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PROFESOR DR HAB. MARIAN SZYMONA
1925—1983






W dniu 27 lipca 1983 r. zmart Prof, dr Marian Szymona, kierownik
Zaktadu Biochemii Wydziatu Farmaceutycznego Akademii Medycznej w
Lublinie i wieloletni dyrektor Instytutu Chemii Podstawowych tej
Uczelni.

Urodzony 10 kwietnia 1925 roku w Ostréowku k/Lublina, wyzsze studia
medyczne ukonhczyt na Wydziale Lekarskim Uniwersytetu M. Curie-Skto-
dowskiej w Lublinie w 1951 roku uzyskujgc w tym samym roku stopien
doktora medycyny. Prace zawodowga rozpoczat w 1947 r., po drugim roku
studiow, jako zastepca asystenta w Katedrze Chemii Fizjologicznej kiero-
wanej przez prof, dr Janine Opieriskg-Blauth. Awansujgc kolejno, M. Szy-
mona uzyskat w 1956 roku stopieh doktora habilitowanego, a w 1974 r.
tytut profesora nadzwyczajnego.

Prof. Marian Szymona odbyt szereg krdtko i dtugoterminowych stazéw
zagranicznych w znanych placéwkach biochemicznych. W latach 1953/54
przebywat w Budapeszcie na 4 miesiecznym stazu w laboratorium prof.
F. B. Strauba, a w okresie grudzien 1957 — luty 1959 r. w pracowni chemii
bakteryjnej, Uniwersytetu Kalifornijskiego w Berkeley, kierowanej przez
prof. M. Doudoroffa jako stypendysta Fundacji Rockefellera.

Gtownym kierunkiem dziatalnosci naukowej Prof. M. Szymony byty
zagadnienia enzymologii i regulacji metabolizmu u drobnoustrojéow, w
szczeg6lnosci za$ u mykobakterii. Wysokiej rangi dokonaniem byto wy-
krycie u pratkéw, a nastepnie scharakteryzowanie nowego enzymu — po-
lifosforanowej glukokinazy (Polyphosphate: D-glucose 6 phosphotransfe-
rase, EC 2.7.1.63) wykorzystujacej nieorganiczny polifosforan do fosfory-
lacji glukozy. W okresie pozniejszym stwierdzit obecno$¢ u mykobakterii
i korynebakterii innych kinaz wykorzystujacych nieorganiczne polifosfo-
rany. W bezposrednim zwigzku z badaniami nad rolg polifosforanéw pozo-
stawaly zagadnienia syntezy tych zwigzkéw u drobnoustrojow. W latach
60-tych Prof. M. Szymona wysungtl sugestie wskazujagcg na mozliwos¢
syntezy nieorganicznych polifosforanow drogag fosforylacji substratowej.
W kilka lat p6zniej we wspotpracy z I. S. Kulajewem (Moskwa) udato sie
wykazaé u Neurospora crassa powstawanie polifosforanéw bezposrednio
z 1,3-dwufosfoglicerynianu. Oryginalne badania nad nieorganicznymi
polifosforanami przyniosty prof. M. Szymonie szeroki rozgtos Swiatowy
i uznanie w kregach specjalistow. Dowodem na to byty m.in. liczne kon-
takty zagraniczne z laboratoriami zajmujacymi sie podobng tematyka jak
rébwniez cytowanie wynik6w badan prof. M. Szymony w renomowanych
czasopismach specjalistycznych, monografiach i podrecznikach. Warte
wzmianki jest wykazanie przez M. Szymone semiindukcyjnej syntezy
enzyméw zapoczatkowujacych przemiane niektérych weglowodandw,
polioli i kwasu mlekowego u mykobakterii.

Cato$¢ badan zamyka sie liczbg ponad 80 publikacji. Niektore z nich,
jak praca nad polifosforanowg glukokinazg uzyskata nagrode | stopnia Mi-
nistra Zdrowia i Opieki Spotecznej.



Prof. dr Marian Szymona wyksztatcit liczng kadre doktoréw i dokto-
row habilitowanych w zakresie biochemii. Stawiat bardzo wysokie wyma-
gania sobie i wymagat tego od wspo6tpracownikéw. Uczyt rzetelnosci
w pracy naukowej i w zyciu poza-zawodowym. Umiat jednoczes$nie wzbu-
dza¢ zapat i gtebokie zainteresowanie naukg u swoich uczniéw. Byt dosko-
natym wyktadowcg i dydaktykiem.

Prof. M. Szymona aktywnie uczestniczyt w organizacji zycia nauko-
wego w osrodku lubelskim i poza nim, petnigc czesto role inspiratora
nowych przedsiewzie¢ naukowych i rzetelnego krytyka. Dotyczyto to
Instytutu, ktérym kierowat, zycia Uczelni, towarzystw i komitetow nau-
kowych. Zmarty byt cztonkiem Rady Redakcyjnej Physiological Che-
mistry & Physics (U.S.A.), Acta Biochimica Polonica oraz cztonkiem Ko-
mitetu Biochemicznego i Biofizycznego PAN.

Prof. M. Szymona byt cztowiekiem o rozlegtych horyzontach mys$lo-
wych i szerokich zainteresowaniach. Obdarzony wnikliwym umystem inte-
resowat sie filozofig, literaturg, sztuka. Z powodzeniem, uprawiat ma-
larstwo. Pozostat jednoczes$nie cztowiekieme skromnym i prawym, nie szu-
kajacym fatwej kariery i zaszczytow.

Jego odejscie stanowi wielkg strate dla o$rodka lubelskiego i biochemii
w Polsce.
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Z HISTORII BIOCHEMII

W. S. OSTROWSKI *»

Zarys rozwoju badan nad metaloporfirynami

Research in the Field of Metaloporfirins. A Historical note

Mineto niedawno 50 lat od chwili, kiedy nastgpit zwrotny moment
w badaniu struktury metaloporfiryn oraz ich biologicznej funkcji. Z po-
czatkiem bowiem lat trzydziestych naszego stulecia, zarébwno badacze
zajmujacy sie strukturg pierScienia porfirynowego, jak i ci, ktérzy zaj-
mowali sie rolg zelazoporfiryn w procesach oddychania tkankowego, doszli
do waznych etapdw w swych badaniach. Hans Fischer (1881—1945)
otrzymat w 1930 r. nagrode Nobla ,za badania nad strukturg heminy
i chlorofilu, a zwtaszcza za synteze heminy”, a w 1931 r. Otto War-
tau r g (1883—1970) zostat wyrdzniony nagroda Nobla ,,za wykrycie natury
i sposobu dziatania enzymu oddechowego”, czyli oksydazy cytochromowej.
Poniewaz w poczagtkowej fazie badan nad strukturg pierScienia porfiryno-
wego wydatnie uczestniczyli dwaj wybitni chemicy polscy, Marceli
Nencki i Leon P. Marchlewski, wydawatlo mi sie celowe przy-
blizy¢ z tej okazji ten wiasnie fragment historii biochemii naszemu mio-
demu pokoleniu biochemikoéw.

W drugiej potowie XIX w. byto juz wiadomo, ze czerwony barwnik
krwi reaguje w jaki$ sposob z tlenem. Kolor krwi ulegat zmianie w zalez-
nosci od jej nasycenia tlenem i w 1862 r. F. Hoppe-Seyler opisat
charakterystyczne widmo absorpcyjne utlenowanego barwnika. Zaintere-
sowany tym spostrzezeniem Hoppe-Seyler izoluje czerwony barwnik krwi,
krystalizuje go i nadaje mu nazwe hematoglobiny lub hemoglobiny, ktéra
to nazwa przyjmuje sie odtagd powszechnie. Hoppe-Seyler wyka-
zuje nastepnie, ze hematyne, czyli grupe prostetyczng barwnika, mozna
tatwo odszczepi¢ od czesSci biatkowej za pomocg alkaliéw, i stwierdza, ze
hematyna zawiera zaréwno azot jak i zelazo. Nie zdotal on jednak prze-*
prowadzi¢ odwracalnej redukcji hemoglobiny, co udato sie G. G. Stokesowi
w 1864 r.

Badania nad strukturg hemoglobiny rozpoczat w 1884 r. M. NencKki
(1847—1901) pracujacy wéwczas w Instytucie Chemii Medycznej w Bernie

*) Prof. dr hab., Instytut Biochemii lekarskiej A.M., ul. M. Kopernika 7,
31-034 Krakow.
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w Szwajcarii. Traktujgc Hb02 alkoholem uwalniat hemine, ktérg nastep-
nie rozktadat gtdwnie za pomocg HJ i ustalat strukture poszczegdlnych
produktéw. Koncowym wynikiem tych badarn prowadzonych wesp6t z dru-
gim Polakiem, J. Zaleskim, byto wydzielenie tzw. hemopyrolu i kon-
cepcja czteropyrolowej struktury hemu. Dalsze badania nad strukturg gru-
py prostetycznej hemoglobiny rozwingt W. Kuster, ktory w 1913 r.
ustalit niemal kompletny wzér pierscienia porfirynowego, a Hans Fi-
scher w kilkanascie lat p6zniej przeprowadzit jego peing synteze, za
co otrzymalt, jak juz wspomniano, nagrode Nobla.

W 1892 r. Leon P. Marchlewski (1869—1946) konczy studia
chemiczne na Politechnice w Zurychu i przenosi sie do prywatnej pra-
cowni znanego woOwczas organika, Edwarda Schuncka, w Man-
chesterze. Schuncka interesowat wtedy czerwony barwnik S$wiezo
przez niego wyosobniony z zielonych czesci roslin, ktoéry przez analogie
do hematoporfiryny, wyosobnionej wczes$niej przez Nenckiego z krwi
ludzkiej, nazwat filoporfiryng. Marchlewski wlgcza sie do badan
nad filoporfiryna, ktorej poswiecit prawie 30 lat pracy, i ustala jej wzor
empiryczny. Obserwuje przy tej okazji duze podobieristwo wzoréw empi-
rycznych filoporfiryny i hematoporfiryny i uzyskuje po raz pierwszy
widma absorpcyjne obu tych substancji. We wspolnej pracy z Schunckiem
opublikowanej w 1896 r. uczeni formutujg poglad, ze chociaz substancje
te pochodzg ze Swiata ro$lin i ze Swiata zwierzat, majg bardzo zblizona,
lub wrecz wspolng strukture chemiczng (1).

W tym samym mniej wiecej czasie Nencki przenosi sie do Peters-
burga i wtedy poznaje blizej wyniki badan Marchlewskiego nad
filoporfiryng. Poniewaz wyniki te wydaja mu sie bardzo interesujace,
proponuje, o dwadziescia lat mtodszemu Marchlewskiemu, prze-
prowadzenie wspdélnych badan nad filoporfiryna wedtug schematu zasto-
sowanego w badaniu hematoporfiryny (por. Ryc. 1). W 1901 r. ukazuje sie
ich wspélna praca, w ktorej wykazuja, ze filoporfiryng przy odbudowie
daje identyczny hemopyrol jak hematoporfiryna i ze obie substancje pod
wzgledem chemicznym sg niemal identyczne (2).

Dalsze badania nad struktura chlorofilu Marchlewski przepro-
wadza w Krakowie wraz z J. Roblem i C. A Jacobsonem,
W 1907 r. wprowadza atom zelaza do pierscienia filoporfiryny i otrzymuje
zwiazek, nazwany przez niego filoheming, o identycznych niemal wiasci-
wosciach jak hemina z hemoglobiny ludzkiej (3). Podobienstwo struktu-
ralne filoheminy z chlorofilu i grupy prostetycznej barwnika krwi napro-
wadza R. Willstattera na mysl, ze — podobnie jak hem chlorofil
moze byé metaloporfiryng — i w 1916 r. znajduje w nim magnez.

Pozostawmy obecnie badania nad strukturg porfiryn, a przyjrzyjmy
sie, jak rozwijaty sie badania nad rolg hemoprotein w procesie oddychania
tkankowego.

W 1880 r. C. A. Mac Munn stwierdza, ze w niektérych tkankach
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Ryc. 1. Schemat reakcji prowadzacych do powstania hemopyrolu podczas odbudowy
hemoglobiny i chlorofilu.

znajdujg sie nieznane barwne skiadniki, nazwane przez niego histohema-
tynami, ktére zredukowane przez brak dostepu tlenu wykazujg smugi
absorpcyjne w spektroskopie podobne do widma hemoglobiny. Spostrzeze-
nie Mac Munna zostato zignorowane przez wspoétczesnych i dopiero
w 45 lat pdzniej uznano je za znaczace odkrycie naukowe. W ciggu bo-
wiem tych lat toczyl sie zaciety spor miedzy O. Warburgiem
a T. L. Thunbergiem i H Wielandem na temat roli zelaza
w procesie oddychania tkankowego.

W 1913 r. Warburg wykazuje, ze $Slady cyjanku hamuja niemal
catkowicie zuzycie tlenu przez oddychajace tkanki, utrzymuje przeto, ze
biologiczne utlenianie wymaga enzymu zawierajgcego zelazo, nazwanego
przez niego ,enzymem oddechowym”. Wedtug niego aktywacja 02 przez
enzym oddechowy miata byé gtéwnym mechanizmem w procesie utlenia-
nia tkankowego. Thunberg natomiast — wykrywajac w 1917 r. de-
hydrogenazy reagujgce z btekitem metylenowym — wykazat, ze katalizujg
one odszczepianie wodoru od réznych metabolitéw i ze tlen w tych reak-
cjach jest catkowicie zbyteczny. Wieland z kolei wykazywal, ze aktywacja
wodoru przez dehydrogenazy jest gtobwnym procesem zachodzacym pod-
czas biologicznego utleniania i ze aktywacja 02 nie jest potrzebna aby
odszczepiony wodor przez dehydrogenazy mégt z nim reagowac. War -
burg jednak nie daje za wygrang i w 1921 r. wykazuje, ze sole zelaza
dodane do roztartej tkanki znacznie zwiekszajg zuzycie tlenu podczas
oddychania. Spér miedzy uczonymi zostat czesciowo zatagodzony w 1925
roku, kiedy D. Keilin, rowniez nasz rodak, odkryt cytochromy opisane
wczesniej przez Mac Munna jako histohematyny. Keilin wykazat, ze
zawarte w cytochromach zelazo ulega odwracalnej redukcji i utlenieniu
(4). Wskazywato to, ze cytochromy dziatajg jako przenos$niki wodoréw
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pomiedzy dehydrogenazami i enzymem Warburga aktywujagcym tlen,
ale wdwczas nie byto jeszcze jasnej opinii na ten temat.

Warburg uparcie eksperymentuje dalej i w 1926 r. stwierdza, ze
enzymy oddechowe zatruwane sg przez tlenek wegla. Uzywajac hemoglo-
biny jako biatka modelowego i poréwnujac z enzymami oddechowymi
konkluduje, ze enzymy oddechowe majg podobng grupe prostetyczng jak
hemoglobina, poniewaz zawierajg zelazo ulokowane w pierscieniu porfi-
rynowym. W dalszych rozwazaniach Warburg doszedt do wniosku,
ze enzymy oddechowe pobierajg Oz z Hb02 krwi wigzagc go z Fe2+ i ze
szereg takich czynnikéw Zelazoporfirynowych oscyluje pomiedzy
Fe2+ ™ Fe8+ a zatem ze enzymy oddechowe dziatajg w Scistym powigza-
niu z cytochromami. Za powyzsze badania, jak juz wspomniano na po-
czatku, Warburg otrzymat w 1931 r. nagrode Nobla. Ale dopiero
w 1939 r. A. Szent-Gyo6rgy przedstawil pierwszy schemat dziata-
nia tancucha oddechowego sprzezonego z transporterem elektronéw i wy-
twarzaniem energii, a Keilin i Hartree w tym samym roku wyka-
zali, ze oksydaza cytochromowa sktada sie z dwéch komponent, cytochro-
mu a i cytochromu a3 Ten ostatni hamowany przez CO i CN~ okazat sie
identyczny z enzymem Warburga ,przenoszacym tlen” (5).

Wedtug dzisiejszego stanu wiedzy zasadniczg funkcja oksydazy cyto-
chromowej jest aktywacja tlenu molekularnego O, jako konhcowego
akceptora elektronéw w tancuchu oksydatywnych przemian w komorce.
Ogolnie katalizuje ona reakcje:

4H+ + 0 2+ 4 cyt ¢2+ -» 2HaO + 4 cytc3f

Z réwnania widaé, ze enzym dziata jako czynnik sprzegajacy jednoelek-
tronowy donor, czyli cytochrom c¢, z czteroelektronowym akceptorem,
czyli 02 Oksydaza cytochromowa petni takze istotng funkcje w syntezie
ATP przez wytwarzania gradientu protonowego opisanego przez teorie
chemiosmotyczng Mitchella.

W wiekszosci komorek eukariotycznych oksydaza cytochromowa jest
biatkiem membranowym, ztozonym co najmniej z 7 podjednostek, 0 ma-
sie czasteczkowej od 5000 do 36 000, najczeSciej wystepujacym w postaci
dimeru o masie czgsteczkowej okoto 300 000, cho¢ w komoérkach niekté-
rych gatunkéw znajdowana jest w postaci monomerycznej (6). Zawiera
4 grupy prostetyczne: 2 zelazoporfiryny typu a, oraz 2 atomy Cu. Ogoélna
organizacja czasteczki enzymu, wraz z przestrzennym rozmieszczeniem
podjednostek opracowana na podstawie badah rentgenograficznych, wia-
zania swoistych przeciwcial, sprzegania za pomocg odczynnikow dwu-
funkcyjnych oraz znakowania technikg fotopowinowactwa, przedstawiona
jest schematycznie na rycinie 2. Jak widaé, oksydaza cytochromowa
uksztattowana jest w postaci litery Y i mozna w niej wyrdzni¢ 3 domeny.
Domena C obejmuje podjednostki I, Il, Il i V zwrdcona jest na zewnatrz
btony wewnetrznej mitochondrionu i zawiera centrum wigzania cytochro-
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Ryc. 2. Schematyczne przedstawienie monomeru oksydazy cytochromowej z zazna-
czeniem lokalizacji domen (C, Mi, M2 oraz podjednostek (I—VIl) enzymu. Schemat
opracowano na podstawie ref. 6 i 7.

mu c¢ oraz, prawdopodobnie, wszystkie grupy prostetyczne, tj. dwa hemy
typu a i dwa atomy miedzi (7). W podjednostce Il domeny C zlokalizowa-
no funkcje cytochromu a oraz jeden atom Cu. Domena C przechodzi
w dwa ramiona tworzace domeny Mi i M2 sterczagce do wnetrza mito-
chondrionu, czyli do jego matriks. Domena Mj zawiera 8-12 fragmentow
helikalnych, podczas gdy domena M2 jest mniejsza i zawiera 5-8 odcinkéw
helikalnych.

Obecnie lansuje sie model dwdch odrebnych standw molekularnych
oksydazy cytochromowej (8): stan spoczynkowy R i stan pulsujacy P.
Obie formy sg zdolne katalizowac¢ reakcje charakterystyczng dla oksydazy
cytochromowej lecz z r6zng szybkoscig. Niezaleznie od stopnia utlenienia
oksydaza cytochromowa w stanie R moze przechodzi¢ w stan P i odwrot-
nie, ale charakteryzuje sie wtedy réznymi parametrami Kkinetycznymi
i wiasciwosciami spektralnymi. Pulsujgca oksydaza dziata z wiekszg wy-
dajnoscia i wiacza sie w bieg reakcji katalitycznej dopiero w momencie
redukcji przez doptywajace elektrony; oksydaza spoczynkowa R wyste-
puje na ogét w postaci catkowicie utlenionej. Przyjecie powyzszego mo-
delu oksydazy cytochromowej tlumaczy szereg fizykochemicznych witas-
ciwosci enzymu jak i zespét nastepujacych po sobie zdarzeh w procesie
ztozonej reakcji enzymatycznej katalizowanej przez ten enzym.

Po drugiej wojnie Swiatowej tradycja badan nad metaloporfirynami
przetrwata w Krakowie w Instytucie Biochemii Lekarskiej, przede wszyst-
kim w pracach Skarzynskiego i Szczepkowskiego, Koja
i Frendo oraz Zgliczynskiego i Stelmaszynskiej.

Badania metabolizmu samozywnych bakterii siarkowych Thiobacillus
thioparus i Thiobacillus thiooxydans, rozwijane w latach pieédziesiatych,
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doprowadzity do wykrycia i czeSciowej charakterystyki cytochromu s,
odpowiednika cytochromu c lub cytochromu j u eukariotéw (9). Cyto-
chrom s rézni sie od cytochromu c zwierzat i cytochromu f roslin wias-
nosciami fizykochemicznymi, potencjatem oksydacyjno-redukcyjnym oraz
kinetyka reakcji. Dazagc do wyjasnienia sposobu wigzania uktadéow hema-
tynowych przez grupy hemofilne biatek, Szczepkowski zajgt sie
z kolei witasciwosciami potgczen hemoprotein z tlenkiem azotu. Badania
te przeprowadzone w latach 1956—1958 wraz z A. Ehrenbergiem
wykazaty, ze cytochrom c i inne hemoproteiny dajace potaczenia z tlen-
kiem azotu sg diamagnetyczne z powodu obecnosci w czgsteczce kompleksu
jonu zelazawego (10).

Innym tematem rozwijanym w Instytucie Biochemii Lekarskiej byto
blizsze poznanie mechanizmu wystepowania sulfohemoglobinemii. Sulfo-
hemoglobina pojawia sie we krwi o0sob po przedawkowaniu niektérymi
lekami, jak na przykiad fenacetyng, i charakteryzuje sie strukturg chlo-
rynowa. Wynika to z przytgczenia atomu siarki do jednego z pierscieni
pyrolowych i wysycenia podwoOjnego wigzania pomiedzy weglami |33
tegoz pierscienia. Badania Koja i Frendo (11) wykazaly, ze sub-
stancje wywotujgce sulfohemoglobinemie, jak fenacetyna, p-aminofenol
i acetanilid, wywierajg katalityczny efekt na reakcje HbOz z HZS. Wy-
jasniono, ze HZS niezbedny dla powstania sulfohemoglobiny in vivo po-
wstaje nie w przewodzie pokarmowym, jak dotychczas sadzono, ale we-
wnatrz erytrocytow jako produkt reakcji siarki elementarnej ze zredu-
kowanym glutationem. Siarka elementarna gromadzi si¢ w erytrocytach
w nastepstwie zahamowania wspomnianymi zwigzkami aktywnos$ci sulfo-
transferazy 3-merkaptopirogronianu. Gromadzacy sie w erytrocytach
3-markaptopirogronian w wiekszych ilosciach ulega samorzutnemu rozpa-
dowi do siarki elementarnej i pirogronianu.

Pod koniec lat 60-tych rozpoczeto w Instytucie badania katalitycznych
wiasciwosci mieloperoksydazy w fagocytujgcych leukocytach ludzkich
(12). Na podstawie wczes$niejszych prac Agnera (13), a pézniej Z g li-
czynskiego i wspotprac. (14), stato sie jasne, ze mieloperoksydaza
bierze udziat w niespecyficznym dziataniu antybakteryjnym poprzez kata-
lizowanie w neutrofilach reakcji biologicznego chlorowania. W obecnosci
H20zenzym utlenia jon chlorkowy, ktdry w obecnosci akceptora, na przy-
ktad aminy, daje jako produkt chlorowania chloramine (12). Powstajacy
kompleks E-H2 2C1 prowadzi do wytworzenia czynnika chlorujacego,
ktéry zidentyfikowano jako HOC1, a ktéry w obecnosci akceptora chloru
daje stosowny produkt; HOCL1 jest najprawdopodobniej gtébwnym czynni-
kiem cytotoksycznym w fagocytujgcym leukocycie. Na podstawie szcze-
gétowych badan spektralnych Zgliczynski (15) przedstawit przy-
puszczalny mechanizm udziatu mieloperoksydazy w omawianym procesie.
Wedtug zaproponowanego mechanizmu obie czasteczki hematyny zawarte
w enzymie partycypujg réwnoczes$nie w reakcji biologicznego chlorowa-
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nia. Model halogenacji jest zgodny z danymi widmowymi komplekséw
enzymu z poszczeg6lnymi substratami i réznymi akceptorami atomu
chloru.

Jak wida¢ z powyzszego artykutu, badania nad zelazoporfirynami
i hemoproteinami sg kontynuowane od ponad 100 lat. Mniej wiecej 50 lat
temu zakonczyt sie jak gdyby pierwszy etap tych badan, ktéry otwart nowe
kierunki eksploracji na kolejne 10-lecia, zwlaszcza nad biologiczng funkcja
hemoprotein. Badania nad strukturg porfiryn inicjowali Polacy, a takze
w pézniejszych okresach biochemicy polscy dolgczali z oryginalng mysla
i doSwiadczeniem do badan nad rolg réznych hemoprotein w procesach
biologicznych. Miejmy nadzieje, ze w przysztosci bedziemy takze obecni
wsrod tych, ktorzy rozszyfrowujg tajniki struktury i mechanizmu dzia-
tania tej niezwykiej grupy biatek ziozonych znajdowanych w kazdej
duzej komérce.
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JAN BARCISZEWSKI *

Transferowe kwasy rybonukleinowe — dwadzieScia piec lat badan **

Transfer Ribonucleic Acids — twenty five years of studies

Postep w badaniach kwaséw nukleinowych jest olbrzymi. Do retro-
spektywnego potraktowania tematu zachecajg mijajace wtasnie 3 wazne
rocznice:

— stulecie prac Kdssela o chemii jadra komorkowego,

— 30 lecie prac Watsona i Cricka donoszacych o odkryciu podwdjnej
spirali DNA, oraz

— 25 lecie prac wykazujacych istnienie transferowych kwaséw rybo-
nukleinowych.

Kwasy nukleinowe odkryt Fryderyk Miescher w 1868 r. Wyodrebnit
je z jader komorkowych obumartych leukocytéw (z ropy ludzkiej) i naz-
wat je nukleing. Era badan kwaséw nukleinowych zaczeta sie zatem ponad
100 lat temu. W 1882 roku Albrecht Kdssel opublikowat prace o chemii
jadra komorkowego (Zur Chemie Zellkerns), w ktérej opisat metode
iloSciowego oznaczania fosforu kwaséw nukleinowych wychodzac z 15 g
Swiezego materiatu komérkowego. Biatka denaturowano kwasem i tanina,
fosfolipidy ekstrahowano etanolem a kwas fosforowy oznaczano éwczes-
nymi metodami grawimetrycznymi. Na podstawie analizy zawartosci fos-
foru, Kdossel poréwnywat stosunek ilosci fosforu zawartego w jadrze do
catkowitej ilosci fosforu w réznych komérkach i znalazt korelacje z liczbg
jader komérkowych. W 1884 Kossel scharakteryzowat réwniez zasadowe
biatko w jadrach czerwonych ciatek krwi ptakow, ktére nazwat histonem.
On tez wyizolowat zasady kwaséw nukleinowych i wyjasnit ich strukture
(1), ktéra zostata potwierdzona pracami Emila Fischera. Znacznie pdzniej,
w latach 1930—31 P. A. Levene wyjas$nit chemiczng strukture kwaséw
nukleinowych. Nie wchodzagc w szczeg6ty jego dociekan warto przy-
pomnie¢, ze wyznawat on ,teorie czteronukleotydowga” ostatecznie w mysl
ktérej, jednostka czteronukleotydowg byta podstawowym powtarzajgcym

* Doc. dr hab. Zaktad Chemii Bioorganicznej PAN, uL Noskowskiego 12,
61-704 Poznan.

** Artykut ten stanowi cze$¢ referatu przedstawionego na konferencji naukowej
pt. ,,Chemia i Biologia Kwaséw Nukleinowych”, organizowanej w Poznaniu w dniach
20 i 21 kwietnia 1983.
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sie fragmentem kwasow nukleinowych. W 1932 Casperson ponownie
stwierdzit silne pochtanianie promieni ultrafioletowych przez kwasy nu-
kleinowe. Witasciwos¢ te wykorzystat nastepnie w badaniach cytochemicz-
nych jadra komdérkowego, na podstawie ktorych zaproponowat diagram
obrazujgcy chemiczng budowe chromosomu (1). Analizujgc cytoplazme
trzustki, Casperson stwierdzit duze stezenie RNA w ergastoplazmie
i obserwacje te zwigzal z biosyntezg biatka. Uzyskane wyniki upowazniaty
Caspersona do stwierdzenia, ze chemiczna natura materiatu genetycznego
to kwasy nukleinowe. Bedgc pod wplywem innych badaczy, tak oczy-
wistego wniosku Casperson wowczas nie wysunat. Uczynit to dopiero
w 1944 O. T. Avery. To wielkie odkrycie nie zostato przyjete tak gtosno
jak odkrycie podwojnej spirali 10 lat pdzniej (2).

Od okoto 1950 r. hipoteza o tetranukleotydowej strukturze kwasow
nukleinowych zostata odrzucona. Wykazano, ze kwasy nukleinowe rdznig
sie znacznie w molarnych proporcjach w zaleznosci od pochodzenia ma-
teriatu. Chargaff po raz pierwszy stwierdzit, ze liczba nukleotydéw maja-
cych grupe aminowg w pozycji 6 (adenina i cytozyna) jest na og6t réwna
w przyblizeniu liczbie nukleotydéw majacych grupe ketonowg w pozycji 6
(guanina i uracyl). Rownowazno$¢ A i T oraz G i C jest bardzo waznym
czynnikiem w tworzeniu struktury DNA. Wiosng i latem 1953 James
Watson i Francis Crick napisali cztery prace o strukturze i funkcji DNA.
Pierwsza publikacja z tej serii ukazata sie w Naturze, 25 kwietnia 1953
i zawierata m.in. stwierdzenie it has not escape our notice that the
specific pairing we have postulated immediately suggests a possible copy-
ing mechanism for the genetic material”. Znaczenia tego przypuszczenia
nie sposob przeceni¢. Struktura podwdjnej spirali zaproponowana przez
Cricka i Watsona dla DNA daje dobre wyjasnienie jego wielu wiasciwosci
fizycznych takich jak duza gesto$¢, znaczna zawarto$¢ wody czy obrazy
ugiecia promieni rentgenowskich. Na poczatku 1955 r. F. H. C. Crick
rozpowszechnit wsréd cztonkéw tzw. ,,RNA tie club” idee znang jako
hipoteza adaptorowa. Postulowat on, ze kazdy aminokwas moze by¢ zwig-
zany przy pomocy specyficznego enzymu z malg czasteczka ktéra wigza-
niami wodorowymi mogtaby sie specyficznie tgczy¢ z matrycowym kwa-
sem nukleinowym. Inaczej méwigc mogtoby by¢ 20 réznych czasteczek
adaptorowych specyficznie wiazacych poszczeg6lne aminokwasy i 20 réz-
nych enzymoéw do tgczenia aminokwasoéw z jego adaptorem. Dwa lata
p6zniej, na przetomie 1956—1957 w laboratorium P. C. Zamecnika
z Massachussetts General Hospital w Boston, USA, stwierdzono, ze frakcja
ekstraktu komdérkowego tzw. ,,enzym pH 5” wigcza radioaktywng leucyne
do kwasu nukleinowego. Zwigzany aminokwas mogtby by¢ przeniesiony
do biatka (3). W tym samym czasie Japonczycy uzyskali podobny wynik
(4). Obecny stan wiedzy umozliwia nam stwierdzenie, ze to witasnie tRNA
ulegat aminoacylacji poniewaz enzym pH 5 zawiera praktycznie calg
ilo§¢ tRNA i syntetaz aminoacylo-tRNA.
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Po odkryciu transferowych (przenoszacych, rozpuszczalnych) kwaséw
rybonukleinowych wyodrebniono pierwsze preparaty tRNA oraz okres$lo-
no ich sekwencje nukleotydowg. Holley i Merrill oczyscili tRNAAa
z drozdzy, stosujac dzisiaj prawie zapomiang chromatografie przeciwpra-
dowg. W 1965 Holley i wspdtpracownicy ustalili pierwszorzedowg struk-
ture (sekwencji nukleotydéw) w tRNAAa z drozdzy. Rok p0zniej
H. G. Zachau (Monachium) okres$lit pierwszorzedowg strukture dwoch
izoakceptorowych tRNASa roéwniez z drozdzy. Nastepnie J. T. Madison
(Wisconsin) pokazat sekwencje tRNAvh , U. L. RajBhandary (Wisconsin)
strukture tRNATer a A. A. Bayev (Moskwa) pierwszorzedowsa strukture
tRNAWP . Wszystkie te tRNA otrzymane byty z drozdzy (5). Wéweczas to
powszechnie zaakceptowano model struktury Il rzedowej zaproponowany
przez Holley’a, tzw. model liscia koniczyny, ktdry jest aktualny do dnia
dzisiejszego. Warto przypomnie¢ tutaj, ze Robert Holley rozpoczynat swo-
je prace nad tRNA jako ,part-time project” zajmujgc sie gtdwnie réznymi
aspektami zywienia. Do zajecia sie bardziej serio tRNA zachecony zostat
przez dyrektora jego laboratorium, ktéry woéwczas zdawal sobie dobrze
sprawe z wielkiego znaczenia prac nad biosyntezg biatka. R. W. Holley
tak charakteryzuje tamten okres ,,... poczatkowo pracowaliSmy nad tRNA
watroby szczura, ale okazato sig, ze duzo tatwiej jest izolowac¢ duze ilosci
tRNA z drozdzy. Zwykle do tego celu uzywaliSmy okot 50 kg drozdzy,
wrzucaliSmy je do 200 1 polietylenowej beczki z 30—40 litrami fenolu.
OtrzymaliSmy 50—70 g mieszaniny tRNA z ktoérego wyodrebnialiSmy
tRNAAa . Przypuszczam, ze w tamtych latach pracowalismy z 1—2 gra-
mami czystego tRNA. Byt to tRNA Ala ktérego sekwencje nukleotydowg
zdotaliSmy okresli€. Praca ta doprowadzita do przyznania mi nagrody
Nobla w 1968 za prace nad kodem genetycznym i jego rolg w biosyntezie
biatka, wspdélnie z M. Nirenbergiem i H. G. Khorang” (6). Dla petnej
Scistosci faktow dodam, ze sekwencja okre$lona przez Holley’a w 1965
zawierata kilka bledéw, ktére poprawiono kilkanascie lat pdzniej.

Wielkim przetomem w badaniach tRNA bylo wprowadzenie sekwen-
cjonowania kwaséw nukleinowych, w tym réwniez tRNA, znaczonych fos-
forem SP in vivo. Zaletami tej metody sg duza szybko$¢ oraz niewielkie
iloSci wyjsciowego materiatu. Na poczatku lat 70 wprowadzono technike
znaczenia nastepczego (ang. post labeling) tRNA przy pomocy enzymu
T4 kinazy i [y-3P] ATP, ktéra umozliwita badania struktury dowolnego
tRNA. Wprowadzenie metod sekwencjonowania DNA przez Gilberta
i Sangera otworzyto nowa ere w badaniach kwaséw nukleinowych. Wy-
korzystujgc technike zeli sekwencyjnych Stanley i Vassilenko zapropo-
nowali szybkg metode okreslania pierwszorzedowej struktury tRNA. Po-
lega ona na ograniczonej hydrolizie tRNA (tzw. alkaliczna hydroliza sta-
tystyczna — tylko jedno wigzanie fosforodwuestrowe ulega hydrolizie
w jednej czasteczce tRNA), pietnowaniu hydrolizatu tRNA przy pomocy
T4 kinazy i ATP oraz rozdziale produktéw hydrolizy na zelu poliakryloa-

2 Postepy Biochemii 3-4/83
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midowym. lIdentyfikacja 5'nukleotydu w kazdym fragmencie (pasmo na
zelu) pozwala zrekonstruowaé peing strukture czasteczki tRNA. Obecnie
jest to podstawowa technika wykorzystywana do analizy struktury 1 rze-
dowej tRNA.

Po 10 latach od okreslenia pierwszej sekwencji tRNA, w 1976 znanych
byto juz okoto 100 sekwencji. Obecnie po 25 latach od tamtej daty znamy
ich juz ponad 600. Pierwszym opracowaniem znanych struktur byta publi-
kacja B. G. Barrell i B. F. C. Clark z 1974 (7). Jedno z najnowszych
opracowan struktur tRNA i modyfikowanych nukleozydéw zostato nie-
dawno opublikowane (5). Ze wzgledu na szybki naptyw nowych informacji
tego typu prace stajg sie coraz mniej przydatne i dlatego w wiekszym
stopniu wykorzystuje sie obecnie do tego celu maszyny cyfrowe.

Pierwsze krysztaty tRNA otrzymano w 1968 roku w kilku laborato-
riach jednoczes$nie. Ze wzgledu na niewielki stopien ich uporzadkowania
wewnetrznego nie nadawaty sie one do badan rentgenostrukturalnych.
W 1973 roku zesp6t Aleksandra Richa (MIT, Cambridge, Mass, USA) za-
proponowat przestrzenne utozenie tafncucha polinukleotydowego czastecz-
ki tRNAPe drozdzy na podstawie mapy gestosci elektronowej otrzyma-
nej z doktadnoscig 4 A. Wowczas to zaczelo obowigzywaé okreslenie, ze
struktura tRNA jest podobna do litery L lub rosyjskiej litery G. W roku
nastepnym zespoly A. Richa i Aarona Kluga (MRC, Cambridge, Anglia)
przedstawity analize struktury krysztatdw tRNAphe (ukiad rombowy —
A. Rich, uktad jednoskosny — A. Klug) w ktérej pokazano strukture prze-
strzenng tRNA w krysztale, w tym réwniez tzw. oddziatywania trzecio-
rzedowe np. miedzy petlami dwuhydrourydyny i rybotymidyny (8,9).
Z dotychczas ustalonych struktur wynika, ze struktura krystaliczna roz-
nych tRNA jest podobna. Istniejg jednak niewielkie réznice np. w krysz-
tatach tRNAAsp nie stwierdzono oddziatywan fragmentéw dwuhydroury-
dyny i rybotymidyny (10). Sukcesy w rozwigzywaniu struktury Kkrysta-
licznej tRNA wywarty niewatpliwy wptyw na badania tRNA w roztworze.
Postawiono woéwczas pytanie aktualne réwniez i dzis: ,czy struktura
tRNA w roztworze jest taka sama jak w krysztale?”. Wieloletnie badania
chemiczne i biochemiczne ,,dostepnych i niedostepnych fragmentéw” czas-
teczki tRNA w peini potwierdzajag podobienstwa struktury w roztworze
i krysztale.

Ze wzgledu na udziat tRNA w réznych procesach nie tylko w biosyn-
tezie biatka (11) prébowano znalezé rozwigzanie jednego z podstawowych
problemdédw w biologii molekularnej: rozpoznawanie kwas nukleinowy —
biatko. Od poczatku problem rozpoznawania tRNA — aminoacylo tRNA
syntetazy byt przedmiotem szczeg6lnego zainteresowania. Mimo nagroma-
dzenia olbrzymiej ilosci danych nie ma obecnie odpowiedzi jaki jest me-
chanizm tego oddziatywania. Nalezy przypuszczaé, ze problem ten
W znacznym stopniu rozstrzygnie analiza rentgenostrukturalna. Pierwsze
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krysztaty kompleksu tRNA”*DH — syntetaza aspartylo-tRNA otrzymane
w 1980 nie nadawaty sie do analizy rentgenostrukturalnej (12).

Nowy etap badan tRNA dotyczy struktury ich genéw. Wyodrebnienie
genoéw tRNA, wprowadzenie ich do plazmidéw lub fagéw umozliwito
otrzymanie w drodze klonowanie znacznych ilosci preparatéow dzieki cze-
mu stata sie mozliwa rowniez analiza struktury odcinkéw DNA poprze-
dzajacych gen struktury. W genach tRNA chloroplastow oraz cytoplazmy
stwierdzono wystepowanie sekwencji wtragconych (ang. intervening sequen-
ces). Te fragmenty majg dtugos¢ od kilku do kilkunastu nukleotydow w
genach tRNA drozdzy, a do kilkuset w chloroplastowym DNA. Jak dotych-
czas tego typu sekwencji nie wykryto w genach tRNA pochodzenia mito-
chondrialnego. Petna analiza mitochondrialnego genomu ssakéw pozwolita
na wykrycie tRNA o niespotykanych dotad wtasciwosciach (tRNASx ) oraz
wykrycie nowych zasad rozpoznawania kodon-antykodon (13).

Na zakonczenie wspomne o nowej technice tzw. rekombinowanych
tRNA, wprowadzonej przez O. Uhlenbeck w ostatnich 2 latach. Polega
ona na wymianie nukleotydow w strukturze tRNA poprzez przecinanie
tancucha polinikleotydowego w zadanym miejscu, usuniecie nukleotydu,
wprowadzenie na jego miejsce innego oraz zigczeniu fragmentéw tRNA
przy pomocy T4 ligazy. Tak chimeryczny tRNA mozna testowa¢ w reakcji
aminoacylacji lub oddziatywaniach z kodonem. Przy pomocy tej techniki
mozna bada¢ biosynteze niektérych zmodyfikowanych nukleozydow w
tRNA, lub wptyw niektorych nukleozydow znajdujgcych sie w petli anty-
kodonu na wiasciwosci supresorowe tRNA.

Jak wida¢ z przedstawionych faktéw, po 25 latach intensywnych badan
zagadnienie to jest przedmiotem coraz to szerszych kompleksowych badan
biologicznych, chemicznych i fizycznych réwniez w naszym Kkraju.
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obecnie onkogenami (geny one, geny transformujgce) prawdopodobnie
biorg udziat w kluczowych funkcjach komoérki zwigzanych z procesami
wzrostu i réznicowania.

Dotychczas zidentyfikowane onkogeny mozna sklasyfikowaé w dwie
grupy. Jedne z nich wystepujg w ,silnie” raktoworczych (onkogennych)
wirusach typu RNA (retrowirusach). ,,Silnie” onkogenne retrowirusy maja
zdolno$¢ indukowania nowotwordow u zwierzat i transformacji nowotwo-
rowej kultur komérkowych fibroblastéw. Wiasciwosé ta wynika z obec-
nosci w genomie wirusa onkogenéw. Onkogeny wirusowe kodujg swoiste
biatka, ktére uwaza sie za bezposrednio odpowiedzialne za proces nowo-
tworowej transformacji. Najwczesniej zidentyfikowanym onkogenem byt
gen sre wystepujacy w genomie wirusa miesaka Rousa (RSV). Gen sre
zostat pobrany na drodze rekombinacji z genomu kurczecia w trakcie
zakazenia nieonkogennym retrowirusem ptakoéw. Gen sre wigczony w ge-
nom retrowirusa staje sie aktywnym wirusowym onkogenem gdyz jego
ekspresja nie jest dtuzej zalezna od nadzoru elementéw kontrolujgcych
geny komdrkowe, lecz zalezy bezposrednio od sekwencji kontrolujgcych
(promotoréw) genomu wirusa. Ekspresja genu sre po zakazeniu zwykle
ustala sie na znacznie wyzszym poziomie niz homologicznego genu komar-
ki prawidtowej. Poznano dotychczas kilkanascie rekombinantéw retrowi-
ruséw (chimery retrowirusow), ktore podobnie jak wirus miesaka Rousa
sg silnie onkogenne poniewaz zawierajg pobrany uprzednio gen one.

Onkogeny komorkowe zaliczamy do drugiej grupy onkogenow indu-
kujacych nowotworowag transformacje u kregowcéw od ryb do cztowieka.
Wykryto je za pomocg testow transfekcyjnych w genomach ptakéw, ma-
tych gryzoni, malpy i cztowieka. Fragmenty jadrowego DNA komorek
prawidtowych, a w jeszcze wiekszym stopniu fragmenty DNA komorek
rakowych indukowanych chemicznie u zwierzat, lub DNA komérek natu-
ralnych nowotwordw ludzkich, majg zdolno$¢ indukowania transformacji
po wprowadzeniu do mysich fibroblastéw linii NIH 3T3. Transformowane
poprzez transfekcje fibroblasty po zaszczepieniu nagim myszom (,nude
mice” — szczep myszy pozbawiony grasicy z genetycznym defektem
immunologicznym), dajg typowe guzy nowotworowe. Uwaza sie, ze w ko-
morkach prawidtowych onkogeny komorkowe sg w stanie spoczynku lub
ze ekspresja ich jest na niskim poziomie (proto-onkogeny). Dopiero po-
budzenie (aktywacja) komdrkowych gendw one prowadzi do transformacji
komoérek prawidtowych w komdrki nowotworowe. Poznano przynajmniej
kilka mechanizmdéw aktywacji komorkowych genow one.

Ewolucyjnie onkogeny obu grup pochodzg z tych samych genetycznych
elementéw, ktére sg naturalnymi sktadnikami genomu komorek kregow-
cow. Molekularna analiza onkogendw stata sie mozliwa dzieki postepom
metodycznym, zwilaszcza analizie restrykcyjnej i sekwencjonowaniu DNA
oraz poznaniu zjawisk transformacji i transdukcji.

Dla unikniecia niejasnosci podajemy znaczenie kilku terminéw uzywa-
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nych w biologii molekularnej nowotworéw. ,Transfekcjg” nazywamy
przeniesienie do komorek-biorcow hodowanych w kulturze cech genetycz-
nych przez wprowadzenie do komoérek obcego DNA. ,Transformacja no-
wotworowa” — jest to przeksztatcenie komérek prawidtowych (przewaz-
nie fibroblastéw hodowanych w kulturach) w komorki nowotworowe na
drodze transfekcji przy uzyciu DNA z komorek prawidtowych lub nowo-
tworowych. Komorki stransformowane nowotworowo tworza wielowar-
stwowe kolonie o chaotycznym, nieuporzadkowanym uktadzie i— w od-
réznieniu od komdrek prawidtowych — moga wzrastaé w agarze miekkim
wskutek zmian we witasciwosciach przyczepnych btony komdérkowej. Ko-
lonie komorek stransformowanych nowotworowo wszczepione odpowied-
nim szczepom myszy dajg guzy o typowych cechach nowotworowych.
»Transdukcjg” nazywamy proces przeniesienia informacji genetycznej
z jednej komorki do drugiej za pomocg wiruséw i fagéw. Terminem
»~transdukcja” bedziemy obejmowali proces pobrania z komorki prawidto-
wej onkogenu przez retrowirusa i ewentualne wigczenie go (w postaci
prowirusa) do genomu innej komorki. ,,Biatko transformujgce” — jest to
biatko kodowane przez onkogen wirusowy lub aktywowany onkogen ko-
morkowy. Przypisuje sie mu zdolno$¢ indukowania i podtrzymywania
transformacji nowotworowej.

Podstawowe informacje o biologii i strukturze wirus6w onkogennych
typu RNA zawarte sa w wydawnictwach ksigzkowych (1) — Cold Spring
Harbor Symp. Quant. Biol.,, (2) — Viral Oncology i (3) — Molecular Bio-
logy of RNA Tumor Viruses.

I1. Struktura retrowirusow

Wirusy RNA indukujace nowotwory u ptakéw i ssakow zaliczane sg
do rodziny Retroviridae; w procesie replikacji swego materiatu genetycz-
nego syntetyzuja DNA przy pomocy swoistej RNA-zaleznej polimerazy
zwanej odwrotng transkryptazg (rewertazg), (2, 3, 4, 5). Wiriony tych
wirus6w majg okoto 100 nm S$rednicy, a ich kapsyd, prawdopodobnie, iko-
sahedralny, zawiera dwie identyczne czgsteczki RNA o statej sedymentacji
30-35S, tworzgc dimer o statej sedymentacji 70S.

Infekcyjne czastki wirusowe, po penetracji do wnetrza komérek, uwal-
niajg na terenie cytoplazmy RNA, ktéry stuzy jako matryca do syntezy
DNA. Starterem swoistej reakcji syntezy DNA na matrycy wirusowego
RNA jest — w zaleznos$ci od wirusa — tRNATyr , tRNAPro ,tRNALs , a en-
zymem biorgcym w niej udziat jest wirusowa, wielofunkcyjna, RNA-za-
lezna polimeraza DNA (rewertaza) majgca zdolno$¢ syntezy komplemen-
tarnego tacucha DNA i enzymatycznej degradacji matrycy RNA po ukoni-
czeniu syntezy. Koncowe produkty reakcji — dwupasmowe, kotowe czas-
teczki DNA przemieszczajg sie do jadra i sg nastepnie wigczane w liczne
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loci genomu gospodarza. W fazie tej, tzw. fazie prowirusa, geny wirusowe
sg transkrybowane przez polimeraze RNA gospodarza.

Niedefektywne replikacyjnie retrowirusy, wywotujace z reguty bia-
faczki u gryzoni i ptakéw (np. wirusy biataczek myszy — MuLV, pta-
kow— ALV) zawierajg geny gag, poi, env. Kodujg one odpowiednio:
gag — strukturalne biatka wnetrza wirionu, poi — RNA-zalezng polime-
raze DNA (rewertaze) i env — glikoproteidy otoczki wirionu. U zakazonych
wirusem zwierzat, biataczki ujawniajg sie po dos¢ dtugim okresie latencji,
z reguty po paru miesigcach. Retrowirusy defektywne replikacyjnie, ktdre
do replikacji swego materiatu genetycznego uzywaja sktadnikéw wirionu,
wymagajg wspodtdziatania wirusdw wspomagajacych — helperéw (np. re-
trowiruséw biataczkowych) majg w przeciwieinstwie do wiruséw biataczek,
zdolnos¢ transformacji fibroblastéow in vitro i wywotujg u gryzoni i pta-
kéw nowotwory typu miesakéw (rzadko rakéw) w pare tygodni po in-
fekcji. W wirusach tych wystepuja czesto delecje (defekty genetyczne)
catosci lub fragmentéw gendw poi, env i gag (np. wirusy indukujace
miesaki u myszy — Mo-MSV; Tab. 1). Wirusy indukujgce miesaki zwane
réwniez ,silnie onkogennymi” — zawierajg w genomie nowy gen — zwany
onkogenem (v-onc), ktory prawdopodobnie zostal wbudowany do genomu
retrowirusa w wyniku rekombinacji kompletnego wirusa biataczki z ma-
teriatem genetycznym gospodarza (3), (patrz rozdziat Il1). Jednym kom-
pletnym wirusem zachowujgcym zdolno$¢ replikacji i transformaciji fibro-
blastow jest wirus Rousa (RSV), ktéry oprécz gendw gag, poi i env za-
wiera dodatkowy gen v-src, odpowiedzialny za transformacje nowotwo-
rowag (Rye. 1). Defektywne replikacyjnie wirusy biataczek (DLV) wywo-
tuja ostre choroby nowotworowe uktadu krwiotworczego np. typu erytro-
blastozy lub mieloblastozy a takze miesaki u ptakow. Wirusy DLV powsta-
ja prawdopodobnie w wyniku rekombinacji wirusa biataczki ptakéw typu
ALV z materiatlem genetycznym gospodarza (7). Mieloblastozy wywotuja
wirusy AMW zawierajgce w genomie gen w-myb; mieloblastozy induko-
wane sg przez wirusy MC29 zawierajagce geny w-myc, a erytroblastozy
przez wirusy AEV zawierajace geny v-erb.

Jak dotad zsekwencjonowano w peini genomy wirusa miesaka myszy
typ Moloney (Mo-MSV) i wirusa biataczki myszy typ Moloney (Mo-MuLV)
oraz genom wirusa miesaka Rousa. RNA wirusa biataczki myszy
Mo-MuLV ma 8 331 nukleotydy. Koniec 5 RNA jest metylowany, podob-
nie jak w innych mRNA (InGppp), a koniec 3' zawiera sekwencje poli(A).
RNA wirusowy zawiera geny, w kolejnosci od konca 5: gag-pol-env. RNA
wirusa miesaka myszy (Mo-MSV) ma okoto 5300 nukleotydéw i rézni sie
od RNA MuLV delecjg znacznych czesci genéw poi i env, przy jedno-
czesnej obecnosci nowych, stanowiagcych onkogen, sekwencji— genu
v-mos (Tab. 1). Genom wirusa miesaka Rousa (szczep Prague C) ztozony
jest z 9 312 nukleotydéw (8). Geny utozone sg w kolejnosci 5' gag-pol-env-
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Tabela |
Geny niektérych retrowiruséw oraz kodowane przez nie biatka
Produkt dukt kon Funkcj D*UQISISC
Gen pierwotny Produkt koncowy unkcja w nukleo-
somach
Wirus Rousa miesaka ptakéw (RSV), wg (8)
gag Pr76 pl9, pl2, p27, pl5 Udziat w wewnetrznej strukturze 2102
wirionu (biatka rdzenia)
poi Pr180 plOO, p70 Udziat w syntezie prowirusowego 2684
DNA
env Pros gp85, gp35 Udziat w powierzchniowej struk- 1616

turze wirionu (otoczka wirusa),
adsorpcji wirusa na komérkach

src p60 p60 Udziat w transformacji komaorek 1577
(fibroblastéw)

Wirus biataczek myszy, szczep Moloney, Mo-MuLV, wg (108)

gag Pré5 pl5, pl2, p30, plO Podobnie jak gag RSV 1943
poi Pr180 p8o Podobnie jak poi RSV 3596
env Prgo gp70, pl5E Podobnie jak env RSV 2000

Wirus miesaka myszy, szczep Moloney, Mo-MSV, wg (109, 110)

gag Pré2 pl5, pl2, p30, plO Podobnie jak gag RSV 1736
poi» — — — delecja okoto
2800
env — — — delecja
1985
V-mos koduje biatko liczace Transformacja komorek (fibro- 1157
374 aminokwasow blastow)

gag poi env sre

5') t— — - — 3 niedefektywny RSV
pot e 3 MulLV, ALV
. ;3gag Apol mos 1.
5'hH-29% e w13 Mo-MSV 124
i amv
gag poi
5 HH——— AMY
fms
5't—t FSV
ras

Ha-MSV

Ryc. 1. Struktura retrowiruséw. Czarnymi prostokagtami oznaczono fragmenty se-
kwencji pochodzenia komérkowego, biatymi — te fragmenty wirusa, ktérych pocho-
dzenie jest nieustalone. Symbole A oznaczaja delecje w poszczeg6lnych genach.
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src-3'. Gen gag konczy sie kodonem amber. Geny poi i env naktadajg sie.
Na koncu 3' genu src RSV szczepu Prague C a u konca 5' szczepu Schmidt-
Rupin znajduje sie sekwencja E o 153 nukleotydach stanowigca prawdo-
podobnie cze$¢ 250 nukleotydowych sekwencji ograniczajgcych pierwotny
gen src. Delecja jednej kopii sekwencji E doprowadzita do réznic w poto-
zeniu elementu E w obu szczepach wirusa.

W cyklu zyciowym retrowirusow proces replikacji odgrywa szczeg6lng
role: po pierwsze — prowadzi do powstania infekcyjnych czgstek wiruso-
wych, po drugie, do powstania struktur genetycznych, ktére mogg rekom-
binowac oraz (lub) integrowa¢ z materiatem genetycznym gospodarza (3, 5).
Wieloetapowy proces replikacji przedstawiono na Ryc. 2. Etap pierwszy
obejmuje synteze przez rewertaze krdtkiego fragmentu DNA zainicjowa-
nego przez odpowiedni tRNA (primer) w odlegtosci okoto 200 nukleoty-
dow do konca 5' RNA) jest to tzw. ,short stop cDNA™). Wirusowa rybo-
nukleaza H, zwigzana z rewertazg, degraduje fragment 5° RNA zwigzany
z zsyntetyzowanym cDNA. Fragment DNA nastepnie zostaje przeniesiony
do konca 3' RNA i przytaczony do identycznej sekwencji nukleotydowej
jak w koncu 5' (sekwencja ta na Ryc. 2 nosi nazwe R). Przytgczony do
konca 3' fragment DNA stuzy jako sekwencja inicjujgca synteze DNA
przy pomocy rewertazy (jest to synteza tzw. nici minus (—). Nastepny
etap polega na syntezie swoistego primera DNA dla syntezy nici (+ )h(na
Ryc. 2d oznaczonej jako sekwencja URSJ5. Ni¢ (—) DNA, uwolniona od
nici RNA przez rybonukleaze H, z przytgczonym primerem URII5 stuzy
do syntezy nici (+) DNA, (Ryc. 2e). W wyniku takiej syntezy powstaje
dwupasmowa liniowa czasteczka DNA, ktérej konice 5 i 3' sg identyczne
i zawierajg sekwencje URJ5(sekwencje URIJ5— zwane sg takze LTR —
ang. ,long terminal repeat™). Etap nastepny obejmuje cyklizacje linio-
wych czgsteczek i powstanie kotowych czasteczek DNA zawierajacych
jedng lub dwie sekwencje URBJ5 (LTR). Ostatni etap — integracji koto-
wych czasteczki DNA z materiatem genetycznym gospodarza, przebiega-
jacy przy udziale hipotetycznych nukleaz i ligaz — prowadzi do powstania
formy prowirusa, w ktérej kolejnosé genow zostaje zachowana w podobny
sposob jak w wirusowym RNA. Sekwencje prowirusa sg z obu stron ogra-
niczone sekwencjami LTR (Ryc. 2g). Analiza sekwencji nukleotydowych
LTR wskazuje, ze sg one ograniczone krotkimi odwrdconymi sekwencjami
powtarzajgcymi sie, ktére wystepujg w prowirusie jak réwniez w formie
liniowej i cyklicznej DNA (9, 10). Dodatkowo sekwencje prowirusa sg
terminalnie ograniczone powtarzajacymi sie 4, 5 lub 6 parami zasad DNA
gospodarza powstatymi w wyniku integracji formy cyklicznej DNA (11,
12, 13). Sekwencje LTR wraz z sekwencjami ograniczajacymi jednostki
LTR wskazujg na podobieristwo sekwencji LTR i elementéw transposo-
nalnych u Prokaryota (14) a caty prowirus podobny jest do elementéw
transpozonalnych (transpozonéw) typu copia lub Tyl u Saccharomyces
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i Drosophila (11, 15, 16, 17, 18). Sekwencje LTR zawierajg sekwencje
nukleotydowe, ktére sa transkrypcyjnymi promotorami oraz zawierajg
sekwencje sygnalne dla poliadenylacji wirusowych mRNA (9, 19). Role
sekwencji promotorowych w LTR w indukcji biataczek u ptakéw przed-
stawiono w rozdziale IV.

5 R5 Us PB G P E U3 «3 31
r5 Ui pb
u3 r5 u5 Pb
W3 R5 u5
.............. T
P e u3r5 us
Us Rs Us PB G P E U3 Rs5 Us
OI/’ "
e N
4 /
‘3‘;.,.. ,/3“‘
A U;.‘\)!?
U3 R5U5 PB G P E U3R5 U5
------------ > — —»— MmA— — — T
Ryc. 2. Schemat replikacji i integracji retrowiruséw.

a) Mapa genetyczna wirusowego RNA (RSV). Symbole: R5i R3 oznaczajg sekwencje
powtarzajace sie przy koncu 5' i 3" U5i U3 niepowtarzajgce sie sekwencje przy
koncu 5' i 3'; PB — miejsce wigzania tRNA; G, P, E, S— oznacza odpowiednio geny
gag, poi, env i sre.

b) Synteza DNA przy kohcu 5' zainicjowana przez tRNA. Dla uproszczenia na po-
zostatych rysunkach podano tylko ni¢ DNA.

c) Przeniesienie zsyntetyzowanego fragmentu DNA z kohca 5' do konca 3'.

d) Synteza nici ,minus” oraz krotkiego fragmentu ,+ ” (oznaczonego kropkami) sta-
nowigcego primer dla nici ,+”

e) Przeniesienie primera ,,+” na drugi koniec nici ,,minus”. Synteza nici ,+” (linia
przerywana). Odtworzenie powtarzajacych si¢ koAcOw usRsuUs.

f) Cyklizacja podwdjnie pasmowego DNA zawierajgcego jeden lub dwa fragmenty
U 3R 5U 5.

g) Integracja cyklicznego DNA z genomem gospodarza. DNA gospodarza przedsta-
wiono prostokgtami zakreskowanymi. Strzatki wskazujg przypuszczalne miejsca
inicjacji i terminacji syntezy wirusowego RNA.
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I11. Geny transformujace retrowiruséw i ich komérkowe homologi

,Silnie” onkogenne retrowirusy mogg indukowaé transformacje nowo-
tworowg komorek hodowanych in vitro a takze indukowaé nowotwory po
zakazeniu zwierzecia. Za transformacje nowotworowg odpowiedzialne sg
biatka kodowane przez onkogen wirusowy (v-onc, ,v” od virus). Geny
komdrkowe zwane obecnie genami c-one (,c” od celi) lub onkogenami
komorkowymi sg naturalnymi sekwencjami z komorek prawidtowych kre-
gowcow i cechujg sie wielkg trwatoscig ewolucyjng (1). Biologiczna rola
komérkowych genéw one nie jest w peini wyjasniona. W procesie embrio-
genezy myszy ekspresja genéw one ma charakterystyczny przebieg (20).
Na tej podstawie sadzi sie, Zze geny one zawierajg informacje niezbedng
dla procesow wzrostu i réznicowania. Wykazano réwniez, ze sg one gene-
tycznym, dominujgcym determinantem o aktywnos$ci onkogennej na co
wskazuje ich zdolno$¢ przenoszenia cech nowotworowych w tescie tran-
sfekcji. ,,Hipoteza onkogen6w” przedstawiona przez Huebnera i Todaro
zaktadata, ze onkogeny wirusowe zawierajg cze$¢ materiatu genetycznego
komérek zwierzecych. Wykrycie onkogenu c-sre wirusa migsaka Rousa
(RSV) zweryfikowato te hipoteze., W komdrkach prawidtowych wielu
kregowcow wykryto homologiczny do genu v-src komorkowy gen c-sre
(w starszej nomenklaturze ,sarc”). Obecnie nie ma watpliwos$ci, ze geno-
my wielu gatunkéw zwierzat zawierajg geny one — odpowiedniki gendw
transformujacych ,silnych” onkogennych wiruséw rakotwdérczych. Bliskie
pokrewienstwo onkogendw retrowirusow i gendéw wielu kregowcdw nasu-
wa pytanie, ktdre geny sa pierwotne, a ktdre sa genami potomnymi.
Obecnie przyjmuje sie, ze onkogeny retrowiruséw wywodzg sie z genéw
komérkowych (proto-onkogendw). Przemawiaja za tym nastepujgce argu-
menty, ktére przytaczamy za Bishopem (21). W trakcie pasazowania
wirusow biataczkowych u gryzoni pojawia sie szereg szczepdw wiru-
séw indukujacych z kolei miesaki, tak jakby wirusy nabraty nowych
wiasciwosci patogennych. U kregowcoéw wiekszo$¢ gendw komorkowych
homologicznych wzgledem genéw one wirusow wykazuje wysoka stabil-
no$¢ ewolucyjng. Onkogeny (proto-onkogeny) komorkowe wykazujg state
umiejscowienie w chromosomach danego gatunku (por. Tab. 2). Wiele
onkogenow komodrkowych — podobnie jak inne geny strukturalne — ma
strukture mozaikowg, w ktorej fragmenty sekwencji kodujacych (eksony)
sg przedzielone sekwencjami niekodujgcymi (intronami). Proto-onkogeny
komérkowe wystepujg w réznych gatunkach reprezentujgcych duze ob-
szary ewolucyjnego czasu, podczas gdy wirusowe onkogeny sg ograni-
czone do pojedynczych szczepdéw retrowiruséw, ktére izolowano z poszcze-
g6lnych gatunkow.

W DNA guzéw uzyskanych przez indukcje retrowirusami o silnych
wiasciwosciach onkogennych (jak np. wirusy miesakéw ptakoéw, wirusy
miesakéw myszy i szczuréw) geny v-onc wystepujg jako integralna czesc
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prowirusa. Natomiast w komorkach prawidtowych onkogeny komorkowe
(c-one) bytuja jako wiasne sekwencje komérkowe nie zwigzane z zadnymi
sekwencjami wirusow (prowiruséw).

Nazwy i podstawowa charakterystyka retrowiruséw i onkogenéw wi-
rusowych przedstawia Tabela 2. Wszystkie wyszczegdlnione w Tabeli 2
geny v-onc majg swoje odpowiedniki komdrkowe w genomie kregowcéw,
niektére z nich wykryto w genomie cztowieka.

Onkogeny wirusowe v-onc zbudowane sg z jednego, nieprzerwanego
traktu sekwencji kodujgcych i nie zawierajg intronéw. Organizacja struk-
turalna komorkowych gendw c-one jest odmienna od organizacji wiruso-
wych onkogenéw v-onc. Na og6t budowa genéw c-onc jest analogiczna ze
strukturg innych genéw komorkowych kodujgcych polipeptydy. Dla ilus-
tracji podajemy strukture ludzkiego genu c-sis homologicznego z genem
transformujgcym (v-sis) wirusa miesaka matp (SiSV) i kilka innych
przyktadow.

Wirus SiSV izolowany z wtdkniako-migsaka (fibrosarcoma) matpy wet-
nistej jest defektywnym wirusem transformujgcym, ktory w poréwnaniu
z towarzyszagcym mu wirusem miesaka malpy (simian sarcoma-associated
virus, SiSAV) zawiera dodatkowa sekwencje dtugosci okoto 1.2 kpz repre-
zentujgcg gen v-sis. Klony wirusa SiSV i SiSAV oraz klonowany frag-
ment SiSV zawierajacy v-sis hybrydyzowano z fragmentami DNA z r6z-
nych ludzkich normalnych tkanek, z linii komdrkowych, jak rowniez
z DNA ludzkich limfocytow biataczkowych i DNA guzéw litych. Jedynie
DNA z SiSV (ale nie SiSAV) lub sekwencje v-sis SiSV hybrydyzowaty
z ludzkim DNA (22). Wyniki te jednoznacznie wskazuja, ze ludzki DNA
zawiera sekwencje homologiczne z v-sis, czyli zawiera komérkowy homo-
log (c-sis) transformujgcego genu SiSV. Analiza w mikroskopie elektro-
nowym heterodupleksow sekwencji DNA genu c-sis z DNA genu v-sis
potaczona z analizg restrykcyjng wykazata, ze gen c-sis jest genem o bu-
dowie rozproszonej (gen mozaikowy), ztozonym z 5 eksonéw rozrzuconych
na odcinku DNA o dtugosci okoto 12 kpz. Sumaryczna dtugos¢ eksonow
c-sis wynosi okoto 1300 pz, czyli mogtyby one kodowaé polipeptyd o dtu-
gosci okoto 430 aminokwasoéw. Nie jest wiadomym czy ludzki gen c-sis
jest aktywny i czy ekspresji ulegajg wszystkie eksony. Wstepne badania
wskazujg, ze mMRNA komplementarny z v-sis uzyskany z komdrek trans-
formowanych SiSV daje w uktadzie translacyjnym biatko o m.cz. okdto
20 000 daltonéw (22) zblizone pod wzgledem wielkosci do biatek kodowa-
nych przez inne onkogeny (21 000 daltonow).

W irus mieloblastozy ptakéw (AMV) u konfca 3' swego genomu posiada
gen transformujacy v-myb, ktérego sekwencja nukleotydowa zostata po-
znana (23). W komoérkach transformowanych AMV znajduje sie mRNA
homologiczny wzgledem genu v-myb (24, 25), ale funkcja tego genu i jego
produkt nie sg jeszcze znane (26). Sekwencja nukleotydowa genu trans-
formujagcego AMV (w-myb) i jego komorkowego homologu (c-myb) u kur-
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czat wykazujg wybitng zgodnos$¢ sekwencji; na dtugosci 1197 nukleotydow
wystepuje tylko 15 niezgodnosci z tym, ze w genie c-myb sekwencje
homologiczne sg rozproszone i wystepuja w postaci 7 eksonéw. Przyjmu-
jac, ze introny w genie c-myb koricza sie dwunkleotydami 5 GT....AG 3'
wyznaczono regiony homologii miedzy genem w-myb a eksonami c-myb,
ktorych konce dokladnie zgadzaly sie z granicznymi dwunukleotydami
intronéw (26). Z sekwencji znalezionych w genie c-myb mozna zatem
doktadnie zrekonstruowac gen v-myb. Na obu korncach genu w-myb znale-
ziono sekwencje komplementarne wzgledem koncowego fragmentu genu
env, a sekwencje konca 5' genu w-myb byly jednoczes$nie naktadajgcymi
sie sekwencjami konca 3' genu poi (przyjmujac genom wirusa Rousa Pra-
gue C PR-C RSV, jako genom referencyjny). Dane te wskazujg, ze w ba-
danym szczepie wirusa AMV onkogen w-myb powstat z sekwencji c-myb
wtrgconych w procesie rekombinacji w sekwencje env, wirusa ktdre
ulegty jednoczes$nie delecji. Proces rekombinacji stanowigcy zapewne
wstepny etap transdukcji prowadzacy do wytworzenia genu w-myb jest
niejasny. Przypuszcza sie, ze przetworzony ,dojrzaty” transkrypt RNA
genu c-myb (mMRNAmyb) moégt stuzyé w tym procesie jako czasteczka
posredniczaca. Dedukowana sekwencja aminokwasowa biatek kodowa-
nych przez w-myb i c-myb wykazuje tylko niewiele réznic w sekwencji
aminokwasow.

W genomie ptakéw a takze w linii komérek HL-60 uzyskanej od
pacjenta chorego na ostrg promielocytarng biataczke wykryto komdrkowy
homolog (c-myc) transformujgcego genu myc wirusa mieloblastozy pta-
kéw MC29. Gen c-myc jest aktywny w wielu prawidtowych proliferuja-
cych i nowotworowych komérkach ludzkich (27). Ekspresja genu c-myc
jest szczegdblnie wysoka w linii komdrek HL-60 ludzkiej biataczki promie-
locytarnej (28), co najpewniej zwigzane jest z amplifikacjg tego genu
w komérkach HL-60 (29, 30).

W genomie prawidtowych komorek myszy BALB/c wykryto za pomoca
analizy restrykcyjnej i metody heterodupleksow sekwencje c-mos homo-
logiczne do sekwencji transformujgcych w-mos wirusa miesaka myszy
Moloneya (Mo-MSV), (31). Gen w-mos i jego komorkowy homolog c-mos
zostaty zsekwencjonowane (32). Gen w-mos koduje biatko o 374 amino-
kwasach wykazujagc duzg homologie z biatkiem — produktem w-src
(pp6Gsrc) wirusa RSV (Tabela 1). Poréwnanie czeSci sekwencji w-mos
i c-mos wykazuje duza homologie sekwencji: w ciggu ztozonym z 500
nukleotydéw u konca 5' znaleziono zaledwie 5 zmienionych zasad. Ani
gen w-mos ani c-mos nie zawierajg u konca 5' sekwencji typu ,TATA”
lub sekwencji zblizonej. Sugeruje sie, ze miejscem wigzagcym polimeraze
RNA typu Il jest sekwencja TTGTAAA poprzedzajagca kodon inicjujacy
0 okoto 150 nukleotyddw.

Szczepy Harvey i Kirstena wirusa miesakéw myszy i szczuréw zawie-
rajg onkogeny v-Ha-ras i v-Ki-ras. Poznana zostata struktura pierwszo-
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rzedowi onkogenu v-Ha-ras (wg niektérych autoréw v-has) i jego se-
kwencji ograniczajagcych (33). Gen v-Ha-ras zawiera informacje o struk-
turze 3 biatek: p30, p29 i p21, odczytywang w tej samej fazie z trzech
oddzielnych i odpowiednio przesunietych kodonéw inicjujgcych. Najbar-
dziej w lewo przesuniety kodon ATG inicjujacy transkrypcje biatka p30
jest poprzedzony sekwencjg TATA oraz dwoma potencjalnymi promoto-
rami polimerazy RNA typu Ill. W onkogenie v-Ki-ras (wg niektérych
autoréw v-kis) zidentyfikowano sekwencje ztozong z 567 nukleotydéw
kodujaca biatko p21 (34). Dedukowana sekwencja aminokwasowa p2lkis
i p2lrs wykazuje znaczng homologie zwtaszcza od korica aminowego. Oba
biatka przejawiajg krzyzowg reaktywno$¢ immunologiczng. Komdrkowe
homologi obu tych onkogenéw wystepujg jako geny o budowie rozpro-
szonej oraz jako geny bezintronowe (por. Ryc. 3). Produktem genow

Pvu I Pst |
1.0 2,0
Pvu Il Pst |
c-Ha-ras7
AT —
(szczur) 0 10 20
7 Pvu I
c-Ha- ras i e e
(cztowiek) 0 1,0- 2.0 i
Pvu il
c-Ha-ras2 _g *
(cztowiek) O 1U 2.0
b Xba |
v-Ki-rors 0> _*———
1.0

Accl

Xba |
c-Ki-ras7 , * i
(cztowiek) O 2.0

Acc I""0

Xba |
c-Kl-ras2 ,
(cztowiek) o 2.0 3,0

Ryc. 3. Scnemat organizacji genéw Ha-ras (a) i Ki-ras (b) wiruséw miesakéw myszy
i szczuréw oraz ich komérkowych genéw homologicznych u cztowieka i szczura. Za-
znaczono miejsca cie¢ kilkoma enzymami restrykcyjnymi, ktére wskazuja na zacho-
wang topografie sekwencji w genach v-onc i c-one. Geny c-Ha-ras2 i c-Ki-ras2 sg
bezintronowymi pseudogenami. Zwraca uwage wybitne podobiefstwo organizacji
genu c-Ha-rasl u cztowieka i szczura. Fragmenty skalowane sg w tysigcach par

zasad, (wg (35) — uproszczone).

c-Ha-ras i c-Ki-ras zidentyfikowanym dotychczas jest tylko jeden typ
biatka 0 m.cz. 21 000 (p21). W genomie cztowieka wystepujag dwa geny
homologiczne wzgledem onkogenu v-Ha-ras, oznaczone c-Ha-rasl i c-Ha-

3 Postepy Biochemii 3-4/83
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ras2 oraz dwa geny homologiczne z v-Ki-ras (c-Ki-rasl i c-Ki-ras2), (35).
Gen c-Ua-rasl cztowieka podobnie jak gen c-Ha-rasl szczura jest genem
rozproszonym o 4 eksonach i 3 sekwencjach intronowych, natomiast geny
c-Ha-ras2 u obu gatunkéw nie posiadaja sekwencji intronowych. Gen
c-Ha-rasl jest ewolucyjnie bardziej konserwatywny niz c-Ha-ras2. Ludzki
gen homologiczny z onkogenem wirusa Kirstena wystepuje réwniez w
dwdch postaciach, jako gen zawierajacy jeden intron (c-Ki-rasl) i gen
bezintronowy (c-Ki-ras2), (35), (Ryc. 3). Sekwencje ludzkiego genu c-fes
sg rozproszone w regionie okol 9.5 kpz i przedzielone trzema niehomolo-
gicznymi z w-jes sekwencjami (intronami), (36).

Produkt biatkowy onkogendéw wirusowych lub ich aktywnych homo-
logdbw komoérkowych uwazany jest za kluczowga czasteczke odpowiedzialng
za indukcje i utrzymanie stanu transformacji nowotworowej (,biatka
transformujace”), (por. (37)). Biatka kodowane przez geny one (por. Tabe-
la 2) zostaty dotad tylko czeSciowo scharakteryzowane, a ich udziat w pro-
cesie przeksztatcenia komérki prawidtowej w nowotworowg jest niewy-
jasniony. Na przyktadzie oméwionego nizej biatka p21 — produktu onko-
genu c-ras — rysuje sie nawet pewien paradoks. Z jednej strony indukcje
nowotworowg ma wywotywac zwiekszona ekspresja onkogenu ras prowa-
dzaca do nadmiernej syntezy ,normalnego” biatka p21, z drugiej, jak
w przypadku raka pecherza u ludzi, proces nowotworowy ma by¢ wyni-
kiem pojawienia sie zmutowanego biatka p21 produkowanego na nie
zmienionym poziomie. Co jest wiec istotnym czynnikiem transformujg-
cym: nadmiar normalnego p2l czy tez pojawienie sie w matych iloSciach
czasteczek p21 zmutowanych? Je$li mutacja p21 powoduje powstanie
szczegOllnej konformacji drugo- i trzeciorzedowej biatka, odpowiedzialnej
za efekt transformacyjny czy jest mozliwe ,spontaniczne” powstanie ta-
kiej szczegblnej konformacji wsrod duzej liczby czasteczek ,,normalne-
go” p21?

Wsrod biatek transformujgcych najlepiej poznane jest biatko kodo-
wane przez onkogen sre wirusa RSV. Jest to pojedyncze biatko hydrofo-
bowe o m.cz. 60 000 wystepujgce w formie fosforylowanej (w serynie)
i wykazujace aktywnos$¢ fosfokinazy biatkowej swoistej dla reszt tyrozy-
ny. Oznaczone jest symbolem pp60w—sc . Struktura genu v-src jest pozna-
na a sekwencja i cechy biatka pp60wvsc dedukowane na podstawie se-
kwencji genu v-src sg zbiezne z cechami izolowanego biatka (38).

Biatko pp60sc wykryto, w ekstraktach transformowanych szczepem
Schmid-Rupin RSV komorek kurczat i chomikéw, jako swoisty precypitat
powstajacy po dodaniu surowicy krélikow nosicieli przeszczepialnych
guzéw indukowanych RSV. Wykazano, ze ekspresja biatka pp60sc zale-
zata od temperatury w przypadku komorek kurczecia zakazonych termo-
wrazliwym mutantem wirusa SR-RSV.

Biatko pp60rc syntetyzowane jest na wolnych polirybosomach a na-
stepnie przemieszcza sie i wigze z btonami siateczki endoplazmatycznej.
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W cytoplazmie pp60sc wystepuje w kompleksie z dwoma biatkami ko-
madrkowymi (50 kd i 89—90 kd). W stanie skompleksowanym pp60sc nie
wykazuje aktywnosci kinazy fosfoproteinowej (39, 40). Po przemieszcze-
niu kompleksu, na powierzchni bton ujawnia sie jego aktywnos$¢ kinazowa
swoista dla tyrozyny a jednocze$nie pojawia sie fosforylacja samego pp60src
w resztach tyrozyny. Biatko pp60sc zlokalizowano na bitonach cytoplaz-
matycznych juz uprzednio (41) i wykazano pewne rdznice gatunkowe
w rozmieszczeniu tego biatka (42). Za kluczowa, dla transformacyjnej
aktywnosci pp60sc i biatek kodowanych przez inne onkogeny, uwaza sie
wiasciwosé fosforylacji reszt tyrozynowych biatek, chociaz ani sam proces
ani substraty nie sa doktadnie okreslone. Aktywno$¢ kinazowa pp60sc
zostata jednoznacznie wykazana po wprowadzeniu plazmidu zawierajacego
gen v-src RSV do E. coli (43).

Biatka — produkty innych onkogenéw wirusowych rdznig sie ciezarem
czasteczkowym i cze$¢ z nich wykazuje aktywno$¢ fosfokinazy biatkowej
swoistej wobec reszt tyrozyny. Wiele z biatlek one jest produktem poli-
cistronowego mRNA i wystepuje w potaczeniu z innymi biatkami kodo-
wanymi przez geny wirusa (najczesciej biatko one potaczone jest z biat-
kiem gag, por. Tabela 2). Jest to wyraz fuzji komdrkowego genu one
z wirusowym genem gag u jego konca 3' w procesie rekombinacji. Po-
szczegOllne biatka one charakteryzujg podobne wiasciwosci uwarunkowane
homologig struktury. Dla przyktadu biatko p90gg~ys , produkt genu w-yes
wirusa Y73 miesaka ptakow, wykazuje (oprécz konca N) okoto 82% ho-
mologii z biatkiem pp60sc, w niektérych jego regionach podobienstwo
sekwencji dochodzi nawet do 93% (44). Tak wysoki stopien homologii
poogs—yes j pp60sc wskazuje, ze komorkowe odpowiedniki obu genéw
(c-yes i c-src) pochodza ze wspdlnej prototypowej sekwencji.

Nie wszystkie biatka — produkty genéw one wystepujag w cytoplazmie.
Gen w-myc wirusa mieloblastozy ptakéw MC29 jest transkrybowany
tacznie z genem gag dajagc ztozone biatko P110gag myc. Biatko to nie ma
aktywnosci fosfokinazowej, wystepuje w jadrze komérek stransformowa-
nych i ma wybitne powinowactwo wobec DNA (45, 46).

Liczne peptydowe czynniki wzrostowe (np. epidermal growth factor —
EGF, leukemia derived growth factor — LDGF) majg witasciwosci induko-
wania w kulturach komérkowych zmian fenotypowych podobnych do
zmian indukowanych retrowirusami: zmniejszenie adhezji komorek do
podfoza, zmiany w budowie aktynowej struktury szkieletu cytoplazma-
tycznego, pobudzenie aktywnosci mitotycznej itd. Doszukiwano sie relacji
miedzy biatkami genu one a czynnikami wzrostowymi, ale poza faktem,
ze niektore peptydy wzrostowe, podobnie jak niektore biatka genu one
cechuje tyrozynowo-swoista aktywnos$¢ fosfokinazowa i zdolnos$¢ indukcji
podobnych zmian w komérkach hodowanych in vitro, nie stwierdzono
innych cech wspdélnych.

3*
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IV. Aktywacja onkogenéw komérkowych w nowotworach

Wirus leukozy ptakéw (ALV) indukuje nowotwory uktadu limfatycz-
nego (lymphoma) ztozone z komérek typu B jak rédwniez, cho¢ rzadziej,
inne typy nowotworow (wtdkniako-miesaki, erytoblastozy, nefroblastoma).
Wirus ALV nie zawiera w swoim genomie onkogenu i nie wydaje sie aby
jakikolwiek produkt kodowany przez geny tego wirusa byt odpowiedzial-
ny za proces nowotworzenia. Guzy indukowane ALV zawierajg prowirus
zintegrowany w chromosomach w jednym lub wiecej miejsc (loci). Szereg
guzéw indukowanych ALV zawiera nowy typ RNA zlozony z sekwencji
homologicznych do sekwencji U5 LTR wirusa, kowalentnie zwigzanych
z sekwencjami pochodzenia komorkowego. Opierajac sie na tych spostrze-
zeniach Hayward i Astrin (por. (47)) postawili hipoteze, ze induk-
cja nowotworowa po infekcji ALV polega na wigczeniu do genomu ko-
morki silnych sekwencji promotorowych przez retrowirus (hipoteza ,,pro-
moter insertion”). Sekwencje promotorowe pochodzace z prawego LTR
prowirusa zlokalizowane na lewo od konca 5' onkogenu komérkowego
powodowalyby ,,aktywacje” onkogenu.

Hipoteze insercji promotora potwierdzono w przypadku ztosSliwych
chtoniakdw (lymphoma) kurczat (47, 48). W wielu guzach (w 31 na 37
chtoniakdw w doswiadczeniach Hayward a) indukowanych przez ALV
stwierdzono, ze prowirus ALV wiacza sie w DNA w odcinek graniczacy
z koncem 5' genu c-myc i ze transkrypt zawiera u kornca 5' sekwencje
homologiczne z sekwencjag RU5prawego LTR prowirusa oraz kowalentnie
zwigzane sekwencje homologiczne wzgledem c-myc (Rys. 4). W wyniku
insercji promotora ilos¢ transkryptu mRNAmc w komdrce nowotworowej
wzrasta 30—100 razy w porownaniu do komorki prawidtowej.

Nowotworowa transformacja indukowana mechanizmem ,insercji pro-
motora” zostala potwierdzona w testach transfekcji. DNA izolowany
z chtoniakéw indukowanych ALV zawierajacy provirus ALV zintegrowa-
ny w rejonie przylegtym do c-myc dawat wysoki stopiern transformacji
komorek NIH 3T3, (doSwiadczenia Coopera i Neimana, cyt. wg. (47)).
LTR wirusa Mo-MuLV zrekombinowany in vitro z sekwencjg c-mys indu-
kuje transformacje komorek NIH 3T3 z bardzo wysoka wydajnoscia (49).
Okoto 1000-krotne zwiekszenie aktywnos$ci transformujgcej uzyskano po
transfekcji komdérek fragmentem restrykcyjnym zawierajagcym gen src
(wirusa miesaka myszy, Mo-MSV) zrekombinowanym u konca 5' lub 3' z se-
kwencjg LTR (50). Ttumaczy¢ to mozna obecnoscig w LTR wirusa, miejsca
stanowigcego sygnat inicjacji dla polimerazy RNA typ 1l (51). Podobnie
zwiekszong aktywno$¢ transformujgca dajg sekwencje c-Ha-ras po re-
kombinacji u koAca 5' z sekwencjag LTR (52). Inne doswiadczenia réwniez
wskazujg na udziat LTR w ekspresji genéw. Prowirusowy DNA wirusa
Ab-MuLV wykazuje aktywnosé transformujacg jedynie wdwczas gdy za-
chowany jest 5' LTR i okoto 300 pz w prawo od LTR. Klony fragmentow
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Ryc. 4. Schemat umiejscowienia sekwencji prowirusa ALV w stosunku do genu
c-myc w chtoniakach kur indukowanych wirusem ALV.

a) Schemat hipotezy ,insercji promotora” (wg Haywarda i Astrin (47)).

b), ¢), d) Trzy konformacje prowirusa w stosunku do genu c-myc znalezione w DNA
chtoniak6éw bursy Fabricjusza (wg Payne, Bishop i Varmus, (48)).

subgenomu, w ktérych usunieto 3' LTR i okoto 1.3. kpz w lewo od 3' LTR
byty tak samo aktywne jak dzikie szczepy wirusa (53).

LTR wirusa miesaka Rousa zrekombinowany z genem kodujgcym ace-
tylotransferazy chloramifenikolowej po transfekcji (do komérek-biorcow
pochodzacych od zwierzat réznych gatunkdéw) wykazuje silny efekt pro-
motorowy w komoérkach biorcdw wyrazajacy sie podwyzszong transkryp-
cja i zwiekszonym poziomem swoistego RNA (54).

Molekularny mechanizm onkogenezy poprzez ,insercje promotora”
wydaje sie by¢ jednak bardziej ztozony. Hipoteza podana przez Haywarda
i Astrin cho¢ potwierdzona doswiadczalnie jest tylko szczeg6lnym przy-
padkiem aktywacji onkogenu komérkowego przez LTR prowirusowego
DNA. W chioniakach (lymphoma) bursy Fabricjusza indukowanych
u kurczat wirusem ALV znaleziono réwniez inne potozenia sekwencji
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prowirusa w stosunku do genu c-myc. Szczeg6towa analiza restrykcyjna
genu c-myc i sekwencji ograniczajacych wykazata, ze prowirusowy DNA
moze by¢ w stosunku do c-myc w trzech konformacjach (48) pokazanych
na Ryc. 4. Konformacja I: prowirus, a $cilej jego prawa sekwencja LTR
lokalizuje sie w rejonie sekwencji poprzedzajacych koniec 5' genu c-myc.
Transkrypt zawiera sekwencje homologiczne z U5 LTR oraz sekwencje
homologiczne z c-myc (USmRNAmyc). Jest to wiec konformacja typu
»insercja promotora”. Konformacja Il: fragment prowirusa zajmuje
miejsce w rejonie ograniczajagcym koniec 3' genu c-myc. Wiaczeniu frag-
mentu prowirusa towarzyszy delecja sekwencji komérkowych. Transkrypt
zawiera sekwencje homologiczne do c-myc, cze$¢ sekwencji homologicz-
nych wzgledem prowirusowego genu env i sekwencji U3 ale nie zawiera
sekwencji homologicznych z U5 1los¢ mRNAmc zwieksza sie w komoér-
kach zawierajgcych prowirus w konformacji Il okoto 20-krotnie. Konfor-
macja Ill: prowirus zajmuje rejon poprzedzajagcy gen c-myc ale przyj-
muje odwrocong orientacje. W tej konformacji sekwencje RNA pocho-
dzace z c-myc i prowirusa nie sg kowalentnie zwigzane ale ilos¢ MRNAmMc
wzrasta.

Aktywacje genu c-myc mozna ttumaczy¢ wiaczeniem silnego promo-
tora tylko w przypadku konformacji I. Mechanizmu aktywacji c-myc
w przypadku konformacji Il i Ill jednak nie znamy. Prowirus ALV (lub
jego LTR) dziata tu jak mutagenne sekwencje insercyjne wzmagajace
ekspresje genu komodrkowego przypominajac sytuacje spostrzegang w
przypadku nomadycznych sekwencji 1S2 u bakterii lub Tyl u drozdzy.
Niewykluczone, ze wiaczenie prowirusa moze indukowa¢ zmiany w kon-
formacji chromatyny w rejonie insercji, powodowac¢ przesuniecia nukleo-
soméw, zmienia¢ strukture superhelikalng chromatyny, zwiekszaé liczbe
miejsc dostepnych dla polimerazy RNA. Nastepstwem tych zmian w rejo-
nie genu c-myc bytaby zwiekszona ekspresja genu. Indukcje tych pro-
cesObw przez prowirusa mozna takze wyjasnia¢ dziataniem ,sekwencji
wzmacniajgcych” transkrypcje (enhancing sequences). Klasyczne sekwen-
cje wzmacniajagce wykryte w DNA wiruséw grupy papova (np. wirusa
SV40) sktadajg sie z sekwencji o dtugosci 72 pz powtdrzonej w orientacji
»wprost” (forma tandemu); zidentyfikowano je réwniez w LTR retro-
wirusow.

Jeszcze inny mechanizm aktywacji odkryto w indukowanych chemicz-
nie nowotworowych komérkach plazmatycznych myszy. W komorkach
nowotworowych szpiczaka gen c-mos ulega przemieszczeniu. Gen c-mos
jest komorkowym homologiem i protoplastg genu v-mos wirusa miesaka
myszy Moloneya (Mo-MSV). W genomie wirusa sekwencje v-mos sktadaja
sie z 369 kodonéw potgczonych w fazie u konhica 5 z 5 kodonami pocho-
dzacymi z sekwencji wirusa wspomagajagcego (helpera). Produktem genu
v-mos jest biatko o m.cz. 37 000 kodowane przez 374 kodony odpowie-
dzialne za transformacje nowotworowa po infekcji Mo-MSV. Gen c-mos



[19] ONKOGENY KOMORKOWE 279

jest wiekszy niz v-mos i zawiera dodatkowo 21 kodonow przylegtych bez-
posrednio i w fazie u konca 5' do sekwencji 369-cio kodonowej. Komérko-
wy produkt tego genu nie jest zidentyfikowany. Rechavi iin. (55)
stwierdzili, ze u niektérych indukowanych chemicznie szpiczakow re-
gion DNA zawierajagcy gen c-mos ulega przegrupowaniu, przy czym

a Cc- mos

I 1
ATG
L4
263 pz
obszar delecji
ATG
| | rc- mos
odcinek
Insert j 84pz| homologiczny
mut.j do C-mos
" L
TG : CA
CACTCCCTGATTGG CCAACACACTCC

Ryc. 5. Struktura genu c-mos.
a) Struktura w prawidtowych komoérkach plazmatycznych.

b), c¢) Przemieszczenia sekwencji w genie c-moc znalezione w szpiczakach myszy
(por. 55).

aktywno$¢ biologiczna rc-mos prearranged’ ¢-mos — rc-mos) mierzona
testem transfekcji wzrasta od 50—70 razy. Geny c-mos i rc-mos”roznig sie
sekwencjami ograniczajacymi u korica 5 (Ryc. 5). Przegrupowanie se-
kwencji w rejonie c-mos polega na powstaniu rozlegtej delecji obejmuja-
cej obszar w lewo od kodonu inicjujgcego c-mos oraz delecji na prawo od
kodonu inicjujacego o diugosci 263 pz sekwencji kodujacych. W miejscu
delecji podstawiony jest nowy fragment DNA majacy w swej czesci pra-
wej 159-cio nukleotydowa sekwencje zawierajacg struktury charakte-
rystyczne dla bakteryjnych i eukariotycznych sekwencji przemieszczajg-
cych (nomadycznych, transposonalnych). W obrebie tej sekwencji u obu

ol KoAcow i K . CCAA-CA konf L d
jej koncow jest zawarta sekwencja Sy 11AG 1 W konformacii »inverted-
repeat”. Ponadto — jak podkre$§la Rechavi i in. (55) fragment ten

konczy sie dwunukleotydem TG....CA podobnie, jak wedrujgce (noma-
dyczne) sekwencje znalezione u Eukaryota, a koniec 3' zawiera penta-
nukleotyd CAACA identyczny z koficem 3' elementu copia u Drosophila
i Tyl u drozdzy oraz u konca DNA wirusa nekrotycznego S$ledziony.
Aktywacja onkogenéw w wyniku przemieszczen sekwencji w genomie
moze wiec by¢ bardziej czestym zjawiskiem niz poczatkowo sadzono.
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Jednym z mechanizméw prowadzacych do zwiekszonej ekspresji onko-
genow jest ich amplifikacja. Amplifikacja ludzkiego onkogenu c-myc
wystepuje w linii HL60 promielocytéw pochodzacych z ostrej biataczki
promielocytarnej (29, 30). Zwiekszenie liczby kopii genu c-myc nie byto
skutkiem hyperploidyzacji, gdyz linia ta jest hypodiploidalna. W tej samej
linii komdrek nie spostrzegano multiplikacji genéw c-abl i c-fes (29).
Amplifikacja genéw one moze by¢ gatunkowo swoista. Dla przykiadu
u Mus phari znaleziono 10 kopii homologu v-Ha-ras podczas gdy inne
gatunki myszy zawieraty tylko pojedyncze kopie. Podobnie u chomika
Chinskiego wystepuje 6 kopii c-Ki-ras podczas gdy u chomika Syryjskiego
jest tylko pojedyncza kopia (56). Szczegélny przypadek ,aktywacji” przez
mutacje genu c-Ha-rasl w raku pecherza u ludzi pogaliémy w rozdz. VI.

V. Transformujgce witasciwosci DNA komérek normalnych
i nowotworowych

Fenotyp komorki transformowanej nowotworowo zalezy od zmian
w aparacie genetycznym komérki, Scis$lej od zmian w genie (genach) ko-
dujacych biatka o kluczowym znaczeniu dla proceséw wzrostu i réznico-
wania. Wzorujac sie na doSwiadczeniach nad przenoszeniem cech gene-
tycznych u bakterii (transformacja) podejmowano badania nad pobiera-
niem DNA lub chromosoméw przez komdrki eukariotyczne z myslg o zna-
lezieniu systemu, ktéry pozwoli na ujawnienie onkogennych sekwencji
DNA pochodzenia nowotworowego, (por. (57)). Nie ulega obecnie watpli-
wosci, ze metodg transfekcji mozna wprowadzi¢ do prawidtowej komorki
zwierzecej nowg informacje genetyczng w tym réwniez cechy charakte-
rystyczne dla stanu nowotworowego (por. (58, 59)). Sekwencje egzogenne-
go DNA wprowadzone do komdrek tworzg wielkie agregaty liniowe (kon-
katenaty), ktére sprzegajg sie z sekwencjami genomu komorki biorcy
i replikujg w sposob skoordynowany z DNA gospodarza (60).

Sposré6d DNA 15 réznych linii nowotworowych komérek mysich
i szczurzych transformowanych chemicznie, DNA z 5 linii podany komor-
kom-biorcom linii fibroblastéw NIH 3T3 myszy indukowat transformacje
(61). Transformacje uzyskano rowniez po podaniu izolowanych chromo-
soméw metafazowych. Transformujacy gen zachowuje swojg aktywnos¢
w nastepnym pasazu. Wyniki doswiadczen nad transfekcjag wskazuja, ze
w genomie komdrek nowotworowych wystepuje gen transformujacy (gen
one, onkogen), ktéry wprowadzony do komorek linii NIH 3T3 zachowuje
sie jak gen dominujacy. Weinberg (61) sadzi, ze transformacja nie
zalezy od wprowadzenia dwdch lub wiecej niesprzezonych elementow.
Wynika to z poréwnania niskiej wydajnosci transfekcji i wielkiego roz-
cieficzenia genéw w komorce. Geny transformujace komorki nowotworowe
mogg by¢ genami komorkowymi, ktore ulegty modyfikacji pod wpltywem
kancerogendw i dziatajg jako elementy transformujace.
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Wiasciwosci transformujgce DNA normalnych komorek ptakow i ssa-
kow jak rowniez DNA komoérek nowotworéw indukowanych chemicznie
wykazano takze w teScie transfekcji na komorkach linii NIH 3T3 (62).
Transformacja przebiegata z niskag wydajnoscig (0.003 transformantéw na
1 (ig DNA), zwtaszcza gdy uzywano DNA o duzej (20XI106daltondéw) masie
czasteczkowej. DNA pochodzacy z tych samych Zzrédet zdegradowany
ultradzwiekami (do m.cz. 0.3-3X1| @ daltonéw) dawat okoto 10-krotne
zwiekszenie wydajnosci transformacji. DNA uzyskany z komdrek NIH 3T3
transformowanych degradowanym DNA wykazywat w drugim cyklu
transfekcji jeszcze wiekszg (okoto 100 razy) aktywnos$¢ transformacyjng.
Na podstawie tych spostrzezen Cooper i in. (62) wysuneli hipoteze,
ze normalne komorki zawierajg geny, ktére sg zdolne indukowac trans-
formacje wowczas gdy ich ekspresja ustali sie na poziomie wyzszym niz
w komdrce prawidtowej. Zwiekszenie wydajnosci transformacji przy uzy-
ciu fragmentow DNA tlumaczy sie zwiekszonym prawdopodobienstwem
(w poréwnaniu do DNA o duzym ciezarze czasteczkowym) integracji do-
norowego genu transformujgcego z aktywnym promotorem komorki
biorcy. W takim przypadku rekombinant promotor-gen transformujacy
stanowitby aktywng forme genu odpowiedzialng za transformacje komor-
ki. DNA pobrany z komorek transformowanych i ponownie uzyty do
transfekcji transformuje ze znacznie wiekszg wydajnoscig poniewaz genom
biorcy otrzymuje juz ,gotowa”, zrekombinowang sekwencje promotor-
gen (Ryc. 6).

Jesli w komdrce rakowej istotnie nastgpito uaktywnienie onkogenu
przez dominujaca mutacje lub przegrupowanie DNA to stan ten powinien
by¢ wykrywalny testem transfekcji rowniez przy uzyciu wysokoczastecz-
kowego DNA. Rozumowanie to sprawdzono jednoczes$nie w Kkilku labo-
ratoriach. Wysokoczasteczkowy DNA z 26 nowotworow ludzkich lub linii
ludzkich komérek rakowych testowano na komoérkach NIH 3T3. Tylko
dwie linie komérek raka pecherza (EJ i J82) indukowaty transformacje
z duzg wydajnosciag (63). Obie linie cechowaty sie odmiennym od innych
linii kariotypem i morfologig kolonii oraz stopniem ztos$liwosci (w tescie
na myszach nagich). Przyczyna braku aktywnos$ci transformujgcej pozo-
statych 24 guzéw ludzkich nie jest jasna. Podobne wyniki otrzymata
grupa Bar bacida (64). Sposréd wielu linii rakow i miesakéw roz-
nych narzagddéw oraz glejaka (glioblastoma) u ludzi tylko jedna linia raka
pecherza, jedna raka ptuc i jedna widkniako-miesaka wykazata obecnos¢
genow o aktywnos$ci transformujgcej.

Dane doswiadczalne wskazuja, ze gen transformujacy jest unikalny.
W DNA dwéch linii komoérek raka ptuc i jednej linii raka okreznicy
wykryto aktywnos$é transformacyjng i wykazano, ze geny transformujace
tych nowotworéow byty blisko spokrewnione lub identyczne (65). W r6z-
nych liniach komérek transformowanych metylocholantrenem w tescie
transfekcji potagczonym z analizg restrykcyjng liczby gendw transforma-
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Ryc. 6. Schemat transformacji fibroblastow myszy NIH 3T3 wysokoczgsteczkowym (a)
i degradowanym (b) DNA zawierajacym gen one. W dolnej cze$ci ryciny, po stronie
lewej: domniemana konformacja genu one w komdrkach nietransformowanych (brak
sekwencji promotorowych w sgsiedztwie genu one). Po stronie prawej: gen one zre-
kombinowany z sekwencjag promotorowg P DNA dawcy lub DNA komaérki-biorcy.

cyjnych okres$long jako niskg lub byt to gen unikalny (66). Jednak w in-
nych badaniach transformujacy DNA linii raka jelita grubego i raka
pecherza u ludzi oraz promielocytarnej biataczki myszy wykazywat obec-
no$¢ 3 niehomologicznych gendéw (67).

Sekwencje transformujgce DNA linii EJ raka pecherza zawarte sj
w jednym ciggtym bloku DNA (68). Efekt biologiczny nie jest wiec indu-
kowany transfekcjg niesprzezonych gendéw rozproszonych w genomie ko-
maérki rakowej. Doktadne potozenie w chromosomach komérek-biorcow
onkogenow przeniesionych w teScie transfekcji nie jest znane. Zapewne
marker genetyczny wraz z DNA nosnikowym tworzg wielkie konkatenaty,
ktdre lokalizujg sie w rédznych loci r6znych chromosomow (69).
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Logicznym etapem badan zmierzajacych do charakterystyki genu
transformujacego byto sklonowanie aktywnego biologicznie genu. Pierwsze
klony sekwnecji transformujgcych z ludzkiego raka pecherza (linia T24),
uzyskaty grupa Wiglera (70) oraz grupa Barbacida (64). Grupa Bar-
bacida we wspotpracy z grupa Aaronsona stwierdzity, ze fragment ten
zawiera sekwencje homologiczne wzgledem genu v-bas wirusa migsaka
myszy BALB. Nowotworowg transformacje metodg transfekcji indukowat
réwniez normalny ludzki gen kodujgcy biatko p21 — homolog do onkoge-
nu v-Ha-ras wirusa migesaka myszy (Harvey) po sprzezeniu z LTR retro-
wirusow myszy lub kota (71).

Wybitne wzmozenie wydajnosci transformacji komdrek NIH 3T3 DNA
normalnych narzgdéw myszy BALB spostrzezono po uprzednim zakaze-
niu komorek NIH 3T3 wirusem biataczek myszy (MuLV), (72). Mecha-
nizm tego zjawiska jest nieznany; przypuszcza¢ mozna, ze zakazenie wi-
rusem indukuje destabilizacje genomu.

Doswiadczenia nad transformacjg fibroblastow myszy linii NIH 3T3
poprzez transfekcje nasuwajg szereg uwag krytycznych. Komorki NIH
3T3 pod wptywem chemicznych kancerogendéw ulegaja transformacji no-
wotworowej w reakcji majacej cechy procesu jednostopniowego, podczas
gdy naturalny proces rakowacenia jest procesem wielostopniowym wy-
magajagcym przejScia komérki przez kilka kolejnych przemian. Ponadto
komorki NIH 3T3 wykazujg réwniez zdolno$¢ transformacji samorzutnej,
sg to wiec komorki tumorogenne, w ktorych proces nowotworowy jest
prawdopodobnie juz daleko zaawansowany. Moga one wykrywac tylko
pewien szczeg6lny typ potencji nowotworowej DNA, dominujacy w sensie
genetycznym. Ponadto podatno$¢ na transformacje cechuje tylko bardzo
mata, cze$¢ komadrek (jedna na milion). Tylko cze$¢ preparatow DNA izo-
lowanych z komdrek nowotworowych wywotuje efekt transformacyjny
w teScie transfekcji z komdrkami NIH 3T3. Tak wiec zjawiska zwigzane
z transformacjg nowotworowg na modelu komérek NIH 3T3 nie wydaja
sie byé S*iwersalnymi.

W konteks$cie tej dyskusji interesujacym byto wykazanie, ze komoérki
zarodka chomika Chinskiego (fibroblasty linii CHEF/18), ktore sg diploi-
dalne i nie tumorogenne, ulegaty podobnie jak komérki NIH 3T3 trans-
fekcji i transformacji nowotworowej pod wptywem DNA izolowanego
z linii EJ komérek raka pecherza ludzkiego (73). Komdrki CHEF/18 wy-
magaja wielostopniowego traktowania kancerogenem chemicznym i se-
lekcji zanim dadzg potomne komorki nowotworowe.

V1. Rola onkogenéw komérkowych w nowotworach u ludzi

Wazne znaczenie dla zrozumienia istoty procesu nowotworowego u lu-
dzi miato wyjasnienie czy onkogeny ,silnych” rakotwérczych retrowiru-
séw, komérkowe onkogeny ptakéw i gryzoni oraz onkogeny znajdowane
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w genomie ludzkich komoérek rakowych sg takie same. Onkogen linii EJ
raka pecherza u ludzi (por. rozdz. V) zidentyfikowany we fragmencie
restrykcyjnym metodg transfekcji w tescie homologii z szeregiem sekwen-
cji onkogendéw retrowirusow (v-abl, w-erb, v-ST-fes, w-myc i v-src) oraz
c-Ha-ras (szczur) dawal hybrydyzacje jedynie z sekwencjami c-Ha-ras
(74). Komorki NIH 3T3 transformowane DNA z linii EJ i linii T24 komo-
rek raka pecherza podejmowaty synteze nowej klasy RNA homologicz-
nego wzgledem sekwencji v-Ha-ras. Poréwnanie map restrykcyjnych
i wielko$ci rejondw homologicznych w transkryptach sugeruje, ze se-
kwencje onkogenu v-Ha-ras i onkogenu EJ nie moga lezeé obok siebie
w restrykcyjnym fragmencie BamHI DNA EJ lecz musza naktadaé sie.
Juz te dane wskazywaty na ewolucyjne wspotzaleznosci i pokrewienstwo
obu onkogenéw. Onkogen v-ras (w szczepie Harvey i Kirstena) koduje
biatko o m.cz. 21 000 (p21). Biatko o tym samym ciezarze czgsteczkowym
strgcalne przeciwciatem anty-p21l-ras wykryto w komérkach NIH 3T3 —
po transfekcji DNA pochodzacym z komoérek EJ (74), gdzie wystepuje ono
w tych komoérkach w zwiekszonej iloSci (71). Wydaje sie, ze biatko p2l
kodowane przez ludzki onkogen wystepujacy w linii komdrek EJ moze
by¢ czynnikiem posredniczacym w rozwoju przynajmniej niektérych
nowotworéw (74). Transformujacy gen izolowany z linii T24 komorek raka
pecherza u ludzi jest blisko spokrewniony z onkogenem v-bas retrowirusa
miesaka myszy BALB i jednoczesnie z onkogenem v-Ha-ras (74, 75). On-
kogen linii T24 zlokalizowano we fragmencie restrykcyjnym o diugosci
4.6 kpz. Produktem transkrypcji genu jest poliadenylowany RNA o dtu-
gosci 1200 nukleotydow zawierajacy sekwencje homologiczne do sekwencji
v-Ha-ras/v-bas. W komdrkach linii T24 znaleziono biatko p23 (przy-
puszczolnie jest to zmutowane biatko p21) o wiasciwosciach antygenowych
biatka p21 kodowanych przez v-bas i v-Ha-ras. Poniewaz ludzki onkogen
T24 wystepujacy w komorkach rakowych jest nierozrdznialny (metoda
heterodupleksdw i analizg restrykcyjng) z sekwencjami homologicznymi
w tkankach normalnych (proto-onkogenami), zatem aktywacja «/oto-on-
kogenu musi polegaé na subtelnych zmianach genetycznych (75a). Opisane
wyzej badania grupy Weinberga i Barbacida jak rowniez Coopera (76)
doprowadzity do wniosku, ze onkogeny wyizolowane z dwdch linii komor-
kowych T24 i EJ raka pecherza u ludzi sg identyczne, co podejrzewano
juz na zasadzie wynikéw z testu transfekcji (68) i homologiczne wzgledem
sekwencji one (v-bas, v-Ha-ras) wystepujacych w retrowirusach miesa-
kdw myszy i szczuréw (Balb-MSV i Ha-MSV) a takze majg swoje odpo-
wiedniki-w DNA prawidtowych komdrek tozyska i ro6znych narzgdéw
ludzkich (70, 74). Uzyskanie klonow onkogenéw ,nieaktywnych” (z pra-
widtowych tkanek) i onkogendéw ,aktywnych” (z komorek rakowych)
umozliwito wykrycie i poznanie molekularnych zmian w onkogenie towa-
rzyszacych procesowi rakowacenia u cztowieka.

Odkrycia dokonane w tej dziedzinie réwnoczes$nie tgcznym wysitkiem
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kilku laboratoriow amerykanskich (grupy G. Coopera, R. Weinberga,
M. Barbacida, M. Wiglera, E. Scolnicka i D. towy) maja przetomowe
znaczenie dla dalszego rozwoju badan nad naturg procesu rakowacenia.

Klony onkogenu EJ (raka pecherza) i jego odpowiednika (proto-onko-
genu) EC prawidtowego nabtonka pecherza cztowieka poréwnano co do
potencji transformacyjnej w tescie transfekcji. Transformanty linii NIH
3T3 uzyskane w wyniku transfekcji klonowanych fragmentem BamHI
zawierajacym ,aktywny” onkogen EJ dawaty guzy nowotworowe po
przeszczepieniu na odpowiedni szczep myszy. Analogiczne transformanty
po proto-onkogenie EC nie dawaty guzédw. Poziom RNA homologicznego
z sondg v-ras w liniach komorek rakowych (EJ) i prawidtowych (EC) byt
jednakowy, a ilo$¢ biatka p21 w obu liniach byta réwniez taka sama (75).
Z powyzszych danych wynika, ze w procesie rakowacenia nie jest kry-
tyczna zmiana w regulacji ekspresji tych genow (przynajmniej w odnie-
sieniu do badanego typu nowotwordw). Wydaje sie natomiast, ze réznice
w funkcji obu gendéw muszg polega¢ na subtelnych zmianach struktury
pierwszorzedowej biatka. W celu okreslenia, ktore regiony ,aktywnego”
onkogenu okre$lajg domniemane zmiany w biatku sporzadzono in vitro
szereg rekombinantéw miedzy onkogenem EJ i jego homologicznym pro-
to-onkogenem EC. Fragmenty restrykcyjne onkogenu EJ usuwano i pod-
stawiano odpowiednim fragmentem proto-onkogenu i odwrotnie. Rekom-
binanty te testowano w tescie transfekcyjnym poszukujagc fragmentu on-
kogenu EJ, ktory daje morfologiczng transformacje linii komoérkowej NIH
3T3. Wyniki takiego doswiadczenia ilustruje Ryc. 7 (wg. 75a).

Z dosSwiadczenia tego wynika jasno, ze fragment odpowiedzialny
za efekt transformacji zawarty jest w onkogenie EJ (c-Ha-rasl)
we fragmencie Xmal/Kpnl o diugosci 350 nukleotydéw. Poréwnawcza
analiza sekwencyjna fragmentu Xmal/Kpnl onkogenu EJ i jego nor-
malnego homologu EC wykazata w 60 nukleotydzie (liczac od Xmal)
transwersje G T, w wyniku ktdrej triplet GGC kodujgcy glicyne
zmieniony jest w triplet GTC kodujacy walinge. Mutacja ta dotyczy 12 ko-
donu (liczac od konica N) biatka p21 (Ryc. 8). Rownolegte, niezalezne
i wykonane przy uzyciu analogicznych podejsé i technik badania grupy
Barbacida (76a) oraz Wiglera (77) nad charakterystyka onkogenu
linii T24 raka pecherza u ludzi doprowadzity do jednoznacznych wynikow
catkowicie zbieznych z wynikami grup Weinberga, Scolnicka i Lowy.

Onkogen c-bas zidentyfikowany w linii T24 jest identyczny z onkoge-
nem linii EJ i w istocie jest zmutowanym allelem normalnego genu ludI?-
kiego c-Ha-rasl (c-has/c-basl, wg nomenklatury grupy Barbacida). Mu-
tacja w onkogenie linii T24 podobnie jak w onkogenie linii EJ dotyczy
Srodkowego nukleotydu (przejscie G -> T) 12 kodonu i warunkuje zastg-
pienie w ,aktywowanym?” onkogenie T24 glicyny przez waling (Ryc. 8).
Zmutowana pozycja (GCCGTC) wystepuje w szescionukleotydowej se-
kwencji (GCCGGC) zawierajagcej miejsca rozpoznawane i ciete przez trzy
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Ryc. 8. Sekwencja pierwszego eksonu genu c-Ha-ras2
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enzymy restrykcyjne: Nael (GCCGGC), Hpall (CCGG) i Mspl (CCGG).
Mutacja G -> T wyklucza atak nukleolityczny jak to wykazano stosujac
Nael (76a), co moze mie¢ nawet pewne znaczenie praktyczne we wczesnej
diagnostyce okre$lonych typéw raka.

Interesujagcym jest, ze zarébwno w obu ludzkich onkogenach (w linii
EJ i T24) oraz w homologicznych genach transformujacych retrowiruséw
mutacja w obrebie poczatkowych 37 kodonéw (stanowigcych w przypadku
onkogendw ludzkich pierwszy ekson) dotyczy SciSle tej samej pozyciji:
12 aminokwasu biatka p21. Tak wiec w onkogenie ludzkim w miejscu
kodonu glicynowego (obecnego w c-Ha-rasl) wystepuje walinowy, w onko-
genie wirusa Harvey (v-Ha-ras) wystepuje kodon argininowy, w onkogenie
wirusa Kirstena (v-Ki-ras) w pozycji tej znaleziono serynowy. Poniewaz
DNA komérek niektorych rakéw u cztowieka zawiera gen c-Ki-ras (35,
78, 79) przypuszcza sie, ze jego aktywacja moze przebiegaé w sposéb po-
dobny do aktywacji onkogenu T24 (76a).

Analiza N-koricowej czesci biatka p21 wskazuje, ze biatko to kodowane
przez normalny ludzki gen c-Ha-rasl zawiera dwa regiony a-heliksu zbu-
dowane z 10 i 13 aminokwasow potgczone odcinkiem zawierajgcym 7 reszt
aminokwasowych, ktdre umozliwiajg sfaldowanie czgsteczki. Zastgpienie
glicyny przez waline w nowotworowym p2l powoduje usztywnienie
i wyeksponowanie (wypchniecie) regionu N z wnetrza czasteczki biat-
kowej (76). Taka zmiana konformacji czasteczki moze mie¢ istotne zna-
czenie dla reaktywnosci i funkcji biatka p2l1. Dotychczas nie ma jednak
jasnego obrazu w jakim stopniu w mechanizmie nowotworzenia odgrywa
role zmiana konformacji biatka p21 wynikta z mutacji 12 kodonu a w ja-
kim iloSciowe zmiany w postaci nadprodukcji p21. Niewatpliwie transfor-
macje fibroblastow NIH 3T3 mozna uzyska¢ wprowadzajgc rekombinant
v-Ha-ras z sekwencjami LTR (52) a takze rekombinant normalnego ludz-
kiego genu c-Ha-rasl z sygnalnymi sekwencjami promotorowymi zawar-
tymi w LTR kociego lub mysiego retrowirusa (71). Nadprodukcje p21
kodowanego przez normalny ludzki klon genu c-Ha-rasJ spostrzegano
w jednej linii transformowanej komérek NIH 3T3 wykazujacej duza
aktywnos¢ proliferacyjng (77). Zdaniem tych badaczy ,,potencjat transfor-
macyjny” zmutowanego biatka p21 kodowanego przez onkogen T24 jest
przynajmniej 100-krotnie wiekszy niz normalnego biatka p21.

Wykrycie onkogenéw w kulturach linii komérkowych guzéw (gtéwnie
rakdw) cztowieka nasuwa mozliwosé, ze geny te mogty byé aktywowane
sztucznie, lub ze nastgpita kontaminacja linii komérkowych onkogenami
retrowiruséw w toku manipulacji laboratoryjnych. Jednakze w pobranych
od pacjentdw prébkach guzéw litych (dwa raki jelita grubego, rak ptuc,
rak trzustki i miesak wywodzacy sie z miesni prazkowanych) rhabdo-
myosarcoma przechowywanych przez szereg lat w temperaturze —70°C
wykryto takze geny transformujgce (78). Wszystkie te guzy oraz 2 linie
raka ptuc, jedna linia raka jelita grubego, jedna linia raka pecherzyka
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zoOtciowego i jedna linia raka pecherza moczowego, miaty wspdlny onko-
gen o sekwencji homologicznej z onkogenem v-Ki-ras wirusa miesaka
myszy i szczuréw (szczep Kirstena). Onkogeny w tkance rakowej nie sg
wiec artefaktami wytworzonymi w laboratorium.

Bezposrednim dowodem aktywnos$ci genéw c-one w nowotworach
u ludzi i w tkankach prawidtowych byto wykrycie swoistych homologicz-
nych z sekwencja one transkryptéw RNA i konicowych produktéw biat-
kowych. Kompletny ludzki gen c-myc homologiczny do w-myc wirusa
mielocytomatozy ptakéw (MC29) wystepuje najpewniej w jednej kopii
oraz w postaci kilku spokrewnionych sekwencji, ktore reprezentujg albo
odlegte lecz pokrewne geny, lub pseudogeny. Gen c-myc przypusz« zalnie
zawiera jeden intron (80). W normalnych fibroblastach ludzkich i liniach
kilku nowotworéw cztowieka gen c-myc daje 2.7 kz poliadenylowany
transkrypt RNAme (27). W niektérych liniach komorek miesakéw i ra-
kéw oraz promielocytarnej biataczki HL-60 cztowieka spostrzegano
5—10-krotny wzrost ilosci tego swoistego RNA.

W zrost poziomu poli(A)(+ )RNA homologicznego wzgledem sekwencji
v-myc spostrzegano w liniach komorkowych wywodzacych sie z miesakdw
a takze w linii komorek limfoidalnych typu B (linia NC37) wywodzacych
sie z limfoidalnych komérek zawierajacych wirus Epsteina-Barra (EBV).
Transkrypty homologiczne wzgledem onkogennych sekwencji c-sis o wiel-
kosci 4.2 kz wykryto w 8 sposrdéd 23 linii nowotwordéw ludzi. Nie ma
korelacji miedzy iloscig 2.7 kz RNAmec i 4.2 kz RNASis (27).

Roznice w poziomie ekspresji sekwencji c-one spokrewnionych z \~sis
i v-myc w réznych typach nowotworéw ludzkich nie wskazujg na kore
lacje ekspresji ze szczegdlnym typem tkanki. Natomiast fakt, ze sekwencjo
c-sis ulegajg ekspresji w komdrkach witdékniako-miesaka (jibrosarcoma),
a nie wykazujg takiej ekspresji w homologicznych komorkach (fibroblas-
tach prawidtowych) wskazuje na zwigzek ekspresji genu one z procesem
transformacji nowotworowej.

Ponadto w komérkach niektérych guzéw ludzkich znajdujg sie ztozone
pod wzgledem wielkosci (7.0, 5.9 i 1.8 kz) poliadenylowane transkrypty
RNA spokrewnione z sekwencjami v-bas wirusa Balb-MSV oraz trans-
krypty spokrewnione z sekwencjami v-abl wiru”®i biataczki myszy Abel-
sona (Ab-MuLV), ktére wystepowaty w wiekszosci badanych guzéw (27).

W innych nowotworach u ludzi i w komoérkach prawidtowych wykryto
obecno$¢ gendw one, ale ich rola w procesie nowotworzenia nie jest
jeszcze wyjasniona. W linii biataczki ludzkiej SMS-SB pochodzacej z lim-
foblastow chorego na ostrg limfoblastyczng biataczke z prekursorowych
komérek B ulega ekspresji gen homologiczny z onkogenem v-abl wirusa
Abelsona mysiej biataczki (81). DNA pochodzacy z tych komdrek ma
wiasciwosci transformujgce ale sekwencje odpowiedzialne za transfor-
macje nie sg homologiczne z genem genem v-abi a transformanty NIH
3T3 wytwarzajg czynnik wzrostowy podobny do czynnika wzrostowego
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w transformantach uzyskanych po zakazeniu wirusem ADb-MSV. Analo-
giczna sytuacja wystepuje w przypadku bursy Fabricjusza u kurczat,
gdzie ekspresja genu c-myc jest wybitnie zwiekszona, ale transformujacy
gen zidentyfikowany w tescie transfekcji nie jest genem c-myc. Przyktady
powyzsze wskazujg na ztozonos$¢ procesu transformacji nowotworowej.

W genomie ludzkim znaleziono sekwencje homologiczne wzgledem
transformujgcego genu v-sis wirusa miesaka matp (SiSV) (22,82) oraz do
genu v-fes wirusa miesaka kotbw — ST-FeSV (82). W liczbie jednej kopii
w genomie ludzkim wystepuje gen c-mos, ktory jest homologiem onkoge-
nu v-mos wirusa Moloneya miesaka myszy (83). W liniach komdrek raka
ptuc i raka jelita grubego u cztowieka zidentyfikowano gen c-Ki-ras —
homolog onkogenu v-Ki-ras miesaka Kirstena szczurow (76, 79). Oba
typy komdrek nowotworowych wykazywaty ekspresje zmienionego biatka
p21 co przemawia za mutacjg, genu c-Ki-ras. W klonach DNA raka ptuc
u ludzi wykryto sekwencje c-fes wspd6lne z sekwencjami v-fes wirusa
miesaka kotow, szczep Gardnera i szczep Snyder-Theilen (GA-FeSV,
ST-FeSV). Jednak ludzki c-/es nie wykazat efektu transformujgcego w
tescie transfekcji na komadrkach linii RAT-2 (36).

Liczba onkogenow ludzkich nie wydaje sie by¢ wielka. W dwu liniach
komoérek raka pecherza znaleziono jednakowy onkogen (homolog genu
v-Ha-ras), raki jelita grubego, ptuc oraz trzustki i rhabdomyosarcoma wy-
kazuja obecnos$¢ jednego onkogenu homologicznego do v-Ki-ras. Na pod-
stawie analizy sekwencyjnej onkogenow retrowirus6w mozna onkogeny
komorkowe potgczy¢ w grupy o zblizonej homologii (cyt. wg 84). Dla
przyktadu: geny c-Ha-ras i c-Ki-ras i przynajmniej dwa inne onkogeny
pochodzace od szczura posiadajg bardzo duze podobienstwo.

Sekwencje spokrewnione z innymi (poza genami one) sekwencji retro-
wirusow rowniez wystepujag w genomach licznych gatunkéw kregowcow,
w tym takze cztowieka. W genomie ludzi znaleziono sekwencje pokrewne
genom gag, poi, env, wirusa raka gruczotu mlecznego myszy (MMTYV),
(85). Sekwencje homologiczne wzgledem ekotropowego wirusa biataczki
myszy (MuLV) i endogennego wirusa pawiana (BaEV) znajdujg sie w
restrykcyjnych fragmentach DNA komorek mozgowych cztowieka (ss6).

W genomie cztowieka znaleziono rowniez sekwencje homologiczne ge-
néw gag pl5 i gag p30, genu polimerazy Mo-MuLV oraz 3'LTR we
wzglednej odlegtoSci takiej samej jak w genomie wirusa (87). Wzmianku-
jemy o tych odkryciach aby jedynie zwréci¢ uwage na ztozone zaleznosci
miedzy genomem retrowirus6w a genomem zwierzat.

VII. Lokalizacja onkogenéw w chromosomach i przegrupowania
w nowotworach

Lokalizacja onkogenéw w chromosomach ludzkich stuzy poszukiwaniu
relacji miedzy funkcjg onkogendw i aberacjami chromosomalnymi, ktore

4 Postepy Biochemii 3-4/83
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wykazujg charakterystyczny rozktad w kariotypie niektéorych nowotwo-
row, (por. (8s8)). Dotychczas oznaczono umiejscowienie kilku onkogenéw
w chromosomach ludzi i myszy. Ogélny schemat doSwiadczen polegat na
selekcji linii hybrydéw komdrkowych (mysz-cztowiek, chomik-cztowiek)
z zachowanymi i zidentyfikowanymi poszczeg6lnymi chromosomami ludz-
kimi. ldentyfikacja chromosomo6w ludzkich jest mozliwa przy pomocy
metod cytogenetycznych jak i marker6w biochemicznych, (por. np. (89)).
Z hybrydowych linii komérkowych z zachowanymi pojedynczymi chro-
mosomami ludzkimi izolowano DNA, cieto enzymami restrykcyjnymi
i fragmenty restrykcyjne rozdzielone elektroforetycznie, hybrydyzowano
z sondami radioaktywnymi pochodzacymi z wirusowych sekwencji onko-
gennych (v-onc) homologicznych wzgledem sekwencji onkogennych ko-
morkowych (c-one). Postugujac sie tg metodg stwierdzono, ze u ludzi
sekwencja onkogenna homologiczna z genem c-fes wystepuje w chromo-
somie 15 (90), a ludzki gen c-myb znajduje sie w chromosomie & (91).
Onkogen ludzki homologiczny wzgledem wirusowego genu transformujg-
cego v-abl zlokalizowano w chromosomie 9 (90). Genowi transformujgce-
mu (v-mos) wirusa Moloneya miesaka myszy odpowiada w genomie ludz-
kim homologiczna sekwencja c-mos w postaci pojedynczej kopii umiejsco-
wiona w chromosomie 8 (83). W chromosomie 8 znajduje sie tez gen c-myc
(cyt. wg (93)). Ludzki homolog (c-szs) transformujacego genu (y-sis) mat-
piego wirusa miesaka (simian sarcoma virus, SiSV) umiejscowiono nato-
miast w chromosomie 22 (89, 92).

W przypadku kilku nowotworéw ludzkich stwierdzno, ze onkogeny
moga ulegaé swoistym translokacjom wraz z translokacjami fragmentéw
chromosomalnych. W ponad 90% przypadkéw przewlektej biataczki mie-
locytarnej (chronic myelocytic leukemia — CML) spostrzega sie prze-
mieszczenie dtugiego ramienia chromosomu 22 (prazek 21qll) do diugiego
ramienia chromosomu 9 (co oznacza sie jako translokacja 9; 22). W wy-
niku takiego przemieszczenia powstaje anormalny chromosom 229~ (zwa-
ny przez cytologébw chromosomem Philadelphia — PhJ) oraz chromosom 9
z dodatkowym materiatem chromosomalnym (chromosom 9qg+). Translo-
kacji tej towarzyszy jednoczesna i wzajemna translokacja onkogenu c-abl
z chromosomu 9 do chromosomu 22q_ (94).

Sekwencja transformujgca v-abl wirusa Abelsona biataczek myszy
(Ab-MuLV) homologiczna z sekwencja ludzkiego c-abl powstata w wyniku
przejecia przez wirus Moloneya biataczki mysiej (Mo-MuLV) mysich se-
kwencji c-abl (95). Endogenna mysia sekwencja c-abl znajduje sie w chro-
mosomie Nr 2 (96). Sekwencje abl po transdukcji znalazty sie w sasiedz-
twie konca 3' genu gag wirusa Mo-MuLV. Produktem sekwencji transfor-
mujgcych wirusa Ab-MuLV jest biatko o masie czgsteczkowej 21 000 (p21)
wykazujgce aktywnos$¢ tyrozyno-swoistej fosfokinazy. W biatku p21
fragment u konca N pochodzi z 3' koncowych sekwencji gag wirusa
Mo-MuLV a fragment karboksylowy wywodzi sie z sekwencji onkogenu
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mysiego c-abl. W chwili obecnej nie wiadomo, czy w przewlekiej biataczce
mieloblastycznej u ludzi jest zwiekszona ekspresja onkogenu c-abl. Postu-
lat taki jest wysuwany na zasadzie analogii ze zwiekszong ekspresjg
innych onkogenow w komdrkach rakowych. Postuluje sie (94), ze uaktyw-
nienie onkogenu c-abl w CML nastepuje wskutek jego translokacji w sg-
siedztwo silnych sekwencji wzmacniajgcych (enhancer) lub silnego promo-
tora innego genu znajdujacego sie w chromosomie 22 (mogtby to by¢ np.
promotor genu fancucha lekkiego immunoglobuliny typu lambda).

Uktad komoérek hybrydowych (mysz-cztowiek, chomik-cztowiek) segre-
grujacych chromosomy ludzkie zostat réwniez uzyty dla lokalizacji nor-
malnego allelu onkogenu c-bas (identycznego z c-Ha-rasl) — prekursora
aktywnego onkogenu linii T24 komoérek rakowych pecherza (97). Jako
»sondy” uzyto restrykcyjny fragment wirusa miesaka myszy BALB zawie-
rajacy wirusowe sekwencje transformujace (v-bas) homologiczne wzgle-
dem sekwencji onkogenu c-bas. Sonda taka daje sygnat (hybrydyzuje)
z fragmentem 20 kz uzyskanym z trawienia EcoRl DNA ludzkiego pocho-
dzacego z normalnych komdrek (tozysko). W przypadku DNA pochodza-
cego z komérek chimerycznych sonda hybrydyzowata jedynie z DNA tych
linii komérkowych, ktére zawieraly ludzki chromosom 11. Zatem normal-
ny allel onkogenu bas miesci sie w chromosomie 11. Dokiadna pozycja
onkogenu c-bas w chromosomie nie jest poznana, ale na podstawie poto-
zenia genow markerowych dehydrogenazy mleczanowej A (LDH-A) i este-
razy A4 (EsA4) i czestej zbieznosci obecnosci allelu c-bas z tymi aktyw-
nosciami oraz na podstawie wystepowania miejsc ztaman wyklucza sie
umiejscowienie tego genu w dystalnej czesci dtugiego ramienia chromo-
somu 11. Fakt, ze cze$¢ chromosomu 11 ulega delecji w przypadku zto$li-
wych guzow nerek u dzieci (guzy Wilmsa) nasuwa przypuszczenie, ze
normalny onkogen c-bas moze by¢ aktywowany w procesie przegrupo-
wania materiatu chromosomu 11.

W ludzkim chromosomie 22 w rejonie qll znajduje sie allel c-sis —
homolog transformujacego genu v-sis wirusa miesaka matp simian sar-
coma virus, SiSV, (92). Oprdécz aberacji chromosomu 22 w przewlekiej
biataczce mieloblastycznej spostrzezono réwniez przegrupowania zwigzane
z chromosomem 22 w guzie (lymphoma) Burkitta (translokacja s;22)
i w ostrej biataczce szpikowej (translokacja 9;22). Jednak w tych przy-
padkach nie ma jednoznacznego dowodu na rownoczesng aktywacje onko-
genu c-sis. Tak np. w guzach i liniach komdérkowych chtoniaka z komoérek-
B lub przewleklej biataczki szpikowej nie znaleziono transkryptéow
(mRNA) homologicznych wzgledem sekwencji c-sis (89). Podobne ograni-
czenia ekspresji genu c-sis spostrzegano w ludzkich biataczkach (28). Tyl-
ko w jednym przypadku chtoniaka wywodzacego sie z komdrek T stwier-
dzono wzmozong ekspresje onkogenu c-sis (28, 80). Natomiast w przypad-
ku linii cztoniaka z komoérek T stwierdzono wysoki poziom RNAmb (80).
W guzach ludzkich typu witbdkniako-miesaka i glejaka (glioblastoma)

4*
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spostrzezono wzrost ilosci c-sis mMRNA, natomiast w kulturach fibroblas-
téw ludzkich, w nabtoniakach i czerniakach nie wykryto c-sis mRNA (27).

Stabo onkogenny wirus leukozy kur (avian leukosis virus, ALV) nie
posiada sekwencji transformujgcych i indukuje biataczki i chtoniaki z ko-
morek typu B po dtugim okresie utajenia. W DNA guzdédw indukowanych
ALV, prowirus zintegrowany jest w poblizu komoérkowego genu c-myc
i prawdopodobnie dziata jako promotor (por. rozdz. -IV). Gen c-myc jest
homologiem genu \-myc silnie onkogennego retrowirusa MC29 nalezgcego
do grupy wiruséw z defektywna replikacja, a indukujagcego nowotwory
uktadu krwiotwodrczego, raki i miesaki.

Udziat genu c-myc w powstawaniu nowotworéw u ludzi nie jest do-
wiedziony, jednak spostrzezenia nad translokacjg genu c-myc zastugujg
na uwage. W chtoniakach Burkitta i niektérych innych ludzkich nowotwo-
rach uktadu chtonnego wywodzacych sie z komdrek B spostrzega sie
translokacje miedzy chromosomem & a chromosomem 14 i rzadziej chro-
mosomem 2 i 22 (por. 89, 101). Miejsce ztamania w chromosomie 8 wyste-
puje w locus genu c-myc. W chromosomach 14, 2 i 22 pekniecia wystepuja
doktadnie w miejscu gdzie znajduje sie gen fancuchow ciezkich (chromo-
som 14), tancucha lekkiego /cappa (chromosom 2) i tafcucha lambda (chro-
mosom 22) immunoglobulin. Doktadne analizy cytogenetyczne wskazujg
ze translokacje w chtoniaku Burkitta sg wzajemne. Dystalna cze$¢ chro-
mosomu 14 przemieszcza sie do chromosomu 8 a jednocze$nie fragment
sekwencji z genem c-myc chromosomu s przemieszcza sie do chromosomu
14. Gen c-myc moze wiec trafi¢ w sasiedztwo promotoréw gendéw kodu-
jacych immunoglobuliny lub w otoczenie aktywnej chromatyny.

Translokacje genu c-myc prowadzace do sprzezenia go z genami kodu-
jacymi immunoglobuliny spostrzegano takze w przypadkach szpiczakéw
myszy — guzéw nowotworowych wywodzacych sie z komorek plazma-
tycznych.

W ro6znych liniach szpiczaka (98, 99) stwierdzono rekombinacje genu
c-myc z genem kodujagcym region staty ciezkiego taricucha immunoglobu-
liny (CKa). Gen c-myc we wszystkich tych przypadkach przyjat przeciwna
polarno$¢ niz gen CHi, a miejsce rekombinacji znajdowato sie w obrebie
tzw. sekwencji przelaczajacych (sekwencji, ktdre warunkujg wtdrng re-
kombinacje ciezkich tancuchéw immunoglobuliny, w wyniku ktérych po
pierwotnej ekspresji immunoglobuliny typu IgM nastepuje ekspresja
witasciwego przeciwciata np. typu IgG, IgA itd.). Gen c-myc w nowej po-
zycji, sprzezony z CHa daje nowy, krotszy transkrypt RNA niz c-myc
w potozeniu normalnym. Gen c-myc myszy ztozony jest przynajmniej
z 2 eksonéw. Poniewaz RNAmc po rekombinacji jest krotszy o ok. 400 pz
nie mozna wykluczy¢, ze istnieje jeszcze jeden ekson u kornca 5, ktéry
ulega eliminacji w trakcie rekombinacji. Struktura onkogenu c-myc ulega
zatem zmianie w trakcie rekombinacji zachodzacych w szpiczakach myszy
i prawdopodobnie zmiana ta jest istotna dla procesu powstawania i wzros-
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tu szpiczaka. Przypomnijmy, ze gen c-myc bierze udziat w indukcji chto-
niakéw (lymphoma) z komérek B (47), a wigczony w genom wirusa MC29
nadaje wirusowi silne onkogenne wilasciwosci. W wiekszosci szpiczakdw
dostrzega sie translokacje chromosomowe, gtéwnie przeniesienie dystalnej
czesci chromosomu Nr 15 zawierajgcej gen c-myc do chromosomu 12 (99)
lub rzadziej do s. Wiadomo, ze geny tancucha ciezkiego immunoglobulin
zlokalizowane sg w chromosomie 12. W procesie nowotworzenia nie mozna
zatem wykluczy¢ przyczynowego zwigzku miedzy translokacjami chromo-
somalnymi a uczynnieniem genu c-myc w wyniku rekombinacji z ChH
Mechanizm uczynnienia c-myc nie jest znany. Mozliwe, ze CHa zawiera
sekwencje stanowigce promotor dla c-myc lub tez rekombinacja zmienia
strukture chromatyny udostepniajac sekwencje c-myc do transkrypcji
(98). Koncepcja o zwiekszonej aktywnos$ci onkogendw wskutek translo-
kacji chromosomalnych w procesie kancerogenezy jest rozwinigta w pracy
Kleina (100), oraz przedstawiona w pracy przegladowej (101).

Nowotworom u ludzi nie zawsze towarzyszg swoiste aberacje chromo-
somalne. Nie wyklucza to jednak mozliwos$ci przegrupowan i ,aberacji”
w strukturalnej organizacji DNA. Niektore argumenty przemawiajace za
udziatem przegrupowan sekwencji w genomie w procesie kancerogenezy
przedstawit Cairns (102). U Prokaryota a takze u roslin i nizszych
Eukaryota wystepuja sekwencje przemieszczajace. Sekwencje przemiesz-
czajace biorg udziat i s odpowiedzialne za gtebokie i rozlegte uszkodzenia
i zaburzenia organizacji sekwencji DNA (delecje, translokacje, inwersje).
W niektérych przypadkach sekwencje przemieszczajgce stanowiag natu-
ralny element mechanizmoéw ekspresji genow. W genomie wyzszych zwie-
rzat znajduja sie sekwencje majace wielkie podobienistwo strukturalne do
sekwencji przemieszczajgcych (np. grupa sekwencji powtarzajgcych
o konformacji ,direct-repeat” oraz ,inverted-repeat”). Doktadniej poznane
sekwencje Bl u myszy i Alu u cztowieka sg sekwencjami posiadajgcymi
strukturalne cechy sekwencji przemieszczajacych. Technikg hybrydyzacji
segmentu DNA z regionu obejmujgcego sekwencje Alu wykryto w geno-
mie ludzkim przegrupowania w DNA izolowanym z rdznych narzadow
ludzi chorych na nowotwory (103). W DNA izolowanym z komérek raka
przewodu pokarmowego u cztowieka zauwazono przegrupowanie wska-
zujace albo na delecje sekwencji albo na zmiane ich lokalizacji (104).

W guzach pochodzenia limfatycznego u myszy znaleziono region se-
kwencji LyR (Lymphoid Rearranging DNA), ktdry wykazuje gtebokie
przegrupowania w DNA plazmocytoma typu dojrzatych komérek B. Nato-
miast w chioniakach indukowanych wirusem Ab-MuLV zbudowanych
z prekursorowych komaérek B zmiany w regionie LyR nie wystepujg (105).
Region Lyr ulega przegrupowaniu w przypadku chtoniakéw wywodzacych
sie z komorek T. Wydaje sig, ze przegrupowanie w regionie LyR prowa-
dzi albo do uruchomienia nowych promotoréw, albo do modyfikacji dojrze-
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wania transkryptow RNA gdyz przemieszczeniom towarzyszy zwykle
pojawienie sie nowych gatunkdw RNA.

W szpiczakach myszy a takze w biataczce monocytarnej spostrzegano
translokacje chromosomalne zapoczatkowane i zwigzane z tzw. sekwencjg
NIARD (non-immunoglobulin-associatecL rearanging DNA). Przemieszcze-
nia DNA zwigzane z sekwencjg NIARD spostrzegano w szpiczakach ale
nie wykryto ich w normalnych limfocytach (106). Sekwencje NIARD sg
pierwszym zidentyfikowanym fragmentem DNA zlokalizowanym w miej-
scu translokacji chromosomalnych w komdrce ssakow.

VIIl. Podsumowanie

W komorkach kregowcOw znajdujg sie transformujace geny one homo-
logiczne z genami one retrowiruséw (onkogennych wiruséw typu RNA)
indukujacych nowotwory. Komérkowe geny one (onkogeny komoérkowe)
sg naturalnymi genami, ktére biorg udziat w procesie rozwoju embrional-
nego i réznicowania. Ekspresja genéw one w genomie osobnikéw dojrza-
tych jest nieznaczna. Geny one wigczone do retrowirusdw nadajg im silne
wiasciwosci rakotwdrcze wynikajagce z umiejscowienia genu one w s3-
siedztwie wirusowych sekwencji promotorowych. Zakazenie hodowli ko-
morkowych lub zwierzat takimi rekombinantami wiruséw prowadzi do
zwiekszonej syntezy biatka one i ostatecznie do indukcji nowotworu.
Podobnie, pobudzenie aktywnos$ci komoérkowych gendéw one (aktywacja)
powoduje zwiekszenie w komorce stezenia biatka one i moze prowadzié
do nowotworowej transformacji. Poznano kilka mechanizméw aktywacji
onkogendéw komoérkowych. Aktywacje moze wywota¢ wigczenie w poblize
genu one sekwencji promotorowych lub ,,wzmacniajacych” (pochodzacych
np. z LTR prowiruséw), sekwencji insercyjnych, przemieszczenie genu
one w sasiedztwo silnych sekwencji promotorowych (np. sekwencji pro-
motorowych genéw immunoglobulin) w trakcie translokacji chromosomo-
wych oraz mutacje w obrebie samego genu.

W DNA komorek nowotworowych raka pecherza u ludzi zostata wyka-
zana punktowa zmiana mutacyjna w obrebie genu c-Ha-rasl, ktéra ma
przyczynowy zwigzek z powstaniem raka tego narzgdu. W chtoniakach
Burkitta i niektérych biataczkach u ludzi komoérkowe onkogeny c-myc
i c-abl ulegajg swoistym translokacjom co moze prowadzi¢ do wzmozonej
ekspresji tych genéw. W powstaniu innych nowotworéw u ludzi rowniez
podejrzewa sie udziat genow one.

Sekretarkom, Zaktadu Biologii Nowotworédw p. Annie Jojko i p. Barbarze Kowal-

czyk dziekujemy za wydatng pomoc techniczng w przygotowaniu maszynopisu.
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I. Wstep

Ostatnie lata przyniosty wzrastajacg liczbe doniesien o wystepowaniu
w komorkach bakteryjnych i zwierzecych szeregu odrebnych, specyficznie
dziatajacych enzymow, ktére inicjujag proces naprawy DNA poprzez hy-
drolityczne odszczepienie obcych zasad, lub produktéow ich degradacji (1).
W miejscu odszczepienia w taricuchach DNA pozostajg pozbawione puryn
lub pirymidyn reszty dezoksyrybozylowe, tak zwane miejsca apurynowe
i apirymidynowe, wrazliwe na dzialanie alkaliow. Enzymy te ogdlnie
zwane DNA-glikozylazy (DNA-glycosylase, wcze$niejsze nazwy: DNA-gly-
cosydase, DNA-N-glycosylase) moga wystepowa¢ w komérce konstytu-
tywnie, ale tez mogg by¢ indukowane. Proces indukcji zauwazono po raz
pierwszy podczas badania wptywu niskich dawek N-metylo-N'-nitro-N-
nitrosoguanidyny (MNNG) na hodowle E. coli (2). Stwierdzono, ze bakte-
rie adaptowane do niskich dawek MNNG (llig/iml) wykazujg zwiekszong
przezywalno$¢ i zmniejszong mutagennos$¢ pod wptywem ponownych, wy-
sokich dawek MNNG (100jig/ml). Podobne dziatanie wykazujg i inne czyn-
niki alkilujgce- jak MMS, EMS, czy MNU (3). Proces ten zostat nazwany
odpowiedzig adaptacyjng komérki (the adaptive response). Obecnie wiemy,
ze w czasie adaptacji zachodzi indukcja DNA-glikozylazy 3-metyloadeniny
Il usuwajacej alkilowane zasady, oraz enzymu o niezwykle ciekawym
dziataniu, DNA-transmetylazy 06metyloguaniny (4—7). DNA-transmety-
laza Oc-guaniny przenosi grupe metylowg z reszt Oemetyloguaniny znaj-
dujgcych sie w DNA na reszte cysteiny wihasnego biatka. Nastepuje rege-
neracja guaniny, a enzym zostaje inaktywowany (s, 7).

Zaréwno szerokie rozpowszechnienie, jak i zréznicowana specyficznosé
DNA-glikozylaz, nasuwa przypuszczenie, ze hydrolityczne odszczepienie
zasad, stanowi gtdwng droge naprawy modyfikowanego DNA. Dalsze eta-
py naprawy obejmuja: rozpad szkieletu cukrowo-fosforanowego w miejscu
apurynowym/apirymidynowym (AP-endonukleaza), wyciecie i resynteze
kawatka DNA (DNA-polimeraza), oraz integracje z pozostatg czeSciag DNA
(ligaza), (s, 9). Wzory strukturalne zasad lub produktéow ich degradacji
ktore sg usuwane z DNA pod wptywem dziatania DNA-glikozylaz, oraz
Oftmetyloguaniny ktéra w DNA ulega demetylacji podane sa na Ryc. 1

Doniesienia 0 enzymach typu insertaz, ktére wiaczajg puryny w miej-
sca apurynowe DNA (10—12), spotkaty sie z ostrg krytyka (1, 13, 14) i nie
beda obecnie dyskutowane.
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Ryc. 1. Zasady lub produkty rozpadu zasad, ktdre sg usuwane pod wptywem dziata-
nia DNA-glikozylaz. Ostatni wzér przedstawia Ofirmetyloguanine, ktéra gdy wyste-
puje w DNA jest substratem dla DNA-transmetylazy OO-metyloguaniny.

Il. DNA-glikozylaza uracylu

DNA-glikozylaza uracylu byta pierwszg glikozylazg, ktérej mechanizm
dziatania zostat dobrze poznany i jest najbardziej intensywnie badanym
przedstawicielem catej grupy DNA-glikozylaz. Niewatpliwie przyczynity
sie do tego wysoki poziom aktywnos$ci wystepujacej w komorkach, jak
i szerokie rozpowszechnienie tego enzymu. W ekstraktach E. coli poziom
DNA-glikozylazy uracylu jest okoto 1000-razy wyzszy od poziomu DNA-
glikozylazy 3-metyloadeniny I, ktéra zajmuje nastepne miejsce w wydaj-
nosci usuwania obcych zasad z DNA (4).

Po raz pierwszy wykryta w E. coli (15) zostata znaleziona i w innych
rodzajach bakterii, jak B. subtilis (16), M. luteus (17, 18), w bakterii ter-
mofilnej B. stearothermophilus (19). Wykryto jg w wielu hodowlach kul-
tur komoérkowych ludzkich, normalnych i rakowych (20—26), w drozdzach
(27) i kulturach komorek marchwi (28). Wystepuje w grasicy cielecej (29,
30) i w réznych tkankach szczura (31). Poziom aktywnos$ci enzymu jest
wyzszy w tkankach szybko dzielgcych sie: najwyzszy jest w grasicy, naj-
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nizszy w mozgu (32). W limfocytach ludzkich, podobnie jak i w innych
komorkach ssakow, wystepujg dwa rodzaje DNA-glikozylazy uracylu:
jadrowa (gtéwna) i mitochondrialna. Pod wptywem fitohemaglutaminy
tylko jadrowa ulega 10-krotnej stymulacji (33). W ludzkich hodowlach
tkankowych (komorki rakowe Hela) poziom DNA-glikozylazy uracylu po
infekcji wirusem herpex simplex zwieksza sie. Charakterystyka enzymu
wskazuje, ze jest on albo indukowany przez genom wirusa, albo zostat
przez niego modyfikowany (34). Jedynym organizmem, ktdry nie zawiera
DNA-glikozylazy uracylu jest muszka owocowa Drosophila melanogaster
(35). Czy enzym ten jest obecny u innych owaddéw, nie wiadomo.
DNA-glikozylaza uracylu zostata w wysokim stopniu oczyszczona z kil-
ku zrdédet: E. coli (36), B. subtilis (37), M. luteus (17), B. stearothermophilus
(19), komérek biataczkowych ludzkich (24), grasicy cielecej (29, 30) i ko-
morek marchwi (27). Niektore dane charakteryzujgce te enzymy podane
sg w Tabeli 1. Og6lnie mozna stwierdzi¢, ze DNA-glikozydazy komorek

Tabela 1
Charakterystyka DNA-glikozylaz uracylu izolowanych z réznych Zrédet biologicznych
S Stopien oczyszczenia . Km -~
Zrodio enzymu Ciezar czast. Odnosnik
y (krotnoéc) gzar cza M)
E. coli 11 000 24 500 4x 10"8 36
B. subtilis 1000 24 000 11x10-9* 37
M. luteus 3000 19 400 7x 10"8 17
B. stearothermo-
philus 5 300 30 000 4x 10"5 19
Myeloblasty bia-
faczkowe 1000 30 000 8x 10"7 24
Grasica cieleca 457 28 300 5x 10-6 30
Hodowla komérek
marchwi 100 29 500 3.3x10-6 28

* Tylko w tym przypadku subrtratem byt jednoniciowy polimer kwasu dezoksyrybourydylowego; w pozostatych
przypadkach substratem byt zawierajacy reszty uracylu dwuniciowy DNA.

bakteryjnych (z wyjatkiem B. stearothermophilus) majg wieksze powino-
wactwo do reszt uracylowych w DNA, niz DNA-glikozylazy komorek
eukariotycznych.

DNA-glikozylazy uracylu, podobnie jak wszystkie pozostate, nie wy-
magaja zadnych kofaktoréw reakcji. Moga byé badane w ekstraktach
nieoczyszczonych w obecno$ci wersenianu sodu, ktéry hamuje dziatanie
nukleaz. Wysokie stezenie soli (NaCl, KC1) powoduje hamowanie reakcji
(19, 24, 29, 33, 36), cho¢ w niektdrych przypadkach moze mie¢ efekt sty-
mulujacy (34, 37).

DNA-glikozylazy uracylu odszczepiajg hydrolitycznie uracyl tylko
z polimerow dezoksyrybonukleinowych. Z dwuniciowego DNA uracyl usu-
wany jest zaréwno z reszt komplementarnych A:U, jak i niekomplemen-
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tarnych G:U (36, 37). Substratami dla tego rodzaju badan sg DNA izolo-
wane z faga PBS1, ktéry zamiast tyminy zawiera uracyl, syntetyczne
polidezoksynukleotydy, lub DNA grasicowe w ktdérych reszty cytozyny
zostaty chemicznie przeksztatcone w reszty uracylu.

Najkrdtszymi substratami z ktdrych uracyl jest wycinany sg tetramery
sktadajgce sie z czterech reszt dezoksyrybonukleotydowych (37). Z hybry-
dowego DNA*RNA, DNA-glikozylaza uracylu usuwa uracyl wytgcznie
z nici DNA (30). Obecnos$¢ rybozydéw w DNA hamuje aktywnos$¢ enzymu
(26). W odroznieniu od pozostatych DNA-glikozylaz ktére usuwajg obce
zasady prawie wytgcznie z dwuniciowego DNA, niektore DNA-glikozylazy
uracylu majg 2, 3-krotnie wyzsze powinowactwo do DNA jednoniciowego,
niz do dwuniciowego. Sg to enzymy wystepujagce w E. coli, B. subtilis,
M. luteus i komadrkach biataczkowych. Zadna z zasad naturalnych: adeni-
na, guanina, cytozyna, tymina (15, 37), 5-hydroksymetylouracyl (16), jak
tez 5-bromouracyl (16, 36) dimery uracylu czy tyminy (36, 37, 39, 40) nie
sg usuwane przez ten enzym. Jedynie 5-fluorouracyl moze by¢ usuwany
z DNA, ale z szybko$cig znacznie mniejsza niz uracyl (41, 42).

Aktywnos$¢ enzymu silnie hamuje dodanie wolnego uracylu, a war-
tos¢ Ki wynosi okoto 10-4 M (36, 38). Sposdb hamowania jest niekompety-
tywny, co nasuwato przepuszczenie, ze enzym dziata w sposéb procesywny
(processive enzyme) i odpada od DNA po catkowitym usunieciu reszt ura-
cylowych. Doswiadczenie z uzyciem dwoéch réznie znakowanych substra-
téw [sH]-U-DNA i [uC]-U-DNA podawanych z opOZnieniem w czasie
reakcji, Swiadczy ze tak nie jest. Suma uwolnionego uracylu znakowanego
[BH] i [4C] réwna sie ilosci uwolnionego uracylu gdy enzym dziatat tylko
na jeden z substratéw. Nie byto preferencji w uwalnianiu uracylu z pre-
paratu DNA podanego wczesniej (38).

Poza uracylem znaczny wptyw hamujacy na reakcje wywierajg i inne
zasady jak np: 5-azauracyl, s-aminouracyl (26), dimery uracylu, 5-bromo-
6-hydroksy-5,6-dwuhydrouracyl (38). Natomiast 5-fluorouracyl i 5-bromo-
uracyl sa bardzo stabymi inhibitorami DNA-glikozylazy uracylu (19, 26,
38). Tak wiec hamowanie reakcji przez dany zwigzek nie zawsze $wiad-
czy, ze moze on by¢ koncowym produktem reakcji.

I1-1. Naturalne inhibitory DNA-glikozylazy uracylu

Dotychczas znamy dwa naturalne inhibitory, ktére hamuja aktywnos$¢
DNA-glikozylazy uracylu. Obydwa zostalty wykryte w ekstraktach bakte-
ryjnych zakazonych fagami: w B. subtilis, po infekcji fagami PBS1 (16,
48—50), oraz w E. coli, po infekcji fagami T5 (51). Fag PBS1 i jego nieli-
zogenny mutant PBS2 sg jedynymi organizmami ktdre zawierajg uracyl
w DNA zamiast tyminy. Indukcja inhibitora umozliwia wiec wzrost fagow
w bakterii. Natomiast w DNA faga T5 wystepuje normalnie tymina i rola
inhibitora nie jest catkowicie jasna.
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Obydwa inhibitory sg substancjami biatkowymi i pojawiajg sie bardzo
wczes$nie po infekcji: inhibitor B. subtilis w 2-giej minucie (50), a E. coli
po wprowadzeniu s8°/0 fagowego DNA (51). Inhibitor B. subtilis (c.cz.
12 000) jest biatkiem cieptotrwatym. Ogrzewanie 5 minut w 100°C nie
powoduje strat aktywnos$ci. Zbyt intensywne oczyszczanie powoduje utra-
te trwatosci termicznej i inhibitor szybko traci aktywno$é nawet w tem-
peraturze pokojowej (50). Inhibitor E. coli jest biatkiem cieptochwiejnym.
C.cz. szacowany jest na 10 do 15 000 (51). Badania z inhibitorem DNA-gli-
kozylazy uracylu oczyszczonym z B. subtilis wykazujg, ze jest on gatun-
kowo niespecyficzny. W réwnym stopniu powoduje inhibicje DNA-gliko-
zylazy uracylu B. subtilis, jak i E. coli, komdrek ludzkich, czy drozdzy.
Natomiast nie ma wptywu na DNA glykozylazy usuwajgce hipokstantyne
czy 3-metyloadenine z DNA (52).

11-2. Rola fizjologiczna DNA-glikozylazy uracylu

Uracyl moze powstawa¢c w DNA w wyniku spontanicznej lub induko-
wanej (kwas azotowy, siarczyny, promieniowanie UV) dezaminacji reszt
cytozynowych (43). Taka reakcja moze powodowaé¢ mutacje. Rolg fizjolo-
giczng DNA-glikozylazy uracylu jest wiec ochrona przed mutacjami. Mu-
tanty bakteryjne B. subtilis urg (44), oraz E. coli ung (45) u ktorych na
skutek uszkodzenia genu struktury aktywno$¢ DNA-glikozylazy uracylu
nie wystepuje, wykazujg istotnie podwyzszong zdolno$é do mutacji spon-
tanicznych. Zgodnie z przypuszczeniami sg to mutacje typu tranzycji par
zasad GC -> AT (46).

O znaczeniu DNA-glikozylaz przy zapobieganiu mutacji, Swiadczg row-
niez badania nad czestosScig i rozmieszczeniem (spectrum) mutacji amber
i ochre w genie represora operonu laktozy lad (47). Stwierdzono, ze znacz-
ne zageszczenie mutacji spontanicznych GC -> AT zbiega sie z miejscem
wystepowania w DNA reszt 5-metylocytozyny. W tym przypadku deza-
minacja prowadzi do powstawania tyminy, zasady naturalnej, ktéra nie
jest substratem dla jakiejkolwiek ze znanych DNA-glikozylaz.

I11. DNA-glikozylaza hipoksantyny

Hipoksantyna jest produktem dezaminacji adeniny. W DNA moze
znajdowac sie w wyniku dezaminacji reszt adeniny, lub inkorporacji po-
chodnych hipoksantyny. DNA-glikozylaze specyficznie usuwajacg reszty
hipoksantyny z DNA wykryto w ekstraktach E. coli, grasicy cielecej
i fibroblastéw ludzkich (53, 54). Enzym oczyszczony z E. coli i grasicy
cielecej ma podobny ciezar czasteczkowy okoto 30 000 i usuwa reszty
hipoksantyny z komplementarnych (HX:C) jak i niekomplementarnych
(HX:T) par zasad w DNA. Nie uwalnia ksantyny, oraz zadnej z metylo-
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wanych ani naturalnych puryn. Wykazuje 10—15-krotnie wyzsze powino-
wactwo w stosunku do dwuniciowego DNA niz do jednoniciowego. Po-
dobnie jak pozostate DNA-glikozylazy nie wymaga jonéw dwuwarto$cio-
wych do reakcji. Enzym nie jest inhibowany przez koncowy produkt
reakcji, hipoksantyne w stezeniu 1—3 mM, natomiast ulega inhibicji przez
natywny DNA.

IV. DNA-glikozylazy 3-metyloadeniny

Nalezg do grupy enzymoéw usuwajacych z DNA metylowane zasady,
lub produkty ich degradacji. Szereg czynnikéw alkilujgcych jak: MMS,
EMS, MNNG, czy MNU, alkilujg z rdzng szybkoscig zasady w DNA,
a gtownymi produktami reakcji sg reszty N7alkiloguaniny (tolerowane),
3-alkiloguaniny (letalne) i Oe-alkiloguaniny (mutagenne). Ostatnio stwier-
dzono, ze S-adenozylo-metionina, gtéwny donor grup metylowych w reak-
cjach biologicznych, moze dziata¢ jako czynnik metylujgcy w reakcji nie-
enzymatycznej. W$réd produktéw reakcji nieenzymatycznej wykryto w
DNA reszty 7-metyloguaniny i 3-metyloadeniny (55, 56). To odkrycie
ttumaczy przyczyne szerokiego rozpowszechnienia w organizmach zywych
roznorodnych enzymdw usuwajacych z DNA szkodliwe produkty alkilacji.

Pierwszymi ktérzy zauwazyli, ze 3-metyloadenina jest enzymatycznie
usuwana z alkilowanego DNA w postaci wolnej zasady byli Kirtikar
i Goldthwait (57). Jednak sadzili oni mylnie, ze jest to reakcja
katalizowana przez endonukleaze Il (obecna nazwa: endonukleaza VI, lub
egzonukleaza IIl) Ecoli.i Lindahl wykazat, ze te dwie aktywnosci
w rézny sposob ulegajg inaktywacji cieplnej (58), a Laval zekstraktéow
M. luteus, rozdzielit DNA-glikozylaze od endonukleazy i wykazat, ze naj-
pierw zachodzi odczepienie 3-metyloadeniny a potem rozpad w miejscu
apurynowym (59).

Aktywnos¢ DNA-glikozylazy usuwajacej reszty 3-metyloadeniny zo-
stata znaleziona w wielu bakteriach (57—61), tkankach zwierzecych (32,
62—65) i ludzkich (22, es, 67). Nieoczekiwanie stwierdzono, ze w E. coli
wystepujg dwa enzymy ktére usuwajg reszty 3-metyloadeniny z DNA,
a ktore obecnie sg rozrézniane jako DNA-glikozylaza 3-metyloadeniny |
i 1. Odkrycie drugiego enzymu stato sie mozliwe dzieki izolacji mutantow
E. coli tag, o znacznie zredukowanej aktywnosci DNA-glikozylazy 3-me-
tyloadeniny (s8). Resztkowa aktywno$¢ wskazywata na istnienie odrebne-
go enzymu o innych cechach biochemicznych. Obecnie obydwa enzymy
zostaty wyizolowane, a ich odrebnos¢ nie budzi watpliwosci.

DNA-glikozylaza 3-metyloadeniny | (c.cz. 20 oo0) stanowi 95°/0 aktyw-
nosci enzymatycznej E. coli stuzgcej do usuwania reszt 3-metyloadeniny
z DNA. Specyficznie usuwa reszty 3-metylo, lub 3-etyloadeniny z DNA.
Stata Kmdla reszt 3-metyloadeniny w DNA wynosi 1.2X10_s M. DNA-gli-
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kozylaza s-metyloadeniny | w spos6b niekompetywny ulega inhibicji
przez 3-metyloadenine (K}= 1.6 mM) i tatwiej niz DNA-glikozylaza 3-me-
tyloadeniny Il ulega termicznej inaktywacji (60, 68).

DNA-glikozylaza 3-metyloadeniny Il (c.cz. 27 000) stanowi pozostate
5°/0 aktywnosci i jest mato specyficzna. Obok 3-metyloadeniny, w mniej-
szym stopniu uwalnia 7-metyloguanine, 3-metyloguanine, 7-metyloadeni-
ne, jak rowniez pochodne etylowe tych zasad. Ma podobne powinowactwo
do reszt 3-metyloadeniny jak DNA-glikozylaza 1 (Km= 9.2XI10-9 M), ale
nie ulega inhibicji przez wolng 3-metyloadenine (68, 69). Obydwie DNA-
glikozylazy nie wymagajag kofaktorow do reakcji i wykazuja znaczng
preferencje do dwuniciowego DNA. Zadna z nich nie uwalnia Ofmetylo-
guaniny. Ponadto DNA-glikozylaza 3-metyloadeniny Il (ale nie 1) jest
indukowana pod wptywem czynnikéw alkilujgcych (4, 5). Po indukcji jej
aktywno$¢ do usuwania reszt 3-metyloadeniny wzrasta okoto 20-krotnie
i osigga poziom aktywnos$ci DNA-glikozylazy 3-metyloadeniny | (4).

Genem strukturalnym DNA-glikozylazy 3-metyloadeniny Il jest praw-
dopodobnie gen alk, mapujacy sie w rejonie 43—45 minut na mapie gene-
tycznej E. coli (70). Mutanty alk nie wykazujg zdolnosci indukcji DNA-
glikozylazy 3-metyloadeniny Il (4, 5). Bakterie E. coli z mutacjg w genie
tag lub genie alk wykazujg znacznie nizsza przezywalno$¢ w obecnosci
czynnikoéw alkilujgcych, niz ich szczepy rodzicielskie (s, 70, 71). Ponadto
wykazujag mniejszg zdolno$¢ do reaktywacji fagéw lambda, 0X174 i T7
uszkodzonych dziataniem MMS (68, 70, 71). Wszystko to S$wiadczy, ze
nieusuniete reszty 3-metyloadeniny i innych metylowanych puryn stano-
wig dla komarki zagrozenie letalne.

Wykazanie, ze DNA-glikozylaza 3-metyloadeniny Il jest enzymem nie-
specyficznym, pozostawia nadal nierozwigzanym zagadnienie odrebnej
DNA-glikozylazy specyficznej wobec reszt 7-metyloguaniny, jak tez wy-
maga ponownego zbadania niektdrych wynikdéw uzyskanych wczesniej.
DNA-glikozylaza 3-metyloadeniny oczyszczona z E. coli (60) jest nie-
watpliwie DNA-glikozylazg I. Specyficznos¢ DNA-glikozylazy 1l wykazu-
je 100-krotnie oczyszczony preparat enzymatyczny z frakcji jadrowej
watroby szczura (65). Mieszanina obydwu enzymdéw moze wystepowaé
w M. luteus (61), we frakcji cytoplazmatycznej watroby szczuréw i $winek
morskich (63) i w czesciowo oczyszczonych preparatach DNA-glikozylazy
z hodowli komdrek mysich (64).

V. DNA-glikozylaza formamidopirymidyny

Imidazolowy pierscien 7-metyloguaniny w warunkach alkalicznych
tatwo ulega rozpadowi i powstaje woéwczas 2,6-dwuamino-4-oksy-5-N-me-
tyloformamido-pirymidyna (skrécona nazwa: formamidopirymidyna).
W pH obojetnym wydajnos$¢ tej reakcji jest raczej niewielka (73), tym
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nie mniej reakcja taka w komoérkach zachodzi (katalizowana enzymatycz-
nie?), gdyz w ektraktach E. coli wykryty zostat enzym, ktory specyficznie
usuwa z DNA reszty formamidopirymidyny (74, 75). DNA-glikozylaza
formamidopirymidyny (m.cz. 30 000) wykazuje znaczna preferencje do
dwuniciowego DNA. Jej aktywnos$¢ jest hamowana przez dodanie 5-nitro-
z0,2,4,6-tr6jaminopirymidyny, lub formamidopirymidyny (75). DNA-gliko-
zylaze formamidopirymidyny wykryto réwniez w ekstraktach watroby
szczuréw i Swinek morskich (63).

VI. DNA-glikozylaza mocznika

Reszty mocznika mogg pojawiaé sie w DNA w wyniku daleko posunie-
tej degradacji pirymidyn. Byty znajdowane w produktach rozpadu DNA
otrzymanych po dziataniu promieniowaniem jonizujgcym (76), lub nad-
manganianem potasu (77). Stwierdzono, ze ekstrakty E. coli zawierajg
jeszcze jeden enzym, rézny od poprzednich DNA-glikozylaz, ktory spe-
cyficznie usuwa reszty mocznika z DNA (77). DNA glikozylaza mocznika
(c.cz. 25 000) wykazuje silne powinowactwo do dwuniciowego DNA i po-
dobnie jak inne glikozylazy nie wymaga kofaktoréw do reakcji.

VII. DNA glikozylaza dimeréw pirymidyny

Enzym ten nacina jedng z dwdch reszt dimeru pirymidyny (od strony
5') pozostawiajagc miejsce apirymidynowe. Druga reszta dimeru pozostaje
zwigzana glikozylowo z DNA. Monomeryzacja dimeru, fotochemiczna, lub
po dziataniu fotoliazy, prowadzi do otrzymania z nadcietej pirymidyny
wolnej zasady. Pojawienie sie wrazliwych na alkalia miejsc apirymidyno-
wych, oraz uwalnianie wolnej zasady po monomeryzacji dimeréw sa
gtownymi dowodami na dziatanie DNA-glikozylazy dimeréw pirymidyny.

Wykrycie DNA-glikozylazy nadcinajgcej dimery pirymidyny bylo
przypadkiem. Droga do naprawy dimeréw w DNA byta dawno ugrunto-
wana. Wiadomo byto na podstawie danych z E. coli, ze usuwanie dimeréw
pirymidynowych zaczyna sie od naciecia szkieletu cukrowofosforanowego
po stronie 5" dimeru, po czym nastepowato wyciecie i resynteza uszko-
dzonego fragmentu * (78, 79). Zamiarem Haseltine i wsp. (81) byto
zbadanie wptywu sekwencji nukleotydéw na tworzenie dimeréw pirymi-
dynowych. W tym celu uzywali fragmentdw DNA o znanej sekwencji co
pozwalato na ich dokladng analize. Do trawienia DNA nasSwietlanego
promieniami UV uzywali UV-endonukleaze z bakterii M. luteus, o ktorej

* Ostatnio stwierdzono, ze UV-endonukleaza E.coli ma zdolno$¢ do przeciecia
nici po obydwu stronach dimeru: od strony 5', miedzy zasadg 7-ma i 8-mag; od stro-
ny 3', miedzy zasada 3-cig i 4-ta. Tak wiec istnieje mozliwos$¢, ze enzym nie tylko
nacina ale i usuwa uszkodzony fragment nici DNA (80).

5%
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byto wiadomo ze specyficznie nacina DNA w miejscu wystepowania di-
meréw pirymidynowych. Analiza strawionych odcinkéw wskazywata, ze
ciecie nastepowato nie po stronie 5 dimeru, czego oczekiwano, a raczej
miedzy jego obydwiema resztami. Ponadto pojawiaty sie fragmenty DNA
zakonczone resztg apirymidynowg. To sugerowato, ze preparaty UV-endo-
nukleazy zawierajag dwie rézne aktywnosci: DNA-glikozylazy i AP-endo-
nukleazy. Autorom udato sie rozdzieli¢ te dwie aktywnosci i udowodnic,
ze rozpad DNA naswietlanego UV pod wptywem UV-endonukleazy M. lu-
teus jest wynikiem dziatania dwdch odrebnych aktywnos$ci enzymatycz-
nych: DNA-glikozylazy, nacinajacej jedng z dwéch reszt pirymidynowych
dimeru, oraz AP-endonukleazy, powodujacej rozpad DNA w miejscu
apirymidynowym.

Aktywno$¢ DNA-glikozylazy nacinajgcej dimery pirymidynowe i jed-
noczesnie AP-endonukleazy wykazuje réwniez enzym indukowany w
E. coli po infekcji fagami T4, T4-UV-endonukleaza (82—85), zwana tez T4
endonukleaza V. Poprzednio znana byta tylko funkcja nukleolityczna en-
zymu, oraz byto wiadomo, ze genem strukturalnym enzymu jest gen denV
(wczedniejsza nazwa: gen v) faga T4 (se—ss8). Liczne badania genetyczne
i biochemiczne $wiadcza, ze gen denV jest genem struktury zaréwno dla
AP-endonukleazy, jak i DNA-glikozylazy, a obie te aktywnosci sa obecne
w jednym taricuchu polipeptydowym. Przekonywujacych dowodéw do-
starczyty badania z mutantami amber w genie denV faga T4. Mutanty
amber fagéw T4 w genie denV, gdy namnazane sg w szczepach E. coli nie
zdolnych do supresji mutacji amber, tracg zdolno$¢ do indukcji obydwu
aktywnosci: DNA-glikozylazy i AP-endonukleazy. Gdy natomiast fagi
amber sg namnazane w bakteriach zawierajacych aktywnos$¢é supresorowa,
zaleznie od mutanta i rodzaju supresji przywrdcona zostaje jedna, lub
obydwie aktywnosci enzymatyczne (89, 90).

T4 UV-endonukleaza (c.cz. 16 000) zostata oczyszczona do homogen-
nosci (89, 90). W czasie oczyszczania zachowany jest jednakowy stosunek
aktywnos$ci AP-endonukleazy do DNA-glikozylazy. W jednakowy tez spo-
séb nastepuje utrata aktywnosci w czasie przechowywania. Tym niemniej,
obydwie aktywnos$ci wykazujg znaczne rdéznice w optimum dziatania pH,
wptywu sity jonowej i trwatosci cieplnej. Optimum dziatania DNA-gliko-
zylazy waha sie w granicach pH od 6.0 do 8.5. Optimum dziatania AP-en-
donukleazy wynosi pH 6.5. Obecno$¢ NaCl stymuluje aktywno$¢ DNA-gli-
kozylazy, a inhibuje aktywno$¢ AP-endonukleazy. R6zna tez jest trwatos$c
termiczna tych dwdch aktywnoS$ci: endonukleaza jest bardziej czuta na
ogrzewanie niz DNA-glikozylaza (89, 91). Gdyby nie istniaty dowody
genetyczne, te dane mozna bytoby uznaé za dowody na fizyczng odrebnos¢
biatek. Obecnie moga Swiadczy¢ o istnieniu dwoch réznych centréow kata-
litycznych w tym samym taricuchu biatkowym.

Ostatnio gen denV zostal przeniesiony na plazmid i namnozony w
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E. coli (92). Ekspresja genu denV w mutantach uvrA recA, powoduje
przywrocenie wszystkich utraconych przez mutacje uvrA wiasciwosci:
zniesienie wrazliwosci bakterii na promieniowanie UV, podwyzszenie
przezywalnosci fagdbw T4 denV naswietlanych promieniami UV i zdol-
no$¢ do usuwania dimerow z DNA (92).

DNA-glikozylaza dimeréw pirymidyny, w odréznieniu od pozostatych
DNA-glikozylaz, nie wydaje sie byé enzymem szeroko rozpowszechnio-
nym. Enzymu nie znaleziono w E. coli (83, 85), M. radiodurans, drozdzach,
hodowlach komorek ludzkich (85) i fibroblastach ludzkich (93).

Infekcja fagami T4 (i T5) powoduje inaktywacje UV-endonukleazy
E. coli, enzymu wycinajgcego dimery pirymidynowe z DNA (94). Tak wiec
w bakteriach E. coli infekowanych fagami T4, dimery pirymidynowe
z DNA sa wycinane w spos6b dyktowany przez DNA-glikozylaze fa-
gow T4.

Cechg charakterystyczng AP-endonukleaz potgczonych z aktywnoscig
DNA-glikozylazy jest ta, ze w przeciwienstwie do endonukleazy VI, czy
IV, przecinajg ni¢ DNA po stronie 3' miejsca apirymidynowego i pozo-
stawiajg apirymidynowa reszte dezoksyrybozy po stronie 5' nici DNA (81,
83). Tak zakonczony fragment nie jest substratem dla polimerazy DNA |
i reszta apirymidynowa musi zosta¢ usunieta azeby mogta zachodzié
aktywna resynteza DNA (95, 96).

VIIl. DNA-glikozylaza glikolu tyminy

Glikol tyminy: 5,6-dwuhydro-5,6-dwuhydroksytymina, moze powsta-
waé po naswietlaniu promieniami gamma, dziataniu czterochlorkiem osmu,
lub nadtlenkiem wodoru na tymine lub N-I podstawione pochodne tyminy
(76, 97, 98). W preparatach endonukleazy 11l z E. coli wykryto aktywnos$¢
DNA-glikczylazy, ktora specyficznie usuwa glikol tyminy z DNA (83).
Endonukleaza Il jest wiec kolejnym przyktadem enzymu, ktdry taczy
aktywno$¢ DNA-glikozylazy i AP-endonukleazy, a u ktdérego pierwotnie
rozpoznano tylko jedng z dwoéch katalizowanych aktywnosci. Jest wysoce
prawdopodobne, ze enzym o podobnym dziataniu znajduje sie w komor-
kach mysich. Oczyszczona endonukleaza komérek mysich ma zdolnos¢
fragmentacji uszkodzonego DNA, a rozpoznawanym uszkodzeniem jest
prawdopodobnie glikol tyminy (89, 100).

IX. Adaptacja komérek do letalnych i mutagennych skutkéw dziatania
czynnikéw alkilujacych

Czynniki alkilujgce obejmujg obszerng grupe zwigzkéw chemicznych,
ktdre tatwo metylujg lub etylujg zasady purynowe i pirymidynowe w
DNA. Obecnos$¢ alkilowanych zasad w DNA moze powodowaé zmniejsze-
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nie przezywalnosci (letalno$¢), lub indukcje mutacji (mutagenno$é) komaé-
rek zywych. Po alkilacji czynnikami alkilujacymi monofunkcyjnymi
w DNA powstajg nastepujace zasady: 7-alkiloguanina (gtéwny produkt
reakcji), 3-alkiloadenina, Ose-alkiloguanina, Nr-alkiloadenina, 1-alkiloade-
nina, 3-alkiloguanina, O2i 0 4alkilowane pochodne tyminy, 0*-alkilocyto-
zyna (101—103). Stosunek iloSciowy otrzymanych produktéw jest rézny
i zalezy od rodzaju uzytego odczynnika. | tak dla najczesciej uzywanych
odczynnikéw: MMS, EMS i MNNG, stosunek Oe-alkiloguaniny do N7alki-
loguaniny wynosi kolejno, 0.004, 0.03 i 0.1 (101).

Badania lat ostatnich wykazaty, ze komorki bakteryjne i w mniejszym
stopniu zwierzece majg zdolno$¢ do indukcji systemu obronnego, ktéry
znosi mutagenne i letalne skutki dziatania czynnikéw alkilujgcych (104,
105). System ten zostal nazwany tymczasowo odpowiedzig adaptacyjnaf
komorki (the adaptive response).

Poczatek badan stanowita obserwacja, ze komdrki E. coli hodowane
w obecnosci niskich dawek (1jxI/ml) MNNG po uptywie 30 minut tracg
zdolnos$¢ indukowania mutacji pod wptywem MNNG. Po ponownym poda-
niu znacznie wyzszych dawek (100|xg/ml) MNNG okazato sie, ze komorki
nie tylko tracg zdolno$é indukowania mutacji, ale staja sie bardziej od-
porne na letalne dziatanie MNNG (2). Nasuwato to przypuszczenie, ze od-
powiedz adaptacyjna jest wynikiem indukcji systemu reperacyjnego,
ktéry usuwa mutagennie i letalnie dziatajgce produkty alkilacji.

Zdolno$¢ do adaptacji na dziatanie czynnikéw alkilujagcych nie zalezy
od funkcjonowania genéw lexA czy recA (3). System ,adaptive response”
jest wiec rozny od systemu ,,SOS” indukowanego w komdrkach pod wpty-
wem promieniowania UV, lub dziatania czynnikow degradujgcych DNA
(106).

Indukcje systemu obronnego powoduje obecnos$¢ i innych czynnikéw
alkilujgcych jak MMS, EMS, czy MNU, przy czym komorki adaptowane
do jednego z czynnikéw uzyskujg odpornos$¢ na wszystkie pozostate (3).
Istniejg jednak réznice w efektywnos$ci indukcji, np. komorki adaptowane
w obecno$ci EMS uzyskujg o okoto potowe mniejsza odpornos$¢ na letalne
dziatanie MMS, niz komorki adaptowane w obecnosci MMS (3, 107). Przy-
czyna powstawania tych rdznic nie zostata do konca wyjasniona.

Z badan nad indukcjg systemu adaptacyjnego u mutantéw bakteryj-
nych polA (gen DNA polimerazy I) wynikato, ze mogg istnieé¢ réznice mie-
dzy produktami alkilacji o znaczeniu mutagennym, a produktami alkilacji
0 znaczeniu letalnym. Mutanty polA po preinkubacji w obecnosci niskich
dawek czynnikow alkilujgcych uzyskiwaly odporno$¢ na mutagenne, ale
nie na letalne dziatanie czynnikéw alkilujacych (108). Obecnie wiemy, ze
w czasie adaptacji indukowane sg dwa r6zne enzymy: DNA-transmetylaza
0 6metyloguaniny i DNA-glikozylaza 3-metyloadeniny Il (4, 5 105). Wie-
my tez, ze po dziataniu DNA-glikozylazy w dalszym etapie naprawy
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wymagany jest udziat DNA polimerazy |. Brak zwiekszenia odpornosci na
letalne dziatanie czynnikdw alkilujgcych nie musi znaczy¢ wcale, ze w mu-
tantach polA DNA-glikozylaza 3-metyloadeniny Il nie jest indukowana,
ale moze by¢ wynikiem zatrzymania procesu naprawy DNA. Indukcja
DNA-transmetylazy Os-metyloguaniny w mutantach polA przebiega nor-
malnie (109).

IX-1. DNA-transmetylaza 0 6-metyloguaniny

Wykrycie DNA-transmetylazy 0 6metyloguaniny i ustalenie mechaniz-
mu jej dziatania tgczy sie Scisle z badaniami nad odpowiedzig adaptacyjng
E. coli. Analiza produktow metylacji w DNA w komoérkach E.coli przed
i po adaptacji wskazywata, ze wartos¢ Offmetyloguaniny w komorkach
adaptowanych wyraznie obniza sie (110). Z kinetyki zaniku wynikato, ze
ilos¢ brakujgcych reszt jest zalezna i scisSle zwigzana z iloScig pojawiaja-
cego sie w czasie adaptacji biatka. Biatko to nie ulegato reaktywacji i dzia-
tato tylko raz (111).

Dalszy postep w rozumieniu mechanizmu reperacji przyniosty badania
z ekstraktami komdrkowymi. Stwierdzono, ze ekstrakty komérek adapto-
wanych zawierajg aktywno$¢ enzymatyczng, ktéra powoduje zanikanie
znakowanego metylu z reszt Ofmetyloguaniny w DNA, ale pietna metylu
nie udato sie wykry¢ we frakcji kwaso-rozpuszczalnej (112). Swiadczyto
to, ze reszty OOGmetyloguaniny nie sag wycinane w postaci wolnej zasady
czy nukleotydow, ani tez uwalniane jako wolny metanol. Ostateczny
sukces przyniosty badania z czeSciowo oczyszczonymi preparatami enzy-
mu. Znakowany metyl wyizolowano z hydrolizantéw enzymatycznych w
postaci S-metylocysteiny. Stwierdzono, ze enzym jest transmetylazg ktdra
przenosi grupe metylowg z reszt O®-metyloguaniny w DNA na reszte
wiasnego biatka. W wyniku reakcji odzyskiwana jest guanina w DNA,
a enzym ulega inaktywacji (113, 7).

Reakcje demetylacji Oftmetyloguaniny w DNA mozna przedstawié
schematycznie w spos6b nastepujacy:
0 e-metyloguanina-DNA +enzym -> Guanina-DNA + zmetylowany (nie-

czynny) enzym

DNA-transmetylaza 0 6metyloguaniny ma réwniez zdolno$é usuwania
grupy etylowej z reszt Oeetyloguaniny w DNA, ale szybkos$¢ tej reakcji
jest okoto 10-razy mniejsza (114). Wydaje sie wiec, ze istniejg wspdline
systemy enzymatyczne do usuwania szkodliwych produktow metylacji
i etylacji w DNA.

DNA-transmetylaza 0 6metyloguaniny zostata oczyszczona do homo-
gennosci (115). Enzym ma 4-ry (lub 5) reszt cysteinowych, ale tylko jedna
z nich moze by¢ akceptorem metylu. Inaktywacja enzymu nie jest wyni-
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kiem rozpadu biatka po przytaczeniu reszty metylowej. Masa czasteczko-
wa formy aktywnej, lub metytowanej nieaktywnej jest podobna i wynosi
okoto 18 000 (115). llos¢ czasteczek enzymu w E. coli jest* szacowana na
okoto 20/komorke. Po adaptacji liczba czasteczek enzymu wzrasta do 3000
(111, 105), natomiast w mutantach adc, gdzie enzym jest syntetyzowany
konstytutywnie, iloS¢ enzymu oblicza sie na okoto 10 ooo czgsteczek/ko-
morke (115).

Podobny system reperacji alkilowanej Os-guaniny majg tkanki ssakéw
(115—128). Poniewaz 06-alkiloguanina uwazana jest jako gtéwny zwigzek
karcinogenny i mutagenny (129—131), system ten wzbudzit zrozumiate
zainteresowanie. Podobnie jak u bakterii reakcja przeniesienia grupy
alkilowej na biatko akceptorowe jest reakcja stechiometryczng (124, 126),
aminokwasem akceptorowym jest reszta cysteiny (124, 126), a dealkilacji
ulegaja zaréwno reszty Ofrmetyloguaniny, jak Oeetyloguaniny (123, 128).
Roznice jakie istniejg wydaja sie by¢ gtownie ilosciowe i dotyczg wielkosci
indukcji, czy tez szybkoSci resyntezy zuzywanego biatka. Adaptacja po-
woduje nie wiekszy niz 3-krotny wzrost odpornosci na czynniki alkilujace
(120), czy tez aktywnosci DNA-transmetylazy 06metyloguaniny (117,
125). Stwierdzono réwniez, ze istniejg znaczne r6znice w reperacji Offme-
tyloguaniny w zaleznosci od tkanki (116), rodzaju komérek tej samej
tkanki (118, 127), czy tez w wyniku odchylen indywidualnych tych sa-
mych linii komérkowych (119, 121, 125). Np. w limfocytach ludzkich os6b
zdrowych poziom zdolno$ci do usuwania reszt o 6metyloguaniny waha
sie $rednio od 14 000 do 110 000/komorke (124). R6znice sa wynikiem od-
chylen indywidualnych i nie zalezg od ptci czy wieku pacjenta. Zaktada-
jac, ze ilos¢ DNA w komédrkach ssakéw jest okoto 1000 razy wyzsza niz
w komdrkach bakterii, ilo§¢ enzymu nie jest zbyt duza. Zasadnicze zna-
czenie wydaje sie mie¢ jednak nie tyle poziom podstawowy enzymu, ile
zdolno$¢ do resyntezy zuzywanego biatka (125).

Jak dotychczas brak jest danych czy istnieje w komérkach ssakow
indukcja DNA-glikozylazy 3-metyloadeniny II.

Istniejg doniesienia, ze w komorkach E. coli, Oftetyloguanina (ale nie
Oe-metyloguanina) moze by¢ wycinana z DNA przy udziale uvrA uvrB
uvrC-zaleznej UV-endonukleazy (130). Bezposrednie dowody nie zostaty
jeszcze przedstawione.

IX-2. Kontrola genetyczna warunkujaca odporno$¢ E.coli na dziatanie czynnikéw
alkilujacych

Dotychczas wyizolowano kilka r6znorodnych mutantéw E. coli, ktore
wykazujg zmieniong zdolno$¢ do reperacji metylowanych zasad. Ogélna
charakterystyka poszczeg6lnych mutantow podana jest w Tabeli 2. Mu-
tanty ada wyizolowane jako niezdolne do adaptacji (133) nie sg zdolne da
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indukcji DNA-transmetylazy 06metyloguaniny (134) i majg znacznie
obnizong zdolno$¢ do indukcji DNA-glikozylazy 3-metyloadeniny Il (5).
Mutanty adc (135), charakteryzujg sie wysokim konstytutywnym pozio-
mem DNA-transmetylazy 06metyloguaniny (134). Poziom DNA-glikozy-
lazy 3-metyloadeniny Il w mutantach adc nie zostat oznaczony. Obydwie
mutacje ada i adc, mapuja sie na 47 minucie mapy genetycznej E. coli
(136); prawdopodobnie sg to mutacje w genie, lub genach regulatorowych.
Mutanty tag nie wykazujg aktywnosci DNA-glikozylazy 3-metyloadeni-
ny | i sg mutantami w genie struktury (67). Mutanty alk nie sa zdolne do
indukcji DNA-glikozylazy 3-metyloadeniny Il (5). Prawdopodobnie jest to
mutacja w genie struktury. #

Z danych zgromadzonych w Tabeli 2, trudno jest oceni¢ jaki wpityw
wywierajg reszty 06 metyloguaniny w DNA na letalno$¢ i mutagennosé
komdrki. Wysoki efekt letalny i mutagenny czynnikéw alkilujacych
obserwuje sie¢ zarOwno u mutantow ada, jak i mutantow alk. Poniewaz
mutanty ada maja znacznie zredukowana zdolno$¢ indukcji DNA-glikozy-
lazy 3-metyloadeniny Il, trudno jest okresli¢ czy przyczyng obserwowa-
nych efektdw biologicznych jest brak indukcji enzymu usuwajgcego
Oe-metyloguanine, czy znaczne obnizenie zdolnosci do indukcji DNA-gli-
kozylazy 3-metyloadeniny II.

Wyzszy efekt letalny i mutagenny czynnikéw alkilujagcych u mutan-
téw alk, tgczy te zjawiska z brakiem indukcji DNA-glikozylazy 3-metylo-
adeniny Il. Enzym ten jak poprzednio podano, usuwa z DNA reszty 3-al-
kiloadeniny, 7-alkiloguaniny, 7-alkiloadeniny i 3-alkiloguaniny. Poniewaz:
a) komarki E. coli dzieki obecnoSci DNA-glikozylazy 3-metyloadeniny |
mogg w dalszym ciggu usuwac reszty 3-alkiloadeniny z DNA, b) ilo$¢
usuwanych reszt 3-metyloadeniny przez DNA-glikozylaze 3-metyloadeni-
ny | réwna sie ilosci reszt usuwanych przez DNA-glikozylaze 3-metylo-
adeniny Il po jej indukcji, c) mutacja w genie tag (brak DNA-glikozylazy
3-metyloadeniny 1) nie ma wplywu na czesto§¢ mutacji indukowanych
czynnikami alkilujacymi i w znacznie mniejszym stopniu niz mutacja alk
wptywa na obnizenie przezywalnosci bakterii; przyczyny zwiekszenia
efektu letalnego i mutagennego czynnikéw alkilujgcych u mutantéw alk
nalezy szuka¢ w upos$ledzonym wycinaniu z DNA trzech pozostatych za-
sad. Rozne wzgledy jak umiejscowienie grupy alkilowej poza ptaszczyzng
biorgcg udziat w wytwarzaniu wigzan wodorowych miedzy parami zasad,
fatwos$¢ spontanicznej dezaminacji (69, 137) eliminuja z rozwazan 7-alkilo
pochodne adeniny i guaniny, prawdopodobnie wiec zasada o silnym dzia-
taniu mutagennym i letalnym jest 3-alkiloguanina.

Zadziwiajgce jest ,podwodjne zabezpieczenie komorek E. coli w celu
usuwania 3-metyloadeniny z DNA. O szkodliwym dziataniu tego zwigzku
Swiadczy fakt, ze przezywalno$¢ podwojnych mutantéw ada tag pod wpty-
wem MMS jest o 4-ry rzedy nizsza, niz przezywalno$¢ pojedynczych mu-
tantow ada, lub tag (5).
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X. Uwagi koncowe

Wraz z odkryciem szeregu specyficznych enzymow usuwajgcych z DNA
przerézne modyfikowane zasady, rozwiat sie mit o trwatoSci zasad kwa-
sow nukleinowych. Zasady azotowe ulegaja przer6znym przemianom,
a zachowanie ciggtosci genetycznej w organizmach jest mozliwe dzieki
wypracowaniu w okresie ewolucji licznych i r6znorodnych systeméw na-
prawczych. Enzymy te mogg wystepowac stale w komdrce (wiekszos$¢
DNA-glikozylaz), jak tez pojawiac¢ sie po ich indukcji (DNA-glikozylaza
3-metyloadeniny IlI, DNA-transmetylaza 0s-metyloguaniny).

Proces reperacji zapoczatkowany przez DNA-glikozylazy wymaga
udziatu AP-endonukleazy, DNA-polimerazy | i ligazy. Odtworzenie napra-
wianego fragmentu zachodzi na komplementarnej nici DNA. Naprawa
reszt o 6metyloguaniny jest aktem pojedynczym i prowadzi do odzyskania
reszt guaniny. Zaskakujgcy jest wiec podany ostatnio fakt (138), ze DNA-
transmetylaza Offmetyloguaniny usuwa reszty metylowe z o e-metylogua-
niny prawie wytgcznie z dwuniciowego DNA.

Adaptacja do czynnikow alkilujgcych stanowi drugi, obok systemu
SOS (106, 139, 140) podlegajacy indukcji system obronny E. coli wykryty
w ostatnich latach. Podczas gdy system SOS umozliwia przezycie komorki
kosztem btedéw w replikacji DNA,*system adaptacji pozwala na usuniecie
uszkodzonych zasad — potencjalnego Zrddta bledéw genetycznych —
i chroni komorki przed letalnymi i mutagennymi skutkami dziatania
czynnikéw alkilujgcych.

Panu Prof. dr Tadeuszowi Korzybskiemu sktadam gorace podziekowanie za
pomoc w stownictwie enzymow.

Zaakceptowano do druku 10 lutego 1983
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Wykaz stosowanych skrotéw: dNTP — 2'-dezoksynukleozydo-5'-tréjfosforany;
NDP — nukleozydo-5'-dwufosforany; EDTA — kwas etyleno-dwuamino-czterooctowy;
TR-(SH)2— zredukowana forma reduktazy tioredoksynowej; TR-S2— utleniona forma
reduktazy tioredoksynowej; T-(SH)2— zredukowana forma tioredoksyny; T-S2— utle-
niona forma tioredoksyny; B1-(SH)2 — zredukowana forma biatka BI; Bi-$2— utle-
niona forma biatka BIl; B2— biatko B2; NADP — fosforan dwunukleotydu nikotyna-
midoadeninowego; NADPH — zredukowany NADP; FAD — dwunukleotyd flawinoade-
ninowy; FADH2— zredukowany FAD.

I. Wprowadzenie

Reduktaza rybonukleotydowa jest enzymem Kkatalizujgcym redukcje
rybonukleotydow, w wyniku ktorej powstajg dezoksyrybonukleotydy,
prekursory DNA. Obserwuje sie zbieznos¢ aktywnosci enzymatycznej
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i intensywnos$ci syntezy DNA (1). W tkankach proliferujgcych aktywnos¢
reduktazy rybonukleotydowej jest wysoka i przewyzsza aktywnos$ci in-
nych enzyméw szlaku biosyntezy DNA (1—3). W komérkach tkanek no-
wotworowych moze by¢ ona niekiedy jednym z wyznacznikdw procesu
nowotworowego. Reduktaza rybonukleotydowa jest enzymem docelowym
w dziataniu niektorych zwigzkéw przeciwnowotworowych. Poniewaz pula
dezoksyrybonukleotydotréjfosforanéw w komdrce jest niska i nie zapew-
nia utrzymania ciggtosci syntezy DNA, przeto stopien redukcji rybonu-
kleotydow ogranicza te synteze. Aktywnos$¢ enzymu regulowana jest
allosterycznie przez powstate w procesie redukcji dNTP (2—4).

W wyniku redukcji rybonukleozyddéw zostaje zastgpiona grupa OH
w pierscieniu rybozy przez atom wodoru, ktérego donorem jest NADPH,
a ktory jest przekazywany poprzez system tioredoksyna-reduktaza tiore-
doksynowa. Badania kinetyki enzymu w stanie réwnowagi daty podstawe
do przypuszczenia, ze enzym w trakcie katalizy moze znajdowac sie prze-
miennie w formie utlenionej lub zredukowanej.

Reduktaza
Reduktaza Tio- rybonukleo-
tioredoksyny redoksyna tydowa
NADPH FAD TR-(SH)2 T-S2 B1-(SH)2 NDP
NADP FADH2 TR “>$2 T-(SH)2 B1~S2 dNDP

Ryc. 1. Schemat redukcji rybonukleotydéw przez enzym z E.coli z udziatem dwu-
siarczkéw o wiasciwosciach oksydoredukcyjnych (2).

Powyzszy schemat zostat przedstawiony przez Thelandera (4—s)
na podstawie wynikéw badan enzymu z E. coli i okre$lony jako mecha-
nizm ,,ping-pong”. Zatozenie przemiennosci utlenionej i zredukowanej
formy enzymu w procesie redukcji rybonukleozydéw utatwia zrozumienie
mechanizmu redukcji. Wykazano, ze pekniecie wigzania C-H w pozycji 3
pierscienia rybozy jest zasadniczym elementem mechanizmu redukcji.
Hipotetyczny mechanizm redukcji UDP przez enzym z E.coli uwzglednia
dziatanie wolnego organicznego rodnika tyrozylowego, a takze sugeruje
powstanie kationu rodnikowego rybonukleotydu w trakcie redukcji rybo-
nukleotydu (7). W organizmach prokariontycznych i eukariontycznych
wystepujg dwa enzymy roznigce sie od siebie budowa jak i redukowanym
substratem. Komdrki eukariontow oraz niektére bakterie i pierwotniaki
cechujg sie obecnos$cig enzymu redukujgcego dwufosforany rybonukleozy-
déw. Inne mikroorganizmy zawierajagcy enzym redukujacy trojfosforany
rybonukleozydéw. W centrum Kkatalitycznym enzymu redukujgcego tréj-
fosforany rybonukleozydéw znajduje sie 5' dezoksyadenozylokobalamina
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(8—16). Tak reduktaza dwufosforanéw rybonukleozydéw, jak i reduktaza
trojfosforanéw rybonukleozydéw tworza kompleks enzymatyczny, ktory
sktada sie z trzech biatek: reduktazy rybonukleotydowej E.C.1.17.4.1 lub
E.C.1.17.4.2, tioredoksyny i reduktazy tioredoksynowej E.C.1.6.4.5.

Il. Struktura kompleksu reduktazy rybonukleotydowej

Reduktaza tioredoksynowa jest enzymem katalizujgcym redukcje tio-
redoksyny w obecnosci NADPH jako donoru atoméw wodoru. Obserwuje
sie podobienstwo budowy enzymu z E. coli i enzymu z komérek ssakdw.
Ré6znice dotyczg wielkosci czasteczki enzymu a takze jego specyficznosci
gatunkowej. Badania wyizolowanej z E. coli reduktazy tioredoksynowej
wykazaty, ze jest ona flawoproteing o masie czasteczkowej 66 000, ztozong
z dwu identycznych lub bardzo podobnych tafcuchéw polipeptydowych
powigzanych wigzaniami niekowalencyjnymi. W strukturze enzymu znaj-
dujg sie dwa identyczne miejsca katalityczne, kazde z nich zawiera jedna
aktywng grupe dwusiarczkowg i jedng czasteczke FAD (17, 18). W komo6r-
kach ssakow zbadano dotychczas enzym z watrobiaka szczura (19), watro-
by szczura (20), regenerujacej watroby szczura po hepatoktomii (21), gra-
sicy i watroby cielecej (22). Reduktaza tioredoksynowa z komérek raka
wysiekowego Novikoffa jest enzymem o masie czgsteczkowej 116 000 zto-
zonym z dwéch podjednostek o masach 58 000 kazda z jedng czasteczka
FAD (23).

Tioredoksyna stanowigca drugi sktadnik kompleksu reduktazy rybo-
nukleotydowej redukuje aktywne grupy dwusiarczkowe w biatku BI.
Tioredoksyne tworzy pojedynczy tafcuch polipeptydowy o masie czgstecz-
kowej 10 000—12 000. Cechuje sie on obecnoscig mostka dwusiarczkowego
pomiedzy dwiema resztami cysteiny. Tioredoksyne wyizolowano z komo-
rek watroby cielecej (24), watrobiaka szczura (25), E. coli (26, 27), oraz
E. coli zakazonej fagiem T4 (28—30). R6znice w budowie tioredoksyny
z komorek poszczegolnych organizméw dotyczg liczby aminokwaséw w
tancuchu, usytuowania mostka dwusiarczkowego jak réwniez homologicz-
nych czy heterologicznych reakcji tioredoksyny jednego organizmu w sys-
temie enzymatycznym innego organizmu.

W kompleksie reduktazy rybonukleotydowej transport elektronéw za-
chodzi¢ moze nie tylko przez uktad tioredoksyna-reduktaza tioredoksyno-
wa. Badania wyizolowanego kompleksu reduktazy rybonukleotydowej
z komorek grasicy cielecej ujawnity inny ukiad, ktérego sktadowymi sa:
glutaredoksyna i reduktaza glutationowa (31). Znaczenie biologiczne tych
dwoch uktadéw transportu wodoru w kompleksie zwierzecej reduktazy
rybonukleotydowej nie jest jeszcze poznane.

Trzeci uktad transportujgcy elektrony w kompleksie reduktazy rybo-
nukleotydowej stwierdzono w mutancie E. coli oznaczonym symbolem
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tsnC7004 o normalnym fenotypie, niezdolnym do replikacji DNA faga T7.
Zmutowany gen tioredoksyny powoduje tworzenie sie innego ukladu
oksydacyjnego: glutation-reduktaza glutationowa (32).

Zbadano dotychczas reduktaze z E. coli (5,33—36), z E. coli zakazonej
fagiem T4 (37—39), z komérek ssakow takich jak grasica cieleca (40—42),
szpik kostny krdlika (43), regenerujagca watroba szczura (44), rak wysie-
kowy Novikoffa (23), guz Ehrlicha (45—47) oraz komdrki Molt4F izolo-
wane z krwi obwodowej osobnikéw z ostrg biataczka limfatyczng (48).

Tabela 1

Budowa i wiasciwosci reduktazy rybonukleotydowej (+) — pozytywny, (+ —) — nie jest niezbedny,
(+?) — prawdopodobnie pozytywny.

Podjednostki lub  Wptyw Mg+2 na o
Masa czasteczkowa  PiSmienni-

Zrédto enzymu odpowiadajace im faczenie sie
frakcje biatkowe podjednostek enzymu ctwo
Regula-  Katali-
cyjna tyczna
E. coli BI B2 + 240 000 5,33—36
E. coli zakazona
fagiem T4 a2 "2 + - 230—240 000 37—39
Grasica cieleca MI M2 + 300 000 40—42
Guz Ebhrlicha Dye Tris + 313 000 45-47
Komoérki biatacz-
kowe linii Molt4F B A + 310 000 48
Rak wysiekowy
Novikoffa Pl P2 +? 200—250 000 23
Szpik kostny
krolika 52 Sl +? — 43

Najwiecej jednak informacji o strukturze reduktazy rybonukleotydo-
wej uzyskano z badah enzymu z komorek E. coli. Dane dotyczace struk-
tury reduktazy rybonukleotydowej z innych organizmow sg dotad nie-
petne i na ogét badacze dyskutujg je poréwnujagc ze strukturg enzymu
z E. coli. Dlatego oméwiono tu szczegétowo najprzéd strukture reduktazy
rybonukleotydowej z E. coli. Zbudowana jest ona z dwdch podjednostek:
regulacyjnej i katalitycznej. Podjednostka regulacyjna, oznaczona symbo-
lem BIl, o masie czasteczkowej 160 000, jest ztozona z dwu fancuchéw
polipeptydowych z dwoma identycznymi COOH-terminalnymi aminokwa-
sami (izoleucyna), ale ré6znymi NH2terminalnymi aminokwasami (kwas
glutaminowy i asparaginowy), (budowa a; a'), (33, 34). W biatku Bl wy-
stepujg cztery miejsca wigzace efektory, ktérymi sg dezoksynukleozydo-
trojfosforany. Dwa miejsca wigzace o wysokim powinowactwie w sto-
sunku do efektora okre$lono symbolem h (ang. high). Dwa za$ miejsca
wigzace o niskim powinowactwie okreslono symbolem 1 (ang. low). Oby-
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dwa miejsca h wigzag efektory ATP, dATP, dGTP, dTTP, ktore reguluja
specyficznos¢ enzymu wobec substratu (ang. specificity sites). Podczas
gdy miejsca 1 wigzg tylko ATP i dATP regulujac catkowitg aktywnos$¢
enzymu (ang. activity sites), (5, 36, 49, 50).

......

Podjednostka B1

Podjednostka B2

Ryc. 2. Schemat struktury reduktazy rybonukleotydowej z E.coli (2). SzeSciokaty
oznaczajg miejsca, decydujgce o specyficznosci substratowej enzymu wobec ATP,
dATP, dTTP, dGTP, okreslane jako miejsca wigzace h. Kwadraty oznaczajg miejsca,
decydujgce o aktywnos$ci enzymu wobec ATP i dATP, okreslane jako miejsca wig-
zgce 1

Podjednostka katalityczna enzymu, o symbolu B2 i masie czasteczko-
wej 78 000, jest zbudowana z dwu identycznych tancuchéw polipeptydo-
wych z jednym NH2terminalnym aminokwasem (alanina) i COOH-termi-
nalnym (leucyna), (budowa (@), (33, 34). Podjednostke te cechuje obecnos¢
dwdch atomow zelaza niehemowo zwigzanych w formie Fe+s-02-Fe+*
Generuja one wolny organiczny rodnik w pierScieniu benzylowym reszty
tyrozyny. Pojawienie sie rodnika w biatku B2 powoduje wzrost absorpcji
Swiatta przy 410 nm, oraz charakterystyczny sygnat EPR (51—56). Masa
czasteczkowa enzymu z E. coli wynosi 240 000, a jej budowe okreslaja
symbole a; a'; (@ Podjednostki enzymu wystepujg w stosunku stechio-
metrycznym 1:1, sg nieidentyczne lecz komplementarne (34). Potgczenie
wyodrebnionych podjednostek enzymu nastepuje tylko w obecnosci Mg+2,
jakkolwiek jednowartosciowe jony Na+, K+, NH”, w pewnych $cisle
okreslonych warunkach moga z réwng efektywnos$cig zastapi¢ dwuwar-
toSciowy jon magnezu (33).

Struktury enzymu indukowanego w E. coli przez fag T4 i enzymu
bakteryjnego sga podobne, ale podjednostki enzymu faga w przeciwien-
stwie do enzymu bakteryjnego nie dysocjujag w trakcie izolowania, a takze
potaczenie wyodrebnionych podjednostek nie jest bezwzglednie zalezne
od dwuwarto$ciowych jonéw Mg+2 (37—39).
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Budowa enzymu z komoérek grasicy cielecej jest w zasadzie podobna
do budowy enzymu z E. coli. Jej podjednostki okreslane jako MI-170 000
i M2-110 000 wystepuja w stosunku niestechiometrycznym. Badania wy-
kazaly mniejszqg zawarto$¢ zelaza w podjednostce M2 enzymu z grasicy
cielecej niz w podjednostce B2 enzymu z E. coli. Wyniki badan wskazuja
na odmienng budowe centréw aktywnych w tych enzymach (40—42, 57,
58). Enzymy z komdrek guza Ehrlicha (45—47), komdrek biataczkowych
linii Molt4F (48), raka wysiekowego Novikoffa (23), szpiku kostnego
krolika (43), rozdzielono na dwie komplementarne frakcje biatkowe. Sg
one rownowazne ale nieidentyczne z biatkami Bl i B2 enzymu z E. coli.
Niewiele informacji dotyczacych budowy reduktazy rybonukleotydowej
uzyskano z badan tkanki mézgowej zarodkéw szczura, matpy i cztowieka
(59) oraz regenerujacej watroby szczura po czeSciowej hepatoktomii (44).
Badania rodnika tyrozylowego podjednostki katalitycznej enzymu z E. coli
(54, 55), enzymu z E. coli zakazonej fagiem T4 (60) oraz enzymu z mysich
fibroblastow linii 3T6 opornych na dziatanie hydroksymocznika (61, 62)
wykazaty pewne analogie w strukturze tych rodnikow.

Analiza wystepowania reduktazy rybonukleotydowej we frakcjach
komérkowych wykazata, ze w komoérkach regenerujacej watroby szczura,
watrobiaka Novikoffa 80°/0—90°/0 aktywnos$ci znajduje sie we frakcji bton
supernatantu postmikrosomalnego. Badania z zastosowaniem mikroskopii
elektronowej tej frakcji ujawnity fragmenty blonowe jako amorficzne
struktury o $rednicy 30— 100 nm, co nie jest tylko cechg komorek watro-
by, ale takze S$ledziony i grasicy szczura oraz komorek HelLa (3, 44, 63,
64). Aktywnos$¢ enzymu w komdrkach biataczkowych linii Molt4F (48),
a takze w komdérkach miesaka M1 szczura (65) wystepuje we frakcji cyto-
zolowej.

I11. Regulacja aktywnosci reduktazy rybonukleotydowej

Aktywnos$¢ a takze specyficzno$é reduktazy rybonukleotydowej wobec
substratu, podlega regulacji allosterycznej przez powstate w reakcji dezo-
ksyrybonukleotydy. Wigza sie one z miejscami regulacyjnymi enzymu, co
powoduje zmiany szybkosci maksymalnej reakcji oraz obnizenie statej
substratowej redukowanego przez enzym substratu (36, 41, 46, 49, 50).
Dezoksyrybonukleotydy obnizajg lub podwyzszajg Vmex enzymu i za-
leznie od tego okres$la sie je jako efektory pozytywne lub negatywne (66).
Zwigzany przez enzym pozytywny efektor powoduje wzrost maksymalnej
szybkosci redukcji substratu i nazywany jest pierwszorzedowym efekto-
rem (ang. prime effector) danego substratu. W nieobecno$ci efektora,
enzym wykazuje ograniczong aktywno$¢. Redukcja CDP i UDP jest sty-
mulowana tylko przez ATP, redukcja GDP przez dTTP a redukcja ADP
przez dGTP. Reakcje redukcji rybonukleotydéw purynowych stymuluja
ATP z dTTP oraz ATP z dGTP. Nalezy podkresli¢, ze dCTP nie stymuluje
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i nie hamuje aktywnosci enzymu (67). Schemat allosterycznej regulacji
aktywnosci enzymu z E. coli i komdrek ssakéw jest podobny.
Zgodnie z przedstawionym schematem, reakcja zapoczatkowujaca jest

] LATP
cop Se dCDP > dCTP
———— ‘-\
uDP ——+ dUDP ~ = = dTTP
~ATP e
e e L A DNA
r= \
GOP—H— ‘> daopP dGTP
— ,‘— i i
ADP > dADP a;’rp

£ g

Ryc. 3. Schemat regulacji syntezy dezoksyrybonukleotydéw (2). Wydtuzone prosto-
katy oznaczajg efekt negatywny (hamujacy). Linie przerywane, oznakowane strzatka-
mi symbolizujg efekt pozytywny (stymulujacy).

redukcja CDP i UDP przez enzym aktywowany przez ATP. Nagromadze-
nie sie dTTP, bedacego produktem reakcji wywotuje zahamowanie re-
dukcji substratow pirymidynowych, natomiast nagromadzenie sie dGTP
prowadzi do uposledzenia redukcji GDP. Nagromadzenie sie dATP catko-
wicie hamuje aktywno$¢ enzymu w nieobecnos$ci syntezy DNA. Hamowa-
niu aktywnos$ci enzymu przez dATP zapobiega ATP i dlatego tez catko-
wita aktywnos$é enzymatyczna reduktazy rybonukleotydowej w komorce
jest kontrolowana przez stosunek stezen [ATP] / [dATP] (4, 5, 49, ss, 69).

Proces regulacji allosterycznej w zakazonych fagiem T4 komorkach
E. coli jest bardziej ztozony, poniewaz dATP nie hamuje aktywnosci enzy-
mu, natomiast aktywuje reakcje redukcji rybonukleotydéw pirymidyno-
wych. Uwaza sie, ze podjednostka regulacyjna enzymu faga zawiera tylko
miejsca wigzace h co powoduje, ze enzym redukuje rybonukleotydy piry-
midynowe z wiekszg wydajno$cig (70). Badania enzymu z mysich fibro-
blastéw zakazonych wirusem PRVR-135 wykazaly, ze dATP a takze dTTP
nie hamujg aktywnosci reduktazy rybonukleotydowej (71). Powigzania
pomiedzy aktywnos$cig enzymu a faza cyklu komoérkowego oraz komorko-
wg pulg dNTP opisano uprzednio (patrz artykut przeglagdowy poz. 72).

Réznice w aktywnoS$ci reduktazy wobec CDP i ADP w komorkach
E. coli (73), komédrkach raka wysiekowego Ehrlicha (69) i komorkach guza
Ehrlicha (74) skianiajg do przypuszczenia, ze wystepuja w nich dwa
odrebne biatka enzymatyczne, jedno redukujgce CDP oraz drugie redu-
kujgce ADP.

&
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Wyniki badan enzymu z E. coli zakazonej fagiem T4 (75) oraz enzymu
z komérek grasicy cielecej (67) wykazaty jednak tylko jedno biatko enzy-
matyczne redukujace wszystkie rybonukleotydy. Aktywno$¢ reduktazy
rybonukleotydowej w komdrkach tkanek, ktore ukohczyty rozwdj ontoge-
netyczny jest niska a niekiedy niewykrywalna, natomiast w komaorkach
tkanek proliferujacych jest wysoka i zbiezna z dynamika procesu namna-
zania sie komodrek (2, 3). Obserwowany wzrost aktywnosci reduktazy
rybonukleotydowej jest powodowany syntezg enzymu de novo (76—78).

IV. Inhibitory reduktazy rybonukleotydowej

W badaniach biologicznych i biochemicznych stosowanie zwigzkdéw
hamujacych aktywno$¢ enzymatyczng, tak in vitro jak i in vivo, pozwala
na mniej lub bardziej fizjologiczng kontrole namnazania sie komorek,
ktore podlegty transformacji nowotworowej. Badania podstawowe pozwo-
lity na opracowanie i udokumentowanie oddziatywan enzym-inhibitor, co
znajduje praktyczne zastosowanie w leczeniu nowotworow. Zwigzki ha-
mujace aktywno$é enzymu podzielono na dwie grupy: inhibitory interfe-
rujagce z podjednostkg katalityczng oraz inhibitory interferujace z pod-
jednostka regulacyjng (57).

IV-1. Inhibitory interferujace z podjednostka katalityczng enzymu

Wsrdd najczesciej badanych inhibitorow podjednostki katalitycznej
reduktazy rybonukleotydowej omdéwimy: hydroksymocznik, guanazol,
niektére heterocykliczne karboksyaldehydo-tiosemikarbazony oraz imida-
zopirazol.

Hydroksymocznik (72) zmienia charakterystyczne parametry wolnego
organicznego rodnika tyrozolowego w podjednostce katalitycznej enzymu
z E. coli. Wykazano, ze zwigzek ten uszkadza rodnik tyrozylowy w biatku
B2, nie naruszajac ilosSci zelaza w badanej podjednostce. Obserwowano, ze
spadek aktywnos$ci enzymatycznej byt zawsze poiaczony z zanikiem
absorpcji Swiatta przy diugosci fali 410 nm i z zanikiem sygnatu EPR
(51—53). Postulowany przez badaczy mechanizm sugerowat, ze hydroksy-
mocznik wychwytuje wolne rodniki (ang. free radical scavenger).

Guanazol (3,5-dwuamino-l,2,4-triazol) jest inhibitorem aktywnosci re-
duktazy rybonukleotydowej tak in vivo jak i in vitro w wyniku odwra-
calnego uszkodzenia podjednostki katalitycznej enzymu. Wyniki badan
enzymu z ludzkich komérek raka nabtonka, L1210 myszy, CHO chomika
i H.Ep2 wykazaly, ze efektywno$¢ hamowania aktywnosci redukcji CDP,
UDP, GDP przez guanazol jest rowna efektywno$ci hamowania przez
hydroksymocznik (79—=81). Molekularny mechanizm hamowania aktyw-
nosci enzymu przez guanazol jest niewyjasniony.
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a-(N)-heterocykliczne karboksyaldehydo-tiosemikarbazony moga two-
rzy¢ koordynacyjne potgczenia z metalami tranzycyjnymi, wykazujgc
szczegoOlnie silne powinowactwo do zelaza. Hamujg one aktywnos$¢ reduk-
tazy rybonukleotydowej od kilkudziesieciu do kilkuset razy efektywniej
niz klasyczny inhibitor jakim jest hydroksymocznik. Jednakze, tworzenie
potgczen koordynacyjnych tiosemikarbazondw z zelazem nie wyjasnia
mechanizmu hamowania aktywnosci enzymu przez te zwigzki. Dodanie
zelaza do mieszaniny inkubacyjnej enzymu z inhibitorem nie przywraca
zahamowanej przez inhibitor aktywnosci reduktazy rybonukleotydowej.
Obserwuje sie wieksze powinowactwo inhibitora do enzymu niz do zelaza.
Blizsze sprecyzowanie mechanizmu dziatania tych zwiazkéw wymaga
dalszych badan (82, 83).

Imidazopirazol (2,3-dwuhydro-IH-pirazolo/2,3A) imidazol hamuje ak-
tywnos$¢ reduktazy rybonukleotydowej tak in vitro jak i in vivo. Badania
enzymu z komorek L1210 myszy i H.Ep2 oraz komérek guza Ehrlicha
wykazaty odwracalne uszkodzenie podjednostki katalitycznej przez imida-
zopirazol. Mechanizm dziatania tego zwigzku polega na chelatacji zelaza,
co wykazaty badania enzymu z komoérek guza Ehrlicha. Zahamowana
przez imidazopirazol aktywno$¢ enzymu jest przywracana przez dodanie
do medium zelaza. Zastapienie zelaza przez wyizolowang podjednostke
katalityczng enzymu rowniez powoduje powrdt aktywnosci enzymatycz-
nej. Dodanie EDTA do mieszaniny inkubacyjnej poteguje hamowanie
aktywnos$ci enzymu przez imidazopirazol. Poréwnanie redukcji ADP i CDP
w obecnosci inhibitora wykazato wiekszy stopied hamowania enzymu w
czasie redukcji ADP niz CDP (84, 85).

IV-2. Inhibitory interferujgce z podjednostka regulacyjng enzymu

Jako przyktady inhibitoréw interferujgcych z podjednostkg regulacyj-
ng enzymu omoéwimy tu: dwualdehydowe pochodne inozyny, kwasu ino-
zynowego, adenozyny, ATP, AMP, fosforan pirydoksalu, kwasy rybonu-
kleinowe.

Dwualdehydowe pochodne inozyny, kwasu inozynowego, adenozyny,
ATP, AMP hamujg aktywno$¢ reduktazy rybonukleotydowej poprzez
zablokowanie grupy aminowej lizyny w podjednostce regulacyjnej, w
efekcie interakcji z grupa aldehydowa analogu nukleozydu. Badania enzy-
mu z komorek raka wysiekowego Ehrlicha (69) i komoérek guza Ehrlicha
(se—s88) wykazaty wiekszy stopien hamowania redukcji CDP niz ADP
przez aldehydowe pochodne nukleozydéw. Hamowanie aktywnosci enzy-
mu jest nieodwracalne.

Fosforan pirydoksalu jest inhibitorem enzyméw charakteryzujacych
sie obecnoscig reszt lizylowych w centrum aktywnym. Hamuje on takze
aktywnos$é reduktazy rybonukleotydowej. Inne, pokrewne temu zwigzko-
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wi substancje tj. pirydoksal, pirydoksyna, pirydoksamina, fosforan piry-
doksaminy nie hamujg aktywnos$ci reduktazy rybonukleotydowej. Doda-
nie ATP do medium zapobiega czeSciowo hamowaniu redukcji CDP i ADP
przez fosforan pirydoksalu. Hamowanie przez fosforan pirydoskalu ak-
tywnosci enzymu z komorek guza Ehrlicha jest odwracalne (87, 89).

rRNA, tRNA z komorek raka wysiekowego Ehrlicha a takze tRNA
z drozdzy, jak rdwniez syntetyczne policytydylany hamujg aktywnos$¢
reduktazy rybonukleotydowej z komdrek raka wysiekowego Ehrlicha.
Poliguanylany i poliurydylany jednak hamowaly aktywno$¢ enzymu w
niewielkim stopniu, a poliadenylany nie hamowaty jej wcale. Kwasy
rybonukleinowe za$, znaczaco hamowaty redukcje rybonukleotydéw juz
w stezeniach fizjologicznych (90).

Wspotdziatanie zwigzkow uszkadzajgcych niezaleznie i specyficznie
podjednostki enzymu powoduje, ze kombinacje inhibitorow: imidazopira-
zolu i dGTP, hydroksymocznika i dATP, imidazopirazolu i dwualdehydo-
wej pochodnej inozyny hamujg aktywnos$¢ enzymu synergistycznie lub
addytywnie. Natomiast kombinacje inhibitoréw dziatajgcych na te samg
podjednostke tj. pochodne tiosemikarbazonéw i imidazopirazolu lub imi-
dazopirazolu i hydroksymocznika hamujg aktywnos$¢ enzymu antagoni-
stycznie. Po dodaniu do medium zwigzkéw silnie chelatujacych zelazo
obserwuje sie, ze zamiast hamowania antagonistycznego pojawia si¢ ha-
mowanie addytywne (91).

V. Uwagi koncowe

Stopien redukcji rybonukleotydow ogranicza synteze DNA, a ogol-
niej i replikacje DNA. Fakt, ze enzym zbudowany jest z podjednostek
a aktywnos$é enzymu podlega regulacji allosterycznej stwarza mozliwos¢
Swiadomej regulacji enzymu w chemioterapii tkanki nowotworowej. Wy-
kazatto Cory i wsp. (91—93), ktory okreslit dziatania synergistyczne,
addytywne i antagonistyczne inhibitorow aktywnos$ci enzymu. Nieliczne
jeszcze prace dotyczgce badan nad mechanizmem wspotdziatania inhibi-
torow aktywnos$ci enzymu nie wyjasniajag dogiebnie tego zagadnienia ale
go sygnalizujg. Wyniki badan wptywu inhibitorow aktywnos$ci enzymu
in vitro zapewne nie zawsze odzwierciedlajg analogiczne efekty in vivo,
ale mogg stanowi¢ podstawe dla dalszych badan. Zastosowanie inhibitorow
aktywnos$ci podjednostek katalitycznej jak i regulacyjnej enzymu, poje-
dynczo a takze w kombinacji, moze spowodowac, ze chemioterapia stanie
sie bardziej zréznicowana i wielostronna.

Praca napisana w ramach badan finansowanych przez Program Rzadowy PR-6,
Umowa Nr 2501.

Zaakceptowano do druku 17 maja 1983.
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I. Wprowadzenie

Szeroko rozpowszechnione u zwierzat, roslin i mikroorganizméw nie-
organiczne siarczany odgrywajg bardzo istotng role w metabolizmie wielu
endo- i egzogennych zwigzkéw. Siarczany wbudowywane do polisachary-
dow i lipidow stajg sie waznym sktadnikiem tkanki tgcznej i nerwowej
(1, 2, 3). Reagujac z grupami hydroksylowymi endogennych fenoli czy
alkoholi przyczyniajg sie do zobojetniania takich zwiazkéw jak katechola-
miny, kwasy zéilciowe czy sterydy (4). Przytaczajac sie do réznych po-
chodnych fenolowych powoduja inaktywacje farmakologicznie czynnych,
egzogennych substancji oraz utfatwiajg ich wydalanie z organizmu (5).
W reakcjach z N-hydroksyloaminami i N-hydroksyloamidami tworza nie-
stabilne lecz wysoce reaktywne, kancerogenne pochodne (s).

Podstawowym warunkiem wykorzystania reszty siarczanowej jest jej
aktywacja do adenozyno-3'-fosfo-5'-sulfofosforanu (PAPS). Jest to dwu-
etapowy proces zachodzacy przy udziale adenylilotransferazy siarczano-
wej i kinazy adenylilosiarczanu (7, 8). Przeniesienie reszty siarczanowej

Metionina
5 ‘ \ Katabolizm biatek
Dostarczanie e
POKARM | —= Cysteina

siarczanéw *

8042 <-———— Katabolizm lipidéw
| i weglowodanéw

Aktywacja ATP +SO0i2 PPj+APSA

siarczanéw APS + ATP —  ADP+ PAPS Hydroliza
Powstawanie R-OH + PAPS=sf=R—0-S 0 3 + PAP

estrow

siarczanowych

Hydroliza

i usuwanie z64¢, mocz R-0-S0O3+H20 — ROH + SO 2
estrow

siarczanowych

Ryc. 1. Metabolizm siarczan6w: 1. Adenylilotransferaza siarczanowa; 2. Kinaza ade-
nylilosiarczanu; 3. Sulfotransferazy; 4. Sulfatazy.

z PAPS na odpowiednie akceptory jest katalizowane przez stosunkowo
stabo do tej pory poznane enzymy sulfotransferazy (EC 2.8.2). Powstajgce
estry kwasu siarkowego mogg nastepnie ulega¢ hydrolizie przy udziale
sulfataz (EC 3.1.6) lub by¢ wydalane z moczem lub z6tcig (5) (Ryc. 1).

Celem niniejszego artykutu jest zwrdcenie uwagi na metabolizm oraz
udziat i znaczenie nieorganicznych siarczanéw w roznych procesach fizjo-
logicznych i patologicznych zachodzacych w tkankach ssakéw.
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Il. Zrédia siarczanow

Obecne w organizmie siarczany dostarczane sg bezpos$rednio z pokar-
mem lub uwalniane w wyniku katabolizmu sulfolipidéw czy mukopolisa-
charydéw. Mogg one réwniez powstawac na drodze przemian dostarczanej
z zewnatrz lub pochodzacej z rozpadu biatek cysteiny.

Siarczany dostarczane bezposrednio z pokarmem sg bardzo szybko
wchtaniane z przewodu pokarmowego do krwi skad prawie natychmiast
dostajg sie do watroby (9). Z badan Batt (10) wynika, ze wchianianie
siarczanow u miodych myszy odbywa sie wzdtuz catego jelita cienkiego
i okreznicy, natomiast u osobnikéw dorostych gtéwnie w jelicie czczym.

Poniewaz anion siarczanowy nie jest dobrze rozpuszczalny w ttusz-
czach przypuszcza sig, ze w jelicie podobnie jak i w najlepiej do tej pory
zbadanych erytrocytach wystepuje specjalny przenos$nik biatkowy uta-
twiajacy transport tego jonu przez btony biologiczne. Pierwsze doniesie-
nia na temat czynnego transportu siarczandw z jelita do krwi pochodza
zpracy Deyrupa (11), ktédry w 1963 roku w badaniach przeprowadzo-
nych in vitro stwierdzit zalezno$¢ pomiedzy transportem jondéw siarcza-
nowych i jonéw sodowych. Anest i wsp. (12) wykazali, ze transport
siarczanéw wymaga dostarczenia energii, a w drugiej potowie lat 70-tych
Cardin i Mason (13, 14) stosujagc technike odwrdconego jelita oraz
znakowany [S$S]-siarczan udowodnili, ze w jelicie czczym szczura wchia-
nianie siarczano6w odbywa sie wbhrew gradientowi stezen.

Pomimo iz do tej pory nie zostato stwierdzone w jakim stopniu dostar-
czane z pokarmem nieorganiczne siarczany pokrywajg zapotrzebowanie
organizmu na siarke, wcigz panuje poglad ze gtownym Zrédiem tego
pierwiastka jest cysteina (15, 16).

Cysteina powstajgca jako produkt katabolizmu biatek lub na drodze
transsulfuracji z metioniny odgrywa kluczowg role w metabolizmie roz-
nych egzo- i endogennych zwigzkéw jako prekursor kosubstratow reakcji
sprzegania takich jak tauryna, glutation czy wreszcie ,,aktywny siarczan”
(PAPS), Ryc. 2).

Cysteina zarowno w formie L- jak i D- jest bardzo dobrze wchtaniana
z przewodu pokarmowego do krwi gdzie wystepuje gtéwnie w formie
cystyny (17). W watrobie L-cysteina jest utleniana do kwasu cysteinosul-
finowego. Reakcje te katalizuje dioksygenaza cysternowego (EC 1.13.11.20),
enzym stereospecyficzny tylko w stosunku do formy L- (18, 19). Kwas
cysteinosulfinowy ulega dalszym przemianom prowadzacym do powstania
tauryny i nieorganicznego siarczanu (Ryc. 2). W wyniku metabolizmu
cysteiny powstajg rowniez siarczki, siarczyny i tiosiarczany ktore w t.zw.
cyklu tiosiarczanowym moga przechodzi¢ w siarczany (Ryc. 3), (20, 21).
Utlenienie siarczkéw i innych zredukowanych form siarki do siarczanow
zachodzi gtéwnie w mitochondriach w obecnosci zredukowanego glutatio-
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Ryc. 2. Centralna rola L-cysteiny w syntezie kosubstratow reakcji sprzegania: PAPS,

tauryny, glutationu.

nu, ktéry bierze udziat w redukcyjnym rozczepieniu tiosiarczanéw do

siarczynéw (22, 23).

Poziom nieorganicznych siarczanéw w surowicy réznych ssakéw jest
réozny i wynosi od 0,3 do 2,5 mM (24). Moze on ulec zmianie, gdy dojdzie
do zachwiania réGwnowagi pomiedzy zawarto$cig siarczandw w pokarmie
i metabolizmem zwigzkéw zawierajgcych siarke a inkorporacjg siarcza-

néw do odpowiednich substratéw i ich wydalaniem z moczem.

$507

s? —. 507
lub =
RSSH  SO2

Ryc. 3. Cykl tiosiarczanowy (wg. 21).
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Do tej pory niewiele wiadomo na temat wptywu rédznych czynnikéw
takich jak wiek, waga, wzrost czy pte¢ na poziom siarczanO6w w surowicy
krwi (25). Z nielicznych badan stezenia siarczandéw w surowicy wynika,
ze jest ono stosunkowo wysokie u noworodkéw (0,47 mM) poczym spada
z wiekiem i u trzyletnich dzieci wynosi tyle co u dorostych (0,33 mM), (26).
Nie ma rowniez bezposrednich danych na temat regulacji hormonalnej
poziomu tych aniondéw w surowicy. Zaobserwowano jednak wzrost steze-
nia siarczanéw we krwi przy nadczynno$ci tarczycy oraz w cigzy i mie-
sigczce, co pozwala przypuszczac iz taka regulacja istnieje (25).

I1l. Aktywacja siarczanow

Proces aktywacji siarczanéw do adenozyno-3'-fosfo-5'-sulfofosforanu
wyjasnili w latach 50-tych Wilson iBandurski (27) oraz Rob -
bins i Lipmann (28, 29). Chemiczng synteze tego zwigzku jako
pierwsi wykonali Baddiley i wsp. (30).

I11-1. Transport siarczanéw do wnetrza komorki

Od dawna uwazano, ze hydrofilny anion SO j2 nie moze tatwo penetro-
waé przez fosfolipidowe btony biologiczne i w zwigzku z tym tylko
nieznaczna jego czes¢ moze dostawac sie do komérki na drodze zwyktej
dyfuzji. Intensywne badania ostatnich lat przeprowadzone na erytrocytach
i komorkach nowotworowych wykazaty, ze dwustronny transport siarcza-
néw do tych komorek oraz wymiana siarczanéw z chlorkami utatwia
wbudowany w btone komoérkowg specjalny przenos$nik biatkowy (31—41).
Przenos$nik ten zostal wyizolowany i oczyszczony a jego ciezar czastecz-
kowy oznaczono na 85 000—110 000 (42). Biatko to jest specyficz-
ne nie tylko w stosunku do jonéw SO j2 gdyz aniony takie jak octany,
szczawiany, jony NOs, Cl-, HPOj2 moga hamowaé kompetycyjnie trans-
port siarczan6w do wnetrza komarki (43). Transport siarczanéw jest silnie
hamowany réwniez przez niski poziom wapnia wewnatrz komorki (40).
Stwierdzono, ze zalezy on ponadto od pH srodowiska obnizajac sie w miare
jego alkalizacji (35).

111-2. Biosynteza adenozyno-3'-fosfo-5'-sulfofosforanu (PAPS)

Synteza PAPS zachodzi w cytozylu i wymaga obecno$ci siarczandw,
ATP i enzyméw adenylilotransferazy siarczanowej (EC 2.7.7.4.) i kinazy
adenylilosiarczanowej (EC 2.7.1.25).

Pierwszy etap aktywacji siarczanow zachodzi przy udziale adenylilo-
transferazy siarczanowej (Ryc. 4). Rownowaga tej reakcji jest znacznie
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przesunieta w kierunku syntezy ATP. Przesuniecie jej w prawo jest
mozliwe tylko w przypadku natychmiastowego i ciggtego usuwania po-
wstajacych produktéw, adenylilosiarczanu (APS) i pirofosforanu. Adeny-
lilotransferaza siarczanowa z watroby szczura jest biatkiem o masie
czasteczkowej okoto 500 000 mogacym wystepowac w formie dimeru (44,
45). Enzym ten jest specyficzny w stosunku do ATP, nie wykazuje jednak

ATP +SO’2 A==~APS+PPj

Ryc. 4. Reakcja katalizowana przez adenylilotransferaze siarczanowa (EC 2.7.7.4).

APS + ATP -w*- PAPS + ADP

Ryc. 5. Reakcja katalizowana przez kinaze adenylilosiarczanu (EC 2.7.1.25).

wysokiej specyficznosci w stosunku do jondw siarczanowych, poniewaz
moze takze wykorzystywac inne aniony grupy VI takie jak SeOj2, Mo00Oj2
(46). Powstajace w tych reakcjach produkty sg jednak bardzo niestabilne
i prawie natychmiast rozktadajg sie do AMP i PPi (31, 45).

Nastepna reakcja katalizowana przez kinaze adenylilosiarczanowg pro-
wadzi bezposrednio do syntezy ,aktywnego siarczanu” (Ryc. 5). Reakcja
ta jest praktycznie nieodwracalna. Dzieki bardzo wysokiemu powino-
wactwu enzymu do adenylilosiarczanu juz niewielkie ilosci tego zwigzku
moga by¢ wykorzystywane do syntezy PAPS. Kinaza adenylilosiarczano-
wa nie wykazuje absolutnej specyficznosci ani w stosunku do adenylilo-
siarczanu ani w stosunku do ATP, ktére moze byé zastgpione przez CTP,
UTP czy GTP (46, 29).

Pomimo iz oba enzymy niezbedne do syntezy PAPS, nazywane wspol-
nie ,uktadem aktywujagcym siarczany” sg obecnie prawie we wszystkich
tkankach, pula tego zwigzku in vivo nie jest duza i np. w watrobie szczura
wynosi okoto 30 nmoli/g tkanki (47, 48).

111-3. Witamina A a metabolizm siarczanéw

W latach 60-tych ukazato sie wiele prac na temat wptywu witaminy A
na metabolizm siarczanéw. Poczatkowo uwazano, ze wszystkie formy tej
witaminy (alkoholowa, aldehydowa i kwasowa) wptywajg aktywujgco na
reakcje przenoszenia reszty siarczanowej (49). Nastepnie stwierdzono
wptyw witaminy A na proces aktywacji siarczandw. W wielu pracach
opisano spadek aktywnos$ci adenylilotransferazy siarczanowej przy awita-
minozie A oraz stabilizujace dziatanie witaminy A na ten dos$¢ labilny
enzym (49—52). Wreszcie Subba Rao i Ganguly (53) wykazali,
iz niedob6r witaminy A zaburza zaréwno aktywacje siarczanéw jak
i przenoszenie ich na odpowiednie akceptory. Autorzy ci stwierdzili, ze
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obnizony na skutek niedoboru witaminy A w pozywieniu proces aktywacji
siarczan6w wraca do normy po podaniu retinolu, a powstawanie estrow
siarczanowych po podaniu formy kwasowej witaminy. Poniewaz nie
wszyscy autorzy potwierdzajg przedstawione wyzej wyniki, wptyw wita-
miny A na metabolizm siarczanédw wymaga dalszych badan (54, 55).

IV. Reakcje przenoszenia reszty siarczanowej

W warunkach fizjologicznych zaréwno aktywacja siarczandw jak
i przenoszenie reszty siarczanowej na odpowiedni akceptor zachodzi w tej
samej komérce (56).

W przeciwienstwie do aktywacji, przenoszenie reszty siarczanowej wy-
maga duzej roéznorodnosci enzymow t.zw. sulfotransferaz. Reakcje kata-
lizowane przez sulfotransferazy sg na ogdt nieodwracalne i przebiegaja wg.
schematu przedstawionego na Ryc. 6. Dawcg reszty siarczanowej jest

PAPS + R*XH ------- » PAP + R-XS03

Ryc. 6. Ogo6lny schemat reakcji katalizowanej przez sulfotransferazy (EC 2.8.2).

zawsze adenozyno-3'-fosfo-5'-sulfofosforan (PAPS), a akceptorami moga
by¢ grupy hydroksylowe fenoli i alkoholi oraz grupy N-OH, NH, P-OH
i SH. Produktami dziatania sulfotransferaz sg odpowiednie monoestry
siarczanowe i adenozyno-3'5'-difosforan (PAP). Na Ryc. 7 przedstawiono
kilka przyktadow wymienionych reakcji.

Na podstawie duzej réznorodnosci zwigzkéw i grup mogacych reago-
wac z resztg siarczanowg przypuszcza sie, ze sulfotransferazy posiadaja
niskg specyficzno$¢ substratowg lub jest ich bardzo duza ilo$¢. Poniewaz
dotychczas tylko niewiele sulfotransferaz zostato oczyszczonych i scha-
rakteryzowanych, ilo$¢ grup tych enzymow nie jest doktadnie znana.

W 1978 sporzadzono pierwszg i jak sie wkrotce okazato niepetng kla-
syfikacjg sulfotransferaz biorgcych udziat w procesach detoksykacji (45).
Klasyfikacja ta zawierata nastepujagce enzymy: sulfotransferaze arylowg
(PST; EC 2.8.2.1), 3(3-hydroksysterydowg (EC 2.8.2.2)), aryloaminowg
(EC 2.8.2.3), estronowag (EC 2.8.2.4), sulfotransferaze estréw tyrozyny
(EC 2.8.2.9) i sulfotransferaze soli kwasdw zotciowych (EC 2.8.2.14).

Koniec lat 70-tych byt okresem bardzo intensywnych badan nad sulfo-
transferazami kiedy to opracowano szereg metod ich oczyszczania. Pozwo-
lito to miedzy innymi na wyizolowanie z watroby szczura czterech homo-
gennych sulfotransferaz arylowych i szesciu sulfotransferaz sterydowych
(45, 57—62). W zwigzku z tym zaistniata konieczno$é wprowadzenia uzu-
petnien do opracowanej juz klasyfikacji. W 1979 r. Komitet Nomenklatury
Miedzynarodowej Unii Biochemicznej zatwierdzit nowg, nieco zmieniong
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Ryc. 7. Przyktady reakcji katalizowanych przez sulfotransferazy (wg. 45). Akcepto-
rami reszty siarczanowej s3: a) fenole — naftol, b) alkohole pierwszorzedowe — etanol
i ¢) drugorzedowe —m -butanol, d) hydroksyloaminy — 2-cjanoetylotiooksym aldehydu
octowego, e) hydroksysterydy fenolowe — estron i f) alicykliczne — dehydroepiandro-
steron, g) kwasy zo6tciowe — kwas litocholowy, h) aryloaminy — 2-naftyloamina.

i poszerzong klasyfikacje sulfotransferaz (Tabela 1), (45). Przedstawiona
w Tabeli 1 klasyfikacja dotyczy jak juz wspomniatam sulfotransferaz
biorgcych udziat w procesach detoksykacji. Nie obejmuje ona wszystkich
wyizolowanych do tej pory enzymow tej grupy, jak np. sulfotransferazy
mukopolisacharydowej (EC 2.8.2.5), cerebrozydowej (EC 2.8.2.11) czy licz-
nych bardzo stabo zbadanych sulfotransferaz t-RNA.
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Tabela 1.
Klasyfikacja sulfotransferaz biorgcych udziat w reakcjach detoksykacji (wg. 45).

EC numer Nazwa Aktywna w stosunku do:
2.8.2.1 Sulfotransferaza arylowa fenoli, katecholamin, estréw tyro-
zyny, organicznych hydroksylo-
amin
2.8.2.2 Sulfotransferaza hydroksysterydéw, pierwszo i dru-
3-"-hydroksysterydowa gorzedowych alkoholi
2.8.2.4 Sulfotransferaza estronowa grup fenolowych pierScienia aro-
matycznego sterydow
2.8.2.14 Sulfotransferaza soli kwaséw  sprzezonych i wolnych kwaséw
z6kciowych z6kciowych

IV-1. Przytlaczenie reszty siarczanowej a detoksykacja zwigzkéw egzogennych

W 1876 roku Bauman jako pierwszy wykazat, ze u psdw na diecie
zawierajacej fenol powstajg nietoksyczne estry siarczanowe tego zwigzku
(63). W nastepnych latach okazato sie, ze przytgczenie reszty siarczanowej
prowadzi do zobojetnienia wielu innych egzogennych zwigzkéw. Mecha-
nizm detoksykacji nie zawsze jest taki jak w przypadku fenolu, a wiec
nie zawsze polega on tylko na powstawaniu wysoce zjonizowanych, lepiej
rozpuszczalnych w wodzie a zatem ftatwiej usuwanych z organizmu
estrow. Przytaczenie reszty siarczanowej moze réwniez zapobiegal two-
rzeniu sie reaktywnych matabolitoéw, tak jak to zaosberwowano w przy-
padku paracetamolu (N-acetylo-p-aminofenol), zwigzku stosowanego jako
lek przeciwbdélowy i przeciwgorgczkowy (64).

Metabolizm paracetamolu polega gtéwnie na sprzeganiu z kwasem siar-
kowym i glukoronowym. Zwigzek ten moze réwniez ulegaé¢ katalizowane-
mu przez uktad cytochromu P-450 utlenieniu. Ta ostatnia droga prowadzi
jednak do powstawania hepatotoksycznych posrednikow, ktore ulegajg
zobojetnieniu w reakcji z grupg -SH glutationu. Neutralizacja toksycznych
posrednikéw zachodzi tak diugo jak diugo jest osiagalny zredukowany
glutation.

Zaobserwowano, ze przy wysokich dawkach paracetamolu dochodzi do
spadku ilosci estrow siarczanowych oraz wzrostu ilosci produktéw sprze-
gania z kwasem glukouronowym i toksycznych produktéw utleniania.
Nastepnie wykazano, ze toksycznosé paracetamolu znacznie spada po po-
daniu siarczanu sodu lub jednego z prekursorow jonéw SO 12 N-acetylo-
cysteiny (65—67). Przypuszcza sie, ze spadek toksycznosci paracetamolu
wystepujacy po podaniu siarczandw zwigzany jest z posrednim wptywem
tych aniondéw na metabolizm cysteiny, ktéra w tych warunkach w wiek-
szym stopniu jest wykorzystywana do syntezy glutationu.

7*
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Podobny mechanizm zobojetniajgcego dziatania siarczanéw stwierdzo-
no w przypadku innego egzogennego, toksycznego zwigzku, harmolu
(7-hydroky-I-metylo-9H-pirydo[3,4-blindol). W tym przypadku podanie
siarczan6w obniza powstawanie toksycznych produktéw sprzegania tego
zwigzku z kwasem glukuronowym (68).

Przez wiele lat reakcje detoksykacji umiejscawiano gtownie w watro-
bie. Ostatnio ukazalo sie szereg prac opisujacych udziat innych narzadow
w tym procesie. Stwierdzono, ze zwiazki fenolowe dostajgce sie do orga-
nizmu drogg doustng sg sprzegane z resztg siarczanowg juz w przewodzie
pokarmowym (11, 12, 69, 70), a dostajgce sie przez drogi oddechowe w ptu-
cach (71—73). Watroba odgrywa bardzo istotng role w detoksykacji fenolu
podawanego z pominieciem przewodu pokarmowego czy ptuc (74).

1V-2. Przytgczenie reszty siarczanowej a zobojetnianie zwigzkéw endogennych

Przytgczenie reszty siarczanowej odgrywa bardzo istotng role réwniez
w funkcji i metabolizmie wielu biologicznie czynnych, endogennych
zwigzkéw. | tak, estry siarczanowe cerebrozydéw, produkty dziatania
sulfotransferazy cerebrozydowej (CST; EC 2.8.2.11), sg istotnym sktadni-
kiem otoczki mielinowej izolujgcej widkna nerwowe. Estry siarczanowe
sterydow powstate w wyniku dziatania szeroko rozpowszechnionej w wielu
tkankach i gruczotach ssakéw sulfotransferazy 3|3-hydroksysterydowej
(EC 2.8.2.2)) i estronowej (EC 2.8.2.4) sg nie tylko koncowymi produktami
przemian tych zwigzkdéw, ale moga réwniez dziata¢ jako aktywne posred-
niki metaboliczne lub by¢ formg przechowywania hormonow sterydowych
(75). Katalizowane przez sulfotransferaze arylowg (PST; EC 2.8.2.1) przy-
tagczenie reszty siarczanowej do grup hydroksylowych fenoli odgrywa
bardzo wazng role w przemianach amin biogennych, a szczegdlnie kate-
cholamin (76—83).

@] tym, ze katecholaminy moga ulegac¢ estryfikacji kwasem siarkowynmn
wiadomo od przeszto czterdziestu lat, kiedy to Richter wykazal, ze po
doustnym podaniu adrenaliny wiecej niz 65°/0 tego zwigzku pojawia sie
w moczu w formie nieczynnego farmakologiczne estru siarczanowego
(76, 77). Lata 60-te, a szczegOlnie 70-te i 80-te byty okresem intensywnych
badan nad udziatem estrow siarczanowych w matabolizmie katecholamin
(78—81). Za jedno z wazniejszych odkry¢ ostatnich kilkunastu lat uwaza
sie wykazanie, ze w surowicy cztowieka prawie cala obecna tam dopamina
(99%) i zdecydowana wiekszo$¢ noradrenaliny i adrenaliny (75%) wyste-
puje w formie estréw siarczanowych (83).

W moézgu wykazano obecno$¢ estréw siarczanowych katecholamin oraz
ich O-metylowanych i dezaminowanych pochodnych (84—86). Do wazniej-
szych metabolitow noradrenaliny wystepujacych w moézgu nalezag estry
siarczanowe 3-metoksy-4-hydroksy fenyloglikolu (MHPG) i 3,4-dihydro-
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ksy fenyloglikolu (DHPG) (87—90). Uwaza sie, ze pomiar stezenia siar-
czanu MHPG w mdzgu lub nawet w moczu moze mie¢ istotne znaczenie
dla Sledzenia mozgowej aktywnosci noradrenaliny (88).

W ostatnim czasie ukazato sie sporo prac na temat metabolizmu kate-
cholamin w ptynie mdézgowo-rdzeniowym, szczegélnie po wykazaniu, iz
w chorobie Parkinsona 80% wydalanej z moczem, endogennej dopaminy
wystepuje w formie zestryfikowanej kwasem siarkowym (92, 93). Choroba
Parkinsona zwigzana jest z degeneracjg neurondéw dopaminergicznych
i obnizeniem poziomu dopaminy w niektérych cze$ciach mézgu. Lekiem
z wyboru stosowanym w tej jednostce chorobowej jest 3,4-dihydroksy-
fenyloalanina (L-DOPA). W ptynie mé6zgowo-rdzeniowym chorych zaréw-
no leczonych jak i nieleczonych preparatem L-DOPA wykazano obecno$¢
estréw siarczanowych dopaminy przy réwnoczesnym braku wolnej dopa-
miny (93, 94).

Poza wymienionymi katecholaminami i ich metabolitami, réwniez ty-
ramina ulega estryfikacji w obecnosci sulfotransferazy arylowej (95, 96).
Spadek ilosci estru siarczanowego tyraminy zaobserwowano u chorych
z glebokimi depresjami (97). Nie wiadomo jednak czy spadek ten jest
spowodowany niedoborem sulfotransferazy arylowej czy zaburzeniami
w syntezie PAPS. Zaburzenia w tgczeniu tyraminy z resztg siarczanowg
stwierdzono réwniez u 0s6b z tyramino-wrazliwg migrena (98).

W mozgu i ptytkach krwi wykazano obecno$¢ estru siarczanowego
pochodnej tryptofanu, 5-hydroksy-tryptaminy (serotoniny), (95, 96, 99—
102). Do tej pory nie jest znana fizjologiczna rola tej drogi przemiany
serotoniny.

W wyniku przytgczenia reszty siarczanowej do katecholamin powstajg
estry w pozycji 3-0- i/lub 4-0- (91), (Ryc. 8). Stosunek ilosciowy tych

HO R P27 Ho,s0 R HO R
S o @ NS
HO i HO HO,S0

Ryc. 8. Powstawanie 3-0- i 4-O-estrow siarczanowych katecholamin.

izomeréw zbadano dla dopaminy i stwierdzono, ze zarébwno w watrobie
jak i w mézgu ilosciowo przewaza forma 3-0- (94—96). Przypuszcza sie,
ze jest to wynikiem dziatania arylosulfataz (EC 3.1.6.1), ktdre wykazuja
wyzszg aktywnosé w stosunku do estrow siarczanowych w pozycji para
niz meta (104—106).

Dos¢ powszechna w tkankach ssakow obecnos$¢ arylosulfataz sugeruje
dodatkowg oprécz ostatecznej degradacji katecholamin role estréow siar-
czanowych tych zwiazkéw, polegajgcg na miejscowej i/lub tylko czasowej
ich inaktywacji.
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Przypuszcza sie réwniez, ze estry katecholamin mogg petni¢ role czyn-
nych posrednikéw metabolicznych lub by¢é forma transportowania lub
magazynowania tych zwigzkéw. Potwierdzajg to badania Buu i Ku-
chel (107), ktorzy stwierdzili, ze 3-0- i 4-O-estry siarczanowe dopaminy
w obecnosci (3-hydroksylazy dopaminy moga przeksztatca¢ sie w wolng
noradrenaline.

Rozwazano mozliwo$¢ wspdizaleznosci powstawania estrow siarczano-
wych i reakcji O-metylacji katecholamin. Wspotzalezno$¢ tych dwoch
reakcji wykazano w watrobie szczura w przypadku estronu (108, 109). Nie
stwierdzono jednak podobnej zaleznosci w stosunku do kwasu 3,4-dihy-
droksybenzoesowego. W przypadku tego zwigzku przylgczenie reszty siar-
czanowej podobnie jak i przytaczenie grupy metylowej przebiega nieza-
leznie, pomimo iz kazda z tych reakcji zachodzi znacznie tatwiej w sto-
sunku do grupy OH- znajdujacej sie w pozycji meta (106).

Odpowiedzialna za powstawanie estrow siarczanowych fenoli sulfo-
transferaza arylowa (PST) jest cytozolowym enzymem, ktérego obecnos¢
wykazano w roznych tkankach cztowieka takich jak watroba, nerki, nad-
nercza, przewod pokarmowy, erytrocyty, trombocyty (69, 70, 95, 96, 110,
111). Zmierzono poziom sulfotransferazy arylowej w réznych czesciach
mozgu uzywajac serotoniny jako substratu akceptorowego (100). Najwyz-
szg aktywnos$¢ tego enzymu stwierdzono w podwzgérzu a najnizszg we
wzgorzu.

Ostatnio wykazano w mozgu i ptytkach krwi cztowieka obecnos$é dwoch
form sulfotransferazy arylowej, z ktérych jedna nazwana P jest specy-
ficzna w stosunku do fenolu, natomiast druga, M w stosunku do mono-
amin (112—114). Wedtug Renskers i wsp. (96) sulfotransferaza
arylowa z trombocytéw moze stuzy¢ jako dobry model do badania tego
enzymu w mozgu cztowieka. Jezeli spostrzezenie Renskers i wsp.
sg stuszne, badanie sulfotransferazy arylowej z trombocytow pozwoli
lepiej zrozumie¢ role estrow siarczanowych katecholamin i ich metaboli-
tbw w moézgu oraz znaczenie tych zwigzkéw w r6znych zaburzeniach
neurologicznych i psychiatrycznych takich jak wymienione wczesSniej
depresje, migrena czy wreszcie choroba Parkinsona.

IV-3. Przenoszenie reszty siarczanowej a kancerogeneza

W ostatnich latach zwrdcono szczegdélng uwage na niestabilne potacze-
nia reszty siarczanowej z N-hydroksyloaminami i N-hydroksyloamidami
(115). Zainteresowanie tymi zwigzkami wzrosto po stwierdzeniu, ze N-O-
estry siarczanowe N-hydroksy-2-acetyloaminofluorenu (N-OH-AAF) i je-
go prekursora acetyloaminofluorenu (AAF) pomimo swej labilnosci majg
dziatanie kancerogenne (116, 117).

Stosujagc znakowany w réznych pozycjach, radioaktywny preparat
N-OH-AAF wykazano, ze zardwno pierscienie fluorenu jak i reszta ace-
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tytowa tego zwigzku wigzg sie kowalencyjnie z RNA i biatkiem (117).
llos¢ wigzan kowalencyjnych pomiedzy N-OH-AAF a DNA, RNA i biat-
kiem wzrasta w obecnftSci aktywnego siarczanu (PAPS), (119). Stwierdzo-
no istnienie zaleznosci pomiedzy kancerogennym dziataniem AAF a ak-
tywnoscia sulfotransferazy (119).

W laboratorium Mu ldera (120, 121) wykazano, ze pentachlorofenol
(PCP) i 2,6-dichloro-4-nitrofenol (DCNP) wybiérczo hamujg przytaczanie
reszty siarczanowej do réznych pochodnych fenolowych. Zwiazki te dzia-
tajg zarowno in vivo jaki in vitro. Podanie jednego z wymienio-
nych inhibitorow powoduje spadek poziomu estréw siarczanowych
N-OH-AAF w watrobie, rownolegty wzrost ilosci estrow glukuronowych
oraz znaczne obnizenie ilosci kowalencyjnych wiazan pomiedzy N-OH-
AAF a DNA, RNA i biatkiem (122, 123). Z badan in vivo wynika, ze co-
najmniej 70% potaczen AAF z DNA jest utworzone poprzez N-O-ester
siarczanowy N-OH-AAF (122). Przytaczenie reszty siarczanowej do grupy
hydroksylowej N-OH-AAF prowadzi do powstania labilnego estru, ktdry
rozpadajgc sie samoistnie tworzy produkt zdolny do reagowania z dostep-
nymi grupami nukleofilnymi (Ryc. 9). Gtdbwnym miejscem #3czenia sie
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Ryc. 9. Reakcja N-OH-AAF z metioning (wg. 6): a) estryfikacja grupy hydroksylowej
resztag siarczanowg oraz powstawanie labilnego estru, b) nieenzymatyczny rozpad
estru siarczanowego N-OH-AAF do posrednika zdolnego reagowaé z metioning,
c) powstawanie 1- i 3-metylotio AAF.
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reaktywnego posrednika z biatkiem jest atom siarki metioniny, a z kwa-
sami nukleinowymi C8guanozyny lub dezoksyguanozyny (119, 124, 122).

N-OH-AAF poza kancerogennym ma rowniez hepatotoksyczne dziata-
nie. Wykazano istnienie zaleznosci pomiedzy toksycznos$cig tego zwigzku
a aktywnosciag sulfotransferazy watrobowej (125—128). Ponadto zaobser-
wowano catkowity zanik toksycznosci tego kancerogenu po uprzednim
podaniu PCP czy DCNP (128).

Pomimo iz udziat estrow siarczanowych N-OH-AAF w kancerogennym
dziataniu tego zwigzku nie wzbudza watpliwos$ci, wymaga on jednak dal-
szych badan tym bardziej, ze przytgczenie reszty siarczanowej nie jest
jedyna reakcjg prowadzacg do powstawania kancerogennych posrednikéw
AAF (129—133).

Oprécz AAF w latach 70-tych zidentyfikowano szereg innych zwigz-
kéw dziatajacych kancerogennie w formie estréw siarczanowych. Do naj-
lepiej zbadanych nalezg: N-OH-2-acetyloaminofenantren (134, 135) N-OH-
fenacetyna (138, 139), N-OH-ksantyna (140—143) czy wreszcie C-O-ester,
1-OH-safarol (144, 145). Zwiazki te podobnie jak estry siarczanowe N-OH-
AAF moga wigzac sie kowalencyjnie z nukleofilnymi grupami DNA, RNA
i biatka.

Z przedstawionych w duzym skrocie danych wida¢, ze w wyniku
przytaczenia reszty siarczanowej moze dochodzi¢ do:

a) detoksykacji zwigzkéw egzogennych

b) zobojetniania zwigzkéw endogennych

c) powstawania fizjologicznie czynnych metabolitow
d) powstawania kancerogennych posrednikéw

V. Usuwanie siarczanéw

Nieorganiczne siarczany moga by¢ usuwane z organizmu jako wolne
jony SO j2lub jako estry. U szczura 80°0 wydalanych z moczem siarcza-
néw wystepuje w formie wolnej, reszta tj. okoto 20°/0 w formie zwig-
zanej (24).

Nieorganiczne siarczany sg usuwane gtownie przez nerki. Wielu bada-
czy wykazato wzrost poziomu siarczanéw w surowicy chorych z niewy-
dolnoscig nerek (146—148). W moczu roznych ssakow stwierdzono wyso-
kie stezenie siarczandéw przy podawaniu ich per os (149, 150). Berry
i wsp. (51) wykazali, ze 58°/0 podawanego doustnie znakowanego [35]-
siarczanu sodu jest wydalane z moczem, podczas gdy tylko 5°/0 z katem.
Dzienne wydalanie siarczan6w z moczem wynosi u cztowieka 360,
a u szczura 1400—1700 fimoli/kg wagi (152— 154).

Siarczany ulegajg swobodnej filtracji w kiebkach nerkowych, po czym
cze$¢ z nich wchiania sie zwrotnie w kanalikach dystalnych, a reszta po
przekroczeniu odpowiedniej wartosci progowej jest wydalana z moczem
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ostatecznym. Kanalikowa sekrecja siarczan6w wydaje sie nie mie¢ wiek-
szego znaczenia dla usuwania tych anionéw z organizmu (155).

Do tej pory niewiele wiadomo na temat mechanizmu reabsorpcji
zwrotnej siarczanéw z kanalikdw nerkowych do krwi. Wiadomo jedynie,
ze transport ten zalezy od stezenia jonéw sodowych i od stezenia dwu-
weglanéw (156, 157). Mechanizm czynnego transportu siarczanéw w nerce
wydaje sie byé odmienny od obserwowanego w erytrocytach, gdyz nie
jest on hamowany ani przez chlorki ani przez inne specyficzne dla erytro-
cytdw inhibitory transportu tych anionow (158).

Zdecydowana wiekszo$¢ substratow sulfotransferaz jest dobrze roz-
puszczalna w ttuszczach w zwigzku z czym sg one stosunkowo wolno usu-
wane z organizmu. Sprzezenie tych zwigzkéw z reszta siarczanowg
zwieksza ich polarno$¢ oraz utatwia wydalanie powstajacych produktéw.

Estry siarczanowe podobnie jak i nieorganiczne siarczany sg wydalane
gtéwnie z moczem, jakkolwiek mogg byé réwniez usuwane z z6icig (159,
160). Dzienne wydalanie estrdw siarczanowych z moczem wynosi u czio-
wieka 25 a u szczura 125 jimoli/kg wagi (153, 162). Brak jest danych
dotyczacych wydalania tych zwigzkéw z katem.

Droga wydalania zalezy miedzy innymi od gatunku zwierzecia i tak
np. szczur wydala wiele zwigzkéw z zbicia, natomiast krolik z moczem
(161). Innym czynnikiem wplywajagcym na ,wybor” drogi eliminacji
danego zwigzku z organizmu jest jego ciezar czasteczkowy i tak szczur
wydala z z64cig zwigzki o masie czgsteczkowej powyzej 325+ 50, natomiast
z moczem zwigzki o masie czasteczkowej ponizej 352+50 (161).

W badaniach in vivo wykazano, ze estry siarczanowe egzogennego
akceptora harmolu (7-hydroksy-lI-metylo-9H pirydo[3,4-b]indol), ktére
w warunkach fizjologicznych sg usuwane gtéwnie z moczem, w przypadku
wytaczenia z obiegu krwi nerek mogg by¢ wydalane z z6tcig (159). Wzrost
diurezy powoduje wyrazny wzrost ekskrecji estru siarczanowego harmolu
z moczem oraz spadek wydalania tego zwiazku z zétcig. Odwrotng sytuacje
a mianowicie wzrost wydalania estru siarczanowego harmolu z Zzbéikcig
kosztem usuwania go z moczem obserwowano po podaniu nafenopinu,
zwigzku przyspieszajgcego wydalanie Zzéici.

Badania te potwierdzajg sugerowang wczeé$niej kompensacyjng zalez-
no$¢ réznych drég usuwania estrow siarczanowych z organizmu oraz
wskazujg na mozliwo$¢ zmiany drogi wydalania tych zwiazkéw w réz-
nych stanach patologicznych.

Zaakceptowano 15 kwietnia 1983.
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I. Wstep

Procesy biochemiczne zachodzagce w mies$niach, w ktdrych energia che-
miczna przeksztatcana jest w mechaniczng, sg tak ztozone, ze do chwili
obecnej mimo rozlicznych badan — prowadzonych na uktadach wyizolo-
wanych jak i na calych mie$niach — ich molekularny mechanizm jest
nadal zbyt mato poznany. Zaproponowano juz wiele modeli skurczu opi-
sujacych oddziatywanie aktyny i miozyny lecz jak dotagd nie uwzglednia-
no w nicti ztozonej struktury miozyny. (1—4).

*) mgr, **) doc. dr hab., Zaktad Biochemii Komérki, Instytut Biologii DosSwiad-
czalnej im. M. Nenckiego PAN, 02-093 Warszawa, Pasteura 3.
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Jak wiadomo czgsteczka tego biatka jest heksamerem. Trzon czgsteczki
stanowig ciezkie tancuchy zwiniete w podwdéjny heliks. N-korice tych
tancuchdw zwiniete sg w kiebki, tworzace zgrubienia nazwane gtéwkami.
W strukture gtéwek oprécz tancuchdw ciezkich uwiktane sg dwie pary
lekkich tancuchéw miozyny (por. rozdz. Il). Gtéwki miozyny wraz z przy-
legajacym do nich fragmentem zwinietych w podwojny heliks tancuchéw
ciezkich o dtugosci ok. 450 A stanowig wypustki filamentu grubego (mio-
zynowego) w miesniu szkieletowym (por. Ryc. 3).

Dotychczas przyjmuje sie zgodnie, ze przeksztatcenie energii chemicz-
nej w mechaniczng uzaleznione jest od zmian konformacyjnych wypustek
(2—4, 8—10). Przyczyng tych zmian jest oddziatywanie miozyny z ade-
nozynotrdjfosforanem i cienkim filamentem (aktynowym). Lekkie tancu-
chy miozyny, o masie czasteczkowej 18 000, ulegajace zmianom konfor-
macyjnym pod wptywem wigzania wapnia i fosforylacji mogg w sposéb
istotny decydowac o potozeniu gtéwek. Wzajemne utozenie gtdwek wzgle-
dem siebie, jak rowniez wzgledem ptaszczyzny filamentéw oraz ich od-
dziatywanie na sasiednie struktury moze mieé decydujgce znaczenie
w efektywnos$ci wykorzystania energii chemicznej.

Wiadomo, ze skurcz miesni wszystkich rodzajéw *) jest inicjowany
przez wzrost stezenia jondw wapnia wewnatrz komdrki miesniowej. Zmia-
ny stezenia wapnia w komérce miesniowej, uzaleznione od systemu mem-
branowego, powodujg zmiany wzajemnego oddziatywania grubych i cien-
kich filamentéw. W zaleznosci od rodzaju miesni dominujg okreslone
mechanizmy regulacji interakcji wypustek miozynowych z aktyng. 1 tak
w miesniach szkieletowych zalezna od stezenia wapnia regulacja oddzia-
tywania filamentow miozynowych i aktynowych jest konsekwencjg zmia-
ny konformacji biatek regulujgcych, kompleksu tropomiozyny i troponiny,
tworzacych wraz z aktynag cienki filament (11). W miesniach gtadkich
kregowcéw i w komorkach niemiesniowych regulacja ta zachodzi poprzez
uaktywnienie kinazy fosforylujgcej lekki taricuch miozyny (12—12b). Zu-
petnie inny mechanizm regulacji dominuje w mie$niach mieczakéw, gdzie
lekki tancuch miozyny wigzac jon wapnia ulega zmianom konformacyj-
nym umozliwiajagc oddziatywanie aktyny z miozyng (13, 14).

Jednakze, zarowno modele skurczu jak i hipotezy dotyczgce proceséw
regulujgcych interakcje miozyny i aktyny sg zbyt uproszczone i niekiedy
obserwacje poczynione tak w badaniach biochemicznych, jak i w fizjolo-
gicznych bardzo trudno z nimi pogodzi¢ (4). Na przyktad wiasciwie nie
wiadomo jakie znaczenie w mies$niu szkieletowym — w ktéorym dominuje
system regulacji skurczu uzalezniony od zmian konformacyjnych tropo-
miozyny i troponiny — ma obecnos$¢ specyficznej kinazy i fosfatazy lek-

*> Zagadnienia regulacji skurczu, jak réwniez inne dotyczace struktury i funkcji
komérki miesniowej poruszane tutaj w ogromnym skrdcie zostaty bardziej szczsgo-
towo omdéwione w ,,Postepach Biochemii” (18—22).
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kich tancuchdéw (15—17), uktad enzymdw, ktéry w mies$niu gtadkim wy-
daje sie by¢ catkowicie wystarczajgcym systemem regulacji skurczu.

Powstajg wiec pytania, czy oprécz dobrze juz znanych mechanizméw
regulacji skurczu w réznych miesniach dziatajg jakie$ inne mechanizmy
dodatkowe? Jaka jest rola tancuchow regulujgcych miozyny w mieéniu
szkieletowym szybkim? Czy w skurczu miesnia szybkiego oprdcz regulacji
oddziatywania miozyny z aktyng uzaleznionej od zmian konformacyjnych
kompleksu tropomiozyny i troponiny, skladnikdw cienkiego filamentu,
dziata inny jeszcze mechanizm regulacyjny, w ktorym istotne znaczenie
mie¢ mogg tancuchy regulujgce miozyny? W arytkule omowiono badania
zmierzajgce do udzielenia odpowiedzi na powyzsze pytania.

Il. Rodzaje tancuchéw regulujacych miozyny

Jak juz wspomniano gtéwki miozyny utworzone sg z 200 A odcinkdw
N-4toncéw tancuchdw ciezkich i dwéch par tancuchéw lekkich (5—7).
Kazda gtowka zawiera po jednym z dwoch rodzajéw tancuchéw *\ tan-
cuchami regulujgcymi nazwano tancuchy o masie czasteczkowej 18 000—
20 000 (masy czasteczkowe sg rézne w zaleznoSci od rodzaju miesnia).
Wspdling charakterystyczng ich cechg jest zdolno$¢ wigzania-sie z miozyna
z mie$ni mieczakow, ktorg pozbawiono uprzednio dziataniem EDTA fan-
cucha regulujgcego. Sg one w stanie w okreSlonych warunkach zastgpic
usuniete tancuchy w ich funkcji. Opisana wyzej wiasciwosé tancuchdw
regulujacych, ktorej zawdzieczajag swa nazwe wynika z ich budowy. Ze
wzgledu rta charakterystyczng sekwencje aminokwasow nalezg one do
grupy biatek wigzacych wapn (23—26).

W prawdzie tancuchy drugiego rodzaju (nie nalezace do tancuchéw re-
gulujacych), mocniej uwiktane w strukturze gtéwek miozyny po oddzie-
leniu od trzonu czasteczki nie wigzg jonow wapnia jednakze zalicza sie
je réwniez do tej samej grupy biatek. Lancuchy te nie majag wptywu na
wigzanie metali dwuwarto$ciowych przez miozyne (26). Wszystkie dotych-
czas stosowane metody oddzielania tych tancuchéw od trzonu czasteczki
miozyny prowadzity réwnocze$nie od inaktywacji ATPazy miozynowej.
Dlatego nazwano je istotnymi (ang. ,,essential”). Przypuszczano, ze sg nie-
zbedne dla zachowania enzymatycznej aktywnosci miozyny. Jednakze
ostatnio Wagner i Giniger (27) otrzymali ciezkie tanicuchy sub-
fragmentu miozyny (gtéwek miozyny) pozbawione lekkich tafncuchdéw
a wykazujace 30—80% aktywnos$ci enzymatycznej tego subfragmentu.

*) Obok nazw okre$lajacych funkcje taricuchéw stosowane sa nazwy wynikajgce
z ich ruchliwos$ci elektroforetycznej np. LCi, LC2 LC3, w przypadku miozyny z mies$ni
szkieletowych, lub majace zwigzek ze sposobem oddzielania tych tancuchéw od trzonu
czasteczki np. tancuchy alkaliczne, oddzielajgce sie¢ w $rodowisku alkalicznym lub
tancuchy DTNB ulegajace dysocjacji po zablokowaniu grup tiolowych miozyny dwu-
siarczkiem 3-karboksy,4-nitrofenylowym (DTNB).



358 D. STEPKOWSKI, I. KAKOL [41

Do oddzielania lekkich fancuchéw od trzonu czasteczki zastosowali oni
chromatografie powinowactwa wiazac je, po oddysocjowaniu w bardzo
tagodnych warunkach, z unieruchomionymi na kolumnie z sefarozy spe-
cyficznymi ich przeciwciatami. Okazato sie wiec, ze lekkie taincuchy zali-
czane do ,,niezbednych” dla zachowania enzymatycznej aktywnosci, naj-
prawdopodobniej stabilizujg i modyfikuja centrum aktywne ATPazy mio-
zynowej, lecz nie biorg bezposredniego udziatu w tworzeniu tego centrum.
Podobienstwo strukturalne lekkich tancuchow obu rodzajow pomimo réz-
nic w zdolnosci wigzania wapnia i funkcji w czasteczce, zostato réwniez
potwierdzone w badaniach immunologicznych (28).

Powracajgc jednak do tancuchéw regulujagcych pozostaje do uzasad-
nienia dlaczego ta nazwa jest stuszna i na czym polega regulacja oddziaty-
wania miozyny i aktyny w mieé$niu szkieletowym przez te tancuchy, jaki
jest jej mechanizm. Na podstawie dotad zebranych informacji odpowiedz
niestety nie jest tatwa.

Poczatkowo przypuszczano, ze obecno$¢ w miozynie miejsc wykazuja-
cych duze powinowactwo do wapnia, oraz utrata zdolnosci wigzania wap-
nia przez miozyne po oddzieleniu tancuchéw regulujgcych moze miec
zwiazek z nieznanym dotad dodatkowym mechanizmem kontroli skurczu,
w ktérym graja one decydujaca role (29, 30). Jednakze hipoteza ta nie
uzyskata potwierdzenia w badaniach Bagshaw i Reed (31) chociaz
nie wykluczajg oni mozliwosci istnienia takiej regulacji. By¢ moze, ze
zaobserwowane zmiany konformacyjne miozyny po przytaczeniu wapnia
w badaniach przeprowadzanych na miesniach trudno powtérzy¢ na ukta-
dach izolowanych (32, 33). W doswiadczeniach z biatkami kurczliwymi
takiej regulacji nie stwierdzono (31). Zasadniczg réznicg pomiedzy taricu-
chami regulujgcymi miozyny z mig$ni mieczakéw a taricuchami, ktore
nazwano regulujgcymi z mie$ni ssakow jest ich niezdolno$¢ przywracania
miozynie z mie$ni mieczakéw utraconego powinowactwa do wapnia.

Jony magnezu lub wapnia wigzg sie do miejsc niespecyficznych w
kazdym z tafncuchow regulujgcych miozyny niezaleznie od rodzaju miesni
z ktérych pochodzg i utrwalajg wigzania pomiedzy tymi tafAcuchami
a ‘tancuchami ciezkimi stanowigcymi trzon czasteczki miozyny (34).
Kendrick-Jones iin. (35) rozrozniajg dwie grupy tancuchow regu-
lujgcych. Do pierwszej zaliczajg tancuchy tworzace z pozbawiong tancucha
miozyng z miesni mieczakOw miejsce silnie i specyficznie wigzace jony
wapnia oraz przejmujgce funkcje regulacji interakcji z aktyng. Do tej
grupy oprécz tancuchéw regulujagcych miozyny z miesni mieczakéw zali-
cza sie analogiczne tafcuchy miozyny z mies$ni gtadkich. W obydwu przy-
padkach nazwa jest zgodna z funkcja tych taficuchéw. Do drugiej grupy
zalicza sie tancuchy o duzym powinowactwie do jonéw dwuwartoscio-
wych (Mg2+, Ca2+) i w obecnosci tych jonow silniej zwigzane z trzonem
czasteczki. Zdaniem niektorych autorow aktyna wigze sie z czgsteczka
miozyny z dala od miejsc, w ktdrych wigzg sie jony dwuwartosciowe (35).
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Jak juz wspomniano tancuchy regulujagce zaliczone do drugiej grupy
moga w pewnych warunkch zastgpi¢ taficuch regulujacy miozyny z miesni
mieczakéw. Dzieje sie to wowczas gdy w miozynie z mieSni mieczakow
obecny jest jeden z jej witasnych tancuchéw regulujacych i jak mozna
przypuszcza¢ on to wtedy reguluje jej interakcje z aktyng (35). Drugim
koniecznym warunkiem jest obecno$¢ aktyny w czasie usuwania jednego
z tancuchow regulujacych miozyny z miesni mieczakéw. Aktyna bowiem
tworzac kompleks z miozyng utrwala jej strukture (35). Jaki jest mecha-
nizm przejmowania funkcji regulatora interakcji miozyny z aktynga przez
natywny fancuch regulujacy pozostaty w jednej z dwoch gtowek miozyny
z mieczakéw po dziataniu EDTA dotychczas nie jest wyjasnione (36).
Kendrick-Jones wysuwa przypuszczenie kooperacji pomiedzy
gtéwkami miozyny, z ktorych jedna zawiera natywny tancuch regulujacy,
druga za$ zawiera wbudowany tancuch pochodzacy z miozyny mie$ni
szkieletowych, a wiec tafncuch regulujacy zaliczany do grupy drugiej (36,
37). Jednakze ostatnio wykazano, ze obecno$¢ dwoch gtéwek nie jest ko-
nieczna dla zachowania regulowanej stezeniem wapnia interakcji miozyny
i aktyny. Subfragment 1 (Ryc. 3), odtrawione enzymami proteolitycznymi
gtowki miozyny miesni mieczakdw po wbudowaniu nieuszkodzonego enzy-
mami proteolitycznymi tancucha regulujgcego reagujag z aktyng dopiero
woéwczas, gdy utworzone pomiedzy tym tanficuchem a trzonem czasteczki
miejsce wykazujgce duze powinowactwo do wapnia zostanie nim wysy-
cone (38). Poniewaz w odtrawionych gtéwkach miozyny kooperacja jest
raczej niemozliwa, przypuszczenie Kendricka-Jonesa zostato po-
twierdzone.

I11. £ancuchy regulujace jako podjednostki miozyny z miesni
szkieletowych szybkich

I11-1. Warunki dysocjacji tancuchéw regulujacych

Zastanawia zréznicowana trwato$¢ wigzania zaobserwowana w bada-
niach warunkéw dysocjacji tancuchéw regulujgcych miozyny z miesni
szkieletowych krélika. Konsekwencjag termodynamiczng znacznego obni-
zenia powinowactwa tafncuchdéw, po oddzieleniu ich od trzonu czasteczki,
do jonow dwuwartosciowych (39—42) jest ich dysocjacja w obecnosci
EDTA (43—45). Istnieje tutaj pewne podobieristwo do taficuchéw regulu-
jacych miozyny z miesni mieczakow. W obecnosci EDTA w temperaturze
0° mozna réwniez oddzieli¢ tylko ok. 50% analogicznych tahcuchéw mio-
zyny z mieé$ni szkieletowych szybkich (43). Catkowite ich usuniecie wy-
maga rownoczesnego rozluZznienia wigzania z trzonem czasteczki (np. przez
zablokowanie grup tiolowych lub podwyzszong temperature) oraz wyeli-
minowania zwigzanego z biatkiem jonu metalu dwuwartoSciowego (przez

8
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wprowadzenie chelatora do $srodowiska) (45—47). Zastosowanie kontrolo-
wanego blokowania grup tiolowych asymetrycznym dwusiarczkiem po-
zwolito na wykazanie, ze dysocjacja obydwu tancuchow jest mozliwa
wowczas, gdy blokowaniu ulegajg grupy tiolowe lekkich taficuchéw mio-
zyny. (48, 49).

We wczesniejszych badaniach do oddzielania tancuchdéw regulujgcych
od miozyny z miesni szkieletowych krdélika stosowano dziatanie syme-
trycznego dwusiarczku (DTNB) w obecnosci EDTA. Kendrick-
Jones, Szentkiralyi i Szent-Gyorgyi (35 zwrocili uwage,
ze obecnos¢ EDTA zwieksza ilos¢ zdysocjowanych tancuchéw. Jednakze
wiekszo$¢ autoréw uwaza, ze i tg metodg tylko niewiele ponad 50% tan-
cuchow tatwo oddziela sie od trzonu czasteczki (29, 50, 51). Podobne wy-
niki otrzymano wywotujgc dysocjacje tancuchow regulujgcych w obec-
nosci ich przeciwciat (52). Taka zréznicowana trwato$¢ wigzania dwoch
tancuchow regulujgcych nasuwa przypuszczenie o réznicach w ich budo-
wie lub w budowie gtowek miozyny. Jednakze na ogo6t panuje poglad, ze
zaréwno fancuchy regulujgce wbudowane do obu gtdwek czasteczki mio-
zyny jak i te gtéwki sa identyczne (53). Interesujgce wyjasnienie roznej
trwatosci wigzania tafcuchéw regulujagcych proponuje Bagshaw (53).
Przyjmuje on w swych rozwazaniach nastepujace zatozenie: miejsca w
czgsteczce miozyny wiazace taficuchy regulujgce stajg sie po ich dysocjacji
(w nieobecnosci jonéw dwuwartosciowych) jak gdyby ,lepkie” i przyta-
czajace sie tatwo do drugiej gtdwki miozyny. Nastepuje wdwczas zabu-
rzenie rownowagi kontrolujagcej wigzanie jonéw dwuwartosciowych, dy-
socjacje i asocjacje lekkich tancuchow miozyny. Obnizenie stezenia jondw
dwuwartosciowych powoduje odwracalng dysocjacje tancuchow reguluja-
cych i uwarunkowane kinetycznie odwracalne zlepianie gtéwek miozyny.
Przesuniecie rownowagi, wywotane zlepieniem sie gidwek moze w zalez-
nosci od warunkéw powodowaé zaburzenia wigzania jonéw dwuwartoscio-
wych.

Ogoblny schemat dysocjacji taricuchéw regulujacych i jonéw dwuwar-
tosciowych przedstawiono na rycinie-1. Przez dob6r odpowiednich para-
metrow Bagshaw wykazal mozliwos$¢ uzyskania pozytywnej lub negatyw-
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Me.L. H—H. L.Me -r Me. L.H-H+L.Me -r H-H+2L. Me
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Me.L. H-H.L 4=h+* Me.L.H-H+L -r -H-H+L Me
+ Me +Me +Me+L
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Ryc. 1. Schemat dysocjacji jonéw metali dwuwarto$ciowych i tancuchow reguluja-
cych miozyny. Me —jon metalu dwuwartosciowego; L —tancuch regulujacy; H—H
miozyna pozbawiona tancuchdédw regulujacych.
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nej kooperacji gtéwek w czasie wigzania jonéw dwuwartosciowych przez
miozyne (53). Rozwazania te jednak nie majg znaczenia dla wyjasnienia
mechanizmoéw zachodzacych w mies$niu ze wzgledu na znaczne wewnatrz-
komodrkowe stezenie jondw magnezu.

Nie fatwo tez przyjmujac zatozenia Bagshawa wyjasni¢ wpltyw usu-
wania tafcuchdw regulujgcych na aktywnosé¢ ATPazy miozynowej. W ta-
beli | zestawiono wyniki badan aktywno$ci ATPazy miozyny czesciowo
lub catkowicie pozbawionej tancuchéw regulujagcych. Prawie we wszyst-
kich przytoczonych w tabeli przykiadach nie stwierdzano wptywu usuwa-
nia tancuchdw na aktywno$¢ miozynowej ATPazy oznaczanej w nieobec-
nosci aktyny, wykazano natomiast bardzo wyrazny wplyw w obecnosci
aktyny. Mozna zatem uwazac¢, ze usuniecie tancucha regulujacego zaburza
oddziatywanie miozyny z aktyng oraz, ze ten tancuch reguluje wzajemne
oddziatywanie tych dwdéch biatek petnigc funkcje efektora aktomiozyno-
wej ATPazy. Zastanawia jednak wyrazny brak zbieznosci pomiedzy
iloScig usunietych tancuchow a aktywnoscig ATPazy oznaczanej w obec-
nosci jonow magnezu i aktyny. Wprawdzie przyjmujac zatozenia Bagshaw
mozna sobie wyobrazi¢ ze zlepianie gtéwek powoduje zaburzenie powsta-
wania bipolarnych filamentdw miozyny i to witasnie jest przyczyng obni-
zenia ATPazy aktomiozynowej. Nastepujacy jednak wzrost aktywnosci
ATPazy po usunieciu ok. 50°0 taricuchéw dziataniem EDTA w tempera-
turze 0°, wskazuje, ze w tym przypadku modyfikacja miozyny prowadzi
do utatwienia oddziatywania aktyny z miozyng (por. Tabela 1).

Tabela 1

Zmiany aktywno$ci ATPazy miozynowej po cze$ciowym lub catkowitym pozbawieniu tego biatka
faricuchéw regulujacych

1los¢ Aktywno$¢ ATPazy oznaczanej
Metoda usuwania fafncuchow usunietych w obecnosci Pismien-
z trzonu czasteczki miozynowej tancuchow nictwo
! y ] K+ Ca+ Mg2+ oraz
(%) aktyny
Dziatanie EDTA w temp. 0°C 48 108 145 160 43
Dziatanie EDTA w temp. 37°C 70 103 104 89 45
Dziatanie DTNB w obecnosci 55 38 96 30, 40, 74*> 29
EDTA w temp. 0°C 60 100 100 27 54
50 100 101 38—78**) 51
Dziatanie DTNB w obecnosci
EDTA i ponowne dziatanie EDTA
w temp. 0°C 98—100 101 100 30—39%*> 55

Aktywnosci ATPazy podano w % aktywnosci specyficznej miozyny natywnej (kontrolnej).
*> Aktywno$¢ ATPazy oznaczano w obecnosci réznych ilosci KC1 w $rodowisku (stezenie koficowe kolejno 25, 53,
100 mM).
**> Aktywno$¢ ATPazy oznaczano w obecnosci réznych iloéci aktyny od 0.5 mola aktyny na mol miozyny (niedobér)
do 24 moli aktyny na mol miozyny (znaczny nadmiar).
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Poréwnujac warunki usuwania tancuchoéw regulujacych i zmiany
aktywnos$ci aktomiozynowej ATPazy mozna z tatwoscig dostrzec, ze w
miare wprowadzania czynnikow rozluzniajgcych strukture gtowek miozy-
ny (termiczna denaturacja lub blokowanie grup tiolowych miozyny) naste-
puje znaczne obnizenie aktywnosci aktomiozynowej ATPazy. Po ponow-
nym whbudowaniu usunietych tafcuchéw nastepuje powrdt aktywnosci
ATPazy do poziomu aktywnos$ci miozyny natywnej traktowanej jako
uktad kontrolny (55).

Przytoczone powyzej wyniki badan wyraznie wskazujg, ze wraz z mo-
dyfikacjg miozyny z miesni szkieletowych szybkich, przez czesciowe lub
catkowite usuniecie jej tancuchéw regulujgcych, modyfikacji ulega oddzia-
tywanie tej miozyny z aktyng. Zmiany jednak wywotane brakiem lub
zmniejszeniem ilosci tancuchéw regulujacych nie dadza sie wyttumaczy¢
zwykly stechiometria wigzania i dotycza bardziej ztozonych procesow,
ktérych zaburzenie nastapito po usunieciu podjednostki petnigcej funkcje
biatkowego efektora enzymu.

111-2. Struktura tancuchéw regulujgcych

Homologiczne biatka wigzgce wapn do ktorych zalicza sie roéwniez
tancuchy regulujgce oméwiono juz w ,,Postepach Biochemii” (56). Biatka
te wykazuja znaczne podobienstwo sekwencji aminokwasowych, a co
zatym idzie duze podobieAstwo w strukturze drugorzedowej. Charakte-
rystycznym elementem strukturalnym tych biatek sg tzw. domeny wig-
zace wapn (Ryc. 2), ktore wykryto badajgc strukture krystalograficzng
parwalbuminy (57, 58). Na podstawie homologii sekwencji aminokwaso-
wej postuluje sie wystepowanie trzech lub czterech analogicznych domen
w czasteczkach pozostatych biatek wigzacych wapiA w tym i tafcuchow
regulujgcych miozyny (57—60). Na rycinie 2 przedstawiono sekwencje
aminokwaséw tancucha regulujgcego miozyny z miesni szkieletowych
krélika (58) z zaznaczong domeng wigzaca jony wapnia lub magnezu,
sktadajacag sie z dwoch odcinkéw a-heliksu oraz ,petli” wigzacej te jony
wraz z resztami aminokwasowymi, dostarczajagcymi ligandéw do ich
koordynacji. Domena jest potozona w N-kornicowym fragmencie sekwencji.
W dalszej jej czesci tancuch polipeptydowy wykazuje mniejsze podo-
biefstwo struktury do parwalbuminy, w miejscach odpowiadajacych po-
zostatym trzem domenom zwiaszcza w ,petlach” wigzgcych jony dwu-
wartosciowe. Na tej podstawie mozna przewidywac, ze tancuchy regulu-
jace miozyny miesni szkieletowych beda wigza¢ tylko jeden jon wapnia
lub magnezu na czasteczke (58, 59) co potwierdzajg omowione wczesniej
prace doswiadczalne. W tancuchach tych przed domeng wiazacg wapn
znajduje sie 25-cio aminokwasowy odcinek zawierajagcy dwie potozone
obok siebie reszty serynowe, z ktérych jedna ulega fosforylacji przez
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Ryc. 2. Sekwencja aminokwasowa tafcuchéw regulujagcych miozyny mies$ni szkieleto-
wych krélika wg. (26). Na rysunku zaznaczono domene wigzaca wapn, reszty seryno-
we 14 i 15 z ktérych jedna ulega fosforylacji, miejsca trawienia trypsyng i chymo-
trypsyna oraz dwie reszty cysteinowe modyfikowane przez DTNB.

A — Ala, B— Asx, C—Cys, D— Asp, E— Glu, F.—Phe, G — Gly, H— His, I— lle,
K —Liz, L —Leu, M — Met, N— Asn, P—Pro, Q — Gin, R — Arg, S— Ser, T — Tre,
V—Wal, W—Trp, Y—Tyr, Z—GlIx.

kinaze lekkich tahcuchow. Trawienie enzymami proteolitycznymi w ta-
godnych warunkach prowadzi do odszczepienia fragmentéw lekkiego
tancucha potozonych w tym odcinku (61, 62) co pokazano na rycinie 2.
Na samym N-koncu sekwencji wystepuje az pie¢ hydrofilowych reszt
aminokwasowych o charakterze zasadowym. Duza hydrofilno$¢ a takze
podatno$¢ na trawienie i fosforylacje wskazuje, ze ta cze$¢ taincucha regu-
lujgcego znajduje sie na powierzchni czasteczki miozyny i jest tatwo
dostepna dla enzyméw odpowiedzialnych za te procesy.

Czasteczka tancucha regulujgcego jest asymetryczna, sktada sie praw-
dopodobnie z czesci globularnej i wydtuzonej czesci elastycznej. Dtugosé
czasteczki ok. 150 A ulega zmniejszeniu do 100 A po zwigzaniu jonu wap-
nia. Po odtrawieniu od N-konca fragmentu o masie ok. 2000 zawierajgcego
seryne ulegajacag fosforylacji (Ryc. 2) zmiany diugosci czasteczki tancu-
cha regulujacego po zwigzaniu wapnia sg o potowe mniejsze (63). Mozna
wnioskowaé zatem, ze N-kohcowy fragment ma istotne znaczenie dla
konformacyjnych zmian czgsteczki wywotanych zwigzaniem jondéw wap-
nia (63). Miozyna rekonstytuowana z taincuchem regulujacym zawierajg-
cym znacznik spinowy ulegata zmianom konformacyjnym po zwigzaniu
jonu wapniowego, obserwowanym w roznicy sygnatu EPR (64). Zmiany te
sg inne niz w badaniach na wyizolowanym tafAcuchu, co jak sie wydaje
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moze by¢ spowodowane oddziatywaniem tancucha regulujacego z tancu-
chem ciezkim miozyny (29). Wystepowanie takich oddziatywan wynika
z réznic stalych wigzania jonéw wapnia i magnezu, ktorych wartosci sg
o kilka rzedow nizsze w przypadku tahcucha wyizolowanego w stosunku
do wartosci uzyskanych dla catej miozyny (29, 30). Jezeli seryna w tancu-
chu regulujacym wystepuje w formie ufosforylowanej zmniejsza sie po-
winowactwo do jonéw wapnia zarobwno miozyny jak i tancuchéw wyizo-
lowanych (63, 64).

Struktura tancuchow regulujagcych warunkuje zatem ich funkcje regu-
lacyjng dwojako, przez wiazanie jonéw wapnia oraz przez fosforylacje
seryny. Oba zjawiska, koordynacji jonéw wapnia i kowalencyjnej mody-
fikacji biatka wptywaja, jak omoéwiono powyzej, na konformacje regulu-
jacych tancuchéw niezaleznie od tego czy sg one zwigzane z czgsteczka
miozyny czy wyizolowane z czasteczki. Te wtasnie zmiany konformacyjne
moga wskazywaé na mozliwos¢ oddziatywania tancuchéw regulujgcych
na utozenie gtéwek miozynowych.

111-3. Potozenie tancuchdéw regulujacych w czasteczce miozyny

Pierwsze informacje dotyczace potozenia tancuchdw regulujacych w
czasteczce miozyny uzyskano w badaniach struktury i wiasciwosci po-
szczegblnych fragmentéw miozyny otrzymanych w wyniku trawienia
proteazami. Okazato sie, ze w zaleznosci od obecnosci lub nieobecnosci
jonow dwuwartosciowych tancuchy regulujagce mogg wptywac¢ na trwa-
to$¢ rozluznionej, dostepnej dla enzymow proteolitycznych czesci tancucha
ciezkiego taczacej gtowki (tzw. subfragmenty 1— Si) z dalszg czesScig
czasteczki miozyny (65— 70).

Pod wptywem dziatania proteaz tancuchy regulujgce ulegajg czescio-
wej degradacji. Dlatego przy otrzymywaniu ciezkiej meromiozyny —
HMM (zawierajacej obie gtéwki oraz odcinek ciezkich tancuchéw o diu-
gosci 450A nazwany subfragmentem 2— S2) dla zmniejszenia dostepnosci
enzyméw proteolitycznych do tafcuchéw regulujagcych wprowadza sie do
Srodowiska jony magnezu rzadziej wapnia, stabilizujgce czwartorzedowg
strukture czasteczki. Powstata w wyniku fragmentacji proteolitycznej
czes¢ miozyny lekka meromiozyna — LMM, nieaktywna enzymatycznie
jest tym fragmentem miozyny, ktéry tworzy trzon filamentu grubego,
ciezka meromiozyna odpowiada temu odcinkowi czagsteczki miozynowej,
ktéry tworzy wypustki na filamencie grubym (Ryc. 3). Lancuch reguluja-
cy wigze sie z gtowka miozyny oddzielong w wyniku trawienia ciezkiej
meromiozyny trypsyna (71). Fakt ten stanowi potwierdzenie, ze taficuch
regulujacy znajduje sie w enzymatycznie aktywnym fragmencie miozyny,
jak réwniez moze by¢ wykorzystany jako posredni dowdd mozliwosci
oddziatywania tafAcucha regulujgcego na zmiany potozenia gtowki mio-
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Ryc. 3. Przypuszczalne potozenie taricucha regulujagcego w czasteczce miozyny.
Me2+ — miejsce wigzania Mg2+ lub Ca*'Ll P —miejsce fosforylacji; Si— subfrag-
ment 1 miozyny; S2— subfragment 2 mio/.yny; IIMM — ciezka meromiozyna; LMM —
lekka meromiozyna; A —monomer aktyny w Kkontakcie z gtéwkg miozyny: SHi,
SH2— charakterystyczne grupy tiolowe, ktdrych blokowanie wptywa na aktywnosé
ATPazy miozynowej.

zyny. Na rycinie 3 przedstawiono przypuszczalne potozenie tancucha
w czasteczce miozyny opierajac sie gtéwnie na sugestiach Morneta
i in. (72). Autorzy ci poréwnujac potozenie charakterystycznych grup
tiolowych miozyny SH, i SH2 jak rowniez centrum aktywnego (73—=82)
sugerujg, iz C-koncowy fragment miozyny — na odcinku, w ktorym znaj-
dowac sie ma centrum aktywne enzymu oraz miejsce interakcji miozyny
z aktyng — przedstawia wraz z znajdujagcym sie w poblizu taincuchem
regulujgcym system biorgcy udziat w regulacji oddziatywania miozyny
i aktyny przez zmiany potozenia gtéwki miozyny wzgledem osi (trzonu)
filamentu grubego. Na poparcie swego przypuszczenia autorzy, powotuja
sie na wykazang przez Huxleya i Simon s’a (3) role labilnego
odcinka tgczacego subfragment 1 z subfragmentem 2.

Dodatkowe informacje dotyczace utozenia tancuchéw regulujgcych w
gtéwce miozynowej pochodza z badan metodami immunologicznymi.
Przeciwciata otrzymane zaréwno przeciw tafcuchom regulujacym, jak
i przeciw tancuchom lekkim stabilizujgcym aktywne centrum enzymu,
wigzg sie z czasteczkg miozyny w rejonie subfragmentu 1 bliskim C-konca
oraz labilnego odcinka sasiadujagcego z subfragmentem 2 (83). Badania te
potwierdzajg sugestie wysuwane na podstawie informacji posrednich z ba-
dan fragmentacji czasteczki miozynowej w réznych warunkach, jak row-
niez z badania charakterystyki i lokalizacji aktywnego centrum mio-

zyny (4).



366 D. STEPKOWSKI, I. KAKOL [12]

I11-4. Fosforylacja tancuchéw regulujgcych

Przy omawianiu struktury tafcuchéw regulujacych zwrécono uwage,
ze jedna z reszt serynowych (14 lub 15) ulega odwracalnej kowalencyjnej
modyfikacji przez fosforylacje. Enzymem katalizujgcym przytgczenie
reszty fosforylowej, pochodzacej z czasteczki ATP, do grupy hydroksylo-
wej taficucha bocznego seryny jest, specyficzna dla taricucha regulujgcego
kinaza, nazwana kinazg lekkich tancuchéw miozyny (15, 16). Kinaza jest
aktywna w kompleksie z kalmoduling biatkiem wigzagcym wapi wysycong
czterema jonami wapnia. Dzieki temu proces fosforylacji jest regulowany
przez stezenie jonow wapnia (84, 85). Defosforylacja tancucha reguluja-
cego zachodzi przy udziale specyficznej fosfatazy lekkich tancuchow mio-
zyny (17). Reakcje fosforylacji i defosforylacji obrazuje rycina 4. Przy
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Fosfataza lekkich tadcuchéw miozyny

Ryc. 4. Schemat procesu fosforylacji i defosforylacji tancuchéw regulujgcych miozyny
z mieéni szkieletowych szybkich.

stezeniu jonéw wapnia bliskim stezenia wymaganego do aktywacji skur-
czu migénia szkieletowego (ok. 10-fl M) kalmodulina wigze cztery jony
wapnia i przytgcza sie do kinazy lekkich tancuchéw miozyny. Powstaty
kompleks wykazuje w obecnosci jonow magnezu aktywnos$¢ fosfotransfe-
razy wobec lekkich tancuchéw regulujgcych miozyny. Biatka miofibry-
larne ulegajace fosforylacji, jak i enzymy biorgce udziat w procesie fos-
forylacji i defosforylacji biatek aparatu kurczliwego miesni zostaty szerzej
opisane w ,Postepach Biochemii” (22).

Od momentu odkrycia przez Perrie i Perry (86) dwoch form
tancucha regulujacego i wykazania, ze r0znig sie¢ one obecnoscig reszty
fosforylowej, usitowano wyjasni¢ ich role w skurczu mie$ni. W miesniach
gtadkich fosforylacja tancuchéw regulujacych jest czynnikiem niezbed-
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nym do aktywacji miozyny przez aktyne (12a, 12b, 87). Wynika to z ba-
dan regulacji skurczu w réznych typach miesni gtadkich (87—92). W przy-
padku tych miesni postuluje sie system regulacji wykorzystujgcy fosfo-
rylacje tancucha regulujacego, jako czynnik inicjujagcy skurcz, natomiast
defosforylacje jako czynnik rozkurczajacy. Dane z badan in vitro jak
i in vivo nie potwierdzajg takiego efektu w przypadku miesnia szkieleto-
wego. Rola fosforylacji tancucha regulujgcego miozyny miesni szkieleto-
wych jest jeszcze wcigz niejasna. Nalezatoby oczekiwaé, ze wprowadzenie
silnie ujemnie natadowanej grupy fosforylowej w strukture biatka po-
winno wptywaé na jego konformacje. Biorgc pod uwage potozenie tancu-
cha regulujgcego w czasteczce miozyny w miejscu fgczenie sie gtowki
z resztg ciezkiego tancucha, zmiana jego konformacji moze wptywac na
centrum aktywne miozyny znajdujgce sie w gtowce, jak rdwniez na uto-
zenie gtowki miozyny wzgledem powierzchni grubego filamentu i oddzia-
tywanie z aktyng. Istnieje szereg dowoddéw na wystepowanie zmian w
strukturze tancucha regulujagcego, a takze catej czasteczki miozyny pod
wptywem jego fosforylacji (63, 64). Warta podkre$lenia jest rézna podat-
no$¢ zagregowanej w filamenty miozyny ufosforylowanej i zdefosforylo-
wanej miesni szkieletowych na trawienie enzymami proteolitycznymi (93).
Fosforylacja tancucha regulujgcego ostabia dziatanie chymotrypsyny
i papainy, enzymoéw proteolitycznych na lekki tancuch, a takze w miejscu
taczacym subfragmenty 1 i 2 (por. Ryc. 3). Lancuch regulujagcy zatem w
formie ufosforylowanej ostania przed enzymami proteolitycznymi miejsce,
od ktérego zalezy ruch gtéwki, réwnocze$nie sam staje sie bardziej od-
porny na dziatanie enzymoéw proteolitycznych. Z drugiej strony w obec-
nosci ufosforylowanego taricucha regulujgcego utatwione jest powstawa-
nie ciezkiej meromiozyny.

Syntetyczne filamenty utworzone z oczyszczonej miozyny ufosforylo-
wanej i zdefosforylowanej wykazywaly odmienng strukture w obrazach
z mikroskopu elektronowego (K. Kasman — dane niepublikowane). R0z-
nity sie one réwniez stopniem rozpuszczalno$ci w roztworach o zwieksza-
jacym sie stezeniu soli adenozynotrojfosforanu, pirofosforanu. Filamenty
utworzone z miozyny ufosforylowanej sg wprawdzie trudniej rozpuszczal-
ne w roztworach zawierajgcych stezenie soli zblizone do fizjologicznych,
natomiast w obecnosci ATP i PPi rozpuszczajg sie tatwiej niz filamenty
miozyny zdefosforylowanej. Wskazuje to na rdznice w oddziatywaniach
stabilizujgcych strukture filamentéw obu form miozyny.

Badano réowniez wptyw fosforylacji na witasciwo$¢ wiazania kationéw
wapnia przez taincuchy regulujagce. Holroyde i in. (94) nie uzyskali
réznic w wigzaniu jonéw wapnia z miozyng ufosforylowana i zdefosfory-
lowang, co jest niezgodne z prezentowanymi wyzej wynikami (41) uzyska-
nymi na izolowanych tancuchach, jak réwniez z badaniami miozyny
z whudowanym faincuchem regulujgcym z przytaczonym do niego znacz-
nikiem spinowym (64). Obserwowane roznice wynikajg z odmiennosci
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metod zastosowanych do oznaczania wigzania wapnia. Zmiany konforma-
cyjne miozyny pod wptywem fosforylacji, jakkolwiek ich charakter nie
jest dobrze poznany mozna uzna¢ za udowodnione. Zmiany te przenoszg
sie takze na strukture filamentu miozynowego. Wptyw fosforylacji tancu-
chéw regulujacych na aktywno$¢ enzymatyczng miozyny mieéni szkiele-
towych budzi wiele kontrowersji. Poczatkowo nie obserwowano wyrazne-
go wpitywu fosforylacji na aktywnosé ATPazy aktomiozynowej i ATPazy
akto-HMM (19, 95). Pemrick (96) jednakze wykazata znaczny wzrost
aktywnosci ATPazy aktomiozynowej w uktadzie zawierajgcym czystg
aktyne, a takze aktyne z tropomiozyng i troponing oraz ufosforylowang
miozyng w porownaniu do takiego samego ukiadu, w ktdrym miozyna
wystepowata w formie nieufosforylowanej. Ufosforylowana miozyna wy-
kazywata wyzsze powinowactwo wobec aktyny. Wyniki hamowania
ATPazy miozynowej stymulowanej jonami potasu w obecnosci aktyny,
jak rowniez wptyw aktyny na aktomiozynowag ATPaze wskazywaty réw-
niez na zwiekszone powinowactwo aktyny do miozyny ufosforylowanej
(97). Dotyczyto to zarbwno miozyny monomerycznej jak i miozyny zagre-
gowanej w filamenty. Stwierdzono ponadto znaczne zmiany w przebiegu
superprecypitacji aktomiozyny naturalnej, ktédrg uprzednio poddano pro-
cesom fosforylacji i defosforylacji tancuchéw regulujacych miozyny (98).
Aktomiozyna naturalna zawierajaca miozyne ufosforylowang wykazywata
znaczne opoézZnienie superprecypitacji w poréwnaniu z aktomiozyna zde-
fosforylowang. W przeciwienistwie do wynikéw Pemrick (96) fosforylacja
miozyny prowadzita do znacznego obnizenia aktywnos$ci ATPazy aktomio-
zynowej (97, 98). Inne stanowisko prezentujg Cook i Stuli, ktérzy na pod-
stawie witasnych doswiadczer oraz doswiadczen Morgana i in. (17) uwaza-
ja, ze brak jest réznic zarbwno w powinowactwie aktyny wobec obu form
miozyny jak i w aktywnosci aktomiozynowej ATPazy. Z przeprowadzo-
nych dotychczas badan wynika (Stepkowski i in. dane niepublikowane),
ze w zaleznosci od warunkéw (stezenie ATP soli, aktyny), w Kktorych
poréwnuje sie aktywno$¢ ATPazy obu fo'rm miozyny wystepujgcej w
kompleksie z aktyng uzyskuje sie rdzne wyniki. Przy oznaczaniu aktyw-
nosci ATPazy bowiem mierzy sie ilos¢ fosforanu uwalnianego z reakcji
rozktadu ATP przez aktomiozyne. Proces ten jest zlozony i w roznych
etapach reakcji przebiega z odmienng szybkos$cig (100). W warunkach sity
jonowej roztworu zblizonej do fizjologicznej (*”~ 0,120) reakcja zachodzi
w dwoch fazach. Pierwsza — tzw. przejasnienie (ang. clearing) — polega
na oddysocjowaniu czasteczek miozyny od filamentow aktynowych i jed-
noczesnym tworzeniu agregatow miozynowych. Druga — witasciwa super-
precypitacja, wzrost zmetnienia zelu aktomiozynowego po podaniu ATP —
zachodzi w wyniku spadku stezenia ATP pod wptywem dziatania ATPazy
aktomiozynowej. W drugiej fazie nastepuje ponowne potgczenie aktyny
z miozyng. Aktywno$¢ ATPazy zmienia sie, jak wspomniano wyzej, na
poszczegblnych etapach reakcji. Fosforylacja tancucha regulujagcego wpty-
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wa na dtugos¢ fazy pierwszej (98), a przez to przypuszczalnie na mierzong
w reakcji ilos¢ uwolnionego fosforanu. OpdZnienie superprecypitacji
aktomiozyny z ufosforylowanymi lekkimi tancuchami mozna ttumaczy¢
wiekszg trudno$cig w tworzeniu w obecnosSci ATP filamentow ufosfory-
lowanych niz nieufosforylowanych (98). Oddziatywania miozyna-miozyna
sg, jak wiadomo niezbednym czynnikiem sprzyjajacym aktywacji ATPazy
aktomiozynowej. Powinno to w efekcie prowadzi¢ do opo6zZnienia super-
precypitacji i obnizenia aktywnos$ci ATPazy aktomiozynowej miozyny
ufosforylowanej. Obnizenie sily jonowej roztworu powoduje skrocenie
fazy pierwszej i w ten sposOb sprzyja powstawaniu agregatow miozyny,
tym samym nastepuje zmniejszenie réznicy w czasie powstawania fila-
mentéw miozyny ufosforylowanej i nieufosforylowanej. Przy bardzo nis-
kiej sile jonowej w Srodowisku superprecypitacja rozpoczyna sie juz w
momencie zainicjowania reakcji przez dodanie ATP tak, ze okres prze-
jasnienia jest niezauwazalny. W takich warunkach nie moze byé mowy
0 opoéznieniu tworzenia filamentow miozynowych a wiec i 0 omawianym
hipotetycznym efekcie obnizania aktywnos$ci ATPazy. Wspomniano juz,
ze miozyna ufosforylowana wykazuje wieksze powinowactwo wobec
aktyny (96, 97). Przy zatozeniu, ze jest to czynnik stymulujgcy dziatanie
ATPazy w stosunku do miozyny nieufosforylowanej, mozna sobie wyo-
brazi¢ wystepowanie dwéch konkurencyjnych efektow. Jednego sprzyja-
jacego wzrostowi aktywnosci ATPazy aktomiozyny ufosforylowanej w.
zwigzku z wiekszym powinowactwem tej formy miozyny wobec aktyny;
drugiego (obnizenie aktywnos$ci ATPazy aktomiozyny ufosforylowanej)
wynikajgcego z wilasciwosci filamentow miozyny ufosforylowanej, co
omowiono wyzej. Pierwszy z efektow nie zalezy od sity jonowej roztworu,
w ktérym prowadzona jest reakcja, natomiast wystepuje wyrazniej przy
niedoborze aktyny niz przy jej nadmiarze. Drugi za$ zalezy zar6éwno od
stezenia soli w $rodowisku jak i stezenia ATP. Pemrick np. przeprowa-
dzata hydrolize ATP w roztworze o niskiej sile jonowej (ji = 0,030) i przy
niskim stezeniu ATP (0,6 mM) i uzyskata prawie dwukrotnie wyzszg
aktywnos¢ ATPazy aktomiozyny ufosforylowanej w poréwnaniu do
aktywnosci ATPazy aktomiozyny nieufosforylowanej (96).

Badano rowniez zmiany ilosci ufosforylowanych tafcuchéw reguluja-
cych miozyny w czasie draznienia izolowanych zywych mieéni. Stwierdzo-
no, ze przedtuzone stymulowanie prowadzace do skurczu tezcowego w wa-
runkach izometrycznych wptywa na ilo$¢ reszt fosforylowych inkorporo-
wanych do tancuchéw regulujagcych. Badano mies$nie krolika (101), zaby
(102), szczura (103), myszy (104—106) i kurczecia (107). We wszystkich
przypadkach miesni szkieletowych szybkich, przedtuzony skurcz tezcowy
powodowat zwiekszenie stopnia ufosforylowania tancuchow regulujgcych.
Miesnie szkieletowe wolne myszy badane w warunkach analogicznych jak
miesnie szybkie nie wykazywaly wzrostu fosforylacji tancuchéw regulu-
jacych miozyny w czasie draznienia (104, 105), W miesniach wolnych

9 Postepy Biochemii 3-4/83
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kurczecia obserwowano jednakze przyrost ilosci ufosforylowanego taicu-
cha ale po znacznie dtuzszym czasie draznienia niz w miesniach szybkich
(107). Wskazuje to na wolniejszy przebieg fosforylacji w tego typu mies-
niach. Stuli i in. (108) badajgc aktywnos$ci kinaz lekkich tancuchéw
z réznych mies$ni zauwazyli, ze w mie$niach wolnych sg one okoto dwa
razy nizsze niz w szybkich. Rowniez zawarto$¢ kinazy na gram tkanki
jest o potowe mniejsza w miesniach wolnych. Dane te ttumacza wolniej-
szy przyrost ilosci ufosforylowanych taficuchéw regulujgcych w czasie
pracy miesnia wolnego. Przez analogie z migsniami gtadkimi oczekiwano
zbieznoSci stopnia fosforylacji tancuchéw regulujgcych i cyklu skurczu
i rozkurczu miesni szkieletowych. Zaobserwowany wzrost ilosci ufosfory-
lowanych tancuchéw regulujgcych nie pokrywa sie czasowo z przebiegiem
cyklu skurcz-rozkurcz, ani tym bardziej z cyklem tworzenia sie mostku
poprzecznych miozyna-aktyna (102, 103). Ostatnio Klug i in. (109)
draznigc miesien szkieletowy szczura pradem o niskiej czestotliwosci
(5 Hz), co pozwalato na petny cykl skurczu i rozkurczu miedzy dwoma
impulsami, stwierdzili przyrost fosforylacji analogiczny do skurczu tezco-
wego. Wskazuje to na przedtuzong w stosunku do czasu skurczu aktyw-
no$¢ kinazy i matg aktywnos$¢ fosfatazy pracujgcej w fazie rozkurczu.
Zesp6t Stu lla wykazat zbiezno$é stopnia fosforylacji miozyny i wzmoc-
nienia pojedynczego skurczu po uprzedniej stymulacji tezcowej migsnia
(103) oraz wzmocnienia pojedynczego skurczu przy draznieniu prgdem
0 niskiej czestotliwos$ci (109). Moze to sugerowa¢ wptyw fosforylacji tan-
cucha regulujagcego na mechaniczne parametry pracy miesnia takie jak
sita i szybko$¢ skurczu. W procesie przemiany energii chemicznej w me-
chaniczng zachodzagcym w mies$niach zuzywane przez ATPaze aktomiozy-
nowa ATP stanowi okoto 70% og6lnej ilosci zwigzku wysokoenergetycz-
nych fosforu. Crow i Kushmerick (104, 105) zaosherwowali zalez-
nos$¢ miedzy fosforylacjg tancucha regulujgcego miozyny a zuzyciem
energii i szybkoscig skurczu. Podczas izometrycznego skurczu tezcowego
miesnia szkieletowego szybkiego myszy wraz z przyrostem iloSci reszt
fosforylowych w lekkich tancuchach miozyny, obnizeniu ulegata szybkos¢
rozktadu zwigzkéw wysokoenergetycznych fosforu. Jednocze$nie przy
mniejszym zuzyciu energii, miesien utrzymywat nie zmienione napiecie
skurczu izometrycznego. W warunkach izotonicznej pracy miesnia fosfo-
rylacja tancuchéw regulujgcych powodowata znaczne obnizenie szybkosci
skurczu, co wyjasnia role fosforylacji jako czynnika regulujagcego zuzycie
energii przez miesien szybki przy przedtuzajgcym sie czasie pracy (104—
106). Miesnie szybkie sg przystosowane do wytwarzania duzej mocy w
krotkim okresie czasu. Przy przedtuzajgcym sie obcigzeniu miesnia fosfo-
rylacja powoduje zmniejszenie zuzycia ATP bez obnizenia napigcia migsnia
kosztem- spadku jego sprawno$ci motorycznej, ktdrej miernikiem jest
szybko$¢ skurczu. W tych samych warunkach eksperymentalnych miesnie
szkieletowe wolne nie wykazywaty takiego efektu. Takie zachowanie moz-
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na ttumaczy¢ odmienng w stosunku do mies$ni szybkich funkcjg spetniang
w organizmie zwierzecia przez miesnie wolne, ktore sg przystosowane do
pracy przy statych obcigzeniach.

Omoéwione powyzej badania dotyczgce fosforylacji lekkich taricuchéw
miozyny mieéni szkieletowych wydajg sie potwierdza¢ jej regulujgca role
w procesie skurczu miesnia. Jednakze nie mozna poréwnywac dzialaja-
cych tu mechanizmow z mechanizmami dziatajacymi w regulacji skurczu
miesni gtadkich.

Chociaz zaréwno z badan in vivo jak i in vitro wynika, ze forma tan-
cucha regulujgcego miozyny z miesni szkieletowych wpltywa na wspot-
dziatanie tego biatka z aktyng, to jednak trudno poréwnac te wplywy”
poniewaz badane sg w zupetnie odmiennych warunkach. Obnizenie aktyw-
nosci ATPazy aktomiozynowej w wyniku fosforylacji tancuchéw regulu-
jacych miozyny in vitro spowodowane jest, jak posulowano wyzej, inna
trwatoSciag w obecnosci ATP filamentéw ufosforylowanej miozyny niz
filamentéw miozyny niefosforylowanej. Czy i jakim zmianom konforma-
cyjnym miozyny wywotanym ATP i dokonujgcym sie w peinej strukturze
miofibryli odpowiadajg roéznice trwatosci filamentow miozynowych i w ja-
ki sposob wptywajg na aktywnos$¢ aktomiozynowej ATPazy w pracujacym
miesniu? Na to pytanie nie mozna jeszcze udzieli¢ odpowiedzi. Innym
zagadnieniem oczekujagcym wyjasnienia jest wptyw zwiekszonego powi-
nowactwa aktyny do miozyny ufosforylowanej na szybko$¢ tgczenia sie
i rozdzielania miozyny i aktyny poprzez poprzeczne mostki w mieéniu.

IV. Uwagi koncowe

Kendrick-Jones i in. (13) wyodrebnili grupe lekkich tancu-
chow miozyny i nazwali je regulujgcymi tylko na podstawie ich zdolnosci
zastepowania tafncuchéw miozyny mieczakéw w regulacji oddziatywania
tego biatka z aktyng. Do tej grupy zaliczono réwniez lekkie tancuchy
miozyny z miesni szkieletowych szybkich o ciezarze czgsteczkowym 18 000.

Wydaje sie jednak, ze tancuchy te moga réwniez wptywac¢ na oddzia-
tywanie miozyny z aktyng w miesniu szkieletowym obok istniejgcego
systemu regulacji tego oddziatywania przez zmiany konformacyjne tropot-
miozyny i troponiny, sktadnikéw cienkiego filamentu, wywotane zwieksze-
niem stezenia wolnych jonéw wapnia w komorce miesniowej.

tancuchy regulujgce miozyny z mies$ni szkieletowych mogg ulegac
zmianom konformacyjnym pod wptywem wigzania jondw wapnia (39, 41,
64) jak i fosforylacji w wyniku aktywacji kinazy lekkich taficuchéw (16).

W dotychczasotwych badaniach nie stwierdzono wptywu jonéw wap-
nia na wzajemne oddziatywanie miozyny z miesni szkieletowych i aktyny
bez tropomiozyny i troponiny (11). Haselgrove jednak zaobserwowat ruchy
gtdwek miozyny wywotane zwiekszeniem stezenia jondéw wapnia na tak
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rozciggnietych widknach miesni szkieletowych, ze kontakt aktyny z mio-
zyng nie byt mozliwy (33). Ruchy te zalezne od jonéw wapnia moga by¢
spowodowane wpitywem fosforylacji lekkich taAcuchow zachodzacej w
tych warunkach (16). Modyfikacja oddziatywania aktyny z miozyng in
vitro (98) i in vivo (104—106) poprzez fosforylacje taficucha regulujacego
wydaje sie to potwierdzad.

W mies$niu szkieletowym, fosforylacja tancuchéw regulujagcych ma
Scisty zwigzek z wydajnoscig pracy i funkcjonalnym przeznaczeniem
miesnia. Fosforylacja spetnia role regulacyjng poprzez zmiane oddzialy-
wan miozyna-aktyna dostosowujac je do mozliwosci energetycznych
mie$nia i wymogdéw organizmu. Dzieje sie to by¢ moze poprzez sprzezenie
regulacji aktywnosci kinazy lekkich tancuchéw z ukiadem humoralnym
(110, 111).

Zaakceptowano 20 maja 1983
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ny izotopem fosforu [s2P] w pozycji a; pN — nukleozydo-5'-monofosforan; Np — nu-
kleozydo-3'-monofosforan; *pNp — S'-13?] nukleozydo 5',3'-difosforan; NpN'— dinu-
kleozydomonofosforan; DMF — N,N-dimetyloamid kwasu mréwkowego; DMSO — di-
metylosulfotlenek; DCC — dicykloheksylokarbodiimid; TEA — trietyloamina.

I. Wstep

Niniejszy przeglad posSwiecony jest uzywanym w badaniu metabolizmu
komdrkowego a- i y-[&8] nukleozydotrifosforanom. Ich stosowanie w wa-
runkach laboratoryjnych stalo sie konieczno$cig, totez wielu badaczy
podjeto préby ich otrzymania badz na drodze chemicznej, badZz enzyma-
tycznej.

Il. Metody otrzymywania y-[$P] nukleozydotrifosforanéw
I1-1. Metody enzymatyczne

Enzymatyczne metody otrzymywania NTP sprowadzajg sie gtownie do
syntezy ATP. Poczatkowo zwigzek ten otrzymywano na drodze fosfory-
lacji ADP, w obecnos$ci odpowiedniej kinazy, przez znakowane izotopem
[8P] donory reszt fosforanowych takie jak: acetylofosforan (1), karbamy-
lofosforan (2, 3, 4), fosfoenolopirogronian (5, 6) lub kwas pirofosforowy (7).
Wszystkie te metody wymagaty z jednej strony znakowanych substratow,
ktore otrzymywano w wyniku skomplikowanych reakcji chemicznych,
z drugiej za§ w miare oczyszczonych kinaz, totez szybko zostaly zarzu-
cone.

Duzym krokiem naprzéd w otrzymywaniu y-[**P]ATP byto zastosowa-
nie enzymoéw szlaku glikolitycznego: dehydrogenazy aldehydu 3-fosfogli-
cerynowego (EC 1.2.1.12) i kinazy fosfoglicerynianowej (EC 2.7.2.3) (8)
(Ryc. 1). Aldehyd 3-fosfoglicerynowy reaguje w obecnosci dehydrogenazy

dehydrogenaza aldehydu
[32P]H3P 04 + aldehyd 3-fosfoglicerynowy + NAD+” ] -—
3-fosfoglicerynowego

1.3-difosfoglicerynian -- NADH + H+

kinaza
1.3-difosfoglicerynian + ADP w — — y t32PIATP +
fosfoglicerynianowa

3-fosfoglicerynian
Ryc. 1. Schemat reakcji syntezy y-[32P]JATP przy uzyciu enzyméw szlaku glikolitycz-
nego (9).

aldehydu 3-fosfoglicerynowego (Ryc. 1.1) z [SP]JH® 04 dajac 1[&], 3-di-
fosfoglicerynian, ktéry jest donorem znakowanej reszty fosforanowej w
reakcji z ADP w obecnosci kinazy fosfoglicerynianowej (Ryc. 1.2). Szcze-
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goty dotyczace tej reakcji mozna znalez¢ w kolejno publikowanych przez
réznych autoréw pracach (9—12). Aktywno$¢ wiasciwa y-fAPjJATP za-
rowno w tej, jak i we wszystkich dalej opisanych reakcjach jest réwna
aktywnos$ci witasciwej uzywanego [*Pi]. Aktywno$¢ witasciwa tzw. ,bez-
no$nikowego” [@]HP 04 wynosi teoretycznie 370 giga Bg/}imol (10 000
mCi/fimol), ale w praktyce jest zawsze nizsza. Osiggniecie duzej aktyw-
nosci witasciwej y-[SP]JATP zalezy wiec od mozliwosci pracy z bardzo
matymi iloSciami substratow, co najtatwiej osiagnag¢ w reakcjach enzyma-
tycznych, lub z bardzo duzymi dawkami radioaktywnosci.

W 1964 r. Glynn i Chappell (13) opracowali enzymatyczng
metode syntezy y-[3P]JATP, ktéra do chwili obecnej jest uznawana za
najprostsza i najszybszg. Autorzy wykorzystali reakcje wymiany pomie-
dzy fosforanem nieorganicznym i koncowa grupag fosforanowg ATP, w
obecnosci kinazy fosfoglicerynianowej (EC 2.7.2.3) i dehydrogenazy alde-
hydu 3-fosfoglicerynowego (EC 1.2.1.12). NAD niezbedny w reakcji jest
wprowadzany w formie zwigzanej z dehydrogenaza aldehydu 3-fosfoglice-
rynowego. Réwnowaga reakcji jest przesunieta w kierunku syntezy ATP
tak, ze ADP w mieszaninie reagujacej wystepuje tylko w $ladowych
iloSciach. Substratami reakcji sg wiec ATP, [SPi] oraz 3-fosfoglicerynian.
Gdy po godzinie inkubacji osiggniety zostaje stan réwnowagi 87%> ATP
jest wyznakowane i to wylacznie w pozycji y. Po zastosowaniu niewiel-
kich modyfikacji, metode te stosuje sie obecnie w wielu laboratoriach
otrzymujac y-[3P]ATP . aktywnos$ci wiasciwej okoto 74 giga Bqg/“mol)
(14). Metode te mozna wykorzysta¢ rowniez do otrzymania y-[ZP]JUTP,
y-[SP]CTP i y-[3P]GTP, chociaz wydajnos¢ tych syntez jest duzo nizsza.

Inng droga prowadzacg do powstawania znakowanego w pozycjiy UTP,
CTP i GTP jest reakcja polegajgca na przeniesieniu reszty fosforanowej
7. ATP znakowanego w pozycji y na odpowiedni NDP (Ryc. 2) przy uzyciu

kinaza nukleozydodifosforanowa
y-[32P]JATP + NDP — — e — i * ADP +

Y-[32P]NTP
Ryc. 2. Schemat reakcji syntezy y-[82P][NTP z NDP i y-"PJATP wykorzystanej w
metodzie Keenan’a i wsp. (15).

kinazy nukleozydodifosforanowej (EC 2.7.4.6) (15, 16). Poniewaz w reakcji
tej ustala sie stan réwnowagi pomiedzy NDP i NTP spodziewano sig, ze
w obecnosci duzego nadmiaru NDP ilo$¢ powstatego NTP znacznie wzros-
nie. Okazato sie jednak, ze wszystkie NDP obecne w $rodowisku w nad-
miarze dziatajg jako inhibitory kinazy nukleozydodifosforanowej. Wydaj-
no$¢ reakcji zatem jest ograniczona i waha sie w zaleznosci od uzytego
NDP od 68 do 76°0. Zachodzi ponadto konieczno$¢ oddzielania nieprze-
reagowanego y-[3P]ATP, co przeprowadza sie w reakcji z glukozg i hekso-
kinazg (EC 2.7.1.1).
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11-2. Metody chemiczne

Proby otrzymywania y-[3P]NTP na drodze chemicznej siegajg wpraw-
dzie lat pie¢dziesigtych, jednak efekty metod chemicznych nie mogty po-
czatkowo konkurowaé z efektami metod enzymatycznych. Usitowano co
prawda otrzymac¢ nukleozydotrifosforany znakowane w pozycji y przez
kondensacje [SPi] z NDP w obecnosci dicykloheksylokarbodiimidu; ten
ostatni jednak dziata niespecyficznie i w wyniku reakcji otrzymywano
trudng do rozdzielenia mieszanine réznych produktow (17, 18, 19). W péz-
niejszych pracach oparto synteze wigzania bezwodnikowego na reakcji
aktywnego amidu z ortofosforanem lub monopodstawionym fosforanem
w Srodowisku bezwodnym (20). Wczesniej juz wykazano, ze monoestry
kwasu fosforowego tatwo przechodzg w dwupodstawione pochodne w re-
akcji z alkoholami lub aminami w obecnosci dicykloheksylokarbodiimidu.
Natomiast dwuestry kwasu fosforowego nie dajg sie na tej drodze prze-
prowadzi¢ w fosforany tréjalkilowe lub dwualkilofosforowe amidy. Na tej
podstawie Wehrli i wsp. (23, 24) zatozyli, ze adenozyno-5'-difosforan
powinien reagowaé¢ z aminami i dicykloheksylokarbodiimidem wy#acznie
w swojej koncowej, monopodstawionej grupie fosforanowej, dajac amid
fosforowy. Grupa fosforanowa w pozycji a, jako dwupodstawiona nie
powinna w tych warunkach reagowaé. Doswiadczenie potwierdzito stusz-
nos$¢ tych zatozen. W reakcji ADP(I) z morfoling (Il) i dicykloheksylokar-
bodiimidem w warunkach uzywanych zwykle do syntezy fosforomorfoli-
déw nukleozydéw powstawat z 75°/0 wydajnoscig PX(adenozyno-5")-P2(4-
morfolino) pirofosforan (ADP-morfolid, IIl) (Ryc. 3) wyodrebniany na

0 O O ° x—y
o. CHrO-P-O-P-OH DCC A O CHi-0-J-0-f-N (0]
OH OH + 0 NH - k1 OH OH -
OH OH OH OH

Ryc. 3. Schemat reakcji syntezy ADP-morfolidu wykorzystanej w metodzie Wehr-
li’ego i wsp. (24).

drodze chromatografii jonowymiennej. Jedynym ubocznym produktem
byt adenozyno-5'-fosforomorfolid (17%), ktéry powstawat w reakcji AMP
(pochodzacego z czesciowego rozktadu ADP) z morfoling i dicykloheksylo-
karbodiimidem. Jak nalezato sie spodziewa¢ ADP-morfolid (I11) byt catko-
wicie odporny na dziatanie alkalicznej fosfatazy (EC 3.1.3.1), co potwier-
dzato nieobecno$¢ monopodstawionej grupy fosforanowej. Byt on jednak
dobrym substratem fosfodiesterazy | (EC 3.1.4.1), ktéra rozktadata go do
AMP i morfolidu kwasu fosforowego. Wehrli i wsp. (24) badali
nastepnie warunki bezposredniej kondensacji ADP-morfolidu z ortofosfo-
ranem dajacej jako produkt ATP. Stwierdzili oni, ze w reakcji prowa-
dzonej w bezwodnej pirydynie powstajagcy ATP ulega szybko degradacji
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do ADP i AMP (25). Juz wcze$niej ci sami autorzy wykazali, ze bezwodny
DMSO jest bardzo dogodnym rozpuszczalnikiem stosowanym w syntezach
pirofosforanéw (26) i nie powoduje reakcji dysmutacji (27). Otrzymywa-
nie y-[8P]JATP w wyniku kondensacji ADP-morfolidu z [3] ortofosfora-
nem tributyloamoniowym prowadzili wiec autorzy w bezwodnym DMSO
w ciggu 45 godz. Mieszanine rozdzielali nastepnie metoda jonowymiennej
chromatografii na DEAE-celulozie (HCOj~). Wydajno$¢ otrzymanego
y-[@P]ATP siegata 65°/0 w stosunku do [8Pi]. Pozycje znakowanego atomu
fosforu potwierdzali przez przeniesienie grupy fosforanowej z pozycji y
na glukoze przy udziale heksokinazy (28, 29). Wehrli i wsp. opracowali tez
inng metode analizy znakowanych NTP nie ograniczajacg sie, tak jak
poprzednia, tylko do [3P]ATP. Metoda ich polega na czeSciowej degra-
dacji [@PINTP przy uzyciu alkalicznej fosfatazy (EC 3.1.3.1), w wyniku
czego otrzymuje sie mieszanine nukleozydu, NMP, NDP oraz nieprzerea-
gowanego NTP, ktére to sktadniki rozdziela sie chromatograficznie na
DEAE-celulozie (HCO”). Profil takiego rozdziatu przedstawia Ryc. 4.

1,0

1] 1)
08— o]

06— =

Absorbancja w 259 nm

0,2— =l

| | | |
0 10 20 30 40
Nr frakcji

Ryc. 4. Enzymatyczna degradacja [2P]JATP. Rozdziat produktéw powstatych w wyniku
czeSciowej hydrolizy ATP przy udziale alkalicznej fosfatazy. Szczyty I, II, Il i IV
odpowiadajg kolejno: adenozynie, AMP, ADP i ATP (24).

Aktywnosé wiasciwa NMP wyznacza zawarto$¢ izotopu w pozycji a ba-
danego NTP, a réznica wartosci aktywnosci wiasciwej NDP i NMP — ilo$¢
izotopu w pozycji |3 Stosujagc te metode Wehrli i wsp. (24) ustalili, ze
99,I°/o0 izotopu w syntezowanym y-[8P]ATP byto w pozyciji y.
Koziotkiewicz i wsp. (30) oraz Janecka i wsp. (31) opisali metode syn-
tezy y-[P]JNTP, w ktérej czynnikiem kondensujagcym NDP z [@P]H3P 04
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Ryc. 5. Schemat reakcji syntezy y-[82P]JATP wykorzystanej w metodzie Koziot
kiewicza i wsp. (30).

jest chloromrowczan etylu (Ryc. 5). Po rozdzieleniu mieszaniny reakcyj-
nej na jonowymieniaczu DEAE-Sephadex A-25 (CH30O_) (32) autorzy
otrzymali y— znakowane nukleotydy o aktywnos$ci witasciwej 370 mega
Bg4imol (10 mCi/limol) z 40% wydajnoscig. Gtdwng zaletg tej metody jest
szybkos$¢ syntezy (okoto 1 godz.) i jej mata pracochtonnosc.

I1l. Metody otrzymywania a-[8P] nukleozydotrifosforanéw

Otrzymywanie a-znakowanych NTP prowadzi sie w dwoch etapach.
Pierwszy,polega na syntezie [3P]JNMP, a drugi na dobudowaniu reszty
pirofosforanowej do [3PJNMP. Oba te procesy mozna przeprowadzi¢ me-
todami enzymatycznymi badz chemicznymi lub tez mieszanymi chemicz-
no-enzymatycznymi. W tych ostatnich fosforylacja nukleozydu odbywa sie
na drodze chemicznej, a dobudowanie reszty pirofosforanowej — na dro-
dze enzymatycznej. A

I11-1. Metody enzymatyczne

W latach piec¢dziesigtych a-[3P]JdNTP i a-[ZP]NTP otrzymywano przez
degradacje kwaséw nukleinowych, wyodrebnianych z bakterii hodowa-
nych na pozywkach z radioaktywnym fosforem. Lehman i wsp. (33)
izolowali DNA z komérek E. coli namnazanych na podiozu zawierajgcym
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[3P] ortofosforan; DNA degradowali do polidezoksyrybonukleotydéw za
pomocag krystalicznej DN-azy trzustkowej (EC 3.1.4.5). Do otrzymania
S~-monoklueotydow stosowali oczyszczong fosfodiesteraze z jadu weza
(EC 3.1.4.1), wolng od monokleotydazy (EC 3.1.3.5). Uzyskang mieszanineg
[3P] dezoksynukleozydomonofosforanéw rozdzielali na drodze chromato-
grafii jonowymiennej, otrzymujac po okoto 15 mikromola kazdego
[3P]JdNMP o aktywnosci wiasciwej 11 mega Bg/mmol (0.3 mCi/mmol).
Zamiane ich w a-[3P]dNTP autorzy przeprowadzali przy uzyciu czeSciowo
oczyszczonych kinaz z E. coli, a dawcg reszt fosforanowych byt ATP.
Wydajnos$¢ otrzymywanych a-[8P]dNTP wahata sie w granicach 60—75%.
W podobny sposoéb inni autorzy (34, 35) izolowali i degradowali [SPJ[RNA
otrzymujac a-[3PINTP.

Opisane powyzej biosyntetyczno-enzymatyczne metody otrzymywania
znakowanych NTP przez degradacje kwasow nukleinowych sg ogromnie
pracochtonne. Korzysci wynikajgce z takiej drogi syntezy sg jednak bez-
sporne w przypadkach, gdy potrzebny jest jednoczesnie caly szereg zna-
kowanych nukleotydéw.

Dalsze badania i poszukiwania dogodnej metody syntezy a-znakowa-
nych NTP poszty w kierunku otrzymania [3PJNMP poprzez fosforylacje
nukleozydow (enzymatyczng badZz chemiczng). W 1968 r. Murray i Wu
(36) opracowali metode polegajaca na reakcji przeniesienia znakowanej
reszty fosforanowej z y-[8P]ATP na grupe hydroksylowg w pozycji 5' od-
powiedniego substratu, przy uzyciu kinazy polinukleotydowej ze szczepu
E. coli zakazonego bakteriofagiem T4 (Ryc. 6). Akceptorami tej grupy

kinaza * fosfodiesteraza
Y-[32PJATP + NpN — —----meoemmmmeeee PPN PN -
polinukleotydowa z jadu weza
N + pN'
ATP P P
+
preparaty
kinazowe
a-[32P]NTP

Ryc. 6. Schemat reakcji syntezy a-[$P]JATP wykorzystanej w metodzie Murray’a
i Wu (36).

fosforanowej moga by¢ jakiekolwiek di- lub oligo-nukleotydy, a takze
3-mononukleotydy i to zar6wno serii rybo- jak i dezoksy-. Autorzy uzy-
wali jako substratébw asymetrycznych dinukleozydomonofosforanow.
Powstate po reakcji 5'-dinukleotydy hydrolizowali do 5'-mononukleoty-
doéw fosfodiesterazg z jadu weza otrzymujac jeden radioaktywny NMP
(ten z kohca 5'-substratu). Jego aktywno$¢ wiasciwa byta praktycznie
rowna aktywnos$ci uzywanego y-[3P]JATP. Dobudowanie reszty pirofosfo-
ranowej autorzy przeprowadzali chemicznie (37) lub enzymatycznie (38).
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Kihara i wsp. (39) zastapili dinukleozydomonofosforany 3'-AMP,
ktory jest tak samo efektywnym akceptorem fosforanu jak 5' (OH) oligo-
nukleotydy (40) (Ryc. 7). 3-AMP fosforylowali w pozycji 5 przy uzyciu
kinazy polinukleotydowej (41) i y-[ZP]ATP (13), otrzymujgc 5'-znakowany
adenozyno-5',3'-difosforan (*pAp), na ktdry dziatali nukleazg Pi (EC 3.1.3.6)

kinaza * nukleaza #
y-[32P]JATP + Ap . »pAp--------- > pA
polinukleotydowa Pi

1 kinaza adenylanowa

: : > a-[ 2P]ATP
2 kinaza pirogronianowa

Ryc. 7. Schemat reakcji syntezy a-[82P]JATP wykorzystanej w metodzie Kihary
i wsp. (39).

(42). Nukleaza Pi jest specyficzna w stosunku do estrow 3'-fosforanowych
(43), hydrolizuje wiec produkt *pAp do 5'-[3P]JAMP i Pi. Ten sam enzym
hydrolizuje nieprzereagowany 3-AMP do adenozyny oraz Pj. Oczyszczony
elektroforetycznie [3P]JAMP (44) autorzy przeprowadzali w a-[SP]ATP
przez inkubacje z fosfoenolopirogronianem w obecnosci kinazy adenyla-
nowej (EC 2.7.4.3) i kinazy pirogronianowej (EC 2.7.1.40). Zaletg tej me-
tody jest mozliwos¢ uzycia taniego 3-AMP i nukleazy Pi, ktdrej prepa-
raty sg bardzo aktywne, trwate i dostepne w handlu. Metoda ta nadaje
sie tez do otrzymywania trzech pozostatych a-[8P]NTP, jezeli zastapi sie
3-AMP innym 3'-rybonukleotydem, poniewaz nukleaza Pi hydrolizuje
wszystkie 3',5'-difosfonukleozydy.

Dalszg modyfikacjag opisanej metody jest enzymatyczna synteza
a-[8PINTP i <a[@]dNTP, nie wymagajaca oczyszczania produktéw po-
Srednich (45). W metodzie tej wykorzystano réwniez, katalizowang przez
kinaze polinukleotydowga z bakteriofaga T4, wymiane pomiedzy y-[8P]ATP
i nukleozydo-3'-monofosforanami (rybo- badz dezoksy-). Nadmiar
y-[@P]ATP usuwano dziataniem glukokinazy (EC 2.7.1.2). Powstate nukleo-
zydo-3',5'-[&8P] difosforany przeprowadzano nukleazg Pi w 5'-[8] nukleo-
tydy, a po unieczynnieniu heksokinazy fosforylowano je do a-[8P]NTP
przy uzyciu kinazy monofosforanowej (EC 2.7.4.4) i kinazy pirogroniano-
wej (EC 2.7.1.40) oraz dATP (lub ATP) jako dawcy reszt fosforanowych.
Otrzymany a-[8]ATP (lub a-[8]dATP) uwalniano od glukozo-6-[&P]
fosforanu i Pi stosujac DEAE-Sephadex, a nastepnie od dATP (lub ATP)
stosujgc Affigel 601. Metoda ta jest obecnie uwazana za najlepsza sposrod
enzymatycznych metod otrzymywania a-znakowanych dezoksy- i rybo-
nukleozydotrifosforanow.

Zupetnie inne reakcje enzymatyczne wykorzystali Martin i Voor-
heis (46) w syntezie a-[8P]ATP. W opisanej przez nich metodzie (Ryc. 8)
mozna wyréznié trzy etapy:

— synteze y-[3P]JATP wedtug Glynn’a i Chappell’a (13)
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— otrzymywanie [ZP]JAMP w reakcji katalizowanej przez kinaze adeno-
zynowg (EC 2.7.1.20)

— synteze a-[&P]ATP z [P]JAMP w reakcjach katalizowanych przez Ki-
naze adenylanowg (EC 2.7.4.3) i kinaze kreatynowg (EC 2.7.3.2).

kinaza
adenozyna + y*[32P]JATP -----mmoemmmn —m [32P]JAMP + ADP
adenozynowa
kinaza
[32PJAMP + A TP -----momememeee > a-[32P]JADP + ADP
adenylanowa
kinaza
a-[32P!ADP + fosfokreatyna-------------- ‘m a-[32P]JATP + kreatyna
kreatynowa

Ryc. 8. Schemat reakcji syntezy a-[SP]JATP wykorzystanej w metodzie Martin’a
i Voorheis’a (46).

syntetaza
octan + [32ATP] + COoA-SH -=--—----mmo-- > acetylo-CoA +
acetylo CoA

[32P]JAMP + P—P
nieorganiczna
pirofosfataza

2P,

Ryc. 9. Ustalenie pozycji znakowanego atomu fosforu w czasteczce ATP (46).

Koncowy produkt autorzy oczyszczali na drodze chromatografii jono-
wymiennej. Fakt, ze znakowany atom fosforu znajduje sie wylagcznie
w pozycji a potwierdzali za pomocg reakcji katalizowanych przez synte-
taze acetylo-CoA (EC6.2.1.1) i nieorganiczng pirofosfataze (EC 3.6.1.1), co
przedstawia Ryc. 9. Caly [3P] z ATP byt po reakcji obecny w AMP.

111-2. Metody chemiczne

I11-2-1. Otrzymywanie 5'-[3P] nukleozydomonofosforandw.

Estryfikacja grup hydroksylowych resztami kwasu fosforowego jest
prostg, od dawna znang reakcjg. W odniesieniu do syntezy znakowanych
nukleotydow nalezy ja jednak rozpatrywaé z dwojakiego punktu widze-
nia. Po pierwsze — substratem w tej reakcji moze by¢ tylko kwas ortofos-
forowy, jako ze jest to jedyna dostepna posta¢ izotopu fosforu [3P]; po
drugie — w czasteczce rybozy wystepujg trzy a w czasteczce dezoksyry-
bozy dwie podatne na fosforylacje grupy hydroksylowe, z ktorych tylko
grupa w pozycji C-5 cukru powinna zosta¢ zestryfikowana. Mozna to
osiaggna¢ badz przez uzywanie do syntezy blokowanych nukleozydow,
badzZ tez przez rozdziat produktow ufosforylowanych w réznych pozycjach.

Poczatkowo do fosforylacji uzywano kwasu polifosforowego (47, 48,
49) otrzymanego przez stapianie [3P]HP 04 z PO 5 Mieszaning powsta-

fo Postepy Biochemii 3-4/83
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tych nukleozydo-2',-3' i -5' monofosforanéw rozdzielano chromatograficz-
nie (chromatografia bibutowa) wydzielajac pochodng 5 z 50% wydaj-
noscia.

W 1961 r. Tener (50, 51) zastosowat do fosforylacji monofunkcyjny
odczynnik wykluczajacy mozliwos¢ tworzenia sie mieszaniny roznych
zwigzkoéw. Odczynnikiem tym byt fosforan (3-cyjanoetylowy (Ryc. 10).
Nadaje sie on szczegdlnie dobrze do syntezy nukleotydéw, poniewaz grupe
blokujacg usuwa sie w $rodowisku stabo alkalicznym, na ktdrego oddzia-
tywanie nukleotydy sg odporne. Wehr 1i i wsp. (24) w wyniku fosfory-
lacji 2',3'-0-izopropylidenoadenozyny przy pomocy [SP] fosforanu (3-cyja-
noetylowego w obecnosci dicykloheksylokarbodiimidu otrzymali, po usu-
nieciu grup ochronnych, [MPJAMP o aktywnos$ci wiasciwej 370 mega

0
h332po4+ ho-ch2-ch2-cn pcc *» ((NC-CH2-CH,-0)2 -H?0»
0
— nc-ch2 ch2 o0-32p-0-ch2 ch2 cn ————B——a—gg—!_'——)z
OH
(¢}
-------- » nc-ch2 ch2o0-32p-o0h
0

Ryc. 10. Schemat reakcji syntezy [*2P] fosforanu P-cyjanoetylowego wykorzystanej
w metodzie Tener’a (50).

0
-l
A _o._ CH,;-OH A _o. CH/0-¥p-OH 3
+ H332PO‘ CiI3C-CN O (_!)H H
TR o W v
o (o] - o o
X X
9
S cnz—o—”sl’—ou
. | | OH
| |
OH OH

Ryc. 11. Schemat reakcji syntezy [2P]JAMP wykorzystanej w metodzie Wehrli’ego
i wsp. (24).

Bg/mmol (10 mCi/mmol) z wydajnoscig 75% (Ryc. 11). Pewne uproszcze-
nie (52) polegajace na przeprowadzeniu catej syntezy w jednym naczyniu,
bez wyodrebniania [*P] fosforanu R-cyjanoetylowego, doprowadzito do
otrzymania [SP][NMP o aktywnosci 30 giga Bg/mmol (800 mCi/mmol).
Inng chemiczng metode syntezy znakowanych fosforem rybo- i dezo-
kcyrybonukleozydo-6'-monofosforanéw opisat w serii prac Symons
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(53—57). Polega ona na reakcji [P]JHP 04 z blokowanym nukleozydem
przy uzyciu trichloroacetonitrylu jako $rodka kondensujgcego i DMSO
jako rozpuszczalnika (Ryc. 12). Aktywnos$¢ wiasciwa otrzymywanych tg
drogg [SP]INMP siegata 700 giga Bg/mmol (19 mCi/~*mol).

o
32/l G TN
A o CH;-O-"P-0H CHs0- P N o -
+ .m < o L.
on DMSO
OH 6H OH ON
o
32“ " ]
A o CH;y0-¥P-0-P-0-P-OH
- , o4 OH OH
OH OH

Ryc. 12. Schemat reakcji syntezy [32P]JAMP wykorzystanej w metodzie Symons’a
(57).

Nukleozydy mozna tez fosforylowal przez stapianie z mieszaning
mocznika i nieorganicznego fosforanu (58). Te wiasnie metode Biebri-
cher (59) zastosowat do otrzymywania réznych, znakowanych fosforem,
pochodnych nukleozydow. 5'-[ZP]NMP otrzymywa} przez stapianie nu-
kleozydu z NHAHZP 04 (zawierajacym [ZPJHP 04 i z mocznikiem. Powstalg
mieszanine 2'-,3'- i 5-NMP rozdzielat na drodze chromatografii jonowy-
miennej, otrzymujgc pochodne 5' z wydajnoscig 15% do 3°/c>.

111-2-2. Synteza «-[*P] nukleozydotrifosforanéw z [3P] nukleozydomonofosforanéw

Monoestry fosforowe tatwo reagujg z I,I'-karbonylodiimidazolem da-
jac amidy, aktywne przy tworzeniu wigzan pirofosforanowych. Reakcje
te wykorzystali Hoard i Ott (37) do konwersji mono- i oligodezo-
ksyrybonukleotydow w 5'-trifosforany. Jezeli substratem w tej reakcji
jest znakowany [ZP]NMP, to jako produkt syntezy otrzymuje sie
{IPINTP (Ryc. 13). Powstawanie amidu (1) z nukleotydu (1) i I,I'-kar-
bonylodiimidazolu (II) zachodzi w ciggu 1 godziny w temperaturze poko-
jowej. Nieprzereagowany |I,I'-karbonylodiimidazol (Il) rozktada sie me-
tanolem przed dodaniem pirofosforanu (IV), aby zapobiec tworzeniu sie
nieorganicznych polifosforanéw. Fosforylacja trwa 24 godziny. Gtownym
produktem syntezy jest a-*PJNTP (50—70°/0). W czasie fosforylacji za-
chodzi jednak czesSciowa hydroliza amidu (l11), w wyniku ktorej odtwarza
sie pewna ilos¢ NMP (lI); ten z kolei reagujac z niezhydrolizowanym ami-
dem (I11) tworzy symetryczny pirofosforan (VI), ktdry trzeba oddzielaé
chromatograficznie.

10»
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Ryc. 13. Schemat reakcji syntezy a-[82P]JdNTP wykorzystanej w metodzie Hoard’a
i 011'a (37).

Na uzyciu I,I'-karbonylodiimidazolu jako srodka kondensujacego opie-
ra sie rdGwniez metoda otrzymywania a-znakowanych NTP opisana przez
Symons’a (60) (Ryc. 14). Fosforan 3-cyjanoetylowy (l) reaguje z wegla-
nem di-a-pirydylowym (I1) dajac aktywny fosforan B-cyjanoetylo-a-piry-
dylowy (I1I), ktory wobec nadmiaru ortofosforanu przechodzi w pirofosfo-
ran B-cyjanoetylowy (IV), wydzielany na kolumnie jonowymiennej w po-
staci soli cykloheksyloamoniowej. Z soli tej powstaje nastepnie w reakcji
z I,I'-karbonylodiimidazolem aktywny imidazolid (V), wypadajagcy w po-
staci oleju i uzywany bez dalszego oczyszczania w reakcji ze znakowanym
NMP. Po hydrolizie grupy ochronnej otrzymuje sie a-[SPINTP z wydaj-
noscig 35—50% w stosunku do NMP.

Moffatt (61), opierajagc sie na wczeSniejszych pracach na temat
zastosowania morfoliny do syntez aktywnych amidéw (24), opisat inng
metodg otrzymywania a-"PJNTP (Ryc. 15). [SP]JAMP przeprowadzat w
AMP-morfolid (I1) (62). 10,5% [@P]JAMP (I) pozostawato w niezmienionej
postaci, mimo to autor nie wydzielat morfolidu (l1) lecz dodawat do niego
4-krotny nadmiar pirofosforanu tributyloamoniowego w bezwodnym
DMSO. Produkty syntezy rozdzielat na DEAE-celulozie, otrzymujac
a-[8P]ATP o aktywnosci wilasciwej 260 mega Bg/mmol (7 mCi/mmol)
z wydajnoscig 70%. Obecnos$é izotopu wytgcznie w pozycji a potwierdzat
przez degradacje ATP fosfodiesterazg (63), ktdra powodowata ilosciowe
przejscie [SP]JATP w [ZPJAMP i pozbawiony radioaktywnosci pirofosforan.
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Ryc. 14. Schemat reakcji syntezy a-[82P]NTP wykorzystanej w metodzie Symons’a
(60).

- ch2oh o
+ HO-32P-0-CH2CH2CN — CC|
OH

ch2o0-3p-0-ch2-ch,-cn
1. NH.OH
OH
2. CH3COOH OH

X OH OH

Ryc. 15. Schemat reakcji syntezy a-[32P]NTP wykorzystanej w metodzie Moffatt’a
(61).

CH2-0 -32P-0H
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ni-3. Chemiczno-enzymatyczne metody syntezy «-znakowanych nukleozydotrifos-
foranow.

Mieszane metody otrzymywania a-znakowanych NTP (64, 65) polegaja
na chemicznej syntezie [3P]JNMP oraz na dobudowie reszty pirofosfora-
nowej na drodze enzymatycznej. Nie stanowig wiec wilasciwie jakiej$
nowej grupy metod, a jedynie wykorzystujg metody opisane juz wczesniej
(57, 64, 65).

Jak wynika z niniejszego przegladu znakowane izotopem fosforu [3P]
nukleozydotrifosforany mozna otrzyma¢ w warunkach laboratoryjnych
na roznych drogach w zalezno$ci od posiadanych odczynnikéw i typu pra-
cowni. Nalezy jednak podkresli¢, iz bardzo wysokag aktywno$¢ wiasciwg
znakowanych NTP osigga sie jedynie metodami enzymatycznymi. Zaletg
metod chemicznych jest natomiast brak specyficznosci w stosunku do
zasady azotowej, obecnej w czasteczce syntetyzowanego NTP, a w konse-
kwencji mozliwo$¢ zastosowania kazdej z opisanych metod chemicznych
do otrzymania NTP, zawierajgcych dowolng — naturalng lub zmodyfiko-
wang — zasade azotowa.

Zaakceptowano 5 kwietnia 1983
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NOWE W BIOCHEMII

JOLANTA SKANGIEL-KRAMSKA *)

Nowe narzedzie w badaniach neurochemicznych — Autoradiografia ilos-
ciowa receptorow

Ostatnio ukazaty sie prace (J. B. Penney i wsp., Science 214, str. 1036,
1981 oraz J. R. Unnerstall i wsp., J. Neurosci. Methods 6, str 59, 1982),
w ktérych opisano metode autoradiografii ilosSciowej w zastosowaniu do
badan rozmieszczenia i wtasciwosci receptoréw réznych neurotransmite-
row. Daje to mozliwos¢ okreslenia parametrow kinetycznych w probkach
tkanki moézgowej o objetosci zaledwie 0.01 mm8 tj. o wadze 10j:0.

Dotychczas jedyng metodg badania kinetycznych parametrow wigzania
ligandéw przez receptory neurotransmiterow bylto stosowanie homogena-
tow tkanki mézgowej albo preparatow bion synaptycznych. Wymaga to
uzycia przynajmniej kilku miligram6éw materiatu wyjsciowego, a wiec
wyklucza mozliwo$¢ powigzania badanych wiasciwosci recpetora u danego
osobnika z okreslong lokalizacjg anatomiczng. Problem ten staje z calg
jaskrawosciag jeSli uzmystowimy sobie, ze niektére struktury mézgu sa
bardzo mate, np. jadro przysrodkowe uzdeczki (habenula) szczura wazy
zaledwie 0.2 mg a jadro czerwienne (nucleus ruber) okoto 0.6 mg.

Do badania topografii receptorow w réznych obszarach mézgu stosuje
sie autoradiografie. Radioaktywny znacznik mozna podawaé¢ badz in vivo
badz in vitro inkubujgc skrawki z radioaktywnym ligandem. Nastepnie na
podstawie obserwacji w mikroskopie $swietlnym mozna okresli¢ wzgledne
réznice w gestoSci wystepowania receptorow pomiedzy réznymi obszara-
mi mdzgu. lloSciowe ujecie danych jest jednak trudne. Otrzymuje sie je
poprzez zmudne liczenie zaczernionych ziaren emulsji czutej na promie-
niowanie 3 Poréwnanie ilosciowe wynikéw, uzyskanych nawet z poszcze-
gélnych preparatow skrawkow z tego samego moézgu, nastrecza wiele
problemoéw ze wzgledu na trudnosci ze standaryzacjg wynikéw.

W nowo wprowadzonej metodzie autoradiografii iloSciowej zastosowa-
no czuty na promieniowanie trytu [3] Ultrofilm produkcji LKB zamiast
emulsji. Skrawki tkanki mézgowej o grubosci np. 20 inkubuje sie ze
znakowanym [8H]ligandem (moze to by¢ radioaktywny neurotransmiter
badz substancja agonistyczna lub antagonistyczna). Jedynym wymogiem
omawianej techniki jest to, aby stosowany ligand wigzat sie z receptorem
w spos6b nieodwracalny, w przypadku za$ gdy jego wigzanie jest odwra-

*> Dr, Zaktad Neurofizjologii Instytut Biologii DoSwiadczalnej im. M. Nenckiego,
Pasteura 3, 02-093 Warszawa.
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calne to, by powinowactwo liganda do receptora bylo dostatecznie duze
Kd” I0nM. Spetnienie tego warunku gwarantuje, ze przed natozeniem
[H]Ultrofilmu nie zachodzi dysocjacja kompleksu radioligand-receptor.
Po okre$lonym czasie ekspozycji, wywotaniu i utrwaleniu [H]UItrofilmu
mozna bada¢ w mikroskopie Swietlnym rozmieszczenie receptoréw. Dane
iloSciowe otrzymuje sie poprzez mikrodensytometryczny pomiar filméw
sprzezony z komputerowg anatizg obrazu. Krzywe kalibracyjne uzyskuje
sie eksponujgc rownocze$nie z badanymi skrawkami moézgu standardy
0 znanej radioaktywnosci. Standardy te przygotowuje sie z homogennej
pasty tkanki moézgowej zmieszanej z okreslong iloscig, np. [8H]ornityny.
Wykres zaleznosci In gestosci optycznej od In radioaktywnosci jest linio-
wy. Daje to mozliwo$¢ przeksztatcenia pomiaru gestosci optycznej, prze-
puszczalnosci, wzglednie tez odbicia, na ilo$¢ zwigzanego liganda wyra-
zong w molach na miligram biatka tkanki. Molarne ilosci zwigzanego
radioliganda okres$la nastepujgca zalezno$¢:

(DPM/mg biatka)  mmol (ICi)
(OD)B * (Ci)C X222 x 1012DPM

gdzie: wspoétczynnik A odpowiada gestosSci optycznej tta; wspotczynnik B
odpowiada nachyleniu krzywej standartowej, za§ C odpowiada aktywnosci
wiasciwej radioliganda.

Przedstawiony powyzej spos6b pomiaru wywodzi sie z badan, w kté-
rych w celu okreslenia szybkos$ci zuzycia glukozy w réznych czesciach
maézgu zastosowano jako znacznik podawang in vivo [MC]dwudezoksyglu-
koze. Technika ta opracowana przez zespOt kierowany przez Sokoloffa
(N. I. M. H., Bethesda) w drugiej potowie lat siedemdziesigtych, zrobita
niezwykty kariere i stata sie podstawowym narzedziem w badaniach neu-
roanatomii funkcjonalnej.

llosciowa autoradiografia z zastosowaniem [H]UIltrofilmu okazata sie
owocna przy badaniu witasciwosci receptora gabaergicznego w réznych
strukturach mézgu szczura (okreslono warto$ci Bnex i Kd) oraz przy ilos-
ciowym ujeciu zmian aktywnoS$ci tego receptora w substancji czarnej
wywotanych chemicznym uszkodzeniem innych struktur mézgu szczura.
Technike te zastosowano réwniez z powodzeniem do badania réznych klas
receptoréw benzodwuazepinowych w mobzgu szczura.

Opisana metoda moze mieé znacznie szersze zastosowanie, na przyktad
do badan biatek przy uzyciu znakowanych trytem specyficznych przeciw-
ciat lub do badan wiasciwosci enzymow przy uzyciu znakowanych, wy-
biérczo dziatajagcych inhibitorow. Wydaje sie rowniez, ze znajdzie ona
zastosowanie do pomiaru dynamicznych procesow, takich jak pobieranie
neurotransmiteréw. Co wiecej technika ta pozwala na réwnoczesne okres-
lenie zapotrzebowania na glukoze (metodg podawania in vivo znakowanej
dwudezoksyglukozy) w danych obszarach mézgu i badania in vitro roz-
mieszczenia i aktywnos$ci receptoréw. Analog glukozy bowiem fatwo

mmol

me bia{ka] A

[*H]ligand (
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mozna wymy¢ z czesci skrawkoéw i zbada¢ w nich nastepnie wigzanie
[sH]ligandow.

Teoretycznie doktadnos¢ autoradiografii iloSciowej z zastosowaniem
[sH]UItrofilmu zalezy od czutosci stosowanych densytometréw. Jednakze
oprécz niewatpliwych zalet, przedstawiona technika ma réwniez pewne
minusy. Trzeba zaznaczy, ze wykres zaleznoSci reakcji wywotanej na
filmie od czasu ekspozycji nie jest liniowy i autoradiogramy tych samych
skrawkow moga réznic sie gestoscig optyczng w zalezno$ci od czasu ekspo-
zycji. Nalezy zatem ustali¢ zalezno$¢ pomiedzy stezeniem radioaktyw-
nosci, czasem ekspozycji i uzyskiwang gestoscig optyczng, aby dobraé
optymalne warunki doswiadczen, niemozliwe natomiast jest poréwnanie
ilosSciowe preparatdow skrawkow tkanki przy stosowaniu réznego czasu
ekspozycji. Stabg strong autoradiografii przy uzyciu [3H]UItrofilmu jest
znacznie mniejsza rozdzielczo$¢ w poréwnaniu z autoradiografia konwen-
cjonalng. [H]Ultrofilm bowiem, pomimo ze jest okoto 10 krotnie czulszy
na promieniowanie, ma znacznie wieksze rozmiary ziaren (okoto 1.8 fim)
niz emulsje stosowane w badaniach autoradiograficznych. Uzyskane zatem
obrazy zawierajg znacznie mniej szczegétéw anatomicznych. Pomimo tych
zastrzezen opisana metoda autoradiografii ilosciowej, ktéra jest okoto
1000 razy czulsza niz metoda oznaczania wigzania radioligandéw przez
receptory w homogenatach tkankowych, ma niezwykle obiecujacg przysz-
os¢.
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SLOWNICTWO BIOCHEMICZNE

Stownictwo witamin D

Opracowano na podstawie dokumentu wspélnej Komisji Stownictwa Biochemicznego
IUPAC-IUB: ,Nomenclature of vitamin D, Recommendations 1981”, opublikowanego
w Eur. J. Biochem. (1982), 124, 223—227 i innych czasopismach biochemicznych.
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PiSmiennictwo
Zestawienie potocznych nazw zwiazkéw grupy witamin D.

[EY
©

Wstep

W dokumentach Komisji Stownictwa Biochemicznego IUPAC i IUB
z 1960r. (1) i 1966 r. (2), ogtoszonych w ,Polskim Stownictwie Bioche-
micznym” w 1974 r. (3), zalecano na okreslenie witamin D2 i D3 nazwy
zwyczajowe: ,ergokalcyferol” i ,cholekalcyferol” odpowiednio. Wynika-
jacy z rozwoju wiedzy o przemianach i roli witamin D wzrost zaintereso-
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wania ich analogami spowodowat, ze uzywanie dawnych termindw stato
sie niedogodne i prowadzito do stosowania w piSmiennictwie niewtasci-
wych skrétow, takich jak np. 1a,25-(OH)2D3 Zaszta zatem potrzeba opra-
cowania nowego, uproszczonego i rozszerzonego systemu stownictwa
zwyczajowych nazw metabolitow witamin D. Obecne zalecenia sg oparte
na propozycjach H. F. DelLuca, opracowanych po konsultacjach z innymi
badaczami z tej dziedziny i przekazanych Wspdlnej Komisji Stownictwa
Biochemicznego IUPAC-IUB i Miedzynarodowej Unii Nauk o Odzywianiu.
Zalecenia rozszerzajg zakres rozdziatu M-2 Regut z 1966 r. (2), a w polskiej
wersji punktu 15-2 (3) i zalecajg uzycie nowych, krotkich nazw zwycza-
jowych. Z biochemicznego punktu widzenia najwieksze znaczenie majg
nazwy Kkalcy-ol, kalcydiol. i kalcytriol na okre$lenie: cholekalcyferolu,
25-hydroksycholekalcyferolu i 1,25-dihydroksycholekalcyferolu, odpo-
wiednio.

Nazwy ,kalcy-ol” i ,cholekalcyferol” mozna uznaé za réwnorzedne,
ale pochodne hydroksylowe nalezy okresla¢ wytgcznie przy uzyciu nowych
nazw, zestawionych na stronie 406.

1. Nazwa klasy

Termin ,witamina D” nalezy stosowac jako ogo6lne okreslenie wszyst-
kich steroidow, wykazujacych biologiczng aktywnos$é kalcy-olu. Wyraze-
nia tego uzywa sie tez w pochodnych okresleniach, takich jak ,,aktywnos¢
witaminy D”, ,niedob6r witaminy D”, ,antagonista witaminy D” (6).

Termin ,,witamina D3’ mozna uzywac jako synonim kalcy-olu, ale nie
nalezy go skracaé do ,D3 i dalej modyfikowaé do postaci typu
[,25-(OH)2D3 Taki sposéb oznaczania metabolitow witaminy D3 jest wy-
soce niewskazany.

2. Nazwy péisystematyczne

Wszystkie zwigzki wykazujace aktywno$é witamin D mozna okreslac
za pomocg nazw poéisystematycznych (4, 6), ale w powszechnym uzyciu
nazwy te sg ucigzliwe. Rozwazano mozliwo$¢ znalezienia nowej, krotkiej
nazwy na okre$lenie (5R,10R)-9,10-sekocholestanu jako macierzystej czas-
teczki, zdecydowano jednak, ze nie przyniostoby to spodziewanego po-
zytku. Stosowanie Reguty 2S-8.1 (4, 5) do pochodnych witamin D moze
by¢ mylace, poniewaz okre$lniki a i @ mozna stosowac¢ jedynie wtedy, gdy
orientacja pierscienia A jest taka jak w macierzystym steroidzie, witami-
ny D natomiast przedstawia sie,czesto w ich alternatywnej konfiguracji
(poréwnaj wzory (1) i (2), (3) i (4), oraz (8) i (9)). Zalecamy, aby nigdy nie
stosowac okre$lnikow a i @do pierscienia A, ani tez do atomoéw C-6 i C-7
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zwigzkow klasy witamin D. Centra chiralnosci nalezy okresla¢ symbolami
R lub S, za$ podwdjne wigzania E lub Z (7, 8). Przyktady podano w ta-
beli 1

Ze wzgledu na reguty kolejnosci nie zezwala sie na przenoszenie sym-
boli R i S z danego zwigzku na jego pochodne. Przyktady skutkow tego
podaje Ryc. 1

H HO H HO H
i
R R
HO = HO , A
H H H
3S, 10S 1S. 3fl As, 3R

Ryc. 1. Przyktady stereochemii pierScienia A. Uwaga: we wzorach (1) do (6) grupa
hydroksylowa jest 3S.

Powyzsze zalecenia nie dotyczg zwigzkdw, w ktorych pierscien B nie
ulegt otwarciu. Tak wiec lumisterol okre$la sie nadal jako (22E)-9p,10cc-er-
gosta-5,7,22-trien-3(3-ol (Reguta Steroidéw 2S-5.2 w (4, 5)).

3. Zwigzki stereochemicznie pokrewne

Wielu badaczy stosowato modyfikacje nazw zwyczajowych celem wy-
kazania pokrewienistwa miedzy zwigzkami. Modyfikacje mozna stosowac,
jesli na okreSlenie cholekalcyferolu uzyje sie skréconej nazwy ,kalcy-ol”
(Wz6r 1, to samo co 2 Ryc. 2).

Ryc. 2. Kalcy-ol.

Cholekalcyferol proponuje sie jako nazwe alternatywng, nie mozna
jej jednak stosowal przy nazywaniu metabolitow. Kalcy-ol jest nazwg
macierzystg serii witamin D3i mozna jg dalej modyfikowaé, inne jednak
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pokrewne macierzyste weglowodory nie zostaty dotagd nazwane. Dlatego
termin kalcy-ol mozna stosowa¢ jedynie na okreSlenie zwigzkéw zawie-
rajacych grupe 3-hydroksylowa oraz uktad trzech sprzezonych wigzan
podwodjnych (lub wywodzacych sie z nich). JeSli nie zaznaczy sie tego
specjalnie, okreslenie grupa 3-hydroksylowa oznacza, ze ma ona pozycje
takg jak 3|3-hydroksylowa grupa macierzystego steroidu tetracyklicznego,
to znaczy przy braku podstawienia przy atomach 2 i 4, je$li pozycja C-I
nie jest podstawiona jest to 3S, a je$li w pozycji C-I jest tez grupa hydro-
ksylowa jest to 3R. Uktad trienowy jest to 5,7,10(19) — ze stereochemig
5Z,7E, jesli nie wskazano inaczej.

4. Numeracja

Zachowuje sie numeracje macierzystego steroidu, jak pokazano we
wzorach (1) i (2) (Ryc. 2).

5. Modyfikacja uktadu trienowego

Jak méwi Reguta 3 powyzej, rdzen kalcy- sugeruje ukiad 5,7,10(19)-
trienowy ze stereochomia 5Z,7E, je$li nie wskazano inaczej. Poprzedzenie
nazwy kalcy-ol przedrostkiem ,ta” oznacza zmiane lokacji trienu na
5(10),6,8 z sugerowang konfiguracja 6E (patrz tabela 2), na przykiad
»takalcy-ol” (wzér (3), to samo co (4), na Ryc. 3).

Tabela 2
Modyfikacje nazw zwyczajowych
rdzefi lub pochodzenie skutek
przedrostek
kalcy kalcyferol oznacza 9,10-seko-5,7,10(19)-cholestatrien
o konfiguracji 5Z, 1E
ta tachysterol zmienia trien kalcy-olu na 5(10),6,8 0o konfigu-
racji 6E
1Z0 izowitamina D3 zmienia trien kalcy-olu na 1(10),5,7 o konfigu-
racji 1E
er ergosterol wprowadza wigzanie podwdjne 22(23) o konfi-

guracji 22E, oraz grupe metylowa w konfigurac-
je 24R, jesli nie poczyniono innych zmian

Przedrostek ,,izo”, dodany do nazwy kalcy-ol oznacza zmiane lokacji
trienu na 1(10),5,7, z sugerowang konfiguracjg 7E. Przy tym przedrostku
nalezy okresli¢ stereochemie w pozycji 5 na przyktad 5E-izokalcy-ol
(wzbr 5).

11 Postepy Biochemii 3-4/83
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(5f)-1zokalcy-ol (52)- 1zokalcy-ol

Ryc. 3. Takalcy-ol i izokalcy-ole.

6. Modyfikacja taricucha bocznego

Przedrostek ,er” oznacza boczny tahAcuch serii witamin D2 jak we
wzorze 7 (patrz Ryc. 4), na przyktad erkalcy-ol (Tab. 2).

22
24

(7)

Ryc. 4. Boczny tahAcuch erkalcy-oli.

Przedrostek ten obejmuje konfiguracje 22E,24R, pokazang w (7), jesli
nie wskazano inaczej. Alaternatywng zwyczajowg nazwg erkalcy-olu po-
zostaje ergokalcyferol, ale nie mozna tej nazwy stosowac przy nazywaniu
metabolitow.

Uwaga: Ze wzgledu na reguty kolejnosci nie zezwala sie na przeno-
szenie symboli R lub < ze zwiagzku na jego pochodne. Skutki tego poka-
zano w Ryc. 5.
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T i . ,OH
R R
248 24 R
H
H o H 2 «
M R
OH
R R
248 248
0o i H 2 ?5"
"/\/%‘(K 20K TOH
OH H
R R OH
24 R

2425R
Ryc. 5. Przyktady stereochemii w pozycji 24 (i 25) w serii witamin Dj.
Zauwaz, ze obecno$¢ lub brak wiagzania podwdjnego 22 (23) w trzech przyktadach
u dotu nie zmienia oznaczen w pozycji 24 (i 25).

7. Pochodne dihydro
X
Dihydrotachysterol jest waznym przedstawicielem rodziny witamin D.
Nalezy go nazywa¢ dihydrokalcy-ol, chociaz bardziej systematyczng nazwg
bytoby: (5E)-(10S)-10,19-dihydrokalcy-ol (wzér (8), to samo co (9) na
Ryc. 6).

Ryc. 6. (5£J)-(10S)-10,19-dihydrokalcy-ol.

Uwaga 1. Wprawdzie zwigzek ten jest pochodng otrzymang z kalcy-olu
przez uwodorowanie podwojnego wigzania 10(19) mozna go tez uwazac za
pochodng takalcy-olu, utworzong przez 1,6-addycje wodoru do uktadu
5(10),6,8-trienowego, to znaczy w pozycje 9 i 10.

Uwaga 2. W pozycji 10 wystepuje nowe centrum chiralnosci. Jesli
syntetyczna prébka zawiera mieszanine obu izomeréw, niekoniecznie w

u*
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rownomolowych proporcjach, mozna stosowac przedrostek ,,ambo”, ozna-
czajacy obecno$¢ takiej mieszaniny (3, 9), na przyktad (5E)-10-ambo-
10,19-dihydrokalcy-ol. Obecno$¢ jednego tylko izomeru, lecz o nieznanej
stereochemii mozna oznaczy¢ za pomoca xi, na przyktad (5£)-(10])-10,19-
dihydrokalcy-ol. W przypadku, gdy znamy absolutng stereochemie przy
C-10, wykazuje sie ja w zwykty sposdb, na przyktad: (5£)-(10S)-10,19-di-
hydrokalcy-ol.

8. Inne modyfikacje

Inne modyfikacje macierzystego zwigzku oznacza sie za pomocg odpo-
wiedniego przedrostka. Mozliwe modyfikacje pokazano w Tab. 3.

Tabela 3

Przedrostki modyfikujgce zwigzki macierzyste. Dalsze szczeg6ly stosowania tych przedrostkow
mozna znalez¢ w odpowiednich punktach Regut F (7), wskazanych w 3-ciej kolumnie

przedrostek skutek reguta

cyklo dodatkowy pier$cien F-4.1

didehydro dodatkowe wigzanie podwdjne F-3.3

homo dodatkowa grupa metylenowa F-4.5

dihydro redukcja wigzania podwéjnego F-3.1, patrz punkt 7
powyzej

nor usuniecie grupy metylenowej F-4.2, F-4.4

aza zastgpienie wegla azotem F-4.11

oksa zastgpienie wegla tlenem F-4.11

Zmiane konfiguracji w stosunku do sugerowanej przez nazwe rdzenia
i przyrostka (patrz Reguta 3 i 10a) oraz przez jeden z przedrostkéw wy-
mienionych w Tab. 2, oznacza sie za pomocg odpowiedniego lokantu
i symbolu (R lub S w pozycjach 1, 3, 20 lub 24, E lub Z w pozycjach 5, 6,
7 lub 22, oraz a i @w pozycjach 13, 14 lub 17). Dalsze szczegdty podaje
Reguta F-6.3 (7) i Reguty Steroidow 2S-5.2 i 2S5-5.3 (4, 5). W tych odno$ni-
kach podano takze stosowanie przedrostkéw ,ent” i ,rac” (F-6.4, F-6.5,
F-6.6 oraz 2S-5.3 i 2S-5.4). Przyktady: D-homokalcy-ol, 2*-azaerkalcy-ol,
(3R)-kalcy-ol i (22Z)-erkalcy-ol.

9. Zestawienia przedrostkéw
Modyfikujgce przedrostki mozna zestawia¢. Podaje sie je w kolejnosci:

a) stereochemia wigzan podwojnych, wymagajaca symboli E lub Z
b) stereochemia centréw chiralnosci, wymagajgca symboli R lub S
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c) przedrostki oddzielone (patrz punkt IOa i Ilb ponizej)

d) modyfikujgce przedrostki, w kolejnosci podanej w Tab. 3

e) zmiany konfiguracji przy pozycjach 13, 14 lub 17

f) modyfikujgce przedrostki, podane w Tab. 2, w porzadku alfabe-
tycznym.
Przyktad: (2AS)-24-hydroksy-22}23-didehydrotakalcy-ol (poréwnaj drugi
przyktad w Ryc. 7).

H HO,L H
\,/\>24<r \,/\)2‘((
R 24/ R s
H H
u Hou ,HO
, OH
248 24R, 2sp

Ryc. 7. Przyktady stereochemii w pozycji 24 i 25 serii witamin D3

10. Dodatkowe grupy hydroksylowe

a) Oznaczone za pomocg przyrostka

Nazwe kalcydiol zarezerwowano na okre$lenie 3,25-diolu, nazwe Kkal-
cytriol na okreslenie 1,3,25-triolu, a kalcytetrol — dla 1,3,24,25-tetrolu.
Konfiguracja grupy (grup) hydroksylowej/ych odpowiada tetracyklicznym
steroidom z grupg 3f3-hydroksy-, lub la,3(3-dihydroksy- (patrz Ryc. 1), lub
24R-hydroksy-.

b) Oznaczone za pomoca przedrostka

Kazdg grupe hydroksylowg nie objetg nazwg przyrostka (patrz punkt 3
i 10a) nalezy oznacza¢ za pomocg przedrostka hydroksy, dihydroksy itp
wraz z odpowiednim lokantem i okre$leniem stereochemii podstawnika
(jesli zachodzi taka potrzeba). Przyktady: (IS)-I-hydroksykalcy-ol,
16(3-hydroksykalcy-ol i 26-hydroksykalcy-ol (lub, jesli znamy stereoche-
mie, (25R)-26-, lub (25S)-26-hydroksykalcy-ol).

Uwaga: Ze wzgledu na reguty kolejnosci nie mozna przenosi¢ symboli
R lub S z okresSlonego zwiazku na jego pochodne. Przyktady skutkow tego
pokazano w Ryc. 5i Ryc. 7.
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11. Inne podstawniki
a) Modyfikacja przedrostka

Estry grup hydroksylowych, oznaczonych za pomocg przyrostka (punkt
3 i 10a) oznacza sie poprzedzajac nazwe zwigzku nazwami(g) grup(y) acy-
loksylowych(ej) w ich (jej) postaci anionowej, jeSli to potrzebne wraz
z lokantem (patrz Reguty Steroidow 2S-4 (4, 5)). Keton odpowiadajacy
kalcy-olowi mozna nazywaé kalcy-on, ale nazwe* te zastrzega sie dla 3-ke-
tonu. Utlenienie kalcydiolu daje hydroksyketon, ktéry winien nosi¢ nazwe:
25-hydroksykalcy-on. Przyktady: octan kalcy-olu, 1-octan 3-mrdwczan
kalcytriolu.

Uwaga: Zwigzek z grupy witamin D, w ktorym grupa metylowa ulegta
utlenieniu do karboksylowej (lub pochodnej) nalezy nazwa¢ za pomocg
odpowiedniego przyrostka. W tym przypadku nie nalezy uzywaé nazwy
kalcy-ol, poniewaz jej przyrostek wskazuje na grupe tlenowg przy C-3.
Z tego wzgledu zaleca sie oznaczanie kwaséw karboksylowych jako po-
chodnych 9,10-sekocholestanu lub 9,10-sekoergostanu. Przyktad: (5Z,7E)-
(3S,23R,25S)-3fi,25-dihydroksy-9,10-seko-5,7,10(19)-cholestatrieno-26,23-
lakton.

b) Oznaczanie za pomocg przedrostka

Podstawniki, nie okreSlone przez nazwe zwigzku macierzystego i od-
powiednie przyrostki (punkt 3, I0a i lla) powinno sie oznacza¢ za pomocg
przedrostka wraz z odpowiednim lokantem, okre$lajgc stereochemie przy
pomocy okreslnika, jesli zachodzi potrzeba. Analogi witamin D, w ktorych
przy C-3 nie wystepuje grupa hydroksylowa, lub zostata zastgpiona przez
aminowa, nazywa sie stosujgc przedrostek 3-deoksy- (patrz reguty weglo-
wodandw, punkt 14 (10), w polskiej wersji punkt 8.14 (3)). Przyklady:
25-fluorokalcy-ol, (3S)-3-amino-3-deoksykalcy-ol i lla-acetoksykalcy-ol.
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JEDNOSTKI AKTYWNOSCI ENZYMATYCZNEJ

Zalecenia z 1978 r.

Opracowano na podstawie dokumentu Komitetu Nomenklatury Miedzynarodowej
Unii Biochemicznej (NC-1UB, opublikowanego w Eur. J. Biochem. 1979, 97, 319—320).

(thum. M. K. Kotaczkowska)

Obecno$¢ enzymu rozpoznaje sie dzieki zachodzeniu reakcji chemicz-
nej, ktorg on katalizuje, a jego‘ilo§¢ mozna okre$li¢ przez pomiar szyb-
kosci tej reakcji. W zaleceniach Miedzynarodowej Unii Biochemicznej (1)
w rozdziale 4 (Enzyme Units) zdefiniowano standardowg jednostke aktyw-
nosci enzymatycznej jako ilos¢ enzymu, ktéra katalizuje przemiane 1 mi-
kromola substratu w ciggu 1 minuty w warunkach standardowych; ta
definicja zostata zaproponowana w Raporcie Komisji Enzymatycznej w
1961 (2). Komisja Nomenklatury Biochemicznej w zaleceniach z 1972 r. (3)
proponuje wyrazaé szybkos$¢ reakcji w molach na sekunde zgodnie z ukta-
dem SI. Jednoczesnie zaproponowano definicje i nazwe nowej jednostki
aktywnosci enzymatycznej , katal”, w zgodzie z miedzynarodowym syste-
mem. Jednostka katal odniesiona do sekundy jako jednostki czasu bardziej
odpowiada statym szybkosci uzywanym w kinetyce chemicznej, niz daw-
niej uzywana jednostka enzymatyczna. Wersja z 1972 r. utozsamiata
aktywno$¢ enzymatyczng z szybkoscig reakcji, obecnie za$ rozréznia sie
te wielkosci.

Katalityczna aktywnos$¢ i jednostka katal.

Wielkoé¢:

Miarg katalitycznej aktywnos$ci enzymu jest przyrost szybkosci swois-
tej reakcji chemicznej *\ kt6rg wywotuje dodanie enzymu w specyficz-
nych warunkach testu.

*) Stosowana tu nazwa ,szybkos$¢ reakcji” zgodnie z definicja zaproponowang
w punkcie (4) oznacza wielko$¢ wyrazong stosunkiem: ilos¢ substancji/czas, a w jed-
nostkach jako: mol*s~t. Nalezy zwré6ci¢ uwage, ze nazwe te stosuje sie czesto na
okreslenie wielko$ci wyrazonej stosunkiem: stezenie substancji/czas, a w jednostkach
jako: mol*dm-s«s—. Ta rozhiezno$¢ podobnie jak i propozycja nazwania pierwszej
(ekstensywnej) wielkosci ,szybkos$cig konwersji” a drugiej (intensywnej) wielkosci
»Szybkoscig reakcji”, jest przedmiotem rozwazan przez Podkomitet Symboliki i Ter-
minologii w Kinetyce Chemicznej w IUPAC.
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Jednostka:

Jednostka katal (symbol: kat) jest takg aktywnoscig katalityczng, ktora
powoduje przyrost szybkosci reakcji o0 1 mol na sekunde w specyficz-
nych warunkach testu.

Komentarz

1. Jednostka katal oznacza aktywnos$¢ katalityczng, ktorg okresla sie jako
przyrost szybkosci reakcji w warunkach testu. Nie stosuje sie jej
jednak na okreslenie szybkoSci reakcji, ktére wyraza sie w mol*s_1.

2. Katalityczng aktywnos$¢ enzymu definiuje sie jako potencjalng mozli-
wos¢ jego dziatania w specyficznych warunkach testu. W ten sposéb
sformutowana definicja uzasadnia stosowanie takich wyrazen jak
aktywna forma czy aktywne centrum.

3. Komitet Miedzynarodowego Stownictwa nie widzi przeszkéd w wy-
razaniu aktywnosci katalitycznej w mol”~s-1. Uzasadnia on jednak dla-
czego stosowanie jednostki katal moze by¢ bardziej przydatne: jednost-
ka 1 kat wyraza co$ wiecej niz 1 mol*s_1, gdyz wskazuje, ze ta wiel-
kos¢ odnosi sie do katalitycznej aktywnosci, podobnie jak ,,Hz” oznacza
czestotliwos¢, podczas gdy s-1 nie.

4. Komitet stwierdza, ze jednostka 1 katal, odpowiadajgca szybkosci
przereagowania 1 mola w ciggu sekundy, jest zwykle za duza w prak-
tycznym stosowaniu. W wielu przypadkach katalityczng aktywnos$¢
nalezy wyraza¢ w mikrokatalach (Jikat), nanokatalach (nkat) lub piko-
katalach (pkat), co odpowiada przereagowaniu 1 mikromola, nanomola
lub pikomola w ciggu sekundy.

5. Dawng jednostke enzymatyczng (U) mozna przeksztatcic w obecnie
zaproponowang jednostke katal w spos6b nastepujacy:

1 U katalizuje przemiane 1 |xmola/min czyli 1/60 jimol/s to jest 16,67
nmol/s; 16,67 nkat katalizuje przemiane 16,67 nmol/s. A wiec 1 U od-
powiada 16,67 nkat.

6. Szybkos¢ reakcji mozna okresli¢c jako szybkos$¢ zmiany ilosci ktérego-
kolwiek z substratdéw lub produktéw reakcji podzielong przez liczbe
czasteczek wybranej substancji, ktéra wchodzi w reakcje lub powstaje
w jednym cyklu reakcji (4). Tak wiec, nie ma trudnosci w opisie reak-
cji, w ktérych bierze udziatl rézna liczba czgsteczek produktéw i sub-
stratow. Na przyktad w reakcji 2A B+ C szybkos$¢ przemiany 1 mola
w ciggu sekundy odpowiada szyko$ci znikania 2 moli substratu A w
ciggu sekundy.

7. Definicja aktywnos$ci katalitycznej zgodna jest z zaleceniami specja-
listow z chemii klinicznej z 1978 r. (5).

8. Zaleca sie aby oznaczenia aktywnosci enzymu, jes$li to tylko jest mozli-
we, opieraty sie na pomiarach szybkosci poczatkowej, a nie na pomia-
rze ilosci przereagowanego substratu w czasie koAczacym okres reakcji,
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chyba ze szybkos¢ reakcji jest stata. Jesli szybko$¢ reakcji spada zna-
czaco w trakcie pomiaréw to wowczas ilos¢ przereagowanego substratu
nie jest proporcjonalna do ilosci enzymu, na przykiad z powodu po-
wstawania produktow hamujacych reakcje, a w reakcjach odwracal-
nych ze wzgledu na szybkos$¢ reakcji przeciwnej, ktérej nie mozna juz
pomijac.

Warto$ci wyprowadzone z katalitycznej aktywnosci:

Jedng z takich wartosci jest specyficzna katalityczna aktywnos$é enzy-
mu lub preparatu enzymu, ktérg mozna wyrazié jako: kat*kg-1. Inng
z kolei jest molarna katalityczna aktywno$¢ wyrazana jako: kat*mol-1.
W warunkach wysycenia enzymu substratem molarna aktywno$¢ katali-
tyczna (okreslenie zastepujace dawniej stosowang ,liczbe obrotow”) licz-
bowo réwna jest statej szybkosci, a wyraza sie jako s-1 w przypadku
rozktadu kompleksu enzym-substrat na enzym i produkty. Niemniej
interpretacja pojecia aktywnosci katalitycznej nie jest tatwa z powodu
niespecyficznych oddziatywarn oraz wystepowania wiecej niz jednego
centrum katalitycznego w czasteczce enzymu.
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KOMUNIKAT KOMISJI SLOWNICTWA POLSKIEGO TOWARZYSTWA
BIOCHEMICZNEGO

Wybrane symbole wielkosci i jednostek
wielkos$¢ jednostka

wielkoSci czasu, przestrzeni i pokrewne

1 dtugosé m, mm, \j.m (nie (), nm itp#)
A powierzchnia m2, cm2, mmz2 itp
\% objetos¢ m3, dm3s (lub 1), cm3 (lub ml), nm3 (lub ~1)
X dtugos¢ fali nm (nie m[x, nie A)
v, f czestotliwos¢ Hz
wielko$ci mechaniczne i pokrewne
m masa kg, g, mg, iig (nie y), itp
p gestosé g/cms
d gestos$¢ wzgledna bezwymiarowa
F sita N (kgxm/s2)
E energia J nie cal
p, P cisnienie Pa (N/m2)
1bar = 10s Pa
latm = 101 325 Pa
1mm Hg = 133,2 Pa
S wspotczynnik sedymentacji S = 10"13 srad-2
wielko$ci molekularne
m masa czasteczkowa Da = 1/12 nuklidu 12C
n ilo$¢ substancji mol, mmol, ji.mol, nmol itp.
M masa molowa g/mol, kg/mol
Mr wzgledna masa czgsteczkowa bezwymiarowa
cB, [B] stezenie molowe substancji B M (mol/l), mM (mmol/l), itp raczej niz
10-3 M itp
wielko$ci termodynamiczne i pokrewne
T temperatura termodynamiczna K
t, 0 temperatura Celsiusza °C
q, Q ciepto J nie cal
| sita jonowa M(mol/l), mM itp
elektryczno$¢ i magnetyzm
| prad elektryczny A
H natezenie pola magnetycznego T
R opor
Swiatto i promieniowanie elektromagnetyczne
| natezenie $wiatta cd
T przepuszczalno$¢ bezwymiarowa
A absorbancja (—og T) bezwymiarowa

(nie nalezy uzywaé okreslen: ge-
sto$¢ optyczna, ekstynkcja)

* przedrostki jednostek: T, tera 101J, G, giga 10® M, mega 10®, K, kilo 103, d, deci 10-1, c, centi 10~2, m, mili
10_3,ix, mikro 10-6, n, nano 10~9, p, piko 10-4J, fe, femto 10~15, a, atto 10-18
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AMP, ADP, ATP*
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molowy wspétczynnik absorpcji M-1lcm 1
radioaktywnos¢ Bg = 1diss-1
lub Ci = 37 GBqg

reakcje chemiczne
stata rownowagi

stata Michaelisa M, mM itp (raczej niz 10-3 M) it

stata inhibitorowa M, mM itp raczej niz 10" 3 M it

stata szybkosci s_1, lub m-lg—

szybko$¢ konwersji (przetworzenia) mol/s, mmol/s, [¢mol/s itp, raczej niz
(¢mol/min

szybkos¢ reakcji katalizowanej przy
stezeniu substratu at infinite

aktywnos$¢ enzymatyczna kat
wspoétczynnik Hilla

Standardowe skréty nazw. nie wymagajace definicji

5'-mono-, di-, i trifosforan adenozyny

CAMP, cykliczny AMPb 3'-5'-monofosforan adenozyny

CMP, CDP, CTP*
CaA lub CoASH

5'-mono-, di-, i trifosforan cytydyny
koenzym A

CoASAc acetylo-koenzym A

DNA, mtDNA, nDNA, cDNA kwas deoksyrybonukleinowy, mitochondrialny DNA,
jadrowy DNA, komplementarny DNA

FAD dinukleotyd flawino-adeninowy

FMN 5'-fosforan ryboflawiny

GMP, GDP, GTP*
Hb, HBCO, HBO2

5'-mono-, di-, i trifosforan guanozyny
hemoglobina (odtlenowana), karboksyhemoglobina,
oksyhemoglobina

IgA, itp immunoglobulina A, itp
IMP, IDP, ITP* 5'-mono-, di-, i trifosforan inozyny
Mb, MbCO, MbO02 mioglobina, karboksymioglobina, oksymioglobina

NAD, NAD+ NA

DH dinukleotyd nikotynoamido-adeninowy, jego forma utle-
niona i zredukowana

NADP, NADP+, NADH fosforan dinukleotydu nikotynoamido-adeninowego, jego

NMN
NMP, NDP, NTP*
NMR

poly(A), itp

forma utleniona i zredukowana

mononukleotyd nikotynoamidowy

5'-mono-t di-, i trifosforan nieokreslonego nukleotydu
jadrowy rezonans magnetyczny

0O'-SOpolKkwas adenylowy), itp

RNA, hnRNA, mRNA, mtRNA, kwas rybonukleinowy, heterogenny jadrowy RNA, infor-
nRNA, rRNA, tRNA’ macyjny RNA, mitochondrialny RNA, jadrowy RNA,

TMP, TDP, TTP®
Tris

UDPGIc, UDPGal
XMP, XDP, XTP*

a na okre$lenie o
izomery NMP moga b

rybosomalny RNA, transportujacy RNA
5'-mono-, di-, i trifosforan rybozylotyminy
tris(hydroksymetylo)aminometan
urydyno(5'-disosfo)l-D-glukoza i-galaktoza
5'-mono-, di-, i trifosforan ksantozyny

dpowiedniego fosforanu deoksynukleozydu uzywa sie przedrostka d, np dAMP, dTTP. Rézne
y¢é oznaczane: 2-AMP, 3'-AMP itp.

b podobnie okresla sie inne 3'-5'-cykliczne nukleotydy.
c transportujace RNA, swoiste wzgledem okre$lonych aminokwaséw oznacza sie jako np. tRNAAIla. Gdy dwie lub
wiecej czasteczek tRNA przytacza ten sam aminokwas, oznacza sie je wskaznikiem u dotu, np. tRNAAa. Aminoacylo-

tRNA mozna oznaczaé

jako np. alanylo-tRNAAIa, lub Ala-tRNA.
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W wyniku szybkiego rozwoju genetyki molekularnej z zastosowaniem nowych
technik, w piSmiennictwie anglosaskim pojawita sie i nadal pojawia wielka liczba
nowych okre$len, nazw i zwrotéw. Wiele z nich ma krdtki zywot, inne jednak wchodza
na dobre do stownictwa z tej dziedziny wiedzy. Nazwy te powinny mie¢ swe odpo-
wiedniki w jezyku polskim, tym bardziej, ze nie podlegaja one ogdlnie przyjetym
zasadom stownictwa chemicznego czy enzymologicznego.

W Science (1980, 109, 1435) podano przygotowane ad hoc propozycje stownika
termindéw z dziedziny genetyki molekularnej. Polskg wersje ogtoszono w Postepach
Biologii Komorki (1982, t. 9, z. 2, str. 335—340). Obie propozycje budza pewne zastrze-
zenia u specjalistow.

Z uwagi na duze znaczenie zagadnienia, Komisja Stownictwa Biochemicznego po-
wotata zespdt, przygotowujgcy stownik terminologii z dziedziny genetyki molekular-
nej. Pracg zespotu kieruje prof. dr hab. Aleksandra Putrament. Zawiadamiajac o tym,
Komisja prosi o nadsytanie haset anglosaskich, oraz ewentualnych propozycji polskich
okreslen, na adres:

Prof. dr hab. Aleksandra Putrament
Instytut Biochemii i Biofizyki PAN
ul. Rakowiecka 36, 02-532 W arszawa
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KRONIKA POLSKIEGO TOWARZYSTWA BIOCHEMICZNEGO

Nowi Cztonkowie

Na Plenarnym Posiedzeniu Zarzagdu Gitéwnego Towarzystwa w dniu 24 marca
1983 r. w poczet cztonk6w Towarzystwa zostali przyjeci: Stawomir Bartkowiak
z Poznania, Ksenia Bykowska, Ewa Sikora, Jan Sosinski i Waldemar Przybyszewski
z Warszawy.

»Mini” Sympozja

W ubiegtym roku Towarzystwo zapoczatkowalo organizacje specjalistycznych
sympozjow z Biochemii i dziedzin pokrewnych. Do tej pory zorganizowano trzy
sympozja i tak w dniu 29 listopada 1982 r. odbyto sie sympozjum pt. ,Wybrane
zagadnienia z biochemii wrodzonych wad metabolicznych”, ktérego organizatorem
byta Barbara Czartoryska.

W dniu 31 marca 1983 r. odbyto sie sympozjum pt. ,Metody inzynierii enzymatycznej
i genetycznej w biosyntezie i konwersji penicyliny”, organizatorem byta doc. dr Lidia
Pas.

W dniu 14 kwietnia 1983 r. odbyto sie sympozjum pt. ,Interferon”, ktérego organiza-
torem byta doc. dr Magdalena Fikus.

Zebranie Zarzadu Gtownego Towarzystwa

W dniu 24 marca 1983 r. odbyto sie posiedzenie Zarzagdu Gidwnego Towarzystwa,
na ktérym omawiano sprawy organizacji XIX Zjazdu w Szczecinie w 1983 r. i XX
Zjazdu w Olsztynie w 1984 r. Zaproponowano sktad komisji do spraw nagr6éd im.
J. K. Parnasa i B. Skarzynskiego, omoéwiono szczeg6towo sytuacje finansowag Towa-
rzystwa oraz mozliwosci wspétpracy z innymi Towarzystwami Biochemicznymi. Po-
stanowiono wystagpi¢ z konkretnymi propozycjami w tych sprawach na Walnym
Zebraniu Towarzystwa w Szczecinie.



Konferencja naukowa ,,Chemia i biologia kwaséw nukleinowych” 20—21 kwiecien,
1983, Poznan.

W dniach 20—21 kwietnia br odbyta sie w Poznaniu konferencja naukowa nt.
,Chemii i biologii kwaséw nukleinowych”. Podobnie jak w roku ubiegtym, organiza-
torem tifonferencji byt Zaktad Chemii Bioorganicznej PAN w Poznaniu, tym jednak
razem przy wspoétudziale Komisji Genetyki i Biologii Molekularnej Oddziatu PAN
w Poznaniu, Miedzyuczelnianego Instytutu Biochemii i Instytutu Biologii Uniwersy-
tetu im. A. Mickiewicza w Poznaniu.

Tegoroczna konferencja poswiecona byta gtéwnie dwom zagadnieniom:

— najnowszym kierunkom rozwojowym w chemii i biologii kwaséw nuklei-
nowych,

— inzynierii genetycznej, ze szczegdlnym uwzglednieniem inzynierii genetycznej
roslin.

Konferencja w Poznaniu pomyslana byta jako jedno z dziatan umozliwiajacych
dobre przygotowanie sie $rodowiska naukowego do podjecia badan w przysziej pie-
ciolatce, oraz jako préba stworzenia otwartego systemu informacji krajowej w sze-
roko pojetych badaniach nad chemig, strukturg i biologiag kwaséw nukleinowych.

Na konferencji przedstawiono 17 referatéw plenarnych, przewaznie przeglado-
wych (zgrupowanych w 6 sesjach), do wygtoszenia ktérych organizatorzy zaprosili
szereg wybitnych specjalistow réwniez z poza Poznania. Jedna sesja byta poswiecona
takze krétkim komunikatom z badan witasnych.

Sesje pierwszg poswiecong inzynierii genetycznej (przewodniczacy M. Wiewi6-
rowski) otworzyt referat J. Szweykowskiego p.t. ,Teoria ewolucji a biologia mole-
kularna”, ktéry stanowit interesujgca probe lepszego powiazania biologii klasycznej
z biologig molekularng, a przez to stanowit dobre tto dla licznych probleméw poru-
szanych na konferencji. W ramach tej sesji przedstawiono referaty prezentujgce
roznorodne aspekty: (a) inzynierii genetycznej u roslin (J. Augustyniak), (b) nowej
techniki badawczej jaka jest ukierunkowana mutageneza (J. Stawinski), (c) zagadnien
zwigzanych z wyodrebnianiem i ekspresjg gendw kodujgcych hormony (P. Weglenski),
oraz (d) sj?raw dotyczacych chemicznej syntezy gendw strukturalnych (A. Kra-
szewski).

Sesja druga (przewodniczaca Z. Zielinska) byta poswiecona molekularnym pod-
stawom niektorych choréb genetycznych i chemoterapii. Wygtoszono cztery referaty
dotyczace: (a) thalassemi (A. Horst), (b) organizacji benomu onkogennych wiruséw
(J. Szala), (c) onkogenéw ludzkich (M. Chorazy), (d) syntezy i wykorzystania w terapii
jako Srodkow antywirusowych analogéw komponentéw kwaséw nukleinowych (T. Ku-
likowski).

Pierwszy dzien konferencji zakonczyta sesja (przewodniczacy Z. Lorkiewicz)
poswiecona omoéwieniu: (a) postepu w badaniach nad transferowymi kwasami rybo-
nukleinowymi (J. Barciszewski), (b) zagadnien zwigzanych z niezwykle ciekawym
i nie w peini jeszcze poznanym procesem dojrzewania RNA (splicing) (J. Pawelkie-
wicz). Sesje zakonczyt referat M. Zenktelera omawiajacy potencjalne mozliwosci
i ograniczenia hodowli komérek i tkanek roslinnych.
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Drugi dzien konferencji poswiecony byt w catosci postegpom w badaniach struktu-
ralnych DNA i RNA. W trzech referatach pierwszej sesji (przewodniczacy K. Wierz-
chowski) omowiono: (a) osiagniecia w badaniach struktury DNA na podstawie danych
rentgenograficznych monokrysztatow (D. Adamiak), (b) badania biologiczne dotyczace
tzw. struktur Z DNA (J. Kiysik), (c) oddziatywanie DNA i RNA z interkalatorami
i wynikajace z nich implikacje strukturalne i farmakologiczne (R. Adamiak).
W ostatniej sesji (przewodniczacy E. Gasior) wygtoszono dwa referaty dotyczace
oddziatywania fragmentéw DNA z niskoczasteczkowymi ligandami. W trakcie tej
sesji omowiono: (a) oddziatywania jonéw metali z nukleozydami i nukleotydami oraz
potencjalne i praktyczne zastosowania terapeutyczne takich komplekséw (B. Jezow-
ska-Trzebiatowska), oraz (b) oddziatywanie amin biogennych z kwasami nukleino-
wymi (M. Wiewidrowski).

W czasie 2 godzinnej sesji poswieconej doniesieniom z prac wtasnych (prze-
wodniczacy J. Barciszewski i J. Stawinski), wygtoszono 12 komunikatéw prezentuja-
cych wybrane problemy badawcze z chemii i biologii kwaséw nukleinowych, reali-
zowane w laboratoriach krajowych. M.in. poruszane tu byty zagadnienia komplekséw
tRNA syntetaz w organizmach zwierzecych (T. Borkowski), problemy regulacji trans-
krypcji polimeraz RNA (A. Kijewska), oddziatywanie niskoczasteczkowych ligandow
z enzymami (A. Guranowski), z fragmentami DNA (Z. Prasat) i z DNA (M. Gniaz-
dowski), synteza analogéw nukleozydéw (K. Felczak) i dziatanie 5'-nukleotydaz
(P. Lassota). Dyskutowano takze sprawy stabilno$ci wigzan glikozydowych w kwa-
sach nukleinowych (E. Zielonacka-Lis), udzialu egzogennego DNA w proliferacji
limfocytow (K. Szyfter) oraz strategie sekwencjonowania RNA (T. Zwierzynski).
Bardzo interesujgce byty réwniez komunikaty dotyczace molekularnych podstaw
wigzania azotu atmosferycznego przez ros$liny (A. Skorupska, A. Wolanski) — proble-
moéw bardzo waznych ze wzgledéw poznawczych i praktycznych.

Konferencja w Poznaniu potwierdzita w petni odczucia indywidualne kazdego
z nas, zajmujgcych sie chemia i biologiag kwaséw nukleinowych, ze olbrzymi postep
jaki w ostatnich dwoch latach nastapit w tej dziedzinie przeszedt wszelkie oczeki-
wania. Eksperymenty, ktére uwazano za mozliwe do wykonania dopiero na poczatku
lat 2000-ych, sg realizowane obecnie, przy czym wszystko wskazuje na to, ze znajdu-
jemy sie na poczatku nowej ery badan organizméw zywych, ktérych dalszy postep
bedzfie uwarunkowany $cistym wspoétdziataniem biologii klasycznej z biologig i gene-
tyka molekularng i naukami fizyko-chemicznymi.

Szczeg6lnie duzy postep odnotowano w nastepujacych dziedzinach:

Badania struktury i organizacji materiatu genetycznego.

Badania molekularnych podstaw raka i choréb genetycznych.

Inzynieria genetyczna roSlin.

Przemystowe wytwarzanie zwiazkéw bologicznie czynnych o znaczeniu farma-
kologicznym.

Uwazam, ze wszystkie te kierunki badawcze mogg i powinny by¢ rozwijane
w Polsce, bioragc pod uwage ich doniostg warto$¢ poznawczg i uzytkowga, oraz
wzglednie niskie naktady finansowe wymagane na ich prowadzenie (w stosunku do
badan jadrowych i zbrojeniowych). Konferencja wykazata takze, ze w naszym kraju
istnieje liczna, dobrze wyszkolona i bardzo kompetentna kadra pracownikéw nauki,
a co szczegb6lnie cieszy, wérdd nich jest duzo miodych, entuzjastycznie zapalonych
naukowcow.

W konferencji wzieto udziat ok. 150 os6b i musze przyznaé, ze zainteresowanie
konferencjg przeszto nasze oczekiwania, tym bardziej, Zze organizujac ja w pospiechu,
za co wszystkich przepraszam, na pewno nie powiadomiliSmy o niej wszystkich
zainteresowanych. Naszym zdaniem, $wiadczy to dobitnie o duzym zapotrzebowaniu
na bardzo szybkag wymiane informacji dotyczacych badan zwigzanych z chemig
i biologia kwaséw nukleinowych, stad proponowalbym, aby tego rodzaju spotkania

W N
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naukowe mozna byto organizowa¢ kazdego roku mniej wiecej w tym samym czasie,
niekoniecznie w Poznaniu. W dyskusjach kuluarowych moéwiono, ze odbyta konfe-
rencja uzupetnia w istotny spos6b sympozja sprawozdawcze organizowane przez
koordynatoréw programoéw rzadowych, probleméw weztowych i miedzyresortowych,
w ktéorych szeroko pojeta chemia i biologia kwaséw nukleinowych jest uprawiana
i dyskutowana.

Konferencja miata oczywiscie stabe punkty. Dla niektérych byta zbyt heterogenna
(cho¢ inni uwazali to za zalete), dla wszystkich natomiast program konferencji byt
zbyt przetadowany i za mato czasu zostato na dyskusje. Mam nadzieje, ze organiza-
torzy przysztorocznej konferencji unikng tych niedociggniec.

M. Wiewidrowski

6th European Celi Cycle Workshop ,,Progress in Celi Cycle Controls”

Praga, Czechostowacja, 4—8.1V.1983 r.

Kolejne spotkanie o0s6b zajmujacych sie biologia cyklu komdrkowego miato
miejsce w Pradze. Organizatorem konferencji byt Instytut Mikrobiologii Czechosto-
wackiej Akademii Nauk a pracg komitetu organizacyjnego kierowatl dr A. Kotyk.
W konferencji wzieto udziat 114 oséb z 18 krajéow, w tym 5 uczestnikéw z Polski.
Najbardziej znamienng grupe stanowili prof. Mitchison i jego uczniowie. OS$rodek
kierowany przez M. Mithisona (Zaktad Zoologii Uniwersytetu w Edynburgu, Szkocja)
ma od lat opinie wiodgcej placowki w dziedzinie badan nad cyklem komdrkowym.
Mozna dodaé, ze wielu spos$rod uczestnikéw konferencji odnotowato w swej drodze
naukowej pobyty badawcze w Edynburgu.

W wyktadzie inauguracyjnym, zatytutowanym ,Paradoksy i tajemnice cyklu
komérkowego”, M. Mithison dokonat pobieznego przeglagdu ustalen z ostatnich lat,
skupiajgc sie na nierozwigzanych problemach. Naleza do nich przyczyny rozdziatu
chromosoméw, budowa nowej btony dzielagcej komorki potomne a nade wszystko
znaczenie biologiczne faz G1 i G2. Nie ma watpliwos$ci, ze podczas fazy Gl zachodzg
czynnosci przygotowawcze do wzrostu komérki i duplikacji materiatu genetycznego
a mimo to istnieja komorki, w ktérych cyklu nie stwierdzono absolutnie fazy GI.
Nalezg do nich Physarum, o ktérych méwit W. Sachsenmaier (Innsbruck). Odnos$nie
fazy G2 zaktada sie, ze wéwczas ma miejsce reparacyjna synteza DNA, bowiem
warunkiem rozdziatlu chromosomoéw jest nie tylko ich duplikacja ale réwniez petna
reparacja. Nawigzat do tego P. Fantes (Edynburg) omawiajgc cykl komadrkowy
drozdzy. Fazy S i G2 stanowig w tym przypadku 50®0 cyklu a tgczny czas ich trwania
jest staty i determinuje wystagpienie mitozy. RoOznice w czasie trwania fazy G2
pozwalajg spekulowa¢ na temat intensywnos$ci syntezy reparacyjnej. W wyktadzie
P. Fantesa wspomniano takze o dwdch genach regulacyjnych cyklu komérkowego,
oznaczonych symbolami wee- i cdcz.

Zagadnienie genow regulacyjnych podjeto w kilku dalszych wyktadach. S. Reed
(Santa Barbara) przedstawit izolacje genu odpowiedzialnego za podziat komorki
Saccharomyces cerevisiae. Produktem wyizolowanego genu byto silnie hydrofobowe,
bogate w proline biatko. Oznaczono sekwencje aminokwasowa tego biatka a w trakcie
jest praca nad sekwencjonowaniem genu. W. D. Donachie (Edynburg) omoéwit geny
regulacyjne cyklu komorkowego E. coli. Zlokalizowano kilka gendw regulacyjnych
(czynnik wzrostu, represor, proteazy, inhibitor podziatu) w postaci zespotu gendw
w okre$lonym miejscu genomu. Na temat regulacji cyklu komérkowego wypowie-
dzieli sie ponadto: I. Setlik (Tfebon) na podstawie prac nad cyklem alg, S. Howell



[4] SPRAWOZDANIA 419

(San Diego) zajmujacy sie Clamydomona reinhardi, G. Cleffmann (Giessen) pracu-
jacy na Tetrahymena oraz V. lIvanov (Moskwa) odnosnie komdrek roslinnych.
W. Donachie i I. Setlik postulowali przy okazji zastgpienie terminu ,cykl komaérko-
wy” przez ,komorkowy cykl reprodukcyjny”.

Druga grupa zagadnien dotyczyta punktéw krytycznych w poszczegdlnych fazach.
Nalezy do nich np. sygnat ,start”, wystepujacy pod koniec fazy G1 u drozdzy lub
punkt w fazie S, od ktérego synteza DNA jest niewrazliwa na inhibitory. W przy-
padku komorek ssaczych zlokalizowanie punktéw krytycznych jest trudnym zada-
niem. W tej serii referaty prezentowali: G. J. Johnston (Halifax), P. C. L. John
(Belfast), J. Campisi (Boston) i D. W. Ronning (Oslo). Z problemem tym wigzaty sie
informacje o periodycznych zmianach materialu wewnatrzkomdérkowego, zachodza-
cych podczas cyklu komoérkowego, gtownie zmian aktywnos$ci niektérych enzymoéw
i syntezy mRNA. Wiecej danych mozna bylo odnalezé na posterach, z ktérych na
szczegb6lng uwage zastugiwal komunikat J. Creanora (Edynburg) postulujagcy przy-
pisanie charakteru enzymoéw schodkowych enzymom uczestniczacym w metaboliz-
mie DNA.

Oprécz kilkudziesieciu posteréw program uzupetniaty trzy dyskusje okragtego
stotu, podczas ktérych oméwiono protoplasty jako uktady modelowe w badaniach
cyklu komérkowego, udziat chloroplastéw i mitochondriow w cyklu komérkowym
oraz role cytoszkieletu we wzroscie i podziale komorek.

Na osobng wzmianke zastugujg proby stworzenia generalnego modelu procesu
prowadzacego do podzialu komorki, przedstawione przez L. Alberghine (Mediolan)
oraz na niektérych posterach. '

Organizatorzy przewidujg wydanie materiatbw konferencji. Warto podkresli¢
zabiegi organizatoréw o zapewnienie mozliwosci nieformalnych dyskusji poza sala
obrad. Temu celowi stuzyt bogaty program towarzyski. Jedynie zwiedzanie Pragi
stanowito peine oderwanie sie od biochemii ale przyjete chetnie, gdyz wiekszos$¢
uczestnikéw zwiedzata Prage ze $wiadomoscig przyjazdu do miasta o niezaprzeczal-
nym pieknie.

Krzysztof Szyfter
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Jadwiga Bryta
Regulacja metabolizmu komarki

Panstwowe Wydawnictwo Naukowe, Warszawa, 1981, str. 596, ISBN 83-01-02861-0, cena 120 zi.

Recenzowana ksigzka jest nowocze$nie napisanym podrecznikiem biochemii. Dla
czytelnika polskiego jest to specjalnie interesujgca pozycja, gdyz od wielu lat na
krajowym rynku ksiegarskim odczuwa sie brak pozycji przedstawiajacych nowo-
czes$nie problemy biochemiczne.

Autorka opracowata problemy regulacji proceséw biochemicznych w komérce
dla dobrze przygotowanego z biochemii czytelnika. Zebrany materiat jest cyklem
wyktadéw monograficznych dla studentéw wyzszych lat studiow kierunku biologii
molekularnej. Niemniej podrecznik zawiera przeglad najwazniejszych problemdéw
z biochemii i uwaznie studiujacy czytelnik jest bardzo starannie i przystepnie wpro-
wadzany przez autorke do najbardziej zawitych spraw. Wprowadzanie czytelnika
jest cierpliwe i prowadzi réznymi drogami. W pierwszej czesSci autorka przedstawia
sprzezenie metabolizmu z mechanizmami regulacyjnymi. Obszerna cze$¢ druga oma-
wia nowoczesne metody badan metabolizmu. Nastepnie w czesci trzeciej opisane sg
problemy regulacji na poziomie aktywnosci katalitycznej enzyméw. Cze$¢ czwarta
przedstawia sprawy transportu przez btony w obrebie komérek i miedzy komorkami.
Cze$¢ pigta omawia regulacje szlakéw metabolicznych i wspoétzaleznosci miedzy
nimi. Ostatnia cze$¢ przedstawia problemy r6znicowania osobniczego organizmow
zywych wraz z patologiag zwigzang z transformacja nowotworowa.

Ksigzka jest starannie opracowana przez autorke. Schematy reakcji ilustrujgce
wszystkie przedstawiane problemy sg przejrzyste oraz dobrze wiaczone w tekst.
Zastosowany system podziatu tekstu utatwia szybkie odszukanie poszczeg6lnych
probleméw. Na konhcu ksigzki jest dodatek zawierajacy wzory uzywanych inhibi-
toré6w. Kazdy z rozdziatbw ma obszerne zestawienie piSmiennictwa rozszerzajagcego
omawiang problematyke.

Recenzowana ksigzka jest cenng pozycja biochemiczng, ktéra wypeini olbrzymia
luke wsréd popizednio wydawanych z duzym opdéznieniem publikacji i przyczyni sie
do rozpowszechnienia najbardziej aktualnych zagadnien z regulacji proceséw bioche-
micznych nie t*co wséréd specjalistow.

Zdzistaw Zak
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Addendum

Addendum do art. ,Komorkowe geny transformujace”.

W okresie jaki uptynat miedzy ztozeniem maszynopisu a korekta dokonano dalszych
odkryé. U drozdzy w sasiedztwie genu aktyny i tubuliny odkryto gen YP2, ktéry jest
homologiem ludzkiego proto-onkogenu z rodziny c-ras (D. Gallwitz i in., Na-
ture, 306, 704—707, 1983; D. DeFeo -Jones i in.,, Nature, 306, 707—709, 1983).
Odkrycia te wskazujg na wielki konserwatyzm gendw one w ewolucji. Lista genow
one powiekszyta sie o gen ets zidentyfikowany obok genu myb w retrowirusie E26,
oraz gen mil (lub mht) znaleziony w nowoodkrytym retrowirusie Mill Hill 2 (MH2)
indukujacym biataczki i raki u kurczat. Blisko spokrewniony z genem millmht gen
raf wykryto w retrowirusie mysim 3611—MSV, ktory indukuje witdkniako-miesaki
u noworodkéw myszy (Nature, 306, 426, 1983). Odkryto homologie sekwencji miedzy
biatkiem p288s— domniemany biatkiem transformujacym wirusa SiSV —a ludzkim
czynnikiem wzrostowym pochodzacym z ptytek krwi (platelet-derived growth factor —
PDGF), co wskazuje, ze mechanizm transformacji wirusem SiSV moze polega¢ na
ekspresji czynnika mitogennego (M. D. Water field i in., Nature, 304, 35—39,
1983; K. C. Robbins i in, Nature, 305 605—608, 1983; por. tez Nature 304, 12,
1983; Nature 305, 470—471, 1983). Fragment sekwencji wtragconych u konca 5' genu
rc-mos w szpiczakach myszy (por. Ryc. 5) zidentyfikowano jako homolog sekwencji
LTR wirusowych czgsteczek A, zawierajacy sekwencje typu ,enhancer”, przy czym
LTR miat odwrécong w stosunku do genu c-myc orientacje (G. Rechavi i in,
Eur. J. Cancer Clin. One., 19, 1311, 1983). W innym typie szpiczaka (NSI) integracja
LTR z genem c-mos zaszta w 30 kodonie c-mos, a orientacja w#gczonego LTR jest
taka sama jak genu c-mos (J. B. Cohen i in., Nature, 306, 797—799, 1983). Oprocz
amplifikacji genu c-myc w ostrej biataczce promielocytarnej (por. str. 280) stwier-
dzono amplifikacje i ekspresje c-myc w linii komérek raka okreznicy (K. Alitalo
i in., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 80, 1707—1711, 1983) oraz linii raka oskrzela
(C. D. Little i in., Nature, 306, 194—196, 1983). W guzie nadnerczy myszy liczba
kopii genu c-Ki-ras zwieksza sie od 30 do 60 razy (M. Szwab i in., Nature, 303,
497—501, 1983). Gen c-Ki-ras w linii komoérkowej ludzkiego raka ptuc oraz raka
okreznicy — podobnie jak gen c-Ha-ras (por. rozdz. VI) — jest aktywowany poprzez
mutacje punktowg (K. Schimizu i in., Nature, 304, 497—500, 1983; D. J. Capon
i in., Nature, 304, 507—513, 1983). Liczne, nastepne geny one zmapowano w chromo-
somach cztowieka por. Tab. 2): gen n- ras w chromosomie 1, skl w ch. 2, fos w ch. 2,
ra/-1 w ch. 3, raf-2 w ch. 4, fms w ch. 5 Ki-rasl w ch. 6, erb B w ch. 7, Ki-ras2
w ch. 12, erb Al w ch. 17, sre w ch. 20, Ha-ras2 w ch. X (por. Nature, 306, 223—224,
1983; J. J. Yunis, Science, 221, 227—236, 1983). Analiza translokacji i delecji
chromosomalnych w nowotworach cztowieka i zwierzat pozwolita na doktadniejszy
wglad w zmiany struktury genéw one objetych tymi aberacjami. Gen c-myc w szpi-
czakach myszy i chtoniakach pochodzacych z komérek B u cztowieka ulega w trakcie
swoistych translokacji gtebokim uszkodzeniom. Miejsce pekniecia w locus c-myc sg
rozmieszczone na duzym odcinku DNA i obejmuja rejon od sekwencji poprzedzaja-
cych pierwszy ekson do pierwszego intronu wtacznie (S. Cory i in., EMBO J., 2
697—703, 1983). Gen c-myc rekombinuje nie tylko z rejonem Sa statlego segmentu (C)
ciezkiego tancucha immunoglobuliny lecz takze z rejonem Su genu C” oraz z rejonem



Sy poprzedzajacym Cyl. Opisano takze translokacje c-myc do sasiedztwa genu Cyzb.
Orientacja genu c-myc w stosunku do genu C jest najczesciej odwrocona (5' c-myc
do 5' C).

W intronie oddzielajacym gen V—D—J od genu zidentyfikowano sekwencje
wzmacniajgce transkrypcje (enhancer —En), (T. H. Rabbitts i in.,, Nature, 306,
806—809, 1983). Poniewaz sekwencje En lezg na lewo od rejonu S”, a integracja c-myc
w guzach Burkitta i szpiczakach nastepuje najczesSciej w rejonie S”, gen c-myc po
translokacji nie moze by¢ pod wptywem sekwencji En. Znana jest jednak jedna linia
chtoniaka Burkitta (linia Manca), w ktérej gen c-myc zostat zintegrowany na lewo
od sekwencji En, ktéore w tym przypadku moga by¢ aktywatorem genu. Pierwszy
ekson c-myc w trakcie translokacji moze ulec catkowitej eliminacji, bez szkody dla
tre$ci informacji kodowanej przez c-myc, gdyz ekson pierwszy posiada kodony stop
we wszystkich trzech fazach odczytu i najpewniej nie ulega translacji. Istotnym dla
kodowania peptydu myc jest ekson drugi, ktéry w przypadku translokacji do Cyi wy-
kazuje akumulacje licznych mutacji punktowych (T. H. Rabbitts i in., Nature,
306, 760—765, 1983). Rejon obejmujacy sekwencje LYyR i NIARD (por. str. 291 i 292)
jest ztozony z sekwencji poprzedzajagcych c-myc i sekwencji niekodujgcych, oddzie-
lajgcych V—D—J od C.
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WSKAZOWKI DLA AUTOROW

Kwartalnik ,Postepy Biochemii” publikuje artykuty monograficzne omawiajgce
waskie tematy, oraz artykuty przegladowe referujagce szersze zagadnienia z biochemii
i nauk pokrewnych. Artykuty pierwszego typu winny w sposob syntetyczny omawiac
wybrany temat na podstawie mozliwie petnego piSmiennictwa z kilku ostatnich lat,
a artykuty drugiego typu na podstawie piSmiennictwa z ostatnich dwu lat. Objetos¢
takich artykutéw nie powinna przekraczaé¢ 25 stron maszynopisu (nie liczac ilustracji
i piSmiennictwa). Kwartalnik publikuje takze artykuty typu minirevievos, do 10 stron
maszynopisu, z dziedziny zainteresowah autora, opracowane na podstawie najnow-
szego piSmiennictwa, wystarczajacego dla zilustrowania problemu. Ponadto kwartalnik
publikuje krétkie noty, do 5 stron maszynopisu, informujgce o nowych, interesujgcych
osiaggnieciach biochemii i nauk pokrewnych, oraz noty przyblizajgce historie badan
w zakresie r6znych dziedzin biochemii. Przekazanie artykutu do Redakcji jest
rébwnoznaczne z o$wiadczeniem, ze nadestana praca nie byta i nie bedzie publikowana
w innym czasopi$mie, jezeli zostanie ogtoszona w ,Postepach Biochemii”. Autorzy
artykutu odpowiadajg za prawidtowos$¢ i Scisto$¢ podanych informacji. Autoréw
obowigzuje korekta autorska. Koszty zmian tekstu w korekcie (poza poprawieniem
btedéw drukarskich) ponoszg autorzy. Artykuty honoruje sie wedtug obowigzujgcych
stawek. Autorzy otrzymujg bezptatnie 25 odbitek swego artykutu; zamowienia na
dodatkowe odbitki (ptatne) nalezy zgtosi¢ pisemnie odsytajac prace po korekcie
autorskiej.

Redakcja prosi autoréw o przestrzeganie nastepujacych wskazowek:

Forma maszynopisu: maszynopis pracy i wszelkie zatgczniki nalezy nadsyta¢ w dwu egzem-
plarzach. Maszynopis powinien by¢ napisany jednostronnie, z podw6jna interlinia, z marginesem
ok. 4 cm po lewej i ok. 1 cm po prawej stronie; nie moze zawiera¢ wiecej niz 60 znakéow
w jednym wierszu nie wiecej niz 30 wierszy na stronie zgodnie z Normga Polska.

Uktad maszynopisu: strona oktadkowa nienumerowana zawiera imiona i nazwisko(a) auto-
ra(éw), adres(y) Zaktadu(éw) w jezyku polskim i angielskim, w ktérych pracujg autorzy, adres
pocztowy, na ktoéry autorzy zyczg sobie otrzymywaé korespondencje, 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 skrét tytutu (nie wiecej niz 25 znakéw
drukarskich).

Strona tytutowa (1) imiona (w petnym brzmieniu) i nazwisko(a) autora(éw), tytut pracy
w jezyku polskim i angielskim, rzeczowy spis tresci w jezyku polskim i angielskim, tytut nau-
kowy autora(éw) i jego (ich) miejsce(a) pracy, wykaz skrétéw stosowanych w pracy.

Strona 2 i nastepne obejmuja tekst pracy do spisu pi$miennictwa wtacznie, tabele, spis
rycin, wzoréw oraz tytuty i objasnienia do rycin na stronach koncowych.

Dla przejrzystosci tekstu obowigzuje podziat artykutu na rozdziaty i podrozdziaty, ktérych
tytuty informowaé¢ rzeczowo winny o przedstawianych tre$ciach. Rzeczowy spis tresci publi-
kujemy bezposrednio po tytule pracy. Rozdziaty numerujemy liczbami rzymskimi, a podroz-
dziaty odpowiednia rzymska i arabska (np. 1-1.). Tytutéw podrozdziatdw nie wydzielonych
z tekstu nie trzeba numerowac¢. W teks$cie nie nalezy stosowa¢ zadnych podkreslen ani rozstrze-
lonego druku. Ewentualne sugestie autorskie co do charakteru czcionki drukarskiej nalezy
zaznaczy¢ otéwkiem na marginesie maszynopisu. W przypadku umieszczenia w tek$cie liter
alfabetu greckiego nalezy na marginesie wpisa¢ otowkiem ich fonetyczne brzmienie. Tabele
i ryciny numerujemy cyframi arabskimi a wzory rzymskimi. W teks$cie nie nalezy umieszczac
zadnych tablic, rycin czy wzordw, lecz w zgdanym miejscu pozostawi¢ wolny wiersz i zazna-
czy¢: Tabela 1, Ryc. 1, Wzér | itp. Numeracje wzoru w teks$cie nalezy podawaé¢ po nazwie
zwigzku, np. kwas glutaminowy (I).

Redakcja prosi autoré6w o zwrécenie szczegdlnej uwagi na poprawno$¢ jezykowa tekstu
a takze na $cisto$¢ i jasno$¢ sformutowan, unikanie gwary laboratoryjnej oraz o niewprowa-
dzanie do tekstu tworzonych doraznie skrotéw, nawet je$li niektére z nich bywaja uzywane
w pracach obcojezycznych.

Redakcja zastrzega sobie mozno$¢ skrécenia tekstu i wprowadzania poprawek nie wptywa-
jacych na tre$¢ pracy.



PiSmiennictwo: w artykule nalezy cytowa¢ prace oryginalne z ostatnich kilku lat oraz
najwazniejsze artykuty przeglagdowe omawiajace przedstawiong dziedzing z uwzglednieniem
artykutéw opublikowanych w ,Postgpach Biochemii”. W tekécie nalezy podawac¢ jedynie
nazwiska badaczy, ktérych prace majg podstawowe znaczenie w przedstawianej dziedzinie.
Omawiane prace trzeba numerowaé¢ w kolejnosci ich cytowania w teks$cie. Wykaz piémiennictwa
zatem obejmuje prace opatrzone kolejnymi numerami, ale nie uporzagdkowane alfabetycznie.
Odnoéniki bibliograficzne winny mie¢ forme zalecang przez Komisje Wydawcéw Czasopism
Biochemicznych Miedzynarodowej Unii Biochemikéw (IUB) wedtug Biochim. Biophys. Acta,
(1972), 276, 1 np.

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

Cytujac wydawnictwa ksigzkowe podawac nalezy kolejno: nazwisko(a) i inicjaty autora(éw),
rok wydania, tytut ksigzki, nazwisko(a) i inicjaty jej redaktoréw(a), tom, pierwsza i ostatnig
strone cytowanej publikacji, nazwe wydawnictwa oraz miejsce wydania, np.

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

Grant J. K., (1969) w Essays in Biochemistry, red. Campbell P. N., Greville G. D., t. 5,

str. 1—58; Academic Press, London.

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

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

Ryciny, tj. wykresy, rysunki, schematy lub fotografie nalezy opatrzy¢ numeracjg w kolej-
noéci ich omdéwienia w tek$cie. Przyjmuje sie zasade numeracji rycin cyframi arabskimi,
a wzoréw cyframi rzymskimi. Fotografie czarno-biate (kontrastowe) powinny by¢é wykonane
na papierze matowym. Pozostate ryciny nalezy wykonaé¢ tuszem na bialym papierze lub na
kalce technicznej. Wymiar ryciny nie powinien by¢ mniejszy niz 10X15 cm, a naniesione linie
nie powinny by¢ ciensze niz 1 mm. Ramki ujmujace wykresy mozna wykonac¢ linig cienszg
niz linie wtasciwe wykresu. Cyfry i litery stuzace do opisu rysunku powinny mie¢ wysokos$¢
nie mniejsza niz 5 mm. Na rysunkach nie nalezy umieszcza¢ opiséw stownych, lecz postugiwac
sie skrétami. Osie wykresé6w natomiast winny by¢ opatrzone napisem tatwo zrozumiatym. Dla
oznaczenia punktéw dos$wiadczalnych mozna stosowaé¢ nastepujace symbole: OO AOm A-
Rycine nalezy opatrzy¢ na odwrocie oznaczeniem ,géra” i ,doét” (otéwkiem). Decyzje o stopniu
zmniejszenia ryciny podejmuje wydawca.

Podpisy i objasnienia pod rycinami powinny by¢ dotagczone na oddzielnej kartca. Oznacze-
nia, ktérych nie mozna wpisa¢ na maszynie, nalezy wyraznie nanie$¢ czarnym tuszem.

Ze wzgledu na wewnetrzng spoisto$¢ artykutu zaleca sig autorom konstruowanie oryginal-
nych rysunkéw i zbiorczych tabel na podstawie danych z piSmiennictwa. Prawie wszystkie
czasopisma zastrzegaja sobie wytagczno$é druku prac wraz z ich dokumentacja (Copyright).
Przed witaczeniem tabel, wykreséw czy schematéw do artykutu przeznaczonego do publikacji
w Postepach Biochemii nalezy uzyska¢ zgode na przedruk i przedtozy¢ ja Redakcji.

Redakcja prosi o wtasciwe pakowanie artykutéw, aby zabezpieczyé maszynopisy i ilustracje
przed pogieciem.



CENTRALNY KATALOG ZAGRANICZNYCH CZASOPISM
I WYDAWNICTW CIAGLYCH

Centralny katalog zagranicznych czasopism i wydawnictw ciggtych
znajdujgcych sie w bibliotekach Polskiej Akademii Nauk i towarzystw
naukowych dotowanych przez PAN dostarcza informacji bibliograficznych
o ponad 18000 tytutow wydawnictw z réznych dziedzin i dyscyplin nau-
kowych.

Katalog jest prowadzony przez Biblioteke Polskiej Akademii Nauk
w Warszawie w formie kartoteki od 1961 roku. Biblioteka udziela infor-
macji na podstawie katalogu na miejscu (Patac Kultury i Nauki, VI pie-
tro, poko6j 607), telefonicznie (20-02-11 wew. 26) lub za pos$rednictwem
teleksu 815360.

Katalog jest aktualizowany biezagco na podstawie opiséw bibliogra-
ficznych nadsytanych z ok. 120 bibliotek Akademii.

Opis katalogowy zawiera dane o tytule (ewentualnie i podtytule)
wydawnictwa, miejscu wydawania, czestotliwoséci, zasobach w obrebie
tytutu (rocznik, zeszyty, numery), sposobie nabycia (prenumerata, kupno,
wymiana, dar), jego lokalizacji w danej placowce (bibliotece), a takze
informuje, czy wydawnictwo zostalo zmikrofiszowane.

Pewna liczba czasopism zagranicznych posiadanych przez biblioteki
PAN jest dostepna réwniez w postaci mikrofisz znajdujacych sie w
Os$rodku Informacji Naukowej PAN, ktory publikuje wykazy czasopism
zmikrofiszowanych oraz udostepnia kopie mikrofisz, a takze odbitki czy-
telne gotym okiem na zyczenie uzytkownikéw.

Centralny katalog zagranicznych czasopism i wydawnictw ciggtych
jest zrédtem informacji o biezacych wptywach oraz informacji retrospek-
tywnej za okres ponad 20 lat.
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