przypuszcza sie, ze tworzone w wyniku
czesciowej komplementarnosci dwuniciowe fragmenty w jednoniciowym
DNA moga zawiera¢ specyficzne sekwencje i by¢ ciete tak jak dwuni-
ciowy DNA (18). A wiec zachodzenie ciecia w jednoniciowym DNA za-
lezatoby od tworzenia odpowiednich struktur dwuniciowych. Zgodnym
z takg interpretacja jest fakt, ze jednoniciowy DNA faga Anie jest ciety
przez endonukleaze Haelll mimo, ze dwuniciowy DNA faga " jest ciety
przez ten enzym na przeszto 50 fragmentéw (58). Poniewaz jednoczesnie
wykazano, ze jednoniciowy DNA faga 0X174 jest ciety przez endonukle-
aze Haelll (59), a wiec mozna przypuszczaé, ze w jednoniciowym DNA
faga 0X174 tatwo tworza sie odpowiednie dwuniciowe fragmenty pod-
czas gdy w jednoniciowym DNA faga Ajest to utrudnione z nieznanych
powodow. Za hipotezg lokalnych struktur dwuniciowych przemawiajg
doswiadczenia wykazujgce, ze utrata zdolnosci ciecia jednoniciowego
DNA przez enzymy Haelll i Hhal w miare podnoszenia temperatury in-
kubacji mieszaniny reakcyjnej przebiega réwnolegle z termiczng denatu-
racjg struktur dwuniciowych (61). Wykonano doswiadczenia wykazujgce
aktywnos$¢ endonukleaz restrykcyjnych w stosunku do jednoniciowego
DNA w warunkach utrudniajgcych tworzenie odpowiednich struktur dwu-
niciowych (60) (w jednej czasteczce DNA znajdowala sie tylko jedna spe-
cyficzna sekwencja rozpoznawana przez dany enzym, ponadto preparat
DNA byt bardzo rozcienczony). Jednakze w przypadku tych doswiad-
czen nie wykluczono mozliwosci tworzenia nie w petni komplementar-
nych duplekséw na przyktad 757~ , ktére mogty by byé¢ w tych wa-
runkach (zwiekszone stezenie enzymu) rozpoznawane przez endonu-
kleaze.

V-3. Nietypowe zasady w DNA a jego podatno$¢ na dziatanie endonukleaz Il typu

Pewne S$wiatlo na istote interakcji endonukleaz restrykcyjnych ty-
pu Il z DNA wydajg sie rzuca¢ wyniki doSwiadczen, w ktérych badano
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wptyw wystepowania nietypowych zasad w DNA na jego podatno$¢ na
dziatanie réznych enzymow restrykcyjnych.

Wykazano iz DNA faga T4 zawierajacy glukozylowang hydroksyme-
tylocytozyne jest oporny na dziatanie endonukleazy EcoRI, podczas gdy
ten sam DNA zawierajacy nieglukozylowang hydroksymetylocytozyne
jest wrazliwy na dziatanie tego enzymu (62, 63). Endonukleazy EcoRII,
Hindll i Hindlll nie dziataja na zaden z tych typow DNA faga T4 (63).
Z kolei DNA zawierajacy hydroksymetylouracyl w miejsce tyminy jest
oporny na dziatanie endonukleazy Hpal i wrazliwy na EcoRI, Hindlll,
Hpall chociaz jest ciety wolniej przez te enzymy anizeli taki sam DNA
zawierajacy tymine (63).

Z trzech oméwionych modeli form przestrzennych DNA oddziatywu-
jacego z enzymami restrykcyjnymi tylko hipoteza formy klatkowej jest
weryfikowana przez powyzsze wyniki, gdyz jedynie ta koncepcja po-
zwala na przewidywanie ochronnej roli nietypowych zasad. Jezeli zasa-
dy, znajdujgce sie w sekwencji rozpoznawanej przez endonukleaze nie
moga utworzy¢ dodatkowych wigzan wodorowych to wedtug hipotezy
formy klatkowej DNA, takie sekwencje beda oporne na dziatanie endo-
nukleaz restrykcyjnych. Glukozylowanie hydroksymetylocytozyny unie-
mozliwia tworzenie form klatkowych i we wszystkich poznanych przy-
padkach, w ktérych cytozyna wystepuje w rozpoznawanej sekwencji,
proces ten prowadzi do opornosci DNA na dziatanie restryktaz. Niety-
powe zasady, ktére nie wykluczajg mozliwosci tworzenia dodatkowych
wigzan wodorowych nie muszg chroni¢ DNA przed restrykcja, ale moga
to czyni¢ jezeli bedg zmieniaé potozenie i rodzaj grup rozpoznawanych
przez enzym w danej sekwencji. Mogtoby to ttumaczyé tak r6znorodne
zachowanie sie poszczegdlnych enzymow restrykcyjnych wobec DNA za-
wierajagcych hydroksymetylocytozyne badz hydroksymetylouracyl.

Podobnie do wptywu obecno$ci nietypowych zasad w DNA na jego
podatno$¢ na dziatanie endonukleaz restrykcyjnych mozna rozpatrywac
wptyw wystepowania N&metyloadeniny i Cémetylocytozyny w rozpozna-
wanych sekwencjach.

Metylacja, przez odpowiednie enzymy modyfikacyjne czyni DNA
opornym na dziatanie odpowiadajgcych tym metylazom endonukleaz re-
strykcyjnych. Wedtug hipotezy oddziatywania enzymu z formg liniowg
DNA badz z formg symetrycznej spinki do wioséw enzym rozpoznaje
wprost obecno$¢ grupy metylowej w danym punkcie sekwencji, badz tez
metylacja zmienia w rozpoznawanym rejonie stabilno$¢ DNA. Autorzy
tych koncepcji nie proponujg wyréznionych pozycji zasad zmetylowa-
nych w sekwencji rozpoznawanej przez enzym. Hipoteza czteroniciowej
formy klatkowej przewiduje ochronng role grup metylcwych jedynie
w tych pozycjach, w ktérych prowadzitoby to do destabilizacji formy
klatkowej. Na przyktad dla ochrony DNA przed restrykcjg metylowana
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powinna by¢ adenina tworzaca dodatkowe wigzania wodorowe w formie
klatkowej, uniemozliwiajgc ich powstawanie. Przyktadami takiego ochron-
nego wystepowania N8metyloadenin sg sekwencje rozpoznawane przez

Hindll (GTPuPyAC) i Hindlll (AAGCTT) (18).

W przypadku potozenia N8metyloadeniny w obszarze szczytowym
formy klatkowej, w ktorym zasady nie tworzg dodatkowych wigzan wo-
dorowych (Ryc. 4), mogtby wystapi¢ rowniez efekt destabilizujgcy po-
legajacy na nacisku grupy metylowej na tetrade podszczytowg (56). Na-
cisk ten maogtby doprowadzi¢ do rozerwania stabej tetrady podszczyto-
wej (tetrada ta jest znacznie mniej stabilna od tetrady cg 52, 54,
56) (lub pojedynczej, nie wspomaganej dalszymi tetradami tetrady co)-
Jest mozliwe, ze na tym wiasnie polega ochronny efekt metylacji w przy-

padku enzyméw EcoRI (GAATTC) i Dpnll (GATC) (18).

Wydaje sig, ze jedynym obszarem, w ktorym obecno$¢ N6metyloade-
niny nie wpltywataby istotnie na stabilnos¢ formy klatkowej jest obszar
szczytowy, w ktérym tetrada podszczytowag jest stabilna tetrada cg do-
datkowo wspomagana druga tetradg. Doswiadczenia, w ktorych sztucznie
wprowadzano N8&metyladenine do takich obszaréw wykazaty, ze jej obec-
no$¢ w tych miejscach nie chroni DNA przed dziataniem endonukleaz

Baml (GGATCC) (39) i Bglll (AGATCT) (40).

Bardziej ztozonym wydaje sie przypadek ochrony DNA przed re-
strykcjg przez metylacje cytozyny do C5metylocytozyny. Obecnosé
Cometylocytozyny wydaje sie jedynie ostabiaé oddziatywanie w obrebie
stabilnej tetrady cg (56). C5metylocytozyna mogtaby zatem doprowa-
dzi¢ do rozerwania tetrady jedynie wtedy, gdy ow efekt destabilizujacy
sumowatby sie z innym czynnikiem destabilizujgcym. W przypadku pa-
lindromoéw pieciozasadowych, gdzie zgiecie DNA zachodzi¢ moze na od-
cinku tylko dwéch wigzan fosfodwuestrowych (Ryc. 4) takim czynni-
kiem destabilizujgcym mogtoby by¢ naprezenie wigzan wywotane ostrym
zgieciem tancucha DNA. W zwigzku z tym metylacja cytozyny w pod-
szczytowej tetradzie formy klatkowej palindromu pieciozasadowego win-
na doprowadzi¢ do destabilizacji tej formy. Jak wykazano doswiadczalnie
wiasnie metylacja cytozyny w takiej pozycji sekwencji palindromicznej
jest naturalnym sposobem zabezpieczenia DNA przed endonukleazami
restrykcyjnymi BbvSl (GC/AGC) i EcoRIl (CC/$/GG).

Innym czynnikiem destabilizujgcym tetrade <g Wspomagajgcym
efekt obecnosSci C5metyocytozyny moze by¢ naciskanie na nig grup me-
tylowych tymin wchodzacych w skiad szczytowych par zasad formy klat-
kowej. To witasnie mogloby powodowaé przejawienie sie ochronnej roli
naturalnej jjietylacji cytozyny w przypadku endonukleazy Baml

(GGATCC) (65).
Metylacja cytozyn w mniej naprezonych tetradach nie powinna pro-



[19] ENZYMY RESTRYKCYJNE 361

wadzi¢ do ich destabilizacji i nie zabezpiecza¢ DNA przed restrykcja.
Doswiadczenia, w ktérych sztucznie wprowadzano C5metylocytozyne do
takich tetrad w sekwencjach rozpoznawanych przez endonukleazy re-
strykcyjne wykazaly, ze C5metylocytozyna w tych przypadkach nie za-
bezpiecza DNA przed dziataniem endonuklez Baml (GGATCC), I>—)|pall
(CCGG) i Haelll (GGCC) (39).

Grupa metylowa C5metylocytozyny moze, podobnie do grupy mety-
lowej N6&metyloadeniny, wywiera¢ nacisk na tetrade podszczytowg w
przypadku gdy C5metylocytozyna wchodzi w skitad par szczytowych for-
my klatkowej (badania na modelach atomowych, (56)). Nacisk ten moze
doprowadzi¢ do rozerwania tetrady podszczytowej, gdy jest to ,staba”
tetrada badZz jedyna tetrada podszczytowa. W licznych przypadkach, w
ktérych metylacja cytozyny zabezpiecza DNA przed restrykcja C5mety-
locytozyna wystepuje w takich wiasnie sekwencjach palindromiczn)ich,

przyktadami sg sekwencje rozpoznawane przez enzymy Bsul (GGCC),

Aval (CCCGAC), Haelll (GGCC), Hhal (GCGC) i Hpall (CCGG) (17,
50, 66).

Zgodno$¢ miejsca wystepowania ochronnej metylacji z miejscem prze-
widywanym na podstawie hipotezy struktury klatkowej moze byé jed-
nak jedynie przypadkowa. Nie opisano dotychczas przypadku ochrony
specyficznych sekwencji przez dwa rdézne niezalezne sposoby metylacji,
chociaz z punktu widzenia hipotezy struktury klatkowej jest to mozliwe.
By¢ moze przeprowadzono zbyt mato doswiadczen lub tez prawda jest,
ze dany enzym restrykcyjny rozpoznaje bezposrednio obecnos$¢ zasady
zmetylowanej tylko w jednym specyficznym miejscu wiasciwej mu se-
kwencji zgodnie z hipotezg struktury liniowej DNA oddziatowujgcego
z enzymem. Za tg drugg ewentualnoscig przemawiaja doswiadczenia z en-
donukleazami Mspl i FnuEl (67, 68). Enzymy te przecinajg DNA nieza-
lezpie od obe#?noéci zmetylowanych zasad w rozpoznawanych sekwencjach
(CCGG i GATC) pomimo tego, ze metylacje w tych miejscach, zgodnie
z hipotezg czteroniciowych struktur klatkowych winny chroni¢ DNA
przed restrykcjg i rzeczywiscie chronig w przypadku innych enzymoéw
restrykcyjnych rozpoznajacych te same sekwencje (ich izoshizomerdw
17)). W przypadku enzyméw Mspl i FnuEl nie wykazano jeszcze, czy
metylacje w innych punktach rozpoznawanych przez nie sekwencji chro-
nig DNA przed ich dziataniem, jest wiec mozliwym, ze nie istniejg od-
powiadajgce tym enzymom metylazy a DNA jest chroniony przed tymi
enzymami w sposéb implikujgcy inny mechanizm ich interakcji z DNA.

V-4. Inne niz modyfikacja sposoby ochrony DNA przed restrykcjag

Inny niz modyfikacja mechanizm chronigcy DNA gospodarza przed
restrykcjg dziata przeciw endonukleazie kodowanej przez plazmid
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CloDF13 (69). Wydaje sie, ze enzym ten jest unieczynniany wewnatrz ko-
morki w wyniku tworzenia kompleksu ze specyficznym biatkiem. Takze
omawiane juz wystepowanie tak zwanych endonukleaz utajonych (33, 70),
ktore po wyizolowaniu z komorek majg zdolno$¢ ciecia in vitro, oczysz-
czonego DNA wyizolowanego z tych samych komoérek wskazuje na inne
niz modyfikacja mozliwosci ochrony DNA.

Zupetnie innym sposobem ochrony DNA przed wiasnymi enzymami
restrykcyjnymi mogt by by¢ brak we wiasnym DNA specyficznych sek-
wencji rozpoznawanych przez te enzymy (17). Jednakze w przypadku
krotkich sekwencji rozpoznawanych przez endonukleazy (czterozasado-
we) rozwigzanie takie ogranicza dobdér odpowiednich kodonow amino-
kwasowych a nawet wyklucza pewne sasiedztwa aminokwaséw w biat-
kach, na przyktad brak sekwencji GGCC w DNA prowadzi do braku sek-
wencji Trp-Pro w kodowanych przez ten DNA biatkach. W przypadku
dtuzszych palindromdw unikanie ich nie prowadzitoby do tak istotnych
ograniczen w doborze kodondéw i aminokwasow, ale nawet woéwczas taki
sposéb ochrony DNA bytby wysoce niekorzystny ewolucyjnie.

V-5. Endonukleazy o obnizonej specyficznosci

Ciekawym zjawiskiem mogacym pomoc w wyjasnieniu sposobu od-
dziatywania endonukleaz restrykcyjnych typu Il z DNA jest obnizenie
w pewnych warunkach S$cistej specyficznosci rozpoznawania sekwencji
przez niektdre enzymy restrykcyjne. W roztworach o niskiej sile jono-
wej i 0 podwyzszonym pH endonukleaza EcoRI, ktéra normalnie rozpoz-
naje sekwencje GAATTC rozpoznaje liczne (ale prawdopodobnie nie
wszystkie) sekwencje zawierajgce centralne cztery zasady sekwencji ka-
nonicznej (AATT) (71). Podobne zjawisko zaobserwowano w przypadku
endonukleazy BsuRlI, rozpoznajgcej normalnie sekwencje GGCC. W zmie-
nionych warunkach enzym ten rozpoznaje takze inne sekwencje, o cen-
tralnych dwoéch zasadach GC (72, 73). Endonukleazy o tak zmienionych
wihasnosciach, oznaczono EcoRI* i BsuRI*. Stosujgc nadmiar metylazy
EcoRIl uzyskano metylacje chronigce DNA przed dziataniem endonukleazy
EcoRI* (74). Chociaz nie ma takich danych odno$nie BsuRI* jest wysoce
prawdopodobne, ze mechanizm rozpoznawania substratu przez endonukle-
azy EcoRI* i BsuRI* jest podobny do mechanizmu rozpoznawania przez
inne enzymy restrykcyjne typu Il w tym sensie, ze specyficzna mety-
lacja rozpoznawanych sekwencji DNA chroni je przed restrykcjg. Z punk-
tu widzenia hipotezy struktury czteroniciowej, sekwencje rozpoznawane
przez endonukleazy EcoRI* i BsuRI* nie mogg utworzyé struktury klat-
kowej. Zawada przestrzenna grup metylowych tymin potozonych w obsza-
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rze szczytowym formy klatkowej uniemozliwia utworzenie stabej poje-
dynczej tetrady podszczytowej, a dwuzasadowa sekwencja GC nie moze
tak sie wygia¢, aby utworzyé miedzy soba dodatkowe wigzania wodoro-
we (56). Takze formowanie przez te sekwencje struktury typu syme-
trycznej spinki do wiosow jest niemozliwe w przypadku sekwencji GC
i bardzo mato prawdopodobne w przypadku sekwencji AATT (badania
modelowe autora).

Wydawaé by sie mogto, ze jedynie hipoteza rozpoznawania struktury
liniowej DNA przez endonukleazy moze wyjasni¢ fakt, ze sekwencje
AATT i GC sg rozpoznawane przez te enzymy. Jednak nowsze prace
wprowadzajg pewne poprawki do opisu dziatania EcoRI*. Doktadne
zsekwencjonowanie trzech wybranych miejsc wrazliwych na dziatanie
EcoRI* wykazato, Zze enzym ten rozpoznaje nie sekwencje AATT a ra-
czej sekwencje PUAAPYTPy (75). Sekwencja tego typu ma pewne mozli-
wosci utworzenia struktur klatkowych dzieki stabilizujagcemu wplywowi
bazalnej tetrady py@, w ktérej mogtoby powsta¢ przynajmniej jedno
dodatkowe wigzanie wodorowe. By¢ moze i sekwencje GC rozpoznawane
przez BsuRI* sg otoczone zasadami mogacymi tworzy¢ tetrade.

Nasuwa sie pytanie, dlaczego witasnie obnizenie sity jonowej i pod-
wyzszenie pH mieszaniny reakcyjnej powodujg obnizenie specyficznosci
tych endonukleaz i, czy zmiana warunkdw reakcji powoduje zmiane wias-
ciwosci substatu (DNA), czy tez raczej zmiane wiasciwosci enzymu. Po-
niewaz w przypadku innych enzyméw restrykcyjnych nie udato sie spo-
wodowac utraty mvysokiej swoistosci ich dziatania przez zmiane S$rodo-
wiska reakcji (73) wydaje sie, ze zmiana warunkdw oddziatuje specyficz-
nie wasnie na enzymy EcoRI* i BsuRI*. Mozliwa jest takze taka interpre-
tacja, ze swoiste warunki oddziatywujg na DNA zmieniajagc jego wias-
ciwosci i tylko endonukleazy EcoRI i BsuRI rozpoznajg tak zmieniony
DNA. Przy takim zatozeniu zmiana w DNA powinna polega¢ na przybie-
raniu przez inne sekwencje struktury zblizonej do struktury tworzonej
przez sekwencje normalnie rozpoznawang przez enzym. Wykazano, ze
optymalne warunki dziatania EcoRI* i BsuRI* uzyskuje sie w $rodowisku
zawierajacym 38—58°/o glikolu etylenowego (73). Sg to warunki podobne
do warunkéw tranzycji ty (76). Tranzycja ty jest stanem DNA, w ktérym
odcinki tej samej czasteczki DNA mogg sasiadowac ze sobag dzieki za-
gieciom dwuniciowego DNA (77). Warunki tranzycji ty wydajg sie zatem
utatwiaé tworzenie struktur klatkowych. Te tetrady, ktére w normalnych
warunkach by nie powstawaty spontanicznie w warunkach tranzycji ty
mogltyby powstawac i stabilizowa¢ formy klatkowe a nawet by¢é mylnie
rozpoznawane przez endonukleazy. Fakt, ze wiele enzymow nie przeja-
wia obnizonej swoistosci w warunkach tranzycji ty moze byé zwigzany
z doktadniejszym rozpoznawaniem przez nie specyficznej sekwencji.
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V-6. Dziatanie endonukleaz na syntetyczne oligonukleotydy i wptyw zasad otacza-
jacych miejsce rozpoznawane na szybkos$¢ ciecia

Chemicznie syntetyzowane samokomplementarne oligonukleotydy za-
stosowano jako substraty w badaniach rozpoznawania specyficznych sek-
wencji przez endonukleazy restrykcyjne. Dziesiecio i oSmionukleotydowe
dwuniciowe fragmenty DNA utworzone z samokomplementarnych oligo-
nukleotydéw zawierajgcych sekwencje rozpoznawane przez endonukleazy
EcoRI, BamHI i Alul (78—80) byty substratem wymienionych enzymow.
Powinowactwo endonukleazy EcoRI do takich substratéw byto jednak
duzo nizsze niz do DNA wirusa SV40 (78). Endonukleaza Hsul nie dzia-
tata na tak krdtkie, specyficzne dla niej sekwencje i wymagata znacznie
dtuzszych odcink6w DNA.

Doswiadczenia te wykazaly, ze w procesie rozpoznawania substratu
przez enzym istotna jest takze interakcja z sekwencjami otaczajgcymi
miejsce rozpoznawane.

Okazato sie, ze sekwencja zasad otaczajagcych miejsce rozpoznawane
ma nawet istotny wpltyw na szybkos$¢ ciecia DNA w danym miejscu. Na
przyktad szybkosSci ciecia przez EcoRIl w réznych miejscach DNA faga X
czy DNA — adenowirusa-2 mogg sie rozni¢ o rzad wielkosci (81, 82).
Badania korelacji pomiedzy sekwencjg otaczajgcg miejsce rozpoznawane
a szybkoscig ciecia w danym miejscu moga by¢ istotne dla rozwigzania
problemu struktury przestrzennej miejsc rozpoznawanych przez endo-
nukleazy restrykcyjne.

VI. Nietypowe enzymy restrykcyjne typu 11

Pewna grupa enzymoéw restrykcyjnych mimo, ze formalnie zaliczona
zostata do endonukleaz typu Il znacznie rézni sie w swoich witasciwos-
ciach od pozostatych endonukleaz typu Il. Enzymy te rozpoznajg specy-
ficzne sekwencje nukleotydéw i wykazujg specyficzno$¢ miejsca ciecia
DNA. Wymagajg obecnosci jonéw Mg2+ nie wymagajg ATP i S-adeno-
zylometioniny i nie majg aktywnos$ci ATP-azowej. taczy je to z pozostaty-
mi endonukleazami typu Il (Tabela 1). Odmienno$¢ tych enzymow polega
na rozpoznawaniu sekwencji niepalindromicznych i cieciu DNA w nie-
wielkim oddaleniu (5—10 par zasad) od specyficznej sekwencji rozpozna-
wanej (18). Z grupy tej opisano enzym Mnll rozpoznajacy sekwencje
czterozasadowg, ktory tnie DNA w odlegtosci 5—10 par zasad w kierun-
ku 3' od rozpoznawanej sekwencji CCTC na nici zawierajacej te sekwen-
cje i w kierunku 5' na nici komplementarnej. Opisano tez cztery enzymy
rozpoznajace sekwencje pieciozasadowe, sg to endonukleazy Hgal
(GACGC) (83), Hphl (CGGTGA) (84), Mboll (GAAGA) (85 i SfaNI
(GACGC) (87), ktore takze tng DNA w niewielkiej, statej dla danego
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enzymu, odlegto$ci od miejsca rozpoznawanego.

Miejsca tych cie¢ nie lezg naprzeciwko siebie co powoduje powstanie
produktéw o jednoniciowych kohcach dtugosci 5 zasad w przypadku dzia-
tania Hgal i 1 zasady w przypadku Hphl i Mboll (18).

Odlegto$¢ okoto 10 par zasad pomiedzy miejscem rozpoznania a miej-
scem ciecia sugeruje, ze enzymy te przytaczajg sie do miejsca rozpozna-
wanego oddzialowujg z jedng strong podwdjnej spirali DNA i dokonujg
ciecia w sasiadujagcym obszarze nastepnego skretu spirali (18). Jednak
fakt, ze niektore z tych enzyméw wykazujg rowniez aktywnos$¢ wobec
jednoniciowego DNA (61), ktéry nie moze tworzy¢ podwdjnej spirali,
nie jest zgodny z powyzszg hipoteza.

Mechanizm ochrony DNA przed tymi enzymami nie jest jeszcze po-
znany, jednak juz z samych sekwencji rozpoznawanych przez te endo-
nukleazy widaé¢, ze nie moze to by¢ symetryczna metylacja w obu niciach
DNA. Przyktady ochrony DNA przed wtasnymi enzymami restrykcyjnymi
przez metylacje niepalindromicznych sekwencji sg3 omdwione w nastep-
nej czesci tej pracy (87) poswieconej systemom restrykcyjno-modyfika-
cyjnym typu I i Il
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Enzymami restrykcyjnymi nazwano trzy zupeinie odrebne grupy
endonukleaz bakteryjnych. Wspdlng cechag tych enzyméw jest brak dzia-
tania na DNA pochodzacy z komérek tych samych szczepow bakteryj-
nych, z ktérych wyizolowano dany enzym.

W poprzedniej pracy (1) omowiono enzymy restrykcyjne typu Il
Endonukleazy tego typu charakteryzujg sie Scistg specyficznoscig ciecia
DNA i z tego powodu staty sie podstawowym narzedziem inzynierii ge-
netycznej, a co za tym idzie takze przedmiotem intensywnych badan.

Endonukleazy typu I i Il pomimo wysokiej specyficzno$ci rozpozna-
wania DNA dokonujg ciecia DNA bez wyraznej specyficznosci. Powoduje
to bezuzyteczno$¢ tych enzyméw z punktu widzenia inzynierii genetycz-
nej. Jednakze potaczenie specyficznosci rozpoznawania z brakiem specy-
ficznoSci ciecia stato sie intrygujgce z punktu widzenia enzymologii.

I. Systemy restrykcyjno-modyfikacyjne typu I

Systemem restrykcyjno-modyfikacyjnym nazywa sie w tej pracy sy-
stem skiadajgcy sie z wszystkich genéw i ich produktow biatkowych
(enzymoéw i ewentualnie represoréw) majacych zwigzek z przejawianiem
sie specyficznej restrykcji i modyfikacji DNA.

I-1. Budowa enzymoéw restrykcyjnych typu I

Endonukleazy restrykcyjne typu | rdéznig sie bardzo istotnie od enzy-
mow restrykcyjnych typu Il (1). Wiasciwie jedyne wspdlne cechy enzy-
mow tych dwéch typéw to wymaganie obecnosci jondw Mg2+ rozpozna-
wanie specyficznej sekwencji DNA, jak i to, ze w szeregu poznanych przy-
padkéw specyficzna metylacja adeniny chroni DNA przed ich dziata-
niem.

Opisano szereg enzyméw restrykcyjnych typu I. Wystepujg one mie-
dzy innymi w szczepach E. coli K12 u E. coli B (2, 3), w szczepach Sal-
monella typhimurium (4), Haemophilus injluenzae Rd i Rf (5, 6) oraz
Staphylococcus aureus (7). Uwaga naukowcéw skupita sie gtownie na
enzymach wyizolowanych ze szczep6éw E. coli K12 i E. coli B i nazwanych
odpowiednio EcoK i EcoB. Enzymy te oczyszczono, okreslono ich ciezary
czasteczkowe oraz wielkosci i ilosci podjednostek.

Endonukleaza EcoK wystepuje prawdopodobnie w jednej formie o sta-
tej liczbie podjednostek, jej ciezar czasteczkowy wynosi okoto 400 000.
Ciezary podjednostek a, @i y wynosza odpowiednio 135 000, 62 000 i 52 000
(8). Endonukleaza EcoB o ciezarze czasteczkowym okoto 450 000 moze
wystepowa¢ w kilku formach o réznych ilosciach podjednostek a, @i vy,
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ktérych ciezary molekularne wynoszag odpowiednio 135 000, 60 000
i 55 000 (9).

Stwierdzono, ze endonukleazy EcoK i EcoB mogg takze przejawiac
aktywnos$¢ modyfikacyjnych metylaz, (DNA-metylo-transferaz) a tym
samym chroni¢ DNA przed witasng aktywnoscig endonukleolityczng (10—
12). Badajac enzymy restrykcyjne EcoB udato sie wyizolowaé enzym
przejawiajacy tylko aktywno$¢ metylazy. Enzym ten metylaza EcoB (13)
wystepuje w kilku réznych formach o ciezarach od 115 000 do 235 000;
poszczegllne jej formy zawierajg rézne ilosci podjednostek identycz-
nych z podjednostkami @i y endonukleazy EcoB. Metylazy EcoK nie
udato sie dotychczas wyizolowaé. Przypuszcza sie jednak, ze zarbwno w
przypadku endonukleazy EcoK jak EcoB zwigzana z nimi aktywno$¢ me-
tylazy jest wiasciwg metylazg EcoK i EcoB za$ aktywnos$¢ kompleksu
3+ y jest jedynie artefaktem uzyskiwanym in vitro.

1-2. Charakterystyka genetyczna systeméw restrykcyjno-modyfikacyjnych typu |

Tworzenie przez podjednostki |3 iy kompleksu o aktywnos$ci metylu-
jacej a takze wystepowanie tych podjednostek w czasteczkach endonu-
kleaz wskazuje, ze podjednostki te w enzymach EcoK i EcoB biorg udziat
zarbwno w procesie restrykcji, jak i procesie modyfikacji. Potwierdzaja
to badania nad jednostopniowymi mutantami r~ (niezdolnymi do re-
strykcji) w szczepach E. coli K12 i E. coli B, wsrdd ktérych stwierdzono
wystepowanie (w mniej wiecej rownych ilosciach) mutantow o fenotypie

m~ (niezdolnych do restrykcji i modyfikacji DNA) i o fenotypie r~ m+
(niezdolnych do restrykcji, zdolnych do modyfikacji DNA) (14). Testy
komplementacyjne z uzyciem jednostopniowych metantéw r~ m~ i dwu-
stopniowych r~ m~ (powstatych przez mutacje w mutantach r~ ra+) do-
prowadzity do przedstawienia koncepcji trojgenowych systeméw restryk-
cyjno-modyfikacyjnych typu | E. coli (15). Wedlug tej koncepcji gen
hss (host specific specijicity) koduje polipeptyd podjednostki enzyma-
tycznej odpowiedzialnej za rozpoznawanie specyficznej sekwencji nukleo-
tydow miejsca rozpoznawanego przez endonukleaze i metylaze. Pozostate
dwa geny kodujg odpowiednio polipeptyd podjednostki enzymatycznej
odpowiedzialnej za ciecie — restrykcje (hsr) (host specific restriction) i za
modyfikacje (hsm) (host specific méthylation). Postuluje sie, ze wszyst-
kie trzy podjednostki niezbedne sa dla zapewnienia aktywnos$ci restryk-
cyjnej, a tylko dwie (P i y) kodowane przez geny hsm i hss sg wymagane
do procesu modyfikacji. Tak wiec endonukleaza ztozona z trzech rodza-
jow podjednostek jest zdolna do restrykcji i modifikacji, podczas gdy na
przykiad metylaza EcoB nie zawierajgca podjednostki a jest zdolna tylko
do modyfikacji. Mutacje w genach hss i hsm prowadzg wiec do fenotypu
r~ m~, a jedynie mutacja w genie hsr prowadzi do feneotypu r~ m+
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1-3. Swoisto$¢ rozpoznawania DNA

Enzymy EcoK i EcoB sa do siebie bardzo podobne — majg podjed-
nostki o zblizonych ciezarach czgsteczkowych, ich genetyczne wyznaczniki
w chromosomach E. coli K12 i E. coli B sg alleliczne i zdolne do wzajem-
nego zastepowania, to znaczy, ze jezeli na przyktad gen hsr z E. coli K12
zastapi sie genem hsr z E. coli B to powstanie w petni aktywny enzym
0 specyfice EcoK (14, 16—18). Jednakze enzymy te r6znia sie specyficz-
noscig miejsc rozpoznawanych w substratowym DNA. Endonukleaza
EcoK dziata na DNA E. coli B a nie dziata na DNA E. coli K12; endonu-
kleaza EcoB za$ dziata na DNA E. coli K12 a nie dziala na DNA E coli B.

Specyficzna sekwencja rozpoznawana przez endonukleaze EcoB zo-
stata juz poznana (19—20). Jest to sekwencja 15 par zasad TGA(N§TGCT
sktadajgca sie z dwoch fragmentéw o statej sekwencji diugosci trzech
1czterech par zasad rozdzielonych fragmentem o zmiennej, prawdopodob-
nie dowolnej, sekwencji, dtugosci 8 par zasad. Sekwencja ta nie ma zad-
nych elementéw symetrii a modyfikacja chronigca DNA przed restryk-
cja polega na metylacji reszt adenin przylegtych do zmiennego frag-
mentu (adeniny zapisanej w przedstawionej sekwencji i adeniny komple-
mentarnej z tyming rozpoczynajacg drugi staty fragment). Jakiekolwiek
zamiany zasad w statych regionach rozpoznawanej sekwencji oraz zwiek-
szenie lub zmniejszenie zmiennego fragmentu o$miu par zasad o cho-
ciazby jedng pare zasad powoduje utrate moznosci rozpoznania tej sek-
wencji przez endonukleaze EcoB.

Sekwencja rozpoznawana przez EcoK nie zostata jeszcze opisana, wia-
domo tylko, ze jest ona podobna do specyficznej sekwencji dla EcoB (21).

1-4. Mechanizm dziatania enzyméw restrykcyjnych typu |

W odréznieniu od endonukleaz typu Il mechanizm dziatania endo-
nukleaz restrykcyjnych typu | zostat dosy¢ dokladnie zbadany. Poznano
kolejne etapy reakcji enzymatycznej, udziat ATP i AdoMet w tej reakcji,
lecz nie wyjasniono mechanizmu ochronnej roli specyficznej metylacji
adeniny.

Najlepiej poznano mechanizm dziatania endonukleazy EcoK. Niewy-
kluczone, ze mechanizm ten jest typowy dla endonukleaz restrykcyjnych
typu I. W odpowiednio dobranych warunkach doswiadczalnych enzym
EcoK moze katalizowac trzy rézne reakcje. Moze ciaé niezmodyfikowany
DNA w obecnosci AdoMet, ATP i Mg++ (2). Tej reakcji ciecia endonu-
kleolitycznego towarzyszy reakcja hydrolizy wielu czasteczek ATP, kt6-
ra trwa jeszcze dtugo po zajsciu ciecia (22). EcoK moze takze dziata¢ jako
DNA-metyltransferaza i modyfikowa¢ sekwencje rozpoznawane w nie-
zmetylowanym DNA lub w DNA o jednej nici zmetylowanej (10). Wszyst-
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Ryc. 1. Schematyczne przedstawienie kolejnych etapéw reakcji enzymatycznych
katalizowanych przez enzym EcoK

kie te reakcje maja wiele kolejnych wspélnych etapow, ktdre zachodza
podobnie dla reakcji endonekleazy EcoK (23) jak i EcoB (24). Etapy te
dla tatwiejszego zrozumienia rozdzielono i ponumerowano (Ryc. 1).

W pierwszym, szybkim etapie wspoélnym dla wszystkich trzech wy-
mienionych reakcji, endonukleaza EcoK tgczy sie z AdoMet, co powoduje
powolne przejScie enzymu w forme zaktywowang EcoK-AdoMet. To po-
wolne przejscie stanowi etap drugi reakcji. W etapie trzecim zaktywo-
wana forma enzymu EcoK-AdoMet tworzy z dowolnym rodzajem DNA
nietrwaty kompleks (zwany inicjatorowym). Jezeli DNA zawiera sek-
wencje specyficznie rozpoznawane przez endonukleaze EcoK wdwczas
enzym tworzy z takim DNA trwaty kompleks rozpoznajacy, jest to etap
czwarty reakcji. W zalezno$ci od tego, w jakiej formie jest specyficzna
sekwencja DNA, z ktora enzym utworzyt kompleks rozpoznajgcy rézne
sg dalsze etapy tej reakcji. Jezeli specyficzna sekwencja jest w petni
zmetylowana to enzym nie przejawia aktywnos$ci endonukleazy, ATP-azy
i metylazy a jedynie przy udziale ATP odigcza sie¢ od DNA (etap piaty
reakcji). Jezeli specyficzna sekwencja ma zmodyfikowang jedng nié
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wowczas DNA nie ulega restrykcji (nie jest ciete) (2) tylko jest bardzo
dobrym substratem w reakcji metylacji (25). Metylacja ta (etap szoOsty
reakcji) jest stymulowana allosterycznie przez ATP. Nie wiadomo, czy
AdoMet zwigzana z enzymem stuzy jako donor grup metylowych w tej
reakcji, czy tez role te petnig dodatkowe ilosci AdoMet. Jezeli specyficzna
sekwencja nie jest zmodyfikowana wéwczas kompleks rozpoznajacy przy
udziale ATP przechodzi w nowy rodzaj kompleksu (etap si6dmy), kom-
pleks ten rézni sie tym od poprzednich kompleksow, ze mozna go osadzi¢
na saczkach nitrocelulozowych. Dopiero powstanie tego kompleksu po-
zwala na zajscie etapu 6smego, tj. ciecia endonukleolitycznego powigza-
nego z hydrolizg znacznych iloSci ATP, zakonczonego przejsciem enzymu
w stan niezdolny do dalszej katalizy. Enzym w trwatym kompleksie
rozpoznajagcym moze tez przeprowadzi¢ metylacje rozpoznawanej sek-
wencji w warunkach braku ATP i Mg2+ (10).

Te kolejne etapy reakcji mozna przyporzadkowaé czterem zasadni-
czym fazom reakcji: aktywnos$ci enzymu, rozpoznawania DNA, zmian in-
dukowanych przez ATP i katalizy enzymatycznej sensu stricto.

o] ile faza aktywnosci enzymu nie sprawia klopotow interpretacyj:
nych, jest to bowiem typowa reakcja wigzania allosterycznego efektora,
jakim w tym przypadku jest AdoMet, z biatkiem enzymatycznym, o tyle
nastepne fazy przedstawiaja wiele niewiadomych.

W fazie rozpoznawania DNA wystepuja dwa rodzaje kompleksow
enzymu z DNA. Pierwszy, nietrwaty kompleks inicjatorowy, odpowiada
wstepnemu rozpoznaniu substratu przez enzym. W fazie tej enzym praw-
dopodobnie #aczy sie z DNA w sposéb umozliwiajgcy przesuwanie sie
enzymu wzdtuz czasteczki DNA. Jezeli w czasie tego domniemanego
przesuwania enzym natrafia na specyficzng sekwencje nukleotydéw, na-
stepuje jego zatrzymanie w tym miejscu i konwersja w forme trwalego
kompleksu rozpoznajacego. Tworzenie obu tych kompleksow mozna $le-
dzi¢ w sposob bezposredni technikg mikroskopii elektronowej (23). Zdje-
cia mikroskopowe wykazujg, ze w przypadku reakcji enzymu z DNA nie
zawierajacym sekwencji rozpoznawanych przez enzym miejsca kontaktu
enzymu z DNA sg przypadkowe. Jezeli DNA zawiera sekwencje rozpoz-
nawane w formie niezmetylowanej, o jednej nici zmetylowanej, czy tez
w peini zmetylowanej, miejsca kontaktu enzymu z DNA nie sg przypad-
kowe i prawdopodobnie pokrywajg sie z pozycjg rozpoznawanej sek-
wencji. Wykazano (23), ze powstawanie kompleksu rozpoznajgcego nie
zalezy od tego czy rozpoznawana sekwencja jest zmetylowana czy nie,
a wiec prawdopodobnie w fazie rozpoznawania DNA nie przejawia sie
jeszcze ochronna rola specyficznej metylacji.

Kolejng fazg reakcji jest faza zmian indukowanych przez ATP. Faza
ta przebiega roznie w zaleznosci od tego z jaka formg specyficznej sek-
wencji rozpoznawanej utworzony zostat kompleks rozpoznajacy, a takze
przebiega inaczej w przypadku kompleksu inicjatorowego, ktéry nie prze-
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szedt w forme kompleksu rozpoznajgcego. ATP oddziatujgc z takim wias-
nie kompleksem inicjatorowym powoduje odtgczenie enzymu od cza-
steczki DNA. ATP oddziatywujgc z kompleksem rozpoznajagcym, utworzo-
nym z enzymu i calkowicie zmodyfikowanej specyficznej sekwencji
DNA, réwniez powoduje odtgczenie enzymu od czasteczki DNA, jednak
jest to jakosciowo inna reakcja. W tym ostatnim przypadku dochodzi do
dysocjacji o wiele bardziej stabilnego kompleksu niz kompleks inicjato-
rowy. Prawdopodobnie w reakcji tej rowniez AdoMet uwalnia sie z kom-
pleksu z biatkiem, ale nie zostato to jeszcze bezspornie stwierdzone.

ATP stymuluje enzym w kompleksie rozpoznajagcym utworzonym
z DNA o jednej nici specyficznie zmetylowanej do petnej metylacji roz-
poznawanej sekwencji. Stymulacja przez ATP dotyczy jedynie metylacji
sekwencji DNA zawierajgcych juz jedng ni¢ zmetylowana, podczas gdy
metylacja sekwencji DNA o obu niciach nie zmodyfikowanych zachodzi
wytgcznie przy braku ATP.

Najbardziej ztozona i chyba najbardziej interesujaca z punktu widze-
nia enzymologii jest zmiana indukowana przez ATP w kompleksie roz-
poznajagcym utworzonym z wilasciwg Sekwencjg niezmetylowang. Kom-
pleks taki pod wptywem ATP przechodzi w nowy rodzaj kompleksu,
o nowych wiasnosciach fizyko-chemicznych, ktére sprawiaja, ze dobrze
osadza sie on na saczkach nitrocelulozowych. Temu przejsSciu towarzyszy
odtaczenie AdoMet od kompleksu rozpoznajagcego i zmniejszenie czastecz-
ki enzymu zwigzanej ze specyficzng sekwencjg DNA. Procesy te $ledzo-
no uzywajac znakowanej AdoMet i techniki mikroskopii elektronowej
(23). Metody te nie pozwalajg jednak na stwierdzenie czy obserwowane
zmniejszenie czasteczki enzymu zwigzanego z DNA jest skutkiem zmiany
konformacyjnej czy tez oddysocjowania podjednostki lub podjednostek
enzymatycznych. Nie wiadomo takze, czy podczas omawianego procesu
odtacza sie wolna AdoMet, czy tez zwigzana z jaka$ podjednostkg enzy-
matyczng. Obserwacja, ze DNA dodatkowo dodany wraz z ATP do
uprzednio utworzonych komplekséw rozpoznajacych, osiada na filtrach
sugeruje, ze odpowiedzialne za osadzanie sie kompleksu na saczkach sg
ujawniajgce sie w enzymie nowe miejsca wigzace DNA. Enzym z dwoma
miejscami wigzacymi DNA moze tworzy¢ struktury sieciowe DNA dobrze
osadzalne na saczkach. To, ze DNA dodany do komplekséw rozpoznaja-
cych pézniej niz ATP nie jest juz osadzany na saczkach wskazuje, ze
prawdopodobnie nowo ujawniajgce sie miejsca wigzania DNA ulegaja
szybkiemu wysyceniu przez DNA obecny w kompleksie rozpoznajacym.

ATP w fazie zmian przezen indukowanych speinia role allosterycz-
nego efektora. W zadnej z powyzszych reakcji ATP nie ulega hydrolizie,
co wykazano zastepujagc ATP nieulegajacym hydrolizie enzymatycznej
analogiem (23). Uzycie tego analogu nie wptywa ujemnie na tworzenie
kompleksow osadzalnych na saczkach i towarzyszacym temu wizualne-
mu zmniejszeniu czgstki enzymu oraz uwalnianiu AdoMet z kompleksu.
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Wydaje sie, ze witasnie w fazie zmian indukowanych przez ATP prze-
jawia sie ochronna rola metylacji DNA. Jak to juz raz podkreslono po-
wstawanie komplekséw rozpoznajacych nie wydaje sie zalezne od stanu
miejsca rozpoznawanego, w zwigzku z tym kompleksy rozpoznajgce
utworzone z sekwencjami niezmetylowanymi, cze$ciowo zmetylowanymi
i calkowicie zmetylowanymi nie powinny ré6zni¢ sie miedzy sobg. Kon-
sekwencjg braku tych réznic winno byé jednakowe oddziatywanie ATP
z poszczegO6lnymi rodzajami kompleksow rozpoznajgcych.

Wydaje sie, ze rzeczywiscie ATP oddziatywujac z réznymi komplek-
sami rozpoznajacymi powoduje w nich jednakowe zmiany. Zmiana ta
polega na od#gczeniu AdoMet lub podjednostki enzymatycznej zwigza-
nej z AdoMet od kompleksu rozpoznajgcego. Odigczenie to prawdopo-
dobnie odstania w kompleksie nowe miejsce wigzagce DNA. Mozna sadzic,
ze w przypadku, gdy kompleks jest utworzony z catkowicie lub czescio-
wo zmetylowang specyficzng sekwencjg owe domniemane odstoniete
miejsce nie wigze DNA i kompleks ten nie mogac przejs¢ w forme osa-
dzalng na sgczkach odigcza sie od DNA. W przypadku, gdy kompleks
jest utworzony z niezmetylowang sekwencjg, odstoniete miejsce moze
wigzaé sie z innymi segmentami DNA i kompleks przechodzi w forme osa-
dzalng na filtrach. Dlaczego odstoniete miejsce moze raz wigza¢ DNA
a innym razem nie jest do tego zdolne nie wiadomo. Tym niemniej fakt,
ze znaczenie metylacji ujawnia sie dopiero po utworzeniu kompleksu roz-
poznajagcego pozwala przypuszczaé, ze to nie enzym rozpoznaje obecno$¢
grup metylowych w DNA lecz, ze brak grup metylowych bezposrednio
warunkuje wigzanie sie DNA z drugim miejscem wigzagcym enzymu.
Jesliby przyjaé, ze owe, ciagle jeszcze domniemane, odstaniane miejsca
wigzania DNA znajdujg sie naprzeciwko statych miejsc wigzania DNA
(po drugiej stronie wneki centrum aktywnego), to mozna sadzi¢ ze nowo
wigzane DNA bedzie oddziatywaé z sekwencjg rozpoznawang. Jezeli stale
miejsca wigzace DNA oddziatywatyby z matymi rowkami DNA woéwczas
grupy metylowe N6&metyloadenin siegajac w gtagb wneki centrum aktyw-
nego moglyby uniemozliwiaé wejScie nowego segmentu DNA do tego
centrum.

W przypadku, utworzenia kompleksu rozpoznajgcego z czeSciowo zme-
tylowang sekwencja odstoniete miejsce mogtoby by¢é blokowane przez
jedng grupe metylowg N6metyloadeniny i kompleks nie przechodzitby
w forme osadzalng na filtrach. Z kolei uwalniana AdoMet lub podjed-
nostka z nig zwigzana mogtaby wzigé udziat w metylacji nie zmodyfi-
kowanej adeniny.

Faza katalizy — restrykcji sensu stricto zachodzi tylko w kompleksie
osadzalnym na filtrach. Enzym w tym kompleksie hydrolizujac duze
ilosci ATP dokonuje endonukleolitycznego przeciecia tylko jednej nici
a nastepnie DNA uwalnia okoto 75—150 nukleotyddéw z tej przecietej
nici DNA (26, 27). Przeciecia drugiej nici dokonuje najprawdopodobniej
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inna czgsteczka enzymu rozpoznajaca tak powstaty region jednoniciowy
(27). Ciecie endonukleolityczne i miejsce hydrolizy DNA wystepuje naj-
czesciej w odlegtosci od 1000 do 5000 par zasad od miejsca rozpoznawa-
nego. Stwierdzono, ze w tej fazie reakcji juz nie mozna zastagpi¢ ATP
analogiem nie ulegajgcym hydrolizie. Prawdopodobnie hydroliza znacz-
nych ilosci ATP nie tylko towarzyszy aktywno$ci endo i egzonukleoli-
tytznej, ale jest jej niezbednym warunkiem (23). Okazato sie, ze nawet
przy bardzo odleglym miejscu ciecia od miejsca rozpoznawanego enzym
w dalszym ciggu pozostaje zwigzany ze swoja specyficzna sekwencja.
Doktadne badania z uzyciem techniki mikroskopii elektronowej (26, 27)
wykazaty, Zze enzym pozostajagc zwigzany ze swojg specyficzng sekwen-
cja, tworzy petle DNA. Petle te powiekszajg sie w miare uptywu czasu
tak, jakby w drugim miejscu wigzacym DNA nastepowato przesuwanie
DNA w kierunku 5' od rozpoznawanej sekwencji TGA(N)aTGCT. Prze-
suwanie takie zachodzi az do momentu ciecia DNA przez enzym, ktory
i potem pozostajagc zwigzany z DNA jest zdolny do dalszej hydrolizy ATP
(26, 27).

Nie wiadomo, co decyduje o pozycji ciecia w pewnych niespecyficz-
nych miejscach DNA i dlaczego ciecie moze zaj$¢ dopiero po przesu-
nieciu DNA o przeszto 1000 par zasad (27). By¢ moze rozpoznawane sg
miejsca o mato specyficznej sekwencji, ktéra umozliwia ale nie wymu-
sza ciecia DNA. Jest tez mozliwe, ze ciecie zachodzi na skutek pewnych
zmian zachodzgcych w enzymie i nie jest zwigzane z sekwencjg DNA.

Na podstawie doswiadczen ze szczepami E. coli K12 niosgcymi rézne
mutacje w genach systemu restrykcyjno-modyfikacyjnego ustalono role
poszczegdlnych podjednostek w kolejnych etapach procesu restrykcji
(28—29). Szczegdlnie owocng metodg w tych badaniach okazata sie kom-
plementacja in vitro pomiedzy defektywnymi enzymami réznych mutan-
téw (30—31). Ustalono, ze podjednostka kodowana przez gen hsm odpo-
wiedzialna jest miedzy innymi za wigzanie sie z AdoMet. W zwigzku z tym
enzymy zawierajgce defektywne podjednostki @ nie sg w stanie przy-
taczy¢ AdoMet i ulega¢ aktywacji, a co za tym idzie nie sg zdolne do
zadnej reakcji enzymatycznej. Enzymy zawierajace zmienione podjed-
nostki y kodowane przez zmutowany gen hss wigzg sie normalnie z AdoMet
jednak nie sg w stanie utworzy¢ kompleksu inicjatorowanego z DNA.
Z kolei defekt w podjednostce a kodowanej przez gen hsr powoduje sto-
sunkowo najmniejsze upo$ledzenie enzymu. Enzymy zawierajace zmie-
nione podjednostki a przytaczajg normalnie AdoMet, ulegajg aktywacji
do formy EcoK-AdoMet, tworzg kompleks inicjatorowy z DNA, ktory ze
specyficzng sekwencjg tworzy kompleks rozpoznajagcy bedacy jednak
mniej trwatym niz kompleks utworzony przez EcoK podchodzacy z dzi-
kiego typu E coli K12. Kompleks ten pod wptywem ATP ulega pewnej
stabilizacji, ale nie przechodzi w forme kompleksu osadzalnego na sacz-
kach. Enzymy takie nie sg zdolne do ciecia DNA a jedynie do modyfi-
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kacji rozpoznawanej sekwencji. Warto zwro6ci¢ uwage, ze systemy re-
strykcyjno-modyfikacyjne typu | posiadajg podwdjne zabezpieczenie
przed restrykcjag wtasnego DNA na wypadek braku aktywnos$ci metylazy.
Jezeli brak AdoMet jest powodem nie petnej metylacji DNA, to i enzym
restrykcyjny z tego samego powodu nie ulega aktywacji. Jezeli mutacja
w podjednostce B odpowiedzialnej za metylacje, powoduje zahamowanie
metylacji, woéwczas jest hamowany réwniez proces restrykcji, gdyz aktyw-
nos$¢ tej podjednostki jest konieczna takze do procesu restrykcji.

Il. Systemy restrykcyjno-modyfikacyjne typu Ill

Typ Il enzymodw restrykcyjnych wyr6zniono niedawno (32—33) i do-
tychczas opisano jedynie trzy enzymy zaliczane do tego typu. Sg to
enzymy kodowane przez geny bakteriofaga E. coli o nazwie Pl (34), przez
geny plazmidu E. coli o nazwie P15 (35) i przez geny chromosomalne
szczepu Haemophilus influenzae Rf (33). Te trzy enzymy nazwane odpo-
wiednio EcoPl, EcoP15 i Hinflll zbudowane sg z co najmniej z dwdéch
réznych podjednostek, wymagajg obecnosci ATP i Mg2+ do przejawienia
aktywnos$ci endonukleolitycznej i mogg metylowa¢ niezmodyfikowany
DNA. Powyzsze cechy zblizajg je do enzyméw typu I. Jednakze tng
one DNA w specyficznych miejscach, wskutek czego produkty degra-
dacji DNA uktadajg sie w specyficzne prazki w czasie rozdziatu elektro-
foretycznego, nie wymagajag AdoMet do przejawienia aktywnos$ci endo-
nukleolitycznej i nie hydrolizujag znacznych ilosci ATP po dokonaniu
ciecia. Z kolei te cechy zblizajg je do enzymoéw typu Il. Enzymy zaliczo-
ne do typu Ill nie stanowig jedynie grupy posredniej miedzy enzymami
typu | i Il i przejawiajg takze wiasciwosci specyficzne tylko dla swego
typu. Najbardziej istotng z tych wiasciwosci i rzutujagcg w istotny spo-
s6b na mechanizm dziatania i uzyskiwane produkty ciecia DNA jest
fakt, ze w tych samych warunkach moga one cig¢, jak i metylowaé nie-
zmodyfikowany DNA.

D-1. Budowa enzymoéw restrykcyjnych typu 111 i charakterystyka genetyczna sy-
stemow restrykcyjno-modyfikacyjnych tego typu

Budow® enzymow typu Ill nie zostata jeszcze dobrze poznana, nie
znana jest takze funkcja poszczeg6lnych podjednostek i niewiele wiado-
mo o genach je kodujacych.

Opisano jedynie budowe enzymu Hinflll (33). Enzym ten o masie
czasteczkowej nieco wiekszej niz 200 000 sktada sie z trzech réznych pod-
jednostek o ciezarach molekularnych 110 000, 80 000 i 45 000. Jednak
w niektorych preparatykach uzyskano aktywny nukleolitycznie enzym
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sktadajacy sie tylko z dwoch podjednostek (110 000 i 80 000). Badania
jednostopniowych mutantow systemu restrykcyjno-modyfikacyjnego
HinfUl (35), w ktérych uzyskano mutanty o fenotypach r~ m~ i r~ m+
sg zgodne zardwno z modelem trdj jak i dwugenowym. Oczyszczajac
enzym EcoPl (33) wykazano, ze aktywna endonukleaza zawieraé moze
jedynie dwie podjednostki (100 000 i 80 000), co pozwala przypuszczaé, ze
albo enzymy typu Il sktadajg sie z dwoch podjednostek, albo tez dwie
podjednostki z trzech wystarczajg do zapewnienia enzymowi aktywnosci
endonukleolitycznej, a trzecia podjednostka mogaca oddysocjowaé¢ od
reszty enzymu wymagana jest jedynie do procesu metylacji DNA. Ta
druga ewentualno$¢ znalazta potwierdzenie w badaniach mutantéw r+m~
systemu restrykcyjno-modyfikacyjnego EcoPl (37). W badaniach tych
wykazano, ze istniejag dwie komplementujgce grupy mutantéw r+ m-~,
a wiec, ze modyfikacja w tym systemie zalezy co najmniej od dwéch pod-
jednostek enzymatycznych. Mutacje w genach tych podjednostek nie na-
ruszajg funkcji restrykcji a wiec prawdopodobnie badany enzym skiada
sie z trzech podjednostek kodowanych przez geny nazwane odpowiednio
hsr, hsrrii i hsm2 Jezeli co najmniej jedna z podjednostek kodowanych
przez geny hsm wspotdziata w czasie restrykcji z podjednostkg kodowang
przez gen hsr, to niektére mutacje w tej podjednostce prowadzi¢ beda
do fenotypu r~ m~, a podjednostka ta byta by czesciowo analogiczna do
podjednostki kodowanej przez gen hss w systemach restrykcyjno-modyfi-
kacyjnych typu 1 (15).

Budowy podjednostkowej enzymu EcoPI15 dotychczas nie opisano, wy-
daje sie jednak, Zze enzym ten ma podobng budowe do budowy enzymu
EcoPl, gdyz takze zawiera dwa miejsca wigzace AdoMet i trzy miejsca
wigzace ATP (31).

11-2. Mechanizm dziatania enzymoéw restrykcyjnych typu 111

Bardzo niewiele wiadomo na temat mechanizmu dziatania enzymoéw
typu Ill. Sposrod specyficznych sekwencji rozpoznawanych przez endo-
nukleazy tpu Ill opisano jedynie sekwencje metylowang przez EcoPl
(38), jest to sekwencja AGACPy, gdzie Py moze by¢ cytozyng lub tymina.
N6metyloadenina, zasada warunkujgca oporno$¢ DNA na restrykcje, wy-
stepuje tylko w jednej nici rozpoznawanej sekwencji. W czasie replikacji
DNA powstajg zatem potomne czasteczki DNA zawierajace rozpoznawa-
ne przez endonukleazy sekwencje w formie niezmodyfikowanej (nie za-
wierajgce ani jednej zasady zmetylowanej). W przypadku znanych enzy-
moéw typu | i Il odpowiadajaca im metylacja polega zawsze na metylacji
obu nici w obrebie rozpoznawanej sekwencji. W zwigzku z tym po repli-
kacji DNA obie potomne czasteczki majg potowicznie zmetylowane od-
powiednie sekwencje co zabezpiecza DNA przed restrykcjg. Nie wiado-
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mo w jaki sposéb powstajgce po replikacji DNA niezmodyfikowane sek-
wencje, rozpoznawane przez endonukleaze EcoPl, sg chronione przed re-
strykcjg a jedynie ulegaja modyfikacji.

Mozna sobie wyobrazi¢, ze posuwajacy sie zaraz za widetkami repli-
kacyjnymi enzym restrykcyjny typu Il ma w tych specyficznych wa-
runkach jedynie zdolno$¢ modyfikacji. Jednak fakt, ze sztucznie uzyskane
heterodupleksy faga h o jednej nici z faga zmodyfikowanego i o jednej
nici z faga niezmodyfikowanego, posiadajace w zwigzku z tym szereg
miejsc niezmodyfikowanych byly niewrazliwe na dziatanie EcoPl (38),
chociaz nie byty to czasteczki w stadium replikacji, raczej wyklucza po-
wyzszg hipoteze. Wydaje sie zatem, ze w danej czgsteczce DNA nie
wszystkie specyficzne sekwencje muszg by¢ zmodyfikowane, aby ochro-
ni¢ jg przed restrykcjg. By¢ moze kilka albo nawet jedno miejsce zmo-
dyfikowane chroni przed restrykcjg caty segment DNA zawierajacy Kil-
ka niezmodyfikowanych sekwencji rozpoznawanych.

Nie wiadomo jeszcze w jaki sposdb obecnos¢ kilku miejsc wiasciwie
zmodyfikowanych chroni DNA zawierajacy takze sekwencje niezmodyfi-
kowane. Czesciowo wyjasniajg ten problem wyniki doSwiadczen, w ktd-
rych wykazano, ze enzym EcoPl dziatajgc na niezmodyfikowany DNA
wirusa SV40 wprowadza tylko jedno ciecie endonukleolityczne w jednym
z pieciu mozliwych miejsc, za$ pozostate cztery ulegajg metylacji (39).
Ciecie to zaj$¢ moze w kazdym z miejsc rozpoznawanych, ale tylko w jed-
nym w danej czgsteczce DNA (Ryc. 2).

Wydaje mi sie mozliwym, ze dana czasteczka enzymu, rozpoznajac
jedna ze specyficznych sekwencji DNA, dziata jako endonukleaza, ktora
po dokonaniu pierwszego ciecia traci aktywnos$¢ endonukleazy i potem
dziata tylko jako DNA-metylotransferaza metylujgc sasiednie sekwencje.
Wykazano, ze w odroznieniu od enzymow typu |, ktére po dokonaniu
ciecia przechodzg w kompleks niezdolny do dalszej katalizy enzymy ty-
pu Il sag enzymami wieloobrotowymi (40). Jezeli dokonanie ciecia nie
powodowatoby natychmiastowego odigczenia enzymu od DNA, wéwczas
enzym magtby oddziatywaé na sasiednie sekwencje. JeSliby enzym EcoPI
wykazywal wieksze powinowactwo wobec sekwencji zmetylowanych niz
niezmetylowanych, to mozna by wytlumaczy¢ w jaki sposob jedna sek-
wencja zmetylowana chroni sasiednie niezmetylowane sekwencje. Otz
w przypadku gdy DNA zawiera sekwencje zmetylowane i niezmetylo-
wane enzym oddziatywuje jedynie z sekwencjami zmetylowanymi. Od-
dziatywanie enzymu z sekwencjg zmetylowanag mogtoby wywotywac ta-
kie zmiany w enzymie, ze nie bytby on zdolny do dalszej restrykcji lecz
tylko do metylacji, zatem przesuwajac sie nastepnie po DNA enzym me-
tylowatby po kolei sgsiednie sekwencje DNA (Ryc. 2).

Przedstawiona tu hipoteza autora jest nie tylko probg wyjasnienia
w jaki sposob sekwencje niezmetylowane mogg by¢ chronione przed re-
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strykcja, ale takze probag oderwania sie od dotychczas przyjetych schema-
tow dziatania enzymow, prébg otwierajgcg droge do innych hipotez.

Pewnym potwierdzeniem powyzszej hipotezy jest fakt, ze w warun-
kach braku AdoMet enzym EcoPl przecina niezmodyfikowany DNA wi-
rusa SV40 w kilku miejscach (39). Mozna by interpretowac to zjawisko
tak: enzym wobec braku AdoMet nie moze metylowaé sekwencji sasia-
dujacych z sekwencjg gdzie dokonat ciecia. Miejsca niezmodyfikowane
sa zatem, ciagle wystawiane na dziatanie nowych enzymoéw, ktére do-
konuja nowych ciec.

Enzym EcoPl nie rozpoznaje specyficznej sekwencji w miejscu ciecia
i thie DNA w odlegtosci 25—27 par zasad w kierunku 3' od sekwencji
rozpoznawanej w procesie metylacji (39). Enzym ten tnie DNA w taki
sposdb, ze powstajg wolne konce o dtugosci 2—4 zasad na koncu 5' prze-
cinanego fragmentu. Pomimo tego, ze enzym EcoPl ma pewng dowolnos$é
w mozliwosci ciecia w réznych miejscach, to jednak w poblizu danego
miejsca rozpoznawanego enzym nacina DNA zawsze w ten sam sposob.
By¢ moze jest to zwigzane z sekwencja DNA dzielagcg miejsce rozpozna-
wane i miejsce ciecia lub tez z samag sekwencjg miejsca ciecia. Okazato
sie, ze EcoPl wprowadza ciecia jedynie w bezposrednim sasiedztwie par
AT (39). Jezeli wiec w najbardziej odpowiadajacej enzymowi odlegtosci
od rozpoznawanej sekwencji nie wystepuje para AT enzym mdgtby cigé
w nieco innej odlegtosci ale obok pary AT.

Kolejne etapy reakcji enzymatycznej endonukleaz restrykcyjnych ty-
pu Il sg gorzej poznane niz to jest w przypadku endonukleaz typu I
gtownie dlatego, ze enzymy typu Ill nie tworzg z DNA ciggu réznego ro-
dzaju kompleksow o specyficznych witasciwosciach (35). Jedynie doswiad-
czenia, w ktérych uzyto heparyny i w ten sposéb blokowano w enzymach
miejsca wigzace sie z DNA (24), pozwalajg rozroznié kolejne stadia reakcji
enzymatycznych — reakcje zachodzgce przed przytgczeniem sie enzymu
do DNA (wrazliwe na heparyne) i zachodzace po przytgczeniu sie enzymu
do DNA (niewrazliwe na heparyne). Technika powyzsza zostata wyko-
rzystana do badania udziatu ATP i AdoMet w reakcji enzymu EcoP15
z DNA (32). Stwierdzono, ze tworzenie kompleksu enzymu z DNA zacho-
dzi bez udziatu ATP i AdoMet. Kompleks EcoPI5-DNA jest niewrazliwy
na dziatanie heparyny, gdyz po dodaniu heparyny a nastepnie ATP
i AdoMet enzym jest zdolny do ciecia niezmodyfikowanego DNA. Jednak-
ze dodanie heparyny do utworzonego uprzednio kompleksu EcoPl5-DNA
zmniejsza efektywnos$¢ ciecia DNA, gdyz uzyskiwane w takich warun-
kach fragmenty DNA s3g wigksze od uzyskiwanych w warunkach standar-
dowych. Poniewaz enzymy typu Il w obecnosSci ATP i AdoMet majg za-
rowno zdolnos$¢ ciecia DNA jak i jego modyfikacji, wysunieto przypusz-
czenie, ze zmniejszenie efektywnoS$ci ciecia zostatlo spowodowane wiek-
szg efektywnos$cig metylacji w tych warunkach. Okazato sie jedhak, ze
nawet prowadzenie tej reakcji w warunkach uniemozliwiajgcych mety-



[15] ENZYMY RESTRYKCYJINE 383

lacje (brak AdoMet) nie zwieksza efektywnosci ciecia DNA w obecnosci
heparyny.

Jak to juz podkreslono w odr6znieniu od enzymow restrykcyjnych ty-
pu | enzym EcoP15 w reakcji restrykcji jest enzymem wieloobrotowym
(40), a wiec po interakcji z jedng specyficzng sekwencja DNA odnajduje
inng specyficzng sekwencje. Wydaje sie zatem, ze etap odnajdywania
nowego miejsca wigzania mogtby by¢ wiasnie efektywnie blokowany
przez heparyne (32).

Zostato juz zaznaczone, ze enzymy EcoP15 i EcoPl majg co najmniej
dwa miejsca wigzania AdoMet i trzy miejsca wigzania ATP. Nie wydaje
sie, aby taka liczba czasteczek AdoMet i ATP byta wymagana jedynie do
metylacji (przeniesienie tylko jednej grupy metylowej) czy do ciecia DNA
(enzymy typu Il nie wymagajag wcale ATP do przejawienia aktywnosci
endonukleolitycznej). Badania nad wptywem AdoMet i ATP na aktyw-
nos¢ endonukleazy EcoP15 (32) wykazaty, ze czynniki te odgrywaja role
allosterycznych efektoréw podobnie jak to jest w przypadku enzymow
typu I

Kompleks EcoP15-DNA utworzony w obecnosci AdoMet rdzni sie
istotnie od kompleksu EcoP15-DNA utworzonego bez udzialu AdoMet.
Pierwszy kompleks przejawia swojg aktywnosé endonukleolityczng przy
nizszym stezeniu ATP i jest o wiele trwalszy niz kompleks utworzony bez
udziatu ATP. Tak wiec AdoMet oddziatujac z kompleksem EcoP15-DNA
stymuluje ciecie DNA i stabilizuje kompleks EcoP15-DNA. Badania Ki-
netyki ciecia DNA przez EcoP15 (32, 35), wykazaty ze reakcja ciecia w
obecnosSci AdoMet jest szybsza niz reakcja bez udzialu AdoMet. Réznica
w szybkos$ciach jest zbyt duza, aby przypisa¢ jg wytgcznie temu, ze kom-
pleks EcoP15-DNA w obecnosci AdoMet jest bardziej trwaty i ze nizsze
stezenia ATP pozwalajg na przejawienie aktywnos$ci endonukleolitycznej
kompleksu EcoP15-DNA w obecnosci AdoMet. Tak duza rdznica powstac
mogta by jedynie dzieki ujawnieniu sie wptywu AdoMet na etap limitu-
jacy szybkos$¢ reakcji. Poniewaz szybko$¢ powstawania kompleksu
EcoP15-DNA jest niezalezna od obecnosci AdoMet i jest to szybki etap
reakcji, zwrocono uwage na etap oddziatywania ATP z kompleksem
EcoP15-DNA. Okazato sig, ze etap ten jest stosunkowo wolny i ze obec-
no$¢ AdoMet znacznie go przy$piesza. Wydaje sie, ze samo przytgczanie
ATP do kompleksu EcoP15-DNA jest procesem szybkim a dopiero trans-
formacja kompleksu do formy zdolnej do ciecia DNA jest procesem wol-
nym, w ktéorym ATP i AdoMet dzialajg jako allosteryczne efektory. Wy-
daje sie, ze mechanizm dziatania HinfUl jest bardzo podobny do me-
chanizmu dziatania EcoP15 (33). Optymalne stezenie ATP dla reakcji
endonukleolitycznej obu tych enzyméw wynoszg 1X10-5 M. Najwieksza
stymulacja endonukleolitycznej aktywnosci nastepuje w obu przypad-
kach przy stezeniu 1X10-7 M AdoMet.

9 Postepy Biochemii
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Réwniez przejawiane aktywnos$ci metylazy wydajg sie by¢ bardzo
podobne w enzymach EcoPl (38, 41), EcoP15 (32) i HinfUl (33). Wszyst-
kie trzy enzymy wydajg sie metylowa¢ adenine do N8metyloadeniny
i majg zdolno$¢ przejawiania tej aktywnos$ci w warunkach wymaganych
do przejawiania aktywnos$ci endonukleolitycznej. Enzymy EcoPl (32)
i HinfUl (33) moga metylowaé DNA takze w warunkach braku ATP.

Enzym
AdoMet
O kompleks enzym-AdoMet
|
[ | kompleks enzym-AdoMet-DNA
ATP

>owoe kompleks enzym-AdoMet-DNA-ATP
v /
metylacja .-_..,@—.,_ restrykcja

Y
==

r - zmetylowana zasada

Ryc. 3. Schematyczne przedstawienie prawdopodobnego ciggu etapéw reakcji enzy-
matycznych Kkatalizowanych przez enzymy restrykcyjne typu Ill

Przedstawione powyzej dane sg niewystarczajgce dla zaproponowania
schematu reakcji katalizowanych przez enzymy typu Ill. Jednak dla pew-
nego uporzagdkowania wydaje sie celowe przedstawienie (Ryc. 3) jednej
z mozliwos$ci, ktéra moim zdaniem najlepiej obrazuje mechanizm dziata-
nia enzymoéw typu Ill, chociaz nie wyjasnia roli kilku miejsc wigzacych
ATP i AdoMet w tych enzymach.

1. Etap pierwszy: Enzym tworzy kompleks z AdoMet. Potwierdzeniem
tej hipotezy jest fakt, ze Swiezo wyizolowany HinfUl jest zwigzany
z AdoMet a diuzsze przechowywanie powoduje dysocjacje tego kom-
pleksu (42).

2. Etap drugi: Kompleks enzym AdoMet rozpoznaje specyficzng nie zmo-
dyfikowang sekwencje, tworzac stabilny kompleks Enzym-AdoMet-
DNA.

3. Etap trzeci: Kompleks Enzym-AdoMet-DNA pod wptywem ATP ulega
powolnej transformacji do formy, ktora jest zdolna zar6wno do cie-
cia jak i modyfikacji DNA.

4. Etap czwarty: Enzym przejawia aktywno$¢ endonukleazy badZz me-



[17] ENZYMY RESTRYKCYJINE 385

tylazy wobec niezmodyfikowanej sekwencji. W jaki sposéb wybierana
jest jedna z aktywnosci jeszcze nie wiadomo.

5. Etap piaty: Enzym odtgcza sie od miejsca rozpoznawanego i jest go-
towy do ponownego ciggu reakcji.

I1l. Uwagi koncowe

Badacze enzymdw restrykcyjnych zostali postawieni wobec pewnego
paradoksu. W miare poznawania odmiennych mechanizméw dziatania
trzech typow systemdw restrykcyjnych nasuwato sie pytanie dlaczego dla
uzyskania tego samego celu natura stosuje tak rézne rozwigzania. Dlacze-
go do restrykcji fagowego DNA komorka uzywa tak energochtonnej
i skomplikowanej maszynerii enzymatycznej, jaka stanowig enzymy re-
strykcyjne typu | jezeli posiada do dyspozycji nie wymagajace naktadu
energii, o maltym ciezarze molekularnym enzymy typu IlI.

Takze kwestia funkcji enzymow restrykcyjnych staje sie coraz bar-
dziej skomplikowana. Poczatkowo sgdzono, ze funkcjg tych enzymow jest
obrona bakterii przed bakteriofagami (43). Jednakze fakt, iz jedynie fagi
namnozone w bakteriach innego szczepu niz bakteria infekowana sg efek-
tywnie eliminowane przez dzialanie enzyméw restrykcyjnych zwrécit
uwage, ze by¢ moze enzymy te stanowig bariere genetyczng pomiedzy
poszczegdlnymi szczepami bakteryjnymi. Arber nazwat nawet enzymy
restrykcyjne swoistymi systemami immunologicznymi skierowanymi prze-
ciw obcemu genetycznie DNA przenikajgcemu na teren komorki (44).
Ostatnio jednak coraz czeSciej postuluje sie udziat enzyméw restrykcyj-
nych w procesie rekombinacji (27, 45—46).

Byé moze kazdy z trzech typéw enzymdw restrykcyjnych spetnia inng
role (na przyktad udziat w roéznych procesach rekombinacji), a ich od-
mienna budowa jest rezultatem przystosowania do tych funkcji, nato-
miast dziatanie na niezmodyfikowany DNA jest jedynie wsp6lng cecha
tych enzymow.

Zaakceptowano 4.2.1980
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I. Wstep

W 1913 roku Dakin i Dudley (1) oraz Neuberg (20 wykryli
enzym, ktory katalizowat przemiane a-ketoaldehydow — pochodnych
glioksalu do odpowiednich D-a-hydroksykwaséw, a szczeg6lnie metylo-
glioksalu do D-mleczanu i nazwali go glioksalazag. W roku 1932 L oh -
mann (3) stwierdzit, ze zredukowany glutation jest konezymem glioksa-
lazy, co zostato pOzniej potwierdzone przez innych autoréw (4, 5). Po-
czatkowo uwazano, ze reakcje przemiany metyloglioksalu do o (—)mle-
czanu katalizuje jeden enzym — glioksalaza. Dopiero jednak w 1951 ro-
ku Racker (6) wykazal, ze przemiana ta zachodzi dwustopniowo,
a glioksalaza jest w rzeczywistosci systemem enzymatycznym skiadaja-
cym sie z dwoéch niezaleznie dziatajacych enzymoéw: glioksalazy 1 i glio-
ksalazy Il, ktére przeprowadzajg reakcje:

a-ketoaldehyd +GSH —-------- » S-hydroksyacyloGSW------------ GSW+D-oc-hydroksykwas
glioksalaza | glioksalaza Il

Ryc. 1. Cigg reakcji enzymow systemu glioksalazy

Enzymy te nastepnie zakwalifikowano do dwoch odrebnych klas: glioksa-
laze | do liaz — E.C. 4.4.1.5 (metyloglioksalo-liaza S-laktoiloglutationu),
a glioksalaze Il do hydrolaz— E.C. 3.1.2.6 (hydrolaza S-2-hydroksyacylo-
glutationu).

Glioksalazy znajdowane sg w bakteriach, roslinach i tkankach zwie-
rzagt (7—12). Metodg ultrawirowania wykazano, ze prawie cata aktyw-
no$¢ glioksalaz jest zlokalizowana w cytozolu (10). Obszerne dane na te-
mat aktywnosci tych enzymow w tkankach normalnych i nowotworo-
wych zawarte sg w pracy Jerzykowskiego i wsp. (10).

Il. Wiasciwosci glioksalazy |
i
W ostatnich latach ukazato sie wiele prac dotyczacych oczyszczania
glioksalazy | (13—23). Zastosowanie DEAE-celulozy i chromatografii po-
winowactwa pozwolito na uzyskanie wysoce oczyszczonych preparatéw

enzymu (Tabela 1) i rownocze$nie na szczeg6towe zbadanie witasciwosci
glioksalazy 1.
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I1-1. Masa czgsteczkowa

Masy czasteczkowe glioksalazy | z réznych tkanek zwierzat (Tabe-
la 2) oznaczone metodg saczenia molekularnego na kolumnie Sephadex
G-100 i G-75, jak réwniez metoda ultrawirowania, mieszczg sie w grani-
cach 42 000—54 000 daltondéw.

Tabela 2
Masa czasteczkowa glioksalazy |
Masa I
. . PiSmien-
Zrédio enzymu czasteczkowa Metoda oznaczania nictwo
(daltony)
wot watroba
nerka
mobzg
Swinia  watroba
nerka
Swinka watroba 45 800 saczenie Sephadex G-75
morska nerka
moézg 51 300 saczenie Sephadex G-100 18
mysz watroba 46 200 ultrawirowanie
mozg
szczur  watroba
moézg
miesnie
kurczak watroba
nerka
Swinia  erytrocyty 52000 sgczenie Sephadex G-75 i G-100 22
48 000 saczenie Sephadex G-100 14
54 000 sgdzenie Sephadex G-100 25
szczur  watroba 50 000 saczenie Sephadex G-100 15
49 500 sgczenie Sephadex G-100 20
54 000 sgczenie Sephadex G-100 23
27 000 zel poliakryloamidowy z SDS 23
erytrocyty 50 000 sgczenie Sephadex G-100 15
mysz watroba 43 000 sgczenie Sephadex G-100, ultrawirowa- 16, 17
nie
42 000 ultrawirowanie 16
21 500 zel poliakrylamidowy z SDS 17
owca watroba 45 900 saczenie Septaadex G-100 19+
21 000 zel poliakrylamidowy z SDS 19
cztowiek watroba 50000 sgczenie Sephadex G-100 26
drozdze piekarskie 33 000 saczenie Sephadex G-100 25
32000 sgczenie Sephadex G-100 21
29 600 sgczenie Sephadex G-75 27
nowotwory doswiad-
czalne** 46 000 saczenie Sephadex G-75 28
bakterie (B. subtilis) 350 000 sgczenie Bio-Gel P3wo 29

#) czerniak Al amelanotyczny, czerniak Mc melanotyczny, guz Guerin, miesak Yoshidy, watrobiak Kirkmana-Robbinsa,
watrobiak Morrisa 7777, watrobiak Morrisa 5123 D,
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R6zne wartosci sity jonowej buforu eluujgcego, jak rowniez dodatek
mocznika nie powodujg zmian w wartosci masy czasteczkowej. Stosujac
elektroforeze w zelu poliakryloamidowym z dodatkiem SDS stwierdzono
wystepowanie aktywnego pasma enzymu o0 masie czgsteczkowej od
21 000—27 000 dalton6éw. Wskazuje to na dimeryczng strukture i wy-
daje sie, ze jest to cecha natywnego enzymu pochodzacego z tkanek zwie-
rzecych (14, 17, 19, 23, 24). Masa czasteczkowa glioksalazy | drozdzowej
oznaczona metodg sgczenia molekularnego wynosi 29 600—33 000 dalto-
néw (21, 25, 26). Badania glioksalazy | drozdzowej (21) wykazaly, ze cza-
steczka zbudowana jest z prostego tanicucha polipeptydowego. Glioksa-
laza | pochodzenia bakteryjnego wydaje sie znacznie rozni¢ od enzymu
z tkanek zwierzecych i drozdzy. Posiada ona znacznie wyzszg mase C€z3-
steczkowg — 350 000 daltonow (29) i inng specyficzno$¢ substratowa.
Wartos$ci Vmex sg o wiele wyzsze dla fenyloglioksalu i jego pochod-
nych (30).

11-2. Sktad aminokwasowy, punkt izoelektryczny

Otrzymanie wysoce oczyszczonych preparatow glioksalazy | pozwolito
na zbadanie skladu aminokwasowego tego enzymu (Tabela 3). W cza-

Tabela 3
Sktad aminokwasowy glioksalazy | z réznych zrodet
(mole/mol enzymu)
erytrocyty watroba watroba drozdze
aminokwas Swini myszy szczura piekarskie
(wg 14) (wg 16) (wg 23) (wg 21)
kwas asparaginowy 56 53 46 30
treonina 23 34 27 14
seryna 29 32 23 20
kwas glutaminowy 43 42 65 30
prolina 27 27 25 15
glicyna 32 31 19 26
alanina 3 19 46 10
cysteina 9 26 15
walina u 14 28 12
metionina 9 7 6 2
izoleucyna 26 17 14 14
leucyna 41 47 45 20
tyrozyna 12 13 17 10
fenyloalanina 25 25 23 13
histydyna 9 7 10 9
lizyna 39 23 43 21
tryptofan 6

arginina 13 14 20 10
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steczce glioksalazy | izolowanej i oczyszczonej z réznych organizméw na
uwage zastuguje duza zawarto$¢ kwasu asparaginowego i glutaminowego,
a niska histydyny i argininy. Taki sktad aminokwasowy czyni glioksalaze
biatkiem kwasnym. Punkt izoelektryczny (pl) glioksalazy | z erytrocytow
swini i watroby owcy wyznaczany metoda elektroogniskowania wynosi
5,0 (14, 19, 22), a enzymu z watroby szczura — 4,7 (23). W jednej czastecz-
ce enzymu z erytrocytow Swini wystepuja cztery grupy dwusiarczkowe
i dwie tiolowe (14), natomiast w enzymie z watroby szczura — 12 wigzan
dwusiarczkowych i dwie grupy tiolowe (23).

Centrum aktywne glioksalazy | ma obszar niepolarny. Potwierdze-
niem hydrofobowego charakteru centrum aktywnego jest wyzsza stata
Michaelisa dla polarnego substratu jakim jest hydroksymetyloglioksal
(Km= 0,8 mmoL/1l) w poréwnaniu z warto$cig dla metyloglioksalu (Km=
= 0,3 mmol/l) (31). Ponadto inhibicja enzymu przez S-alkilowe pochod-
ne glutationu wzrasta wraz z diugoscig tafncucha alkilowego (32).

11-3. Wiasnosci kinetyczne, specyficzno$¢ substratowa i mechanizm dziatania

Optimum pH glioksalazy | wynosi 55—8,0 (6, 19, 33, 34) w buforach:
fosforanowym, octanowym, HEPES oraz imidazolowym. Jednakze przy
pomiarze w buforze imidazolowym istotny wptyw na aktywnos$é enzymu
wywiera obecno$¢ Mg++. W przypadku zastosowania wyzszych stezen
imidazolu (100—150 mmol/1) nastepuje kompleksowanie przez imidazol
metalu zawartego w enzymie i obnizenie aktywnosci o ponad 60%>. W tych
warunkach aktywno$é jest przywracana przez dodatek 13,3 mmol/1 MgSO*
(29).

Glioksalaza | katalizuje tworzenie sie z metyloglioksalu i glutationu
S-laktoiloglutationu (6). Podobne tioestry moga tworzy¢ sie z a-ketoalde-
hydéw i GSH wzglednie tioli analogicznych do GSH (4, 35—37). Mecha-
nizm reakcji glioksalazy | zaproponowany przez Rackera (6) podany
jest na rycinie 2.

W reakcji tej glioksalaza | taczy enolowg forme metyloglioksalu z glu-
tationem dajac S-laktoiloglutation w formie enolowej, ktéry prawdopo-

ch3 ch3 ch3 ch3
Cc=0 C-OHM"FAW-C-0W
glioksalaza | |
c-O Cc-0O C-Ou c=0
H SG SG
metyloglioksal produkt S-laktoilo-
forma forma posredni glutation

ketonowa enolowa
Ryc. 2. Mechanizm dziatania glioksalazy | wg Rackera (6)
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dobnie w reakcji nieenzymatycznej przechodzi w forme ketonowa.

Rose (38) badat przemiane metyloglioksalu do a(—)mleczanu w roz-
tworze wodnym zawierajacym tryt. Wedtug niego glioksalaza | katalizuje
reakcje dysproporcjonowania metyloglioksalu z jednoczesng tioestryfika-
cjag. Mechanizm dziatania enzymu polega wiec gtownie na przeniesieniu
réwnowaznika wodoru z C! na C2ketoaldehydu z towarzyszagcym wytwo-
rzeniem tioestru (38, 39). Dawne badania Kermacka i Matheso-
na (40) sugerowaly, ze dla prawidtowego przebiegu reakcji niezbedny
jest wolny metyloglioksal i glutation. Pézniejsze prace wskazujg, ze me-
chanizm dziatania glioksalazy | nalezy rozpatrywa¢ jako jednosubstra-
towy. Najpierw z a-ketoaldehydu i glutationu tworzy sie tiopotacetal,
ktory jest dopiero wiasciwym substratem glioksalazy | (41), co przed-
stawia rycina 3.

ch3 ch3 ch3

| GSH | |

C=0 \ C=0 M -c—OH

c=0 nieenzymatycznie ”~ _q_ qW glioksalaza | =)

H SG SG
metylo- tiopotacetal S-laktoilo-
glioksal glutation

Ryc. 3. Jednosubstratowy mechanizm dziatania glioksalazy | (wg 41)

Wedlug Vander Jagta i wsp. (42) glioksalaza | katalizuje dys-
proporcjonowanie tiopétacetalu, utworzonego z metyloglioksalu i gluta-
tionu. Wewnatrzczgsteczkowa migracja jonu wodorkowego jest czynni-
kiem ograniczajacym szybkos$¢ reakcji glioksalazy | (15, 34, 38, 39). Po-
glad na oksydoredukcyjng izomeryzacje tiopotacetalu przy udziale gliok-
salazy | z watroby cielecej podziela wielu autoréw (13, 41). Stereospecy-
ficzne przeniesienie jonu wodorkowego poprzez cykliczne przesuniecie
przy udziale metalu wigzacego substrat jest wiasciwym mechanizmem,
podobnym do mechanizmu dziatania oksydoreduktaz. Dlatego tez niekté-
rzy badacze przyjmujg jednosubstratowy mechanizm dziatania z tiopot-
acetalem jako prawdziwym substratem i uwazaja, ze glioksalaza | win-
na by¢ zakwalifikowana do oksydoredukcyjnych izomeraz, a nie do liaz.

W 1976 roku Hall i wsp. (43) przedstawili dowody, ze mechanizm
przemiany a-ketotiopdtacetalu, utworzonego z metyloglioksalu i gluta-
tionu w ester a-hydroksytiolowy (S-laktoiloglutation) polega raczej na
przeniesieniu protonu z wytworzeniem ugrupowania endiolowego niz na
przesunieciu jonu wodorkowego. Stosujac technike jadrowego rezonansu
magnetycznego badacze ci wykazali rosngce wraz z temperaturg wiacza-
nie do produktu protonéw ze Srodowiska wykluczajac mechanizm prze-
suniecia jonu wodorkowego z Cj na C2 co byto uprzednio postulowane (13).
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Ponadto stwierdzono, ze niezbyt wysokie wigczanie do produktu proto-
noéw ze srodowiska (15%—22%), wskazuje na to, ze centrum aktywne
enzymu jest mocno ostoniete i niedostepne (43).

Mechanizm dziatania glioksalazy | zaproponowany przez Halla
i wsp. (43) przedstawiono na rycinie 4. Substrat chelatuje Mg+2 w cen-
trum aktywnym, a grupa ,,B” przedstawia reszte zasadowego amino-
kwasu. Technika fotooksydacji wykazano, ze jest nim histydyna (Ryc. 4).

Rye. 4. Schemat mechanizmu przeniesienia protonu w centrum aktywnym glioksa-
lazy | (wg 43)

Na podstawie komputerowej analizy danych uzyskanych z 10 modeli
doswiadczalnych dla glioksalazy | z drozdzy, uwaza sie zarowno reakcje
jedno- jak i dwusubstratowg za prawdopodobny mechanizm dziatania te-
go enzymu (44). Zgodnie z pierwszg mozliwoscig tiopotacetal jest substra-
tem a GSH kompetycyjnym inhibitorem, podczas gdy zgodnie z druga
mozliwos$cig glutation jest pierwszym, a metyloglioksal drugim substra-
tem w reakcji osiggajgcej natychmiastowg réwnowage. Przy nizszych
stezeniach substratéw (metyloglioksalu i glutationu) mozliwy jest zaréw-
no mechanizm jedno- jak i dwusubstratowy. Odnosi sie to zaréwno do
glioksalazy | z drozdzy jak i z tkanek zwierzecych (15, 45, 46).

Przedstawione w Tabeli 4 wartosci statych Michaelisa sg najnizsze dla
tiopotacetalu p-chlorofenyloglioksalu w odniesieniu do glioksalazy | po-
chodzacej zarowno z drozdzy, E. coli jak i erytrocytow szczura. Dla tio-
pétacetalu metyloglioksalu najnizszg warto$¢ Kmposiada enzym z E. coli.

Glioksalaza | jest enzymem o wysokiej aktywnos$ci molekularnej
(1,2X109min) (45).

11-4. Metale a aktywnos$¢ glioksalazy |1

Davis i Williams (47) zaproponowali dwie mozliwe role jonu
metalu w reakcji katalizowanej przez glioksalaze I:
1 wptyw na zmiane konformacji biatka poprzez utworzenie przez

atom metalu wigzania miedzy podjednostkami enzymu;
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2) bezposredni udziat dwuwartoSciowych kationéw w katalizie two
rzenia tioestru.

Rozwinieciem tej drugiej koncepcji sg sugestie wysuniete przez Van -
der Jagta i Hana (34). Jon metalu moze by¢ wigzany w centrum
aktywnym w postaci kompleksu z tlenem grupy ketonowej tiopdtace-
talu. Jon metalu (Me+2) uczestniczacy w reakcji glioksalazy | jako super-
kwas Lewisa, ktory jest zdolny do polaryzacji grupy a-ketonowej sub-
stratu, utatwia reakcje dysproporcjonowania. Czynnikiem ogranicza-
jacym szybko$¢ reakcji jest pekniecie wigzania wegiel—wodor tiopot-
acetalu (45).

Glioksalaza | drozdzowa o aktywnos$ci wiasciwej 1000 IU/mg biatka
zawiera 1 gramatom magnezu na 93 000 gramdéw biatka (47). Poniewaz
preinkubacja glioksalazy | z jonami metalu powoduje podwyzszenie
aktywnosci enzymu, przypuszcza sig, ze aktywny enzymatycznie jest
kompleks metal—enzym. Proponowany mechanizm dziatania metalu w
reakcji zachodzacej pod wpltywem glioksalazy | przedstawiony jest na
rycinie 5.

M- M VH
o O dA‘o HO O
1 1 . I | Ht [ |
cw3—C-C+ S-G—p»CH3-C-C-S-G — pCW3-C —£C—S-G
i H w

Ryc. 5. Schemat udziatlu metalu w rekacji glioksalazy | zaproponowany przez Da-
visa i Williamsa (47)

Kinetyka inaktywacji glioksalazy | przez chlorek dansylu wskazuje,
ze grupa dansylowa modyfikuje miejsce blisko centrum aktywnego, a wiec
jon metalu odgrywa zasadnicza role w centrum aktywnym enzymu (45).
Oznaczono zawarto$¢ metalu w czasteczce glioksalazy | z watroby owcy
przy uzyciu spektrometru absorpcji atomowej i stwierdzono obecno$é
okoto 10 atoméw Mg, 1 atomu Zn i 0,05 atomu Mn w czasteczce enzy-
mu (19). Ostatnio wykazano (48), ze glioksalaza | z erytrocytow ludzkich
i Swini oraz watroby szczura zawiera cynk w ilosci 2 mole Zn na 1 mol
enzymu, czyli 1 mol cynku na 1 podjednostke enzymu, za$ enzym z droz-
dzy 1 mol Zn/mol enzymu. Nalezy zaznaczyé, ze glioksalaza | z drozdzy
jest monomerem, natomiast enzym pochodzenia zwierzecego sktada sie
z dwoch podjednostek (23, 48). Cynk jest kofaktorem natywnego enzy-
mu. Usuniecie cynku przez stabe odczynniki chelatujgce powoduje utra-
te aktywnosci enzymatycznej. Wptyw metalu na aktywno$¢ glioksalazy |
przedstawia Tabela 5 Zaréwno Zn+2 jak i Mg+ mogg by¢ wigzane w
tym samym miejscu. Reaktywacja glioksalazy | przez Co+2 pozwala za-
kwalifikowaé ten enzym jako cynkometaloenzym (48).
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Tabela 5
Woptyw kationéw metali dwuwartosciowych na aktywno$¢ glioksalazy |
Zrodio enzymu** Aktywacja Pismiennictwo
watroba ludzka Mg > Mn 26
watroba cieleca Mg > Mn > Ni  Zn > Ca > Sr > Ba 47
watroba owcy Mg > Zn > Mn > Co > Ni > Ca 19
watroba szczura Mg > Mn > Zn > Co > Ni 23
erytrocyty szczura Mg > Mn > Co > Ni 45
erytrocyty Swini Mg > Mn > Ca 22
erytrocyty $wini Mg > Co > Mn > Zn 14

*) Enzym przed dodaniem aktywatora byt poddany dializie wobec EDTA

I1-5. Inhibitory

Aktywnos$¢ glioksalazy | czeSciowo hamujg zwiagzki, ktore reaguja
z grupami sulfhydrylowymi — tworzac merkaptydy, a takze substan-
cje utleniajace i alkilujgce. To, ze niektdére z tych odczynnikow hamuja
aktywno$¢ enzymu tylko o okoto 40°/0 moze wskazywac, ze dla petnej
aktywnosci glioksalazy potrzebne sg nietkniete grupy sulfhydrylowe, lecz
grupy te nie biorg bezposredniego udzialu w katalizie enzymatycznej
(49, 50). Najsilniejszym inhibitorem grup SH glioksalazy | jest p-hydrok-
sybenzoesan rteci, ktory w stezeniu 5 ji.mol/l powoduje 86% hamowania
(49). Hamowanie w wyniku zablokowania grup aminowych wykazato, ze
petnig one gtowng role w aktywnosci katalitycznej enzymu (50). Najsil-
niejsze hamowanie powoduje 2,4,6-tréjnitrobenzenosulfonian oraz chlo-
rek dansylu w stezeniu 5 mmol/l. Utrata aktywnos$ci glioksalazy | spo-
wodowana inhibitorami reagujagcymi z grupami aminowymi moze by¢
zatrzymana przez ochraniajgce dziatanie pochodnych glutationu. Do cal-
kowitej ochrony enzymu przed dziataniem inhibitoréw grup aminowych
potrzebne sg dwie czgsteczki pochodnych glutationu (50).

Odwracalnym kompetycyjnym inhibitorem glioksalazy 1 jest wolny
glutation (Ki = 5 mmol/l) (23, 42) jak rowniez pochodne glutationu, szcze-
golnie ftaloimidodecylo-GSH i aminodecylo-GSH (32, 40, 51). Badania
(52) z S- i N- podstawionymi cysteinyloglicynami, jako inhibitorami glio-
ksalazy 1, wykazaly efekt hamowania niekompetycyjnego, co byto nie-
oczekiwane, poniewaz sg to analogi substratu — glutationu. Wskazuje to
na wigzanie ich w innym miejscu niz miejsce substratowe. Badacze ci
wysuwajg sugestie, ze glioksalaza | z drozdzy ma dwa miejsca wigzace:
w centrum aktywnym wiazany jest substrat — tiopdtacetal, glutation lub
jego S-podstawione pochodne, natomiast pozbawione reszty y-glutamy-
lowej pochodne S-cysteinyloglicyny wigzg sie w innym miejscu.

EDTA powoduje utrate aktywnosci glioksalazy |, a dodatek jondw
Me+2 przywraca jej aktywnos$¢ (14, 19, 47).

W dawnej literaturze jest wiele danych o istnieniu naturalnych inhibi-
toréw glioksalazy, wystepujacych w nerkach i trzustce, nazwanych anty-

10 Postepy Biochemii



9

OMIDIUUBIWSIH

epgel

89
8T
81

65

v'2 Hl TOH-SIML T/10ww 9 ‘810AredeAsyoipAy w elgiosqe ‘-9
xapeydas zejo ezo|nRO-ND | Tvad dluszobs ‘y0SZ(PHN) aluedkns
v, Hl TOH-SIYL T/IoWW @ 'G/-9 xdpeydss aluazobs

v, Hl TOH-SIML T/loww & ‘G/-D xopeydss  aluszobs

s'L Hd

TOH-SCYL T/ioww A ‘wajouedoid-» | wsjourng-zi AN aluedkns
v'. H

[OH-eUIWEOlOUEIB[0) T/0WW & ‘wajoueld | $0SZ(PHN) dlueskns
9‘'9 Hl Amouelojso) Jong

T/Ioww g ‘AD euiun)y wi eldgiosge ‘wajour1d iy 0SZHN) luedkns

nreiwod pun/em ‘eluszozsAzoo  qosods

top0oiz  YoAuzos z || Azefesyollb  eMIOSEPW  JSOUMADIR | BIUSZIZSAZOO

08
1404
ox
€L
90
86

exfelq  Bwyni
BMIOSEI
Is0UMAD Y

uaidois

@

(x)

81Uaz9z5A290

Byzpn|

eqoIM

©I053Z0INY  BYJBU

njow

oW

nwAzus

egoaeMm
eqonem
eqoem

BqOIRM

[400]



[13] R. WINTER, D. PISKORSKA 401

glioksalaza (53). Wykazano, ze jednym z takich czynnikéw w odniesieniu
do gloksalazy | jest enzym y-glutamylotranspeptydaza inaktywujgca
kosubstrat glioksalazy | — glutation (54, 55). Wydaje sie, ze jest ona
waznym czynnikiem w regulacji aktywnos$ci glioksalazy | (55).

Kwas oftalmowy — analog glutationu (y-glutamylo-a-aminobutyrylo-
glicyna), wystepujacy w soczewce oka, jest kompetycyjnym inhibitorem
glioksalazy | (56). Kompetycyjnym inhibitorem glioksalazy | jest aldehyd
D,L-mlekowy. W zwigzku z tym Ting i wsp. (57) przypuszczajg, ze
mozliwy jest mechanizm regulacyjny, w ktérym poziom aldehydu mle-
kowego kontrolowatby aktywnos$¢ glioksalazy 1, metabolizujgcej pro-
dukt jego utlenienia — metyloglioksal. Sugestia ta nie znalazta jednakze
potwierdzenia w pracach innych badaczy.

I1l. Wiasciwosci glioksalazy 11

Glioksalaza Il nie jest jeszcze tak dobrze poznanym enzymem jak
glioksalaza I i na razie ukazato sie niezbyt wiele prac na jej temat (6, 10,
18, 33, 35, 58, 59, 60).

Zastosowanie kolumn z wymieniaczami jonowymi, z Sephadex G-75
oraz hydroksyapatytem pozwolito otrzymaé enzym o aktywnosci wiasci-
wej 822 IU/mg biatka (58) (Tabela 6).

Metodg sgczenia molekularnego na kolumnie z Sephadex G-75 i G-100
oznaczano ciezar czasteczkowy enzymu z watroby ludzkiej, wotowej oraz
nerki krolika; wynosi on 22 400—23 000, za$ czasteczkowy oznaczany
metoda ultrawirowania — 21 420 (18, 58) (Tabela 7).

Optimum pH glioksalazy Il wynosi 50—8,0 (18, 58, 60). Enzym ten
jest biatkiem zasadowym, a jego punkt izoelektryczny oznaczony metodg
elektroogniskowania wynosi 8,35 (58, 61). Oczyszczony enzym jest biat-
kiem niestabilnym. Moze by¢ stabilizowany przez dodatek albuminy su-
rowicy wotu lub glicerolu (58).

Prawdopodobny mechanizm dziatania enzymu polega na wytworzeniu
w centrum aktywnym wigzania tioestrowego pomiedzy grupa SH biatka
a grupag karboskylowg substratu — tioestru glutationu, a nastepnie na
przeniesieniu tej grupy acylowej na czasteczke wody (58) (Ryc. 6).

CHg CHo
| H,0 I

H=C—OH H-C-OM
C=0 glioksalaza Tl (!OOW + GSH
I
SG

S-laktoilo- D-mleczan

glufation

Ryc. 6. Przebieg reakcji katalizowanej przez glioksalaze 11 (wg 6)

10
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Masa czasteczkowa glioksalazy 11

[14]

Tabela 7

Zrédto enzymu Ciezar Metoda oznaczania  PiSmiennictwo
czasteczkowy

cztowiek watroba 22900 saczenie Sephadex G-100 58
wot watroba

nerki

mozg
Swinia  watroba

nerki
$winka watroba 23000 sgczenie Sephadex G-75
morska nerki 22 400 saczenie Sephadex G-100 18

mozg
mysz  watroba 21420 ultrawirowanie

nerki
szczur  watroba

mozg
kurcze  watroba

nerki
watrobiak Morrisa 5123 D 23000 sgczenie Sephadex G-75 28
watrobiak Kirkmana-Rob-
binsa 23 000 sgczenie Sephadex G-75 28
rak Ehrlicha 23 000 sgczenie Sephadex G-75 28

Tabela 8
Wartosci statej Michaelisa (KN glioksalazy 11
Substrat Zrédto enzymu Km vig, Pismiennictwo
(mol/1)
S-laktoilo-GSH watroba wotu 100 10 5
030 10 K3

S-hydroksyglutarylo-
GSH 05 045 3B
S-acetylo-GSH 1,16 — a
S-laktoilo-GSH watroba ludzka 019 10 53]
S-glicerylo-GSH 010 0]5% =B
S-glikolilo-GSH 01024 0 8
S-acetoacetylo-GSH 030 0% B
S-sukcynylo-GSH 020 02 53]
S-formylo-GSH 015 (03] B

Substratami glioksalazy Il sg acylowe pochodne glutationu. Wartosci
statej Michaelisa i specyficzno$¢ substratowg enzymu z watroby wotu

oraz watroby ludzkiej przedstawia Tabela 8.

Niewatpliwie najlepszym substratem glioksalazy Il jest S-laktoiloglu-

tation (33, 35, 58). Pordwnywano szybkos¢ hydrolizowania

réznych
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S-acylowych pochodnych glutationu i wykazano, ze wszystkie stereoizo-
mery ,d~ sg prawie dwukrotnie szybciej hydrolizowane niz odmiany , 1~
(35).

Inhibitory chelatujagce: EDTA, EGTA i 8-hydroksychinolina nie wy-
wierajg wiekszego wptywu na aktywno$¢ glioksalazy 1l. Dodatek soli,
takich jak: MgS04, MnS04 NiCl2 Co(N032 (CH30O0)Zn rdéwniez nie
wptywa na aktywnos$¢ enzymu. NaCl, KC1, NH4C1 oraz fosforany (58) ha-
muja glioksalaze Il. Inhibitory grup SH powodujg utrate aktywnosci
glioksalazy 11, szczegdlnie HgCI2 (10 jimol/l — 82°/0 hamowania). Przy-
puszcza sie wiec, ze grupy SH wystepuja w centrum aktywnym enzy-
mu (58). Naturalny inhibitor glioksalazy 1l zawarty w trzustce, zwany
rowniez antyglioksalazg jest biatkiem o masie czasteczkowej 18 500 dal-
tonéw i powoduje postepujagcy w czasie inkubacji zanik aktywnosci glio-
ksalazy Il (55).

IV. Oznaczanie aktywnosci enzymow systemu glioksalazy

Do pomiaru aktywnosci enzymdéw systemu glioksalazy stosowane s
metody spektrofotometryczne (6, 58, 62). Najbardziej specyficzng me-
todg kinetyczng jest metoda opracowana przez Rackera (6) oparta
na pomiarze stezenia S-laktoiloglutationu, ktéry posiada maksimum
absorpcji przy 233—238 nm, :.nm = 3370 I/mol“1*cm-1. Aktywnos$c
glioksalazy | mierzy sie przez przyrost ekstynkcji spowodowany tworze-
niem S-laktoiloglutationu, a aktywno$¢ glioksalazy Il przez spadek eks-
tynkcji przy 240 nm spowodowany rozkiadem S-laktoiloglutationu do
kwasu d( —)mlekowego i glutationu.

Dawniej stosowane metody — manometryczna (8, 63, 64) i koloryme-
tryczna (65) majg juz dzi$ tylko znaczenie historyczne. Zastosowanie
przez Galzigne i wsp. (66) metody opartej na pomiarze przyrostu
ilosci wolnych grup SH do oznaczenia aktywnos$ci catego systemu enzy-
matycznego glioksalaz wydaje sie bledem. Metoda ta w zasadzie moze

tylko stuzyé do okreslenia aktywnos$ci glioksalazy Il; ponadto jest wysoce
nieswoista.

V. Biologiczna rola glioksalaz

Mimo wielu prac poswieconych glioksalazom biologiczna rola tych
enzymow nie jest jeszcze calkowicie poznana. Jako wyjasnienie roli
glioksalaz przytacza sie dwie hipotezy: udziat glioksalaz w procesie od-
truwania tkanek z toksycznego metyloglioksalu oraz udziat tych enzy-
mow w regulacji podziatbw komérkowych.

Wedtug pierwszej z tych hipotez glioksalazy potrzebne sg do detoksy-
fikacji tkanek z metyloglioksalu, ktérego ,trujgce” dziatanie wynika



404 R. WINTER, D. PISKORSKA [16]

z silnej elektrofilnosci (22, 71). Ten a-ketoaldehyd posiada dwie sprzezone
nienasycone grupy C=0 i w zwigzku z tym stanowi silnie oddzialtywu-
jacy akceptor elektronow. Metyloglioksal wytwarza sie podczas przemian
biochemicznych w organizmie 2zywym (67—69). W Escherichia coli,
Pseudomonas saccharofila i Proteus vulgaris substratem do jego syntezy
jest fosforan dwuhydroksyacetonu, produkt szlaku glikolitycznego (70).
Metyloglioksal uwalniany przez te bakterie do przewodu pokarmowego
przedostaje sie do krwi i do watroby przez zyte wrotng. Detoksykacyjna
funkcja glioksalazy moze wyjasni¢ wysoka aktywno$é tego enzymu w
erytrocytach i w watrobie (14).

Obecnie wiadomo, ze metyloglioksal w organizmach zywych powstaje
z trioz (67, 72—78), z acetooctanu (79, 80), z aminoacetonu (81—=84) i z alde-
hydu mlekowego (57, 85). Zwigzek ten ulega przemianom: pod wpitywem
glioksalaz do o« (—)mleczanu (1, 6), w reakcji bezposredniego utleniania
do pirogronianu (86—90), a w reakcji redukcji do aldehydu mlekowego
(29, 57). Schemat przemian metyloglioksalu w powigzaniu z innymi szla-
kami metabolicznymi przedstawili Urata i Granick (91), a szczeg6towe
drogi przemian tego zwigzku zostaly tez omowione w artykule Konec-
kiej i Rytki (92).

Badania izotopowe (93) nie potwierdzity obecnosci wolnego metylo-
glioksalu w materiale biologicznym, co moze wynika¢ z wielkiej reak-
tywnosci tego a-ketoaldehydu (94). Ostatnio wykazano jednak obecno$¢
metyloglioksalu zwigzanego z biatkami strukturalnymi w watrobie wotu;
izolowano go pod postacia 2,4-dwunitrofenylohydrazonu (95).

Zupetnie inne spojrzenie na role glioksalaz reprezentuje Szent-
Gyorgyi Wysunat on hipoteze, ze w tkankach znajdujg sie dwa za-
sadnicze czynniki regulujagce podzialy komérkowe, mianowicie ,retina”
i ,promina”. Substancjg hamujgcg podzialy komoérkowe — ,reting” w
mysl jego hipotezy jest metyloglioksal lub inne a-ketoaldehydy, podczas
gdy substancjg pobudzajgcg podzialty komoérkowe przez zwolnienie ha-
mowania — ,,proming”, jest system glioksalaz (37, 96, 97, 98). Zatozenia
teoretyczne tej hipotezy sg oparte na koncepcji oddziatywan donorowo-
akceptorowych zwigzanych z istnieniem tzw. komplekséw z przeniesie-
niem fadunku (71, 98, 99, 100). Oddziatywania te majg odgrywac zasad-
nicza role w dziedzinie regulacji podziatu komorek, réznicowania i trans-
formacji nowotworowej. Zgodnie z hipoteza Szent-Gydérgyiego komérka
przechodzi ze stanu normalnego w nowotworowy z chwilg zaburzenia
wewnetrznego uporzadkowania pod wptywem roznych niespecyficznych
czynnikéw. Komorka taka jest niezdolna do inaktywacji swojej glioksala-
zy, ktéra rozktada ketoaldehydy utrzymujgce stan spoczynku komorko-
wego. Stan ten cechuje sie miedzy innymi wystepowaniem biatek w po-
staci rodnikowej, powstajacej na skutek potgczenia sie biatek z metylo-
glioksalem. Katalizatorem reakcji przeniesienia elektronéw z azotu grup
aminowych biatek na silnie elektrofilne grupy ketonowe metyloglioksalu
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sg grupy SH glutationu. Natomiast biatka komdérek nowotworowych nie
sq zdolne do przejscia w stan rodnikowy (100). Hipoteza ta wydaje sie
by¢ wysoce spekulatywna, jakkolwiek jest cze$ciowo poparta dowodami
chemicznymi (71, 98).

Wyrazem rosngcego w ostatnich latach zainteresowania rolg glioksalaz
w procesie proliferacji moga by¢ liczne prace z dziedziny genetyki, do-
tyczace ustalenia ,locus” genu glioksalazy | i poszukiwanie r6znych wa-
riantbw genetycznych tego enzymu (101—103). ,Locus” genu glioksa-
lazy | u cztowieka znaleziono na krotkim ramieniu chromosomu 6 (104—
106) i stwierdzono, ze glioksalaza | ma trzy fenotypy.

VI. Glioksalazy w nowotworach

Ukazato sie wiele prac dotyczacych aktywnosci glioksalaz w tkankach
nowotworowych i powigzania tych enzymow z procesami nowotworzenia
i proliferacji.

Aktywnos$¢ glioksalazy w tkankach nowotworowych badano znacznie
wczesniej zanim stwierdzono, ze glioksalaza jest w rzeczywisto$ci syste-
mem skladajgcym sie z dwéch enzyméw. Wyniki byty bardzo r6znorod-
ne, w wiekszosci wskazujgce na brak roznic w aktywnosci enzymu w po-
rownaniu z tkankami normalnymi. Przegladowe piSmiennictwo na ten
temat podane jest w pracach Cohena (11, 107). Badania wykonane
w pézniejszym okresie wykazaty nizszg aktywnos$¢ glioksalaz, a zwitasz-
cza glioksalazy Il w tkankach i komérkach nowotworowych w poréwna-
niu z wartosciami mierzonymi dla enzymu tkanek normalnych (10, 108).
Charakter zaobserwowanych zmian aktywnosci glioksalaz w watrobie
z rozwijajagcym sie nowotworem wywotanym podawaniem dwumetylo-
aminoazobenzenu pozwala przypuszczacé, ze zwiagzek rakotwoérczy w pierw-
szym okresie moze aktywowac glioksalaze I, indukowa¢ nowotwor, a na-
stepnie powoduje spadek aktywnosci glioksalazy | i Il w tkance, w ktdrej
sie rozwija (109). Obserwuje sie réwniez spadek aktywnosci glioksalaz
w watrobie myszy z rozwijajagcym sie poza tym narzadem miesakiem lim-
fatycznym, miesakiem-180 i biataczkg 1210 (110—112). To obnizenie
aktywnosci glioksalaz mogtoby prowadzi¢ do zwiekszenia stezenia inhi-
bitora proliferacji — metyloglioksalu, a tym samym by¢ wyrazem obrony
organizmu przed rozwijajacym sie nowotworem (111). Ewentualny wptyw
poprzez toksohormon na aktywnos$¢é glioksalaz w watrobach myszy zdaja
sie potwierdza¢ wyniki uzyskane przez Winter i wsp. (113).

Strzinek i wsp. (112) stwierdzili, ze glioksalaza | z watroby my-
szy z miesakiem limfatycznym miata wiekszg mase czasteczkowg (67 000
daltonéw) niz enzym z watroby zdrowej myszy. Wydawato sie zatem
mozliwe, ze w niektérych rodzajach nowotworow zmienia sie¢ wielko$é
czagsteczki glioksalazy 1. Badania innych nowotworow (watrobiak Morrisa



406 R. WINTER, D. PISKORSKA [18]

5123 D, 7777, Kirkmana-Robbinsa, guz Guerin, miesak 180, biataczka 1210,
rak Ehrlicha, miesak Yoshidy, czerniak melanotyczny i amelanotyczny)
nie potwierdzity jednak tego przypuszczenia (28).

Wedtug Szent-Gydrgyie’go selektywne zahamowanie glioksalazy | mo-
ze doprowadzi¢ do zwiekszenia stezenia metyloglioksalu w tkankach, a w
konsekwencji do kontrolowanego hamowania podziatdw komdrkowych.
Mozliwos¢ wptywu na ten proces, przez zahamowanie aktywnosci glioksa-
lazy | za pomocg analogéw substratu — glutationu, wydaje sie by¢ bar-
dzo prawdopodobna (32, 114). Hall i wsp. (115) syntetyzowali serig
estrow a-hydroksytiolowych jako inhibitorow glioksalazy | i potencjal-
nych czynnikéw przeciwnowotworowych. Okazaty sie one inhibitorami
kompetycyjnymi glioksalazy |, lecz jako czynnik przeciwbiataczkowy nie
wywieraty istotnego dziatania, prawdopodobnie na skutek szybkiej hy-
drolizy.

Metyloglioksal podany zwierzetom z nowotworami doswiadczalnymi
wykazuje wiasciwosci przeciwnowotworowe (64, 116). Obnizenie aktyw-
nosci glioksalaz w nowotworach moze by¢ przyczyng wyzszej ich wraz-
liwosci na cytostatyczne dziatanie metyloglioksalu (64).
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Struktura i funkcja luliberyny

Structure and Function of Luliberin

Spis tresci

. Wstep

1. Neurosekrecja luliberyny

11 Konformacja luliberyny

V. Rola poszczegdélnych reszt aminokwasowych luliberyny w uwalnianiu go-
nadotropin

IV-1. Kwas piroglutaminowyl*<)

IV-2. Histydyna2

IV-3. Tryptofan3 ,

IV-4. Seryna4

IV-5. Tyrozyna5

IV-6. Glicyna6

1V-7. Leucyna*

* prof. dr hab.; *) mgr, Instytut Chemii, Wyzsza Szkota Pedagogiczna, ul.
Oleska 48, 45-052 Opole.

**> Wskaznik liczbowy po nazwie aminokwasu oznacza pozycje aminokwasu
w tancuchu peptydowym hormonu lub jego analogu.

Wykaz stosowanych skrotéw: LHRH — Iluliberyna; LH — hormon luteinizu-
jacy; FSH — hormon dojrzewania pecherzykéw; Do skrétowego oznaczania analo-
goéw luliberyny stosowano reguty stownictwa zalecane przez Komisje Stownictwa
Biochemicznego ([1974], Polskie Stownictwo Biochemiczne, red. Morawiecki A,
str. 15—28, 33—37, PWN, Warszawa) oraz reguty stownictwa proponowane przez
Wiinscha (Winsch E., [1974], Methoden der organischen Chemie [Houben-Weyl]).
Synthese von Peptiden tom XV/1, str. 1—27; George Thieme Verlag, Stuttgart);
|—Glu — kwas L-piroglutaminowy; Nva — norwalina; Nic+ — kation nikoty-
namidyniowy; Aka — kwas 6-aminokapronowy; 4-Pyr — kwas 2-pirolidono-4-kar-
boksylowy; Cpc — kwas cyklopentanokarboksylowy; Hyp — L-hydroksyprolina;
For — formyl; Ac — acetyl; PrCO — propionyl; Me — metyl; Sar — sarkozyna,
Ihi — jodo-L-histydyna; Pir — pirazolil; Bai — R-(3-benzo/b/-tienylo)-L-alanina;
Naf — naftyl; tBu — tert-butyl; Ity — 3'-jodo-L-tyrozyna; Dit — 3'5'-dwujodo-
-L-tyrozyna; AK — reszta aminokwasowa; Nie — L-norleucyna; BOC — tert-buty-
loksykarbonyl; Har — L-homoarginina; Nar — L-norarginina; Cyt — L-cytrulina;
Orn — L-ornityna; Bz — benzoil; BZL — benzyl; Thi — RB-2-tienyloalanina; Agly-
-(aza-1) — glicyna.
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. Wstep

Luliberyna (GnRH lub LHRH/FSHRH lub LHRH), jeden z hormonéw
podwzgorza, jest czynnikiem stymulujgcym uwalnianie gonadotropin
z przedniego ptata przysadki: hormonu luteinizujgcego (LH) i hormonu
dojrzewania pecherzykéw (FSH). Wyizolowano jag na poczatku lat sie-
demdziesigtych z podwzg6rzy réznych zwierzat: Swin (1—4), owiec (5)
i bydta rogatego (3, 6). Podobnie jak i inne hormony podwzgdrza jest ona
peptydem, a jej budowe pierwszorzedowa (3, 6—9) przedstawia rycina 1

Czynnik uwalniajagcy gonadotropiny najprawdopodobniej nie jest ga-
tunkowo specyficzny, gdyz struktura hormonu otrzymanego z rdznych
gatunkéw jest jednakowa. Ponadto, zaréwno hormon izolowany z jed-
nego gatunku, jak i syntetyczny uwalniajg gonadotropiny u wszystkich
badanych gatunkéw zwierzat (10).

Nie rozstrzygnieto do tej pory czy fizjologiczng rolg luliberyny jest
uwalnianie obydwu gonadotropin, czy tylko stymulacja uwalniania LH,
a zdolno$¢ uwalniania FSH — jedynie jej dodatkowg wiasciwoscia.
Z jednej bowiem strony stwierdzono, ze u zwierzat wielu gatunkéw hor-
mon stymuluje owulacje, co przyjmuje sie za dowdd, ze uwalnia on FSH
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Ryc. 1. Struktura pierwszorzedowa luliberyny (3, 6—9)

w ilosci fizjologicznie dostatecznej do dojrzewania pecherzyka Graafa
(10). Z drugiej za$ strony jest wiele faktow sugerujgcych istnienie dwoch
oddzielnych hormondw: jednego uwalniajgcego tylko LH i drugiego uwal-
niajgcego tylko FSH. | tak, izolowano z podwzgorzy Swinskich i czes-
ciowo oczyszczono frakcje o znacznie wiekszej od luliberyny zdolnosci
uwalniania FSH (11, 12). Izolowano takze frakcje immunologicznie i bio-
logicznie identyczne z luliberyng, jednak o innej charakterystyce chro-
matograficznej (13). Obserwowano sekrecje hormonu uwalniajgcego tyl-
ko FSH po selektywnym uszkodzeniu niektérych regionéw podwzgoérza
lub selektywnym wprowadzeniu do pewnych jego obszaréw inhibitoréw
syntezy biatek (14, 15). Uwaza sie, ze istnienie jednego tylko czynnika
uwalniajgcego obydwie gonadotropiny nie ttumaczy patologicznych dys-
proporcji poziomu LH i FSH, ktore obserwuje sie nieraz u ludzi (12).
Otrzymano syntetyczne analogi luliberyny o zdecydowanie réznym od
niej stosunku uwalnianych gonadotropin LH/FSH (16, 17).

Luliberyng kontroluje wiele proceséw fizjologicznych takich jak: doj-
rzewanie piciowe, cykl menstruacyjny, spermatogeneze oraz klimak-
terium. Celowe wiec byto uzyskanie obrazu molekularnego mechanizmu
dziatania hormonu. Mozliwosci takie stworzyta przede wszystkim che-
miczna synteza luliberyny i jej analogéw. Obecnie w duzym stopniu roz-
poznano juz role poszczeg6lnych reszt aminokwasowych w uwalnianiu
gonadotropin. Z kolei, dzieki temu, stalo sie mozliwe otrzymanie analo-
goéw o silnym dziataniu agonistycznym lub antagonistycznym, o wiasci-
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wosciach pozwalajagcych na praktyczne stosowanie zwigzkéw. Sam hor-
mon macierzysty wykorzystuje sie przede wszystkim w testach diagno-
stycznych pozwalajgcych w znacznej liczbie przypadkow odrozni¢ nie-
prawidtowos$ci wystepujace na poziomie podwzgérzowo-przysadkowym od
nieprawidtowos$ci na poziomie gonad (18, 19). Luliberyne i jej agonistycz-
ne analogi stosuje sie takze w terapii, np. w przypadku braku men-
struacji u kobiet lub dysfunkcji podwzgoérzowo-przysadkowej u mez-
czyzn (20). W dalszym ciggu trwajg kliniczne badania hormonu i jego
analogéw do celéw diagnostycznych, terapeutycznych i antykoncepcyj-
nych. W weterynarii bada sie mozliwos¢ stosowania luliberyny i jej ago-
nistdw do reprodukcji zwierzat domowych.

Na temat zaleznoSci miedzy strukturg i funkcjg luliberyny jest wiele
prac przegladowych (najwazniejsze z nich to: 16, 21—30). Ujmujg one
jednak problem fragmentarycznie Ilub jednostronnie, albo w formie
abstraktowej, i nie sg wolne tez od sprzecznosci. Celem niniejszego opra-
cowania jest proba przedstawienia mozliwie sp6jnego i petnego obrazu
zaleznos$ci miedzy strukturg i funkcja luliberyny, ze szczegdlnym uwzgled-
nieniem molekularnego kontaktu hormonu z receptorem. W artykule
przede wszystkim omowiono obecny stan wiedzy o biologicznie aktyw-
nej konformacji luliberyny oraz role jej poszczegdélnych reszt amino-
kwasowych w uwalnianiu gonadotropin. Nastepnie scharakteryzowano
cechy struktury i wiasciwosci biologiczne superagonistycznych i super-
antagonistycznych analogéw hormonu z punktu widzenia ich praktyczne-
go wykorzystania. Na zakonczenie przedstawiono hipotetyczny mecha-
nizm oddziatywania luliberyny i jej aktywnych analogéw z receptorem.

Il1. Neurosekrecja luliberyny

Badanie procesu neurosekrecji hormonéw podwzgdrza jest trudne ze
wzgledu na fakt wystepowania tych zwigzkéw w niezwykle matych ilos-
ciach i w réznych obszarach podwzgorza (31).

W ostatnich latach przyjmuje sie, ze luliberyna powstaje przede
wszystkim w trzech regionach podwzgorza: obszarze nadwzrokowym, w
obszarze tukowatym i w obszarze przykomorowym (14, 15, 32—34). Jed-
nakze, wedtug niektorych autorow (14), w dwéch pierwszych obszarach
ma miejsce synteza hormonu uwalniajgcego tylko LH, a w trzecim na-
tomiast — hormonu uwalniajacego tylko FSH. W obszarze nadwzroko-
wym luliberyne produkujg komérki o diugich aksonach, pobudzanych
estrogenami, powodujgcymi przedowulacyjny wzrost LHRH. W obszarze
tukowatym natomiast stwierdzono wystepowanie hormonu w znacznie
mniejszej koncentracji niz w obszarze pierwszym, w komérkach o krot-
kich aksonach, hamowanych estrogenami. Magazynem luliberyny sg ziar-
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nistosci wydzielnicze w zakonczeniach aksonéw wchodzacych do $rodko-
wej wypuktosci w bliskim sgsiedztwie naczyn wrotnych (15).

Ponadto na uwage zastuguje fakt, ze luliberyne znaleziono w zakon-
czeniach nerwowych organum vasculosa lamina terminalis, zbudowanego
z wyspecjalizowanych komérek ependymalnych. Sugeruje to, ze obok
klasycznej drogi transportu hormonu do S$rodkowej wypuktosci przez
akson, istnieje druga droga — przez ptyn trzeciej komory do jej dna i stad
do tanycytéw, ktorych wypustki wchodza do zewnetrznej warstwy $rod-
kowej wypukitosci (15).

Ze Srodkowej wypuktosci hormon przemieszcza sie do przedniego
ptata przysadki przez pierwotny kapilarny splot zyt wrotnych (15).

W bliskim sasiedztwie zakonczen aksonow wydzielniczych luliberyny
znajduja sie zakonczenia aksonoéw noradrenergicznych i dopaminoergicz-
nych. Ze wzgledu na ten fakt wiele uwagi poswieca sie domniemanej
roli przekaznikéw synaptycznych w kontroli uwalniania hormonu (14,
15, 35—38). | tak, noradrenalina w niektérych obszarach podwzgérza naj-
prawdopodobniej pobudza uwalnianie luliberyny, poniewaz zahamowanie
jej syntezy lub zablokowanie a-adrenergicznych receptorow w tych
obszarach hamuje wydzielanie hormonu. Wystepowanie synaps noradre-
nergicznych stwierdzono w przedniej czeSci podwzg6rza i w obszarze nad-
wzrokowym. Mozliwe jest, ze przedowulacyjny wzrost LH nastepuje po
zwiekszonym impulsie biegngcym wzdtuz noradrenergicznej synapsy w
jednym lub w obydwu tych obszarach. Natomiast sygnat ujemny,
o wstrzymaniu uwalniania gonadotropin, odbierany jest blizej centralnej
cze$ci podwzgolrza (14). Pobudzenie wydzielania luliberyny in vitro obser-
wowano takze pod wptywem innych synaptycznych przekaznikéw: do-
paminy (38) i acetylocholiny (14). Ich rola nie jest jednak jasna, gdyz np.
pod wptywem dopaminy odnotowano réwniez in vitro hamowanie uwal-
niania hormonu (37).

I

I1l. Konformacja luliberyny

W luliberynie wszystkie wiazania peptydowe, witacznie z Arg-Pro,
majag konfiguracje trans (39—42). Hormon jest liniowym dekapeptydem,
dla ktérego liczba stopni swobody konformacyjnej w roztworze jest po-
tencjalnie bardzo duza. Z wiekszosci badan fizykochemicznych wynika,
ze jego czasteczka w obojetnym roztworze wodnym w temperaturze
20°C nie wykazuje uporzgdkowania strukturalnego (40—48). W lulibe-
rynie ruchliwy jest zardwno tancuch peptydowy, jak i boczne rodniki
aminokwasow alifatycznych (40—44). Zgodnie z faktem duzej swobody
konformacyjnej czasteczki luliberyny w roztworze wodnym nie stwier-
dza sie oddziatywan wewnatrzczasteczkowych. Brak zaleznosci tempe-
raturowej widma H*NMR wyklucza silne wigzania wodorowe (41). Od-

11 Postepy Biochemii
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dziatywania miedzy pierScieniami aromatycznymi histydyny, tyrozyny
i tryptofanu, o ile sg, to réwniez niezwykle stabe, poniewaz przesunie-
cia chemiczne protondw aromatycznych sg typowe (41). W peptydzie brak
takze wzajemnych oddzialywan elektrostatycznych miedzy ugrupowa-
niem imidazolowym, fenolowym i guanidynowym, czego dowodzg nor-
malne wartosci pKa tych grup (46). Podobng swobode konformacyjna
w roztworze jak luliberyna majg jej analogi zarébwno aktywne, jak i nie-
aktywne (44, 46). Stan nieuporzgdkowania strukturalnego hormonu i jego
hiper- lub hipoaktywnych analogdw wskazuje, ze czynnos$¢ biologiczna
nie jest determinowana konformacje uprzywilejowang w roztworze wod-
nym (44, 46). Tak wiec konformacja aktywna jest dopiero wyselekcjono-
wana lub wyidukowana z populacji konformeréw przez receptor i/lub
jego Srodowisko.

Jedno z podejs¢ do uzyskania informacji o konformacji aktywnej
luliberyny polega na indukowaniu bardziej uporzadkowanych struktur
przez warunki eksperymentalne, takie jak: pH, temperatura czy obec-
no$¢ rozpuszczalnikéw organicznych. Wedtug niektérych autoréw, juz
w roztworach wodnych wraz ze wzrostem pH do 11 lub ze wzrostem tem-
peratury do 36°C obserwuje sie wzrost uporzadkowania czasteczki luli-
beryny. W pierwszym przypadku tlumaczy sie to jonizacjg grupy feno-
lowej, sprzyjajaca zblizeniu aromatycznych pierécieni reszty tyrozylowej
i tryptofylowej, a w drugim — spadkiem sit solwatacji, co utatwia od-
dziatywania hydrofobowe (47). Inni autorzy (46), zjawiska porzadkowania
czasteczki hormonu pod wpltywem pH i temperatury nie obserwowali.
Istnieje natomiast zgodno$¢ pogladu co do wzrostu uporzadkowania lu-
liberyny pod wpltywem rozpuszczalnikdw ograniczajacych mozliwosé
zmian konformacyjnych w peptydzie, np. trojfluoroetanolu lub sze$cio-
fluoroizopropanolu, ktore wypierajgc czasteczki wody z mikrootoczenia
hormonu sprzyjajg tworzeniu wigzan wodorowych wewnatrzczasteczko-
wych. W tych warunkach przede wszystkim stwierdzano w $rodkowym
rejonie czasteczki luliberyny fragment struktury fi (46—48). Ponadto,
wedtug niektorych autoréw (47), w rejonie N-konca peptydu mozna za-
obserwowac strukture typu u-heliks.

Sugeruje sie, ze konformacja aktywna czasteczki luliberyny jest po-
dobna do litery U, tj. N-koniec peptydu znajduje sie w bliskim sasiedz-
twie C-konca (49). Taki ksztatt miaty najnizej energetyczne konformery
hormonu obliczone na drodze minimalizacji energii (26, 27, 50). Zdaniem
Momanyego (26, 27), jeden z najnizej energetycznych konformerow
luliberyny (Ryc. 3A) powinien by¢ biologicznie aktywny ze wzgledu na
podobienstwo do najnizej energetycznego konformeru aktywnego czte-
ropeptydu EMNIu—Tyr—Arg—Trp—NH2 (Ryc. 3B). ROwniez dane eks-
perymentalne z modyfikacji chemicznych hormonu wskazujg na mozli-
wos¢ wystepowania w roztworze wodnym czasteczek luliberyny w ksztat-
cie litery U i aktywno$¢ tej konformacji. W [Nva(Nic+Cl~)g§LHRH
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stwierdzono wystepowanie wewnatrzczgsteczkowego kompleksu z prze-
niesieniem tadunku miedzy zmodyfikowang resztag aminokwasowg a tryp-
tofylowg (51, 52). Dzieki wewnatrzczasteczkowej cyklizacji dez-NH"0-
[(>-Ala\D-AlaBLHRH-OH i dez-NH"-fAkaSD—AIla°]JLHRH-OH, analo-
géw nieaktywnych w formie liniowej, uzyskano analogi aktywne (53).
Teze o mozliwosci przybrania przez czasteczke hormonu ksztattu litery U
zdaje sie takze popiera¢ pseudosymetria czasteczki, mianowicie podobien-
stwo aminokwasoéw jednego ramienia litery U: od tlul do Ser4 do
aminokwasoéw drugiego ramienia: od Glys do Profl, po zgrupowaniu ich
w pary: E”lu“—Pro9 His2—Arg8 Trp3—Leu7 i Ser4—Gly\ Wymiana
aminokwasu w danej parze na podobny daje analogi aktywne, a na nie-
podobny — analogi nieaktywne (54).

Co do typu przegiecia aktywnej konformacji luliberyny sa przede
wszystkim dwie sugestie (26, 27, 55). Monahan (55 zaproponowat
tzw. @—zwo6j Il w sekwencji —Ser—Tyr—Gly—Leu— z wigzaniem
wodorowym miedzy grupa karbonylowg reszty serylowej a azotem resz-
ty leucylowej (Ryc. 2). Struktura ta dobrze ttlumaczy wysokag aktywnos$¢

i~ Ser

i«1=Tyr
i=2“ Gly
i+3=Leu

Ryc. 2. p-zw¢j Il we fragmencie —Ser—Tyr—Gly—Leu— luliberyny (55)

analogow z d—aminokwasami8 Nie jest natomiast w jej Swietle zrozu-
miala — mimo wyzszej odpornosci na degradacje enzymatyczng (59) —
rownorzedna z [d—AlagLHRH aktywno$¢ [d—AlaGN7—Me—LHRH,
analogu, w ktérym sugerowane wigzanie wodorowe nie moze sie utwo-
rzy¢ (60). Momany (26, 27) (Ryc. 3A) zaproponowat w luliberynie
inne przegiecie, a mianowicie @3—zw06j w sekwencji —Tyr—Gly—Leu—

* P-zwojem nazwano fragment struktury biatkowej o dziesieciocztonowym

pierscieniu z wigzaniem wodorowym miedzy aminokwasem ,,i” a ,,i+ 3", gdzie w po-
zycji i+ 2”7 jest reszta glicylowa. P-zw6j | r6zni sie od |3-zwoju Il potozeniem wig-
zania CO—NH miedzy aminokwasem ,,i+1” a ,i+2” (56, 57). fi-zwoj Il stabilizo-

wany jest przez zamiane w pozycji ,i+2” reszty glicylowej na reszte n-amino-
kwasowg (58).
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Ryc. 3. B. Aktywna konformacja Glu—Tyr—Arg—Trp—NH2 (26, 27)

—Arg—, tzw. zmodyfikowany, gdyz do jego utworzenia nie jest koniecz-
ne wigzanie wodorowe miedzy aminokwasem ,i” a ,i+3” oraz reszta
glicylowa w pozycji ,i+ 2”. Dlatego N—metylowanie reszty leucylowej
nie powinno przeszkadza¢ w przyjeciu przez analog konformacji aktywnej
naturalnego hormonu, jak i N—metylowanie reszty arginylowej nie po-
winno wptyngé na czynno$¢ biologiczng. W modelu Momany’ego
utozenie pierscieni reszt aromatycznych wyklucza oddziatywania miedzy
nimi. Korekta tego modelu, jak i wiele badan eksperymentalnych, pro-
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wadzi jednak do wniosku, ze wewnatrzczasteczkowe oddziatywania mie-
dzy pierScieniami aromatycznymi wydajg sie waznym czynnikiem stabi-
lizujagcym aktywng konformacje hormonu (50, 61—66).

IV. Rola poszczegélnych reszt aminokwasowych luliberyny w uwalnianiu
gonadotropin

IV-1. Kwas piroglutaminowyl

Dez- "-&Iu'-LHRH jest nieaktywny i nie stymuluje réwniez tworze-
nia cyklicznego adenozynomonofosforanu (67). Reszta piroglutaminowa
bierze wiec udzial w mechanizmie efektorowym. Zamiana kwasu piro-
glutaminowego na homologiczny szesciocztonowy kwas piroaminoady-
pinowy daje [ Aad']LHRH o aktywnos$ci 12,5% aktywnos$ci natural-
nego hormonu (68). Analogi z pieciocztonowymi pierscieniowymi amino-
kwasami lub kwasami, takie jak: [4—Pyr']LHRH, [°=uler>]LHRH,
[°=Ch-hr’]LHRH, [cPc‘lLHRH,- [a- £=&1u‘]LHRH, [ProlLHRH i [Hyp]
LHRH wykazujg od 19% do 0,001% aktywnos$ci luliberyny (69—74).
W pierScieniu najbardziej istotne jest ugrupowanie atoméw —CO—NH—
CH—, gdyz nawet analogi z acylowang niewielkim rodnikiem glicyna,
takie jak: [For-GIy*"LHRH, [Ac-Gly']LHRH i [PrCO-Gly']LHRH, zacho-
wujg nieduzg aktywno$é, zmniejszajaca sie w kolejnosci jak je wyzej
wymieniono (71, 75). Metylowanie azotu zmodyfikowanej reszty amino-
kwasowej w pozycji 1, a zwilaszcza reszty aminokwasu acyklicznego, w
spos6b zasadniczy podnosi aktywno$é analogu. | tak: [N—Me—4—Pyr]
LHRH ma 59% aktywnos$ci macierzystego hormonu, [Ac-Sar|LHRH —
64%, a [For-Sar*LHRH — 72% (73). Metylowanie natomiast azotu resz-
ty piroglutaminowej, przeciwnie, obniza aktywno$¢ hormonu do 50% (76).
Dane te wskazujg na istotne znaczenie w dziataniu reszty piroglutamy-
lowej, laktamowej grupy karbonylowej, a zwilaszcza gestosci elektrono-
wej na jej tlenie. Ponadto wskazujg na niekorzystny wptyw steryczny
grupy metylowej na azocie laktamowym reszty piroglutamylowej,

Do podobnych wnioskéw prowadzg badania konformacyjne. W wyli-
czonych niskoenergetycznych konformerach luliberyny grupa laktamowa
reszty piroglutamylowej jest zawsze wyeksponowana na zewnatrz czg-
steczki, podczas gdy fragment metylenowy — schowany w jej wnetrzu
(26, 27), (Ryc. 3A). Natomiast prawie we wszystkich niskoenergetycz-
nych konformerach inhibitordw jest odwrotnie: grupa laktamowa we-
wnatrz, a fragment metylenowy zewnatrz czasteczki (77) (Ryc. 4). Wy-
daje sie wiec, ze w oddziatywaniu hormonu z receptorem uczestniczy
laktamowa grupa karbonylowa reszty piroglutamylowej (53, 73). By¢é
moze grupa ta tworzy wewnatrzczasteczkowe wigzanie wodorowe z jed-
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nym z azotow w pozycji 10 (53), co wskazywatoby na jej udziat w stabi-
lizacji konformacji aktywnej. Reszcie piroglutamylowej przypisuje sie
réwniez funkcje ochrony hormonu przed szybka degradacjag enzyma-
tyczna.

1V-2. Histydyna2

Dez-His2LHRH i dez-His2 GlyBLHRH-C2H5sg w warunkach in vitro
(drugi takze in vivo) antagonistami luliberyny (78—84). Analogi te, jak
i analogi z NH—Me—His2 doskonale konkurujg z luliberyng o miejsca
wigzace receptora (83, 85). Histydyna nie jest wiec zaangazowana — jak
poczatkowo sadzono (79) — w rozpoznawanie receptora, ale w proces
efektorowy. Dla funkcji tej wydaja sie istotne zarowno wiasciwosci aro-
matyczne, jak i kwasowo—zasadowe histydyny, a takze zdolno$¢ two-
rzenia przez nig wigzan wodorowych. Zastgpienie histydyny aminokwa-
sem alifatycznym powoduje spadek aktywnos$ci analogéw do dziesietnych
lub setnych procenta aktywnos$ci hormonu naturalnego. Zastapienie na-
tomiast pierscienia imidazolowego innym ugrupowaniem aromatycznym
prowadzi do analogébw o bardziej znaczgcej aktywnosci. Np. [IhiZLHRH
ma 13—16°/0 aktywnosci luliberyny, [TrpJLHRH — 5—10%, [Tyrd
LHRH — 5% i [PheJLHRH — 1,4% (70, 86, 87). Byé moze, dzieki wias-
ciwosciom aromatycznym histydyna tworzy kompleks z przeniesieniem
tadunku z inng resztg aromatyczng luliberyny lub z resztg aromatyczng
receptora (48). Niektore dane eksperymentalne wskazujg np. na istnie-
nie w luliberynie kompleksu miedzy histydyng2 i tryptofanem3 (48, 51).
O znaczeniu dla procesu efektorowego wiasciwosci kwasowo—zasado-
wych imidazolu wnioskuje sie z aktywnosci analogéw pirazolowych,
[Ala(P-Pir-3)2JLHRH ma 19% aktywnos$ci naturalnego hormonu, a [Ala
(fi-Pir-NALHRH — tylko 1% (88, 89). W roztworze "&Ilu-His-Trp-NHL
w dioksanie, rozpuszczalniku sprzyjajgcym tworzeniu wigzan wodoro-
wych, wykryto wewnatrzczgsteczkowe wigzanie wodorowe z udziatem
histydyny, mianowicie miedzy jej karbonylem a grupg amidowg (48).
By¢ moze w luliberynie w warunkach fizjologicznych grupa karbonylo-
wa histydyny tworzy takie wigzanie z azotem reszty serylowej (48) lub
innej (66).

Badania konformacyjne dez-His2LHRH prowadzg do wniosku, ze w
analogu tym, w wyniku znacznego uelastycznienia N-korca, pierScien
reszty piroglutamylowej zbliza sie do taricucha bocznego tryptofanu i zaj-
muje pozycje podobng do pozycji w najnizej energetycznym, lecz nie-
aktywnym konformerze luliberyny. Grupa laktamowa skierowana jest
wowczas bardziej do wewngatrz czasteczki, mniej w kierunku receptora
(26, 27). Na jej utozenie jeszcze silniej niz brak histydyny wplywa obec-
no$¢ w pozycji 2 niektérych D-aminokwaséw np. D-histydyny lub D-fe-
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Ryc. 4. Ulozenie pierscienia laktamowego reszty kwasu piroglutaminowego w ni-
skoenergetycznym konformerze (D-His2Pro§LHRH (77)

nyloalaniny (Hyc. 4). Na skutek tego, analogi z D-izomerami2 sg dobrymi
antagonistami luliberyny (77). Wydaje sie wiec prawdopdobnym, ze
istotna w procesie efektorowym rola histydyny polega na ,nastawianiu”
w czasteczce hormonu laktamowej grupy karbonylowej reszty kwasu
piroglutaminowego w pozycje skierowang do receptora.

1V-3. Tryptofan*

[Gly3JLHRH (16), [Ala3ILHRH (16), [TyrdLHRH (74), [D-Trp§LHRH
(16, 90) i (Phe3dLHRH (16, 91) maja aktywnos$¢ od 0,001% do 4% aktyw-
nosci hormonu naturalnego. O dwu ostatnich wiadomo, ze efektywnie
konkurujag z luliberyng w wigzaniu z receptorem (92, 93). Niektore mo-
dyfikacje hormonu w pozycji 3 zwiekszajag antyowulacyjne dziatanie in-
hibitorow wywodzacych sie z [D-PheJLHRH (92). Tryptofan jest wiec
kolejnym aminokwasem efektorowym luliberyny. Dla jego funkcji waz-
na wydaje sie gestos$¢ elektronowa uktadu aromatycznego, gdyz mody-
fikacje pozycji 3 zmniejszajace te gesto$¢ zmniejszajg rowniez aktywnosé
analogow. Mniejszag aktywno$¢ niz hormon macierzysty ma wiec
[Trp(For)3LHRH (94) i [Bal(0289LHRH (95). [Trp(5F)3LHRH, wobec
bardzo niewielkiej réznicy stereochemicznej miedzy fluorem a wodorem,
wykazuje drastyczny spadek aktywnos$ci (96), wynikajacy najprawdopo-
dobniej z silnego $ciggania elektronéw przez fluor. Z drugiej strony,
analog [Phe(Me)BLHRH, mimo duzych sferycznych i chemicznych réz-
nic miedzy pieciometylofenyloalaning a tryptofanem, ma 34—70% aktyw-
nosci hormonu macierzystego (96). Obydwa aminokwasy charakteryzuja
sie natomiast istotnym podobieAstwem w tworzeniu kompleksow jt—ji
z niektdrymi czasteczkami aromatycznymi (97). Grupa —NH— indolu
i zdolno$¢ tworzenia przez nig wigzan wodorowych, zdajg sie odgrywaé
nieznaczng role, gdyz [Bal§LHRH (95) i [Ala(P—Naf—2)3LHRH (68) ma-
ja bardzo wysoka aktywnos$é, odpowiednio 74% i 52% aktywnosci luli-
beryny.
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Na podstawie badan aktywnos$ci [Tyr8TrpgLHRH i [Trp*His§LHRH
sformutowano poglad, ze do efektu biologicznego luliberyny potrzebne
jest oddziatywanie miedzyczgsteczkowe miedzy tryptofanem a tyrozyng
(65, 66, 90). Teze te potwierdzajg fluorescencyjne badania Marche
(62), ktéry wykazat mozliwo$é wyindukowania w $rodowisku alkalicznym
kompleksu n—n miedzy tymi resztami. Natomiast dotychczasowe oblicze-
nia najnizej energetycznych konformerdw luliberyny (26, 27, 50) i fluo-
rescencyjne badania Shinitzky’ego (61) nie wskazujg na istnienie
oddziatywania miedzy tryptofanem a tyrozyna.

1V-4. Seryna*

[GIyJLHRH ma 1% aktywnoS$ci luliberyny (16), [AlaqLHRH —
5—10°/0 (69, 91, 98, 99) a [Thr4LHRH — 19°/0 (69, 74). [Ser(tBu)4LHRH
ma aktywno$¢ bardzo niska, a [Leu4LHRH jest jej w ogo6le pozbawiona
(100). Z badan konformacyjnych wynika, ze, w tym ostatnim przypadku,
przyczyng braku aktywnos$ci nie powinny by¢ przeszkody steryczne (26,
27). Dane te zdajg sie swiadczy¢ o tym, ze skuteczne dziatanie zwigzku
wymaga obecnosci w pozycji 4, reszty aminokwasu o charakterze hydro-
filowym. Sugeruje sie, ze seryna ma znaczng role konformacyjng, a mia-
nowicie, ze razem z leucyng stabilizuje pofaldowanie hormonu we frag-
mencie — Ser—Tyr—Gly—Leu— przez tworzenie wigzania wodorowe-
go miedzy jej tlenem karbonylowym a wodorem NH reszty leucylowej
(55, 101, 102) (Ryc. 2).

IV-5. Tyrozynab

[GIygLHRH (16), [D-TyrLHRH (90) i [SerfLHRH (46) maja od 0,001°/0
do 1% aktywnosci luliberyny. [Phe§LHRH zachowuje 50—64°/0 aktyw-
nosci naturalnego hormonu (98, 103—105), a analog [Phe(NO02gLHRH ma
juz tylko 5% aktywnosci (106). Powyzsze dane wskazujg na wazng w
dziataniu luliberyny role uktadu aromatycznego i jego gestosci elektro-
nowej w pozycji 5 peptydu. W miejscu tym réwniez wazna wydaje sie
by¢ wielko$¢ aromatycznej reszty aminokwasowej. [lIty6LHRH, analog
0 jednym duzym podstawniku w pozycji orto pier$cienia fenylowego, ma
2—4°/o aktywnos$ci macierzystego hormonu, a [DityLHRH, z dwoma ta-
kimi podstawnikami, jest jej zupeinie pozbawiony (87). Jednak nalezy
odnotowac, ze analog z alicykliczng resztg w pozycji 5 [Ala(P-c-C@Hn)g
LHRH ma 22°/o aktywnosci luliberyny (105). Fakt ten stawia pod zna-
kiem zapytania hipoteze o oddziatywaniu miedzyczasteczkowym trypto-
fan-tyrozyna, potrzebnym do efektu biologicznego hormonu.
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IV-6. Glicyna8

Zastgpienie glicyny6 w luliberynie przez L-aminokwasy prowadzi do
analogobw o matej aktywnoS$ci agonistycznej (55, 107). Zastgpienie gli-
cyny6 w hormonie przez D-aminokwasy o bardzo r6znym charakterze:
zasadowe (107, 108), kwasowe (109), aromatyczne (107, 109, 110) i alifa-
tyczne (za wyjatkiem D-waliny i D-proliny) (55, 109, 111, 112) prowadzi
do analogbw o znacznie wyzszej aktywnoS$ci agonistycznej (tabela 1), a w
dez-His2LHRH do analogéw o wyzszej aktywnos$ci antagonistycznej (55,
107, 109, 113). Tak np. [D-Alag§LHRH ma siedmiokrotnie wyzszg aktyw-

Tabela 1
Whpltyw budowy konstytucyjnej i konfiguracji aminokwasu w pozycji 6 luliberyny na aktywno$¢
jej analogow

Aktywnos$¢ w 96>

Analog
in vitro Lit. in vivo Lit.
[D-Pro6]LHRH 10 (55) 3.3 (55)
[Pro6] LHRH 3 (55) 15 (55)
[D-Val6] LHRH 30 (55) 32 (55)
[Val6] LHRH <0.001 (55) <0.1 (55)
[d-Glu6] LHRH 92 (107) 180 (209)
[D-Leu6] LHRH 300 (107) 900 (109)
[D-Alas] LHRH 357 (55) 700 (109)
[Ala6] LHRH 4 (55) 43 (55)
[D-Lys6] LHRH 383 (207)
[Lys6] LHRH 18 (107)
[D-Arg6] LHRH 387 (107)
[D-Phe6] LHRH 750 (1207) 1000 (109)
[D-Tyr6] LHRH 1350 (107)
[D-Trpé] LHRH 1300 (109)

x) Aktywnos$¢ luliberyny = 100%

no$¢ niz hormon macierzysty, a dez-His2[D-AlagLHRH trzykrotnie wyz-
szg aktywno$¢ antagonistyczng niz dez-His2LHRH (55, 109). W kazdej
parze analogéw: [D-AKGLHRH-[L-AKGLHRH (tabela 1) aktywnos$¢
pierwszego jest wieksza (55, 114). Fakty powyzsze $wiadczg przede wszyst-
kim o tym, ze rodniki reszt aminokwasowych w pozycji 6 nie wchodzg
w oddziatywania z receptorem. Glicyna6 nie bierze wiec udziatu w pro-
cesie efektorowym, wptywa natomiast w sposdb istotny na powinowac-
two hormonu do receptora.

0 aktywnosci modyfikowanego analogu decyduje zasadniczo nie bu-
dowa konstytucyjna rodnika reszty aminokwasowej w pozycji 6, ale
konfiguracja tej reszty. Wyzsza aktywno$¢ analogéw z D-aminokwasami#
w poréwnaniu z jednoimiennymi analogami 1, ttumaczy¢é mozna, mie-
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dzy innymi *\ stabilizacjg energetyczng konformeréw zawierajacych
P-zwéj — w przypadku analogéow [d-AKGLHRH, i destabilizacjg tych
konformeréw — w przypadku analogéw [I-AKGLHRH (58). Duza r6znica
energii miedzy de6 i |6 analogami wynika z jednej strony z tendencji
L-izomeréw do rozwierania katéw <ps, QJ6, co prowadzi do czasteczki o for-
mie bardziej rozciggnietej (mniej aktywnej), a z drugiej strony z ten-
dencji D-izomeréw do zmniejszania tych katéw, co prowadzi do czasteczki
bardziej zwartej (bardziej aktywnej) (26, 27). Glicyna jest szczeg6lnym
aminokwasem: nie posiadajgcym centrum asymetrii. Mozna wiec przy-
ja¢, ze zajmuje ona miejsce posrednie miedzy d— i |—aminokwasami.
Jej obecno$¢ w pozycji 6 luliberyny najprawdopodobniej maksymalnie
ogranicza swobode konformacyjng czasteczki hormonu zbudowanej z ami-
nokwasow biatkogennych. Glicyna6spetnia wobec tego istotng role struk-
turotwdércza. Za teza tg przemawia fakt, ze wprowadzenie w pozycje 6
hormonu lub jego analogéw reszty aminokwasowej N*“metylowanej,
znacznie obniza aktywnos$¢. [SargLHRH ma 2°/0 aktywnosci luliberyny
(71), a [N-Me-D-AlaglLHRH — 14°/o aktywnosci [D-AlagLHRH (106).
Podobnie, zastgpienie glicyny6przez (aza-l)-glicyne daje analog o aktyw-
nosci poréwnywalnej z aktywnos$cia hormonu rodzimego, mimo wyzszej
odpornosci na degradacje enzymatyczng peptydow z azaaminokwasami
(117, 118).

IV-7. Leucyna7

Dez-Arg8Pro9GIlyDLHRH jest 2,5 raza bardziej aktywny niz dez-
Leu7Arg8&LHRH (63). [Gly7lLHRH ma 0,2% (16, 69) aktywno$ci macie-
rzystego hormonu, [D-LeuqLHRH — I°/o (90) i [AlalLHRH — 5°/0 (16,
69). Im diuzsza i bardziej rozgateziona grupa przy weglu @ w pozycji 7
analogu luliberyny, tym jego aktywno$¢ wieksza. Np. [VallLHRH ma
16°/0 aktywnos$ci naturalnego hormonu, [NlelJLHRH — 30%, [llelLHRH —
45% (69). Wysoka aktywnos¢é majg analogi: [Ser(tBu)1LHRH, i[Glu(Otbu)7
LHRH i [Lys(BOC)7LHRH (119, 120). Dane te zdajg sie $wiadczy¢ o tym,
ze skuteczne dziatanie luliberyny wymaga obecnosci w pozycji 7, reszty
aminokwasowej o charakterze hydrofobowym. O sugerowanej konforma-
cyjnej roli leucyny wspomniano w rozdziale 1V-4.

1V-8. Arginina8

[Gly®]LHRH ma 0,1% aktywnosci macierzystego hormonu (16),
a [D-Arg§LHRH — 0,3% (90). Kazda zmiana w pozycji 8 luliberyny, na-

*) Wyzszg aktywnos$¢ analogéw z d-aminokwasami6 ttumaczy sie takze ich wiek-
sza odporno$ciag na hydrolize enzymatyczng niz odpowiednich L-analogow (59,
115, 116).



Us] LULIBERY NA 425

wet na aminokwasy bardzo podobne, powoduje znaczny spadek aktyw-
nosci. Wskazuje to na wazny udziat reszty arginylowej w dziataniu luli-
beryny i potrzebe wszystkich elementéow jej budowy. Wydtuzenie tan-
cucha metylenowego argininy daje analog (HarLHRH o 12—22°/0 aktyw-
nosci naturalnego hormonu, a skrocenie tanncucha — analog (Nar9LHRH
0 15% aktywnosci (Ryc. 5). O waznosci parametroOw geometrycznych

nh:
w2n HN=C HN
C= NU N nu2 0]
MN h2c H\N= C. HNy
CW: _>cw2 NH Cu,
cno CH. ' CH. a2
:CW: >CH: >cm:2
HN — CH — CO -HN —CH-CO- \NH — CW —CO- NH- ch- co—
—Args — —Har8— — Nar0— -Cyts
100 /. 12-22 %- 15% 8%
cH
INW2 c=o © k c
h2c HNCM hn;
> ch2 cm: ich:
ch: Ccvu hzc:
>ch: N ch2 ~ch2
NH— CU — CO— NH—CH—CO—  mNH—CH—CO—
—Lys8— —Orn (Ac)8— -Orn (Bz)8—
6-6,7% 5% 1%

Ryc. 5. Zalezno$¢ aktywnosci agonistycznej analogow luliberyny od modyfikacji
pozycji 8 (121, 122) (aktywnos¢ luliberyny = 100Yu)

grupy konczacej taricuch boczny Swiadczy zachowanie aktywnos$ci przez
analogi [Cyt§LHRH i [Orn(Ac)s]LHRH na poziomie, odpowiednio 8%
i 5% aktywnosci luliberyny, i jej spadek do poziomu juz tylko 1% w
przypadku [Orn(Bz)§LHRH. (Lys®LHRH, mimo braku parametrow ge-
ometrycznych ugrupowania guanidynowego, ma prawie takg samg aktyw-
no$¢ co [CytLHRH. Swiadczy to z kolei o udziale funkcji zasadowej
w mechanizmie dziatania reszty aminokwasowej w pozycji 8 (121, 122).
Nie stwierdzono roli konformacyjnej reszty arginylowej (48), ale ruch-
liwos¢ wegli jej tancucha bocznego jest najprawdopodobniej mniejsza
niz ruchliwo$¢ wegli innych reszt alifatycznych hormonu (44). W nisko
energetycznych konformerach luliberyny i w nisko energetycznym kon-
formerze aktywnego czteropeptydu C&Ilu-Tyr-Arg-Trp-NH,, funkcje
guanidynowg umiejscawia sie w poblizu grupy laktamowej kwasu piro-
glutaminowego (26, 27). Powyzsze dane wydajg sie prowadzi¢ do wniosku,
ze reszta arginylowa ma istotny udzial w rozpoznawaniu receptora (85),
i, najprawdopodobniej, wspomaga proces efektorowy (64).
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1V-9. Prolina9

W otoczeniu reszty prolilowej luliberyny wyliczono dwa typy nisko
energetycznych struktur lokalnych tancucha peptydowego: skurczong
(Ryc. 6, A) i rozciggnietg (Ryc. 6, B) (26, 27). Sugeruje sie, ze aktywng
forma jest pierwsza, gdyz najnizej energetyczny konformer [AlagLHRH,
analogu o 65% aktywnos$ci macierzystego hormonu (16), ma rdéwniez
forme skurczong (26, 27). Wydaje sie, ze taki typ struktury skutecznie
zmniejsza ruchliwo$¢ tancucha bocznego argininy. Efekt powyzszy nie
moze najprawdopodobniej wystapi¢ w [Pro8ArgdLHRH, i analog jest
prawie catkowicie nieaktywny (123). Prolina najprawdopodobniej odgry-
wa wiec w czasteczce luliberyny lokalng role konformacyjng polegaja-
cg na ,nastawianiu” tancucha bocznego argininy w pozycje skierowang
do receptora.
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Ryc. 6. Forma skurczona (A) i rozciggnieta (B) tancucha peptydowego luliberyny
w otoczeniu Pro9 (26, 27)

1V-10. Amid glicyny1

Glicyna w pozycji 10 nie jest konieczna do biologicznego dziatania
hormonu, gdyz dez-GlylBLHRH ma jeszcze stosunkowo wysokag aktyw-
nos¢ — 10% aktywnos$ci luliberyny (124, 125). Dez-NH2BLHRH-OH
wykazuje natomiast nieznaczng aktywnos$¢ (115, 126). W przeciwienstwie
do samej reszty glicylowej w pozycji 10, funkcja amidowa na koncu
czasteczki jest wiec istotna. Niektore analogi z alkilowang grupg amido-
wa proliny majg nawet wiekszg aktywno$¢ niz hormon rodzimy, np.
dez-GlylLHRH-CH7— 200—300% i dez-GlyllLHRH-CH5— 300—500%
(125, 127). Wydaje sig, ze na C-koncu po reszcie prolilowej najbardziej
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korzystne jest ugrupowanie atoméw N—C—C Ilub N—C—C—C (127).
W prawdzie uelastycznia ono C-koniec, ale nie wptywa na ruchliwos$¢ tej
reszty (45). Dituzszy tancuch natomiast zbyt uelastycznia peptyd (127)
i, by¢ moze, utrudnia utrzymanie w poblizu siebie jego koncéw. W kon-
sekwencji, maleé¢ bedzie populacja konformerow o ksztatcie litery U. Przy
optymalnej do aktywnosci biologicznej liczbie atoméw wegla w tafncuchu
alkilowym amidu proliny obserwuje sie — znowu do pewnej granicy —
wzrost aktywnosci wraz ze wzrostem hydrofobowos$ci (128). Np. dez-Gly1G
LHRH-C2H40H ma aktywno$¢ réwng aktywnosci luliberyny, a 'dez-Gly1»
LHRH-CH2XF3 — aktywnos$¢ dwukrotnie wiekszg od aktywnos$ci dez-
GlyDLHRH-CH2CH3 (125, 129). Niezbyt ditugie hydrofobowe ugrupowa-
nia na C-koncu czasteczki zmniejszajg degradacje enzymatyczng (115)
i poza tym mogg utatwia¢ tworzenie wigzania wodorowego miedzy tle-
nem laktamowym reszty piroglutamylowej a azotem zmodyfikowanej
reszty w pozycji 10 hormonu (45, 53). Rolg Gly-NHE°w luliberynie wy-
daje sie wiec ochrona peptydu przed szybka degradacja enzymatyczng
i udziat w stabilizacji konformacji aktywnej.

V. Superagonistyczne analogi luliberyny

Znana jest obecnie bardzo duza grupa analogéw luliberyny o super-
agonistycznym dziataniu. Wiekszo$¢ z nich to zwigzki majace podwdjng
modyfikacje w strukturze hormonu rodzimego, a mianowicie alkiloamid
w miejsce GlyDi D-aminokwas w pozycji 6. Wprowadzenie do czasteczki
trzeciej modyfikacji w pozycji 5 (112, 130) lub 7 (131—134) nie podwyz-
szato aktywnosci. Natomiast dez-GlylB[NaMe-His2D-AlagLHRH miat
aktywnos$¢ o 50°/0 wyzszg niz analog z resztg histydylowag niemetylowa-
ng (85). Wzrost aktywnos$ci agonistycznej hormonu, wskutek wprowa-
dzenia zaréwno modyfikacji C-konca (IV—10), jak i D-aminokwasu#
(IV—6), wynika tak ze wzrostu powinowactwa do receptora (wzrost po-
pulacji konformeréw o ksztalcie litery U i wzrost hydrohobowos$ci C-koh-
ca), jak i zwiekszonej odpornosci na degradacje enzymatyczng (59, 115,
116). W przypadku analogéw zawierajgcych D-aminokwasO stwierdzono
prosta zalezno$¢ miedzy szybkoscig hydrolizy enzymatycznej, a aktyw-
noscig analogu (59, 116) *). Wyzsze powinowactwo analogu do receptora
znajduje odzwierciedlenie w jego wyzszej aktywnosci in vitro i wiekszej
ilosci uwalnianych gonadotropin w kazdym momencie dziatania in vivo
(135). Z kolei, bezposrednim skutkiem wiekszej odpornosci na degrada-

*) Wprawdzie budowa konstytucyjna rodnika D-aminokwasu w pozycji 6 w spo-
s6b zasadniczy nie wptywa na powinowactwo analogu do receptora (IV—®6), ale
w istotny sposob moze wptywaé na zmiane szybkosci hydrolizy enzymatycznej.
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cje enzymatyczng jest diuzsze dziatanie zwigzku, a w konsekwencji,
zwigkszona zintegrowana ilos¢ uwalnianych gonadotropin (115, 116, 135).

Do najbardziej efektywnych modyfikacji C-konca nalezg podstawienia
Gly-NH2 przez -NH-CHZXF3 (129), -NH-CHS5 (125, 127, 136—138),

— ! C|—|2\VI H, (120) lub-NH-NH-CO-NH2(139—141).Z wymienionych —
*CH/
najczesciej, jak do tej pory, stosowano podstawienie przez -NH-CZH5
Dez-GlylBLHRH-CH5ma in vitro trzykrotnie wyzszg od luliberyny zdol-
no$¢ uwalniania LH i FSH oraz in vivo pieciokrotnie i siedmiokrotnie
wyzszg zdolno$¢ uwalniania, odpowiednio LH i FSH (125, 127, 136—138).
Czas jego dziatania szacuje sie na 2 do 4 godzin, podczas gdy luliberyny
tylko na 0,5 godziny (137). Réwniez w badaniach klinicznych wywotuje
on wzmozone wydzielanie LH i FSH u mezczyzn, a u kobiet FSH (142,
143). Najbardziej skutecznymi modyfikacjami pozycji 6 okazaty sie pod-
stawienia przez D-aminokwasy aromatyczne: D-tryptofan, D-fenyloalani-
ne i D-tyrozyne (107, 109, 110). Np. [D-TrpLHRH wykazuje in vitro
stukrotnie wyzszg od luliberyny zdolno$¢ uwalniania LH i FSH (110)
oraz in vivo trzynastokrotnie i dwudziestokrotnie wyzsza zdolno$é uwal-
niania, odpowiednio LH i FSH (109). Bardzo skuteczne jest zastgpienie
glicyny6 przez D-aminokwasy o duzym rozgatezieniu na weglu (3 D-Leu,
D-Nva, D-Ser(tBu), D-Cys(tBu), D-Asp(OtBu), D-Lys(BOC), D-GIn(c-CéHn)
i D-GIn(BZL) (119, 120, 131—133). Suma efektow obydwu powyzszych
typow modyfikacji, tj. C-konca i pozycji 6, daje najczesciej wzrost aktyw-
nosci agonistycznej i wzrost wiasciwosci owulacyjnych (111, 112, 120,
130, 131, 135, 144), co przykiadowo ilustruje tabela 2. Jedynie w przy-
padku [D-Trp*]LHRH i [D-Phe*]LHRH otrzymano sprzeczne wyniki. Mia-
nowicie, wedtug niektérych autoréow, aktywnos$¢ analogéw po przeksztat-
ceniu C-konca spada in vitro okoto szesciokrotnie (110) i okoto dwukrot-

Tabela 2
Wplyw modyfikacji pozycji 6 i C-konca luliberyny na aktywno$¢ agonistyczng i owulacyjng

Aktywnos$¢ agonistyczna
in vivo*>

zintegrowana ilos¢ Akltywr_me*
Analog gonadotropin po 6 godz. owulacyjna
a11) (112)
LH | FSH
[D-Alag] LHRH 7.0 3.0 28.3
Dez-Gly10-[D-Ala6] LHRH-C2tf5 43.0 17.2 82.7
[D-Leu6] LHRH 9.0 5.0 29.0
Dez-Gly10[-D-Leu6] LHRH-C2H5 53.6 145 82.7

x) Aktywno$¢ agonistycznia i owulacyjna luliberyny = 1
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nie in vivo (109). Sugeruje to przekroczenie pewnego progu hydrofobo-
wosci czasteczki, co moze wywieraé niekorzystny wptyw na powinowac-
two analogu do receptora. Brak zmiany aktywnosci dez-Glyl3[D-Alaf
LHRH-C2H5po wprowadzeniu trzech atoméw fluoru do kofAcowego alkilu
(129, 133), mozna ttumaczy¢ podobnie — osiggnieciem optimum hydro-
fobowosci.

Sposréd analogdw superagonistycznych najwiecej uwagi poswiecono
dez-GlyD[D-AlagLHRH-C2H5 dez-Glyl[D-LeugLHRH-CH5 (111, 112,
114, 130, 135, 144—153), [D-Trp]LHRH (154—156) i dez-GlyB[D-Ser(tBu)§
LHRH-C2H5 (116, 132, 133, 157—164). Zwiaszcza obiecujgce sa dwa ostat-
nie zwiazki. [D-TrpgLHRH ma nie tylko szczeg6lnie wysoka aktywnos$¢
agonistyczng, ale tez zdolno$¢ stymulowania owulacji w rdznych wa-
runkach eksperymentalnych (156), predysponujacg go do terapii klinicz-
nej. U kobiet, u ktérych brak byto jajeczkowania, daje on pozytywne
rezultaty w potowie przypadkéw (154). Wysoka aktywno$é uwalniania
testosteronu i wydluzony do okoto 8 godzin czas dziatania wydajg sie
wskazywaé na spermatogerietyczne wiasciwosci analogu (154). Dez-Gly1»
[D-Ser(tBu)gLHRH-C2H5 (HOE 766) jest w chwili obecnej jednym z naj-
wyzej in vivo agonistycznych zwigzkéw, z zachowang specyficznoscia
hormonalng i nietoksycznym. W badaniach klinicznych i weterynaryj-
nych jego zdolno$é uwalniania gonadotropin szacuje sie jako dwudziesto-
do czterdziestokrotnie wyzsza od luliberyny. Do stymulacji dojrzewania
pecherzykdw wystarcza dawka czterdziestokrotnie nizsza, a do wywo-
tania owulacji — dawka o$miokrotnie nizsza niz hormonu macierzystego.
Stosunek uwalnianych gonadotropin jest taki sam, jak po podaniu luli-
beryny. Oprécz tego, przedowulacyjne maksimum gonadotropin wyste-
puje juz po jednorazowym podaniu analogu, czego nie mozna o0siggna¢
po jednorazowej dawce luliberyny. Maksimum to jest podobne do przed-
owulacyjnego, fizjologicznego wyrzutu gonadotropin (czas trwania wy-
rzutu, wysoko$é i powierzchnia rejestrowanych maksiméw). Pod wptly-
wem dez-GlylB[D-Ser(tBu)§LHRH-C2H5 odpowiedZz gonad jest rowniez
znacznie wyzsza, co daje dobre rokowania co do uzytecznosci zwigzku
w terapii klinicznej. Ponadto, analog moze znalez¢ zastosowanie w przy-
padkach nieprawidtowosci uktadu immunologicznego, gdyz nie reaguje
z przeciwciatami hormonu naturalnego, a jego przeciwciata nie reaguja
z hormonem. Szczeg6lnie cenna jest mozliwo$¢ stosowania HOE 766 do-
nosowo, doustnie lub doodbytniczo (131, 132).

Ostatnio otrzymano analog [D-Ser(tBu)§Agly-NHIJLHRH o trzykrot-
nie wyzszej aktywnosci agonistycznej od dez-Gly-1JD-Ser(tBu)gLHRH
CH5, wykazujacy ponadto witasciwosci przeciwnowotworowe (141, 165).

Diugotrwate traktowanie superagonistycznymi analogami luliberyny
zwierzat niedojrzatych pilciowo opoOznia proces dojrzewania. U zwierzat
dojrzatych powoduje zatrzymanie cyklu piciowego oraz atrofie jajnikow
i macicy. Objawy te sg prawdopodobnie wynikiem duzego ujemnego
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sprzezenia zwrotnego z hormonami piciowymi (166). Ostatnio zwrdcono
uwage na mozliwosé antykoncepcyjnego zastosowania luliberyny lub jej
superagonistycznych analogéw. Podanie jednego z analogéw po kopulacji,
ale przed zagniezdzeniem zaptodnionego jaja w macicy, opéZnia przed-
implantacyjny wzrost LH, co utrudnia i wydtuza okres implantacji. Po-
danie po implantacji powoduje zanik ciatka zéltego i spadek poziomu
testosteronu. Obserwowano takze przerywanie cigzy. Efekt zalezal od
czasu jej trwania, dawki i rodzaju analogu. Po przerwaniu cigzy naste-
powat nienaturalnie szybki powrdt do stanu ptodnosci. Przypuszcza sie,
ze przyczyng antykoncepcyjnych witasciwosci superagonistycznych analo-
géw luliberyny w poczatkowym okresie cigzy sa powodowane przez nie
duze zmiany hormonalne, takie jak: dysproporcja wydzielania LH i FSH,
obnizenie poziomu prolaktyny i progesteronu oraz opdznienie wydzie-
lania przedimplantacyjnego estradiolu i obnizenie jego poziomu. Wydaje
sie wiec prawdopodobnym, ze luliberyna i jej superagonistyczne analogi
moga znaleZz¢ zastosowanie nie tylko jako S$rodki koncepcyjne, ale takze
antykoncepcyjne (134), ktorych dzialanie polegatoby na zapobieganiu
implantacji zaptodnionego jaja (a nie na zapobieganiu owulacji).

V1. Inhibitory luliberyny

Obok superagonistycznych analogéow luliberyny znana jest rédwniez
duza grupa zwigzkéw o wiasciwosciach blokowania in vitro uwalniania
LH i FSH. Wszystkie inhibitory sg analogami modyfikowanymi w po-
zycji 2 (77). Zwigzki znacznie skuteczniejsze majg modyfikacje w po-
zycji 2 i 3 (77). Ostatnio otrzymano analogi o wyjatkowo dobrych witasci-
wosciach antyowulacyjnych, modyfikowane w pozycjach 1, 2 i 3 (167—
169). Oprocz tego, wszystkie inhibitory majg D-aminokwasé (107, 170)
i, czasami, na C-koncu alkiloamid lub amid (aza-l)-glicyny (139, 140,
171). Modyfikacje w czesci N-koncowej peptydu nadajg analogowi wias-
ciwosci antagonistyczne, a w czesci dalszej — przez wzrost powinowac-
twa do receptora i odpornosci na degradacje enzymatyczng — wtasciwos-
ci te poteguja. Najwazniejsze dla inhibitorow wiasciwosci: antyowula-
cyjne, nie zawsze sg jednak proporcjonalne do wtasciwosci antagonistycz-
nych in vitro, i nie zawsze — odwrotnie proporcjonalne do wiasciwosci
agonistycznych (170, 172, 173). Ponadto, ze wzgledu na inny mechanizm
owulacji spontanicznej i pokopulacyjnej, skuteczno$¢ antyowulacyjna
tych samych inhibitoréw w tych dwdch przypadkach jest rézna (92, 174).
Przewidywanie witasciwosci antyowulacyjnych inhibitoréw luliberyny
jest wiec trudniejsze niz przewidywanie biologicznych wiasciwosci analo-
goéw superagonistycznych.

Najefektywniejszg modyfikacjg pozycji 2, jak dotad, okazato sie za-
stapienie histydyny przez D-fenyloalanine lub 4'-chloro-D-fenyloalanine
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(86, 168, 169). Juz pojedynczo modyfikowany analog [D-PheZLHRH ha-
muje dziatanie luliberyny in vitro pieciokrotnie silniej niz dez-His2LHRH,
ktory jest najprostszym inhibitorem (86, 113). Podanie [D-PheZLHRH
szczurom w dawce 6*10-3 g na zwierze blokuje owulacje w 20°/0 przy-
padkéw (170). Jako agonista ma on tylko 0,001% aktywnos$ci macierzy-
stego hormonu (86, 113). Zastgpienie D-fenyloalaniny przez 4'-chloro-
D-fenyloalanine prowadzito do analogéw o wyzszej aktywnos$ci anty-
owulacyjnej, niekiedy az dziesieciokrotnie (169). Modyfikowanie pozycji 3
jest najbardziej skuteczne, gdy tryptofan zastepuje sie proling (175—178)
(pod warunkiem niezmienionej pozycji 1 (179)), D-tryptofanem (77, 92,
174) lub (3-2-tienylo-D-alaning (168). O dwdéch pierwszych aminokwasach
wiadomo, ze obnizajg witasciwosci agonistyczne analogu bez zmniejsza-
nia jego powinowactwa do receptora (92). Najbardziej efektywnymi,
z punktu widzenia witasciwosci antyowulacyjnych, modyfikacjami po-
zycji 1 sg podstawienia kwasu piroglutaminowego przez N“-acetylowane
D-aminokwasy, N(-acetylo-L-proline lub kwas D-piroglutaminowy (167—
169). Tak np. wprowadzenie tego ostatniego do [D-Phe2D-Trp3D-Phe(NH-
Ala)GLHRH daje analog o dwukrotnie wyzszej aktywnos$ci antyowulacyj-
nej niz zwigzek wyjsciowy (169).

Niezwykle skutecznymi modyfikacjami pozycji 6, podobnie jak w
przypadku agonistéw, jest zastapienie glicyny przez D-tryptofan Ilub
D-fenyloalanine (107). Ostatnio otrzymano bardzo dobre rezultaty pod-
stawiajgc glicyne |3-2-tienylo-D-alaning (168). Wprowadzenie natomiast
alkiloamidu na C-koniec inhibitora modyfikowanego w pozycji 6, poza
niektérymi zwigzkami wywodzgacymi sie ze stabych antagonistow typu
[I-AK2 I-AK3 d-AKGLHRH (171), nie daje wzrostu wiasciwosci inhi-
bitorowych (113, 180). Czasami powoduje nawet obnizenie witasciwosci
antyowulacyjnych, mimo wzrostu wtasciwosci antagonistycznych. Np. ana-
log dez-Glyl3[D-Phe2D-Ala6lLHRH-C;.H5 ma stukrotnie wyzszg aktyw-
no$¢ antagonistyczng in vitro niz analog [D-Phe2D-AlaglLHRH, ale jed-
noczesnie co najmniej dziesieciokrotnie nizsza aktywno$é antyowulacyj-
ng (173). Wprowadzenie do inhibitora modyfikowanego w pozycji 6 D-ami-
nokwasem, w miejsce amidu glicyny, amidu (aza-l1)-glicyny, przeciw-
nie — w wiekszosci przypadkéw, podnosi wiasciwosci antyowulacyjne
(140).

Inhibitorem o obecnie najwyzszej aktywnos$ci antyowulacyjnej jest
analog [D-PheZ6Gly-NHIJLHRH. U szczuréw blokuje on catkowicie owu-
lacje w dawce 15*10-6 g/zwierze (140). Do wysoko aktywnych analogéw
antyowulacyjnych nalezag [Ac-D-ThilD-Phe2D-Thi3g|LHRH (168), [Ac-D-
Phe\n-Phe(C1)2D-Trp3gLHRH (169), (Ac-Pro\D-Phe2D-Trp33LHRH,
[a- GC&IulD-Phe2D-Trp36LHRH (167) oraz niektére zwigzki dimeryczne
(169, 181, 182), jak np.

12 Postepy Biochemii
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Byty one skuteczne w dawkach od 52* 10~° g [(Ac-D-Thi*D-Phe”~D-Thi56)
LHRH] (168) do 250* 10-6 g/zwierze (przyktadowo podany zwigzek dime-
ryczny) (169).

Sposrdd inhibitorow luliberyny najlepiej przebadano zwiagzki typu
[D-Phe2 AK3D-Trp6 lub D-Phe°]LHRH. Stwierdzono, ze, w przeciwien-
stwie do hormonu macierzystego i jego superagonistycznych analogéw,
nie majg one zdolnosci blokowania implantacji zaptodnionego jaja (175,
176). W pierwszych badaniagh klinicznych potwierdzono ich wysoka
aktywno$¢ antyowulacyjng (183), co wskazuje na mozliwo$¢ stosowania
do regulacji urodzin u ludzi na drodze kontrolowanej owulacji.

VII. Uwagi koncowe

W ciggu kilku lat od roku 1971, w ktorym ustalono strukture pierw-
szorzedowa luliberyny, intensywne zainteresowanie molekularnym me-
chanizmem jej dziatania doprowadzito do poznania roli poszczegdlnych
reszt aminokwasowych hormonu w uwalnianiu gonadotropin. Obecnie
mozna powiedzie¢, ze za wilasciwosci efektorowe odpowiedzialny jest
przede wszystkim fragment N-koncowy czasteczki, a za rozpoznanie re-
ceptora fragment C-kohncowy. Funkcjg fragmentu s$rodkowego wydaje
sie by¢ umozliwienie czasteczce peptydu przybrania konformacji aktyw-
nej. Powyzszy podziat jest jednak duzym uproszczeniem, gdyz, np. znaj-
dujaca sie w czesci C-koncowej arginina najprawdopodobniej uczestniczy
w procesie efektorowym oraz fragmenty N- i C-koncowy by¢ moze biorg
udziat w stabilizacji konformacji aktywnej. Konformacja ta najprawdo-
podobniej ma ksztatt litery U, ale blizsze opisy jej przegiecia nie sg juz
zgodne. Otwartym nadal pozostaje problem czy w formie aktywnej maja
miejsce oddziatywania wewngatrzczgsteczkowe miedzy resztami aroma-
tycznymi hormonu.

Na podstawie danych tak eksperymentalnych, jak i obliczeniowych,
prébuje sie konstruowa¢ model oddziatywania luliberyny i jej aktyw-
nych analogéw z receptorem. Pierwszg taka prébe przedstawiono na ry-
cinie 7 (184). Punktem wyjscia do konstrukcji tego modelu byty wylicze-
nia, z ktérych wynika, ze we wszystkich niskoenergetycznych konforme-
rach zwigzkéw tak agonistycznych, jak i antagonistycznych odlegtosé
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Ryc. 7. Schemat hipotetycznego mechanizmu oddziatywania luliberyny i jej aktyw-
nych analogéw z receptorem (184)

miedzy grupg zasadowg bocznego tancucha reszty aminokwasowej8a piers-
cieniem aromatycznym reszty aminokwasu2— byta stata (16—17X10-10 m).
Ta statg odlegtos¢ w gietkiej czasteczce luliberyny moze zapewni¢, z jed-
nej strony wigzanie grupy zasadowej reszty aminokwasowej8 hormonu
lub jego analogu z kwasng grupa fosforanowg ufosforylowanej reszty se-
rylowej receptora, oraz z drugiej strony — zakotwiczenie pierScienia
aromatycznego reszty2 zwigzku w niepolarnej Kkieszonce receptorowe;j.
Reakcji tworzenia soli miedzy luliberyng a receptorem moze towarzyszy¢
przesuniecie grupy fosforanowej i, w konsekwencji, odstoniecie obszaru
receptora normalnie przestonietego. W przypadku czasteczki hormonu
lub jego agonistycznego analogu zakiada sie dalej, ze do odstonietego
obszaru przesuwa sie karbonyl ugrupowania bocznego reszty pirogluta-
mylowej, co doprowadza do aktu efektorowego.

Reasumujac. Mimo jeszcze wielu niejasnosci, wiedza o zaleznoSci
miedzy strukturg i funkcjg luliberyny wydaje sie znaczna. Potwierdze-
niem tego jest fakt, ze otrzymano kilka superagonistycznych i superanta-
gonistycznych analogéw hormonu o witasciwosciach pozwalajagcych na ich
kliniczne zastosowanie. Ostatnie osiggniecia tak w dziedzinie inhibito-
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réw, jak i zwigzkéw superagonistycznych dajg ponadto nadzieje na dal-
sze analogi luliberyny o lepszych lub innych niz dotychczas witasciwos-
ciach praktycznych.

Autorki pracy serdecznie dziekuja panu dr. Andrzejowi Lipkowskiemu za wiele

cennych uwag i udostepnienie najnowszej literatury przedmiotu.

Zaakceptowano 31.3.1980
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l. Wstep

W o$rodkowym uktadzie nerwowym wazng role odgrywajg neurore-
gulatory (1). Sa nimi neurotransmitery (przekazniki chemiczne, me-
diatory), czyli substancje, ktore przenoszg informacje nerwowe z pre- do
postsynaptycznych elementéw neurondw oraz neuromodulatory. Do
zwigzkdéw wystepujgcych w o$rodkowym uktadzie nerwowym i spetnia-
jacych ogolnie przyjete kryteria stawiane mediatorom (1) nalezg miedzy
innymi: dopartiina (DA), acetylocholina (ACh), serotonina (5-HT), nor-
adrenalina (NA), kwasy asparaginowy, glutaminowy, y-aminomastowy
(GABA).

Wedtug teorii transmisji chemicznej, przekazywanie impulsu ner-
wowego pomiedzy dwoma neuronami za posrednictwem neurotransmite-
ra odbywa sie w synapsie.

Synapsa sktada sie z btony presynaptycznej, stanowigcej cze$¢ neuro-
nu dostarczajacego impuls, szczeliny synaptycznej i btony postsynaptycz-
nej tj. fragmentu neuronu odbierajgcego impuls. Mediator syntetyzo-
wany najczesciej, ale nie tylko, w cytoplazmie perikarionu (ciata komar-
ki), przemieszcza sie do odchodzacej od ciata komorki wypustki osiowej
zwanej neurytem lub aksonem i gromadzi w pecherzykach, w kohcowej,
bulwkowatej czes$ci aksonu tzw. kolbce synaptycznej, stanowigcej za-
koniczenie synaptyczne. Pod wptywem impulsu dochodzacego do zakoh-
czenia synaptycznego, przekaznik zostaje uwolniony do szczeliny. Na-
stepnie czasteczki mediatora wigzg sie ze swoistymi miejscami recepto-
rowymi, znajdujacymi sie w btonie postsynaptycznej. Wywotuje to krot-
kotrwate zmiany przepuszczalno$ci btony komoérkowej dla réznych jo-
néw, a co za tym idzie powstanie potencjatu elektrycznego i pobudzenie
elementu postsynaptycznego. Po krotkim czasie nastepuje zahamowanie
dziatania mediatora.

Proces ten odbywa sie na drodze inaktywacji przez enzymy wy-
stepujagce w szczelinie lub blonach synaptycznych, badz tez jak np. w
przypadku dopaminy (1) przez wychwycenie i aktywny transport zwrot-
ny do zakornczenia nerwowego (ang. reuptake). Pewng role w usuwaniu
mediatora przypisuje sie réwniez komorkom gleju (2).
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Wediug propozycji Barchasa (1), neuromodulatory r6znig sie od
mediatordw przede wszystkim tym, iz nie biorg bezposredniego udziatu
w transsynaptycznym przekazywaniu impulsow nerwowych. Natomiast
zmieniajg aktywno$¢ neuronu wplywajagc na synteze, uwalnianie, meta-
bolizm oraz wigzanie neurotransmitera z receptorem. Ponadto, neuromo-
dulator, w przeciwienstwie do mediatora, moze tgczy¢ sie z réznymi re-
ceptorami, powodujac wielorakie efekty.

Ostatnio wykryto w osrodkowym ukladzie nerwowym grupe zwiaz-
kéw peptydowych, o morfinopodobnym dziataniu, dla ktérych zapropo-
nowano ogoélnie przyjetg nazwe endorfiny (z polgczenia stéw: endogen-
ne morfiny), (3). W skiad tej grupy, zwanej tez peptydami morfinopodob-
nymi (ang. opioid peptides), wchodzg a-,(3- i y-endorfina oraz enkefaliny.
Enkefaliny i dyskusyjna wcigz jeszcze ich rola jako neurotransmiterow
lub neuromodulatorow os$rodkowego ukladu nerwowego jest przedmio-
tem niniejszego artykutu.

Il. Odkrycie, wystepowanie i metabolizm enkefalin

11-1. Odkrycie i wyizolowanie enkefalin

Do odkrycia enkefalin przyczynity sie prowadzone niezaleznie przez
Goldsteina i wsp. (4, Perta i Snydera (5 6), Simona
i wsp. (7) oraz Tereniusa (8 badania nad mechanizmem dziatania
narkotykow — morfiny i jej pochodnych. W os$rodkowym uktadzie ner-
wowym 43cza sie one ze specyficznymi miejscami neuronu zwanymi re-
ceptorami narkotykow lub receptorami opiatowymi (ang. opioid recep-
tors), (5—8). Takie cechy jak stereospecyficzne wigzanie narkotykéw (5,
7, 9), nierownomierne rozmieszczenie w réznych strukturach osrodkowe-
go uktadu nerwowego (9—11) oraz wystepowanie w btonach synaptycz-
nych (8, 12) nasunety przypuszczenie, iz receptory moga by¢ miejscem
taczenia sie nie tylko z narkotykami egzogennymi, lecz przede wszyst-
kim z nieznanym jeszcze woOwczas endogennym ligandem. Przypuszcze-
nie sformutowane w 1972 r. przez Colliera (13) a nastepnie przez
Goldsteina (14) zapoczatkowalo intensywne poszukiwania hipote-
tycznego zwiazku i doprowadzito do wykrycia w osrodkowym uktadzie
nerwowym dwoch peptydow (15—21), nazwanych przez Hughes a
i wsp. enkefalinami (18). Jednym z kryteridw aktywnosci biologicznej
narkotykéw jest hamowanie, wywotanego draznieniem elektrycznym,
skurczu izolowanego jelita swinki morskiej lub nasieniowodu myszy.
Enkefaliny spetniajg ten warunek (22—27). Wykazujg powinowactwo do
receptoréw opiatowych (15—21, 28—39) i jak sugeruje wielu autorow
prawdopodobnie uczestniczg w procesie transsynaptycznego przenoszenia
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informacji (1, 17, 19—22, 40—42). Wskazuje sie rOwniez na szerszg, neuro-
modulatorowg role enkefalin (17, 18, 20, 22, 41, 43, 44).

Po raz pierwszy obecnos¢ w osrodkowym uktadzie nerwowym sub-
stancji o dziataniu morfinopodobnym, zidentyfikowanych nieco pdzniej
wiasnie jako enkefaliny, wykryli w 1974 r. Terenius i Wahl-
strém (15). Autorzy zaobserwowali, ze kwasne ekstrakty z mozgu
szczura zawierajg czynniki hamujgce taczenie sie dwuhydromorfiny z re-
ceptorem. Obecno$¢ zwiazkéw o takim samym dziataniu stwierdzono row-
niez w ptynie mézgowo-rdzeniowym cztowieka (16). W 1975 r. Paster -
nak wykazal (19), ze w czeSciowo oczyszczonych ekstraktach mézgu
szczura i cielecia znajduje sie niskoczasteczkowy czynnik o wiasnosciach
morfinopodobnych, wrazliwy na dziatanie aminopeptydazy leucynowej
(E.C. 3.4.1.1) oraz karboksypeptydazy A (E.C. 3.4.2.1), co wskazywato na
zwigzek o charakterze oligopeptydu. Jednak otrzymanie enkefalin w po-
staci czystych zwigzkéw i ustalenie budowy chemicznej przypadio gru-
pie badaczy z Hughesem na czele (17, 18, 45). Jako zrédto enkefalin
postuzyty zamrozone w statym COz mézgi Swini, Swinki morskiej, kroé-
lika lub szczura, z ktérych po dokiadnym rozdrobnieniu, zwigzki ekstra-
howano acetonem zakwaszonym HC1l. Po odparowaniu rozpuszczalnika
i ponownej ekstrakcji powstatego osadu metanolem, dalsze etapy oczysz-
czania polegaty na zastosowaniu chromatografii jonowymiennej i sacze-
nia molekularnego przez Sephadex G-15 (17, 18). Autorzy, podobnie jak
poprzedni badacze, stwierdzili, ze otrzymana substancja jest wrazliwa na
dziatanie aminopeptydazy leucynowej i karboksypeptydazy A, nie obser-
wowano natomiast zmian aktywnos$ci biologicznej po potraktowaniu pre-
paratu trypsyng, a-chymotrypsyng i karboksyloesterazg (E.C. 3.1.1.1).
Wstepne oznaczenie ciezaru czasteczkowego sugerowato, iz jest to praw-
dopodobnie niskoczgsteczkowy peptyd (17, 18).

Chociaz istniaty juz pewne przestanki, okres$lenie budowy chemicz-
nej enkefalin byto zadaniem nietatwym, gdyz ich stezenie jest mate i wy-
nosi w mdzgu szczura zaledwie 79 ng/g i 150 ng/g w mozgu krdlika (20).
Jednak gtownie dzieki zastosowaniu metody spektrometrii masowej wy-
kazano, ze wyizolowane z mézgu enkefaliny sg mieszaning dwdch penta-
peptydéw o jednakowej sekwencji w pozycjach 1—4 (H—Tyrl—Gly2—
Gly*—Phe4), a réznigcych sie tylko C-koncowym aminokwasem (45). Me-
tionina w jednym, a leucyna w drugim peptydzie jest C-koricowym ami-
nokwasem i stad nazwy odkrytych peptydéw — metionino—enkefali-
na(Met-enkefalina) i leucyno-enkefalina(Leu-enkefalina). Sekwencje ami-
nokwaséw w Met- i Leu-enkefalinie przedstawia ryc. 1L

Prowadzone niezaleznie prace nad izolowaniem enkefalin pozwolity
otrzymac je z mdzgu wielu gatunkow ssakow (17, 19, 20, 28, 31, 46—50),
ptakdw, gadéw i ryb (48). Nie udato sie natomiast stwierdzi¢ ich obec-
nosci w uktadzie nerwowym bezkregowcow (48).
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Ryc. 1. Sekwencja aminokwaséw w Met— i Leu—enkefalinie

11-2. Rozmieszczenie enkefalin w o$rodkowym uktadzie nerwowym

Enkefaliny wystepuja w réznych obszarach osrodkowego uktadu ner-
wowego. Metody ilosciowego oznaczania, poczatkowo oparte na prébach
biologicznych, a nastepnie po otrzymaniu przeciwcial wigzacych specy-
ficznie Met— lub Leu—enkefaline na metodzie radioimmunologicznej,
umozliwity okreslenie stezenia peptydéw w poszczeg6lnych czesciach
osrodkowego uktadu. Najwiekszg zawartos¢ enkefalin stwierdzono w ciele
prazkowanym (corpus striatum), a szczeg6lnie w jednej z jego cze$ci —
gatce bladej (globus pallidus), (20, 22, 30, 46, 47, 49, 51—62). Wynosi ona
u szczura od 3,8 ng Met-enkefaliny/mg biatka (54) do 76 ng/mg biatka
(52) i okoto 0,43 ng Leu-enkefaliny/mg biatka (54). Duze stezenia pepty-
dow wystepujag w podwzgérzu (hypothalamus), (20, 30, 46, 47, 49, 52—55,
57, 63), gdzie wahajg sie u szczura w granicach od 3 ng do 24 ng Met—
enkefaliny/mg biatka (52, 54), w ciele migdatowatym (corpus amygda-
loideum), (52, 57, 58) nucleus accumbens (52, 54, 58), moscie (pons) i rdze-
niu przedtuzonym (medulla oblongata), (49, 55, 57, 58, 61), istocie szarej
Srodkowej Sr6dmédzgowia (substantia grisea centralis mesencephali), (47,
52, 58), rdzeniu kregowym (medulla spinalis), (46, 47) i znacznie mniejsze

13 Postepy Biochemii
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w korze mdzgowej (20, 30, 52, 54). W tym obszarze wahajg sie one u szczu-
ra od 0,35 ng Met—enkefaliny/mg biatka (54) do 0,98 ng/mg biatka (52).
Mimo, iz wyniki ilosciowe wahajg sie w szerokich granicach, wykazuja
zgodno$¢ wzglednych stosunkow enkefalin pomiedzy poszczegblnymi
obszarami osrodkowego uktadu nerwowego.

Wiekszo$¢ przeprowadzonych badan nie wykazata obecnosci enkefalin
w mozdzku (40, 49, 52, 55, 57). Jedynie nieznaczne iloSci wystepuja w tej
strukturze mézgu u matpy (47) i krélika (22).

llosciowy stosunek obu peptydéw, aczkolwiek rézny w poszczegol-
nych obszarach os$rodkowego uktadu, wskazuje na okoto 5—10-krotnie
wiekszg zawartos¢ Met—enkefaliny niz leucynowego analoga (22, 58, 63).
Odmienne zalezno$ci zaobserwowat Simantov w madzgu wotu (21, 28),
gdzie zawarto$¢ Leu—enkefaliny okoto 4-krotnie przewyzszata ilos¢ pep-
tydu metioninowego. Na podkreslenie zastuguje réwniez fakt jednoczes-
nego wystepowania enkefalin i receptoréw opiatowych w tych samych
obszarach os$rodkowego uktadu nerwowego (38, 46, 64—68).

Badania ostatnich lat wskazujg ponadto na wystepowanie enkefalin
poza osrodkowym uktadem nerwowym, a mianowicie w splotach Auerba-
cha i Meissnera jelita (20, 49, 60, 69, 75), zwojach nerwowych szyjnym
gornym (ganglion cervicale superior) i stonecznym (ganglion coeliacum),
(76, 77), zakonczeniach nerwu trzewnego (n. splanchnicus) unerwiajgcych
rdzen nadnerczy (78, 79), a takze w komorkach rdzenia nadnerczy u szczu-
ra, swinki morskiej i kota (78—80). To ostatnie jest jedynym, obecnie
znanym miejscem wystepowania enkefalin poza komorka nerwowa.

U-3. Wewnatrzkomorkowe rozmieszczenie

Podczas homogenizacji tkanki moézgowej w izotonicznym roztworze
sacharozy lub mannitolu zakoriczenia nerwowe ulegajg oderwaniu od
aksonu tworzgc zamkniete, otoczone bitong plazmatyczng struktury zwa-
ne synaptosomami. Synaptosomy zawierajg pecherzyki synaptyczne zwyk-
le wypetnione mediatorem, mitochondria i synaptoplazme. Stwierdzono,
ze we frakcji synaptosomalnej otrzymanej technikg wirowania roznico-
wego znajduje sie okoto 60% enkefalin zawartych w homogenacie mézgu
szczura (19, 21, 36, 47, 49, 81, 82). Rozmieszczenie enkefalin w obrebie
synaptosoméw byto przedmiotem badain Simantova i wsp. (82). Po
rozdzieleniu frakcji synaptosomalnej przez wirowanie w nieciggtym gra-
diencie stezen sacharozy na podfrakcje zawierajgce pecherzyki synap-
tyczne i btony plazmatyczne, enkefaliny znajdowano gtéwnie w tej ostat-
niej. Autorzy stwierdzili jednak, iz sg one stabo zwigzane z btonami
plazmatycznymi i fatwo przechodza do supernatantu podczas wirowania
przy obrotach 100.000Xg.
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Synaptosomy sg takze strukturami dogodnymi do badania takich pro-
cesOw charakterystycznych dla zakonczen nerwowych jak aktywny trans-
port jonéw, synteza oraz uwalnianie mediatora do $rodowiska zewnetrz-
nego, ktére zachodzi w warunkach powodujgcych depolaryzacje bton
plazmatycznych. Zaobserwowano (83), ze tej samej zasadzie podlega
uwalnianie enkefalin. W wyniku depolaryzacji bton plazmatycznych we-
ratrydyng lub jonami potasu o odpowiednio duzym stezeniu (50 mM) na-
stepowato uwalnianie Met- i Leu-enkefaliny z frakcji synaptosomalnej
homogenatéw ciata prazkowanego krdlika oraz skrawkow prazkowia
Swinki morskiej. Uzyskane rezultaty potwierdzili inni badacze (84—86).
Autorzy wyrazajg zgodny poglad iz te wyniki mogg $wiadczy¢ o roli enke-
falin jako neurotransmiteréw os$rodkowego uktadu nerwowego.

Badania wewnatrzkomorkowego rozmieszczenia enkefalin prowadzo-
no nie tylko metodami biochemicznymi. Przy pomocy techniki histoimmu-
nofluorescencyjnej (72, 87—92) stwierdzono obecno$¢ Met— i Leu—enke-
faliny zaréwno w aksonach jak i ich zakonczeniach w wielu strukturach
osrodkowego uktadu nerwowego. Aksony, a wilasciwie ich zakonczenia,
nie sa jedynym miejscem wystepowania Met— i Leu—enkefaliny w neu-
ronach (92—94). Po uprzednim podaniu szczurom kolchicyny, w bada-
nych obszarach moézgu i rdzenia kregowego znajdowano enkefaliny gtow-
nie w perikarionach. Poniewaz kolchicyna hamuje transport z ciat ko-
morkowych do aksondéw (95), uzyskane wyniki nabierajg istotnego zna-
czenia dla wyjasnienia roli enkefalin w o$rodkowym ukladzie nerwo-
wym, jak tez prawdopodobnego miejsca ich syntezy w neuronie.

I1-4. Degradacja enkefalin

Juz w pierwszych pracach zwigzanych z izolowaniem i identyfikacjg
enkefalin sugerowano, ze sg to zwigzki o krotkotrwatym dziataniu, a szyb-
ki zanik aktywnos$ci biologicznej wigzano z ich rozktadem przez enzymy
proteolityczne (17—19, 21, 29, 46).

Pierwsza prébe wyjasnierfia mechanizmu enzymatycznego rozktadu
enkefalin podjat Hambrook i wsp. (96). Po 10 minutowej inkubacji
znakowanej trytem Met—enkefaliny z osoczem krwi szczura, wyodreb-
niono i identyfikowano powstajgce metabolity. Stwierdzono, ze gtéw-
nym produktem rozpadu jest nieaktywny biologicznie tetrapeptyd o sek-
wencji H—Gly—Gly—Phe—Met—OHidez-Tyri—Met—enkefalina). Prze-
dtuzenie czasu inkubacji powodowato catkowity rozpad Met—enkefaliny
do wolnych aminokwaséw. Podobne wyniki otrzymano po inkubacji
Leu—enkefaliny z osoczem krwi szczura lub cztowieka (96).

Na tej podstawie zaproponowano jednakowy mechanizm rozkiadu
obu peptydéw w osoczu krwi (96). Pierwszym i najwazniejszym etapem
prowadzacym do utraty aktywnosci biologicznej jest rozerwanie wigza-
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nia peptydowego miedzy Tyrl a Gly2 Wskazujg na to réwniez wyniki
doswiadczen prowadzonych in vitro przez innych badaczy (97, 98). Po-
dobny rozktad Met—enkefaliny, podanej dozylnie, zaobserwowat D u-
pont u szczuréw in vivo (99). Rozbicie wigzania miedzy Tyrla Gly2
jako pierwszy etap degradacji enkefalin, zachodzi takze w mozgu in vitro
podczas inkubacji Met— lub Leu—enkefaliny ze skrawkami (100), ho-
mogenatami (44, 96, 101—105) i frakcjami subkomorkowymi (39, 99, 106—
111). Wykazano ze degradacja enkefalin w mdézgu in vivo nie rézni sie od
przedstawionej powyzej in vitro (109). Okazato sie bowiem, ze juz po
30 sekundach od wprowadzenia szczurom znakowanej trytem Leu—enke-
faliny do bocznej komory mézgu ponad 90°/0 radioaktywnos$ci odnajdy-
wano w tyrozynie jako gtownym produkcie rozktadu peptydu. Podobne
zjawisko zaobserwowano réwniez dla Met—enkefaliny.

Zidentyfikowanie tyrozyny jako gtéwnego produktu rozktadu enke-
falin wskazuje na udziat aminopeptydaz (39, 44, 96—99, 104, 107— 110,
112), wykazujacych szeroka specyficzno$¢ substratowg i wystepujacych
powszechnie w wielu tkankach i narzadach, w tym w osoczu krwi i mdz-
gu. Wiele faktow doswiadczalnych przemawia za tym, ze rozktad wigza-
nia miedzy tyrozyng a glicyng Kkatalizuje aminopeptydaza leucynowa
(19, 39, 46, 54, 98, 107). Obie enkefaliny (54) po inkubacji z tym enzymem
tracg catkowicie aktywno$¢ biologiczng oraz zdolno$¢ taczenia sie z prze-
ciwciatem. Wyniki innych badan $wiadcza jednak, iz w homogenatach
i frakcjach subkomérkowych moézgu, w przeciwienstwie do osocza krwi,
bardziej prawdopodobny jest udziat innego niz aminopeptydaza leucyno-
wa enzymu. Zaobserwowano bowiem, ze puromycyna nie ma zadnego
wptywu na degradacje enkefalin przez aminopeptydaze leucynowg oraz
osocze krwi, podczas gdy hamuje hydrolize wigzania peptydowego miedzy
Tyrla Gly2 przez homogenaty mézgu (103, 105, 108). Co wiecej, ostatnio
uzyskano z frakcji postmitochondrialnej mézgu szczura okoto 2.000-krot-
nie oczyszczong aminopeptydaze, ktora jak sie wydaje, jest odpowiedzial-
na za rozklad tego witasnie wigzania w enkefalinach (113). Enzym réznit
sie od aminopeptydazy leucynowej specyficznoscig substratowg, znacz-
nie wiekszym powinowactwem do enkefalin, ciezarem czasteczkowym,
optimum pH (okoto 7,0), a przede wszystkim wrazliwos$cig na inhibi-
tory. O-t-butylo-treonylo-fenyloalanylo-prolina(H—(tBut)—Thr—Phe—
Pro—OH), niezwykle silny i specyficzny inhibitor aminopeptydazy leu-
cynowej, nie miata wptywu na jego aktywnos$¢ (113), podczas gdy puro-
mycyna wywierata dziatanie hamujgce.

Kilku autoréw zasygnalizowato tworzenie sie, niezaleznie od tyrozy-
ny, innych produktéw katabolizmu enkefalin. Dupont i wsp. (99)
stwierdzili obecno$¢ tyrozylo-glicylo-glicyny. Podobnie Marks (101)
i Jacquet (44) obserwowali pojawianie sie glicylo-glicyny po 10 mi-
nutowej inkubacji Met— lub Leu—enkefaliny z homogentami mézgu
szczura. Te dane wskazywalyby, ze miejscem ataku enzymdw proteoli-
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tycznych jest takze wigzanie peptydowe miedzy Gly8a Phe4d W ostatnich
dwoch latach pojawity sie prace potwierdzajgce mozliwo$¢ istnienia tego
odmiennego niz dotychczas sugerowano sposobu degradacji Met— i Leu—
enkefaliny. Po inkubacji enkefalin z homogenatami moézgu szczura nie
stwierdzono oprocz tyrozyny innych produktow rozpadu (114). Ponadto,
kolejne supernatanty uzyskane z przemywania osadu odwirowanego ho-
mogenatu powodowaly uwalnianie coraz mniejszych ilosSci tego amino-
kwasu, sugerujac, iz proces katalizuje luzno zwigzana ze strukturami ko-
mdrkowymi i tatwo rozpuszczalna aminopeptydaza. Natomiast podczas
inkubacji z frakcjg kilkakrotnie przemywanych bton plazmatycznych po-
wstawat jako gtowny produkt wspomniany juz wyzej tréjpeptyd Tyri—
Gly2—Gly3 i nieznaczne tylko ilosci tyrozyny. Craves (115) i Mal-
froy (116) potwierdzili ten fakt. Nadto wykazano, ze wysoce oczysz-
czone frakcje bton plazmatycznych ciata pragzkowanego myszy zawierajg
peptydazy, silnie zwigzane z btonami i charakteryzujgce sie niskim oraz
wysokim powinowactwem do enkefalin (116). Pierwsza z nich, amino-
peptydaza o Kmrzedu okoto 100 jJM katalizuje odtgczanie tyrozyny. Dru-
ga — karboksypeptydaza dwupeptydylowa o wysokim powinowactwie
do enkefalin, charakteryzuje sie niska wartoscia Km (90 nM) i powoduje
tworzenie tréjpeptydu Tyri—Gly2—Gly3 (116). Natury tego enzymu nie
poznano jeszcze w dostatecznym stopniu, aczkolwiek niektore dane Ki-
netyczne wskazujg, ze jest on prawdopodobnie identyczny z enzymem
przeksztatcajacym angiotensyne | do angiotensyny Il (E.C. 3.4.15.1). Wy-
kazano (114, 119) Scista wspo6izaleznos¢ miedzy obecnos$cig i iloScig recep-
torbw opiatowych w réznych obszarach moézgu a aktywnoscig enzymu
katalizujgcego tworzenie Tyr—GIly—Gly, natomiast nie stwierdzono ta-
kiej zaleznosci dla aminopeptydaz. Ponadto wykazano (115), ze metabo-
litem powstajagcym u szczuréw in vivo nie jest tyrozyna, jak to sugero-
wano we weczesniejszych pracach ale gtéwnymi, identyfikowanymi zwigz-
kami sg tyrozylo-glicylo-glicyna oraz tyrozylo-glicyna.

Autorzy powyzszych badan sa zgodni, iz ten witasnie sposéb rozktadu
odgrywa prawdopodobnie gtéwna role w regulacji dziatania enkefalin w
obrebie synapsy, podczas gdy degradacja katalizowana przez aminopep-
tydazy jest charakterystyczna raczej dla procesow zachodzacych in vitro
lub zwigzana z wewnatrzkomdérkowym metabolizmem Met— lub Leu—
enkefaliny (114—116, 119).

Utrate aktywnosci biologicznej enkefalin powodujg roéwniez karbok-
syPePtydazy A i B, odtgczajagce C-koncowy aminokwas (19, 22, 48, 54).

11-5. Biosynteza enkefalin

Obecny stan badan nad biosyntezg enkefalin nie pozwala jeszcze na
ustalenie ich pochodzenia w os$rodkowym uktadzie nerwowym. Po ich
odkryciu, uwage wielu badaczy skupita (3-lipotropina. Ten peptydowy
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prohormon, pochodzacy z rozpadu biatka o ciezarze czasteczkowym okoto
30.000 zwanego biatkiem 31K lub pro-opiokortyng (120—132), wykryty
poczatkowo w przysadce wielu gatunkéw zwierzat i wyodrebniony row-
niez z tego zrédta (133, 134) ma szczegbélng sekwencje aminokwasow.
W potozeniach 61—65 i 61—91 jest ona identyczna z sekwencjg odpo-
wiednio Met—enkefaliny i R-endorfiny (Ryc. 2). Ta ostatnia, 31-amino-
kwasowy peptyd o morfinopodobnym dziataniu wystepuje w najwiek-
szych ilosciach w przysadce (1, 22, 135—145) i w znaczenie mniejszych
w mozgu, gtownie w podwzgdrzu, przegrodzie (septum), moscie i rdze-
niu przedtuzonym (1, 146).

H-Glu-Leu-Thr-Glu-GlIn-Arg-Leu-Arg-Glu-Gly-Asp-Gly- Pro-Asn-Ala-

10
—QJ|y —Ais —Asn- Asp-Gly-Glu -G ly - Pro - Asn—Ala- Leu- Glu - His - Ser- Leu
20 30
-Leu -Ala-Asp-Leu-Val-Ala - Ala- Glu - Lys- Lys-Asp-Glu-Gly- Pro-Tyr-
40
-Arg-Met-Glu - His-Phe-Arg-Trp-Gly - Ser- Pro-Pro- Lys-Asp-Lys -Arg-
50 60
-Tur-Glu-Glu - Phe-Met-Thr-Ser-Glu-Lys - Ser- Glu-Thr-Pro-Leu - Val-
61 65 70
-Thr-Leu-Phe-Lys-Asn-Ala-lle - ILe - Lys - Asn-Ala-Tyr- Lys- Lys- Gly-
80 90
-Glu- OH
91

1-91 - B-lipotropina
61-65 —Met-enkefalina
61-91 - (3endorfina

Ryc. 2. Poréwnanie sekwencji aminokwaséw w R-lipotropinie, R-endorfinie i Met-
-enkefalinie

Wielu badaczy sugerowato, ze R-lipotropina jest prekursorem f3-endor-
finy, a ta z koJei ulega prawdopodobnie rozpadowi do Met—enkefaliny
(22, 40, 104, 128, 137, 143, 147—155). Wykazano, ze B-endorfina, odporna
na dziatanie amino- i karboksypeptydaz, ulega tatwo proteolizie pod
wptywem endopeptydaz (145, 147, 148, 156—159). Austen i wsp. (160)
badajagc in vitro degradacje tego peptydu przez trypsyne, chymotrypsy-
ne i renine stwierdzili tworzenie sie mniejszych fragmentéw peptydo-
wych, ws$réd ktdrych nie znaleziono jednak Met—enkefaliny. Znalazto
to potwierdzenie w ostatnich badaniach Burbacha i wsp. (161). Podczas
inkubacji B-endorfiny w pH 7,4 ze skrawkami ciata prazkowanego lub
homogenatami mézgu szczura, gtéwnym produktem rozpadu byta y-endor-
fina (sekwencja 61—77 B-endorfiny) oraz nieznaczne ilosci Met—enke-
faliny, podczas gdy w nizszym pH (5,0) stwierdzono powstawanie a-endor-
finy (sekwencja 61—76 R-endorfiny) i znacznych ilosci Met—enkefali-
ny (159, 162—164). Nagromadzanie sie tej ostatniej obserwowano szcze-
golnie w obecnosci bacytracyny, ktéra hamuje rozktad enkefalin przez
aminopeptydazy. Mozliwosci rozktadu B-endorfiny in vitro przez endo-
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peptydazy mdzgu szczura, ktédrych natury jeszcze doktadnie nie poznano
przedstawia rycina 3. Brak jest dotychczas danych potwierdzajacych,
ze proces ten zachodzi in vivo.

H—Tyr-Gly-Gly-Phe —Met—Thr-Ser-Glu —Lys- Ser-

61 65 70
—Glu-Thi— Pro-Leu —Val-Thr-Leu- Phe-Lys- Asn-
75 80
-Ala-lle- lle-Lys - Asn-Ala-Tyr- Lys-Lys- Gly-GIlu-OH
85 90

(3-endorfina (61 —91—(B-LPH)
i
7-endorfina (61-77) — o~endorfina (61-76)

Met-enkefalina (61-65)

Tyrozyna

Ryc. 3. Rozktad (3-endorfiny przez endopeptydazy mézgu szczura in vitro (wg 162)

Wiekszos¢ niskoczasteczkowych peptydéw powstaje u zwierzat w
wyniku enzymatycznej hydrolizy dtuzszych prekursoréw. Brak jest jed-
nak ostatecznych dowoddéw przemawiajgcych za faktem, ze réwniez enke-
faliny sg produktem rozpadu dtuzszych peptydow — endorfin, a nie
zwigzkami powstajagcymi w mézgu de novo. Pewne przestanki sugerujg
inng, aczkolwiek nie w peini poznang droge powstawania enkefalin w
osrodkowym uktadzie nerwowym. Kobayashi (57) i inni badacze
(52, 53, 165) nie zaobserwowali spadku zawarto$ci Met— i Leu—enkefa-
liny w rédznych obszarach mézgu szczura po usunieciu przysadki, co su-
geruje ze zwigzki te nie pochodzg z rozpadu przysadkowych endorfin.
Z badan Kenessey i Gréafa (166) (wynika, ze wprawdzie enzymy
rozktadajgce "-endorfine wystepujag zaréwno w przysadce jak i mozgu,
ale produktami hydrolizy sa gtownie a i y-endorfina. Stezenie Met—enke-
faliny uwalnianej z synaptosomow prazkowia krolika, ktore stymulowano
chemicznie jonami K+, nie wzrastato po dodaniu do $rodowiska inku-
bacyjnego (3-endorfiny (83). Badania Blooma (167), Rossiera (51) i in-
nych (59, 168) wskazujg, ze (3-endorfina i Met—enkefalina wystepujg
prawdopodobnie w odrebnych neuronach. Tak wiec wzajemne relacje
miedzy tymi dwoma zwigzkami sg nadal dyskusyjne. Natomiast, jezeli
(3-lipotropina jest prekursorem Met—enkefaliny, to zapewne musi wy-
stepowa¢ w o$rodkowym uktadzie nerwowym niezalezna od przysadko-
wej, pula tego zwigzku. Wprawdzie wykazano na podstawie badan immu-
nohistochemicznych (169, 170) obecno$¢ P-lipotropiny w wielu obszarach
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mobzgu szczura, jednakze zagadnienie zaleznoSci miedzy R-lipotropii®
a Met—enkefaling pozostaje nadal otwarte, gdyz nie wszedzie oba zwigz-
ki wystepuja jednoczesnie (170). Np. gatka blada charakteryzujgca sie
duzag zawartosSciag Met—enkefaliny nie zawiera R-lipotropiny (169).

B-Lipotropina i R-endorfina nie moga by¢ prekursorami Leu—enkefa-
liny, poniewaz nie zawierajag w pozycji 65 leucyny. Niektorzy sadza, ze
Leu—enkefalina powstaje in vivo w wyniku interkonwersji z Met—enke-
faliny, aczkolwiek brak jest danych doswiadczalnych potwierdzajgcych
ten poglad (171).

Ostatnio, pojawity sie nowe dane o pochodzeniu Met—enkefaliny z in-
nych prekursoréw niz B-lipotropina i R-endorfina. Z ciata prazkowanego
szczura, $winki morskiej i wotu otrzymano biatka (172) nie wykazujace
morfinopodobnych witasciwosci, o ciezarach czasteczkowych okoto 40 000
i 100 000. W wyniku trawienia obu biatek trypsyna uzyskano peptydy
o morfinopodobnym dziataniu, zawierajgce mniej niz 9 aminokwasdw.
Te przypuszczalne prekursory Met—enkefaliny rdéznity sie jednak od
produktow rozktadu B-lipotopiny i B-endorfiny przez endopeptydazy. Po-
dobnie stwierdzono w jadrze ogoniastym (nucleus caudatus) wolu wy-
stepowanie dwoch peptydéw o morfinopodobnych witasciwosciach i cie-
zarze czgsteczkowym wiekszym od Met—enkefaliny (173). Opierajac sie
na zdolno$ci wigzania przeciwciat wykluczono mozliwos$¢, ze wykryte
peptydy sg a- lub B-endorfi”.

Pewne Swiatto na pochodzenie Leu—enkefaliny rzucity badania Kan -
gawy i wsp. (174). Z 30000 podwzgo6rz Swini autorzy wyizolowali
15—aminokwasowy peptyd o morfinopodobnym dziataniu —a-neo-endor-
fine. Okreslona metodg dansylowg sekwencja 8 poczatkowych aminokwa-
séw N-kornca peptydu okazata sie nastepujgco: H—Tyri—Gly2—Gly3—
Phed4—Leu5—Arg6—Lys7—Arg8 Obecnos$¢ leucyny w pozycji 5 sugeruje,
iz jest to by¢ moze, poszukiwany prekursor Leu—enkefaliny. W ptynie
mozgowo-rdzeniowym cztowieka wykryto réwniez (175) peptyd o dzia-
taniu morfinopodobnym, wigzacy przeciwciato przeciw Leu—enkefalinie,
ale o ciezarze czasteczkowym wiekszym niz pieciopeptyd.

Przedstawione dane dotyczace biosyntezy enkefali w osrodkowym
uktadzie nerwowym stanowig wcigz jeszcze niepeiny i zmieniajacy sie
obraz. Nalezy sie jednak spodziewaé, ze najblizsze lata powinny przy-
nies¢ rozwigzanie tego problemu.

1. Udziat enkefalin w niektérych funkcjach osrodkowego uktadu ner-
wowego

Enkefaliny — endogenne ligandy receptoréw opiatowych wystepuja
w szeregu struktur osrodkowego uktadu nerwowego petnigcych rozne
funkcje fizjologiczne. Mimo pewnych niejasnosci i rozbieznosci wynikow
okreslajgcych role enkefalin w os$rodkowym uktadzie nerwowym, wiele
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danych wskazuje na bezposredni lub posSredni — poprzez oddziatywanie
na neurotransmitery np. acetylocholine (176, 177) — udziat enkefalin
w takich funkcjach osrodkowego uktadu jak: regulacja percepcji bolu,
czynnosci oddechowe, reakcje stressowe organizmu (1, 178, 179), termo-
regulacja (180), wptyw na wydzielanie hormonow oraz na behawior (1, 44,
181—195). Stein i wsp. (193) sugeruja, iz enkefaliny sg prawdopodob-
nie waznym czynnikiem w procesach zapamietywania. Wskazywac¢ na to
moga réwniez badania Rigtera (198), ktéry wykazat, ze systematyczne
wprowadzanie do mézgu niskich dawek enkefalin powoduje zmniejszenie
sztucznie wywotanej amnezji u szczurédw. Niektérzy badacze przypisuja
enkefalinom zdolno$¢ wywotywania napadéw padaczkowych u zwierzat
(196, 197). Podobnie do morfiny, ciggta, diugotrwata infuzja enkefalin
do mézgu powoduje u zwierzat tolerancje i zalezno$¢ (191, 199, 200).
Fakt ten ma istotne znaczenie, szczeg6lnie dla prognozowania syntezy
oraz ocenie dziatania nowych lekéw o budowie zblizonej do enkefalin.

Ze wzgledu na ograniczone ramy artykutu, tylko niektore efekty
dziatania enkefalin omdéwiono ponizej.

I11-1. Dziatanie przeciwbélowe enkefalin

Wystepowanie enkefalin w istocie szarej S$rodkowej $rédmdzgowia
jest niezwykle interesujgce ze wzgledu na postulowany udziat tego obsza-
ru moézgu w percepcji bélu. Usmierzajgce bol dziatanie enkefalin wy-
kazali po raz pierwszy Belluzzi u szczuré6w (201) i Buscher
u myszy (202). Po iniekcji Met— lub Leu—enkefaliny do bocznej ko-
mory mozgu w poblize istoty szarej zaobserwowano opoOZnienie cofania
ogona w odpowiedzi na termiczny bodziec bdélowy. Nawet tylko czesScio-
wo oczyszczone preparaty enkefalin, uzyskane z mozgu wotu, po wpro-
wadzeniu do istoty szarej Ssrodmozgowia wywieraty dziatanie przeciw-
bdlowe (203). Przeciwbolowe dziatanie enkefalin potwierdzili inni ba-
dacze (197, 204—210). Niektérzy autorzy nie zaobserwowali jednak tego
efektu (44, 211—214).

Poza istotg szarg Srodkowg $sr6dmdzgowia w regulacji percepcji bélu
uczestniczg prawdopodobnie jadra szwu (nuclei raphe) i jadro nerwu
trojdzielnego (nucléus nervi trigemini) znajdujace sie w pniu mdzgu oraz
rdzen kregowy (62, 87). Wystepowanie receptorow opiatowych w obrebie
istoty galaretowatej (substantia gelatinosa) rogéw tylnich (cornu dorsalis)
rdzenia kregowego (65, 215) przyczynito sie do wykazania przeciwbélo-
wego dziatania enkefalin réwniez w tym obszarze osrodkowego uktadu
nerwowego (216).

Mechanizmu przeciwbo6lowego dziatania enkefalin nie wyjasniono jed-
noznacznie. Niektorzy badacze uwazajg, ze moga one odgrywa¢ w per-
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cepcji bolu role neurotransmiteréw procesow hamowania tzn. bloko-
wac przekaznictwo czy tez powstawnie nocyceptywnych impulséw (40,
62, 217—230). Pewne potwierdzenie tej hipotezy osiagnieto stosujgc mi-
krojontoforeze. Udato sie bowiem wykazaé, ze po jontoforetycznym
wprowadzeniu Met— lub Leu—enkefaliny w poblize pojedynczych neu-
rondw istoty szarej Srdkowej Srodmoézgowia szczura (218), rdzenia kre-
gowego kota (221—223) lub pnia moézgu szczura (224, 225) i kota (226,
227) nastepuje zahamowanie ich spontanicznej aktywnosci.

Sugeruje sie takze, iz przeciwb6lowe dziatanie enkefalin polega na
wspotdziataniu z uktadem serotoninoergicznym (228, 229).

Obecnie coraz cze$ciej przyisuje sie role neurotransmitera przenosza-
cego doznania bolowe za posrednictwem szlaku rdzeniowo-wzgdrzowego
bocznego (tractus spino-thalamicus lateralis) substancji P, uwalnianej
prawdopodobnie na poziomie pierwszej synapsy z tzw. neuronéw | rzedu,
ktorych perikariony znajdujg sie w zwojach rdzeniowych oraz zwoju pét-
ksiezycowatym (ganglion semilunare) Gasera (230—235). Sadzi sie, ze
pierwsza synapsa znajduje sie w obrebie istoty galaretowatej rogow tyl-
nich rdzenia kregowego i nerwu trojdzielnego pnia mdzgu, a wiec obsza-
row gdzie wystepuja znaczne ilosci substancji P, enkefalin oraz receptory
opiatowe (232, 235—239). Na tym tle zaleznos$ci miedzy enkefalinami
i substancjg P wydaja sie interesujgce. Uszkodzenie zwojéw rdzeniowych
(232) lub zwoju Gassera (235) powoduje spadek zawartosSci substancji P
oraz ilosci receptorow narkotykéw w istocie galaretowatej nerwu trdj-
dzielnego i rogéw tylnich, natomiast nie obniza poziomu enkefalin, su-
gerujac, iz oba zwigzki wystepujag w odrebnych neuronach. Badania
immunohistochemiczne wskazujg na istnienie w istocie galaretowatej
akso—aksonowych potaczen, prawdopodobnie typu interneuronow, mie-
dzy enkefalinoergicznymi a neuronami zawierajacymi substancje P (88,
215, 239). Ponadto wykazano, ze enkefaliny hamujg in vitro uwalnianie
substancji P ze skrawkéw jadra nerwu tréjdzielnego (232). Cuello
(235) zaproponowat hipoteze, iz dziatanie przeciwbolowe enkefalin po-
lega na presynaptycznym hamowaniu uwalniania substancji P, co znaj-
duje potwierdzenie w badaniach innych (88, 227, 240).

Zaobserwowano, iz intensywnos$¢ przeciwbdlowego dziatania Leu—en-
kefaliny jest mniejsza niz Met—enkefaliny, a oba zwigzki, mimo sto-
sowania wyzszych dawek powodujg efekt krdotkotrwaly i stabszy niz
morfina (201, 202). Proponowana rola enkefalin jako mediatoréw uza-
sadnia to krdtkotrwate dziatanie (241). Co wiecej, w osrodkowym ukta-
dzie nerwowym wystepujg funkcjonalnie rdzne receptory opiatowe —
a, ki ji (242—244), przy czym efekty przeciwbolowe sa prawdopodobnie
udziatem tych ostatnich (197). Wykazano (245), iz powinowactwo enke-
falin do receptorow |x jest znacznie mniejsze niz morfiny. Byé moze tym
nalezy ttumaczy¢ stabszy, w pordwnaniu z morfing, efekt przeciwholowy
Met— i Leu—enkefaliny.
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Enkefaliny nie wywierajg dziatania przeciwbo6lowego po wprowadze-
niu dozylnym (202). Nie wiadomo jednak czy wigze sie to tylko z szyb-
kim rozktadem obu peptydéw przez peptydazy krwi, czy tez, jak suge-
rujg niektdrzy, réwniez z trudnoscig przenikania przez bariere krew—
moézg (246). W Swietle badan Voigtlandera i wsp. (214) wykazu-
jacych, iz u myszy Met—enkefalina tatwo penetruje z krwi do mézgu,
ta ostatnia interpretacja wydaje sie kontrowersyjna. Nie wykluczone, iz
dziatajg tu inne, nie poznane jeszcze mechanizmy.

111-2. Wptyw enkefalin na czynnosci oddechowe oraz uktad krazenia

Podanie Met—enkefaliny do IV komory mdézgu kota powoduje obnize-
nie czestosci oddechow (247). Specyficzny antagonista enkefalin — na-
lokson znosi ten efekt, co sugeruje udziatl receptoréw opiatowych. Miej-
scem bezposredniego dziatania Met—enkefaliny sg prawdopodobnie struk-
tury mostu (248).

Enkefaliny wywierajg takze dziatanie na umiejscowiony w pniu moz-
gu osrodek krazenia. Wprowadzenie szczurom Met— lub Leu—enkefa-
liny do zbiornika wielkiego (cisterna magna) wywotuje odwracalny przez
nalokson wzrost ci$nienia krwi (249). Leu—enkefalina okazala sie aktyw-
niejsza od Met—enkefaliny gdyz wywierata efekt juz w stezeniach od
1,8 do 180 nmoli. Natomiast peptyd metioninowy w stezeniach od 17 do
520 nmoli. Podobne dziatanie obu peptydéw wykazat Simon (250), na-
tomiast Laubie (251) nie stwierdzit tego efektu u pséw po wpro-
wadzeniu Met—enkefaliny do zbiornika wielkiego mozgu.

Ul-3. Wplyw enkefalin na sekrecje hormondw przysadki

Stwierdzenie obecno$ci zakonczen neurondow enkefalinoergicznych w
zewnetrznej warstwie wyniostosci posrodkowej (eninentia mediana) pod-
wzgbrza (87) zapoczatkowato szereg badan dotyczacych wplywu enke-
falin na sekrecje hormondw przedniego ptata przysadki.

Po wprowadzeniu Met—enkefaliny do Il komory moézgu zaobserwo-
wano (252) okoto 4-krotny wzrost stezenia prolaktyny w osoczu krwi
szczuréw. Podobne dziatanie zar6wno Met—enkefaliny, jak i Leu—enke-
faliny wykazali inni (60, 253—258). Syntetyczne analogi enkefalin z D-ala-
ning w pozycji 2 i amidem metioniny w potozeniu 5 okazaly sie efek-
tywniejszymi stymulatorami uwalniania hormonu i powodowaty Kkilka-
nascie razy wiekszy wzrost stezenia prolaktyny we krwi niz rodzime
peptydy (255, 259—265).

Mechanizmy dziatania enkefalin nie sg jeszcze w peini poznane. Na-
stepujace jednak fakty sugeruja udziat receptoréw opiatowych podwzgé-
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rza. Po pierwsze — w doswiadczeniach in vitro — w ktoérych przysadke
szczura inkubowano w S$rodowisku zawierajgcym Met—enkefaling, nie
stwierdzono wzrostu sekrecji prolaktyny z gruczotu (260, 266). Wydaje
sie wiec, ze enkefaliny nie wywierajg bezposredniego wptywu na przy-
sadke. Po drugie — dozylna lub dokomorowa iniekcja szczurom naltrek-
sonu znosi efekt dziatania enkefalin. Natomiast zwigzek ten nie wplywa
na sekrecje hormonu z przysadki in vitro (267). Wprawdzie powyzsze
wyniki wskazujg na podwzg6rze jako miejsce bezposredniego dziatania
enkefalin, nasuwa jednak sie pytanie czy efekt stymulujacy wigze sie ze
wzrostem poziomu podwzg6rzowego hormonu uwalniajacego prolaktyne
z przysadki (PRH), czy tez obnizeniem stezenia czynnika hamujgcego
uwalnianie prolaktyny (PIF), ktdrym jest prawdopodobnie dopamina
(268). Pewne Swiatto na omawiany problem rzucity badania Ferlanda
i wsp. (256), ktorzy po dokomorowej iniekcji Met—enkefaliny szczurom
zaobserwowali nagromadzanie sie dopaminy w wyniostosci posrodkowej
i jednoczesny wzrost sekrecji prolaktyny z przysadki do krwi. Fakt ten
autorzy ttumaczg zmniejszeniem liczby obrotdw dopaminy oraz zahamo-
waniem jej uwalniania z neuronéw.

Wiekszo$¢ prac nad wzajemnymi relacjami enkefaliny-neurony do-
paminoergiczne dotyczy ciala prazkowanego, obszaru moézgu o duzej
zawarto$ci obu typéw zwigzkéw. Mimo, iz niektdre wyniki nawzajem
sprzeczne wymagajg dalszego udokumentowania dosSwiadczalnego, dzia-
tajace tu mechanizmy sg lepiej poznane i moga przyczyni¢ sie do wy-
jasnienia zaleznosci w podwzg6rzu. Uzasadnione jest wiec przytoczenie
badan w tym wt#asnie miejscu. | tak Calderini (269) zaobserwo-
wat, ze w ciele prazkowanym i niektérych strukturach uktadu limbicz-
nego (nucleus accumbens, cialo migdatowate) Met—enkefalina hamuje
synteze dopaminy z tyrozyny oraz zmniejsza liczhe obrotéw, co przeja-
wia sie spadkiem poziomu katabolitéw tego mediatora — DOPAC (kwas
3,4-dwuhydroksyfenylooctowy) i 3—MT (4-hydroksy-3-metoksyfenyloety-
loamina). Podobne wyniki otrzymat Biggio (270). Natomiast A lgeri
(271) nie stwierdzit iloSciowych zmian metabolitow dopaminy. Jedno-
znaczne rezultaty uzyskano badajac metabolizm dopaminy w ciele praz-
kowanym szczura pod wplywem analogu Met—enkefaliny — D—Ala2—
Met—enkefalinamidu. Badania prowadzone niezaleznie w kilku o$rod-
kach wykazaty, iz po dokomorowym wprowadzeniu zwigzku nastepuje
zwiekszenie stezenia katabolitéw dopaminy — DOPAC i HVA (kwas
4-hydroksy-5-metoksyfenylooctowy) oraz wzrost poziomu bezposSrednie-
go prekursora dopaminy — DOPA (3,4-dwuhydroksyfenyloalanina),
(269—273).

Interesujgce wnioski wynikajg z badan nad umiejscowieniem recep-
torow opiatowych w ciele pragzkowanym. Po selektywnym zniszczeniu
neuronow dopaminoergicznych na skutek wprowadzenia 6-hydroksydopa-
miny lub elektrokoagulacji istoty czarnej, ktdrej neurony dajg projekcje



[17] ENKEFALINY 459

do ciata prazkowanego, obserwowano w tym ostatnim obszarze zmniej-
szenie liczby receptoréw narkotykow (274—276). Iniekcja do ciata praz-
kowanego kwasu kainowego, uszkadzajgcego perikariony, réwniez po-
woduje zmniejszenie liczby miejsc receptorowych oraz spadek zawartosci
enkefalin, ale nie ma zadnego wpitywu na wzrost stezenia metabolitow
dopaminy, obserwowany po wprowadzeniu aktywnego analogu Met—enke-
faliny (273, 274). Charakter zmian nasuwa przypuszczenie, ze cze$¢ re-
ceptorow opiatowych ciata pragzkowanego umiejscowiona jest prawdo-
podobnie presynaptycznie na neuronach dopaminoergicznych (171, 273—
277). Aktywacja receptorow wptywa na wewngtrzkomdrkowy metabolizm
dopaminy i jednocze$nie obniza lub hamuje uwalnianie mediatora z neu-
ronéw. To ostatnie znalazto potwierdzenie w doswiadczenia in vitro (278).

Nie wykluczone, ze stymulacja sekrecji prolaktyny z przysadki pole-
ga na aktywacji przez enkefaliny podobnie umiejscowionych receptorow
opiatowych na neuronach dopaminoergicznych podwzgdrza.

Nalezy ponadto odnotowa¢ pobudzajgcy wptyw enkefalin i ich analo-
gow na sekrecje hormonu wzrostu (GH), (253—255, 259, 262, 265) oraz
hamujacy uwalnianie z przysadki hormonu luteinizujgcego (LH), hor-
monu dojrzewania pecherzykéw (FSH) i tyreotropiny (TSH), (254, 265,
279). Prawdopodobnie regulacja sekrecji wigze sie z dziataniem enkefa-
lin na podwzgdrzowe hormony uwalniajgce. W badaniach in vitro zaobser-
wowano np., ze Met—enkefalina hamuje wydzielanie LH—RH (hormon
uwalniajgcy hormon luteinizujacy) z czesci przysrodkowej podwzgorza
szczura (280).

Sugeruje sie rowniez bezposredni udziat enkefalin w regulacji wy-
dzielania wazopresyny z czesci nerwowej (pars nervosa) przysadki (281).
Ten 9-cio aminokwésowy peptyd o dziataniu antydiuretycznym powstaje
w jadrze nadwzrokowym (nucleus supraopticus) podwzgo6rza, skad wzdtuz
aksonow podwzgoérzowo-przysadkowych nastepuje transport do czesSci
nerwowej przysadki. Doswiadczenia prowadzone przez badaczy z pra-
cowni Guillemina (281) wskazuja, iz neurony enkefalinoergiczne
jadra nadwzrokowego dajg projekcje do czesci nerwowej przysadki i re-
gulacja sekrecji wazopresyny do krwioobiegu zachodzi prawdopodobnie
tag droga (281). Zaohserwowano bowiem réwnolegto$¢ miedzy zawartos-
cig enkefalin w zakonczeniach neuronéw a iloSciag hormonu w czesci
nerwowej. Ponadto po dokomorowej iniekcji Met—enkefaliny nastepo-
wato u szczur6w zmniejszone oddawanie moczu i jednoczesny wzrost
stezenia wydalanej wazopresyny (282).

IV. Wplyw enkefalin na aktywnos$¢ cyklazy adenylowej i poziom cyklicz-
nych nukleotydow

Wiele danych przemawia za tym, iz interakcja enkefalin z recepto-
rem opiatowym powoduje zmiany stezen cyklicznych nukleotydéw oraz
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aktywnosci cyklazy adenylowej. W warunkach in vitro enkefaliny, po-
dobnie jak morfina, hamujg aktywnos$¢ cyklazy adenilowej i obnizaja
wewnatrzneuronalny poziom cyklicznego AMP, przy czym specyficzny
antagonista — nalokson znosi ten efekt (283). Najsilniejszym inhibitorem
okazata sie Met—enkefalina. Kt wynoszgca 12 nmoli jest okoto 3-krotnie
nizsza w poréwnaniu z wartoscig dla Leu—enkefaliny (40 nmoli) i oko-
to 125-razy mniejsza od statej inhibitorowej morfiny. Oba peptydy wy-
wieraja jednak efekt krotkotrwaty, co prawdopodobnie Swiadczy o ich
rozktadzie w lub poblizu miejsca receptorowego. Powyzsze wyniki po-
twierdzili inni badacze (284—288). Wykazano ponadto, iz rdwnolegle ze
spadkiem aktywnos$ci cyklazy adenylowej i poziomu cAMP nastepuje
wzrost stezenia cyklicznego GMP, jednakze w odréznieniu od poprzednie-
go, Leu—enkefalina jest tu silniejszym aktywatorem niz metioninowy
analog (284—286). Prawdopodobnie odmienne dziatanie na cykliczne nu-
kleotydy jest wynikiem interakcji enkefalin z réznymi typami receptoréw
opiatowych, co w dalszej konsekwencji powoduje tak liczne efekty fizjo-
logiczne.

V. Aktywnos$é biologiczna enkefalin a struktura chemiczna

Fakt, iz Met— i Leu—enkefalina sg pentapeptydami, umozliwiajacy
synteze duzej ilosci analogow zawierajagcych w roznych potozeniach ami-
nokwasy zmodyfikowane lub wymienione na inne (289—306) pozwolit,
w stosunkowo krotkim czasie od odkrycia enkefalin, ustali¢ zaleznosci
aktywnosci biologicznej od struktury chemicznej. Wykazano przede
wszystkim, ze tancuch peptydowy zlozony z pieciu aminokwasow jest
najmniejsza, aktywna jednostka strukturalng (22, 40, 96, 202, 204, 217,
296, 307, 308), a usuniecie N-koncowego (22, 40, 96, 97, 99, 102, 110, 157,
204, 296, 308) lub C-koncowego aminokwasu (204, 217, 296, 308) prowadzi
do catkowitej lub prawie catkowitej utraty aktywnosci.

Synteza analogéw enkefalin zawierajgcych chemicznie zmodyfiko-
wang tyrozyne, ktora jak sie przypuszcza jest odpowiedzialna za inter-
akcje z receptorem (28, 29, 36, 40, 97, 99, 102, 110, 204, 308—310) pozwo-
lita przesledzi¢ jej wpltyw na aktywnosé biologiczng peptydéw. Zauwa-
zono (202, 204), ze usuniecie grupy aminowej z tyrozyny prowadzi do
zaniku wiasciwosci przeciwbolowych Met—enkefaliny. Analogi enkefa-
lin ze zmetylowang N-koricowg grupg aminowg wykazujg nieznaczne
zmniejszenie dziatania przeciwbo6lowego (295, 296). Poza grupg aminowa
o aktywnosci biologicznej enkefalin decyduje obecno$é grupy hydroksy-
lowej tyrozyny. Usuniecie jej z czasteczki w wyniku zastgpienia tyrozy-
ny przez fenyloalanine powoduje catkowitg utrate aktywnos$ci (204, 296,
308). Do tego samego efektu prowadzi metylacja grupy hydroksylowej
(296). Nieaktywne peptydy otrzymuje sie po zastgpieniu L-tyrozyny
przez izomer D (290, 296, 297) lub jakikolwiek inny aminokwas (296, 309).
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Pochodne enkefalin z L-alaning w pozycji 2 lub 3 zamiast reszty gli-
cylowej nie wykazujg aktywnos$ci biologicznej (40). Natomiast wprowa-
dzenie D-alaniny w potozenie 2 powoduje wzrost aktywnosci obu pepty-
dow (112, 216, 289, 296, 308). Wigze sie to zapewne z odpornoscig na
dziatanie aminopeptydaz, gdyz analog Met—enkefaliny zawierajagcy L-ala-
nine w pozycji 2 ulega rozkltadowi z takg samg szybkoscig jak zwigzek
rodzimy (112), a takze, jak sugeruje Bedde 11 i wsp. (296), mozliwoscig
przyjecia dzieki obecnosci D-alaniny odpowiedniej konformacji, utatwia-
jacej taczenie z receptorem. Wydtuzenie tancucha D-aminokwasu przez
wprowadzenie D-leucyny w potozenie 2 obniza aktywno$¢ biologiczng
w porownaniu z aktywnoscig D-alaninowych analogéw i niemodyfiko-
wanych enkefalin (296).

Niezbedno$¢ aromatycznej, hydrofobowej reszty fenyloalanylowej
potwierdzito otrzymanie nieaktywnych pochodnych, w ktérych amino-
kwas ten zastgpiono innymi — histydyna, tyrozyng lub leucyna (296, 308).
Istotne znaczenie ma takze odlegto$¢ miedzy tyrozyna a fenyloalanina.
Usuniecie jednej z reszt glicylowych lub wprowadzenie dodatkowej po-
woduje spadek aktywnosci biologicznej, co prawdopodobnie wynika z nie-
mozliwosci przyjecia odpowiedniej konformacji przestrzennej podczas
reakcji z receptorem (40, 308).

Obecnos$¢ wolnej grupy karboksylowej C-koricowego aminokwasu nie
jest warunkiem koniecznym dla zachowania aktywnos$ci biologicznej.
Wsrod zsyntetyzowanych analogow Met— i Leu—enkefaliny z zabloko-
wang grupg karboksylowg wiele rozni sie znacznie sktadem aminokwaso-
wym od macierzystych peptydéw i nie odegrato wiekszej roli w usta-
leniu zaleznosci aktywnos$ci od struktury chemicznej (291, 292, 295, 296,
298). Najbardziej zblizone budowg do enkefalin pochodne, ktére oprécz
D-alaniny w potozeniu 2 zawierajg reszte metionyloamidowg lub leucy-
loamidowg w pozycji 5 oraz estry metylowe D-Ala2—Met—enkefaliny
(Tyr—D-Ala—Gly—Phe—Met—OMe) lub d—Ala2—Leu—enkefaliny
(Tyr—d—Ala—Gly—Phe—Leu—OMe) charakteryzujg sie kilkakrotnie
wyzszg aktywnoscig i dtugotrwatym dziataniem przeciwboélowym (27, 112,
216, 260, 262, 290, 291, 296), a niektére np. ester metylowy D-Ala2—Leu—
enkefaliny wywotuja ten efekt nawet po wprowadzeniu dozylnym (291).
Zwiekszona aktywnos$¢ tych pochodnych oraz analogéow zawierajacych,
oprécz D-alaniny w pozycji 2, jako C-koricowy aminokwas D-metionine
lub D-leucyne (241, 296) wynika nie tylko z faktu, iz nie sg rozktadane
przez amino- i karboksypeptydazy, lecz prawdopodobnie odgrywajg tu
role takze takie czynniki jak odmienna od enkefalin konformacja prze-
strzenna, zmiana witasnosci fizyko-chemicznych np. lipofilnoSci lub tez
zdolnos$ci tatwiejszego osiggania miejsca receptorowego, (214, 241). Wraz
ze skrdceniem tancucha C-koficowego aminokwasu, a wiec ostabieniem
lipofilnosci C-konca peptydu, obserwowano spadek aktywnosci biologicz-
nej enkefalin (296). Dla zsyntetyzowanych analogéw zawierajacych jako
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C-koricowy aminokwas odpowiednio izoleucyne, norleucyne, waling, ala-
ning i glicyne zmiany aktywnosci zachodzity w kierunku od najbardziej
aktywnej izoleucynowej do prawie pozbawionej dziatania biologicznego
pochodnej z alaning i glicyng (296). Zastgpienie metioniny lub leucyny
przez proline nie wplywa znaczaco na aktywnos$¢ biologiczng Pro5enke-
faliny (304). Natomiast szczegdlnie aktywne okazaty sie te analogi enke-
falin z proling lub j*j amidem jako C-koncowym aminokwasem, ktore
ponadto zawierajg w pozycji 2 D-alaning, D-metionine lub D-norleucyne
(304), co podkresla kluczowa role tyrozyny dla aktywnosci biologicznej
enkefalin.

Poréwnujac budowe chemiczng enkefalin oraz morfiny i jej pochod-
nych nasuwa sie pytanie jak jest to mozliwe, iz zwigzki o tak odmiennej
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strukturze tgczg sie z tym samym miejscem neuronu jakim jest receptor
opiatowy. Badania nad wyjasnieniem tego problemu skupity sie na inten-
sywnym poszukiwaniu analogii w budowie enkefalin i narkotykow. Zwré-
cono uwage, iz mimo istotnych réznic wspélng cechg jest obecno$¢ ugru-
powania tyraminowego i podobne dziatanie obu typow zwigzkéw nale-
zaloby wigza¢ z tym wiasnie faktem (310—314), (Ryc. 4). Spostrzezenie
nabiera istotnego znaczenia w S$wietle badan wskazujacych, iz w narko-
tykach ugrupowanie tyraminowe bierze bezposredni udziat w interakcji
z receptorem (310, 315—317), podobnie jak reszta tyrozylowa enkefalin,
a wiec tez zawierajgca to ugrupowanie (28, 29, 36, 40, 97, 99, 102, 110,
204, 308—310).

Te odmienne grupy zwigzkéw majg takze zblizong budowe prze-
strzenng, okreslong dla narkotykoOw obecnoscig sztywnego pierscienia
fenantrenowego w czasteczce. Zaproponowano kilka modeli opisujgcych
przestrzenng konformacje enkefalin. Przestrzenne podobieiAstwo do nar-
kotykdw zapewnia enkefalinom struktura (3-zwoju, stabilizowana wigza-
niem wodorowym miedzy grupa karbonylowag Tyrla amidowym wodo-
rem Phe4 jak sugerujg jedni (318—320) lub dwoma naprzemianlegtymi
wigzaniami wodorowymi miedzy Tyrla Phe4jak stwierdzono na podsta-
wie badan rentgenograficznych (321). Inny typ struktury (3-zwoju zapro-
ponowano na podstawie widma enkefalin wyznaczonego za pomoca ja-
drowego rezonansu paramagnetycznego (NMR), (322—325). Peptyd przyj-
muje konformacje "~-zwoju z wigzaniem wodorowym utworzonym mie-
dzy grupa karbonylowa Gly2a amidowym wodorem metioniny lub leucy-
ny. Jeszcze inny model konformacji enkefalin zapewniajgcej podobien-
stwo do narkotykoéw przedstawit Khaled i wsp. (326). Nie wykluczone,
ze przyjmowanie wielu konformacji przestrzennych warunkuje oddzia-
tywanie enkefalin z réznymi rodzajami receptoréw opiatowych.

V1. Uwagi konicowe

Mimo niezwykle dynamicznie rozwijajagcych sie badan nad enkefa-
linami nie dajg one jednoznacznej odpowiedzi na temat roli obu pepty-
dow jako neurotransmiter6w lub neuromodulatoréw os$rodkowego uktadu
nerwowego. Wiele przestanek takich jak: nierdwnomierne rozmieszcze-
nie w strukturach osrodkowego uktadu nerwowego, wystepowanie w za-
konczeniach nerwowych, uwalnianie z neuronéw w sposob typowy dla
mediatorow, niezwykle szybka inaktywacja przez enzymy proteolityczne
nie tylko nie wyklucza, ale wydaje sie potwierdza¢ role enkefalin jako
neurotransmiterow. Z drugiej strony, enkefaliny, w przeciwienstwie do
typowych mediatoréw, tacza sie nie z jednym specyficznym lecz réznymi
populacjami receptorow opiatowych (242—245, 327), powodujac, jak wy-
kazaty miedzy innymi doswiadczenia Frenka i wsp. (196, 197), za-
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lezny od typu receptora efekt fizjologiczny. Fakty te w powigzaniu z wpty-
wem jaki wywierajg enkefaliny na synteze, metabolizm czy tez uwalnia-
nie neurotransmiterow zdajg sie wskazywaé¢ na neuromodulatorowg role
obu peptydéw w osrodkowym uktadzie nerwowym. Rozstrzygniecie prob-
lemu wymaga jednak dalszych badan.

Zaakceptowano 15.3.1980 \
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Mechanizmy odpornosci roélin na zakazenie wirusowe

Mechanisms of Olant Restistance Against Virus Infection
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1-3. Biosynteza zwiazkéw fenolowych w czasie proceséw lokalizowania wiruséw
1-4. Rola fitoaleksyn w procesach lokalizacji
Il.  Biochemiczno-fizjologiczne mechanizmy odpornosci nabytej
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Wykaz stosowanych skrotéw: AMV — wirus mozaiki lucerny; CarMV — wirus
mozaiki gozdzika; CaulMV — wirus mozaiki kalafiora; CMV — wirus mozaiki
ogorka; PVX — wirus X ziemniaka; PVY — wirus Y ziemniaka; SBMV — wirus
potudniowej mozaiki fasoli; TMV — wirus mozaiki tytoniu; TNV — wirus nekro-
zy tytoniu; TomRSV — wirus pierscieniowej plamisto$ci pomidora; TRSV — wirus
pier$cieniowej plamistos$ci tytoniu; TSWV — wirus dzikiej cetkowato$ci pomidora;
CCIMV — wirus chlorotycznej plamistosci wspiegi chinskiej; AVF — czynnik
antywirusowy; PAL — dezaminaza fenyloalaninowa = amoniako-liaza fenyloala-
niny; AOA — kwas aminoksoctowy.
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Il. Biochemical and physiological mechanisms of aguired resistance
D-I. Inductors of aquired resistance

n-2. The specificity of aquired resistance

11-3. Effects of actinomycine D on aquired resistance

I1-4. Proteins connected with aguired resistance

11-5. Analogy to interferon

I1l.  Concluding remarks

Wzajemne oddziatywanie wirus—ro$lina zalezy od biologiczno-gene-
tycznych wiasnosci zaréwno rosliny jak i wirusa. Roslina moze by¢ po-
datna na dziatanie wirusa lub moze wykazywac rézny stopien opornosci:
a) tolerancja — wirus namnaza sie w roslinie w spos6b ograniczony nie
powodujac znacznych zmian stanu wegetatywnego ros$liny, b) odpornosé¢ —
ro$lina uruchamia mechanizmy obronne, czemu towarzyszy wiele obja-
wow, ¢) immunno$¢ — wirus nie atakuje rosliny (2).

Wirusy, w przeciwieAstwie do bakterii czy grzybéw nie posiadaja
wiasnego metabolizmu. Zdecydowanie obligatoryjny charakter posozyt-
nictwa wiruséw z gory wyklucza szereg mozliwych w przypadku grzy-
béw czy bakterii mechanizmow oddziatywan patogen/roslina: wirus nie
wydziela do otoczenia metabolitdw oddziatywujgcych na komarki roslinne.

Nadwrazliwo$¢ jest szczegdlnym rodzajem odpornosci, dzieki ktorej
roslina lokalizuje atakujacego wirusa na niewielkim obszarze tkanki wo-
két miejsc infekcji — powstajg plamy nekrotyczne lub chlorotyczne. Pla-
my otoczone sg przez warstwe komdrek wykazujgcych odpornos$é na po-
wtdrng infekcje wirusem. Poniewaz odporno$¢ ta obejmuje ograniczony
obszar tkanki, nazwano jg odporno$cig nabytg zlokalizowang. W niekto-
rych przypadkach précz tworzenia sie plam lokalnych obserwowano po-
wstawanie odpornos$ci systemowej na powtorng infekcje. Odpornosé sy-
stemowa obejmuje calg rosline a wiec réwniez czesci rosliny oddalone od
miejsc lokalizacji.

W niniejszym przegladzie oméwiono niektore aspekty najnowszych
wynikéw badan nad biochemicznymi i fizjologicznymi mechanizmami re-
akcji nadwrazliwosci roslin na infekcje wirusami oraz zwigzanej z tym
odpornosci nabytej.

I. Biochemiczno-fizjologiczne mechanizmy reakcji nadwrazliwosci

Badania nad znalezieniem zwigzku miedzy pojawieniem sie lokal-
nych plam nekrotycznych i charakterystycznymi zmianami metabolizmu
tkanki roslinnej sg prowadzone od wielu lat. Szczeg6towe przedstawienie
danych dotyczacych poinfekcyjnych zmian metabolizmu komorki jak tez
zmiana w organellach komdérkowych nie jest tematem tej pracy — zain-
teresowanego czytelnika autor odsyta do prac przegladowych (2—4). Wie-
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le poinfekcyjnych zmian metabolicznych komdérki ma charakter wtor-
ny — wynika bowiem z og6lnego rozprzezenia proceséw regulacyjnych.
Badajac mechanizmy proceséw lokalizowania wiruséw poszukuje sie pier-
wotnych zmian metabolicznych tzn. proceséw bezposrednio uczestniczg-
cych w powstawaniu nadwrazliwosci. Nizej omowiono wyniki badan nad
kilkoma zjawiskami, ktore prawdopodobnie majg istotne znaczenie oma-
wianych proceséw.

I-1. Rola biatek w procesach lokalizowania wirusa

Powstawanie plam lokalnych aktywuje w tkankach otaczajacych ne-
krozy enzymy gtdwnych przemian metabolicznych jak np.: ezymy cyklu
heksozofosforanéw (5) czy enzymy oddechowe (6). W uktadzie N. taba-
cum Samsun NN/TMV wykazano zwigzek pomiedzy aktywizacja meta-
bolizmu w tkankach otaczajgcych plamy i hamowaniem rozprzestrzenia-
nia sie wirusa. Stwierdzono bowiem, ze aktynomycyna D hamowata in-
dukcje stanu antywirusowego w tkankach otaczajgcych plamy (7). Po-
dobne hamowanie obserwowano w uktadach N. glutinosa/TMY i Phaseo-
lus vulgaris Pintho/TMV po traktowaniu aktynomycyng D lub chloram-
fenikolem (8—10), Vigna sinensis/CC1MV po traktowaniu 2-tiouracylem
(11) lub N. tabacum Samsun NN/TMV po naswietlaniu UV (12). Wszyst-
kie te obserwacje wskazujg na udziat biosyntezy biatek w zjawisku loka-
lizowania wirusow. Prawdopodobnie aktywizacja syntezy biatek prowadzi
do wytwarzania stanu antywirusowego komdrek otaczajgcych plazmy (13).

Powyzsze przypuszczenia wydaja sie potwierdza¢ wyniki badan nad
wptywem cytokinin na procesy lokalizowania. Wykazano, ze cytokininy
stymulujg synteze biatek i kwasow nukleinowych (14—16). Kinetyna,
syntetyczna cytokinina, wikaczajgc sie do rRNA jako N* — furfuryloade-
nozyna (17) powoduje specyficzne zmiany procesdw transkrypcji i trans-
lacji (18).

Stwierdzono, ze traktowanie zakazonych TMV lisci N. tabacum Samsun
NN lub Phaseolus vulgaris cytokininami — kinetyng lub N6benzyloade-
ning, powodowato zmniejszenie liczby nekroz (19—20). Podobny efekt
obserwowano w innych ukfadach N. glutinosa/TMV, G. globosa/PVX
i Datura stramonium/TMV (21—24). Redukcja liczby nekroz moze Swiad-
czy¢ o wzroscie odpornosci rosliny na infekcje wirusowa. W Swietle p6z-
niejszych badan okazato sie jednak, ze zmniejszenia liczby nekroz jak
réwniez zmniejszenie ich wymiaréow, nie mozna ttlumaczyé wyltgcznie
wzrostem odpornosci rosliny. Stwierdzono bowiem, ze kinetyna zmniejsza
rowniez szybko$¢ namnazania wirusa w tkance roslinnej (23). Autorzy
przypuszczaja, ze moze to by¢ spowodowane deficytem okreslonych me-
tabolitow niezbednych do namnazania wirusa. Skadingd wiadomo, ze
szybko$¢ namnazania wirusa wptywa na rozmiary i liczbe nekroz (25).

15 Postepy Biochemii
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Tak wiec redukcja liczby nekroz moze by¢ bezposrednio spowodowana
stymulacja przez cytokininy syntezy biatek i kwaséw nukleinowych
a bezposrednio moze wynika¢ z zahamowania proceséw replikacji wi-
rusow. Wiele danych dosSwiadczalnych wskazujg, ze szybkos$¢ replikacji
wiruséw zalezy od stezenia cytokininy (26—28). Stwierdzono, ze w ukia-
dzie N. glutinosa/TUSy (26), w ktérym wirus namnaza si¢ systemowo,
mate stezenie kinetyny (0,1 mg/l) przyspiesza namnazanie wirusa a ste-
zenia duze (1—10 mg/l) — hamowaly. Na tej podstawie sformutowano
hipoteze, ze mate iloSci kinetyny indukujg nagromadzanie metabolitow
koniecznych do namnazania wirusa. W miare wzrostu stezenia kinetyny
zachodzg wspdétzawodniczace procesy bezposredniego blokowania repli-
kacji wiruséw przez kinetyne. Nie mozna réwniez wykluczyé bezposred-
niego wptywu Kkinetyny na synteze wirusa poprzez modyfikacje wiruso-
wego RNA (29— 30).

L
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Ryc. 1. Rybozyd kinetyny (N6-furfuryloadenozyna) w fancuchu RNA

Proby scharakteryzowania substancji biatkowych odpowiedzialnych
za procesy hamowania rozprzestrzeniania sie wirusa prowadzono na ros-
linach N. tabacum zawierajgcych gen N odpowiedzialny za reakcje nad-
wrazliwosci N. tabacum na TMV (31—36). Z lisci N. glutinosa, zakazo-
nych TMV, wyizolowano i cze$ciowo oczyszczono czynnik antywirusowy
(AVF = Antiviral factor) (31—32). Stosujagc chromatografie wobec kon-
kanawaliny A (33), elektroforeze w zelu poliakryloamidowym (34), zna-
kowanie [8P] fosforanem oraz trawienie specyficznymi hydrolazami
(36) — stwierdzono, ze uzyskany zwiazek jest fosfoglikoproteing o m.cz.
okoto 22 000 D. Analiza PAGE znakowanego czynnika antywirusowego
wykazata, ze wytwarzajg go tylko odmiany N. tabacum, ktore posiadajg
gen nekrotyzacji N (34).

Badajagc mechanizm dziatania genu N stwierdzono, ze warunkuje on
funkcjonowanie systemu enzymatycznego, ktéry przeksztatca nieaktyw-
ny prekursor czynnika w jego forme aktywng (35). Obecnos¢ formy nie-
aktywnej stwierdzono réwniez w odmianach nieposiadajagcych genu N
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Drugim czynnikiem stymulujgcym dziatanie systemu enzymatycznego in
vivo byto zaifekowanie roéliny przez TMV. Autorzy przypuszczaja, ze
aktywujacy system enzymatyczny jest nieczynny w zdrowej roslinie.
Infekcja wirusem mozaiki tytoniu odblokowuje system prawdopodobnie
poprzez fosforylacje jednego z komponentéw biatkowych. Nieznany po-
zostaje mechanizm przeksztatcenia prekursora czynnika antywirusowego
w forme aktywna.

Mechanizm antywirusowego dziatania omawianego czynnika jest row-
niez nieznany. Stwierdzono, ze w roslinach N. glutinosa zakazonych wi-
rusem namnazajgcym sie systemowo, np.: wirusem mozaiki lucerny, po-
wstajg nieporéwnywalnie mniej czynnika antywirusowego (37). Mozna
wiec sgdzi¢, ze zdolno$¢ rosliny do reakcji nadwrazliwoS$ci zalezy od ste-
zenia czynnika produkowanego przez rosline pod wptywem zakazenia wi-
rusem.

W izolowanych protoplastach N. tabacum po zakazeniu wirusem mo-
zaiki tytoniu nie stwierdzono reakcji nekrotycznej (38). Przypuszczenie,
ze do ekspresji genu N niezbedny jest wzajemny kontakt komdrek (38)
oparto na obserwacji, ze dziatanie genu N w tkankach lisciowych N. taba-
cum Xanthi-nc jest hamowane przez czynniki osmotyczne powodujace
plazmolize (39—42). Plazmoliza likwiduje kontakt miedzy komorkami,
jaki zapewniajg plazmodesmy.

Innymi przyczynami braku ekspresji genu N w protoplastach czy tkan-
kach poddanych plazmolizie moze by¢ rozregulowanie metabolizmu w
izolowanych protoplastach (43) albo hamowanie syntezy RNA (39) wiru-
sowych pod wpltywem szoku osmotycznego.

Role biatek w powstawaniu systemowej odpornosci nabytej omoéwio-
no w rozdziale 11-4.

1-2. Rola etylenu w reakcji nadwrazliwosci

Rozprzestrzenianiu sie infekcji wirusowej w ro$linie towarzyszg zmia-
ny aktywnosci regulatoréw wzrostu, m.in. etylenu (45—46). Wyniki wie-
lu badan wskazuja, ze wraz z rozwojem plam nekrotycznych lub chloro-
tycznych w tkankach roslinnych zakazonych wirusem wzrasta intensyw-
no$¢ syntezy etylenu (47—49). Przeprowadzono wiele doswiadczen, aby
wyjasni¢ zwigzek przyczynowy miedzy produkcjg etylenu a rozwojem
procesow lokalizacyjnych. Stwierdzono, ze stosowanie inhibitoréw syn-
tezy etylenu takich jak C02lub KMn04 powodowato hamowanie rozwo-
ju plam chlorotycznych w siewkach Cucumis sativus zainfekowanych wi-
rusem mozaiki ogorka (50). W uktadzie lokalizujagcym Vigna sinerisis wi-
rus mozaiki ogdrka (51) okreslono efekty czterech réznych inhibitorow
biosyntezy etylenu. Byty to: galusan propylu, cysteina, dwuetylotiokarba-
minian sodu oraz EDTA. W krdtkim okresie po infekcji (do 2 godz.) je-

15*%
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dynie galusan hamowat produkcje etylenu. Natomiast po wytworzeniu
nekroz (20 godz. po inokutacji) uktad byt najbardziej wrazliwy na ha-
mujace dziatanie EDTA. Wyniki te wskazujg na istnienie réznych pre-
kursorow etylenu przed i po wytworzeniu nekroz a wiec zmiane mecha-
nizmu biosyntezy etylenu. Synteza etylenu zalezata by od przemian bio-
chemicznych towarzyszacych postepujgcemu procesowi lokalizacji wi-
rusa (51).

Wyniki badan nad wptywem prekursoréw biosyntezy etylenu oraz
auksyn na procesy lokalizowania wirus6w zdajg sie potwierdza¢ powyz-
sze wnioski. Wykazano, ze prekursor etylenu — kwas 2-chloroetylofosfo-
nowy zmniejszat wielko$¢ plam nekrotycznych w ukiadzie N. tabacum
Samsun NN/TMV (52, 53). W podobny sposob dziataty auksyny: kwas
indoilooctowy i a-naftylooctowy (54, 55). Zmniejszenie wielkosci nekroz
wskazuje na wzrost zdolnosci ro$liny do lokalizowania wirusa.

Na podstawie wynikdéw przedstawionych wyzej mozna jedynie wnio-
skowaé o korelacji miedzy procesami lokalizowania a produkcjg etylenu.
Nie pozwalajg one jednak na okreslenie zalezno$ci przyczynowej miedzy
tymi zjawiskami.

1-3. Biosynteza zwigzk6éw fenolowych w czasie reakcji nekrotyzacji

Biosynteza fenoli przebiega w roslinie w zasadzie dwiema drogami.
W jednej fenyloalanina przeksztatlca sie do kwasu trans-cynamonowego
przy udziale amoniako-liazy fenyloalaniny (PAL) dajac substrat do syn-
tezy wielu flawonoidow i lignin (56), (Ryc. 2). Kwas cynamonowy jest tez
substratem do syntezy fitoaleksyn (56), patrz 1-4. Druga droga bhiosyntezy
fenoli przebiega poprzez kondensacje malonylo-koenzymu A (57).

Zwigzki fenolowe wykazujg duza aktywnos$¢ biologiczng, ktéra wy-
nika przede wszystkim z ich tatwosci utleniania do hinonéw, dziatajgcych
czesto jako inhibitory proceséw utleniania biologicznego (58).

Modyfikacje metabolizmu fenoli obserwuje sie we wczesnych etapach
odpowiedzi nekrotycznej na zakazenie wirusem. Szczegétowe badania
wykazaty, ze w kilku uktadach wirus/ro$lina odpowiedzi nekrotycznej
towarzyszy aktywacja procesdw utleniania, manifestujgca sie wzrostem
aktywnosci oksydaz. Miedzy innymi stwierdzono aktywacje oksydazy
polifenolowej w ukiadach N. glutinosa/TMV, Datura stramonium/TMV,
Vigna sinensis/CMV i TMV oraz N. glutinosa/CMV (59—62). Sugerowa-
no, ze aktywacja oksydazy polifenolowej powoduje gromadzenie sie chi-
nondéw a w konsekwencji — $mieré¢ komorki: pojawienie sie obszaru obu-
martych komorek hamuje rozprzestrzenianie sie wirusa. Z drugiej strony
stwierdzono, ze aktywacja oksydazy rozpoczyna sie pézniej niz formowa-
nie sie nekroz. Poinfekcyjng aktywacje oksydazy polifenolowej obser-
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wowano réwniez w tkankach N. tabacum w temperaturze podwyzszonej
(35°C), w ktdrej nekrozy nie powstawaty (63). Nalezy wiec raczej sadzi¢,
ze zjawisko aktywacji tego enzymu ma charakter wtorny (64).

Nie mozna wykluczy¢ mozliwosci bezposredniego wpitywu utlenio-
nych fenoli na wiriony. Stwierdzono np., ze o-benzochinon oraz utlenione
formy kwasu chlorogenowego, katecholu i dwuhydroksyfenyloalaniny
(DOPA) inaktywujg wirusy poprzez tworzenie trwatych kompleksow
z biatkami ptaszczowymi wiriondw (65—68) lub z RNA wirusowym (69).

Traktowanie fenyloalaning ilosci zakazonych TMV powodowato zwiek-
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Ryc. 2. Kluczowy etap biosyntezy zwigzkéw fenolowych w ro$linie: konwersja
fenyloalaniny do kwasu irans-cynamonowego

szenie Srednicy plam nekrotycznych (70). Wyciaggnieto stagd wniosek, ze
fenyloalanina w jaki$ spos6b inicjuje powstawanie plam — prawdopodob-
nie wptywa na enzymy syntezy fenoli (71). W zwigzku z tym zwrdcono
uwage na kluczowy enzym przemian fenyloalaniny amoniako liaze feny-
loalaniny (72—80). Badano kilka uktadéw m.in. N. tabacum Xanthi-nc/
TMV, N. tabacum Samsun NN/TMV, Phaseolus vulgaris/TNV i N. gluti-
nosa/TMV (72—73). Stwierdzono Scistg korelacje miedzy iloscia plam,
czasem ich pojawiania sie oraz aktywnoscig amoniako-liazy. Ostatnio ba-
dajac rosliny N. tabacum Xanthi-nc zakazone TMV wykazano nawet
weczesniejszg aktywacje amoniako-liazy w stosunku do pojawiania sie
plam (74).

W roslinach N. tabacum zawierajagcych gen nadwrazliwos$ci N obser-
wowano wzrost aktywnos$ci tego enzymu réwniez w temperaturze 35°C,
gdzie nie powstawaty nekrozy. W roslinach N. tabacum za$ nie zawiera-
jacych genu N, np.: N. tabacum Xanthi/TMV, takiej aktywacji nie obser-
wowano, niezaleznie od temperatury (74).

Aktywacja amoniako-liazy zachodzi poczatkowo w tkankach ulegajga-
cych bezposrednio nekrotyzacji, pézniej jednak obejmuje obszar komérek
otaczajacych plame nekrotyczng (75).

Mechanizm aktywacji amoniako-liazy jest nieznany. Ostatnie bada-
nia Fritiga (76) wskazuja, ze amoniako-liaza jest enzymem o ditu-
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gim okresie potrwania. Jego skiad biatkowy nie zmienia sie pod wply-
wem zakazenia — wzrasta natomiast jego stezenie. Wzrost stezenia enzy-
mu jest wynikiem stymulacji jego syntezy de novo (77).

Istotne znaczenie amoniako-liazy w reakcji nadwrazliwo$ci wykazano
ostatnio przez zastosowanie inhibitorow kompetycyjnych tego enzymu
a mianowicie kwasu aminoksyoctowego (AOA) (78). Hodowanie zainfe-
kowanych TMV lisci N. tabacum Samsun NN na pozywce zawierajacej
AOA powodowato kilkakrotne zwiekszenie $rednicy plam a wiec obnize-

a) o OM
O OH
Lys-e-NH2+ —=a Lys-e-NH
R R
b) o} OH
O N
Lys-e-NH"" - +NH2-e-Lys—» Lys-e-NH" N U-e-lys
R R

Ryc. 3. Struktura adduktu kwasu chlorogenowego z grupami £-NH2 reszt lizyny

biatka kapsydowego PVX tworzgcego sie w pH 7,0: a) addukt 1 czasteczki kwasu

chlorogenowego z 1 czasteczkag lizyny, b) kwas chlorogenowy jako reagent dwu-
funkcyjny

nie odpornosci. Jednoczes$nie stwierdzono, ze AOA nie wptywato na ste-
zenie amoniako-liazy w badanych tkankach. Generalnie mozna powie-
dzie¢ ze aktywno$¢ amoniako-liazy jest tak zwigzana ze zjawiskiem ne-
krotyzacji, ze moze stuzy¢ jako marker tego procesu (79).

Obserwowano réwniez zmiany aktywnosci innych enzymow szlaku
fenolowego: hydroksylaza kwasu cynamonowego, transaminaza fenylo-
alaninowa, ligaza kwas hydroksycynamonowy: koenzym A oraz o-metylo
transferazy o-dwufenoli (80). Te ostatnie sg bezposrednio zaangazowane
w biosynteze lignin (81).

1-4. Rola fitoaleksyn w procesach lokalizowania wiruséw

Rosliny zainfekowane grzybami wytwarzajg tzw. fitoaleksyny, zwiazki
fenolowe o aktywnos$ci antygrzybowej (82—=86). W soi pod wptywem za-
kazenia grzybem z rodzaju Phytophtora powstaje fazeolina (Rys. 4) —
w odmianach odpornych tworzy sie ona 20—50 razy szybciej niz w po-
datnych (87). Wykazano, ze w niektérych przypadkach infekcji wiruso-
wej towarzyszy rowniez syntezy fitoaleksyn (88). Podczas lokalizowania
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wirusa nekrozy tytoniu w lisciach soi maksimum produkcji fazeoliny by-
to skorelowane w czasie z powstawaniem plam nekrotycznych. Wzrost
syntezy fazeoliny obserwowano w tkankach otaczajacych nekrozy.
W zwigzku z tym autorzy przypuszczaja, ze fazeolina jest zaangazowana
w regulacji wielkosci plam powodujac odporno$é tkanek otaczajgcych
plamy na dalszg infekcje wirusem.

Ryc. 4. Fitoaleksyny powstajace w roslinie pod wptywem infekcji wirusowej: a) fa-
zeolina, b) fazeolidyna, c) izoflavon fazeoliny d) kiewiton

W innych rosdlinach wykazujacych zdolno$¢ lokalizowania wirusow,
np.: N. tabacum Samsun NN/TMV (89, 91) lub TNV (92) oraz Phaseolus
vulgaris Pintho/TMV (90a, 93), substancje o charakterze fitoaleksyn byty
syntetyzowane w catej roslinie a wiec réwniez w lisciach niezakazonych.
W zwigzku z tym, ros$liny po infekcji wirusem stawaty sie odporne na
wtbérne zakazenie grzybami.

Skiad fitoaleksyn badano doktadniej w ukfadzie P. vulgaris/TNV
(90b). Z hipokotyli P. vulgaris zakazonych TNV wyizolowano cztery
zwigzki fenolowe o aktywnosci antygrzybowej: fazeoline, fazeolidyne,
izoflavon fazeoliny i kiewiton (Rys. 4). Te same substancje powstawaty po
infekcji hipokotyli grzybem C. lindemuthianum.

Wytwarzanie fitoaleksyn podczas lokalizowania wiruséw jest zjawi-
skiem zaobserwowanym niedawno. Dotychczasowe wyniki badan ogra-
niczaja sie do stwierdzenia faktu i wstepnych wyjasnien. Zupetnie nie
wiadomo czy fitoaleksyny biorg udzial w procesie lokalizacji wiruséw,
a jezeli tak, to jaki jest mechanizm tego zjawiska. Nie jest wykluczone,
ze akumulacja fitoaleksyn jest tylko wynikiem ogo6lnych zmian meta-
bolizmu fenoli w tkankach lokalizujgcych (1-3).
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Il. Biochemiczno-fizjologiczne mechanizmy odpornosci nabytej

Odporno$é nabyta rozwija sie w niezainfekowanych czesciach rosliny
po zakazeniu innych jej czesci wirusem lub dziataniu czynnikami niewi-
rusowymi (94). Czynniki wywotujgce odpornos¢ nabytg nazywamy induk-
torami tej odpornosci.

Odpornos$¢ nabyta bardzo czesto powstaje jako wynik proceséw loka-
lizowania wirusa. Stosowanie uktadéw lokalizujacych do badan mecha-
nizmoéw odpornosci nabytej jest dogodne, poniewaz obserwowane zmiany
metaboliczne nie moga by¢ wywotane bezposrednim namnazaniem wi-
rusa w lisciach niezakazonych — wirus nie rozprzestrzenia sie w roSlinie
i jest lokalizowany w lisciach inokulowanych.

11-1. Induktory odpornosci nabytej

Porazenie dolnych lisci Dianthus barbatus wirusem CarMV wywoty-
wato w gornych czesciach rosliny odporno$¢ na powtdrng infelcje Car
MV. Obserwowano ok. 90°/0 hamowania namnazania wirusa w poréwna-
niu z kontrolng ro$ling nieporazona (95). Odporno$¢ o podobnym charak-
terze uzyskano w wielu innych ukiadach induktor/ros$lina. W tablicy 1
pokazano niektore uktady induktor/roslina, czynniki aktywujgce oraz za-
kres powstatej odpornosci. Jak widaé z tablicy, szczeg6lnie dobrze zba-
dano odporno$¢ nabyta w roznych gatunkach i odmianach rodzaju Nico-
tiana.

Induktorami odpornos$ci nabytej, précz wiruséw, mogg byc¢ takie czyn-
niki jak wirusy inaktywowane (115), ekstrakty z bakterii (120—122), za-
rodniki grzybow (121), wirusowe biatka ptaszczowe (107), polisacharydy
(123), obce kwasy rybonukleinowe (124—125), dwuniciowy polinukleotyd
poli (IXC) (106), kwas poliakrylowy (109—110), kwas inozytoloszescio-
fosforowy (108), bezwodnik etyleno-maleinowy (126).

Mechanizm indukcji odpornosci nabytej jest nieznany. Nie wiadomo,
czy induktor przenikajac przez btone stymuluje procesy odpornosciowe
wewnatrz komorki czy tez nie przenika przez btone lecz aktywuje od-
powiedni receptor btonowy podobnie jak hormony czy interferon w tkan-
kach zwierzecych.

Wyniki badan nad wptywem wielkosci czasteczki kwasu poliakrylo-
wego na jego wiasnosci aktywujgce wykazaty, ze w zakresie ciezarow
czasteczkowych od 3000 do 1000 000 zdolno$¢ do aktywacji zmniejszata
sie ze wzrostem dtugosci tancucha polimeru (109). Autorzy przypuszczaja,
ze Swiadczy to o malejacej przepuszczalnosci btony komoérkowej dla po-
lianionu o wzrastajgcej wielkosci. Nie mozna jednak wykluczy¢ swoistej
aktywacji receptora btonowego przez kwas poliakrylowy. W tkankach
zwierzecych obserwujemy zjawisko odwrotne: zdolno$é do stymulacji
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Tabela 1

Zestawienie niektorych uktadéw wirus/roslina wykazujgcych odpornosc¢
specyficzno$¢ powstatej odpornosci

czynniki

Induktor

CarMmVv

. TMV, TNV

. Pseudomonas siringae

. Pseudomonasfluo-

rescens

. E. coli-ekstrakt

RNA — drozdze

. Bacillus uniflagel-

latus — ekstrakt

. TMV — biatko kap-

sydu

. kwas inozytoloszes-

ciofosforowy
kwas poliakrylowy

T™MV
poli(IxC)

TNV, TMV inakt.
uv

Biatko kapsydu
™V

AMV, TMV, TNV,
SBMV, CMV

TMV, PVX

inakt. PVX
PVX

indukujace oraz wielkos$¢ i

Roslina

Dianthus barabatus
N. tabacum
»Samsun NN

N. tabacum

»Samsun NN”

N. tabacum

»Xanthi-nc”

N. tabacum ,,SamsunNN”
N. tabacum ,,Xanthinc”
N. tabacum ,,SamsunNN”
N. tabacum ,,Xanthi”

N. glutinosa
Datura stramonium
N. tabacum

N. tabacum ,,Xanthi-nc”

N. glutinosa
N. tabacum ,,SamsunNN”
Datura stramonium

Phaseolus vulgaris

Phaseolus vulgaris
Phaseolus vulgaris
Vicia faba

Datura stramonium
Gomphrena globosa
Capsicum pendulum

Odpornosé nabyta
Wirus % .
hamowanial'

4 5
CarmMV 80
™V 60
TNV -
TRSV 40
TomRSV -
TMV 95
™™V 65
T™MV 70
T™MV 60
T™MV -
TMV 70
TMV, PVX 50
™™V, PVX 90
T™MV 100
™V 100
TNV 100
PVX 0—10
T™MV 50
TMV 60
T™MV -
T™MV 45
AMV, TMV
CMV, TNV, —
SBMV
TMV, PVX -
TMV, PVX -
PVX 64
PVX 72

Pismien-
nictwo

95
96
97
98
99
100

101
102

104,105
103

107
108

109
110
110
112
106
106

116
115
113a,b
114
114

115
115

hamowania — hamowanie namnazania wirusa oszacowane w warunkach optymalnych i wyrazone jako stosu-
nek nekroz powstatych na lisciach rosélin traktowanych induktorem i nietraktowanych
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syntezy interferonu wzrasta ze wzrostem dtugosci polimeru — indukto-
ra (127).

I1-2. Specyficzno$¢ odpornosci nabytej

Na podstawie dotychczasowych, bardzo niepeinych danych trudno
wnioskowaé o specyficznosci odpornosci nabytej w roslinach. Nie usta-
lono pelnego zestawu wirus6w namnazajacych sie w poszczegdlnych ro-
Slinach odpornych (patrz Tabela 1). Mozna jedynie stwierdzi¢, ze w wie-
lu wypadkach zakazenie rosliny okreslonym wirusem dawato odpornosé
przeciwko innym wirusom. Podobne efekty obserwowano po zastosowa-
niu induktorow nie-wirusowych.

W ros$linach Phaseolus vulgaris Pintho mozna wywota¢ odpornosc
piecioma réznymi wirusami — w kazdym przypadku rosSlina staje sie
odporna na wszystkie pozostate wirusy (tabela 1). Podobne zjawisko
stwierdzono réwniez w ro$linach N. tabacum Samsun NN oraz Vicia faba.
Z drugiej strony biatko ptaszczowe wirusa mozaiki tytoniu wywotywato
w roslinach N. glutinosa i Datura stramonium odporno$¢ przeciwko TMV
i PV X lecz nie przeciwko CMV (Tabela 1, pozycja 7).

Nalezy generalnie podkresli¢, ze odporno$¢ nie oznacza immunno$-
ci — stad tez obserwuje sie jedynie pewne hamowanie namnazania wi-
rusa w tkankach odpornych w poréwnaniu z podatnymi. Wyraza sie to
zmniejszeniem liczby lub wielkoSci plam lokalnych albo tez zmniejsze-
niem stezenia wirusa w tkankach. Na tej podstawie mozna okresli¢ ilos-
ciowo stopienn powstatej odpornosci przeciwko danemu wirusowi wyra-
zajac go w °/o hamowania namnazania wirusa w stosunku do roslin nie-
odpornych (Tabela 1).

n-3. Wplyw aktynomycyny D na odporno$é nabyta

Aktynomycyna D na ogot nie wptywa hamujaco na replikacje wiru-
séw (128), przeciwnie, w wielu wypadkach stwierdzono stymulujacy
wptyw tego antybiotyku na namnazanie, np.: w ukladach N. tabacum/
TMV (127) lub Datura stramonium/PVK (129). Jednocze$nie zaobserwo-
wano zmniejszenie sie odpornosci nabytej pod wptywem aktynomycy-
ny D. W lisciach Cucumis sativus, odpornych na wirusa mozaiki ogorka,
po traktowaniu aktynomycyng D na jeden dzieh przed zaszczepieniem
wirusa, wzrastata szybko$¢ namnazania CMV (130—131).

Traktowanie lisci N. tabacum Xanthi-nc kwasem poliakrylowym wy-
wotywato catkowitg odporno$¢ na TMV i TNV — immunno$¢ (109). Po-
wstaniu odpornosci towarzyszyta synteza czterech dodatkowych biatek
(patrz 11-4). Jezeli rosline traktowano mieszaning kwasu poliakrylowego
i aktynomycyny D — odpornosci nie uzyskano. Stosowanie aktynomy-
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cyny D nie po6zniej niz w ciggu dwoch dni po zaszczepieniu wirusa row-
niez likwidowato odporno$¢. Nie stwierdzono tworzenia dodatkowych bia-
tek (110).

Podobne do omawianych wyzej wyniki uzyskano badajgc wptyw
aktynomycyny D na powtdrng infekcje N. tabacum Samsun NN przez
TMV — zakazonego uprzednio TMV lub PVY (99, 110).

Fakt, ze procesy odpornosSciowe sg hamowane przez aktynomycyne D,
wskazuje na ich zalezno$¢ od procesow transkrypcji komorkowego DNA.
Nie jest wykluczone, ze ro$lina pod bezposrednim lub posrednim wpty-
wem wirusa albo innego induktora, produkuje substancje odpornoscio-
we o charakterze biatkowym (patrz 11-4).

11-4. Biatka towarzyszace odpornosci nabytej

Wyniki badan nad charakterystycznymi witasnosciami odpornosci na-
bytej oraz nad jej aktywatorami i inhibitorami sugerujg powstawanie w
roslinie substancji o aktywnosci antywirusowej.

Porazenie dolnych cze$ci lisci Datura stramonium przez TMV wywo-
tywato odpornosé na infekcje tym wirusem w gdrnych czesciach lisci. Po
ekstracji gérnych czesci lisci buforem boranowym i wytraceniu octanem
cynkowym — wyizolowano substancje biatkowa o m.cz. okoto 28 000 D
(132). Podobne biatko wyizolowano z lisci N. tabacum oraz Datura sta-
monium po traktowaniu kwasem inozytoloszesciofosforowym (133). Wy-
izolowane biatka hamowaty infekcje N. tabacum Samsun NN przez TMV.

Réwniez w nieoczyszczonych ekstraktach z odpornych lisci Capsicum
pendulum zakazonej PVX (115) i z lisci Phaseolus vulgaris zakazonej
TNV (117) oraz TMV po naswietleniu UV (115), w ekstraktach z nieza-
kazonych potdéwek lisci roslin N. glutinosa i D. stramonium aktywowa-
nych TMV, Chenopodium amaranticolor i Phaseolus vulgaris Prince
aktywowanych TNV (134) — znajdowaty sie substancje o aktywnosci in-
hibitordw infekcji. W roslinach niezakazofiych nie stwierdzono obecnosci
tych zwigzkéw.

Wykazanie, ze w odpornych czesciach rosliny powstajg substancje wy-
kazujgce aktywnos$¢ inhibitoréw infekcji, nie pozwala oczywiscie jedno-
znacznie stwierdzié, ze substancje te pozostajg w Scistym zwigzku przy-
czynowym z mechanizmem odpornosci. Test biologiczny pozwala bowiem
jedynie okresli¢ zdolno$é tych substancji do hamowania infekcji wybra-
nych roélin testowych. Przyczyng takiego hamowania moze by¢ jedynie
blokowanie miejsc receptorowych btony komoérkowej lub dziatanie inhi-
bitora jako aktywatora odpornosci (135).

W zwigzku z tymi zastrzezeniami podjeto badania nad dokitadniej-
szym scharakteryzowaniem substancji towarzyszacych odpornosci naby-
tej. Badania prowadzono na takich ros$linach, w ktérych odporno$¢ na-
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byta byta wywotana reakcjg nadwrazliwosci na zakazenie danym wiru-
sem. Wirus byt zlokalizowany w obrebie plam nekrotycznych tylko na
lisciach inokulowanych.

Za pomocy elektroforezy w zelu poliakryloamidowym wykazano, ze
ekstrakty z lisci N. tabacum Xanthi-nc i Samsun NN zainfekowanych
TMV — zawierajg przynajmniej cztery dodatkowe biatka w poréwna-
niu z roslinami zdrowymi (136—137). Przypuszczano, ze biatka te, ozna-
czone bj, b2 b3i b4 biorg udziat w powstawaniu odpornosci nabytej. Dzia-
tanie podwyzszonej temperatury (109, 138), lub aktynomycyny D (110)
hamowato powstawanie zarowno odpornosci jak i tych biatek dodat-
kowych.

Przynajmniej trzy sposréd czterech biatek typu b pojawiaty sie w
roslinach N. tabacum Xanthi-nc traktowanych kwasem poliakrylowym
(109—110). W przeciwienstwie do indukcji wirusami, odpornos¢ wykazy-
waty tylko liscie traktowane kwasem poliakrylowym (140). Prawdopodob-
nie kwas poliakrylowy jest stabszym induktorem odpornosci i w zwigzku
z tym rosliny produkuja mniej biatek ,,odpornosciowych”.

Biatka bj, b2 i b3 czeSciowo oczyszczona i badano ich budowe (142).
Biatka b2 i b3 stanowity odpowiednio dimer i trimer biatka bi — biatko
b4 byto monomerem o innym sktadzie. Niemniej ze wzgledu na stosowa-
nie kwasnych buforéw do ekstrakcji biatek (pH 2,8) powyzsze wyniki
budza watpliwosci.

Ostatnio opracowano nowg metode oczyszczania biatka bi stosujac
chromarografie na DEAE-celulozie i saczenie na zelu Sephadex (141).
Uzyskano homogenne biatko o ciezarze czasteczkowym okoto 15 000. Nie
oczyszczono do stanu homogennego pozostatych biatek b. Prébowano wy-
kry¢ aktywnos$¢ antywirusowg biatka bi badajgc wptlyw tego biatka na
namnazanie TMV w protoplastach N. tabacum (142). Nie stwierdzono
jednak zadnego efektu hamujacego.

W tkankach kalusa N. tabacum Xanthi-nc nie zachodzi synteza biatek
b (142). Wyjasnienie roznej reakcji tkanek lisSciowych i kalusowych nie
jest proste. Autorzy sugeruja, ze brak tych biatek w kalusie moze by¢
w jaki$ spos6b zwigzany z obserwowang réznica szybkosci syntezy biatek
ptaszczowych i powstawania wirionéw w obu rodzajach tkanek (143).

Biatka dodatkowe, podobne do biatek b tworzyly sie réwniez w roSli-
nach N. tabacum zakazonych innymi wirusami (122, 139, 140) jak tez
w innych roS$linach np.: Vigna sinensis po infekcji TNV (143).

Poniewaz biatka dodatkowe pojawiaty sie w liSciach niezakazonych,
wykazujacych odpornos$é nabyta — przypisywano im istotng role w po-
wstawaniu odpornosci nabytej na zasadzie analogicznej do dziatania
inetrferonu. Jak pokazano wyzej, nie stwierdzono jednak ich aktywnosci
antywirusowej. Co wiecej, w N. tabacum Samsun NN indukowano od-
porno$¢ nabytg na TMV za pomocg chlorku rteciowego bez tworzenia sie
biatek dodatkowych (144).
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Ostatnio zaobserwowano zjawisko odwrotne do odpornosci nabytej
(152). Stwierdzono zwiekszenie podatnosci gornych lisci N. glutinosa na
infekcje TMV pod wptywem uprzedniej infekcji i lokalizacji TMV w
lisSciach dolnych. Pojawianiu sie tej tzw. podatnosSci nabytej towarzy-
szyto powstawanie biatek dodatkowych typu b. Zjawisko to, calkowicie
przeciwne do wynikéw dotychczas stwierdzanych w roslinach N. tabacum,
na razie nie zostalo wyjasnione. Tym niemniej poddaje w watpliwos¢
istotne znaczenie biatek b dla odpornosci nabytej.

W liscieniach Cusumis sativus zakazonego TSWYV lub CMV, wykryto
dodatkowe biatko -Ex o masie czasteczkowej okoto 22 000 (145, 146). Na
podstawie analizy immunochemicznej stwierdzono, ze biatko Ej nie jest
serologicznie pokrewne wirusowym biatkom strukturalnym. Prawdopo-
dobnie wiec jest kodowane przez genom roslinny. Biatko nie byto jednak
zwigzane z odporno$cig, poniewaz wystepowato rowniez w lisciach ogor-
ka zainfekowanych systemowo oboma wirusami.

11-5. Analogie z interferonem

W komdrkach zwierzecych zakazonych wirusami powstajg substancje
o charakterze biatkowym zwane interferonem. Interferon wykazuje wtas-
nosci antywirusowe. Nie posiada on swoistosci wzgledem okre$lonych wi-
rusow, natomiast wykazuje swoisto$¢ gatunkowg a nawet tkankowg (147).

Stymulatorami syntezy interferonu, précz wirusdw, sg substancje
0 charakterze poilianionowym: dwuniciowy RNA, dezaktywowane wiru-
sy, polinukleotyd poli (IXC), kwas poliakrylowy oraz antybiotyki hele-
nina i statolon (148, 149). Synteze interferonu hamujg antybiotyki akty-
nomycyna D i cykloheksyloimid (150) jako inhibitory syntezy biatka.

Przypuszcza sie, ze interferon wigzac sie ze specyficznym receptorem
btony komorkowej indukuje powstawanie w komorce biatek aktywnych,
odpowiedzialnych za stan antywirusowy komorki (147)." Indukcja stanu
antywirusowego jest hamowana przez aktynomycyne D i cykloheksy-
loimid. Prawdopodobnie wiec interferon pobudza biosynteze nowego biat-
ka odpowiedzialnego za stan odpornosci.

Wyniki badan uktadéw bezkomérkowych, uzyskanych z komérek pod-
danych dziataniu interferonu sugerujg, ze powstata odporno$¢ komérki
ma charakter ztozony. Polega ona gtéwnie na hamowaniu syntezy biatek
1 kwasoéw nukleinowych zaréwno komorkowych jak i wirusowych. Ze
wzgledu na wyktadniczy charakter namnazania wirusy podlegaja dzia-
taniu hamujgcemu w sposdb nieporownywalnie silniejszy (147).

Przedstawione wyzej charakterystyczne cechy interferonu w porow-
naniu z cechami niektérych biatek zwigzanych z odpornoscig nabytg w
roslinach (biatka typu b, czynnik antywirusowy AVF) — pozwalaja na
wycigganie pewnych analogii (32, 36, 110, 140). | tak, struktura chemicz-
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na czynnika antywirusowego (glikoproteid), czynniki stymulujace synteze
oraz hamowanie syntezy przez aktynomycyne D jak réwniez jego aktyw-
nos¢ antywirusowa — sg analogiczne do cech interferonu. Jednak w prze-
ciwienstwie do interferonu — omawiany czynnik antywirusowy nie wy-
kazuje specyficznosci gatunkowej (35, 115, 151).

Poniewaz, jak stwierdzono wyzej, nic nie wiadomo o molekularnym
mechanizmie dziatania biatek dodatkowych typu b jako réwniez czynni-
ka antywirusowego — nie wiadomo zatem, czy sa one analogicznymi do
interferonu stymulatorami odpornosci komorki. Badania wptywu czyn-
nika antywirusowego AVF na r6zne etapy biosyntezy biatek i kwasow
nukleinowych pozwolg prawdopodobnie blizej okresli¢ analogie miedzy
interferonem a biatkami zwigzanymi z odpornoscig nabytg w roS$linach.

I1l. Uwagi koricowe

Dotychczasowe wyniki badafn nad mechanizmami odpornosci roslin
na wirusy, jak to wynika z przedstawionego wyzej przegladu, nie pozwa-
laja na jednoznaczne ich wyja$nienie. Mozna jednak juz sformutowaé
wstepne hipotezy.

| tak wydaje sig, ze procesy lokalizowania wiruséw polegajg na
dukcji w komoérkach zakazonych pewnych czynnikéw odpornosciowych,
np.: AVF, ktore dziataja podobnie do interferonu w tkankach zwierze-
cych. Przenikajac do sgsiednich komdrek stymulujg one stan odpornos-
ciowy. W zwigzku z tym wokdét komérek zainfekowanych pojawia sie
warstwa komorek odpornych na zakazenie, stanowigca bariere dla dal-
szego rozprzestrzeniania sie wirusa.

Doktadnie nie wiadomo, na czym polega ten stan odpornosSci — na
pewno charakteryzuje sie wzmozeniem procesdw biosyntezy biatek i ogol-
ng aktywizacjg metabolizmu.

Aktywizacji ulegajg m.in. procesy syntezy zwigzkéw fenolowych:
utlenianie fenoli do chinonéw powoduje zamieranie komorek wczesniej
zainfekowanych. W rezultacie powstajg plamy nekrotyczne. Wydaje sie,
ze nekrotyzacja tkanek jest procesm wtornym i nie jest odpowiedzialna
za zahamowanie rozprzestrzeniania sie wiruséw.

Zjawisko odpornosci nabytej powstale w wyniku uprzedniego zaka-
zenia wirusami lub dziatania czynnikéw niewirusowych — czesto towa-
rzyszy procesom lokalizacji. Jest to bardzo dogodny ukiad do badania
mechanizméw odpornosci nabytej, gdyz wszelkie zmiany biochemiczne w
tkankach odpornych napewno nie sg spowodowane bezposrednim na-
mnazaniem wiruséw.

Na obecnym etapie badahA trudno nawet w przyblizeniu poda¢ me-
chanizm odpornosci nabytej. Zbyt mato jest bowiem danych charakter-
zujacych stan odpornosci nabytej.

in-



[17] OPORNOSC ROSLIN WOBEC WIRUSOW 493

Istotng role prébowano przypisa¢ biatkom dodatkowym obserwowa-
nym w tkankach odpornych. Ostatnio jednak stwierdzono te same biatka
w tkankach o zwiekszonej podatnosci na zakazenie wirusowe. Stad takze
ich rola jest conajmniej niepewna.

Niewatpliwie ciekawym bytoby wyjasni¢, na ile oba zjawiska: lokali-
zowanie wirusOw i odporno$é nabyta maja wsp6lny mechanizm powsta-
wania i dziatania. Na podstawie dotychczasowych wynikéw mozna je-
dynie przypuszcza¢, ze zaréwno odporno$¢ nabyta jak i lokalizacja sa
wynikiem stymulujgcego dziatania czynnikéw rozchodzacych sie w tkan-
kach roslinnych a powstatych w komédrkach zainfekowanych wirusami.
Nie wiadomo jednak, czy sg to te same czynniki.

Zaakceptowano 29.2.1980
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NOWE W BIOCHEMII

Model rybosomu eukariotycznego

Kluczowe miejsce w procesie biosyntezy biatka zajmujg rybosomy. Wiele juz
wiadomo na temat struktury rybosomoéw prokariotycznych, natomiast budowa ry-
bosoméw eukariotycznych jest znacznie mniej poznana. Do chwili obecnej nie
stwierdzono zasadniczych réznic w podstawowych funkcjach rybosomu w obu
uktadach. Jednakze znacznie wieksza ztozono$¢ struktury rybosoméw eukariotycz-
nych sugeruje bardziej ztozony mechanizm realizacji informacji genetycznej (patrz
obszerne prace przegladowe 1 i 2).

Badacze pracujacy w rdéznych laboratoriach na r6znorodnym materiale euka-
riotycznym stosowali odmienng terminologie, ktéra wymagata ujednolicenia. Wyjas-
nienia wymagata réwniez istota problemu: czy rybosomy eukariotyczne, niezaleznie
od tego, z jakiego materiatu pochodza, posiadajg takg samg strukture. W tym celu w
laboratorium E. H. McConkey’a (3) wykonano dwukierunkowg elektroforeze zelowa
biatek rybosomalnych wydzielonych z réznego materiatu w nastepujacych labo-
ratoriach: z watroby szczura (H. Bielk a—Berlin, NRD; K. Ogata—Niigata,
Japonia; I. G. Wool — Chicago, USA), z retikulocytow krolika (J. A Traugh —
Riverside, USA), z komérek HelLa i watroby myszy (E. H. McConkey —Boulder,
USA). Przeprowadzona w identycznych warunkach analiza elektroforetyczna wy-
kazata bardzo duze podobienstwo, jezeli nie identyczno$¢, wszystkich badanych
preparatow biatek rybosomalnych. Wystepujace niewielkie réznice (np. w ilosci
biatek kwasnych) przypisane zostaty r6znicom w procedurach izolacji.

Eksperyment powyzszy umozliwit wprowadzenie jednolitej nomenklatury biatek
rybosomalnych eukariotycznych oraz postawienie hipotezy, iz badania rybosomoéw
prowadzone na dowolnym materiale eukariotycznym mozna uog6lniaé na wszystkie
rybosomy typu 80 S.

W trakcie prac nad rybosomami z watroby szczura w laboratorium H. Bielki
w Centralnym Instytucie Biologii Molekularnej Akademii Nauk w Berlinie—Buch
stwierdzono wystepowanie 30 biatek w mniejszej podjednostce (40 S) oraz 40 w
wiekszej podjednostce (60 S). Wszystkie z nich zostaly wydzielone w stanie homo-
gennym. W mniejszej podjednostce rybosomalnej wystepujg biatka o ciezarach
czasteczkowych 8000—35 000, w wiekszej za$ o c. cz. 11000 —55000. Stwierdzono,
ze przyjmujg one ksztatt wydtuzonych elipsoid o dtugosci ok. 10 nm i stosunku osi
4 :1 Najbardziej wydtuzony ksztatt posiadajg biatka S2 i S3 o diugosci odpowiednio
19 i 14 nm przy stosunku osi 95:1 (45). Na podstawie krzyzowych reakcji immu-
nologicznych stwierdzono, iz kazde z wyizolowanych biatek rybosomalnych daje inng
odpowiedz immunologiczng (5). Oznacza to, ze nie ma dwdch identycznych biatek w
rybosomie eukariotycznym.

Badania nad rolg biologiczng specyficznych biatek rybosomalnych prowadzono
m.in. z zastosowaniem homogennych przeciwciat. Inhibicja procesu translacji w
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konsekwencji dodania do uktadu poszczegdlnych przeciwciat Swiadczy o uczestnic-
twie badanego biatka w owym procesie. Przeanalizowano w ten sposéb biosynteze
polifenyloalaniny w uktadzie in vitro. Stwierdzono, ze proces ten hamuja przeciw-
ciata wzgledem nastepujacych biatek rybosomalnych: S9, S12 oraz w mniejszym
stopniu S15. A zatem te trzy biatka sg bezposrednio zaangazowane w procesie syn-
tezy polifenyloalaniny. Zaobserwowano ponadto, ze przeciwciato wzgledem rybo-
somalnego biatka S15 z watroby szczura inhibuje synteze polifenyloalaniny w
uktadzie rybosomow z zarodkéw pszenicy (6). Fakt ten sugeruje wysoki stopied po-
dobienstwa strukturalnego biatka rybosomalnego S15 z zarodkéw pszenicy i wa-
troby szczura (a co najmniej jego fragmentu odpowiedzialnego za aktywno$¢ immu-
nologiczng). Nie wykryto natomiast efektu inhibitorowego przeciwciat wzgledem
nastepujgcych biatek: SI, S2, S16 i S23 (5,7).

Istotng cechg struktury rybosomdéw jest wystepowanie wszystkich biatek rybo-
somalnych, lub przynajmniej ich fragmentéow, na powierzchni rybosomu. Stwier-
dzenie to wynika z obserwacji, iz wszystkie biatka rybosomalne dajg pozytywny
wynik reakcji immunologicznej. W laboratorium H. Bielki dokonano lokalizacji
niektérych biatek rybosomalnych z watroby szczura za pomoca techniki immunomi-
kroskopii elektronowej (z j. ang. immunoelectron microscopy). Rycina 1 przedstawia
potozenie biatek SI, S2 i S16 na modelu mniejszej podjednostki rybosomalnej (8
i prace tam cytowane).

a 1-I0 S2-I S2-I

S§2-1
180°

2700 S”-L S1-1 270+ S2-W S2-I-I S161-1

Ryc. 1. Lokalizacja biatek rybosomalnych SI, S2 i S16 na podstawie immunomi-
kroskopii elektronowej kompleksu podjednostka 40S — przeciwciato (wg 8).
Kolejne ujecia przedstawiajg podjednostke w réznych rzutach

Znakowanie powinowactwa (z j. ang. affinity labelling) umozliwia identyfikacje
szeregu biatek rybosomalnych znajdujacych sie w centrach aktywnych rybosomu,
jak np. w centrum transferazy peptydylowej, miejscu aminokwasowym A lub tez
peptydylowym P. Przy zastosowaniu radioaktywnego kwasu 2-nitro-4-azydo-benzo-
esowego (NAB) przytaczonego do fenyloalanylo-tRNA (Phe-tRNA) stwierdzono jed-
noznacznie wystepowanie w centrum transferazy peptydylowej biatka L10 oraz
prawdopodobnie biatek L7 i L23/23a (9). Oznaczenie polegato na uformowaniu
kompleksu NAB-Phe-tRNA-rybosom-poliU, a nastepnie wytworzeniu w nim wig-
zania kowalentnego poprzez naswietlanie promieniowaniem nadfioletowym. Wigzanie
kowalentne powstaje w tych warunkach pomiedzy radioaktywnym NAB a pobliskim
biatkiem rybosomalnym. Analiza technikg dwukierunkowej elektroforezy zelowej
umozliwia identyfikacje tych biatek, ktdre ulegaja zwiazaniu z grupg radioaktywna.

Przy zastosowaniu radioaktywnej NAB-puromycyny za pomocg tej techniki
stwierdzono przytgczanie znacznika wytgcznie do biatek wiekszej podjednostki,
przede wszystkim do biatek L28/29 i w nieco mniejszym stopniu do L4, L10, L6 i L24



Ryc. 2. Model rybosomu eukariotycznego na podstawie prac nad rybosomem z wa-
troby szczura, (wg 12).

a) podjednostka 60 S, Pozostate rysunki przedstawiajg kolejno po 2 ujecia z réznych

stron: b, ¢) podjednostka 40 S w konformacji P, d, e) podjednostka 40 S w konfor-

macji O, f, g) rybosom 80 S w konformacji O, h, i) rybosom 80 S w konformacji P

Na rysunku zaznaczono skale schematéw oraz naniesiono model czgsteczki tRNA
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(10). Natomiast stosujgc N-bromoacetylopuromycyne wykryto wigczanie radioaktyw-
nosci do biatek L27 i L29 (11). Powyzsze dwa znaczniki wykazujg podobne powino-
wactwo wobec biatek, odmienne sg jednak odlegtosci ich centréw aktywnych. NAB
moze reagowaé¢ na odlegto$¢ 8 A, a grupa bromoacetalowa — 3,5 A.

Eksperymenty z zastosowaniem wymienionych znacznikéw oraz przeciwciat umo-
zliwity zlokalizowanie szeregu biatek w centrach aktywnych rybosomu; dane te
zebrano w tabeli 1

Tabela 1
Funkcja i lokalizacja wybranych biatek rybosomalnych (wg 8).

Funkcja — region biatka rybosomalne
centrum transferazy peptydylowej L4, L6, L110, L21, L24, L27, L28, L29
wigzanie Met-tRNAF i miejsce P S2, S3, S9, S15, S18

synteza poli — Phe w systemie poli — U L10, LI7, L23/23a, S9, S12, S15

W laboratorium H. Bielki opracowany zostat ogdlny model rybosomu (gtdwnie
w oparciu o dane z mikroskopii elektronowej) (8, 12 i prace tam cytowane).

Wieksza podjednostka rybosomalna (60S) przypomina swym ogdlnym ksztattem
fotel czy tez Sciety pien drzewa (z. j. niem. Kegelstumpfe) (Ryc. 2a). Na ptaskiej po-
wierzchni znajduje sie gtebokie wglebienie, bruzda, ktérg zajmuje mniejsza podjed-
nostka — 40 S. Podjednostka ta sktada sie z dwoch czesci potaczonych ze soba, geome-
trycznie sobie odpowiadajacych i wystepujacych w dwoéch skrajnych konformacjach:
— konformacji P (z j. ang. prolate), o strukturze zwartej, owalnej (Rys. 2 b, c),

— konformacji O (z j. ang. obiate), o strukturze rozwartej, ptaskiej (Rys. 2 d, e).

W zwiagzku z réznymi konformacjami mniejszej podjednostki réwniez rybosom

jako cato$¢ moze wystepowaé w dwdch granicznych strukturach:

— konformacji O (rys. 2 f, g),

— konformacji P (rys. 2 h, i).

Warto zauwazy¢, ze ostatnio opublikowane dane Boublika dotyczace struktury ry-
bosomu z Arthemia salina bardzo przypominaja model Bielki w konformacji O (13).

Rozwinieciem koncepcji wystepowania rybosomu w dwéch konformacjach uczest-
niczacych w procesie biosyntezy biatka jest przedstawienie dynamicznego modelu ry-
bosomu zilustrowanego na rys. 3.

W przebiegu translacji kazdy cykl wydiuzania tafcucha peptydowego o jeden
aminokwas jest zwigzany z przemianami dynamicznymi rybosomu: z przejsciem kon-
formacyjnym P-»-0 (zwanym przez autoréw ,rack” oraz z przejSciem 0->P (tzw.
»roli”). Proces biosyntezy tancucha peptydowego zwigzany ze zmianami konforma-
cyjnymi jest schematycznie przedstawiony na Rycinach 3—1, 3—2 i 3—3. Rycina 3—1
ilustruje rozpoznanie witasciwego kodonu mRNA oraz transport AA-tRNA do miej-
sca biosyntezy. Kolejny AA-tRNA przytacza sie do wiekszej podjednostki w trakcie
zmiany konformacji (Ryc. 3—2). Wytwarzane jest woéwczas pomiedzy obu podjed-
nostkami centrum reakcji syntezy wigzania peptydowego. Po syntezie wigzania
peptydowego (Rys. 3—3) uktad powraca do poprzedniej konformacji, nastepuje prze-
suniecie mMRNA i cykl moze sie powtdrzy¢.

Przedstawiony model rybosomu eukariotycznego wydaje sie jednocze$nie i atrak-
cyjny i budzacy pewne watpliwosci. Podstawe eksperymentalng przedstawionej
koncepcji stanowig zdjecia mikroskopii elektronowej, ktérych interpretacja jest
trudna i czesto kontrowersyjna. Zatozone zmiany konformacyjne w trakcie procesu
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KONFORMACJA P

KONFORMAG]A O MRNA
00 tRNA

ale aminokwasy

Ryc. 3. Schemat dziatania dynamicznego modelu rybosomu eukariotycznego (wg 12)
3—1) przytgczanie AA-tRNA, 3—2) przesuniecie kolejnego AA-tRNA z miejsca A
do P, 3—3) synteza wigzania peptydowego

translacji wymagatyby niewatpliwie bardzo duzego nakiadu energetycznego. Na
dyskutowanym etapie ta kwestia nie jest w og6le analizowana. Zasadniczg zaleta
i nowoscig koncepcji jest uwzglednienie mozliwosci dynamicznych zmian molekuty
rybosomu. Dotychczas przedstawiane modele zaktadaty stan statyczny tej czgsteczki.
Przyjecie zmian dynamicznych rybosomu umozliwitoby petnienie przez niego pew-

nych, blizej w chwili obecnej nie sprecyzowanych, funkcji kontrolnych procesu
biosyntezy.

T. Twardowski
J. Pulikowska
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RECENZIJE

Stand und Fortschritte der Methoden in der Experimentallen Medizine

Red. K. Lohman
Seria Ergebnisse der Experimentailen Medizin, t. 32
VEB Verlag Volk und Gesundheit, 1978, Berlin, str. 120, cena 29 M.

Bardzo interesujgca ksigzka, zaréwno z merytorycznego jak i redakcyjnego
punktu widzenia. Zacznijmy od tego drugiego. 120 stron druku rozszerzone jest
dodatkowo o 200 stron zawarte na 4 mikro-fiszach przeznaczonych do odczytywania
w specjalnym zunifikowanym czytniku, ktérego egzemplarz znajduje sie¢ np.: w
Gtownej Bibliotece Lekarskiej. Oszczedno$¢ papieru znakomita. Tekst drukowany
spetnia podwdjng role: albo jest rozszerzeniem petnego tekstu zawartego w mikro-
fiszach albo jest petnym referatem.

Stanowiskiem wyjsciowym wydawnictwa jest interdyscyplinarno$¢ biochemii,
ktorej metodyka znajduje sie u podtoza bardzo réznych dyscyplin specjalistycznych,
moéwigcych ,,réznymi jezykami” jednak pracujgcych w oparciu o jednolite zasady
doswiadczalno-biochemiczne i metodyczne.

W szystkie artykuty sg po niemiecku, jeden po angielsku.

Przedmiotowo materiat podzielony jest na osiem grup: rozdziat i charakterystyka
organelli komérkowych — mitochondria, lizozomy, synaptosomy, biochemiczne me-
tody rozdzialu — chromatografia powinowactwa, rozdziat kwaséw nukleinowych — a-
minokwaséw, metody fizykalne stosowane w nowoczesnej medycynie — dyfrakcji
rentgenowskiej, EMR, NMR, ultrawiréwka, dichroism cyrkularny — metody skannin-
gowe, tomografia catego ciata — ultradzwieki, hodowle tkanek i ich znaczenie dla
diagnostyki i leczenia, metody histo- i immunochemii komérkowej, systemowa orga-
nizacja chemii klinicznej i diagnostyki laboratoryjnej — postepy w diagnostyce enzy-
matycznej, biotelemetria, sprawnos$¢ czynnosciowa i jej ocena.

Recenzja ksiazek czy artykutdw metodycznych o charakterze multidyscyplinar-
nym jest bardzo trudna i niewdzigeczna. Niezainteresowany odrzuca je, zaintereso-
wany musi wejs¢ w szczeg6ty, woli wiec tekst niz streszczenie

Istnieje jednak pewna grupa badaczy, tzw. integracjonistéow, ustawionych zwykle
na styku réznych dyscyplin, ktorym konieczne jest dobre, bardzo dobre rozeznanie
w istotach metody. Ta wtasnie wiedza jest podstawa ich interdyscyplinarnej dzia-
talnosci.

Jako specjalista w dziedzinie patobiochemii, diagnostyki laboratoryjnej i wy-
branej specjalnosci klinicznej, ksigzke te przeczytalem bardzo uwaznie i z duzym
pozytkiem. Artykuty pisane sg przez znakomitych specjalistow w swych dziedzinach.
Niektoére noszg charakter wybitnie prospektywny, np.: artykut prof. Haschena, co
podnosi jeszcze bardziej ich wartos¢.
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Sprawdzitem tez w Gitéwnej Bibliotece Lekarskiej przydatno$é¢ postugiwania sie
czytnikiem. To wygodna forma zdobywania informacji ale... traci sie domowo-gabi-
netowg intymnos$¢ czytania.

L. Tomaszewski

The Biochemical Genetics of Man
Red. Brock D. J. H.,, Mayo O.

Academic Press, 1978, London, New York, San Francisco, str. 832, cena 30 £.

Oceniana ksigzka stanowi Il wydanie (I ukazato sie w roku 1972) znanego euro-
pejsko-australijskiego dzieta poswigeconego biochemicznej genetyce cztowieka.

Od | do Il wydania wzrosta liczba stron prawie o 100, wzrosta znacznie liczba
cytowanych zrédet piSmienniczych, doprowadzono piSmiennictwo mniej wiecej do
roku 1976, wzrosta ponad trzykrotnie réwniez i cena.

Zbiorowe dzieto pod redakcjg Brocka i Mayo powstato jako préba stwo-
rzenia czego$ szerszego, anizeli znakomita ksigzka Harrisa, a zarazem czego$ szczup-
lejszego i mniej zorientowana w kierunku patologii anizeli znane dzieto zbiorowe
pod redakcja Stanbury’ego i wsp.

Redaktorzy oparli sie o wspoétprace z badaczami europejskimi i australijskimi;
jedyny autor, ktéry w obecnym wydaniu podaje swdéj adres na zachodniej potkuli,
prof. Fraser— jest z pochodzenia i przyzwyczajenia Europejczykiem.

Ksigzka sktada sie z 3 zasadniczych cze$ci. Pierwsza z nich zajmuje sie gene-
tycznymi podstawami zmiennosci i w niej przedstawione sg wspoétczesne poglady na
budowe i czynno$¢ biatek, zalezno$¢ pomiedzy genami a biatkami i na regulacje
ekspresji genéw oraz zwigzek miedzy chromosomami a zmiennos$cig biatek.

Cze$¢ druga poswiecona jest zmiennos$ci ,normalnej” i zawiera szereg informa-
cji, dotyczacych zaréwno biochemii, jak i genetyki populacyjnej. W czesci genetycz-
nej uwage zwracaja szczeg6lnie informacje dotyczace polimorfizmu, selekcji i ewo-
lucji, a takze informacje dotyczgace nowszych badan nad sprzezeniem genowym i oce-
ng odlegtosci genetycznych. W dziale biochemii szczegétowo przedstawiona jest
zmienno$¢ w zakresie enzyméw, biatek osocza, antygendw grupowych krwi oraz
antygenow leukocytarnych.

Cze$¢ trzecia dotyczy zmiennosci ,,patologicznej”. W poszczegélnych rozdziatach
omowiono problematyke wrodzonych wad metabolizmu, hemoglobinopatii, immuno-
globulinopatii oraz zaburzen krzepniegcia.

Ksigzke konczy inteligentny esej Frasera o niezbadanych chorobach mendlow-
skich. Ksigzka zawiera bardzo duzo nowej informacji, stanowi ambitng probe uno-
wocze$nienia zaréwno strony faktycznej, jak i koncepcyjnej naszych pogladéw na
biochemiczne aspekty genetyki cztowieka. Préba to udana tylko czesciowo. Uktad
ksigzki jest niezwykle logiczny, wyktad jest na og6t jasny, informacja przedstawiona
jest w sposéb petny i przejrzysty. Mimo to ksigzka jest bardzo przekonywujgcym
dowodem na rzecz tezy, ze nowsze informacje w zakresie genetyki wspoéiczesnej
doprowadzity wprawdzie do podwazenia wielu przejrzystych paradygmatéw, ale nie
pozwolity jeszcze na stworzenie nowej syntezy. Szczegélnie widomym przyktadem
tego jest sytuacja w dziedzinie naszych pogladéw na regulacje genetyczng czy za-
gadnienie zwiazku miedzy chromosomami a biatkami. Nie jest to oczywiscie zarzut
pod adresem autoréw. Ksigzka jest po prostu zwierciadtem naszej wiedzy i dlatego
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sadze, ze ksigzka stanowi cenne $wiadectwo sytuacji w dziedzinie genetyki bio-
chemicznej cztowieka. Jest to ponadto wartos$ciowe Zrédio informacji, interesujace
zarowno dla biochemikéw, biologéw, jak i lekarzy i mysle, ze podobnie jak | wyda-

nie odegra bardzo pozytywng role.
Z Wald.



KOMUNIKAT

Na podstawie decyzji Wtadz Polskiej Akademii Nauk, Komitet Biochemii i Bio-
fizyki PAN oraz Komitet Mikrobiologii PAN powotat Zesp6t d/s Bezpieczenstwa Ba-
dan Metodami Inzynierii Genetycznej w skiadzie:

Przewodniczacy — prof, dr Z. Lorkiewicz, UMCS Lublin
Cztonkowie — prof, dr W. Gajewski, UW Warszawa
— doc. dr M. Fikus, IBB Warszawa
— doc. dr S. Katuzewski, PZH Warszawa
— doc. dr W. Magdziak PZH Warszawa
— doc. dr A. Piekarowicz, UW Warszawa
— doc. dr P. WegleiAski, UW Warszawa

Zespo6t bedzie wspotpracowat z Komitetem Mikrobiologii PAN.

W Polsce podjeto ostatnio badania nad klonowaniem genéw przy uzyciu technik
rekombinowania DNA in vitro. Badania te winny by¢ prowadzone w sposob zapew-
niajacy ich petne bezpieczenstwo. Zadaniem wiec Zespotu jest opracowanie, w opar-
ciu o doswiadczenia krajowe i zagraniczne, odpowiednich przepiséw dotyczacych
bezpieczenstwa tych badan.

Do czasu jednak opracowania i wprowadzenia w praktyke badawczg tych przepisow
Zespo6t bedzie:

1. oceniat projekty badan, ktére majg by¢ wykonywane metodami inzynierii
genetycznej z punktu widzenia potencjalnego zagrozenia, jakie mogg one stanowic
dla cztowieka i $rodowiska,

2. zalecat takie zmiany w zaplanowanych badaniach z w.w. zakresu lub w wa-
runkach ich prowadzenia, ktére by to zagrozenie w jak najwiekszym stopniu ogra-
niczaty.

W zwigzku z tym Komitet Biochemii i Biofizyki PAN, Komitet Mikrobiologii
PAN, Polskie Towarzystwo Biochemiczne, Polskie Towarzystwo Mikrobiologéw, Pol-
skie Towarzystwo Genetyczne, Polskie Towarzystwo Epidemiologéw i Lekarzy Cho-
réb Zakaznych, Polskie Towarzystwo Nauk Weterynaryjnych zwracaja sie do wszyst-
kich instytucji naukowych i gospodarczych oraz do wszystkich pracownikéw nauki
w kraju o zgtaszanie na adres Zespotu projektéw badan, w ktédrych stosowane maja
by¢ metody inzynierii genetycznej.

Informacje o projektach tych badan winny zawiera¢ nastepujgce dane:

a) Nazwa i adres placowki, nazwiska, imiona, stopnie naukowe kierownika i po-
zostatych wykonawcéw badan;

b) Cel badan;

c) Pochodzenie klonowanego DNA, rodzaj wektora i organizmu, w ktérym bedzie
klonowany hybrydowy DNA;

d) Przewidywane metody badawcze;

e) Warunki lokalowe i wyposazenie laboratorium w zakresie dotyczagcym bez-
pieczenstwa planowanych badan;

f) Projektowane kontrole bezpieczenstwa przebiegu badan;

g) Przewidywane wykorzystanie i postugiwanie sie uzyskanymi hybrydami.

Informacje nalezy kierowa¢ na adres:

prof. dr Zbigniew Lorkiewicz
Instytut Mikrobiologii UMCS
20-033 Lublin, Akademicka 19
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Jedli nie bedg potrzebne dodatkowe dane lub badania kontrolne, oceny beda
przygotowane w terminie nie diuzszym niz 1 miesigc.

Biorgc pod uwage absolutna konieczno$¢ zapewnienia catkowitego bezpieczen-
stwa badan z zakresu inzynierii genetycznej i wysokie poczucie naukowej i spotecz-
nej odpowiedzialnosci polskich uczonych i instytucji badawczych, liczymy na petne
podporzagdkowanie sie zaleceniom zawartym w tym komunikacie.
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Redaktorzy Tomu przepraszajag Autoréw i Czytelnikow
za spoznione ukazanie sie 3 zeszytu tomu 26 (1980) Postepdéw
Biochemii i spodziewajg sie, ze zeszyt 4 tegoz tomu ukaze sie
z mniejszym opoéznieniem.
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Professor Dr. Irena Mochnacka 1905—1979 (Obituary note) . L

Molecular Properties of Antianemic Factor — 50th Years of Research
(W. O STIOW SKI) ittt ettt snen

J. Kuznicki, W. Drabikowski — Calmodulin — Activator of Ca2+ — Re-
gulated Processes (Dept. Biochem. Nerv. System and Muscle, Nencki Insti-
tute of experimental Biology, PoL Acad. Sei.,, W arszawa).......

R. Farbiszewski, H Gabryel — Role of Arginine Residues in Biological
Function of Peptides and Proteins (Dept. Inorganic Chemistry, Inst. Chem.,
Biopyhs. School of Medcine, BiatyStOK)....cocoooiiiiioeiinreiicsenee e

Z. Zak — Disulphide Bounds in the Structure and Function of Proteins (Dept.
Animals Biochem., Inst. Mol. Biol., Jagiellonian Univ., Krakow) .

Z. Zak —Physical Methods Applied in the Study of Disulphide Bound Geo-
metry (Dept. Animals Biochem., Inst. Mol. Biol., Jagiellonian Univ., Kra-
KOW) bbb

A. Stasiak — Restriction Enzymes I. Mechanisms of Action of Type Il Rest-
riction— Modification Systems (Inst. Biochem. Biophys., Pol. Acad. Sei.,
WV ATSZAW Q) ...ectieeiereiiitieteseeete et sestese sttt et e e b e s s et esesese b et e s ese et et eseee e s et e e s eses et esebenesasesenesnesenes

A. Stasiak — Restriction Enzymes Il. Mechanisms of Action of Type | and
Il Restriction — Modification Systems (Inst. Biochem. Biophys., Pol. Acad.

SEi., W ATSZAW @) iiieiieiirieiiieieieiee et st es et ane et e s et et aesenenesenanens
R. Winter, D. Piskorska —Glyoxalase Enzyme System (Dept. Biochem.,
Silesian School of Medicing, Zabrze) ...
B. Rzeszotarska, I. Zoztowska — Structure and Function of Luliberin
(Inst. Chem. Pedagogical Univ., OPOole) ...

M. A. Konecka — Enkephalins — Biologically Active Compounds of Central
Nervous System (Inst. Genetics and Animal Breeding, Pol. Acad. Sei., Ja-
E 21 1 1T ) RPN
J. J. Bujarski — Mechanisms of Plant Resistance Against Virus Infection
(Inst. Plant Genetics, Pol. Acad. Sei., POZNan) ...
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Redakcja zastrzega sobie mozno$¢ skroécenia tekstu i wprowadzania poprawek
nie wplywajgcych na tre$¢ pracy.

PiSmiennictwo: w artykule nalezy cytowaé prace oryginalne z ostatnich kilku
lat oraz najwazniejsze artykuly przeglagdowe omawiajgce przedstawiong dziedzine
z uwzglednieniem artykutéw opublikowanych w ,,Postepach Biochemii”. W tekscie
nalezy podawaé jedynie nazwiska badaczy, ktérych prace majg 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. Odnosniki bibliograficzne win-
ny mie¢ forme zalecang przez Komisje Wydawcow Czasopism Biochemicznych Mie-
dzynarodowej Unii Biochemikow (IUB) wedtug Biochim. Biophys. Acta, (1972), 276,
() np.:

Pipa J. P, Buchanan F. M., (1971), Biochim. Biophys. Acta, 247, 181—184.

Cytujac wydawnictwa ksigzkowe podawac nalezy kolejno: nazwisko(a) inicjaty auto-
ra(éw), 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.

Zatgczniki: kazdy zatgcznik nalezy sporzadzi¢ w 2 egz. na oddzielnych kartkach
i opatrzy¢ kolejnym numerem odpowiadajagcym numerowi uzytemu w tekscie, oraz
oznaczy¢ (na gorze stronicy otdowkiem) nazwiskiem pierwszego autora i poczgtkowymi
wyrazami tytutu pracy.

Tabele nalezy kolejno numerowaé¢ 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 omoéwienia w tekscie. Przyjmuje sie zasade numeracji rycin cyframi
arabskimi, a wzory cyframi rzymskimi. Fotografie czarno-biate (kontrastowe) po-
winny by¢é wykonane na papierze matowym. Pozostate ryciny nalezy wykona¢ tu-
szem na biatym papierze lub na kalce technicznej. Wymiar ryciny nie powinien by¢
mniejszy niz 10X15 cm, a naniesione linie nie powinny by¢ ciefsze niz 1 mm. Ramki
ujmujace wykresy mozna wykona¢ linig ciefszg niz linie wasciwe wykresu. Cyfry
i litery stuzgce do opisu rysunku powinny mie¢ wysoko$¢ nie mniejszg niz 5 mm. Na
rysunkach nie nalezy umieszcza¢ opiséw stownych, lecz postugiwacé sie skrotami. Osie
wykreséw natomiast winny by¢ opatrzone napisem tatwo zrozumiatym. Dla oznacze-
nia punktéw doswiadczalnych mozna stosowa¢ nastepujace symbole: OO0 A ®M
Rycine nalezy opatrzy¢ na odwrocie oznaczeniem ,,géra” i ,,dot” (otowkiem). Decyzje
0 stopniu zmniejszenia ryciny podejmuje wydawca.

Podpisy i objasnienia pod rycinami powinny byé dotgczone na oddzielnej kartce.
Oznaczenia, ktérych nie mozna wpisaé na maszynie, nalezy wyraznie nanies¢ czar-
nym tuszem.

Ze wzgledu na wewnetrzng spoisto$¢ artykutu zaleca sie autorom konstruowanie
oryginalnych rysunkéw i zbiorczych tabel na podstawie danych z piSmiennictwa.
Prawie wszystkie czasopisma zastrzegajg sobie wytgczno$¢ druku prac wraz z ich
dokumentacjg (Copyright). Przed wiaczeniem tabel, wykreséw czy schematéw do
artykutu przeznaczonego do publikacji w Postepach Biochemii nalezy zatem uzyskac
zgode na przedruk lub wykorzystanie danych i przedtozy¢ jg Redakcji. W razie
modyfikowania rycin zaczerpnietych z opublikowanych prac nalezy takze przedtozy¢
Redakcji do wglagdu kopie orginalnych ilustracji.

Redakcja prosi o wiasciwe pakowanie artykuldow, aby zabezpieczy¢ maszynopisy
lilustracje przed pogieciem.
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J. Bujarski — Mechanizmy odpornosci roslin na zakazenie wirusowe .
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