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Od Redakcji

Kwartalnik Postepy Biochemii, publikujac prace przegladowe w dziedzinie
biochemii i nauk pokrewnych, ilustruje w pewnej mierze zainteresowania
naszego Srodowiska. Tematyka Postepéw Biochemii jest ipso facto zréznico-
wana. Wiele prac nadsytajg Autorzy spontanicznie, inne — w efekcie indywidual-
nych zaproszen lub konsultacji z organizatorami sympozjow i konferenciji.
Redakcja stara sie zbiera¢ artykuty tematycznie, dba jednak by prace zaakcep-
towane kierowa¢ do biezgco sktadanych zeszytow.

Wszystkie prace nadchodzace do Redakcji podlegajg ocenie specjalistow, co
najczesciej pocigga za sobg koniecznos$¢ uzupetnien i weryfikacji autorskich.
Kolejne zeszyty Postepdéw Biochemii sktadane sg w PWN z wyprzedzeniem
nominalnie p6trocznym, cykl wydawniczy jednak znacznie przekracza pét roku.
W tej sytuacji formowanie zeszytdw monotematycznych, jak czasem sugerowano
Redakcji, oznaczatoby przetrzymywanie czesci artykutéw w tece redakcyjnej do
czasu otrzymania pozostatych i przecigganie cyklu ich publikacji o dodatkowy
kwartat, lub dtuzej. Dlatego to Redakcja inicjuje co pewien czas publikacje serii
artykutow, niekiedy rozciggnietg na kilka kolejnych zeszytoéw. I tak, w 1985 roku
rozpoczeliSmy serie artykutdw n.t. neuropeptyddw, a w 1987 — serie prac n.t.
peptydowych czynnikéw wzrostowych. W obecnie przedktadanym Czytelnikom
zeszycie rozpoczynamy krotka serie prac n.t. efektéw biologicznych rodnikow
ponadtlenkowych. W najblizszych zeszytach za$ bedg to serie n.t. kinaz i fosfataz
biatkowych oraz réznych aspektéw transportu przez btony biologiczne.
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ARTYKULY

RYSZARD FARBISZEWSKI *

Czynniki wzrostowe pochodzenia mdzgowego

Brain — derived growth factors (BDGF-s)
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IV. Intracellular mechanism action of BDGF and their biological role
V. Concluding remarks

Wykaz stosowanych skréotéw: BDaFGF — kwasny czynnik wzrostu fibroblastéw pochodzacy z
mézgu, BDbFGF — zasadowy czynnik wzrostu fibroblastow pochodzacy z mézgu, ECGF —
czynnik wzrostu komérek srédbtonkowych, EGF — naskérkowy czynnik wzrostowy, NGF —
czynnik wzrostu nerwu, PDGF — czynnik wzrostu ptytek krwi, pi — punkt izoelektryczny, Mr —
— masa czasteczkowa.

. Wstep

Tkanke mézgowg od dawna uwazano za zrodto aktywnos$ci mitogennej [1].
Jednak dopiero w ostatnim dziesiecioleciu tkanka ta postuzyta jako materiat do
izolowania i oczyszczania czynnikdw wzrostowych.

Czynniki wzrostowe pochodzenia mézgowego roznig sie strukturalnie i
funkcjonalnie od czynnika wzrostu nerwu (NGF), pobudzajgcego komorki
nerwowe do tworzenia neurytéw, a ktoérego budowe chemiczng i funkcje
biologiczng opisali w Postepach Biochemii Sieron i Lewin-Kowalik
[2]. Ten czynnik wzrostu zostat rowniez zidentyfikowany w mozgu, gdzie jest
syntetyzowany przez komorki astrogleju w obszarach zawierajgcych choliner-

* Prof. dr hab., Zaktad Chemii Nieorganicznej i Analitycznej Akademii Medycznej, ul.
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262 R. FARBISZEWSKI [2]

giczne zakonhczenia nerwowe [3—7]. Wiele struktur moézgu wykazuje zdolnosé
syntezy czasteczek analogicznych do NGF, ktore sg istotne dla wzrostu i
przezycia neurondéw niewrazliwych na NGF [3]. Sg to czynniki troficzne
odpowiedzialne za prawidtowy rozwoj i funkcje autonomicznego uktadu ner-
wowego i ktorych aktywnos$¢ badana w ekstraktach tkankowych ulega wzmo-
zeniu w warunkach doswiadczalnych uszkodzen mozgu.

Il. lzolowanie, oczyszczanie i struktura BDGF

Pierwsza probe izolowania i oczyszczania czynnikow wzrostowych z przy-
sadki mdézgowej wotu podjagt Gospodarowicz i wsp. [8]. Poczatkowo
sadzono, ze czynniki wzrostowe pochodzace z tej tkanki powstajg z biatka
zasadowego mieliny w drodze ograniczonej proteolizy [9]. Wkrétce Thomas
i wsp. wykazali, ze zaden z czynnikdw wzrostowych mézgu nie pochodzi z
degradacji biatka zasadowego mieliny [10], co tez potwierdzili inni [11], Z
podwzgdrza wyizolowano dwa czynniki wzrostu: jeden o charakterze kwasnym
zwany ,.kwasnym czynnikiem wzrostu fibroblastéw” (ang. Brain-derived acidic
FGF), wykazujacy dziatanie gtownie na komorki $rodbtonkowe, drugi o
charakterze zasadowym zwany ,,zasadowym czynnikiem wzrostu fibroblastow
FGF” (ang. Brain-derived basic FGF) o szerszym spektrum dziatania. Aktyw-
nos¢ obu czynnikéw wykazano gtéwnie na komdrkach pochodzenia mezo-
dermalnego: fibroblastach, stagd nazwa kwasny lub zasadowy czynnik wzrostu
fibroblastow. Czynniki te zidentyfikowano po oczyszczeniu na kolumnach
wypetnionych zelem Sepharose sprzezonym z heparyng [12, 13]. Podobne
czynniki wzrostowe z ludzkiego i wotowego mézgu wyizolowano w réznych
laboratoriach [14— 17]. Dotychczas jednak nie wykazano identycznosci , kwas-
nego FGF” z czynnikiem wzrostu wigzagcym heparyne.

Procedure izolowania i oczyszczania BDGF na duzg skale opisat po raz
pierwszy Huang i wsp. [18]. Uzyskat on dwa preparaty BDGF w stanie
homogennym, stosujgc frakcjonowanie siarczanem amonu, rozdziat chroma-
tograficzny na CM-Sephadex C-50, nastepnie rozdziat na sulfonowanym Sep-
hadex G-50 iz kolei na zelu Sepharose 4 B sprzezonym z heparyna. Oba czynniki
wzrostu eluowane sg w ostatniej fazie rozdziatu, odpowiednio przy stezeniu 1.2 i
16 M NaCl. Sg to kwasne biatka o pi wynoszacym 5.7, rGznigce sie masg
czasteczkowa. Zbudowane sg z pojedynczego taricucha peptydowego, pierwszy
nazywany przez autora BDGF-A posiada mase 16000 drugi BD GF-B— 17000.
Czynniki BDGF wykazuja te samg specyficzng aktywnos$¢ mitogenng i reagujg z
przeciwsurowicg mysig przeciw BDGF-A. Oba czynniki dziatajg na fibroblasty,
komorki srédbtonkowe aorty i naczyn krwionosnych, osteoblasty, chondrocyty,
komorki nabtonkowe, glejowe i komorki miesni gtadkich z r6zng aktywnoscia
mitogenna.

Cechg charakterystyczng czynnikow wzrostu pochodzenia mézgowego jest
ich najaktywniejsze oddziatywanie na komarki glejowe: astrocyty i oligodendro-
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cyty oraz komérki srédbtonkowe aorty i naczyn krwionosnych wobec ktérych
inne czynniki wzrostowe jak EGF i PD GF nie wykazujg dziatania [10,19,21]. Te
ostatnie, dobrze scharakteryzowane, sg poteznymi mitogenami dla komdrek
tkanki tacznej.

Przyfgczenie znakowanego jodem BDGF do komdrek srodbtonka aorty
wotowej osigga rownowage w ciggu niespetna 15 min. [18,22]. Uwaza sie, ze oba
czynniki BDGF-A i BDGF-B wigzg sie z tymi samymi miejscami biatka
receptorowego komérek srédbtonka i komorek glejowych [18]. Stwierdzono, ze
czynniki wzrostu: BDGF, EGF i PDGF sg aktywne wobec fibroblastow i
komorek miesni gladkich, stymulujg one jednak wigczanie 3H-tymidyny do
DNA z rdzng szybkosciag (najstabiej dziata BDGF). Na komorki nabtonkowe
czynniki BDGF wywierajg mniejszy wptyw stymulujacy niz EGF [19], prawdo-
podobnie ze wzgledu na mniejsze powinowactwo receptora do BDGF.

Specyficznos¢ komorkowa oraz wiasciwosci fizyczne i chemiczne (pi i Mr)
czynnikéw wzrostowych pochodzenia mozgowego sprawiajg, ze sa one bardzo
podobne strukturalnie do kwasnego czynnika wzrostowego, wyizolowanego z
podwzg6rza, zwanego ,kwasnym czynnikiem wzrostu fibroblastow” (ang.
brain-derived acidic fibroblast growth factor— BDaFGF) [10, 11] oraz czyn-
nika wzrostu komdrek srédbtonkowych (ang. endothelial cell growth factor —
ECGF) pochodzacego z mozgu [12, 13, 23]. Czynniki BDGF natomiast roznig
sie strukturalnie od zasadowego czynnika fibroblastéw wyizolowanego z
podwzgdrza (ang. brain-derived basic fibroblast growth factor— BDbFGF).
Ro6znice te dotycza punktu izoelektrycznego, immunoreaktywnosci, wspotza-
wodniczenia z innymi czynnikami oraz stymulacji syntezy DNA [24]. Z
poréwnania sekwencji aminokwaséw kwasnego i zasadowego czynnika wzrostu
(BDaFGF i BDbFGF) wynika, ze tylko 20 reszt aminokwasowych jest w nich
identyczna [17]. Sadzi sie, ze BDaFGF i BDbFGF sg strukturalnie rézne, ale
pochodzg ze wspdlnego prebiatka, z ktérego wywodzg sie réwniez interleukina-1
(11-1) oraz czynnik peptydowy, indukujacy produkcje interferonu w ludzkich
fibroblastach hodowanych in vitro [25]. Interferony jako nieklasyczne hormony
tkankowe wspoétdziatajgce z czynnikami wzrostowymi opisane zostaty w Poste-
pach Biochemii przez A.D. Inglot [26],

Nalezy podkresli¢, ze wiele neuropeptydéw o niskiej masie czgsteczkowej
cechuje sekwencja bardzo zblizona do fragmentu sekwencji czynnika BDGF
pochodzgcego z mbzgu wotowego. | tak dekapeptyd wystepujacy w kolejnosci od
N-konca (od 101 do 111) ma skiad i sekwencje zblizong do neuromedyny C i K
oraz substancji P i K, znanych neuropeptydéw osrodkowego i cbwodowego
uktadu nerwowego [17]. Peinig one funkcje neuroprzekaznikéw impulsow
nerwowych w neuronach czuciowych [27], a ponadto stymulujg synteze DNA i
wzrost komaérek miesni gtadkich tkanki tgcznej [28].

Inhibitorami czynnikbw BDGF sg polizasadowe peptydy np. polilizyna i
poliarginina. Cytochrom C, ktérego pi wynosi 11.7 nie wykazuje jednak wptywu
hamujacego na zdolno$¢ wigzania 1251-BDGF z receptorami [29]. Wydaje sie
wiec, ze odpowiednie skupienie reszt aminokwaséw zasadowych wydaje sie
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odpowiadac za inhibitorowe dziatanie biatek zasadowych. Natomiast protami-
na, ktéra jest inhibitorem wigzania 1251-BDGF z receptorem, a zarazem
aktywnosci mitogennej, niejest inhibitorem wigzania EGF z biatkiem receptoro-
wym [29]. Protamina wigze BDGF na drodze elektrostatycznej interakcji
tworzac kompleks: protamina 1251-BDGF. Jest interesujace, ze protamina jest
skutecznym inhibitorem angiogenezy, w ktérym to procesie proliferacja komé-
rek $rodbtonkowych ma kluczowe znaczenie [30], a czynniki wzrostowe
uwalniane z tych komdrek odgrywajg istotng role w unaczynieniu tkanek [31].

I11. Wigzanie BDGF z receptorami

Biatko receptorowe wigzace BDGF w komérkach docelowych np. w
komdrkach $rédbtonkowych i fibroblastach posiada odmienne wiasciwosci od
biatek wigzacych EGF i PDGF. Czas wymagany do osiggniecia stanu réwno-
wagi wigzania 1251-BDGF z receptorami komdrek $rédbtonkowych wynosi
mniej niz 15 min, podczas gdy czas wymagany do osiagniecia stanu réwnowagi
wigzania 1251-BDGF z receptorami fibroblastéw mysich Swiss 3T3 wynosi okoto
1 godziny [32—34]. Ponadto liczba miejsc receptorowych wigzacych BDGF w
fibroblastach jest znacznie nizsza liczba miejsc wigzacych PDGF i EGF.

Wigzanie znakowanego 1251-BDGF z receptorami i elektroforeza na zelu
polyakryloamidowym z SDS wykazata, ze wzgledna masa czasteczkowa biatka
receptorowego wynosi okoto 135000. Biatko to wykazuje aktywno$¢ tyrozyno-
-swoistej kinazy [29]. Sekwencja aminokwasowa wewnatrzbtonowej czesci
receptora BDGF wydaje sie¢ by¢ homologiczna z biatkowa kinaza tyrozynowa
jaka wystepuje w receptorze wigzacym EGF lub produkcie onkogenu src.

Zmiany powinowactwa i liczby receptoréw wiazacych czynniki wzrostowe
oraz zmiany wywotane poprzez internalizacje komplekséw ligand-receptor
moga modyfikowa¢ odpowiedz komdrkowa. ROwniez zmiana struktury recep-
torbw w wyniku dziatania ligandéw heterologicznych moze w zdecydowany
spos6b modulowaé mechanizmy odpowiedzi komorek docelowych.

Konsekwencja dziatania czynnikdéw wzrostowych na komorki oprécz zmian
metabolicznych sg zmiany organizacji cytoszkieletu. Opisat je poprzednio w
Postepach Biochemii Z. Pietrzkowski [35].

IV. Wewnatrzkomérkowy mechanizm dziatania czynnikéw BDGF
i ich rola biologiczna

Odpowiedz komorki na wiekszo$¢ czynnikéw wzrostowych nastepuje po ich
zwigzaniu z biatkiem receptorowym i wewnatrzkomdrkowym przekazaniem
sygnatu mitogennego. Bezposrednia interakcja BDGF ze swoistym receptorem
wywotuje kaskade reakcji chemicznych, ktérych wynikiem jest wzrost komor-
kowy. Przeniesienie sygnatu mitogennego do jadra komorkowego odbywa sie
podobnie jak w przypadku dziatania PDGF i EGF [29]. BDGF wigze sie z
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czeScig zewnatrzbtonowa receptora, powoduje stymulacje wewnatrzblonowe;j
czesci receptora, ktéra wykazuje aktywno$¢ tyrozyno-swoistej kinazy. W wyniku
stymulacji dochodzi do autofosforylacji receptora biatkowego o Mr 135 000. Jest
interesujace, ze fosforylacja tego biatka maleje przy stezeniu BDGF wigkszym niz
40 pM. Wysokie stezenia BDGF w $rodowisku in vitro wykazujg hamujacy
wplyw na aktywno$¢ Kkinazy biatkowej. Wartym podkre$lenia jest fakt, ze
rozmaite procesy biochemiczne, zachodzace w tkance mézgowej, jak biosynteza i
uwalnianie neurotransmiteréw, aksoplazmatyczny transport, generacja post-
synaptycznych potencjatdw, przewodnictwo kanatéw jonowych, ksztat i ruch-
liwo$¢ neuronéw, rozwdj i utrzymanie ich zréznicowanego charakteru sg
konsekwencja fosforylacji wielu biatek, zawartych w tej tkance [36].

Ostatnio wykryto czynniki BDGF w neuronach [37]. Badania, w ktorych
zastosowano wysokospecyficzng mysig surowice przeciwko BDGF do bez-
posredniego barwienia immunofluorescencyjnego potwierdzity ich wystepowa-
nie w neuronach kory mézgowej wotu [38]. Przyczym nadal nie jest pewne czy
czynniki te sg produkowane w neuronach czy w innych komarkach, a nastepnie
przenoszone na drodze dyfuzji do neuronéw. Ich obecno$¢ w nerwiaku
(neuroblastoma) wydaje sie wskazywac, ze czynniki BDGF sg produkowane w
neuronach. Jednak ekspresja czynnikéw wzrostu w komérkach nowotworéw
ztosliwych moze by¢ odmienna od tej, w odpowiednikach komoérek prawid-
towych.

Czynniki BDGF wykazujg silne dziatanie mitogenne na komorki gleju,
astrocyty [19, 22, 39]. JeSli czynniki te bylyby produkowane przez neurony,
mogtyby spetnia¢ bardzo istotng role we wzroscie komérek astroglejowych i w
proliferacji oligodendrocytéw skapowypustkowych gleju— zwlaszcza, ze neu-
rony kontaktujg sie zjednej strony z astrocytami, a z drugiej ze $ciang naczyn. Sg
dane wskazujace, ze neurony moga dostarcza¢ substancji, ktore stymuluja
podziat i wzrost oligodendrocytow [40, 41], a czynniki wzrostowe uwalniane z
neurondw przyczynityby sie do ich przezycia i wydtuzenia wypustek osiowych
[42]. Jezeli dane powyzsze zyskalyby potwierdzenie, oznaczatoby to, ze rola
czynnikéw BDGF w przekazywaniu w sposob autokrynowy systemu informa-
cyjnegojest bardzo istotna we wzro$cie neuronu, podczas prawidtowego rozwoju
osrodkowego uktadu nerwowego. Sadzi¢ mozna, ze czynniki BDGF majg
szczegdlne znaczenie w niedojrzatej tkance moézgowej. Wykazano bowiem w
badaniach in vitro, ze neuroblasty mézgu szczuréw i pisklagt w okresie zarod-
kowym wykazujg zdolno$¢ proliferacji (43—46). Stwierdzono réwniez, ze
ekstrakt tkanki moézgowej przyspiesza réznicowanie komarek glejowych [47].

V. Podsumowanie
Jak przedstawiono powyzej czynniki wzrostowe pochodzenia mozgowego

(BDGF) sa biatkami zbudowanymi z pojedynczego tafncucha peptydowego,
posiadajgcymi $rednig mase czasteczkowg 16000— 17 000. Dziatajg one na rézne
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typy komorek z rézng aktywnoscig mitotyczng. Fizjologiczna funkcja czyn-
nikbw BDGF jest istotna we wzroScie komérek wystepujacych w tej tkance:
2neurondw, astrocytéw i oligodendrocytéw. Ich aktywno$¢ troficzna ma szcze-
gblne znaczenie podczas réznicowania i dojrzewania komdrek glejowych i w
czasie prawidtowego rozwoju osrodkowego ukiadu nerwowego. Czynniki te
przyczyniaja sie do przezycia komorek nerwowych i wydiuzania wypustek
osiowych, otaczanych przez mieline. Lokalizacja ich w tkance moézgowej
sugeruje, ze moga odgrywac¢ wazng role regulacyjng w przekazie informacji
biologicznej do komérek docelowych réznych typéw tej tkanki.

Opracowanie wykonane w ramach tematu finansowanego z CPBR 11.08/12/11/88.

Artykut otrzymano 7 maja 1988 r.
Zaakceptowano do druku 10 czerwca 1988 r.
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WLODZIMIERZ KOROHODA>*

Badania wzrostu, roéznicowania i transformacji nowotworowej
komorek zwierzecych i ludzkich—poglady i tendencje : 1985— 1988

Studies on growth, differentiation and neoplastic transformation of animal and
human cells — views and trends: 1985— 1988

Artykuty zawarte w zeszytach 2-433 tomu ,,Postepéw Biochemii” oparte sg
na materiatach referatow wygtoszonych podczas XXI Zjazdu Polskiego Towa-
rzystwa Biochemicznego, ktory odbyt sie we wrze$niu 1985 roku w Krakowie.
Zagadnienia zwigzane z regulacjg wzrostu i r6znicowania komaérek zwierzecych
przedstawiono w tych artykutach w oparciu o dostepne wéwczas wyniki badarn i
dyskutowane przed trzema laty hipotezy. Od tego czasu nastgpit znaczny postep
w analizowaniu i wyjasnianiu omawianych tutaj zagadnien. W przekonaniu
piszgcego te uwagi zapoznanie sie zzamieszczonymi wtych zeszytach artykutami
referatowymi powinno zatem nie tyle zapozna¢ Czytelnika z aktualnym stanem
wiedzy, ile utatwi¢ Mu zaznajomienie sie¢ z podstawowymi zagadnieniami,
metodami badan, terminologig i hipotezami zwigzanymi z analizg mechanizmow
proceséw zaangazowanych w regulacje wzrostu i roznicowania komérek.
Ponizej chciatbym zwroci¢ uwage Czytelnikéw na kilka nowych aspektéw tych
badan, ktdre, sygnalizowane juz w niektorych z tutaj publikowanych artykutow,
dopiero w latach 1986— 1988 znalazty sie w centrum zainteresowania badaczy.

Uderzajacqg zmiang w analizie zjawisk regulacji wzrostu i réznicowania
komorek jest szybko postepujaca integracja dotychczas odrebnych kierunkéw
badan. Badania dotyczgce regulacji cyklu komoérkowego, stymulacji syntezy
DNA w komorkach spoczynkowych, ekspresji genéw roznicowania, ekspresji
protoonkogendéw komoérkowych, budowy chemicznej i mechanizmdéw oddziaty-
wan hormonow i czynnikéw wzrostowych na komorki, mechanizmu dziatania
promocyjnych czynnikéw na transformowane komdarki (np. kwasu forbolowego
i jego pochodnych), mechanizméw wzajemnych oddziatywan na siebie konta-
ktujacych sie ze soba komoérek — wszystkie te dotychczas odrebne kierunki
badan scisle sie ze sobg zazebily i, jak to sie ostatnio coraz wyrazniej ujawnia,
prowadzg do analizy z rozmaitych stron, ale tych samych proceséw. Sg nimi
tancuchy reakcji odpowiedzialne za odebranie przez komadrke sygnatéw z jej
Srodowiska dzieki obecnosci przy powierzchni btony specyficznych receptoréw,

* Prof. dr hab., Instytut Biologii Molekularnej, Uniwersytet Jagiellonski, Al. Mickiewicza 3,
30-120 Krakéw
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przetworzenie i wzmocnienie tych sygnatow w btonie, przekazanie nastepnych
sygnatébw do cytoplazmy, a wreszcie do jadra, gdzie nastepuje odpowiedZ w
postaci zmiany ekspresji genéw, ktdrych produkty regulujg zwrotnie fenotyp i
funkcje komorki, wiaczajac w to receptorowe funkcje btony komorkowej.

W publikowanych w zeszytach 2—3i4 tomu 33/1987 ,,Postepéw Biochemii”
artykutach wieksza uwage zwrdcono na czynniki wzrostowe niz na czynniki
ograniczajagce wzrost, z ktorych szerzej omoéwiono tylko interferony i transfor-
mujace czynniki beta. W ptynach ustrojowych obecnych jest wiele czynnikéw
pobudzajacych i hamujacych wzrost, wydzielanych przez komdérki. Subtelna
réwnowaga miedzy oddziatywaniem tych czynnikéw na dana komoérke warun-
kuje jej zachowanie sie w organizmie. Rowniez ,starzenie sie” i ,,$miertelnosé”
komorek w hodowlach in vitro okazaty sie zalezne od takich oddziatywan, gdyz
prawidtowe komérki zwierzece hodowane w ptynach bez surowicy okazaty sie
nieSmiertelne. Molekularne mechanizmy dziatania na komorki czynnikéw
zwalniajacych i ograniczajacych wzrost sg jak na razie mniej poznane niz
czynnikéw wzrostowych i obecnie staty sie przedmiotem intensywnych badan.

Trzecig wyraZnie zaznaczajaca sie tendencjajest coraz to szersze uwzglednia-
nie analizy ekspresji okreslonych genéw. Dzieki nowoczesnym metodom
inzynierii genetycznej, biochemii i immunocytochemii mozliwe stato sie $ledzenie
zmian ekspresji poszczegblnych gendéw i okreSlanie sekwencji tych zmian
podczas np. pobudzenia komdrek do syntezy DNA, podczas przebiegu cyklu
komorkowego, po indukcji r6znicowania komérkowego wzglednie transforma-
cji nowotworowej. Opracowano réwniez metody pozwalajagce na identyfikowa-
nie i badanie lokalizacji w komarce biatek bedacych produktami okreslonych
genow, odpowiadajgcych im informacyjnych kwasow rybonukleinowych, a
takze metody zezwalajace na okreSlenie kinetyki obrotu tych ostatnich w
komorce. Dzieki tym metodom badania ulegly bardzo wyraznej konkretyzacji.
Dzisiaj nie wystarcza badanie obrotu biatek danej struktury komérkowej czy tez
obrotu mRNA, ale badania dotycza juz zwykle obrotu danego, okre$lonego
biatka lub danego, okreslonego mRNA.

Dzieki wspomnianym tutaj nowym tendencjom w badaniach zjawisk biologi-
cznych jesteSmy Swiadkami szybkiego postepu wiedzy o organizmach, o
czynno$ciach komdrek i mechanizmach regulujgcych ich procesy zyciowe.
Ponizej zestawitem bibliografie wybranych artykutow publikowanych w latach
1986— 1988 i zawierajacych materiaty obrazujgce postep w aktualnej analizie
mechanizméw regulacji podstawowych czynnosci komorek.

Krakéw, 12 marca 1988
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ADAM EDMUND LICZMANSKI*

Toksycznos$¢ tlenu. 1. Uszkodzenia zywych komorek

Oxygen toxicity. I. Damage of living cells

Spis tresci

. Wstep
1. Wolne rodniki
11-1. Wolne rodniki i ich powstawanie w komdrce
11-2. Chemiczne wiasciwosci wolnych rodnikéw
I11. Tlen, jego wiasciwosci oraz produkty redukcji
I11-1. Tlen singletowy ("0 2)
111-2. Rodnik ponadtlenkowy (0 2)
111-3. Nadtlenek wodoru (H20 2)
I11-4. Rodnik hydroksylowy ( OH)
IV. Procesy uszkadzajgce komarke
IV-1. Uszkodzenia na poziomie czgsteczek
IV-2. Uszkodzenia na poziomie bton. Peroksydacja lipidéw
IV-2.1. Inicjacja peroksydacji lipidow
1V-2.2. Rozktad nadtlenkéw lipidowych. Rozprzestrzenianie peroksydacji lipidéw
1V-2.3. Produkty peroksydacji lipidow
V. Zwiazki generujgce wolne rodniki
V-1. Wiasciwosci parakwatu i jego toksyczne dziatanie
V-2. Mechanizm toksyczno$ci parakwatu
VI. Podsumowanie

Contents

I. Introduction

Il. Free radicals
11-1. Free radicals and ways of their production in a cell
11-2. Chemical properties of free radicals

I1l. Properties of oxygen and the products of its reduction
I11-1. Singlet oxygen (*02)
111-2. Superoxide radical (02)
111-3. Hydrogen peroxide (H20 2)
111-4. Hydroxyl radical (OH)

IV. Processes damaging a cell
IV-1. Damage on the molecular level
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1V-2. Damage on the membranes level. Lipid peroxidation
1V-2.1. Initiation of lipid peroxidation
1V-2.2. Décomposition of lipid hydroperoxides. The propagation of lipid peroxidation
V. Compounds generating oxygen free radicals
V-I. Properties of paraquat and its toxic activity
V-2. Mechanism of paraquat toxicity
V1. Summary

Wykaz stosowanych skrotéw: — niesparowyny elektron, np. w rodniku hydroksylowym, lub w
rodniku nadhydroksylowym; “— anionorodnik, np. rodnik ponadtlenkowy; +— kationorodnik,
np. rodnik parakwatowy, Pr— prometazyna, Pr +— rodnik prometazynowy, * 02— tlen singletowy,
1Ag02— stan delta tlenu singletowego, g+ 0 2—stan sigma tlenu singletowego, Lipid-
-OOH — wodoronadtlenek lipidowy (nienasyconego kwasu ttuszczowego), Lipid-O’— rodnik oksy-
alkoholowy, 0 2 — rodnik ponadtlenkowy, 'OH — rodnik hydroksylowy, HO 2— rodnik nadhydro-
ksylowy, PUFA — wielonienasycone kwasy ttuszczowe, 0\~—jon nadtlenkowy,
O '—jon nadtlenkowy, NAD(P)’— rodnik fosforanu dinukleotydu nikotynamidoadeninowego,
DM SO — sulfotlenek dimetylowy, DMF — N, N-dimetyloformamid, DETAPAC — kwas dietyle-
no-triamino-pentaoctowy, PQ2+ — dwukation parakwatowy, PQ +— rodnik parakwatowy, PQ —
parakwat

I. Wstep

Tlen jest toksyczny dla organizméw beztlenowych, a w stezeniu wyzszym, niz
wystepuje w warunkach naturalnych, moze by¢ niebezpieczny réwniez dla
organizméw tlenowych. Tlen dezaktywuje bowiem uktady enzymatyczne ana-
erobéw niezbedne do ich prawidtowego funkcjonowania (np. kompleks nitro-
genazy) [1]. Przebywanie aerob6éw w atmosferze o podwyzszonej zawartosci 0 2
prowadzi do zahamowania aktywnosci niektérych enzyméw, np. dehydratazy
dihydroksykwaséw i pirofosfokinazy 5-fosforybozowej. W wyzszych stezeniach
tlen hamuje rozw6j chloroplastow, wzrost bakterii, zmniejsza przezywalnos¢
siewek i wzrost korzeni, zwieksza czestos¢ mutacji i uszkadza btony [2, 3, 4], a
takze moze wywotywac schorzenia uktadu oddechowego i nerwowego [1].

I1. Wolne rodniki

I1-1. Wolne rodniki i ich powstawanie w komoérce

Wolne rodniki sg to czasteczki lub ich fragmenty zawierajgce niesparowany
elektron. Atom wodoru, czasteczka tlenu sg przyktadami wolnych rodnikéw [5].
Niesparowany elektron nadaje rodnikowi wasciwosci paramagnetyczne. Struk-
tury wolnorodnikowe moga by¢ elektrycznie obojetne albo obarczone tadun-
kiem dodatnim lub ujemnym [6]. llustrujg to reakcje 1, 2i 3.

Pr+'OH->Pr++0H*" @)
02+e- —»02 @)
CCl4+e- - CC14 CCls+Cr ®3)
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Wolne rodniki powstajg w procesach homolitycznego rozrywania wigzan w
czasteczkach zwigzkéw chemicznych (Reakcja 4) lub w wyniku przenoszenia
elektrondw (Reakcja 5).

A-B-»A +B 4
A~+B-»-A +B (5)

Procesy te przebiegajg w wyniku absorpcji promieniowania jonizujgcego, UV,
widzialnego, termicznego, moga réwniez by¢ wynikiem reakcji red-oks, takich
jak: nieenzymatyczne reakcje przenoszenia elektronoéw, reakcje katalizowane
przez metale i procesy katalizowane przez enzymy [6]. Aby mogly powstaé
rodniki w nastepstwie napromieniowywania Swiattem widzialnym niezbedny jest
fotouczulacz. Absorbuje on Swiatto o okreslonej dtugosci fali, osigga stan
singletowy, a nastepnie tripletowy, oddziatujgc za$ z tlenem przekazuje nan
energie wzbudzenia. W rezultacie powstaje tlen singletowy [6].

Uwaza sie na ogot, ze wolne rodniki powstajg w reakcjach typu red-oks, ktére
polegajg na nieenzymatycznym przenoszeniu elektrondw (Reakcja 6). W pro-
cesach metabolicznych jednak moga rowniez powstawac¢ wolne rodniki, stano-
wig je niektére posrednie produkty okreslonego szlaku [6],

Chinonzed+ 0 2-»Semichinon'+ OJ + H+ (6)
11-2. Chemiczne wiasciwoséci wolnych rodnikéw

Specyficzne wiasciwosci wolnych rodnikéw zestawiono w tabeli 1.

Tabela 1
Wiasciwosci wolnych rodnikéw
Udziat
w przemianach Przykiady
Dostarczanie elektronéw CO2 + 02~C0O2+ 02
Pobieranie elektronéw OH + RS~ "mOH- + RS
Odrywanie atoméw wodoru CCI3+ RH -»CHCI3+ R’
Przytaczanie rodnika CClj+ CH2= CH2-» CHZACC13= CHj
Anihilacja rodnikéw CCI3+ CCI3-+C2ClI6
Dysmutacja rodnikéw CH3CH2+ CH3CH2 *ch 2=ch 2
+CH3-CH3

I11. Tlen, jego wiasciwosci oraz produkty redukcji

W czasteczce tlenu sg dwa niesparowane elektrony, ktére nadajg jej
wiasciwosci paramagnetyczne i wolnorodnikowe * (Rye. 1). Obydwa niesparo-

* Podstawowe wiadomosci na temat elektronowej budowy czgsteczki tlenu ijej reaktywnosci
zawarte sg w podreczniku A. Bielanskiego, Podstawy chemii nieorganicznej, PWN Warszawa,
(1987).
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Ryc. 1. Rozmieszczenie elektronéw na orbitalach wigzacych i antywigzacych w czasteczce tlenu i
produktach jego redukcji. Schemat catkowitej czteroelektronowej redukcji czasteczki tlenu. Gwiazd-
ka oznaczono orbitale antywigzace. Prostokaty oznaczajg orbitale molekularne, wektory natomiast
spiny elektronéw umieszczonych na tych orbitalach

wane elektrony umieszczone na zewnetrznych orbitalach maja rdwnolegte spiny.
Zgodnie z zakazem Pauliego przytaczane do czasteczki tlenu elektrony
powinny mie¢ spiny antyréwnolegte. W konsekwencji zakazu Pauliego
redukcja tlenu nastepuje etapowo. Podczas catkowitej czteroelektronowej
redukcji czasteczki tlenu powstaja produkty posrednie o roznej toksycznosci:
rodnik ponadtlenkowy ijego sprotonowana forma (H 02), nadtlenek wodoru i
rodnik hydroksylowy. Oksydazy i oksygenazy zawierajgce w centrach akty-
wnych jony metali (z tzw. grup przejSciowych), moga pobiera¢ lub oddawac
elektrony, przetamujac ograniczenia spinowe [5].

111-1. Tlen singletowy (*02)

Stan wzbudzony 0 2, w ktérym dwa spiny elektronowe nie sg rownolegte jak
w paramagnetycznym tlenie, lecz sg antyrownolegte, nawet w rozdzielonych
orbitalach molekularnych okresla sie terminem ,,tlen singletowy”. Wyrdzniamy
dwa stany singletowe, delta i sigma. W stanie delta tlenu singletowego, dwa
zewnetrzne elektrony o spinach przeciwnych zajmujg ten sam orbital, a orbital
zewnetrzny uprzednio zajmowany przez jeden z elektronéw pozostaje nieobsa-
dzony (Ryc. 1). Dwa zewnetrzne elektrony formy sigma (Xg +0 2), podczas
wzbudzenia, zajmuja oddzielne orbitale, a ich liczby spinowe przyjmujg wartosci
przeciwstawne. Forma 1lg +0 2 jest bogatsza energetycznie niz ~gOj w
stosunku do tlenu w stanie podstawowym, dlatego tez jest bardziej niestabilna i
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ma krotszy potokres zycia niz ~gOj [7]. Czas zycia 1Xg+0 2 w roztworze
wodnym wynosi 10-11 s natomiast JAg02 okoto 2x 10-6 s. W fazie gazowej
czasy zycia stanow delta i sigma wynosza odpowiednio 45 min i 12 s.

Naswietlane, w obecnosci tlenu, biologicznie czynne barwniki, jak np.
chlorofile, retinal, flawiny, porfiryny powodujg wzbudzenie 0 2 do stanu delta
[7]. In vivo tlen singletowy wytwarzany jest w naswietlanych chloroplastach [ 1],
w siatkowce i soczewce oka ssakéw [8— 10].

Tlen singletowy posredniczy w szeregu reakcji, np. monooksygenazy zwig-
zanej z cyt P-450 [7], w utlenianiu difenylofuranu do dimetyloetylenu przez
frakcje mikrosomalng watroby [7]. Rodnik ponadtlenkowy moze reagowac z
uprzednio powstatymi wodoronadtlenkami lipidowymi, generujac singletowy
0 2 [12— 14] (Reakcja 7): prawdopodobnie reakcja ta wymaga $ladowych ilosci
jonéw metali.

Ot + Lipid-OOH 0 2lAg)+ Lipid-O'+ OH" @

111-2. Rodnik ponadtlenkowy (0 2)

W organizmach aerobowych znaczna czes¢ pobieranego tlenu wykorzysty-
wana jest jako akceptor elektrondw. Elektron pobrany przez czasteczke tlenu,
bedagca w podstawowym stanie trypletowym, zajmuje jeden z antywigzacych
orbitali (Ryc. 1). Powstaty rodnik nazwano rodnikiem ponadtlenkowym [15].
Takie enzymy, jak dioksygenaza tryptofanowa i oksydaza ksantynowa, katali-
zujg reakcje utleniania polegajace na przenoszeniu pojedynczych elektronéw z
substratu na czasteczke 0 2. Rodnik ponadtlenkowy wytwarzany jest podczas
»wybuchu oddechowego” komdrek fagocytujagcych [16— 18], w reakcjach
samoutleniania zredukowanych zwigzkéw wystepujacych w komorkach (adre-
nalina, ferredoksyna, flawiny), w procesach transportu elektronéw u bakterii
[19], w chloroplastach [20, 21], w mitochondriach [22], retikulum endoplazma-
tycznym roslin [21] i zwierzat [23]. W tabeli 2 wyszczegdlniono ukiady
wytwarzajgce rodniki ponadtlenkowe.

Rodnik ponadtlenkowy moze by¢ utleniaczem i reduktorem [24], W
rozpuszczalnikach niepolarnych 0 2 jest silng zasadg i nukleofilem [25, 26].
Natomiast w roztworach wodnych dziata, badz jak silny czynnik redukujacy
oddajac swoj dodatkowy elektron, badz jako staby czynnik utleniajacy ulegajacy
redukcji do H20 2 [1]. 0 2 na przyktad redukuje cytochrom c (Reakcja 8), a
utlenia czasteczki kwasu askorbinowego i adrenaliny.

cyt ¢ (Fe3+)+ 0 2 -»cyt ¢ (Fe2+)+ 0 2 (8)

W roztworach wodnych 0 2 reaguje z drugg czasteczka rodnika ponadtlen-
kowego (Reakcja 9) [5]. W rezultacie jeden z reagujacych rodnikow ulega
redukcji do H20 2,drugi natomiast utlenieniu do 0 2 Reakcje te nazwano reakcja
dysmutaciji.

02+0j+2H+ H22+02 )
Reagowanie ze sobg dwdéch rodnikéw ponadtlenkowych jest bardzo powolne z
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Tabela 2

Zrédta rodnikéw ponadtlenkowych w komérkach i ich otoczeniu

Zrodta rodnikow
ponadtlenkowych Przyktady
Enzymy i inne biatka dioksygenaza tryptofanowa, oksydaza

ksantynowa, peroksydaza (np. podczas
utleniania NADH), dehydrogenazy fla-
winowe, oksydaza aldehydowa, cytoch-
rom P-450, rubredoksyna, biatka zelazo-
wo—siarkowe (np. ferredoksyny), he-
moglobina.

Mate czasteczki podlega- zredukowane ryboflawiny (FMNH2
jace reakcji samoutlenie- FADH2), dwufenole (adrenalina), mela-
nia nina.

Organelle komo6rkowe mitochondrialny tancuch przenos$nikéw
elektronéw, chloroplastowy fancuch
przenosnikéw elektronéw (PS I), mikro-
somalny tancuch przenosnikéw elektro-
néw (cyt. b5 P-450), btony plazmatycz-
ne (leukocyty polimorfonukleame),
bakteryjny tancuch transportu elektro-

noéw.
Czynniki $rodowiska, UV, ultradzwieki, promieniowanie X i
ktéore moga indukowa¢ w gamma, toksyczne chemikalia, jony me-
komérce tworzenie O? tali (np. Cu2+).

powodu elektrostatycznego odpychania sie molekut. Uwaza sie wiec, ze aby
mogta nastgpi¢ dysmutacja niezbedne jest wytworzenie sprotonowanej formy
rodnika ponadtlenkowego (Reakcje 10, 11) [27], Reakcja dysmutacji jest
znacznie szybsza w Srodowisku o niskim pH (protonowanie 0 2), a wolniejsza w
naturalnym $rodowisku komarki, poniewaz ograniczajg jg stezenia protonéw
[27].

HO2+0j +H+-+H202+02 k=8xI07M"1s~1 (10)
HO2+ HO2-+H20 2+ 0 2 k=8x 105M _Is_1 (11)

Powstajgcy w uktadach biologicznych rodnik ponadtlenkowy ma stosunkowo
dtugi ,,czas zycia”, moze wiec dyfundowac z miejsca powstawania do innych
struktur komdérkowych [3,28]. Sprotonowana forma rodnika ponadtlenkowego
jest znacznie silniejszym utleniaczem niz 0 2 [29]. Warto$¢ pKa dysocjacji
rodnika nadhydroksylowego (Reakcja 12) wynosi 4,88, moze on zatem wyste-
powac, ale w niewielkich iloSciach, w naturalnym s$rodowisku komarki [28].

HO2—H++0j (12)

Badajagc zdolno$¢ reagowania 0 2 z takimi zwigzkami jak aminokwasy,
kwasy karboksylowe, czynniki chelatujgce, stwierdzono, ze rodnik ponadtlen-



[7] TOKSYCZNOSC TLENU —USZKODZENIA KOMOREK 279

kowy nie wchodzi w reakcje z tymi zwigzkami, a zatem nie moze byc¢
odpowiedzialny za biologiczne uszkodzenia obserwowane wjego obecnosci [31].
W celu wyjasnienia przyczyn toksycznosci 0 2 rozpatrzono w tym wzgledzie
rodnik hydroksylowy isingletowy 0 2 Wytwarzanie OH [32] isingletowego 0 2
[33, 34] zostato wykazane in vitro, ale nie wykazano ich dotad in vivo [32]. W
parze H 020 2 rodnik nadhydroksylowy jest znacznie silniejszym utleniaczem.
Potwierdzajg to wartosci potencjatdéw red-oks [35] oraz Kkinetyczne dane
zmiatania H02i0 2 [36,37]. Rodniki nadhydroksylowe dysmutuja (Reakcja 11)
lub utleniajg 0 2 (Reakcja 13).

HO02+0i+H2 -»H2 2+ 02+ OH (13)

Sugeruje sie, ze uszkodzenia bton, obserwowane w ukiadach biologicznych,
sg efektem réwnoczesnego dziatania H02i 0 2 [38]. Rodnik ponadtlenkowy
reagujac z jonem metalu Mn(ll) wytwarza znacznie silniejszy utleniacz, pocza-
tkowo identyfikowany jako Mn (Ill) [1], a nastepnie M n02 [30]. 0 2, oraz
bardziej reaktywne jego pochodne moga dociera¢ do miejsca ataku z wigksza
skutecznoscig niz H02. We wnetrzu komérki o pH 7,4 mniej niz 1%
0 2 wystepuje w formie sprotonowanej [24]. pH mikrosrodowiska we wnetrzu
komérki moze by¢ jednak nizsze w stosunku do wartosci 7,4. Rodnik ponad-
tlenkowy dyfundujac do ujemnie natadowanej powierzchni btony ulega protono-
waniu [40]. To z kolei powoduje podwyzszenie stezenia H 0 2. w poblizu btony.
Powstate rodniki nadhydroksylowe moga zanika¢ w wyniku dysmutacji lub
utleniania O] (Reakcja 13). Jednakze niskie stezenia H0202 w stanie
réwnowagi in vivo [3] wynikaja, jak sie przypuszcza [41, 42], z dyfuzji HO02do
domen lipidowych btony (Reakcja 14) [41, 42]. W efekcie nastepuje atak tych
rodnikow na allilowe atomy wodoru wielonienasyconych kwaséw ttuszczowych
[31]. Takiej selektywnosci nie obserwowano w podobnych badaniach z rodnika-
mi OH, ktére niespecyficznie odrywaja atomy wodoru od ttuszczéw [31].

RH+HO02-+R +H 20 2 (14)

W reakcji 14 symbolem RH oznaczono wielonienasycony kwas ttluszczowy, R
natomiast rodnik powstaty w wyniku oderwania allilowego atomu wodoru od
PUFA.

111-3. Nadtlenek wodoru (H20 2)

W wyniku przytgczenia do rodnika ponadtlenkowego nastepnego elektronu
powstaje jon nadtlenkowy. Jon ten nie ma niesparowanych elektronéw (Rye. 1) i
nie jest wolnym rodnikiem. Poniewaz pKa dysocjacji H20 2jest bardzo wysoka
(11,8), 0 22~ powstajacy w Srodowisku o pH 7,4 ulega natychmiastowemu
sprotonowaniu do nadtlenku wodoru. W komaorkach wystepujg enzymy prze-
noszace dwa elektrony na kazdg czasteczke tlenu z utworzeniem 0 22-, np.
oksydaza L-aminokwasow, oksydaza glikolanowa (Reakcja 15). Stwierdzono

0 2+ 2H++2e~ *H 2 (15)
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wytwarzanie H20 2w badanych in vitro mitochondriach, chloroplastach [23,43]
i mikrosomach [44]. W badaniach in vivo potwierdzono powstawanie nadtlenku
wodoru obserwowane w mitochondriach [45, 46], retikulum endoplazmatycz-
nym [47, 48], chloroplastach rodlin wyzszych [43]. Nadtlenek wodoru swo-
bodnie penetruje btony i $ciany komorkowe [1]. W roztworach wodnych
nadtlenek wodoru wykazuje wiasciwosci stabego kwasu. Podczas rozktadu
H?20 2dziata utleniajgco, sam za$ redukuje sie. Nadtlenek wodoru w obecnosci
jonow metali grup przejSciowych, takich jak Fe, Cu ulega rozpadowi z
wytworzeniem reaktywnego rodnika hydroksylowego.

111-4. Rodnik hydroksylowy ( OH)

Po wykazaniu niskiej reaktywnos$ci 0 2 [49], przyjeto, ze przyczyna toksycz-
nych efektéw tlenujest OH powstajacy wreakcjiHabera-Weissa (Reakcja
16). Juz w 1884 r F en t o n zaobserwowat, Zze w mieszaninie nadtlenku wodoru i
soli zelaza Fe(Il) powstajg rodniki hydroksylowe (Reakcja 17) [50]. Sladowe
ilosci Fe(ll1) moga reagowaé dalej z H20 2(Reakcja 18), a takze mozliwe sg inne
reakcje (Reakcje 19, 20).

H202+02-0 2+0H + OH (16)
Fe(ll)+ H20 2 Fe(lll)+ OH + OH ~ (17)
Fe(ll)+ H20 2- Fe(ll)+ 0 2 + 2H + (18)

OH+H22- H20 + H++ O: (19)

Ot + Fe(lll) - Fe(ll)+0 2 (20)

Jesli w mieszaninie reakcyjnej oprécz soli Fe(ll) i H20 2znajduje sie jeszcze
inny akceptor OH, to nastepuje katalizowany przez Fe rozktad H20 2na tlen i
wode [51]. W reakcji soli Cu(l) z H20 2 powstajg rodniki hydroksylowe ze
znacznie wiekszg stalg szybkosci reakcji niz z solami Fe(ll) (Reakcja 21).
Natomiast jony Mn(ll) wystepujace w komaorkach bakteryjnych, roslinnych i
zwierzecych nie uczestnicza w tworzeniu rodnika hydroksylowego [51, 52].

Cu(l)+ H20 2- Cu(ll)+ OH - + OH 1)

Rodnik hydroksylowy reaguje z czasteczkami réznych zwigzkéw zawartych
w komorkach [50]. Sg to na ogét reakcje polegajace na przenoszeniu elektronu z
*OH na dowolng czasteczke i odrywania protondéw od czasteczek wielu
zwigzkow [5]. W przeciwienAstwie do H20 2, O rodniki hydroksylowe nie
penetrujg komorki [1, 31], a zatem in vivo mogg reagowa¢ z czasteczkami z
najblizszego ich sagsiedztwa [31, 53]. W rezultacie tych oddzialywan powstajg
wtorne rodniki o zréznicowanej aktywnosci chemicznej w stosunku do OH, np.
w reakcji OH z jonem weglanowym C 032-, powstaje rodnik weglanowy,
CO03 ktory jest silnym czynnikiem redukujgcym [54].

Rodnik hydroksylowy jest bardzo stabym kwasem i dysocjuje uwalniajac
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alkaliczny jon nadtlenkowy, O (Reakcja 22). Warto$¢ pKa wyznaczona dla OH
wynosi 11,85 ijest prawie identyczna z pKa H20 2 [55].

OH+OH--+0~+H20 22)

Dwa rodniki hydroksylowe z tatwoscig tworza czasteczke H20 2, mogg tez
reagowac z wielu innymi rodnikami [55]. Do utworzeniajednego OH potrzebne
sg trzy rodniki 0 2 (reakcja protonowania, dysmutacji, Fentona) [56].
Fe-EDTA w $rodowisku o pH 4,8 stymuluje powstawanie rodnikébw OH [56].

W pewnych warunkach patologicznych jony Fe wystepuja w ptynach
organicznych w formie niezwigzanej z biatkami [57]. Przypuszcza sig, ze w tych
warunkach ich ligandami sg cytrynian i fosforan [5, 58, 59]. W $rodowisku o pH
7,3 jony zelaza zwigzane z cytrynianem sg okoto 5-cio krotnie efektywniejszymi
katalizatorami tworzenia OH z 0 2 w poréwnaniu z fosforanem [59].

pH wnetrza komdérki jest bliskie obojetnemu, podczas np. fagocytozy
nastepuje, lokalnie, obnizenie pH wnetrz fagosomu do wartosci 4,5— 5,5 [60,
61]. W strukturach biologicznych takich, jak fagosomy [60], lizosomy [62],
przestrzeh wewnatrztylakoidalna chloroplastéw [63], wakuole niekt6rych roslin
[64], moga wystapi¢ warunki (zakwaszenie srodowiska), sprzyjajagce powstawa-
niu duzych ilosci OH.

IV. Procesy uszkadzajgce komorke

1V-1. Uszkodzenia na poziomie czasteczek

Wolne rodniki wywotujg in vitro chemiczne modyfikacje oraz uszkodzenia
biatek, lipidow, weglowodandw i nukleotydéw [50]. Jesli reaktywny rodnik
powstaje w bezposrednim sasiedztwie DNA, to moze spowodowaé zmiany w
jego strukturze prowadzace do mutacji lub efektow cytotoksycznych [65 — 67].
Utlenione wolne rodniki mogg ponadto zmienia¢ stan red-oks par NAD/NADH
i NADP/NADPH, indukowa¢ powstanie NAD(P) i jego dimeryzacje [68],
Grupy tiolowe biatek i innych zwigzkéw moga podlega¢ utlenianiu przez wolne
rodniki, a powstate rodniki tiolowe mogg dimeryzowaé [6], tworzagc mieszane
dwusiarczki (Reakcje 24, 24).

YSH+ X -»YS +XH (23)
R S +R2S —»RjSSR2 (24)

02 w Srodowisku aprotonowym™* (aprotycznym), a rodnik hydroksylowy w
protonowym** (protonogenowym) rozrywaja wigzania dwusiarczkowe powo-

* Rozpuszczalnik polarny o $rednich warto$ciach wzglednej przenikalnosci elektrycznej, nie
zawierajacy kwasowego atomu wodoru, np. DM SO, DMF, sulfolan.

** Rozpuszczalnik zawierajacy w czasteczce atom wodoru potaczony z atomem tlenu lub azotu,
co powoduje znaczng jego kwasowos$¢, np. woda, metanol.

R.T. Morrison, R N. Boyd, Chemia organiczna, Tl, PWN Warszawa, (1985).
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dujac denaturacje niektdrych biatek [69]. ROwniez utlenianie grup -SH biatek,
uwarunkowane obecnoscig 0 2, prowadzi do tych samych uszkodzer [69].
Zwiekszanie poziomu 0 2 i H 0 2w komaérce dezaktywuje cyklaze adenylowag w
wyniku utlenianiajej grup -SH do -S-S- przez rodniki RS- [70,71]. Wolne rodniki
powodujg agregacje biatek i peroksydacje lipidow ostonki mielinowej [72], moga
tez indukowac polimeryzacje reszt tyrozynowych [73], co w efekcie prowadzi do
agregacji wspomnianych biatek.

W celu wyjasnienia cytotoksycznych efektéw rodnika ponadtlenkowego,
zaproponowano hipoteze, wedtug ktérej 0 2 reagujac z jonem miedzi Cu(ll),
zasocjonowanym z czynng biologicznie czasteczkag (Reakcja 25), redukuje
kompleks miedziowy do miedziawego. Kompleks miedziawy reaguje nastepnie z
czasteczkg H20 2, co, podobnie jak w reakcji Fentona , powoduje utlenienie
kompleksu miedziawego z wytworzeniem OH (Reakcja 26).

Cu(ll)-biol + O Cu(l)-biol + 0 2 (25)
Cu(l)-biol + H20 2-> Cu(ll)-biol+ OH + OH - (26)

Powstaty rodnik hydroksylowy moze reagowac z czasteczkami znajdujgcymi sie
w bezposrednim sasiedztwie jego tworzenia.

Nie tylko rodniki tlenowe, lecz réwniez tlen czgsteczkowy moze powodowac
utrate aktywnosci biologicznej niektorych czasteczek. Np. tlen dezaktywuje
transferaze amidofosforybulozowa i dehydrataze dihydroksykwaséw [2, 74],
prawdopodobnie w nastepstwie oddziatywan z centrami aktywnymi tych
enzymow, a tlen singletowy uszkadza czasteczki chlorofilu, powodujac zanik jego
charakterystycznego zabawienia [75].

IV-2. Uszkodzenia na poziomie bton. Peroksydacja lipidéw

Sktadniki bton biologicznych (lipidy, biatka, weglowodany) czesto sg celem
ataku dyfundujgcych, oraz powstajgcych w nich lub przenikajgcych do ich
wnetrza wolnych rodnikow tlenowych (Tab. 3).

Tabela 3

Uszkodzenia bton biologicznych wywotywane przez wolne
rodniki

— modyfikacja aktywnosci sktadnikéw btony (np. enzymoéw
zwigzanych z btonami),

— zmiany struktury bton wplywajace na funkcje i ich antyge-
nowy charakter,

— utlenianie grup tiolowych,

— zmiany w stosunku wielonienasyconych kwaséw ttuszczo-
wych i biatka,

— inicjacja peroksydacji wielonienasyconych kwaséw ttu-
szczowych z bezpos$rednim wptywem na strukture btony i
jej ptynnosc,

— rozprzegniecie transportu przez btony.
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Peroksydacji ulegajg wolne i zestryfikowane kwasy tluszczowe. Jest to
proces lawinowy. Starterowy wolny rodnik R reagujac z wielonienasyconym
kwasem tluszczowym inicjuje serie reakcji. W rezultacie proces ten bardzo
szybko rozprzestrzenia sie, a powstate zwiazki o charakterze wolnych rodnikéw,
w wyniku oddziatywan z nastepnymi wielonienasyconymi kwasami tluszczowy-
mi, powodujg wytwarzanie nowych rodnikow.

IV-2.1. Inicjacja peroksydacji lipidéw

Nie wyjasniono jeszcze definitywnie co inicjuje proces peroksydacji lipidéw.
Uwazano, ze sole metali i ich kompleksy sg czynnikiem rozpoczynajagcym ten
proces. Obecnie wiadomo, ze katalizujg one rozpad pierwotnych wodoronad-
tlenkéw lipidowych. Bardzo czesto funkcje startera peroksydacji lipidéw przy-
pisuje sie tlenowi singletowemu. Jeden z mechanizméw tworzenia wodorotlen-
kow lipidowych polega na bezpos$redniej reakcji tlenu singletowego (w formie
delta) z lipidami [76]. Naswietlanie nienasyconych kwasow ttuszczowych w
obecnosci fotouczulaczy, biorgcych udziat w tworzeniu singletowego 0 2, inicjuje
peroksydacje lipidow. Natomiast uktady wytwarzajgce 0 2 [77] i OH [78],
stymulujg peroksydacje kwaséw ttuszczowych w btonach, podczas gdy sproto-
nowana forma 0 2, H 02, atakuje bezposrednio PUFA, generujagc wodoronad-
tlenki kwasow ttuszczowych [31]. Przypuszcza sie jednoczesnie [79], ze HO02i
01J rozktadajg wodoronadtlenki lipidowe (Reakcje 27, 28) i powodujg powsta-
wanie rodnikow oksyalkoholowych, ktére sg bardziej reaktywne niz rodniki
wodoronadtlenkowe w zainicjowanej peroksydaciji.

Lipid-OOH + 0 2 -* Lipid-O’+ OH” +0 2 (27)
Lipid-OOH + H02-> Lipid-O + H20 +0 2 (28)

Zredukowane zwigzki chelatujgce zelazo generujg rodniki tlenowe w tym
OJ i OH [80-82]. Szybkos¢ peroksydacji izolowanych lipidéw bton i frakcji
mikrosomalnej przyspiesza dodanie kwasu askorbinowego, jako czynnika
redukujgcego, w obecnosci chelatow Fe(lll) [83] lub zwigzkéw zawierajacych
grupy tiolowe. Ten sam efekt, przyspieszenie peroksydacji, wywotuje reduktaza
NADPH-cyt c z frakcji mikrosomalnej, redukujaca wiele chelatéw Fe(l11), takich
jak np. Fe(lll)-ADP [86].

We wszystkich oméwiomych przyktadach rodniki hydroksylowe powstaja in
vitro [87, 88], dodawanie zmiataczy tych rodnikoéw (zwigzki usuwajgce rodniki z
mieszaniny reakcyjnej) ma niewielki wptyw na obserwowang szybko$é peroksy-
dacji [86,87]. Azatem rodniki hydroksylowe mimo, ze sg wytwarzane in vitro, nie
inicjujg peroksydacji lipidow. Sugerowno [86], ze rodnik ponadferylowy moze
inicjowac ten proces. Jednakze bardziej prawdopodobnym inicjatorem wydaje
sie rodnik ferylowy, reaktywniejszy od ponadferylowego.

1V-2.2 Rozktad wodoronadtlenkéw lipidowych. Rozprzestrzenianie peroksydacji lipidow

Czyste chemicznie wodoronadtlenki lipidowe sg stabilne w temperaturach
naturalnego Srodowiska komorki, a skompleksowane jony metali grup przejscio-
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wych (np. kompleksy soli zelaza z jonem fosforanowym, estry fosforanowe),
katalizuja ich rozktad. Efektywne sg réwniez hemoproteiny, hem oraz biatka
zawierajagce zelazo nie zwigzane z hemem [89, 90, 86]. Zwiazki te moga
wspotuczestniczy¢ w rozprzestrzenianiu peroksydacji lipidéw in vivo. Jednakze
biatka transportujace zelazo, jak np. laktoferyna i transferyna nie stymuluja
rozktadu wodoronadtlenkow lipidowych [91], podczas gdy ferytyna (biatko
magazynujgce nadmiary zelaza) stymuluje [92]. Zredukowane zwigzki zelaza
reagujac z wodoronadtlenkami lipidowymi indukuja tworzenie rodnikéw oksy-
alkoholowych. Rowniez zwigzki zawierajgce.Fe(l1l1) mogg uwalnia¢ rodnik 0 2 z
wodoronadtlenkéw lipidowych. Rodniki ponadtlenkowy i oksyalkoholowy
stymuluja tanicuch reakcji peroksydacji lipidow, poprzez dalsze odrywanie
atomdéw wodoru od czgsteczek nienasyconych tluszczowcéw. Zwigzki chelatuja-
ce zelazo, takie jak EDTA i DETAPAC zwiekszajg szybkos¢ peroksydacji, ale i
réwniez hamuja ja, pomimo stymulacji tego procesu przez sole zelaza. Obserwo-
wany efekt zalezy od stosunku stezen chelatora i soli zelaza. Natomiast desferal
(zwiazek kompleksujacy zelazo), hamuje peroksydacje we wszystkich testowa-
nych stezeniach [93, 94]. Rozktad wodoronadtlenkéw stymulujg rowniez sole
miedzi [95, 96].

1V-2.3. Produkty peroksydacji lipidéw

Peroksydacja lipidow jest procesem nieenzymatycznym, lub katalizowanym
przez blizej nieznane enzymy.

Produkty peroksydacji moga wywotywaé efekty cytotoksyczne, np. hydro-
ksypentanal hamuje aktywno$é enzyméw zwigzanych z btonami, takich jak
fosfataza 6-glukozowa i cyklaza adenylowa [97,98]. Szczeg6lne zainteresowanie
badaczy wzbudzajg produkty degradacji prostaglandyn. Pierwszymi produkta-
mi peroksydacji kwasu arachidonowego sg kwasy hydroperoksyeikozatetraeno-
we, ktdre moga by¢ przeksztatcane do leukotriendw wykazujacych aktywnosc
farmakologiczng [99, 100].

V. Zwiagzki generujace wolne rodniki

Takie zwigzki, pochodzenia naturalnego lub syntetycznego, jak: adriamycy-
na [101, 102], parakwat [103, 104], bleomycyna [105] i inne, moga wzmagac
wytwarzanie wolnych rodnikéw po wprowadzeniu do Zzywego organizmu.
Spos6b w jaki zwigzki te generujg wolne rodniki, jak réwniez zagadnienia
dotyczace ich udzialu w efektach toksycznych tlenu, zostang omoéwione na
przyktadzie parakwatu.

V-1. Wiasciwosci parakwatu i jego toksyczne dziatanie

Parakwat (I,I'-dimetylo-4, 4'-bispirydyl: metylowiologen) dziata jako niese-
lektywny herbicyd. Po raz pierwszy zostatl zsyntetyzowany w 1882 r [106], jego
fitotoksyczne wiasciwosci [107], wykazano dopiero w 1955r.
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H,C—N{ / \ ;n—ch3 + 2cr

Ryc. 2. Budowa czgsteczki parakwatu

Dwukation parakwatowy (PQ2+) sktada sie z dwoch zasocjowanych z sobg
pierscieni pirydylowych, zmetylowanych w pozycjach lii'. Dwukation jest
zobojetniany ujemnie natadowanymi chlorowcami. Aktywna czescig czasteczki
jest kation, natomiast anion nie wplywa na aktywno$¢ herbicydowa tego
zwigzku. Redukcja parakwatu przebiega dwustopniowo. Pierwszy etap polega
na tworzeniu wzglednie stabilnego wolnego rodnika, drugi, na przyfaczeniu
nastepnego elektronu. Reakcja ta przebiega tylko w drastycznych chemicznie
warunkach redukcyjnych.

Fitotoksyczny wptyw parakwatu jest spowodowany mozliwoscig reduko-
wania go przez fotosystem 1 roélin (Reakcja 29) [104]. Powstajace rodniki PQ +
gwattownie reagujac z 0 2(Reakcja 30) ulegaja utlenieniu do dwuwarto$ciowego
kationu, a czasteczka 0 2 redukcji do OJ. Powstaty 0 2 indukuje tworzenie
H20 2, ktoéry uszkadza chloroplasty [108].

PQ2++e_"+PQ+ (29)
PQ++02-PQ2++0] (30)

Parakwat dodany do naswietlanych chloroplastéw generuje 0 2 i H20 2,
przez co zwieksza pobieranie tlenu i hamuje wigzanie C02 [113]. Parakwat
hamuje aktywnos$¢ bisfosfatazy fruktozowej [110], fotosyntetyczny transport
elektrondw i zwigzang z nim fotofosforylacje, stymuluje zuzycie tlenu w
pseudocyklicznym transporcie elektronéw, reaguje bezposrednio z chlorofilem
P-700 i zwigzanymi z nim karotenoidami, indukujgc fotodestrukcje tych
zwiazkoéw [111]. Parakwat catkowicie hamuje fotoredukcje NADP, pozbawiajac
w ten sposéb rosliny gtéwnego Zrdodia sity redukcyjnej —NADPH (przypuszczal-
nie jest to podstawowy efekt toksycznego dziatania parakwatu) [103]. Kataliczne
ilosci parakwatu powodujg zamieranie roslin [103, 112]. Parakwat podawany
dozylnie zwierzetom [113— 115], w szczeg6lnie duzych iloSciach odktadany jest
w ptucach, nerkach i nadnerczach [116], a jego akumulacja wymaga naktadu
energii [104,117]. Parakwat zwieksza szybkos$¢ utleniania i redukcji NADPH w
ptucach [118], hamuje zwigzane z NADPH przemiany: synteze kwasow
tluszczowych, biatek, tzw, ,,wybuch oddechowy” w izolowanych z pecherzykdéw
ptucnych makrofagach [119-122], Efektami toksycznego dziatnia parakwatu sa
nastepujace schorzenia: owrzodzenie ust i przetyku, martwica kanalikow ner-
kowych, komdrkowa martwica watroby i inne [119— 122].

W obecnosci tlenu obserwowano mutagenny wptyw parakwatu na komaérki
Salmonella typhimurium —szczep TA 98 i TA 100 [67], letalny wplyw na
komérki E. coli [125, 126, 117]. Parakwat selektywnie zabija drozdze Saccha-
romyces cerevisiae [127], nie uszkadzajgc mutantéw nie zdolnych do oddycha-
nia. Sugeruje to udziat tancucha oddechowego w efektach toksycznych parakwa-
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tu. Wydaje sie, ze redukcja parakwatu ma miejsce w kompleksie 111 tancucha
oddechowego [128].

V-2. Mechanizm toksycznos$ci parakwatu

Redukcja i utlenianie parakwatu oraz towarzyszgce im powstawanie 0 2
sprowadza sie posrednio lub bezposrednio poprzez OH lub tlen singletowy do
peroksydacji lipidow i zamierania komorki. Przemiany te nie stanowig jednak
pierwotnego mechanizmu toksycznych efektow parakwatu. Jedyng prawdopo-
dobng konsekwencjg akumulacji parakwatu w komadrkach sg reakcje utleniania i
redukcji NADPH. Cykl pentozofosforanowy w komaorkach ssakdw jestjednym z
gtéwnych procesow redukukacych NADP do NADPH [104]. Jesli szybkosé
utleniania jest wieksza od szybkosci jego regeneracji w cyklu pentozofosforano-
wym, to stezenia NADPH moga by¢ nizsze od wymaganych do utrzymania
procesow zyciowych komdrki. Rycina 3 przedstawia ewentualng kaskade
toksycznych efektéw indukowanych przez parakwat i produkty redukcji 0 2
ktora moze prowadzi¢ do uszkodzenia komoérki.

GLUKOZA

REGULACJA METABOLIZMU POSREDNIEGO
/CPF,SKT/

HAMOWANIE SYNTEZ

USZKODZENIA KOMORKI

[ WYCZERPYWANIE NADPH

GSH
0, J NADP*

PEROKSYDACJA
LIPIDOW

NADPH

4

GSSG BIAEKOWE

GRUPY - SH
LIPIDY
ALKOHOLE GSH MIESZANE
DWUSIARCZKI
GSS - BIALKO

Ryc. 3. Lancuch reakcji generujacych rodnik ponadtlenkowy oraz mozliwe skutki jego toksycznego
dziatania. (CPF — cykl pentozofosforanowy, SKT — synteza kwaséw ttuszczowych)
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V1. Podsumowanie

Skutki toksycznego dziatania 0 2 znane sa od dawna. W 1954 r. Ge la
stiman i Gilbert [129, 130] przypuszczali, ze szkodliwe efekty 0 2 sg
nastepstwem wytwarzania w komdrkach produktow jego redukcji. Hipoteza ta
zostata rozwinieta przez Fridovicha w tzw. ponadtlenkowg teorie toksycznosci
tlenu [28]. Wedtug najnowszych badan O 2 nie moze spowodowac ohserwo-
wanych skutkéw. W reakcji Habera-Weissa [1] powstaje miedzy innymi
rodnik hydroksylowy. W komdrkach obecne sg $ladowe ilosci metali grup
przejSciowych [1, 131]. Wysunieto wiec alternatywna hipoteze, wedtug ktorej
rodnik OH jest odpowiedzialny za biologiczne skutki toksycznosci tlenu [1,132,
133]. Oponenci tej hipotezy twierdza, ze w komdrkach jony metali wystepuja w
postaci niedostepnej dla reakcji Fentona [134, 135], a wysoce niespecyficzna
reaktywnos¢ rodnika hydroksylowego $wiadczy przeciw jego dominujgcej roli w
efektach toksycznych, tym bardziej, ze rodnik ten nie dyfunduje i ma krétki czas
trwania [1, 6, 55], oraz moze atakowac struktury komérkowe w bezposrednim
sgsiedztwie jego tworzenia [53]. Najnowsze doniesienia potwierdzajg mozliwosé
indukowania uszkodzen przez 0 2/H 02 [136].

Panu doc. dr. hab. T. Bilinskiemu sktadam serdeczne podziekowania za krytyczne uwagi
i pomoc w redagowaniu niniejszej pracy.

Cze$¢ badan przedstawionych w artykule wykonano w ramach CPBR 3.13.

Artykut otrzymano 3 marca 1988 r.
Zaakceptowano do druku 20 czerwca 1988 r.

PISMIENNICTWO

1L Halliwe 1l B, (1981), w Age Pigments (red. Sohal R. S.)), str. 1—62, Elsevier/North-Holland,
Amsterdam.
2. Halliwe 11 B, (1984), Chloroplast metabolism. The structure and function of chloroplasts in
green leaf cells, str. 199— 200, Claredon Press, Oxford.
. Fridovich 1, (1975), Ann. Rev. Biochem., 44, 147— 159.
Bruyninck W.J, Mason H. S, Morse S.A., (1978), Nature, 274, 606— 607.
. Halli well B, Gutteridge J. M.C., (1984), Biochem. J., 219, 1— 14.
. Slater T.F, (1984), Biochem. J., 222, 1—15.
Foote C.S., (1982), w Pathology of Oxygen (red. Autor A. P.,), str. 21—44, Academic Press,
New York.
. Zigler J.S,Goosey J D. (1982), Photochem. Photobiol., 33, 869—874.
9. Katz M.L,Parker K. R,Handelman G.R.,, Bramel T.L,Dratz E. A, (1982),
Exp. Eye Res., 34, 339—369.
10. Kirschfeld K. (1982), Proc. R. Soc. London, Ser. B., 216, 71—85.
11. Wefers H, Sies H, (1983), Eur. J. Biochem., 137, 29— 36.
12. Lynch R E, Fridovich 1, (1978), J. Biol. Chem., 253, 4697—4699.
13. Pryor W. A, (1978), Photochem. Photobiol., 28, 787— 801.
14 Thomas MJ., Mehl K 'S, Pryor W.A., (1978), Biochem. Biophys. Res. Commun., 83,
927—932.

~ o oA~ w®

oo



288

15.
16.
17.
18.
19.

20.
21.
22.

23.
24,
25.

26.
27.
28.
29.
30.
31

32.

33.
34.
35.
36.

37.
38.

39.

40.
41.

42.
43.
44,
45.
46.
47.

48.

49.
50.

51.

AE. LICZM ANSKI [16]

Stevens J. B, Autor A P, (1977), J. Biol. Chem., 252, 3509— 3514.

Fridovich 1., (1978), Science, 201, 875—880.

Barbior B. M, (1978), N. Engl. J. Med., 298, 659—668.

Barbior B. M. (1978), N. Engl. J. Med., 298, 721—725.

Shvinka J G, Toma M.K,Galinina N.J,Skards J.V,Viesturs U. E., (1979),
J. Gen. Microbiol., 113, 377—382.

Acada K, Kiso K, Yoshikawa K. (1974), J. Biol. Chem., 249, 2175—2181.

Huqgq S, Palmer L.M,, (1978), Plant Sei. Lett.M, 351—358.

Berman H.C,Adnams C M, lIvanetich K. M, Kench J E. (1976), Biol. Chem. J.,
157, 237—246.

NohlH, Hegner D. (1978), Eur. J. Biochem., 82, 563— 567.

Bielski B.H.J, (1978), Photochem. Photobiol., 28, 645— 649.

Elstner E. F., (1980), w: Chemical and Biochemical Aspects of Superoxide and Superoxide
Dismutases (red. Bannister J. V., Hill H.A.O.,), str. 394—401, Elsevier/North Holland, New
York.

Purrington S. T, Kenion G. B, (1982), J. Chem. Soc., Chem. Commun., 120, 732.
Fridovich |1, (1979), Advanc. Inorg. Biochem., 1, 1—40.

Fridovich 1, (1974), Advanc. Enzymol., 41, 35—97.

Sawyer D. T, Gibian M.T., (1979), Tetrahedron, 35, 1471— 1481.

Bielski B.H.J,Chan P.C. (1978), J. Amer. Chem. Soc., 100, 1920— 1921.

Bielski B.H.J.,, Arudi R L, Sutherland M.W, (1983), J. Biol. Chem., 258,
4759—4761.

Bors W, Saran M, Czapski G., (1980), w: Biological and Clinical Aspects of Superoxide
and Superoxide Dismutase (red. Bannister W. H., Bannister J. V.,), str. 1—31, Elsevier/North
Holland, New York.

Danen W.C., Arudi R L., (1978), J. Amer. Chem. Soc., 100, 3944— 3945.

Mayeda E. A.,, Bard A.J, (1973), J. Amer. Chem. Soc., 95, 6223—6226.

llan Y.A,Czapski G, Meisel D. (1976), Biochim. Biophys. Acta, 430, 209— 224,
Behar D.,Czapski G,RabaniJ,Dorfman L M,Schwarz H. A, (1970), J. Phys.
Chem., 74, 3209— 3213.

Bielski B.H.J., Allen A.O. (1977), J. Phys. Chem., Hi, 1048— 1050.

Bannister W. H, Bannister J. V., red., (1980), w: Biological Aspects of Superoxide and
Superoxide Dismutase, Developments in Biochemistry, T. 11B, Elsevier/North Holland, New
York.

Farhatazis., Ross A B, (1977), Selected Specyfic Rates of Reactions of Transient from
Water in Aqueous Solution. Il1l. Hydroxyl Radical and Perhydroxyl Radical and their Radical
lons., NSRDS-NBS, US Government Office Washington, DC.

Barber J., (1980), Biochem. Biophys. Acta, 594, 253— 308.

Mead J F. (1976), w: Free Radicals in Biology (red. Pryor W. A.), str. 51—67, Academic
Press, New York.

Tyler D.D., (1975), FEBS Lett.,51, 180— 183.

Halii well B., (1978), Progr. Biophys. Molec. Biol., 33, 1—54.

Hildebrandt A.G., Roots I, (1975), Arch. Biochem., 171, 385—397.

Oshino N, Chance B, Sies H, Buchner T. (1973), Arch. Biochem., 154, 117— 131.
Chance B, Sies H, Boveris A, (1979), Physiol. Rev., 59, 527—605.

Jones D.P, Thor H, Andersson B, Orrenius S, (1978), J. Biol. Chem., 253,
6031—6037.

Sies H.,, Bartoli G. M, Burk R F,Waydhas C. (1978), Eur. J. Biochem., 89,
113— 118.

Sawyer D.T., (1981), Acc. Chem. Res., 14, 393-~00.

Walling C. (1982), w: Oxidases and Related Redox Systems (red. King T. E., Mason H. S,
Morrison H.S.), str. 85—97, Pergamon Press, Oxford.

Schramm V.L., (1982), Trends Biochem. Sei., 7, 369—371.



[17] TOKSYCZNOSC TLENU —USZKODZENIA KOMOREK 289

52. Archibald F. S, Fridovich I, (1981), J. Bacteriol, 146,928—936.

53. Czapski G, Aronovitch J, Godinger D, Samuni A, Chevion M., w The
Oxygen Radicals in Chemistry and Biology (red. Bors W., Saran M., Tait D.,), str. 225— 229,
Walter de Gruyter and Co., Berlin, New York.

54. An bar M, Neta P., (1967), Int. J. Appl. Radiat. Isot., 18, 495—523.

55. Czapski G. (1984), w: Methods in Enzymology, red. Packer L., str. 209—215, T. 105,
Academic Press, Inc. Orlando, Florida.

56. Baker M.S.,Gebicki J M, (1984), Arch. Biochem. Biophys., 234, 258—264.

57. Gulleridge JM.C., Rowley D.A,Halliwe 1l B, (1982), Biochem. J,, 206, 605— 609.

58. Baker M.S, Gebicki J M. (1986), Arch. Biochem. Biophys., 246, 581—588.

59. Sutton H.C., (1985), J. Free Radical Biol. Med., 1, 195—202.

60. Helple J. M, Taylor D. L., (1982), w Intracellular pH: It’s meassurement, regulation and
utilisation in cellular functions (red. Nuccitelli R., Deamer D. W.,), str. 44— 54, Alan R. Liss, New
York.

61. Jensen M.S, Bainton D.F., (1973), J. Cell. Biol.,, 56, 379—388.

62. Renswoude J.V,Bridges K. R,Harford J B,K1lausner R.D., (1982), Proc. Natl.
Acad. Sei. USA, 79, 6186—6190.

63. Jagendorf ALF, Uribe E., (1966), Proc. Natl. Acad. Sei. USA, 55, 170— 177.

64. Davies J T, RidealE. K, (1963), Interfacial Phenomena, Academic Press, New York.

65. Brawn K, Fridovich 1., (1980), Fed. Proc., 31, 1945— 1966.

66. Brawn K., Fridovich I, (1981), Arch. Biochem. Biophys., 206, 414—419.

67. Moody C.S, Hassan H. M., (1982), Proc. Natl. Acad. Sei. USA, 79, 2855—2859.

68. Land E.J,Swallow A.J., (1968), Biochem. Biophys. Acta, 162, 327— 337.

69. Inoune H, Nagano T, Hirobe M. (1984), Tetrahedron Lett.,25 317— 320.

70. Oberley LW, Buellner G. R, (1979), Cancer Res., 39, 1141.

71. Vanella A, Geremia E, Pinturo R, Patane E, Scarvaglieri E, Cappe-
lani A, Garotto A, Bianchi A, Zanghi M., (1983), Pharm. Res. Commun., 15,
641—646.

72. Kon at G.W,, Wiggins R.C., (1985), J. Neurochem., 45, 1113— 1118.

73. Cammer W, Bieler L.Z,Norton W.T., (1978), Biochem. J., 169, 567—575.

74. 1lakura M, Holmes E. W, (1979), J. Biol. Chem., 254, 333—338.

75. Pallet K E, Dodge A.D., (1979), Z. Naturforsch., 34C, 1058— 1061.

76. Rawls H R, Van Santen P.J, (1970), Ann. N. Y. Acad. Sei., 171, 135— 137.

77. Fridovich I, Porter N.A., (1981), J. Biol. Chem., 256, 260—265.

78. Fong K.L,McCay P.B,PoyerJ L,Keele B.B,Misra H. P, (1973),J. Biol. Chem.,
248, 7792—7797.

79. Thomas M.J, Mehl K. S, Pryor W.A, (1982), J. Biol. Chem., 257, 8343—8347.

80. Michelson AA.M, McCord J M, Fridovich 1., (1977), Superoxide and Superoxide
Dismutases, Academic Press, London.

81. Halliwell B., (1978), FEBS Lett.M, 238—242.

82. Hall iwell B, Gutteridge J M.C., (1981), FEBS Lett., 128, 347—352.

83. Wills E.D., (1966), Biochem. J., 99, 667—676.

84. Thien M, Bucher J R, Aust S.D., (1982), Biochem. Biophys. Res. Commun., 107,
279—285.

85. Searle A.J F,Willson R. L, (1983), Biochem. J., 212, 549—554.

86. Aust S.D.,,Svingen B. A, (1982), w Free Radicals in Biology (red. Pryor W. A.),.str. 1—28,
Academic Press, New York.

87. Gutteridge J M.C., (1982), FEBS Lett.,, 150,454—458.

88. Rawley D.A,Halliwell B, (1982), FEBS Lett., 138, 33— 36.

89. O’Brien P.J, (1969), Can. J. Biochem., 47, 485—492.

90. Kaschnitz P. M, Hatefi Y. (1975), Arch. Biochem. Biophys., 171, 292— 304.

91. Gutteridge J M.C.,, Paterson S K, Segal A W, Halliwe 11 B, (1981), Biochem.
J., 199, 259—261.

3 Postepy Biochemii 4/88



290

92.

93.
94.
95.
96.

97.

98.

99.

100.
101.

102.
103.
104.

105.

106.
107.
108.
109.
110.
111
112.

113.

114.
115.

116.
117.
118.
119.
120.
121.
122.
123.
124.
125.

126.
127.

AE. LICZMAKSKI [18]

Gutteridge J M.C.,, Halliwell B, Treffry A, Harrison P.M., Blake D,
(1983), Biochem. J., 209, 557—560.

Wills E.D., (1969), Biochem. J., 113, 325— 332.

Gulleridge J M.C,Richmond R,Halliwe 11 B., (1979), Biochem. J., 184,469—472.
Gutteridge J M.C., (1977), Biochem. Biophys. Res. Commun., 77, 379— 386.

Sree Kumar K,Rowse C,Hochstein P, (1978), Biochem. Biophys. Res. Commun.. 83,
587—592.

Ferrali M, Fulceri R,Bencdelli A,Comporti M, (1980), Res. Commun., Chem.
Pathol. Pharmacol., 30, 99— 112.

Dian zani M. U, (1982), w Free Radicals, Lipid Peroxidation and Cancer (red. McBrien
D. C. H., Slater T. F.,), str. 129— 151, Academic Press, London.

Samuelsson B,Paolelli R -red., (1982), Adv. Prostaglandin Tromboxane Leukotriene
Res., 9, 1—365.

Hammerstrom S, (1983), Ann. Rev. Biochem., 52, 355—377.

Doroshow J H, Hoch stein P, (1982), w Pathology of Oxygen (red. Autor A.P.,), str.
245—259, Academic Press, New York.

Davies K.JA,Doroshow JH,Hochstein P, (1983), FEBS Lett.,153, 2935—2939.
Zetterberg G, Persson T. (1970), Bull. Chim. Farm., 109, 728—732.

Smith L L,Rose M.S,Wyall I, (1979), w Oxygen Free Radicals and Tissue Damage,
str. 321— 341, C1BA Foundation Series 65, Elsevier/North Holland, Amsterdam.

Lown J W,Joshua A.V.,Chen H.H., (1982), w Free Radicals, Lipid Peroxidation and
Cancer (red. McBrien D.C. H., Slater T. F.,), str. 305— 328, Academic Press, New York.
Weidel H, Russo M, (1982), Mh. Chem., 3, 850— 855.

Calderbank A, (1968), Adv. Pest. Control. Res., 8, 127—235.

Dodge A.D., (1971), Endeavour, 30, 130— 135.

Dodge A.D. (1975), Sei. Prog., 62, 447—466.

Law M.V, Charles S A, Halli well B, (1983), Biochem. J., 210, 899— 903.

Ridley S. M. (1983), Plant Physiol., 72, 461—468.

Dodge A.D., (1985), w Biochemical Society Transaction, 597th Meeting, London, t. 10, str.
73—75.

Sharp CW. M, O1llolenghi A, Posner H.S. (1972), Toxicol. Appl. Pharmacol, 22,
241—251.

Litchfield M. H, Daniel JW, Longshaw S, (1973), Toxicology, 1, 155— 163.
11e11 K. F, Stripp B, Menard R H, Reid N.D., Gillelle J R, (1974), Toxicol.
Appl. Pharmacol., 28, 216— 226.

Rose M.S., Lock E A, Smith L. L, Wyall I, (1976), Biochem. Pharmacol., 25,
419—423.

Hassan H M, Moody C.S, (1982), Can. J. Physiol. Pharmacol., 60, 1367— 1373.
Rose M.S.,, Smith L L, Wyatt I, (1976), Biochem. Pharmacol., 25, 1763— 1767.
Forman H.J,Aldrich T.K,Posner M. A, Fisher A B, (1982). J. Pharmacol. Exp.
Ther., 221, 428733.

Engelbrecht F M, Rossouw D.J, Nienaber M.W.P, (1981), Med. J., 59,
953—956.

Fisher HK,ClementsJ A, Tierney D.F,Wright R, (1975), Am. J. Physiol., 228,
1217— 1223.

Forman H.J, Nelson J, Fisher A.B., (1980), J. Biol. Chem., 255, 9879- -9883.
McDonagh B.J, Martin J., (1970), Arch. Dis. Childh., 45, 425—427.

Malone J D.G,Car mody M, Keogh B,O0’'Dwyer W.F, (1971), J. Ir. Med. Assoc.,
64, 59—68.

Hassan H.M, Fridovich I, (1982), J. Biol. Chem., 253, 8143—8148.

Kao S. M, Hassan H. M., (1985), J. Biol. Chem.. 260, 10478— 10481.

Bilinski T, Litwinska J, Btaszcznski M. (1985), Acta Microbiol. Polon., 34,
15— 17.



[19] TOKSYCZNOSC TLENU — USZKODZENIA KOMOREK 291

128. Btaszczynski M, Litwinska J, Zaborowska D., Bilinski T. (1985), Acta
Microbiol. Polon., 34, 243— 254,

129. Gershman R,GilbertD.L,Nye SW,Dwyer P,Fenn W. O, (1954), Science, 119,
623—626.

130. Gilbert D. L. (red., (1981), Oxygen and Living Processes: An Interdisciplinary Approach,
Springer Verlag, New York.

131. Brown J.C., (1978), Plant Cell. Envir., 1, 249—257.

132. Rosen G. M, Barber M.J, Rauckman E.J, (1983), J. Biol. Chem., 258, 2225—2228.

133. Girotti A W, Thomas J. P. (1984), J. Biol. Chem., 259, 1744— 1752.

134. Kon S.H. (1978), Med. Hypoth., 4, 445—471.

135. Crichton R. R, (1979), w Oxygen Free Radicals and Tissue Damage, CIBA Foundation
Symposium, t. 65, str. 57—76, Elsevier, Amsterdam.

136. Fridovich |1, (1986), Arch. Biochem. Biophys., 247, 1—11.



http://rcin.org.pl



Post. Biochem., 34 (1988), 293—310

ADAM EDMUND LICZMANSKI*

Toksycznosc tlenu. 1. Mechanizmy ochronne

Oxygen toxicity. Il. Defence mechanisms

Spis tresci

l. Wstep
Il. Zwiagzki wygaszajgce wzbudzone czgsteczki
I1l. Mechanizmy nieenzymatyczne
I11-1. Antyutleniacze
I11-1.1. Tokoferole i tokoferylochinony
111-1.2. Glutation
111-1.3. Kwas askorbinowy
I111-1.4. Inne antyutleniacze
I11-2. Zmiatacze wolnych rodnikéw
111-3. Jony metali grup przejsciowych
111-4. Sekwestr metali
I111-5. Metalotioneiny
IV. Mechanizmy enzymatyczne
IV-1. Dysmutazy ponadtlenkowe
1V-2. Katalazy
1V-3. Peroksydazy
1V-4. Reduktaza glutationowa
V. Biatka szoku termicznego
VI. Podsumowanie

Contents

I. Introduction
Il. Compounds quenching excited molecules
I1l. Nonezymatic mechanisms
111-1. Antioxidants
I11-1.1. Tocopherols and tocopherylochinones
111-1.2. Glutathion
111-1.3. Ascorbic acid
I111-1.4. Other antioxidants
111-2. Scavengers of free radicals
111-3. Transition metal ions
111-4. Sequestration of metals
111-5. Metalothioneins

* Mgr, Akademia Rolnicza w Lublinie Instytut Nauk Rolniczych w Zamosciu, ul. H. Sawic-
kiej 102, 22-400 Zamos¢



294 AE. LICZMANSKI [2]

IV. Enzymatic mechanisms

1V-1. Superoxide dismutases

IV-2. Catalases

1V-3. Peroxidases

IV-4. Glutathione reductase
V. The heat-shock and oxidative stress proteins
VI. Summary

Wykaz stosowanych skrétéw: ROO — nadtlenkowy rodnik lipidowy, DETAPAC — kwas dietyle-
no-tetraamino-pentaoctowy, GSH/GSSG — glutation zredukowany/utleniony, PQ — parakwat,
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I. Wstep

W komérkach prokariontéw i eukariontow wystepujg mechanizmy ochro-
nne przed toksycznym dziataniem tlenu i produktami jego redukcji. Mechanizmy
te mozna klasyfikowac¢ wedtug réznych kryteriéw, np. na podstawie specyficz-
nosci w stosunku do Oj, OH, itd. Przyjmujac jako kryterium budowe i
wiasciwosci zwigzkdw uczestniczacych w procesie detoksykacji OJ, mozna
wsrod wielu wyr6zni¢ niskoczasteczkowe zwigzki antyutleniajgce, ktére wyga-
szajg wzbudzone czasteczki, lub dysmutujg O j, oraz enzymy, ktére dysmutuja
rodniki ponadtlenkowe lub rozktadajg nadtlenki.

Il. Zwigzki wygaszajace wzbudzone czasteczki

W komdrkach wystepujg naturalne zwiazki organiczne, ktére wygaszajg
wzbudzone czasteczki, np. karotenoidy. Zabezpieczaja one organizmy fotosynte-
tyzujace przed uszkodzeniami fotodynamicznymi, wywotywanymi obecnoscig
naturalnych iegzogennych uczulaczy [1,2,3]. Karotenoidy efekywnie wygaszajg
czasteczki bedace w tripletowym stanie wzbudzonym (np. chlorofil), jak réwniez
tlen singletowy [4,5]. Mechanizm wygaszania tlenu singletowego przedstawiono
na schemacie 1 Kompleksy niklu i barwniki polimetinowe [6, 7], réwniez

102 + car 3car + 302

car

Schemat 1. Mechanizm wygaszania tlenu singletowego przez karotenoidy ("0 2 — tlen singletowy,
30 2 — tlen w podstawowym stanie tripletowym, car — karotenoid, 3car — karotenoid w stanie
wzbudzonym)

wygaszajg tlen singletowy. Szereg innych zwigzkéw, zasobnych w elektrony,
oddziatuje podobnie na wzbudzone czasteczki, lecz wedtug mechanizmu polega-
jacego na przemieszczaniu tadunku, w ktorym wygaszacz (Q) jest donorem
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102 + Q ©z + Q+) 302 + Q

Schemat 2. Mechanizm wygaszania wzbudzonych czasteczek przez zwigzki zasobne w elektrony.
(Q — wygaszacz, ‘0 2— wzbudzony tlen singletowy, 30 z— tlen w tripletowym stanie podstawowym

elektronu (Schemat 2) [1]. Fenole wygaszajag takze 1Ag02. Witamina E
(a-tokoferol), wygasza wzbudzone czasteczki, zatrzymuje taricuch reakcji wolno-
rodnikowych [8,9], a ponadto jest efektywnym antyutleniaczem 0 2 [10,11]. Na
schemacie 3 przedstawiono mozliwe sposoby oddziatywania oe-tokoferolu z
tlenem singletowym.

wygaszanie (przewagal

«. - Tokoferol

produkty (slady)

Schemat 3. Oddziatywania a-tokoferolu z tlenem singletowym

I11. Mechanizmy nieenzymatyczne

W komdrkach i ptynach organicznych znajdujg sie chemiczne zwigzki
organiczne i nieorganiczne, ktére w reakcjach nieenzymatycznych moga deto-
ksykowac¢ wolne rodniki. Biorgc pod uwage sposob funkcjonowania, mozna
wsrod nich wyr6znié: antyutleniacze, zmiatacze wolnych rodnikéw, kompleksy
jonow metali grup przejSciowych i wolne jony, ktére katalizujg reakcje dysmuta-
cji rodnikow.

I11-1. Antyutleniacze

Naturalne substancje redukujace 0 2 do nadtlenku wodoru, ktory nastepnie
jest rozktadany miedzy innymi przez katalizy i peroksydazy, nazwano antyutle-

niaczami. Do grupy antyutleniaczy naleza: tokoferole, glutation, kwas askorbi-
nowy.

111-1.1. Tokoferole i tokoferylochinony

W komorkach wystepuje wiele tokoferoli, ktdre rdéznig sie dlugoscia

faricucha izoprenowego. Zwigzki te wystepuja gtéwnie w btonach biologicznych
10/.

Tokoferole reagujac z wolnymi rodnikami zabezpieczaja lipidy przeu
utlenianiem [9, 22— 14]. Tokoferol redukujac rodniki moze by¢ utleniany w
dwdch réznych ciggach reakcji, z ktérych tylko jeden ma charakter antyutlenia-
czowy [15]. Ciagg reakcji o charakterze antyutleniaczcowym moze funkcjonowac
tylko wtedy, gdy poczatkowe stezenia nadtlenkéw lipidowych w btonach sa
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wysokie. Jesli pierwsza reakcja przebiega z rodnikiem RO O, to od tokoferolu
(TH2) odrywany jest fenolowy atom wodoru (Reakcja 1). Utworzony rodnik TH
moze dalej reagowaé z nastepnym rodnikiem ROO (Reakcja 2).

TH2+ ROO' TH'+ ROOH (1)

TH + ROO'- T+ ROOH 2

Przy niskich stezeniach nadtlenkoéw lipidowych w btonach, powstaty uprzednio
rodnik TH moze reagowac¢ w odmienny sposéb (Reakcje 3, 4, 5), nie wykazujac
wiasciwosci antyutleniacza [15].

TH ->*TH ©)
*TH'+ 0 2-»*TH-00 (4)
*TH-00 + TH ->*THOOH + TH' ®)
CH3 CH, CH,
0 GH e
HyC *—CisHx HyC 167132
0 HO
. (TH
H, (XTH") CHy o
CH
CH, e, Y dtig $h
H.
HyC CigH3, s Sehe
‘0
. H (T)
CH, (TH
Wzory I—I1V. Wzory strukturalne reagujacego tokoferolu

Rodnik tokoferylowy wytworzony w reakcjach antyutleniaczowych (Reakcje
1, 2) moze by¢ ponownie redukowany do a-tokoferolu przez inny antyutleniacz
— kwas askorbinowy. Czasteczka kwasu askorbinowego reaguje z rodnikiem
tokoferylowym przy powierzchni btony. Uwarunkowane jest to lokalizacjg
rodnika w btonie i polarnym charakterem czasteczki kwasu askorbinowego.
Reakcje redukcji rodnika tokoferylowego katalizuje zwiazana z btonami re-
duktaza [16, 17].

a-tokoferol moze dziataé¢ rowniez jako wychwytywacz rodnikéw ponadtlen-
kowych [10, 11]. Pierwotny produkt reakcji tokoferolu 0 2 jest ponownie
redukowany przez kwas askorbinowy do a-tokoferolu [10].

111*1.2. Glutation

Komérki o metabolizmie tlenowym zawierajg glutation w stezeniach mili-
molarnych. Grupa -SH glutationu jest znacznie fatwiej dostepna dla 0 2 niz
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grupy tiolowe enzymow. Przypuszcza sie wiec, ze zwigzek ten moze zabezpieczaé
aktywne biologicznie biatka. GSH réwniez reaktywuje enzymy zinaktywowane
przez utlenienie ich grup dotowych. Utlenianie oczyszczonego GSH i grup
tiolowych enzymoéw przez 0 2jest bardzo powolne in vitro, ale $ladowe ilosci
metali grup przejSciowych katalizujg ten proces [18, 19].

GSH wspétuczestniczy w procesie usuwania nadtlenku wodoru i wodoro-
nadtlenkdw lipidowych w komdrkach tlenowcow, jest rdwniez kofaktorem
szeregu enzymow, takich jak: glioksylaza, izomeraza endonadtlenkéw prosta-
glandynowych, transferaza y-glutamylowa. Ponadto uczestniczy w degradacji
herbicydéw i pestycydéw [16], hamuje indukowane przez O j samoutlenianie
adrenaliny i oksydacje dianizydyny [20], kontroluje poziom wewnatrzkomérko-
wego stezenia rodnika ponadtlenkowego [16].

W chloroplastach roslin wyzszych funkcjonuje cykl Foyera-Halliwe-
1 a, wktdrym usuwany jest nadtlenek wodoru wytwarzany podczas fotosyntety-
cznego transportu elektronéw [21]. W cyklu tym askorbinian redukuje H20 2, a
powstajacy dehydroaskorbinian redukowany jest nieenzymatycznie przez GSH.
Regenerowanie zredukowanego glutationu nastepuje kosztem NADPH przy
udziale reduktazy glutationowej.

Analiza rozmieszczenia i zawartosci GSH w komdrkach zwierzecych
[22—27], wykazata, ze najwieksze ilosci glutationu gromadzone sg w mitochon-
driach [26]. Przypuszczalnie jest to sposdb zabezpieczania przed wolnorodniko-

wymi formami tlenu generowanymi w duzych iloSciach w tych organellach [26,
27].

111-1.3. Kwas askorbinowy

Kwas askorbinowy zapewnia utrzymanie odpowiedniego potencjatu red-oks
w komorce. Zwigzek ten moze stymulowac powstawanie rodnikéw hydroksylo-
wych zH20 2w obecnosci zredukowanych jonéw metali [28]. Mieszanina kwasu
askorbinowego, nadtlenku wodoru i soli zelaza moze zainicjowaé peroksydacje
lipidéw [29, 30], a w mieszaninie H20 2 i askorbinianu powstajg rodniki OH
[31]. Kwas askorbinowy w niskich stezeniach dziata jak prooksydant, w
wysokich natomiast jak antyutleniacz [32].

111-1.4. Inne antyutleniacze

Do antyutleniaczy zaliczane sg réwniez substancje, ktérym w literaturze
anglo-amerykanskiej nadano nazwe ,sacrificial antioxidants”. Reprezentujg je
$luzy tchawicowo-oskrzelowe i zotgdkowo-jelitowe [33]. Wykazujg one olbrzy-
mig aktywnos¢ w wychwytywaniu rodnikéw hydroksylowych oraz innych
reaktywnych zwigzkéw wytwarzanych w uktadzie pokarmowym i oddechowym
(szczegdlnie podczas palenia tytoniu), a takze zawartych we wdychanym,
skazonym powietrzu [33].
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111-2. Zmiatacze wolnych rodnikéw

Niskoczasteczkowe zwigzki takie jak adrenalina, bilirubina, biliwerdyna i
inne [16, 34—36], reagujac z rodnikami ponadtlenkowymi nie dopuszczajg do
rozprzestrzeniania sie reakcji wolnorodnikowych, a w konsekwencji do uszko-
dzenia komarek.

Kwas moczowy [37] hamuje peroksydacje lipidow i usuwa niespecyficznie
rodniki, a tiomocznik jest specyficznym zmiataczem rodnikéw hydroksylowych
[38]. Takie zwigzki chemiczne, jak: mrowczan sodowy, etanol, butanol, glukoza,
mannitol, Tris [39] réwniez wychwytuja rodniki hydroksylowe. Jednakze szereg
zmiataczy uznawanych za specyficzne wobec OH, nie wykazuje tej whasciwosci.
Np. tiomocznik reaguje z nadtlenkiem wodoru i rodnikami oksyalkoholowymi
[40, 41], a takze chelatuje jony metali niezbedne do wytwarzania rodnikéw
hydroksylowych. Etanol reaguje z rodnikami oksyalkoholowymi [40], a man-
nitol tworzy stabilne kompleksy z nadtlenkiem wodoru [39].

Zwigzki kompleksujace jony metali mogag rowniez zabezpiecza¢ komorki
przed mozliwoscig wytwarzania wolnych rodnikéw. Kwas dietyleno-triami-
no-pentaoctowy hamuje reakcje Habera-Weissa [42], poniewaz kompleks
Fe(l1)-DATAPAC jest redukowany w nieznacznym stopniu przez 0 2 [43].
Jednakze uktady redukujgce np. rodnik parakwatowy [44], semichinon adria-
mycyny [45], oraz reduktaza NADPH-cyt P-450 [46], mogg redukowaé
Fe(lI1)-DETAPAC i w rezulatacie inicjowa¢ powstawanie rodnika OH w
obecnosci nadtlenku wodoru.

Kompleksy jonéw zelaza z siarczanem betafenantroliny [47] i desferal [48]
ograniczajg produkcje rodnikow hydroksylowych. Ponadto desferal in vitro
hamuje peroksydacje lipidéw oraz reakcje powstawania rodnikow hydroksylo-
wych katalizowane przez sole Zzelaza, a takze efektywnie zmiata rodniki
hydroksylowe i ponadtlenkowe [48, 30, 39].

111-3. Jony metali grup przejsciowych

Jony metali grup przejsciowych wchodzgce w sktad centrow aktywnych
dysmutaz ponadtlenkowych, w postaci wolnej i w potgczeniu z niskoczasteczko-
wymi zwigzkami chelatujgcymi, wykazujg wiasciwosci katalizowania reakcji
dysmutacji rodnikdw ponadtlenkowych. Jony te w czasie katalizy sa redukowane
i utleniane [49]. Sposrdd wielu przetestowanych matoczgsteczkowych komple-
kséw miedzi jedynie [Cu-(His)2H]3+[50], wykazywat aktywno$¢ dysmutazy
ponadtlenkowej. Kompleksy miedziowe, w ktérych wszystkie pozycje koordyna-
cyjne wysycone sg przez zwiazki chelatujace (np. przez EDTA), nie katalizuja
reakcji dysmutacji [51]. Jony miedzi zasocjowane z czgsteczkami biatek, np. z
albuming surowiczg, wykazujg aktywnos$¢ dysmutazy ponadtlenkowej [52].

Sole miedzi dodane do pozywki podwyzszajg poziom aktywnosci SOD w
hodowanych komdrkach drozdzy [53], przys$pieszaja wzrost mutantdw niesyn-
tetyzujagcych CuZnSOD, umozliwiajg tez wzrost mutantow bezdysmutazowych
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W pozywce zawierajgcej parakwat, mimo ich wrazliwosci na ten herbicyd
generujgcy rodniki ponadtlenkowe [54, 55].

Mniej wiemy o wiasciwosciach kompleksow manganu. Aktywno$¢ dysmu-
tazowag wykazuja jedynie jony manganu i kompleks mangano-chinolinowy
[56-58]. Katalitycznych wiasciwosci nie wykazuje natomiast Mn(ll) zasocjowa-
ny z EDTA [59],

Jony manganu zabezpieczajg przed toksycznoscig tlenu [57], przy$pieszaja
wzrost drozdzowych mutantéw bezdysmutazowych [54], zwiekszajg odpornos¢
spor na ciepto i promieniowanie jonizujgce [60, 61], wygaszajg tlen singletowy
[59] zmiatajg wolne rodniki tlenowe [62—67], hamujg peroksydacje lipidow w
btonach [62, 63].

Kompleksy jonéw zelaza i EDTA katalizujg dysmutacje rodnikéw ponad-
tlenkowych [49]. W pierwszym etapie 0 2 redukuje Fe(ll11)-EDTA (Reakcja 6)
[68]. Nastepna czasteczka rodnika ponadtlenkowego ponownie utlenia powsta-
ty Fe (I)-EDTA (Reakcja 7) [69] do Fe(lll)-EDTA.

Fe(I11)-EDTA +0 2 - Fe(Il)-EDTA +0 2 ®)
Fe(1)-EDTA+0 2 - Fe(II)-EDTA-Or @

111-4. Sekwestr metali

Sekwestr metali polega na przechowywaniu, w formie niedostepnej dla
reakcjiHabera-Weissa, niewykorzystanych przez organizm, jonéw metali.
Sekwestr jest wiec jednym z wielu sposobéw zabezpieczania organizmu przed
mozliwoscig wytwarzania rodnikéw hydroksylowych i innych. Najczesciej
nadmiary jonéw metali gromadzone sg w czasteczkach wyspecjalizowanych
biatek magazynujgcych. Transport jonow metali z miejsc ich sktadowania do
miejsc wykorzystania odbywa sie réwniez z udziatem specjalnych biatek
transportujacych. Jony zelaza i miedzi stanowig szczegblne zagrozenie dla
organizmoOw, poniewaz mogg one w obecnosci H20 2generowaé wolne rodniki.

Jony zelaza, w tkankach zwierzecych, wigzane sg przez transferyne i ferytyne.
Transferyna jest biatkiem transportujagcym, a ferytyna magazynujacym zelazo
[70— 73]. Biatka te znaleziono w watrobie , $ledzionie, szpiku kostnym, a
niektore ferytyny wykryto w osoczu krwi [70]. Transferyna jest glikoproteing
zawierajacg miejsca wigzace Fe(lll). Biatko podobne do transferyny — laktofe-
ryna, wystepuje w wielu ptynach organicznych i mleku, a takze jest wytwarzana
przez komorki fagocytujace [74].

Okoto 95% jondw miedzi wystepujacych w osoczu krwi zgromadzone jest w
ceruloplazminie. Pozostata cze$¢ Cu(ll) tworzy komleksy z albuming i amino-
kwasami osocza krwi [75]. Ceruloplazmina jest biatkiem magazynujacym.
Postuluje sie, ze komorki muszg wydali¢, a nastepnie roztozy¢ czasteczke
ceruloplazminy, aby pozyska¢ zmagazynowane w niej jony miedzi [76]. Cerulo-
plazmina moze katalizowac oksydacje poliamin, polifenoli, a uwalniany w tych
procesach tlen jest redukowyny do H20. Biatko te moze utlenia¢ Fe(ll) do Fe(lll)
[77], hamowac reakcje Fentona i zmiata¢ wolne rodniki [761.
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Jony metali zwykle przemieszczane sg pomiedzy miejscem ich magazynowa-
nia a miejscem ich wykorzystania w komoérce. Przypuszcza sie zatem, ze sekwestr
metali nie jest procesem w petni efektywnym, tym bardziej, ze estry fosforanowe,
jak np. 2, 3-difosfoglicerynian, ATP, GTP zdolne sa do usuwaniajonéw zelaza z
komplekséw biatkowych [71].

111-5. Metalotioneiny

Metalotioneiny, to niskoczasteczkowe biatka bogate w metale i grupy
sulfhydrylowe. Metalotioneiny uczestniczag w metabolizmie $ladowych ilosci
metali [78]. Metalotioneiny wystepujace u ssakow, zbudowane sa z pojedyncze-
go taricucha polipeptydowego. Reszty cysteinowe stanowig okoto 1/3 wszystkich
reszt aminokwasowych tych biatek. Za pomoca elektroforezy mozna wyréznié
dwie formy metalotionein o roznych sekwencjach aminokwasowych, tzw.
metalotioneiny 1 i metalotioneiny 2 [79].

Metalotioneiny uczestniczg w wewngtrzkomoérkowym metabolizmie zelaza
[80], wigzg jony miedzi, cynku i kadmu [81—83] jak i zabezpieczajg one
komorki przed szkodliwym promieniowaniem, dzieki duzej zawartosci grup
sulfhydrylowych w biatku [84]. Metalotioneiny sg wydajnymi zmiataczami
rodnikdw hydroksylowych [85] i uzupetniajg liczbe biatek uczestniczacych w
sekestrze metali (np. CuMT).

Biatka wigzace jony metali wykryto w innych organizmach jak np. bakterie,
glony, drozdze, owady [86], Biatka te réznig sie masami czgsteczkowymi, iloscig
grup sulfhydrylowych i rodzajem wigzanych jonéw metali [86].

IV. Mechanizmy enzymatyczne

IV-1. Dysmutazy ponadtlenkowe

Dysmutazy ponadtlenkowe zaliczamy do klasy oksydoreduktaz [EC. 1.15.1.
1] (Nazwa systematyczna-oksydoreduktaza ponadtlenek:ponadtlenek). Enzymy
te bedgce metaloproteinami zawierajg w swych centrach aktywnych jony metali
(Fe, Mn, Cu), ktére biora udziat w reakcjach dysmutacji rodnikéw ponadtlenko-
wych (Reakcja 8).

02+02+2H+»H2 2+02 €))

Wyrdznia sie wiec FeSOD, MnSOD i CuZnSOD*. Mechanizm dysmutacji
rodnikdw ponadtlenkowych katalizowanej przez SOD polega na reakcjach
redukcji i utleniania jonéw metali wchodzacych w sktad centréw aktywnych tych
enzymow. Przedstawiono to w reakcjach 9 i 10. W pierwszym etapie katalizy

* Woeczesniejsze prace przegladowe [87, 88] opublikowane w Postepach Biochemii przedsta-
wiajg szczeg6towo zagadnienia filogenezy, subkomérkowego rozmieszczenia tych enzymoéw i ich
charakterystyki fizyko-chemiczne.
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(Reakcja 9) jon metalu jest redukowany przez rodnik ponadtlenkowy. Jedno-
cze$nie uwalniana jest czasteczka 0 2. Nastepny rodnik ponadtlenkowy utlenia
zredukowany jon metalu w obecnosci protonéw i powstaje H20 2 (Reakcja 10).
W reakcjach tych symbolem E oznaczono enzym (SOD), natomiast Me oznacza
jon metalu centrum aktywnego.

E-Men+ 0 2 ->E-Men1+0 2 )
E-Menl+ O: + 2H+ -»E-Me"+ H20 2 (10)

Rodnik ponadtlenkowy, substrat SOD, jest wytwarzany tylko w obecnosci
tlenu, a dysmutazy ponadtlenkowe ochraniajg organizmy przed jego cyto-
toksycznym dziataniem [89]. Zanik aktywnosci SOD jest przyczyng wrazliwosci
organizméw na tlen.

W celu wyjasnienia fizjologicznej funkcji dysmutazy ponadtlenkowej podjeto
proby wyizolowania mutantéw nie syntetyzujacych tych enzyméw. Otrzymano
termowrazliwego mutanta Escherichia coli nie syntetyzujgcego SOD w warun-
kach tlenowych [52]. Nastepnie wyizolowano wrazliwe na tlen mutanty E.coli
lini K 12, a wérdd nich szczepy o podwyzszonej aktywnosci katalazy, peroksyda-
zy iMnSOD [90]. W naszym laboratorium po raz pierwszy w Swiecie otrzymano
mutanty niezawierajgce CuzZnSOD [55]. Wyizolowano je na podstawie nad-
wrazliwosci na parakwat. Mutanty pozbawione SOD charakteryzujg sie wysoka
wrazliwoscig na wzrastajgce p 0 2, stezenie PQ i Swiatto. Zwiekszanie produk cji
0 2 powoduje uszkodzenia komérek drozdzy nie zawierajgcych SOD [55, 91].
Nieco pézniej otrzymano mutanty E.coli z delecjami powodujgcymi defekty w
MnSOD i FeSOD, ktére nie rosng w warunkach tlenowych w minimalnej
pozywce i sg wrazliwe na parakwat w pozywce bogatej [92]. Wyniki badan nad
mutantami bezdysmutazowymi potwierdzity, kwestionowang przez innych [93],
kluczowg role SOD w mechanizmach ochronnych komérki przed toksycznym
dziataniem 0 2 [52].

Biosynteza dysmutaz ponadtlenkowych podlega rygorystycznej kontroli.
Wysokie stezenia tlenu przyspieszajg biosynteze SOD w E.coli [94], Strepto-
coccus faecalis [95], Saccharomyces cerevisiae i w innych organizmach [16].
Induktorem biosyntezy SOD jest produkt redukcji tlenu czasteczkowego [96].
FeSOD jest wytwarzana na poziomie konstytutywnym nawet w warunkach
beztlenowych [97], zatem stanowi statg ochrone przed toksycznoscig tlenu.
Natomiast MnSOD —enzym indukcyjny, jest intensywnie syntetyzowany w
odpowiedzi na czynnik indukujacy [98]. Zelazo petni wazng funkcje w regulacji
biosyntezy MnSOD w E.coli [99, 100]. W opisanej ponizej hipotezie [101],
biosynteza MnSOD jest przedstawiona jako negatywny operon, w ktérym
biatko regulatorowe (RP) wystepuje w dwoch formach: aktywnej i nieaktywnej. Z
aktywnym represorem zwigzane jest Fe2+ (RP-Fe2+) z nieaktywnym Fe3+
(RP-Fe3+) lub biatko represora nie wigze jonu zelaza (RP). Gdy wzrasta
produkcja OJ w komérce (intensywny metabolizm tlenowy, procesy redukcji i
utleniania, np. PQ), rodnik ponadtlenkowy utlenia Fe2+ w biatku represoro-
wym. RP-Fe3+jest nieaktywnym represorem, ktéry moze ulec konformacyjnym



302 A.E. LICZMANSK.I [10]

zmianom i utraci¢ jon metalu. W wyniku tych zmian moze nastgpi¢ biosynteza
MnSOD. W warunkach beztlenowych nie sg wytwarzane 0 2 i inne utleniacze
mogace utleniaé Fe2+, biatko represora zatem jest nieaktywne i biosynteza
MnSOD nie nastepuje [101]. Szereg zwigzkoéw red-oks, dziatajagcych podobnie
jak parakwat, indukuje biosynteze MnSOD (Schemat 4).

@ RU SG

REPRESJA

12) sG

0 Fe2

__________________ — BIOSYNTEZA

Fe3 (J ) — Fe3+

nieaktywny

| RP |— Fe2+
Feld aktywny

Schemat 4. Mechanizm regulacji biosyntezy MnSOD w E. coli. RG — gen regulatorowy, P— pro-
motor, O — operon, SG — gen struktury, RP — represor

1V-2. Katalazy

Katalazy, to enzymy rozktadajace wolne nadtlenki wodoru [E.C. 1.11.1.6], Sa
zelazoporfirynoproteinami zbudowanymi z czterech monomerdéw. Katalazy
wykazujg dwie aktywnosci: katalazowg i peroksydazowg. W $rodowisku o
wysokim stezeniu H20 2 dominuje aktywno$¢ katalazowa, natomiast w $rodo-
wisku o niskim stezeniu nadtlenku wodoru, peroksydazowa (Schemat 5) [21].

Bardzo niskg aktywno$¢ katalazy lub jej brak wykazano w bakteriach
beztlenowych, natomiast wysoka aktywnos$¢ tego enzymu zaobserwowano w
bakteriach tlenowych [102]. Wysoka aktywnos¢ katalazy umozliwia przezy-
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KATALAZA + H202
i J

KOMPLEKS 1

H,0, np. HCOOH
C,HsOH
f.katalazowa f. peroksydazowa

2H,0 + 0, + | KATALAZA | + CO, + 2H,0

Schemat 5. Sposoby funkcjonowania katalazy w komdrce. W wyniku przytgczenia pierwszej
czasteczki H20 2 do centrum aktywnego enzymu, wytwarzany jest tzw. kompleks |

wanie mikroorganizmdw tlenowych podczas ekspozycji w H20 2 [103, 104].
Wzgledne beztlenowce, jak S.cereuisiae [105] i E.coli K-12 his- [106J, wykazuja
wysoki poziom aktywnos$ci katalazy podczas wzrostu w warunkach tlenowych.
W E.coliB i S.faecalis, w warunkach beztlenowych i tlenowych, aktywnos¢
katalazy nie podlega wigkszym zmianom, podczas gdy obserwuje sie réznice w
aktywnosci SOD [107]. Organizmy nie syntetyzujace katalazy, np. Baccillus
popillie [108], Anacystis nidulans [109], wydzielajg nadtlenek wodoru do
otaczajgcego je srodowiska.

Drozdze S.cereuisiae, podobniejak E.coli B, zawierajg dwie katalazy: katalaze
T (typowg) i A (nietypows), ktore réznig sie ciezarem czasteczkowym. Nie jest
dotagd znane znaczenie katalazy A, ktérej zawarto$¢ stanowi 30 do 80%
catkowitej aktywnosci katalazowej komérek. Zaobserwowano, ze zmianom
aktywnosci katalazy A towarzysza zmiany aktywnosci oksydazy acylo-CoA z
peroksysoméw komdrek drozdzy [110]. Katalazy T i A kodowane sg przez dwa
rézne geny jadrowe i majg r6zne mapy peptydowe. Katalaza T jest enzymem
cytoplazmatycznym [111]. Katalaza A natomiast wystepuje w peroksysomach
[110,112], ale rowniez wskazuje sie na jej obecnos¢ w wakuolach [113]. Poziom
katalaz w drozdzach zalezy od warunkow wzrostu komorek, w tym rowniez od
obecnosci tlenu i glukozy [114—118]. Biosynteza hemu réwniez podlega
regulacji przez tlen i glukoze, a zatem synteza grupy prostetycznej warunkuje
synteze obu enzymow [116, 119— 121]. Katalazy A i T nie wystepujg w dzikich,
rosnacych w warunkach beztlenowych, komorkach drozdzy. Otrzymano mu-
tanty, ktore syntetyzujg w warunkach beztlenowych katalaze T [122, 123]. W
warunkach represji glukozowej zawarto$¢ katalazy T jest wydatnie obnizana, a
aktywnos¢ katalazy A jest niewykrywalna.

Mutanty bezkatalazowe S.cereuisiae nie wykazuja nadwrazliwo$ci na wyso-
kie stezenia tlenu, parakwat i naswietlanie. Reaguja na stres tlenowy podobnie
jak szczep dziki [55].
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IV-3. Peroksydazy

W komérkach oprdécz katalaz wystepujg peroksydazy, ktérych funkcja
polega réwniez na usuwaniu H20 2. Peroksydazy dziatajg wedtug reakcji 11, w
ktérej SH2 oznacza substrat podlegajacy utlenieniu. W tkankach zwierzecych
obecna jest peroksydaza glutationowa (Reakcja 12).

SH2+ H20 2-»S+ 2H20 (11)
2GSH+ H20 2 GSSG + 2H20 (12)

Peroksydaza glutationowa wystepuje gtéwnie w cytosolu, ale Slady jej
aktywnosci wykryto takze w mitochondriach [124]. Peroksydaza glutationowa
kontroluje szybko$¢ peroksydacji lipidow w komaérkach zwierzecych. Znane sg
dwa rodzaje tego enzymu. Pierwszy stanowi wspomniana peroksydaza gluta-
tionowa rozktadajgca nadtlenek wodoru w katalizowanych reakcjach. Dziata
ona réowniez na wodoronadtlenki lipidowe i redukuje je do stabilnych hydro-
ksykwaséw [125, 126], dziatajac wg reakcji 13 (Schemat 6).

Lipid-OOH+2GSH  Lipid-OH + GSSG+ H20 (13)
ROOH ROH 2GSH GSSG
HD
Ezred.----" EuH --—-- - Ezred.

Schemat 6. Redukcja wodoronadtlenkéw lipidowych do stabilnych hydroksykwaséw, katalizowana
przez selenowg peroksydaze glutationowa

Ten rodzaj enzymu zawiera w swej czasteczce selen skompleksowany przez
cysteine* [127]. Potowa zawartego w biatku selenu moze podlega¢ zmianom
red-oks podczas wigzania substratu [128]. Niska zawarto$¢ selenu w pozywieniu
powoduje zmniejszenie aktywnos$ci tego enzymu.

Drugi rodzaj peroksydazy, to enzym nie zawierajacy selenu. Dziata on
rébwniez na wodoronadtlenki lipidowe, lecz nie rozktada H20 2. Aktywnos$é
peroksydazy glutationowej niezaleznej od selenu, katalizowana jest przez inny
enzym — transferaze GSH, ktéry powoduje koniugacje GSH z ,,obcymi” zwigz-
kami.

We wczesniejszych doniesieniach wykluczano obecno$é peroksydazy gluta-
tionowej w komodrkach bakteryjnych i rodlinnych [129]. Ostatnio wykryto
obecnos$¢ tego enzymu niezaleznego od selenu w Euglena [130], Gleocapsa [131],
oraz ekstraktach z hodowanych in vitro komdrek szpinaku, jawora, kukurydzy i
soji [132].

Waznym ogniwem cyklu Foyera-Halliwella jest peroksydaza askor-
binianowa. Jak wiadomo, H20 2jest inhibitorem karboksylazy RuBP, a zatem
usuwanie nadtlenku wodoru ma istotne znaczenie dla wydajnosci fotosyntezy.

*J. Fronk, Krystalograficzne uszczeg6towienie struktury peroksydazy glutationowej,
(1984), Post. Biochem., 30, 13— 14.
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1V-4. Reduktaza glutationowa

Reduktazy to enzymy nalezgce réwniez do klasy oksydoreduktaz i najczesciej
wspétdziatajg z peroksydazami, poprzez ,regenerowanie” donora protonéw,
niezbednego do funkcjonowania peroksydaz. Reduktaza glutationowa uczest-
niczy w komorkowych procesach detoksykacji tlenu. Enzym ten wspotdziata z
peroksydazg glutationowg. GSSG, powstaty w wyniku peroksydacji lipidéw, jest
ponownie przeksztatcany do GSH w reakcji katalizowanej przez reduktaze
glutationowga (Reakcja 14).

GSSG + NADPH +H + -> NADP++ 2GSH (14)

Rownowaga reakcji 14 przesunieta jest w kierunku tworzenia GSH [133].
Reduktaza glutationowa wystepuje, tak jak peroksydaza glutationowa, w
cytosolu i mitochondriach [124].
Enzymy uczestniczagce w mechanizmach ochronnych przed toksycznym
dziataniem tlenu (np. dysmutaza, katalaza) podlegajg regulacji, a zwigzki
utleniajgce (np. 0 2, H20 2) indukuja ich synteze.

V. Biatka szoku termicznego

W mikroorganizmach, grzybach i komorkach zwierzecych poddawanych
szokowi termicznemu, a takze stresowi oksydacyjnemu, nastepuje gwaltowny
wzrost poziomu ufosforylowanych dinukleotydéw typu AppppA, AppppG,
ApppA i ApppG. Nukleotydy te nazwano alarmonami i przypisano im funkcje
czasteczek regulatorowych [134]. Komérki poddawane szokowi adaptujg sie do
warunkdw stresowych poprzez zwiekszanie syntezy specyficznych enzymoéw.
Enzymy te skutecznie zabezpieczajg komorki przed uszkodzeniami oksydacyjny-
mi [135]. Do biatek szoku termicznego i oksydacyjnego zaliczane sg dysmutazy
ponadtlenkowe, katalazy, peroksydazy, reduktaza glutationowa, transferazy
glutationowe, specyficzne glikozylazy naprawiajace uszkodzenia oksydacyjne
DNA [136]. W nastepstwie stresu oksydacyjnego zaobserwowano u Salmonella
thyphimurium ponad 30-to krotny wzrost poziomu aktywnos$ci peroksydaz i
katalazy [136]. W opornych na nadtlenek wodoru mutantach S. thyphimurium
(mutanty oxyRX) stwierdzono zwielokrotnione aktywnosci katalazy/peroksyda-
zy, MnSOD, reduktazy glutationowej i reduktazy alkilonadtlenkéw [137]. W
drozdzach S. cerevisiae katalaza T podlega indukcji pod wplywem szoku
termicznego (22 -* 37°C) oraz stresu oksydacyjnego (H20 2) [138].

W komoérkach zywych organizméw wykazano jeszcze jeden mechanizm
ochronny przed toksycznym dziataniem tlenu i produktéw jego redukciji.
Dinukleotydy adenylowe, mianowicie uwaza sie¢ za alarmony dla materiatu
genetycznego i zwigzanych z nim procesow replikacji i transkrypcji DNA w
regionie oxyR. Ekspresja tego regionu decyduje o szybkiej odpowiedzi na
wywotany stres oksydacyjny lub szok termiczny.

4 Postepy Biochemii 4/88
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VI. Podsumowanie

W niniejszej pracy mechanizmy ochronne komdrek przed toksycznym
dziataniem tlenu zr6znicowano na nieenzymatyczne i enzymatyczne. W pierw-
szych uczestniczg niskoczasteczkowe zwigzki zdolne do redukowania reaktyw-
nych form tlenu (tzw. antyutleniacze), wygaszajgce wzbudzony tlen singletowy
oraz wolne i skompleksowane jony metali grup przejsciowych. Zwigzki te
unicestwiajg wolne rodniki, hamujg reakcje wolnorodnikowe, wygaszajg wzbu-
dzone czasteczki i dysmutujg rodniki ponadtlenkowe.

W mechanizmach enzymatycznych funkcjonujg dysmutazy ponadtlenkowe,
katalazy, peroksydazy i pomocnicze reduktazy. Badania prowadzone nad
mutantami bezdysmutazowymi i bezkatalazowymi, pozwolity na ustalenie
udziatu wspomnianych enzyméw w procesach detoksykacji tlenu. Dysmutazy
ponadtlenkowe peinig kluczowg funkcje w enzymatycznych mechanizmach
ochronnych. Zabezpieczajg one komorki przed uszkodzeniami indukowanymi
przez 02 /H 02 i powstawaniem wtornych rodnikéw. Brak tych enzymoéw
prowadzi do wrazliwosci na stres tlenowy [55]. Produkt dysmutacji jest
substratem katalaz i peroksydaz, ktére rozktadajg H20 2,zabezpieczajgc komor-
Ki przed reakcja Habera-Weissa ipowstawaniem rodnikéw OH. W parze
z peroksydazami wspotdziatajg odpowiednie reduktazy, ktére regeneruja utle-
nione donory wodoru. Ponadto dziatajg nadrzedne mechanizmy regulacyjne,
odpowiedzialne za jednoczesne uruchamianie syntezy réznych biatek ochro-
nnych, np. MnSOD, katalazy, peroksydazy, reduktazy.

Wiele innych biatek uczestniczy w procesach ochronnych komorki. Sg to np.
biatka dziatajgce w sekwestrze metali (ferytyna, ceruloplazmina), ktére nie tylko
magazynujg wolne jony metali, czyniac je niedostepnymi dla reakcji Habera-
-Weissa, lecz réwniez wychwytujg wolne rodniki (ceruloplazmina). Takze
metalotioneiny biorace udzial w procesie detoksykacji metali, wychwytujg
rodniki ponadtlenkowe i hydroksylowe.

Pozostaje wiele pytan, na ktére brak odpowiedzi w tym opracowaniu.
Dlaczego tak istotna jest funkcja SOD, a nie katalaz, ktére usuwajg bezposredni
substrat reakcji Habera-Weissa, tym bardziej, ze w komorkach jest wiele
czynnikow redukujacych? Dlaczego organizmy reagujg tak odmiennie na
wysokie stezenia nadtlenku wodoru? Niewiele tez jest wiadomo na temat efektow
toksycznych in vivo. Zatem problem toksycznosci tlenu pozostaje nadal otwar-
tym zagadnieniem.

Panu doc. dr. hab. T. Bilinskiemu sktadam serdeczne podzigkowania za krytyczne uwagi i
pomoc w redagowaniu niniejszej pracy.

Cze$¢ badan przedstawionych w artykule wykonano w ramach CPBR 3.13.

Artykut otrzymano 3 marca 1988 r.
Zaakceptowano do druku 20 czerwca 1988 r.
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Wykaz stosowanych skrétéw: EPR— elektronowy rezonans paramagnetyczny, PSI — fotosystem
pierwszy, PSU — fotosystem drugi, SOD — dysmutaza ponadtlenkowa

Tlen, dzieki wyjatkowym wiasnosciom molekularnym, stat sie dobrodziej-
stwem dla organizmow zywych na Ziemi. Wysoki potencjat redukcyjny pary 1/2
0 2ZH20 pozwolit na niezwykle bujny rozwdj organizméw tlenowych, umozli-
wiajgc im wykorzystanie energii zawartej w zwigzkach zredukowanych. Jedno-
czednie energia ta stanowi $Smiertelne zagrozenie dla wszystkich struktur zywych
czynigc paradoksalnie tlen wysoce toksycznym. W 1954 r. Gerschman,
Gilbert iin.[l] przedstawili poglad, wg ktérego wiele szkodliwych efektow
tlenu nalezy przypisaé tworzeniu rodnik6éw tlenowych. Hipoteza ta zostala
nastepnie rozwinieta, gtownie przez Fridovich a, w tzw. potfadtlenkowa
teorie toksycznosci tlenu [2, 2, 4].

I. Anionorodnik ponadtlenkowy

1-1. Stopniowa redukcja tlenu czasteczkowego

W konsekwencji budowy elektronowej czasteczki tlenu, ktéra ma 2 niesparo-
wane elektrony o rownolegtych spinach na zewnetrznych orbitalach, reakcja
redukcji 0 2 przebiega z trudnos$cig, chyba ze jest stopniowym procesem
podzielonym na etapy jednoelektronowe (Reakcja 1). W wyniku tej reakcji
powstajg produkty posrednie o wzrastajgcej kolejno toksycznosci;

029022902 ———Z—— >0" =20 1

H 2H

ho2 h22 oh h 20

anionorodnik ponadtlenkowy (0 2), nadtlenek wodoru i rodnik hydroksylowy
(HO). Z powstawaniem rodnika hydroksylowego wigzg sie nieodtgcznie rozlegte
uszkodzenia materii zywej, gdyz reaguje on niespecyficznie z wszystkimi
zwigzkami organicznymi [5,6]. Jest on bardzo silnym utleniaczem jednoelektro-
nowym i wiekszos¢ energii redukcji tlenu do wody zostaje uwolniona witasnie w
reakcji 2 [6]. Sposrod produktow posrednich

OH+e~+H+-H 2 EOQ = 2,33V 2

redukcji tlenu (Reakcja 1) jon ponadtlenkowy jest sam w sobie najmniej
niebezpieczny, szczegolnie w rozpuszczalnikach protonowych. Potencjaly redu-
kcyjne reakcji 3 i 4 wykazujg, ze
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02 e =02 E° = -0,33 3
02+2H+-+H2 2 EO = 0,87 4

moze on by¢ zaréwno utleniaczem jak i reduktorem [6]. Termodynamicznie
faworyzowana reakcja utleniania przez 0 2jestjednak kontrolowana kinetycznie
[7]. W $rodowisku wodnym podstawowag reakcja jest wiec reakcja dysproporcjo-
nacji (dysmutacji) anionorodnika ponadtlenkowego [6, 8].

202+2H+->H2D 2+ 02

Inng istotng cechg chemizmu O: jestjego zdolnos$¢ do reakcji zH20 2 znanej od
1934 r. jako reakcji Habera-Weissa [9], wwyniku ktérej tworzy sie OH.
Tak wiec obecno$é¢ 0 2 w Srodowisku wodnym prowadzi nieuchronnie do
utworzenia H20 2 oraz, co gorsze, Smiertelnie groznego OH.

H20 2+0i ->02+ OH"+ OH 6
1-2. Powstawanie 0 2 w ukladach biologicznych

Powstawanie 0 2 w zywych organizmach, jeszcze 15 lat temu wydawajace sie
zjawiskiem niezwyktym, jest obecnie przekonywujgco udokumentowane [2, 10].
Istnieje wiele biogennych substancji, ktdre w reakcji autooksydacji wytwarzaja
0 2. Ponadto, wiele enzymow oksydoredukcyjnych, w trakcie katalizowanych
przez siebie reakcji wytwarza i moze uwalnia¢ 0 2.

W wyniku reakcji fotolizy wody w chloroplastach powstaje tlen czgsteczkowy
bez wydzielania produktow posrednich [11]. Tlen w o$wietlanych chloropla-
stach jest nie tylko wydzielany, ale moze by¢ réwniez zuzywany w tzw. reakcji
Mehlera [12], w wyniku ktdérej elektrony po redukujgcej stronie PSI
przenoszone sg na tlen. Wydaje sie, ze redukcja tlenu przez PSI jest jednym z
naturalnych mechanizmoéw regulacji fotosyntezy [13]. Redukcje tlenu przez PSlI
stwierdzono jedynie w warunkach zahamowania transportu elektronéw miedzy
fotosystemami nie przypisujac jednak tej reakcji znaczenia praktycznego [14].

Przewazajaca ilos¢ tlenu atmosferycznego zuzywana jest w mitochondriach
przez oksydaze cytochromowa bez uwalniania produktéw posrednich [15]. W
mitochondriach roslinnych dziatajg dodatkowo oksydazy niewrazliwe na cyja-
nek [16], ktére wytwarzajg co prawda nadtlenek wodoru [17], ale bez udziatu
0 2 [18]. Wykazano, ze ponadtlenek powstaje jednak w mitochondriach [19] w
dwoéch rejonach transportu elektrondw, ubichinon-cytochrom b [20, 21] oraz
kompleksu dehydrogenyzy NADH [18].

Wytwarzanie 0 2 stwierdzono rowniez w mikrosomach [22] i jadrze
komorkowym [23]. Ponadto produkowany jest on w olbrzymich iloSciach przez
komoérki cytotoksyczne kregowcédw. Fagocytujacy leukocyt w stanie spoczynku
zuzywa niewiele tlenu, jednak po odpowiednim pobudzeniu, np. po wchonieciu
bakterii, zuzycie tlenu wzrasta gwattownie [24, 25]. Polgczone jest to ze
znacznym wzrostem zuzycia glukozy w cyklu pentozowym i powstaniem
znacznych ilosci H20 2 [26] oraz 02 [27]. Te zmiany w metabolizmie
leukocytéw znane sg w literaturze anglojezycznej jako ,respiratory burst” —
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— ,wybuch oddechowy” [28], w trakcie ktérego wytwarzane sg czynniki
utleniajace stuzace do niszczenia patogendéw. Ulega wéwczas aktywacji oksydaza
flawoproteinowa katalizujgca redukcje tlenu przy uzyciu zredukowanych dinu-
kleotydéw pirydynowych [29, 30] (Reakcja 7). Sugerowano takze wykorzysty-
wanie O j w innych fizjologicznych procesach, jak lignifikacja $ciany komorko-
wej i obrona przed pasozytami u roslin [31].

202+ NAD(P)H ~20j+NAD (P)++H + 7

Siegniecie przez nature po rodniki tlenowe musiato spowodowaé rozlegte
konsekwencje. Niedostateczna kontrola ich wytwarzania lub defekty systeméw
ochronnych powodujg wiele choréb. Rola O j w etilogii choroby Parkinso -
na [32], roznych odmian raka [33], cukrzycy [34], zaémy [35], chorob
autoimmunizacyjnych—jak liszaj rumieniowaty [36], czy gosciec stawowy [37]
oraz réznego rodzaju zapalen, obrzmien i uszkodzen spowodowanych urazem
lub niedokrwieniem jest lepiej lub gorzej udokumentowana. Z kolei niedob6r
Oj, lub nadmiar SOD moze prowadzi¢ do innych choréb, by¢ moze, nawet
choroby Downa [38, 39].

1-3. Uktady biologiczne zabezpieczajace przed toksycznymi formami tlenu

W trakcie ewolucji organizmy tlenowe wytworzyly wiele mechanizméw
obronnych przeciwko toksycznym, czeSciowo zredukowanym formom tlenu.
Przede wszystkim wytworzone zostaty uktady enzymatyczne przeprowadzajgce
reakcje redukcji tlenu do wody (oksydaza cytochromowa [15]) oraz reakcje
odwrotng (chloroplastowy enzym rozszczepiajagcy wode [11]), bez wydzielania
produktéw posrednich. Inny rodzaj obrony realizowany jest przez enzymy
neutralizujgce zredukowane formy tlenu. Enzymatyczne wychwytywanie OH
jest niemozliwe, z uwagi na jego niestychang reaktywnos¢. W eliminacji H20 2
biorg udziat od dawna znane enzymy: katalaza i peroksydazy. Wytwarzanie OJ
réwniez nie pozostaje w komorce bez odpowiedzi. Enzym odpowiedzialny za
jego detoksykacje, dysmutaza ponadtlenkowa, z powodu nieuchwytnosci subs-
tratu, zostat rozpoznany dopiero w 1969 roku. Obrone enzymatyczng uzupetnia
w komorce jeszcze trzeci system niskoczgsteczkowych zwigzkéw przeciwutlenia-
jacych, jak np. a-tokoferol, kwas askorbinowy, czy zredukowany glutation [40].

1. Struktura SOD

11-1. Dysmutaza miedziowo-cynkowa

Cu, Zn-SOD z erytrocytow wotu jest, podobnie jak pozostate enzymy tej
grupy, homidimerem i ma 151 aminokwaséw w tafcuchu podjednostki [41].
Identycznos¢ struktury podjednostek potwierdzity badania widma EPR [42] i
dane krystalograficzne [43]. Jednak badania mechanizmu reakcji katalizowanej
przez ten enzym wykazaly, ze wzgledny stopien utlenienia atoméw miedzi w
centrum aktywnym w stanie réwnowagi dynamicznej nie jest rowny temuz na



[5] DYSMUTAZA PONADTLENKOWA 315

poczatku reakcji, mimo ze od niego zalezy. Wydaje sie to S$wiadczy¢ o
nieidentycznos$ci funkcjonalnej podjednostek. Ponadto wcze$niejsze doniesienia
0 otrzymaniu aktywnych podjednostek Cu, Zn-SOD z miecznika [44] i wotu
[45], przynajmiej w ostatnim przypadku, zostaty zakwestionowane [46].

Funkcjonalna kooperacja podjednostek zostata potwierdzona przez badania
kinetyki rekonstytucji enzymu pozbawionego Cu. Proces ten mozna podzieli¢ na
dwie fazy: szybkie wigczanie jonéw miedzi, w ktérym przyfaczenie drugiego
atomu jest utatwione przez przytaczenie pierwszego [47], po ktérym nastepuje
wolno postepujaca, oraz malejgca w miare zblizania sie do stanu nasycenia
(rébwnego 2 atomom miedzi na czasteczke dimeru) rekonstytucja aktywnosci i
swoistego widma EPR [48]. Z kolei wykazano, ze odlegto$¢ miedzy atomami
miedzi w dimerze wynosi 34 A, co wyklucza ich bezposrednie oddziatywanie w
akcie reakcyjnym [49]. W Swietle powyzszych faktéw wydaje sig, ze pomimo
identycznosci podjednostek, na skutek zmian konformacyjnych wywotanych
dimeryzacjg powstaje konformacja optymalna dla uzyskania maksymalnej
szybkosci reakcji. Podjednostki wigzane sg ze sobg niezwykle silnie [50],
jednak bez udziatu wigzan dwusiarczkowych, ajedynie za pomocg wigzan van
der Waaisa [49].

Podjednostka erytrokupreiny zbudowana jest z oSmiu /? antyrownolegtych
odcinkéw stanowigcych 50% dtugosci tancucha i tworzacych strukture spta-
szczonej barytki (Ryc. 1). Reszta czasteczki sklada sie z dwoéch petli o
nieregularnej strukturze, z ktorych jedna, dtuzsza (reszty 49—84) spieta jest z
beczutkg mostkiem dwusiarczkowym. Centrum aktywne otoczone jest z dwoch
przeciwnych stron przez te petle i zamkniete od tytu przez Sciane beczutki. Z
czwartej strony centrum aktywne jest otwarte co umozliwia dostep substratu.
Boczna $ciana beczutki, wyznaczona przez konce tancucha i dtuzsza petle, tworzy
miejsce oddziatywania podjednostek.

Ryc. 1. Podjednostka Cu, Zn-SOD z eurotrycytéw wotu. Na rysunku pokazano schematycznie
konformacje tancucha polipeptydowego z mostkiem dwusiarczkowym oraz miejsce wigzania miedzi
i cynku (wg 51)
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Metale centrum aktywnego odlegte sg od siebie o 6 X i zwigzane przez
pierscien imidazolowy His 61 pochodzacej z krotszej, nieregularnej petli. Cynk
wigzany jest jeszcze przez dwie reszty histydyny pochodzace z tej samej petli (His
69 i 78) oraz reszte kwasu asparaginowego (Asp 81) z jednego z tancuchéw, z
ktorych pochodzg tez pozostate ligandy miedzi (His 44,46,118) (Ryc. 2.). Ligandy
atomu cynku tworza w nieczynnym enzymie nieco naruszony czworoscian
foremny, natomiast ligandy miedzi leza mniej wiecej na jednej plaszczyznie.
Osiowo, prostopadle do tej ptaszczyzny w nieczynnym enzymie zajmuje miejsce
wodajako pigty ligand. Dostep do szostej pozycji koordynacyjnej uzupetniajacej
strukture oSmiosScianu jest uniemozliwiony.

GLY N
PRO
7N
7/ GLY
/ I LYS
/ ‘ I
E ”'5 Q / \ AISP
GL\Y % 6LU
\ LYs
HIS \
/ 51 VAL \
HIS VAL
— 44 GLU
LYS /
PRO PHE ~—ARG 1»/
/G'-Y ASN SER
ALA \
/ Mho,
ISER LEU

Ryc. 2. Topologia centrum aktywnego Cu, Zn-SOD z erytrocytéw wotu (wg 52)

Badania krystalograficzne o rozdzielczosci 2, 4 A ujawniaty ponadto, ze w
bezposrednim sasiedztwie atomu miedzi, odpowiednio 5, 12, 13 A od niego
znajdujg sie tancuchy boczne 3 aminokwasow zasadowych: Arg 141, Lys 120 i
Lys 134, ktérym przypisuje sie istotng role w elektrostatycznym przycigganiu
substratu [53, 54]. Szczegdlnie wazna jest guanidynowa reszta Arg 141, ktorej
modyfikacja prowadzi do niemal catkowitej inaktywacji enzymu (do 98%) [53,
55]. Dalsze szczeg6towe badania wykazaty, ze reszta argininy bierze udziat w
wigzaniu drugiego atomu ponadtlenku [56], lub drugiej czasteczki wody w
nieczynnym enzymie i odgrywa lokalng, orientujgcg role 57. Natomiast reszta
Lys 134 i w mniejszym stopniu Lys 120 kierujg na odlegtos¢ czasteczke O 2 do
centrum aktywnego [57]. Poza miejscem wigzania substratu, w niewielkiej
odlegtosci od niego znajduje sie drugie miejsce wiazania wody w centrum
aktywnym.

Poréwnanie sekwencji dziewieciu dysmutaz miedziowo-cynkowych: cztowie-
ka [58], krowy [41], konia [59], $wini [60], ryby miecznika [61]. Neurospora
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crassa [62], drozdzy [63], muszki owocowej [64] i Photobacterium leiognathi
[66] wykazje obecnos$¢ w nich dwoch, bardzo konserwatywnych rejonéw, ktére
odpowiadaja petlom tworzacym Sciany kanatu centrum aktywnego. Mimo, ze
SOD z wotu, jak inne kupreiny, jest biatkiem kwasnym o pi = 4,8 [66]
powierzchnia tego kanatu w ksztatcie litery Y ma wypadkowy tadunek dodatni
[57], co powoduje przycigganie do centrum aktywnego anionéw substratu. Petla
krotsza (reszty 121— 144) zawiera wiele istotnych aminokwasow, wytwarzaja-
cych dodatnie pole wektorowe Kierujagce O2 do Cu2+ i Arg 141, tj. przede
wszystkim reszty pary Glu 131 i Lys 134, a takze Lys 120. Wszystkie ligandy
metali, a ponadto reszty Cys mostka dwusiarczkowego i Arg 141, znajdujg sie w
homologicznych pozycjach we wszystkich kupreinach. Ponadto, wystepujace w
duzych ilosciach reszty glicyny, znane jako wymuszajace strukture /? [67]
znajdujg sie, jezeli nie uwzgledni¢ enzymu prokariotycznego, w ponad 80% w
pozycjach homologicznych [62].

11-2. Dysmutaza zelazowa i manganowa

Zaréwno wsréd Fe-SOD jak i Mn-SOD wystepujg enzymy homodi- i
homotetrametryczne. Poznane sekwencje kilku enzymdéw manganowych i
zelazowych $wiadczg o tym, ze sg one ze sobg blisko spokrewnione [68, 69]. Jak
dotad poznano catlkowite sekwencje enzyméw manganowych z E. coli [70], B.
stearothermophilus [71], drozdzy [72] i watroby czlowieka [73], a enzy-
moéw zelazowych z E. coli [74] i P. leiognathi [75]. Wydaje sie, ze biatka te sg
mniej konserwatywne ewolucyjnie niz Cu, Zn-SOD (np. homologia sekwencji
Mn-SOD z cztowieka i drozdzy siega 43%, a homologia enzyméw miedzio-
wo-cynkowych z tych organizméw 54%). Z badan rentgenograficznych enzy-
méw zelazowych z E. coli [76] i Pseudomonas ovalis [77] przeprowadzonych z
rozdzielczoscig ok. 3 A wynika, ze ich struktury sg wysoce powtarzalne (Ryc. 3.),
réznigc sie jedynie wystepujacym w enzymie z P. ovalis dodatkowym odcinkiem
na koncu karboksylowym.

Czasteczka podjednostki Fe-SOD zawierajgca okoto 200 aminokwaséw
sktada sie z szeSciu a-helikalnych i trzech /?-antyréwnolegtych odcinkéw. Dwie
dtugie, antyréwnolegte heliksy a stanowig oddzielng, N-koficowag domene
dostarczajacg dwoéch ligandow zelaza. Dwa pozostate pochodzg z drugiej
C-konicowej domeny o mieszanej, 3 warstwowej strukturze a//?. Badania
dichroizmu kotowego [78] oraz poréwnanie przewidywanej na podstawie
sekwencji [79] struktury drugorzedowej [80] enzymédw manganowych z uzyska-
ng metodg krystalograficzng strukture Fe-SOD z E. coli [81] wykazato
podobienstwo enzyméw zelazowych i manganowych. Poréwnanie modelu
przestrzennego tancucha Fe-SOD z E. coli z mapga gestosci elektronéw tetrame-
rycznej Mn-SOD z Thermus thermophilus [78], otrzymana z rozdzielczoscia 4,4 A
wykazato, ze upakowanie obu biatek jest prawie identyczne [82]. Jedyng istotng
réznica jest wstawiona w enzymie manganowym miedzy dwie domeny sekwencja
odpowiedzialna za tworzenie tetrameru.
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Ryc. 3. Schemat konformacji podjednostki Fe-SOD. Na rysunku przedstawiono atom zelaza w
postaci kuli i potozenie jego ligandéw w tancuchu, a takze roéznice konformacji C-kohncowego
fragmentu enzyméw z E. coli i P. ovalis (wg 77)

Z poréwnania znanych sekwencji i danych rentgenograficznych Mn-SOD i
Fe-SOD wynika, ze w biatkach tych ligandami sg 3 reszty histydyny i jedna
kwasu asparaginowego. Znajduja sie one w homologicznych pozycjach His 26,
His 69, Asp 148 i His 152 w enzymach zelazowych [76, 77], oraz His 26, His 81,
Asp 163, i His 167 w enzymach manganowych [69, 82]. Struktura przestrzenna
centrum aktywnego Fe-SOD nie jest jeszcze znana w tak drobnych szczegotach
jak w przypadku Cu, Zn-SOD. Wiadomo tylko, ze jest ono otwarte z jednej
strony dla rozpuszczalnika a takze, ze jest w nim jedno [76, 77], a moze by¢ dwa
[83], miejsca wigzania anionéw NJ . Mozna wiec przewidywaé, ze w nieczynnym
enzymie wieze sie z nim woda, a zjednym z ich Oi". W czasteczce dimeru centra
aktywne skierowane sg czeSciowo do granicy miedzy podjednostkami, ajony Fe
odlegte sa od siebie o 18 A, co czyni mozliwym pewne oddziatywanie miedzy
centrami aktywnymi [82]. Ostatnie badania krystalograficzne o rozdzielczosci
2,4 A [84] wykazaly, miejsca wigzania atomu Mn w enzymie z T. termophilus
otoczone jest przez konserwatywne ewolucyjnie reszty aminokwaséw hydrofo-
bowych (Phe 86 i Trp 87, 131, 167). Ponadto w odlegtosci mniejszej niz 7 A
znajduje sie reszta Tyr 36 potgczona przez mostek z glutaminy (Gin 150) z resztg
Trp 131. Wydaje sig, ze reszta tego ostatniego jest szczeg6lnie wazna, gdyz ulega
ona zniszczeniu podczas inaktywacji enzymu zelazowego wodg utleniong [85],
podobnie jak reszta Arg 141 w erytrokupreinie, co sugeruje udziat tej grupy w
reakcji dysmutacji. ROwniez reszta Tyr 36 moze utatwiac przeniesienie protonu
na O2.Enzym manganowy z T. termophilus [86] wystepuje w postaci tetrameru,
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w tworzenie ktérego zaangazowana jest niereguralna petla wstawiona miedzy
dwiema domenami [82]. Nie wystepuje ona w dimerycznej Mn-SOD z E. coli,
chociaz jest obecna w dimerycznej Mn-SOD z B. stearothermophilus [71].

111. Mechanizm reakcji dysproporcjonacji OzZ

I11-1. Reakcja spontaniczna i wymagania reakcji katalizowanej

Reakcja dysproporcjonacji ponadtlenku jest jedng z najprostszych reakcji
jakie mozna sobie wyobrazi¢. Jon ponadtlenkowy jest nietrwaty w Srodowisku
wodnym i ulega spontanicznej reakcji dysproporcjonacji. Poniewaz O: jest
sprezong zasadg stabego kwasu HO 2(pKa = 4,8) [87] nalezy rozwazy¢ 3reakcje
dysmutacji. Szybko$¢ spontanicznej reakcji dysmutacji jest wiec

H02+ H02->H20 2+ 0 2 A = 8x 105M - 1s-1 5a
HO02+02+H+-+H202+0 2 k2=8xHTM"s"1 5b
02+02+2H2 »»H20 2 k3< 03 M~Is_1 5c

najwieksza w pH = 4,8 i spada o rzad wielkosci wraz ze wzrostem o jednostke
pH. Poniewaz w fizjologicznym pH przewaza jednak nieuprotonowana forma
ponadtlenku (np. wpH = 6,802/H0O 2= 100), rzeczywisty mechanizm katalizo-
wanej reakcji dysmutacji powinien wykorzystywa¢ 0 2i przeciwdziata¢ nie-
korzystnym cechom reakcji spontanicznej, a wiec: trudnosci zblizenia dwéch
jednakowo natadowanych czasteczek i mato prawdopodobnemu termodyna-
micznie wytworzeniu O I~. W takim mechanizmie powinno zatem nastepowac
przeniesienie elektronu z jednej czasteczki O2 na druga bez koniecznosci ich
zblizenia do siebie. Mechanizm taki mozna zapisaé nastepujaco:

E—Me"++02 ->E—Me(n 1)+ +0 2 8
E—Me('_D++02+2H+->E—Me"+-1-H,02 9

gdzie E oznacza apoenzym a Me jeden z metali przejsciowych (Cu, Fe lub Mn).
Rzeczywiscie, zgodnie z danymi eksperymentalnymi, wydaje sig, ze jest to w
ogélnych zarysach faktyczny mechanizm reakcji katalizowanych przez wszystkie
rodzaje dysmutaz ponadtlenkowych [88—91].

Z termodynamicznego punktu widzenia najkorzystniej bedzie, gdy potencja-
ty metalu prostetycznego w centrum reakcji bedg sie réwnaty Sredniej potencja-
t6w reakcji potowkowych (Reakcje 8 i 9), rownych odpowiednio w pH 7-0,17 i
0,88 V, a wiec okoto 0,35 V. W rzeczywistosci tak jest [92] mimo, ze potencjaty
metali nieskoordynowanych lub zwigzanych z matymi ligandami, jak np. EDTA,
znacznie odbiegajg od tej wartosci. Innym warunkiem powyzszego mechanizmu,
spetnianym przez wszystkie dysmutaty ponadtlenkowe, jest koniecznos$¢ obecno-
§ci otwartej pozycji koordynacyjnej i mozliwosci tworzenia komplekséw metal-
-ponadtlenek. Dysmutaza ponadtlenkowa jest niezwykle wydajnym katalizato-
rem. Stata szybkos$¢ reakcji wynosi w przypadku Cu, Zn-SOD z wotu okoto
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2x 109M " 1s- 1[3], a w przypadku dysmutaz niewrazliwych na CN " jest o rzad
wielkosci nizsza [93, 94]. Warto$¢ najwyzsza zblizona jest do granicy obszaru
kontroli dyfuzyjnej [95]. W rzeczywistosci, w przypadku Cu, Zn-SOD [42]
proces jest kontrolowany dyfuzyjnie, natomiast w przypadku Fe-SOD, nie [90].
Badania kinetyki bydlecego enzymu miedziowo-cynkowego, z uzyciem roztwo-
row ponadtlenku o stezeniu dochodzacym do 5mM, pozwolity na wyznaczenie
liczby obrotéw (jedynie wtemp 5,5CC), ktéra wynosi 1x 106s_1[96], co stanowi
najwyzszg do tej pory notowang warto$¢. Oczyszczona z cytoplazmy lisci
pomidora kupreina Kkatalizuje reakcje dysproporcjonacji ze stalg szybkosci
dochodzaca do 7x 109 M-1 s-1 [97], Kupreiny sa wiec, jak sie wydaje,
enzymami katalizujgcymi najszybsze reakcje.

I11-2. Reakcja katalizowana przez dysmutaze miedziowo-cynkowg

Poznanie szczeg6tow struktury centrum aktywnego dysmutazy miedzio-
wo-cynkowej [51, 56], kinetyki jej dziatania oraz uwzglednienie jej wiasciwosci
biochemicznych [42, 88] pozwolity na szczeg6towe opisanie prawdopodobnego
mechanizmu reakcji katalizowanej przez ten enzym (Ryc. 4.). W proponowanym
mechanizmie uwzgledniono takie fakty, jak: (i) znaczenie Arg 141 [53, 55], (ii)
rozpad wigzania pomiedzy His 61 i jonem Cu2+ podczas katalizy, a takze
redukcji enzymu [98], potaczony z pobraniem protonu [99] przez atom azotu
His 61, nie bedacy ligandem Zn [100], (iii) brak zaleznosci szybkosci reakcji od
pH w zakresie 5—9,5, co sugeruje ze proton nie pochodzi z fazy wodnej oraz
zaleznoSci aktywnos$ci enzymu pozbawionego Zn od pH (pKa ok. 6,9) wskazuja-
cg na reszte histydyny jako na dawce protonu, (iv) wypieranie wody przez
anionowe inhibitory wspotzawodnicze [101].

Reakcja przebiega w czterech etapach. 0 2 wypiera aksjalnie zwigzang w
nieczynnym enzymie wode, tgczac sie jednym atomem tlenu z Cu(ll), a drugim
przez wigzanie wodorowe z resztg guanidyny Arg 141 (etap 1). Redukcja Cu(ll)
przez zwigzany 0 2 powoduje rozerwanie wigzania His 61 z miedzig, protonacje
azotu imidazolowego i uwolnienie czasteczki tlenu (etap 2). Przyiaczeniu
nastepnej czasteczki ponadtlenku do Cu(l) towarzyszy wytworzenie wigzan
wodorowych z atomami tlenu. Jedno pochodzi od uprotonowanej His 61, drugie
od Arg 141 a trzecie od wody zwigzanej w centrum aktywnym (etap 3).
Przeniesienie elektronu z Cu(l) na atom tlenu ponadtlenku, potgczone z
przeniesieniem protondw z His 61 i zwigzanej wody, powoduje odtworzenie
mostka imidazolowego miedzy Cu2+ i Zn2+ i odigczenie czagsteczki H20 2 (etap
4). Cykl zamyka sie. Podczas jego przebiegu atomy miedzi i cynku oraz ich
ligandy ulegajg niewielkim rotacjom ufatwiajagcym reakcje. Znalazto to potwier-
dzenie w badaniach spektralnych [102],

Wedtug omawianej hipotezy, w reakcji katalizowanej przez Cu, Zn-SOD
bardzo istotna jest rola cynku. W utlenionej formie enzymu zwigzanie cynku
poprzez pierScien imidazolowy His 61 z miedzig ma podnosi¢ jej potencjat
redukcyjny do wymaganej wartosci 0,42 V [100,101]. W drugim etapie obecnos$¢
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cynku ma podnosi¢ pKa His 61 do ok. 13 [103], czynigc poprzez wymuszenie jej
uprotonowania, ten etap niezaleznym od pH. Jednak pdzniejsze szczegGtowe
badania [96,104,105] wykazaty, ze aktywno$é enzymu pozbawionego cynku jest
niewiele mniejsza od aktywnosci holoenzymu, a wrazliwo$¢ na pH tej pierwszej
moze wynika¢ z migracji joné6w miedzi do nieobsadzonych miejsc cynkowych
[105]. Z tych tez powod6w powyzszg hipoteze nalezy traktowac wcigz jako
tymczasowa.

Reakcja katalizowana przez Cu, Zn-SOD jest tak szybka, ze o jej tempie
decyduje szybko$¢ dotarcia substratu do centrum aktywnego (kontrola dyfuzy-
jna). Miejsce wigzania Cu stanowi zaledwie 0,1% powierzchni enzymu, ale caty
kanat centrum aktywnego juz okoto 10% [57]. Aminokwasy tworzgce ten kanat,
ktérego struktura umozliwia wydatne przyspieszenie dyfuzji, s3 w 90% konser-
watywne w zsekwencjonowanych do tej pory kupreinach. Najistotniejszg role w
kierowaniu substratu do centrum aktywnego odgrywaja reszty: Lys 134, ktorej
e-aminowa grupa odlegta jest od atomu miedzi o 17 A, oraz Glu 131, ktorej
ujemny fadunek utrudnia nieproduktywne kolizje z0 2 «Odpowiednie potozenie
pary Lys 134— Glu 131 umozliwia skierowanie wektoréw pola elektrostaty-
cznego kanatu do centrum aktywnego. Wewnatrz tego kanatu 0 2 jest przycigga-
ny przez dodatnie tadunki Cu2+, Zn2+ i Arg 141 [57].

Powyzszy mechanizm dziatania Cu, Zn-SOD krytykowany jest réwniez na
podstawie kwantowo-chemicznych obliczerr struktury centrum aktywnego.
Wykazujg one, ze kompleks Cu2+-0 2-H +jest trwaly, a elektron ma tendencje
do przebywania w czesci 0 2-H + i nie powinien redukowac jonu miedziowego.
Kompleks taki bytby silnym utleniaczem zdolnym do utleniania drugiego
anionorodnika ponadtlenkowego lub innego substratu [106]. W zredukowanym
w ten sposdb kompleksie zachodzitoby kolejne przegrupowanie tadunkdw
prowadzgce do uwolnienia anionu nadtlenku wodoru i odtworzenia pierwotnej
utlenionej formy enzymu. Mechanizm taki nie jest jednak zgodny z obserwowa-
nym eksperymentalnie cyklicznym utlenianiem i redukcjg miedzi podczas
katalizy. Wynikaja natomiast z niego dwa atrakcyjne wnioski [106]. Po pierwsze,
ze enzym oprocz katalizowania reakcji dysmutacji 0 2, jest tez zdolny do
selektywnego utlenienia innych sktadnikow komdrkowych, wykorzystujgc po-
nadtlenek jako kofaktor. Po drugie, mozliwe jest aktywowanie jonu ponadtlen-
kowego poprzez skoordynowanie go z metalem przejsciowym w trwaty kom-
pleks o znacznie zwiekszonej zdolnosci utleniajacej, Mogtoby to zwiekszaé
kwestionowang toksycznos¢ ponadtlenku.

111-3. Reakcja katalizowana przez dysmutaze zelazowa i manganowa

Poniewaz zas6b informacji na temat struktury i reakcji katalizlowanej przez
Fe-SOD i Mn-SOD jest znacznie ubozszy, nie zaproponowano do tej pory tak
szczeg6towej hipotezy mechanizmu ich dziatania, jak to ma miejsce w przypadku
Cu, Zn-SOD. PodobieAstwo struktury centrum aktywnego enzymoéw zelazo-
wych i manganowych sugeruje podobiefAstwo mechanizméw reakcji katalizowa-
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nych przez te enzymy. Ponadto, pomimo wczesniej podkreslanych réznic [90,98,
107] stwierdzono uderzajace podobienstwo w Kinetyce tych enzyméw, przynaj-
mniej, gdy idzie o Fe-SOD z E. coli [93] i Mn-SOD z P. denitrificans [94]. | tak, w
przypadku obu enzymoéw stata szybkosci rozpadu kompleksu enzym-substrat

jkGt = VmeW'SOD = (3—7)x 1045_leest niezalezna od pH w zakresie od 6 do

11, za$ stata Michaelisa (Km= (1—2)x 10-4M) jest niezalezna od pH
ponizej ok. 9 i wzrasta o rzad wielkosci wraz ze wzrostem pH o0 jedng jednostke.
Daje to w obu przypadkach doktadnie takg samg drugorzedowg statg szybkos¢
reakcji (k = 3,3x 108M _1s 1) w szerokim zakresie pH. Ponadto, w obu
enzymach stwierdzono istnienie skoordynowanej z metalem czasteczki H?0
[108, 109],

Wydaje sie zatem, ze mimo dos$¢ istotnej réznicy we whasciwosSciach, jaka jest
niewrazliwo$¢ Mn-SOD na H20 2 mechanizm reakcji katalizowenej przez oba
enzymy moze by¢ podobny. Rycina 5 przedstawia jedng z wielu proponowanych
hipotez opisujacych mechanizm dziatania Fe-SOD. Tlumaczy ona takie fakty
jak: (i) obecnos$¢ w czasteczce dwoch miejsc wigzania anionowych inhibitorow
wspotzawodniczych i takg sama zalezno$¢ K(oraz Km(dla 0 2) od pH, (ii)
obecno$¢ w zredukowanym enzymie grupy zdolnej do jonizacji o pKaok. 9, a
takze (iii) nieodwracalno$¢ procesu przez duze stezenie H20 2 (>1M) [81].

[Fl:ea' -OH™
X
-H*

[Te“ -OH, -0;" -H0 [ﬁe“ -0, +H,0 -0p I:Te“ -OH,

.
X 1 X 2 X
+H,0
—HZCZ)Z s JHM‘
[Fea' -O.H -H0 +07 +H* I:f’_ez0 -OH,
XH & XH

Ryc. 5. Schematyczny mechanizm reakcji katalizowanej przez Fe-SOD (wg 81, zmienione)

Obecnie wiadomo, ze ligandami Fe i Mn w obu enzymach sg 3 reszty
histydyny i jedna kwasu asparaginowego [84]. Jedna z tych reszt jak sie
przypuszcza, moze przechodzi¢ cykl jonizacji i koordynacji zelaza (jak na ryc. 5.,
podobny do tego jaki przechodzi His 61 w Cu, Zn-SOD. Aby to nastapito drugi
azot pierscienia imidazolowego musiatby by¢ zwigzany z elektrododatnig grupa
podnoszaca pKa wodoru azotu pierwszego przynajmniej do wartosci réwnej 9.
Ponadto jest wielce prawdopodobne, ze pierscien tancucha bocznego Trp 130
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odgrywa podobng role jak reszta guanidynowa Arg 141 w Cu, Zn-SOD,
kotwiczac jon ponadtlenkowy poprzez drugi, niezwigzany z zelazem, atom tlenu.
Poniewaz prace nad rozwiktaniem mechanizmu i struktury centrum aktywnego
Mn-SOD i Fe-SOD sg w toku, niebawem dowiemy sie, czy przypuszczenia te
zostang potwierdzone.

IVV. Wystepowanie i filogeneza dysmutazy ponadtlenkowej

IV-1. Wystepowanie dysmutazy ponadtlenkowej

Poza nielicznymi wyjatkami wszystkie organizmy tlenowe, a takze niektore
beztlenowe zawierajg dysmutaze ponadtlenkowg. Tymi wyjatkami sg bakterie
tlenowe Mycoplasma pneumoniae [110] i Lactobacillus plantarum [111] oraz
pasozyt malaryczny Plasmodium berghei [112]. Dwa z nich zostaty przekonywu-
jaco wyjasnione. L.plantarum akumuluje Mn(ll) (bedacy katalizatorem dysmuta-
cji Oj) do niespotykanego poziomu 25 mM, zastepujgc nim mikromolowe
stezenia SOD obecne w wiekszosci innych bakterii [113]. P. berghei korzysta, jak
sie wydaje, z dysmutazy organizmu gospodarza importujacjg do wnetrza wiasnej
komérki [112].

IV-1.1. Dysmuttza zelazowa

Fe-SOD jest jedyng formg enzymu wystepujacg u bakterii anaerobowych
[114]. Réwniez wiekszos¢ archebakterii zawiera wytgcznie te forme enzymu,
chociaz ostatnio wyizolowano enzym manganowy ze skrajnie stonolubnej
bakterii Halobacterium cutirubrum [115]. Diazotrofy-bakterie asymilujgce
azot— niezaleznie od tego czy sg organizmami tlenowymi czy nie, zawieraja
wytacznie Fe-SOD [114]. Spowodowane jest to prawdopodobnie niezwykig
wrazliwos$cig nitrogenezy na tlen, wymuszajaca skrajnie niskie stezenie tego gazu
wewnatrz komaérki.

Enzym zelazowy zostat wyizolowany z wielu bakterii tlenowych i fakultaty-
whnie beztlenowych [114]. Fe-SOD otrzymano réwniez z trzech sinic: Plectonema
boryanum [116], Spirulina platensis [117] i Anacystis nidulans [118]. W
niektorych bakteriach tlenowych spotykamy tylko Fe-SOD, jednak w wiekszosci
z nich wystepuja obok niej réwniez enzym manganowy [10, 114, 119], a w P.
leiognathi miedziowo-cynkowy [120]. Wykazano, ze bakterie gram-ujemne
zawierajg przewaznie Fe-SOD obok Mn-SOD, a gram-dodatnie prawie wytg-
cznie Mn-SOD [121], chociaz stwierdzono liczne wyjatki od tej reguty [10].

W odr6znieniu od bakterii, wystepowanie enzymu zelazowego u Eukaryota
jest raczej rzadkoscig. Na podstawie posrednich dowodéw opartych na pomiarze
wrazliwosci SOD na rozne inhibitory, wielokrotnie postulowano istnienie
enzymu u pierwotniakéw [114], a takze powszechng jego obecnos$¢ u glonéw
[114, 122, 123]. Wyniki te nalezy traktowaé z rezerwa. Nie podlega jedynie
watpliwosci wystepowanie Fe-SOD u wiciowcow, poniewaz udato sie enzym ten
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otrzymac (i scharakteryzowac jako Fe-SOD) z Euglena gracilis [124] i Crithidia
fasciculata [125]. W organizmach tych enzym wystepuje w cytosolu (u Euglena
gracilis rowniez w chloroplastach) [124, 125].

Do niedawna brak Fe-SOD u wyzszych Eukaryota traktowany byt jako
pewnik [2, 3,119]. Jednak w 1980 r. wyizolowano Fe-SOD z Brassica campestris
[126], a nastepnie z kilku innych roslin wyzszych [127— 129] i stwierdzono jego
lokalizacje w chloroplastach [130]. Wydaje sie wiec, ze dysmutaza zelazowa
wystepuje w wielu ro$linach, nie we wszystkich jednak ulegajac wyraznej
ekspresji. Do tej pory nie udato sie wykry¢ enzymu zelazowego u grzybow i
zZwierzat.

1V-1.2. Dysmutaza manganowa

Enzym manganowy wystepuje powszechnie w organizmach na wszystkich
poziomach rozwoju ewolucyjnego. Brak go jedynie w organizmach beztleno-
wych i to zarowno w bakteriach jak i pierwotniakach [114]. U fakultatywnych
oeztlenowcow, np. u E. coli w warunkach anaerobiozy, enzym manganowy ulega
represji ustepujac miejsca konstytutywnej Fe-SOD [131]. Mn-SOD jest jedyna
formg dysmutazy w fotosyntetyzujgcych bakteriach tlenowych [114] i w
wiekszosci bakterii gram-dodatnich [ 121].

Uwaza sig, ze enzym manganowy wystepuje zasadniczo u wszystkich
organizméw eukariotycznych [3,114,119], prawie wytgcznie w mitochondriach.
I tak: grzyby, jak drozdze [132] i N. crassa [133]; rosliny wyzsze, jak topinambur
[133], kukurydza [134], szpinak [135]inne [136]. Watoba kurczecia i serce $wini
[137] — zawierajag Mn-SOD w matriks mitochondrialnej, ale w watrobie
naczelnych wystepuje ona réowniez w cytoplazmie [138]. Na uwage zastuguje
fakt, ze oczyszczona (i scharakteryzowana) dysmutaza manganowa z lisci grochu
wystepuje tam w peroksysomach, nie za§ w mitochondriach [139], a niedawno
wyizolowano z ilosci szpinaku Mn-SOD zwigzang z tylakoidami, (stanowi ona
jednak zaledwie ok. 2,5% aktywnosci dysmutazy chloroplastowej) [140].
Poniewaz mitochondrialne i bakteryjne Mn-SOD majg homologiczne sekwencje
N-koncowych fragmentdw tancuchoéw polipeptydowych [141], fakt ten wyko-
rzystywano jako argument potwierdzajacy teze o endosymbiotycznym pocho-
dzeniu mitochondriéw i eukariotycznej dysmutazy manganowej [142].

1V-1J. Dysmutaza kambialistyczna

W 1982 roku wykryto i wyizolowano z Propioniibacterium shermanii
dysmutaze inkorporujgcg do centrum aktywnego zelazo lub mangan w zaleznos-
ci od sktadu pozywki [143]. W latach nastepnych wyizolowano podobne biatka z
odlegtych filogenetycznie bakterii: Nocardia asteroides [144], Bacteroidesfragilis
[145, 146] i Bacteroides thetaiotaomicron [147]. Organizmy te produkujg biatko
wigczajace zelazo lub mangan w zaleznosci od sktadu pozywki, lub potencjatu
oksydo-redukcyjnego, preferujac w warunkach anaerobowych zelazo. O malej
specyficznosci w stosunku do metalu niektérych dysmutaz swiadczy wigczanie
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do centrum katalitycznego nieaktywnego cynku [144,147]. Fakt istnienia takich
dysmutaz ponadtlenkowych, zapewne liczniejszych niz sie przypuszcza (kambia-
listyczny enzym ze Streptococcus mutans [148] znany byt od dawna jako
Mn-SOD [149]) $Swiadczy o wsp6lnym pochodzeniu Mn-SOD i Fe-SOD i ich
bliskim pokrewienstwie.

1V-1.4. Dysmutaza miedziowo-cynkowa

Enzym miedziowo-cynkowy wystepuje powszechnie i prawie wytgcznie w
organizmach eukariotycznych [2, 3, 114, 119]. Przez diugie lata jedynym
wyjatkiem byta symbiotyczna bakteria Photobacterium leiognathi zyjaca w rybie
kucyk (ang. ponyfish), Leiognathus splendens. W bakterii tej obok enzymu
zelazowego wystepuje kupreina [120]. Poniewaz inne bakterie z rodzaju
Photobacterium nie zawierajg tego enzymu wysunieto hipoteze, ze przedostat sie
on do bakterii na skutek transferu genu kodujgcego biatko w rybie [2].
Przypuszczenie to znalazto potwierdzenie w analizie statystycznej sktadéw
aminokwasowych Cu, Zn-SOD z réznych kregowcéw i P. leiognathi, ktéra
wykazata sciste pokrewieristwo enzymu bakteryjnego z kupreinami rybimi [ 150].

Stwierdzenie to rozpoczeto diugg dyskusje na temat mozliwosci, a przede
wszystkim wagi, dowodow przemawiajgcych za takim ,,poziomym" przekaza-
niem genu z ryby do bakterii [65, 151 — 153]. Oczyszczenie bakteriokupreiny z
wolnozyjacej bakterii Caulobacter crescentus [154] i wykrycie charakterystycz-
nej dla niej aktywnosci w Pseudomonas Kilku szczepéw [155] znacznie ostabito
site argumentacji zwolennikow hipotezy transferu genéw. Ostatnio opublikowa-
na analiza filogenetyczna znanych sekwencji aminokwaséw kuprein nie pozwala
na jasng konkluzje; jakkolwiek za bardziej prawdopodobne w jej Swietle uzna¢
nalezy rozejscie sie enzyméw z ryby i bakterii przed rozdziatem Prokaryota i
Eukaryota [156]. Z drugiej strony dane geologiczne na temat zmiennej dostep-
nosci metali przejSciowych w trakcie rozwoju zycia na Ziemi sugerujg raczej
transfer genu [157].

Pierwotniaki [114, 119], a takze wiekszos¢ glonéw eukariotycznych [114,
119,122], najwyrazniej nie majg dysmutazy miedziowo-cynkowej. Jedyng grupg
glonéw, ktérych komorki zawierajg Cu, Zn-SOD sg niektére zielenice posiadajg-
ce fragmoplast [158]. Uwaza sie, ze to whasnie zielenice fragmoplastowe mogly
da¢ poczatek roSlinom wyzszym [159]. Grzyby i $luzowce zawierajg kupreine
obok enzymu manganowego [160]. Tylko $wiecacy podstawczak Pleurotus
olearius jest jedynym, do tej pory znanym, grzybem nie zawierajagcym tego
enzymu. Réwniez przeglad prymitywnych morskich bezkregowcoéw wykazat, ze
kupreina obecna jest w nich wszystkich [114].

Najlepiej zbadano wystepowanie kupreiny wsrod kregowcéw, posréd ktd-
rych nie znaleziono organizmu nie posiadajgcego tego enzymu, mimo ze
przebadano ich wiele [161, 162]. Wszystkie rosliny wyzsze, z wyjatkiem
Nymphaceae [163], tacznie z mszakami i paprotnikami, zawierajg Cu, Zn-SOD
[122]. Enzym wystepuje w lisciach, nasionach, owocach i korzeniach [114, 164,
165]. Podstawowym miejscem wystepowania kupreiny w komadrce organizmow
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wyzszych jest cytoplazma [2,114,119,164]. Obecno$¢ izoenzymu Cu, Zn-SOD w
przestrzeni miedzybtonowej mitochondriéw stwierdzono w komdrkach topi-
namburu i N. crassa [133] oraz watrobie kurczecia [137]. Wydaje sie wiec, ze
enzym wystepuje tam powszechnie zaréwno u roslin jak i u zwierzat. Natomiast,
w tkankach zielonych roslin zdecydowanie przewaza chloroplastowa Cu,
Zn-SOD [97, 114, 136, 164].

IV-2. Filogeneza dysmutazy ponadtlenkowej

Obraz wystepowania réznych form SOD jest, jak to powyzej przedstawiono,
dosé¢ skomplikowany, lecz mimo licznych wyjatkéw mozna go ujagé w ogdélne
ramy [114,119]. Enzym zelazowy, prawdopodobnie najprymitywniejszy, wyste-
puje u wielu bakterii tgcznie z sinicami, archebakteriami, anaerobami (w
ostatnim przypadku jest jedyng formg enzymu), oraz u niektérych pierwotnia-
kéw i glonow. Mn-SOD wystepuje zasadniczo jako jedyna forma enzymu w
bakteriach gram-dodatnich i obok Fe-SOD w bakteriach gram-ujemnych. W
komdrkach eukariotycznych enzym manganowy wystepuje w mitochondriach, a
zelazowy w chloroplastach, co zgadza sie znakomicie z endosymbiotyczng
hipotezg powstania tych organelli. Kupreiny sg osiggnieciem Eukaryota, gdzie
wystepujg zasadniczo w cytoplazmie, ale rowniez w przestrzeni miedzybtonowej
mitochondriéw i stromie chloroplastéw. Nieliczne przypadki wystepowania Cu,
Zn-SOD u P. leiognathi i pewnych bakterii mozna wyttumaczyé odwotujac sie do
transferu genu z Eukaryota do Prokaryota.

Wzigwszy pod uwage homologie sekwencji, podobienstwo struktury oraz
wystepowanie dysmutazy zelazowej i manganowej, a takze istnienie dysmutaz
kambialistycznych mozna uwaza¢, ze Fe-SOD i Mn-SOD majg wspolnego
przodka, najpewniej Fe-SOD, lub raczej enzym kambialistyczny. Powstanie
enzymu manganowego mogto by¢ odbiciem wzrastajgcego stezenia tlenu w
biosferze, jakies 2 do 3 miliardéw lat temu, gdy stezenie tlenu w atmosferze byto
okoto 104 razy mniejsze niz obecnie [166]. Wydaje sie, ze uzyskanie Cu, Zn-SOD
przez Eukaryota miato miejsce ponad 450 min lat temu, przed pojawieniem si¢
Porifera i Coelencerata. kiedy to stezenie tlenu byto okoto 100 razy mniejsze od
obecnego [166].

Obraz filogenezy dysmutazy ponadtlenkowej staje sie bardziej przejrzysty
[153], gdy spojrze¢ na nig w Swietle teorii endosymbiotycznego pochodzenia
komérki eukariotycznej [167— 171], a takze zmiennych warunkéw geochemi-
cznych biosfery [157]. Konieczno$¢ detoksykacji tlenu pojawita sie najprawdo-
podobniej na dtugo przed powstaniem atmosfery utleniajacej, w odpowiedzi na
pojawiajacy sie przejsciowo w biosferze na skutek radiolizy wody tlen molekular-
yny [172]. Ttumaczy to wystepowanie Fe-SOD w wielu $cistych anaerobach. Z
uwagi na dostepno$¢ Fe2+ w redukujacej biosferze pierwszym enzymem byta
najpewniej dysmutaza zelazowa a $cisSlej enzym kambialistyczny, w ktorym
miejsce metalu okupowane byto przez zelazo na skutek jego znacznej przewagi w
Srodowisku.

W miare jak sinice zaczety nagromadzac tlen molekularny w atmosferze
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ziemskiej zagrozenie ponadtlenkiem zaczelo wzrastac. Jednocze$nie sktadniki
mineralne biosfery ulegaty utlenieniu powodujac dramatyczny spadek dostepno-
Sci zelaza. Poniewaz wczesna dysmutaza nie wykazywata Scistych wymagan co
do rodzaju metalu przejsciowego, nastepnym kandydatom do wykorzystania w
centrum aktywnym byl mangan; drugi pod wzgledem rozpowszechnienia,
rozpuszczalny w $rodowisku umiarkowanie utleniajgcym metal przejsciowy,
tatwo zmieniajacy stopien utlenienia. Z powodu zapetnienia orbitali d miedz nie
moze tworzy¢ oktaedrycznej struktury koordynacyjnej, charakterystycznej dla
dysmutazy kombialistycznej. Wobec wzrastajgcego stezenia tlenu w atmosferze
tylko organizmy wyposazone w dysmutaze mogty przetrwaé. W tym czasie w
jednej z linii ewolucyjnych nie zawierajgcych tego enzymu powstata zapewne
dysmutaza miedziowo-cynkowa. Linia ta, jak sie wydaje, data poczatek orga-
nizmom eukariotycznym.

W komdérkach eukariotycznych mozna wyodrebni¢ dwie grupy dysmutaz:
Cu, Zn-SOD wystepujaca zasadniczo w cytoplazmie oraz dysmutazy typu
bakteryjnego zwigzane z organellami (Mn-SOD w mitochondriach i Fe-SOD w
chloroplastach). Teoria endosymbiozy ttumaczy najproSciej wystepowanie ré-
znych form enzymu ws$réd organizmdéw z réznych poziomow ewolucyjnych
[153]. Dos¢ liczne wyjatki mozna tlumaczy¢ jako nastepstwo: (i) Przeniesienia
genu kodujgcego SOD z jednego organizmu do innego (bakteriokupreiny); (ii)
Zaniku jednego lub wiecej redundantnych enzymow w trakcie ewolucji (brak
Mn-SOD i lub Fe-SOD w niektérych glonach, Cu, Zn-SOD za$ w pierwotnia-
kach i niektdrych roslinach); (iii) Zasiedlania kolejnych przedziatow komorko-
wych przez rozne formy enzymu w miare podnoszenia sie poziomu rozwoju
ewolucyjnego ich gospodarzy (Cu, Zn-SOD w chloroplastach i przestrzeni
miedzybtonowej mitochondriéw, Fe-SOD w cytoplazmie Euglena, Mn-SOD w
cytoplazmie watroby naczelnych itd.); (iv) Powtarzalnych przej$¢ od Fe-SOD do
Mn-SOD i vice-versa lub malej specyficznosci dysmutazy kambialistycznej
(enzymy bakteryjne).
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I. Wstep

Reaktywnos$¢ jonow zelaza lezy u biologicznych podstaw zycia kazdej
komérki, ale jednocze$nie jest jedna z przyczyn jej biologicznej degradaciji.
Powstate w toku ewolucji biatka wigzace zelazo zapewniajg organizmom zywym
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sprawny przebieg wielu proceséw metabolicznych, stanowig takze ochrone przed
toksycznym dziataniem wolnych jondw zelaza,. Ferytyna jest jednym z kluczo-
wych biatek metabolizmu jondw zelaza, wystepujagcym u eukariontéw we
wszystkich niemal komaérkach [1,2] i ptynach ustrojowych [3—6]. Wszechobec-
nos¢ ferytyny w organizmie, oraz zdolno$é przytaczania przez jedng jej czastecz-
ke Srednio 2000 atomoéw zelaza [7] determinujg jej gtéwng funkcje biologicz-
ng— wigzanie nadmiaru jonéw zelaza w komorce.

Czasteczka ferytyny jest zbudowana z kulistej otoczki biatkowej — apofery-
tyny, we wnetrzu ktdrej znajduja sie atomy zelaza [2, 8]. Sg one komponentem
polimeru uwodnionego tlenku zelazowego, ktéry wraz z resztami fosforanowymi
tworzy tzw. mineralny rdzen ferytyny, o skiadzie okreslonym hipotetycznym
wzorem: (FeOOH)8 FeO0PO03H2 [9]. Apoferytyna zbudowana jest z 24
symetrycznie utozonych, polipeptydowych podjednostek dwdch rodzajow: tzw.
podjednostek ciezkich, H, (ang. heavy) i podjednostek lekkich, L, (ang. light), o
masach czasteczkowych 21000 i 19000 [1]. W strukturze przestrzennej apofery-
tyny wyroézniono kanaliki hydrofobowe i hydrofilne, kt6re przebiegajg wzdtuz jej
OSi] symetrii, i ktorymi odbywa sie dwukierunkowy transport jonow zelaza [2,
10].

Zmienne ilosciowo proporcje podjednostek H i L w czasteczkach ferytyn
wystepujacych wjednej nawet tkance [ 11] stanowig o duzej ich heterogennosci.
Fizjologiczne znaczenie heterogennosci ferytyny w metabolizmie komérkowym
jest jednym z gtownych aspektow badan tego biatka.

Intensywnie badanajak rowniez stosunkowo mato poznana w poréwnaniu z
ferytynami tkankowymi, jest biologiczna rola ferytyny surowicy krwi. Przypu-
szcza sie, ze ferytyna surowicy krwi ma duze znaczenie regulacyjne w metaboli-
zmie jonéw zelaza [8]. Dyskutowana jest rola ferytyny surowicy krwi jako
markera w niektérych chorobach nowotworowych [12, 13], a takze jako
mediatora stanu zapalnego [14].

Il. Biosynteza ferytyny

Gtdwnym miejscem syntezy ferytyny w komorce sg wolne polirybosomy,
oraz w mniejszym stopniu rybosomy zwigzane z btong retikulum endoplazma-
tycznego [15]. Biatko syntetyzowane jest w formie apoferytyny, do ktorej
nastepnie przytaczane sgjony zelaza. Mechanizm integracji podjednostek H i L
w czasteczke apoferytyny nie zostat dotychczas poznany.

Przez dtugi czas utrzymywat sie poglad, ze polipeptydy H i L sg syntetyzowa-
ne na wspolnej matrycy mRNA, a nastepnie rdéznicujg sie pod wplywem
modyfikacji, takich jak glikozylacja [16, 17] i czeSciowa proteoliza [18]. Wyniki
badan translacji mRNA z komérek HelLa (prawie wytgcznie podjednostki H),
oraz z hepatocytow szczura (dominacja podjednostek L) w lizatach kietkow
pszenicy wykazaty, ze podjednostki H i L sg syntetyzowane na odrebnych
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matrycach mRNA [19]. Wyniki te potwierdzono w trakcie badan syntezy
podjednostek H i L w komdrkach limfoidalnych i komérkach watroby u
cztowieka [20—22].

Wyizolowanie komplementarnych DNA polipeptydéow H i L czlowieka i
szczura, pozwolito wysnu¢ wniosek, ze podjednostki apoferytyny sg zakodowane
przez odrebne, nalezgce do réznych rodzin geny [20—23]. W genomie cztowieka
[24,25] iszczura [26] wystepuje okoto kilkunastu kopii genéw podjednostek H i
L, lecz tylko pojedyncze kopie ulegajg ekspresji; pozostale sg uwazane za
pseudogeny. U cziowieka geny determinujgce budowe podjednostek H i L
zlokalizowano odpowiednio na chromosomach 11 [22] i 19 [27].

Juz od ponad 40 lat wiadomo, ze synteza apoferytyny pozostaje pod kontrolg
jondw zelaza [28]. In vivo i in vitro, w wielu komorkach zwierzat réznych
gatunkéw stwierdzono istotny wptyw jonoéw zelaza na synteze apoferytyny [15,
29, 30]. Stymulacja syntezy apoferytyny przezjony zelaza w komorkach watroby
szczura [29, 31] i retikulocytach kijanki Zzaby amerykanskiej [32] miata
charakter swoisty, gdyz jednocze$nie nie stwierdzono w tych komérkach
zwiekszonej syntezy innych biatek. Mechanizm oddziatywania jonéw zelaza na
synteze apoferytyny nie zostat dotychczas wystarczajgco poznany. Wiele prze-
mawia za kontrolg na posttranskrypcyjnym etapie syntezy biatka. Aktynomycy-
na D, inhibitor transkrypcji genéw, nie znosi stymulacji syntezy apoferytyny
przezjony zelaza, w watrobie szczurdéw [29, 33], komarkach linii erytroleukemi-
cznych K562 i HEL [34], oraz w komdrkach HelLa [35], chociaz w komé6rkach
HelLa obcigzonych zelazem stwierdzono takze kontrole na poziomie transkrypcji
[36]. Przypuszczalnym etapem, na ktérym jony zelaza regulujg synteze apofery-
tyny jest translacja [21, 29, 37, 38]. Stwierdzono , ze wzrost wewngtrzkomoérko-
wego poziomu jonéw zelaza uaktywnia wolne czasteczki apoferytynowego
MRNA i przyspiesza ich przesuniecie z cytoplazmy na polirybosomy [29, 30].
Przy niedoborze za$ jonoéw zelaza w komérce, mMRNA podjednostek H i L nie
ulega translacji [21, 29].

Wewnatrzkomdrkowy poziom jondw zelaza reguluje ekspresja btonowego
receptora transferyny (TfR) [40]. W wielu doswiadczeniach in vitro stwier-
dzono Scista, odwrotng zalezno$¢ miedzy synteza apoferytyny, a ekspresjg TfR
[41—45]. Zjawisko to polega przypuszczalnie na hamowaniu przez jony zelaza
transkrypcji genu TfR [46] i stymulacji przez nie translacji mRNA apoferytyny.
Zwiekszenie ekspresji TfR obserwowano w komdrkach rozpoczynajacych cykl
podziatowy [47]. Z kolei w komdrkach rdznicujgcych sie odnotowano zanik TfR
[48,49], W hodowli monocytéw krwi obwodowej, w miare ich r6znicowania sie
do makrofagdw, wzrastat stopniowo wewnatrzkomdrkowy poziom ferytyny
[45]. W hodowlach komorek leukemicznych HL60, réznicujgcych sie do
granulocytow lub makrofagéw, stwierdzono zanik TfR ijednocze$nie wzrost
wewnatrzkomorkowej zawartosci ferytyny [41,50]. Przypuszcza sig, ze regulacja

syntezy apoferytyny i TfR moze stanowic¢ istotny element w kontroli wzrostu i
réznicowania sie komérek.

6 Postepy Biochemii 4/88
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I1l. Przylaczanie i uwalnianie jonéw zelaza

Badania mechanizmu i kinetyki przytgczania jonow zelaza do apoferytyny
przeprowadzano najczesciej przy uzyciu apoferytyny uzyskanej z fervtyn>
$ledziony konskiej, w drastycznych warunkach dziatania kwasu tioglikolowego.
Rzeczywisty przebieg procesu przytaczaniajonéw zelaza do natywnej apoferytny
w komérkach jest trudny do ustalenia, ajego przypuszczalna wersja przedstawia
sie nastepujaco:

Substratami w procesie rekonstytucji ferytyny sg apoferytyna ijony Fe2+
[51—53]. Przytaczanie jondw Fe3+ do apoferytyny odbywa sie znacznie wolnigj
i w znacznie mniejszym zakresie, niz przytagczanie jonéw Fe2+ [54]. Proces ten
przebiega w tzw. centrach aktywnych, ktorych usytuowanie w strukturze
przestrzennej apoferytyny jest przedmiotem sprzecznych doniesien [51—53 55,
56], Pod wzgledem chemicznym centra aktywne sg skupiskami grup karboksylo-
wych [51,55]. Ich modyfikacja powodowata znaczne obnizenie tempa przytacza-
niajondw Fe2+ do apoferytyny [57]. Zwiazane jony Fe2+ sg nastepnie utleniane
do jonow Fe3+ przy udziale apoferytyny jako katalizatora. Proces ten wymaga
obecnosci tlenu czasteczkowego, chociaz jego atomy nie sa wigczone w tworzacy
sie wewnatrz apoferytyny polimer tlenku zelazowego [59]. Z centrow aktywnych
jony Fe3+ migrujg przez kanaliki do miejsc ich wigzania na wewnetrznej
powierzchni otoczki biatkowej [51, 52], gdzie ulegaja hydrolizie, a nastepnie
polimeryzujg za posrednictwem mostkow tlenowych [60]. Jesli centra aktywne
znajduja sie, jak sadza niektérzy autorzy, na wewnetrznej powierzchni otoczki
biatkowej, to petnig one jednoczesnie funkcje miejsc wigzania jonéw Fe2+, ich
utleniania, a nastepnie hydrolizy i polimeryzacji [55, 56]. Pierwsze zwigzane
wewnatrz apoferytyny jony Fe3+ majg kluczowe znaczenie w powstawaniu
mineralnego rdzenia ferytyny. Przytgczenie kolejnych atomdw zelaza odbywa sie
zar6bwno w miejscach znajdujacych sie na powierzchni (wewnetrznej lub
zewnetrznej) apoferytyny, jak i bezposrednio na powierzchni polimeru tlenku
zelazowego [10, 51, 55].

W celu potwierdzenia utleniajgcych wiasciwosci apoferytyny, inkubowano jg
z jonami Fe2+ itransferyng, i stwierdzono, ze co najmniej 80% utlenionego przez
apoferytyne zelaza w postaci jonéw Fe3+ wigzata transferyna [53]. Ferytyny o
réznym wysyceniu jonami zelaza wykazujg te same witasciwosci utleniajace co
apoferytyna. Zdolno$é apoferytyny do utleniania jonéw Fe2+, ktére nastepnie
mogg by¢ zwigzane jako jony Fe3+ przez transferyne przemawia za sklasyfiko-
waniem apoferytyny jako ferroksydazy — Fe(ll1):02o0ksydoreduktazy. Poniewaz
jony zelaza utlenione przez apoferytyne moga by¢ tlatwo zwigzane przez
transferyne przypuszcza sie, ze proces ten zachodzi na zewnetrznej powierzchni
apoferytyny. Trudno bowiem zaktadac, aby tak duza czasteczka, jak transferyna,
mogta penetrowaé do wnetrza ferytyny przez kanaliki o $rednicy 0,9— 1,2 nm [2,
10]. Potwierdzajg to badania przeprowadzone przy pomocy promieni X i
ultrafioletu, dzieki ktéorym odkryto na powierzchni apoferytyny miejsca, do
ktérych moga by¢ przytaczone jony zelaza [55,56]. Przypuszcza sig, ze miejsca te
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stanowig o pulijonéw Fe3+ luzno zwiazanych z apoferytyna, bedacych efektem
jej oksydacyjnej aktywnosci.

Podobnie jak w przypadku przytgczania, rowniez uwalnianie jondw zelaza z
ferytyny odbywa sie za posrednictwem reakcji oksydoredukcyjnych. Chociaz
niemal pewnym wydaje sie, ze redukcja jonéw Fe3+ do jonéw Fe2+ jest
wstepnym etapem ich uwalniania [61], to jednak miejsce tej reakcji w strukturze
przestrzennej biatka nie zostato okreslone. Stopien wysycenia ferytyny jonami
zelaza wpltywa na tempo ich uwalniania [62, 63]. W ScisSle okres$lonych
warunkach invitro frakcja biatka 0 30—50% wysyceniujonami zelaza uwalniaje
najtatwiej i najszybciej [8]. Wiele zwigzkéw moze redukowac zelazo ferytyny in
vitro [64—66]. ldentyfikacja fizjologicznych reduktoréw nastrecza jednak
niematych trudnosci. Sugeruje sie, ze moga nimi by¢ cysteina, kwas askorbinowy
i zredukowany glutation; stezenie ich w komérce jest jednak zbyt male, aby
rzeczywiscie mogty petnié te funkcje in vivo [64]. W warunkach fizjologicznych w
redukcji zelaza ferytyny uczestnicza, prawdopodobnie, zredukowane enzymy
flawinowe, a wiasciwie ich koenzymy [68]. Stwierdzono, ze w r6znych narzadach
zwierzat wysokiemu wysyceniu ferytyny jonami zelaza towarzyszy niski poziom
NAD-FMN-oksydoreduktaz [67]. Zastanawiajac sie¢ nad tym, jakie zwigzki
moga redukowacé zelazo ferytyny, nalezy braé pod uwage rozmiary ich czasteczek
(a tym samym zdolno$¢ penetracji przez kanaliki i mozliwo$é dotarcia do
whnetrza apoferytyny), a takze ich potencjat redukcyjny, ktdry w przypadku
zelaza ferytyny wynosi 230 mV przy pH 7,0 [68].

Po uwolnieniu z ferytyny, jony Fe2+sg chelatowane przez niskoczasteczkowe
zwigzki, z ktorymi tworzg kompleksy tzw. labilnego zelaza. Natura tych
zwigzkow nie jest doktadnie znana; np. z erytrocytéw wyizolowano kompleksy
chelatowe zelaza z nukleotydami [69, 70], natomiast w komdrkach watroby,
przypuszcza sie, ze zelazo tworzy zwigzki chelatowe z ADP [71] i cytrynianem
[72].

IV. Biodegradacja ferytyny

Okres pottrwania ferytyny w komorce wynosi 50—70 godzin [73, 74].
Izoferytyny o przewadze podjednostek H szybciej ulegajg degradacji niz
izoferytyny bogate w podjednostki L [2, 7]. Sugestie, ze wzrastajaca ilo$¢ zelaza
odktadanego w czasteczce ferytyny ma decydujgcy wpltyw na przyspieszenie jej
biologicznego rozpadu nie wszedzie znajdujg potwierdzenie. Na przykiad
ferytyny o duzej zawarto$ci zelaza sg bardziej niz apoferytyna odporne in vitro na
proteolityczne dziatanie enzyméw [75]. Usuwanie zelaza z ferytyn komorko-
wych przy pomocy deferoksaminy wptywa na zmniejszenie ich stabilno$ci [76],
chociaz w hodowli komorek K562, po dodaniu deferoksaminy, ferytyny
komoérkowe byly bardziej stabilne niz ferytyny z komérek hodowanych bez
dodatku deferoksaminy [77]. Badania mikroskopowe wykazaty, ze ferytyny
zawierajgce najwiecej jondw zelaza sg jako pierwsze ,wychwytywane” przez
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lizosomy, gdzie dokonuje sie ich biologiczna degradacja [78]. W lizosomach
komoérek Hela stwierdzono wystepowanie czasteczek ferytyny o duzej zawarto-
Sci zelaza (ponad 2000 atomdw na czasteczke) w 6—8 godzin po ich mikroiniekcji
do cytoplazmy [79]. Nie ustalono do tej pory wjaki sposéb zelazo odktadane w
ferytynie przyspiesza jej przemieszczanie z cytoplazmy do lizosoméw. Przypusz-
cza sie, ze zelazo sprzyja polimeryzacji czasteczek ferytyny, ktéry to proces
prowadzi do zmniejszeniajej rozpuszczalnosci [80], i uwazany jest za decydujacy
etap jej degradacji [81]. U zdrowych ludzi ferytyna Sledziony wystepuje gtéwnie
(90—94%) w postaci monomeréw. U o0s6b przeciazonych zelazem ferytyna
$ledziony tworzy liczne dimery, trimery, a nawet wyzsze oligomery [82]. W
lizosomach przy niskim pH ferytyna ulega czeSciowej denaturacji [80, 83], po
czym na skutek dziatania enzyméw lizosomalnych nastepuje rozpad otoczki
biatkowej ferytyny iczesciowe odstoniecie jej mineralnego rdzenia [80,83,84]. U
0s0b przecigzonych zelazem w wyniku réznych zmian patologicznych (hemo-
chromatozy, "-talasemii) obserwuje sie intensywne odkiladanie w lizosomach
komadrek watroby nierozpuszczalnych komleksow zelaza z fragmentami nadtra-
wionej, nieregularnej otoczki biatkowej, fosforanami i thuszczami [80, 83—85].
Kompleksy te, okre$lone mianem hemosyderyny, uwazane sg za produkt
biologicznego rozpadu ferytyny [83, 85]. W preparatach histologicznych
watroby i $ledziony ztogi hemosyderyny w lizosomach widoczne sg jako
charakterystyczne ziarnistosci, barwigce sie intensywnie na obecno$é¢ zelaza [84].

V. Biologiczna rola ferytyn tkankowych
V-I. Magazynowanie zelaza

Posrod biatek wigzacych zelazo, a takze posréd innych metaloproteidow
wystepujacych w organizmie ferytyna wyréznia sie zdolnoscia gromadzenia
duzej liczby atoméw metalu (zelaza). Sumaryczna masa 2000 atomow zelaza
zwigzanych przez czasteczke ferytyny stanowi okoto 20% jej catkowitej masy
czasteczkowej [86]. Dla porownania czasteczka hemoglobiny moze zwigzac 4
atomy zelaza, ktérych masa stanowi okoto 0,347% jej catkowitej masy czastecz-
kowej [86]. Transferyna i laktoferyna mogg zwigza¢ swoiscie po 2 atomy zelaza
[87].

U dorostego mezczyzny ilo$¢ zapasowego zelaza zgromadzonego w ferytynie
wynosi okoto 1g (u kobiety o potowe mniej), co stanowi 25% ilosci catkowitego
zelaza w ustroju [86]. W warunkach fizjologicznych ilo$¢ zelaza zapasowego
ferytyny okre$lajg: aktywnoS$¢ erytropoetyczna organizmu, tempo syntezy
hemoglobiny w komodrkach erytroblastycznych, oraz, w mniejszym stopniu,
absorpcja egzogennego zelaza z przewodu pokarmowego [2].

Zelazo zgromadzone w ferytynie moze by¢ wykorzystane przez organizm w
warunkach ogélnoustrojowego niedoboru tego mikroelementu do utrzymania
ciggtosci i tempa proceséw metabolicznych zwigzanych z biologiczng aktywnos-
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cigjonow zelaza. Chociaz ferytyna wystepuje we wszystkich komaérkach ustroju,
to jednak dla pokrycia potrzeb ogdlnoustrojowych, wykorzystywane jest zelazo
zgromadzone w ferytynie komorek nalezacych do uktadu siateczkowo-$rodbton-
kowego (USS) w watrobie, $ledzionie, szpiku kostnym, a takze zelazo zgroma-
dzone w ferytynie komorek parenchymalnych watroby [2, 8]. W ferytynie
komérek USS jest odktadane zelazo uwolnione w trakcie fagocytozy i katabo-
lizmu starzejacych sie erytrocytow [88]. Ferytyna komdrek parenchymalnych
watroby wigze zelazo pochodzace z biatek surowicy krwi: transferyny [89],
kompleksu hemoglobiny z haptoglobing [90], hemu z hemopeksyng [84] i
ferytyny [91]. We wczesnych stadiach rozwoju, u ptodéw ludzkich [92] i mysich
[93], w embrionach ptasich [94] i larwach plazéw [95] gtdwng role w
gromadzeniu zapasow zelaza odgrywa ferytyna erytrocytéw krwi obwodowej.

V-2. Ferytyna w wewnatrzkomérkowym transporcie jonéw zelaza

Wewnatrzkomérkowy transport jonéw zelaza po uwolnieniu ich z komple-
ksu Tf-TfR jest podstawowym, nierozstrzygnietym do tej pory zagadnieniem
komdérkowego metabolizmu zelaza. Mimo, ze piSmiennictwo przytacza wiele
przyktadéw zwigzkéw transportujagcych jony zelaza w komorce [96 — 98], nie
ma wsérdd autordw zgody, ktére z nich rzeczywiscie moga petnic te funkcje in situ.

Rola ferytyny — wewnatrzkomaérkowego nosnika jonéw zelaza jest kontro-
wersyjna. Z jednej strony wykazano, ze synteza hemu w erytroblastach traszki
(Triturus cristatus) odbywa sie z pominieciem zelaza zgromadzonego w ferytynie
[99]. Nawet w warunkach ogélnoustrojowego niedoboru zelaza, erytroblasty
traszki reaguja zmniejszong synteza hemu, nie naruszajgc zelaza zwigzanego
przez ferytyne [100]. Z drugiej strony wykazano, ze jony zelaza uwolnione z
ferytyny komérek watroby szczura sg inkorporowane do czasteczek mitochon-
drialnych enzyméw z hemowag grupa prostetyczng, a takze innych enzyméw
zawierajacych zelazo [101, 102]. Na mitochondriach komaérek watroby szczura
znaleziono swoiste dla ferytyny receptory o zmiennej sile powinowactwa [ 101].

Na podstawie obserwacji metabolizmu zelaza w komdrkach erytroidalnych
cztowieka wysunieto hipoteze, ze czynne metabolicznie jest zelazo zwigzane
przez, tak zwane, kwasne izoferytyny (ferytyny o przewadze podjednostek H,
punkt izoelektryczny przy pH 4,1—4,8) [103, 104]. Kwasne izoferytyny wigzg
zelazo krétkotrwale, tatwiej je przytaczajg i uwalniajg w poréwnaniu z izoferyty-
nami zasadowymi, o profilu L, wystepujacymi w $ledzionie [105, 106]. Zelazo
kwasnych izoferytyn staje sie przez to bardziej aktywne metabolicznie, a jego
obrot w komorce szybszy. Kwasne izoferytyny dominujg w komorkach wcze-
snych stadiow erytropoezy [103, 104], w tkance serca [107], a wiec tam, gdzie
tempo metabolizmu jest stosunkowo wysokie i gdzie istnieje duze zapotrzebowa-
nie na zelazo miedzy innymi do syntezy hemu. By¢é moze, fizjologiczna
heterogennos¢ ferytyny, wynikajgca z heterogennosci strukturalnej, jest zrodtem
sprzecznych opinii na temat roli ferytyny w wewnatrzkomérkowym transporcie
jonéw zelaza.
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V-3. Regulacyjna rola ferytyny w absorbcji jonéw zelaza

Homeostaze zelaza w ustroju reguluje przede wszystkim absorbcja jonow
zelaza z jelita cienkiego (gtownie z dwunastnicy), ktdra rosnie w stanach
niedoboru i maleje w stanach przecigzenia ustroju zelazem [108, 109].

Transport jon6w zelaza z jelita do krwioobiegu obejmuje zasadniczo dwie
fazy: przejscie jonow zelaza ze Swiatla jelita do komorek btony Sluzowej jelita i
przejscie przez cytosol komérek btony Sluzowej jelita do krwi obwodowej [108].
Zelazo w komorkach btony $luzowej jelita zwiazane jest gtownie z transferyng i
ferytyng [109]. Biatka te odgrywajg kluczowa role w absorpcji jonéw zelaza z
przewodu pokarmowego [110, 111]. Ferytyna wigze nadmiar jonéw zelaza,
ktére nastepnie sa wolno wymieniane do krwi; transferyna natomiast jest
czasteczka szybko transportujacg jony zelaza do krwioobiegu. Wzrost poziomu
transferyny w komaérkach btony $luzowej jelita jest rownoznaczny ze wzrostem
absorpcjijondw zelaza, natomiast wzrost poziomu ferytyny hamuje przekazywa-
nie jondéw Zzelaza do krwi [110]. Zalezno$ci te potwierdzono w badaniach na
szczurach, ktérym przez krotki czas zastosowano diete o niskiej zawartosci
zelaza. Krotkotrwaty niedobdr zelaza w diecie powodowat natychmiastowy
wzrost poziomu transferyny i obnizenie poziomu ferytyny w komaorkach btony
$luzowej jelita. Zmianom tym nie towarzyszyto uszczuplenie zapaséw zelaza
zgromadzonych w ferytynie komérek USS w watrobie i innych organach [112].

V-4. Ferytyna a toksyczno$¢ wolnych jonéw zelaza

Jony zelaza, a takze ich kompleksy z niskoczgsteczkowymi zwigzkami
wystepujag w komaérkach z reguly przejsciowo i krétkotrwale [69, 70, 113, 114].
Toksycznos$¢ wolnych jonéw zelaza wynika przede wszystkim z ich katalitycznej
aktywnosci w procesie generowania wolnych rodnikéw, w tym silnie reaktyw-
nych i niszczacych rodnikow wodorotlenowych (OH) [115]. Mechanizm tego
procesu irole jakg odgrywajg w nim jony zelaza ilustruje cykl reakcjiHabera-
-Weissa-Fentona [87]:

1) Ot +Fe3+ ->0 2+ Fe2+
2) 202+ 2H+--» 02+ H20 2
3) Fe2++H20 2->Fe3++0OH-+ OH

Biatka wigzace zelazo sg jedynym zrddiem zelaza czynnego metabolicznie,
stanowig jednoczes$nie ochrone przed skutkami aktywnosci wolnych, nie zwigza-
nych jonéw zelaza. Ferytyna z racji swego ogromnego potencjatu wigzania
jonéw zelaza zajmuje ws$rdd tych biatek wyjatkowa pozycje. Ferytyna wigzac
nadmiar jondw zelaza w komaorce eliminuje ich toksycznos¢ i w tym powszechnie
upatruje sie jej zasadniczg funkcje biologiczng. Nie polemizujac z tg opinia,
nalezy jednak stwierdzi¢, ze w okreslonych warunkach in vitro i prawdopodobnie
in vivo, jony zelaza pierwotnie zwiazane z ferytyng, po ich uwolnieniu moga
generowa¢ H20 2i rodniki OH, a tym samym moga by¢ odpowiedzialne za
destrukcje wielu organelli komdérkowych, a w konsekwencji catej komorki
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[113—120]. Indukcja rodnikbw OH w obecnosci innych biatek wigzacych
zelazo — laktoferyny [87,121— 124] i transferyny [87,125]—jest kontrowersy-
jna i nie tak oczywista jak w przypadku ferytyny.

Uwalnianie jondw zelaza z ferytyny w duzym stopniu zalezy od wewnatrzko-
madrkowego potencjatu redukcyjnego [113,126], ktory zalezy z kolei od stezenia
w komorce roznych zwigzkow o charakterze reduktoréw (w szczegdlno$ci kwasu
askorbinowego [76]), a takze od aktywnosci uktadéw enzymatycznych zdolnych
takie zwigzki generowac [127]. Wysunieto hipoteze, ze rodniki ponadtlenkowe
02 ze wzgledu na tatwo$¢ z jaka docieraja do wnetrza biatkowej otoczki
ferytyny, moga by¢ in vivo idealnymi reduktorami jondw zZelaza zwigzanych z
ferytyng [114]. Jednym z najbardziej efektywnych uktadéw enzymatycznych
generujacych rodniki O1 in vivo jest uktad oksydazy ksantyny [128, 129].
Rodniki O 2 sg stosunkowo mato reaktywne wobec sktadnikéw organicznych
[130] Ich toksyczne dziatanie nalezy raczej rozpatrywaé w aspekcie ich
zdolnosci redukowaniajonéw Fe3+ zwiazanych z ferytyng (reakcja 1), generowa-
nia H2 2 (reakcja 2), a posrednio do indukowania rodnkéw OH (reakcja 3)
[115, 127]. Niszczace dziatanie H20 2 i rodnikow OH polega na utlenianiu
fosfolipidowych struktur btonowych w komérkach [115, 127]. Stymulujacy
wplyw zelaza ferytyny na utlenianie fosfolipidowych bton liposoméw obserwo-
wano w bydlecych komérkach mézgowych [116] i w zéttku jaja [119]. Jony
zelaza uwolnione z ferytyny w obecnosci kwasu askorbinowego wspotdziatajg w
uszkodzeniu chromosomdw [131]. Przypuszcza sig, ze przy niskim pH w
lizosomach zelazo nie moze byé uwalniane z ferytyny bez udziatu reduktoréw, i
moze katalizowac utlenianie bton lizosomalnych, co powoduje wtdrng destruk-
cje kemorki na skutek dziatania enzyméw lizosomalnych [119].

Uwalnianie zelaza z ferytyny jest krytycznyn momentem, w ktérym zreduko-
wane jony zelaza, w zaleznosci od stanu fizjologicznego komorki moga byé
skierowane do cyklu przemian metabolicznych, lub mogg by¢ zrédtem patolo-
giczn}ch zmian prowadzacych do destrukcji komérki.

VI. Ferytyna surowicy

W 1985 roku Miedzynarodowy Komitet Standaryzacji w Hematologii
zaproponowat standard ferytyny obowigzujacy przy oznaczaniu poziomu tego
biatka w surowicy krwi [132]. Pozwala to ujednolici¢ wyniki oznaczen, ktorych
dokorywano do tej pory przy zastosowaniu réznych standardéw izoferytyn, o
réznyn profilu immunologicznym.

Stezenie ferytyny w surowicy krwi dorostych ludzi waha sie w granicach od 12
do 300 ng/ml, wzrasta z wiekiem, jest wyzsze u mezczyzn niz u kobiet [133], U
ludzi i zwierzat znaleziono S$cistg zalezno$¢ miedzy poziomem ferytyny w
surowcy, a iloscia zelaza zgromadzonego w ferytynie komérek USS i ferytynie
hepatocytow [133, 134]. Zalezno$¢ ta jest na tyle Scista, ze oznaczanie stezenia
ferytyiy w surowicy stuzy do diagnozowania stanéw niedoboru i przecigzenia
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organizmu zelazem [134]. W wielu przypadkach jest to wskaznik bardziej
skuteczny niz powszechnie dotad stosowane wysycenie transferyny jonami
zelaza, oraz catkowita pojemnos$¢ surowicy krwi dlajonéw zelaza, gdyz przy jego
pomocy mozna roéwniez wykry¢ stany tzw. ukrytego niedoboru zelaza. Mecha-
nizm regulujacy poziom ferytyny w surowicy zlokalizowany jest w komaérkach
watroby [135].

Pod wieloma wzgledami ferytyna surowicy rézni sie od ferytyn tkankowych.
W niewielkim stopniu jest wysycona jonami zelaza [136, 137], zawiera ponadto
cze$¢ cukrowg [106, 138]. Konkanawalina A przylgcza okoto 70% ferytyn
surowicy krwi i zaledwie 10% ferytyn tkankowych [138]. Badania biochemiczne
wykazaty, ze ferytyny surowicy, ktére przylgczajg sie do konkanawaliny A
zawierajg trzeci rodzaj podjednostki — glikozylowang podjednostke G [106].
Ostatnio wykazano, ze podjednostka G rozpoznawana jest przez przeciwciata
wytworzone przeciw podjednostce L ferytyny [139]. Najbardziej widocznym,
cho¢ o nie wyjasnionym dla organizmu znaczeniu, efektem réznic w budowie
ferytyny surowicy i ferytyn tkankowych jest tempo ich wychwytywania z
surowicy. Okres pottrwania w surowicy ferytyn izolowanych z réznych narza-
déw cziowieka [140], szczura [141], psa [142], po ich dozylnym podaniu
osobnikom odpowiednich gatunkéw nie przekracza 30 min., a $rednio wynosi
10 min. Ferytyny, izolowane z surowicy cztowieka oraz szczura, po ich dozylnym
wstrzyknieciu odpowiednio ludziom i szczurom wychwytywane sg w tempie
nieporéwnywalnie wolniejszym; okres po6ttrwania 30—50 godz. [141, 143].

Ferytyna uwalniana jest do krwi przez komarki USS [142, 144] i monocyty
[145], usuwana jest natomiast przez komorki perenchymalne watroby [91, 142,
146]. Na hepatocytach szczurow wykryto swoisty dla ferytyny receptor,
odpowiedzialny za wychwytywanie tkankowych ferytyn podanych dozylnie
[91], Ferytyna surowicy traktowana lizosomalnymi glikozydazami jest przytg-
czana przez receptor znacznie silniej niz natywna ferytyna surowicy [91].

W 1985 roku na podstawie szczegétowej analizy sedymentacji ferytyny
surowicy w gradiencie gestosci sacharozy, wysunieto dos¢ Smiatg i zaskakujgca
hipoteze, ze ferytyna surowicy jest bogata w zelazo, ijako taka moze petni¢ obok
transferyny funkcje nosnika jonow zelaza do wszystkich komdérek organizmu
[147]. Dla poparcia swojej tezy autorzy zwracajg uwage na to, ze receptory
ferytyny znaleziono na retikulocytach [148], hepatocytach [91], makrofagach
[149], limfocytach T [150], i w tozysku [151].

VII. Uwagi koncowe

W pismiennictwie pierwsza wzmianka o ferytynie pochodzi z 1937 roku
[152]. W ciggu 50 lat poglad na gtéwng biologiczng role ferytyny nie ulegt
zmianie, ale liczne badania ujawnity szereg nowych funkcji ferytyny w organi-
zmie, czesto nie zwigzanych z metabolizmem jonow zelaza. Do takich nalezy
miedzy innymi, intensywnie badana, rola ferytyny w regulacji hemopoezy [153].
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Wydaje sie, ze ferytyna pozostajagc przede wszystkim biatkiem metabolizmu
zelaza, ma oprdcz tego bardziej uniwersalne znaczenie w ustroju. Mozna sadzic,
ze nad tym zagadnieniem skupig sie przyszte badania.

Artykut otrzymano 1 grudnia 1987 r.
Zaakceptowano do druku 17 czerwca 1988 r.
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Sktadanie jadrowych prekursorow mRNA

Splicing of nuclear messenger RNA precursors
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Wykaz stosowanych skrotéw: pre-mRNA, prekursor mRNA; hnRNA (RNP), heterogenny jadrowy
RNA (rybonukleoproteid zawierajagcy hnRNA); snRNA (RNP), niskoczgsteczkowy jadrowy RNA
(rybonukleoproteid zawierajacy snRNA).

Heterogenny jadrowy RNA (hnRNA) rézni sie od cytoplazmatycznych RNA
znacznie wiekszg masg czasteczkowsg, wynikajacg z bardziej skomplikowanego
sktadu nukleotydowego. W roku 1978, stosujac metode hybrydyzacji i mikrosko-
pii elektronowej stwierdzono, ze jadrowy pre-mRNA P-globiny, o statej sedy-
mentacji 15S, zawiera sekwencje intronowe, precyzyjnie wycinane przed jego
przeksztatceniem w cytoplazmatyczny RNA o statej sedymentacji 10S [1].
Dzisiaj, dzieki udoskonalonym metodom hybrydyzacyjnym i zastosowaniu do
badan pulsowo wyznakowanego hnRNA wiadomo, ze wszystkie typy transkryp-
tow, przepisywane z DNA przez odpowiednie polimerazy, ulegaja w jadrze
modyfikacjom. Najmniejszym zmianom ulegajg transkrypty polimerazy Il
(prekursory cytoplazmatycznych tRNA), najwiekszym polimerazy I, do ktérych

* Doc. dr hab., Instytut Biotechnologii Przemystu Rolno-Spozywczego, ul. Rakowiecka 36,
02-532 Warszawa.
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zalicza sie wiekszo$¢ pre-mRNA [2]. Niemal wszystkie zbadane dotychczas
pre-mRNA sg transykryptami genow nieciggtych i zawierajg od kilku do
kilkudziesieciu intronéw o zréznicowanej dtugosci. £aczna ich dlugos¢ przekra-
cza na ogo6t kilka do kilkunastu razy dtugo$é zawierajacych informacje struktu-
ralng eksonéw. Wyczerpujace dane poréwnawcze na ten temat zawiera obszerne
opracowanie monograficzne [3].

Zespot zdarzen, ktore zachodzg w jadrze po transkrypcji i prowadzg do
przetworzenia pre-mRNA w funkcjonalne cytoplazmatyczne formy mRNA,
okreslany jest w piSmiennictwie anglojezycznym terminem ,processing”. W
piSmiennictwie polskim coraz powszechniej stosowane jest okreslenie ,,dojrzewa-
nie”, oddajace wprawdzie mato precyzyjnie znaczenie terminu angielskiego, ale
doskonale opisujace istote jadrowych przeksztatcer pre-mRNA. Proces ten jest
uwazany obecnie za drugi co do waznosci etap regulacji ekspresji informacji
genetycznej. O intensywnosci badan w tej dziedzinie najdobitniej Swiadczy
opublikowanie kilkuset prac eksperymentalnych w ciggu niespetna dziesieciu lat.
Od roku 1985 szczegblne zainteresowanie badaczy wzbudza mechanizm precy-
zyjnego wycinania intronéw z pre-mRNA, okreslany terminem angielskim
»splicing”. W jezyku polskim stosowne jest najczeSciej okreslenie ,,sktadanie”.
Dominujaca czes¢ znaczacych prac na ten temat zostata wykonana w o$rodkach
naukowych Cambridge, USA. Niniejszy artykut przedstawia aktualne poglady
dotyczace tego zagadnienia.

I. Przebieg dojrzewania eukariotycznego pre-mRNA

Na poczatku lat osiemdziesigtych wykazano, ze dojrzewanie eukariotyczne-
go pre-mRNA jest skomplikowanym strukturalnie, wieloetapowym procesem
rozpoczynajgcym sie jeszcze w czasie trwania transkrypcji [4, 5]. Cytologicznie
powiagzane jest z jadrowg matriks. Ustalono, ze najwazniejszymi momentami
tego procesu sg: modyfikacje koncow transkryptu, wycinanie intronéw itgczenie
eksonéw (Ryc. 1). Dalsze przemiany strukturalne pre-mRNA maja bardziej
ograniczony charakter i zachodzg w czasie transportu do cytoplazmy komérki.
Dotyczg one jak sie wydaje, przede wszystkim zmian dtugo$ci 3’-koricowego
fragmentu poliadenylowego czasteczki.

Bezposrednio po zsyntetyzowaniu pierwszych 30—40 nukleotydéw rozpo-
czyna sie stopniowo modyfikacja 5-koricowa pre-mRNA, prowadzgca w efekcie
do wytworzenia struktury cap | (m/GpppmXpYp...). Ciag reakcji katalizowany
jest przez enzymy: fosfataze, guanozylotransferaze i metylotransferaze. Jego
bardziej szczegdtowy opis przedstawia opracowanie monograficzne [6]. Po
ukonczeniu transkrypcji modyfikowany jest 3‘— koniec czasteczki. Reakcja
polega na przytgczaniu kolejnych nukleotydéw adenylowych ikatalizowanajest,
bez udziatu matrycy, przez specyficzne polimerazy poliadenylujagce. Doktadniej
przebieg i znaczenie poliadenylacji dyskutowane juz byto na tamach Postepow
Biochemii [7, 8]. Podkresli¢ nalezy, ze odlegto$¢ miejsca poliadenylacji od cap
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ekson inlron ekson
DNA
| transkrypcja
pre-mRNA 5’ 3
znakowanie koncéw
capi oll (A
p | ciecie P A)
capi
leczenie
intron ( / _
. \Y% .
capi poli (A)

transport
do cyt-oplazmy

cyl-oplazmatyczny mRNA

Ryc. 1. Diagram procesu dojrzewania pre-mRNA. Linig przerywana oznaczono introny i ich
transkrypty

ogranicza strukturalnie zasieg dalszych etapow przetwarzania pre-mRNA.
Opisane zostaly przypadki powstawania z tego samego transkryptu, w wyniku
zmiany miejsca rozpoczecia poliadenylacji, mMRNA kodujacego rdzne biatka.
Sytuacja taka ma miejsce w przysadce mdzgowej podczas syntezy niektérych
hormondéw [5], oraz w limfocytach podczas syntezy ciezkiego tancucha immuno-
globulin [9].

Wycinanie intronéw z pre-mRNA jest najbardziej skomplikowanym i
powodujacym najwieksze zmiany struktury I-rzedowej transkryptu etapem
dojrzewania pre-mRNA. Najnowsze opracowania dotyczgce tego zagadnienia
podkreslajg uorganizowany, wielosktadnikowy, charakter nastepujacych kolej-
no przemian [10]. Kompleks w ktérym one zachodzg nosi nazwe spliceosomu
i zbudowany jest z rybonukleoprotein zawierajagcych pre-mRNA i niskocza-
steczkowy jadrowy RNA (snRNA). Budowa i powstawanie spliceosomu zostang
doktadniej omoéwione w dalszej czesci artykutu. Cechg charakterystyczng
procesu usuwania intronow z pre-mRNA jest powstawanie niespotykanej gdzie
indziej w kwasach nukleinowych, struktury o ksztatcie petli lassa i zwigzane z
tym rozgatezienie tancucha RNA (Ryc. 2). W tworzeniu rozgatezienia zaangazo-
wana jest zawsze grupa 2’-OH adenozyny, ulokowanej w odlegtosci okoto 30
nukleotyddw od 3-konca intronu i grupa 5-OH guanaozyny, bedacej jednocze-
$nie pierwszym nukleotydem intronu. W efekcie potgczenia wigzaniem fosfodwu-
esterowym tych grup hydroksylowych powstaje rozgatezienie petli lassa. Struk-
tury takie wykrywane sg powszechnie w produktach reakcji dojrzewania in vitro
pre-mRNA komorek ssakow [11].

7 Postepy Biochemii 4/88
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Ryc. 2. Budowa miejsca rozgatezienia intronu w pre-mRNA

Bezposrednio po odigczeniu petli intronu rozpoczyna sie reakcja taczenia
sgsiadujgcych eksonéw. Enzym katalizujacy tgczenie koricéw czasteczek polinu-
kleotydéw, zwany ligaza, oczyszczono jeszcze w latach siedemdziesiatych z
zainfekowanych fagiem T4 komorek E.coli. Obecnie stosowany jest on laborato-
ryjnie w technikach inzynierii genetycznej. Najdoktadniej poznang ligaza
eukariotyczng jest enzym z ekstraktu kietkdw pszenicy, zbadany w pracowni
prof. Grossa przy wspotudziale polskich uczonych [12, 13]. Katalizuje on
taczenie dwoch koncow RNA wigzaniem 3’5-fosfodwuestrowym, tworzac
dodatkowo 2’-fosfomonoester przy 3’-koricowym nukleotydzie. Reakcja ligacji
poprzedzona jest fosforylacjg 5-korica przez specyficzng kinaze polinukleoty-
dowa. Wigzanie 3’5’-fosfodwuestrowe tgczace kornce RNA jest, dzieki obecnosci
2’-fosfomonoestru, niewrazliwe na dziatanie rybonukleaz. Brak jest jakichkol-
wiek doniesieri Swiadczacych o zwiagzku aktywnos$ci ligazowej ze strukturg
spliceosomu.

Koncowe etapy procesu dojrzewania pre-mRNA, zwigzane z jego transpor-
tem do cytoplazmy sa bardzo stabo poznane.Zachodzace wtedy modyfikacje
3’-konca czasteczki tgczy sie z aktywnoscig specyficznych jadrowych rybonu-
kleaz [14].

I. Spliceosom

11-1. Konserwatywne ewolucyjnie sekwencje intronéw

Jednym z najwczes$niej poznanych faktow wigzacych sie z usuwaniem
sekwencji intronowych z pre-mRNA, bylo stwierdzenie wysokiego stopnia
zgodnosci w sktadach nukleotydowych koAcow intronow. W roku 1982
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Ryc. 3. Konserwatywne sekwencje nukleotydowe intronéw w pre-mRNA wyzszych Eukaryota.
Kropki wskazuja miejsce rozgatezienia

Mount [15] zestawit katalog 139 poznanych polaczen eksen-intron (5™-koniec
intronu) i 130 sekwencji potgczenia intronu z eksonem (3’-koniec intronu).
Najistotniejszym byto ustalenie powtarzalnos$ci wystepowania GU na 5-koncu i
AG na 3-koncu (Ryc. 3). W zapisie niekodujgcej nici DNA, jest to sekwencja
powszechnej zgodnosci GT—AG. Wpltyw sekwencji koricowych intronéw na
wydajnos¢ i doktadnos$¢ przecinania taricucha pre-mRNA potwierdzono bada-
niami nad wptywem 24 punktowych mutacji w rejonie duzego intronu /?-globino-
wego pre-mRNA krélika [16]. Zmianajednej z zasad kofca intronu powodowa-
fa zmiany produktu i tempa dojrzewania pre-mRNA w ukfadzie in vitro.
Dodatkowe powtarzajagce sie sekwencje konserwatywne wykryto w rejonie
przysztego miejsca rozgatezienia, to jest 24—37 nukleotydéw przed 3’-koricem
intronu [17]. Ich najbardziej charakterystyczng cechajest wystepowanie adeniny
doktadnie w miejscu przysztego rozgatezienia ijej bogate w pirymidyny otoczenie
(Ryc. 3). Punktowe mutacje delecyjne w tym rejonie, powodujg powstawanie
nieprawidtowych, namiastkowych miejsc rozgatezienia [18—20]. Zakt6cenia te,
wptywajac na proces wypetlania intronu, ostabiaty efektywnos$¢ przebiegu catego
procesu dojrzewania. Reasumujac, efekty mutacji miejsc rozgatezienia byly
znacznie silniejsze od efektow powodowanych mutacjami koncowych sekwencji
intronu. Sugeruje sie, ze zarowno koncowe jak i wewnetrzne sekwencje
charakterystyczne w intronach sg miejscami orientujgcymi przytgczenie specy-
ficznych snRNP [21]. Wskazuje na to wyrazZnie, daleka od przypadkowosci,
komplementarno$¢ koncow intronéw i niektorych snRNA.

Omowione powyzej fakty odnoszg sie wytgcznie do pre-mRNA z jader
komoérek ssakéw. U drozdzy oraz niektérych pierwotniakdw introny posiadajg
odmienny skiad nukleotydowy [22]. Dzieli sie je na dwie grupy, wyraznie
rézniace sie mechanizmem wycinania. Introny grupy |, wystepujace miedzy
innymi w rRNA Tetrachymena thermophila, w warunkach in vitro ulegajg
samorzutnemu wycinaniu, bez udziatu jakichkolwiek biatek [23—25]. Niezbed-
na jest jedynie obecno$¢ GTP ijonow dwuwarto$ciowych. Produkty koncowe
reakcji zawierajg oprocz dojrzatych rRNA, introny w formie liniowej. W
produktach posrednich nie wykryto rozgatezionych petli typu lassa, a jedynie
formy cykliczne faczace sie kofncami, z wigczeniem biorgcej udziat w reakcji
czasteczki GTP. Nastepujace po sobie kolejno cyklizacje i decyklizacje prowadza
do skracania introndw. Introny grupy Il, wystepujace w pre-RNA z autonomicz-
nych organelli komdrkowych drozdzy i niektdrych roslin wyzszych moga, ale nie
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muszg by¢ wycinane samorzutnie [26—28], W produktach reakcji odnajdywane
sg jednak zawsze w formie petli lassa. Na tej podstawie sugeruje sie ewolucyjny
zwigzek tych mechanizméw z dojrzewaniem pre-mRNA w jadrach komorek
ssakow.

Zbadane w pracowni Cecha samorzutne eliminowanie intronéw [23—
—25], jest pierwszym bezposrednim dowodem katalicznych funkcji czasteczek
RNA. Wczesniejsze sugestie na ten temat pochodzity z prac Altmana [29—31]
nad rybonukleazg P—enzymem uczestniczagcym w dojrzewaniu tRNA wielu
grup organizmow. Niewatpliwie stymulujgce byly takze analogie wysnute z
badan nad rola rRNA w mechanizmie funkcjonowania rybosomu [32].

11-2. Udziat jadrowych RNP

RNA wchodzacy w skfad snRNP wyzszych eukariontow stanowi frakcje
niskoczasteczkowych jadrowych kwasoéw rybonukleinowych charakteryzuja-
cych sie duzg zawartoScia urydyny. Obecnie poznano 10 rdéznigcych sie masg
czasteczkowg frakcji snRNA. Wszystkie powstajg w wyniku transkrypcji
prowadzonej przez polimeraze Il i zawierajg od 60 do 217 nukleotyddw.
Dodatkowymi ich cechami charakterystycznymi sa: wysoka stabilno$¢ metabo-
liczna, wystepowanie pseudourydyny i struktura cap na 5-koncu czasteczki.
Sposrod tych RNA tylko U3 snRNA wystepuje w jaderku, pozostate sg
pochodzenia nukleoplazmatycznego. W sktad odpowiednich snRNP wchodzi
ponadto do dziesieciu biatek réznigcych sie znacznie masami czasteczkowymi.
U4 iU6snRNA wystepujg w skiadzie tego samego rybonukleoproteidu. SnRNP
zawierajgce: Ul, U2, U5, U4 i U6 snRNA stanowig charakterystyczny element
budowy spliceosomu wyzszych organizmdéw eukariotycznych [33—36], Ich
kwasy rybonukleinowe zawierajg charakterystyczng, konserwatywng sekwencje
AUUUUUG, ktéra jest miejscem przytgczenia polipeptydu rdzeniowego roz-
poznawanego poli- i monoklonalnymi przeciwciatami anty-Sm [37], Nie mozna
takze wykluczy¢, ze niektdre klasy jadrowego pre-mRNA wyr6zniajace sie na
przykiad brakiem odpowiednio dtugiego fragmentu poliadynelowego, dojrzewa-
ja w spliceosomach o innym sktadzie. Swiadczy o tym wystepowanie U7 snRNA
w kompleksie z 3-koricem pre-mRNA histonu H3 ujezowca morskiego [38]. W
jadrach komérek drozdzy, u ktérych zdecydowana wiekszo$é gendw nie zawiera
introndw, wystepujg zupetnie odmienne klasy snRNP [21], Ich wyrdzniajgcy
cechg jest znacznie wieksza masa czasteczkowa snRNA (od 120 do okoto 1000
nukleotydow), a przede wszystkim brak reakcji immunologicznej z przeciwciata-
mi anty-Sm. Wyjatkiem jest jedynie LSR 1 RNP okre$lany takze jako snR20,
ktéry reaguje z tymi przeciwciatami i ze wzgledu na swojg budowe, moze by¢
uwazany za poli (ShnRNP) zawierajacy tacznie: U2, U5, U4 i U6 snRNA [39].

Stosujac metody genetyczne wykazano, ze kompletarno$¢ zasad pomiedzy
réznymi rodzajami RNA wystepujacych w strukturze spliceosomu jest istotnym,
ale nie wystarczajgcym warunkiem prawidtowego dojrzewania pre-mRNA [40].
Konieczna jest obecnos$¢ i wspotdziatanie specyficznych klas biatek wystepuja-
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cych w snRNP [41, 42]. Majg one mase czasteczkowg 70— 100 kDa, wykazujg
powinnowactwo do sekwencji 3-kofca intronu i dajg pozytywng reakcje
immunologiczng z przeciwciatami anty-Sm. Charakterystyczny jest brak aktyw-
nosci enzymatycznych w tej frakcji biatkowej [43—45]. Takze biatka natywnie
potaczone z pre-mRNA, wystepujagce w hnRNP, mogg czynnie uczestniczy¢ w
procesie dojrzewania [46]. Bezpos$rednich dowoddw potwierdzajgcych taka
mozliwo$¢ dostarczyty badania z wykorzystaniem przeciwciat monoklonalnych
[47]. Jedna z gtéwnych frakcji biatkowych hnRNP, oznaczana w pismiennictwie
litera C, zawiera biatka o masie czasteczkowej 41—43 kDa. Przeciwciata
monoklonalne anty-C hamujg dojrzewanie pre-mRNA na etapie wycinania
intronow. Dokladniej, blokowane jest miejsce przeciecia od strony 3’i tworzenie
petli lassa. Przeciwciata monoklonalne w stosunku do innych biatlek hnRNP
(68— 120 kDa) nie powoduja zadnych zaktdcen przebiegu procesu dojrzewania.
Mozna na tej podstawie przypuszczaé, ze jedynie biatka frakcji C czynnie
uczestniczg w tym procesie. Istniejg sugestie [47], ze stanowig one swoisty ,,stot
operacyjny” umozliwiajacy wihasciwg organizacje przestrzenng sktadnikéw spli-
ceosomu.

11-3. Powstawanie struktury spliceosomu

Wycinanie ,,zbednych” sekwencji z pre-mRNA przebiega dwuetapowo:
I. 5-koniec intronu wytwarza rozgatezienie faczgac sie z grupg 2’-OH andenozy-
ny lezacej w okolicy 3’-konca (rozdz. I1-1). Il. nastepuje przeciecie potgczenia:
3’-koniec intronu-exon, odigczenie petli lassa i taczerfie sgsiednich eksonéw
[48—51]. Kazdemu etapowi towarzyszy wystepowanie charakterystycznego i
mozliwego do wydzielenia kompleksu, stopniowo tworzgcego sie, funkcjonalne-
go spliceosomu. Zaleznie od wybranej metody izolowania, kompleksy majg statg
sedymentacji 40 — 60 S, a podczas elektroforezy w obecnosci heparyny 15—35 S,
Zmniejszenie wielkosci spliceosomu w obecnosci heparyny, ttumaczy sie odtgcze-
niem bialek zwigzanych elektrostatycznie [52]. Dzieki badaniom tego typu
mozliwe stalo sie ustalenie kolejnosci dotgczania poszczeg6lnych skladnikow
struktury spliceosomu. Najpierw, do pre-mRNA potgczonego z rdzeniowymi
biatkami hnRNP, przytgczajg sie U 1i U5 sn-RNP. Nastepuje to odpowiednio na
5’i 3’-kofcu wycinanego intronu i przebiega bez dodatkowego naktadu energii.
Nastepnie, do rejonu przysztego miejsca rozgatezienia przytacza sie U2 sn-RNP.
Powstanie tego kompleksu uzaleznione jest od ATP. Na koniec, takze przy
wspotudziale ATP, przytacza sie SnRNP zawierajacy U4 i U6 snRNA. Schemat
budowy ostatecznego kompleksu przedstawiony jest na Ryc. 4. Za wyjatkiem U 1
snRNP, wszystkie pozostate wystepujg w iloSciach réwnomolowych [53].
Wystepujacy w wyraznie mniejszej ilosci U 1SnRNP wyobrazono na rycinie linig
przerywang. Zastrzec nalezy, ze spliceosomy, o takiej budowie wystepujg jedynie
w jadrach komorek ssakéw. Jak juz wspomniano, u organizmoéw nizszych
ewolucyjnie budowa spliceosomu jest inna [21].
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Ryc. 4. Schemat budowy spliceosomu. Ul snRNP wykrywany jest w ilo$ciach $ladowych.
Oznaczenia sekwencji intronéw jak na Ryc. 1

1. Uwagi koricowe

Omoéwione tu fakty doswiadczalne wskazuja, ze proces rozcinania jgdrowych
pre-mRNA zostat dzieki wykonanym pracom dosy¢ doktadnie zbadany. Pod-
kre$lenia wymaga udokumentowanie przebiegu procesu w wielosktadnikowym,
scisle uorganizowanym kompleksie. Termodynamicznie stwarza to warunki
optymalnego przebiegu reakcji, ,wyodrebniajac” jg sposrdd innych przemian
jadrowych. Wyjatkiem w tym wzgledzie jest reakcja tgczenia eksonow, drugi
kluczowy etap skiadania pre-mRNA. Jak juz wspomniano, nie udato sie
dotychczas udokumentowac jej strukturalnego zwigzku ze spliceosomem.

Szczegolnie donioste znaczenie poznawcze miato potwierdzenie katalitycz-
nych funkcji czasteczek RN A (rozdziat 11-1). Spowodowato to istotne zmiany w
pogladach na przebieg wczesnych proceséw ewolucyjnych. Coraz powszechniej
uwaza sie, ze pierwotne czasteczki RN A spetniaty wytgcznie funkcje katalityczne.
Udziat w ekspresji informacji genetycznej to wynik znacznie pozniejszej specjali-
zacji. Zgodnie z tymi pogladami zachowane wsp6tczes$nie katalityczne funkcje
RNA sg reliktem ewolucji abiotycznej [54]. Sugeruje sie takze, ze skiadanie
pre-mRNA to jeden z najbardziej pierwotnych mechanizméw zwigzanych z
ekspresjg informacji genetycznej [5].

Artykut otrzymano 25 lutego 1988 r.
Zaakceptowano do druku 10 czerwca 1988 r.
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I. Wstep

Charakterystyke ubikwityny, biatka o masie czasteczkowej 8451 daltonow
(76 reszt aminokwasowych), mozna by zamknaé¢ wjednym zdaniu: jest wszedzie i
funkcjonuje wszedzie [1—3]. Stad wyjatkowo uzasadniona itrafna byta zmiana
poprzednich nazw tego biatka, tj. ,tyminy” [4] lub tymopoetyny [5] na
ubikwityne, czyli ,,wszedobylskg”. Wkrotce po wyizolowaniu ubikwityny (pier-
wotnie z grasicy bydlecej) i ustaleniu sekwencji aminokwaséw ubikwityny z
réznych zrédet, zwrdcono uwage na jej niezwykle konserwatywng ewolucyjnie
strukture pierwszorzedowa (Ryc. 1) [1, 2, 6]. Stwierdzono obecno$¢ ubikwityny
we wszystkich badanych tkankach eukariontéw, a takze sugerowano jej
wystepowanie w bakteriach [1, 2, 6, 7]. W obrebie komorki wystepowanie
ubikwityny wydaje sie takze nieograniczone: zostata zlokalizowana w jadrze

* Dr, Zaktad Genetyki Cztowieka, Polska Akademia Nauk, ul.Strzeszynska 32, 60-479 Poznan
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Ryc. 1. Poréwnanie sekwencji aminokwaséw ubikwityny drozdzy Saccharomyces cerevisiae i

cztowieka, wydedukowanych na podstawie sekwencji nukleotydéw genéw. Sekwencja aminokwaséw
ludzkiej ubikwityny jest identyczna z sekwencja ubikwityny bydlecej, pstraga oraz owadoéw [3]

komdrkowym [8, 9], cytoplazmie [10, 11] oraz na powierzchni btony komorko-
wej [12, 13]. Wykryto takze, ze ubikwityna jest skfadnikiem tzw. paired helikal
filaments (PHF), wystepujacych w mézgu chorych na chorobe Alzheimara [14].

Nieustajgce od lat badania nad ubikwityng umozliwily, szczegélnie w
ostatnich latach, wykazanie jej zwigzku z szeregiem procesow komdrkowych,
takich jak specyficzna degradacja biatek, transkrypcja, naprawa DNA, podziaty
komérkowe. Mimo, ze wszystkie te doniesienia wskazujg na fundamentalne
znaczenie ubikwityny dla réznych aktywnosci komérkowych, przypisywane
ubikwitynie mechanizmy dziatania majg jedynie charakter sugestii (wcze$niejsze
dane dotyczace ubikwityny — patrz przeglady 15— 18).

Il. Kodowanie ubikwityny

Dotychczas sklonowano sekwencje nukleotydowe DNA kodujace ubikwity-
ne drozdzy Saccharomyces cerevisiae [3], Xenopus leavis [19], muszki owocowej
[20], kury [21], cztowieka [20—24] oraz jeczmienia [25]. Jak przystato na to
niezwykte biatko, organizacja genéw kodujacych ubikwityne jest takze nietypo-
wa. Geny ubikwityny wystepujg w genomie w kilku kopiach lezacych bezposred-
nio jedna za druga (w uktadzie ,,head-to-tail”) bez zadnych odcinkéw przerywa-
jacych, tworzac gen poliubikwityny. Produktem transkrypcji, a nastepnie
translacji, tak uorganizowanych podjednostek jest czasteczka poliubikwityny.
Liczba podjednostek kodujgcych ubikwityne w genie poliubikwityny jest r6zna u
réznych gatunkéw, np. u drozdzy wynosi 6 [3], a u cztowieka 9 [22]. Godny
podkreslenia jest fakt, ze chociaz poszczegdlne podjednostki kodujgce ubikwity-
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ne w genie poliubikwityny znacznie réznig sie miedzy sobg sekwencja nukleoty-
déw, koduja takie same sekwencje aminokwaséw [3, 19, 21, 22]. Jedynie u
muszki owocowej, w ktorej haploidalnym genomie zlokalizowano dwa poliubi-
kwitynowe geny stwierdzono, ze wjednej z podjednostek, zamiast izoleucyny, w
pozycji 23 wystepuje treonina [20].

e 76 1 76 1 7% 1 76 1 76 1 76
Met-------- Gly-Met--—-- Gly-Met-------- Gly-Met--—---Gly-Met-------- Gly-Met-------- Gly-Asn

T T t t T T

Ryc. 2. Strukturalna organizacja prekursorowej poliubikwityny drozdzy Saccharomyces cerevisiae,
wydedukowana na podstawie sekwencji nukleotydéw genu. Strzatkami wskazano miejsca proteoli-
tycznych cie¢ niezbednych do powstania dojrzatej ubikwityny [38]

Na rycinie 2 przedstawiono strukturalng organizacje prekursorowej poliubi-
kwityny drozdzy, wydedukowang na podstawie sekwencji nukleotydéw genu
sklonowanego w laboratorium A. Varshavsky’ego [3]. Czasteczka poliu-
bikwityny drozdzy skiada sie z pieciu podjednostek identycznych z dojrzatg
ubikwityng oraz z szdstej podjednostki, ktéra zawiera na C-koncu dodatkowy
aminokwas — asparagine. W przypadku ludzkiej poliubikwityny tym dodatko-
wym aminokwasem jest walina [22], ujeczmienia lizyna [25], a u kury tyrozyna
[21]. Znaczenie dodatkowego aminokwasu ,,blokujagcego” C-koniec poliubikwi-
tyny nie jest wyjasnione; okazato sie bowiem, ze koniec poliubikwityny Xenopus
leavis jest identyczny z C-konicem dojrzatej czasteczki ubikwityny [19]. Dojrzata
czasteczka ubikwityny powstaje poprzez proteolize wigzan peptydowych miedzy
glicyng i metioning, katalizowang przez C-koricowg hydrolaze ubikwityny [27].

Wsp6lng cechg gendéw kodujacych ubikwityne jest brak intronéw w czesci
kodujacej [3, 22]. Dotychczas zlokalizowano jedynie sekwencje wtrgcong
dtugosci 715 par zasad w ,regionie flankujagcym” koniec 5’ genu ludzkiego.

Wszystkie opisane dotychczas poli-biatka (tzn. syntetyzowane na matrycy
policistronowego mMRNA) u eukariontow sg albo typowymi biatkami sekrecyjny-
mi [28], albo produktami genéw wirusowych [29]. Ponadto, geny kodujace
poli-biatka zawieraja sekwencje przerywajace usuwane w procesie dojrzewania.
Mimo, ze ubikwityng wystepuje takze na powierzchni btony komérkowej [12,
13], brak w genach poliubikwityny odcinkéw kodujgcych N-kofncowg sekwencje
sygnatowg, charakterystyczng dla biatek sekrecyjnych [30]. Ponadto, za wyjat-
kiem prekursora biatkowego czynnika alfa u drozdzy [31], zadne inne znane
poli-biatka nie sg tak wewnetrznie powtarzalne, jak to ma miejsce w poliubikwi-
tynie. Nie jest zresztg wykluczone, ze poliubikwityna petni samgjakas$ fundamen-
talng funkcje w metabolizmie komérkowym, by¢ moze inng niz ubikwityna.

I11. Udziat ubikwityny w procesie degradacji biatek

Degradacja wewnatrzkomoérkowych biatek jest odzwierciedleniem stanu
fizjologicznego komérki i wydaje sie kontrolowana w zr6znicowany sposob dla
poszczeg6lnych biatek. Ani mechanizmy, ani funkcje selektywnej, wewnatrzko-
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madrkowej degradacji biatek nie sg jeszcze catkowicie wyjasnione. Przynajmniej
jednak w stosunku do biatek eksperymentalnie krétko zyjacycch, do ktorych
nalezy wiele biatek regulatorowych, wydaje sie oczywiste, ze regulacyjna funkcja
tych biatek moze zalezeé¢ od ich selektywnej degradacji [32, 33].

W komoérkach eukariontéw biatka degradowane sg w lizosomach oraz na
drodze metabolicznej niezaleznej od lizosomow. Lizosomy sg miejscem degrada-
cji biatek ulegajacych endocytozie, niektérych biatek dtugo zyjacych (t 1/2 > 10
godzin) oraz réznych wewnatrzkomérkowych biatek w okresach niedozywienia
komorki. Natomiast wiekszo$¢ selektywnego obrotu metabolicznego biatek
wenatrzkomorkowych (w tym takze tych ekstremalnie krotko zyjacych oraz
nieprawidtowych) odbywa sie poza lizosomami, na drodze metabolicznej
zaleznej od ATP [17, 34, 35], Modelowym ukiadem do badania mechanizméw
degradacji biatek jest ekstrakt z retikulocytéw krélika [17, 36]. Wykazano, ze
ubikwityna jest specyficznym, niezbednym czynnikiem w procesie zaleznej od
ATP, pozalizosomalnej proteolizy biatek ekstraktu z retikulocytow kroélika [11].
Wowczas wysunieto hipoteze, ze ubikwityna tworzy liczne kowalencyjne koniu-
gaty z akceptorowymi biatkami, ktére dopiero po ubikwitynacji mogg stanowié
substraty dla proteolizy [17]. Sugerowano, ze ubikwityna moze stuzy¢ jako
sygnat dla protez specyficznych dla koniugatow biatko-ubikwityna. Zaréwno w
badaniach in vitro jak in vivo stwierdzono, ze w tych koniugatach ubikwityna
faczy sie wigzaniem izopeptydowym z grupg e-aminowg wewnetrznej lizyny
akceptorowego biatka tworzac rozgateziong czasteczke [37]. Hersho i wsp.
zaproponowali schemat wieloenzymatycznej drogi koniugacji ubikwityny z
biatkami (Ryc. 3). Wedtug tego schematu tworzenie wigzania izopeptydowego
przebiega w czterech etapach z udzialem nastepujacych enzyméw (zwanych
uktadem ubikwityny): 1) enzym El — aktywacja C-kofca taficucha ubikwityny;
2) ponownie enzym El — tworzenie wigzania tioestrowego; 3) enzymy EIl oraz

Biatka (+u?) v

Ex [atP atp\E1-SH
izopeptydaza
U, Biatko u, Bialko E}'_‘;‘E'”“
E3 E1-S~n
EZ-S»-u

Ryc. 3. Drogi metaboliczne systemu ubikwityny. Unz— prekursorowa poliubikwityna; u— ubi-
kwityna; u-z— nieudokumentowany etap posredni w dojrzewaniu ubikwityny z poliubikwityny;
n =0, 1 2.. Kolejne etapy ubikwitynacji biatek opisano w tekscie [38]
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E2— transestryfikacja; 4) enzymy E2 oraz E3—koniugacja ubikwityny z
biatkowym substratem. W ekstraktach z retikulocytéw krolika zidentyfikowano
pie¢ homologicznych enzymow E2 (tzw. no$niki biatkowe), ktére prawdopodob-
nie r6znig sie specyficznosciag substratowa. Tylko jeden spo$rédd nich wymaga
wspotdziatania z enzymem E3 podczas koniugacji ubikwityny z substratowym
biatkiem [24].

Enzym E3 prawdopodobnie zawiera specyficzne dla substratu miejsce
wigzania, rozpoznajace strukturalne cechy substratu, co umozliwiajego proteoli-
ze zalezng od uktadu ubikwityny [39].

Przynajmniej niektdre z izopeptydowych wigzan ubikwityny z substratowy-
mi biatkami moga by¢ odwracalne, dzieki dziataniu izopeptydazy (wyizolowana
i dobrze scharakteryzowana) [40]. Do opisanego wyzej wieloenzymatycznego
uktadu ubikwityny prawdopodobnie nalezy takze niezidentyfikowana dotad
proteaza, degradujgca przy udziale ATP koniugaty ubikwityny z substratowymi
biatkami do peptydowych fragmentéw, z ktdrych mogtaby by¢ uwalniana
ubikwityna [38].

W dalszych badaniach stwierdzono, ze in vitro ubikwityna moze tworzy¢
koniugaty z akceptorowymi biatkami nie tylko poprzez wigzanie z grupami
e-aminowymi tych biatek. W tym drugim rodzaju koniugatéw ubikwityna
miataby sie wigza¢ z grupg a-NH2 N-koricowego aminokwasu akceptorowego
biatka [41]. Sugerowano wdwczas, ze whasnie ubikwitynacja N-korca biatek jest
niezbedna i wystarczajagcag modyfikacjg biatek przeznaczonych do degradacji
(substratow proteolizy) [38]. Intensywne badania, prowadzone w laboratorium
Varshavsky’ego, zmierzajagce do potwierdzenia in vivo schematu degradacji
biatek poprzez ubikwitynacje N-konca substratow proteolizy, doprowadzity do
zupetnie nieoczekiwanych, wrecz sensacyjnych wynikéw i pozwolity na sformu-
towanie tzw. zasady N-konca [42]. Jak Varshavsky dowcipnie to skomentowat
»wykonano dobre doswiadczenia kierujac sie ztymi przestankami” [cyt. za 43].
Otdz, postugujac sie metodami inzynierii genetycznej, potagczono fragment genu
poliubikwityny drozdzy kodujacy tylko jedng ubikwityne, z genem /?-galaktozy-
dazy E. coli. Podczas ekspresji tak skonstruowanego genu w komérkach E. coli
uzyskiwano chimerowe biatko, bedgce potgczeniem: ubikwityna-Met-/?-galakto-
zydaza (Met na granicy ubikwityna-/?-galaktozydaza jest pierwszym aminokwa-
sem /?-galaktozydazy). Natomiast kiedy ten sam gen ulegat ekspresji w komar-
kach drozdzy, proteaza momentalnie odtrawiata ubikwityne z nowosyntetyzo-
wanego biatka, w rezultacie czego produktem translacji byta zawsze jS-galaktozy-
daza. Brak reakcji odtrawiania ubikwityny w komérkach E. coli wynika z braku
u prokariontow specyficznych dla ukitadu ubikwityny enzyméw, a by¢ moze
nawet braku samej ubikwityny [cyt. za 42]. Chcac ,,0szukac¢” enzym odcinajacy
ubikwityne w chimerowym biatku, postanowiono zmienié aminokwas taczacy
ubikwityne z /?-galaktozydazg. Z jednym wyjatkiem (proliny) nie udato sie tego
procesu zahamowac¢. Odcinanie ubikwityny, w zaleznosci od sekwencji amino-
kwasow jej C-konca, uwalniato /?-galaktozydaze z r6znymi aminokwasami na
N-konicu. Pozwolito to na wysunigcie przypuszczenia, ze aminokwas wystepuja-
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madrkowej degradacji biatek nie sg jeszcze catkowicie wyjasnione. Przynajmniej
jednak w stosunku do biatek eksperymentalnie krotko zyjacycch, do ktorych
nalezy wiele biatek regulatorowych, wydaje sie oczywiste, ze regulacyjna funkcja
tych biatek moze zalezeé¢ od ich selektywnej degradacji [32, 33].

W komdrkach eukariontow biatka degradowane sa w lizosomach oraz na
drodze metabolicznej niezaleznej od lizosomdw. Lizosomy sg miejscem degrada-
cji biatek ulegajacych endocytozie, niektérych biatek dtugo zyjacych (t 1/2 > 10
godzin) oraz r6znych wewnatrzkomdrkowych biatek w okresach niedozywienia
komdrki. Natomiast wiekszo$¢ selektywnego obrotu metabolicznego biatek
wenatrzkomorkowych (w tym takze tych ekstremalnie krotko zyjacych oraz
nieprawidtowych) odbywa sie poza lizosomami, na drodze metabolicznej
zaleznej od ATP [17, 34, 35]. Modelowym uktadem do badania mechanizmdw
degradacji biatek jest ekstrakt z retikulocytéow krélika [17, 36]. Wykazano, ze
ubikwityna jest specyficznym, niezbednym czynnikiem w procesie zaleznej od
ATP, pozalizosomalnej proteolizy biatek ekstraktu z retikulocytow krolika [11].
Wowczas wysunieto hipoteze, ze ubikwityna tworzy liczne kowalencyjne koniu-
gaty z akceptorowymi biatkami, ktére dopiero po ubikwitynacji moga stanowi¢
substraty dla proteolizy [17]. Sugerowano, ze ubikwityna moze stuzyé jako
sygnat dla protez specyficznych dla koniugatow biatko-ubikwityna. Zaréwno w
badaniach in vitro jak in vivo stwierdzono, ze w tych koniugatach ubikwityna
faczy sie wigzaniem izopeptydowym z grupg e-aminowg wewnetrznej lizyny
akceptorowego biatka tworzac rozgateziong czasteczke [37], Hersho i wsp.
zaproponowali schemat wieloenzymatycznej drogi koniugacji ubikwityny z
biatkami (Ryc. 3). Wedtug tego schematu tworzenie wigzania izopeptydowego
przebiega w czterech etapach z udziatem nastepujacych enzymoéw (zwanych
uktadem ubikwityny): 1) enzym El — aktywacja C-korca taficucha ubikwityny;
2) ponownie enzym El — tworzenie wigzania tioestrowego; 3) enzymy EIl oraz
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Ryc. 3. Drogi metaboliczne systemu ubikwityny. Unz— prekursorowa poliubikwityna; u— ubi-
kwityna; u-z— nieudokumentowany etap posredni w dojrzewaniu ubikwityny z poliubikwityny;
n=0, 1, 2.. Kolejne etapy ubikwitynacji biatek opisano w teks$cie [38]

E2-5~u



[5] CHARAKTERYSTYKA UBIKWITYNY 365

E2— transestryfikacja; 4) enzymy E2 oraz E3— koniugacja ubikwityny z
biatkowym substratem. W ekstraktach z retikulocytéw krolika zidentyfikowano
pie¢ homologicznych enzymoéw E2 (tzw. nosniki biatkowe), ktére prawdopodob-
nie réznig sie specyficznoscig substratowa. Tylko jeden sposréd nich wymaga
wspotdziatania z enzymem E3 podczas koniugacji ubikwityny z substratowym
biatkiem [24].

Enzym E3 prawdopodobnie zawiera specyficzne dla substratu miejsce
wigzania, rozpoznajace strukturalne cechy substratu, co umozliwiajego proteoli-
ze zalezng od uktadu ubikwityny [39],

Przynajmniej niektore z izopeptydowych wigzan ubikwityny z substratowy-
mi biatkami mogg by¢ odwracalne, dzieki dziataniu izopeptydazy (wyizolowana
i dobrze scharakteryzowana) [40]. Do opisanego wyzej wieloenzymatycznego
uktadu ubikwityny prawdopodobnie nalezy takze niezidentyfikowana dotad
proteaza, degradujaca przy udziale ATP koniugaty ubikwityny z substratowymi
biatkami do peptydowych fragmentdéw, z ktdrych mogtaby by¢é uwalniana
ubikwityna [38].

W dalszych badaniach stwierdzono, ze in vitro ubikwityna moze tworzyé
koniugaty z akceptorowymi biatkami nie tylko poprzez wigzanie z grupami
e-aminowymi tych biatek. W tym drugim rodzaju koniugatéw ubikwityna
miataby sie wigza¢ z grupg a-NH2 N-konncowego aminokwasu akceptorowego
biatka [41]. Sugerowano woéwczas, ze wtasnie ubikwitynacja N-korca biatek jest
niezbedng i wystarczajgcg modyfikacjg biatek przeznaczonych do degradacji
(substratow proteolizy) [38]. Intensywne badania, prowadzone w laboratorium
Varshavsky’ego, zmierzajagce do potwierdzenia in vivo schematu degradacji
biatek poprzez ubikwitynacje N-konca substratow proteolizy, doprowadzity do
zupetnie nieoczekiwanych, wrecz sensacyjnych wynikéw i pozwolity na sformu-
towanie tzw. zasady N-konca [42]. Jak Varshavsky dowcipnie to skomentowat
»wykonano dobre doswiadczenia Kierujac sie ztymi przestankami” [cyt. za 43].
Otdz, postugujgc sie metodami inzynierii genetycznej, potgczono fragment genu
poliubikwityny drozdzy kodujacy tylko jedng ubikwityne, z genem /?-galaktozy-
dazy E. coli. Podczas ekspresji tak skonstruowanego genu w komdrkach E. coli
uzyskiwano chimerowe biatko, bedace potgczeniem: ubikwityna-Met-~-galakto-
zydaza (Met na granicy ubikwityna-/?-galaktozydaza jest pierwszym aminokwa-
sem /?-galaktozydazy). Natomiast kiedy ten sam gen ulegat ekspresji w komér-
kach drozdzy, proteaza momentalnie odtrawiata ubikwityne z nowosyntetyzo-
wanego biatka, w rezultacie czego produktem translacji byta zawsze /?-galaktozy-
daza. Brak reakcji odtrawiania ubikwityny w komaorkach E. coli wynika z braku
u prokariontéw specyficznych dla uktadu ubikwityny enzymow, a by¢ moze
nawet braku samej ubikwityny [cyt. za 42]. Chcac ,,0szukac” enzym odcinajacy
ubikwityne w chimerowym biatku, postanowiono zmieni¢ aminokwas tgczacy
ubikwityne z /?-galaktozydaza. Z jednym wyjatkiem (proliny) nie udato sie tego
procesu zahamowac. Odcinanie ubikwityny, w zaleznosci od sekwencji amino-
kwaséw jej C-konica, uwalniato /?-galaktozydaze z r6znymi aminokwasami na
N-koncu. Pozwolito to na wysuniecie przypuszczenia, ze aminokwas wystepuja-
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Tabela 1
Zasada N-konca: zalezno$¢ miedzy N-kon-
cowym aminokwasem a stabilnoscig biatka
[42].

N-koncowy te
aminokwas biatka

Met
Ala
Ser
Thr
Val
Gly )
lle
Glu
Tyr
Gin
Phe
Leu
Asp
Lys

> > 20 godzin

|~ 30 minut

|~ 10 minut

—~
1

3 minuty

Arg ~ 2 minuty

cy na N-koncu /?-galaktozydazy wptywa na jej trwato$é. W tabeli 1 zestawiono
t 1/2 (poétokres trwania) /?-galaktozydazy, ktory w zaleznosci od N-kohAcowego
aminokwasu wynosit od okoto 3 minut do ponad 20 godzin. Poréwnujac dane
literaturowe dotyczace ponad 200 réznych biatek potwierdzono zaleznos$¢
miedzy N-koAcowym aminokwasem a stabilnoscig biatka. Ustalono, ze jesli

N-koncowym aminokwasem jest metionina, lub alternatywnie seryna, alanina,
treonina, walina, glicyna, to t 1/2 biatek wynosi ponad 20 godzin; izoleucyna,
kwas glutaminowy — ponad 30 minut; tyrozyna— ponad 10 minut; fenyloalani-
na, leucyna, kwas asparaginowy, lizyna— okoto 3 minuty; arginina — okoto 2
minuty. Na tej podstawie sformutowano tzw. zasade N-korica, ktéra gtosi, ze
stabilno$¢ biatek in vivo zalezy od N-konicowego aminokwasu [42]. Przyjmuje
sig, ze grupa a-NH?2 jest rozpoznawana przez enzymy ,czytajagce N-koniec”
degradowanego biatka. Czasteczki za$ ubikwityny, przytgczane do wew-
netrznych reszt lizynowych degradowanego biatka, pomagaja je destabilizowac
[42].

W dalszych badaniach wykazano, ze niektore aminokwasy (np. kwas
asparaginowy, kwas glutaminowy) petnig swg destabilizujagcg funkcje jedynie
posrednio, bedac miejscem przytgczania innych ,,destabilizujgcych” aminokwa-
séw (histydyny, argininy) [44, 45]. To posttranslacyjne przytgczanie specyficz-
nych aminokwaséw do N-konca akceptorowych biatek zachodzi z udziatem
transferaz aminoacylo tRNA [46]. Wyjasnia to obserwowang juz wczesniej in
vitro, a mato zrozumiata, zalezno$¢ degradacji w uktadzie ubikwityny pewnych
biatek od obecnosci tRNA (His-tRNAHs, Arg-tRNA'T9) [44, 47],
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IV. Ubikwityng jako biatko szoku termicznego

Dane, uzyskane przede wszystkim w doswiadczeniach z uzyciem linii
komdrkowej ts85, pozwolity grupie Varshavsky’ego na sformutowanie
hipotezy, ze uktady biatek szoku termicznego i ubikwityny sg wzajemnie zalezne,
a nawet okresli¢ ubikwityne jako biatko szoku termicznego [38].

Linia komdrkowa ts85 zostata wyprowadzona z komoérek linii FM3A,
pochodzacej ze spontanicznego nowotworu mysiego gruczotu mlecznego [48].
W odroznieniu od macierzystych komérek FM3A, w komérkach linii ts85, w
temperaturze 39°C zachodzg rownocze$nie dwa charakterystyczne zjawiska:
zahamowanie syntezy koniugatow ubikwityny z akceptorowymi biatkami oraz
zahamowanie zaleznej od ATP degradacji biatek krotkozyjacych [49, 50].
Okazato sie, ze komorki linii ts85 rdznig sie od komorek macierzystych FM3A
jedynie mutacjg genu kodujacego enzym EI (poréwnaj Ryc. 3) [49]. Na skutek tej
mutacji, w temperaturze 39°C enzym EI staje sie termolabilny. Linia komorkowa
ts85 jest jedng z nielicznych linii komdérkowych powstatych przez mutacje w
utadzie ubikwityny. Dzieki doswiadczeniom prowadzonym z uzyciem tej linii
komérkowej potwierdzono bezposredni zwigzek miedzy ubikwitynacja substra-
tow proteolizy a ich degradacjg.

Dalszg konsekwencjg mutacji genu enzymu El sg takze inne fenotypowe
zmiany, charakteryzujace linie ts85 w temperaturze 39°C. Miedzy innymi, w
jadrze komoérkowym nastepuje gwattowne obnizenie poziomu fosforylacji
histonu HI przy niezmienionej aktywnos$ci kinazy jadrowej oraz cytoplazma-
tycznej. Ponadto, z chromatyny znika ubikwitynowany histon (tzw. uH2A).
Zahamowaniu ulegajg podziaty komorkowe we wczesnym etapie fazy G 2 cyklu
komorkowego, lub, w pdznej fazie S [48, 51, 52]. Na podstawie tych obserwacji
sugeruje sie, ze degradacja biatek zalezna od ubikwityny moze odgrywaé
regulacyjnag funkcje w przebiegu cyklu komdrkowego [38]. U eukariontéw w
procesach regulujacych wzrost i podziaty komérkowe prawdopodobnie bierze
udziat szereg biatek o bardzo szybkim obrocie metabolicznym [53, 54], do
ktérych nalezg np. tzw. cykliny [55] oraz czynnik MPF (,maturation promoting
factor”) w oocytach gadéw [56]. W komdrkach linii ts85 niezdolno$é do
degradacji analogicznych biatek jest, by¢ moze odpowiedzialna za zahamowanie
podziatdw komoérkowych.

Najbardziej jednak interesujaca jest obserwacja, ze przeniesienie komoérek
linii ts85 do temperatury 39°C indukuje synteze tzw. biatek szoku termicznego,
ktére nie sg syntetyzowane w macierzystych komdrkach typu dzikiego [49, 50].
Biatka szoku termicznego, nazywane takze biatkami stresu lub HSP (heat shock
proteins), syntetyzowane sag w komérkach w odpowiedzi na niekorzystne
czynniki, takie jak podwyzszona o kilka stopni ponad normalng temperatura,
jony metali ciezkich, nadtlenek wodoru, wbudowywane do biatek analogi
aminokwasow, etanol i inne (patrz przeglad 57). Synteza wiekszosci pozostatych
biatek komoérkowych ulega zahamowaniu w okresie syntezy biatek szoku
termicznego. Natomiast w komdérkach linii ts85, a takze w fibroblastach
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embrionéw kurczecia indukcji syntezy biatek szoku termicznego towarzyszy
gwattowny wzrost syntezy ubikwityny ijef mMRNA [21, cyt. za 38]. Sugeruje sie, ze
w komdrkach linii ts85, w temperaturze 39°C, indukcja syntezy biatek szoku
termicznego ma Scisty zwiazek z termolabilno$cig enzymu El oraz inaktywacja
ukitadu ubikwityny. Indukcja syntezy biatek szoku termicznego zachodzi w tych
komorkach prawdopodobnie na skutek niemoznoS$ci degradacji jakiego$ biatko-
wego aktywatora transkrypcji genéw szoku termicznego, ktory jest rownoczes-
nie substratem ukladu proteaz zaleznych od ubikwityny. Degradacja tego
hipotetycznego biatkowego aktywatora regulowataby zatem indukcje genéw
szoku termicznego [49]. Takze inni autorzy sugeruja, ze indukcja genéw szoku
termicznego wystepuje dopiero po zahamowaniu proteolizy aktywnej formy
czynnika aktywujacego transkrypcje tych genow [58]. W komorkach niezmuto-
wanych, w ktérych zachodzi ubikwitynacja substratow proteolizy, zahamowanie
proteolizy tego czynnika mogtoby mieé miejsce wowczas, gdy na skutek
preferencyjnej degradacji zdenaturowanych biatek wewnatrzkomérkowych (po-
jawiajacych sie pod wptywem stresu) wyczerpaniu ulegatby jeden ze sktadnikow
uktadu proteolitycznego. Prawdopodobna wydaje sie takze mozliwos¢, ze
inaktywacja czynnika regulujacego transkrypcje genéw szoku termicznego
polega na jego ubikwitynacji [59]. Aktywny czynnik, zdolny do indukcji
transkrypcji genéw szoku termicznego, miatby pojawiaé sie w komaorce dopiero
przy braku wolnej ubikwityny. Taka sytuacja moze mie¢ miejsce w komorce w
warunkach stresu, kiedy licznie pojawiajace sie zdenaturowane biatka ulegajg
preferencyjnej ubikwitynacji poprzedzajacej ich degradacje. Natomiast w ko-
morkach linii ts85 w temperaturze 39°C moégtby pojawiac sie aktywny czynnik
transkrypcji gendéw szoku termicznego na skutek zahamowania enzymow
uktadu ubikwityny. Uwaza sie, ze zalezna od ubikwityny degradacja biatek oraz
synteza biatek szoku termicznego sg kompletarnymi systemami stuzgcymi,
miedzy innymi, do ochrony komaérki przed uszkodzeniami mogacymi wynikaé z
obecnosci patologicznie zmienionych biatek [49], Za obecnoscia wspdlnych
mechanizmdw regulacyjnych przemawiajg dane uzyskane drogg analizy geno-
mu. Stwierdzono [cyt. za 38], ze region ,,flankujacy” koniec 5’ poliubikwitynowe-
go genu drozdzy [3] zawiera sekwencje doktadnie homologiczng z sekwencjg
nukleotydowg tzw. ,,heat-shock box” lub HSE (Heat-Shock Element = sekwen-
cja nukleotydéw: C--GAA-TTC-G) [60]. Badania izolowanych jagder komor-
kowych muszki owocowej wykazaty, ze HSE jest miejscem regulacji transkrypcji,
bowiem delecja tego regionu powodowata gwattowng redukcje transkrypcji
podczas szoku termicznego [61]. Z sekwencjg HSE wigze sie biatkowy czynnik
transkrypcji, tzw. HSTF [62, 63], ktéry jest niezbedny do transkrypcji genéw
szoku termicznego, lecz wydaje sie nie mie¢ wptywu na inne geny [61]. Czynnik
HSTF wystepuje, co prawda, w komorkach nie poddawanych dziataniu czynni-
kéw stresujacych, ale dopiero po ich zadziataniu czynnik HSTF ulega modyfika-
cji na blizej nieznanej drodze, ktéra powoduje ponad 6-krotny wzrost jego
aktywnosci [61].
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V. Ubikwitynacja biatek jagdrowych

Nieprzypadkowe rozmieszczenie chromosomowych biatek wraz z ich mody-
fikacjami stanowi o funkcjonalnym i strukturalnym zréznicowaniu réznych
regionéw chromatyny. Modyfikacje biatek chromatyny poprzez ubikwitynacje
stwierdzono dziesie¢ lat temu [9], kiedy okazato sie, ze opisane wczesniej w
nukleosomach tzw. biatko A24 [64, 65] zawiera sekwencje ubikwityny. Biatko
A24, ktérego nazwe zmieniono z czasem na semihiston lub uH2A, ztozone jest z
histonu H2A i ubikwityny. Ubikwityna potgczona jest kowalencyjnie swoim
C-konicem wigzaniem izopeptydowym z e-aminowa grupg lizyny w pozycji 119
histonu H2A — w efekcie semihiston jest rozwidlonym biatkiem zawierajgcym
dwa C-konce ijeden N-koniec. Zauwazono, ze sekwencja pieciu reszt aminokwa-
sowych, obejmujgcych miejsce ubikwitynacji histonu H2A, jest wysoce konser-
watywna we wszystkich wariantach histonu H2A, takze u odlegtych ewolucyjnie
gatunkéw [67].

Ubikwitynowana moze byc¢jedna lub obydwie czasteczki H2A tego samego
nukleosomu, podwo6jna jednak modyfikacja wydaje sie rzadsza [4, 5]. Ubikwity-
nowane mogg by¢ wszystkie gtowne warianty histonu H2A [70], a takze histon
H2B, cho¢ w znacznie mniejszym stopniu [70, 71]. Ogétem 10—30% nukleoso-
méw zawiera semihistony [66, 71]. Czasteczka ubikwityny w semihistonie H2A
ma obrot metaboliczny szybszy, anizeli czasteczka histonu H2A [71, 72].
podczas kondensacji chromosomow przed mitozg poziomu uH2A, a takze uH2A
gwattownie obniza sie, prawdopodobnie jako rezultat enzymatycznej deubikwi-
tynacji nukleosoméw. Semihistony pojawiajg sie w chromatynie ponownie w
fazie [73, 74]. Poczatkowo prdbowano interpretowaé zaobserwowane
znikanie uH2A przed mitoza jako sygnat do kondensacji mitotycznych chromo-
soméw. Jednakze fakt, ze chromatyna nie dzielgcych sie komorek linii ts85 (w
temperaturze 39°C), w ktdrej nie ma ubikwityny, wykazuje typowy dla interfazy
rozproszony charakter sugeruje, ze brak uH2A jest niewystarczajacym czynni-
kiem do kondensacji chromatyny [48].

Szereg danych wskazuje na to, ze podczas interfazy ubikwitynacja dotyczy
przede wszystkim regionow genomu aktywnie transkrybowanych [75—77]. Na
przyktad stwierdzono, ze w genomie muszki owocowej potowa aktywnie
transkrybowanych genoéw copia ora hsp 70 zamiast histonu H2A zawiera uH2A,
podczas gdy w nietranskrybowanym satelitarnym DNA uH2A wystepuje jedynie
sporadycznie [75]. Wykazano takze preferencyjng ubikwitynacje nukleosomow
blisko konca 5’aktywnie transkrybowanego genu mysiej reduktazy dihydrofola-
nowej [77].

Strukturalne konsekwencje zastgpienia histonow H2A (albo H2B) w nukleo-
somach przez uH2A (lub uH2B) sg stosunkowo nhieznaczne. Przede wszystkim
monokluesomy zawierajgce uH2A sg strukturalnie bardzo podobne do nukleo-
somow zawierajgcych histony H2A [69, 78] i przy braku dodatkowych
modyfikacji nie sg preferencyjnie trawione, ani przez DNAaze | [69], ani przez
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nukleaze gronkowcowg [75]. Jednak, zarbwno dane krystalograficzne, jak i dane
uzyskane za pomocg metody chemicznego sprzegania, wskazujg na lokalizacje
ubikwityny w czgsteczkach uH2A na powierzchni nukleosoméw [79, 80]. Takie
potozenie ubikwityny prawdopodobnie umozliwia modyfikowanie przez nig
interakcji nukleosoméw, co moze wpltywaé na przebieg transkrypcji. Na
podstawie tych danych sugerowano, ze obecnos$¢ semihistonéw w chromatynie
ma bezposredni zwigzek z zalezng od ubikwityny degradacjg histonow [75, 76].
Alejednoczes$nie zwrocono uwage, ze te same dane doswiadczalne nie wykluczajg
innej roli ubikwitynacji nukleosoméw, nie zwigzanej z degradacja histondw. Jest
to tym bardziej prawdopodobne, ze w czasteczce uH2A obrét metaboliczny
ubikwityny jest szybszy niz histonu H2A [71, 72]. Sugeruje sie w nowszych
pracach, ze ubikwityna moze wyznaczaé specyficzne regiony chromatyny do
wigzania niezidentyfikowanych czynnikéw (ligandéw), niekoniecznie zaangazo-
wanych w procesy proteolizy, lecz na przykiad w takie, jak transkrypcja lub
naprawa DNA [37,49]. Dogodnym materiatem do badania udziatu ubikwityny
w procesach naprawy DNA jest gen RADG drozdzy Saccharomyces cerevisiae
[81, 82, 83]. Duza zmiennos$¢ fenotypéw uzyskiwanych mutantéw tego genu
sugerowata, ze jego biatkowy produkt moze byé niezbedny do takich proceséw
jak naprawa DNA czy sporulacja. Stwierdzono, ze gen RAD6 rzeczywiscie
koduje jeden z kilku strukturalnie zblizonych enzymoéw, katalizujgcych kowalen-
cyjne przylaczanie ubikwityny do réznych biatek (tzw. enzymy E2, Ryc. 3) [81].
Drozdze syntetyzujag co najmniej 5 oddzielnych enzymoéw typu E2, ktérych geny
tworza rodzine genéw UBC (ubiquitin-conjugating enzymes). W zwiazku ze
stwierdzong in vitro substratowg specyficznoscig biatka RADG6 (katalizuje
ubikwitynacje histonu H2B) wysunieto przypuszczenie, ze biatko RAD6 induku-
je in vivo strukturalne zmiany chromatyny (okreSlane terminem ,,chromatin
remodelling), ktére umozliwiaja enzymom naprawczym dostep do uszkodzo-
nych regiondw DNA [81]. Pozostaje jednak nadal do wyjasnienia, czy proces ten
jest rezultatem proteolitycznej degradacji ubikwitynowanych histonéw, czy tez
jest bezposredniag konsekwencja strukturalnych zmian wywotanych ubikwityna-
cjg biatek chromatyny. Ze wzgledu na ewolucyjny konserwatyzm metabolizmu
ubikwityny mozna przypuszczaé, ze wnioski odnosnie roli ubikwitynacji u
drozdzy dotyczg rowniez komérek innych eukariontéw. Stwarza to interesujgca
mozliwos¢ spekulacji, czy niektére typy choroby Xenoderma pigmentosum u
cztowieka, ktére cechujg defekty naprawczej syntezy DNA, nie wynikajg z
mutacji genu kodujacego jeden z enzyméw bioracych udziat w koniugacji
ubikwityny [81]. Spekuluje sie takze, ze by¢ moze przynajmniej niektére rodzaje
komdrek nowotworowych majg zmieniony metabolizm ubikwityny [82].

VI. Ubikwitynacja biatek powierzchni komoérkowej

Mimo, ze wyniki badan nad ubikwityng przyzwyczaity badaczy do jej
nadzwyczaj szerokiej strefy wplywéw w komdrce, wykrycie jej obecnosci na
powierzchni btony komorkowej stanowito sporg niespodzianke [12, 13, 84],
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Okazato sie, ze ubikwityna jest czeScig specyficznego receptora, okreslanego w
literaturze jako “homing receptor”, wystepujacego na powierzchni limofocytow
penetrujgcych tkanki limfoidalne przed nabyciem immologicznej kompetenciji.
Penetracja tkanek limfoidalnych przez te limfocyty odbywa sie poprzez pokapi-
larny uktad zylny (HEV). Obecnos$¢ “homing receptor” na powierzchni specyficz-
nych limfocytdbw umozliwia utrzymanie sie ich w danej tkance az do petnego
zréznicowania [85, 86]. W pracowni Weissmana uzyskano przeciwciato,
tzw. MEL-14 ktdre rozpoznawato “homing receptor” mysich weztow chtonnych
(12,13]. Rozpoznawany przez przeciwciato MEL-14*homing receptor” okazat sie
glikoproteing o masie czasteczkowej okoto 90000 (okre$long jako biatko
gp90MEL-14), ktérej jeden z koncéw odpowiada doktadnie N-koricowi ubikwi-
tyny. Na rycinie 4 przedstawiono hipotetyczng strukture biatka gp90MEL~iA, w
ktérej czasteczki ubikwityny potgczone sg wigzaniem izopeptydowym z rdze-
niem polipeptydowym tworzac rozgateziong strukture [12]. Nie ustalono jeszcze
liczby czasteczek ubikwityny zwigzanej z rdzeniem tego receptora. Pewne dane
wskazuja, ze determinanta antygenowa receptora gp90MEL~ 14 obejmuje sekwen-
cje ubikwityny znajdujace sie blisko C-konca glikoproteinowego rdzenia.

NH,
Ut [cHo
NH, Nifien ' /i CO,H
N
Ul:, g Ub
Ut: NH,

NH,

Ryc. 4. Hipotetyczna struktura biatka gp90MAL 14. Ub — ubikwityna, CHO — miejsce gliko-
zylacji 12

Przypuszcza sie, ze ubikwityna uczestniczy w zachodzgcych z udziatem “homing
receptor” interakcjach specyficznych limfocytéw [12, 13]. Nie mozna jednak
wykluczac jej udziatlu w szybkiej degradacji receptoréw, czego nastepstwem
bytoby uwalnianie specyficznych limfocytéw po ukohczonym dojrzewaniu.

Dane uzyskane dzieki uzyciu monoklonalnych przeciwciat wskazuja, ze takze
inne biatka btonowe moga ulega¢ ubikwitynacji [12, 85], jak na przykiad
receptor ptytkowego czynnika wzrostowego [87].

Nie wyjasniono drogi, ktdrag ubikwityna dostaje sie na powierzchnie
komorki. Biorgc pod uwage, ze ubikwityna nie zawiera typowej dla sekrecyjnych
N-koncowej sekwencji sygnalnej, wydaje sie prawdopodobne, Ze receptory
ulegaja ubikwitynacji jeszcze podczas syntezy w cytoplazmie [ 12].
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W zwigzku z prowadzeniem w wielu wiodgcych laboratoriach intensywnych

badan nad ubikwityng nalezy przypuszczaé, ze wkrdtce poznamy blizsze
szczegOty dotyczace roli i mechanizméw dziatania tego niezwyklego, wszedzie
obecnego biatka.

Artykut otrzymano 24 listopada 1987 r.
Zaakceptowano do druku 19 maja 1988 r.
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Wykaz stosowanych skrotow: acetyloCoA — acetylokoenzym A; cysteinylo-DOPA — cysteinylo-3,
4-dihydroksyfenyloalanina; DOPA — 3, 4-dihydroksyfenyloalanina; DOPA-chinon-4-/2-karboksy-
-2-aminoetylo/-l, 2-benzochinon; DOPA-chrom — 2-karboksy-2, 3-dihydroindolo-5, 6-chinon; do-
pamina — 2-/3, 4-dihydroksyfenylo/-etyloamina; EDTA — etylenodiaminotetraoctan; Fuk — fuko-
za; Gal— galaktoza, GERL — uktad: aparat Golgiego-siateczka endoplazmatyczna-lizosom;
GIuNAc — N-acetyloglukozoamina; leuko-DOPA-chrom — kwas 2, 3-dihydro-5, 6-dihydroksy-
indolo-2-karboksylowy; Man — mannoza; NADPH — zredukowany fosforan dinukleotydu nikoty-
namidoadeninowego; Sia— kwas sjalowy.

I. Wprowadzenie

Tyrozynaza jest enzymem biorgcym udziat w biosyntezie metanin i innych
zwigzkéw polifenolowych zaréwno u roslin jak i u zwierzat [1—4]. Enzym jest
miedzioproteing katalizujaca hydroksylacje monofenoli do o-difenoli (Reakcja A
na Ryc. 1) oraz utlenianie o-difenoli do o-chinonéw (Reakcja B na Ryc. 1) [5].

R R
+ 0,+ 2H" + 28 —= + H0 (A)
H
OH
R
+ 2H* + 2@
0
0
R R
2 +0, —=2 + 2H,0 (8)
OH 0
0

Ryc. 1. Reakcje katalizowane przez tyrozynaze: A — hydroksylacja monofenoli do o-difenoli
(aktywno$¢ monofenolazowa (krezolazowa) enzymu), B— utlenianie o-difenoli do o-ochinonéw
(aktywnos¢ difenolazowa (katecholazowa) enzymu)

W klasyfikacji Miedzynarodowej Unii Biochemicznej tyrozynaza, jako enzym
dwufunkcyjny, otrzymata dwa numery: EC 1.14.18.1 jako hydroksylaza (mono-
oksygenaza) monofenolowa i EC 1.10.3.1 jako oksydaza katecholowa [6].
Hydroksylaza p-kumaranu (EC 1.14.17.2), zgodnie z wynikami badan Mc
Intyre i Vanghana [7], jest typowag tyrozynaza, ktérej aktywnos$é
hydroksylazowa pojawia sie w obecnosci askorbinianu jako kofaktora redukujg-
cego.

Monooksygenazy zawierajg grupy prostetyczne o roznej strukturze, wsrod
ktérych dominujg flawiny (np. hydroksylaza fenolowa, EC 1.14.13.7 [8]), zelazo
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hemowe (np. peroksydaza, EC 1.11.1.7. [9]) i niehemowe (np. hydroksylaza
tyrozynowa, EC 1.14.16.2 [10]). Natomiast miedz, wchodzgca w skiad grupy
prostetycznej tyrozynazy, wystepuje jedynie w nielicznych innych monooksyge-
nezach (np. "-hydroksylaza dopaminowa, EC 1.14.17.1 [11] Tyrozynaza nie
wymaga wspotdziatania zewnetrznych kofaktoréw do ujawnienia swej aktyw-
nosci enzymatycznej, co obserwujemy w przypadku hydroksylazy tyrozynowej
(tetrahydropterydyna) cytochromu P-450 (NADPH), a takze innych ,zewne-
trznych” hydroksylaz. Monofenolazowa aktywno$¢ tyrozynazy jest bowiem
sprzezona z aktywnoscig difenolazowa, dostarczajgcg dwu elektronéw niezbe-
dnych dla aktywnosci enzymatycznej jako hydroksylazy (Reakcja A na Ryc. 1).
Stad tyrozynaza bywa réwniez okreslana jako ,,wewnetrzna” monoksygenaza.
Tyrozynaza bedgca przedmiotem niniejszego opracowania to oksydoreduktaza;
monofenol, o-difenol: 0 2.

Il. Wystepowanie tyrozynazy

Tyrozynaza jest enzymem szeroko rozpowszechnionym w przyrodzie. Tyro-
zynaza wystepuje w réznych grzybach, a zwtaszcza w promieniowcach (Strepto-
myces glaucescens, nigrificans) [12], [13], workowcach (Neurospora crassa)
[14— 16] i podstawczakach (Boletus, Russula, Agaricus bisporus) [17— 19], oraz
w mniejszym stopniu w bakteriach (Vibrio tyrosinaticus) [20] i glonach. Enzym
ten jest roéwniez rozpowszechniony u roslin wyzszych, przy czym bulwy
ziemniaka [21, 22], owoce jabtoni [23], bobu i korzenie buraka [24] sg
szczegoblnie bogatym zrodiem enzymu. U bezkregowcédw tyrozynaza wystepuje
gtéwnie w hemolimfie i kutikuli stawonogéw (Céncer pagurus, rézne gatunki
owadow) [25], [26] igruczole atramentowym katamarnicy (Sepia officinalis) [1].
Z kolei u nizszych kregowcow, enzym ten znajdywany jest zwilaszcza w
melanoforach ryb (Xiphophorus) oraz naskérku ptazéw (Rana esculenta ridibu-
nda, Xenopus laevis) [27—29]. U wyzszych kregowcow, tyrozynaza wystepuje w
w melanosomach i pecherzykach cytoplazmatycznych melanocytéw naskdrka,
mieszkéw wilosowych, niektérych upigmentowanych tkankach oka, ucha i
centralnego uktadu nerwowego ssakow oraz w pidrach ptakéw. Melanosomy sg
subkomorkowymi organellami znajdujgcymi sie w cytoplazmie komdrek bar-
wnikowych (melanocytéw) [30], [31]. Sktadnikami melanosomoéw sa, oprécz
tyrozynazy, biatka strukturalne matriks, fosfolipidy oraz melanina. Nalezy
jednak podkresli¢, ze tyrozynaza jest najbardziej aktywna w premelanosomie, tj.
najwczesniejszej postaci melanosomu oraz w melanosomie znajdujacym sie w
stadium | rozwoju [32]. W miare melanizacji melanosomu (stadia Il — IV
rozwoju), aktywnos$¢ tyrozynazy maleje [33, 34]. Obecno$¢ tego enzymu w
innych frakcjach subkomorkowych, a zwlaszcza we frakcji mikrosomalnej,
wynika z wystepowania potaczen tyrozynazy z gtadkimi lub szorstkimi btonami
siateczki endoplazmatycznej oraz z jej gromadzenia w aparacie Golgiego [30,
35—37]. Tyrozynaza jest syntetyzowana na powierzchni uktadu: aparat Golgie-
go— siateczka endoplazmatyczna — lizosom (GERL) [38 — 41], w rybosomach
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zwigzanych z btonami szorstkimi siateczki w postaci proenzymu [34]. Glikozyla-
cja tyrozynazy, a w szczeg6lnosci przytaczenie kwasu sjalowego zachodzi przed
osiggnieciem przez enzym aparatu Golgiego [42, 43].

Obecnos¢ tyrozynazy w melanocytach czerniaka zto$liwego (melanoma
malignum) u ludzi, ujawnia sie takze znacznie podwyzszonym poziomem
aktywnosci enzymu w plazmie krwi oraz wystepowaniem tyrozynazy w moczu u
pacjentow [44—50].

111, Wiasciwosci enzymu

I11-1. Polimorfizm

Oczyszczone preparaty tyrozynazy charakteryzuja sie znaczng heterogen-
noscig [19, 44, 51]. Niejednorodnos$¢ tyrozynazy z pieczarek (Agaricus bisporus)
ujawniono stosujgc elektroforeze w zelu poliakryloamidowym oraz chromato-
grafie na hydroksyapatycie [52]. Przy zastosowaniu tych metod mozna wydzieli¢
cztery frakcje o wiasciwosciach tyrozynazowych, oznaczane cyframi rzymskim
(I— V) lub literami alfabetu greckiego (a, /2y, <9, Strothkamp i wsp.[53]
wykazali obecno$¢ podjednostki ciezkiej (H) o masie czgsteczkowej 43 000 oraz
lekkiej (L) o masie czasteczkowej 13400, ktére moga tworzy¢ agregaty typu
M2L2, ML, MZL, itp. determinujgce heteregenno$¢ tyrozynazy z pieczarek.
Badania nad tyrozynaza z Neurospora crassa pozwolity na wyizolowanie i
scharakteryzowanie dwu allelicznych postaci enzymu, oznaczanych jako TL
(termolabilna) i TS (termostabilna), ktére rdéznig sie réwniez ruchliwoscia

Tabela 1
Charakterystyka izoenzymoéw tyrozynazy wyizolowanych z czerniaka zto$liwego ssa-
kow
lzoenzym Charakterystyka Masa czasteczkowa

1zoenzym prekursorowy w odnie- 54000— 70000 [44, 57, 58]

T Lo .
3 sieniu do tyrozynazy Tl i T4 (56000— 62000 [55, 58, 59])
Izoenzym powstajacy przez przy- 70000— 85000 [44, 57, 58]
tagczenie kwasu sjalowego i cuk- (65000— 81000 [55, 58, 59])
TI row obojetnych (mannoza, ga-
laktoza, fukoza) do tyrozynazy
T3

Izoenzym powstajacy przez ze- okoto 102000
T4 spolenie tyrozynazy T1 ze sktad- [55, 58, 59]
nikami btony melanosomu

Prawdopodobnie artefakt pow-
T2 stajacy przez dezamidacje tyrozy-
nazy T3 w warunkach elektrofo- -

rezy
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elektroforetyczng [54]. Z tkanek czerniaka ztosliwego ssakéw wyizolowano
cztery izomery tyrozynazy (TI, T2, T3, T4), ktorych charakterystyke podano w
tabeli 1 Enzym nierozpuszczalny, zwigzany z melanosomem, okres$lany jako
tyrozynaza T4,stanowi okoto 80% catkowitej aktywnoSci tyrozynazowej, pod-
czas gdy rozpuszczalne izoenzymy TI, T2, T3 stanowig pozostate 20%.

Badania elektroforetyczne, kinetyczne oraz analiza aminokwasowa ujawnity,
ze komponenta biatkowa poszczegdlnych izoenzymo6w nie rozni sie ani sktadem
aminokwasowym, ani wiasciwosciami kinetycznymi, ani tez selektywnoscig
substratowg. Przyczyna roznic sg gtéwnie zmiany potranslacyjne, ktére uwidacz-
niaja sie w zawartosci sktadnikéw weglowodanowych [55, 56].

I11-2. Masa czasteczkowa, sktad aminokwasowy enzymu, glikoproteinowy charakter tyrozynazy

Masy czasteczkowe tyrozynaz réznego pochodzenia wynoszg od 30900
(Streptomyces glaucescens) do 80000 (cztowiek) w przeliczeniu na monomer
enzymu (Tab. 2). Mozna zauwazy¢, ze masy czasteczkowe enzymu wzrastajg w
miare rozwoju ewolucyjnego organizmu.

W ostatnich latach przeprowadzono szczegétowe badania nad strukturg
pierwszorzedowq tyrozynaz z promieniowca Streptomyces glaucescens [60],
workowca Neurospora crassa [61, 62] oraz melanocytéw naskorka myszy [63].
Pozwolity one na por6éwnanie struktury pierwszorzedowej enzymu wraz z
zestawieniem homologicznych sekwencji. Dane literaturowe umozliwity réwniez
poréwnanie potozenia reszt histydyny wiazacych miedZz w centrum aktywnym
enzymu oraz potozenia, ulegajacych glikozylacji, reszt asparaginy (Ryc. 2).

Stwierdzono, ze czasteczka tyrozynazy ze Streptomyces glaucescens sktada sie
z 273 aminokwaséw i ma mase czgsteczkowg 30 900 [60]. Enzym ten nie zawiera
cysteiny, a zawiera wiele reszt argininy (9,9%). Dziesie¢ sposrod 27 reszt argininy
wystepuje w parze z resztg argininy lub lizyny. Tyrozynaza z Neurospora crassa
jest monomerycznym biatkiem zawierajgcym 407 reszt aminokwasowych o
tacznej masie czasteczkowej 46000 [61], [62]. Tyrozynaza ta nie zawiera
cysteiny, a zawiera wiele reszt seryny [14], 12 reszt tryptofanu i 20 reszt tyrozyny
[64] oraz 10 ugrupowan histydyny [65] (niekiedy w pracach autorzy podaja 9
pomimo, ze na rycinach wpisujg 10 reszt histydyny). Ocena wiasciwosci
fluorescencyjnych enzymu ujawnita niejednorodno$¢ w otoczeniu ugrupowan
tryptofanu [66], Wykazano, ze jedna trzecia takich reszt jest bezposrednio
potgczona z kwasem asparaginowym, a pozostate dwie trzecie stanowia zewne-
trzne ugrupowania tryptofanu [64]. Z kolei, tyrozynaza melanocytéw naskdrka
myszy sktada sie z 513 aminokwas6w o facznej masie czgsteczkowej 57 873 [63].
Podczas jej dojrzewania, odtgcza sie od protyrozynazy 24— aminokwasowy
peptyd sygnatowy [67], ktory zawiera gtébwnie aminokwasy o charakterze
hydrofobowym.

Analizujgc sekwencje aminokwasowe tyrozynaz ze Streptomyces glaucescens,
Neurospora crassa oraz melanocytéw naskorka myszy, ktére przedstawiono na
rycinie 2, mozna wyréznic¢ 6 fragmentow tancuchéw polipeptydowych zawieraja-



380

M. POREBSKA-BUDNY, J.P. DWORZANSKI

Charakterystyka tyrozynaz réznego pochodzenia

Pochodzenie
tyrozynazy

Streptomyces
glaucescens

Neurospora
crassa

Agaricus
bisporus

Rana esculenta
ridibunda

Mysz (melanocyty

naskérka)

Mysz (czerniak li-
nii Harding-Pas-

sey)

Mysz (czerniak li-

nii BI 6)

Chomik
(czerniak)

Cztowiek
(melanocyty
naskorka)

tancuch

Monomer

Monomer

Tetramer

Tetramer

Monomer

Monomer

Monomer

Monomer (4
tancuchy cuk-
rowe  przyla-
czone do tancu-
cha polipepty-
dowego enzy-
mu poprzez
czast. Asn)

Monomer

(13% cukroéw
oboj. i 4,8%
kw. sjalowego)

Masa
czasteczkowa

30900

46000

123000

210000

57873

727001 500*
740001 1800**

730001 800*
740001 1000**

69000

80000

Liczba
aminokwa-
sow

273

407

513+ 24
—amino-
kwasowy
peptyd
sygnatowy

* Wyniki oznaczania metoda poliakryloamidowej elektroforezy zelowej,

** Wyniki oznaczania metodg filtracji zelowej (Sephadex G-150).

Liczba
atomow
Cu

[6]

Tabela 2

Pismiennic-
two

60

61, 62

68

29

63, 68

69

69

70

71, 72

cych sekwencje aminokwasowe o znacznej homologii. W czgsteczkach wszyst-
kich trzech tyrozynaz, w wymienionych fragmentach taficuchow polipeptydo-
wych mozna wyro6znié, oprécz identycznie zestawionych pojedynczych amino-
kwaséw takich jak: kwas asparaginowy, kwas glutaminowy, arginina, walina,
tryptofan, leucyna i prolina, homologicznie utozone pary aminokwasow takie
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1 OFPRECANI EALRRGVCCPDLLPSSGPGTDPCGSSSGRGRCVAVI ADSR |

50 PHSRHYPHDGKDDREAWPLRFFNRTCQCND RNFSGHNCGTCRPGWRGAA |

1 STOIKfAITGVPt TPSSNGA J
98 CNQK IjpTYRRNLLDLSPEEKSHFVRALDMAKRTTHPQFV IATRRLED IIL) |
21 VPLRRELROLQQNYP.EQENLYL LGLR OFQGLD EAKL |

1 TVRKNQAT LTAD EKRRFV AAViLj i
147 GPDGNTPQFENI SVYN YFVWTHYYSVKK TFLGTG QE SF G fDVOFSh |
57 DS YYOVA CIHGMPFKPWAGVPSDTO"SQ H
23 EL KRSGR YDEFVTTHNAFI || G QTQ ffl
192 EGP£ IFUTIWHRYHLIL QLBRDMbEMLQEPSFSL PYWNFA 1
85 PGSSGFGGYCASSILFNTWARPYL ALYEQALIASVOAVAQKFPVEGGL H
47 AGErlt GHRSPSIFUPIWftRIRYyLEFIgRAL OSVDA I

229 TGKNVC DVCJDDL MGSRSNFDSTL ISPNSVFSQWRVVCESLEEYD |
134 RAKYVAAAKDFRAPYFDWASQPP KGTLAFPE§IS SRTIQVVOVDGKTK |
79 SVALPYWDW SADRTARal IWA |

274 1t Gltc NSTEGGP IRRNPA G~JVGRPAVQRLIPJEPQDIVTQCL EVRV |
182 |I NNPLH RFT FHPO NPSPGHFS AAWSRYRSfVRYPNRLPGASRD H
100 PDFLGGTGRSL DGRV MDGP PA ASAGNV# NVR|VDGRAYLRRSL il

318 FDTP{FYSNISTDSFIR'NTiyjJEGYSlaPTGKYDP AVRSLH |
226 ERIAP IL ADELASLRNNVSLLLLSYKDFD AFSYNRWDPNTNPGDFGSLE If
143 GTAVR ,£1  PTLRIAEIVIGS"LbMATYDTAPWNSASDGFRNHLEGWRGV |

354 Nt AHLF L NGTfGG'QTHL Si P nld Pl I|F[V|L LHfTF TIDIAVF D Ew) [
275 AVHNE IHDRTGGNGHMSSL EVSEFDp CFWLHHVNVDRLWS IWEDLNPNS
187 nlHNRAHVWVIggl RM k TGMSPND FW.FWL HHa Y VIQIRLWAEIWpIRRH PGS |

391 LRRYNA DISTFPLENAP IGHNRQYNMVPFWP PVTN ffifEMFVTAPD i
324 FMJPRPA PYSTF VAQEG ESQSKSTPLE PFWDKSAANFWfSEQVKDS I |
233 GYLPAAGTPDVVDLNDRM KPWNDTSPAOLL DHTAHYTFDtrID |

435 NLGYAY EVQ WPGQEFT VSEIITI AVVAALLLVAAIFGVASCL IR |
371 TFGYAYPETQKW KYSSVKEYQAAIRKSVTALY GANVF 1

479 SRSTKN EANQPLL TDHY QRYAEDYE ELPNPNHSMV |

Ryc. 2. Sekwencja aminokwasowa tyrozynazy wyizolowanej z: | — melanocytéw naskérka myszy,
Il — Neurospora crassa, Il — Streptomyces glaucescens [wg 60—63, zmodyf.]. * — aminokwasy
identyczne; H----aminokwasy podobne chemicznie; N — miejsca glikozylacji enzymu przy udziale
czasteczki asparaginy; H (histydyna) — prawdopodobne ligandy wigzace miedZz w centrum aktyw-
nym enzymu. Duze prostokaty oznaczajg fragmenty tancuchéw polipeptydowych enzymu zawierajg-
ce sekwencje aminokwasowe o znacznej homologii

jak: glicyna-glicyna, kwas asparaginowy-prolina, fenyloalanina-leucyna. Na
uwage zastuguje wystepowanie sekwencji tripeptydowej: tryptofan-histydyna-
-arginina (WHR) oraz pentapeptydowej: fenyloalanina-tryptofan-leucyna-his-
tydyna-histydyna (FWLHH), ktdre powtarzaja sie we wszystkich trzech biatkach
enzymatycznych (z tym wyjatkiem, ze w tyrozynazie melanocytéw myszy
tryptofan w pozycji 275 tej sekwencji jest zastagpiony waling). Ponadto nalezy
zaznaczy€, ze dwie z wymienionych sekwencji zawierajg histydyny, ktére sg
ligandami dwu jondw miedzi w centrum aktywnym tyrozynazy.
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Tyrozynazajest glikoproteing zawierajacag kwas sjalowy oraz cukry obojetne
(mannoza, galaktoza, fukoza) [72—75], ktore razem stanowig okoto 20% masy
czasteczkowej enzymu. Budowa taricuchéw cukrowych tyrozynazy wyizolowa-
nej z upigmentowanych tkanek ssakow zostala stosunkowo dobrze poznana
(Tab. 2). Dla przyktadu, tyrozynaza wyizolowana z czerniaka chomika zawiera 4
tancuchy cukrowe przytaczone do tancucha polipeptydowego enzymu poprzez
czasteczke asparaginy. Jeden z nich jest fancuchem typu wysokomannozowego
[Man37551uNAc2], a trzy pozostate sg taricuchami typu ztozonego [Man3-
*GIuNAc/?l -*4 (— Fuka | -* 6)]. Rozgatezienia tafcuchow typu zlozonego
zbudowane sg gtéwnie z — Siaa 2 -> 3Gal/? 1-»4 GluNac/? -> [70],

W czasteczce tyrozynazy melanocytéw myszy wykazano 7 miejsc, w ktorych

Ser :
moze ona ulega¢ glikozylacji. Sg to miejsca typu Asn-X-Thr [76], gdzie X moze

by¢ kazdym z aminokwaséw oprocz proliny [77]. Miejscami glikozylacji sa
reszty asparaginy w pozycjach 72, 80,157, 280, 326, 361 i 509 tej tyrozynazy [63]
(Ryc. 2).

111-3. Struktura centrum aktywnego enzymu

Jony miedzi sg istotnymi kofaktorami wielu biatek zaangazowanych w
reakcje redoks oraz wwigzanie i aktywacje tlenu czasteczkowego. Antyferromag-
netycznie sprzezona para jondw miedzi w tyrozynazie warunkuje jej peing
aktywnos$é enzymatyczng [68], [78—80], Ligandami wigzacymi obydwa jony
miedzi sg reszty histydyny w centrum aktywnym tyrozynazy [81], przy czym
wyrdznia sie miejsce 0 wiekszym i miejsce 0 mniejszym powinowactwie wobec
jonow miedzi (CuA i CuB) [60, 82].

Tyrozynaza Neurospora zawiera w pozycji 96 histydyne, ktéra potgczona jest
zcysteing w pozycji 94 poprzez wigzanie tioeterowe [62] (Ryc. 3]. Takie wigzanie
najprawdopodobniej wyklucza oddziatywanie grupy sulfhydrylowej z jonami
miedzi. Przypuszcza sie, ze histydyna w potozeniu 96 bierze udziat w regulacji
aktywnosci enzymu Neurospora.

Wykorzystujgc reakcje fotoutleniania w obecnoS$ci bekitu metylenowego
zbadano role reszt histydyny jako liganddw dwu jonéw miedzi w tyrozynazie

i

N
by *
I I
N——CH

/ ] I
CH, H-C-OH CH,

+ 2 i 2
HaN-CH-CO-NH-CH-CO—NH—CH-COO
cH T HEb

Ryc. 3. Struktura chemiczna mostka tioeterowego w tyrozynazie Neurospora crassa. Siarka reszty
cysteiny w potozeniu 94 jest kowalencyjnie potgczona z pierscieniem imidazolowym reszty histydyny
w potozeniu 96 [wg 62, zmodyf.]
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Neurospora crassa [65]. Wykazano, ze wybidrcze zniszczenie trzech reszt
histydyny (w pozycjach 188, 193 i 289) w apoenzymie Neurospora jest
odpowiedzialne za czeSciowa utrate aktywnos$ci enzymatycznej [65]. Fakt
odpornosci fotoutlenionych reszt histydyny na dziatanie bezwodnika etoksy-
mrowkowego (czynnika wykazujacego specyficzne powinnowactwo do histydy-
ny) nasuwa przypuszczenie, ze reszty histydyny moga znajdowac sie w zagiebi-
eniu hydrofobowym enzymu [83, 84]. Taki hydrofobowy charakter miejsca
wigzacego jony metalu w centrum aktywnym enzymu zapewnia réwniez
stabilnos¢ kompleksow tlenowych. Analiza widm Ramana oksytrozynazy
Neurospora wykazata obecno$¢ pasma przy niskich czestotliwosciach, ktdre
zinterpretowano jako drgania miedz-imidazol [85].

Na podstawie danych wynikajagcych z analizy absorpcji promieni X oraz
spektroskopii rezonansowej Ramana [86,87], zaproponowano schemat struktu-
ry miejsca wigzacego tlen z kazdym z dwoéch jondw miedzi, zawierajgcego 3
ligandy histydyny ijony miedzi potagczone mostkiem nadtlenkowym. Na ryc. 4
przedstawiono przypuszczalny schemat budowy centrum aktywnego oksytyro-
zynazy Neurospora crassa [80].

His 0— 02" His
His— Cu2+ C~— His
His? His
Ryc. 4. Schemat przypuszczalnej budowy centrum aktywnego oksytyrozynazy Neurospora crassa

[wg 80, zmodyf.]. Jon miedzi wigzany przez His w pozycjach 188, 193 i 289 okre$lamy jako CuA,
natomiast jon miedzi wigzany przez His w pozycjach 277, 281 i 306— jako CuB

Przypuszcza sig, ze reszty histydyny w pozycjach 188, 193 i 289 wigzg jeden
jon miedzi (Cu A), podczas gdy reszta histydyny w potozeniu 306, obok histydyn
w potozeniach 277 i 281, uczestniczy w wigzaniu drugiego jonu miedzi (CuB) w
tyrozynazie Neurospora crassa [60, 61, 65, 82]. Histydyna w potozeniu 306
fancuszka biatkowego enzymu Neurospora jest homologiczna z histydyng w
potozeniu 380 tyrozynazy melanocytéw myszy oraz z histydyng w potozeniu 208
tyrozynazy Streptomyces glaucescens (Ryc. 2). W przypadku tyrozynazy Strepto-
myces glaucescens histydyny w pozycjach 53 i 62 sg prawdopodobnie ligandami
CuA, podczas gdy histydyna w potozeniu 214 jest ligandem CuB [60]. W
tyrozynazie melanocytoéw myszy, dwie reszty histydyny w potozeniach 368 i 380
sg ligandami jonow miedzi [63], przy czym histydyna w pozycji 368 odpowiada
histydynie w pozycji 289 tyrozynazy Neurospora, a reszta histydny w potozeniu
380jest homologiczna z histydyng w potozeniu 306 tyrozynazy Neurospora [63]
(Ryc. 2).

Whnioskuje sie, ze w tyrozynazach réznego pochodzenia miejsca CuA moga
by¢ bardzo rézne. Wydaje sie ze, mogty one powsta¢ w toku ewolucji niezaleznie i
w réznym czasie. Miejsca CuB, natomiast, stanowig odcinki taficucha peptydo-
wego tyrozynazy o strukturze wysoce zachowawczej [82].



384 M. POREBSK.A-BUDNY, J.P. DWORZANSKI [10]

IV. Katalityczna funkcja tyrozynazy

IV-1. Specyficzno$¢ substratowa

Tyrozynazy wyizolowane z roslin, owadéw lub ptazéw wykazujg bardzo
zréznicowang specyficzno$¢ substratowg w stosunku do difenoli. Stad, wartosSci
statej Michaelisa (Km) i szybkosci maksymalnej (Vm) wyznaczone dla tyrozynaz
réznego pochodzenia sg rozne i zalezg od natury chemicznej podstawnikow w
pierscieniu benzenowym. Wzrostowi zdolnosci przyciggania elektronéw przez
podstawniki towarzyszy zmniejszanie si¢ wartosci zarowno Km jak i Vm
[88—90]. Tyrozynazy ssakéw wykazujg optymalna aktywnos$¢ w stosunku do
DOPA i jej bliskich analogéw typu: dopamina, 3, 4-dihydroksyfenyloseryna,
5-S-cysteinylo-DOPA [91], a wraz z tyrozynazami niektorych nizszych organi-
zmow (Streptomyces, Neurospora) cechujg sie czesciowg stereospecyficznoscig w
stosunku do DOPA [13, 14, 92]. Znamienng cechg aktywnosci oksydazowej
tyrozynazy jest towarzyszaca tej reakcji inaktywacja enzymu, ktéra prowadzi do
nieliniowego przebiegu krzywych postepu reakcji [93].

Specyficzno$¢ hydroksylazowa tyrozynazy jest podobna do aktywnosci
oksydazowej enzymu i jest najwyzsza dla tyrozynazy ssakéw, a najnizsza dla
tyrozynazy roélin. Substratami tyrozynazy moga by¢ r6zne monofenole, w tym
reszty tyrozyny biatek i peptyddw [94,95]. W przypadku uzycia monofenolijako
substratow tyrozynazy, aktywno$¢ hydroksylazowa enzymu nie pojawia sie
bezposrednio po wprowadzeniu substratu, lecz poprzedzona jest typowa lag-
fazg. Dlugos¢ trwania tej fazy jest proporcjonalna do stezenia substratu, a
odwrotnie proporcjonalna do stezenia enzymu w mieszaninie reakcyjnej [96].
Tyrozynaza dla swej aktywnosci enzymatycznej wymaga réwniez obecnosci
tlenu w $rodowisku reakcji, jednakze w przypadku jego braku, enzym moze
zachowywac sie jako peroksydaza. Taka pseudoperoksydazowg aktywnos$¢
tyrozynazy z pieczarek wykazano przy uzyciu nadtlenku etylu jako akceptora
elektronow [97].

1V-2. Inhibitory

Jako inhibitory kompetycyjne w stosunku do fenoli nalezy wymieni¢: kwas
benzoesowy [16, 88, 98], fenyloalanine [99— 101] 4-nitrokatechol [13, 102],
L-mimozyne [103] oraz kwasy arylohydroksamowe. Natomiast, inhibitorami
niekompetycyjnymi w odniesieniu do substratow fenolowych sg: tlenek wegla,
aniony cyjankowe [13, 84, 104], azydkowe [102] i halogenkowe [102, 105]
pochodne 5-hydroksyindolu (5-hydroksyindol, 5-hydroksytryptofan, kwas 5-hy-
droksyindolo-3-octowy) [99] oraz substancje chelatujgce miedz (dietyloditiokar-
baminian [10, 99], fenylotiomocznik [3], merkaptobenzotiazol [106], EDTA).

IV-3. Mechanizmy reakcji enzymatycznych

Tyrozynaza wystepuje w trzech postaciach, ktore okreSlamy jako: oksytyro-
zynaza, mettyrozynaza i deoksytyrozynaza w zaleznosci od stopnia utlenienia
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miedzi w centrum aktywnym enzymu oraz obecnosci czagsteczki tlenu [107,108].
W centrum aktywnym deoksytyrozynazy znajdujg sie dwa jony miedzi na
stopniu utleniania -fi, natomiast w centrum aktywnym mettyrozynazy-dwa
jony miedzi na stopniu utleniania + 2. Budowe centrum aktywnego oksytyrozy-
nazy przedstawiono wczesniej na Ryc. 4. (Rozdz. I11-3).

Na rycinie 5 zostaty przedstawione mechanizmy reakcji katalizowane przez
tyrozynaze.

EOxy + d —— Eoxy d + 2H+ — EMet- + Q + 2H20 (A)
EOxy + j —e- EO*y T + 2H+ E™Ad + H20 (A"
2H+
Emet + d
Emel- + O— Erne”"D — ®» Edeoxy + Q + 2H+ (B)

Edeoxy + g

Edeoxy + 02 — — Eoxy (C)

Ryc. 5. Mechanizmy reakcji katalizowane przez tyrozynaze. Eoxy — oksytyrozynaza; Emel — metty-
rozynaza; E*0*1 — deoksytyrozynaza; D — DOPA; T — tyrozyna; Q — chinon [wg 108, zmodyf.]

Kluczowe znaczenie zaréwno dla aktywnos$ci hydroksylazowej, jak i oksyda-
zowej tyrozynazy ma, wedtug hipotezy L ercha [108], obecnosé oksytyrozyna-
zy. Zarbwno bowien DOPA jak i tyrozyna reagujg z oksytyrozynazg tworzac
kompleksy zgodnie z reakcjg A i A' przedstawiong na rycinie 5 W przypadku
kompleksu EO*, wcentrum aktywnym enzymu zachodzi hydroksylacja tyrozyny
réwnoczesna z uwolnieniem czasteczki wody oraz pobraniem dwdch protondéw
ze Srodowiska. Szczegbtowy mechanizm tego procesu nie zostat wyjasniony,
wydaje sie wielce prawdopodobnym, ze polaryzacja wigzania tlen-tlen pod
wplywem jonéw miedzi prowadzi do jonowego rozszczepienia nadtlenku w
centrum aktywnym oksytyrozynazy, a w konsekwencji do hydroksylacji monofe-
nolu przezjony OH + w reakcji podstawienia nukleofilowego [108]. W rezultacie
powstaje kompleks mettyrozynazy z DOPA, ktéry jak sie wydaje moze ulegaé
rozpadowi z uwolnieniem DOPA i wolnej mettyrozynazy. Jednocze$nie, w
wyniku redukcji mettyrozynazy przez DOPA, do S$rodowiska reakcyjnego
uwolniony zostaje chinon, a powstajgca deoksytyrozynaza moze reagowac z
tlenem czgsteczkowym dajac wyjsciowg postaé oksytyrozynazy. W obecnosci

9 Postepy Biochemii 4, X!
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czynnikéw redukujgcych, mettyrozynaza wystepujaca w postaci kompleksu z
DOPA moze ulec redukcji, a woéwczas w Srodowisku reakcyjnym pojawia sie
DOPA [108]. W przypadku kompleksu oksytyrozynazy z DOPA obserwuje sig,
oprdécz utleniania chinonu, réwnoczesng redukcje tlenu oraz powstawanie
mettyrozynazy. Enmel tworzac z kolei kompleks z DOPA moze ulega¢ identy-
cznym przemianom, jak to przedstawiono powyzej w przypadku aktywnosci
hydroksylazowej tyrozynazy (reakcja B i C na Ryc. 5). Obserwowany w toku
przebiegu reakcji oksydazowej stopniowy zanik aktywnos$ci enzymu nalezy
przypisa¢ niepetnej redukcji tlenu [109], ktdra towarzyszy powstawaniu metty-
rozynazy, zgodnie z reakcjg A na rycinie 5. Niepetna redukcja tlenu, ktora zdarza
sie raz na kilka tysiecy obrotdw enzymu [108], stwarza mozliwo$¢ powstawania
rodnikéw hydroksylowych w centrum aktywnym enzymu, ktére hydroksyluja
pierscien imidazolowy histydyny, a wiec aminokwasu o kluczowym znaczeniu
dla petnej aktywnos$ci tyrozynazy. Wykazanie obecnosci hydroksyhistydyny
zamiast histydyny w strukturze pierwszorzedowej inaktywowanego enzymu
wydaje sie przemawia¢ za udziatem rodnikdéw hydroksylowych w procesie
inaktywacji tyrozynazy. Inaktywacje enzymu mozna réwniez obserwowaé w
obecnosci czynnikow redukujacych typu askorbinianu, ktére redukuja powsta-
jacy chinon z powrotem do wyjsciowej DOPA. Nie mozna wykluczy¢ réwniez
innych mechanizmoéw procesu inaktywacji tyrozynazy, jak np. tworzenia trwa-
tych potaczen enzymu z produktami posrednimi biorgcymi udziat w melanoge-
nzenie [110].

Jak juz wspomniano wrozdziale IV-1., aktywnos$¢ hydroksylazowa tyrozyna-
zy nie przejawia sie bezposrednio po wprowadzeniu substratu do mieszaniny
reakcyjnej. Zaobserwowany przebieg opéznienia w hydroksylacji fenolu (lag-fa-
za), wyjasniono przyjmujgc obecno$¢ DOPA jako intermediatu w toku przebie-
gu reakcji nastepczych, tj. procesu hydroksylacji tyrozyny do DOPA, a nastepnie
utleniania DOPA do DOPA-chinonu [111]. Jednakze takie wytlumaczenie
obserwowanego zjawiska nie wydaje sie w petni poprawne. Zgodnie z przedsta-
wiong koncepcjg, akumulacja DOPA powinna mie¢ przebieg paraboliczny az do
osiggniecia stanu stacjonarnego, przy ktorym szybkos$¢ procesu utleniania
DOPA jest rowna szybkosci jej powstawania w wyniku hydroksylacji tyrozyny.
Wedtug danych Calbanes i wsp.[112], krzywa akumulacji DOPA nie jest
jednak paraboliczna, lecz sigmoidalna, przy czym wyrazone molowo ilosci
DOPA oraz DOPA-chinonu pozostajg identyczne w poczatkowym etapie
przebiegu procesu. Sugeruje to, ze DOPA nie opuszcza centrum aktywnego
enzymu En£D, lecz bezposrednim produktem aktywnosci hydroksylazowej
tyrozynazy jest odpowiedni chinon. Zwigzek ten, w wyniku wewnatrzczasteczko-
wej cyklizacji oraz utleniania przez nastepng czasteczke chinonu, daje DOPA-
-chrom oraz wyjsciwg DOPA. Uwzgledniajgc te obserwacje mozna przyjac, ze
nagromadzeniu DOPA w toku tego procesu towarzyszy¢ bedzie wspétzawod-
nictwo z tyrozyng o centrum aktywne oksytyrozynazy, ktéra zachowuje state
stezenie w stanie stacjonarnym w rezultacie zaréwno aktywnosci hydroksylazo-
wej jak i oksydazowej.
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V. Biologiczna rola tyrozynazy

Tyrozynaza uczestniczy w biosyntezie barwnikéw melaninowych ssakéw, w
sklerotyzacji kutikuli owaddéw oraz katalizuje niektére przemiany biochemiczne
zachodzace w tkankach roslinnych.

V-I. Melanogeneza u ssakéw

U ssakdw, obecna w melanosomach tyrozynaza uczestniczy w tworzeniu
czarno-bragzowej eumelaniny i z6tto-czerwonawej feomelaniny [5]. Poczatkowe
etapy melanogenezy opisuje schemat Rapera-Masona [113]. Rozpoczng
ja przeksztatcenie tyrozyny do DOPA i DOPA do DOPA-chinonu pod
dziataniem tyrozynazy. Hydroksylacja tyrozyny do DOPA przebiega przy
udziale DOPA jako kofaktora. DOPA-chinon ulega wewnatrzczgsteczkowej
cyklizacji, w wyniku ktérej powstaje leuko-DOPA-chrom (okreslany réwniez
jako cyklo-DOPA). Powstate polgczenie ulega natychmiastowemu utlenieniu
przez kolejng czasteczke DOPA-chinonu, a produktami tej reakcji redoks sg
DOPA oraz DOPA-chrom [114] (takze rozdz. 1Y-3) (Ryc. 6).

OH 0
OH OH (%
tyrozynaza tyrozynaza
0; 0,
HOOC”” "SNH, HOOC”” “SNH, HOOC”” RH,
tyrozyna DOPA DOPA -chinon
>_< lmeenzymtyczme
0 OH
0 OH
HOOC e HOOC i
DOPA - chrom leuko -DOPA -chrom

Ryc. 6. Przeksztatcenie tyrozyny do DOPA-chromu w melanocycie ssakéw

DOPA-chrom ulega wewnatrzczasteczkowemu przegupowaniu, w wyniku kto-
rego w obecnosci tzw. czynnika konwersji DOPA-chromu (okre$lanego réwniez
jako oksydoreduktaza DOPA-chromu) lub tez Sladowych ilosci jonéw metali
przejsciowych (Zn2+, Cu2+, Co2+), powstaje kwas 5,6-dihydroksyindolo-2-kar-
boksylowy [115]. W przypadku nieobecnosci wymienionych czynnikdw, reakcji
przegrupowania DOPA-chromu towarzyszy dekarboksylacja, a w rezultacie
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pojawia sie, 5, 6-dihydroksyindol. Obydwie substancje indolowe moga byc¢
substratami tyrozynazy, jednakze jej udziat w ich oksydacji nie zostat w pehni
wyjasniony. Obydwa wymienione zwigzki mogg ulega¢ nieenzymatycznemu
utlenianiu, ktorego katalizatorem sg sladowe ilosci jonow metali przejsciowych.
Jednoczesnie kluczowe znaczenie dla szybkosci przebiegu tych procesow ma
obecnos¢ DOPA-chinonu powstajgcego w wyniku aktywnosci tyrozynazy, ktéry
moze z powodzeniem petnié¢ funkcje utleniacza pochodnych 5, 6-dihydroksyin-
dolu. Ocena struktur powstajagcych dimeréw pozwala przypuszczac, ze reakcja
polimeryzacji ma charakter wolnorodnikowy, w wyniku czego tworzg sie
barwniki melaninowe o réznym udziale jednostek wywodzacych sie z 5,
6-dihydroksyindolu i kwasu, 5, 6-dihydroksyindolu-2-karboksylowego (Ryc. 7).

OH
Oty O melanochrom
T "0 —™ (dimery)
(o{e73 | NH '_l‘
5,6 -dihydroksyindol indolo-5,6-chinon
0
o
eumelanina
+
oL /
Me2*
OH OH
DOPA -chrom \ OH
OH tyrozynaza ? HN COOH
HOOC” 7 8 HooC” Mg
OH
kwas 5,6 -dihydroksyindolo -
2 - karboksylowy oligomery

Ryc. 7. Powstawanie polimeru eumelaniny w melanocycie ssakéw

Badania nad utlenianiem 5, 6-dihydroksyindolu, przeprowadzone przez
Kdérner i wsp .[116] wobecnosci tyrozynazy wskazuja na niekompetycyjne
hamowanie przez L-tyrozyne utleniania 5, 6-dihydroksyindolu. Wydaje sig, ze w
tej przemianianie 5, 6-dihydroksyindol dziala jako niekompetycyjny inhibitor
hydroksylacji tyrozyny. Poczynione obserwacje sugeruja, ze wzgledne stezenia
tyrozyny i 5, 6-dihydroksyidolu w rezultacie ich wzajemnego oddziatywania z
tyrozynazg sg zdolne do regulacji melanogenezy w obrebie upigmentowane;j
komarki [116].

Czynnikiem tgczacym przemiany eumelaniny ze szlakiem feomelaninowym jest
obecno$¢ w komorkach barwnikowych cysteiny, zawierajgcej wysoce reaktywng
grupe SH [117, 118]. Gdy stezenia tego aminokwasu w melanocycie sg niskie,
waéwczas w reakcji katalizowanej przez tyrozynaze powstaje w szlaku Rape-
ra-Masona eumelanina (Ryc. 61 7) [5]. Jesli stezenia cysteiny w komorce
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barwnikowej sg wysokie, tyrozynaza katalizuje przeksztatcenie tyrozyny do
DOPA-chinonu. Zwiagzek ten tgczac sie z cysteing daje cysteinylo-DOPA [119],
ktéra ulega dalszym przemianom, dajgc poprzez metabolity, 1, 4-benzotiazyny,
polimer feomelaniny [120, 121].

Powstajgca melanina wypeinia stopniowo wnetrze melanosomu. Wysoka w
niedojrzatych, ,,niezmelanizowanych” melanosomach aktywnos$¢ tyrozynazy, w
miare akumulacji melaniny zmniejsza sie. Mozna przyjaé, ze istnieje odwrotnie
proporcjonalna zalezno$¢ pomiedzy zawartoscia melaniny, a aktywnoscia
tyrozynazy w melanosomach ssakow [33, 34].

V-2. Sklerotyzacja kutikuli owaddéw

U owadbéw, po kazdym linieniu larwalnym oraz poczwarkowym, nowa
chitynowa kutikula twardnieje w wyniku procesu zwanego sklerotyzacjg [ 122,
123]. W twardniejacej kutikuli mozna wykaza¢ zaréwno obecnos$¢ fenoli jak
réwniez oksydazy fenolowej. Przypuszcza sie, ze wytwarzanie chinonéw stanowi
istotnie wazng cze$¢ tego procesu. W waniku przemian tyrozyny powstajg

chinony, ktére sieciujg tancuchy polipeptydowe biatek, co w konsekwencji
prowadzi do twardnienia kutikuli owaddéw [124].

Podczas sklerotyzacji kutikuli, tyrozyna ulega hydroksylacji do DOPA. Jedna-
kze w przeciwienstwie do procesu melanogenezy, podczas sklerotyzacji DOPA
ulega dekarboksylacji, gdyz w odpowiedzi na linienie nastepuje synteza dekarbo-
ksylazy DOPA, ktora wytwarza dopamine. Reakcja z acetylo CoA prowadzi do
powstania N-acetylodopaminy, ktdéra utleniana do N-acetylodopaminochinonu
nie ulega wewnatrzczasteczkowej addycji z uwagi na zablokowanie azotu
aminowego w wyniku acetylacji. Taki chinon jest szczeg6lnie podatny na
nukleofilowg addycje grup aminowych biatek, a zwlaszcza e-aminowg grupe
lizyny — co prowadzi do powstania podstawionego difenolu. Zwigzek ten jest
utleniany do formy chinonowej poprzez N-acetylodopaminochinon, ktéry z
kolei ulega redukcji do N-acetylodopaminy. Jednopodstawiony chinon z kolei,
przytacza kolejng grupe aminowg lub sulfhydrylowg biatka, sieciujgc tym samym
tancuchy polipeptydowe. W powstatym w ten sposéb biatku, zwanym sklerotyna,
sieciowanie objeto takze dwusiarczkowe i dwutyrozylowe biatek twardniejacej
kutikuli [124].

V-3. Metabolizm u roélin

We weczesniejszych opracowaniach [89, 125, 126] przypisywano tyrozynazie
udziat w wielu przemianach substancji roslinnych, jednak wspotczesne badania
wskazuja na ograniczong role tego enzymu w metabolizmie u roslin. Dla
przyktadu, udziat tyrozynazy w syntezie ligininy [127] ogranicza sie do
katalizowania hydroksylacji kwasu p-kumarowego do kwasu kawowego (Ryc.
8). W reakcji tej, NADPH lub asorbinian dziatajgjako czynniki redukujace, ktére
umozliwiajg hydroksylacje kwasu p-kumarowego oraz zapobiegajg powstawa-
niu chinonu kwasu kawowego [128].
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CH=CH—COOCH CH=CH—COOH

tyrozynaza, 02
(NADPH, askorbinian ?)

OH
OH OH

kwas p-kumarowy kwas kawowy

Ryc. 8. Udziat tyrozynazy w hydroksylacji kwasu p-kumarowego do kwasu kawowego [wg 127,
128, zmodyf.]

W efekcie przeksztatcen kwasu kawowego powstajg: kwas ferulowy i
synapinowy, ktore sg gtéwnymi skiadnikami ligniny.

U grzybdw, tyrozynaza warunkuje pigmentacje owocnikow i pojawia sie w
nich gtdwnie w tym czasie. Boekelheide i wsp. [129] wykazali, ze w
pieczarce (Agaricus bisporus) y-L-glutamylo-4-hydroksybenzen jest utleniany do
odpowiedniego chinonu, ktéry hydrolizuje dajgc 2-hydroksy-4-iminochinon.
Zwiagzek ten mozna tatwo wyizolowaé z blaszek grzyba, a jego zdolno$¢ do
polimeryzacji i reaktywno$¢ wskazujg, ze moze on byé prekursorem melanin
wystepujacych w sporach pieczarki.

Czesta odpowiedzig na uszkodzenie lub infekcje tkanki roslinnej jest
wzmozone wytwarzanie fenoli oraz tyrozynazy [125]. W warunkach tlenowych,
wymieszanie enzymu wraz zjego substratami prowadzi do szybkiego wytworze-
nia o-chinonéw, ktére w wyniku polimeryzacji dajg ochronng melanine roslinna,
tzw. allomelanine.

VI. Uwagi koncowe

Tyrozynaza zajmuje wyjatkowe miejsce wérod enzymow majacych zdolnosé
katalizowania hyd oksylacji fenoli oraz utleniania o-difenoli do o-chinonéw. Ta
szczegOlna pozycja tyrozynazy wynika ze specyficznych wiasciwosci bioche-
micznych enzymu w pordwnaniu z innymi biatkami enzymatycznymi o pokre-
wnej aktywnosci katalitycznej (np. lakkaza, peroksydaza). W wyniku aktywnosci
zar6wno monofenolazowej jak i difenolazowej tyrozynazy powstajg melaniny,
ktore sgjednymi z najbardziej rozpowszechnionych w przyrodzie barwnikéw. U
ssakow, pigmentacja melaninowa spetnia wiele waznych zadan fizjologicznych
takich jak: przystosowawcze zabarwienie, ochrone podstawowych tkanek przed
promieniowaniem UV, kontrole cieplna ustroju, regulacje biosyntezy witaminy
D3

Artykut otrzymano 22 sierpnia 1987 r.
Zaakceptowano do druku 28 marca 1988 r.
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TADEUSZ PACUSZKA*

Gangliozydy — budowa i niektore wiasciwosci
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przejscia fazowego btony zel— ciekty krysztat; AH, zmiana entalpii towarzyszgaca temu procesowi.

l. Wstep

Gangliozydy — wykryte okoto 50 lat temu w mdzgu cztowieka [1—3] — sa
glikosfingolipidami zawierajgcymi w swych czgsteczkach od jednej do kilku [4],
a byé moze kilkunastu [5, 6] reszt kwasu sjalowego [7]. Jak wszystkie
glikosfmgololipidy gangliozydy zbudowane sg z polarnego tanicucha oligosacha-
rydowego potgczonego wigzaniem O-glikozydowym z hydrofobowym cerami-
dem [8, 9] (Ryc. 1). Wynikajacy stad amfipatyczny charakter gangliozydow
determinuje wiele ich wihasciwosci. Co wiecej tak zbudowane czasteczki moga
wystepowac jednoczes$nie w hydrofobowej warstwie lipidow btony — ktérag
ceramid wspohtworzy — i w zewnetrznym $rodowisku wodnym dokad wystaja
ich tancuchy oligosacharydowe.

Gangliozydy sg bardzo powszechne w $wiecie zwierzat. Znajdujg sie one w
réznej ilosci i charakterystycznym sktadzie w bionach wszystkich komoérek
kregowcow [8, 9]. Wystepowanie w zewnetrznej warstwie lipidéw biony
plazmatycznej oraz ogromna rozmaito$¢ budowy tancuchéw oligosacharydo-
wych[8, 9] od dawna nasuwaly przypuszczenie, ze gangliozydy moga petié
funkcje receptorow [10—12]. Dziesie¢ lat temu wydawato sie, ze sa one
receptorami niektérych hormondw [ 10, 13] ale pdzniejsze badania nie potwier-
dzity tej funkcji [14— 16]. Jak dotad, najlepiej udokumentowanym przypadkiem
ich funkcji receptorowych sa oddziatywania miedzy monosjalogangliozydem
GM, a toksyng bakterii Vibrio cholerae [17, 18]. Ze wzgledu na wysokie
powinowactwo i duzg swoisto$¢ wigzania toksyny jest to interesujacy przypadek
oddziatywan miedzy biatkiem uwalnianym przez bakterie do $rodowiska a
gangliozydem btony komdrkowej. Nie stanowi to jednak przyktadu fizjologicz-
nej roli gangliozydéw. Poza hipotetycznymi funkcjami receptorowymi wptywajg
one na fizykochemiczne wiasciwosci bton. Najwiekszg zawarto$cig ganglio-
zyddéw charakteryzuje sie tkanka nerwowa [9] a w niej blony synaptosomdéw
[19]. Z tego miedzy innymi powodu od dawna przypuszczano, ze biorg one
udziat w przekazywaniu bodzcow poprzez zakornczenia synaptyczne [20, 21].
Mechanizm tego zjawiska nie zostat jednak dotychczas w petni wyjasniony.

Funkcje gangliozydéw mogtyby takze polega¢ na odwracalnym zmienianiu
(modulowaniu) wiasciwosci biatek bton komérkowych bedacych receptorami
lub zwigzanych z tansportem jondw [10, 22]. Zdaniem Fishmana [23]
zagadnienia te bedg zapewne przedmiotem przysztych badan.
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W ciggu ostatnich lat miat miejsce znaczny postep w badaniach budowy
glikokonjugatéw wynikajacy z udoskonalenia technik spektrometrii masowej
i NMR [24—26], Opracowana zostatla takze metoda wykrywania i charaktery-
zowania glikosfingolipidéw rozdzielonych w chromatografii cienkowarstwowej
poprzez ich bezposrednie reakcje ze swoistymi przeciwciatami i lektynami [27,
28]. Pozwolito to na wykrycie i zbadanie budowy wielu nowych gangliozydow.
Préby poznania funkcji gangliozyddw, znacznie trudniejsze od badan ich
struktury, przyniosty, jak dotad, wiecej pytan niz odpowiedzi [22, 23, 29, 30].
Artykut ten jest préba przedstawienia budowy iopisania niektérych wiasciwosci
tych zwigzkow.

0~ CH,0H
HO 0
HO
______ ..O\__.__
H CH:
\_cH
Osc~N""Ncpo  strefa
posrednia
strefa
hydrofobowa
— sfingozyna
kwas —
tYuszczowy

Ryc. 1. Schemat budowy gangliozydu GM 3 [62, 74]

Il. Budowa gangliozydéw

11-1. tancuchy cukrowcowe

Opisane dotychczas tancuchy cukrowcowe gangliozydéw kregowcéw moga
zawiera¢ — poza kwasem sjalowym i galaktozg — reszty glukozy, N-acetyloga-
laktozoaminy, N-acetyloglukozoaminy i— rzadziej — fukozy [8, 9, 19] (Tab.l).
Proby klasyfikacji przekraczajacej 100 i ciagle rosngcej liczby gangliozydéw
opieraja sie na budowie rdzenia ich tancuchéw cukrowcowych, miejscu przyta-
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tancuchy cukrowcowe niektérych gangliozydéw [/ 8,9,19,52/

Typ tancucha i struktura gangliozydu nazwa systematyczna /31/ zwyczajowa /32,33/
Sjalomonoheksozyloceramidy 13 Sial Gal Cer GM™*

Sial ot2 * 3 Gal /3 1— Cer

Sjalodiheksozyloceramidy /hematozydy/ 113 Sial Lac Cer gm3

Sial ot2—3Galy31—U~Ic/3 1 1 Cer
R

typ ganglio
Gal NAc y31—UGal/31—4-R 113 Sial Gg3cCer gm2
3

t
ZocSial
Gal/31-~3 GalNAc/31—AGal/l31l—A-R 113 Sial Gg~Cer GM,
3

b

2ot Sial
Gal /31— 3 GaIlNAc /31— AGal-R 1Y3 Sial 113 Sial Gg~Cer GDia
3 3

t . 1 .
2 ccSial 2ecSial

typ gtobo
Gal GaIlNAcfi 1—3Galotl—;Gal/31—/.-R Y 3 Sial Gb5Cer —

3

+
2ot Sial

typ gtoboizo
Gal /31 — 3 GalNAc/31— 3Galot1—3Gal/31 —;,-R Y3 Sial iGbeCer
3

t
2ot Sial
typ lakto

Gal/31— 3GIcNAc/31 — 3 Gal/31 —4-R 1Y3 sSial Ill6Lc”Cer
3 6

t . t .
2 otSial 2*. Sial

typ taktoneo
Gal/31— 3GicNAc/31—UGal/31—U-R 1Y3 Sial nl_c6Cer LM1
3

t
2ot Sial

* Otrzymywany takze syntetycznie /3 £/
* * QOpisany w /35/

czenia reszt kwasu sjalowego i ich ilosci w czasteczce [31]. Zasady klasyfikacji
i nazewnictwo gangliozyddéw zaproponowane przez Svennerholma [32,
33] iWiegandta [9] zostaty szczegotowo opisane przez tego ostatniego.
W gangliozydach mézgu przewazajg tafncuchy typu ganglio, a kwas sjalowy
potagczony jest zwykle wigzaniem a2->3 z resztg galaktozy lub a2—8zinng resztg
kwasu sjalowego. W ostatnich latach wyizolowano z innych niz mozg tkanek
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i komdrek, czesto nowotworowych, gangliozydy zawierajgce kwas sjalowy
potagczony wigzaniem a2->6 z resztg galaktozy [8, 9], a2->3 [36] lub 2->6 [37,
38] z resztg N-acetylogalaktozoaminy, a takze oc2->6 z resztg N-acetyloglu-
kozoaminy [35, 39]. Przedstawiona w tabeli 1 klasyfikacja gangliozydéw
ujawnia swojg niedoskonato$¢ w przypadku taricuchéw ,hybrydowych” tgcza-
cych elementy rdzeni réznych typow (Ryc. 2) [40]. Nie odpowiadajgce tym
uogélnieniom tancuchy cukrowcowe zostalty wykryte w gangliozydach roz-
gwiazd i jezowcow morskich [9, 41].

GalNAc/31— ¢ Gaiy3l— ¢ GlcNAc/3 1— 3 Gal/31— Uslc/31 — 1cer
3

f-k
2 Neu Ac
1Gal NAc
GalNAc/31— ¢ Gal/31—¢ GIcNAcy3 1-~3 GalyS Glc/31— 1 Cer
3
\C
2 NeuAc

Ryc. 2. Wzory niektdrych gangliozydéw ikry ryb o ,,hybrydowych” tancuchach oligosacharydo-
wych [40]

Rozmaito$¢ budowy gangliozydéw poteguja takze wchodzace w ich skiad
rézne rodzaje kwaséw sjalowych — zwykle N-acetylo lub N-glikoliloneuramino-
wych [7, 42, 43]. Wystepowanie okre$lonego N-acylo podstawionego kwasu
sjalowego jest uwarunkowane genetycznie [44,45]. Kwasy te moga sie dodatko-
wo r6zni¢ wystepowaniem grup O-acetylowych, w gangliozydach zwykle
w pozycji 0—9 lub 0—4 [7, 42, 43].

W ostatnich latach duze zainteresowanie wywotato wyizolowanie izbadanie
struktury laktonowych pochodnych gangliozydow [46, 47]. Na mozliwo$¢
wystepowania takich zwigzkéw zwrécono uwage dos¢ dawno [9, 49]. Sa one
wynikiem utworzenia wewnatrzczasteczkowego wigzania estrowego miedzy
grupg karboksylowg kwasu sjalowego a grupg hydroksylowg innego kwasu
sjalowego [47, 48] lub galaktozy [46]. Laktonowe pochodne gangliozydow
powstajg dosé tatwo w Srodowisku kwasnym [48]. In vivo ich zawarto$¢ w tkance
nerwowej ro$nie wraz z wiekiem siegajgc w mézgu cztowieka 3.5% [47], W wielu
pracach sugerowano, ze tworzenie sie laktonowych pochodnych gangliozy-
déw— by¢ moze odwracalne i katalizowane przez enzymy — moze mie¢ znacze-
nie fizjologiczne [9,45,47], Bytby to mechanizm zmieniania struktury itadunku
elektrycznego gangliozydéw a tym samym fragmentu btony w ktorej sie znajduja.

11-2. Ceramid

Ceramid jest hydrofobowym sktadnikiem czasteczek sfingolipidéw — w tym
takze gangliozyddw (Ryc. 1). Jest on zbudowany z dtugotancuchowej zasady,—
sfingozyny, potaczonej wigzaniem amidowym z kwasem tluszczowym [8, 9,



400 T. PACUSZK.A 61

50]. Sposréd wielu réznych sfingozyn spotykanych w przyrodzie [51] w skiad
gangliozydow kregowcoéw wchodzg najczesciej sfinganina (dihydrosfingozyna),
4-sfingenina (sfingozyna) oraz 4-D-hydroksysfinganina (fitosfingozyna) [52].
Wzory i biosynteza tych zasad, a takze ceramidu omdéwione zostaty w Postepach
Biochemii [53].

Kwasy tluszczowe spotykane w gangliozydach r6znig sie dtugoscia tancucha
(liczacego najczesciej od 14 [54] do 26 [55] atomow wegla), wystepowaniem
wigzan podwojnych i grup hydroksylowych (a-hydroksykwasy). Rozmaitos¢
budowy ceramidu powoduje znaczng ,,mikroheterogenno$¢” gangliozydow
i innych glikosfingolipidow. Gangliozydy o identycznej strukturze ‘tancucha
oligosacharydowego wyizolowane z réznych tkanek tego samego zwierzecia
mogg zawiera¢ rozmaite kwasy tluszczowe i sfingozyne [56, 57]. W tej samej
tkance gangliozydy o zblizonej budowie taricuchéw cukrowcowych moga
wykazywaé podobienstwo budowy ceramidu [58, 59] przypominajac pod tym
wzgledem nawet glikosfingolipidy objetne [60]. Zdarza siejednak, ze gangliozy-
dy tej samej tkanki lub rodzaju komoérek o bardzo podobnej budowie tancuchéw
cukrowcowych np. 1V3 i IV6NeuAcnLc4Cer r6znig sie sktadem kwasow
thuszczowych [61].

Fizjologiczne podstawy iznaczenie ,,mikroheterogennosci” gangliozydéw me
zostaty dotychczas wyjasnione. Wpltyw budowy czasteczki ceramidu na przebieg
biosyntezy glikosfingolipidow omdwiony zostat w Postepach Biochemii [53].

Karilsson zwrécit uwage na zaleznos¢ miedzy budowa ceramidu glikosfin-
golipidéw a rodzajem tkanki z ktérej zostaly one wyizolowane [56, 62].
Glikosfingolipidy — w tym takze gangliozydy — komérek nabtonka charaktery-
zowaly sie znacznie wyzsza zawartosScig a-hydroksykwaséw tluszczowych i
fitosfingozyny niz wystepujgce w pozostatych tkankach jelita [56, 63]. Zdaniem
Karlssona [56, 62] wzrost liczby grup OH w strefie posredniej czasteczek
glikosfingolipidéw (Ryc. 1) umozliwia powstawanie dodatkowych wigzan wo-
dorowych stabilizujgcych strukture btony. By¢ moze funkcje stabilizowania
btony petnig np. gangliozydy ikry ryb zawierajgce duze ilosci fitosfingozyny
i a-hydroksykwasow tluszczowych [64].

Zréznicowanie budowy ceramidéw dodatkowo komplikuje preparatyke
i analize glikosfingolipidéw powodujac, ze gangliozydy o tym samym #faricuchu
cukrowcowym moga dawaé w chromatografii cienkowarstwowej dwa lub wiecej
prazkéw. Niekiedy oczyszczajgc gangliozydy mozna usungé ,dodatkowe”
pasma i zafalszowa¢ wynik analizy ceramidu [65]. Udoskonalone metody
chromatograficzne pozwalajg na izolowanie gangliozydéw o okreslonej budowie
tancuchéw cukrowcowych i ceramidu [66].

11-3. Konformacja czasteczek gangliozydéw

Wigzanie amidowe #gczace reszte kwasu ttuszczowego i sfingozyny zajmuje
centralng pozycje w budowie ceramidu (Ryc. 1). Majac charakter wigzania
czeSciowo podwodjnego tworzy ono ptaszczyzne w ktérej lezg takze atomy C-2
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sfingozyny i C-2 kwasu tluszczowego [67, 68]. Prostopadle do tej ptaszczyzny,
a rownolegle wzgledem siebie, skierowane sg fancuchy weglowodorowe reszt
kwasu tluszczowego i sfingozyny. Badajac strukture krysztatéw galaktozylocera-
midu (prekursora gangliozydu GM4, tabela 1)Pascher i Sundell [68]
doszli do wniosku, ze ,ptaszczyzna” pierScienia galaktozy uklada sie prawie
rownolegle do plaszczyzny wigzania amidowego nadajac calej czasteczce
glikosfingolipidu ksztatt litery L lub topatki. Takie potozenie reszty galaktozy
spowodowane jest tworzeniem sie wigzania wodorowego miedzy tlenem wigza-
nia glikozydowego a potgczonym z azotem atomem wodoru [68]. Podobny
model budowy czgsteczki ceramidu przedstawili ostatnio Wynn i wsp. [69]
postugujac sie technikg znajdowania konformacji o najnizszej energii swobodne;j.

Reszty cukrowcowe tworzgce tancuchy oligosacharydowe gangliozyddw
kregowcow wystepujg w formie pierscieni piranozowych o konformacji krzesto-
wej i nalezga—z wyjatkiem L-fukozy—do szeregu D. Dzieki znacznemu
ulepszeniu techniki NMR [24,25,70], a takze opracowaniu metod odszukiwania
struktur o najmniejszej energii swobodnej [71, 72], oraz budowy modeli na
podstawie egzoanomerycznego wyliczania sztywnych kul [73], mozna byito
bada¢ konformacje czasteczek gangliozyddw [25, 71, 73] i glikosfingolipidéw
obojetnych [25, 71, 72]. Znajomo$¢ tréjwymiarowej budowy tych zwigzkéw
utatwia zrozumienie specyficznosci reakcji i oddziatywan w ktérych biorg one
udziat.

W budowie czasteczek glikosfingolipidow — w tym takze gangliozydéw —
wyrozni¢ mozna za Karlssonem [62] trzy strefy (Ryc. 1). Do strefy
hydrofobowej nalezg fragmenty tancuchéw weglowodorowych reszt kwasu
ttuszczowego i sfingozyny. Uczestniczg one w oddziatywaniach hydrofobowych
z innymi lipidami i integralnymi biatkami btony. W skiad strefy posredniej
wchodzg m.in. atomy tworzgce wigzanie amidowe oraz grupy hydroksylowe
a-hydroksykwasow ttuszczowych i sfingozyny. Wystepujg tu grupy bedace
donorami (—OH, —NH) iakceptorami (—C=0) protonéw w tworzeniu wigzan
wodorowych. Wigzania miedzyczasteczkowe z innymi sktadnikami btony doda-
tkowo jg stabilizujg, a wewnatrzczasteczkowe, warunkujg okre$long konforma-
cje czasteczki glikosfingolipidu. Stanowigcy strefe hydrofilowa tancuch cukrow-
owy bierze udziat nie tylko w tworzeniu wigzan wodorowych. Jesli wjego sktad
wchodzg grupy karboksylowe (gangliozydy) lub siarczanowe (sulfatydy) to moze
on uczestniczy¢ w oddziatywaniach jonowych. Wchodzace w sktad niektérych
tancuchow cukrowcowych grupy acetylowe kwasu sjalowego i ami-
nocukrow oraz grupy metylowe fukozy majg charakter hydrofobowy. Zdaniem
Hakomoriego [73] ,lezace” na btonie tancuchy cukrowcowe czasteczek
glikosfingolipidow zawierajace zaréwno hydrofobowe, jak i polarne fragmenty,
moga bra¢ udziat w réznych oddziatywaniach ze skiadnikami btony oraz
ligandami znajdujacymi sie w Srodowisku zewnetrznym. Przedstawiony przez
Hakomoriego model nie uwzglednia jednak wszystkich wynikéw dotycza-
cych ekspozycji tancuchéw cukrowcowych glikosfingolipidéw znajdujacych sie
w btonach fosfolipidowych (111-2).

10 Postepy Biochemii 4/8S
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1. Wiasciwosci gangliozydow

111-1. Gangliozydy w roztworach wodnych (micele)

Z wyjatkiem monosjalomonoheksozyloceramidow (GM4, tabela 1) ganglio-
zydy sg dos$¢ dobrze rozpuszczalne w wodzie. W zaleznosci od stezenia tworzg
one roztwory wiasciwe lub micele [74—76], a przy zawartosci wody ponizej 50%
(wagowo) uktady heksagonalne | upakowanych struktur cylindrycznych [77,
78].

Micele gangliozydowe majg ksztatt sptaszczonej elipsoidy [79] lub dysku
[80], i zawierajg zwykle od 130 do 350 czgsteczek [79—81] upakowanych
hydrofobowymi ceramidami do wnetrza a polarnymi tancuchami oligosachary-
dowymi na zewnatrz [82]. Wielkos$¢ miceli zalezy od ilosci reszt kwasu sjalowego,
a takze budowy ceramidu tworzacych je czasteczek gangliozydow [79, 81, 83].
Czasteczki te sg w micelach sztywno upakowane; wykazuja niewielka ruchliwos¢
ograniczajacg sie do obrotu wokdt osi ceramidu [84, 85]. Gangliozydy maja
zdolno$¢ wiagzania duzych ilosci wody; okoto 50 lub wiecej czasteczek na
czasteczke glikolipidu [75].

Nie wiadomo, czy tancuchy weglowodorowe ceramidéw tworzace wnetrze
tych miceli wykazujg zalezng od temperatury zmiane uporzgdkowania typu
zel — ciekly krysztat. Przedstawiono wyniki i argumenty przemawiajace za [77,
86— 88] ale takze i przeciwko [89—91] takiej wiasciwosci ceramidow w
micelach. Temperatura wptywa na trwato$¢ miceli; ponizej 20°C czasteczki
gangliozyddéw przechodzg z nich do roztworu znacznie wolniej niz w 37°C [92].

Wyznaczenie Kkrytycznego stezenia powstawania miceli gangliozydowych
okazato sie trudne. Poczatkowo sgdzono, ze rozpadajg sie one do monomeréw
przy stezeniu gangliozydéw od 10“4M do 10~5M [79, 81, 82], ale pozniejsze
badania przyniosty wartosci znacznie nizsze. Wahaty sie one od ponizej 10 6M
[80] poprzez okoto 10~8M [93,94] do 10”9M [83]. Formisano i wsp. [93]
sugerowali, ze obserwowane we wczesniejszych pracach wartosci krytycznego
stezenia rozpadu miceli rzedu 10- 4— 10“5M nie odpowiadajg ich dysocjacji do
monomerdw ale zmianie stopnia agregacji.

Powstawanie miceli gangliozydowych, ich charakter i stopiefn agregacji ma
duzy wptyw na przebieg reakcji katalizowanych przez dziatajgce na gangliozydy
enzymy [95 — 101], oraz na inne oddziatywania, w ktérych te gliokosfingolipidy
uczestniczg [ 102].

Przyjmuje sie, ze w polarnych rozpuszczalnikach organicznych gangliozydy
wystepujag w formie monomerow [82, 83] chociaz obecnosci: niewielkich
agregatéw nie mozna wykluczy¢. W rozpuszczalnikach niepolarnych gangliozy-
dy moga, z dodatkiem Tritonu X-100, tworzy¢ micele odwrdcone [103].



[91 GANGLIOZYDY 403
I11-2. Gangliozydy w btonach fosfolipidowych

111-2.1. Liposomy, skupienia, ruchliwo$¢

Gangliozydy nie wystepuja same w formie struktur lamelarnych, jednak
dodatek odpowiedniej ilosci fosfolipiddw powoduje, ze wchodzg one w skiad
dwuwarstwowych bton liposomoéw lub jednowarstwowych bion na granicy
woda — powietrze [74—76, 104, 105]. Zawartos¢ gangliozydéw w btonach nie
mozna jednak przekroczy¢ okreslonej w danych warunkach wartosci krytycznej
powyzej ktorej uktad staje sie micelg mieszang [74—76,104]. Krytyczne stezenie
gangliozydéw w btonach fosfolipidowych jest odwrotnie proporcjonalne do
iloci reszt kwasu sjalowego wchodzacych w skiad ich czasteczek. Zawarto$¢
monosjalogangliozydu GM | nie moze przekroczy¢ 25% (molowych) [89, 106]
disjalogangliozydu GD” 15% [107] a trisjalogangliozydu G T 1h10% [107, 108].
Dodatek cholesterolu pozwala na wystepowanie w btonach wyzszych od
podanych ilosci gangliozydow. By¢é moze jest to wynikiem tworzenia sie wigzan
wodorowych miedzy grupg-OH cholesterolu a -C=0 wigzania amidowego
ceramidu (strefa posrednia Ryc. 1) [109]. Kationy Ca+2i Mg +2takze stabilizu-
ja, chociaz na innej zasadzie, btony zawierajagce duze ilosci gangliozydow
pozwalajac prawie na podwojenie ich krytycznego stezenia [110]. Obserwacja ta
stata sie podstawg jednej z wersji hipotezy dotyczacej udziatu ganglizydow
w przekazywaniu bodZzcow poprzez potgczenia synaptyczne [74, 110].

Btony liposomo6w, otrzymanych po uprzednim zmieszaniu wszystkich sktad-
nikéw w rozpuszczalniku organicznym, charakteryzujg sie nieco wyzsza zawar-
toScig gangliozyddéw w warstwie zewnetrznej niz wewnetrznej [75,111]. Zwigzki
te mozna takze wprowadzi¢ do juz uformowanych liposoméw inkubujac je
razem w roztworach wodnych [92, 112, 113], W takich warunkach gangliozydy
wbudowujg sie jedynie do zewnetrznej warstwy lipidow btony i nie ulegaja
przemieszczeniu do warstwy wewnetrznej [92,113]. Przebiegajagcy spontanicznie
proces wybudowywania sie gangliozydow do liposomoéw ulega zahamowaniu
kiedy ich zawarto$¢ w btonach osiggnie okoto 12— 15% [107, 113], a wiec
w warstwie wewnetrznej az 30% [113]. Czynnikiem decydujacym o Kinetyce tego
procesu jest szybkos¢ zjaka czasteczki gangliozydéw ,,opuszczajg” micele [113].
Przyjmuje sie zatem, ze rozproszone w bionie fosfolipidowej gangliozydy
stanowig uktad termodynamicznie korzystniejszy, niz sktadajacy sie z liposomow
i miceli.

tancuchy cukrowcowe gangliozydéw wystajg poza btone fosfolipidowa. Nie
udato siejednak ustali¢ wjaki sposob sg nad jej powierzchnig eksponowane. Nie
wszystkie wyniki zgodne sg z hipotezg [73], ze taincuch oligosacharydowy
glikosfingolipidéw ,,lezy” na powierzchni btony. Skarjune i Olfield [114]
podaja, ze ,,ptaszczyzna” pierscienia heksozy w glukozyloceramidzie skierowana
jest prostopadle do powierzchni btony. W podobny sposéb moze by¢ ekspono-
wany fancuch gangliozydu GMj [115]. W opracowanym przez Maggio i
wsp. [105] modelu disjalogangliozydu GDla fancuch cukrowcowy moze
zajmowac rozng, zalezng od warunkow (stopien upakowania, tadunek elektry-

10*



404 T PACUSZKA [10]

czny) pozycje wzgledem powierzchni btony — od nachylonej pod katem 10° do
prostopadiej.

Nie udato sie jak dotad znalez¢ jednoznacznej odpowiedzi na pytanie czy
gangliozydy w btonach fosfolipidowych w stanie ciekiego krysztatu tworza,
skupienia, tak jak glikosfingolipidy obojetne, [76] czy tez wystepuja jako
pojedyncze czasteczki rozproszone wséréd innych lipidéw.

Podobne wyniki interpretowane byly niekiedy jako dowody wystepowania
skupienh gangliozydowych [116, 117], albo ich braku [75, 118]. Wiadomo, ze
w btonach fosfolipidow bedacych w stanie zelu gangliozydy tworza skupienia
[119] niekiedy bardzo duze [117]. W btonach w stanie ciektego krysztatu
skupienia te stajg sie wielokrotnie mniejsze [117] lub nikng zupetnie [75, 118].
Na podstawie obserwacji ruchow taricuchéw cukrowcowych gangliozydow
znajdujacych sie w btonach w stanie ciektego krysztatu wnioskowano, ze moga
one tworzy¢ skupienia [85, 120]. Odmienny poglad przedstawili Brown i
Thompson [121] opierajac sie na badaniach miedzybtonowej wymiany
glikosfingolipidéw. Czasteczki gangliotetraozyloceramidu tworzyty skupienia,
natomiast czasteczki zblizonego do niego budowg gangliozydu G M !— nie
wykazywaty tej wiasciwosci [121]. Ro6zna zdolno$é do agregacji w btonach
fosfolipidowych glikosfingolipidow obojetnych i gangliozydoéw [75, 76] spowo-
dowana jest wystepowaniem w tych ostatnich zdysocjowanych grup karboksylo-
wych kwasu sjalowego (pK okoto 2). Czynniki zmniejszajgce wzajemne odpycha-
nie sie fadunkéw elektrycznych tych grup mogg powodowac agregacje ganglio-
zydéw [110].

W btonach fosfolipidowych czasteczki gangliozydéw wykazuja znacz-
ng ruchliwo$¢ dyfundujagc w plaszczyznie lateralnej z szybkoscig okoto
5¢10-9 cm2x s_1 [122]. Wykonujg one takie ruchy w plaszczyznie poprzecz-
nej btony. Lancuchy weglowodorowe czasteczek gangliozydéw charakteryzuja
sie gradientem ruchliwosci malejagcym w Kkierunku wigzania amidowego
(Ryc. 1) [84]. Atom C-2 sfingozyny wykazuje takg samg ruchliwo$¢ jak tancuch
cukrowcowy [84]. Ten ostatni wydaje sie wykonywac rézne ruchy zachowujac z
niewielkimi odchyleniami swojg konformacje [84, 123, 124].

111. 2.2. Wptyw gangliozydéw na wiasciwosci bton

Wprowadzone do bton fofolipidowych gangliozydy wptywaja na upakowa-
nie czasteczek fosfatydylocholiny [87, 88, 91, 105, 108, 125— 127] i fosfatydylo-
etanoloaminy [128]. Miarg wzajemnych oddziatywan sg m.in. zmiany wiasci-
wosci termicznych bton. Gangliozydy powodowaty zwykle rozciggniecie i
sptaszczenie krzywej termicznej przejScia zel — ciekty krysztat [88, 108, 125] i
niewielkg zmiane Tt przy prawie statej wartosci AH [108, 125]. Szczeg6lny
wptyw gangliozydéw na uporzadkowanie czasteczek fosfolipidéw zaobserwowa-
no w btonach fosfatydyloetanoloaminy [128]. Gangliozyd G D IQw temperaturze
powyzej Tt tworzyt potptynne mikrodomeny w ktorych jedna czasteczka
glikosfingolipidu oddziatywata na sze$¢ czasteczek fosfolipidu.
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Gangliozydy, podobnie, choé w mniejszym stopniu niz glikosfingolipidy
obojetne [76], powodujg wzrost lepkosci bton fosfolipidowych [87, 107, 126].
Wplyw ich maleje wraz ze wzrostem ilosci reszt kwasu sjalowego oraz
skracaniem dtugosci tancuchéw cukrowcowych [87].

Grupy karboksylowe kwasu sjalowego gangliozydéw (pK okoto 2) zdysocjo-
wane w warunkach fizjologicznych nadajg btonom ujemny tadunek elektryczny.
Gangliozydy wptywajg na potencjat powierzchniowy [129], pojemnos$¢ elek-
tryczng [130] i przewodnictwo [131] bton fosfolipidowych. Wymienione efekty
zaleza od budowy ich tancuchéw cukrowcowych [125, 132].

Gangliozydy powodujg nie tylko zmiany uporzadkowania reszt kwasow
thuszczowych fosfolipidow, widoczne w badaniach wasciwosci termicznych bton.
Powierzchnia btony jest miejscem wzajemnych oddziatywan tancuchéw cukrow-
cowych gangliozydow i czesci ,,gtowowych” fosfolipidéw [105, 127], obserwo-
wanych np. jako zmiana ruchliwosci grup -CH3 fosfatydylocholiny [91].
Maggio i wsp. [105] zauwazyli, ze tancuchy cukrowcowe niektorych
gangliozydéw mogg tworzy¢ z czeScig gtowowsq fosfatydylocholiny ukiady,
w ktérych momenty wektorow dipolowych tych czasteczek nawzajem sie znosza.
Zjawisko to moze powodowac blizsze upakowanie tych lipidow.

Gangliozydy zwiekszajg trwato$¢ liposoméw w obecnosci surowicy [133],
efekt zwigzany z tadunkiem elektrycznym, a takze ograniczajg z przyczyn
niewyjasnionych ich lize w obecnosci dopetniacza [134].

W wielu pracach badano wzajemne oddziatywania gangliozydow, fosfolipi-
déw i niektérych biatek w uktadach modelowych [135— 138]. Zagadnienia te
wykraczajg poza ramy tego artykutu. Nalezy jednak zaznaczy¢, ze w uktadach
0 wiele prostszych tworzace je czasteczki wzajemnie modyfikujg swoje wasciwo-
§ci. Fosfolipidy wchodzace w sktad liposomdw wplywaja na ich aglutynacje pod
wptywem lektyn reagujacych z taricuchami cukrowcowymi znajdujgcych sie
w tych btonach gangliozydéw [139].

111-3. Gangliozydy bton komérkowych

111-3.1. Wystepowanie w btonie plazmatycznej

Z wyjatkiem przypadkow wadliwego katabolizmu glikokonjugatow [140,
141] okoto 70 do 90% gangliozydow komorek znajduje sie w zewnetrznej
warstwie lipiddw btony plazmatycznej [142,143]. Takie wystepowanie wynika z
ukierunkowanego charakteru biosyntezy tych zwigzkéw oraz biogenezy btony
komérkowej, a takze istad, ze nie ulegajg one wymianie miedzy warstwami btony
[92, 113]. Egzogenne gangliozydy wbudowujg sie z réwng tatwoscig do
wewnetrznej lub zewnetrznej warstwy biony plazmatycznej limfocytow po
otrzymaniu z niej réznie odwroconych (outside/inside out) pecherzykow [144].

Poza btong plazmatyczng gangliozydy wykrywa sie takze w btonach aparatu
Golgiego, lisosomach, w niewielkiej ilosci w innych organellach a takze
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w cytoplazmie [53, 143]. Biosynteza gangliozydow [53] i asymetria bton
komdrkowych [145] zostaty przedstawione w Postepach Biochemii.

Btony plazmatyczne komédrek sg strukturami znacznie bardziej skompliko-
wanymi od bton liposoméw. Przyczyng tego jest charakterystyczny skiad
tworzacych je lipidow i biatek oraz ich metabolizm, czasami bardzo szybki i
selektywny. Na uporzgdkowanie sktadnikéw btony wplywa szkielet komérko-
wy. Dlatego wnioski dotyczace zachowania sie gangliozydéw w btonach
komorkowych sg stuszne jedynie dla okreslonych warunkéw doswiadczalnych.

Gangliozydy rozmieszczone sg rownomiernie na powierzchni tymocytow
(jako pojedyncze czasteczki lub skupienia) i moga swobodnie dyfundowaé w
ptaszczyznie blony [146, 147]. Inaczej w komodrkach nabtonka nerki. Ich
apikalny (skierowany do wnetrza kanalikéw nerkowych) i bazolateralny (sasia-
dujacy z innymi komorkami) fragment blony plazmatycznej r6znig sie sktadem
gangliozydow [148, 149]. Sytuacja ta nie tylko ilustruje ukierunkowany
charakter biogenezy btony komdrkowej ale takze brak zdolnosci glikosfingoli-
pidow do dyfundowania poprzez potaczenia zamykajgce (tight junctions)
[148— 150]. Potaczenia zamykajgce, zwane takze Scistymi, nie stanowig ograni-
czenia jedynie dla tych skladnikéw btony, ktére ulegaja wymianie miedzy jej
wewnetrzng i zewnetrzng warstwg, a samo przejscie odbywa sie w wewnetrznej
warstwie tworzacych jg lipidéw [148, 151].

Tak jak w liposomach, gangliozydy komoérek ruchliwe sg w lateralnej
(szybko$¢ dyfuzji okoto 10-8 cm2 s_1 [146, 147]) i poprzecznej ptaszczyznie
btony plazmatycznej [85,124]. Ich tancuchy cukrowcowe wystajg w tymocytach
na okoto 3.7 nm poza powierzchnie btony [152] przypominajgc ekspozycje
gangliozydu GM, w btonach fosfatydylocholiny [115]. Spiege 1i wsp. [147]
stosujac sprzezone z fluoryzujgcym znacznikiem gangliozydy zaobserwowali, ze
moga one tworzy¢ w btonach komérkowych skupienia. Do podobnego wniosku
doszli Hakomori i Kannagi [153] obserwujgc ,,maskowanie” krotkich
tancuchow glikosfmgolipidéw przez tancuchy dtuzsze wchodzace w sktad innych
czasteczek tych zwigzkéw. Odmienne obserwacje przedstawity Sharom i
Ross [144]. Sprzegniete ze znacznikiem spinowym gangliozydy po wbudowa-
niu do izolowanych bton limfocytéw $wini nie tworzyly skupiei zachowujac sie
zdaniem autorek inaczej niz w btonach fosfolipidowych [144, 154].

111-3.2. Oddziatywania ze szkieletem komoérkowym

Nie udato sie dotychczas wyjasni¢ czy gangliozydy moga sie wigzaé z elemen-
tami szkieletu komorkowego. Na takg mozliwo$¢ wskazujg obserwacje dotycza-
ce tworzenia sie na powierzchni komérek czapeczek w nastepstwie wigzania sie
toksyny Vibrio cholerae [147, 155— 158] lub przeciwciat [159] z gangliozydem
G M, btony. Zjawisko to wymagato doptywu energii i nieuszkodzonego szkieletu
komorkowego [155— 158], Rozmieszczenie czapeczek na powierzchni blony
odpowiadato wystepowaniu aktyniny po jej wewnetrznej stronie [158]. Mecha-
nizm powstawania czapeczek nie zostal dotychczas wyjasniony [160— 162]
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i wymienione obserwacje nie sg dowodami ale jedynie sugestig oddziatywan
miedzy gangliozydami a szkieletem komorkowym. Podobnie wypada traktowac
spostrzezenia dotyczgce wigzania sie toksyny Vibrio cholerae przez gangliozyd
GMj z elementami szkieletu komérkowego pozostajagcymi po ekstrakcji bton
detergentami [163— 165]. Interpretujgc powyzsze wyniki nalezy pamietaé, ze
tancuchy weglowodorowe kwasow ttuszczowych i sfingozyny moga niekiedy
siega¢ do wewnetrznej warstwy lipidéw [166], ale jej nie przebijaja. Dlatego
w hipotetycznych oddziatywaniach miedzy gangliozydami a szkieletem komor-
kowym zaktada sie ,,posrednictwo” biatek. Wigzace sie z gangliozydami biatka
zostalty wspomniane przez Wiegandta [9], a takze Hakomoriego
[167]. Nie wiadomo jednak czy biatka te moga oddziatywaé z elementami
szkieletu komodrkowego.

111-3.3. Wigzanie si¢ egzogennych gangliozydéw z btonami komérkowymi

Gangliozydy, a takze inne glikosfingolipidy, majg zdolno$¢ wigzania sie
z btonami komoérkowymi. Zjawisku temu moze towarzyszy¢ pojawienie sie
nowych — okreslonych budowag tancuchow cukrowcowych—antygentow [168],
receptorow toksyn [169—173] i wirusow [174], a takze zmiana charakteru
wzrostu komorek [23, 167, 175— 180]. Gangliozydy przytaczajg sie do bion
komorkowych w rézny sposob. Stabo zwiazane mozna usungé roztworami soli
lub surowicy [ 144, 181], silnie zwigzane — prawdopodobnie z biatkami btony —
mozna odtrawi¢ trypsyng [181— 183]. Pozostate po traktowaniu bton trypsyng
gangliozydy sa nie tyle zwigzane, co wbudowane w bione z ceramidem
wchodzacym w skiad tworzacej ja zewnetrznej warstwy lipidéw [144, 183]. Nie
réznig sie one swym zachowaniem od glikosfingolipidéw endogennych [146,
147] i moga by¢ substratami hydrolaz [173, 184— 187] i glikozylotransferaz
[173, 187] komorki. Procentowy udziat gangliozydéw zwigzanych z btong lub
wbudowanych do btony komérkowej zalezy od warunkéw inkubacji: tempera-
tury, czasu, stezenia glikosfingolipidow oraz od rodzaju komdrek [123, 181—
—183].

Gangliozydy, ktdre mozna usunaé przy pomocy trypsyny wystepuja w formie
zwigzanych z biatkami bton miceli [183, 187]. Pojedyncze czasteczki moga
micele opuszczaé i wbudowywac sie do bton komorkowych [183, 187], Proces
ten wymaga odpowiedniej temperatury od ktérej zalezy ptynnos¢ btony, a takze
szybkos$¢ z jakag czasteczki uwalniane sg z miceli [92]. Przykitadem jest tu
gangliozyd GM, zaadsorbowany na btonach komérkowych, w temperaturze
4°C, prawdopodobnie w formie miceli. Moze on wigzaé toksyne Vibrio cholerae
ale nie prowadzi to do aktywacji cyklazy adenylowej [23]. Najprawdopodobniej
toksyna w takich warunkach wigaze sie z czasteczkami gangliozydu wchodzacego
w sktad miceli a nie btony komdérkowej i podjednostki A tego biatka nie moga
przenika¢ do wnetrza komarki.

Czynnikiem ograniczajgcym wigzanie sie gangliozydow z blonami jest
stosowana w pozywkach surowica [181, 188], poniewaz wchodzace w jej skiad
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biatka tworzg z tymi glikosfingolipidami kompleksy [189]. Pomimo to znajduja-
ce sie w surowicy glikosfingolipidy moga, choé znacznie wolniej niz w pozywkach
syntetycznych, wbudowywacé sie do bton komdérkowych. Klasycznymi przykta-
dami sg tu antygeny Lewis erytrocytow [168, 190] i gangliozyd G M X[23, 188].

Whbudowywanie sie gangliozydéw do bton komdérkowych nie obejmuje
wszystkich mechanizméw pobierania przez komorki glikosfmgolipidow  ze
srodowiska. W plazmie ssakdéw zwigzki te wystepuja w formie komplekséw
z lipoproteinami [191, 192] a ich wymiana z btonami erytrocytdw ma charakter
selektywny. Wzrostowi stezenia glikosfmgolipidow plazmy nie towarzyszy
podwyzszenie ich zawartosci w erytrocytach [193, 194]. Na uwage zastuguje
takze pobieranie i metabolizm zwigzanego z lipoproteinami (LDL) laktozyloce-
ramidu przez komorki nerki cztowieka [195]. Zwigzek ten mdgt by¢ substratem
hydrolaz iglikozylotransferaz a szybko$¢ jego przemian zalezata od tego czy byt
pobrany za ,,pos$rednictwem” receptoréw lipoprotein czy tez na innej, blizej nie
opisanej drodze. Badania te, chociaz nie dotyczg bezposrednio gangliozydéw,
Swiadczg o ztozonosci oddziatywan miedzy komoérkami a zwigzanymi z lipopro-
teinami glikosfingolipidami i o wystepowaniu réznych mechanizméw ich
pobierania ze Srodowiska.

H1-3.4. Uwalnianie (shedding) gangliozydéw bton komérkowych

Uwalnianie (ztuszczanie) biatek i lipidow btony plazmatycznej, a takze catych
jej fragmentéw w formie mikropecherzykéw do $rodowiska jest normalnym
procesem zyciowym komorek [196, 197]. Uwalniane fragmenty bton r6znig sie
sktadem biatek [197, 198, 199] i lipidéw [199—201] od bton plazmatycznych
komorek z ktérych pochodzg. Omawiane zjawisko ma zatem charakter selek-
tywny. Uwalnianie znacznych ilosci gangliozydéw 50% i wiecej ich zawartosci
w bionie w ciggu doby obserwowano podczas hodowli niektérych komérek
[201 — 203]. Proces ten przebiegat szczeg6lnie intensywnie przy ich malej
gestosci [201]. In vivo uwalnianie duzych ilosci gangliozydéw wydaje sie
towarzyszy¢ roznicowaniu sie tymocytéw w grasicy cielecej [200]. Uwolnione
z bton komérkowych gangliozydy wystepuja w $rodowisku w réznych mato
zbadanych formach: fragmentow (mikropecherzykéw) btony plazmatycznej,
komplekséw z lipoproteinami i albuming [199, 200]. Mozna zatem przypusz-
cza¢, ze omawiane zjawisko przebiega przynajmniej dwiema drogami. Do
takiego wniosku doszli Young i wsp. [204], ktorzy wykryli, ze gangliotria-
ozyloceramid (glikosfingolipid obojetny), zawierajacy w swej budowie C-24 kwas
thuszczowy, uwalniany jest wraz z fragmentami btony, natomiast jego odmiana o
C-16 kwasie tluszczowym tworzy kompleksy z lipoproteinami lub albumina.

Nie wiadomo jakg role w ,,przechodzeniu” glikosfmgolipidéw bton komor-
kowych do plazmy petnig kompleksy lipoproteinowe o niskiej (LDL) i wysokiej
(HDL) gestosci. Kompleksy te (HDL) moga by¢ akceptorami glikosfmgolipidéw
przejmujac je z bton liposoméw [205, 206] modyfikowanych, hydrofobowych
powierzchni kulek szklanych [207] i bton komdrkowych [208].



[15] GANGLIOZYDY 409

111-3.S. Miedzybtonowa wymiana gangliozydéw

Spontaniczna wymiana glikosfingolipidéw miedzy btonami fosfolipidowymi
przebiega bardzo wolno. Charakteryzujacy jg czas wymiany potowy glukozylo-
ceramidu wynosi 30 dni [209], a gangliotetraozyloceramidu 24 dni [210].
W przypadku gangliozydow proces ten przebiega znacznie szybciej. Monosjalo-
gangliozyd GM Xulega wymianie w czasie prawie 10 krotnie krotszym niz
réznigcy sie od niego jedynie brakiem kwasu sjalowego gangliotetraozylocera-
mid [121]. Zdaniem Browna i Thompsona [121] r6znica ta wynika stad,
ze glikosfingolipidy obojetne — a nie gangliozydy tworza w bionie skupienia
stabilizowane miedzyczasteczkowymi wigzaniami wodorowymi.

Szybko$¢ miedzybtonowej wymiany glikosfingolipidow zwieksza sie bardzo
wyraznie — w przypadku glukozyloceramidu ponad 2000 razy [211] w obecno-
§ci biatkowych przenos$nikéw glikosfingolipidow (glycolipid transfer proteins).
Biatka te, przypominajace swoim dziataniem przenosniki fosfolipidéw [212],
wykryto w mozgu [211, 212—216] $ledzionie [217] i watrobie [218] zwierzat.
Wykazujg one r6zng specyficzno$¢ w stosunku do przenoszonych lipidéw od
niewielkiej, charakteryzujacej biatkowe przenos$niki lipidow watroby [218] do
dos¢ wysokiej w przypadku czesciowo oczyszczonych biatek moézgu [216].
Dotychczas opisane biatkowe przenosniki glikosfingolipidow maja zblizong
mase czasteczkowa okoto 20 000 daltonow [215, 216]. Wiekszos¢ prac dotyczy
biatek przenoszacych glikosfingolipidy obojetne, ale opisano réwniez przeno$ni-
ki aktywne takze [215, 218, 219], a nawet przede wszystkim w stosunku do
gangliozydow [216]. Mechanizm dziatania biatek przenoszacych glikosfingolipi-
dy nie zostat w pelni wyjasniony [211, 215]. Wiadomo z pewnoscia, ze btony
bedace w tym procesie donorami i akceptorami glikosfingolipidow musza by¢
w stanie ptynnego krysztatu [211, 215]. Takie funkcje tych biatek nie zostaly
dotychczas poznane. Biatkowe aktywatory glikozydaz, warunkujgce prawidto-
wy katabolizm glikosfingolipidéw [220], tez moga katalizowaé miedzybtonowa
wymiane gangliozydéw (gangliozydu G M 2) [220], Aktywatory glikozydaz majg
jednak inne wiasciwosci (chociaz podobng mase) niz biatkowe przenosniki
glikosfingolipidéw [216]. Nie sprawdzono czy te ostatnie mogg aktywowac
glikozydazy lisosomalne.

111-3.6. Wzrost zawartoéci gangliozydéw plazmy w chorobach nowotworowych

Niektorym chorobom nowotworowym zwierzat i ludzi towarzyszy wzrost
zawartosci gangliozydéw w plazmie [222—225]. Przyczyny tego zjawiska nie
zostaly w pelni poznane, niemniej jedng z nich jest uwalnianie gangliozydow
z bton komoérek nowotworowych [225—227]. W wielu pracach opisano, ze
gangliozydy moga hamowac¢ aktywnos$¢ limfocytow T, B, komoérek NK
i makrofagéw [29, 225]. Uwalnianie gangliozydéw do $rodowiska traktowane
jest przez wielu autoréw jako jedna z przyczyn wymykania sie komorek
nowotworowych spod kontroli uktadu odpornosciowego gospodarza [225].
Ostatnio Ladish i wsp. [227] uzyskali wyniki potwierdzajgce takie przypusz-
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czenia. Gangliozydy wyizolowane z linii komorek biataczki myszy o duzej
zdolnos$ci tworzenia nowotworow — wstrzykniete razem z komdrkami innej
linii, nie majacymi tej wiasciwosci, znacznie zwiekszyty ilo$¢ powstajacych
guzow.

Doktadne omdwienie, czasami hipotetycznego, wptywu glikosfingolipidéw
na reakcje odpornosciowe wykracza poza ramy tego artykutu. Zagadnienia te
zostaly ostatnio szczegétowo opisane w literaturze [29, 224, 225].

Dr Robertowi Krauze za cenne uwagi dotyczace budowy glikosfingolipidéw oraz dr Andrzejowi
Piaskowi za liczne dyskusje sktadam serdeczne podziekowania.

Artykut otrzymano 26 maja 1988 r.
Zaakceptowano do druku 17 czerwca 1988 r.
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Wstep

Niektore analogi kwasu foliowego stosowane sg jako leki cytostatyczne
0 dziataniu przeciwbakteryjnym i przeciwnowotworowym. Lekami o szerszym
zastosowaniu klinicznym okazaly sie aminoanalogi folianu: aminopteryna,
zsyntetyzowana w roku 1943 i ametopteryna zsyntetyzowana w roku 1947 [1].
Powszechniej stosowanym analogiem jest jednak ametopteryna (Methotrexate,
kwas 4-amino-N10-metylofoliowy) aktywna w zwalczaniu niektdrych chorob
nowotworowych, takich jak biataczka limfoblastyczna [2], r6znego typu miesaki
[3], kosmbéwczaki [4]. Lek ten znalazt réwniez zastosowanie w leczeniu choroby
reumatycznej [5] ituszczycy [6], a takze wzwalczaniu niektérych pasozytow [7].
Badania nad mechanizmem dziatania cytostatycznych lekdw przeciwnowo-
tworowych majg na celu ustalenie racjonalnych zasad stosowania lekéw w klini-
ce, to znaczy opartych na znajomosci biochemicznych podstaw dziatania leku.
Badania te skupiajg sie na czterech zagadnieniach takich jak: 1) mechanizm
transportu leku do i z komarki; 2) metabolizm samego leku w komorce i efekty
dziatania metabolitow; 3) wpltyw leku na metabolizm komdrkowy ze szczegol-
nym uwzglednieniem intensywnos$ci syntezy niektérych zwigzkéw wysokoczg-
steczkowych jak np. kwasy nukleinowe; 4) mechanizmy opornosci.
Ametopteryna, zostata wprowadzona do kliniki 40 lat temu, ale badania nad
mechanizmami jej dziatania trwajg do dzisiaj. Stwierdzono, ze lek ten jest ciasno
wigzacym inhibitorem reduktazy dihydrofolianowej (EC. 1.5.\ 3), a metaboli-
cznym skutkiem zahamowania aktywnosci tego enzymu jest zmiejszenie komor-
kowej puli zredukowanych folianéw, prowadzace do obnizenia wydajnosci
syntezy puryn, tymidylanu i syntezy DNA (patrz artykuty przegladowe [1,8,9]).
Wyjasniono tez w ostatnich latach jeden z genetycznych mechanizméw oporno-
sci komorek na ametopteryne (amplifikacja genu reduktazy dihydrofolianowej)
[10, 11]. Intensywne badania nad mechanizmem aktywnego transportu ameto-
pteryny do komorek wykazaty, ze prawdopodobnie przebiega on w ten sam
sposdb, jak transport zredukowanych pochodnych folianowych [12, 13].
Dopiero jednak ostatnie dziesieciolecie przyniosto wzmozenie badan nad
metabolizmem ametopteryny. Niektére zagadnienia dotyczace metabolizmu
aminoanalogéw folianu byly juz przedmiotem artykutu przeglagdowego w
kwartalniku Postepy Biochemii w roku 1977 [14],jednakze ostatnie lata ukazaty
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wiele nowych danych zwitaszcza odnosnie y-glutamylacji i hydroksylacji ameto-
pteryny w komorkach ssakéw, co bedzie przedmiotem niniejszego artykutu.

I. Glutamylowe pochodne ametopteryny

Poliglutamylowe pochodne ametopteryny (wzoér 1) po raz pierwszy zsyntety-
zowano w roku 1973 w pracowni dr Baugh w Mobile, USA. Opracowano tez
metode chromatograficznego rozdziatu poliglutaminianéw ametopteryny na
DEAE-cellulozie [15, 16] (p6Zniej dopiero wprowadzono jeszcze wysokospraw-
ng chromatografie cieczcowg— HPLC [17]). Majac do dyspozycji metode
rozdziatu i syntetyczne wzorce poliglutaminiandw ametopteryny stwierdzono
wystepowanie glutamylowych pochodnych ametopteryny w krwinkach pacjen-
téw leczonych tym cytostatykiem [15]. W nastepnych latach wykazano, ze po
podaniu ametopteryny poliglutaminiany tego cytostatyku syntetyzowane sg
w wielu tkankach ssakéw (np. nerka, mézg, komérki szpiku, watroba [1, 8] za
wyjatkiem watroby krélika [18]) i hodowanych in vitro komdrkach prawidto-
wych i nowotworowych [19—23].

s G [
{1 H(f-COOH

H2
2
CH2
I-R=H -ametopteryna e="° 0
Il - R =0H - 7-hydroksyametopteryna rNH-CIH-CHZ-CHZ-C -

COOH

1-1. Synteza poliglutaminianéw ametopteryny

Powstawanie w hodowanych in vitro komadrkach ssakoéw pochodnych
y-poliglutamylowych zaréwno folianéw jak ich analogéw jest katalizowane
przez syntaze folilopoliglutaminianowg (EC 6.6.3.2.17) [24, 25]. Reakcje kata-
lizowang przez ten enzym, w przypadku gdy substratem jest ametopteryna,
mozna wyrazi¢ nastepujgcym réwnaniem:
4-NH2-N 10-CH3PteGlun+ L-Glu + MgATP-.4-NH2N10-CH3PteGlun+t +
+ MgADP + Pt,
gdzie n™ 1

Jezeli reakcja glutamylacji ametopteryny katalizowana jest przez wysoko
oczyszczone lub czesciowo oczyszczone preparaty enzymu tkanek ssakéw
(gtéwnie watroby), to powstaja poliglutaminiany z 1lub 2 dodatkowymi resztami
y-glutamylowymi [25—28]. Natomiast, jezeli proces glutamylacji przebiega in
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vivo, bezposrednio w nienaruszonej komadrce, to nawet 7 reszt glutamylowych
moze by¢ dotaczonych do czasteczki ametopteryny [19—22]. Przypuszczano, ze
w stosowanych do badan preparatach syntetazy folilopoliglutaminianowej
znajdowac sie moga $Sladowe ilosci enzymu, ktéry rozktada y-glutaminiany [26]
(patrz rozdziat 1-2). Jezeli jednak, w tych samych warunkach substratem byty
zredukowane pochodne kwasu foliowego wdwczas powstawaly y-poliglutami-
niany tetrahydrofolianowe, nawet z 8 dodatkowymi resztami [29]. Wydaje sie
wiec, ze przyczyna niskiej wydajnosci glutamylacji ametopteryny po dodaniu
wysoko lub czesciowo oczyszczonej syntetazy folilopoliglutaminianowej jest
inna. Wiadomo, ze w enzymatycznym procesie glutamylacji, tak folianéw jak ich
analogow, czasteczki L-glutaminianu dotgczane sg kolejno [30] do czasteczki
ametopteryny. By¢ moze w warunkach reakcji in vitro stezenie utworzonego w
mieszaninie reakcyjnej tréjglutaminianu ametopteryny jest zbyt niskie, aby
mogty zosta¢ utworzone wyzsze poliglutaminiany niz z 3 dodatkowymi resztami
glutamylowymi [27]. W komérce natomiast, wystepowa¢ moze znaczne zagesz-
czenie kolejnych produktéw reakcji, na zasadzie np. procesu kanatowania
(channeling) [31], co umozliwia powstawanie wyzszych poliglutaminianéw
ametopteryny.

Synteza poliglutaminianéw ametopteryny w komorkach ssakow hodowa-
nych in vitro (komorki L1210, rak Ehrlicha, watrobiaki, hepatocyty itp.) jest
bardzo szybka: po 15 zaledwie minutach od momentu dodania ametopteryny do
pozywki hodowlanej mozna juz wykry¢ w cytosolu niewielkie ilosci poliglu-
taminianowych pochodnych [17, 32]. Po 1—6 godzinach inkubacji komérek
w obecnos$ci ametopteryny, w zaleznosci od rodzaju komoérek i prawdopodo-
bnie, od sktadu pozywki stezenie zsyntetyzowanych poliglutaminianéw ameto-
pteryny osigga maksimum (od 2 do 40 |iM) [17, 21, 32]. W poczatkowym czasie
(od 15 do 60 min) inkubacji komdrek nowotworowych (np. watrobiakach,
komérkach L1210, raku Ehrlicha) z ametopteryng, powstajg poliglutaminiany
najwyzszej z dwiema dodatkowymi resztami [17,21], a nastepnie nagromadzaja
sie poliglutaminiany ametopteryny o 4 do 6 przytgczonych resztach glutamylo-
wych [17, 33—35]. Natomiast w komdrkach prawidtowych (np. szczurzych
hepatocytach) hodowanych w podobnych warunkach gtéwnym metabolitami
ametopteryny sg poliglutaminiany o 1do 2 dodatkowych resztach y-glutamylo-
wych [21, 25]. Z przedstawionych wynikéw sadzi¢ by mozna, ze w komdrkach
prawidtowych, w przeciwieAstwie do komoérek nowotworowych, nie powstajg
poliglutaminiany ametopteryny o wyzszej niz 3 liczbie przytaczonych reszt
glutamylowych. Badania te dotycza, jak dotad, tylko komorek hodowanych in
vitro i trudno wysuwac tu uogoélniajgce wnioski. Nieliczne badania przeprowa-
dzone na zwierzetach wykazujg, ze w watrobie i nerkach szczura dopiero po
tygodniu od momentu wstrzykniecia ametopteryny mozna zaobserwowac
poliglutaminiany ametopteryny zawierajgce 4 do 8 reszt glutamylowych [36].
By¢ moze wiec w tkankach prawidtowych zachodzi rowniez synteza poliglu-
tamylowych pochodnych ametopteryny o 4 do 8 resztach glutamylowych, lecz po
dtuzszym kontakcie z lekiem [21, 36].
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1-1.1. Regulacja syntezy poliglutaminianéw ametopteryny

Powstate w komadrce poliglutaminiany ametopteryny nie przechodzg przez
btone komdrkowa, co prowadzi do ich zageszczenia w komérce zwiekszajac
efekty cytotoksycznego dziatania leku (patrz rozdziat 1-3). Dlatego tez niezwykle
wazne jest poznanie wewnatrz- i zewnatrzkomdrkowych czynnikéw reguluja-
cych powstawanie poliglutamylowych pochodnych tego leku i coraz wiecej
uwagi poswieca sie temu zagadnieniu.

1-1.La. Wptyw zredukowanych pochodnych folianowych na proces poligiutamylacji ametopteryny

Jedng ze zredukowanych pochodnych folianowych, ktére od wielu lat podaje
sie pacjentom wraz z ametopteryng w celu zmniejszenia cytoksycznosci leku, jest
5-formylotetrahydrofolian (inne stosowane nazwy: leukoworyna, kwas folinowy;
farmaceutyczne nazwy handlowe: Citrovorium Factor, Neoleukovin) [37].
Ochronne dziatanie 5-formylotetrahydrofolianu ttumaczono dostarczeniem z
zewnatrz zredukowanej pochodnej folianowej, ktérej powstawanie zostato
zablokowane przez zahamowanie aktywnos$ci reduktazy dihydrofolianowej w
wyniku dziatania ametopterny. Podobnie wyjasniano ochronne dziatanie
5-metylotetrahydrofolianu [37]. Jednakze ostatnio okazato sie, ze zredukowane
pochodne folianowe takie jak 5-formylo- i 5-metylotetrahydrofolian dodane do
$rodowiska hodowlanego lub podane pacjentom wkrétce po ametopterynie [35,
38—39] powodujg znaczne obnizenie wydajnosci poligiutamylacji ametopte-
ryny, co moze zmniejszac efekty cytotoksyczne ametopteryny (patrz rozdziat 1-3).
Obnizenie wydajnosci glutamylacji ametopteryny w obecnosci zredukowanych
pochodnych folianowych spowodowane jest wyzszym powinowactwem syntazy
folilopoliglutaminianowej do pochodnych folianowych takich jak 5-formylo- i
5-metylotetrahydrofolian niz do ametopteryny (K,,, ametopteryny wynosi 70 jiM
a 5-formylotetrahydrofolianu 5,4 jiM [26, 35, 38]. Podobne obnizenie wydaj-
nosci glutamylacji ametopteryny obserwuje sie wowczas, gdy w komorce
nastepuje ,fizjologiczne” zwiekszenie ilosci foliandw [39—41].

I-1.1.b. Zmiany podstawnikéw w czasteczce ametopteryny a proces jej poligiutamylacji

Zadna sposrod zmodyfikowanych w tancuchu L-glutamylowym (takich jak
podstawienie fluorem, grupg metylowa, zastapienie L-glutaminianu D-gluta-
minianem, L- lub D-asparaginianem, ketoglutaranem itp.) pochodnych ameto-
pteryny (wzor I) nie jest substratem syntetazy folilopoliglutaminianowej [24, 25,
42, 43]. Natomiast zmiany podstawnikow w pierScieniu pterydynowym ameto-
pteryny, np. brak w poréwnaniu z ametopteryng w pozycji 10 grupy metylowej
(aminopteryna), lub hydroksylacja pozycji 7 (7-hydroksyametopetryna) powo-
dowaly, ze zwigzki te okazaty sie nawet lepszymi niz ametopteryna substratami
syntetazy folilopoliglutaminianowej [41]
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1-1.l.e. Zmniejszenie wydajnosci glutamylacji ametopteryny w komérkach opornych na ametopteryne lub fluorodezoksyurydyne

Jak wynika z nielicznych dotgd badan, w niektérych komérkach po podaniu
ametopteryny stwierdza sie bardzo niskie stezenie poliglutamylowych pocho-
dnych ametopteryny. | tak hodowane in vitro ludzkie komorki raka piersi,
oporne na dziatanie ametopteryny (MTXr ZR-75) charakteryzujg sie niskim
wewngtrzkomorkowym stezeniem poliglutaminianéw ametopteryny, przy nie
zmnienionym w poréwnaniu z linig macierzysta (ZR-75) stezeniu poliglutaminia-
now folianowych [44]. Przyczyn tak niskiego wewngtrzkomdrkowego stezenia
poliglutamylowych pochodnych ametopteryny w komérkach MTXRZR-75 nie
udato sie ustali¢ [44],

W innych badaniach stwierdzono, ze zmniejszenie sie ilosci poliglutaminia-
néw ametopteryny w komorkach raka Ehrlicha opornych na fluorodezoksyury-
dyne bylo spowodowane wysokim stezeniem poliglutaminianéw folianowych
[39], a w komdrkach watrobiaka H35 opornych na dziatanie ametopteryny
wysoka aktywnoscig enzymu rozktadajagcego y-glutaminiany [45].

1-11.d. Wplyw niektérych lekéw cytostatycznych, hormonéw i kwaséw zétciowych na wydajno$¢ glutamylacji ametopteryny

Badano rowniez glutamylacje ametopteryny w obecnosci niektérych lekow
stosowanych w wielolekowej, wraz z ametopteryna, chemioterapii nowotworow.
| tak, cho¢ wiele lekéw (np. 5-fluorouracyl [34, 46], 2,4-dwuamino- 5-metylo-6-
metylochinazolinoglukuronian (trimetrexate), 2,4-dwuamino-5-dwuchloro-6-
metylopirymidyna (metoprine) [47, 48] zwieksza w sposOb synergistyczny
cytotoksyczne dziatanie ametopteryny nie majg one jednak wiekszego wpltywu
na proces glutamylacji tego cytostatyku. Jedynie w mysich komoérkach biata-
czkowych L5178Y preinkubowanych z L-asparaginazg (aminohydrolaza L-as-
paraginy EC 3.5.1.1) synteza poliglutaminianéw ametopteryny byta wydatnie
(0 90%) obnizona [49, 50]. Wydaje sie, ze obnizenie wydajnosci glutamylacji jest
wtérnym efektem zahamowania syntezy DNA i biatek w wyniku pozbawienia
komorki niektérych aminokwaséw na skutek dziatania L-asparaginazy [50].

Zbadano takze wptyw kwaséw zoétciowych na proces glutamylacji ameto-
pteryny w hepatocytach. Stwierdzono, ze kwasy zoiciowe, dziatajac jako
polianiony, hamujg niewspétzawodniczo syntetaze folilopoliglutaminianowg
[26, 51—53]. Stymulujacy wptyw niektérych hormondw (insuliny i deksameta-
zonu) na synteze poliglutaminianéw ametopteryny w hepatocytach oraz hodo-
wanych in vitro komoérkach watrobiaka szczura [33, 51, 52] jest, jak dotad,
trudny do wyjasnienia. Nieliczne, jak dotad badania wykazuja, ze dodanie
insuliny podczas inkubacji hepatocytéw szczura z ametopteryng powoduje
trzykrotnie zwiekszenie stezenia poliglutaminianéw ametopteryny z szeScioma
dodatkowymi resztami glutamylowymi [54, 55].

1-2. Enzymatyczna hydroliza poliglutaminianéw ametopteryny

Z wielu badan wynika, ze powstate w komarce poliglutaminiany ametoptery-
ny nie przechodzg przez btone komorkowa [19, 32] i sg akumulowane
w komorce. Poliglutamylowe pochodne ametopteryny moga opusci¢ komarke
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w formie monoglutaminianu, po uprzedniej hydrolizie enzymatycznej [19, 32,
56]. Jak dotad, jednak niewiele badarn poswiecono procesowi, katalizowanej
przez y-konjugaze (y-glutamylowa hydrolaza EC 3.1.22.12), hydrolizy poligluta-
minianéw ametopteryny. Enzym ten jest y-peptydazg, ktdra w stosunku do
poliglutaminianéw ametopteryny jako substratu moze wykazywac¢ wiasnosci
zaréwno endo-jak iegzopeptydazy [57]. Z nielicznych, jak dotad, badan wynika,
ze w mysich komorkach nowotworowych aktywnos$¢ enzymu rozktadajgcego
poliglutaminiany ametopteryny moze by¢ znacznie nizsza, niz w komaorkach
prawidtowych [58]. Moze to w pewnym stopniu wyjasni¢ wieksze stezenie
poliglutaminiandw ametopteryny w komérkach nowotworowych niz prawidto-
wych (patrz rozdziat 11).

1-3. Proces glutamylacji ametopteryny a jej dziatanie cytotoksyczne

Powstawanie poliglutaminianéw ametopteryny w komoérce okazato sie
niezwykle waznym zjawiskiem. Poliglutaminiany ametopteryny sg gromadzone
w komérce, jak wspomniano (rozdziat 1-2), przedtuzajagc tym samym czas
oddziatywania zenzymami folianowymi, takimi jak reduktaza dihydrofolianowa
i syntaza tymidylanowa. | tak wykazano, ze cho¢ stala inhibicji reduktazy
dihydrofolianowej przez ametopteryne oraz jej pochodne y-glutamylowe jest
tego samego rzedu i wynosi 10” 11— 10~9M (w zaleznosci od Zrodta enzymu), to
wysokie stezenie poliglutaminianow ametopteryny w komérce zapobiega dyso-
cjacji kompleksu enzym-substrat. Powoduje to diugotrwate zahamowanie
aktywnosci enzymu [33]. Natomiast syntaza tymidylanowa hamowana jest
przez glutamylowe pochodne ametopteryny niewspotzawodniczo w stosunku do
metylenotetrahydrofolianu [59]. Poliglutaminiany z piecioma dodatkowymi
resztami hamujg enzym 300 razy silniej niz z jedng resztg glutamylowa.
Rezultatem zahamowania aktywnosci obu tych enzyméw w komorce jest
obnizenie wydajnosci syntezy biatek, DNA i RNA [9] prowadzace do $mierci
szybko dzielgcych sie komaérek.

Wiele z przeprowadzonych dos$wiadczeh z uzyciem hodowanych in vitro
komérek ssakéw ma na celu wykazanie w stosunku do komérek nowotworo-
wych selektywnego cytotoksycznego dzialania ametopteryny [56]. Badania
kliniczne jednakze nie potwierdzajg réznic we wrazliwosci na ametopteryne
komdrek prawidtowych i nowotworowych [9, 60], Ostatnio czynione sa
teoretyczne proby nad syntezg tak zmodyfikowanej czasteczki ametopteryny,
ktora dziatataby w zasadzie tylko na komorki nowotworowe [61].

Il. 7-hydroksyametopteryna

Metabolitem, ktéry moze powstawac¢ po podaniu ametopteryny, w niekto-
rych tylko tkankach ssakdéw, jest 7-hydroksyametopteryna (wzér I1) [62].
Obecno$¢ tego metabolitu stwierdzono w tkankach i ptynach ustrojowych ludzi i
zwierzat leczonych wysoka dawka ametopteryny w postaci wlewek dozylnych
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[63]. Wykrywana 7-hydroksyametopteryna moze stanowi¢ nawet do 6% catosci
podanej uprzednio ametopteryny [64]. 7-hydroksyametopteryna powstaje
w wyniku reakcji hydroksylacji katalizowanej przez oksydaze aldehydowg (EC
1.2.2.1). Enzym ten jest niezwykle aktywny w watrobie krélika i 7-hydro-
ksyametopteryna jest gtbwnym metabolitem ametopteryny w tym narzadzie
[18].

11-1. Wspoétzawodnictwo 7-hydroksyametopteryny i ametopteryny w komorce

Uwazano dotad, ze 7-hydroksyametopteryna i ametopteryna maja bardzo
podobne wiasciwosci i w podobny sposob oddziatywujg na komdrke i jej
metabolizm [64]. 7-hydroksyametopteryna okazata sie jednak zwigzkiem duzo
mniej cytotoksycznym niz lek macierzysty. Stata inhibicji reduktazy dihydro-
folianowej przez 7-hydroksyametopteryne jest 100-krotnie wyzsza (KM %
« 10"7M) niz stata inhibicji tego enzymu przez ametopteryne [64]. 7-hydroksy-
ametopteryna jest transportowana do komorki przez ten sam system aktywnego
transportu co ametopteryna [65]. Podanie wiec do $rodowiska hodowlanego
komarek obu tych zwigzkow jednoczesnie zmniejsza transport ametopteryny do
komarki i w konsekwencji jej wewnatrzkomdrkowe stezenie, obnizajac tym
samym stopiert zahamowania reduktazy dihydrofolianowej. Ponadto, 7-hydro-
ksyametopteryna, bedac substratem syntetazy folilopoliglutaminianowej i kon-
kurujgc z ametopteryna w procesie y-glutamylacji [41, 67], powoduje zmniejsze-
nie wewnatrzkomdrkowego stezenia pochodnych glutamylowych ametopteryny,
a w konsekwencji ,wyptyw” wolnej ametopteryny z komoérki. W ten sposéb
7-hydroksyametopteryna podana jednoczes$nie z ametopteryna moduluje cyto-
toksyczne dziatanie ametopteryny. Stwierdzono ponadto, ze 7-hydroksyameto-
pteryna dodana do $rodowiska hodowlanego komdérek raka Ehrlicha w dos$¢
znacznych stezeniach (do 50jiM) nie obniza w nich syntezy DNA [65], a podana
wraz zametopteryng zmniejsza obnizanie przez nig syntezy DNA nawet do 50%
[64]. CzeSciowe zapobieganie cytotoksycznemu dziataniu ametopteryny przez
jej metabolit 7-hydroksyametopteryne obserwowaé mozna tylko gdy zwigzek ten
podaje sie do Srodowiska hodowlanego. W przypadku, gdy 7-hydroksyameto-
pteryna powstaje bezposrednio w komorce po podaniu ametopteryny efekty te sg
na og6t niewidoczne, poniewaz wewngatrzkomarkowe stezenie ametopteryny jest
wielokrotnie wyzsze niz 7-hydroksyametopteryny.

11-2. Poliglutamylowe pochodne 7-hydroksyametopteryny

Pobrana przez komorke 7-hydroksyametopteryna, podobnie jak ametopte-
ryna, ulega wewnatrz komorki procesowi glutamylacji, w wyniku ktérego
powstajg pochodne z 4 do 7 resztami glutamylowymi [64, 67, 68]. Wydaje si¢
nawet, ze 7-hydroksyametopteryna jest lepszym substratem syntetazy folilopoli-
glutaminianowej niz sama ametopteryna [41]. Gdy jednak komorki (hepatocyty,
komérki w'atrobiaka H35) inkubowane sg w obecnosci ametopteryny, to
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powstajgce w ciggu 6 godzin kontaktu z 10|iM ametopteryng poliglutamylowe
pochodne 7-hydroksyametopteryny zawierajg tylko 1do 2 dodatkowych reszt
glutamylowych [68].

11-3. Proéby klinicznego stosowania 7-hydroksyametopteryny

Wydawato sie, ze 7-hydroksyametopteryna bedzie miata szczegélne znacze-
nie w leczeniu takich chordb jak tuszczyca, czy choroba reumatyczna, nie
wymagajacych tak drastycznego ograniczenia wzrostu komorek jak w chorobie
nowotworowej. Jednakze badania wykazywaty, ze ze wzgledu na niskg rozpusz-
czalno$¢ w wodnych roztworach o odczynie obojetnym, metabolit ten daje silne
efekty nefrotoksyczne [67], a wiec stosowanie w klinice 7-hydroksyameto-
pteryny staje sie watpliwe, szczeg6lnie w wyzszych dawkach.

Uwagi koncowe

Przedstawiony komoérkowy metabolizm jednego z bardziej znanych i od
wielu lat stosowanego w Kklinice leku przeciwnowotworowego, pokazuje jak
bardzo dtugotrwate i zmudne jest poznanie mechanizmu dziatania leku. Znajo-
mos$¢ podstaw biochemicznego dziatania leku powinna prowadzi¢ do jego
racjonalnego stosowania i opracowania odpowiednich reziméw terapeuty-
cznych, szczeg6lnie w chemioterapii wielolekowej i w przypadkach opornosci na
lek [69]. Ponadto stosowanie leku w innych, nowotworowych przypadkach,
powinno by¢ poprzedzone gruntowng analiza farmakologiczng [5].
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Wykaz stosowanych skrotow: — stata Michaelisa-Menten, K”, — stala szybkosci reakcji enzy-
matycznej, CT — czas koagulacji, — $rednia masa czasteczkowa, — agregaty micel, K, — stala
szybkosci agregacji, W — wspoétczynnik stabilnosci micel

. Wstep

Koagulacja jest jedng z najwazniejszych wiasciwosci mleka, zaréwno z
punktu widzenia jego funkcji biologicznych, jak i zastosowania w przemysle
spozywczym. Koagulacja mleka jest konsekwencjg destabilizacji koloidalnego
uktadu biatek mleka. Moze jg powodowac szereg réznych czynnikéw fizyko-
chemicznych takich jak np. temperatura, pH, sitajonowa [1,2,3,4]. Powodujaja
takze enzymy [5]. Juz w roku 1953 A 1a is, stwierdzit, ze koagulacja mleka moze
by¢ inicjowana przez ograniczong proteolize kazeiny x. Wigzanie peptydowe
wrazliwe na dziatanie podpuszczki znajduje sie pomiedzy Phel05 i Metl06 w
kazeinie x. Jest to wigzanie tgczace rdznigce sie zdecydowanie czesci tancucha tej
formy kazeiny, C-koncowg o wiasciwosciach hydrofilowych i N-koficowg o
wysoce hydrofobowym charakterze. W wyniku dziatania podpuszczki nastepuje
odszczepienie czesci C-koncowej, czyli rozpuszczalnego makropeptydu (w
przypadku, gdy ta cze$¢ kazeiny x zawiera cukry nazywana jest glikomakropep-
tydem) od pozostatej czesci kazeiny x. Prowadzi to do destabilizacji uktadu
koloidalnego kazeiny i pozostata jej czes¢, zwana parakazeing, ulega precypitacji
w obecnosci wapnia.

Payens [6] wyrdznia trzy, Scisle powigzane ze sobg, etapy enzymatycznej
koagulacji mleka. Sa to: proteoliza, agregacja, zelifikacja. Pierwsze dwa etapy
autor ten przedstawit za pomoca nastepujacych réwnan:

E+S"E +Pj+ M Rownanie 1
k 2
PLISpi (=12, 3.) Rownanie 2

gdzie: P, oznacza niezagregowane micele parakazeiny
M — makropeptyd odszczepiony na skutek dziatania enzymu,
K, — statg szybkosci reakcji agregacji, Pt — agregaty miceli.
Rownanie 1dotyczy reakcji enzymatycznej, natomiast rdGwnanie 2 bimolekular-
nej reakcji agregacji, w wyniku ktérej niezagregowane micele parakazeiny
przeksztatcane sg w agregaty. Nastepstwem agregacji micel jest koagulacja
(parakazeiny) i utworzenie struktury zelu, podlegajacej dalszym zmianom
podczas formowania skrzepu i synerezy [7, 8].

Il. Proteoliza kazeiny x

W mleku kazeina i wystepuje w micelach, w formie zagregowanej z
pozostatymi czasteczkami kazeiny <€6i |3 oraz koloidalnym fosforanem wapnia
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(kompleks apatytowo zwigzanego trzeciorzedowego fosforanu wapniowego i
cytrynianu wapniowego) [9]. Kazda micela zawiera w przyblizeniu 1000
czasteczek kazeiny x [7]. Uwaza sie, ze kazeina x rozmieszczona jest w calej
miceli kazeinowej, a przewazajaca jej cze$¢ znajduje sie na powierzchni [9, 10].
Dostepnos¢ specyficznie hydrolizowanego przez podpuszczke wigzania w ka-
zeinie x moze by¢ rézna, w zaleznosci od wielkosci i sktadu miceli [11, 12].
Ponadto kazeina x jest biatkiem wykazujacym duzy polimorfizm molekularny.
Zidentyfikowano dziesie¢ frakcji kazeiny x rdznigcych sie zawartoscig kwasu
N-acetyloneuraminowego i fosforanu oraz stwierdzono réznice w skiadzie
aminokwasowym dwoch wariantow genetycznych [13]. Substytucja reszt ami-
nokwasowych wystepuje wytgcznie w glikomakropeptydowej czesci czasteczki, a
reszty, ktorych dotyczy substytucja mogg wptywac na szybkos$¢ reakcji enzyma-
tycznej [13— 15], chociaz wyniki badai innych autoréw nie sa w tym punkcie
zgodne [16, 17]. Steryczne lub elektrostatyczne odpychanie weglowodanowej
czesci tancucha i grup fosforanowych mogg réwniez modyfikowac¢ podatnosé
kazeiny x na dziatanie enzymu [18]. Stwierdzono, ze podpuszczka wykazuje
wyzsze powinowactwo do kazeiny x pozbawionej cukrow niz wobec glikoka-
zeiny x [10, 19], ktéra znajduje sie w zewnetrznej warstwie duzych miceli,
podczas gdy w matych micelach rozmieszczona jest réwnomiernie [9, 20].
Ro6znice we wiasciwosciach substratu, jaki stanowi kazeina x znajdujaca sie w
uktadzie micelarnym mleka, powodujg trudnosci w opisaniu reakcji enzymatycz-
nej za pomocg réwnania matematycznego. Podczas badan kinetycznych enzy-
matycznej fazy koagulacji mleka stosuje sie scatkowang postaé réwnania
Michaelisa-Menten (Ro6wnanie 3 i 4), poniewaz rozcieficzanie mleka
moze oddziatywaé na stabilno$¢ micel kazeinowych i zmienia¢ stezenie innych
skfadnikdéw mleka [19].

ds Viex-S , .
Roéwnanie 3

dt I"+S

Vmex= K,at-e Rownanie 4

gdzie: Vnmeoznacza szybkos¢ maksymalng reakcji, KM — statg Michaelisa, KN —
statg szybkosci reakcji enzymatycznej, S— stezenie substratu, e— stezenie
enzymu, t— czas reakcji.

Stata Michaelisa w przypadku indywidualnych préb mleka przybiera wartos$ci w
zakresie 0,67 — 5,4 +10”5M kazeiny x, natomiast K® od 2— 13 S~1[19]. Takie
réznice w wartosciach K* i K* moga by¢ spowodowane r6znym Srodowiskiem
jonowym, a takze réznicami w strukturze i sktadzie micel kazeiny oraz kazeiny x
[5]. Poniewaz w mleku kazeina x unieruchomiona jest na powierzchni micel,
kinetyka reakcji enzymatycznej nie moze by¢ badana za pomocg klasycznej teorii
Michaelisa-Menten [21].Verger i wsp. [21] zaktadaja, ze enzym jest
odwracalnie adsorbowany na powierzchni substratu, gdzie tworzy sie kompleks
powierzchniowy enzym-substrat. Do badan kinetycznych proponujg nastepuja-
ce rownanie:
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dS_ Vet g

—_— = = Réwnanie 5
arv gy -
AP KM
K,
gdzie: oznacza stalg szybkosci desorpciji, — statg szybkosci adsorpciji,

Km — powierzchniowg statg MM.

Hooydonk i wsp. [18], ktérzy uwazajg, ze szybkos¢ reakcji enzymatycznej
jest regulowana przez szybko$é dyfuzji i zalezy od liczby efektywnych zderzen
miedzy enzymem a nie przereagowanym substratem, zalezno$¢ te opisuja
réwhaniem:

— =K-ecin=pAexp— const Rownanie 6

gdzie: e— oznacza stezenie enzymu, —stezenie miceli, A— wspdtczynnik
czestotliwosci zderzen, p— wspotczynnik steryczny, ktéry charakteryzuje zde-
rzenia, nie prowadzgce do reakcji z powodu braku kontaktu pomiedzy centrami
aktywnymi czasteczki enzymu a substratem.

Jezeli podczas reakcji nie zachodzi agregacja, to mozna przyjac, ze stezenie miceli
(qj pozostaje state. Z takiego zatozenia wynika, ze szybkos$¢ dyfuzji miceli jest
nieistotna w poréwnaniu z szybkoscig dyfuzji enzymu.

Wyniki dotychczasowych badan i rozwazania teoretyczne wykazujg niedo-
skonatos$¢ tych rownan [23]. Rownanie Michaelisa-Menten moze by¢
stosowane w badaniu kinetyki wéweczas, gdy substrat i enzym wystepujg w formie
rozpuszczalnej. Réwnanie to moze takze by¢ stosowane w uktadach nie
homogennych, ale nie mozna go interpretowa¢ w pojeciach mechanizmow
molekularnych. Réwnanie 5 pomimo przedstawienia go w bardziej rozbudowa-
nej postaci [21], nie charakteryzuje reakcji w spos6b jednoznaczny. Zatozenia,
z ktérych wynika to réwnanie pozwalaja wytlumaczyé obnizenie szybkosci
reakcji wraz ze wzrostem stezenia miceli. Natomiast zastrzezenie budzi brak
adsorpcji enzymu w micelach kazeiny lub parakazeiny w fizjologicznym pH [23].
Rownanie 6 oparte na zatozeniu, ze reakcja enzymatyczna regulowana jest przez
szybkos¢ dyfuzji, nie uwzglednia wptywu sity jonowej, a szczegélnie pH, na
kinetyke reakcji [23].

I1l. Zakres proteolizy kazeiny x warunkujacy agregacje miceli

Lepkos¢ mleka obniza sie po dodaniu enzymu w efekcie uwalniania
hydrofilowej, C-koficowej czesci kazeiny x, zwanej makropeptydem lub gliko-
makropeptydem (w zaleznosci od tego czy zawiera reszty weglowodanowe), z
czasteczek kazeiny x [23]. Obnizenia lepkosci nie mozna ttumaczy¢ jedynie
zmniejszeniem wzglednej masy czasteczkowej micel. Przyczyna tego zjawiska
tkwi réwniez w zmniejszeniu objetosci i zmianie ksztattu miceli kazeinowych
[24], W miejscach proteolizy kazeiny x zmienia sie tadunek powierzchni miceli z
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wyraznie ujemnego na dodatni, co moze takze wptywaé na lepko$¢ [25].
Glikomakropeptydowa cze$¢ kazeiny znajdujacej sie na powierzchni miceli,
wystaje na zewngatrz w postaci silnie uwodnionego farnicucha [24]. Usuniecie tego
fancucha podczas dziatania podpuszczki, powoduje zmniejszenie hydrodynami-
cznego promienia miceli, obnizenie lepkos$ci roztworu oraz zmniejszenie wzajem-
nego odpychania sie poszczegoOlnych miceli. Po odszczepieniu hydrofilowej
czedci kazeiny x zmniejsza sie stopien uwodnienia miceli i wzrasta jej hydrofobo-
wosC. Potencjat elektrokinetyczny £ obniza sie do potowy. Powoduje to zmiany w
strukturze wtdrnej calej miceli. Zostajg odstoniete nowe grupy funkcyjne
tancuchdw polipeptydowych, co umozliwia tworzenie sie wigzarn hydrofobowych
ijonowych oraz interakcje prowadzgce do powstania agregatow [7]. Powoduje
to z kolei stopniowy wzrost lepkosci mleka [23]. Proteoliza jednej czasteczki
kazeiny x w miceli nie powoduje agregacji [26]. Zaobserwowano, ze w momencie
koagulacji, co najmniej 90% kazeiny x znajdujacej sie w mleku ulegto proteolizie.
Podczas dziatania podpuszczki nastepuje catkowita hydroliza wigzania Phe-Met
w kazeinie x. Wsrod badaczy wystepuja rézne poglady na zakres proteolizy
kazeiny x, jaki jest niezbedny do wystgpienia koagulacji. Niektorzy z nich
uwazajg, ze koagulacja zaczyna sie woOwczas, gdy makropeptyd zostanie
odszczepiony jedynie z czesci kazeiny x (okoto 50%) wystarczajgcej do zainicjo-
wania agregacji miceli [27—29]. Inni twierdza, ze micele pozostajg w stanie nie
skoagulowanym, dopo6ki nie wystapig rozlegte zmiany w powierzchniowej
kazeinie, a szybkos¢ agregacji micel kazeinowych w mleku nie jest istotna, az do
momentu gdy 88% dostepnej kazeiny x ulegnie proteolizie [25, 26, 30].

Reakcje koagulacji w uproszczeniu mozna rozpatrywaé¢ biomolekularnie, a
agregacje mierzy¢ stopniem dyfuzji. Réznica w czasie, pomiedzy dodatkiem
enzymu a wystgpieniem koagulacji, wynika z charakteru reakcji agregacji, ktéra
jest reakcjg Il-rzedu [31]. Rozpoczyna sie ona wtedy, gdy stezenie agregujacych
specyficznie micel parakazeiny jest odpowiednio wysokie [32]. Jezeli micele nie
mogg ulegac agregacji zanim nie ulegnie proteolizie pewna cze$¢ kazeiny x, to
czas koagulacji (CT)jest suma czasu niezbednego do zajscia tej proteolizy i czasu
potrzebnego do agregacji zmienionych miceli [5].

IVV. Czas koagulacji (CT)

Opierajac sie¢ na réwnaniu uwzgledniajgcym zmiany rozmiaru czastek w
czasie reakcji [33, 34] Payens przedstawit nastepujace réwnanie na czas
koagulaciji:

Réwnanie 7

gdzie t jest to czas enzymatyznej koagulacji uwazany za czas potrzebny do
powstania okres$lonej liczby czastek przy braku flokulacji, = — stata szybkosci
agregacji, V— szybko$¢ maksymalna reakcji enzymatycznej.

11 Postgpy Biochemii 4 XX
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KJest miarg odpychania pomiedzy agregujagcymi czastkami, a w konsekwencji
miarg stopnia proteolizy kazeiny x. Jezeli oddziatlywania (zderzenia) pomiedzy
dwiema micelami, w ktérych znajdujaca sie na powierzchni kazeina x zostata
enzymatycznie zmodyfikowana, prowadzg do trwatego kontaktu, to liczba
miejsc umozliwiajgcych trwate potgczenia wzrasta z aktywnoscig enzymu [31].
Stopien agregacji wzrasta ze wzrostem stezenia enzymu i czas koagulacji jest
odwrotnie proporcjonalny do aktywnosci enzymatycznej [35].

Wprowadzono wiele metod pomiaru czasu koagulacji mleka [5]. Wiekszo$¢
z nich opiera sie na obserwacji momentu pojawienia sie ziarnistosci lub ktaczkow
w zawiesinie mleka [36]. Miarg czasu koagulacji moze by¢ rowniez zmniejszenie
szybkosci przeptywu mleka przez rurke kapilarng [23]. Inne metody opierajg sie
na pomiarach lepkoSci badZz zmetnienia substratu lub na badaniu zwieztosci
skrzepu [37—41].

V. Mechanizm agregacji

Agregacje koloidalnych zawiesin, takich jak mleko, mozna rozpatrywaé
wedtug mechanizmu opisanego przez Smoluchowskiego [42]. Szybko$¢ zanika-
nia czastek (wzbér 2) jest okreSlona przez szybkos$¢ dyfuzji, ktéra wynika z
ruchéw Browna, interakcji pomiedzy czastkami, gdy przylegaja one $cisle do
siebie, oraz liczby skutecznych zderzen. Najprostszy przypadek ma miejsce
wtedy, gdy czastki zawiesin nie odpychajg sie. Podczas zblizenia nastepuje
woweczas nieodwracalna koalescencja. W tym modelu koagulacji kazde zderzenie
pomiedzy dwiema czgstkami prowadzi do trwatego kontaktu. Szybko$¢ koagu-
lacji w tym przypadku zalezy od ruchéw Browna, a za cato$¢ zjawiska
odpowiedzialna jest jedynie ilo$¢ zderzen czastek [42]. Nalezy jednak wzig¢ pod
uwage heterogeniczny chemicznie charakter powierzchni micel parakazeiny co
powoduje, ze ich skuteczne zetkniecie sie wymaga nie tylko dostatecznego
wzajemnego zblizenia, ale takze odpowiedniego zorientowania w przestrzeni
[43]. Jezeli w miejscu bezposredniego kontaktu przynajmniej jedna czastka jest
catkowicie niereaktywna, to nie zajdzie pozadana reakcja i mozliwe jest
oddalenie sie od siebie takich czastek. Zderzenia sg skuteczne tylko wtedy, gdy
ma miejsce kontakt pomiedzy silnie reaktywnymi miejscami poszczegdlnych
miceli parakazeiny. Przy energii odpychania roznej od 0, tylko cze$¢ wszystkich
zderzen prowadzi do agregacji. W mleku zaledwie 10-6 zderzen czastek
prowadzi do trwatego kontaktu, a ograniczona liczba miejsc agregacji wptywa na
tworzenie sie struktury przypominajacej bardziej zel niz osad [32, 34].

Ro6zne sg poglady badaczy na temat mechanizmu agregacji. Jedni uwazaja, ze
w systemach flokulacyjnych zawierajacych czastki o réznych wielko$ciach, mate
czastki zanikajg szybciej, co Swiadczy o tym, Ze sg one wychwytywane przez
czastki duze [42], inni natomiast twierdzg, ze zderzenia czastek sg przypadkowe,
a ich rozmiary nie wpltywajg na tworzenie sie agregatow [44].

Do wyjasnienia zjawiska koagulacji mleka, wykorzystano wyniki uzyskiwane
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podczas badania mechanizmu tworzenia sie agregatéw [45—48]. Zaktada sie, ze
powstajgce podczas koagulacji ,.ktaczki” tworzg sie w wyniku zderzen skupisk, a
nie pojedynczych czastek, dajac tym samym porowatg strukture. Reakcje
pomiedzy skupiskami o r6znej liczbie czastek mozna wyjasni¢ za pomocg teorii
koagulacji wedtug Smoluchowskiego [49, 50]. Zderzenia pomiedzy i-krotnym
skupiskiem a j-krotnym skupiskiem daje (i+]j) krotne skupisko. Podczas
flokulacji wielko$¢ i ksztatt agregatow sg bardziej istotne niz wielkos$¢ i ksztatt
pojedynczych czastek. W uktadzie rzeczywistym, gdzie wszystkie czgstki ulegaja
przypadkowym ruchom Browna, skupiska wielu réznej wielkosci czastek moga
bra¢ udziat w procesie agregacji. Mozliwos$¢ tworzenia sie duzych , ktaczkéw”
wytacznie poprzez przytaczanie sie pojedynczych czastek jest mato prawdo-
podobna. Wzrost wielkos$ci agregatéw jest prawie catkowicie wynikiem wzajem-
nego taczenia sie skupisk czastek. Teoretycznie, proces zachodzi az do momentu,
gdy tworzy sie jeden ,klaczek” [5], Wzrost wielkoSci ,ktaczka”, poprzez
przytaczanie mniejszych, prowadzi do tworzenia sie otwartej siatki skrzepu.
Stwierdzono, ze jezeli wielko$¢ ,,ktaczka” i liczba tworzacych go czastek osiggna
odpowiednig wartos¢, to przytaczenie sie kolejnego skupiska czastek, spowoduje
taki wzrost og6lnej powierzchni zawiesiny, ktéry prowadzi do powstania zelu.
Faza dyspersyjna nie bierze w tym udziatu, natomiast faza utworzona ze
zdyspergowanych czastek staje sie coraz bardziej lepka i zestala sie tworzac
spoisty system. W konicowym skrzepie duza liczba czastek poczatkowych zanika
z powodu strukturalnych przeobrazen i miedzyczasteczkowych potgczen [50].
Punktem krytycznym w chemii polimerdw i koagulacji mleka jest moment gdy
wartos$¢ $redniej masy czasteczkowej agregatéw molekularnych jest odpo-
wiednio duza aby nastapito rozdzielenie catego uktadu na frakcje rozpuszczalng i
nierozpuszczalng [51]. W tym przypadku sposob rozdzielenia dwoch frakeji, tzn.
wytracenie lub zelowanie, zalezy wytacznie od rozciericzenia. Tworzenie sie zelu
wystepuje w punkcie krytycznym w roztworach stezonych, a osadu w roztworach
rozcieAczonych [52],

VI. Réwnania opisujace koagulacje mleka

Wykorzystujagc wyniki badan dotyczacych poczatkowych etapow koagulacji
mleka, opracowano szereg rdwnan opisujgcych to zjawisko.

Wzrost $redniej masy czgsteczkowej Mw podczas agregacji okresla rownanie
8 [25, 26, 49, 53].

2Ks r(. dW 2 11

Mw (t) = 0) <1+ fdW ulJ j d1 r Rdwnanie 8

Pt
Cdw N _ _ _ L
gdzie jest szybkoscia powstawania materiatu ulegajacego agregacii, opisa-

ng rownaniem Michaelisa-Menten w postaci catki, K"— statg szybkoSci agre-
gacji. RoOwnanie to opiera sie na zatozeniu, ze micele o odpowiedniej proporcji
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(88%) zhydrolizowanej kazeiny x ulegajg agregacji wedtug modelu Smoluchow-
skiego [42].

Zalezno$¢ czasu koagulacji od $redniej masy czasteczkowej agregatéw micel
kazeinowych w mleku przedstawia réwnanie 9 [54, 55].

Hv M r,/8VYR, X Réwnanie 9

M~ — Srednia masa czasteczkowa agregatéw, — $rednia masa czastecz-

kowa micel kazeinowych w mleku, f— stosunek masy czasteczkowej uwolnione-
go peptydu do M,,, Q — stezenie miceli kazeinowych, i — czas koagulacji.

Roéwnanie opiera sie na zatozeniu, ze w poczatkowych stadiach koagulacji oraz w

przypadku, gdy stezenie substratu jest wieksze od , reakcja agregacji ma

charakter bimolekularny, a stata K* okre$la dyfuzje swobodna, niezalezng od
rozmiaru czastek. W réwnaniu tym, w odréznieniu od réwnania 8, stala
szybkosci agregacji (KJ zalezy od proteolizy.

Przy opracowaniu kolejnego réwnania przyjeto, ze wspotczynnik stabilnosci
LW?” z teorii Smoluchowskiego [22, 42], jest zmienny i okre$lany przez
stezenie nie zhydrolizowanej kazeiny x. Podczas reakcji enzymatycznej, czaste-
czki kazeiny x w micelach sg stopniowo hydrolizowane, co prowadzi do
zmniejszenia stabilnosci samej miceli, a w konsekwencji do wzrostu statej
szybkosci agregacji. Poniewaz wspo6tczynnik stabilnosci ,,W” jest wyktadniczo
zalezny od stezenia substratu i osigga wielkos¢ statg przed zakoriczeniem reakcji
enzymatycznej, czas koagulacji moze by¢ wyrazony nastepujagcym réwnaniem:

WOexp(—m-S0) 1 1

Lnc nO
Roéwnanie 10

1
- D+ — ) —1
6=, S*— (exp(—em 0)—

gdzie D oznacza poczatkowe stezenie kazeiny, WO— wyjsciowy wspoétczynnik
stabilno$ci miceli, Cm— statg proporcjonalng do stopnia konwersji kazeiny x,
V — szybkos$¢ reakcji enzymatycznej, n0— liczbe miceli w czasie t = 0, nc—
liczbe miceli w czasie t = ~, ' — czas koagulacji.

W réwnaniu tym czas koagulacji moze byé rozwazany jako czas niezbedny do
zmniejszania liczby miceli z n0 do nc. Mozliwe jest uzyskanie wspétzaleznoSci
pomiedzy stezeniem czastek a czasem koagulacji przez odpowiednie przeksztat-
cenie powyzszego réwnania i wyliczenie wielkosci czastek z ich stezenia.

VIl. Zmiany w uktadzie micelarnym podczas powstawania zelu

Do obserwowania zmian zachodzgcych w mleku podczas procesu tworzenia
zelu stosowano transmisyjng mikroskopie elektronowg [40, 57—59]. Poczatko-
we rozmieszczenie miceli w fazie dyspersyjnej mleka sugeruje odpychanie sie ich
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pomiedzy sobg. Podczas koagulacji micele stopniowo skupiajg sie. Micele tacza
sie bezposrednio lub poprzez rozlegte mostki, skiadajgce sie z kilku pasemek.
Podczas skupiania sie miceli budowana jest siatka zelu, w ktdrej stykajgce sie
micele ulegajg czeSciowej fuzji. W tym czasie tworza sie rowniez wigzania i
powstaje rozbudowana, nieregularna sie¢. Po utworzeniu wigzan, zwoje zmienio-
nych miceli skupiaja sie, tworzac luzne wiodkienka, grubosci okoto pieciu miceli,
rozdzielone rozlegtymi przestrzeniami. Zel uzyskany w czasie trzykrotnie
dtuzszym od czasu koagulacji stanowi luzno upakowang sie¢ zamykajaca
wewnatrz duzg ilos¢ serwatki. Kurczenie sie trojwymiarowej siatki zelu przejawia
sie w zjawisku zwanym synerezg [7].

VIIl. Czynniki wplywajgce na koagulacje

VIII-1. Wplyw pH

Czas enzymatycznej koagulacji mleka wydtuza sie wraz ze wzrostem wartosci
jego pH [60]. Powyzej pH 7,0 micele sg znacznie bardziej stabilne i agregacja nie
wystepuje. Przy pH 5,2 badanie proteolizy mleka jest utrudnione w zwigzku z
izoelektryczng agregacja miceli. Wiekszo$¢ autordw uwaza, ze wptyw pH na
enzymatyczng faze koagulacji jest drugorzedny w poréwnaniu z oddziatywaniem
na faze agregacji [27,61]. Van Hooydonk i wsp. [60] stwierdzilijednak, ze
obnizenie pH mleka powoduje gwattowny wzrost szybkosci reakcji enzymaty-
cznej podczas dziatania podpuszczki. Maksimum szybkosci stwierdzono przy
pH 6,0, a réznice w zakresie pH 56—6,4 byly niewielkie. Sugeruje to, ze
podatno$¢ wigzania Phe-Met w kazeinie x wzrasta z powodu zmniejszenia
sterycznych oddziatywan glikomakropeptydowej cze$ci czasteczki. Jednocze-
$nie, szczegblnie w granicach pH 5,6 obserwuje sie interakcje pomiedzy
podpuszczka i micelami parakazeiny, co wptywa na obnizenie stezenia efekty-
whnie dziatajgcego, wolnego enzymu i powoduje zmiane pozornej rzedowosci
reakcji [22]. Wraz z obnizeniem pH ro$nie szybko$¢ agregacji i tworzenia zelu, co
spowodowane jest w duzym stopniu zmniejszeniem udziatu wapnia w micelach
kazeiny, na skutek zakwaszenia mleka [60]. Przy obnizeniu pH cze$é jonéw
wapniowych, wchodzaca w sktad koloidalnego fosforanu wapnia, oddysocjowu-
je z miceli kazeinowych i przechodzi wraz z czescig jondw fosforanowych i
cytrynianowych do fazy dyspersyjnej mleka. Wzrost zawartosci jonéw Ca2+ w
mleku przyspiesza koagulacje miceli kazeinowych [62, 63]. Jednoczes$nie,
obnizenie pH zmniejsza potencjat elektrokinetyczny £ miceli i stopief jej
uwodnienia, co ukatwia kontakt pomiedzy micelami, przyczyniajac sie do
skrocenia czasu koagulaciji.

VIII-2. Wplyw temperatury

Obnizenie temperatury o 10°C wydluza faze enzymatyczng 2-krotnie, a faze
agregacji 11— 12-krotnie [64]. W temperaturach ponizej 8°C przebiega jedynie
faza enzymatyczna, bez wystapienia zjawiska koagulacji, ktéra pojawia sie w
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nastepstwie ogrzewania. Wplyw temperatury na agregacje sugeruje, ze gtowna
role w agregacji miceli i formowaniu siatki zelu odgrywajg interakcje hydro-
fobowe.

VI11-3. Wplyw jondw wapnia

Wapn wystepuje w mleku w postaci koloidalnego fosforanu wapnia,
wchodzgcego w sktad miceli kazeinowych, oraz w postaci jonéw Ca2+znajduja-
cych sie w fazie dyspersyjnej mleka. Obydwie te foimy wystepuja w stanie
rownowagi dynamicznej, a ich udziat w ogdlnej zawartosci wapnia w mleku
uzalezniony jest od pH mleka. (Duzy udziatjonéw Ca2+, przy niskim pH, moze
przyczynic sie do destabilizacji uktadu koloidalnego mleka [62, 63]). Stwierdzo-
no, ze niewielki dodatek do mleka jonéw Ca2+ przyspiesza koagulacje miceli
kazeinowych. Cze$¢ dodanych jonow Ca2+, w wyniku dazenia ukiadu do
zachowania stanu rownowagi, wigze sie z micelami w miejscach zawierajacych
tadunek ujemny. Zwieksza si¢ wéwczas hydrofobowo$¢ miceli i zmniejsza jej
potencjat elektrokinetyczny, co powoduje przyspieszenie procesu koagulacji
[60].

Wptyw jonéw wapniowych na czas koagulacji wykorzystano w praktyce przy
produkcji sera, w ktorej stosuje sie staty dodatek 0.02% bezwodnego CaCl2do
mleka. Pozwala to zmniejszy¢ ilos¢ podpuszczki potrzebnej do wytworzenia
prawidtowego skrzepu. Dodatek CaCl2 do poziomu 0,05M moze skrocic¢ czas
koagulacji do minimum. Przy wyzszym dodatku CaCl2(do 0,4M) czas koagulacji
ulega wydtuzeniu, a skrzep jest staby [5].

VIII-4. Wplyw stezenia substratu

Istotnym czynnikiem wplywajagcym na proces koagulacji jest stezenie sub-
stratu, to jest miceli kazeinowych w mleku. Zageszczanie mleka na drodze
ultrafiltracji nie wplywa znaczgco na czas koagulacji miceli kazeinowych,
natomiast zwieksza ilos¢ kazeiny nie przechodzacej do skrzepu [49]. Udziat
kazeiny tworzacej poczatkowy skrzep maleje ze wzrostem czasu koagulacji.
Stezenie enzymu niezbednego do przeksztatcenia takiej samej ilosci kazeiny w
forme skrzepu ro$nie proporcjonalnie do stopnia zageszczania mleka. W tym
przypadku czas koagulacji ulega skréceniu [49]. W wyniku rozciefnczania mleka
czas koagulacji wydtuza sie zaleznie od stopnia rozcieniczenia [65]. Ze wzrostem
stezenia miceli kazeinowych zakres proteolizy kazeiny x podczas koagulacji
maleje [66]. Zmniejszenie objetosci fazy wodnej, zmniejsza odlegto$é pomiedzy
micelami [9], Prowadzi to do wiekszej liczby skutecznych zderzen micel
parakazeiny izwieksza szybkos¢ agregacji. Przy niskim stezeniu miceli kazeino-
wych szybkos$¢ agregacji jest mata w poréwnaniu do szybkosSci proteolizy.
Natomiast przy wysokim stezeniu miceli kazeinowych odwrotnie, szybkos¢
dziatania enzymu jest znikoma w poréwnaniu z 0ogdlng szybkoscig reakcji [67].
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VIII-5. Wplyw aktywnosci proteolitycznej enzyméw

Enzymy stosowane do koagulacji miceli kazeinowych powinny wykazywac
ograniczong aktywnos¢ proteolityczng, polegajagca na hydrolizowaniu, w czasie
procesu koagulacji, gtébwnie specyficznego wigzania Phe-Met w kazeinie x. Taka
ograniczong aktywno$¢ proteolityczng wobec miceli kazeinowych wykazuje
podpuszczka (EC 3.4.23.4). Niedostatek tego enzymu, wynikajacy ze zmniejsza-
nia sie uboju miodych cielgt, przy jednoczesnym wzroscie produkcji sera,
spowodowat konieczno$¢ stosowania innych enzyméw o zblizonej do podpu-
szczki aktywnosci proteolitycznej [68, 69]. Do enzymo6w (oprécz podpuszczki)
najczesciej stosowanych w produkcji sera nalezg: podpuszczka wotowa (zawiera
okoto 50% wotowej pepsyny), pepsyna $winska oraz proteazy z Mucor miehei,
Mucor pusillus var. Lindt i Endothia parasitica.

Substytuty podpuszczki czesto wykazujg wyzszg aktywnosé proteolityczng
niz podpuszczka. Jezeli aktywnosé proteolityczna enzymu jest zbyt duza, to
zmniejsza sie zawarto$¢ kazeiny w skrzepie, a proces dojrzewania sera moze
przebiega¢ nieprawidtowo [70]. Nadmierna proteoliza w sposob widoczny
hamuje tworzenie sie skrzepu [71]. Jako$¢ skrzepu obniza sie ze wzrostem
stopnia proteolizy kazeiny w przypadku przedstawionych enzymoéw w nastepu-
jacej kolejnosci: podpuszczka, pepsyna, proteaza Mucor miehei i proteaza Mucor
pusillus [72].

IX. Znaczenie niektérych reszt aminokwasowych oraz reszt fosforanowych
kazeiny w procesie koagulaciji

W procesie koagulacji duzg role odgrywaja reszty aminokwasowe tafcuchdéw
biatkowych. Kazeina, w ktorej reszty His zostaty poddane fotooksydacji, traci
zdolno$¢ do koagulacji pod wptywem podpuszczki [73]. Okazato sie, ze
podpuszczka nie jest w stanie z tak zmodyfikowanej kazeiny x odszczepi¢
glikomakropeptydu. Konsekwencjag jest brak agregacji w obecnosci jonéw
wapnia. Przyczyna moze tkwi¢ w specyficznej modyfikacji reszt His bgdz w
zmianach tadunku miceli. Modyfikacja Trp lub Met ma niewielki wptyw na
proces koagulacji [73]. Natomiast zablokowanie reszt Lys znajdujacej sie w
kazeinie x nie wywiera wptywu na proteolize tego biatka, ale powoduje catkowita
inhibicje agregacji. Zablokowanie reszt Lys w kazeinie  lub B nie wptywa na
proces koagulacji. Sugeruje to, ze boczne grupy aminowe Lys w kazeinie X
odgrywaja znaczaca role podczas enzymatycznej koagulacji [74]. Modyfikacja
reszt Arg takze powoduje zahamowanie koagulacji kazeiny pod wplywem
podpuszczki. Reszty Arg w kazeinie x znajdujg sie w czesci dodatnio natado-
wanego obszaru zawierajgcego Lys i His [75]. Ich modyfikacja moze utrudnia¢
dostep do waznych dla zjawiska koagulacji reszt Lys.

Duzg role w procesie koagulacji odgrywajg rowniez grupy fosforanowe
kazeiny. Usuniecie 60% grup fosforanowych z mleka powoduje, ze skrzep
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utworzony pod wptywem dziatania podpuszczki staje sie zbyt miekki [76, 77].
Formowanie luznego skrzepu w mleku pozbawionym grup fosforanowych jest
wynikiem dezintegracji micel kazeinowych, a grupy fosforanowe decydujg o
odpowiednich rozmiarach micel kazeinowych w mleku [78]. Badania wielu
autorow [50, 71, 76] wykazaty, ze tworzenie skrzepu jest zwigzane, miedzy
innymi, zinterakcjamijonéw Ca2+z grupami fosforanowymi, gtdwnie kazeiny @

X. Wplyw interakcji jonowych na koagulacje mleka

Znaczenie interakcji jonowych podczas koagulacji mleka badano stosujac
dodatek zwiagzkéw jonowych oraz detergentow [79, 80, 81]. Stwierdzono, ze
substancje, ktdre najsilniej wiazg sie z micelami i wywierajg najwiekszy wptyw na
koagulacje, majg wysoki tadunek dodatni lub zawierajg zaréwno czesci obdarzo-
ne tadunkiem jak i hydrofobowe [81]. Zwigzki takie adsorbowane sg przez
micele w miejscach zawierajgcych tadunek, najczesciej o charakterze anionowym
lub wykazujacych charakter hydrofobowy. Samo wiazanie zachodzi wewnatrz
miceli, a nie na powierzchni ostonietej czeScig makropeptydowag kazeiny x [80].
Zwigzki o charakterze kationdw skracajag czas koagulacji miceli kazeiny.
Poprzez ostoniecie w miceli kazeinowej ujemnie natadowanych fragmentow
tancuchow polipeptydowych i wzrost hydrofobowosci obszaru wewngtrz miceli,
zwiekszajg one powinowactwo podpuszczki do micelarnej kazeiny x i przyspie-
szajg faze agregacji [82]. Na czas koagulacji wywierajag wptyw gtdwnie ilosc,
tadunek iciezar czasteczkowy dodawanych substancji [83], Detergenty kationo-
we skracajg, natomiast anionowe wydtuzajg czas koagulacji mleka [27]. Przy
wyzszych stezeniach detergenty anionowe moga powodowaé koagulacje mleka
bez udziatu podpuszczki. Stwierdzono, Ze utatwiajg one takze synereze skrzepu
podpuszczkowego [21].

Obnizenie bariery energetycznej, na skutek ostoniecia w miceli kazeinowej
obszaréw obdarzonych tadunkiem lub zmniejszenia efektu sterycznego, utatwia
interakcje zachodzgce podczas koagulacji mleka.

XI. Uwagi koncowe

Koagulacja enzymatyczna mleka jest procesem bardzo ztozonym. Duza
heterogeniczno$¢ uktadu jakim jest mleko utrudnia badanie zjawisk natury
chemicznej i fizycznej zachodzacych podczas koagulacji. Badania prowadzone w
uktadach modelowych nie uwzgledniajg catej gamy czynnikéw oddziatywuja-
cych na proces koagulacji w warunkach naturalnych. Dyfuzja i adsorpcja,
zjawiska czysto fizyczne, stuzgce do wyjasniania mechanizmow procesu koagula-
cji zaktdcone sg szeregiem oddziatywan natury chemicznej, a charakter tych
zjawisk zmienia sie na skutek przebiegu zachodzgcych w trakcie procesu reakcji.
Szybkos¢ reakcji i stopien, w jakim reakcja enzymatyczna i reakcja agregacji
zachodzg na siebie, zalezy od takich czynnikéw jak pH, temperatura, sitajonowa,
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stezenie wapnia, stezenie i sktad miceli kazeinowych. Zmiana kazdego z tych
prametrow, w specyficznym uktadzie jakim jest mleko, moze zmienia¢ pozostate
czynniki, co utrudnia badania.

Nie znane sg mechanizmy powodujace skupianie sie miceli kazeinowych
podczas agregacji. Brak jest rébwniez podstaw teoretycznych do opracowania
kinetyki bardzo skomplikowanej reakcji tworzenia skrzepu [8]. Stan obecnej
wiedzy pozwala jednak stwierdzié, ze zjawisko koagulacji powinno by¢ rozwaza-
ne jako suma wszystkich sit termodynamicznych, w sktad ktérych wchodza
niespecyficzne interakcje hydrofobowe ielektrostatyczne oraz specyficzne intera-
kcje miceli kazeinowych zmodyfikowanych w wyniku dziataniu enzymu [5].

Artykut otrzymano 4 stycznia 1988 r.
Zaakceptowano do druku 9 czerwca 1988 r.
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l. Wstep

Kazeina jest gtownym skladnikiem biatek mleka. Do wiekszosci badan,
dotyczacych struktury i whasciwosci kazeiny, uzywano mleka krowy Bos taurus,
ze wzgledu najego znaczenie w zywieniu cztowieka [1]. Kazeine mleka krowiego
rozdzielano elektroforetycznie na cztery frakcje (a”, a”, p i x), ktore zostaty
szczegbtowo scharakteryzowane [2, 3]. Podczas rozdziatu elektroforetycznego
kazeiny mleka innych zwierzat wykryto podobne frakcje [1]. Znaczna czes¢
kazeiny wystepuje w mleku w postaci micel, o ktérych stabilnosci decyduja w
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duzej mierze grupy fosforanowe kazeiny [3]. Stopien fosforylacji kazeiny ma
wplyw na wiasciwosci mleka, zwigzane zaréwno zjego funkcja biologiczna, jak
i technologiczna.

Il. Okreslenie pozycji fosforylowanych reszt aminokwasowych w fancuchu poli-
peptydowym kazeiny

Strukture | rzedowg kazeiny oznaczano poczatkowo metodg Edmana
[4]. Oznaczono w ten sposdb strukture kazeiny mleka krowiego oraz mleka
innych zwierzat domowych [5— 13], a takze mleka kobiecego [14— 16]. Metoda
ta stwarza jednak trudnos$ci w przypadku badania dtugich taricuchéw polipepty-
dowych, kiedy trzeba dodatkowo stosowac techniki posrednie [1,17]. Problemy
te zostaly rozwigzane dzieki opracowanym w ostatnich latach metodom
klonowania gendéw. Wyizolowany z tkanki czynnego gruczotu mlecznego
kwas rybonukleinowy mRNA stuzy do otrzymania komplementarnego kwasu
dezoksyrybonukleinowego cDNA. Sekwencja aminokwaséw w kazeinach, zde-
terminowana przez specyficzny mRNA okre$lana jest droga dedukcji, na
podstawie znajomosci struktury | rzedowej nukleotydéw otrzymanego cDNA.
Metode te wykorzystano do ustalenia sekwencji aminokwaséw w kazeinie
izolowanej z mleka réznych gryzoni [18—23].

Okres$lenie pozycji reszt fosforanowych w strukturze | rzedowej fosfoprotein
zawsze stanowito trudny problem. Grupy fosforanowe kazeiny podstawione sg w
miejsca niektérych grup wodorotlenowych Ser i Thr wtaicuchach polipeptydo-
wych. Fosforylacja tych reszt zachodzi na etapie potranslacyjnym biosyntezy
biatek i w zwigzku z tym, metodag klonowania nie mozna uzyska¢ informacji
dotyczacych pozycji reszt fosforylowanych [1].

Metody chemiczne okazaly sie mato skuteczne w ustaleniu pozycji reszt
fosforanowych wtaincuchu polipeptydowym kazeiny. Oznaczenie ogdlnej zawar-
tosci reszt kwasu ortofosforowego w izolowanych fosfopeptydach nie daje
informacji o rozmieszczeniu grup fosforanowych, gdy tancuchy peptydowe
zawierajg zarowno podstawione jak i niepodstawione reszty Ser i Thr [6, 24].
Zastosowanie wielu modyfikacji metody Edmana réwniez nie pozwolito jedno-
znacznie ustali¢ pozycji grup fosforanowych w kazeinie [19, 25, 26, 27].

Magnetyczny rezonans jadrowy (NMR) wykorzystano do ustalenia reszt
fosforanowych w znakowanej izotopem 31P kazeinie 1i P mleka krowiego [28,
29]. Informacje o potozeniu specyficznych reszt uzyskiwano z bezposredniego
poréwnania widm NMR biatek natywnych i peptydéw otrzymanych na drodze
enzymatycznej degradacji. Zadowalajace rezultaty otrzymano w przypadku
wystepowania pojedynczych reszt fosfoseryny, jak na przyktad w pozycji 35
kazeiny (3mleka krowiego [24] (Ryc. 1). W przypadku wystepowania w faficuchu
polipeptydowym wielu potozonych obok siebie reszt fosfoseryny, sasiadujgce z
nimi reszty Glu sg zdolne do przenoszenia rezonansu 31P na wszystkie
fosfoseryny [28], Metoda ta ma ograniczone zastosowanie w przypadku
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nieznanej struktury | rzedowej, ponadto wymaga duzych iloSci materiatu
badawczego.

Problem okreslenia pozycji reszt fosforanowych w tancuchach polipeptydo-
wych biatek zostat rozwigzany dzieki metodzie spektrografii masowej, kt6ra
pozwala analizowa¢ peptydy o masie ponad 4000 [1, 30]. Bombardowanie
peptydéw atomami gazu obojetnego prowadzi do stopniowego odtaczania
aminokwaséw z taincucha. Ciezar czasteczkowy odiaczonych aminokwasow,
wyliczony z réznicy mas peptydu przed i po bombardowaniu, pozwala na ich
identyfikacje. | tak biorgc pod uwage fakt, ze masa czgsteczkowa Ser wynosi 80,
natomiast fosfoseryny 167 tatwo okresli¢, ktére reszty Ser zawierajg grupy
fosforanowe. Przy uzyciu tej techniki potwierdzono wczesniej rozpoznane [31,
32] potozenie reszt fosfoserylowych w kazeinie i B [1] (Ryc. 1). Technike
spektrografii masowej zastosowano z powodzeniem takze do okres$lania struktu-
ry czesciowo defosforylowanych pochodnych N-koncowego fosfopeptydu ka-
zeiny B. Defosforylacje przeprowadzono przy udziale kwasnej oraz alkalicznej
fosfatazy, a otrzymane produkty reakcji rozdzielono na peptydy zawierajgce od 0
do 4 reszt fosfoserylowych [32]. Zastosowanie spektrografii masowej do badania
rozdzielonych peptyddw, pozwolito na ujawnienie potozenia miejsc, w ktérych
znajdowaly sie usuniete reszty fosforanowe, a takze na wykazanie, ze kwasna
fosfataza ze $ledziony i alkaliczna fosfataza z Escherichia coli atakowaty reszty
fosfoserylowe w r6znych sekwencjach tancucha.

I1l. Specyficznos$¢ dziatania kinazy kazeinowej

W taricuchu polipeptydowym kazeiny ulegaja fosforylacji gtdwnie reszty Ser,
rzadziej Thr. Poréwnanie pewnej liczby sekwencji pozwala na wniosek, ze
niektore anionowe tryplety reszt aminokwasowych moga by¢ sygnatem, wskazu-
jacym specyficznym kinazom miejsca fosforylacji. Stwierdzono, ze reszty Ser, a w
mniejszym stopniu Thr, ktére ulegaja fosforylacji wystepuja (liczac od strony
N-konhcowej taficucha polipeptydowego) zawsze przed resztg aminokwasowag X,
za ktdrg znajduje sie reszta aminokwasowa noszaca tadunek ujemny. Mer -
cier [33] zidentyfikowal cztery gtébwne miejsca rozpoznania w kolejnosci
uwzgledniajacej malejacg zdolnos¢ do fosforylacji:

Ser—X—GIu > Thr—X—GIu > Ser—X—Asp > Thr—X—Asp

Resztg X moze byc¢ resztajakiegokolwiek aminokwasu. Jednakze gdy w pozycji X
byly reszty aminokwaséw kwasnych, takich jak Glu lub Asp, fosforylacja grup
serylowych lub treonilowych zachodzita szybko, podczas gdy reszty zasadowe
lub rozbudowane przestrzennie hamowaty te reakcje [33]. | tak w kazeinie
as!mleka krowiego (Ryc. 2, wariant C) zastgpienie reszty Thr w pozycji 130 resztg
lle, prowadzi do zmniejszenia szybkosci fosforylacji reszty Ser w pozycji 131 i 129
[34]. Oprocz tych gtéwnych miejsc rozpoznania, takze juz ufosforylowane reszty
Ser lub Thr mogg przyczyniac sie, jako ujemnie natadowany sktadnik taricucha
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polipeptydowego, do fosforylacji nastepnych reszt aminokwasowych [33].
Thumaczy to obecno$¢ wystepujacych po sobie kolejnych ufosforylowanych
reszt Ser w kazeinie a”®, i @ mleka krowiego (Ryc. 1) [5, 6, 8]. Kolejno
wystepujace reszty Ser zabserwowano we wszystkich sekwencjach aminokwaso-
wych dotychczas badanych form kazeiny, z wyjatkiem kazeiny x (Ryc. 1)
W przypadku kazeiny @ sekwencja reszt fosfoserylowych decyduje o duzym
ujemnym fadunku N-koncowej czesci tancucha polipeptydowego. Podobne
skupiska fosfoseryny stwierdzono zaréwno w oj a k i a"2 kazeinie, lecz ze
wzgledu na obecno$¢ wielu innych, ufosforylowanych reszt Ser, ujemne tadunki
roztozone sag bardziej rownomiernie w obrebie catego taricucha [1]. Potwierdze-
nie tezy Merciera [33] dotyczacej specyficznych trypletbw aminokwaso-
wych, rozpoznawanych przez kinaze, uzyskano podczas badania sekwencji
tancucha polipeptydowego genetycznych wariantéw kazeiny mleka krowiego.

) ) 128 133
Kazeina Wariant A Leu-Ser-Thr-Ser-Glu-Glu

| |
P P

128 133
Wariant C Leu-Ser-lle-Ser-Glu-Glu

14 21
Kazeina p Wariant A Glu-Ser-Leu-Ser-Ser-Ser-Glu-Glu

| |1
P P P P

. 14 21
Wariant D Glu-Ser-Leu-Ser-Lys-Ser-Glu-Glu

| | |
P P P

A 38
Wariant A2 GIn-Ser-Glu-Glu-GlIn

I
P

. M 38
Wariant E GlIn-Ser-Lys-Glu-Gln

I
P

. 3\ 38
Wariant C GIn-Ser-Glu-Lys-Gln

Ryc. 2. Sekwencje aminokwasowe genetycznych wariantéw kazeiny 2 i p mleka krowiego,

zawierajace specyficzne tryplety aminokwasowe rozpoznawane przez kinaze kazeinowa [1, 6, 8. 28,
29, 34, 35, 36, 37]

Ryc. 1 Sekwencje aminokwasowe czeéci tancuchéw polipeptydowych kazeiny mleka krowiego,
zawierajacych specyficzne tryplety aminokwasowe rozpoznawane przez kinaze kazeinowa [1, 5, 6, 7,
8, 28, 29, 33, 38]. Podkreslone reszty Ser i Thr pomimo potozenia w obrebie specyficznego trypletu
aminokwasowego sg bardzo rzadko lub nie sg nigdy podstawione grupa fosforanowg
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Stwierdzono, ze w wariancie D kazeiny [3[35] brak jednej reszty fosforanowej
wynika z zastgpienia fosforanu seryny w pozycji 18 (kazeina P-wariant A2) lizyna
(wariant D) (Ryc. 2). Zmiana ta nie wptywata na fosforylacje sgsiadujgcych reszt
Ser. Wystepowanie specyficznych trypletéw aminokwasowych mozemy zaobser-
wowac réwniez w przypadku genetycznych wariantow A2 i E kazeiny p, w
ktorych Ser w pozycji 35 podstawiona jest grupg fosforanowg (36, 37) (Ryc. 2).
Wariant C kazeiny P rdézni sie od wariantéw A2 i E wystepowaniem Lys w
miejscu Glu w pozycji 37 i brakiem grupy fosforanowej w pozycji 35. Swiadczy to
0 tym, ze Glu w pozycji 37, a nie 36 jest resztg decydujaca, umozliwiajgca
rozpoznanie miejsca fosforylacji przez kinaze. Wiele innych przyktadéw potwier-
dza teze dotyczacg trypletow aminokwasowych rozpoznawanych przez kinazy
[33, 38—44]. Na tej podstawie okreslono 15 ufosforylowanych reszt w kazeinie y
la mleka szczura, myszy i $winki morskiej [19, 21, 22].

Pomimo duzej zmiennosci tanicuchéw polipeptydowych kazeiny trzy specyfi-
czne obszary w sekwencji mMRNA wyizolowanego z tkanek czynnych gruczotow
mlecznych réznych ssakow, sa wysoce zachowawcze [19]. Sg to sekwencje
kodujace peptydy sygnatowe, obszar 5" niekodujacy i obszar kodujacy potencjal-
ne miejsca fosforylacji. Zachowawczo$¢ sekwencji kodujacej potencjalne miejsca
fosforylacji, pomimo duzego stopnia zréznicowania pozostatej czesci struktury
I-rzedowej, musi wynika¢ z wptywu poszczegdlnych miejsc fosforylacji na funkcje
kazeiny [1].

IV. Ograniczenia zakresu fosforylacji

Sekwencje tafcucha polipeptydowego kazeiny, ktére moga ulec fosforylacji
(zawierajg tryplety aminokwasowe rozpoznawane przez kinazy) czesto jej nie
ulegaja. Formy ti kazeiny mleka krowiego zbudowane sg z identycznych
tancuchow polipeptydowych, a réznig sie tylko stopniem fosforylacji. Kazeina
do zawiera o jedng grupe fosforanowg wiecej niz kazeina a,*. Grupa ta
potaczonajest z Ser w pozycji 41 (Ryc. 1) [38]. Cztery frakcje kazeiny 2(0*2, 3>
04, 0"0) posiadaja takg samg sekwencje aminokwasowg lecz odpowiednio 13,12,
11 i 10 reszt fosfoserylowych [33]. Kazeina P mleka krowiego zawiera pie¢ grup
fosforanowych, a kazeina P mleka kobiecego moze nie zawiera¢ ani jednej takiej
grupy, podczas gdy sekwencja aminokwaséw w tancuchach polipeptydowych
tych kazein jest podobna (Ryc. 3) [14— 16]. Kazeina x, r6znego pochodzenia,
zawiera jedng lub wiecej grup fosforanowych. Wszystkie kazeiny x, ktdérych
sekwencje zostaly do tego czasu okre$lone majg jedng reszte Ser w fancuchu
polipeptydowym, (pozycja 127), ktéra nigdy nie ulega fosforylacji, pomimo, ze
wchodzi w sktad specyficznego, rozpoznawanego przez kinazy trypletu amino-
kwasowego (Ryc. 1) [33]. Reszta Thr w pozycji 131 uwazana jest za nosnika
czesci cukrowej kazeiny x (obok reszt Thr w pozycjach 133 i 135) [3]. Uwaza sie,
ze fosforylacja kazeiny zachodzi podczas przechodzenia kompletnych tancuchéw
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Kazeina P mleka krowiego
21
lle-Yal-Glu-Ser-Leu-Ser-Ser-Ser-Glu-Glu

P P P P
Kazeina p mleka kobiecego

12 21
Thr-l1le-Glu-Ser-Leu-Ser-Ser-Ser-Glu-Glu
P P P P P

Ryc. 3. Sekwencje aminokwasowe kazeiny (i, mleka krowiego i kobiecego w cze$ci tancucha
zawierajacej specyficzne tryplety aminokwasowe [1, 6, 14, 16]. Grupy fosforanowe P nie potgczone
wigzaniem z Thr lub Ser w kazeinie p mleka kobiecego nie wystepujg lub wystepuja bardzo rzadko
[14, 15, 16]

polipeptydowych z retikulum endoplazmatycznego do aparatu Golgiego, gdzie
prawdopodobnie whudowanie fosforanéw ma miejsce przed formowaniem micel
[45—A47]. Przypuszcza sie, ze przylaczenie reszty cukrowej do tancucha poli-
peptydowego kazeiny x zachodzi przed fosforylacjg. Glikozylacja, w tym
przypadku grupy hydroksylowej Thr, blokuje dostep kinazy do Ser w pozycji 127
[33]. Rozumowanie to, oparto na wynikach badan poréwnawczych biatek
serwatkowych, gtdwnie laktoalbuminy a i laktoglobuliny p. Biatka te nie
zawierajg grup fosforanowych, pomimo wystepowania w ich sekwencji amino-
kwasowej trypletdbw rozpoznawanych przez kinazy znajdujgce sie w gruczole
mlecznym. Biatka serwatkowe ulegaja N-glikozylacji, ktéra jest zjawiskiem
kotraslacyjnym i w przypadku (zawierajgcej duzo cukrow) laktoalbuminy a
zachodzi w pofatdowanym retikulum endoplazmatycznym [48], N-glikozylacji
podlegaja reszty Asn znajdujace sie w sekwencjach trypletéw aminokwasowych
Asn— X—Ser/Thr [48,49]. W laktoalbuminie a niektore reszty Ser wystepujace
w trypletach stanowigcych miejsca rozpoznawcze N-glikozylacji sgjednocze$nie
N-kofncowym aminokwasem trypletu stanowigcego miejsce rozpoznawcze fos-
forylacji. Grupa cukrowa przytgczona w wyniku N-glikozylacji Asn, uniemozli-
wia przylaczenie grupy fosforanowej do Ser, prawdopodobnie w wyniku
zablokowania dostepu kinazy do grupy hydroksylowej tego aminokwasu [33].

Na zakres fosforylacji biatek moze réwniez wywieraé wptyw ich struktura
Il-go i Ill-cio rzedowa. Brak grup fosforanowych w laktoalbuminie o i
laktoglobulinie P mozna ttumaczy¢ ich globularng strukturg, ktéra w poréwna-
niu ze wzglednie otwartg strukturg kazeiny, moze utrudnia¢ dostep kinazy do
specyficznych trypletbw aminokwasowych [1, 33]. Okazuje sig, ze in vitro
fosforylacja laktoalbuminy a moze mie¢ miejsce dopiero po zniszczeniu jej
natywnej konformacji globularnej [50, 51].

Innym wyttumaczeniem czesciowej fosforylacji czasteczek kazeiny jest mozli-
wos$¢ niedoboru, w gruczole mlecznym’kinazy kazeinowej odpowiedzialnej za
fosforylacje [52--5¢>].
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V. Wiasciwosci kinazy kazeinowej

Fosforylacja biatek jest powszechnym procesem biologicznym. Z komaérek
ssakdw wyizolowano wiele enzymdw katalizujgcych przenoszenie y-fosforanu
ATP na odpowiednie reszty aminokwasowe w biatkach. Enzymy te r6znig sie
specyficznoscia [56]. W aparacie Golgiego komoérek czynnego gruczotu mle-
cznego szczurdw, znaleziono kinaze, ktora wykazuje maksymalng aktywnosc,
niezalezng od cyklicznego AMP, przy wysokim stezeniu Ca i Mg [57]. Kinazy,
wyizolowane z czynnych gruczotéw mlecznych szczura i krowy, katalizujg nie
tylko fosforylacje tych reszt Ser i Thr wtancuchu polipeptydowym kazeiny, ktore
ulegaja fosforylacji w gruczole mlecznym. Po denaturacji biatek lub peptydow,
fosforylacji ulegaja réwniez te reszty Ser i Thr, znajdujgce sie w sekwencji
specyficznych trypletéw aminokwasowych, ktére w gruczole mlecznym nie sg
fosforylowane [51, 58—61]. Wyizolowane kinazy nie sg jednak zdolne do
kompletnej refosforylacji kazeiny ijej fragmentéw, co moze wynikac z innych niz
in vivo warunkéw dziatania [33]. Badania w uktadach in vitro wykazaty, ze
transport ATP poprzez btony pecherzykéw Golgiego jest jednym z czynnikéw
kontrolujacych proces fosforylacji kazeiny [62—64]. Kinazy kazeinowe wykazu-
ja okreslone zapotrzebowanie na Ca2+ i Mg2+, ktorych stezenie w przeswicie
pecherzykéw Golgiego powinno by¢ utrzymane na odpowiednim poziomie [65].
Rowniez stezenie poliamin sperminy i spermidyny w gruczole mlecznym wywiera
wplyw na dziatanie kinaz kazeinowych [66].

V1. Wplyw reszt fosfoserylowych na strukture i funkcje kazeiny oraz wiasciwosci
mleka

Znaczna cze$¢ kazeiny wystepuje w mleku w postaci miceli [3, 67],
Charakterystyka koloidalnych roztworéw biatek mleka poszczeg6lnych ssakow
jest rézna. W mleku krowim, gdzie kazeina jest dominujacym biatkiem, micele sg
bardzo stabilne, sktadajg sie z czterech form kazeiny, a ich struktura jest
wynikiem specyficznych interakcji pomiedzy charakterystycznymi obszarami
poszczegolnych czgsteczek kazeiny. Biatka te wykazujg duzg hydrofobowo$¢, z
tym, ze obszary hydrofobowe rozmieszczone sg roznie w poszczeg6lnych
formach kazeiny [3, 68, 69]. Specyficzna struktura taficuchéw polipeptydowych
kazeiny zapobiega tworzeniu przez nie globularnych czasteczek, ktérych obszary
hydrofobowe ukryte sa wewnatrz [70]. W wyniku tego w obrebie obszaréw
niepolarnych tworzg sie energetycznie korzystne potgczenia pomiedzy resztami
aminokwasowymi poszczegdlnych czasteczek [71], Asocjacja czasteczek pro-
wadzi do powstawania kompleksow ztozonych z wielu czgsteczek monomerycz-
nych, w ktérych obszary zawierajgce reszty polarne, w tym ujemnie natadowane
reszty fosfoseryny, znajdujg sie na powierzchni [72]. Silna koncentracja ujemne-
go tadunku zapobiega agregacji komplekséw. Ca2+ przylgczony do reszt
fosfoserylowych zmniejsza wielko$¢ tadunku ujemnego, umozliwiajac interakcje
typu biatko-biatko pomiedzy obszarami hydrofobowymi, co ewentualnie moze
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spowodowac utrate rozpuszczalnosci [73]. Zarowno kazeina |jak ikazeina P
ulegaja straceniu w roztworach, w ktérych stezenie Ca2+ jest wyzsze od
10 mmoli/1. Jednakze w kompleksach tworzonych pomiedzy hydrofobowymi
obszarami kazeiny x i form kazeiny wrazliwych na Ca2+, obszary hydrofobowe
potozone sg wewnatrz, a obszary hydrofilowe oraz fragmenty kazeiny X
0 wysokim stopniu solwatacji, na zewnatrz kompleksu [3]. Kazeina x stabilizuje
wiec kazeing a*l i @wobec jondw wapnia [3, 68].

Reszty fosfoserylowe w sposdb oczywisty przyczyniajg sie do stabilnosci
miceli kazeinowych. Jednak badanie ich wplywu na to zjawisko jest trudne w
przypadku miceli naturalnych, ze wzgledu na duzag zawarto$¢ w micelach
koloidalnego fosforanu wapnia. W wiekszosci badar stosuje sie sztuczne systemy
micelarne. Badanie wptywu defosforylacji na stabilno$¢ miceli utworzonych z
kazeiny x i o®, wykazato, ze obecnos$¢ reszt fosfoseryny nie jest warunkim
koniecznym do tworzenia stechiometrycznych komplekséw pomiedzy czaste-
czkami tych form kazeiny [73]. Jednak aby micele tworzytly trwatly ukiad w
mleku niezbedne jest okreslone minimum grup fosforanowych. Usuniecie grup
fosforanowych z kazeiny t obniza w spos6b drastyczny zdolnos¢ kazeiny x do

stabilizowania komplekséw kazeiny X i wobec jonéw wapnia. Obniza takze
ilos¢ kazeiny t wbudowanej do miceli i zmniejsza rozmiary miceli [74, 75].
Chemiczna fosforylacja kazeiny | i P nie zmienia ich zdolnosci do tworzenia

miceli z kazeing x, natomiast zwieksza ich stabilno$é wobec jonéw wapnia. Do
wywotania precypitacji potrzebne jest wyzsze stezenie Ca2+ niz w przypadku
kazeiny i p nie poddanych chemicznej fosforylacji [76]. Nalezy jednak
pamietaé, ze w poczatkowym etapie precypitacji Ca2+ wigze sie z resztami
fosfoserylowymi. Usuniecie tych grup zapobiega wigzaniu Ca2+, a kazeina
pozbawiona reszt fosforanowych nie jest wrazliwa na takie stezenie Ca2+, ktore
normalnie wywotuje jej niestabilnos$¢. Pozbawiona grup fosforanowych kazeina
P zachowuje sie podobnie jak kazeina x, stabilizujac kazeing asx wobec jonéw
wapnia [77]. Sugeruje to, ze do stabilizacji kazeiny i Bkonieczne jest, aby w
biatku, oprocz hydrofobowych i hydrofilowych obszaréw, wystepowaty niewie-
Ikie ilosci reszt fosfoserylowych [76, 78, 79],

Takie wymagania strukturalne sg dos¢ specyficzne ijest godne uwagi to, ze
kazeina X, wyizolowana z mleka réznych zwierzat, wykazuje niezwykie podo-
bienstwo pod wzgledem budowy taficucha polipeptydowego. Ponadto kazeina x
wyizolowana z mleka réznych zwierzat zawiera dwie lub mniej reszt fosfoserylo-
wych, potwierdzajac, ze niska zawarto$¢ fosforanu jest w tym przypadku
korzystna, poniewaz jedng z funkcji kazeiny x w mleku jest stabilizowanie
pozostatych form kazeiny wobec jonéw wapnia. Defosforylacja kazeiny x nie ma
zadnego wptywu na jej zdolnos¢ stabilizowania kazeiny  { i p, podczas gdy
dodatkowe wprowadzenie reszt fosforanowych w wyrazny sposéb jg zmniejsza
[73, 76]. Mata liczba grup fosforanowych w kazeinie x sugeruje koniecznos¢
takiego rozmieszczenia specyficznej kinazy biatkowej wewnatrz aparatu Golgie-
go, ktére umozliwiatoby fosforylacje sktadnikow kazeiny tylko w specyficznych
miejscach rozpoznania [80, 81, 82],
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VII. Technologiczne znaczenie fosforylacji kazeiny

Jedng z najbardziej stalych cech kazeiny x jest podatno$é na proteolize
wigzania pomiedzy resztami w pozycjach 105 i 106 [83]. Rozszczepienie
taricucha wtym miejscu prowadzi do uwolnienia czesci C-koricowej, pozostawia-
jac silnie hydrofobowg cze$¢ kazeiny x w miceli kazeinowej. Destabilizacja
uktadu koloidalnego kazeiny prowadzi do koagulacji miceli i precypitacji
kazeiny. Koagulacja jest wazng wiasciwosciag mleka wykorzystywang przy
produkcji sera. Bardzo duze znaczenie ma prawidtowa zwiezto$¢ skrzepu,
pozwalajgca uzyskac jak najwyzszy odzysk biatek mleka w masie serowej. Reszty
fosfoserylowe kazeiny odgrywajg znaczng role w formowaniu odpowiedniego
skrzepu. Stwierdzono, ze zwiezto$¢ skrzepu maleje proporcjonalnie do wzrostu
stopnia defosforylacji biatek [84, 85]. Sugeruje to, ze tworzenie miegkkiego
skrzepu moze by¢ spowodowane dezintegracjg miceli kazeinowych do mniej-
szych rozmiaréw, co wigze sie z waznym znaczeniem grup fosforanowych w
utrzymywaniu odpowiednich rozmiaréw micel w mleku [86]. Wprowadzenie
dodatkowych grup fosfoserylowych, poprzez dodatek kazeiny p do mleka,
powoduje zwiekszenie zwieztosci skrzepu [87]. Stwierdzono, ze wzrost zwieztosci
wywotany jest wprowadzeniem tej czeSci tancucha kazeiny [3 ktdra zawiera
reszty fosfoserylowe [87—89]. Wzbogacenie mleka kazeing ¢t nie wplywa w
sposob istotny na zwiezto$¢ skrzepu [85, 88]. Grupy fosforanowe wystepujace w
kazeinie (3decydujg wiec o zwieztosci koagulatu. Wynika stad, ze usuniecie ich,
uniemozliwia zachodzenie znacznej czesci tych interakcji (fgczenie sie miceli
poprzez mostki wapniowe pomiedzy grupami fosforanowymi kazeiny), ktore
przyczyniajg sie do powstania skrzepu [87]. Z podobnym efektem mamy do
czynienia podczas technologicznej homogenizacji mleka, ktora réwniez powodu-
je obnizenie zwieztosci skrzepu przy produkcji sera. Homogenizacja mleka ma na
celu wyeliminowanie zjawiska podstoju ttuszczu w mleku i polega na rozdrobnie-
niu wiekszych kuleczek ttuszczu mlecznego do przecietnej $rednicy 2—3 Hm.
Podczas homogenizacji mleka, submicele (czastki tworzace micele, ztozone z
monomerycznych podjednostek czterech gtownych form kazeiny [3]) zostajg
okryte otoczka tluszczowa, ktéra ostaniajac grupy fosforanowe, daje taki sam
efekt jaki ma miejsce w przypadku usuniecia tych grup na drodze enzymatycznej
[90].

Wplyw reszt fosfoserylowych kazeiny P na jako$¢ skrzepu, uzyskanego w
wyniku proteolizy miceli kazeinowych, jest szczegélnie widoczny podczas
tworzenia sie koagulatu mleka krowiego i kobiecego. W mleku kobiecym
kazeina P stanowigca gtéwne biatko ufosforylowana jest w niewielkim stopniu,
co powoduje, ze koagulat uzyskany z tego mleka jest znacznie luzniejszy [54].
Dzieki temu jest on tatwiej trawiony w zotgdku dziecka niz koagulat mleka
krowiego.

Obecnos¢ reszt fosfoserylowych wywiera takze wptyw na inne technologiczne
wiasciwosci mleka. Alkaliczna obrébka mleka w podwyzszonej temperaturze jest
tradycyjnie stosowana podczas proces6w przemystowych. Jest takze stale
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wprowadzana w nowoczesnym przemysle spozywczym przy produkcji biatko-
wych izolatow (produkty wysokobiatkowe, zawierajgce 70—95% biatka, w
mleczarstwie reprezentowane przez kazeiniany i biatczany) o specyficznych
wiasciwosciach funkcjonalnych (dobra rozpuszczalno$é, wysoka stabilnosé
cieplna, zdolno$¢ wigzania wody i tluszczu, wysoka aktywnos$¢ powierzchniowa,
wysoka lepkos¢) [91]. Stwierdzono, ze dziatanie alkaliéw i ogrzewania na reszty
fosfoserylowe prowadzi do (3-eliminacji grup fosforanowych. Powstajace grupy
dehydroalaniny moga ulega¢ nukleofilowemu przytgczeniu do sasiadujgcych
reszt Lys tego samego taricucha [92] lub przylegajacej czasteczki biatka, tworzac
pochodne lizyloalaninowe oraz poprzeczne wigzania pomiedzy taricuchami
biatkowymi [89,91]. I chociaz pochodne lizyloalaninowe moga takze tworzy¢ sie
pod nieobecnos¢ fosfoseryny, to stwierdzono, ze defosforylacja kazeiny a
znacznie ogranicza ich powstawanie w biatkach traktowanych alkaliami [93,94]
Tworzenie sie reszt lizyloalaninowych, blokuje cze$¢ grup aminowych Lys w
kazeinie, co moze powodowac¢ ograniczenie interakcji pomiedzy czgsteczkami
kazeiny w miceli. Moze réwniez wywiera¢ wptyw na podatno$¢ kazeiny na
proteolize [67]. (Zainteresowanie tworzeniem sie reszt lizyloalaninowych, w
mleku ogrzewanym, wzbudzit fakt, ze lizyloalanina podawana szczurom okazata
sie toksyczna. Stwierdzono jednak, ze ryzyko zwigzane ze spozywaniem kazeiny
zawierajgcej reszty lizyloalaninowe przez cztowieka, jest nieuzasadnione [91]).

Inny aspekt technologiczny, wynikajacy z obecnosci grup fosfoserylowych w
mleku, zwigzany jest z produkcjg likierow $mietankowych. Chociaz micele
kazeinowe sg stabilne, mogg ulega¢ koagulacji na skutek zmieszania z alkoho-
lem. Gt6éwna role w stabilizowaniu miceli w roztworze odgrywa ich tadunek
ujemny, tworzacy bariere energetyczng zapobiegajgca agregacji [95]. Wielkos¢
tej bariery moze by¢ rézna w zaleznosci od stalej dielektrycznej osrodka, w
ktérym micele sg zawieszone. Ze zjawiskiem tym wigze sie mechanizm wywotanej
alkoholem koagulacji micel [95]. Ladunek kazeiny spowodowany jest w duzej
mierze obecnoscig grup fosfoserylowych, ktére stabilizujg micele [96].

VIII. Biologiczne znaczenie fosforylacji kazeiny

Biologiczng funkcjg mleka jest dostarczenie skladnikéw pokarmowych
miodym zwierzetom. Skiad miceli kazeinowych jest idealnie dostosowany do
tego celu [88, 74). Struktura micelarna kazeiny zapewnia sekrecje wysoko
stezonego roztworu biatka, Ca2+ i fosforan6w, a otwarta, ggbczasta budowa
miceli utatwia odstep enzyméw trawiennych do taricuchow biatkowych. Zawar-
to§¢ Ca2+w mleku jest wyzsza od niezbednej do wywotania precypitacji kazeiny
a*! i P, nawet w obecnosci kazeiny x. Jest to mozliwe dzieki temu, ze Ca2+
wystepuje gtownie w formie skompleksowanej z fosforanem w postaci koloidal-
nego fosforanu wapnia. Budowa miceli jest ciggle przedmiotem spordw, lecz
wiekszos¢ badaczy sugeruje, ze micela sktada sie z licznych podjednostek
potgczonych ze sobg za pomocg kompleksow fosforanowo-wapniowych. Praw-
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dopodobnie cze$¢ nieorganicznego fosforanu, znajdujacego sie w miejscach
powierzchniowych sieci krystalicznej koloidalnego fosforanu wapnia, jest zaste-
powana grupami fosforanowymi reszt fosfoserylowych [97, 98]. Dzieki temu
submicele tgcza sie miedzy soba. Sie¢ krystaliczna kompleksu fosforanowo-wa-
pniowego ulega znieksztatceniu w takim stopniu, ze moze on wystepowaé w
stanie przesycenia nie ulegajac wytraceniu. Fakt, ze defosforylacja kazeiny
powoduje dezintegracje micel kazeinowych do mniejszych jednostek, potwierdza
te hipoteze. Jezeli grupy fosfoserylowe kazeiny rzeczywiscie petnig taka role, to
wzrost ich zawartosci w kazeinie, powinien pozwala¢ na wzrost stezenia wapnia
w mleku. Nie jest to mozliwe do osiggniecia poprzez chemiczng fosforylacje
mleka krowiego. W Swietle tych faktéw ciekawe jest, ze odpowiadajgce kazeinie
o™l mleka krowiego formy kazeiny mleka szczurow ikrolikbéw, charakteryzujgce-
go sie znacznie wiekszg niz mleko krowie zawartos$cig wapnia, zawierajg znacznie
wiekszg liczbe fosforylowanych reszt Ser [19].

Podczas proteolitycznego trawienia udato sie ujawnic¢ inng jeszcze role reszt
fosfoserylowych i ich skupisk w specyficznych obszarach kazeiny. Z kazdej
kazeiny poddanej trawieniu mozna tatwo wyizolowac¢ fosfopeptydy, ktérych
reszty aminokwasowe zawierajg grupy fosforanowe [24, 31]. Peptydy te, z
powodu wystepowania w nich skupisk fosfoseryny, wykazujg duzg odpornos¢ na
dalsza proteolize, a takze ogromng zdolno$¢ do tworzenia komplekséow z Ca2+
Enzymatyczne trawienie mleka wjelicie mtodych zwierzat przebiega podobnie, o
czym $wiadczy wykrycie analogicznych kazeinofosfopeptydéw w jelicie cienkim
szczura. Podczas podawania szczurom kazeiny defosforylowanej (w 80—85%),
nastepowato znaczne obnizenie wchtaniania wapnia z jelita, co Swiadczy o tym,
ze obecnos¢ kazeinofosfopeptydow stymuluje adsorbcje Ca2+ [99— 101], Fakt,
ze oligopeptydy zawierajagce grupy fosfoserylowe przechodza, niezmienione
enzymatycznie, przez $ciany jelita, moze Swiadczy¢ o tym, ze grupy fosforanowe
w kazeinie obok petnienia funkcji czysto zywieniowych petnig rowniez funkcje w
metabolizmie komérkowym [1, 102].

IX. Uwagi konhcowe

Kazeina jako fosfoproteina ma duze znaczenie zaréwno z punktu widzenia
fizjologicznego jak i technologicznego. Dotychczasowe badania wskazujg na
zalezno$¢ pomiedzy funkcjg fizjologiczng kazeiny a stopniem jej fosforylacji.
Grupy fosforanowe zwigzane z kazeing wplywajg w znacznym stopniu na jej
wiasciwosci chemiczne i funkcjonalne. Stopien fosforylacji reszt aminokwaso-
wych kazeiny nalezy uwzgledni¢ i odpowiednio wykorzystaé w procesach
technologicznych, zwigzanych z przeksztatceniem biatek mleka w bardziej trwate
produkty stosowane w zywieniu cztowieka.

Artykut otrzymano 4 stycznia 1988 r.
Zaakceptowano do druku 9 czerwca 1988 r.
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SEOWNICTWO

Stownictwo tokoferdli i zwigzkéw pokrewnych

Opracowano na podstawie dokumentu Wsp6lnej Komisji Nomenklatury
Biochemicznej (JCBN) IUPAC-IUB: ,,Nomenclature of tocopherols and related
compounds. Recommendation }981”, ogtoszonego w Eur. J. Biochem. (1982),
123, 473—A475 i innych czasopismach.

opracowata Janina Kwiatkowska

Komisja Stownictwa Biochemicznego uprzejmie dzigekuje prof. dr Osmanowi Achmatowiczowi
za konsultacje przy opracowaniu dokumentu

W 1966 r. ogtoszono stownictwo witamin, z tokoferolem wiacznie [1, 2].
Zalecenia okreslaty konfiguracje jedynie a-tokoferolu (jako 2R, 4R, 8R).
Wprawdzie nastepnie opisano konfiguracje wszystkich zwigzkéw tej klasy, ale
opracowanie systemu ich stownictwa nastreczato trudnosci ze wzgledu na
wystepowanie niektérych waznych tokoferoli w postaci mieszaniny diasteroizo-
meréw. Tym niemniej, w 1974 r ogtoszono zalecenia [3, 4], wprowadzajace
system RS dla opisania stereoizomerii [5, 6]. Obecne zalecenia uwzgledniajg
zarzuty, wysuwane przeciw poprzednim dokumentom. Nie zawierajac nowych
regul, zalecenia te w sposdb bardziej peilny tlumacza odniesienie obecnie
zalecanych okreslen (zwiaszcza dotyczacych stereochemii, w punkcie 12) do
dawniejszych. Obejmuja tez uzgodnienia osiggniete w 1976 r pomiedzy JCNB i
Komisjg 1/1 Miedzynarodowej Unii Nauk Zywienia (IUNS) i sg zgodne z
zaleceniami IUNS z 1976 r [7]

Zalecenia

1.1 Witamina E. Nazwe witamina E nalezy stosowa¢ jako okreslenie
rodzajowe wszystkich pochodnych tokoli i tokotrienoli, wykazujgcych jakoscio-
wo aktywno$¢ biologiczng a-tokoferolu. Nazwe te nalezy stosowaé takze w
okresleniach pochodnych, takich jak niedobdr witaminy E, aktywno$¢ witaminy
E, antagonisci witaminy E.
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1.2. Tokol. Nazwa tokol jest nazwg zwyczajowg 2-metylo-2-(4, 8,12-trimety-
lotridecylo)chroman-6-olu (zwigzek I, w ktdrym R1= R2= R3= H).

1.3. Tokoferol(e). Nazwe tokoferol(e) nalezy stosowac jako nazwe 0g6lng
wszystkich mono-, di-, i trimetylotokoli. A zatem nazwa ta nie jest synonimem
okre$lenia: witamina E.

2. Zwigzek I, w ktérym R1= R2= R3= Me, znany jako a-tokoferol, nosi
nazwe a-tokoferoll} lub 5,7,8-trimetylotokol. Przy okreslaniu konfiguracji
a-tokoferolu patrz Zalecenia 11 i 122).

3. Zwigzek I, wktérym R1= R3= Me;R2= H, znanyjako p-tokoferol nosi
nazwe (3-tokoferoll*lub 5,8-dimetylotokol.

4. Zwigzek I, w ktérym R1= H, R2= R3= Me, znany jako y-tokoferol nosi
nazwe y-tokoferollub 7,8-dimetylotokol.

5. Zwigzek I, wktorym R1= R2= H; R3= Me,znanyjako5-tokoferol,nosi
nazwe 8-tokoferolu lub 8-metylotokol3).

6. Zwigzek Il, w ktdrym R1= R2= R3= H, czyli 2-metylo-2-
-(4,8,12-trimetylotrideka-3,7,ll-trienylo)chroman-6-ol nosi nazwe tokotrienol
(w naturze znaleziono tylko all-trans (E, £)-tokotrienole).

()

7. Zwigzek Il, w ktérym R1= R2= R3= Me, znany dawniej jako * albo
e2-tokoferol nosi nazwe 5,7,8-trimetylotokotrienol3) lub a-tokotrienoll). Stoso-
wano takze nazwe plastochromanol-3 (poréwnaj pkt 3.2 w (8)).

8. Zwigzek IlI, w ktérym R1= R3= Me; R2= H, znany dawniej jako
e-tokoferol, nosi nazwe 5,8-dimetylotokotrienol3) lub P-tokotrienoll).

9. Zwigzek IlI, w ktérym R1= H; R2= R3= Me, znany dawniej jako
r|-tokoferol nosi nazwe 7,8-dimetylotokotrienol3) lub y-tokotrienoll). Uzywano
takze okreslenia plastochromanol-3 (por. pkt 3.2 w (8) i 16.2.3.2 w (9)).

10. Zwigzek 11, w ktorym R1= R2= H; R3= Me, nosi nazwe 8-metylo-
tokotrienol3) lub 5-tokotrienoll*

11. Jedyny dotychczas wykryty, wystepujacy naturalnie stereoizomer a-to-
koferolu (IlII) ma konfiguracje 2,R 4R, 8R, zgodnie z systemem reguly
pierwszenstwa. Dlatego tez jego semisystematyczna nazwa brzmi (2R, 4'R,
8'.R)-a-tokoferol. Te samg zasade stownictwa mozna stosowa¢ do wszystkich
innych stereoizomeréw tokoferoli.

1} zalecana w terminologii zywieniowej przez ITUNS [7]

2) moéwigc o konkretnym zwigzku nie nalezy nigdy uzywaé nazwy a-tokoferol bez okre$Senia
stereochemicznego

3) zalecana w terminologii chemicznej
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Me

HO

Me H Me H Me
',Me
Me Me
Me
(1E)

12. Aby mozliwie krétko okresli¢ konfiguracje wazniejszych stereoizomerow

a-tokoferolu, a zwilaszcza mieszanin tych sterecizomerdw stosuje sie nazwy
zwyczajowe. Wiele z tych zwigzkéw ma znaczenie handlowe i lecznicze. Zaleca sie
stosowanie nastepujacych nazw zwyczajowych na okreslenie najwazniejszych
zwigzkdw tej klasy:

a). Wyzej wzmiankowany a-tokoferol o konfiguracji 2R, 4 R, 8 R, dawnigj
zwany d-a-tokoferolem powinien nosi¢ nazwe RR/?-a-tokoferol

b). Diasteroizomer RRR-a-tokoferolu, dawniej znany jako 1-a-tokoferol,
bedacy epimerem RRR-dtokoferolu przy C-2, majacy konfiguracje 25, 4 R, 8R,
powinien nosi¢ nazwe 2-epi-a-tokoferol.

c). Mieszanina RRR-CL-tokoiero\u i 2-epi-a-tokoferolu (otrzymywana droga
syntezy z uzyciem fitolud) i odpowiedniej achiralnej pochodnej hydrochinonu)
powinna nosi¢ nazwe 2-am6o0-a-tokoferol56). Do czasu poznania aktywnosci
optycznej fitolu, kiedy to ograniczono uzycie nazwy dl-a-tokoferol do all-rac-ai-
-tokoferolu (patrz 12e), mieszanine te nazywano dl-a-tokoferol. Jest prawdopo-
dobne, ze asymetryczna reakcja zachodzgca w czesciowej syntezie moze jedynie
przypadkowo prowadzi¢ do utworzenia rGwnomolowych proporcji dwu mozli-
wych epimeréw [10]. Tym niemniej, 2-amfeo-a-tokoferol, otrzymywany ta
metodg'wystepuje w proporcjach bliskich réwnomolowym [11—14]. Octan
2-amfro-a-tokoferolu byt dawniej miedzynarodowym standardem witaminy E
[15].

d). Produkt redukcji naturalnego 5,7,8-tokotrienolu, w ktérym podwdjne
wigzania przy 3', 7'i 11' s3 uwodornione, a przy C-4 i C-8 powstajg dwa nowe
centra asymetrii, jest mieszaning czterech diasteroizomerycznych a-tokoferoli,
majacych konfiguracje 2R, 4R, 8R] 2R, 4'S, 8R, 2R 4S8, 8'Si 2R, 4R, 8'S.
Materiat ten powinien nosi¢ nazwe 4'-ambo, 8'-amfro-a-tokoferol.

e). Catkowicie syntetyczna witamina E, otrzymana bez stereochemicznej
kontroli, jest mieszaning o nieokreslonych proporcjach (w badanych prepara-
tach proporcje czterech recematéw lub par enancjomeréow (to jest o$miu

4) Nazwa ,fitol” oznacza substancje o koniguracji 7R, 11/2.

5 od ,,ambo”, z jezyka taciniskiego ,,0ba”.

6L Petniejsza nazwa powinna brzmie¢: 2-ambo-(4'R, 8'J?)-a-toicoferol, ale w celu skrécenia nazw
zwyczajowych przyjeto, ze jedli nie zaznaczono inaczej, kazde centrum w tokoferolach ma
konfiguracje R. A wiec nazwa a-tokoferol, bedgaca nazwa 0g6lng bez implikacji stereochemicznych,
nabiera stereochemicznego znaczenia, jesli poprzedza ja stereochemiczny przedrostek w rodzaju
ambo lub epi.
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diasteroizomeréw) byty bliskie rownomolowym [11—14]. Powinna ona nosié
nazwe all-rac-a-tokoferol (poprzednio nazywano jg dl-a-tokoferol, chociaz
dawniej okreslenia tego uzywano dla 2-ambo-a-tokoferolu, patrz 12c).

13.

Estry tokoferoli i tokotrienoli powinny nosi¢ nazwy: estry tokoferylu i

estry tokotrienylu, odpowiednio (na przyktad octan a-tokoferylu, octan a-toko-
trienylu).
Zalecane nazwy zebrano w tabeli 1

Zwyczajowe nazwy niektérych a-tokoferoli

Lp.

Opis produktu

Zwigzek o konfiguracji okreslo-
nej w nastepnej kolumnie, jedyny
izomer a-tokoferolu znaleziony
jak dotad w przyrodzie

Izomer epimeryczny wzgledem
1?fl/?-a-tokoferolu jedynie przy
C-2

a-tokoferol o naturalnej konfigu-
racji przy C-4' i C-8', ale o obu
konfiguracjach przy C-2; taki,
ktéry mozna otrzymac poisynte-
tycznie z fitolu

Syntetyczny a-tokoferol, otrzy-
many bez kontrolowania konfi-
guracji przy C-2, C-4' i C-8".

Syntetyczny a-tokoferol, o natu-
ralnej konfiguracji przy C-2, ale o
obu konfiguracjach przy C-4' i
c-8'

PISMIENICTWO

Konfiguracja

2R, 4 R, 8'R

25, 47?, 8'R

2R, 4R, 8R 25, AR, 8R
mieszanina niekoniecznie
réwnomotowa

mieszanina, niekoniecznie
réwnomotowa, wszyst-
kich 4 mozliwych racema-
téw (to jest wszystkich 4
par enancjomeréw

mieszanina, niekoniecznie
réownomotowa, czterech
izomeréw: 2R, 47?; 877?;
2R, 4 S, 8 R, 2R, 47?7, 8'5;
2R, 4'5, 8'5

Tabela 1

Zalecana
nazwa zwyczajowa

RRR- a-tokoferol

2-e/?/-a-tokoferol

2-amé6o0-a-tokoferol

all-rac-a-tokoferol

4'-ambo-%"-ambo-
a-tokoferol

1 IUPAC-IUB Commission on Biochemical Nomenclature (CBN). Tentative rules, section on
Trivial names of miscelaneous compounds of importance in Biochemistry, 1964. (1967), Eur. J.
Biochem., 2, 1—2.

2. Potoczne nazwy witamin i koenzymoéw, w: Polskie stownictwo bichemiczne. Red. A. Morawiecki,
PWN, Warszawa 1974, s. 169— 172.

3. IUPAC-IUB Commission on Biochemical Nomenclature (CBN). Nomenclature of tocopherols
and related compounds. Recommendations 1973. (1974), Eur. J. Biochem., 46, 217—219.

4. Stownictwo tokoferoli i zwigzkéw pokrewnych. W: Nowe polskie stownictwo biochemiczne. Red.
A. Morawiecki, PWN Warszawa, 1983, s. 249— 253.
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SPRAWOZDANIA ZE ZJAZDOW | KONFERENCJI NAUKOWYCH

Konferencja dydaktyczna wyktadowcéw biochemii akademii medycznych

Kolejna konferencja wyktadowcéw biochemii akademii medycznych odbyta sie w Szczecinie,
dnia 14 maja 1988 roku w zabytkowym Klubie Pracownikéw Stuzby Zdrowia ,,Remedium”,
usytuowanym w willowej dzielnicy — Pogodno. Po konferencjach w Gdansku, Warszawie, Biatym-
stoku i Wroctawiu, do Szczecina zjechali przedstawiciele wszystkich o$rodkéw akademickich
(z wyjatkiem todzi), nauczajacych studentéw medycyny, stomatologii i pielegniarstwa. W spotkaniu
szczecinskim przedstawiono dwa programy nauczania. Jeden realizowany w Pomorskiej Akademii
Medycznej, drugi w Slaskiej Akademii Medycznej w Katowicach. Oba programy réznia sie od siebie
uktadem organizacyjnym. W Szczecinie realizuje sie zaliczenia tygodniowe, w Katowicach obowigzu-
je program kolokwialny. W czasie konferencji poddano pod dyskusje wszystkie aspekty dotyczace
nauczania biochemii przysztych lekarzy, a wiec: program wyktadéw, program ¢wiczen (seminariéw
i zajec¢ laboratoryjnych), regulaminy zaktadowe, kontrole wynikéw nauczania, systemy egzaminacyj-
ne, dostepno$¢ podrecznikéw do nauki biochemii i wydawane skrypty przez poszczegélne osrodki.

Siedzg od lewej: prof. dr H. Karon (Poznan), prof. dr Z. Zielinska (Warszawa), prof. dr M. Drozdz
(Katowice), doc. dr Z. Poremska (Warszawa), prof. dr T. Borkowski (Lublin), prof. dr E. Barikkowski
(Biatystok).

Dane te byly zawarte w starannie wydanych materiatach przygotowanych przez oba osrodki
prowadzace konferencje. Materiaty otrzymali wszyscy uczestnicy i stanowity one podstawe do
dyskusji. Dyskusja stanowita najwazniejszy punkt programu konferencji. W swobodnej i mitej
atmosferze wszyscy uczestnicy mieli nieograniczony czas wypowiedzi swoich pogladéw. Liczne
pytania i sugestie, oceny wartoséci dydaktycznych prezentowanych programéw, odstanianie stabych
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ogniw i braku spéjnosci programoéw, wasne dotychczasowe doswiadczenia — to wszystko $wiadczy-
to o duzym zaangazowaniu uczestnikéw i checi jak najlepszego przekazywania wiedzy. Wzrasta
ranga problemu praktycznego nauczania biochemii w akademiach medycznych. Wigkszo$¢ dostep-
nych podrecznikéw do ¢wiczen preferuje analityczny charakter ¢wiczen laboratoryjnych. Wyodreb-
nienie przed paru laty analityki z diagnostyka i biochemig kliniczna, jako osobnego przedmiotu
o zwigkszonej ilosci godzin oraz brak w zaktadach biochemii nowoczesnej aparatury do ¢wiczen,
stwarza dysproporcje miedzy mozliwosciami dydaktycznymi zaktadoéw teoretycznych a szkoleniem
klinicznym. Wprowadzenie nowocze$niejszych ¢wiczen biochemicznych jest trudne z powodu
ograniczonego zakupu odczynnikéw zwtaszcza importowanych, braku odpowiedniego wyposazenia
oraz duzej ilosci studentéw na Il roku studiow w stosunku do posiadanej bazy lokalowej.
W przedstawionych na konferencji w szczegétowych opracowaniach ze Szczecina i Katowic,
organizatorzy proponuja witasne rozwigzania i postulujg, aby programy ¢wiczen byly stalym
punktem wymiany pogladéw pracownikéw dydaktycznych nauczajgcych biochemie w akademiach
medycznych.

Na jednej z poprzednich konferencji przedyskutowano zakresy zaje¢ dydaktycznych dla
zaktadéw chemii og6lnej i zaktadéw biochemii. Obecnie wytania sie taki sam problem miedzy
zaktadami biochemii a zaktadami biochemii klinicznej i diagnostyki laboratoryjnej. Zazwyczaj
0 wszystkim decyduja warunki lokalne, ale ramowe programy biochemii i biochemii klinicznej
z diagnostykg winne by¢ wspoélnie przedyskutowane. Dlatego zaproponowano, ze na nastepng
konferencje w roku 1989 zostang zaproszeni niektérzy wyktadowcy biochemii klinicznej.

Istotng role w nauczaniu biochemii odgrywaja dostepne do nauki podreczniki. Podreczniki
autorow polskich, jak i thumaczenia podrecznikéw zagranicznych, sa z reguty opéznione o szereg lat
1dlatego nie zaspakajajg potrzeb. Dlatego niektére zaklady biochemii w Polsce wydajg wiasne
skrypty, monografie, wypisy i inne pomoce — w ramach witasnej bazy poligraficznej. Podkeslono
celowo$¢ i korzysci ptynace z wymiany tych materialtbw miedzy poszczegélnymi zakiladami
biochemii, co jednak nie rozwigzuje istoty problemu. Przy dyskutowaniu wynikéw nauczania w
poszczeg6lnych akademiach méwiono o ztym przygotowaniu teoretycznym ijezykowym studentéw
zagranicznych. W wiekszosci przypadkéw powtarzaja oni dwu lub trzykrotnie poszczegélne lata
studiow.

Wiele miejsca poswiecono kadrze nauczajacej. Przygotowanie asystenta, ze wzgledu na stopien
trudnosci przedmiotu, trwa pare lat. Zesp6t nauczajacy w zaktadach biochemii winien reprezentowac
rézne specjalnosci. Zgodzono sie, ze w szkoleniu przysztych lekarzy winni uczestniczy¢ w duzej mierze
asystenci — absolwenci akademii medycznych. W Katowicach i Szczecinie stanowig oni potowe
kadry nauczajacej. Organizatorzy przekazali takze swoje doSwiadczenia przy naborze asystentéw z
wiasnych k6t naukowych. Cztonkowie két naukowych, zwiaszcza ci, ktérych prace byty nagradzane
na sesjach uczelnianych, $srodowiskowych lub krajowych, decyduja sie zazwyczaj, po ukonczeniu
studiow, na podjecie pracy w tym zaktadzie. Wymaga to przychylnosci Wiadz Uczelni w
przydzielaniu etatéw absolwentom. Tym miodym ludziom, aby chcieli pracowaé¢ w zaktadzie
teoretycznym, trzeba byto zapewni¢ start naukowy w roku stazowym, a lekarzom start zawodowy w
formie zgody na specjalizacje. Duzy udziat w adaptacji mtodych ludzi majg starsi koledzy, zwtaszcza
adiunkci, ktérzy opiekujac sie nimi wprowadzajg ich stopniowo w zagadnienia i problemy dydaktyki.
Narastajacym problemem ograniczajacym doptyw chetnych do pracy w zaktadach teoretycznych sg
niskie ptace. W dyskusji wskazano na niezrozumiate réznice interpretacji mozliwosci finansowych
uczelni lub na opieszate wprowadzanie w zycie tych samych zasad w réznych uczelniach. R6znice za
stawki godzin naukowych i dydaktycznych wynosity w poszczegélnych uczelniach blisko 100%. Ma
to znaczenie szczegdlnie w zaktadach teoretycznych akademii medycznych, w ktérych nie ma
dodatkéw ustugowych.

W koricowej fazie dyskusji powrécono do postulatéw wczesniej sformutowanych na poprzed-
nich konferencjach i przestanych do Wtadz. Na pierwszej konferencji w Gdansku zajeto stanowisko w
sprawie zmniejszenia iloSci godzin przeznaczonych na nauczanie biochemii. Niektére Rady
Wydziatowe, w ramach swoich uprawnien, zwiekszyty limity okre$lone przez MZiOS. Ministerstwo
ustosunkowato sie negatywnie do propozycji sformutowanych we Wroctawiu dotyczacych jednolite-
go planu studiéw dla pierwszych dwoch lat. Ministerstwo uwaza, ze uktad i roztozenie przedmiotéw
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W pierwszym rzedzie od lewej: doc. dr R. Tarnawski (Zabrze), prof. dr Z. Zielinska (Warszawa), doc.
dr Z. Porembska (Warszawa), dr A. Mandat (Szczecin), prof. dr H. Karon (Poznan), prof. dr
J. Kwiatkowska (Wroctaw), dr T. Stelmaszynska-Gliczynska (Krakéw), prof. dr T. Borkowski
(Lublin), prof. dr E. Bankowski (Biatystok).

W drugim rzedzie od lewej: prof. dr Z. Machoy (Szczecin), dr K. Ciechanowski (Szczecin), doc. dr
Z. Aleksandrowicz (Gdansk), doc. dr T. Gatamor (Szczecin), prof. dr B. Zachara (Bydgoszcz), prof. dr
M. Drozdz (Katowice).

na Wydziatach Lekarskich moze by¢ r6znorodre, dostosowane do mozliwosci danej akademii,
natomiast treSci zawarte w programie muszg sie mie$ci¢ w ramowych programach nauczania. Na
zakonczenie konferencji w Szczecinie takze sformutowano postulaty przestane do MZiOS. Dotyczyly
one: zwiekszenia wynagrodzen dla pracownikéw teoretycznych nauk medycznych, wliczenia czasu
przeznaczonego na egzaminy do pensum dydaktycznego oraz wprowadzenia kursu chemii ogdlnej na
Wydziatach Pielggniarskich przed nauczaniem biochemii.

Podczas konferencji, ktéra trwata w sumie okoto 5 godzin, byly przerwy na relaks, rozmowy w
kuluarach i swobodng wymiane pogladéw, takze towarzyskich. W czasie jednej z przerw prof.
Z. Zielinska, redaktor naczelny Postepéw Biochemii, méwita o pracach nadsytanych do Redakcji,
0 najczesciej spotykanych brakach, btedach iniedociggnieciach oraz o tematyce prac, ktére ukaza sie
w najblizszych numerach czasopisma. Jeszcze przed rozpoczeciem konferencji uczestnicy, w drodze
z hotelu do miejsca obrad, odbyli pétgodzinng wycieczke mikrobusem po miescie Szczecinie
(z przewodnikiem), a miedzy prezentacja szczecinskiego i katowickiego programu dydaktycznego
obejrzeli udzwiekowiong diaporame Szczecina, przygotowang przez dr Suréwke (30 min.). W czasie
krotkich spacerdw wséréd majowej zieleni i kwitngcych drzew uczestnicy brali udziat we wspéinych
zdjeciach. Zorganizowanie nastepnej konferencji zaproponowano Instytutowi prof. W. Ostrowskie-
go w Krakowie, a wspétorganizatorem ma by¢ Zaktad Biochemii z Zabrza prowadzony przez doc.
dr R Tarnawskiego. Przewidywany termin spotkania— 13 maja 1989 r. Konferencja nauczajgcych
biochemie w akademiach medycznych stanowi dobrg forme wymiany doswiadczen dydaktycznych,
pozwala nawigzac bezposrednie kontakty oraz postuchacjak inni radza sobie z realizacja programéw
1z trudnosciami, od ktérych trudno sie dzisiaj uwolnié.

Zygmunt Machoy
Kazimierz Ciechanowski
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