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WSKAZOWKI DLA AUTOROW

Kwartalnik ,,Postepy Biochemii” publikuje artykuty monograficzne omawiajace
waskie tematy, oraz artykuty przegladowe referujgce szersze zagadnienia z biochemii
i nauk pokrewnych. Artykuly pierwszego typu winny w sposob syntetyczny omawiac
wybrany temat na podstawie mozliwie petnego piSmiennictwa z kilku ostatnich lat,
a artykuty drugiego typu na podstawie pi$miennictwa z ostatnich dwoch lat. Objetos¢
takich artykutéw nie powinna przekraczaé¢ 20 stron maszynopisu (nie liczac ilustracji
i piSmiennictwa). Kwartalnik publikuje takze artykuty typu minireviews, do 10 stron
maszynopisu, z dziedziny zainteresowan autora, opracowane na podstawie najnow-
szego piSmiennictwa, wystarczajacego dla zilustrowania problemu. Ponadto kwar-
talnik publikuje kroétkie noty, do 5 stron maszynopisu, informujace o nowych in-
teresujacych osiggnieciach biochemii i nauk pokrewnych, oraz noty przyblizajace
historie badan w zakresie roznych dziedzin biochemii. Przekazanie artykutu do
Redakcji jest rownoznaczne z oswiadczeniem, ze nadestana praca nie byla i nie
bedzie publikowana' w innych czasopismach, jezeli zostanie ogtoszona w ,,Postepach
Biochemii’. Autorzy artykutu odpowiadajg za prawidtowos$¢ i $cisto§¢ podanych in-
formacji. Autoréw obowigzuje korekta autorska: poprawki wynikajace z biedéw
drukarni nanosimy otéwkiem; niezbedne zmiany autorskie nanosimy niebieskim
atramentem. Koszty zmian tekstu w korekcie (poza poprawieniem btedéw drukar-
skich) ponosza autorzy. Artykuty honoruje sie wedtug obowigzujgcych stawek. Auto-
rzy otrzymuja 25 odbitek swego artykutu; zamowienia na dodatkowe odbitki (ptatne)
nalezy zgtosi¢ pisemnie odsytajac prace po korekcie autorskiej.

Redakcja prosi autoréw o przestrzeganie nastepujacych wskazéwek:

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

Uktad maszynopisu: strona okladkowa nienumerowana zawiera imiona i nazwisko(a) auto-
ra(6w), adres(y) Zaktad(éw) w jezyku polskim i angielskim, w ktérych pracuja autorzy, adres
pocztowy, na ktéry 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 wigcej niz 25 znakéw
drukarskich).

Strona tytutowa (1) imiona (w pelnym 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 ! nastepne obejmuja tekst pracy do spisu piSmiennictwa wigcznie, tabele, spis
rycin, wzoréw oraz tytuly i objasnienia do rycin na stronach koncowych.

Dla przejrzystosci tekstu obowigzuje podziat artykutu na rozdzialy i podrozdziaty, ktérych
tytuty informowac rzeczowo winny o przedstawionych tresciach. Rzeczowy spis tresci publi-
kujemy bezposrednio po tytule pracy. Rozdziaty numerujemy liczbami rzymskimi, a podroz-
dzialy odpowiednig rzymska i arabska (np. 1-1). Tytuléw podrozdziatébw nie wydzielonych
z tekstu nie trzeba numerowaé. W tekscie nie nalezy stosowa¢ zadnych podkre$len ani roz-
strzelonego druku. Ewentualne sugestie autorskie co do charakteru czcionki drukarskiej nalezy
zaznaczy¢ otéwkiem na marginesie maszynopisu. W przypadku umieszczenia w teks$cie liter
alfabetu greckiego nalezy na marginesie wpisa¢ otéowkiem ich fonetyczne brzmienie. Tabele
i ryciny numerujemy cyframi arabskimi a wzory rzymskimi. W tekscie nie nalezy umieszcza¢
zadnych tablic, rycin czy wzorow, lecz w zgdanym miejscu pozostawi¢ wolny wiersz i zazna-
czyé: Tabela 1, Ryc. 1. Wzér | itp. Numeracje wzoru w tekécie nalezy podawaé¢ po nazwie
zwigzku, np. kwas glutaminowy (I).

Redakcja prosi autoréw o zwrécenie szczeg6lnej uwagi na poprawno$é¢ jezykowg tekstu
a takze na $cistos¢ 1 jasnos¢ sformutowan, unikanie gwary laboratoryjnej oraz o niewprowa-
dzanie do tekstu tworzonych doraznie skrétéw, nawet jesli niektére z nich bywajg uzywane
w pracach obcojezycznych.
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Z HISTORII BIOCHEMII

ELWIRA LISOWSKA %

Przeciwciata monoklonalne i ich zastosowania w badaniach
biochemicznych

Monoclonal antibodies and their applications
in biochemical studies

Nagrode Nobla w dziedzinie nauk medycznych w 1984 r. otrzymali
trzej immunolodzy: C. Milstein, G Kohler i N. K Jerneza
opracowanie techniki otrzymywania przeciwciat monoklonalnych. Nie
kazdego roku istnieje mozliwo$é przyznania tej nagrody za osiggniecia,
ktore wywartyby tak ogromny wptyw na rozwdéj badan, nie tylko w dzie-
dzinie immunologii, ale takze w wielu innych dziedzinach biologii. Metode
otrzymywania przeciwciat monoklonalnych opracowali Kohler i Mil-
stein, ich pierwsza o historycznym juz dzi§ znaczeniu praca na ten
temat ukazata sie w 1975 r. (1). Jerne, ktérego badania wywarly decy-
dujacy wpltyw na rozwo6j immunologii komérkowej, zostat wigczony do
nagrodzonego zespotu za stworzenie teoretycznych podstaw dla idei Kohle-
ra i Milsteina.

Klasyczna metoda otrzymywania przeciwciat polega na immunizacji
zwierzat obcymi makroczasteczkami i wykorzystaniu przeciwciat wydzie-
lanych do osocza. Swoistg surowice przeciw okreslonemu antygenowi
mozna otrzymaé albo przez szczepienie wysoce oczyszczonym antygenem,
albo przez immunizacje materiatem heterogennym i absorpcje niepozada-
nych przeciwciat z uzyskanej nieswoistej surowicy. Chociaz metody te byty
stosowane juz od wielu lat sg one obarczone licznymi niedogodnos$ciami.
Niewiele bowiem antygenow mozna uzyska¢ w stanie oczyszczonym.
Otrzymanie monoswoistej surowicy przez szczepienie materiatem hetero-
gennym i absorpcje wymaga dysponowania odpowiednim materiatem kon-
trolnym, zawierajgcym wszystkie antygeny obecne w prébce uzytej do
immunizacji, z wyjatkiem tego, wobec ktérego chcemy otrzymac przeciw-
ciata. Absorpcja prowadzi do strat przeciwciat docelowych i uzyskania
surowicy pozornie swoistej, ale o niskiej aktywnosci. Jezeli nawet dyspo-
nujemy homogennym preparatem antygenu do immunizacji otrzymuje sie

*) Prof. dr hab., Zaktad Immunochemii, Instytut Immunologii i Terapii DoSwiad-
czalnej im. Ludwika Hirszfelda, Polska Akademia Nauk, Czerska 12, 53-114 Wroctaw



6 E. LISOWSKA

wysoce heterogenng populacje przeciwciat. Wspdlng cechg tych przeciw-
ciat jest zdolnos¢ do reakcji z danym antygenem, ale rozpoznajg one rézne
fragmenty tej samej czasteczki (determinant antygenowy ma rozmiar
rzedu Kkilku reszt aminokwasowych), r6znig sie powinowactwem, klasg
i podklasg immunoglobulin. Zaktada sie, ze antygen biatkowy moze spo-
wodowaé powstanie nawet kilku tysiecy r6znych przeciwciat. Sg one pro-
dukowane w réznych ilosciach, a o wtasciwosciach surowicy odpornoscio-
wej decydujg przeciwciata obecne w najwyzszych stezeniach. W zwigzku
z tym surowice otrzymane przez szczepienie tym samym antygenem roz-
nych zwierzat nawet tego samego gatunku wykazujg nieraz duze roznice
jakosciowe z powodu obecnosci w nich réznych przeciwciat dominujgcych.
Ponadto w odpowiedzi na $ladowe nawet zanieczyszczenia obecne w pre-
paracie danego antygenu moga powstawac znaczne ilosci przeciwciat, jesli
substancja zanieczyszczajgca ma silne wasciwosci immunogenne.

Badania Jerne’go przyczynity sie w decydujacym stopniu do wy-
jasnienia mechanizmdéw biosyntezy przeciwciat w komdrkach, czyli na
etapie wyprzedzajgcym pojawienie sie ich w krazeniu. Jest on wspohitwor-
cg teorii selektywnego powstawania przeciwciat, wg ktorej w organizmie
istnieje zakodowana genetycznie informacja odnosnie biosyntezy catego
mozliwego repertuaru przeciwciat w odpowiadajagcym mu repertuarze ko-
morek je produkujgcych (limfocyty B). Jerne wykazat bowiem, ze indy-
widualna komdrka produkuje tylko jedno przeciwciato. Tak wiec immuno-
globuliny obecne w surowicy nie immunizowanego organizmu (pomijajac
dla uproszczenia procesy tzw. ,naturalnej” immunizacji) sg niezwykle
ztozong mieszaning roznych przeciwcial, z ktérych zadne nie jest wykry-
walne z powodu zbyt matego stezenia. Wprowadzenie antygenu stymuluje
wybidrczo proliferacje tych klondw komdrkowych, ktore produkujg prze-
ciwciata charakterystyczne dla podanego antygenu. Przeciwciala te staja
sie dominujgce w osoczu i osiggajg stezenia umozliwiajgce widoczng re-
akcje z antygenem. W efekcie stymulacji licznych klonéw komdérkowych
przez jeden antygen humoralna odpowiedz immunologiczna ma charakter
poliklonalny.

Pomyst Kohlera i Milsteina oparty byt na nastepujgcych zna-
nych weczesniej faktach: 1) komorki nie transformowane, m.in. réwniez
komorki produkujgce przeciwciata sg zdolne do przezycia najwyzej kilku
dni w hodowli in vitro; 2) komérki nowotworowe zdolne sg do nieograni-
czonej replikacji in vitro; 3) mozliwa jest fuzja komorek tych dwoéch ty-
pow, przy czym powstata komdérka-hybryd zawiera materiat genetyczny
pochodzacy z obu komdrek. Kohler i Milstein przeprowadzili fuzje ko-
madrek produkujgcych przeciwciata z myszy immunizowanych krwinkami
owczymi oraz komérek szpiczaka mysiego, aby ,unieSmiertelni¢” te pierw-
sze i uzyska¢ komorki-hybrydoma zdolne do nieograniczonych podziatéw
i nieograniczonej produkcji przeciwciat (1). Mozliwos¢ selekcji in vitro
klonow pochodzacych z jednej komorki stworzyta mozliwo$¢ uzyskania
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linii hybrydoma produkujgcych tylko jedno przeciwciato nazwane mono-
klonalnym. Technika ta rowniez nie byta wolna od réznych problemoéw
i trudnosSci metodycznych i po opublikowaniu pierwszych prac przez
Kohlera i Milsteina (1, 2) byta przedmiotem dalszych badan w licznych
laboratoriach. Doprowadzito to do opracowania wielu modyfikacji i ulep-
szen kazdego z etapdw tej metody (3—9). Tutaj ogranicze sie jedynie do
podania podstawowych zasad produkcji przeciwciat monoklonalnych me-
toda hybrydoma w wersji najczesciej stosowanej.

Pierwszym etapem jest szczepienie antygenem myszy szczepu wsob-
nego, najczesciej BALB/c. Nastepnie sporzgdza sie zawiesinge komdarek
Sledziony immunizowanej myszy (bogatag w komorki produkujgce przeciw-
ciatd) i komorki te poddaje sie fuzji z komérkami szpiczaka mysiego
w obecnosci glikolu polietylenowego (najczesciej stosowany jest PEG-1000
lub PEG-1500). Procedura fuzji jest bardzo prosta: komaérki $ledziony mie-
sza sie z komorkami szpiczaka i po odwirowaniu zawiesza sie je w 30—
50°/o0 PEG. Zawiesine te miesza sie tagodnie i po krotkim odwirowaniu
przy niskich obrotach komorki zawiesza sie w odpowiedniej pozywce za-
pewniajgcej selektywny wzrost hybrydow. Jest to warunkiem koniecznym,
poniewaz fuzji ulega tylko bardzo mata czes¢ komoérek, ktore w zwykiej
pozywce szybko zostajg przeroSniete przez komdrki nowotworowe.
W zwigzku z tym istotnym problemem jest dobdr odpowiedniej linii szpi-
czaka. Komorki jej przede wszystkim nie powinny produkowaé wiasnych
immunoglobulin, muszg tez spetnia¢ pewne kryteria metaboliczne umozli-
wiajgce selekcje wzrostu hybrydéw po fuzji.

Gtoéwne drogi biosyntezy puryn i pirymidyn w komérce sg blokowane
przez aminopteryne, antagoniste kwasu foliowego. Jednakze komorka moze
syntezowa¢ DNA w obecnosci aminopteryny przez tzw. ,szlak ratunko-
wy”, umozliwiajagcy wykorzystanie dostarczonych gotowych zasad puryno-
wych i pirymidynowych, z udziatem dwoéch kluczowych enzyméw: kinazy
tymidynowej (TK) i fosforybozylotransferazy hipoksantynowo-guaninowej
(HGPRT). A zatem komorki zawierajgce oba wymienione enzymy moga
syntezowa¢ DNA w S$rodowisku zawierajagcym aminopteryne, pod warun-
kiem jednoczesnego dostarczenia im tymidyny i hipoksantyny (pozywka
HAT), natomiast komorki, ktére nie posiadaja cho¢by jednego z wymie-
nionych enzyméw ging w pozywce HAT. Takie defektywne komorki moga
by¢ z kolei ,uratowane” przez fuzje z komdrka posiadajgcg brakujacy
enzym. Jezeli wiec komorki immunizowanych myszy (zawierajgce TK
i HGPRT, ale nietrwate in vitro) ulegng fuzji z komorkami szpiczaka nie
zawierajagcymi TK lub HGPRT (nietrwatymi w pozywce HAT), to jedynie
powstate hybrydy spetniajg warunki niezbedne do wzrostu w pozywce
HAT. Stosunkowo tatwo mozna uzyskaé¢ mutanty komorek szpiczaka nie
zawierajagce HGPRT przez selekcje w obecnosci tioguaniny lub azaguaniny.
Zwigzki te sg wcielane do DNA za pomocg HGPRT, co prowadzi do ,,$Smier-
ci” komorek zawierajagcych ten enzym i selektywnego namnazania ko-
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madrek HGPRT-negatywnych. Obecnie do produkcji przeciwciat monoklo-
nalnych stosuje sie powszechnie kilka ustalonych linii szpiczaka mysiego
spetniajgcych wymagane kryteria: brak produkcji wtasnych immunoglobu-
lin, wrazliwo$¢ na pozywke HAT. Najczesciej stosowane sg linie
X63-Ag-8.653 i Sp2/0-Ag-14.

Namnazane poczatkowo w pozywce HAT nowopowstate hybrydoma sg
w pierwszych pasazach niestabilne, majg miedzy innymi tendencje do
utraty chromosomoéw. Dlatego tez zostaty opracowane r6zne metody ich
traktowania, pozwalajagce na wydajny wzrost hybrydoma produkujacych
przeciwciata. Uzyskane hybrydoma stanowig poczatkowo pule poliklonal-
ng, tzn. sktadajg sie z komdrek produkujgcych rdézne przeciwciata oraz
z duzej ilosci komdérek nie bedacych producentami przeciwciat. W celi
selekcji tych pierwszych hoduje sie komorki w matych porcjach na ptyt-
kach plastikowych przeznaczonych do hodowli komoérkowych i testuje sie
supernatanty z tych mikrokultur na obecno$é przeciwciat. Niezwykle waz-
nym zagadnieniem przy otrzymywaniu przeciwciat monoklonalnych jes:
dysponowanie czutym i prostym w wykonaniu testem, ktéry umozliwia
szybkie sprawdzenie kilkudziesieciu, czy nawet Kkilkuset probek. Jest to
bardzo istotne, gdyz komérki rosng nie czekajac na rozwigzanie ewentual-
nych problemoéw testowych i trzeba szybko (w ciggu kilku godzin) podjaé
decyzje co do dalszych krokéw. Najczesciej stosowanymi testami sg hema-
glutynacja (przy otrzymywaniu przeciwcial przeciw antygenom erytro-
cytarnym), immunofluorescencja komorkowa, testy radioimmunologiczne
i immunoenzymatyczne w statej fazie.

Po wstepnym wydzieleniu komdrek produkujacych przeciwciata prze-
prowadza sie selekcje klondw wywodzacych sie z pojedynczych komorek.
Wykonuje sie to najczesciej na takich samych ptytkach, stosujac tzw. ,,gra-
niczne rozciefnczenie” zawiesiny komorek, tzn. rozcienczenie zapewniajace,
ze liczba zdolnych do wzrostu komdérek obecnych w jednym wagtebieniu
nie jest wieksza od 1. Wyselekcjonowane klony produkujgce przeciwciata
0 interesujacej nas swoistosci poddaje sie dalszemu subklonowaniu w celu
upewnienia sie o ich monoklonalnym charakterze, po czym przystepuje sie
do ich namnazania na duzg skale. Wykonuje sie to albo w hodowli in vitro,
lub przez wzrost klonu in vivo w myszach zgodnych antygenowo (tego sa-
mego szczepu) z myszami uzytymi do immunizacji. Komorki podaje sie
myszom dootrzewnowo i pozwala sie na wzrost nowotworu, czemu czesto
towarzyszy powstanie wysieku. Jako Zrodia przeciwciat uzywa sie wysieku,
lub przy jego braku — surowicy tych myszy. Produkcja przeciwciat mono-
klonalnych in vivo jest mniej kosztowna (nie trzeba stosowac¢ drogich po-
zywek i ptodowej surowicy cielecej) i bardziej wydajna. lloSci przeciwciat
otrzymywane w supernatantach z hodowli in vitro wynosza 10—100 (xg/ml,
podczas gdy 1 ml ptynu wysiekowego zawiera zwykle kilka do kilkunastu
miligraméw przeciwciat. Klony komdérek hybrydoma produkujgcych prze-
ciwciata przy prawidtowym ich traktowaniu sg ,,nieSmiertelne”, mozna je
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pasazowaé w sposob nieograniczony, a rowniez przechowywa¢ w stanie
zamrozonym.

Rutynowa charakterystyka przeciwciat monoklonalnych obejmuje nie
tylko okreélenie ich swoisto$ci immunologicznej, ale tez oznaczenie typu
ich tancuchéw ciezkich (IgM, 1gGl, 1gG2, IgA) i lekkich (x, X) za pomoca
swoistych mysich przeciwcial anty-immunoglobulinowych. Znajomos¢
klasy przeciwciata monoklonalnego jest wazna, gdyz czesto jego wigzanie
z antygenem wykrywa sie posrednio, stosujgc odczynnik reagujacy z tym
przeciwciatem, np. przeciwciato anty-mysie 1gG lub anty-mysie IgM, albo
biatko A ze Staphylococcus aureus reagujace z fragmentem Fc immuno-
globulin klasy 1gG, ale nie IgM. Ponadto, stwierdzenie tylko jednego typu
tancucha ciezkiego i lekkiego jest swiadectwem monoklonalnosci przeciw-
ciata. Przeciwciata zawarte w ptynie wysiekowym lub w supernatancie
z hodowli in vitro mozna w razie potrzeby oczysci¢ za pomocag znanych
metod oczyszczania immunoglobulin lub przez chromatografie powino-
wactwa na unieruchomionych antygenach. Popularng metoda oczyszczania
przeciwciat monoklonalnych klasy 1gG jest chromatografia powinowactwa
na wspomnianym juz biatku A sprzezonym z Sepharose 4B.

Technika otrzymywania przeciwciat monoklonalnych stanowi przetom
w badaniach biologicznych. Rewelacjg tej metody jest mozliwo$¢ otrzy-
mania przeciwciala wobec jednego okreslonego determinantu antygeno-
wego bez potrzeby oczyszczania antygenu. W przypadku wielu wyprodu-
kowanych dotad przeciwcial monoklonalnych sprecyzowano juz doktadnie
strukture, jaka one rozpoznaja, ale w przypadku jeszcze wiekszej ich
liczby znana jest jedynie makroczasteczka, z ktdéra one reaguja, lub tylko
komorki na ktorych jest obecny nie scharakteryzowany dotad antygen.
Przy stosowaniu przeciwciata monoklonalnego wazne jest uswiadomienie
sobie, ze nie jest ono swoiste wobec makroczasteczki antygenu w takim
sensie jak swoista jest surowica poliklonalna zawierajgca wiele przeciwciat
specyficznych dla réznych determinantdw antygenu, ale jest to jedno
z przeciwciat obecnych w surowicy poliklonalnej, swoiste tylko wobec
matego fragmentu makroczasteczki danego antygenu.

Przeciwciatlo monoklonalne nie precypituje antygenu posiadajgcego
jeden determinant antygenowy w czgasteczce, precypitacja moze zaj$¢ je-
dynie w przypadku ,,poliwartosciowego” antygenu, tzn. zagregowanego
lub spolimeryzowanego. Z tego powodu do testowania przeciwciat mono-
klonalnych nie stosuje sie powszechnych dotad licznych metod opartych
na precypitacji w zelu czy w roztworze. NajczeSciej stosowanymi meto-
dami jest Sledzenie ich reakcji z antygenem zwigzanym ze statg faza.

W badaniach biochemicznych najkorzystniejsze jest stosowanie prze-
ciwcial monoklonalnych o zdefiniowanej swoistosci. Podkresli¢ przy tym
nalezy, ze zidentyfikowanie w czasteczce antygenu determinantéw specy-
ficznych dla indywidualnych przeciwcial monoklonalnych jest tatwiejsze
i znacznie precyzyjniejsze niz w przypadku surowicy poliklonalnej. Dyspo-
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nowanie homogennym ukfadem antygen-przeciwciato monoklonalne po-
zwala tez na bardziej doktadne dalsze badania immunochemiczne, miedzy
innymi mozliwe jest wyznaczanie ilosciowych parametréw reakcji anty-
gen-przeciwciato, statej powinowactwa, liczby determinantéw w czasteczce
antygenu. Stwierdzenie wigzania dwoch lub wiecej czasteczek przeciwciata
monoklonalnego z jedng czasteczkg antygenu wskazuje na strukture pod-
jednostkowg antygenu lub homologie strukturalng miedzy réznymi frag-
mentami jego czasteczki. Za pomoca przeciwciat monoklonalnych mozna
tez Sledzi¢ zmiany konformacyjne czasteczki antygenu zachodzace pod
wptywem czynnikéw fizycznych, chemicznych, lub tez allosterycznych
efektow.

Czeste byto stosowanie surowic poliklonalnych do okreslania stopnia
podobiefAstwa immunologicznego, bedgcego wyrazem podobienstwa struk-
turalnego miedzy réznymi makroczgsteczkami, np. tego samego enzymu
pochodzgcego z réznych Zrodet. Stosowane metody pozwalalty z mniejszg
lub wiekszg doktadnoscig okresli¢, jak duza czes¢ przeciwciatl z surowicy
przeciw jednemu antygenowi reaguje z drugim antygenem. Wnioskowanie
0 podobienstwie réznych antygendw na podstawie reakcji z przeciwciatem
monoklonalnym jest inne niz w przypadku surowicy poliklonalnej. Prze-
ciwcialo monoklonalne anty-X moze nie wykaza¢ zadnej reakcji z anty-
genem Y o bardzo zblizonej budowie, jezeli rézni sie on od X jednym na-
wet tylko determinantem antygenowym, co moze stanowié rdznice jednej
reszty aminokwasowej lub byé efektem réznej potranslacyjnej modyfika-
cji. Z drugiej strony, identyczna reakcja przeciwciata monoklonalnego
z dwoma antygenami moze zachodzi¢ w sytuacji odwrotnej, kiedy te anty-
geny sa niemal catkowicie r6zne i majg tylko matly fragment czasteczki
jednakowy. Przyktadem sytuacji pierwszej mogag byé przeciwciata mono-
klonalne anty-M i anty-N, reagujgce swoiscie z glikoforyng A erytrocytow
ludzkich grupy M lub N, przy czym oba typy glikoforyny A rdznig sie
tylko dwiema resztami aminokwasowymi (10). Interesujgcg ilustracjg dru-
giej sytuacji sg przeciwciata monoklonalne otrzymane przez immunizacje
myszy oczyszczonym receptorem naskérkowego czynnika wzrostu. Re-
ceptor ten jest glikoproteidem wydzielonym z komérek linii A431 ludz-
kiego nowotworu skdry. Okazato sie, ze kilka przeciwcial monoklonalnych
otrzymanych w réznych laboratoriach reagowato z tym receptorem na
zasadzie rozpoznawania roznych struktur oligosacharydowych typowych
dla poszczegélnych determinantow uktadu grupowego krwinek ABO-Lewis
(11). Poniewaz te fancuchy oligosacharydowe nie majg zwigzku z funkcjg
receptora a sg obecne i wykrywalne przez przeciwciata anty-receptor
w wielu innych glikoproteidach i glikolipidach, otrzymane przeciwciata
monoklonalne nie sg swoiste dla receptora. Jednakze $ciste zdefiniowanie
swoistosci tych przeciwciat pozwolito na wykrycie okreslonych struktur
oligosacharydowych w czgsteczkach receptora. Przyktad powyzszy ilustru-
je, ze przeciwciato monoklonalne reagujgce z makroczasteczkg moze roz-
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poznawa¢ w niej fragment, ktory nie jest charakterystyczny dla danego
antygenu.

Z wymienionych wyzej powodoéw stosowanie jednego przeciwciata
monoklonalnego do oczyszczania, wykrywania lub oznaczania antygenu
w materiale biologicznym jest czasem niewystarczajagce, gdyz mozna nie
wykryé antygenu, o ktéry nam chodzi, jesli ma on zmieniony maly
szczeg6t budowy, lub tez mozna wykry¢ antygen niezalezny, ktory zawiera
determinant antygenowy charakterystyczny dla uzytego przeciwciata.
Z tych wzgledéw czesto sporzadza sie preparaty zawierajgce mieszaning
kilku przeciwcial monoklonalnych skierowanym przeciwko réznym de-
terminantom danego antygenu.

Oprocz duzych ustug, jakie oddajg przeciwciata monoklonalne w oczysz-
czaniu, wykrywaniu, oznaczaniu ilosciowym i charakterystyce struktural-
nej antygendéw znanych i czesciowo lub nawet catkowicie chemicznie
scharakteryzowanych, jeszcze wieksza jest chyba rola tych przeciwciat
w badaniach antygendw dotad nieoczyszczonych i o nieznanej budowie,
lub w wykrywaniu i charakterystyce nowych antygendw.

Czesto zdarza sie sytuacja, kiedy wiemy o obecnosci w btonie komor-
kowej lub innym materiale biologicznym interesujgcej nas substancji,
ktérej z réznych przyczyn nie mozemy oczysci¢ i chemicznie scharaktery-
zowaé. Dotyczy to najczeSciej substancji wystepujgcych w matych ilo-
Sciach, np. niektdrych antygenéw grupowych, receptoréow hormonalnych
itp. Otrzymanie przeciwciata monoklonalnego swoistego wobec takiej sub-
stancji stwarza mozliwos¢ nie tylko jej wykrycia lub oznaczenia, ale tez
jej oczyszczenia przez immunopowinowactwo i charakterystyke struktu-
ralng. Jednakze, immunizacja myszy heterogennym materiatem (np. ca-
tymi komérkami) daje najwieksze prawdopodobienstwo otrzymania prze-
ciwciat monoklonalnych przeciw antygenom obecnym w najwiekszych
ilosciach, czy tez najbardziej immunogennych i préby wydzielenia linii
hybrydoma produkujgcej przeciwciatlo o pozadanej swoistosci koncza sie
niejednokrotnie niepowodzeniem. Dlatego tez dla zwiekszenia szansy
otrzymania przeciwciata specyficznego wobec okreslonego sktadnika mie-
szaniny stosuje sie jego czeSciowe oczyszczenie, dajace zwiekszenie ,ste-
zenia” tego sktadnika w prébce i czeSciowe przynajmniej oddzielenie od
antygenéw immunodominujgcych. W tym celu zaproponowano tez tzw.
»metode kaskadowg” (12). Polega ona na szczepieniu myszy np. petnym
ekstraktem bton komadrkowych, wyczerpujacej absorpcji tego ekstraktu
przy uzyciu otrzymanych przeciwciat monoklonalnych oraz kolejnym
szczepieniu myszy wyabsorbowanym ekstraktem. Procedure te mozna po-
wtarza¢ kilkakrotnie. Stosujgc jg otrzymano przeciwciata monoklonalne
specyficzne dla kilku antygenéw wystepujagcych w matych ilosciach w bto-
nach makrofagdéw.

Przyktadem wykrywania nieznanych dotad antygenéw za pomoca
przeciwcial monoklonalnych mogg by¢ badania nad komérkami nowotwo-
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rowymi. Wiadomo, ze transformacja nowotworowa prowadzi do zmian
w skiadnikach powierzchniowych komorki, lub tez przez komoérke wydzie-
lanych. Poszukiwania antygenéw nowotworowych, tzn. substancji poja-
wiajgcych sie lub produkowanych w zwiekszonych ilosciach w wyniku
transformacji nowotworowej prowadzone byly od wielu lat i doprowadzity
do wykrycia réznych markeréow tej transformacji. Badania te zaczely
jednak by¢ prowadzone na nieporéwnywalnie wieksza skale za pomocg
przeciwciat monoklonalnych (13). NajczeSciej stosowane podejscie meto-
dyczne polega na immunizacji myszy komaérkami okreslonego nowotworu
i testowaniu przeciwcial wobec odpowiednio dobranego zestawu komorek
nowotworowych i normalnych. Z otrzymanych przeciwciat wybiera sie
do produkcji i badan te, ktére wykazujg interesujgcy profil aktywnosci,
np. reaguja tylko z komérkami jednego typu nowotworu, lub z wiekszoscig
komorek nowotworowych, przy braku reakcji z komdorkami normalnymi.
Nastepnym etapem jest zwykle prdéba identyfikacji antygenu, jaki dane
przeciwciato rozpoznaje. Przeprowadza sie to r6znymi metodami, naj-
czesciej frakcjonuje sie btony komoérek nowotworowych przez elektro-
foreze w zelu poliakryloamidowym w obecnosci SDS, lub rozdziela sie
sktadniki lipidowe przez chromatografie cienkowarstwowg, po czym lokali-
zuje sie antygen za pomocg przeciwciata, stosujac technike radioimmuno-
logiczng lub immunoenzymatyczng. Badania tego typu doprowadzity do
wykrycia wielu nowych marker6w nowotworowych, zwilaszcza charakte-
rystycznych dla czerniaka i nowotworéw przewodu pokarmowego. Wiele
przeciwciat monoklonalnych rozpoznawato struktury oligosacharydowe
glikolipidow komérek nowotworowych, niektére z nich dotagd nieznane,
a inne znane, ale nie nietypowe dla tkanki, w ktorej jest zlokalizowany
nowotwor, lub wystepujagce w znacznie wiekszej ilosci w tkance nowo-
tworowej niz normalnej. Mozliwo$é oczyszczania antygendéw za pomoca
przeciwcial monoklonalnych pozwala oczekiwaé, ze lista strukturalnie
scharakteryzowanych markeréw nowotworowych bedzie sie zwiekszaé.
Podobne podejscie metodyczne stosuje sie do identyfikacji antygendw
réznicowania komdrek, np. markeréw limfocytow T i B, granulocytow,
subpopulacji#komérek o réznych funkcjach, czy tez o réznym stopniu
dojrzatosci (14).

Dla petniejszego obrazu nalezy dodac, ze uzyteczno$¢ przeciwciat mono-
klonalnych nie ogranicza sie do badan nad antygenami, ale stwarzaja one
tez nowe perspektywy badan struktury immunoglobulin. Badania takie
byty dotad ograniczone przez heterogenno$¢ tych biatek. Technika hybry-
doma daje mozliwo$¢ otrzymania nieograniczonych ilosci homogennego
preparatu immunoglobuliny, w ktorym wszystkie czasteczki majg taka
samg budowe, nie tylko w czesci statej (ten sam typ tancucha ciezkiego
i lekkiego), ale i w czesci zmiennej, wigzacej antygen. Otrzymywanie
wielu takich preparatéw z okreslong swoisto$cig wobec antygendw réznego
typu stwarza szczegOlnie korzystne warunki do badania budowy miejsca
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wigzacego przeciwciat i zaleznosci jego struktury od charakteru determi-
nantu antygenowego, jaki dane przeciwciato rozpoznaje.

Oprdcz ogromnego znaczenia przeciwciat monoklonalnych dla rozwoju
badan podstawowych nie mniej wazne jest ich szerokie stosowanie prak-
tyczne w diagnostyce klinicznej, serologii i innych dziedzinach. Technika
hybrydoma ozywita wczesniejsze idee terapeutycznego stosowania przeciw-
ciat i ich uzywania do diagnostyki in vivo. W zwigzku z tym czynione sg
ciggte usitowania opracowania skutecznych metod produkcji ludzkich
przeciwciat monoklonalnych, z wykorzystaniem komoérek produkujacych
przeciwciata od pacjentow z r6znymi schorzeniami lub po nie zamierzonej
immunizacji (15). Liczba publikacji, w ktérych opisuje sie otrzymywanie
lub wykorzystywanie przeciwcial monoklonalnych ro$nie w sposéb gwat-
towny, powstato tez czasopismo im posSwiecone pt. Hybridoma. W tej
sytuacji trudno jest nawet wymieni¢ wszystkie aktualne zagadnienia zwig-
zane z tym tematem w zaprezentowanym tu krotkim przegladzie, ktérego
celem byto jedynie bardzo ogdlne naszkicowanie zasad, na ktérych oparta
jest produkcja przeciwciat monoklonalnych, oraz mozliwosci, jakie ich sto-
sowanie stwarza w badaniach biochemicznych.

Zaakceptowano do druku 11 czerwca 1985 r.
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I. Wstep

Roznorodno$¢ zjawisk ruchowych organizmow jednokomdrkowych
i tkankowych sprowadza sie na poziomie molekularnym do dziatania kilku
zaledwie uktaddw (art. przegl. 1—3). Dwa z nich majg najwieksze znacze-
nie: uktad tubuliny z dyneing i aktyny z miozyna.

Uktad aktomiozynowy wystepuje powszechnie, a aktyna stanowi gtéw-
ny skiadnik biatkowy komorek eukariotycznych (art. przegl. 1, 4—6). Jej
struktura pierwszorzedowa i witasciwosci sg tak bardzo podobne niezalez-
nie od pochodzenia, ze uwaza sie aktyne za jedno z bardziej konserwatyw-
nych biatek (art. przegl. 7, 8). Miozyna natomiast wykazuje duze zroznico-
wanie pod wzgledem sekwencji aminokwaséw, jednakze zasadnicze witasci-
wosci i cechy struktury sg podobne (9, art. przegl. 10—12).

Wspotdziatanie aktyny z miozyng warunkuje ruchy amebowe, prze-
ptyw cytoplazmy i inne ruchy wewnatrzkomérkowe, cytokineze oraz
skurcz miesni (art. przegl. 1, 4, 13). Interakcja tych biatek jest pod kon-
trolg uktaddw regulujacych wrazliwych na zmiany stezenia jondw wapnia
(art. przegl. 6, 14—16). Ze wzgledu na miejsce przytgczenia i oddziatywa-
nia rozréznia sie dwa rodzaje uktadéw regulujacych: zwiazane z aktyna
lub zwigzane z miozyng (art. przegl. 14, 16—20). Najbardziej rozpowszech-
nionym uktadem w grupie pierwszej jest kompleks troponina-tropomiozy-
na, a w drugiej — uktad kinazy i fosfatazy miozyny, ktdry kowalencyjnie
i odwracalnie fosforyluje miozyne. Fosforylacja miozyny ma miejsce
we wszystkich komorkach z wyjatkiem miesni niektérych mieczakéw.
W zaleznos$ci od organizmu i rodzaju komérek fosforylacji ulegajg rézne
podjednostki miozyny, a bezposredni wptyw takiej modyfikacji na miozyne
jest niejednakowy (Ryc. 1).

Moim zamierzeniem jest zebranie, uporzgdkowanie i synteza dostep-
nych danych na temat wptywu fosforylacji na strukture i funkcje mio-
zyny komérek niemiesniowych eukariontéw. W nastepnym artykule, w po-
dobnym ujeciu, przedstawiona zostanie fosforylacja miozyny mie$niowej.
Gtownym celem obu opracowan syntetycznych jest sformutowanie ogolnej
hipotezy na temat roli fosforylacji w regulacji aktywnos$ci uktadéw akto-
miozynowych.

kinaza

R TR o

ATP ADP
MIOZYNA FOSFO-MIOZYNA

R
W

fosfataza

Ryc. 1. Fosforylacja miozyny.
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II. Budowa i wtasciwos$ci miozyny
Miozyna jest heksamerem, skiladajacym sie z dwdch polipeptydéw

0 masie czasteczkowej 180 000 * do 250 000 kazdy i dwdch par tzw. lekkich
tanncuchow — polipeptydéw o masach od 14 000 do 27 000 (Ryc. 2). Jedna

LC
GLOWA

COOH

OGON (superspirala c-heliksu) oo

Ryc. 2. Budowa czasteczki miozyny. LC-R — lekkie tancuchy regulatorowe; LC —
lekkie tancuchy nieregulatorowe; COOH — karboksylowe konce ciezkich tancuchdw.

para z nich to tzw. tancuchy regulatorowe, ktdre moga ulegaé¢ fosforylacji
i wigza¢ kationy dwuwarto$ciowe. Lekkie tancuchy drugiej pary nie majg
tych wiasciwosci (art. przegl. 10, 12). Natywna czasteczka miozyny ma
mase okoto 500 000 oraz ksztalt asymetryczny. Strukturalnie mozna wy-
rézni¢ w niej: dwie gtéwki o budowie globularnej i cze$¢ pateczkowata,
zwang ogonem. Ogon miozyny zbudowany jest z C-koricowych odcinkéw
obu ciezkich tancuchéw, znajdujacych sie w konformacji a-heliksu, skre-
conych wokot siebie. W roztworach zawierajgcych niskie stezenie soli,
cze$ci ogonowe miozyny majg tendencje do bocznej agregacji, dzieki cze-
mu powstajg wieloczasteczkowe bipolarne ** agregaty zwane filamentami.
Takie same filamenty wystepujg in vivo.

Gtowka miozyny zbudowana jest z N-koAcowego odcinka ciezkiego
tancucha i dwéch lekkich tancuchéw: regulatorowego i nieregulatorowego.
W gtéwkach znajdujg sie miejsca hydrolizy ATP oraz miejsce wigzania
aktyny. Niska aktywno$¢ Mg2+-ATPazy miozyny wzrasta wielokrotnie
w obecnosci filamentow aktyny. Moéwi sie wtedy o stymulacji ATPazy
miozynowej przez aktyne, lub o aktywnos$ci ATPazy aktomiozynowej.
Aktywno$¢ ta wyznacza poziom interakcji miozyny z aktyng i odzwier-
ciedla proces zachodzacy in vivo w czasie aktywnos$ci skurczowej.

* Z wyjatkiem wyszczegélnionych przypadkéw, podawane masy czasteczkowe
obliczone zostaty na podstawie elektroforetycznej ruchliwosci biatek w zelu poliakry-
loamidowym w obecnos$ci SDS.

** Bipolarne filamenty to podtuzne agregaty czasteczek miozyny utozonych w taki
sposéb, ze gtéwki znajduja sie na obu kornicach filamentu.

Postepy Biochemii 1—2/86
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Miozyna ma réwniez wysokie aktywnosci Ca2+ i K+-ATPazy, ktére
nie majg znaczenia fizjologicznego, ale sg niezmiernie przydatne w bada-
niach biochemicznych. Umozliwiajg bowiem identyfikacje miozyny i ocene
aktywnosci centrum aktywnego w sytuacji, gdy ATPaza aktomiozynowa
jest zahamowana.

I1l. Metodyka badan fosforylacji miozyny

Podejscie, stosowane metody i schematy dosSwiadczen sg praktycznie
takie same w przypadku badania kazdej miozyny, nie zaleznie od jej po-
chodzenia. Pierwszym etapem jest identyfikacja podjednostki ulegajacej
fosforylacji, lokalizacja miejsc i oznaczenie sekwencji aminokwaséw w ich
poblizu. W tym podejsciu zawarty jest problem identyfikacji endogennej
kinazy, okreslenie jej budowy, wasciwosci, specyficznosci wobec substratu
i regulacji. W tych badaniach pomocne okazaty sie pochodne fenotiazyny,
ktore specyficznie hamujg aktywnos$¢ kinaz miozynowych, zaleznych od
kalmoduliny (art. przegl. 21, 21a). Kolejnym etapem jest badanie wptywu
fosforylacji na strukture i funkcje miozyny, najczesciej z uzyciem jej
form maksymalnie zdefosforylowanych i maksymalnie ufosforylowanych.
Jako wyznaczniki interakcji miozyny z aktyng stosowane sg pomiary
aktywnosci ATPazy aktomiozynowej oraz zjawisko superprecypitacji. Ta
ostatnia metoda to spektroskopowa analiza wzrostu zmetnienia, zachodzg-
cego w miare zuzywania ATP przez aktomiozyne. Superprecypitacji nie
obserwuje sie w przypadku stosowania rozpuszczalnych fragmentéw mio-
zyny, pozbawionych czesci ogonowej. Fragmenty te stosowano do oznacza-
nia statych wigzania miozyny z aktyng, co w przypadku uzycia catych
czasteczek daje niejednoznaczne wyniki ze wzgledu na ich agregacje.
Zdolno$¢ miozyny do tworzenia filamentéw badano przy pomocy anali-
tycznego wirowania i mikroskopii elektronowej. W przypadku filamentéw
stosowano najczesciej metode negatywowego barwienia, natomiast w przy-
padku monomerdw i matych oligomerdw — metode napylania obracanych
preparatow.

Zmiany konformacyjne czasteczki miozyny pod wptywem fosforylacji
charakteryzuje sie i lokalizuje przy uzyciu metod spektroskopowych (np.
pomiaru wewnetrznej fluorescencji tryptofanu), analitycznego wirowania
(wyznaczanie wspotczynnikow sedymentacji i mas czasteczkowych), po-
miaréw lepkosSci roztworéw miozyny, podatnosci miozyny na proteolize
oraz wigzania kationéw dwuwartoSciowych. Donorem reszt fosforanowych
w procesie fosforylacji miozyny jest ATP, ale w pewnych sytuacjach ko-
rzystne jest uzycie jego analogu y-S-ATP. Zwigzek ten dostarcza reszt
tiofosforanowych przenoszonych przez kinaze na miozyne, ale tak zmody-
fikowana miozyna nie moze by¢ zdefosforylowana przez fosfataze. W ten
spos6b czasteczka jest ufosforylowana nieodwracalnie.
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Réwnolegta tematyka badan jest oznaczanie fosforylacji miozyny in
situ i wyjasnienie, czy proces ten jest sprzezony z cyklem skurczowym.
W tym celu inkubuje sie zywe komorki w obecnosci 3Pi, izoluje miozyne
i oznacza radioaktywno$¢ podjednostek.

Wedtug powyzszego schematu badah opracowatem dotychczasowe wy-
niki o fosforylacji miozyny izolowanej z niektérych Protista i z r6znych
komérek niemie$niowych, z tym, ze tylko w przypadku Acanthamoeba
liczba danych wystarczyta do petnego omowienia wszystkich zagadnien.

Fosforylacja miozyny izolowanej z niektdrych Protista

1V-1. Miozyna z Acanthamoeba castellani

W amebie Acanthamoeba castellani znaleziono trzy biatka o witasciwo-
$ciach enzymatycznych, charakterystycznych dla miozyny. Dwa z nich,
zwane miozyna IA i IB, majg jednak nietypowg budowe i z tego wzgledu
nie bedg omoéwione, mimo ze ich ciezki tancuch ulega fosforylacji (22, 23).
Trzecie biatko odkryte w kilka lat po wyizolowaniu miozyny IA i IB, to
typowa miozyna, zwana miozyng Il (24, 25). Czasteczke jej tworzg: para
ciezkich tancuchow 185 000 i dwie pary lekkich tafncuchow 17 500 i 17 000.
Ciezkie tancuchy miozyny Il ulegajg fosforylacji, natomiast nikomu nie
udato sie stwierdzi¢ fosforylacji lekkich tancuchéw, ani przy uzyciu réz-
nych frakcji z Acanthamoeba, ani przy uzyciu kinazy lekkiego tancucha
z mies$ni gtadkich (25—28).

Maksymalnie ufosforylowana czgsteczka miozyny Il ma 6 reszt fosfo-
ranowych, przytgczonych do reszt serynowych, po 3 na kazdym ciezkim
tancuchu (28). W wyniku kontrolowanej proteolizy chymotrypsyng uzy-
skuje sie dwa fragmenty ciezkiego tancucha (Ryc. 3). Jeden o masie czga-

trawienie chymotrypsyna ppp
H2N— 175000 9000—COOH
trawienie trypsyna ppp
11
H2N— 73000 112000 -COOH
U—cze$¢ glowowa— *-|U--------- czg$¢ ogonowa------------- H

Ryc. 3. Schemat trawienia ciezkiego taricucha miozyny Il Acanthamoeba. P — miejsca
fosforylacji (wg 29).

steczkowej okoto 9000, ktéry zawiera wszystkie miejsca fosforylacji i drugi
0 masie 175000, nieulegajacy fosforylacji. Kontrolowane trawienie tryp-
syng prowadzi do powstania dwoch innych fragmentdw: jednego o masie
73 000, zawierajagcego cze$¢ gtowowsq oraz fragmentu 112 000, zawieraja-



20 J. KU2NICKI [6]

cego miejsca fosforylacji i zdolnego do agregacji charakterystycznej dla
miozyny (Ryc. 3). Powyzsze wyniki $wiadcza o tym, ze wszystkie trzy
reszty serynowe ulegajgce fosforylacji wystepuja blisko siebie, na koncu
ogona miozyny Il (29). Oznaczenie sekwencji 58 aminokwasdéw fragmentu
9000 (30) potwierdzito wczesniejsze obserwacje, iz reszty serynowe ulega-
jace fosforylacji lezg blisko siebie (ser 46, 51, 56) oraz, ze znajduja sie na
C-koncu ciezkiego tancucha.

46 51 56
- ARG-Gly-Gly-Ser-Thr-Arg-Gly-Ala-Ser- Ala- Arg- Gly-Ala-Ser- Val-Arg-

: 4 P

Ryc. 4. Sekwencja aminokwasow w poblizu miejsc fosforylacji na C-koncu ciezkiego
fancucha miozyny Il Acanthamoeba. P — oznacza fosforan, przylagczony do reszty
serynowej (30).

Analiza sekwencji aminokwaséw ujawnita charakterystyczne uporzadko-
wanie pierwszych 36 reszt fragmentu. Tworza one powtarzajacy sie w po-
rzadku co 3i co 4, co 3 reszty itd., cigg aminokwasow niepolarnych, zdol-
nych do utworzenia hydrofobowego rdzenia. Sugeruje to, ze w natywnej
czasteczce reszty 1—36 fragmentu tworzg strukture podwodjnej spirali
a-heliksu, charakterystyczng dla czesci ogonowej miozyny. Sekwencja
reszt 38—40 tj. —Gly—Thr—Pro— zaburza strukture a-heliksu i od tego
miejsca zanika uporzgdkowana kolejnos¢ reszt hydrofobowych. A zatem,
odcinek zawierajgcy reszty serynowe ulegajgce fosforylacji nie ma struk-
tury a-heliksu. Wydedukowana na podstawie sekwencji fragmentu DNA
(31) struktura pierwszorzedowa czesci ogonowej miozyny Il potwierdza
kolejno$¢ aminokwaséw przedstawiong na ryc. 4.

Miozyna Il izolowana z Acanthamoeba hodowanej na pozywce zawiera-
jacej “Pi zawierata radioaktywnos$¢ jedynie w ciezkich tancuchach. W prze-
ciwienstwie jednak do wynikéw badan in vitro, tylko dwie reszty sery-
nowe (ser 46 i ser 51) byty fosforylowane in vivo (28).

Fosforylacje ciezkiego tancucha miozyny Il katalizuje specyficzna kina-
za, ktora udato sie czesciowo oczysci¢. Jej aktywno$¢ nie zalezy od stezenia
jonow wapnia, kalmoduliny, cAMP lub innych aktywatoréw kinaz biatko-
wych. Przy wuzyciu tej kinazy (28) i fosfatazy (32), wyizolowanych
z Acanthamoeba udato sie uzyska¢ miozyne Il maksymalnie ufosforylo-
wang i maksymalnie zdefosforylowang. Nastepnie pordwnano wiasciwosci
obydwu form i stwierdzono, ze fosforylacja ciezkiego tancucha wptywa na
aktywno$¢ ATPazy aktomiozynowej i na stabilno$¢ filamentow. Aktyw-
no$¢ Mg8+-ATPazowa miozyny maksymalnie ufosforylowanej jest niska
i niewrazliwa na obecno$¢ aktyny, natomiast ATPaza maksymalnie zde-
fosforylowanej miozyny moze by¢ stymulowana 40-krotnie przez aktyne
do poziomu okoto 0.4 umola/min i mg biatka (26, 33, 34).

Aktywnos$¢é ATPazy aktomiozynowej Acanthamoeba jest bardzo wraz-
liwa na warunki $rodowiska, a w szczegolnosci na stezenie jonéw magnezu
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i site jonowg. Optymalne warunki pomiaru, takie jak pH, stezenie soli
i jonébw magnezu, zmieniaja sie w zaleznosci od stopnia ufosforylowania
ciezkiego tancucha (35). | tak np. zdefosforylowana miozyna Il ma naj-
wyzszg aktywnos$¢ w obecnosci 3 mM Mg2+, podczas gdy miozyna ufosfo-
rylowana w 50% ma najwyzszg aktywno$¢ dopiero w obecno$ci 6 mM
Mg*+, a przy nizszych stezeniach jest w og6le nieaktywna. Innymi stowy,
forma zdefosforylowana ma nie tylko wyzszg specyficzng aktywnos$¢
ATPazy aktomiozynowej, ale réwniez potrzebuje nizszych stezen jonéw
magnezu. Stwierdzono, ze wyzsza aktywnos$¢ zdefosforylowanej miozy-
ny Il polega na zmianie szybkosci maksymalnej, a nie zmianie powino-
wactwa do aktyny (33). Wyniki te wskazuja, ze fosforylacja ciezkiego tan-
cucha wptywa na kinetyke proceséw hydrolizy ATP, a nie na wigzanie
miozyny Il z aktyna.

W warunkach, w ktérych wykonuje sie pomiar aktywnosci ATPazy
aktomiozynowej, ufosforylowana i zdefosforylowana miozyna Il sg w po-
staci filamentéw réznej wielkosci, nieznacznie wieksze sg filamenty nie-
ufosforylowanej miozyny (34), ktére w obecnoSci wyzszych stezen jonéw
magnezu rdznig sie bardziej. W takich warunkach ufosforylowana miozyna
tworzy nadal mate filamenty o statej sedymentacji 30S, natomiast nie-
ufosforylowana miozyna tworzy duze filamenty o statej sedymentacji po-
nad 100S. Nie stwierdzono jednak zadnej zalezno$ci miedzy wielkoscig
filamentéw, a aktywnoscig ATPazy aktomiozynowej, gdyz mate filamenty
zdefosforylowanej miozyny byty tak samo aktywne, jak duze (34). Fila-
menty zbudowane ze zdefosforylowanej miozyny sg mniej podatne na
depolimeryzujgce dziatanie KC1 i ATP niz filamenty ufosforylowanej
miozyny (33). W warunkach jonowych zblizonych do fizjologicznych, tj.
w obecnosci 100—150 mM KC1 i 1 mM MgATP, nieufosforylowana mio-
zyna Il tworzy mate filamenty o statej sedymentacji okoto 16S, natomiast
ufosforylowana miozyna jest zdepolimeryzowana i ma 8S (36). Monomer
miozyny Il ma 5S i dotychczas nie wyjasniono, czy struktura 8S odpowia-
da dimerowi, czy tez monomerowi ze zgietym ogonem, tj. konformacji
tworzonej przez inne miozyny w podobnych warunkach.

Opisane powyzej whasciwosci miozyny Il Acanthamoeba, nie ttumacza,
w jaki sposdb ufosforylowane reszty serynowe na korncu ogona reguluja
aktywnos$¢ ATPazy, zlokalizowang na przeciwnym koncu czasteczki, od-
dalonym o co najmniej 100 nm. Ten pozorny paradoks wyjasnia hipoteza
Korna i wsp. o regulacji ATPazy aktomiozynowej Acanthamoeba na
poziomie filamentéw (34—38). Autorzy ci uwazaja, ze regulacja dokonuje
sie poprzez oddziatywania miedzyczasteczkowe wewnatrz filamentéw,
a nie w wyniku oddziatywan w obrebie pojedynczej czasteczki (Ryc. 5).
Hipoteza ta zaklada, ze filament uzyskuje aktywng, albo nieaktywng kon-
formacje, w zaleznosci od liczby reszt fosforanowych i warunkow $rodo-
wiska. Punktem wyjscia hipotezy sa nastepujace dwie przestanki. Po
pierwsze, w warunkach pomiaru ATPazy aktomiozynowej, miozyna Il jest
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Ryc. 5. Model regulacji ATPazy aktomiozynowej Acanthamoeba na poziomie filamen-
tow wg (34—38). Kotka oznaczajg ufosforylowane reszty serynowe, znajdujace sie
na koncach ogonéw miozyny. Strukture filamentéw przedstawiono schematycznie;
rzeczywiste utozenie czasteczek w filamencie oraz istota postulowanych zmian kon-
formacyjnych nie sg znane.

zawsze w postaci filamentdw co wyklucza bezpos$redni kontakt miedzy
gtowka a ogonem tej samej czasteczki (34). Po drugie, czgsteczki ufosfory-
lowane hamuja aktywnos$¢ czasteczek zdefosforylowanych i to tylko wtedy,
gdy znajdujg sie wewnatrz jednego filamentu, co wskazuje na oddziaty-
wanie miedzy nimi (34, 35, 37). Dodatkowych argumentéw na rzecz po-
wyzszej hipotezy dostarcza analiza wasciwos$ci miozyny Il, pozbawionej
przy pomocy chymotrypsyny odcinka ciezkiego tafAcucha, zawierajacego
miejsca ulegajgce fosforylacji (por. ryc. 3) (38). Miozyna taka wigze aktyne
z normalng statlg powinowactwa, ma niestrawione lekkie taricuchy i nie-
tkniete centrum aktywne, co wyraza sie miedzy innymi tym, iz aktywno$¢
Ca8+ i K+-ATPazy sg na niezmienionym poziomie. Mimo to, Mg2+-ATPaza
takiej miozyny nie jest aktywowana przez aktyne i, jak sie okazato, rowno-
legle z utratg aktywno$ci ATPazy aktomiozynowej zanika zdolno$¢ do
tworzenia filamentéw. W obecnosci jonédw magnezu fragment miozyny
otrzymany w wyniku trawienia chymotrypsyng tworzy mate jednopolarne
oligomery. Obserwacje te wskazujg, ze koricowy fragment czesci ogonowej
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ciezkiego tancucha miozyny Il, zawierajgcy miejsca fosforylacji, jest nie-
zbedny zaréwno dla polimeryzacji, jak i aktywnos$ci ATPazy aktomiozy-
nowej. Sugeruje to, ze zdolno$¢ miozyny do tworzenia filamentow i aktyw-
nos$¢ ATPazowa sa ze sobg sprzezone (38). Obserwacje te zostaty potwier-
dzone przez Kieharta i Pollarda (39), ktérzy wykazali, ze depoli-
meryzacja filamentédw miozyny Il za pomocg przeciwciat monoklonalnych,
wigzacych sie z koncowg czeScig ogona miozyny, prowadzi do zahamo-
wania aktywacji ATPazy miozynowej przez aktyne.

IV-2. Miozyna z Physarum polycephalum

Miozyna izolowana z plazmodium $luzowca Physarum polycephalum
sktada sie z pary ciezkich tancuchéw o masie czasteczkowej 250 000 i dwdch
par lekkich tancuchdw (40). Ciezkie tancuchy tej miozyny ulegajg fosfo-
rylacji, natomiast lekkie tafcuchy nie sg fosforylowane ani przez frakcje
biatkowe z Physarum ani przez kinaze z miesni gtadkich (41). Preparaty
aktomiozyny z Physarum zawierajg kalmoduline (42, 43), oraz kinaze fosfo-
rylujgcag ciezki tancuch miozyny (41). Przy uzyciu ATP uzyskano wiacze-
nie 0.2—0.3 mola fosforanu na mol ciezkiego tancucha, a przy uzyciu
y-S-ATP okoto 1 mola/mol tahncucha. Niepetna fosforylacja w obecnosci
ATP jest wynikiem rozktadania go w czasie inkubacji przez ATPaze akto-
miozynowag lub defosforylacji miozyny przez endogenng fosfataze. Wigk-
szo$¢ badan zostata wykonana przy uzyciu tiofosforylowanej miozyny —
nie stwierdzono jednak réznic we wiasciwosciach czasteczek tiofosforylo-
wanych i ufosforylowanych. Zdefosforylowang miozyne otrzymywano
przy uzyciu kwasnej fosfatazy ziemniaka. Stopien ufosforylowania ciez-
kiego tarfcucha miozyny Physarum wptywa na aktywnos$¢ ATPazy akto-
miozynowej, przebieg superprecypitacji oraz zdolno$¢ tworzenia filamen-
tow (41). Forma zdefosforylowana jest praktycznie nieaktywna i niezdolna
do superprecypitacji, natomiast aktywno$¢ formy tiofosforylowanej jest
prawie 8-krotnie aktywowana przez aktyne i winosi 0.06 “mola/min i mg
biatka. Obie formy miozyny (41) miaty takg samg aktywno$¢ Ca2+ATPazy.
W roztworach o wysokiej sile jonowej (0.5 M KC1) ufosforylowana i zde-
fosforylowana miozyna Physarum wystepuje w postaci monomerdw.
W trakcie filtracji na sitach molekularnych monomery tiofosforylowanej
miozyny i ufosforylowanej miozyny migrujg szybciej niz monomery zde-
fosforylowanej miozyny, co sugeruje, ze te ostatnie majg bardziej zwartg
strukture. Potwierdzeniem tego sg obrazy w mikroskopie elektronowym,
z ktorych wynika, ze cze$¢ ogonowa czasteczki zdefosforylowanej jest bar-
dziej gietka, niz ogon czasteczki tiofosforylowanej (i ufosforylowanej) (44).
Wieksza gietko$¢ przejawia sie w tym, ze wiecej czasteczek ma zgiete
czesSci ogonowe w 1/3 diugosci od korhca oraz w tym, ze kat wygiecia jest
znacznie wiekszy (Ryc. 6). Na og6t czesci ogonowe zdefosforylowanych
monomeréw sg wygiete pod katem wiekszym od 120°. W roztworach za-
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Ryc. 6. Wptyw fosforylacji ciezkiego tancucha miozyny Physarum na jej polimery-
zacje. Ogon monomerow jest zgiety w 1/3 dtugos$ci najczesciej pod katem ponad 120°
W dimerach, oligomerach i filamentach ogon jest wyprostowany (wg 44).

wierajacych jony magnezu i niskie stezenie KC1, tylko tiofosforylowana
i ufosforylowana miozyna tworzy bipolarne filamenty. W tych samych
warunkach srodowiska zdefosforylowana miozyna wystepuje w 75% w po-
staci monomeréw i dimeréw, a w pozostatej czeSci — oligomeréw (44).
Dimery i oligomery zdefosforylowanej miozyny sg jednopolarne, tzn.
wszystkie glowy znajdujg sie na jednym koncu, a ogony na drugim i wy-
gladajg tak, jak bukiet kwiatéw. W dimerach i oligomerach cze$ci ogonowe
czasteczek miozyny sg wyprostowane, natomiast w monomerach sg zgiete
w charakterystyczny sposob (44). Powyzsze obserwacje wskazuja, ze struk-
turalne i enzymatyczne witasciwosci zdefosforylowanej miozyny sg rézne
od wiasciwosci ufosforylowanej miozyny Physarum. Na szczegdlng uwage
zastuguje to, iz w warunkach pomiaru ATPazy aktomiozynowej tylko for-
ma aktywna (ufosforylowana) tworzy filamenty (Ryc. 6). W tych warun-
kach zdefosforylowana miozyna nie moze utworzy¢ przeciwréownolegtych
potaczen miedzy czasteczkami, co jest warunkiem powstania bipolarnych
filamentéw (por. wiasciwosci miozyny Il Acanthamoeba trawionej chymo-
trypsyna, str. 22). Sugeruje to, iz fosforylacja zachodzi w miejscu ciezkiego
tancucha, ktore uczestniczy w takich potgczeniach, a wiec blisko korca
ogona, brak jest jednak danych na ten temat.
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1V-3. Miozyna z Dictyostelium discoideum

Miozyna izolowana z ameby Dictyostelium discoideum sktada sie z pary
ciezkich tancuchéw o masie czasteczkowej 210 000 i dwoéch par lekkich
tancuchdéw — 18 000 i 16 000 (art. przegl. 45). Zarowno ciezki tancuch, jak
i tancuch 18 000, ulegajg fosforylacji in vivo, co stwierdzono hodujac ame-
be na pozywce, zawierajagcej radioaktywny fosforan (46, 47). Wyizolowana
z takiej hodowli miozyna ma okoto 0.25 mola fosforanu na mol ciezkiego
tancucha i 0.1 mola fosforanu na mol lekkiego tancucha. W ekstraktach
Dictyostelium zidentyfikowano kinazy odpowiedzialne za fosforylacje obu
rodzajow tancuchoéw.

Stosujac preparaty czeSciowo oczyszczonej kinazy ciezkiego tancucha
otrzymano miozyne zawierajgcg 2 mole fosforanu na mol miozyny, a przy
uzyciu bakteryjnej fosfatazy alkalicznej otrzymano maksymalnie zdefosfo-
rylowang miozyne. W obu przypadkach stopien ufosforylowania lekkiego
tancucha pozostawat bez zmian.

Fosforylacja ciezkiego tancucha miozyny Dictyostelium wptywa na
aktywnos$¢ Mg2+-ATPazy aktomiozynowej oraz na stabilno$¢ filamentéw.
Aktywnos$¢ Ca2+-ATPazy obu form miozyny jest podobna, natomiast
aktywnos$¢ Mg2+ATPazy aktywowanej aktyna miozyny zdefosforylowanej
jest prawie 3-krotnie wyzsza niz aktywno$¢ formy ufosforylowanej i wy-
nosi 0.25 j.imola/min. i mg biatka (47). W roztworach zawierajgcych 25—
75 mM KC1 zdefosforylowana miozyna jest spolimeryzowana prawie
w 100% podczas gdy ufosforylowana — tylko w 60°/», nie badano jednak
szczegbtowo tego zjawiska (47). Nie wyjasniono wiec, czy niejednakowa
rozpuszczalno$¢ wynika z réznej wielko$ci filamentdw, tworzonych przez
obie formy miozyny, czy tez z depolimeryzacji ufosforylowanej miozyny.

Przy uzyciu chymotrypsyny przecieto w potowie ciezki tancuch mio-
zyny Dictyostelium i otrzymano dwa rézne fragmenty o podobnej masie
czasteczkowej— okoto 105 000 (48, art. przegl. 49) (Ryc. 7). Jeden z nich

p?
1
105 000 105 000
———————— cze$¢ gtowowa--—---- & -e-——--cze$¢ ogonowa-------- »

Ryc. 7. Schemat trawienia ciezkiego fancucha miozyny Dictyostelium trypsyng. P?
oznacza miejsce fosforylacji, ktérego doktadna lokalizacja we fragmencie nie jest
znana (48).

pochodzi z czeSci ogonowej czasteczki i tworzy w roztworach o niskiej sile
jonowej, agregaty podobne do filamentéw miozyny ale nie zawierajgce
wypustek gtowowych. Fragment ten zawiera reszte serynowa, ktdra ulega
fosforylacji in vivo i in vitro (48). Drugi fragment ciezkiego tancucha po-
taczony jest z lekkimi tancuchami i zawiera centrum aktywne i miejsce
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wigzania aktyny. Fragment ten wykazuje aktywnos$¢ ATPazy aktomiozy-
nowej tylko nieznacznie nizszg od aktywnosci natywnej miozyny. Aktyw-
nos¢ te obserwowano jednak w obecnosci 12-krotnie wyzszych stezen akty-
ny, niz w przypadku nietrawionej czasteczki.

Mechanizm regulacji aktywnosci ATPazy aktomiozynowej przez fosfo-
rylacje ciezkiego taficucha miozyny Dictyostelium jest nieznany. Moze on,
tak jak w przypadku miozyny z Acanthamoeba réwniez polegaé na od-
dziatywaniach miedzyczasteczkowych wewnatrz filamentéw, poniewaz
miejsce fosforylacji znajduje sie w czesci ogonowej. Dopoki jednak nie
zostanie poznany wptyw fosforylacji lekkich tancuchéw miozyny z Dicty-
ostelium i dopdki miejsce fosforylacji ciezkiego taricucha nie bedzie do-
ktadnie zlokalizowane, dopo6ty problem mechanizmu regulacji nie moze
zosta¢ rozwigzany.

Dodanie cAMP do komdrek Dictyostelium powoduje pojawienie sie
zdolnosci do agregacji. Na poziomie biochemicznym objawia sie to m.in.
wzrostem stezenia jonéw wapnia w cytoplazmie oraz defosforylacjg ciez-
kich tancuchéw miozyny (46, 50). Wedtug niektérych autoréow (50, 51) de-
fosforylacja ta zachodzi po zahamowaniu aktywnosci kinazy ciezkiego fan-
cucha przez jony wapnia, potgczone z kalmoduling. Na razie jednak poglad
ten nie zostal potwierdzony przez innych autoréw. Kinaza Dictyostelium,
zalezna od kalmoduliny, fosforyluje rowniez ciezki taficuch miozyny
Physarum.

V. Fosforylacja miozyny izolowanej z komérek niemigsniowych ssakéw

V-1. Miozyna z komérek biataczki szpikowej

Miozyna izolowana z hodowanych in vitro komorek biataczki szpikowej
myszy (linia M1, komdrki przeksztatcajgce sie w odpowiednich warunkach
w makrofagi) ma trzy rodzaje lekkich tancuchéw, réznigcych sie masg
czasteczkowg (Lx L2i L3. Lancuchy Lxi L2sg fosforylowane in vitro przez
endogenng kinaze. W wyciggach z komdérek Mj zidentyfikowano rowniez
kinaze ciezkiego tancucha miozyny (52, 53). Miozyna izolowana z tych
komdrek inkubowanych w obecnosci &i nie wykazywata aktywnosci
ATPazy aktomiozynowej i miata wyznakowane jedynie ciezkie tafAcuchy.
Fosforylacja lekkich tancuchéw byta w tych warunkach niewidoczna. Przy
uzyciu alkalicznej fosfatazy przeprowadzono defosforylacje ciezkich tan-
cuchéw, a otrzymany preparat miozyny byt jednak nieaktywny. Dopiero
fosforylacja lekkich tahcuchéw przez endogenng kinaze powodowala
kilkakrotny wzrost aktywnos$ci ATPazy aktomiozynowej, do poziomu
0.12 “mola/min i mg biatka (52, 53). Na podstawie tych wynikéw, Saga-
ra i wsp. stawiajg hipoteze, ze regulacja ATPazy aktomiozynowej przez
fosforylacje jest dwustopniowa (Ryc. 8). Wedtug tych autor6w miozyna
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C-
L-

aktywna nieaktywna
Ryc. 8. Dwupoziomowa regulacja ATPazy
aktomiozynowej komorek biataczki szpiko-
wej przez fosforylacje ciezkiego (C) i lekkiego
(L) tancucha. Znak zapytania oznacza niezi- c-p c-p
dentyfikowang forme miozyny; zaklada sie, I-p L-

ze bedzie ona nieaktywna (wg 53).

moze wystepowaé w czterech formach r6znigcych sie stopniem i rodzajem
ufosforylowania podjednostek. Tylko ta miozyna, ktérej ciezki tancuch jest
nieufosforylowany, a lekkie taricuchy ufosforylowane, wykazuje wysoka
aktywnos$é ATPazy. Miozyna z nieufosforylowanym lekkim tarficuchem jest
nieaktywna, niezaleznie od stopnia ufosforylowania ciezkiego tancucha.
Wysunieto przypuszczenie, ze miozyna, ktéra miataby lekkie i ciezkie tan-
cuchy ufosforylowane (forma dotychczas nieuzyskana) bytaby réwniez
nieaktywna (53).

Powyzsze prace stanowig pierwsze, i jak dotad jedyne, doniesienia
opisujace wptyw fosforylacji ciezkich tancuchéw na wiasciwosci miozyny
z komérek niemiesniowych ssakéw. Do tej pory znano jedynie efekty ta-
kiej fosforylacji na przyktadzie miozyny komdrek Protista (por. rozdz. 1V).
Nie znane jest jednak miejsce fosforylacji, co uniemozliwia zaproponowa-
nie mechanizmu regulacji.

V-2. Miozyna z limfocytéw, makrofagéw i mézgu

Miozyne izolowang z limfocytéw (54, 55), makrofagow (56—58), mozgu
(59—63) oraz fibroblastow (64) cechuje to, ze zaréwno ciezkie tahAcuchy,
jak i lekkie tancuchy moga by¢ fosforylowane przez endogenne kinazy.
Miozyna z tych komorek podobna jest do opisanej wcze$niej miozyny z ko-
madrek biataczki szpikowej, ale ze wzgledu na niewyjasnione znaczenie
fosforylacji ciezkiego tancucha, oméwienie jej wyodrebniono w osobny
podrozdziat. Ustalono, ze fosforylacja lekkich tancuchow stymuluje aktyw-
no$¢ ATPazy aktomiozynowej: w przypadku miozyny limfocytéw 7-krot-
nie, do poziomu 0.06 jimola/min i mg biatka (54), w przypadku makro-
fagow do poziomu 0.2 (56), a w przypadku miozyny mdzgowej 10-krotnie,
do poziomu 0.05 “mola/min i mg biatka (62). Stwierdzono, ze ciezki tan-
cuch miozyny makrofagéw jest fosforylowany w czesci ogonowej (56, 58).
Reszta serynowa, ulegajaca fosforylacji, znajduje sie na koncu ogona,
w odcinku nie wiekszym niz 10 000 kDa (58). W podobnym miejscu fosfo-
rylowana jest miozyna Il Acanthamoeba (por. ryc. 3).
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Badano zmiany poziomu ufosforylowania miozyny w limfocytach in
situ. Stwierdzono, ze stymulacja limfocytow przez przeciwciata wigzace
sie z biatkami powierzchniowymi powoduje zwiekszong o okoto 33fllo fosfo-
rylacje lekkiego tafcucha i o 12°/o ciezkiego tancucha (55).

V-3. Miozyna z grasicy, tarczycy i ptytek krwi

Wspdblng wihasciwosciag miozyny z grasicy (65), tarczycy (66, 67), ptytek
krwi (68) oraz miozyny z astrocytéw (69), myoblastow (70) oraz hodowa-
nych in vitro komorek BHKC2 (71), jest wytgcznie fosforylacja ich lekkich
taricuchow.

Trzy pierwsze przypadki omowione zostang szczegotowo. Miozyna izo-
lowana z tarczycy i grasicy, ma tylko potowicznie ufosforylowane lekkie
tancuchy. Przy uzyciu kinazy z mies$ni gtadkich uzyskuje sie dodatkowe
wigczenie 0.5 mola fosforanu na mol lekkiego tancucha, po inkubacji za$
z fosfatazg, zawarto$¢ fosforanu obniza sie do okoto 0.1 mola/mol (65, 66).
Stwierdzono, ze fosforylacja lekkiego #taricucha stymuluje aktywnos$¢
ATPazy aktomiozynowej i, ze wptywa na stabilno$¢ filamentéw. Specy-
ficzna aktywno$¢ ATPazy miozyny z grasicy, w obecnosci aktyny, wyno-
sita 0.14 jimola/min i mg biatka (11-krotna stymulacja), a miozyny z tar-
czycy 0.1 (32-krotna stymulacja).

W roztworach o niskiej sile jonowej, zawierajacych jony magnezu, mio-
zyna z grasicy i tarczycy tworzy filamenty o réznej stabilno$ci w zalezno-
§ci od stopnia ufosforylowania lekkiego tancucha (65—67). Kendrick -
Jones i wsp. pokazali, ze po dodaniu ATP ufosforylowana miozyna
nie ulega depolimeryzacji, natomiast zdefosforylowana miozyna depolime-
ryzuje do monomerow o charakterystycznej konformacji (66, 67) (Ryc. 9).
Miozyna w tej konformacji jest podwojnie zgieta w taki sposéb, ze zgiecie
blizsze konca pateczki znajduje sie w poblizu potgczenia gtowki z ogonem.
Ksztatt czasteczki staje sie bardziej zwarty w porownaniu z czasteczka
z wyprostowang czesScig ogonowg, co objawia sie podwyzszeniem statej
sedymentacji z 6S na okoto 11S. Dodanie kinazy, jonéw wapnia i kal-
moduliny do monomeréw 11S powoduje prostowanie sie czesSci ogonowej
miozyny (konformacja 6S) i polimeryzacje, zachodzacg réwnolegle z fosfo-
rylacjg lekkiego tancucha. Dodanie fosfatazy i ATP do filamentéw mio-
zyny powoduje ich depolimeryzacje, réwnolegtg z defosforylacja.

Kinaza lekkiego tancucha miozyny ptytek krwi jest aktywna tylko
w obecnos$ci jondw wapnia i zawiera kalmoduline jako podjednostke regu-
latorowg (72—73). We wczesniejszych pracach opisywano niewrazliwg na
jony wapnia kinaze (74), ktora okazata sie by¢ fragmentem natywnego
enzymu, powstatym w wyniku proteolizy.

Adelstein i wsp. pokazali, ze fosforylacja reszty serynowej lek-
kiego tancucha reguluje aktywno$¢ ATPazy aktomiozynowej ptytek Kkrwi
(75). Byta to pierwsza praca, w ktdrej pokazano, ze wspotdziatanie aktyny
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Ryc. 9. Wplyw fosforylacji lekkiego tancucha na konformacje i polimeryzacje mio-
zyny grasicy. Monomery z wyprostowanymi ogonami majg statg sedymentacji 6S,
monomery z podwdjnie zgietymi ogonami okoto 11S. P-ufosforylowany tancuch regu-
latorowy (wg 67, 83).

z miozyng moze by¢ regulowane przez fosforylacje miozyny. Nieufosfory-
lowana forma ma niskg aktywnos¢, niezaleznie od obecnosci aktyny, nato-
miast aktywno$¢ ATPazowa ufosforylowanej miozyny jest aktywowana
6-krotnie przez aktyne i osigga wartos¢ 0.17 (¢,mola/min i mg biatka.
Ufosforylowana i zdefosforylowana miozyna ma takie same aktywnosci
Ca2+ i K+-ATPazy (75).

Fosforylacja lekkiego taricucha wptywa réwniez na zdolno$¢ miozyny
ptytek krwi do polimeryzacji (76). Filamenty zbudowane z nieufosforylo-
wanej miozyny sa depolimeryzowane przez MgATP w stezeniu stechio-
metrycznym z miozyng. Depolimeryzacji nie obserwowano w przypadku
filamentéw ufosforylowanej miozyny. Agregaty zbudowane z fragmentéw
miozyny pozbawionych cze$ci gtowowej sg réwniez stabilne, co sugeruje,
ze depolimeryzujace dziatanie ATP odbywa sie po zwigzaniu go z gtéwka.

Stwierdzono ponadto, Scista zalezno$¢ pomiedzy stopniem ufosforylo-
wania miozyny ptytkowej, a naprezeniem wytworzonym przez otrzymane
in vitro nici aktomiozyny (77), i ze tylko ufosforylowana miozyna jest
zdolna do superprecypitacji.

Oprocz typowych badan biochemicznych miozyny z ptytek krwi pro-
wadzi sie zaawansowane prace, zmierzajgce do wyjasnienia udziatu fosfo-
rylacji miozyny w funkcjonowaniu tych komdrek. Aktywacja ptytek przez
rézne czynniki przebiega wieloetapowo i polega m.in. na zmianie ksztattu,
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agregacji i wydzielaniu granul. Wykazano, ze zmiana ksztattu ptytki oraz
fosforylacja lekkiego tancucha do poziomu 1 mol/mol zachodzg w ciggu
kilku sekund po aktywacji, po czym nastepuje powolna defosforylacja
miozyny do poziomu wyjsciowego (78—=80). Mimo tej defosforylacji ko-
morka zachowuje swdéj zmieniony ksztatt. Na tej podstawie sugerowano,
ze fosforylacja miozyny jest potrzebna tylko do zainicjowania zmiany
ksztattu, a nie do jego utrzymania (80). Stwierdzono S$cistg zalezno$¢ po-
miedzy iloscig trombiny uzytej do aktywacji ptytek, a zawartoscig reszty
fosforanowej w lekkim ‘tancuchu (78). Zaobserwowano, ze réwnolegle
z fosforylacjg, indukowana przez trombine, zwiekszata sie ilos¢ miozyny
w cytoszkielecie komorki, czyli frakcji nierozpuszczalnej w Tritonie X-100
(79). | przeciwnie stwierdzono, ze zahamowanie fosforylacji lekkiego tan-
cucha, przy uzyciu pochodnych fenotiazyny, zmniejszato ilos§¢ miozyny
we frakcjach cytoszkieletu. Opisane zjawisko moze sugerowac, ze fosfory-
lacja stabilizuje potgczenie miozyny ze strukturami kurczliwymi (78, 79),
ale moze tez by¢ efektem zmniejszonej rozpuszczalnosci miozyny po
ufosforylowaniu lekkiego tancucha (76).

Badano réwniez fosforylacje miozyny w ptytkach krwi in vivo pod
wptywem zwigzkéw stymulujagcych synteze cAMP. Zardwno prostaglan-
dyna D2 jak i forskolin, hamowaty fosforylacje lekkiego tanicucha po
aktywacji ptytek przez trombine (81), a dodane przed aktywacja, zapobie-
gaty fosforylacji. Mechanizm dziatania cAMP polega przypuszczalnie na
hamowaniu kinazy lekkiego tancucha albo przez aktywacje kinazy zalez-
nej od cAMP (82), albo przez aktywacje transportu jonow wapnia na ze-
wnatrz komorki (81).

VI. Podsumowanie

Z zestawienia w tabeli 1 wynika, ze mozliwe sg trzy rodzaje fosforylacji
miozyny komdrek niemigsniowych. Pierwszy, ktéry wydaje sie by¢ pier-
wotny ewolucyjnie, wystepuje u niektdrych Protista, jak Acanthamoeba
i Physarum. Jest to wylacznie fosforylacja ciezkich tancuchdw. Drugi ro-
dzaj to fosforylacja ciezkich i lekkich tancuchéw tej samej czgsteczki mio-
zyny. Prawdopodobnie jest to etap przejsciowy, wystepujacy zaréwno
w komérkach Protista, jak i w niektérych komdrkach niemiesniowych
wyzszych organizméw. Trzeci rodzaj polega na fosforylacji tylko lekkich
tancuchdw i charakteryzuje komaérki miesniowe (por. Il cze$¢ artykutu),
ale wystepuje rowniez w niektérych komorkach niemieSniowych kre-
gowcow.

Strukturalne i enzymatyczne wiasciwosci miozyny zalezg od stopnia
ufosforylowania jej podjednostek. Fosforylacja ciezkiego tahcucha moze
stymulowaé lub hamowac aktywnos¢ ATPazy aktomiozynowej, a fosfory-
lacja lekkiego taricucha ma zawsze efekt stymulujacy.
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Tabela 1.

Fosforylacja miozyny komérek niemiesniowych

Fosforylacja Efekt fosforylacji na
Rodzaj komorek taricucha aktywno$¢ ATPazy h e 3
L . . . trwato$¢ filamentow
ciezkiego lekkiego aktomiozynowej
PROTISTA - '
1. Acanthamoeba + — inhibicja destabilizacja
2. Physarum + — aktywacja stabilizacja
3. Dictyostelium + + (C) inhibicja destabilizacja
(DI ?
KOMORKI SSAKOW
1. Biataczka szpikowa + + (C) inhibicja 7
(L) aktywacja ?
2. Limfocyty + + © ? ?
(L) aktywacja 7
3. Makrofagi + -f (©) ? ?
(L) aktywacja ?
4. Mézg + + © ? ?
(L) aktywacja 7
5. Tarczyca — + aktywacja stabilizacja
6. Grasica — + aktywacja stabilizacja
7. Phytki krwi — + aktywacja stabilizacja

C —ciezki tanicuch; L — lekki tafncuch

W przypadku fosforylacji ciezkiego tancucha miejsca fosforylacji znaj-
duja sie w czeSci ogonowej czasteczki. Stopier ich ufosforylowania wpty-
wa na zdolno$¢ do polimeryzacji i stabilno$¢ filamentéw, a ponadto —
mimo znacznego oddalenia od centrum aktywnego — na aktywnos$¢
ATPazy aktomiozynowej. Ttumaczy to hipoteza o regulacji ATPazy akto-
miozynowej Acanthamoeba na poziomie filamentéw (33—38). Autorzy
hipotezy uwazajg, ze dzieki oddziatywaniom miedzyczagsteczkowym fosfo-
rylacja reguluje konformacje filamentéw, a ta z kolei okresla reaktywnos$¢
gtowek. Hipoteza ta moze sie réwniez odnosi¢ do innych miozyn, ktorych
ciezkie tancuchy ulegajg fosforylacji w czesci ogonowej.

W przypadku fosforylacji lekkich tancuchéw miozyny np. z grasicy
obserwuje sie podobne powigzanie aktywno$ci ATPazowej i struktury
filamentow. tancuchy lekkie sa elementem gitdwki, jednakze stopien ich
ufosforylowania determinuje nie tylko aktywno$¢ ATPazowa, ale takze
zdolno$¢ do agregacji oraz stabilno$¢ filamentéw (83).

W kazdym przypadku, niezaleznie od tego, ktdéra podjednostka jest
fosforylowana, ta posta¢ miozyny, ktora ma wysokg aktywnos¢ ATPazy,
tworzy stabilne filamenty. Natomiast forma nieaktywna tworzy filamenty
nietrwate, ktore depolimeryzujg w obecnosci ATP do monomeréw z po-
dwojnie zgietym ogonem. Wynika z tego, ze aktywno$¢ miozyny zalezy
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od konformacji filamentow. Przez te konformacje rozumie¢ nalezy sposo6b
utozenia gtowek miozynowych i ich ruchliwos¢, ale szczeg6towa charakte-
rystyka tego stanu nie zostata dotychczas opisana dla miozyny komdrek
niemiesniowych.

Zaakceptowano do druku 29 kwietnia 1985 r.
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l. Wstep

Giéwng mase miesni stanowig biatka kurczliwe: aktyna i miozyna (art.
przegl. 1—6). Biatka te wystepujg w postaci filamentow, utozonych réwno-
legle wzgledem siebie. Filamenty cienkie zbudowane sg z aktyny i w po-
réwnaniu z aktyng komdrek niemiesniowych stanowig struktury stabilne.
Natomiast miozyna tworzy grube filamenty, ktére w mieé$niach szkieleto-

* Dr, Zaktad Biochemii Mieéni, Instytut Biologii Doswiadczalnej im. M. Nenc-
kiego, PAN, ul. Pasteura 3, 02-093 Warszawa.

Wykaz stosowanych skrotow: HMM — ciezka meromiozyna, LMM — lekka mero-
miozyna, Si— gtéwka miozyny, S2— fragment ogona miozyny.
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wych i serca sg rowniez trwate, ale ich stabilno$¢ w miesniach gtadkich
nie jest jeszcze jednoznacznie wyjasniona (art. przegl. 7—9).

Skurcz miesni polega na wzajemnym przesuwaniu sie obu rodzajow
filamentow wzgledem siebie, co sprzezone jest z hydroliza ATP (art. przegl.
10—12). Powstata w tej reakcji energia zostaje wykorzystana do pracy
mechanicznej. Przesuwanie sie filamentéw zachodzi dzieki przytgczaniu
sie gtowek miozyny i ich odigczaniu od aktyny. Te cyklicznie powstajgce
potaczenia to tzw. mostki poprzeczne (cross-brndges). Od ich liczby zalezy
napiecie mieéni w czasie izometrycznego skurczu, natomiast czas trwania
cyklu przytgczania sie i odtgczania ich wyznacza szybko$¢ skurczu izoto-
nicznego. Ruchliwo$¢ mostkow poprzecznych jest mozliwa dzieki plastycz-
nosci dwoch rejonéw czasteczki miozyny: tzw. zawiaséw (potaczenia gtowki
z ogonem) oraz specyficznej czesci ogonowej miozyny (art. przegl. 13—16).
Rejony te w miozynie miesniowej sg szczegOlnie podatne na proteolize, co
umozliwia uzyskanie charakterystycznych fragmentéw (Ryc. 1). W wyniku

2 MIQZYNA ———» |
E mm || LMM |
papaina

Ryc. 1. Proteoliza miozyny mies$ni szkieletowych. Na schemacie zaznaczono powsta-
jace fragmenty, ale nie zaznaczono lekkich tancuchoéw.
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dziatania trypsyna na miozyne miesni szkieletowych otrzymuje sie dwa
produkty: ciezkg meromiozyne (HMM), sktadajgcg sie z dwoch gtowek
i czeSci ogona — utrzymujacej je razem, oraz lekkag meromiozyne (LMM),
czyli pozostalg cze$¢ ogona. Trawienie HMM papaing powoduje powstanie
dwoch fragmentow SIf bedacych pojedynczymi gtdéwkami oraz czesci pa-
teczki, zwanej fragmentem S2

Interakcja aktyny z miozyng jest pod kontrolg uktadéw regulujacych,
wrazliwych na zmiany stezenia jondw wapnia. Rozrdznia sie uktady dzia-
tajace na aktyne i na miozyne (art. przegl. 17—20). W pierwszym przy-
padku, uktad troponina-tropomiozyna, znajdujacy sie w miesniach szkie-
letowych i sercowych, blokuje w nieobecnosci jondw wapnia w aktynie
miejsca oddziatywania z miozyng. W drugim przypadku, biatka regulujace
oddziatujg na miozyne w obecno$ci jonéw wapnia w ten sposob, ze moze
ona reagowac z aktyng. Przyktadem takiej regulacji jest odwracalna fosfo-
rylacja miozyny w miesniach gtadkich (art. przegl. 11, 21—24). W migs-
niach niektérych mieczakéw funkcje biatek regulujacych peini lekki tan-
cuch regulatorowy miozyny (por. rozdz. IlI).

W dalszej czeSci artykutu zostang przedstawione efekty fosforylacji
miozyny izolowanej z mie$ni kregowcdw i bezkregowcéw oraz wplyw
fosforylacji na cykl skurczowo-rozkurczowy miesni. Na tej podstawie,
uwzgledniajgc jednoczesnie dane dotyczagce miozyny z pierwotniakow
i z komorek niemiesniowych zwierzat (25), przedstawione bedg prawidto-
wosci i hipotezy na temat roli fosforylacji w regulacji systeméw akto-
miozynowych eukariontéw.

Il. Migénie kregowcow

I1-1. Miozyna mie$ni gtadkich

Prace dotyczgce roli fosforylacji w skurczu mies$ni gtadkich stanowig
obecnie zbidr kilkuset pozycji piSmiennictwa (art. przegl. 23, 24, 24a). Z tej
ogromnej literatury wybratem trzy wazniejsze zagadnienia: wptyw fosfo-
rylacji na 1) aktywno$¢ ATPazy aktomiozynowej, 2) strukture miozyny
oraz 3) udziat miozyny w cyklu skurczowo-rozkurczowym.

W miozynie mie$ni gtadkich fosforylacji ulega wytgcznie lekki tancuch
regulatorowy (26—28), znajdujacy sie w poblizu potgczenia gtowki z cze-
Scig ogonowg. Przytgczenie fosforanu do reszty serynowej lekkiego fan-
cucha katalizuje specyficzna kinaza zalezna od jonéw wapnia i kalmodu-
liny (29). W niektérych miesniach gtadkich podjednostka katalityczna
kinazy lekkiego taricucha moze by¢ fosforylowana przez kinaze zalezng
od cAMP, co obniza aktywnos$¢ tego enzymu (30—32). W ten sposdb poziom
ufosforylowania lekkiego taricucha miozyny miesni gtadkich moze by¢ pod
kontrolg zar6wno cAMP jak i jonéw wapnia (por. art. przegl. 21, 23, 33).
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Na przetomie roku 1976 i 1977 stwierdzono, ze ufosforylowana forma
miozyny miesni gtadkich ma wysokag aktywno$¢ ATPazy aktomiozynowej,
a nieufosforylowana — niskg (28, 34, 35). W tym samym czasie inna grupa
badaczy potwierdzita to wykazujgc, ze tylko aktywna posta¢ miozyny jest
zdolna do superprecypitacji (36). We wspomnianych pracach uzywano pre-
paraty, ktdre zawieraly niecatkowicie oczyszczone biatka, nie mozna wiec
byto wykluczy¢ udziatu innych proceséw niz fosforylacja. W po6Zniejszych
pracach uzywano homogenne biatka: miozyne z mies$ni gtadkich, aktyne
(najczesciej z miedni szkieletowych), podjednostke katalityczng kinazy
lekkiego tancucha oraz kalmoduling. W uktadach rekonstruowanych z ta-
kich sktadnikéw badano szczegdtowo zalezno$¢ aktywnos$ci ATPazy akto-
miozynowej od poziomu fosforylacji lekkiego tancucha. Do tych badan
stosowano miozyne w postaci filamentdw i w postaci rozpuszczalnej (mono-
meru lub fragmentu HMM).

Mechanizm przytgczania fosforanu do lekkiego #ahncucha miozyny
w réznym stopniu spolimeryzowanej byt badany w trzech laboratoriach,
gdzie uzyskano podobne wyniki (37—40). Zaobserwowano, ze w przypadku
monomeru fosforylacja obu gtéwek w czasteczce jest przypadkowa. W fila-
mentach natomiast proces ten przebiega w sposéb uporzadkowany: naj-
pierw fosforylowany jest jeden tancuch w kazdej czasteczce, a dopiero
potem fosforylowany jest drugi tarficuch ito z mniejszg szybkoscia. W efek-
cie filamenty miozynowe zawierajgce potowe maksymalnej ilosci fosfo-
ranu, sktadaja sie z jednorodnej populacji czasteczek, z ktérych kazda ma
ufosforylowany tylko jeden tancuch. Persechini i Hartshorne
(38) ttumaczg uporzadkowanag fosforylacje asymetrig gtéwek, wynikajaca
z utozenia czasteczek w filamentach. Inng interpretacje zaproponowata
Merkel i wsp. (41) stwierdzajagc, ze to brak tropomiozyny powoduje
powstanie takiej asymetrii.

Zaobserwowano, ze aktywno$¢ ATPazy aktomiozynowej pojawia sie
dopiero po fosforylacji obu lekkich tancuchdw miozyny mies$ni gtadkich
(37, 38, 40). Dlatego tez, krzywe wzrostu aktywno$ci ATPazy w wyniku
przytaczenia fosforanu do lekkiego tancucha sg rézne w zaleznosci od
stopnia agregacji miozyny (37—41). W przypadku monomerédw aktywnos$é
ATPazy wzrasta wyktadniczo wraz ze wzrostem ufosforylowania czaste-
czek. W przypadku filamentdw miozyna miesni gtadkich ufosforylowana
do 50% w ogdle nie jest aktywna, natomiast po dodatkowej fosforylacji
jej aktywno$é ATPazowa rosnie liniowo wraz ze wzrostem ufosforylowa-
nia lekkiego tancucha. W opisanych warunkach in vitro stwierdzono wiec
bezposrednig zaleznos$¢ stopnia ufosforylowania miozyny a jej aktywnoscia
ATPazowa. Wykazano réwniez, ze reaktywnos$¢ gtéwek miozynowych jest
rézna w filamentach i w monomerach, co potwierdzity obserwacje wska-
zujgce, ze aktywnos$¢ ATPazy aktomiozynowej filamentéw jest kilka razy
mniejsza od aktywnoS$ci fragmentu HMM (42, 43).

Opisane powyzej wyniki nie wyjasniajg, w jaki sposéb fosforylacja
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Ryc. 2. Wplyw fosforylacji lekkiego tancucha na aktywno$¢ ATPazy aktomiozyno-
wej miesni gtadkich w zaleznos$ci od stopnia agregacji miozyny.
A — Monomery miozyny; B — Filamenty miozyny.

wpltywa na szybko$¢ hydrolizy ATP. Na pytanie to probowali znalez¢ od-
powiedz Sellers i wsp. (44). Oznaczali oni wigzanie ufosforylowanej
i nieufosforylowanej HMM z aktyng i stwierdzili, ze podczas gdy szybkos$¢
maksymalna ATPazy tych fragmentow réznita sie 25-krotnie, to stata wig-
zania z aktyng — tylko 4-krotnie. Z drugiej strony oba fragmenty HMM
okazaly sie mie¢ jednakowe state szybkosci hydrolizy ATP mierzone na
podstawie poczatkowego uwolnienia fosforanu (initial phosphate burst).
Zdaniem Sellersa i wsp. (44) obserwacje te wykluczajg mechanizm,
w ktorym nieufosforylowany tancuch regulatorowy miatby blokowaé bez-
posrednio wigzanie aktyny z miozyng. Autorzy ci twierdzg, ze fosforylacja
lekkiego tancucha reguluje jeden z etapéw cyklu hydrolizy ATP, najpraw-
dopodobniej — uwalnianie fosforanu.

Dodatkowych argumentéw na rzecz fosforylacji tancuchow lekkich
miozyny — jako gtéwnego mechanizmu regulujgcego skurcz miesni gtad-
kich — dostarczyty badania, w ktérych uzyto kinazy innego pochodzenia.
Stwierdzono, ze kinaza ciezkiego fancucha miozyny | Acanthamoeba (43)
i kinaza aktywowana proteaza z retikulocytow krélika (45), fosforyluja te
samg reszte serynowg co endogenna kinaza mieéni gtadkich, ale w prze-
ciwieAstwie do niej, oba enzymy sg aktywne niezaleznie od obecnosci jo-
néw wapnia i kalmoduliny. W wyniku fosforylacji katalizowanej przez
te kinazy, aktywno$¢ ATPazy aktomiozynowej wzrastata do tego samego
poziomu, co w obecnosci endogennej kinazy, ale niezaleznie od stezenia
jonéw wapnia. Opisane wyniki wydajg sie wyklucza¢ bezposredni udziat
jonéw wapnia w aktywacji ATPazy — wbrew sugestiom niektérych auto-
row (46—50).

Hipoteza o naczelnej roli fosforylacji tancuchéw lekkich miozyny w re-
gulacji interakcji aktyny z miozyng w mieéniach gtadkich jest obecnie po-
wszechnie akceptowana (Ryc. 3). Nalezy jednak zaznaczyé, ze nie zostaly
wyjasnione doniesienia wskazujace na to, ze wzrost aktywnos$ci ATPazy
aktomiozynowej moze mie¢ miejsce bez fosforylacji lekkiego tafAcucha
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Ryc. 3. Rola fosforylacji lekkiego tancucha w regulacji ATPazy aktomiozynowej
miesni gtadkich.

(50—55). Np. ostatnio okazato sie, ze w obecnos$ci bardzo wysokich stezen
MgCI2 (30 mM) nieufosforylowana miozyna ma wysoka aktywnos$¢ ATPazy
(51) i ze w tych warunkach zdolna jest do superprecypitacji (52). Podobny
efekt miaty jony magnezu na nieaktywng forme miozyny Il Acantha-
moeba (56).

W obecnosci 0.6 M KC1, niezaleznie od stezenia ATP, jonébw magnezu
i stopnia ufosforylowania lekkich tancuchéw, miozyna wystepuje w postaci
monomeru z wyprostowang czescig ogonowg (57, 58). Takg konformacje
okresla sie jako 6S od wartosci statej sedymentacji miozyny w tych wa-
runkach (58—60). W roztworach zawierajagcych nizsze stezenie KCI1, np.
0.15 M, obie formy miozyny — ufosforylowana i nieufosforylowana —
tworza podobnie wygladajace filamenty. R6znica miedzy nimi uwidacznia
sie po dodaniu ATP, ktory depolimeryzuje filamenty zdefosforylowanej
miozyny (57, 59, 61, 62), ale nie ma wptywu na filamenty ufosforylowane-
go biatka (Ryc. 4). Produktami tej depolimeryzacji s3 monomery o statej
sedymentacji okoto 10S, ktore z tego wzgledu brano poczatkowo za dimery
miozyny (58—60). Stwierdzono, ze depolimeryzacja filamentéw z utworze-
niem monomerdw 10S zachodzi po zwigzaniu sie¢ ATP z gtéwka miozyny
(59, 62, 63) i polega najprawdopodobniej na rozluznieniu potaczen miedzy
rejonem S2 a trzonem filamentow w czasie hydrolizy ATP. Czasteczka,
w konformacji 10S ma ogon zgiety w dwdch miejscach, mniej wiecej w 1/3
i 2/3 dtugosci w taki sposdb, ze zgiecie pierwsze znajduje sie w poblizu

defosforylacja

@ .9
e I

e

* & & o fosforylacja ﬁ % w

FILAMENT (czasteczki 6S) MONOMERY 10S DIMER

Ryc. 4. Wptyw fosforylacji lekkiego tancucha na strukturg miozyny mieéni gtadkich
w obecnosci MgATP. Defosforylacja sprzyja powstawaniu monomeréw 10S i dime-
réow z podwoéjnie zgietymi ogonami. Fosforylacja powoduje prostowanie sie czesci
ogonowej czasteczek i polimeryzacje (wg. 58—60).
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konca czesci ogonowej, a drugie w poblizu potaczenia gtowki z ogonem.
Czasteczka jest wiec krotsza, bardziej zwarta i dlatego ma wyzszg stalg
sedymentacji (57, 58, 60, 61, 64). Opisane zjawisko wskazuje, ze fosfory-
lacja tancucha regulatorowego wptywa na strukture catej czasteczki, nie
wytgczajac odlegtych rejonéw ogona. Gdy po dodaniu kinazy, jonéw wap-
nia i kalmoduliny lekki tancuch zostaje ufosforylowany, czasteczki mio-
zyny zmieniajg konformacje z 10S na 6S i polimeryzujg tworzac normalne
filamenty (60). Oprécz statej sedymentacji, konformacje 10S i 6S réznig
sie innymi cechami, jak np. lepkos$¢, intensywnosé fluorescencji, aktywnos$¢
ATPazowa i podatno$¢ na proteolize. Aktywnos¢é Ca2+-ATPazy miozyno-
wej i Mg2+-ATPazy aktomiozynowej w konformacji 6S jest wieksza niz
w konformacji 10S (65, 66). Papaina przecina ciezki tancuch miozyny
w konformacji 6S w trzech miejscach, natomiast w przypadku, gdy mio-
zyna wystepuje w konformacji 10S, tylko jedno miejsce jest podatne na
dziatanie tej proteazy (Ryc. 5). Pozostate dwa miejsca — w tym rejon i3-

-cze$¢ gtowowa -cze$¢ ogonowa-

HoN — — COOH

Ryc. 5. Miejsca trawienia papaing ciezkiego tancucha miozyny mieé$ni gtadkich
w konformacji 6S. Miejsca 2 i 3 nie sg trawione w konformacji 10S (wg. 63, 67, 68).

czacy gtowke z czescig ogonowg — sg w czasteczce w tej konformacji nie-
dostepne dla papainy (63, 67, 68). Fosforylacja wptywa rowniez na utoze-
nie gtéwek (68). W czasteczce w konformacji 6S sg one ustawione w Kkie-
runku przeciwnym do konca ogona. Natomiast w miozynie w konformacji
10S, gtéwki sg zgiete pod pewnym katem i skierowane ku ogonowi. Takie
ich utozenie jest nawet zachowane w dimerach formy 10S (64, 68) (por.
ryc. 4.

W zaleznos$ci od stopnia ufosforylowania lekkiego tancucha oraz obec-
nosci ATP, KC1 i jonbw magnezu obie formy miozyny moga tworzy¢ nie
tylko filamenty i monomery 6S, ale rowniez monomery 10S. Nalezy jed-
nak zaznaczy¢, ze w warunkach zblizonych do fizjologicznych, tj. w obec-
nosci MgATP i 0.15 M KC1, ufosforylowana miozyna wystepuje w postaci
filamentdw, natomiast zdefosforylowana miozyna — w postaci monomeréw
10S (59, 64, 69). Nie wiadomo jednak, czy taka sytuacja ma miejsce in situ.

W dalszej czeSci artykutu przedstawione zostang wyniki o fosforylacji
lekkiego taficucha miozyny miesni gtadkich, uzyskane na podstawie badan
skrawkow zywych miesni lub odbtonionych miofibryli, zdolnych do od-
wracalnego skurczu. Celem tych badan byto wyjasnienie roli fosforylacji
miozyny w cyklu skurczowo-rozkurczowym miesni gtadkich. Jesli zaktada
sie, ze zalezna od jonéw wapnia fosforylacja stanowi jedyny mechanizm,
decydujacy o aktywnosci i o ilosci aktywnych mostkow poprzecznych, to
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wowczas nalezy oczekiwaé spetnienia nastepujacych warunkéw. Po pierw-
sze, poziom ufosforylowania lekkiego tafncucha powinien by¢ niski w cza-
sie rozkurczu. Po drugie, nalezato sie spodziewac, ze po stymulacji miesnia,
lekki tancuch bedzie fosforylowany przed lub réwnolegle ze skurczem. Po
trzecie, szybko$¢ defosforylacji powinna przebiegaé réwnolegle lub wy-
przedza¢ rozkurcz. Po czwarte, mozna byto oczekiwaé, ze ostateczne na-
piecie miesnia (sita skurczu) bedzie proporcjonalne do ufosforylowania
lekkiego tancucha. Zebrane ponizej wyniki uporzgdkowano pod katem
tych zatozen.

Pierwszy warunek nie jest spetniony, gdyz w zadnym przypadku nie
stwierdzono, by miozyna izolowana z miesni gtadkich w stanie rozkurczu
byta catkowicie zdefosforylowana. Poziom fosforylacji lekkiego tahcucha
wahat sie od 0.05 do 0.4 mola Pj/mol taficucha regulatorowego (70—74).
Nie wydaje sie jednak, by taki poziom fosforylacji in vivo podwazal jej
role w regulacji skurczu miesni gtadkich. Niecatkowitg defosforylacje mio-
zyny mozna bowiem wytlumaczy¢ np. napieciem rozkurczonego miesnia,
utrzymywanym przez ufosforylowane czasteczki czy tez negatywng ko-
operatywnosciag gtowek (ufosforylowanie jednego tafAcucha w czasteczce
nie wystarcza by wykazywata ona aktywnosé ATPazy aktomiozynowej).

Drugi warunek wydaje sie by¢ spetniony, gdyz po stymulacji odbtonio-
nych miofibryli lub skrawkéw mie$ni obserwuje sie fosforylacje miozyny
réwnolegta do narastajgcego napiecia miesnia (70, 75, 76). Wykazano row-
niez, ze pochodne fenotiazyny lub biatka wigzace kalmoduline, hamujac
fosforylacje lekkiego tancucha, hamowaty rownocze$nie powstawanie na-
piecia skurczowego miesni gtadkich (71, 77—79). Dodanie kalmoduliny
przywracato obydwie wiasciwosci, tj. zdolno$¢ do fosforylacji i skurczu
(77, 78).

Wyniki prac z kilku laboratoriow przyniosty dodatkowe informacje,
ktore wskazujg, ze zalezna od jonéw wapnia fosforylacja jest czynnikiem
koniecznym do wywotania skurczu — a nie jony wapnia wigzace sie z mio-
zyng i aktywujace ja bezposrednio. Pokazano np., ze tiofosforylacja miozy-
ny wywotuje wzrost napiecia miesni utrzymujacego sie nawet w nieobec-
nosci jonéw wapnia (75, 81, 82), miozyna taka nie jest bowiem defosfory-
lowana przez fosfataze. Inni autorzy dodawali do odbtonionych miofibryli
niewrazliwy na jony wapnia i kalmoduline aktywny fragment kinazy
i uzyskiwali — w nieobecnos$ci lub obecnosci jonow wapnia — taki sam
skurcz i poziom fosforylacji (83—85).

Stwierdzono, ze rozkurcz miesni gtadkich zachodzi po uprzedniej de-
fosforylacji (70, 76, 79). Okazato sie jednak, ze proporcjonalno$¢ sity skur-
czu do stopnia ufosforylowania miozyny — nie zawsze jest zachowana.
Stosujgc cienkie skrawki utatwiajgce dyfuzje zaobserwowano, ze ufosfo-
rylowana w wyniku stymulacji miesni gtadkich pradem miozyna jest
szybko defosforylowana, chociaz miesienn znajduje sie nadal w stanie skur-
czu (86—~88). Obserwacje te zostaty potwierdzone przez innych autoréw
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(72, 89). W poczatkowej fazie skurczu oba parametry — napiecie i szybkos$¢
zachodza rownolegle ze wzrostem poziomu ufosforylowania lekkiego tan-
cucha. W dalszej fazie nastepuje z jednej strony spadek szybkosci skurczu,
zachodzacy rownolegle z odtgczaniem fosforanu, z drugiej — wzrost na-
piecia mie$nia. A zatem z poziomem fosforylacji jest zbiezna szybko$¢
skurczu (86, 90).

Prébe wyjasnienia braku zaleznos$ci miedzy poziomem fosforylacji
a sitg skurczu podjeli Murphy i wsp. (87, 91, 92) (Ryc. 6). Autorzy ci

F-A
ATP—+~ADP-—~P
T
) fosforylacja
o e e et
// defosforylacja
AL
________ /
F-M F-M
aktywny mostek poprzeczny nieaktywny mostek zahaczony

Ryc. 6. Hipoteza mostkéw zahaczonych miozyny z mied$ni gtadkich (wg. 87). Ufosfo-
rylowana miozyna taczy sie cyklicznie z aktyng tworzac mostki poprzeczne. Jest to
sprzezone z hydroliza ATP. Gdy miozyna jest defosforylowana w postaci kompleksu
z aktyna powstaje mostek zahaczony, niehydrolizujacy ATP, ale tworzacy napiecie
mies$nia. Pokazano tylko jedng gtowke miozyny, bez lekkich tancuchéw. F-A —fila-
ment aktynowy, F-M — filament miozynowy, P — fosforan przytgczony do lekkiego
tancucha.

uwazaja, ze miozyna moze ulegaé defosforylacji nie tylko w stanie wol-
nym, ale rowniez w potaczeniu z aktynag. W pierwszym przypadku powsta-
ja nieaktywne mostki poprzeczne niehydrolizujagce ATP, w drugim — tzw.
mostki zahaczone (latch bridges), czyli potaczenia miozyny z aktyng, utrzy-
mujgce napiecie mies$ni bez hydrolizy ATP. Hipoteza mostkow zahaczo-
nych tlumaczy zatem, w jaki spos6b, mimo zachodzacej defosforylacji
miozyny moze utrzymywac sie, a nawet rosngé, napiecie skurczowe.

Brak zaleznoSci miedzy poziomem fosforylacji a sitg skurczu mozna
réwniez wyttumaczyé inaczej, mianowicie dziataniem dodatkowych czyn-
nikéw regulujacych, takich jak np. biatka wigzace aktyne, zdolne do mo-
dulowania aktywnosci ATPazy aktomiozynowej (93), czy nawet jony
magnezu, ktorych wysokie stezenie wywotuje skurcz odbtonionych mio-
fibryli w nieobecnos$ci jonéw wapnia i bez fosforylacji (51).

Reasumujac, badania zn vivo potwierdzajg teze, ze fosforylacja lekkiego
taficucha inicjuje skurcz mies$ni gtadkich, ale jednoczes$nie podtrzymuja
przypuszczenia o obecnosci innych uktadéw regulujacych (por. art. przegl.
23, 93a). Badania przyzyciowe przeprowadzone na skrawkach mieéni lub
na odbtonionych miofibrylach miaty rowniez odpowiedzie¢ na pytanie, czy
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nieufosforylowana miozyna depolimeryzuje in vivo — na co wskazuja wy-
niki analiz biochemicznych. Problem ten nie wydaje sie by¢ rozwigzany do
konca. Jedni autorzy (94) przedstawili dane, wskazujagce na obecno$¢
w rozkurczonych miesniach gtadkich filamentow zbudowanych z nie-
ufosforylowanej miozyny. Mozliwe jednak, Ze jest to wiasciwos$¢ charakte-
rystyczna tylko dla niektdrych typdw miesni gtadkich. Inni autorzy podali
bowiem, ze filamenty miozynowe in situ sg niestabilne (95—98). Zaobser-
wowano np. dezintegracje filamentéw w skrawkach miesni inkubowanych
w nieobecnos$ci jonow wapnia. Po dodaniu tych jonéw filamenty polimery-
zowaly ponownie (95). Ostatnio Cande i wsp. (98) stwierdzili, ze
skurcz glicerynowanych komoérek miesni gladkich stabilizuje filamenty
miozynowe, i ze w warunkach rozkurczowych miozyna jest nie tylko zde-
fosforylowana, ale i zdepolimeryzowana.

I1-2. Miozyna mie$ni szkieletowych

Miozyna mies$ni szkieletowych ssakdw zawiera dwa rodzaje lekkich
tancuchdéw, z ktorych jeden ulega fosforylacji (99, art. przegl. 100) i wigze
kationy dwuwartoSciowe (101). Reszta serynowa ulegajgca fosforylacji
oraz miejsce wigzania jonow wapnia i magnezu znajdujg sie na N-koncu
czasteczki (por. art. przegl. 14). Wyniki badan uzyskane dzieki zastosowa-
niu réznych metod wskazujg, ze lekki tancuch regulatorowy miozyny
miesni szkieletowych znajduje sie — tak, jak w innych czgsteczkach, w po-
blizu potaczenia gtéwki z czescig ogonowa (15, 102).

Fosforylacje lekkiego tancucha katalizuje kinaza zalezna od jonédw wap-
nia i kalmoduliny (103—106), natomiast defosforylacje katalizuje fosfataza
(107). Wykazano, ze ufosforylowanie tancucha regulatorowego zmienia
konformacje miozyny (108). | tak stwierdzono, ze chymotrypsyna trawita
wolniej czasteczki ufosforylowanej, niz zdefosforylowanej miozyny. Pro-
duktami trawienia w pierwszym przypadku byty réwne ilosci HMM i S§
w drugim za$ — prawie wytgcznie HMM, co wskazuje, ze odcinek tgczacy
gtdwke z czescia ogonowa jest niedostepny dla chymotrypsyny (108).

W Kkilku laboratoriach badano wptyw fosforylacji lekkiego taficucha na
jego zdolno$¢ wigzania jonéw wapnia i magnezu i uzyskano rozbiezne wy-
niki. Jedni autorzy stwierdzili, ze ufosforylowany tancuch ma nizsze powi-
nowactwo do jonéw wapnia (101, 109, 110). Natomiast inni autorzy (111)
nie znalezli réznic powinowactwa ufosforylowanej i zdefosforylowanej
miozyny do tego kationu.

Na podstawie analizy spektralnej i analitycznego wirowania Perse-
chini i Rowe (112) stwierdzili, ze w zalezno$ci od stezenia jonow
magnezu zmienia sie utozenie mostkéw poprzecznych w filamentach mio-
zynowych. Autorzy ci postulujg, ze podobne zmiany konformacji filamen-
tdbw mogg zachodzi¢ w warunkach in vivo, ale pod wptywem innych czyn-
nikow. Z kolei Mrakovcic-Zenic i Reisler (113) przedstawili
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wyniki badan wskazujgce na to, ze po fosforylacji lekkiego tancucha frag-
ment S2miozyny (por. ryc. 1) oddala sie od osi filamentoéw i ze podobny
efekt dawalo zwiekszenie ujemnego tadunku na powierzchni czasteczki
miozyny, uzyskane dzieki podwyzszeniu pH $rodowiska (114). R6zna kon-
formacja filamentow powoduje ich niejednakowg rozpuszczalno$¢ w roz-
tworach KC1 (115). Nie wszyscy autorzy zgadzajg sie jednak z tym, ze
fosforylacja wptywa na polimeryzacje miozyny i stabilno$¢ filamentow
(110, 113).

Kagkol i wsp. obserwowali strukture kompleksow HMM z aktyng
zwanych grotami strzat (116). Zdefosforylowana HMM tworzyta szersze
struktury o $rednicy okoto 24 nm, natomiast ufosforylowana HMM wez-
sze — o0 $rednicy okoto 19 nm, co moze potwierdzaé mozliwo$é powsta-
wania réznej konformacji filamentéw w zaleznosci od zawartosci fosforanu
w lekkim tancuchu. Kompleks ufosforylowanej HMM z aktyng (116) byt
podobny do kompleksu aktyny z fragmentem ST pozbawionym tancucha
regulatorowego (117). Obserwacja ta moze sugerowac, ze usuniecie z mio-
zyny tancucha regulatorowego wywotuje podobne zmiany konformacyjne,
jak w przypadku fosforylacji.

Mimo rozbieznosci wynikéw i ich interpretacji zaznacza sie petna zgod-
no$¢ pogladéw co do tego, ze nie tylko ufosforylowany, ale takze nie-
ufosforylowany enzym z mie$ni szkieletowych ma wysokg aktywnosé
ATPazowag. Jest to najistotniejsza réznica we witasciwosciach miozyny
mies$ni szkieletowych a miozyny miesni gtadkich. Niektérzy autorzy twier-
dza jednak, ze aktywno$¢ ATPazy aktomiozynowej w ogoéle nie zalezy od
stopnia ufosforylowania lekkiego tafncucha (22, 107), natomiast inni przed-
stawiajg dane wskazujgce, ze w pewnych warunkach poziom tej aktyw-
nosci zalezy od fosforylacji 118—122).

| tak Pemrick wykazata, ze fosforylacja lekkiego tancucha zwiek-
sza dwukrotnie aktywno$¢ ATPazy aktomiozynowej przy nizszych steze-
niach aktyny, chociaz maksymalna aktywno$¢ ufosforylowanej i zdefosfo-
rylowanej miozyny jest taka sama (121a). Kgkol i wsp. potwierdzili
wyniki Pemrick, a ponadto pokazali, ze fosforylacja wptywa réznie na
aktywno$¢é miozyny w zaleznosci od warunkéw Srodowiska — takich, jak
stezenie KC1, jonéw magnezu, ATP i pH (119, 120, 121). Autorzy ci stwier-
dzili, ze np. w warunkach zblizonych do fizjologicznych, ufosforylowana
miozyna miata mniejszg aktywno$¢ ATPazy i tworzyta filamenty mniej
stabilne od miozyny zdefosforylowanej.

Stwierdzono, ze niezaleznie od stopnia agregacji miozyny fosforylacja
gtéwek zachodzi w sposob nieuporzadkowany (123), natomiast, ze aktyw-
nos¢ ATPazowa gtéwek jest inna w filamentach, a inna w przypadku po-
jedynczej czasteczki (123a, 124). Nasuwa to przypuszczenie, ze obecnosé
oddziatywan miedzy czgsteczkami filamentu ma wptyw na reaktywnos$¢
gtéwek miozyny.

W celu zbadania roli fosforylacji w skurczu miesni szkieletowych ozna-
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czano zmiany zawartosci fosforanu w miozynie, zachodzace w wyniku
stymulacji pradem izolowanych miesni. W kazdym przypadku stwierdzono
wzrost ufosforylowania lekkiego tancucha miozyny: w miesniach krolika
z 0.5 mola Pi przed skurczem do 0.9 mola P/mol tancucha po stymulacji
(125), w miesniach szczura z 0.1 do 0.75 mola Pi (126), dwukrotng w mie$-
niach kurczecia (127), w migsniach zaby o 0.4 mola Pj (128) i o 0.5 mola Pj
w miesniach myszy (129). Jakkolwiek w czasie skurczu zachodzi wzrost
poziomu ufosforylowania fancucha regulatorowego, nie wyjasniono jedno-
znacznie, jakie sa nastepstwa tego procesu. Wyniki prac, w ktorych prébo-
wano to wyjasni¢, nie tworzg spdjnego obrazu, a w niektorych przypad-
kach wrecz zaprzeczajg sobie, tak jak to przedstawiono powyzej przy oma-
wianiu wynikéw badan in vitro. | tak, niektérzy autorzy (126, 130) za-
obserwowali zalezno$¢ miedzy wzmocnieniem sity skurczu a ufosforylowa-
niem lekkiego tafcucha. Natomiast inni nie znaleZli takiej zalezno$ci (131).
Autorzy ci stwierdzili rdwniez, ze pochodne fenotiazyny, hamujace skurcz
miesni gtadkich, nie mialy zadnego wptywu na wzrost napiecia w mies-
niach szkieletowych. Ponadto, wykazano brak zaleznos$ci miedzy stopniem
ufosforylowania tafcucha regulatorowego miozyny w izolowanych mies-
niach szybkich myszy a szybkoscig skurczu i zuzyciem energii chemicznej
(132,133). Jeszcze inne wyniki zaprezentowali Crow i Kushmerick
(129), wskazujac, ze zuzycie energii potrzebnej do utrzymania izometrycz-
nego skurczu zmniejsza sie réwnolegle ze wzrostem ufosforylowania lek-
kiego tancucha. Moze to swiadczy¢ o obnizonej aktywnosci mostkéw po-
przecznych i sugeruje, ze fosforylacja miozyny moze zmniejsza¢ szybkos$¢
i site skurczu miofibryli szybkich w czasie wydtuzonej pracy. Taka inter-
pretacja jest zgodna ze stwierdzong przez Kagkol i wsp. (118, 119)
obnizong aktywnosciag ATPazy ufosforylowanej miozyny w warunkach
zblizonych do fizjologicznych.

Obecno$¢ w miesniach szkieletowych aktywnego systemu zdolnego do
defosforylacji i zaleznej od jonéw wapnia fosforylacji lekkiego tancucha
sugeruje, ze ta odwracalna modyfikacja miozyny ma znaczenie fizjolo-
giczne. Nie udato sie jednak dotychczas stwierdzi¢ jednoznacznie, w jaki
spos6b uczestniczy ona w cyklu skurczowo-rozkurczowym mieséni szkiele-
towych. Oméwione powyzej wyniki badan in vitro i in vivo wskazuja, ze
fosforylacja nie bierze udziatu w inicjacji skurczu, ale ze moze modulowa¢
site i napiecie kurczacego sie migsnia.

11-3. Miozyna mie$nia sercowego

Miozyna izolowana z mig$nia sercowego zawiera dwie pary lekkich tan-
cuchéw, z ktérych jedna ulega fosforylacji katalizowanej przez endogenng
kinaze (134). Wczesniejsze doniesienie o fosforylacji ciezkiego tancucha
(135) nie zostato potwierdzone przez innych autoréw (136, 137). Aktywnos$¢
kinazy lekkiego tancucha zalezy od kalmoduliny i jonédw wapnia (138).
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Stezenie tego enzymu w sercu jest kilkaset razy nizsze niz w mies$niach
szkieletowych i gtadkich, chociaz stezenie fosfatazy wydaje sie by¢ po-
dobne we wszystkich rodzajach miesni (139). Poziom ufosforylowania mio-
zyny in situ w sercu réznych ssakéw wynosi okoto 0.5 Pi/mol lekkiego
tancucha i nie ulega zmianie pod wptywem adrenaliny, ktora stymuluje
aktywno$¢ skurczowg (136, 136a, 137). Poziom ten zmienia sie w czasie
pracy serca zOtwia (137) oraz w sercu trenowanych ruchowo szczuréw
(137a). Ostatnio stwierdzono, ze odbtonione fibryle miesnia sercowego nie
wykazujg zaleznosci miedzy napieciem skurczowym a stopniem ufosfory-
lowania lekkich #tancuchdw, oraz ze pochodne fenotiazyny nie hamuja
skurczu tych miesni. Perfuzja serca roztworami zawierajgcymi radio-
aktywny Pi umozliwita obliczenie szybkosci wypadkowej proceséw fosfo-
rylacji i defosforylacji miozyny. W warunkach, w ktorych stopien ufosfo-
rylowania lekkiego tarficucha pozostawat na tym samym poziomie, potowa
reszt serynowych wymieniata fosforan w ciggu 3 minut (140). Proces mo-
dyfikacji miozyny jest wiec znacznie wolniejszy od skurczu mieénia ser-
cowego, a zatem nie moze mie¢ znaczenia w regulacji tego procesu.
W warunkach in vitro fosforylacja lekkiego tancucha miozyny nie jest
konieczna dla aktywnos$ci ATPazy aktomiozynowej (141, 142). Na podsta-
wie obserwacji zebranych powyzej uznawany jest obecnie poglad, ze fosfo-
rylacja nie ma znaczenia w cyklu skurczowo-rozkurczowym miesnia serco-
wego, chociaz nie wszyscy autorzy, np. (137, 137a, 142a) go podzielaja.

I11. Miesnie bezkregowcow

Wiadomosci na temat fosforylacji miozyny bezkregowcéw sa bardzo
fragmentaryczne i ograniczone do miesni kilku organizméw. Ustalono, ze
jeden z lekkich tancuchéw miozyny z Limulus ulega fosforylacji, i ze pro-
ces ten jest bezwzglednie potrzebny do aktywacji ATPazy aktomiozyno-
wej (143). Wykazano tez, ze odpowiedzialna za ten proces kinaza lekkiego
tancucha zawiera kalmoduline jako podjednostke regulatorowa (143).
Stwierdzono ponadto, ze ufosforylowanie miozyny skrzyptocza Limulus
powoduje skracanie sie filamentow miozynowych, a defosforylacja — ich
wydtuzanie (144). O miozynie z szaraiczy wiadomo jedynie, ze jej lekki
tancuch ulega fosforylacji, ale nie jest znany efekt tego procesu na aktyw-
no$¢ ATPazy aktomiozynowej (145).

Miozyna izolowana z miesni matza przegrzebka (Scallop) stanowi, jak
dotad, jedyny dobrze udokumentowany przypadek czasteczki nie ulegaja-
cej w ogole fosforylacji — ani in vivo, ani in vitro. W nieobecnos$ci jondw
wapnia lekki tancuch regulatorowy tej miozyny hamuje centrum aktywne.
Aktywacja ATPazy aktomiozynowej polega na bezposrednim wigzaniu sie
jonéw wapnia z tym #tancuchem (146—148, art. przegl. 17). Stwierdzono,
ze tancuch regulatorowy miozyny przegrzebka — zlokalizowany w poblizu
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potaczenia gtdwki z ogonem — mozna usungé z czasteczki bez jej denatu-
racji (148) (Ryc. 7). W efekcie aktywnos¢ ATPazy takiej miozyny staje sie
wysoka nawet w nieobecno$ci jonéw wapnia. Na miejsce usunietego tan-

Qe

/ ///« LC-Ca

Miozyna natywna -/+

a9

Miozyna b LC-Ca +/+

Ryc. 7. Regulacja ATPazy aktomiozy-

nowej przegrzebka (Scallop) i hybrydu

zawierajacego tancuch miozyny mieéni

gtadkich. LC-Ca —tancuch regulatoro-

Hybryda cC -/+ wy miozyny przegrzebka, LC i LC-P —

zdefosforylowany i ufosforylowany tan-

cuch regulatorowy miozyny miegsni

C V ¢c¢'p gtadkich. —/+ oznacza niskg aktyw-

no$¢ ATPazy w nieobecnosci jondw

wapnia i wysoka w obecnodci; +/+

oznacza wysoka aktywno$¢ niezaleznie

(~n-LC-P od stezenia jonéw wapnia (wg. 146—
Hybryda z LC-P  +/-* 148).

cucha mozna wprowadzi¢ egzogenne tancuchy regulatorowe innych mio-
zyn, ktére determinujg wiasciwosci powstatego hybrydu. Czasteczki za-
wierajgce tancuch regulatorowy miozyny z miesni szkieletowych, majg —
niezaleznie od stopnia ufosforylowania — takie same wi#asciwosci, jak mio-
zyna przegrzebka pozbawiona tancucha, tzn. aktywno$¢ ATPazy jest nie-
wrazliwa na jony wapnia. Natomiast wtasciwosci hybrydu zawierajagcego
taricuch z miozyny mieéni gtadkich zotgdka indyka zalezg od stopnia ufosfo-
rylowania. Zdefosforylowany tafcuch hamuje aktywno$¢ ATPazy akto-
miozynowej w nieobecnosci jonéw wapnia. Natomiast fosforylacja tego
tancucha lub dodanie tych jonéw odblokowuje to hamowanie. Powyzsze
wyniki wskazujg, ze w hybrydzie zawierajgcym tafncuch miozyny mieséni
gtadkich, podobnie jak w natywnej czasteczce z tych miesni, fosforylacja
znosi hamujgce dziatanie tancucha regulatorowego. Na tej podstawie su-
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geruje sie, ze rola jonébw wapnia, polegajaca na bezposredniej aktywacji
ATPazy aktomiozynowej przegrzebka, zanikta w toku ewolucji, a na jej
miejsce pojawita si¢ fosforylacja zalezna od jonow wapnia.

IV. Zmiany roli fosforylacji miozyny w toku ewolucji

1. System aktomiozynowy jest powszechnym i uniwersalnym mecha-
nizmem ruchowym eukariontéw, natomiast fosforylacja miozyny — naj-
czestszym sposobem regulujgcym aktywno$¢ tego systemu. Miozyna jest
fosforylowana we wszystkich badanych komérkach eukariotycznych, z wy-
jatkiem miesni matza przegrzebka. Fosforylacji ulegajg albo ciezkie tan-
cuchy, albo lekkie tancuchy regulatorowe lub tez oba rodzaje tancuchéw
jednoczesnie. U pierwotniakow (Protista) fosforan jest zawsze przytaczany
do ciezkiego tancucha, a w niektérych przypadkach, réwniez do tafncucha
lekkiego (25). W komdrkach zwierzat (Animalia) fosforylowany jest na
ogot lekki tancuch miozyny, a czasem rowniez ciezki, jak np. w makro-
fagach, moézgu i komdrkach biataczki szpikowej. W miesniach bezkregow-
cow i kregowcow modyfikowane sg w ten sposéb wytgcznie lekkie tancu-
chy. Na tej podstawie wysuwam przypuszczenie, ze ewolucja procesu re-
gulacji polegata miedzy innymi na przeniesieniu miejsca fosforylacji
z ciezkiego tancucha na lekki tancuch regulatorowy.

2. Regulatorowe reszty serynowe lekkiego tancucha znajduja sie w po-
blizu potaczenia gtowki z ogonem. We wszystkich badanych pod tym katem
przypadkach reakcje przytgczania do nich fosforanu katalizowata specy-
ficzna kinaza zawierajgca kalmoduling jako podjednostke regulatorows.
Natomiast miejsca fosforylacji ciezkiego tancucha znajduja sie na korncu
ogona miozyny. Nie wiele wiadomo o mechanizmach regulujgcych enzymy
odpowiedzialne za ten proces. Jedynie w przypadku kinazy ciezkiego tan-
cucha miozyny Dictyostelium wykazano, ze jako podjednostke zawiera
ona rowniez kalmoduline. Majac to na uwadze mozna zaryzykowac przy-
puszczenie, ze we wszystkich komdérkach eukariotycznych poziom ufosfo-
rylowania miozyny zalezy od jonéw wapnia i kalmoduliny.

3. Fosforylacja wplywa na interakcje aktyny z miozyna, co objawia
sie r6zng aktywnosciag ATPazy aktomiozynowej. | tak, przytaczenie fosfo-
ranu do ciezkiego tancucha stymuluje aktywno$é miozyny z Physarum,
ale hamuje aktywnos$¢ miozyny z Acanthamoeba i Dictyostelium. W obu
przypadkach zmiana poziomu ufosforylowania ciezkiego taficucha wydaje
sie by¢ niezbedna dla zainicjowania zjawisk ruchowych tych organizmow.

Przytaczenie fosforanu do lekkiego taficucha jest bezwzglednie koniecz-
ne do aktywacji ATPazy aktomiozynowej komorek niemieSniowych, miesni
bezkregowcow i miesni gtadkich kregowcow. W komorkach niemiesnio-
wych zwierzat fosforylacja warunkuje zmiany ksztattu i inne przejawy
aktywnosci ruchowej. Podobne zjawisko zachodzi w miesniach gtadkich,

4 Postepy Biochemii 1—2/86
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gdzie fosforylacja inicjuje skurcz. O ile jednak w migs$niach szkieletowych
petni ona funkcje modulujgce cykl skurczowo-rozkurczowy, o tyle w mies-
niu sercowym moze nie mie¢ zadnego znaczenia. Z powyzszych obserwacji
wynika, ze w czasie ewolucji naczelna rola fosforylacji w regulacji ATPazy
aktomiozynowej i zjawisk skurczowych ulegata ograniczeniu — az do cal-
kowitego jej zaniku.

4. Poziom ufosforylowania ciezkiego i lekkiego taricucha okresla kon-
formacje i stabilno$¢ filamentow. Np. aktywna forma miozyny mieéni
gtadkich czy grasicy tworzy stabilne filamenty, w ktérych czasteczki sg
w konformacji 6S, natomiast forma nieaktywna (nieufosforylowana) de-
polimeryzuje w obecno$ci ATP do monomerédw 10S. W miozynie w tej
konformacji zachodzg oddziatywania wewnatrzczasteczkowe, ktore unie-
mozliwiajg utworzenie filamentow i ktdre obnizajg aktywnos¢ ATPazowsg.
Jesli nawet filamenty zdefosforylowanej miozyny nie depolimeryzujg iv
situ, to takie same oddziatywania mogg zachodzi¢ pomiedzy réznymi cza-
steczkami filamentu i w podobny sposéb mogag wptywaé na aktywnos¢
miozyny. ldentyczne wiasciwosci wykazujg czasteczki izolowane z takich
komérek niemiesniowych, jak ptytki krwi, komdrki grasicy i tarczycy,
ktérych lekki tancuch ulega fosforylacji. Przytagczenie fosforanu do ciez-
kiego tancucha miozyny Physarum, Acanthamoeba i Dictyostelium wpty-
wa w podobny sposob na konformacje i zdolno$¢ do polimeryzacji, z tym
jednak, ze miozyna Acanthamoeba i Dictyostelium tworzy stabilne fila-
menty w formie zdefosforylowanej, tj. tej, ktéra wykazuje wysokag aktyw-
no$¢ ATPazy, natomiast miozyna Physarum — ma te same witasnosci —
w formie ufosforylowanej. W miesniach szkieletowych miozyna tworzy
stabilne filamenty o wysokiej aktywnos$ci ATPazy, niezaleznie od formy
fancucha. Wszystkie te wyniki wskazujg, ze aktywno$s¢ ATPazy i tworze-
nie filamentéw sg ze soba sprzezone. Ta forma miozyny, ktéra ma wysoka
aktywno$¢ ATPazy tworzy stabilne filamenty. Filamenty formy nieaktyw-
nej sa nietrwate i depolimeryzujag w obecnosci ATP. Prawidtowosci te
sg niezalezne od modyfikowanej podjednostki oraz bezposredniego efektu
fosforylacji na miozyne.

5. Opisane powyzej zjawisko wigze sie, jak sadze, z rozng specyfika
molekularnych mechanizmow skurczu, zalezng od stabilnosci filamentow.
Lokomocja ameb i $luzowcéw oraz ruch cytoplazmy w komorkach nie-
miesniowych zwierzat polegaja na ciaggtym odnawianiu sie filamentéw
miozynowych (i aktynowych) w miejscach aktywnych ruchowo i depoli-
meryzacji tych filamentdw w pozostatych rejonach komorki. Aktywnos$¢
skurczowa zachodzi dzieki interakcji obu rodzajéw filamentéw i dlatego
w komérkach niemiesniowych fosforylacja reguluje jednoczes$nie poli-
meryzacje miozyny i jej zdolnos¢ do interakcji z aktyng. Wiele danych
wskazuje na to, ze w mies$niach gtadkich ma miejsce podobna sytuacja,
ale nie jest to wyjasnione jednoznacznie, gdyz niejasne sg zmiany stopnia
agregacji miozyny in situ na réznych etapach cyklu skurczowo-rozkurczo-
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wego. W miesniach szkieletowych i sercowych fosforylacja traci natomiast
funkcje procesu regulujacego, gdyz filamenty miozynowe stajg sie stabilne
i nie depolimeryzujg w czasie rozkurczu (po defosforylacji). W mies$niach
tych role regulujaca petni uktad nieenzymatycznych biatek potgczonych
z filamentem aktynowym: troponina i tropomiozyna.

6. We wszystkich przypadkach, z wyjatkiem miesni szkieletowych
i sercowych, poziom fosforylacji okreslat aktywno$¢ ATPazy aktomiozy-
nowej, ale nie miat zasadniczego wptywu na powinowactwo miozyny do
aktyny. Na tej podstawie proponuje sie kinetyczny model regulacji za-
miast modelu sterycznego, wedtug ktérego zdefosforylowana podjednostka
miataby blokowa¢ wigzanie miozyny z aktyng. Inne systemy regulujace,
np. uktad troponina-tropomiozyna mies$ni szkieletowych i sercowych, od-
dziatywuja réwniez na kinetyke hydrolizy ATP, a nie na wigzanie miedzy
aktyng a miozyng. W zwigzku z tym sadze, ze niektdre pierwotne mecha-
nizmy regulujgce wspoétdziatanie aktyny z miozyng, zostalty zachowane,
mimo iz w toku ewolucji uktad kurczliwy stawat sie coraz bardziej zorga-
nizowany i stabilny.

VI. Hipoteza filamentowej regulacji ATPazy aktomiozynowej
za posrednictwem fosforylacji

Opisane powyzej prawidtowosci, a w szczeg6lnosSci wykazany zwigzek
miedzy strukturg filamentéw a aktywnos$cig enzymatyczng pozwala roz-
szerzy¢ hipoteze o regulacji ATPazy aktomiozynowej z Acanthamoeba (25,
53, 149—151) na miozyny innych organizmdw, niezaleznie od podjednostki
ulegajacej fosforylacji. Sugeruje to, ze filamentowa regulacja ATPazy
moze by¢ mechanizmem uniwersalnym. Sposdb jego dziatania mogtby by¢é
nastepujacy. Fosforylowane miejsca regulatorowe na ciezkim lub na lek-
kim tancuchu mogtyby wptywaé¢ na konformacje potgczen zawiasowych
miozyny. Zmiana konformacji rejonéw zawiasowych mogtaby ograniczac
lub umozliwiaé¢ ruch gtéwek miozynowych i regulowaé szybkosci cyklu
przytaczania sie ich i odtgczania od aktyny. Dlatego tez mozna sadzi¢, ze
utworzenie i whasciwa konformacja bipolarnych filamentéw miozynowych
sg niezbedne, nie tylko ze wzgledu na mechanike proceséw skurczu, ale
rowniez na kinetyke hydrolizy ATP.

W przypadku fosforylacji czesci ogonowej miozyny oddziatywania
miedzy miejscami fosforylacji a rejonem zawiasowym dotyczg dwdch
réznych czasteczek. Dlatego tez powstanie stabilnych filamentow jest wa-
runkiem niezbednym dla ujawnienia sie aktywnosci ATPazy aktomiozy-
nowej i regulacji. Tylko w filamentach moga bowiem zachodzi¢ opisane
oddziatywania miedzyczgsteczkowe. Natomiast miejsca fosforylacji lek-
kich tancuchéw moga oddziatywaé na zawiasy miedzy gtowa a ogonem
dwojako — w zaleznoS$ci od stopnia agregacji miozyny. Gdy miozyna jest
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w postaci filamentow, oddziatywania te mogtyby zachodzi¢ miedzy rézny-
mi czasteczkami, natomiast w przypadku monomeru, oddziatywania za-
chodzi¢ by mogty wewnatrz tej samej czasteczki. Dzieki takiej mozliwosci
obserwuje sie regulacje ATPazy aktomiozynowej przez fosforylacje nie
tylko w przypadku spolimeryzowanej miozyny, ale rowniez dla jej form
rozpuszczalnych (monomerow i fragmentu HMM).

Zaakceptowano do druku 29 kwietnia 1985 r.
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Addendum

Na str. 36, 41, 44 i 50 dyskutowano problem réznej stabilnosci filamentéw miozy-
nowych w mie$niach gtadkich, in situ, w zaleznosci od stopnia ufosforylowania mio-
zyny. Obecnie przewaza poglad, iz filamenty te nie depolimeryzujg in vivo, po de-
fosforylacji miozyny.

W artykule Review Retter-Hypothesis ,,Phosphorylation of myosin in non-muscle
and smooth muscle cells. Possible rules and evolutionary trends” — (1986) FEBS Lett.
204, 169— 176, opisatem niektére problemy dotyczace procesu fosforylacji miozyny.
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I. Wprowadzenie

Wiadomo juz od stosunkowo dawna (1—10), ze przemiana skwalenu
w cholesterol, katalizowana przez btonowe enzymy retikulum endoplazma-
tycznego, zachodzi efektywnie w warunkach in vitro jedynie w obecnosci
frakcji biatek rozpuszczalnych cytosolowych. Biatka tej frakcji, cho¢ same
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60 Z. A. WOJCIECHOWSKI [2]

nie katalizujg zadnej z reakcji szlaku skwalen-> cholesterol, wybitnie
wzmagaja szybkos$¢ syntezy cholesterolu przez izolowane mikrosomy.

Przeksztatcenie skwalenu w cholesterol jest ztozonym, wieloetapowym
procesem, w ktérym uczestniczy okoto 20 biatek enzymatycznych i w ktd-
rym mozna wyrozni¢ kilka waznych etapéw (11, 12):

— utlenienie acyklicznego prekursora — skwalenu do 2,3-epoksydu
i cyklizacja tego produktu utlenienia do lanosterolu (C3)).

— kolejne usuniecie trzech grup metylowych (grupy metylowe w po-
zycji 14a, 4a i 43 czasteczki lanosterolu) poprzez ich utlenienie i nastepng
dekarboksylacje w wyniku czego powstajg zwigzki o szkielecie choleste-
rolu (C2).

— lizomeryzacja a nastepnie uwodornienie wigzania podwdjnego wy-
stepujacego pierwotnie w czasteczce lanosterolu w pozycji A8i odwodoro-
wanie prowadzgce do wytworzenia nowego wigzania podwoOjnego w po-
zycji As

— uwodornienie wigzania podwoOjnego A2 wystepujacego w tancuchu
bocznym pierwotnego produktu cyklizacji, tj. lanosterolu.

Uproszczony schemat biosyntezy cholesterolu ze skwalenu, przedsta-
wiajacy najbardziej prawdopodobng sekwencje zachodzacych reakcji enzy-
matycznych (11, 12), podany jest na Ryc. 1

SKWALEN

2, 3-epoksyd skwalenu

LANOSTEROL DIHYDROLANOSTEROL
(lanosta-8, 24-dien-3j3-ol) >k (lanost-8-en-3(3-0l)
4, 4'-dimetylo-A8 24 -cholestadienol 4, 4'-dimetylo~ A8_choles»enol

4'-dimetylo-5cc-cholesta-8, 24-dien-3/3-0l) (4, 4-dimetylo-5cx-cholest-8-en-3jJ-ol)

0 A

A’ -cholestadienol, zymosterol A8-cholestenol

(5<x-cholesta-8, 24-dien-3f3-o0l) (5«y-cholest-8-en-3(3-0l)
A’ -cholestadienol A -cholestenol

(Sa-cholesta-7, 24-dien-3/S-ol) (50t-cholest-7-en-3/3-0l)

~5,7, 24 _chOlestatrjeno0, 7-dehydrocholesterol

(cholesta-5, 7, 24-trien-3(3-01l) (cholesta-5, 7-dien-3(J-ol)
A5 ,24-cholestadienol, desmosterol _ CHOLESTEROL
(cholesta-5, 24-dien-3|3-0l) (cholest-5-en-3|3-0l)

Ryc. 1. Biosynteza cholesterolu ze skwalenu w btonach retikulum endoplazmatycz-
nego komérek watroby. Uwzgledniono postulowang wielotorowo$¢ zachodzacych re-
akcji (12). W nawiasach podano zalecane nazwy poszczegdlnych metabolitow.
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Przeprowadzone w kilku laboratoriach badania zmierzajace do wy-
jasnienia, ktére z reakcji szlaku skwalen -> lanosterol —»cholesterol wy-
magaja wspdidziatania biatkowego czynnika cytosolowego (biatkowych
czynnikéw cytosolowych) doprowadzity do wniosku o uniwersalnej jego
(ich) roli w omawianych przemianach. Stosujac odpowiednie, izotopowo
znakowane substraty wykazano m.in. znaczne stymulowanie przez frakcje
supematantu 105000 g z watroby szczura katalizowanych przez mikro-
somy z tej samej tkanki przemian: skwalen-> lanosterol (13—17), skwa-
len-> 23-epoksyd skwalenu (17—18), 2,3-epoksyd skwalenu -> lanosterol
(3, 19—22), lanosteroldihydrolanosterol (21), lanosterolC 2%-sterole
(5), dihydrolanosterol  cholesterol (7), A8cholestenol -> cholesterol (22),
4,4'-dimetylo-A8cholestenol -> cholesterol (7), A%-cholestenol -> 7-dehydro-
cholesterol (3, 4), 7-dehydrocholesterol  cholesterol (3, 4, 23, 24) i desmo-
sterol  cholesterol (3, 5).

Omowione wyzej dane doprowadzity do sformutowania hipotezy (9—11)
0 wystepowaniu ws$réd rozpuszczalnych biatek komdrki specyficznego
biatka no$nikowego. Biatko to okre$lane czesto jako biatko przenoszace
sterole (sterol carrier protein, SCP) petni¢ ma, w procesie przeksztatcania
skwalenu w cholesterol funkcje podobng do funkcji biatka przenoszacego
reszty acylowe (acyl carrier protein, ACP) w procesie biosyntezy kwasow
thuszczowych, katalizowanym przez enzymatyczny kompleks syntetazy
kwasow ttuszczowych. Uwazano, ze biatko przenoszace sterole zawiera:

— domene hydrofobowg zdolng do niekowalencyjnego wigzania skwa-
lenu, cholesterolu i metabolitow posrednich szlaku skwalen -> cholesterol;

— rejon hydrofilowy umozliwiajagcy tworzenie kompleksu z btong reti-
kulum endoplazmatycznego;

— ewentualne miejsca wigzace nukleotydy nikotynoamidoadeninowe
lub inne niezbedne kofaktory, co umozliwiatoby wiasciwe usytuowanie
przestrzenne wbudowanego w btone enzymu, substratu (substratéw) i nie-
zbednego kofaktora (kofaktorow), a takze bezposrednie przekazywanie
hydrofobowego produktu reakcji na centrum aktywne enzymu katalizu-
jacego kolejng przemiane (9—11).

Podjete w ostatnich latach préby wyizolowania biatek przenoszacych
sterole i ich blizszego scharakteryzowania przyniosty wiele interesujacych
danych. Mimo istniejgcych nadal niejasno$ci i kontrowersji badania te po-
twierdzajg istotng role tych biatek w regulowaniu mikrosomalnego szlaku
syntezy cholesterolu. Co wiecej, szereg danych wskazuje na ich bardziej
uniwersalng role w metabolizmie cholesterolu do kwasow zo6iciowych (25,
26) i hormonow sterydowych (27—32), w procesie estryfikowania chole-
sterolu kwasami ttuszczowymi (33—36), a by¢ moze réwniez w wewnatrz-
komdérkowym transporcie cholesterolu (36, 37). Hipotetyczna role biatka
przenoszacego sterole w biosyntezie i metabolizmie cholesterolu przedsta-
wia Ryc. 2.
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Ryc. 2. Hipotetyczne funkcje biatek przenoszacych sterole (SCP) w biosyntezie,
transporcie i przemianach cholesterolu (Chol). Xi, X2 Xn— metabolity posrednie na
drodze skwalen -* cholesterol, IPP — pirofosforan izopentenylu, FPP — pirofosforan
farnezylu.

Il. Wystepowanie i wtasciwosci cytosolowych biatek
aktywujgcych biosynteze cholesterolu

Rownolegte prace kilku laboratoriow, mimo, ze prowadzone w wiek-
szoSci przypadkéw na tym samym materiale, tj. komorkach watroby
szczura, doprowadzity do wyodrebnienia kilku biatek cytosolowych o dosé
odmiennych wiasciwosciach, z ktérych kazde wykazywato zdolno$¢ sty-
mulowania co najmniej niektorych reakcji na szlaku przemian skwalen -»
cholesterol katalizowanych przez enzymy frakcji mikrosomalnej. Wazniej-
sze z nich zostang omoéwione kolejno nizej. W Tabeli 1 zebrano podstawo-
we informacje odnosnie ich whasciwosci.

11-1. Biatko przenoszace skwalen i sterole

Biatko przenoszace skwalen i sterole (saualene and sterol carrier pro-
tein, SCP), wyodrebnione przez Dempsey i wspoéitpracowni-
kow (2, 10, 38, 39), byto pierwszym z blizej poznanych biatek cytosolo-
wych aktywujgcych mikrosomalng synteze cholesterolu ze skwalenu. Na-
dana mu nazwa odzwierciedla zdolno$¢ do niekowalencyjnego wigzania
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skwalenu, cholesterolu i licznych metabolitéw posrednich. Biatko to
0 m. cz. okoto 14 000 (pojedynczy taincuch polipeptydowy), fatwo tworzgce
agregaty o m. cz. > 150 000, oczyszczono do elektroforetycznej homogen-
nosci. Wystepuje ono w cytosolu watroby szczura w duzej iloSci stanowiac
nawet do 8—10°» ogotu biatek rozpuszczalnych (38, 40). Stezenie SCP
w komérkach watroby szczura podlega jednak do$¢ znacznym wahaniom
przebiegajacym w rytmie okotodobowym (41, 42).

Natywne SCP zawiera na mol biatka 2 mole kwasow tluszczowych
(kwasy stearynowy i palmitynowy), z ktdrych co najmniej potowa zwig-
zana jest z biatkiem kowalencyjnie. Biatko to wybitnie aktywuje enzymy
uczestniczagce w koAcowych przemianach na szlaku skwalen —cholesterol
a mianowicie enzymy katalizujgce reakcje odwodorowania A%cholestenolu
do 7-dehydrocholesterolu i redukcji tego ostatniego do cholesterolu (Ryc. 3)

10 ke

0,,NAD" | | NADPH
——ee

e -
HO : HO/\\/\/ HO

H

A7-cholestenol 7 -dehydrocholesterol cholesterol

Ryc. 3. Mechanizm katalizowanej przez frakcje bton mikrosomalnych przemiany
A7-cholestenolu w cholesterol.

nie ma natomiast, jak sie wydaje, istotnego wptywu na cyklizacje skwale-
nu i proces demetylowania lanosterolu (2, 38, 43—A47).

Najnowsze badania (38, 40, 48—50), wskazujg na tozsamos$¢ SCP z wy-
odrebnionym z watroby szczura przez innych autorow (48, 51) tzw. bial-
kiem wigzagcym kwasy tluszczowe (fatty acid binding protein, FABP).
Biatku FABP, ktore znane jest takze pod nazwg biatka Z (52, 53), przy-
pisuje sie udziat w regulowaniu licznych proceséw zwigzanych z meta-
bolizmem kwasow ttuszczowych (54, 55, 56). Biatko to stymuluje m.in.
mikrosomalng acylotransferaze acylo-CoA: glicerofosforan (55) i zacho-
dzacg w mitochondriach (3-oksydacje kwaséw ttuszczowych (56). Uwaza
sie takze, ze petni ono funkcje biatka nosnikowego w odwracaniu hamo-
wania karboksylazy acetylo-CoA przez palmitylo-CoA (54). Oprocz zdol-
nosci wigzania skwalenu, cholesterolu i innych steroli (44, 46, 57) biatko
SCP ma zdolno$¢ wigzania wolnych kwasow ttuszczowych, acylowych po-
chodnych koenzymu A, bilirubiny, organicznych anionéw i szeregu innych
zwigzkdw drobnoczasteczkowych. Przeprowadzone ostatnio badania przy
zastosowaniu sterolowych sond fluorescencyjnych w postaci dehydroergo-
sterolu (ergosta-5,7,9(l1),22-tetraen-3p-o0l) i cholestatrienolu (cholesta-
-5,7,9(I)-trien-3(3-ol) wykazaty, ze 1 mol SCP wigze maksymalnie 1 mol
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sterolu a stala dysocjacji kompleksu ma warto$¢ 0.5—0.9 NM. Badania
przenoszenia energii pomiedzy resztg tyrozyny SCP a sterolem wskazuja
na bliskie sgsiedztwo tej reszty i miejsca wigzacego sterol (57).

11-2. BiatkOi i biatko2 przenoszace sterole

Prace zespotu Scal lena (3, 9, 22, 59—61) doprowadzity do kon-
kluzji, ze w watrobie szczura wystepujg co najmniej 2 rézne biatka cyto-
solowe niezbedne dla katalizowanego przez frakcje mikrosomalng prze-
ksztatcenia skwalenu w cholesterol. Przyjeto je okreslaé¢ jako biatkoj prze-
noszace sterole (sterol carrier proteinl SCPj) i biatko2 przenoszace sterole
(sterol carrier protein2 SCP2. Oba te biatka wystepuja, w odrdznieniu od
wyodrebnionego i scharakteryzowanego przez zesp6t Dempsey biatka prze-
noszgcego skwalen i sterole (patrz wyzej), w niewielkich ilosciach (9, 14,
24). Biatka SCPj i SCP2udato sie ostatnio w petni oddzieli¢ i wysoko oczy-
Sci¢ (14, 23, 24). Pierwsze z nich ma m. cz. okoto 26 000 i dysocjuje w obec-
nosci 6M chlorowodorku guanidyny na dwie podjednostki o identycznej
masie czasteczkowej (14). Drugie biatko ma mase czasteczkowag 13 500
i jest zbudowane z pojedynczego tancucha polipeptydowego (23, 24). Biat-
ka SCPXi SCP2rbznig sie do$¢ znacznie wrazliwoscig na podwyzszong tem-
perature, co zresztag wykorzystano dla ich petnego oddzielenia (24). Biatko
SCP2 jest stosunkowo termostabilne, szczegdlnie po oczyszczeniu. Ogrze-
wanie w temperaturze 90° w ciggu 5 min powoduje tylko ok. 20°/0 spadek
jego aktywnosci biologicznej, mierzonej zdolnoscig do stymulowania kata-
lizowanej przez frakcje mikrosoméw przemiany skwalen —cholesterol.
SCPi ulega natomiast praktycznie catkowitej inaktywacji juz przy ogrza-
niu w temperaturze 55° w ciggu 5 min. Biatka SCP! i SCP2rdznig sie takze
zdecydowanie pod wzgledem specyficznoSci.

SCPi wybitnie stymuluje cyklizacje 3H-skwalenu do lanosterolu katali-
zowang przez frakcje mikrosomalng w obecnos$ci tlenu, NADPH, NAD+
i FAD (Ryc. 4) nie majac wplywu na szybko$¢ dalszych przeksztalcen
lanosterolu (14). Nie stwierdzono w obecnosci SCPj jakiejkolwiek akty-
wacji demetylowania 3H-4,4'-dimetylo-/\&cholestenolu lub przeksztatcenia
3H-7-dehydrocholesterolu w cholesterol. SCPi nie ma réwniez wplywu na
enzymatyczng dimeryzacje pirofosforanu farnezylu do skwalenu (15). Ob-
serwowano, ze szybkos$¢ cyklizacji skwalenu do lanosterolu, w obecnosci
SCPi, ulegata dodatkowemu zwiekszeniu w obecnosci fosfatydyloseryny.
Stechiometria dodawanego do mieszanin inkubacyjnych SCPi i wytworzo-
nego produktu (lanosterol) wskazywata na nie zuzywanie sie SCPi w trak-
cie aktywowanej reakcji, co jest w zgodzie z postulowang nosnikowg fun-
kcja tego biatka (14, 15).

Z kolei SCP2 nie majac praktycznie wptywu na utlenienie skwalenu
i cyklizacje produktu utlenienia do lanosterolu, silnie wzmaga demetylo-
wanie w pozycji 4 (Ryc. 5) oraz przeksztatcenie 7-dehydrocholesterol ->

5 Postepy Biochemii 1—2/86
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P2, NADPH

skwalen

lanosterol
Ryc. 4. Powstawanie lanosterolu z acyklicznego prekursora — skwalenu. Reakcje A
katalizuje oksydaza skwalenu, reakcje B — cyklaza 2,3-epoksydu skwalenu.
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Ryc. 5. Mechanizm demetylacji w pozycji C-4 na szlaku przemian lanosterol -> chole-
sterol (wg. 91). Reakcje A—C katalizuje oksydaza 4-metylosteroli, reakcje D — dekar-
boksylaza sterydowych kwaséw 4a-karboksylowych a reakcje E — reduktaza 3-keto-
sterydéw. Usuniecie drugiej grupy metylowej z C-4 zachodzi w identycznym ciggu
reakcji.

cholesterol. Na kolejnych etapach oczyszczania SCP2 stosunek zdolnosci
do aktywowania obu wymienionych reakcji pozostaje warto$cig statg co
dodatkowo $wiadczy, ze aktywacja zaré6wno demetylacji w pozycji 4 jak
i redukcji 7-dehydrocholesterolu do cholesterolu zwigzana jest z tym sa-
mym biatkiem (23, 24).



[9] AKTYWATORY BIOSYNTEZY CHOLESTEROLU 67

Niektére wiasciwosci SCP2 przypominajg wilasciwosci biatka przeno-
szagcego skwalen i sterole (SCP) wyodrebnionego przez Dempsey
i wspotpracownikow (2, 10, 38, 39). Dotyczy to m.in. wyznaczo-
nej masy czasteczkowej, do$¢ podobnego sktadu aminokwasowego, wzgled-
nej stabilnos$ci w podwyzszonej temperaturze, a przede wszystkim akty-
wowania przez oba biatka tej samej reakcji tj. konwersji 7-dehydrochole-
sterolu do cholesterolu (23, 24, 62). SCP2 w odr6znieniu od SCP, nie wy-
kazuje jednak zdolnosci aktywowania przeksztatcenia zVcholestenolu
w 7-dehydrocholesterol (9). Ponadto, SCP2 o czym byla juz mowa wyzej,
wystepuje w komdérkach watroby w wielokrotnie mniejszej ilosci. Ewen-
tualna identyczno$¢ SCP2i SCP wydaje sie wiec watpliwa. Rozwazana jest
natomiast mozliwa tozsamo$é¢ SCP2 z biatkiem przenoszacym fosfolipidy
wyizolowanym i scharakteryzowanym przez Zilversmita i wspot-
pracownikow (63) i oznaczonym symbolem CM2 Dla preparatéw
SCP2i CM2wyznaczono wysoki wspotczynnik korelacji sktadu aminokwa-
sowego wynoszacy 0.992, identyczny punkt izoelektryczny, identyczny,
w granicach btedu metody oznaczania, ciezar czgsteczkowy i bardzo po-
dobng wrazliwo$¢ na podwyzszong temperature (24).

11-3. Inne cytosolowe aktywatory biosyntezy cholesterolu

Poza biatkami opisanymi wyzej, w wyniku prac prowadzonych w Kilku
innych laboratoriach (8, 17, 18, 20, 25, 36, 64), z supernatantu 105 000 g
homogenatu watroby szczura uzyskano jeszcze kilka biatek o bardziej lub
mniej odmiennych wiasciwosciach, z ktérych kazde wykazywato zdolnos$¢
aktywowania w warunkach in vitro mikrosomalnego szlaku biosyntezy
cholesterolu. Biatka te poznano w stosunkowo mniejszym stopniu i nie
mozna wykluczyé, ze niektore z nich okazg sie, po doktadniejszym zbada-
niu, identyczne z opisanymi w p. I1-1 i II-2.

Jednym z lepiej poznanych jest tzw. biatkowy czynnik cytosolo-
wy (supernatant protein factor, SPF) wyodrebniony przez Blocha
i wspotpracownikdéw (17—20, 64). Biatko to oczyszczono ok.
11 000 X stosujac kolejno wytrgcanie acetonem, chromatografie jono-
wymienng na DEAE-celulozie, saczenie molekularne na Sephadex G-75
i preparatywne ogniskowanie elektroforetyczne (17). Analiza elektrofore-
tyczna w zelu poliakryloamidowym w obecnosci siarczanu dodecylu wy-
kazata ok. 95% jednorodno$¢ uzyskanego preparatu. Wykazano, ze SPF
aktywuje cyklizacje skwalenu do lanosterolu. Reakcja ta, jak wiadomo,
jest katalizowana przez 2 odrebne enzymy: oksydaze skwalenu i cyklaze
2,3-epoksydu skwalenu (Ryc. 4). Przy zastosowaniu specyficznego inhibi-
tora cyklazy 2,3-epoksydu skwalenu — AMO-1618 (chlorek kwasu 2-izo-
propylo,4-trimetyloamino,5-metylofenylo-l-piperydynokarboksylowego) i
UC-skwalenu bagdz MC-2,3-epoksydu skwalenu jako substratow stwier-

o*



68 Z. A. WOJCIECHOWSKI [10]

dzono, ze SPF aktywuje zar6wno enzymatyczne utlenienie skwalenu do
2,3-epoksydu (17) jak rowniez cyklizacje tego ostatniego zwigzku do lano-
sterolu (20). SPF nie ma natomiast wptywu na dalsze przeksztatcenia
lanosterolu na drodze do cholesterolu. Aktywujacy wptyw SPF na katali-
zowang przez frakcje mikrosomalng przemiane skwalen  lanosterol
znacznie sie wzmaga w obecnoSci niektérych fosfolipidow (17, 20, 64). Co
wiecej, okazato sie, ze krdtka preinkubacja oczyszczonego preparatu SPF
z fosfolipazg A2 prowadzi do utraty zdolnosci do stymulowania przemia-
ny (20). Interesujace, ze maksymalne aktywowanie oksydazy skwalenu
przez SPF obserwuje sie jedynie w obecnosci ujemnie natadowanych fosfo-
lipidow takich jak fosfatydyloglicerol, fosfatydyloinozytol lub fosfatydylo-
seryna (17), podczas gdy maksymalna aktywacja cyklazy 2,3-epoksydu
skwalenu charakteryzuje sie wyraznie odmienng specyficznoScig i ma
miejsce tylko w obecnosci fosfatydyloglicerolu lub fosfatydyloetanolo-
aminy (20). Pomimo trudnych do wyjasnienia rozbieznosci w oznaczonych
ciezarach czasteczkowych SPF i SCPi (patrz Tabela 1) nie wykluczano
ewentualnej identycznosci obu biatek (17).

Prace Gaylora i wspdtpracownikdw (8, 25 36, 48, 51, 68)
doprowadzity do wyodrebnienia z watroby szczura 2 cytosolowych biatek
aktywujgcych in vitro biosynteze cholesterolu.

Pierwsze z nich, okreslane jako cytosolowy modulator mikrosomalnej
oksydazy 4-metylosteroli, oczyszczono ok. 192-krotnie stosujac kolejno
wytrgcanie siarczanem amonu (30—85% nasycenia), denaturacje cieplng
biatek towarzyszacych w temperaturze 80° adsorpcje na zelu fosforanu
wapnia i saczenie molekularne na Sephadex G-75. Uzyskany preparat byt
jednorodny podczas elektroforezy w zelu poliakryloamidowym w obec-
nosci siarczanu dodecylu (8, 25). Biatko to znacznie stymuluje obie kolejno
zachodzace demetylacje prekursoréw cholesterolu w pozycji C-4, co wy-
kazano stosujac jako substraty znakowane 4C w grupach metylowych przy
C-4: 4,4-dimetylo-A%cholestenol lub 4a-metylo-A7cholestenol i $ledzac
uwalnianie 14C 02 (8).

Oczyszczony preparat cytosolowego modulatora 4-metylosteroli zawie-
ra nie kowalencyjnie zwigzany hem. Usuniecie hemu prowadzi do catkowi-
tej utraty zdolnoSci aktywowania demetylacji prekursorow cholesterolu
(51). Wiadomo, ze aktywno$¢ mikrosomalnej oksydazy 4-metylosteroli jest
w warunkach in vitro hamowana w obecnosci wolnego cholesterolu, jego
estrow, a takze niektoérych produktow utlenienia cholesterolu. Okazato
sie, ze hamowanie to silnie sie wzmaga w obecno$ci omawianego biatka
(54, 65—67). Wyniki te sugerujg wiec, ze cytosolowy modulator oksydazy
4-metylosteroli moze, w zaleznosci od warunkéw panujgcych w komérce,
aktywowac¢ badz hamowac oksydaze 4-metylosteroli.

Drugie z otrzymanych przez Gaylora i wspoipracownikéw biatek,
okre$lane jako niespecyficzne biatko przenoszace lipidy z uwagi na zdolno$é
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do przyspieszania miedzybtonowej wymiany szeregu lipidéw (np. fosfaty-
dyloetanoloaminy), aktywowalo przemiany: AF*cholestenol -> 7-dehydro-
cholesterol i 7-dehydrocholesterol -> cholesterol, a takze znacznie stymulo-
wato aktywnos¢ mikrosomalnej acylotransferazy acylo-CoA :cholesterol
(36). Interesujace, ze wykazuje ono rowniez zdolno$¢ przyspieszania trans-
portu cholesterolu, np. pomiedzy zawierajagcymi MC-cholesterol mitochon-
driami a liposomami zbudowanymi z fosfatydylocholiny. Z uwagi na
aktywowanie podobnych proceséw a takze zblizong mase czasteczkowa
i dos¢ znaczne podobieAstwo oznaczonego sktadu aminokwasowego postu-
lowano jego ewentualng identycznos¢ z SCP2 (36, 50).

11-4. Wystepowanie bialek przenoszacych sterole w réznych tkankach

Wszystkie opisane wyzej biatkowe aktywatory mikrosomalnego szlaku
biosyntezy cholesterolu wyodrebniono z komdrek watroby. Specjalne za-
interesowanie tym witasnie organem jest zrozumiate jesli wzigé pod uwage
szczegdlng role watroby w biosyntezie i metabolizowaniu steroli. Nie ulega
jednak watpliwos$ci, ze takze inne tkanki aktywnie uczestniczgce w syn-
tezie i przeksztatceniach steroli zawierajg podobne biatka (31, 32, 69—71).
Biatka typu SCP znaleziono m.in. w $luzéwce jelita (72), w komoérkach
kory nadnerczy (22, 31, 69, 71), jadrach (69) i jajnikach (69). O ile w watro-
bie biatka te wystepujg gtéwnie w cytosolu a jedynie niewielka ich czes¢
zwigzana jest z frakcjg mikrosomalng, to w nadnerczach ok. 1/3 SCP wy-
stepuje w mitochondriach (31, 71). Lefevre i wspotpracownicy (69) wyizolo-
wali z nadnerczy, jader i jajnikow i czeSciowo scharakteryzowali tzw. biat-
ko wigzgce cholesterol (cholesterol binding protein, CBP). Wykazano, ze
biatko to wigze cholesterol i inne sterole z nie naruszonym tancuchem
bocznym nie wykazuje natomiast powinowactwa w stosunku do metaboli-
téw cholesterolu pozbawionych fancucha bocznego, takich jak pregneno-
lon, estradiol, kortizon, testosteron lub progesteron. Do$¢ prawdopodobna
jest tozsamos$¢ CBP z biatkiem przenoszacym skwalen i sterole (SCP)
z watroby (69, 71, 73), tym bardziej, ze udowodniono ostatnio wystepo-
wanie w nadnerczach biatka immunologicznie identycznego z SCP z wag-
troby (29).

W piSmiennictwie mozna rowniez znaleZz¢ doniesienia o wystepowaniu
biatek o wiasciwosciach zblizonych do oméwionych wyzej w niektorych
organizmach nizszych np. w drozdzach (74) a takze w niektorych pierwot-
niakach (75, 76). Lepiej poznane biatko przenoszgce sterole z komorek
pierwotniakdw ma ciezar czasteczkowy zblizony do SCP z watroby szczura
i jest w stanie w pelni zastgpi¢ SCP wykazujgc identyczny efekt akty-
wacyjny na katalizowany przez frakcje mikrosomalng z watroby szczura
ciag reakcji: Archolestenol >m7-dehydrocholesterol — cholesterol (75. 76).
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I11. Funkcje biologiczne

I11-1. Modulowanie przeksztatcenia skwalenu w cholesterol

Cechg wspdlng wszystkich omdwionych wyzej biatek jest ich zdolnos¢
aktywowania réznych etapéw enzymatycznych przemian skwalenu w cho-
lesterol przebiegajgcych w btonach retikulum endoplazmatycznego. Nasu-
wa sie pytanie, jaki jest mechanizm tej aktywacji. Nasuwa sie rowniez py-
tanie, w jakim stopniu obserwacje poczynione w warunkach in vitro od-
powiadajg rzeczywistym funkcjom biatek przenoszacych sterole w zywych
komdrkach. Znaczne wzmaganie metabolizowania przez frakcje mikroso-
malng, w obecnosci biatlek przenoszacych sterole, dodawanych z zewnatrz
(egzogennych) prekursoréw cholesterolu mozna tlumaczyé wylgcznie
utatwianiem wnikania do bton mikrosomalnych substratéw silnie hydro-
fobowych, praktycznie nie rozpuszczalnych w roztworach wodnych. Gdy
produkt reakcji katalizowanej przez jeden enzym mikrosomalny moze by¢
natychmiast wykorzystany w reakcji katalizowanej przez kolejny enzym,
zjawisko to moze nie odgrywacé zadnej istotniejszej roli.

Wyniki uzyskane w kilku laboratoriach (6, 14, 16, 82) wskazujag jednak,
ze biatka wigzace sterole aktywuja takze metabolizowanie endogennych,
wytwarzanych in situ w btonach retikulum endoplazmatycznego, prekur-
sorow cholesterolu. Wykazano np., ze SCPj wzmaga cyklizacje do lanoste-
rolu endogennego MC-skwalenu wytworzonego w btonach in situ, w wy-
niku uprzedniej inkubacji z MC-pirofosforanem farnezylu w warunkach
anaerobowych zapobiegajgcych dalszym przeksztatceniom powstatego
skwalenu (6, 16). Wyniki z innego laboratorium (64) doprowadzity do
whniosku, ze takze SPF stymuluje utlenienie i cyklizacje mikrosomalnego,
endogennego skwalenu. Postulowano, ze SPF w warunkach in vivo utatwia
transport skwalenu z enzymatycznie nieaktywnych lecz ,natadowanych”
skwalenem bton mikrosomalnych do bton ,,akceptorowych” zawierajacych
aktywne enzymy przeksztatcajagce skwalen, lecz nie zawierajgcych wiek-
szych ilosci substratu (64).

Jak sie wydaje, efekt aktywacji przez biatka przenoszace sterole obja-
wia sie tylko wtedy, gdy btony sg wzglednie nienaruszone (20, 64). Trakto-
wanie frakcji mikrosomalnej dezoksycholanem lub fosfolipazami (20) pro-
wadzi do praktycznie catkowitej niewrazliwosci na dodatek biatka przeno-
szacego sterole. Do podobnego wniosku prowadza wyniki eksperymentéw
z solubilizowang i nastepnie rekonstytuowang oksydazg skwalenu (64).

Obecnie przyjmuje sie na ogo6t, ze rowniez w warunkach in vivo biatka
przenoszace sterole spetniajg istotng role modulatorowa w regulacji mikro-
somalnego szlaku syntezy cholesterolu. Donoszono ostatnio (41, 42), ze
SCP w watrobie szczura podlega bardzo szybkiemu metabolizmowi. Okres
potowicznego rozpadu tego biatka wynosi mniej niz 2 godziny. Obserwo-
wano ponadto znaczne (okoto 10-krotne), zachodzace w cyklu okotodobo-
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wym wahania jego zawartosci w komaorkach, przypominajgce dobrze znane,
cykliczne zmiany aktywnos$ci watrobowej reduktazy 3-hydroksy,3-metylo-
glutarylo-CoA — gtéwnego enzymu regulatorowego szlaku syntezy cho-
lesterolu (42). Podobne, zachodzace cyklicznie w rytmie okotodobowym
znaczne zmiany stezenia SCP stwierdzono ostatnio takze w komdrkach kory
nadnerczy (31). Interesujace jest w tym aspekcie wykazanie, ze niedobor
biatek przenoszacych sterole jest najprawdopodobniej przyczyng dos¢ wol-
nej syntezy cholesterolu w leukocytach ludzkich. Stwierdzono bowiem, ze
frakcja cytosolowa z leukocytéw nie wzmaga syntezy cholesterolu przez
mikrosomy watroby szczura podczas gdy bardzo znaczng stymulacje bio-
syntezy cholesterolu przez frakcje mikrosomalng z leukocytéw ludzkich
mozna uzyska¢ badZz w obecnosci cytosolu z watroby szczura, badZ przez
dodanie mieszaniny oczyszczonych biatek SCP, i SCP2z watroby szczura
.

111-2. Aktywacja metabolizmu cholesterolu do pregnenolonu

W zachodzacej w komorkach kory nadnerczy sterydogenezie etapem
ograniczajagcym szybkos$¢ catego procesu jest reakcja przeksztatcenia cho-
lesterolu w pregnenolon. Reakcje te katalizuje tzw. uktad enzymatyczny
rozszczepiajacy tancuch boczny cholesterolu w sktad ktérego wchodzi cyto-
chrom P—450. Uktad ten jest zlokalizowany w wewnetrznej btonie mito-
chondrialnej (78, 79). Pregnenolon powstaje gtdwnie z cholesterolu uwal-
nianego z estrow cholesterolu z kwasami ttuszczowymi, ktére przecho-
wywane sg na terenie cytoplazmy w postaci kropelek lipidowych (cyto-
plasmic inclusion droplets) (79, 80). W odpowiedzi na podwyzszony poziom
kortykotropiny (ACTH) estry te ulegajg hydrolizie pod dziataniem hydro-
lazy estrow steroli, a uwolniony cholesterol przemieszcza sie do wewnetrz-
nej btony mitochondrialnej, gdzie ulega przemianie w pregnenolon (81,
82). Hydrolaza estréw steroli z komoérek kory nadnerczy jest enzymem
aktywowanym na drodze fosforylacji katalizowanej przez zalezng od
cAMP kinaze biatkowg (83, 84). Uproszczony schemat opisanych wyzej
reakcji prowadzacych do syntezy pregnenolonu przedstawia Ryc. 6.

W ielokrotnie obserwowano, ze synteza pregnenolonu z endogennego
cholesterolu w izolowanych mitochondriach z kory nadnerczy znacznie sie
wzmaga, gdy mitochondria inkubuje sie z cytosolem z tych samych komo-
rek (27—29, 85), lub z czeSciowo oczyszczonymi frakcjami biatkowymi
z cytosolu (28, 71, 73, 86, 87). Ostatnie prace Scallena i wspdtpracownikéw
(30, 32, 62) w duzym stopniu wyjasnity role biatek cytoplazmatycznych
w mitochondrialnej przemianie cholesterol -> pregnenolon. Okazato sie
mianowicie w doswiadczeniach in vitro, ze czysty preparat SCP2z watroby
szczura ma zdolno$¢ bardzo znacznego wzmagania transportu uwalnianego
dziataniem hydrolazy estréw steroli cholesterolu z kropelek lipidowych do
mitochondriow. W uktadzie zawierajagcym izolowane kropelki lipidowe
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Ryc. 6. Udziat SCP2 w przeksztatceniu cholesterolu w pregnenolon w mitochondriach
komérek kory nadnerczy szczura (wg. 32 i 62). SEH — hydrolaza estréw steroli,
E(P-450) — uktad enzymatyczny rozszczepiajacy tancuch boczny cholesterolu, Chol —
cholesterol, Chol-KT — estry cholesterolu z kwasami ttuszczowymi.

zawierajgce 4-MC-cholesterol i izolowane mitochondria z komérek nad-
nerczy szczura obserwowano bardzo powolne przeksztatcanie znakowanego
cholesterolu w pregnenolon. Proces ten ulegat gwaltownemu przyspiesze-
niu w obecnos$ci SCP2 z watroby szczura. Okazato sie ponadto, ze w nie-
obecnosci mitochondriéw SCP2 wigze cholesterol z kropelek lipidowych
w stosunku molowym 1:1. Zahamowanie mitochondrialnej syntezy pregne-
nolonu za pomocg aminoglutetimidu (silny inhibitor wigzania cholesterolu
z kompleksem enzymatycznym rozszczepiajagcym tancuch boczny) powodo-
wato akumulacje SCP2i wolnego cholesterolu w wewnetrznej btonie mito-
chondrialnej. Z kolei usuniecie inhibitora powodowato gwattowne wzmo-
zenie przeksztatcania znakowanego cholesterolu w pregnenolon (30, 62).
Wiadomo, ze traktowanie szczurow cykloheksimidem powoduje bardzo
znaczne nagromadzanie sie cholesterolu w zewnetrznej btonie mitochon-
driéw kory nadnerczy przy réwnoczesnie bardzo zwolnionym tempie prze-
ksztatcania go w pregnenolon (81). Okazato sie, ze preparaty mitochon-
driow ze szczurow traktowanych uprzednio cykloheksimidem znacznie
wzmagajag wytwarzanie pregnenolonu w obecnosci SCP2 (32, 62). Z kolei
SCP2 jak sie wydaje, nie ma zadnego wplywu na samo wigzanie choleste-
rolu przez uktad enzymatyczny rozszczepiajacy tancuch boczny o czym
Swiadcza eksperymenty z solubilizowanym, a nastepnie rekonstytuowanym
kompleksem enzymatycznym (32).
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Wyniki omowionych wyzej eksperymentéw wskazujg na istotng role
SCP2w zachodzacej w mitochondriach kory nadnerczy przemianie chole-
sterol —=pregnenolon. SCP2 uczestniczy jako nos$nik w transporcie cho-
lesterolu z kropelek lipidowych do mitochondriéw, a takze utatwia prze-
mieszczenie sie tego sterolu z zewnetrznej do wewnetrznej biony mito-
chondrialnej przyspieszajagc w ten sposéb wykorzystanie cholesterolu przez
uktad enzymatyczny rozszczepiajgcy tancuch boczny cholesterolu. Kon-
cowy produkt, tj. pregnenolon opuszcza mitochondria przy czym wiadomo,
ze przemieszczenie to jest réwniez stymulowane przez frakcje biatek cyto-
solowych (88, 89). Najprawdopodobniej jednak uczestniczy tu juz inne
biatko nosnikowe, gdyz sg doniesienia o wystepowaniu wsérdd biatek cyto-
solowych kory nadnerczy $winki morskiej (88) i szczura (89) biatka specy-
ficznie wigzacego pregnenolon, nie majgcego jednak powinowactwa do
cholesterolu i innych steroli z nie naruszonym tafcuchem bocznym. Biatko
to rézni sie od SCP2wieloma wiasciwosciami, m.in. masg czasteczkowa (88).

Jakkolwiek wiekszo$é omoéwionych wyzej eksperymentdw nad stymu-
lowaniem syntezy pregnenolonu w mitochondriach kory nadnerczy wyko-
nano uzywajac biatko SCP2 pochodzace z watroby, nie ulega watpliwosci
w Swietle uzyskanych ostatnio danych, ze SCP2wystepuje réwniez w ko-
madrkach kory nadnerczy. Wptyw na mitochondrialng synteze pregneno-
lonu, ktéry obserwowano stosujgc oczyszczone SCP2z watroby stwierdzono
réwniez stosujgc surowe preparaty uzyskane z cytosolu komorek kory
nadnerczy szczura. Co wiecej, zastosowanie w tym przypadku oczyszczo-
nych przeciwciat anty-SCP2 prowadzito do praktycznie catkowitego zaha-
mowania stymulacji przeksztatcenia cholesterol -* pregnenolon. Obecno$é
SCP2w komorkach kory nadnerczy szczura potwierdzono takze przez wy-
izolowanie biatka elektroforetycznie identycznego z SCP2z watroby, ktore
wykazywato zdolno$¢ aktywowania redukcji 7-dehydrocholesterolu do
cholesterolu przez frakcje mikrosomalng z komdrek watroby w stopniu
identycznym jak watrobowe SCP2(32).

111-3. Udziat biatek przenoszgcych sterole w innych procesach

Czes¢ syntetyzowanego w komdrkach watroby cholesterolu jest estryfi-
kowana wyzszymi kwasami tluszczowymi. Synteze estrow katalizuje wy-
stepujagca w btonach retikulum endoplazmatycznego acylotransferaza acy-
lo-CoA :cholesterol. Aktywno$¢ tego enzymu réwniez znacznie wzmaga
sie, przynajmniej w warunkach in vitro, w obecno$ci nie katalitycznych
biatek cytosolowych. Donoszono (33, 34), ze wysoko oczyszczony preparat
SCP2 powoduje ok. 5-krotne zwiekszenie szybkosci estryfikowania 4-4C-
cholesterolu katalizowanego przez frakcje mikrosoméw z watroby szczura
w obecnosci oleilo-CoA jako Zrodta kwasu tluszczowego. Zadnego efektu
nie obserwowano natomiast w przypadku uzycia biatka SCP]. Stymulacje
mikrosomalnej acylotransferazy acylo-CoA :cholesterol obserwowano
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réwniez w innym laboratorium (35) w obecnosci nie specyficznego biatka
przenoszacego lipidy. O rozwazanej mozliwosci tozsamos$ci tego biatka
z SCP2byta juz rpowa wyzej (p. 11-3).

Podnoszono rowniez mozliwy udziat biatek przenoszgcych sterole
w modulowaniu szlaku syntezy kwaséw zétciowych (10, 25, 44). Synteza
tych kwaséw zapoczatkowywana jest hydroksylacjg cholesterolu w pozycji
7a a powstajaca 7a-hydroksy pochodna ulega, na szlaku prowadzacym do
kwasu cholowego, kolejnej hydroksylacji w pozycji 12a. Wymienione re-
akcje katalizujg umiejscowione w btonach retikulum endoplazmatycznego
7u i 12a-hydroksylazy. Wykazano, ze biatko przenoszace skwalen i sterole
(SCP) ma zdolno$¢ wigzania szeregu metabolitow posrednich szlaku chole-
sterol -> kwasy zotciwe, m.in. 7a-hydroksy-4-cholesten-3-onu, 7a-hydro-
ksy-5|3-cholestan-3-onu, kwasu 3a,7a-dihydroksy-5|3-cholestano-26-karbo-
ksylowego i kwasu 3a,7a,12a-trihydroksy-5|3-cholestano-26-karboksylowe-
go, choé nie wykazuje zdolnosci wigzania koncowych produktéw, tj. kwa-
séw cholowego i chenodezoksycholowego a takze, ze obecno$¢ SCP jest nie-
zbedna dla osiggniecia maksymalnej aktywnosci 12a-hydroksylazy w pre-
paracie mikrosomdw z watroby szczura (26, 90). Donoszono rowniez
o aktywowaniu mikrosomalnej 7a-hydroksylazy przez blizej niezidentyfi-
kowane termolabilne biatko cytosolowe (25).

IV. Uwagi konhcowe

Badania przeprowadzone w ostatnich latach w petni potwierdzity wczes-
niejsze sugestie o obecnosci we frakcji biatek rozpuszczalnych specyficz-
nych aktywatorow mikrosomalnego szlaku biosyntezy cholesterolu, ktore,
nie posiadajac same zadnej aktywnos$ci katalitycznej, w istotnym stopniu
wptywaja na szybko$¢ syntezy cholesterolu w btonach retikulum endo-
plazmatycznego. Kilka takich biatek udato sie w znacznym stopniu oczys-
ci¢ i okreslono ich podstawowe wiasciwosci fizykochemiczne. Nie mozna
obecnie wykluczyé, ze niektdre z nich okazag sie przy blizszym poznaniu
identyczne. W S$wietle uzyskanych wynikéw pierwotna koncepcja (10, 11,
46) istnienia jednego, uniwersalnego biatka nos$nikowego, ktérego rolg
byloby wigzanie nierozpuszczalnych w wodzie prekursoréw cholesterolu,
poczawszy od skwalenu, i przekazywanie produktu jednej reakcji enzy-
matycznej na centrum Kkatalityczne enzymu katalizujacego kolejng prze-
miane, az do wytworzenia czasteczki cholesterolu, jest mato prawdopo-
dobna. Istniejagce dane doSwiadczalne wskazujg raczej na wystepowanie
w komorkach zwierzecych kilku biatek nie katalitycznych o réznej specy-
ficznosci wobec poszczegdlnych etapow przemiany skwalen -> cholesterol.
Wiekszo$¢ autorow jest zgodna, ze biatka te mogg spetnia¢ role subtelnych
modulatoréw syntezy i wykorzystania cholesterolu w komérce. Z przyto-
czonych w niniejszym artykule danych wynika, ze przynajmniej niektore
z omawianych biatek, oprécz dziatania na aktywno$¢ okreslonych biono-
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wych enzymoOw uczestniczacych w syntezie i metabolizmie cholesterolu
wykazujg rowniez zdolno$¢ wpilywania na aktywno$¢ enzymoéw zwigza-
nych z biosyntezg i przemianami innych zwigzkow lipidowych lub zdol-
no$¢ miedzybtonowego przenoszenia lipidow. W obecnym stanie badan nie
mozna wiec wykluczy¢ bardziej uniwersalnej funkcji tych biatek w réwno-
legtej regulacji przemian réznych klas zwigzkdw lipidowych w komdrkach.

Zaakceptowano do druku 15 wrzeé$nia 1985 r.
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[3] BIOSYNTEZA TOKOFEROLI 81

W 1972 roku w ,.Postepach Biochemii” ukazat sie artykut Jerzma -
nowskiego (1) pt. ,Wystepowanie i biosynteza poliprenylowych chino-
néw roslinnych” omawiajacy najwazniejsze benzo- i naftochinony. Wyniki
owczesnych badan pozwolity na doktadne opisanie budowy, biosyntezy
i funkcji plastochinonu i ubichinonu, natomiast dane dotyczace witaminy
K, i tokoferoli byty niekompletne i wymagaty dalszych studiow.

W niniejszym artykule zostang przedstawione opublikowane w ostat-
nich latach dane o wystepowaniu tokoferoli i tokoferylochinondw, ich bio-
syntezie oraz lokalizacji tego procesu na terenie komérki.

I. Budowa oraz wystepowanie tokochromanoli i ich form chinonowych

Tokoferole sg metylowymi pochodnymi tokolu (I) r6znigcymi sie miedzy
sobg ilosScig oraz potozeniem grup metylowych w pier$cieniu benzenowym.
Sg one zaliczane do tokochromanoli, poniewaz uktad pierScieni w czastecz-
ce jest pochodny 6-hydroksychromanu. Do tej samej grupy zwigzkéw sg
zaliczane tokotrienole (1) r6znigce sie od tokoferoli nienasyconym tancu-
chem bocznym (Ryc. 1). Zaréwno tokoferole jak i tokotrienole wystepuja
nie tylko w formie chromanolowej, ale rowniez w formie chinonowej jako
tokoferylochinony i tokotrienylochinony (Ryc. 1) i bedacej z nig w réwno-
wadze formie hydrochinonowej. Wzajemne przeksztatcenia tych trzech
form polegajg na reakcjach utleniania, redukcji i cyklizacji (Ryc. 2).

H,0

H3C \/\/ CH3
CisHas
HO Y

CH3

2(H < -TQ
b \ )/

HO N o - C15H33
CH, CH3

OH

Wr TQH2

Ryc. 2. Wzajemne przeksztatcenia a-tokoferolu, a-tokoferylochinonu i a-tokoferylo-
hydrochinonu

6 Postepy Biochemii 1—2/86



82 W. JANISZOWSKA [4]

Tokochromanole sg produktami typowo roslinnymi i chociaz a-tokoferol
wystepuje w znacznych iloSciach w pokarmie — w rybach, jajach czy mie-
sie, to jednak nie ma zadnego dowodu wskazujgcego na to, ze moze on
by¢ syntetyzowany w jakiejkolwiek tkance zwierzecej (2). Natomiast uwa-
za sie, ze jest on dostarczany wraz z pokarmem i moze nagromadzac sie
w niektorych tkankach.

Tokoferole znaleziono we wszystkich badanych roslinach fotosyntetyzu-
jacych tj. glonach (sinicach, brunatnicach, krasnorostach i zielenicach),
mszakach i ro$linach wyzszych. Sprzeczne sg dane co do wystepowania
tokoferoli w grzybach, natomiast nie wykryto ich w bakteriach. Co praw-
da w 1980 roku Hughes i Tove (3) stwierdzili, ze w bakterii Butyri-
vibrio fibrisolvens wystepuja a-TQ i a-TQH2 natomiast nie wystepuje ich
forma chromanolowa — a-T.

Najbardziej rozpowszechniony i wystepujacy w najwiekszych ilosciach
w roslinach fotosyntetyzujacych jest a-tokoferol, ktéry nagromadza sie
gtownie w lisciach. W mniejszych ilosciach wystepuje y-T, w $ladowych
8-T i bardzo rzadko (3-T. W 1976 roku wykryto po raz pierwszy w liSciach
fasoli (2), a w 1982 roku w lisciach nagietka drugi monometylotokol —
7-MeT.

W innych czes$ciach ros$liny, takich jak todyga, korzenie, owoce czy na-
siona, a-T wystepuje réwniez, ale czesto w mniejszych ilosciach niz y-T.
Zdarza sie, ze w pewnych czesciach rosliny nagromadza sie tylko jeden
rodzaj tokoferolu. Takim przyktadem sg nasiona grochu, gdzie wystepuje
jedynie y-tokoferol. Z kolei istniejg rosliny zawierajgce duze iloSci (3-toko-
ferolu np. w zarodkach pszenicy stanowi on ponad 30°/0 wszystkich toko-
feroli tam wystepujacych. Zawartos¢ tokoferoli w lisciach niektérych ros-
lin wyzszych przedstawiono w Tabeli 1

Tabela 1.
Zawartos¢ tokoferoli w lisciach niektorych roslin wyzszych (wg 2, 16)
. Tokoferol ([xg/g $wiezej masy)
Roslina
a p Y 8
Szpinak 24.3 0 4,2 +
Szczaw 16,9 + 6,9 2,9
Kukurydza 2,4 0 2,1 0,13
Rdest 28,4 0 12,2 2,7
Liguster 414 0 10,3 0
Kauczukowiec 71,2 1,0 18,4 2,3
Jeczmien 15,7 0 8,3 0
Fasola 39,7 0 29,4 81
Nagietek 16,0 0 6,0 4,5

H-----§ladowe ilosci
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Tokoferolom towarzyszg zwykle odpowiednie tokoferylochinony, przy
czym najczesciej stanowig one od kilku do kilkunastu procent formy chro-
manolowej. Dotychczas stwierdzono, ze w najwiekszych ilosciach nagro-
madza sie a-TQ (5, 6). Ciekawych spostrzezerh dokonaly Janiszowska
i Rygier (7) badajgc sktad tokoferoli i ich form chinonowych oraz zmia-
ny poziomow tych zwigzkéw w czasie rozwoju nagietka od nasion do roslin
przekwitajgcych. Okazato sie, ze w napeczniatych nasionach tej roSliny
w najwiekszych iloSciach wystepuja monometylofitylochinony, a nie for-
my chromanolowe tak jak to jest zazwyczaj.

Tokotrienoli nie znaleziono w lisciach roslin wyzszych ani glonach lecz
w olejach nasion zbéz i lateksie kauczukowca (2, 8, 9, 10).

Il. Wewnatrzkomérkowe rozmieszczenie tokoferoli

Zdecydowana wiekszos¢ a-tokoferolu jest zlokalizowana w plastydach
(chloroplastach, chromoplastach czy etioplastach), a niewielka cze$¢ poza
nimi (2, 11—17). Istnieja doniesienia, ze a-T wystepuje w mitochondriach
(18—20), jednak nie mozna wykluczy¢ zanieczyszczenia tej frakcji niewiel-
kg iloscig plastydéw, poniewaz wszystkie cytowane tu prace byly prowa-
dzone na nieoczyszczonych frakcjach komérkowych.

Z kolei y- i 5-tokoferole wystepujg zaréwno w plastydach jak i post-
plastydowym supernatancie (14, 21). Niektorzy autorzy stwierdzili ich
obecnos$é we frakcji mitochondrialnej, mikrosomalnej i cytosolu (11, 18, 20).

Do tej pory ukazata sie tylko jedna praca dotyczaca wewnatrzkomorko-
wego rozmieszczenia wszystkich tokoferoli wystepujacych w danej tkance
w oczyszczonych i scharakteryzowanych subfrakcjach komdérkowych. Mia-
nowicie Janiszowska i Korczak (16) otrzymaty frakcje: chloro-
plastowg, mitochondrialng, bton aparatu Golgiego, mikrosomalng i cytosol
z lisci nagietka i wykazaty, ze praktycznie caly a-T wystepuje w chloro-
plastach, ay-i 5-T we frakcjach chloroplastowej, mitochondrialnej i mikro-
somalnej. Nie wykryto tokoferoli we frakcji bton aparatu Golgiego. Wczes-
niej wykazano, ze zwigzki te nie wystepujg rowniez w jadrze komarko-
wym (22).

I11. Biosynteza tokoferoli

Badania nad biosyntezg tokoferoli wykazaty, ze ich pochodzenie jest
heterogenne, gdyz pierscien aromatyczny 1,4-benzochinonu i dwudziesto-
weglowy tancuch prenylowy powstajg oddzielnie na r6znych szlakach meta-
bolicznych. Nastepnie zachodzi ich kondensacja (prenylacja) oraz cyklizacja
do formy chromanolowej i metylowanie pier§cienia aromatycznego.

6*
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I11-1. Biosynteza prenylowego tancucha bocznego

Badania wielu autorow (23—26) z podawaniem r6znym ro$linom radio-
aktywnych prekursordw takich jak octan, kwas mewalonowy czy IPP wy-
kazaty, ze tahncuch boczny tokoferoli, pochodny fitolu, powstaje wedtug
ustalonego schematu biosyntezy zwigzkoéw izoprenoidowych (Ryc. 3). Szlak
ten rozpoczynajacy sie kondensacjg dwoch czgsteczek acetyloCoA, poprzez
kwas mewalonowy prowadzi do pirofosforanu izopentenylu, rozgatezionej
jednostki piecioweglowej, ktora ulega izomeryzacji do drugiej jednostki
piecioweglowej — pirofosforanu dimetyloallilu. Nastepnie obie jednostki
kondensuja do pirofosforanu geranylu. Po kolejnym dotaczeniu dwoch reszt
IPP powstaje pirofosforan geranylogeranylu.

Wiadomo, ze acetyloCoA powstaje z octanu lub pirogronianu w plasty-
dach (27), ale po podaniu radioaktywnego octanu lub acetyloCoA prepa-
ratom chloroplastow lub chromoplastéw, radioaktywno$¢ odnajdywana byta
gtownie w kwasach tluszczowych, a nie plastydowych zwigzkach prenylo-
wych (28—30). Z kolei Kreuz i Kleinig (31) wykazali, ze zardwno
chloroplasty lisci szpinaku jak i chromoplasty kwiatéw zonkili nie prze-
ksztatcajag MVA, MVAP i MVAPP do IPP. Natomiast dodanie do tych
preparatéw odpowiedniej frakcji cytosolowej zawierajgcej kinazy mewa-
lonianu i fosfomewalonianu oraz dekarboksylaze pirofosfomewalonianu
powoduje przeksztatcenie wszystkich trzech prekursorow do IPP i dalej do
zwiazkéw prenylowych. Z drugiej strony Beyer i wsp. (32) wykazali,
ze izolowane chromoplasty z kwiatdw zonkila wiaczajg bardzo aktywnie
[1—1C] IPP do plastydowych zwiazkéw izoprenoidowych. Na podstawie
tych wynikbw Kreuz i Kleinig (31) uwazaja, ze IPP powstaje
w cytoplazmie, a nastepnie jest przekazywany do réznych przedziatow
komorkowych i kierowany na rozne szlaki metaboliczne np. w endoplazma-
tycznym reticulum do biosyntezy steryddw, a w plastydach do izopreno-
idow. Z kolei inni autorzy ciagle nie wykluczajg istnienia zaproponowanej
wczesniej (33) drogi biosyntezy IPP z acetyloCoA w plastydach, aczkolwiek
nie zostata ona jeszcze udowodniona.

Soli i wsp. (34) wykazali, ze enzymy katalizujagce synteze GGPP
z IPP wystepujg w ostonce i stromie chloroplastow, przy czym dodanie do
stromy bton chloroplastowych czy to otoczki czy tylakoidéw wyraznie
zwieksza aktywno$¢ tych enzymow. Pozniejsze badania tych autorow (35,
36) wykazaty, ze wydtuzanie tancucha prenylowego z IPP do GGPP za-
chodzi w otoczce chloroplastowej, lecz wydawato sie, ze GGPP nie jest
tam redukowany do fityloPP czy fitolu (35, 37). Dopiero ostatnie badania
Solla i wsp. (36, 38) udowodnity, ze reakcja redukcji GGPP do fity-
loPP jest katalizowana przez enzymy zlokalizowane rowniez w otoczce
chloroplastowej.
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I11-2. Biosynteza pierscienia aromatycznego

Istnieje kilka szlakéw biosyntezy pierscienia aromatycznego w ros$li-
nach; gtdwny poprzez kwas szikimowy powstaly z erytrozo-4-P i fosfo-
enolopirogronianu oraz rzadziej spotykana aromatyzacja réznych pierscie-
niowych zwigzkdéw terpenoidowych, czy wreszcie kondensacja acetyloCoA
na szlaku poliketydowym.

Wykazano, ze biosynteza pierScienia aromatycznego tokoferoli prowadzi
przez kwas szikimowy, poniewaz po podaniu zaréwno lisciom jak i izolo-
wanym z nich chloroplastom znakowanego kwasu [1,6-MC] szikimowego
odnajdywano radioaktywnos¢ w pierScieniach aromatycznych fenyloala-
niny i tyrozyny oraz w y- i a-tokoferolach i a-tokoferylochinonie (39, 40,
41). W dalszych badaniach podawano glonom (Chlorella pyrenoidosa,
Euglena gracilis, Anacystic nidulans), a takze lisciom roslin wyzszych (sa-
tata, szpinak) i izolowanym z nich chloroplastom [U-14C] D,L-tyrozyne,
kwas p-hydroksyfenylo-[3,4-UC]pirogronowy, kwas [U-MC]fenylopirogro-
nowy, kwas [U-KC] lub [U-8H]homogentyzynowy i swierdzono, ze wszyst-
kie te zwigzki sg prekursorami tokoferoli, a wsrdd nich najbardziej wydaj-
ny jest ten ostatni. Na podstawie tych oraz podobnych doswiadczeh prze-
prowadzonych przez innych autoréw (42, 43) zaproponowano schemat bio-
syntezy kwasu homogentyzynowego najblizszego prekursora cze$ci aroma-
tycznej tokoferoli w komorce roslinnej (Ryc. 4).

111-3. Kondensacja piersScienia aromatycznego i tancucha prenylowego

Po zsyntetyzowaniu pierScienia aromatycznego i dwudziestoweglowego
taincucha prenylowego zachodzi kondensacja tych dwéch sktadnikéw. Obec-
nie uwaza sie, ze kwas homogentyzynowy jest tym zwiagzkiem do ktorego
dotacza sie tancuch boczny w formie pirofosforanu (37). Wykazano, ze
radioaktywny fitol czy geranylogeraniol moga kondensowaé z kwasem
homogentyzynowym jedynie w obecnosci ATP oraz kinazy fosforylujacej
te zwigzki.

Poniewaz przez wiele lat sagdzono, ze w roslinach wystepuje tylko jeden
monometylotokol — 5-T, wydawato sie logiczne, iz dotaczenie fancucha
bocznego nastepuje zawsze w pozycji meta do grupy metylowej w pierscie-
niu aromatycznym, a pochodzacej z taficucha bocznego kwasu homogenty-
zynowego. Dopiero w 1976 roku Janiszowska i Pennock (2) po
raz pierwszy wyizolowali z lisci fasoli dwa izomery monometylofitylo-
chinondw: 2-MeTQ i 3-MeTQ oraz ich chromanolowe pochodne: 8-MeT
(5-T) i 7-MeT, natomiast nie wykryli trzeciego, ostatniego z mozliwych,
izomeru czyli 5-MeT i 5-MeTQ. Autorzy uwazajg wiec, ze w roslinach wyz-
szych prenylacja moze zachodzi¢ w réznych pozycjach w stosunku do gru-
py metylowej pochodzacej z tahcucha bocznego kwasu homogentyzyno-
wego. Podobne wyniki uzyskata Janiszowska (44), ktéra po podaniu
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radioaktywnego fitolu protoplastom lisci nagietka zaobserwowata, po 1 go-
dzinie od momentu podania prekursora, wysokie wiaczenie do obu mono-
metylotokoferylochinonow: 2-MeTQ i 3-MeTQ, ale nie do 5-MeTQ. Wyniki
te potwierdzity sugestie o mozliwosci przytgczania tancucha prenylowego
w rozng pozycje pierScienia aromatycznego oraz, ze w wyniku prenylacji
jako pierwsze powstajg formy chinonowe bedace w réwnowadze z forma
hydrochinonowg (Ryc. 5).

CoA
2Acetylo-CoA - Acetoacetylo-CoA
~— Acetylo-CoA
,>-CoA
(3-Hydroksy-/3-metyloglutarylo-CoA
NADPH2 - v
NADP e -c 02
Kwas mewalonowy
Uu— ATP
ADP

Kwas fosfomewalonowy
U — ATP

1~ -ADP

Kwas pirofosfomewalonowy

C02, h2o
Pirofosforan ~ n Pirofosforan
dimetyloallilu izopentenylu

Pirofosforan geranylu
IPP

Pirofosforan farnezylu
-IPP

Pirofosforan geranylogeranylu
NADPH2
jS *- NADP

Pirofosforan fitylu

Ryc. 3. Szlak biosyntezy pirofosforanu fitylu

m-4. Cyklizacja oraz metylowanie pier$cienia aromatycznego

Przeprowadzone dotychczas badania nie pozwalajg na jednoznaczne
stwierdzenie na ktérym etapie biosyntezy tokoferoli zachodzi cyklizacja
i metylowanie pierscienia aromatycznego.

Janiszowska i Pennock (2) podawali radioaktywne izomery
monometylofitylohydrochinonéw: 2-MeTQHz 3-MeTQH2 i 5-MeTQH2
lisciom fasoli i wykazali, ze zwiagzki te przeksztatcajg sie w odpowiednie
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monometylotokole, dimetylotokole i a-tokoferol. Wyniki te wskazujg, ze
w fasoli po kondensacji najpierw zachodzi cyklizacja monometylofitylo-
hydrochinonu do monometylotokolu, a nastepnie kolejne metylowanie.
Z drugiej strony autorzy ci zauwazyli, ze po podaniu radioaktywnego
3-MeTQH2 powstaje nie tylko 7-MeT, ale takze 2,3-diMeTQ, co wskazuje,
ze wprowadzenie grupy metylowej w pozycje 8 tokoferolu czy pozycje
2 metylofitylohydrochinonu moze zachodzi¢ zaréwno na poziomie chinonu
jak i chromanolu. W dalszych doswiadczeniach, gdy podawano radioaktyw-
ne izomery monometylotokoli: 5-MeT, 7-MeT i 8-MeT, stwierdzono, ze
przeksztatcajg sie one w dimetylopochodne i a-tokoferol, co potwierdzito
wczesdniejszg sugestie, iz raczej forma chromanolowa, a nie chinonowa
ulega kolejnemu metylowaniu. W doswiadczeniu tym najwiecej radio-
aktywnosci po 24 godzinach od momentu podania prekursora odnaleziono
w 7,8-diMeT, ktéry byt dalej metylowany do a-T. Ustalono réwniez, ze
z trzech podawanych radioaktywnych izomerow najefektywniej metaboli-
zowany byt 7-MeT. Na podstawie uzyskanych wynikéw zaproponowano
nastepujacg droge biosyntezy tokoferoli w fasoli:

3-MeTQH2-SIUiSH 7-MeT

2,3-diMe1rQH2 .7,8—IdiMeT ————————— 5,7,8-triMeT
1
2-Me'II'QH2 --------- .8-MeT

Stwierdzono takze, ze egzogenny 5-MeTQH2i 5-MeT moga by¢ chociaz
w matym stopniu, substratami wykorzystywanymi w biosyntezie a-T
w lisciach fasoli. Poniewaz w tej ro$linie nie wystepuje ani 5-MeTQ ani
5-MeT ani 5,7-diMeT, to wydaje sie, ze zwigzki te nie sg syntetyzowane
in vivo, natomiast metylotransferaza wystepujgca w lisciach fasoli wyka-
zuje matg specyficzno$¢ w stosunku do potozenia grupy metylowej
w pierScieniu aromatycznym. Z kolei Soli i Schultz (34, 45, 46)
inkubujac chloroplasty z lisci szpinaku, z [Me-UC]SAM wskazali, ze mety-
lowanie zachodzi na poziomie monometylofitylohydrochinonu i dopiero
jego dimetylopochodna ulega cyklizacji do tokoferolu i kohcowemu mety-
lowaniu. Autorzy ci proponujg nastepujgca droge przeksztatcen badanych

zwigzkow:

2-MeTQH2 netylonar! 2,3-diMe TQH2 ™ylonanie 3-MeTQH?2

j cyklizacja
7,8-diMeT 5,7,8,-triMeT

Ustalono, ze w przypadku lisci szpinaku najlepszym prekursorem w re-
akcji metylowania jest 2-MeTQH2 Podobne wyniki uzyskano takze w przy-
padku siewek pszenicy, owsa i jeczmienia, stwierdzajgc, ze w nich
2-MeTQH2ulegat metylowaniu do 2,3-diMeTQH2i 2,5-diMeTQH2 Powsta-
te hydrochinony ulegaty cyklizacji odpowiednio do 7,8-diMeT i 5,8-diMeT
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i nagromadzaty sie w badanych roslinach, poniewaz nie ulegaty dalszemu
metylowaniu do a-T.

Szlaki biosyntezy zaproponowane przez Janiszowskag i Pen-
nocka oraz Solla i Schultza rbéznig sie miedzy sobg etapem,
na ktorym zachodzi cyklizacja. Ci pierwsi proponujg cyklizacje do formy
chromanolowej przed wprowadzeniem drugiej grupy metylowej do piers-
cienia aromatycznego, natomiast ci drudzy po wprowadzeniu tej grupy.
Réznica ta moze byé spowodowana specyficzno$cig gatunkowg roslin. Po-
nadto jest rowniez mozliwe funkcjonowanie obu tych szlakow w tej samej
roslinie, z tym, ze jeden z nich bytby znacznie bardziej aktywny metabo-
licznie. Nalezy takze pamietac, iz badania Sollai Schultza przepro-
wadzone zostalty z uzyciem izolowanych chloroplastéw i fakt ten magt
wptyngé na otrzymane wyniki, bowiem in vitro mogg by¢ lepiej wykorzy-
stywane jako substraty do metylowania prenylohydrochinony niz formy
chromanolowe. Nie nalezy réwniez wykluczyé mozliwosci dwoch miejsc
biosyntezy tokoferoli w komorce ro$linnej i nieco réznych jej szlakow.

Interesujgce sg spostrzezenia dotyczace metylotransferazy wprowadza-
jacej grupe metylowag do pierscienia aromatycznego tokoferoli. Doswiad-
czenia z uzyciem lisci fasoli, poprzedzone przez Threlfalla, (2) wyka-
zaly, ze podany im radioaktywny tokol nie ulegat przeksztalceniu do zad-
nego tokoferylochinonu czy tokoferolu. Zatem substratem metylotransfe-
razy jest zwigzek z przynajmniej jedng grupa metylowag w pierScieniu
aromatycznym, a réznice w specyficznosci w stosunku do zwigzkéw z r6z-
nie rozmieszczong grupa metylowa sg mate, poniewaz wszystkie trzy izo-
mery MeTQHzi MeT ulegaty metylowaniu w tej roslinie. Z kolei metylo-
transferaza z lisci szpinaku wykazuje duzg specyficzno$¢ w stosunku do
potozenia grupy metylowej w pierscieniu, gdyz metyluje gtéwnie izomer
2-MeTQH2 (45). Kiedy nieuszkodzonym chloroplastom z tychze lisci szpi-
naku podawano jako substraty MeTQH?2i jako przenosnik grupy metylowej
[Me-XC] SAM, znakowany atom MC byt wbudowywany do a-T. Gdy zamiast
SAM podawano radioaktywng metionine i ATP, nie obserwowano metylo-
wania, poniewaz chloroplasty w tych warunkach nie byty zdolne do wytwo-
rzenia SAM. Z kolei, kiedy podawano substraty utlenione tj. MeTQ
i [Me-XC] SAM reakcja metylowania rowniez praktycznie nie zachodzita.
Na podstawie tych danych mozna twierdzi¢, ze donorem grup metylo-
wych jest SAM i ze reakcja podstawienia zachodzi tylko w obecnosci zre-
dukowanych substratow zawierajgcych co najmniej jedng grupe mety-
lowg, pochodzacg z kwasu homogentyzynowego.

I11-5. Rola tokotrienoli w biosyntezie tokoferoli

Opisane wczes$niej prace dotyczyly biosyntezy a-tokoferolu. Badania
biosyntezy tokotrienoli wystepujgcych w duzych ilosciach w lateksie kau-
czukowca brazylijskiego wykazaty, ze 8-MeT3powstaje w wyniku konden-
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sacji kwasu homogentyzynowego i GGPP (47). Nastepnie, doswiadczenia
z podawaniem [Me-UC] SAM potwierdzity, ze 8-MeT3 jest prekursorem
y-T3 i a-T3 Poniewaz lateks zawiera obok tokotrienoli niewielkie ilosci
«-T, autorzy sugerowali mozliwos¢ uwodorowania a-tokotrienolu do a-toko-
ferolu najprawdopodobniej przy wspétudziale NADPH2(48). Wellburn
(49) potwierdzit te hipoteze inkubujac liscie i lateks figi sprezystej z 5-T3
i [H] NADPH2 Otrzymal znakowane trytem zaréwno y-T jak i a-T, co
wskazuje, ze w tej ros$linie zachodzi przeksztatcenie tokotri-anoli do toko-
feroli juz na etapie dimetylopochodnej.

Soli i Schultz (46) obserwujac wigczanie [MeT-UC] SAM do
2-MeTQH2 i 2-MeT3QH2 w chloroplastach lisci szpinaku stwierdzili, ze
poziom zmetylowanego 2-MeT3QH2 jest 4,5 raza wiekszy niz zmetylowa-
nego 2-MeTQH2 Wyniki rozktadu znakowania wszystkich zwigzkéw po-
Srednich w biosyntezie a-tokoferolu sugerujg, ze w tychze chloroplastach
oprocz postulowanego wczesniej szlaku tokoferolowego: 2-MeTQH2->
2,3-diMeTQH2—=y-T —a-T istnieje  drugi szlak  tokotrienolowy:
2-MeTH2-> 2,3-diMeTIH2—»y-T3-> a-T3 chociaz do tej pory nie wy-
kryto tokotrienoli w tej roslinie. Ponadto ci sami autorzy (37) stwierdzili,
ze prenylotransferaza w lisciach szpinaku wykazuje in vitro preferencje
3:1 w wykorzystaniu jako donora prenylowego tancucha bocznego GGPP
w poréwnaniu do fityloPP. Jednak w czasie inkubacji rozhitych chloro-
plastow z [H] kwasem homogentyzynowym bez dodania jakiegokolwiek
prenyloPP, otrzymano tylko znakowany 2-MeTQH2 co wskazuje, ze in vivo
w lisciach szpinaku sg syntetyzowane jedynie tokoferole. Z drugiej strony
wyniki uzyskane przez Solla i Schultza wskazujg na matg specy-
ficzno$¢ w stosunku do stopnia nasycenia dwudziestoweglowego tancucha
prenylowego prenylotransferazy wystepujagcej w badanej roSlinie.

IV. Regulacja biosyntezy tokoferoli

Do tej pory nie wiele wiadomo o czynnikach regulujgcych biosynteze
tokoferoli. Z nielicznych badan, przeprowadzonych na réznym materiale
roslinnym, wynika, ze poziom tokoferoli i tokoferylochinonéw zalezy od
oSwietlenia i temperatury hodowli. Dlatego tez uznano, ze oba te czynniki,
dostarczajace roslinie rdznego rodzaju energie, regulujg biosynteze oma-
wianych zwigzkéw.

Lichtenthaler (6)badat zawartos¢ lipidéw plastydowych w oSwie-
tlanych ciggtym Swiattem biatym wyptonionych siewkach jeczmienia
rosngcych w temperaturze 20°C. Kontrole stanowity siewki rosngce w wa-
runkach 14-to godzinnego dnia. Ros$liny wyptonione zawieraty 7,5 raza
mniej a-T i a-TQ niz ro$liny zielone, a po naswietleniu nastepowat wzrost
poziomu tych zwigzkéw. Podobne obserwacje poczyniono na siewkach na-
gietka, w ktorych po okresowym zaciemnieniu, a nastepnie wystawieniu
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na $wiatlo o duzym natezeniu (780 “mol m-2 s-1) nastepowal znaczny
wzrost ilosci a-T w pordwnaniu z roslinami kontrolnymi rosnagcymi na
Swietle o natezeniu 58 [xmol m-2 s-1 (50). Prowadzono takze badania na ros-
linach oswietlanych Swiattem o réznej ditugosci fali. Zauwazono, iz Swiatto
niebieskie wywotuje podobny efekt jak Swiatto biate, czyli wzrost poziomu
a-T i a-TQ, natomiast Swiatto czerwone, podobnie jak zaciemnienie, powo-
duje obnizenie ilosci tych zwigzkow (5, 51). Badania dynamiki znakowania
[U-K4C] tyrozyng tokoferoli w subfrakcjach komorkowych lisci nagietka
na Swietle i w ciemnosci wykazaty, ze proces kondensacji pierscienia aro-
matycznego i reszty fitylowej jest niezalezny od Swiatta, natomiast proces
metylowania zarbwno monometylotokoli jak i y-tokoferolu jest stymulo-
wany Swiattem (4).

Jedyng prace nad wptywem temperatury na poziom tokoferoli przepro-
wadzono na ro$linach nagietka (7). Wykazano, ze ro$liny hodowane w tem-
peraturze 29°C (dzien) i 21°C (noc) zawierajg 10-ciokrotnie wieksze ilosci
a-T i y-T oraz 7-krotnie wieksze 8-T niz ro$liny kontrolne hodowane w wa-
runkach standartowych (21°C w dzien i 12°C w nocy). Wyniki te wskazuja,
ze podwyzszenie temperatury w czasie wegetacji roslin stymuluje biosyn-
teze tokoferoli.

Zbadano takze wptyw fitohormonow na biosynteze a-T i a-TQ. Okazato
sie, ze zarowno auksyny jak i cytokininy hamuja indukowane $wiattem
tworzenie sie obu form a-tokoferolu (5). Wiadomo, ze auksyny i cytokininy
maja gtéwnie dziatanie stymulujace wzrost roslin, a co za tym idzie
i poziom réznych zwigzkow. Poniewaz w tym samym czasie gdy nastepo-
wato zahamowanie biosyntezy tokoferolu pod wpltywem obu typéw fito-
hormonéw wzrastat poziom chlorofilu i witaminy Ku wydaje sie wiec, ze
powstaty fitol jest najpierw kierowany do syntezy zar6éwno chlorofilu jak
i witaminy Kj, a dopiero pdzniej do tokoferoli.

V. Lokalizacja biosyntezy tokoferoli

Z przedstawionych wczesniej badan (l11-1) wiadomo, ze IPP powstaly
w cytoplazmie przenika do chloroplastéw i w otoczce ulega dalszym prze-
ksztatceniom do fityloPP. Do tej pory nie stwierdzono, aby reszta fitylowa
powstawata poza chloroplastami, aczkolwiek wiadomo, ze np. prenylowy
tancuch boczny ubichinonu moze by¢ syntetyzowany w mitochondriach.
Nadal takze nie wiadomo, czy MVA powstaje w chloroplastach i ulega dal-
szym przeksztatceniom do IPP, czy tez nie.

Badania wielu autoréw z podawaniem radioaktywnego MVA i C02r06z-
nym ros$linom wykazaty, iz C02 znakujgcy zaréwno pier$cien aromatycz-
ny jak i tancuch boczny tokoferoli, jest wbudowywany do réznych plasty-
dowych poliprenoidéw tj. karotenoidéw, chlorofili i a-T, natomiast MVA,
bedacy prekursorem tanicuchow prenylowych, znakuje gtéwnie mitochon-
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drialny ubichinon. Na podstawie tych wynikéw autorzy stwierdzili, ze
otoczka chloroplastowa jest nieprzepuszczalna dla kwasu mewalonowego
(1). Z kolei po podaniu [#C] C02izolowanym chloroplastom, okazato sie, iz
znakowat on dobrze karotenoidy i chlorofile, a bardzo stabo a-T, co wska-
zuje, ze do biosyntezy tokoferoli niezbedne sg takze inne organelle komor-
kowe (52). Po podaniu radioaktywnego MVA kulturom tkankowym tkanki
kallusowej Kalanchoe crenata zaobserwowano w supernatancie postchloro-
plastowym niewielkg ilo$¢ a-T o wysokiej radioaktywnosci specyficznej,
a we frakcji chloroplastowej a-T o niskiej radioaktywnoS$ci specyficznej.
Wydaje sie wiec, ze biosynteza a-T, lub przynajmniej niektére koncowe jej
etapy, moga zachodzi¢ czesciowo poza chloroplastami. Podobnie Jani -
szowska i Jasinska (4) po podaniu [U-MC] tyrozyny bedacej pre-
kursorem czesci aromatycznej tokoferoli pedom nagietka i zbadamiu dyna-
miki znakowania tych zwigzkéw w subfrakcjach komdérkowych uzyska-
nych z tych peddéw, stwierdzity, ze biosynteza tokoferoli moze zachodzi¢
zarowno w chloroplastach jak i poza nimi we frakcji mikrosomalnej.
Z kolei w doswiadczeniach z podawaniem [3-1C] tyrozyny chloroplastom
z otoczka i bez otoczki, Schultz iwsp. (52) wykazali, ze radioaktyw-
ny prekursor jest wiaczany do a-T od 100 do 1000 razy efektywniej
w przypadku chloroplastéw bezotoczkowych. Autorzy sugerujg, ze wczes-
niejsze etapy biosyntezy tokoferoli, by¢ moze do kwasu homogentyzyno-
wego, zachodzg poza chloroplastami, a nastepnie powstate tam zwiagzki sa
transportowane do chloroplastéw przy czynnym udziale otoczki chloro-
plastowej. Co prawda juz dawniej stwierdzono, ze tyrozyna i kwasy p-hy-
droksyfenylopirogronowy i homogentyzynowy, syntetyzowane poza chloro-
plastami, moga swobodnie przenika¢ do chloroplastow. Tym niemniej
Whistance i Threlfall (53) uwazajg, ze biosynteza tych kwaséw
w komorce roslinnej zachodzi oddzielnie w cytoplazmie i w chloroplastach.

Poniewaz wiadomo, ze prenylowy tafcuch boczny tokoferoli jest syn-
tetyzowany w otoczce chloroplastowej, a kwas homogentyzynowy moze
tatwo przez nig przenikaé, Soll i Schultz (37) postanowili sprawdzi¢
czy kondensacja obu tych zwigzkéw zachodzi na terenie chloroplastow.
Inkubowali oni [3H] kwas homogentyzynowy z réznymi frakcjami chloro-
plastowymi tj. stromg, btonami tylakoidow i otoczki w obecnosci fityloPP.
Wysoka radioaktywnos$¢ w 2-MeTQH2 uzyskana we frakcji otoczki wyraz-
nie wskazuje, ze w tej czesci chloroplastu zachodzi prenylacja kwasu homo-
gentyzynowego. W odréznieniu od frakcji otoczki, aktywnos$¢ prenylotrans-
ferazy we frakcji tylakoidéw i stromy jest niewielka.

Ostatnio Janiszowska (44) inkubowata protoplasty z lisci nagiet-
ka z radioaktywnym fitolem i badata dynamike znakowania tokoferoli
i fitylochinonbw w roéznych subfrakcjach komdrkowych. Uzyskane
wyniki wskazujg, ze wigczenie fitolu do badanych zwigzkéw zachodzi
w chloroplastach, gdzie réwniez ma miejsce dotgczanie kolejnych grup
metylowych do pierécienia aromatycznego. Z drugiej strony, we frakcji
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mikrosomalnej réwniez zaobserwowano radioaktywne monometylotokole
i monometylofitylochinony, ktore ulegaly metylowaniu do y- i a-T.
Nasuwa sie pytanie, czy we frakcji mikrosomalnej zachodzi biosynteza
tokoferoli, chociaz do tej pory nie wykryto nigdzie poza chloroplastami
fitolu lub fityloPP, czy tez w tej frakcji wystepujg niespecyficzne preny-
lotransferazy, ktore przenosza dostarczony z zewnatrz fitol na kwas homo-
gentyzynowy, czy tez monometylofitylochinony powstate w chloro-
plastach przechodzag do frakcji mikrosomalnej i tu ulegajg dalszym prze-
ksztatceniom do a-T, ktéry z kolei wracatby do chloroplastdw. Niestety,
na obecnym etapie badan trudno da¢ jednoznaczng odpowiedZ na te pyta-
nia. Jedno wydaje sie by¢ mozliwe we frakcji mikrosomalnej, mianowicie
dotaczanie grup metylowych do pierscienia aromatycznego tokoferoli. Juz
wcze$niej Botham i Pennock (2 wykazali, ze y-tokoferol jest
metylowany do a-tokoferolu poza chloroplastami.

POzniejsze badania przeprowadzone na nieuszkodzonych chloroplastach

CHLORAPLAST
Stroma Otoczka Cytoplazma
MVA—— = IPP
‘-.\\\ /7’ IPP
e |FI°P7
|
GGPP
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MeTQH, ———-1 -—Me'ITQHz
SAM cykl. : _-SAM
Tylakoid di MeTQH T i/
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-T——— ~+ ——y=T
=T 7 7'
ksm '{/——-SAM
i ?
ox-T+—"—- =Tt — ——+ = o ~-T

Ryc. 6. Schemat lokalizacji biosyntezy tokoferoli na terenie komédrki roslinnej
———————— » szlak udowodniony,----------> szlak hipotetyczny; skrét diMeTQH wystepujacy
w schemacie winien by¢ diMeTQH2
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oraz subfrakcjach chloroplastowych wykazaty, ze wbudowanie dwéch grup
metylowych z SAM do pierScienia aromatycznego tokoferoli zachodzi
w otoczce chloroplastowej, a wiec w miejscu gdzie zachodzi zar6wno bio-
synteza fityloPP jak i prenylacja kwasu homogentyzynowego.

Dane dotyczace lokalizacji poszczegolnych etapdw biosyntezy toko-
feroli zostaly schematycznie przedstawione na Ryc. 6.

Na podstawie prac opublikowanych do tej pory i przedstawionych w ni-
niejszym artykule, wydaje sie, ze w komorce ros$linnej biosynteza toko-
feroli zachodzi w chloroplastach, co zostato dobrze udokumentowane, oraz
w cytoplazmie, co jednak jest nadal tylko hipoteza robocza.

Zaakceptowano do druku 11 czerwca 1985 r.
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Rola histonu HI w strukturze chromosoméw

The role of histone HI in the structure of chromosomes
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Wstep

Histony sg biatkami zasadowymi wystepujacymi uniwersalnie w jadrach
komdrkowych Eukaryota. Tworzag z DNA kompleksy nukleoproteinowe
o0 wspolnym dla komorek wszystkich rodzajow typie budowy. Kompleksy
te twbrza podstawowy zrgh chromosoméw i umozliwiajg upakowanie znacz-
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nych iloSci DNA w jadrze komorkowym o stosunkowo niewielkiej S$red-
nicy. Podczas gdy histony H2A, H2B, H3 i H4 (rdzeniowe) grajg funda-
mentalng role w organizacji podstawowej jednostki strukturalnej — nu-
kleosomu (1, 2), histon HI odpowiedzialny jest za powstawanie i stabiliza-
cje struktur wyzszego rzedu w chromosomie. W nukleosomie HI stabili-
zuje dwa lewoskretne, superhelikalne zwoje DNA owiniete wokot kom-
pleksu 8 czasteczek histonéw rdzeniowych (po dwie z kazdego rodzaju)
(3, 4). Stabilizacja ta polega na umiejscowieniu obu koncéw DNA, wcho-
dzacego i schodzacego, po tej samej stronie nukleosomu (Rys. la), a tym
samym na wymuszeniu utozenia nukleosomoéw w podstawowym, nukleoso-
mowym widknie chromosoméw w konfiguracji zygzaka (Ryc. Ib).

Obecnos¢ HI w chromatynie niezbedna jest do powstawania posrednich
struktur wyzszego rzedu z wiékna podstawowego (5), jak réwniez dla osiag-
niecia jeszcze wyzszego stopnia upakowania w tak zwanym wibknie gru-
bym (solenoidzie) o srednicy 25—30 nm (6, 7, 8). ROwniez agregacja i pre-
cypitacja witdkien grubych obserwowana in vitro pod wptywem soli (9), jak
i kondensacja chromosomow w jadrze komérkowym (10) zalezg od obec-
nosci HI. Do tej pory nie zaproponowano zadawalajgcego mechanizmu,
ktéry ttumaczytby sposéb w jaki HI generuje wyzszego rzedu struktury
podstawowego witékna nukleosomowego. W dalszej czesci artykutu doko-
namy przegladu aktualnych badan w tej dziedzinie. Wiasciwosci HI be-
dziemy tez rozpatrywaé w kontekscie jego ewentualnej roli ogoélnego regu-
latora aktywnos$ci transkrypcyjnej DNA w chromosomach.

Wsrod licznych subfrakcji histonu HI wyr6zni¢ mozna kilka klas. Nie
obowigzuje wprawdzie dotychczas zadna jednolita klasyfikacja, ale dla
potrzeb tego artykutu wygodnie bedzie postugiwac sie podziatem przed-
stawionym ponizej:

Klasa A. Histon HI z meskich komérek rozrodczych. Typowym przy-

ktadem jest HI z plemnikéw jezowca (11).

Klasa B. Histony typu HI z grasicy cielecej. Stanowig gtéwny histon

typu HI w chromatynie wiekszosci tkanek zwierzecych, wystepuja

czesto w postaci bliskich wariantow sekwencyjnych (11, 12).

Klasa C. Histon H5 z jedrzastych erytrocytéw ptasich (13), wystepuje

rowniez w jadrzastych erytrocytach ryb. Rézni sie od HI z grasicy

cielecej nie tylko punktowymi mutacjami (ktérymi réznig sie od siebie
poszczegOlne rodzaje HI w klasie B), ale rowniez zawarto$cig amino-
kwasow zasadowych i wielkoscig czasteczki. W erytrocytach wystepuje

on obok histonu HI z klasy B.

Klasa D. Histon HI° (13), bardziej podobny do H5 niz do HI z grasicy

cielecej. Wystepuje w tkankach ssakéw i nizszych kregowcéw obok

wystepujacego tam w przewadze HI z klasy B. Wydaje sie, ze zardwno

HI1° jak i H5 moga w czasie rozwoju zastepowac cze$¢ pierwotnie skom-

pleksowanego z DNA HI z klasy B.

Wspo6lne wszystkim histonom HI (z klas: A, B, C i D) cechy struktu-
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H1(36-121)
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Ryc. 1. Histon HI w chromatynie. A. Histon HI umieszczony jest na zewnatrz biat-
kowego rdzenia nukleosomu, woko6t ktérego owiniete sg prawie dwa peine zwoje
DNA. HI stabilizuje pozycje koncéw nukleosomowego DNA powodujgc, ze DNA
»wchodzi” i ,,schodzi” po tej samej stronie powierzchni nukleosomu. B. Utozenie
nukleosoméw w chromatynie w konfiguracji zygzaka wymuszane jest przez stabili-
zacje pozycji koncow DNA przez HI po jednej stronie nukleosomu. C. Zewnetrzne
wymiary nukleosomu.

ralne wskazujg, ze oddziatywuja one ze sktadnikami chromatyny w bar-
dzo podobny, jesli nie identyczny, sposob. Czasteczki wszystkich HI skta-
dajg sie z trzech wyraznie rozgraniczonych domen: a) niezestrukturalizo-
wanego, zasadowego fragmentu N- kofAcowego, b) zestrukturalizowanej
czesci centralnej skupiajacej wiekszos¢ aminokwaséw hydrofobowych
i ¢) diugiego, niezestrukturalizowanego i silnie zasadowego fragmentu C-
koncowego (Ryc. 2).

Tk
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Centralny fragment globularny
\Fragment C-koncowy
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Ryc. 2. Schemat budowy czgsteczki histonu HI.

I. Budowa histonow typu HI i sposob ich oddziatywania z DNA

Czasteczki histonu HI nie mozna zaklasyfikowaé ani do biatek globu-
larnych ani do biatek fibrylarnych. W przeciwieiAstwie do zwartych biatek
globularnych struktura HI w roztworze jest zdecydowanie rozciggnieta,
0 czym $wiadczy chociazby zachowanie sie tego biatka w czasie saczenia
molekularnego. Mieszanina subfrakcji HI z grasicy cielecej o S$redniej
masie czasteczkowej okoto 21 500 wymywana jest np. z kolumny Sephadex
G-100 w pozycji odpowiadajacej masie okoto 100 000. Podobnie anomalnie
zachowujg sie biatka typu HI w czasie elektroforezy w zelu poliakrylo-
amidowym w obecnoS$ci siarczanu dodecylu (SDS). Przyczyng tego zacho-
wania jest obecno$¢ dtugich, niezestrukturalizowanych odcinkéw poli-
peptydowych przy N- i C-kohAcu. Czasteczka HI zawiera jednak réwniez
centralny fragment, ktédry po odcieciu (np. trypsyng) odcinkéw N- i C-
koncowych zachowuje sie jak typowe biatko globularne. Nalezy zatem HI
do biatek mieszanych, zawierajgcych zarowno uksztattowang przez oddzia-
tywania wewnetrzne strukture globularng, jak i niezestrukturalizowane,
dos¢ dtugie fragmenty N- i C-kofnicowe. W gruncie rzeczy tego typu mie-
szana struktura przestrzenna jest charakterystyczna dla wszystkich histo-
néw z tym, ze tylko w przypadku HI pojawia sie az tak dtugi, niestruktu-
ralizowany fragment C-koncowy (Ryc. 3).

N-koricowe fragmenty niezestrukturalizowane histonéw H2A, H2B, H3
1H4 zawieraja wiekszos¢ aminokwaséw zasadowych znajdujgcych sie w ca-
tej czasteczce (np. az 70% wszystkich lizyn). Silnie zasadowe sg réwniez
krotkie odcinki C-koncowe wystepujgce w czasteczkach H2A i H2B. Z kolei
centralne odcinki H2A i H2B oraz centralne i C-koricowe odcinki H3 i H4
zawieraja wiekszos¢ wystepujacych w czasteczkach tych biatek amino-
kwaséw niepolarnych, kwasnych oraz argininy. W HI ze spermatocytow
(klasa A), HI z grasicy, H5 i HI° i we wszystkich dotagd poznanych ich
odmianach — fragment N-kofAcowy jest zasadowy i bogaty w aminokwasy
destabilizujgce a-heliks, globularny fragment centralny zawiera niemal
wszystkie aminokwasy hydrofobowe, a diugi fragment C-koncowy jest
bogaty w lizyne, alanine i proline. Wyglada na to, ze sekwencje amino-
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Ryc. 3. Poréwnanie budowy histonéw rdzeniowych i histonu HI. Struktura mieszana
sktadajgca sie z zestrukturalizowanego obszaru globularnego i niezestrukturalizowa-
nych, silnie zasadowych fragmentéw N-koncowych jest charakterystyczna dla wszy-
stkich histonéw rdzeniowych.

kwasowe we fragmentach N- i C-koAcowych histonéw typu HI, H2A i H2B
oraz we fragmentach N-koncowych H3 i H4 zostaly przez dobdr naturalny
uksztattowane w ten sposob, by skutecznie uniemozliwiaé strukturalizacje

tych odcinkow w roztworze lub tworzenie komplekséw miedzytancucho-
wych.

Zdenaturowane po ekstrakcji kwasem z chromatyny czgsteczki histo-
néw typu HI, po dodaniu soli, juz od pH ~ 6 renaturuja szybko, odtwa-
rzajac 100% pierwotnie istniejgcej struktury a-helikalnej i catg strukture
trzeciorzedowg. Trzeba jednak pamieta¢, ze w histonie HI w stanie maksy-
malnego zestrukturalizowania tylko 7—=8°0 czasteczki tworzy a-heliks.
Strukturalizacje mozna tatwo $ledzi¢ przez obserwacje zmian widma di-
chroizmu kotowego (CD) lub zmian potozenia sygnatéw grup metylo-
wych w widmie jadrowego rezonansu magnetycznego (NMR). Trawienie
zrenaturowanego biatka trypsyna prowadzi do powstania fragmentu zawie-
rajgcego 80—90 aminokwasow, stanowigcego konicowy produkt trawienia.
Ten odporny na trypsyne fragment zawiera w sobie cato$¢ struktury a-he-
likalnej HI (obserwowanej w roztworze przez pomiar CD) i wykazuje te
same zmiany w sygnale NMR w czasie odwracalnego przej$cia denatura-
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cja—renaturacja co nienaruszona czasteczka macierzysta (14, 15). Inne
metody, np. pomiar entalpii denaturacji (16) potwierdzajg fakt, ze w roz-
tworze czasteczka histonu typu HI, poza rejonem opornym na trypsyne nie
ma innych fragmentéw zestrukturalizowanych. Rejon ten zatem zawiera
cato$¢ fragmentu zestrukturalizowanego w HI.

Struktura przestrzenna czasteczki HI powoduje, ze poszczegdlne jej
fragmenty rdznig sie znacznie swobodg ruchdw lokalnych. We fragmencie
globularnym elastyczno$¢ w przestrzeni ograniczona jest do lokalnych ru-
chéw tancuchow bocznych aminokwasoéw oraz wewnatrzglobularnych prze-
sunie¢  pierScieni aminokwaséw aromatycznych. Badania wymiany
deuter — wodér wskazujg réwniez na zachodzenie wewnatrz ,,globuli” ru-
chow ,,oddechowych” o niewielkiej czestotliwosci, polegajagcych na miejsco-
wym zrywaniu i odtwarzaniu pewnej ilosci wigzan wodorowych w struk-
turze drugorzedowej (17). Zupetnie inaczej przedstawia sie mozliwos¢
ruchéw (w roztworze) niezestrukturalizowanych fragmentow N- i C-kon-
cowych. Ze wzgledu na brak oddziatywah wewnetrznych fragmenty te sa
mobilne i elastyczne. Moga one przyjmowac rézne struktury podyktowane
przez warunki zewnetrzne, np. obecnos¢ DNA. W tym miejscu trzeba
zwroci¢ uwage na bardzo wazng sprawe indukcji struktury drugorzedowej
w tych fragmentach. Fakt, iz sg one pozbawione struktury drugorzedowej
w roztworze nie oznacza, ze pod wpltywem odpowiednio oddziatywujgcej
matrycy nie moga tworzy¢ trwatej (w obecnosci tej matrycy) struktury
a-helikalnej w rejonach, w ktoérych nie wystepujg duze skupiska amino-
kwas6w przeciwdziatajgcych tworzeniu sie a-heliksu. Badania modelowe
nad sekwencjami aminokwasowymi w odcinkach niezestrukturalizowanych
histonéw typu HI (ze spermatocytéw, H5 i grasicowego HI) wykazaty,
ze istniejg w nich rejony, ktdre moga przyjmowaé strukture a-heliksu
wtedy, gdy zaniknie przeciwdziatajgce temu odpychanie miedzy tadunka-
mi. Analiza teoretyczna wskazuje, ze heliksy takie, niewystepujace w roz-
tworze, mogg sie tworzy¢ w obecnoSci DNA jednoczes$nie silnie z nim od-
dziatywujac (18).

W arto zauwazy¢, ze elastycznos$¢ taricuchéw polipeptydowych oraz moz-
liwos¢ indukcji struktury drugorzedowej wystepuja takze w innych biat-
kach oddziatywujgcych z kwasami nukleinowymi. Biatko ptaszcza wirusa
mozaiki tytoniowej zawiera fragment (od aminokwasu 88 do aminokwasu
114), ktory jest niezestrukturalizowany i mobilny w trakcie tworzenia
kompleksu biatkowego piaszcza (assembly), ale ulega przejsciu kiebek -»
heliks pod wptywem zwigzania z RNA (19). Elastyczny, niezestrukturali-
zowany #acznik wystepuje miedzy zestrukturalizowanym fragmentem
N-koncowym a zestrukturalizowanym fragmentem C-koncowym w kazdej
z czterech identycznych podjednostek biatka represora Lac z Escherichia
coli (20, 21). Dzieki temu domeny N-koricowe represora uzyskujg znaczng
mobilno$¢ w stosunku do tetrametrycznego rdzenia ztozonego z domen
C-konicowych.
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Il. Miejsce HI w strukturze chromosomu i mechanizm kondensacji zaleznej
od HI

Podstawowy problem nurtujgcy tych wszystkich, ktdrzy zajmujag sie
struktura chromatyny mozna sformutowaé nastepujaco: jak utozony jest
w podstawowym wioknie nukleosomowym histon HI i na skutek jakich
oddziatywan miedzy jego czasteczka a resztg skiadnikdw chromatyny
dochodzi do kondensacji catego kompleksu chromatynowego? Jest oczy-
wiste, ze rozwigzanie powyzszego zagadnienia umozliwitoby réwniez odpo-
wiedz na pytanie o wptyw na proces kondensacji rozmaitych modyfikacji
histonu HI, czy to w postaci zmienionego skiadu aminokwasowego, czy to
modyfikacji postsyntetycznych poszczego6lnych aminokwaséw. W poprzed-
nim punkcie staraliSmy sie naszkicowa¢ ogdlne wiasnosci czasteczki typu
HI1 po to, by moc teraz swobodniej rozpatrywaé znaczenie réznych faktow
doswiadczalnych dotyczacych mechanizmu kondensacji. Trzeba jednak
zaczg€ od blizszego okre$lenia tego, co rozumie sie przez kondensacje.

Stosunkowo tatwo jest okresli¢ co rozumiemy przez kondensacje in
vitro. Jezeli wydzielong z jader komdrkowych, rozpuszczalng chromatyne
umieszcza sie w roztworach o wzrastajgcym stezeniu NaCl (poczynajac od
stezenia zerowego) obserwuje sie w preparatach pod mikroskopem elektro-
nowym, postepujace wraz ze wzrostem stezenia soli, fatdowanie podstawo-
wego, 10 nm wibdkna nukleosomowego. Widkno nukleosomowe przechodzi
przez kolejne posrednie struktury wyzszego rzedu by osiggna¢ maksy-
malnie zwartg strukture przy okoto 40 mM NaCl (Ryc. 4). Przez konden-
sacje chromatyny in vitro bedziemy wiec rozumieé¢ wzrost fatdowania
podstawowego widkna nukleosomowego prowadzacy do wzrostu stopnia

Hyc. 4. Wptyw stezenia soli (NaCl) na strukture chromatyny zawierajgcej (+H1) i se-
lektywnie pozbawionej (—HI) histonu HI. Wedtug (4), za zgoda.
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upakowania DNA (ilos§¢ DNA przypadajgca na jednostke dtugos$ci widkna).
Powyzej 80 mM NaCl (doktadniej miedzy 100 a 150 mM NaCl) dochodzi do
agregacji i precypitacji sfatldowanych widkien. Ryc. 4 pokazuje, ze zjawisko
kondensacji indukowanej przez wzrost stezenia soli, tgcznie z koricowg
agregacjg i precypitacja, wymaga obecnosci w chromatynie histonu HI.

Kondensacja chromatyny in vitro, pod wptywem soli, doprowadza przy
okoto 40 mM NaCl do wytworzenia tak zwanego ,,witokna grubego” zwa-
nego rowniez ,solenoidem”. Badanie tego wiokna metodami takimi jak
mikroskopia elektronowa (4), rozpraszanie $wiatta laserowego (23), roz-
praszanie promieni X i neutronow (24, 25), pomiar parametrow hydrodyna-
micznych (26) wskazuje, ze $rednica jego wynosi okoto 30 nm. Grube witdk-
no chromatynowe stabilizowane jest przez histony typu HI badz HI i H5
6, 7, 24, 5, 8, 4). Podstawowe widkno nukleosomowe (10 nm) wydaje sie
w nim zwiniete w postaci solenoidu tak, ze 6+ 1 nukleosomow przypada
na 11 nm diugosci widkna grubego (4, 28, 29, 30). Nukleosomy sg nieco
nachylone swymi powierzchniami twarzowymi ku osi solenoidu (4, 24, 29,
30). Schematyczny obraz solenoidu przedstawia Ryc. 5. Solenoid mozna
traktowac jako dos¢ regularng strukture powstatg przez superspiralizacje
10 nm witbkna nukleosomowego. W artykule tym celowo nie rozpatru-
jemy konkurencyjnej w stosunku do solenoidu koncepcji tak zwanych
»superglobul”, ktéra zaktada istnienie, jako wyzszego rzedu struktury

Oktamer wiékna
histonowy

\ Nukleosomy

Ryc. 5. Schematyczny obraz solenoidu (chromatynowego wtékna 30 nm). Nukleosomy
w solenoidzie stykajg sie wezszymi krawedziami (55 nm) a ich powierzchnie twa-
rzowe (11 nm) sg lekko nachylone w kierunku osi pionowej widkna. Doktadna pozy-
cja HI (wewnatrz, na zewnatrz lub na przemian) w tej strukturze nie jest znana.
Wedtug Notbohm H, Hollandt H, Meissner J., (1979), Int. J. Biol.
Macromol. 1, 180—184, za zgoda.
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witokna podstawowego, duzych, globularnych agregatow skupiajacych 7—8
nukleosoméw (7, 31). W przeciwienstwie do solenoidu koncepcja super-
globul nie ttumaczy szeregu faktow doswiadczalnych (33).

Co sie tyczy solenoidu, wiele szczeg6téw jego budowy jest wcigz nie-
jasnych. Jednym z nich jest rozmieszczenie histonu HI w stosunku do osi
solenoidu. Na poziomie nukleosomu HI ,spina” koice DNA wchodzacego
i schodzgcego z powierzchni biatkowego rdzenia. Umiejscowiony w ten
sposéb oddziatywuje réwniez z DNA taczacym sasiednie nukleosomy, tak
zwanym ,linkerem” (zob. przeglad w (29), ktéry, jak wykazujg pomiary
dichroizmu elektrycznego, ma strukture superspiralng. Poniewaz w tej
samej chromatynie wystepujg linkery o réznej diugosci (32) oddziatywu-
jacy z nimi HI moze, po kondensacji we widkno 30 nm, zajmowac rdézne
pozycje w stosunku do osi podtuznej witokna (29, 30).

Istnieje szereg dowodoéw na to, ze widkno 30 nm wystepuje w jadrze
komérkowym (33). Jest to wiec struktura wystepujaca nie tylko in vitro,
pod wptywem soli, lecz réwniez in vivo. Poniewaz naturalne warunki jo-
nowe w komoérce odpowiadajg okoto 100 mM roztworowi soli (w przelicze-
niu na sol kationu jednowartosciowego) cato$¢ chromatyny powinna wy-
stepowaé w postaci silnie skondensowanego solenoidu a by¢ moze réwniez
wyzszego rzedu struktur powstajacych przez dalszg strukturalizacje wiok-
na 30 nm. (Problemy zwigzane z kondensacjag chromatyny oméwione sa
szczeg6towo w artykule K. Staronia, w tym samym numerze Poste-
péw Biochemii).

Czy HI umieszczony jest wewnatrz, czy na zewnatrz witékna 30 nm?
Jakie znaczenie majg jego rézne domeny w generowaniu solenoidu pod
wpltywem wzrostu stezenia soli? W r. 1979 Th om a i wsp. (4) zapro-
ponowali, ze oddziatywania miedzy czasteczkami HI w chromatynie pro-
wadzg do powstania homopolimerow tego biatka. Gtdwng funkcjg takiego
homopolimeru miatoby by¢ tworzenie i utrzymywanie superstruktury
wiokna nukleosomowego, to jest solenoidu. Istotnie, badania rozmieszczenia
czasteczek HI w chromatynie za pomocg réznych, chemicznych czynni-
kéw sprzegajacych wykazaly, iz ulegaja one bardzo tatwo sprzeganiu przy
czym tendencja do sprzegania miedzy HI a HI jest wieksza niz miedzy
H1 a histonami rdzeniowymi (34, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 41, 42). Silnie
zaznaczona tendencja do sprzegania sie HI miedzy soba wskazuje, ze cza-
steczki tego histonu lezg w chromatynie w $cistym sasiedztwie. Poniewaz
mostki HI—HI w chromatynie powstajg rowniez w niskim stezeniu soli,
gdy wiokno nukleosomowe nie jest skondensowane, lecz rozciggniete,
Thomas i Khabaza (41) postulowali, ze oddziatywania miedzy HI
zachodzg raczej wzdtuz witokna nukleosomowego anizeli na przykiad po-
miedzy sgsiadujagcymi zwojami solenoidu. Ostatnie dane Ringa i Cola
(42) pokazuja, iz miejsca sprzegnie¢ leza: a) miedzy poczatkiem fragmentu
C-koncowego jednego HI a rejonem miedzy fragmentem globularnym
a N-koricowym drugiego i b) miedzy koncem fragmentu C-koncowego
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jednego HI a S$rodkowym rejonem fragmentu C-kohcowego drugiego
(Ryc. 6). Jak wida¢ ze schematu na Ryc. 6 oddziatywania miedzy sgsiadu-
jacymi w chromatynie HI dotycza przede wszystkim fragmentéw C-konco-
wych. Wedtug Ring a i Cola (42) odcinki HI ulegajace sprzeganiu

Ryc. 6. Miejsca sprzegania miedzy czagsteczkami HI
w chromatynie. Rejony sprzegania zaznaczono pozio-
mymi kreskami. Pozycje w poblizu rejonu globular-
nego okres$lono z duzym przyblizeniem. Wedtug (42),
za zgoda.

Aminokwas 120

muszg znajdowac sie w chromatynie w odlegtosci nie wiekszej niz 2 A.
Brak sprzegnie¢ miedzy fragmentami N-koricowymi wskazuje, ze nie leza
one w bliskim sagsiedztwie.

Czy fakt bliskiego sasiedztwa HI w chromatynie wynika z istnienia
specyficznych oddziatywan miedzy czasteczkami HI w roztworze? Wia-
domo przeciez, ze specyficzne oddziatywania miedzy histonami rdzenio-
wymi w roztworze sg przyczyng tworzenia oktameru rdzeniowego w nu-
kleosomie. Thomas i Khabaza (41) stwierdzili, ze HI oddysocjo-
wany od chromatyny (w ktdérej ulega tatwo sprzeganiu) za pomocg 05 M
NaCl, a nastepnie sprzegany w roztworze, przy zachowaniu tego samego
stezenia, w ktorym wystepowat w chromatynie (0,04 mg/ml) nie wytwarza
multimerow. Juz jednak przy stezeniu 4 mg/ml wolny HI w roztworze
ulega tatwo sprzeganiu dajgc multimery (39). Russo i wsp. (43) badali,
czy sprzeganie obserwowane w roztworze przy wyzszych stezeniach HI
jest wynikiem oddziatywan specyficznych. Autorzy ci rozumowali naste-
pujaco: poniewaz zarowno N-, jak i C-kohAcowy fragment HI wystepuje
w roztworze w konformacji nieuporzadkowanej, tylko zestrukturalizowany
fragment globularny moze byé miejscem oddziatywan specyficznych. Jesli-
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by takie specyficzne oddziatywania miaty miejsce, sprzeganie izolowanych
fragmentow globularnych powinno zachodzi¢ nie wolniej niz sprzeganie
catych czasteczek. Poniewaz tak nie jest i sprzeganie izolowanych fragmen-
tow globularnych zachodzi znacznie wolniej niz sprzeganie catych czaste-
czek HI autorzy wnioskuja, ze sprzeganie nie jest specyficzne, jest nato-
miast wynikiem przypadkowych zderzen czasteczek, a jego szybkos$¢
w odniesieniu do poszczeg6lnych fragmentéw jest wprost proporcjonalna
do ilosci wystepujacych w nich lizyn (lizyna jest substratem w reakcji
sprzegania). Autorzy wykazujg, ze sprzeganie w roztworze, w przypadku
rzeczywistych oddziatywan specyficznych, na przykiad miedzy histonami
rdzeniowymi: H2A i H2B, zachodzi okoto 360 razy szybciej niz w przypad-
ku czasteczek HI. Z powyzszych stwierdzen wynika wazny fakt, iz domeny
globularne HI nie sg zdolne do oddziatywan specyficznych, zatem nie
moga rowniez tworzy¢ struktury homopolimerycznej sugerowanej przez
Thoma i wsp. (4). Wniosek ten jest zgodny z wynikami wcze$niejszych
badan nad oddziatywaniami HI w roztworze (44). O ile homopolimer HI
oparty na specyficznych oddziatywaniach niekowalencyjnych prawdopo-
dobnie nie moze by¢ centralng strukturg osiowg utrzymujacg solenoid,
whnioski przytoczonych autoréw (43) nie wykluczajg w zadnym razie moz-
liwosci, iz oddziatywania miedzy globularnymi cze$ciami HI w chromaty-
nie zachodzg i moga w istotny sposéb ksztattowac¢ jej konformacje.
Kwestig rozmieszczenia HI i udziatu poszczegdlnych jego domen w ge-
nerowaniu struktur wyzszego rzedu zajmowali sie ostatnio intensywnie
Thoma i Koller. Autorzy ci stosowali jako gidwne narzedzia
w swych badaniach, enzymy proteolityczne. Uzywajgc chromatyny, z kt6-
rej uprzednio selektywnie usunieto histon HI, Thoma i Kol ler ba-
dali jej zdolno$¢ do kondensacji pod wptywem dodawanych z zewnatrz:
a) nienaruszonego HI (lub H5) i b) r6znych fragmentéw HI (lub fragmen-
tow H5). Ryc. 7 przedstawia schematycznie wyglad fragmentéw uzywa-
nych w tych doswiadczeniach. Fragmenty CT-N i CT-C uzyskano przez
dziatanie na HI chymotrypsyna, ktdra przy ograniczonym czasie trawienia
i niskim stosunku enzym: substrat przecina selektywnie wigzanie pepty-
dow# potozone we fragmencie globularnym blisko poczatku fragmentu
C-koricowego. Fragment globularny (G—HI, G—H5) to koncowy produkt
trawienia HI (H5) trypsyna. Fragment NBS-C uzyskano przez rozczepienie
czasteczki HI N—bromoimidem kwasu bursztynowego. Efekt kondensacyj-
ny lii i poszczeg6lnych fragmentdw badano w funkcji stezenia soli (NacCl),
analizujgc utrwalone preparaty w mikroskopie elektronowym (45). Dos¢
nieoczekiwanym wynikiem tych badan byto stwierdzenie, ze praktycznie
kazdy z analizowanych fragmentéw HI jest zdolny do powodowania kon-
densacji, a przy wyzszym stezeniu soli (ok. 100 mM NaCl) réwniez precy-
pitacji chromatyny pozbawionej uprzednio HI. Ro6znice sg wytacznie ilos-
ciowe. Fragmenty zawierajgce odcinek C-kohAcowy kondensujg i precypi-
tuja chromatyne pozbawiong HI przy nizszym stosunku wagowym:
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H1 N Cc

r, cG “HI, cG-H5

rCT-N Nh
rCT-C
rNBS-C
Ryc. 7. Histon HI oraz fragmenty HI i H5 dodawane do chromatyny pozbawionej

selektywnie HI w celu stwierdzenia wpitywu na proces kondensacji. Wedtug (45).
Oznaczenia: N, G, C— fragmenty odpowiednio N-koricowy, globularny i C-koncowy,
CT — fragment uzyskany przez dziatanie chymotrypsyna, NBS — fragment uzyskany
przez rozczepienie czagsteczki HI N-bromoimidem kwasu bursztynowego, r— histon
z watroby szczura, ¢ — histon z erytrocytéw kurczecia.

peptyd:nukleosom, niz fragmenty: globularny lub N-koncowy. Nie konden-
suje natomiast chromatyny pozbawionej HI dodana z zewnatrz poli-L-
lizyna. Ten ostatni fakt Swiadczy, ze kondensacja chromatyny pozbawionej
H1 nie jest prostym efektem réwnowazenia tadunkéw DNA, lecz suma
zrownowazenia tadunkow (wigksza gestos¢ tadunkéw we fragmencie C-
koncowym jest prawdopodobnie przyczyng kondensacji przy nizszym sto-
sunku: peptyd:nukleosom) i jeszcze jakiego$, niezidentyfikowanego czyn-
nika. Ten ostatni tkwi niewatpliwie w strukturze HI i to niezaleznie,
w kazdej z jego domen. Nie wyklucza to mozliwosci, ze w calej czgsteczce
efekt tego czynnika poteguje sie w poréwnaniu z izolowanymi fragmen-
tami. Trzeba w tym miejscu podkres$li¢, ze kondensacji chromatyny pozba-
wionej HI nie powodujg takze, dodane z zewnatrz, inne niz HI biatka
zasadowe.

Jakiego rodzaju oddziatywania miedzy HI a innymi biatkami lub mie-
dzy HI a DNA mogtyby by¢é odpowiedzialne za jego szczegdlny efekt
kondensacyjny? Stosujagc chymotrypsyne, jako prébnik dostepnosci HI
w chromatynie Losa i wsp. (46) stwierdzili, ze miejsce podatne na
chymotrypsyne we fragmencie globularnym jest dostepne tylko w chroma-
tynie nieskondensowanej (w roztworze o niskim stezeniu soli). W roztworze
o0 stezeniu soli powodujacym kondensacje chromatyny miejsce chymo-
trypsynowe jest niedostepne dla enzymu. Udostepnia sie ono w tych warun-
kach dopiero po potraktowaniu chromatyny roztworem 4 M mocznika
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(a wiec po likwidacji oddziatywan hydrofobowych) lub w pH 10, w ktérym
konformacja HI ulega daleko posunietym zmianom (44). Autorzy wniosku-
ja na tej podstawie, ze fragmenty globularne czgsteczek HI w skondenso-
wanej chromatynie pozostajg w $cistym kontakcie za posrednictwem od-
dziatywan hydrofobowych, ktére z kolei stabilizowane sg przez silnie po-
larne otoczenie witokien chromatynowych z DNA owinietym superspiralnie
wokot rdzeni nukleosomowych. Drugim wnioskiem, ktéry wynika z do-
Swiadczen z chymotrypsyng (oraz z nieopisanych tu doswiadczen nad po-
datnoscig na ten enzym HI dodawanego z zewngtrz do zawierajgcej juz
H1 chromatyny) jest, iz fragmenty globularne by¢ moze z przediuzeniem
0 fragment N-koncowy tworzg strukture umieszczong Scisle wewngtrz
widkna 30 nm i biegnaca blisko jego osi. Autorzy sadza, ze ta witasnie
struktura bedaca odpowiednikiem postulowanego wczesnie homopolimeru
globularnej czesci HI (ewentualnie z fragmentem N-kohAcowym) jest pod-
stawg utrzymujacga solenoid. Sterczace na zewnatrz niej fragmenty C-kon-
cowe, oddziatywujgc z dtugim fragmentem nukleosomowego DNA, jak-
gdyby przytwierdzajg nukleosomy do centralnej struktury homopolimeru
biatkowego.

Interpretacja powyzsza nasuwa szereg pytan w zwigzku z wczesniej
ustalonymi faktami. Po pierwsze sprzeganie chemiczne miedzy HI1 zachodzi
rowniez w zdekondensowanym widknie, a oddziatywania miedzy fragmen-
tami globularnymi HI nie wykazuja zadnej specyficznosci (zob. cytowane
juz 43). Czy zatem sita oddziatywan hydrofobowych miedzy niespecyficz-
nymi powierzchniami, nawet zakladajgc znaczng ich stabilizacje przez ze-
whnetrzne srodowisko polarne, jest dostateczna, by wspoétosiowy, biatkowy
polimer utrzymat dos¢ regularng strukture widkna 30 nm? Po drugie dla-
czego fragment globularny zachowuje zdolno$¢ do samodzielnego konden-
sowania DNA, jesli jego gtdwng funkcja miatoby by¢ tworzenie wspomnia-
nego polimeru?

Zdolno$¢ szczegolnie uksztattowanych powierzchni a-helikalnych biatka
do zmiany geometrii czasteczki DNA (22) nasuwa inng mozliwo$¢ wythu-
maczenia efektu kondensacyjnego HI. Odcinki a-helikalne, wykazane
listniejace potencjalnie we wszystkich trzech domenach HI mogtyby by¢é
elementem indukujgcym superspiralizacje miedzynukleosomowych odcin-
kéw DNA (linkerédw), ta za$ z kolei indukowataby faldowanie sie wtdkna
nukleosomowego w regularny solenoid (wtokno 30 nm). Tego rodzaju hipo-
teza koresponduje z obserwacjami Vogel’a i Singera (47, 48), kt6-
rzy wykorzystujagc metode wigzania do sgczkéw (jilter binding) i analize
sedymentacyjng stwierdzili, ze histon HI wigze sie preferencyjnie z DNA
superspiralnym (w porownaniu z DNA zrelaksowanym) i tylko w tym wy-
padku wigzanie ma charakter kooperatywny. Ten ostatni fakt ma szcze-
g6lne znaczenie w zestawieniu z obserwacjag Ren z’a i Day’a (49), ze
zalezna od HI kondensacja chromatyny (zachodzaca powyzej 30 mM steze-
nia NaCl) jest procesem kooperatywnym. Co ciekawsze, wigzanie super-
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spiralnego DNA z HI, badane metodg wigzania na sgczkach (9), wykazuje
optimum w okolicach fizjologicznego stezenia soli (ok. 100 mM) to jest
w tych samych warunkach jonowych, w ktdrych nastepuje maksymalna
kondensacja chromatyny.

Mozna rozszerzyé powyzsza hipoteze zaktadajac, ze kondensacja chro-
matyny prowadzi istotnie do wzrostu iloSci oddziatywan biatko—biatko,
choéby miedzy globularnymi fragmentami HI, jednak gtéwnym ich efek-
tem nie jest tworzenie stabilizujgcego homopolimeru, lecz indukcja dodat-
kowych rejonéw a-helikalnych (np. w N- i C-koncowych fragmentach HI),
ktére oddziatywujac z DNA zwiekszajg stopien jego superspiralizacji. Tego
rodzaju mechanizm ttlumaczytby efekty kooperatywne w wigzaniu HI do
superspiralnego DNA i kooperatywno$¢ procesu kondensacji chromatyny.
Oczywiscie szereg elementéw przedstawionej hipotezy wymaga weryfi-
kacji doswiadczalnej.

I11. Mikroheterogennos$¢ sekwencyjna histonu HI
i jej mozliwe znaczenie

Uniwersalno$¢ nukleosomowej struktury chromatyny znajduje swe pod-
toze w zasadniczo podobnym sktadzie, budowie i oddziatywaniach (wzajem-
nych i z DNA) pieciu gtdwnych klas histonéw: HI, H2A, H2B, H3 i H4.
Jednakze uniwersalno$¢ ta zawiera w sobie réwniez pewien zakres zmien-
nosci strukturalnej wykrywanej juz na poziomie budowy chromatyny.
Podtozem tej zmiennos$ci jest prawdopodobnie w duzej mierze, wykryta
wsrdd histondw wszystkich klas (za wyjatkiem H4) heterogennos$¢ sekwen-
cyjna. Heterogenno$¢ ta, sposréd histonéw wszystkich klas, jest zdecydo-
wanie najwieksza (zaré6wno co do ilosci frakcji jak i zakresu dzielacych je
réznic) wsérod HI. Kinkade i Cole (50) stosujagc wysokorozdzielcza
chromatografie na kolumnach z Amberlitu wymywanych gradientem chlo-
rowodorku guanidyny, rozdzielili frakcje HI z grasicy cielecej na cztery
gtéwne sktadniki. P6zniej zidentyfikowano wsréd nich jeszcze dwa dodat-
kowe sktadniki wystepujagce w mniejszej ilosci (44, 51). Roznice miedzy
poszczegblnymi skiadnikami nie wynikaty z réznych ilosci postsyntetycz-
nych modyfikacji czasteczek, lecz z r6znic w skiadzie aminokwasowym
(51). W chromatynie grasicy mamy wiec do czynienia z szeScioma rdznig-
cymi sie sekwencjg subfrakcjami histonu HI. Taka mniej wiecej ilo$¢ wa-
riantow sekwencyjnych HI wystepuje w chromatynach z tkanek ssa-
czych (52, 53). Szczeg6towe badania sekwencji subfrakcji HI wykazaty,
ze wszystkie zachowujg ten sam, znany nam juz, tréjdomenowy typ budo-
wy (zob. p. I). Sekwencja fragmentu globularnego jest w zasadzie identycz-
na we wszystkich subfrakcjach HI pochodzacych z jednej tkanki. Sekwen-
cja czesci globularnej jest rdwniez bardzo zblizona w HI z réznych gatun-
kow (54, 55, 56, 57) a rézni sie wyrazniej tylko w przypadku wyspecjali-



[15] ROLA HISTONU HI 11

zowanych klas HI, jak HI° czy H5 (zob. p. I). W dalszej czesci tego roz-
dziatu rozwazaé¢ bedziemy tylko warianty HI typu wspomnianych wyzej
6 subfrakcji grasicy, nie bedziemy sie natomiast zajmowac¢ réznicami mie-
dzygatunkowymi ani wyspecjalizowanymi klasami histonéw HI.

Roznice w sekwencji aminokwasowej wariantow HI pochodzacych
z organizméw jednego gatunku nie dotyczg zatem czesci globularnej, lecz
niezestrukturalizowanych fragmentéw koncowych (51, 52). Jakie znaczenie
dla funkcjonowania HI w chromatynie mogg mie¢ zmiany w sekwencjach
fragmentdéw niezestrukturalizowanych? Z analizy dokonanej w p. | i Il
wynika, ze wszystkie trzy domeny HI majg zdolno$¢ do kondensowania
DNA. Zmiana sekwencji fragmentow niezestrukturalizowanych (w roztwo-
rze) moze wptynaé na zdolnos$¢ catej czasteczki HI do kondensowania chro-
matyny co najmniej trojako: a) poprzez modyfikacje odcinka oddziatywu-
jacego z DNA we fragmencie niezestrukturalizowanym (chociazby przez
zmiane potencjalnej zdolnosci tworzenia a-heliksu), b) przez likwidacje
(lub wprowadzenie) mozliwosci modyfikacji enzymatycznej danego miejsca
w tancuchu polipeptydowym, na przykiad przez fosforylacje seryny lub
treoniny i c) przez wptyw na strukture drugorzedowa domeny globularnej.
Mozliwosci wymienione w punktach a) i b) sg oczywiste. Co do ostatniej,
opiera sie ona przede wszystkim na obserwacji Smerdona i Isen-
berga (44). Autorzy ci, badajgc metodg dichroizmu kotowego i anizo-
tropii fluorescencji procent a-heliksu tworzonego w réznych wariantach
sekwencyjnych HI grasicy stwierdzili, ze w roztworze o identycznym ste-
zeniu soli (150 mM NacCl) wariant oznaczony 3b byt zestrukturalizowany
w 75°/0 (catkowitej zawarto$ci a-heliksu), podczas gdy warianty oznaczone
jako 1i 2 zestrukturalizowane byty tylko w 60°/0. Z kolei Cole i wsp.
w swoich ostatnich pracach, postugujgc sie metodami wigzania do s3cz-
kow, analizg sedymentacyjng i pomiarem lepkosci wykazali, ze poszczegol-
ne warianty sekwencyjne HI z grasicy réznig sie zdolnoScig do kondenso-
wania DNA (58, 59, 60). Wariant, ktéry wykazywal zdecydowanie najsil-
niejszq zdolno$¢ do kondensowania DNA charakteryzowat sie jednoczesnie
najwiekszym powinowactwem do DNA superspiralnego. Co ciekawsze, byt
to ten sam wariant, ktory wykazat najwyzszy stopien strukturalizacji
w posrednim stezeniu soli (150 mM NacCl), w przytoczonych wyzej do-
Swiadczeniach Smerdona i Isenberga (44). Korelacja ta jest
zgodna z sugestig, iz odcinki a-helikalne HI odgrywajg kluczowg role
w generowaniu struktur wyzszego rzedu w chromatynie (zob. uwagi w kon-
cowych akapitach pkt. II).

Singer i Singer (61) wykazali, ze w przypadku HI szczegolnie
wazny w rozroznianiu DNA superspiralnego od zrelaksowanego jest odci-
nek od aminokwasu 72 do aminokwasu 106, a wiec rejon lezacy w zestruk-
turalizowanym fragmencie globularnym. Poniewaz jest to sekwencja kon-
serwatywna i zachowana we wszystkich wariantach HI, efekt zmiennosci
sekwencyjnej fragmentéw niezestrukturalizowanych mdgtby sie przeja-
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wic tylko poprzez wptyw na stopien strukturalizacji tego odcinka. Co do
pozostatego rejonu globularnego wraz z przylegtym don fragmentem C-
koAcowym (106—212) wigze si¢ on silnie z DNA, lecz nie rozréznia miedzy
forma liniowg a superspiralng. Dodany z zewnatrz do chromatyny pozba-
wionej HI fragment ten wywiera silny wptyw kondensujacy. Kwestie te,
w powigzaniu z rozkladem tadunkéw w poszczeg6lnych fragmentach HI,
omoéwiono w pkt. Il.

Dodatkowym potwierdzeniem znaczenia obszaru rozpoznajacego struk-
ture superspiralng w DNA sg badania Fasmana i wsp. (62), ktérzy
wykazali, ze widmo dichroizmu kotowego DNA jest silniej zaktécane, (co
odpowiada wiekszemu odksztatceniu DNA) przez peptyd 72—212 niz przez
catg czasteczke HI. Peptyd 1—72 wystepujac w nienaruszonej czasteczce
HI1 wptywa wiec moderujaco na oddziatywanie peptydu 72—212. Ale jedno-
czeSnie mieszanina peptydéw 1—72 i 72—212 zakidca widmo dichroizmu
kotowego DNA bardziej niz sam peptyd 72—212. Ostatnio Cole i wsp.
(58, 63, 64) potwierdzili raz jeszcze, ze warianty sekwencyjne HI réznig sie
w zdolnoS$ci do kondensowania zrelaksowanego, a jeszcze bardziej — super-
spiralnego DNA, mierzonej jako stopiefi zmiany widma dichroizmu koto-
wego DNA. Wszystkie wyzej przytoczone dane $wiadczg o istnieniu subtel-
nych i trudnych jeszcze do doktadnego uchwycenia, relacji konformacyj-
nych miedzy poszczeg6lnymi domenami w czgsteczce HI.

Szczegblnie interesujaca jest sprawa roznic metabolicznych miedzy wa-
riantami sekwencyjnymi HI. Podobnie jak w przypadku pozostatych histo-
néw okres najintensywniejszej syntezy HI przypada w fazie S cyklu ko-
morkowego, to jest w okresie syntezy DNA (65). Jednakze pewna czes¢ HI
podobnie jak i innych histonéw, syntetyzowana jest rowniez poza fazg S
(66, 67). Stwierdzono, ze poszczeg6lne warianty HI syntetyzowane sg z nie-
jednakowga szybkos$cig (dotyczy to zarbwno syntezy w fazie S jak i poza
nig) oraz majg niejednakowe okresy pottrwania w chromatynie (68, 69,
66, 70). Powyzsze roznice zaznaczajg sie szczegllnie wyraznie w czasie roz-
nicowania i w tkankach poddanych dziataniu hormondw. Cohen i wsp.
(71, 72, 73) wykazali istnienie szczeg6towego programu zmian obecnych
w chromatynie wariantéw HI w czasie rozwoju embrionalnego jezowca.
Podobne zmiany wykazano w zarodkach kurczecia (74), myszy (75) oraz
w czasie spermatogenezy u szczura (76, 77). Nie ma w tej chwili watpli-
wosci co do tego, ze zestaw wariantéw HI obecny w chromatynie jest cha-
rakterystyczny dla stopnia zréznicowania komaérki (51).

Ostatnio Lennox i Cohen (67) doniesci, ze w chromatynie sper-
matocytow myszy w okresie prepachytenu wystepujg tylko dwa (Hla i Hic)
z pieciu wariantéw sekwencyjnych HI myszy. Badania chromatyny z tego
stadium w mikroskopie elektronowym wykazaty, ze nie ma ona struktury
wyzszego rzedu to jest nie wystepuje w niej widkno 30 nm (solenoid) (78,
79). Giéwnie na podstawie powyzszej obserwacji Lennox i Cohen
(67) sugerujg, ze obecne w prepachytenie, niestabilne metabolicznie wa-
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rianty Hla i Hic mogg by¢ niezdolne do kondensacji chromatyny. Ich
funkcja, wedtug cytowanych autoréw, mogtoby by¢ utrzymywanie rozluz-
nionej struktury DNA, niezbednej do prawidtowego zajscia rekombinacji
mejotycznej. W tym ostatnim procesie kluczowe znaczenie ma doktadne
sparowanie homologicznych odcinkéw DNA, czemu prawdopodobnie prze-
szkadzatyby struktury wyzszego rzedu w chromatynie. Gdyby przytoczone
sugestie dotyczace Hla i Hic myszy byty prawdziwe struktura i wtasnosci
konformacyjne tych wariantow mogtyby sta¢ sie kluczem do zrozumienia
mechanizmu dziatania HI. Jak zwykle podstawowy problem tkwi w trud-
nosci wydzielenia dostatecznej ilosci tych unikalnych bialek do badah
fizyko-chemicznych.

Co do wspomnianych wyzej efektéw hormonéw Hohmann i Cole
(68, 69) wykazali juz do$é dawno, ze wz6r wariantow HI w chromatynie
komédrek kultur tkankowych mozna zmieni¢ przez dodanie hormonéw
w sposob, ktéry przypomina efekty hormonéw in vivo.

Fakty poznane dotychczas wskazujg coraz wyrazniej na to, ze wzér wa-
riantéw sekwencyjnych HI oraz spos6b ich zmian w trakcie réznicowania
sg co najmniej zblizone w gatunkach nalezgcych do jednej grupy systema-
tycznej takiej, jak np. ssaki (80).

IV. Modyfikacje postsyntetyczne histonu HI

Modyfikacje chemiczne biatek (fosforylacje, acetylacje, metylacje, gli-
kozylacje, poli(ADP-ryboz)ylacje i inne) zachodzace po ich syntezie sg zja-
wiskiem powszechnym w komdrkach. Dokonujag ich wyspecjalizowane
enzymy, a efektem ich jest mniej lub bardziej gteboka zmiana struktury
i bedaca jej konsekwencjg zmiana funkcji biatka (jako elementu struktury
wyzszego rzedu, enzymu badz czynnika regulatorowego). Wszystkie histo-
ny ulegaja modyfikacjom postsyntetycznym, a procesy te i ich znaczenie
dla struktury i funkcji chromatyny sa przedmiotem intensywnych badan
(81, 82). Histon HI ulega fosforylacji, poli(ADP-ryboz)ylacji i w jednym,
dotad stwierdzonym przypadku (83) rowniez metylacji.

1V-1. Fosforylacja

Fosforylacje sg najpowszechniejszg i najlepiej dotagd poznang z modyfi-
kacji HI. W zbadanych dotad pod tym wzgledem komérkach enzymy fos-
forylujace fosforyluja w HI tylko seryne i treonine. Donoszono roéwniez
0 obecnosci kwaso-labilnych pochodnych fosforanowych lizyny (fosfo-estry
seryny i treoniny sg kwaso-stabilne) (84) problem ten jednak nie byt dotad
szczeg6towo badany. Do tej pory nie wykryto w histonach HI fosforylo-
wanej tyrozyny. Wyrd6zniamy dwa gtdwne typy specyficznosci kinazowej
w stosunku do HI. W dzielagcych sie komorkach kinaza niezalezna od

8 Postepy Biochemii 1—2/86
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cAMP wydaje sie rozpoznawa¢ w HI sekwencje: —Lys—Ser—Pro—Lys—
(Thr)
PO4
(54). Natomiast zalezna od cAMP kinaza dziatajgca w komodrkach spoczyn-
kowych fosforyluje (zaréwno in vivo jak i in vitro) miejsce potozone
w peptydzie: —Lys—Ala—Ser—Gly—Pro—Pro—Val—Ser—GIlu—Leu—

P04
lle—Thr—Lys— (85, 86). Warto zwréci¢ uwage na obecnos¢ proliny w bez-

posrednim sasiedztwie miejsc fosforylowanych w HI. Wskazuje to, ze miej-
sca te mogg leze¢ w okolicach zgie¢ w strukturze drugorzedowej, a wiec
w rejonach szczegdlnie eksponowanych.

Jaki efekt wywiera fosforylacja na konformacje czasteczki HI i sposéb
jej oddziatywania z DNA chromatyny? Tabela | i Ryc. 8 pokazujg miejsca
fosforylacji w czasteczkach histonu HI z niektérych organizmoéw.

Szereg danych wskazuje, ze fosforylacja prowadzi do niewielkich, ale
dajacych sie zaobserwowa¢ zmian w konformacji czasteczki HI. Jedng
z metod najczeSciej stosowanych do badania oddziatywan HI z DNA i chro-
matyng jest wspominany juz w tym artykule dichroizm kotowy (CD).
Pomiary CD sg w stanie wykaza¢ zmiany w stopniu kondensacji chroma-
tyny indukowane zaréwno in vitro jak i in vivo (89, 90). Ogo6lnie, obnizenie
maksimum wartosci eliptycznosci w rejonie odpowiadajacym DNA w wid-
mie CD obserwuje sie wtedy, gdy chromatyna przyjmuje strukture bar-
dziej zwartag (89, 91). Wynika to prawdopodobnie ze zmiany kata zwiniecia
heliksu DNA owinietego wokdt czastek rdzeniowych nukleosoméw (92).
Badajac metodg CD HI ufosforylowany enzymatycznie w miejscu A lub
w miejscu B (ryc. 8) Adler i wsp. (93) wykazali, ze zardwno jedna

COOH

5
|
prER
Ser Thr Ser Ser Th
[A] [B]

|
|
|
r Ser Ser

Ryc. 8. Miejsca fosforylacji w czasteczkach HI. Nie wszystkie miejsca fosforylowane
sg we wszystkich HI. Numery miejsc (1—8) nie majg zwigzku z numerem amino-
kwasu w czgsteczce. Wedtug (87), za zgoda.

jak i druga forma usfosforylowana HI deformuje DNA mnigej niz nie-
ufosforylowany HI, przy zachowaniu tego samego stosunku DNA—biatko.
Roznice te mozna byto zniwelowa¢ przez zwiekszenie stosunku: ufosfory-
lowany H1:DNA. Efekt HI usfosforylowanego jednocze$nie w obu miej-
scach: A i B byt jakoSciowo inny. Podwéjnie usfosforylowany HI powodo-
wal wyraznie mniejszg deformacje DNA niz mono- lub nieufosforylowany
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HI, przy czym roznicy tej nie dato sie zniwelowac przez zwiekszanie sto-
sunku biatko:DNA. Zatem, o ile nie ma wiekszych réznic w oddziatywaniu
na konformacje DNA histonu HI usfosforylowanego w miejscu A lub B,
ufosforylowanie obu miejsc powoduje wyrazng zmiane jakoSciowg w od-
dziatywaniu HI z DNA.

Tabela 1.
Miejsca fosforylacji w HI, wedtug (87), za zgoda
Miejsce fosforylacji | Lokalizacja
wg. oznaczenia na Sfty;nu zlato_r_ w strukturze Uwagi
Ryc. 8 ostorylacyt pierwszorzedowej
Podziat komérki Ser-151, 162 Nie wszystkie czgsteczki Hl
2 Podziat komorki Thr-173'4, 191, 202 maja oba miejsca (1 i 2).

W szeregu liniach komdr-
kowych fosforylacja tych
miejsc zachodzi najinten-
sywniej w mitozie.

Cykliczny AMP Ser-371, 382 Miejsce A. Ser zastepowana
jest przez Ala w RTL-3.
Nie znaleziono Ser-1035 Miejsce B. Fosforylacja tego
in vivo miejsca in vitro powoduje
zmiane konformacyjna.
Podziat komérki Thr-1535 Lokalizacja miejsca 5—8

zalezy od rodzaju Hl.
Podziat komorki Ser-1456 (Thr-1365) Nie wszystkie HI sg fosfo-
Podziat komorki Ser-1616, 173s rylowane w tych miejscach.
Podziat komérki Ser-1805, 1826 Czasami Thr zastepuje Ser.

Indeksy: 1— Grasica krélika: RTL-4 HI (86)
2 — Grasica cielecia: CTL-1 HI (86) Oznaczenia: RTL-2, RTL-3, RTL-4, CTL-1. HI B odpowia-
3 — Grasica krélika: RTL-2 HI (86) dajg wariantom sekwencyjnym HI.
4 — HeLa: HI B (88)
5— Grasica krolika: RTL-3 HI (86)
6 — Pstrag: HI (54)

Badania metodami spektroskopowymi w roztworze* ufosforylowanych
in vivo czasteczek HI nie wskazujg na zadne znaczne zmiany konforma-
cyjne (np. w procencie a-heliksu w czesci globularnej) powstajgce w wyni-
ku fosforylacji (94). Badano przy tym zwykle efekt maksymalnego ufosfo-
rylowania, to jest wprowadzenia okoto 5—6 grup fosforanowych na czas-
teczke. Jednakze czuto$¢ metod spektroskopowych moze tu by¢ niedosta-
teczna. Zachowanie sie ufosforylowanych form HI w elektroforezie w zZelu
poliakryloamidowym zawierajagcym SDS (siarczan dodecylu) (w tym typie
elektroforezy neutralizowany jest efekt tadunku elektrycznego rozdziela-
nych czasteczek) wskazuje na wyrazny wptyw fosforylacji na konformacje
czasteczki HI (95, 83).

Ostatnio szczegétowe badania nad efektem ufosforylowanego HI na
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strukture chromatyny przeprowadzili Kaplan i wsp. (96). Porowny-
wali oni efekt wigzania do chromatyny uprzednio selektywnie pozbawionej
HI1, enzymatycznie ufosforylowanego oraz nieufosforylowanego HI, anali-
zujgc dwie podstawowe cechy tak zrekonstruowanej chromatyny: a) widmo
dichroizmu kotowego i b) profil denaturacji termicznej DNA w niskiej
sile jonowej. Ten ostatni odzwierciedla stabilno$¢ struktury chromatyny.
Stosujagc do doswiadczen rekonstrukcyjnych histon HI, do ktérego wpro-
wadzono enzymatycznie 4—5,3 fosforanéw na czgsteczke (jest to poziom
bliski maksymalnemu stanowi ufosforylowania histonu HI kregowcow,
in vivo), cytowani autorzy stwierdzili brak jakichkolwiek znaczgcych roz-
nic w widmie CD chromatyny rekonstruowanej z ufosforylowanego HI
w stosunku do tej, ktdrg rekonstruowano z udziatem HI bez fosforanow.
W Swietle przytoczonej uprzednio charakterystyki metody CD $wiadczy to,
ze fosforylacja HI (nawet bliska maksymalnej fosforylacji zachodzacej in
vivo) per se nie indukuje powazniejszych zmian strukturalnych w chroma-
tynie, a w szczeg6lnosci nie zwieksza stopnia jej skondensowania. Wynik
ten jest zgodny z ostatnimi rezultatami D’Anna i wsp. (94), ktorzy
badali metoda dichroizmu kotowego oddziatywanie z DNA HI izolowanego
z komdrek mitotycznych to jest w stanie maksymalnego ufosforylowania.
Stwierdzili oni brak zauwazalnego efektu fosforylacji w niskich sitach
jonowych. W posredniej sile jonowej ufosforylowany HI wykazywal nato-
miast mniejszg niz nieufosforylowanych HI zdolno$¢ do indukowania
zmian w DNA.

Pordwnanie profili denaturacji termicznych chromatyn zrekonstruowa-
nych z ufosforylowanym i nieufosforylowanym HI wykazato pewng desta-
bilizacje, rozluznienie struktury chromatyny zawierajgcej ufosforylowany
H1 (przesuniecie szczytu o low strone nizszych temperatur) (96). Wynikac
ono musi ze stabszego wigzania sie ufosforylowanego HI do DNA.

Powyzsze rezultaty nie podtrzymuja koncepcji udziatu fosforylacji HI
w procesie mitotycznej kondensacji chromatyny, przedstawionej przez
Bradbury’ego i wsp. (97). (Szersze omoOwienie argumentow za
i przeciw tej koncepcji znajduje sie w odn. (98)). Sg natomiast zgodne z pro-
pozycja Gurley’a i wsp. (99), ze fosforylacja HI moze by¢ procesem
odblokowujacym, ktéry usuwa pewne ograniczenia strukturalne naktadane
przez HI i by¢ moze umozliwia w ten sposéb mitotyczng kondensacje chro-
mosoméw powodowang przez inne czynniki jagdrowe. Zmniejszona zdolno$é
do wigzania DNA przez ufosforylowany HI (zgodna z ogdlnym bilansem
tadunkdw) moze mie¢ réwniez znaczenie w interfazie cyklu komérkowego,
jako czynnik utatwiajacy dostep do DNA r6znych enzyméw i biatek regula-
torowych (replikacja, transkrypcja). Wedtug tego rozumowania rola fosfo-
rylacji HI w interfazie i w mitozie bytaby zasadniczo ta sama i polegataby
na utatwianiu oddziatywan chromatyny z innymi efektorami dziatajgcymi
w danym etapie cyklu komdérkowego (96).

Czym rézni sie fosforylacja HI w komorkach niedzielgcych sie od tej,
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ktéra zachodzi w komorkach mitotycznych? Cecha charakterystyczng fosfo-
rylacji w komadrkach niedzielgcych sie jest po pierwsze wybidrczos¢ w sto-
sunku do chromatynowego HI i po drugie podatno$¢ na stymulacje przez
rézne bodzce zewnetrzne. Na przyktad w niedzielgcych sie komdrkach wa-
troby dorostego szczura po stymulacji przez podanie glukagonu lub cyklicz-
nego AMP dochodzi do fosforylacji 1% sposrdd wszystkich czasteczek HI
zawartych w chromatynie. Fosforylacji ulega miejsce A (Ryc. 8) (85). To
samo miejsce A, jako jedyne, fosforylowane jest w HI in vitro (w roztwo-
rze) przez zalezng od cyklicznego AMP kinaze z tym, ze w tych warunkach
obejmuje 100°/0 obecnych czasteczek. W tarczycy cielecej podobna, wy-
biorcza fosforylacja niewielkiej ilosci czasteczek HI w miejscu A zachodzi
pod wptywem TSH. Fosforylacja ta skorelowana jest w czasie z indukcja
syntezy nowego RNA (100). Korelacja, miedzy fosforylacjag przez zalezna
od cAMP kinaze miejsca A w niewielkiej ilosci czasteczek HI, a aktywacja
poszczeg6lnych genéw nasuneta przypuszczenie, ze fosforylacja ta ma zwia-
zek z regulacjg aktywnosci gendw w komdrkach niedzielgcych sie. Fakt, iz
nie wszystkie warianty sekwencyjne HI majg miejsce A jeszcze bardziej
zwieksza mozliwos¢ specyficznego dziatania tej, stymulowanej przez cAMP
fosforylacji (101).

Pozostate dwa, poznane dotad, przypadki fosforylacji HI w komorkach
niedzielgcych sie to: 1. fosforylacja Hl zwigzanego z réznymi frakcjami
satelitarnego DNA u Drosophila (102) i 2. fosforylacja HI w jadrach Tetra-
hymena pod wptywem szoku cieplnego (103). W obu przypadkach nie doko-
nano jeszcze tak szczeg6towej analizy miejsc fosforylacji ani charakteru
enzymu, jak w przypadku niedzielgcych sie komdrek ssaczych.

Poza omoéwionymi wyzej, wszystkie pozostate, znane fosforylacje HI
zachodza w komorkach aktywnie dzielagcych sie. Fosforylacja HI zwigzania
z podziatem komoérkowym jest zjawiskiem uniwersalnym ws$rod Euka-
ryota. Najlepiej do tej pory proces ten scharakteryzowano w komdrkach
ssaczych: CHO (chomik) i HeLa (cztowiek) (99, 88), a sposréd nizszych
Eukaryota w S$luzowcu Physarum polycephalum (104, 83). Ryc. 9 przed-
stawia schemat fosforylacji HI w trakcie cyklu komérkowego komorek
CHO. Warianty sekwencyjne HI w CHO (gtéwny stanowi ok. 87% a po-
mniejszy ok. 13% catosci HI) ulegajg fosforylacji w fazie GI, okoto 2 go-
dziny przed wejsciem komoérki w faze S (syntezy DNA). Fosforylacji tej
ulegajg czasteczki HI zsyntetyzowane jeszcze w poprzednim cyklu komar-
kowym. Nie dotyczy ona miejsca A, lecz seryny w C-kohAcowym rejonie
czasteczki. Miejsce A w ogdle nie jest fosforylowane w cyklu komdérkowym
CHO co $wiadczy, ze jego fosforylacja nie ma zwigzku z podziatem komor-
ki. W fazie G| okoto 50% wszystkich czasteczek HI zawiera przynajmniej
1 grupe fosforanowg. W fazie S rozpoczyna sie synteza nowego histonu
HI. WItym czasie, obok kontynuacji fosforylacji zachodzacej w Gl pojawia
sie réwniez fosforylacja dodatkowej seryny, potozonej takze w C-konico-
wym fragmencie HI. Ta druga fosforylacja obejmuje jednak nie wiecej niz
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Ryc. 9. Fosforylacja histonow w cyklu komérkowym CHO. Wedtug (99), za zgoda.

10°/o0 wszystkich czasteczek HI. Gdy komdrka wchodzi w faze G2 wzrasta
ilo$¢ czasteczek HI zawierajgcych co najmniej 2 grupy fosforanowe. Wejs-
cie komorki w faze mitozy i postepujaca kondensacja chromosomow zacho-
dza réwnoczesnie z superfosforylacjg HI. Proces ten obejmuje 100% czaste-
czek HI w chromatynie. W komorkach CHO rezultatem superfosforylacji
mitotycznej jest fosforylacja 6 miejsc w gtéwnym i 4 miejsc w pomniej-
szym wariancie HI. Fosforylacja mitotyczna, ktérej maksimum przypada
na okres maksymalnego skondensowania chromosomdw w metafazie, rozni
sie jakosciowo od fosforylacji interfazalnej tym, ze we fragmencie C-kon-
cowym fosforylowana jest oprocz seryny réwniez treonina oraz tym, ze fos-
forylacji ulegajg réwniez seryna i treonina w N-koncowym fragmencie
HI1 (99). Badania fosforylacji wariantéw sekwencyjnych HI w cyklu ko-
morkowym HelLa potwierdzajg obserwacje, ze warianty ulegajg fosfory-
lacji w zr6znicowany sposdb (88). Doswiadczenia na komdrkach HelLa wska-
zujg jednak réwnocze$nie, ze w przeciwieAstwie do komdérek CHO, ani
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fosforylacja iSf-koncowego fragmentu HI, ani treonina jako akceptor fosfo-
ranu nie sg charakterystyczne wytacznie dla fosforylacji mitotycznej, wy-
stepujg bowiem réwniez w interfazie (88).

Szczegdlnie interesujagcym obiektem w badaniach cyklu komoérkowego,
ze wzgledu na naturalnie wystepujaca synchronie podziatow jader komor-
kowych, jest nalezacy do nizszych Eukaryota Sluzowiec Physarum polyce-
phalum (105). Organizm ten moze sie okazaé waznym elementem w bada-
niach nad funkcjg HI i jego zmiennoscig w cyklu komorkowym ze wzgledu
na szczegOllnie znamienne roznice miedzy HI Physarum a HI wyzszych
Eukaryota. Roéznice te byly ostatnio przedmiotem szczeg6towych badan
w naszym laboratorium (83). Rezultaty tych badan pokazuja, ze histon HI
w chromatynie Physarum wystepuje jako pojedyncza forma molekularna,
nie ma wiec bliskich wariantéw sekwencyjnych tego rodzaju jakie wyste-
puja wsrod HI ssaczych (nadal jednak nie mozna wykluczy¢ istnienia
pewnej ilosci bardzo odlegtych wariantow sekwencyjnych, réznigcych sie
od podstawowej formy znacznie pod wzgledem masy czasteczkowej badz
konformacji). Czasteczka HI z Physarum jest znacznie wieksza niz czas-
teczka HI ssakéw (220 aminokwasow, $rednio) liczy bowiem okoto 300
aminokwaséw. Przyczyna tej réznicy jest najprawdopodobniej wystepowa-
nie niezwykle dtugiego fragmentu C-konncowego w HI z Physarum.

W cyklu komérkowym HI w Physarum ulega nie tylko fosforylacji,
ale i metylacji, przy czym istnieje miedzy tymi dwoma modyfikacjami
ustalona relacja: fosforylacji moze ulegac tylko HI uprzednio zmetylowany
(83). zarowno fosforylacja jak i metylacja dotyczy w przewazajacej mierze
C-koncowego fragmentu czasteczki (83). Fosforylacja HI w cyklu komér-
kowym Physarum charakteryzuje sie, podobnie jak w innych organizmach
eukariotycznych, wystepowaniem cyklicznej superfosforylacji mitotycznej.
Jednakze zupetnie niespotykana jest ilos¢ grup fosforanowych wprowa-
dzanych do czasteczki HI Physarum. Jak to zobrazowano na Ryc. 10 czas-
teczka HI z Physarum w stanie maksymalnego ufosforylowania w meta-
fazie mitozy zawiera okoto 25 grup fosforanowych. Ze wzgledu na to, ze
po mitozie nie nastepuje catkowita defosforylacja ,starego” histonu HI,
Pysarum umozliwia poréwnanie loséw starego (syntetyzowanego w po-
przednim cyklu) i nowego histonu HI (Ryc. 10). Ze schematu na Ryc. 10
widaé, ze po metylacji nowcsyntetyzowany HI jest stopniowo fosforylo-
wany, az w potowie fazy G2 ilo$¢ fosforan6w w starym i nowym histonie
HI wyréwnuje sie. Od tego momentu cata pula histonu HI ulega super-
fosforylacji mitotycznej, aby po mitozie w fazie G2 nastepnego cyklu, wré-
ci¢ ponownie do posredniego stopnia ufosforylowania charakterystycznego
dla starego HI w okresie interfazy. Przedstawiony na Ryc. 10 obraz fosfo-
rylacji nowego HI poprzedzony jego nieodwracalng metylacja narzuca wra-
zenie, ze odbywa sie tu proces dojrzewania nowej chromatyny.

Do jakiego stopnia obraz modyfikacji HI w Physarum jest zgodny
z przedstawiong przedtem koncepcjg Gur ley’a (99) znajdujgcg po-
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Ryc. 10. Modyfikacje postsyntetyczne histonu HI w cyklu mitotycznym Physarum
mpolycephalum. Wedtug (83), za zgoda.

parcie w danych Kaplan’a i wsp. (96)? W cyklu komérkowym
Physarum, w odrdznieniu od cyklu komdrek ssaczych, nie ma fazy Gl
a synteza DNA (faza S) rozpoczyna sie zaraz po metafazie. Nie jest wiec
wykluczone, ze silnie ufosforylowany, mitotyczny HI istotnie umozliwia
odblokowanie DNA po metafazie, np. w celu umozliwienia dostepu enzy-
mom zaangazowanym w proces replikacji. Co do transkrypcji, ktora
u Phasyrum odbywa sie wkrotce po replikacji, w naszym laboratorium
prowadzi sie aktualnie badania, czy zachodzi ona tylko w rejonach DNA
skompleksowanych ze starym (ufosforylowanym), czy réwniez z nowo-
syntetyzowanym (niezmodyfikowanym) HI.

Ryc. 10 pokazuje, ze praktycznie w zadnym okresie cyklu komdrko-
wego Physarum histon HI nie stanowi homogennie ufosforylowanej popu-
lacji. Przeciwnie, we wszystkich okresach reprezentowany jest przez czgs-
teczki zawierajace rézng ilo$¢ fosforanéw, np. od 7 do 16 w fazie G2 lub
od 14 do 28 w metafazie. Badanie ufosforylowanych populacji HI w réz-
nych miejscach cyklu komérkowego za pomocg wysokorozdzielczej elektro-
forezy w zelu poliakrylamidowym, zawierajagcym SDS ujawnito, ze skia-
daja sie one zwykle z kilku (3—4), wyraznie réznigcych sie ruchliwoscia
w zelu klas, ktére mogg odpowiada¢ wariantom konformacyjnym (83). Na
podstawie tego faktu wysunieto sugestie, ze szczeg6lnie duza ilos¢ wprowa-
dzanych fosforanéw i bardzo diugi fragment C-koficowy w HI Physarum
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moga stuzyé do formowania zré6znicowanych wariantéw konformaeyjnych
opartych o pojedynczg sekwencje aminokwasowg biatka (83). Rola tych
wariantow mogtaby by¢ analogiczna do roli wariantow sekwencyjnych HI
w komoérkach ssakow.

Ostatnio interesujgce prace dotyczace znaczenia fosforylacji HI opubli-
kowat Hohmann i wsp. (106). Badali oni hybrydy komorek mysich
i chomiczych, stabilne w trakcie dtugotrwatej hodowli. Komérki hybry-
dowe zawieraty po 68 chromosomdw: 46 mysich i 22 chomicze, replikuja-
cych sie stabilnie w ciggu ponad rocznej hodowli w laboratorium. Ekspresji
ulegaty zarowno mysie, jak i chomicze enzymy, jednakze hybryd wytwa-
rzat wytgcznie mysi histon HI. O ile zatem nie wiadomo, czy genom cho-
miczy w hybrydach funkcjonowat tak samo jak w normalnych komdrkach
chomika, to mozna przyja¢ za udowodnione, ze rodzaj HIl nie ma znacze-
nia dla prawidtowego podziatu komérkowego (replikacja DNA, mitoza).
Hohmann i wsp. (106) sugeruja na tej podstawie, zgodnie z wczesniej
przytoczong koncepcjg Gurley’a (99), ze fosforylacja HI zwigzana
z podziatem komérki jest procesem doraznym i mato specyficznym, stuzga-
cym przede wszystkim odblokowaniu DNA i umozliwieniu sterowania pro-
cesom replikacji i kondensacji mitotycznej przez inne czynniki. Nato-
miast za dtugofalowg organizacje strukturalng DNA w chromatynie odpo-
wiedzialne jest przede wszystkim zrdéznicowanie sekwencyjne HI.

1V-2. Metylacja

Jak juz wspomniano metylacje opisano dotychczas tylko w jednym przy-
padku histonu HI z Physarum polycephalum (83). Modyfikacja ta dotyczy
wszystkich (100°/0) czasteczek HI i rozpoczyna sie wkrétce po syntezie HI
w fazie S. Trwa ona az do okoto 1/3 fazy G2. W HI dotyczy grupy £-NH2
lizyny (powstaje £-N-metylolizyna). W HI Physarum metylacja dotyczy
okoto 10—15°/o wszystkich lizyn i zlokalizowana jest w C-koncowym frag-
mencie czasteczki. Jest to modyfikacja nieodwracalna. Interesujace jest,
ze w HI Physarum metylacja czasteczki poprzedza jej fosforylacje. Nie
wiemy, czy jest to odzwierciedleniem ustalonej sekwencji zmian w struk-
turze HI pozostajagcych w zwigzku przyczynowo-skutkowym, czy tez od-
bija raczej sekwencje zmian struktury chromatyny pociggajacych za sobg
pewng kolejnos¢ eksponowania miejsc akceptorowych dla modyfikacji
w HI. Nie ma do tej pory zadnych danych o wptywie metylacji na oddzia-
tywanie HI z DNA lub chromatyng.

1V-3. Poli(ADP-rybo)zylacja

W chromatynie komorek ssaczych wystepuje enzym: polimeraza
polil(ADP-rybozy), ktéry katalizuje kondensacje fragmentéw ADP-rybo-
zylowych pochodzacych z NAD* (z jednoczesnym uwolnieniem nikotyn-
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amidu) i przytaczanie ich do réznych biatek (107). Poli(ADP-ryboza) jest
homopolimerem jednostek ADP-rybozylowych potgczonych wigzaniem gli-
kozydowym miedzy dwoma pier$cieniami rybozy (1"-2'). Homopolimer
moze osigga¢ dtugos¢ do 50 jednostek poli(ADP-rybo)zylowych potagczo-
nych liniowo lub z rozgatezieniem (108). Przebadanie wptywu na poziom
syntezy polimeru z NAD* roznych stanéw fizjologicznych i bodzcow ze-
netrznych wykazato, ze najbardziej stymulujgce jest dziatanie czynnikdéw
powodujacych uszkodzenia DNA. Wyciagnieto stagd wniosek, ze poli(ADP-
rybo)zylacja biatek chromosomowych jest w jaki$ sposéb zwigzania z uta-
twianiem procesu naprawy DNA w chromatynie (109). W$réd histonow,
zaréwno in vitro jak i in vivo najlepszym akceptorem poli(ADP-rybozy)
jest HI (110). Obok serii hyperpoli(ADP-rybo)zylowanych HI jednym
z produktéw reakcji polimerazy poli(ADP-rybozy) w chromatynie jest di-
mer utworzony przez polaczenie dwoch czasteczek HI przez mostek ztozony
z 15 jednostek poli(ADP-rybozy). W HI przytgczone sg do homopolimeru
(przez reszte kwasu glutaminowego) N- i C-koncowe fragmenty czasteczki.
Ilo$¢ dimeru siega zaledwie 1—5% catego HI w chromatynie (111). Ostat-
nio jednak doniesiono (112), iz wykrywany w chromatynie dimer HI moze
by¢ artefaktem zwigzanym z procedura izolacyjna.

Dotychczasowe badania nie udzielity jednoznacznej odpowiedzi co do
funkcji poli(ADP-rybo)zylacji HI. Ostatnio Aubin i wsp. (113) do-
niesli o wykryciu korelacji miedzy hyperpoli(ADP-rybo)zylacjg HI w chro-
matynie a pojawianiem sie lokalnie zrelaksowanych odcinkdw chromatyny.
Autorzy ci sugeruja, ze rozluznianie struktury chromatyny przez
poli(ADP-rybo)zylacje HI moze mie¢ zwiagzek z udostepnianiem DNA
w procesach naprawczych. Koncepcja ta przeciwstawia sie zdecydowanie
poprzednim interpretacjom efektéw poli(ADP-rybo)zylacji sugerujgcym
udziat tej modyfikacji HI w procesie kondensacji chromatyny (114).

V. Histon HI a transkrypcja DNA w chromosomach

W pkt. I'i Il przytoczyliSmy dane wykazujace, ze zdolno$¢ do konden-
sowania widkna chromatynowego jest szczeg6lng cechg histonéw klasy HI.
Z drugiej strony zmienno$¢ zaréwno sekwencji aminokwasowej jak i stop-
nia modyfikacji postsyntetycznych przez fosforylacje, metylacje
i poli(ADP-rybo)zylacje czasteczek HI znajduje odbicie w zrdéznicowanej
zdolnosci do kondensowania chromatyny przez rézne HI. Oba fakty:
zdolno$é do kondensacji i mozliwos¢ modulacji efektu kondensacyjnego
sugeruja, ze histon HI obok umozliwiania, generalnie, upakowania DNA
w jadrze, moze réwniez peini¢ role regulatora dostepnosci DNA dla réz-
nych efektorow.

Badania struktury chromatyny aktywnie transkrybujacej wskazuja,
ze jest ona znacznie bardziej rozluzniona niz struktura chromatyny nie-



[27] ROLA HISTONU HI 123

aktywnej. Obok zmniejszenia gesto$ci nukleosomdéw przypadajagcych na
jednostke diugosci DNA i znacznego zwiekszenia dostepnosci DNA dla
nukleaz, charakterystyczng cechg chromatyny aktywnej transkrypcyjnie
jest brak struktury solenoidowej (witdkna grubego, 30 nm) (115). Analiza
zdje¢ z mikroskopu elektronowego wydaje sie wskazywac, ze rozwiniecie
zwartej struktury solenoidowej jest warunkiem sine qua non aktywnej
transkrypcji w chromatynie. Uzasadnione jest zatem przypuszczenie, ze
odwracalne zmiany konformacyjne widkna 30 nm petnig kluczowg role
zarbwno w aktywacji gendw jak i umozliwianiu samego procesu trans-
krypcji.

Dotychczasowe badania, wykonane na réznych tkankach zgodnie wska-
zujg, ze rejony aktywnej transkrypcyjnie chromatyny sg znacznie zubo-
zone w histon HI w poréwnamiu z pozostatg, nieaktywng chromatyng (116,
117, 118, 119, 120, 121, 122). Nie ma natomiast zbyt przekonywujgcych
danych co do tego, jakiego rodzaju mechanizmy mogtyby by¢ odpowie-
dzialne za usuwanie (catkowicie lub czeSciowo) HI z rejondw aktywnej
chromatyny. Sugerowano, ze czynnikiem takim mogtaby by¢ zwiekszona
w aktywnej transkrypcyjnie chromatynie ilos¢ biatek niehistonowych,
szczegllnie z grupy tak zwanych biatek HMG (123) oraz hyperacetylacja
lizyn w N-koincowych fragmentach histonéw rdzeniowych, zmniejszajgca
site oddziatywan miedzy histonami a DNA oraz miedzy poszczegdlnymi
histonami i zapoczatkowujaca ,,otwieranie” struktury nukleosomu (29, 30,
117, 124, 125). Procesy zapoczatkowujgce rozluznianie struktury solenoidu
moga mieé istotne znaczenie dla przejsciowego usuniecia HI miedzy inny-
mi dlatego, ze witdékno 30 nm jest w zasadzie strukturg dynamiczng, w kto-
rej histon HI moze wymienia¢ sie (w fizjologicznym stezeniu soli) miedzy
roznymi odcinkami chromatyny (126, 127). Ostatnio Weintraub (129)
wykazat, ze nieaktywne geny w chromatynie erytrocytow ptasich zorga-
nizowane sg w superstruktury zawierajgce okoto 20—30 tysiecy par zasad
DNA. Trawienie tych struktur nukleazg mimo nacie¢c w DNA miedzy-
nukleosomowym nie powoduje ich rozktadu. Podobne struktury zawiera-
jace aktywne transkrypcyjnie geny, po trawieniu nukleazg rozpadajg sie
(129). Weintraub sugeruje, ze za rozng trwato$¢ obu struktur odpo-
wiedzialny jest r6zny spos6b zwigzania HI i H5 (wystepujg one w obu
typach struktur). Schlissel i Brown wykazali réwniez ostatnio,
ze w chromatynie Xenopus leavis aktywna transkrypcyjnie chromatyna
chroniona jest przed wigzaniem HI przez zwigzanie z kompleksem trans-
krypcyjnym (128).

V1. Uwagi konhcowe

Przedstawione w niniejszym artykule dane dotyczace histonu HI uza-
sadniajg wniosek, ze biatko to jest kluczowym czynnikiem w generowaniu
wyzszego rzedu struktur chromosomowych. Stopien, w jakim te wyzszego
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rzedu struktury ograniczajg zdolno$¢ DNA do ulegania transkrypcji okresla
znaczenie HI, jako generalnego elementu ustalajacego (na zasadzie re-
presji) profil transkrypcyjny DNA w jadrze. Jest oczywiste, ze zaréwno
synteza poszczeg6lnych rodzajéw HI, ich modyfikacje i prawdopodobnie
rozmieszczenie w chromatynie — pozostajg pod kontrolg genetyczng. Stad
regulacyjng role HI w chromatynie przyréwnaé mozna, za Hohma-
nem, do roli grup SH w strukturze trzeciorzedowej biatek.

Zaakceptowano do druku 15 wrzes$nia 1985 r.
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. Wstep

Przeksztatcenie rozproszonej w jadrze komérkowym chromatyny inter-
fazowej w skondensowane chromosomy metafazowe o okreslonej morfo-
logii zaobserwowano po raz pierwszy w potowie XIX wieku (cyt. wg 1).
Przez nastepne ponad sto lat mitotyczna kondensacja chromosoméw byta
przedmiotem intensywnych badan. Jak dotychczas, badania te nie dopro-
wadzity do wyjasnienia mechanizmu kondensacji chromosoméw. Jednakze,
dzieki rozwojowi precyzyjnych metod biochemicznych, fizycznych metod
badania struktur oraz mikroskopii elektronowej, ostatnie lata stworzyty
mozliwosci eksperymentalnego sprawdzania licznych hipotez. Majacy
miejsce w potowie lat siedemdziesigtych przetom w pogladach na struk-
ture chromatyny, zwigzany z wykryciem nukleosomu (por. poz. 2), row-
niez dostarczyt nowego impulsu do badan nad kondensacjg chromosomow.
W rezultacie ostatnie lata przyniosty wiele prac na ten temat. Niniejszy
artykut jest probg uporzadkowania uzyskanych informacji i przedstawienia
tendencji w badaniach nad mitotyczng kondensacjg chromosomow.

Moéwiagc o kondensacji chromosomoéw rozumiemy, ze oznacza ona zwiek-
szenie iloSci kontaktow miedzy poszczeg6lnymi nukleosomami. Z takiego
okre$lenia kondensacji chromosoméw wynikajg w sposéb naturalny dwa
pytania: jakie struktury umozliwiajg zwiekszenie ilosci oddziatywan mie-
dzy nukleosomami w chromosomach metafazowych oraz jakie zmiany po-
wodujg powstanie takich struktur. Pytania te wyznaczajg dwa podstawowe
kierunki badan nad mitotyczng kondensacja chromosomoéw. Zostang one
kolejno omdwione w dalszej czesci artykutu.

Il. Struktura chromatyny interfazowej i chromosoméw metafazowych

I1-1. Struktura podstawowa: nukleosom i wiékno 30 nm

Podstawowa struktura chromatyny byta przedmiotem dwoch artyku-
téw opublikowanych w ,,Postepach Biochemii” (2, 3). Odwotujac sie do po-
wyzszych artykutéw ograniczam zakres tego podrozdziatu wytgcznie do
tych aspektow podstawowej struktury, ktére wigzg sie bezposrednio ze
stopniem skondensowania chromatynowego DNA.
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Cienka ni¢ chromatynowa o $rednicy ok. 10 nm jest zbudowana z nu-
kleosoméw, ktorych rdzeniowe czesci sg ptaskimi cylindrami o wymia-
rach 11X11X5,5 nm (4). Obecno$¢ czasteczki histonu HI w nukleosomie
powoduje, ze DNA wchodzi i wychodzi z rdzenia nukleosomu po jednej
jego stronie (5, 6). W rezultacie utozenie nukleosomdw w natywnej cienkiej
nici chromatynowej nie jest liniowe, lecz zygzakowate (5, 6). Owiniecie
czasteczki DNA wokét rdzenia nukleosomu powoduje, ze zwiegksza sie
wspoétczynnik jej upakowania. Pojecie to okre$la stosunek diugosci rozwi-
nietej czasteczki DNA do diugosci struktury, w ktérej czgsteczka ta zostala
upakowana (7). Wspétczynnik upakowania czasteczki DNA w cienkiej nici
chromatynowej wynika z wymiaréw nukleosomu i wynosi 6—7.

Cienka ni¢ chromatynowa tworzy strukture wyzszego rzedu, tj. grube
widkno chromatynowe o $rednicy 25—30 nm, w ktorym czasteczka DNA
ulega dalszemu, 6—7-krotnemu upakowaniu (5, 8). Formowanie grubego
witokna bezwzglednie zalezy od obecnosci histonu HI. Gruba ni¢ nie po-
wstaje w chromatynie, z ktérej usunieto ponad 10% histonu HI1 (6).

Budowa grubego wtokna budzi do dzi$ pewne kontrowersje. Istniejg co
najmniej trzy hipotezy na temat struktury wtdkna. Pierwsza, najpowszech-
niej akceptowana, zaktada spiralizacje cienkiej nici w solenoid, zawiera-
jacy ok. 6—7 nukleosoméw na skret (8, 9), utozonych swymi ptaskimi po-
wierzchniami rownolegle do osi solenoidu (10). Jednakze obrazy z mikro-
skopu elektronowego czesto pokazujg zmienng S$rednice poszczegdlnych
odcinkdw grubego witdkna, a czasem potozone obok siebie, gruzetkowate
skupienia nukleosomow (11, 12). Skupienia te, zawierajace 8—12 nukleo-
soméw (tzw. superbeads), reprezentujg wedtug drugiej hipotezy natywna
strukture grubego wiékna (13, 14, 15). Trzecia hipoteza sugeruje, ze grube
wiokno ma strukture podwodjnego heliksu, wynikajaca z zygzakowatego
utozenia nukleosoméw w cienkiej nici o $rednicy 10 nm (16).

Podstawowa struktura nukleosomu i grubego wtdkna chromatynowego
o Srednicy 30 nm jest wspdlna dla chromatyny interfazowej i chromoso-
mow metafazowych (17, 18, 19, 20, 21).

I1-2. Struktura chromatyny w jadrze interfazowym

Chromatyna interfazowa otoczona jest przez trzy struktury, zanika-
jace w ogromnej wiekszosci komérek w czasie mitozy. Struktury te, to
otoczka jadrowa, pory jadrowe i blaszka (22). Sposrod nich tylko blaszka
pozostaje w bezposrednim kontakcie z peryferyjng warstwg chromatyny
w jadrze komorkowym. Jest to dos¢ homogenna struktura o grubosci
ok. 80—300 nm, ulokowana w jadrach komdrek somatycznych miedzy
otoczka jadrowg a chromatyng. Blaszka jest struktura biatkowa, zbudo-
wang z podobnych do siebie polipeptydéw o masie czasteczkowej
ok. 65 000—75 000 (22).

Wiele danych wskazuje na to, ze wtdkna chromatynowe dotgczone sg do

g*
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blaszki, ktéra w ten sposob stanowi szkielet biatkowy, odpowiedzialny za
przestrzenne utozenie DNA w jadrze interfazowym. Biatka o masie czgs-
teczkowej identycznej z masg czasteczkowa polipeptydéw blaszki znajduja
sie w preparatach nukleoproteinowych wydzielanych z jgder komorko-
wych po oddysocjowaniu histonéw (macierz jadrowa, jadra pozbawione
histonéw). Biatka te stanowig zwykle dominujacg grupe, czasem za$ s3
jedynymi sktadnikami biatkowymi tak otrzymanych preparatow (23, 24,
25, 26). Skiad biatkowy preparatéw macierzy jadrowej, jak réwniez ich
wyglad mikroskopowy, zalezg w znacznej mierze od zastosowanej proce-
dury wydzielania (27). Jak dotad, trudno jest rozstrzygnaé, czy preparaty
zawierajgce biatka inne niz biatka blaszki sg artefaktami, czy tez — prze-
ciwnie — zachowujg bardziej labilne elementy struktury szkieletu biatko-
wego (22). Za udziatem w szkielecie biatkowym chromatyny biatek innych
niz biatka blaszki przemawia znajdywanie szkieletu biatkowego w chro-
mosomach metafazowych, w ktérych biatka blaszki nie wystepuja (24, 26,
28, 29). Rbéwniez wsréd bialek macierzy jadrowej nizszych eukariontéw
dominujg polipeptydy rozne od biatek blaszki (30).

Spos6b formowania przestrzennej struktury chromatynowego DNA
przez szkielet biatkowy wida¢ na wykonanych w mikroskopie elektrono-
wym zdjeciach nienaruszonych czasteczek DNA, uwolnionych z jader
przez delikatng lize potagczong z catkowitym lub czeSciowym oddysocjowa-
niem histonow (25, 31, 32). Podobne informacje uzyskuje sie przez badanie
wiasciwosci sedymentacyjnych takich preparatéw (33, 34, 35, 36). Z badanh
tych wynika, ze szkielet biatkowy spina widkna chromatynowe w petle
(domeny) o dtugosci ok. 50—100 tysiecy par zasad (33, 37, 38, 39).

Na niektérych zdjeciach z mikroskopu elektronowego wida¢, ze ilos¢
rejonéw skondensowanej chromatyny pozostajgcej w kontakcie z otoczka
jadrowg jest taka sama, jak ilos¢ chromosoméw (40). Sugeruje to, ze
w architekturze jadra interfazowego zachowane s elementy strukturalne
pochodzace z chromosoméw metafazowych.

11-3. Struktura chromosomoéw metafazowych

W najwiekszym chromosomie ludzkim czasteczka DNA o dtugosci
7,3 cm umieszczona jest w strukturze o diugosci ok. 10 |jm (7). Oznacza
to, ze wspotczynnik upakowania DNA w skondensowanych chromosomach
metafazowych wynosi ok. 8000. Pozorne skrocenie DNA rzedu 40X jest
wynikiem owiniecia DNA woko6t nukleosomu oraz kolejnej spiralizacji
cienkiej nici w grube witdkno chromatynowe o $rednicy 30 nm (zob. pkt.
I1-1). Oznacza to, ze mitotyczna kondensacja chromosomow zwigzana jest
z wytworzeniem struktur umozliwiajgcych pozorne skrdcenie grubego
witokna chromatynowego rzedu 200X. Dotychczasowe badania, oparte
gtownie na interpretacji zdje¢ z mikroskopu elektronowego, pozwolity na
sformutowanie dwoch réznych hipotez dotyczacych takich struktur.
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Pierwsza hipoteza zaktada, ze kondensacja mitotyczna wigze sie z heli-
kalnym skreceniem grubej nici chromatynowej. Struktury tego typu,
nazwane supersolenoidem, obserwowane byly przez Baka i wsp. (7,
41) w chromosomach metafazowych cztowieka, myszy i Drosophila. Sred-
nice supersolenoidu oznaczono na ok. 400 nm (7, 41). Odpowiada to 30—
40-krotnemu pozornemu skréceniu grubego witékna chromatynowego obec-
nego w supersolenoidzie. Bak i wsp. (41, 42) zaktadaja, ze ostateczne
upakowanie czasteczki DNA w chromosomie metafazowym nastepuje
w efekcie kolejnej spiralizacji supersolenoidu.

Powyzszej hipotezie, wedtug ktorej skondensowany chromosom jest
zbudowany z hierarchicznych helikséw, przeciwstawia sie inng, postulu-
jaca istnienie rdzenia biatkowego, utozonego centralnie wzdtuz osi chromo-
somu, od ktorego promieniscie rozchodzg sie petle grubych widkien chro-
matynowych (19, 43, 44, 45). Hipoteza ta, zaproponowana przez Laem-
mliego i wsp. (43), zaklada, ze centralnie utozony rdzen biatkowy
chromosomu powstaje z biatkowego szkieletu chromatyny interfazowej
przez zblizenie sie do siebie podstaw poszczegblnych petli grubych wid-
kien chromatynowych (19). W obrebie petli grube widkna chromatynowe
0 $rednicy 30 nm sg dodatkowo okrecane wokot siebie. W efekcie, petle
te sg widoczne w preparatach chromosomoéw metafazowych ogladanych
w mikroskopie elektronowym jako bardzo grube widkna o Srednicy
ok. 50 nm (19, 21, 46).

Szkielet biatkowy chromosomu metafazowego pozostaje w kompleksie
z DNA po usunieciu histondw i czesci biatek niehistonowych. Na zdjeciach
prezentowanych przez Laemmliego i wsp. (43, 47, 45) preparaty
takie zachowujg wiele cech morfologicznych chromosoméw metafazowych.

Skiad biatkowy szkieletu chromosomu metafazowego rézni sie od szkie-
letu chromatyny interfazowej brakiem biatek blaszki (26, 28, 29), ktéra
ulega depolimeryzacji w poczatkowych stadiach mitozy (48), tracagc w ten
sposdb kontakt z chromatyng. Z drugiej strony obraz elektroforetyczny
pozostatych biatek szkieletu chromatyny interfazowej jest podobny do
obrazu biatek chromosoméw metafazowych izolowanych tg samg technikg
(23, 26, 28). Sugeruje sie wiec, ze istniejg dwa poziomy strukturalne szkie-
letu biatkowego (28). Pierwszy jest wynikiem dotgczenia chromosomowego
DNA do blaszki i wystepuje tylko w chromatynie interfazowej. Drugi,
tworzony przez pozostate biatka szkieletu, ulega przeorganizowaniu w cza-
sie przejScia komorki z fazy G2 do mitozy, prowadzac w ten spos6b do
kondensacji chromosomow.

Jak dotychczas, nie ma danych, ktére rozstrzygatyby ostatecznie na
korzys¢ ktérejkolwiek z opisanych wyzej hipotez na temat budowy chro-
mosomu metafazowego. Przeciwnie, niektére fakty przemawiajg przeciwko
pierwszej hipotezie, inne za$ przeciwko drugiej. Z prac Laemmliego
1 wsp. (45) wynika, ze struktury podobne do supersolenoidu moga po-
wstawa¢ na skutek dziatania sit mechanicznych w czasie izolowania chro-
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mosomoOw. Z innych prac wynika, ze strukture chromosomu metafazowego
stabilizujg wytacznie oddziatywania miedzy grubymi widéknami chroma-
tynowymi (49, 50, 51), co zaprzecza udzialowi szkieletu biatkowego
w utrzymywaniu struktury chromosomu.

Ostatnio pojawity sie doniesienia wskazujgce na mozliwos¢ udziatu
DNA, a w szczeg6lnosci jego formy Z, w okres$laniu struktury skondenso-
wanego chromosomu. Sekwencje poli(dGdT*dCdA), wystepujace in vitro
jako forma Z DNA, znaleziono w telomerycznych czeSciach chromosomow
drozdzy (52). Inne badania, przeprowadzone przy uzyciu przeciwciat skie-
rowanych przeciw Z-DNA, wykazaty szczegblnie duzg zawartos¢ Z-DNA
na koncach chromosoméw politenicznych Chironomus i Drosophila (53).
Jak dotychczas, nie jest jasne czy i jaki zwigzek zachodzi miedzy struk-
turg DNA w telomerycznych czesSciach chromosomu a funkcjg telomeru,
czy tez morfologig chromosomu.

I1l. Zmiany biatek chromosomowych towarzyszgce kondensacji mitotycznej
chromosomoéw

Mitotycznej kondensacji chromosoméw towarzyszg réznorodne zmiany
biatek chromosomowych. Zmienia sie, cho¢ nieznacznie, ich sktad oraz po-
jawia sie lub zanika szereg modyfikacji. Wiele hipotez #gczy zachodzace
podczas mitozy zmiany biatek chromosomowych i kondensacje chromo-
somow na zasadzie przyczyny i skutku. Te hipotetyczne mechanizmy kon-
densacji chromosoméw przedstawione zostang w kolejnych podrozdziatach
wtaz z opisem tych zmian biatek chromosomowych, od ktorych sie wy-
wodza.

111-1. Skiad biatek niehistonowych

Sktad podstawowych biatek strukturalnych — histonéw — jest prak-
tycznie identyczny w chromatynie interfazowej i chromosomach meta-
fazowych (54). Zmiany sktadu biatkowego, towarzyszace kondensacji mito-
tycznej, dotycza wytacznie niektérych biatek niehistonowych (54, 55, 56).
Zakres ilosciowy tych zmian jest na tyle maty, ze nie wpitywajg one na
stosunek wagowy biatek niehistonowych do DNA (54). Znaczna cze$¢ biatek
niehistonowych wystepuje w takich samych ilosciach w chromatynie inter-
fazowej i chromosomach metafazowych (54, 55). Obserwowane rdéznice
w skladzie biatek niehistonowych majg czeSciowo charakter ilosciowy (54),
czeSciowo za$ dotyczg wystepowania pewnych biatek wytgcznie w chroma-
tynie interfazowej lub w chromosomach metafazowych (54, 55, 56). Zmiany
w zawarto$ci niektorych biatek niehistonowych sg identyczne w komor-
kach réznych typow (54). Na tej podstawie wysunieto sugestie, ze biatka
takie moga petnié¢ role strukturalng w chromosomach metafazowych (54).
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Zmiany sktadu biatek niehistonowych obserwuje sie réwniez woéwczas,
gdy kondensacje chromosomoéw indukuje sie sztucznie podczas interfazy,
wywotujac tzw. przedwczesng kondensacje chromosoméw (PCC — z ang.
premature chromosome condensation) (56). Obserwowane zmiany sg iden-
tyczne z zachodzacymi w czasie normalnego przejScia komorki z fazy G2
do mitozy (56).

I11-2. Stopienn ufosforylowania biatek chromosomowych

Zmiany stopnia ufosforylowania majg najbardziej masowy charakter
ze wszystkich modyfikacji biatek zachodzgcych w czasie kondensacji chro-
mosomoéw. Dotycza one takze najwiekszej ilosci réznych rodzajow biatek
chromosomowych. W czasie przejscia komorki z fazy G2 do mitozy obser-
wuje sie fosforylacje praktycznie wszystkich czasteczek histonu HI (57,
58, 59, 60) i histonu H3 (59, 60), fosforylacje bialek HMG 14 (60, 61)
i HMG 17 (61), lecz rowniez og0lng defosforylacje innych biatek niehisto-
nowych (62) przy jednoczesnym wzroScie stopnia usfosforylowania nie-
ktérych z nich (62, 63). Fosforylacja histonéw HI i H3 zachodzi réwniez
w przypadku zaindukowanej w czasie interfazy przedwczesnej kondensacji
chromosomoéw (PCC) (64, 65, 66). W skondensowanych chromosomach me-
tafazowych usfosforylowane histony zawierajg w sobie najwiecej fosforu
biatek chromatynowych. Wynika to zarGwno ze wzrostu stopnia ich ufosfo-
rylowania, jak i defosforylacji wiekszosci biatek niehistonowych. W chro-
matynie interfazowej biatka niehistonowe moga zawiera¢ w sobie do 90%
fosforu biatek chromatynowych (62).

Cho¢ w czasie przejscia komorki z fazy G2 do mitozy biatka niehisto-
nowe ulegaja ogdinej defosforylacji, niektére z tych biatek sg w tym czasie
specyficznie fosforylowane. Odnosi sie to m.in. do biatka szkieletu chroma-
tynowego o m. cz. 119 000 (62) oraz do grupy biatek luzno zwigzanych
z chromatyng (ekstrahowanych 0,2 M roztworem NaCl) o m. cz. od 27 500
do 100 000 (63).

W fosforylacji biatek chromatynowych czesto dopatrywano sie bezpo-
Sredniej przyczyny mitotycznej kondensacji chromosoméw. W szczegdl-
nosci mitotyczng kondensacje chromosomoéw tgczono z fosforylacja histonu
HI. Bradbury i wsp. (57, 67) sugerowali, ze mitotyczng fosforylacja
histonu HI umozliwia wytworzenie dodatkowych oddziatywan miedzy
widknami chromatynowymi, prowadzac w ten sposob do kondensacji chro-
mosomu. Hipoteze te poparto pracami, ktore poza zbieznoScig w czasie
fosforylacji histonu HI i kondensacji chromosomoéw pokazywaty: (1) skroé-
cenie cyklu mitotycznego $luzowca P. polycephalum potraktowanego su-
rowym ekstraktem kinazy histonowej (68), (2) wzrost aktywnosci kinazy
histonowej bezposrednio przed mitoza (69), (3) zahamowanie mitozy u ter-
mowrazliwego mutanta z defektem fosforylacji histonu HI (70), (4) zwiek-
szong zdolno$¢ agregacji komplekséw DNA-ufosforylowany histon HI
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w stosunku do kompleksow DNA-zdefosforylowany histon HI (71). Jednak-
ze wykazano rowniez, ze fosforylacje histonu HI i kondensacje chromo-
somdw mozna rozdzieli¢ uzyskujgc komaérki o wysokim stopniu ufosfory-
lowania histonu HI, lecz z zablokowang kondensacjg chromosomow (64)
lub tez z zachodzgcag bez defosforylacji histonu HI normalng dekonden-
sacjg (72). Z kolei z prac strukturalnych wynika, ze fosforylacja histonu
HI1 nie powoduje znaczniejszych zmian w strukturze wtékna chromatyno-
wego (73), za$ wigzanie ufosforylowanego w czasie mitozy histonu HI
z chromatyng jest stabsze niz analogiczne wigzanie histonu HI w interfazie
(74). Udziat histonu HI w mitotycznej kondensacji chromosomow pozostaje
wiec sprawg otwartg. Warto zwroci¢é uwage, ze niektore hipotezy #3cza
fosforylacje histonu HI nie z kondensacjg chromosoméw, lecz z ogdlnym
wytaczeniem transkrypcji w czasie mitozy (60). Podobng role przypisuje
sie fosforylacji biatek HMG (60).

Grupa Rao i wsp. (63)tagczy mitotyczng kondensacje chromosomadw
z fosforylacjg biatek niehistonowych, tworzacych niewielka frakcje biatek
ekstrahowanych z chromatyny 0,2 M roztworem NaCl. Fosforylacja i de-
fosforylacja biatek wchodzacych w skiad tej frakcji zachodzi doktadnie
w tym samym czasie, co przejscie komérki z fazy G2 do mitozy i z mitozy
do fazy G1 cyklu mitotycznego (63). Za mozliwosciag udziatu fosforylacji
biatek ekstrahowanych z chromatyny 0,2 M roztworem NaCl w mitotycznej
kondensacji chromosoméw przemawia réwniez to, ze biatka obecne w eks-
trakcie indukujg kondensacje chromosoméw w oocytach Xenopus laevis
(zob. rozdz. V).

111-3. Deacetylacja histonu H4

Podczas przejscia komorek z fazy G2 do mitozy nastepuje deacetylacja
histonu H4 (75, 76). W przeciwienstwie do masowej fosforylacji mito-
tycznej histonéw HI i H3, deacetylacja dotyczy tylko pewnej frakcji histo-
nu H4. W komorkach CHO ilo$¢ zacetylowanej formy H4 spada z 47°/o
w fazie S do 31°/0 w czasie mitozy (75). Na podstawie powyzszych obser-
wacji wysunieto sugestie, ze usuniecie grup acetylowych z czesci czaste-
czek histonu H4 moze utatwia¢ wspdidziatanie histonu H4 z ufosforylowa-
nym histonem HI w formowaniu skondensowanych chromosoméw meta-
fazowych (76).

111-4. Odtgczenie ubikwityny od histonu H2A

W komérkach interfazowych ok. 10°/0 histonu H2A wystepuje w formie
zwiazanej kowalencyjnie z ubikwityng, tworzac tzw. biatko A24 (77).
Biatko A24 zanika catkowicie w czasie mitozy (78). Rozszczepienie biatka
A24 zachodzi przy udziale odpowiedniej liazy obecnej w jaderkach (79).
Stworzona na podstawie powyzszych obserwacji hipoteza przebiegu kon-
densacji chromosowé6w zaktada, ze usuniecie ubikwityny odstania zasadowe
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aminokwasy C-koncowego odcinka histonu H2A, ktére oddziatujgc elektro-
statycznie z fosforanami histonu HI tworzg dodatkowe kontakty miedzy
widknami chromatynowymi (78).

111-5. Poli-ADP-rybozylacja histonu HI

Wsrdd biatek chromosomowych histon HI oraz liczne biatka niehisto-
nowe sg akceptorami poli-ADP-rybozy. Ilo$¢ poli-ADP-rybozylowanych
biatek niehistonowych jest drastycznie zmniejszona w chromosomach me-
tafazowych (80). Odmiennie wyglgda poli-ADP-rybozylacja histonu HI
w cyklu mitotycznym. Wzrost poli-ADP-rybozylacji histonu HI obserwuje
sie w fazie G2, za§ maksimum podczas mitozy (81, 82). Doniesienia doty-
czace wptywu poli-ADP-rybozylacji histonu HI na kondensacje chroma-
tyny sg sprzeczne ze sobg. Pewne prace sugerujg, ze efektem tej modyfi-
kacji moze by¢ wzrost stopnia skondensowania chromatyny (83). Inne
prace wskazujg, ze poli-ADP-rybozylacja histonu HI prowadzi do relak-
sacji wiokna chromatynowego (84, 85). Niektdre hipotezy sugerujg, ze
poli-ADP-rybozylacja histonu HI, poprzez wytworzenie dimeréw HI pola-
czonych tafcuchem poli-ADP-rybozy, prowadzi bezposrednio do mitotycz-
nej kondensacji chromosomoéw (82).

HI1-6. Kurczliwe biatka chromosomowe

Niektore dane wskazujg, ze w przeksztatceniach strukturalnych prowa-
dzacych do mitotycznej kondensacji chromosoméw moga bra¢ udziat
kurczliwe biatka chromosomowe. Wprowadzenie do oocytow Xenopus
laevis przeciwciat skierowanych przeciw aktynie prowadzi do zablokowa-
nia kondensacji chromosomow (86).

IV. Rola $rodowiska jonowego w kondensacji chromosomow

Opisane w poprzednim rozdziale hipotetyczne mechanizmy mitotycz-
nej kondensacji chromosomow opierajg sie na zachodzacych podczas mito-
zy modyfikacjach biatek chromosomowych. Catkowicie odmienng przyczy-
ng kondensacji chromosoméw zaktadajg hipotezy rozwazajgce znaczenie
w tym procesie zmian Srodowiska wewngtrzkomorkowego, a w szczegol-
nosci zmian $rodowiska jonowego komorki (87, 88, 89).

IV-1. Wptyw Srodowiska jonowego na stopien skondensowania chromatyny

Skiad jonowy S$rodowiska wewngtrzkomorkowego w znacznym stopniu
determinuje stopien skondensowania chromatyny. Dziatanie S$rodowiska
jonowego dotyczy kilku pozioméw struktury chromatyny.
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Podstawowy efekt srodowiska jonowego zwigzany jest z polianionowym
charakterem chromatyny (89, 90). Wielkos¢ sit odpychania miedzy ujem-
nymi tadunkami grup fosforanowych DNA, nie zobojetnionymi przez od-
dziatywania z histonami i biatkami niehistonowymi, zalezy od stopnia ekra-
nowania tych tadunkéw przez kationy, a wiec od stezenia kationéw w $ro-
dowisku. W wielu pracach wykazano wzrost stopnia skondensowania wy-
izolowanej chromatyny zachodzacy pod wptywem zwiekszenia stezenia
kationdw. Przejawia sie to w zmianach lepkosci (91, 92), wspotczynnika
sedymentacji (91, 92, 93, 94), rozpraszania $Swiatta (95, 96), promieni rentge-
nowskich (97) i neutronéw (9), w spadku objetosci whasciwej (98, 99, 100)
i wzroscie masy na jednostke diugosci widkna chromatynowego (16).
Stwierdzono réwniez bezposrednio, ze nukleosomy widékna chromatyno-
wego w srodowisku o wysokiej sile jonowej znajdujg sie blizej siebie niz
w Srodowisku o niskiej sile jonowej (101). Kondensacje chromatyny powo-
dujg zarowno kationy jedno- jak i dwuwartosciowe, w zakresach stezen
wynoszacych odpowiednio 10~8—10-1 M oraz 10-5—10-8 M. W zakresach
tych mieszczg sie komorkowe stezenia Na++ K+ (sumaryczne stezenia
ok. 100 mM) (102, 103) oraz Mg2+ (ok. 0,5—1 mM) (103, 104). Efekty dzia-
tania kationow jedno- i dwuwartoSciowych wynikajagce z ostabienia sit
miedzy ujemnymi tadunkami chromatynowego DNA sg addytywne (100).

Kationy jedno- i dwuwartosciowe odpowiadajg za przeksztatcenie cien-
kiej nici chromatynowej o $rednicy 10 nm w grube widkno o $rednicy 30
nm. Regularne utozenie histonéw w nukleosomach oraz zdolno$¢ histonu
Hl do tworzenia oddziatywan typu HI—HI (105) umozliwiajg takie
przejscie w wyniku prostego zobojetnienia ujemnych tadunkéw. Powstawa-
nie grubego witokna chromatynowego obserwuje sie przy stezeniu kationéw
jednowartosciowych powyzej 10 mM (5, 6) i dwuwartosciowych powyzej
0,1—0,2 mM (8, 12). Morfologia grubego widkna chromatynowego zalezy
zarbwno od wartosciowosci, jak i od stezenia kationu. Ogo6lnie, widkno
powstate w obecnosci kationéw dwuwartosciowych jest mniej stabilne niz to
sformowane w obecnosci kationoéw jednowartosciowych (16). Bardziej sub-
telne réznice to obserwowany w mikroskopie elektronowym przy niskich
stezeniach kazdego z kationéw gruzetkowaty wyglad grubego wiokna, zani-
kajacy wraz ze wzrostem stezenia kationu (12). Te przeksztatcenia struk-
turalne indukowane sg niezaleznie przez kationy jedno- i dwuwartosSciowe
(12). Podobnie, zmiany stopnia skondensowania chromatyny zachodzace
w trakcie formowania grubego widkna sg niezaleznie powodowane przez
kationy jedno- i dwuwartosciowe (100).

Kolejnym elementem strukturalnym chromatyny wykazujagcym wraz-
liwos¢ na kationy jest biatkowy szkielet zbudowany z biatek niehistono-
wych (zob. rozdz. Il1l). Ekspozycja wyizolowanego szkieletu biatkowego
na Mg2+ powoduje zmniejszenie jego wymiaréw o 25 do 40% (45). Mozna
przypuszczaé, ze kondensacja szkieletu biatkowego pod wptywem Na+ lub
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Mg2+ ma swodj udziat w ogdélnym stopniu skondensowania chromatyny
znajdujacej sie w obecnos$ci kationéw. Inng wiasciwos$cig biatkowego szkie-
letu chromatynowego jest jego specyficzna wrazliwo$¢ na Ca2+ i Cu2+
Wsrdd biatek szkieletu znajdujg sie metaloproteiny zawierajgce Ca2+ lub
Cu2+ (23, 28, 35). Kationy te sg zwigzane z biatkiem i wymagajg do usu-
niecia silnych chelatoréw (23, 28, 35). Usuniecie silnie zwiazanych katio-
néw ze szkieletu biatkowego powoduje rozluznienie oddziatywan miedzy
tymi biatkami i DNA (23, 28, 35) i w efekcie dekondensacje chromatyny
prowadzaca do wzrostu jej objetosci o ok. 50°/0 (100).

1V-2. Zmiany $rodowiska jonowego towarzyszace mitotyczncj kondensacji
chromosomaéw

Pomiary stezenia wolnych jonéw w zyjgcej komorce zwiazane sg z wie-
loma trudnos$ciami, czesto nieprzezwyciezonymi do dzisiaj. Dlatego tez,
jak dotychczas, brak jest bezposrednich danych pokazujacych zmiany $ro-
dowiska jonowego komorki, ktdrych zakres i zbiezno$¢ czasowa z konden-
sacjg chromosomow mogtaby pozwoli¢ na tgczenie obu zjawisk, jako przy-
czyny i skutku. Brak jest rowniez danych wykluczajacych takg mozliwos¢.

Najwiecej znanych dotad faktéw dotyczy zmian w stezeniu i rozmie-
szczeniu jonéw wapniowych w czasie cyklu mitotycznego. Wiadomo, ze
w czasie trwania mitozy wystepuja fluktuacje w pobieraniu Ca2+ ze $rodo-
wiska (106, 107), sekwestracja i zmiany w rozmieszczeniu Ca2+ zwigzanego
z btonami znajdujacymi sie przy aparacie mitotycznym (108, 109, 110) oraz
przemieszczenia Ca2+ wewnatrz komarki (111). Na ogét nie wigze sie zmian
w stezeniu wewnatrzkomorkowego Ca2+ bezpos$rednio z kondensacjg mito-
tyczng chromosomoéw, lecz raczej ze zmianami strukturalnymi wrzeciona
mitotycznego (112, 113, 114). Jednakze jest mozliwe, ze stezenie jondw
wapniowych reguluje poziom fosforylacji histonu H3 podczas kondensacji
mitotycznej chromosomow. Wykryta w komdrkach HelLa kinaza biatkowa
fosforylujgca histon H3 jest stymulowana przez Ca2+ w fizjologicznym za-
kresie jego stezen (115).

Niektore dane pokazujg réwniez przemieszczanie sie w obrebie ko-
marki podczas mitozy tych kationéw, ktérych stezenie bezposrednio deter-
minuje stopien skondensowania chromatyny. Stwierdzono mianowicie, ze
podczas mitozy Mg2+ przemieszcza sie wewnatrz komérki (111) oraz ze
Mg2+ koncentruje sie w tym czasie w chromatynie (116). Roéwniez jon
sodowy przemieszcza sie wewnatrz komoérki podczas mitozy (117).

W czasie cyklu mitotycznego zmienia sie takze stezenie jonéw wodoro-
wych w komdrce, osiggajac podczas metafazy swa najnizszg wartosé (118,
119). Jednakze zmiany pH w cyklu mitotycznym sg nieznaczne i wahajg sie
miedzy 7,0 i 7,5 (119). W tym zakresie pH nie wptywa na stopiei skonden-
sowania chromatyny (100).
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V. Czynniki indukujgce kondensacje chromosomoéw w oocytach
i w somatycznych komorkach interfazowych

Klasyczne dzisiaj badania z zastosowaniem inhibitorow7 syntezy RNA
i biatka wykazaly, ze do rozpoczecia kondensacji chromosoméw potrzebne
sg biatka, ktorych synteza kornczy sie okoto 15—60 minut przed rozpocze-
ciem mitozy (120, 121). Na obecno$¢ czynnikéw indukujgcych kondensacje
chromosoméw w komdrkach mitotycznych wskazuje réwniez zjawisko
przedwczesnej kondensacji chromosoméw (PCC). Zjawisko to obserwuje
sie w czasie fuzji komorki mitotycznej z komorkg interfazowsa, czego skut-
kiem jest kondensacja chromatyny jadra interfazowego potaczona z zani-
kiem otoczki jadrowej (122).

Czynniki indukujace kondensacje chromosomoéw, obecne w komdrkach
mitotycznych i w komdrkach w poznej fazie G2, zostaly wyizolowane
i czesciowo oczyszczone (123, 124, 125, 126). Ekstrakty biatkowe z komorek
mitotycznych powodujg przyspieszenie dojrzewania i kondensacje chromo-
somow w oocytach Xenopus laevis (123, 124, 125, 126), jak rowniez kon-
densacje chromosoméw w somatycznych komorkach interfazowych (127).
Ekstrakty te indukujg rowniez powstawanie przeciwciat specyficznych
w stosunku do skondensowanych chromosomoéw bez wzgledu na to, czy te
ostatnie znajdujg sie w komorkach mitotycznych, czy tez w komérkach
interfazowych poddanych PCC (128). Czynniki indukujgce kondensacje
chromosoméw wigza sie preferencyjnie z chromatyng: ich zawartos¢
w chromosomach metafazowych jest trzykrotnie wieksza niz w cytoplazmie
(128, 129). Réwniez do zachowania aktywnosci antygenowej jest niezbedne,
aby czynniki indukujgce kondensacje chromosomow wystepowaty w kom-
pleksie z DNA (128).

Czynniki indukujace kondensacje chromosomoéw mozna wyekstrahowac
z chromosomoéw mitotycznych 0,2 M roztworem NaCl (129). Analiza elek-
troforetyczna takich ekstraktow pokazuje obecnosé kilku silnie ufosforylo-
wanych biatek o masach czasteczkowych miedzy 27 500 a 100 000, ktérych
nie ma w analogicznych ekstraktach izolowanych z chromatyny interfazo-
wej (63).

Badania podobne do opisanych wyzej wskazujg réwniez na obecnos¢
w komdrkach inhibitoréw czynnikéw indukujgcych kondensacje chromo-
soméw (130, 131). Inhibitory te mozna sztucznie uaktywni¢ przez naswie-
tlenie komorek promieniami UV (131).

V1. Uwagi koncowe

Mitotyczna kondensacja chromosoméw jest tylko elementem wielu
przemian zachodzgcych w komorce podczas mitozy. Liczne fakty wskazujg
na to, ze miedzy tymi przemianami zachodza wzajemne powigzania. Jak
dotychczas, nasza wiedza nie jest wystarczajgca na tyle, aby wyjasnié, co
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dzieje sie w komorce w czasie tworzenia wrzeciona mitotycznego, czy tez
przemieszczania chromosomadw (132). Nie mamy wiec spdjnego i popartego
dostateczng iloscig faktéw obrazu molekularnych przemian zachodzacych
w czasie mitozy, ktory maégtby pozwoli¢ na przyjecie, lub odrzucenie ktére-
gokolwiek z opisanych hipotetycznych mechanizméw mitotycznej konden-
sacji chromosomadw.

Zaakceptowano do druku 15 wrzes$nia, 1985 r.
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Sprostowanie

W zeszycie 3—4, tomu 31 (1985), w artykule pt. ,Transloka-
cje chromosomalne a transformacja nowotworowa” (601—615)
stosuje autor termin ,,egzon”. Termin ten, po angielsku ,exon”
pochodzi od wyrazenia ,expression on” nalezy zatem w jezyku
polskim stosowac pisownie ,,ekson”.
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Azot pochodzacy z proceséw katabolicznych jest usuwany z organizméw
ssakow w postaci mocznika. U cztowieka i szczura stanowi on 60—90°/0 cat-
kowitej puli wydalanego azotu (1, 2). Synteza mocznika przebiega w watro-
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cyklu nie odgrywaja istotnej roli w produkcji mocznika (3). Substratami
tego szlaku metabolicznego sg: amoniak i asparaginian (bedace donorami
azotu), HC(O3~ oraz trzy czasteczki ATP dostarczajace energii (Ryc. 1).
Z amoniaku, HCOj i dwéch czasteczek ATP powstaje w mitochondriach
przy udziale syntetazy karbamoilofosforanowej pierwszy metabolit posred-

MITOCHONDRIUM CYTOPLAZMA

—f~ C0; —f=C0, —=HCO3 "~

—> NH3 —— NH3 Fosforon karbamoilu Mocznik —;Mocznil

P
2ATP Ornityna Ornityna
5
Al’gl ! ng Fumaran
Gluta = »

minian ‘?— Slutomnics Arginingbursztynian

AMP 2P

1 Cy'rulmo 2

Amino - Cytrulind
—t—
kwasy
Asparaginian Asparogmlon

s J

Ryc. 1. Cykl mocznikowy w watrobie ssakéw. 1— syntetaza karbamoilofosforanowa;
2 — transkarbamoilaza ornitynowa; 3— syntetaza argininobursztynianowa; 4 — liaza
argininobursztynianowa; 5— arginaza

ni cyklu: fosforan karbamoilu. Nastepnie transkarbamoilaza ornitynowa
katalizuje reakcje przeniesienia grupy karbamoilowej na ornityne z wytwo-
rzeniem cytruliny, ktéra jest transportowana do cytoplazmy, gdzie reaguje
z asparaginianem przy udziale syntetazy argininobursztynianowej. Argini-
nobursztynian rozktadany jest przez liaze argininobursztynianowg z wy-
tworzeniem fumaranu i argininy, ktéra w reakcji katalizowanej przez argi-
naze ulega rozszczepieniu dajgc mocznik i ornityne. Mocznik jest wydalany
z komorki watroby, a ornityna jest transportowana do mitochondriéw,
gdzie reaguje z nastepng czasteczka fosforanu karbamoilu.

W koncu XIX wieku polski uczony Marceli Nencki wykazat, ze mocznik
syntetyzowany jest w watrobie, a substratami do jego wytwarzania sg amo-
niak (odigczany od aminokwasow) i dwutlenek wegla. Przemiany metabo-
liczne prowadzace do syntezy mocznika czyli cykl mocznikowy wykryli
w 1932 roku Krebs i Hanseleit (4) * Od tego czasu proces ten jest
przedmiotem intensywnych badarn, prowadzonych poczatkowo w celu po-
znania posrednich metabolitéw (7), a nastepnie funkcjonowania izolowa-

*) historia odkrycia patrz (5, 6).
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nych enzymoéw (3) i okreslenia czynnikéw kontrolujgcych ich aktywnos¢
(8, 9). Wykazano, ze wiele schorzen i wad metabolicznych wynika z zabu-
rzen funkcjonowania cyklu mocznikowego (3, 10, 11), opisanych réwniez
w piSmiennictwie polskim (12).

Podstawowg rolg cyklu mocznikowego jest utrzymywanie w watrobie
nietoksycznego poziomu amoniaku oraz jego usuwanie w postaci obojetnej
dla organizmu. Kluczowe znaczenie w kontrolowaniu syntezy mocznika
maja:

— zawarto$¢ poszczeg6lnych enzymow w komorce watroby,

— stezenia metabolitéw cyklu zalezne od aktywnosci innych szlakéw
metabolicznych,

— wystepowanie enzymow cyklu w dwoch przedziatach komorko-
wych — mitochondriach i cytoplazmie,

— transport metabolitow przez blone mitochondrialna.

Dieta oraz dtugotrwate dziatanie hormondéw zmieniajg szybkos$¢ wytwarza-
nia mocznika dopiero po uptywie godzin i dni, wptywajac na poziom enzy-
méw w hepatocytach. Natomiast zmiany aktywnos$ci cyklu mocznikowego
zachodzace w czasie sekund i minut zwigzane sg z zawartoscig substratéw
i produktéw, a takze obecnoscig specyficznych efektorow enzyméw
(np. N-acetyloglutaminianu).

Il1. Pochodzenie amoniaku do syntezy mocznika

Synteza mocznika w watrobie wymaga obecnosci asparaginianu, po-
wstajgcego na drodze transaminacji w mitochondriach, oraz amoniaku do-
starczanego z innych tkanek lub wytwarzanego w hepatocytach w procesie
degradacji aminokwasow. Alanina, ostateczny produkt katabolizmu amino-
kwasow w miesniach (13) i degradacji glutaminy w jelicie cienkim (14) jest
najprawdopodobniej ilosSciowo najwazniejszym zrédtem amoniaku u szczu-
réw gtodzonych (15) oraz zywionych wytgcznie weglowodanami (16). W wa-
runkach diety wysokobiatkowej donorami amoniaku mogg by¢ inne amino-
kwasy: prolina, seryna, lizyny, treonina, asparagina i glicyna (16).

Bezposrednim zrodtem amoniaku zuzywanego w syntezie mocznika jest
wg. Krebsa (17) glutaminian, wytwarzany w wyniku przeniesienia grup
aminowych aminokwaséw na 2-oksoglutaran. Nastepnie w reakcji katalizo-
wanej przez obecng w mitochondriach dehydrogenaze glutaminianowg
uwalniany jest amoniak, zuzywany do syntezy fosforanu karbamoilu
(17, 18). *

Istniata hipoteza, ze amoniak wykorzystywany do syntezy mocznika
pochodzi gtéwnie z cyklu nukleotydéw purynowych, a nie z deaminacji
glutaminianu (19, 20), jednakze pOzniejsze badania nie potwierdzity tego
przypuszczenia (21—23).
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Szybko$é powstawania amoniaku w reakcji katalizowanej przez dehy-
drogenaze glutaminianowga zalezy od stezenia substratow i stanu oksydo-
redukcyjnego komorki, w szczegolnosci od stosunku NADPH/NADP w mi-
tochondriach (24—27). Gdy Zrédtem amoniaku dla cyklu mocznikowego
jest egzogenny NHACL obserwuje sie spadek poziomu mitochondrialnego
NADPH i wzrost syntezy mocznika w watrobie (20, 24, 25). Kiedy donorem
amoniaku jest prolina utleniana do glutaminianu wysoki stopied zreduko-
wania nukleotydéw nikotynoamidowych w mitochondriach hamuje synteze
mocznika (23). Ponadto etanol na skutek podwyzszenia zawartosci NADH
ogranicza przemiane i wykorzystanie proliny (28). Pula glutaminianu do-
stepnego do deaminacji zalezy od szybkosci jego powstawania w procesie
transaminacji katalizowanym przez aminotransferaze alaninowgq i aspara-
ginianowg (26, 29), oraz transportu przez btone mitochondrialng (30).
Stwierdzono takze, ze ograniczenie syntezy aminokwaséw z glutaminianu
w wyniku zahamowania jego transaminacji z ketokwasami powoduje
wzrost syntezy cytruliny (31, 32).

Amoniak wykorzystywany w syntezie mocznika moze pochodzi¢ bez-
posrednio z glutaminy, w wyniku jej deamidacji w hepatocytach (Ryc. 2)
(33, 34). Poniewaz zawarto$¢ glutaminy w komorkach watroby zalezy od
wypadkowej aktywnosci glutaminazy i syntetazy glutaminowej, w pew-
nych warunkach ureogenezie moze towarzyszy¢ powstawanie glutaminy
(20, 23).

I11. Enzymy cyklu mocznikowego

Wiekszos¢ wiadomosci o kinetyce enzymow cyklu mocznikowego uzys-
kano przy uzyciu oczyszczonych biatek w badaniach in vitro, w warun-
kach optymalnych, czesto réznych od warunkéw S$rodowiska fizjologicz-
nego. Np. aktywnos$¢ arginazy badano przy pH 9,5, gdy jej aktywnos$¢ jest
wyzsza niz przy pH komorkowym (35). Obecne in vivo w $rodowisku
inhibitory enzyméw zmieniajg ich stale powinowactwa do substratow,
i tak Km transkarbamoilazy ornitynowej wobec fosforanu karbamoilu
zwieksza sie pieciokrotnie w mitochondriach ze wzgledu na obecno$¢ tam
nieorganicznego fosforanu (8). Zmiany statych Kkinetycznych wynikajg
takze z innych stezeA enzymdéw i substratéw in situ, np. wartos¢ Kmsyn-
tetazy karbamoilofosforanowej wzgledem ATP wyznaczona dla enzymu
w mitochondriach jest o rzad wielko$ci nizsza niz w przypadku enzymu
oczyszczonego (36). OkreSlone in vitro parametry kinetyczne (por. Tab. 1)
nie informujg w peini o znaczeniu poszczegélnych enzyméw w regulacji
aktywnosci szlaku metabolicznego, chociaz poréwnanie maksymalnych
szybkosci enzyméw cyklu, wedtug zasady — najwolniejszy enzym jest
enzymem regulatorowym szlaku, prowadzi do wyrdznienia etapéw kontro-
lujgcych cykl mocznikowy. Najaktywniejszy enzym arginaza katalizuje
reakcje dwustukrotnie szybciej niz najwolniejszy enzym szlaku syntetaza
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Tabela 1
Wiasciwosci kinetyczne enzymoéw cyklu mocznikowego.

Wartosci szybkosci ma-
Wartosdci statych Michaelisa oraz statych aktywacji i inhibicji mM  ksymalnych j¢mol x godz-1

x g-1 tkanki
Syntetaza karbamoilofosforanowa
Km(NH;) 2,0 (39) 13 (44) 322432 (90)
Kra(HCOj) 5,0 (39) 2,2 (44) 108+42 (192)
KmATP) 1,0 (39) 0,26 (44)
Ka(N-acetylo-
glutaminian) 0,1 (39) 0,15 (44)
K.CMg”)1» 0,17 (39)
Ki (50%, fosforan
karbamoilu) 10—19 (190)
Ki(ADP) 0,6—1,3 (189, 190)
~ (Pi) 25—75 (190)
Transkarbamoilaza ornitynowa
Km(ornityna) 0,24—1,4 (54); 0,4 (56) 9540 + 860 (90)
Km(fosforan :
karbamoilu) 0,006—0,23 (54); 0,16 (56) 4307 £122 (192)
K| (Pi) 0,25 (59)
i Syntetaza argininobursztynianowa
Km(cytrulina) 0,044 (191); 0,18—2,0 (65) 111 +23 (90)
Km(asparaginian) 0,02 (191); 0,15—1,7 (65) 52+7 (192)
KmMATP) 0,15 (191); 0,06—0,42 (65)
Kj(ADP)2) od 0,3 do 1,0 (65)
Ki(AMP)2 od 0,3 do 2,0 (65)
Liaza argininobursztynianowa
Km(arginino- 185+17 (90)
bursztynian) 0,04—0,13 (3) 102+£29 (192)
Ki (mocznik) 8,3 (72)
Arginaza
Km(arginina)3) 6,8 (73) 10 (193) 72 600+ 20 600 (90)
1 4993 £52 (192)

*> wyznaczone przy stezeniu N-acetyloglutaminianu > 1 mM

2) warto$ci wyznaczone przy rosnacych stezeniach metabolitow

3) Km wyznaczone w pH 9,5

Zestawione state kinetyczne odnoszg sie do enzymoéw wyizolowanych z watroby cztowieka (pozycje 44, 56, 192, 193),
wotu (pozycje 3, 54, 65, 189, 190), szczura (pozycje 39, 59, 72, 73, 90, 191).

argininobursztynianowa. Z kolei transkarbamoilaza ornitynowa tylko trzy-
krotnie ustepuje arginazie a dwa pozostate enzymy cyklu sg od arginazy
sto razy mniej aktywne (3).

Syntetaza karbamoilofosforanowa | (zalezna od amoniaku)

Syntetaza karbamoilofosforanowa (ligaza dwutlenek wegla:amoniak,
fosforylujgca karbamoil, E.C.6.3.4.16.) katalizuje wytworzenie fosforanu
karbamoilu, pierwszego produktu cyklu mocznikowego, z amoniaku, HCOJ
i dwoch czasteczek ATP:
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2ATP + NH3 + HCOj -> fosforan karbamoilu + 2 ADP + Pj.

Syntetaza karbamoilofosforanowa | wystepuje wytgcznie w mitochon-
driach zwierzat ureotelicznych (3, 37).

Syntetaza karbamoilofosforanowa moze mieé forme dimeru ztozonego
z identycznych podjednostek (38—40), chociaz forma monomeryczna jest
rowniez aktywna i prawdopodobnie przewaza ilosciowo (41, 42). Podjed-
nostke enzymu stanowi jeden polipeptyd o masie czgsteczkowej 155— 160
tysiecy (38, 39, 43, 44). Syntetaza z roznych organizmoéw ureotelicznych
ma prawie identyczny skiad aminokwasowy (38, 40, 44). Podobne sg takze
stale powinowactwa wobec substratow i efektoréow (por. Tab. 1).

Enzym jest syntetyzowany w cytoplazmie w postaci prekursora wiek-
szego od biatka aktywnego (45, 46), skad jest transportowany do mitochon-
dridow, gdzie uzyskuje ostateczng forme (47). Syntetaza stanowi okoto 20°0o
catkowitego biatka matriks mitochondrialnej (39, 40, 48).

Synteza fosforanu karbamoilu zachodzi po przytgczeniu do czasteczki
enzymu K+ i Mg2+ (nie zwigzanego z ATP), jednej czasteczki ATP oraz
N-acetyloglutaminianu, bedgcego allosterycznym efektorem zwiekszajg-
cym szybko$¢ maksymalng enzymu (42, 49). Zwiazanie N-acetyloglutami-
nianu powoduje zmiany konformacyjne enzymu umozliwiajgce wigzanie
drugiej czasteczki ATP, donora grupy fosforanowej dla fosforanu karba-
moilu (50, 51). Obie czasteczki ATP, zwigzane w roznych miejscach cen-
trum aktywnego enzymu, tworzg z HCO3 tzw. ,aktywny weglan” (ATP-
CO2ATP) reagujacy nastepnie z amoniakiem, w wyniku czego powstaje
fosforan karbamoilu (41, 52). Po oddysocjowaniu produktéw oraz N-acety-
loglutaminianu (41, 50—52) enzym moze reagowaé z kolejnymi czasteczka-
mi substratdw. Mechanizm aktywacji izolowanego enzymu zostat potwier-
dzony badaniami in situ (53).

Transkarbamoilaza ornitynowa *

Drugi enzym cyklu mocznikowego transkarbamoilaza ornitynowa (orni-
tyno-transkarbamoilaza, fosforan karbamoilu: L-ornityna, E.C.2.1.3.3)
katalizuje reakcje przeniesienia grupy karbamoilowej z fosforanu karba-
moilu na d-aminowg grupe ornityny z wytworzenie cytruliny:

ornityna + fosforan karbamoilu ~ cytrulina + P,.

Reakcja jest tatwo odwracalna, ale w 37°C réwnowaga jest przesunieta
w kierunku wytwarzania produktu (3, 54).

Enzym ten wystepuje w mikroorganizmach, ro$linach i mitochondriach
watroby zwierzat ureotelicznych (3, 37, 55). Enzym ssakow jest trimerem
zbudowanym z identycznych podjednostek (56—60). Podjednostka trans-
karbamoilazy ornitynowej oczyszczonej z watroby ssakéw jest pojedyn-
czym polipeptydem (57) o masie czasteczkowej 36—38 tysiecy (56—58,

*) stosuje sie takze nazwe transkarbamylaza ornitynowa
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60). Zblizone sg witasciwosci Kinetyczne enzymu z réznych zwierzat ureo-
telicznych (56, 59). Transkarbamoilaza, kodowana w jadrowym chromo-
somie X (61), jest syntetyzowana w cytoplazmie w postaci wiekszego
o okoto 4 tysiace daltonéw polipeptydu, ktory jest nastepnie transporto-
wany do mitochondriéw, gdzie ulega ostatecznej obrébce (47, 62, 63).
W mitochondriach enzym stanowi od 05 do 0,6°/0 catkowitego biatka
matriks (59).

Transkarbamoilaza wykazuje typowa kinetyke Michaelisa-Menten (54,
59, 64). Enzym jest hamowany wspo6tzawodniczo przez nieorganiczny fos-
foran (por. Tab. 1), co moze wptywac in vivo na powinowactwo do sub-
stratdw (9). Transkarbamoilaza jest hamowana in vitro przez wiele amino-
kwasow (21, 35, 54, 59), przy czym in situ zaobserwowano hamujgce dzia-
tanie L-leucyny (21).

Syntetaza argininobursztynianowa

Syntetaza argininobursztynianowa (ligaza L-cytrulina: L-asparagina
(AMP), E.C.6.3.4.5)), trzeci cytoplazmatyczny enzym cyklu mocznikowego,
katalizuje wytwarzanie argininobursztynianu z cytruliny i asparaginianu
z udziatem ATP:

cytrulina + asparaginian + ATP ~ argininobursztynian + AM? + Pj.

Reakcja przebiega dwuetapowo. Produktem posrednim jest zadenylowana
cytrulina (AMP-cytrulina) (3). Katalizowana przez syntetaze reakcja jest
przesunieta w prawo wskutek rozktadu pirofosforanu przez nieorganiczng
pirofosfataze.

Syntetaza argininobursztynianowa wystepuje w cytoplazmie hepatocy-
téw i w mniejszej ilosci w pozawatrobowych tkankach zwierzat ureotelicz-
nych (3, 37). Spotykana jest takze u wszystkich mikroorganizmdw synte-
tyzujgcych arginine (3). Jest tetramerem zbudowanym z podjednostek
0 identycznej masie czasteczkowej 43—49 tysiecy (65—67), potgczonych
mostkami dwusiarczkowymi (3, 65). Sktad aminokwasowy (67) i wasnosci
kinetyczne syntetazy wyizolowanej z watroby ssakow sg podobne (66, 67).

Ten homotropowy *> enzym allosteryczny wykazuje ujemne oddziaty-
wanie ze wszystkimi trzema substratami (65, 67). Ujemne wspotdziatanie
ATP z enzymem jest niezalezne od obecnosci aminokwasow (3, 65), pod-
czas gdy ujemne wspoétdziatanie kazdego z aminokwasow zalezy od steze-
nia drugiego i zachodzi tylko wtedy, gdy zawarto$¢ drugiego substratu
jest wyzsza od wartosci wysycajacej enzym (3, 65). Obnizenie stezed ATP
1 aminokwaséw powoduje wzrost powinowactwa syntetazy do substratow
(3). Wspdbtzawodniczymi inhibitorami enzymu sg ADP i AMP, przy czym
hamowanie maleje wraz ze spadkiem stezen cytruliny i asparaginianu,
pozwalajagc utrzymac aktywno$¢ syntetazy przy niskim tadunku energe-

*) efektor jest jednocze$nie substratem enzymu
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tycznym i matych stezeniach aminokwaséw (65) (Tab. 1). Syntetaza argini-
nobursztynianowa jest réwniez hamowana przez aminokwasy, najsilniej
przez alanine (68).

Liaza argininobursztynianowa

Liaza argininobursztynianowa (argininoliaza L-argininobursztynianu,
E.C.4.3.2.1)) wystepujaca w cytosolu hepatocytow oraz podobnie jak synte-
taza argininobursztynianowa w innych komdérkach ssakéw i w drobno-
ustrojach (3, 37), katalizuje reakcje rozszczepienia argininobursztynianu na
arginine i fumaran:

Argininobursztynian ~ arginina -f fumaran.

Reakcja ta jest odwracalna, stata réwnowagi wynosi 11,4X10-3 M w 38°C
w pH 7,5 (9).

Enzym jest tetr»merem ztozonym z podjednostek o ciezarze czateczko-
wym okoto 50 tysiecy (3, 69, 70). Czasteczka liazy zawiera 16 grup sulf-
hydrylowych, z ktérych 12 utrzymuje strukture tetrameryczng (3, 69, 70).
Liaza wyizolowana z watroby, nerki i mézgu wotu wykazuje te same wia-
Sciwosci kinetyczne i strukturalne (3, 69).

Liaza jest enzymem allosterycznym o ujemnym oddziatywaniu z re-
agentami (3, 69, 71). Powinowactwo enzymu do argininobursztynianu
znacznie wzrasta przy obnizeniu stezenia substratu (71). GTP jest allo-
sterycznym aktywatorem enzymu zmniejszajagcym ujemne wspotdziatanie
enzymu z argininobursztynianem (3, 71). Wspo6tzawodnicze hamowanie roz-
padu argininobursztynianu przez mocznik (por. Tab. 1) moze mie¢ znaczenie
fizjologiczne w regulacji cyklu (72).

Arginaza

Arginaza (amidynohydrolaza L-argininy, E.C.3.5.3.1.), ostatni cyto-
plazmatyczny enzym cyklu mocznikowego, katalizuje reakcje rozszczepie-
nia L-argininy z wytworzeniem mocznika i L-ornityny:

Arginina -* ornityna + mocznik.

Reakcja jest silnie egzoergiczna, wartos¢ AGOwynosi — 12,3 kcal/mol (9).

Wysoki poziom arginazy stwierdzono w watrobie kregowcéw i nerce
zwierzat urykotelicznych, a takze we wszystkich innych tkankach kregow-
cOw i watrobotrzustce bezkregowcow oraz u roS$lin i bakterii (3, 37). Enzym
z réznych narzadéw zwierzat ureotelicznych wykazuje zréznicowanie bu-
dowy i wiasciwosci (73).

Arginaza wyizolowana z watroby ssakéw jest glikoproteing (3—4%
heksoz) o masie czasteczkowej 110— 115 tysiecy (3, 74, 75). Skiada sie
z czterech identycznych podjednostek (74). Enzym ssakOéw wiaze cztery
atomy manganu stabilizujgce enzym i niezbedne do aktywnos$ci katalitycz-
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nej (3, 74, 75). Aktywnos$¢ arginazy jest ograniczana przez obecno$é amino-
kwaséw (35, 76, 77), w tym wspdtzawodniczo przez ornityne i lizyne (77)
oraz L-norwaline (35).

IV. Zmiany zawartosci enzyméw w hepatocytach

W zrost ilosci biatka w pozywieniu powoduje zwigkszenie poziomu wszy-
stkich enzymdw cyklu, choé nie w jednakowym stopniu. Np. wzrost zawar-
tosci biatka w pokarmie z 15 do 60% powoduje trzykrotne zwiekszenie
poziomu syntetazy karbamoilofosforanowej w watrobie, podczas gdy zawar-
tos¢ transkarbamoilazy ornitynowej wzrasta niespetna dwukrotnie (78).
Proporcjonalnie wzrasta takze w komorce zawarto§¢ mRNA tych enzy-
méw (79, 80). Zmniejszenie iloSci biatka w pozywieniu lub dieta bezbiat-
kowa wywotujg z kolei spadek aktywnos$ci enzyméw (81, 82). Wzrost ilosci
enzymoOw obserwowany u zwierzat gtodzonych zwigzany jest ze zmniej-
szeniem w tych warunkach szybkosci degradacji biatka enzymatycz-
nego (79).

Istotne zwigkszenie poziomu enzymoOw zwigzane ze wzrostem syntezy
mocznika obserwuje sie w czasie zycia ptodowego i zaraz po urodzeniu (78,
83, 84). Zawarto$¢ syntetazy karbamoilofosforanowej i transkarbamoilazy
ornitynowej w watrobie ptodu szczura we wczesnym okresie cigzy jest
niewielka i wzrasta tuz przed urodzeniem, by osiggna¢ poziom zblizony do
stwierdzonego u osobnikéw dojrzatych mniej wiecej w dziesigtym dniu
zycia (Tab. 2). Poziom mRNA syntetazy karbamoilofosforanowej w czasie

Tabela 2

Zawartos$¢ oraz aktywno$¢ syntetaty karbamoilofosforanowej i transkarbamoilazy ornitynowej
w watrobie szczura w réznych stadiach rozwojowych

Tabele opracowano na podstawie wynikéw Mclntyre i wsp. (78)
Zawarto$¢ enzymu Aktywnos¢ enzymu
mg x g-1 tkanki [xmol produktu x min-1 x g_1 tkanki
Enzym 15—17 Osob- . Dni po urodze- Osob-
dzienn DO Ur0T ik goj.  DZien ciazy niu nik doj-
cigzy zeniu rzaty 155 215 15 75 rzaly

Syntetaza karbamo-

ilofosforanowa 0,01 1,60 4,90 0,07 2,66 6,06 14,97 19,09
Transkarbamoilaza
ornitynowa 0,04 0,23 0,59 66,2 163,4 2145 406,1 464,9

zycia ptodowego jest znikomy a wzrasta raptownie i osigga maksimum
tuz po urodzeniu (80, 85). W okresie ptodowym aktywnos$ci enzymow cyklu
sg regulowane przez glukokortykoidy oraz glukagon (83, 86, 87). Stwier-
dzono, ze podniesienie zawarto$ci syntetazy karbamoilofosforanowej w cza-
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sie rozwoju ptodu nastepuje rownoczesnie ze wzrostem ilosci receptorow
sterydowych w cytoplazmie (78), a aktywacja liazy argininobursztyniano-
wej zalezy od cAMP (86). Takze w czasie przeobrazenia amoniotelicznych
larw ptazédw obserwuje sie, uzalezniony od poziomu tyroksyny, wzrost
aktywnosci enzyméw cyklu mocznikowego w watrobie kijanki (88, 89).

U dorostych ssakow dtugotrwate podawanie glukagonu powoduje wzrost
zawartosci wszystkich enzymow cyklu mocznikowego (90, 91). Wpltyw glu-
kagonu na zawarto$¢ enzymow cyklu, za wyjatkiem transkarbamoilazy
ornitynowej i arginazy, obserwuje sie takze u zwierzat z cukrzycg doswiad-
czalng (92—94), tj. w warunkach, gdy poziom tego hormonu jest wysoki
(95). Na zawartos¢ enzymodw cyklu mocznikowego w watrobie majg takze
wptyw inne hormony odpowiedzialne za réwnowage miedzy procesami
anabolicznymi i katabolicznymi. | tak podanie hormonu wzrostowego
zmniejsza aktywno$¢ enzyméw mitochondrialnych (96), adrenolektomia
obniza, a podanie kortykoidow powoduje wzrost zawartosci wszystkich
enzymow cyklu (81, 97). Wplyw poszczegdlnych hormonow zalezy od stanu
metabolicznego zwierzecia, np. usuniecie nadnerczy szczurom otrzymujga-
cym diete o zawartoSci 75% biatka powoduje jedynie spadek aktywnosci
arginazy, podczas gdy u szczuréw karmionych pokarmem zawierajagcym
10% biatka obserwowano spadek aktywnosci wszystkich enzymoéw (81)

V. Regulacja ureogenezy w watrobie

W obecnosci matych stezen amoniaku w hepatocytach (<C 1 mM) obser-
wuje sie niski poziom metabolitow ureogenezy, a ilos¢ powstatego mocznika
jest rbwnowazna ilosci dostarczonego amoniaku (34). Wtedy powstawanie
mocznika jest ograniczane przez aktywno$¢ syntetazy karbamoilofosfora-
nowej (8, 9). Aktywnos$¢ drugiego enzymu cyklu, karbamoilotransferazy
ornitynowej jest czterdziestokrotnie wieksza niz syntetazy karbamoilo-
fosforanowej i najprawdopodobniej nie ogranicza syntezy cytruliny (8, 9).
Warto$¢ sity kontrolowania *> syntetazy karbamoilofosforanowej w czasie
syntezy cytruliny w mitochondriach z NH3 HCOJ i ATP wynosi 0,96,
podczas gdy w tych samych warunkach warto$¢ sity kontrolowania trans-
karbamoilazy ornitynowej nie jest wieksza niz 0,02 (8). Wynik ten po-
twierdza kluczowe znaczenie syntetazy karbamoilofosforanowej w regu-
lacji syntezy cytruliny. Wydaje sie, ze synteza cytruliny jest procesem
stuzacym usuwaniu amoniaku z mitochondriéw, niezaleznym od aktyw-
nosci enzymow cyklu zlokalizowanych w cytoplazmie (8).

Intensywne wytwarzanie mocznika obserwuje sie przy wysokich steze-
niach amoniaku, ornityny i prekursor6w asparaginianu (18, 34, 100—102).

*) wspotczynnik okre$lajacy udziat enzymu w regulacji przeptywu przez szlak
metaboliczny w warunkach réwnowagi dynamicznej (98, 99).
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W tych warunkach wewngtrzkomoérkowe nagromadzenie cytruliny i aspa-
raginianu (34, 100) wskazuje na ograniczenie przeptywu przez cykl moczni-
kowy na etapie reakcji katalizowanej przez syntetaze argininobursztynia-
nowa. Prawdopodobnie aktywno$¢ tego enzymu ogranicza maksymalng
aktywnos$¢ cyklu réwniez in vivo (9).

V-1. Zmiany zawartos$ci metabolitéw cyklu mocznikowego

Zawartos¢ amoniaku w watrobie. Poziom amoniaku w watrobie szczu-
ra waha sie w granicach 0,7—0,9 jimolaXg-1 tkanki (103), przy czym cze$¢
jest z pewnosScig niewykorzystana w procesach metabolicznych (104). Ste-
zenie amoniaku w mitochondriach wynosi prawdopodobnie 0,1 mM (105),
co jest ponizej wartosci KmNH4) syntetazy karbamoilofosforanowej (por.
Tab. 1). Co wiecej, mitochondrialny amoniak jest zuzywany nie tylko
w syntezie fosforanu karbamoilu, ale takze glutaminianu i wielu amino-
kwasow.

Utrzymanie statej zawarto$ci amoniaku w watrobie jest uzaleznione
w duzej mierze od wspoétdziatania cykli mocznikowego i glutaminowego
(106). Uktad syntetaza glutaminowa-glutaminaza wykazuje miedzykomor-
kowg przedziatowos$é. W hepatocytach wystepujacych wokét zyty wrotnej
obserwuje sie wyzszg aktywno$¢ glutaminazy i nizsza aktywno$¢ synte-
tazy glutaminowej, podczas gdy w komdrkach lezagcych w poblizu zyty
watrobowej aktywno$¢ syntetazy glutaminowej przewyzsza znacznie
aktywnos$¢ glutaminazy. Poniewaz glutaminaza podobnie jak syntetaza
karbamoilofosforanowa wystepuje w mitochondriach, zatem w hepatocy-
tach znajdujacych sie wokoto zyty wrotnej zachodzi synteza mocznika
z egzogennego amoniaku i glutaminy. W komorkach za$ potozonych przy
zyle watrobowej aktywniejszym procesem jest synteza glutaminy z amo-
niaku niewychwyconego przez komdrki wystepujace wokoto zyty wrotnej.
Wynika to z faktu, ze warto$¢ Kmsyntetazy karbamoilofosforanowej wo-
bec amoniaku (1—2 mM) jest wyzsza niz wystepujacej w cytoplazmie syn-
tetazy glutaminowej (0,3 mM). Co wiecej w cytoplazmie utrzymuje sie
wyzsze stezenie NH* niz w matriks mitochondriow (Ryc. 2). Wzrost ste-
zenia amoniaku we krwi (w granicach fizjologicznych) powoduje jedno-
czesne zwiekszenie aktywnos$ci cyklu glutaminowego i mocznikowego,
umozliwiajgc utrzymanie nietoksycznego poziomu amoniaku (106).

Znaczenie C02w syntezie cytruliny. Stezenie dwutlenku wegla w wa-
trobie jest wyzsze niz 1 mM, a poziom HCOJ waha sie w granicach 15—
20 mM (107), to jest przekracza znacznie warto$¢ Kmsyntetazy karbamo-
ilofosforanowej (por. Tab. 1), ktéra wykorzystuje jedynie HCOJ (36). Na
podstawie badan z zastosowaniem inhibitora anhydrazy weglanowej —
acetazolamidu (108, 109) zaproponowano, ze etapem kontrolujacym szyb-
ko$¢ syntezy cytruliny moze byé reakcja katalizowana przez anhydraze
weglanowg, enzym utrzymujacy rownowage miedzy C02a HCO3 w mito-
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Ryc. 2. Udziat cyklu mocznikowego i glutaminowego w usuwaniu amoniaku z watro-
by ssakéw, wedtug Haussingera (106). Liczba linii jest proporcjonalna do inten-
sywnos$ci przeptywu metabolitow przez cykl glutaminowy i mocznikowy

chondriach (110). Jednakze sita kontrolowania anhydrazy w syntezie
cytruliny wynosi mniej niz 0,02, co nie potwierdza regulacyjnej roli tego
enzymu (8).

Znaczenie poziomu ATP w mitochondriach. Wyniki badan dotycza-
cych zaleznosci miedzy przeptywem przez syntetaze karbamoilofosfora-
nowg, mierzonym produkcjg cytruliny, a zawarto$cig mitochondrialnego
ATP i ADP nie sg jednoznaczne. W rdéznych ukiadach doswiadczalnych
stwierdzono zaleznos¢ szybkosci syntezy cytruliny od iloSci mitochondrial-
nego ATP lub stosunku ATP/ADP, czy raczej MgATP2 /IMgADP~ (111—
113). Aktywno$¢ tego procesu rownag potowie szybkosci maksymalnej
obserwuje sie przy wewnatrzmitochondrialnym stezeniu ATP wynoszg-
cym 2,5—4,0 mM (112), czyli niewiele przywyzszajagcym warto$¢ Km izo-
lowanej syntetazy karbamoilofosforanowej dla ATP (por. Tab. 1). Stymu-
lacja syntezy cytruliny w nieuszkodzonych mitochondriach powoduje dwu-
-trzykrotny wzrost szybkosci oddychania (114, 115), przy czym w tych wa-
runkach nastepuje spadek mitochondrialnego stosunku ATP/ADP (116).
Raijman i wsp. (117) uwazajg, ze ADP silnie hamuje syntetaze
karbamoilofosforanowg w mitochondriach niezaleznie od poziomu ATP.
Tak wiec, zmian aktywnos$ci tego enzymu nie mozna bezposrednio wigzac
ze stezeniem mitochondrialnego ATP (36). Co wiecej, na podstawie wyzna-
czonej wartos$ci sity kontrolowania dla tancucha oddechowego w czasie syn-
tezy cytruliny (<C0,02), oraz wysokiej produkcji ATP w stanie 3 mozna
wnioskowa¢ o nieograniczaniu przez oksydacyjnag fosforylacje syntezy
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fosforanu karbamoilu (8). Z drugiej strony jednak stwierdzono podwyz-
szenie wytwarzania cytruliny przy nadmiarze nukleotydéw adenylowych
(118). Wydaje sie takze, ze regulacja aktywnosci syntetazy przez ATP wigze
sie z kontrolg jej aktywnoS$ci przez N-acetyloglutaminian (50, 51), gdyz
zwiekszenie stezenia tego aktywatora przeciwdziata hamujgcemu wptywo-
wi niskiego stosunku ATP/ADP (112).

W mitochondriach synteza cytruliny wspoétzawodniczy o ATP z innymi
procesami wymagajacymi dostarczenia energii. Stwierdzono, ze transport
ATP przez btone mitochondrialng, wykorzystujgcy potowe ilosci energii
potrzebnej do syntezy ATP (119) moze skutecznie ogranicza¢ aktywno$¢
syntetazy karbamoilofosforanowej (117, 120). Przy niskim poziomie energii
w mitochondriach proces syntezy cytruliny ogranicza szybko$é karboksy-
lacji pirogronianu (121), podczas gdy zjawiska tego nie obserwuje sie przy
wysokiej zawartosci ATP (101, 102). U swinki morskiej i krolika, ktére
charakteryzuje wystepowanie karboksykinazy fosfoenolopirogronianowej
w mitochondriach, synteza fosfoenolopirogronianu jest intensywniejsza niz
wytwarzanie cytruliny, gdy Zrodiem energii jest fosforylacja substratowa
(32). Kwasy ttuszczowe moga rowniez zmniejszaé dostepnosé ATP w wyni-
ku wykorzystywania go do tworzenia acylo-CoA (31, 122), przy czym ten
efekt moze by¢ krotkotrwaty i w nastepstwie intensywnego utleniania kwa-
sow tluszczowych, prowadzacego do zwiekszenia poziomu mitochondrial-
nego ATP, synteza cytruliny moze wzrosng¢ (31, 123).

Stezenie fosforanu karbamoilu i fosforanu nieorganicznego w mito-
chondriach. Stezenie mitochondrialnego fosforanu karbamoilu, pierwszego
posredniego metabolitu ureogenezy zostato przez wiekszos¢ badaczy okres-

MITO CHONDRIUM CYTOPLAZ MA
. . Mocznik
% Ornityna Ornityna
Mgz Ca
2 ADP Arginina
. -0—
i WO——GTP
F

Pl umaron

Argininobursztynian

N-Acetylo- i_-Leu-G AMP ¢2 Pj
glutaminian \,‘\/
Arginina Cytrulina \O\ADP
Acetylo-Co.
Gtutaminian-"Asparaginian i n\\
Kwasy ttuszczowe L ATP ATP
|
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Ryc. 3. Regulacja cyklu mocznikowego —© stymulacja; —©-* hamowanie; —O*
transport przez btone mitochondrialng.
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lone jako mniejsze niz 1 nmolXmg-1 biatka (9, 124), to jest znacznie poni-
zej odnos$nej wartosci Ki syntetazy karbamoilofosforanowej (por. Tab. 1).
W przypadku syntetazy wspdétczynnik elastycznosci *w odniesieniu do jej
produktu wynosi —0,0114 i Swiadczy o matej wrazliwosci enzymu na zmia-
ne stezenia fosforanu karbamoilu (8). W Swietle tych wynikéw jest mato
prawdopodobne, aby fosforan karbamoilu mogt regulowac synteze cytru-
liny przez hamowanie pierwszego enzymu cyklu, mimo ze w nieobecnosci
ornityny obserwowano podniesienie jego zawartosci w matriks mitochon-
driow do ok. 5—30 mM (113, 125). Wspotczynnik elastycznosci wyzna-
czony dla fosforanu karbamoilu wzgledem transkarbamoilazy ornitynowej
wynosi 0,92, co $wiadczy o wysokim powinowactwie enzymu do substratu
(8). W warunkach fizjologicznych fosforan karbamoilu nie ogranicza
aktywnoSci transkarbamoilazy ornitynowej poniewaz jego zawarto$¢ w mi-
tochondriach jest wyzsza niz Km izolowanej transkarbamoilazy (por. Tab.
1) i pozorna Kmwyznaczona w mitochondriach w obecnos$ci fosforanu —
inhibitora enzymu, réwna 0,15 mM (8).

Jedynie odptyw fosforanu karbamoilu do reakcji cytoplazmatycznych
mogtby ograniczy¢ synteze cytruliny. Zwigzek ten stabo przenika przez
btone mitochondrialng (125, 126), ale gdy nie jest wykorzystywany do pro-
dukcji cytruliny, 20% puli fosforanu karbamoilu jest degradowane na ze-
wnatrz mitochondriow (127). Kiedy za$ szybko$¢ syntezy mocznika jest
ograniczana przez cytoplazmatyczne enzymy cyklu, mitochondrialny fosfo-
ran karbamoilu zuzywany jest w syntezie pirymidyn w cytoplazmie (124,
126, 128). Uwaza sie nawet, ze 70—90% fosforanu karbamoilu wykorzy-
stywanego w hepatocytach do produkcji pirymidyn pochodzi z mitochon-
driébw, poniewaz jest w wiekszej iloSci zuzywany do syntezy kwasu oro-
towego niz cytoplazmatycznego pochodzenia fosforan karbamoilu, synte-
tyzowany przez syntetaze karbamoilofosforanowg Il (zalezng od gluta-
miny). Na poparcie tego przypuszczenia przemawia rowniez stymulacja
syntezy pirymidyn przez NH3i ograniczanie jej przez ornityne (129).

Poziom fosforanu nieorganicznego w mitochondriach (15 mM (130)) jest
znacznie nizszy od wartosci K"PO syntetazy karbamoilofosforanowej
i transkarbamoilazy ornitynowej (por. Tab. 1). Nieorganiczny fosforan
zmienia statlg powinowactwa fosforanu karbamoilu wzgledem transkarba-
moilazy ornitynowej, ale nie ma to prawdopodobnie znaczenia regulu-
jacego (8).

Znaczenie ornityny. Ornityna jest produktem arginazy i substratem
transkarbamoilazy ornitynowej. W izolowanych hepatocytach (17, 26, 30,
100) i perfundowanej watrobie (34) stwierdzono stymulacje ureogenezy
przez ornityne. Zjawisko to moze by¢ powodowane niskg zawartoscia
ornityny w watrobie (0,57 mM (131)), tego samego rzedu co Km (ornityna)

*> parametr okres$lajacy wptyw zmiany stezenia metabolitu na przeptyw przez
wyodrebniona reakcje (98, 99)



REGULACJA CYKLU MOCZNIKOWEGO 161

transkarbamoilazy ornitynowej oraz wykorzystywaniem tego aminokwasu
do produkcji proliny, glutaminianu i putrescyny (132).

Aminotransferaza omitynowa, mitochondrialny enzym odpowiedzialny
za degradacje ornityny (133), jest hamowana bezpos$rednio przez amino-
kwasy o rozgatezionym tancuchu weglowym (134) oraz przez amoniak,
ktdry zmniejsza pule 2-oksoglutaranu, substratu tego enzymu (135). A za-
tem oba mechanizmy wplywajg na zwiekszenie zawarto$ci ornityny w ko-
marce. Istotnym czynnikiem ograniczajgcym przemiany ornityny i synteze
mocznika wydaje sie by¢ transport ornityny do mitochondriéw (136). Orni-
tyna moze by¢ transportowana na zasadzie antyportu z protonami (133,
137), co wymaga wspotdziatania z nosnikiem przenoszacym fosforan (133),
lub przy udziale no$nika umozliwiajagcego wymiane ornityny z cytruling
(138, 139). Oba nos$niki moga oprécz ornityny przenosié lizyne (139, 140),
co ttumaczy hamowanie syntezy cytruliny przez lizyne (101). Palmitynian
i oleinian stymulujg synteze cytruliny z fosforanu karbamoilu i ornityny
w wyniku zwiekszenia szybkosci transportu tego aminokwasu do mito-
chondriow (141). Natomiast jabtczan hamujac wnikanie ornityny do mito-
chondriow wplywa na obnizenie syntezy cytruliny (142).

Rola cytoplazmatycznych metabolitéw cyklu mocznikowego. Stezenie
cytruliny zalezy jedynie od aktywnos$ci enzymdw mitochondrialnych, przy
czym cytruling nie ogranicza swojej syntezy (8). Jej stezenie w watrobie
jest niskie 0,03—1 fimolaXg-1 tkanki (16, 143), ze wzgledu na precyzyjna
regulacje aktywnos$ci syntetazy argininobursztynianowej (65).

Wykorzystywany przez syntetaze argininobursztynianowg asparaginian
jest wytwarzany przez mitochondrialng aminotransferaze asparaginianowg
i transportowany do cytoplazmy (26, 30) na zasadzie wymiany z glutami-
nianem (26). Zawarto$¢ asparaginianu w cytoplazmie zalezy nie tylko od
szybkosci jego transportu z mitochondriéw, ale takze od aktywnosci amino-
transferazy asparaginianowej, enzymu katalizujgcego reakcje w stanie row-
nowagi (23, 101). Przy szybkim wykorzystaniu aminokwaséw w cyklu mocz-
nikowym aktywnos$¢ aminotransferazy jest wystarczajgca do utrzymania
stezenia asparaginianu na statym poziomie (101). Zawarto$¢ asparaginianu
w watrobie wynosi od 0,3 do 3,5 nmolaXg-1 tkanki (144, 145). Do o0sigg-
niecia maksymalnej syntezy mocznika z amoniaku w komorce watroby
jest potrzebne dostarczenie prekursoréw asparaginianu (26). Szczawio-
octan, substrat aminotransferazy asparaginianowej powstaje w reakcji
katalizowanej przez mitochondrialng karboksylaze pirogronianowg akty-
wowang przez acetylo-CoA (146). Spadek poziomu acetylo-CoA powo-
dowany intensywnym utlenianiem rozgatezionych kwasow ttuszczowych
prowadzi do zmniejszenia syntezy mocznika (147). Obserwowany stymulu-
jacy wplyw mleczanu na ureogeneze jest takze zwigzany z wytwarzaniem
szczawiooctanu za posrednictwem karboksylazy pirogronianowej (26, 100).
Oprocz tego obnizenie utleniania jabtczanu w mitochondriach moze ogra-
nicza¢ poziom asparaginianu i synteze mocznika (26, 30).

U Postepy Biochemii 1—2/86
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Stezenie argininobursztynianu w watrobie jest niewysokie (0,034
ij-molaXg_ 1 tkanki) (131, 148). Jest to prawdopodobnie wynik niskiej
aktywnosci syntetazy argininobursztynianowej w poréwnaniu z aktywnos-
cig innych enzymdéw (148). Oprécz tego argininobursztynian hamuje swojg
wilasng synteze, takze przy niskich stezeniach cytruliny i asparaginianu
(149), a liaza argininobursztynianowa wykazuje zwiekszone powinowactwo
wobec tego zwigzku przy jego matych stezeniach (71, 131), uniemozliwiajac
nagromadzenie tego metabolitu w komorce.

Niskie stezenie argininy w watrobie (0,05 mM) jest zwigzane z wysoka
aktywno$cig arginazy i wysokim powinowactwem argininy do syntetazy
tRNA (131, 148). Arginina moze wptywaé na synteze cytruliny poprzez
zwiekszenie poziomu N-acetyloglutaminianu (patrz rozdz. V-2).

V-2. Wptyw N-acetyloglutaminianu

Aktywnos¢ syntetazy karbamoilofosforanowej jest uzalezniona od obec-
nosci N-acetyloglutaminianu, aktywatora enzymu (50, 51). Wielu autoréw
wykazato wprost proporcjonalng zalezno$é syntezy cytruliny od zawar-
tosci N-acetyloglutaminianu w mitochondriach (124, 145, 150, 151). Obecnie
uwaza sie, ze regulacyjna rola N-acetyloglutaminianu wigze sie wylacznie
z usuwaniem amoniaku z mitochondriow i utrzymywaniem niskiego po-
ziomu NH3 w watrobie, a nie z regulacja cyklu mocznikowego psr sz
(152). Ograniczenia aktywnosci syntetazy karbamoilofosforanowej w na-
stepstwie zmniejszenia zawarto$ci N-acetyloglutaminianu w komérce moz-
na zauwazy¢ przy braku aktywnosci syntazy N-acetyloglutaminianowej
(153) i w wielu stanach patologicznych (154).

Schemat regulacji syntetazy karbamoilofosforanowej zaktada, ze kazda
podjednostka enzymu wigze jedng czasteczke efektora (50). W warunkach
fizjologicznych aktywny kompleks enzym-efektor stanowi ok. 1/2 calej
puli enzymu w matriks mitochondriéw, wiec zmiany poziomu N-acetylo-
glutaminianu moga spowodowaé aktywacje syntetazy (120). Potowe maksy-
malnej aktywnosci syntetazy obserwowano przy stezeniu N-acetylogluta-
minianu réwnym 0,8 nmolaXmg-1 biatka mitochondrialnego (145).
N-acetyloglutaminian jest syntetyzowany w mitochondriach (155), a de-
gradowany do glutaminianu i octanu w cytoplazmie na drodze transacy-
lacji i deacylacji (17, 151, 156). Reakcje syntezy N-acetyloglutaminianu
z glutaminianu i acetylo-CoA katalizuje syntaza N-acetyloglutaminianowa
(N-acetylotransferaza acetylo-CoA:L-glutaminian, E.C.2.3.1.1.). Syntaza
wystepujaca w mitochondriach watroby zwierzat ureotelicznych (157, 158)
sktada sie z trzech podjednostek o masie 57 tysiecy. Cechuje jg wysoka
specyficzno$¢ w stosunku do substratu, Kmdla L-glutaminianu wynosi 3,0
mM, a dla acetylo-CoA 0,7 mM, oraz jest silnie hamowana przez produkt,
K; rowna sie 0,07 mM. L-arginina aktywuje enzym zwiekszajac jego Vnex
(157, 158).
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Aktywnos¢ syntazy N-acetyloglutaminianowej wzrasta w warunkach
obnizonej syntezy biatka lub diety wysokobiatkowej, kiedy nastepuje pod-
niesienie zawartosci argininy w hepatocytach (159, 160), oraz po dodaniu
egzogennej argininy do zawiesiny hepatocytéw czy mitochondriow (161,
162). Zwazywszy jednak, ze endogenny poziom argininy w watrobie jest
niski, oraz, ze jak stwierdzono w przypadku szczura, arginaza jest silnie
zwigzana z btong mitochondrialng (163, 164) aktywacja syntazy przez argi-
nine nie odgrywa istotnej roli w warunkach fizjologicznych. Wytwarzanie
N-acetyloglutaminianu wzrasta réwniez przy zwiekszeniu stezenia glutami-
nianu w komorce lub mitochondriach (150, 161, 165). Zjawisko to mozna
wywotaé podaniem NHA4CL, ktdry jest wykorzystywany w produkcji gluta-
minianu (165), a ten z kolei w syntezie N-acetyloglutaminianu (135, 165,
166). Zwiekszenie ilosci glutaminianu i jego acetylowanej formy obser-
wowano takze po injekcji zwierzetom mieszaniny aminokwaséw (145).
Zmniejszenie puli acetylo-CoA w wyniku dziatania kwasow pent-4-enolo-
wego (161, 167), izowalerianowego (168), propionowego (162) lub walpro-
inowego (169) powoduje spadek poziomu N-acetyloglutaminianu i zaha-
mowanie syntezy mocznika mimo braku zmian w stezeniu komaérkowego
ATP. Takze inne czynniki ograniczajace dostepnos¢ acetylo-CoA, jak obec-
no$¢ bursztynianu (162) i jabiczanu (150) utlenianych w cyklu kwasow
trikarboksylowych, powodujg obnizenie poziomu N-acetyloglutaminianu
w wyniku czego nastepuje zmniejszenie szybkoSci syntezy cytruliny.
Zwiekszenie stezenia acetylo-CoA w mitochondriach w wyniku utleniania
kwaséw tluszczowych powoduje wzrost zawartosci N-acetyloglutaminianu
oraz produkcji cytruliny (31). Badania z uzyciem izolowanych mitochon-
driéw wykazaty, ze transport N-acetyloglutaminianu jest jednokierunkowy
i zachodzi jedynie z mitochondriow do cytoplazmy (170, 171). Prawdopo-

dobnie zalezy on jedynie od szybkosci syntezy N-acetyloglutaminianu
w mitochondriach (172).

V-3. Rola jonéw metali

Jony metali zmieniajg szybkos$¢ przeptywu przez cykl mocznikowy
dziatajac na syntetaze karbamoilofosforanowg, aktywng w obecnosci K+
oraz Mg2" niezwigzanego z ATP (39, 50, 173). Ka izolowanej syntetazy wo-
bec magnezu wzrasta ze spadkiem stezenia N-acetyloglutaminianu w mie-
szaninie reakcyjnej, jednoczesnie Ka enzymu wobec N-acetyloglutaminia-
nu zmniejsza sie, gdy stezenie magnezu rosnie (9). Stwierdzono, ze spadek
zawartosci mitochondrialnego magnezu niezwigzanego z ATP w wyniku
chelatujgcego dziatania cytrynianu obniza wyraznie synteze cytruliny
(174). Takze wspoétzawodnicze w stosunku do MgATP2- hamowanie enzy-
mu przez CaATP2- ogranicza produkcje cytruliny (175, 176), co ma zna-
czenie w hormonalnej regulacji tego procesu (175).

u*
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V-4. Wptyw hormonéw

Dziatanie hormonéw na szybko$¢ wytwarzania mocznika w watrobie
jest wynikiem nie tylko ujawniajacych sie po uptywie godzin lub dni zmian
zawartosci enzymoOw w komérce (por. rozdz. IV), ale takze zmian poziomu
metabolitdw zachodzacych w czasie kilku minut po podaniu hormonu. Glu-
kokortykoidy (177, 178) oraz glukagon (111, 177, 179, 180) stymulujg syn-
teze cytruliny i mocznika na skutek zwiekszenia mitochondrialnego oddy-
chania i zawarto$ci ATP. Dziatanie glukagonu moze by¢ rowniez wynikiem
zwiekszenia poziomu mitochondrialnego N-acetyloglutaminianu (181— 183).
W cukrzycy doswiadczalnej w watrobie szczuréw stwierdzono wzrost za-
wartosci N-acetyloglutaminianu i argininy, podczas gdy w mitochondriach
krolikow poziom N-acetyloglutaminianu nie wzrastat, a obserwowane
zwiekszenie syntezy cytruliny byto nastepstwem podniesienia stezenia ATP
(92—94) (Tab. 3). Jednak dosSwiadczalne zwiekszenie zawarto$ci nukleo-
tydéw adenylowych w mitochondriach symulujace wptyw glukagonu nie
zmieniato szybkosci syntezy cytruliny (184). Na podstawie przedstawionych
wynikow mozna sadzié o ztozonym mechanizmie aktywacji ureogenezy
przez glukagon — aktywno$¢ syntetazy karbamoilofosforanowej reguluje
zarowno ATP jak i N-acetyloglutaminian. Przy wysycajgcych stezeniach
jednego czynnika mozna obserwowaé wptyw drugiego bedacego w subopty-
malnych stezeniach.

Tabela 3

Synteza cytruliny oraz wewnatrzmitochondrialny poziom N-acetyloglutaminianu i ATP u krélikéw
z cukrzyca alloksanowa wedtug Bryty i Garstki (94)

Synteza cytruliny Poziom N-acetylogluta-

| i1 1 o | 1 Poziom ATP
. . nmol x min-1 x mg- minianu nmol x mg- nmol x ma™1 biatka
Zrodio energii biatka biatka g

kontrola cukrzyca kontrola cukrzyca kontrola cukrzyca
Glutaminian 16,6+ 1,6 39,0+ 15 1,07+0,08 1,42+0,06 2,7+£0,2 43+0,1
Bursztynian 4- ro-
tenon 228+1,8 322+2,6 0,80+0,07 1,07+0,08 43+0,5 6,1+0,2
ATP 4 FCCP +
oligomycyna + ro-
tenon 39,3+2,4 59,1+1,8 0,99+0,14 1,18+0,04

Mitochondria izolowano z watroby kontrolnych i cukrzycowych krélikéw, a nastepnie inkubowano w obecnosci
réznych substratow oddechowych. Przedstawione wyniki sg $rednimi z pieciu-oémiu do$wiadczen.

Wiadomo, ze glukagon (185, 186), adrenalina, wazopresyna i angioten-
syna (186) powoduja wzrost aktywnos$ci glutaminazy, wptywajacy na
zwiekszenie poziomu glutaminianu i amoniaku, co powoduje stymulacje
syntezy cytruliny. Oprocz tego w czasie dziatania glukagonu obserwuje sie
zwiekszong szybko$¢ innych proceséw: stymulacje proteolizy, zwiekszenie
transportu aminokwaséw do komdrki oraz ich katabolizmu, co powoduje
wzrost zawartosci substratow i prekursoréw cyklu mocznikowego.
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VI. Uwagi koricowe

Omawiajagc mechanizmy regulacji cyklu mocznikowego trzeba pamie-
ta¢, aby wyniki odnosi¢ do okreslonego uktadu doswiadczalnego. W rezul-
tacie, mimo wielu informacji, trudno zbudowaé ostateczny schemat regu-
lacji syntezy mocznika. Nie jest do korica wyjasnione kontrolujgce znacze-
nie N-acetyloglutaminianu (33, 152), ornityny czy stezen ATP (8, 9). Sto-
sowane obecnie w badaniach regulacji metabolizmu metody pozwalajace
ilosciowo oceni¢ wptyw aktywnosci enzymoéw oraz stezen kofaktorow i me-
tabolitow na aktywnos$¢ szlaku metabolicznego (98, 99, 187) utatwia by¢
moze stworzenie spojnego, kompleksowego modelu regulacji cyklu mocz-
nikowego.

W przedstawionej pracy zostaly pominiete zmiany aktywnos$ci cyklu
mocznikowego w stanach patologicznych. Badania takie, zwigzane S$cisle
z potrzebami klinicznymi rozwijajg sie intensywnie, niezaleznie od badan
podstawowych (10— 12).

Interesujgcym zagadnieniem sg takze badania poréwnawcze cyklu mocz-
nikowego, informujace o jego filogenezie. Na przykiad u morskiej ryby
chrzestnoszkieletowej Squalus acanthias wydalajgcej mocznik, cykl mocz-
nikowy przebiega inaczej niz u ssakdw. Fosforan karbamoilu powstaje
u tych ryb z glutaminy w reakcji katalizowanej przez mitochondrialng
syntetaze karbamoilofosforanowg Il, a mocznik pochodzi z rozktadu argi-
niny przez takze mitochondrialng arginaze (188). Wydaje sie, ze cykl mocz-
nikowy powstal w toku ewolucji z enzyméw petnigcych we wczesnych
etapach filogenezy inne funkcje metaboliczne. Prawdopodobnie obecna
organizacja cyklu jest wynikiem ewolucji narzagdéw (to jest powstania wa-
troby) oraz przystosowania organizméw do Ssrodowiska lgdowego (37).
U przodkow prymitywnych ryb wystepowaly najpewniej juz wszystkie en-
zymy cyklu, ktére u Placodermi utworzyty wyodrebniony szlak metabo-
liczny odziedziczony nastepnie przez ptazy i ssaki. Utrata zdolnosci do syn-
tezy mocznika u zwierzat pokrewnych ewolucyjnie nastgpita wskutek
zmniejszenia (ryby kostnoszkieletowe) lub utraty (gady, ptaki) aktywnosci
niektérych enzymow (37).

Dzigkuje serdecznie Pani profesor Jadwidze Bryle za zachecenie mnie do napi-
sania niniejszego artykutu i pomoc w nadaniu mu ostatecznego ksztattu.

Cze$¢ badan przedstawionych w artykule wykonano w ramach problemu miedzy-
resortowego MR Il 1.1.4. oraz MR 1l 1.1.7.

Zaakceptowano do druku 15 wrzes$nia, 1985 r.
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Od ponad dziesieciu lat wiadomo, ze czasteczki mMRNA zawierajg oprécz
sekwencji kodujacych, znacznej dtugosci fragmenty nie niosgce zadnej in-
formacji genetycznej o strukturze biatka. Z reguly sg one zgrupowane na
5' i 3" koncach czasteczki, a ich tgczna dtugos$¢ najczesciej porownywalna
jest z dtugoscia czesci kodujacej. Inicjujagcy kodon AUG poprzedzany jest
zwykle przez 36—50 nukleotydéw z ktorych pierwsze trzy, zmetylowane
w pierscieniach zasad tworzg tzw. cap. Posrod pozostatych 5'-kofcowych,
niekodujgcych sekwencji, u wiekszosci mMRNA eukariontow wyrdznia sie
krotki oligonukleotyd komplementarny do 3'-korica rRNA mniejszej pod-
jednostki rybosomalnej.

3'-konicowy fragment czasteczki mRNA, nastepujgcy po kodonach ter-
minujgcych (u eukariontéw tréjnukleotyd: UAA, UAG Ilub UGA) jest
znacznie bardziej urozmaicony tak pod wzgledem wielkosci, jak i wystepu-
jacych tam sekwencji. Dla przyktadu w (3-globinowym mRNA krolika jest
zaledwie 89-nukleotydowy (1), podczas gdy w mRNA reduktazy dihydro-
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02-089 Warszawa.
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folianu u myszy ma dtugos¢ 950 nukleotyddw (2). W tej czeSci czasteczki
wystepujg czesto homologiczne sekwencje homo- i heteronukleotydowe
0 bardzo zr6znicowanych diugosciach.

Pomimo intensywnych badan nad niekodujagcymi fragmentami mRNA,
funkcja ich poznana jest w bardzo r6znym stopniu. 5'-kofAcowy fragment
byt juz w potowie lat siedemdziesigtych jednoznacznie wigzany z inicjacja
procesu biosyntezy biatka. Dalsze badania sugestie tg potwierdzity i pozwo-
lity na blizsze sprecyzowanie jego roli w przytgczeniu rybosomu (3, 4).
Rownie intensywnie badane byty fragmenty 3'-koncowe, a szczeg6lnie wy-
stepowanie i przemiany, najcze$ciej wystepujgcych i najdtuzszych odcin-
kéw poliadenylowych. Starsze dane literaturowe na ten temat zostaty opi-
sane w opracowaniach obcojezycznych i polskich (5, 6, 7). Jak dotychczas
niewiele jest informacji jednoznacznie $wiadczgcych o funkcji odcinkéw
poli(A), niektére hipotezy na ten temat omodwione zostalty w pracy Lit-
tauera (8).

I. Struktura 3'-niekodujgcego fragmentu czasteczek mRNA Eukaryota

Po ustaleniu petnej struktury I-rzedowej (3-globinowego mRNA kré-
lika, potwierdzono anomalie wystepujgce w skladzie nukleotydowym nie-
kodujacych fragmentéw czasteczki (9). Zawartos¢ G+ C w czeSci kodujacej
wynosita 54,2%, a w czesci 5'-kofncowej 41,5°/0, natomiast w czesci 3'-kon-
cowej zaledwie 38,9°/0. Najwiecej zmetylowanych zasad stwierdzono na
5'-koncu. Dalsze badania opisane szczeg6towo w opracowaniu Gasa-
ryana (10) pozwolity na stwierdzenie, ze w czesci 3'-koficowej oprécz
wykrytych wczesniej odcinkéw poliadenylowych, wystepujg podobnie zgru-
powane nukleotydy urydylowe. Diugos¢ odcinkdw poli(A), wynosi zaleznie
od organizmu od kilkudziesieciu do blisko trzystu. Oligonukleotydy urydy-
lowe diugosci od kilkunastu do kilkudziesieciu, zlokalizowane sg pomiedzy
kodonem terminujacym, a zajmujacymi pozycje bezposrednio 3'-koricowa
odcinkami poli(A). Jednorodno$¢ odcinkéw poli(A) i poli(U) jest porow-
nywalnie wysoka i wynosi ponad 90°/o.

Badania wykonane w latach osiemdziesigtych wykazaly, ze przedsta-
wionego powyzej modelu budowy 3'-korica czasteczki mRNA nie nalezy
generalizowac. Stwierdzono, ze w komorkach tego samego szczepu moze
wystepowa¢ mRNA r6zniacy sie 3'-koAcowymi homonukleotydami. Dla
przyktadu w polisomach komdrek kultury HelLa wystepujg az cztery rozne
rodzaje mRNA (11):

poli(A)(+ )oligo(U)(—) — zawarto$¢ 52°/0 catosci mRNA

poli(A)(—)oligo(U)(—) — zawarto$¢ 33%> catoSci mMRNA

poli(A)(+ )oligo(U)(+) — zawartos¢ 4°/o catosci mRNA

poli(A)(—)oligo(U)(+ ) — zawarto$¢ 2°/0 catosci mRNA
tatwo zauwazyé, ze dwie pierwsze frakcje zawierajg 85°/0 catoSci mRNA,
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natomiast pozostate zaledwie okoto 6°/0. Proporcje wystepowania réznig-
cych sie homonukleotydami mRNA nie sg state: w zarodkach pszenicy
wiekszo$¢ mMRNA wystepuje jako poli(A)(—otigo(U)(+) i poli(A)(+ )oli-
go(U)(—) (12). Wiele uwagi w badaniach zwrocono na informacje gene-
tyczng przenoszong przez rézne rodzaje mRNA. Takze i tego zagadnienia
nie udato sie jednoznacznie rozstrzygnac, jakkolwiek wiekszos$¢é autoréw
prac przychyla sie do pogladu, ze réznigce sie zawarto$cia homonukleoty-
déw mRNA przenoszg jakosciowo r6zna informacje (13, 14). Znane sg takze
i inne przyklady: w komdrkach kultury HelLa histon H 2B syntetyzowany
jest na poli(A)(—mRNA i na poli(A)(+ )mRNA (15).

W przedstawionych powyzej badaniach nie mozna wykluczyé pewnych
niedoktadnosci natury metodycznej. NajczeSciej stosowang metodg réznico-
wania populacji mRNA jest obecnie chromatografia powinowactwa. Metoda
ta jakkolwiek wyjatkowo specyficzna stwarza wiele mozliwosci uzyskania
omytkowych rozdziatéw. Istotny jest w tej metodzie chromatograficznej
efekt dtugosci odcinka poli(A) na wydajno$¢ wigzania zawierajagcego go
mRNA (11). Przy dtugosci poli(A) do 30 nukleotydéw wydajno$¢ wigzania
jest mniejsza od 50%, przy dtugosci 50—60 nukleotydéw wzrasta do 60%,
a dopiero przy dtuzszych odcinkach wynosi powyzej 95%. Zaobserwowano
takze utrate powinowactwa do nosnika w wyniku powstawania struktur
dwuniciowych typu A—U.

Niekodujacy 3'-koncowy fragment mRNA eukariontdw zawiera czesto
identyczne, krotkie sekwencje heteronukleotydowe. Na o0g6t, odcinek
poli(A) poprzedzany jest dwunukleotydem —GC—, natomiast okoto 20
nukleotydow przed nim w kierunku 5'-konca wystepuje oligonukleotyd
—AAUAAA—. Komplementarne do tych sekwencje wystepujg zaréwno
w transkrybowanym DNA jak i w pierwotnym transkrypcie. Bioragc pod
rozwage ich potozenie w stosunku do sekwencji strukturalnych mozna uwa-
za¢, ze szeScionukleotyd petnit role terminatora transkrypcji, natomiast
dwunukleotyd byt znacznikiem miejsca poliadenylacji w czasie dojrzewa-
nia transkryptu (10). Nie stwierdzono jak dotychczas, aby sekwencje te
odgrywaty jakakolwiek role w metabolizmie i funkcjonowaniu mRNA na
terenie cytoplazmy.

Wystepowanie na 3'-koncu czasteczki mRNA wzajemnie komplemen-
tarnych odcinkéw homonukleotydowych predestynuje ten fragment do
tworzenia struktur ll-rzedowych. Najczesciej proponowang jest tzw. struk-
tura szpilki do witoséw (1, 16, 17, 18). Fakty te zostaly wykorzystane w hi-
potezie o udziale struktur drugorzedowych w regulacji aktywnosci trans-
lacyjnej mRNA (3). Zaktada ona wytworzenie komplementarnych potaczen
pomiedzy odcinkami poli(A) i niskoczasteczkowym, bogatym w reszty ury-
dylowe RNA. Kompleks taki ze wzgledow strukturalnych nie jest zdolny
do taczenia sie z rybosomami. Przytaczenie do poli(A) specyficznego biatka
chroni mRNA przed wytworzeniem nieaktywnej struktury, umozliwia-
jac tym samym jego udziat w tworzeniu polisoméw. Hipoteza ta w nie-
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znacznie zmodyfikowanej formie jest aktualna i obecnie. Potwierdzono,
ze w rybonukleoproteinach zawierajagcych mRNA wystepuje niskoczastecz-
kowy RNA o dtugosci 70—90 nukleotyddw, potaczony z biatkami o masie
20—70 kDa (19, 20). Ostatnio wykazano wystepowanie podobnych kom-
plekséw w rybonukleoproteinach zawierajgcych poli(A)(+ )mMRNA (21).
Niskoczgsteczkowy RNA (tzw. iRNA) polaczony jest z biatkiem o masie
64 kDa, a caly kompleks hamuje szczegélnie intensywnie translacje
poli(A)(+ )mRNA.

Il. Udziat poli(A) w regulacji stabilnosci mRNA

Regulacja czasu trwania mRNA w cytoplazmie komorki byta naj-
wczesniej przypisywang poli(A) funkcjg. Klasyczne juz dzisiaj do$wiad-
czenia nad potwierdzeniem tej hipotezy, sa wielokrotnie cytowane w opra-
cowaniach monograficznych dotyczacych tego zagadnienia (5, 6, 8). Do
oocytow jezowca morskiego wprowadzano mikroinjekcyjnie mRNA globiny
réznigcy sig dtugoscig odcinkdw poli(A). Stwierdzono, ze ulega on trans-
lacji tylko wtedy, gdy diugo$¢ poli(A) jest nie mniejsza niz 30 nukleoty-
déw. Graniczng jest dtugo$¢ 20-tu nukleotydow ponizej ktorej obserwuje
sie gwattowny rozpad polisoméw, powodowany jak przypuszczano degra-
dacja mRNA. Do podobnych wnioskéw o funkcji odcinkéw poli(A) doszli
Zeewi i wsp., badajac czas trwania adenowirusa w komérkach trak-
towanych kordyceping — inhibitorem procesu poliadenylacji (22, 23). Wy-
kazano, ze czas trwania wystepujgcego w polisomach tych komorek
poli(A)(—mmRNA jest zdecydowanie krotszy, od czasu trwania natywnego
poli(A)(+ )MRNA. Nie stwierdzono natomiast zadnych réznic w produktach
translacji charakterystycznych dla wirusowego RNA. Badania nad inter-
feronowym (24) i a-globinowym mRNA (25) w oocytach jezowca morskie-
go, oraz badania translacji kilkudziesieciu rodzajow mRNA Dictyostelium
réznigcych sie diugoscig poli(A) (26, 27), dostarczyty danych pozwalajg-
cych na zakwestionowanie pogladu o zaleznosci pomiedzy dtugoscia poli(A)
i trwatoscia mRNA. Przytoczone w tych pracach fakty nie przecza
natomiast, ze przy pewnej diugosci poli(A) w mRNA nastepuje gwat-
towny rozpad polisoméw. Nowo syntetyzowany mRNA wchodzacy
w skiad polisomdéw Dictyostelium zawiera odcinki poli(A) dtugosci 110—
115 nukleotydéw. W czasie kolejnych translacji zostajg one skrécone do
60—65 nukleotyddw, jednak bez zadnej zmiany aktywnosci i wielkosci
polisomow. Dopiero przy diugosci poli(A) 25—30 nukleotydow aktywnos$é
i wielko$¢ polisoméw maleje, jakkolwiek nie jest to wynikiem degradacji
mRNA.

Przedstawione powyzej dane do$wiadczalne wskazujg, ze przy skréce-
niu odcinkéw poli(A) w mRNA do dtugosci okoto 20 nukleotydéw na-
stepuje gwaltowny rozpad polisoméw. Watpliwym jest natomiast wczes-
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niejszy poglad, ze réwnoczes$nie nastepuje degradacja mRNA. Indukowana
dtugoscig odcinkéw poli(A) destabilizacja struktury polisoméw moze by¢
zwigzana jedynie z taka zmiang struktury ll-rzedowej mRNA, ktora unie-
mozliwia oddziatywanie z rybosomami.

Omawiajgc wptyw odcinkow poli(A) na stabilnos¢ mRNA w polisomach
nie mozna poming¢ ich udziatlu w przytgczeniu specyficznych biatek.
Pierwsze doniesienia na ten temat pojawity sie jeszcze w potowie lat sie-
demdziesigtych (28) i rozwiniete zostaty w latach pdZzniejszych badaniami
postulujgcymi udziat tych biatek w stabilizacji przestrzennej struktury
mRNA (17, 18). W roku 1978 Preobrazensky i Spirin badajgc
polLsomalne rybonukleoproteiny zawierajgce mRNA stwierdzili, ze wyste-
pujace w nich biatka nalezg pod wzgledem masy czgsteczkowej do dwoch
klas: 43—52 kDa tzw. ,core” i 72—78 kDa specyficznie oddziatywujacych
z poli(A) (29). W odréznieniu od biatek ,core”, dysocjujacych z polisomow
w obnizonej mocy jonowej roztworu, biatka oddziatywujgce z poli(A)
otrzymaé mozna tylko przez wyczerpujace trawienie polisomdw mieszaning
rybonukleaz A i T\. Pordwnujgc wielko$¢ tych biatek z diugoscig odcinka
poli(A) stwierdzono, ze moze on przytgczyé 4—5 czasteczek biatek. Bar-
dziej doktadnie strukture takich potaczern zbadano w ostatnich latach (30).
W polisomach watroby szczura odcinki poli(A) diugosci 136 nukleotyddw
obudowane sg biatkami o masach od 50 do 90 kDa. tgczna ich masa wynosi
okoto 190 kDa i stanowi 80% masy czasteczkowej catej rybonukleopro-
teiny. Prawdopodobnie tylko biatko o masie czasteczkowej 76 kDa oddzia-
tywuje bezposrednio z poli(A), natomiast kontakt pozostatych biatek z kwa-
sem nukleinowym jest posredni. Badania nad kinetyka dziatania rybo-
nukleaz pozwolity na stwierdzenie, ze ponad potowa dtugosci tancucha
poli(A) utozona jest na powierzchni czasteczki, ktéra stabilizowana gtéw-
nie oddziatywaniami hydrofobowymi nie wykazuje duzej zwartosci. Hipo-
teza o takiej budowie rybonukleoprotein zawierajagcych odcinek poli(A)
potwierdzona zostata badaniami wykonanymi w laboratorium Scher-
rera (31, 32, 33) nad polisomami kaczki, myszy i krolika. Wykazano, ze
biatka przytagczone do poli(A) w mRNA badanych zwierzat posiadaja zbli-
zone wiasciwosci fizyczne i chemiczne. Konserwatywno$¢ miedzygatun-
kowa budowy tych biatek, podobna biatkom rybosomalnym i histonom,
moze sugerowac, ze petnig one réwnie wazng funkcje strukturalng. Bada-
nia poréwnawcze nad rybonukleoproteinami zawierajgcymi mRNA globiny
wykazaty, ze biatko wykazujace powinowactwo do poli(A) o masie 73 kDa,
wystepuje wyltacznie w polisomach. Nie stwierdzono jego obecnos$ci w in-
nych cytoplazmatycznych rybonukleoproteinach zawierajacych mRNA
przenoszacy te samg informacje genetyczng. Wskazuje to, ze ten sam
mRNA moze wystepowa¢ w potgczeniach z jakosciowo réznym zestawem
biatek, w zaleznosci od stanu funkcjonalnego. Dziatanie rybonukleaz na
pozapolisomalne rybonukleoproteiny wskazuje, ze biatka wystepujace w ich
skladzie mogag skutecznie chroni¢ mRNA przed degradacja. Mozna takze
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przypuszcza¢, ze funkcja biatek przytgczonych do poli(A) w polisomach
nie jest czysto strukturalna, ale moze wptywa¢ na aktywnos$¢ translacji.
Hipoteza ta zostanie szczegOtowiej przedyskutowana w dalszej czesci
artykutu.

Pomimo intensywnych badan nie udato sie dotychczas wykazac¢ aktyw-
nosci enzymatycznej zadnego z biatek oddziatywujacych z poli(A). Poja-
wito sie jedynie pojedyncze doniesienie o zgodnosSci antygenowej takiego
biatka z poli(A)-polimerazg (34).

Jak dotychczas nie wykryto specyficznych nukleaz mogacych przepro-
wadza¢ w sposbéb Scisle kontrolowany degradacji odcinkéw poli(A) na tere-
nie cytoplazmy. Opracowania na temat rybonukleaz biorgcych udziat
w metabolizmie mRNA opisujg przede wszystkim jadrowe enzymy dojrze-
wania transkryptu (35, 36). Sg to: endorybonukleaza IV (E.C.3.1.26.6)
i endorybonukleaza V (E.C.3.1.27.8). Ze wzgledu na specyficzno$¢ sub-
stratowg i wymagania dotyczgce struktury Il-rzedowej substratu, najbar-
dziej interesujgca jest endorybonukleaza V. Enzym ten wykazuje specy-
ficznos¢ w stosunku do struktur jedno i dwuniciowych i jak wykazaty
badania in vitro, moze hydrolizowa¢ odcinki poli(A) w czasteczkach
mRNA. Nie udato sie jednak stwierdzi¢ wystepowania tego enzymu w cy-
toplazmie i potwierdzi¢ jego aktywnosci w stosunku do mRNA w warun-
kach in vivo. W roku 1978 Abraham i Jacob zasugerowali, ze poli-
meraza poliadenylujgca w zalezno$ci od poziomu ATP moze dziata¢ takze
jako rybonukleaza specyficzna w stosunku do poli(A) (37). Ze wzgledu na
liczne doniesienia literaturowe o cytoplazmatycznym wystepowaniu poli-
meraz poli(A) (38) hipoteza jest niezwykle atrakcyjna, ale niestety jak
dotychczas nie potwierdzona dalszymi badaniami.

I11. Wptyw poli(A) na aktywno$¢ translacji

Bezposredni wptyw odcinkow poliadenylowych mRNA na aktywnos¢
biosyntezy biatka, byt jedng z najwczes$niej przedstawionych hipotez na
temat ich roli (39, 40, 41, 42). Wnioski ptyngce z tych badan przypuszcze-
nia takiego nie potwierdzity. Usuniecie z mRNA odcinka poli(A), jego
modyfikacje i blokowanie pozostawaly bez wyraznego wptywu na aktyw-
no$¢ translacji w uktadach in vitro. Nalezy jednak odnotowac, ze niemal
réwnolegle pojawity sie doniesienia przeciwne. Badajgc efektywnos$¢ trans-
lacji poli(A)(+) i poli(A)(—mRNA ovoalbuminy stwierdzono, ze uktad
biosyntezy biatka in vitro z retikulocytow krolika wykorzystuje poliadeny-
lowany mRNA znacznie efektywniej (43). Podobnych danych o wplywie
poli(A) na wydajnos¢ procesu biosyntezy biatka dostarczyly cytowane juz
badania nad translacjg a-globinowego mRNA w oocytach jezowca mors-
kiego (25). Jeszcze bardziej przekonywujacych faktéw wskazujacych na
utatwiong translacje poli(A)(+ )MRNA dostarczyty prace Palatnika
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i wsp. (27) oraz Jacobsona i wsp. (44). Przebadano wptyw doda-
wanego egzogennie kwasu poliadenylowego na translacje mRNA Dictyoste-
lium w uktadzie bezkomérkowym z retikulocytow krolika. Hamowat on
intensywnie, zaréwno translacje poli(A)(+ )mRNA jak i jego rybonukleo-
protein. Tak wyraznego efektu nie powodowaly inne homopolinukleotydy
dodawane nawet w znacznie wigkszych ilosciach. Poziom hamowania uza-
lezniony byt od wyjsciowej aktywnosci uktadu i dtugosci dodawanego kwa-
su poliadenylowego. Minimalng dtugosciag przy ktorej wystepowat juz efekt
hamowania byto 30 nukleotydéw. Pomimo znacznie obnizonej wydajnosci
translacji, jej produkt pozostawat niezmieniony. Obserwowano takze
zmniejszenie wielko$ci polisomow, ale nie stwierdzono zwiekszonej od nor-
malnej degradacji mRNA.

Przytoczonych powyzej faktéw nie nalezy interpretowa¢ bezposrednim
wptywem odcinkéw poli(A) na aparat translacyjny komérki. Bardziej wia-
rygodny jest ich wptyw na strukture Il-rzedowg czagsteczki mRNA. Przy-
taczenie specyficznego biatka do odcinka poli(A) mogtoby nada¢ i wysta-
bilizowa¢ strukture mRNA, najbardziej odpowiednig dla wspétdziatania
z rybosomami i faktorami procesu biosyntezy biatka. Odtgczenie biatka,
na przyktad przez dziatajacy wspdtzawodniczo z poli(A)(+ )MRNA kwas
poliadenylowy mogtoby powodowac¢ zmiane struktury ll-rzedowej mRNA
i mniej wydajny przebieg translacji. Hipoteza ta pozostaje w zgodzie z fak-
tami dosSwiadczalnymi wskazujacymi, ze wystepowanie poli(A) w mRNA
nie jest warunkiem koniecznym dla jego aktywnosci tak w uktadzie in vitro
jak iin vivo. Wskazuje jedynie, ze odcinki poli(A) moga uczestniczy¢ po-
Srednio w modulacji aktywnosci translacyjnej czasteczek mRNA u euka-
riontow. Bardziej szczegotowe dane o roli struktury Il-rzedowej w czas-
teczkach mRNA eukariontow przedstawione zostaty w opracowaniu mono-
graficznym (45).

IV. Rola poli(A)(+ )mMRNA we wczesnych etapach rozwoju Eukaryota

W latach siedemdziesigtych udowodniono, ze wczesne etapy rozwoju
zarodkowego wielu organizméw zwierzecych i roslinnych moga w znacz-
nym stopniu by¢ regulowane potranskrypcyjnie na terenie cytoplazmy.
Zwigzane z tym procesem wystepowanie nieaktywnych, cytoplazmatycz-
nych form mRNA zostato wyczerpujagco omoéwione wczesniej w Postepach
Biochemii (46). Niektére cytowane juz prace (25, 26, 27) wskazujg na Sciste
powigzanie procesOw uaktywnienia translacyjnego mRNA i jego poli-
adenylacji. Potwierdzajg to takze bardziej bezposrednie obserwacje.

Podczas wczesnych okreséw rozwojowych oocytéw jezowca morskiego
intensywnej translacji nagromadzonego tam mRNA towarzyszy jego poli-
adenylacja (47). Proces starzenia tego mRNA, polegajacy na skracaniu od-
cinkéw poli(A) jest znacznie diuzszy w poréwnaniu z nowosyntetyzowa-

12*
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nym poli(A)(+ )mMRNA (48). Ostatnio ustalono, ze zarodki jezowca mors-
kiego do stadium 64 blastomeréw (uruchomienie transkrypcji) korzystajg
wytacznie z informacji genetycznej przechowywanej w cytoplazmatycz-
nym mRNA. Jego poliadenylacja osigga maksymalne natezenie jeszcze
w stadium 8 blastomerdw (49).

Podobne badania prowadzone sa takze na zarodkach nasion wielu ga-
tunkéw roslin. Dawniejsze prace na ten temat zostaty oméwione wnikliwie
w jednej z monografii P. T. Biochemicznego (50). Podobnie jak i w roz-
woju zarodkéw zwierzecych, w czasie kietkowania nasion niektérych roslin
(groch, baweina) biosynteza biatka w czasie pierwszych kilku, a nawet
kilkudziesieciu godzin kietkowania warunkowana jest wytgcznie informacja
genetyczng przechowywang w mRNA. W nasionach innych roslin (psze-
nica, kukurydza) podczas kietkowania, réwnolegle z uruchomieniem bio-
syntezy biatka uruchamiana jest takze synteza mRNA. Nie neguje sie
jednak, ze i w nasionach tych roslin, cze$¢ uruchomionej w czasie kietko-
wania informacji genetycznej przechowywana byta w mRNA, nagroma-
dzonym na terenie cytoplazmy podczas réznicowania zarodka. Wiele fak-
tébw doswiadczalnych wskazuje takze, ze uaktywnienie mRNA nasion spo-
czynkowych potaczone jest z jego poliadenylacjg (51, 52, 53, 54, 55). Wydaj-
nos$¢ procesu biosyntezy biatka u roslin, podczas wychodzenia ich ze stanu
spoczynku jest Scisle skorelowana z iloscig poli(A)(+ )MRNA w cytoplazmie
komorek (56, 57, 58). Zahamowanie procesu poliadenylacji w czasie kietko-
wania nasion, powoduje drastyczne zmniejszenie aktywnosSci biosyntezy
biatka (59). Mechanizmy #3aczace procesy poliadenylacji mRNA i urucho-
mienie biosyntezy biatka w czasie wychodzenia nasion ze stanu spoczynku,
nie zostaty dotychczas poznane. Prawdopodobna wydaje sie hipoteza, ze
poliadenylacja mMRNA nasion spoczynkowych indukuje takie zmiany w
sktadzie biatek zawierajgcych go rybonukleoprotein, ktére umozliwiajg
im udziat w tworzeniu polisoméw (60).

V. Uwagi koricowe

Podstawowe mechanizmy regulujace ekspresje informacji genetycznej
u eukariontow dziatajg w jadrze, na poziomie transkrypcji, oraz ciecia
i sktadania transkryptu. Tylko niewielka cze$¢ przetranskrybowanych sek-
wencji odnajdywana jest w dojrzatym mRNA na terenie cytoplazmy. Kaz-
da czgsteczka dojrzatego mRNA przenosi nie tylko petng informacje struk-
turalng o biatku, lecz takze pewien zasob informacji o czasie aktywnosci
translacyjnej.

Zaprezentowane w artykule dane wskazujg na udziat odcinkéw poli-
adenylowych w zabezpieczeniu i regulacji aktywnosci translacyjnej czaste-
czek mRNA. Wydaje sie byé dostatecznie potwierdzone, ze obydwie postu-
lowane funkcje polegajg na przytaczeniu specyficznych biatek.
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Hipoteza o chronigcej przed dziataniem rybonukleaz funkcji odcinkéw
poli(A) i przytagczonych biatek, jest na obecnym etapie badan najlepiej po-
parta faktami doswiadczalnymi. Wymaga jednak dodatkowych danych,
przede wszystkim o cytoplazmatycznych nukleazach mogacych w sposéb
kontrolowany przeprowadzaé degradacje 3'-koncowego fragmentu czas-
teczki mRNA.

Prawdopodobna, co wiecej nie wykluczajacqg funkcji ochronnej, jest
hipoteza o wptywie potaczonych z odcinkami poli(A) biatek na strukture
II-rzedowg mRNA, a za jej posrednictwem na wydajnos¢ translacji. Traf-
no$¢ tej hipotezy wydajg sie potwierdza¢ przytoczone wczesniej fakty
doswiadczalne o roli poli(A)(+ )MRNA we wczesnych etapach rozwoju za-
rodkow Eukaryota. Poliadenylacja nagromadzonego w rybonukleopro-
teinach cytoplazmy mRNA, moze by¢ traktowana jako czynnik powodujacy
zmiany strukturalne umozliwiajgce translacje. Peiniejsza weryfikacja tej
hipotezy wymaga wiekszej ilosci danych o biatkach przytaczonych do
poli(A), oraz blizszego poznania powigzan strukturalno-funkcjonalnych
w mRNA.

Zaakceptowano do druku 15 wrzes$nia, 1985 r.
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I. Wprowadzenie

Mineto ponad déwier¢ wieku od opublikowania przez A. lsaacsa
i J. Lindenmanna pracy, w ktérej doniesli o odkryciu substancji
hamujacej namnazanie sie wirusow. Substancje te nazwali interfero-
nem (1).

W latach sze$édziesigtych i siedemdziesigtych ustalono, ze komarki kre-
gowcow wielu gatunkéw moga produkowac interferony po indukcji wiru-
sami. Najwiecej danych uzyskano badajagc komorki ludzkie i mysie. Stwier-
dzono, iz interferony nie niszczg wiruséw, ale uodparniajg na nie komaérki.
Wykazano, ze interferony sg biatkami o masie czasteczkowej 15 000—
70 000. Na podstawie wrazliwosci na czynniki redukujace wykazano obec-
no$¢ w ich czasteczkach mostkow dwusiarczkowych. Reoksydacja przy-
wracata interferonom aktywno$¢ biologiczng, co pozwalato sadzié, ze skia-
daja sie one z jednego tancucha polipeptydowego. W niektérych prepara-
tach interferonu stwierdzono obecno$¢ cukrow. Oczyszczanie i charakte-
rystyka interferonéw przy pomocy takich metod jak elektroforeza zelowa,
rézne typy chromatografii, ogniskowanie izoelektryczne wykazaly hete-
rogennos$¢ wielu preparatow interferonow (2, 3).

Przez wiele lat uwazano, ze charakterystyczng cechg interferonéw jest
ich stabilno$¢ w pH 2. Zakwaszanie preparatow byto wygodng procedura
niszczgcg wirus uzyty do indukcji.

Stwierdzono, ze leukocyty i fibroblasty po indukcji wirusem produkujg
interferony. Wykazano, iz interferony produkowane przez te komorki sg
antygenowo odrebne. Nazywano je interferonem leukocytarnym, czyli LelF
lub IFL, i fibroblastycznym, czyli FilF lub IFF (2, 3).

W 1965 r. (4) wykryto, ze leukocyty traktowane mitogenami lub anty-
genami produkuja substancje o wiasciwosciach interferonu, ale niestabilng
w pH 2. Substancje te nazywano interferonem immunologicznym (immune
IF, IFI, a takze: antigen-induced, mitogen-induced, T-cell interferon).
Ze wzgledu na znaczne r6znice witasciwosci tego interferonu i interfero-
néw kwasostabilnych (tzn. leukocytarnego i fibroblastycznego) w 1973 r.
zaproponowano oznaczenia: interferon typu I i typu Il (5). Typ | obejmo-
wat interferony kwasostabilne (pH 2 stable), zas$ typ Il kwasolabilny inter-
feron immunologiczny (pH 2 labile).

W 1980 r. badacze zajmujacy sie interferonami powotali Komitet No-
menklaturowy w celu ujednolicenia nazewnictwa interferonéw. Wskazania
tego komitetu obowigzujg obecnie (6). Zgodnie z ustaleniami interferon
okre$la sie jako ,biatko wykazujgce niespecyficzng aktywnos$é przeciw-
wirusowg poprzez oddziatywanie na procesy metabolizmu komdérkowego,
w tym na synteze RNA i biatka, co najmniej w homologicznych komar-
kach”. Jako skrét nazwy interferon przyjeto IFN zamiast uprzednio uzywa-
nego IF aby unikng¢ mylenia go z innymi substancjami oznaczanymi lite-
rami IF. Wprowadzono symbole IFN-a, IFN-|3 i IFN-y na oznaczenie réz-
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nigcych sie immunologicznie typdw interferonéw. IFN-a odpowiada inter-
feronowi leukocytarnemu, IFN-|3 — fibroblastycznemu, za$§ IFN-y —im-
munologicznemu. Interferony a i 3sg kwasostabilne, IFN-y — kwasolabil-
ny. Jezeli zostang odkryte interferony nie dajace sie zakwalifikowaé do
zadnego ze znanych typdw (a, @lub y), to nalezy je oznacza¢ IFN-§, 8.. itd.
Podtypami IFN nazwano biatka zaliczane do danego typu ale r6znigce sie
sekwencja aminokwaséw, a wiec kodowane przez rdzne geny. Podtypy
oznacza sie kolejnymi liczbami np. IFN-ctj, IFN-|32 Dany typ IFN moze wiec
byé jednorodny (obejmowac 1 podtyp), ale najczesciej stanowi rodzing po-
krewnych biatek. Organizm, z ktdrego pochodzi interferon okreSla sie
przez dodanie symbolu literowego np. IFN ludzki — HUlFN, mysi—
MulFN, bydlecy — BolFN, itd. Tak wiec symbol HulFN-a2 oznacza drugi
podtyp ludzkiego interferonu a.

Nie wszyscy badacze jednak dostosowali sie do postanowienn Komitetu
Nomenklaturowego. Spowodowato to obecng niejednolitos¢ nazewnictwa,
gtownie w odniesieniu do podtypow IFN-a. W tabeli 1 zestawiono symbole
stosowane do oznaczania tych interferonéw przez r6znych autoréw. Szcze-
g6Inie niefortunne jest oznaczanie frakcji chromatograficznych HulFN-a
literami alfabetu greckiego.

Tabela 1

Poréwnanie réznych systemdéw mianownictwa interferonéw na przykiadzie
czterech podtypéw HulFN-a

Podtypy Frakcje chromatograficzne
(7-9) (10-11) (12-13) (12-14)
IFN-a, LelF-D IFLrD IFLT3
IFN-a2 LelF-A IFLrA IFLal, a2, P, &
IFN-a3 LelF-F IFLrF —
IFN-a8 LelF-B IFLrB IFLf}3

W nawiasach podano pismiennictwo.

W 1980 r. podano peine sekwencje aminokwasowe ludzkich interfe-
ronéw ax (7), a2 (9, 10) i (§ (15, 16) oraz sekwencje nukleotydowe odpo-
wiednich genéw. W nastepnym roku poznano sekwencje dalszych inter-
feronéw typu a (11, 12). W 1982 r. opublikowano sekwencje nukleotydowa
ludzkiego genu kodujacego IFN-y oraz okreslono sekwencje aminokwa-
sowg tego biatka (17, 18). Obecnie znane sg sekwencje aminokwasowe
kilkunastu ludzkich interferondw oraz sekwencje nukleotydowe gendéw je
kodujgcych. Ten szybki postep jest wynikiem zaangazowania wielu badaczy
i przeznaczenia ogromnych srodkdw na wyodrebnienie gendw interferonow,
wprowadzenie ich do komérek biorcow i uzyskanie klonéw produkujacych
duze ilosci ludzkiego IFN (7, 9—12, 15—23). Geny ludzkiego IFN wprowa-
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dzono do komérek bakterii Escherichia coli (7, 9, 10, 17, 19—23) i Methylo-
philus methylotrophus (19), drozdzy Saccharomyces cerevisiae (24), a takze
do komdrek matpich COS-7 (17).

W latach 1980—1982 uzyskano monoklonalne przeciwciata przeciwko
interferonom a (13, 25, 26), 3 (27, 28) i y (29, 30), w tym takze przeciwciata
reagujgce selektywnie z biatkami réznych podtypdw ludzkiego IFN-cr (13).

Interferony wywieraja bardzo zréznicowany wptyw na komoérki. Oprocz
zahamowania namnazania sie wiruséw (efekt przeciwwirusowy) hamuja
takze wzrost i podzialty komodrek (efekt antyproliferacyjny), modyfikuja
reakcje immunologiczne, wywotujg zmiany w btonie komorkowej. Ze
wzgledu na roznorodno$¢ funkcji spetnianych przez interferony ustalenie
ich miejsca wsérdd innych biatek w organizmie napotkato na trudnosci.
Usuwa je ostatnio przedstawiona przez Ing lot (31, 32) oryginalna kon-
cepcja dotyczaca mechanizmu dziatania interferonéow. Wedtug niej sg one
»hieklasycznymi” hormonami, tj. czynnikami tkankowymi stanowigcymi
integralng czes¢ systemu hormonalnego. Interferony dziatajg jako sub-
stancje antagonistyczne wobec czynnikéw wzrostu. Gtéwng ich funkcjg
jest udziat w procesach regulacji wzrostu i r6znicowania komaérek.

Pomiedzy interferonami kwasostabilnymi (@ i (39, a IFN-y istnieje sy-
nergizm dziatania zarbwno w odniesieniu do aktywno$ci przeciwwiruso-
wej, jak i antyproliferacyjnej. Zjawisko to wykryto w przypadku komo-
rek ludzkich i mysich. | tak np. po zmieszaniu 26 jednostek MulFN-(3
i 3 jednostek MulFN-y uzyskuje sie nie 29 jedn., ale az 320, tzn. 11 razy
wiecej niz to wynika z prostego sumowania (33—35).

W 1959 r. Tyrrell (36) otrzymat interferon z komo6rek nerki ciele-
cej, ktére zakazono wirusem grypy. Interferon ten nie byt aktywny w ko-
mdrkach kurzych, w ktérych Isaacs i Lindenmann dwa lata
wczesniej odkryli obecnos¢ interferonu (1). Kurzy IFN za$ nie byt aktywny
w komorkach bydlecych. Dato to podstawe koncepcji, w mys$l ktorej IFN
otrzymany z komdrek danego gatunku nie jest aktywny w komaérkach in-
nych gatunkéw. Okazato sie jednak, ze w wielu przypadkach preparaty
IFN sg aktywne w uktadach heterologicznych. Obecnie wiadomo, ze aktyw-
nos¢ IFN w komoérkach niehomologicznych moze by¢ rdézna, zalezna wy-
tacznie od rodzaju interferonu i komoérek. Wskazuje to na istnienie réznic
w budowie interferonéw z komérek zwierzat r6znych gatunkéw (pokre-
wienstwo filogenetyczne nie odgrywa tutaj decydujacej roli). Czesto IFN
jest bardziej aktywny w komdrkach heterologicznych; np. ludzki IFN-a
jest bardziej aktywny w komdrkach bydlecych niz w komdrkach ludzkich
i malpich. Zdarza sie, ze aktywnoS$ci miedzygatunkowe sg jednostronne
np. IFN bydlecy wykazuje niewielkg aktywno$¢ w komérkach ludzkich
2).

Najbardziej specyficznym gatunkowo jest IFN-y; tylko w wyjgtkowych
wypadkach jest on aktywny w uktadach heterologicznych. IFN-p, chociaz
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wykazuje aktywno$¢ w uktadach heterologicznych, to jego miano jest
zwykle duzo nizsze niz w komoérkach homologicznych. Natomiast IFN-a
jest aktywny w wielu ukitadach heterologicznych. Ludzki IFN-a dziata
przeciwwirusowo nie tylko w komoérkach zwierzecych. W 1982 r. doniesio-
no, ze jest on zdolny zahamowa¢ namnazanie sie¢ wirusa mozaiki tytonio-
wej (TMV) w komorkach liscia tytoniu — Nicotiana sp. (37).

II. Interferony ludzkie
Najlepiej poznanymi interferonami sg interferony ludzkie. Obecnie wia-

domo juz wiele o budowie czasteczek tych biatek oraz o genach je kodu-
jacych (tabela 2).

Tabela 2
Ludzkie interferony (wg 38)
3 § Sem 25
58 & $87 <&
S &2 28) gc &©
Typ 1FN mMRNA Podtyp (gen) sg EET &8 3%
9] T 28 o c S = 3 mB *1
= £ St 3% g% 15 Fﬁl
§ 8 K % N N 2 8 ~ rfl
S 8= S§€ 3¢ Jzo
as at —aD
(0,8—1,4 kb) a2 —aA
a3 —aF
041 —
a5 —aG
a6 —all, Hx "
a a7 —al 9 166> 2 0
a8 —dB
18ty
Vaio — aC
Pxu
\Aal2
aL
(1,6—3,5 kb)
Pi (0,9 kb) p* 9 166 1 1
p2 (1,3 kb) i 5 +(?
P Ps (1,8 kb) 2
p4 (0,65 kb)
(0,9 kb) 2
Y Y (1,8 kb) y 12 + 146 0 2

*— z wyjatkiem a2, ktéry ma 165 aminokwasow.
** — z wyjatkiem a6, ktory ma 1 miejsce N-glikozyiacji.
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I1-1. Geny ludzkich interferonéw

I1-1.I. Geny HulFN-u

Znane s dwie grupy gendéw kodujacych ludzkie interferony a. Geny
z grupy as kodujg interferony as. mRNA tych genéw ma 0,8—14 kb.
Wiekszo$¢ wykrytych gendw kodujacych IFN-a nalezy do tej grupy. Wy-
izolowane geny as byty uzyte jako sondy hybrydyzacyjne. Sekwencje DNA,
ktére hybrydyzowaly z takimi sondami, kodowaly wytacznie interferony
Z grupy as.

Ponadto wyizolowano frakcje mRNA o dtugosci 1,6—3,5 kb niehybry-
dyzujacg z powyzszymi sekwencjami DNA a sterujgcg syntezg innego
IFN-a — IFN-aL Interferony tej grupy sg kodowane przez geny aL Induk-
cja interferondw as i dL jest regulowana niezaleznie. Surowice anty-IFN-as
neutralizujg jednakze interferony obu tych grup. Jak dotychczas tylko
geny zaliczane do grupy as zostaty sklonowane i scharakteryzowane (38, 41).

Wykryto ponadto trzy frakcje mRNA o dlugosci 2,0—2,7, 3,5—4,5 oraz
7,0—8,0 kb sterujgce synteza interferonéw a. mRNA tych trzech frakcji
hybrydyzuje z genem HulFN-aj. Sg to wiec prawdopodobnie transkrypty
gendéw as (43).

W genomie ludzkim dotychczas zidentyfikowano okoto 20 réznych ge-
néw i pseudogendw HulFN-a (7, 11, 14). Genom tym i ich produktom nada-
wano oznaczenia wedtug réznych systemdw, co jest uwidocznione w tabeli
2. Cze$¢ badaczy, zgodnie z ustaleniami Komitetu Nomenklaturowego,
oznaczyta geny i podtypy IFN-a litera a i kolejnymi liczbami np. at,
a2 (7—9); inni za$ oznaczyli je symbolami literowymi np. aA, aB (10—13).

Interferony zaliczone do poszczegblnych podtypéw r6znig sie co naj-
mniej kilkunastoma aminokwasami. Geny je kodujace nie sg alleliczne.
Uwaza sie, ze sg one zgrupowane w Kkrdtszym ramieniu chromosomu 9
(44) i podlegaja skoordynowanej ekspresji (45). Stwierdzono ponadto ist-
nienie interferonéw rdéznigcych sie 1—2 aminokwasami np. ada i ad (45)
albo aH i aHj (11). W obu przypadkach pary genow kodujacych te inter-
ferony stanowia prawdopodobnie formy alleliczne.

Okazato sie, ze gen aE ma sekwencje zasad bardzo podobng do sekwen-
cji genu a4 Gen aE zawiera jednak az dwa kodony terminacyjne (pozycje
aminokwasdw— 102 i 155). Zakwalifikowano go wiec jako pseudogen (11).

Geny as nie zawierajg intronow (7, 14, 42).

W 1981 r. dokonano syntezy sztucznego genu IFN-a, z pojedynczych
nukleotyddéw. Na podstawie sekwencji aminokwasowej interferonu zapro-
jektowano sekwencje nukleotydowg genu, dokonujac zmian w stosunku do
naturalnego genu w celu zwiekszenia liczby kodonéw preferowanych przez
bakterie tak, aby uzyska¢ wysokg wydajno$¢ produkcji IFN. Ten synte-
tyczny gen, nie wystepujacy w przyrodzie, Wprowadzono do komorek
Escherichia coli oraz Methylophilus methylotrophus. Otrzymano produkt
aktywny, nie rozniagcy sie od IFN-a! (19, 46).
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11-1.2. Geny HulFN-P

Znamy juz co najmniej 5 roznych mRNA dla HulFN-(3 (Tabela 2) réz-
nigcych sie diugoscig (23, 41). Sugeruje to obecno$¢ co najmniej pieciu
gendw kodujgcych ten typ interferonu. Sg one rozmieszczone co najmniej
w trzech roznych chromosomach — 2, 5 i 9 (38, 41). Zidentyfikowano
jednakze tylko dwa geny, oznaczone (Bi (2 DNA genéw |3 i (nie hybry-
dyzuje ze soba, jednakze surowica przeciwko IFN-(3i neutralizuje takze
IFN-(32 (23). Gen (@ nie zawiera intronow (21, 47) i przypuszczalnie znaj-
duje sie w krotszym ramieniu chromosomu 9 (44), jednak w pewnym od-
daleniu od zgrupowania genéw as. Prawdopodobnie introny wystepuja
w genie |3 ktérego sekwencja nie zostata jeszcze opublikowana (38). Nie
jest wyjasnione czy pozostate rodzaje mRNA sg transkryptami genéw ko-
dujacych inne podtypy IFN-(3.

11-1.3. Gen HulFN-y

Znany jest tylko jeden gen kodujacy HulFN-y (Ryc. 1). Znajduje sie
on prawdopodobnie w diuzszym ramieniu chromosomu 12 (43) i zawiera
trzy introny (17, 18).

20+18 23 6 44~ 20+146
aminokwasow
14 1238 691183 2422 132 - 4253 ]
95 nukleotydow

Ryc. 1. Schemat budowy genu HulFN-y. Odcinek DNA o dtugosci 4253 nukleotydéw
zawiera 4 eksony (zaczernione) kodujace 166 aminokwaséw, w tym 20 aminokwaséw
peptydu sygnatowego i 146 aminokwaséw czasteczki IFN-y (wg danych z 18).

DNA genu kodujacego IFN-y hybrydyzuje tylko z jednym odcinkiem
genomowego DNA — tzn. z wilasng sekwencjg, a wiec nie ma genéw po-
krewnych znanemu genowi IFN-y. Nie znaleziono takze mRNA odpowia-
dajacego ewentualnym innym rodzajom IFN-y. Wszystko wiec wskazuje na
to, iz istnieje tylko jeden gen kodujacy HulFN-y, mimo znacznej hetero-
gennosci preparatow tego interferonu (18). Zsyntetyzowano jednakze inny,
nie wystepujacy w przyrodzie, gen kodujagcy HulFN-y (48).

11-2. Struktura pierwszorzedowa ludzkich interferonéw

Opublikowano dotychczas peine sekwencje aminokwasowe kilkunastu
interferonow as, interferonu fai IFN-y oraz sekwencje nukleotydowe odpo-
wiadajgcych im gendéw. IFN-|3i i prawie wszystkie IFN-a zbudowane sg ze
166 aminokwaséw (7, 11, 15, 16); jedynie IFN-a2 ma 165 aminokwasow
wskutek delecji trypletu nukleotydow w pozycji 44 (9—11). Natomiast
IFN-y zbudowany jest ze 146 aminokwasoéw (17, 18). Interferony majg N-
koricowy peptyd sygnatowy oddzielany w czasie wydzielania z komdrki.
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Ryc. 2. Ludzki interferon ai. Zaznaczono mostki dwusiarczkowe (wg danych z 11).

Peptyd ten ma dtugo$¢ 20 — IFN-y (18), 21 — IFN-p! (15, 16) lub 23 amino-
kwaséw— IFN-as (7, 9—11).

Na podstawie znanych sekwencji aminokwasowych ludzkich inter-
feronow (7, 9—12, 14— 18) obliczytem liczbe identycznych aminokwaséw
wystepujacych na odpowiadajgcych sobie pozycjach oraz liczbe identycz-
nych zasad w genach je kodujacych. Dane te wyrazone w procentach ze-
bratem w tabelach 3i 4. Poszczegdlne pary interferondw z grupy as (tabela
3) maja Srednio 81% homologicznych aminokwasow, za$ poszczeg6lne pary
ich genéw — 89% homologicznych nukleotydéw. Wszystkie analizowane
IFN-as majg tgcznie 48% jednakowych aminokwaséw, a ich geny 66%
jednakowych nukleotydoéw (11). Wystepujg obszary o wysokiej homo-
logii — pozycje (humeracja wedtug IFN-ai): 23—36, 62—75, 91—97, 115—
131, 133— 153 (14).

Jak dotychczas nie zostata opublikowana sekwencja aminokwasowa
HUlFN-[32 jednakze doniesiono juz o jej poznaniu. IFN-(32 jest spokrew-
niony z IFN-Pi, ale stopien homologii nie jest wysoki (M. Revel, donie-
sienie ustne wedtug 14). Miedzy IFN-as a IFN-(3i wystepuje istotne podo-
bieAstwo (okoto 30% homologii aminokwasowej), natomiast IFN-y rozni sie
znacznie od obu kwasostabilnych interferondw.

Analiza sekwencji aminokwasowej HulFN-y wykazata jednak, iz w czas-
teczce tego IFN znajduje sie fragment majacy az 30% homologii amino-
kwasowej z odpowiadajagcym mu odcinkiem czasteczki HulFN-(3i. Ten
fragment jest kodowany przez cze$¢ trzeciego eksonu genu HulFN-y. Caly
odcinek kodowany przez trzeci ekson ma 23% homologii, podczas gdy
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Tabela 3

Poréwnanie 8 podtypdéw ludzkiego interferonu a i kodujacych je genéw (% homologii
wyliczony wg 11).

HulFN aj X «3 a4 «5 a6 as aio
ai _ 83 8 73 8 8 7177 8
a2 90 - 8 75 8 83 8 8 <Y
a3 90 90 - 78 8 8 8 8 ES
a4 8 8 88 - 82 7 713 75 5 '5?
as 9 9 9 9 - 86 83 84 ° b
« 89 9 91 87 91 — 83 86 5 2
g 87 8 8 84 8 s _ 8l iz
a® 88 89 94 8 90 92 8 —

9% homologii nukleotydowej genéw

Tabela 4

Pordwnanie ludzkich interferonéw a, {3iy oraz kodujacych
je gendw (% homologii wyliczony wg 11, 18, 49). Sposrdd
podtypoéw IFN-a i IFN-[3 wybrano najczesciej wystepujace:
HulFN-a2 i HulFN-p!

HulFN a2 Pi T
= . X
a2 33 8 gg £
Pi 49 — 13 g S <
o .= '=»
27 31 — < £
Y ¢ E §

% homologii nukleotydowej
genéw

pozostate odcinki tylko 4—7°/o. Wysunieto hipoteze, iz gen IFN-y powstat
z genu IFN-filpoprzez insercje matego fragmentu DNA kodujacego IFN-pi
do jakiego$ innego genu (50).

W interferonach as, IFN-f?! i IFN-y o znanych sekwencjach amino-
kwasowych tylko 6 aminokwaséw (4°/0) znajduje sie w tych samych pozy-
cjach, a mianowicie: Asp 32, Phe 65, Phe 68, Ser 73, Asn 94, Lys 134
(numeracja dla IFN-aj).

Skonstruowano drzewo genealogiczne o$miu ludzkich interferonéw
as (aA—aH) szacujac, ze wspolny gen istniat 26 min lat temu, a ostateczne
uksztattowanie sie 8 odrebnych genow nastgpito 12 min lat temu (51). Inne
obliczenia wskazujg, ze rozejScie sie gendw at i a2 nastgpito 9—35 min lat
temu (9). Uwaza sie, ze geny a i @ pochodzg od wspélnego genu istniejg-
cego— w zaleznosci od metody obliczeh — 62—300 (9) lub 500— 1000 min
lat temu (49).

13 Postepy Biochemii 1—2/86
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Interferony zawierajg 2 (IFN-y), 3 (IFN-(3i), 4 (wiekszo$¢ IFN-a) lub
5 reszt cysteiny (IFN-aO. Cysteiny te tworzg dwa wiazania dwusiarczkowe
w IFN-a— pozycje 1—99 oraz 29—139 (Ryc. 2) i 1 wigzanie w IFN-pi —
pozycje 31—141 (20). Wigzanie dwusiarczkowe jest niezbedne dla aktyw-
nosci przeciwwirusowej tych interferonow (52). IFN-y zawiera co prawda
dwie cysteiny (pozycje 1 i 3), ale nie tworzg one wigzania dwusiarczko-
wego (18).

IFN-y zawiera dwie sekwencje zwane sygnatowymi N-glikozylacji
(Asn-X-Ser albo Asn-X-Thr). Jedna taka sekwencja wystepuje w czastecz-
kach IFN-Pi i IFN-a6 brak ich natomiast w IFN-a pozostatych podtypow
(14, 17, 39, 40). Obecnos¢ cukrow stwierdzono w oczyszczonych prepara-
tach IFN-Pi i IFN-y (14, 52, 53), ale wielko$¢ i sktad czesci cukrowej nie
zostaty dotychczas w sposdb bezsporny ustalone.

Dziatanie glikozydaz zmniejsza mase czasteczkowg IFN-|3i i IFN-y, ale
nie wptywa na ich aktywnos$¢. Podobny efekt wywiera inhibitor N-gliko-
zylacji — tunikamycyna. Interferony zsyntetyzowane przez komorki bakte-
ryjne, do ktédrych uprzednio wprowadzono geny ludzkich IFN, sg w pelni
aktywne, mimo iz bakterie nie dokonujg N-glikozylacji. Dane te wskazuja,
ze cze$¢ cukrowa nie jest konieczna dla aktywnos$ci ludzkich interfero-
néw (20, 53).

Interferony a nie sg N-glikozylowane, by¢ moze zawierajg jednak nie-
wielkie ilosci cukru na skutek O-glikozylacji (40, 53). Ttumaczytoby to,
dlaczego w niektorych oczyszczonych preparatach naturalnego IFN znaj-
dujg sie 1—2 czasteczki glukozaminy lub galaktozaminy na 1 czasteczke
IFN-a (54).

Masa czasteczkowa czesci biatkowej ludzkich interferonéw a i @obliczo-
na na podstawie sekwencji aminokwasow wynosi 19 000—20 000 (165—166
aminokwasow), a masa IFN-y wynosi 17 110 (146 aminokwasow). Tym-
czasem w wyniku oczyszczania otrzymuje sie szereg aktywnych frakcji
0 réznych masach czasteczkowych. | tak IFN-a ma 15 000—26 000,
IFN-(3 — 20 000—40 000, a IFN-y — 20 000—70 000. Zwraca uwage hetero-
genno$¢ IFN-y, ktéry jest kodowany tylko przez 1 gen (18).

Wystepowanie odmian IFN-a o masie mniejszej niz to wynika z sek-
wencji aminokwas6w mozna wyttumaczyé skroceniem czasteczki na drodze
specyficznych przemian posttranslacyjnych badz na skutek niespecyficz-
nej proteolizy zachodzacej juz po wydzieleniu IFN z komarki (14). Istotnie,
znaleziono IFN-a2 zbudowany ze 155 aminokwaséw. Stwierdzono, ze bra-
kujgce 10 aminokwaséw zostatlo odigczone od C-korica — pozycje 156—
165 (12).

Trudniej wyjasni¢ wystepowanie form o masie czasteczkowej wiekszej
niz obliczana teoretycznie na podstawie sekwencji aminokwasow. lIstnieje
kilka mozliwosci (14). Po pierwsze moga istnie¢ geny kodujace inter-
ferony o czasteczkach wiekszych niz 166 aminokwaséw. Jest to prawdo-
podobnie w przypadku IFN-a (at?) i IFN3 (32?). Jednak nawet w razie
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wykrycia takich genéw nie bedzie to réwnoznaczne z rozwigzaniem pro-
blemu. Interferony kodowane przez geny o0 nieznanej jeszcze sekwencji
stanowig zapewne niewielkg frakcje puli IFN (np. zbadanie naturalnych
preparatéw HulFN-a wykazato, ze 42°/o czasteczek nalezy do podtypu a2
a 27% do podtypu ax— wg 45), podczas gdy wykrywa sie znaczne iloSci
IFN o duzym ciezarze. Nie mozna w ten sposéb wyttumaczyé¢ takze hetero-
gennosci HulFN-y, gdyz wykryto tylko jeden gen kodujacy ten IFN (18).

Po drugie interferony mogg by¢ glikozylowane. Cze$¢ cukrowg wykryto
w IFN-(3 i IFN-y. Interferony a (z wyjatkiem cf nie sag N-glikozylowane,
natomiast mogg byé O-glikozylowane.

Po trzecie czasteczki IFN moga tworzy¢ z biatkami oligomery. Natyw-
ny IFN-y wystepuje przypuszczalnie w postaci mieszaniny dimeréw lub tri-
meroéw (55, 56). Oligomery te zbudowane sg z dwéch rodzajéw podjed-
nostek bedacych glikoproteidami (o masie czgsteczkowej 20 000 i 25 000).
Takze masa czasteczkowa syntetyzowanego w bakteriach HulFN-y (32 000)
wskazuje na strukture dimeryczng (57). Interferony mogtyby tez agrego-
wac z innymi biatkami. Wysunieto przypuszczenie, ze HulFN-a jest zwig-
zany poprzez cukier z adrenokortykotroping (ACTH). Czasteczka HulFN-a-
ACTH miataby mase czgsteczkowa 23 000 (58).

A wreszcie po czwarte, réznice w wyznaczonych masach czasteczko-
wych mogag wynika¢ z nietypowego zachowania sie niektérych interfero-
néw w elektroforezie w zelu poliakryloamidowym z siarczanem sodowym
dodecylu (SDS-PAGE). Nie potwierdzono tego jednak doswiadczalnie.

Ostatnio uzyskano hybrydowe czasteczki IFN skiadajgce sie czeSciowo
z sekwencji IFN-cti a czeSciowo z IFN-a2 Dokonano tego dziatajagc enzy-
mami restrykcyjnymi Bgl Il i Pvu Il na geny tych interferonéw. Nastepnie
potagczono fragmenty DNA pochodzace z rédznych genéw. Tak uzyskane
geny hybrydowe sklonowano w bakteriach i otrzymano IFN. Aktywnos$¢
takich hybrydowych biatek, a w szczegdlnosci ich specyficzno$¢ gatun-
kowa, zalezy od cze$ci N-koncowej czasteczki: i tak aktywnos$é IFN-aj/a*
przypomina IFN-a® za$ IFN-a2a! — IFN-a2 Przypuszczalnie w tej czesci
czasteczki znajduje sie miejsce wigzace sie z receptorem na powierzchni
komérki (59). Role N-kofnca w wiazaniu z receptorem potwierdza fakt, iz
po zwigzaniu IFN z powierzchnig komorki C-koniec pozostaje wolny dla
przeciwciata monoklonalnego (60). Wykryto ponadto, ze za aktywnosci
przeciwwirusowg i antyproliferacyjng sg odpowiedzialne rézne czesci czas-
teczki IFN (59).

11-3. Struktura drugorzedowa i trzeciorzedowa ludzkich interferonéw

Od 1980 r. ukazato sie kilka prac dotyczacych struktury drugo- i trze-
ciorzedowej ludzkich interferonéw. Badacze opierajac sie na znajomosci
sekwencji aminokwasowej, postugujac sie réznymi metodami, uzyskali
rézne wyniki. | tak np. stwierdzono (61), ze 55% czasteczki HulFN-a ma

13*
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posta¢ a-heliksu, za$ (3-struktura stanowi 16% czasteczki. W czgsteczce tego
IFN wystepuje 8 odcinkéw a-heliksu i 4 odcinki (3-struktury. Ludzki IFN-(3
ma mie¢ niemal jednakowg ilo$¢ a-heliksu (36%) i (3-struktury (33%).
W czasteczce HulFN-|3 a-heliks jest rozmieszczony w 6 odcinkach, a (3
struktura w 7. W Swietle innych wynikéw (62, 63) nie ma réznic w ilosci
struktur a i @w réznych typach interferonéw. Stwierdzono przy tym, ze az
60—70% czasteczki ludzkich interferonéw a, @i y ma posta¢ a-heliksu,
a tylko 10—20% jest w postaci (3-struktury. W czgsteczkach tych IFN wy-
stepuje 5 odcinkéw a-heliksu. Zaproponowano w tejze pracy takze dwa
alternatywne modele struktury trzeciorzedowej IFN, w ktérych amino-
kwasy obdarzone tadunkiem sg skoncentrowane na powierzchni czgstecz-
ki. Opracowano tez inny model budowy czasteczki interferonu (64). Wedtug
tego modelu HulFN-a i HulFN-(3 maja 4 odcinki a-heliksu przedzielone
(3-struktura, a aminokwasy konserwatywne sg rozmieszczone na powierzch-
ni czasteczki.

Problem struktur wyzszego rzedu zostanie zapewne juz niedtugo roz-
strzygniety dzieki zastosowaniu dyfrakcyjnej analizy rentgenowskiej. Nie-
zbedne jest w tej metodzie otrzymanie substancji w stanie krystalicznym.
Pierwszego kroku w tym kierunku dokonano w 1982 r. uzyskujac krysztaty
HulFN-a2 (65).

1. Interferony zwierzece

Stwierdzono, ze komérki kregowcow wielu gatunkéw moga produkowacé
rézne interferony (podobnie, jak u ludzi wystepujg trzy typy antygenowe
interferonow — a, Bi y). O ich strukturze i wewnatrzgatunkowym zrézni-
cowaniu niewiele wiadomo. Najlepiej poznane spos$rod nich sg interferony
mysie.

I11-1. Interferony mysie

Zbadano sekwencje N-koncowych fragmentow MulFN-a (20 amino-
kwasdw) i MulFN-(3 (23 aminokwasy). Poréwnanie ich z analogicznymi
fragmentami ludzkich interferonéw wykazato, ze bardziej sg do siebie
zblizone interferony jednego typu obu gatunkéw (35—50% homologii
aminokwasowej) niz interferony a i 3tego samego gatunku (15—30% ho-
mologii). MulFN-a ma mase czasteczkowg 22 000, za§ MulFN-(3 — 28 000
i 35000 (66).

Poznano sekwencje 39 i 65 aminokwaséw C-koricowych dwdéch réznych
mysich IFN-(3 (67). DNA gendw kodujacych te interferony nie hybrydyzuja
ze soba. Takze analiza sekwencji znanych fragmentéw wykazuje brak
istotnej homologii. Natomiast oba te interferony cechuje pewne (aczkol-
wiek niewielkie) podobieiAstwo do HulFN-(3j. Masa czgsteczkowa produk-
tdbw obu badanych genéw wynosi 34 000.
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Stosujagc gen HulFN-[3j jako sonde hybrydyzacyjng wykryto mysi gen
IFN-fi (68). Te dwa geny maja okoto 70°/0 homologii nukleotydowej. Sek-
wencja 117 aminokwaséw C-kohAcowych tego MulFN-(3 wykazata 50%
homologii aminokwasowej z HulFN-(3i. Stwierdzono natomiast, ze inter-
feron ten jest odmienny od dwdch mysich interferondw @wcze$niej opisa-
nych (67). Tak wiec istniejg co najmniej trzy rozne mysie interferony [3
w tym jeden podobny do ludzkiego IFN-(3i.

Wyizolowano gen MulFN-y poprzez hybrydyzacje z DNA kodujacym
HuUlFN-y (69). Stwierdzono, ze w genomie mysim jest tylko 1 gen kodujacy
IFN-y. Gen mysi ma podobng budowe jak gen ludzki, tzn. wystepuja
w nim rowniez 3 introny, za$ dtugos¢ introndéw i eksonow jest analogiczna
jak w genie ludzkim. Geny te wykazujg 64% homologii nukleotydowej.
Mysi IFN-y ma 136 aminokwaséw, tj. o 10 mniej niz ludzki IFN-y. Biatka
te wykazujg 40% homologii aminokwasowej. Mysi IFN-y, podobnie jak
ludzki odpowiednik, ma rdwniez dwa miejsca w Hancuchu ulegajace
N-glikozylacji, ale w innych miejscach czasteczki. Masa czasteczkowa
MulFN-y obliczona na podstawie sekwencji aminokwaséw wynosi 15 894,
podczas gdy oznaczana w naturalnych preparatach jest znacznie wieksza
(35 000—80 000). Roznica ta prawdopodobnie wynika z glikozylacji oraz
tworzenia oligomerow.

Wszystkie mysie interferony sa glikoproteidami, przy czym deglikozy-
lacja zmniejsza znacznie aktywno$¢ MulFN-|3 (70, 71) i MulFN-y (72).

I11-2. Inne interferony zwierzece

Interferony wykryto w komdrkach ssakéw, ptakoéw, gadow, plazéw
i ryb. O strukturze tych interferon6éw jeszcze niewiele wiadomo.

Poréwnano DNA pochodzace z komorek réznych zwierzat pod wzgle-
dem zdolnosci do hybrydyzacji z DNA genéw HulFN-a2 i HulFN-fij,
uzytymi jako sondy hybrydyzacyjne (73). Sondy te hybrydyzowaty z DNA
wszystkich badanych ssakéw (szympans, goryl, orangutan, pawian zielony,
ponocnica, lemur ptowy, antylopa garna, krowa, lew, pies, foka szara, kro-
lik, mysz, chomik syryjski). Szczegdlnie silna hybrydyzacja wystgpita
z DNA naczelnych, za$ staba z DNA gryzoni i krélika. Stwierdzono ponad-
to bardzo stabg hybrydyzacje pomiedzy DNA genu HulFN-az, a DNA pta-
ka (kura) i gada (jaszczurka zielona). Nie udato sie uzyskaé hybrydyzacji
z DNA ptazéw, ryb i bezkregowcéw. DNA kodujacy HulFN-|3i hybrydy-
zowal tylko z DNA ssakow. Charakterystyka fragmentéw hybrydyzujg-
cych wskazuje, ze we wszystkich badanych przypadkach wystepuje rodzina
genéw badz pseudogendéw IFN-a. U wiekszosci ssakéw jest tylko jeden gen
hybrydyzujagcy z DNA genu HulFN-p,; tylko parzystokopytne (krowa,
antylopa garna) majg rodzine gendéw (3 Dane te sg zgodne z wczeS$niej-
szymi badaniami (74) stwierdzajacymi, ze u bydta wystepujg dwie rodziny
genéw kodujacych IFN-a (biatka majg okoto 50% homologii aminokwaso-
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wej), jedna rodzina gendw IFN-§8 oraz pojedynczy gen BolFN-y. Inne
badania wykazaty, ze w genomie szczura znajduje sie rodzina genow
i pseudogenéw sktadajgca sie co najmniej z 13 r6znych sekwencji hybry-
dyzujacych z DNA genu RalFN-a (75).

IV. Uwagi konhcowe

Interferony sg biatkami konserwatywnymi. Stopiern homologii miedzy
nimi moze by¢ wiec miernikiem pokrewiefnstwa pomiedzy réznymi grupa-
mi systematycznymi. Mozna to wyrazi¢ budujgc drzewo genealogiczne
interferon6w pochodzacych z r6znych gatunkéw, podobnie jak to zrobiono
w przypadku podtypéw HulFN-a (51). Wymaga to jednak zbadania struk-
tury wiekszej ilosci interferonéw.

Badania nad interferonami sg kontynuowane. Nalezy sie spodziewac,
ze dalsze stosowanie metod rekombinacji DNA in vitro doprowadzi wkrotce
do uzyskania wielu nowych danych o strukturze ludzkich i zwierzecych
interferonéw. Badania nad hybrydami oraz synteza sztucznych genéw,
w ktérych mozna dokonaé zmian w sekwencji nukleotydéw, stwarzaja
mozliwo$é okreslenia znaczenia poszczegdlnych aminokwaséow w aktyw-
nosci biologicznej interferondw. Powigzanie tych wynikow z badaniami
struktury drugo- i trzeciorzedowej pozwoli ustali¢ strukture przestrzenng
czasteczki sktadajacg o jej oddziatywaniach z innymi makroczasteczkami;
wyjasni¢ mechanizmy: indukcji gendw interferonu, plejotropowych aktyw-
nosci wykazywanych przez same interferony, zmian w metabolizmie komo-
rek indukowanych i docelowo zmienianych w obecnosci interferonu.

Zaakceptowano do druku 1 wrze$nia 1984 r.
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I. Wstep

Scrapie, choroba centralnego uktadu nerwowego owiec i kéz (1), choroba
Creutzfeldta-Jakoba-CJD (2) i kuru (3) u cziowieka, oraz transmisyjna
encefalopatia nerek (4) okresla sie jako podostrg transmisyjng encefalopa-
tie gabczastg. Kilka innych jednostek chorobowych (zespotéw), szczegol-
nie zespot Gerstmanna-Strausslera (5), choroba Alzheimera (6, 7) oraz cho-
roby neurologiczne poéinocno-amerykanskich jeleni i tosi (8) i biatych
tygryséw (9) cechuje zblizona etiologia lub przynajmniej analogiczna pato-
geneza (10).

* Dr nauk med., Akademia Medyczna w todzi. Katedra i Klinika Neurologii,
ul. Kopcinskiego 22, 90-153 +6dz

Praca cze$ciowo subsydiowana przez Ministerstwo Zdrowia i Opieki Spotecznej
(MZ 5).
Wykaz stosowanych skrotow:
CJD — Creutzfeldt-Jakob disease — choroba Creutzfeldta-Jakoba; CTAB — deter-
gent — cetyltrimethylammonium  bromide; DEP — diethylpyrocarbonate; DOC —
sodium deoxycholate; NP-40 — Nonidet 40; PSTV — potato spindle tuber viroid —
wiroid wrzecionowatosci bulw ziemniakéw; PrP 27—30 — prion protein 27 000—30 000
daltonéw — biatko ,,prionu” o c.c. 27—30000 daltonéw; SAF — scrapie associated
fibrils — wiékienka towarzyszace scrapie
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Wszystkie wymienione jednostki chorobowe charakteryzuje dtugi okres
inkubacji trwajagcy miesiace do dziesigtkéw lat. Wszystkie wykazujg po-
wolny przebieg prowadzacy nieuchronnie do $mierci, wszystkie wreszcie
z neuropatologicznego punktu widzenia sg procesami czysto zwyrodnienio-
wymi. W obrazie neuropatologicznym wystepujg zaniki (depopulacje neu-
ronalne), glejoza widknista (astrocytarna) oraz stan gabczasty lub zmiany
gabczaste i ptytki amyloidowe. Topografia procesu oraz nasilenie poszcze-
go6lnych jego elementéw pozostajg pod kontrola genomu gospodarza oraz
zalezg po czesci od szczepu czynnika infekcyjnego (11, 23).

Od lat trzydziestych XX wieku wiadomo, ze scrapie jest chorobg infek-
cyjng wywotywang przez czynnik przesaczalny. Infekcyjng nature kuru
i CJD udowodniono dopiero w potowie lat sze$édziesigtych (22, 23). Pomimo
wykazania infekcyjnej natury wymienionych choréb czynnika odpowie-
dzialnego za ten stan nie udato sie ani uwidoczni¢ w mikroskopie elektro-
nowym ani go wyizolowaé¢, nie udato sie tym bardziej ustali¢ jego fizyko-
chemicznej struktury (24, 25). Nietypowe wiasciwosci czynnika i wywo-
tanych nim procesdéw (patrz nizej) spowodowaty koniecznos¢ sklasyfiko-
wania czynnikéw scrapie, kuru i CJD jako czynnikéw niekonwencjonal-
nych, nietypowych (wiruséw niekonwencjonalych czy nietypowych, wiru-
séw powolnych) a ostatnio spowodowaty wprowadzenie dwoch neolo-
gizmoéw— tj. wirino (13) i prion (26, 27, 28). Wydaje sie jednak, ze klasy-
fikowanie czynnikow infekcyjnych bez znajomosci ich fizykochemicznej
struktury jest przedwczesne (29, 30, 31, 32).

Udana transmisja scrapie z owiec na myszy (33), a zarbwno scrapie
(34, 35) jak i CJD na chomiki (36, 43) przyspieszyta opracowanie metod
oczyszczenia czynnika infekcyjnego, oraz okreslenia jego chemicznej struk-
tury. Szereg danych prezentowanych w lipcu 1984 na sympozjum EMBO
w New Battly Abbey wydaje sie wskazywa¢ na pierwsze sukcesy w tym
kierunku. Nalezy sie chyba spodziewad, iz peine okre$lenie chemicznej
struktury czynnika scrapie (i odpowiednio CJD) zostanie przeprowadzone
w ciggu najblizszych kilku lat, i ze impas trwajagcy od blisko czterech dzie-
sigtkéw lat zostat przetamany.

Celem niniejszej pracy jest dokonanie przegladu danych na temat czyn-
nika infekcyjnego scrapie, prawdopodobnego wystepowania w nim biatek
i kwas6w nukleinowych a takze przedstawienie hipotez dotyczacych repli-
kacji omawianego czynnika. Pozostate dane dotyczace zwilaszcza neuro-
patogenezy i neuropatologii chorob wywotanych przez czynniki niekon-
wencjonalne znajdzie czytelnik w szeregu innych opracowan (1, 14, 28,
25, 47).

Il. Poszukiwania kwasu nukleinowego czynnika scrapie

Do chwili obecnej brak jest wiarygodnych danych $wiadczacych o obec-
nosci DNA lub RNA w czastkach czynnika scrapie, CJD czy kuru. Wyliczo-
na poczatkowo D37 (tj. dawka pozostawiajgca 37fllo aktywnos$ci preparatu.
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Ryc. 1. Wioékienka towarzyszace scrapie (scrapie associated fibrils-SARs). Szczep 263
scrapie pasazowany przez ztote chomiki syryjskie. Zdjecie z mikroskopu elektrono-
wego. Material kontrastowany negatywowo.

lub zmniejszajaca jego aktywnos$¢ o czynnik e-1) wynosita 43 k. grejow, co
odpowiada wielkoSci genomu czynnika scrapie rownej 1.5X1 (b daltonéw
(48). Podobne wyniki uzyskano w kolejnym eksperymencie (49), dla kté-
rego wielko$¢ D3JF wynosita 46 k. grejéw. Postugujgc sie Co® jako Zrodiem
promieniowania gamma (50) udato sie potwierdzi¢ powyzsze wyniki. Jedno-
cze$nie z eksperymentami nad scrapie wykonano eksperymenty z mate-
riatem pochodzacym od naczelnych zainfekowanych kuru i CIJD (51, 52).
Pomimo, iz niewielka liczba dostepnych prébek uniemozliwita wykre$lenie
krzywej inaktywacji i wyliczenie D3, wydaje sie, ze czynnik CJD i kuru
sg przynajmniej tak samo odporne na promieniowanie jonizujace jak
czynnik scrapie (51, 52). Pierwsze badania z uzyciem promieniowania
UV przy dilugosci fali 254 nm (53) nie wykazaty znaczacego spadku miana
infekcyjnosci ze wzgledu na zbyt malg uzytg dawke. W kolejnych eks-
perymentach z uzyciem promieniowania jonizujagcego lub UV starano sie
okresli¢ wielko$¢ potencjalnego genomu czynnika scrapie, a takze budowe
chemiczng czynnika.

Wyniki eksperymentdw radiacyjnych sg trudne do interpretacji (52).
Opornos$¢ ,,konwencjonalnych” wirus6w na napromieniowanie jest wypad-
kowg wielkosSci genomu (im genom mniejszy tym odpornos$¢ wieksza) oraz
wydajnosci systemow reparacyjnych (47, 52, 55, 57). Minimalna oszacowana

http://rcin.org.pl
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wielko$é chromoforu scrapie wynoszgca 6.5X 104sugeruje, iz kazda inter-
akcja energii jonizujacej z genomem musi by¢ letalna, niemniej oszaco-
wana wielko$¢ nie musi by¢ wielkosciag genomu. Instruktywnym przykta-
dem jest tutaj réznica pomiedzy wielkosciag genomu wirusa polyoma
(24X 109 a wielkoscig chromoforu tego wirusa (1.25X 109, ktora sugeruje
bardzo wydajna aktywno$¢ systemow reparacyjnych (reparacja 19 na 20
uszkodzen). Podsumowujac ten cigg danych autorzy sugerujg dwie podsta-
wowe mozliwosci — po pierwsze czynnik infekcyjny scrapie nie zawiera
kwasu nukleinowego (58), lub o ile taki kwas nukleinowy wystepuje —
jest on chroniony ,ptaszczem” o nieznanej budowie.

W roku 1980 wysunieto hipoteze (55, 56, 57), ze postugiwanie sie teorig
tarczy jako teoretyczng podstawa oceny wielkosci genomu z D3 moze by<?
btedne. Stata inaktywacji wiruséw ,konwencjonalnych” jest zalezna od
masy ich genomu. Przy zalozeniu, ze czynnik scrapie zawiera jednak
kwas nukleinowy i uwzgledniajgc uzyskane uprzednio D3, obliczony ciezar
czasteczkowy czynnika wynosithy 1.7 X106 (dla dwuniciowego DNA) lub
0.75X10® (dla jednoniciowego DNA) (47—56). Jest wiec co najmniej jeden
rzad wielkosci wiekszy niz szacowany uprzednio.

Interpretacje krzywych inaktywacji scrapie dodatkowo komplikuje
obecno$¢ agregatow czynnika (47, 55, 56). Wiadomo, ze intensywna homo-
genizacja lub sonikacja materiatu zakazonego scrapie prowadzi do wzrostu
miana infekcyjnosci (56, 59) co mozna interpretowaé jako zjawisko deza-
gregacji spowodowane homogenizacjg lub sonikacja. Obecnos¢ agregatow
czynnika w zasadniczy sposéb wptywa na ocene wielkosci genomu (im
wieksze agregaty tym wieksza dawka niezbedna do zniszczenia wszystkich,
wchodzacych w skiad agregatu podjednostek). Przyjecie zatozenia powsta-
wania agregatdw czynnika pozostajgcych w rownowadze z formami wol-
nymi pozwala na wyrazenie bimodalnej krzywej inaktywacji maksymal-
nie zgodnej z pochodzacymi z eksperymentéw radiacyjnych (48, 50, 52)
oraz na ocene wielkosci genomu czynnika (rzedu genomu wirusa polyoma).

Nietypowe wiasnosci scrapie, tj. niewrazliwo$¢ na wysoka temperature,
promieniowanie jonizujace i UV, itd. (19, 25) sugerujgce nietypowg struk-
ture fizykochemiczng wydaja sie by¢ réwniez przeinterpretowane. ,Mia-
reczkowanie do punktu koricowego” (60), jedyna dostepna metoda pomiaru
miana infekcyjnosci scrapie daje mozliwo$¢ oceny roznicy mian rzedu
10056 W zastosowaniu do jakichkolwiek eksperymentdw inaktywacyjnych
miano koncowe, odpowiada wiec mianu infekcyjnosci najbardziej opornej
subpopulacji czynnika (47, 61, 62). Na podstawie badaA kinetycznych po-
miaru inaktywacji scrapie przez dziatanie wysokich temperatur (61, 62) czy
podchlorynu sodowego, fenolu, nadtlenku wodoru, formaldehydu, nadman-
ganianu potasu (57, 62) wysunieto wniosek, o poczatkowej inaktywacji
usuwajgcej ponad 99°/0 populacji czynnika i pozostawiajgcej szczatkowa
subpopulacje niewrazliwg na zastosowane procedury wielkosci 0.1—0.01%.

Celem oceny og6lnego metabolizmu kwaséw nukleinowych oraz polisa-
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charydow postuzono sie metodg whudowywania radioaktywnych prekurso-
row (H)-tymidyny, (4C)-UDP glukozy, (M4C) kwasu orotowego oraz (K4C)
glukozaminy, zarbwno w mozgu jak i $ledzionie (63, 64, 65). Wyniki wska-
zywaly, ze inkporacja (H)-tymidyny i (4C)-UDPG i (M4C)-glukozaminy
(dwa ostatnie sg prekursorem polisacharydéw) jest wyzsza w mdzgach
i §ledzionach myszy zakazanych scrapie co interpretowano jako obecno$é
kompleksu DNA polisacharyd. W dalszej pracy potwierdzono powyzsze
wyniki (64), ale stwierdzono takze, ze znakowany tryt (H) byt zwiazany
z innymi niz kwasy nukleinowe frakcjami. Autorzy ttumacza wyniki praw-
dopodobieAstwem wystapienia redystrybucji trytu z tymidyny. Badania
frakcji btonowych (tzw. duza frakcja ziarnista oraz frakcja retikulum endo-
plazmatycznego) wykazaty podobny wzrost inkorporacji znakowanych pre-
kursoréw do kwaséw nukleinowych i polisacharydéw. Nalezy podkreslié,
ze stosunek (H)-tynidyny do (M4C) kwasu orotowego po zadziataniu mocz-
nikiem we frakcjach postrybosomalnych nie wykazywat istotnych réznic,
co zdaje sie sugerowaé, ze postulowany kompleks — DNA-polisacharyd
jest trwaty i zlokalizowany w cytoplazmie. W dalszych badaniach skon-
centrowano sie nad DNA pochodzacym z frakcji jagdrowej otrzymanej z
mabzgow myszy zainfekowanych scrapie (65). Nie wykazano réznic w krzy-
wej topnienia DNA, natomiast aktywnos$é specyficzna (H)-tymidyny byta
wyzsza niz w kontroli. Badanie DNA w duzej frakcji ziarnistej wyka-
zaty obecno$é matego szczytu DNA eluujgcego sie z kolumny hydroksy-
apatytowej przed dwuniciowym DNA a nieobecnego w kontroli. Ekspery-
menty przeprowadzone okoto dwa miesigce po inokulacji, a wiec poprze-
dzajace pojawienie sie objawoéw klinicznych wykazaty podobnie wzmozong
specyficzng aktywno$¢ (turnover) DNA, w tym, ze maly szczyt DNA byt
nieobecny. Obecno$é matego szczytu w duzej frakcji ziarnistej, eluujagcego
przed dwuniciowym DNA mogta Swiadczy¢, ze jest to jednoniciowy DNA
o kolistej lub otwartej strukturze.

W 1979 doniesiono o obecnosci pasma S2 charakterystycznego dla frak-
cji synaptosomalnej otrzymanej z moézgu myszy zainfekowanych scrapie
poddanej dziataniu lizolecytyny, utrawirowaniu i ekstrakcji detergentami
(66, 79). Niewielki jednoniciowy DNA zostal wyizolowany z frakcji S2po
ekstrakcji fenolem i elektroforezie w zelu poliakryloamidowym. Stata se-
dymentacji 4.6 S w zelu poliskryloamidowym i gesto$¢ 1.718 g/cm8w gra-
diencie chlorku cezu sugerujg c.0. rzedu 105daltonéw, a wiec zgodng z pier-
wotng interpretacjg danych eksperymentdw radiacyjnych. lzolowany DNA
nie byt jednak infekcyjny, co wigzano z faktem, iz ekstrakcja fenolem,
niszczy infekcyjno$¢ scrapie.

Przeszczepienie scrapie na chomiki (34, 35) oraz czeSciowe oczyszczenie
homogenatow madzgowych scrapie poprzez wirowanie z przyspieszeniem
rzedu 105G (59) pozwolito na zastosowanie chromatografii hydroksyapa-
tytowej oraz elektroforezy w zelach poliakryloamidowych, ktore to metody
wykazaty obecno$¢ frakcji, zawierajacej infekcyjno$¢ scrapie i podatnej
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na trawienie DNazg lecz nie ulegajace trawieniu RNazami czy proteazami
(67). W kolejnych badaniach wykonano elektroforeze w zelu agarozowo-
poliakryloamidowym z markerami RNA i DNA o znanych ciezarach czas-
teczkowych (rRNA, tRNA, wiroid tuszczycy kory cytrusowej, fragment
restrykcyjny faga 174 po trawieniu Hea I11). Wykazano (68, 70), ze markery
RNA o m.c. pomiedzy 25000 a 70 000 daltonéw, oraz DNA rzedu 48 000
i 130 000 daltonéw komigrujg w rejon o najwyzszym mianie infekcyjnosci
scrapie. Interpretacja powyzszych wynikéw, zwitaszcza odniesienie otrzy-
manych frakcji podatnych na trawienie DNAaza, do DNA otrzymanego
z chromatografii hydroksyapatytowej (65) jest nietatwa, gtownie z powodu
niemozliwosci ich powtdrzenia (71).

Ostatnio zastosowano specyficzng technike o wysokiej czutosci (rzedu
10 bp dwuniciowego DNA) celem odpowiedzi na pytanie, czy w CJD
wystepuje DNA o wielkosci wiroidu (72). Aczkolwiek nie ma bezpo-
Srednich danych $wiadczacych, ze czynniki infekcyjne scrapie i CIJD sa
identyczne, mozna jednak uwaza¢ je za analogiczne (22, 23). W jednym
z eksperymentéw DNA znaczony 3P wielkosci 400 bp wytworzyt prazek
w zelu poliakryloamidowym nieobecny w kontroli. Nie wydaje sie, aby
uzyskany matereiat stanowit istotne DNA specyficzny dla CJD, poniewaz
frakcja synaptosomalna, zawierajgca od 3 do 8 razy wieksze miana infek-
cyjnosci nie wykazywata wzbogacenia w powyzszy materiat. Cytowana
praca data wyniki w peini negatywne, pod warunkiem, ze postulowany
DNA posiada dwuniciowg strukture, choéby na tak malym odcinku jak
10 bp. O ile DNA charakterystyczny dla scrapie czy CJD byiby catkowicie
jednoniciowy pozostawatby poza mozliwosciami detekcji z uzyciem nick-
translacji.

Kolejng probag znalezienia DNA specyficznego dla scrapie byt ekspe-
ryment z transfekowaniem hodowli tkankowych moézgu ptodu mysiego
oraz hodowli komoérek embrionu mysiego (73). Jako kontroli uzyto DNA
uzyskanych z faga g X194 i wirusa herpes simplex. Wyniki eksperymentu
okazaty sie takze catkowicie negatywne.

Podobnie negatywna okazata sie proba zastosowania techniki hybrydy-
zacji in situ (74), w ktérej jako sondy uzyto fragmentu DNA wyizolowa-
nego na podstawie danych literaturowych (67, 68).

Badania z pomocag szeregu psoralendéw, trdjcyklicznych pochodnych
furokumaryny dyfundujacych przez ostonki biatkowe i tworzacych foto-
addukty z kwasami nukleinowymi pod wptywem promieniowania o diu-
gosci fali 360 nm, okazaty sie rowniez negatywne (75, 26, 27, 28). Uzyto
pie¢ réznych psoralenéw o réznej hydrofobowosci z jednakowo negatyw-
nym wynikiem. Podobnie hydroksylamina, inaktywujgca kwasy nukleino-
we nie tylko nie okazata sie aktywna w stosunku do czesciowo oczyszczo-
nych preparatdw scrapie, ale takze wykazano jej protekcyjne dziatanie
w stosunku do inaktywacji przez uzycie DEP (26, 27, 28, 76).
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I1l. Poszukiwania biatka czynnika infekcyjnego scrapie

W poczatku lat siedemdziesigtych poglady na fizykochemiczng struk-
ture czynnika scrapie zdominowata hipo>teza btonowa sformutowana przez
Gibbonsa i Huntera (58). Autorzy cytowanej hipotezy zauwazyli,
ze btony komérkowe, rozfragmentowane dziataniem sit odsrodkowych
i kontaminujgce wszystkie frakcje subkomorkowe powinny zachowywac
sie w sposéb analogiczny do stwierdzanego w eksperymentach ze scrapie.
Autorzy hipotezy zatozyli, iz kluczowym dla zrozumienia patogenezy i nie-
typowych wiasciwosci czynnika infekcyjnego jest zaburzenie konformacji
btony komorkowej, prawdopodobnie w postaci zmian konformacji blizej
niezidentyfikowanego czynnika cukrowego lub oligosacharydowego. Naj-
bardziej nieortodoksyjng czescig hipotezy btonowej byto zatozenie mdwigce,
ze replikacja czynnika scrapie (tj. fragmentu btony komdérkowej o zmie-
nionej konformacji) zachodzi niezaleznie od replikacji kwaséw nukleino-
wych. Hipoteza ta byla w stanie wyjasni¢ nie tylko nietypowe wiasci-
wosci czynnika ale takze np. brak immunogennosci tak charakterystyczny
dla encefalopatii gabczastych (22, 23).

Stosunkowo szybko okazato sie jednak, ze obecno$é bton komaérkowych
nie jest warunkiem niezbednym do zachowania infekcyjnos$ci scrapie (59).
W eksperymentach z uzyciem wirowania przy przyspieszeniach rzedu
105 G uzyskano frakcje zawierajgcg wysokie miano infekcyjnosci scrapie
a praktycznie pozbawiong elementéw btonowych. Tak wiec hipoteza bto-
nowa tj. zakladajgca, ze sam czynnik infekcyjny jest btong okazata sie
btedna.

Wyniki kolejnego eksperymentu (59), w ktéorym wirowanie z przyspie-
szeniem rzedu 105G zostato poprzedzone intensywnym homogenizowaniem
in vitro wykazaty dalszy wzrost miana infekcyjnosci scrapie rzedu 1—
5 log co sugeruje uwalnianie czynnika z bton.

Zastosowanie kombinacji wirowan roznicowych przy wzrastajgcych
przyspieszeniach z zastosowaniem szeregu detergentdw stanowity podstawe
metody stuzgcej do oczyszczania czynnika zastosowanej przez grupe
Prusinera z Uniwersytetu Kalifornijskiego w San Francisco (26, 27,
28). W pierwszej grupie eksperymentdw starano sie okresli¢ wiasciwosci
sedymentacyjne czynnika infekcyjnego z $ledziony mysiej scrapie oraz
opracowac¢ najwydajniejsze metody uzyskiwania frakcji o maksymalnie wy-
sokim mianie infekcyjnos$ci, a pozbawionej biatek i kwaséw nukleinowych
komérki (77, 82). Wykazano, ze czynnik scrapie pozostaje w supernatancie
Si przy w*t rzedu 109rad*/sek, nastepnie przy wartosciach wiekszych niz
101 radYsek zaczyna sedymentowaé. Stwierdzono takze, ze tzw. profil
sedymentacyjny tj. zalezno$¢ stopnia sedymentacji czynnika scrapie od
stosowanych przyspieszen nie ulega zmianie przy zastosowaniu dezoksy-
cholanu sodu (DOC) lub sonikacji. Fakt ten wskazywat na niezaleznos¢
czynnika infekcyjnego scrapie od bton komaérkowych, uptynnianych przez
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zastosowany detergent. Podwyzszenie temperatury do 80°C przez 30 mi-
nut powodujace rozpad rybosoméw nie zmieniata profilu sedymentacyj-
nego scrapie ani nie obnizato miana infekcyjnosci. Wyliczony na podstawie
profilu sedymentacyjnego wspétczynnik sedymentacji S2w wahat sie
pomiedzy 400—1200 S, osiagajac najwyzszg wartos¢ w materiale traktowa-
nym detergentami lub poddanemu dziataniu ultradzwiekéw, co wskazuje
na mozliwosé przytaczenia innych czasteczek (agregacja do blizej nie-
zidentyfikowanych sktadnikéw subkomorkowych lub czastek czynnika po-
miedzy sobg). W kolejnych badaniach mézgu jak i $ledziony wykazano
obecno$é mniejszych form czynnika byé moze jego monomeréw, o stalej
sedymentacji rzedu 70 S. Pieciokrotne zastosowanie wirowania z przyspie-
szeniem 121 G a nastepnie naprzemiennie 3.2X108rad2s i 1.5X10" rad2s
pozwolito na uzyskanie frakcji P5 (od pellet). Stopien oczyszczenia czyn-
nika scrapie wynosit 16—23 razy (81). Zastosowana procedura usuwata
95% catkowitego biatka i DNA, natomiast jedynie 80% RNA komorki.
Czynnik scrapie nie ulegat inaktywacji pod dziataniem dezoksycholanu
sodu, lizoleeytyny, RNazy w obecnosci EDTA i puromycyny. W gradiencie
sacharozy wysokie miana infekcyjnosci scrapie stwierdzono wzdtuz catego
gradientu tj. od 1.08 do 1.30 g/cm3 przy czym wiekszo$¢ czynnika sedy-
mentowata przy gestoSci wiekszej od 1.21 g/cm3 Preinkubacja z 0.5 M
KCL lub 5 mM EDTA w 37°C, majaca za cel rozpad rybosoméw pociggata
za sobg odzyskiwanie wiekszosci czynnika infekcyjnego z dna gradientu
co sugeruje wspo6iczynnik sedymentacji wiekszy niz 500 S.

Podstawowym wnioskiem ptynagcym z kilku analizowanych prac jest
stwierdzenie heterogennosci populacji czynnika scrapie, z wysokg zdol-
noscig do agregacji oraz minimalna wielkosci S rzedu 40S, tj. mniej niz
najmniejsze wirusy ,konwencjonalne” (83). Prusiner i jego grupa wysu-
neli hipoteze (77, 78, 84), ze za nietypowe wiasciwosci czynnika jest;
odpowiedzialny blizej niescharakteryzowany rodzaj oddziatywan hydro-
fobowych grup biatkowych czynnika scrapie. Przyjecie hipotezy o oddzia-
tywaniach hydrofobowych bytoby w stanie stosunkowo tatwo wyjasnic
wigzanie czynnika scrapie z btonami, agregacje oraz oporno$¢ na wysokie
temperatury (stabilizowanie wigzah hydrofobowych). Z kolei spowodowana
biatkowymi oddziatywaniami hydrofobowymi zdolno$¢ czynnika scrapie
do agregacji ttumaczytaby szeroki zakres gestosci gradientdw z ktorych
odzyskiwano czynnik scrapie. Hipotetyczne wigzanie lipidéw na powierzch-
ni czynnika wyjasnitoby niskg antygenowo$¢ czynnika scrapie, czy opor-
no$¢ na degradacje za pomocg enzymoéw proteolitycznych czy nukleaz,
w zatozeniu nie penetrujgcych poprzez ochronny ,ptaszcz”.

Niejonowe detergenty Triton 100 i Nonidet P40 nie inaktywowaty czyn-
nika scrapie podobnie jak niedenaturujgce jonowe detergenty — dezoksy-
cholan sodowy i sarkosyl. Denaturujacy, anionowy, detergent SDS wyka-
zywat witasnosci inaktywujace w stosunku do czynnika scrapie, zalezne od
dawki. Wykazano takze brak wiasciwosci inaktywujacych czynnik DNazy
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I i Il, RNazy A i Ti, oraz proteazy K w obecnosci, lub przy jej braku
SDS. Cytowane badania sg powtérzeniem badan Milis ona (24, 85),
w ktérych wykazano brak efektu inaktywujacego lizolecytyny, DOC oraz
DNazy i RNazy, podczas gdy trypsyna, pronaza, SDS i STAB wykazywaty
efekt inaktywujgcy w stosunku do czynnika infekcyjnego scrapie. Autorzy
cytowanej pracy podkreslaja wspdétzaleznos¢ pomiedzy stopniem uptyn-
nienia bton przez detergent a stopniem inaktywacji czynnika scrapie
(np. 5% SDS uptynnia 99°/0 biatek btonowych wykazujac jednoczes$nie
efekt inaktywacyjny siegajacy 5 loglOID50).

Zastosowanie elektroforezy w zelu poliakryloamidowo — agarozowym
(25°/0 i 0,5% odpowiednio) nie byto zbyt wydajne, ze wzgledu na brak
penetracji zelu przez czynnik. Z kolei elektroforeza przeptywowa nie
zwiekszyta mozliwosci separacji infekcyjnosci, aczkolwiek 99% infekcyj-
nosci migrowata w kierunku anody (82, 86).

Wykreslenie profilu sedymentacyjnego dla frakcji P5 po ogrzaniu do
80°C wykazato, ze okoto 90% czynnika scrapie sedymentuje przy war-
tosciach w2 rzedu 107rad2s, co daje wspotczynnik sedymentacji S rzedu
10 000 (wielko$¢ mitochondrium).

Zastosowanie elektroforezy w obecnosci 0,2% sarkosylu polepszato nie-
co wydajno$¢ oczyszczania czynnika scrapie, niemniej nadal wiekszo$¢
infekcyjnosci odzyskiwano z gérnych partii zelu (86). Nalezy jednak pod-
kresli¢, ze okoto 30% odzyskiwanej infekcyjnosci komigrowata z fragmen-
tem restrykcyjnym faga lambda o wielkos$ci 2X 10®dalton6ow.

Podstawowym osiagnieciem, ktére znacznie przyspieszyto opracowanie
metody oczyszczenia czynnika, byto oparcie pomiaru miana infekcyjnosci
na ocenie okresu inkubacji, a nie jak dotychczas na tzw. miareczkowaniu
do punktu koricowego (87, 88, 89). Jednoczes$nie zastosowano metode analo-
giczng do tej jaka stuzyta do otrzymania frakcji P5 ze $ledzion myszy,
a obecnie zostata zastosowana do otrzymania frakcji P3z mozgéw chomi-
kéw. Profil sedymentacyjny frakcji P3byt analogiczny jak frakcji P5 przy
czym wiekszo$¢ czynnika scrapie sedymentowala przy warto$ciach w2
rzedu 10U rad2s. Czynnik scrapie byt stosunkowo fatwo precypitowany
przez polietylenoglikol i siarczan streptomycyny (95%) w obecnosci znacz-
nych stezen detergentu i etanolu. Niskie pH, rzedu 5 powodowato znaczny
spadek miana infekcyjnosci, co sugeruje punkt izoelektryczny hydrofobo-
wego biatka stanowigcego integralng czes¢ czynnika wynoszaca okoto 5.
Podobnie jak w wypadku P5ze $ledzion myszy zastosowanie detergentéw
Trion X—100, Nonidet P40, Brij 35 i 56, sulfobetainy 12 i 14 oraz Am-
monyx LO nie wptywaty na miano infekcyjnosci frakcji P3 Podobny efekt
wywieraly jonowe nie denaturujgce detergenty — sole sodowe kwasow
cholonowego i dezoksycholowego, jak i kationowy detergent CTAB. Ana-
logicznie w stosunku do frakcji P5denaturujgcy detergent SDS (jak i sél
litowa siarczanu dodecylu) wykazywal efekt inaktywujacy. Nalezy pod-
kreslic, ze SDS w obecnosci detergentow niejonowych, jak NP-40 czy
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Ammonyx LO nie inaktywowat czynnika scrapie. Z kolei jony stabo chao-
tropowe, jak CI”, Br*, ChLOO~, CLCH2COO~ nie inaktywowatly czyn-
nika scrapie w odréznieniu od jonéw silnie chaotropowych jak SCN- czy
CI00- (90).

W kolejnej szerokiej serii eksperymentéw poszukiwano metod najbar-
dziej wydajnego oddzielenia czynnika scrapie od zwigzanych (w zatozeniu
wigzaniami hydrofobowymi) skiadnikéw subkomérkowych (91). Rozpusz-
czenie frakcji P3w 4°/o Trionie X-100 lub 2°/0 dezoksycholanie sodu, po-
dobnie jak w 0.1°/0 SDS nie zwiekszata penetracji zelu przez czynnik
scrapie; wiekszo$¢ czynnika scrapie otrzymywano nadal z gérnych odcin-
kéw zelu. Podobnie jak w przypadku mysiej scrapie (77, 78, 79, 80, 81, 82)
wykazano niewrazliwo$¢ czynnika na dziatanie DNazy | i Il, Rnazy A i Tx
nukleazy mikrokokalnej, fosfolipazg A2i C oraz proteinazg K i szeregiem
mieszanin enzymow proteolitycznych, nukleaz oraz lipopolisacharydaz
z jadéw wezy. Ostatecznie opracowana metoda sktada sie z szeregu kolej-
nych krokéw i trawienia frakcji P3 nukleazga mikrokokalng oraz prote-
inazg K, oraz elektroforezg w obecnos$ci sarkozylu. W opisywanych warun-
kach cze$¢ czynnika scrapie migrowato w zelu za fragmentem restryk-
cyjnym wielkosci 2X10® daltonéw. Uzyskana frakcja byta wzbogacona
w stosunku do pozostatych biatek i DNA 102—108razy.

Ulepszona metodyka pozwolita na przeprowadzenie eksperymentow
kluczowych dla wyizolowania biatka zwigzanego z infekcyjnoscig scrapie
oraz sformutowania hipotezy o biatkowej strukturze czynnika infekcyj-
nego (26, 27, 28). Jak juz wspominano jony stabo chaotropowe nie wpty-
wajg na miano infekcyjnosci, natomiast jony silnie chaotropowe dzialajg
inaktywujgco. Jony SCN*“ (90) wykazaty efekt inaktywujacy przy czym
zastgpienie K+ przez Na+, Li+ lub guanidyne nasila efekt inaktywujacy
jonu SCN". Usuniecie jondw SCN" w drodze dializy powoduje ponowny
wzrost miana infekcyjnosci scrapie, przy czym efekt taki nie by} obser-
wowany przy uzyciu guanidyny. Wykazano takze odwracalny (dziataniem
hydroksylamin) efekt dietylopirokarbonatu (-DEP) powodujgcego spadek
miana infekcyjnosci scrapie (76). DEP powoduje szybka karboetoksylacje
biatek, zwlaszcza zawierajgcych reszty histydylowe. Nalezy podkresli¢, ze
inaktywujacy efekt DEP nie jest obserwowany w nieoczyszczonych prepa-
ratach moézgowych, oraz ze dodanie RNazy A, BSA lub L-histydyny cze$cio-
wo wywiera efekt ochraniajgcy w stosunku do DEP. Jak wspomniano
czesSciowo oczyszczone preparaty mézgow zwierzat chorych na scrapie bgdz
nieoczyszczone homogenaty sa oporne na dziatanie enzyméw proteolitycz-
nych (24, 26, 27). Uzycie proteinazy K w stosunku do frakcji EG6 (frakcje
otrzymane w wyniku preparatywnej elektroforezy frakcji P5 w tempe-
raturze 37°C powoduje spadek miana infekcyjnosci rzedu 101 do wiecej niz
103 log (92). Trypsyna réwniez inaktywuje czynnik scrapie. Wykazano
takze, ze inhibitor proteinazy K fenylo-metylo-sulfonylo-fluorek,
(PhMeSOoF) dodany do frakcji E6przed trawieniem, zapobiega spadkowi



[ll] STRUKTURA CZYNNIKA SCRAPIE 213

miana infekcyjnosci (92). Jednocze$nie miano infekcyjnosci scrapie we
frakcji E6 1 nie zmienia sie pod dziataniem RNazy A i DNazy . (92).
Nie wiadomo, czy biatko bedace substratem proteinazy K jest identyczne
z biatkiem podlegajagcym dziataniu DEP. Proteinaza K nie jest jedynym
enzymem proteolitycznym inaktywujgcym czynnik scrapie. Wykazano po-
dobne dziatanie pronazy (Mili son 24, 93, 94). Ostatnio potwierdzono
inaktywujgce dziatanie proteinazy K w stosunku do czynnika scrapie
w czes$ciowo oczyszczonych preparatach (95) co potwierdza wyniki uzyska-
ne przez Prusinera i jego wspoOtpracownikow.

Dalsza charakterystyka omawianego biatka, oznaczonego obecnie jako
PrP (prion protein — patrz nizej), zostata przeprowadzona we frakcji P5
otrzymanej w wyniku zmodyfikowanej procedury (96). 50% infekcyj-
nosci identyfikowano w drugiej frakcji blisko dna gradientu, podczas gdy
wiekszo$¢ biatka komorki lokalizowata sie w goérnych partiach gradientu.
Elektroforeza w zelu poliakryloamidowym prdbek gradientu po jego jody-
nacji 175 wykazata obecnos¢ rozciggtego prazka o c.c. rzedu 27 000—30 000
daltonéw. Wyizolowane biatko jest wrazliwe na trawienie proteinazag K, ale
jedynie o ile uprzednio zostato zdenaturyzowane. Trawienie proteinazg K
bez poprzedzajgcej denaturacji jest bez efektu. Wstepne wyniki wydajg sie
wskazywac na r6zny sktad aminokwasowy PrP iinnych biatek izolowanych
z mozg6w niezainfekowanych chomikéw (97).

Jednoczes$nie z prébg oczyszczenia biatka zwigzanego z infekcyjnoscig
scrapie poszukiwano morfologicznego wyktadnika czynnika scrapie. Ostat-
nio Merz ze wspétpracownikami opisata widkienka towarzyszace scrapie
(SAEs — scrapie associated jibrils), (98). Sktadaty sie one z podjednostek
w formie filamentow, przy czym dwie lub cztery podjednostki tworzyty
jedng strukture typu SAF. SAF | wykazaty strukture helikalng, SAF Il
byty utworzone z filamentéw przebiegajgcych rownolegle. SAFs zwrdcity
baczniejsza uwage (poczatkowo traktowane jako jeszcze jeden element
patologii widkienkowej w scrapie, np. przypominajacy sparowane pod-
wojne filamenty choroby Alzheimera — (99) poniewaz okazato sie, ze to-
warzysza nie tylko scrapie ale takze chorobie Creutzfeldta-Jakoba (100).
Badania elektrono-mikroskopowe frakcji P5 przez grupe Prusinera
takze wykazaty obecnos$¢ tworow pateczkopodobnych (w nomenklaturze
Prusinera — flatten rods) $rednicy 25 nm i dtugosci 100—200 nm. (99, 101).
Opracowanie metodyki polegajgcej na kolejnych wirowaniach z maksy-
malnymi przyspieszeniami rzedu 215 000X G oraz wigczonych trawieniach
proteinaza K i nukleaza mikrokokalng (102, 103) pozwolito uzyska¢ frak-
cje (tzw. P23 bardzo znacznie wzbogacong w SAFs. SAFs otrzymane
z frakcji P25 wystepowaty jako pateczki, sformowane z helikalnie skre-
conych filamentéw o $rednicy 4—6 nm (104). Tak uzyskane SAFs byty nie-
co krotsze (50—300 nm) niz pierwotnie opisane (98, 100), co przypisano
nieznacznym rdéznicom metod. Elektroforeza w zelu poliakryloamidowym
w obecnosci SDS wykazata, ze wiekszos¢ srebrochtonnego materiatu (90%)
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dawata sie odzyska¢ z dna gradientu. Gtdwnym prazkiem charakterys-
tycznym dla scrapie byto pasmo komigrujace z alfa-chymotrypsynogenem,
co sugeruje wielkosci 26 000 (104, 105). Wydaje sie, ze PrP wykazuje
mikroheterogennos$¢ podczas elektroforezy w zelu (106, 107). Dane prezen-
towane na sympozjum EMBO pozwolity na powigzanie PrP i SAFs. Wyka-
zano obecno$¢ SAFs w przypadkach myszy, chomikéw i matpy wiewioérko-
watej zainfekowanej szczepami 139A, ME7, 22A, 87V, 263K i C50G scrapie
(106). SAFs wyizolowane z r6znego materiatu (rézne szczepy scrapie cha-
rakteryzowane réznymi obrazami histopatologicznymi oraz odmiennymi
okresami inkubacji (wykazujg pewne réznice budowy ultrastrukturalnej.
Biatko, (PrP) powigzane z SAFs ma c.c. rzedu 21 500—31 000, zaréwno
przy wyizolowaniu z materiatu chomiczego jak i myszy. Biatko izolowane
z mbézgbw myszy zakazonych szczepem 87V rozdziela sie na dwa prazki
podczas elektroforezy w zelu, natomiast biatka izolowane z mézgéw my-
sich zakazonych szczepami 22A, ME7 i 139A rozdziela sie na trzy lub cztery
prazki (106). Wykazano takze, ze dzialanie proteinazy K, 2°0 SDS i 6M
mocznika powoduje spadek obserwowanej liczby SAFs na jednostke po-
wierzchni. Zjawiska tego nie wywotuje trypsyna. Prusiner (97) wyka-
zat zwigzek pomiedzy SAFs a PrP (106, 107) sugerujac, ze kazdy SAF jest
agregatem do 103PrP o c.c. od 27 do 30 000 dalton6éw, przy czym na jedng
IDY przypadatoby od 10 do 100 SAFs. Dziatanie ultradZzwiekow rozbija
SAFs na fragmenty ponizej 100 nm. Wykazano takze (97, 106, 107), wigza-
nie przez SAFs czerwieni kongo, sugerowatoby to, iz SAFs stanowig w isto-
cie wiokienka amyloidu.

IV. Wirino czy prion. Whnioski

W 1982 roku wysunieto hipoteze, ze czynnik scrapie jest w rzeczywi-
stosci odmiennym od dotychczas zidentyfikowanych typem patogenu i na-
dano mu nazwe prion (od proteinaceus infectious particie — z przestawio-
nymi samogtoskami). Podstawowymi posrednimi danymi majacymi Swiad-
czy¢ o biatkowej naturze czynnika scrapie sg:

1 inaktywacja czynnika pod wptywem proteinazy K (90, 101, 106, 107),

2. inaktywacja poprzez modyfikacje chemiczng dziataniem DEP (26,
27, 28),

3. inaktywacja czynnika przy uzyciu detergentu SDS,

4. inaktywacja dziataniem jonow silnie chaotropowych (26, 27, 28, 91),

5. inaktywacja pod dziataniem fenolu (22, 23, 24) oraz mocznika (22,
23, 24).

Uzyskano takze wyniki Swiadczace o inaktywujacym dziataniu fenylo-
metylo-sulfonylo-fluorku i butanedionu, zwigzku modyfikujacego reszty
argininowe (101). O biatkowej naturze czynnika scrapie poza danymi
przytoczonymi w pierwotnej wersji hipotezy Prusinera $wiadczg takze
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nowsze obserwacje nad biatkiem (PrP), charakterystycznym dla scrapie
i wrazliwym na trawienie proteinazg K po uprzednim zdenaturowaniu
(97, 106, 197).

Jednoczes$nie wszystkie przytoczone wyzej dane sugerujg brak wrazli-
wosci kwaséw nukleinowych na dziatanie inaktywujgce (97, 106, 107) brak
tez danych $wiadczacych, ze czynnik scrapie zawiera DNA lub RNA (26,
27, 28, 72). Innym mozliwym wyjasnieniem pewnych niepowodzen ekspe-
rymentalnych jest mozliwos¢, iz metody stuzace izolowaniu kwaséw nukle-
inowych inaktywujg jednoczes$nie czynnik scrapie. Przykfadowym tutaj
zwigzkiem jest fenol (22, 23, 24). Ostatnio wykonano takze szereg ekspe-
rymentow porownujacych dziatanie kilku metod inaktywacj’ wiroidu
wrzecionowatosci bulw ziemniakéw (potato spindle tuber viroid — PSTV)
i czynnika scrapie (108). PSTV jest jedynie nieznacznie inaktywowany
dziataniem DEP, natomiast hydroksylamina, ktéra przywraca aktywnos$¢
inaktywowanych przez DEP preparatow scrapie, wywiera w stosunku do
PSTV dziatanie inaktywujgce. Podobnie psoraleny, nieaktywne w stosunku
do czynnika scrapie (73, 76) wykazujg dziatanie inaktywujgce w przypadku
PSTV. Hydroliza DNA i RNA w podwyzszonej temperaturze w obecnosci
jonéw Zn++ inaktywuje kompletnie PSTV i nie wplywa na aktywnos¢
preparatow scrapie. Podobnie PSTV jest oporny na inaktywujace dziatanie
»Silnych” jonow chaotropowych — np. SCN-. W konkluzji raz jeszcze
wykazano, ze czynnik scrapie r6zni sie znacznie od struktur zawierajgcych
kwasy nukleinowe. Wysuniecie hipotezy o biatkowej naturze czynnikéw
scrapie (26, 27, 28) pociggneto natychmiast pytanie o mechanizmy replika-
cji prionu, o ile taka miataby byé niezalezna od DNA lub RNA. Wielko$¢
prionu nie wyklucza jednak obecnosci matego, ciasno upakowanego oligo-
nukleotydu, mogacego dziata¢ jako element regulacyjny, a nie jako matry-
ca. Ale prion moze w rzeczywisto$ci nie zawiera¢é DNA lub RNA i repli-
kowac¢ sie poprzez aktywacje preegzystujacych w genomie sekwencji. In-
nymi, rowniez nieortodoksyjnymi mozliwosciami sg odwrotna translacja
i synteza biatka zalezna od biatka a nie kwasu nukleinowego.

Hipoteza o biatkowej i tylko biatkowej naturze czynnika scrapie spot-
kata sie z krytyka (29, 30, 32, 31), gtownie zresztg z powodu wprowadzenia
nazwy ,prion” jako przedwczesnej, ale takze poniewaz wprowadzata do-
datkowe zatozenia — np. odwrotnej translacji, czy promocji wiasnej syn-
tezy, co nie ma zadnego odpowiednika w danych eksperymentalnych.
Wydaje sie obecnie, iz dane Swiadczace o braku DNA lub RNA, nie sg
ostateczne. Kimber lin (29, 30) w swojej podstawowej krytyce propo-
nowat, specyficzny dla scrapie kwas nukleinowy nie podlegajacy trans-
lacji— podobnie jak RNA wiroidéw (110, 111), oraz, iz rozwéj objawow
choroby jest zalezny od blizej nieokre$lonej interakcji oligonukleotydu
DNA lub RNA z systemami regulacyjnymi genomu gospodarza.

Podstawowym, trudnym do pogodzenia z zatozeniem o odwrotnej trans-
lacji, czy promocji wlasnej syntezy prionu, jako mechanizmoéw jego repli-
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kacji, jest fakt istnienia szczepoéw scrapie, o stabilnych wiasciwosciach
genetycznych (11, 12). Poprzez szczepy rozumiemy odmiany czynnika
0 ustalonym okresie inkubacji w danym genotypie gospodarza, ustalonym
pod wzgledem genu Sine (od Scrapie incubation period), charakterystycz-
nej topografii uszkodzeh (16, 17, 18) danej klasie stabilnosci (112, 113).
Szczegdlnie istotne jest, ze pewne szczepy cechuje nieciggta zmiennos$é
swoich witasciwosci — co okresla sie jako mutacje (111), a szereg szczepow
wykazuje zjawisko kompetycji pomiedzy sobg (111). Nalezy jednak zazna-
czy¢, ze stabilno$¢ genetyczna szczepdw scrapie nie jest pelna — znany jest
na przyktad fakt utraty zdolnosci infekowania pierwotnego gospodarza po
przepasazowaniu przez zwierze innego gatunku (30, 21, 32). W chwili obec-
nej trudno przyja¢ mechanizm replikujacy biatko o tak wysokiej specy-
ficznos$ci i powtarzalnosci, inny niz poprzez translacje informacji zawartej
sekwencjach DNA lub RNA.

Podstawowym pytaniem jest czy PrP jest integralng czescig czynnika
scrapie. Nie udalo sie dotad wykaza¢, zeby jedynie PrP byto odpowie-
dzialne za infekcyjnos$¢. Zaobserwowano jedynie zbiezno$¢ pomiedzy obec-
noscig SAFs (rods) a mianem infekcyjnosci lecz pomiedzy liczbg SAFs
a iloScig biatka istnieje korelacja odwrotna. Ostatnie badania sugerujg, ze
SAFs (rods) stanowig jedynie forme amyloidu (106, 107, 113) nie infekcyjna
per se, lecz stanowigcg produkt powstajagcy w czasie procesu chorobowego.

W podsumowaniu nalezy stwierdzi¢, ze obecne skape i w wiekszosci
posrednie dane wskazuja, iz istnieje biatko powigzane z czynnikiem infek-
cyjnym scrapie. Nie wiadomo jednak czy stanowi ono integralng czes¢
czynnika infekcyjnego scrapie, czy jest ono infekcyjne jako takie, nie-
znane sg takze mechanizmy replikacji ani interakcji prowadzacych do roz-
woju objawoéw choroby.

Wystepowanie SAFs (rods) oraz dane sugerujace, iz nietypowe wias-
nosci czynnika scrapie obserwuje sie jedynie w czesci populacji czynnika
moga wskazywaé, ze czynnik scrapie moze nie by¢ tak nietypowy jak to
sie dotychczas wydawato. By¢ moze jego wiasciwosci sg pochodng silnie
hydrofobowych wiasciwosci biatek czynnika scrapie zdolnych do oddzia-
tywan z elementami subkomorkowymi i agregacji, ktore tgcznie maskujg
jego prawdziwe cechy. Prawdopodobnie najblizsze lata odpowiedzg na te
zasadnicze pytania.

Zaakceptowano do druku 15 wrze$nia 1985 r.
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Addendum

Juz po oddaniu do druku uzyskano szereg danych catkowicie zmienia-
jacych poglad na znaczenie PrP w biologii molekularnej czynnika scrapie.
Procedura opracowana dla uzyskania PrP scrapie okazata sie takze przy-
datna w badaniach nad CJD (1—4). Elektroforeza w zelu poliakryloamido-
wym wykazata obecno$¢ czterech charakterystycznych dla CJD prazkéw:
0 c.c. 18—20, 22—24, 26—29 i 43—46 000 daltonéw. Biatka te sg oporne
na trawienie proteinazg K. Relacje pomiedzy PrP o c.c. 27—30 000 dalto-
néw a wyzej wymienionymi biatkami nie sg znane. Biatka CJD i PrP wy-
kazujg reaktywnos$¢ krzyzowg przy uzyciu surowicy kréliczej skierowanej
przeciw PrP, przy czym aktywno$¢ tej surowicy w stosunku do biatek
jest dwustukrotnie nizsza niz w stosiunku do PrP.

PrP i biatka CJD sa sjalkoglikoproteidami (3—5). PrP wykazuje hete-
rogennos¢ tadunku (punkt izoelektryczny osmiu heteroizomerow pomiedzy
pH 4.6 a 7.8). Neuraminidaza redukuje liczbe heteroizomeréw PrP do czte-
rech (punkt izoelektryczny pomiedzy pH 6.5 a 7.5). Trawienie endogliko-
zydazg H wykazuje podobne efekty, z tym, ze liczba heteroizomeréw tadun-
ku po trawieniu wynosi sze$¢. Wykazano takze wigzanie PAS przez PrP, co
przemawia za obecnoscig reszt oligocukrowych w czasteczce PrP. W analo-
giczny sposéb nalezy interpretowac wigzania lektyn do biatka CJD (4).

Analiza sktadu aminokwasowego PrP (5) wykazata najczestsze wyste-
powanie glicyny, glutaminy (kwasu glutaminowego) oraz asparaginy (kwa-
su asparaginowego). Jest to skitad podobny do skiadu aminokwasowego
biatek amyloidu i sugeruje obecnos$¢ struktur beta-fatdowych. Okreslono
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takze sekwencje 15 aminokwaséw N-kornca PrP. Sekwencja ta: Gly-Glin-
Gly-Gly-Gly-Thr-His-Asn-GIn-Trp-Asn-Lys-Pro-Ser-Lys jest sekwencja
unikalng i nie wykazuje homologii z sekwencjg zadnego znanego biatka.

Znajomosé sekwencji N-konca PrP 27—30 pozwolita na zsyntetyzo-
wanie 32 komplementarnych oligonukleotydéw, ktdre postuzyty do stwier-
dzenia obecnosci sekwencji homologicznej w genomie zainfekowanych
zwierzat (6). Do syntezy cDNA postuzyty poli-A-RNA wyizolowane podczas
eksponencjalnej fazy wzrostu czynnika scrapie. cDNA sklonowano w ko-
madrkach E. coli DH1, postugujac sie wektorem pHG327. Jedng kolonie wy-
kazujagcg obecnos¢ fragmentu cDNA znaleziono wsréd 150 000 kolonii
E. coli. Sklonowany fragment cDNA wycieto postugujgc sie restryktazg
BamH |, przecieto na dwa fragmenty z pomocg restryktazy Hind 111
i zsekwencjonowano. Interesujagcy fragment sktadat sie z 1918 nukleoty-
déw poprzedzonych strukturg 33G i zakoniczonych poli-A (56 reszt). N-kon-
cowy fragment odpowiadat sekwencji PrP (4). Postugujac sie fragmentem
cDNA PrP wyznakowanym 32P przebadano chromosomowy DNA chomi-
ka. Okazato sie, ze gen o sekwencji homologicznej wobec cDNA jest obecny
w komorkach mozgdw zwierzat zakazonych i niezakazonych. Podobnie
biatko PrP jest obecne w komdérkach mbzgow zwierzat zakazonych i zdro-
wych. Postugujac sie identycznymi metodami uzyskano réwnoczes$nie ana-
logiczne wyniki w innym laboratorium (7).

T4
3 HpT

Ryc. 2. Uktad biatek otrzymywanych w wyniku pro-
cedury opracowanej przez Dirinera (patrz tekst)
po elektroforezie w zelu poliakryloamidowym, w
obecnosci SDS. Zele: 1—2 zele kontrolne (niezainfe-

25 KD kowane chomiki szczepu Aura), zele 3—5 zwierzeta
zakazone scrapie (3— chomiki szczepu Aura, 4—5—
szczepu Clac). Zwraca uwage obecnos$¢ prazka o c.c.
25000 daltonéw (25KD) nieobecnego w zelach kon-
trolnych. Biatko to odpowiada biatku PrP (patrz
adendum).

Obecnos$¢ PrP jak i genu PrP w niezainfekowanych komérkach nasuwa
dwie podstawowe mozliwosci interpretacji (6—9). Pierwsza najbardziej
prawdopodobng, ze PrP jest normalnym biatkiem neuronéw, wchodzacym
nastepnie w sktad SAFs — produkt (amyloidu) tworzacego sie podczas in-
fekcji scrapie. Druga, ze PrP podlega modyfikacjom postranslacyjnym,
ktére prowadza do jego ekspresji w czasie trwania choroby. Wydaje sie
takze, ze kolejna faza poszukiwan czynnika infekcyjnego scrapie zakon-
czyta sie niepowodzeniem.
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SEOWNICTWO BIOCHEMICZNE

EWA KOPIECZNA-GRZEBIENIAK *, DANUTA JAKUBOWSKA **

Syntaza czy syntetaza karbamoilofosforanowa?

Carbamoyl — phosphate synthase or synthetase?

Praca zawiera krytyke dowolnosci w stosowaniu nazw oraz klasyfi-
kacji numerycznej enzymo6w syntetyzujagcych karbamoilofosforan, meta-
bolitu posredniego zuzywanego w cyklu mocznikowym i biosyntezie piry-
midyn, przedstawia tez mechanizm dziatania syntetazy karbamoilofosfora-
nowej | jako ligazy. Enzym ten, oznaczony skrétem CPS I, w najnowszych
polskich podrecznikakach biochemii nazywany jest przez jednych autoréow
syntazg (1, 2, 3), przez innych syntetazg karbamoilofosforanowg (4, 5).
Jeszcze inni autorzy uzywajg obydwu tych nazw (6, 7).

Wedtug zalecen Komisji Stownictwa IUB termin syntaza mozna stoso-
waé w przypadku kazdego enzymu klasy 4 lub enzyméw innych klas (z wy-
jatkiem enzymow klasy 6), gdy chodzi o podkreslenie syntetycznego aspek-
tu reakcji (8). Stosowanie nazwy syntaza karbamoilofosforanowa byto wiec
uzasadnione tylko do czasu kiedy uwazano, Zze enzymy syntetyzujgce kar-
bamoilofosforan sa transferazami (11— 19).

Jednak nawet autorzy zaliczajacy ten ezym do klasy transferaz roznie
go klasyfikuja. Jedni podajg jego zaszeregowanie w spisie enzyméw jako
E.C.2.6.1.13 (11), co wskazywatoby btednie, ze CPS | jest aminotransferazg,
inni autorzy uwazaja, ze enzym ten przenosi grupy zawierajgce fosfor,
czyli ze jest kinaza. Takze jednak ci autorzy stosujg rézng klasyfkacje nu-
merycznga. | tak, niektérzy nieprawidtowo oznaczaja CPS | jako E.C.2.7.2.2.
(fosfotransferaza ATP: karbaminian, czyli kinaza karbaminianowa) (12, 13,
14); inni oznaczajg CPS | numerem E.C.2.7.2.5. (fosfotransferaza ATP: kar-
baminian defosforylujgca) (15, 16, 17, 18, 19).

Wedtug innej (2, 5), niepetnej definicji, syntazy to szczegOlny rodzaj
liaz. Reakcje katalizowane przez te enzymy nie wymagajg wktadu energii
ze strony ATP. Rownowaga reakcji przesunieta jest w kierunku syntezy,
stad ich nazwa. W jednym przypadku (10), zupetnie nieprawidtowo, podano
nawet charakterystyke CPS | jako E.C.4.1.1.15.

W ostatnich latach CPS | w piSmiennictwie Swiatowym wystepuje pod

% Dr nauk med., *) Dr nauk med., Zaktad Biochemii i Chemii Slgskiej Akademii
Medycznej, ul. Medykéw 18, 40-752 Katowice

Wykaz stosowanych skrotéw: CP — karbamoilofosforan, CPS |— syntetaza kar-
bamoilofosforanowa I, CPS Il — syntetaza karbamoilofosforanowa II.
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numerem E.C.6.3.4.16. (9, 20, 21, 22, 23). Petna jego nazwa brzmi: ligaza
dwutlenek wegla: amoniak czyli syntetaza karbamoilofosforanowa (amo-
niak). Biotyna nie jest potrzebna do aktywacji dwuweglanu jak uwazano
wczesniej (4).

Do wytworzenia 1 czasteczki karbamoilofosforanu CPS | wymaga
2 czasteczek MgATP (25). Dwie czasteczki MgATP sg uzywane na oddziel-
nych etapach. Do 1979 roku uwazano, ze jedna czasteczka MgATP zuzy-
wana jest do aktywacji dwuweglanu, w wyniku czego w | etapie reakcji
katalizowanej przez CPS | miat powsta¢ kompleks enzym — karboksy-
fosforan. W |l etapie do tego kompleksu przytagczy¢ miat sie NHi, co
miato powodowaé¢ wytworzenie kompleksu enzym — karbaminian. W 11l
etapie pod wpltywem drugiej czasteczki ATP z kompleksu enzym — karba-
minian powstawa¢ miat dopiero karbamoilofosforan (25).

Przebieg syntezy karbamoilofosforanu jest jednak inny. Wedtug Brit -
tona i wsp. (9) CPS I posiada dwa oddzielne miejsca wigzania ATP
w centrum aktywnym. N-acetyloglutaminian, a prawdopodobnie takze
Mg++ i K+ zmieniajg konformacje biatka na bardziej aktywng (25). Pierw-
szg przytaczong czasteczka do enzymu jest ATP, ktérego grupa fosforylowa
odnajdywana jest w CP (9). Nastepnie z enzymem #3gczy sie ATP z druga
czasteczkg bedacg Zrodtem uwalnianego fosforanu, a nastepnie dopiero
dwutlenkiem wegla. Enzym nie tworzy kompleksu z karbaminianem, nato-
miast tworzy kompleks: enzym* ATPbHCO03*ATPa. Ostatni etap reakcji
katalizowanej przez CPS | polega na ataku nukleofilowym NH3 (a nie
NHi prowadzacym do wytworzenia karbamoilofosforanu (9). CPS I nale-
zy wiec do ligaz, czyli syntetaz. Uzycie nazwy sytaza dla enzymow tej kla-
sy zgodnie z przedstawiong wyzej definicjg jest btedne (8).

CPS 1l, enzym réwniez syntetyzujacy karbamoilofosforan, w nowszej
literaturze zamiast oznaczenia E.C.2.7.2.9. (26) wystepuje pod numerem
E.C.6.3.5.5. (27) i nosi nazwe: amido-ligaza dwutlenek wegla: L-glutamina
czyli syntetaza karbamoilofosforanowa (hydrolizujaca glutamine) (8).

Wedtug nowo stosowanej klasyfikacji (8) CPS 1 i CPS Il zakwalifiko-
wano wiec do 2 roznych podpodklas zgodnie z ich zapotrzebowaniem sub-
stratowym.

Zaakceptowano do druku 15. wrzesnia 1985 r.
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Uwagi Komisji Stownictwa Biochemicznego
na temat nazw ,,syntazy” i ,,Syntetazy”

Zgodnie z zaleceniami Komisji Stownictwa IUB, zamieszczonymi w ,,Enzyme
nomenclature” z r. 1978, syntetazami nazywamy enzymy nalezgce do klasy 6, katali-
zujace reakcje przebiegajace z hydrolizg trifosfonuklezydéw. Nazwe ,syntaza” nadaje
sie enzymom wszystkich klas, oprocz 6, je$li pragnie sie podkres$li¢ syntetyczny
aspekt reakcji. Stownictwo to jednak wywotlywato i wywotuje wiele nieporozumien,
a wiec Komisja Stownictwa IUB wprowadzita odpowiednie zmiany w nowym
wydaniu ,Enzyme nomenclature” (poszerzonym o 2700 haset), ktore jest obecnie
w druku. Komisja podata do wiadomos$ci wprowadzone zmiany w ,Newsletters
January 1984”, ogtoszonym w wielu czasopismach, miedzy innymi w Z. Physiol.
Chem., (1984), 365, |I—V. Ponizej podajemy tre$¢ notatki na temat syntaz.

Syntazy

Do Komisji Stownictwa IUB wptyneto wiele uwag na temat tego, ze
nazwy ,syntaza” i ,,syntetaza” sg zbyt do siebie podobne, aby mogly zada-
walajgco okresli¢ wzajemnie wykluczajace sie pojecia. W nowym wydaniu
Enzyme nomenclature zmieniono wiec zalecane nazwy, pozostawiajac jed-
nak mozliwos$¢ uzycia dawnych okres$len tym, ktérym odpowiada dotych-
czasowy sposéb. Nazwe ,syntaza” mozna dodawaé¢ do nazwy kazdej sub-
stancji na oznaczenie enzymu katalizujgcego reakcje, w ktérej ta substan-
cja powstaje. W ten spos6b nazwe syntaza mozna obecnie nadawaé takze
enzymom, katalizujgcym reakcje przebiegajgce z hydrolizg trihosfonukleo-
zydow, a wiec enzymom, ktére dotychczas nie mogty nosi¢ tej nazwy. Do
nazw ,,syntaza glikogenowa”, ,syntaza cytrynianowa” itp. moze doj$¢ obec-
nie np. ,syntaza glutaminowa”, ,syntaza NAD+".

Enzymy, katalizujgce reakcje z towarzyszgca hydrolizg trifosforandw
nukleozydow powinny zawiera¢ raczej okreslenie ,ligaza” niz ,syntetaza”
w swej nazwie, z wymienieniem tgczacych sie reaktantow. | tak ,ligaza
tyrozyna-tRNA” i ,ligaza octan-CoA” winna zastagpi¢ nazwy ,syntetaza
tyrozylo-CoA” i ,syntetaza acetylo-CoA”. Obok zalecanych nazw, forma
»Syntetaza” pozostaje jednak nadal jako nazwa dopuszczalna.

Autorzy moga wiec nadal uzywac stowa ,syntetaza” dla wyréznienia
enzymoOw ktorych reakcje wymagajg hydrolizy nukleozydéw trifosfora-
nowych, bedag oni jednak znacznie lepiej zrozumiani uzywajac nazwe
»ligaza”, zwazywszy jak wielu biochemikéw nie rozr6znia znaczenia nazw
»,Syntaza” i ,syntetaza”.

ttumaczyta: Janina Kwiatkowska
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E. PIASECKI — Struktura interferonéw

Addendum

W okresie od ztozenia artykutu do druku ukazato sie wiele prac rozszerzajgcych
wiedze o interferonach. W oparciu o piSmiennictwo z lat 1984—1986 sprostowania
wymagaja dwie sprawy. Po pierwsze ustalone zostatlo mianownictwo dwédch grup
IFN-«. Zamiast uzywanych w niniejszej pracy tymczasowych oznaczen «s i «| przy-
jeto okreslenia «1 i «u. Po drugie wyjasniono, iz btednie wyznaczono granice miedzy
peptydem sygnatowym a wtasciwym biatkiem w sekwencji IFN-y. Obecnie uwaza
sie, ze whasciwa czasteczka tego IFN ma o 3 reszty aminokwasowe mniej niz sgdzono
pierwotnie. A wiec HulFN-y skiada sie ze 143, a MulFN-y ze 133 aminokwasow.

Opublikowano dotychczas (listopad 1986) sekwencje aminokwasowe interferonéw
6 gatunkoéw. W ponizszej tabeli zestawitem informacje dotyczace gendéw nieallelicz-
nych. W kilku przypadkach brak petnej sekwencji lub mapy genowej uniemozliwit
podanie jednoznacznych danych.

Tabela

Liczba znanych gendw nieallelicznych . . i
IEN llos¢ aminokwasow

w czgsteczce biatka

facznie z pseudogenami funkcjonalnych

HuiFN-a, 16— 19 13— 16 165, 166
HulFN-ai, 5—9 1—2 172
HulFN-p 2—4 2—4 166
HulFN-y 1 2 143
MolFN-a 1 1 166
MolFN-fj 1 1 166
BolFN-ai 4—6 4—6 166
BolFN-a,i 1 1 172
Bo[FN-@ 3 3 165
BolFN-y 1 1 143
PolFN-a 1 1 166
MulFN-a 11— 12 10— 1 162, 166, 167
MUulFN-3 1—3 1-3 161
MulFN-v 1 1 133
RalFN-7. 1 1 169
RalFN-y 1 1 134

Interferony: Hu — ludzki: M — matpi; B o— bydlecy; P o— $winski; Mu — mysi; Ra — szczurzy.

Przy pisaniu addendum wykorzystano prace oryginalne (ktérych ze wzgledu na
brak miejsca nie wyszczeg6lniono) oraz nastepujace publikacje zawierajgce pod-
sumowanie obecnej wiedzy o strukturze interferonow:

76. Langer J A, Pestka S. (1985), Pharmac. Ther., 27, 371—401.

77. Hen co K., Brosius J, Fujisawa A, Fujisawa J. -1, Haynes J R,
Hochstadt J, Kovacic T, Pasek M, Schambéck A, Schmid J,
Todokoro K, Walchii M, Nagata S, Weissmann C. (1985),
J. Mol. Biol., 185, 227—260.

78. Methods in Enzymology, t. 119, red. S. Pestka, Academic Press 1986.

79. Piasecki E., (1987), Post. Hig. Med. Dosw. (w druku).
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