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WSKAZÓW KI DLA AUTORÓW

K w arta ln ik  „Postępy Biochem ii” publiku je artyku ły  m onograficzne om awiające 
w ąskie tem aty, oraz artyku ły  przeglądow e referu jące  szersze zagadnienia z biochemii 
i nauk  pokrew nych. A rtykuły  pierwszego typu  w inny w  sposób syntetyczny omawiać 
w ybrany tem at na podstaw ie możliwie pełnego piśm iennictw a z k ilku  ostatnich lat, 
a a rtyku ły  drugiego typu  na podstaw ie piśm iennictw a z ostatnich dwóch lat. Objętość 
tak ich  artyku łów  nie pow inna przekraczać 20 stron  m aszynopisu (nie licząc ilustracji 
i piśmiennictwa'). K w arta ln ik  publikuje także artyku ły  typu  m inireview s, do 10 stron 
maszynopisu, z dziedziny zainteresow ań autora, opracowane n a  podstaw ie najnow ­
szego piśm iennictw a, w ystarczającego dla zilustrow ania problem u. Ponadto  kw ar­
ta ln ik  publiku je k ró tk ie noty, do 5 stron m aszynopisu, inform ujące o now ych in ­
teresujących osiągnięciach biochemii i nauk  pokrew nych, oraz noty przybliżające 
historię badań  w  zakresie różnych dziedzin biochemii. P rzekazanie a rtyku łu  do 
R edakcji jest równoznaczne z oświadczeniem, że nadesłana praca  nie była i nie 
będzie publikowania w  innych czasopismach, jeżeli zostanie ogłoszona w  „Postępach 
Biochemii”. A utorzy artyku łu  odpowiadają za prawidłowość i ścisłość podanych in ­
form acji. A utorów  obow iązuje korek ta au torska: popraw ki w ynikające z błędów 
d rukarn i nanosim y ołówkiem; niezbędne zm iany autorskie nanosim y niebieskim  
atram entem . Koszty zm ian tekstu  w  korekcie (poza popraw ieniem  błędów d ru k a r­
skich) ponoszą autorzy. A rtykuły  honoruje się w edług obow iązujących stawek. A uto­
rzy o trzym ują 25 odbitek swego artyku łu ; zam ów ienia na  dodatkowe odbitki (płatne) 
należy zgłosić pisem nie odsyłając pracę po korekcie autorskiej.

Redakcja prosi autorów o przestrzeganie następujących wskazówek:

Forma maszynopisu: maszynopis pracy i wszelkie załączniki należy nadsyłać w  dwu egzem­
plarzach. Maszynopis powinien być napisany jednostronnie, z podwójną interlinią, z margine­
sem ok. 4 cm po lewej i ok. 1 cm po prawej stronie; nie może zawierać więcej niż 60 znaków 
w jednym wierszu nie więcej niż 30 wierszy na stronie zgodnie z Normą Polską.

Układ maszynopisu: strona okładkowa nienumerowana zawiera imiona i nazwisko(a) auto- 
ra(ów), adres(y) Zakład(ów) w  języku polskim i angielskim, w  których pracują autorzy, adres 
pocztowy, na który autorzy życzą sobie otrzymywać korespondencję, adres prywatny, telefon  
miejsca pracy, tytuł artykułu (w języku polskim i angielskim) oraz — w  prawym dolnym  
rogu — liczbę stron, liczbę rycin, wzorów i tabel oraz skrót tytułu (nie więcej niż 25 znaków 
drukarskich).

Strona tytułowa (1) imiona (w pełnym brzmieniu) i nazwisko(a) autora(ów), tytuł pracy 
w języku polskim i angielskim, rzeczowy spis treści w  języku polskim i angielskim, tytuł nau­
kowy autora(ów) i jego (ich) miejsce(a) pracy, wykaz skrótów stosowanych w  pracy.

Strona 2 ł następne obejmują tekst pracy do spisu piśmiennictwa włącznie, tabele, spis 
rycin, wzorów oraz tytuły i objaśnienia do rycin na stronach końcowych.

Dla przejrzystości tekstu obowiązuje podział artykułu na rozdziały i podrozdziały, których 
tytuły informować rzeczowo winny o przedstawionych treściach. Rzeczowy spis treści publi­
kujemy bezpośrednio po tytule pracy. Rozdziały numerujemy liczbami rzymskimi, a podroz­
działy odpowiednią rzymską i arabską (np. 1-1). Tytułów podrozdziałów nie wydzielonych 
z tekstu nie trzeba numerować. W tekście nie należy stosować żadnych podkreśleń ani roz­
strzelonego druku. Ewentualne sugestie autorskie co do charakteru czcionki drukarskiej należy 
zaznaczyć ołówkiem na marginesie maszynopisu. W przypadku umieszczenia w  tekście liter 
alfabetu greckiego należy na marginesie wpisać ołówkiem ich fonetyczne brzmienie. Tabele 
i  ryciny numerujemy cyframi arabskimi a wzory rzymskimi. W tekście nie należy umieszczać 
żadnych tablic, rycin czy wzorów, lecz w  żądanym miejscu pozostawić wolny wiersz i zazna­
czyć: Tabela 1, Ryc. 1. Wzór I itp. Numerację wzoru w  tekście należy podawać po nazwie 
związku, np. kwas glutaminowy (I).

Redakcja prosi autorów o zwrócenie szczególnej uwagi na poprawność językową tekstu 
a także na ścisłość i jasność sformułowań, unikanie gwary laboratoryjnej oraz o niewprowa- 
dzanie do tekstu tworzonych doraźnie skrótów, nawet jeśli niektóre z nich bywają używane 
w pracach obcojęzycznych.
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Postępy Biochemii, 32, 395—399, 1986.

Z HISTORII BIOCHEMII

HANNA WEHR *

Nagroda Nobla w roku 1985 
za osiągnięcia z dziedziny Fizjologii 
lub Medycyny

The Nobel Prize for Physiology or Medicine 1985

14 października 1985 roku K om isja Nagród N obla w  Sztokholm ie przyznała n a ­
grodę dwu am erykańskim  lekarzom -biochem ikom  z D allas M. S. Brownowi 
i J. L. G oldsteinow i za ich odkrycia dotyczące regu lacji m etabolizm u cholesterolu. 
W uzasadnieniu określono w yniki badań lau reatów  jako rew olucjonizujące wiedzę 
w  tej dziedzinie i stw arzające nowe podstaw y leczenia i zapobiegania miażdżycy 
naczyń krwionośnych.

Oprócz w yjaśnienia w ielu faktów  dotyczących regulacji m etabolizm u chole­
sterolu prace Browna i G oldsteina przyczyniły się również w  znacznym  stopniu 
do poznania ogólnego przebiegu endocytozy kom órkow ej różnych białek.

W 1972 roku Brown i G oldstein podjęli próby w yjaśn ien ia błędu m etaboliczne­
go w  dziedzicznie uw arunkow anej chorobie m etabolicznej — hipercholesterolem ii 
rodzinnej. W ystępuje ona w lżejszej — heterozygotycznej postaci u 1 na 500 osób 
większości badanych populacji i w ciężkiej — homozygotycznej u 1 na m ilion 
osób. Je j cechą charakterystyczną jest wysoki poziom w osoczu głównej frak c ji 
lipoproteinow ej transportu jące j cholesterol — lipoprotein  o n iskiej gęstości (LDL). 
Choroba doprowadza do wczesnej miażdżycy tętnic .

Brown i G olstein ze w spółpracow nikam i stw ierdzili, że w  hodowli fib rob la- 
stów  skóry synteza cholesterolu zm niejsza się w  odpowiedzi n a  dodanie LDL do 
pożywki. Komórki pochodzące od homozygot hipercholesterolem ii rodzinnej są po­
zbawione te j zdolności regulacyjnej. W krótce potem  udało im  się wykazać, że 
przyczyną braku  reakcji jest niedobór specyficznego bia łka błony kom órkow ej. 
Je s t nim  receptor o wysokim  powinowactw ie do głównego bia łka LDL — apolipo- 
p ro teiny  B (1). W późniejszych badaniach okazało się, że ten  receptor wiąże rów nież 
apolipoproteinę E (2).

W krótkim  czasie po odkryciu receptora w  pracow ni Brow na i G oldsteina w y­
jaśniono, że w iązane m echanizm em  wysokiego pow inow actw a cząsteczki LDL w n i­
k a ją  do kom órek i są rozkładane w  lizosomach. P ow stają  produkty  degradacji 
b ia łka LDL i uw alnia się cholesterol, k tóry w yw iera trzy  w ażne efekty m etabo­
liczne: ham uje aktywność reduktazy HMG-CoA — enzym u decydującego o szyb­
kości syntezy cholesterolu, ak tyw uje enzym kata lizu jący  estryfikację cholesterolu

* Doc. d r hab. Zakład Genetyki, In sty tu t Psychoneurologiczny, Al. Sobieskie­
go 1/9, 02-957 W arszawa.

W ykaz stosowanych skrótów: LDL — lipoproteiny o niskiej gęstości, reduk taza  
HM G-CoA — reduktaza P-hydroksy-P-m etyloglurarylokoenzym u A.
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396 H. W EHR

oraz ham uje syntezę receptora LDL przez co zm niejsza się ilość tych receptorów  
w  błonie kom órkowej (3).

W tak i sposób obecność recep tora w aru n k u je  rów now agę m iędzy syntezą cho­
lesterolu  w  kom órce a jego dostarczaniem  z zew nątrz, z krw ioobiegu. N adm iar 
cholesterolu odkładany jest w  postaci estrów . P rzy  niedoborze receptora, ja k  to  
m a m iejsce w  hipercholesterolem ii rodzinnej, ten  m echanizm  regulacyjny za ­
wodzi.

Okazało się, że zjaw iska w ykry te  w  fib rob lastach  w ystępu ją  z n iew ielkim i róż­
nicam i w  w ielu kom órkach ustro ju . W ażną ilościowo rolę w  katabolizm ie LDL 
odgrywa w ątroba (4). Szczególne znaczenie w ątrobow ego recep to ra LDL poznane 
zostało w  pracach w ykorzystu jących zwierzęcy model h ipercholesterolem ii rodzin­
nej, a m ianow icie w yhodow ane przez badaczy japońskich k ró lik i W HHL (ang. 
W atanabe heritable hyperlipem ic rabbit). S tw ierdzono, że przy niedoborze recep to­
ra  zaham ow any jest nie tylko katabolizm  LDL. Zm niejsza się również usuw anie, 
pobieranych norm alnie z dużą szybkością przez kom órki w ątroby, lżejszych lipo- 
p rotein  — prekursorów  LDL. Pozostają one dłużej w  krw ioobiegu i w ięcej ich 
zam ienia się w  LDL. Szybsze pow staw anie i w olniejsze usuw anie LDL prow adzą 
do znacznego w zrostu ich poziomu w  osoczu.

Niedobór receptora u tru d n ia  w ejście zaw artego w  lipoproteinach cholesterolu 
do kom órek, nie w yw iera on działan ia ham ującego n a  HM G-CoA reduktazę i syn­
teza cholesterolu w  kom órkach w zrasta.

W iązanie LDL oraz dalsze ich losy w  kom órce są bardzo podobne do m echa­
nizmów, przy pomocy k tórych w n ika ją  do kom órek inne zw iązki w ielkocząsteczko­
w e (np. asjaloglikoproteiny, insulina, enzym y lizosom alne i w iele innych). R eak­
cja LDL z receptoram i okazała się dogodnym  m odelem  um ożliw iającym  śledzenie 
tych zjaw isk. Połączenie LDL z fe rry ty n ą  pozwoliło zaobserwować w  m ikroskopie 
elektronow ym , że receptory w ystępu ją  w  w yspecjalizow anych m iejscach błony ko­
m órkow ej, ta k  zw anych okrytych zagłębieniach (ang. coated pits) (6). Zagłębienia 
te zaw ierają białko k la trynę  (ang. clathrin). Receptor z ligandem  w ędru je  do w nę­
trza kom órki w  tw orzących się z wyżej w spom nianych zagłębień pęcherzykach. 
Liczne pęcherzyki łączą się tw orząc endosomy. Dzięki obniżeniu pH n astępu je  tu  
dysocjacja ligandu, k tóry  wchodzi do lizosomu a uw olniony receptor w raca na  
pow ierzchnię kom órki i może przenosić następne cząsteczki w  pow tarzających się 
cyklach endocytozy. Proces ten  nazw ano ogólnie endocytozą, w  k tórej pośredniczą 
receptory  (ang. receptor m ediated endocytosis — RME) a b iorące w  n im  udział 
elem enty kom órkowe zalicza się do organeli kom órkowych.

Receptor LDL został całkowicie oczyszczony w  1982 roku (7). Jest to glikopro- 
teina o ciężarze cząsteczkow ym  164 000 i punkcie izoelektrycznym  pH 4,6 zaw ie­
ra jąca  dużo ujem nie naładow anych reszt w ęglowodanowych. R eceptor syntetyzo­
w any jest w  postaci p reku rso ra  o ciężarze cząsteczkowym  120 000. Reszty węglo­
wodanowe przyłączane są O-glikozydowo i N -glikozydowo w  złożonym procesie 
posttranslacy jnym  (8).

U zyskanie antyreceptorow ych przeciw ciał m onoklonalnych dało możliwość śle­
dzenia przebiegu ich reakcji z receptorem , przyczyniło się też znacznie do postępu 
badań nad genem receptora (9). Użycie przeciw ciał specyficznych tylko wobec re ­
ceptora ludzkiego a niespecyficznych wobec recep to ra  mysiego, oraz użycie hybryd 
kom órkowych, pozwoliło na  zlokalizow anie genu receptora n a  ludzkim  chromo­
somie 19-tym. (10).

cDNA wzbogacony we fragm enty  kodujące receptor uzyskano początkowo 
w procesie odw rotnej tran sk ry p c ji z mRNA nadnerczy wołu. Budowa anim okw a- 
sowa receptora nie była jeszcze całkowicie poznana, można było jednak  na pod­
staw ie częściowo znanej sekw encji zsyntetyzow ać k ró tk ie odcinki nukleotydow e
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[3] N A G R O D A  N O B L A  1985 397

służące jako sondy hybrydyzacyjne. Z „biblio teki” cDNA wołu a następnie z „bi­
b lioteki” cDNA nadnerczy płodu ludzkiego uzyskano fragm enty  kodujące części 
receptora. P rzy  pomocy fuzji skonstruow ano cały odcinek cDNA odpow iadający 
mRNA ludzkiego receptora LDL. W ten  sposób stało się możliwe całkow ite po­
znanie jego budowy (11).

Receptor zaw iera pięć domen struk tu ralnych . P ierw sza dom ena od końca NH2 
składa się z 292 aminokwasów. P ow tarza ją się w  n iej siedm iokrotnie 40-amino- 
kwasowe fragm enty, każdy z nich zaw iera po sześć zw iązanych dwusiarczkowo 
reszt cysteinowych. Można sądzić, że cecha ta  w aru n k u je  dużą trw ałość receptora 
potrzebną mu w  licznych „w ędrów kach” w e w nętrzu  kom órki. Na końcu COOH 
każdego 40-aminokwasowego fragm entu  zna jdu je się skupienie reszt o dodatnim  
ładunku. Są to praw dopodobnie m iejsca w iążące, ponieważ w iązanie apolipoprotein 
B i E w ym aga wolnych reszt arg in iny i lizyny w  tych białkach.

Cechą charakterystyczną drugiej, 400-to am inokw asow ej domeny, jest duże 
podobieństwo je j fragm entów  do p rekursora  naskórkow ego czynnika w zrostu 
(EGF). Trzecia — zbudow ana z 58 am inokw asów  zaw iera liczne reszty  seryny i treo- 
niny. W tych m iejscach przyłączają się w  procesie posttranslacy jnym  reszty cu­
krowe.

Trzy w spom niane wyżej domeny znajdu ją  się na zew nątrz błony komórkowej. 
22 hydrofobowe am inokw asy czw artej domeny p rzen ikają  błonę, stw ierdzono to na 
podstaw ie doświadczeń z traw ien iem  proteazam i. W reszcie p ią ta  dom ena to ogon 
cytoplazm atyczny. 80 am inokw asów  od końca COOH, o praw ie identycznym  sk ła­
dzie w  receptorach w ielu gatunków  zwierzęcych, w arunku je  przyłączenie się ich 
do białka w  w yspecjalizow anych w  funkcji receptorow ej m iejscach błony.

Obecnie poznana została już w  całości budow a genu ludzkiego receptora LDL. 
Zaw iera on 45 tysięcy p ar zasad i składa się z 18 eksonów przedzielonych 17 in - 
tronam i. Cechą charakterystyczną n iekodującej części końca COOH są bardzo liczne 
sekwencje należące do tak  zwanej ludzkiej rodziny Alu.

Złożona budow a receptora jak  również jego skom plikow ane losy w  kom órce 
pow odują, że możliwość m utacji uszkadzających jego funkcjonow anie jest bardzo 
duża. N iektóre m utacje pow odują całkow ity b rak  syntezy receptora. Rezultatem  
innych są niepraw idłow ości w  przebiegu procesów  posttranskrypcyjnych , co ma 
ten  skutek, że receptor nie jest transportow any z ap a ra tu  Golgiego na powierzchnię 
kom órki. W jeszcze innych transpo rt n ie jest zakłócony, ale recep tor nie posiada 
zdolności w iązania LDL. C iekawą grupę m utacji stanow ią te, w  których receptor 
w ystępuje w niepraw idłow ych m iejscach błony kom órkow ej. Defekty budowy spo­
w odowane delecjam i w  odcinku genu kodującego p ią tą  domenę uniem ożliw iają mu 
rozpoznanie zagłębień zaw ierających białko k la trynę. Taki receptor może wiązać 
LDL, ale dalsze jego funkcje są zakłócone, n ie dochodzi do in te rnalizac ji LDL (12).

Poznanie m utacji dotyczących różnych dom en b iałka receptora dopomogło 
w  zrozum ieniu poszczególnych etapów jego funkcjonow ania. W chwili obecnej po­
znano na poziomie m olekularnym  m utacje u 9 rodzin z hipercholesterolem ią, każda 
z m utacji była inna.

Oznaczenie ilości receptorów  w  celach diagnostycznych w ykonuje się w  lim ­
focytach krw i obwodowej i w  hodowlach fib rob lastów  skóry. Możliwe jest również 
badanie hodowli kom órek płodowych. W 1978 roku rozpoznano homozygotyczną 
postać h ipercholesterolem ii rodzinnej w  diagnozie p renata lne j. (13). O statnio p ro ­
ponuje się w ykorzystanie do celów diagnostycznych analizy DNA.

W jak i sposób poznanie budowy i funkcji recep tora LDL oraz m echanizm u 
regulacji jego syntezy w iąże się z praktycznym i zagadnieniam i zapobiegania i leczenia 
chorób? Przy niedoborze receptora poziom LDL w  osoczu jest wysoki. Wiadomo, 
że w pływ a to niekorzystn ie na ściany naczyń krw ionośnych, chociaż m echanizm
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tego zjaw iska nie został jeszcze całkowicie w yjaśniony. B adania epidem iologiczne 
oraz obserw acje pacjentów  z hipercholesterolem ią rodzinną pokazują, że je s t to  
jeden z głównych czynników  zwiększających ryzyko miażdżycy i zaw ału m ięśnia 
sercowego.

D ieta niskocholesterolow a oraz podaw anie środków zm niejszających dopływ  
cholesterolu do w ątroby (żywice w iążące cholesterol w przewodzie pokarm ow ym ) 
w pływ ają na zm niejszenie jego zaw artości w kom órkach w ątroby. W pływa to na  
w zrost syntezy receptora LDL. Jeszcze lepiej w tym  sam ym  k ierunku  działa ją  
środki ham ujące syntezę cholesterolu, inhibitory  reduktazy  HMG-CoA /14/.

Różne m utacje pow odujące hipercholesterolem ię rodzinną prow adzą do tak ich  
sam ych skutków  m etabolicznych. O ile jednak  w  większości przypadków  — u h e tero ­
zy g o t— m ożna przez podaw anie leków zwiększyć syntezę receptorów , to u hom o­
zygot jest to niemożliwe, jeżeli receptor w ogóle nie funkcjonuje. W tych sy tu a­
cjach stosowane muszą być inne sposoby zm ierzające do zm niejszenia pob ieran ia 
cholesterolu z przewodu pokarm owego. Zarówno przesłanki teoretyczne jak  i p ra k ­
tyka pokazują, że rów nież w  najczęstszej w  k ra jach  rozw iniętych postaci h ipercho- 
lesterolem ii — a m ianow icie uw arunkow anej w ieloczynnikowo — zwiększenie a k ­
tywności receptora jest bardzo korzystne.

W swoich badaniach B row n i G oldstein w spółpracow ali z bardzo w ielom a ośrod­
kam i zajm ującym i się m etabolizm em  lipoprotein osocza i jego patologią. F ak t ten 
podkreślił prof. M utt ze Sztokholm u w  przem ów ieniu poprzedzającym  w ręczenie 
nagrody w idząc w  tym  postępow anie godne naśladow ania.

Na zakończenie m ożna przypomnieć, że Nobel 1985 nie jest pierw szą tak ą  
nagrodą za badania nad cholesterolem . W 1928 roku W ieland i W indaus uzyskali 
ją  za badania nad s tru k tu rą  cholesterolu i kwasów żółciowych, a w 1964 roku 
Bloch za w yjaśnienia przebiegu syntezy cholesterolu w komórce.
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I. Wstęp

Wierność replikacji DNA wydaje się być uzależniona od tego, czy pule 
poszczególnych dezoksynukleozydotrójfosforanów, będących substratam i
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polim erazy DNA (Ryc. 1, reakcja 13), pozostają względem siebie w s ta ­
nie równowagi optym alnym  dla danej komórki. Poważne zmiany geno­
typowe i fenotypowe, zachodzące w następstw ie doświadczalnie w prow a­
dzonych zakłóceń proporcji w zakresie „podaży” poszczególnych p rek u r­
sorów DNA in vivo, wskazują, że procesami docelowymi dla indukcji 
zm ian genetycznych mogą być nie tylko reakcje enzym atyczne odpowie­
dzialne za replikację DNA, ale także reakcje związane z biosyntezą jego 
prekursorów  (1). W w arunkach  fizjologicznych biosynteza substratów  
polim erazy DNA jest w komórce najpraw dopodobniej precyzyjnie regu­
lowana, w sposób zabezpieczający takie pule tych substratów , które gwa­
ran tu ją  możliwie niską częstotliwość zmian genetycznych (1).

Ryc. 1. Biosynteza prekursorów  DNA w kom órkach zwierzęcych (piśmiennictwo: 
2— 22).

Enzymy katalizujące poszczególne reakcje: 1 — reduktaza rybonukleotydowa (EC 1.17.4.1), 
2 — kinaza dezoksyrybonukleotydów purynowych (kinaza dezoksyguanozynowa), 3 — kinaza 
dezoksycytydynowa (EC 2.7.1.74), 4 — kinaza tymidynowa (EC 2.7.1.75), 5 — kinaza tymidy- 
lanowa (EC 2.7.4.9), 6 — kinaza nukleozydodwufosforanów (EC 2.7.4.6), 7 — pirofosfataza de- 
zoksyurydynotrójfosforanowa (dUTPaza) (EC 3.6.1.23), 8 — syntaza tymidylanowa (EC 2.1.1.45), 
9 — dezaminaza dezoksycytydylanowa (EC 3.5.4.12), 10 — kinaza monofosforanów nukleozydów 
pirymidynowych (EC 2.7.4.14), 11 — kinaza dezoksyadenylanowa, 12 — kinaza dezoksyguano- 
^ylanowa, 13 — polimeraza DNA (EC 2.7.7.7), 14 — dezaminaza cytydynowa (EC 3.5.4.5).

Droga metaboliczna, odpowiedzialna za biosyntezę dTTP, jest dłuż­
sza i bardziej rozgałęziona niż ma to miejsce w przypadku pozostałych 
prekursorów  (Ryc. 1). Poznanie m echanizm u regulacji tej drogi m a duże
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znaczenie praktyczne, ponieważ jej kluczowy enzym, syntaza tym idyla- 
nowa (Rye. 1, reakcja 8), jest od dawna enzymem docelowym dla cyto- 
statyków  stosowanych w chem ioterapii chorób nowotworowych oraz w i­
rusow ych (23, 24).

P raca  ta  jest próbą przeglądu stanu wiedzy na tem at regulacji bio­
syntezy tym idylanu w kom órkach zwierzęcych.

II. B iosynteza i rola biologiczna tym idylanu

Tym idylan zajm uje unikalną pozycję wśród prekursorów  DNA. Je ­
dynie ten  dezoksynukleotyd powstaje w w yniku m odyfikacji zasady azo­
towej zachodzącej dopiero po redukcji reszty  cukrowej (Rye. 1). Za mo­
dyfikację tę, polegającą na m etylacji pozycji 5 pierścienia pirym idyno­
wego dezoksyurydylanu, odpowiedzialny jest enzym, syntaza tym idyła­
nowa * (C-m etylotransferaza (-),L-N5,10-m etylenotetrahydrofolian : 2'-dezo- 
ksyurydyno-5'-m onofosforan, Rye. 1, reakcja  8) (25—27). Jedynym  opisa­
nym  dotychczas przypadkiem  innej drogi biosyntezy dTMP de novo, ak­
tyw nej prawdopodobnie tylko w bakteriach Xanthom onas oryzae zain­
fekow anych bakteriofagiem  X pl2, jest dezam inacja 5-metylo-dCM P (28), 
powstałego w w yniku m etylacji dCMP (DNA faga X pl2  zawiera 5-m ety- 
locytozynę zamiast cytozyny) przy udziale m etylotransferazy dezoksycy- 
tydylanow ej (29). M etylacji dCMP, podobnie jak m etylacji dUMP przez 
syntazę tym idylanową, towarzyszy przekształcenie m etylenotetrahydro- 
folianu w dihydrofolian oraz uwolnienie protonu z pozycji 5 pierścienia 
pirym idynow ego (30; por. 27).

Tym idylan może być także syntetyzow any w w yniku fosforylacji ty ­
m idyny. Reakcję tę katalizuje powszechnie w ystępująca kinaza tym idy- 
nowa (5'-fosfotransferaza ATP : tym idyna; Rye. 1, reakcja 4), k tó ra  ko­
m órkom  zwierzęcym pozwala także odzyskiwać tym idynę pochodzącą 
z hydrolizy DNA m artw ych komórek (31—33).

N arzuca się pytanie, dlaczego tym idylan a nie dezoksyurydylan jest 
n iem al powszechnie składnikiem  DNA (27)? Pytanie to jest tym  bardziej 
istotne, że dUTP nie tylko jest w kom órkach syntetyzow any (2), ale także 
jest in vitro  dobrym  substratem  prokariotycznych (10) i eukariotycznych 
(11, 34— 36) polim eraz DNA. W w arunkach fizjologicznych obecności 
dUM P w DNA zapobiegają: 1) hydroliza dUPT do dUMP z uwolnieniem  
pirofosforanu przez dUTPazę (Rye. 1, reakcja 7) (12— 14, 36—38) oraz 2) 
usuw anie włączonego do DNA dUMP na drodze „reperacji poprzez w y­
cięcie zasady", inicjow anej działaniem glikozylazy uracyl-D NA (34— 36,

* Nazwa zalecana; patrz  „Enzyme N om enclature R ecom m endations” (1978) of 
th e  N om enclature Com m ittee of the  In ternational Union of Biochemistry, s tr. 142, 
A cadem ic Press, Inc., 1979.
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39—41). Czy więc DNA zaw ierający w swej s truk tu rze  dTMP m a jakąś 
przew agę nad DNA zaw ierającym  dUMP?

Porów nanie właściwości fizykochem icznych syntetycznych rybo- i de- 
zoksyrybopolinukleotydów zaw ierających uracyl lub 5-m etylouracyl (ty- 
minę) pokazało w yraźny wpływ podstaw nika 5-metylowego, polegający na 
stabilizacji helikalnych s tru k tu r  polinukleotydowych, a w yrażający się 
podwyższeniem tem peratu ry  topnienia (42—48). Podobną zależność za­
obserwowano porów nując na tu ra lny  DNA faga PBS2, zaw ierający w y­
łącznie uracyl, z odpowiadającym  mu DNA zaw ierającym  tym inę za­
m iast u racylu  (49). W ydaje się więc, że większa stabilność DNA zaw ie­
rającego dTMP zam iast dUMP stanow iła o przew adze ewolucyjnej. Do­
datkow o korzystna jest prawdopodobnie nieobecność dUM P w kodzie ge­
netycznym . Dzięki funkcjonow aniu układu enzymatycznego w aru n k u ją ­
cego usuw anie uracylu  z DNA (patrz wyżej), usuw ane są błędy w zapisie 
genetycznym  spowodowane nieenzym atyczną dezam inacją cytozyny do 
uracylu, mogącą zachodzić w cząsteczce DNA (40, 50, 51), a więc zm niej­
sza się praw dopodobieństwo w ystępow ania błędów przy  replikacji. Taki 
m echanizm  reperu jący  nie m ógłby działać, gdyby dTM P nie zastąpił 
dUMP w m ateriale genetycznym.

III. Regulacja biosyntezy dUM P

W kom órkach zwierzęcych dUMP może powstawać de novo, w w y­
niku przem ian UDP oraz CDP, lub na drodze „odzysku” dCyd oraz dUrd 
(Ryc. 1). Zarówno redukcję obydwóch nukleotydów  pirym idynow ych 
(Ryc. 1, reakcja 1), jak  i dezam inację dCMP (Ryc. 1, reakcja 9) k a ta li­
zują enzym y regulatorow e, reduktaza rybonukleotydow a (52, 53) i dez- 
am inaza dezoksycytydylanowa (54—64). Rycina 2 ilu stru je  poznane m e­
chanizm y regulacji tych enzymów za pośrednictw em  efektorów  alloste- 
rycznych. Redukcja rybonukleotydów  pirym idynow ych podlega ak tyw a­
cji przez ATP (52, 65—68) oraz ham ow aniu przez dTTP i dUTP (52, 66, 
69), dATP i dGTP (52, 66). Ponadto CTP (lub jego m etabolit) ham uje 
redukcję UDP (17). Dezaminacja dCMP podlega aktyw acji przez dCTP 
oraz ham ow aniu przez dTTP (54— 64). dTTP jest nie tylko allosterycz- 
nym  inhibitorem  obydwóch om aw ianych enzymów, ale także korepreso- 
rem  reduktazy  rybonukleotydow ej (70).

Poziomy reduktazy  rybonukleotydow ej (71, 72) i dezam inazy dezo- 
ksycytydylanow ej (57, 72—82) w  kom órkach zwierzęcych pozostają w  ści­
słym związku z aktyw nością proliferacyjną, przy czym wysokie ak tyw ­
ności tych  enzymów w ystępują w kom órkach szybko rosnących. Zaobser­
wowano też wzrost aktyw ności reduktazy  rybonukleotydow ej (83—87) 
oraz dezam inazy dezoksycytydylanowej (88, 89) w fazie S cyklu ko­
mórkowego.
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dATP dGTP

Ryc. 2. R egulacja biosyntezy dUMP w  kom órkach zwierzęcych (piśm iennictw o: 
17, 52, 53, 59, 61—63, 66—68, 98, 126).
Linie przerywane zakończone strzałkami o zwrotach zgodnych lub przeciwnych ze zwrotem  
strzałki symbolizującej reakcję oznaczają odpowiednio aktywację lub hamowanie.

Przekształcenie dUDP do dUMP może następować na  drodze 
dUDP -4 dUMP lub dUDP dUTP Z  dUMP (Ryc. 1). Ta d ruga dro­
ga w ydaje się być bardziej prawdopodobną ze względu na obecność w  ko­
m órkach zwierzęcych bardzo aktyw nej i w ykazującej niską swoistość 
substratow ą kinazy nukleozydodwufosforanów (90, 91) oraz sw oistej 
dUTPazy, której aktywność, skorelowana z aktyw nością biosyntezy DNA 
w komórce, jest wysoka w kom órkach proliferujących, osiągając m aksi­
m um  w fazie S cyklu komórkowego (12, 92—96).

In teresu jącą i nie do końca wyjaśnioną rolę pełni w regulacji b iosyn­
tezy dUMP dezaminaza dezoksycytydylanowa. Enzym ten um ożliw ia w y­
korzystanie nukleotydów dezoksycytydynowych w biosyntezie tym idy- 
lanu. W prawdzie wcześniej uważano redukcję UDP do dUDP za główne 
źródło komórkowego dUMP syntetyzowanego de novo  (97), ale w  ciągu 
ostatn ich  lat ukazały się dwie prace sugerujące, że w kom órce ssaka, 
pod nieobecność egzogennych dezoksynukleotydów pirym idynow ych, 
znaczna większość dUMP pochodzi z dezam inacji dCMP (17, 98). W w a­
runkach  braku aktywności dezaminazy dezoksycytydylanowej, w  w yse­
lekcjonowanej podlinii fibroblastów chomika chińskiego, poziom dTTP 
(powstającego w kom órkach jedynie na drodze redukcji UDP) był dw u­
kro tn ie niższy od poziomu w linii wyjściowej. B rak dezam inazy dezoksy-
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cytydylanow ej wiązał się także z pewnym  zaham owaniem  w zrostu ko­
m órek (17). Podobnie, badając kom órki w ątrobiaka Novikoffa stw ierdzo­
no, że 64—80°/o reszt tym inowych, włączonych do DNA, pow staje z dUMP 
będącego produktem  dezam inacji dCMP (98). M echanizm tego zjaw iska 
nie jest całkiem  jasny, choć być może jest ono skutkiem  znacznie niż­
szej aktyw ności redukcji UDP niż redukcji CDP w komórce (98). Należy 
brać pod uwagę możliwość, iż zjawisko to nie jest powszechne, ponieważ 
w kom órkach m ysiej białaczki lim fatycznej (S-49) tylko 20— 30%> dUMP 
w ydaje się powstawać na drodze dezam inacji dCMP (99), a ponadto znane 
są szybko proliferujące now otw ory wykazujące bardzo niskie poziomy 
dezam inazy dezoksycytydylanowej (82, 100).

Substratam i biosyntezy dUMP mogą być dla kom órek zwierzęcych de- 
zoksycytydyna i dezoksyurydyna, które obecne są we krw i (101— 107). 
Przem iana dCyd do dUMP może zachodzić na drodze dCyd dCMP 
dUMP lub dCyd i i  dUrd A  dUM P (Ryc. 1). Godnym przy  tym  uwagi 
jest fakt, że egzogenna dezoksycytydyna jest w znacznie większym  stop­
niu w łączana do DNA kom órek zwierzęcych w postaci tym idyny niż de- 
zoksycytydyny (108— 110). Jest to prawdopodobnie skutkiem  aktyw nej 
dezam inacji dCyd (108) i/lub znacznie niższego powinowactwa kinazy 
m onofosforanów nukleozydów pirym idynow ych (Ryc. 1, reakcja  10) w  sto­
sunku do dCMP niż do CMP (110— 114), pozwalającego na szybszą dez- 
am inację dCMP niż fosforylację.

W przypadku obydwu dróg biosyntezy dUMP z dCyd (oraz w przy­
padku „odzysku” dUrd) regulacji podlegają reakcje katalizow ane przez 
odpowiednie kinazy (Ryc. 2). K inaza dezoksycytydynowa jest hamowana 
przez dCTP (59, 115, 116), a kinaza tym idynowa, fosforylująca dUrd (19) 
podlega ham ow aniu przez dTTP (59). O ile natom iast dezam inacja dCMP 
zależy od poziomu dTTP i dCTP w komórce (Ryc. 2, patrz wyżej), o tyle 
dezam inacja dCyd w ydaje się nie podlegać takiej regulacji (21, 108).

W związku z regulacją „odzysku” dezoksynukleotydów w  kom órkach 
zwierzęcych, interesującą w ydaje się niejasna dotychczas rola słabo po­
znanej grupy enzymów, fosfotransferaz nukleozydowych, k tóre różnią się 
od w spom nianych wyżej kinaz niską swoistością w stosunku do donora 
i akceptora grupy fosforanowej (117— 124). Fosforylacja tym idyny przy 
udziale tych enzymów w tkankach ptaków  nie jest ham owana przez dTTP 
(21, 125), inhibitor kinazy tym idynow ej, natom iast jest ham ow ana przez 
ATP (125), donor fosforanu w reakcji wspom nianej kinazy.

IV. Regulacja biosyntezy dTM P

IV-1. W łaściwości i występowanie syntazy tymidylanowej

Syntaza tym idylanowa katalizuje m etylację pozycji 5 dUMP. Reakcja 
ta  polega na przeniesieniu i równoczesnej redukcji grupy hydroksym e-
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408 W. RODE [8]

tyłow ej pochodzącej z (-),L-N5>10-m ety lenotetrahydropteroiloglutam inianu 
(m etylenotetrahydrofolianu) lub (-),L-N6’10-m etylenotetrahydropteroilooli- 
goglutam inianu (25—27, 142, 143) (Ryc. 3). M echanizm reakcji, przebiega­
jącej z udziałem  m etylenotetrahydrofolianu, m a charak te r uporządkow a­
ny sekwencyjny, przy  czym dUMP przyłącza się do enzym u przed me- 
tylenotetrahydrofolianem , a dihydrofolian opuszcza cen tralny  kom pleks 
przed dTM P (127, 135, 138, 140). O statnio opublikow ane w yniki wskazują, 
że kolejność przyłączania substratów  może być odw rotna, gdy w reakcji 
bierze udział m etylenotetrahydropteroilooligoglutam inian (144).

Ryc. 3. W spółzależność biosyntezy tym idylanu  i przem ian kof ak torów  folian owych 
(piśm iennictwo: 145—147).
Enzymy katalizujące poszczególne reakcje: 1 — syntaza tymidylanowa (EC 2.1.1.45), 2 — re- 
duktaza dihydrofolianowa (EC 1.5.1.3), 3 — hydroksymetylotransferaza serynowa (EC 2.1.2.1), 
4 — syntetaza N“-formylotetrahydrofolianowa (EC 6.3.4.3), 5 — cyklohydrolaza NV»-metylide- 
notetrahydrofolianowa (EC 3.5.4.9), 6 — cyklodehydraza N6-formylotetrahydrofolianowa 
(EC 6.3.3.2), 7 — dehydrogenaza N5,w-metylidenotetrahydrofolianowa (EC 1.5.1.5), 8 — redukta- 
za N8>10-metylenotetrahydrofolianowa (EC 1.1.1.68), 9 — syntaza metioninowa (EC 2.1.1.13), 10 — 
dehydrogenaza N»°-formylotetrahydrofolianowa (EC 1.5.1.6). 1 <  n <  12.

Właściwości opisanych dotychczas preparatów  syntazy tym idylano- 
wej, wyizolowanych z kom órek lub tkanek  zwierzęcych, wskazują, że en­
zym ten jest dim erem  złożonym z jednakow ych podjednostek (Tabela 1). 
Badania elektroforetyczne pozwoliły zaobserwować obecność dwóch miejsc 
w iązania analoga substratu , 5-F-dUM P, na cząsteczce enzymu. Następ­
stw em  takiej s tru k tu ry  jest pow staw anie dwóch typów kompleksów en­
zym  — m etylenotetrahydrofolian — 5-F-dUM P różniących się ruchliw o­
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[9] B IO SY N T E Z A  T Y M ID Y LA N U 409

ścią elektroforetyczną (131, 135—137). C harakter ham ow ania syntazy ty ­
m idylanow ej przez 5-F-dUMP, współzawodniczy w stosunku do dUMP 
(127, 135, 140, 141), wskazuje, że miejsca wiążące 5-F-dUM P odpowia­
dają m iejscom  wiążącym dUMP. Zależność prędkości reakcji katalizow a­
nej przez enzym z komórek raka wysiękowego Ehrlicha od stężenia dUMP 
sugeruje, że w zakresie niskich stężeń nukleotydu w ystępuje współdzia­
łanie m iędzy m iejscami wiążącymi ten substrat. W spółdziałanie to w y­
raża się w ykresem  Hilla o nachyleniu n >  1 (148). K inetyka ham ow ania 
enzym u z kom órek raka wysiękowego Ehrlicha oraz LI 210 przez analogi 
dTMP, 5-etylo-dUM P i 5-propylo-dUM P (132), sugeruje także w ystępo­
wanie współdziałania miejsc wiążących dUMP na cząsteczce ssaczej syn­
tazy tym idylanow ej.

Rozważając właściwości syntazy tym idylanowej, mogące mieć znacze­
nie dla regulacji enzymu, w arto wspomnieć o wrażliwości w stosunku 
do nukleotydów  adeninowych lub innych kompleksów z jonam i m agne­
zowymi, opisanej w przypadku preparatów  enzymu wyizolowanych z gra­
sicy cielęcej (128) oraz z różnych nowotworów m ysich (136, 149). Dalsze 
badania pow inny pozwolić na ocenę fizjologicznej roli tego zjawiska.

Zw raca uwagę występowanie w kom órkach nowotworowych o tym  
sam ym  pochodzeniu gatunkow ym  form syntazy tym idylanow ej bardzo 
różniących się takim i właściwościami jak aktywność cząsteczkowa, w raż­
liwość na hamowanie analogiem dUMP, 5-F-dUMP, czy powinowactwo do 
dUM P (Tabela 1). Następstwem  tego zjawiska może być znaczne zróżni­
cowanie aktyw ności właściwej syntazy tym idylanow ej, a więc praw do­
podobnie także potencjalnych możliwości komórek w zakresie biosyntezy 
tym idylanu  de novo, co jednak nie wydaje się być powiązane z częstotli­
wością podziałów komórkowych. Przykładem  może być oporna na 
5-F-dU rd linia kom órek raka wysiękowego Ehrlicha, k tó rą  cechował, w 
porów naniu z linią macierzystą, podobny okres podwojenia, pomimo sied­
m iokrotnie wyższej aktywności właściwej syntazy tym idylanow ej (135, 
150). F ak t ten jest sprzeczny z założeniem, że reakcja katalizow ana przez 
syntazę tym idylanow ą mogłaby być etapem  ograniczającym  syntezę DNA 
w kom órce (25). Zjawisko występowania w kom órkach nowotworowych 
różnych form  syntazy tymidylanowej ma duże znaczenie dla efektyw ­
ności chem ioterapii skierowanej przeciwko tem u enzymowi. W yniki po­
równawczych badań nad macierzystym i i opornymi na 5-F-dU rd linia­
mi kom órek nowotworowych ludzkich (CCRF-CEM) i mysich (rak wysię­
kowy Ehrlicha) pokazały zbieżność w ystępującą pomiędzy wysoką ak tyw ­
nością cząsteczkową syntazy tymidylanowej i obniżoną wrażliwością tego 
enzym u na hamowanie przez aktyw ną formę 5-F-dUrd, 5-F-dUM P, a opor­
nością kom órek na 5-F-dU rd (135, 141; patrz też Tabela 1).

W ystępowanie syntazy tymidylanowej, podobnie jak reduktazy rybo- 
nukleotydow ej, dezaminazy dezoksycytydylanowej i dUTPazy, związane 
jest z proliferacją komórek. Związek ten jest w yraźnie widoczny przy

2 Postępy Biochemii 4/86
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410 W. RODE [10}

porów naniu śladowej ilości enzym u znajdow anej w norm alnej w ątrobie 
szczura ze znaczną jego aktyw nością obecną zarówno w w ątrobie rege­
neru jącej lub em brionalnej jak  i w hepatom ach szczurzych (71, 73, 74, 
82, 151). Ścisłe powiązanie wysokiej aktyw ności syntazy tym idylanow ej 
ze stanem  aktyw ności proliferacyjnej lub  aktyw ności replikacji DNA 
stw ierdzono także w cyklu hodowlanym  ssaczych kom órek praw idłow ych 
i nowotworowych (152— 154), w rozw oju bezkręgowców (155— 158) i k rę ­
gowców (159—163) oraz w praw idłow ych i białaczkowych leukocytach 
(164, 165). W ysoka aktywność enzym u w niezapłodnionych jajach muszki 
owocowej, jedw abnika morwowego i jeżowca (156— 158) oraz w gruczo­
łach przędnych jedw abnika morwowego podczas zachodzącej w jądrach 
kom órek gruczołowych poliploidyzacji (157) wskazuje na bliższe pow ią­
zanie indukcji tego enzymu z replikacją DNA lub stanem  gotowości do 
niej niż z podziałem komórki.

Istn ieje  coraz więcej danych w skazujących, że syntaza tym idylanow a 
jest składnikiem  kom pleksu m ultienzym atycznego, odpowiedzialnego za 
biosyntezę prekursorów  DNA oraz za replikację (166— 168). Kompleks, 
w k tórym  stwierdzono także obecność reduktazy  rybonukleotydow ej, k i­
naz: tym idyno we j, tym idylanow ej i nukleozydodwufosforanów, polime- 
razy  DNA, m etylazy DNA, topoizomerazy i reduktazy  dihydrofolianowej 
(166—168), nazwano replitazą (169). W ażną właściwością replitazy jest 
zdolność „kanałow ania” (od ang. channelling ) odległych prekursorów  DNA 
(takich jak  rybonukleotydy, dThd, dTMP, dUMP) w k ierunku do poli- 
m erazy DNA (167, 169, 170, 171). Enzymy, wchodzące w skład replitazy, 
w ydają się asocjować tylko w jądrach  kom órek będących w fazie S cyklu 
komórkowego. W trakcie fazy Gj enzym y te w ydają się pozostawać w cy- 
toplazmie, w formie niezasocjowanej (168, 169).

IV-2. Regulacja poziomu i aktywności syntazy tymidylanowej w  komórce

Poziom syntazy tym idylanow ej szybko podnosi się w kom órkach w ą­
troby  pobudzonych do w zrostu w w yniku częściowej hepatoktom ii (61, 73, 
172). Chociaż ćwierć w ieku m inęło od m om entu opisania tego zjaw i­
ska, jego m echanizm  pozostaje nadal nieznany. W yniki badań ssaczych 
kom órek praw idłowych hodowanych in  vitro  wskazują, że w następstw ie 
pobudzenia w zrostu kom órek (przejście z fazy G 0 do Gi cyklu kom órko­
wego) zachodzi szybka synteza de novo  syntazy tym idylanowej, regulo­
w ana na poziomie transkrypcji (153, 173). Zapoczątkowanie syntezy en­
zymu w ydaje się być powiązane czasowo z inicjacją syntezy kom órko­
wego DNA (faza S cyklu komórkowego), ale obecność inhibitorów  synte­
zy DNA w środowisku hodowlanym  kom órek pobudzonych do wzrostu 
nie w pływ a na profil zmian poziomu syntazy tym idylanow ej w czasie 
(173). Tak więc indukcja ekspresji genu tego enzymu nie jest praw do­
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[11] BIO SY NTEZA  TY M ID Y LA N U 411

podobnie związana bezpośrednio z replikacją DNA. Syntaza tym idyla- 
nowa jest białkiem  o stosunkowo długim okresie półtrw ania (20—25 godz.) 
i stąd po zaham owaniu wzrostu komórek jej poziom obniża się powo­
li (173).

W arto tu  wspomnieć o jedynym  dotychczas kom unikacie na tem at 
w pływu obecności m onobutyrylow ej pochodnej cAMP w środow isku ho­
dowlanym  kom órek (raka W alkera) hodowanych in vitro, polegającego 
na obniżeniu poziomu syntazy tym idyłanowej. W obecności d ibutyry lo- 
wej pochodnej cGMP efekt ten zanika (174). Zjawisko to jest in teresu jące  
zwłaszcza w zestawieniu z faktem, że zaobserwowano indukujący  w pływ  
dibutyrylow ej pochodnej cGMP na syntezę syntazy tym idylanow ej w ko­
m órkach pierw otniaków  (Tetrahym ena ) (175, 176).

W ssaczych komórkach, pozostających w fazie logarytm icznego w zro­
stu, poziom syntazy tym idylanowej zmienia się cyklicznie. N ajniższy po­
ziom enzymu cechuje kom órki w fazie Gi, a jego podwyższenie — około 
dw ukrotne — następuje w trakcie fazy S cyklu komórkowego (152, 177). 
Na tle podobnych, stosunkowo niewielkich zmian poziom enzym u w  cy­
klu kom órkowym m ysich komórek białaczkowych (LI 210) zaobserw ow a­
no drastyczne zmiany aktywności syntazy tym idylanow ej, oznaczanej w 
nienaruszonych kom órkach poprzez pom iar try tu  uwolnionego 
z [5—sH]dUrd (178, 179). Tak badana aktywność właściwa enzym u była 
zbliżona do zera w kom órkach w fazie Glf w zrastała szybko w fazie S, 
osiągając wartość o rząd wielkości wyższą od aktyw ności oznaczonej rów ­
nolegle w wyciągach z takich samych komórek, po czym szybko m alała, 
zbliżając się w trakcie fazy G x +  M cyklu kom órkowego znów do zera. 
Przebieg tych zmian był dokładnym powtórzeniem  zmian aktyw ności bio­
syntezy DNA, sugerując występowanie regulacji aktyw ności syn tazy  ty ­
m idylanowej, w w yniku której następuje ciasne jej powiązanie z ak tyw ­
nością biosyntezy DNA (178, 179). Dalsze badania tego zjawiska pozwo­
liły stwierdził, że powiązanie to cechuje pew na elastyczność. H ydro- 
ksymocznik, którego obecność w środowisku hodowlanym  kom órek 
ham uje biosyntezę DNA poprzez inhibicję reduktazy rybonukleotydo­
wej (Ryc. 1, reakcja 1), ham uje także syntezę tym idylanow ą w n ie­
naruszonych kom órkach (ale nie w wyciągach komórkowych), przy  czym 
ten  ostatni efekt jest o kilka m inut spóźniony w stosunku do inhibicji 
biosyntezy DNA. Przebieg zmian aktywności syntazy tym idylanow ej w 
czasie w kom órkach potraktow anych hydroksymocznikiem, sugeru jący  
hamowanie produktem  reakcji, oraz zaobserwowana silna inhibicja en­
zymu w nienaruszonych komórkach w wyniku dodania tym idyny do śro­
dowiska (179) przem aw iają za hipotezą o regulacji syntazy tym idylano­
wej przez dTMP (dTDP, dTTP). Konsekwencją takiej regulacji byłoby 
ham owanie enzymu w w arunkach nagrom adzenia nukleotydów  tym iny  
na skutek braku aktyw ności biosyntezy DNA lub dostępnej tym idyny, 
a w konsekwencji oszczędniejsza gospodarka energetyczna komórki. Bio­
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rąc pod uwagę stałe inhibicji syntazy tym idylanow ej przez dTM P (Ta­
bela 1), najbardziej praw dopodobny efektor enzymu, oraz bardzo niski 
poziom nukleotydów  tym iny znajdow any w kom órkach (180), osiągnięcie 
stężenia produktu  skutecznie ham ującego enzym  jest praw dopodobnie 
możliwe tylko w w arunkach kanałow ania nukleotydów  tym iny w kom ­
pleksie replitazy.

Podobną jak  w przypadku kom órek L I 210 zależność aktyw ności syn­
tazy tym idylanow ej, oznaczanej w nienaruszonych kom órkach, od fazy 
cyklu komórkowego, zaobserwowano w fibroblastach z zarodka chom ika 
chińskiego (181). Ponadto stwierdzono, że w fibroblastach pochodzących 
z zarodka chomika chińskiego lub z nap letka ludzkiego zaham owanie 
reakcji syntazy tym idylanow ej w nienaruszonych kom órkach tow arzyszy 
zaham owaniu syntezy komórkowego DNA, powodowanem u także przez 
inhibitory  inne niż hydroksym ocznik. Stosowano przy tym  (poza hydro- 
ksymocznikiem) 3-am inobenzamid i (3-lapachon, ham ujące reperację i rep- 
likację DNA w kom órkach potraktow anych sulfonianem  m etylom etanu, 
afidikolinę, ham ującą a-polim erazę DNA i nowobiocynę, ham ującą to- 
poizomerazę (182, 183). A utorzy tych badań zin terpretow ali swe w yniki, 
zakładając występowanie allosterycznych oddziaływań syntazy tym idy­
lanowej z innym i enzymami kom pleksu replitazy, powodujących ham o­
wanie tego enzym u skoordynowane z inhibicją reduktazy  rybonukleoty- 
dowej, a-polim erazy DNA lub topoizomerazy (181— 183). In te rp re tac ja  ta  
jest oczywiście sprzeczna z wcześniej prezentow aną in te rp re tac ją  tego 
samego zjawiska, zakładającą ham owanie syntazy tym idylanow ej przez 
produkt reakcji (179). Konsekwencją jej m usi być jednak wniosek o ha ­
m owaniu syntazy tym idylanow ej jednoczesnym  z ham owaniem  któregoś 
ze w spom nianych enzymów, podczas gdy w om aw ianych pracach brak  
jest prób ustalenia współzależności czasowej tych zjaw isk (181— 183). 
Jednocześnie w yniki wcześniejszych badań nad kom órkam i L1210 w ska­
zują na w yraźne opóźnienie ham ow ania syntazy tym idylanow ej w  sto­
sunku do ham ow ania reduktazy  rybonukleotydow ej i syntezy DNA (179). 
Co więcej, ostatnio stwierdzono, że podobne opóźnienie ham ow ania syn­
tazy tym idylanow ej w ystępuje w kom órkach L I210 i ludzkich kom órkach 
białaczkowych CCRF-CEM, w których syntezę DNA zahamowano afidi- 
koliną lub hydroksym ocznikiem  i afidikoliną (184).

Aktywność syntazy tym idylanow ej jest prawdopodobnie regulow ana 
także dostępnością kofaktora. Skąpe dotychczas inform acje na tem at ta ­
kiej regulacji w skazują na jej powiązanie z bardzo słabo poznaną rolą 
kofaktorow ych pochodnych pteroilooligoglutam inianu w m etabolizmie 
komórki. Przypuszcza się na przykład, że nagrom adzające się oligogluta- 
m inianowe pochodne N5-m etylotetrahydrofolianu odpowiedzialne są za 
uzależnienie aktyw ności syntazy tym idylanow ej w komórce od aktyw ności 
syntazy m etioninowej (Ryc. 3, reakcja 9) (185). Zbyt niska aktyw ność 
tego ostatniego enzym u prowadzi do przekształcenia kofaktorowych po­
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chodnych folianowych obecnych w komórce do form y N5-m etylotetrahy- 
drofolianu (lub jego oligoglutaminianowej pochodnej) bez możliwości 
uwolnienia form y tetrahydrofolianow ej (186). Zjawisko to, zwane „pu­
łapką m etylow ą”, jest następstw em  praktycznej nieodwracalności w na­
turalnych w arunkach reakcji katalizowanej przez reduktazę N5*10-m ety- 
lenotetrahydrofolianow ą (Ryc. 3, reakcja 8). U ssaków tow arzyszy ono 
anemii złośliwej, a doświadczalnie może być wywołane przez inhalację 
tlenku azotawego (N20), inaktyw ującego w itam inę B i2, od której uzależ­
niona jest reakcja syntazy metioninowej (186). W ydaje się przy tym, że 
kom órka dysponuje mechanizmem utrudniającym  wystąpienie zjawiska 
pułapki m etylow ej. Stwierdzono, że substra ty  syntazy m etioninowej, N5- 
m etylotetrahydropteroilooligoglutam iniany, ulegające nagrom adzeniu w 
w arunkach obniżonej aktywności tego enzymu, ham ują silnie hydroksy- 
m etylotransferazę serynow ą (Ryc. 3, reakcja 3) (185). W konsekwencji za­
ham owaniu ulega synteza N5-10-m etylenowej pochodnej tetrahydrofolianu 
i jego oligoglutaminianów, która to pochodna może być zredukow ana do 
pochodnej N5-m etylow ej i „zam knięta” w pułapce metylowej. B rak ko- 
faktora obniża oczywiście także aktywność syntazy tym idylanow ej (185).

IV-3. Regulacja biosyntezy dTMP na drodze „odzysku” tymidyny

Fosforylację tym idyny, w ystępującej w surow icy krw i (102), ka ta li­
zuje kinaza tym idynowa (Ryc. 1, reakcja 4). Enzym ten jest obecny 
powszechnie w tkankach proliferujących, a jego poziom jest najw yższy 
w kom órkach o dużej aktywności proliferacyjnej. W ystępują przy  tym  
dwa izoenzymy o różnych właściwościach m olekularnych i kinetycznych, 
charakterystyczne dla cytozolu i mitochondriów. W cyklu kom órkowym  
najwyższą aktyw ność właściwą cytozolowej kinazy tym idynow ej obser­
w uje się w fazie S, podczas gdy aktywność enzym u m itochondrialnego 
nie zmienia się (33, 125).

Fosforylacja tym idyny w  komórkach podlega regulacji przez dTTP 
(98, 102), k tóry  jest inhibitorem  obydwóch izoenzymów kinazy tym idyno­
wej. Izoenzym m itochondrialny jest hamowany także przez dCTP (125, 
187—189).

V. Uwagi końcowe

Badania biosyntezy tym idylanu m ają znaczenie zarówno poznawcze 
jak  i praktyczne. W chem ioterapii nowotworów w ykorzystuje się zjaw i­
sko obum ierania kom órek pozbawionych możliwości syntezy tym idylanu. 
Zjawisko to jest prawdopodobnie wynikiem fragm entacji DNA, zachodzą­
cej w konsekwencji wycinania z DNA dużej ilości uracylu, włączonego 
w w arunkach zaham owanej m etylacji dUMP i braku tym idyny (190— 192).
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Enzymami docelowymi dla stosowanych w klinice cytostatyków  (5-fluo- 
rouracyl, 5-fluorodezoksyurydyna, m etotreksat), ham ujących biosyntezę 
tym idylanu, są syntaza tym idylanow a i reduktaza dihydrofolianow a 
(Ryc. 3, reakcje 1 i 2) (23—25, 193). W rażliwość kom órek na określony 
cytostatyk bywa jednak bardzo różna (194, 195) i zależy od takich czyn­
ników jak poziom (196—198) i właściwości (135, 141, 196) enzym u do­
celowego, poziom aktyw nej form y cytostatyku w komórce (24, 199), po­
ziom substra tu  enzymu docelowego w w arunkach inhibicji tego enzym u 
analogiem substra tu  (24, 199, 200), czy poziom kof aktora, w arunkującego 
inhibicję enzym u docelowego opartą na mechanizm ie reakcji (24). W szyst­
kie te czynniki pozostają w ścisłym związku z m echanizm em  regulacji 
biosyntezy tym idylanu w komórce. Można więc mieć nadzieję, że do­
kładne poznanie wszystkich elem entów tego m echanizm u pozwoli znacz­
nie poprawić skuteczność chem ioterapii skierow anej przeciwko biosynte­
zie tym idylanu w komórce nowotworowej.

Zaakceptowano do d ru ku  30 grudnia 1985 r.
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I. W stęp

Od opublikow ania pracy J a c o b a  i M o n o d a  (1) o mechanizmach 
regulujących syntezę białek minęło już 25 lat. W ciągu tego ćwierćwie­
cza nastąpił ogromny postęp w badaniach nad działaniem  genów oraz 
regulacją ich ekspresji. Opracowanie i użycie w ielu nowych technik eks­
perym entalnych w znacznej m ierze przyczyniło się do rozwoju badań 
w tej dziedzinie. Jedną z technik, która znalazła szerokie i różnorodne 
zastosowanie w biologii m olekularnej jest tzw. konstrukcja fuzji genów. 
Term inem  „fuzja genów” określa się połączenie genów, k tóre w ystępują 
na ogół w różnych m iejscach chromosomalnego DNA.

Pierw sze fuzje genów w kom órkach Escherichia coli otrzym ano w la­
tach 60-tych. Jedną z nich jest wyizolowana przez J a c o b a  i w s p. (2) 
fuzja genu purE  i genu lacY *. W szczepach bak tery jnych  niosących fu ­
zje purE-lacY  synteza perm eazy galaktozydów, będącej produktem  ge­
nu lacY, zależy od obecności puryn  w pożywce wzrostowej. A więc eks­
presja genu lacY  podlega kontroli specyficznej dla genu purE  a nie pod­
lega kontroli właściwej dla operonu lac. S tosując specjalne techniki gene­
tyczne, w  początkach lat 70-tych, skonstruow ano szereg fuzji pomiędzy 
operonam i trp  i lac. Badania prowadzone przy pomocy tych fuzji przy­
czyniły się do poznania elem entów regulujących ekspresję obu opero-

* Operon laktozy — lacZY A  składa się z trzech genów: genu lacZ kodującego 
(3-galaktozydazę, genu lacY  kodującego perm eazę p-galaktozydów  i genu lacA  ko­
dującego transacetylazę. Ekspresja operonu lac podlega indukcji przez laktozę. N a­
tom iast ekspresja  genu purE  kodującego jeden  z enzymów biosyntezy puryn jest 
reprym ow ana przez puryny.
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nów (3). Jednak  wówczas brak odpowiednich metod ograniczał m ożli­
wości otrzym yw ania fuzji genów. Poczynając od 1976 r. opisano kilka m e­
tod konstrukcji fuzji genów, z którym i zapoznam czytelnika w  tym  a rty ­
kule. W yjaśnię również jakie zastosowania m ają fuzje genów w biolo­
gii m olekularnej.

II. Definicja fuzji operonowych i genowych

Fuzje, o których będzie mowa w tym  artykule, stanow ią połączenie 
regionu regulatorowego i odcinka 5' badanego genu X z detektorow ym  
genem s tru k tu ry  pozbawionym własnego regionu regulatorowego. W ta ­
kich fuzjach, synteza detektorowego białka zachodzi z prom otora ge­
nu X, czyli ekspresja detektorowego genu zależy od elem entów regu lacy j­
nych specyficznych dla badanego genu X. Najczęściej stosow anym  de­
tektorow ym  genem s tru k tu ry  jest gen lacZ kodujący (3-galaktozydazę.

Można skonstruować dwa typy fuzji — fuzje operonowe i fuzje ge­
nowe. W fuzjach operonowych region regulatorow y i odcinek 5' bada­
nego genu X jest połączony z genem lacZ posiadającym  w łasne sygnały 
translacyjne. A więc, w takich fuzjach ekspresja genu lacZ zależy tylko 
od sygnałów transkrypcyjnych obecnych w przyłączonym  do niego regio­
nie regulatorow ym  genu X. Natomiast w fuzjach genowych region regu­
latorow y i odcinek 5' badanego genu X jest połączony z genem  lacZ, 
k tó ry  nie zawiera sygnałów translacyjnych i kilku pierw szych sekw encji 
kodujących. Sygnały transkrypcyjne i translacyjne, w arunkujące ekspre­
sję genu lacZ pochodzą z obecnego w fuzji genowej regionu regulatoro­
wego genu X. Połączenie odcinka 5' badanego genu X z genem  lacZ  
pozbawionym kilku pierwszych kodonów, tw orzy gen hybrydow y. P ro -

X lac  _

la 1 Rx X' < ’Z Y

tb) Kl, n y s i m m
NH2

X Lac Z

COOH

Ryc. 1. Fuzja genowa i jej produkt — białko hybrydowe
W fuzji genowej (a) region regulatorowy i odcinek 5' genu X jest połączony z odcin­
kiem 3' genu lacZ. Produktem fuzji genowej jest białko hybrydowe XLacZ (b), którego ami- 
no-terminalny fragment jest kodowany przez odcinek 5' genu X a karboksy-terminalny frag­
ment stanowi produkt odcinka 3' genu lacZ — P-galaktozydaza. Pozioma strzałka wskazuje 
kierunek transkrypcji.

http://rcin.org.pl



424 J. W ILD [4]

duktem  takiego genu jest białko hybrydowe, którego am ino-term inalny 
fragm ent jest kodowany przez odcinek 5' genu X a karboksy-term inalny  
fragm ent stanowi (3-galaktozydaza — funkcjonalny p rodukt skróconego 
genu lacZ (Ryc. 1). Ponieważ produktem  fuzji genowej jest białko hy ­
brydowe, niektórzy autorzy nazyw ają tego typu  fuzje fuzjam i białko­
wymi.

Należy wyjaśnić, że tworzenie fuzji genowych lac jest możliwe dzięki 
pewnym  właściwościom |3-galaktozydazy. A ktyw ną form ą enzym u jest 
tetram er. Am inokwasy w karboksy-term inalnym  fragm encie tego białka 
odgryw ają rolę w in terakcji m onomer-m onomer. Dlatego delecja lub w y­
m iana naw et kilku nukleotydów  w DNA kodującym  karboksy-term inalny  
fragm ent białka powoduje syntezę nieaktyw nego enzymu. Natom iast usu­
nięcie lub wym iana, w  NH2-końcu białka, naw et 25 aminokwasów na k il­
ka do kilkuset innych aminokwasów nie zmienia jego aktyw ności (4).

III. M etody otrzym yw ania fuzji lac in vivo

III-I. Fuzje lac u bakterii jelitowych

Aby mogła powstać fuzja, geny lac trzeba wbudować do badanego ge­
nu  X w orientacji zgodnej z k ierunkiem  transk rypc ji tego genu. Ze 
względu na brak  homologii genu X z operonem lac rekom binacja między 
takim i odcinkami DNA będzie zachodzić bardzo rzadko. Homologię po­
trzebną do w ydajnej rekom binacji można w ytw orzyć wprowadzając do 
genu X oraz do operonu lac identyczne fragm enty  DNA. Takim i fragm en­
tam i są odkryte w latach 70-tych genetyczne elem enty zdolne do tran s­
pozycji, jak: transpozony, elem enty insercyjne oraz bakteriofag Mu. 
W łaśnie bakteriofag Mu jest szeroko stosow any do otrzym yw ania fuzji 
in  vivo. Jest to łagodny fag, k tó ry  w budow uje swój genom (28X10® dal- 
tonów) w dowolne m iejsce chromosomu E. coli. Insercja faga Mu do 
określonego genu powoduje przerw anie ciągłości tego genu, a co za tym  
idzie brak jego ekspresji. Stosując odpowiednie m etody selekcji można 
stosunkowo łatwo otrzym ać insercje faga Mu do badanego genu X. W y­
korzystując te właściwości faga Mu C a s a d a b a n  (5) opracował dw u­
stopniową metodę otrzym yw ania fuzji in vivo  przedstaw ioną na ryci­
nie 2. Skonstruow ał on faga X pl(209), k tó ry  niesie fragm ent Mu oraz 
geny lacZY  pozbawione funkcjonalnego prom otora. Ponadto fag X pl(209) 
nie zawiera m iejsca att odpowiedzialnego za jego in tegrację w specyficz­
ne receptorowe miejsce chromosomu E. coli. Z tego w łaśnie powodu 
fag X pl(209) może integrow ać do chromosomu bakteryjnego tylko w w y­
niku rekom binacji pomiędzy sekwencjam i homologicznymi w jego DNA 
i w DNA gospodarza. Jeżeli do bakterii zaw ierających faga Mu wbudo­
wanego w gen X wprowadzi się faga X pl(209) nastąpi rekom binacja ho­
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mologicznych fragm entów jakim i są odcinki DNA faga Mu. W ynikiem  ta ­
kiej rekom binacji jest transpozycja operonu lac w pobliże badanego ge­
nu. Elem entem  oddzielającym region regulatorow y badanego genu X  od 
operonu lac jest wbudowany fag Mu. Wycięcie faga Mu powoduje po­
w stanie fuzji operonowej. Jeżeli bakterie zaw ierające faga Mu w budo­
wanego w gen X potraktuje się fagiem X pl(209) z m utacją nonsensową 
U l 18 w początkowych sekwencjach genu lacZ to otrzym uje się fuzje ge­
nowe kodujące białko hybrydowe o aktywności (3-galaktozydazy (Ryc. 2).

Fuzje operonowe otrzym uje się również stosując defektywnego faga 
Mu d l (Ap lac) (6). Fag ten  niesie w swoim genomie operon lac pozba­
wiony funkcjonalnego prom otora oraz gen bla kodujący (3-laktamazę,

A p 1(209)

(b) X'
H--- 1---

Mu .
Z Y A łX

( c) x lac 

FV Xn 0 Z Y
H----1----1--- 1----1---

(d

x
\

x lac

Px X " Z  Y X fX 
-4----- -̂----------*.........................□ ------

U
\e\ f )

/ ^Rc' X ' V

x lac  j

Ryc. 2. O trzym ywanie, przy pomocy techniki C asadabana (5) fuzji operonowych 
i genowych oraz izolowanie transdukujących fagów X niosących fuzje.
Bakterie zawierające iaga Mu wbudowanego w gen X (a) traktuje się fagiem X pl(209), 
który integruje do chromosomu bakteryjnego w wyniku rekombinacji między homologicznymi 
fragmentami DNA jakimi są odcinki DNA faga Mu (prostokąty). Powstaje lizogen faga X pi 
<209), w którym elementem oddzielającym promotor genu X od operonu lac jest fag Mu (b). 
Wycięcie faga Mu /trójkąt/ powoduje powstanie fuzji operonowej (c). Do otrzymania fuzji 
genowych używa się faga X pl(209) z mutacją U118 typu „ochrę”, w początkowych sekw en­
cjach genu lacZ. Mutacja lacZ U118 wpływa polarnie na ekspresję pozostałych genów lac. 
Aby w lizogenie faga X pl(209, lacZ U118) (b) mogła powstać fuzja o fenotypie Lac+ wycię­
ciu faga Mu musi towarzyszyć delecja przyległego materiału genetycznego obejmująca mu­
tację lacZ U118. Taka delecja prowadzi do powstania fuzji genowej (d). Wycięcie profaga X 
z chromosomu bakteryjnego następuje pod wpływem czynnika indukującego. Ponieważ w y­
cięcie DNA tego faga X zachodzi na drodze nieuprawnionej rekombinacji, powstają cząstki 
fagowe niosące różne fragmenty przyległego DNA bakteryjnego. Wśród nich znajdują się 
transdukujące fagi X niosące fuzję operonową (e) lub genową (f). Cienkie strzałki wskazują 
kierunek transkrypcji.
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a więc w arunkujący  oporność na ampicylinę. Insercja faga Mu d l(A p lac ) 
do badanego genu X w odpowiedniej orientacji powoduje powstanie fu ­
zji operonowej (Ryc. 3). Zaletą stosowania tego faga jest możliwość se­
lekcjonow ania kolonii AprLac+ z jednoczesną u tra tą  funkcji badanego 
genu X, co znacznie upraszcza procedurę otrzym yw ania fuzji operono- 
w ych (6, 85).

Mu d 1 ( A p t a c )
f T

lac--------------------------------------».

(a) Px X' _  ' O Z Y  _______ , 'X
1 - t -------1-----------□ -------1------- 1-------1-------i------- fTTTTTn  I---------ł—

i______ i
A

ib)

Í G C  

\______
Mu d 2  i A p l a c )

Ryc. 3. O trzym yw anie fuzji operonowych i genowych przez insercję faga Mu d l(A p  
lac) lub Mu d2(Ap lac) do genu X
Insercja faga Mu dl(Ap lac) do genu X w odpowiedniej orientacji transkrypcji powoduje po­
wstanie fuzji operonowej (a). Cienka linia przedstawia DNA bakteryjne. W genomie faga Mu 
(prostokąty) występuje gen bla (obszar zakreskowany) warunkujący oporność na ampicylinę. 
Stosując techniki rekombinacji DNA in vitro  C a s a d a b a n  i C h o u  (7) wycięli fragment 
DNA z faga Mu dl(Ap lac) (trójkąt). Otrzymany fag Mu d2(Ap lac) niesie gen lacZ pozbawiony 
zarówno sygnałów inicjacji transkrypcji jak i translacji. Inseracja faga Mu d2(Ap lac) do 
genu X w odpowiedniej orientacji transkrypcji i zgodnej fazie odczytywania kodu powoduje 
powstanie fuzji genowej (b). Strzałki wskazują kierunek transkrypcji.

W ostatnich dwóch latach, stosując metody inżynierii genetycznej, 
skonstruow ano kilka fagów, k tórych użycie znacznie upraszcza o trzy­
m yw anie fuzji genowych in vivo. Jednym  z nich jest fag Mu d2(Ap lac), 
k tó ry  niesie gen lacZ pozbawiony zarówno sygnałów inicjacji transkrypcji 
jak  i translacji. W w yniku insercji tego faga do badanego genu X w od­
powiedniej orientacji i zgodnej fazie odczytyw ania kodu powstaje fuzja 
genowa kodująca białko hybrydowe (7, 4, Ryc. 3). Inny fag to fag l  placMu, 
k tó ry  może integrować w dowolne miejsce chromosomu bakteryjnego 
używ ając system u transpozycji faga Mu (8). Ponieważ fag ten, podobnie 
jak  Mu d2(Ap lac), zawiera nieczynne geny lac, jego integracja do bada­
nego genu X powoduje powstanie fuzji genowej. Ostatnio skonstruow ano
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kilka pochodnych faga X placMu, przy pomocy których można otrzym ywać 
zarówno fuzje genowe jak i operonowe (9).

Ostatnio wykazano, że fag X placM u może integrować z DNA plazm i­
dów obecnych w komórce baktery jnej (8). O trzym ano szereg insercji tego 
faga do genu recA  sklonowanego na plazmidzie. Insercje te m ają fenotyp 
Lac+ i są fuzjam i genowymi recA-lacZ  kodującym i białko hybrydow e
o aktywności (3-galaktozydazy. Zdolność wbudowywania się faga X placMu 
do plazmidowego DNA może być w ykorzystana do otrzym ywania fuzji lac 
z heterologicznym i genami sklonowanymi na w ektorach plazmidowych. 
Ekspresję takich heterologicznych genów przyłączonych do genu lacZ, 
można oznaczać w kom órkach E. coli m ierząc aktywność |3-galaktozy- 
dazy.

III-2. Fuzje lac u innych mikroorganizmów

Przedstaw ione metody otrzym ywania fuzji lac in vivo  dotyczą bak te­
rii jelitowych Escherichia coli i Salmonella typhim urium . W przypadku 
m ikroorganizm ów niewrażliwych na fagi Mu i X, w celu konstrukcji 
tych fuzji stosuje się transpozony niosące nieczynne geny lac. Obecność 
transpozonu umożliwia selekcję kolonii opornych na odpowiedni an ty ­
biotyk; jeżeli integracja transpozonu Tn lac do genu X nastąpi w od­
powiedniej orientacji powstaje fuzja lac z genem  X, co można stw ier­
dzić znajdując kolonie Lac+X _ . Stosując tę m etodę otrzym ano fuzje lac 
u Bacillus subtilis (10) oraz u M yxococcus xan thus  (11). U obu gatunków  
bakterii fuzje lac w ykorzystyw ano do badania m olekularnych m echaniz­
mów procesu rozwoju.

IV. O trzym yw anie fuzji lac in vitro

Fuzje lac otrzym ać można również przy użyciu m etod inżynierii ge­
netycznej. Stosując techniki rekom binacji DNA in  vitro  skonstruowano 
liczne w ektory plazmidowe przystosowane do łączenia genu lacZ z frag­
m entam i DNA niosącymi region inicjacji transkrypcji i translacji genu X. 
Prototypow ym i w ektoram i są plazm idy pMC1403 (12) i pMLB1034 (4), 
(Ryc. 4) będące pochodnymi plazmidu pBR322. Oba w ektory zaw ierają 
gen lacZ pozbawiony regionu promotorowego, m iejsca wiązania ryboso­
mów i inicjacji translacji oraz pierwszych ośmiu kodonów. Przed skróco­
nym  genem lacZ znajdują się syntetyczne sekwencje DNA (ang. poly- 
linker) rozpoznawane przez różne endonukleazy restrykcyjne. W te 
m iejsca można w staw iać fragm enty DNA zawierające prom otor i sygnał 
inicjacji translacji podłączanego genu lub operonu. W budowanie takiego 
fragm entu  DNA do w ektora w odpowiedniej o rientacji powoduje po-

3* http://rcin.org.pl



428 J . W ILD [8]

Xmai 
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Ryc. 4. W ektor plazm idowy pMBL1034.
Na schemacie przedstawiono strukturę plazmidu pMBL.1034. Fragment DNA pochodzący z wek­
tora pBR322 zaznaczono cienką linią. Fragment DNA bakteryjnego (gruba linia) zawiera gen 
lac Z pozbawiony pierwszych ośmiu kodonów i część genu lacY. Wymienione endonukleazy 
restrykcyjne rozpoznają sekwencje występujące w polilinkerze (prostokąt). Strzałki wskazują 
kierunek transkrypcji.

w stanie fuzji genowej lac. W tak  otrzym anej fuzji genowej ekspresja 
genu lacZ  jest m iarą wydajności transkrypcji i translacji przyłączonego 
in vitro  regionu regulatorowego.

Otrzym ano szereg pochodnych plazmidów pMC1403 i pMLB1034. M a­
ją  one wprowadzone do polilinkera dodatkowe m iejsca rozpoznawane 
przez inne niż pokazane na rycinie 4 enzym y restrykcyjne. W ystępowa­
nie różnych polilinkerów w tych w ektorach umożliwia przyłączenie do 
genu lacZ  dowolnego fragm entu  DNA (4, 12, 83).

W ektory będące pochodnymi plazm idu pBR322 w ystępują w komórce 
w dużej liczbie kopii, otrzym ana więc fuzja będzie również występować 
w wielu kopiach. Obecność, w jednej komórce, wielu kopii regionu regu­
latorowego może powodować niespecyficzne zm iany w ekspresji badanej 
fuzji np. derepresję będącą wynikiem  unieczynnienia represora. Do otrzy­
m yw ania fuzji lac na w ektorze w ystępującym  w komórce w jednej kopii 
używa się w ektora XNF1955 będącego pochodną faga X (4). W ektor ten  
służy do konstrukcji in vitro  fuzji z operonem  lac w  sposób analogiczny 
jak omówione wyżej w ektory  plazmidowe.

Skonstruow ano szereg w ektorów  plazm idowych um ożliw iających eks­
presję heterologicznego DNA w kom órkach E. coli. Są to w ektory Orf 
(ang. open reading frame) będące pochodnymi plazm idu pBR322 (13, 83),
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Ryc. 5. W ektor plazmidowy pORFl.
Na schemacie przedstawiono strukturę plazmidu pORFl. Fragment DNA pochodzący z wek­
tora pBR322 zaznaczono cienką linią. We fragmencie DNA pochodzenia bakteryjnego wy­
stępuje region regulatorowy genu ompF zawierający silny promotor, miejsce wiązania rybo­
somów i kodon inicjacji translacji (obszar zakreskowany) oraz gen lacZ pozbawiony pierwszych 
ośmiu kodonów i część genu lacY. Wymienione endonukleazy restrykcyjne rozpoznają sek­
wencje występujące w  polilinkerze (prostokąt). Strzałki wskazują kierunek transkrypcji.

(Ryc. 5). Zaw ierają one wbudow any w plazmidowe DNA: silny prom otor, 
aktyw ne miejsce wiązania rybosomów oraz kodon inicju jący translację. 
Bezpośrednio za tym i sekwencjami znajduje się funkcjonalny fragm ent 
genu lacZ, pozbawiony własnych specyficznych sygnałów inicjacyjnych. 
Te dwa fragm enty  są w zgodnej orientacji transkrypcji ale nie są w tej 
sam ej fazie odczytywania kodu i dlatego w ektor w ykazuje fenotyp Lac~. 
Jeżeli pomiędzy te dwa fragm enty zostanie w budow any odcinek bada­
nego DNA odtw arzający fazę odczytywania kodu to z tak  otrzym anego 
trzyczęściowego genu będzie syntetyzow ane białko trybrydow e * o ak tyw ­
ności P-galaktozydazy. Aby ułatw ić takie konstrukcje w ektory  O rf za­
w ierają  w m iejscu połączenia regionu regulatorowego i genu lacZ  poli- 
linkery  rozpoznawane przez różnorodne endonukleazy restrykcyjne. Try- 
b rydy  białkowe stosuje się do w ytw arzania przeciwciał, k tóre z kolei 
służą do identyfikacji produktu wbudowanego do w ektora genu.

* T rybryd  białkow y oznacza białko, w  k tórym  am ino-term inalny  fragm en t po­
chodzi z w ektora Orf, środkowy fragm ent jest p roduktem  genu w budow anego do 
w ek to ra  a karboksy-term inalny  fragm ent stanow i (3-galaktozydaza.
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V. Dlaczego najczęściej stosuje się fuzje lac?

Zastosowanie operonu lacZYA  lub genu lacZ, jako genu detektorowego, 
do otrzym yw ania fuzji nie jest przypadkowe, lecz w ynika z w ielu isto t­
nych przesłanek. Operon ten jest jednym  z najlepiej poznanych systemów 
regulacyjnych, a jego liczne właściwości genetyczne i biochemiczne są 
często wykorzystyw ane w biologii m olekularnej. Enzym y kodowane przez 
operon lacZYA  rozkładają laktozę, co umożliwia kom órkom  E. coli w y­
korzystywanie jej jako źródła węgla. Opracowano różne podłoża, k tórych 
używa się do w ykryw ania rozkładu laktozy przez bakterie. Podłoża 
M acConkey’a czy tetrazoliowe uzupełnione laktozą pozwalają w ykryw ać 
różne poziomy lub brak ekspresji operonu lac (14, 4). Są one powszechnie 
stosowane do badania ekspresji fuzji lac.

Znane są liczne analogi laktozy. Jednym  z nich jest ONPG (o-nitro- 
fenylo-(3-D-galaktopyranozyd) używ any do oznaczania aktyw ności (3-ga- 
laktozydazy. W w yniku hydrolizy enzym atycznej pow staje o-nitrofenol
o żółtym zabarwieniu. M etoda oznaczania |3-galaktozydazy z ONPG jako 
substratem  jest prosta i szybka a przy tym  tak  czuła, że um ożliwia w y­
kryw anie bardzo niskich aktywności enzymu, stanow iących 0,001% po­
ziomu charakterystycznego dla dzikiego operonu lac (14). Dlatego, m ię­
dzy innymi, geny o niskiej ekspresji, bądź o produktach trudnych  do m ie­
rzenia łączy się z genem lacZ; powstałe fuzje produkują (3-galaktozydazę, 
k tórej aktywność stanowi m iarę ekspresji badanych genów.

Inne analogi laktozy jak  na przykład tONPG (o-nitrofenylo-tiogalakto- 
pyranozyd), czy PG (fenylo-etylo-tiogalaktopyranozyd) dodane do pożyw­
ki wzrostowej um ożliw iają selekcjonowanie różnego rodzaju m utantów  
zmieniających ekspresję operonu lac (4, 14, 83). Takie podłoża można 
z powodzeniem stosować do otrzym yw ania w fuzjach lac m utantów  re­
gulatorowych.

Na szczególną uwagę zasługuje analog Xgal (5-bromo-4-chloro-3-in- 
dolylo-(3-D-galaktopyranozyd) (4, 14, 83). W w yniku hydrolizy tego związ­
ku przez (3-galaktozydazę pow staje niebieski barw nik będący czułym in­
dykatorem  aktywności (3-galaktozydazy. Podłoża stałe zawierające Xgal 
um ożliwiają określenie poziomu tego enzym u w komórce poprzez ocenę 
intensywności niebieskiego zabarwienia kolonii. Ponieważ Xgal nie jest 
induktorem  operonu lac intensywność niebieskiego zabarwienia jest od­
zwierciedleniem  aktywności regionu regulatorowego przyłączonego do 
operonu lac. W analogiczny sposób, detekcja zabarwionych na niebiesko 
łysinek umożliwia w ykrycie fagów niosących gen lacZ. Ponieważ tran s­
port Xgal do komórki jest niezależny od perm eazy lacY  użycie tego 
analogu pozwala na badanie ekspresji fuzji, w których nie w ystępuje gen 
lacY, co m a miejsce w fuzjach konstruow anych in vitro  (4).

Pewne właściwości białka (3-galaktozydazy umożliwiające otrzym yw a­
nie białek hybrydowych omówiono już w rozdziale II. Ponieważ ciężar
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cząsteczkowy monomeru |3-galaktozydazy wynosi 116 000, białka hybry­
dowe m ają więc na ogół bardzo duże ciężary cząsteczkowe, a to umożli­
wia ich łatw ą identyfikację w żelu poliakryloamidowym . Co więcej, w y­
korzystując właściwości białka |3-galaktozydazy opracowano proste i szyb­
kie m etody oczyszczania białek hybrydow ych zaw ierających część karbo- 
ksy-term inalną (3-galaktozydazy. W ykorzystanie fuzji genowych lac do 
oczyszczania białek będzie omówione w rozdziale V III-1.

VI. W ykorzystanie fuzji lac do badania regulacji 
ekspresji genu

Punktem  wyjścia w badaniach regulacji danego system u jest pozna­
nie czynników fizjologicznych w pływ ających na jego ekspresję. Nie za­
wsze jest to łatwym  zadaniem. Często produkty  genowe są nietrw ałe 
lub oznaczanie ich aktywności wym aga dużego nakładu p racy  i trudno 
dostępnych odczynników. Niekiedy związki potrzebne do w zrostu bada­
nego szczepu bakterii in terferu ją  z m etodą pom iaru aktyw ności produk­
tu  genu. W niektórych w arunkach fizjologicznych np. powodujących re ­
presję, zmierzenie ilości produktu  badanego genu jest wręcz niemożli­
we. W tych wszystkich przypadkach nieocenione usługi oddają fuzje 
z operonem  lac. Przyłączenie badanego genu X do operonu lac daje moż­
ność śledzenia aktywności jego prom otora przez pom iar poziomu (3-galak­
tozydazy. Uniezależnia to badacza od wyżej wym ienionych trudności, po­
nieważ m etoda oznaczania aktywności (3-galaktozydazy jest p rosta  i bardzo 
czuła a sam enzym bardzo stabilny. Badano wpływ  różnych czynników 
fizjologicznych na ekspresję bardzo wielu fuzji. Jednym  z przykładów 
może być użycie fuzji lac do badania regulacji transportu  i degradacji 
kwasów tłuszczowych u E. coli (15).

V I-1. Wykrywanie i charakterystyka elementów kontrolujących ekspresję genu

O trzym anie i charakterystyka m utantów  o zmienionej ekspresji da­
nego system u prowadzi do identyfikacji elem entów kontrolnych specy­
ficznych dla tego systemu. Jednak aby otrzym ać takie m u tan ty  potrzebne 
są odpowiednie m etody selekcji, k tórych brak  w przypadku wielu syste­
mów. Użycie fuzji operonowych lac usuwa tę trudność. Stosując podłoża 
selekcyjne zawierające laktozę lub odpowiednie jej analogi, m ożna selek­
cjonować różnego typu m utan ty  wykazujące zmienioną ekspresję ba­
danej fuzji. W ybór metody selekcji zależy od poziomu ekspresji fuzji i ro­
dzaju  poszukiwanych m utantów . W przypadku fuzji o niskiej aktywności 
(3-galaktozydazy użycie podłoża uzupełnionego analogiem  PG umożliwia 
selekcję m utantów  o wysokim poziomie produktów  operonu lac (14, 84).

Inny analog laktozy, tONPG, transportow any do kom órki przez pro­
duk t genu lacY  m a działanie bakteriostatyczne. Dlatego m utan ty  oporne
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na tONPG w ykazują brak  lub obniżoną ekspresję operonu lac (4, 83). 
Stosując podłoże zaw ierające tONPG otrzym ano m u tan ty  w prom otorze 
genu tyrT  kodującym  tyrozynow y tRNA (16).

Używając fuzji lac otrzym ano m utacje w prom otorach i operatorach 
różnych genów. Zainteresowanego czytelnika odsyłam do oryginalnych 
prac, w których opisano otrzym yw anie m utacji w prom otorze genu recA 
(17), ompF  (18), czy w operatorze operonu argECBH  (84).

W badaniach regulacji ekspresji genu lub operonu istotnym  jest o trzy­
m anie m utacji w genach regulatorowych. Stosując fuzje lac zidentyfiko­
wano m utacje w genach regulatorow ych szeregu systemów. Badając re ­
gulację biosyntezy puryn  przy pomocy fuzji purE-lac, purB-lac  i purF-lac  
wyizolowano m utan ty  purR  (19, 20, 48). O trzym ano i scharakteryzow ano 
regulatorow e m utacje w pływ ające na ekspresję operonu guaBA  odpo­
wiedzialnego za syntezę guanozyno-m onofosforanu (21). Technikę fuzji 
zastosowano do w ykrycia genu tnpR, k tó ry  reguluje transpozycję ele­
m entu  insercyjnego Tn3 (22).

Fuzje są szczególnie przydatne do w ykryw ania elem entów kontro lu­
jących ekspresję genów czy operonów, stanow iących część regulonu. Re- 
gulon jest grupą niesprzężonych genów, k tórych  ekspresję kontroluje to  
samo białko regulatorow e. Zwykle łatwo jest otrzym ać m utacje w genie 
kodującym  białko regulatorow e, natom iast wiele trudności spraw ia ba­
danie elem entów w pływ ających na działanie poszczególnych genów w re- 
gulonie. Przyłączenie operonu lac do poszczególnych genów danego re ­
gulonu, a następnie izolowanie i charak terystyka odpowiednich m u tan ­
tów pozwala na poznanie regulacji struk tu ra lnych  elem entów danego* 
regulonu. Dzięki zastosowaniu fuzji lac poznano wiele aspektów regulacji 
regulonu mai odpowiedzialnego za zdolność E. coli do w ykorzystyw ania 
m altozy jako źródła węgla (23, 24). Fuzje m et-lac  wykorzystano do ba­
dania ekspresji genów stanow iących regulon biosyntezy m etioniny oraz 
do otrzym ania m utantów  regulatorow ych (25). P rzy  pomocy fuzji lac 
zbadano skom plikowany system  genetyczny n if (ang. nitrogen fixation), 
którego 16 genów zgrupow anych w 5-ciu policistronowych i 3 monoci- 
stronowych jednostkach transkrypcy jnych  jest odpowiedzialnych za w ią­
zanie wolnego azotu przez bakterie  z gatunku  Klebsiella (16). Synteza 
apara tu  flagellarnego E. coli wym aga produktów  29 genów, a innych 
11 genów potrzebnych jest do jego funkcjonow ania. W yniki otrzym ane 
przy użyciu fuzji fla-lac, flb-lac, mot-lac, hag-lac umożliwiły ustalenie 
jakie są w zajem ne oddziaływania regulacyjne poszczególnych operonów 
w tym  system ie (27).

VI-2. Badanie ekspresji genów regulatorowych

W kom órkach prokariontów  ekspresja wielu genów i operonów jes t 
regulowana na  poziomie transk rypcji przez specyficzne białka regulato­
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rowe. Nasuwa się pytanie — w jaki sposób jest regulow ana ekspresja ge­
nów regulatorowych. Badanie mechanizmów kontrolujących syntezę b ia­
łek regulatorow ych jest szczególnie trudne, ponieważ produkty  genów 
regulatorow ych na ogół nie m ają aktywności enzym atycznej, a ponadto 
w ystępują w komórce w bardzo małych ilościach.

Technika fuzji operonowych lac okazała się ogromnie przydatna w ba­
daniach ekspresji genów regulatorowych. Jeżeli prom otor genu regu la­
torowego zostanie przyłączony do operonu lac to poziom aktyw ności (3-ga- 
laktozydazy będzie m iarą działania tego prom otora.

C a s a d a b a n ,  jako pierwszy, zastosował fuzje lac do badania eks­
presji genu regulatorowego araC aktyw ującego transkrypcję  operonu ara. 
W ykazał on, że wprowadzenie episomu niosącego allel genu araC do ko­
m órki szczepu zawierającego fuzję araC-lac powoduje represję  syntezy 
(3-galaktozydazy. O trzym any w ynik świadczy o tym, że produkt genu 
araC kontroluje w sposób negatyw ny własną syntezę; ten typ  regulacji 
nazw ano regulacją autogenną (28).

W w ielu laboratoriach skonstruowano fuzje lac z prom otoram i róż­
nych genów regulatorowych. Podsum owując w yniki otrzym ane przy po­
mocy takich fuzji można stwierdzić, że ekspresja większości badanych do­
tychczas genów regulatorow ych jest pozytywnie lub negatyw nie autore- 
gulowana. Zjawiskiem  spotykanym  najczęściej okazała się autoregulacja 
negatyw na. Podlegają jej takie geny regulatorow e jak cysB  kodujący po­
zytyw ny czynnik syntezy regulonu cysternowego (29), dsdC  kodujący 
pozytyw ny czynnik syntezy deaminazy D -serynow ej (30), ty rR  kodujący 
represor syntezy enzymów biorących udział w biosyntezie i transporcie 
tyrozyny i fenyloalaniny (31), uxuR  regulujący syntezę enzymów degra­
dujących glukuronian (32), lysR  będący represorem  syntezy enzymów 
biosyntezy lizyny (33). Pozytywnej autoregulacji podlegają natom iast ta ­
kie geny regulatorow e jak phoB  kodujący ak tyw ator regulonu pho (34), 
czy ni fA  regulujący ekspresję genów nif (35).

Stosując fuzje malT-lac wykazano, że synteza genu regulatorow ego 
m alT  kodującego aktyw ator ekspresji regulonu mai odpowiedzialnego za 
katabolizm  m altozy nie podlega autoregulacji. Ekspresja genu m alT  jest 
natom iast pozytywnie kontrolowana przez kom pleks cAMP—CRP (36, 37). 
Stwierdzono, że kom pleks ten  aktyw uje ekspresję niektórych innych ge­
nów regulatorow ych np. uxuR  i araC (32, 38).

Fuzje wielu genów regulatorow ych z operonem lac w ykorzystano rów ­
nież do izolowania fragm entów  DNA zawierających prom otory tych ge­
nów, co pozwoliło na ustalenie ich sekwencji nukleotydowych.

Ponieważ fuzje lac m ają łatw y do w ykryw ania fenotyp L ac+, mogą 
być użyte do identyfikacji klonów, w banku genów, niosących pozytyw ­
nie działające geny regulatorowe. Jeżeli w chromosomie bakterii zawie­
rających  fuzję genX-lac  w ystępuje m utacja w genie kodującym  pozy­
tyw ny czynnik ekspresji genu X, to fenotyp tego szczepu baktery jnego
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będzie Lac- . Natom iast wprowadzenie do takiego szczepu kopii genu re ­
gulatorowego na elemencie ekstrachrom osom owym  (bakteriofag lambda, 
w ektor plazmidowy) nada mu łatwo w ykryw alny genotyp Lac+. Taką 
m etodę zastosowano do sklonowania genu regulatorow ego ompR  (39).

VI-3. Badanie ogólnej regulacji metabolizmu komórki

Oprócz specyficznych systemów regulacyjnych m etabolizm  kom órki 
podlega regulacji przez ogólny system  kontroli (ang. global control), k tó­
rego efektoram i, o plejotropow ym  charakterze, są m iędzy innym i glukoza, 
nieorganiczny fosforan, tlen  czy uszkodzenia DNA. Odpowiedzią kom órki 
na obecność efektora jest indukcja lub represja  różnych układów enzy­
m atycznych, nie zawsze związanych ze sobą czynnościowo. Loci ge­
nowe, k tórych ekspresja zależy od plejotropow ego efektora określono te r­
m inem  globalnego regulonu. Zastosowanie techniki fuzji lac umożliwiło 
zidentyfikowanie szeregu nowych loci genowych w poszczególnych glo­
balnych regulonach. W badaniach tych używano faga Mu dl(A plac). 
W ykorzystując zdolność tego faga do in tegracji w dowolne miejsce chro­
mosomu bakteryjnego otrzym ano fuzje operonowe lac, w których aktyw ­
ność (3-galaktozydazy podlega zmianie w obecności stosowanego efektora. 
W ten sposób w ykryto 18 genów psi (ang. phosphate starvation induci­
ble), k tórych ekspresja podlega indukcji w w arunkach  głodu fosforano­
wego. Analiza biochemiczna fuzji psi-lac wykazała, że oprócz wspólnej 
regulacji przez fosforan, prom otory psi podlegają w różnym  stopniu kon­
troli wyw oływ anej przez różne czynniki takie jak: głodzenie azotowe, 
ograniczony dostęp źródła węgla lub naśw ietlanie UV (40).

Podobne podejście zastosowano do identyfikacji genów, których eks­
presja zależy od obecności tlenu  (41). W ykazano w chromosomie S. typhi- 
m urium  obecność 10 genów oxd  (ang. oxygen dependent). Ekspresja 
wszystkich fuzji oxd-lac jest podwyższona w  w arunkach beztlenowych 
i podlega wspólnej regulacji przez niezidentyfikow ane produkty  genów 
oxrA  i oxrB. G eny te określają globalny regulon, którego aktywność jest 
reprym ow ana przez tlen.

Odpowiedzią kom órki na działanie czynników uszkadzających DNA 
lub zaburzających jego replikację jest indukcja system u SOS. Stosując 
faga Mu dl(A p lac) poszukiwano w chromosomie E. coli genów, których 
ekspresja w zrasta pod wpływem  czynników uszkadzających DNA takich 
jak m itom ycyna D lub prom ieniowanie UV. Zidentyfikow ano 5 loci geno­
wych din  (ang. damage inducible), k tórych ekspresja podlega regulacji 
przez system  SOS (42). Ekspresja fuzji din-lac jest zależna od genów 
recA  i lexA , których produkty  regulu ją  plejotropow e funkcje systemu 
SOS. Sugeruje się, że być może geny din  kodują produkty  odpowiedzialne 
za działanie system u SOS.
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Jak  widać zastosowanie faga Mu dl(A p lac) um ożliwia nie tylko w y­
krycie nowych genów ale również poznanie elem entów specyficznej re ­
gulacji poszczególnych zidentyfikowanych genów.

VII. T ransdukujący fag X niosący fuzję lac — 
otrzym yw anie i zastosowania

W celu otrzym ywania fuzji lac in vivo  często używa się specjalnie 
skonstruow anych fagów X na przykład X pl(209) i X placMu niosących nie­
ak tyw ny operon lac oraz fragm ent DNA pochodzący z faga Mu. W roz­
dziale I II - l  omówiono właściwości tych fagów. W w yniku wbudowania ta ­
kiego faga X do genomu bakteryjnego pow staje lizogen, w którego chro­
mosomie fagowe DNA znajduje się w bliskim  sąsiedztwie fuzji lac 
(Ryc. 2). Pod wpływem czynnika indukującego np. naśw ietlania UV, n a ­
stępuje wycięcie profaga z chromosomu. Ponieważ wycięcie DNA faga 
zachodzi w w yniku nieupraw nionej rekom binacji (ang. illigitim ate recom­
bination) powstają cząstki fagowe niosące różne fragm enty  przyległego 
m ateria łu  genetycznego. W mieszanej populacji fagów można łatwo, sto­
sując odpowiednie m etody selekcji, zidentyfikować transdukujące fagi X 
niosące fuzję lac. Często fuzje lac otrzym uje się przez użycie faga Mu 
dl(A p lac). Opracowano schemat przenoszenia tych fuzji na faga X (43). 
Fuzje lac otrzym ane in vitro  na wektorach plazm idowych mogą być prze­
niesione w drodze klonowania na odpowiednie w ektory  fagowe takie jak  
X D69 czy X DamsrIX3 (4). Metodami in vitro  można otrzym ywać fuzje lac 
na wspom nianym  poprzednio wektorze fagowym  XNK1955.

Transdukującego faga X niosącego fuzję lac można w różny sposób 
w ykorzystać w badaniach genetycznych. Fag X jest z łatwością przeno­
szony z jednego szczepu do drugiego, co um ożliwia zbadanie w pływu róż­
nych m utacji chromosomowych na ekspresję badanej fuzji występującej 
na fagu. Użycie różnych m utagenów lub szczepu m utatorow ego prow a­
dzi do powstania m utacji w obrębie fuzji genX-lac  w ystępującej na 
fagu X. M utacje te można z łatwością wprowadzić do genomu bakterii 
a z kolei m utacje chromosomowe można wprowadzić do DNA faga. M u­
tacje te w ykorzystuje się do analizy genetycznej badanego genu X.

Opisano m etody wykorzystania transdukującego faga X niosącego fu ­
zję lac do otrzym yw ania delecji (44) oraz do konstrukcji szczegółowych 
m ap genetycznych (45, 46). Jest on często stosow any do ustalenia kie­
runku  transkrypcji badanego genu (47, 48).

DNA transdukującego faga X niosącego fuzję genX-lac  można użyć 
jako m atrycę do syntezy (3-galaktozydazy w układzie bezkomórkowym. 
Ilość syntetyzow anej in vitro  (3-galaktozydazy jest m iarą aktywności pro­
m otora X. Ponadto, w takim  układzie na przykład typu Zubay’a bada 
się wpływ  różnych czynników na ekspresję fuzji genX-lac. Badania te
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um ożliw iają w ykrycie specyficznych dla genuX elem entów  regulacyj­
nych (49, 50, 51).

DNA transdukującego faga 1 niosącego fuzję lac można też używać do 
badań na poziomie m olekularnym . F ragm enty  DNA zaw ierające region 
prom otorow o-regulatorow y badanego genu można przenieść w drodze 
klonowania na odpowiednie w ektory  i poddać analizie sekw encyjnej. Mo­
gą też służyć do konstrukcji in vitro  nowych fuzji lac um ożliw iających 
określenie m iejsc w DNA odpowiedzialnych za dany typ  regulacji. W ten 
sposób określono determ inanty  DNA odpowiedzialne za regulację syntezy 
rRNA u E. coli. (52).

VIII. Zastosowanie fuzji lac do analizy s tru k tu ry  
i funkcji białek

VIII-1. Identyfikacja, oczyszczanie i charakterystyka produktu badanego genu

Fuzje genowe lac w ykorzystuje się często do identyfikacji i oczysz­
czania białek trudno w ykryw alnych przy pomocy konw encjonalnych m e­
tod. Zgodnie z definicją, produktem  fuzji genowej lac jest białko hybry­
dowe, które zawiera am ino-term inalny fragm ent badanego białka ko­
w alencyjnie przyłączony do funkcjonalnego karboksy-term inalnego frag­
m entu j3-galaktozydazy. A m ino-term inalny fragm ent białka jest więc w y­
znakow any przez aktyw ną enzymatycznie (3-galaktozydazę (Ryc. 1). F i­
zyczne właściwości (3-galaktozydazy oraz prosta m etoda detekcji ak tyw ­
ności tego enzymu są następnie w ykorzystane do w ykryw ania, izolowa­
nia i oczyszczania białka hybrydowego. W przypadku niektórych fuzji 
hybryd białkowy może zawierać całą cząsteczkę badanego białka kowa­
lencyjnie połączoną z funkcjonalnym  karboksy-term inalnym  fragm entem  
(3-galaktozydazy. Są to tzw. bifunkcjonalne hybrydy białkowe (53, 54).

H ybrydy białkowe LacZ, jako cząsteczki o masie powyżej 100 000 
można łatwo w ykryw ać wśród innych białek kom órkowych stosując elek­
troforezę w żelu poliakryloam idowym  w obecności detergentu. Do w y­
krycia hybrydu w m ieszaninie wielu białek można stosować handlowe 
p repara ty  przeciwciał w ytworzone przeciw białku (3-galaktozydazy.

Do oczyszczania hybrydów  białkowych w ykazujących aktywność (3-ga­
laktozydazy stosuje się chrom atografię na „sitach m olekularnych” roz­
dzielających cząsteczki w zależności od ich wielkości (55) lub chrom ato­
grafię powinowactwa (56).

Oczyszczone białko hybrydow e można użyć jako antygen do produkcji 
surow icy zawierającej przeciwciała swoiste wobec am ino-term inalnego 
fragm entu. Te przeciwciała w ykorzystuje się następnie do identyfikacji 
i oczyszczania całej cząsteczki białka. W ten  sposób zidentyfikowano 
i oczyszczono jedno z białek biorących udział w  transporcie maltozy, pro­
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dukt genu malF  (55). Przedstaw iona metoda, w połączeniu z użyciem  w ek­
torów O rf umożliwiających konstrukcję fuzji lac u różnych organizmów, 
może być zastosowana do otrzym yw ania swoistych przeciw ciał dla do­
wolnych białek pochodzących z różnych źródeł.

Fuzje lac są pomocne przy oczyszczaniu białek niestabilnych lub szyb­
ko degradowanych. Opracowano metodę oczyszczania takich białek p rzy  
pomocy umiejscowionej proteolizy (57). Polega ona na w budow aniu frag ­
m entu DNA, zawierającego sekwencje kodujące dane białko, do specjal­
nego w ektora Orf. Stosowany w ektor Orf jest podobny do opisanych 
w rozdziale IV z tą różnicą, że w otw artej fazie odczytyw ania kodu za­
w iera sekwencje kodujące kolagen. O trzym ana w tym  w ektorze fuzja 
genowa będzie więc zawierała sekwencje specyficzne dla kolagenu, po­
między sekwencjami kodującym i dane białko a genem lacZ. P roduktem  
tak  skonstruow anej fuzji genowej jest tryb ryd  białkowy, w k tó rym  (3-ga- 
laktozydaza stabilizuje badane białko. Po traw ieniu  oczyszczonego try - 
brydu kolagenazą otrzym uje się oczyszczone białko badane. O pracowano 
alternatyw ną metodę z użyciem innych w ektorów  Orf, w k tó re j w yko­
rzystu je się zjawisko tworzenia przez hybrydy białkowe agregatów  w cy- 
toplazmie kom órki (58).

N iektóre białka, na przykład produkty  genów regulatorow ych, pow sta­
ją  w komórce w bardzo małych ilościach. Dysponując fuzją genu lacZ  
i genu kodującego białko regulatorowe oraz stosując odpowiednie m etody 
selekcji można otrzymać m utan ty  syntetyzujące hybryd białkow y w  zw ięk­
szonych ilościach. M utanty te w ykorzystuje się do oczyszczania białka 
hybrydowego. Natomiast wprowadzenie do szczepu dzikiego fragm entu  
DNA zawierającego m utację spowoduje nadprodukcję całej cząsteczki ba­
danego białka, które dzięki tem u można wyizolować.

VIII-2. Badanie transportu białek

W fuzjach genowych gen lacZ można przyłączyć do różnej długości 
odcinków DNA kodujących fragm enty badanego białka. Prow adzi to do 
otrzym ania serii fuzji, k tórych produkty  będą różnić się wielkością amino- 
term inalnego fragm entu badanego białka tworzącego hybryd z (3-galakto- 
zydazą. Białko LacZ stabilizuje te fragm enty i umożliwia ich oczyszcza­
nie. Oczyszczone hybrydy, zawierające różnej wielkości fragm enty  bada­
nego białka, używa się do identyfikacji funkcjonalnych części (ang. do- 
main) tego białka. Ustalając, w których hybrydach białkowych zacho­
w ana jest, na przykład, zdolność wiązania się ze specyficznym  DNA lub 
zdolność interakcji białko-białko można stw ierdzić, które m iejsca w b iał­
ku  są odpowiedzialne za te funkcje (59, 60).

W podobny sposób, hybrydy LacZ z fragm entam i białek błonowych, 
wykorzystano w badaniach nad mechanizm ami ich transportu  z cytoplaz- 
m y do błony. W yniki tych badań wykazały, że inform acja o transporcie
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białek jest zaw arta w ew nątrz sekwencji kodujących s tru k tu rę  białka 
a ściślej w am ino-term inalnym  fragm encie, nazw anym  sekw encją sygna­
łową. P rzy  użyciu fuzji genowych lac prowadzi się badania nad  zlokalizo­
w anym  w zew nętrznej błonie kom órkowej białkiem  Lam B stanow iącym  
bak tery jny  receptor faga X. Analiza fuzji lamB-lacZ  wykazała, że poza 
sekwencją sygnałową, region w ew nątrz genu lamB  kodujący am inokw a­
sy od 15-go do 70-tego jest odpowiedzialny za transport białka LamB 
z cytoplazm y i wbudow ywanie go do błony komórkowej (61, 62). Inny  
fragm ent genu lam B  jest odpowiedzialny za efektywność tran spo rtu  tego 
białka do błony (63).

M etody selekcjonowania m utantów  w fuzjach lac w ykorzystano do 
otrzym ania różnych m utantów  w ykazujących zaburzenia w  transporcie 
białek. C harakterystyka m utacji w sekw encjach sygnałowych i w genie 
struk tu ry , kodującym  transportow ane białko pozwoliła na określenie po­
zycji i funkcji sygnałów inform acyjnych w ew nątrz transportow anego 
białka. Analiza plejotropow ych m utantów  niezdolnych do tran spo rtu  b ia­
łek doprowadziła do identyfikacji kilku nowych genów, k tórych  produkty  
oddziaływują z sekwencją sygnałową podczas procesu transportu  białek. 
Geny te  (prlA , prlB, prlC, secA, secB) kodują składniki kom órkowej m a­
szynerii transportu jącej białka. Ponadto, dzięki użyciu fuzji lac uzyskano 
dane wskazujące, że u bakterii podobnie jak  i w kom órkach eukariotycz­
nych, działa m echanizm  sprzęgający tran spo rt z syntezą białek. Czytel­
nika zainteresowanego m echanizm ami transportu  białek i różnym i aspek­
tam i zastosowania fuzji lac do badania tego procesu odsyłam  do artyku łu  
przeglądowego na ten  tem at (64).

IX. Fuzje lac w kom órkach eukariotycznych

Technika fuzji lac znalazła również szerokie zastosowanie w badaniach 
ekspresji genów eukariotycznych. Opisane w rozdziale IV w ektory Orf 
służą do konstrukcji fuzji lac z heterologicznym i genami oraz do bada­
nia ekspresji tych genów w kom órkach E. coli. Skonstruow ano kilka 
w ektorów plazmidowych przystosowanych do otrzym yw ania fuzji iac 
z genami pochodzącymi z drożdży Saccharomyces cerevisie (12). W kilku 
laboratoriach stosuje się fuzje lac do badania regulacji ekspresji genów 
S. cerevisie (73, 74). P rzy  pomocy fuzji CYC1 -lacZ  zidentyfikowano, po­
łożone proksym alnie w stosunku do prom otora, m iejsca aktyw acji po­
trzebne dla ekspresji tego genu (75). W prow adzając do fuzji CYC1 -lacZ  
in tron z genu rp51, kodującego białko rybosomalne, otrzym ano system, 
w którym  przez pomiar aktyw ności (3-galaktozydazy bada się dojrzew a­
nie mRNA oraz wpływ różnych m utacji na  ten  proces (76).

H ybrydy białkowe stanowiące produkt fuzji genowych lac wyko­
rzystuje się w badaniach nad lokalizacją białek u drożdży. Badania ją ­
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drowych białek hybrydowych MAT2-LacZ i GAL4-LacZ w skazują, że 
w białkach tych  w ystępuje wspólna, kró tka sekwencja aminokwasów 
odpowiedzialna za ich transport z cytoplazmy do jądra (77, 78). Stosując 
fuzje lac badano również determ inanty odpowiedzialne za tran sp o rt bia­
łek do m itochondriów  (79) i do wakuoli (80).

Fuzje lac otrzym ano u Drosophila melanogaster (81). Do genu lacZ 
przyłączono gen hsp70 kodujący białko szoku cieplnego. U m uszki owo­
cowej zaw ierającej fuzję hsp70-lacZ, ß-galaktozydaza działa jak  białko 
szoku cieplnego i może być w ykryta poprzez pom iar aktyw ności enzymu 
w różnych tkankach  lub przez barwienie preparatów  tkankow ych przy 
pomocy Xgal. A utorzy w skazują na możliwość stosowania fuzji lac 
u Drosophila do badania regulacji ekspresji genów, specyficzności tk an ­
kowej i różnicowania tkankowego (81). Badając fuzje hsp70-lacZ
i hsp84— lacZ  określono determ inanty DNA odpowiedzialne za indukcję 
syntezy n iektórych białek szoku cieplnego u Drosophila (82).

X. Fuzje z innym i niż lac genami detektorow ym i

W niniejszym  artyku le  omówiono otrzym ywanie i różne zastosowania 
fuzji lac. Są to fuzje najczęściej i powszechnie stosowane. Opisano kon­
strukcję  i możliwość użycia fuzji, w których w ystępują inne niż lac geny 
detektorow e. Są to geny galK  (kodujący galaktokinazę) (65), cat (kodu­
jący acetylotransferazę chloramfenikolu) (66, 67), malQ  (kodujący am y- 
lomaltazę) (68), np t (kodujący fosfotransferazę neomycyny) (69), phoA 
(kodujący alkaliczną fosfatazę) (70).

Sygnały in icjacyjne i term inacyjne rozpoznawane przez polim erazę 
E. coli można badać stosując fuzje regionu regulatorowego badanego ge­
nu X z genem s tru k tu ry  galK. Do otrzym ywania takich fuzji służą w ek­
to ry  plazmidowe pKO— 1 i pKG1800 (65). Są to pochodne pBR322, k tóre 
niosą gen galK  poprzedzony odcinkiem „leadera” oraz m iejscam i specy­
ficznie rozpoznaw anym i przez endonukleazy restrykcy jne  H in d lll  i Smal. 
W te m iejsca w budow yw uje się fragm enty DNA zaw ierające specyficz­
ne sekwencje regulatorow e rozpoznawane przez polimerazę. Plazm id 
pKG1800 um ożliw ia klonowanie i rozpoznawanie m iejsc term inacji tran s­
krypcji. W budowanie fragm entu DNA zawierającego term inato r tran s­
krypcji powoduje obniżenie ekspresji genu galK, a poziom do którego 
badany term inato r obniża ekspresję galK  jest m iarą wydajności term i­
nacji. Fuzje m iejsc term inacyjnych z genem galK  można użyć do selek­
cjonow ania i analizy m utantów  o zmienionej aktyw ności term inatora.

W drożdżach otrzym ano fuzje genu CYC1 z genem  galK  pochodzącym 
z E. coli i z powodzeniem badano ich ekspresję (71). W ektor pSVK, za­
w iera fuzję genu galK  z wczesnym promotorem  w irusa SV40. Po w pro­
wadzeniu w ektora pSVK do linii komórkowych m ałpy, m yszy i chomika
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otrzym ano w ydajną ekspresję genu galK. W ektor ten  może służyć do 
badania sygnałów regulacyjnych dla genów eukariotycznych (72). Fuzje 
z genem phoA  używane są w badaniach nad sekrecją białek. Fuzje z ge­
nem  cat w ykorzystano do badania elem entów regulacyjnych pochodzą­
cych z Bacillus subtilis  i innych bakterii gram -dodatnich (66).

XI. Uwagi końcowe

Technika fuzji genów jest szeroko stosowana w różnych dziedzinach 
biologii m olekularnej, a połączenie tej techniki z m etodam i inżynierii 
genetycznej stworzyło wiele nowych możliwości badawczych. Fuzja o trzy­
m ana in vivo  może być przeniesiona w drodze klonowania do w ektora 
plazmidowego a wiele wektorów służy do konstrukcji fuzji lac bezpośred­
nio na plazmidzie. Analiza fragm entów  DNA zaw artych w fuzjach umoż­
liwia zbadanie regionu regulatorowego badanego genu oraz poznanie, na 
poziomie m olekularnym , n a tu ry  i funkcji specyficznych sygnałów re ­
gulacyjnych. F ragm enty  DNA niosące fuzje genX-lacZ  mogą służyć 
do ustalenia sekwencji nukleotydów  w kodujących odcinkach 5' genu X 
a sklonow any odcinek 5' genu X, w ystępujący w fuzji, może być użyty 
jako sonda hybrydyzacyjna do identyfikacji w banku genów całego genu. 
Ponieważ dostępne są już w ektory um ożliwiające otrzym yw anie fuzji lac 
z fragm entam i DNA pochodzącymi z różnych organizmów, wydaje się, 
że tego typu badania p rzy  zastosowaniu fuzji będą możliwe również dla 
kom órek eukariotycznych.

Fuzje lac są również stosowane do identyfikacji i oczyszczania pro­
duktów  genowych. Oczyszczone hybrydy białkowe używane są do otrzy­
m yw ania specyficznych przeciwciał. Zastosowanie w ektorów  Orf do kon­
strukcji fuzji lac z heterologicznym i fragm entam i DNA stw arza możli­
wość otrzym yw ania swoistych przeciwciał dla dowolnych białek. Ten 
aspekt w ykorzystania fuzji lac w ydaje się bardzo obiecujący i być może 
fuzje lac będą używane do otrzym yw ania szczepionek. Wykazano, że hy­
bryd glikoproteiny D (gD) w irusa Herpes sim plex  z (3-galaktozydazą jest 
czynny immunologicznie a przeciwciała anty-gD-(3-galaktozydaza neu tra ­
lizują infekcyjność w irusa in vitro  (86). Stwierdzono, że hybrydy białko­
we typu antygen-(3-galaktozydaza łączą się ze swoistym i przeciwciałami
i mogą być łatwo w ykryw ane przez histochemiczne barw ienie przy po­
mocy Xgal (87). Z identyfikow ane w ten  sposób polipeptydy o aktywności 
antygenow ej można będzie syntetyzować chemicznie i użyć jako szcze­
pionki.

A utorka w yraża serdeczne podziękowanie P an i prof. d r hab. M. D. H ulanickiej 
za cenne uw agi dotyczące tekstu  niniejszego artyku łu .

http://rcin.org.pl



21] FU Z JE  GENÖW 441

O pracow anie wykonano w ram ach  tem atu finansow anego przez Polską A ka­
dem ię N auk problem  CPBR 3.13.2.1.2.

Zaakceptow ano do druku  15 kw ie tn ia  1986 r.

PISM IENNICTW O

1. J a c o b  F., M o  n o d  J., (1961), J. Mol. Biol., 3, 318—356.
2. J a c o b  F., U 11 m a n n A., M o n o d J., (1965), J . Mol. Biol., 13, 704—719.
3. M i t c h e l l  D., R e z n i k o f f  W., B e c k w i t h  J., (1975), J. Mol. Biol., 93, 

331—350.
4. S i 1 h a v y T. J., B e r m a n  M. L., E n q u i s t L. W., (1984), w : Experim ents 

w ith  G ene Fusions, Cold Spring H arbor Laboratory , Cold Spring H arbor, N.Y.
5. C a s a d a b a n  M. J., (1976), J. Mol. Biol., 104, 541—555.
6. C a s a d a b a n  M.  J., C o h e n  S. N., (1979), Proc. Nat. Acad. Sei. U SA,

76, 4530—4533.
7. C a s a d a b a n  M. J., C h o u  J., (1984), Proc. Nat. Acad. Sei. USA, 81, 

535—539.
8. B r e m e r  E., S i 1 h a v y T. J., W e i s e m a n n J.  M., W e i n s t o c k  G. M.,

(1984), J. Bacteriol., 158, 1084—1093.
9. B r e m e r  E., S i l h a v y  T. J., W e i n s t o c k  G. M., (1985), J. Bacteriol., 162, 

1092—1099.
10. Y o u n g m a n  P., Z u b e r  P., P e r k i n s  J.  B., S a n d m a n  K.,  I g o  M., 

L o s i c k  R., (1985), Science, 228, 285—291.
11. K r  o o s  L., K a i s e r  D., (1984), Proc. Nat. Acad. Sei. USA, 81, 5816—5820.
12. C a s a d a b a n  M. J., M a r t i n e z - A r i a s  A., S h a p i r a  S. K.,  C h o u  J.,

(1983) w: M ethods in  Enzymology, red. Wu R., G rossm an L., M oldave K., 
t. 100, str. 293—308: Academic Press, New York, London, P aris, San Diego, 
San Francisco, Sao Paulo, Sydney, Tokyo, Toronto.

13. W e i n s t o c k  G.  M., a p R h y s  C., B e r m a n  M.  L., H a m p a r  B., J a c k ­
s o n  D., S i l h a v y  T. J., W e i s e  m a n n  J., Z w e i g  M., (1983), Proc. Nat. 
Acad. Sei. USA, 80, 4432—4436.

14. M i l l e r  J. H., (1972), w: Experim ents in M olecular Genetics, Cold Spring 
H arbor Laboratory, Cold Spring H arbor, N.Y.

15. S a 11 i s L., H a s e b e c k R. J., N u n n  W. D., (1983), J. Bacteriol., 155, 
1450—1454.

16. B e r m a n  M., B e c k w i t h  J., (1979), J. Mol. Biol., 130, 305—315.
17. W e i s e m a n n  J.  M., W e i n s t o c k  G. M., (1985), J. Bacteriol., 163, 748—755.
18. T a y l o r  R. K., G a r r e t t  S., S o d e r g r e n  E., S i l h a v y  T. J., (1985), J. 

Bacteriol., 162, 1054—1060.
19. L e v i n e  R. A., T a y l o r  M. W., (1982), J. Bacteriol., 149, 1041—1049.
20. W o l f e  S. A., S m i t h  J. M., (1985), J. Bacteriol., 162, 822—825.
21. T i e d e m a n  A. A., S m i t h  J. M., (1984), J. Bacteriol., 195, 77—82.
22. C h o u  J., C a s a d a b a n  M. J., L e m a u x  P. G., C o h e n  S. N., (1979), Proc. 

Nat. Acad. Sei. U SA, 76, 4020—4024.
23. B e d o u e l l e  H., (1983), J. Mol. Biol., 170, 861—882.
24. G u t i e r r e z  C., R a i b o u d  O., (1984), J. Mol. Biol., 177, 69—86.
25. M u l l i g a n  J.  T., M a r g o l i n  W., K r e u g e r  J.  H.,  W a l k e r  G. C., (1982), 

J. Bacteriol., 151, 609—619.
26. D i x o n  R., E a d y  R. R., E s p i n  G., H i l l  S., I a c c a r i n o  M., K a h n  D., 

M e r r i c k  M., (1980), Nature, 286, 128—132.

4 Postępy Biochemii 4/86 http://rcin.org.pl



442 J . W ILD [22J

27. K o m e d a  Y., (1982), J. Bacteriol., 150, 16—26.
28. C a s a d a b a n  M., (1976), J. Mol. Biol., 104, 557—566.
29. J a g u r a - B u r d z y  G., H u l a n i c k a  D., (1981), J. Bacteriol., 147, 744—751.
30. M c F a l l  E., H e i n c z  M. C., (1983), J. Bacteriol., 153, 872—877.
31. C a m a k a r i s  H., P i t t a r d  J., (1982), J. Bacteriol., 150, 70—75.
32. R i t z e n t h a l e r  P., M a t a - G i l s i g e r  M., (1983), Molec. Gen. Genet., 189, 

351—354.
33. S t r  a g i e r  P., R i c h a u d  F., B o r n e  F., P a t t e  J. C., (1983), J. Mol. Biol., 

168, 307—320.
34. S h i n a g a w a  H., M a k i n o  K., N a k a t a  A., (1983), J. Mol. Biol., 168, 

477—488.
35. D r u m m o n d  M., C l e m e n t s  J., M e r r i c k  M., D i x o n  R., (1983), Nature, 

301, 302—307.
36. C h a p o n  C„ (1982), J. Bacteriol., 150, 722—729.
37. D e b a r b  o u i l l e  M., S c h w a r t z  M., (1979), J. Mol. Biol., 132, 521—534.
38. M i y a d a  C. G., S t o l t z f u s  L., W i l c o x  G., (1984), Proc. Nat. Acad. U SA ,

81, 4120—4124.
39. T a y l o r  R. K., H a l l  N., E n q u i s t L., S i 1 h a v y T. J., (1981), J. Bacteriol., 

147, 255—258.
40. W a n n e r  B. L., M e  S h a r r y  R., (1982), J. Mol. Biol., 158, 347—363.
41. S t r a u c h  K.  L., B o t t i  L e n k  J., G a m b l e  B. L., M i l l e r  C. G., (1985), 

J. Bacteriol., 161, 673—680.
42. K e n y o n  C. J., W a l k e r  G. C., (1980), Proc. Nat. Acad. Sei. U SA, 77, 

2819—2823.
43. K o m e d a  Y., l i n o  T., (1979), J. Bacteriol., 139, 721—729.
44. G a r r e t t  S., T a y l o r  R. K., S i l h a v y  T. J., B e r m a n  M. L., (1985), 

J. Bacteriol., 162, 840—844.
45. S a i n t - G i r o n s  I., M a r g a r i t a  D., (1979), Mol. Gen. Genet., 162, 101—107.
46. S a r t h y  A., M i c h a e l i s  S., B e c k w i t h  J., (1981), J. Bacteriol., 145, 

288—292.
47. W i 1 d J., O b  r e  p a l  s k a  B., (1982), Mol. Gen. Genet., 186, 405—410.
48. S m i t h  J . M., G o t s  J. S., (1980), J. Bacteriol., 143, 1156—1164.
49. W i l d  J., S m i t h  J. M., U m b a r  g e r  H. E., (1977), J. Bacteriol., 132, 786—883.
50. K e l k e r  N„ E c k h a r d t  T., (1977), J. Bacteriol., 132, 67—72.
51. W a t s o n  M.  D., W i l d  J., U m b a r g e r  H. E., (1979), J. Bacteriol., 139, 

1014— 1020.
52. G o u r s e  R. L., d e  B o e r  H.  A., N o m u r a  M., (1986), Cell, 44, 197—205.
53. G e r m i n o  J., B a s t i a  D., (1983), Cell, 32, 131—140.
54. S h u m a n  H.  A., S i l h a v y  T. J., (1981), J. Biol. Chem., 256, 560—562.
55. S h u m a n  H. A., S i l h a v y  T. J., B e c k w i t h  J. R., (1980), J. Biol. Chem.,

255, 168—174.
56. U l l m a n  A , (1984), Gene, 29, 27—31.
57. G e r m i n o  J., B a s t i a  D., (1984), Proc. Nat. Acad. Sei. U SA, 81, 4692—4696.
58. W a t s o n  R. J., W e i s  J.  H., S a l  s t r o m  J. S., E n q u i s t  L. W., (1984), 

J. Invest. Dermatol., 88, 102—111.
59. G e r m i n o  J., B a s t i a  D., (1983), Cell, 34, 125—134.
60. Z a b i n  I., (1982), Mol. Cell. Biochem., 49, 87—96.
61. H a l l  M.  M., S c h w a r t z  M., S i l h a v y  T. J., (1982), J. Mol. Biol., 156, 

93—112.
62. B e n s o n  S. A., S i l h a v y  T. J., (1983), Cell, 32, 1325—1335.
63. B e n s o n  S. A., S i l h a v y  T. J., (1983), w: Gene Function in  P rokaryotes,

http://rcin.org.pl



[23] FU Z JE  GENÖW 443

red. B eckw ith J., Davies J., G allant J. A., str. 253—280: Cold S p ring  H arbor 
Laboratory , Cold Spring H arbor, N.Y.

64. S i l h a v y  T. J., B e n s o n  S. A., E m r  S. D., (1983), M icrobiol. Rev., 47, 
313—344.

65. M c K e n n e y  K., S h i m a t a k e  H., C o u r t  D., S c h m e i s s n e r  U., B r a ­
d y  C., R o s e n b e r g  M., (1981), w: Gene A m plification and A nalysis, red. Chi- 
r ik jia n  J., P apas T., t. 2, str. 383—415: New York: E lsevier N orth  Holland.

66. G o l d f a r b  D. S., D o i  R. H., R o d r i g u e z  R., (1981), Nature, 293, 309—311.
67. G u a n  C. D., W a n n e r  B., I n o u y e  H., (1983), J. Bacteriol., 156, 710—717.
68. R a i b a u d  O., M o c k  M., S c h w a r t z  M., (1984), Gene, 29, 231—241.
69. V a n  d e n  B r o e c k  G., T i m k o  M. P., K a u s c h  A. P., C a s h  m o  r e  A. R., 

V a n  M o n t a g u  M., H e r r e r a - E s t r e l l a  L., (1985), Nature, 313, 35&—363.
70. H o f f m a n  C., W r i g h t  A., (1985), Proc. Nat. Acad. Sei. U SA, 82, 

5107—5111.
71. R y m o n d  B. R., Z i t o m e r  R. S., S c h u m p e r l i  D., R o s e n b e r g  M.,

(1983), Gene, 25, 249—262.
72. S c h u m p e r l i  D., H o w a r d  B. H., R o s e n b e r g  M„ (1982), Proc. Nat. 

Acad. Sei. U SA , 79, 257—261.
73. R o s e  M., C a s a  d a b  a n  M. B o t  s t e i n  D., (1981), Proc. Nat. Acad. Sei. USA, 

78, 2460—2464.
74. G u a r e n t e  L., P t a s h n e  M., (1981), Proc. Nat. Acad. Sei. U SA, 78, 

2199—2203.
75. G u a r e n t e  L., M a s o n  T., (1983), Cell, 32, 1279—1286.
76. T e e m  J. L., R o s b a s h  M., (1983), Proc. Nat. Acad. Sei. U SA, 80, 4403—4407.
77. H a l l  M.  N., H e r e f o r d  L., H e r s k o w i t z  I., (1984), Cell, 36, 1057—1065.
78. S i l v e r  P. A., K e e g a n  L. P., P t a s h n e  M., (1984), Proc. Nat. Acad. Sei. 

USA, 81, 5951—5955.
79. D o u g l a s  M. G., G e l l e r  B. L., E m r  S. D., (1984), Proc. Nat. Acad. Sei. 

U SA, 81, 3983—3987.
80. S c h a u e r  I., E m r  S., G r o s s  C., S c h e k m a n  R., (1985), J. Cell Biol., 100, 

1664—1675.
81. L i s  J. T., S i m o n  J. A., S u t t o n  C. A., (1983), Cell, 35, 403—410.
82. L a w s o n  R., M e s t r i l  R., S c h i l l e r  P., V o  e l l  m y  R., (1984), Mol. Gen. 

Genet., 198, 116—124.
83. S i l h a v y  T. J., B e c k w i t h  J. R., (1985), Microbiol. Rev., 49, 398—418.
84. B e n y  A., B o y e n  A., C h a r l i e r  D., L i s  s e n s  W.,  F e l l e r  A., G l a n s ­

d o r f  N., (1982), J. Bacteriol., 151, 62—67.
85. K r u e g e r  J.  H., W a l k e r  G. C., (1983), w: M ethods in Enzymology, red. 

W. R. G rossm an L. Moldave K., t. 100, str. 501—509: Academ ic Press, New 
York, London, P aris, San Diego, San Francisco, Sao Paulo, Sydney, Tokyo, 
Toronto.

86. W e i s  J.  H.,  E n q u i s t  L. W., S a l s t r o m  J. S., W a t s o n  R. J., (1983), N a­
ture, 302, 72—74.

87. K o e n e n  M., R ü t h e r  U., M ü l l e r - H i l l  B., (1982), EMBO J., 1, 509—512.

http://rcin.org.pl



http://rcin.org.pl



Postępy Biochemii, 32, 445—458, 1986.

ANNA KURDOWSKA *

Struktura, zmiany konformacyjne 
i funkcja a,2-makroglobuliny

Structure, conformational alterations 
and role of a2-macroglobuiin

Spis treści

I. Wstęp
II. Budowa cząsteczki a 2 -makroglobuliny

III. Własności inhibitorowe a2 -makroglobuliny
IV. Wiązania tioestrowe w  cząsteczce a2-makrogIobuliny
V. Miejsce wiążące proteinazy w  cząsteczce a2 -makroglobuliny 

VI. Zmiany konformacyjne w  cząsteczce a 2 -makroglobuliny 
VII. Komórkowe receptory oi2 -makroglobuliny 

VIII. Rola fizjologiczna a2-makroglobuliny

C ontents

I. Introduction
II. Structure of the a2 -macroglobulin molecule

III. Inhibitory properties of a 2 -macroglobulin
IV. Thiolester bonds in the a 2-macroglobulin molecule 
V. Proteinases binding sites in the a2-macroglobulin

VI. Conformational alterations of the a2 -macroglobulin molecule 
VII. Cell receptors for a2 -macroglobulin 

VIII. Physiological role of a2-macroglobulin

I. Wstęp

Ludzka a2-m akroglobulina (azM) jest glikoproteiną osocza. Zaw artość 
a 2M w  osoczu zależy od wieku i płci, i waha się w granicach 2—4 mg/ml. 
Je j obecność stwierdzono również w lim fie i innych płynach zew nątrz-

* Dr, In sty tu t Biologii M olekularnej, U niw ersy te t Jagielloński, al. M ickiewicza 3, 
31—120 Kraków.

Wykaz stosowanych skrótów: a2M — a 2-m akroglobulina, SDS — siarczan do- 
decylu sodu.
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naczyniowych (1). W zględna m asa cząsteczkowa tego białka wyznaczona 
m etodą u ltraw irow ania wynosi 725 000 (2—4).

Znaczna stabilność a 2M w środowisku o pH przyjm ującym  wartości 
od 5,0 do 8,4 oraz duża m asa cząsteczkowa u łatw iają  uzyskanie wysoce 
oczyszczonego p repara tu  tego białka. Do najczęściej stosowanych metod 
izolowania a 2M należą: w ytrącanie glikolem  polietylenowym , sączenie mo­
lekularne, chrom atografia powinowactwa lub chrom atografia adsorpcyj- 
na (6— 9). W ten sposób zostały wyizolowane a2M z osocza wielu ssa­
ków: psa (10), królika (11— 13), myszy (14, 15), świni (16, 17), konia 
(18—21), szczura (22), krow y (23), wołu (24), jeża (25).

II. Budowa cząsteczki a2-makroglobuliny

a 2M zbudowana jest z czterech pod jednostek, o masie cząsteczkowej 
185 000, połączonych w pary  za pomocą wiązań dwusiarczkowych i two­
rzących te tram er dzięki niekow alencyjnym  oddziaływaniom m iędzy ty ­
mi param i (26). T etram er taki może rozpaść się na dim ery pod w pływem  
m ocznika (2), w środowisku o pH < 4  lub >  9 (27) oraz pod działaniem 
siarczanu dodecylu sodu w w arunkach nieredukujących (28). D im ery 
z kolei u legają rozbiciu do m onomerów pod wpływem  czynników reduku­
jących m ostki dwusiarczkowe (28).

masa cząsteczkowa 725 0 0 0
NH2 COOH

S -S

S - S -

r S S

W  ^
35 0 0 0  185 0 0 0

s-s

s -s

s-s

w  w
185 0 0 0 185 0 0 0

Ryc. 1. S tru k tu ra  a 2-m akroglobuliny wg (1).
Cztery podjednostki o masach cząsteczkowych 185 000 daltonów połączone w pary za pomocą 
wiązań dwusiarczkowych (—S—S—) tworzą tramer dzięki istnieniu oddziaływań niekowa- 
lencyjnych.

S tru k tu ra  pierwszorzędowa ludzkiej a 2M jest dokładnie poznana. K aż­
da z czterech identycznych podjednostek składa się z 1451 aminokwasów, 
przy czym 41°/o wszystkich reszt aminokwasowych stanowią reszty w a­
lmy, leucyny, seryny, kw asu glutam inowego i treoniny. a2M zawiera 
niewiele cysteiny i tryp tofanu  w porów naniu z innym i białkami (od-
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powiednio 24 i 11 reszt w każdej podjednostce). Na każdą podjednostkę 
przypada ponadto 11 mostków dwusiarczkowych, k tórych położenie zo­
stało dokładnie określone. Stwierdzono również, że w cząsteczce a2M 
w ystępują  odcinki złożone z około 10 reszt aminokwasowych o charak­
terze hydrofilow ym  lub hydrofobowym. Analiza składu aminokwasowe- 
go a2M nie wykazała obecności istotnych homologii w ew nętrznych w ob­
rębie jej cząsteczki co jest nietypowe dla białka o tak  dużej masie czą­
steczkow ej (29).

100
O

1  T T 2  3 4iT  i i— r

200
( reszt am inokw asow ych)  

300 400 500 600 700

8 9 10 11
14

I I I
12 13 1516 17

~ ... 11 u  1 =
s -s1

800 900
O o

? 13

! s 7s j Ls-sJ
s-s1

s -s
s - s  —

(reszt aminokwasowych)  
1000 1100 1200

rejon przynęty

19 20
m

1300O
22 23 24 25 f  26

U
1

i <> s-c=o Ŝ-S1 1— s - s — -
« - S i ------ s - s ------------ 1

— łańcuch oligosacharydowywiązanie 
tioestrowe

Ryc. 2. Podjednostka a 2-m akroglobuliny wg (28).
—S—S— mostek dwusiarczkowy. Pionowe kreski oznaczają miejsca działania C N B r ,  w  w y ­
niku czego uzyskano szereg fragmentów łańcucha polipeptydowego (1,2,3,4...)

a 2M zawiera 9— 10fl/o cukrów (4, 30). Ostatnio ustalono, że na każdą 
jednostkę przypada 8 łańcuchów oligosacharydowych połączonych w ią­
zaniam i N-glikozydowymi z resztam i kwasu asparaginowego, przy  czym 
5 łańcuchów oligosacharydowych zlokalizowanych jest w części N-końco- 
w ej łańcucha polipeptydowego, a 3 części C-końcowej. Łańcuchy oligosa- 
charydow e 1, 5, 6 i 8 nie zawierają kwasów sjałowych (29). Różnice 
w wielkości i ładunku łańcuchów oligosacharydowych a 2M powodują 
praw dopodobnie występowanie mikroheterogeniczności u jaw niającej się 
podczas elektroogniskowania, a która zanika po zadziałaniu neuram i- 
nidazą (31).

a 2M jest jednym  z głównych białek osocza wiążących jony metali. 
Stwierdzono, że może ona wiązać kadm  (32, 33), w apń i m agnez (34). 
P a r i s i  i V a l l e e  (1970) wykazali ponadto, że ludzka a 2M zawiera 
3,6—8,7 jonów cynku na mol, co stanowi 320—770 ^g na gram  białka (35). 
•Cynk ten jest związany w sposób bardzo trw ały  w ośmiu specyficznych 
m iejscach wiążących cząsteczki a2M (36).
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III. Własności inhibitorowe a2-makroglobułiny

a 2M jest jednym  z osoczowych inhibitorów  proteinaz (3). W iadomo 
obecnie, że osocze ludzkie zawiera co najm niej 9 białkowych inhibitorów  
proteinaz (37, 38): a x antyproteinaza, a 2 antyplazm ina, antytrom bina III, 
(*! antychym otrypsyna, a2 m akroglobulina, inhibitor-C l-esterazy, in ter- 
a-antytrypsyna, Pj-antykolagenaza, inhibitor proteinaz cysternowych, któ­
re stanow ią około 10% całkow itej zaw artości białka w osoczu (38, 39). Ich 
zasadniczą funkcją jest ochrona organizm u przed niekontrolow aną pro- 
teolizą powodowaną przez działanie proteinaz, zarówno pochodzenia ze­
wnętrznego jak  i wew nętrznego. Efektyw ność z jaką inhibitory mogą 
regulować aktyw ność enzymów proteolitycznych zależy od wielu czynni­
ków: między innym i od stężenia inhibitora i enzymu, szybkości asocjacji 
i dysocjacji kom pleksu enzym -inhibitor oraz trw ałości kom pleksu en­
zym -inhibitor. Większość białkowych inhibitorów  tw orzy stabilne kom ­
pleksy z proteinazam i (w stosunku molowym  1:1). W powstawaniu takich 
kompleksów biorą udział centrum  katalityczne enzym u i centrum  reak ­
tyw ne odpowiedniego inhibitora (26, 37, 38, 40, 41).

a2M różni się od innych inhibitorów  sposobem wiązania enzymu, a tak ­
że w yjątkow o m ałą specyficznością (37, 38). H am uje ona aktywność endo-

proteinazy
komórkowe
lu b
osoczowe

efekty
biologiczne

4S-7S

osoczowe
inhibitory
proteinaz

tkankowe obojętne proteina- 
proteinazy proteinazy zy kaskady p |azmina 
cysteino- leukocyto- krzepnię­

cia krwi

kalikreina

we

proteinazy
kaskady
komplementu

-19S

Ryc. 3. F unkcja niektórych osoczowych inh ibitorów  proteinaz wg (40).
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peptydaz należących do wszystkich czterech klas katalitycznych, w łą­
czając w  to enzymy o bardzo ograniczonej specyficzności substratow ej 
jak np. kalikreina osocza (3, 26), czy kolagenaza kręgowców (42). Poza 
tym  w reakcji wiązania enzymu z tym  inhibitorem  nie bierze udziału 
cen trum  aktyw ne proteinazy (41). Enzym związany z cząsteczką a2M 
może nadal oddziaływać z niskocząsteczkowymi substratam i czy inhibi­
toram i (26). W ykazano również, że wiązanie proteinazy z a 2M jest nie­
odw racalne (3, 41, 43, 44).

Jako  przypuszczalny mechanizm działania a2M B a r  r  e 11 (3) za­
proponował w 1973 roku hipotezę „pułapki” (ang. trap  hypothesis), k tó rą  
można przedstaw ić za pomocą następującego schem atu:

a 2M + E — oc2M — E 

a 2Mx- E —ł — a2M x- (E )

A ktyw na endopeptydaza —E rozpoznaje specyficzne dla siebie wiązanie 
lub w iązania peptydowe w obszarze wiążącym, zwanym  „rejonem  przy­
n ę ty ” (ang. bait region) usytuow anym  m niej więcej w środku każdej 
podjednostki (3, 28, 45). „Rejon przynęty” obejm uje 45 reszt aminokwa- 
sowych, w tym  15 rodzajów aminokwasów (46, 47). W tym  fragm encie 
cząsteczki a2M w ystępują wiązania peptydowe, które mogą być specy­
ficznie rozpoznawane przez wiele różnych endopeptydaz, co decyduje
o uniw ersalności a 2M jako inhibitora (48).

W pierw szym  etapie reakcji między a2M i proteinazą tw orzy się luź­
ny  kom pleks III  (3, 7). Następnie specyficzne dla enzym u wiązanie w ob-

PPE. PA CS. CATG

T, PA PPE CT V8

H is - G ly -P ro -  G lu -G ly -L e u -A rg  -V a l- G !y -P h e -T y r- G lu - S e r-A s p -V a l-  M e t-G !y - Arg

S, T, PL, Th. Tl S HLE PA TL CS

G ly -H is -A la -A rg  -  L e u -V a l-H is -V a l-G lu -G lu ~ P ro -H is -T h r -G !u -T h r- \/a l-A rg -  Lys

CS

T y r -P h e -P ro -G lu -T h r  - T r p -  lle -T rp -A s p

Ryc. 4. Rejon „przynęty” w obrębie ludzkiej a2-m akroglobuliny wg (47).
Strzałkami zaznaczono miejsca (wiązania peptydowe) rozkładane przez T-trypsynę wołową,. 
PA-papainę, PPE-elastazę trzustkową, CS-chymozynę wołową, CATG-katepsynę ludzką, CT-chy- 
motrypsynę wołową, V8-proteinazę V8 (Staphylococus aureus), PL-plazminę ludzką, Th-trom- 
binę wołową, TL-termolizynę, S-subtylizynę, HLE-elastazę leukocytów ludzkich.
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rębie cząsteczki a2M ulega rozw iązaniu /etap  2/ (7, 28, 49, 50), co powo­
duje szybką zmianę konform acyjną inhibitora (7, 51, 52). W w yniku tej 
zm iany enzym  zostaje uwięziony w ew nątrz cząsteczki a 2M /etap 3/, przez 
co staje  się praktycznie niedostępny dla wysokocząsteczkowych białek. 
a 2M funkcjonuje więc na zasadzie swoistego rodzaju „pułapki” (ang. 
trap) nastaw ionej na chw ytanie proteinaz (53, 54).

O pierając się na charakterystycznych właściwościach inhibitorowych 
<j2M szukano podobnego białka u innych kręgowców. Stwierdzono obec­
ność a 2M u  ptaków, płazów i gadów, natom iast u ryb w ystępuje w praw ­
dzie białko o praw ie identycznej funkcji, ale o znacznie m niejszej masie 
cząsteczkowej (360 000). W ykazano również obecność podobnego białka 
u śluzie i minogów. Na tej podstawie można sądzić, że przekształcenie 
form y a 2M o masie cząsteczkowej 360 000 w formę o masie cząsteczko­
wej 725 000 nastąpiło u bezpośrednich przodków czworonogów, a nie 
u przodków ryb dwudysznych. Podwojenie m asy cząsteczkowej a2M zwięk­
szyło prawdopodobnie stabilność kompleksów tworzonych z enzym a­
m i (55).

IV. Wiązania tioestrowe w  cząsteczce a2-makroglobuliny

Stosunkowo niedaw no stwierdzono, że oprócz fizycznego „pułapko- 
w an ia” (ang. trapping) enzym u przez cząsteczkę m akroglobuliny, pro- 
teinazy mogą tworzyć w iązania kow alencyjne z a2M (45, 56—59). W y­
wnioskowano to z obserwacji, że kom pleksy enzymu z inhibitorem  były 
stab ilne podczas elektroforezy w żelu poliakryloam idowym  z SDS w w a­
runkach  redukujących. Jednocześnie okazało się, że rezultatem  oddziały­
wania proteinazy z cząsteczką a 2M jest nie tylko rozerw anie specyficz­
nego wiązania, ale i także pojawienie się czterech wolnych grup — SH 
na mol a 2M (46, 57, 60, 61). Wolne grupy —SH pojaw iają się również pod­
czas reakcji a2M z m etyloam iną, a także innym i czynnikami nukleofilo- 
wymi takim i jak: jony amonowe, hydrazyna, hydroksylam ina, inne pier- 
wszorzędowe am iny alifatyczne (46, 56, 60—63).

M etyloamina reaguje z inhibitorem  w sposób nieodw racalny (56, 58, 
63). Po reakcji z m etyloam iną w każdej podjednostce a 2M równocześnie 
z resztam i — SH pojaw ia się nowa reszta aminokwasowa, a mianowicie 
y-glutam yloam idu, k tóra pow staje w w yniku wytw orzenia wiązania ko­
walencyjnego m iędzy resztą kwasu glutaminowego cząsteczki a2M i m e­
tyloam iną. Okazało się również, że liczba wolnych grup —SH jest w prost 
proporcjonalna do ilości związanych cząsteczek m etyloam iny. Na tej pod­
staw ie w ysnuto przypuszczenie, że w każdej podjednostce natyw nej a2M 
w ystępuje wiązanie tioestrow e pomiędzy resztą cysteiny i kwasu g lu ta ­
minowego (46, 56, 57, 60, 62, 63). W iązania tioestrowe ulegają rozerw a­
niu podczas reakcji inhibitora z proteinazam i i czynnikami o charakterze
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reszta reszia
cysteiny kwasu
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O
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Ryc. 5. W iązanie tioestrow e w podjednostce ludzkiej a2-m akroglobuliny wg (44).

nukleofilow ym  czemu towarzyszy zmiana konform acyjna w obrębie czą­
steczki inhibitora (46, 57, 60, 61). Podobne zjawisko obserw uje się w w a­
runkach  denaturujących, uwolniona wówczas reszta kw asu glutam ino­
wego ulega cyklizacji do kw asu pyroglutaminowego, bądź wiąże się z wol­
nym i grupam i —NH2 białek, które aku ra t znalazły się w  jej otocze­
niu (60, 61).

Stwierdzono, że w tworzeniu wiązań kow alencyjnych m iędzy a2M 
a proteinazam i biorą udział reszty lizyny cząsteczki proteinazy, a więc 
ugrupow ania o charakterze nukleofilowym. Okazało się bowiem, że za­
blokowanie reszt lizyny prowadzi do znacznego zm niejszenia zdolności 
enzymu do tworzenia tych wiązań (57, 64, 65). Jednak  tak  zmodyfiko­
wane enzym y nadal mogą rozrywać specyficzne wiązania w cząsteczce 
inhibitora, w rezultacie czego a2M podlega zmianie konform acyjnej, co 
prowadzi do pojaw ienia się wolnych grup —SH. Dzięki obecności wol­
nych grup —SH a2M może wiązać cząsteczki m etyloam iny (65). W ykaza­
no również, że proteinazy różnią się m iędzy sobą zdolnością do tw orzenia 
w iązań kowalencyjnych z a 2M i tak np. tylko 8°/o papainy a aż 61°/o tryp- 
syny związanej z a 2M tw orzy wiązania kow alencyjne (45). Ponadto w 
obecności m etyloam iny obserwuje się obniżoną zdolność inhibitora do 
kowalencyjnego wiązania proteinaz (7). Ogólnie w ydaje się, że tworzenie 
w iązań kowalencyjnych nie jest konieczne do ham ow ania aktywności 
enzymów przez a 2M (45).

Oprócz fizycznego „pułapkow ania” (ang. trapping) i w iązania pro­
teinaz w sposób kowalencyjny stwierdzono występowanie oddziaływań 
jonowych i hydrofobowych między a 2M, a niektórym i białkam i o cha­
rakterze zasadowym (53).

Wiadomo także, że szybkość wiązania m etyloam iny przez a 2M zależy 
od wartości pH (w granicach 7,0—8,6) co świadczy o tym , że w reakcji 
z a 2M bierze udział deprotonowana amina. Ponadto okazało się, że am iny 
drugo i trzeciorzędowe, a także pierwszorzędowe większe od propyloam i-

http://rcin.org.pl



452 A. K U R D O W SK A [8]

ny reagu ją  bardzo wolno z a2M (66). W ydaje się więc, że tioester znajduje 
się w kieszeni, do której łatw y dostęp m ają tylko m ałe cząsteczki (7, 66). 
Należy dodać, że tioester znajdując się w otoczeniu hydrofobow ym  jest 
stosunkowo stabilny w środowisku wodnym  (67, 68).

Podobne wiązania tioestrowe w ystępują w obrębie cząsteczki skład­
nika kom plem entu C3 (50, 60, 62, 69) i C4 (62, 69). Białka te  również ule­
gają inaktyw acji pod wpływem  amin, które mogą się z nim i wiązać w spo­
sób kow alencyjny (57, 69). Dodatkowo wykazano istnienie znacznych ho- 
mologii dotyczących s tru k tu ry  pierwszorzędowej m iędzy a 2M i C3 oraz 
a2M i C4 (29).

V. Miejsca wiążące proteinaz w  cząsteczce a2-makroglobuliny

M aksym alnie dwie cząsteczki enzym u mogą być „pułapkow ane” (ang. 
trapping) przez jedną cząsteczkę a 2M. Inhibitor może więc wiązać dwie 
cząsteczki trypsyny  (7, 49, 56, 70, 71) czy chym otrypsyny (7, 49, 56, 70). 
Jednakże a 2M w ykazuje zdolność do w iązania tylko jednej cząsteczki plaz- 
m iny (proteinazy o stosunkowo dużej masie cząsteczkowej) (71— 73). 
Ponadto stwierdzono, że obie cząsteczki trypsyny  lub chym otrypsyny są 
wiązane w  dwóch niezależnych od siebie, ale równoważnych m iejscach 
cząsteczki inhibitora (74, 75). Jednak  tylko jedna cząsteczka proteinazy 
jest potrzebna, aby nastąpiła zm iana konform acyjna w obrębie całej czą­
steczki inh ib itora (76). Druga cząsteczka enzymu może związać się z a 2M 
tylko wtedy, jeśli rozerwie specyficzne wiązanie peptydow e w „rejonie 
p rzynęty” zanim  nastąpi zmiana konform acyjna zainicjowana przez p ie r­
wszą cząsteczkę enzymu (37). W iązanie dwóch cząsteczek trypsyny przez 
a 2M przew aża w przypadku nadm iaru  proteinazy (77). Ponadto okazało 
się, że dwie podjednostki a2M ulegają proteolizie zanim jedna cząsteczka 
enzymu zostanie związana (71).

Ostatnio przeprowadzone badania własności inhibitorow ych a2M w y­
kazały, że reakcja dim eru a 2M z trypsyną czy chym otrypsyną przebiega 
w sposób analogiczny jak  w przypadku tetram eru . K ażdy dim er stanow i 
więc niezależną jednostkę funkcyjną wiążącą jedną cząsteczkę enzymu. 
Można stąd  wnioskować, że w przypadku oddziaływania z proteinazam i 
w cząsteczce a2M ma miejsce ścisłe współdziałanie podjednostek w obrę­
bie dimerów, a tylko niew ielka kooperacja zachodzi pomiędzy dim era- 
mi (70, 76).

Stwierdzono również, że odległość m iędzy dwoma m iejscam i w iążą­
cymi chym otrypsynę w cząsteczce a 2M wynosi 44 A. Ponadto wykazano, 
że wolne grupy —SH, które pojaw iają się jako rezu lta t reakcji a 2M 
z trypsyną czy chym otrypsyną, mogą oddziaływać resztam i tiopropylo- 
wymi przyłączonym i do Sepharose, co w skazuje na to, że znajdują się na 
powierzchni kom pleksu enzym -inhibitor. G rupy te pozostają w ścisłym
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kontakcie z proteinazam i i są oddalone od centrum  aktyw nego chymo- 
trypsyny  zaledwie o 20 A (74, 78).

W iadomo także, że sojowy inhibitor trypsyny  o stosunkowo dużej 
masie cząsteczkowej (20 000) może oddziaływać z trypsyną związaną z a 2M, 
przy czym trypsyna niekowalencyjnie związana z a2M łatw iej wchodzi 
w in terakcję. Jednak reakcja między trypsyną związaną z a2M a sojowym 
inhibitorem  trypsyny zachodzi 104—105 razy  wolniej, niż to m a miejsce 
w przypadku wolnej trypsyny (79).

VI. Zmiany konformacyjne w cząsteczce a2-makroglobuliny

Kom pleksy a2M z proteinazam i w ykazują bardziej zw artą s tru k tu rę  
niż na tyw na cząsteczka inhibitora, co widać na zdjęciach z m ikroskopu 
elektronow ego (26). Kompleksy charakteryzują  się ponadto większą ruch ­
liwością elektroforetyczną. a 2M o większej ruchliwości elektroforetycznej 
została nazw ana form ą F (fast), w odróżnieniu od form y natyw nej S 
(slou?) o  niższej ruchliwości elektroforetycznej. Przekształcenie form y S 
w form ę F  następuje nie tylko podczas reakcji z proteinazam i, ale rów ­
nież w w yniku oddziaływania z czynnikam i nukleofilowymi. Form a F 
pojaw ia się także podczas denaturacji inhibitora (7).

Badania fluorescencyjne a2M wykazały, że jej widmo em isyjne z m ak­
sim um  przy 326 nm  jest typowym  widm em  dla reszt tryptofanu. W w yni­
ku reakcji inhibitora z am inami lub proteinazam i następuje nieznaczne 
przesunięcie m aksim um  emisji w stronę fal krótszych i wzrost in tensyw ­
ności fluorescencji (51, 80). Obserwowany wzrost intensywności fluo- 
rescencji oraz m aksim a przy 290—295 ¡im i przy 282 M-m w widm ie ab­
sorpcyjnym  form y F  a2M w ultrafiolecie w skazują na to, że zm iany kon­
form acyjne a2M są w ynikiem  zmian w usytuow aniu reszt tryptofanu. 
Przesunięcie m aksim um  emisji w stronę fal krótszych świadczy ponadto, 
że reszty  tryptofanow e w rezultacie zm iany konform acyjnej a 2M zna­
lazły się w bardziej hydrofobowym otoczeniu. Na tej podstawie można 
wnioskować, że jedna z 8—10 reszt tryptofanow ych przypadających na 
każdą podjednostkę a 2M, w związku ze zmianą konform acyjną inhibi­
tora, przestaje prawdopodobnie być wyeksponowana na zewnątrz, a jest 
schowana w ew nątrz cząsteczki a 2M (51). Badania przy  użyciu znaczników 
fluoroscencyjnych (am inonaftaleno sulfonian sodu, czy kwas toluidyno- 
naftaleno sulfonowy) także wykazały wzrost intensyw ności fluorescencji 
form y F a 2M i przesunięcie m aksimum  emisji w stronę fal krótszych. Oba 
te zjaw iska pozw alają sądzić, że w w yniku reakcji a 2M z proteinazam i, 
czy m etyloam iną, następuje spadek polarności w otoczeniu znacznika 
(znacznik znajduje się teraz w bardziej hydrofobow ym  środowisku) (81).

Podczas in terakcji a2M z term olizyną, trypsyną lub papainą obserwo­
wano wzrost tem pera tu ry  (z 60°C na 77°C), w k tórej zachodzi term iczne
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indukowanie „rozfałdow ania” inhibitora. Świadczy to o występowaniu 
zmiany konform acyjnej a 2M podczas w iązania proteinazy (82).

a2M—F charakteryzuje  się ponadto niższym stosunkiem  współczyn­
ników tarcia  w porównaniu z natyw nym  inhibitorem . Stosunek ten w 
przypadku a2M—F wynosi 1,57, a w przypadku a 2M—S wynosi 1,67 i zo­
stał obliczony na podstawie pom iaru stałych sedym entacji każdej z form. 
Spadek w artości stosunku współczynników tarcia  może wynikać ze zm niej­
szenia asym etrii lub uw odnienia form y F (51).

Badania z użyciem prom ieni X (niskokątowe rozproszenie prom ie­
ni X) dostarczyły inform acji dotyczących s tru k tu ry  trzeciorzędowej a2M. 
N atyw na a 2M m a prawdopodobnie kształt lite ry  H, na k tórą składają się 
cztery cylindry o przekroju  elipsy. Objętość cząsteczki wynosi 1270 nm* 
(83), m aksym alna długość 26 nm, a prom ień mas rozpraszających 7,8 nm. 
N atom iast w przypadku form y F prom ień mas rozpraszających osiąga 
wartość 7,2 nm, a m aksym alna długość cząsteczki 23 nm  (83, 84).

Analiza widm  dichroizmu kołowego wykazała, że natyw na a 2M za­
w iera 35—60%  stru k tu ry  (3 i 5%  s tru k tu ry  a, zaś form a F  nie zawiera 
w ogóle s tru k tu ry  a, a za to więcej s tru k tu ry  P tj. 40—65% (68).

VII. Komórkowe receptory a2-makroglobuliny

Okazało się, że tylko form a F  a 2M jest rozpoznawana i w iązana przez 
specyficzne receptory  znajdujące się na m akrofagach (85—90) czy fibro- 
blastach (91, 92) i dlatego kom pleksy proteinaza-inhibitor mogą być 
szybko usuw ane z krążenia (88). Stosunkowo niedawno wykazano, że izo­
lowane hepatocyty  i adipocyty także mogą wiązać kom pleksy a 2M z en­
zymami, k tóre następnie u legają endocytozie i degradacji w lizoso- 
m ach (93). Okazało się również, że specyficzne receptory  znajdujące się 
na m akrofagach nie odróżniają kom pleksów a 2M z proteinazam i od a 2M 
przekształconej w form ę F przy  pomocy substancji o charakterze nu- 
kleofilowym  (7, 88). Dodatkowo stwierdzono, że wpływ na wiązanie kom ­
pleksów a 2M -proteinaza z receptoram i m akrofagów ma obecność dw u- 
wartościowych kationów. Ogólnie kom pleks inhibitor-proteinaza zostaje 
rozpoznany przez receptor na powierzchni m akrofagu. Następnie kom ­
pleks związany z receptorem  w ędruje do lizosomu, gdzie podlega dzia­
łaniu hydrolaz (86). Jednakże ty lko kom pleks a 2M -proteinaza ulega de­
gradacji w lizosomie, podczas gdy receptor powraca na powierzchnię 
kom órki (94, 95). Podobne zjawisko krążenia receptorów  obserw uje się 
nie tylko w przypadku m akrofagów, ale także fibroblastów (96).

a2M stanow i jeden z głównych substratów  osoczowej transglutam ina- 
zy (czyli czynnika X III a /92/), k tóra może oddziaływać z resztą kw asu 
glutam inowego w cząsteczce inhibitora (47). Nie wiadomo jednak jakie ta 
reakcja może mieć znaczenie fizjologiczne. Natom iast w przypadku ko­
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m órkow ej transglutam inazy stwierdzono, że ułatw ia ona pobieranie kom ­
pleksów a 2M -proteinaza przez fibroblasty. Prawdopodobnie odgrywa ona 
pew ną rolę regulacyjną w procesie krążenia receptorów  (96).

VIII. Rola fizjologiczna a2-makroglobuliny

a 2M może wprawdzie oddziaływać praktycznie ze wszystkim i znanymi 
endopeptydazam i, to jednak w osoczu w ystępują współzawodniczące z nią 
specyficzne inhibitory endopeptydaz. Rola fizjologiczna a 2M polega raczej 
na transporcie proteinaz, a nie na hamowaniu ich aktyw ności (97). Zwłasz­
cza, że w przypadku ludzkiego osocza zaobserwowano przekazyw anie en­
zymów z cii antyproteinazy na a,M, a następnie szybkie usuw anie kom ­
pleksów z krwiobiegu (98).

Biorąc pod uwagę szeroki zakres działania a 2M oraz jej zdolność do 
inaktyw acji niektórych proteinaz pochodzenia pozaustrojowego (np. z ja ­
du węży /99/) z dużym prawdopodobieństwem można stw ierdzić, że s ta ­
nowi ona jedno z istotnych ogniw obronnych organizmu (37).

P anu  Profesorow i A leksandrowi Kojowi składam  serdeczne podziękow ania za 
cenne uw agi kry  tyczne, pomocne w  przygotowaniu niniejszej pracy.
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MINIREVIEW

BARBARA BARTŁOMOWICZ *

Wątrobowy cytochrom P— 450 

Hepatic cytochrome P-450

W zrost zainteresowania wątrobowym  cytochromem  P — 450 (EC.1.14. 
14.1) jest uzasadniony, odgrywa on bowiem ważną rolę w przem ianach 
m ikrosom alnych, między innym i związanych z detoksykacjam i ustrojo­
wymi. Poprzez takie przem iany komórka w ątrobow a może m etabolizować 
i eliminować substancje egzogenne np. leki, pestycydy (1, 2), związki ra ­
kotwórcze, czynniki zanieczyszczające środowisko (3, 4) oraz endogenne 
np. cholesterol, horm ony steroidowe, kw asy żółciowe, bilirubinę, hem, 
tyroksynę, indole, puryny, am iny sym patykom im etyczne (5).

Badania A x e l r o d a  (6) oraz B r o d i e i w s p. (7) na początku 
lat pięćdziesiątych w ykazały w siateczce śródplazm atycznej w ątroby  obec­
ność układu enzymatycznego. Reakcje, które w nim  przebiegają w ym a­
gają udziału NADPH, Mg2+, dehydrogenazy glukozo-6-fosforanowej oraz 
obecności m olekularnego tlenu.

Pod koniec lat pięćdziesiątych G a r f i n k e l ( 8 )  i K l i n g e n b e r g  
(9) odkryli w mikrosomach w ątroby świń, a następnie szczurów — zwią­
zek barw ny wiążący tlenek węgla, k tóry  może być redukow any przez 
NADPH lub przez podsiarczyn sodowy (Na2S20 4). Byli oni pierwszym i 
badaczami, którzy wykazali, że barwnik ten  po połączeniu z CO osiąga 
m aksim um  absorpcji przy długości fali 450 nm. Jednak  z powodu b rak u ją ­
cych widm  w paśmie alfa (560 nm) i beta (525 nm) nie mogli oni określić 
hemowego charakteru  tego barw nika. Dopiero w 1964 roku dw aj bada­
cze japońscy O m u r a  i S a t o  stwierdzili, że barw nik ten  jest hemo- 
proteidem , cytochromem typu b, k tóry  w obecności CO daje atypow e

* Dr med., Zakład Toksykologii, In sty tu t Farm akologii i Toksykologii A kadem ii 
M edycznej w Szczecinie, Al. Powstańców  W ielkopolskich 72, 70—111 Szczecin.

W ykaz stosowanych skrótów: NADPH — zredukow any fosforan dw unukleo ty- 
du nikotynam idoadeninowego; CO — tlenek węgla; NADP — fosforan dw unukleo- 
tydu nikotynam ido-adeninow ego; P—450 CAM — rozpuszczalny cytochrom  P—450 
izolowany z w zrastającego na kam forze Pseudomonas p u tid a ; FMN — m ononu- 
kleotyd flaw ianow y; FAD — dw unukleotyd flaw inow o-adcninow y; H 20 2 — n ad ­
tlenek  wodoru.
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widmo w paśmie Soreta. O m ura i Sato nazwali go cytochrom em  P —450 
(10, 11).

Od tej chwili nastąpił rozwój badań nad cytochrom em  P —450. Wy­
kazano, że przy jego udziale w m ikrosom ach w ątroby  zachodzi wiele róż­
norodnych reakcji u tleniania. O bejm ują one m.in. hydroksylację łańcu­
chów alifatycznych, oksydacyjną N-dealkilację, oksydacyjną O-dealkila- 
cję, oksydacyjną S-dealkilację, oksydacyjną deam inację, oksydacyjną de- 
halogenację, N-oksydację, S-oksydację, dehydrogenację oksydacyjną, de- 
sulfurację, oksydacyjną dearylację (12). W łaściwie w szystkie te reakcje 
stanow ią różne form y procesu hydroksylacji. W chwili obecnej, po wielu 
latach badań, podstawowe reakcje przebiegające przy udziale cytochromu 
P —450 przedstaw iam y następująco:

NADPH +  A +  H+ ^  AH2 +  NA DP+
AH2 +  0 2 ^  „aktyw ny tlen ”
„A ktyw ny tlen ” + R C H 3 ^  RCH2OH +  A +  H zO
n a d p h + h + + r c h 3+ o 2 ^  r c h 2o h + n a d p + + h 2o

(całość reakcji)

NADPH redukuje w m ikrosom ach składnik A, ten  reaguje  z m olekular­
nym  tlenem  do form y pośredniej tzw. „aktyw nego tle n u ”, k tó ry  jest n a ­
stępnie przenoszony na substra t. Stwierdzono, że składnik A jest enzy­
m em  typu m onooksygenazy i zidentyfikow ano go jako cytochrom  P —450 
(13). W reakcjach przedstaw ionych powyżej następuje utlenianie sub- 
s tra tu  RCH3 i utlenienie NADPH do NA DP+.

W siateczce śródplazm atycznej w ątroby, znajduje się drugi układ 
transportu jący  elektrony, składający się z reduktazy  cytochrom u b5 —  za­
leżnej od NADH oraz z cytochrom u b 5. Uważa się, że w reakcjach hy ­
droksylacji zależnych od cytochrom u P — 450 uczestniczy także układ cy­
tochrom u b 5 (14). Schem at układu  monooksygenazy przedstaw ia ry ­
cina 1.

NADPH----- ►

NADH-— ►

Ryc. 1. Schem at budowy m olekularnej monooksygenazy zależnej od cytochrom u 
P—450 (wg 14).

Przełom owym  w ydarzeniem  dla dalszego rozw oju badań nad cy to­
chrom em  P —450 było uzyskanie w 1968 roku przez L u  i C o o n a  (15) 
rozdziału chrom atograficznego na DEAE-celulozie, w ątrobow ej m ono-

Reduktaza 
cytochromu P-450 

( NADPH)

Reduktaza 
cytochromu bs 

INADH)

RCH,

H,0

RCHoOH
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[3] W ĄTRO BOW Y CYTOCHROM P-450 461

oksygenazy na trzy  zasadnicze składniki: cytochrom P —450, reduktazę 
cytochrom u P —450 zależną od NADPH i lipidowy ciepłostały czynnik 
fosfatydylocholinę. Ich właściwości zostaną pokrótce przedstawione.

Cytochrom  P —450 z mikrosomów w ątroby szczura jest w ieloskładni­
kowym  enzymem  o masie cząsteczkowej 300 000, składającym  się z 6 po- 
lipeptydów o masie cząsteczkowej pojedynczego polipeptydu 50 000. K aż­
dy z łańcuchów polipeptydowych zawiera cząsteczkę hemu. C-końcowym 
am inokwasem  jest arginina, N-końcowym aminokwasem jest m etionina. 
Na każdy łańcuch polipeptydowy przypadają trzy  reszty węglowodano­
we. Budowa miejsca aktywnego cytochromu P —450 u hodowanego na 
kam forze Pseudomonas putida, zawierającego cytochrom  P —450 CAM 
w stanie rozpuszczalnym, została opisana szczegółowo przez G u n s a l u -  
s a  i w s p. (16). Oznaczenia oparte na masie cząsteczkowej i aktyw no­
ści swoistej cytochromu P —450 (2,79 nm ola/m g m ikrosomalnego białka) 
u szczurów indukowanych fenobarbitalem , wskazują, że enzym ten  jest 
ilościowo dom inującym  białkiem  hemowym w m ikrosomach w ątroby, s ta ­
nowiącym  14°/o ogólnej ilości białek m ikrosom alnych (16, 17). W arto rów ­
nież podkreślić, że inne narządy takie jak nerki, płuca, jelita, skóra, 
łożysko, mózg także zaw ierają cytochrom P—450 (18).

W ciągu ostatnich 10 lat oczyszczono i izolowano z tkanek zw ierząt 
różnych gatunków  oraz człowieka bardzo wiele cytochromów P—450 (19). 
W chwili obecnej podzielono je na dwie duże klasy: A i B. Klasa A — 
obejm uje cytochromy P —450, które wym agają dla transportu  e lek tro ­
nów z NADPH na tę hemoproteinę obecności flaw oproteiny zaw ierają­
cej FAD oraz białka żelazosiarkowego (20). Ten rodzaj cytochrom u P —450 
w ystępuje w m itochondriach tkanek m etabolizujących steroidy (nadner­
cza i jądra). Również większość bakterii posiada taki cytochrom P— 450. 
Bierze on udział w metabolizmie substancji endogennych, np. choleste­
rolu, deoxykortykosteronu, cholekalciferolu. K lasa B cytochromów P — 450 
wym aga dla swojego działania flawoproteiny, k tóra zawiera jako g rupy 
prostetyczne zarówno FAD jak i FMN. Są one niezbędne do przenoszenia 
elektronów z NADPH na hemoproteinę P —450. Ta klasa cytochromów 
P — 450 jest związana z frakcją mikrosomalną i wym aga dla swojego dzia­
łania udziału cytochromu b5. Badania przeprowadzone w ostatnich latach  
wykazały, że cytochrom y P — 450 klasy B w ystępują także w jądrach ko­
m órkowych wielu tkanek (21).-

Drugim  składnikiem  monooksygenazy izolowanej z w ątroby szczura 
jest reduktaza cytochromu P —450 zależna od NADPH (EC. 1.6.2.4). Skła­
da się ona z pojedynczego łańcucha polipeptydowego o masie cząsteczko­
wej 74 000, k tó ry  w pewnych w arunkach może ulegać agregacji osiąga­
jąc masę cząsteczkową 450 000 (22). Łańcuch peptydow y reduktazy  cy­
tochrom u P—450 zawiera jedną cząsteczkę FMN oraz jedną cząsteczkę 
FAD (23). W ykazano, że w procesie przenoszenia elektronów  przez red u k ­
tazę cytochromu P —450 FAD jest flawiną, która przy jm uje e lek trony
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z NADPH, a FMN uczestniczy w przenoszeniu elektronów  na cytochrom 
P — 450 (23). Skład aminokwasowy reduktazy  cytochrom u P — 450 zależnej 
od NADPH został opisany przez G u m a  i S t r o b e l a  (24).

Trzecim składnikiem  układu monooksygenazy zależnej od cytochro­
m u P — 450 jest fosfatydylocholina. Fosfolipid ten  regu lu je  transport 
elektronów , pośrednicząc w reakcji m iędzy cytochrom em  P —450 i od­
pow iadającą mu reduktazą. Stabilizuje również lub indukuje  aktyw ną 
form ę cytochromu P — 450 (25, 26). Obecnie uw aża się, że fosfatydylo­
cholina jest aktyw atorem  układu monooksygenazy zależnej od cytochro­
m u P —450.

Dzisiaj już wiadomo, że cytochrom  P —450 w ykazuje właściwości nie 
tylko oksygenazy, ale także oksydazy i peroksydazy. Zależy to od ro­
dzaju  substra tu  i w arunków  w jakich reakcja przebiega. W wielu przy­
padkach, te trzy  różne aktyw ności cytochrom u P —450 w ystępują jedno­
cześnie, co doprowadza do pow stania różnych produktów  (27).

ROH RH

> " Fe3' ^ v
(ROH)Fe3* (RH)Fe3"

f  X00Ĥ
(R-KFe-OH)3" (RH)Fe3+(X00H) (RH)Fen

f, V 2 H ck ° 2V ^ R H (F e -O H )3 (X0-) f  ,
(RH)(Fe-0)3+ (RH)Fe (02)

h2° /
2H+/' \  (RH)Fe3+(0J-)

(RH)Fe3+(02= ) d ^ /  \
------- e _____ -►H2u?

Ryc. 2. Cykl reakcji cytochrom u P—450 w procesie hydroksylacji substra tu . Sche­
m at obrazuje działanie cytochrom u P—450 jako  oksygenezy, oksydazy i peroksy­
dazy (wg 53). RH — substra t, ROH — produkt, XOOH — np. nad tlenek  w odoru.

Rycina 2 przedstaw ia kolejne e tapy cyklu przem ian katalitycznych 
przebiegających przy udziale cytochrom u P—450, z uwzględnieniem  jego 
funkcji jako oksygenazy, oksydazy i peroksydazy.

Etap a — U tleniony cytochrom  P—450 oznaczony jako Fe*+ reagu je  
z cząsteczką substra tu  RH. Pow staje kompleks /RH/Fe8+. Etap b — K om ­
pleks /RH /Fe3+ przyjm uje jeden elektron, k tó ry  jest przenoszony przez 
reduktazę cytochrom u P—450 zależną od NADPH. N astępuje redukcja  
żelaza cytochromu P —450 do Fe2+. Etap c — Zredukow any cytochrom  
P — 450 w postaci kom pleksu /RH /Fe2+ przyłącza tlen, tworząc w  ten 
sprosób tzw. oksycytochrom  P — 450—/RH/Fes+/ 0 2/. W obrębie kom pleksu
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oksycytochrom u następuje przeniesienie elektronu z Fe2+ na cząsteczkę 
tlenu  i przekształcenie jej w jonorodnik ponadtlenkow y (O2 .)• Rodnik ten  
może oddysocjować od kom pleksu i w w yniku dysm utacji przekształcić 
się w H 2Oz. Etap d — Kompleks cytochrom u P —450 z jonorodnikiem  po- 
nadtlenkow ym  przyjm uje elektron, którego źródłem  jest najpraw dopo­
dobniej cytochron b5. Tworzy się peroksycytochrom  /RH/Re3+(Of ) zawie­
ra jący  jon ponadtlenkowy, k tóry może oddysocjować i po protonacji być 
źródłem  H 2Oz. Pow staw anie H2Oz przy udziale cytochrom u P —450 należy 
trak tow ać jako proces uboczny, w którym  cytochrom  P —450 w ykazuje 
właściwości oksydazy. Etap e — Jon  ponadtlenkow y peroksycytochrom u 
P —450 ulega dysocjacji na jon tlenkowy, k tó ry  po protonacji tw orzy czą­
steczkę wody i form ę cytochromu P —450 zaw ierającą tlen  atomowy, okre­
ślany jako tzw. „oxenoid” /RH/Fe—0 /8+. W przypadku dysocjacji do śro­
dowiska tak  reaktyw nej form y tlenu, należy brać pod uwagę możliwość 
jego gwałtownego łączenia się z nienasyconym i wiązaniami związków 
arenow ych lub alkenów do form y epoksydów. Etap f — Na tym  etapie 
następuje  utlenienie cząsteczki substratu , pow staje w olny rodnik sub­
s tra tu  oraz niezwykle reaktyw na trójdodatnia, zredukow ana form a tlenu. 
/R '/ /Fe—OH/3+. Etap g — N astępuje hydroksylacja substra tu  i uwolnie­
nie go do środowiska oraz regeneracja cytochrom u P —450, k tóry łączy 
się z kolejną cząsteczką substratu. W ten  sposób zostaje zam knięty pod­
staw ow y cykl pracy cytochromu P —450 wykazującego aktywność oksy- 
genazy. Cytochrom  P —450 w ykazuje również aktyw ność peroksygenazy. 
Ilu s tru ją  to następne dwa etapy. Etap h — Cytochrom  P —450 związany 
z substra tem  /RH/Fe3+ łączy się z nadtlenkiem  XOOH i powstaje kom ­
pleks /R H /Fe3+/XOOH/. Etap i — W obrębie tego kom pleksu nadtlenek 
ulega rozpadowi do form y wolnego rodnika X O ’, k tóry  w reakcji z sub­
s tra tem  ulega redukcji i uw alnia się w postaci form y XOH. Etap j — 
Dalsze przem iany odbywają się jak  w cyklu podstawowym.

U kład monooksygenazy zależnej od cytochrom u P — 450 jest odpowie­
dzialny za biotransform ację wielu różnych substratów , zarówno endo- 
jak  i egzogennych. Jak  już wspomniano wcześniej, w zależności od bu­
dowy mogą one ulegać przem ianom  do różnych m etabolitów  poprzez N-, 
O-, i S-dealkilację, arom atyczną i alifatyczną hydroksylację, deam inację 
i inne reakcje.

U kład monooksygenazy jest generalnie uw ażany za system  detoksy- 
kacyjny, ponieważ powstające przy jego udziale związki pośrednie są 
farm akodynam icznie m niej aktyw ne aniżeli substancje m acierzyste (28). 
W  w ielu jednak w ypadkach system  ten m etabolizując bardzo różne sub­
stancje, np. furosemid, czterochlorek węgla, chlorek winylu, przyczynia 
się do pow stania związków elektrofilnych (epoksydy, wolne rodniki, kar- 
beny), k tóre są odpowiedzialne za efekty cytotoksyczne, m utagenne i kan ­
cerogenne, gdyż w większości wypadków łączą się one z białkami, kw a­
sam i nukleinow ym i oraz inicjują peroksydację lipidów (4). W chwili obec­
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nej nie ma już żadnych wątpliwości, że układ m onooksygenazy zależnej 
od cytochrom u P — 450 aktyw uje związki fosforoorganiczne (29), cyklo- 
dieny (30), aflatoksyny (31) oraz alkaloidy pyrrolizydynow e (32). Również 
katalizow ana przez wątrobow y cytochrom P — 450 N -dealkilacja nitrozo- 
amin (np. dim etylonitrozoam iny) u ssaków, daje m etabolity, k tóre są 
m utagenne (31).

Na szczególną uwagę zasługuje udział monooksygenazy zależnej od cy­
tochrom u P —450 w metabolizmie wielocyklicznych węglowodorów: ben- 
zo/a/pirenu: 7,12-dim etylbenzo/a/ntracenu, znanych jako silne związki ra ­
kotwórcze (31). W ielocykliczne węglowodory są utleniane przez izoenzym 
P —450, określany jako cytochrom P —448 (cytochrom P x—450). W w y­
niku tej reakcji pow stają arenoksydy, fenole i chinony. P rzy  udziale hy- 
dratazy  epoksydowej są one m etabolizowane do dihydrodioli, k tóre mogą 
być następnie u tleniane przez monooksygenazę zależną od cytochrom u 
P—450 do niezwykle silnie m utagennych i kancerogennych diolepoksy- 
dów. Te z kolei m ają zdolność do łączenia się z m ateriałem  genetycznym  
komórki, co zagraża syntezie prawidłowego białka (33).

Aby wyjaśnić niezwykle szerokie powinowactwo cytochrom u P—450 
w stosunku do substratów  (o k tórym  wspomniano na początku) zależne 
od gatunku, rasy, płci, w ieku i stanu odżywienia zwierzęcia, postu lu je 
się obecność wielu m olekularnych form  cytochrom u P —450. W yizolowa­
no je w ostatnich latach z m ikrosomów w ątroby szczurów, królików, m y­
szy a także człowieka (34). Dla przykładu: z w ątroby królików (w zależ­
ności od podanego induktora) można uzyskać m.in. dwie różne form y 
cytochrom u P —450; cytochrom  P—450LM2 (po stosowaniu fenobarbita- 
lu) i cytochrom P —450LM4 (po podaniu [3-naftoflawonu lub 2,3,7,8-te- 
trachloro-dibenzo-p-dioksyny) (34).

Układ różnych form  cytochrom u P —450, jako, zapewne, kontrolow any 
genetycznie (Ah-iocus), będzie podlegać zmianom zarówno ilościowym 
jak i jakościowym przy ekspozycji na różne ksenobiotyki (35). Fizyczne 
właściwości izoenzymów cytochrom u P —450 są różne w zależności od 
stosowanego induktora, którym  może być jak  już wspomniano wcześniej 
i fenobarbital, (3-naftoflawon, 2,3,7,8-tetrachlorodibenzo-p-dioksyna, 3-me- 
tylocholantren, 16 a-karbonitrylo-pregnenelon, polichlorowane bifenyle 
i wiele innych (25, 35). Połączenie izoenzymów cytochrom u P —450 z CO 
daje pochodne o różnych m aksim ach absorpcji w zakresie długości fali 
447—452 nm. Masa cząsteczkowa peptydów poszczególnych form cytochro­
m u P —450 jest różna i wynosi od 47.000 do 60.000 (36).

Odmienne N i C-końcowe am inokw asy i różna budowa w sekw encji 
pierwszorzędowej poszczególnych izoenzymów wskazuje, że produkcja 
tych  białek jest kontrolow ana przez oddzielne geny (37). Na szczególną 
uwagę zasługuje fakt, że izoenzymy cytochrom u P —450 w ykazują po­
winowactwo wobec tych sam ych substratów , ale m etabolizują je w  róż­
nym  stopniu (38). Dla przykładu: cytochrom  P — 450b szczura i cytochrom
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P —450LM2 królika katalizuje M -dem etylację benzfetam iny 100 razy 
szybciej niż inne izoenzymy (39). Podanie 3-m etylocholantrenu przyczy­
n ia się do w zrostu syntezy cytochromu P —450 u szczura, k tó ry  jest od 
50 do 100 razy bardziej aktyw ny w stosunku do hydroksylacji benzo/a/pi- 
renu  aniżeli cytochrom  P —450LM4 królika (40). Anilina jest hydroksy- 
lowana w stopniu porównywalnym  przez cytochrom y P — 450a, P —450b, 
P —450c szczura (41), i przez cytochrom y P — 450LM2 i P —450LM4 kró­
lika (42). Można więc przypuszczać, że anilina nie jest m etabolizowana 
przez specjalny izoenzym cytochromu P —450, a więc nie można regulo­
wać jej m etabolizmu poprzez indukcję określonego izoenzymu.

Nie ulega już w tej chwili wątpliwości, że oczyszczone izoenzymy 
cytochrom u P —450 działają wybiórczo na określone miejsce w substracie 
i w określonej konfiguracji przestrzennej tego substratu . W ykazano, że 
cytochrom y P—450a, P —450b, P —450c szczura hydroksylują testosteron 
w pozycji: 7 alfa-, 16 alfa-, 6 beta-, (41). Izoenzymy cytochrom u P —450 
izolowane z w ątroby królików: cytochrom y P — 450LM2, P —450LM3b, 
P —450LM4, także hydroksylują testosteron w  określonych miejscach: 
7 alfa-, 6 beta-, 16 alfa-, (43). Doskonałego przykładu dla swoistości izo- 
enzymów w stosunku do substra tu  i do jego konfiguracji przestrzennej 
dostarcza m etabolizm  w arfaryny /lek przeciwzakrzepowy/. F a s c o
i w s p. (44) wykazali, że cytochrom P —450LM4 królika łączy się z w ar- 
faryną tylko w tedy, gdy w arfaryna jest w konfiguracji R i kum arynow a 
strona cząsteczki leku jest ustaw iona w stronę aktyw nego miejsca enzy­
mu. Cytochrom P —450LM2 królika, także łączy się z częścią kum aryno- 
wą cząsteczki leku, ale preferow ana jest konfiguracja S. Również m eta­
bolizm /—/trans-7,8-dihydroksy-7,8-dihydrobenzo/a/pirenu przez izoenzy­
m y cytochromu P —450 szczura i królika jest uzależniony od konfigura­
cji przestrzennej tego związku (45).

Następstwa obecności wielu izoenzymów cytochrom u P —450 są w du­
żej mierze poznane (46—50). Wiadomo, że izoenzymy te odgryw ają do­
niosłą rolę w regulacji równowagi pomiędzy aktyw acją i inaktyw acją 
dróg m etabolicznych różnych związków chemicznych. Uważa się, że zmie­
niając w sposób celowy (poprzez znany induktor lub inhibitor) aktywność 
izoenzymów cytochrom u P —450, możemy wpływać na czas trw ania i in ­
tensywność działania leków, hormonów i różnych ksenobiotyków (51—53).

Zaakceptowano do d ru k u  22 marca 1986 r.
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I. Wstęp

P repara ty  enzymatyczne stosowane w przem yśle spożywczym nie za­
wsze charakteryzują się zadaw alającą term ostabilnością. Termostabilność 
enzymów określa się jako zdolność zachowania ich aktyw ności w środo­
wisku o tem peraturze powyżej 60°C.

Stosowanie enzymów w długotrw ałych procesach technologicznych, 
k tóre można prowadzić w tem peraturze powyżej 60°C sprzyja wyelim i­

* d r hab., ** d r inż., In sty tu t Inżynierii i Biotechnologii Żywności, Akadem ia 
Rolniczo-Techniczna, 10—957 Olsztyn.

Wykaz stosowanych skrótów: CMC — K arboksym etyloceluloza; ONPG — o-ni- 
trofenylo-p-D -galaktopiranozyd; PNPG — p-nitrofenylo-(3-D -galaktopiranozyd; 
DEAE — dw uetyloam inoetylo-celuloza; CM — karboksym ety lo-sephadex; I a — in ­
deks alifatyczny.
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nowaniu niepożądanej m ikroflory bez konieczności pasteryzacji środo­
wiska. Enzymy term ostabilne w przeciw ieństw ie do term olabilnych moż­
na łatw iej immobilizować i w ielokrotnie stosować bez zm niejszania ich 
aktywności. Decyduje o tym  większa stabilność term iczna białek podczas 
wiązania enzymów z nośnikam i oraz w czasie reakcji enzym atycznych 
prowadzonych w tem peraturze powyżej 60°C.

W celu zwiększenia term ostabilności enzymów prowadzone są bada­
nia, które dotyczą następujących zagadnień:

— stabilizacji odporności term icznej enzymów przy zastosowaniu m e­
tod chemicznych,

— poszukiw ania i selekcji drobnoustrojów  syntetyzujących enzymy 
term ostabilne,

— otrzym yw ania m utantów  poprzez przemieszczanie genów enzy­
mów term ostabilnych z m ikroorganizm ów niedopuszczalnych do stosowa­
nia w technologii żywności do kom órek m ikroorganizm ów nie kwestio­
nowanych przez kom petentne władze sanitarne.

W opracow aniu przedstaw iono biochemiczne i technologiczne uw a­
runkow ania pozyskiw ania i stosowania term ostabilnych preparatów  en­
zym atycznych, przydatnych w technologii żywności.

II. Właściwości enzymów termostabilnych 
oraz ich identyfikacja

Jedną z właściwości znanych enzymów jest zanik aktyw ności biolo­
gicznej po ogrzewaniu, powodującym  denaturację białek enzym atycz­
nych. Mnogość m etod oraz różnorodność in terp re tac ji stabilności term icz­
nej białek powoduje trudności w porów nyw aniu tej właściwości enzy­
mów charakteryzow anych przez różnych autorów  (1, 2, 3, 4). W ażnym 
wyznacznikiem  stabilności term icznej enzymów są siły oraz in terakcje  
niekow alencyjne odpowiedzialne za pierwszo-, drugo- oraz trzeciorzędo­
we s tru k tu ry  białek enzymatycznych. Są to najczęściej oddziaływania 
elektrostatyczne par jonowych, wiązania wodorowe lub in terakcje  hy ­
drofobowe (5). Popraw ę stabilności term icznej enzymów można uzyskać 
głównie poprzez zm iany w struk tu rze  pierwszorzędowej. O kreślenie róż­
nic s truk tu ra lnych  enzymów opiera się na statystycznej analizie korelacji 
pomiędzy zmianam i tem pera tu ry  oraz takim i param etram i jak: dostępna 
powierzchnia cząsteczki (6), indeks alifatyczny (7) lub hydrofobowość (8).

W ocenie term ostabilności enzymów zwraca się uwagę na zawartość 
niektórych aminokwasów. Skład am inokwasowy enzymów term ostab il­
nych różni się od składu aminokwasów enzymów term olabilnych (7). 
Różnice dotyczą przede wszystkim  zawartości alaniny, waliny, izoleucy- 
ny i leucyny. Do porów nania term ostabilności enzymów zaproponowano
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obliczanie indeksu alifatycznego wg następującej zależości:
Ia =  xA +  axw +  b(xiL +  xL)

gdzie:
IA — indeks alifatyczny,
xA — zawartość alaniny w %  ciężaru cząsteczkowego białka enzym u 
xw — zawartość w aliny w °/o ciężaru cząsteczkowego białka enzymu 
x IL — zawartość izoleucyny w °/o ciężaru cząsteczkowego białka enzymu 
x L — zawartość leacyny w °/o ciężaru cząsteczkowego białka enzym u 

w spółczynniki a =  2,9 ± 0,1
b =  3,9 ±0,1

Z badań I k a i (7) wynika, że indeks alifatyczny obliczony dla te r-  
m ostabilnej dehydrogenazy gliceroaldehydofosforanowej (EC. 1.2.1.12) w y­
nosi 103, a dla form y term olabilnej tego enzymu 89, natom iast dla dehy­
drogenazy kwasu mlekowego (EC.1.1.2.3) w artości indeksu alifatycznego 
wynoszą odpowiednio 98 oraz 88. Oznaczanie indeksu alifatycznego do­
tyczy jedynie składu aminokwasów bez ich rozmieszczenia p rzestrzenne­
go. Istn ieją  więc niejasności w teoretycznej in terp re tac ji o trzym yw anych 
wyników. Lepsze efek ty  uzyskuje się poprzez wskazanie w enzym ach 
term ostabilnych i term olabilnych um iejscowienia aminokwasów odpo­
w iedzialnych za daną cechę enzymu. Zmusza to do analizy sekw encji 
aminokwasów w białkach enzymatycznych.

W tabeli 1 przedstaw iono porównanie właściwości form  term ostab il­
nych oraz term olabilnych: ferrodoksyny EC.1.18.1.2. lizozymu EC.3.2.1.17, 
k inazy fosfoglicerynianowej EC.2.7.2.3, dehydrogenazy gliceroal­
dehydofosforanow ej EC.1.2.1.12 oraz monooksygenazy monofenolo- 
wej EC.1.14.18.1.

Stabilność term iczną enzymów w yrażano za pomocą:
— czasu niezbędnego do zmniejszenia aktyw ności o 50%  — 11/2, w y­

znaczonego w znanych w arunkach inkubacji enzymu,
— tem peratu ry  topnienia Tm, wyznaczonej m etodą różnicowej kolo- 

rym etrii skanningow ej,
— tem peratury , przy której aktyw ność enzymu w wyznaczonym  cza­

sie jest zmniejszona o 50% — T50 np. aktyw ność dehydrogenazy glicero­
aldehydofosforanow ej z Bacillus stearotherm ophilus jest zmniejszona 
o 50% po 20 m inutach  ogrzewania w 75°C a odpowiednie zmniejszenie 
aktyw ności term ostabilnej form y dehydrogenazy gliceroaldehydofosfora­
nowej z Therm us aąuaticus w ystępuje po 20 min. ogrzewania w 100°C.

Jednym  z czynników decydujących o term ostabilności enzymów jest 
w ytw arzanie w nich nowych par jonowych (9). W mezofilnej form ie 
ferrodoksyny w ystępują  aminokwasy hydrofobowe, które w formie te r­
m ofilnej tego enzym u są zamienione przez am inokwasy z resztam i n a ła ­
dowanym i elektrycznie. Są one rozmieszczone na powierzchni cząsteczki 
ferredoksyny i powiązane elektrostatycznie (10). Aminokwasy, które łą­
czą się ze sobą zaznaczono klam ram i (tabela 1).
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[5] ENZYM Y TERMO ST A B IL N E 473

Czas połowicznej inaktyw acji tyrozynazy z Neurospora crassa w 60°C 
w zrasta z 4 min. do 70 min. po substytucji jednego aminokwasu, k tóra w y­
w ołuje powstanie w enzymie dodatkowej p a ry  jonów (tabela 1) (4). Od­
działywanie par jonów jest również przyczyną różnic w term ostabilności 
dehydrogenazy gliceroaldehydofosforanowej z hom ara oraz z Bacillus ste­
arothermophilus. Innym  czynnikiem  decydującym  o term ostabilności jest 
hydrofobowość białek enzymatycznych (8.11). Zam iana reszty  histydyno- 
wej przez argininową w cząsteczce lizozymu powoduje u tra tę  właściwości 
hydrofobow ych oraz obniżenie o 14°C punk tu  topnienia (tabela 1). O te r ­
m ostabilności enzymów decydują w ew nętrzne in terakcje hydrofobowe. 
Stwierdzono, że dehydrogenaza gliceroaldehydofosforanowa z Therm us  
aąuaticus jest bardziej term ostabilna od odpowiedniej dehydrogenazy 
z Bacillus stearotherm ophilus pomimo, że ilość aminokwasów hydrofobo­
w ych jest zbliżona. O różnicy term ostabilności decyduje rozmieszczenie 
reszt hydrofobowych w cząsteczce. W dehydrogenazie z Therm us aąuati­
cus w ystępuje więcej reszt hydrofobowych w pierwszorzędowej s tru k ­
turze białek enzymatycznych i w rezultacie posiada ona większą w ew nętrz­
ną hydrofobowość (8, 11).

Termostabilność enzymów zależy również od innych czynników np. 
możliwości wiązania m etali (12, 13, 14), od rodzaju  wiązania z substra- 
tem  (3) oraz od glikozylacji (15, 16). W ocenie term ostabilności enzymów 
uwzględnia się również wpływ kwasowości środowiska na reakcje enzy­
m atyczne. Na przykład (3-D-galaktozydaza EC.3.2.1.23, z Aspergillus niger, 
jeden z bardziej term ostabilnych enzymów dopuszczonych do żywności 
może być stosowany w środowisku o pH 3,5. Stosowanie (3-D-galaktozy- 
dazy z Aspergillus niger do hydrolizy w m leku (pH 6,5) nie jest zalecane, 
gdyż w tych w arunkach wykazuje ona jedynie 5°/o m aksym alnej ak tyw ­
ności (8).

Termostabilność enzymów różnego pochodzenia nie jest jednakow a 
(Ryc. 1). Enzymy term ostabilne są najczęściej syntetyzow ane przez m i­
kroorganizm y term ofilne. Do najlepiej poznanych źródeł enzymów te r ­
m ofilnych zaliczyć można Therm us aąuaticus, Bacillus stearotherm ophi­
lus, drobnoustroje, które rozm nażają się w tem peraturze powyżej 60°C. 
Przydatność tych organizmów do< biosyntezy enzymów, z w yjątkiem  
a-am ylazy, EC.3.2.1.1. z Bacillus stearotherm ophilus  stosow anych w żyw­
ności nie była dotychczas badana (14, 17).

Większą uwagę w biosyntezie enzymów zwraca się na drobnoustroje 
mezofilne lub względnie term ofilne. Zazwyczaj enzym y stosowane w 
technologii żywności otrzym uje się z różnych szczepów: Aspergillus, Ba­
cillus  lub z drożdży. Enzymy syntetyzow ane przez pleśnie i bakterie  są 
na ogół bardziej term ostabilne od enzymów syntetyzow anych przez droż­
dże. Często drobnoustroje syntetyzują enzym y stabilne w tem peraturach  
znacznie przewyższających optym alne tem pera tu ry  ich rozwoju. Na przy­
kład  optym alna tem peratu ra  rozwoju Aspergillus niger  mieści się w  gra-

6 Postępy Biochemii 4/86
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G -3 -P -D H  KATALAZA

temperatura °C

Ryc. 1. Term ostabilność dehydrogenazy gliceroaldehydofosforanow ej oraz katalazy  
z różnych źródeł (8).
Symbole dehydrogenazy gliceroaldehydofosforanowej: A — z królika, □  — z Bacillus stearo- 
thermofilus, O — z Thermus aąuaticus. Symbole katalazy: ■  — z wątroby wołowej, •  — Asper­
gillus nlger.

nicach 30— 40°C ale syntetyzow ana przez ten  szczep katalaza EC.1.11.1.6. 
jest stabilna w tem peraturze powyżej 60°C (8, 18). Poszukiw anie m ikro­
organizmów, k tóre syntetyzują enzymy term ostabilne, przydatne w tech­
nologii żywności jest nadal aktualne. K ontynuow ane są również badania 
nad otrzym ywaniem , oczyszczaniem oraz imm obilizacją enzymów ter- 
m ostabilnych. Do lepiej poznanych enzymów stosowanych w przem yśle 
spożywczym zalicza się hydrolazy węglowodanów.

III. Termostabilność hydrolaz węglowodanów

III-l. Amylazy, (l,4,u-D-glukan glukanohydrolazy) EC.3.2.1.1., EC.3.2.1.2.

Amylazy są stosowane w przem yśle piwowarskim , gorzelniczym, pie­
karskim , w technologii produkcji syropów cukrow ych oraz glukozy. Sub- 
stra tem  reakcji z am ylazą jest skrobia zbóż lub ziemniaków. W pierwszym  
etapie skrobia jest hydrolizowana przez am ylazy do dekstryn a następ­
nie do maltozy. Pełną przem ianę skrobi do glukozy można otrzym ać sto­
sując oprócz amylaz takie enzymy jak: egzo-l,4-a-D-glukozydaza (amy- 
loglukozydaza) EC.3.2.1.3. oraz pululanaza (1,6-glukan hydrolaza) —  
EC.3.2.1.41. (8,19).

W łaściwości niektórych a-am ylaz pochodzenia mikrobiologicznego 
przedstaw iono w tabeli 2. Ich term ostabilność oraz wrażliwość na zm ia­
ny pH bardzo się różnią. Pod względem term ostabilności najlepsza jes t

http://rcin.org.pl
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a-am ylaza z Bacillus licheniformis. O ptym alna tem pera tu ra  reakcji tego 
enzym u ze skrobią wynosi 90°C. Jedną z głównych przeszkód w stosowa­
niu te j amylazy do tradycyjnej dw ustopniow ej hydrolizy skrobi jest n ie­
korzystne, alkaliczne optim um  pH (tabela 2). W ymaga to  korygowania pH 
od 4,5 do 8 przed reakcją a-am ylazy ze skrobią a następnie przed reakcją 
z amyloglukozydazą ponownie do pH 4,5. Różnice w optim um  pH am y­
lazy i amyloglukozydazy wykluczają również możliwości ich łącznej im- 
mobilizacji, bardzo przydatnej w ciągłej hydrolizie skrobi do glukozy.

Tabela 2

Właściwości niektórych a-amylaz ze źródeł mikrobiologicznych (8)

Źródło Ciężar
cząsteczkowy

Zakres
pH(a)

Temperatura 
optymalna (b)

Stabilność (c)
°C

Aspergillus oryzae 56 000 4—6 55 50
Bacillus subtilis Na 64 48 000 5—7 55 50
B. amyloliąuefaciens F 49 000 5—9 65 45
B. stearothermophilus B.S.l 48 000 5—6 65 50

1503-4 53 000 5,4—6,1 55 55(—Ca++)
Bacillus sp. 11-1S 54 000 1,5—4,0 70 60(+C a++)
B. acidocaldurius 68 68 000 2—6 75 60
B. licheniformis NCIB 6346 63 000 5—10 90 75

(a) — Zakres pH  w którym 80% aktywności jest zachowane, (b) — Tem peratura przy której oznaczono maksimum 
aktywności, (c) — Możliwie najwyższa temperatura przy której ogrzewanie przez 30 min. umożliwia zatrzymanie 90% 
aktywności.

Pozostałe a-am ylazy przedstawione w tabeli 2 charakteryzują się 
znacznie niższą termostabilnością. W celu popraw y term ostabilności amy- 
laz np. z Bacillus subtilis i Bacillus stearotherm ophilus  opracowano m e­
tody genetycznego doskonalenia tych szczepów. O trzym ano amylazy 
o wyższej odporności term icznej, o bardzo korzystnej aktywności przy 
kwasowości poniżej pH 4,0 oraz o niew ielkich w ym aganiach wobec 
Ca++ (8, 18).

III-2. Egzo-l,4-a-D-gIukozydaza

W technologii produkcji glukozy, w brow arnictw ie, w gorzelnictwie 
amyloglukozydazę stosuje się do pełnej hydrolizy skrobi oraz dekstryn 
do glukozy. P repara ty  amyloglukozydazy otrzym uje się głównie ze szcze­
pów pleśni z rodzajów Aspergillus lub Rhizopus. Większość preparatów  
charakteryzuje się podobnymi właściwościami, optim um  pH 4—6 i m ak­
sim um  aktywności w tem peraturze 55—65°C (8). W poszukiwaniu te r- 
m ostabilnej amyloglukozydazy wyselekcjonowano term ofilne szczepy pleś­
ni, k tóre syntetyzują enzym o optym alnej tem peraturze powyżej 70°C 
(20, 21).

6* http://rcin.org.pl
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III-3. Pululanaza

Enzym hydrolizuje wiązania a-l,6-glukozydowe w skrobi oraz w  deks­
trynach  granicznych, pululanaza jest stosowana do popraw y wydajności 
enzymatycznej hydrolizy skrobi w technologii produkcji glukozy, w go- 
rzelnictw ie oraz w brow arnictw ie (22). Większość dotychczas znanych 
mikroorganizm ów syntetyzuje pululanazę o optim um  reakcji p rzy  pH 5— 7 
w tem peraturze 40—50°C (8). W tem peraturze powyżej 60°C stw ierdza 
się zmniejszenie aktyw ności enzymu. Źródłem pulu lanazy  o pod­
wyższonej term ostabilności jest Bacillus stearotherm ophilus  K. P.1064 
(23). Enzym ten  w ykazuje 100% aktyw ności podczas ogrzew ania przez 
10 min. w tem peraturze 65°C przy pH 6,0. W dalszym  ciągu poszukuje 
się term ostabilnej pululanazy reagującej z substra tem  w środow isku kw aś­
nym, k tó ra  m ogłaby być stosowana równocześnie z amyloglukozydazą 
w celu uzyskania najkorzystniejszego stopnia hydrolizy skrobi.

III-4. p-B-galaktozydaza (galaktohydrolaza (3-D-gaIaktozydów) EC.3.2.1.23.

Jest enzymem powszechnie stosowanym  w przem yśle m leczarskim  do 
hydrolizy laktozy w m leku lub w serwatce. W śród preparatów  (3-D-ga- 
laktozydazy przew ażają enzymy z pleśni lub z drożdży. Enzym y z pleśni 
są aktyw ne w środowisku kw aśnym  o pH 3—4 i są bardzo przydatne do 
hydrolizy laktozy w serw atce (24). Natom iast enzym y z drożdży są ak tyw ­
ne w pH 6,0— 7,0 i są stosowane do hydrolizy laktozy w m leku (tabela 3). 
(3-D-galaktozydaza z drożdży jest znacznie m niej term ostabilna od enzy­
mu z pieśni (25).

Tabela 3

Właściwości niektórych preparatów /?-D-galaktozydazy

Źródło
Ciężar cząs­

teczkowy 
(kilodaltony)

Zakres 
pH (a)

Temperatura 
optymalna (b) 

°C

Stabilność (c) 
°C

Aspergillus niger 
Aspergillus oryzae 
Kluyveromyces fraglis 
Kluyveromyces lactis 
Bacillus stearothermophilus 
Streptococcus thermophilus 
Mucor pusillus 
Alternaría alternara 
Thermus aąuaticus

123—173
90

201

215
500—600

570

2—4
4.5—5,5
6.5—7,0 

6—7
6,0—6,4
6.5—7,5
4.5—6,0
4.5—5,5
4.5—5,5

60
65
45
40
65
55
60

60—70
80

60
65
40

30—35
50
50
60
60
70 (d)

(a) — zakres pH  w którym 80% aktywności enzymu jest utrzymywana, (b) — temperatura przy której oznaczono 
aktywność, (c) — temperatura przy której enzym ogrzewany przez 30 minut zachowuje 90% aktywności (d) — inkubo- 
wano przy pH  7,0.
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A ktyw ną w środowisku o pH 6—7 term ostabilną (3-D-galaktozydazę 
otrzym ano z Bacillus stearotherm ophilus; nadaje się ona do hydrolizy 
laktozy w 50°C (26). Źródłem term ostabilnej (3-D-galaktozydazy jest także 
szczep Streptococcus thermophilus; izolowany enzym jest stabilny w śro­
dowisku o tem peraturze 50°C. Aktywność (3-D-galaktozydazy z Therm us 
aąuaticus jes t stabilna w 70—80°C przy pH 5 (27, 28, 29). Popraw ę ter- 
m ostabilności enzymu można uzyskać poprzez stosowanie (3-D-galakto- 
zydazy z dodatkiem  prepara tu  białek serwatkowych. Umożliwia to pro­
wadzenie hydrolizy laktozy w tem peraturze o 5— 10°C wyższej niż bez 
dodatku białek  przy tej samej efektywności reakcji.

III-5. Cetulazy (l,4-|3-D-glukan 4-s?lukan hydrolaza) EC.3.2.1.4.

W przem yśle spożywczym celulazy stosuje się do popraw y właściwo­
ści s tru k tu ra ln y ch  i Teologicznych różnych produktów  roślinnych np. pod-

Tabela 4

Termostabilność celulaz z różnych źródeł (8)

Źródło

1

Substrat (a) Zakres 
pH (b)

Optimum (c) 
temperatury

°C

Stabilność (d)
°C

Aspergillus niger CMC 3,8—4,0 45 40
Trichoderma recsei R—10 FP 4,0—5,0 60 tî% = 2h

CMC 4,5—5,0 50 24h
ONPG 4,0—4,5 60 4h

Clostridium thermocellum
ATCC 27405 CMC 5,5—7,0 70 30
NCIS 10682 p-NPG 6,0 65 55—60

Humicola insolens YH—8 CMC 5,0 50 60
Thermoascus aurantiacus CMC(Celula-

za I) 4,0—5,5 75 65
CMC(CeIula-

za III) 4,0—5,5 65 65
FP 4,0—5,5 68 65
p-NPG 4,0—5,5 70 70

Thermomonospora YX CMC 1 O 70 65
p-NPG 6,2—6,6 55 55

Thielavia ter res tris FP 4,0—5,5 65 tf°2 =  24h
CMC 3,0—4,5 65 24h
ONPG 3,5—4,5 70 20h

(a) — C M C  — karboksymetyloceluloza, F P  — bibuła filtracyjna, O N P G  =  o-nitrofenylo-/3-D-galaktopiranozyd 
p -N P G  = p-nitrofenylo-/?-D-galaktopiranozyd; (b) — zakres pH, w którym enzym wykazuje 80% aktywności; (c) — 
tem peratura, w której enzym wykazuje najkorzystniejszą aktywność; (d) — w przybliżeniu najwyższa temperatura, przy 
której enzym może być ogrzewany przez 30 min. ze stratą 10% aktywności.
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noszenia wydajności ekstrakcji soków owoców i w arzyw , do izolowania 
białek z nasion roślin oleistych itp. Celulazy stosuje się również do prze­
tw arzania produktów  ubocznych przem ysłu owocowo-warzywnego. Często 
stosuje się je łącznie z enzymem pektolitycznym  — poligalakturonazą 
EC.3.2.1.15.

Celem otrzym ania celulaz najczęściej stosuje się szczepy z rodzaju 
Trichoderma. Opracowano w arunki hodowli pleśni, zapew niające dużą 
wydajność biosyntezy celulaz zewnątrzkom órkowych. Celulazy z Tricho­
derma  są term olabilne i powyżej 50°C tracą aktyw ność (8).

W poszukiw aniu nowych źródeł celulaz przebadano liczne m ikroorga­
nizm y term ofilne. Nowe źródła enzymów celulolitycznych przedstaw iono 
w tabeli 4. Spośród wym ienionych źródeł na podkreślenie zasługuje pleśń 
Thielavia terrestris  syntetyzująca celulazy, k tó re  zachow ują 50%  aktyw ­
ności naw et po gotowaniu przez 60 m inut (8). Pozostałe m ikroorganizm y 
wym ienione w tabeli 4 również syntetyzują term ostabilne celulazy. Za­
stosowanie tych  szczepów w skali przem ysłowej w ym aga jednak  zwięk­
szenia wydajności biosyntezy celulaz zewnątrzkom órkowych.

W zakresie popraw y właściwości celulaz opracowano m etodę klono­
w ania genów do odpowiednich plazmidów oraz otrzym ano m u tan ty  syn­
tetyzujące celulazy przydatne do hydrolizy celulozy oraz jej pochodnych 
w produktach ubocznych przem ysłu drzewnego i papierniczego (8, 30).

IV. Metody zwiększania termostabilności enzymów

IV-1. Immobilizacja enzymów

Analiza różnych m etod imm obilizacji enzymów sugeruje, że efekty 
zwiększenia ich term ostabilności zależą od techniki w iązania oraz od ro ­
dzaju enzymów. Na przykład adsorpcja oraz wiązanie z aldehydem  glu- 
tarow ym  oksydazy glukozowej EC. 1.1.3.4. oraz am yloglukozydazy na k u ­
leczkach szklanych powleczonych polietylenim iną w odm ienny sposób 
oddziaływuje na term ostabilność enzymów. Im m obilizacja oksydazy glu­
kozowej spowodowała (w porów naniu do postaci natyw nej enzymu) w y­
dłużenie czasu połowicznej inaktyw acji z 2 do 35 m inut w  w ariancie, 
gdzie do unierucham iania stosowano aldehyd glutarow y oraz do 27 m inut 
w przypadku enzymu zaadsorbowanego na nośniku z pominięciem aldehy­
du glutarowego. Natom iast zastosowana m etoda immobilizacji spowodo­
wała skrócenie czasu połowicznej inaktyw acji am yloglukozydazy do 7 m i­
nu t (ryc. 2). W praktyce trudno  jest przewidzieć w jaki sposób im m obili­
zacja wpłynie na term ostabilność enzymów (31). Wiadomo jednak, że 
w yw ołuje ona zmiany w białkach enzymatycznych, k tóre zależnie od 
wiązania z nośnikiem  współdecydują o właściwościach enzymu.
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O K S Y D A Z A  G L U K O Z O WA  GLUKOAMYLAZA

Ryc. 2. W pływ im m obilizacji na polietyloim inie na term ostabilność oksydazy gluko­
zow ej (61°C) oraz glukoam ylazy (68°C).

B i s s e t t  i S t e r n b e r g  (31) stw ierdzili, że immobilizacja oksy­
dazy glukozowej na chitosanie z użyciem aldehydu glutarowego powo­
du je  zwiększenie term ostabilności w 65°C wyrażoną przedłużonym  cza­
sem  połowicznej inaktyw acji enzymu z 0,5 do 252 godzin. Enzymem w y­
kazującym  zarów no zmniejszenie jak  i zwiększenie term ostabilności w za­
leżności od rodzaju  nośnika stosowanego do imm obilizacji jest inw ertaza 
((3-D-frukto-furanozydo, fruktohydrolaza EC.3.2.1.26.) (32). Zwiększenie 
term ostabilności uzyskano po unieruchom ieniu enzymu na celulozie m i­
krokrystalicznej lub na sepharozie. Natom iast zastosowanie nośników jo­
now ych np. DEAE celulozy lub CM -Sephadex spowodowało zmniejsze­
n ie  term ostabilności inwertazy. Przypuszcza się, że przyczyną zmniejsze­
nia term ostabilności inw ertazy jest rozrywanie krytycznych wiązań we­
w nętrznych  poprzez oddziaływanie jonowych grup w nośnikach. Metodą 
im m obilizacji, k tó ra  może zwiększyć term ostabilność enzymów jest ich 
zam ykanie w  żelach.

B a s a v a s w a r a ,  R a o  i i n n i  (21) unierucham iali oksydazę glu­
kozową z Aspergillus niger oraz amyloglukozydazę z Therm om yces lanngi- 
nosus i Rhizopus sp. w ew nątrz żelów: poliakrylowego lub poliakryloami- 
dowego. Stabilność term iczną enzymów natyw nych oraz związanych w że­
lach porównywano poprzez oznaczanie ich aktyw ności w zakresie tem ­
p e ra tu r  40— 78°C. A utorzy stwierdzili, że o stopniu immobilizowania en­
zymów oraz o ich term ostabilności decyduje stężenie żelów w granicach 
20— 40%. Zwiększenie term ostabilności oksydazy glukozowej otrzym ano 
po jej unieruchom ieniu w 20°/o żelu poliakryloamidowym, a amylogluko- 
zydazy unieruchom ionej w 40°/o żelu poliakrylowym. Okres połowicznej 
inaktyw acji oksydazy glukozowej związanej w 20°/o żelu poliakryloam i­
dow ym  w porów naniu z enzymem natyw nym  wzrósł 12-krotnie podczas
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reakcji z substra tem  w 60°C. Porównanie aktywności amyloglukozydazy 
z T. lannginosus form y natyw nej oraz unieruchom ionej w 40°/o żelu poli- 
akrylow ym  (podczas reakcji z substratem  w 70°C), pozwoliło na ustale­
nie, że można w ten  sposób zwiększyć okres połowicznej inaktyw acji en­
zymu. A utorzy uzasadniają zwiększenie term ostabilności enzymów elek­
trostatycznym i właściwościami żelów, ich dużym  stężeniem  (20—40°/o) 
a przede w szystkim  oddziaływaniem  niekow alentnych wiązań pomiędzy 
enzymami oraz żelami a w konsekwencji ochronnym  oddziaływaniem  że­
lów zm niejszających podatność białek enzym atycznych na denaturację. 
E fekty immobilizowania enzymów oraz zmian ich właściwości zależą od 
doboru enzym u oraz żelu. Potw ierdzeniem  tej tezy jest skrócenie (w po­
rów naniu z enzymem  w postaci natyw nej) okresu połowicznej inak ty ­
w acji am yloglukozydazy związanej z żelem poliakrylow ym  (21). P raw do­
podobnie elektrostatyczne oddziaływanie enzymu i żelu zam iast poprawić 
term ostabilność amyloglukozydazy spowodowało zwiększenie jej podat­
ności na denaturację  term iczną.

Żele zastosowano również do imm obilizacji całych kom órek m ikro­
organizmów (8). Stwierdzono, że stabilność term iczna enzymów un ieru ­
chomionych w żelach zależy, m iędzy innym i, od rozmieszczenia enzy­
mów w kom órkach. Jeżeli enzym związany jest z błoną kom órkową lub 
znajduje się w ew nątrz ściany kom órkowej wykazuje wówczas lepszą 
term ostabilność od enzymów obecnych w protoplazm ie komórki. Przyczy­
ną zwiększonej term ostabilności enzymów znajdujących się na powierzch­
ni kom órek jest bezpośrednia reakcja z żelem. Stwierdzono również, że 
o term ostabilności izom erazy glukozowej EC.5.3.1.18. w kom órkach un ie­
ruchom ionych w żelach decyduje u trw alanie  chemiczne lub term icz­
ne (8).

IV-2. Modyfikacja chemiczna

M odyfikacja chemiczna jest sposobem najczęściej stosow anym  do 
zwiększenia term ostabilności enzymów reagujących z nierozpuszczalnym  
substratem . Chemiczną m odyfikację enzymów uzyskuje się poprzez:

— reakcję enzymów z odczynnikami jednofunkcyjnym i, o niskim  cię­
żarze cząsteczkowym,

— sieciowanie tzn. sprzęganie enzymów z nośnikam i z udziałem  dial- 
dehydów, karbim idów  lub związków epoksydowych,

— wiązanie enzymów z polim erami np. z dekstranem .
M odyfikacja chemiczna enzymów przy zastosowaniu odczynników jed-

nofunkcyjnych o niskim  ciężarze cząsteczkowym powoduje zm iany ła­
dunku na powierzchni enzymów. Dobór odczynników, które reagują z g ru ­
pami funkcyjnym i enzymów wym aga ich eksperym entalnej selekcji. Po 
doborze odczynnika oraz optym alnych w arunków  reakcji można o trzy­
mać znaczne zwiększenie stabilności term icznej enzymów. Przykładem
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może być zwiększenie term ostabilności dehydrogenazy kw asu m lekowe­
go EC.1.1.2.3. po reakcji z m etyloacetoim idem  (33). Odczynniki dw ufunk- 
cyjne stosuje się w celu powiązania cząsteczek dwóch różnych białek z jed­
noczesnym  ich zabezpieczeniem przed destabilizacją. Znanych jest wiele 
odczynników dw ufunkcyjnych, przydatnych w w iązaniach poprzecznych. 
Przykładem  mogą być glioksal, aldehyd m alonowy oraz aldehyd glutaro- 
wy, k tó ry  od daw na stosowany jest jako utrw alacz w przygotow aniu p re­
paratów  do m ikroskopii elektronow ej oraz w garbarstw ie. A ldehyd gluta- 
rowy jest odczynnikiem  często stosowanym  do m odyfikacji oraz w iąza­
nia enzymów z nośnikami. Łatwo reaguje z grupą e-aminową lizyny. Po­
łączenie aldehydu glutarowego z oksydazą glukozową popraw iło stab il­
ność term iczną enzym u (18).

Do m etod najkorzystniej oddziaływujących na term ostabilność enzy­
mów zalicza się ich wiązanie z polimerami. Szczególnie in teresująca jest 
technika kowalentnego wiązania enzymów z dekstranem , aktyw ow anym  
brom kiem  cyjanu. M a r s h a l  i R a b i n o w i t z  (34) oraz B 1 o m - 
h o f f  i C h r i s t e n s e n  (35) popraw ili term ostabilność (3-D-galaktozy- 
dazy poprzez reakcję z acetylowanym  dekstranem  (tabela 5).

Tabela 5

Termostabilność enzymów związanych z dekstranem

Temperatura Czas ogrzewa­ Aktywność (%)
Enzym (°C) nia (min) naturalny modyfikowany

a-amylaza (a) 65 30 0 70
/5-amylaza (b) 60 30 10 90
katalaza (c) 52 60 40 90
/?-D-galaktozydaza (d) 50 180 10 92
/3-D-galaktozy dazastabilizo-
wana acetylowanym dekstra­ 50 180 10 100
nem /S-D-galaktozydaza sta­

bilizowana metylowanym
destranem | 50 180 10 85

(a) — Bacillus amyloliguefaciens, (b )— słodkie ziemniaki, (c) — w ątroba wołowa, (d )— jelita wołowe.

Do m odyfikacji s tru k tu ry  białek enzym atycznych może być również 
stosow any dekstran  metylowany. Jego oddziaływanie na stabilność te r ­
miczną enzymów jest jednak mniejsze niż dekstranu  acetylowanego (18). 
Czynnikiem  decydującym  o poprawie term ostabilności enzymów są w ią­
zania wodorowe pomiędzy enzymami a polim eram i. Polim ery spełniają 
funkcję ochronną wobec enzymów w czasie reakcji prowadzonych w wyż­
szych tem peraturach . Do popraw y term ostabilności enzymów stosuje się: 
laktozę, alkohol poliwinylowy oraz glikol polietylenow y (36, 37, 38).
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IV-3. Metody stosowane w  biosyntezie enzymów

Postęp w biotechnologii enzymów zwykle polega na zwiększeniu synte­
zy  danego produktu  bądź na otrzym aniu nowego szczepu produkującego 
enzym  o korzystniejszych param etrach.

Jednym  ze sposobów zwiększenia wydajności w produkcji enzymów 
jest stosowanie induktorów . Induktory  są już powszechnie stosowane w 
przem ysłowej produkcji enzymów jak  np. wprow adzanie substra tu  do 
hodowli drobnoustrojów . Szczególną uwagę zwraca się obecnie na zm niej­
szenie lub całkow ite wyelim inowanie represji powodowanej przez pro­
dukty  przem iany m aterii drobnoustrojów , a także ham ujący wpływ pro­
duk tu  końcowego.

M utageneza jest również powszechnie stosow anym  sposobem otrzy­
m yw ania nowych szczepów produkujących zazwyczaj 2— 10-krotnie wię­
ce j enzymu niż szczep m acierzysty (8).

Inną możliwością otrzym yw ania nowych szczepów jest transform acja.
Y o n e d a (44) otrzym ał szczep produkujący 250 razy więcej a-am ylazy 
poprzez transform ację DNA izolowanego ze szczepu dzikiego Bacillus sub­
tilis  var. am ylosaccharyficus do szczepu Bacillus subtilis  M arburg 6160. 
Zwiększenie produkcji enzymu nastąpiło w skutek synergistycznego współ­
działania pięciu genów. Możliwość selektywnego przenoszenia genów jed­
nego organizm u do innego pozwala na syntezę enzymów term ofilnych 
w  organizm ach takich jak: Bacillus subtilis  lub drożdże.

S h i n o m i j a  i w s p .  (40, 41) przeprowadzili transform ację DNA 
z niezidentyfikow anego szczepu bakterii term ofilnych do szczepu Bacillus 
subtilis  nie w ytw arzającego a-am ylazy. Szczep otrzym any po transfo r­
m acji DNA syntetyzow ał a-am ylazę o term ostabilności podobnej do właś­
ciwości szczepu donora.

Połączenie m etody m utacji i transform acji pozwoliło na otrzym anie 
szczepu Bacillus subtilis w ytw arzającego 1500 do 2000 razy  więcej a-am y­
lazy niż produkow ał go szczep m acierzysty (39).

W litera tu rze  pojaw iają się inform acje o możliwości klonowania ge­
nów jako m etody popraw y cech osobniczych organizmów syn tetyzu ją­
cych enzym y lub też zwiększania wydajności przez łączenie genów s tru k ­
turalnych  z bardziej w ydajnym i prom otoram i. W a s s e r m a n  (8) po­
daje, ż e C o r n e l i s  i w s p .  przeprowadzili klonowanie genów odpo­
wiedzialnych za syntezę a-am ylazy z Bacillus coagulans w Escherichia 
coli stosując fagi jako w ektory. W kom órkach E. coli zawierających hy ­
brydowy fag (niosący gen a-am ylazy) stw ierdzono aktyw ność enzymu 
o term ostabilności charakterystycznej dla B. coagulans. W asserm an (8) 
podaje również, że P  a 1 v a sklonował gen odpowiedzialny za 
syntezę a-am ylazy z Bacillus amyloliquefaciens w Bacillus subtilis, sto­
sując metodę tzw. podwójną z w ykorzystaniem  plazm idu p UB. 110. A k­
tywność am ylazy w pozakomórkowym ekstrakcie z B. subtilis była 2500
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razy wyższa od aktyw ności odpowiedniego enzym u w ekstrakcie wydzie­
lanym  przez kom órki gospodarza. W a s s e r m a n  (8) za O r t l e p p e m  
podaje, że poprzez transform ację plazm idu p SA.33 pochodzącego z B. li- 
cheniform is  do B. subtilis  można otrzym ać w yraźnie wyższą term ostabil- 
ność a-am ylazy syntetyzow anej przez B. subtilis. F u j i  i w  s p. /43/ gen 
z B. stearotherm ophilus  CU—21 odpowiedzialny za syntezę neutralnej 
proteazy klonowali w  B. subtilis lub w B. stearotherm ophilus, szczepy po­
zbawione zdolności biosyntezy proteazy neu tralnej. Po sklonow aniu oby­
dwa szczepy w ykazyw ały zdolność syntezy neu tra lnej proteazy o term o­
stabilności odpowiadającej term ostabilności proteazy z B. stearotherm o­
philus  CU—21.

Przedstaw ione przykłady świadczą o w ykorzystaniu m etod inżynierii 
genetycznej w biotechnologii. Połączenie m etod inżynierii genetycznej 
ze znajom ością s tru k tu ry  enzymów stw arza duże możliwości w sterow a­
niu biosyntezą enzymów o zwiększonej term ostabilności.

V. Podsumowanie

W opracow aniu przedstawiono charakterystykę enzymów term ostabil­
nych stosow anych w technologii żywności. Szczególną uwagę zwrócono 
na enzym y hydrolizujące węglowodany. Przedstaw iono również m etody 
popraw y term ostabilności enzymów. Podano przykłady m odyfikacji che­
m icznej, im m obilizacji enzymów, doskonalenia genetycznego m ikroorga­
nizm ów syntetyzujących enzymy. Przykłady  te  są potw ierdzeniem  postę­
pu biotechnologii produkcji enzymów o pożądanych właściwościach, w tym  
rów nież o podwyższonej term ostabilności.

Zaakceptow ano do d ru ku  22 kw ie tn ia  1986 r.
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Redakcja zastrzega sobłe możność skrócenia tekstu i wprowadzania poprawek nie wpływa­
jących na treść pracy.

Piśmiennictwo: w  artykule należy cytować prace oryginalne z ostatnich kilku lat oraz 
najważniejsze artykuły przeglądowe omawiając przedstawioną dziedzinę z uwzględnieniem  
artykułów opublikowanych w „Postępach Biochemii”. W tekście należy podawać jedynie 
nazwiska badaczy, których prace mają podstawowe znaczenie w  przedstawionej dziedzinie. 
Omawiane prace trzeba numerować w kolejności ich cytowania w tekście. Wykaz piśmien­
nictwa zatem obejmuje prace opatrzone kolejnymi numerami, ale nie uporządkowane alfabe­
tycznie. Odnośniki bibliograficzne winny mieć formę zalecaną przez Komisję Wydawców Cza­
sopism Biochemicznych Międzynarodowej Unii Biochemików (IUB) według Biochim. Biophys. 
Acta (1972), 271, 1 np.

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

Cytując wydawnictwa książkowe podawać należy kolejno: nazwisko(a) i inicjały autora(ów), 
rok wydania, tytuł książki, nazwisko(a) i inicjały jej redaktorów(a), tom, pierwszą i ostatnią 
stronę cytowanej publikacji, nazwę wydawnictwa oraz miejsce wydania, np.

Dixon M., Webb E. C., (1964), Enzymes, 2 wyd., str. 565, Langmans Green and Co., London;
Grant J. K., (1969) w  Essays in Biochemistry, red. Campbell P. N., Greville G. D., t. 5, 

str. 1—58; Academic Press, London.

Załączniki: każdy załącznik należy sporządzić w  2 egz. na oddzielnych kartkach i opatrzyć 
kolejnym numerem odpowiadającym numerowi użytemu w tekście oraz oznaczyć (na górze 
stronicy ołówkiem) nazwiskiem pierwszego autora i początkowymi wyrazami tytuły pracy.

Tabele należy kolejno numerować cyframi arabskimi. Tytuły tabel i nagłówki rubryk 
powinny jasno opisywać ich treść zaznaczają, z jakich (jakiej) prac(y) pochodzą informacje 
podane w tabeli.

Ryciny, tj. wykresy, rysunki, schematy lub fotografie należy opatrzyć numeracją w kolej­
ności ich omówienia w tekście. Przyjmuje się zasadę numeracji rycin cyframi arabskimi, 
a wzorów cyframi rzymskimi. Fotografie czarno-białe (kontrastowe) powinny być wykonane 
na papierze matowym. Pozostałe ryciny należy wykonać tuszem na białym papierze lub na 
kalce technicznej. Wymiar ryciny nie powinien być mniejszy niż 10X15 cm, a naniesione linie 
nie powinny być cieńsze niż 1 mm. Ramki ujmujące wykresy można wykonać linią cieńszą 
niż linie właściwe wykresu. Cyfry i litery służące do opisu rysunku powinny mieć wysokość 
nie mniejszą niż 5 mm. Na rysunkach nie należy umieszczać opisów słownych, lecz posługiwać 
się skrótami. Osie wykresów natomiast winny być opatrzone napisem łatwo zrozumiałym. Dla 
oznaczenia punktów doświadczalnych można stosować następujące symbole: O O  A •  I  A- 
Rycinę należy opatrzyć na odwrocie oznaczeniem „góra” i „dół” (ołówkiem). Decyzję o stopniu 
zmniejszenia ryciny podejmie wydawca.

Podpisy i  objaśnienia pod rycinami powinny być dołączone na oddzielnej kartce. Oznacze­
nia, których nie można wpisać na maszynie, należy wyraźnie nanieść czarnym tuszem.

Ze względu na wewnętrzną spoistość artykułu zaleca się autorom konstruowanie oryginal­
nych rysunków i zbiorczych tabel na podstawie danych z piśmiennictwa. Prawie wszystkie 
czasopisma zastrzegają sobie wyłączność druku prac wraz z ich dokumentacją (Copyright). 
Przed włączeniem tabel, wykresów czy schematów do artykułu przeznaczonego do publikacji 
w Postępach Biochemii należy uzyskać zgodę na przedruk i przedłożyć ją Redakcji.

Redakcja prosi o właściwe pakowanie artykułów, aby zabezpieczyć maszynopis i ilustracje 
przed pogięciem.
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