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WSKAZOWKI DLA AUTOROW

Kwartalnik ,,Postepy Biochemii” publikuje artykuty monograficzne omawiajgce
waskie tematy, oraz artykuty przeglagdowe referujgce szersze zagadnienia z biochemii
i nauk pokrewnych. Artykuty pierwszego typu winny w spos6b syntetyczny omawiac
wybrany temat na podstawie mozliwie petnego pismiennictwa z kilku ostatnich lat,
a artykuty drugiego typu na podstawie piSmiennictwa z ostatnich dwdch lat. Objetos¢
takich artykutéw nie powinna przekracza¢ 20 stron maszynopisu (nie liczac ilustracji
i piSmiennictwa’). Kwartalnik publikuje takze artykuty typu minireviews, do 10 stron
maszynopisu, z dziedziny zainteresowan autora, opracowane na podstawie najnow-
szego pismiennictwa, wystarczajagcego dla zilustrowania problemu. Ponadto kwar-
talnik publikuje krotkie noty, do 5 stron maszynopisu, informujgce o nowych in-
teresujgcych osiggnieciach biochemii i nauk pokrewnych, oraz noty przyblizajgce
historie badan w zakresie réznych dziedzin biochemii. Przekazanie artykutu do
Redakcji jest réwnoznaczne z o$wiadczeniem, ze nadestana praca nie byta i nie
bedzie publikowania w innych czasopismach, jezeli zostanie ogtoszona w ,Postepach
Biochemii”. Autorzy artykutu odpowiadajg za prawidtowos$¢ i Scistos¢ podanych in-
formacji. Autoréw obowiazuje korekta autorska: poprawki wynikajgce z btedéw
drukarni nanosimy otéwkiem; niezbedne zmiany autorskie nanosimy niebieskim
atramentem. Koszty zmian tekstu w korekcie (poza poprawieniem btedéw drukar-
skich) ponoszg autorzy. Artykuty honoruje sie wedtug obowigzujacych stawek. Auto-
rzy otrzymuja 25 odbitek swego artykutu; zamowienia na dodatkowe odbitki (ptatne)
nalezy zgtosi¢ pisemnie odsytajagc prace po korekcie autorskiej.

Redakcja prosi autoréw o przestrzeganie nastepujacych wskazéwek:

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

Uktad maszynopisu: strona okladkowa nienumerowana zawiera imiona i nazwisko(a) auto-
ra(éw), adres(y) Zaktad(éw) w jezyku polskim i angielskim, w ktérych pracuja autorzy, adres
pocztowy, na ktory autorzy zyczg sobie otrzymywaé korespondencje, adres prywatny, telefon
miejsca pracy, tytut artykutu (w jezyku polskim i angielskim) oraz — w prawym dolnym
rogu — liczbe stron, liczbe rycin, wzoréw i tabel oraz skrot tytutu (nie wiecej niz 25 znakdéw
drukarskich).

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

Strona 2 t nastepne obejmujg tekst pracy do spisu piSmiennictwa wiacznie, tabele, spis
rycin, wzoréw oraz tytuly i objasnienia do rycin na stronach koncowych.

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

Redakcja prosi autoréw o zwrdcenie szczeg6lnej uwagi na poprawno$¢ jezykowa tekstu
a takze na $cisto$¢ i jasnos$¢ sformutowan, unikanie gwary laboratoryjnej oraz o niewprowa-
dzanie do tekstu tworzonych doraznie skrotéw, nawet je$li niektére z nich bywaja uzywane
w pracach obcojezycznych.
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Z HISTORII BIOCHEMII

HANNA WEHR *

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

The Nobel Prize for Physiology or Medicine 1985

14 pazdziernika 1985 roku Komisja Nagréd Nobla w Sztokholmie przyznata na-
grode dwu amerykanskim lekarzom-biochemikom z Dallas M. S. Brownowi
i J. L. Goldsteinowi za ich odkrycia dotyczace regulacji metabolizmu cholesterolu.
W uzasadnieniu okre$lono wyniki badan laureatéw jako rewolucjonizujagce wiedze
w tej dziedzinie i stwarzajace nowe podstawy leczenia i zapobiegania miazdzycy
naczyn krwionosnych.

Oprécz wyjasnienia wielu faktow dotyczacych regulacji metabolizmu chole-
sterolu prace Browna i Goldsteina przyczynity sie réwniez w znacznym stopniu
do poznania ogdlnego przebiegu endocytozy komoérkowej réznych biatek.

W 1972 roku Brown i Goldstein podjeli préby wyjasnienia btedu metaboliczne-
go w dziedzicznie uwarunkowanej chorobie metabolicznej — hipercholesterolemii
rodzinnej. Wystepuje ona w lzejszej — heterozygotycznej postaci u 1 na 500 oséb
wiekszosci badanych populacji i w ciezkiej — homozygotycznej u 1 na milion
osob. Jej cechg charakterystyczng jest wysoki poziom w osoczu gtéwnej frakcji
lipoproteinowej transportujgcej cholesterol — lipoprotein o niskiej gestosci (LDL).
Choroba doprowadza do wczesnej miazdzycy tetnic.

Brown i Golstein ze wspotpracownikami stwierdzili, ze w hodowli fibrobla-
stow skory synteza cholesterolu zmniejsza sie w odpowiedzi na dodanie LDL do
pozywki. Komorki pochodzace od homozygot hipercholesterolemii rodzinnej sa po-
zbawione tej zdolnosci regulacyjnej. Wkrotce potem udato im sie wykazaé, ze
przyczyng braku reakcji jest niedobdr specyficznego biatka btony komdrkowej.
Jest nim receptor o wysokim powinowactwie do gtownego biatka LDL — apolipo-
proteiny B (1). W pdzniejszych badaniach okazato sie, ze ten receptor wigze réwniez
apolipoproteine E (2).

W krotkim czasie po odkryciu receptora w pracowni Browna i Goldsteina wy-
jasniono, ze wigzane mechanizmem wysokiego powinowactwa czasteczki LDL wni-
kaja do komoérek i sa rozktadane w lizosomach. Powstajag produkty degradacji
biatka LDL i uwalnia sie cholesterol, ktéry wywiera trzy wazne efekty metabo-
liczne: hamuje aktywnos$¢ reduktazy HMG-CoA — enzymu decydujgcego o szyb-
kosci syntezy cholesterolu, aktywuje enzym katalizujgcy estryfikacje cholesterolu

*

Doc. dr hab. Zakiad Genetyki, Instytut Psychoneurologiczny, Al. Sobieskie-
go 1/9, 02-957 Warszawa.

Wykaz stosowanych skrétéw: LDL — lipoproteiny o niskiej gestosci, reduktaza
HMG-CoA — reduktaza P-hydroksy-P-metyloglurarylokoenzymu A.
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oraz hamuje synteze receptora LDL przez co zmniejsza sie ilos¢ tych receptorow
w btonie komérkowej (3).

W taki sposéb obecno$¢ receptora warunkuje réwnowage miedzy syntezg cho-
lesterolu w komdrce a jego dostarczaniem z zewnatrz, z krwioobiegu. Nadmiar
cholesterolu odktadany jest w postaci estrow. Przy niedoborze receptora, jak to
ma miejsce w hipercholesterolemii rodzinnej, ten mechanizm regulacyjny za-
wodzi.

Okazato sie, ze zjawiska wykryte w fibroblastach wystepuja z niewielkimi roz-
nicami w wielu komoérkach ustroju. Wazng iloSciowo role w katabolizmie LDL
odgrywa watroba (4). Szczegdlne znaczenie watrobowego receptora LDL poznane
zostato w pracach wykorzystujgcych zwierzecy model hipercholesterolemii rodzin-
nej, a mianowicie wyhodowane przez badaczy japonskich kroliki WHHL (ang.
Watanabe heritable hyperlipemic rabbit). Stwierdzono, ze przy niedoborze recepto-
ra zahamowany jest nie tylko katabolizm LDL. Zmniejsza sie réwniez usuwanie,
pobieranych normalnie z duzg szybkos$cia przez komorki watroby, lzejszych lipo-
protein — prekursorow LDL. Pozostajg one diuzej w krwioobiegu i wiecej ich
zamienia sie w LDL. Szybsze powstawanie i wolniejsze usuwanie LDL prowadzg
do znacznego wzrostu ich poziomu w osoczu.

Niedobor receptora utrudnia wejscie zawartego w lipoproteinach cholesterolu
do komérek, nie wywiera on dziatania hamujgcego na HMG-CoA reduktaze i syn-
teza cholesterolu w komdrkach wzrasta.

Wigzanie LDL oraz dalsze ich losy w komorce sa bardzo podobne do mecha-
nizmoéw, przy pomocy ktérych wnikajag do komérek inne zwigzki wielkoczasteczko-
we (np. asjaloglikoproteiny, insulina, enzymy lizosomalne i wiele innych). Reak-
cja LDL z receptorami okazata si¢ dogodnym modelem umozliwiajacym $ledzenie
tych zjawisk. Polaczenie LDL z ferrytyng pozwolito zaobserwowaé¢ w mikroskopie
elektronowym, ze receptory wystepujg w wyspecjalizowanych miejscach btony ko-
morkowej, tak zwanych okrytych zagtebieniach (ang. coated pits) (6). Zagtebienia
te zawierajg biatko klatryne (ang. clathrin). Receptor z ligandem wedruje do wne-
trza komorki w tworzacych sie z wyzej wspomnianych zagiebien pecherzykach.
Liczne pecherzyki tgcza sie tworzac endosomy. Dzigki obnizeniu pH nastepuje tu
dysocjacja ligandu, ktéry wchodzi do lizosomu a uwolniony receptor wraca na
powierzchnie komorki i moze przenosi¢ nastepne czagsteczki w powtarzajgcych sie
cyklach endocytozy. Proces ten nazwano ogdlnie endocytoza, w Kktérej posrednicza
receptory (ang. receptor mediated endocytosis — RME) a biorgce w nim udziat
elementy komdrkowe zalicza si¢ do organeli komdrkowych.

Receptor LDL zostat catkowicie oczyszczony w 1982 roku (7). Jest to glikopro-
teina o ciezarze czasteczkowym 164000 i punkcie izoelektrycznym pH 4,6 zawie-
rajagca duzo ujemnie natadowanych reszt weglowodanowych. Receptor syntetyzo-
wany jest w postaci prekursora o ciezarze czasteczkowym 120 000. Reszty weglo-
wodanowe przytgczane sg O-glikozydowo i N-glikozydowo w ztozonym procesie
posttranslacyjnym (8).

Uzyskanie antyreceptorowych przeciwciat monoklonalnych dato mozliwo$é Sle-
dzenia przebiegu ich reakcji z receptorem, przyczynito sie tez znacznie do postepu
badan nad genem receptora (9). Uzycie przeciwciat specyficznych tylko wobec re-
ceptora ludzkiego a niespecyficznych wobec receptora mysiego, oraz uzycie hybryd
komérkowych, pozwolito na zlokalizowanie genu receptora na ludzkim chromo-
somie 19-tym. (10).

cDNA wzbogacony we fragmenty kodujace receptor uzyskano poczatkowo
w procesie odwrotnej transkrypcji z mRNA nadnerczy wotlu. Budowa animokwa-
sowa receptora nie byla jeszcze catkowicie poznana, mozna byto jednak na pod-
stawie czesciowo znanej sekwencji zsyntetyzowaé krdtkie odcinki nukleotydowe
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stuzgce jako sondy hybrydyzacyjne. Z ,biblioteki” cDNA wotu a nastepnie z ,bi-
blioteki” cDNA nadnerczy ptodu ludzkiego uzyskano fragmenty kodujace czesci
receptora. Przy pomocy fuzji skonstruowano caly odcinek cDNA odpowiadajacy
mRNA ludzkiego receptora LDL. W ten sposob stato sie mozliwe catkowite po-
znanie jego budowy (11).

Receptor zawiera pie¢ domen strukturalnych. Pierwsza domena od konca NH2
sktada sie z 292 aminokwaséw. Powtarzajg sie w niej siedmiokrotnie 40-amino-
kwasowe fragmenty, kazdy z nich zawiera po sze$s¢ zwigzanych dwusiarczkowo
reszt cysteinowych. Mozna sadzi¢, ze cecha ta warunkuje duza trwato$¢ receptora
potrzebng mu w licznych ,wedréwkach” we wnetrzu komorki. Na koricu COOH
kazdego 40-aminokwasowego fragmentu znajduje sie skupienie reszt o dodatnim
tadunku. Sg to prawdopodobnie miejsca wigzace, poniewaz wigzanie apolipoprotein
B i E wymaga wolnych reszt argininy i lizyny w tych biatkach.

Cecha charakterystyczng drugiej, 400-to aminokwasowej domeny, jest duze
podobienstwo jej fragmentéw do prekursora naskérkowego czynnika wzrostu
(EGF). Trzecia — zbudowana z 58 aminokwaséw zawiera liczne reszty seryny i treo-
niny. W tych miejscach przytgczajg sie w procesie posttranslacyjnym reszty cu-
krowe.

Trzy wspomniane wyzej domeny znajdujg sie na zewngatrz btony komérkowej.
22 hydrofobowe aminokwasy czwartej domeny przenikajg btone, stwierdzono to na
podstawie dosSwiadczen z trawieniem proteazami. Wreszcie pigta domena to ogon
cytoplazmatyczny. 80 aminokwasdéw od korica COOH, o prawie identycznym skia-
dzie w receptorach wielu gatunkéw zwierzecych, warunkuje przytaczenie sie ich
do biatka w wyspecjalizowanych w funkcji receptorowej miejscach btony.

Obecnie poznana zostata juz w catosci budowa genu ludzkiego receptora LDL.
Zawiera on 45 tysiecy par zasad i sktada sie z 18 eksonow przedzielonych 17 in-
tronami. Cechg charakterystyczng niekodujacej czesci koica COOH sag bardzo liczne
sekwencje nalezace do tak zwanej ludzkiej rodziny Alu.

Ztozona budowa receptora jak rowniez jego skomplikowane losy w komorce
powodujg, ze mozliwos¢ mutacji uszkadzajgcych jego funkcjonowanie jest bardzo
duza. Niektére mutacje powodujg catkowity brak syntezy receptora. Rezultatem
innych sg nieprawidtowosci w przebiegu proceséw posttranskrypcyjnych, co ma
ten skutek, ze receptor nie jest transportowany z aparatu Golgiego na powierzchnie
komorki. W jeszcze innych transport nie jest zaktdcony, ale receptor nie posiada
zdolno$ci wigzania LDL. Ciekawg grupe mutacji stanowig te, w ktoérych receptor
wystepuje w nieprawidtowych miejscach btony komoérkowej. Defekty budowy spo-
wodowane delecjami w odcinku genu kodujacego pigta domene uniemozliwiaja mu
rozpoznanie zagtebien zawierajagcych biatko klatryne. Taki receptor moze wigzac
LDL, ale dalsze jego funkcje sg zaktécone, nie dochodzi do internalizacji LDL (12).

Poznanie mutacji dotyczacych roznych domen biatka receptora dopomogto
w zrozumieniu poszczegOlnych etapoéw jego funkcjonowania. W chwili obecnej po-
znano na poziomie molekularnym mutacje u 9 rodzin z hipercholesterolemia, kazda
z mutacji byta inna.

Oznaczenie ilosci receptorow w celach diagnostycznych wykonuje sie w lim-
focytach krwi obwodowej i w hodowlach fibroblastéw skéry. Mozliwe jest réwniez
badanie hodowli komérek ptodowych. W 1978 roku rozpoznano homozygotyczng
posta¢ hipercholesterolemii rodzinnej w diagnozie prenatalnej. (13). Ostatnio pro-
ponuje sie wykorzystanie do celow diagnostycznych analizy DNA.

W jaki spos6b poznanie budowy i funkcji receptora LDL oraz mechanizmu
regulacji jego syntezy wigze sie z praktycznymi zagadnieniami zapobiegania i leczenia
choréb? Przy niedoborze receptora poziom LDL w osoczu jest wysoki. Wiadomo,
ze wplywa to niekorzystnie na S$ciany naczyn krwionos$nych, chociaz mechanizm
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tego zjawiska nie zostat jeszcze catkowicie wyjasniony. Badania epidemiologiczne
oraz obserwacje pacjentow z hipercholesterolemig rodzinng pokazuja, ze jest to
jeden z gtownych czynnikow zwiekszajagcych ryzyko miazdzycy i zawatlu miesnia
sercowego.

Dieta niskocholesterolowa oraz podawanie $rodkéw zmniejszajagcych doptyw
cholesterolu do watroby (zywice wigzace cholesterol w przewodzie pokarmowym)
wptywajg na zmniejszenie jego zawartosci w komorkach watroby. Wplywa to na
wzrost syntezy receptora LDL. Jeszcze lepiej w tym samym kierunku dziataja
Srodki hamujace synteze cholesterolu, inhibitory reduktazy HMG-CoA /14/.

Rézne mutacje powodujgce hipercholesterolemie rodzinng prowadza do takich
samych skutkéw metabolicznych. O ile jednak w wigkszosci przypadkéw — u hetero-
zygot—mozna przez podawanie lekow zwiekszy¢ synteze receptorow, to u homo-
zygot jest to niemozliwe, jezeli receptor w ogole nie funkcjonuje. W tych sytua-
cjach stosowane musza by¢ inne sposoby zmierzajagce do zmniejszenia pobierania
cholesterolu z przewodu pokarmowego. Zaréwno przestanki teoretyczne jak i prak-
tyka pokazuja, ze réwniez w najczestszej w krajach rozwinietych postaci hipercho-
lesterolemii — a mianowicie uwarunkowanej wieloczynnikowo — zwiekszenie ak-
tywnosci receptora jest bardzo korzystne.

W swoich badaniach Brown i Goldstein wspo6tpracowali z bardzo wieloma o$rod-
kami zajmujgcymi sie metabolizmem lipoprotein osocza i jego patologig. Fakt ten
podkreslit prof. Mutt ze Sztokholmu w przemdéwieniu poprzedzajacym wreczenie
nagrody widzac w tym postgepowanie godne nasladowania.

Na zakoriczenie mozna przypomnie¢, ze Nobel 1985 nie jest pierwsza taka
nagrodg za badania nad cholesterolem. W 1928 roku Wieland i Windaus uzyskali
ja za badania nad strukturg cholesterolu i kwaséw zétciowych, a w 1964 roku
Bloch za wyjasnienia przebiegu syntezy cholesterolu w komérce.
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Wykaz stosowanych skrotéw: dAdo, 2'-dezoksyadenozyna; dGuo, 2'-dezoksy-
guanozyna; dCyd, 2'-dezoksycytydyna; dUrd, 2'-dezoksyurydyna; H2PteGlun, 7,8-di-
hydropteroilomono- lub oligoglutaminian; EUPteGIUn, 5,6,7,8-tetrahydropteroilomo-
no- lub oligoglutaminian; 5-CHO-, 10-CHO-, 5,10-CH-, 5,10-CH2 i 5-CH3H4PteGlun,
odpowiednio 5-formylo-, 10-formylo-, 5,10-metylideno-, 5,10-metyleno- i 5-metylo-
tetrahydropteroilomono- lub oligoglutaminian.

l. Wstep

Wiernos¢ replikacji DNA wydaje sie by¢ uzalezniona od tego, czy pule
poszczegblnych dezoksynukleozydotréjfosforandw, bedacych substratami

* Dr, Zaktad Biochemii Komorki, Instytut Biologii Doswiadczalnej im. M. Nen-
ckiego PAN, uL Pasteura 3, 02—093 Warszawa.
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polimerazy DNA (Ryc. 1, reakcja 13), pozostaja wzgledem siebie w sta-
nie rbwnowagi optymalnym dla danej komorki. Powazne zmiany geno-
typowe i fenotypowe, zachodzgce w nastepstwie doswiadczalnie wprowa-
dzonych zaktocen proporcji w zakresie ,,podazy” poszczeg6lnych prekur-
sorow DNA in vivo, wskazujg, ze procesami docelowymi dla indukcji
zmian genetycznych mogg by¢ nie tylko reakcje enzymatyczne odpowie-
dzialne za replikacje DNA, ale takze reakcje zwigzane z biosyntezg jego
prekursoréw (1). W warunkach fizjologicznych biosynteza substratéw
polimerazy DNA jest w komdrce najprawdopodobniej precyzyjnie regu-
lowana, w spos6b zabezpieczajgcy takie pule tych substratow, ktére gwa-
rantujg mozliwie niska czestotliwo$¢ zmian genetycznych (1).

2.3

6
ADP : dADP dATP,

dGuo dGMP \

dAdo

DNA
i
dCyd dcMP :
O |
£ :
14 9 dTDP =——=dTTP :
|
| o ’
8 4 i
durd dump dTMP dthd |
1
et E
UDP ! Ap ST gp M8 i

Ryc. 1. Biosynteza prekursorow DNA w komdrkach zwierzecych (piSmiennictwo:
2—22).

Enzymy katalizujagce poszczegdlne reakcje: 1 — reduktaza rybonukleotydowa (EC 1.17.4.1),
2 — kinaza dezoksyrybonukleotydéw purynowych (kinaza dezoksyguanozynowa), 3 — Kkinaza
dezoksycytydynowa (EC 2.7.1.74), 4 — kinaza tymidynowa (EC 27.1.75), 5 — kinaza tymidy-
lanowa (EC 2.7.4.9), 6 — kinaza nukleozydodwufosforanéw (EC 2.7.4.6), 7 — pirofosfataza de-
zoksyurydynotréjfosforanowa (dUTPaza) (EC 3.6.1.23), 8 — syntaza tymidylanowa (EC 2.1.1.45),
9 — dezaminaza dezoksycytydylanowa (EC 3.5.4.12), 10 — kinaza monofosforanéw nukleozydéw
pirymidynowych (EC 27.4.14), 11 — kinaza dezoksyadenylanowa, 12 — kinaza dezoksyguano-
~ylanowa, 13 — polimeraza DNA (EC 2.7.7.7), 14 — dezaminaza cytydynowa (EC 3.54.5).

Droga metaboliczna, odpowiedzialna za biosynteze dTTP, jest diuz-
sza i bardziej rozgateziona niz ma to miejsce w przypadku pozostatych
prekursorow (Ryc. 1). Poznanie mechanizmu regulacji tej drogi ma duze
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znaczenie praktyczne, poniewaz jej kluczowy enzym, syntaza tymidyla-
nowa (Rye. 1, reakcja 8), jest od dawna enzymem docelowym dla cyto-
statykéw stosowanych w chemioterapii choréb nowotworowych oraz wi-
rusowych (23, 24).

Praca ta jest probag przegladu stanu wiedzy na temat regulacji bio-
syntezy tymidylanu w komodrkach zwierzecych.

II. Biosynteza i rola biologiczna tymidylanu

Tymidylan zajmuje unikalng pozycje wsrod prekursoré6w DNA. Je-
dynie ten dezoksynukleotyd powstaje w wyniku modyfikacji zasady azo-
towej zachodzacej dopiero po redukcji reszty cukrowej (Rye. 1). Za mo-
dyfikacje te, polegajagcg na metylacji pozycji 5 pierScienia pirymidyno-
wego dezoksyurydylanu, odpowiedzialny jest enzym, syntaza tymidyta-
nowa * (C-metylotransferaza (-),L-N5I0metylenotetrahydrofolian : 2'-dezo-
ksyurydyno-5'-monofosforan, Rye. 1, reakcja 8) (25—27). Jedynym opisa-
nym dotychczas przypadkiem innej drogi biosyntezy dTMP de novo, ak-
tywnej prawdopodobnie tylko w bakteriach Xanthomonas oryzae zain-
fekowanych bakteriofagiem Xpl2, jest dezaminacja 5-metylo-dCMP (28),
powstatego w wyniku metylacji dCMP (DNA faga Xpl2 zawiera 5-mety-
locytozyne zamiast cytozyny) przy udziale metylotransferazy dezoksycy-
tydylanowej (29). Metylacji dCMP, podobnie jak metylacji dUMP przez
syntaze tymidylanowg, towarzyszy przeksztatcenie metylenotetrahydro-
folianu w dihydrofolian oraz uwolnienie protonu z pozycji 5 pierScienia
pirymidynowego (30; por. 27).

Tymidylan moze by¢ takze syntetyzowany w wyniku fosforylacji ty-
midyny. Reakcje te katalizuje powszechnie wystepujgca kinaza tymidy-
nowa (5'-fosfotransferaza ATP :tymidyna; Rye. 1, reakcja 4), ktéra ko-
madrkom zwierzecym pozwala takze odzyskiwaé tymidyne pochodzaca
z hydrolizy DNA martwych komorek (31—33).

Narzuca sie pytanie, dlaczego tymidylan a nie dezoksyurydylan jest
niemal powszechnie sktadnikiem DNA (27)? Pytanie to jest tym bardziej
istotne, ze dUTP nie tylko jest w komorkach syntetyzowany (2), ale takze
jest in vitro dobrym substratem prokariotycznych (10) i eukariotycznych
(11, 34—36) polimeraz DNA. W warunkach fizjologicznych obecnosci
dUMP w DNA zapobiegajg: 1) hydroliza dUPT do dUMP z uwolnieniem
pirofosforanu przez dUTPaze (Rye. 1, reakcja 7) (12—14, 36—38) oraz 2)
usuwanie wigczonego do DNA dUMP na drodze ,reperacji poprzez wy-
ciecie zasady", inicjowanej dziataniem glikozylazy uracyl-DNA (34— 36,

* Nazwa zalecana; patrz ,,Enzyme Nomenclature Recommendations” (1978) of
the Nomenclature Committee of the International Union of Biochemistry, str. 142,
Academic Press, Inc., 1979.
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39—41). Czy wiec DNA zawierajagcy w swej strukturze dTMP ma jaka$
przewage nad DNA zawierajgcym dUMP?

Porownanie witasciwosci fizykochemicznych syntetycznych rybo- i de-
zoksyrybopolinukleotydéw zawierajgcych uracyl lub 5-metylouracyl (ty-
mine) pokazato wyrazny wptyw podstawnika 5-metylowego, polegajacy na
stabilizacji helikalnych struktur polinukleotydowych, a wyrazajacy sie
podwyzszeniem temperatury topnienia (42—48). Podobnag zalezno$¢ za-
obserwowano poréwnujac naturalny DNA faga PBS2, zawierajacy wy-
tacznie uracyl, z odpowiadajgcym mu DNA zawierajgcym tymine za-
miast uracylu (49). Wydaje sie wiec, ze wieksza stabilnos¢ DNA zawie-
rajgcego dTMP zamiast dUMP stanowita o przewadze ewolucyjnej. Do-
datkowo korzystna jest prawdopodobnie nieobecno$¢ dUMP w kodzie ge-
netycznym. Dzieki funkcjonowaniu uktadu enzymatycznego warunkujg-
cego usuwanie uracylu z DNA (patrz wyzej), usuwane sg bitedy w zapisie
genetycznym spowodowane nieenzymatyczng dezaminacja cytozyny do
uracylu, mogaca zachodzi¢ w czasteczce DNA (40, 50, 51), a wiec zmniej-
sza sie prawdopodobienstwo wystepowania btedéw przy replikacji. Taki
mechanizm reperujacy nie mogtby dziataé, gdyby dTMP nie zastgpit
dUMP w materiale genetycznym.

I11. Regulacja biosyntezy dUMP

W komoérkach zwierzecych dUMP moze powstawa¢ de novo, w wy-
niku przemian UDP oraz CDP, lub na drodze ,,0dzysku” dCyd oraz dUrd
(Ryc. 1). Zaréwno redukcje obydwdch nukleotydéw pirymidynowych
(Ryc. 1, reakcja 1), jak i dezaminacje dCMP (Ryc. 1, reakcja 9) katali-
zujg enzymy regulatorowe, reduktaza rybonukleotydowa (52, 53) i dez-
aminaza dezoksycytydylanowa (54—64). Rycina 2 ilustruje poznane me-
chanizmy regulacji tych enzymow za posrednictwem efektorow alloste-
rycznych. Redukcja rybonukleotydéw pirymidynowych podlega aktywa-
cji przez ATP (52, 65—68) oraz hamowaniu przez dTTP i dUTP (52, 66,
69), dATP i dGTP (52, 66). Ponadto CTP (lub jego metabolit) hamuje
redukcje UDP (17). Dezaminacja dCMP podlega aktywacji przez dCTP
oraz hamowaniu przez dTTP (54—64). dTTP jest nie tylko allosterycz-
nym inhibitorem obydwo6ch omawianych enzymdw, ale takze korepreso-
rem reduktazy rybonukleotydowej (70).

Poziomy reduktazy rybonukleotydowej (71, 72) i dezaminazy dezo-
ksycytydylanowej (57, 72—82) w komadrkach zwierzecych pozostajg w $ci-
stym zwigzku z aktywnoscig proliferacyjng, przy czym wysokie aktyw-
nosci tych enzymow wystepuja w komaérkach szybko rosngcych. Zaobser-
wowano tez wzrost aktywnosci reduktazy rybonukleotydowej (83—87)
oraz dezaminazy dezoksycytydylanowej (88, 89) w fazie S cyklu ko-
moérkowego.
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Ryc. 2. Regulacja biosyntezy dUMP w komdrkach zwierzecych (piSmiennictwo:
17, 52, 53, 59, 61—63, 66—68, 98, 126).

Linie przerywane zakonczone strzatkami o zwrotach zgodnych lub przeciwnych ze zwrotem
strzatki symbolizujacej reakcje oznaczajag odpowiednio aktywacje lub hamowanie.

Przeksztatcenie dUDP do dUMP moze nastepowa¢ na drodze
dUDP -4 dUMP lub dUDP dUTP Z dUMP (Ryc. 1). Ta druga dro-
ga wydaje sie by¢ bardziej prawdopodobng ze wzgledu na obecno$¢ w ko-
madrkach zwierzecych bardzo aktywnej i wykazujgcej niskg swoisto$é
substratowg kinazy nukleozydodwufosforanéw (90, 91) oraz swoistej
dUTPazy, ktérej aktywnosé, skorelowana z aktywnoscig biosyntezy DNA
w komdrce, jest wysoka w komérkach proliferujacych, osiggajac maksi-
mum w fazie S cyklu komorkowego (12, 92—96).

Interesujaca i nie do kofAca wyjasniong role petni w regulacji biosyn-
tezy dUMP dezaminaza dezoksycytydylanowa. Enzym ten umozliwia wy-
korzystanie nukleotydéw dezoksycytydynowych w biosyntezie tymidy-
lanu. Wprawdzie wczes$niej uwazano redukcje UDP do dUDP za gtdwne
zrédto komorkowego dUMP syntetyzowanego de novo (97), ale w ciggu
ostatnich lat ukazaly sie dwie prace sugerujgce, ze w komdrce ssaka,
pod nieobecnosé egzogennych dezoksynukleotydéw pirymidynowych,
znaczna wiekszo$¢ dUMP pochodzi z dezaminacji dCMP (17, 98). W wa-
runkach braku aktywnos$ci dezaminazy dezoksycytydylanowej, w wyse-
lekcjonowanej podlinii fibroblastow chomika chinskiego, poziom dTTP
(powstajacego w komorkach jedynie na drodze redukcji UDP) byt dwu-
krotnie nizszy od poziomu w linii wyjsciowej. Brak dezaminazy dezoksy-
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cytydylanowej wigzat sie takze z pewnym zahamowaniem wzrostu ko-
morek (17). Podobnie, badajgc komorki watrobiaka Novikoffa stwierdzo-
no, ze 64—80°/0 reszt tyminowych, wigczonych do DNA, powstaje z dUMP
bedacego produktem dezaminacji dCMP (98). Mechanizm tego zjawiska
nie jest catkiem jasny, cho¢ by¢ moze jest ono skutkiem znacznie niz-
szej aktywnosci redukcji UDP niz redukcji CDP w komérce (98). Nalezy
bra¢ pod uwage mozliwos¢, iz zjawisko to nie jest powszechne, poniewaz
w komadrkach mysiej biataczki limfatycznej (S-49) tylko 20—30%> dUMP
wydaje sie powstawaé na drodze dezaminacji dCMP (99), a ponadto znane
sq szybko proliferujagce nowotwory wykazujace bardzo niskie poziomy
dezaminazy dezoksycytydylanowej (82, 100).

Substratami biosyntezy dUMP moga byé dla komdrek zwierzecych de-
zoksycytydyna i dezoksyurydyna, ktore obecne sg we krwi (101—107).
Przemiana dCyd do dUMP moze zachodzi¢ na drodze dCyd dCMP
dUMP lub dCyd ii dUrd A dUMP (Ryc. 1). Godnym przy tym uwagi
jest fakt, ze egzogenna dezoksycytydyna jest w znacznie wiekszym stop-
niu wigczana do DNA komdrek zwierzecych w postaci tymidyny niz de-
zoksycytydyny (108—110). Jest to prawdopodobnie skutkiem aktywnej
dezaminacji dCyd (108) i/lub znacznie nizszego powinowactwa Kkinazy
monofosforanow nukleozydow pirymidynowych (Ryc. 1, reakcja 10) w sto-
sunku do dCMP niz do CMP (110—114), pozwalajagcego na szybsza dez-
aminacje dCMP niz fosforylacje.

W przypadku obydwu droég biosyntezy dUMP z dCyd (oraz w przy-
padku ,,odzysku” dUrd) regulacji podlegajg reakcje katalizowane przez
odpowiednie kinazy (Ryc. 2). Kinaza dezoksycytydynowa jest hamowana
przez dCTP (59, 115, 116), a kinaza tymidynowa, fosforylujgca dUrd (19)
podlega hamowaniu przez dTTP (59). O ile natomiast dezaminacja dCMP
zalezy od poziomu dTTP i dCTP w komoérce (Ryc. 2, patrz wyzej), o tyle
dezaminacja dCyd wydaje sie nie podlegac takiej regulacji (21, 108).

W zwiagzku z regulacjg ,,0dzysku” dezoksynukleotydéw w komorkach
zwierzecych, interesujgcg wydaje sie niejasna dotychczas rola stabo po-
znanej grupy enzymow, fosfotransferaz nukleozydowych, ktére réznig sie
od wspomnianych wyzej kinaz niskg swoisto$ciag w stosunku do donora
i akceptora grupy fosforanowej (117—124). Fosforylacja tymidyny przy
udziale tych enzymow w tkankach ptakéw nie jest hamowana przez dTTP
(21, 125), inhibitor kinazy tymidynowej, natomiast jest hamowana przez
ATP (125), donor fosforanu w reakcji wspomnianej Kkinazy.

IV. Regulacja biosyntezy dTMP

IV-1. Wiasciwosci i wystepowanie syntazy tymidylanowej

Syntaza tymidylanowa katalizuje metylacje pozycji 5 dUMP. Reakcja
ta polega na przeniesieniu i réwnoczesnej redukcji grupy hydroksyme-
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tytowej pochodzgcej z (-),L-N580metylenotetrahydropteroiloglutaminianu
(metylenotetrahydrofolianu) lub (-),L-N68Gmetylenotetrahydropteroilooli-
goglutaminianu (25—27, 142, 143) (Ryc. 3). Mechanizm reakcji, przebiega-
jacej z udziatem metylenotetrahydrofolianu, ma charakter uporzadkowa-
ny sekwencyjny, przy czym dUMP przytgcza sie do enzymu przed me-
tylenotetrahydrofolianem, a dihydrofolian opuszcza centralny kompleks
przed dTMP (127, 135, 138, 140). Ostatnio opublikowane wyniki wskazuja,
ze kolejno$é przytgczania substratbw moze by¢é odwrotna, gdy w reakcji
bierze udzial metylenotetrahydropteroilooligoglutaminian (144).

S-CHO-H4PteGlu, b 10-CHO-H,PteGlu ~ AOP<P

ATP
6
ADP+P;

coy ATP

HCOOH
He PteGlu,

NADPH,
Ser NAD(P)

510 -CH=H¢PteGlu,

Met
NADPH,

2
7

9 NAD(P)H,

NADP
Hcy

SA
5-CH3z~-H4PteGlu | HoPteGlu,

5,10 -CHp -H PteGlu,
1 / dTMP

Ryc. 3. Wspétzaleznoé¢ biosyntezy tymidylanu i przemian kofaktoréw folianowych
(pismiennictwo: 145—147).

Enzymy Kkatalizujace poszczeg6lne reakcje: 1 — syntaza tymidylanowa (EC 21.145), 2 — re-
duktaza dihydrofolianowa (EC 1.5.1.3), 3 — hydroksymetylotransferaza serynowa (EC 21.2.1),
4 — syntetaza N“-formylotetrahydrofolianowa (EC 6.34.3), 5 — cyklohydrolaza NV»-metylide-
notetrahydrofolianowa (EC 354.9), 6 — cyklodehydraza N6formylotetrahydrofolianowa
(EC 6.33.2), 7 — dehydrogenaza N5wmetylidenotetrahydrofolianowa (EC 15.1.5), 8 — redukta-
za N8O 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

dUMP

Wiasciwosci opisanych dotychczas preparatow syntazy tymidylano-
wej, wyizolowanych z komérek lub tkanek zwierzecych, wskazuja, ze en-
zym ten jest dimerem ztozonym z jednakowych podjednostek (Tabela 1).
Badania elektroforetyczne pozwolity zaobserwowac obecno$¢ dwoch miejsc
wigzania analoga substratu, 5-F-dUMP, na czasteczce enzymu. Nastep-
stwem takiej struktury jest powstawanie dwoch typéw komplekséw en-
zym — metylenotetrahydrofolian — 5-F-dUMP réznigcych sie ruchliwo-
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Scig elektroforetyczng (131, 135—137). Charakter hamowania syntazy ty-
midylanowej przez 5-F-dUMP, wspotzawodniczy w stosunku do dUMP
(127, 135, 140, 141), wskazuje, ze miejsca wigzace 5-F-dUMP odpowia-
daja miejscom wigzacym dUMP. Zalezno$¢ predkosci reakcji katalizowa-
nej przez enzym z komorek raka wysiekowego Ehrlicha od stezenia dUMP
sugeruje, ze w zakresie niskich stezed nukleotydu wystepuje wspétdzia-
tanie miedzy miejscami wigzgacymi ten substrat. Wspdtdziatanie to wy-
raza sie wykresem Hilla o nachyleniu n> 1 (148). Kinetyka hamowania
enzymu z komérek raka wysiekowego Ehrlicha oraz L1210 przez analogi
dTMP, 5-etylo-dUMP i 5-propylo-dUMP (132), sugeruje takze wystepo-
wanie wspotdziatania miejsc wigzagcych dUMP na czgsteczce ssaczej syn-
tazy tymidylanowej.

Rozwazajac wihasciwosci syntazy tymidylanowej, mogace mie¢ znacze-
nie dla regulacji enzymu, warto wspomnie¢ o wrazliwosci w stosunku
do nukleotydéw adeninowych lub innych komplekséw z jonami magne-
zowymi, opisanej w przypadku preparatdw enzymu wyizolowanych z gra-
sicy cielecej (128) oraz z réznych nowotworéw mysich (136, 149). Dalsze
badania powinny pozwoli¢ na ocene fizjologicznej roli tego zjawiska.

Zwraca uwage wystepowanie w komorkach nowotworowych o tym
samym pochodzeniu gatunkowym form syntazy tymidylanowej bardzo
réznigcych sie takimi wiasciwosciami jak aktywno$¢ czgsteczkowa, wraz-
liwo$¢ na hamowanie analogiem dUMP, 5-F-dUMP, czy powinowactwo do
dUMP (Tabela 1). Nastepstwem tego zjawiska moze by¢ znaczne zrdzni-
cowanie aktywnos$ci wilasciwej syntazy tymidylanowej, a wiec prawdo-
podobnie takze potencjalnych mozliwosci komdrek w zakresie biosyntezy
tymidylanu de novo, co jednak nie wydaje sie by¢ powigzane z czestotli-
woscig podziatbw komorkowych. Przykiadem moze by¢é oporna na
5-F-dUrd linia komorek raka wysiekowego Ehrlicha, ktdrg cechowat, w
poréwnaniu z linig macierzysta, podobny okres podwojenia, pomimo sied-
miokrotnie wyzszej aktywnosci witasciwej syntazy tymidylanowej (135,
150). Fakt ten jest sprzeczny z zatozeniem, ze reakcja katalizowana przez
syntaze tymidylanowa mogtaby byé etapem ograniczajagcym synteze DNA
w komérce (25). Zjawisko wystepowania w komdérkach nowotworowych
roznych form syntazy tymidylanowej ma duze znaczenie dla efektyw-
nosci chemioterapii skierowanej przeciwko temu enzymowi. Wyniki po-
rownawczych badah nad macierzystymi i opornymi na 5-F-dUrd linia-
mi komorek nowotworowych ludzkich (CCRF-CEM) i mysich (rak wysie-
kowy Ehrlicha) pokazaty zbiezno$¢ wystepujacag pomiedzy wysoka aktyw-
noscig czasteczkowg syntazy tymidylanowej i obnizong wrazliwoscig tego
enzymu na hamowanie przez aktywng forme 5-F-dUrd, 5-F-dUMP, a opor-
noscig komorek na 5-F-dUrd (135, 141; patrz tez Tabela 1).

Wystepowanie syntazy tymidylanowej, podobnie jak reduktazy rybo-
nukleotydowej, dezaminazy dezoksycytydylanowej i dUTPazy, zwigzane
jest z proliferacjg komérek. Zwigzek ten jest wyraznie widoczny przy
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poréwnaniu $ladowej ilosci enzymu znajdowanej w normalnej watrobie
szczura ze znaczng jego aktywnos$cig obecng zaréwno w watrobie rege-
nerujacej lub embrionalnej jak i w hepatomach szczurzych (71, 73, 74,
82, 151). Sciste powiazanie wysokiej aktywno$ci syntazy tymidylanowej
ze stanem aktywnos$ci proliferacyjnej lub aktywnos$ci replikacji DNA
stwierdzono takze w cyklu hodowlanym ssaczych komorek prawidtowych
i nowotworowych (152—154), w rozwoju bezkregowcow (155—158) i kre-
gowcow (159—163) oraz w prawidtowych i biataczkowych leukocytach
(164, 165). Wysoka aktywno$¢ enzymu w niezaptodnionych jajach muszki
owocowej, jedwabnika morwowego i jezowca (156—158) oraz w gruczo-
tach przednych jedwabnika morwowego podczas zachodzacej w jadrach
komorek gruczotowych poliploidyzacji (157) wskazuje na blizsze powia-
zanie indukcji tego enzymu z replikacja DNA lub stanem gotowosci do
niej niz z podziatem komorki.

Istnieje coraz wiecej danych wskazujacych, ze syntaza tymidylanowa
jest skitadnikiem kompleksu multienzymatycznego, odpowiedzialnego za
biosynteze prekursorow DNA oraz za replikacje (166—168). Kompleks,
w ktédrym stwierdzono takze obecno$¢ reduktazy rybonukleotydowej, Kki-
naz: tymidynowej, tymidylanowej i nukleozydodwufosforanéw, polime-
razy DNA, metylazy DNA, topoizomerazy i reduktazy dihydrofolianowej
(166—168), nazwano replitazag (169). Wazng wtasciwoscig replitazy jest
zdolno$¢ ,,kanatowania” (od ang. channelling) odlegtych prekursor6w DNA
(takich jak rybonukleotydy, dThd, dTMP, dUMP) w kierunku do poli-
merazy DNA (167, 169, 170, 171). Enzymy, wchodzgce w skiad replitazy,
wydajg sie asocjowac tylko w jadrach komoérek bedacych w fazie S cyklu
komorkowego. W trakcie fazy Gj enzymy te wydajg sie pozostawa¢ w cy-
toplazmie, w formie niezasocjowanej (168, 169).

1V-2. Regulacja poziomu i aktywnos$ci syntazy tymidylanowej w komorce

Poziom syntazy tymidylanowej szybko podnosi sie w komaérkach wa-
troby pobudzonych do wzrostu w wyniku cze$ciowej hepatoktomii (61, 73,
172). Chociaz ¢wier¢ wieku mineto od momentu opisania tego zjawi-
ska, jego mechanizm pozostaje nadal nieznany. Wyniki badan ssaczych
komorek prawidtowych hodowanych in vitro wskazuja, ze w nastepstwie
pobudzenia wzrostu komoérek (przejscie z fazy GOdo Gi cyklu komérko-
wego) zachodzi szybka synteza de novo syntazy tymidylanowej, regulo-
wana na poziomie transkrypcji (153, 173). Zapoczatkowanie syntezy en-
zymu wydaje sie by¢ powigzane czasowo z inicjacjg syntezy komorko-
wego DNA (faza S cyklu komdrkowego), ale obecno$¢ inhibitoréw synte-
zy DNA w $rodowisku hodowlanym komorek pobudzonych do wzrostu
nie wptywa na profil zmian poziomu syntazy tymidylanowej w czasie
(173). Tak wiec indukcja ekspresji genu tego enzymu nie jest prawdo-
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podobnie zwigzana bezposrednio z replikacja DNA. Syntaza tymidyla-
nowa jest biatkiem o stosunkowo diugim okresie pottrwania (20—25 godz.)
i stad po zahamowaniu wzrostu komorek jej poziom obniza sie powo-
li (173).

Warto tu wspomnie¢ o jedynym dotychczas komunikacie na temat
wptywu obecnosci monobutyrylowej pochodnej cAMP w S$rodowisku ho-
dowlanym komérek (raka Walkera) hodowanych in vitro, polegajacego
na obnizeniu poziomu syntazy tymidytanowej. W obecnosci dibutyrylo-
wej pochodnej cGMP efekt ten zanika (174). Zjawisko to jest interesujace
zwhaszcza w zestawieniu z faktem, ze zaobserwowano indukujgcy wptyw
dibutyrylowej pochodnej cGMP na synteze syntazy tymidylanowej w ko-
morkach pierwotniakow (Tetrahymena) (175, 176).

W ssaczych komoérkach, pozostajagcych w fazie logarytmicznego wzro-
stu, poziom syntazy tymidylanowej zmienia sie cyklicznie. Najnizszy po-
ziom enzymu cechuje komérki w fazie Gi, a jego podwyzszenie — okoto
dwukrotne — nastepuje w trakcie fazy S cyklu komdrkowego (152, 177).
Na tle podobnych, stosunkowo niewielkich zmian poziom enzymu w cy-
klu komérkowym mysich komérek biataczkowych (L1210) zaobserwowa-
no drastyczne zmiany aktywnos$ci syntazy tymidylanowej, oznaczanej w
nienaruszonych  komérkach poprzez pomiar trytu uwolnionego
z [6—sH]dUrd (178, 179). Tak badana aktywno$¢ wiasciwa enzymu byita
zblizona do zera w komoérkach w fazie GIf wzrastata szybko w fazie S,
osiggajac wartos¢ o rzad wielkosci wyzszg od aktywnos$ci oznaczonej row-
nolegle w wyciggach z takich samych komdrek, po czym szybko malata,
zblizajgc sie w trakcie fazy Gx+ M cyklu komoérkowego znéw do zera.
Przebieg tych zmian byt doktadnym powtorzeniem zmian aktywno$ci bio-
syntezy DNA, sugerujac wystepowanie regulacji aktywnosci syntazy ty-
midylanowej, w wyniku ktérej nastepuje ciasne jej powigzanie z aktyw-
noscig biosyntezy DNA (178, 179). Dalsze badania tego zjawiska pozwo-
lity stwierdzit, ze powiazanie to cechuje pewna elastycznos¢. Hydro-
ksymocznik, ktorego obecno$¢ w S$rodowisku hodowlanym komaorek
hamuje biosynteze DNA poprzez inhibicje reduktazy rybonukleotydo-
wej (Ryc. 1, reakcja 1), hamuje takze synteze tymidylanowg w nie-
naruszonych komdrkach (ale nie w wyciggach komdrkowych), przy czym
ten ostatni efekt jest o kilka minut sp6zniony w stosunku do inhibicji
biosyntezy DNA. Przebieg zmian aktywnosci syntazy tymidylanowej w
czasie w komorkach potraktowanych hydroksymocznikiem, sugerujacy
hamowanie produktem reakcji, oraz zaobserwowana silna inhibicja en-
zymu w nienaruszonych komorkach w wyniku dodania tymidyny do $ro-
dowiska (179) przemawiajg za hipotezg o regulacji syntazy tymidylano-
wej przez dTMP (dTDP, dTTP). Konsekwencjg takiej regulacji bytoby
hamowanie enzymu w warunkach nagromadzenia nukleotydéw tyminy
na skutek braku aktywnos$ci biosyntezy DNA lub dostepnej tymidyny,
a w konsekwencji oszczedniejsza gospodarka energetyczna komorki. Bio-
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ragc pod uwage state inhibicji syntazy tymidylanowej przez dTMP (Ta-
bela 1), najbardziej prawdopodobny efektor enzymu, oraz bardzo niski
poziom nukleotydow tyminy znajdowany w komorkach (180), osiggniecie
stezenia produktu skutecznie hamujacego enzym jest prawdopodobnie
mozliwe tylko w warunkach kanatowania nukleotydéw tyminy w kom-
pleksie replitazy.

Podobng jak w przypadku komdrek L1210 zalezno$¢ aktywnosci syn-
tazy tymidylanowej, oznaczanej w nienaruszonych komorkach, od fazy
cyklu komoérkowego, zaobserwowano w fibroblastach z zarodka chomika
chinskiego (181). Ponadto stwierdzono, ze w fibroblastach pochodzacych
z zarodka chomika chinskiego lub z napletka ludzkiego zahamowanie
reakcji syntazy tymidylanowej w nienaruszonych komérkach towarzyszy
zahamowaniu syntezy komoérkowego DNA, powodowanemu takze przez
inhibitory inne niz hydroksymocznik. Stosowano przy tym (poza hydro-
ksymocznikiem) 3-aminobenzamid i (3-lapachon, hamujace reperacje i rep-
likacje DNA w komdrkach potraktowanych sulfonianem metylometanu,
afidikoling, hamujgca a-polimeraze DNA i nowobiocyne, hamujgcg to-
poizomeraze (182, 183). Autorzy tych badan zinterpretowali swe wyniki,
zaktadajgc wystepowanie allosterycznych oddziatywan syntazy tymidy-
lanowej z innymi enzymami kompleksu replitazy, powodujacych hamo-
wanie tego enzymu skoordynowane z inhibicjg reduktazy rybonukleoty-
dowej, a-polimerazy DNA lub topoizomerazy (181—183). Interpretacja ta
jest oczywiscie sprzeczna z wcze$niej prezentowang interpretacjg tego
samego zjawiska, zakladajacg hamowanie syntazy tymidylanowej przez
produkt reakcji (179). Konsekwencjg jej musi by¢ jednak wniosek o ha-
mowaniu syntazy tymidylanowej jednoczesnym z hamowaniem ktdrego$
ze wspomnianych enzyméw, podczas gdy w omawianych pracach brak
jest prob ustalenia wspoétzaleznoSci czasowej tych zjawisk (181—183).
Jednoczes$nie wyniki wcze$niejszych badan nad komoérkami L1210 wska-
zujg na wyrazne op6znienie hamowania syntazy tymidylanowej w sto-
sunku do hamowania reduktazy rybonukleotydowej i syntezy DNA (179).
Co wiecej, ostatnio stwierdzono, ze podobne op6Znienie hamowania syn-
tazy tymidylanowej wystepuje w komorkach L1210 i ludzkich komorkach
biataczkowych CCRF-CEM, w ktérych synteze DNA zahamowano afidi-
koling lub hydroksymocznikiem i afidikoling (184).

Aktywnos$¢ syntazy tymidylanowej jest prawdopodobnie regulowana
takze dostepnoscig kofaktora. Skape dotychczas informacje na temat ta-
kiej regulacji wskazujg na jej powigzanie z bardzo stabo poznang rolg
kofaktorowych pochodnych pteroilooligoglutaminianu w metabolizmie
komérki. Przypuszcza sie na przykiad, ze nagromadzajace sie oligogluta-
minianowe pochodne N5metylotetrahydrofolianu odpowiedzialne sg za
uzaleznienie aktywnosci syntazy tymidylanowej w komorce od aktywnosci
syntazy metioninowej (Ryc. 3, reakcja 9) (185). Zbyt niska aktywnos$é
tego ostatniego enzymu prowadzi do przeksztatcenia kofaktorowych po-
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chodnych folianowych obecnych w komérce do formy N5metylotetrahy-
drofolianu (lub jego oligoglutaminianowej pochodnej) bez mozliwosci
uwolnienia formy tetrahydrofolianowej (186). Zjawisko to, zwane ,pu-
tapka metylowga”, jest nastepstwem praktycznej nieodwracalnosci w na-
turalnych warunkach reakcji katalizowanej przez reduktaze N50G-mety-
lenotetrahydrofolianowg (Ryc. 3, reakcja 8). U ssakéw towarzyszy ono
anemii ztosliwej, a doswiadczalnie moze by¢ wywotane przez inhalacje
tlenku azotawego (N2), inaktywujgcego witamine Bi2 od ktdrej uzalez-
niona jest reakcja syntazy metioninowej (186). Wydaje sie przy tym, ze
komérka dysponuje mechanizmem utrudniajagcym wystgpienie zjawiska
putapki metylowej. Stwierdzono, ze substraty syntazy metioninowej, N5
metylotetrahydropteroilooligoglutaminiany, ulegajace nagromadzeniu w
warunkach obnizonej aktywnosci tego enzymu, hamujg silnie hydroksy-
metylotransferaze serynowg (Ryc. 3, reakcja 3) (185). W konsekwencji za-
hamowaniu ulega synteza N5Ometylenowej pochodnej tetrahydrofolianu
i jego oligoglutaminianéw, ktéra to pochodna moze by¢ zredukowana do
pochodnej N5metylowej i ,zamknieta” w putapce metylowej. Brak ko-
faktora obniza oczywiscie takze aktywno$¢ syntazy tymidylanowej (185).

1V-3. Regulacja biosyntezy dTMP na drodze ,,odzysku” tymidyny

Fosforylacje tymidyny, wystepujacej w surowicy krwi (102), katali-
zuje kinaza tymidynowa (Ryc. 1, reakcja 4). Enzym ten jest obecny
powszechnie w tkankach proliferujacych, a jego poziom jest najwyzszy
w komérkach o duzej aktywnos$ci proliferacyjnej. Wystepujg przy tym
dwa izoenzymy o réznych wiasciwosciach molekularnych i kinetycznych,
charakterystyczne dla cytozolu i mitochondriow. W cyklu komdrkowym
najwyzszg aktywnos$¢ wilasciwg cytozolowej kinazy tymidynowej obser-
wuje sie w fazie S, podczas gdy aktywno$¢ enzymu mitochondrialnego
nie zmienia sie (33, 125).

Fosforylacja tymidyny w komdérkach podlega regulacji przez dTTP
(98, 102), ktdry jest inhibitorem obydwoch izoenzyméw kinazy tymidyno-
wej. lzoenzym mitochondrialny jest hamowany takze przez dCTP (125,
187—189).

V. Uwagi koricowe

Badania biosyntezy tymidylanu majg znaczenie zar6wno poznawcze
jak i praktyczne. W chemioterapii nowotworéw wykorzystuje sie zjawi-
sko obumierania komorek pozbawionych mozliwosci syntezy tymidylanu.
Zjawisko to jest prawdopodobnie wynikiem fragmentacji DNA, zachodza-
cej w konsekwencji wycinania z DNA duzej ilosci uracylu, wigczonego
w warunkach zahamowanej metylacji dUMP i braku tymidyny (190—192).
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Enzymami docelowymi dla stosowanych w klinice cytostatykéw (5-fluo-
rouracyl, 5-fluorodezoksyurydyna, metotreksat), hamujgcych biosynteze
tymidylanu, sg syntaza tymidylanowa i reduktaza dihydrofolianowa
(Ryc. 3, reakcje 1 i 2) (23—25, 193). Wrazliwo$¢ komodrek na okreslony
cytostatyk bywa jednak bardzo r6zna (194, 195) i zalezy od takich czyn-
nikéw jak poziom (196—198) i wi#asciwosci (135, 141, 196) enzymu do-
celowego, poziom aktywnej formy cytostatyku w komoérce (24, 199), po-
ziom substratu enzymu docelowego w warunkach inhibicji tego enzymu
analogiem substratu (24, 199, 200), czy poziom kofaktora, warunkujacego
inhibicje enzymu docelowego opartag na mechanizmie reakcji (24). Wszyst-
kie te czynniki pozostaja w S$cistym zwigzku z mechanizmem regulacji
biosyntezy tymidylanu w komérce. Mozna wiec mieC nadzieje, ze do-
ktadne poznanie wszystkich elementéw tego mechanizmu pozwoli znacz-
nie poprawié skuteczno$é chemioterapii skierowanej przeciwko biosynte-
zie tymidylanu w komorce nowotworowej.

Zaakceptowano do druku 30 grudnia 1985 r.
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Wykaz stosowanych skrotéw: lac — operon laktozy lacZYA; lacZ — gen ko-
dujacy p-galaktozydaze; lacY — gen kodujgcy permeaze P-galaktozydéw; ONPG —
o-nitrofenylo-P-D-galaktopyranozyd; PG — fenyloetylo-P-D-tiogalaktopyranozyd,;
tONPG — nitrofenylo-I-tio-P-D-galaktopyranozyd; Xgal — 5-bromo-4-chloro-3-in-
dolylo-p-D-galaktopyranozyd; cAMP — cykliczny AMP; CRP — biatko wigzace
cAMP (ang. catabolite repression protein).
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I. Wstep

Od opublikowania pracy Jacoba i Monoda (1) o mechanizmach
regulujgcych synteze biatek mineto juz 25 lat. W ciggu tego Cwieréwie-
cza nastapit ogromny postep w badaniach nad dziataniem gendw oraz
regulacjg ich ekspresji. Opracowanie i uzycie wielu nowych technik eks-
perymentalnych w znacznej mierze przyczynito sie do rozwoju badan
w tej dziedzinie. Jedng z technik, ktéra znalazta szerokie i réznorodne
zastosowanie w biologii molekularnej jest tzw. konstrukcja fuzji gendéw.
Terminem ,fuzja gendw” okresla sie potgczenie gendw, ktore wystepuja
na ogét w réznych miejscach chromosomalnego DNA.

Pierwsze fuzje genéw w komdrkach Escherichia coli otrzymano w la-
tach 60-tych. Jedng z nich jest wyizolowana przez Jacoba i wsp. (2
fuzja genu purE i genu lacY * W szczepach bakteryjnych niosacych fu-
zje purE-lacY synteza permeazy galaktozydéw, bedacej produktem ge-
nu lacY, zalezy od obecnosci puryn w pozywce wzrostowej. A wiec eks-
presja genu lacY podlega kontroli specyficznej dla genu purE a nie pod-
lega kontroli wtasciwej dla operonu lac. Stosujac specjalne techniki gene-
tyczne, w poczatkach lat 70-tych, skonstruowano szereg fuzji pomiedzy
operonami trp i lac. Badania prowadzone przy pomocy tych fuzji przy-
czynity sie do poznania elementéw regulujgcych ekspresje obu opero-

* Operon laktozy — lacZYA sktada sie z trzech gendéw: genu lacZ kodujgcego
(3-galaktozydaze, genu lacY kodujacego permeaze p-galaktozyddéw i genu lacA ko-
dujacego transacetylaze. Ekspresja operonu lac podlega indukcji przez laktoze. Na-
tomiast ekspresja genu purE kodujgcego jeden z enzyméw biosyntezy puryn jest
reprymowana przez puryny.
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néw (3). Jednak woéwczas brak odpowiednich metod ograniczat mozli-
wosci otrzymywania fuzji genow. Poczynajagc od 1976 r. opisano kilka me-
tod konstrukcji fuzji genéw, z ktérymi zapoznam czytelnika w tym arty-
kule. Wyjasnie réwniez jakie zastosowania majg fuzje gendéw w biolo-
gii molekularnej.

Il. Definicja fuzji operonowych i genowych

Fuzje, o ktorych bedzie mowa w tym artykule, stanowig potgczenie
regionu regulatorowego i odcinka 5' badanego genu X z detektorowym
genem struktury pozbawionym witasnego regionu regulatorowego. W ta-
kich fuzjach, synteza detektorowego biatka zachodzi z promotora ge-
nu X, czyli ekspresja detektorowego genu zalezy od elementéw regulacyj-
nych specyficznych dla badanego genu X. Najcze$ciej stosowanym de-
tektorowym genem struktury jest gen lacZ kodujgcy (3-galaktozydaze.

Mozna skonstruowaé¢ dwa typy fuzji — fuzje operonowe i fuzje ge-
nowe. W fuzjach operonowych region regulatorowy i odcinek 5' bada-
nego genu X jest polgczony z genem lacZ posiadajgcym wilasne sygnaty
translacyjne. A wiec, w takich fuzjach ekspresja genu laczZ zalezy tylko
od sygnatéw transkrypcyjnych obecnych w przytagczonym do niego regio-
nie regulatorowym genu X. Natomiast w fuzjach genowych region regu-
latorowy i odcinek 5' badanego genu X jest polgczony z genem lacZ,
ktory nie zawiera sygnatow translacyjnych i kilku pierwszych sekwencji
kodujacych. Sygnaty transkrypcyjne i translacyjne, warunkujace ekspre-
sje genu lacZ pochodzg z obecnego w fuzji genowej regionu regulatoro-
wego genu X. Pof#gczenie odcinka 5 badanego genu X z genem lacZ
pozbawionym kilku pierwszych kodonoéw, tworzy gen hybrydowy. Pro-

X lac _
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Ryc. 1. Fuzja genowa i jej produkt — biatko hybrydowe

W fuzji genowej (a) region regulatorowy i odcinek 5 genu X jest potgczony z odcin-
kiem 3' genu lacZ. Produktem fuzji genowej jest biatko hybrydowe XLacZ (b), ktérego 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 strzatka wskazuje
kierunek transkrypcji.
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duktem takiego genu jest biatko hybrydowe, ktérego amino-terminalny
fragment jest kodowany przez odcinek 5' genu X a karboksy-terminalny
fragment stanowi (3-galaktozydaza — funkcjonalny produkt skréconego
genu lacZ (Ryc. 1). Poniewaz produktem fuzji genowej jest biatko hy-
brydowe, niektorzy autorzy nazywajg tego typu fuzje fuzjami biatko-
wymi.

Nalezy wyjasnié, ze tworzenie fuzji genowych lac jest mozliwe dzieki
pewnym wiasciwosciom |3-galaktozydazy. Aktywng forma enzymu jest
tetramer. Aminokwasy w karboksy-terminalnym fragmencie tego biatka
odgrywajg role w interakcji monomer-monomer. Dlatego delecja lub wy-
miana nawet Kilku nukleotydéw w DNA kodujacym karboksy-terminalny
fragment biatka powoduje synteze nieaktywnego enzymu. Natomiast usu-
niecie lub wymiana, w NH2koncu biatka, nawet 25 aminokwaséw na Kil-
ka do kilkuset innych aminokwaséw nie zmienia jego aktywnosci (4).

I11. Metody otrzymywania fuzji lac in vivo

I11-1. Fuzje lac u bakterii jelitowych

Aby mogta powsta¢ fuzja, geny lac trzeba wbudowa¢ do badanego ge-
nu X w orientacji zgodnej z kierunkiem transkrypcji tego genu. Ze
wzgledu na brak homologii genu X z operonem lac rekombinacja miedzy
takimi odcinkami DNA bedzie zachodzi¢ bardzo rzadko. Homologie po-
trzebng do wydajnej rekombinacji mozna wytworzy¢ wprowadzajgc do
genu X oraz do operonu lac identyczne fragmenty DNA. Takimi fragmen-
tami sg odkryte w latach 70-tych genetyczne elementy zdolne do trans-
pozycji, jak: transpozony, elementy insercyjne oraz bakteriofag Mu.
Wiasnie bakteriofag Mu jest szeroko stosowany do otrzymywania fuzji
in vivo. Jest to tagodny fag, ktéry wbudowuje swdj genom (28X10® dal-
tonéw) w dowolne miejsce chromosomu E. coli. Insercja faga Mu do
okresSlonego genu powoduje przerwanie ciggtosci tego genu, a co za tym
idzie brak jego ekspresji. Stosujgc odpowiednie metody selekcji mozna
stosunkowo tatwo otrzymac insercje faga Mu do badanego genu X. Wy-
korzystujac te wilasciwosci faga Mu Casadaban (5 opracowat dwu-
stopniowg metode otrzymywania fuzji in vivo przedstawiong na ryci-
nie 2. Skonstruowat on faga X pl(209), ktéry niesie fragment Mu oraz
geny lacZY pozbawione funkcjonalnego promotora. Ponadto fag Xpl(209)
nie zawiera miejsca att odpowiedzialnego za jego integracje w specyficz-
ne receptorowe miejsce chromosomu E. coli. Z tego wtasSnie powodu
fag X pl(209) moze integrowa¢ do chromosomu bakteryjnego tylko w wy-
niku rekombinacji pomiedzy sekwencjami homologicznymi w jego DNA
i w DNA gospodarza. Jezeli do bakterii zawierajacych faga Mu wbudo-
wanego w gen X wprowadzi sie faga Xpl(209) nastagpi rekombinacja ho-
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mologicznych fragmentow jakimi sg odcinki DNA faga Mu. Wynikiem ta-
kiej rekombinacji jest transpozycja operonu lac w poblize badanego ge-
nu. Elementem oddzielajgcym region regulatorowy badanego genu X od
operonu lac jest wbudowany fag Mu. Wyciecie faga Mu powoduje po-
wstanie fuzji operonowej. Jezeli bakterie zawierajgce faga Mu wbudo-
wanego w gen X potraktuje sie fagiem X pl(209) z mutacjg nonsensowg
Ul 18 w poczatkowych sekwencjach genu lacZ to otrzymuje sie fuzje ge-
nowe kodujagce biatko hybrydowe o aktywno$ci (3-galaktozydazy (Ryc. 2).
Fuzje operonowe otrzymuje sie réwniez stosujagc defektywnego faga
Mu dlI (Ap lac) (6). Fag ten niesie w swoim genomie operon lac pozba-
wiony funkcjonalnego promotora oraz gen bla kodujacy (3-laktamaze,

Ap 1(209)
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X' zZY A tX
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Ryc. 2. Otrzymywanie, przy pomocy techniki Casadabana (5) fuzji operonowych
i genowych oraz izolowanie transdukujgcych fagow X niosgcych fuzje.

Bakterie zawierajagce iaga Mu wbudowanego w gen X (a) traktuje sie fagiem X pl(209),
ktéry integruje do chromosomu bakteryjnego w wyniku rekombinacji miedzy homologicznymi
fragmentami DNA jakimi sa odcinki DNA faga Mu (prostokaty). Powstaje lizogen faga Xpi
<209), w ktérym elementem oddzielajagcym promotor genu X od operonu lac jest fag Mu (b).
Wyciecie faga Mu /tréjkat/ powoduje powstanie fuzji operonowej (c). Do otrzymania fuzji
genowych uzywa sie faga X pl(209) z mutacjg U118 typu ,ochre”, w poczatkowych sekwen-
cjach genu lacZ. Mutacja lacZ U118 wptywa polarnie na ekspresje pozostatych genéw lac.
Aby w lizogenie faga X pl(209, lacZ U118) (b) mogta powsta¢ fuzja o fenotypie Lac+ wycie-
ciu faga Mu musi towarzyszy¢ delecja przylegtego materialu genetycznego obejmujaca mu-
tacje lacZ U118. Taka delecja prowadzi do powstania fuzji genowej (d). Wyciecie profaga X
z chromosomu bakteryjnego nastepuje pod wpitywem czynnika indukujgcego. Poniewaz wy-
ciecie DNA tego faga X zachodzi na drodze nieuprawnionej rekombinacji, powstajg czastki
fagowe niosace rézne fragmenty przylegtego DNA bakteryjnego. W$réd nich znajdujg sie
transdukujace fagi X niosace fuzje operonowa (e) lub genowag (f). Cienkie strzatki wskazuja
kierunek transkrypcji.

3 Postepy Biochemii 4/86
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a wiec warunkujgcy oporno$¢ na ampicyline. Insercja faga Mu dI(Aplac)
do badanego genu X w odpowiedniej orientacji powoduje powstanie fu-
zji operonowej (Ryc. 3). Zaletg stosowania tego faga jest mozliwo$é se-
lekcjonowania kolonii AprLac+ z jednoczesng utratg funkcji badanego
genu X, co znacznie upraszcza procedure otrzymywania fuzji operono-
wych (6, 85).

Mu d1(Ap tac)

f T
Iac »,
(a) PX X' ozy X
1 t f S— Femmee emenme demeemjoremen FTTTTIR s —

ib)

Mu d2 iAp lac)

Ryc. 3. Otrzymywanie fuzji operonowych i genowych przez insercje faga Mu dI(Ap
lac) lub Mu d2(Ap lac) do genu X

Insercja faga Mu dI(Ap lac) do genu X w odpowiedniej orientacji transkrypcji powoduje po-
wstanie fuzji operonowej (a). Cienka linia przedstawia DNA bakteryjne. W genomie faga Mu
(prostokaty) wystepuje gen bla (obszar zakreskowany) warunkujacy oporno$¢ na ampicyline.
Stosujac techniki rekombinacji DNA in vitro Casadaban i Chou (7) wycieli fragment
DNA z faga Mu dI(Ap lac) (tréjkat). Otrzymany fag Mu d2(Ap lac) niesie gen lacZ pozbawiony
zaréwno sygnatéw 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). Strzatki wskazujg kierunek transkrypcji.

W ostatnich dwodch latach, stosujgc metody inzynierii genetycznej,
skonstruowano kilka fagéw, ktorych uzycie znacznie upraszcza otrzy-
mywanie fuzji genowych in vivo. Jednym z nich jest fag Mu d2(Ap lac),
ktory niesie gen lacZ pozbawiony zaréwno sygnatow inicjacji transkrypcji
jak i translacji. W wyniku insercji tego faga do badanego genu X w od-
powiedniej orientacji i zgodnej fazie odczytywania kodu powstaje fuzja
genowa kodujgca biatko hybrydowe (7, 4, Ryc. 3). Inny fag to fag | placMu,
ktory moze integrowaé w dowolne miejsce chromosomu bakteryjnego
uzywajac systemu transpozycji faga Mu (8). Poniewaz fag ten, podobnie
jak Mu d2(Ap lac), zawiera nieczynne geny lac, jego integracja do bada-
nego genu X powoduje powstanie fuzji genowej. Ostatnio skonstruowano
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kilka pochodnych faga XplacMu, przy pomocy ktérych mozna otrzymywacé
zaréwno fuzje genowe jak i operonowe (9).

Ostatnio wykazano, ze fag X placMu moze integrowa¢ z DNA plazmi-
déw obecnych w komorce bakteryjnej (8). Otrzymano szereg insercji tego
faga do genu recA sklonowanego na plazmidzie. Insercje te majg fenotyp
Lac+ i sg fuzjami genowymi recA-lacZ kodujagcymi biatko hybrydowe
o aktywnosci (3-galaktozydazy. Zdolnos¢ whudowywania sie faga X placMu
do plazmidowego DNA moze by¢ wykorzystana do otrzymywania fuzji lac
z heterologicznymi genami sklonowanymi na wektorach plazmidowych.
Ekspresje takich heterologicznych genow przytagczonych do genu lacZ,

mozna oznacza¢ w komdrkach E. coli mierzac aktywno$¢ |3-galaktozy-
dazy.

I11-2. Fuzje lac u innych mikroorganizméw

Przedstawione metody otrzymywania fuzji lac in vivo dotyczg bakte-
rii jelitowych Escherichia coli i Salmonella typhimurium. W przypadku
mikroorganizméw niewrazliwych na fagi Mu i X w celu konstrukcji
tych fuzji stosuje sie transpozony niosace nieczynne geny lac. Obecnos¢
transpozonu umozliwia selekcje kolonii opornych na odpowiedni anty-
biotyk; jezeli integracja transpozonu Tn lac do genu X nastgpi w od-
powiedniej orientacji powstaje fuzja lac z genem X, co mozna stwier-
dzi¢ znajdujac kolonie Lac+X _. Stosujagc te metode otrzymano fuzje lac
u Bacillus subtilis (10) oraz u Myxococcus xanthus (11). U obu gatunkow

bakterii fuzje lac wykorzystywano do badania molekularnych mechaniz-
mOw procesu rozwoju.

IV. Otrzymywanie fuzji lac in vitro

Fuzje lac otrzymaé mozna roéwniez przy uzyciu metod inzynierii ge-
netycznej. Stosujac techniki rekombinacji DNA in vitro skonstruowano
liczne wektory plazmidowe przystosowane do tgczenia genu lacZ z frag-
mentami DNA niosgcymi region inicjacji transkrypcji i translacji genu X.
Prototypowymi wektorami sg plazmidy pMC1403 (12) i pMLB1034 (4),
(Ryc. 4) bedace pochodnymi plazmidu pBR322. Oba wektory zawierajg
gen lacZ pozbawiony regionu promotorowego, miejsca wigzania ryboso-
mow i inicjacji translacji oraz pierwszych o$miu kodonéw. Przed skréco-
nym genem lacZ znajdujg sie syntetyczne sekwencje DNA (ang. poly-
linker) rozpoznawane przez rozne endonukleazy restrykcyjne. W te
miejsca mozna wstawia¢ fragmenty DNA zawierajace promotor i sygnat
inicjacji translacji podtgczanego genu lub operonu. Whudowanie takiego
fragmentu DNA do wektora w odpowiedniej orientacji powoduje po-

3*
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Ryc. 4. Wektor plazmidowy pMBL1034.

Na schemacie przedstawiono strukture plazmidu pMBL.1034. Fragment DNA pochodzacy z wek-
tora pBR322 zaznaczono cienka linig. Fragment DNA bakteryjnego (gruba linia) zawiera gen
lacZ pozbawiony pierwszych o$miu kodondw i czes¢ genu lacY. Wymienione endonukleazy
restrykcyjne rozpoznaja sekwencje wystepujace w polilinkerze (prostokat). Strzatki wskazujg
kierunek transkrypcji.

wstanie fuzji genowej lac. W tak otrzymanej fuzji genowej ekspresja
genu lacZ jest miarg wydajnosci transkrypcji i translacji przytgczonego
in vitro regionu regulatorowego.

Otrzymano szereg pochodnych plazmidéw pMC1403 i pMLB1034. Ma-
ja one wprowadzone do polilinkera dodatkowe miejsca rozpoznawane
przez inne niz pokazane na rycinie 4 enzymy restrykcyjne. Wystepowa-
nie réznych polilinkeréw w tych wektorach umozliwia przytgczenie do
genu lacZ dowolnego fragmentu DNA (4, 12, 83).

Wektory bedace pochodnymi plazmidu pBR322 wystepujg w komdrce
w duzej liczbie kopii, otrzymana wiec fuzja bedzie rowniez wystepowac
w wielu kopiach. Obecnos$¢, w jednej komorce, wielu kopii regionu regu-
latorowego moze powodowac niespecyficzne zmiany w ekspresji badanej
fuzji np. derepresje bedaca wynikiem unieczynnienia represora. Do otrzy-
mywania fuzji lac na wektorze wystepujagcym w komorce w jednej kopii
uzywa sie wektora XNF1955 bedgcego pochodng faga X (4). Wektor ten
stuzy do konstrukcji in vitro fuzji z operonem lac w sposob analogiczny
jak omoéwione wyzej wektory plazmidowe.

Skonstruowano szereg wektoréw plazmidowych umozliwiajagcych eks-
presje heterologicznego DNA w komorkach E. coli. Sg to wektory Orf
(ang. open reading frame) bedgce pochodnymi plazmidu pBR322 (13, 83),
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Ryc. 5. Wektor plazmidowy pORFI.

Na schemacie przedstawiono strukture plazmidu pORFI. Fragment DNA pochodzacy z wek-
tora pBR322 zaznaczono cienkag linia. We fragmencie DNA pochodzenia bakteryjnego wy-
stepuje region regulatorowy genu ompF zawierajacy silny promotor, miejsce wigzania rybo-
soméw i kodon inicjacji translacji (obszar zakreskowany) oraz gen lacZ pozbawiony pierwszych
o$miu kodondéw i cze$¢ genu lacY. Wymienione endonukleazy restrykcyjne rozpoznajg sek-
wencje wystepujace w polilinkerze (prostokat). Strzatki wskazujg kierunek transkrypcji.

(Ryc. 5). Zawierajg one wbudowany w plazmidowe DNA: silny promotor,
aktywne miejsce wigzania rybosomow oraz kodon inicjujgcy translacje.
Bezposrednio za tymi sekwencjami znajduje sie funkcjonalny fragment
genu lacZ, pozbawiony witasnych specyficznych sygnaldw inicjacyjnych.
Te dwa fragmenty sg w zgodnej orientacji transkrypcji ale nie sg w tej
samej fazie odczytywania kodu i dlatego wektor wykazuje fenotyp Lac~.
Jezeli pomiedzy te dwa fragmenty zostanie wbudowany odcinek bada-
nego DNA odtwarzajacy faze odczytywania kodu to z tak otrzymanego
trzyczesciowego genu bedzie syntetyzowane biatko trybrydowe * o aktyw-
nosci P-galaktozydazy. Aby utatwi¢ takie konstrukcje wektory Orf za-
wierajg w miejscu potgczenia regionu regulatorowego i genu lacZ poli-
linkery rozpoznawane przez réznorodne endonukleazy restrykcyjne. Try-
brydy biatkowe stosuje sie do wytwarzania przeciwciat, ktére z kolei
stuzg do identyfikacji produktu wbudowanego do wektora genu.

* Trybryd biatkowy oznacza biatko, w ktorym amino-terminalny fragment
chodzi z wektora Orf, $rodkowy fragment jest produktem genu wbudowanego do
wektora a karboksy-terminalny fragment stanowi (3-galaktozydaza.

po-
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V. Dlaczego najczesciej stosuje sie fuzje lac?

Zastosowanie operonu lacZYA lub genu lacz, jako genu detektorowego,
do otrzymywania fuzji nie jest przypadkowe, lecz wynika z wielu istot-
nych przestanek. Operon ten jest jednym z najlepiej poznanych systemow
regulacyjnych, a jego liczne witasciwosci genetyczne i biochemiczne sg
czesto wykorzystywane w biologii molekularnej. Enzymy kodowane przez
operon lacZYA rozkiadaja laktoze, co umozliwia komorkom E. coli wy-
korzystywanie jej jako Zrodta wegla. Opracowano rézne podtoza, ktérych
uzywa sie do wykrywania rozktadu laktozy przez bakterie. Podloza
MacConkey’a czy tetrazoliowe uzupeinione laktoza pozwalajg wykrywaé
rézne poziomy lub brak ekspresji operonu lac (14, 4). Sa one powszechnie
stosowane do badania ekspresji fuzji lac.

Znane sg liczne analogi laktozy. Jednym z nich jest ONPG (o-nitro-
fenylo-(3-D-galaktopyranozyd) uzywany do oznaczania aktywnos$ci (3-ga-
laktozydazy. W wyniku hydrolizy enzymatycznej powstaje o-nitrofenol
0 zO6Kym zabarwieniu. Metoda oznaczania |3-galaktozydazy z ONPG jako
substratem jest prosta i szybka a przy tym tak czula, ze umozliwia wy-
krywanie bardzo niskich aktywnos$ci enzymu, stanowigcych 0,001% po-
ziomu charakterystycznego dla dzikiego operonu lac (14). Dlatego, mie-
dzy innymi, geny o niskiej ekspresji, badz o produktach trudnych do mie-
rzenia taczy sie z genem lacZ; powstate fuzje produkujg (3-galaktozydaze,
ktorej aktywnos$¢ stanowi miare ekspresji badanych genow.

Inne analogi laktozy jak na przykiad tONPG (o-nitrofenylo-tiogalakto-
pyranozyd), czy PG (fenylo-etylo-tiogalaktopyranozyd) dodane do pozyw-
ki wzrostowej umozliwiajg selekcjonowanie rdznego rodzaju mutantow
zmieniajagcych ekspresje operonu lac (4, 14, 83). Takie poditoza mozna
z powodzeniem stosowa¢ do otrzymywania w fuzjach lac mutantéw re-
gulatorowych.

Na szczeg6lng uwage zastuguje analog Xgal (5-bromo-4-chloro-3-in-
dolylo-(3-D-galaktopyranozyd) (4, 14, 83). W wyniku hydrolizy tego zwigz-
ku przez (3-galaktozydaze powstaje niebieski barwnik bedacy czutym in-
dykatorem aktywnos$ci (3-galaktozydazy. Podioza state zawierajgce Xgal
umozliwiajg okresSlenie poziomu tego enzymu w komorce poprzez ocene
intensywnos$ci niebieskiego zabarwienia kolonii. Poniewaz Xgal nie jest
induktorem operonu lac intensywno$¢ niebieskiego zabarwienia jest od-
zwierciedleniem aktywno$ci regionu regulatorowego przytaczonego do
operonu lac. W analogiczny sposéb, detekcja zabarwionych na niebiesko
tysinek umozliwia wykrycie fagoéw niosacych gen lacZ. Poniewaz trans-
port Xgal do komorki jest niezalezny od permeazy lacY uzycie tego
analogu pozwala na badanie ekspresji fuzji, w ktorych nie wystepuje gen
lacY, co ma miejsce w fuzjach konstruowanych in vitro (4).

Pewne wiasciwosci biatka (3-galaktozydazy umozliwiajgce otrzymywa-
nie biatek hybrydowych oméwiono juz w rozdziale Il. Poniewaz ciezar
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czasteczkowy monomeru |3-galaktozydazy wynosi 116 000, biatka hybry-
dowe majg wiec na ogot bardzo duze ciezary czasteczkowe, a to umozli-
wia ich tatwg identyfikacje w zelu poliakryloamidowym. Co wiecej, wy-
korzystujac wiasciwosci biatka |3-galaktozydazy opracowano proste i szyb-
kie metody oczyszczania biatek hybrydowych zawierajacych cze$¢ karbo-
ksy-terminalna (3-galaktozydazy. Wykorzystanie fuzji genowych lac do
oczyszczania biatek bedzie omdéwione w rozdziale VIII-1.

VI. Wykorzystanie fuzji lac do badania regulacji
ekspresji genu

Punktem wyjscia w badaniach regulacji danego systemu jest pozna-
nie czynnikéw fizjologicznych wptywajacych na jego ekspresje. Nie za-
wsze jest to tatwym zadaniem. Czesto produkty genowe s nietrwate
lub oznaczanie ich aktywnos$ci wymaga duzego naktadu pracy i trudno
dostepnych odczynnikow. Niekiedy zwigzki potrzebne do wzrostu bada-
nego szczepu bakterii interferujag z metodg pomiaru aktywnos$ci produk-
tu genu. W niektorych warunkach fizjologicznych np. powodujacych re-
presje, zmierzenie iloSci produktu badanego genu jest wrecz niemozli-
we. W tych wszystkich przypadkach nieocenione ustugi oddajg fuzje
z operonem lac. Przytaczenie badanego genu X do operonu lac daje moz-
nos$¢ Sledzenia aktywnos$ci jego promotora przez pomiar poziomu (3-galak-
tozydazy. Uniezaleznia to badacza od wyzej wymienionych trudnosci, po-
niewaz metoda oznaczania aktywnosci (3-galaktozydazy jest prosta i bardzo
czuta a sam enzym bardzo stabilny. Badano wptyw réznych czynnikow
fizjologicznych na ekspresje bardzo wielu fuzji. Jednym z przyktadéw
moze by¢ uzycie fuzji lac do badania regulacji transportu i degradacji
kwaséw ttuszczowych u E. coli (15).

V1-1. Wykrywanie i charakterystyka elementéw kontrolujacych ekspresje genu

Otrzymanie i charakterystyka mutantdw o zmienionej ekspresji da-
nego systemu prowadzi do identyfikacji elementow kontrolnych specy-
ficznych dla tego systemu. Jednak aby otrzymac takie mutanty potrzebne
sg odpowiednie metody selekcji, ktérych brak w przypadku wielu syste-
moéw. Uzycie fuzji operonowych lac usuwa te trudno$¢. Stosujgc podioza
selekcyjne zawierajace laktoze lub odpowiednie jej analogi, mozna selek-
cjonowaé rdznego typu mutanty wykazujace zmieniong ekspresje ba-
danej fuzji. Wybor metody selekcji zalezy od poziomu ekspresji fuzji i ro-
dzaju poszukiwanych mutantéw. W przypadku fuzji o niskiej aktywnosci
(3-galaktozydazy uzycie podioza uzupetnionego analogiem PG umozliwia
selekcje mutantéw o wysokim poziomie produktéw operonu lac (14, 84).

Inny analog laktozy, tONPG, transportowany do komorki przez pro-
dukt genu lacY ma dziatanie bakteriostatyczne. Dlatego mutanty oporne
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na tONPG wykazujg brak lub obnizong ekspresje operonu lac (4, 83).
Stosujac podioze zawierajgce tONPG otrzymano mutanty w promotorze
genu tyrT kodujgcym tyrozynowy tRNA (16).

Uzywajgc fuzji lac otrzymano mutacje w promotorach i operatorach
réznych gendéw. Zainteresowanego czytelnika odsytam do oryginalnych
prac, w ktdrych opisano otrzymywanie mutacji w promotorze genu recA
(17), ompF (18), czy w operatorze operonu argeCBH (84).

W badaniach regulacji ekspresji genu lub operonu istotnym jest otrzy-
manie mutacji w genach regulatorowych. Stosujac fuzje lac zidentyfiko-
wano mutacje w genach regulatorowych szeregu systeméw. Badajgc re-
gulacje biosyntezy puryn przy pomocy fuzji purE-lac, purB-lac i purF-lac
wyizolowano mutanty purR (19, 20, 48). Otrzymano i scharakteryzowano
regulatorowe mutacje wptywajace na ekspresje operonu guaBA odpo-
wiedzialnego za synteze guanozyno-monofosforanu (21). Technike fuzji
zastosowano do wykrycia genu tnpR, ktéry reguluje transpozycje ele-
mentu insercyjnego Tn3 (22).

Fuzje sg szczeg6lnie przydatne do wykrywania elementow kontrolu-
jacych ekspresje gendéw czy operondw, stanowigcych czes¢ regulonu. Re-
gulon jest grupa niesprzezonych gendw, ktérych ekspresje kontroluje to
samo biatko regulatorowe. Zwykle fatwo jest otrzymaé mutacje w genie
kodujacym biatko regulatorowe, natomiast wiele trudno$ci sprawia ba-
danie elementow wpiywajacych na dziatanie poszczegdinych genéw w re-
gulonie. Przylaczenie operonu lac do poszczeg6lnych gendéw danego re-
gulonu, a nastepnie izolowanie i charakterystyka odpowiednich mutan-
téw pozwala na poznanie regulacji strukturalnych elementow danego*
regulonu. Dzieki zastosowaniu fuzji lac poznano wiele aspektéw regulacji
regulonu mai odpowiedzialnego za zdolno$¢ E. coli do wykorzystywania
maltozy jako zrédia wegla (23, 24). Fuzje met-lac wykorzystano do ba-
dania ekspresji genéw stanowiacych regulon biosyntezy metioniny oraz
do otrzymania mutantow regulatorowych (25). Przy pomocy fuzji lac
zbadano skomplikowany system genetyczny nif (ang. nitrogen fixation),
ktérego 16 genéw zgrupowanych w 5-ciu policistronowych i 3 monoci-
stronowych jednostkach transkrypcyjnych jest odpowiedzialnych za wig-
zanie wolnego azotu przez bakterie z gatunku Klebsiella (16). Synteza
aparatu flagellarnego E. coli wymaga produktow 29 gendw, a innych
11 gendw potrzebnych jest do jego funkcjonowania. Wyniki otrzymane
przy uzyciu fuzji fla-lac, flb-lac, mot-lac, hag-lac umozliwity ustalenie
jakie sg wzajemne oddziatywania regulacyjne poszczegélnych operonow
w tym systemie (27).

VI-2. Badanie ekspresji gendéw regulatorowych

W komérkach prokariontow ekspresja wielu genéw i operonéw jest
regulowana na poziomie transkrypcji przez specyficzne biatka regulato-
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rowe. Nasuwa sie pytanie — w jaki sposéb jest regulowana ekspresja ge-
néw regulatorowych. Badanie mechanizméw kontrolujagcych synteze bia-
tek regulatorowych jest szczegdlnie trudne, poniewaz produkty genow
regulatorowych na ogd6t nie majg aktywnos$ci enzymatycznej, a ponadto
wystepujg w komérce w bardzo matych ilosciach.

Technika fuzji operonowych lac okazata sie ogromnie przydatna w ba-
daniach ekspresji genow regulatorowych. Jezeli promotor genu regula-
torowego zostanie przytgczony do operonu lac to poziom aktywnosci (3-ga-
laktozydazy bedzie miarg dziatania tego promotora.

Casadaban, jako pierwszy, zastosowat fuzje lac do badania eks-
presji genu regulatorowego araC aktywujacego transkrypcje operonu ara.
Wykazat on, ze wprowadzenie episomu niosacego allel genu araC do ko-
morki szczepu zawierajgcego fuzje araC-lac powoduje represje syntezy
(3-galaktozydazy. Otrzymany wynik S$wiadczy o tym, ze produkt genu
araC kontroluje w spos6b negatywny wilasng synteze; ten typ regulacji
nazwano regulacjg autogenng (28).

W wielu laboratoriach skonstruowano fuzje lac z promotorami r6z-
nych genéw regulatorowych. Podsumowujgc wyniki otrzymane przy po-
mocy takich fuzji mozna stwierdzi¢, ze ekspresja wiekszosci badanych do-
tychczas gendw regulatorowych jest pozytywnie lub negatywnie autore-
gulowana. Zjawiskiem spotykanym najczesciej okazala sie autoregulacja
negatywna. Podlegaja jej takie geny regulatorowe jak cysB kodujacy po-
zytywny czynnik syntezy regulonu cysternowego (29), dsdC kodujacy
pozytywny czynnik syntezy deaminazy D-serynowej (30), tyrR kodujgcy
represor syntezy enzyméw biorgcych udziat w biosyntezie i transporcie
tyrozyny i fenyloalaniny (31), uxuR regulujacy synteze enzymdw degra-
dujacych glukuronian (32), lysR bedacy represorem syntezy enzymow
biosyntezy lizyny (33). Pozytywnej autoregulacji podlegajg natomiast ta-
kie geny regulatorowe jak phoB kodujacy aktywator regulonu pho (34),
czy nifA regulujacy ekspresje genow nif (35).

Stosujac fuzje malT-lac wykazano, ze synteza genu regulatorowego
malT kodujacego aktywator ekspresji regulonu mai odpowiedzialnego za
katabolizm maltozy nie podlega autoregulacji. Ekspresja genu malT jest
natomiast pozytywnie kontrolowana przez kompleks cAMP—CRP (36, 37).
Stwierdzono, ze kompleks ten aktywuje ekspresje niektérych innych ge-
néw regulatorowych np. uxuR i araC (32, 38).

Fuzje wielu genéw regulatorowych z operonem lac wykorzystano réw-
niez do izolowania fragmentobw DNA zawierajacych promotory tych ge-
néw, co pozwolito na ustalenie ich sekwencji nukleotydowych.

Poniewaz fuzje lac majg tatwy do wykrywania fenotyp Lac+, moga
by¢ uzyte do identyfikacji klonéw, w banku genéw, niosgcych pozytyw-
nie dziatajace geny regulatorowe. Jezeli w chromosomie bakterii zawie-
rajacych fuzje genX-lac wystepuje mutacja w genie kodujgcym pozy-
tywny czynnik ekspresji genu X, to fenotyp tego szczepu bakteryjnego
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bedzie Lac-. Natomiast wprowadzenie do takiego szczepu kopii genu re-
gulatorowego na elemencie ekstrachromosomowym (bakteriofag lambda,
wektor plazmidowy) nada mu fatwo wykrywalny genotyp Lac+. Taka
metode zastosowano do sklonowania genu regulatorowego ompR (39).

VI1-3. Badanie ogoélnej regulacji metabolizmu komorki

Oprécz specyficznych systeméw regulacyjnych metabolizm komorki
podlega regulacji przez ogélny system kontroli (ang. global control), kt6-
rego efektorami, o plejotropowym charakterze, sg miedzy innymi glukoza,
nieorganiczny fosforan, tlen czy uszkodzenia DNA. Odpowiedzig komorki
na obecno$¢ efektora jest indukcja lub represja r6znych uktadow enzy-
matycznych, nie zawsze zwigzanych ze soba czynnoSciowo. Loci ge-
nowe, ktorych ekspresja zalezy od plejotropowego efektora okres$lono ter-
minem globalnego regulonu. Zastosowanie techniki fuzji lac umozliwito
zidentyfikowanie szeregu nowych loci genowych w poszczeg6lnych glo-
balnych regulonach. W badaniach tych uzywano faga Mu dI(Aplac).
Wykorzystujgc zdolno$¢ tego faga do integracji w dowolne miejsce chro-
mosomu bakteryjnego otrzymano fuzje operonowe lac, w ktérych aktyw-
no$¢ (3-galaktozydazy podlega zmianie w obecnosci stosowanego efektora.
W ten sposob wykryto 18 gendw psi (ang. phosphate starvation induci-
ble), ktorych ekspresja podlega indukcji w warunkach gtodu fosforano-
wego. Analiza biochemiczna fuzji psi-lac wykazata, ze oprécz wspolnej
regulacji przez fosforan, promotory psi podlegaja w ré6znym stopniu kon-
troli wywotywanej przez rézne czynniki takie jak: gtodzenie azotowe,
ograniczony dostep zrédia wegla lub naswietlanie UV (40).

Podobne podejscie zastosowano do identyfikacji genow, ktorych eks-
presja zalezy od obecnoSci tlenu (41). Wykazano w chromosomie S. typhi-
murium obecno$¢ 10 gendéw oxd (ang. oxygen dependent). Ekspresja
wszystkich fuzji oxd-lac jest podwyzszona w warunkach beztlenowych
i podlega wspdlnej regulacji przez niezidentyfikowane produkty gendéw
oxrA i oxrB. Geny te okre$lajg globalny regulon, ktérego aktywnos$¢ jest
reprymowana przez tlen.

Odpowiedzig komérki na dziatanie czynnikéw uszkadzajagcych DNA
lub zaburzajacych jego replikacje jest indukcja systemu SOS. Stosujac
faga Mu dI(Ap lac) poszukiwano w chromosomie E. coli genow, ktérych
ekspresja wzrasta pod wptywem czynnikéw uszkadzajagcych DNA takich
jak mitomycyna D lub promieniowanie UV. Zidentyfikowano 5 loci geno-
wych din (ang. damage inducible), ktorych ekspresja podlega regulacji
przez system SOS (42). Ekspresja fuzji din-lac jest zalezna od genéw
recA i lexA, ktérych produkty regulujg plejotropowe funkcje systemu
SOS. Sugeruje sie, ze by¢ moze geny din kodujg produkty odpowiedzialne
za dziatanie systemu SOS.
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Jak wida¢ zastosowanie faga Mu dI(Ap lac) umozliwia nie tylko wy-
krycie nowych genow ale rowniez poznanie elementéw specyficznej re-
gulacji poszczegdlnych zidentyfikowanych gendw.

VIl. Transdukujgcy fag Xniosacy fuzje lac —
otrzymywanie i zastosowania

W celu otrzymywania fuzji lac in vivo czesto uzywa sie specjalnie
skonstruowanych fagéw Xna przyktad Xpl(209) i XplacMu niosgcych nie-
aktywny operon lac oraz fragment DNA pochodzacy z faga Mu. W roz-
dziale 111-1 oméwiono witasciwosci tych fagéw. W wyniku wbudowania ta-
kiego faga Xdo genomu bakteryjnego powstaje lizogen, w ktérego chro-
mosomie fagowe DNA znajduje sie w bliskim sasiedztwie fuzji lac
(Ryc. 2). Pod wptywem czynnika indukujgcego np. naswietlania UV, na-
stepuje wyciecie profaga z chromosomu. Poniewaz wyciecie DNA faga
zachodzi w wyniku nieuprawnionej rekombinacji (ang. illigitimate recom-
bination) powstajg czastki fagowe niosgce rdzne fragmenty przylegtego
materiatu genetycznego. W mieszanej populacji fagéw mozna tatwo, sto-
sujac odpowiednie metody selekcji, zidentyfikowa¢ transdukujace fagi X
niosace fuzje lac. Czesto fuzje lac otrzymuje sie przez uzycie faga Mu
dI(Ap lac). Opracowano schemat przenoszenia tych fuzji na faga X (43).
Fuzje lac otrzymane in vitro na wektorach plazmidowych moga by¢ prze-
niesione w drodze klonowania na odpowiednie wektory fagowe takie jak
X D69 czy XDamsriX3 (4). Metodami in vitro mozna otrzymywac fuzje lac
na wspomnianym poprzednio wektorze fagowym XNK1955.

Transdukujgcego faga X niosgcego fuzje lac mozna w rézny sposob
wykorzysta¢ w badaniach genetycznych. Fag X jest z tatwoscig przeno-
szony z jednego szczepu do drugiego, co umozliwia zbadanie wptywu réz-
nych mutacji chromosomowych na ekspresje badanej fuzji wystepujacej
na fagu. Uzycie réznych mutagenéw lub szczepu mutatorowego prowa-
dzi do powstania mutacji w obrebie fuzji genX-lac wystepujacej na
fagu X Mutacje te mozna z tatwoscig wprowadzi¢ do genomu bakterii
a z kolei mutacje chromosomowe mozna wprowadzi¢ do DNA faga. Mu-
tacje te wykorzystuje sie do analizy genetycznej badanego genu X.

Opisano metody wykorzystania transdukujacego faga Xniosgcego fu-
zje lac do otrzymywania delecji (44) oraz do konstrukcji szczegétowych
map genetycznych (45, 46). Jest on czesto stosowany do ustalenia kie-
runku transkrypcji badanego genu (47, 48).

DNA transdukujgcego faga X niosgcego fuzje genX-lac mozna uzyé
jako matryce do syntezy (3-galaktozydazy w ukladzie bezkomérkowym.
Ilo$¢ syntetyzowanej in vitro (3-galaktozydazy jest miarg aktywnosci pro-
motora X. Ponadto, w takim uktadzie na przyktad typu Zubay’a bada
sie wptyw roznych czynnikéw na ekspresje fuzji genX-lac. Badania te
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umozliwiajg wykrycie specyficznych dla genuX elementow regulacyj-
nych (49, 50, 51).

DNA transdukujacego faga 1 niosgcego fuzje lac mozna tez uzywaé do
badan na poziomie molekularnym. Fragmenty DNA zawierajace region
promotorowo-regulatorowy badanego genu mozna przenies¢ w drodze
klonowania na odpowiednie wektory i podda¢ analizie sekwencyjnej. Mo-
ga tez stuzy¢ do konstrukcji in vitro nowych fuzji lac umozliwiajgcych
okre$lenie miejsc w DNA odpowiedzialnych za dany typ regulacji. W ten
sposdb okreslono determinanty DNA odpowiedzialne za regulacje syntezy
rRNA u E. coli. (52).

VIIl. Zastosowanie fuzji lac do analizy struktury
i funkcji biatek

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

Fuzje genowe lac wykorzystuje sie czesto do identyfikacji i oczysz-
czania biatek trudno wykrywalnych przy pomocy konwencjonalnych me-
tod. Zgodnie z definicjg, produktem fuzji genowej lac jest biatko hybry-
dowe, ktére zawiera amino-terminalny fragment badanego biatka ko-
walencyjnie przytaczony do funkcjonalnego karboksy-terminalnego frag-
mentu j3-galaktozydazy. Amino-terminalny fragment biatka jest wiec wy-
znakowany przez aktywng enzymatycznie (3-galaktozydaze (Ryc. 1). Fi-
zyczne wiasciwosci (3-galaktozydazy oraz prosta metoda detekcji aktyw-
nosci tego enzymu sg nastepnie wykorzystane do wykrywania, izolowa-
nia i oczyszczania biatka hybrydowego. W przypadku niektérych fuzji
hybryd biatkowy moze zawieraé¢ calg czasteczke badanego biatka kowa-
lencyjnie potaczong z funkcjonalnym karboksy-terminalnym fragmentem
(3-galaktozydazy. Sa to tzw. bifunkcjonalne hybrydy biatkowe (53, 54).

Hybrydy biatkowe LacZ, jako czasteczki o masie powyzej 100 000
mozna tatwo wykrywaé wsrdd innych biatek komérkowych stosujac elek-
troforeze w zelu poliakryloamidowym w obecnos$ci detergentu. Do wy-
krycia hybrydu w mieszaninie wielu biatek mozna stosowa¢ handlowe
preparaty przeciwcial wytworzone przeciw biatku (3-galaktozydazy.

Do oczyszczania hybrydow biatkowych wykazujgcych aktywnos$é (3-ga-
laktozydazy stosuje sie chromatografie na ,sitach molekularnych” roz-
dzielajacych czasteczki w zaleznosci od ich wielkosci (55) lub chromato-
grafie powinowactwa (56).

Oczyszczone biatko hybrydowe mozna uzy¢ jako antygen do produkcji
surowicy zawierajgcej przeciwciata swoiste wobec amino-terminalnego
fragmentu. Te przeciwciata wykorzystuje sie nastepnie do identyfikacji
i oczyszczania catej czasteczki biatka. W ten sposéb zidentyfikowano
i oczyszczono jedno z biatek biorgcych udziat w transporcie maltozy, pro-
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dukt genu malF (55). Przedstawiona metoda, w potgczeniu z uzyciem wek-
toréw Orf umozliwiajgcych konstrukcje fuzji lac u réznych organizmoéw,
moze by¢ zastosowana do otrzymywania swoistych przeciwciat dla do-
wolnych biatek pochodzacych z réznych Zrédet.

Fuzje lac s pomocne przy oczyszczaniu biatek niestabilnych lub szyb-
ko degradowanych. Opracowano metode oczyszczania takich biatek przy
pomocy umiejscowionej proteolizy (57). Polega ona na wbudowaniu frag-
mentu DNA, zawierajgcego sekwencje kodujgce dane biatko, do specjal-
nego wektora Orf. Stosowany wektor Orf jest podobny do opisanych
w rozdziale IV z tg roznica, ze w otwartej fazie odczytywania kodu za-
wiera sekwencje kodujgce kolagen. Otrzymana w tym wektorze fuzja
genowa bedzie wiec zawierata sekwencje specyficzne dla kolagenu, po-
miedzy sekwencjami kodujgcymi dane biatko a genem lacZ. Produktem
tak skonstruowanej fuzji genowej jest trybryd biatkowy, w ktérym (3-ga-
laktozydaza stabilizuje badane biatko. Po trawieniu oczyszczonego try-
brydu kolagenaza otrzymuje sie oczyszczone biatko badane. Opracowano
alternatywng metode z uzyciem innych wektorow Orf, w ktorej wyko-
rzystuje sie zjawisko tworzenia przez hybrydy biatkowe agregatéw w cy-
toplazmie komérki (58).

Niektore biatka, na przyktad produkty gendw regulatorowych, powsta-
ja w komérce w bardzo matych iloSciach. Dysponujac fuzjg genu lacZ
i genu kodujacego biatko regulatorowe oraz stosujagc odpowiednie metody
selekcji mozna otrzymaé mutanty syntetyzujace hybryd biatkowy w zwiek-
szonych iloSciach. Mutanty te wykorzystuje sie do oczyszczania biatka
hybrydowego. Natomiast wprowadzenie do szczepu dzikiego fragmentu
DNA zawierajacego mutacje spowoduje nadprodukcje catej czasteczki ba-
danego biatka, ktore dzieki temu mozna wyizolowaé.

VI1I-2. Badanie transportu biatek

W fuzjach genowych gen lacZ mozna przytagczy¢é do rdznej diugosci
odcinkbw DNA kodujacych fragmenty badanego biatka. Prowadzi to do
otrzymania serii fuzji, ktérych produkty bedg rozni¢ sie wielkoScig amino-
terminalnego fragmentu badanego biatka tworzgcego hybryd z (3-galakto-
zydazg. Biatko LacZ stabilizuje te fragmenty i umozliwia ich oczyszcza-
nie. Oczyszczone hybrydy, zawierajgce réznej wielkosci fragmenty bada-
nego biatka, uzywa sie do identyfikacji funkcjonalnych czesci (ang. do-
main) tego biatka. Ustalajgc, w ktérych hybrydach biatkowych zacho-
wana jest, na przykiad, zdolno$¢ wigzania sie ze specyficznym DNA lub
zdolnos¢ interakcji biatko-biatko mozna stwierdzié¢, ktére miejsca w biat-
ku sg odpowiedzialne za te funkcje (59, 60).

W podobny sposéb, hybrydy LacZ z fragmentami biatek btonowych,
wykorzystano w badaniach nad mechanizmami ich transportu z cytoplaz-
my do btony. Wyniki tych badah wykazatly, ze informacja o transporcie
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biatek jest zawarta wewnatrz sekwencji kodujgcych strukture biatka
a Scislej w amino-terminalnym fragmencie, nazwanym sekwencja sygna-
towa. Przy uzyciu fuzji genowych lac prowadzi sie badania nad zlokalizo-
wanym w zewnetrznej btonie komdrkowej biatkiem LamB stanowigcym
bakteryjny receptor faga X Analiza fuzji lamB-lacZ wykazata, ze poza
sekwencjg sygnatowg, region wewnagtrz genu lamB kodujgcy aminokwa-
sy od 15-go do 70-tego jest odpowiedzialny za transport biatka LamB
z cytoplazmy i wbudowywanie go do btony komoérkowej (61, 62). Inny
fragment genu lamB jest odpowiedzialny za efektywno$¢ transportu tego
biatka do btony (63).

Metody selekcjonowania mutantow w fuzjach lac wykorzystano do
otrzymania réznych mutantow wykazujgcych zaburzenia w transporcie
biatek. Charakterystyka mutacji w sekwencjach sygnatowych i w genie
struktury, kodujacym transportowane biatko pozwolita na okreslenie po-
zycji i funkcji sygnatow informacyjnych wewngtrz transportowanego
biatka. Analiza plejotropowych mutantéw niezdolnych do transportu bia-
tek doprowadzita do identyfikacji kilku nowych genow, ktérych produkty
oddziatywujg z sekwencjg sygnatowa podczas procesu transportu biatek.
Geny te (prlA, priB, priC, secA, secB) kodujg sktadniki komoérkowej ma-
szynerii transportujgcej biatka. Ponadto, dzieki uzyciu fuzji lac uzyskano
dane wskazujace, ze u bakterii podobnie jak i w komorkach eukariotycz-
nych, dziata mechanizm sprzegajgcy transport z syntezg biatek. Czytel-
nika zainteresowanego mechanizmami transportu biatek i roznymi aspek-
tami zastosowania fuzji lac do badania tego procesu odsytam do artykutu
przegladowego na ten temat (64).

IX. Fuzje lac w komdrkach eukariotycznych

Technika fuzji lac znalazta réwniez szerokie zastosowanie w badaniach
ekspresji gendw eukariotycznych. Opisane w rozdziale IV wektory Orf
stuzg do konstrukcji fuzji lac z heterologicznymi genami oraz do bada-
nia ekspresji tych genéw w komodrkach E. coli. Skonstruowano kilka
wektorow plazmidowych przystosowanych do otrzymywania fuzji iac
z genami pochodzacymi z drozdzy Saccharomyces cerevisie (12). W kilku
laboratoriach stosuje sie fuzje lac do badania regulacji ekspresji gendw
S. cerevisie (73, 74). Przy pomocy fuzji CYCl-lacZ zidentyfikowano, po-
tozone proksymalnie w stosunku do promotora, miejsca aktywacji po-
trzebne dla ekspresji tego genu (75). Wprowadzajgc do fuzji CYCl-lacz
intron z genu rp51, kodujacego biatko rybosomalne, otrzymano system,
w ktérym przez pomiar aktywnosci (3-galaktozydazy bada sie dojrzewa-
nie mRNA oraz wptyw rédznych mutacji na ten proces (76).

Hybrydy biatkowe stanowigce produkt fuzji genowych lac wyko-
rzystuje sie w badaniach nad lokalizacjg biatek u drozdzy. Badania ja-
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drowych biatek hybrydowych MAT2-LacZ i GAL4-LacZ wskazuja, ze
w biatkach tych wystepuje wspdblna, krotka sekwencja aminokwaséw
odpowiedzialna za ich transport z cytoplazmy do jadra (77, 78). Stosujac
fuzje lac badano réwniez determinanty odpowiedzialne za transport bia-
tek do mitochondriéw (79) i do wakuoli (80).

Fuzje lac otrzymano u Drosophila melanogaster (81). Do genu lacZ
przytaczono gen hsp70 kodujacy biatko szoku cieplnego. U muszki owo-
cowej zawierajagcej fuzje hsp70-lacZ, R-galaktozydaza dziata jak biatko
szoku cieplnego i moze by¢ wykryta poprzez pomiar aktywnosci enzymu
w roznych tkankach lub przez barwienie preparatéw tkankowych przy
pomocy Xgal. Autorzy wskazuja na mozliwos¢ stosowania fuzji lac
u Drosophila do badania regulacji ekspresji genoéw, specyficzno$ci tkan-
kowej i roznicowania tkankowego (81). Badajac fuzje hsp70-lacz
i hsp84—lacZ okreslono determinanty DNA odpowiedzialne za indukcje
syntezy niektorych biatek szoku cieplnego u Drosophila (82).

X. Fuzje z innymi niz lac genami detektorowymi

W niniejszym artykule oméwiono otrzymywanie i r6zne zastosowania
fuzji lac. Sag to fuzje najczesciej i powszechnie stosowane. Opisano kon-
strukcje i mozliwos¢ uzycia fuzji, w ktérych wystepuja inne niz lac geny
detektorowe. Sg to geny galK (kodujgcy galaktokinaze) (65), cat (kodu-
jacy acetylotransferaze chloramfenikolu) (66, 67), malQ (kodujacy amy-
lomaltaze) (68), npt (kodujacy fosfotransferaze neomycyny) (69), phoA
(kodujacy alkaliczng fosfataze) (70).

Sygnaty inicjacyjne i terminacyjne rozpoznawane przez polimeraze
E. coli mozna badac stosujgc fuzje regionu regulatorowego badanego ge-
nu X z genem struktury galK. Do otrzymywania takich fuzji stuzg wek-
tory plazmidowe pKO—1 i pKG1800 (65). Sg to pochodne pBR322, ktore
niosg gen galK poprzedzony odcinkiem ,leadera” oraz miejscami specy-
ficznie rozpoznawanymi przez endonukleazy restrykcyjne Hindlll i Smal.
W te miejsca wbudowywuje sie fragmenty DNA zawierajgce specyficz-
ne sekwencje regulatorowe rozpoznawane przez polimeraze. Plazmid
pKG1800 umozliwia klonowanie i rozpoznawanie miejsc terminacji trans-
krypcji. Wbudowanie fragmentu DNA zawierajacego terminator trans-
krypcji powoduje obnizenie ekspresji genu galK, a poziom do ktérego
badany terminator obniza ekspresje galK jest miarg wydajnosci termi-
nacji. Fuzje miejsc terminacyjnych z genem galK mozna uzy¢ do selek-
cjonowania i analizy mutantdw o zmienionej aktywnosci terminatora.

W drozdzach otrzymano fuzje genu CYC1 z genem galK pochodzgcym
z E. coli i z powodzeniem badano ich ekspresje (71). Wektor pSVK, za-
wiera fuzje genu galK z wczesnym promotorem wirusa SV40. Po wpro-
wadzeniu wektora pSVK do linii komoérkowych matpy, myszy i chomika
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otrzymano wydajng ekspresje genu galK. Wektor ten moze stuzy¢ do
badania sygnatéw regulacyjnych dla gendw eukariotycznych (72). Fuzje
z genem phoA uzywane sg w badaniach nad sekrecjg biatek. Fuzje z ge-
nem cat wykorzystano do badania elementéw regulacyjnych pochodzg-
cych z Bacillus subtilis i innych bakterii gram-dodatnich (66).

X1. Uwagi koncowe

Technika fuzji genéw jest szeroko stosowana w réznych dziedzinach
biologii molekularnej, a potaczenie tej techniki z metodami inzynierii
genetycznej stworzyto wiele nowych mozliwosci badawczych. Fuzja otrzy-
mana in vivo moze by¢é przeniesiona w drodze klonowania do wektora
plazmidowego a wiele wektordw stuzy do konstrukcji fuzji lac bezposred-
nio na plazmidzie. Analiza fragmentow DNA zawartych w fuzjach umoz-
liwia zbadanie regionu regulatorowego badanego genu oraz poznanie, na
poziomie molekularnym, natury i funkcji specyficznych sygnaldw re-
gulacyjnych. Fragmenty DNA niosace fuzje genX-lacZ moga stuzy¢
do ustalenia sekwencji nukleotydow w kodujgcych odcinkach 5' genu X
a sklonowany odcinek 5' genu X, wystepujacy w fuzji, moze by¢ uzyty
jako sonda hybrydyzacyjna do identyfikacji w banku gendw catego genu.
Poniewaz dostepne sg juz wektory umozliwiajgce otrzymywanie fuzji lac
z fragmentami DNA pochodzacymi z réznych organizméw, wydaje sie,
ze tego typu badania przy zastosowaniu fuzji beda mozliwe réwniez dla
komorek eukariotycznych.

Fuzje lac sg réwniez stosowane do identyfikacji i oczyszczania pro-
duktéw genowych. Oczyszczone hybrydy biatkowe uzywane sg do otrzy-
mywania specyficznych przeciwciat. Zastosowanie wektordw Orf do kon-
strukcji fuzji lac z heterologicznymi fragmentami DNA stwarza mozli-
wos¢ otrzymywania swoistych przeciwciat dla dowolnych biatek. Ten
aspekt wykorzystania fuzji lac wydaje sie bardzo obiecujacy i byé moze
fuzje lac bedg uzywane do otrzymywania szczepionek. Wykazano, ze hy-
bryd glikoproteiny D (gD) wirusa Herpes simplex z (3-galaktozydazg jest
czynny immunologicznie a przeciwciata anty-gD-(3-galaktozydaza neutra-
lizujg infekcyjnos$¢ wirusa in vitro (86). Stwierdzono, ze hybrydy biatko-
we typu antygen-(3-galaktozydaza #aczg sie ze swoistymi przeciwciatami
i mogag by¢ tatwo wykrywane przez histochemiczne barwienie przy po-
mocy Xgal (87). Zidentyfikowane w ten sposob polipeptydy o aktywnosci
antygenowej mozna bedzie syntetyzowaé chemicznie i uzyé jako szcze-
pionki.

Autorka wyraza serdeczne podziekowanie Pani prof. dr hab. M. D. Hulanickiej
za cenne uwagi dotyczace tekstu niniejszego artykutu.
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I. Wstep

Ludzka a2makroglobulina (azM) jest glikoproteing osocza. Zawarto$¢
a2M w osoczu zalezy od wieku i pici, i waha sie w granicach 2—4 mg/ml.
Jej obecnos$¢ stwierdzono rowniez w limfie i innych ptynach zewnatrz-

* Dr, Instytut Biologii Molekularnej, Uniwersytet Jagiellonski, al. Mickiewicza 3,
31—120 Krakdw.

Wykaz stosowanych skréotow: a2Vl — a2-makroglobulina, SDS — siarczan do-
decylu sodu.
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naczyniowych (1). Wzgledna masa czgsteczkowa tego biatka wyznaczona
metoda ultrawirowania wynosi 725 000 (2—4).

Znaczna stabilnos¢ a2Vl w Srodowisku o pH przyjmujacym wartosci
od 5,0 do 8,4 oraz duza masa czasteczkowa utatwiajg uzyskanie wysoce
oczyszczonego preparatu tego biatka. Do najczesciej stosowanych metod
izolowania a2V nalezg: wytrgcanie glikolem polietylenowym, sgczenie mo-
lekularne, chromatografia powinowactwa lub chromatografia adsorpcyj-
na (6—9). W ten sposéb zostaly wyizolowane a2M z osocza wielu ssa-
kow: psa (10), krolika (11—13), myszy (14, 15), Swini (16, 17), konia
(18—21), szczura (22), krowy (23), wotu (24), jeza (25).

I1. Budowa czasteczki azmakroglobuliny

aM zbudowana jest z czterech podjednostek, o masie czgsteczkowej
185 000, potgczonych w pary za pomocag wigzan dwusiarczkowych i two-
rzacych tetramer dzieki niekowalencyjnym oddziatywaniom miedzy ty-
mi parami (26). Tetramer taki moze rozpasé sie na dimery pod wptywem
mocznika (2), w $rodowisku o pH <4 lub > 9 (27) oraz pod dziataniem
siarczanu dodecylu sodu w warunkach nieredukujgcych (28). Dimery
z kolei ulegajg rozbiciu do monomerow pod wptywem czynnikéw reduku-
jacych mostki dwusiarczkowe (28).

masa czasteczkowa 725000

NH2 COOH
S-S- S-S
S-S rSS S-S S-S
W A W W
35 000 185 000 185 000 185000

Ryc. 1. Struktura a2makroglobuliny wg (1).

Cztery podjednostki o masach czgsteczkowych 185000 daltondw potaczone w pary za pomoca
wigzan dwusiarczkowych (—S—S—) tworzg tramer dzieki istnieniu oddzialywan niekowa-
lencyjnych.

Struktura pierwszorzedowa ludzkiej a2V jest doktadnie poznana. Kaz-
da z czterech identycznych podjednostek sktada sie z 1451 aminokwasow,
przy czym 41°/o wszystkich reszt aminokwasowych stanowig reszty wa-
Imy, leucyny, seryny, kwasu glutaminowego i treoniny. a2M zawiera
niewiele cysteiny i tryptofanu w poréwnaniu z innymi biatkami (od-
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powiednio 24 i 11 reszt w kazdej podjednostce). Na kazdg podjednostke
przypada ponadto 11 mostkéw dwusiarczkowych, ktérych potozenie zo-
stato doktadnie okreslone. Stwierdzono réwniez, ze w czasteczce aM
wystepujg odcinki ztozone z okoto 10 reszt aminokwasowych o charak-
terze hydrofilowym lub hydrofobowym. Analiza sktadu aminokwasowe-
go a2V nie wykazata obecnosci istotnych homologii wewnetrznych w ob-
rebie jej czasteczki co jest nietypowe dla biatka o tak duzej masie czg-
steczkowej (29).
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. — tancuch oligosacharydowy
tioestrowe

Ryc. 2. Podjednostka a2makroglobuliny wg (28).

—S—S— mostek dwusiarczkowy. Pionowe Kkreski oznaczajg miejsca dziatania CNBr, w wy-
niku czego uzyskano szereg fragmentéw tancucha polipeptydowego (1,2,34..)

aM zawiera 9—10flo cukréw (4, 30). Ostatnio ustalono, ze na kazda
jednostke przypada 8 fancuchéw oligosacharydowych potgczonych wia-
zaniami N-glikozydowymi z resztami kwasu asparaginowego, przy czym
5 tancuchow oligosacharydowych zlokalizowanych jest w cze$ci N-konhco-
wej tancucha polipeptydowego, a 3 czesci C-koncowej. tancuchy oligosa-
charydowe 1, 5 6 i 8 nie zawieraja kwaséw sjatowych (29). Roéznice
w  wielko$ci i tadunku tancuchéw oligosacharydowych a2 powoduja
prawdopodobnie wystepowanie mikroheterogenicznosci ujawniajgcej sie
podczas elektroogniskowania, a ktéra zanika po zadziataniu neurami-
nidazg (31).

aM jest jednym z gtownych biatek osocza wigzacych jony metali.
Stwierdzono, ze moze ona wigza¢ kadm (32, 33), wapn i magnez (34).
Parisi i Vallee (1970) wykazali ponadto, ze ludzka a2M zawiera
3,6—8,7 jondw cynku na mol, co stanowi 320—770 ~g na gram biatka (35).
*Cynk ten jest zwigzany w sposéb bardzo trwaly w o$miu specyficznych
miejscach wigzacych czasteczki a2M (36).
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I11. Wiasnosci inhibitorowe a2makroglobutiny

aM jest jednym z osoczowych inhibitoréw proteinaz (3). Wiadomo
obecnie, ze osocze ludzkie zawiera co najmniej 9 biatkowych inhibitorow
proteinaz (37, 38): ax antyproteinaza, a2 antyplazmina, antytrombina IlII,
(1 antychymotrypsyna, a2 makroglobulina, inhibitor-Cl-esterazy, inter-
a-antytrypsyna, Pj-antykolagenaza, inhibitor proteinaz cysternowych, kté-
re stanowiag okoto 10% catkowitej zawarto$ci biatka w osoczu (38, 39). Ich
zasadniczg funkcjg jest ochrona organizmu przed niekontrolowana pro-
teolizg powodowang przez dziatanie proteinaz, zarowno pochodzenia ze-
wnetrznego jak i wewnetrznego. EfektywnoS$¢ z jakg inhibitory mogg
regulowac aktywnos$¢ enzymoéw proteolitycznych zalezy od wielu czynni-
kéw: miedzy innymi od stezenia inhibitora i enzymu, szybkosci asocjacji
i dysocjacji kompleksu enzym-inhibitor oraz trwatosci kompleksu en-
zym-inhibitor. Wiekszo$¢ biatkowych inhibitoréw tworzy stabilne kom-
pleksy z proteinazami (w stosunku molowym 1:1). W powstawaniu takich
kompleksow biorg udziat centrum katalityczne enzymu i centrum reak-
tywne odpowiedniego inhibitora (26, 37, 38, 40, 41).

aM rézni sie od innych inhibitorow sposobem wigzania enzymu, a tak-
ze wyjatkowo matg specyficznoscig (37, 38). Hamuje ona aktywno$¢ endo-
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Ryc. 3. Funkcja niektdrych osoczowych inhibitorow proteinaz wg (40).



[5] a2MAKROGLOBULINA 449

peptydaz nalezacych do wszystkich czterech klas katalitycznych, wia-
czajac w to enzymy o bardzo ograniczonej specyficznosci substratowej
jak np. kalikreina osocza (3, 26), czy kolagenaza kregowcow (42). Poza
tym w reakcji wigzania enzymu z tym inhibitorem nie bierze udziatu
centrum aktywne proteinazy (41). Enzym zwigzany z czgsteczkg aav
moze nadal oddziatywaé z niskoczgsteczkowymi substratami czy inhibi-
torami (26). Wykazano réwniez, ze wigzanie proteinazy z a2V jest nie-
odwracalne (3, 41, 43, 44).

Jako przypuszczalny mechanizm dziatania a2V Barrell (3) za-
proponowatl w 1973 roku hipoteze ,,putapki” (ang. trap hypothesis), ktora
mozna przedstawi¢ za pomocg nastepujacego schematu:

a2M+E— @@2M—E
a2Mx- E —+—a2Mx-(E)

Aktywna endopeptydaza —E rozpoznaje specyficzne dla siebie wigzanie
lub wigzania peptydowe w obszarze wigzagcym, zwanym ,rejonem przy-
nety” (ang. bait region) usytuowanym mniej wiecej w S$rodku kazdej
podjednostki (3, 28, 45). ,,Rejon przynety” obejmuje 45 reszt aminokwa-
sowych, w tym 15 rodzajéw aminokwaséw (46, 47). W tym fragmencie
czasteczki a2M wystepujg wigzania peptydowe, ktore mogag by¢ specy-
ficznie rozpoznawane przez wiele réznych endopeptydaz, co decyduje
o uniwersalno$ci a2M jako inhibitora (48).

W pierwszym etapie reakcji miedzy a2M i proteinazag tworzy sie luz-
ny kompleks Il (3, 7). Nastepnie specyficzne dla enzymu wigzanie w ob-

PPE. PA CS. CATG
T, PA PPE CT V8

His- Gly-Pro- Glu-Gly-Leu-Arg -Val- G!ly-Phe-Tyr- Glu- Ser-Asp-Val- Met-Gly- Arg

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

Gly-His-Ala-Arg - Leu-Val-His-Val-Glu-Glu~Pro-His-Thr-Glu-Thr-\/al-Arg- Lys

CS

Tyr-Phe-Pro-Glu-Thr -Trp- lle-Trp-Asp

Ryc. 4. Rejon ,przynety” w obrebie ludzkiej a2makroglobuliny wg (47).
Strzatkami zaznaczono miejsca (wigzania peptydowe) rozktadane przez T-trypsyne wotowa,.
PA-papaing, PPE-elastaze trzustkowa, CS-chymozyne wotowg, CATG-katepsyne ludzka, CT-chy-
motrypsyne wotowa, V8-proteinaze V8 (Staphylococus aureus), PL-plazmine ludzka, Th-trom-
bine wotowa, TL-termolizyne, S-subtylizyne, HLE-elastaze leukocytéw ludzkich.
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rebie czasteczki a2M ulega rozwigzaniu /etap 2/ (7, 28, 49, 50), co powo-
duje szybka zmiane konformacyjna inhibitora (7, 51, 52). W wyniku tej
zmiany enzym zostaje uwieziony wewnatrz czasteczki a2v /etap 3/, przez
co staje sie praktycznie niedostepny dla wysokoczasteczkowych biatek.
aM funkcjonuje wiec na zasadzie swoistego rodzaju ,putapki” (ang.
trap) nastawionej na chwytanie proteinaz (53, 54).

Opierajac sie na charakterystycznych wiasciwosciach inhibitorowych
g2M szukano podobnego biatka u innych kregowcdw. Stwierdzono obec-
nos$¢ aM u ptakéw, ptazéw i gadow, natomiast u ryb wystepuje wpraw-
dzie biatko o prawie identycznej funkcji, ale o znacznie mniejszej masie
czasteczkowej (360 000). Wykazano rowniez obecno$¢ podobnego biatka
u $luzie i minogéw. Na tej podstawie mozna sadzi¢, ze przeksztatcenie
formy a2M o masie czgsteczkowej 360 000 w forme o masie czgsteczko-
wej 725000 nastgpito u bezposrednich przodkéw czworonogoéw, a nie
u przodkéw ryb dwudysznych. Podwojenie masy czasteczkowej a2Vl zwiek-
szytlo prawdopodobnie stabilno$¢ komplekséw tworzonych z enzyma-
mi (55).

IV. Wigzania tioestrowe w czgsteczce azmakroglobuliny

Stosunkowo niedawno stwierdzono, ze oprécz fizycznego ,putapko-
wania” (ang. trapping) enzymu przez czasteczke makroglobuliny, pro-
teinazy moga tworzy¢ wigzania kowalencyjne z a2V (45, 56—59). Wy-
wnioskowano to z obserwacji, ze kompleksy enzymu z inhibitorem byty
stabilne podczas elektroforezy w zelu poliakryloamidowym z SDS w wa-
runkach redukujacych. Jednoczes$nie okazato sie, ze rezultatem oddziaty-
wania proteinazy z czasteczkg a2M jest nie tylko rozerwanie specyficz-
nego wigzania, ale i takze pojawienie sie czterech wolnych grup —SH
na mol a2V (46, 57, 60, 61). Wolne grupy —SH pojawiaja sie réwniez pod-
czas reakcji a2M z metyloaming, a takze innymi czynnikami nukleofilo-
wymi takimi jak: jony amonowe, hydrazyna, hydroksylamina, inne pier-
wszorzedowe aminy alifatyczne (46, 56, 60—63).

Metyloamina reaguje z inhibitorem w sposéb nieodwracalny (56, 58,
63). Po reakcji z metyloaming w kazdej podjednostce aZ2M rownocze$nie
z resztami —SH pojawia sie nowa reszta aminokwasowa, a mianowicie
y-glutamyloamidu, ktora powstaje w wyniku wytworzenia wigzania ko-
walencyjnego miedzy resztg kwasu glutaminowego czasteczki a2Vl i me-
tyloaming. Okazato sie réwniez, ze liczba wolnych grup —SH jest wprost
proporcjonalna do iloSci zwigzanych czasteczek metyloaminy. Na tej pod-
stawie wysnuto przypuszczenie, ze w kazdej podjednostce natywnej a2V
wystepuje wigzanie tioestrowe pomiedzy resztg cysteiny i kwasu gluta-
minowego (46, 56, 57, 60, 62, 63). Wigzania tioestrowe ulegajg rozerwa-
niu podczas reakcji inhibitora z proteinazami i czynnikami o charakterze
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Ryc. 5. Wigzanie tioestrowe w podjednostce ludzkiej a2makroglobuliny wg (44).

nukleofilowym czemu towarzyszy zmiana konformacyjna w obrebie czg-
steczki inhibitora (46, 57, 60, 61). Podobne zjawisko obserwuje sie w wa-
runkach denaturujgcych, uwolniona woéwczas reszta kwasu glutamino-
wego ulega cyklizacji do kwasu pyroglutaminowego, badZ wiagze sie z wol-
nymi grupami —NH2 biatek, ktére akurat znalazty sie w jej otocze-
niu (60, 61).

Stwierdzono, ze w tworzeniu wigzan kowalencyjnych miedzy a2V
a proteinazami biorg udziat reszty lizyny czasteczki proteinazy, a wiec
ugrupowania o charakterze nukleofilowym. Okazato sie bowiem, ze za-
blokowanie reszt lizyny prowadzi do znacznego zmniejszenia zdolnosci
enzymu do tworzenia tych wigzan (57, 64, 65). Jednak tak zmodyfiko-
wane enzymy nadal mogg rozrywac¢ specyficzne wigzania w czasteczce
inhibitora, w rezultacie czego a2V podlega zmianie konformacyjnej, co
prowadzi do pojawienia sie wolnych grup —SH. Dzieki obecnosci wol-
nych grup —SH a2M moze wigza¢ czasteczki metyloaminy (65). Wykaza-
no réwniez, ze proteinazy réznig sie miedzy sobg zdolnoScig do tworzenia
wigzan kowalencyjnych z a2vl i tak np. tylko 8°0 papainy a az 61°/o tryp-
syny zwigzanej z aMM tworzy wigzania kowalencyjne (45). Ponadto w
obecnosci metyloaminy obserwuje sie obnizong zdolno$¢ inhibitora do
kowalencyjnego wigzania proteinaz (7). Ogdlnie wydaje sie, ze tworzenie
wigzan kowalencyjnych nie jest konieczne do hamowania aktywnosci
enzymow przez a2Vl (45).

Oprécz fizycznego ,putapkowania” (ang. trapping) i wigzania pro-
teinaz w sposob kowalencyjny stwierdzono wystepowanie oddziatywan
jonowych i hydrofobowych miedzy a2V, a niektdrymi biatkami o cha-
rakterze zasadowym (53).

Wiadomo takze, ze szybko$¢ wigzania metyloaminy przez a2M zalezy
od wartosci pH (w granicach 7,0—8,6) co Swiadczy o tym, ze w reakcji
z a2V bierze udziat deprotonowana amina. Ponadto okazato sie, ze aminy
drugo i trzeciorzedowe, a takze pierwszorzedowe wieksze od propyloami-
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ny reaguja bardzo wolno z a2M (66). Wydaje sie wiec, ze tioester znajduje
sie w kieszeni, do ktérej tatwy dostep majg tylko mate czasteczki (7, 66).
Nalezy dodaé, ze tioester znajdujgc sie w otoczeniu hydrofobowym jest
stosunkowo stabilny w $rodowisku wodnym (67, 68).

Podobne wigzania tioestrowe wystepujag w obrebie czasteczki sktad-
nika komplementu C3 (50, 60, 62, 69) i C4 (62, 69). Biatka te réwniez ule-
gajg inaktywacji pod wptywem amin, ktére mogg sie z nimi wigza¢ w spo-
s6b kowalencyjny (57, 69). Dodatkowo wykazano istnienie znacznych ho-
mologii dotyczacych struktury pierwszorzedowej miedzy a2V i C3 oraz
aM i C4 (29).

V. Miejsca wigzace proteinaz w czasteczce az2makroglobuliny

Maksymalnie dwie czasteczki enzymu mogg by¢ ,putapkowane” (ang.
trapping) przez jedng czasteczke a2V. Inhibitor moze wiec wiagza¢ dwie
czasteczki trypsyny (7, 49, 56, 70, 71) czy chymotrypsyny (7, 49, 56, 70).
Jednakze a2M wykazuje zdolno$¢ do wigzania tylko jednej czasteczki plaz-
miny (proteinazy o stosunkowo duzej masie czasteczkowej) (71—73).
Ponadto stwierdzono, ze obie czasteczki trypsyny lub chymotrypsyny sa
wigzane w dwéch niezaleznych od siebie, ale rownowaznych miejscach
czasteczki inhibitora (74, 75). Jednak tylko jedna czgsteczka proteinazy
jest potrzebna, aby nastgpita zmiana konformacyjna w obrebie catej czg-
steczki inhibitora (76). Druga czasteczka enzymu moze zwigza¢ sie z a2v
tylko wtedy, jeSli rozerwie specyficzne wigzanie peptydowe w ,rejonie
przynety” zanim nastapi zmiana konformacyjna zainicjowana przez pier-
wszg czasteczke enzymu (37). Wigzanie dwdch czasteczek trypsyny przez
aM przewaza w przypadku nadmiaru proteinazy (77). Ponadto okazato
sie, ze dwie podjednostki a2M ulegajg proteolizie zanim jedna czasteczka
enzymu zostanie zwigzana (71).

Ostatnio przeprowadzone badania witasnosci inhibitorowych a2avM wy-
kazaty, ze reakcja dimeru a2M z trypsyna czy chymotrypsyna przebiega
w sposéb analogiczny jak w przypadku tetrameru. Kazdy dimer stanowi
wiec niezalezng jednostke funkcyjna wigzaca jedng czasteczke enzymu.
Mozna stagd wnioskowaé, ze w przypadku oddziatywania z proteinazami
w czasteczce a2M ma miejsce Sciste wspdidziatanie podjednostek w obre-
bie dimeréw, a tylko niewielka kooperacja zachodzi pomiedzy dimera-
mi (70, 76).

Stwierdzono rowniez, ze odlegtos¢ miedzy dwoma miejscami wigza-
cymi chymotrypsyne w czasteczce a2V wynosi 44 A. Ponadto wykazano,
ze wolne grupy —SH, ktore pojawiaja sie jako rezultat reakcji a2V
Z trypsyna czy chymotrypsyng, moga oddziatywaé resztami tiopropylo-
wymi przytaczonymi do Sepharose, co wskazuje na to, ze znajdujg sie na
powierzchni kompleksu enzym-inhibitor. Grupy te pozostajg w S$cistym
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kontakcie z proteinazami i sg oddalone od centrum aktywnego chymo-
trypsyny zaledwie o 20 A (74, 78).

Wiadomo takze, ze sojowy inhibitor trypsyny o stosunkowo duzej
masie czasteczkowej (20 000) moze oddziatywac z trypsyng zwigzang z a2\,
przy czym trypsyna niekowalencyjnie zwigzana z a2V fatwiej wchodzi
w interakcje. Jednak reakcja miedzy trypsynag zwigzang z a2M a sojowym
inhibitorem trypsyny zachodzi 104—105razy wolniej, niz to ma miejsce
w przypadku wolnej trypsyny (79).

V1. Zmiany konformacyjne w czgsteczce a2-makroglobuliny

Kompleksy a2V z proteinazami wykazujg bardziej zwartg strukture
niz natywna czasteczka inhibitora, co wida¢ na zdjeciach z mikroskopu
elektronowego (26). Kompleksy charakteryzujg sie ponadto wiekszg ruch-
liwoscig elektroforetyczng. a2M o wiekszej ruchliwosci elektroforetycznej
zostata nazwana forma F (fast), w odr6znieniu od formy natywnej S
(slou?) o nizszej ruchliwosci elektroforetycznej. Przeksztatcenie formy S
w forme F nastepuje nie tylko podczas reakcji z proteinazami, ale row-
niez w wyniku oddziatywania z czynnikami nukleofilowymi. Forma F
pojawia sie takze podczas denaturacji inhibitora (7).

Badania fluorescencyjne a2Vl wykazaly, ze jej widmo emisyjne z mak-
simum przy 326 nm jest typowym widmem dla reszt tryptofanu. W wyni-
ku reakcji inhibitora z aminami lub proteinazami nastepuje nieznaczne
przesuniecie maksimum emisji w strone fal krétszych i wzrost intensyw-
nosci fluorescencji (51, 80). Obserwowany wzrost intensywnos$ci fluo-
rescencji oraz maksima przy 290—295 jim i przy 282 mm w widmie ab-
sorpcyjnym formy F a2M w ultrafiolecie wskazujg na to, ze zmiany kon-
formacyjne a2M sg wynikiem zmian w usytuowaniu reszt tryptofanu.
Przesuniecie maksimum emisji w strone fal krétszych Swiadczy ponadto,
ze reszty tryptofanowe w rezultacie zmiany konformacyjnej a2M zna-
lazty sie w bardziej hydrofobowym otoczeniu. Na tej podstawie mozna
wnioskowac, ze jedna z 8—10 reszt tryptofanowych przypadajacych na
kazdg podjednostke a2V, w zwigzku ze zmiang konformacyjnag inhibi-
tora, przestaje prawdopodobnie byé wyeksponowana na zewnatrz, a jest
schowana wewnatrz czasteczki a2M (51). Badania przy uzyciu znacznikoéw
fluoroscencyjnych (aminonaftaleno sulfonian sodu, czy kwas toluidyno-
naftaleno sulfonowy) takze wykazaly wzrost intensywnos$ci fluorescencji
formy F a2V i przesuniecie maksimum emisji w strone fal krétszych. Oba
te zjawiska pozwalajg sadzi¢, ze w wyniku reakcji a2V z proteinazami,
czy metyloaming, nastepuje spadek polarnosSci w otoczeniu znacznika
(znacznik znajduje sie teraz w bardziej hydrofobowym S$rodowisku) (81).

Podczas interakcji a2Vl z termolizyna, trypsyna lub papainag obserwo-
wano wzrost temperatury (z 60°C na 77°C), w ktorej zachodzi termiczne
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indukowanie ,rozfatdowania” inhibitora. Swiadczy to o wystepowaniu
zmiany konformacyjnej a2V podczas wigzania proteinazy (82).

a2M—F charakteryzuje sie ponadto nizszym stosunkiem wspoétczyn-
nikdw tarcia w pordwnaniu z natywnym inhibitorem. Stosunek ten w
przypadku a2vi—F wynosi 1,57, a w przypadku a2M—S wynosi 1,67 i zo-
stat obliczony na podstawie pomiaru statych sedymentacji kazdej z form.
Spadek wartosci stosunku wspdiczynnikow tarcia moze wynika¢ ze zmniej-
szenia asymetrii lub uwodnienia formy F (51).

Badania z uzyciem promieni X (niskokatowe rozproszenie promie-
ni X) dostarczyty informacji dotyczacych struktury trzeciorzedowej a2M.
Natywna a2M ma prawdopodobnie ksztatt litery H, na ktérg sktadajg sie
cztery cylindry o przekroju elipsy. Objeto$¢ czagsteczki wynosi 1270 nm*
(83), maksymalna dtugo$¢ 26 nm, a promien mas rozpraszajgcych 7,8 nm.
Natomiast w przypadku formy F promieh mas rozpraszajagcych osigga
wartosé 7,2 nm, a maksymalna dtugosé czasteczki 23 nm (83, 84).

Analiza widm dichroizmu kotowego wykazata, ze natywna a2M za-
wiera 35—60% struktury @i 5% struktury a, zas forma F nie zawiera
w ogéle struktury a, a za to wiecej struktury P tj. 40—65% (68).

VII. Komérkowe receptory a2makroglobuliny

Okazato sie, ze tylko forma F a2V jest rozpoznawana i wigzana przez
specyficzne receptory znajdujace sie na makrofagach (85—90) czy fibro-
blastach (91, 92) i dlatego kompleksy proteinaza-inhibitor mogg by¢
szybko usuwane z krgzenia (88). Stosunkowo niedawno wykazano, ze izo-
lowane hepatocyty i adipocyty takze moga wigzaé kompleksy a2Vl z en-
zymami, ktore nastepnie ulegajag endocytozie i degradacji w lizoso-
mach (93). Okazato sie rowniez, ze specyficzne receptory znajdujace sie
na makrofagach nie odrdzniaja kompleksow a2M z proteinazami od a2V
przeksztatconej w forme F przy pomocy substancji o charakterze nu-
kleofilowym (7, 88). Dodatkowo stwierdzono, ze wpltyw na wigzanie kom-
pleksow a2V -proteinaza z receptorami makrofagéw ma obecno$¢ dwu-
wartosciowych kationéw. Ogolnie kompleks inhibitor-proteinaza zostaje
rozpoznany przez receptor na powierzchni makrofagu. Nastepnie kom-
pleks zwigzany z receptorem wedruje do lizosomu, gdzie podlega dzia-
taniu hydrolaz (86). Jednakze tylko kompleks a2M-proteinaza ulega de-
gradacji w lizosomie, podczas gdy receptor powraca na powierzchnie
komorki (94, 95). Podobne zjawisko krazenia receptoréw obserwuje sie
nie tylko w przypadku makrofagéw, ale takze fibroblastow (96).

aM stanowi jeden z gtdwnych substratow osoczowej transglutamina-
zy (czyli czynnika XIII a /92/), ktéra moze oddziatywaé z resztag kwasu
glutaminowego w czasteczce inhibitora (47). Nie wiadomo jednak jakie ta
reakcja moze mie¢ znaczenie fizjologiczne. Natomiast w przypadku ko-
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madrkowej transglutaminazy stwierdzono, ze utatwia ona pobieranie kom-
pleksow a2V -proteinaza przez fibroblasty. Prawdopodobnie odgrywa ona
pewng role regulacyjng w procesie krazenia receptorow (96).

VI1Il. Rola fizjologiczna a2makroglobuliny

a2M moze wprawdzie oddziatywaé praktycznie ze wszystkimi znanymi
endopeptydazami, to jednak w osoczu wystepujg wspotzawodniczace z nig
specyficzne inhibitory endopeptydaz. Rola fizjologiczna a2V polega raczej
na transporcie proteinaz, a nie na hamowaniu ich aktywnosci (97). Zwtasz-
cza, ze w przypadku ludzkiego osocza zaobserwowano przekazywanie en-
zymOw z cii antyproteinazy na a,M, a nastepnie szybkie usuwanie kom-
pleksow z krwiobiegu (98).

Biorac pod uwage szeroki zakres dziatania a2Vl oraz jej zdolno$¢ do
inaktywacji niektdrych proteinaz pochodzenia pozaustrojowego (np. z ja-
du wezy /99/) z duzym prawdopodobiefstwem mozna stwierdzié, ze sta-
nowi ona jedno z istotnych ogniw obronnych organizmu (37).

Panu Profesorowi Aleksandrowi Kojowi sktadam serdeczne podziekowania za
cenne uwagi krytyczne, pomocne w przygotowaniu niniejszej pracy.

Zaakceptowano do druku 2 maja 1986 r.
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MINIREVIEW

BARBARA BARTLOMOWICZ *

Watrobowy cytochrom P—450

Hepatic cytochrome P-450

W zrost zainteresowania watrobowym cytochromem P—450 (EC.1.14.
14.1) jest uzasadniony, odgrywa on bowiem wazng role w przemianach
mikrosomalnych, miedzy innymi zwigzanych z detoksykacjami ustrojo-
wymi. Poprzez takie przemiany komérka watrobowa moze metabolizowac
i eliminowa¢ substancje egzogenne np. leki, pestycydy (1, 2), zwigzki ra-
kotwdrcze, czynniki zanieczyszczajgce Srodowisko (3, 4) oraz endogenne
np. cholesterol, hormony steroidowe, kwasy zo6iciowe, bilirubing, hem,
tyroksyne, indole, puryny, aminy sympatykomimetyczne (5).

Badania Axelroda (6) oraz Brodie i wsp. (7) na poczatku
lat piecdziesigtych wykazaty w siateczce Sro6dplazmatycznej watroby obec-
no$¢ uktadu enzymatycznego. Reakcje, ktére w nim przebiegajg wyma-
gaja udzialu NADPH, Mg2+, dehydrogenazy glukozo-6-fosforanowej oraz
obecnos$ci molekularnego tlenu.

Pod koniec lat pie¢dziesigtych Garfinkel(8) i Klingenberg
(9) odkryli w mikrosomach watroby $win, a nastepnie szczuréw — zwig-
zek barwny wigzacy tlenek wegla, ktdry moze by¢ redukowany przez
NADPH lub przez podsiarczyn sodowy (Naz2 4. Byli oni pierwszymi
badaczami, ktoérzy wykazali, ze barwnik ten po potagczeniu z CO osigga
maksimum absorpcji przy dtugosci fali 450 nm. Jednak z powodu brakuja-
cych widm w pasmie alfa (560 nm) i beta (525 nm) nie mogli oni okresli¢
hemowego charakteru tego barwnika. Dopiero w 1964 roku dwaj bada-
cze japonscy Omura i Sato stwierdzili, ze barwnik ten jest hemo-
proteidem, cytochromem typu b, ktéory w obecnosci CO daje atypowe

* Dr med., Zaktad Toksykologii, Instytut Farmakologii i Toksykologii Akademii
Medycznej w Szczecinie, Al. Powstancéw Wielkopolskich 72, 70—111 Szczecin.

Wykaz stosowanych skrotéw: NADPH — zredukowany fosforan dwunukleoty-
du nikotynamidoadeninowego; CO — tlenek wegla; NADP — fosforan dwunukleo-
tydu nikotynamido-adeninowego; P—450 CAM — rozpuszczalny cytochrom P—450
izolowany z wzrastajgcego na kamforze Pseudomonas putida; FMN — mononu-
kleotyd flawianowy; FAD — dwunukleotyd flawinowo-adcninowy; H22 — nad-
tlenek wodoru.

5%
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widmo w pasmie Soreta. Omura i Sato nazwali go cytochromem P—450
(10, 11).

Od tej chwili nastgpit rozw6j badan nad cytochromem P—450. Wy-
kazano, ze przy jego udziale w mikrosomach watroby zachodzi wiele r6z-
norodnych reakcji utleniania. Obejmujg one m.in. hydroksylacje tancu-
chéw alifatycznych, oksydacyjng N-dealkilacje, oksydacyjng O-dealkila-
cje, oksydacyjng S-dealkilacje, oksydacyjng deaminacje, oksydacyjng de-
halogenacje, N-oksydacje, S-oksydacje, dehydrogenacje oksydacyjng, de-
sulfuracje, oksydacyjng dearylacje (12). Wiasciwie wszystkie te reakcje
stanowig rdzne formy procesu hydroksylacji. W chwili obecnej, po wielu
latach badan, podstawowe reakcje przebiegajagce przy udziale cytochromu
P—450 przedstawiamy nastepujgco:

NADPH+ A+ H+ ~ AH2+ NADP+
AH2+ 027 ,aktywny tlen”
~Aktywny tlen”+RCH3* RCH2H+ A+ HZzO

nadph+h++rch3t 02" rchzoh+nadp++h
(catos¢ reakcji)

NADPH redukuje w mikrosomach skiadnik A, ten reaguje z molekular-
nym tlenem do formy posredniej tzw. ,aktywnego tlenu”, ktéry jest na-
stepnie przenoszony na substrat. Stwierdzono, ze skiadnik A jest enzy-
mem typu monooksygenazy i zidentyfikowano go jako cytochrom P—450
(13). W reakcjach przedstawionych powyzej nastepuje utlenianie sub-
stratu RCH3i utlenienie NADPH do NADP+.

W siateczce S$rodplazmatycznej watroby, znajduje sie drugi uktad
transportujacy elektrony, sktadajacy sie z reduktazy cytochromu b5— za-
leznej od NADH oraz z cytochromu b5 Uwaza sie, ze w reakcjach hy-
droksylacji zaleznych od cytochromu P—450 uczestniczy takze uktad cy-
tochromu b5 (14). Schemat uktadu monooksygenazy przedstawia ry-
cina 1

| %
Reduktaza Cytochrom (y)
NADPH-—--- » cytochromu P-450 { 4 P-450 3 RCH,
(NADPH) -
A A SR 0
P Fosfolipidy
4 T SRR R Wil H,0
Reduktaza " ’
r N~
NADH-— » CytOfQ"AOB]_L'J) bs Cytochrom bg 9 RCHOOH

Ryc. 1. Schemat budowy molekularnej monooksygenazy zaleznej od cytochromu
P—450 (wg 14).

Przetomowym wydarzeniem dla dalszego rozwoju badah nad cyto-
chromem P—450 byto uzyskanie w 1968 roku przez Lu i Coona (15)
rozdziatlu chromatograficznego na DEAE-celulozie, watrobowej mono-
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oksygenazy na trzy zasadnicze skiadniki: cytochrom P—450, reduktaze
cytochromu P—450 zalezng od NADPH i lipidowy cieptostaty czynnik
fosfatydylocholine. Ich witasciwosci zostang pokrétce przedstawione.

Cytochrom P—450 z mikrosomow watroby szczura jest wielosktadni-
kowym enzymem o masie czgsteczkowej 300 000, sktadajgcym sie z 6 po-
lipeptydéw o masie czasteczkowej pojedynczego polipeptydu 50 000. Kaz-
dy z tancuchéw polipeptydowych zawiera czasteczke hemu. C-koncowym
aminokwasem jest arginina, N-koAcowym aminokwasem jest metionina.
Na kazdy tancuch polipeptydowy przypadajg trzy reszty weglowodano-
we. Budowa miejsca aktywnego cytochromu P—450 u hodowanego na
kamforze Pseudomonas putida, zawierajgcego cytochrom P—450 CAM
w stanie rozpuszczalnym, zostata opisana szczegotowo przez Gunsalu-
sa i wsp. (16). Oznaczenia oparte na masie czasteczkowej i aktywno-
§ci swoistej cytochromu P—450 (2,79 nmola/mg mikrosomalnego biatka)
u szczurow indukowanych fenobarbitalem, wskazujg, ze enzym ten jest
iloSciowo dominujacym biatkiem hemowym w mikrosomach watroby, sta-
nowigcym 14°/o ogdlinej ilosci biatek mikrosomalnych (16, 17). Warto row-
niez podkreslic, ze inne narzady takie jak nerki, ptuca, jelita, skora,
tozysko, mozg takze zawierajg cytochrom P—450 (18).

W ciggu ostatnich 10 lat oczyszczono i izolowano z tkanek zwierzat
réoznych gatunkéw oraz cztowieka bardzo wiele cytochroméw P—450 (19).
W chwili obecnej podzielono je na dwie duze klasy: A i B. Klasa A —
obejmuje cytochromy P—450, ktére wymagajg dla transportu elektro-
néw z NADPH na te hemoproteine obecnosci flawoproteiny zawierajg-
cej FAD oraz biatka zelazosiarkowego (20). Ten rodzaj cytochromu P—450
wystepuje w mitochondriach tkanek metabolizujgcych steroidy (nadner-
cza i jadra). Rowniez wiekszo$¢ bakterii posiada taki cytochrom P—450.
Bierze on udzial w metabolizmie substancji endogennych, np. choleste-
rolu, deoxykortykosteronu, cholekalciferolu. Klasa B cytochroméw P—450
wymaga dla swojego dziatania flawoproteiny, ktora zawiera jako grupy
prostetyczne zarbwno FAD jak i FMN. Sg one niezbedne do przenoszenia
elektron6w z NADPH na hemoproteine P—450. Ta klasa cytochromoéw
P—450 jest zwigzana z frakcjg mikrosomalng i wymaga dla swojego dzia-
tania udziatu cytochromu b5 Badania przeprowadzone w ostatnich latach
wykazaty, ze cytochromy P—450 klasy B wystepuja takze w jadrach ko-
morkowych wielu tkanek (21).-

Drugim skiadnikiem monooksygenazy izolowanej z watroby szczura
jest reduktaza cytochromu P—450 zalezna od NADPH (EC.1.6.2.4). Skia-
da sie ona z pojedynczego taricucha polipeptydowego o masie czasteczko-
wej 74000, ktory w pewnych warunkach moze ulegaé agregacji osigga-
jac mase czasteczkowa 450 000 (22). tancuch peptydowy reduktazy cy-
tochromu P—450 zawiera jedng czasteczke FMN oraz jedng czgsteczke
FAD (23). Wykazano, ze w procesie przenoszenia elektronéw przez reduk-
taze cytochromu P—450 FAD jest flawing, ktéra przyjmuje elektrony
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z NADPH, a FMN uczestniczy w przenoszeniu elektronéw na cytochrom
P—450 (23). Sktad aminokwasowy reduktazy cytochromu P—450 zaleznej
od NADPH zostat opisany przez Guma i Strobela (24).

Trzecim sktadnikiem uktadu monooksygenazy zaleznej od cytochro-
mu P—450 jest fosfatydylocholina. Fosfolipid ten reguluje transport
elektron6w, posredniczagc w reakcji miedzy cytochromem P—450 i od-
powiadajacg mu reduktazg. Stabilizuje réwniez lub indukuje aktywng
forme cytochromu P—450 (25, 26). Obecnie uwaza sig, ze fosfatydylo-
cholina jest aktywatorem uktadu monooksygenazy zaleznej od cytochro-
mu P—450.

Dzisiaj juz wiadomo, ze cytochrom P—450 wykazuje witasciwosci nie
tylko oksygenazy, ale takze oksydazy i peroksydazy. Zalezy to od ro-
dzaju substratu i warunkéw w jakich reakcja przebiega. W wielu przy-
padkach, te trzy rézne aktywnos$ci cytochromu P—450 wystepujg jedno-
cze$nie, co doprowadza do powstania réznych produktow (27).

ROH RH
> " 8NV
(ROH)Fe3* (RH)Fe3"
f xoon
(R-KFe-OH)3' (RH)Fe3#X00H) (RH)Fen
f\,/ vV 2 H ch ° 2
ARH(Fe-OH)3(X0) ,
(RH)(Fe-0)3+ (RH)Fe (02)
9% /
2H+" \ (RH)Fe3+0J-)
(RH)Fe3x(02 ) d ~ |/ \
——————— e -»HU?

Ryc. 2. Cykl reakcji cytochromu P—450 w procesie hydroksylacji substratu. Sche-
mat obrazuje dziatanie cytochromu P—450 jako oksygenezy, oksydazy i peroksy-
dazy (wg 53). RH — substrat, ROH — produkt, XOOH — np. nadtlenek wodoru.

Rycina 2 przedstawia kolejne etapy cyklu przemian katalitycznych
przebiegajgcych przy udziale cytochromu P—450, z uwzglednieniem jego
funkcji jako oksygenazy, oksydazy i peroksydazy.

Etap a— Utleniony cytochrom P—450 oznaczony jako Fe*+ reaguje
z czasteczkg substratu RH. Powstaje kompleks /RH/Fe8+. Etap b— Kom-
pleks /RH/Fe3+ przyjmuje jeden elektron, ktéry jest przenoszony przez
reduktaze cytochromu P—450 zalezng od NADPH. Nastepuje redukcja
zelaza cytochromu P—450 do Fe2+ Etap ¢— Zredukowany cytochrom
P—450 w postaci kompleksu /RH/Fe2+ przytgcza tlen, tworzac w ten
sproséb tzw. oksycytochrom P—450—/RH/Fes+/02. W obrebie kompleksu
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oksycytochromu nastepuje przeniesienie elektronu z Fe2+ na czgsteczke
tlenu i przeksztatcenie jej w jonorodnik ponadtlenkowy (02.)» Rodnik ten
moze oddysocjowa¢ od kompleksu i w wyniku dysmutacji przeksztatcic¢
sie w H2z Etap d— Kompleks cytochromu P—450 z jonorodnikiem po-
nadtlenkowym przyjmuje elektron, ktérego Zzrédiem jest najprawdopo-
dobniej cytochron b5 Tworzy sie peroksycytochrom /RH/Re3+Of ) zawie-
rajgcy jon ponadtlenkowy, ktory moze oddysocjowac i po protonacji by¢
zrédtem H20z Powstawanie H2z przy udziale cytochromu P—450 nalezy
traktowaé¢ jako proces uboczny, w ktérym cytochrom P—450 wykazuje
wiasciwosci oksydazy. Etap e — Jon ponadtlenkowy peroksycytochromu
P—450 ulega dysocjacji na jon tlenkowy, ktéry po protonacji tworzy cza-
steczke wody i forme cytochromu P—450 zawierajacg tlen atomowy, okre-
Slany jako tzw. ,,oxenoid” /RH/Fe—0/8+. W przypadku dysocjacji do $ro-
dowiska tak reaktywnej formy tlenu, nalezy bra¢ pod uwage mozliwos¢
jego gwattownego #3aczenia sie z nienasyconymi wigzaniami zwigzkéw
arenowych lub alkenéw do formy epoksydéw. Etap f— Na tym etapie
nastepuje utlenienie czasteczki substratu, powstaje wolny rodnik sub-
stratu oraz niezwykle reaktywna tréjdodatnia, zredukowana forma tlenu.
/IR'l /[Fe—OH/3+. Etap g — Nastepuje hydroksylacja substratu i uwolnie-
nie go do $rodowiska oraz regeneracja cytochromu P—450, ktory taczy
sie z kolejng czasteczkg substratu. W ten sposob zostaje zamkniety pod-
stawowy cykl pracy cytochromu P—450 wykazujgcego aktywno$¢é oksy-
genazy. Cytochrom P—450 wykazuje rowniez aktywno$¢ peroksygenazy.
llustrujg to nastepne dwa etapy. Etap h — Cytochrom P—450 zwigzany
z substratem /RH/Fe3+ lgczy sie z nadtlenkiem XOOH i powstaje kom-
pleks /RH/Fe3+/XOOH/. Etap i— W obrebie tego kompleksu nadtlenek
ulega rozpadowi do formy wolnego rodnika XO’ ktory w reakcji z sub-
stratem ulega redukcji i uwalnia sie w postaci formy XOH. Etap j —
Dalsze przemiany odbywajg sie jak w cyklu podstawowym.

Uktad monooksygenazy zaleznej od cytochromu P—450 jest odpowie-
dzialny za biotransformacje wielu roznych substratow, zardwno endo-
jak i egzogennych. Jak juz wspomniano wcze$niej, w zaleznosci od bu-
dowy moga one ulega¢ przemianom do réznych metabolitow poprzez N-,
O-, i S-dealkilacje, aromatyczng i alifatyczng hydroksylacje, deaminacje
i inne reakcje.

Uktad monooksygenazy jest generalnie uwazany za system detoksy-
kacyjny, poniewaz powstajace przy jego udziale zwigzki posrednie sg
farmakodynamicznie mniej aktywne anizeli substancje macierzyste (28).
W wielu jednak wypadkach system ten metabolizujagc bardzo r6zne sub-
stancje, np. furosemid, czterochlorek wegla, chlorek winylu, przyczynia
sie do powstania zwigzkow elektrofilnych (epoksydy, wolne rodniki, kar-
beny), ktoére sg odpowiedzialne za efekty cytotoksyczne, mutagenne i kan-
cerogenne, gdyz w wiekszosci wypadkdw taczg sie one z biatkami, kwa-
sami nukleinowymi oraz inicjujg peroksydacje lipidow (4). W chwili obec-
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nej nie ma juz zadnych watpliwosci, ze uktad monooksygenazy zaleznej
od cytochromu P—450 aktywuje zwigzki fosforoorganiczne (29), cyklo-
dieny (30), aflatoksyny (31) oraz alkaloidy pyrrolizydynowe (32). Réwniez
katalizowana przez watrobowy cytochrom P—450 N-dealkilacja nitrozo-
amin (np. dimetylonitrozoaminy) u ssakow, daje metabolity, ktére sa
mutagenne (31).

Na szczegblng uwage zastuguje udziat monooksygenazy zaleznej od cy-
tochromu P—450 w metabolizmie wielocyklicznych weglowodoréw: ben-
zo/alpirenu: 7,12-dimetylbenzo/a/ntracenu, znanych jako silne zwigzki ra-
kotworcze (31). Wielocykliczne weglowodory sa utleniane przez izoenzym
P—450, okreslany jako cytochrom P—448 (cytochrom Px—450). W wy-
niku tej reakcji powstajg arenoksydy, fenole i chinony. Przy udziale hy-
dratazy epoksydowej sg one metabolizowane do dihydrodioli, ktére moga
by¢ nastepnie utleniane przez monooksygenaze zalezng od cytochromu
P—450 do niezwykle silnie mutagennych i kancerogennych diolepoksy-
doéw. Te z kolei majg zdolno$¢ do tgczenia sie z materiatem genetycznym
komorki, co zagraza syntezie prawidtowego biatka (33).

Aby wyjasni¢ niezwykle szerokie powinowactwo cytochromu P—450
w stosunku do substratow (o ktdrym wspomniano na poczatku) zalezne
od gatunku, rasy, pici, wieku i stanu odzywienia zwierzecia, postuluje
sie obecno$¢ wielu molekularnych form cytochromu P—450. Wyizolowa-
no je w ostatnich latach z mikrosomow watroby szczuréw, krolikéw, my-
szy a takze cztowieka (34). Dla przykiadu: z watroby krolikéw (w zalez-
nosci od podanego induktora) mozna uzyska¢ m.in. dwie rézne formy
cytochromu 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).

Uktad réznych form cytochromu P—450, jako, zapewne, kontrolowany
genetycznie (Ah-iocus), bedzie podlega¢ zmianom zaréwno iloSciowym
jak i jakosciowym przy ekspozycji na rézne ksenobiotyki (35). Fizyczne
wihasciwosci izoenzymoéw cytochromu P—450 sg rézne w zaleznosci od
stosowanego induktora, ktorym moze by¢ jak juz wspomniano wczesniej
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). Potaczenie izoenzyméw cytochromu P—450 z CO
daje pochodne o réznych maksimach absorpcji w zakresie diugosci fali
447—452 nm. Masa czasteczkowa peptyddéw poszczeg6lnych form cytochro-
mu P—450 jest r6zna i wynosi od 47.000 do 60.000 (36).

Odmienne N i C-koicowe aminokwasy i r6zna budowa w sekwencji
pierwszorzedowej poszczegllnych izoenzymow wskazuje, ze produkcja
tych biatek jest kontrolowana przez oddzielne geny (37). Na szczeg6lng
uwage zastuguje fakt, ze izoenzymy cytochromu P—450 wykazujg po-
winowactwo wobec tych samych substratéw, ale metabolizujg je w r6z-
nym stopniu (38). Dla przyktadu: cytochrom P—450b szczura i cytochrom
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P—450LM2 krolika katalizuje M-demetylacje benzfetaminy 100 razy
szybciej niz inne izoenzymy (39). Podanie 3-metylocholantrenu przyczy-
nia sie do wzrostu syntezy cytochromu P—450 u szczura, ktory jest od
50 do 100 razy bardziej aktywny w stosunku do hydroksylacji benzo/a/pi-
renu anizeli cytochrom P—450LM4 krélika (40). Anilina jest hydroksy-
lowana w stopniu porownywalnym przez cytochromy P—450a, P—450b,
P—450c szczura (41), i przez cytochromy P—450LM2 i P—450LM4 kro-
lika (42). Mozna wiec przypuszczaé, ze anilina nie jest metabolizowana
przez specjalny izoenzym cytochromu P—450, a wiec nie mozna regulo-
waé jej metabolizmu poprzez indukcje okre$lonego izoenzymu.

Nie ulega juz w tej chwili watpliwosci, ze oczyszczone izoenzymy
cytochromu P—450 dziatajg wybidrczo na okreslone miejsce w substracie
i w okreSlonej konfiguracji przestrzennej tego substratu. Wykazano, ze
cytochromy P—450a, P—450b, P—450c szczura hydroksylujg testosteron
w pozycji: 7 alfa-, 16 alfa-, 6 beta-, (41). lzoenzymy cytochromu P—450
izolowane z watroby krélikéw: cytochromy P—450LM2 P—450LM3y,
P—450LM4, takze hydroksylujg testosteron w okresSlonych miejscach:
7 alfa-, 6 beta-, 16 alfa-, (43). Doskonatego przyktadu dla swoistosci izo-
enzyméw w stosunku do substratu i do jego konfiguracji przestrzennej
dostarcza metabolizm warfaryny /lek przeciwzakrzepowy/. Fasco
i wsp. (44) wykazali, ze cytochrom P—450LM4 krélika tgczy sie z war-
faryng tylko wtedy, gdy warfaryna jest w konfiguracji R i kumarynowa
strona czasteczki leku jest ustawiona w strone aktywnego miejsca enzy-
mu. Cytochrom P—450LM?2 krdlika, takze tgczy sie z czeScig kumaryno-
wg czasteczki leku, ale preferowana jest konfiguracja S. Réwniez meta-
bolizm /—/trans-7,8-dihydroksy-7,8-dihydrobenzo/a/pirenu przez izoenzy-
my cytochromu P—450 szczura i krolika jest uzalezniony od konfigura-
cji przestrzennej tego zwigzku (45).

Nastepstwa obecnosci wielu izoenzymoéw cytochromu P—450 sg w du-
zej mierze poznane (46—50). Wiadomo, ze izoenzymy te odgrywaja do-
niosta role w regulacji rownowagi pomiedzy aktywacja i inaktywacja
drog metabolicznych réznych zwigzkéw chemicznych. Uwaza sie, ze zmie-
niajgc w sposéb celowy (poprzez znany induktor lub inhibitor) aktywnos¢
izoenzymow cytochromu P—450, mozemy wptywaé na czas trwania i in-
tensywnos$¢ dziatania lekéw, hormonéw i r6znych ksenobiotykéw (51—53).

Zaakceptowano do druku 22 marca 1986 r.
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. Wstep

Preparaty enzymatyczne stosowane w przemys$le spozywczym nie za-
wsze charakteryzujg sie zadawalajgca termostabilno$cig. Termostabilnosé
enzymow okresla sie jako zdolno$é zachowania ich aktywnos$ci w $rodo-
wisku o temperaturze powyzej 60°C.

Stosowanie enzymow w diugotrwatych procesach technologicznych,
ktore mozna prowadzi¢ w temperaturze powyzej 60°C sprzyja wyelimi-
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Rolniczo-Techniczna, 10—957 Olsztyn.

Wykaz stosowanych skrétéw: CMC — Karboksymetyloceluloza; ONPG — o-ni-
trofenylo-p-D-galaktopiranozyd; PNPG — p-nitrofenylo-(3-D-galaktopiranozyd;
DEAE — dwuetyloaminoetylo-celuloza; CM — karboksymetylo-sephadex; la — in-
deks alifatyczny.
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nowaniu niepozadanej mikroflory bez koniecznosci pasteryzacji $rodo-
wiska. Enzymy termostabilne w przeciwienstwie do termolabilnych moz-
na tatwiej immobilizowa¢ i wielokrotnie stosowaé¢ bez zmniejszania ich
aktywnosci. Decyduje o tym wieksza stabilno$¢ termiczna biatek podczas
wigzania enzymow z no$nikami oraz w czasie reakcji enzymatycznych
prowadzonych w temperaturze powyzej 60°C.

W celu zwiekszenia termostabilnosci enzymow prowadzone sg bada-
nia, ktére dotycza nastepujacych zagadnien:

— stabilizacji odpornos$ci termicznej enzymOw przy zastosowaniu me-
tod chemicznych,

— poszukiwania i selekcji drobnoustrojow syntetyzujacych enzymy
termostabilne,

— otrzymywania mutantow poprzez przemieszczanie genéw enzy-
mow termostabilnych z mikroorganizmow niedopuszczalnych do stosowa-
nia w technologii zywnosci do komérek mikroorganizméw nie kwestio-
nowanych przez kompetentne witadze sanitarne.

W opracowaniu przedstawiono biochemiczne i technologiczne uwa-
runkowania pozyskiwania i stosowania termostabilnych preparatow en-
zymatycznych, przydatnych w technologii zywnosci.

Il. Wiasciwosci enzymoéw termostabilnych
oraz ich identyfikacja

Jedng z witasciwosci znanych enzymdw jest zanik aktywnosci biolo-
gicznej po ogrzewaniu, powodujacym denaturacje biatek enzymatycz-
nych. Mnogo$¢ metod oraz r6znorodno$¢ interpretacji stabilnosci termicz-
nej biatek powoduje trudnos$ci w poréwnywaniu tej wiasciwosci enzy-
mow charakteryzowanych przez roznych autorow (1, 2, 3, 4). Waznym
wyznacznikiem stabilnosci termicznej enzymoéw sa sity oraz interakcje
niekowalencyjne odpowiedzialne za pierwszo-, drugo- oraz trzeciorzedo-
we struktury biatek enzymatycznych. Sa to najczesciej oddziatywania
elektrostatyczne par jonowych, wigzania wodorowe lub interakcje hy-
drofobowe (5). Poprawe stabilnosci termicznej enzymo6w mozna uzyskaé
gtdwnie poprzez zmiany w strukturze pierwszorzedowej. OkreSlenie réz-
nic strukturalnych enzyméw opiera sie na statystycznej analizie korelacji
pomiedzy zmianami temperatury oraz takimi parametrami jak: dostepna
powierzchnia czasteczki (6), indeks alifatyczny (7) lub hydrofobowos$¢ (8).

W ocenie termostabilno$ci enzymow zwraca sie uwage na zawartos$c
niektdrych aminokwasow. Skiad aminokwasowy enzymdw termostabil-
nych rézni sie od skiadu aminokwaséw enzymoéw termolabilnych (7).
Roznice dotyczg przede wszystkim zawartosci alaniny, waliny, izoleucy-
ny i leucyny. Do porownania termostabilnosci enzymoéw zaproponowano
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obliczanie indeksu alifatycznego wg nastepujgcej zalezosci:
la = xA+ axw+ b(xiL+ xL)

gdzie:

IA— indeks alifatyczny,

XxA— zawarto$¢ alaniny w % ciezaru czasteczkowego biatka enzymu
xw— zawarto$¢ waliny w °/o ciezaru czasteczkowego biatka enzymu
xIL— zawartos$¢ izoleucyny w °/o ciezaru czgsteczkowego biatka enzymu
xL— zawarto$¢ leacyny w °/o ciezaru czasteczkowego biatka enzymu
wspbiczynniki a=29+01

b= 39%0,1

Z badan lkai (7) wynika, ze indeks alifatyczny obliczony dla ter-
mostabilnej dehydrogenazy gliceroaldehydofosforanowej (EC.1.2.1.12) wy-
nosi 103, a dla formy termolabilnej tego enzymu 89, natomiast dla dehy-
drogenazy kwasu mlekowego (EC.1.1.2.3) wartosci indeksu alifatycznego
wynoszag odpowiednio 98 oraz 88. Oznaczanie indeksu alifatycznego do-
tyczy jedynie sktadu aminokwaséw bez ich rozmieszczenia przestrzenne-
go. Istniejg wiec niejasno$ci w teoretycznej interpretacji otrzymywanych
wynikow. Lepsze efekty uzyskuje sie poprzez wskazanie w enzymach
termostabilnych i termolabilnych umiejscowienia aminokwaséw odpo-
wiedzialnych za dang ceche enzymu. Zmusza to do analizy sekwencji
aminokwasow w biatkach enzymatycznych.

W tabeli 1 przedstawiono poréwnanie witasciwosci form termostabil-
nych oraz termolabilnych: ferrodoksyny EC.1.18.1.2. lizozymu EC.3.2.1.17,
kinazy  fosfoglicerynianowej EC.2.7.2.3, dehydrogenazy gliceroal-
dehydofosforanowej EC.1.2.1.12 oraz monooksygenazy monofenolo-
wej EC.1.14.18.1.

Stabilno$¢ termiczng enzymdéw wyrazano za pomoca:

— czasu niezbednego do zmniejszenia aktywnosci o 50% — 112 wy-
znaczonego w znanych warunkach inkubacji enzymu,

— temperatury topnienia Tm, wyznaczonej metodg réznicowej kolo-
rymetrii skanningowej,

— temperatury, przy ktorej aktywno$¢ enzymu w wyznaczonym cza-
sie jest zmniejszona o 50% — TH np. aktywnoS$¢ dehydrogenazy glicero-
aldehydofosforanowej z Bacillus stearothermophilus jest zmniejszona
0 50% po 20 minutach ogrzewania w 75°C a odpowiednie zmniejszenie
aktywnos$ci termostabilnej formy dehydrogenazy gliceroaldehydofosfora-
nowej z Thermus aguaticus wystepuje po 20 min. ogrzewania w 100°C.

Jednym z czynnikéw decydujacych o termostabilnosci enzyméw jest
wytwarzanie w nich nowych par jonowych (9). W mezofilnej formie
ferrodoksyny wystepuja aminokwasy hydrofobowe, ktére w formie ter-
mofilnej tego enzymu sg zamienione przez aminokwasy z resztami nata-
dowanymi elektrycznie. Sg one rozmieszczone na powierzchni czgsteczki
ferredoksyny i powigzane elektrostatycznie (10). Aminokwasy, ktore tg-
czg sie ze sobg zaznaczono klamrami (tabela 1).
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Czas potowicznej inaktywacji tyrozynazy z Neurospora crassa w 60°C
wzrasta z 4 min. do 70 min. po substytucji jednego aminokwasu, ktéra wy-
wotuje powstanie w enzymie dodatkowej pary jonéw (tabela 1) (4). Od-
dziatywanie par jonow jest rdwniez przyczyng réznic w termostabilnosci
dehydrogenazy gliceroaldehydofosforanowej z homara oraz z Bacillus ste-
arothermophilus. Innym czynnikiem decydujgcym o termostabilnosci jest
hydrofobowos$¢ biatek enzymatycznych (8.11). Zamiana reszty histydyno-
wej przez argininowag w czasteczce lizozymu powoduje utrate witasciwosci
hydrofobowych oraz obnizenie o 14°C punktu topnienia (tabela 1). O ter-
mostabilnosci enzymow decyduja wewnetrzne interakcje hydrofobowe.
Stwierdzono, ze dehydrogenaza gliceroaldehydofosforanowa z Thermus
aguaticus jest bardziej termostabilna od odpowiedniej dehydrogenazy
z Bacillus stearothermophilus pomimo, ze ilo§¢ aminokwaséw hydrofobo-
wych jest zblizona. O réznicy termostabilnosci decyduje rozmieszczenie
reszt hydrofobowych w czasteczce. W dehydrogenazie z Thermus aauati-
cus wystepuje wiecej reszt hydrofobowych w pierwszorzedowej struk-
turze biatek enzymatycznych i w rezultacie posiada ona wiekszg wewnetrz-
ng hydrofobowos$¢ (8, 11).

Termostabilno$¢ enzymoéw zalezy réwniez od innych czynnikéw np.
mozliwos$ci wigzania metali (12, 13, 14), od rodzaju wigzania z substra-
tem (3) oraz od glikozylacji (15, 16). W ocenie termostabilnosci enzymow
uwzglednia sie réwniez wptyw kwasowosci Srodowiska na reakcje enzy-
matyczne. Na przykiad (3-D-galaktozydaza EC.3.2.1.23, z Aspergillus niger,
jeden z bardziej termostabilnych enzymow dopuszczonych do zywnosci
moze by¢ stosowany w S$rodowisku o pH 3,5. Stosowanie (3-D-galaktozy-
dazy z Aspergillus niger do hydrolizy w mleku (pH 6,5) nie jest zalecane,
gdyz w tych warunkach wykazuje ona jedynie 5°/0 maksymalnej aktyw-
nosci (8).

Termostabilno$¢ enzyméw réznego pochodzenia nie jest jednakowa
(Ryc. 1). Enzymy termostabilne sg najczeSciej syntetyzowane przez mi-
kroorganizmy termofilne. Do najlepiej poznanych Zrddet enzymow ter-
mofilnych zaliczyé mozna Thermus aguaticus, Bacillus stearothermophi-
lus, drobnoustroje, ktére rozmnazajg sie w temperaturze powyzej 60°C.
Przydatno$¢ tych organizméw do< biosyntezy enzymow, z wyjatkiem
a-amylazy, EC.3.2.1.1. z Bacillus stearothermophilus stosowanych w zyw-
nosci nie byta dotychczas badana (14, 17).

Wiekszg uwage w biosyntezie enzymdOw zwraca sie¢ na drobnoustroje
mezofilne lub wzglednie termofilne. Zazwyczaj enzymy stosowane w
technologii zywnoS$ci otrzymuje sie z roznych szczepéw: Aspergillus, Ba-
cillus lub z drozdzy. Enzymy syntetyzowane przez ple$nie i bakterie sa
na ogot bardziej termostabilne od enzymdéw syntetyzowanych przez droz-
dze. Czesto drobnoustroje syntetyzuja enzymy stabilne w temperaturach
znacznie przewyzszajacych optymalne temperatury ich rozwoju. Na przy-
ktad optymalna temperatura rozwoju Aspergillus niger miesci sie w gra-

6 Postepy Biochemii 4/86
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Ryc. 1. Termostabilno$¢ dehydrogenazy gliceroaldehydofosforanowej oraz katalazy
z réznych zrodet (8).

Symbole dehydrogenazy gliceroaldehydofosforanowej: A — z krélika, O — z Bacillus stearo-
thermofilus, O — z Thermus aguaticus. Symbole katalazy: m — z watroby wotowej, « — Asper-
gillus nlger.

nicach 30—40°C ale syntetyzowana przez ten szczep katalaza EC.1.11.1.6.
jest stabilna w temperaturze powyzej 60°C (8, 18). Poszukiwanie mikro-
organizmoéw, ktére syntetyzuja enzymy termostabilne, przydatne w tech-
nologii zywnosci jest nadal aktualne. Kontynuowane sg réwniez badania
nad otrzymywaniem, oczyszczaniem oraz immobilizacjag enzymoéw ter-
mostabilnych. Do lepiej poznanych enzyméw stosowanych w przemysle
spozywczym zalicza sie hydrolazy weglowodanow.

I11. Termostabilno$¢ hydrolaz weglowodanow

I11-1. Amylazy, (1,4,u-D-glukan glukanohydrolazy) EC.3.2.1.1,, EC.3.2.1.2.

Amylazy sg stosowane w przemys$le piwowarskim, gorzelniczym, pie-
karskim, w technologii produkcji syropow cukrowych oraz glukozy. Sub-
stratem reakcji z amylazg jest skrobia zb6z lub ziemniakéw. W pierwszym
etapie skrobia jest hydrolizowana przez amylazy do dekstryn a nastep-
nie do maltozy. Petng przemiane skrobi do glukozy mozna otrzymac sto-
sujgc oprécz 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).
Wiasciwosci niektérych a-amylaz pochodzenia mikrobiologicznego

przedstawiono w tabeli 2. Ich termostabilno$¢ oraz wrazliwo$¢ na zmia-
ny pH bardzo sie rd6znig. Pod wzgledem termostabilnosci najlepsza jest



[ ENZYMY TERMOSTABILNE 475

a-amylaza z Bacillus licheniformis. Optymalna temperatura reakcji tego
enzymu ze skrobig wynosi 90°C. Jedng z gtéwnych przeszkéd w stosowa-
niu tej amylazy do tradycyjnej dwustopniowej hydrolizy skrobi jest nie-
korzystne, alkaliczne optimum pH (tabela 2). Wymaga to korygowania pH
od 4,5 do 8 przed reakcjg a-amylazy ze skrobig a nastepnie przed reakcja
z amyloglukozydazg ponownie do pH 4,5. Réznice w optimum pH amy-
lazy i amyloglukozydazy wykluczaja réwniez mozliwosci ich tgcznej im-
mobilizacji, bardzo przydatnej w ciggtej hydrolizie skrobi do glukozy.

Tabela 2
Wiasciwosci niektorych a-amylaz ze zrédet mikrobiologicznych (8)
Zrédio Ciezar Zakres Temperatura  Stabilno$¢ (c)
czasteczkowy pH(a) optymalna (b) °C
Aspergillus oryzae 56 000 4—6 55 50
Bacillus subtilis Na 64 48 000 5—7 55 50
B. amyloliguefaciens F 49 000 5—9 65 45
B. stearothermophilus B.S.I 48 000 5—6 65 50
1503-4 53 000 54—6,1 55 55(—Ca++)
Bacillus sp. 11-1S 54 000 15—4,0 70 60(+Ca++)
B. acidocaldurius 68 68 000 2—6 16 60
B. licheniformis NCIB 6346 63 000 5—10 90 75

(a) — Zakres pH w ktérym 80% aktywnosci jest zachowane, (b) — Temperatura przy ktérej oznaczono maksimum

aktywnosci, (c) — Mozliwie najwyzsza temperatura przy ktérej ogrzewanie przez 30 min. umozliwia zatrzymanie 90%
aktywnosci.

Pozostate a-amylazy przedstawione w tabeli 2 charakteryzujg sie
znacznie nizszg termostabilnoscig. W celu poprawy termostabilno$ci amy-
laz np. z Bacillus subtilis i Bacillus stearothermophilus opracowano me-
tody genetycznego doskonalenia tych szczepéw. Otrzymano amylazy
0 wyzszej odpornosci termicznej, o bardzo korzystnej aktywnosci przy

kwasowosci ponizej pH 4,0 oraz o niewielkich wymaganiach wobec
Ca++ (8, 18).

I11-2. Egzo-l,4-a-D-glukozydaza

W technologii produkcji glukozy, w browarnictwie, w gorzelnictwie
amyloglukozydaze stosuje sie do peinej hydrolizy skrobi oraz dekstryn
do glukozy. Preparaty amyloglukozydazy otrzymuje sie gtownie ze szcze-
péw plesni z rodzajéw Aspergillus lub Rhizopus. Wiekszo$¢ preparatow
charakteryzuje sie podobnymi wiasciwosciami, optimum pH 4—6 i mak-
simum aktywnosci w temperaturze 55—65°C (8). W poszukiwaniu ter-
mostabilnej amyloglukozydazy wyselekcjonowano termofilne szczepy ples-
ni, ktore syntetyzuja enzym o optymalnej temperaturze powyzej 70°C
(20, 21).

6*
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111-3. Pululanaza

Enzym hydrolizuje wigzania a-1,6-glukozydowe w skrobi oraz w deks-
trynach granicznych, pululanaza jest stosowana do poprawy wydajnosci
enzymatycznej hydrolizy skrobi w technologii produkcji glukozy, w go-
rzelnictwie oraz w browarnictwie (22). Wiekszo$¢ dotychczas znanych
mikroorganizméw syntetyzuje pululanaze o optimum reakcji przy pH 5—7
w temperaturze 40—50°C (8). W temperaturze powyzej 60°C stwierdza
sie  zmniejszenie aktywno$ci enzymu. Zrédiem pululanazy o pod-
wyzszonej termostabilnosci jest Bacillus stearothermophilus K. P.1064
(23). Enzym ten wykazuje 100% aktywno$ci podczas ogrzewania przez
10 min. w temperaturze 65°C przy pH 6,00 W dalszym ciagu poszukuje
sie termostabilnej pululanazy reagujacej z substratem w $rodowisku kwas-
nym, ktéra mogtaby by¢ stosowana rdwnoczesnie z amyloglukozydaza
w celu uzyskania najkorzystniejszego stopnia hydrolizy skrobi.

I11-4. p-B-galaktozydaza (galaktohydrolaza (3-D-galaktozydéw) EC.3.2.1.23.

Jest enzymem powszechnie stosowanym w przemys$le mleczarskim do
hydrolizy laktozy w mleku lub w serwatce. Ws$réd preparatéw (3-D-ga-
laktozydazy przewazajg enzymy z plesni lub z drozdzy. Enzymy z plesni
sq aktywne w $rodowisku kwasnym o pH 3—4 i sg bardzo przydatne do
hydrolizy laktozy w serwatce (24). Natomiast enzymy z drozdzy sg aktyw-
ne w pH 6,0—7,0 i sg stosowane do hydrolizy laktozy w mleku (tabela 3).
(3-D-galaktozydaza z drozdzy jest znacznie mniej termostabilna od enzy-
mu z piesni (25).

Tabela 3
Wiasciwosci niektdrych preparatow /?-D-galaktozydazy

Ciezar czas- Temperatura o,
Zrédio teczkowy Zakres optymalna (b) StabI|I;IOSC ©

(kilodaltony) PH (2) °C ¢
Aspergillus niger 123—173 2—4 60 60
Aspergillus oryzae 90 45—55 65 65
Kluyveromyces fraglis 201 6.5—7,0 45 40
Kluyveromyces lactis 6—7 40 30—35
Bacillus stearothermophilus 215 6,0—6,4 65 50
Streptococcus thermophilus 500—600 6.5—7,5 55 50
Mucor pusillus 4.5—6,0 60 60
Alternaria alternara 45—55 60—70 60
Thermus aguaticus 570 45—55 80 70(d)

(a) — zakres pH w ktérym 80% aktywnos$ci enzymu jest utrzymywana, (b)—temperatura przy ktérej oznaczono
aktywnos$¢, (c) — temperatura przy ktérej enzym ogrzewany przez 30 minut zachowuje 90% aktywnosci (d) — inkubo-
wano przy pH 7,0.
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Aktywng w $rodowisku o pH 6—7 termostabilng (3-D-galaktozydaze
otrzymano z Bacillus stearothermophilus; nadaje sie ona do hydrolizy
laktozy w 50°C (26). Zrodtem termostabilnej (3-D-galaktozydazy jest takze
szczep Streptococcus thermophilus; izolowany enzym jest stabilny w $ro-
dowisku o temperaturze 50°C. Aktywno$¢ (3-D-galaktozydazy z Thermus
aguaticus jest stabilna w 70—80°C przy pH 5 (27, 28, 29). Poprawe ter-
mostabilnosci enzymu mozna uzyska¢ poprzez stosowanie (3-D-galakto-
zydazy z dodatkiem preparatu biatek serwatkowych. Umozliwia to pro-
wadzenie hydrolizy laktozy w temperaturze o 5—10°C wyzszej niz bez
dodatku biatek przy tej samej efektywnosci reakcji.

I11-5. Cetulazy (l,4-|3-D-glukan 4-s?lukan hydrolaza) EC.3.2.1.4.

W przemysle spozywczym celulazy stosuje sie do poprawy witasciwo-
Sci strukturalnych i Teologicznych réznych produktéw roslinnych np. pod-

Tabela 4
Termostabilno$¢ celulaz z réznych zrédet (8)

Optimum (c) L
Zrodto Substrat (a) Zakres temperatury Stabilnos¢ (d)
pH (b) e °C
1
Aspergillus niger CmMC 3,86—4,0 45 40
Trichoderma recsei R—10 FP 4,0—5,0 60 ti% = 2h
CMC 45—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 l) 4,0—55 5 65
CMC(Celula-
za II) 4,0—55 65 65
FP 4,0—55 68 65
p-NPG 4,0—55 70 70
Thermomonospora Y X CMC — O 70 65
p-NPG 6,2—6,6 55 55
Thielavia terrestris FP 4,0—5,5 65 tf°2 = 24h
CMC 3,045 65 24h
ONPG 3,5—4,5 70 20h

(a) — CMC — karboksymetyloceluloza, FP — bibuta filtracyjna, ONPG = o-nitrofenylo-/3-D-galaktopiranozyd
p-NPG = p-nitrofenylo-/?-D-galaktopiranozyd; (b) — zakres pH, w ktérym enzym wykazuje 80% aktywnosci; (c) —
temperatura, w ktérej enzym wykazuje najkorzystniejsza aktywnos$¢; (d) — w przyblizeniu najwyzsza temperatura, przy
ktérej enzym moze by¢ ogrzewany przez 30 min. ze strata 10% aktywnosci.
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noszenia wydajnosci ekstrakcji sokéw owocéw i warzyw, do izolowania
biatek z nasion roslin oleistych itp. Celulazy stosuje sie réwniez do prze-
twarzania produktow ubocznych przemystu owocowo-warzywnego. Czesto
stosuje sie je tacznie z enzymem pektolitycznym — poligalakturonazg
EC.3.2.1.15.

Celem otrzymania celulaz najcze$ciej stosuje sie szczepy z rodzaju
Trichoderma. Opracowano warunki hodowli ple$ni, zapewniajagce duza
wydajnos$¢ biosyntezy celulaz zewnatrzkomorkowych. Celulazy z Tricho-
derma sa termolabilne i powyzej 50°C tracg aktywnos$¢ (8).

W poszukiwaniu nowych zrodet celulaz przebadano liczne mikroorga-
nizmy termofilne. Nowe Zzrodta enzymdw celulolitycznych przedstawiono
w tabeli 4. Sposrod wymienionych zrodet na podkreslenie zastuguje plesn
Thielavia terrestris syntetyzujgca celulazy, ktére zachowujg 50% aktyw-
nosci nawet po gotowaniu przez 60 minut (8). Pozostate mikroorganizmy
wymienione w tabeli 4 rowniez syntetyzujg termostabilne celulazy. Za-
stosowanie tych szczepéw w skali przemystowej wymaga jednak zwiek-
szenia wydajnosci biosyntezy celulaz zewnatrzkomdérkowych.

W zakresie poprawy wilasciwosci celulaz opracowano metode klono-
wania gendéw do odpowiednich plazmidéw oraz otrzymano mutanty syn-
tetyzujgce celulazy przydatne do hydrolizy celulozy oraz jej pochodnych
w produktach ubocznych przemystu drzewnego i papierniczego (8, 30).

IV. Metody zwiekszania termostabilnosci enzyméw

IV-1. Immobilizacja enzymoéw

Analiza roznych metod immobilizacji enzymow sugeruje, ze efekty
zwiekszenia ich termostabilnosci zalezg od techniki wigzania oraz od ro-
dzaju enzyméw. Na przyktad adsorpcja oraz wigzanie z aldehydem glu-
tarowym oksydazy glukozowej EC.1.1.3.4. oraz amyloglukozydazy na ku-
leczkach szklanych powleczonych polietyleniming w odmienny sposob
oddziatywuje na termostabilnosé enzyméw. Immobilizacja oksydazy glu-
kozowej spowodowata (w porownaniu do postaci natywnej enzymu) wy-
dtuzenie czasu potowicznej inaktywacji z 2 do 35 minut w wariancie,
gdzie do unieruchamiania stosowano aldehyd glutarowy oraz do 27 minut
w przypadku enzymu zaadsorbowanego na nos$niku z pominieciem aldehy-
du glutarowego. Natomiast zastosowana metoda immobilizacji spowodo-
wata skrécenie czasu potowicznej inaktywacji amyloglukozydazy do 7 mi-
nut (ryc. 2). W praktyce trudno jest przewidzie¢ w jaki sposéb immobili-
zacja wptynie na termostabilno$¢ enzymow (31). Wiadomo jednak, ze
wywotuje ona zmiany w biatkach enzymatycznych, ktére zaleznie od
wigzania z no$nikiem wspotdecydujg o wiasciwosciach enzymu.
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Ryc. 2. Wplyw immobilizacji na polietyloiminie na termostabilno$¢ oksydazy gluko-
zowej (61°C) oraz glukoamylazy (68°C).

Bissett i Sternberg (31) stwierdzili, ze immobilizacja oksy-
dazy glukozowej na chitosanie z uzyciem aldehydu glutarowego powo-
duje zwiekszenie termostabilnosci w 65°C wyrazong przedtuzonym cza-
sem potowicznej inaktywacji enzymu z 0,5 do 252 godzin. Enzymem wy-
kazujacym zarowno zmniejszenie jak i zwiekszenie termostabilnosci w za-
leznosci od rodzaju nosnika stosowanego do immobilizacji jest inwertaza
((3-D-frukto-furanozydo, fruktohydrolaza EC.3.2.1.26.) (32). Zwigkszenie
termostabilnosci uzyskano po unieruchomieniu enzymu na celulozie mi-
krokrystalicznej lub na sepharozie. Natomiast zastosowanie nosnikéw jo-
nowych np. DEAE celulozy lub CM-Sephadex spowodowato zmniejsze-
nie termostabilno$ci inwertazy. Przypuszcza sie, ze przyczyng zmniejsze-
nia termostabilno$ci inwertazy jest rozrywanie krytycznych wigzan we-
wnetrznych poprzez oddziatywanie jonowych grup w nosnikach. Metoda
immobilizacji, ktora moze zwiekszy¢ termostabilnos¢ enzymdéw jest ich
zamykanie w zelach.

Basavaswara, Rao i inni (21) unieruchamiali oksydaze glu-
kozowa z Aspergillus niger oraz amyloglukozydaze z Thermomyces lanngi-
nosus i Rhizopus sp. wewnatrz zeléw: poliakrylowego lub poliakryloami-
dowego. Stabilnos$¢ termiczng enzymow natywnych oraz zwigzanych w ze-
lach poréwnywano poprzez oznaczanie ich aktywnos$ci w zakresie tem-
peratur 40—78°C. Autorzy stwierdzili, ze o stopniu immobilizowania en-
zymow oraz o ich termostabilnos$ci decyduje stezenie zeléw w granicach
20—40%. Zwiekszenie termostabilnosci oksydazy glukozowej otrzymano
po jej unieruchomieniu w 20°0 zelu poliakryloamidowym, a amylogluko-
zydazy unieruchomionej w 40°0 zelu poliakrylowym. Okres potowicznej
inaktywacji oksydazy glukozowej zwigzanej w 20°/0 zelu poliakryloami-
dowym w poréwnaniu z enzymem natywnym wzrdst 12-krotnie podczas
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reakcji z substratem w 60°C. Poréwnanie aktywnosci amyloglukozydazy
z T. lannginosus formy natywnej oraz unieruchomionej w 40°0 zelu poli-
akrylowym (podczas reakcji z substratem w 70°C), pozwolito na ustale-
nie, ze mozna w ten sposéb zwiekszy¢ okres potowicznej inaktywacji en-
zymu. Autorzy uzasadniajg zwiekszenie termostabilnos$ci enzyméw elek-
trostatycznymi witasciwosciami zeléw, ich duzym stezeniem (20—40°/0)
a przede wszystkim oddziatywaniem niekowalentnych wigzan pomiedzy
enzymami oraz zelami a w konsekwencji ochronnym oddziatywaniem ze-
Ibw zmniejszajgcych podatno$é biatek enzymatycznych na denaturacje.
Efekty immobilizowania enzyméw oraz zmian ich wasciwosci zalezg od
doboru enzymu oraz zelu. Potwierdzeniem tej tezy jest skrécenie (w po-
rownaniu z enzymem w postaci natywnej) okresu potowicznej inakty-
wacji amyloglukozydazy zwigzanej z zelem poliakrylowym (21). Prawdo-
podobnie elektrostatyczne oddziatywanie enzymu i zelu zamiast poprawic
termostabilno$¢ amyloglukozydazy spowodowato zwiekszenie jej podat-
nosci na denaturacje termiczna.

Zele zastosowano réwniez do immobilizacji catych komoérek mikro-
organizmoéw (8). Stwierdzono, ze stabilno$¢ termiczna enzymoéw unieru-
chomionych w zelach zalezy, miedzy innymi, od rozmieszczenia enzy-
mow w komorkach. Jezeli enzym zwigzany jest z btong komdrkowg lub
znajduje sie wewnatrz $ciany komorkowej wykazuje wolwczas lepsza
termostabilnosé od enzymdw obecnych w protoplazmie komorki. Przyczy-
ng zwiekszonej termostabilnosci enzymow znajdujacych sie na powierzch-
ni komorek jest bezposrednia reakcja z zelem. Stwierdzono réwniez, ze
0 termostabilnosci izomerazy glukozowej EC.5.3.1.18. w komdrkach unie-
ruchomionych w zelach decyduje utrwalanie chemiczne lub termicz-
ne (8).

IV-2. Modyfikacja chemiczna

Modyfikacja chemiczna jest sposobem najczesciej stosowanym do
zwiegkszenia termostabilno$ci enzymoéw reagujgcych z nierozpuszczalnym
substratem. Chemiczng modyfikacje enzyméw uzyskuje sie poprzez:

— reakcje enzymow z odczynnikami jednofunkcyjnymi, o niskim cie-
zarze czasteczkowym,

— sieciowanie tzn. sprzeganie enzymow z nosnikami z udziatem dial-
dehyddéw, karbimidéw Ilub zwigzkéw epoksydowych,

— wigzanie enzymo6w z polimerami np. z dekstranem.

Modyfikacja chemiczna enzymoéw przy zastosowaniu odczynnikéw jed-
nofunkcyjnych o niskim ciezarze czasteczkowym powoduje zmiany ta-
dunku na powierzchni enzymow. Dobor odczynnikow, ktore reagujg z gru-
pami funkcyjnymi enzymow wymaga ich eksperymentalnej selekcji. Po
doborze odczynnika oraz optymalnych warunkéw reakcji mozna otrzy-
mac¢ znaczne zwiekszenie stabilno$ci termicznej enzyméw. Przykiadem
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moze by¢ zwiekszenie termostabilnosci dehydrogenazy kwasu mlekowe-
go EC.1.1.2.3. po reakcji z metyloacetoimidem (33). Odczynniki dwufunk-
cyjne stosuje sie w celu powigzania czgsteczek dwdch réznych biatek z jed-
noczesnym ich zabezpieczeniem przed destabilizacjg. Znanych jest wiele
odczynnikow dwufunkcyjnych, przydatnych w wigzaniach poprzecznych.
Przyktadem moga by¢ glioksal, aldehyd malonowy oraz aldehyd glutaro-
wy, ktory od dawna stosowany jest jako utrwalacz w przygotowaniu pre-
paratéw do mikroskopii elektronowej oraz w garbarstwie. Aldehyd gluta-
rowy jest odczynnikiem czesto stosowanym do modyfikacji oraz wigza-
nia enzymow z no$nikami. tatwo reaguje z grupg e-aminowg lizyny. Po-
taczenie aldehydu glutarowego z oksydazg glukozowg poprawito stabil-
no$¢ termiczng enzymu (18).

Do metod najkorzystniej oddziatywujgcych na termostabilnos$é enzy-
mow zalicza sie ich wigzanie z polimerami. Szczegdlnie interesujgca jest
technika kowalentnego wiazania enzyméw z dekstranem, aktywowanym
bromkiem cyjanu. Marshal i Rabinowitz (34) oraz Blom -
hoff i Christensen (35 poprawili termostabilno$¢ (3-D-galaktozy-
dazy poprzez reakcje z acetylowanym dekstranem (tabela 5).

Tabela 5
Termostabilno$¢ enzyméw zwigzanych z dekstranem

2 10
Temperatura Czas ogrzewa- Aktywnosc (%)
Enzym

0 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)— stodkie ziemniaki, (c) — watroba wotowa, (d)— jelita wotowe.

Do modyfikacji struktury biatek enzymatycznych moze by¢ rowniez
stosowany dekstran metylowany. Jego oddziatywanie na stabilno$¢ ter-
miczng enzymow jest jednak mniejsze niz dekstranu acetylowanego (18).
Czynnikiem decydujgcym o poprawie termostabilno$ci enzymoéw sg wig-
zania wodorowe pomiedzy enzymami a polimerami. Polimery speiniajg
funkcje ochronng wobec enzyméw w czasie reakcji prowadzonych w wyz-
szych temperaturach. Do poprawy termostabilnosci enzymdw stosuje sie:
laktoze, alkohol poliwinylowy oraz glikol polietylenowy (36, 37, 38).
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IV-3. Metody stosowane w biosyntezie enzymoéw

Postep w biotechnologii enzyméw zwykle polega na zwigkszeniu synte-
zy danego produktu badZz na otrzymaniu nowego szczepu produkujacego
enzym o korzystniejszych parametrach.

Jednym ze sposobow zwiekszenia wydajnosci w produkcji enzyméw
jest stosowanie induktoréw. Induktory sa juz powszechnie stosowane w
przemystowej produkcji enzymow jak np. wprowadzanie substratu do
hodowli drobnoustrojow. Szczeg6lng uwage zwraca sie obecnie na zmniej-
szenie lub catkowite wyeliminowanie represji powodowanej przez pro-
dukty przemiany materii drobnoustrojow, a takze hamujacy wptyw pro-
duktu koncowego.

Mutageneza jest rdwniez powszechnie stosowanym sposobem otrzy-
mywania nowych szczepdw produkujacych zazwyczaj 2—10-krotnie wie-
cej enzymu niz szczep macierzysty (8).

Inng mozliwos$cig otrzymywania nowych szczepdw jest transformacja.
Y oneda (44) otrzymat szczep produkujacy 250 razy wiecej a-amylazy
poprzez transformacje DNA izolowanego ze szczepu dzikiego Bacillus sub-
tilis var. amylosaccharyficus do szczepu Bacillus subtilis Marburg 6160.
Zwiekszenie produkcji enzymu nastgpito wskutek synergistycznego wspét-
dziatania pieciu genow. Mozliwos¢ selektywnego przenoszenia genéw jed-
nego organizmu do innego pozwala na synteze enzymoéw termofilnych
w organizmach takich jak: Bacillus subtilis lub drozdze.

Shinomija i wsp. (40, 41) przeprowadzili transformacje DNA
z niezidentyfikowanego szczepu bakterii termofilnych do szczepu Bacillus
subtilis nie wytwarzajgcego a-amylazy. Szczep otrzymany po transfor-
macji DNA syntetyzowat a-amylaze o termostabilnosci podobnej do wtas-
ciwosci szczepu donora.

Potaczenie metody mutacji i transformacji pozwolito na otrzymanie
szczepu Bacillus subtilis wytwarzajgcego 1500 do 2000 razy wiecej a-amy-
lazy niz produkowat go szczep macierzysty (39).

W literaturze pojawiajg sie informacje o mozliwosci klonowania ge-
néw jako metody poprawy cech osobniczych organizméw syntetyzuja-
cych enzymy lub tez zwiekszania wydajnos$ci przez tgczenie gendw struk-
turalnych z bardziej wydajnymi promotorami. Wasserman (8) po-
daje, zeCornelis i wsp. przeprowadzili klonowanie genéw odpo-
wiedzialnych za synteze a-amylazy z Bacillus coagulans w Escherichia
coli stosujagc fagi jako wektory. W komérkach E. coli zawierajagcych hy-
brydowy fag (niosagcy gen a-amylazy) stwierdzono aktywno$¢ enzymu
o termostabilnosci charakterystycznej dla B. coagulans. Wasserman (8)
podaje rowniez, ze Palva sklonowat gen odpowiedzialny za
synteze a-amylazy z Bacillus amyloliquefaciens w Bacillus subtilis, sto-
sujgc metode tzw. podwojng z wykorzystaniem plazmidu p UB. 110. Ak-
tywnos$¢ amylazy w pozakomoérkowym ekstrakcie z B. subtilis byta 2500
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razy wyzsza od aktywnosci odpowiedniego enzymu w ekstrakcie wydzie-
lanym przez komérki gospodarza. Wasserman (8 za Ortleppem
podaje, ze poprzez transformacje plazmidu p SA.33 pochodzacego z B. li-
cheniformis do B. subtilis mozna otrzymac¢ wyraznie wyzszg termostabil-
no$¢ a-amylazy syntetyzowanej przez B. subtilis. Fuji i wsp. /43/ gen
z B. stearothermophilus CU—21 odpowiedzialny za synteze neutralnej
proteazy klonowali w B. subtilis lub w B. stearothermophilus, szczepy po-
zbawione zdolnos$ci biosyntezy proteazy neutralnej. Po sklonowaniu oby-
dwa szczepy wykazywaly zdolno$¢ syntezy neutralnej proteazy o termo-
stabilnosci odpowiadajgcej termostabilnosci proteazy z B. stearothermo-
philus CU—21.

Przedstawione przyktady Swiadczg o wykorzystaniu metod inzynierii
genetycznej w biotechnologii. Potgczenie metod inzynierii genetycznej
ze znajomoscig struktury enzymoéw stwarza duze mozliwosci w sterowa-
niu biosyntezg enzyméw o zwigkszonej termostabilnosci.

V. Podsumowanie

W opracowaniu przedstawiono charakterystyke enzyméw termostabil-
nych stosowanych w technologii zywnos$ci. Szczegdlng uwage zwrdcono
na enzymy hydrolizujgce weglowodany. Przedstawiono réwniez metody
poprawy termostabilno$ci enzyméw. Podano przykiady modyfikacji che-
micznej, immobilizacji enzyméw, doskonalenia genetycznego mikroorga-
nizméw syntetyzujacych enzymy. Przyklady te sg potwierdzeniem poste-
pu biotechnologii produkcji enzymdw o pozadanych wiasciwos$ciach, w tym
rowniez o podwyzszonej termostabilnosci.

Zaakceptowano do druku 22 kwietnia 1986 r.
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Redakcja zastrzega sobte mozno$¢ skroécenia tekstu i wprowadzania poprawek nie wplywa-
jacych na tre$¢ pracy.

PiSmiennictwo: w artykule nalezy cytowa¢ prace oryginalne z ostatnich kilku lat oraz
najwazniejsze artykuty przegladowe omawiajac przedstawiong dziedzing z uwzglednieniem
artykutéw opublikowanych w ,Postepach Biochemii”. W teksécie nalezy podawac¢ jedynie
nazwiska badaczy, ktérych prace majg podstawowe znaczenie w przedstawionej dziedzinie.
Omawiane prace trzeba numerowa¢ w kolejnosci ich cytowania w tek$cie. Wykaz piSmien-
nictwa zatem obejmuje prace opatrzone kolejnymi numerami, ale nie uporzadkowane alfabe-
tycznie. Odnosniki bibliograficzne winny mie¢ forme zalecang przez Komisje Wydawcéw Cza-
sopism Biochemicznych Miedzynarodowej Unii Biochemikéw (IUB) wedtug Biochim. Biophys.
Acta (1972), 271, 1 np.

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

Cytujac wydawnictwa ksiazkowe podawac nalezy kolejno: nazwisko(a) i inicjaty autora(éw),
rok wydania, tytut ksigzki, nazwisko(a) i inicjaly jej redaktoréw(a), tom, pierwsza i ostatnig
strong cytowanej publikacji, nazwe 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.

Zatgczniki: kazdy zalgcznik nalezy sporzadzié w 2 egz. na oddzielnych kartkach i opatrzy¢
kolejnym numerem odpowiadajgcym numerowi uzytemu w tekscie oraz oznaczy¢ (na gorze
stronicy otéwkiem) nazwiskiem pierwszego autora i poczatkowymi wyrazami tytuly pracy.

Tabele nalezy kolejno numerowaé¢ cyframi arabskimi. Tytuly tabel i nagtéwki rubryk
powinny jasno opisywac ich tre$¢ zaznaczajg, z jakich (jakiej) prac(y) pochodzg informacje
podane w tabeli.

Ryciny, tj. wykresy, rysunki, schematy lub fotografie nalezy opatrzy¢ numeracjag w kolej-
noéci ich omoéwienia w tek$cie. Przyjmuje sie zasade numeracji rycin cyframi arabskimi,
a wzoréw cyframi rzymskimi. Fotografie czarno-biate (kontrastowe) powinny by¢ wykonane
na papierze matowym. Pozostate ryciny nalezy wykona¢ tuszem na biatym papierze lub na
kalce technicznej. Wymiar ryciny nie powinien by¢ mniejszy niz 10X15 cm, a naniesione linie
nie powinny by¢ ciefsze niz 1 mm. Ramki ujmujace wykresy mozna wykonaé linig ciensza
niz linie wtasciwe wykresu. Cyfry i litery stuzgce do opisu rysunku powinny mie¢ wysokos$¢
nie mniejsza niz 5 mm. Na rysunkach nie nalezy umieszcza¢ opiséw stownych, lecz postugiwac
sie skrétami. Osie wykreséw natomiast winny by¢ opatrzone napisem tatwo zrozumiatym. Dla
oznaczenia punktéw doswiadczalnych mozna stosowac¢ nastepujgce symbole: O O A « | A-
Rycine nalezy opatrzy¢ na odwrocie oznaczeniem ,gora” i ,,dot” (otdwkiem). Decyzje o stopniu
zmniejszenia ryciny podejmie wydawca.

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

Ze wzgledu na wewnetrzng spoistos¢ artykutu zaleca sie autorom konstruowanie oryginal-
nych rysunkéw i zbiorczych tabel na podstawie danych z piSmiennictwa. Prawie wszystkie
czasopisma zastrzegaja sobie wytaczno$¢ druku prac wraz z ich dokumentacjag (Copyright).
Przed wiaczeniem tabel, wykreséw czy schematéw do artykutu przeznaczonego do publikacji
w Postepach Biochemii nalezy uzyska¢ zgode na przedruk i przediozy¢ ja Redakcji.

Redakcja prosi o witasciwe pakowanie artykutdéw, aby zabezpieczy¢ maszynopis i ilustracje
przed pogieciem.
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