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Profesor JANINA OPIENSKA-BLAUTH
1895—1987

Profesor doktor Janina Opienska-Blauth urodzita sie w Zotkwi pod Lwowem
w roku 1895. Po ukoriczeniu szkoty elementarnej w Z6tkwi, kontynuowata nauke
we Lwowie, gdzie w 1914 roku uzyskata Swiadectwo dojrzatosci. W tym okresie
zaangazowala sie w organizacje skautingu. W okresie | wojny Swiatowej
przebywata w Krakowie i tam na czele IV Krakowskiej Druzyny Harcerskiej
aktywnie uczestniczyta w ruchu niepodlegtosciowym. W wieku 19 lat rozpoczeta
studia chemiczne na Uniwersytecie Jagiellonskim. Bedac na IV roku studidow, w
roku 1918 podejmuje prace jako asystentka pod kierunkiem profesora Stanista-
wa Badzyriskiego — poczatkowo w Zaktadzie Chemii Lekarskiej Uniwersytetu
Jana Kazimierza we Lwowie, a nastepnie w Katedrze Chemii Fizjologicznej
Uniwersytetu Warszawskiego. W roku 1923 Janina Opienska uzyskuje stopien
doktora filozofii w zakresie chemii po obronie pracy na temat funkcji kwaséw
oksyproteinowych w watrobie. Po zawarciu zwigzku matzenskiego wyjezdza do
Torunia i przez rok naucza chemii w tamtejszym gimnazjum. W 1924 roku
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otrzymuje propozycje objecia pracy w PafAstwowym Zakladzie Higieny w
Warszawie. W Zaktadzie Lekéw prowadzi badania nad zastosowaniem niekté-
rych metod chemicznych w medycynie sadowej. Wkrotce potem przechodzi do
Zaktadu Biochemii Panstwowego Zaktadu Higieny. W tym czasie rozpoczyna
badania nad hormonem przytarczyc. Koncentruje sie nad metodami izolowania,
oczyszczania i okre$la lia aktywnosci tego hormonu.

Wraz z wybuchem Il wojny $wiatowej doktor Opienska-Blauth przenosi sie
do Lwowa i podejmuj? prace w Zaktadzie Chemii Fizjologicznej Uniwersytetu
Jana Kazimierza we Lwowie pod kierunkiem profesora Jakuba Pamasa. Po
zajeciu Lwowa przez wojska niemieckie w 1942 roku, dzieki umiejetnym
zabiegom i polityce profesoréw lwowskich, powstaje namiastka studiow medy-
cznych, w ktérych doktér Opienska-Blauth uczestniczy nauczajgc chemii
fizjologicznej. Wkrotce jednak wyjezdza do Warszawy i pracuje w prywatnej
firmie analiz. Wraz z wszystkimi mieszkaricami stolicy uczestniczy w powstaniu
warszawskim i trafia do obozu w Pruszkowie.

W roku 1944 po rozmowie z profesorem Ludwikiem Hirszfeldem, przybywa
do Lublina i od roku 1945 roku bierze czynny udziat w organizacji Wydziatu
Lekarskiego w nowo utworzonym Uniwersytecie Marii Curie-Sklodowskiej.
Majac odpowiednie kwalifikacje biochemiczne i liczacy sie z okresu przedwojen-
nego dorobek naukowy, doktor Janina Opienska-Blauth podejmuje trud
organizacji od podstaw Zaktadu Chemii Fizjologicznej. W 1947 roku po
przeprowadzeniu habilitacji na Wydziale Lekarskim Uniwersytetu Marii
Curie-Sktodowskiej w Lublinie, uzykuje stanowisko docenta, a w roku 1948 tytut
i stanowisko profesora nadzwyczajnego. Podstawg dla habilitacji byty przed-
wojenne badania nad hormonem przytarczyc. Nominacje i stanowisko profesora
zwyczajnego przyznano Jej w roku 1956.

Ogromny wysitek i zaangazowanie w tworzenie placéwki naukowo-dyda-
ktycznej jakim byt Zaktad Chemii Filologicznej, nie ograniczyt aktywnosci
profesor Janiny Opienskiej-Blauth w dziatalnosci naukowej. Przy wspétudziale
dobranych przez siebie wspotpracownikdéw rozpoczyna prace nad metaboliz-
mem weglowodanowym E. coli w syntetycznych hodowlach. Wykrycie bez-
fosforowego metabolitu przemiany glukozy gromadzgcego sie w podiozu,
zostato uznane za wartosciowe odkrycie i opublikowane w ,,Nature”. Prace
metaboliczne wymagaly stosowania czutych, rozdzielczych metod analitycznych.
Profesor stata sie gorgca propagatorka metody chromatografii bibutowej. Pod
Jej kierunkiem opublikowano szereg prac metodycznych dotyczacych analizy
niektorych kwasow organicznych, aminokwaséw i weglowodandéw. Prace te o
charakterze pionierskim w owym czasie spowodowaty naptyw z catej Polski
licznych szkolgcych sie pracownikéw naukowych. Ukoronowaniem tego etapu
dziatalnosci naukowej profesor Janiny Opienskiej-Blauth byto wydanie pod Jej
redakcja obszernej monografii p.t. ,,Chromatografia”. Tej aktywnos$ci wydaw-
niczej nie zaniechata i w pézniejszych latach, czego wyrazem sg opracowane
przez Nig inne monografie z zakresu chromatografii, jak: Chromatografia
cienkowarstwowa — 1967, Zastosowanie chromatografii w fitochemii — 1967,



Vade Mecum chromatograficzne — 1968, Metody chromatograficzne w bada-
niach aminokwasow ze szczegélnym‘uwzglednieniem aminoacydurii — 1966.

Opanowanie techniki chromatograficznej skierowato zainteresowanie pro-
fesor Janiny Opienskiej-Blauth w dziedzine aplikacji tej metody do celéw
medycznych. We wspotpracy z Klinikg Pediatryczng Akademii Medycznej w
Lublinie podjeta badania nad aminoacydurig u dzieci z réznymi wadami
rozwojowymi. Wyniki badan opublikowano w licznych pracach jak tez przed-
stawiono pod postacig rozdziatu p.t. ,,Aminoacyduria in Kidney Diseases” w
monografii ,,In Biochemical Clinics” —1963. Dorobek naukowy Profesor w
latach 1945—1965 udokumentowany zostat 136 pozycjami bibliograficznymi.

Profesor doktor Janina Opienska-Blauth charakteryzowata sie w catym
swoim zyciu dynamiczng aktywnoscig organizacyjna, ogélnospoteczng, akade-
micka i naukowg. Z gronem wybitnych biochemikéw polskich brata udziat w
powotaniu do zycia Polskiego Towarzystwa Biochemicznego, ktérego zostata
po6zniej Cztonkiem Honorowym. Godno$¢ Cztonka Honorowego przyznato Jej
réwniez Polskie Towarzystwo Chemiczne i Lubelskie Towarzystwo Naukowe.

Profesor Janina Opienska-Blauth petnita rowniez szereg odpowiedzialnych
funkcji akademickich i naukowych. W latach 1946—1949 byla prodziekanem
Wyadziatu Lekarskiego Uniwersytetu Marii Curie-Sktodowskiej w Lublinie, a w
latach 1956—1959 i 1962—1965 byta prorektorem Akademi Medycznej w
Lublinie. Macierzysta uczelnia, Akademia Medyczna w Lublinie przyznata Jej
tytut Doktora honoris causa. W skali og6lnopolskiej reprezentowata biochemie
poprzez udziat w Komisji Biochemicznej przy Ministrze Zdrowia i Opieki
Spotecznej, Komitecie Biochemicznym Polskiej Akademii Nauk, Radzie Nauko-
wej Instytutu Biochemii i Biofizyki i Instytucie Zywnosci i Zywienia.

Zgodnie z funkcjag profesora wyzszej uczelni byta nauczycielem i wycho-
wawcg ogromnej rzeszy miodziezy akademickiej kiku wydziatdw. Swoj entu-
zjazm i zapat naukowy potrafita przela¢ na najblizszych wspétpracownikéw.
Sposrad Jej wychowankdw 8 uzyskato tytuly profesora zwyczajnego i nadzwy-
czajnego, kilku stopnie docenta i wielu stopnie naukowe doktora.

Dtugajest lista osiagnie¢ i sukceséw cztowieka, ktory cate swe pracowite zycie
i nieustanny entuzjazm poswiecit nauce i nauczaniu. Nie sposéb ich wszystkich
przedstawi¢ zwiaszcza, ze trudno dzi$ obiektywnie oceni¢, ktore z efektéw
dziatania sg najbardziej wartoSciowe. Mysle jednak, ze tak jak dla kazdego
nauczyciela i wychowawcy, swiadectwem jego statego istnienia i nieprzemijajgcej
wartosci sg ogromne rzesze uczniow i wychowankow.

Odeszta na zawsze 18 listopada 1987.

Tomasz Borkowski
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ANNA GOZDZICKA-JOZEFIAK* URSZULA KARWOWSKA*

Geny genomu plastydowego, ich organizacja, struktura i transkrypcja

Genes of plastid genomes, their organization, structure and transcription

Spis tresci:
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ID-2. 23 S rRNA plastydéw lich geny
111-3. tRNA plastydéw i ich geny

1V. Geny kodajace plastydowe biatka

V. Transkrypcja genéw plastydow

VL Uwagi koricowe

Contents:

I. Introduction
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HI-2. Plastid 23 S rRNA and their genes
111-3. Plastid tRNA and their genes
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Wykaz stosowanych skrétow: RNA —kwas rybonukleinowy, tRNA — RNA transportujacy,
rRNA —RNA rybosomowy, petla D —petla dwuhydrourydylowa w Il-rzedowcj strukturze tRNA,
DNA —kwas dezoksyrybonukleinowy, pz —pary zasad, kpz —tysigce par zasad, G —guanozyna,
C - cytydyna, T - tymidyna, A - adenozyna, N - nukloetyd, P - puryna, GTP - guanozy-
notrojfosforan, Wal —walina, Asn —asparagina, Cys —cysteina, S - biatko wchodzace w sktad
matej podjednostki rybosomalnej, L —biatko wchodzgce w sktad duzej podjednostki rybosomalnej.

* Dr, Zaktad Biochemii Biopolimeréw UAM, ul. Fredry 10, 61-701 Poznanh
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I. Wprowadzenie

Plastydy sg organelami roslin wyzszych, ktérych pochodzenie niejest w petni
wyjasnione. lIstniejg dwie teorie odnosnie ich pochodzenia. Zgodnie z jedng
Z nich, tzw. teorig endosymbiotycznag, plastydy byty poczatkowo wolnozyjacymi
prokariontami, ktdre zaczety zy¢ w symbiozie z komérkg gospodarza i z biegiem
czasu przeksztatcity sie wjej organele. Druga teoria, zwana teorig wewnetrznej
kompartmentacji zaktada, ze mate fragmenty DNA ulegaty kompartmentacji w
obrebie prokariotycznego przodka tworzac organele. Zadna z proponowanych
teorii nie jest w petni udokumentowana.

Przeszto 20 lat temu wykazano po raz pierwszy, ze plastydy zawieraja wlasny
DNA. Od tego czasu prowadzone sg intensywne badania wtasciwosci i funkcji
plastydowego DNA, wspotzaleznosci pomiedzy genomem jagdrowym, mitochon-
drialnym i plastydowym oraz organizacji poszczegélnych genéw genomu
plastydowego. DNA izolowano z plastydow roélin réznych gatunkéw. W
wiekszosci dotychczas zbadanych roslin plastydowy DNA wystepuje w formie
kowalencyjnie zamknietej czasteczki o masie okoto 85 x 106 daltonéw i podob-
nie jak DNA prokariontow nie jest zasocjowany z histonami (1—7).

Plastydy zawierajg specyficzne plastydowe tRNA i rRNA oraz kompletny
wiasny aparat translacji, w tym takze zestaw enzymaéw niezbednych do replikacji
DNA, transkrypcji i translacji.

Proces translacji w plastydach zachodzi przy udziale rybosoméw o statej
sedymentacji 70 S, podobnych do rybosoméw prokariotycznych i bardzo
ré6znych od rybosomoéw cytoplazmatycznych 80 S. Gtdwnymi sktadnikami
rybosoméw 70 S sg: 23 S rRNA i 16 S rRNA, poza tym w plastydach roslin
niektdrych gatunkéw wystepujg 4,5 S rRNA, 5 S rRNA, 7 S rRNA oraz
3 SrRNA.

Plastydowe tRNA aminoacylowane sg przez syntetazy aminoacylo-tRNA
specyficzne dla plastydow. Syntetazy aminoacylo-tRNA plastydéw maja wiasci-
wosci podobne do analogicznych enzymoéw bakteryjnych (8). Fakt ten jak
réwniez wrazliwo$¢ plastydowego aparatu syntezy biatka na antybiotyki (np.
chloramfenikol) oraz inicjacja translacji przy udziale N-formylometionylo-
tRNA mogg wskazywaé na duze podobienstwo plastydéw do organizméw
prokariotycznych.

Il. Ogdlny schemat organizacji DNA plastydéw

Plastydy zawierajg wiele kopii (do 200 kopii na plastyd) kolistej czasteczki
DNA. W wiekszosci badanych roélin koliste czasteczki DNA stanowig az 90%
catkowitego plastydowego DNA, natomiast reszte jego formy liniowe. Liniowe
formy plastydowego DNA przewazaja jedynie u Kilku gatunkéw Acetabula-
ria (4).

Obwod czasteczki plastydowego DNA waha sie od 27 jim (jak np. u Codium
fragile) do 62 jim (np. Chlamydomonas). Odpowiada to zawartosci par zasad od
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120 do 195 tysiecy i ciezarowi od 56 do 95 x 106 daltonéw (4, 7). Gestos¢
plastydowego DNA w zaleznosci od gatunku roslin wynosi od 1,685 do
1,708 gem-3 (9), natomiast zawarto$¢ par zasad G-C od 22% w przypadku
Euglena (10) do 47% u Acetabularia{ 11). W piastydach roslin wyzszych pary G-C
stanowig od 36 do 40% catego genomu.

Poczatkowo uwazano, ze plastydowy DNA nie zawiera modyfikowanych
zasad (5), co wykorzystywano nawet jako jedno z kryteriéw jego czystosci (12).
Pézniej stwierdzono jednak, ze plastydowy DNA niektérych roslin zawiera
metylowane zasady np. DNA Chlamydomonas ulega metylacji podczas procesu
gametogenezy (13,14). Traktujac plastydowy DNA niektdrych roslin (np.
grochu, fasoli) RNA-zami lub alkaliami wykazano w nich obecno$¢ rybo-
nukleotydéw (15—17). Wystepujg one w réznych miejscach na obu niciach
DNA, w ilosci od 12 do 18 nukleotydow.

Od Kilku lat znane sajuz mapy fizyczne plastydowych genomdw wielu roslin,
a takze nukleotydowe sekwencje wiekszosci ich genéw (18 —54). W 1986 r.
ustalono sekwencje nukleotydowg calego genomu plastydowego tytoniu i
watrobowca (54). Uzyskane wyniki pozwolity na okreslenie ogdlnego schematu
organizacji DNA plastydéw.

Plastydowy DNA w wiekszosci dotychczas zbadanych roslin zawiera dwa
odwrotnie zorientowane odcinki o powtdrzonej sekwencji i dtugosci po 10do 28
tysiecy par zasad (51). Sekwencje te oddzielone sg rejonami DNA o unikalnej
sekwencji: tzw. duzy rejon zawiera od 80 do 103 tysiecy par zasad i rejon maty od
12,6 do 26,9 tysiecy par zasad. Wyjatek stanowig tutaj genomy plastydowe roslin
motylkowych np. grochu (Pisum sativum) i fasoli (Viciafaba), w ktérych nastgpita
delecja jednego z odcinkdéw o powt6rzonej sekwencji. Natomiast u Euglena
wystepuja az trzy kopie tego odcinka lecz sg one tak samo zorientowane.

Poréwnujac rézne fragmenty plastydowego DNA roslin odlegtych ewolucyj-
nie wykazano podobng organizacje szeregu sekwencji nukleotydowych w ich
genomach. I tak stwierdzono np., ze sekwencje nukleotydowe w plastydowych
genomach tytoniu i watrobowca sg podobne mimo, ze genom plastydowy
tytoniu jest wiekszy od genomu watrobowca o przeszto 30 tysiecy par zasad (54).

Jednakze pomimo znacznej zachowawczosci plastydowych genéw zaobser-
wowano przypadki przemieszczenia sie fragmentow DNA w obrebie plasty-
dowego genomu. Najczesciej znajdowano je w duzym rejonie DNA o unikalngj
sekwencji. Palmer i Thompson sugeruja, ze odcinki o powtdrzonej
sekwencji odwrotnie zorientowane moga mie¢ decydujacy wptyw na stabilnos¢
oraz na organizacje sekwencji nukleotydowych w plastydowym DNA (36,37). W
genomach plastydowych typu spotykanego u grochu czy fasoli znacznie czesciej
dochodzi do przemieszczania sie fragmentéw DNA, ich delecji wzglednie insercji.

I1l. Organizacja genow rRNA i tRNA plastydow

Geny rRNA w plastydach wiekszosci badanych roslin wystepuja w obrebie
odcinkow o powtdrzonej sekwencji odwrotnie zorientowanej w ilosci dwie kopie
4
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na genom. Najlepiej poznana jest organizacja gendw rRNA kukurydzy (Ryc. 1).
W genomie plastydowym kukurydzy znajduja sie dwa identyczne rejony o
powtorzonej sekwencji odwrotnie zorientowane, o dtugosci 22 tysigce par zasad
(kpz). Kazdy z rejonéw zawiera geny 16 SrRNA, 23 SrRNA, 45 SrRNAi5S
rRNA (Ryc. 2). Geny 16 S rRNA i 23 S rRNA oddzielone sg przerywnikiem o

Ryc. 1. Ogélny schemat organizacji DNA chloroplastow.

Pola zakreskowane przedstawiajg odcinki DNA o odwrotnej orientacji. Czarnymi blokami
(m m m 1) zaznaczone sg kolejno geny 16 S rRNA, 23 S rRNA, i 5 S rRNA. Strzatki wskazuja
kierunek transkrypcji gendéw znajdujacych sie w odcinkach DNA o odwrotnej orientacji

165 tRNA 23S o B.subtilis
A 00 7777 Ecoli
Ei |-32 tRNAN. ﬁ .-l_qz
P, P? ARNA éi';“zg;z)
16S 7573S 23S
Vi A8 A7 wreon 0

tRNA tRNA reinbardii

Ryc. 2. Schemat operonu rRNA bakterii i chloroplastow rfslin.
Schematycznie przedstawione sg geny kodujace rézne rRNA (16 SrRNA, 23 SrRNA, 3SrRNA,4,5S
rRNA, 5 STRNA i 7 STrRNA) i tRNA.

pi.pi.p; - Miejsca zawierajgce sekwencje homologiczne do sekwencji promotorowych genéw
bakterii, T j, T 2—mifjsy-a zawierajace sekwencje homologiczne do sekwencji terminujacych trans-
krypcje genéw bakterii

%
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dtugosci 2,4 kpz (55). Taki zespot genéw rRNA w plastydach okresla sie mianem
operonu rRNA. Podobnie jak u kukurydzy rozmieszczone sg geny rRNA w
plastydach wiekszosci roslin okrytonasiennych. Wyjatek stanowig tutaj rosliny z
rodziny motylkowych (np. groch, fasola) oraz Euglena gracilis, szczep Z-S,
majace pojedyncze kopie gendw rRNA, podczas gdy Euglena gracilis szczep
Z-Ha ma az trzy kopie gendw rRNA i na konficu 5' jednego z operondw
dodatkowo zlokalizowany jest gen 16 S rRNA. Geny rRNA Euglena gracilis
Z-Ha wystepujg w trzech powtarzajgcych sie jednostkach o dtugosci 5,6 kpz
kazda i takiej samej orientacji, tworzac tandemowy uktad operonéw rRNA (56).

Ogdlna organizacja wszystkich analizowanych dotychczas operonéw rRNA
plastydéw wskazuje na duze ich podobieristwo do organizacji obserwowanej w
organizmach prokariotycznych (Ryc. 2) (57, 58). W obrebie przerywnika
znajdujgcego sie pomiedzy genami 16 S rRNA i 23 S rRNA wystepuja geny
tRNA. Przerywnik ten w genomach plastydowych roslin wyzszych jest znacznie
dtuzszy (od 1,6 do 2,4 kpz) niz u bakterii (okoto 330 pz) i zawiera rozszczepione
geny tRNA.

111~1. 16 S rRNA plastydéw i ich geny

Sekwencje nukleotydowe plastydowych 16 S rRNA okreslono posrednio na
podstawie analizy sekwencji rDNA (59—71). Najlepiej dotychczas poznane sg
geny 16 S rRNA kukurydzy, tytoniu i Euglena. 16 S rRNA kukurydzy i tytoniu
zbudowane sg odpowiednio z 1491 i 1186 nukleotydow i wykazujg 96,4%
homologii sekwencji (60, 63). 16 S rRNA kukurydzy wykazuje takze 80%
homologii sekwencji nukleotydowej z 16 SrRNA Euglena, natomiast zrRNA E.
coli 74,2%. Réznice pomiedzy 16 S rRNA plastydéw a 16 S rRNA E. coli
wynikajg gtéwnie z delecji nukleotydow w plastydowym rDNA. Delecja
obejmujaca 23 pz (wystepujaca w miejscu odpowiadajacym nukleotydom od 453
do 475 w strukturze rRNA E. coli) powoduje zanik jednego z ramion w
drugorzedowej strukturze rRNA plastyddw. Inne mniejsze delecje w rejonie
5'rDNA (w pozycjach odpowiadajacych nukleotydom od 77 do 99 i od 180 do
250 w strukturze DNA E. coli) tylko nieznacznie redukujg wymiary odpowied-
nich ramion w ll-rzedowej strukturze rRNA plastydéw. Delecje wystepujace w
rejonie nukleotydéw od 77 do 99 obserwuje sie rowniez u alg. Analiza sekwencji
nukleotydowej 16 S rDNA plastydéw pozwolita na zaproponowanie modeli
struktury Il-rzedowej rRNA (72, 73). Wedtug tych modeli Il-rzedowa struktura
réznych znanych 16 S rRNA plastydow jest zachowana pomimo zmian jakie
obserwowano w ich strukturze I-rzedowej, albowiem zmianom zasad na jednej
nici helikalnych odcinkéw ramion towarzyszg zmiany komplementarnych zasad
drugiej nici tych odcinkéw. R6znice w strukturze poszczegélnych rRNA polegaja
na redukcji petli dodatkowych w niektérych z nich, co nie ma znaczacego
wptywu na strukture Il-rzedowg calej czasteczki.

Podobnie jak u E. coli koniec 5'16 S rDNA plastydow jest komplementarny
do konca 3', mozna dlatego przypuszczac, ze sekwencje te petnig takg samg role
jak sekwencje ,,Shine Dalgarno” E. coli. (74).
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Tohdoh i Sugiura (6J)analizujac sekwencje nukleotydowe 16 STDNA
plastydow tytoniu oraz konstruujac model przestrzenny prekursorowego rRNA
wskazali na mozliwo$¢ tworzenia sie par zasad pomiedzy rejonami przylega-
jacymi do konhca 5'czasteczki prekursora (nukleotydy od —116 do —38), a
rejonem znajdujacym sie przy koncu 3'tej czasteczki (nukleotydy od 1185 do
1610), co prowadzitoby do utworzenia struktury jaka tworzy sie pomiedzy
koricami 5'i 3'prekursorowego rRNA E. coli. Struktura taka jest wymagana do
aktywnos$ci RN-azy 111 biorgcej udziat w procesie dojrzewania prekursorowego
16 SrRNA. Obserwacje te sugerujg podobny przebieg dojrzewania prekursoro-
wego 16 S rRNA plastydow jak to ma miejsce w przypadku bakterii.

Plastydowe 16 SrRNA majg metylowane nukleotydy prawie w tych samych
miejscach jak rRNA E. coli. Tylko jedna sposréd metylowanych zasad 16 S
rRNA E. coli nie znajduje swojego odpowiednika w 16 S rRNA plastydéw
kukurydzy (75).

ITI-2. 23 S rRNA plastydéw i ich geny

Geny 23 STRNA plastydow tytoniu i kukurydzy zawierajg odpowiednio 2804
i 2898 par zasad. Ich sekwencje nukleotydowe wykazujg 92% homologii miedzy
sobg, natomiast podobienstwo do 23 SrDNA wynosi 67% dla tytoniu i 71% dla
kukurydzy. Rejony sekwencji nukleotydowej 23 S rRNA o znanych funkcjach,
takich jalc np.: wigzanie rybosomalnych biatek Lj i L2, interakcje podjednostek
30 Si 50 S, oddziatywanie z peptydylo-transferaza jak réwniez modyfikacje
zasad, znanych plastydowych 23 S rRNA sg w duzym stopniu zachowane.

W 23 rRNA kukurydzy wystepujg trzy insercje obejmujgce 25, 65 i 78 pzr
ktére powoduja pojawienie sie dodatkowych petli w strukturze ll-rzedowej
rRNA plastydéw, nie wystepujacych w strukturze rRNA E. coli (73). Insercje
65 pz dotychczas stwierdzono tylko w 23 S rDNA plastydéw roslin jedno-
lisSciennych.

W odlegtosci 270 pz od konca 3' 23 S rDNA Chlamydomonas reinJiardii
znajduje sie intron o dtugosci 870 pz (Ryc. 2). Intronu tego nie majg 23 SIDNA w
innych poznanych dotad roslinach. Na koricu 3'sekwengji nukleotydowej 23 S
rDNA w genomie plastydowym roslin wyzszych oraz paproci Dryopteris
acuminata (76) znajduje sie gen 4,5 S rRNA. 4,5 S rDNA zbudowany jest w
zaleznosci od gatunku rosliny z 96 do 103 pz (76, 77) i wykazuje przeszto 60%
homologii z sekwencjg korica 3'rejonu 23 S rDNA E. coli. Rejony 3'genu 4,5 S
rRNA zawierajg sekwencje komplementarne do sekwencji koricowych genéw 23
S rRNA. Pochodzenie 4,5 S rDNA nie jest wyjasnione. Przypuszcza sie, ze
powstat on w wyniku insercji okoto 100 pz w 3'koficowym rejonie genu 23 S
rRNA. W wiekszosci znanych plastydowych operonach rRNA, (takze bakteryj-
nych) po genie 23 S rRNA lub po genie 4,5 S rRNA (w przypadku plastydéw)
znajduje sie gen 5 SrRNA (Ryc. 2). Gen ten oddzielony jest od poprzedzajgcego
go genu przerywnikiem. Przerywnik zbudowany jest z 231 pz u kukurydzy iz 256
pz u tytoniu. 5S rRNA w zaleznosci od gatunku rosliny zawiera od 111 do 122
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nukleotydéw (68,75,78). Sekwencje te sg wysoce zachowawcze i wykazujg duzg
homologie z sekwencjg 5 S rRNA cyjanobakterii (66, 68, 70). Stwierdzono, ze
geny 23 STRNA, 4,5 SrRNA i 5S rRNA kukurydzy transkrybowane sg razem, a
niezbedne do ich rozszczepienia sygnaty znajdujg sie prawdopodobnie w
przedzielajacych je przerywnikach (79).

W rejonie przylegajagcym do konca 5'genu 23 S rRNA u Chlamydomonas
reinhardii znajdujg sie geny 7 STRNA i 3S rRNA, zbudowane odpowiednio z 282
i 47 pz (Ryc. 2) (65). Oba geny sag oddzielone od siebie przerywnikiem o dtugosci
23 pz oraz 81 parami zasad od genu 23 STRNA. Zaréwno sekwencje kodujace 7 S
rRNA jak i 3 S rRNA oraz odcinek DNA przedzielajagcy oba geny sg
homologiczne do 5'koncowego fragmentu gendéw 23 S rRNA E. coli i Euglena.
5'koncowe sekwencje 7 S rDNA i 3 S rDNA zawierajg rowniez sekwencje
komplementarne do sekwencji rejonéw przylegajacych do intronu znajdujacego
sie w obrebie genu 23 S rRNA. Dlatego tez przypuszcza sig, ze te rRNA mogg
uczestniczy¢ w procesie wycinania intronu. Dok}adna ich rola nie jest poznana.

HI-3. tRNA plastydéw i ich geny

Plastydy zawierajg peten zestaw tRNA niezbedny do syntezy plastydowych
biatek. W plastydowych genomach roélin réznych gatunkéw stwierdzono
obecno$¢ od 25 do 40 genéw tRNA (52, 54, 80—87). Geny tRNA w plastydach
podobnie jak u organizméw prokariotycznych zlokalizowane sg pojedynczo lub
w zespotach w réznych rejonach czasteczki plastydowego DNA (52,54,88—94).
W genomie plastydowym Euglena stwierdzono obecno$¢ dwéch zespotow genéw
tRNA (95,96). W jednym z nich obejmujacym fragment 367 pz zlokalizowane sg 4
geny tRNA zorganizowane w Kkolejnosci: tRNAWAUAC-16pz-przerywnik-
tRNAAGUU-3pz-tRNAAGACG-45pz-tRNAWUAG. Gen tRNAWI ma od-
wrotng orientacje w stosunku do pozostatych gendéw. Drugi zespot zawiera 6
genéw zorganizowanych w kolejnosci: tRNATWCUA-64pz-tRNAHCUG-14pz-
tRNAMCAU-4pz-tRNATPCCA-27pz-tRNAQUUC-6pz-tRNAGYCC. Jest to
najdtuzszy poznany zesp6t plastydowych gendéw tRNA. Wszystkie zawarte w
nim geny maja taka sama orientacje. Analiza sekwencji genéw tRNA plastydéw
wykazata, ze niektore z nich majg sekwencje intronowe (86,87,97 —101). Introny
te sg bardzo dtugie w poréwnaniu do intronéw obecnych w jadrowych genach
tRNA. Introny genéw jadrowych zawierajg tylko od 13 do 60 pz (zlokalizowane
po stronie 3'antykodonu), podczas gdy introny np.: w plastydowych genach
tRNAIc tRNAAai tRNAW kukurydzy wynoszg odpowiednio 949,806 i453 pz, a
w genach tRNAre i tRNAAaz tytoniu 707 i 710 pz. Najdtuzszy znany intron
plastydowego genu tRNA zbudowany jest z 2526 pz i wystepuje w tRNALEZz
tytoniu (100). Sekwencje intronowe w plastydowych genach tRNA umieszczone
sg przewaznie pomiedzy 1i 2 lub 2 i 3 zasadg antykodonu (59), wyjatek moze
stanowi¢ tRNAQGyplastyddw tytoniu, ktéry zawiera intron w petli D (101). Rola
intronéw nie jest wyjasniona. Stwierdzono, ze geny zawierajace nawet bardzo
duze introny ulegajg ekspresji, a transkrypt w procesie dojrzewania przeksztat-
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cany jest w funkcjonalng czasteczke tRNA (99). Przepuszcza sig, ze w obrebie
duzych sekwencji intronowych zawierajgcych kodon inicjujgcy i kodon termi-
nujacy moga by¢ kodowane geny biatek. Dlatego tez te sekwencje nazywa sie
otwartymi ramkami odczytu (nazwa ang. open reading frames ORFJ. | tak
stwierdzono np., ze w insercie genu tRNAlletytoniu znajdujg sie otwarte ramki
odczytu dla 71 kodonéw, w tRNAAUdla 36, natomiast w przypadku genu
tRNALzdla 509, nie wiadomo jednak czy ulegajg one ekspresji.

Porownujac sekwencje intronowe genow tRNA plastydéw geny te podzie-
lono na trzy grupy (100). Do grupy | zaliczane sg geny tRNA plastydow (jak np.
tRNAUWu fasoli), ktérych introny moga tworzy¢ struktury podobne do struktury
intronéw jaka proponowano w procesie autokatalitycznego rozpadu prekur-
sorowego rRNA Tetrahymena.

Grupe 11-gg stanowiag geny tRNA zawierajgce introny o podobnej sekwencji
nukleotydowej (jak np. geny tRNAIIG tRNA*¥z plastydow kukurydzy), ktorych
introny wykazujg 95% homologii sekwencji. Natomiast geny tRNA np. tRNallz
tRNAGQy tytoniu, zawierajace introny, ktorych sekwencje przylegajace sg po-
dobne do sekwencji znajdowanych w intronach genéw plastydowych biatek
zaliczane sg do grupy lll-ciej rozszczepionych genéw tRNA plastydow.

Michel i Dujon (102) wykazali, ze introny genéw tRNA (tRNAlk
tRNAAY plastydow kukurydzy sa podobne do intronéw wystepujacych w
obrebie gendw mitochondrialnych niektérych grzybéw (np. Sacharomyces
cerevisiae). Sugerowac¢ mogtoby to zatem ich wspolne pochodzenie. Zastanawia-
jacym jest jednak dlaczego introndw takich nie zawierajg odpowiednie geny
E. coliichloroplastow Euglena. Znane sg sekwencje nukleotydowe kilkudziesie-
ciu plastydowych genéw tRNA (95—101). Cechg charakterystyczng plastydo-
wych gendw tRNA, wiasciwg takze genom jadrowym jest brak terminalnej
sekwencji CCAgH. Sekwencje nukleotydowe tRNA plastydéw wykazuja wyzszy
stopien homologii do tRNA prokariontéw niz do tRNA jadrowych.

IV. Geny kodujgce plastydowe biatka

W rejonach o unikalnej sekwencji plastydowe DNA zawierajg geny struktury
dla niektérych biatek (43, 47, 54, 103-109). W plastydach zidentyfikowano
przeszto 55 gendéw kodujacych biatka i okoto 30 otwartych ramek odczytu
zawierajgcych od 31 do 2136 kodonow. Niezidentyfikowane ramki odczytu
poprzedzielane sg przerywnikami bogatymi w sekwencje A-T. Wsrdd genow
kodujacych plastydowe biatka stwierdzono wystepowanie genéw kodujacych:
duza podjednostke (LS) karboksylazy RuDP, biatek wchodzacych w skiad
fotosystemu 1'i I, kompleksu cytochromdw b-foraz podjednostek ATP-syntazy.
Wszystkie te geny wystepuja w jednej kopii na czasteczke plastydowego DNA.
Ponadto w plastydowym DNA watrobowca i tytoniu znaleziono geny kodujace
1/3 biatek wchodzacych w sktad plastydowych rybosomoéw (19 gendw), biatka
podjednostek a, p i /?'-polimerazy RNA, biatka biorgce udziat w transporcie
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elektron6w oraz liczne otwarte ramki odczytu. Analiza komputerowa wykazala,
ze 7 otwartych ramek odczytu ma sekwencje nukleotydowe podobne do
sekwencji genéw mitochondrialnych cziowieka. W szeSciu z nich zidentyfi-
kowano geny kodujace podjednostki dehydrogenazy NADH, ktore okazaty sie
podobne do gendw podjednostek dehydrogenazy mitochondrialnej cztowieka.
Przypuszcza si¢, ze niezidentyfikowane ramki odczytu moga kodowac oksy-
doreduktaze NADPH plastochinonu, ktdrej aktywno$¢ wykryto znacznie
wczesniej w Chlamydomonas reinhardii oraz niektére biatka biorgce udziat w
procesie fotosyntezy, np. 4Fe-4S-ferrodoksyne. W genomie plastydowym watro-
bowca nie znaleziono genu faktora elongacyjnego tufA, ktory wczesniej zostat
zidentyfikowany w plastydach innych roslin, oraz genu kodujacego rybosomalne
biatko S16.

Geny plastydowych biatek wystepuja pojedynczo lub w zespotach, podobnie
jak u E. coli. Zespo6t gendw biatek rybosomalnych watrobowca: L23-L.2-S19-
-L22-S3-L.16-L.14-S8-infA-secX-Sl 1-rpoAjest podobnie zorganizowany jak ope-
ron biatek rybosomalnych str(S12-S7-fus-tufA) u E. coli. W 12-tu genach
plastydowych biatek stwierdzono wystepowanie od 1do 9-ciu intronéw. Badania
struktury tych intronéw wykazaty, ze zawierajg one charakterystyczne sekwen-
cje: 5'-NGcGjG........ TTTAQTTTT ATN-3'podobne do sekwencji najwiekszej
zgodnosci wystepujacych w genach jadrowych kodujagcych mRNA. Obserwuje
sie znaczng zachowawczo$é gendw kodujacych plastydowe biatka wystepujace w
roslinach réznych gatunkéw. Geny te wykazujg takze duza homologie z
odpowiednimi genami cyjanobakterii. Najlepiej poznany jest gen duzej podjed-
nostki (LS) karboksylazy RuDP (110). Karboksylaza RuDP jest enzymem
sktadajacym sie z 16 podjednostek. Osiem podjednostek duzych o masie 55000
daltondéw kazda, kodowanych jest przez DNA plastyddw i syntetyzowanych
wewnatrz plastydow. Natomiast osiem podjednostek matych o masie 14000
daltonéw koduje genom jadrowy, a ich synteza zachodzi w cytoplazmie. W
szpinaku rejon transkrypcyjny genu duzej podjednostki karboksylazy RuDP
sktada sie z 1690 par zasad z czego na rejon kodujagcy przypada 1425 par zasad.
Przy konicach 3'i 5' tego genu znajdowano odcinki DNA zawierajagce odpo-
wiednio 178 par zasad i 82 pary zasad nie ulegajgce transkrypcji. Badania szeregu
gendw innych biatek plastydowych zbudowanych z podjednostek wykazaty, ze u
wiekszo$ci z nich przynajmniej jedna podjednostka kodowana jest przez genom
jadrowy, a pozostate przez genom plastydowy. Biosynteza i funkcja plastydow
jest zatem kontrolowana przez geny zlokalizowane w dwdéch genomach.

V. Transkrypcja genéw plastydéw

Sekwencje DNA rozpoznawane przez polimerazy RNA plastydéw nie sg
doktadnie poznane. W rejonach przylegajacych do konca 5'genéw plastydow
stwierdzono wystepowanie sekwencji podobnej do sekwencji promotorow
prokariotycznych w pozycji —10i —35 (Tab. I). Wykazano réwniez, ze rejony te
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Tabela 1
Roslina Gen Rejony przylegajace do korica 5 genu

tyton tRNA** ATGAATGGAATTGG TATAATG

-180 -130
szpinak LSU GGTTACGGTTGGGTTG TATACAAT

-220 -180
kukurydza LSU TTTAATGAGTTGATA  TATCAT

-130 -100

Sekwencje nukleotydowe wystepujace w rejonach przylegajacych do kofcéw S'genéw plastydow

wigzg polimeraze RNA E. coli, ktdra chroni te miejsca przed dziataniem DN-azy.
Ponadto w rejonie 5'genéw tRNA plastydéw stwierdzono wystepowanie se-
kwencji 5'-GTtNTATtt-3\ ktéra zdaniem Gruissem moze by¢ sekwencja
promotorowg dla polimeraz RNA plastydow (111).

Sekwencje DNA biorgce udziat w terminancji transkrypcji plastydowych
genow nie sg rowniez doktadnie poznane. W przeciwienstwie do duzej homologii
sekwencji obserwowanej pomiedzy rejonami przylegajacymi do koricéw 5'genéw
tRNA plastyddw, rejony 3'gendéw tRNA wykazujg tylko nieznaczny jej procent.
W rejonach 3'genow szeregu plastydowych biatek stwierdzono jednak wyste-
powanie sekwencji, ktére moga tworzy¢ struktury podobne do struktur termi-
natorow prokariotycznych (88).

Transkrypcje genow plastydéw badano w uktadzie heterologicznym stosujac
polimeraze RNA E. coli lub polimerazy RNA obecne w estraktach komorek
HeLa i oocytach zaby oraz w uktadzie homologicznym. Uwaza sie, ze plastydy
zawierajg petny zestaw enzymoOw niezbednych do transkrypcji genéw RNA
plastydéw oraz do kontroli dojrzewania pierwotnych transkryptow (111 —115).

W plastydach wystepujg prawdopodobnie dwie rézne polimerazy RNA.
Jedna z nich zwana rozpuszczalng bierze udziat w transkrypcji genéw tRNA,
natomiast druga z kompleksu DNA-biatko lub transkrypcyjnie aktywnych
chromosomoéw (zwana TAC) transkrybuje geny rRNA. Polimerazy te znacznie
réznig sie wiasciwosciami jak np: wrazliwoscia na heparyne, stezenie soli,
temperature i obecno$¢ kationéw. Dlatego uwaza sie, ze w plastydach moga
istnie¢ dwa rdézne systemy transkrypcyjne. Polimerazy plastydowe w przeci-
wienstwie do jadrowych polimeraz roslinnych (I i Ill) nie sg wrazliwe na
a-amanityne. Aktywnos¢ polimerazy rozpuszczalnej nie jest inhibowana przez
rifampicyne, ktora catkowicie inhibuje aktywnos$¢ polimerazy RNA E. coli.
Polimerazy RNA obecne w plastydach szpinaku poprawnie rozpoznajg i
transkrybuja geny tRNA Euglena wystepujgce w zespotach, chociaz obecnosci
takiego zespotu gendw nie stwierdzono w genomie plastydowym szpinaku. Geny
RNA plastydéw sg rdwniez poprawnie transkrybowane przez polimeraze RNA
bakterii. Uwaza sie, ze systemy transkrypcyjne bakterii i plastydéw sg bardzo
podobne, rdznia sie tylko kofaktorami wspétpracujgcymi z enzymem. Prawdo-
podobnie transkrypcja gendw RNA w obu przypadkach rozpoczyna sie w innym
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miejscu sekwencji promotorowej. W plastydach stwierdzono réwniez wystepo-
wanie enzymOw uczestniczacych w procesie dojrzewania pierwotnych transkry-
ptéw jak np: syntetazy pseudourydylowej modyfikujacej tRNA i nukleo-
tydylotransferazy przyfaczajacej do konca 3'czasteczki tRNA sekwencje termi-
nalng CCAoh (113). Na przyktadzie tRNAAg wystepujagcego w zespole genéw
tRNA Euglena wykazano, Ze usunigcie sekwencji nukleotydowej z korica 3'
prekursorowego tRNA prowadzi do nieprawidtowego procesu dojrzewania tej
czasteczki. By¢ moze w rejonach przylegajagcych do konca 3'genu znajdujg sie
sekwencje nukleotydowe, ktére rozpoznawane sa przez specyficzne biatka
kierujace procesem dojrzewania prekursorowego RNA.

Systemy transkrypcyjne zawarte w plastydach znacznie r6znig sie od
systemow cytozolowych. Wprawdzie wcze$niej wykazano, ze polimeraza I
obecna w estraktach komorek He La rozpoznaje i prawidtowo transkrybuje
plastydowe geny tRNA Euglena wystepujagce w zespole: tRNAMN-tRNA*5'
-tRNAAg (113), to dzieje sie dlatego, ze te tRNA nie r6znig sie zasadniczo pod
wzgledem struktury I-rzedowej od tRNA eukariotycznych i zawierajg wewnatrz-
genowe sekwencje promotorowe rozpoznawane przez eukariotyczng polimeraze.
Pierwotny wspdlny transkrypt wymienionego zespolu gendéw zawiera 268
nukleotydow. Miejsce inicjacji transkrypcji znajduje sie prawdopodobnie w
pozycji —5 lub —7 od korica 5'genu tRNAWA. W przypadku usuniecia genu
tRNAW inicjacja transkrypcji rozpoczyna sie od nastepnego genu tRNA co jest
dowodem, ze istotnie miejscem promotorowym dla polimerazy |1l zkomdrek He
La sg sekwencje nukleotydowe zawarte wewnatrz genéw tRNA. Rowniez gen
tRNAAgplastydow pelargonii transkrybowanyjest prawidtowo w oocytach zaby
(114). Wykazano, ze gen tRNAAg zawiera takze sekwencje homologiczne do
wewnatrzgenowych sekwencji promotorowych znajdujgcych sie w jagdrowych
genach tRNA. Polimeraza Ill z oocytéw zaby nie transkrybuje genu 5 S RNA
plastydéw pelargonii.

Najlepiej poznana jest transkrypcja operonu rRNA plastyddw kukurydzy.
Geny 16 S, 23 S, 45 S i 5 S rRNA operonu kukurydzy transkrybowane sg
wspolnie dajac jeden transkrypt (79). W rejonie przylegajacym do konca 5'genu
16 S rRNA plastydéw kukurydzy, tytoniu, szpinaku, gorczycy i spirodeli
znajduje sie gen tRN AW (116). W genomie plastydowym kukurydzy w pozycjach
-420 (oznaczonych jako rejony f4lub pj operonu rRNA), —330 (miegjsce f21ub
p2) i —130 (miejsce f3lub p3) liczac od pierwszego transkrybowanego nukleotydu
z konca 5'genu 16 SrRNA, rozmieszczone sg rejony wigzace polimeraze RNA E.
coli, ktora chroni te miejsca DNA przed dziataniem DN-azy (ryc. 2). Miejsca
chronione wykazujg sekwencje homologiczne do sekwencji promotorowych
genéw E. coli (92).

Postugujac sie metodami mapowania z zastosowaniem odwrotnej trans-
kryptazy (technika zwana ,,primer extension”), nukleazy Sj oraz hybrydyzacji
Southema, w ktérej prébag radioaktywng byt prekursorowy 16 S rRNA
znakowany na koncu 5'radioaktywnym GTP wykazano, ze transkrypcja 16 S
rRNA w operonie rRNA kukurydzy rozpoczyna sie w pozycji —117 od

2 Postepy Biochemii 1/88
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pierwszego transkrybowanego nukleotydu genu 16 S rRNA (117). Rejon ten
odpowiada fragmentowi DNA wyznaczonemu wcze$niej jako miejsce promoto-
rowe p3. Produkt transkrybowany z miejsca promotorowego p3nie zawieratby
tRNAW, ktéry znajduje sie w rejonie DNA od —302 do 231 przed genem 16 S
rRNA. Stwierdzono, ze transkrypcja genu tRNAW rozpoczyna sie w zaleznosci
od stosowanego uktadu (homologicznego lub heterologicznego) w miejscach pt
lub p2operonu rRNA kukurydzy (117). Miejsce promotorowe pljest rozpozna-
wane gtéwnie w uktadzie homologicznym, natomiast polimeraza RNA E. coli
rozpoznaje preferencyjnie miejsce promotorowe p2. Gen tRNAW w operonie
rRNA kukurydzy stanowi niezalezng jednostke transkrypcyjna. Chociaz se-
kwencje DNA rozpoznawane przez plastydowe polimerazy RNA nie sg dokla-
dnie poznane uwaza sie, ze w plastydach podobnie jak u bakterii sekwencje
promotorowe znajdujg sie w rejonach DNA przylegajacych do konca 5'genu.

Mechanizm regulacji transkrypcji plastydowych genéw nie jest poznany.
Wiadomo jednak, ze Swiatto jest jednym z czynnikéw regulujacych ekspresje
plastydowych genéw. Wykazano, ze $wiatto dziatajace poprzez uktad fitochromu
zwieksza np: poziom plastydowych mRNA dla polipeptydu zwigzanego z
fotosystemem 11 (118).

VI. Uwagi koricowe

Pomimo szeroko prowadzonych od dtuzszego czasu badan, pochodzenie
plastydéw nie zostato wyjasnione. Nie rozstrzygnety tego problemu réwniez
ostatnie prace przedstawiajgce sekwencje nukleotydowe catego genomu plasty-
dowego watrobowca i tytoniu, roslin odlegtych ewolucyjnie. Wykazaty jednak, ze
pomimo réznic w rozmiarach obu genomdéw, struktura i organizacja ich genow
jest bardzo podobna, co sugeruje, ze plastydy pochodzg od wspdlnego przodka.
Réwnoczesnie potwierdzity wczesniejsze wyniki wskazujac bardzo wyraznie, ze
plastydowe geny sa podobnie zorganizowane jak geny prokariotyczne. Z drugiej
strony w plastydach stwierdzono wystepowanie sekwencji homologicznej do
sekwencji mitochondrialnego DNA cztowieka (54). Identyczne fragmenty rDNA
znaleziono wczesniej w plastydach i mitochondriach kukurydzy (119). Wyniki te
moga wskazywac, ze zaréwno plastydy jak i mitochondria pochodza od
wspdlnego przodka. Nie mozna rowniez wykluczy¢ mozliwosci, ze w toku
ewolucji pomiedzy jadrem komorki a jej organelami dochodzito do wymiany
materiatu genetycznego (120). Poznanie sekwencji catego genomu plastydéw jest
podstawg dla dalszych prac nad wyjasnieniem procesow replikacji i ekspresji
plastydowych gendw.

Prof. dr hab. J. Paweikiewiczowi i prof. dr hab. J. Augustyniakowi za
przejrzenie rekopisu pracy i cenne uwagi krytyczne wyrazamy serdeczne podzie-
kowania.

Artykut otrzymano 4 grudnia 1986
Zaakceptowano do druku 3 sierpnia 1987
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2-NNap - leuc>lo-2-naftylamid, Bz-Arg-Arg-2-NNap - benzoilo-diarginylo-2-naftylamid,
Z-Phe-Arg-CHN2 — karbobenzoksy-fenylo-arginylo-diazometan, ar PI — »j-antyproteinaza,
a,APG —at-globulina ostrej fazy, a2M —a2 makroglobulina, a-CPl — wysokoczgsteczkowy
inhibitor osoczowy (Cysteine Proteinase Inhibitor), CPl-a-niskoczagsteczkowy inhibitor z na-
skorka szczura, CPI-/z-niskoczasteczkowy inhibitor z watroby szczura, LMW — niskocza-
steczkowy kininogen, HMW — wysokoczasteczkowy kininogen, TAT — aminotransferaza
tyrozyny, BANA — benzoilo-L-arginylo-2-naftylamid, Fr-P2-aza-fruktozo-l,6-difosfataza,
G6PDH —dehydrogenaza glukozo-6-fosforanu, TPI (Thiol Proteinase Inhibitor), Z-Phe-Arg-
NHMec —karbobenzoksy-fenylo-arginylo-4-metylo-7-kumarylamid, Z-Phe-Arg-AMC — Kar-
bobenzoksy-fenylo-arginylo-aminometylokumaryna, Z-Ala-Arg-Arg-4-Me-2-NNap — karbo-
benzoksy-alanylo-diarginylo-4-metoksy-2-naftylamid, EDTA —s6l sodowa kwasu etylenodia-

minotetraoctowego, kalpaina I — forma enzymu aktywna przy mikromolowych stezeniach
jonéw wapnia, kalpaina 1l — forma enzymu aktywna przy milimolowych stezeniach jonéw
wapnia.

. Wprowadzenie

Proteinazy sg endopeptydazami, czyli enzymami rozktadajgcymi wigzania
peptydowe wewnatrz tanicuchow biatkowych. W zaleznosci od rodzaju reszty
aminokwasowej wystepujacej w centrum aktywnym, obecnie wyréznia sie cztery
grupy endopeptydaz:

— proteinazy serynowe (EC 3.4.21.—5)
— proteinazy cysteinowe (EC 3.4.22.—)
— proteinazy aspartylowe (EC 3.4.23.—4)
— metaloproteinazy (EC 3.4.24.—

Proteinazy cysteinowe zawierajgce cysteing w centrum aktywnym stwier-
dzono w wielu tkankach i narzagdach zwierzecych oraz roslinnych. W zaleznosci
od lokalizacji subkomdrkowej wyr6zniamy proteinazy cysteinowe lizosomowe
(katepsyny) lub cytosolowe (kalpaina), jakkolwiek wykryto je tez w innych
organellach komorkowych np. w jadrach hepatocytow szczura (1) oraz w
mitochondriach ptazéw (2). W pewnych szczeg6lnych warunkach enzymy moga
ulega¢ sekrecji poza komérke (np. enzymy sekrecyjne makrofagéw) zachowujac
swoje katalityczne wiasnosci. Aktywno$¢ powyzszych proteinaz jest kontrolo-
wana przez obecno$¢ swoistych inhibitorow w ptynach ustrojowych i tkankach.

Il. Proteinazy cysteinowe

11-1. Lizosomowe proteinazy cysteinowe

Proteinazy cysteinowe wystepujgce w lizosomach (tabela 1) sa glikoprotei-
nami, maja podobne masy czasteczkowe (z wyjatkiem katepsyny J), punkty
izoelektryczne oraz optimum dziatania w kwasnym $rodowisku, co stwarza
szczegOlne preferencje dla ich wewnatrzlizosomowej aktywnosci. Z wyjatkiem
katepsyny N, ktdra, jak dotychczas stwierdzono, cechuje tylko aktywnos$¢
kolagenolityczna, pozostate enzymy wykazujg mata specyficznos¢ substratowa
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Tabela 2
Wystepowanie katepsyny B, H i L w réznych tkankach ssakéw
Enzym Zrodho izolacji Pismiennictwo
Katepsyna B watroba krélika 13
miesnie szkieletowe szczura 18
$ledziona wieprzowa 19
mozg szczura 24
Katepsyna H $ledziona wieprzowa 19
miesnie szkieletowe szczura 18
watroba szczura 20, 21
watroba cztowieka 22
ptuca krélika 23
mozg cztowieka 25
Katepsyna L watroba szczura 21, 26, 27
nerka szczura 21, 28
watroba krolika 29
migsnie szkieletowe krolika 30
$ledziona wieprzowa 19
watroba cztowieka 31
$ledziona szczura 21
mézg cztowieka 25

wzgledem substratdw biatkowych. Najlepiej poznanymi proteinazami lizoso-
mowymi sa: katepsyna B (EC 3.4.22.1), katepsyna L (EC 3.4.22.15) i katepsyna H
(EC 3.4.22.16), wyizolowane z réznych Zrodet (tabela 2).

Najwczesniej odkrytg i najlepiej scharakteryzowang katepsyna lizosomowsg
jest katepsyna B wyizolowana z roznych tkanek ssakéw wielu gatunkow (3,4,13,
22, 32). Ostatnio, wyizolowano z fibroblastéw szczura prekursor katepsyny B o
masie czasteczkowej 45000-50000 D (33, 34) oraz zidentyfikowano gen
kodujacy biatko homologiczne z biatkiem enzymu z watroby szczura (34) i gen
kodujacy biatko homologiczne z ludzka katepsyna D (35). W zaleznosci od
pochodzenia katepsyny B, jej masa czgsteczkowa wynosi od 24 000 do 28 000 D, a
punkt izoelektryczny od pH 4.5 do 5.6. Enzym bardzo dobrze hydrolizuje
syntetyczne (z maksymalng aktywno$ciag w pH 6.0) pochodne argininy np.
Bz-Arg-2-NNap, Bz-Arg-NH2, Bz-Arg-OEt. Katepsyna B jednakze wiekszg
aktywno$¢ (25—35 razy) przejawia wzgledem syntetycznych pochodnych zawie-
rajacych dwie reszty arginylowe np. Z-Arg-Arg-2-NNap. Przypuszczano wiec, ze
sekwencja Arg-Arg w substratach biatkowych wyznacza punkty preferencyjnie
rozcinane przez katepsyne B. Badania produktéw degradacji glukagonu,
zawierajacego dwie reszty arginylowe (Argl7—Arg18), nie potwierdzity powyz-
szej hipotezy. Stwierdzono, ze enzym jest peptydylodipeptydazg odcinajgcg
kolejno dipeptyay od C-konca glukagonu (36, 37). Katepsyna B wykazuje
najwyzszg aktywnos$¢ wobec substratow biatkowych przy pH 6.0, a ponizej pH
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3.0 i powyzej pH 6.0 ulega inaktywacji. Hydroliza utlenionego tancucha B
insuliny wotowej przez enzym (38) Swiadczy o matej specyficznosci katepsyny B.
Dane doswiadczalne wskazuja, ze katepsyna B dobrze hydrolizuje aldolaze,
hemoglobing, proteoglikan chrzastki, immunoglobuline G, biatka $ciany bakte-
ryjnej, fruktozo-1,6-difosfataze, glukokinaze (22). Ponadto katepsyna B zdolna
jest do degradacji kolagenu (14, 39) i biatek miofibrylamych: miozyny i aktyny
(40) oraz proteolitycznej inaktywacji o”-antyproteinazy (ar PI) (42).

Katepsyna H izolowana z r6znych tkanek ssakéw wielu gatunkow (5,19,32,
42) moze mie¢ mase czasteczkowg od 20000 do 28 000 D i punkty izoelektryczne
od pH 6.5do 7.5. Z fibroblastow szczura wyizolowano prekursor katepsyny H o
masie czasteczkowej 50000 D (33). W ostatnich latach zidentyfikowano ludzki i
wotowy gen kodujacy biatko homologiczne z katepsyng H i B (43). Katepsyna H
wykazuje niezwyktg specyficzno$¢ substratowa, albowiem hydrolizuje substraty
aminopeptydaz takie jak: Arg-2-NNap, Leu-2-NNap, peptydy, estry (5), co
odroznia ja od pozostatych proteinaz cysternowych. Maksimum jej aktywnosci
przypada przy pH od 6.0 do 7.0, nieznaczna aktywnos$¢ przy pH 3.0—3.5,
powyzej pH 7.0 jest juz niestabilna. Podobnie jak katepsyna B, katepsyna H
hydrolizuje syntetyczne substraty takie jak Bz-Arg-OEt, natomiast stabo
hydrolizuje Bz-Arg-Arg-2-NNap. Katepsyna H, w przeciwieAstwie do katepsyn
Bi L wyizolowanych z watroby szczura, nie dziata kolagenolitycznie. Natomiast
z ptuc krolika wykazuje takg aktywnos¢ przy pH 35. In vitro katepsyna H
inaktywuje aldolaze i glukokinaze (22) oraz aj-P1 (44). Dobrym substratem
katepsyny H jest azokazeina. Ogolnie, specyficznos¢ katepsyny H wzgledem
substratéw biatkowych jest niska.

Ze wzgledu na wysokg specyficzng aktywnos$¢ proteolityczng, najwieksze
zainteresowanie sposréd lizosomowych proteinaz cysteinowych, wzbudza ka-
tepsyna L. Wyizolowano, scharakteryzowano i poréwnano katepsyny L z
réznych tkanek ssakow wielu gatunkéw (5, 6, 8,45,46). Wyizolowano réwniez
(33) z fibroblastéw szczura trzy prekursory katepsyny L o masach czastecz-
kowych 42 000,43 000 i 45000 D. Prekursor wyizolowany z fibroblastow krolika
(47) ma mase czasteczkowg 44000 D ijest aktywny proteolitycznie. Katepsyna L
wyizolowana z watroby szczura ma mase czasteczkowg od 21000 do 24000 D i
punkty izoelektryczne od pH 5.8 do 6.1. Z wyjatkiem Bz-Arg-NH2, enzym
wykazuje stabg zdolno$¢ hydrolizy syntetycznych substratow. Optimum dziata-
nia odpowiada pH 5.0, przy pH 6.0 i 4.0 enzym zachowuje 70—90% maksy-
malnej aktywnosci, a przy pH 7.0- 30do 40 %. Dobrymi substratami katepsyny
L sa: kazeina, hemoglobina, albumina surowicy wotowej. Katepsyna L jest
bardzo aktywna w degradacji nierozpuszczalnego kolagenu Sciegna wotu.
Aktywno$¢ kolagenolityczna enzymu przy pH 3.5 jest 10 razy wyzsza w
poréwnaniu z aktywnoscig katepsyny B. Analiza produktow degradacji utle-
nionego tancucha B insuliny (38) wskazuje, ze najbardziej podatne na rozcinanie
sg miejsca substratu, gdzie pozycje P 2i P 3(reszty aminokwasowe na 2 i 3 pozycji
od rozcinanego wigzania substratu w strone N-konfca) zajmujg aminokwasy
hydrofobowe takie jak: Phe-Phe, Phe-Val, Leu-Val, Leu-Tyr. Natomiast rodzaj
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aminokwasu w pozycji P1 wydaje sie by¢ nieistotny. Aktywno$¢ enzymu
wzgledem takich biatek jak: biatka cytozolowe, azokazeina, proinsulina, insulina,
glukagon, y-globulina, miozyna, aktyna, kolagen czy histony, jest co najmniej 10
razy wyzsza niz aktywno$¢ katepsyn B i H (48). Wsrod biatek cytozolowych
substratami katepsyny L sg enzymy uczestniczagce w metabolizmie weglowo-
danoéw: dehydrogenaza glukozo-6-fosforanu, glukokinaza, dehydrogenaza alde-
hydu 3-fosfoglicerynowego, aldolaza. Ponadto katepsyna L jest zdolna do
inaktywacji aminotransferazy ornityny i aminotransferazy tyrozyny (49).

Katepsyny B, H i L, obok katepsyny D, sa gtéwnymi endopeptydazami
lizosoméw. Na podstawie doswiadczen in vitro (48), mozna przypuszczac, ze
gtéwny udziat w degradacji biatek wewnatrzkomorkowych przypada katepsynie
L. Jest to zgodne z wynikami, jakie uzyskano w badaniach nad lokalizacjg i
dystrybucja omawianych enzyméw w réznych tkankach szczura (5). Najwieksze
ilosci katepsyn cysteinowych stwierdzono w nerce i komorkach parenchy-
malnych watroby, to jest tam, gdzie wewngtrzkomérkowy obrét biatek jest
najwiekszy. Natomiast w narzadach i komdrkach wyspecjalizowane w degra-
dacji biatek zewnatrzkomorkowych (komorki Kupffera), gtéwna aktywnos$c
proteolityczna lizosomoéw pochodzi od proteinazy aspartylowej —katepsyny D.

Proteinazy lizosomowe biorg udziat w obrocie wewngtrzkomérkowym
biatek. Dotyczy to przede wszystkim proceséw degradacji biatek zaréwno
pobranych z zewnatrz na drodze endocytozy jak i biatek wewnatrzkomorko-
wych. Z badan in vitro wynika, ze wewnatrzkomérkowa degradacja biatek jest
procesem selektywnym, to znaczy, ze pewne biatka sg tatwiej degradowane niz
inne. Dotyczy to biatek o duzej masie czasteczkowej, niskim punkcie izoelek-
trycznym oraz biatek o wysokim stopniu uzewnetrznienia aminokwaséw
apolamych. Przypuszcza sig, ze degradacja biatek przez lizosomowe proteinazy
cysteinowe przebiega wewnatrz lizosoméw. Za tg hipotezg przemawia optimum
dziatania katepsyn cysteinowych wobec substratow biatkowych w kwasnym
Srodowisku, podczas gdy przy pH okoto 7 inaktywujg sie. Katepsyna M moze
wystepowaé w formie zwigzanej z zewnetrzng powierzchnig lizosoméw (12,50),
aktywnej w neutralnym s$rodowisku, zdolnej in vitro do inaktywacji m.in.
aldolazy fruktozo-1,6-dwufosforanu, dehydrogenazy glukozo-6-fosforanu. Dane
doswiadczalne wskazuja, ze proteinazy cysteinowe biorg udziat w wewnatrz-
komorkowej konwersji prekursoréw wielu biatek i peptydéw do form aktywnych
np.: proalbuminy do albuminy (kat. B) (51), proinsuliny do insuliny (kat. Bi L)
(52, 53), prokolagenazy do kolagenazy (kat. B) (54), proenkefaliny do enkefaliny
(kat. B) (51), kalidyny do bradykininy (kat. H) (55). Biorac pod uwage przyjeta
obecnie hipoteze potranslacyjnej modyfikacji enzymdw lizosomowych (56),
mozna przypuszczac, ze procesy konwersji probiatek do form aktywnych przy
udziale lizosomowych proteinaz cysteinowych przebiegajg w aparacie Golgiego
lub w pecherzykach wydzielniczych.

Proteinazy cysteinowe zawierajg w centrum aktywnym sulfhydrylowa grupe
cysteiny (Cys-25) i imidazolowg grupe histydyny (His-159). Zablokowanie grupy
sulfhydrylowej (Cys-25) centrum aktywnego przez swoiste inhibitory, np.
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jodoacetamid, powoduje utrate zdolnosci katalitycznych proteinaz. Schemat
hydrolizy substratéw peptydowych przez proteinazy cysternowe przedstawiono
na Ryc. 1L W pierwszym etapie hydrolizy w centrum aktywnym enzymu powstaje
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Ryc. 1. Schemat hydrolizy substratow peptydowych przez proteinazy cysternowe, (1) —powstawanie
oksyanionu w centrum aktywnym enzymu, (2) - przeksztatcenie oksyanionu w tioester, (3) -
powrdt enzymu do formy aktywnej (wg 57).

oksyanion (1) (stabilizowany przez wigzania wodorowe tworzace sie pomiedzy
grupami NH Gin-19i Cys-25), ktdry jest z kolei przeksztatcany w tioester (2). W
nastepnym etapie, w obecnosci wody, zachodzi deacylacja tioestru, katalizowana
przez grupe imidazolowa His-159. Reakcja ta prowadzi do odtworzenia grupy
karboksylowej w zhydrolizowanym substracie peptydowym z jednoczesnym
uwolnieniem aktywnej formy proteinazy cysteinowej (57). Szczegétowe dane o
mechanizmie dziatania proteinaz cysteinowych mozna znalez¢ w pracach
cytowanych w pismiennictwie artykutu jako pozycje 58 do 63.

11-2. Cytozolowe proteinazy cysteinowe

Najlepiej dotychczas poznang cytozolowg proteinazg cysteinowag jest prote-
inaza aktywowana przez jony wapnia (EC 3.4.22.17, kalpaina). W komérkach
wystepuje w dwdch formach jako tzw. kalpaina | (aktywowana przy stezeniach
jonéw wapnia nizszych od 0.1 mM) i kalpaina Il (wymagajaca do aktywacji
stezeri jonow wapnia powyzej 0.1 mM). Wystepowanie kalpainy stwierdzono w
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wielu tkankach zwierzecych (64-76). W niektorych tkankach, na przyktad w
miesniach szkieletowych, w miesniu sercowym i watrobie szczura wystepuja
zaréwno kalpaina | jak i kalpaina Il (77), natomiast w analogicznych tkankach
kurczaka tylko kalpaina Il. Obydwie formy kalpainy sg heterodimerami
ztozonymi z dwdch podjednostek: wiekszej o masie 80000 D i mniejszej o masie
30000 D. Maksymalng aktywno$¢ wykazujg one przy pH 6.8—8.0, a ich punkty
izoelektryczne przypadajg przy 4.6—5.5 (77, 78). Proteinazy te hydrolizujg
kazeine na mate fragmenty peptydowe. Wykazano, ze kalpaina hydrolizuje
wigzania pomiedzy aminokwasami hydrofobowymi taricucha B insuliny (79).
Sktad aminokwasowy podjednostek 80 KD i 30 KD obu form kalpainy jest
bardzo zblizony. Pewne rdznice wykazano w obrebie podjednostek 80 KD
(podjednostki 30 KD sg w obu formach identyczne) (77). Centrum aktywne
enzymu wystepuje w podjednostce 80 KD; blokowane jest ono przez jodoace-
tamid i inhibitor E 64 (specyficzny inhibitor proteinaz cysteinowych). Wskazuje
to jednoznacznie, ze kalpaina jest proteinazg cysteinowg (77). Przypuszcza sie, ze
podjednostka 30 KD moze kontrolowaé aktywnos$¢ podjednostki 80 KD
poprzez nieznane dotagd mechanizmy lub moze stanowié¢ rodzaj ,kotwicy”
wyznaczajacej miejsce dziatania enzymu w komorce, czy tez ochraniaé¢ pod-
jednostke 80 KD przed degradacjg wewnatrz komorki (77, 80). Wrazliwos¢
kalpainy na jony wapnia sugeruje, ze kalpaina | jest aktywna w warunkach
fizjologicznego stezeniajondw wapnia (10-7, 10“6 M) natomiast kalpaina Il jest
w tych warunkach nieaktywna. Stwierdzono jednak dwie drogi aktywowania
kalpainy Il poprzez czesciowa autolize i przez dziatanie efektora jakim sg jony
manganu (81,82,83). W obecnosci milimolowych stezeh jondw wapnia zachodzi
ograniczona autoliza, podczas ktdrej zmienia sie masa czasteczkowa podjed-
nostki z 80 KD do 79 KD, a pdzniej do 60 KD z jednoczesnym zwiekszeniem
wrazliwosci kalpainy 11 najony wapnia z 410 uM (80 KD kalpaina Il) do 30 uM
(60 KD kalpaina IlI). Kalpaina Il jest nieaktywna w obecnosci milimolowych
stezen jonébw manganu lub mikromolowych stezen jonéw wapnia, natomiast w
obecnosci tych dwdch czynnikéw razem staje sie aktywna (77). Schemat
ilustrujagcy hipoteze aktywacji kalpainy Il przedstawiono na Ryc. 2. Wedtug
omawianej hipotezy kalpaina Il zawiera dwa miejsca wigzace jony wapnia, stata
dysocjacji miejsca pierwszego jest rzedu milimolowego a miejsca drugiego rzedu
mikromolowego. Miejsce pierwsze zriajduje sie na powierzchni czasteczki,
podczas gdy miejsce drugie i grupa -SH centrum aktywnego wewnatrz czasteczki.
Gdy stezenie jonéw wapnia podniesie sie do poziomu milimolowego, jony
wapnia wigzg sie z miejscem pierwszym, co indukuje zmiany konformacyjne
powodujace odstoniecie miejsca drugiego i grupy -SH. Nastepuje woéwczas
przylaczenie jondw wapnia do miejsca drugiego i kalpaina Il staje sie aktywna.
Jony manganu moga przytagcza¢ sie do miejsca pierwszego zamiast jonéw
wapnia, powodujgc identyczne konsekwencje. Podczas autolizy ,,czapka” zostaje
odiaczona od czasteczki i grupa -SH w centrum aktywnym oraz drugie miejsce
wigzace jony wapnia sg stale odstoniete, a enzym przechodzi w forme perma-
nentnie otwartg (77).
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Ryc. 2. Schematyczny rysunek ilustrujacy hipoteze na temat przebiegu aktywacji kalpainy II.
O —wolne miejsce wigzace jony wapnia, 0 —miejsce ze zwigzanymijonami wapnia, SH —grupa
sulihydrylowa w centrum aktywnym, S" —jon tiolanowy (aktywna forma grupy sulfhydrylowej
centrum aktywnego) (wg 77).

Kalpaina wykazuje ograniczong specyficznos¢ substratowa. Szereg enzymow
takich jak: kinaza fosforylazy b, syntetaza glikogenowa, hydroksylaza tryptofanu
czy kinaza C, sg aktywowane przez kalpaine na drodze ograniczonej proteolizy
(68). Kalpaina hydrolizuje rowniez biatka receptoréw estrogendw, progesteronu,
glukokortykoidow iepidermalnego czynnika wzrostu (77). Substratami kalpainy
sg takze biatka migsni np.: troponina, tropomiozyna, faficuch ciezki miozyny czy
biatko C oraz biatka cytoszkieletowe takie jak: tubulina, desmina, filamina czy
tez biatka neurofilamentéw (68, 77). Na podstawie specyfiki substratowej
kalpainy mozna wnioskowac o roli kalpainy w procesach formowania ksztattu
komoérek, ich ruchéw czy agregacji. Kalpaina jest réwniez jednym z mediatoréw
komérkowego metabolizmu jonéw wapnia (84). Zmiany wewnatrzkomaérko-
wego stezenia jonow wapnia wynikajgce ze zmienionej struktury i przepuszczal-
nosci bton moga prowadzié¢ do stanéw patologicznych np. dystrofii miesniowe;j.
Podwyzszenie stezenia jonéw wapnia aktywuje kalpaine 11, ktéra hydrolizuje
biatka linii Z miofibryli. W kolejnym etapie nastepuje bardzo wyrazny wzrost
aktywnosci katepsyn lizosomowych i degradacja biatek miofilamentow (84).

Z cytosolu komdrek watroby szczura wyizolowano réwniez proteinaze
cysternowg (85). Jej optimum dziatania przypada przy pH 7—38. Substratami tej
proteinazy sa: izolowane faincuchy A i B insuliny oraz glukagon. Natomiast
proinsulina, adrenokortykotropina czy zdenaturowana hemoglobina sg odporne
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na hydrolize przez omawiang proteinaze cysternowa. Jej fizjologiczna rola niejest
jak dotychczas poznana.

Enzymy roslinne, takie jak: papaina, chymopapaina, bromelaina czy ficyna sg
takze proteinazami cysternowymi wytepujacymi w cytozolu. Poniewaz w
niniejszej pracy omawiane sa gtéwnie proteinazy zwierzece i bakteryjne.
Czytelnikom zainteresowanym informacjami na temat proteinaz roslinnych
polecamy nastepujace artykuty przegladowe wskazane w pismiennictwie jako
pozycje 58 oraz 86—88.

11-3. Proteinazy cysteinowe pochodzenia bakteryjnego

Dotychczas opisano proteinazy cysternowe z Clostridium histolyticum (89),
Serratia marcesces (90), Streptococcus (91, 92), Staphylococcus aureus (93, 94).
Masy czasteczkowe wymienionych proteinaz sg zréznicowane (od 12500 D w
przypadku proteinazy Staphylococcus do 55000 D w przypadku a-klostripainy z
Clostridium histolyticum). Réwniez optima dziatania tych proteinaz sg r6zne: w
przypadku proteinazy Sacharomycopsis lipolytica pH 4.2 (95), 5.0—8.0 w
przypadku enzymu Staphylococcus aureus (94), czy 6.0—9.0 w przypadku
proteinazy Serratia (90). Ostatnio wykazano hamowanie aktywnosci proteinazy
Staphylococcus aureus przez a2M osocza konskiego i otjAPG osocza szczura z
reakcjg ostrej fazy (94).

Zbadano strukture pierwszorzedowag wokot aktywnej reszty cysteinowej
a-klostripainy (96) i proteinazy Streptococcus (92) i nie wykazano podobienfstwa
do analogicznego regionu w papainie i katepsynie B.

Mikroorganizmy, a szczegOlnie bakterie wytwarzajg rowniez inhibitory
enzymow proteolitycznych w tym proteinaz cysternowych. Sg to z reguly
drobnoczasteczkowe zwigzki o charakterze oligopeptydowym. Najlepiej pozna-
nym inhibitorem jest leupeptyna wyizolowana z ptynéw hodowlanych Strep-
tomyces (97). Leupeptyna stanowi mieszanine dwoch trojpeptydéw (98). We-
whnatrz komorek bakteryjnych syntetyzowany jest kwas leupeptynowy (nie
wykazujacy wiasnosci inhibitorowych), ktory po redukcji do leupeptyny ulega
sekrecji do Srodowiska. Leupeptyna hamuje aktywnos$¢ takich proteinaz cyste-
rnowych jak katepsyna B, papaina, kalpaina, katepsyna L i H (5,15,16, 17,48).

i1-4. Sekwencje aminokwasowe proteinaz cysteinowych

Poréwnanie sekwencji aminokwasowej N-kohncowych czesci czasteczek
proteinaz cysteinowych wskazuje na wysoki stopien podobienstwa katepsyn i
papainy. llustruje to Ryc. 3.

Szczegblnie wysoki stopien podobienstwa odnajdujemy w katepsynie B
watroby szczura i $ledziony wotu. Sposréd pierwszych 80 reszt aminokwasowych
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Ryc. 3. Sekwencje aminokwasowe protcinaz cysternowych, A —katepsyna B $ledziony wotu,
B - katepsyna B watroby szczura, C - katepsyna L $ledziony wotu, D - papaina (wg 99).

jedynie 9 reszt nie jest identycznych. Na rycinie pokazano rowniez duze
podobienstwo N-kohcowej czesci czasteczki katepsyny L i papainy. W katep-
synie B stwierdzono mostek dwusiarczkowy pomiedzy Cys-14 a Cys-43, ktory
nie wystepuje w katepsynie L i w papainie. Cys-29 znajduje sie w centrum
aktywnym papainy, katepsyny B i L. Szczegdlnie staty ewolucyjnie jest region
centrum aktywnego wokot Cys-29 zaréwno w czgsteczkach katepsyn B, H, L jak
i w czasteczce roslinnej proteinazy cysternowej —papainy. Nastepnym fragmen-
tem o duzym podobienstwie jest region 69—73 w katepsynie B i papainie,
prawdopodobnie jako konsekwencja mostka dwusiarczkowego Cys-26 a Cys-69
(99,100). Rycina 4 przedstawia sekwencje aminokwaséw wokot aktywnej reszty
cysteiny w kalpainie i w innych proteinazach cysternowych (101). Widoczne jest

30
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Ryc. 4. Poréwnanie sekwencji aminokwasowej kalpainy i sekwencji innych proteinaz cysternowych,
A —kalpaina miesni szkieletowych kurczaka, B —katepsyna B watroby szczura, C - papaina,
D —bromelaina (wg 101).

réwniez duze podobienstwo strukturalne regionu centrum aktywnego kalpainy
oraz odpowiednich regiondw innych proteinaz cysteinowych, co sugeruje ich
wspolne pochodzenie. Pomimo podobienstwa regionu centrum aktywnego
kalpaina rézni sie zasadniczo od pozostatych proteinaz cysteinowych. Roznice te
dotycza wiekszej masy czasteczkowej kalpainy oraz koniecznosci aktywacji
przez jony wapnia. Na tej podstawie wysunieto hipoteze, ze enzym ten jest
produktem fugi genu proteinazy cysteinowej i genu biatka wiazacego wapn (102).

3 Postepy Biochemii 1/88
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I111. Endogenne inhibitory proteinaz cysternowych

I11-1. Osoczowe inhibitory proteinaz cysteinowych

Pierwsze doniesienia o obecnosci w osoczu specyficznych inhibitoréw
proteinaz cysteinowych pojawity sie w koncu lat 70-tych. Wykazano (103), ze w
surowicy cztowieka wystepuje wysokoczgsteczkowy inhibitor (a2-CPI, masa
czasteczkowa — 90000 D), ktéry hamuje aktywno$¢ roslinnych proteinaz
cysteinowych tj. papainy, ficyny i bromelainy. Dalsze badania wykazaly
obecnos¢ takiego inhibitora takze w osoczu ludzkim (104,105) oraz w surowicy
szczura (106) i wotu (107).

W surowicy ludzkiej obecne sg dwie formy (a®*CPI, a2-CPI) (105) lub trzy
formy (ar CP1, a2-CP1j,a2-CP12)(108) inhibitora. Wszystkie sg glikoproteinami
0 punkcie izoelektrycznym przypadajgcym przy pH mniejszym od 7.0. Formy
ar CPlia2-CPl dajg krzyzowa reakcje immunologiczng, dlatego czesto okresla
siejejako a-CPI lub a-TPI. Wykazano, ze a-CPIl hamuje lizosomalne katepsyny
cysteinowe, cytozolowg proteinaze —Kkalpaing i proteinaze pochodzenia roslin-
nego —papaine (103,104,109). Wartosci statych kinetycznych reakcji a-CPI z
proteinazami cysteinowymi (110, 111) pozwalajg sadzi¢, ze jedng z fizjologicz-
nych funkcji a-CPI jest hamowanie katepsyny L.

W 1983 roku (112) wyizolowano z surowicy szczura inhibitor proteinaz
cysteinowych o masie czagsteczkowej 68 000 D i wykazano, zejest on identyczny z
tzw. ai-globuling ostrej fazy (ar APG) (115). Reakcja ostrej fazyjest odpowiedzig
organizmu w poczatkowym okresie infekcji (lub po urazie) i charakteryzuje sie
miedzy innymi znacznym podwyzszeniem stezenia niektorych biatek osoczo-
wych zwanymi biatkami ostrej fazy (np. a2M, haptoglobina, fibrynogen). at-APG
opisana po raz pierwszy w 1964 roku (114) wystepuje w 0S0CzuU SzCzuréw
zdrowych w stezeniu 0.5 mg/ml. U szczuréw z reakcjg ostrej fazy nastepuje
kilkakrotny przyrost stezenia tego biatka w osoczu (115), jednakze jego funkcja
nie byta dotychczas poznana. Oprdcz aktywnosci antyproteolitycznej a*APG
petni role kininogenu (prekursora hormondw tkankowych —kinin) w osoczu
szczura (116), podobnie jak wysokoczasteczkowe inhibitory proteinaz cytei-
nowych osocza cztowieka i wotu (117, 118, 119). W 1984 roku okreslono
sekwencje aminokwasowg sklonowanego ludzkiego a2-CPI i stwierdzono iden-
tyczno$é sekwencji z wotowym niskoczasteczkowym kininogenem (LMW) (108).
Na podstawie badan immunologicznych, kinetycznych i analizy sekwencji
aminokwasowej potwierdzono tozsamo$¢ a2-CPl i LMW oraz a”CPI i
wysokoczasteczkowego kininogenu HMW (117). Dane kinetyczne dotyczace
aktywnosci inhibitorowej kininogendw LMW i HMW z surowicy cztowieka,
szczura i wotu (118) potwierdzity poprzednie wyniki. Ostatnie doniesienia (120)
wskazuja, ze niskoczasteczkowy kininogen z osocza cztowieka zawiera trzy
domeny o znacznej homologii w N-kohcowej cz ci czgsteczki, przy czymjedna z
tych domen nie zawiera sekwencji GIn-Val-Val-Aia-Gly i nie hamuje aktywno$ci
proteinaz cysteinowych. W dwoch pozostatych domenach kininogenu sekwencja
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ta jest obecna, dzieki czemu domeny te wykazujg dziatanie inhibitorowe, a
stosunek stechiometryczny reakcji enzym jinhibitor wynosi 2:1. Jedna z domen
hamuje zaréwno proteinazy lizosomowe (katepsyna B, H i L), jak i proteinaze
cytosolowag kalpaine.

W 1982 roku w dwu pracowniach wykazano niezaleznie obecno$¢ nisko-
czasteczkowych inhibitoréw w surowicy ssakow (121, 122). Z surowicy szczura
(121) wyizolowano biatko o masie czgsteczkowej 16000 D hamujgce katepsyne H
i papaine, a z surowicy cztowieka biatko o podobnej masie czasteczkowej
hamujace aktywno$é katepsyny B i H (122). Istnienie takich inhibitoréw
potwierdzili tez inni autorzy (107, 123). Pod wzgledem parametréw moleku-
larnych, wiasnosci inhibitorowych i sekwencji aminokwasowej niskoczgsteczko-
we osoczowe inhibitory przypominaja inhibitory tkankowe.

UI-2. Tkankowe inhibitory proteinaz cysteinowych

Tkankowe inhibitory proteinaz cysteinowych wyizolowano z komorek
roznych tkanek ssakoéw oraz z ptynéw ustrojowych (100,122,124,125). W 1985
roku Barre 1l zaproponowat dla takich inhibitoréw nazwe cystatyny (126). W
tkankach i ptynach ustrojowych czltowieka wystepujg cystatyny rdznigce sie
strukturg i wkasciwosciami, oznaczono je przeto jako cystatyny A, B, C i S. Takze
w innym materiale wystepujg cystatyny o podobnych wiasciwos$ciach, niekiedy
nawet identyczne pod wzgledem immunologicznym i sekwencji aminokwasowej,
dlatego tez okresla sie je jako cystatyny typu A, B i C.

U czlowieka cystatyna A wystepuje w watrobie (127), wielojadrzastych
granulocytach (128), Sledzionie (129), $linie, tzach i ptynie owodniowym (124) oraz
w spermie (124, 130). Pod wzgledem sekwencji aminokwasowej cystatyna A
przypomina epidermalny CPI szczura (CPl-a) (131). W watrobie szczura nie
wykazano cystatyny A, natomiast jest ona obecha w innych tkankach i
narzadach takich jak: skéra, pochwa, przewod pokarmowy.

Cystatyne B wyizolowano z watroby cztowieka i szczura (127, 132, 133),
Sledziony cztowieka (129). Wykazano, ze cystatyna B jest syntetyzowana i moze
by¢ wydzielana przez monocyty krwi ludzkiej (126).

Cystatyna C (wczesniej znana jako niskoczasteczkowe zasadowe biatko
wedrujgce w strefie y-globulin) wystepuje w duzej ilosci w komaérkach neuro-
sekrecyjnych, w ptynie mdzgowo-rdzeniowym i plynie nasiennym (134). W
normalnym osoczu stezenie cystatyny C jest niskie (0.08 uM). Podwyzszone
stezenie tego biatka zaobserwowano w surowicy cztowieka z chorobg autoaler-
giczng (135), w moczu cztowieka z niewydolnoscig nerek (134). Pod wzgledem
aktywnosci i struktury przypomina bardzo dobrze scharakteryzowany inhibitor
z jaja kurzego (136). Inhibitor ten wystepuje takze w surowicy kurzej (136), a
ostatnio przy pomocy techniki immunohistochemicznej zlokalizowano go w
cytoplazmie komérek miesniowych kury (137).

Niskoczasteczkowy inhibitor proteinaz cysteinowych wyizolowany ze $liny i
gruczotdw slinowych cztowieka (138) nazywany cystatyng S przypomina nisko-
czasteczkowy inhibitor surowicy ludzkiej.
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Cystatyny sg biatkami o niskiej masie czasteczkowej w zakresie 11000—
14000 D, nie zawierajg czesci cukrowej. Wystepuja w wielu formach réznigcych
sie punktem izoelektrycznym. Punkty izoelektryczne tych inhibitoréw przypa-
daja przy pH mniejszym od 7.0, z wyjatkiem ludzkich cystatyn Ai B (o pi 8.1 19.5).
Sa to biatka wyjatkowo stabilne zachowujg aktywnos$¢ przy réznych pH, sg
odporne na dziatanie wysokiej temperatury (127,139,140), a niekt6re z nich nie
tracg aktywnosci nawet podczas gotowania jak np. cystatyna jaja kurzego (126).

Niskoczasteczkowe inhibitory proteinaz cysternowych hamujg zaréwno
proteinazy pochodzenia zwierzecego (katepsyny B, H, L) jak i proteinazy
roslinne (papaina, chymopapaina, ficyna). Inhibitory endopeptydaz na og6t nie
hamujg egzopeptydaz, jednakze wykazano, ze cystatyny majg zdolnos¢ hamo-
wania dipeptydylopeptydazy | (katepsyna C) (127,136). Poszczeg6lne cystatyny
réznig sie powinowactwem do hamowanych enzymoéw (Tabela 3). Sposrod

Tabela 3

Wartosci Kj (nanomole) reakcji hamowania proteinaz cysternowych przez ludzkie cystatyny
i L-kininogen (a-CPlI) (141)

Cystatyna A Cystatyna B Cystatyna C L-kininogen

Papaina 0.019 0.12 0.005 0.015
Katepsyna B 8.2 73 0.25 600
Katepsyna H 0.31 0.58 0.28 1.2
Katepsyna L 13 0.23 0.005 0.017
Dipeptydylo-

peptydaza | 33 0.23 35 130
Kalpaina 10000 10000 10000 1.0

omawianych ludzkich inhibitoréw, cystatyna C wykazuje najsilniejsze dziatanie
inhibitorowe w stosunku do ludzkich proteinaz cysternowych. Cystatyny nie
hamuja proteinazy zaleznej od jonéw wapnia (126, 127,132,133,134,136,142,
143). Kalpaina jest enzymem, ktérego aktywnosc¢ jest hamowana przez niektére
niskoczasteczkowe inhibitory pochodzenia bakteryjnego (leupeptyna), przez
wysokoczasteczkowe inhibitory np. kininogen oraz przez swoisty, endogenny
inhibitor zwany kalpastatyng. Obecno$¢ kalpastatyny stwierdzono w komor-
kach miesni szkieletowych kury (144), krélika (145), wotu (146), miesnia
sercowego wotu (147) czy w ludzkich erytrocytach (68, 74). Kalpastatyna
charakteryzuje sie stosunkowo duzg masg czgsteczkowa rzedu 250 000—300 000
D, bedacg wynikiem agregacji mniejszych pojednostek o masie 34000 — 70000
D, w zalezno$ci od materiatu, z ktérego zostata wyizolowana. Kalpastatyna jest
biatkiem termostabilnym o niskiej zawartosci aminokwaséw aromatycznych
oraz niskim punkcie izoelektrycznym przypadajagcym przy pH 4.55. Kalpasta-
tyna tworzy kompleksy zaréwno z kalpaing | jak i kalpaing Il nie wykazujac
specyfiki tkankowej. Hamowanie aktywnosci kalpainy | zachodzi w obecnosci
mikromolowych stezer jon6éw wapnia, a kalpainy Il przy stezeniach milimolo-
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wych. Tworzenie kompleksu kalpaina-kalpastatyna jest reakcjg odwracalng; po
rozdysocjowaniu tego kompleksu w obecnosci EDTA, zaréwno enzym jak i
inhibitor odzyskuja petng aktywnos$¢ (148). Stosunek stechiometryczny reakcji
inhibitor:enzym waha sie w zakresie od 0.24 do 2 w zaleznosci od materiatu, z
ktérego zostat wyizolowany inhibitor i enzym (77).

Cystatyny hamujg aktywno$¢ proteinaz w sposob odwracalny. Cystatyna
jaja kurzego hamuje kompetycyjnie papaine w stosunku stechiometrycznym 1:1.
Kompleks cystatyna-papaina ulega dysocjacji podczas denaturacji w nieobec-
nosci czynnikdw redukujacych, dlatego tez wyklucza sie tworzenie stabilnego
wigzania kowalencyjnego (np. wigzania dwusiarczkowego) przy powstawaniu
kompleksu.

W przypadku cystatyny z watroby szczura, in vitro reszta cysteinowa w
pozycji 3 uczestniczy w regulowaniu dziatania inhibitora poprzez tworzenie i
redukcje mieszanych mostkéw dwusiarczkowych, a in vivo dziatanie cystatyny
moze by¢ regulowane przez zmiany stezenia zredukowanego glutationu lub
przez zmiany stosunku grup -SH do utlenionego glutationu (149,150). Hipoteze
przebiegu regulacji aktywno$ci proteinaz cysternowych przedstawia Ryc. 5.
Trzeba jednak zaznaczy¢, ze aktywna reszta cysteinowa enzymu oraz reszta
cysteinowa w pozycji 3 inhibitora nie sg bezposrednio zaangazowane w reakcje

Forma nieaktywna

(56

GSH GSSG

®
—_—
Yo $H 64
3

Forma aktywna

Proteinaza Inhibitor Kompleks

Ryc. 5. Schemat regulacji aktywnosci proteinaz cysternowych. Stosunek ilosciowy zredukowanego
glutationu (GSH) do utlenionego (GSSG) jest czynnikiem regulujagcym aktywno$¢ inhibitora. W
obecnosci wyzszego stezenia glutationu zredukowanego inhibitor przechodzi w forme aktywng i
tworzy kompleks z enzymem (wg 149).
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enzym — inhibitor, poniewaz karboksylowany enzym lub inhibitor nadal
zachowujg zdolnos$¢ do tworzenia kompleksow (116). Ponadto niektére inne
cystatyny (np. CPI-a, cystatyna A) nie zawierajg reszt cysteinowych. Potwierdza
to hipoteze, ze reszta cysteinowa inhibitora moze uczestniczy¢, lecz nie jest
konieczna w reakcji hamowania, a proponowany schemat moze dotyczy¢ tylko
pewnej grupy cystatyn.

Mechanizm hamowania proteinaz cysteinowych przez cystatyny pod pewny-
mi wzgledami przypomina mechanizm hamowania proteinaz serynowych przez
ich inhibitory. Cystatyny wiaza sie z aktywnym miejscem enzymu w sposéb
podobny do wigzania substratu, a state szybkosci oraz state rownowagi osiagaja
wielkosci tego samego rzedu jak odpowiednie wartosci wyznaczone w przypadku
inhibitoréw proteinaz serynowych (151).

1U-3. Sekwencje aminokwasowe inhibitoréw proteinaz cysteinowych

W ostatnich latach poznano sekwencje aminokwasowe wielu niskoczaste-
czkowych i wysokoczgsteczkowych inhibitorow proteinaz cysteinowych: cysta-
tyny B z watroby szczura (152), cystatyny A z naskérka szczura (CPl-a) (131),
cystatyny A z granulocytow cztowieka (153), cystatyny z jaja kurzego (99, 154),
cystatyny C z osocza cztowieka (135), cystatyny S z gruczotdw Slinowych
cztowieka (143), cystatyny Bz watroby cztowieka (155), a-CP1 z osocza cztowieka
(108) i szczura (156).

Rysunek 6 przedstawia sekwencje aminokwasowe powyzszych inhibitorow.
Sekwencja aminokwasowa a-CP|I sktada sie z trzech fragmentéw: segment 1,2 3,
ktérych sklad aminokwasowy przypomina niskoczgsteczkowe inhibitory.
Obserwuje sie duza homologie w centralnych czesciach czasteczek cystatyn oraz
segmentdw a-CPI (reszty aminokwasowe 47 —74). Prawdopodobnie region ten
jest istotny dla aktywnosci biologicznej omawianych inhibitoréw. Fragment
53—57 wiekszosci wskazanych inhibitorow zawiera sekwencje GlIn-Val-Val-
Ala-Gly. Syntetyczne peptydy o identycznej strukturze hamujg aktywnos$é
papainy (157), co potwierdza hipoteze o niezbednosci tego fragmentu w
czasteczce inhibitora.

Ogolnie, wéréd omawianych, w miare jednorodnych pod wzgledem struktury
pierwszorzedowej biatek, mozna wyrd6znié trzy grupy, a mianowicie: cystatyny
wewnatrzkomorkowe (1, 2, 3, 4 Ryc. 6), cystatyny zewnatrzkomorkowe (5, 6, 7
Ryc. 6), wysokoczasteczkowe inhibitory osoczowe, czyli kininogeny (8a, 8b, 8c,
9a, 9b, 9c Ryc. 6). Taki tez podziat przyjmuje sie obecnie (158).

Podobienstwa sekwencji aminokwasowej biatek tu omawianych sugeruja
wspdlne ewolucyjne pochodzenie od pierwotnego ,,prabiatka”. Rycina 7 przed-
stawia hipotetyczne drzewo rodowe inhibitoréw proteinaz cysteinowych. Ewolu-
cyjne zmiany w obrebie niskoczasteczkowych inhibitoréw mogty nastepowac
poprzez delecje czy insercje krotkich odcinkéw genu. Natomiast wysokoczaste-
czkowe inhibitory mogty powstac¢ przez podwdjna, oddzielong w czasie dupli-
kacje genu (159).
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Ryc. 7. Hipotetyczne drzewo genealogiczne inhibitoréw proteinaz cysternowych (wg 100)

Uwagi koncowe

Nie zbadano dotychczas roli fizjologicznej ani proteinaz cysternowych
lizosomowych ani cytosolowych. W przypadku proteinaz lizosomowych bada-
nia in vitro wskazuja, ze udziat katepsyn cysteinowych w wewnatrzkomorkowej
degradacji biatek jest znaczny. Degradacja zaréwno biatek zewnatrzkomaérko-
wych jak i wewngtrzkomérkowych zachodzi w lizosomach. Wykazano (160), ze
makrofagi ptuc moga degradowac elastyne, a 60% aktywnosci elastynolitycznej
jest udziatem enzymu, ktéry jast hamowany przez Z-Phe-Arg-CHNZ2, specy-
ficzny inhibitor proteinaz cysteinowych. Ostatnie doniesienia (161) wykazujg, ze
katepsyne L cechuje wysoka aktywnos¢ elastynolityczna (pH 5.5), poréwny-
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walna z aktywnoScig wieprzowej elastazy trzustkowej. Wczesniejsze doniesienia
0 aktywnosci kolagenolitycznej proteinaz cysteinowych (14, 39) pozwalajg
przypuszczaé, ze enzymy te moga aktywnie uczestniczy¢ w degradacji zrebu
facznotkankowego phuc, co moze przyczyniaé sie do rozedmy ptuc. Dodatko-
wym argumentem przemawiajacym za taka hipoteza jest inaktywacja przez te
enzymy aj-Pl — gtdwnego inhibitora elastazy leukocytowej (41, 44). Trzeba
jednak zaznaczy¢, ze aktywnosc¢ katepsyn cysteinowych poza komorkg moze by¢
jedynie lokalna (48), poniewaz Srodowisko zewnatrzkomérkowe nie sprzyja
dziataniu proteolitycznemu omawianych enzyméw. Natomiast niektére pro-
teinazy bakteryjne wydzielane w hodowlach bakteryjnych do medium wykazujg
znaczng aktywnosc¢ proteolityczng w Srodowisku obojetnym (97). Proteinazy te
moga by¢ istotnym czynnikiem patogennym pewnych choréb np. inaktywujac
at-PI (162, 163) moga przyczynia¢ sie do niszczenia zrebu tacznotkankowego
ptuc przez elastazy.

Sa dane doswiadczalne wskazujace, ze lizosomowe proteinazy cysteinowe (w
szczegOllnosci katepsyna B) moga, jak sie zdaje, uczestniczy¢ w inwazji i
przerzutach pewnych typéw nowotworéw (164, 165, 166). Wysoka aktywno$¢
proteolityczna, w srodowisku kwasnym, lizosomowych proteinaz cysteinowych
wydzielanych przez komdrki nowotworowe ufatwia degradacje tkanek otacza-
jacych guzaiprzygotowanie miejsca dla nowych komorek nowotworowych (167,
168).

Wydaje sie, ze w najblizszej przysztosci nalezy oczekiwac dalszych postepow
w badaniach nad biosynteza, ustaleniem struktury, mechanizmem dziatania
proteinaz cysteinowych i ich endogennych inhibitoréw. Pozwoli to na poznanie
ich roli biologicznej w metabolizmie biatek i ewentualnej roli w procesach
patologicznych.

Pracaprzygotowana w ramach tematu 04.01.2.10.finansowanego przez PAN.

Artykut otrzymano 18 grudnia 1986 r.
Zaakceptowano do druku 3 wrzesnia 1987 r.
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I. Wstep

Udziat glutationu w transformacji zwigzkéw egzogennych o toksycznym,
mutagennym i kancerogennym dziataniu jest obecnie wszechstronnie badany.
Prowadzone sg badania funkcji tego trojpeptydu (wzdér 1) jako czynnika
nukleofilowego, reduktora nadtlenkdw i wolnych rodnikéw oraz jego udziatu w
regulacji homeostazy Ca2+ w hepatocytach (2).

Reakcje sprzegania glutationu z elektrofilowym substratem katalizujg trans-
ferazy glutationowe (EC 2.5.1.18). Wystepuja one przede wszystkim w cytosolu,
jakkolwiek wykryto réwniez ich aktywne formy w mikrosomach, jadrach,

* Dr nauk przyr., Zaktad Genetyki Cztowieka PAN, ul. Strzeszynhska 32, 60-479 Poznan



48 R. MIKSTACKA [2]

SH
|
COOH CH2

CH —CH2—CH2—CO NH—CH —CO NH—CH2—COOH

|
nh2

y-L-glutamylo-L-cysteinyloglicyna
Wzor |

btonach jgdrowych i mitochondriach (2, 3,4). Reakcji sprzegania z glutationem
ulegajag zwiazki endogenne, takie na przyktad jak leukotrieny, prostaglandyny,
hormony sterydowe. Przede wszystkim jednak glutation reaguje z elektrofi-
lowymi metabolitami zwigzkéw egzogennych. Sa to pochodne wielopierScie-
niowe weglowodoréw aromatycznych, aflatoksyn, licznych lekéw przeksztatca-
nych przez system monooksygenaz zwigzanych z cytochromem P-450. Przy-
puszcza sie, ze szczeg6lnie wazng role w metabolizmie ksenobiotykéw odgrywa
transferaza glutationowa wystepujgca w mikrosomach w bliskim sasiedztwie
systemu enzymoéw zaleznych od cytochromu P-450.

Il. Biosynteza i degradacja glutatiosu

Biologiczny czas pottrwania glutationu wynosi od 1 h wnerkach do kilku dni
w erytrocytach, komorkach nerwowych, ptucach i $ledzionie (1). Biosynteza
glutationu katalizowana jest przez dwa enzymy: syntetaze y-glutamylocysteino-
wg (EC 6.3.2.2) i syntetaze glutationowg (EC 6.3.2.3). Dostepno$¢ cysteiny
stanowi czynnik ograniczajacy szybkos$¢ resyntezy glutationu w warunkach jego
znacznego zuzycia.

Badania stezenia glutationu w surowicy krwi pochodzacej z r6znych naczyn
krwionosnych wykazaty, ze pomiedzy narzagdami organizmu odbywa sie inten-
sywny transport glutationu w formie zredukowanej. Najwyzszg zawarto$é
glutationu w poréwnaniu z innymi tkankami wykazujg watroba i nerki (tabela 1).

Glutation podlega w komdrkach odwracalnym reakcjom modyfikujgcym
(ryc. 1). W wyniku sprzegania z aldehydami i merkaptanami powstajg estry
tiolowe (GS-CO-R) i dwusiarczki (GS-SR). Utleniona forma glutationu (GS-SG)
powstaje w reakcji glutationu z nadtlenkami, katalizowanej przez peroksydazy
glutationowe (EC 1.11.1.9). Wyr6znia sie peroksydazy glutationowe zalezne od
selenu, zuzywajace H20 2 i organiczne nadtlenki jako substraty oraz peroksy-
dazy glutationowe niezalezne od selenu, ktore preferencyjnie zuzywajg orga-
niczne nadtlenki. Glutation dziatajagc jako wewnatrzkomorkowy reduktor
hamuje proces peroksydacji kwaséw tluszczowych (6). Odpowiednie stezenie
glutationu w formie zredukowanej zapewnia reakcja odwrotna polegajgca
na redukcji GSSG do GSH Kkatalizowanej przez reduktaze glutationowg
(NAD(P)H) (EC 1.6.4.2). Jedna z funkcji glutationu polega na odwracalnej
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Tabela 1
Zawartos¢ glutationu w tkankach myszy (5)
Tkanka Stezenie glutationu [jumole/g]
Mézg 2.08+0.15
Serce 1.35+0.10
Pluca 152+ 0.13
Sledziona 3.43+0.35
Watroba 7.68+1.22
Trzustka 1.78+0.31
Nerki 4.1340.15
Btona $luzowa jelita cienkiego 2.94+0.16
Btona $luzowa okreznicy 2.11+0.19
Miednie szkieletowe 0.78+0.05

modyfikacji tiolowych grup biatek, prowadzacej do zmian aktywnosci enzy-
matycznych (7).

Glutation transportowany przez btony komdrkowe (szczegétowy mecha-
nizm aktywnego transportu glutationu nie jest dotagd wyjasniony) moze byc
degradowany przez y-glutamylotransferaze (EC 2.3.2.2) —enzym zwigzany z
btonami komorkowymi, ktérego miejsce aktywne znajduje sie po zewnetrznej
stronie btony komarkowej (ryc. 2). Natomiast glutation wydalany z komérek nie
zawierajacych y-glutamylotransferazy dostaje sie do surowicy krwi, skad jest
usuwany przez nerki na drodze klebkowej filtracji oraz reakcji katalizowanej
przez y-glutamylotransferaze, przebiegajacej w kanalikach nerkowych (8, 9).

GS-SG
Gly v 4
\ %
GS-SR
GS-S-biatka

Ryc. 1. Schemat odwracalnych reakcji zachodzacych z udziatlem glutationu za po$rednictwem
nastepujacych enzyméw: 1 —glioksalaza | i dehydrogenaza formaldehydowa; 2 —glioksalaza Il
i hydrolaza S-formyloglutationowa; 3 —peroksydaza glutationowa; 4 —reduktaza glutationowa;
5 —transferazy tiolowe

I11. Klasyfikacja transferaz glutationowych i ich specyficznos¢ substratowa
Wyizolowane z komorek ssakéw transferazy glutationowe stanowig dimery

biatka o ciezarze od 45000 do 50000 D, sktadajgce sie z dwoch takich samych
réznych podjednostek polipeptydowych (10, 11). Pierwsze préby w kierunku

4 Postepy Biochemii 1/88
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Ryc. 2. Katalizowana enzymatycznie hydroliza glutationu

klasyfikacji transferaz glutationowych poczynit Habig i wsp. (12), ktérzy
oznaczyli rozdzielone i oczyszczone przez siebie transferazy kolejnymi literami
alfabetu w zaleznosci od kolejnosci ich eluowania podczas chromatografii
kolumnowej na CM-celulozie homogenatu watroby szczura. Transferazy A, B, C,
D i E wykazujg szeroka i naktadajaca sie specyficznos¢ substratowa oraz roznig
sie whasciwosciami immunochemicznymi i aktywnosciami katalitycznymi (ta*
bela 2).

Tabela 2
Specyficzne aktywnosci transferaz glutationowych A, B, C i E* z wybranymi substra-
tami (12)
Transferazy glutationowe
Substraty A B c E
1,2-Dwuchloro-4-nitrobenzen 43 0.003 2.0 0.0001
1-Chloro-2,4-dwunitrobenzen 62 n 10 0.01
trans-4-fenylo-3-buten-2-on 0.02 0.001 0.40 0.0001
Jodometan 0.02 0.59 0.01 8.9

* Transfereza D nie zostata przez Habiga i wsp. oczyszczona

Nomenklatura transferaz glutationowych wedtug Habiga stracita znaczenie z
chwilg wyodrebnienia metoda elektroforezy na zelu poliakryloamidowym
pierwszych czterech podjednostek enzymu: Ya, Yb, YI2i Yc. W 1983 roku na
konferencji w Dundee zaproponowano nowy system nomenklaturowy pozwa-
lajacy odrdznié¢ enzymy bedace homodimerami od heterodimerdw (13) (tabela 3).

Formy anionowe transferaz glutationowych zawierajg dwa miejsca aktywne
w odréznieniu od form kationowych zawierajgcych jedno miejsce aktywne.
Zaobserwowano duze powinowactwo hormonéw sterydowych (kortykosteronu,
progesteronu i androsteronu) do form anionowych transferaz glutationowych
14).

( )Kazda z form kationowej transferazy glutationowej wykazuje inne wiasci-
wosci spektralne i odmienne mechanizmy wigzania substratow. Jednak wszyst-
kie wykazujg specyficzng aktywno$¢ wobec 1-ckloro-2,4-dwunitrobenzenu i
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Tabela 3
Nomenklatura transferaz glutationowych wedtug Jakoby’ego (13)
Podjednostki Nazwa enzymu

Y.Y. transferaza glutationowa 1*1

Y.YC transferaza glutationowa 1-2 formy anionowe

YcYe transferaza glutationowa 2-2

YHYbi transferaza glutationowa 3-3 formv Kationowe
Y2y transferaza glutationowa 4-4 Y

reagujg krzyzowo z przeciwciatami specyficznymi dla transferazy glutationowej
B (15).

Zastosowanie ulepszonych metod elektroforezy na zelu poliakrylamidowym
w obecnosci SDS do rozdziatu podjednostek transferaz glutationowych pozwo-
lito wyodrebni¢ z watroby szczura dalsze trzy podjednostki: YT, Yk, Yn(16,17).
Obecnie obserwuje sie intensywny rozwoj badan polimorfizmu transferaz
glutationowych, w zwigzku z czym mozna sie spodziewac w najblizszym czasie
dalszych zmian i uzupetnien w klasyfikacji tych enzyméw.

Transferazy glutationowe cziowieka oznaczane sg literami greckimi, jak-
kolwiek roéwniez istnieje tendencja do uscislania stownictwa w oparciu o
identyfikacje podjednostek wchodzacych w sktad czasteczki enzymu. Transfe-
razy glutationowe cztowieka wykazujg specyficznosé tkankowa, réznig sie
rozktadem w tkankach ptodowych i tkankach ludzi dorostych, a takze wykazujag
zréznicowanie miedzyosobnicze (7). Charakterystyke transferaz glutationowych
cztowieka przedstawiono w tabeli 4.

Tabela 4
Podziat i whasciwosci transferaz glutationowych cztowieka
Transferazy glutationowe
gfiyode I UPX
Tkanka watroba watroba tozysko (ji)
nadnercza nadnercza erytrocyty (p)
tkanki ptuca (A)
ptodowe watroba
Punkt izoelektryczny (pH) 8 6.5 4.8

Aktywnosci enzymatyczne wobec wybranych
substratow [¢imol emin-1 emg-1]

1-Chloro-2,4-dwunitrobenzen 64 187 105

Kwas etakrynowy 0.03 0.081 0.86
Nadtlenek kumenu 0.6 0.63 0.03
Trans-4-fenylo-3-buten-2-on 0.001 0.36 0.01

4,5-Epoksybenzo(a)piren 0.047 0.92 0.13
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Na uwage zastuguje fakt, ze transferaza fi wykazuje znacznie wyzszg aktywnos$¢ w
stosunku do 4,5-epoksybenzo(a)pirenu w poréwnaniu z pozostatymi transfera-
zami glutationowymi cztowieka.

IV. Inaktywacja zwigzkow kancerogennych na drodze sprzegania z glutarionem

Do substratow transferaz glutationowych nalezg elektrofilowe produkty
metabolicznej aktywacji zwigzkéw kancerogennych, takich jak wielopierscienio-
we weglowodory aromatyczne iich pochodne chlorowcowe, aminy aromatyczne,
aflatoksyny i inne. Rozréznia sie nastepujace interakcje transferaz glutatio-
nowych z chemicznymi kancerogenami:

— niekonwencyjne wigzanie transferaz z metabolitami zwigzkdw kancero-
gennych; w ten spos6b wychwytywane sg czgsteczki elektrofilowe, co umozliwia
ich transport w obrebie komérki i wydalanie ich na zewnatrz (18);

— kowalencyjne wigzanie transferaz glutationowych z kancerogenami co
prowadzi do nieodwracalnej inaktywacji enzymu (19);

— sprzeganie elektrofilowych metabolitow i glutationu pod dziataniem
transferazy glutationowej (ryc. 3). Wydajno$¢ inaktywacji kancerogennych
zwigzkow przez sprzeganie z glutationem zalezy od wiasciwosci reaktywnych
zwiagzkdw,

— szybkosci nieenzymatycznej reakcji miedzy glutationem i badanymi
zwigzkami oraz od stezen substratéw transferaz i glutationu.

l i transferazy !!
+ _
o glutationowe o

Ryc. 3. Reakcja sprzegania 4,5-epoksybenzo(a)pirenu

Przypuszcza sie, ze koniugaty glutationu ulegajg dalszemu metabolizmowi
przez odszczepienie reszt glutaminowej i glicynowej, a nastepnie przez acetylacje
wolnej grupy aminowej i reszty cysteinowej (ryc. 4). Powstajagce w ten sposob
kwasy merkapturowe z podstawnikami przy atomie siarki sg wydalane z
organizmu.

Elektrofilowe metabolity zwiazkéw kancerogennych réznig sie znacznie
powinowactwem do transferaz glutationowych. Reaktywne produkty metaboli-
zmu benzo(a)pirenu (BP) i aflatoksyny Bj sa jak dotad najlepiej poznanymi,
wydajnie inaktywowanymi na drodze sprzegania z glutationem substratami
transferaz. Niektore metabolity BP (3-hydroksy-BP, dwuhydrodiole w pozy-
cjach 4,5-, 7,8-, 9,10-) wigza sie z transferazami glutationowymi w sposob
niekowalencyjny (20). Reakcja sprzegania epoksytlenkéw BP z glutationem
wydaje sie mie¢ szczegdlne znaczenie, gdyz zwigzki te charakteryzujg sie silnym
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y.glntamvlo . . .
R-SG ————--- —» R-cysteinyloglicyna + kwas glutaminowy
transferaza

glicyna
+
R-cysteina
| acetylacja
R-N-acetylo-cysteina
(kwasy merkapturowe)

Ryc. 4. Biotransformacja koniugatéw glutationowych (R-SG)

powinowactwem do komérkowego DNA. 4,5-Epoksy-BP jest wydajnie sprzega-
ny z glutationem, podczas gdy 7,8-epoksy-BP reaguje z glutationem stabo (21).
Takze 7,8-dwuhydroksy-9,10-epoksy-7,8,9,10-czterohydro-BP (izomer anty) —
metabolit BP o silnych wilasciwosciach mutagennych i kancerogennych ulega
reakcji sprzegania z glutationem pod dziataniem transferaz glutationowych (22,
23, 24).

Wigzanie metabolitow BP z DNA byto zalezne od stezenia glutationu w
mieszaninie inkubacyjnej zawierajacej izolowane jadra komorek watroby szczu-
ra i frakcje cytoplazmatyczng. Hamowanie wigzania metabolitow BP z DNA
potwierdzono w uktadach rekonstruowanych zawierajacych oczyszczone trans-
ferazy A, B, C lub E, z ktorych transferaza E wykazywata najsilniejsze
wihasciwosci katalityczne, a transferaza A — najstabsze (20). Wptyw stezenia
glutationu na wigzanie 7,8-dwuhydroksy-9,10-epoksy-7,8,9,10-czterohydro-BP
(izomer anty) z DNA obserwowano w hodowlach komdrkowych in vitro (25,26).

Substratami transferaz glutationowych moga by¢ réwniez epoksytlenki
aflatoksyny Bt — zwiagzki o silnym dziataniu hepatokancerogennym (27).
Szybkos$¢ wiazania aflotoksyny ~ z DNA byla odwrotnie proporcjonalna do
szybkosci sprzegania metabolitow aflatoksyny Bj z glutationem. Reakcja
wigzania aflatoksyny Bj z DNA ulegata zahamowaniu w obecnosci frakcji
mikrosomalnej jak réwniez cytoplazmatycznej z watroby zwierzat, przy czym
silniejsze dziatanie obserwowano w przypadku watroby chomika niz w przypad-
ku watroby szczura (28). Sprzeganie 8,9-epoksyaflatoksyny Bi z glutationem
katalizowaty transferazy 1-1, 1-2 i 2-2 (29).

Przeciwstawng funkcje glutationu, polegajgcg na umozliwieniu tworzenia
adduktéw z DNA obserwowano w przypadku niektérych chlorowcopocho-
dnych alkanéw (30). W wyniku reakcji 1,2-dwubromoetanu z glutationem
katalizowanej przez transferazy glutationowe powstajg zwigzki tgczace sie z
guaning w czasteczce DNA, co w konsekwencji zaburza proces odczytywania i
przekazywania informacji genetycznej.

Istotna funkcja transferaz glutationowych w zapobieganiu chemicznej kan-
cerogenezie zachecita naukowcow do badan aktywnosci tego enzymu u ludzi.
Badania populacyjne aktywnosci transferaz glutationowych w ludzkich leukocy-
tach jednojadrzastych wykazaty znaczne (15-krotne) miedzyosobnicze zrézni-
cowanie aktywnosci tego enzymu (31). Zmienno$¢ aktywnosci transferazy
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glutationowej, oznaczanej kilkakrotnie u jednego osobnika nie przekraczata
10%. Sugeruje sie przydatno$¢ oznaczen aktywnosci transferaz glutationowej do
oceny podatnosci na raka ptuc u ludzi (32, 33).

1VV-1. Indukcja transferaz glntationowych

Indukcja enzymow metabolizujgcych ksenobiotyki odgrywa wazng role w
procesie inicjacji chemicznej kancerogenezy. Stopien oddziatywania zwiazkéw
kancerogennych z komérkami makromolekularni zalezy od proporcji pomiedzy
izoenzymami zaangazowanymi w biotransformacji prokancerogendw (system
monooksygenaz zaleznych od cytochromu P-450) a enzymami sprzegajacymi
reaktywne metabolity, do ktérych naleza transferazy glutationowe. Uzasadnione
wydaje sie badanie inaktywacji zwigzkéw kancerogennych w powigzaniu z
procesami aktywacji prokancerogenow, w ktérych uczestniczy enzymatyczny
system zalezny od cytochromu P-450.

Zardwno enzymy zalezne od cytochromu P-450, jak i transferazy glutatio-
nowe sa indukowalne przez zwiazki egzogenne. Do induktoréw transferaz
glutationowych nalezg wielopierscieniowe weglowodory aromatyczne (34), feno-
barbital (35), nienasycone zwigzki karbonylowe (36) i przeciwutleniacze (37). Na
przyktad, podanie w diecie 2(3)-tert-butylo-4-hydroksyanizolu powodowato
5-krotny wzrost watrobowej, cytoplazmatycznej aktywnosci transferazy gluta-
tionowej w stosunku do (x) 7,8-dwuhydroksy-9,10-epoksy-7,8,9,10-cztero-
hydro-BP jako substratu (38). Indukowalnos¢ transferaz glutationowych badano
u réznych szczepdw myszy (charakteryzujgcych sie odmiennym genotypem w
stosunku do locus Ah\ ktérym podano 3-metylocholantren lub 5,6-benzoflawon.
Wyniki badan wskazywaty, ze indukcja transferaz glutationowych przebiegata za
posrednictwem genéw réznych od gendw regulatorowych w locus Ah (39).

Oznaczono sekwencje nukleotydowe taricuchow mRNA specyficznych dla
podjednostek polipeptydowych Ya, Yb, Yc, (40,41,42). Fenobarbital i 3-metylo-
cholantren indukujg silniej synteze podjednostek Ya, i Yc, w poréwnaniu z
synteza pojednostek Yh. Przypuszcza sie, ze transkrypcja gendéw réznych
izoenzymow transferaz glutatinowych jest regulowana w sposéb niezalezny (43).

Indukcja transferaz glutationowych przez przeciwutleniacze powodowata
zahamowanie tworzenia adduktow metabolitbw BP z DNA (44). Ponadto
zaobserwowano, ze zwigzki hamujgce proces nowotworzenia indukowany w
przedzotgdkach myszy przez BP podwyzszaty aktywnos¢ transferaz glutatino-
wych w badanej tkance (45). Przeciwnowotworowe dziatanie kwasu elaginowego
obserwowane u myszy wynikaly z jego funkcji induktora transferaz glutatino-
wych i inhibitora utleniania BP w ptucach i watrobie badanych zwierzat (46).

1V-2. Modyfikacje metabolizmu glutationu

Z punktu widzenia farmakologii, toksykologii i terapii nowotwordw zmiany
stezenia glutationu w komadrkach odgrywaja bardzo istotng role. Dla osiggniecia
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pozadanych efektéw poprzez obnizenie lub podwyzszenie stezenia glutationu
stosuje sie inhibitory enzyméw biorgcych udziat wjego syntezie lub degradaciji.
NajczeSciej stosowanym zwigzkiem obnizajgcym stezenie glutationu w komor-
kach jest sulfoksyimina butioniny —inhibitor syntazy glutaminowej i syntezy
y-glutamylocysteinowej (47, 48). Hamujac synteze glutationu w hodowli hepa-
tocytow szczura powodowano zwiekszone wigzanie 2-amino-3-metylo-imida-
zolo(4,5t)-chinoliny i 2-acetylo-aminofluorenu do komoérkowych kwaséw nukle-
inowych (49). Natomiast zahamowanie wigzania mutagenu —7,12-dwumetylo-
benzantracenu z DNA komérek zarodka kurczecia hodowanych in vitro
obserwowano jako wynik dodania do komorek glutationu, cysteiny oraz kwasu
askorbinowego (50).

Podwyzszenie stezenia glutationu, wystepujace po podaniu y-glutamylocys-
teiny, tiazolidyny — prekursora cysteiny oraz samej cysteiny, chroni komérki
przed toksycznym dziataniem lekéw (51, 52, 53, 54). W przypadku komérek
nowotworowych znaczenie ma obnizenie stezenia glutationu, zwiekszajgce ich
wrazliwo$¢ na radioterapie oraz na czynniki chemoterapeutyczne (55, 56).
Obnizenie stezenia glutationu w linii komaérek ludzkich (nowotworu jajnika)
powodowato wyrazny wzrost cytotoksycznosci leku cytostatycznego —melfala-
nu (57), a zatem potegowato jego efekt terapeutyczny.

Zmiany stezenia glutationu w komorce moga odbywac sie réwniez za
posrednictwem y-glutamylotransferazy —enzymu biorgcego udziat w degradacji
glutationu (patrz rozdz. Il). Stwierdzono indukcje aktywnosci y-glutamylotrans-
ferazy w pierwotnej hodowli hepatocytow szczura pod wptywem promotorow
raka watroby, takich jak fenobarbital, cykliczne zwigzki chlorowcowe, estro-
geny, klofibrat i jego pochodne (58). Rejony tkanki watroby barwigce sie
pozytywnie w histochemicznych badaniach y-glutamylotransferazy wykazywaty
podwyzszone stezenie glutationu (59). Uwaza sie, ze podwyzszone stezenie
y-glutamylotransferazy na powierzchni hepatocytéw zwierzat do$wiadczalnych,
ktorym podawano zwigzki kancerogenne, umozliwia resynteze glutationu
zuzywanego w reakcji detoksykacji. Komorki, w ktérych dochodzi do szybkiego
uzupetniania zuzywanego glutationu (m.in. wydalanego w postaci sprzezonej z
substratami transferaz glutationowych) posiadajg wieksze szanse przezycia i
proliferacji takze w warunkach chemioterapii. Podwyzszony poziom y-gluta-
mylotransferazy obserwowano w komdrkach nowotworowych réznych tkanek,
w tym takze w nowotworach ptuc i gruczolakoraku ptuc cztowieka (60), co moze
by¢ przyczyna zmniejszenia skutecznosci lekéw cytostatycznych.

V. Uwagi konhcowe

Procesy aktywacji i dezaktywacji zwiazkow kancerogennych zalezg od
szeregu sprzezonych ze sobg aktywnosci enzymatycznych. Nasuwa sie wniosek o
celowosci kompleksowych badan nad wzajemnymi relacjami enzymow aktywu-
jacych zwiazki o potencjalnie kancerogennym dziataniu oraz enzymoéw umozli-
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wiajacych ich dezaktywacje, do ktérych naleza transferazy glutationowe, a takze
uktadow enzymatycznych zaangazowanych w biosynteze i degradacje glutatio-
nu. Poznanie biochemicznych aspektéw metabolizmu ksenobiotykéw posiada
duze znaczenie dla postepu w zakresie chemicznej kancerogenezy, chemioterapii
i profilaktyki nowotworow.

Artykut otrzymano 15 stycznia 1987 r.
Zaakceptowano do druku 12 wrzesnia 1987 r.
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Badania oddziatywan centrum aktywnego enzymu z substratem
za pomocg metody stereochemicznej

A study of interaction of the active centre of enzyme with substrate by a
stereochemical approach
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I11. Badania mechanizméw reakcji enzymatycznych za pomocg metody stereochemicznej

Contents:

I. Introduction
U. Mechanisms of nucleophitic substitution at the phosphorus atom
UL Studies of the mechanisms of enzymatic reactions by a stereochemical approach

Wykaz stosowanych skrétow: cAMP - cykliczny 3', 5'-fosforan adenozyny; HPLC - wysokocisnie-
niowa chromatografia cieczowa; MRJ —magnetyczny rezonansjadrowy; svPDE —fosfodiesteraza z
jadu weza; cUMP - cykliczny 2',3'-fosforan urydyny; cUMPS - cykliczny 2',3'-tiofosforan urydyny;
RNaza A - rybonukleaza z trzustki; Up~C - tiofosforan urydylo™'-S'jicytydyny; UPC - urydylo
P'-S'Jcytydyna; ATP —5'-triofosforan adenozyny; DNaza Il —kwasna deoksyrybonukleaza;
Tp(S)NP - 3'-(4-nitrofenylo)tiofosforan tymidyloiT-S”~ofosforanu tymidyny; TLC - chromatogra-
fia cienkowarstwowa; TP@©)T —tiofosforan tymidylo™'-SOtymidyny; NPpATpAT —5'-(4-nitro-
fenylo)tiofosforan tymidyloP'-S'Jtiofosforanu tymidyny, MS —spektrometria masowa; pTPT —
5'-fosforan tymidylo(3'-5,)tyimdyny; TpT —tymidylo™'-S'Jtymidyna; PT —5'-fosforan tymidyny;
n.P-1 - nukleazaz Penicillium citrum; NP~ T - 5'-(4-nitrofenylo) tiofosforan tymidyny; TMPS -
5'-tiofosforan tymidyny; p*NP - 4-nitrofenylotiofosforan.

I. Wstep

Produkty naturalne takie jak DNA, RNA czy fosfolipidy zawierajg w swej
strukturze grupe fosforanowa, potgczong dwoma wigzaniami estrowymi z

* Dr, Zaktad Chemii Bioorganicznej, Centrum Badan Molekularnych i Makromolekularnych
PAN, uL Boczna 5, 90-362 +.6dz
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réznymi podstawnikami. W kwasach nukleinowych sg nimi deoksyryboza lub
ryboza, w fosfolipidach za$ glicerol, cholina bgdZ inny alkohol. Oprécz ww.
diestréw w przyrodzie wystepuje wiele innych zwigzkéw o budowie monoestréw
fosforanowych, np. ATP i GTP.

Informacje na temat oddziatywan grup czynnych enzymow z czasteczka
substratu, w trakcie reakcji, pochodzg przede wszystkim z badan kinetycznych (1,
2, 3). Jakkolwiek mozna za ich pomoca stosunkowo dobrze charakteryzowac
dang reakcje uwzgledniajgc przy tym takie parametry jak stezenie enzymu,
stezenie substratéw, produktéw, inhibitoréw i aktywatoréw oraz sitejonowa, pH
i temperature to dowod na istnienie wigzania kowalencyjnego pomiedzy
grupami funkcyjnymi centrum aktywnego i substratem takze uzyskuje sie
stosujgc metode stereochemiczng. Jej istota polega na wykorzystaniu obser-
wowanego w przyrodzie zjawiska chiralnosci, fatwego do wyjasnienia na
przykladzie tetrakoordynacyjnych zwigzkéw wegla. Wiele z nich zbudowanych
jest w ten sposdb, ze atom wegla, zwany asymetrycznym, pofaczony jest z
czterema réznymi podstawnikami (np. w aminokwasach jest nim wegiel zwigza-
ny zgrupami -COOH, -NH2, -R, -H, wyjatek stanowi glicyna). Kazda czasteczka
tego rodzaju wystepuje w formie pary izomerdéw bedacych swymi lustrzanymi
odbiciami, ktore tak jak rece lewa i prawa nie sg identyczne (termin ,,chiralnos¢”,
z greckiego ,,chiros” —reka, zostat wprowadzony przez Cahna). Izomery, kt6re sg
wzajemnymi odbiciami lustrzanymi nosza nazwe enancjomeréw, np. D- i
L-alanina. Mozliwe jest takie wystepowanie innego rodzaju izomeréw —dia-
sterecizomerow jakimi sg np. (—)-erytroza i (—)-treoza. Ze wzgledu na to, ze
zawierajg wiecej niz jeden asymetryczny atom wegla wystepujg one w formach
nie bedacych lustrzanymi odbiciami.

Atom fosforu w mono- i diestrach fosforanowych wystepujacych.w przyro-
dzie ma réwniez charakter tetrakoordynacyjny, za$ w celu badan biochemicz-
nych mozliwe jest nadanie mu asymetrii i co za tym idzie wywotanie chiralnosci
grupy fosforanowej. W przypadku diestrow (zwigzki prochiralne) poprzez
zastgpienie niemostkowego atomu tlenu siarkg (lub 180), w monoestrach
(zwiazki proprochiralne) za$ poprzez wprowadzenie izotopow tlenu 170 i I1sO
(lub IsO i siarki) zamiast izotopu 160.

Biosynteza i biodegradacja kwasow nukleinowych i nukleotydow odbywa sie
w wyniku katalizowanych przez enzymy reakcji, ktére mozna uznac za procesy
dwuczasteczkowego, nukleofilowego podstawienia na atomie fosforu |SN2(P)-
bimolecular nucleophilic subtitution at phosphorus atom| (4). Reakcje chemiczne
tego typu starannie badano w wielu laboratoriach, za$ uzyskane wyniki
doprowadzity do wniosku, ze stereochemiczng konsekwencjg pojedynczego aktu
podstawienia odpowiadajgcego mechanizmowi j5*2 (P)jest inwersja konfiguracji
na atomie fosforu (5,7). Do badan uzyto zwigzki modelowe czyli takie, w ktérych
przestrzenne utozenie podstawnikéw w grupie fosforanowej bylo precyzyjnie
okreslone za pomoca dostepnych metod spektroskopowych, za$ przypisanie
konfiguracji dokonano w oparciu o reguty Cahna, Ingolda i Preloga (6). Przyjety
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przez nich system zaktada uszeregowanie grup zwigzanych z asymetrycznym
atomem wg zbioru regut kolejnosci:

1. Podstawniki szereguje sie w porzadku malejacych liczb atomowych
atomow zwigzanych bezposrednio z asymetrycznym atomem.

2. Gdy z asymetrycznym atomem zwigzane sg dwa atomy lub wiecej takich
samych atoméw, wdéwczas o porzadku decydujg liczby atomowe drugich z kolei
atoméw tych grup lub jezeli dwa z nich sg takie same, ten ma pierwszenstwo,
ktory ma wiecej podstawnikow o wiekszych liczbach atomowych.

3. Wigzanie podwadjne traktuje sie jak dwa wigzania pojedyncze, np. C =0

0]

/
liczone jest jako C

0
Po ustaleniu kolejnosci czasteczke orientuje sie tak by grupa ostatnia w szeregu
kolejnosci znalazta sie najdalej od obserwatora. Jezeli inne grupy liczac w
ustalonym porzadku, sg utozone zgodnie z ruchem wskazéwek zegara, konfigu-
racje absolutng czasteczki oznacza sie jako R, a jezeli odwrotnie do ruchu
wskazowek zegara —jako S.

Skoro procesy biosyntezy i biodegradacji zwigzkéw naturalnych moga by¢
rozwazane jako reakcje podstawienia nukleofilowego, mozliwe bylo zastosowa-
nie do ich badania metod stereochemicznych. Warunkiem byto przeprowadzenie
prochiralnej lub proprochiralnej grupy fosforanowej w chiralng. Enzymy
katalizujgce przemiany kwasow nukleinowych mogg oddziatywac z substratem
tylko poprzez wigzania wodorowe albo tworzy¢ produkt posredni bedacy
kowalencyjnym kompleksem enzym-substrat.

Wyniki badarn chemicznych nad reakcjami przebiegajgcymi wg mechanizmu
SN2 (P) udowodnity, ze po ataku nukleofilowym tworzy sie produkt ze zmieniong
konfiguracjag grupy fosforanowej (inwersja). Zatem powstanie produktu reakcji
enzymatycznej z inwersjg konfiguracji w grupie fosforanowej oznacza, ze nastgpit
pojedynczy akt podstawienia nukleofilowego na atomie fosforu dokonany przez
czasteczke drugiego substratu (np. wody). Biokatalizator ograniczyt sie wiec do
tworzenia z substratem co najwyzej wigzan wodorowych. Gdy reakcja enzyma-
tyczna przebiega z retencjg konfiguracji w grupie fosforanowej (tj. zachowaniem
konfiguracji grupy fosforanowej wynikajagcym z faktu, ze atakujacy nukleofil
zajat miejsce grupy opuszczajacej) to jest ona rezultatem parzystej ilosci inwersji,
a wiec co najmniej dwdch podstawien nukleofilowych. Pierwszego z nich
dokonat enzym i utworzyt kowalencyjne wigzanie z substratem, ktére nastepnie
rozpadto sie w wyniku drugiego ataku nukleofilowego kolejnej czasteczki
substratu. W tym przypadku utworzyt sie posredni, kowalencyjny kompleks
enzym-substrat (7—12).

Artykut przedstawia stereochemiczng analize mechanizméw reakcji enzyma-
tycznych zwiagzanych z metabolizmem biopolimeréw zawierajgcych grupe
fosforanowa.
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Il. Mechanizm podstawienia nukleofilowego na atomie fosforu

Mechanizmy nukleofilowego podstawienia na atomie fosforu bada sie w
modelowych reakcjach chemicznych (5,7,13) a uzyskane wyniki mozna odnosi¢
nastepnie do procesoéw katalizowanych przez enzymy. Analogicznie jak w chemii
zwigzkdw wegla podstawienie nukleofilowe na atomie fosforu moze przebiegaé
wg mechanizmu dysocjacyjnego lub asocjacyjnego.

Mechanizm dysocjacyjny [SNL(P), jednoczasteczkowe podstawienie nukleo-
filowe] zaktada, ze proces podstawienia nukleofilowego ma charakter dwueta-
powy. Najpierw w wyniku dysocjacji wigzania fosfor — grupa opuszczajgca
nastepuje rozpad substratu i utworzenie sie zwigzku posredniego — meta-
fosforanu, ktéry ma planarna budowe. Potem za$ atakuje nukleofil. Pierwszy
etap decyduje zaréwno o szybkosci reakcji, bowiem przebiega znacznie wolniej
niz drugi, jak i o jej stereochemii, gdyz planaraos¢ metafosforanu powoduje, ze
atak nukleofila moze nastagpi¢ z obu stron (Ryc. la). Produkt powstaje zaréwno z
retencjg jak i inwersjg konfigurancji na atomie fosforu dajgc racemiczng
mieszanine izomerdéw.

Najogélniej méwiac mechanizm asocjacyjny typu SN2(P) polega na ataku
nukleofilu na tetrakoordynacyjny atom fosforu co powoduje utworzenie pie-
ciowigzalnego stanu przejsciowego (nietrwata struktura) badZ produktu po-
Sredniego (trwatego) o budowie bipiramidy trygonalnej. Ze wzgledu na wzajemne
utozenie grup atakujgcej (nukleofila) i opuszczajgcej oraz strukture zwigzku
posredniego rozrdzniane sg trzy rodzaje omawianego procesu roznigce sie
stereochemig tworzonego produktu. Pierwszy z nich zaklada, ze w stanie
przejSciowym zar6wno grupa atakujgca jak i opuszczajgca ustawione sg
kolineamie, za$ pozostate trzy podstawniki przy atomie fosforu utozone sg w
jednej plaszczyzZnie, prostopadiej do linii utworzonej przez grupy atakujacg i
opuszczajacg. Tworzenie wigzania nukleofil-fosfor jest procesem synchronicz-
nym ze zrywaniem wigzania fosfor-grupa opuszczajgca. Konsekwencjg stereo-
chemiczng opisanego podstawienia przebiegajacego przez stan przejsciowy jest
inwersja konfiguracji (Ryc. Ib).

W trakcie reakcji, dla ktorych postuluje sie kolejne dwa mechanizmy SN2(P)
obserwowano tworzenie trwatego produktu posredniego. Pierwszy z mecha-
nizméw zaktada, ze grupa nukleofilowa atakuje atom fosforu od strony
przeciwnej do grupy opuszczajacej. Utworzony produkt posredni ma geometrie
bipiramidy trygonalnej, w ktdrej pozycje wierzchotkowe zajmuja grupy ataku-
jaca i opuszczajaca, za$ pozostate podstawniki rozmieszczone sg ekwatorialnie.
Geometria produktu posredniego jest taka sama jak przedstawionego wyzej
stanu przejsciowego. Rozpadowi wigzania fosfor-grupa opuszczajgca towarzy-
szy inwersja konfiguracji na atomie fosforu (Ryc. Ic).

Druga propozycja mechanizmu SN2(P) z udziatem produktu posredniego
wyjasnia te przypadki, w ktorych atak nukleofilu nastepuje niekolinearnie do
grupy opuszczajacej. Pierwszy produkt posredni o strukturze bipiramidy
trygonalnej ulega, zgodnie z zasada odwracalno$ci mikrostanéw, przegrupo-
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Ryc. 1. Podstawienie nukleofilowe na atomie fosforu; (a) —mechanizm dysocjacyjny —S”"P); ze
wzgledu na planarno$¢ metafosforanu atak nukleoilla mozliwy jest z obu stron —powstajg produkty
z inwersjg konfiguracji; (b), (c), (d) - mechanizm asocjacyjny - Sn2(P); (b) - atak nukleofila (R20 _)
nastepuje kolinearaie z grupa opuszczajgca —ORY, reakcja przebiega przez stan przejsciowy,
produkt koricowy powstaje z inwersjg konfiguracji (mechanizm ,,in ling”); (c) —mechanizm jw. ale
tworzy sie trwaty produkt posredni, produkt koricowy powstaje z inwersjg konfiguracji (mechanizm
»in line”); (d) —atak nukleofila nastepuje niekolineamie z grupg opuszczajagcg —ORY, dojej odejsécia
wymagana jest permutacyjna izomeryzacja (Jp przebiegajaca przez stan piramidy tetragonalnej,
produkt koricowy powstaje z retencjg konfiguracji na fosforze (mechanizm ,,adjacent”); RI=R 2=
=alkil, ® = 170, 0 = 180. W reakcjach enzymatycznych postuluje sie wystepowanie tylko
mechanizmu (b) pojedynczego lub wielokrotnego, w tym przypadku R20 ~ moze by¢ grupa funkcyjna
centrum aktywnego enzymu (5, 18, 22).

waniu w wyniku permutacyjnej izomeryzacji do kolejnego produktu posred-
niego, w ktorym grupa opuszczajaca zajmuje pozycje apikalng. Zaréwno
charakter elektronowy podstawnikéw przy fosforze jak i struktura wigzania
wyjsciowego determinujg liczbe izomeryzacji permutacyjnych jakim ulega
produkt posredni. Jezeli wymienione czynniki pozwalaja, aby jeden akt izome-
ryzacji permutacyjnej wprowadzit grupe opuszczajacg w pozyq'e apikalng,
rozpadowi produktu posredniego towarzyszy utworzenie produktu koricowego
z retencjg konfiguracji w stosunku do substratu (Ryc. 1d).
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Ostatni z opisanych rodzajow mechanizmu SN2(P) wyjasnia powstanie
produktu reakcji chemicznej z retencjg konfiguracji na atomie fosforu, ktéra
wynika z permutacyjnej izomeryzacji produktu posredniego. Poniewaz w
reakcjach enzymatycznych produkt takze moze powstac z retencjg rozwazmy czy
w uktadach biologicznych permutacyjna izomeryzacja jest w ogoéle mozliwa.
Teoretycznie rzecz biorgc mogtaby ona mie¢ miejsce gdyby nukleofil zaatakowat
czasteczke substratu niekolineamie do grupy opuszczajacej [inaczej mechanizm
»adjacent” (8)]. Utworzony pieciowigzalny produkt posredni musiatby ulec
takiemu przegrupowaniu, wtasnie w wyniku permutacyjnej izomeryzacji, ktore
wprowadzitoby grupe opuszczajgcg w dogodne do odejscia potozenie.

Pod pojeciem permutacyjnej izomeryzacji (zwanej takze pseudorotacjg) wg
mechanizmu zaproponowanego przezBerry’ego (14) rozumie sie przegrupo-
wanie produktu posredniego o budowie bipiramidy trygonalnej polegajace na
synchronicznej zamianie dwdch podstawnikéw apikalnych z dwoma ekwato-
rialnymi. Przegrupowaniu mogg ulec uktady spetniajace okreslone wymagania
wynikajace z dagzenia podstawnikéw do zajecia pozycji ekwatorialnych lub
apikalnych zgodnie z nastepujagcymi regutami:

1 Im wieksza elektroujemno$¢ podstawnika tym wieksza tendencja do
zajecia pozycji apikalnej (apikofilowos¢) w bipiramidzie trygonalnej, szereg
apikofilowosri przedstawia sie nastepujgco: F > H > CH3> OC6H5> CI >
> SCH3> OCH3> N(CH32>ch3>c6nh5

2. Podstawniki wykazujgce tendencje do tworzenia wigzan podwdjnych sg
ekwatorialne; atomy z jedng parg elektronow wykazujg wiekszg tendencje do
zajecia pozycji ekwatoriatnej niz te z dwoma, np. N > O > S> F > Cl.

3. Podstawniki objetosciowo male sg apikofilowe, za$ duze zajmujg pozycje
ekwatorialna.

4. Pierscien pieciocztonowy (np. w cyklicznym 2',3'-fosforanie nukleozydu)
uktada sie apikalno-ekwatorialnie, za$ szesSciocztonowy (np. w cAMP) api-
kalno-ekwatorialnie lub ekwatorialno-ekwatorialnie (15).

Stosujac powyzsze reguly przeanalizujemy mozliwe zmiany utoznia podstaw-
nikow przy atomie fosforu w grupie fosforanowej, w trakcie enzymatycznej
hydrolizy kwasow nukleinowych. Reakcje te przebiega¢ beda wg mechanizmu
Sn2(P), wiec utworzony zostanie pieciowiagzalny zwigzek przejsciowy o struk-
turze bipiramidy trygonalnej. Badania nad dziataniem nukleaz pozwalajg sadzic,
ze degradacja kwasow nukleinowych przebiega albo poprzez cykliczny 2',3'-fo-
sforan nukleozydu (RN-aza A) albo poprzez acykliczny zwiazek przejSciowy (5'- i
3'-nukleazy). Chciatbym podkresli¢, ze zarowno w pierwszym jak i w drugim
przypadku zwigzek posredni ma strukture bipiramidy trygonalnej, w ktorej
obdarzone ujemnymi tadunkami atomy tlenu sg grupami elektronodonorowymi,
muszg wiec zaja¢ pozycje ekwatorialne. Sitg rzeczy grupy opuszczajgca i
atakujgca ustawione sg kolinearnie w pozycjach apikalnych (Ryc. 2). Rozwazmy
zatem czy taki uktad moze ulec permutacyjnej izomeryzacji. Wedtug mecha-
nizmu Berry’ego przebiega ona w ten sposdb, ze jeden z podstawnikow staje sie
nieruchomy, za$ pozostate poprzez stan przejsciowy o strukturze piramidy
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Ryc. 2. Tworzenie zwigzku przejsciowego o strukturze bipiramidy trygonalnej w czasie enzy-
matycznej hydrolizy kwaséw nukleinowych; (a) - hydroliza RNA przez egzonukleazy; (b) - hydro-
liza RNA przez rybonukleaze A; (trzustkowg) w pierwszym etapie zostaje utworzony cykliczny
2',3'-fosforan nukleozydu.

R1= nukleozyd lub nukleotyd, R2 = nukleozyd, X = grupa atakujaca (nukleofil) HO~ lub grupa
funkcyjna centrum aktywnego enzymu.

tetragonalnej ulegajg przemieszczeniu —dwa do tej pory ekwatorialne w pozycje
apikalne i dwa apikalne w ekwatorialne. Poniewaz ujemnie natadowane atomy
tlenu majg tendencje do zajmowania pozycji ekwatorialnej jeden z nich
stanowitby o$ obrotu piramidy, drugi zas wraz z O R 1musiatby by¢ skierowany w
pozycje apikalng. Na ich miejsce wesztyby podstawniki OR2i X, co stanowitoby
pogwatcenie reguty polamosci definiujacej utozenie podstawnikow ze wzgledu
na ich elektroujemno$é (O- nie moze zaja¢ pozycji apikalnej). Zatem, prak-
tycznie, permutacyjna izomeryzacja w uktadach biologicznych jest mato praw-
dopodobna co oznacza, ze wynikajaca z niej retencja konfiguracji w produkcie
reakcji enzymatycznej musi by¢ rezultatem dwaoch inwersji. Pierwsza powstaje po
ataku nukleofilowym reszty aminokwasowej z centrum aktywnego enzymu,
druga za$ jest wynikiem hydrolizy kowalencyjnego zwiazku przejsciowego
enzym-substrat pod wptywem czasteczki wody.

I11. Badania mechanizmu reakcji enzymatycznych za pomocg metody
stereochemicznej

Badania stereochemiczne mechanizmdéw reakcji enzymatycznych, w ktérych
grupa fosforanowa lub nukleotydylowa ulega przeniesieniu na odpowiedni
akceptor prowadzone sg od blisko dziesieciu lat (4,8 —12). Uzytymi substratami
byty zwiazki z chiralng grupa fosforanowa, tzn. w przypadku diestréw tio-
fosforany lub [180 ]-fosforany, w ktérych jeden z izotopow tlenu zastgpiono
siarka lub 180. W monofosforanach wprowadzono w miejsce dwoch izotopow
160 izotop 180 isiarke lub 170 i 1sO. Kazdy z tak utworzonych chiralnych (tio-)
fosforandw wystepuje w postaci pary diastereoizomeréw, ktorych konfiguracje
absolutne okreslone za pomocg regut Cahna, Ingolda i Preloga definiuje siejako
Sp i Rp (S i R oznacza konfiguracje absolutng, P-atom fosforu) (Ryc. 3). Do
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Ryc. 3. Diastereoizomcry o konfiguracjach absolutnych (Sp)- i (Rp)- na atomach fosforu; (a) —tio-
fosforany urydyloadenozyny URSA; (b) —y-[160 , 170 , 180]-trifosforany adenozyny (ATP).

badania stereochemii reakcji moze by¢ uzyty zaréwno diastereoizomer Sp-jak i
Rp- pod warunkiem, zejest on trawiony przez enzym. Istnieje jednak zasadnicza
réznica pomiedzy chiralnymi tiofosforanami i fosforanami, bowiem wprowa-
dzenie do grupy fosforanowej ciezszego izotopu badz izotopdw tlenu nie zaburza
reakcji enzymatycznej, gdyz biokatalizator trawi taki zwigzek tak samo jak pro-
(lub propro-) chiralny fosforan. Enzym nie jest w stanie odrézni¢ tak matej
modyfikacji w grupie fosforanowej. Zastgpienie atomu tlenu znacznie wiekszg
siarka, a wiec utworzenie chiralnego tiofosforanu moze za to pociggnac¢ za sobg
powazne konsekwencje. Enzymy bardzo czesto rozrdzniajg diastereoizomery
tiofosforanu, z ktérych jeden moze by¢ trawiony drugi za$ nie, co uwidaczniaja
rézne szybkosci reakcji, wahajace sie w granicach od 0 do 10000 razy (16, 17).
Zdarzaja sie tez przypadki, ze zaden z utworzonych diastereoizomerdw nie jest
substratem (19). Zastgpienie atomu tlenu siarkg moze réwniez pociggna¢ za sobg
zmiany w mechanizmie reakcji pomimo, ze wynik stereochemiczny bedzie taki
sam jak dla fosforandéw, co moze wynika¢ np. z przesuniecia rownowagi w
kierunku syntezy nie za$ hydrolizy (16, 20, 21). Dlatego tez, obecnie stosuje sie
pochodne nukleotydéw (i oligonukleotydéw) zawierajgce w swej strukturze
grupe fosforanowa, ktorej chiralnos¢ wywotana jest przez wprowadzenie cigz-
szych izotopéw tlenu.

Znane jest kilka metod syntezy tiofosforandw nukleozyddw, ktére polegaja
albo na tiofosforylacji grup 5'- lub 3'-OH nukleozyddw z pozostatymi grupami
funkcyjnymi zablokowanymi albo na stereoselektywnym wprowadzeniu siarki
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do uprzednio odpowiednio zmodyfikowanej reszty fosforanowej (8, 23, 24, 25,
26). Przez dlugi czas powaznym problemem byt rozdziat otrzymanych pocho-
dnych na diastereoizomery i dopiero powszechne zastosowanie HPLC w duzej
mierze usuneto te trudno$¢. Pochodne tiofosforanowe nukleozydéw mogg by¢
stereospecyficznie przeksztatcone w [IsO]-fosforany nukleozydéw (27, 28, 29,
30). Te substraty, a takze wzbogacone w 170 mozna réwniez otrzymac na drodze
syntezy chemicznej wychodzac z nukleozydow i stosujac reagenty zawierajace
izotopy 170 i IsO (31, 32).

Konfiguracje absolutne substratéw, jak tez i otrzymanych w wyniku reakcji
enzymatycznych produktéw bedacych chiralnymi fosforanami mozna oznaczy¢
albo za pomocg spektrometrii masowej albo wysokorozdzielczego 31P-MRJ
dzieki wykorzystaniu specyficznych wtasciwosci izotopowo oznakowanej grupy
fosforanowej (25, 33, 34). lzotop IsO zwigzany z atomem fosforu powoduje
przesuniecie sygnatu w gore pola, w przedziale od 0.01 do 0.04 ppm, w zaleznosci
od tego czy jest to wigzanie pojedyncze czy podwadjne. W przypadku tiofosfo-
ranéw nukleozydéw mozna stosowac enzymy o znanej wybidrczosci substrato-
wej, tj. trawigce tylko jeden z pary diasterecizomeréw (8). Wiadomo, ze
fosfodiesteraza z jadu weza svPDE jest stereoselektywna, trawi tylko diestry
tiofosforanowe o konfiguracji absolutnej Rp, moze wiec by¢ uzyta do stereoche-
micznej analizy budowy diastereoizomerdw innego diestru tiofosforanu bowiem
hydrolizie ulegnie tylko Rp)-izomer za$ (Sp)-po”~ostanie nienaruszony (82, 83).

Pierwszym z enzymoOw, ktérego mechanizm dziatania badano metodg
stereochemiczng byta RN-aza A. Na podstawie dotychczas uzyskanych wynikéw
wiadomo byto, ze katalizuje ona odwracalng reakcje hydrolizy RNA (zwigzek o
budowie diestru fosforanowego) przebiegajaca przez produkt posredni —cykli-
czny 2',3,-fosforan nukleozydu (36). W celu wyjasnienia, czy w trakcie hydrolizy
biopolimeru ktoéras z grup centrum aktywnego wiaze sie kowalencyjnie z
czasteczkg substratu, Eckstein i wsp. zsyntetyzowali zmodyfikowany
nukleotyd —cykliczny 2',3'-tiofosforan urydyny (cUMPS) zawierajacy chiralng
grupe tiofosforanowg by uzyé go zamiast cUMP. W wyniku reakcji RN-azy Az
cUMPS, w obecnosci metanolu, powstat produkt-diastereoizomer estru metylo-
wego 3'-tiofosforanu urydyny. Konfiguracje absolutng na atomie fosforu w tym
zwigzku zidentyfikowano za pomocg rentgenografii strukturalnej jako R. Drugg
reakcja, ktorg takze katalizowata RN-aza A byta synteza tiofosforanu urydylo-
cytydyny (U~C), jako substraty uzyto endo cUMPS i cytydyne. W tym
przypadku powstajacy diastereoizomer Up(SC byt analogiem di-rybonukleo-
tydu —urydylylocytydyny (URC), w naturalnych warunkach trawionym przez
enzym do 3/-fosforanu urydyny i cytydyny. Konfiguracje absolutng na atomie
fosforu w Up(SC oznaczono jako R. Tak wiec, zgodnie z mechanizmem SN2(P) i
uwzgledniajac, ze starszefstwo podstawnikow wg regut Cahna, Ingolda i Preloga
ulegto zmianie w grupie tiofosforanowej produktu, reakcja transestryfikacji
katalizowania przez RN-aze A przebiegata z inwersjg konfiguracji na atomie
fosforu, podobnie jak metanoliza cUMPS. Oznacza to, ze w obu reakcjach
enzym nie tworzy wigzan kowalencyjnych z substratami (Ryc. 4) (37, 38, 39).
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Ryc. 4. Stereochemia reakcji katalizowanej przez RN-aze A (37, 38, 39).

Badania stereochemiczne nie wykazaty wigzar kowalencyjnych w komplek-
sie RN-azy A i czasteczek substratu, co potwierdza wczesniej zaproponowany
schemat mechanizmu dziatania centrum aktywnego enzymu. Zgodnie z nim
His-119i Lys-41 tworzg wigzania wodorowe pomiedzy obdarzonymi fadunkami
ujemnymi tlenami wigzania intemukleotydowego, za$ atak nukleofilowy grupy
2'-hydroksylowej jest mozliwy dzigki oderwaniu od niej protonu przez His-12.
Tworzacy sie pieciowigzalny stan przejsciowy o geometrii bipiramidy trygo-
nalnej jest stabilizowany przez His-119 i Lys-41 az do chwili oderwania grupy
opuszczajacej, ktorg jest cytydyna. Utworzony produkt posredni cUMP, w
wyniku katalizowanego przez His-119 ataku nukleofilowego czgsteczki wody,
ulega przeksztatceniu w stan przejsciowy o ksztatcie bipiramidy trygonalnej, a
nastepnie rozpada sie do fosforanu cytydyny (40).

Badania nad stereochemig enzymatycznej hydrolizy monoestréw fosfora-
nowych rozpoczeto wyjasnienie przez Knowlesa i wsp. przebiegu reakcji
katalizowanej przez alkaliczng fosfataze. Powoduje ona przeniesienie grupy
fosforanowej z ATP na alkohole z wicynalnymi grupami hydroksylowymi lub
aminowymi. Substratem byt diastereoizomer (Sp)-y-[160 , 170, 1sO]-ATP, czyli
zwigzek ktorego chiralnos$é grupy y-fosforanowej wywotano zastepujac dwa +60
izotopami 170 i IsO. Akceptorem grupy [160, 170, IsO]-fosforanowej byt
1,2-propandiol. Fosforylacji ulegty obie grupy hydroksylowe otrzymano bowiem
1- i 2-fosforylowane propandiole w proporcji 6:1, powstaty tez znaczne ilosci
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nieorganicznego fosforanu. Po analizie stereochemicznej I-[160, 170, IsO]-
-fosforopropandiolu stwierdzono, ze ma on konfiguracje absolutng na atomie
fosforu S. Reakcja przebiegata zatem z retencjg konfiguracji, co w Swietle
powyzszych rozwazan oznacza, ze enzym tworzy kowalencyjny produkt posre-
dni wigzac sie z czasteczkg substratu (Ryc. 5) (41). Konkluzja wynikajaca z
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Ryc. 5. Stereochemia reakcji katalizowanej przez alkaliczng fosfataze (41).

rezultatu badan stereochemicznych jest w petni spojna z wczeSniejszymi
obserwacjami (42). Stwierdzono bowiem, ze po inkubacji nieorganicznego
fosforanu z enzymem przy pH 6 utworzyt sie fosforan seryny (96, 97). Na tej
podstawie M orton sformutowal hipoteze méwigca, ze reakcja przebiega w
dwdch etapach: w pierwszym nastepuje fosforylacja aminokwasu w centrum
aktywnym alkalicznej fosfatazy, innymi stowy utworzenie produktu posredniego
enzym-substrat, w drugim za$ jego hydroliza (98).

Kolejnym przyktadem enzymu, ktérego mechanizm dziatania badano za
pomocg metody stereochemicznej jest deoksyrybonukleaza wyizolowana z
cielecej Sledziony (DN-aza Il). Katalizowana reakcja jest trudna do $ledzenia,
gdyz DN-aza Il cechuje sie aktywnos$ciami endo- i egzonukleazowa, rozcina
zaréwno jedno- jak i dwuniciowy DNA oraz odcina nukleozydy od 3'-korca
pojedynczego tancucha kwasu deoksyrybonukleinowego (99). Ostatnia cecha
zadecydowata o wyborze substratéw nadajacych sie do badania stereochemii
DN-azy Il; byly nimi diastereoizomery 3'-(4-nitrofenylo)tiofosforanu tymidyny
(TP(SNP) otrzymane wg metody opracowanej w Zaktadzie Chemii Bioorgani-
cznej CBMM PAN w todzi (100, 101). W takim zwiazku jak Tp~NP reszta
4-nitrofenylowa imituje nukleozyd, za$ obecnos¢ siarki decyduje o chiralnosci
grupy difosforanowej. Uzycie ww. diastereoizomerow pozwolito nie tylko ustali¢
stereochemie katalizowanej przez DN-aze Il reakcji, ale takze wykry¢ nieznang
do tej pory aktywno$¢ polegajaca na przenoszeniu funkcji 4-nitrofenylotiofosfo-
ranowej z pozycji 3' do 5'-dinukleotydu (Ryc. 6).
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Ryc. 6. Badania stereochemii reakcji transestryfikacji katalizowanej przez DN-aze Il.

Trawienie Tp~NP o konfiguracji absolutnej na atomie fosforu Rp spowodo-
walo powstanie produktu 3'-(4-nitrofenylo)tiofosforanu tymidylo(3'-5"tiofosfo-
ranu tymidyny [Tp~Tp~NP], Strukture utworzonego zwigzku zidentyfikowano
poréwnujac go za pomocg TLC, 3IP-MRJ i HPLC z syntetycznym wzorcem,
jednakze ustalenie konfiguracji absolutnych na atomach fosforu wymagato
dalszych badan. Pochodna trinukleotydu Tp@Tp@NP ze wzgledu na dwie
chiralne grupy fosforanowe wystepuje w formie czterech diasterecizomeréw. W
celu zidentyfikowania konfiguracji absolutnej w pozostatych po reakcji enzyma-
tycznej TRYTRINP nalezatoby poréwna¢ wiasciwosci fizykochemiczne produ-
ktu w kazdym z czterech syntetycznych diasterecizomeréw TpQTp@QNP. Teorety-
cznie bytoby to mozliwe gdyby rozdzielaty sie one na analitycznej kolumnie
HPLC lub wykazywaly odmienne wartosci przesunie¢ chemicznych w widmach
31P-MRJ. Jednakze cztery syntetyczne diasterecizomery Tp~Tp”~NP cechowat
ten sam czas retencji i te same wartos$ci przesunie¢ chemicznych. Dlatego tez
konfiguracje absolutng w produkcie reakcji enzymatycznej oznaczono dopiero
po przeksztatceniu go w tiofosforan tymidylo(3/-5")tymidyny [Tp~T]. Zwigzek
ten jest mieszaning diastereoizomerow, jednakze w tym przypadku ich rozdziat
za pomocg HPLC jest mozliwy. Oba diastereoizomery (Rp)- i (Sp)-Tp(ST zostaty
otrzymane na drodze syntezy chemicznej, a ich konfiguracje absolutne na
atomach fosforu oznaczono poprzez trawienie svPDE, tak wiec hydrolizowa-
nemu diastereoizomerowi przypisano konfiguracje Rp, a nietrawionemu
Sp (Ryc. 7) (102).

Badany diastereoizomer Tp~"Tp~NP potraktowano mieszaning fosfodieste-
razy ze S$ledziony i kwasnej fosfatazy. Spowodowato to usuniecie grupy
4-nitrofenylowej i tiofosforanowej z korica 3' modyfikowanego deoksyrybonu-
kleotydu. Powstaty zwigzek zidentyfikowano jako (Sp)-Tp<ST, poprzez poréwna-
nie z czasami retencji syntetycznych wzorcow (Rp)- i (Sp)-Tp(9T, oznaczono wiec
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Ryc. 7. Oznaczanie konfiguracji absolutnych na atomach fosforu w diastereoizomerach (Sp)-
i (Rp)-Tp@ET.

w ten sposéb konfiguracje absolutng internukleotydowej grupy tiofosforanowej
(21). Stereochemiczny przebieg reakcji, tzn. przejscie od (Rp)- do (Sp)-diastereo-
izorneru tylko pozornie sugeruje inwersje konfiguracji, nalezy bowiem uwzgle-
dnic¢ fakt iz w produkcie, w stosunku do substratu, nastgpita zmiana starszenstwa
podstawnikow. W (Rp)-Tp(NP najstarszym byt atom siarki potem za$ 4-nitro-
fenyl i reszta nukleozydowa; w produkcie, po siarce, kolejnosc¢ jest odwrdcona,
starsza jest tymidyna zwigzana przez grupe 3'-hydroksylowg. Oznacza to, ze w
rzeczywistosci reakcja przebiega z retencjg konfiguracji na atomie fosforu, czyli,
ze w jej trakcie tworzony jest kowalencyjny produkt posredni enzym-substrat.

Konfiguracja absolutna terminalnej grupy tiofosforanowej nie mogta w
trakcie reakcji ulec zmianie, gdyz jedynym racjonalnym ttumaczeniem powstania
Tpis)Tp6,NP w czasie trawienia (RpJ-Tp"NP jest zalozenie, ze reakcja ma
charakter transestryfikacji, tzn. po utworzeniu kompleksu Tp(9 —DN-aza 11 jest
on atakowany przez grupe 5'-hydroksylowg drugiej czasteczki substratu, co
powoduje oderwanie enzymu z jednoczesnym powstaniem produktu. Na
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podkreslenie zastuguje fakt, ze w przypadku trawienia diasterecizomeréw
Tp,9NP przez DN-aze 11 obserwujemy przede wszystkim transestryfikacje nie za$
hydrolize, ktérej mozna bytoby sie spodziewac biorac pod uwage fakt, ze w tych
samych warunkach 3-(4nitrofenylo) fosforan tymidyny ulega przeksztatceniu do
produktu 3'-fosforanu tymidyny (21). Jest to wiec przyktad reakcji, w ktorej
zastgpienie atomu tlenu siarka w substracie powoduje przesuniecie rGwnowagi w
strone syntezy.

Wyniki trawienia diastereoizomeru (SpJ-Tp”NP byly odmienne, oprocz
powstatego z retencjg konfiguracji (Rp, Sp)-Tp,9Tp(SNP utworzyt sie w ok.
dziesieciokrotnej przewadze w stosunku do pierwszego, drugi produkt o
budowie 5'-(4-nitrofenylo)tiofosforanu tymidylo(3'-5")tiofosforanu tymidyny
[NPp~ATp~T]. Zostat on w petni scharakteryzowany za pomocg TL C,31P-MRJ,
A-MRJ, UV, MS i HPLC, a wyniki analiz potwierdzono poprzez degradacje
chemiczno-enzymatyczng na drodze reakcji o znanym przebiegu do produktow
0 znanej budowie (Ryc. 8). Wyizolowany NPp~ATp~T zostat przeksztatcony w
reakcji z 1,2-epoksybutanem (30) do 5'-fosforanu tymidylo(3'-5")tymidyny (PT PT),
ktéry stosujac alkaliczng fosfataze przeksztatcono w tymidylo(3'-5,)tymidyne
(TPT), by dalej hydrolizowaé za pomocg svPDE do tymidyny i 5'-fosforanu
tymidyny (PT). Produkty ww. reakcji, tj. TPT, PT i tymidyne zidentyfikowano za
pomocg HPLC poprzez poréwnanie z wzorcami otrzymanymi na innej drodze.

Oznaczenia wymagaty konfiguracje absolutne w utworzonym przez DN-aze
Il NPp@Tp@ET. Problem ten rozwigzano stosujgc dwa enzymy 0 znanej stereo-
chemii katalizowanej reakcji, opisane juz svPDE i nukleaze P-I (n.P-1) oraz
diestereoizomery (Rp)- i (Sp)-5'-(4-nitrofenylo)tiofosforanu tymidyny [NPp,s, T],
jako wzorce do identyfikacji powstajacych w reakcji produktéw. Nukleaza P-I
trawi tiofosforany dialkilowe o konfiguracji absolutnej Sp na atomie fosforu (92,
103). Synteze NPp,ST i oznaczanie konfiguracji absolutnej, takze przy uzyciu
nukleazy P-l prezentuje Ryc. 9.

W?zorujac sie na pracach Steca i wsp. (103)zaproponowano nastepujacy
sposob postepowania uwzgledniajacy wszystkie mozliwe warianty konfiguracji
absolutnych grup tiofosforanowych NPATAT :

------- Rp.Sp ~— -~ (RPhNPP/SITTMPS
S — e S — —  4-NO2PhOH+ TMPS
4-NOPHOHSTNPS  — eecmeemeemmecccms RORD  ceoeeemeees
(sp)_npp/sittmps  -----------—--——- 5pRp -

Wyniki trawien wykazaty, ze NPpATpA T jest (Sp, Rp)-diastereoizomerem, byt on
bowiem trawiony przez svPDE do (Sp"NPp~T i 5'-tiofosforanu tymidyny
(TMPS) i nie byt hydrolizowany przez nukleaze P-I (Ryc. 10). Gtéwny produkt
reakcji (SpJ-Tp”NP z DN-azg Il powstat zatem z retencjg konfiguracji na obu
atomach fosforu, jednakze wyjasnienie mechanizmu reakcji byto w tym przy-
padku znacznie trudniejsze. Przyjeto hipoteze, ze (Sp, Rp)-NPp,ST A T powstaje z
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Ryc. 9. Synteza i enzymatyczne ustalenie konfiguracji absolutnych na atomach fosforu w
diastereoizomerach NPp<ST.

Tiofosforan dinukleozydu dysponuje dwoma grupami hydroksylowymi (w
pozycjach 3' i 5) o wilasciwosciach nukleofilowych. Kazda z nich moze
zaatakowac kompleks produkt posredni - enzym. Jezeli nukleofilem jest 3'-OH
nastapi regeneracja TpATp~NP, za$ gdy 5-OH powstanie NPATAT (21).
Do chwili obecnej stosujgc metode stereochemiczng zbadano ponad piecdzie-
sigt enzymatycznych reakcji przeniesienia grupy fosforanowej oraz nukleotydy-
lowej na odpowiedni akceptor, wykazujac w wigkszosci inwersje konfiguracji na
atomie fosforu (ok. 80%, patrz Tabela 1). Oznacza to, ze na ogo6t reakcja polega
na przeniesieniu grupy bezposrednio z donora na akceptor, enzym za$ stanowi
czynnik umozliwiajacy i przyspieszajacy proces. W reakcjach enzymatycznych
biegnacych z retencjg konfiguracji biokatalizator jest akceptorem grupy fosfora-
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Ryc. 10. Oznaczenie konfiguracji absolutnych na atomach fosforu w produkcie NPATpAT za
pomocya trawienia fosfodiesterazg z jadu weza i nukleazg P-I.

Tabela 1
Stereochemiczny przebieg enzymatycznego przeniesienia grupy fosforanowej badz nukleotydylowej

Stereochemiczny

Enzym wynik reakgji Odnosnik

Rybonukleaza (trzustkowa), E.C. 3.1.27.5:

hydroliza inwersja 37,38

transestryfikacja inwersja 39
Rybonukleaza T,, E.C. 3.1.27.3 inwersja 43
Rybonukleaza T2 E.C. 3.1.27.1 inwersja 44
Fosfohydrolaza z Enterobacter aerogenes,

E.C. 3.14.1. inwersja 45
Polimeraza RNA zalezna od DNA z E. coli,

E.C. 2.7.7.6:

inicjacja inwersja 46

elongacja inwersja 47
Polimeraza DNA zalezna od DNA z E. coli,

E.C. 2.7.7.7 inwersja 48,49

z Faga T4 inwersja 50

z Faga T7 inwersja 51
Odwrotna transkryptaza inwersja 52
Fosforylaza polinukleotydowa, E.C. 2.7.7.8:

wymiana retencja 53

elongacja inwersja 54
Adenilotransferaza tRNA, E.C. 2.7.7.20 inwersja 55
Ligaza RNA, E.C. 65.1.3 inwersja 56
Pirofosforylaza UDP-glukoza-1,3-*-D-glukan,

E.C. 24.1.34 inwersja 57
Urydylilotransferaza galaktozo-1-fosforanowa,

E.C. 2.7.7.10 retencja 57

[79]
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c.d tabeli 1

Enzym

Cyklaza adenylanowa, E.C. 4.6.1.1
bakteryjna
ssakow
Kinaza nukleozydodifosforanowa, E.C. 2.7.4.6
Syntetaza acetylo-CoA, E.C. 6.2.1.1
Kinaza adenylanowa, E.C. 2.7.4.3
Kinaza adenozynowa, E.C. 2.7.1.20
Fosfotransferaza nukleozydowa, E.C. 2.7.1.77
Nukleaza SlI, E.C. 3.1.30.1
ATPaza miozynowa, E.C. 3.6.1.8
ATPaza mitochondrialna, E.C. 3.6.1.8

ATPaza z reticulum endoplazmatycznego, E.C. 3.6.1.8

dGTPaza, E.C. 3.1.5.1:
czynnik wydtuzajacy G
czynnik wydtuzajacy T
Kinaza fosfoglicerynianowa, E.C. 2.7.2.3
Heksokinaza, E.C. 2.7.1.1
Kinaza glicerolowa, E.C. 2.7.1.30
Kinaza pirogronianowa, E.C. 2.7.1.40
Kinaza polinukleotydowa, E.C. 2.1AA
Fosfodiesteraza cyklicznych nukleotyddw,
E.C. 3.1.4.17
Cyklaza guanylanowa, E.C. 4.6.1.2
Fosfodiesteraza z jadu weza, E.C. 3.1.4.1
Syntetaza Aminoacylo-tRNA
Alkaliczna fosfataza, E.C. 3.1.3.1
Kinaza octanowa, E.C. 2.7.2.1
Kinaza kreatynowa E.C. 2.7.3.2
Nukleaza ze Staphylococcus aureus, E.C. 3.1.23.27
Fosfodiesteraza ze $ledziony, E.C. 3.1.31.1:
hydroliza
transestryfikacja
Fosfogliceromutaza, E.C. 2.7.5.3
Nukleaza PI z Pénicillium citrum, E.C. 3.1.30.1
Dn-aza Il, E.C. 3.1.22.1:
transestryfikacja
Kwasna fosfataza, E.C. 3.1.3.2
DN-aza I, E.C. 3.1.21.1
6-Fosfofruktokinaza, E.C. 2.7.1.11

Stereochemiczny
wynik reakcji

inwersja
inwersja
retencja
inwersja
inwersja
inwersja
retencja
inwersja
inwersja
inwersja
retencja

inwersja
inwersja
inwersja
inwersja
inwersja
inwersja
inwersja

inwersja
inwersja
retencja
inwersja
retencja
inwersja
inwersja
inwersja

retencja
retencja
retencja
inwersja

retencja
retencja
inwersja
inwersja

[18]

Odnosnik

58
59
57
60, 34
57
61
62
63
64
65
66

67

68

69, 70
71,72, 73
72,74
75,71, 72
76, 77

32, 78, 79, 80
81

82, 83, 84, 85
86, 87

41

72

88

90

91
21
91
92, 103

22
94
9

93

nowej (lub nukleotydylowej), kt6rg nastepnie przenosi na czasteczke drugiego

substratu wg schematu:

E—XH+A-PiiE —X—P+ AH
E-X-P+BHiiE-XH +B-P

gdzie E jest enzymem, XH grupa z centrum aktywnego, np. NH2- lizyny,
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OH —seryny lub imidazolowa histydyny, A i B donorem i akceptorem grupy
fosforanowej P. W tych zatem przypadkach, w ktorych stwierdzono retencje
konfiguracji, postuluje sie, majac dane eksperymentalne z badan innego typu,
mozliwos¢ wystepowania zwigzku posredniego o strukturze E-X-P.

Autor dziekuje Pani Prof. dr hab. Zofii Zielinskiej i Panu Prof. dr hab.
Wojciechowi J. Stecowi za pomoc przy opracowaniu artykutu.

Artykut otrzymano 4 grudnia j986 r.
Zaakceptowano do druku 7 wrzesnia 1987 r.
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P-Chiralne fosforany —narzedzie do badania stereochemii
enzymatycznych reakcji przeniesienia grupy fosforanowej
lub nukleotydylowej

P-chiral phosphates —tools for studying the stereochemistry of the enzymatic
phosphoryl —and nucleotidyl transfer
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Wykaz stosowanych skrétéw: DCC —dicykloheksylokarbodiimid; TPT —tymidylylotymidyna;
GTP/JS —b5'-(/?-tio)-trifosforan guanozyny; ATP/TS —5'-{/?-tio}-tiofosforan adenozyny; MRJ —ma-
gnetyczny rezonans jadrowy; HPLC —wysokoci$nieniowa chromatografia cieczowa; svPDE —fo-
sfodiesteraza z jadu weza; —ADPaS —5'-(a-tio)-difosforan adenozyny; ATPocS —5'-(a-tio)-trifosfo-
ran adenozyny; AMPS —5'-tiofosforan adenozyny; TTPaS —5'-(a-tio)-trifosforan tymidyny;
DEAE - dietyloaminoetylo; dCTPaS - 5'-(a-tio)-trifosforan deoksycytydyny; ATPyS - 5'-(y-tio)-
-trifosforan adenozyny; TPSC1 —chlorek 2,4,6-triizopropylobenzenosulfonowy; ARSA —tiofosfo-
ran adenylo”'-S'Jadenozyny; TRST —tiofosforan tymidylo(3'-5")tymidyny; d[GRSA] —tiofosforan
deoksyguanozylo(3'-5")deoksyadenozyny; d[Cp(9T] —tiofosforan deoksycytydylo(3'-5")tymidyRy;
d[GRAIT] - tiofosforan deoksyguanozylo(3'-5')tymidyny; d(GPA) - deoksyguanozylo(3'-5')deoksy-
adenozyna; FAB - fast atom bombardment; cPDE —fosfodiesteraza z serc wotowych; PEP —
fosfoenolopirogronian; Tr —grupa trifenylometylowa; MMTr —grupa monometoksytrifenylome-
tylowa; DMTTr - grupa dimetoksytrifenylometylowa; Me - grupa metylowa; Bz - grupa benzoilo-
wa; Ph - grupa fenylowa; tBu —grupa tert-butylowa; Py - pirydyna; Ac - grupa acetylowa;
B - zasada pirymidynowa lub purynowa; Thy —tymina; Ade - adenina; Cyt —cytozyna; Gua -
guanina; Ura - uracyl; A - adenozyna; T - tymidyna; Pi - nieorganiczny fosforan; PPi - nieor-
ganiczny pirofosforan; Sp —konfiguracja absolutna ,,S” na atomie fosforu; Rp —konfiguracja
absolutna ,,R” na atomie fosforu; SN2(P) - dwuczasteczkowe podstawienie nukleofilowe przy atomie
fosforu.

I. Wstep

Od ponad 10 lat za pomocg metod stereochemicznych prowadzi sie badania
nad mechanizmami reakcji enzymatycznych, w ktérych nastepuje przeniesienie
grupy fosforanowej lub nukleotydylowej. Do chwili obecnej badanych byto
kilkadziesigt enzymoéw. Stwierdzono, ze na og6t oddziatujg one z czgsteczkami
substratéw poprzez wiazania wodorowe; rzadko za$ tworzg z nimi trwate
produkty posrednie w formie kowalencyjnych komplekséw z udziatem grup
centréw aktywnych, takich jak —NH 2 lizyny, —OH seryny, czy imidazolowej
grupy histydyny (1, 2, 3). Identyfikacja natury oddziatywan biokatalizator-sub-
strat, moidiwa dzieki uzyciu metod stereochemicznych, determinowana jest
odpowiednig budowag czasteczki substratu. Konieczne jest bowiem wywotanie
chiralnosci grupy fosforanowej, co mozliwe jest poprzez zastagpienie niemostko-
wego atomu tlenu siarka lub izotopem IsO w przypadku diestrdw (DNA, RNA,
fosfoglicerydy) oraz przez zastapienie dwoch atomow tlenu siarka i 180 lub 170 i
IsO w monoestrach (np. w grupie y-fosforanowej ATP i GTP). Powstaly po
reakcji enzymatycznej produkt takze musi zawiera¢ chiralng grupe fosforanowa.
Po oznaczeniu konfiguracji absolutnych na atomach fosforu w substracie i
produkcie mozliwe jest okreslenie stereochemii reakcji.
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Inwersja konfiguracji w grupie fosforanowej swiadczy o wystepowaniu tylko
wigzan wodorowych pomiedzy resztami aminokwasow centrum aktywnego i
substratem. Retencja zas bedaca wynikiem dwoch kolejnych podstawien nukleo-
filowych typu SN2(P) dowodzi, ze tworzy sie posredni kowalencyjny kompleks
enzym-substrat (1, 4).

Zastosowanie stereochemii jako narzedzia do badania mechanizméw reakcji
enzymatycznych spowodowato duze zainteresowanie chiralnymi fosforanami i
doprowadzito do syntezy wielu nowych potgczen, ktdre okazaty sie takze
uzyteczne w rozwigzywaniu innego rodzaju probleméw, np. oddziatywan
DNA-biatko (5, 6) lub badanie konformacji DNA (7). Otrzymano diastereoizo-
meryczne analogi nukleotydow —tiofosforany (deoksy)rybonukleozydoéw (1, 8)i
znaczone izotopami tlenu [1€0, IsO]-, [160, 170, 180 ]-fosforany (deoksy)ry-
bonukleozydow (9, 10, 11), ktérych konfiguracje absolutne na atomach fosforu
oznaczono technikami 31P-MRJ (3, 12), spektrometrii masowej (9, 13) lub
stosujac enzymy o znanej stereoselektywnosci substratowej (14).

W artykule przedstawiono metody syntezy zmodyfikowanych nukleotydow
oraz sposoby oznaczania ich konfiguracji absolutnych na chiralnych atomach
fosforu.

Il. Chiralne fosforany nukleozyddw
11-1. Wprowadzenie

Do badania katalizowanych przez enzymy przemian nukleotydéw oraz
oznaczania za pomocg metod stereochemicznych sposobu wigzania substratu z
centrum aktywnym stosowane sg zwiazki chemiczne, ktére w miare mozliwosci
jak najbardziej przypominajg naturalnie wystepujace substraty. Jest sprawg
istotna, by zarébwno one same, jak tez i ewentualne produkty ich trawienia mozna
byto zidentyfikowa¢ w jak najprostszy sposob. Ta idea przySwiecata wprowa-
dzeniu do badan (szczeg6lnie kinetycznych) enzymdw pochodnych mono- i
di-4-nitrofenylowych nukleotyddw, ktére podczas hydrolizy tworzyty jako jeden
z produktow tatwy do ilosciowego, spektrofotometrycznego oznaczenia 4-nitro-
fenol (15, 16). Jakkolwiek estry 4-nitrofenylowe fosforanéw nukleozydow
stosunkowo wczesnie znalazty zastosowanie do szybkiej charakterystyki aktyw-
nosci szeregu grup enzyméw nukleolitycznych, dopiero w koncu lat siedem-
dziesigtych wykazano réwniez ich przydatno$é do badania stereochemii reakcji
enzymatycznych. O powodzeniu przedsiewziecia zadecydowata modyfikacja
grupy fosforanowej, w ktorej jeden z atomoéw tlenu, nie tworzacy wigzania
estrowego, zastagpiono atomem siarki, a nieco pdzniej trwatymi izotopami tlenu.
W wyniku syntezy chemicznej otrzymano 4-nitrofenylotiofosforany nukleozy-
dow, ktore zarowno drogg enzymatyczng, jak i fizykochemiczna, rozdzielono na
zwigzki diastereoizomeryczne. Pochodne te okazaty sie, jak dotad, najwygod-
niejszymi obiektami w badaniach stereochemii przeniesienia grupy fosforanowej
lub nukleotydylowej (12, 17).
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n-2. 4-Nitrofenyk)fosforany nukleozyddw

4-Nitrofenylofosforany nukleozydoéw, takie jak 5'-(4-nitrofenylo)-fosforany nu-
kleozydow (1), 5-di(4-nitrofenylo) fosforany nukleozyddéw (Il) i 4-nitrofenylo-
fosforan benzylu (I11) po raz pierwszy byly uzyte jako substraty nukleaz przez
Razzella i Khorane w 1959 roku (18). Pierwszy z nich otrzymano dziatajgc na
5'-fosforan nukleozydu (IV) 4-nitrofenolem (V1) w obecnosci DCC. W przypadku
syntezy 3'-(4-nitrofenylo)fosforanu nukleozydu (V) fosforylowano nukleozyd z
zablokowang funkcjg 5'-hydroksylowg (VI1) za pomocg 4-nitrofenylodichloro-
fosforanu (VIII). Obie reakcje przedstawiono na Ryc. 1 Autorzy wyznaczyli
wartosci szybkosci maksymalnych i statych Michaelisa (Km) dla svPDE,
obliczone na podstawie krzywych Lineweavera-Burka sporzadzonych wg row-
nania Michaelisa-Mentena (Tabela 1) (18). Z ich badan wynikato, ze szybkosci
enzymatycznej hydrolizy estréw 4-nitrofenylowych i wystepujacego w naturze
substratu, jakim jest TpT (1X) sa poréwnywalne.

0 0
i o B
HO-P-0—_ ¢ 0N O OH %NOO'?“O 0
OH 2 Vi OH P
" DCC H
v |
0
B B
e "
1. Vi B o
H  2.He 0, P,0-C>-N‘32
” “oH
Vi v

Tr =tritenylometyl

Ryc. 1. Synteza 5'- i 3'-{4-nitrofenylo)fosforanéw deoksyrybonukleozydow (I, V) wg. Khorany
i wsp. (18).

W czasie ostatnich dwudziestu lat zsyntetyzowano wiele réznych pochod-
nych 4-nitrofenylofosforanéw nukleozyddw lub tez zwigzkéw chemicznych o
zblizonej do nich budowie. W roku 1971 Glinski i wsp. przedstawili
procedury syntezy serii pochodnych 3',5'-difosforanu tymidyny (XI) (prezento-
wanych na Ryc. 2), oraz otrzymywania zwigzku | drogg fosforylacji 2'-acetylo-
tymidyny (XII) za pomocg di-(4-nitrofenylo)chlorofosforanu (X111) (Ryc. 3.) (19).



Tabela 1

Wartosci szybkosci maksymalnych ( y j istatych Michaelisa (KJ dla fosfodiesterazy
z jadu weza (18).

\%

Substrat [/iM xgodz.-t x ::/rl]n
x mg biatka _[]
5’-(4-nitrofenylo)fosforan tymidyny (B = Thy, I) 36 500 5.0x10*4
fosforan tymidylo(3’-5’)tymidyny (TpT, IX) 278 5.3x10~4
5’-[di(4-nitrofenylo)]fosforan tymidyny
(B=Thy, 1) 39 7.7x 10~4
4-nitrofenylofosforan benzylu (I11) 315 6.8x 10-3
0 0
HO> o0sJ R-f-OH R-f-Ot,0J
V_y pex r o® \ |y
o~ /Ce DCC 0\ /Oe
0/ NO-~"-N 02 o" SO-~~-N 02
\ Xl
B=Thy, X: R= N°2
CH2Cl
ch?i
CH *

Ryc. 2. Synteza S'-pochodnych 3'-(4-nitrofenylo)fosforanu deoksyrybonukleozydu (XI) wg Glin-
skiego i wsp. (19).

- 8
H°-V 0 OjM-0-0-f-O-. o B
y _y i-<*-No2Pho)2Pio)ci e V. T
OAc 2. HOO
XI i
B=Thy

Ryc. 3. Synteza 5'-(4-nitrofenylo)fosforanu deoksyrybonukleozydu (1) wg. Glinskiego i wsp. (19).
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Kontynuujac badania nad fosfodiesterazami (18, 20, 21) Kelly i wsp.
uzyli jako substrato zwigzki otrzymane po estryfikacji kwasu 4-nitrobenzylo-
fosforowego (XIV), ktére postuzyly im do wykrycia trwatego produktu posre-
dniego typu enzym-substrat (22, 23, 24). W tym celu zsyntetyzowali pochodne
4-nitrofenylowe XV—XVIII przedstawione na Ryc. 4. Zwraca uwage, ze zwigzek
XVIII zawiera w swej strukturze asymetryczny atom fosforu.

0
XV 02N -A~V cH2“ P"0OX x sch2ch3,(ch3)2ch.
A ;e c6h5 . W chU hs.
0 ) c6h*-a-no2
XM g2n ~N H no2

_ €
XMl 02N -2-0-P-0-~>-N02

f

W G ~-°-0 -NO*
0

Ryc. 4. Pochodne 4-nitrofenylofosforanu (XV, XVI, XVII, XVII1) uzyte przez Kelly’ego i wsp. do
badania oddziatywar centrum aktywnego 5'-nukleotydazy z substratem (22, 23, 24).

Od konca lat 70-tych obserwuje sie rozwdj badarn zmierzajacych do syntezy i
wyodrebniania P-chiralnych zwigzkdw fosforu uzytecznych w badaniach reakcji
enzymatycznych. Korzystajgc z opracowanej w Zaktadzie Chemii Bioorga-
nicznej CBMM PAN metody pozwalajgcej na stereospecyficzng konwersje
anilidofosforanow do odpowiednich tiofosforanéw (9, 25, 26, 27, 81) zapro-
ponowano procedure syntezy diasterecizomerycznie czystych 3-(4-nitrofeny-
lo)tiofosforanéw deoksyrybonukleozydow (XXla, XXIb). Jej istota polega na
uzyciu odczynnika —(4-nitrofenylo)anilidochlorofosforanu (XIX), ktérym fosfo-
rylowano funkcje 3'-hydroksylowa nukleozydu, zablokowanego w pozycji 5.
Powstatg mieszanine 3'-(4-mtrofenylo)N-fenyloaminofosforanéw 5'-monome-
toksytrytylotymidyny (XX) mozna stosunkowo tatwo rozdzieli¢ na diastereo-
izomery (XXa i XXb). Nastepnie kazdy z nich mozna przeprowadzi¢ stereospe-
cyficznie (wwyniku reakcji zCS2ZNaH) w tiofosforan (XXla lub XXIb); synteze te
prezentuje Ryc. 5. Konfiguracje absolutne na atomach fosforu w zwigzkach XXla
i XXIb zostaly oznaczone przez Gerlta i wsp., ktorzy zsyntetyzowali
diastereoizomery 5'-(4-nitrofenylo)tiofosforanu tymidyny (XXlla i XXIlIb) uzy-
wajgc opisanej wyzej metody via anilidofosforany (28). Obydwa diastereoizo-
mery poddano hydrolizie wobec svPDE i zaobserwowano, ze degradacji ulegt
tylko jeden z nich —zwiagzek XXa, ktéremu przypisano konfiguracje Rp (29).
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Ryc. 5. Synteza diastereoizomeréw 3'-{4~nitrofenylo)tiofosforandw deoksyrybonukleozydéw (XXla
i XXIb) (81).

Wiedzac, ze konwersja PN “*PS odbywa sie z retencjg konfiguracji na atomie
fosforu autorzy oznaczyli konfiguracje absolutng wyjsciowego anilidu jako Sp.
Ten z kolei diastereoizomer (XXIl11a) przeprowadzili w cykliczny -3',5'-anilido-
fosforan tymidyny, ktérego konfiguracje zidentyfikowali za pomocg 31IP-MRJ, w
oparciu o dane zamieszczone w pracach Steca i wsp. (25, 30), Powstat
diastereoizomer (Rp)-XXI1V, a reakcja zamkniecia szesciocztonowego pierscienia
przebiega z inwersjg konfiguracji na atomie fosforu. Autorzy zatozyli, ze
cyklizacja 3'-(4-nitrofenylo)anilidofosforanu tymidyny (XX) takze przebiega z
inwersjg, co oznacza, ze substratem zwigzku (Rp)-XXIVb jest 3'-{4-nitro-
fenylo)anilidofosforan tymidyny o konfiguracji Rp (XXb). Poniewaz konwersja
PN -+PS odbywa sie z retencjg konfiguracji, zatem z (Rp)-XXb musi powstac
(Sp)-3'-(4-nitrofenylo)tiofosforan tymidyny (XXIb). Analogicznie przypisano
konfiguracje absolutng pozostatym diastereocizomerom (Sp)-XXlIb i (Rp)-XXla
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oraz anilidofosforanom, z ktérych je otrzymano (Rp)-XXIllb i (Sp)-XXa.
Powyzsze reakcje zostaty przedstawione na Ryc. 6 (28). Etap cyklizacji byt
kazdorazowo poprzedzony odblokowaniem funkcji 3'- lub 5'-hydroksylowej
deoksyrybozy 80% kwasem octowym.

@
95P-

°z*©*’

svPDE 0

Q 2
©g...p~ B HN-P -0 B
o:u—d-g OK_OJ CS/NaH 0%6 S " ? L Adog O::O

®Rp1-xxtla O (Sp) -l %j\s
(Rp)—x)avu

2 2
0N )-0-P-0_ 0 02n_D-0-5- 9
o CSp/NaH HN 1.AcOH O‘“N"P\
2 tBuOR
H OMMTr
(Sp) - XXilb *PDE i (Sp)- XXIVa
B=Thy

HO. o MMTrO- o B O‘”"P %\B
C BO%N:OH
‘%S).j o Ssho 5__7 eon |
: NH-@ (Sp)-Xxiva
© o Nl 0 "Vo--10;

(Rp) -XXia (Sp) - XXa
HO=. o2 MMTrO o B -
CS/NaH 80% ACOH _ o 2R
t-BuOK 0
J NO } N
O;P.\O-Q- 2 ,;p-“"@' 02 - %fj
o? ¥s° _ o” WD (Rp)=)00Vb
(Sp) - XXIb (Rp) - XXb
B=Thy

Ryc. 6. Oznaczenie konfiguracji absolutnych diastereoizomeréw 5'- i 3'-(4-nitrofenylo)tiofosforanéw
deoksyrybonukleozydéw (XXIla, XXIlb oraz XXla i XXIb) (28).

Kolejnym etapem w rozwoju koncepcji zastosowania stereochemicznego
podejscia w badaniach enzymatycznych za pomoca pochodnych (4-nitrofeny-
lo)-fosforanéw nukleozydéw byto wywotanie ich P-chiralnosci przez podsta-
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wienie fosforanowych atomdw tlenu jego izomerami. Eliminowato to ujemne
dziatanie atomu siarki polegajace w przypadku badania fosfodiesteraz na:

1° znacznym zwolnieniu reakcji enzymatycznych,

2° mozliwosci stereoselektywnej hydrolizy objawiajacej sie trawieniem przez
svPDE tylko diastereoizomerdw o konfiguracji absolutnej na atomie fosforu Rp.

Etapem posrednim w rozwoju powyzszej koncepcji byty badania stereoche-
mii reakcji katalizowanej przez fosfodiesteraze z jadu weza. Substratem byt
5'-(4-nitrofenylo)[180]tiofosforan adenozyny (XXVI) otrzymany poprzez hy-
drolize 5'-[di(4-nitrofenylo)]tiofosforanu 2',3'-propylidenoadenozyny (XXV) za
pomoca wodorotlenku potasowego zawierajacego izotop tlenu 180. Fakt, ze
powstata trudna do rozdzialu mieszanina diasterecizomerdw, nie stanowit
problemu syntetycznego, gdyz tylko jeden z nich o konfiguracji absolutnej Rp na
atomie fosforu, byt trawiony przez enzym (29).

Dwa lata p6zniej Gerlt i wsp. zakomunikowali o syntezie 3'-(4-nitrofeny-
10)[170 ,180]fosforanu tymidyny (XXVIII) z konfiguracjg absolutng Rp na
atomie fosforu. Otrzymali go postugujac sie metoda opracowang przez Steca i
wsp., tj. w wyniku stereospecyficznej konwersji diasterecizomerycznie czystego
3'-(4-nitrofenylo)N-fenyloamino[170]fosforanu 5'-monometoksytrytylotymidyny
(XXVII) do produktu, XXVIII poprzez reakcje z [IsO]—C 02, kt6ra przebiega z
retencjg konfiguracji; synteze zwigzku XXVIII prezentuje Ryc. 7 (103).

MMTrO-,
\ - 7 1 C#2/NaH V—/
°x ,» NH"0 n * 0. *H
<D* §-A""-NO2 No “<~A"~NO02
XM! XAHL
« =180 , 0=I70

Ryc. 7. Synteza 3'-{4-nitrofenylo)[t70 , 180]-fosforanu tymidyny (XXVIII) (87).

n-3. Tiofosforany

Rownolegle z rozwojem badan nad przydatnoscig pochodnych 4-nitrofenylo-
wych nukleotydéw do badan enzymatycznych prowadzono intensywne prace
nad rozwojem metod syntezy tiofosforanowych analogoéw biofosforanéw. Z
biochemicznego punktu widzenia maja one takze i ujemne cechy, o ktérych
napisatem w rozdziale 11-2. Ze wzgledu jednak na duzg mozliwo$¢ modyfikacji,
polegajacych na wprowadzeniu siarki w r6zne potozenia mono-, di- i trifosfo-
ranéw nukleozydéw oraz oligo- i polinukleotydow, nadajg sie do badania
mechanizméw wiekszosci enzyméw przenoszacych grupy fosforanowa lub
nukleotydylowa.
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Do chwili obecnej otrzymano juz prawie wszystkie monotiofosforanowe
analogi 5'-mono-, di- i trifosforanéw nukleozydéw (Ryc. 8); ich synteza
chemiczna jest stosunkowo prosta, ale wydajnosci niewysokie. Dlatego tez
chetniej stosuje sie enzymy, ktére cechuja stereospecyficzno$¢ dziatania i wysoka
wydajnosé katalizowanych reakcji (1). P-chiralne di- i trifosforany nukleozydéw
z terminalng grupg tiofosforanowg (XXXIII i XXXI) najtatwiej otrzymac
fosforylujgc nukleotyd (XXXVI) lub di-fosforan nukleozydu odczynnikiem
otrzymanym w wyniku aktywacji S-(/J-cyjanoetylo)tiofosforanu (XXXVII) dife-
nylochlorofosforanem (XXXVIII). Usuniecie grupy 0-cyjanoetylowej nastepuje
w warunkach zasadowych (Ryc. 9) (31). Fosforylacja ADP/ZS (XXXIII) przy
uzyciu Kinazy pirogronianowej lub kinazy octanowej prowadzi do diastereo-
izomerdw ATP/?S (XXX) o konfiguracji na /?-atomie fosforu odpowiednio Sp lub
Rp (32—35) (Ryc. 10). W podobny spos6b mozna otrzymaé¢ GTP/2S (XXX,
B=Gua) (36).

eo;g-o;g-o-g- ow QO;E-O-?FOKB_;

HO OM HO OH
ATPaS (XXIX) ADPaS (00a)
R Te 2
©0-p-0-$20-P-0~ o B ©0-p-0-P-04 0 §
© 0 € 6 =J0)
HO OH HO OH
ATPAS (XXX) ADPOS (XXXH)

i -
90-"-0-3-0-,-0 0J ' ©0-p-0_0.)
€@ € 0

HO OH HO OH
ATPYS (XXXI) AMPS (XXXV)
B=Ade

Ryc. 8. Tiofosforanowe pochodne nukleotydaw (XXIX-XXXI1, XXXV) (1).

Synteza di- i trifosforanéw nukleozyddw z grupg a-tiofosforanowag (XXXII i
XXIX) mozliwa jest przy zastosowaniu dwéch metod. Ich wspolnym punktem
wyjscia jest synteza tiofosforanu nukleozydu (XXXV). Pierwsza z metod polega
na adaptacji procedury Michelsona (37) - tiofosforan nukleozydu (XXXV) jest



[11] P-CHIRALNE FOSFORANY - BADANIA STEREOCHEMII REAKCJI ENZYMATYCZNYCH 91

0 PhO_ 0 Q 0 0ph
NCCHaCHpmS-P-OH ,  B-Cl __ NCCHaCHp-§- P-0-p]
0° PhO 6 omn
XXX Vit XXXVl

G
Py HO'z;OK_Oj

HO OH
$ 9
: 0
Ho-g-o-lg; 0 o NCCHCHp-s- B-0- go A ¢
Ho ® 0
HO OH H OH
p (B
B= Ade
Rye. 9. Synteza (f-tio)difosforanu nukleozydu (XXXIII) (31).
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Ryc. 10. Synteza (Rp)- i (Sp)-diastereoizomeréw (0-tio)triibsforanu nukleozydu (XXXb i XXXa) (36).

aktywowany za pomocg difenylochlorofosforanu (XXXVIII) dajac niesymetry-
czny tiopirofosforan XLII, a wiec czasteczke, w ktorej fragment difenylofosfora-
nowy stanowi dobrg grupe opuszczajaca. Jezeli zwigzek XLI11 zostanie potrakto-
wany nieorganicznym fosforanem, w wyniku ataku nukleofilowego na atom
a-fosforu obserwuje sie odejscie grupy difenylofosforanowej z utworzeniem
[a-tio]difosforanu nukleozydu (XXXII). Uzycie nieorganicznego pirofosforanu
zamiast fosforanu pozwala na otrzymanie pozadanego [a-tio]-trifosforanu
nukleozydu (XXIX) (31, 32). Adaptacje metody Michelsona prezentuje Ryc. 11.
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Ryc. 11. Synteza (a-tio)difosforanu nukleozydu (XXXII) (31)

Powstaty tiofosforan XXIX wystepuje w formie pary diastereocizomerow (w
przyblizeniu w stosunku 1:1), ktére mozna rozdzieli¢ za pomocg HPLC (36, 38)
lub chromatografii na DEAE-Sephadex (36, 39) oraz poprzez selektywng
fosforylacje enzymatyczng (32, 36). Kinaza pirogronianowa (32) Pub kinaza
fosfoglicerynianowa (40)] z mieszaniny diasterecizomeréw ADPaS fosforyluje
selektywnie (Sp)-izomer do (Sp)-ATPaS, a powstaty (Rp)-ADPaS jest fosforylo-
wany przez kinaze kreatynowa do (Rp)-ATPaS (Ryc. 12) (32). Zwigzek (Sp)-
ATPaS (XXIXa) powstaje tez w wyniku oddziatywania AMPS (XXXV) z kinazg
adenylanowag. Proces ten przebiega stereospecyficznie (Ryc. 12) (40, 41). Utwo-
rzone XXIXa i XXIXb sg hydrolizowane do wymaganych produktéw, odpo-
wiednio XXXlla i XXXIIb. Takze diastereocizomery GTPaS (XXIX, B=Gua)
mozna otrzyma¢ w wyniku uzycia odpowiedniej kombinacji enzymow (36).
Druga metoda syntezy a-tiofosforanéw nukleozyddw, szczegdlnie uzyteczng
w chemii fosforanéw deoksyrybonukleozyddw, jest kondensacja tiofosforanu
deoksyrybonukleozydu zaktywowanego chlorofosforanem difenylowym (XLII)
z AMP (XXXVI, B=Ade), ktdrego grupy hydroksylowe reszty cukrowej zostaty
uprzednio zablokowane. Otrzymany 5'-(5-adenozylo)-[a-tio]difosforan tymi-
dyny (XLII) mozna tatwo rozdzieli¢ na diastereoizomery na kolumnie z
DEAE-Sephadex. Po odblokowaniu rybozy, w warunkach reakcji z NaJ04
nastepuje rozszczepienie zwigzanego z adenozyna pierscienia cukru oraz zasado-
wo katalizowana “-eliminacja reszty adenozynowej. Nastepnie kazdy z dia-
stereoizomerdéw typu XLIV poddaje sie enzymatycznej fosforylacji jak przedsta-
wiono na Ryc. 13, na przyktadzie syntezy TTPaS (XLV) (42). Dla uproszczenia
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Ryc. 12. Enzymatyczna synteza (Rp)- i (Sp)-diasterecizomeréw (a-tio)trifosforanéw i difésforanéw
nukleozydéw (XXI1Xa i XXIXb oraz XXXlla i XXXIIb) (40, 41).
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Ryc. 13. Chemiczno-enzymatyczna synteza (a-tiojtrifosforanow deoksyrybonukleozydow (XLV) (42).

ryboza prezentowana jest z nieblokowanymi grupami hydroksylowymi. W
podobny sposéb otrzymano dCTPaS (XL, B=Cyt), [a-18]OADPaS (XLVI),
0 18]ADPaS (XLVII) i [y-IsO]JATPyS (XLVIII) (43, 44). Konfiguracje
absolutne na atomach fosforu diastereoizomerdw ATPaS zostalty oznaczone w
wyniku trawienia obu zwigzkéw za pomoca svPDE. Hydrolizowanemu izo-
merowi —XXIXa przypisano konfiguracje Rp, za$ nieulegajagcemu trawieniu
XXIXb - Sp (45, 46) (Ryc. 14).
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Ryc. 14. Oznaczenie konfiguracji absolutnych na atomach fosforu w diasterecizomerach (a-tio/tn-
fosforanu adenozyny (XXIXa i XXIXb) za pomoca trawienia fosfodiesterazg z jadu weza (svPDE);
diastereoizomer (Rp)-XXIXa jest hydrolizowany zas (Sp)*XXIXb nie (45,46).

HO-

Oznaczenie konfiguracji absolutnych na atomach fosforu diastereocizomeréw
ATP/?S (XXX) w postaci soli magnezowych, takze zostato wykonane za pomocg
enzymu-heksokinazy, poprzez poréwnanie z wynikami hydrolizy soli kobalto-
wych ATP. Trawionemu zwigzkowi przypisano konfiguracje Rp, za$ odpornemu
na dziatanie enzymu Sp (Ryc. 15) (34, 35, 47, 48, 49).
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Ryc. 15. Ustalenie konfiguracji absolutnych na atomach fosforu w diastereoizomerach (/J-tio)tri-
fosforanu nukleozydu (XXXa i XXXb) poprzez poréwnanie struktur soli kompleksowych z Co+
i Mg++ ATP i ATP/« (48, 49).
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Pierwszym tiofosforanem dinukleozydu otrzymanym w postaci rozdzielo-
nych diastereoizomerdéw byt tiofosforan urydylo(3'-5")adenozyny [Up(SA (LI11],
zsyntetyzowany przez Burgersa i Ecksteina (45). Substratami byty 5'-O-(4-chlo-
rofenoksyacetylo)-2'-0-(metoksytetrahydropiranylo)urydyna (XLIX) i N 6-ben-
zoilo-2',3'-propylidenoadenozyna (L), a odczynnikiem kondensujgcym tiofosfo-
ran S- 2-cyjanoetylowy (LI) uzyty wraz z chlorkiem 2,4 ,6-triizopropylobenzeno-
sulfonowym (TPSC1). Odblokowanie w warunkach alkalicznych funkcji 5'-hy-
droksylowej urydyny pozwolito na chromatograficzne rozdzielenie diastereo-
izomerdw.

Po catkowitym usunieciu grup blokujacych, konfiguracje absolutne na
atomach fosforu w poszczegélnych diastereoizomerach oznaczono uzywajac
RN-azy A (50). Wigzanie intemukleotydowe tiofosforanu dinukleozydu o
konfiguracji Rp zostato rozerwane przez enzym z utworzeniem izomeru endo, tj.
(Rp)-cyklicznego 2',3'-tiofosforanu urydyny (LI1V). Konfiguracja absolutna po-
wstatego diastereoizomeru znana byla* autorom z wynikéw wczesniejszych
eksperymentéw, kiedy to otrzymali endo cUMPS w formie krystalicznej, co
pozwolito na wykonanie badan rentgenostrukturalnych (51, 52). Poniewaz
reakcja katalizowana przez RN-aze A byla odwracalna, a etap transestryfikacji
endo cUMPS Up(9A przebiegat z inwersjg konfiguracji na atomie fosforu, takze i
diastereoizomer U~ A miat konfiguracje absolutng Rp (Ryc. 16). Niezaleznie,
diastereoizomery Up(SA (LI1II) otrzymano stosujacjako odczynnik kondensujgcy
dichlorofosforan fenylowy; po utworzeniu wigzania intemukleotydowego przy-
faczono do fosforu siarke, nie potrafiono jednak rozdzieli¢ powstatej mieszaniny
na diastereoizomery (53).

Ta metoda kondensacji zwana czesto ,,fosforynowg”, wprowadzona przez
Letsingera i wykorzystujaca reaktywno$¢ potgczen trikoordynacyjnego fosforu
(54), a modyfikowana przez kontynuatoréw jego dzieta (55), znalazta szerokie
zastosowanie w preparatyce tiofosforanéw oligonukleotydéw i obecnie wydaje
sie dominowac w syntezie tego rodzaju zwigzkow (Ryc. 17). TrudnoS$ci zwiazane z
rozdziatem otrzymanych mieszanin na diastereoizomery zostaty przezwyciezone
dzieki zastosowaniu HPLC. Metodg ,,fosforynowg” postuzyli sie oprocz Bur-
gersa i Ecksteina takze Marlier i Benkovic, ktérzy otrzymali diastereoizomery
Ap(A (56). Do tej pory zaowocowata ona w syntezie diastereoizomeréw Tp,9T
(LIX) (57), d[Gp,9A] (LVI1IT) (58),dfCAT] (LX) idCGAT] (LIX) (59). Prezentuje
ja na przyktadzie otrzymywania d[Gp(SA] (LVI1II), na Ryc. 17. W celu oznaczenia
konfiguracji absolutnych na atomach fosforu w zsyntetyzowanych diastereo-
izomerach poddano je dziataniu fosfodiesterazy zjadu weza. Zaobserwowano, ze
trawieniu ulegt tylko jeden ze zwigzkéw, a wiec w oparciu o posiadane dane na
temat stereospecyficznosci dziatania enzymu, hydrolizowanemu diastereoizo-
merowi przypisano Rp-konfiguracjg absolutng na atomie fosforu; zatem drugi z
diastereoizomerow musiat mie¢ konfiguracje Sp (58).

Celem syntezy d[Gp(SA] byto otrzymanie tiofosforanowego analogu dinu-
kleotydu d(GPA), ktéry stanowitby specyficzne miejsce ciecia przez enzym
restrykcyjny Eco Rl w obrebie kwasu deoksyrybonukleinowego. Kazdy z
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Ryc. 16. Synteza i oznaczanie konfiguracji absolutnych na atomach fosforu w diastereoizomerach
URSA (LIHa i LHIb) (45, 50).

diasterecizomerow d[Gp(9A], tj. (Rp)-LVIlla lub (Sp)-LVIIIb moze by¢ wia-
czony, na drodze syntezy chemicznej, do oktameru GGAATTCC, bedacego
najkrotsza sekwencjg DNA stanowigcg substrat dla Eco RI i w ten sposéb uzyty
do badania stereochemii dziatania enzymu.
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Ryc. 17. Synteza diastereoizomeréw d[Gp<SA] (LY llla i LVIlIb) metodg fosforynowa (58).

II-4- Chiralne fl6Q»,70 , 1801-fosfonuiy nukleozyddw

Sposrod otrzymanych do tej pory syntetycznych analogéw nukleotydow
zawierajgcych chiralng grupe fosforanowg najbardziej zblizone budowg do
wystepujacych w naturze zwigzkéw sg fosforany nukleozydéw, w ktorych
asymetrie atomu fosforu wywotano poprzez podstawienie jednego lub dwdch
atomow tlenu jego ciezszymi izotopami. Ponadto badania mozna prowadzié
uzywajac obu diastereoizomeréw, gdyz dziatanie enzymow nie cechuje diastereo-
izotopomeroselektywnos¢. Jednakze uzycie izotopowo znaczonych fosforanow
nukleozydéw w badaniach stereochemicznych proceséw biochemicznych uwa-
runkowane jest dysponowaniem odpowiednimi metodami oznaczenia konfigu-
racji absolutnych na atomach fosforu, zaréwno w substratach, jak i w produk-
tach reakcji enzymatycznych. O ile ustalenie konfiguracji w substratach byto
mozliwe dzieki otrzymaniu ich w wyniku reakcji chemicznych o znanej
stereochemii, o tyle analiza produktow wymagata opracowania specjalnych
metod. Metody te zrodzity sie dopiero wtedy, gdy techniki analityczne (spektro-
meria masowa i 3iP-MRJ) osiggnety odpowiedni poziom rozwoju, tzn. mozliwy

7 Postepy Biochemii 1/88
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byt precyzyjny pomiar masyjonow (FAB) oraz wzrosta rozdzielczos¢ MRJ dzieki
wprowadzeniu nadprzewodzacych magneséw. Poniewaz [160,170 ,180]-fosfo-
rany nukleozyddw sg obecnie powszechnie uzywane w badaniach sterochemicz-
nych, oznaczeniu ich konfiguracji zostat poswiecony odrebny, nastepny rozdziat
.

M. 18D, ]1), :ﬂ)j—Fosfonuiy moaoalkilowe

Energiazmagazynowana jest w komarce przede wszystkim w ATP iz niego w
trakcie enzymatycznego przeniesienia grupy y-fosforanowej przekazywana na
inne zwiazki (np. w procesie glikolizy). Badania stereochemii enzymow katalizu-
jacych reakcje tego typu wymagaty syntezy pochodnej ATP z chiralng grupa
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Ryc. 18. Otrzymywanie [160 ,170 , 180]-fosforanu propandiolu (LXVIII) wg. Knowlesa i wsp. (11).
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y-fosforanowa i w fym tez celu otrzymano [y-180]JATPyS (XLVIII) (43,44) oraz
[y-16(V 70,I80]ATP (LXII)(11,60,61,62). Synteza drugiego z wyzej wymienio-
nych zwiazkdw mozliwa jest przy zastosowaniu dwu niezaleznie opracowanych
metod (11, 60).

Metoda syntezy P-chiralnych izotopomerycznych fosforanéw monoalki-
lowych (arylowych) przedstawiona po raz pierwszy przez Knowlesa (11),
polegata na fosforylacji alkoholu lub fenolu za pomocg cyklicznego chloro-
fosforanu LXV. Cechg wyro6zniajaca ten chlorofosforan sposréd wielu innych
cyklicznych halobezwodnikéw kwasu fosforowego jest jego tatwa dostepnos¢ w
postaci pojedynczego diastereoizomeru (z efedryny oraz znaczonego izotopem
tlenu tlenochlorku fosforu). Pozgdany tlenochlorek LXIII otrzymuje sie w
reakcji pieciochlorku fosforu z izotopowo znakowang woda [170]H 20. Druga
cechg wyrdzniajacq zwigzek LXV jest zdolno$¢ do fosforylacji alkoholi lub
fenoli - reakcja ta przebiega z retencjg konfiguracji na atomie fosforu (Ryc. 18).
Dla celéw analitycznych istotna byta fosforylacja propandiolu-1,2 gdyz jego
dalsze przemiany doprowadzity do 2-hydroksy-2-okso-4-metylo-1,3,2-dioksa-
fosfolanu —potaczenia, na ktérym opracowano metode analizy stereochemicz-
nej fosforanéw monoalkilowych (patrz rozdz. 111-1.1.). Zastugg Knowlesa byto
zarbwno opracowanie enzymatycznej konwersji dowolnego fosforanu mono-
alkilo(arylo)wego w fosforan propandiolu, jak i wyjasnienie stereochemii tej
przemiany.

Metoda Lowe’a (60) zostata po raz pierwszy zademonstrowana w syntezie
monoestru metylowego kwasu [160,170 ,180]-fosforowego; sekwencja reakcji
prowadzaca do tego produktu zostata zaprezentowana na Ryc. 19. W odrdznie-
niu od procedury Knowlesa polegajgcej na otrzymaniu chiralnego alkilofosfo-
ranu wwyniku reakcji hydrolizy wprowadzajacej izotop tlenu, Lowe zapropono-

Ph..?,OH Ph. 5 OH Ph.¥_OH PA,},OH
_Phti, I - SN S A RN
7 Ph e

COZH PK Y0 glikol :
2 etylenowy ph0
LXIX LXX LXXI LXXII
LiAlH, l
Ph.S 0 Ph B oH
Ph 0 \ ,OMe 3
P. 1
] *em--}b- OMe H, Wy g .POCL3(LXIll)/Py
Ph ej Pd-C PhH 8 2 MeCH/ Py PhH eH
LXXV LXXIV LXXI

8:=80 0= 170
Ryc. 19. Synteza [160,170 ,180]-fosforanu metylowego (LXXV) wg. Lowe’a i wsp. (60).
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wat synteze fosfétriestrowej, znakowanej izotopowo, pochodnej benzoiny o
znanej konfiguracji na atomie fosforu. Jej wodoroliza prowadzita do [160, 170,
IsO]-fosforanu monoatkilowego, ktéry tworzyt sie z zachowaniem konfiguracji
absolutnej na atomie fosforu wyjsciowego substratu, bowiem zadne z wigzan
przy fosforze nie ulegto zerwaniu (63—65). Metoda Lowe’a, w zaleznosci od
uzytego alkoholu w procesie solwolizy LXXII1-+LXXIV, pozwolita na otrzyma-
nie dowolnego [160, 170 ,180]-fosforanu alkilowego, w tym takze (Sp)-y-[160,
}70 ,180]-ATP (LXIIb).

11-4.2. Dtetfry kwasu | 160 , 180J-fosfofowj>0

Diestry fosforanowe, w ktérych chiralno$¢ grupy fosforanowej wywotano
obecnoscig dwoch réznych izotopow tlenu otrzymano po raz pierwszy w 1980 r.
w laboratoriach Steca (9) i Gerlta (10). Pierwszy z nich doniést o syntezie
(Sp)-cyklicznego 3',5'-[160 , 180]-fosforanu adenozyny [IsO]-cAMP (LXXVI), a
drugi o otrzymaniu obu diastereoizomerdw cyklicznego 3',5'-[160, IsO]-fosfo-
ranu deoksyadenozyny [IsO]-cdAMP (LXXVII). W obu przypadkach prepara-
tyka chemiczna opierata sie na reakcji Wittiga-Staudingera, ktérej stereochemie
doktadnie zbadano w zespole Steca (25, 30). Konfiguracje absolutne otrzy-
manych zwigzkéw oznaczono w przypadku [180]-cAMP za pomocga spektro-
metrii masowej, zas w przypadku [IsO]-cdAMP postugujac sie 31P-MRJ.
Metoda otrzymywania wymienionych zwiazkéw polega na syntezie 3'-(arylo)-
N-fenyloaminofosforanéw  5'-monometoksytrytylonukleozydéw (lub deo-
ksyrybonukleozydéw, aryl = 2-chlorofenyl lub 4-nitrofenyl), ktére po odbloko-
waniu funkcji 5'-hydroksylowej rybozy (lub deoksyrybozy) sa cyklizowane za
pomocg tert-butanolanu potasowego. Powstate cykliczne anilidosforany deo-
ksyrybonukleozydoéw (XXIV) sg stereospecyficznie przeprowadzone w warun-
kach reakcji Wittiga-Staudingera w cykliczne [160 ,180]-fosforany nukleozy-
déw (Ryc. 20).

0
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Ryc. 20. Synteza diastereoizomeréw cyklicznego [ 160 ,180]-fosforanu tymidyny (LXXVII) metodg
anilidowa (9).

Innym sposobem otrzymywania [160,180]-fosforanéw nukleozyddw jest
stereospecyficzna konwersja tiofosforandw do fosforandéw (66—69). Jedna z
metod polega na aktywacji atomu siarki tak, ze staje sie on dobrg grupg
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opuszczajgcg, zastepowang w procesie podstawienia przez atom tlenu pocho-
dzacy z czasteczki [180]-H 20. Odczynnikami aktywujgcymi moga by¢ bromo-
cyjan (66), N-bromoimid kwasu bursztynowego (67) i brom (68). Reakcja ta
przebiega z wysoka stereospecyficznoscig i wydajnoscia (ok. 80%), za$ produkt
powstaje z inwersjg konfiguracji na atomie fosforu. Umozliwia ona wykorzysta-
nie tiofosforanéw, ktérych metody syntezy zostaty opisane w rozdziale 11-3.
R&zne warianty utlenienia tiofosforanéw XXXII do [IsO]-fosforanéw LXXIX
sg zaprezentowane na Ryc. 21.
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Ryc. 21. Otrzymywanie a-[180]-difosforanow nukleozydow (LXXIX) z (a-tio>-difosforanéw nukleo-
zydow (XXXII) (66 - 69).

\

I11. Oznaczenie konfiguracji absolutnych na atoniach fosforu w chiralnych (160,
1 O,’80J-fosforanach za pomocg metod spektroskopowych

Do chwili obecnej opracowano dwie metody pozwalajgce na ustalenie
konfiguracji absolutnych na atomach fosforu w zwigzkach zawierajgcych
chiralng grupe [160,170,180]-fosforanowg. Obie polegajag na identyfikacji
cyklicznych estréw otrzymanych z badanych substancji chemicznych, w pierw-
szej przy uzyciu 3IP-MRJ, a w drugiej spektrometrii masowej.

I11-1. Zastosowanie 3IP-MRJ

HI-1.1. lu 0.ID,“0|-Fosforuy awn—Mwr»
Metoda pozwalajgca na ustalenie konfiguracji absolutnej na atomie fosforuw
monoalkilo [ 160 , 170 , 180]-fosforanie za pomocg 3,P-MRJ opiera sie na dwéch



102 W. NIEWIAROWSK I [22]

eksperymentalnie stwierdzonych faktach. Po pierwsze, 170 majac liczbe spinowg
5/2 posiada nuklearny, elektryczny moment kwadrupolowy. Oddziatywaniu
spinowemu pomiedzy jadrami 70 i 31P towarzyszy szybka relaksacja tych
drugich powodujgca, ze sygnat w widmie 31P-MRJ ulega tak znacznemu
poszerzeniu, iz obserwowanym efektem wigzania 170 z 31P jest zanik linii
rezonansowych, co umozliwia fatwiejszg analize sygnatéw pochodzacych od
fosforan6w nie zawierajacych izotopu 170 (63—65). Po drugie IsO zwigzany z
fosforem wywotuje efekt przesuniecia izotopowego w kierunku wyzszego pola, w
stosunku do sygnatu nieznaczonego fosforanu (79,80). Wynosi on od 0.01 (Jo0.04
ppm ijest Scisle zwigzany z charakterem wigzania P-O. W przypadku podwoj-
nego wigzania osigga wiekszg warto$¢ w ramach ww. przedziatu. Zjawisko to
ilustruje w sposob przejrzysty eksperyment hydrolizy pieciotlenku fosforu w
wodzie zawierajgcej 50% izotopu IsO. Powstate izotopowo znaczone zwiazki sg
fatwe do odr6znienia za pomocg 3IP-MRJ; wystepujg one w proporcjach
1:4:6:4:1 (Ryc. 22). Ponadto widoczne jest takze, ze znaczone fosforany

P*2023e

P03 P®303°

P0/,3° ”‘39

10Hz (121.5 MHz)

o=*(
Ryc. 22. Schematyczny obraz widma 31P-MRJ (121,5 MHz) fosforanéw zawierajacych izotop tlenu
IsO w réznych ilosciach (63).

absorbujg w wyzszym polu niz nieznaczone (widmo zastato wykonane przy
czestotliwosci 121.5 MHz). W tym przypadku kazdy z izotopéw IsO zwigzany z
atomem fosforu powoduje zwiekszenie wartosci przesuniecia chemicznego w
kierunku wyzszego pola o 0.02 ppm. Wielko$¢ przesuniecia zalezy od rodzaju
podstawnikéw i sposobu ich zwigzania z fosforem. Ilustruje to zastosowanie
wartosci przesunie¢ chemicznych wybranych estréw [IsO]-fosforanowych,
przedstawione w Tabeli 2 (63).

Analiza konfiguracji monoestru 6-[160,170,180 ]-a-fosforanu glukozy
(LXXX) polega najego przeksztatceniu wdwa cykliczne, szesciocztonowe triestry
kwasu fosforowego. W tym celu niezbedna jest aktywacja grupy fosforanowe;j
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Tabela 2
Wartosci przesunie¢ chemicznych dla estréw [,8]-fosforanowych (63)
(o = m)

Badany ester Warto$¢ AS (162 MHz)

Hz ppm
(MeO)P =® 5.83 0.036
(Me0)P (#)0© 4.74 0.029
MeOPCO)#29 3.72 0.023
200P—+# —ADP 3.38 0.021

zwigzku LXXX za pomoca difenylochlorofosforanu (XXXVIII), powodujgca
powstawanie 6-(a-[+70,180]-/?-difenylo)difosforanu D-glukozy jako produktu
przejsciowego, ktdry nastepnie poddany jest reakcji z tert-butanolanem potaso-
wym. Odczynnik ten bedacy silng zasada, generuje ujemny tadunek na atomie
tlenu-4, powodujac jego atak nukleofilowy na atom a-fosforu wywotujacy
odejscie grupy difenylofosforanowej i zamkniecie szesciocztonowego pierscienia,
zgodnie z mechanizmem SN2(P). W etapach cyklizacji 6-(a-[160,n0,180]-
-/?-difenylo)difosforanu D-glukozy kazdy z izotopdw tlenu (oprécz tworzacego
wigzanie estrowe) wraz z grupg opuszczajgca odrywa sie z tym samym
prawdopodobienstwem, bowiem kinetyczny efekt izotopowy jest bardzo niezna-
czny. lzotopy tlenu zajmuja po cyklizacji fosforanu glukozy pozycje aksjalng lub
ekwatorialng. Cykliczne diestry sg nastepnie metylowane, co powoduje powsta-
nie aksjalnych i ekwatorialnych triestrow typu LXXXla—LXXXI1 (Ryc. 23).
Zwigzki LXXXla—LXXXIf zostang utworzone w wyniku cyklizacji przebie-
gajacej z retencja konfiguracji na atomie fosforu, za§ LXXXIg—LXXXI1
powstajg jako rezultat inwersji. Jezeli izotopowe wzbogacenie powstatych
izomeréw wynositoby 100%, w widmie 31P-MRJ widoczne beda tylko te z nich,
ktére nie zawieraja 170, a wiec LXXXla i LXXXId lub LXXXIg i LXXXIj. IsO
zwigzany z fosforem wigzaniem pojedynczym wywotuje mniejszy efekt izotopo-
wy niz zwigzany podwajnie, dlatego tez przesunigcie chemiczne LXXXla bedzie
mniejsze, niz LXXXIg. Na tej samej zasadzie takze LXXXIj bedzie sie charaktery-
zowat nizszg wartoscig efektu izotopowego, niz LXXXId. Roéznica pomiedzy
triestrami ekwatorialnymi i aksjalnymi wynosi ok. 2 ppm. Oznacza to, ze
zidentyfikowanie konfiguracji nie wymaga wczesniejszego rozdziatu izomeréw
metodami fizycznymi. Widmo 3IP-MRJ (121.5 MHz) otrzymanych po cyklizacji
i metylacji zwigzkow typu LXXXI przedstawiono nizej (Ryc. 24.). Kazdy z
triestrow wystepuje w konfiguracji cis- lub trans-, odpowiadajg mu wiec dwa
sygnaly. Z zaprezentowanego widma wida¢, ze LXXXIg i LXXXIj sg izomerami,
ktére powstajg w wyniku cyklizacji przebiegajgcej z inwersja konfiguracji na
atomie fosforu (stereospecyficznosé ponad 94%) (12).

Identyczng analize stereochemiczng mozna przeprowadzi¢ cyklizujac
5'-[160,170,180]-AMP (LXXXIII) i metylujagc powstate diestry. Graficzny
obraz utworzonych, szesciocztonowych pierscieni bedzie taki sam jak Ryc. 23.



104 W. NIEWIAROWSKI [24]

0 H,OH
OH
%%P-O

CYKLIZACJA:1(Ph0), POCL/DIOKSAN, 2.Bu3N/
DIOKSAN, 3 tBuOK/Me,NCHO

1 METYLACJA: 18-CROWN - 6/MeJ/ Me,SO

Me®- MeOsp_67, MeO~p.

: o”P.éoi' o 5 o8 |3
LXXXla LXXXIb LXXXlc E
o8l o). osegl, |8

Me0” YO Me0” 0 Me®” O
LXXXId LX¥Xle LXXXIf .

ALBO i

MeO. "Z Me® 5} Me® 6?

0 V= SP0f,
o’ o 0’7\ s
LX0XIg L XXXIh LXXXIT é
2 O |
wl. sl gl |3
] F

Ml 70 .M D el o
LXXXI] LXK LI
0="0
9:=%0

Ryc. 23. Oznaczenie konfiguracji absolutnej [160 ,170 ,140]-fosforanu monoalkilowego, na przy-
kfadzie 6-[160,170,180]-fosforanu glukozy (LXXX) - otrzymywanie triestrow metylowych

(LXXXla-l) (12).

Przyktadem takiego postepowania byto badanie stereochemii reakcji katalizo-
wanej przez kinaze polinukleotydowa wyizolowang z komorek Escherichia coli
B, zainfekowanych bakteriofagiem T4. Jarvest i Lowe otrzymali 5-
-[160, 170, IsO]-fosforan 3'-fosforan adenozyny (LXXXIII), ktéry zdegradowali
nukleazg P-I do 5'-[160,170,180>AMP (LXXXIV) (Ryc. 25) (68). Produkt
LXXXIV poddano kolejnym reakcjom cyklizacji i metylacji, za$ strukture
utworzonych triestrow LXXXV badano za pomocg 31P-MRJ. Obliczone
teoretycznie i uzyskane wielkosci wzgledne sygnatéw dla cyklicznych diestrow

prezentowane sg w Tabeli 3.
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Ryc. 24. Analiza 31P-MRJ (121,5 MHz) mieszaniny triestréw metylowych (LXXXIla-I), ktorych

otrzymywanie prezentuje Ryc. 23; izotop 180 potozony jest ekwatorialnie gdyz gtéwnymi produ-
ktami reakcji sg izomery LXXXIg i LXXXIj (12).

11-1.2. Dfeatry k«M |160 , 18f-forforone|o

Oznaczenie potozenia izotopu IsO w grupie fosforanowej w diastereoizo-
merach cyklicznego 3',5'-[160,180]-dAMP (LXXVII) mozliwe jest dopiero po
metylowaniu powodujacym utworzenie mieszaniny triestrow aksjalnych i ekwa-
torialnych (LXXXVI). Proces ten wymusza nowe rozmieszczenie tadunkéw na
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Tabela 3

Teoretyczne i obserwowane wielkosci wzgledne sygnatéw dla estréw metylowych cyklicznego
3\5’-[]-fosforanu adenozyny (LXXXV) (68) (® = 18).

Estry ekwatorialne Estry aksjalne
; ; Obliczono Obliczono
Typ wigzania Obserwowano Obserwowano o )
retencja inwersja retencja inwersja
MeO—P =0 0.62 0.24 0.24 0.58 0.24 0.24
Me#—P =0 071 1.00 0.65 1.00 0.65 1.00
MeO—P = # 1.00 0.65 1.00 0.69 1.00 0.65
Me#—P = # 0.54 051 0.51 0.55 0.51 0.51

atomach tlenu, identyfikowane poprzez pomiar perturbacji wywotanych obec-
noscia IsO, tj. wzrost wartosci przesuniecia chemicznego dla fosforu zwigzanego
podwojnie z tym atomem. ldealizowane widmo 31P-MRJ (50% wzbogacenia
izotopem IsO) dla mieszaniny triestrow-LXXXVI prezentuje Ryc. 26. Stwier-
dzono takze, ze przesuniecia chemiczne izomerdw estrow etylowych LXXXVII i
benzylowych sg rézne a rdznice te noszg znamiona prawidtowosci (70). W
przypadku estréw etylowych cyklicznego 3',5'-[160,180]-dAMP (LXXXVII)
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Ryc. 25. Objasnienie na str. 107
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Ryc. 25. Badanie stereochemii reakcji fosforylacji katalizowanej przez kinaze polinukleotydowa;
produkt LXXXIII po hydrolizie nukleaza P-l aktywowano difenylochlorofosforanem (XXXVIII),
a nastepnie w wyniku reakcji z tBuOK, przeprowadzono w mieszanine cyklicznych [¥D,170]-
[160,180]-[ 170, 180]-fosforan6w adenozyny (LXXVI), ktére metylowano za pomocg CH3J powo-
dujac utworzenie mieszaniny estréw metylowych cyklicznego [160,170]-, [160,180]- i [ 170 ,480 >
fosforanu adenozyny (LXXXV). Opis reakcji aktywacji, cyklizacji i metylowania znajduje sie w
tekscie; ich gtéwnym produktem jest triester aksjalny co widoczne jest na schematycznym obrazie
widma 31P-MRJ (68).
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Ryc. 26. Schematyczny obraz widma 31P-MRJ (81 MHz) réwnomolowej mieszaniny estrow
metylowych cyklicznego [ 160,480 ]- fosforanu deoksyadenozyny (LXXXVI) (3).

izotop tlenu-18 pojedynczo zwigzany z fosforem, a wiec estrowy powoduje
przesuniecie w gére pola o 0.015 ppm, a zwigzany podwdjnie o 0.040 ppm (81
MHz). Otrzymane dane dotyczace przepisania absolutnej konfiguracji kon-
frontowano z wynikami syntezy chemicznej o znanym przebiegu stereochemi-
cznym, prowadzacej do tych samych produktow (71, 72).

il-13 oHZo, Tol-Difosfonwy nukleozydéw

Oznaczenie konfiguracji absolutnych na atomie fosforu w grupie -a fosfora-
nowej diastereoizomerdéw a-[160,180 ]-difosforandéw nukleozyddéw opierato sie
na regufach zaprezentowanych w rozdziale 111-1.2. Zwigzek a-[IsO]-ADP
(LXXIX) reaguje z Co(NH34(H20 )5+ i tworzy dwa diasterecizomery bedace a,
A-podstawionymi kompleksami kobaltu (LXXXVIII) (Ryc. 27). Powstate pro-
dukty sg trwate i mozna je izolowa¢ chromatograficznie (48). Ich konfiguracje
absolutne oznaczono za pomocg metod krystalograficznych (49).

I11-2. Zastosowanie spektrometrii masowej

Konfiguracje absolutne izotopomerycznych fosforanéw wzbogaconych IsO
0znaczono za pomoca spektrometrii masowej metodami Knowlesa (13) i Steca
(9). Pierwsza z nich polegata na otrzymaniu I-fosforo-1,2-(S)-propandiolu
(LXVI), ktéry po cyklizacji byt metylowany. Utworzenie produktu LXVIII
byto mozliwe gdyz 1,2-(S)-propandiol (LXXXIX) byt substratem dla alkalicznej
fosfatazy katalizujgcej reakcje transfosforylacji poprzez przeniesienie grupy
fosforanowej z kazdego chiralnego monoestru kwasu fosforowego (73). Proces
ten przebiegat z retencjg konfiguracji na atomie fosforu. Po zsyntetyzowaniu,
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Ryc. 27. Otrzymywanie kompleksow kobaltu diastercoizomerdw a-[180]-difosforanu deoksyade-
nozyny (LXXXVIlla-d) (48, 49).

I-fosforo-1,2-(S)-propandiol (LXVIII) byt aktywowany fosforoimidazolidem
difenylowym w obecno$ci 111 rz. zasady, co powodowato zamkniecie pierscienia i
utworzenie z inwersjg konfiguracji trzech pieciocztonowych, cyklicznych fosfora-
now (XC). Kolejnym etapem byto metylowanie diazometanem w celu utworzenia
triestrow syn i anti, a nastepnie po ich rozdzieleniu zbadanie skfadu za pomocg
spektrometrii masowej jondw metastabilnych. Tylko ta technika umozliwita
okreslenie masy jonow, gdyz mieszanina triestréw ztozona byta z réwnej ilosci
zwigzkéw metylowanych na kazdym z izotopéw tlenu (Ryc. 28). Analiza
triestrow jest prostsza, jezeli diestry po potraktowaniu diazometanem rozdzieli
sie chromatograficznie, a nastepnie oznaczy sie wzbogacenie izotopowe od-
powiednich fragmentow.

Procedure takg zastosowano w zespole Steca w celu oznaczenia konfiguracji
cyklicznego 3\5'-[160 ,180]-AMP (LXXVI) (9). W badaniach modelowych nad
stereochemig konwersji PN->PO postuzono sie izomerami cis- i trans-2-fenylo-
amino-2-okso-4-metylo-1,3,2-dioksafosforinanu (XCII). Wiadomo byto bowiem,
z wczesniejszych prac, iz 2-hydroksy-2-okso-4-metylo-1,3,2-dioksafosforinan
ulega alkilowaniu za pomocg fenylodiazometanu z utworzeniem izomerycznych
trans-XClI (¢ 31P—4.5) oraz cis-XClII (¢, 31P—1.0) 2-benzyloksy-2-okso-4-metylo-
-1,3,2-dioksafosforinanéw. Geometrie tych zwigzkéw ustalono na niezaleznej
drodze. Wiadomo byto réwniez, iz fragmentacja trans-XCIl oraz cis-XCIl w
spektrometrii masowej pod wptywem wigzki bombardujacej elektronéw przebie-
ga z rozpadem macierzystego jonu do benzaldehydu oraz jonu pochodnego
M-C7H® +\ Skoro wiec mozliwy byt rozdziatizomeru cis- od trans- za pomoca
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Ryc. 28. Badania stereochemii reakcji fosforylacji 1,2-propandiolu katalizowanej przez alkaliczng
fosfataze —otrzymywanie mieszaniny cyklicznych triestrow XCla-f, ktérej skiad analizowano
stosujgc spektrometrie masowg jonéw metastabilnych (13).

chromatografii cienkowarstwowej, na podstawie analizy widma fragmentacji
masowej mozna byto ustali¢, jakg pozycje zajmowat w alkilowanym za pomocg
fenylodiazometanu produkcie konwersji PN—»PO izotop IsO. W warunkach
konwersji PN-+PO przeprowadzono 2-fenyloamino-2-okso-4-metylo-1,3,2-
-dioksafosforinany (XCII) cis- i trans- w odpowiadajgce im [180]-2-hydro-
ksy-2-okso-4-metylo-1,3,2-dioksafosforinany (XCIII), ktére nastepnie alkilo-
wano fenylodiazometanem. Powstate z kazdego zwigzku XCllla i XCll1b dwie
pary izomerycznych triestréw XCIVa i XCIVd rozdzielono chromatograficznie i
analizowano za pomocg spektrometrii masowej. | tak produkt reakcji cis-XCIl Z
wodorkiem sodowym oraz [i80]-benzaldehydem, XCIII poddany alkilowaniu
za pomocg fenylodiazometanu utworzyt dwa diastereocizomeryczne trie-
stry —jeden z aksjalnie usytuowang w stosunku do pierscienia dioksafosfo-
rianowego grupg benzyloksy- (&31P—7.45 ppm, XCIVa) oraz drugi z ekwatorial-
nie zorientowang grupg benzyloksy- (<531P—5.44 ppm, XCIVb). Zwigzek XClVa
w wyniku fragmentacji masowej ulegt rozpadowi do jonu M-C7HG0 +, m/z =

= 138 co oznaczato, ze izotop IsO zostat wbhudowany w produkt XCIVa, jak i w
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XCllla w pozycje ekwatorialng. Wniosek ten popierat zarazem wynik fragmen-
tacji masowej zwigzku XCIVb —w jego widmie masowym wystepowat
M-C7H60 +, m/z 136 (Ryc. 29). Analogiczna analiza pary zwigzkéw XCIVc i
XCIVd otrzymanej w wyniku benzylowania zwigzku XCillb wykazata, ze
konwersja PN-+PO przebiega z okoto 90% retencja konfiguracji na atomie
fosforu. Uogdlniajgc ten wynik autorzy mogli postulowac przyjecie absolutnej
konfiguracji Sp dla cyklicznego 3',5/-[180]-fosforanu adenozyny tworzacego sie
w wyniku reakcji (Rp)-cyklicznego 3',5'-anilidofosforanu N 6,N6, Or -tribenzoilo-
adenozyny z NaH/[180]-C6H5CHO (74).

OCHPh
T00F,
0\.. NoH/PhCHO 0\ PthNz 07 Vg
O LN Q XClVa
0
cs” - XCll XClila o
>P
0” NaCH,Ph
XCIvh

NaH /PhCH®
4—\\0 NHPh Q PhCHNz XCch

.tmns -xcu XClilb Qo\p

e-'% XCIVd

Ryc. 29. Oznaczenie konfiguracji absolutnych [180]-2-hydroksy-2-okso-4-metylo-1,3,2-dioksafo-
sforinanéw (XCllla i XCllIb); produkty XCIVa—XCIVb powstate po reakcji zwigzkéw XCllla
i XCllIb z PhCHNZ2 identyfikowano za pomocg spektrometrii masowej (9).

OCH2Ph

1V. Uwagi korcowe

Przedstawiony powyzej przeglad metod syntezy oraz stereochemicznej
analizy P-chiralnych fosforanéw ze szczeg6lnym uwzglednieniem fosforanéw
nukleozydéw, stanowi, zdaniem autora, istotne uzupetnienie poprzedniego
opracowania dotyczacego wykorzystania tego typu potgczen do badan mecha-
nizmow enzymatycznego przenoszenia grupy fosforanowej lub nukleotydylowej
(75). Metoda stereochemiczna, obok rentgenografii strukturalnej, dostarcza
najpewniejszych dowoddw na udziat badz brak udziatu kowalencyjnego kom-
pleksu enzym-substrat w przebiegu reakcji enzymatycznej.
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W wielu przypadkach jest to jedyna metoda uzyskania informacji o naturze
oddziatywan pomiedzy centrum aktywnym enzymu i substratem fosforanowym.
Posiada to szczegdlng wymowe z uwagi na wage jakg enzymatyczne reakcje
przeniesienia grup fosforanowych spetniajg w metabolizmie zywych orga-
nizmow. .

Autor dziekuje Pani Prof. dr hab. Zofii ZieliAskiej i Panu Prof. dr hab.
Wojciechom J. Stecowi za pomoc przy opracowaniu artykutu.

Artykut otrzymano 4 grudnia 1986 r.
Zaakceptowano do druku 7 wrze$nia 1987 r.
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RECENZJE

Jurgen Lasch

,»Enzymkinetik”; Eine Einfihrung fur Biochemiker, Mediziner, Biologen, Chemiker und Pharmaceuten; Seria ,,Bausteine der
modernem Physiologie”. Veb Gustav Fischer Verlag Jena, 1987, 148 stron, 62 ilustracje, 18 tabel.

Ksigzka Jurgena Lascha jest podrecznikiem Kinetyki enzymatycznej, majacej wypetic¢ luke
miedzy podrecznikami omawiajgcymi ten temat bardzo pobieznie i obszernymi opracowaniami
monograficznymi, ktére duza ilo$¢ rozwazan teoretycznych czyni trudnym materiatem do nauki dla
poczatkujacych. Autor proponuje zwiezty opis podstaw kinetyki, koncentrujacy sie na przygotowa-
niu czytelnika do praktycznego prowadzenia badan kinetycznych. Wprowadzenie poprzedza cztery
rozdziaty, z ktérych pierwszy omawia zasady kinetyki chemicznej, dwa nastepne poswiecone sg
enzymatycznej kinetyce hiperbolicznej (takze enzymoéw wielosubstratowych) i niehiperbolicznej,
charakterystycznej dla zjawisk kooperatywnosci i allosterii, a ostatni wprowadza w kinetyke
enzymoéw unieruchomionych w fazie stalej, kinetyke niestacjonarng, kinetyke prestacjonarna
(badang metodami szybkiego mieszania) oraz Kinetyke relaksacyjng. W rozdziale po$wigconym
kinetyce hiperbolicznej autor poswieca wiele miejsca kinetyce inhibicji enzyméw przez inhibitory
odwracalne i nieodwracalne.

Duzg zaletg omawianej pozycji jest jasno$¢ wyktadu, bogato ilustrowanego rysunkami i
przyktadami konkretnych badan. Autor potrafit uczyni¢ kinetyke enzymatycznag, opartg na
modelowaniu matematycznym, dostepng dla czytelnikéw posiadajacych podstawowg tylko znajo-
mos$¢ matematyki. Te starannie wydang ksigzke mozna poleci¢ studentom i badaczom réznych
dziedzin biologii, a zwfaszcza biochemii, oraz medycyny i farmakologii. Z uwagi na zupetny brak
podrecznikéw kinetyki enzymatycznej na naszym rynku, zyczy¢ by sobie nalezato, aby ksigzka
J. Lascha mogta by¢ wydana w jezyku polskim. Aby oceni¢ zapotrzebowanie na taki podrecznik
warto zwrdci¢ uwage na fakt, ze konieczno$¢ wykonywania pomiaréw enzymatycznych wystepuje
dzi$ zaréwno w badaniach naukowych (biéchemia, fizjologia, medycyna, farmakologia) oraz w
medycznych badaniach diagnostycznych, jak i w produkcji przemystowej (biotechnologia).

Wojciech Rode
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SPRAWOZDANIA

W dniu 18 maja 1987 roku odbyto sie w sali wyktadowej im. W. Mozotowskiego w Akademii
Medycznej w Gdansku uroczyste posiedzenie Gdanskiego Oddziatu Polskiego Towarzystwa
Biochemicznego poswigcone pamieci honorowego cztonka PTBioch. prof. Wiodzimierza Mozotow-
skiego. Zaproszonym prelegentem i Gosciem Towarzystwa byt prof. dr med. dr fil. Robert Ammon,
emerytowany profesor z Uniwersytetu Saary w Hamburgu, RFN.

Prelekcja prof. Ammona sktadata sie z dwéch czesci. W pierwszej zatytutowanej ,,Moje spotkania
z Wtodzimierzem Mozotowskim” ustyszeli$my wspomnienia o osobistych kontaktach prof. Ammona
z prof. Mozotowskim datujacym sie od roku 1927. Wtedy to, przed 60 laty spotkali sie oni w
laboratorium Ernesta Jézefa Lessera jako mtodzi biochemicy zaangazowani w pionierskie badania
nad glikoliza i metabolizmem nukleotydéw purynowych. Jeden z nich —uczeh Jakuba Karola
Pamasa ze Lwowa, a drugi —wspdtpracownik czotowych éwczesnych biochemikéw niemieckich
zblizyli sie do siebie nader serdecznie. Tak utozyly sie dalsze losy, ze Robert Ammon bedac od 1939
roku profesorem chemii fizjologicznej w Krélewcu, w okresie od 1944 do 1945 roku wyktadat chemie
fizjologiczng w 6wczesnej ,,Medicinische Akademie” w Gdansku. To wiasnie te placowke naukowa,
juz w polskiej ,,Akademii Lekarskiej” objat w 1945 roku Wiodzimierz Mozotowski po opuszczeniu
USB w Wilnie. Osobiste i listowne kontakty pomiedzy Robertem Ammonem i Wiodzimierzem
Mozotowskim utrzymaly sie takze i w latach powojennych, o czym ciekawie opowiadat prof. Ammon.

Druga cze$¢ prelekcji stanowit wyktad p.i. ,,Naturalne trucizny w pozywieniu cztowieka”. Byta to
interesujgca opowie$¢ o chemii i dziataniu niektérych zwigzkéw zawartych w naturalnych
pokarmach, jak toksyny bakteryjne i mykotoksyny, wystepujacy w miodzie z kwiatow azalii i
rododendronu, glukozyd andromedotoksyna (Turcja) lub tetrotoksyna i saksytoksyna z pewnych
gatunkéw ryb i matzy (Japonia). Szczeg6lne zainteresowanie zebranych wzbudzity obserwacje
wspotpracownikéw prof. Ammona poczynione w Krélewcu nad tzw. ,,chorobg zalewowg” wystepu-
jaca u ludzi spozywajacych wegorze wytawiane w Zalewie Kuronskim. Objawem tego schorzenia
byta mioglobinuria, ale patogeneza tego objawu nie zostata zidentyfikowana. Wykiad zawierat
ponadto wiele historycznych przyktadéw zatrué¢ toksynami pokarmowymi, a takze problemy
zwigzane z truciznami obecnymi we wspoétczesnych pokarmach i uzywkach.

Byt to pierwszy z wyktadéw dedykowanych pamieci profesora Wiodzimierza Mozotowskiego,
ktére to wyktady Oddziat Gdanski postanowit organizowac corocznie.

doc. dr hab. Wiestaw Makarewicz
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