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Wspomnienie o Profesorze Jézefie Hellerze

Profesor Jézef Heller urodzit sie 3 stycznia 1896 roku we Lwowie
w rodzinie nauczycielskiej. Egzamin dojrzatosci ztozyt w 1914 roku,
a w dwa lata poZniej rozpoczat studia lekarskie na Uniwersytecie Jana
Kazimierza we Lwowie. Gdy wybucha | wojna $wiatowa, maturzysta
wstepuje do Legiondw Polskich i dzieli losy tej formacji. Stuzbe konczy
w 5 putku piechoty Legionowej odznaczony Krzyzem Walecznych i Od-
znaka ,,Za wierng stuzbe”. Potem jeszcze raz staje w szeregu, aby wzigc
udziat w 111 Powstaniu Slaskim. Dyplom Doktora Wszech Nauk Lekar-
skich uzyskuje w 1922 roku na lwowskim Uniwersytecie.

W latach 1921—1935 jest asystentem na Uniwersytecie Jana Kazi-
mierza we Lwowie, poczatkowo w Katedrze Chemii Lekarskiej u prof. Ja-
kuba Parnasa, a poZniej w Zaktadzie Higieny u prof. Zdzistawa Steusin-
ga. Rozpoczyna juz wdwczas badania nad fizjologig i biochemig owadow.
Przez cate zycie, jak woéwczas, bedzie dzielit swe sity i czas pomiedzy
prace naukowa a liczne i czesto ucigzliwe obowigzki organizacyjne, po-
dejmowane w poczuciu spotecznej potrzeby. W roku 1926 organizuje
i przez kilka lat prowadzi Pracownige Analityczng Ubezpieczalni Spotecz-
nej we Lwowie, a w latach 1936—1939 Filie Painstwowego Zaktadu Hi-
gieny w Krakowie.

Habilituje sie w 1937 roku na Uniwersytecie Stefana Batorego w Wil-
nie na podstawie pracy ,Badania nad przeobrazeniem owadow”. Kam-
panie wrze$niowg drugiej wojny Swiatowej odbywa w stopniu majora-le-
karza w X Kadrze Sanitarnej W.P. W latach 1940—1941 prowadzi we
Lwowie Katedre Biochemii na Wydziale Przyrodniczym Uniwersytetu,
a nastepnie Katedre Chemii Ogo6lnej Instytutu Medycznego. W latach
1942—1944 na Tajnym Uniwersytecie w Warszawie wyktada biochemie
i fizjologie przysztym lekarzom i farmaceutom. W przesztosci sam stu-
dent-zotnierz rozumie dobrze te miodziez. Po latach powie o niej, iz nigdy
wczesniej ani pézniej nie miat rownie chtonnych stuchaczy. Wywieziony
w 1944 roku do obozu pracy w Hanowerze, po wkroczeniu aliantéw raz
jeszcze wkiada mundur, obejmujac stanowisko komendanta szpitala woj-
skowego Polskich Sit Zbrojnych na Zachodzie. To tam w#asnie jest wspot-
zatozycielem Polskiego Zwiazku WychodzZzstwa Przymusowego, ktéry za-
jawszy po wyzwoleniu drukarnie wydat ,,Pana Tadeusza”. Unikalny eg-
zemplarz tej ksigzki miat swoje poczesne miejsce w bibliotece domowej
prof. Hellera.



Po powrocie do kraju pracuje na Ziemiach Odzyskanych. W katedrze
Fizjologii Zwierzat na Wydziale Przyrodniczym Uniwersytetu we Wro-
ctawiu wznawia swe badania nad owadami i ksztatci studentow. W 1946
roku zostaje mianowany profesorem nadzwyczajnym, a dwa lata pézniej
profesorem zwyczajnym. Réwnocze$nie stuzy zniszczonemu i wyczerpa-
nemu Krajowi swym doswiadczeniem organizacyjnym*,tworzgc filie Pan-
stwowego Zaktadu Higieny w Szczecinie i kierujgc przez rok, zastepczo,
wroctawska filiag PZH. Wiacza sie tez w trud budowy szkolnictwa medycz-
nego na Slasku jako konsultant naukowy Akadernii Medycznej w Rokit-
nicy. mm; k
.»,-W 1951 roku profesor Heller przenosi sie do Warszawy. Nadal nie re-
zygnuje z umitowanego kierunku badan nad owadami, ale, jak sam to
p6zniej powie, mysli ,,0 przysztosSci, o wyksztatceniu kadr w wielu dzie-
dzinach biochemii”. Przed takim zadaniem stangt bowiem obejmujac Ka-
tedre Chemii Fizjologicznej Akademii Medycznej i podejmujac sie zorga-
nizowania Dziatu Biochemii Panstwowego Zaktadu .Higieny w Warszawie.
Obie placowki miaty stanowi¢ zalazek nowoczesnego osrodka naukowego
polskiej biochemii. Wytrwate, madre i dalekowzroczne poczynania profe-
sora Hellera sprawity, ze skupit On wokét siebie ludzi gotowych osrodek
taki wspottworzy¢. Juz w 1953 roku powstaje pod ;jego kierunkiem Za-
ktad Biochemii Polskiej Akademii Nauk. Zaktad szybko dorasta do rangi
instytutu i w 1957 roku przeksztatca sie w Instytut.Biochemii i Biofizyki
PAN, a profesor Heller staje na jego czele jako dyrektor. Pozostaje On
na tym stanowisku do chwili przejscia na emeryture w 1967 roku, ale do
1981 roku jest przewodniczacym Rady Naukowej-Instytutu, a do korca
zycia honorowym przewodniczgcym tej Rady. . <wW

Jest Instytut Biochemii i Biofizyki PAN najwiekszym dzietem zycio-
wym Profesora Hellera. Znaczna czes¢ kadry naukowej tego powaznego,
liczacego sie w nauce o$rodka badawczego biologii, molekularnej, wsréd
nich szesciu profesoréw, to wychowankowie Profesora. Jemu zawdziecza
Instytut zaszczepienie i pielegnowanie szacunku dla pracy naukowej, ot-
wartosci na to, co w nauce nowe, poczucia wiezi z nauka $wiatowg, madrej
tolerancji i $wiadomosci, ze za kazdym sukcesem naukowym stoi tylez
pracy co talentu, a kazda godnos¢ naukowa wiecej naktada obowigzku niz
daje przywileju. Y

Zmudna, uparta, niosaca wiele trosk i porazek praca nad tworzeniem
i rozwojem Instytutu, przycigganiem i ksztalceniem kadry, zdobywaniem
Srodkdéw, zabieganiem o miejsce i wyposazenie, torowaniem drogi ku Swia-
tu i zaszczepianiem nowych kierunkéw badawczych pozostawiata, zdawa-
toby sie, niewiele czasu. A jednak przez 11 lat sprawowat funkcje kierow-
nika Zaktadu Chemii Fizjologicznej Akademii Medycznej w Warszawie
opiekujac sie ksztalceniem przysztych lekarzy. Zatozyt.i przez wiele lat
redagowat ,,Postepy Biochemii”, byt diugoletnim redaktorem Serii Biolo-
gicznej Biuletynu PAN, czuwat jako redaktor naukowy nad jakosScig no-
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wych podrecznikdw biochemii ttumaczonych z jezyka angielskiego. Pisat
tez sam artykuty przegladowe o rdznej tematyce biochemicznej i opraco-
wywat hasta biochemiczne dla Wielkiej Encyklopedii Powszechnej PWN.
0 rozwo0j nauki, zwkaszcza za$ biochemii, zabiegat nieustannie w Komite-
cie Biochemicznym PAN, ktérego byt pierwszym przewodniczacym, w to-
warzystwach naukowych, ktérych byt czynnym cztonkiem — we Wroc-
tawskim Towarzystwie Naukowym, Towarzystwie Przyrodnikéw im. Mi-
kotaja Kopernika, Polskim Towarzystwie Fizjologicznym i w Polskim To-
warzystwie Biochemicznym, ktérego byt cztonkiem zatozycielem i czion-
kiem honorowym. Reprezentowat tez nauke polskg za granicg petnigc
funkcje v-przewodniczacego Miedzynarodowej Unii Biochemicznej, czton-
ka zarzadu Miedzynarodowego Komitetu Standaryzacji w Biologii Czio-
wieka i cztonka Biochemical Society. Wyrazem uznania miedzynarodowego
autorytetu Profesora byt w 1962 roku wybér na cztonka Deutsche Akade-
mie der Naturforscher Leopoldina.

Powotany w 1952 roku na czlonka korespondenta Polskiej Akademii
Nauk, zostat w 1961 roku jej cztonkiem rzeczywistym. W 1951 roku otrzy-
mat za catoksztatt dziatalnosci Nagrode Panstwowag Il stopnia. Byt odzna-
czony Krzyzem Niepodlegtosci i Ztotym Krzyzem Zastugi w okresie mieg-
dzywojennym a po wojnie Krzyzem Komandorskim z Gwiazdg Orderu
Odrodzenia Polski.

W pamieci znajagcych Profesora blizej, pozostanie On zawsze jako ba-
dacz-przyrodnik, spokojnie i uwaznie obserwujgcy swoje ulubione wilczo-
mleczki. To prawda, ze wyksztatcenie lekarskie wycisneto pietno takze
1 na tworczosci Profesora. Rozpoczat ja wspolnym z prof. Parnasem od-
kryciem ammoniogenezy we krwi i skonstruowaniem aparatu Parnasa-
Hellera do oznaczania mikroilosci amoniaku. Zajmowat sie analizg che-
miczng krwi, skfadnikami azotowymi, substancjami redukujacymi i zna-
czeniem tych danych dla diagnozy i leczenia. Interesowat sie badaniami
biochemicznymi pratka gruzlicy i sam sie nimi po wojnie zajmowat ze swy-
mi wspotpracownikami. Jednakze gtowny nurt zainteresowan stanowity
zagadnienia teoretyczne fizjologii i biochemii. O pracy badawczej Profesora
tak pisat Jego diugoletni przyjaciel, prof. W. Mozotowski: ,Idealnym jej
celem to poznanie praw, og6lnie obowigzujagcych w przemianie zywych
organizméw a badanych na materiale biologicznym wykazujagcym mozliwie
najwieksza rozmaito$¢ nasilenia tych proceséw; totez wybor Hellera pada
na owady z ich postaciami rozwojowymi przedstawiajagcymi w ramach jed-
nego gatunku bardzo rozlegty zakres natezenia przemian ustrojowych”.
Wszechstronne badania fizjologii i biochemii wilczomleczka prowadzone
przez Profesora, odkryty zjawisko przeobrazenia powolnego i doraznego.
Poszukujac przyczyny réznego czasokresu metamorfozy Profesor stwier-
dzit, ze poczwarki maja zdolno$¢ do obnizania przemiany podstawowej
wraz ze wzrostem temperatury, a wspdlnie z zonag, dr Moktowska-Hel-
lerowa, ustalit, ze zawartos¢ fosforanu nieorganicznego w hemolimfie jest
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odwrotnie proporcjonalna do wysokosci tej przemiany. Stato sie to po-
czatkiem prowadzonych juz wsp6lnie z uczniami badan nad bilansem,
przemiang i rolg zwiazkéw fosforanowych, w tym fosfolipidow, kwasow
nukleinowych i odkrytych u wilczomleczka pirofosforanéw nieorganicz-
nych. Odkrycie mechanizmu oddechowego niewrazliwego na cyjanki, obok
oddychania cytochromowego, przyczynito sie p6zniej do rozwoju badanh
nad rolg chinonéw i oksydaz koncowych w utlenianiu tkankowym. Zain-
teresowania Profesora przemiang biatek podczas histolizy i morfogenezy
mialy tez swoj udziat w rozwoju badahn prowadzonych w IBB nad me-
chanizmami biosyntezy biatka i zwigzkéw purynowych oraz rolg kwaséw
nukleinowych a takze hormondéw owadzich. Wyniki swoich obserwacji po-
czynionych na ulubionym obiekcie umiat prof. Heller uogélniaé¢ tak, ze
inspirowaty one réznorodne i roznokierunkowe badania prowadzone przez
Jego wychowankow.

Zegnajac Profesora Hellera na zawsze, zegnaliSmy Przetozonego
i Przyjaciela z zalem ale i ze SwiadomoScig, ze oto odszedt Ten, ktéry
miatby prawo powiedzie¢: ,,non omnis moriar”.

Uczniowie
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NOWE W BIOCHEMII

Kokancerogen jako czynnik zwiekszajacy czestotliwo$¢ mutacji odpowie—
dzialnej za odporno$¢ komorek na antyfoliany

Czestym i wielce niepozadanym zjawiskiem towarzyszacym chemioterapii no-
wotworéw przy zastosowaniu analogéw kwasu foliowego (tzw. antyfoliandéw) jest
pojawienie sie opornosci. Zjawisko to, badane od ponad dwudziestu lat w réznych
uktadach biologicznych, zwigzane jest najczesciej z podwyzszeniem w komérkach
opornych aktywnos$ci reduktazy dihydrofolianowej (DHFR*)), enzymu szczegdlnie
efektywnie hamowanego przez antyfoliany, jak rowniez z upo$ledzeniem transportu
antyfolianéw do komoérek lub z pojawieniem sie w nich reduktazy dihydrofoliano-
wej 0 znacznie obnizonym powinowactwie do antyfolianéw. Dzieki badaniom
Schimke i wsp. (1, 2) juz od roku 1977 wiadomo, ze podwyzszona aktywnos$¢
DHFR w komorkach opornych na ametopteryne, jeden z najpowszechniej stosowa-
nych antyfoliandéw, jest czesto rezultatem zwielokrotnienia genu tego enzymu, co-
w efekcie prowadzi do zwiekszenia syntezy tego okre$lonego biatka enzymatycz-
nego **).

Zwielokrotnienie genu DHFR a tym samym zwiekszenie mozliwosci syntezy
DHFR, powieksza szanse przezycia komoérek w obecnosci toksycznych skadingd
dawek antyfolianu.

Spontaniczne mutacje, prowadzace do ujawnienia sie w populacji komorek
opornych na antyfolian sg rzadkie. W 1981 roku Varshavsky wykazat, ze ko-
kancerogen— octan forbolu (13-octan-12-0-tetradekanylo-forbolu), TPA, a takze hor-
mon taki jak insulina, w bardzo silnym stopniu zwiekszaty w populacji hodowa-
nych in vitro mysich fibroblastéw 3T6 czestotliwo$¢ pojawiania sie komoérek opor-
nych na ametopteryne (3).

Na ogdét w populacji fibroblastéw 3T6 hodowanych w $rodowisku zawierajg-
cym ametopteryne w stezeniu 10~7M czestotliwo$¢ pojawiania sie kolonii komérek
opornych jest rzedu 3-4X10-7 Octan forbolu obecny wraz z ametopteryng w S$ro-
dowisku selekcjonujagcym zwiekszat ilos¢ kolonii komorek opornych na antyfolian.
w tym stezeniu ponad stukrotnie. Wynik ten uzyskano stosujagc TPA w szerokim
zakresie stezen (efekt maksymalny przy stezeniu 162 nM) i przy réznej gestosci
wyjsciowej komoarek. .

Zwiekszenia ilosci komorek opornych na ametopteryne nie wywolywat zwigzek
pokrewny — forbol, ani tez sulfotlenek dwumetylu (DMSO), stosowany do sporzg-
dzania roztworéw powyzszych zwigzkéw. Komoérki oporne na ametopteryne, wy-
selekcjonowane w obecnosci TPA, po jego usunieciu nadal pozostawaty oporne,,
a ich oporno$¢ na ametopteryne wynikata ze zwielokrotnienia w nich genu kodu-
jacego DHFR. A mianowicie, w komoérkach 3T6 zdolnych do wzrostu w obecnosci

*) Oksydoreduktaza 5,6,7,8-tetrahydrofolian:NADP+ (E.C.1.5.1.3).
**) Niektére aspekty zwielokrotnienia genu DHFR pod wptywem antyfolianéw
poruszono w ,Postepach Biochemii”: Fikus M., Zielinska Z., (1979), 25, 254—256.
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ametopteryny w stezeniach 100, 200 i 300 nM, liczba genéw DHFR (oznaczona przy
zastosowaniu techniki hybrydyzacji punktowej (dot. hybridization procedure wg
Kafatosa i wsp., (4), w znacznym stopniu zalezala od selekcjonujgcego stezenia
ametopteryny i byta trzy, dziesiecio- i szesnastokrotnie wyzsza niz we wrazliwych
fibroblastach 3T6. Natomiast ilo$¢ reduktazy dihydrofolianowej w komérkach za-
wierajgcych 16-krotnie wiecej genu niz komorki wrazliwe na ametopteryne byita
nawet 80 razy wyzsza. Wynik ten sugeruje, ze zwielokrotnieniu genu DHFR towa-
rzyszyto zwiekszenie jego aktywnos$ci transkrypcyjnej. TPA nalezy do grupy tzw.
czynnikéw kokancerogennych (tumor promoters), zwiekszajacych prawdopodobien-
stwo wystgpienia transformacji nowotworowej i rozwoju nowotworu, zainicjowanych
uprzednim poddaniem komoérek dziataniu kancerogenu — chemicznego czynnika ra-
kotwoérczego (5). TPA sam, nie wykazuje dziatania mutagennego, jednakze wywo-
tuje bardzo liczne efekty, miedzy innymi takie jak przyspieszenie metabolizmu ko-
morkowego i wzrostu komdrek, stymulacje roznych funkcji bton komoérkowych (np.
transportu cukrow i fosfolipidow), indukcje niektorych enzymow (np. aktywatora
plazminogenu czy tez dekarboksylazy ornitynowej). Trudno jednak jest powigzac
bezposrednio ktorys z powyzszych efektow TPA ze zwiekszong czestotliwoscig zwie-
lokrotnienia genu DHFR.

Varshavsky dyskutuje dwie mozliwe interpretacje obserwowanego efektu TPA.
Pierwsza z nich zaktada, ze TPA nie stymuluje zwielokrotnienia genu DHFR, sam
jednak utatwia w Srodowisku zawierajgcym antyfolian przezycie komdrek obdarzo-
nych tg cecha. Dodatkowym zatozeniem niezbednym w tej hipotezie jest postulat, ze
samo zwielokrotnienie genu DHFR nie wystarcza do zapewnienia przezycia komo-
rek w $rodowisku z antyfolianem. Drugie tlumaczenie sposobu dziatania TPA opiera
sie na koncepcji wysunietej przez Varshavskiego w 1981 roku o metabolicz-
nej kontroli replikacji genomu poprzez endo- lub egzogenne substancje okreslane
mianem ,firone” (6). Ich dziatanie miatoby polega¢ na wywotywaniu w okreslonych
fragmentach genomu dodatkowych, ,,bezprawnych” replikacji (tzw. misfirings), po-
ciggajacych za sobg w efekcie zwielokrotnienie obecnych w nim gendw. Wedtug tej
koncepcji octan forbolu mozna traktowaé jako substancje typu ,firone”, wywotujaca
serig, poza normalnym cyklem komoérkowym, dodatkowych podziatéw, prowadza-
cych do zwielokrotnienia fragmentu genomu zawierajgcego gen DHFR.

Dane doswiadczalne nie dajg jeszcze odpowiedzi na pytanie czy zwielokrotnie-
nie genu jest wynikiem pojedynczego ,,wybuchu” replikacji czy jest procesem wie-
loetapowym. Jest oczywiste, ze powyzsze dwie interpretacje nie wyczerpujg mozli-
wych mechanizméw prowadzgcych do zwielokrotnienia genu. Niektdre z nich, jak
pobieranie przez komérki fragmentow DNA z martwych komorek, nieréwne ,,cros-
sing over” czy tez ,nieproporcjonalng replikacje” dyskutowane sg w artykule
Schimke i wsp. (7).

Oporno$¢ na leki jest zjawiskiem zawsze niekorzystnym. Stwierdzenie zatem,
ze znany kokancerogen czy tez insulina moga zwiekszaé w znacznym stopniu cze-
stotliwo$¢ mutacji prowadzacej do wystapienia opornosci na antyfoliany jest nie-
zmiernie wazne z punktu widzenia chemioterapii. Jest wielce prawdopodobne, ze
podobne zjawisko moze mieé¢ miejsce in vivo. Varshavsky obawia sie, ze jesli w no-
wotworze poddawanym terapii antyfolianem pojawi sie substancja typu ,firone”
-0 dziataniu zblizonym do dziatania octanu forbolu, to woéwczs ilos¢ komérek opor-
nych na antyfolian mogtaby dramatycznie wzrosngé, co w efekcie spowodowatoby
nieskuteczno$¢ stosowanego leczenia. Zastosowanie w chemioterapii nowotworéw
razem z antyfolianem zwigzkéw przeciwdziatajgcych efektom kokancerogenéw, np.
witaminy A mogtoby wedtug Varshavskiego (3) zapobiegaé w pewnym stop-
niu wystgpieniu opornosci na antyfoliany.
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Dalszg sugestig, wynikajgcg z referowanych badan, jest mozliwo$¢ wykorzysta-
nia systemu selekcjonujacego komdrki oporne na ametopteryne jako szybkiego testu
do badania nowych kokancerogendw.

B. Grzelakéwska-Sztabert
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Transferowe kwasy rybonukleinowe. Wiasciwosci i struktura

Transferowe kwasy rybonukleinowe (tRNA) spetniajg jedng z podstawowych
funkcji w procesie translacji, przenoszac enzymatycznie (1) zwigzany aminokwas
do rybosomalnego miejsca syntezy biatka. W komérce znajduje sie okoto 60 réz-
nych tRNA rozpoznajgcych 20 aminokwaséw (2). W ostatnich latach zgromadzono
wiele danych $wiadczacych o udziale tRNA takze w innych procesach komorko-
wych, takich jak: synteza $cian bakteryjnych, nierybosomalna modyfikacja biatek,
regulacja syntezy enzymow, regulacja transportu aminokwaséw czy odwrotna trans-
krypcja (3). Wszystkie te procesy wymagajg specyficznych oddziatywan tRNA z biat-
kami lub kompleksami nukleobiatkowymi np. rybosomami (3). Do zrozumienia tych
wysoce specyficznych rodzajéw oddziatywan miedzy biatkiem i kwasem nukleino-
wym lub kwasem nukleinowym i kwasem nukleinowym konieczna jest znajomos¢
struktury pierwszorzedowej (sekwencji nukleotydéw) tRNA. W ostatnim czasie za-
notowano olbrzymi postep w tej dziedzinie. Obecnie znane sg sekwencje ponad 330
roznych tRNA (4, 5) oraz sekwencje 88 tRNA odczytane z sekwencji genow tRNA
<5). W 22 przypadkach poprawno$¢ okreslenia sekwencji tRNA potwierdzono poréw-
nujac je z sekwencjami odpowiednich genéw. Poznanie tak wielu struktur byto
mozliwe dzieki wprowadzeniu nowych metod oznaczania struktury I-rzedowej kwa-
sow nukleinowych (6).

Informacje zawarte w strukturze pierwszorzedowej tRNA sg nie tylko niezbed-
ne w badaniu oddziatywan miedzyczasteczkowych z udziatem tRNA, ale wykorzy-
stuje sie je takze do szukania podobienstw struktury specyficznych tRNA z réznych
organizméw oraz w badaniu taksonomii organizméw (7). Okres$lajac sekwencje cy-
toplazmatycznego tRNA Phe Euglena gracilis i poréwnujac ja z innymi znanymi
tRNA Phe stwierdzono bardzo duze podobiefistwo (%4.7®/o) ze zwierzecymi tRNA Phe
oraz znacznie mniejsze podobienstwo z roslinami tRNA Phe (78.9%). Jest to jeden
z argumentow pozwalajgcych zalicza¢ Euglena gracilis raczej do zwierzat niz do
roslin (8).

W ostatnich latach szczegélne zainteresowanie skupia sie na tRNA organelli
komérkowych (chloroplasty i mitochondria), a takze na supresorowych tRNA (7).
Poznanie struktury I-rzedowej tRNA (mt tRNA) cztowieka, krowy, drozdzy, Asper-
gillus nidulans oraz Neurospora crassa umozliwito zrozumienie organizacji kodu
genetycznego w mitochondriach (7). Te wyspecjalizowane organelle zawierajg okoto-
20-25 tRNA (np. 23 rodzaje tRNA w mitochondriach cztowieka (9)). Poréwnanie zna-
nych struktur pierwszorzedowych mt tRNA pozwolito na wykrycie nastepujgcych
ich cech.

— mt tRNA zawierajgce urydyne (U) w pierwszej pozycji antykodonu (ang. wob-
ble position) rozpoznajg rodzine 4 kodondw, natomiast tRNA zawierajace zmodyfi-
kowany nukleozyd urydyny (U*) rozpoznajg tylko 2 kodony kohczgce sie adenozyna
<A) lub guanozyng (G) (9, 10).

— mt tRNATp ma antykodon U*CA a nie CCA lub CmCA, jak w przypadku
cytoplazmatycznego tRNATp (10). Poniewaz mt tRNATp drozdzy wykazuje wias-
nosci supresorowe in vitro wzgledem kodonu UGA, to kodon UGA jest widocznie
kodonem terminujgcym w mitochondriach (11). Jednakze obecno$¢ zmodyfikowane-
go nukleozydu U* w antykodonie mt tRNATp wskazuje na mozliwo$é rozpoznawa-
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nia kodonéw UGA i UGG i wiaczania tryptofanu do tanicucha polipepiydowego (10).
— tRNASr mitochondriéw ssakéw nie zawiera ramienia i petli dwuhydroury-
dyny i jest najkrétszym znanym tRNA (64 nukleozydy) (Ryc. 1) (12, 13).
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Ryc. 1. Struktura ll-rzedowa (model liscia koniczyny) tRNASr mitochondriéw ssa-
kow (12, 13).

— izokodujgce mt tRNA (ang. isocoding mt tRNA) cztowieka i krowy wyka-
zujg duze ro6znice strukturalne w przeciwienstwie do cytoplazmatycznych tRNA
z tych samych Zrédet, ktére sa bardzo podobne (7).

— niektére mt tRNA zawierajg dodatkowy nukleozyd w ramieniu rybotymi-
dyny (7).

— tRNAIb mitochondriéow drozdzy zawiera antykodon UAG i rozpoznaje ko-
dony leucynowe CUN (7).

Niezwykle interesujgce witasciwosci stwierdzono rowniez badajgc cytoplazma-
tyczny tRNASr watroby wotu (14). Ten tRNA ulega enzymatycznej aminoacylacji
seryng, chociaz ma antykodon tryptofanu CmCA (Ryc. 2). W obecnosci kodonu ter-
minujgcego UGA, tRNAcmCA ulega zwigzaniu z rybosomami. Omawiany tRNASr
powoduje supresje terminujgcego kodonu UGA (opal supresor). Innymi stowy zmo-
dyfikowany nukleozyd cytydyny (Cm) znajdujgcy sie w antykodonie tRNASx wg-
troby wotu oddziatuje z adenozyng (A) a nie dochodzi do klasycznego oddziatywa-
nia z guanozyng (G). Podobny rezultat obserwowano wczesniej w przypadku tRNAT*
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Escherichia coli z antykodonem CCA, ktéry rozpoznaje kodon UGA (15). Wiasci-
wosci te (rzadko spotykane) moga by¢ konsekwencjg obecnosci w tRNASr dwu do-
datkowych nukleozydéw wystepujgcych miedzy U8 i Al4 (Ryc. 2) oraz, podobnie
jak w przypadku niektérych mitochondrialnych tRNA, obecnosciag 1 dodatkowego
niesparowanego nukleozydu w ramieniu rybotymidyny. Dwie alternatywne struktury
I1-rzedowe tRNA IntA watroby wotu przedstawiono na Ryc. 2. Innym przykiadem.
tRNA o ciekawych wiasnosciach jest supresorowy tRNAQy (UGA supresor) (16).
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Ryc. 2. Dwie alternatywne struktury tRNAcmCA watroby wotu (14).

Interesujacy efekt zmodyfikowanych nukleozydéw na oddziatywania kodon-
-antykodon stwierdzono badajgc naturalng supresje tRNATyw Drosophila melanogaster.
Znane sg dwa tRNATyY roznigce sie zmodyfikowanym nukleozydem w pierwszej po-
zycji antykodonu. tRNAIlyr zawierajgcy antykodon Gr™A dziata jako supresor UAG
(amber), natomiast tRNAIlyrz antykodonem QiJjA nie wykazuje witasnosci supresoro—
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Ryc. 3. Struktura nukleozydu Q (4).
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wych (17). Z danych tych wynika, ze nukleozyd Q (Ryc. 3) nie pozwala na odczy-
tywanie kodonu UAG prawdopodobnie oddziatlujgc z mRNA. Ta obserwacja suge-
ruje, ze obecnos¢ zmodyfikowanych nukleozydéw moze prowadzi¢ do lepszego ,,do-
pasowania” tRNA do spetnienia jego funkcji.

Jest to widoczne gdy poréwnuje sie sekwencje prokariotycznych i eukariotycz-
nych tRNA i genow tRNA (18):

— tRNA izolowane z eukariontéw sg zmodyfikowane w wigkszym stopniu niz
tRNA z prokariontow.

— struktura gendw eukariotycznych i prokariotycznych tRNA jest podobna,
chociaz w genomie eukariontow liczba gendéw jest o kilka rzedow wielkosci wieksza.

— sekwencja specyficznych tRNA tego samego aminokwasu jest u eukariontow
*(np. ssaki, rosliny) podobna lub identyczna (4, 19).

Na podstawie tych obserwacji zaproponowano hipoteze moéwiaca, ze modyfikacja
nukleozydéw moze byé procesem w wyniku ktorego nastepuje lepsza adaptacja
tRNA do spetniania jego funkcji bez konieczno$ci wprowadzenia mutacji do wybra-
nych genéw tRNA (18). Mechanizm ten wydaje sie bardzo prawdopodobny gtéwnie
mllatego, ze modyfikacja jest niezalezna od wielosci gendw oraz ze modyfikacja tRNA
moze by¢é niekompletna umozliwiajgc w ten sposéb wprowadzenie zmian stopniowo.

J. Barciszewski

W czasie przygotowywania pracy do druku ukazato sie doniesienie, w Kktorym
estwierdzono, iz tRNACmCA oraz tRNA*cA z watroby wotu sg substratami w reakcji
specyficznej fosforylacji, w ktérej tworzy sie fosfoserylo-tRNASxr (20).
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I. Wstep

Reakcja przejécia fruktozo-6-fosforanu w fruktozo-I,6-bisfosforan jest
waskim gardtem glikolizy, a fosfofruktokinaza, katalizujgca to przejscie —
jednym z najwazniejszych enzyméw kontrolujagcych beztlenowg przemia-
ne glukozy. Takze i fosfataza fruktozo-l,6-bisfosforanowa, katalizujgca
reakcje w odwrotnym kierunku: Fru-1,6-P2*Fru-6-P jest enzymem re-
gulatorowym.

*> Prof, dr hab., Katedra Biochemii Akademii Medycznej we Wroctawiu, Cha-
tubinskiego 10, 50-368 W roctaw
Wykaz stosowanych skrotéw: AF — czynnik aktywujacy fosfofruktokinaze, Fru-1,6-
P2 — fruktozo-l,6-bisfosforan, Fru-2,6-P2 — fruktozo-2,6-bisfosforan, Fru-6-P —
fruktozo-6-fosforan, FBPaza — fosfataza: fruktozo-l,6-bisfosforanowa, E.6.3.1.3.11),
Glc-1,6-P2 — glukozo-l,6-bisfosforan, Pi — ortofosforan, PFK — fosfofruktokinaza»
(I-fosfotransferaza fruktozo-6-fosforan. ATP, E.C.2,7,l,Il), PFK2 — kinaza-2 (2-fosfo-
transferaza fruktozo-6-fosforan : ATP)
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Fosfofruktokinaza (PFK) podlega skomplikowanej regulacji. Jak sie
wydaje, gtdwnym czynnikiem decydujacym o aktywnos$ci enzymu jest ste-
zenie Fru-6-P i powinowactwo enzymu do tego substratu. Efektory allo-
steryczne dzialajg drogg zwiekszenia lub zmniejszenia tego powinowactwa.
Fosfofruktokinaza jest aktywowana przez K+, NH* i P* Dodatnimi efek-
torami allosterycznymi enzymu sg AMP i Fru-1,6-P2 ujemnymi — ATP
(w watrobie — Mg-ATP) i cytrynian. Ujemna korelacja miedzy aktyw-
noscig fosfofruktokinazy i fosfatazy Fru-1,6-P2 (FBPazy) nie zachodzi, jak
pierwotnie przypuszczano droga bezposredniej interakcji typu biatko-biat-
ko, lecz wynika wtérnie z rozktadu przez FBPaze Fru-1,6-P2 aktywatora
PFK. Fosfofruktokinaza jest tetramerem. W wielu tkankach tetramery
agreguja, tworzac agregaty o roznej ilosci podjednostek i rdéznej aktyw-
nosci. Agregacja ta jest zalezna od stezenia ATP, Fru-6-P, AMP, Fru-1,6-
P2i od pH, jest tez wiec takze mechanizmem regulacji aktywnosci en-
zymu. XXX

Tak in vitro, jak i in vivo obserwuje sie fosforylacje fosfofruktokinazy
pod wptywem kinazy biatkowej i cAMP. Zjawisko to zachodzi w mies-
niach, watrobie, nerkach i innych narzgdach (2,3,4). Zdania badaczy na
temat wptywu fosforylacji i defosforylacji na aktywno$¢ enzymu sag po-
dzielone. Zdaniem niektérych ufosforylowana forma enzymu z watroby
jest wysoce aktywna i ulega inaktywacji po odszczepieniu reszt fosfora-
nowych przez swoistg fosfataze fosfofruktokinazy (3,5). Inni autorzy nie
obserwowali zaleznosci ani ilosci ani aktywnos$ci enzymu (watrobowego
i mieSniowego) od fosforylacji (6,7). Obserwuje sie natomiast zwigzek mie-
dzy intensywnoscig fosforylacji miesniowej PFK a stanem funkcjonalnym
tkanki. | tak w czasie skurczu mies$nia wzrasta liczba ufosforylowanych
miejsc w czasteczce enzymu oraz stopien ich fosforylacji (8). Fosforylacja
watrobowej fosfofruktokinazy zmienia jej wasciwosci allosteryczne. Pre-
parat enzymu udato sie rozdzieli¢ drogag chromatografii jonowymiennej
na ,frakcje ubogie” i ,bogate w fosforan”. Aktywnos$¢ tych ostatnich byta
hamowana przez ATP w znacznie silniejszym stopniu niz aktywnosé
pierwszych (9),

W 1979 r. zwrécono uwage na hormonalng regulacje aktywnos$ci wa-
trobowej fosfofruktokinazy. Castafo i wsp. stwierdzili, ze po dodaniu
do mieszaniny inkubacyjnej 10~D M glukagonu enzym wykazuje nizszg
aktywnos$¢é i mniejsze powinowactwo do Fru-6-P niz kontrolny. Zjawisko
to zachodzito przy niewysycajgcych stezeniach substratu, nie obserwowa-
no go natomiast przy stezeniach wysycajacych. Autorzy donosza, ze zmia-
ny aktywnosci sg na tyle trwale, ze dajg sie zaobserwowaé nie tylko
w wyciggach komoérkowych, ale takze po oczyszczeniu enzymu na Aga-
rose-ATP i po saczeniu w zelu Sephadex G-150 (10).

W laboratorium Uy eda w Uniwersytecie w Dallas zbadano wptyw
glukagonu na fosfofruktokinaze in vivo. Po podaniu szczurom glukagonu
wraz z “P, zwierzeta zabijano i oznaczano w homogenacie watroby ak-
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tywnos$é fosfofruktokinazy. Rozdzielano takze enzym na frakcje ,bogate”
i ,,ubogie w fosforan”’ Wykazano, ze podanie glukagonu nie zmieniato ani
aktywnosci ani ilosci enzymu w homogenacie, enzym stawat sie jednak
bardziej wrazliwy na hamowanie przez ATP. Zmiany zachodzace przy-
puszczalnie w centrum allosterycznym czgsteczki wigzano z jej wzmozong
fosforylacja. Pod wptywem glukagonu wzrastata znacznie zawartos¢ ,,frak-
cji bogatych w fosforan” (9). W 1980 r. Van Schaftingen i wsp.

z Uniwersytetu w Louvain powtérzyli badania Castafio nad wplywem
glukagonu na hepatocytarng fosfofruktokinaze. Potwierdzili oni obser-
wacje o obnizeniu powinowactwa enzymu do substratu. Zauwazyli takze,
ze w hepatocytach inkubowanych z 20 mM glukozg wzrasta wewngtrzko-
morkowe stezenie Fru-6-P i aktywnos$¢ fosfofruktokinazy. W odrdznieniu
od poprzednikéw autorzy stwierdzili jednak, ze po sgczeniu wyciagow
komorek inkubowanych z glukagonem lub glukoza w zelu Sephadex G-25,
lub po oczyszczeniu enzymu na Agarose-ATP fosfofruktokinaza nie roz-
nita sie ani aktywnos$cig ani powinowactwem do substratu od kontroli.
Co wiecej, dodanie ultraprzesaczu lub zagotowanego wyciggu z kontrol-
nych komdrek do wyciggu hepatocytow traktowanych glukagonem powo-
duje aktywacje fosfofruktokinazy i wzrost jej powinowactwa do substra-
tu. Autorzy wywnioskowali stad, ze czynnikiem bezposrednio dziatajagcym
na fosfofruktokinaze jest zwigzek niskoczasteczkowy, usuwany przy sg-
czeniu na sitach molekularnych. Ich zdaniem gromadzi sie on przy inku-
bacji tkanek z glukoza, a glukagon badz hamuje synteze czynnika akty-
wujacego, badz zmniejsza zdolnos¢ fosfofruktokinazy do wigzania go. Hi-
potetyczny zwiazek nazwano AF (activation factor) — ,,czynnik aktywu-

jacy” (11).
Il. Identyfikacja fruktozo-2,6-bisfosforanu w tkankach

»Czynnik aktywujacy” rozkiada sie po kilku minutach w 0° wobec
0,3 M kwasu tréjchlorooctowego, oraz pod wptywem fosfatazy zasadowe;j.
Sugeruje to, ze AF jest kwaso-labilnym estrem fosforanowym. Nie jest
to jednak fruktozo-l,6-bisfosforan (11). ,,Czynnik aktywujacy” wyekstra-
howano z watroby szczurzej, oddzielono od nukleotydéw oraz glikogenu
i wytrgcono jako sél barowa. Droga chromatografii jonowymiennej na
zywicy Dowex AG-1 otrzymano preparat wolny od Fru-6-P, Fru-1,6-Pa
i Glc-1,6-P2 Autorzy postulowali, ze ,,czynnik aktywujgcy” jest fruktozo-
2,6-bisfosforanem. Przemawia za tym fakt, iz po hydrolizie kwasnej z AF
otrzymuje sie fruktozo-6-fosforan. Z 1 g watroby autorzy otrzymywali
okoto 5 nmoli (od 2 do 20 nmoli) ,,czynnika aktywujgcego”. Obliczono, ze
w watrobie perfundowanej 50 mM glukozg stezenie czynnika aktywujg-
cego fosfofruktokinaze wynosi $rednio 5X10-# M, obniza sie za$ 10-krot-
nie pod wptywem glukagonu. Pét-maksymalng aktywacje fosfofruktoki-
nazy uzyskuje sie przy stezeniach aktywatora rzedu 10-7 M, a wiec w ste-
zeniach fizjologicznych (12).
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Fru-2,6-P2 znaleziono w wielu tkankach zwierzecych (13), miedzy in-
nymi w trzustce (14), a takze w nasionach roslin (15) i w drozdzach (16).

W laboratorium Van Schaftingena przeprowadzono chemiczng synteze
Fru-2,6-P2 z fruktozo-6-fosforanu i kwasu fosforowego. Aktywnos¢ biolo-
giczng naturalnego i syntetycznego aktywatora mierzy sie dodajac go do
oczyszczonej fosfofruktokinazy watrobowej lub miesniowej). llos¢ akty-
watora, ktéra powoduje wzrost aktywnosci fosfofruktokinazy o jedng
jednostke miedzynarodowg przy hamujgcych stezeniach ATP (zazwyczaj
stosuje sie 1,25 mM ATP) przyjmuje sie za jednostke aktywnosci. Jed-
nostkag aktywnosci PFK jest ilos¢ mikromoli Fru-1,6-Pz utworzonego
w ciagu 1 min w 25°C. Syntetyczny Fru-2,6-P2 okazat sie jednakowo ak-
tywny jak naturalny otrzymany z watroby (17). Ci sami autorzy opraco-
wali nastepnie bardziej wydajng metode syntezy. Jest to modyfikacja
metody Pontis i Fisher (18); stosuje sie w niej jako substrat
wyjsciowy Fru-1,6-P2 zamiast Fru-6-P. Po inkubacji z dicykloheksylo-
karboimidem otrzymuje sie cykliczny fosfodiester fruktozy, ktéry nastep-
nie hydrolizuje sie w $srodowisku zasadowym i oczyszcza na Dowex AG-1.
Podobnie jak naturalny, syntetyczny Fru-2,6-P2 jest (3-anomerem, opor-
nym na hydrolize zasadowg i podatnym na kwasng (19, 20).

Rownolegle z zespotami Van Schaftingena z Louvain i Uyeda z Dallas
takze i w zespole Pilkis z Uniwersytetu Vanderbildta z Nashville wykryto
»czynnik aktywujacy”. Znaleziono go w ogrzanym i przesgczonym przez
ultrasaczki wyciggu watroby. Autorzy stwierdzili, ze w obecnosci AF
sigmoidalna krzywa zalezno$ci aktywnos$ci oczyszczonej fosfofruktokinazy
od stezenia substratu przeksztatca sie w hyperboliczng. Znaleziony przez
nich czynnik nie byt wrazliwy na trawienie przez proteazy, rozktadata go
natomiast fosfataza alkaliczna. W odr6znieniu od Fru-1,6-P2 czynnik ak-
tywujacy byt termo- i kwaso-labilny (21). Czynnik aktywujgcy zostat
oczyszczony za pomocg chromatografii na zelu DEAE-Sephadex, oraz hy-
drolizy zasadowej dla usuniecia Fru-6-P i pirofosforanu i hydrolizy kwas-
nej zréznicowanej — dla usuniecia Glc-1,6-P2i Fru-1,6-P,. Takze i grupa
z Nashville zidentyfikowata ,,czynnik aktywujacy” jako fruktozo-2,6-bis-
fosforan i otrzymata go syntetycznie za pomocg zmodyfikowanej metody
Pontis i Fisher (22).

I1l. Mechanizm dziatania fruktozo-2,6-bisfosforanu
I1-1. Wptyw na fosfofruktokinaze.

Otrzymanie naturalnego i syntetycznego Fru-2,6-P2 w czystej postaci
umozliwito doktadne zbadanie jego wptywu na kinetyczne i allosteryczne
wiasciwosci fosfofruktokinazy. Charakter dziatania Fru-2,6-P2 na fosfo-
fruktokinaze watrobowa, miesniowg i trzustkowa okazat sie jednakowy,
zarysowujg sie jednak pewne réznice iloSciowe w stopniu wrazliwosci
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enzymow z roznych Zrodet na jego dziatanie. Aktywujacy wpltyw Fru-2,6-
P2 unaocznia sie szczegOlnie silnie przy hamujacych aktywno$¢ enzymu
stezeniach ATP. W obecnosci 1,25 mM ATP i 1 mM Fru-6-P oczyszczona
fosfofruktokinaza miesniowa i watrobowa jest catkowicie nieaktywna. Do-
danie Fru-2,6-Pzdo mieszaniny reakcyjnej aktywuje enzym. K05 Fru-2,6-
P2enzymu miesniowego wynosi 5 milijednostek/ml, a K05 enzymu watro-
bowego — 12 milijednostek/ml (odpowiednio 10 nM i 24 nM). Rdznice
ilosciowe mozemy wytlumaczy¢ rdézng podatnoscig obu enzymoéw na ha-
mowanie przez ATP. Aktywno$¢ enzymu watrobowego jest hamowana
przy nizszych stezeniach ATP i w wiekszym stopniu niz miesniowego,
dlatego tez zapewne PFK watrobowa wymaga wyzszego stezenia akty-
watora. Aktywujgce dziatanie Fru-2,6-P2 przejawia sie nie tylko w opty-
malnych warunkach, w jakich zazwyczaj dokonuje sie pomiaru aktyw-
nosci fosfofruktokinazy, ale takze w fizjologicznych stezeniach substratow
i metabolitdw, co nie zawsze ma miejsce w przypadku innych znanych
efektoréw enzymu. Gdy oznaczenia prowadzi sie w stezeniach metabolitow
fizjologicznych dla danej tkanki, wartosci K05 Fru-2,6-P2 sg wyzsze niz
podane powyzej dla optymalnych warunkéw i wynosza odpowiednio:
200 nM dla enzymu trzustkowego, 600 nM dla miesniowego i 2,5 jgM dla
watrobowego. Sg to jednak zawsze wartosci mieszczace sie w fizjologicz-
nym zakresie stezenia aktywatora w tkankach (13, 23).

Fru-2,6-P2 zmienia powinowactwo fosfofruktokinazy wobec fruktozo-
6-fosforanu. W nieobecnosci aktywatora KQ5 enzymu watrobowego dla
Fru-6-P wynosi 6 mM. Wraz z dodawaniem wzrastajacych ilosci Fru-2,6-
P2 warto$¢ ta maleje stopniowo, stajac sie 10-krotnie nizsza w obecnosci
35 mj/ml (70 nM) ,czynnika aktywujacego”. Zmienia sie takze wspot-
czynnik Hilla (z 4,5 do 2,3 — 3,5), co $wiadczy o zmniejszonej koopera-
tywnosci podjednostek enzymu. Enzym miesniowy charakteryzuje sie K05
dla Fru-6-P wynoszaca 1,4 mM w nieobecnosci, i 0,3 mM w obecnosci
3,2 mj/ml (6 nM) Fru-2,6-P2 za$ wspo6tczynnik Hilla wynosi odpowiednio
31 i 2,3. Tak naturalny jak i syntetyczny Fru-2,6-P2chronig enzym wag-
trobowy, miesniowy i trzustkowy przed hamowaniem przez ATP i cytry-
nian, dziatajgc synergicznie z AMP (13, 14).

Dziatanie Fru-2,6-P2 ma szczegblnie wazne znaczenie w watrobie.
W stezeniach metabolitdw, jakie wystepuja w tym narzadzie (3 mM ATP,
10-25 iaM Fru-1,6-P2i 1 mM AMP), ,.czynnik aktywujacy”, wspotdziata-
jac z AMP moze obnizy¢ K05 fosfofruktokinazy dla Fru-6-P do wartosci
10-100 |iM, co odpowiada fizjologicznemu stezeniu tego substratu w he-
patocytach (24, 25, 26). Uzyskane informacje pozwalaja zrozumieé, jak
zachodzi regulacja glikolizy w watrobie. Przy malej fluktuacji stezeh sub-
stratow i efektoréw enzymdw regulatorowych glikolizy w tym narzadzie
nie udawato sie wyjasni¢ mechanizmu tej regulacji przez prostg analo-
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gie z innymi tkankami. Obecnie mozna przypuszczac¢, ze najwazniejszym
aktywatorem fosfofruktokinazy w watrobie jest Fru-2,6-P2 Przemawiaja
za tym nastepujace fakty: a) Stezenie Fru-2,6-P2 wzrasta gwattownie po
podaniu glukozy i maleje pod wptywem glukagonu, b) powinowactwo PFK
wobec Fru-2,6-P2 jest co najmniej 10-krotnie wyzsze niz wobec Fru-1,6-
P2 ktoremu dotychczas przypisywano decydujaca role w aktywacji wa-
trobowego enzymu (KQO5dla Fru-2,6-P2= 25 M, a K@b dla Fru-1,6-P2—
= 28 piM (26), c) Fru-2,6-P2dziata synergicznie z AMP i Pn, chronigc fosfo-
fruktokinaze przed ATP i cytrynianem, ktérych fizjologiczne stezenie
w watrobie jest bardzo wysokie, d) Fru-2,6-P2 obniza KQ5 enzymu dla
Fru-6-P do warto$ci odpowiadajacych jego zawartosci w hepatocytach (13).

Po odkryciu Fru-2,6-P2 zrewidowano poglady na mechanizm zmian
wiasciwosci watrobowej fosfofruktokinazy zwigzanych z fosforylacja i de-
fosforylacjg czasteczki enzymu. Jak juz wspomniano, aktywnos$¢ ,,frakcji
0 matej zawartosci fosforanu” jest znacznie stabiej hamowana przez ATP
niz aktywnos$¢ frakcji o duzej jego zawartosci. Intensywnos$¢ fosforylacji
enzymu wzrasta jak wiadomo pod wptywem glukagonu. Wydaje sie, ze
fosforylacja nie wptywa bezposrednio na wrazliwo$é fosfofruktokinazy na
ATP, ale zmienia jej powinowactwo wobec Fru-2,6-P2 co z kolei odbija
sie na wiasciwosciach allosterycznych enzymu. Gdy ,,frakcje uboga w fos-
foran”, mato wrazliwg na ATP uwolniono od Fru-2,6-P2 stata sie ona row-
nie podatna na hamowanie jak ,frakcja bogata w fosforan”. Forma o ma-
tej zawartosci fosforanu, izolowana z wyciggu watroby zawiera 0,13 jiM
Fru-2,6-P2 na jednostke aktywnos$ci PFK, podczas gdy ,forma bogata
w fosforan” nie zawiera w ogéle aktywatora. ,,Frakcja o niskiej zawartosci
fosforanu” wykazuje wysokie powinowactwo do Fru-2,6-P2 krzywa wy-
sycenia jest sigmoidalna i obserwuje sie kooperatywne oddziatywanie pod-
jednostek enzymu (28).

Zgodnie z wynikami badan Soling i wsp., ufosforylowana forma wa-
trobowej PFK jest wysoce aktywna i ulega inaktywacji pod wptywem
fosfatazy. Jak wynika z ostatniej pracy tych autoréw, proces inaktywa-
cji jest hamowany przez Fru-2,6-P2 przy czym zwigzek ten jest 500-1000-
krotnie bardziej aktywny pod tym wzgledem niz Fru-1,6-P2 Autorzy za-
obserwowali tez, ze Fru-2,6-P2 chroni enzym przed spontaniczng inakty-
wacjag w pH 6,5 oraz przed hamujgcym dziataniem ATP i cytrynianu (29).

Fruktozo-2,6-bisfosforan jest tez regulatorem innego enzymu tworzg-
cego Fru-1,6-P2 a mianowicie 1-fosfotransferazy Fru-6-P: pirofosforan
(E.C.2.7.1.90), wystepujacej w roslinach. W obecnosci 1 jiM syntetycznego
efektora enzym otrzymany z ziaren Phaseolus aureus jest silnie aktywo-
wany, Kmwobec substratu ulega 67-krothemu obnizeniu, a Vmax wzrasta
15 razy. W wyciggu nasion Phaseolus znaleziono tez naturalny Fru-2,6-P*
(15).



1 NOWY EFEKTOR PRZEMIANY GLUKOZY 407"
11-2. Wptyw na fosfataze fruktozo-l,6-bisfosforanowa

Okazato sie, ze Fru-2,6-P2 jest nie tylko efektorem fosfofruktokinazy
ale takze fosfatazy fruktozo-1,6-bisfosforanowej (FBPazy), a mianowicie
hamuje on ten ostatni enzym (16, 30, 31, 32). Fru-2,6-P2reguluje zatem
w obu kierunkach przejscie: Fru-6-P"Fru-1,6-P2

Hamujace dziatanie efektora na FBPaze zalezy od pH i od stezenia
substratu. Najsilniejsze hamowanie zachodzi przy pH 7,5, bardzo stabe —
przy pH powyzej 9,0. Hamowania nie obserwuje sie w obecnosci wysyca-
jacych stezen Fru-1,6-P2 (70—150 jaM), natomiast w potwysycajgcych
(2,5—5 jaVl), ktore sg zarazem bliskie fizjologicznym wartosciom, inhibicja
jest wyrazna, a jej stopien — wprost proporcjonalny do stezenia efekto-
ra. Jest to hamowanie typu kompetycyjnego. Warto$¢ Kt Fru-2,6-P2 wy-
nosi 0,5 jiM. Udowodniono tez, ze Fru-2,6-Pz nie jest substratem FBPazy..

Fru-2,6-P2 dziata synergicznie z innym allosterycznym inhibitorem
FBPazy, jakim jest AMP. W nieobecnosci Fru-2,6-P2 warto$¢ SO05 dla
AMP wynosi 40 jaM. W obecnosci 0,1 jiM, 0,2 jaM i 1,0 jiM Fru-2,6-P2 ma-
leje ona odpowiednio do 14 jaM, 10 jaM i 6 fiM. W nieobecnoS$ci drugiego
efektora Kj dla AMP wynosi 200 jav, a w jego obecno$ci — tylko 18 jaV.
Obecnos¢ Fru-2,6-P2zmienia tez sigmoidalny przebieg krzywej zaleznosci
FBPazy od stezenia Mg8+.

Przeprowadzajac acetylacje reszt tyrozynowych, znajdujgcych sie tak
w centrum katalitycznym jak i allosterycznym FBPazy mozna spowodo-
waé jej inaktywacje oraz zniesienie hamujgcego efektu AMP na enzym..
Fru-1,6-Pj jako substrat chroni centrum aktywne i zapobiega inaktywacji
enzymu przez acetylacje, ale nie wpltywa na utrate wrazliwosci na AMP..
Z kolei AMP zapobiega utracie wiasciwosci allosterycznych FBPazy, ale-
nie zapobiega jej inaktywacji przez acetylacje. Fru-2,6-P2 chroni enzym,
zarowno przed utratg aktywnosci, jak i przed odczuleniem na AMP. Wy-
ptywa stad wniosek, ze efektor ten wigze sie tak w katalitycznym jak-
i allosterycznym centrum FBPazy, modyfikujagc oddziatywanie z substra--
tem i z inhibitorem (32).

FBPaza drozdzowa podlega bardzo specjalnej regulacji. Oprécz efektu
allosterycznego enzym ten podlega regulacji przez proteolize. Ten drugi,
mechanizm uczynnia sie po podaniu glukozy. W czasie pierwszej minuty
po podaniu glukozy, podczas fazy szybkiej inaktywacji aktywno$¢ enzymu,
spada do 60% wyjsciowej wartosci. Ttumaczy sie to modyfikacjg czastecz-
ki w wyniku ktdrej staje sie ona podatna na trawienie. Podczas trwajacej*
okoto godziny fazy powolnej inaktywacji nastepuje petna utrata aktyw-
nosci enzymu. Stwierdzono, ze w pierwszej minucie po podaniu glukozy
w komorkach watroby gromadza sie Fru-6-P, i Fru-1,6-P2 w stezeniach
milimolarnych oraz Fru-2,6-P2w stezeniach mikromolarnych. Tak niskie-
stezenia Fru-2,6-P2sg jednak w peini wystarczajace, gdyz catkowita in-
aktywacja drozdzowej FBPazy ma miejsce przy 3 XM stezeniu efektora.-
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'Wyrazono poglad, ze Fru-2,6-P2 moze by¢ sygnatem dla uczulenia enzy-
mu na proteolize. Przemawia za tym spostrzezenie, ze inaktywacja pro-
teolityczna FBPazy nie zachodzi w komdrkach mutantow, nie zawieraja-
cych izomerazy fosfoheksozowej, a wiec niezdolnych do syntezy biolo-
gicznego prekursora Fru-2,6-P2czyli Fru-6-P (33).

IV. Fruktozo-6-fosfo,2-kinaza i jej hormonalna regulacja

Jak powstaje fruktozo-2,6-bisfosforan w komoérkach? Okazuje sie, ze
.istnieje osobny enzym, 2-fosfotransferaza Fru-6-P : ATP, nazwany przez
odkrywcow fruktozo-6-fosfo,2-kinaza, kinazg-2, lub PFK2 (33, 34, 35).
Produkt reakcji, powstajagcy po inkubacji Fru-6-P, ATP i Mg2+ z enzy-
mem zidentyfikowano chromatograficznie jako Fru-2,6-P2 Aktywnos¢ ki-
nazy-2 oznacza sie zazwyczaj biologicznie, mierzac zdolno$¢ aktywowania
oczyszczonej fosfofruktokinazy. Za jednostke aktywnosci kinazy-2 przyj-
muje sie takg ilos¢ enzymu, ktéra daje przyrost aktywnosci fosfofrukto-
kinazy o jednag jednostke miedzynarodowg (patrz rozdziat Il). Aktywnosc
kinazy-2 w watrobie szczura wynosi 1—10 j/g tkanki (okoto 0,44 mj/mg
biatka).

W zespole Uyeda oczyszczono kinaze-2 z homogenatu watroby szczura
droga frakcjonowanego wytrgcania glikolem polietylenowym i chromato-
egrafii jonowymiennej na DEAE-celulozie. Uzyskano enzym oczyszczony
34-krotnie, -w 99,9% wolny od fosfofruktokinazy (34).

W laboratorium Van Schaftingena zastosowano wytrgcanie za pomocg
mkwasu mlekowego przed chromatografig i uzyskano enzym oczyszczony
50-krotnie, wolny od PFK, fosfoheksoizomerazy i miokinazy. Ki enzymu
dla Fru-6-P i ATP mieszczg sie w granicach 0,4—0,5 mM. AMP i Pnw fi-
zjologicznych stezeniach aktywujg PFK?2 a PEP i cytrynian — hamujg ja.
"W obecnosci fosforanu Kmwzgledem Fru-6-P oraz ATP ulegaja obnizeniu,
za$ warto$¢ Vnmex nie zmienia sie. W surowym wyciggu hepatocytéw kina-
za-2 katalizuje synteze Fru-2,6-P2 z wydajnoscig 20 nmoli/min/g tkanki,
a po uprzednim potraktowaniu glukagonem — 5 nmoli/min/g (35). En-
zym otrzymano takze w laboratorium Pilkisdw, stosujac wytrgcanie
siarczanem amonu w zakresie 0,45—0,65 nasycenia, chromatografie na
DEAE-celulozie i saczenie w zelu Sephadex G-100. Uzyskano biatko 30-
krotnie oczyszczone, o ciezarze czasteczkowym 85—90 000 (36).

Aktywnos$é kinazy-2 jest regulowana hormonalnie. Zaréwno w izolo-
wanych hepatocytach, jak i w homogenatach watroby aktywno$¢ PFK?2
spadata do potowy w obecnosci 3X10-13 M glukagonu, a do 13% — przy
jego stezeniu réwnym 10-7 M. Efekt ten utrzymuje sie po sgczeniu ho-
mogenatu w zelu Sephadex, mozna wiec przypuszczaé, ze ma on zwigzek
z kowalencyjng modyfikacjg czasteczki enzymu. Dla zbadania tej hipo-
tezy Van Schaftingen i wsp. zbadali wptyw cAMP i kinazy biatkowej na
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aktywno$¢ kinazy-2 w wyciggach watroby oraz na oczyszczong kinaze-2.
Wyniki uzyskane przez nich byty identyczne z obserwowanymi po poda-
niu glukagonu. | tu i tam zachodzita inaktywacja enzymu z obnizeniem
szybkosci maksymalnej reakcji i wzrostem wartosci Km wzgledem sub-
stratu, a takze zmniejszenie aktywacji enzymu przez Pi, oraz wzmozenie
hamujacego wptywu PEP i cytrynianu. Pod wptywem Kkinazy biatkowej
i CAMP zmienia sie przebieg krzywej zaleznosci aktywnosci PFK2 od pH
(37).

Takze i adrenalina (w stezeniu 10~5M) powoduje obnizenie aktywnos-
ci kinazy-2 i stezenia Fru-2,6-P2w komorce do potowy. Czy jednak dzia-
tanie glukagonu i adrenaliny mozna tlumaczy¢ jedynie wzmozeniem syn-
tezy cAMP? Ot6z po doktadniejszej analizie wydaje sie to watpliwe. Dwu-
krotny spadek aktywnosci PFK2 zachodzi juz w obecnosci 10~ISM gluka-
gonu, podczas gdy znaczacy wzrost syntezy cAMP na miejsce przy znacz-
nie wyzszych stezeniach hormonu (S05= 3XI10-9 M). W obecnosci 10-11 M
glukagonu ilos¢ cAMP wzrasta z 0,7 nM do zaledwie 1,1 "M. Oczywiscie
nie mozna wykluczy¢, ze kinaza-2 jest wrazliwa na tak znikome roznice
stezen, ale jest to mato prawdopodobne. Takze adrenalina hamuje aktyw-
nos¢ kinazy-2 w niskich stezeniach, nie wystarczajgcych dla stymulacji
syntezy cAMP. Jednocze$nie wiadomo, ze w tych niskich stezeniach adre-
nalina wplywa na metabolizm poprzez mechanizmy niezalezne od cAMP,
lecz zalezne od wapnia. Wnioskuje sie przeto, ze hormonalna regulacja
zawartosci Fru-2,6-P2 w komérkach jest procesem ztozonym i skiadajg
sie nan oddziatywania zalezne i niezalezne od cAMP. Regulowana jest
gtéwnie synteza czynnika, a nie — jak wykazano — jego rozkiad (38).

Na aktywno$é kinazy-2 i zawartos¢ Fru-2,6-P2 w tkankach wplywa
przypuszczalnie i insulina. W cukrzycy stezenie Fru-2,6-P2 w tkankach
jest o @O nizsze niz w normie, a aktywnos$¢ kinazy-2 — nizsza o 70%.
Trudno jest jednak powiedzie¢, czy chodzi tu o bezposredni wptyw insu-
liny, czy tez jest to wynik hypoglikemii. Podobny spadek aktywnosci
PFK2zachodzi u gtodujacych zwierzat (39).

Synteza Fru-2,6-P2 w hepatocytach jest wyraznie stymulowana przez
wazopresyne (10-8 M) i fenylefryne (10~5M). Wplyw tej ostatniej pote-
guje propranolol (10~5M) oraz inne beta-blokery. Zachodzito pytanie, czy
mechanizm ten nalezy wigza¢ z bezposrednim wptywem na kinaze-2, czy
tez jest on wynikiem wzmozonej glikogenolizy i glikolizy, na skutek cze-
go gromadzi sie Fru-6-P, substrat dla syntezy Fru-2,6-P2 Watpliwosci te
rozstrzygnieto poréwnujac wptyw wyzej wymienionych ciat czynnych na
synteze Fru-2,6-P2 u szczuréw obficie karmionych i gtodzonych. Otéz
u tych ostatnich, pozbawionych jak wiadomo zapasoéw glikogenu w watro-
bie, nie obserwuje sie wptywu wazopresyny ani fenylefryny na produkcje
Fru-2,6-P2 Wptyw ten nie byt widoczny takze u szczuréw z genetycznym
niedoborem kinazy fosforylazy glikogenu, oraz w hepatocytach, z ktérych
usunieto wapn — niezbedny aktywator wymienionego enzymu. U zwie-
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rzat obficie karmionych po podaniu wazopresyny wzrost ilosci Fru-2,6-P2
byt wprost proporcjonalny do przyrostu Fru-6-P. Stwierdzono jednak, ze
o ile akumulacja Fru-6-P zachodzi juz po 1 min po podaniu wazopresyny,
to nagromadzenie Fru-2,6-P2 obserwuje sie dopiero po 10 min. Mozna
z tego wnioskowaé, ze dziatanie wazopresyny i fenylefryny na synteze
Fru-2,6-P2 jest posrednie, zachodzi przez wzrost stezenia substratu. Po-
miedzy tym substratem a Fru-2,6-P2 istnieje jednak regulowane przejs-
cie, na co wskazuje wspomniana réznica w czasie nagromadzania obu
zwiazkow (40).

Dziatanie glukagonu i glukozy wydaje sie niezalezne od regulacji pro-
dukcji Fru-6-P, gdyz jest obserwowane takze u szczurow gtodzonych
oraz u mutantdw pozbawionych kinazy fosforylazy. Po podaniu hepato-
cytom glukagonu lub cAMP stezenie Fru-6-P wzrasta, a mimo to ilo$¢
produkowanego Fru-2,6-P2spada drastycznie. Potwierdza to przypuszcze-
nie o bezposrednim wptywie glukagonu, cAMP i glukozy na aktywnos$¢
kinazy-2 (38).

V. Uwagi koricowe

Do niedawna wydawato sie, ze regulacja aktywnosci kluczowych en-
zymow glikolizy i glukoneogenezy jest dokladnie poznana. Dobrze zro-
zumiaty byt mechanizm regulacji allosterycznej fosfofruktokinazy w mie-
$niach. Pewne watpliwosci istniaty co do watrobowego enzymu ze wzgledu
na wystepujace w tym narzadzie stezenia metabolitéw i matg ich fluktua-
cje. | oto okazato sie, ze fosfofruktokinaza oraz fosfataza fruktozo-I,6-bis-
fosforanowa sg w tkankach regulowane przez nieznany dotychczas efek-
tor — fruktozo-2,6-bisfosforan. Powstaje on pod wptywem odrebnej ki-
nazy, nazwanej kinazg-2 lub PFK2 z fruktozo-6-fosforanu. Metabolit ten
jest zarazem substratem fosfofruktokinazy i produktem — FBPazy. Kina-
za-2 podlega regulacji hormonalnej i alimentarnej, jest ona wrazliwa na
glukagon, adrenaline, cAMP i glukoze. Wazopresyna i beta-blokery dzia-
tajg na synteze Fru-2,6-P2 posrednio, przyczyniajac sie do zwiekszenia
stezenia Fru-6-P w komorce. Nie wyjasniono, czy hamujgce dziatanie in-
suliny na kinaze-2 nosi charakter bezposredni czy posredni.

Fru-2,6-P2 jest najaktywniejszym z dotychczas poznanych efektorow
fosfofruktokinazy, zwaszcza watrobowej. Zmienia on powinowactwo tego
enzymu wobec substratu, chroni go przed dziataniem inhibitoréow alloste-
rycznych, takich jak cytrynian i ATP, wzmaga tez dziatanie aktywato-
réw. Co wiecej, dziatanie Fru-2,6-P2w watrobie przejawia sie szczego6lnie
silnie w fizjologicznych dla tego narzadu stezeniach Fru-6-P, Fru-1,6-P2
ATP i AMP. W odréznieniu od innych metabolitow, stezenie Fru-2,6-P2
w watrobie zmienia sie znacznie pod wpltywem glukozy i hormonéw.

Fru-2,6-P2 jest kompetycyjnym inhibitorem fosfatazy fruktozo-1,6-
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Ryc. 1. Wptyw fruktozo-2,6-bisfosforanu na fosfofruktokinaze i fosfataze fruktozo-
1,6-bisfosforanowag.
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--------------------- » — dziatanie efektoréw allosterycznych;--------------dziatanie synergiczne

bisfosforanowej, a zarazem jej allosterycznym inhibitorem. Dziata on sy-
nergicznie z innym ujemnym efektorem enzymu — AMP.

Ryc. 1 przedstawia wptyw Fru-2,6-P2 na fosfofruktokinaze i FBPaze.

Fru-2,6-Pz wykryto w wiekszosci tkanek zwierzecych (za wyjatkiem
erytrocytow), a takze w drozdzach i roSlinach. Stezenie tego efektora,
wzrastajgce po inkubacji tkanek z glukoza miesci sie w zakresie, w jakim
wywiera on swe regulatorowe dziatanie na fosfofruktokinaze i FBPaze,
Mozna zatym przypuszczaé, ze regulacja glikolizy i glukoneogenezy
z udziatem Fru-2,6-P2jest zjawiskiem powszechnie wystepujagcym w przy-
rodzie.

Zaakceptowano do druku 28.04.1982
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Wykaz stosowanych skrotéw: ATP — adenozynotrojfosforan, cAMP — cyklicz-
ny 3':5" — adenozynomonofosforan, GTP — guanozynotrdjfosforan, GDP — guano-
zynodwufosforan, GppNHp — guanozyno 5' — (3 y — imido) trojfosforan, GTPyS —
guanozyno 5' — (Y-tio) tréjfosforan, R — receptor, N — regulatorowe biatko wiaza-
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kompleks receptor-biatko N, R-N-C — kompleks receptor-biatko N-cyklaza adeny-
lowa, N-C — kompleks biatko N-cyklaza adenylowa
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Cyklaza adenylowa (pirofosfo-liaza ATP/cyklizujgca) (EC4.6.1.1) jest
czescig ztozonego systemu przekazujgcego komorce docelowej informacje
niesione przez wiele hormondéw. Koncepcja struktury tego systemu jest
obecnie zmodyfikowana w poréwnaniu z pierwotng koncepcjg budowy
»cyklazy adenylowej zaproponowang przez Sutherlanda (I)i przed-
stawiong w Postepach Biochemii (2, 3).

Umieszczony w warstwie lipidow btony komoérkowej uktad enzymaty-
czny sktada sie z co najmniej trzech sktadnikéw: receptora hormonu (R),
sktadnika regulatorowego — biatka wigzacego nukleotydy guanylowe ok-
reSlanego jako G, N lub G/F oraz wiasciwego enzymu, cyklazy adenylo-
wej, okreslanego tez jako jednostka katalityczna C. Wysunieto ponadto
koncepcje wedtug ktérych w uktadzie jako niezalezny sktadnik wystepuje
jednostka wigzaca jony F~ (4) lub biatko o aktywnosci proteazy (5, 6), su-
geruje sie tez, ze w uktadzie sg dwa miejsca wigzace nukleotydy guany-
lowe N, i N2 (7, 8, 9). Wszystkie koncepcje zakladajg, ze poszczegdlne
sktadniki uktadu majg zdolno$¢ do przesuwania sie wzdtuz btony komoér-
kowej, a hormonalnie wywotana petna aktywacja ukladu wymaga ich
wspotdziatania.

I. Udzial nukleotydéw guanylowych w stymulacji hormonalnej

Wptyw nukleotydéw guanylowych na przebieg hormonalnej regulacji
mcyklazy adenylowej w btonach komorek watroby po raz pierwszy wykryt
Rodbell i wsp. (10). Nastepnie stwierdzono, ze w uktadach pochodza-
cych z komérek réznych typéw GTP jest stymulatorem aktywnosci pod-
stawowej cyklazy adenylowej lub aktywnosci stymulowanej hormonalnie,
podczas gdy GDP nie wptywa na intensywnos$¢ reakcji (11, 12, 13, 14).
Wyniki wcze$niejszych prac, w ktorych rowniez stwierdzano aktywno$¢
stymulatorowa GDP, byty prawdopodobnie skutkiem dziatania powstaja-
cego w mieszaninie reakcyjnej GTP w efekcie przeniesienia koncowej gru-
py fosforanowej z ATP na GDP. Kimura i Nagata (14) wykazali
bowiem, ze jezeli w doswiadczeniach uzywa sie zamiast ATP pochodng
adenozyno 5'—ft3,y-imido)trojfosforanu, ktory nie jest hydrolizowany, GDP
nie stymuluje cyklazy z bton komdrek watroby. Autorzy ci wykazali tez,
ze GTP jest wrecz niezbedne do stymulacji cyklazy adenylowej przez glu-
kagon (15) i jezeli in vitro przeprowadza sie reakcje z uzyciem ATP spe-
cjalnie pozbawionego $ladowych ilosci GTP wystepujgcych zawsze w pre-
paratach handlowych, reakcja w ogéle nie zachodzi. Podobnie izoprotere-
nol w nieobecnosci GTP nie stymuluje cyklazy w btonach limfocytéw (13).
Sposrod innych pochodnych nukleotydéw guanylowych bardzo silnymi
aktywatorami cyklazy adenylowej z roznych tkanek okazaty sie pochodne
GTP niewrazliwe na hydrolize enzymatyczng, takie jak GppNHp (guano-
.zyno 5'—((3y-imido) trojfosforan) i GTPyS (guanozyno 5—(y-tio) trojfos-
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foran). W niektérych uktadach, na przyktad w btonach komoérek limfocy-
tow (4) stymulacja przez te nukleotydy wywotuje aktywnos$é cyklazy wyz-
szg niz stymulacja hormonalna, w innych natomiast stymulacja ta prawie
réwna sie stymulacji hormonalnej (16). Znacznie stabszy wptyw na aktyw-
nos¢ cyklazy adenylowej majg nukleotydy pochodne od innych niz gua-
nina zasad (4). Spostrzezenia te mocno zachwiaty model mechanizmu
przenoszenia informacji hormonalnej do komérki poprzez bezposrednie
oddziatywanie: pobudzony hormonalnie receptor — stymulacja cyklazy
adenylowej. Zwrdcity one uwage na przeksztatcenia nukleotydéw guany-
lowych podczas przekazywania tej informacji. Sugerowaty, ze hydroliza
GTP do GDP mogtaby konczy¢ proces hormonalnej stymulacji uktadu.
Hydrolize GTP do GDP podczas przekazywania informacji hormonal-
nej wykazatly doswiadczenia Cassela i Selingera (17). Btony ery-
trocytow indyczych inkubowali oni z izoproterenolem i H-GTP. Po usu-
nieciu niezwigzanego *H-GTP dodawali nastepng porcje izoproterenolu.
Stwierdzili uwalnianie sie radioaktywnosci z bton i wykazali, ze radioak-
tywnos$¢ zwigzana jest z GDP, co wskazywato, ze w efekcie stymulacji
hormonalnej nastepuje hydroliza GTP z uwolnieniem GDP. Jezeli w tym
samym ukladzie doswiadczalnym oprécz hormonu dodali GppNHp, to je-
dnoczesnie z uwalnianiem znakowanego GDP obserwowali stymulacje cy-
klazy adenylowej. Wnioskowali, ze w nieaktywnym ukltadzie GDP zwig-
zane jest z cyklazg adenylowg, pod wptywem hormonu nastepuje uwol-
nienie GDP a na jego miejsce wchodzi GppNHp wywotujgc aktywacje
cyklazy. W uktadach in vitro proces uwalniania GDP z kompleksu mozna
odtworzy¢ w nieobecnosci hormonu dodajagc do uktadu inne nukleotydy
guanylowe w stosunkowo wysokich stezeniach. Ta zdolno$¢ wymiany nu-
kleotyddéw nie jest jednakowa we wszystkich komérkach. Dlatego tez jed-
ne uktady sg stymulowane przez GTP w nieobecnosci hormonu, w innych
stymulator ten nie dziata, a ukilad stymulowany jest dopiero przez
GppNHp. Przykfadem, wyjatkowo silnie zwigzanego z uktadem GDP sg
btony erytrocytow indyka (17, 18). W doswiadczeniach in vitro z izolo-
wanymi btonami i aktywowaniem cyklazy w komérkach limfocytéw ob-
serwuje sie charakterystyczne opdznienie odpowiedzi komorki na GppNHp
i stymulator hormonalny. OpdzZnienie to wynika z czasu potrzebnego na
uwolnienie GDP (4). Wedlug Swillensa i wsp. (19) szybko$¢ uwal-
niania GDP z uktadu przekaznikéw informacji hormonalnej zaréwno in
vivo jak i in vitro jest szybkoscig ograniczajacg cykl przemian. Jednak
kinetyczne obliczenia Birnbaumera iwsp. (20) przecza tej koncepcji.
Omoéwione dwa procesy, to jest hydroliza zwigzanego z uktadem GTP
do GDP i jego uwolnienie pod wptywem hormonu z pozostawieniem miej-
sca na zwigzanie GTP, lub in vitro jego analogéw, dajagcym w wyniku
aktywacje cyklazy adenylowej sg podstawg obecnej koncepcji mechaniz-
mu dziatania hormonéw. Nastepna, szybka hydroliza GTP kohczy proces
stymulacji i ta reakcja zostatla nazwana ,tum off”. Cassel (21) zbadat
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szybko$¢ reakcji ,turn off* wykluczajagc niespecyficzng hydrolize GTP
i stwierdzit, ze jest ona podobna w btonach erytrocytéw indyka, przytar-
czyc szczura i watroby szczura. Sugeruje to, ze opisany mechanizm prze-
rywania aktywacji cyklazy adenylowej jest powszechny. Za przeksztatce-
niami nukleotydéw w btonach przemawiajg takze dane o stymulowanej
hormonalnie aktywnosci GTP-azy w btonach erytrocytow indyka\(22, 25),
zaby (24) i btonach komérek watroby (25) oraz mechanizm stymulacji cy-
klazy adenylowej przez toksyne cholery. Toksyne te moga wigzaé przez
prawie wszystkie komérki, poniewaz jej receptorem jest powszechnie wy-
stepujacy gangliozyd GMi (26). Tak wiec toksyna cholery w odréznieniu
od hormondw aktywuje cyklaze adenylowg w komérkach kazdego typu
i to w spos6b nieomal ciggly. Stwierdzono, ze mechanizm stymulacji cyk-
lazy adenylowej przez toksyne cholery jest inny niz mechanizm stymu-
lacji hormonalnej i polega na rybozylacji biatka regulatorowego o aktyw-
nosci GTP-azy w obecnosci NAD+, w wyniku czego zostaje zahamowana
ta aktywnos$¢ (22, 26, 27). Wylagczona zostaje wiec reakcja ,,tum off” i uk-
fad jest permanentnie aktywny podobnie jak w obecnosci analogéw GTP-
GppNHp lub GTP-y-S w doswiadczeniach in vitro.

Badajgc wptyw nukleotyddéw guanylowych na inne procesy blonowe
zachodzace po przytgczeniu hormonu stwierdzono, ze GTP w stezeniu da-
jacym maksymalng aktywacje cyklazy adenylowej w obecnosci izoprote-
renolu (agonista (3-adrenergiczny) w limfocytach obniza powinowactwo
tego agonisty do receptora. Nie obniza natomiast powinowactwa antago-
nistow (3-adrenergicznych (4, 13). Podobnie w btonach komédrek watrobo-
wych mozna wyrézni¢ funkcjonalnie dwa typy oddziatywan nukleotydow
guanylowych: inny podczas wigzania glukagonu, inny za$ podczas stymu-
lacji cyklazy adenylowej. Cyklaze adenylowg stymulujg zaréwno GTP
jak i GppNHp, podczas gdy na obnizenie powinowactwa receptora do glu-
kagonu znacznie silniejszy wptyw ma GTP. Dziatanie GppNHp ujawnia
sie dopiero w stezeniu dziesieciokrotnie wyzszym niz wymagane do sty-
mulacji. Stymulacja cyklazy adenylowej przez GppNHp pozostaje row-
niez po odptukaniu niezwigzanego nukleotydu lub po hydrolizie uktadu
fosfolipazg C, roéwnoczesnie usuwa sie wptyw nukleotydu na wigzanie
glukagonu (7). Na podstawie tej odmiennosci oddziatywan autorzy wysu-
wajg przypuszczenie, ze miejsca wiazace nukleotydy zréznicowane sg nie
tylko funkcjonalnie ale by¢ moze tez i przestrzennie.

Il. Wielosktadnikowa budowa uktadu cyklazy adenylowej

Informacje o udziale nukleotydéw guanylowych w stymulacji hormo-
nalnej zwrdcity tez uwage na przestrzenne rozmieszczenie zachodzacych
w blonie proceséw. Przytoczono szereg danych wskazujacych na wielo-
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sktadnikowg budowe ukiadu cyklazy adenylowej, oraz na szybkie i przej-
sciowe odpowiednie taczenie sie elementdw sktadéwych w pobudzonej
komarce.

11-1. Analiza uktadéw docelowych

Szczegdlnie istotne dane przynosza badania nienaruszonych struktur
btonowych. Ze wzgledu na réznice w skladzie lipidowym, aktywnos$¢ en-
zymoOw zewnetrznej czesci btony komdrkowej wykazuje inng zalezno$¢ od
temperatury niz enzyméw wewnetrznej czesci btony komorkowej. Krzy-
we przedstawiajgce zalezno$¢ aktywnos$ci enzymatycznej od temperatury
enzymdw zewnatrz- lub wewnatrzbtonowych sa prostoliniowe. Zalezne od
temperatury zmiany aktywnosci podstawowej cyklazy adenylowej, sty-
mulowanej F~ lub stymulowanej przez GppNHp w btonach komorek wa-
troby szczura mozna przedstawi¢ wiasnie w formie prostoliniowej. Nato-
miast zalezno$¢ aktywnosci cyklazy adenylowej stymulowanej przez glu-
kagon wykazuje zakrzywienie linii, co $wiadczy o tym, ze obserwowana
aktywnos$é uktadu jest wynikiem wspotdziatania niezaleznych sktadnikow
rozmieszczonych w obu warstwach bion (28). Przebieg krzywej znacznie
sie zmienia w wyniku modyfikacji bton przez wprowadzenie egzogennych
lecytyn, nie zmienia sie natomiast w tych warunkach krzywa temperatu-
rowa aktywnos$ci podstawowej, stymulowanej przez F~, czy tez stymulo-
wanej przez GppNHp cyklazy adenylowej. Wyniki te wskazujg, ze hormo-
nalna stymulacja enzymu wigze sie z wywotang hormonalnie, a uzalez-
niong od ptynnosci struktury btony dyfuzjg sktadnikow uktadu przekazni-
kéw informacji hormonalnej (28).

W nienaruszonej strukturze btonowej ciezar czasteczkowy biatek enzy-
matycznych mozna okresli¢ na podstawie maksymalnej dawki promienio-
wania rentgenowskiego nie powodujgcej inaktywacji enzyméw. Biony
napromieniowuje sie w stanie zliofilizowanym a nastepnie, po uwodnieniu
bada aktywno$¢ enzymdw (28). Przyjmuje sie, ze inhibicja aktywnos$ci pod-
stawowej cyklazy adenylowej, jak rowniez aktywnos$ci wigzania hormonu
w btonach natywnych odpowiada aktywnos$ci podstawowej biatek, odpo-
wiednio cyklazy i receptora. Stwierdzono, ze preinkubacja bton ze stymu-
latorami takimi jak nukleotydy guanylowe, F~ czy hormon zmienia ozna-
czany ta metodg ciezar czasteczkowy biatek, chociaz wykazujg one te samg
aktywno$¢ enzymatyczng czy receptorowa. Badajgc komaorki watroby (29,
30) i komoérki thuszczowe (30) Rodbell i wsp. wykazali, ze w nieobec-
nosci glukagonu aktywnos$¢ receptora tego hormonu zwigzana jest z oligo-
merycznym kompleksem o duzym ciezarze czasteczkowym 670 000—
1300 000. Sugeruje to wystepowanie w btonach tych komdrek skomplek-
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sowanych wielu czasteczek receptora z biatkiem regulatorowym (kompleks
poli R-N). Natomiast preinkubacje bton z glukagonem powoduje rozbicie
tego kompleksu. Houslay i wsp. (25) badajac réwniez watrobe nie sty-
mulowang nie wykryli jednak oligomerycznego kompleksu i wykazali
aktywnos$¢ receptorowa zwigzang jedynie z biatkiem receptorowym
(220 000). Po stymulacji aktywno$¢ receptorowa wykrywano nastepnie w
grupie biatek o masie 300 000 (co odpowiada kompleksom R-N lub R-N-C).
Natomiast aktywno$¢ cyklazy adenylowej po stymulacji nukleotydami czy
F~ wystepuje w biatkach 160 000 odpowiadajagcych kompleksowi cykla-
za-biatko regulatorowe (C-N), a po stymulacji glukagonem aktywnos$¢ ta
wystepuje w biatkach 390 000 odpowiadajgc kompleksowi receptor-biatko
regulatorowe-cyklaza (R-N-C).

Badajagc w podobnych warunkach wielko$¢ biatek o aktywnosci recep-
torowej i enzymatycznej bton erytrocytéw indyka (31) nie udato sie wy-
kry¢ odpowiedniego, do wystepujagcego w watrobie, kompleksu oligome-
rycznego receptora. W btonach erytrocytéw nie aktywowanych, aktywnos$¢
receptorowa cechuje biatko o ciezarze 90 000, a aktywnos$¢ podstawowa
cyklazy badana w obecnosci Mn-ATP, biatko o podobnym ciezarze 92 000.
W tych samych, nie aktywowanych wstepnie btonach aktywnos¢ cyklazy
stymulowang przez GppNHp lub F~ wykrywa sie w biatkach o ciezarze
226 000 (kompleks C-N) a w obecnosci izoprotenerolu i GppNHp w biat-
kach 316 000 (kompleks R-N-C). W doswiadczeniach z radiacyjng inakty-
wacja nie badano bezposrednio aktywnos$ci regulatorowego biatka N. Jego
ciezar mozna jednak wyliczyé posrednio i w btonach erytrocytdw wynosi
on 126 000 (28).

Jezeli stymuluje sie ukiad bton przed inaktywacjg radiacyjng uzyskuje
sie podobne wyniki do uzyskanych bez stymulacji, co wskazuje, ze w bto-
nach erytrocytéw zaréwno nie aktywowanych jak i po stymulacji hormo-
nalnej biatka-receptor, biatko regulatorowe i cyklaza wystepujg w postaci
niezaleznej ale rowniez i w formie komplekséw (R-N, N-C, R-N-C).

11-2. Rozdzielenie poszczeg6lnych elementéw ukiadu

Aktywnos$ci poszczegblnych skiadnikow ukitadu udato sie rozdzieli¢
po solubilizacji komérek wielu typdw. Nastepnie okre$lono parametry
fizyczne odpowiednich frakcji biatek. Oznaczono na przykiad promien
Stoksa, stalg sedymentacji, ciezar czasteczkowy i specyficzng objetos¢ cza-
stkowg. Biatka te nie byty jednak zupeinie czyste i przy interpretacji wy-
nikéw pamieta¢ nalezy, ze przekazniki informacji hormonalnej stanowity
jedynie nieznaczny procent odpowiedniej frakcji biatek. Najczesciej ba-
dano parametry otrzymane w wyniku solubilizacji detergentami oraz
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w obecnosci niewielkich ilosci tych detergentéw. W ten sposéb uzyski-
wano dane dotyczace micelli biatko-detergent. Celem scharakteryzowania
samej frakcji biatkowej wyznaczano specyficzng objeto$¢ czastkowg (od-
wrotno$¢ gestosci, v) na podstawie réznic w sedymentacji podczas wiro-
wania w gradiencie gestosci sacharozy rozpuszczonej w Hz20 i D2 i na
tej podstawie wyliczano zawartos¢ detergentu w micellach i korygowano
ciezar czasteczkowy biatek (32). W kilku przypadkach stwierdzono, ze
aktywnosci enzymatyczne pozostajg bez zmian lub nawet sg wyzsze po
usunieciu detergentéw (32, 33, 34). Zawsze jednak grozi wtedy niebezpie-
czenstwo agregacji biatek. Przeprowadzano solubilizacje bton natywnych
pochodzacych z wielu rodzajow komdarki oraz preinkubowanych z ré6znymi
stymulatorami. W nastepstwie izolowano rézne sktadniki uktadu przekaz-
nikow informacji hormonalnej. W réznych tkankach rézne sg parametry
fizyczne charakteryzujgce frakcje biatek z ktérg zwigzana jest aktywnos$é
receptora hormonu. Zawsze jednak specyficzna .objetos¢ czastkowa recep-
toréw jest duza, co wskazuje na wiazanie znacznej liczby czasteczek de-
tergentdw a wiec na duza cze$¢ hydrofobowa (32, 35) receptora.

Cyklaza adenylowa podczas solubilizacji czeSciowo traci aktywnos$c
podstawowg, jest wiec enzymem labilnym. Wyjatkami sg preparaty cy-
klazy adenylowej z mézgu i jader szczura (32) aktywowane przez deter-
genty. Solubilizacja obniza tez stymulacje cyklazy adenylowej przez F-
i GppNHp (33, 36) i enzym przestaje by¢ wrazliwy na stymulacje hormo-
nalng. Stwierdzono, ze aktywno$¢é enzymu mozna stabilizowac przeprowa-
dzajac solubilizacje w obecnosci NaF lub GppNHp (37, 38). Dlatego tez
najczesciej charakterystyke cyklazy adenylowej w formie rozpuszczonej
przeprowadza sie¢ w obecno$ci jednego z tych zwigzkéw. Nalezy uwzgled-
nia¢ jednak, ze w tych warunkach uzyskuje sie nie sama cyklaze a kom-
pleks z regulatorowym biatkiem wigzgcym, nukleotydy guanylowe (C-N).

Aktywnos$¢ cyklazy adenylowej stymulowanej przez GppNHp zwigza-
na jest z biatkami dwoéch typow odpowiadajgcych kompleksowi C-N. Biat-
ka pierwszego typu cechuje wigzanie duzej iloSci detergentéw niejono-
wych. Nalezg tu preparaty uzyskane z bton komérek kory mézgowej (32),
limfatycznych (4, 35) oraz watrobowych (33). Zachowujg sie one jak ty-
powe biatka zanurzone w btonie i posiadajg w czasteczce duzag cze$¢ hy-
drofobowa. Ich ciezar czasteczkowy wynosi okoto 220 000. Natomiast cyk-
laza adenylowa z bton komorek tarczycy (39) nalezy do biatek drugiego
typu. Wiaze mato detergentu a wiec ma niewielkg cze$¢ hydrofobowa.
Jednoczes$nie tez ma mniejszy ciezar czasteczkowy (okoto 160 000). Row-
niez taki ciezar ma enzym watrobowy, co wyznaczano na podstawie ra-
diacyjnej inaktywacji (28), podczas gdy po solubilizacji wyznaczono ciezar
220 000 (33). Nieznana jest relacja pomiedzy tymi preparatami cyklazy.
Jest jednak mato prawdopodobne zeby enzym ten wystepowat w réznych
formach w odmiennych, a zwilaszcza w tej samej komorce (32). Bardziej
prawdopodobne jest, ze podstawowa struktura cyklazy jest stata a obser-
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wowane roznice wynikajg z oddzielenia lub agregacji jakiej$ podjednostki
podczas preparatyki.

Ciezar czasteczkowy cyklazy adenylowej z komdrek watroby solubili-
zowanej w obecnosci GppNHp i NaF jest taki sam (33). Natomiast po so-
lubilizacji bton tarczycy w obecnosci NaF aktywnos$¢ cyklazy wystepuje
w biatkach o ciezarze czgsteczkowym 119 000, podczas gdy w wyniku
solubilizacji w obecnosci GppNHp aktywno$¢ zwigzana jest z biatkiem
0 ciezarze 159 000 (40). Te i podobne réznice ciezaréw czgsteczkowych
w preparatach z bton komérek nerek (41) dyskutowane sg w kontekscie
obecnosci w uktadzie przekaZznikéw informacji hormonalnej wspdlnego
biatka regulatorowego N wigzacego oba stymulatory lub tez dwo6ch nieza-
leznych biatek regulatorowych zwigzanych z aktywacja przez GppNHp
1 NaF.

Cyklaza adenylowa z bton komoérek mézgu i rdzenia nadnerczy jest
trwata w obecnosci detergentdw i nie wymaga podczas solubilizacji stabi-
lizacji przez F~ lub GppNHp. Pozwolito to na badanie réwniez jej aktyw-
nosci podstawowej po solubilizacji. Aktywnos$¢ ta w preparacie z rdzenia
nadnerczy zwigzana jest z biatkiem 160 000 (42), a z komoérek mdzgu z nie-
jednorodng frakcjg 199 000—265 000 (43).

Cyklaze adenylowg catkowicie oczyszczong od biatek regulatorowych
uzyskano z komdrek watroby krélika w wyniku solubilizacji bton chola-
nem sodu w roztworze soli o wysokiej sile jonowej i rozdziatu biatek na
Ultrogel AcA (34). Aktywno$é tego enzymu nie byta stymulowana ani
przez F~, ani przez GTP-y-S, stymulacje jednak przywracato dodanie
biatka regulatorowego. Enzym izolowano w formie agregatu i byt on nie-
trwaty, mozna go byto natomiast znacznie stabilizowaé¢ przez usuniecie
cholanu i dodanie dwumirystydylofosfatydylocholiny (44). Stwierdzono,
ze po oddzieleniu biatek regulatorowych zmienia sie wrazliwo$¢ na jony
dwuwartosciowe, niezbedne przy reakcji powstawania cAMP z ATP.
Skompleksowana z biatkiem regulatorowym i stymulowana zaréwno hor-
monalnie jak i przez GppNHp cyklaza adenylowa preferencyjnie uzywa
jako substratu Mg-ATP, podczas gdy izolowana cyklaza adenylowa wy-
maga obecnosci Mn-ATP (44, 45). Ta specyficznos¢ substratowa spowodo-
wala, ze ostatnio dla charakteryzowania aktywnosci podstawowej cyklazy
adenylowej bada sie reakcje w obecnosci Mn2+ (29). Cyklaze adenylowa
czesciowo oddzielong od biatek regulatorowych wydzielono réwniez z bton
komérek nerek. Stata sedymentacji tego biatka, 6S jest nizsza niz biatka
0 aktywnosci cyklazy adenylowej wydzielonego z bton preinkubowanych
z GppNHp (7,55) (41).

Regulatorowe biatko wigzace nukleotydy guanylowe zwane biatkiem
N wyizolowano po raz pierwszy po solubilizacji przy pomocy detergen-
téw bton erytrocytéw ptasich. Biatko to wigze réwniez ATP, co wykorzy-
stano przy jego identyfikacji. Oprocz detergentow do rozpuszczania biat-
ka N stosowano roztwory o niskich sitach jonowych w obecno$ci werse-
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nianu sodu, jak przy izolowaniu peryferycznych biatek kurczliwych bton.
W nastepnych preparatykach biatka wigzacego nukleotydy guanylowe wy-
korzystano do jego znakowania reakcje z toksyng cholery. Stwierdzono
bowiem, ze wiasnie to biatko pod wpltywem toksyny ulega rybozylacji w
obecnosci ADP i NAD+ (27, 47, 48). Biatko wigzace nukleotydy guanylowe
wydzielono z réznych komérek, na przyktad z leukocytéw, czy komorek
moézgu (45). Bardzo dobrym sposobem uzyskania tego biatka okazato sie
zastosowanie cholanu sodu przy solubilizacji bton komdrek watroby (44,
49). Biatko to oczyszczono nastepnie 100 000 razy w stosunku do preparatu
wyjsciowego zawierajgcego sume biatek komérkowych (49). Stwierdzono,
ze zawiera peptydy 52 000, 45 000 i 35000, przy czym tylko dwa pierwsze
sg substratem dla toksyny cholery i odpowiednikiem biatka wydzielonego
z komorek innego typu. Biatko to jest termostabilne (46) i nie zawiera
sktadnikow fosfolipidowych (44). Na podstawie statlych sedymentacji w
HzO i D20 mozna wnioskowaé, ze wigze ono mniej detergentéw niz cyklaza
adenylowa, czy ze jest bardziej polarne niz to biatko (50). Hudson
i Jonson (51) wykazali duze podobienstwo mapy peptydowej biatka
0 masie 52 000 i biatka 42 000 z bton erytrocytéw indyka. Stwierdzili tez,
ze w wyniku tagodnej proteolizy z biatka 52 000 mozna otrzymac¢ dodatko-
wo jedynie drobny fragment nieobecny w biatku 42 000.

Badajgc state sedymentacji biatka wigzagcego nukleotydy guanylowe
w powigzaniu z GDP i GTP-y-S stwierdzono, ze ciezar czasteczkowy
42 000 odpowiada kompleksowi GTP-biatko N i statej sedymentacji 3,4 S.
Po preinkubacji tego kompleksu z cyklazg adenylowg uzyskuje sie kom-
pleks o wiekszej statej sedymentacji 7,6 S, co sugeruje utworzenie kom-
pleksu GTP-biatko N-cyklaza. Natomiast w obecnosci GDP biatko wigzace
nukleotydy guanylowe ma wyzszg statg sedymentacji niz w obecnosci
GTP i stata ta nie zmienia sie po inkubacji z cyklaza. Widaé wiec, ze je-
dynie forma GTP-biatko N ma powinowactwo do cyklazy, jak réwniez,
ze zmiana nukleotydu z GTP na GDP w biatku wigzacym te nukleotydy
pocigga za sobg zmiane struktury tego biatka, by¢ moze jego dimeryza-
cje (52).

Wyniki doswiadczen Hudsona i wsp. rbwniez wskazujg na rdéznice
w budowie biatka wigzacego nukleotydy po przytaczeniu GTP-y-S lub
GDP (53). Badali oni produkty hydrolizy trypsyng tego biatka i stwier-
dzili, ze z jego kompleksu z GTP-y-S fatwo jest wydzieli¢ fragment 41 000,
podczas gdy z kompleksu N-GDP fragment ten nie powstaje. Fragment
ten powstaje réwniez, po inkubacji z GTP-y-S i trypsyna bton erytrocy-
téw ludzkich, ktére zawierajg biatko wigzace nukleotydy i sladowg aktyw-
nos$¢ cyklazy a nie zawierajg receptora (3-adrenergicznego. Zmiany konfor-
macyjne w biatku N zalezg wiec wytgcznie od przytgczenia tréjfosforanu
guaniny a nie od interakcji tego biatka z receptorem czy cyklaza.

Biatko wigzace nukleotydy guanylowe o ciezarze 42 000 (45 000)
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i 52000 jest prawdopodobnie czescig regulatorowego biatka o ciezarze
126—130 000. Biatko takie wydzielone z bton erytrocytow (46), komorek
limfatycznych i watrobowych (54) pozwalato na rekonstrukcje wrazliwos-
ci na GTP cyklazy adenylowej. ROéwniez na ciezar biatka regulatorowego
okoto 130 000 wskazywaty doswiadczenia z inaktywacjg radiacyjng (31).

Stwierdzono, ze biatka wiazace nukleotydy guanylowe wystepujg
w komorkach w duzym nadmiarze. W erytrocytach tylko 5% (46) lub
nawet tylko I°/o (55) a w komdrkach watroby okoto I°/o tych biatek powo-
duje aktywacje cyklazy przez nukleotyd.

Wellon i wsp. (8 solubilizowali natywne i preinkubowane z 15)-
glukagonem btony watroby szczura. Solubilizat rozdzielili na Ultragel AcA
22 i stwierdzili, ze cyklaza adenylowa wrazliwa na stymulacje przez
GppNHp oraz kompleks glukagon-receptor-biatko N eluowane sg nieza-
leznie. Wysunieto wniosek, ze receptor i cyklaza adenylowa jako odrebne
biatka zwigzane sg tez z odrebnymi biatkami regulatorowymi Ni i N2
Odpowiadatoby to omoéwionej réznicy funkcjonalnej oddziatywan z roz-
nymi nukleotydami guanylowymi. Wyniki te jednak nie wykazujg bez-
posrednio obecnos$ci dwéch réznych biatek regulatorowych Ni i N2 a moga
tez wskazywac na zmiane wiasciwosci biatka regulatorowego podczas sty-
mulacji hormonalnej. Na taki mechanizm zmian w wyniku stymulacji
wskazuja doSwiadczenia Lef kowitza i wsp. z uzyciem erytrocytow
zaby (18, 56) oraz retikulocytdw szczura (57)." Po solubilizacji bton ery-
trocytow zaby w obecnosci hormonu (agonista (3-adrenergiczny—3-hydro-
ksybenzylizoproterenol) uzyskano biatko ktdre w chromatografii powino-
wactwa zatrzymywane byto zaréwno na kolumnie z GTP-Sepharose, tak
jak biatko wigzace nukleotydy, jak i na Sepharose sprzezonej z lektyng
z kietkow pszenicy, tak jak receptor @adrenergiczny o strukturze gliko-
proteidowej. Jezeli przed solubilizacjg preparat bton wyznakowano z uzy-
ciem *P-ATP, znakujac specyficznie biatko N, to radioaktywnos$¢ wykry-
wano w kompleksie zatrzymanym na Sepharose. Uzyskano wiec z bton
biatko, ktére wykazywato cechy zaréwno receptora jak i biatka wiazgcego
nukleotydy guanylowe a wiec odpowiadajace kompleksowi hormon-recep-
tor-biatko N (H-R-N) (18). W znacznie mniejszej ilosci kompleks ten uzys-
kiwano z bton nie aktywowanych hormonalnie. Po preinkubacji bton
z hormonem w obecnosci GTP lub antagonista hormonu kompleks hor-
mon-receptor-biatko N nie powstaje. W obecnosci GTP wynik negatywny
jest prawdopodobnie skutkiem szybkiego rozbicia tego kompleksu. Biatko
wigzace nukleotydy guanylowe wyeluowano nastepnie z kolumny z GTP
Sepharose przy pomocy GTP-y-S. Stwierdzono, ze biatko to stymuluje
cyklaze adenylowg z bton erytrocytow indyka. Uzyskane w tym dosSwiad-
czeniu wyniki wskazujg wyraznie, ze w wyniku preinkubacji z hormonem
w btonach erytrocytéw powstaje kompleks H-R-N i wystepuje on nieza-
leznie od cyklazy. Wskazujg rowniez, ze to samo biatko N, ktére wigzane
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jest przez receptor, przy zmianie warunkéw S$rodowiska jest odpowie-
dzialne za stymulacje cyklazy adenylowej przez GTP.

Wyniki uzyskane przy uzyciu techniki solubilizacji i rozdziatu skiad-
nikdw potwierdzity wiec dane otrzymane podczas badania nienaruszo-
nych bton. Wyniki te wskazuja, ze w komorce wystepujg zaréwno od-
dzielne biatka o aktywnosci receptora, biatka N i cyklazy jak i kompleksy
receptor-biatko N, cyklaza-biatko N, receptor-biatko N-cyklaza, a w nie-
ktérych uktadach réwniez polikompleksy receptora z biatkiem N. By¢
moze w nie aktywowanej komdrce wystepujg wytgcznie oddzielne biatka
uktadu przekaznikéw informacji hormonalnej, a wykrywane kompleksy
sq skutkiem endogennej aktywacji przez hormon badz GTP. Stymulacja
egzogennym GTP lub jego niehydrolizowalng pochodng powoduje pow-
stanie lub stabilizacje kompleksu cyklaza-biatko N. Stymulacja egzogen-
nym hormonem powoduje powstanie kompleksu receptor-biatko N. Wy-
dzielenie poszczegdlnych komponentéw uktadu umozliwito dalsze proby
z jego rekonstrukcjg. Udane rekonstrukcje wrazliwych na stymulacje
hormonalng uktadéw sg potwierdzeniem trafnej charakterystyki izolowa-
nych biatek i umozliwiajg opracowanie koncepcji mechanizmu przenosze-
nia informacji hormonalnej do komarki.

I11. Rekonstrukcja ukitadu cyklazy adenylowej

Pierwsze udane proby rekonstrukcji uktadu cyklazy adenylowej uzys-
kano metodg fuzji limfocytdbw mysich odpowiednio dobranych klondéw.
Giowne prace z tej dziedziny pochodzg z pracowni A. G. Gilmana (4,
58, 59). Uzyskano tam klony komérek limfatycznych selektywnie pozba-
wione biatka receptorowego, cyklazy adenylowej lub biatka regulatoro-
wego. Wyhodowanie takich klonéw wskazuje na niezalezno$¢ mutacji wy-
wotujacych zmiany w przekaznikach informacji hormonalnej i na gene-
tyczne zroznicowanie uktadu. W pracowni tej prowadzono tez doswiad-
czenia z wigczaniem fragmentéw bton wyselekcjonowanych komorek
przez inne, nienaruszone komorki. Uzywano komorki typu dzikiego S 49'
oraz klonu cyc- (inna nazwa AC-) i klonu UNC. Pierwszy z nich cechuje
niezmieniona aktywno$¢ adrenergiczna i aktywna cyklaza, natomiast nie
odpowiada on na bodziec hormonalny i stymulacje przez toksyne cholery,
co wskazuje na mutacje powodujgca zmiany w biatku regulatorowym (48)_
Drugi posiada nieco zwiekszong aktywnos$¢ receptorowa, normalng aktyw-
nos¢ podstawowgq oraz aktywnos$¢ stymulowana przez F- i GppNHp cykla-
zy adenylowej, ale nie odpowiada na hormon, co wskazuje na state roz-
przezenie uktadu. Ponadto uzywano klonéw komérek B 82 nie zawieraja-
ce receptorow adrenergicznych, natomiast wykazujagce normalng stymu-
lacje cyklazy przez stymulatory niespecyficzne i prostaglandyne Ex Nie
udato sie uzyskaé¢ klonéw limfocytow nie posiadajacych aktywnosci cykla-
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zy adenylowej. Dlatego uzywano odpowiedni klon hepatocytéw HC-1 nie
posiadajgcy aktywnosci cyklazy adenylowej i majacy niezmieniong ak-
tywnos$¢ receptorowg (60).

W wyniku fuzji bton komorek cyc-, lub catych komérek cyc” i UNC
z komérkami B 82 uzyskano komorki wrazliwe na stymulacje adrener-
giczna. Nie uzyskano natomiast rekonstrukcji podczas fuzji komérek cyc-
i UNC, co wskazuje na niekomplementarno$¢ mutacji. Ten negatywny
wynik moze by¢ skutkiem mutacji z catkowicie zmieniong strukturg lub
ubytkiem jakiego$ dodatkowego elementu regulatorowego pomiedzy biat-
kiem receptorowym a biatkiem N. Na obecnos$¢ takiego dodatkowego ele-
mentu wskazujg réwniez wyniki bardzo szczegétowych badan rekonstruk-
cji systemu po inaktywacji cieplnej ekstraktéw bton z komérek réznych
klonéw i ich fuzji z komdrkami cyc- (4).

Doswiadczenia z fuzjg fragmentéw bton komérkowych i komérek przy-
nosza tez dane wskazujace na identyczno$¢ ukitadu cyklazy adenylowej
w réznych komérkach. Orty i Schramm (61) spowodowali dezakty-
wacje cyklazy adenylowej w erytrocytach indyka przy uzyciu imidu kwa-
su N-etylomaleinowego. Nastepnie za pomocg nieaktywnego wirusa Sen-
dai spowodowali pofgczenie komérek tych erytrocytow z wyselekcjonowa-
nym klonem erytrocytdéw nie posiadajgcym receptora P-adrenergicznego.
Uzyskali oni w ten sposob ukilad wrazliwy na (3-stymulacje. Podobnie
otrzymali aktywny uktad (3-adrenergiczny po potgczeniu receptora gluka-
gonu z bton watroby z wyselekcjonowanymi erytrocytami bez receptora
(62). Tak wiec charakterystyczna odpowiedZ biologiczna komérki moze by¢
wywotana przez obcy receptor hormonalny.

Nastepne udane préby rekonstrukcji aktywnego uktadu przekaznikow
informacji hormonalnej przeprowadzono z uzyciem jego sktadnikéw wy-
izolowanych po solubilizacji i czesciowo oczyszczonych. | tak stwierdzono,
ze wydzielone z bton komdrek watroby krélika biatko wigzace nukleoty-
dy przywraca wyizolowanej z tej samej tkanki cyklazie adenylowej wra-
zliwo$¢ na stymulacje hormonalng (44). Réwniez biatko N z erytrocytéw
umozliwia stymulacje przez GppNHp cyklazy adenylowej izolowanej
z erytrocytéw (46, 63). Na podobieAstwo regulatorowego biatka N wska-
zuja udane rekonstrukcje cyklazy w ukladach heterogennych, na przy-
ktad biatko N z erytrocytéw zabich (18) lub ludzkich (64) daje rekonstruk-
cje aktywnej cyklazy w erytrocytach indyka, czy tez watrobowe biatko N
przywraca aktywacje cyklazy w limfocytach cyc- (44, 54). Jezeli biatko
wigzace nukleotydy izolowano z bton uprzednio aktywowanych hormo-
nalnie, stwierdzano silniejsza aktywacje cyklazy w obecnosci GTP niz
w obecnosci biatka izolowanego z bton nie aktywowanych (46). Réwniez
preinkubacja biatka N z GppNHp przed dodaniem go do preparatu zawie-
rajacego cyklaze z bton komérek mozgowych przyspieszata proces nastep-
nej aktywacji uktadu. Strittmatter i Neer uwazajg, ze czas po-
trzebny na zajscie zmian konformacyjnych w regulatorowym biatku N
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po przytaczeniu nukleotydu moze ogranicza¢ szybkos$¢ stymulacji cykla-
zy (45).

IV. Obnizenie wrazliwoéci na hormon

Dawno stwierdzono, ze dtugotrwate podawanie hormonu nie powoduje
zwielokrotnienia stymulacji wywotanej pojedyncza dawka. Jest to obni-
zenie wrazliwosci na hormon, ktére moze by¢ og6lne lub specyficzne
w stosunku do czynnika, ktéry je wywotat. Proces specyficznego obniza-
nia wrazliwosdci poznany jest lepiej, cho¢ i tu jest jeszcze wiele znakow
zapytania. W procesie tym mozna wyréznié dwa etapy. Pierwszy etap na-
stepuje szybko. Juz po kilkuminutowej preinkubacji z izoproterenolem
limfocytow (65), erytrocytow (66, 67) i komorek astrocytoma (68, 69) ob-
serwuje sie, ze podany nastepnie hormon powoduje stymulacje cyklazy
adenylowej stanowigcg 50 procent stymulacji pierwotnej. Nie obserwuje
sie w tym czasie zmian w ilosci receptoréw, natomiast wigzanie hormonu
przez receptor cechuje sie stabym powinowactwem (67). Ten etap obnize-
nia wrazliwosci jest odwracalny. Usuniecie hormonu z mieszaniny inku-
bacyjnej przywraca uktadowi juz po kilku minutach zdolno$¢ normalnej
odpowiedzi na bodziec (69, 70). Podobne obnizenie wrazliwosci cyklazy
adenylowej na diugotrwatg stymulacje wykazano badajac komorki mdz-
gu (71), nerek (72) i watroby (73). Na ogé6t nie ulegaly przy tym zmianie
aktywnos$¢ podstawowa cyklazy adenylowej i stymulacja przez F~. W uk-
tadzie bezkomérkowym obnizenie wrazliwosci na lutropine uzyskano
w btonach komorek jajowodu kurczecia, przy czym reakcja wymagata
jednoczes$nie obecnosci GTP (74). Natomiast w izolowanych btonach ko-
morek astrocytoma, mimo dodawania obok hormonu GTP lub ATP nie
udato sie odtworzy¢ tego efektu (69). \

Powyzsze obserwacje wskazujg, ze pierwszy etap obnizenia wrazli-
wosci na hormon wigze sie z rozprzezeniem ukladu cyklazy adenylowej.
Poszukujgc miejsca tego rozprzezenia wykluczono cyklaze adenylows, a to
na podstawie wystepowania niezmienionej aktywno$ci podstawowej oraz
faktu, ze obnizenie wrazliwosci uzyskiwano tez w komoérkach HC-1, ge-
netycznie pozbawionych tego biatka (69).

Nastepnymi miejscami odpowiedzialnymi za rozprzezenie mogtyby byé
zmiany w biatku N lub receptorze uniemozliwiajgce wytworzenie komp-
leksu receptor-biatko N. Stwierdzono bowiem, ze do wytworzenia wigza-
nia hormon-receptor o wysokim powinowactwie, a wiec takiego jakiego
brak w komorkach o obnizonej wrazliwos$ci na hormon niezbedne jest nie-
zmienione biatko regulatorowe.. Niezbedny tez jest niezmieniony receptor.
Na zmiany zachodzace w receptorze podczas specyficznego obnizania
wrazliwosci wskazuje specyficzny charakter procesu. Bezposrednim do-
wodem na zmiany w receptorze sg wyniki doSwiadczen z rekonstrukcjg
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uktadu w komérkach limfocytarnych. | tak, jezeli obniza sie wrazliwosé
na hormon w komorkach dzikich S 49, to ekstrakt tych komorek nie po-
woduje obnizenia wrazliwosci komorek cyc-. A wiec nie zaszta podczas
tego procesu zadna zmiana w biatku N (64). Natomiast jezeli odwrotnie-
preinkubuje sie komoérki cyc- z hormonem to obnizenie wrazliwosci na
hormon wykrywa sie po ich fuzji z ekstraktem cholanowym komdrek dzi-
kich (65).

W wielu uktadach wykazano niezbedno$¢ ATP do obnizania wrazli-
wosci (64), w innych natomiast niezbedng obecno$¢ GTP (74). Na tej pod-
stawie przypuszcza sie, cho¢ nie wykazano tego eksperymentalnie, ze mo-
dyfikacja receptora podczas obnizania wrazliwosci polega na jego fosfo-
rylacji. Posrednim potwierdzeniem tej sugestii jest stwierdzenie, ze w bio-
nach pecherzykéw Graffa mozna przywrdéci¢ wrazliwosé na hormon przez,
preinkubacje z endogenng fosfoproteing o aktywnosci fosfatazy (75).

Drugi etap obnizenia wrazliwosci na hormon nie jest zwigzany bezpo-
Srednio z przekaznikami btonowymi i polega na zgrupowaniu i usunieciu
czesci receptoréw z biton.

V. Model dziatania hormonoéw

Szczeg6towa analiza danych dotyczacych budowy poszczeg6lnych prze-
kaznikéw informacji hormonalnej i ich potaczen oraz oddziatywan z ago-
nistami, antagonistami i nukleotydami stworzyta mozliwo$é sformutowa-
nia nowego modelu dziatania hormonéw. Model ten przedstawiono na ry-
cinie 1 (30, 76, 77, 78, 79, 80). Model opiera sie na koncepcji kompleksu
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Ryc. 1. Mechanizm hormonalnej stymulacji cyklazy adenylowej

A —schemat podstawowy: Hormon —H tgczy sie z receptorem —R uaktywniajac go. Nastepuje
przytaczenie wiazacego nukleotydy guanytowe regulatorowego biatka —N, wzrasta powinowa-
ctwo receptora do hormonu (R-*R,) i obniza sie powinowactwo biatka N do GDP. GDP jest
uwalniane a na jego miejsce wchodzi GTP. Przytgczenie GTP wywotuje zmiany konforma-
cyjne w biatku N w wyniku ktérych wzrasta jego powinowactwo do cyklazy adenylowej —C.
Nastepuje przytaczenie cyklazy adenylowej z wytworzeniem kompleksu hormon-receptor-biatko
N (GTP)-cyklaza. W kompleksie tym maleje powinowactwo receptora do hormonu i do biat-
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zderzeniowego, ktéry Tolkovsky i Levitzki nazwali ,.collising
coupling” (81, 82). Koncepcja ta zaktada, ze uktad jest wielosktadnikowy
a receptor ze zwigzanym hormonem moze sie przesuwaé¢ wzdtuz biony
komdrkowej i reagowac z kompleksem cyklazy oraz, ze receptory réznych
hormonow moga wspdtdziata¢ z tym samym biatkiem katalitycznym. Ak-
tywnos¢ cyklazy adenylowej jest regulowana przez aktywacje hormonalng
oraz reakcje nazywang ,,turn 0jj”. Aktywacja polega na tym, ze hormon
po zwigzaniu sie z receptorem modyfikuje go zwiekszajagc jego powino-
wactwo do regulatorowego biatka N i tworzagc kompleks hormon-receptor-
biatko N-GDP (H-R-N-GDP). W kompleksie tym receptor ma silniejsze
powinowactwo do hormonu niz przed dotgczeniem biatka regulatorowego,
natomiast biatko regulatorowe ma ostabione powinowactwo do GDP, kto-
re jest uwalniane. Prces ten odstania w biatku N miejsce, w ktérym wia-
zane jest- GTP (powstaje kompleks H-R-N-GTP). Przylaczenie tego nu-
kleotydu obniza powinowactwo receptora do hormonu, ktéry jest uwal-
niany. Rownocze$nie zachodzg zmiany konformacyjne w biatku N, obniza
sie jego powinowactwo do receptora a zwieksza sie jego powinowactwo
do cyklazy. Powstaje przejsciowy kompleks (receptor-biatko N (GTP)-cy-
klaza, lub tez, rownoczes$nie z odtgczeniem hormonu oddziela sie tez i re-
ceptor, wytwarzajgc bezposrednio kompleks biatko N (GTP)—cyklaza.
W obu tych kompleksach cyklaza adenylowa osigga konformacje nadajaca
jej najwyzszg aktywnosé.

Aktywacje hormonalng przerywa reakcja ,,tum off”, to jest hydroliza
GTP do GDP przez biatko N o aktywnos$ci GTP-azy. Enzym, cyklaza po-
wraca wéwczas do swej podstawowej aktywnosci.

Aktywnos¢ cyklazy adenylowej podczas stymulacji hormonalnej oscy-
luje stale pomiedzy swoim stanem podstawowym a aktywnos$cig wzbu-
dzona, a wzrost produkcji cAMP nastepuje, gdy wieksza iloS¢ czasteczek
enzymu jest w formie wzbudzonej. Wszystkie czasteczki cyklazy zostajg
wzbudzone podczas aktywacji przez niehydrolizowalne analogi GTP lub
toksyne cholery wtedy, gdy GTP-aza jest nieaktywna. Podczas stymulacji
hormonalnej natomiast cyklaza ujawnia zawsze jedynie cze$¢ swoich po-
tencjalnych mozliwosci, poniewaz produkcje cAMP przerywa reakcja
,Jturn off”.

In vivo produkcja cAMP regulowana jest przede wszystkim hormonal-
nie za posrednictwem receptora. Jednak przyktad dziatania toksyny cho-
lery wskazuje, ze dziatanie bezposrednio poprzez regulatorowe biatko N

ka N co powoduje oddzielenie hormonu i receptora. Cyklaza adenylowa w potaczeniu z biat-
kiem N ma najwyzsza aktywnos$¢. Aktywno$¢ ta wraca do podstawowej po hydrolizie GTP
zwigzanego z biatkiem N. Maleje wtedy powinowactwo biatka N do cyklazy i wszystkie skiad-
niki uktadu wystepuja w formie wolnej. Pojawienie si¢ hormonu zapoczatkowuje nastepny
cykl przemian. Przy diugotrwatej stymulacji hormonalnej kompleks hormon-receptor przed, lub
po omdéwionych przeksztatceniach jest usuwany z bton.

B —schemat zmian w komoérkach watrobowych: Hormon taczac sie z receptorem powoduje
dysocjacje kompleksu potgczonych par hormon-receptor (H-R). Dalsze zmiany zachodzag zgodnie
ze schematem podstawowym.
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moze réwniez regulowaé ilos¢ powstajagcego cAMP. Takag funkcje regula-
torowq przypisuje sie dziataniu prostaglandyny Ei na ukad cyklazy w bto-
nach komorek tarczycy przyjmujac, ze obniza ona powinowactwo biatka N
do GDP, ktére moze wéwczas zosta¢ uwolnione, co utatwia nastepng sty-
mulacje cyklazy przez endogenne GTP (83).

Ten podstawowy schemat stymulowania komorki przez hormon mozna
zmodyfikowaé nie podwazajgc jednak kluczowej roli regulatorowego bial-
ka wigzacego nukleotydy guanylowe i przeksztatcen tych nukleotydéw
podczas stymulacji hormonalnej. Koncepcja opracowana przez Rodbel-
la (30,78) zaktada, ze w stanie podstawowym receptor i biatko N wyste-
pujg w formie oligomerycznego kompleksu gdzie wiele par R-N jest $cisle
pofaczonych. W kompleksie tym nie ma wolnego miejsca pozwalajacego
na przytaczenie GTP. Dziatanie hormonu powoduje rozdzielenie poszcze-
gélnych par oligomerycznego kompleksu, co umozliwia przytagczenie GTP
i zajscie dalszego ciagu reakcji omowionych w schemacie podstawowym.
Koncepcja ta opiera sie gtownie na doswiadczeniach z komoérkami watro-
by, ktére, jak uprzednio opisano zawierajg oligomeryczny kompleks. Po-
nadto znaczna odporno$¢ uktadu przekaznikéw informacji hormonalnej
w btonach hepatocytéw na dziatanie fosfolipazy $wiadczy o Scistym pota-
czeniu biatek tego uktadu.

Obnizenie wrazliwosci na hormon mozna chyba ttumaczy¢ zwieksze-
niem w obecnosci hormonu w wysokich stezeniach ilosci potaczen hormon-
receptor o niskim powinowactwie. Przy nadmiarze hormonu utworzony
kompleks nie jest w stanie reagowac z biatkiem N, a po pewnym czasie
moga w nim zaj$¢ zmiany nieodwracalne, na przykitad potaczenie pomie-
dzy soba komplekséw hormon-receptor, prowadzace w dalszym etapie do
usuniecia receptorow z btony komdrkowej.

VI. Hormonalne hamowanie cyklazy adenylowej

Dz'atanie niektérych hormonoéw prowadzi do obnizenia poziomu cAMP
w komorce. W wielu komérkach wynika to z hormonalnie uwarunkowane-
go hamowania cyklazy adenylowej, przy czym obnizona moze zosta¢ za-
rowno aktywnos$¢ podstawowa, jak i odpowiedz na stymulacje hormonal-
ng. Wiele danych o inhibicji cyklazy adenylowej zebrano w artykule prze-
gladowym Jakobsa i wsp. (84). Hamowanie cyklazy w réznych ukita-
dach wykazuje wiele cech wspdlnych. Wykazano na przyktad, ze obnize-
nie aktywnosci zachodzi tylko w $rodowisku o wysokim stezeniu sodu,
uzaleznione jest od obecnosci GTP w uktadzie i nigdy nie jest kompletne
(84, 85). Od GTP zalezy hamowanie cyklazy przez agonistow a-adrener-
gicznych w wysepkach trzustki (86), ptytkach krwi, komadrkach thuszczo-
wych (85), watrobowych (receptor adrenergiczny a2 (87) oraz agonistow
cholinergicznych w komadrkach miesnia sercowego (84). Podczas inhibicji
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stwierdzono tez obnizenie przez GTP, GppNHp a réwniez i GDP powino-
wactwa receptoréw do hormonéw.

Udziat nukleotydéw guanylowych w hormonalnym hamowaniu cykla-
zy przypomina ich udziat w hormonalnej stymulacji cyklazy. Sg jednak
istotne réznice dotyczace stezen w ktérych ujawnia sie dziatanie GTP
oraz inne dziatanie jego pochodnych. Oba te procesy rozni tez zaleznos$¢
od stezehA jonéw jedno- i dwuwarto$ciowych oraz wrazliwo$¢ na dziata-
nie enzymow proteolitycznych i zmiany w ilosci grup SH. Ponadto w roz-
nych komorkach hormonalne hamowanie cyklazy przebiega réznie.

Wydaje sig, ze hormony hamujace cyklaze adenylowg dziatajg poprzez
podobny do okre$lonego podczas badania stymulacji uktad receptor-biat-
ko regulatorowe-cyklaza przy czym zar6wno receptor jak i biatko regu-
latorowe sg inne niz w procesie stymulacji (9, 84). Nie jest jednak wy-
kluczone, ze biatko regulatorowe wigzace nukleotydy guanylowe w pro-
cesie stymulowania i hamowania jest tym samym biatkiem, wykazuja-
cym roznice allosteryczne i funkcjonalne w pofaczeniu z r6znymi sktadni-
kami systemu. Dotychczas bowiem nie wydzielono z bton i nie scharakte-
ryzowano innego biatka niz biatko N, ktére wigze specyficznie nukleotydy
w obecnosci hormonu. Stwierdzono natomiast, ze oddziatywanie hormo-
néw z a-receptorem w piytkach krwi prowadzi do zwiekszenia szybkosci
sedymentacji w gradiencie sacharozy. By¢é moze wiec prowadzi do pow-
stania kompleksu receptor-biatko N, analogicznego jak podczas oddziaty-
wan agonistow (3-adrenergicznych z receptorem (79).

Inny postulowany mechanizm hamujgcego dziatania adrenaliny po-
przez a-receptory adrenergiczne w plytkach krwi polega na ich bezpo-
$rednim dziataniu na biatko N poprzez stymulowanie jego aktywnosci
GTP-azowej, i tym samym zwiekszenie procesu ,tum off” (88).

Zaakceptowano do druku 28.06.1982
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I. Wstep

Jedng z waznych modyfikacji chemicznych, jakim ulegajg czasteczki
biatek ,zn vivo”, jest glikozylacja (1). Aby doktadnie pozna¢ budowe tak
powstatych zwigzkdéw, zwanych glikoproteinami, nalezy okresli¢ struk-
ture tancucha polipeptydowego oraz strukture przytgczonych do niego
tancuchéw cukrowych. W niniejszej pracy opisano typy tancuchéw cukro-
wych wystepujgcych w glikoproteinach oraz przedstawiono metody, ktore
stuza do badania struktury takich biopolimerow.

I1. Rodzaje wigzah chemicznych cukier—aminokwas; typy oligosachary-
déw w glikoproteinach

I1-1. Wigzanie O-glikozydowe

W bezposrednim wigzaniu oligosacharydu z tancuchem polipeptydo-
wym bierze udziat reszta monocukrowa, poprzez atom wegla C-l, oraz
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grupa funkcyjna reszty aminokwasowej. W oligosacharydach zwigzanych
O-glikozydowo, tzn. przez mostek tlenowy, znaleziono rézne uktady mo-
nocukier—aminokwas; wsréd nich najczesciej spotyka sie uktad, w kto-
rym N-acetylogalaktozoamina jest zwigzana z seryng lub treoning. Poni-
zej przedstawiono schematycznie struktury wigzania O-glikozydowego,
z podaniem miejsca ich wystepowania (X oznacza sktadnik nieznany):

...GalINAc-O-Ser(Thr) glikoproteiny ludzkie i zwierzece (2, 3)
...Gal-0O-Hyl kolagen, btony podstawowe (2, 3)
...Gal-O-Ser(Thr)
..Man-O-Ser(Thr)
...Xyl-0-Ser(Thr)
...Ara-O-Hyp
...Gal-O-Hyp rosliny i bakterie (2, 3)
...Fuc-O-Thr mocz ludzki (4)
NeuAc-O-Tyr owomukoid kurzy (5)

...X-0-(3-H0-Phe
...X-0-(3-HO-Tyr enzym grzybow roslinnych (6)
...Man-0-X mozg szczura (7)

Oligosacharydy O-glikozydowe zawierajg najczesciej do czterech mo-
nocukréw; w substancjach grupowych krwi wystepuja tzw. megaloligosa-
charydy zawierajace od 12 do 18 monocukréw (2, 3). Ostatnio, w mucynie
o aktywnosci ,li” z zotagdka owcy stwierdzono nieznany dotad typ roz-
gatezienia, w ktdrym do redukujacej reszty GalNAc sa przytaczone dwie
czasteczki N-acetyloglukozoaminy wigzaniami |31->3 i (31->6 (8). Najczesciej
spotykanymi sktadnikami oligosacharydow O-glikozydowych sg galaktoza,
N-acetylogalaktozoamina i kwas sjalowy; inne skiadniki to glukoza, N-
acetyloglukozoamina i fukoza. Ksyloza, arabinoza i mannoza sg sktadni-
kami rzadkimi, wystepujacymi gtéwnie w materiale pochodzenia roslin-
nego i bakteryjnego.

Wigzanie O-glikozydowe jest nietrwate w tagodnym $rodowisku alka-
licznym. Te wiasciwos¢ wykorzystuje sie do izolowania tancuchéw oligo-
sacharydowych (por. rozdz. 111). Pewien wyjatek stanowi tu ukfad Glc-
Gal->Hyl, spotykany w kolagenie i btonach podstawowych, gdyz jest on
trwaly nawet w drastycznych warunkach alkalicznych (9). Nie ustalono
dotychczas, czy jest to uwarunkowane sekwencjg polipeptydu wokét zwig-
zanego z nim O-glikozydowo oligosacharydu. Wiadomo jedynie, ze jezeli
galaktoza jest zwiazana z hydroksylizyng, to uktad aminokwaséw wokét
tego wigzania jest nastepujacy: Gly—x—Hyl—Gly, gdzie x oznacza do-
wolny aminokwas (10).

Oligosacharydy O-glikozydowe nazywato sie zwyczajowo ,alkalilabil-
nymi”, za$ glikoproteiny zawierajgce takie oligosacharydy — ,glikopro-
teinami typu mucyny”.
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11-2. Wigzanie N-glikozydowe

Wigzanie tego typu wystepuje pomiedzy czasteczkg N-acetyloglukozo-
aminy i resztg asparaginy (2, 3, 11, 12). Stwierdzono, ze sekwencja poli-
peptydu wokét reszty Asn z przylaczonym oligosacharydem odpowiada
strukturze —Asn—x—Ser(Thr)— (13—15). Oligosacharydy N-glikozydowe
wystepujace u ssakow zawierajg nastepujagce monocukry: GIcNAc, Man,
Gal, Fuc, NeuAc. W tancuchach poliglikozylowych (16) oraz, co stwier-
dzono ostatnio, w hormonach luteinizujgcych krowy i owcy (17) wystepuje
N-acetylogalaktozoamina. W roslinach istniejg oligosacharydy N-glikozy-
dowe zawierajagce ksyloze (18).

Oligosacharydy N-glikozydowe nazywa sie zwyczajowo ,alkalistabil-
nymi” z powodu ich wzglednej odpornosci na degradacje alkaliczng pro-
wadzong w tagodnych warunkach (19, 20). Glikoproteiny zawierajace oli-
gosacharydy N-glikozydowe okre$la sie czasem jako glikoproteiny typu
surowiczego (glikoproteiny osocza krwi zawierajg bowiem oligosacharydy
N-glikozydowe). Struktura oligosacharydéw N-glikozydowych oraz ich po-
dziat ze wzgledu na budowe sag omoéwione w rozdz. V i VL

11-3. Wigzanie S-glikozydowe

Wigzanie takie opisano dotychczas w dwdéch przypadkach. Z moczu
zdrowego cztowieka wyizolowano glikopeptyd zawierajagcy 8 aminokwa-
sow, w ktorym dwusacharyd Gal-Gal byt zwigzany przez mostek siarcz-
kowy z cysteing (21). Szczegdtow struktury dwusacharydu nie podano.
W tym samym 1971 roku doniesiono o wystepowaniu w ludzkich erytro-
cytach glikopeptydu zawierajgcego tréjsacharyd Glc-Glc-Glc zwigzany
z cysteing (22). Poniewaz w organizmach ssakow, w tym takze u czlowie-
ka, stwierdzono istnienie tioglikozydaz (23) wydaje sie, ze wymienione
tutaj dwa glikopeptydy moga byé substratami dla takich enzymdw.

I1l. Metody izolowania tancuchow oligosacharydowych z glikoprotein
(glikopeptydow)

Analiza struktury glikoproteiny wymaga ustalenia sekwencji polipep-
tydu oraz ustalenia budowy tancuchéw oligosacharydowych. Poniewaz
w czasteczce glikoproteiny moga wystepowaé rozne oligosacharydy, ist-
nieje konieczno$¢ oddzielenia ich od czesci biatkowej, a nastepnie rozdzie-
lenia, przed przystgpieniem do badan strukturalnych. Wolne oligosacha-
rydy mozna izolowa¢ wedtug jednej z dwoch zasad:

— niszczenie taricucha polipeptydowego, z wykorzystaniem roznic
w trwatosci wigzan peptydowych i glikozydowych (hydrazynoliza, dra-
styczna degradacja alkaliczna, tréjfluoroacetoliza),
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— selektywne odszczepienie oligosacharydéw (|3-eliminacja taricuchow
O-glikozydowych, trawienie endoglikozydazami).

Nalezy dodac, ze popularng metodg jest takze trawienie glikoproteiny
proteazami. Metoda taka daje najlepsze wyniki tylko wtedy, gdy mozna
uzyska¢ glikopeptydy zawierajagce po jednym tafncuchu oligosacharydo-
wym. Nie jest to na ogét mozliwe w przypadku glikoprotein ,,gesto” ugli-
kozylowanych. Ponizej podano metody, ktore stosuje sie do izolowania
wolnych oligosacharydéw z biatek.

m -1. Lagodna degradacja alkaliczna
t
Jest to metoda, ktéra stuzy do izolowania z czesci biatkowej oligosa-
charydéw O-glikozydowych; sg one oddzielane od polipeptydu w reakcji
(3-eliminaciji:

Ri Ri

[ "
R NH R NH

| OH- ||

ohgosacharyd—O—CH—C H --—--- *oligosacharyd—O- + HC=C
6=o0 6=o0

I I

R2 R2

W wyniku reakcji powstaje anion (z czesci oligosacharydowej) oraz po-
chodna nienasycona aminokwasu. Z seryny powstaje dehydroalanina
(kwas a-aminoakrylowy), z treoniny — kwas a-aminokrotonowy. Powstaty
anion, ktory mozna traktowaé jako jon bardzo stabego kwasu, ulega na-
tychmiast protonowaniu i daje w konsekwencji oligosacharyd zakonczony
cukrem redukujagcym. W warunkach alkalicznych, w jakich zachodzi
przedstawiona tu p-eliminacja, oligosacharyd mogtby ulec dalszej degra-
dacji (tzw. ,peeling reactions”). Aby temu zapobiec prowadzi sie degra-
dacje alkaliczng w obecnosci czynnika redukujgcego, borowodorku sodu.
W takim wypadku powstajacy cukier z wolng grupa aldehydowg ulega
natychmiast redukcji do alditolu, co zapobiega dalszej degradacji oligo-
sacharydu (24, 25). Réwnoczes$nie redukcji ulega dehydroalanina, prze-
chodzac w alanine oraz kwas a-aminokrotonowy, przechodzagc w kwas a-
aminomastowy. Obecnie dla tagodnej degradacji alkalicznej stosowane sa
najczesciej warunki podane przez Carlsona (26) oraz lyera
i Carlsona (27): 1 M NaBH4w 0.05 M NaOH, temperatura 50°C, 16
godzin. Ostatnio przeprowadzono ilosciowg analize procesu degradacji al-
kalicznej, stosujgc trytowany borowodorek sodu (28).

tagodng degradacje alkaliczng czesto stosuje sie do badania tancuchéow
O-glikozydowych glikoprotein (29—33).
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Uwaga. Wg opisanej tu metody ulega czesciowej degradacji tancuch
polipeptydowy glikoproteiny (glikopeptydu). Ostatnio potwierdzono réw-
niez uprzednie doniesienia (34), ze w warunkach fagodnej degradacji al-
kalicznej moga ulega¢ odszczepieniu od tancucha peptydowego takze oli-
gosacharydy N-glikozydowe (19, 20). Dlatego tez tagodnej degradacji al-
kalicznej nie mozna stosowaé bez zastrzezen jako metody do rozrézniania
dwoch typéw wigzania biatko-cukier: O- lub N-glikozydowego.

lil-2. Drastyczna degradacja alkaliczna

O mozliwosci zastosowania stezonych alkaliéw do rozerwania wigzania
GlIcNAc-Asn doniesiono w 1971 r. (35). W rok p6Zniej podano warunki re-
akcji, ktore sg obecnie czesto stosowane: 1 M NaOH — 1 M NaBH4 100°C,
4— 6 godzin (36). Uwaza sie, ze dziatanie silnych alkalibw na wigzanie
N-glikozydowe jest reakcjg hydrolizy, a nie (3-eliminacji (37). Podano tez
jeden z prawdopodobnych mechanizmoéw tej reakcji, potagczonej z redukcja:
produktem przejSciowym, powstatym z reszty N-acetyloglukozoaminy, jest
reszta 1-amino-GIcNAc, a produktem koncowym, powstatym z reszty as-
paraginy, jest homoseryna (34).

W warunkach drastycznej degradacji alkalicznej zniszczeniu ulega tan-
cuch polipeptydowy; w obecnosci borowodorku sodu uwolnione oligosa-
charydy N-glikozydowe uzyskuje sie w postaci zredukowanej, acetamido-
deoxy cukry ulegajg N-deacetylacji (38). Badania przeprowadzone na
zwigzkach modelowych wykazaly, ze nawet w 25 M NaOH zadna inna
modyfikacja badZ degradacja reszt monocukrowych nie zachodzi (39, 40).
Reszty NeuAc obecne w oligosacharydzie nie ulegajg zniszczeniu (41, 42).

W pewnych przypadkach, co zalezy prawdopodobnie od sekwencji pep-
tydu wokot reszty Asn z przytgczonym oligosacharydem N-glikozydowym,
wigzanie GIcNAc-Asn nie ulega rozerwaniu i w wyniku reakcji uzyskuje
sie glikopeptyd zawierajgcy Kkilka aminokwaséw (37). Stwierdzono, ze
w warunkach drastycznej degradacji alkalicznej glikoproteiny M ludzkich
erytrocytow (2 M NaOH — 2 M NaBH4 100°C, 3 godziny) uzyskuje sie
N-glikozydowe oligosacharydy przytgczone do reszty asparaginy (41).

Metoda drastycznej degradacji alkalicznej bywa stosowana do izolo-
wania oligosacharydéw N-glikozydowych w celu badania ich struktury
(16, 4"—44).

111-3. Tréjfluoroacetoliza

Polega ona na traktowaniu badanego materiatu roztworem kwasu trdj-
fluorooctowego (TFA) i bezwodnika tego kwasu (TFAA) w temperaturze
100°C. Stosowany zakres proporcji TFA/TFAA waha sie od 1:1do 1:50
(45). Badania Svenssona i wsp. przeprowadzone na zwigzkach mo-
delowych (46—50) oraz odsjalowanej fetuinie (51) pozwolity ustali¢, ja-
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kim zmianom ulega glikoproteina podczas trojfluoroacetolizy. Niszczony
Jest, na drodze trans-amidacji, #fancuch polipeptydowy; rdéwnoczes$nie
uwalniane zostajg oligosacharydy N-glikozydowe (réwniez na drodze trans-
amidacji) i O-glikozydowe (na drodze (3-eliminacji katalizowanej przez
kwas (52)). Wolne oligosacharydy pozostajg w roztworze w postaci pochod-
nych O- i N-tréjfluorooctowych. Po odblokowaniu grup -OH i -NH2 np.
wodg amoniakalng w metanolu (53), materiat poddaje sie N-acetylacji..
Oligosacharydy N-glikozydowe ulegaja podczas tréjfluoroacetolizy degra-
dacji od konca redukujgcego. Catkowicie sg niszczone reszty N-acetylo-
glukozoaminy, nastepna reszta — |3-mannozowa jest odporna na degradacje,,
jezeli ma podstawniki na weglach C-3 i C-6 lub ulega zniszczeniu w ok.
50'%, jezeli ma trzy podstawniki (na weglach C-3, C-4, C-6). Nastepne-
reszty cukrowe, znajdujace sie za (3-mannozg w strone zakonczen niere-
dukujacych tancucha, moga ulega¢ dalszej degradacji w zaleznosci od spo-
sobu ich podstawienia. Znajac stopien tej degradacji, badany podczas tréj-
fluoroacetolizy cze$ciowo metylowanych a-metylo glukozydéw (46), mozna
na podstawie wynikéw analizy ustali¢ strukture natywnego oligosachary-
du (33, 51). Podczas trojfluoroacetolizy ulegajg zniszczeniu reszty kwasu
sjalowego przytaczone do wegla C-6 galaktozy, reszty przytagczone do we-
gla C-3 nie degradujg sie (54). Wobec tego badania zwigzkéw cukrowych
z uzyciem tréjfluoroacetolizy prowadzi sie czesto po ich uprzednim odsja-
lowaniu.

Trojfluoroacetoliza pozwala izolowaé oligosacharydy z glikoprotein,
a takze z glikolipidow (45). Dziatajac roztworem TFA-TFAA na materia}
biologiczny (np. komérki) uzyskuje sie niejako ,,ekstrakcje” oligosachary-
déw, ktére mozna nastepnie wydzieli¢ z mieszaniny reakcyjnej w stanie
czystym (55). W ten spos6b wydzielono juz oligosacharydy z membran
ludzkich erytrocytéw i dla kilku z nich, m.in. o aktywnosci grupowej Pv
potwierdzono znane struktury (56).

111-4. Hydrazynoliza

Hydrazyne zastosowano po raz pierwszy w chemii biatek w roku 1952
uzywajac jej do oznaczania C-koncowego aminokwasu tancucha polipep-
tydowego (57). W procesie hydrazynolizy tafncuch polipeptydowy ulega de-
gradacji. Metoda nadawata sie zatem potencjalnie do wydzielania oligo-
sacharyddw pozbawionych czesci biatkowej, pod warunkiem jednak, ze
nie ulegaja one zniszczeniu na skutek dziatania hydrazyny. Wyniki po-
czatkowych badan w tym zakresie nie byty zachecajgce. Stosujgc hydra-
zyne do N-deacetylacji siarczanéw chondroityny (58, 59) stwierdzono-
znaczne rozszczepianie wigzan glikozydowych. Dalsze badania wptywu
hydrazyny na cukry przeprowadzono na glikoproteinach zawierajacych
oligosacharydy O-glikozydowe (60—64). Stwierdzono, ze grzanie tych sub-
stancji w bezwodnej hydrazynie w temperaturze 100°C powoduje znisz-
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czenie reszt kwasu sjalowego oraz czesciowg degradacje cukrow neutral-
nych i heksozoamin. Z aminocukrow w wiekszym stopniu degradowata
sie N-acetylogalaktozoamina, w porédwnaniu z N-acetyloglukozoaming;
w czasie reakcji ulegaty one N-deacetylacji. Jednak juz w 1966 r. Yosi-
zawa i wsp. doniesli o wydzieleniu z glikoprotein oligosacharydéow N-
glikozydowych w stanie prawie nienaruszonym; hydrazynolize prowadzo-
no wéwczas w obecnosci katalizatora — siarczanu hydrazyny (65).

Obecnie hydrazynolizie poddaje sie glikoproteiny i glikolipidy, w rdz-
nym celu:

a) do oznaczania C-koncowego aminokwasu w biatku (66),

b) do oznaczania grup N- i O-acetylowych (67),

c) do N-deacetylacji heksozoamin (68—70),

d) do wydzielania oligosacharydéw N-glikozydowych z glikoprotein
(41, 71—79).

W wymienionych powyzej przypadkach stosuje sie bezwodng hydra-
zyne, wodzian hydrazyny lub bezwodng hydrazyne z dodatkiem siarczanu
hydrazyny, w temperaturze od 80°C do 105°C. Stosowano tez hydrazyne
w temperaturze wrzenia (113, 5°C) (80).

Wyniki uzyskane w doswiadczeniach, w ktérych stosowano hydrazyno-
lize, pozwolity ustali¢, jaki jest wpltyw hydrazyny na zwigzki cukrowe.
Whnioski z tych badah mozna przedstawi¢ nastepujgco:

a) hydrazynoliza powoduje N-deacetylacje heksozoamin. Dodatek siar-
czanu hydrazyny znacznie polepsza wydajnos¢ tej reakcji, np. dla zwigz-
kéw modelowych reakcja zachodzita ilosciowo (39, 40),

b) hydrazynoliza umozliwia izolowanie niezdegradowanych oligosacha-
rydow N-glikozydowych z glikoprotein. Reszty kwasu sjalowego (75, 81)
oraz reszty cukrow neutralnych (39, 40) w tych oligosacharydach nie ule-
gajg zadnej zmianie. Jedynie okoto 40'% reszt redukujacej N-acetyloglu-
kozoaminy ulega w czasie hydrazynolizy modyfikacji chemicznej (72. 82).
Ostatnio Saeed i Williams (83) opisali produkty hydrazynolizy
dwoch zwigzkéw modelowych. Jeden z nich, GIcNAc |31->Asn, odpowiada
uktadowi wystepujgcemu w glikoproteinach. Autorzy stwierdzili, ze pod-
czas hydrazynolizy tego zwigzku reszta GIcNAc ulega N-deacetylacji oraz
wchodzi w reakcje z hydrazyng. Produkty reakcji (hydrazon i hydrazyd)
w tagodnych warunkach kwasnych ulegajg przemianie w GIcNH2 lecz
proces ten nie zachodzi iloSciowo. Odzysk glukozoaminy zaangazowanej
W wigzanie z asparaging nie jest wiec catkowity i wynosi ok. 60—70%,
co pozostaje w zgodzie z wynikami podanymi wczes$niej (72, 82).

m -5. Zastosowanie endoglikozydaz

Glikopeptydaza. Od kilkunastu lat znany jest enzym, 4'-L-aspartyl-
glikozyloaminoamidohydrolaza, wystepujacy w roS$linach, bakteriach,
tkankach zwierzecych, ktory hydrolizuje wigzanie N-glikozydowe pcmieg-
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dzy niepodstawiong resztg asparaginy i mono(oligo)sacharydem (84). W ro-
ku 1977 Takahashi wykryt inny enzym, wystepujacy w migdatach,
majacy zdolno$¢ hydrolizowania wigzania miedzy oligosacharydem i as-
paraging w krétkich gtikopeptydach (85). Po doktadniejszym zbadaniu
jego wiasciwosci (86) okazato sie, ze enzym ten hydrolizuje wigzanie
GIcNAc-Asn w glikopeptydach zawierajagcych od 3 do 11 aminokwaséw.
Glikopeptydy te pochodzity z trzech réznych zrodet: z bromelainy pnia
ananasa, albuminy jaja kurzego i transferyny jaja kurzego. Opisany en-
zym, glikopeptydaza, uwalniat nienaruszone oligosacharydy, a reszta
asparaginy ulegata przemianie do kwasu asparaginowego. Przypuszcza sie,
ze mechanizm reakcji jest podobny do mechanizmu reakcji opisanego
wczesniej w przypadku amidohydrolazy. Produktem przejsciowym jest tu
oligosacharyd-lI-amino GIcNAc, ktéry rozpada sie w reakcji z wodg na
oligosacharyd-GIcNAc i NH3 Z opublikowanych dotychczas prac nie wy-
nika, aby glikopeptydaza byta uniwersalnym enzymem do uwalniania oli-
gosacharyddw N-glikozydowych z glikoprotein. Nie wiadomo na przyktad,
czy moze ona odszczepia¢ z glikopeptydu oligosacharydy zawierajagce kwas
sjalowy. Jednak w pewnych przypadkach glikopeptydaza ta jest przydat-
na; opisano juz doktadng strukture oligosacharyddw, wydzielonych przy
uzyciu tego enzymu (18).

Endo-a-N-acetylogalaktozaminidaza. Obecno$¢ tego enzymu stwierdzo-
no po raz pierwszy badajac egzo-glikozydazy zawarte w hodowli bakterii
Clostridium perjringens (87). Pézniej wydzielono ten enzym z plynnej
pozywki z hodowlg bakterii Diplococcus pneumoniae (88) i zbadano jego
aktywnosc¢ i specyficznosé (89). Stwierdzono, ze endo-a-N-acetylogalakto-
zaminidaza uwalnia z glikoprotein dwusacharyd Gal(31-23GalNAc, ktory
jest potgczony wigzaniem O-glikozydowym z resztg seryny lub treoniny.
Podstawienie dwusacharydu jakimkolwiek monocukrem uniemozliwia od-
szczepienie go od polipeptydu przez enzym (90), za$ wigzanie pomiedzy
reszta GalNAc i aglikonem musi mie¢ anomerie a. Odszczepienie dwusa-
charydu (reakcja hydrolizy) nie wptywa na cze$¢ biatkowa.

Endo-(5-N-acetyloglukozaminidaza. Enzym ten wykryto po raz pierw-
szy w ptynnej pozywce zawierajgcej hodowle bakterii Diplococcus pneu-
moniae (91). Pézniej stwierdzono jego obecno$¢ w materiale pochodzenia
ro$linnego, bakteryjnego i zwierzecego. Obecnie znanych jest 6 rodzajow
endo-p-N-acetyloglukozaminidazy: D, H, Ci, Cn, L, B (90, 92, 93); réznia
sie one specyficznoscig wobec substratu. Kazdy z tych enzymoéw dziata na
glikopeptyd (glikoproteing), hydrolizujac wigzanie pomiedzy dwiema resz-
tami GIcNAc tworzacymi w oligosacharydzie N-glikozydowym uktad N,N'-
diacetylchitobiozowy. W wyniku reakcji jedna reszta GIcNAc pozostaje
przy tancuchu peptydowym, a nienaruszony w swej pozostatej czesci oli-
gosacharyd N-glikozydowy jest uwalniany.

Chemiczne metody stosowane do wydzielania tancuchéw cukrowych
z glikoprotein powodujg zniszczenie czesci peptydowej; otrzymanie nie-
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podstawionego tancucha polipeptydowego wymagato dotychczas degrada-
cji czesci cukrowej glikoproteiny. Wykrycie endoglikozydaz spowodowato
nowg, korzystng sytuacje w badaniach struktury glikoprotein: z czastecz-
ki natywnej mozna uzyska¢ osobno czes¢ cukrowa i biatkowa, obie w po-
staci niemal nienaruszone;j.

IV. Metody badania struktury tancuchéw cukrowych

Analiza struktury tancucha oligo- lub polisacharydowego wymaga us-
talenia wielu danych. Dotycza one:

a) rodzaju reszt monocukrowych oraz sposobu ich zwigzania w tan-
cuchu. Poniewaz czasteczka monocukru posiada kilka grup funkcyjnych,
dwie reszty cukrowe moga wigzaé sie ze sobg na wiele roznych sposobdw;
moze tez wystepowac rozgatezienie tafcucha na reszcie cukrowej,

b) stopnia polimeryzacji taricucha cukrowego. Dla danych proporcji
ilosciowych skiadnikéw tancucha cukrowego stopiert polimeryzacji moze
by¢ rézny,

¢) rodzaju pierscienia (furanozowy lub piranozowy), jaki tworzy po-
szczego6lna reszta cukrowa w tancuchu,

d) anomerii wigzan glikozydowych (a lub (@ oraz konfiguracji mono-
cukréow (D lub L).

Ponizej- przedstawiono metody, ktore stosuje sie w celu oznaczenia struk-
tury fancuchéw cukrowych.

IV-1. Oznaczanie sktadu cukrowego oligosacharydow (94—97)

Przed oznaczaniem skiadu cukrowego poddaje sie oligosacharyd hydro-
lizie kwasnej. Prowadzi sie jg w roznych warunkach temperatury i czasu,
w kwasach mineralnych (HC1, H2504 Iub organicznych (HCOOH,
CH3COOH, TFA). Do rozbicia tancucha cukrowego stosuje sie tez metano-
lize, ktora stwarza bardziej zachowawcze warunki dla uwolnionych mo-
nocukrow (98). Dobre wyniki w ustalaniu sktadu cukrowego poli/glikozy-
lo/ceramidéw uzyskano stosujgc acetolize (99). Ogdlnie biorgc — dobér
warunkéw hydrolizy przeprowadza sie doswiadczalnie dla danego ma-
teriatu.

llosciowe oznaczenie uwolnionych monocukréw przeprowadza sie naj-
czesciej stosujgc chromatografie gazowo-cieczowg (GLC), a takze metody
kolorymetryczne lub enzymatyczne. Aminocukry oznacza sie réwniez
w analizatorze aminokwasdw. ldentyfikacje poszczegdlnych cukrow prze-
prowadza sie przez poréwnanie ich ze standardami w réznych metodach
chromatografii lub elektroforezy. Najpewniejszg identyfikacje zapewnia
metoda spektrometrii masowej (100).
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1Y-2. Analiza metylacyjna

Jest to, stosowana obecnie powszechnie, doktadna metoda okre$lania
miejsc podstawienia monocukréw w tancuchu oligo- lub polisacharydo-
wym. Daje ona informacje o tym, jakie jednostki strukturalne wystepuja
w tancuchu cukrowym, nie mowi jednak o ich sekwencji ani o anomerii
wigzan glikozydowych (101, 102). W celu przeprowadzenia analizy mety-
lacyjnej badany tancuch cukrowy poddaje sie permetylacji (103, 104), tzn.
chemicznemu napietnowaniu wszystkich wolnych grup hydroksylowych,
obecnych w resztach cukrowych, grupami metylowymi (ostatnio opraco-
wano modyfikacje permetylacji, ktéra znacznie polepsza czysto$¢ chro-
matogramow (105, 106)). Po hydrolizie i redukcji borowodorkiem sodu, jed-
nostki monocukrowe poddaje sie wyczerpujacej acetylacji. W reakcji tej
zostajg napietnowane resztami acetylowymi wolne grupy -OH, ktore
w materiale natywnym braty udziat w wigzaniu glikozydowym. Otrzyma-
ne na tym etapie pochodne cukréw sg lotne. Rozdziela sie je metoda chro-
matografii gazowo-cieczowej, a nastepnie identyfikuje. Pelng identyfika-
cje pochodnych metylowych monocukrow uzyskuje sie w spektrometrze
masowym, sprzezonym z chromatografem gazowym.

Widma masowe czesciowo zmetylowanych octanow alditoli powstajg
wedtug okreslonych, poznanych juz do$¢ dobrze regut fragmentacji (107).
Cechg charakterystyczng tych widm jest to, ze nie zawierajg one jonu
molekularnego, tzn. jonu powstatego przez zjonizowanie catej, niezdegra-
dowanej czasteczki. Poza tym, widma dwdch izomeréw przestrzennych
tak samo podstawionych, np. galaktozy i mannozy, sa praktycznie takie
same. W zwiazku z tym na podstawie widma masowego okresla sie, z jaka
pochodng metylowg monocukru mamy do czynienia. Rodzaj tego mono-
cukru ustala sie przez poréwnanie czaséw retencji pochodnej i standardéw
w chromatografii gazowo-cieczowej.

Oznaczenie skiadu cukrowego oraz wykonanie analizy metylacyjnej
dla kilkucukrowych oligosacharydéw umozliwia ustalenie ich struktury.
Dla wiegkszych tancuchdw cukrowych stosuje sie dodatkowo inne metody,
powodujgce rozszczepienie oligosacharydu na mniejsze, tatwiej dajace sie
analizowa¢ fragmenty. Metody te opisano ponizej.

1V-3. Utlenianie nadjodanem, degradacja Smitha

Utlenianie nadjodanem jest jedng z najpowszechniej stosowanych re-
akcji w chemii cukréw (108). Reakcje te wykryt w 1928 r. Malaprade
<109). Polega ona na tym, ze kwas nadjodowy HJ04 lub jego sole utleniajg
dwa sgsiednie atomy wegla w czasteczce, zawierajgce wicinalne, niepod-
stawione grupy -OH lub grupy -OH i -NH2 W wyniku dziatania nadjo-
danu zostaje rozerwane wigzanie pomiedzy utlenionymi atomami wegla,
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na ktérych powstajg grupy aldehydowe. Po utlenieniu czesto stosuje sie
redukcje borowodorkiem sodu, aby uniknaé reakcji ubocznych zachodza-
cych przy udziale grup aldehydowych. Duzg zaletg metody jest to, ze utle-
nienie, prowadzone w odpowiednich warunkach (4°C, ciemnos$¢), zachodzi
iloSciowo. Kontrolujgc zatem zuzycie nadjodanu przez pomiar absorpcji
roztworu przy 223 nm, mozna $ledzi¢ przebieg reakcji (110).

Duzy postep w zastosowaniu utleniania nadjodanem do badan struk-
turalnych tancuchéw cukrowych przyniosto stwierdzenie, ze utlenione
nadjodanem i zredukowane borowodorkiem sodu reszty cukrowe ulegajg
odszczepieniu w tagodnych warunkach kwasnych, nie naruszajacych in-
nych wigzan glikozydowych. Na tym polega tzw. degradacja Smitha
(111). Jest to metoda, ktéra obejmuje utlenianie nadjodanem, redukcje
borowodorkiem sodu powstatych grup aldehydowych oraz usuwanie utle-
nionych-zredukowanych monocukréw w warunkach fagodnej hydrolizy
kwasnej. Cykl degradacji Smitha mozna prowadzi¢ na danym materiale
kolejno kilka razy, usuwajac w ten sposob duzy procent cukréw lub nie-
mal wszystkie cukry z glikoproteiny i nie naruszajgc zasadniczo struktury
tancucha polipeptydowego (112).

Badajac podatno$¢ danego tancucha cukrowego na utlenianie nadjo-
danem oraz oznaczajgc drobnoczasteczkowe fragmenty powstale w wy-
niku degradacji Smitha (HCOOH, C2C4 poliole, glikolaldehyd, gliceral-
dehyd), mozna uzyska¢ konkretne informacje dotyczace sposobu podsta-
wienia i sekwencji monocukréw w faricuchu oligo- lub polisacharydowym
(113).

IV-4. Acetoliza i czesciowa hydroliza kwasna

Sg to metody chemiczne, ktore stuza do czesciowego rozszczepiania
tancuchow cukrowych. Wykorzystuje sie tutaj r6zng odpornos$¢ wiazan
glikozydowych na degradacje, w zaleznosci od rodzaju reszt monocukro-
wych i atomoéw wegla, zaangazowanych w dane wigzanie. Acetoliza jest
prowadzona najczesciej w roztworze bezwodnika octowego w kwasie siar-
kowym; stosuje sie takze inne uktady reagentow (114). Najbardziej po-
datne na acetolize sg wigzania glikozydowe 1—6. W wyniku reakcji otrzy-
muje sie peracetylowane mono- i oligosacharydy, ktére po de-O-acetyla-
cji mozna rozdzieli¢ w chromatografii kolumnowej, bibutowej lub cienko-
warstwowej. Chromatografia bibutowa pozwala uzyska¢ ,mapy oligosa-
charydow”; stuzg one do badan poréwnawczych lub do izolowania w sta-
nie czystym poszczeg6lnych oligosacharyddw (115). Ostatnio opisano ana-
lize oligosacharyddéw, otrzymanych przez acetolize zwigzkéw cukrowych,
z zastosowaniem metody GLC-MS (116).

W procesie czesciowej hydrolizy kwasnej, przeciwnie niz podczas ace-
tolizy, najtrwalsze sg wigzania glikozydowe |->6. W wyniku reakcji pro-
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waazonej w rdéznych warunkach stezenia kwasu, temperatury i czasu
uzyskuje sie z badanego faficucha cukrowego mono- i oligosacharydy, co
wskazuje na réznice w trwatosci poszczegdlnych wigzan glikozydowych
(117). Oligosacharydy te poddaje sie rozdziatowi w chromatografii bibuto-
wej i identyfikuje.

W przypadku duzych tancuchdw cukrowych obie opisane tutaj metody
mozna stosowac¢ réwnocze$nie, bowiem analiza matych fragmentéw jest
znacznie prostsza niz analiza catego polisacharydu. Poréwnujac oligosa-
charydy otrzymane dwiema podanymi tu metodami, mozna uzyskaé dane
0 sekwencji badanego tancucha cukrowego. Pewng standaryzacje takiej
metody przeprowadzono w pracowni Montreuila (115).

IV-5. N-deacetylacja — deaminacja

Jest to jedna z metod selektywnego rozszczepiania wigzan glikozydo-
wych, dotyczy ona wigzania przy weglu C-l1 aminocukru. Stosuje sie jg
gtownie do badania oligosacharydéw N-glikozydowych. tancuch cukro-
wy poddaje sie najpierw N-deacetylacji, najczesciej metoda hydrazyno-
lizy, ale takze metoda drastycznej degradacji alkalicznej (118). Nastepnie
wykonuje sie deaminacje kwasem azotawym, w czasie ktorej reszty glu-
kozoaminy przeksztatcajg sie w reszty 2,5-anhydromannozy (119, 120).
Metoda hydrazynolizy — deaminacji, zastosowana w analizie ztozonego
oligosacharydu N-glikozydowego (1), daje trzy zwiagzki. Mozna je rozdzie-
lic w chromatografii bibutowej i oddzielnie zidentyfikowac:

Gal GIcNH2—Man\ deaminacja
) Man—GIcNH2— GIcNH 2 —-memmeem v *
Gal—GIcNH2—M an/
®
Man
2,5 anh-Man + 2Gal—2,5 anh-Man+ A Man—2,5 anh-Man
Man”

Metode hydrazynolizy—deaminacji rowniez wystandaryzowano w pra-
cowni Montreuila (115,121).

1V-6. Metody enzymatyczne (90)

Do badania struktury faficuchéw cukrowych sg stosowane egzoglikozy-
dazy i endoglikozydazy. Pierwsze majg zdolno$¢ odszczepiania pojedyn-
czych czasteczek cukréw z konca nieredukujacego, drugie hydrolizuja
wigzania glikozydowe wewnatrz tafcucha cukrowego lub wigzania po-
miedzy oligosacharydem i polipeptydem (por. rozdz. 111-5). Egzoglikozy-
dazy odszczepiajg czasteczke danego cukru pod warunkiem, ze ma ona
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wymagang dla enzymu konfiguracje podstawnikéw przy weglu anome-
rycznym. Znajac specyficzno$é glikozydaz mozna degradowaé tancuch cu-
Ikrowy kolejnymi etapami, uzyskujac dane o sekwencji cukréw i anomerii
wigzan glikozydowych. Uzycie enzymow do badania struktury tafcuchéw
cukrowych wigze sie z pewnymi trudno$ciami, a mianowicie:

a) stosowany enzym powinien by¢ dobrze oczyszczony, tzn. wolny od
innych aktywnosci glikozydazowych,

b) substrat musi spetnia¢ okresSlone wymogi strukturalne.

Po enzymatycznym odszczepieniu mono- lub oligosacharydu(éw) prze-
prowadza sie ich identyfikacje i oznaczenie ilosciowe. Analizuje sie takze
drugi produkt reakcji, tzn. tancuch zmniejszony o uwolnione cukry.

"IV-7. Metody chemiczne i optyczne

Znang metodg chemiczng, stosowang do oznaczania anomerii wiazan
-glikozydowych, jest utlenianie przy uzyciu Cr03 (122). Polega ona na tym,
ze oligosacharyd jest redukowany, nastepnie wyczerpujaco acetylowany
i traktowany trdjtlenkiem chromu w kwasie octowym, w obecnosci stan-
dardu wewnetrznego. Czasteczki cukrow, ktore wystepujg w oligosacha-
rydzie jako anomery (@ ulegajg w tych warunkach utlenieniu. Cukry
-0 anomerii a sg utleniane stabo lub w og6le nie ulegajg zmianie. Przez
poréwnanie sktadu oligosacharydu natywnego i utlenionego mozna wnio-
.-skowaé¢ o anomerii poszczegdlnych reszt monocukrowych (113).

Inng metoda oznaczania anomerii wigzan glikozydowych jest polary-
metria. Hudson (123) podat reguty stuzace do okreslania anomerii mo-
nocukréw w fancuchu na podstawie pomiaru skrecalnosci optycznej roz-
tworu danego oligosacharydu. Metode stosuje sie z powodzeniem jedynie
w odniesieniu do kilkucukrowych oligosacharyddw.

W 1965 r. zaobserwowano efekt Cottona w oligosacharydach zawiera-
jacych chromofory amidowe (124). Dato to poczatek zastosowania metody
myspersji skrecalnosci optycznej (ORD) i dichroizmu kotowego (CD) do
badania struktury oligosacharyddw zawierajacych reszty NeuAc (125) lub
reszty N-acetylowanych heksozoamin (126). Widma ORD i CD takich oli-
gosacharydéw dajg informacje o anomerii wigzan i sposobie podstawienia
reszt cukrowych. Opublikowano réwniez prace o zastosowaniu spektro-
skopii w podczerwieni (IR) do okreslania anomerii wigzania glikozydowe-
-go. Do badan uzyto glikozydéw metylowych oraz dwucukrow (127).

TV-8. Znakowanie izotopami promieniotworczymi

"W punkcie tym przedstawiono mozliwosci napiethowania izotopem
promieniotworczym reszt monocukrowych, zajmujacych okreslong pozy-
cje w tancuchu. Napietnowany monocukier identyfikuje sie po hydrolizie
"lancucha cukrowego. Traktowanie nadjodanem powoduje utlenienie resz-
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ty cukrowej znajdujacej sie na koncu nieredukujgcym oligosacharydu
oraz utlenienie okreslonych reszt cukrowych wewnatrz tafncucha. Moga
nimi by¢ monopodstawione reszty cukréw neutralnych lub N-deacetylo-
wanych heksozoamin, nie podstawione na weglu C-3 (podstawienie na C-3
zabezpiecza czasteczke cukru w formie pierScieniowej przed utlenieniem
nadjodanem). Jezeli grupy aldehydowe uzyskane w wyniku dziatania nad-
jodanu podda sie redukcji przy uzyciu NaB(3H)4, wdwczas uzyskuje sie
wbudowanie do oligosacharydu atomu(6éw) trytu. W taki sposéb najczes-
ciej przeprowadza sie znakowanie reszt kwasu sjalowego (128). Reszty
galaktozy i N-acetylogalaktozoaminy, znajdujace sie na koricu niereduku-
jacym fancucha cukrowego, mozna napietnowac trytem takze w inny spo-
s6b — utleniajac je oksydazg galaktozy. Redukcja uzyskanych pochodnych
przy uzyciu NaB(3H)4 daje w wyniku trytowany oligosacharyd (129, 130).

Pietnowanie reszt cukrowych, zajmujgcych okre$long pozycje w tan-
cuchu, dotyczy réwniez konca redukujgcego oligosacharydu. Reszte mo-
nocukrowg znajdujacg sie na tym kohAcu mozna zmodyfikowac stosujac
popularny czynnik redukujacy — NaBH4, ktéry moze zawiera¢ jeden
z trzech izotopéw wodoru: prot(H), deuter(D) lub tryt(T). Jezeli do reakcji
uzyje sie NaBH4 wowczas identyfikacje monocukru z korica redukujgcego
mozna przeprowadzi¢ stosujgc elektroforeze wysokonapieciowg na bibule
(HVE) w buforze boranowym (131). Jezeli do reakcji uzyto NaBD4 iden-
tyfikacje monocukru mozna prowadzi¢ metoda elektroforezy w buforze
boranowym lub analizujgc materiat w spektrometrze masowym (132—
134). Widmo masowe cukru redukujagcego zawiera wowczas fragmenty
wigksze o jednostke masy w pordwnaniu z analogicznymi fragmentami
pozostatych cukréw fancucha. Redukcje z uzyciem NaBD4 stosowano réow-
niez do okre$lenia sposobu podstawienia cukru redukujagcego w oligosa-
charydzie (135). Jezeli redukcje przeprowadzono przy uzyciu NaBT4 iden-
tyfikacje cukru z konca redukujgcego oligosacharydu prowadzi sie przez
umiejscowienie aktywnosci trytu, wobec standardéw cukrowych, w elek-
troforezie wysokonapieciowej w buforze boranowym (131). Inng, niz re-
dukcja borowodorkiem, modyfikacje cukru redukujgcego w wolnym oli-
gosacharydzie mozna uzyska¢ za pomocag zwigzku fluoryzujagcego. W tym
celu stosowano, na przykiad, 2-amino pirydyne (136—138).

Jezeli w badaniach dysponuje sie matymi iloSciami materiatu zawie-
rajacego reszty cukrowe, mozna napietnowa¢ komponente cukrowg izo-
topem promieniotwérczym by nastepnie, monitorujac ten izotop, Sledzi¢
badang substancje w czasie preparatyki lub analiz. Na przykiad oligo-
esacharydy N-glikozydowe, wydzielone metoda hydrazynolizy, majg N-de-
acetylowane aminocukry. Mozna je acetylowa¢ uzywajac bezwodnika oc-
towego znakowanego izotopem wegla M4C (71). Inny spos6b to pietnowanie
glikoprotein podczas ich biosyntezy przy uzyciu znakowanych prekurso-
row metabolicznych, np. (3H)-Fuc, (14C)-GIcNAc (139).

5 Postepy Biochemii 4/82
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1V-9. Oddziatywanie z lektynami

Przez pordéwnanie oddziatywania lektyny ze zwigzkiem badanym
i zwiazkami cukrowymi o znanej budowie mozna uzyskac¢ okreslone dane,
dotyczace struktury tancuchéw cukrowych (140). Przydatnos¢ lektyn w te-
go typu badaniach jest tym wieksza, im lepiej poznana jest ich swoistos¢.
Oddziatywanie lektyn ze zwigzkami wysokoczasteczkowymi lub komor-
kami mozna oznacza¢ bezposrednio metoda precypitacji, aglutynacji lub
przez pomiar wigzania pietnowanych lektyn z komaérkami. Aktywnos¢
zwigzkow niskoczasteczkowych wobec lektyn mozna oznacza¢ metodg ha-
mowania ktérejs z wyzej wymienionych reakcji lub bezposrednio metoda
dializy réwnowagowe;j.

Szerokie zastosowanie majg tez metody z uzyciem unieruchomionych
glikokoniugatéw badZz lektyn. W chromatografii powinowactwa lektyna
zwigzana z nierozpuszczalnym nosnikiem stanowi wybidérczo dziatajace
wypetnienie kolumny, ktére moze wigza¢ tancuchy cukrowe o odpowied-
niej budowie. W taki wiasnie sposob, stosujgc konkanawaline A, rdznicuje
sie oligosacharydy N-glikozydowe pod wzgledem liczby rozgatezien (141,
142). W elektroforezie powinowactwa rozdziat tancuchdéw cukrowych od-
bywa si® w zelu zawierajgcym odpowiednio dobrang lektyne.

Uzycie lektyn w badaniach struktury tancuchéw cukrowych dostarcza
informacji o obecnosci calych fragmentéw ftancucha, z uwzglednieniem
rodzaju monocukréw i wigzan, lub moze wykluczyé obecnos$é okreslonych
struktur. Informacje te dotycza najczeSciej nieredukujacego fragmentu
tancucha cukrowego, a w przypadku niektérych lektyn réwniez jego frag-
mentu wewnetrznego.

1V-10. Spektrometria masowa (MS) i magnetyczny rezonans jadrowy (NMR)

W badaniach tancuchéw cukrowych te nowoczesne metody analizy sto-
suje sie ostatnio coraz powszechniej. Zaletg tych metod, oprécz duzej pre-
cyzji, jest to, ze umozliwiajg one ustalenie struktury oligosacharydu bez
jego uprzedniej hydrolizy. Oligosacharyd mozna analizowa¢ bezpos$rednio
w spektrometrze masowym (143) lub stosujgc kombinacje metod GLC-MS
(144); magnetyczny rezonans jadrowy, ktérego zastosowanie w analizie
cukréw szczego6lnie rozwingt Vliegenthart i wsp. (145), mozna row-
niez stosowac jako metode niezalezng (146) lub w potaczeniu ze spektro-
metrig masowg (147). Informacje uzyskane z widma NMR protonéw moé-
wig nie tylko o anomerii wigzan glikozydowych, ale takze o rodzaju mo-
nocukréw w tancuchu i sposobie ich podstawienia (147, 148). Stosujac po-
tagczone metody MS i NMR uzyskano ostatnio dane dotyczgce typu-mono-
cukrow i ich sekwencji w dwunastocukrowym tancuchu zawartym w gli-
kolipidzie (149).
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V. Ogdlne dane o strukturze tancuchow cukrowych glikoprotein

Rozwdj metod badania struktury tancuchéw cukrowych doprowadzit
do ustalenia budowy wielu oligosacharydéw wystepujacych w glikopro-
teinach, glikolipidach i w stanie wolnym. W glikoproteinach zwierzecych
i ludzkich najczesciej spotyka sie oligosacharydy N-glikozydowe oraz O-
glikozydowe potaczone przez reszte GalNAc z seryng lub treoning. Po-
mimo duzej r6znorodnosci zaréwno jednych jak i drugich tancuchdéw, pew-
ne elementy ich budowy powtarzaja sie w wiekszosci znanych oligosa-
charyddw.

tancuchy O-glikozydowe majg zwykle nastepujgcg sekwencje kohca
redukujgcego:

Gal [31-*3GalNAc

Czesto spotyka sie oligosacharydy w formie powyzszego dwucukru
podstawionego dwiema resztami kwasu sjatowego:

NeuAc #2->3Gal (31-"3GalNAc
6!

NeuAc a2

W glikoproteinach zawierajgcych taki sjalotetrasacharyd znajdowane
sgq tez zwykle jego niekompletne formy, pozbawione jednej z dwdch reszt
kwasu sjalowego. Oligosacharydy tego typu wystepujg w glikoproteinach
erytrocytow ludzkich (150), konskich (151), w fetuinie (33), w niektérych
immunoglobulinach (43, 152, 153), w glikoproteinach $luzéwki przewodu
pokarmowego (154), w glikoproteinach bton komérek nowotworowych
(155), btonek kulek ttuszczowych mleka krowiego (156) i innych.
Niepodstawione kwasem sjalowym dwusacharydy Gal (31->3GalNAc wy-
stepujg rzadziej, np. w glikoproteinie ,anti-jreeze” ryb arktycznych (157)
lub w membranach komérek ,,niedojrzatych” (158) i niektérych nowotwo-
rowych (159). tancuchy O-glikozydowe sg jedynym skiadnikiem cukro-
wym glikoprotein zwanych mucynami. W mucynie gruczotéw podszcze-
kowych owcy gtownym tahicuchem cukrowym jest dwusacharyd NeuAc
a2->6GalNAc. Analogiczne mucyny innych zwierzat, np. wotu, $wini czy
psa maja tancuchy O-glikozydowe bardziej rozbudowane. Do dwusacha-
rydu Gal (31->3GalNAc sg w nich przyfaczone inne reszty cukrowe, m.in.
GIcNAc, Fuc, dodatkowe reszty Gal (160). Dtuzsze i bardziej ztozone tan-
cuchy O-glikozydowe wystepujg tez w innych glikoproteinach, np. za-
wartych w membranie erytrocytéw wotowych (161), czy w glikoproteinach
ludzkich o aktywnosci grupowej ABH (162).

Porownanie skiadu oligosacharyddéw N-glikozydowych wskazuje row-
niez, ze majg one pewne elementy wspdlne. Proces biosyntezy oligosa-
charydéw N-glikozydowych przebiega wedlug jednego schematu (163),
totez koricowe produkty zachowuja podobieristwo czesci rdzeniowej, czyli

5»
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fragmentu najblizszego polipeptydowi. Fragment ten ma nastepujgcag bu-
dowe:

Man otk 3
N Man pi*4GIcNAc (31->4GIcNAc
Man od "6

W zaleznosci od rodzaju reszt cukrowych, przytagczonych do czesci
rdzeniowej, dzieli sie oligosacharydy N-glikozydowe na trzy grupy:

a) mannany. W tych taficuchach cukrami przytgczonymi do czesci rdze-
niowej sg jedynie reszty a-mannozy. W sumie z cukrami fragmentu rdze-
niowego wystepujg one w liczbie do 8 (oligomannany), jedynie w materia-
le pochodzacym z bakterii lub grzybow (dobrze przebadane sg drozdze)
liczba ta moze wynosi¢ kilkanascie lub wiecej (polimannany),

b) oligosacharydy ztozone. W tych taincuchach do czesci rdzeniowej
sq przytaczone reszty N-acetyloglukozoaminy, galaktozy, kwasu sjalowe-
go, czasem reszty fukozy. Oligosacharydy zilozone zawierajg najczesciej
do kilkunastu monocukrow; istniejg jednak réwniez tzw. tahcuchy poli-
glikozylowe, zawierajagce od kilkunastu do kilkudziesieciu (ok. 60) reszt
monocukrowych. Cechg charakterystyczng jest to, ze posiadajg one wiele
powtarzajacych sie jednostek N-acetylolaktozylowych ->3Gal (31->GIcNAc
01-*,

c) oligosacharydy ztozone bedace hybrydami tancuchéw typu a) i b).
W tych tancuchach do jednej z reszt a-mannozy z czesci rdzeniowej przy-
faczone sg reszty mannozy, a do drugiej takie cukry, jak N-acetylogluko-
zoamina i galaktoza. W literaturze opisano niewiele przyktadéw takich
tancuchéw cukrowych, np. (164, 165).

Oligosacharydy grupy drugiej i trzeciej charakteryzuje sie takze uw-
zgledniajac spos6b ich rozgatezienia. Mowi sie zatem o oligosacharydach
»dwuantenowych”, majacych dwa ramiona na koricu nieredukujgcym,
0 oligosacharydach tréj- i czteroantenowych. Ostatnio doniesiono o wy-
stepowaniu w komoérkach nowotworowych tancuchéw N-glikozydowych
posiadajacych 6 rozgatezien (166).

Wsrod fancuchow N-glikozydowych najbardziej rozpowszechnione sg
fancuchy ztozone. Stanowig one wyrazny przyktad mozliwosci zréznico-
wania strukturalnego oligosacharydow. Z tych powoddw beda one opisane
szczegOtowiej.

VI. Struktury ztozonych oligosacharydéw N-glikozydowych

W celach poréwnawczych przedstawiono ponizej schematy struktur
ztozonych oligosacharyddéw N-glikozydowych z podaniem glikoprotein,
z ktorych pochodzg. W zestawieniu podano metody, jakimi postugiwano
sie przy ustalaniu struktury oligosacharydéw, uwzgledniajac najbardziej
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popularne; dla uproszczenia nie zaznaczono anomerii wigzan glikozydo-
wych i numeréw atomow wegla uczestniczacych w wigzaniach. Zastoso-
wano ponizsze symbole:

A — analiza metylacyjna, B — trawienie glikozydazami, C — utlenia-
nie nadjodanem, D — spektroskopia NMR, E — utlenianie przy uzyciu
Cr03
Ponadto zastosowano nastepujgce oznaczenia:

X — w pracy opisano kilka oligosacharydéw, z ktérych pewne majg

takg budowe, jak podaje schemat, a inne majg czesciowy brak reszt(y)

NeuAc lub Fuc,

y — w pracy badano oligosacharydy po ich uprzednim odsjalowaniu,

Zz — w pracy nie ustalono pewnych szczeg6téw struktury oligosachary-

du (pozycji lub anomerii wigzan),

[1 — w nawiasach ujeto te fragmenty fancucha, ktérych brak jest

w czesci oligosacharydéw wystepujgcych w danym materiale.

NeuAc—Gal—GIcNAc—Man\
() MNMan—GIcNAc—GIcNAc—Asn
NeuAc—Gal—GIcNAc—M an/

fibronektyna surowicy ludzkiej (167) — A; transferyna surowicy ludzkiej
(168) — B, D; (169) — A, B; TBG surowicy ludzkiej (42) — A, B, C; sktad-
nik komplementu surowicy ludzkiej (75) — x, A, B; ludzki plazminogen
(170) — x, z, A, B, C; ludzki inhibitor cii-proteazy (171) — A, B; (172) —
A, B, C; ludzka makroglobulina Waldenstroma (173) — x, A, B, C;
wotowa protrombina (76) — A, B; ludzki orozomukoid (174) — vy, A, D;
gonadotropina kosmdwki ludzkiej (72) — x, A, B; fibronektyna surowicy
wotowej (175) — x, A, B; krélicza transferyna (176) — A, B, C; ludzka
antytrombina 11l (54) — A, C, E; (177) — A, B; ludzka protrombina
(178) — x, A, B;

NeuAc—Gal—GIcNAc—Manv
MMan—GIcNAc—GIcNAc—Asn
NeuAc—Gal—GIcNAc—Man/ |
Fuc

ludzka IgE (179) — X, A, B, C; glikoproteina ludzkich pecherzykdw ptuc-
nych (180) — x, A, B; gonadotropina kosméwki ludzkiej (181) — x, A, B,
C; (72) — x, A, B; fibronektyna z fibroblastéw embrionalnych chomika
(182) — x, A, B; (183) — x, A, B; 1gGj siary wotowej (184) — x, A, B, C;
sktadnik komplementu surowicy ludzkiej (75) — x, A, B; rybonukleaza
trzustki konskiej (185) — A, D; ludzka IgM (186) — x, z, A, B, C; szczurza
a-laktoalbumina (187) — x, A, B; ludzka a-fetoproteina (188) — x, A, B;
ludzka immunoglobulina monoklonalna (43) — A, B; glikoproteina blony
plazmatycznej tymocytéw cielecych (189) — x, A, B, C; ludzka laktotrans-
feryna (70) — x, A, B, D;
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[Gal]|—GIcNAc—Manx
AMan—GIcNAc—GIcNAc—Asn
n [Gal]—GIcNAc—M an/ J
Fuc

ludzka IgG szpiczaka (190) — z, A, B, C; glikoproteina btony plazmatycz-
nej tymocytow cielecych (165) — A, B; wotowa 1gG (191) — A, B;

X—GalNAc—Manx
Man—GIcN Ac—GIcN Ac—Asn

4) [Gal]—[GIcNAc]—M an/ |
Fuc
hormon luteinizujgcy krowy i owcy (17) — x, A, B, C;
NeuAc
NeuAc |
Fuc — —Gak
AMan—GIcNAc—Asn
Gal—GIctNAc—Man” |
GIcNAc
|
NeuAc

glikoproteina skdry ryby Labeo rohita (192) — A, B;
Fuc

GaI—GIclNAc—Man\
(6) J)Man—GIcNAc—GIcNAc—Ash
NeuAc—Gal—GIcNAc—M an/ |
Fuc
Fuc

ludzka a-amylaza ze $linianki przyusznej (193) — x, A, B; glikoproteina
wirusa HVJ (194) — x, A, B, C; ludzka laktotransferyna (70) — x, A, B, D;

NeuAc

i
NeuAc—Gal—GIcNAc— Manx

@) "Man—GIcNAc—GIcNAc—Asn
NeuAc—Gal—GIcNAc—Man/

I
NeuAc

wotowy czynnik X krzepniecia krwi (195) — x, A, B; fibronektyna plazmy
wotowej (175) — x, A, B;

GIcNACc
NeuAc—Gal—GIcNAc—Manv |
(8) MNMan—GIcNAc—GIcNAc—Asn
NeuAc—Gal—GIcNAc—M an/ |
Fuc

glikoforyna A (78) — x, A, B, C; (79) — x, A, B, C; ludzka IgA: (196) —
X, A, B, C;
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NeuAc—Gal—GIcNAc— Mari\

9) "M an—GIcNAc—GIcNAc—AsN
Marr

gonadotropina kosmowki ludzkiej (72) — A, B

GIlcNAc—Manx
(10) MMan—GIcNAc—GIcNAc—Asn
Man”

rodopsyna wotowa (74) — A, B; (197) — A, B

[Man]—Manx
(11) JMMan—GIcNAc—GIcNAc—Asn
Xyl/

bromelaina pnia ananasa (18) — A, B;

NeuAc—Gal—GIcNAcv
/Manx

(12)  NeuAc—Gal—GIleNAc/ )M an—GlcNAc—GIeNAc—Asn

NenAc—Gal—GIcNAc—M an/
ludzki inhibitor ai-proteazy (171) — X, z, A, B; TBG surowicy ludzkiej

(42) — z, A, B, C; fetuina (198) — A, B, C; (33) — A, C, E; ludzki orozo-
mukoid (174) — vy, A, D;

NeuAc—Gal—GIcNAcCc\
M an\
(13) NeuAc—Gal—GIcNAc yMan—GIcNAc—GIcNAc—Asn

NeuAc— Gal—GIcNAc—M an/ |
Fuc

wieprzowa tyroglobulina (199) — x, A, B, C; wirus zapalenia jamy ustnej
(81) — A, B, C; ludzkie hormony przysadki (200) — z, B, C; glikoproteina
btony plazmatycznej tymocytéw cielecych (189) — x, A, B, C;

[NeuGc—Gal—GIcNAck
MMan”
(14) Gal—GIcNAc ~>Man—GIcNAc—GIcNAc—AsSN

NeuGc—Gal—GIcNAc—Man x |
Fuc

mysia IgM (201) — A, B, C;
NeuAc—Gal—GIcNAc\»

(15) NeuAc— Gal— GIlcNAc—Man— Man—GIcNAc—GIcNAc—Asn
NeuAc—Gal—GIcNAc/

kréliczy receptor watrobowy dla asjaloglikoprotein (202) — z, B, C;
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Gal— GIcNAc.
/Man\
(16) Gal—GIcNAc ~“Man—GIcNAc— GIcNAc— Asn
NeuAc— Gal—GIcNAc—Man/ Fb
c
Fuc |

Fuc
sktadnik wydzielniczy ludzkiego mleka (203) — A, B, C;

[Gal]—Gal—GIcNAch
)JManN

(17 L J YyMan— GlcNAc— GIcNAc— Asn
[Gal]— Gal— GIcNAc—Man/ I

glikoproteina btony plazmatycznej tymocytéw cielecych (204) — z, A, B;

GlcNAcv n X
JManx G<gNAc
(18) GIcNACc "M an—GIcNAc—GIcNAc—Asn

GIcNAc—M an/
transferyna jaja kurzego (205) — A, D

NeuAc—Gal—GIcNAc—Gal—GIcNAch
)Man
NeuAc—Gal—GIcNAc—Gal—GIcNAc/ /
Man—GIcNAc—GIcNAc—Asn
(19 NeuAc—Gal—GIcNAcH \
/Man
NeuAc—Gal—GIcNAc/

glikoproteina btony plazmatycznej tymocytow cielecych (189) — x, A, B,
C;

[Gal— Gal— GIcNAck

/M an\
Gal—Gal—GIcNAc/ \
(20) AMan—GIcNAc—GIcNAc—Asn
Gal—Gal—GIcNAcy / |
Man/ Fuc

[Gal—Gal—GIcNAc]/
glikoproteina btony plazmatycznej tymocytow cielecych (165) — A, B;

NeuAc—Gal—GIcNACc\

/Man\
NeuAc—Gal—GIcNAc/ \
(21) "Man—GIcNAc—GIcNAc—Asn
NeuAc—Gal—GIcNAcv ' |
IMan/ Fuc

NeuAc—Gal—GIcNAc/
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glikoproteina btony plazmatycznej tymocytéw cielecych (189) — x, A, Bf,
C;

Gal—GIcNAc—Gal—GIcNAc

\Man\
Gal—GIcNAc/
(%)) Man—GIcNAc—GIcNAc—Asn
Gal—GIcNAc'
M an/
Gal—GIcNAc/

ludzki i szczurzy orozomukoid (206) — vy, A, B, C;

Fuc
i
Gal—GIcNAcx
' IERmA
Gal- -GIcNAc/ X
(23) /M an—GIcNAc—GIcNAc—Asn
Gal—GIcNAcx /
j;Man/
Gal—GIcNAc/
Fuc

ludzki (174) — x, y, A, D (206) — x, y, A, B, C i szczurzy (206) — X, Y, A,
B, C orozomukoid.

tancuchy poliglikozylowe.

(24) GIcNAC- -
Gal—GIcNAc- -
NeuAc—Gal—GIcNAc----

Gal—GIcNAc- -

I
Fuc -(Gal—GIcNAc)n—(Man)2_3—GIcNAc—Asm

Gal—Gal—GIcNAc- -

1

Fuc
GalNAc—Gal—GIcNAc----

1
Fuc

glikoproteina ludzkich erytrocytéw (16) — z, A, B, E;
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(Gal—GIcNACc)3—Gal—GIcNACcx

AMaiK
(Gal—GIcNAc)3—Gal—GIcNAc/ \
(25) ,Man—GIcNAc—GIcNAc—Asn
(Gal—GIcNACc)3—Gal—GIcNAcv / |
AMan” Fuc

(Gal—GIcNACc)3—Gal—GIcNAch
komorki jajnika chomika (139) — z, A, B;

GalNAc- -
(26)-------=---=mmm-- —(Gal—GIcNAc)n—(Man)3—GIcNAc—GIcNAc—Asn
Fuc----

glikoproteina ,,band 3 btony ludzkich erytrocytéw (207) — x, A, B.

VII. Uwagi koncowe

Badanie i ustalanie struktury fafcuchow cukrowych to problem, ktory
dotyczy nie tylko glikoprotein, ale takze* innych zwiazkéw biologicznych:
zawierajacych cukry jako cze$¢ sktadowgq (glikolipidy, proteoglikany, gli-
kany bakteryjne) lub wolnych oligosacharydéw (wystepujagcych np. w mo-
czu i mleku). Artykut ma za zadanie przyblizy¢ Czytelnikowi podstawo-
we zagadnienia zwigzane z badaniem zwigzkéw cukrowych, ze szczegél-
nym uwzglednieniem glikoprotein. Temat ten znajduje bowiem szerokie
odbicie w pracach biochemicznych, prowadzonych w ostatnich latach.

Autor pragnie wyrazi¢ serdeczne podziekowania Pani prof. Elwirze Lisowskiej
za wnikliwe uwagi dotyczace tekstu niniejszego artykutu.

Zaakceptowano do druku 24.06.1982
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I. Wstep

Pierwszym etapem w procesie ekspresji informacji genetycznej jest
transkrypcja. W procesie transkrypcji polimeraza RNA katalizuje synteze
RNA komplementarnego do sekwencji jednostki transkrypcyjnej. Kluczo-
we znaczenie w kontroli ekspresji informacji genetycznej u Procaryota
ma regulacja inicjacji transkrypcji. Terminem inicjacja okre$la sie sze-
reg oddziatywan czasteczki polimerazy z DNA prowadzacych do powsta-
nia pierwszego wigzania fosfodwuestrowego miedzy inicjujagcym a kolej-
nym trojfosforybonukleozydem transkryptu. Podstawowym elementem
koncepcji regulacji procesu transkrypcji na poziomie inicjacji jest zatoze-
nie istnienia promotora — odcinka DNA sterujgcego wyborem miejsca
inicjacji przez polimeraze RNA. Celem prezentowanej pracy przeglado-
wej jest przedstawienie aktualnego stanu badan nad strukturg i funkcjo-
nowaniem promotoréw u prokariotow.

Il. Definicja promotora

Promotor oznaczony metodami genetycznymi (test cis-trans) stanowi
odcinek DNA w ktérym mutacje typu cis wptywajg na szybkos¢ inicjacji
czasteczki RNA (1, 2). W granicach promotora znajdujg sie zaréwno re-
giony oddziatywujgce z polimerazg RNA jak i z biatkami regulatorowymi
(3). Zamiennie z podang wyzej definicjag uzywane bywa okreslenie pro-
motora jako sekwencji DNA pozostajagcej w mniej lub bardziej Scistym
kontakcie z czasteczka polimerazy w kompleksie preinicjacyjnym. W ope-
ronie laktozowym sekwencja ta o dtugosci okoto 80 par zasad zlokalizo-
wana jest miedzy —60 a +20 nukleotydem (4).

Umownie przyjmuje sie oznaczenie liczbg +1 pierwszego (inicjujgce-
go) nukleotydu jednostki transkrypcyjnej. Numerujagc nukleotydy na le-
wo (region poprzedzajagcy miejsce inicjacji) oraz na prawo (sekwencje ko-
dujgce) od +1 dopisuje sie odpowiednio znak minus lub plus.

TI1. Regiony homologii

Geny moga znajdowac sie pod kontrolg jednego badz kilku promoto-
row. Na Ryc. 1 podano przyktady operonéw bakteryjnych rdznigcych sie
iloScig i rozmieszczeniem promotoréw oraz mechanizmem regulacji funk-
cji promotora. Klasycznym przyktadem jednostki transkrypcyjnej posia-
dajgcej jeden promotor jest operon laktozowy Ryc. 1A. Przykiadem ope-
ronu z kilkoma promotorami jest operon deo: Ryc. IB. W operonie tym
geny C i A znajduja sie pod kontrolg dwdch promotoréw P! i P2 geny B
i D znajdujg sie pod kontrolg trzech promotoréw Ph P2i P3 Promotory
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P: oraz P3 (,wewnetrzny”) moga by¢ rozpoznawane przez polimeraze jako
sekwencje swoiste lub nieswoiste, stanowigce fragment sekwencji jednost-
ki transkrypcyjnej. Usytuowanie wzgledem siebie promotoréw kontrolu-
jacych transkrypcje tych samych gendw moze by¢ réznorodne. Na przy-
ktad promotory Ax A2i A3 wczesnych gendw faga T7 (Ryc. 1C) oddalone
sq od siebie o okoto 120 par zasad (7, 8) podczas gdy promotory Pi i P2
operonu galaktozowego E. coli pokrywajg sie na znacznej dtugosci (Ryc.
ID i 1E).

A —— e ()
X g a
——+~—+’—+——E p—t—
-
B b - (-)
— (+)
— ()
DI S S
2 T
C . - (-)
> ' =
—0,3 04 05 0,6 07 1,0 1,1 1,2 1,3
AHAHR] oMM,
D - > (+)
(=)

E (+)

P, P, I -)

s
TCTTTGTITATGC|TANGGTTIATTTCATACCAT
AGAAACﬂﬁTACGAI%CCAATAAAGTATGGTA

Ryc. 1. Przyktady rozmieszczenia promotoréw bakteryjnych i fagowych.

Prostokgtami zaznaczono schematycznie promotory. Strzalkami oznaczono transkrypty, znak
(+) lub (5 przy kazdym transkrypcie oznacza zalezno$¢ lub brak zaleznosci funkcjonowania
danego promotora od cAMPCAP. Litera T ponizej Jednostki transkrypcyjnej oznacza miejsca
terminacji transkrypcji. Oznaczenie promotoréw i gendw przyjeto wg cytowanych nizej prac.
A. Operon lac (E. coli). Wedlug Dicksona i wsp. (5).
B. Operon deo (E. coli). Wedlug Valentin-Hansen i wsp. (6).
C. Fragment genomu faga T, zawierajacy wczesne geny transkrybowane przez polimeraze
E. coli. Wewnatrz genu 1 kodujacego polimeraze T7 znajduje sie nie zaznaczony na rycinie
promotor rozpoznawany swoiscie przez te polimeraze. Wedtug Studiera i wsp. (9).
Operon gal (E. coli). Wedlug Musso i wsp. (10).
Fragment sekwencji promotoréw P4 i Pj operonu gal (E. coli). Prostokgtami oznaczono
sekwencje regionéw ,,Pribnow box” obydwu promotoréw.
Dalsze szczegdty w tekscie.

mm

Komérki prokariotyczne posiadaja jedng polimeraze RNA zalezng od
DNA (nukleotydylotransferaza E.C.2.7.7.6.) (11) transkrybujgca geny
wszystkich klas genéw bakteryjnych oraz wiekszo$¢ genéw bakteriofagéw.
Swoisto$¢ z jaka polimeraza rozpoznaje region promotora nasuneto pytanie
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czym réznig sie sekwencje DNA promotora od sekwencji transkrybowa-
nych. Poroéwnanie pierwszych zsekwencjonowanych promotoréw zwrocito
uwage Schallera iwsp. (12) oraz Pribnowa (13) na obecnosé re-
gionu homologii zlokalizowanego w odlegtosci okoto 10 par zasad na lewo
od miejsca inicjacji. Ten fragment operonu bakteryjnego o sekwencji
TATPUATPu poprzedzajacy jednostke transkrypcyjna zostat uznany za
miejsce wigzania polimerazy z promotorem. Ustalenie sekwencji nukleo-
tydowej dalszych kilkudziesieciu promotorow potwierdzito istnienie re-
gionébw o duzym stopniu zgodnosci sekwencji miedzy ré6znymi promoto-
rami, nie znaleziono jednak sekwencji wspélnej dla wszystkich promoto-
réow. Powstawanie kompleksu polimerazy z promotorem nie zalezy zatem
od bezwzglednej obecnosci okreslonej zasady w okreslonym miejscu pro-
motora. Scherrer i wsp. (14) oraz Siebenlist i wsp. (15 anali-
zujac czestos¢ wystepowania poszczegolnych zasad A, T, G, C w danej po-
zycji promotora wykazali obecno$é trzech regionéw wzglednej homologii
0 sekwencji prototypowej:

-35 -10 +1
-TTGAC- -15—18 pz- -TATAAT- 57 pz-—--CAT-
Regiony te nazywane dalej beda odpowiednio regionami +1, —I10

i —35. Region —10 nazywany jest takze ,Pribnow box™ lub ,TATAA
box”. Istotne znaczenie tych regiondw w funkcji promotora potwierdzajg

=

]

G AL
N S 3
2’ 5' 9| IZI ‘GI l
_____ A r___4.C i EEgse ) £ S Yo o RN ARS
AAR T ErTGACA & - TATAAT CAT

o
>
o
=<
®

D*+s—0—
> -—
>0
—-0
>0
D -0
O
O=—q

g5z
: a
U‘O<-—--1 %
s0e-——
2>e—-
> a2

O=-=D
— ~-—pE
O~

Ryc. 2. Mutacje w regionie promotora

Na rycinie pokazano 21 mutacji w regionie promotoréw: 1—Ilac L 305, 2—lac i¥ 3—
lac L 241, 4—Ilambda prm 116, 5—Ilambda prm rri, 6—Ilambda PL sex 1, 7—Ilac L 157, 8 —
tyr Tp 11-4, 9—lac Prla, 10—tyr Tp 74, 11 —tyr 119, 12— Trp, 13—Ilambda ¢ 17 scs 20, 14 —gal
P 8-3, 15— bio P98, 16—Ilac PsA, 17—Ilac UVJ, 18—str P 105 19—tyr Tp 45 20—tyr TP 20,
2l —lambda c¢ 17 scs 10. PiSmiennictwo dotyczgce blizszej charakterystyki podanych mutacji
mozna znalezé w pracy Siebenlista i wsp. (15). Mutacje oznaczono strzatkami i odnie-
siono do ,idealnej” sekwencji promotora. Kierunek strzatek oznacza zwiekszenie (f) lub zmniej-
szenie (|]) mocy promotora spowodowane mutacja. Liniami ciagtymi zaznaczono zasady wyste-
pujace w danej pozycji w promotorach niezmutowanych. Poniewaz odlegto$¢ miejsc inicjacji
od sekwencji TATAA sa rozne dla réznych promotoréw (np. mutacje 18, 19, 20, 21 znajdujg sie
w odlegtosci od nukleotydu inicjujagcego odpowiednio o 6, 8, 8 i 7 par zasad) stad pozycje zmu-
towanych zasad oznaczono jedynie schematycznie. Wedtug Siebenlista i wsp. (15).
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obserwacje zaleznosci miedzy wydajnosciag syntezy RNA a mutacjami
w obrebie promotora. Zdecydowana wiekszo$¢ punktowych mutacji pro-
motorow wykrytych in vivo wystepuje w regionach —10 oraz —35; sg to
mutacje zwiekszajgce (ang. promoter-up mutations) jak i zmniejszajace
(ang. promoter-down mutations) wydajnos¢ promotora (Hyc. 2). Mozna
zauwazy¢ zwiekszenie sie bagdZz zmniejszenie mocy promotora w zaleznosci
od tego czy mutacja zbliza lub oddala sekwencje promotora od sekwencji
prototypowej. Petne znaczenie funkcjonalne okreslonej zasady w okres$lo-
nej pozycji w powstawaniu kompleksu preinicjacyjnego i w procesie inic-
jacji nadal nie jest jasne. Rozwigzanie problemu wymagac¢ bedzie zsynte-
tyzowania in vitro znacznej liczby wariantow sekwencji promotora i ok-
reslenia wptywu kazdej zmiany sekwencji na oddziatywanie z polimeraza.
Badania takie rozpoczeto w grupie Khorany (16).

IV. Kompleksy polimerazy RNA z DNA w regionie promotora. Model ini-
cjacji transkrypcji

Swoista inicjacja transkrypcji jest procesem wielostopniowym obej-
mujacym szereg oddziatywan polimerazy RNA z DNA. W badaniach nad
mechanizmem tych oddziatywan znaczenie terminu inicjacja ograniczono
do reakcji syntezy pierwszego wigzania fosfodwuestrowego miedzy inicju-
jacym a kolejnym nukleotydem w tworzacym sie tancuchu RNA. Badania
kinetyki powstawania i dysocjacji dwuczgsteczkowego kompleksu pro-
motor — polimeraza doprowadzity Chamberlina (patrz (17)) do za-
proponowania hipotezy o mechanizmie inicjacji transkrypcji (Ryc. 3).
Chamberlin postuluje, ze po szeregu nieswoistych asocjacji i dysocjacji po-
limerazy z przypadkowymi sekwencjami DNA enzym rozpoznaje region
promotora i tworzy z jego sekwencjami kompleks ,,zamkniety” (ang. ,,clos-
ed™complex), w ktéorym DNA znajduje sie w postaci natywnej, dwunicio-
wej. Polimeraza znajdujgca sie w kompleksie ,,zamknietym” nie jest zdol-
na do inicjacji. Kolejny etap stanowi izomeryzacja, w czasie ktérej zacho-
dzi rozluznienie struktury drugorzedowej a nastepnie lokalne rozwinigcie
helisy DNA w miejscu interakcji polimerazy z promotorem. Prowadzi to
do powstania kompleksu ,otwartego” (and. ,open” complex). Etap izo-
meryzacji odbywa sie bez oddysocjowania polimerazy z DNA. Polimeraza
znajdujgca sie w kompleksie ,,otwartym”, zwanym roéwniez preinicjacyj-
nym rozpoczyna synteze RNA natychmiast po wprowadzeniu do $rodo-
wiska reakcji nukleozydotréjfosforanéw, prekursoréw RNA. lIstotne uzu-
petnienie do opisanego ciggu reakcji wnosza badania Belintseva
i wsp., (18). Autorzy ci sugerujg, ze na etapie nieswoistych oddziatywan
polimerazy RNA z przypadkowymi sekwencjami DNA enzym moze prze-
mieszczaé sie wzdtuz podwadjnej helisy DNA. Mechanizm ten moze istotnie
wptywaé na szybko$¢ rozpoznawania swoistego miejsca wigzania jesli
asocjacja zajdzie w poblizu promotora.
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Podstawowa teza hipotezy Chamberlina postulujgca rozplatanie sie
dwuniciowej struktury DNA w miejscu kontaktu z polimerazg (region de-
stabilizacji) zostata udowodniona w sposéb bezposredni. Dtugos¢ fragmen-
tu promotora ulegajgcego rozpleceniu zostata, w zalezno$ci od stosowanej
metody, okre$lona na 7 dp 15 par zasad (19—21). Pozycje regionu de-
stabilizacji promotora A3 faga T7 okre$lit Siebenlist (22). Wykazat
on metodg metylacji adeniny, ze polimeraza w kompleksie preinicjacyj-

g
P g*
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ATP GTP
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Ryc. 3. Przebieg inicjacji transkrypcji wg Chamberlina (17)

A. Asocjacja czasteczek polimerazy RNA z przypadkowymi sekwencjami DNA —powstawanie
i rozpad komplekséw nieswoistych.

B. Rozpoznawanie przez polimeraze regionu promotora —powstawanie kompleksu ,,zamknie-
tego”.

C. lzomeryzacja kompleksu polimeraza-promotor, powstanie kompleksu ,otwartego” (preini-
cjacyjnego).

D. Inicjacja syntezy RNA.

Prostokagtami oznaczono polimeraze RNA. Szczegdty w tekscie.

nym rozplata fragment promotora na dilugo$¢ 11 par zasad obejmujac re-
gion od —9 do +2 nukleotydu. Podobng analize wykonano dla promotora
lac UV 5 (sekwencja nukleotydowa promotora UV 5, patrz Ryc. 2) wyka-
zujac, ze region promotora ulegajacy lokalnej denaturacji wystepuje
miedzy —9 a +3 nukleotydem (15). Metodg metylacji mozna wyka-

* jedynie minimalng dlugo$¢ rozplecenia promotora. Wyniki analizy
struktury DNA w kompleksie preinicjacyjnym metoda dichroizmu koto-
wego sugerujg, ze rozwiniecie podwdjnej helisy moze obejmowacé znacz-
nie dtuzszy region (23).

Ro6znice miedzy struktura swoistych i nieswoistych komplekséw doty-
cza takze rozmieszczenia podjednostek polimerazy wzgledem obu tancu-
chéw DNA. Indukujgc wigzania kowalencyjne miedzy polimerazag a DNA
wykazano, ze w kompleksach preinicjacyjnych jedynie podjednostki ai P
znajduja sie w kontakcie z DNA, przy czym podjednostka o0 wigze sie
z niekodujgcg nicig natomiast podjednostka @ nie wykazuje zadnej swois-
tosci wigzania. Istotnie zmienia sie spos6b kontaktu podjednostek poli-
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merazy z DNA w kompleksach nieswoistych. W tym przypadku z DNA.
wigze sie oprocz o i @rowniez (3, podjednostki te nie wykazujg preferencji
wigzania sie z okreslonym taricuchem DNA. Wydaje sie, ze istotng role
w powstawaniu kompleksu ,otwartego” petni podjednostka o, ktdra moze-
indukowa¢ miejscowe rozplatanie sie podwdéjnej spirali DNA (24).

0 ile nie ma watpliwos$ci co do istnienia komplekséw ,,otwartych”,
postulat o koniecznosci wystepowania formy przejsciowej jakg jest kom-
pleks ,,zamkniety” budzi szereg zastrzezen. Dotycza one zaréwno struk-
tury kompleksu jak i jego roli w procesie swoistej inicjacji. Chamber-
lin (17) sugerujgc istnienie komplekséw ,zamknietych” opieratl sie na.
wynikach badan trwatosci komplekséw polimerazy RNA z DNA powsta-
jacych w warunkach niesprzyjajacych rozplataniu sie podwdjnej helisy
DNA (niska temperatura i wysoka sita jonowa). Seeburg i wsp. (25)
przytaczajg dowody, ze nieswoiste kompleksy enzymu z DNA mogg po-
siadaé rownie duza trwato$¢ w niskich temperaturach jak kompleksy swoi-
ste. Jednocze$nie autorzy ci sadza, ze w poczatkowych etapach rozpozna-
wania sekwencji promotora przez polimeraze nastepuje destabilizacja po-
dwdjnej helisy na dtugosci kilku par zasad a catkowicie ,,zamkniety” kom-
pleks nie istnieje lub jest bardzo labilny. Jako miejsce powstawania kom-
plekséw ,,zamknietych” zaproponowano region homologii promotoréw
—35 zlokalizowany na lewo od sekwencji ,,Pribnow box (26—28) a na-
stepnie wykazano, ze polimeraza znajduje sie w kontakcie z tymi sekwen-
cjami (4, 29). Mimo braku bezposrednich dowoddéw na tworzenie sie kom-
pleksu ,,zamknietego” w obrebie sekwencji —35, starano sie ustali¢ role-
tego regionu w procesie swoistej inicjacji badajagc wptyw zmiany sekwen-
cji nukleotydowej na wydajnos¢ inicjacji. Modyfikacje sekwencji obejmo-
waty mutacje punktowe, catkowite usuniecie fragmentu o okreslonej dtu-
gosci, zastepowanie usunietego fragmentu innym o odmiennej sekwencji’
oraz zwiegkszenie odlegtoSci miedzy ,Pribnow box” a sekwencjg —3I*
przez insercje dodatkowych sekwencji o r6znej dlugosci (30—33). Bada-
nia te wskazujg, ze sekwencja —35 nie ma istotnego znaczenia dla pow-
stawania kompleksu preinicjacyjnego, natomiast jej modyfikacje zmienia-
ja szybko$¢ wiazania polimerazy z promotorem i w efekcie zmieniajg po-
ziom ekspresji gendéw in vivo. Nie jest wykluczone, ze moze istnie¢ gra-
dacja znaczenia regionow —35 dla optymalnego funkcjonowania promo-
torow.

V. Moc promotora i kinetyka oddziatywanh polimerazy RNA z promotorem

RoOznice w intensywnosci syntezy RNA miedzy poszczeg6élnymi jed-
nostkami transkrypcyjnymi wynikaja z réznic w mocy ich promotoréw..
Moc promotora okre$lona jest jako czesto$¢ swoistych inicjacji. Tak ozna-
czona moc promotora jest oczywiscie warto$cig wzgledna, zalezy bowiem

to*
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od wielu czynnikdw zmieniajagcych czesto$¢ inicjacji w réznych stanach
fizjologicznych komorki; zatem zmiana mocy danego promotora moze by¢
uznana jako wyraz regulacji transkrypcji na poziomie inicjacji. Porownu-
jac moc promotoréw in vitro na og6t nie wyznacza sie bezposrednio czes-
tosci inicjacji, natomiast mierzy sie parametry zwigzane wspotzaleznoscia
z mocg promotora a dajgce sie tatwiej wyznaczy¢ jak np. szybkos¢ pow-
stawania kompleksu polimeraza-promotor (34, 35) badZ szybko$¢ inicjacji
poronnej (ang. abbortive initiation) (36, 37).

Miedzy promotorami istnieje znaczne zréznicowanie mocy; w przypad-
ku niektérych promotoréw fagowych réznice mocy siegaja 2-3 rzeddw
wielkosci (38).

Teoretycznie, najsilniejszym promotorem jest taki, w ktérym czestosé
inicjacji zalezy jedynie od szybkosci elongacji. Przyjmujac szybkos¢ elon-
gacji 20 nukleotyddw/sek musi uptyna¢ okoto 5 sekund aby promotor stat
sie dostepny dla kolejnej czasteczki polimerazy. Czas potrzebny na re-
generacje funkcji promotora (ang. clearance time) (37) jest w tym przy-
padku jedynym czynnikiem ograniczajacym czesto$¢ inicjacji. Wiekszosé
promotorow posiada jednak moc znacznie nizszg od ,,clearance time”. Naj-
silniejszymi promotorami prokariotycznymi sa promotory genéw ryboso-
malnych (39, 40) oraz promotor operonu laktozowego (41). Ich moc zbli-
zona jest najbardziej do mocy opisanego wyzej najsilniejszego promotora.

Ze wzgledu na warto$¢ informacyjna sekwencji nukleotydowych w ok-
re$laniu mocy promotora mozna wyrézni¢ dwie klasy promotoréw. Do
jednej zalicza sie te promotory, ktérych moc okre$lana jest wytgcznie
przez interakcje ich sekwencji z polimerazg (np. promotory faga T7), do
klasy drugiej zalicza sie te promotory, ktdrych aktywnos$¢ zalezy od inter-
akcji z biatkami regulatorowymi (np. promotor operonu lac). Proces ini-
cjacji syntezy RNA dla promotoréw klasy pierwszej moze by¢ opisany
ciggiem réwnan reakcji:

E+P (EP)c £ (EP)0  3—- E+DNA sRNA
k_! k_2 4 NTP

gdzie E oznacza polimeraze, P — promotor, (EP)C— kompleks ,zamknie-
ty”, (EP)0 — kompleks ,,otwarty”, EXDNA*RNA — kompleks transkryp-
cyjny, NTP — rybonukleozydotrojfosforany, k — state reakcji: kj —
szybko$¢ powstawania kompleksu ,,zamknietego”, k.t szybko$¢ dysocjacji
kompleksu ,,zamknietego”, k2 szybko$¢ izomeryzacji, k.2 szybko$¢ dyso-
cjacji kompleksu ,,otwartego”, k3 — szybko$¢ inicjacji.

Poniewaz kompleksy ,otwarte” charakteryzujg sie duzg trwatoscig
(czasy pottrwania wahaja sie od kilku minut do kilkudziesieciu godzin (25,
34) a etap inicjacji jest reakcjg najszybszg w podanym ciggu reakcji (t1x
1 sek), (42), reakcja decydujgcg 0 mocy promotora jest wigzanie polime-
razy badZ (i) izomeryzacja kompleksu ,,zamknietego”. Taki wniosek zna-
lazt potwierdzenie w wynikach eksperymentalnych (25, 31, 37, 38, 43).
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V1. Czynniki modyfikujgce moc promotora

Na moc promotoréw, oprécz opisanych w poprzednim rozdziale czyn-
nikoéw kinetycznych, wptywaja réwniez oddziatywania licznych substancji
zaréwno z sekwencjami promotora jak i z czasteczkg polimerazy. Ekspre-
sja wielu genéw regulowana jest przez interakcje promotoréow z biatkami
regulatorowymi z ktérych najlepiej poznano CAP (ang. ccitabolite-gene
activator protein) i represory laktozowy, galaktozowy | i ero (44—47).
Swoista stymulacja lub inhibicja transkrypcji niektérych genéw zwigzana
jest z istnieniem roznych form strukturalnych polimerazy, moze by¢ réw-
niez skutkiem modyfikacji podjednostek (podjednostki) czasteczki enzy-
miejsc wigzacych polimeraze i liczba miejsc inicjacji w strukturze pro-
motora.

YI1-1. CAP i represory

Najbardzej zaawansowane sg badania nad interakcjg biatka CAP z pro-
motorami- lac i gal. W przypadku promotora lac kompleks dimeru CAP
i CAMP- wigze sie z DNA w regionie promotora zwiekszajgc czestos¢ ini-
cjacji transkrypcji, natomiast w nieobecnosci CAP oddziatywanie polime-
razy z promotorem jest bardzo stabe. Wptyw CAP na funkcjonowanie
promotora lac usitowano wyjasni¢ dwojako. Dickson i wsp. (5) postu-
lowali, ze biatko to wigze sie z regionem poprzedzajagcym sekwencje tran-
skrybowane z dala od miejsca wigzania polimerazy tak, ze kontakt z czas-
steczkg enzymu jest niemozliwy. Jednoczesnie CAP rozluznia strukture
dwuniciowg DNA w obrebie sekwencji wigzacych polimeraze utatwiajac
powstanie kompleksu ,,otwartego”, (preinicjacyjnego). Ma jors (48) su-
gerowat natomiast, iz miejsca wigzania CAP i polimerazy zblizone sg na
tyle, ze na skutek bezposredniego kontaktu obu biatek zmienia sie kon-
formacja polimerazy na konformacje umozliwiajacg powstanie kompleksu
preinicjacyjnego. tatwo zauwazy¢ wspdlng teze obu koncepcji, ze CAP
utatwia izomeryzacje kompleksu ,zamknietego”. Badania Simpsona
(49) nad lokalizacjg miejsc kontaktu CAP z regionem promotora wykazaty,
ze bardziej prawdopodobny jest model zaproponowany przez Majorsa.
CAP w kompleksie z sekwencjami regionu ograniczajgcego koniec 5' jed-
nostki transkrypcyjnej pokrywa fragment DNA miedzy —70 a —50, co
pozwala na interakcje z polimerazg, tym bardziej, ze jak wykazano na
modelach przestrzennych, oba bialka znajdujg sie po tej samej stronie
helisy DNA. W przypadku operonu galaktozowego posiadajagcego dwa pro-
motory Pi i P2 CAP w kompleksie z cAMP wptywa na transkrypcje ge-
néw poprzez odmienne oddziatywanie z kazdym z promotoréw. CAP sty-
muluje aktywno$¢ promotora Pi, hamuje natomiast aktywno$¢ promotora
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P2 (10). W nieobecnosci CAP polimeraza wigze sie stabo z Pi natomiast
silnie z P2 W kompleksie z promotorem CAP pokrywa odcinek DNA zlo-
kalizowany miedzy —50 a —25, a wiec z regionem —35 wigze sie jedno-
cze$nie polimeraza i CAP; istniataby tu wiec nieco odmieniona sytuacja niz
w przypadku promotora operonu lac. Taniguchi i wsp. (50) sugeruja,
ze rowniez operon lac moze mie¢ miejsce wigzania CAP w regionie —35,
tak jak ma to miejsce w operonie gal. Znaleziono bowiem w okolicy tego
regionu sekwencje wspdélne dla promotordw obu operonéw. Konieczne sa
jednak dalsze badania w celu wyjasnienia mechanizmu dziatania CAP na
transkrypcje obu operondw.

Podstawowg funkcjg CAP jest stymulacja transkrypcji przez zwiek-
szenie mocy promotora, efekt przeciwstawny wywotany jest przez re-
presor, ktory wigzac sie z operatorem uniemozliwia powstanie kompleksu
inicjacyjnego.

Schmitz i Galas (4) wykazali, ze zwigzanie sie represora z ope-
ratorem operonu lac nie uniemozliwia wigzania sie polimerazy z promo-
torem, chociaz powierzchnia kontaktu polimerazy z sekwencjami promo-
tora znacznie sie zmniejsza. Podobnie istnienie kompleksu polimerazy
z promotorem nie blokuje wigzania sie represora z operatorem. Mimo, ze
znaczna cze$¢ sekwencji operatora nalezy do regionu wigzacego polime-
raze w kompleksie inicjacyjnym, nie wiadomo, czy i w jakim stopniu do-
chodzi do bezposredniego kontaktu miedzy oboma biatkami.

Niezwykle interesujace sg wyniki badan mechanizmu zmian mocy pro-
motoréw sterujgcych transkrypcja genow cl i ero faga X powodowanych
przez represory Ai ero (51—53). Badany fragment genomu faga X (Ryc. 4)
zawiera dwa zachodzace na siebie, na dlugosci 82 par zasad, promotory
Pr i Prmj ktore kierujg transkrypcja w przeciwne strony. W regionie pro-
motoréw znajduja sie trzy sekwencje operatorowe ORL, Or2 i Or3 o diu-
gosci 17 par zasad, do ktérych przylgcza sie represor | oraz represor croy
biatko niezbedne w litycznym wzroscie faga. Represor Xlub ero po zwig-
zaniu z operatorem Or2 zwieksza moc promotora PRM zmniejszajgc row-

cro
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17 pz 17pz 17pz ppp A
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Ryc. 4. Struktura regionu promotora dla gen6éw cl i ero u faga L

Prostokatami (linia ciggta) oznaczono schematycznie regiony operatoréw. Prostokatami (li-
nia przerywana) oznaczono sekwencje ,,Pribnow box”. Strzatkami oznaczono poczatek i Kieru-
nek transkrypcji gendéw ero i cl. (Produktem genu ero jest biatko ero petniace funkcje re-
presora i utrzymujace lityczny wzrost faga Produktem genu cl jest biatko nazywane repre-
sorem X utrzymujace stan lizogenii). Pogrubionymi literami oznaczono fragment sekwencji
niekodujgcego tancucha DNA. Promotory przedstawiono schematycznie podajac jedynie sekwen-
cje nukleotydowe w okolicach miejsc inicjacji. Odlegto$¢ wyrazono liczbg par zasad (pz).
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noczesnie moc promotora PR Gdy jednocze$nie zajete sa przez represory
operatory Orl i Or2 moc promotora PRV jest maksymalna. Po zwigzaniu
sie represorow z operatorem Or3 transkrypcja sterowana przez promotor
PRV zostaje zahamowana.

Poniewaz Or2 znajduje sie o jedng pare zasad blizej miejsca inicjacji
PRniz PRM Ptashne i wsp. (47) sugeruja, ze tak mata réznica w od-
legosci wystarcza, aby represor znajdowal sie w kontakcie z polimerazg
zwiazang z promotorem PRV] uniemozliwiajac jednoczesnie potaczenie sie
polimerazy z promotorem PR Proponowany model zaktada, ze kontakt
polimerazy z promotorem wywotuje zmiany konformacyjne w czasteczce
polimerazy utatwiajgce powstanie lub (i) stabilizacje kompleksu trans-
krypcyjnego.

Opisane wyzej przyktady wskazujg, ze zaréwno CAP jak i niektore
represory moga w okreslonych uktadach petni¢ zamiennie funkcje pozy-
tywnego badz negatywnego elementu regulacji funkcji promotoréw.

VI-2. Zmiana konformacji czasteczki polimerazy RNA

Gtodzenie aminokwasowe komdrek niektorych szczepow bakterii po-
woduje gwaltowny spadek syntezy tRNA, rRNA oraz mRNA kodujgcych
biatka rybosomalne, natomiast synteza wiekszosci mRNA pozostaje nie-
zmieniona (54—56). Tej gwattownej reakcji uktadu transkrypcyjnego na
brak aminokwasoéw (ang. ,,stringent response”) towarzyszy znaczny wzrost
stezenia nukleotydu ppGpp w komorce (57). Nukleotyd ten oddziatywuje
z polimerazag RNA i zmienia, w zaleznosci od stezenia, wydajnos¢ trans-
krypcji réznych klas genéw (58—60). Badania mechanizmu wybidrczej
inhibicji syntezy rRNA zn vitro sugeruja, ze polimeraza moze wystepo-
waé w kilku formach strukturalnych o odmiennych wiasciwosciach fi-
zycznych i odmiennym powinowactwie do réznych klas promotorow (61,
62), (Ryc. 5). Populacje czasteczek polimerazy o réznych konformacjach
mogacych przechodzi¢ w siebie, znajdujg sie w rownowadze, ktéra moze
by¢ naruszona przez obecno$¢ efektorow. Do efektoréw indukujgcych
zmiany konformacyjne polimerazy oprécz ppGpp nalezg ppApp (63) oraz
czynniki biorgce udziat w biosyntezie biatka: EE-Tu (64, 65), IF (66), for-
mylometionylo-tRNA (fMet-tRNA) (67, 68), i przypuszczalnie EF-Ts (69).
Formylometionylo-tRNA wigze sie z polimerazg hamujgc synteze tRNA
i rRNA z jednoczesng stymulacjg niektorych mRNA podobnie jak ppGpp.
Nukleotyd ppApp wywotuje natomiast efekt przeciwstawny do ppGpp.
Czynnik IF-2 stymuluje synteze genéw rybosomalnych nie zmieniajac
istotnie poziomu syntezy innych klas RNA. Czynnik EF-TS hamuje ak-
tywno$¢ polimerazy natomiast co do czynnika EF-Tu doniesienia sg sprze-
czne. Doniesiono zarazem o stymulacji syntezy rRNA (64, 65) jak i o bra-
ku jakiegokolwiek swoistego efektu (69).
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Rozpoznanie niektorych promotoréw przez okreSlong forme polime-
razy moze by¢ skutkiem silnego powinowactwa tej formy do okreslonej
sekwencji nukleotydowej w DNA. Poszukujac wspélnych cech struktural-
nych promotoréw, ktérych moc regulowana jest in vivo mechanizmem
,»stringent response” nie stwierdzono korelacji miedzy optymalnym wy-
korzystywaniem promotorow przez okre$long subpopulacje czasteczek po-
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Ryc. 5. Heterogenno$¢ polimerazy RNA z E. coli.

Wystepowanie heterogenii konformacyjnej polimerazy RNA wykryto wirujac oczyszczony
preparat enzymu w gradiencie glicerolowym 15—30do i wykazujac ze polimeraza w réznych
frakcjach gradientu posiada odmienne powinowactwo do tego samego promotora oraz rézng
zdolno$¢ wigzania f-Met-tRNA. Inkubacja frakcji gradientu w 37°C prowadzi do zniszczenia
istniejgcej réwnowagi miedzy réznymi konformacjami polimerazy. (O) skala po lewej stronie,
catkowita aktywnos$¢ polimerazy mierzona na matrycy DNA z grasicy cielecej.

A. Synteza RNA na mieszaninie matryc zawierajgcych promotor genu kodujgcego supresorowy

tRNA tyrozyny (sujyj tRNA (m» i zmutowany promotor laktozowy (lac UV5) (O). (Sekwen-
cja nukleotydowa promotora UV5 patrz Ryc. 2).

B. Wigzanie si¢ znakowanej siarka [BS]fMet-tRNA z polimeraza po 1 minucie (A) i 30 minu-
tach (¢) inkubacji w 37°C. Wedlug Traversa i wsp. (62).

limerazy a homologig sekwencji w regionach —10 i —35 (62). Natomiast
znaleziono, ze promotory te posiadajg w regionie od —5 do +1 sekwencje
Cgg CCC o duzym stopniu homologii (od 4/6 do 6/6) podczas gdy inne pro-
motory tej sekwencji nie majg (70, 71). W celu sprawdzenia znaczenia
funkcjonalnego tej sekwencji poréwnano wplyw ppGpp na transkrypcje
fragmentow DNA zawierajacych promotor tRNATy o sekwencji
CGCCCCGCTT w regionie —5 do +5 i zmodyfikowany chemicznie pro-
motor o sekwencji CGTTAAGCTT w tym regionie. Okazato sie, ze zmia-
na sekwencji pocigga za sobg zmiane w sposobie reagowania uktadu trans-
krypcyjnego na obecno$é¢ ppGpp. Wykazano réwniez, ze kazdy z promo-
toréw transkrybowany jest przez odmienne subpopulacje polimerazy.

N
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VI1-3. Zmiana sktadu podjednostkowego polimerazy RNA

W poprzednich rozdziatach przedstawiono oddziatywania promotoréw
bakteryjnych i fagowych z polimerazg RNA E. coli, enzymem o $cisle zde-
finiowanym skladzie chemicznym i strukturze podjednostkowej (3P'aza,
mogacej przyjmowac kilka funkcjonalnych konformacji. Promotory roz-
poznawane przez polimeraze RNA z E. coli sg takze rozpoznawane przez
polimerazy o podobnej strukturze podjednostkowej izolowane z innych,
odlegtych genetycznie gatunkéw bakterii, chociaz moc tych promotorow
wzgledem niehomologicznych polimeraz jest na og6t mniejsza niz wzgle-
dem polimerazy E. coli (72).

Promotory niektérych genéw rozpoznawane sg przypuszczalnie jedy-
nie przez czasteczki polimerazy o zmienionym skiadzie podjednostkowym.
Zjawisko progresywnego, selektywnego wiaczania i wygaszania trans-
krypcji okre$lonych genéw spowodowane pojawianiem sie nowych form
polimerazy RNA zostato najlepiej poznane u fagow SPOI, T4i T7. W po-
czatkowej fazie cyklu litycznego faga SPOI ekspresji ulegajg wczesne ge-
ny (ang. early genes), ktdrych promotory rozpoznawane sg przez niezmo-
dyfikowane polimerazy gospodarza (Bacillus subtilis). Jednym z produk-
tow wczesnej transkrypcji jest biatko gp 28 o masie czgsteczkowej 37 000,
ktore zastepuje czynnik o w czasteczce polimerazy gospodarza (73, 74).
Zmodyfikowana polimeraza rozpoznaje swoiscie promotory posrednich ge-
néw (ang. middle genes) (75—78). W tej fazie transkrypcji pojawiaja sie
miedzy innymi produkty biatkowe genow 33 i 34 faga, ktdre wigzac sie
z polimerazg powoduja, ze zaczyna ona transkrybowac¢ pdézne geny (ang.
late genes) (79, 80). Wewnetrzna organizacja promotoréw rozpoznawanych
przez zmodyfikowang polimeraze nie rézni sie istotnie od promotoréw roz-
poznawanych przez polimeraze gospodarza jednak zardwno in vivo jak
i in vitro kazda z form polimerazy tworzy funkcjonalne kompleksy pre-
inicjacyjne z odmiennymi klasami promotoréw (81). Podobnie u faga T<
polimeraza gospodarza (£. coli) transkrybuje wczesne geny, nastepnie do
polimerazy gospodarza przytacza sie kilka polipeptydéw pochodzenia fa-
gowego (82—=84) a podjednostki a ulegaja modyfikacji enzymatycznej po-
przez przylaczenie do kazdej z nich wigzaniem kowalencyjnym dwufos-
forybozyloadenozyny (85, 86). Tak zmodyfikowana polimeraza transkry-
buje pozne geny faga, jednocze$nie inicjacja transkrypcji wielu gendéw
gospodarza zostaje zablokowana (87). Interesujagcy wariant transkrypcji
»,Zaprogramowanej” wystepuje u faga T7. Wczesne geny faga T7 podobnie
jak w poprzednich przyktadach transkrybowane sg przez polimeraze gos-
podarza (E. coli) (88). Jednym z produktéw wczesnej transkrypcji jest po-
limeraza T7, polipeptyd o masie czasteczkowej 107 000 kodowany przez
gen 1 faga. Nowa polimeraza transkrybuje pdzne geny faga (89—92). Row-
niez in vitro polimeraza gospodarza i polimeraza T7 tworzg funkcjonalne
kompleksy preinicjacyjne z odmiennymi klasami promotoréw (93). Usta-
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tono sekwencje nukleotydowe o$miu promotoréw rozpoznawanych przez
polimeraze T7 (93—96). Posiadajg one identyczng sekwencje nukleotydo-
m\g 0 diugosci 22 par zasad (Ryc. 6). W pordwnaniu z promotorami rozpo-

-10

l
TAATACGACTCA
ATTATGCTGAGT|

=10

Hyc. 6. Sekwencje promotora rozpoznawanego przez polimeraze T7.

Prostokagtami oznaczono region o podwdjnej symetrii zawierajagcy sekwencje palindromowe.
-Zaburzenie struktury drugorzedowej fragmentu promotora spowodowane przez powstanie kom-
pleksu ,,otwartego” (97) zaznaczono rozdzieleniem tancucha DNA. Pogrubionym drukiem za-
znaczono sekwencje TATA w tancuchu niekodujacym bedaca przypuszczalnie odpowiednikiem
»Pribnow box”™ w promotorach rozpoznawanych przez polimeraze E. coli. Strzatkg oznaczono
poczatek i kierunek transkrypcji.

znawanymi przez polimeraze E. coli mozna zauwazyé brak charaktery-
stycznych homologicznych sekwencji w regionach —35 i —10. Przypusz-
czalnie funkcje sekwencji ,,Pribnow box” w promotorach dla polimerazy
T7 petni sekwencja TATA zlokalizowana miedzy —1 a —4 nukleotydem.
Sekwencja ta stanowi jednocze$nie fragment promotora ulegajacy denatu-
racji w czasie powstawania kompleksu preinicjacyjnego.

Progresywng zmiane skiadu podjednostkowego polimerazy RNA zaob-
serwowano takze podczas sporulacji bakterii Bacillus thuringiensis (98—
101). W poczatkowym etapie sporulacji czynnik o jest zastepowany nowag
podjednostkg. Dalej w miare postepu sporulacji ulega modyfikacji (pra-
wdopodobnie na skutek proteolizy (102)) podjednostkg (3, znikajg pod-
jednostki a a pojawiajg sie nowe polipeptydy (Ryc. 7). Haldenwang
i Losick (104) wykazali, ze zastgpienie czynnika o przez polipeptyd p¥
(@ lub 03) o masie czasteczkowej 37 000 pocigga za sobg selektywng trans-
krypcje in vitro genu aktywowanego we wczesnym etapie sporulacji (gen
0,4 kb). Roéwniez polimeraza z Bacillus subtilis zawierajagca zmodyfiko-
wang podjednostke o& rozpoznaje promotory o odmiennej sekwencji nu-
kleotydowej w poréwnaniu z polimerazg niezmodyfikowang (104). Jest
zatem mozliwe ze kazda z form strukturalnych polimerazy RNA, poja-
wiajacych sie na kolejnych etapach sporulacji transkrybuje odmienne kla-
sy gendw na skutek réznego powinowactwa do promotoréw tych genow.
Polimerazy o zmienionej podstawowej strukturze podjednostkowej wy-
izolowano rowniez z niektérych szczepéw bakterii E. coli w warunkach
gtodzenia (105) oraz z wegetatywnych form bakterii E. coli i B. subtilis
(106, 107). Rola modyfikacji struktury podjednostkowej polimerazy RNA
w cyklu zyciowym bakterii niezainfekowanych fagami nie jest w pekni
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Forma wegetatywna [3po(2
Wczesny etap PPo-mcx2
sporulacji x
PPMO'm«? PP'm«2
PP 2 Ppl(;’?
Pézny etap .
sporulacji | 1
PPmo@ \ " PPo<<2\"
+ +
Spora PP'MYZ2 * Znika po lizie

komorki

Ryc. 7. Zmiana sktadu podjednostkowego polimerazy RNA w czasie sporulacji bak-
terii B. thuringiensis.

Litera m przy podjednostce oznacza, ze dana podjednostka ulegta modyfikacji lub za-
mianie. Kierunki strzatek oznaczajg wzrost (/) lub spadek (\) stezenia danej formy polime-
razy. Rycina wykonana wg K1lier i wsp. (99).

wyjasniona. Nie jest wykluczone, ze oprécz enzymu podstawowego istnieje
szereg wariantow strukturalnych polimerazy wystepujacych w nieznacz-
nych iloSciach lecz o istotnym znaczeniu w regulacji procesu transkrypciji.

VII. Promotory genéw rybosomalnych

Jak wspomniano najsilniejszymi promotorami sg promotory genoéw ry-
bosomalnych. W czasie wzrostu bakterii czagsteczki polimerazy RNA trans-
krybujacej geny rybosomalne upakowane sg na matrycy bardzo gesto tak,
ze szybkos$¢ syntezy RNA zalezy praktycznie od szybkosci elongacji (40,
108). Jednoczesnie Travers (109) spostrzegt, ze podczas transkrypcji
genéw rybosomalnych in vitro, wraz ze wzrostem temperatury inkubacji,
liczba polimeraz inicjujacych synteze RNA nie wzrasta w sposob ciggty
wedtug krzywej sigmoidalnej jak dla innych promotoréw, lecz zmiany
zachodza skokowo osiggajac 5-6 dyskretnych, wzrastajagcych wartosci. Da-
ne te wskazywaty, ze moze istnie¢ szereg miejsc wigzacych polimeraze
(nazwanych przez Traversa subpromotorami) a regulacja transkrypcji ge-
néw rybosomalnych moze by¢ kontrolowana przez wykorzystywanie roz-
nej liczby subpromotoréw. W genomie E. coli znajduje sie siedem opero-
néw zawierajacych geny robosomalne (110, 111). Dla pieciu z nich ozna-
czonych rrnB, rrnX, rrnD, rrnA i rrnE ustalono sekwencje nukleotydowe
regionéw poprzedzajacych sekwencje kodujace RNA (112—114). Posiadaja
one jednakowg organizacje wewnetrzng a ich sekwencje w znacznym

7 Postepy Biochemii 4/82
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stopniu sg homologiczne. W kazdym operonie synteza rRNA moze byé
inicjowana w dwoch miejscach, oznaczonych Si i S2 oddalonych od siebie
0 okoto 120 par zasad. Kazde z miejsc inicjacji poprzedzone jest sekwen-
cjami charakterystycznymi dla ,,Pribnow box”. Inicjacja zachodzi czesSciej
w miejscu Si mimo, ze polimeraza tworzy silniejszy kompleks z promoto-
rem kierujgcym inipjacja w miejscu S2 Unikalng cechg regionéw poprze-
dzajacych jednostke transkrypcyjng warunkujgcg przypuszczalnie szyb-
kos¢ inicjacji syntezy rRNA jest istnienie wielu miejsc wigzacych poli-
meraze RNA. Kiss i wsp. (115) metodg mikroskopii elektronowej ziden-
tyfikowali 5 takich miejsc oddalonych od miejsca inicjacji Si odpowiednio
0 okoto 260, 460, 640, 820 i 1120 par zasad. Jednocze$nie analizujgc sek-
wencje opisanego regionu (114) zauwazono obecnos¢ stosunkowo regular-
nie rozmieszczonych blokéw sekwencji charakterystycznych dla regionu
—35 ,idealnego” promotora. Nie ma jednak korelacji miedzy lokalizacjg
tych sekwencji a lokalizacjg miejsc wigzacych polimeraze wykrytych mi-
kroskopowo. Ponadto, nie jest jasny zwigzek miedzy obserwowanymi
miejscami wigzania a strukturami nazwanymi przez Traversa subpromo-
torami, trudno zatem jednoznacznie stwierdzi¢ czy i ktére z tych miejsc
maja znaczenie funkcjonalne. Mimo tych niejasnosci przyjmuje sie, ze
dzieki wielu miejscom wigzacym polimeraze region ograniczajacy koniec
5' gendw rybosomalnych moze jednoczes$nie zwigza¢ znaczng liczbe czaste-
czek polimerazy RNA. Czesteczki polimerazy ,wedrujg” nastepnie wzdtuz
czasteczki DNA w kierunku ,,TATAA box”, gdzie powstaje kompleks pre-
inicjacyjny.

VIIIl. Miejsca kontaktu polimerazy RNA z promotorem i struktura prze-
strzenna kompleksu

Struktura przestrzenna kompleksu preinicjacyjnego nie jest znana.
Nieco informacji o wzajemnym rozmieszczeniu polimerazy i DNA w kom-
pleksie uzyskano okre$lajac w sekwencji promotora pozycje tych puryn,
tymin i reszt fosforanowych, ktére decyduja o swoistosci wiazania poli-
merazy. Wykorzystano w tym celu reakcje chemiczne modyfikujagce DNA
a mianowicie metylowanie azotu reszt guaninowych i adeninowych siar-
czanem dwumetylu (116) etylowanie grup fosforanowych etylonitrozomo-
cznikiem (117) i reakcje fotochemicznej degradacji DNA w ktérym w miej-
sce tyminy podstawiono 5-bromouracyl (118). Prowadzac reakcje modyfi-
kacji przed i po zwigzaniu polimerazy z promotorem mozna okre$li¢ gru-
py, ktore sa chronione przed modyfikacjag w obecnosci biatka, grupy kto-
rych reaktywno$¢ wzrasta w obecnosci polimerazy oraz te ktérych mody-
fikacja uniemozliwia powstanie kompleksu polimerazy z promotorem.

Miejsca kontaktu tymin, puryn i fosforanéw promotora lac UV5 E. coli
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z polimeraza RNA pokazano na Ryc. 8. Analogiczne badania wykonano
dla oddziatywan polimerazy z promotorem A3faga T7 posiadajacego od-
mienng niz promotor UV5 sekwencje nukleotydowg (122). Analizy roz-

AAN 4:0
TTAATGTGAGTTAGCTCACTCATTAGGCACCCCAGGCHJACACTTTATECTTC

AATTACACTCAATCGAG \’C/\GTAATCCGTCCGGTCCGAAAT@TGAAATACGAAG
I‘

| WL R ey : [

70 60 50 -40 -30 -20

VAV AV Y AT l(,GAA
CG&CTC@T%A <k @@crGAGCGGATAACAATTTCACACAGGAA

GCC(V;AGC ACACTCGCCTATTGTTAAAGTGTGTCCTT

AGA@@ACACCI'@A

| | | | |
-10 +1 +10 +20 +30

Rye. 8. Miejsca kontaktu polimerazy RNA z DNA w regionie promotora.

Dane przedstawione na rycinie sg kompilacja wynikéw opublikowanych w pracach (4, 15,
22, 29, 119). (™ grupy fosforanowe, ktérych etylacja blokuje wigzanie sie polimerazy. (*) pu-
ryny, ktérych metylacja blokuje wigzanie sie polimerazy. (O) puryny chronione przed mety-
lacja i tyminy (podstawione 5-bromouracylem) chronione przed reakcja fotochemiczna. (A) pu-
ryny o zwigkszonej podatnosci na metylacje i tyminy (podstawione 5-bromouracylem) ekspo-
nowane na dziatanie promieni UV. Zaburzenie drugorzedowej struktury DNA fragmentu pro-
motora spowodowane powstaniem kompleksu ,,otwartego” zaznaczono rozdzieleniem tancuchow
DNA. Ttustym drukiem wyré6zniono sekwencje TATAA i sekwencje homologiczng do sekwencji
regionu —35 promotora ,idealnego”. Strzatkami zaznaczono pozycje tymin, ktédrych podstawienie
5-bromouracylem umozliwia fotochemiczne zwigzanie podjednostek o i f) z DNA. Liniami cia-
glymi pod i nad sekwencjg promotora zaznaczono fragmenty chronione przed dziataniem
DNazy I. Wedlug Siebenlista i wsp. (15).

ktadu przestrzennego miejsc kontaktu polimerazy z obu promotorami
(Rye 9B) wykazata, ze zageszczajg sie one w dwu obszarach, w regionie
—35 i regionie zawierajagcym ,,Pribnoio box”. Interesujace jest wystepo-
wanie wielu miejsc kontaktu na lewo od sekwencji TATAA chociaz brak
jest w tym regionie homologii miedzy sekwencjami poznanych promoto-
row. Uklad przestrzenny punktéw kontaktu pozwala sadzié, ze czasteczka
polimerazy styka sie wylgcznie z jedng strong podwdjnej helisy DNAyy
przynajmniej na dtugosci od —44 do —13 nukleotydu regionu, poprze-
dzajacego miejsce inicjacji. Wystepuja takze oddziatywania polimerazy
z miejscami zlokalizowanymi po drugiej stronie podwdjnej helisy DNA,
w regionie ,Pribnow box” i na prawo od tej sekwencji. Siebenlist
i wsp. (15) sadza, Zze sg one wyrazem zmian w przestrzennej strukturze
DNA w tym regionie i do kontaktu z polimerazg dochodzi dopiero po roz-
pleceniu dwuniciowej struktury DNA w momencie powstawania kom-
pleksu preinicjacyjnego (,,otwartego”). Utozenie przestrzenne polimerazy
wzgledem DNA w kompleksie preinicjacyjnym moze by¢ na razie jedynie
przedmiotem spekulacji. Bioragc pod uwage rozmiary czasteczki polimerazy
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(120) wydaje sie, ze utozenie polimerazy liniowe, rownolegte do osi pod-
waojnej spirali DNA jest mato prawdopodobne. Diugos¢ czasteczki poli-
merazy wynosi okoto 150 A (Ryc. 9A) co przy liniowym utozeniu pozwala-
toby na pokrycie okoto 40-45 par zasad. Rzeczywiscie, przy intensywnym
trawieniu DN-azg | kompleksu polimerazy z promotorem region chronio-
ny ma diugos¢ okoto 40 par zasad i zlokalizowany jest miedzy —20 a +20
nukleotydem (123, 124). Jesli kompleks trawiono egzonukleaza | proces
degradacji DNA postepowat od lewej strony do —44 nukleotydu (15). Je-
dnocze$nie ci sami autorzy znajdowali miejsce kontaktu polimerazy z gru-
pg fosforanowg zlokalizowang w pozycji —44, a wiec region chroniony
posiada w tym przypadku dtugos¢ okoto 210 do 220 A. Wreszcie, podczas
tagodnego trawienia kompleksu DN-azg |, polimeraza chroni przed degra-
dacjg region o diugosci okoto 240 do 270 A (4). Mozna zatem przypuszczaé,
ze DNA jest owiniety wok6t cylindrycznej, sztywnej czasteczki polimera-
zy. Brak licznych miejsc kontaktu z DNA na lewo od regionu —34 a je-
dnoczesnie istnienie efektu ochronnego biatka przed dziataniem nukleaz
moze $wiadczy¢ o niezbyt silnej interakcji miedzy polimeraza a DNA

w tym regionie.

region -35 region-10

Przéd| \

\\b\ ;

oPribnow box
N

region-35 region-10
Drzéd"wlﬁ L,E" : :gi
Tof \ D \\\\ I
It 'f‘ Pribnow box'

Ryc. 9. Struktura polimerazy i regiony promotoréw o najwiekszym prawdopodo-
bienstwie kontaktu z polimeraza.

A. Schematyczny model rozmieszczenia podjednostek w czasteczce polimerazy RNA. Wedtug
Tsui i wsp. (120).

B. Odwzorowanie na ptaszczyznie cylindrycznej powierzchni czasteczek DNA (105 par zasad)
skret spirali DNA (121) zawierajacych promotory lac XV 5 E. coli (u goéry) i A, faga T,
(u dotu). (N) oznacza tancuch niekodujacy, (K)—tancuch kodujacy DNA. Symbole ozna-
czajace miejsca kontaktu polimerazy z DNA sg takie same jak na Ryc. 8 z tym, Ze miejsca
kontaktu z grupami fosforanowymi oznaczono symbolem (¢). Zacieniono regiony helisy
DNA o najwiekszym prawdopodobiefstwie kontaktu z polimerazg. Czasteczki polimerazy
i DNA przedstawiono wzgledem siebie w skali 1:1. Wedlug Siebenlista i wsp. (15).
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Badania struktury przestrzennej kompleksu polimerazy z promotorem

znajdujg sie we wstepnej fazie. Gtdwnymi przeszkodami w szybkim po-
stepie prac sg niewatpliwie wielko$¢ oddziatywujacych ze sobg czasteczek
oraz mozliwos¢ indukowania nieokre$lonych zmian konformacyjnych me-
todami stosowanymi w badaniach.

Zaakceptowano do druku 9.07.1982
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I. Wstep

Heterogenne biatka niehistonowe stanowig istotny skitadnik chromaty-
ny. Obejmuja one m.in. biatka strukturalne oraz biatka o charakterze en-
zymatycznym (1—4). Biatka niehistonowe od dawna budzg zainteresowa-
nie badaczy ze wzgledu na potencjalng mozliwos¢ wystepowania wsrod
nich biatek biorgcych udziat w regulacji aktywnosci genéw. Poczatkowe
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Wykaz stosowanych skrotéw: biatka HMG — biatka o wysokiej ruchliwosci
elektroforetycznej (high mobility group proteins); biatko HD — biatko destabilizu-
jace DNA (helix destabilizing protein).
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préby izolowania biatek niehistonowych z kompleksu chromatynowego
konczyty sie jednak niepowodzeniem. Biatka niehistonowe ulegajg bowiem
fatwo agregacji, przechodzac w formy nierozpuszczalne. W 1973 roku
Goodwin i wsp. (5) opisali metode frakcjonowania biatek niehistono-
wych poprzez ekstrakcje chromatyny 0,35 M roztworem chlorku sodu.
W ekstrakcie autorzy wyro6znili dwie frakcje biatek niehistonowych réz-
nigce sie ruchliwoscia elektroforetyczng w 20°/0 zelu poliakryloamidowym
w pH 2,4: biatka o matej ruchliwosci elektroforetycznej oraz biatka o wy-
sokiej ruchliwosci elektroforetycznej, nazwane biatkami HMG (ang. ,high
mobility group”) (5—7). Z catkowitej puli biatek ekstrahujgcych sie 0,35 M
roztworem chlorku sodu oddzielono biatka HMG, wykorzystujgc ich roz-
puszczalno$¢ w 2°/o roztworze kwasu tréjchlorooctowego. Wyizolowane
biatka HMG pozostajg rozpuszczalne i nadajg sie do dalszych badan. Wcze-
sne prace donosity o wykryciu kilkunastu réznych biatek typu HMG (5, 8).
Ostatecznie wykazano, ze najbardziej rozpowszechnione w chromatynie
wyzszych organizméw eukariotycznych sg cztery biatka HMG oznaczone
symbolami HMG1, HMG2, HMG14, HMG17 (9—15). Zrodtem zaobserwo-
wanej poczatkowo niejednorodnosci biatek HMG moga by¢ na przykitad
produkty ich degradacji (16—19), obecnos$¢ ubikwityny (20, 21) lub nie-
wielkich ilosci innych dotad nie zidentyfikowanych biatek niehistonowych
(22). Nie bez znaczenia wydaje sie takze fakt, ze biatka te moga ulegaé
modyfikacjom, a wiec acetylacji (14, 23—25), fosforylacji (8, 26—32), me-
tylacji (33), rybozylacji (34).

I1. Ogélne wiasciwosci biatek HMG

Biatka HMG izoluje sie ekstrahujgc chromatyne 0,35 M roztworem
chlorku sodu. Sa rozpuszczalne w 5°/o roztworze kwasu nadchlorowego (10,
16, 35) i 2°/o roztworze kwasu tréjchlorooctowego (9, 36), co wykorzystuje
sie w procesie izolacji biatek HMG. Biatka HMG mozna odzyskaé z roz-
tworu przez wytracenie 6 objetosciami acetonu (37) lub 10% roztworem
kwasu tréjchlorooctowego (5). Rozdziatu biatek HMG na poszczegélne fra-
kcje dokonuje sie metodg chromatografii jonowymiennej na kolumnach
zawierajgcych CM-Sephadex (6, 13).

Biatka HMG charakteryzujg sie stosunkowo niewielkim ciezarem czas-
teczkowym w granicach 7000 do 30 000 daltonéw (38—41). Przebadano
pierwszorzedowg strukture biatek HMG1 i HMG2 (37, 42, 43), biatka
HMG14 (10), biatka HMG17 (44—46) oraz biatek HMG-T (36, 47) i H6 (48),
stanowigcych w komorkach jader pstraga odpowiednik biatek HMG ssa-
kéw. Posiadajg charakterystyczny sktad aminokwasowy, zawierajg bo-
wiem w przyblizeniu 25% zasadowych i 30% kwasnych aminokwasow (9).
Wystepujg w tkankach zwierzecych (5, 9, 10, 13, 36, 49—53), a takze droz-
dzach i tkankach roslin wyzszych (15, 54). Cechuje je staba specyficznosé
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tkankowa i gatunkowa (11, 13, 55). Wyjatkiem sg tutaj wyizolowane
z chromatyny jader pstrgga dwa biatka zaszeregowane na podstawie wias-
nosci takich jak podatno$¢ na ekstrakcje 0,35 M roztworem chlorku sodu,
sktad aminokwasowy, niewielki ciezar czasteczkowy do biatek HMG (36,
56). Pierwsze, biatko HMG-T, analogiczne z biatkami HMG1 i HMG2 (46),
posiada ciezar czasteczkowy zblizony do ciezaru czasteczkowego tych bia-
tek, wynoszacy 28 700 daltondw. Biatko HMG-T rozdzielono ostatnio na
dwie podfrakcje: HMG-T1 i HMG-T2 (57—60). Z porownania N-konco-
wych sekwencji biatek HMG-T z odno$nymi sekwencjami biatek HMG1
i HMG2 z grasicy cielecia wynika, ze z pierwszych 25 aminokwaséw 21
aminokwasow jest wspélnych dla biatek HMG1 i HMG2, a 12 dla biatek
HMG1, HMG2 i HMG-T (36, 47). Drugie, swoiste dla komérek jader pstra-
ga biatko H6 o ciezarze 7200 daltonéw zastepuje biatka HMG14 i HMG17
w komérkach jader pstragga (48, 61). Wykazano jednak, ze odmiennos¢ bia-
tek HMG pstrgga ma raczej poditoze filogenetyczne, poniewaz wystepo-
wanie takich samych biatek stwierdzono w watrobie pstraga (62, 63) oraz
w komoérkach jader fladry Pseudopleuronectes americanus (64). Innym
specyficznym rodzajowo biatkiem HMG jest zlokalizowane w erytrocy-
tach kaczki i kurczecia biatko HMG-E (13, 55) i biatko typu HMG wyizo-
lowane z jajowodu kury (65), przy czym, jak stwierdzili Gordon i wsp.
(66), wystepowanie biatka HMG-E nie jest ograniczone do erytrocytow.
Jego obecnos$¢ wykazano takze w kilku innych tkankach kurczecia oraz
w grasicy cielecia. Hamana i wsp. (67, 68) stwierdzili wystepowanie
u Tetrahymena biatka o skfadzie aminokwasowym charakterystycznym
dla HMG, ktére okazato sie specyficzne dla tego gatunku. Ze wzgledu na
wysokg zawartos$¢ lizyny i kwasu glutaminowego nazwano je biatkiem LG
(69) i zaszeregowano do biatek HMG, specyficznych dla Tetrahymena (70).
llo$¢ biatek LG w chromatynie Tetrahymena przekracza ilo$¢ biatek HMG
w chromatynie ssakdw. W komoérkach Tetrahymena przypada w przybli-
zeniu jedna czasteczka LG na nukleosom, podczas gdy na przykiad w gra-
sicy krolika przyblizona ilos¢ wynosi jedng czasteczke HMG14 lub HMG17
na 10 nukleosoméw (71). Jak juz wspomniano, w komorkach organizméw
eukariotycznych wystepujg zasadniczo cztery biatka HMG. Biatka HMG1
i HMG2 majg prawie ten sam ciezar czasteczkowy (38, 39), wykazujg
znaczng homologie sekwencji (17, 72) oraz znaczne podobieAstwo immu-
nologiczne (73). Biatka te o ciezarach czasteczkowych réwnych odpowied-
nio okoto 26 500 i 26 000 daltonéw (38, 48) wystepuja w komorce w ilosci
okoto 1 do 5°0o zawartosci histonéw (17). Molowy stosunek biatek HMG1
i HMG2 do catkowitego histonu jest réwny 1:50. Oznacza to, ze na 10
nukleosoméw przypada jedna czasteczka HMG1 lub HMG2 (74). Kazde
Z nich jest bogate w zasadowe i kwasne aminokwasy (obie te grupy sta-
nowiag okoto 55% catosci aminokwasow). Biatka te, podobnie do histonow,
wykazujg wysoka zawarto$¢ argininy i lizyny, a réznig sie od histonow
wysoka zawartoscig kwasu glutaminowego. W szerokim zakresie wartosci
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pH biatka HMG1 i HMG2 charakteryzujg sie stabilng strukturg trzecio-
rzedowg o duzym udziale konformacji alfa-helix (75). W skrajnych war-
toSciach pH czasteczki biatek ulegajg rozwinieciu. Pofatdowana czastecz-
ka nie ulega rozwinieciu w roztworach o wysokim stezeniu soli, co suge-
ruje niewielki udziat oddziatywan jonowych w stabilizowaniu trzeciorze-
dowej struktury tych biatek (76).

Czasteczki biatek HMG14 i HMG17 sg mniejsze od czasteczek biatek
HMG1 i HMG2 i wykazuja do nich niewielkie podobienstwo immunolo-
giczne (73). Charakteryzuje je znaczna homologia sekwencji (10). Czastecz-
ka HMG17 zawiera w catosci 89 aminokwasow, z czego 24% stanowi li-
zyna, 4°/o arginina (jak w histonie HI), za§ 24% stanowig kwasy aspara-
ginowy i glutaminowy. Goodwin i wsp. (12) wskazujg w swej pracy
na podobieAstwo biatek HMG14 i HMG17 do histonu HI. Wszystkie te
biatka sa bogate w lizyne, alanine i proline. Zasadowa, N-koricowa cze$¢
czasteczki biatek HMG14 i HMG17 posiada regiony o homologicznej sek-
wencji z N-koncowymi regionami czgsteczki histonu HI (44, 77). W prze-
ciwienstwie do biatek HMG1 i HMG2 biatka HMG14 i HMG17 nie po-
siadajg stabilnej struktury drugo- i trzeciorzedowej (41, 78).

I1-1. Oddziatywanie biatek HMG z DNA

Biatka HMG1 i HMG2 wigzg sie z DNA in vitro (38, 39, 79). Z badan
nad oddziatywaniem DNA z biatkami HMG1 i HMG2 wynika, ze pomieg-
dzy zasadowymi aminokwasami biatek a grupami fosforanowymi DNA
powstaje wigzanie jonowe (38, 39) niespecyficzne wzgledem pierwszorze-
dowej struktury DNA. Y u i wsp. (79) wykazali, ze w roztworach nie za-
wierajacych soli biatka HMG1 i HMG2 stabilizujag DNA, co objawia sie
wzrostem temperatury ,,topnienia” DNA w obecnosci tych biatek. W roz-
tworach o niskich sitach jonowych regiony czasteczki HMG1 bogate w li-
zyne i zawierajgce wszystkie reszty aromatyczne sg zwigzane z DNA,
podczas gdy bardziej kwasny region fancucha pozostaje wolny (75, 80).
Javaherian i wsp. (81) wykazali, ze w obecnosci soli biatka HMG1
i HMG2 maja zdolno$¢ destabilizacji struktury drugorzedowej DNA. Pod
tym wzgledem sg one podobne do biatek serii HD (ang. helix destabilizing
protein) wyizolowanych z organizméw prokariotycznych i eukariotycz-
nych, biorgcych udziat w replikacji DNA (82, 83). W roztworach nie za-
wierajgcych soli biatka HMG1 i HMG2 nie wystepujg w formie natywnej
i zachowujg sie jak polikationy, ktore stabilizujg drugorzedowgq strukture
DNA. W obecnosci soli biatka HMG wystepujg w formie natywnej i po-
wodujg destabilizacje DNA. Tak wiec trzeciorzedowa struktura tych bia-
ek jest Scisle zwigzana z ich wiasciwosciami destabilizujgcymi DNA. Bial-
ka HMG1 i HMG2 majg wieksze powinowactwo do DNA jednoniciowego
(81, 84, 85). Po skompleksowaniu z kotowym DNA powodujg jego super-
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spiralizacje (74), a w szczeg6lnych warunkach moga tworzy¢ z DNA struk-
tury podobne do nukleosoméw (86). Biatko HMG1 oddziatuje z niektory-
mi podfrakcjami histonu HI, podczas gdy HMG2 reaguje stabiej i mnigj
specyficznie (87—89).

Biatka HMG14 i HMG17 wiagza sie z DNA w sposéb jonowy, a ich przy-
taczenie nie powoduje zmian w strukturze DNA (41, 78). Wykazujg pre-
ferencje do wigzania z jednoniciowym DNA (90).

11-2. Wigzanie biatek HMG z nukleosomami

Chromatyna ma strukture nukleosomalng (91). Dotyczy to zaréwno
aktywnych (92—97) jak i nieaktywnych genow (98—101) oraz odcinkéw
replikujacego DNA (102—104). Stwierdzono wystepowanie biatek HMG
w obrebie nukleosoméw (16, 71, 105). Wg Mathew i wsp. (105) w jadrze
wystepujg dwie populacje biatek HMG1 i HMG2. Jedna obejmuje biatka
HMG1 i HMG2 fatwo wymywane z jader, druga za$ biatka zwigzane
w sposob trwaty z chromatyng. Biatka te wigza sie z odcinkiem DNA 1t3-
czacym poszczegdlne nukleosomy (106). Analogicznie, badania Kueh la
i wsp. (60) wykazaty w chromatynie jader pstragga obecnos$¢ biatek HMG-T
réznigcych sie sitg wigzania z chromatyng. Wydaje sie, ze o ile biatka
HMG1 i HMG2 t3czg sie raczej z odcinkiem miedzynukleosomalnym chro-
matyny, o tyle biatka HMG14 i HMG17 maja wyrazng tendencje do wig-
zania sie z nukleosomami (106). Jak wykazali Sandeen i wsp. (107)
we wszystkich przebadanych przez nich warunkach rdzenie nukleosomal-
ne, ztozone z DNA o dtugosci 140 par zasad nawinietego na rdzen histono-
wy, wigzaty biatka HMG14 i HMG17 silniej niz wolny DNA odpowiada-
jacy dtugoscig DNA nukleosomalnemu (106). Rdzenie nukleosomalne efek-
tywnie wspdtzawodniczg o biatka HMG 14 i HMG17 i ani zmiana porzadku
dodawania sktadnikéw, ani obnizanie stezenia soli nie wptywajg na to wig-
zanie.

DNA rdzenia nukleosomalnego w obecnosci biatek HMG14 i HMG17
wykazuje wiekszg stabilno$¢ w procesie termicznej denaturacji. Te wyniki
oraz analiza potozenia odcinkéw DNA nukleosomu opornych na dziatanie
nukleazy sugeruja, ze biatka HMG14 i HMG17 wiazg sie z kohcowymi od-
cinkami DNA rdzenia nukleosomu. Sugestie te sg zgodne z hipotezg za-
proponowang przez Goodwina i wsp. (71), ktérzy sadza, ze nukleo-
som zawierajacy biatka HMG14 i HMG17 ma analogiczng strukture z nu-
kleosomem zawierajgcym histon HI. Réznica polega na zastapieniu czas-
teczki histonu HI chronigcej oba korice DNA rdzenia przez dwie czasteczki
HMG14 i HMG17, po jednej na kazde 7 do 10 par zasad diugosci DNA
na obu jego koncach. Sugestie te znalazly potwierdzenie w pracy Mar -
diana i wsp. (108), ktorzy wykazali, ze rdzenie nukleosomalne zawie-
rajg dwa specyficzne miejsca wigzace dla biatek HMG14 i HMG17. Po-
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twierdzajg je takze wyniki uzyskane przez Albrighta i wsp. (109),
ktorzy wykazali w eksperymentach rekonstytucyjnych, ze nukleosomy
posiadajg niezalezne miejsca wigzania dla 2 czasteczek HMG14 lub HMG17
i jedno dla czasteczki histonu HI.

I11. Rola bialetk HMG w chromatynie

Konserwatywna pierwszorzedowa struktura biatek HMG oraz wy-
stepowanie ich w jadrze komdrkowym w znacznych ilosciach upodabnia
biatka HMG do histonéw. Dato to podstawe do sugestii, ze biatka HMG,
podobnie jak histony, stanowig strukturalny skiadnik chromatyny (5, 12).
Na tym jednak konczy sie analogia miedzy biatkami HMG a histonami.
Synteza biatek HMG w komdrce, w przeciwienstwie do histonéw, nie za-
chodzi w fazie S cyklu komdrkowego jednoczes$nie z syntezg DNA, a in-
hibitory syntezy DNA nie hamujg syntezy biatek HMG (55, 110). Bus-
tin et al (111) wykazali, ze mRNA biatek HMG1 i HMG2 sa, podobnie
jak mRNA wiekszosci biatek komérkowych, poliadenylowane, czym rdz-
nig sie zasadniczo od niepoliadenylowanych czgsteczek mRNA histondw.
Zasadnicza roznica dotyczy jednak rozmieszczenia histondw i biatek HMG
w chromatynie. W odr6znieniu od histonéw, coraz liczniejsze dane wska-
zujg na zwigzek biatek HMG z chromatyng aktywng. Wyjatek stanowig
tu wyniki uzyskane przez Goodwina i Johnsa (112), negujace
specyficzng asocjacje biatek HMG z chromatyng aktywng transkrypcyjnie.

Jak obecnie wiadomo, struktura nukleosomalna nie stanowi wyrozni-
ka stanu aktywnos$ci lub braku aktywnosci chromatyny, poniewaz cata
tak aktywna, jak i nieaktywna chromatyna ma strukture nukleosomalng.
Obserwowano jednak réznice strukturalne miedzy aktywnymi i nieak-
tywnymi regionami chromatyny. Aktywne regiony chromatyny maja kon-
formacje, w ktorej sg szczegblnie podatne na trawienie DNAazg | (113—
115). Trawieniu DNAazg | sekwencji aktywnie transkrybowanych towa-
rzyszy uwalnianie biatek niehistonowych, a wsérdd nich biatek HMG (56,
115—120). DNAaza | trawi wybiérczo nie tylko regiony chromatyny za-
wierajace geny aktualnie transkrybowane z duza szybkoScia, lecz takze
geny transkrybowane rzadko, geny, ktére byty aktywne na pewnym eta-
pie zycia komorki czy wreszcie geny potencjalnie aktywne (114, 121).
DNAaza | dziata wiec specyficznie na regiony chromatyny o aktywnej
konformacji, bedacej odzwierciedleniem ,potencjatu transkrypcyjnego”
(114) chromatyny.

Nie ulega watpliwosci, ze biatka HMG biorg udziat w tworzeniu ,ak-
tywnej konformacji” chromatyny. Przeciwciata biatek uwalnianych przez
DNAaze | znakowane fluorochromowo specyficznie barwig te regiony
chromosomoéw Sliniankowych Drosophila, ktdre wystepujg lub wystepo-
waty w pufach, a wiec byly aktywne na pewnym etapie rozwoju (122).
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Jak wykazali Georgiev i wsp. (123—125) czastki subnukleosomalne
zawierajgce biatka HMG14 i HMGL17 sg wzbogacone w sekwencje DNA
aktywnie transkrybowane. Biatka HMG14 i HMG17 majg wieksze powi-
nowactwo do nukleosomow zawierajagcych sekwencje genu aktywnego,
jak wykazali w eksperymentach rekonstytucyjnych Sandeen i wsp.
(107). Mocnego argumentu przemawiajagcego na korzy$¢ udziatu biatek
HMG14 i HMG17 w aktywacji genomu dostarczajg prace grupy Wein-
trauba (126, 127), z ktérych wynika, ze obecno$¢ biatek HMG14
i HMGL17 jest czynnikiem koniecznym dla specyficznego wytrawienia ak-
tywnych gendéw. Brak tych biatek powoduje utrate zwiekszonej wrazli-
wosci tych gendéw na dziatanie DNAazy | (128).

Wyniki trawien chromatyny innymi enzymami nukleolitycznymi,
a mianowicie nukleazg mikrokokalng i DNAazg Il potwierdzajg Scisty
zwigzek miedzy aktywno$cig chromatyny, a wystepowaniem w aktyw-
nym regionie biatek HMG. Nukleaza mikrokokalna trawi preferencyjnie
regiony miedzynukleosomalne w tych fragmentach chromatyny, ktére za-
wierajg transkrybowane sekwencje DNA (92, 129, 130), co prowadzi do
uwolnienia z chromatyny po ograniczonym trawieniu nukleazg mikroko-
kalng nukleosoméw zawierajgcych DNA wzbogacone w sekwencje genow
aktywnych. Obecno$¢ biatek HMG we frakcji wcze$nie uwalnianej przez
nukleaze mikrokokalng wykazat Jackson i wsp. (106). Wykazano, ze
odcinki miedzynukleosomalne chromatyny jader pstraga preferencyjnie
trawione przez nukleaze mikrokokalng sg zubozone w histon HI, a wzbo-
gacone w HMG-T (131). Nukleosomy tej chromatyny sg wzbogacone
w biatko H6 (130, 132—135). Przy ograniczonym trawieniu nukleaza mi-
krokokalna uwalnia z chromatyny jader nukleosomy dwu typow. Jeden
zawiera DNA o diugosci 140 par zasad, histony rdzeniowe oraz 90% chro-
matynowego H6 w ilosci jedna czasteczka H6 na oktamer histonowy. Nu-
kleosomy drugiego typu zawierajg DNA o diugosci w granicach 140 do
190 par zasad, histony rdzeniowe oraz histon HI. Preferencyjne uwalnia-
nie takich nukleosoméw miato zwigzek z obecnosciag HMG-T w miedzy-
nukleosomalnych odcinkach zawierajgcej je chromatyny. Nukleosomy
obydwu rodzajow zawieraty DNA wzbogacony w sekwencje genoéw ak-
tywnych. Oprécz sekwencji homologicznych nukleosomy kazdego typu
miaty zestaw sekwencji odrebnych (134). Analogicznie Goodw in i wsp.
(71) wykazali, ze w grasicy krélika, w watrobie cielecia i jajowodzie kury
ograniczone dziatanie nukleazy mikrokokalnej uwalnia dwa zestawy nu-
kleosomoéw — jeden obejmuje odcinek DNA o dtugosci okoto 145 par za-
sad potagczony z czterema histonami rdzeniowymi, drugi za$ odcinek DNA
o dtugosci 160 par zasad zasocjowany z histonami rdzeniowymi, biatkami
HMG14 i HMG17 nie zawierajgcy histonu HI, a zawierajgcy wykrywalne
ilosci HMG1 i HMG2 (71). O ile jednak obecnos¢ biatek HMG jest ko-
nieczna dla wystgpienia wybidrczej czutosci regionéw aktywnych chroma-
tyny na DNAaze |, o tyle wybidrcze trawienie gendéw aktywnych nukle-
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azg mikrokokalng nie jest uzaleznione od wystepowania biatek HMG (136).
Wystepowanie biatek HMG w regionach aktywnej transkrypcyjnie
chromatyny zostato potwierdzone takze z zastosowaniem DNAazy Il. En-
zym ten wycina preferencyjne regiony chromatyny aktywnej, ktérg moz-
:na oddzieli¢ od pozostatej czeSci chromatyny, wykorzystujac jej rozpusz-
czalno$¢ w obecnosci jondw magnezu (137). Wykazano wzbogacenie frakcji
echromatyny uwolnionej przez DNAaze Il w biatka HMG (133, 138).
Mozna przyjaé, ze wyznacznikiem dostepnosci jakiego$ regionu chro-
matyny na wybiorcze trawienie DNAazg | jest obecno$¢ w tym regionie
»biatek HMG (rozumowanie takie oparte jest na zatozeniu, ze wystepowa-
nie biatek HMG ogranicza sie wytgcznie do aktywnych regiondw chroma-
tyny, na co brak jak dotagd dowodéw). Pewnych sugestii odnosnie mecha-
nizmu dziatania biatek HMG dostarcza cytowana wyzej praca Good-
wina iwsp. (71). Jak juz wspomniano autorzy ci opisujg nukleosomy,
*ktére oprocz DNA o dtugosci 160 par zasad i histonéw rdzeniowych za-
wieraja biatka HMG14 i HMG17, wykrywalne ilosci biatek HMG1 i HMG2
«<raz nie zawierajg histonu HI. Wyniki te poparte przez innych (130, 133,
139) pozwolity zaproponowaé¢ wspomniany wczes$niej model ,,aktywnego
nukleosomu”, w ktéorym N-kofAcowe regiony bialek HMG14 i HMG17
wigza sie z odcinkiem DNA o dlugosci 15 par zasad, przylegajacym do
eodcinka rdzeniowego o dtugosci 145 par zasad. Jednoczes$nie C-koncowe
regiony biatek HMG 14 i HMG 17 moga oddziatywaé z rdzeniem nukleo-
somalnym. Na poparcie proponowanego modelu mozna by przytoczy¢ opi-
sywane wczesniej podobienstwa pomiedzy biatkami HMG14 i HMG17
a histonem HI. Przyjmujac, ze biatka HMG14 i HMG17 moga zastepowac
histon HI w chromatynie aktywnej mozna wyjas$ni¢ zjawisko specyficz-
nej reasocjacji biatek HMG14 i HMG17 z chromatyng pozbawiong uprzed-
nio tych biatek przez ekstrakcje 0,35 M roztworem chlorku sodu. Po re-
asocjacji obserwowano przywrocenie chromatynie zawierajagcej sekwencje
genu globinowego czutosci na DNAaze I. Otéz 0,35 M roztwér chlorku
sodu usuwa z regionéw aktywnych biatka HMG14 i HMGL17, nie narusza-
jac odcinkéw miedzynukleosomalnych zwigzanych z histonem HI, ktory
nie ulega ekstrakcji w tej sile jonowej. W procesie rekonstytucji biatka
HMG14 i HMG17 rozpoznajg DNA miedzynukleosomalny genéw aktyw-
nych, przywracajac sekwencjom genowym swoisto$¢ trawienia DNAazg |.
Wiadomo, ze przecietnie w komérce eukariotycznej okoto 10% chro-
matyny wystepuje w formie aktywnej transkrypcyjnie, prawdopodobnie
w stanie aktywnosci znajduje sie okoto 3X108 nukleosomoéw. Przy zato-
zeniu ograniczenia wystepowania biatek HMG do regiondw aktywnych
wynika, ze w komorce znajduje sie dostatecznie wiele czgsteczek HMG,
aby na kazdy aktywny nukleosom mogta przypada¢ jedna czasteczka
HMG14 i HMG17. Zastgpienie histonu HI na aktywnych nukleosomach
przez biatka HMG14 lub HMG17 uniemozliwia interakcje miedzy czas-
teczkami histonu HI sasiadujgcych nukleosoméw (140), w wyniku czego
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mozliwe staje sie rozluZnienie solenoidalnej struktury chromatyny (141,
142), a tym samym chromatyna znajduje sie w mniej upakowanej kon-
formacji. Staje sie wiec zrozumiate dlaczego biatka HMG14 i HMG17 sa
czynnikiem warunkujagcym szczeg6lng dostepnos$¢ aktywnej chromatyny
na dziatanie DNAazy | oraz dlaczego obecno$¢ biatek HMG14 i HMG17
pochodzacych z chromatyny aktywnej nie uczula na DNAaze | gendéw
nieaktywnych. Nie tylko chromatyna, ale i nukleosomy pochodzace z chro-
matyny aktywnej sg wybiorczo trawione przez DNAaze | (113, 136). Z te-
go wynika, ze prawdopodobnie istnieje inny czynnik (lub czynniki), ktéry
tacznie z HMG odpowiada za nadawanie pewnym regionom chromatyny
cech odrézniajgcych je od regionéw nieaktywnych. Czynnik ten dziata
prawdopodobnie na poziomie nukleosoméw i jest rozpoznawany przez biat-
ka HMG14 i HMG17, na co wskazuje specyficzne wigzanie sie tych biatek
z nukleosomami izolowanymi z chromatyny erytrocytéw ptakdw, zawiera-
jacymi sekwencje genu hemoglobiny (126, 127). Natura tego czynnika
(czynnikow) pozostaje nieznana. Wiadomo, ze podjednostki zasocjowane
z biatkami HMG14 i HMG17 charakteryzujg sie mniejszg ruchliwoscig
elektroforetyczng niz pozostate nukleosomy. Réznica ta utrzymuje sie na-
wet po usunieciu biatek HMG14 i HMG17 (143). Liczne dane doswiadczal-
ne wskazujg na zwigzek miedzy acetylacjg histonéw i aktywnoscig genow
(144, 145). Wiadomo, ze acetylacja histonéw zwieksza podatno$¢ chroma-
tyny na trawienie DNAazg | (146), a frakcje chromatyny aktywnej trans-
krypcyjnie sg wzbogacone w histon H4 o r6znym stopniu acetylacji (147,
148). Na zwigzek miedzy acetylacjg histonéw, wystepowaniem biatek
HMG 14 i HMG 17 z aktywnos$cig chromatyny wskazujg wyniki uzyskane
przez Reeves’a i Candido (149, 150). Autorzy ci wykazali, ze za
aktywnos¢ hamowania deacetylaz histonowych stwierdzong we frakcjach
chromatyny uwalnianych przez DNAaze | (149) odpowiedzialne sg biatka
HMG14 i HMG17 (150). Proces wspdtdziatania biatek HMG i acetylacji
histonowych w aktywacji chromatyny mozna wiec sobie wyobrazi¢ naste-
pujaco. Pewne odcinki chromatyny ulegajag pobudzeniu przejawiajgcym
sie miedzy innymi wzrostem poziomu acetylacji histonéw rdzeniowych
(151). Acetylacja histonéw rdzeniowych powoduje zmiany strukturalne
chromatyny. Takie zmienione odcinki chromatyny sg nastepnie rozpozna-
wane przez biatka HMG14 i HMG17, ktore dzieki zdolnosci hamowania
deacetylaz histonowych utrwalajg stan pobudzenia chromatyny. Zdolnos¢
inhibowania acetylaz histonowych przez biatko HMG17 nie zostata jednak
potwierdzona przez badania Mezquity i wsp. (152).

Udziat biatek HMG14 i HMG17 w aktywacji genomu wydaje sie nie
budzi¢ watpliwosci. Nie wiadomo jak dotad czy jest to ich jedyna rola.
Bardziej dyskusyjne jest rozmieszczenie i rola biatek HMG1 i HMG2.
Wiadomo, ze biatka te wystepuja w odcinkach miedzynukleosomalnych
chromatyny aktywnej transkrypcyjnie, ale brak ich na aktywnych nu-
kleosomach (153). Wystepowanie tych biatek nie ogranicza sie tylko do

8 Postepy Biochemii 4/82



496 S. GROBNER [10]

jadra komérkowego; pewna ich ilos¢ wystepuje w cytoplazmie (154—156),
skad moga przemieszczac sie do jadra (157, 158). Z badan rozmieszczenia
biatek HMG1 i HMG2 wprowadzonych do komérki metodg mikroinjekcji
wynika, ze obecne w cytoplazmie i jadrze biatka HMG1 i HMG2 znajdujg
sie w stanie dynamicznej rownowagi (159). Zaobserwowano zwigzek mie-
dzy intensywnoscig podziatbw komoérkowych a poziomem biatek HMG1
i HMG2 w jadrze. Po etapie intensywnych podziatéw komérkowych w mo-
mencie wejscia komdrek w stadium réznicowania obserwuje sie w ko-
maérkach spadek poziomu biatek HMG1 i HMG2 (154, 159, 160). W Swietle
tych danych, biorgc pod uwage wczesniej opisane destabilizujgce DNA
dziatanie biatek HMG1 i HMG2 oraz ich podobieristwo do biatek HD, roz-
wijajagcych DNA, prawdopodobne jest, ze biatka HMG1 i HMG2 biora
udziat w procesie replikacji i moga przemieszcza¢ sie z jadra do cyto-
plazmy lub odwrotnie, w zaleznosci od zapotrzebowania jadra na biatka
destabilizujgce DNA.

Zaakceptowano do druku 9.07.1982

PISMIENNICTWO

1 Stein G S, Speisberg T. C, Kleinsmith L. J., (1974), Science,
183, 817—824.

2. Elgin S. C. R, Weintraub H. (1975), Ann. Rev. Biochem., 44, 725—774.

3. Douvas A S, Harrington Ch. A, Bonner J, (1975), Proc. Nat.
Acad. Sci. USA, 72, 3902—3906.

4 Klyszejko-Stefanowicz L. (1979), Post. Biochem., 25, 287—350.

5. Goodwin G H, Sanders C, Johns E. W, (1973), Eur. J. Biochem.,
38, 14—19.

6. Goodwin G. H, Johns E. W, (1975), Eur. J. Biochem., 40, 215—219.

7. Goodwin G. H, Johns E. W. (1972). FEBS Lett., 21, 103—104.

8 Goodwin G H, Nicolas R H, Johns E W., (1975), Biochem. Bio-
phys. Acta, 405, 280—291.

9. Johns E W, Goodwin G H, Walker J M, Sanders C., (1975),
Ciba Found. Symp., 28, (new series), 95—107.

10. Goodwin G H, Rabbani A, Nicolas R H, Johns E W,
(1977), FEBS Lett., 80, 413—416.

11. Rabbani A, Goodwin G H, Johns E. W, (1978), Biochem. J., 173,
497—505.

12 Goodwin G H, Walker J M, Johns E. W, (1978), w: The Cell
Nucleus (Busch H. ed.), Academic Press.

13. Sterner R, Boffa L C, Vidali G., (1978), J. Biol. Chem., 253, 3830—
3836.

14. Rabbani A, Goodwin G H, Johns E. W, (1978), Biochem. Biophys.
Res. Commun., 81, 351—358.

15. Spiker S, Mardian J K W, Isenberg 1, (1978), Biochem. Biophys.
Res. Commun., 82, 129—135.

16. Goodwin G. H, Woo.dhead L, Johns E W, (1977), FEBS Lett.,, 73,
85—88.



[11]

17.
18.

19.

20.

21

22.

23.

24,

25.

26.

21.
28.

29.
30.
3L
32.
33.

34.

35.
36.

37.

38.

39.

40.
41.

42.

43.

45.

BIALKA NIEHISTONOWE 497

Sanders C., (1977), Biochem. Biophys. Res. Commun., 78, 1034—1042.
Sterner R, Vidali G, Allfrey V. G, (1979), Biochem. Biophys. Res.
Commun., 89, 129—134.

Goodwin G H, Walker J M, Johns E. W, (1978), Biochem. Biophys.
Acta, 519, 233—244,

Walker J M, Goodwin G H, Johns E. W, (1978), FEBS Lett., 90,
327—330.

Schlesinger D. H, Goldstein G, Niall H. D, (1975), Biochemi-
stry, 14, 2214—2218.

Ahmed K, Dawis A T, Goveli S A, Wilson M. J, (1980),
Biochem. Biophys. Res. Commun., 96, 326—331.

Sterner R, Vidali G, Heinrikson R L, Allfrey V. G, (1978),
J. Biol. Chem., 253, 7601—7604.

Sterner R, Vidali G, Allfrey V. G, (1979), J. Biol. Chem., 254, 1157—
1183.

Sterner R, Vidali G, Allfrey V. G, (1981), J. Biol. Chem., 256, 8892—
8895.

Inoue A, Tei Y, Hasuma T, Yukioka M., Morisawa S,
(1980), FEBS Lett., 117, 68—73.

Bhorjee J. S, (1981), Proc. Natl. Acad. Sei. USA, 78, 6944—6949.

Saffer J D, Glazer R. I, (1980), Biochem. Biophys. Res. Commun., 93,
1280—1286.

Sun I. Y-C., Johnson E M, Allfrey V. G, (1980), J. Biol. Chem.,
255, 742—747.

Arfmann A A, Haase E, Schroter H., (1981), Biochem. Biophys.
Res. Commun., 101, 137—143.

Levy-Wils on B., (1981), Proc. Natl. Acad. Sei. USA, 78, 2189—2194.
Saffer J D, Glazer R. J, (1982), J. Biol. Chem., 257, 4655—4658.
Boffa L C, Skiner R, Vidali G, Allfrey V. G, (1979), Bio-
chem. Biophys. Res. Commun., 89, 1322—1327.

Giri C. P, West M H P, Smullson M., (1978), Biochemistry, 17,
3495—3500.

Sanders C, Johns E. W, (1974), Biochem. Soc. Trans., 2, 547—550.
Watson D. C, Peters E H, Dixon G. H. (1977), Eur. J. Biochem., 74,
53—60.

Walker J M, Goodwin G H, Johns E W, (1976), Eur. J. Biochem.,
62, 461—469.

Shooter K V., Goodwin G H, Johns E. W, (1974), Eur. J. Biochem.,
47, 263—270.

Goodwin G H, Shooter K V., Johns E. W, (1975), Eur. J. Biochem.,
54, 427—A433.

Javaherian K, Amini S, (1977), Biochem. Biophys. Acta, 478, 295—304.
Javaherian K, Amini S, (1980), Biochem. Biophys. Res. Commun., 85,
1385—1391.

Walker J M, Gooderham K, Hastings J R B, Mayers E,
Johns E. W, (1980), FEBS Lett., 122, 264—271.

Walker J M, Hastings J R B, Johns E W, (1978), Nature, 271,
281—282.

Walker J M, Hastings J R B, Johns E W, (1977), Eur. J. Bio-
chem., 76, 461—468.

Walker J M, Stearn C, Johns E. W, (1980), FEBS Lett.,, 112, 207—
211.



498

46.

47.

48.

49,
50.
51.
52.
53.

54.
55.

56.

57.

58.

59.
60.

61.

62.

63.

64.
65.

66.
67.
68.
69.
70.
71.
72.
73.
74.
75.

76.

S. GROBNER [12]

Walker J M, Hastings J R B, Johns E W, Gaastra W,
(1976), Biochem. Biophys. Res. Commun., 73, 72—78.

Huntley G H, Dixon G. H., (1972), J. Biol. Chem., 247, 4916—4919.
Watson D. C, Wong C. W, Dixon G. H., (1979), Eur. J. Biochem., 95,
193—202.

Wigle D. T, Dixon G. H. (1971), J. Biol. Chem., 246, 5636—5644.
Smith J A, Stocken L. A, (1973), Biochem. J.,, 131, 859—861.

Elgin S. R C, Bonner J., (1972), Biochemistry, 11, 772—784.

Franco L, Montero F, Rodriguez-Molina J. J, (1977), FEBS
Lett., 78, 317—320.

Mathew C G. P, Goodwin G H, Gooderham K, Walker J
M, Johns E. W. (1979), Biochem. Biophys. Res. Commun., 87, 1243—1251.
Weber S, Isenberg I, (1980), Biochemistry, 19, 2236—2240.

Romani M, Rodman T. C, Vidali G. J, Bustin M, (1979), J.
Biol. Chem., 254, 2918—2922.

Levy-Wilson B, Wong N. C W, Watson D. C, Peters E H,
Dixon G. H., .(1978), Cold Spring Harbor Symp. Quant. Biol., 42, 793—801.
Bhullar B. S, Hewitt J, Candido E. P. M., (1981), J. BioZ. Chem.,
256, 8801—8806.

Brown E, Goodwin G H, Mayes E L V., Hasling J R B,
Johns E. W, (1980), Biochem. J., 191, 661—664.

Davie J R, Candido E. P. M., (1980), FEBS Lett., 110, 164—168.
Kueh!l L, Lyness T, Watson D C, Dixon G. H., (1979), Bio-
chem. Biophys. Res. Commun., 90, 391—397.

Watson D. C, Levy Wilson B, Dixon G. H. (1978), Nature, 276.
196—198.

Christensen M E, Dixon G. H., (1981), J. Biol. Chem., 256, 7549—
7556.

Rabbani A, Goodwin G H, Walker J M, Brown E, Johns
E. W., (1980), FEBS Lett.,, 109, 294—298.

Kennedy B. P, Davies P. L. (1980), J. Biol. Chem., 255, 2533 2539.
Teng C S, Gallagher K, Teng C. T. (1978), Biochem. J., 176, 1003—
1006.

Gordon J S, Rosenfeld B. J, Kaufan R, Williams D. L,
(1980), Biochemistry, 19, 4395—4402.

Iwai K, Ham ana K., Yabuki H. (1970), J. Biochem., 68, 597—601.
Hamana K, Iwai K., (1971), J. Biochem., 69, 1097—1111.

Hamana K, Iwai K., (1974), J. Biochem., 76, 503—512.

Hamana K, Ilwai K, (1979), J. Biochem., 86, 789—794.

Goodwin G H, Mathew C G P, Wright C A, Venkov C,
Johns E. W, (1979), Nucleic Acids Res., 7, 1815—1835.

Alfagenna O. R, Rudkin G T, Cohen L. H. (1976), Proc. Natl.
Acad. Sei. USA, 73, 2038—2042.

Bustin M., Hopkins R B, Isenberg I, (1978), J. Biol. Chem., 253,
1694— 1699.

Javaherian K, Liu L F, Wang J. C., (1978), Science, 199, 1345—1346.
Cary P. D, Crane-Robinson C, Bradbury E M, Javahe-
rian K, Goodwin G H, Johns E. W., (1976), Eur. J. Biochem., 62,
583—590.

Baker C, Isenberg I, Goodwin G H, Johns E W, (1976),
Biochemistry, 15, 1645—1649.



[13]

7.

78.

79.
80.
81.
82.
83.
84.
85.
86.
87.

88.
89.

90.
91.
92.

93.
94,

95.
96.
97.
98.
99.
100.
101.

102.
103.

104.
105.

106.
107.

108.

BIALKA NIEHISTONOWE 499

Walker J M, Goodwin G H, Johns E W, (1979), FEBS Lett., 100,
394—398.

Abercrombie B. D, Kneale G G, Crane-Robinson C,
Bradbury E M, Goodwin G H, Walker J M, Johns E W,
(1978), Eur. J. Biochem., 84, 173—177.

Yu S. S, Li H J, Goodwin G H, Johns E W, (1977), Eur. J. Bio-
chem., 78, 497—502.

Walker J M, Shooter K V., Goodwin G H, Johns E W,
(1976), Biochem. Biophys. Res. Commun., 70, 88—93.

Javaherian K, Sadeghi M., (1979), Nucleic Acids Res., 6, 3569—3580.
Alberts B. M, Frey L. (1970), Nature, 227, 1313—1318.

Herrick G, Alberts B. (1976), J. Biol. Chem., 251, 2133—2141.
Isackson P. J. Fishback J L, Bidney D. L. (1979), J. Biol.
Chem., 254, 5569—5573.

Bidney D. L, Reeck G. R, (1978), Biochem. Biophys. Res. Commun., 85,
1211—1218.

Mathis D. J, Kindelis A, Spadofora C., (1980), Nucleic Acids Res.,
8, 1577—1590.

Smerdon M. J, Isenberg 1, (1976), Biochemistry, 15, 4242—4247.

Yu S. H, Spring T. G. (1977), Biochem.' Biophys. Acta, 492, 20—28.
Cary P. D, Shooter K V, Goodwin G H, Johns E W, 0 1la-
yemi J. Y., Hartman P. G, Bradbury E. M, (1979), Biochem. J.t
183, 657—662.

Isackson P. J, Reeck G. R, (1981), Nucleic Acids Res., 9, 3779—3793.
Kornberg R. D, (1977), Ann. Rev. Biochem., 46, 931—955.

Bellard M, Gannon P, Chambon P. (1977), Cold Spring Harbor
Symp. Quant. Biol., 42, 779—791.

Lacy E, Axel R. (1975), Proc. Natl. Acad. Sei. USA, 72, 3978—3982.
Kuo M. T, Sahasrabuddhe C. G, Saunders G. F. (1976), Proc.
Natl. Acad. Sei. USA, 73, 1572—1575.

Mathis D. J, Gorovsky M. A. (1976), Biochemistry, 15, 750—755.
Reeves R. (1976), Science, 145, 529—532.

Gottesfeld J M, Melton D. A, (1978), Nature, 273, 317—319.
Lipchitz L, Axel R. (1976), Cell, 9, 355—364.

Musich P. R, Brown F. L, Maio J. J., (1977), Proc. Natl. Acad. Sei.
USA, 74, 3297—3301.

Bokhon’ko A, Reeder R. H., (1976), Biochem. Biophys. Res. Commun.,
149, 146—152.

Horz W, lgo-Kemenes T, Pfeiffer W, Zachau H. G. (1976),
Nucleic Acids Res., 3, 3213—3225.

McKnightS. L, Miller O. L. Jr,, (1977), Cell, 12, 795—804.

Shelton E R, Kang J, Wasserman P. M, Pamphilis M
L., (1978), Nucleic Acids Res., 5, 349—362.

Seale R. L. (1978), Proc. Natl. Acad. Sei. USA, 75, 2717—2721.

Mathew G. G P, Goodwin G H, Johns E. W, (1979), Nucleic
Acids Res., 6, 167—179.

Jackson J B, Pollock J M, Rill J M., (1979), Biochemistry, 18,
3739—3749.

Sandeen G, Wood W. I, Felsenfeld G. (1980), Nucleic Acids Res.,
8, 3757—3778.

Mardian J K. W, Paton A E, Bunick G. J, Olins D. E,
(1980), Science, 209, 1534— 1536.



500

109.

110.
111.

112.

113.
114.

115.
116.
117.
118.
119.
120.
121.
122.
123.
124,
125.
126.
127.
128.
129.
130.
131.
132.
133.
134.
135.

136.
137.

138.

139.

S. GROBNER [14]

Albright S C, Wiseman J M, Lange R A, Garrard W. T,
(1980), J. Biol. Chem., 255, 3673—3684.

Kuehl L. (1979), J. Biol. Chem., 254, 7276—7281.

Bustin M, Neihart N K, Fagan J. B, (1981), Biochem. Biophys. Res.
Commun., 101, 893—897.

Goodwin G H, Johns E. W, (1978), Biochem. Biophys. Acta, 519, 279—
284. /

Weintraub H, Groudine M., (1976), Science, 193, 848—856.

Garel A, Zolan M, Axel R. (1977), Proc. Natl. Acad. Sei. USA, 74,
4867—A4871.

Levy-Wilson B.,, Dixon G. H. (1977), Nucleic Acids Res., 4, 883—898.
Vidali G, Boffa L C, Allfrey V. G, (1977), Cell, 12, 409—415.
Levy-Wilson B, Wong N C W, Dixon G. H., (1977), Proc. Natl.
Acad. Sei. USA; 74, 2810,-2814.

Levy-Wilson B., Dixon G. H. (1978), Can. J. Biochem., 56,480—491.
Hamana K, Zama M., (1980), Nucleic Acids Res., 8, 5275—5288.
Levy-Wilson B, Kuehl R, Dixon G. H., (1980), Nucleic Acids Res.,
8, 2859—2869.

Wallace R B, Dube S K, Bonner J., (1977), Science, 198, 1166—
1168.

Mayfield J, Serunian L, Silvers L, Elgin S C R, (1978),
Cell, 14, 539—544.

Bakayev V.V, Bakayeva T. G, Schmatchenko V. V., Geor-
giev G. P., (1978), Eur. J. Biochem., 91, 291—321.

Bakayev V. V., Schmatchenko V. V., Georgiev G. P, (1979),
Nucleic Acids Res., 7, 1525—1540.

Bakayev V. V., Schmatchenko V. V, Georgiev G. P. (1979),
Dokl. Akad. Nauk SSSR, 245, 734—736.

Weisbrod S, Weintraub H., (1979), Proc. Natl. Acad. Sei. USA, 76, 630—
634.

Weisbrod S, Groudine M, Weintraub H. (1980), Cell, 19, 289—
301

Gazit B, Panet A, Cedar H. (1980), Proc. Natl. Acad. Sei. USA, 77,
1787—1790.

Bloom K S, Anderson J. N. (1978), Cell, 15, 141—150.
Levy-Wilson B, Dixon G. H. (1978), Nucleic Acids Res., 5, 4155—4163.
Peters E H, Levy-Wilson B, Dixon G. H., (1979), J. Biol. Chem.,
254, 3358—3361.

Kuehl L, Lyness T, Dixon G H, Levy-Wilson B., (1980), J.
Biol. Chem., 255, 1090— 1095.

Levy-Wilson B, Connor W, Dixon G. H, (1979), J. Biol. Chem.,
254, 609—620.

Levy-Wilson B, Dixon G. H., (1979), Proc. Natl. Acad. Sei. USA, 76,
1682— 1686.

Hutcheon T, Dixon G H, Levy-Wilson B. (1980), J. Biol. Chem.,
225, 681—685.

Gazit B, Cedar H. (1980), Nucleic Acids Res., 8, 5143—5155.
Hendrick D., Tolstoshev P., Randlett D. (1977), Gene, 2, 147—
158.

Georgieva E I, Pashev I. G, Tsanev R. G. (1981), Biochem.
Biophys. Acta, 652, 240—244.

Todd R D, Garrard W. T, (1979), J. Biol. Chem., 254, 3074—3083.



[15]

140.

141.

142.
143.

144,
145,

146.

17.

148.

149.

150.
151.

152.

153.

154.

155.
156.

157.
158.

159.
160.

BIALKA NIEHISTONOWE 501

Villeponteaux B, Lasky L, Harry 1, (1978), Biochemistry, 17,
5532—5535.

Carpenter B. G, Baldwin J P, Bradbury E M, Ibei K,
(1976), Nucleic Acids Res., 3, 1739—1746.

Finch J T, Klug A. (1976), Proc. Natl. Acad. Sei. USA, 73, 1897—1901.
Kuehl L, Barton D. J, Dixon G. H., (1980), J. Biol. Chem., 255
10671—10675.

Ruiz-Carrillo A, Allfrey V. G, (1975), Science, 190, 117—128.
McKnight G. S, Hager L., Palmiter R. D. (1980), Cell, 22, 469—
477.

Simpson R. T. (1978), Cell, 13, 691—699.

Davie J R, Candido E. P. M., (1978), Proc. Natl. Acad. Sei. USA, 75,
3574—3577.

Levy-Wilson B., Watson D. C, Dixon G. H. (1979), Nucleic Acids
Res., 6, 259—275.

Reeves R, Candido E. P. M., (1979), Biochem. Biophys. Res. Commun.,
89, 571—574.

Reeves R, Candido E. P. M, (1980), Nucleic Acids Res., 8, 1947—1964.
Yamamoto K R, Alberts B. M, (1976), Ann. Rev. Biochem., 45, 721—
746.

Mezquita J, Chiva M, Vidal S, Mezquita C., (1982), Nucleic
Acids Res., 10, 1781—1797.

Gabrielli F, Hancock R, Faber A. J, (1981), Eur. J. Biochem., 120,
363—369.

Seyedin S. M, Kistler W. S, (1979), J. Biol. Chem., 254, 11264—11271.
Bustin M., Neihart N. K, (1979), Cell, 16, 181—189.

Isackson P. J, Bidney D. L, Reeck G. R, Neihart N. K,
Bustin M., (1980), Biochemistry, 19, 4466—4471.

Smith B. J, Robertson D, Birbeck M S C, Goodwin G H,
Johns E. W, (1978), Expt. Cell. Res., 115, 420—423.

Recksteiner M, Kuehl L. (1979), Cell, 16, 901—908.

Wu L., Recksteiner M, Kuehl L. (1981), J. Cell Biol.,, 91, 488—496.

Seyedin S. M, Pehrson J R, Cole R. D., (1981), Proc. Nat. Acad.
Sei. USA, 78, 5988—5998.



http://rcin.org.pl




SPRAWOZDANIA

111 Konferencja Europejskiej Grupy Studiow nad Chorobami Lizosomalnymi (7—10
listopad 1981 r. .Woudschoten, Holandia).

Od czasu Il Konferencji w Male (Belgia, 1980 r., zob. ,,postepy Biochemii” t. 27,
Nr. 1) grono jej cztonkdw rozszerzyto sie. Tym razem w Konferencji brato udziat
70 0s6b z 44 osSrodkow, przedstawiono 40 komunikatéw, dyskutowano podczas 5-ciu”
sesji plenarnych a takze, jak to zazwyczaj bywa, w czasie wspélnych positkéw
(smacznych!) a wieczorami przy barze.

Rozszerzyt sie takze zakres badan oraz stan wiadomosci o enzymach lizosomal-
nych i charakterze zmian ich wtasciwosci, zmian prowadzacych do obnizenia we-
wnatrzkomoérkowej aktywnosci katabolicznej i w konsekwencji do gromadzenia,
nieroztozonych substratéw i catego tancucha objawéw patologicznych.

Ostatnio w lizosomologii znalazto zastosowanie kilka prostych a ,,sprytnych”-
metod badawczych m.in.:

— ulepszone metody chromatografii np. wuzycie N-(4-nitrofenylo)szczawianu
sprzegnietego z 1,6 dwuaminoheksylosepharose’as 4B, ktéry wiaze biatka hydrofo-
bowe;

— uzyskiwanie trwatych linii komérkowych produkujacych monoklonalne prze-,
ciwciata co pozwala na izolowanie matych ilosSci czystego enzymu;

— blokowanie ,tadowania” enzymu do lizosomu przez dodanie do hodowli ko-,
morkowej NHA4CL czego skutkiem jest obnizenie wewnatrz- a podwyzszenie zewnatrz-
komérkowej aktywnos$ci wszystkich enzymoéw lizosomalnych co pozwala na bezpo-
$rednig obserwacje szybkosci syntezy preenzymu z ominieciem poézniejszej obrébki
i degradacji wewnatrzlizosomalnej;

— nieodwracalne a specyficzne hamowanie enzymu wewnatrz komorki (np.
beta-galaktozydazy przy pomocy triazeno-beta-galaktozydu a katepsyn leupeptyng)
co pozwala na obserwacje syntezy enzymu de novo po usunieciu inhibitora z pozywki. _

Z nowszych osiggnie¢ przedstawionych na Konferencji warto przytoczy¢ naste-
pujace obserwacje:

— w komoérkach pochodzacych od chorych z p6zng postacig choroby Pompego .
alfa-glukozydaza syntetyzowana jest wolniej niz w komoérkach prawidtowych (Reu-
ser i wsp., Rotterdam);

— pochodzace od chorych na mukolipidoze komoérkach, w ktérych stwierdzono
obnizenie aktywnosci zaréwno beta-galaktozydazy jak i neuraminidazy (tzw. wa-
riant B-gal-/neu-), syntetyzujaca beta-galaktozydaze z szybko$cig prawidiowg, na-,
tomiast enzym jest niezmiernie szybko degradowany wewnatrz lizosomu; z komo-
rek prawidtowych izolowano glikoproteine, ktéra inkorporowana do komérek defek-
tywnych koryguje ich metabolizm normalizujgc degradacje enzymu i podwyzszajgc
jego aktywnos$¢; ogrzewanie pozbawia te glikoproteine witasciwosci korekcyjnych.”
(d’Azzo i wsp., Rotterdam);

— w przypadku wieloenzymatycznego niedoboru sulfataz (tzw. MSD, niedobor *
arylosulfataz A, B, C i in.) arylosulfataza A jest szybciej degradowana z czego moz-.



504 SPRAWOZDANIA 2]

na wnioskowaé, ze w prawidtowych komoérkach istnieje czynnik chronigcy wszyst-
kie sulfatazy przed trawieniem wewnagtrzlizosomalnym i ze brak tego czynnika jest
przyczyng choroby (von Figura i wsp., Munster);

— w przypadku choroby Morquio B beta-galaktozydaza ma nizsze powinowac-
two do substratu, podczas gdy maksymalna szybko$¢ reakcji jest niewiele nizsza od
prawidtowej (Czartoryska i wsp., Warszawa);

— specyficznym aktywatorem degradacji ceramidylo-tréjheksozydu jest biatko
0 m.cz. okoto 20.000 i pi 4,4; tancuch polipeptydowy sktada sie gtownie z aminokwa-
séw hydrofilnych précz fragmentu hydrofobowego tworzgcego kieszen, w ktérej
schowa¢ sie moze ceramidylotréjheksozyd a takze GMi-GMz-ganglikozyd tworzac
rozpuszczalny kompleks; biatko moze by¢é zatem biatkiem transportujagcym dla réz-
nych lipidéw ale swoiscie rozpoznaje jedynie alfa-galaktozydaze (Sandhoff i wsp.,
Bonn);

— beta-N-acetyloheksozoaminidaza A moze odszczepia¢ takze N-acetyloglukozo-
amine sulfonowang na 6-tym weglu biorgc bezposredni udziat w katabolizmie siar-
czanu keratanu nawet przy braku odpowiedniej sulfatazy (Kresse i wsp., Munster).

Jedna z dyskusji poswiecona byta trudnosciom metodycznym w diagnostyce
choroby Gauchera.

Pozostate dyskusje poswiecone bylty wymianie doswiadczen, rozwazaniom teore-
tycznym, a takze odkrywaniom planéw na przysztos¢.

Gospodarzom spotkania nalezg sie stowa podzigki i uznania za znakomita orga-
nizacje i mitg, swojska atmosfere (a takze za zapewnienie przeslicznej pogody!) na-
tomiast wszystkim uczestnikom za rodzinny, pogodny nastréj i szczerg wymiane do-
Swiadczen i ,,kruczkow” metodycznych.

Za pottora roku mamy nadzieje spotkac sie zndw.

B. Czartoryska

Konferencja nt. immunologicznych metod wykrywania antygenéw jadrowych istot-
nych w procesach rakotwo6rczych i chemioterapii.

Paterson Laboratories, Christie Hospital and Holt Radium Institute, Manchester M20 9BX, Eng-
land, 26—27 kwiecien 1982.

(Organizatorzy J. M. Boyle, R. Saffhill z Paterson Laboratories, w nawiasach ponizej podano
nazwiska autoréw, wygtaszajgcych doniesienia).

Immunologiczne metody badan zastosowano do wyjasniania dynamicznej struk-
tury chromatyny a takze do iloSciowych pomiaréw adduktéw rakotwérczych DNA.
Badania te znacznie zwigkszyly stopiern wykrywalnosci adduktdw w nienaruszonej
komoérce jak réwniez umozliwity badania topografii adduktéw w chromatynie a po-
nadto specyfike ich wystepowania w podpopulacji komérek. Zwiekszenie czutosci
metod immunologicznych, narastajgce zastosowanie przeciwciat monoklonalnych
przyczynity sie do sukcesu tej metody badawczej. Referowang konferencje subsydio-
wato m.in. Brytyjskie Stowarzyszenie do Badah nad Rakiem.

Podstawg metodyczng referowanych prac byta zdolno$s¢ DNA do wywotania od-
powiedzi immunologicznej w postaci produkcji przeciwciat w surowicy ssaka; jed-
nopasmowe fafncuchy kwasu nukleinowego lub jego nukleozydy zmodyfikowane
przez czynniki rakotworcze stawaly sie antygenami po przytgczeniu do nosnika
biatkowego, albuminy surowiczej lub hemocyaniny. Otrzymane przeciwciata cha-
rakteryzowano pod wzgledem specyficznosci, a nastepnie stosowano do iloSciowych
oznaczen adduktéw rakotworczych wediug metod, radioimmunologicznej (radioim-
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munoassay, RIA), immunoadsorbenta enzymu (enzyme linked immunoadsorbent as-
say, ELISA), ultraczutej metody radioimmunologicznej (ultrasensitive enzyme ra-
dioimmunoassay, USEREA) albo jej fluorometrycznego odpowiednika z zastosowa-
niem 4-metyloumbeliferylu fosforanu.

Przedstawiono metody otrzymywania i charakterystyke przeciwciat glikolu ty-
miny, powstajgcego w gamma-napromienionym DNA (Erlanger), dimeréw tyminy
w DNA naswietlonym UV (Strickland) a takze w DNA naSwietlonym UV w
obecnosci 8-metoksypsoralenu (Zarebska). Wyjatkowa specyficznoscig odznaczajg sie
przeciwciata monoklonalne, skierowane przeciw 0 6-alkil-deoksygwanozynie, 0 2al-
kil-deoksytymidynie, i 04alkil-deoksytymidynie (Saffhill, Rajewsky) jak roéwniez
przeciwciata poliklonalne przeciw alkilowanym nukleozydom otrzymane poprzez
immunizacje krolikow (Van der Laken). Przeciwciata te posiadajg ponad 107 razy
wiekszg reaktywnos$¢ z nukleozydami alkilowymi niz z ich odpowiednikami niezmo-
dyfikowanymi. Stwierdzono, ze pierwotnym miejscem rozpoznania przez przeciw-
ciato jest grupa alkilowa przytagczona do odpowiedniego atomu tlenowego, drugim
specyficznym miejscem jest cukier nukleozydu (Saffhill).

Otrzymano i scharakteryzowano wiele przeciwciat mono- i poliklonalnych roz-
poznajacych addukty rakotwércze w DNA a mianowicie: aflatoksyne Bi (Haugen,
Hertzog, Sizaret), 2-acetylofluoren (Poirier, Leng, Van der Laken, Baan), benz(a)py-
rendiolepoksyd (Slor), oraz tlenek styrenu (Legreverend). Stwierdzono ze przeciw-
ciata aflatoksyny Bi mozna stosowa¢ do miareczkowania jej produktéw przemiany
w moczu (Sizaret).

Immunooznaczenia pozwalajg na wykrywanie od 0.1 do 100 femtomoli (10~15 M)
adduktéw, i co jest wazne, jest to poziom adduktéw powstajacy przy dawkach na-
razenia biologicznego. Jest to stopien czutosci wykrywania wspétzawodniczacy ze
stopniem wykrywania adduktéw przy uzyciu znakowanych izotopow.

W badaniach chromatyny stwierdzono ze biatka rdzenia nukleosomalnego chro-
nig przed przytaczaniem sie¢ N-acetoksyacetyloamino-fluorenu, natomiast dodanie
czynnikéw interkalujacych niweluje preferencyjne wigzanie sie tego adduktu (Ba-
ses). Wykazano, ze biatka przerywnikowe (spacer proteins) kowalencyjnie zwigzane
z koricami DNA 3’ i 5’ tworzg skupienia tancuchéw biatkowych wokét nici DNA,
odcinki te sg odporne na dziatanie alkaliow i proteaz (Werner). Przeciwciata roz-
poznajace ten typ biatek wigzg sie rowniez z siateczka cytoplazmatyczng ale rézna
od zabarwienia tubuliny lub aktyny. Zauwazono, ze biatka przerywnikowe majg
tendencje do tgczenia sie z przeciwciatami nukleozydéw alkilowanych.

Nietypowe przeciwciata otrzymano dla zygzakowatej postaci DNA, Z-DNA;
stwierdzono korelacje stopnia wigzania sie przeciwciata Z-DNA z poli(dG-dC) w wa-
runkach stopniowego wymuszania formy Z-polimeru, w miare wzrostu sity jonowej
roztworu. Byt to piekny przykiad korelacji metod fizykochemicznych — widma di-
chroizmu kotowego z metodami immunologicznymi (Leng).

Wiele prac poswiecono otrzymywaniu przeciwciat przeciw wybranym biatkom
chromatyny, odgrywajacym szczeg6lng role w procesach pecznienia chromatyny,
poprzedzajacych replikacje badz transkrypcje (Bustin, Bautz, Van Regenmortel, So-
mmerville, Turner). Postugiwano sie przy tym technika mikroinjekcji przeciwciat
do catych komorek, badZz do jadra komérkowego. W ten sposéb zlokalizowano w ja-
drze komdérkowym wystepowanie polimerazy Il oraz hn-RNP, uwidaczniajgcych sie
w zgrubieniach chromosomoéw politenicznych, poddanych uprzednio szokowi ter-
micznemu (Bautz). Interesujace byto uzyskanie przeciwciat, ktére wigzg sie inaczej
z komoérkami HeLa w zaleznosci od fazy ich cyklu: silnie w GI, mniej w G2, wcale
w fazie S. Jedno z tych przeciwciat wigze sie preferencyjnie z btong jadrowg (Tur-
ner).

Wprawdzie dostepnos$¢ wysoce specyficznych przeciwciat zmodyfikowanego DNA
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jest ograniczona do kilku laboratoriéw w $wiecie, jednakze nic nie stoi na przesz-
kodzie wspotpracy z innymi o$rodkami pragnhacymi zastosowania immunologicz-
nych metod wykrywania zmodyfikowanego DNA. Taka gotowo$¢ wspoétpracy dekla-
rowali wszyscy uczestnicy konferencji. Druga sprawa, budzacg dyskusje og6ina,
byto rozwazenie mozliwosci wykrywania adduktéw DNA in situ. Za gtéwng przesz-
kode uznano upakowanie chromatyny w jadrze, czynigce niedostepnymi determi-
nanty antygenowe dla przeciwcial, jako $rodki odstaniajace proponowano nadtra-
wienie pronaza, trypsyng badz dziatanie alkaliami, pH 9—10. Inng przeszkode sta-
nowi szybko$¢ proceséw reperacyjnych, ktéra niekiedy usuwa ponad potowe ad-
duktéw w trakcie ich wykrywania (Slor). Postulowano przyspieszenie procedur im-
munologicznych a w kazdym razie wziecie pod uwage tego czynnika w metodach
$ledzenia proceséw reperacyjnych.

Wykrywalno$¢ adduktéw przy pomocy metod immunologicznych na poziomie
1/107 nukleozyddw czyni realnym wykrywanie adduktu na poziomie poszczeg6lnej;
komoérki, co stwarza obiecujgce perspektywy w zastosowaniu tych metod w diag-
nostyce klinicznej.

Z. Zarebska
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Das peptiderge Neuron.

Red. M. Gersch, K. Richter
VEB Gustav Fischer Verlag Jena 1981, 356 stron, cena 75 M.

Neuroendokrynologia nalezy do tych dziedzin neurobiologii, ktére ostatnio bar-
dzo szybko rozwijajg sie w wielu osrodkach naukowych. Szczegdélnie duzo uwagi
poswieca sie roznym aspektom dziatania i wiasciwosci neuropeptydéw, zwiaszcza
enkefalin i endorfin. Szereg sympozjoéw i konferencji obejmuje wyzej wspomniane
zagadnienia, wydawane za$ z tej okazji tomy sympozjalne przedstawiajg najnowsze
osiggniecia doswiadczalne. Dla przykiadu wymieni¢ tu mozna warto$ciowy 87 tom
Adv. in Exper. Medicine and Biology p.t. ,,Hypothalamic Peptide Hormons and Pi-
tuitary Regulation” 1977, Plenum Press (p. Recenzja ,,Postepy Biochemii, t. 24, Nr 3,
1978).

Napisanie monografii ,,Neuron Peptydergiczny”, biorgc pod uwage powo6dz uka-
zujacych sie prac, jest wiec przedsiewzieciem bardzo ambitnym. Podjat sie tego 15-0
osobowy zespdt naukowcdédw z Jeny oraz z Instytutu Fizjologii A.M. w Magdeburgu
pod redakcjag M. Gerscha i K. Richtera. Niedawno zmarty (jak podaje IBRO NEWS
z marca b.r.) prof. emer. Manfried Gersch jest znanym badaczem w zakresie neuro-
endokrynologii zwierzat bezkregowych. Pietno jego osobowos$ci i zainteresowan
og6lnobiologicznych (zwtaszcza z dziedziny ewolucjonizmu) przejawiajace si¢ w spo-
sobie ujecia ksigzki, czyni jg nie tylko pozyteczna, lecz bardzo ciekawa.

Sadze, ze autorzy bardzo dobrze wywigzali sie z postawionego sobie zadania.
Przedstawili w sposéb jasny catoksztatt zagadnien zwigzanych z budowg i funkcjo-
nowaniem neuronu peptydergicznego w $wiecie zwierzecym. Nie ograniczyli sie, jak
to dzieje sie w przewazajgcej liczbie przypadkéw, do zwierzat kregowych, lecz
wprost przeciwnie potozyli duzy nacisk na przekazanie danych o komérkach neuro-
sekrecyjnych u bezkregowcdw. Duzg zaletg ksigzki jest rzetelne omowienie bardzo
bogatego materiatu faktycznego, uporzadkowanie danych szczegétowych i zestawie-
nie obfitego piSmiennictwa do r. 1978.

Catos¢ materialu podzielono na 12 rozdziatéw, bogato ilustrowanych (95 rys.)
doskonatymi zdjeciami fotograficznymi, réwniez i z mikroskopu elektronowego,
i pomystowymi schematami. Dobre objasnienia pod rysunkami stanowig integralng
cze$¢ tekstu i bardzo utatwiajg jego zrozumienie. Liczne tabele i zestawienia (23)
mogg by¢ dla czytelnika zrédiem informacji na temat szeregu zagadnien. Np. po-
rownanie neuropeptydow wystepujacych u zwierzat kregowych i bezkregowcow;
wyczerpujace zestawienie (12 str. druku) roéznych neuropeptydéw z podaniem ich
budowy aminokwasowej (o ile jest znana), wystepowaniem u ro6znych gatunkéw
zwierzecych, danych bibliograficznych na temat ich wiasciwosci, metod wyizolowa-
nia.

W specjalnych rozdziatach omoéwiono morfologie i elektrofizjologiczne wiasci-
wosci neuronu peptydergicznego. Kilka nastepnych rozdziatéw poswiecono technice
immunohistochemicznej, metodom izolowania i oznaczania peptydéw neurosekrecyj-
nych oraz ich syntezie i modyfikacji. Jest zrozumiatym, ze przeczytanie tych roz-
dziatbw nie moze zastapi¢ zaznajomienia sie z szeroko cytowanymi pracami orygi-
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nalnymi, na podstawie ktérych mozna przeprowadza¢ wiasne badania doswiadczal-
ne. Jednakze wymienione rozdzialy sg bardzo pozyteczne, dajg dobre podstawy do
zrozumienia réznych metod, dla przykiadu mozna przytoczy¢ test radioimmunolo-
giczny stosowany przy oznaczaniu endorfiny.

Szczeg6towo omodwiono funkcje sterujgce neuronéw peptydergicznych i neuro-
peptydéw oraz proby wyjasnienia mechanizmu ich dziatania, jak role receptoréw,
funkcje cyklicznych nukleotydéw.

Najwazniejsze w recenzowanej ksigzce sg wg mnie interesujgce uogoélnienia i in-
terpretacja danych doswiadczalnych. Pozwolito to na wysuniecie szeregu hipotez,
zwlaszcza z dziedziny ewolucji uktadu neurohormonalnego. Szczeg6lnie cennym jest
rozdziat zatytutowany ,,0gélne i filogenetyczne poglady”, w ktérym M. Gersch usto-
sunkowuje sie do dotychczasowego pojecia hormon, wskazujgc na konieczno$¢ roz-
szerzenia definicji, zgodnie zresztg z sugestiag Guillemin (1978). Guillemin proponuje
wprowadzeni™ terminu ,,cyberniny” dla substancji, ktére przekazujg informacje w
ustroju. Bytyby to zaréwno hormony w klasycznym znaczeniu tego stowa, jak i sub-
stancje wytwarzane w neuronach i komoérkach neurosekrecyjnych przenoszone droga
transportu intraneuronalnego do miejsca ich dziatania, jak i neurotransmitery, neuro-
modulatory. M. Gersch duzo uwagi poswieca problemowi zwigzanemu ze wspélnym
ektodermalnym pochodzeniem komérek wydzielajacych peptydy, niezaleznie od tego
czy komorki te zgrupowane sg w ukiadzie nerwowym czy tez w innych narzadach
ciata. Wiaze sie to z tzw. hipotezg APUD (amine precursor uptake and decarboxyla-
tion), ktéra cho¢ w wielu wypadkach wymaga dalszego uzupetnienia doswiadczal-
nego, to tym nie mniej juz okazata sie bardzo uzyteczna i data impuls do szeregu
badan np. nad homologig peptydow wystepujacych w skdrze ptazéw i w rdznych
narzadach ssakow.

Podsumowujac, recenzowana ksigzka jest bardzo cenng monografig, ktéra po-
winna zainteresowaé¢ zaréwno endokrynologéw, jak biochemikéw, zwtaszcza neuro-
chemikéw, jak tez kazdego biologa, ktory chciatby poszerzy¢ swdéj zaséb wiedzy.

S. Niemierko

»Natural Sulfur Compounds” Novel Biochemical and Structural Aspects

Red. D. Cavallini i V. Zappia
Plenum Press, 1979, New York i London, stron 552

Recenzjowana ksigzka zawiera 47 referatéw wygtoszonych na Il Miedzynarodo-
wej Konferencji na temat niskoczasteczkowych naturalnych zwigzkéw zawieraja-
cych siarke, odbytej w Rzymie 18—21 czerwca 1979 r. Wszyscy autorzy oprocz os-
tatnich wynikéw wiasnych prac szeroko omawiaja poszczeg6lne tematy, przedsta-
wiajgc bardzo wartosciowe opracowania monograficzne. Pierwsza grupa artykutow
dotyczy proceséw transmetylacji opartych na S-metyloadenozylometioninie. Omo-
wiono tu stereochemiczne aspekty metylacji hemocysteiny, katecholamin i histami-
ny;, metylacje DNA, mRNA i rRNA; biosynteze fosfofatydylocholiny w mikrosomach
komérek nerwowych mozgu; oraz metylacje biatek. W tej ostatniej pracy wykazano,
ze w wigzaniu sie donora grup metylowych z metylowanym peptydem biorg udziat
zaroéwno grupa aminowa i karboksylowa metioniny jak i grupa aminowa adeniny.
Na uwage zastuguje silne hamowanie tych proceséw przez S-adenozylohomocysteing
i 5-metylotioadenozyne bedgce produktami omawianych reakcji. Stad z kolei wy-
nika znaczenie hydrolazy S-adenozylohomocysteiny i jej inhibitoréw. Jednym z ta-



13 RECENZJE KSIAZEK 509

kich inhibitorow hydrolazy S-adenozylohomocysteiny jest 3-deazaadenozyna hamu-
jaca procesy proliferacji komorkowej i propagacji niektdrych wiruséw.

W kolejnych artykutach oméwiono biosynteze w roslinach homocysteiny z O-
fosfohomoseryny oraz hamowanie syntezy glutationu, glutaminy i kwasu glutami-
nowego przez sulfoksiminowe pochodne metioniny.

Nastepnym tematem jest zréznicowanie metabolizmu aminokwaséw w trakcie
rozwoju osobniczego i wynikajacego stad zapotrzebowania na cysteine i tauryne
u noworodkéw. Omoéwiono tu takze znaczenie dekarboksylacji S-adenozylometioniny
w biosyntezie poliamin, waznych dla biosyntezy DNA i podziatdw komérkowych.
Tu nalezy zaznaczy¢, ze przeciwnowotworowe dziatanie bis-guanylohydrazonu me-
tylogliksalu przypisywane jest hamowaniu przez ten zwiagzek witasnie dekarboksy-
lazy adenozylometioniny.

Wysoce interesujace jest stwierdzenie hamowania transhydrometylazy seryno-
wej, wytwarzajgcej 5, 10-metyleno-tetrahydrofolian przez DL-penicyloamine i cis-
2,5-bis(aminooksymetylo)piperazyno-3,6-dion. By¢ moze obserwacja ta wyjasnia
przeciwzapalne dziatanie penicyloaminy. Kolejnym zagadnieniem jest metabolizm
5'-metylotioadenozyny, jednego z gtéwnych produktéw metabolizmu S-adenozylo-
metioniny. Okazato sie, ze zwigzek ten i niektore jego analogi posiadajg dziatanie
antymitotyczne.

Dalsze artykuty dotycza metabolizmu i fizjologicznego znaczenia tauryny i hy-
potauryny. Ostatnio stwierdzono, ze tauryna jest niezbedna dla rozwoju ssakéw,
utrzymania aktywnos$ci serca oraz zachowania funkcji siatkéwki oka. Ponadto zwig-
zek ten stabilizuje btony komoérkowe i dziata jako neurotransmiter. Niezbedny jest
on takze dla rozwoju moézgu. Wykazano trzy drogi powstawania tauryny: przez de-
karboksylacje kwasu cysteinosulfinowego powstajgcego z cysteiny pod dziataniem
jej oksygenazy i pézniejsze jego utlenianie; przez utlenianie cysteaminy specyficzng
oksygenaza; przez inkorporacje nieorganicznego siarczanu w postaci fosfoadenozylo-
fosfosiarczanu. Innym znaczacym odkryciem jest stwierdzenie niezbednos$ci tauryny
dla niemowlat. Mleko ludzkie zawiera znaczne ilosci tauryny w przeciwienstwie
do mleka krowiego, czego nie uwzgledniajg jeszcze receptury na mieszanki pokar-
mowe dla niemowlat. Szczegdlng wrazliwo$¢ na brak tauryny wykazujg noworodki
kocie.

Kolejnym zagadnieniem byta rola izetionianu kwasu 2-hydroksyetylosulfono-
wego w aksonach nerw6éw matwy. Dalej znajdujemy omoéwienie hamowania bio-
syntezy biatka przez tializyne, tiaizoleucyne i tiaproline (aminokwasy o zastapionej
grupie CH2 przez atom siarki); omoéwienie siarkowych alkaloidéw lilii wodnej (J. T.
Wroébel i wsp. z Wydziatlu Chemii UW); oraz omo6wienie pochodnych 1,2-tiolanu
0 dziataniu przeciwbakteryjnym i owadobdjczym.

Duze zainteresowanie musi wzbudzi¢ efektywnos$¢ penicyloaminy i tiopirydok-
syny w dosSwiadczalnej terapii gos¢ca. Przedstawione wyniki wskazujg, ze penicylo-
amina jest nie tylko czynnikiem przeciwzapalnym lecz dziata takze jako rzeczy-
wisty czynnik przeciwgosécowy hamujac reumatoidalng erozje chrzastki i kosci
oraz deformacje stawow.

Wsréd pozostatych kilkunastu artykutow znajdujemy jeszcze omowienie me-
chanizmu powstawania wigzania C-S w trakcie biosyntezy biotyny, biosynteze kwa-
su liponowego w watrobie szczura; niektére nowe aspekty metabolizmu witamin
zawierajgcych siarke (kwas liponowy, biotyna, cysteinoryboflawina); wptyw pante-
iny (prekursora CoA) na hyperlipidemie w eksperymentalnej cukrzycy; wpiyw le-
kow wywotujgcych hypolipidemie (klofibrat: etylo-alfa-p-chlorofenoksyizomaslan)
na biosynteze CoA w watrobie szczura; oraz opracowanie kliniczno-analitycznych
metod dla merkaptomleczanu, tiosiarczanu i tiocyjanianu.

Drugi artykut z naszego kraju (A. Koj, Uniwersytet Jagiellonski) dotyczy we-
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wnatrzkomdérkowego rozmieszczenia i biologicznych funkcji sulfurotransferazy mer-
ikaptopirogronianu i rodenazy. Chemikéw zajmujacych sie synteza poisyntetycznych
penicylin zainteresuje artykut o pdisyntetycznych cefalosporynach.

Omawiany tom zamyka wartosciowe podsumowanie licznych jeszcze biatych
plam w enzymologii organicznych zwigzkéw siarki przedstawione przez D. Cavallini
i wsp.

S. Bitny-Szlachto

NATO Advanced Study Institutes Series, Vol. A26: ,,Nucleoside Analogues. Chemistry,
Biology, and Medical Applications”.

Red. Richard T. Walker, Erik De Clerq i Fritz Eckstein, Plenum Press, New York, London,
1979, stron 459, cena S 39,50

Pochodne nukleozydowe nalezg do zwigzkdw potencjalnie aktywnych jako $rod-
Iki przeciwwirusowe oraz przeciwnowotworowe. Szereg zwigzkéw z tej grupy sto-
sowanych jest juz z powodzeniem w klinice, inne poddawane sg testom klinicznym.
Stale jednak postepy badan nad chemiczng syntezg pochodnych nukleozydowych
znacznie wyprzedzajg poznawanie ich dziatania biologicznego, a w szczeg6lnosci mo-
zliwosci ich klinicznego zastosowania. Jest to wynikiem niedostatecznej wspdtpracy
miedzy chemikami, biochemikami, farmakologami i klinicystami.

Recenzowana ksigzka jest zbiorem wyktadéw przegladowych wygtoszonych na
kursie zorganizowanym w Sogesta we Wioszech w 1979 roku. Celem tego Kkursu,
zorganizowanego wspoélnie przez NATO Advanced Study Institute i FEBS Advanced
"Study Course, byto zgromadzenie specjalistow z réznych dziedzin, zaangazowanych
w projektowanie, synteze, testowanie i stosowanie w klinice oraz taka dyskusja pro-
bleméw poszczegdlnych dziedzin, ktéra utatwitaby wzajemne zrozumienie i wzmoc-
nita przeptyw informacji. Ksigzka zawiera 15 wyktadow, ktérych forma podporzad-
kowana jest powyzszemu celowi: Konformacje nukleotydoéw: reguty i wyjatki (W.
Saenger). Badania witasciwosci konformacyjnych nukleozydéw przy zastosowaniu
metody magnetycznego rezonansu jadrowego (S. S. Danyluk), Metody syntezy nu-
kleozydow (H. Vorbriiggen), Transformacje chemiczne reszty cukrowej nukleozydéw
*J. G. Moffat), Chemia nukleozydéw pirymidynowych i ich pochodnych wystepuja-
cych w naturze (M. J. Robins), Chemia reszty heterocyklicznej nukleozydéw pury-
nowych i niektérych ich bliskich analogéw (L. B. Townsend), Mechanizmy hamo-
wania wzrostu komorek oraz rozmnazania wirus6w przez aranukleozydy i aranu-
ikleotydy (S. S. Cohen), Pobieranie i metabolizm nukleozydéw purynowych i ich ana-
logéw przez komoérki (W. E. G. Muller), Podstawy wybidrczej aktywnos$ci antywi-
rusowej i antynowotworowej analogdw nukleozydéw pirymidynowych (W. H. Pru-
soff i P. H. Fischer), Otrzymywanie antymetabolitéw skierowanych przeciwko wi-
rusom Herpes, wykorzystujacych enzymy indukowane przez te wirusy (Y. C. Cheng,
M. Ostrander, D. Derse i J.-Y. Chen), Uktady testowe wartosciujgce aktywno$é¢ anty-
wirusowg analogéw nukleozydowych (R. W. Sidwell), Uktady testowe wartosciujgce
aktywnos$¢ antynowotworowg analogéw nukleozydowych (F. M. Schabel, Jr.), Powo-
dzenie terapii antywirusowej wymaga wspoétdziatania odpowiedzi immunologicznej
(T. C. Merigan i H. E. Renis), Zastosowanie kliniczne analogéw nukleozydowych
~w chorobie nowotworowej (A. Rossi). Poszczeg6lne wyktady ilustrowane sg bogato
schematami i zawierajg przeglad literatury.

Omawiana ksigzka jest cennym interdyscyplinarnym przeglagdem stanu wiedzy
Jia temat analogéw nukleozydowych.

W. Rode
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Entstehung und molekulare Evolution des Lebens; H. Reinbothe und G.-J. Kraul3

G. Fischer Verl., Jena 1982, str. 306, tablic 65, rycin 7, tabel 21; cena 17 M

Wydawnictwo G. Fischera podjeto ostatnio inicjatywe edytorskg trzytomowej
serii kieszonkowych ksigzek z zakresu ewolucji biologicznej. W 1979 r. wyszto 3. wy-
danie Historii rozwoju rodowego cztowieka A. Feustela, za§ w 1980 r. B. Fukarka
i G. Kampfego Ewolucja i historia rozwoju rodowego organizméw. Trzeeig pozycja
jest wiasnie Powstanie i ewolucja molekularna zycia, napisana przez prof, dra Hor-
sta Reinbothego, biochemika i dra Gerda-Joachima Kraussa, wyktadowce z tegoz
uniwersytetu w Halle.

Omawiana ksigzka nie jest pomyslana jako podrecznik. Jest to raczej specjali-
styczna publikacja popularyzacyjna, odpowiadajgca poziomem tym trudniejszym
sposrdd tomikéw naszej serii ,,Omega”. Jak wyniknie z dalszych moich uwag — nie
jest to bynajmniej tekst popularny, cho¢ autorzy piszg we wstepie, iz ,,odbiegajac
od Scistej normy naukowego sposobu wypowiedzi wybierali czestokro¢ podejscie
teleologiczne, w ktérym czasteczki, zywe komérki i organizmy, albo natura w o0go6-
le — pozwalaja sie traktowac¢ jako podmioty obdarzone zdolnoscig rozumienia”.
Miato to w ich mniemaniu przyblizyé czytelnikowi sprawy z natury swojej odlegte
przez ich abstrakcyjnos¢.

Ujeciem tresci ksigzka przypomina wiele opracowan z zakresu egzobiologii (tzn.
dotyczagcych domniemanego zycia we Wszech$wiecie pozaziemskim). Tam pytanie
0 zycie w Kosmosie bywa zwykle pretekstem do wyltozenia ogélnych zagadnier bio-
logii. | tak obszerna cze$¢ | ksigzki, zatytutowana ,,Fakty i zapytania”, a obejmujaca
réowne 130 stron (z 257 stron witasciwego tekstu), stanowi wiasnie rodzaj vademecum
biologiczno-biochemicznego ukierunkowanego na zagadnienia ewolucji biologicznej.
W trzech rozdziatach — ,Zycie i istota zywa”, ,Jak funkcjonuje zycie?” oraz ,Jak
powstato zycie?” — znajdujemy réznorodne informacje, pogrupowane w dziewieciu
paragrafach, z ktérych niektére obejmuja z kolei ustepy nizszej rangi. Odpowiadaja
one réznemu stopniowi pogtebienia poszczegdlnych aspektéw odnosnych tematéw.
Z natury rzeczy wiecej uwagi poswiecono zagadnieniom zwigzanym z budowg ko-
morki, bton biologicznych, problemowi przemiany materii i procesom genetycznym —
zwitaszcza od strony biologii molekularnej — oraz mechanizmom ewolucji (muta-
cjom i doborowi).

Punkt wyjscia do rozwazan w czesSci drugiej uzupeiniajg og6lne stwierdzenia

dotyczgce — zycia i rozwoju materii. Znajdujemy tu wiec zarys termodynamiki
uktadéw otwartych oraz informacje o nowym miedzydyscyplinarnym dziale nauki,
opartym na termodynamicznej teorii procesow nieodwracalnych |I. Prigogine’a —

synergetyce. Ta nowa dziedzina, zapoczatkowana przez prace H. Hakena (1977: Syn-
ergetyka. Wprowadzenie. Niezrbwnowazone przejScia fazowe i samoorganizacja w fi-
zyce, chemii i biologii), wykorzystuje elementy zaréwno teorii uktadow, jak i infor-
macji. Jak piszg autorzy (s. 133), ,,przez wzmocnienie statystycznych wahan elemen-
tow uktadu w nieliniowych uktadach niezréwnowazonych — ktére utrzymujg sie
daleko od stanu réwnowagi termodynamicznej — rozwijaja sie struktury dyssypa-
tywne” *.Dalej stwierdzaja, ze ,synergetyka opisuje efekty kooperacyjne samoor-
ganizujacej sie materii”. Temu zagadnieniu poswiecono ok. 10 stron tekstu, prowa-
dzacego do modelu M. Eigena — hipercyklu jako zasady naturalnej samoorganizacji.

Powstaje pytanie, jak wymienione rozwazania nawigzujg do tytutowego pojecia
zycia. Obok filozoficznej definicji marksistowskiej: ,,zycie jest szczegdélng formg ru-

*

W stowniczku na koncu ksigzki mozna znalez¢ (w dwoéch hastach), ze sa to dynamiczne
stany uporzadkowane w uktadach otwartych, utrzymujace sie podczas dyssypacji energii —czyli
Jej rozsiewania potgczonego ze wzrostem entropii.

9 Postepy Biochemii 4/82
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chu materii” — znajdujemy tez sformutowania o wiekszym stopniu przyrodniczej
konkretno$ci mogace wiec tym samym blizej wigzac¢ sie z przyrodniczymi faktami
omawianymi w Kksigzce.

A wiec — ,biosfera [..] jest w sensie termodynamicznym specjalnym stanem
(guasi-)stacjonarnym materii. Dyssypacja «gorgcych» kwantéow Swiatta o temp. ok.
6000 K wpadajacych ze Stonca do biosfery stwarza strumieri negentropii, ktéry pod-
trzymuje struktury dyssypatywne: fale, wiry, turbulencje i réwniez zlozone struk-
tury przestrzenne i czasowe ziemskiego zycia (P. DECKER)” (s. 15).

Jako ogo6lne cechy zycia autorzy wymieniaja tylko rozréd potgczony z dzie-
dzicznos$cig oraz dziedziczng zmienno$¢ (mutacja). Uzupetnia to nieco dyskusja po-
jecia ,,zywy” i wprowadzonego pojecia istoty zyjgcej. Jego okreslenie nawigzuje
zarowno do sformutowan juz podanych, jak i prowadzi do problematyki ewolucyj-
nej. A wiec — ,istoty zywe sg szczeg6lnym rodzajem struktur dyssypatywnych,
ktérych swoisto$¢ polega na ich jednostkowosci (= indywidualizacji), na ich cigg-
tosci w wyniku nastepstwa pokolen oraz na tym, ze informacja zmagazynowana
w specjalnych rodzajach reakcji jest bardzo duza”. Uktady zywe zatem, to znaczy
zindywidualizowane uktady fizykochemiczne, ktére odznaczaja sie zdolno$cig dzie-
dziczenia i zmiennosci dziedzicznej, rozmnazajg sie i selektywnie dostosowujg do $ro-
dowiska przez dobér najlepiej przystosowanego (,fittest” DARWINa). ,Istoty zywe
sg wiec uktadami zdolnymi do ewolucji” (s. 15). Sg to (s. 16) ,,ukiady otwarte i za-
razem cybernetyczne (P. DECKER). Przez to mozna by je przyporzadkowaé klasie
struktur dyssypatywnych, ktére okreslono (DECKER) jako ,bioidy”. Uktady zywe —a
w tej terminologii — sg uzyskang ewolucyjnie specyficzng forma bioidéw, ktore po-
stuguja sie nukleoproteidowym mechanizmem zakodowanej obrobki informacji [?! —
przyp. J. CJ], tzn. informacje magazynujag w kwasie desoksyrybonukleinowym (DNA)
i realizujg przez synteze biatek”. Wida¢ tu jasno punkt wyjscia autorow do dalszych
rozwazan biochemicznych, genetycznych i ewolucyjnych. Tekst tej czesci | uzupetnia
8 tabel oraz 38 rycin. Niektére z nich przedstawiaja schematy majgce rozbudowac
wywody prowadzone w tekscie.

Druga cze$¢ tomiku, zatytutowana nieco kryminalistycznie — ,,Zabezpieczanie
$ladow i eksperymenty modelowe”, nosi odmienny charakter. Jest tu wprawdzie na-
dal wiele informacji faktycznych. Nalezy do nich np. rys geologii historycznej, opis
najstarszych $ladéw zycia czy ,leksykon kodu genetycznego”. Najistotniejszym
wszakze sktadnikiem sa hipotezy oraz — stojgce miedzy obiema grupami rozwazan —
opisy doswiadczeri biochemicznych i z biologii molekularnej dotyczacych powstania
zycia (rozdz. 5).

Punktem wyjscia do tych eksperymentdw sa rozwazania ekstrapotujgce wstecz,
w okres ewolucji prebiotycznej, warunki geochemiczne i geofizyczne. Na przykiad
na wykresie (Ryc. 43) mozemy znalez¢ opis iloSciowy Zrdédet energii dla prebiotycz-
nej syntezy na Ziemi w jej wczesnym okresie. Bardziej ku hipotezom zblizajg sie
opisy czterech stadiow ewolucji atmosfery ziemskiej, poprzedzajacych jej stan obec-
ny (ss. 148, 158—160). Dowiadujemy sie, ze pierwotna atmosfera — sktadajaca sie
z podobnych do gazu czasteczek protoplanetarnej chmury pylowo-gazowej, stosun-
kowo bogata w wodér, hel i inne gazy szlachetne, metan, amoniak itp. — uleciata
w przestrzen miedzyplanetarna. Bardzo wczesna Ziemia zostala wiec chwilowo
bez atmosfery. Pierwsza prawdziwa atmosfera zaczeta otacza¢ ochtadzajgcg sie pla-
nete ok. 4 mid lat temu, gdy wyodrebnita sie hydrosfera (nb. obecnie najczesciej
przyjmuje sie, ze Uktad Stoneczny wraz z Ziemig powstat ok. 46 mld lat temu,
a caty Wszechswiat—ok. 20 mld lat temu). Ta tzw. drugorzedowa atmosfera pow-
stata z wyziewoéw wulkanicznych gazéw. ,,Powietrze” zawierato woéwczas, jak do-
wiadujemy sie dalej z ksigzki, précz dominujacego wodoru — metan, amoniak i pare
wodng, nadto H2S i HCN; byto to Srodowisko beztlenowe, redukujgce. Wskutek pro-
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ceséw zachodzacych pod wpiltywem ultrafioletu, a zwiaszcza rozpadu wody — po
ok. miliardzie lat nastgpita era atmosfery trzeciorzedowej, z przewagg C02 i N2
a zanikiem wolnego wodoru. Stopniowo, przed ca 18—14 mid lat, wyksztatcita sie
czwartorzedowa atmosfera oksydacyjna. Jednak zawarto$¢ w niej tlenu osiggneta
zaledwie ok. 0,01 dzisiejszej wartosci. Dalszy proces byt juz tylko ,,mikroewolucjg”
tej atmosfery, zachodzaca pod wpiltywem biosfery, zwiaszcza organizméw fotosyn-
tetyzujgcych. Podane poglady na etapy w rozwoju atmosfery Ziemi sg podbudowane
danymi o atmosferach innych planet naszego Uktadu Stonecznego (np. drugorzedo-
wa jest poréwnywalna z jowiszowa).

W tej czesci ksigzki znajdujemy tabele — Ryc. 45 — podajaca informacje o pra-
organizmach i wczesnych formach zywych, a mianowicie prekambryjskie skamie-
niatosci chemiczne i organiczne. Podobna do niej, suplementarna tabela — nie nu-
merowana, na sztywnej ruchomej wktadce — podaje chronologie zmian atmosfery,
pojawu organizmow z pieciu grup Prokaryota oraz z trzech grup Eukaryota (tj. glo-
néw jednokomoérkowych, ,,makroskopowych” i zwierzat bezkregowych).

Swego rodzaju uktad odniesienia do rozwazan na temat ewolucji chemicznej
oraz okazje do dyskusji problemu ,dyspersji” zycia w Kosmosie (tj. jakby nowej
wersji hipotezy panspermii Svante Arrheniusa) stanowi opis zwigzkéw chemicz-
nych (H20, CO, HCN, H2O, HCOOH, NH2CHO i in.) — stwierdzonych spektrosko-
powo w mgtawicach gazowych oraz zwigzkéw znalezionych w niektérych meteory-
tach kamiennych zwanych chondrytami weglowymi. W tych ostatnich jak wiadomo,
znaleziono liczne aminokwasy (np. 18 w meteorycie Murchison) i kwasy organiczne
oraz mikrostruktury *). Podobne do tych ostatnich, znalezione na Ziemi — a okres$-
lone wyzej mianem ,,skamieniatosci chemicznych” — siegajg wieku 3,8 mld lat (np.
3—30 ¢im lIsuasphaera, zblizona do drozdzy, z poktadéw kwarcytu Isua w pd.-zach.
Grenlandii).

Omoéwione w ksigzce ,,biochemiczne i molekularno-biologiczne doswiadczenia
dotyczace powstania zycia” (rozdz. 5), précz problematyki wzmiankowanego juz ko-
du genetycznego dotycza préb syntezy biomolekut w prebiotycznym okresie Ziemi.
Chodzi tu o tzw. eksperymenty symulacyjne w tym stowa znaczeniu, ze w laborato-
rium utrzymuje sie sztucznie przypuszczalne prymitywne warunki ziemskie —
zwiaszcza w zakresie wytadowan elektrycznych, napromieniania ultrafioletem i skia-
du chemicznego ,,atmosfery”. Do tego celu prowadzity wtasnie rozwazania nad ewo-
lucja naszej atmosfery.

Najpierw znajdujemy informacje o reakcjach prowadzgcych do powstania z
»praczasteczek” takich prostych zwigzkoéw jak weglowodory czy hydrazyna — oraz
do wytworzenia monomeroéw. Jest tu wiec abiogenna synteza aminokwaséw, skiad-
nikow kwaséw nukleinowych, puryny i pirymidyny, nukleozydéw i nukleotydéw,
cukrow, lipidéw i porfiryn. Z kolei poswiecono uwage abiogennej syntezie makro-
czasteczek — protenoidéw, polinukleotydéw i polisacharydéw.

Integralng cze$¢ ksigzki stanowiag tabele i rysunki. Wiekszo$¢ z tych ostatnich
ma charakter schematéw — nie tylko ilustrujacych budowe — np. komérki, mito-
chondrium, btony biologicznej czy kwasu nukleinowego, ale tez czesto ilustrujg-
cych przebieg proceséw, jak przeptyw energii w organizmie zywym lub przeptyw
informacji i procesy morfogenetyczne w ontogenezie tkankowca. Précz indeksu i wy-
kazu piSmiennictwa w jezyku niemieckim i angielskim (wtasciwym dla oryginatu —
jak przy C. Darwinie!), podzielonego na czesSci nawigzujace do poszczegdlnych roz-

. Wykaz dziesieciu spo$réd nich mozna znalez¢ w Tabeli 2, w ksigzce Z. llczuka pt.:
tropach zycia pozaziemskiego”, ,,Iskry”, Warszawa 1981; Tabela 3 wymienia 16 kwaséw orga-

nicznych, za$ Tabela 1—przyktady podobnych do skamieniatosci mikrostruktur z chondrytéow
weglowych. e

g%
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dziatbw — na koncu tomiku znajdujemy 17 stron ,,ABC wazniejszych wyrazeh fa-
chowych” z ok. 170 hastami. -

Tak pomyslana i zrealizowana praca nie jest wolna od brakéw. O niektorych
z nich mogg zorientowa¢ wczesniejsze fragmenty naszego omowienia.

Na przyktad przytoczony obszerniejszy fragment tekstu dotyczacy synergetyki
ilustruje chyba dobitnie najwazniejszy bodaj mankament ksigzki: ciezkos$¢ jej ,.te-
legraficznego” stylu. Zdaniem recenzenta stawia ona pod powaznym znakiem zapy-
tania cata zamierzong przez autora popularno$¢ wyktadu.

W koncepcji tresci daje sie odczué¢ brak powigzania miedzy termodynamiczng
cechg istot zywych jaka jest ich quasi-stacjonarno$¢ (tj. utrzymywanie stosunkowo
niskiego poziomu entropii) a ich strukturg, zorganizowaniem — wszak sa
one witasnie ,,organizmami”! Logiczne przejscie do koniecznoéci ich zorgani-
zowania morfologiczno-strukturalnego umozliwitoby uprzednie rozwiniecie uwag
0 teorii uktadéw, zwrdcenie uwagi na to, ze uktad quasi-stacjonarny jest wszak
homeostatem, a to przy wiekszych rozmiarach (zwtaszcza istot wielokomérkowych,
ale problem rozpoczyna sie juz w komorce) moze by¢ osiggniete tylko przy odpo-
wiednim rozmieszczeniu elementdw w przestrzeni i uporzagdkowaniu proceséw
w czasie. Tymczasem ani pojecia homeostazy ani homeorezy w ksigzce nie ma. W tej
sytuacji podane przez autoréw ogodlne cechy zycia sg tylko tymi, ktére umozliwiaja
jego kontynuacje (rozréd) i zmiany jego form (dziedziczno$¢, zmiennos$¢). Pomijaja
natomiast, paradoksalnie, ceche najistotniejsza dla ogdlnej definicji zycia, umozli-

wiajacg trwanie owego ,dyssypatywnego ukiadu”, organizmu — zdolno$¢ homeo-
statyczng. Tak wiec zaréwno struktura zycia, jak i metabolizm zawisty w ksigzce
w logicznej prézni — mimo catego termodynamicznego wstepu. Az chciatoby sie

w tym miejscu zyczy¢, by autorzy zaczerpneli choéby pare cytatow z bardziej w tym
wzgledzie spdjnych logicznie co do toku wywodu — cho¢ bardziej popularnych, a na
pewno miejscami bardziej kontrowersyjnych — ksiazek H. von Ditfurtha! W obec-
nym stanie tekstu teoria uktadoéw jest do niego jak gdyby ,,przyczepiona” w postaci
dwéch trudnych do zrozumienia rysunkéw (2 i 3) i... hasta ,,ukfad (System)” w stow-
niczku.

W odniesieniu do omowienia hipotetycznych drég ewolucji, gdzie wszak nie
brakuje opisu rownie hipotetycznych jej warunkoéw, odczuwa sie brak jakiejkolwiek
wzmianki o znanych przeciez losach magnetosfery, tego ptaszcza ochronnego bio-
sfery ziemskiej przed wptywem wysokoenergetycznych czastek — cho¢ wiatr sto-
neczny i promienie kosmiczne wymieniono na Ryc. 43 wsrdd zrdodet energii dla pre-
biotycznej syntezy organicznej. Ale tez i rola promieniowania jonizujgcego w indu-
kowaniu mutacji nie znalazta dostatecznego odbicia w tekscie.

Do drobniejszych ,,grymaséw” recenzenta mozna zaliczy¢ jego dyskomfort pty-
nacy z niezgodnosci chronologii zmian atmosfery na wykresie (bez numeru) na
wktadce z podang w tekscie. Mozna by tez chyba odzatowaé tablice 2a, b, przed-
stawiajgcg fotogrametryczne zdjecie ze sputnika powierzchni pewnego obszaru NRD
1 plan uzytkowania ziemi mniej wiecej tego samego obszaru. Potrzeba takiej
ilustracji jest w ogdle niejasna. Brak za$ kompletnej odpéwiedniosci obu obrazéw
zamiast ilustrowac korzysci zdje¢ z kosmosu prowadzi czytelnika na swego rodzaju
manowce: sklania do szukania, ile tez jest miedzy tymi ilustracjami roznic, a ile
podobieristw... J

Podsumowujac: ksigzka nadaje sie raczej chyba dla wyktadowcoéw czy autoréw
odczytéw naukowych jako swoisty ,,bryk” — z jakich korzystato sie¢ czasem w szko-
le — niz dla czytelnika-niespecjalisty, pragngcego pozna¢ zagadnienie powstania
i molekularnej ewolucji zycia. Tego ostatniego moze snadnie przyttoczy¢é nadmiar
réznorodnych, szczeg6towych informacji.

J. A. Chmurzynski
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DIE ZELLE — Atlas der Ultrastruktur; Red. Joachim Ude, Michael Koch

VEB Gustav Fischer Verlag, Jena, 1982, str. 269, cena 45.- M

Dynamiczny rozw6j mikroskopii elektronowej jaki miat miejsce w ostatnim
trzydziestoleciu przyczynit sie do glebokiego poznania i zrozumienia struktury
i funkcji komorki bedacej elementarng czastka zywego organizmu. Technika ta,
bez przesady rzec mozna, potozyta pomost miedzy ogromnymi dziedzinami wiedzy,
biologig i biochemia, miedzy ultrastrukturg widziang w mikroskopie elektronowym
a ztozong strukturg molekularng zwigzkéw chemicznych, z ktérych poszczeg6lne
elementy komoérkowe sa zbudowane. Nadal jednak wysokie kwalifikacje badaczy
podejmujacych trudna interpretacje wynikéw uzyskanych przy zastosowaniu mi-
kroskopii elektronowej, jak réwniez wzgledy techniczne i wysoki koszt eksploatacji
aparatury, czynig te technike ekskluzywna pomimo jej wielkiej popularnosci i uzy-
tecznos$ci. Istnieje potrzeba udostepnienia osiggnie¢ tg technikg uzyskanych w spo-
s6b prosty i przemawiajacy do wyobrazni, a jednocze$nie rzetelnie oddajacy istote
zjawisk.

Tego zadania z doskonatym efektem podjeli sie autorzy recenzowanej Kksigzki.
Postawili oni sobie za cel zilustrowanie wnetrza komoérki w sposéb taki, by jego
ztozony i ptaski w przekroju obraz widziany w mikroskopie elektronowym, trudny
czesto do zrozumienia, ujawnit sie czytelnikowi w petnej tréjwymiarowej postaci.
By obraz ten natozony na schematy reakcji chemicznych zachodzacych we wnetrzu
licznych i jakze zrdznicowanych struktur komorkowych pozwolit zrozumie¢ ich
funkcje bedaca oczywistg konsekwencjg pozornie martwych form morfologicznych.

Zaprezentowany atlas struktur komoérkowych zawiera bogaty materiat zdjecio-
wy (198 zdje¢ z mikroskopu elektronowego, zestawionych w 78 tabelach) oraz sche-
maty (39 tablic i 20 rysunkow), ktdre — w fascynujacy sposéb przekonywujgco pla-
styczny i barwny — przetwarzajg ptaskie i szare obrazy z mikroskopu elektrono-
wego nadajac im strukture przestrzenna, a te wypetniajac molekularnymi struktu-
rami przebiegajacych w niej reakcji biochemicznych. Wszystkie zdjecia i schematy
opatrzone sa zwieztym tekstem opisujgcym zaréwno morfologie prezentowanych
struktur komérkowych z nawigzaniem do petnionych przez nie funkcji, jak réwniez
przebieg podstawowych proceséw chemicznych u podstawy tych funkcji lezgcych.
Ponadto, autorzy odsytaja czytelnika do licznych pozycji literaturowych. Przedsta-
wiony materiat jest tak dobrany by prezentujgc danag strukture w wielorakich for-
mach — w jakich w réznych typach komorek wystepuje — poréwnaé¢ komorki pro-
kariontéw i eukariontéw, komdrki roslinne i zwierzece, wreszcie wyspecjalizowane
komérki réznych tkanek (na przyktad komoérki wydzielnicze) wyjasniajgc istote
obserwowanych roznic.

Szeroki zakres ilustrowanego w ksigzce materiatu nie pozwolit autorom za-
pewne na prezentacje wielu aktualnych szczegotéw, ktore kazdy dzien badan nauko-
wych dodaje do skarbca naszego poznania. Syntetyczny natomiast sposob w jaki
materiat tep zostat zestawiony i zaprezentowany sprawia, ze ksigzka stanowi cenne
uzupetnienie podrecznikéw biologii i biochemii, a w szczeg6lnosci histologii i cyto-
logii rosdlin, zwierzat i cztowieka. Korzysta¢ z niego moga zaréwno studenci biologii
i medycyny, weterynarii i wyzszych szkot rolniczych, jak lekarze i nauczyciele bio-
logii szk6t $rednich oraz nauczyciele akademiccy. Wartosci poznawcze i dydaktyczne
tej ksigzki sa niezaprzeczalne.

B. Skoczylas
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WSKAZOWKI DLA AUTOROW

Kwartalnik ,,Postepy Biochemii” publikuje artykuty monograficzne omawiajace-
waskie tematy oraz artykuty przegladowe referujace szersze zagadnienia z biochemii
i nauk pokrewnych. Artykuty pierwszego typu winny obejmowac syntetyczny prze-
glad postepu wiedzy w omawianej dziedzinie opracowany na podstawie piSmiennictwa
z kilku ostatnich lat, a artykuly drugiego typu jedynie piSmiennictwo z ostatniego
roku lub dwu lat. Kwartalnik publikuje takze krdtkie noty informujace o nowych.,
i wazniejszych osiagnieciach biochemii. Przekazanie artykutu do Redakcji jest
réwnoznaczne z o$wiadczeniem, ze nadestana praca nie byfa i nie bedzie publikowana
w innym czasopiSmie, jezeli zostanie ogtoszona w ,Postepach Biochemii”. Autorzy
artykutu odpowiadajg za prawidtowos$¢ i S$cistos¢ podanych informacji. Autoréw
obowiazuje korekta autorska. Koszty zmian tekstu w korekcie (poza poprawieniem
btedéw drukarskich) ponosza autorzy. Artykuly honoruje sie wedtug obowiazujacych;
stawek. Autorzy otrzymujg bezptatnie 25 odbitek swego artykutu; zamoéwienia na
dodatkowe odbitki (ptatne) nalezy zgtosi¢ pisemnie odsytajagc prace po korekcie-
autorskiej.

Redakcja prosi autoréw o przestrzeganie nastepujgcych wskazowek:

Forma maszynopisu: maszynopis pracy i wszelkie zalgczniki nalezy nadsytaé
w dwu egzemplarzach. Maszynopis powinien by¢ napisany jednostronnie, z podwdjna,
interlinia, 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 Normg Polska.

Uktad maszynopisu: strona okladkowa nienumerowana zawiera imiona i na-
zwisko(a) autora(éw), adres(y) Zaktadu(ow) w jezyku polskim i angielskim, w ktorych,
pracujg autorzy, adres pocztowy, na ktory autorzy zyczg sobie otrzymywaé korespon-
dencje, adres prywatny, telefon miejsca pracy, tytut artykutu (w jezyku polskim
i angielskim), oraz—w prawym dolnym rogu— liczbe stron, liczbe rycin, wzoréw
i tabel oraz skrot tytutu (nie wiecej niz 25 znakéw drukarskich).

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

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

Dla przejrzystosci tekstu obowigzuje podziat artykutu na rozdzialy i podrozdzia--
ty, ktérych tytuty rzeczowo winny informowaé¢ o przedstawianych tresciach. Rze-
czowy spis tresci publikujemy bezposrednio po tytule pracy. Rozdzialy numerujemy
liczbami rzymskimi, a podrozdziaty odpowiednia rzymska i arabska (np. 1-1.). Tytu-
téw podrozdziatéw nie wydzielonych z tekstu nie trzeba numerowac.. W tekscie nie -
nalezy stosowa¢ zadnych podkresled ani rozstrzelonego druku. Ewentualne sugestie,
autorskie co do charakteru czcionki drukarskiej nalezy zaznaczy¢ otéwkiem na
marginesie maszynopisu. W przypadku umieszczenia w teks$cie liter alfabetu greckie-
go nalezy na marginesie wpisa¢ otowkiem ich fonetyczne brzmienie. Tabele, i ryciny
numerujemy cyframi arabskimi a wzory rzymskimi. W tekécie nie nalezy umieszczac
zadnych tablic, rycin czy wzoréw, lecz w zagdanym miejscu pozostawié wolny wiersz:
i zaznaczyé: Tabela 1, Ryc. 1, Wzor | itp. Numeracje wzoru w tek$cie-nalezy podawacd
po nazwie zwigzku, np. kwas glutaminowy (I).

Redakcja prosi autordw o zwrocenie szczegdlnej uwagi na poprawno$é jezykowg
tekstu a takze na S$cisto$¢ i jasno$¢ sformutowan, unikanie gwary laboratoryjnej oraz.
0 niewprowadzanie do tekstu tworzonych doraznie skrotéw, nawet, jesli niektdre z nich &
bywajg uzywane w pracach obcojezycznych.



Redakcja zastrzega sobie mozno$¢ skrdcenia tekstu i wprowadzania poprawek
nie wptywajacych na tres¢ pracy.

PiSmiennictwo: w artykule nalezy cytowac 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 przedstawianej dziedzinie. Omawiane prace trzeba numerowaé¢ w kolejnosci ich
cytowania w tek$cie. Wykaz piSmiennictwa zatem obejmuje prace opatrzone kolej-
nymi numerami, ale nie uporzagdkowane alfabetycznie. Odnosniki bibliograficzne win-
ny mie¢ forme zalecang przez Komisje Wydawcéw Czasopism Biochemicznych Mie-
dzynarodowej Unii Biochemikéw (IUB) wedtug Biochim. Biophys. Acta, (1972), 276,
1 np.

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

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

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

Zakgczniki: kazdy zatgcznik nalezy sporzadzi¢ w 2 egz. na oddzielnych kartkach
i opatrzy¢ kolejnym numerem odpowiadajacym numerowi uzytemu w teks$cie oraz
oznaczy¢ (na gorze stronicy otéwkiem) nazwiskiem pierwszego autora i poczatkowymi
wyrazami tytutu pracy.

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

Ryciny, tj. wykresy, rysunki, schematy lub fotografie nalezy opatrzy¢ numeracjg
w kolejnosci ich omoéwienia w tekScie. Przyjmuje sie zasade numeracji rycin cyframi
arabskimi, a wzoréw cyframi rzymskimi. Fotografie czarno-biate (kontrastowe) po-
winny by¢ wykonane na papierze matowym. Pozostate ryciny nalezy wykonaé tu-
szem na biatym papierze lub na kalce technicznej. Wymiar ryciny nie powinien by¢
mniejszy niz 10X15 cm, a naniesione linie nie powinny by¢ ciefsze niz 1 mm. Ramki
ujmujgce wykresy mozna wykonaé linig cienszg niz linie wtasciwe wykresu. Cyfry
i litery stuzace do opisu rysunku powinny mie¢ wysoko$¢ nie mniejsza niz 5 mm. Na
rysunkach nie nalezy umieszcza¢ opiséw stownych, lecz postugiwaé sie skrdtami. Osie
wykreséw natomiast winny by¢ opatrzone napisem tatwo zrozumiatym. Dla oznacze-
nia punktow doswiadczalnych mozna stosowaé nastepujgce symbole: O OO A « Bl A.
Rycine nalezy opatrzyé na odwrocie oznaczeniem ,gora” i ,,dot’ (otowkiem). Decyzje
0 stopniu zmniejszenia ryciny podejmuje wydawca.

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

Ze wzgledu na wewnetrzng spoistos¢ artykutu zaleca sie autorom konstruowanie
oryginalnych rysunkoéw i zbiorczych tabel na podstawie danych z piSmiennictwa.
Prawie wszystkie czasopisma zastrzegajg sobie wytgczno$¢ druku prac wraz z ich
dokumentacjg (Copyright). Przed witaczeniem tabel, wykreséw czy schematéw do
artykutu przeznaczonego do6 publikacji w Postepach Biochemii nalezy uzyskaé¢ zgode
na przedruk i przedtozy¢ jg Redakcji.

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