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WSKAZOWKI DLA AUTOROW

Kwartalnik ,,Postepy Biochemii” publikuje artykuty przeglagdowe
z biochemii i nauk pokrewnych. Artykuty winny obejmowac¢ syntetyczny
przeglad postepu wiedzy w omawianej dziedzinie opracowany na podsta-
wie pismiennictwa z kilku ostatnich lat. Przekazanie artykutu do Re-
dakcji jest rdwnoznaczne z oSwiadczeniem, ze nadestana praca nie byta
i nie bedzie publikowana w innym czasopiSmie jezeli zostanie ogtoszona
w ,Postepach Biochemii”. Autorzy artykutu odpowiedzialni sg za pra-
widtowos¢ i scistos¢ podawanych informacji. Autoréw obowigzuje korek-
ta autorska. Koszty zmian tekstu w korekcie (poza poprawieniem biedow
drukarskich) ponosza autorzy. Artykuty sg honorowane wedtug obowig-
zujgcych stawek. Autorzy otrzymujg bezptatnie 25 odbitek swego arty-
kutu; zamowienia na dalsze 100 odbitek (ptatnych) nalezy zgtosi¢ pisem-
nie odsytajac prace po korekcie autorskiej.

Autorzy proszeni sg o przestrzeganie nastepujacych wskazowek:

Forma maszynopisu: Maszynopis pracy i wszelkie zataczniki nalezy
nadsyta¢ w dwu egzemplarzach. Maszynopis powinien by¢ napisany jed-
nostronnie, z podwdéjng interlinig, z marginesem ok. 4 cm. po lewej i ok.
1 cm. po prawej stronie.

Uktad maszynopisu: strona oktadkowa nienumerowana zawiera imio-
na i nazwisko(a) autora(6w), adres(y) Zaktadu(éw) w jezyku polskim
i angielskim, w ktdrych pracujg autorzy, adres pocztowy na ktory autorzy
zycza sobie otrzymywac korespondencje: tytut pracy oraz —w prawym
dolnym rogu — liczbe stron, liczbe rycin, wzoréw i tabel oraz skrét tytutu
(nie wiecej niz 25 znak6éw drukarskich).

Strona tytutowa (1) imiona (w petnym brzmieniu) i nazwisko (a) auto-
ra(6bw), tytut pracy w jezyku polskim i angielskim, tytuty naukowe au-
tora(6w), jego (ich) stanowisko(a) i miejsce(a) pracy, wykaz skrotéw sto-
sowanych w pracy.

Strona 2 i nastepne obejmujg tekst pracy do spisu piSmiennictwa
wigcznie, tabele, spis rycin, wzoréw oraz tytuty i objasnienia do rycin na
stronach kornicowych.

Dla przejrzystosci tekstu korzystny jest czesto podziat na rozdziaty
i podrozdziaty. Wydzielone z tekstu tytuty rozdziatbw nalezy oznaczyé
numeracjg rzymska, a ewentualne podrozdziaty opatrzy¢ dodatkowg nu-
meracjg arabska (np. 1-2, Il-4 itp.). Tytuty podrozdziatéw nie wydzielo-
nych z tekstu nie powinny by¢ numerowane. W tekscie nie nalezy sto-
sowa¢ zadnych podkreslen ani rozstrzelonego druku. Ewentualne su-
gestie autorskie co do charakteru czcionki drukarskiej nalezy zaznaczyé
otéwkiem na marginesie maszynopisu. W przypadku umieszczenia w tek-
Scie liter alfabetu greckiego nalezy na marginesie wpisa¢ otowkiem ich
fonetyczne brzmienie. W tek$cie nie nalezy umieszcza¢ zadnych tablic,
rycin czy wzoréw, lecz w zadanym miejscu pozostawi¢ wolny wiersz
i zaznaczy¢: Tabela 1, Ryc. 1, Wzér | itp. Numeracje wzoru w tek$cie na-
lezy podawaé po nazwie zwigzku np. kwas glutaminowy (I).

Autorzy proszeni sg o zwrdcenie szczegdlnej uwagi na poprawnos$é
jezykowgq tekstu a takze na S$cisto$¢ i jasnos¢ sformutowan, unikanie
gwary laboratoryjnej oraz o nie wprowadzanie do tekstu tworzonych do-
raznie skrotéw, nawet jesli niektére z nich bywajg uzywane w pracach
obcojezycznych.
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RENATA DABROWSKA * WITOLD DRABIKOWSK | **

Molekularne podstawy skurczu miesni

Molecular Basis of Muscular Contraction

Structural organization of individual myofibrillar proteins and molecular arran-
gements of the filaments in the relaxed state, contraction and rigor have been revie-
wed.

W poprzednim artykule opublikowanym w ,Postepach Biochemii” (1)
przedstawiliSmy mechanizmy regulacji cyklu skurczowo-rozkurczowego
miesni szkieletowych. Niniejszy arytkut poswiecamy budowie aparatu
kurczliwego oraz zmianom strukturalnym zachodzacym w réznych sta-
nach fizjologicznych.

I. Budowa i sktad miofibryli

Dzieki badaniom prowadzonym w latach czterdziestych i piecdziesiag-
tych ustalono, ze w jednostkach strukturalnych miesni szkieletowych, to
znaczy w miofibrylach, wystepuja dwa rodzaje specyficznych biatek: mio-
zyna i aktyna, ze miozyna ma witasciwosci ATP-azy, a wiasnie ATP jest
zrédtem energii do skurczu, ze aktyna aktywuje ATP-aze miozynows i ze
interakcja tych biatek reprezentuje podstawowy mechanizm skurczu mies-
nia (2—5).

Z drugiej strony dzieki klasycznym juz dzi§ pracom Huxley’a
i Hanson od lat prawie dwudziestu byto wiadome, ze miofibryle zbudo-
wane sg z dwu rodzajow t.zw. filamentéw (rysunek 1).

W prazku anizotropowym znajdujg sie grube filamenty zbudowane
z miozyny, natomiast prazek izotropowy podzielony w srodku strefg o duzo

* Dr inz., Zaktad Biochemii Uktadu Nerwowego i Miesni, Instytut Biologii Do-
Swiadczalnej im. M. Nenckiego, Polska Akademia Nauk, Warszawa

** Prof. dr habil., Zaklad Biochemii Ukladu Nerwowego i Migéni, Instytut Bio-
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Wykaz stosowanych skrotéw: Podjednostki miozyny: HMM — ciezka meromiozy-
na, LMM — lekka meromiozyna; Podjednostki troponiny: TN-1 — sktadnik hamujacy
ATP-aze aktomiozynowa, TN-C — sktadnik uczulajacy aktomiozyne na Ca++, TN-B —
sktadnik wigzgcy troponine do aktyny i tropomiozyny.
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wiekszej gestosci t.zw. linig Z, zbudowany jest z cienkich filamentéw. Cien-
kie filamenty, zawierajagce aktyne, zachodzg na pewnym odcinku w gigb
prazka anizotropowego miedzy grube filamenty, przy czym przestrzenne
utozenie obu rodzajow filamentow wzgledem siebie jest nadzwyczaj regu-
larne (6).

Rys. 1. Struktura miesni poprzecznie prazkowanych (wg 7)
A —prazek anizotropowy, | —prazek izotropowy

W ostatnich latach udoskonalenie szeregu wyrafinowanych metod,
gtownie biofizycznych jak np. metoda lokalizacji poszczegllnych biatek
przy uzyciu znaczonych przeciwciat, zastosowanie w mikroskopii elektro-
nowej napylania preparatow w czasie ich obracania oraz techniki nega-
tywowego barwienia, metody dyfrakcji optycznej oraz niskokatowej dy-
frakcji promieni X, pozwolito na ustalenie i wyjasnienie wielu szczegotow
dotyczacych struktury filamentéw i catego miesnia oraz zmian struktural-
nych w nim zachodzacych w roznych stanach filzjologicznych. Znaczenie
tych osiggnie¢ jest niewatpliwe, ale uzyskane obserwacje bytyby bardzo
trudne lub wrecz niemozliwe do interpretacji bez podbudowy biochemicz-
nej. 1 na tym polu zanotowano réwniez bardzo powazne osiagniecia: z jed-
nej strony dotyczace szeregu szczeg6tow budowy aktyny i miozyny, z dru-
giej strony wykrycia i zbadania roli i whasciwosci innych biatek miofibry-
larnych. Prosta w swej istocie metoda, jaka jest elektroforeza na zelu po-
liakrylamidowym, szczeg6lnie prowadzona w obecnosci siarczanu dodecylu
(8), okazata sie nadzywczaj pomocng, jezeli nie wrecz nieodzowng przy
tych badaniach. Postugujac sie ta metodg mozna na przykiad otrzymac
rébwnoczes$nie cate spektrum biatkowe miofibryli (rysunek 2).

Z tych Kkilkunastu prazkéw biatkom wchodzacym w skiad grubych fila-
mentoéw odpowiadajg — poza miozyna, od ktérej w tych warunkach od-
dysocjowujg t.zw. lekkie tancuchy — stosunkowo mato jeszcze poznane
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biatko linii M i ostatnio odkryte t.zw. biatko C. Reszta bialek, poza tzw.
a-aktywning — biatkiem linii Z— znajduje sie w cienkim filamencie,
o ktérym do niedawna sadzono, ze zbudowany jest tylko z aktyny.

Miozyna

cc aktynina
Biatko liniiM

._ Aktyna

—— TN-B
————— TTOpOMIiozyna

B Lekki taricuch miozyny
-

: TN-C
_.‘= Lekki tancuch miozyny

Lekki tarncuch miozyny

VY c—

Rys. 2. Spektrum biatkowe miofibryli uzyskane droga elektroforezy na zelu poliakry-
lamidowym (wg 97)

Zadne z tych bialek nie dziata wiasciwie niezaleznie jako monomer,
a istnieje jako cze$¢ wysoce zorganizowanych struktur obu rodzajow fila-
mentéw. Dlatego niezaleznie od struktury wiasnej biatka pierwszo-,
drugo-, trzecio- czy czwartorzedowej, filamenty rozpatruje sie jako ultra-
struktury o wysokim stopniu precyzji przestrzennej, zbudowane z Kkilku
biatek wystepujacych w Scisle stechiometrycznych iloSciach.

I1. Charakterystyka biatek grubych filamentéw

U-l. Miozyna

Czasteczka miozyny posiadajgca ciezar czasteczkowy okoto 500 000 dal-
tonéw (9, 10, 11) ma ksztalt pateczki i sktada sie z dwu symetrycznych
fancuchow. Kazdy z nich na przestrzeni 1300A posiada prawie catkowicie
strukture a-spiralng i oba zwiniete sg w forme superspirali (12). Na jed-
nym jej koncu na odcinku okoto 100A taricuchy nie sg skrecone (13, 14, 15).
W tym globularnym odcinku czasteczki znajdujg sie t.zw. dwie gtowy, ktd-
re zawierajg catg aktywnos¢ biologiczng miozyny tj. aktywno$¢ ATP-azowg
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oraz miejsce przytgczenia sie aktyny. W miejscu tgczenia sie gtowy z czes-
cig pateczkowatg tancuch odznacza sie znaczng gietkoscia, co wedtug obec-
nych pogladéw ma duze znaczenie w procesie przesuwania filamentow
wzgledem siebie podczas skurczu.

Dwa miejsca czasteczki miozyny sg stosunkowo wrazliwe na dziatanie
enzymow proteolitycznych i zaleznie od rodzaju enzymu (trypsyna lub
papaina) i czasu trawienia otrzymuje sie fragmenty zachowujgce te czy
inne wiasciwosci wyjsciowej czasteczki miozyny. Tak wiec, za pomocg
trypsyny mozna podzieli¢ miozyne na dwie czesci: jedng zawierajacg wiek-
szy odcinek pateczki t.zw. lekkg meromiozyne (LMM) i drugg obejmujaca
pozostalty odcinek pateczki oraz dwie gtowy, t.zw. ciezkg meromiozyne

B
Trypsyna Papaina
HMM S-I
(120000)°
HMM S-2
-LMM (150 000)- (@D000)
Lekkie
tancuchy
’ -~ 14DA
P (500000) \

Rys. 3. Budowa czasteczki miozyny; A —obraz mikroskopowo-elektronowy otrzy-
many technikg napylania preparatu w czasie obracania (wg 19), B— schemat (wg 15)

(HMM) (16). Dalsze trawienie HMM prowadzi do podzielenia jej na pozo-
statg reszte pateczki t.zw. subfragment SA pojedyncze gtowy — subfrag-
menty Sx (17). Subfragment mozna otrzymac bezpos$rednio z miozyny
w wyniku trawienia papaing (15, 18). Schemat na rysunku 3B pokazuje
mozliwo$¢ fragmentacji czasteczki miozyny oraz wymiary i ciezary cza-
steczkowe subfragmentow.

Taka budowa czgsteczki miozyny uzyskata potwierdzenie ostatnio przez
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badania w mikroskopie elektronowym technikag napylania obracanych pre-
paratéw (rysunek 3A) (19). Udato sie uzyska¢ obraz pojedynczych czaste-
czek, w ktorych wida¢ wyraZznie zaznaczone dwie gtowy przymocowane do
czesci pateczkowatej. Ciezka meromiozyna posiada znacznie krdtsza czesé
pateczkowatg a na obrazach fragmentéw Sxwidac tylko same gtowy.

W ostatnich latach wykryto w rodzimej miozynie niskoczasteczkowe
fragmenty, tzw. lekkie tafncuchy, ktdre oddysocjowujg od reszty czasteczki
w stosunkowo tagodnych warunkach nie prowadzacych jeszcze do rozwi-
niecia superspirali catej czasteczki (20—25). Czasteczka miozyny izolowana
z miesni szkieletowych krolika posiada trzy lekkie ftancuchy (23, 24). Jeden
z nich o ciezarze czasteczkowym 18 000 daltonéw wystepujacy w ilosci
dwéch moli na mol miozyny moze by¢ usuniety przez dwutionitrobenzen
bez straty aktywnosci biologicznej miozyny. Dwa pozostate o ciezarach
czasteczkowych 25000 i 16 000 daltonéw oddysocjowujg w Srodowisku
alkalicznym pozbawiajagc miozyne wiasnosci enzymatycznych. Miozyny
izolowane z miesni serca, miesni tzw. wolnych czy mies$ni mieczakow réz-
nig sie sktadem lekkich fancuchow (22, 24, 25). Wydaje sie wiec, ze obser-
wowane roznice we wiasnosciach enzymatycznych miozyny roznego po-
chodzenia moga by¢ miedzy innymi wynikiem réznic w sktadzie i budowie
lekkich fancuchow.

Rys. 4. Agregacja czasteczek miozyny, A —obraz mikroskopowo-elektronowy otrzy-
many technikg barwienia negatywowego (wg 79), B — schemat (wg 26)

Czasteczki miozyny w warunkach fizjologicznej sity jonowej majg duza
tendencje do agregacji zarbwno koncami jak i wzdtuz pateczkowatych
fragmentow gtownie na zasadzie elektrostatycznej interakcji. W ten sposob
powstajg jakby sztuczne grube filamenty, ktérych trzon stanowig wigzki
pateczkowatych odcinkéw czasteczek miozyny z cze$ciami globularnymi
wychodzacymi na zewnatrz i tworzacymi wypustki (rysunek 4A, B) (26).

Takie sztuczne agregaty miozyny przypominaja grube filamenty w
ktorych stwierdza sie rowniez wypustki, zwane inaczej mostkami poprzecz-
nymi, regularnie wystajagce z trzonu grubego filamentu. Przeprowadzona

http://rcin.org.pl
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ostatnio analiza obrazéw niskokatowej dyfrakcji promieni X pozwolita
Huxleyowi i Brownowi (27) na ustalenie, ze wypustki utozone sg
regularnie co 143A na powierzchni trzonu grubego filamentu ze ,,skokiem”
429A.

Szersze omOwienie zagadnien dotyczacych budowy i roli miozyny znaj-
dzie czytelnik w monografii I. K g k 01(27a)

11-2. Biatko linii M

Srodkowy odcinek grubego filamentu zajmuje tzw. linia M. Biatko
linii M zostato zidentyfikowane juz wcze$niej metodami immunochemicz-
nymi (28, 29), a ostatnio ukazaly sie rowniez prace dotyczace jego otrzy-
mywania (29, 30). Wyizolowane buforami o niskiej sile jonowej i lekko
alkalicznym pH, biatko to jest natury globularnej i posiada ciezar czagstecz-
kowy 88 000 daltonéw (30). Biatko linii M powoduje agregacje miozyny,
a jego funkcja wydaje sie polega¢ na #aczeniu wiazek pojedynczych cza-
steczek miozyny w walec tworzacy gruby filament (28—32).

11-3. Biatko C

Ostatnio Starr i Offer wykryli w grubych filamentach biatko
0 ciezarze czasteczkowym 130 000 daltondw, zawierajgce jeden tancuch
peptydowy (33). Biatko to wigze sie silnie z czeScig pateczkowatg miozyny.
Przypuszcza sie, ze jest ono przymocowane do trzonu grubych filamentow.
Dzieki uzyciu przeciwciat znaczonych, mikroskopii elektronowej oraz ugie-
cia promieni X wykazano, ze biatko C zlokalizowane jest w postaci po-
przecznych prazkéw na filamentach miozynowych z okresowoscig 440A
(34). Funkcja tego biatka pozostaje dotychczas nie wyjasniona.

I1l. Charakterystyka biatek cienkich filamentow

I1-1. Aktyna

Gtowng mase filamentdw cienkich stanowi aktyna. Biatko to mozna
otrzymac z mie$ni w postaci monomeru, tzw. G-aktyny, posiadajgcej ciezar
czasteczkowy okoto 45 000 daltonéw (35, 36). G-aktyna, ktdrej struktura
pierwszorzedowa zostata ostatnio prawie catkowicie okreslona (37, 38), jest
biatkiem globularnym, zawierajagcym silnie zwigzang czasteczke ATP (39),
oraz czasteczke wapnia (40, 41). G-aktyna w okreslonych warunkach sity
jonowej, podobnych do tych jakie wystepuja w zywej komorce, polimery-
zuje tworzgc nici tzw. F-aktyny. Transformacji tej towarzyszy odszczepie-
nie fosforu nieorganicznego od ATP zwigzanego z G-aktyng (39). Proces
polimeryzacji jest reakcjg ztozong, ktéra zaczyna sie od utworzenia zardd-
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kéw polimeryzacji, a wzrost nastepuje poprzez kooperatywne przytgczenie
monomerdw do wytworzonej juz struktury spiralnej (42, 43).

Obrazy mikroskopowo-elektronowe cienkich filamentow nie rdznig sie
od obrazu filamentéw F-aktynowych (44), chociaz w ostatnich latach oka-
zato sie, ze filamenty cienkie zawierajg oprécz aktyny inne biatka, tzw.
biatka regulujace: tropomiozyne i kompleks troponiny (rysunek 5A). Ne-
gatywowe barwienie F-aktyny wykazato, ze tworzy ona liniowe polimery
skrecone w forme superspirali, przypominajgcej dwa sznury koralikow
skreconych wzgledem siebie o ,,skoku” 365A (rysunek 5B) (45).

Rys. 5. Budowa filamentu aktynowego, A —obraz mikroskopowo-elektronowy otrzy-
many technikg barwienia negatywowego (wg 45), B — schemat (wg 27)

I11-2. Tropomiozyna

Trzecim ze znanych juz od dawna biatek miofibrylarnych jest tropo-
miozyna. Czgsteczka tropomiozyny zbudowana jest z dwu tancuchdw pra-
woskretnej a-spirali, skreconych w superspirale (46, 47), ma ksztatt pa-
feczki o wymiarach: Srednica 20A i dtugos¢ 400A (48, 49), a wiec wysoce
asymetryczny i ciezar czasteczkowy 70 000 daltonéw (46, 50). W obecnosci
duzych stezen mocznika lub detergentéw — takich jak siarczan dodecylu —
nastepuje rozkrecenie spirali i dysocjacja na dwie podjednostki (50). W roz-
tworach o niskiej sile jonowej tropomiozyna wystepuje w postaci spoli-
meryzowanej (51).

Szereg dowodow posrednich wskazywato od dawna, ze tropomiozyna
znajduje sie w cienkich filamentach (52, 53). Poniewaz w mikroskopie
elektronowym obraz cienkich filamentéw i spirali F-aktyny jest jedna-
kowy zaktadano, ze tgczace sie koricami czasteczki tropomiozyny znajdujg
sie w rowkach spirali F-aktyny. In vitro tropomiozyna wykazuje inter-
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akcje z F-aktyng (52—54). Badania stechiometrii tej interakcji wykazaty,
ze jedna czasteczka tropomiozyny przypada na siedem monomerow aktyny,
co odpowiada proporcji dwu nici tropomiozyny w ktorych czasteczki wigzg
sie koncami, na jedng podwdjng superspirale F-aktyny (55, 56).
Ostatnio udoskonalajac analize matematyczng obrazéw dyfrakcji para-
krysztatow F-aktyny Hanson i wsp. (57) oraz Haselgrove (58) ,zo-
baczyli” tropomiozyne w obu rowkach spirali cienkich filamentéw.

I11-3. Troponina

Oprocz aktyny i tropomiozyny cienkie filamenty zawierajg globularne
biatko — troponine. Biatko to stanowigce okoto 5% wszystkich biatek mio-
fibrylarnych razem z tropomiozyng tworzy kompleks t.zw. bialek regu-
lujgcych.

W poprzednim artykule (1) oméwiliSmy biochemiczne podstawy cyklu
skurczowo-rozkurczowego, ktéry jest regulowany zmianami stezenia wol-
nego wapnia w mioplazmie. W warunkach sity jonowej miesnia, w obec-
nosci stosunkowo duzych stezen jondw Mg++ aktywno$¢ ATP-atyczna
miozyny jest bardzo niska. Aktyna wielokrotnie zwieksza aktywno$¢ mio-
zyny. Dzieki obecnosci biatek regulujgcych aktywacja ta ma miejsce jedy-
nie w obecnosci Ca++. W stanie rozkurczu miesni waprn zmagazynowany
jest w sarkoplazmatycznym retikulum; w wyniku impulsu nerwowego na-
stepuje jego uwolnienie powodujgce aktywacje uktadu aktomiozynowego
i skurcz.

Badania ostatnich lat wykazaty, ze troponina sktada sie z trzech kom-
ponent o ciezarze czasteczkowym, $rednio: 40 200, 23 500 i 18 300 dalto-
noéw, ktére mozna uzyska¢ droga chromatografii troponiny na DEAE-
Sephadex w obecnosci mocznika (59, 61). Obecny zazwyczaj w prepara-
tach troponiny czwarty sktadnik o ciezarze czgsteczkowym okoto 14 000
daltonéw okazat sie produktem degradacji proteolitycznej (6). Biatko o cie-
zarze czasteczkowym 23 500 daltondw hamuje aktywno$¢ ATP-azy akto-
miozynowej niezaleznie od stezenia jondw Ca++ i stad nazywane bywa
czynnikiem inhibujacym lub TN-l (59—62). Dzieki biatku o ciezarze czg-
steczkowym 18 300 oraz tropomiozynie hamowanie aktywnosci ATP-azy
ma miejsce tylko w nieobecnosci Ca++ (59, 60, 63). Biatko to posiada dos¢
nietypowy sktad aminokwasowy odznaczajacy sie obecnoscig duzej ilosci
fenyloalaniny i grup kwasowych, ktére nadajg mu silnie elektroujemny
charakter (59, 63, 64). Jako jedyny ze sktadnikdw troponiny wykazuje ono
wysokie powinowactwo do wapnia, stagd tez bywa nazywane czynnikiem
uczulajgcym na Ca++, lub TN-C (59, 64, 65). Uktad zawierajagcy oba sktad-
niki troponiny: TN-1 i TN-C oraz tropomiozyne wydaje sie by¢ wystarcza-
jacym azeby aktyna aktywowata ATP-aze miozynowg tylko w obecnosci
Ca++ (62, 66). Trzeci sktadnik troponiny o ciezarze czgsteczkowym 40 200
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daltonéw wykazuje wysokie powinowactwo do tropomiozyny i F-aktyny
(56, 67), wydaje sie by¢é wobec tego miejscem, poprzez ktére nastepuje wig-
zanie catej czasteczki troponiny do reszty sktadnikéw cienkich filamentéw,
stad proponowana jego nazwa: sktadnik wigzacy TN-B.

Wszystkie skiadniki troponiny tworzg bardzo silny kompleks nie roz-
dzielany w czasie sgczenia przez Sephadex, czy ultrawirowania (56, 68).
Oznaczony ciezar czagsteczkowy dla catej czasteczki troponiny wynosi 85 000
daltonéw, co sugeruje, ze poszczegélne sktadniki troponiny wiaza sie w
stosunkach ekwimolarnych.

Szereg obserwacji wskazuje, ze w cienkim filamencie jedna czasteczka
troponiny przypada na jedna czasteczke tropomiozyny, to znaczy na sie-
dem monomeroéw aktyny (56), i ze czasteczki troponiny rozmieszczone sg
regularnie wzdtuz filamentu z okresowoscig co okoto 385A (rysunek 6)
(57, 69)

Tropomiozyna

Rys. 6. Lokalizacja troponiny i tropomiozyny w cienkich filamentach. Modyfikacja
schematu (wg 98)

111-4. Biatko linii Z

Szereg dowodow posrednich wskazuje, ze wyizolowane z miofibryli
biatko nazwane przez Ebash i’ego (70) a-aktyning znajduje sie w linii
Z (71). Biatko to wystepuje w postaci dimerdw, ktére w obecno$ci siarczanu
dodecylu dysocjujg na monomery o ciezarze czasteczkowym 94 000 dalto-
now (72).

a-aktynina reaguje z F-aktyng powodujac jej zelifikacje a nawet wy-
trgcanie w postaci regularnych parakrysztatdw, co Swiadczy o tym, ze
skleja ona jak gdyby filamenty aktynowe wzdtuz ich diugosci (72—75).
Taka interakcja jest wiec do$¢ chaotyczna. Tropomiozyna wykazuje dzia-
tanie kompetytywne do a-aktyniny (75, 76). Znajdujac sie na catej diu-
gosci tancuchéw aktynowych wydaje sie zapobiegaé interakcji monome-
réw, a-aktyniny z F-aktyna wzdtuz filamentéw umozliwiajac jedynie inter-
akcje na ich konicach i powodujac ich przyczepianie do linii Z

Dane dotyczace lokalizacji oraz struktury poszczegdlnych biatek miofi-
brylarnych podsumowuje tabela 1
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Tabela 1
Lokalizacja i wasciwosci biatek miofibrylarnych*
g Zawar- Ciezar
x . tos¢ w  czas-
g = _ Biatka miofi- teczko- Ksztatt Podjednostki
88 miofibrylarne bryli  wy (dal- czasteczki
52 )  tony)
8 Miozyna 50—55 500000 pateczka zakon- dwa cigzkie tancuchy, cztery
3 czona dwoma lekkie tancuchy
iw gtowami
% Biatko linii M ? 160000 globulama podwéjny faricuch
0 Biatko C 2 130 000 ? pojedynczy fancuch
> G-aktyna 20—25 45000 globularna pojedynczy tancuch
;D Tropomiozyna 4—5 70000 pateczka podwdjny tarcuch
Troponina
2 TN-B 40 200
[€ TN-I 5—7 23500 globularne pojedyncze tarcuchy
u TN-C 18 300
Linia Z a-aktynina 1 180000 globularna podwaojny tancuch

* W tabeli uwzgledniono dane szeregu autoréw, omoéwione w rozdziatach 11 i IlI.

IV. Zmiany strukturalne zachodzace w réznych stanach fizjologicznych

1V-1. Biatka kurczliwe

Mozna wyr6zni¢ trzy stany miesnia: stan rozkurczu, stan skurczu od-
wracalnego i skurczu nieodwracalnego wystepujacego w stezeniu posmiert-
nym — rigor mortis.

Badacze angielscy Andrew Huxley i Niedergerke oraz
Hugh Huxley i Hanson stwierdzili, ze dlugos¢ filamentow pod-
czas skurczu nie ulega zmianie, rowniez nie ulega zmianie szeroko$¢ prazka
anizotropowego, nastepuje natomiast przesuniecie obu rodzajow filamen-
tow wzgledem siebie i w roku 1954 niezaleznie ogtosili teorie skurczu
miesnia tzw. teorie przesuwania filamentéw (77, 78).

POzniejsze prace w peini potwierdzity zatozenia tej teorii i od szeregu
lat model skurczu miesni opierajacy sie na przesuwaniu filamentéw jest
powszechnie akceptowany. Wzajemne zachodzenie obu rodzajow filamen-
tow stwarza mozliwos¢ bezposredniego kontaktu miozyny z aktyna.
Wszystkie badania biochemiczne i fizjologiczne okazaly sie zgodne z po-
stulowanym modelem, w ktorym ilo$¢ wypustek miozyny wystajgcych na
zewnatrz trzonu grubych filamentéw wchodzacych aktualnie w reakcje
z aktyng zalezy od stopnia zachodzenia obu rodzajow filementéw na siebie
(79). W ostatnich latach uwaga badaczy zostata skoncentrowana na szcze-
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gétach zmian strukturalnych zachodzacych w filamentach a nawet w po-
szczegblnych biatkach miesniowych podczas skurczu i rozkurczu. Badania
dotyczyty gtéwnie zachowania wypustek miozynowych. Bardzo pomocne
w tych pracach okazaty sie uktady modelowe sktadajgce sie z pojedynczych
filamentow aktynowych nie przymocowanych do linii Z oraz z miozyny
lub jej fragmentow (13).

W nieobecnosci ATP miozyna tworzy uorganizowane agregaty z aktyng
odpowiadajagce nieodwracalnej interakcji obu filamentéw podczas rigor
mortis. O wiele bardziej wygodne jest uzycie zamiast catej miozyny jej
fragmentoéw H-meromiozyny lub fragmentu Sj. Otrzymuje sie w ten spo-
sob filamenty aktyny ,dekorowane” miozyng. Fragmenty miozyny przy-
taczajg sie pod katem do diugiej osi nici aktynowej tworzac struktury po-
dobne do grotéw strzat (rysunek 7A, B) (80).

Rys. 7. Filamenty aktynowe ,,dekorowane” fragmentem miozyny Si
A —obraz mikroskopowo-elektronowy otrzymany technikg negatywowego barwienia, B —mo-
del uzyskany na podstawie analizy matematycznej (wg 80)

Analiza takich struktur barwionych nagatywowo okazata sie nadzwy-
czaj owocna. Z jednej strony pozwolita wykazaé, ze wszystkie monomery
aktynowe sg rdwnocenne i ze do kazdego z nich przylgcza sie jedna gltowa
czasteczki miozyny oraz, ze filamenty aktynowe wykazujg strukturalng
polarno$¢ (80). Ta strukturalna polarnos¢ monomeréw aktyny po obu
stronach linii Z oraz wypustek miozyny po obu stronach srodkowej strefy
M wydaje sie umozliwia¢ przesuniecie filamentéw w mies$niu in vivo (ry-
sunek 8A).

Trojwymiarowa rekonstrukcja ,,dekorowanych” filamentéw aktyny u-
mozliwita réwniez obliczenie kata, pod ktorym wypustki przytaczajg sie do

http://rcin.org.pl
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aktyny, jest on réwny w przyblizeniu 45°. Tworzenie grotow w wyniku
interakcji F-aktyny z miozyng jest tak specyficzne, ze technika ,,dekoro-
wania” znalazta ostatnio zastosowanie do identyfikacji filamentéw aktyny
w innych komdrkach poza mie$niowg wykazujgcych obecno$é prymityw-
nych uktadéw lokomocyjnych. Takie aktynopodobne filamenty znaleziono
miedzy innymi w cytoplazmie $luzowcow (81), w fibroblastach zarodkéw
kurczat (82), u ameby (83), w leukocytach (84) oraz w ptytkach krwi (85).

Z

Filament cienki

e - -
e aoonon nononon
b 1 b 3 SRR

Filament gruby

H Filament clenki

| Filament gruby J'

-—

Filament cienki e |

Daen e

H " Filament gruby l

Rys. 8. Schemat interakcji grubych i cienkich filamentéw,
A — Strukturalna polarno$¢ mostkéw poprzecznych w grubych filamentach i czasteczek aktyny
w cienkich filamentach (wg 88), B —Zmiany orientacji przestrzennej mostkéw poprzecznych
podczas przesuwania filamentéw (wg 88)

Rownolegle prowadzone badania na catych migsniach przy uzyciu me-
tody dyfrakcji promieni X i mikroskopu elektronowego zmierzaty do wy-
kazania zmian kata nachylenia wypustek miozynowych i odlegtosci od
filamentoéw aktyny w zaleznos$ci od stanu miesnia. Pierwsi Reedy, Hol-
mes i Tregear (86) wykazali na miesniach skrzydet owaddéw, ze wy-
pustki te nachylone sg w stosunku do grubych filamentéw w stanie rigor
mortis, sg natomiast utozone prostopadle do nich w stanie rozkurczu.

Huxley (87) porownujac miesnie w stanie rigor mortis i w stanie
spoczynku wykazat, ze mostki poprzeczne muszg byé zdolne do obrotu w
miejscu wystawania z grubych filamentéw tak, ze moga dosiegna¢ filamen-
ty cienkie przy rdéznej odlegtosci miedzy filamentami i przylagczy¢ sie
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zawsze w jednakowy sposOb, zapewniajacy te sama orientacje przestrzen-
na gtéwki miozyny. Badania Haselgrove w pracowni Hux ley a (88)
wskazujg na radialny ruch mostka poprzecznego podczas skurczu. Tak wiec
mozna sadzi¢, ze kiedy miesien kurczy sie mostki poprzeczne ulegajg po-
wtarzalnemu cyklowi przemian: poczatkowo mogg by¢ przymocowane do
filamentdw aktynowych pod katem prostym, nastepnie przez zmiany kata
nachylenia powodujg przesuniecie filamentu aktynowego wzdtuz miozyno-
wego, w ostatniej czesci cyklu polagczenie zostaje przerwane i mostek po-
wraca do pozycji wyjsciowej (rysunek 8B) (88). Z tymi zmianami konfor-
macyjnymi sprzezona jest defosforylacja ATP dostarczajgca energii do wy-
konania pracy. Obserwacje wskazujg na to, ze podczas jednego cyklu na

jeden mostek poprzeczny przypada rozszczepienie jednej czasteczki ATP
(89, 90).

IV-2. Biatka regulujace

Wszystkie powyzsze rozwazania obejmowaly jedynie interakcje miozy-
ny z aktyng zachodzacg w czasie skurczu miesnia. Juz dawno byto wiado-
mo, ze tylko woéwczas gdy w miesniu obecny jest ATP interakcja ta jest
odwracalna, to znaczy tylko w takich warunkach moze nastgpi¢ rozkurcz.

Po wyczerpaniu ATP skurcz staje sie nieodwracalny i nastepuje rigor mor-
tis (tabela 2).

Tabela 2
Woptyw stezenia Ca+ na interakcje aktyny z miozyng

Stan Interakcja
fizjologiczny aktyny (Mg ATP) Ca++
migsnia Z miozyng
rozkurcz brak obecne <10-7™
skurcz odwracalna obtecne > 10~6M
rigor mortis nieodwracalna brak

Z kolei ,teoria wapniowa” skurczu migs$nia postulowata, ze czynnikiem
zapoczatkowujagcym skurcz jest uwalnianie wapnia z sarkoplazmatycznego
reticulum, podczas gdy ponowna akumulacja tego kationu prowadzi do roz-
kurczu (1). Badania na uktadach modelowych wykazaty jednak, ze czysta
aktyna aktywuje miozyne niezaleznie od stezenia jondw wapnia. Klucz do
wyjasnienia tego pozornego paradoksu stanowito dopiero odkrycie biatek
regulujagcych — tropomiozyny i troponiny, ktére decyduja o tym, czy akty-
na i miozyna moga ze sobg reagowaé, a wiec czy nastgpi skurcz (91).

Wydaje sie, ze w nieobecnosci wapnia interakcja miedzy sktadnikami
troponiny: TN-1 i TN-C jest taka, ze TN-I jest w stanie blokowaé wspot-
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dziatanie aktyny z enzymatycznym centrum miozyny w wyniku czego ak-
tywnos$¢ ATP-azy jest bardzo niska, ATP nie jest rozszczepiany i migsnie
pozostajg w stanie spoczynku. Zwiekszenie stezenia wapnia w mioplazmie
powoduje wigzanie sie tego kationu do TN-C. Wigzanie to pocigga za sobg
prawdopodobnie zmiany konformacyjne biatka tak, ze TN-C moze wow-
czas neutralizowaé dziatanie inhibitora — TN-I, skutkiem czego nastepuje
interakcja aktyny z miozyng, hydroliza ATP i skurcz. Hipoteze te popie-
rajg ostatnie obserwacje sugerujace, ze czasteczka TN-C istotnie wyka-
zuje pewne zmiany konformacyjne pod wpltywem wapnia (92, 93), jak
réwniez ze ilos¢ wigzanego wapnia przez TN-C zalezy od obecnosci TN-I
(94).

Poniewaz jedna czasteczka troponiny rozmieszczona jest wzdiuz cien-
kiego filamentu z okresowoscig co siedem monomerdéw aktyny (57, 69),
powstat problem w jaki spos6b moze ona skutecznie blokowac¢ w stanie roz-
kurczu miesnia wszystkie siedem czasteczek aktyny. Pierwsze préby wy-
jasnienia tego mechanizmu uzyskano ostatnio na podstawie analizy metoda
dyfrakcji optycznej obrazéw mikroskopowoelektronowych parakrysztatéw
aktyny oraz badania miesni w réznych stanach fizjologicznych przy po-
mocy niskokatowej dyfrakcji promieni X. Hanson i wsp. (57) oraz
Vibert iwsp. (95 zauwazyli przemieszczanie nici tropomiozynowych w
cienkich filamentach. Wyniki sugerujg, ze w rozkurczu nici te wysuwajg
sie na zewnatrz spirali F-aktyny zastaniajgc te rejony monomeréw aktyny
do ktorych nastepuje przytaczanie wypustek miozyny. W obecnosci wapnia
nastepuje przesuniecie tropomiozyny w gigb rowka spirali F-aktyny po-
zwalajace na interakcje tego biatka z miozyna i skurcz. Huxley nato-
miast zaobserwowal, ze miejsca czasteczek F-aktyny do ktérych wigza sie
fragmenty miozyny (SJ pokrywajg sie z miejscami wigzania tropomiozyny
do ,,niedekorowanych” filamentéw tak, ze fragmenty te przytaczajac sie do
monomerow aktyny przesuwajg nici tropomiozyny gtebiej w rowek (96).
Wyniki te réwniez sugeruja, ze w miesniu spoczynkowym nici tropomiozy-
nowe znajdujg sie w takim potozeniu w rowkach spirali F-aktyny, ze blo-
kujg przestrzennie przytgczanie sie wypustek miozyny zastaniajagc odpo-
wiednie rejony czasteczek aktyny.

Sa to pierwsze proby wyjasnienia w jaki sposéb tropomiozyna, chociaz
sama bezposrednio nie wptywa na interakcje aktyny z miozyng, przenosi
dziatanie troponiny wzdtuz dtugiej osi swej czasteczki.
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BARBARA BARYLKO *

Charakterystyka i znaczenie biatek wigzgcych wapn
Characterization and Role of the Calcium Binding Proteins

Recent investigations on calcium binding proteins isolated from different animal
tissues or cell organelles are reviewed.

Badania ostatnich lat wskazuja, ze w wielu biologicznych procesach
istotng role odgrywajg biatka posiadajgce wysokie powinowactwo do jo-
néw wapniowych. Celem niniejszego artykutu jest przedstawienie ogolnej
charakterystyki oraz postulowanej funkcji kilku z niedawno wyizolowa-
nych biatek, ze zwrdceniem szczeg6lnej uwagi na ich zdolno$é do wigza-
nia wapnia.

I. Biatka mig$niowe wigzgce wapn
1-1. Troponina

W ostatnich latach ugruntowat sie poglad, ze regulacja cyklu skurczo-
wo-rozkurczowego miesnia zachodzi w wyniku zmian w stezeniu wolnego
wapnia. Zagadnienia te szeroko omawiat artykut R. Dagbrowskiej
iW. Drabikowskiego (1). Skurcz mieSniowy zapoczatkowany jest
wigzaniem przez miofibryle wapnia, uwolnionego z bton sarkoplazmatycz-
nego reticulum (2). Badania ostatnich lat wykazaty, ze w miofibrylach je-
dynym miejscem wigzania wapnia potrzebnego do skurczu jest troponina
(3, 4, 5). Krzywa Scatcharda wigzania wapnia do troponiny wskazuje na
co najmniej dwa rodzaje miejsc wigzacych: jednego o wysokiej statej wig-
zania, wiekszej od 10®M1 i drugiego o niskiej — 104M-1. Troponina wigze

* Mgr, Zaktad Biochemii Uktadu Nerwowego i Miesni Instytutu Biologii
Swiadczalnej im. M. Nenckiego, Polska Akademia Nauk, Warszawa.

Stosowane skroty: pCMB — p-chlororteciobenzoesan; NEM — N-etylomaleimid;
TN-B — sktadnik troponinowy wykazujacy interakcje z aktyng i tropomiozyna;
TN-I — sktadnik troponinowy hamujacy aktywno$é¢ ATP-azowa aktomiozyny; TN-C —
sktadnik wigzacy wapn CaBP — (calcium binding protein) — biatko wigzace wapn,
wyizolowane ze $luzéwki jelita.

Do-
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silnie okoto 4 mole Ca/105 biatka i okoto 11 moli z niskg stalg wigzania.
llos¢ wapnia, silnie zwigzanego z troponing nie zmienia sie w zakresie pH
6,5—8,0 (5). Odczynniki blokujace grupy sulfhydrylowe takie jak pCMB
czy NEM, nie majg wptywu na wigzania wapnia do troponiny (3,5). Zwia-
zany z troponing wapn moze by¢ czesciowo wymieniony na inne kationy
dwuwartosciowe takie jak Cd2+ Sr2+, Pb2+ Mn2+ Natomiast Mg2+,
Ba,2+ Ni2+, Zn2+ i Co2+ praktycznie nie majg zdolnosci do wymiany z wap-
niem. Uzyskane wyniki moga sugerowaé, ze powinowactwo kationow
dwuwartosciowych do troponiny zalezy od ich promienia jonowego. Jed-
nakze lantanowce, ktérych promien jonowy jest bardzo zblizony do pro-
mienia jonowego wapnia i ktére tworza, podobnie jak wapni, wigzania
elektrostatyczne, wymieniajg wapn tylko w niewielkim stopniu. Swiadczy
to, ze miejsce wigzace wapn w troponinie jest wysoce specyficzne dla tego
kationu (6).

Wyniki analizy sedymentacyjnej, jak i siania molekularnego poprzez
Sephadex G-50, G-100 lub G-200, pozwalaly uwaza¢ troponine za jedno-
rodne, globularne biatko, o ciezarze czasteczkowym okoto 85 000 daltonéw
(7). Dopiero dzieki zastosowaniu wymieniaczy jonowych jak DEAE-Se-
phadex czy SP-Sephadex oraz elektroforezy na zelu poliakrylamidowym
w obecnosci siarczanu dodecylu wykryto, ze troponing sktada sie z trzech
sktadnikéw nazwanych TN-B, TN-l i TN-C o ciezarach czasteczkowych
odpowiednio 40 200, 23 500, 18 300 daltonéw. Wystepuja one w stosunku
molowym 1:1:1. Tylko jedna z komponent, TN-C, posiada zdolno$¢ wia-
zania wapnia. TN-C odznacza sie duza stabilnoscia: jest odporna na tra-
wienie trypsyng; co wiecej krétkotrwata inkubacja w temperaturze 100°C
nie powoduje zmian jej charakterystycznych wiasciwosci. Analiza ami-
nokwasowa TN-C wykazuje znaczng przewage aminokwaséw kwasnych
w stosunku do zasadowych, tak ze wypadkowy tadunek ujemny wynosi
okoto 35 réwnowaznikow kwasowych na czasteczke, a punkt izoelektrycz-
ny przypada na pH 3,8. Czasteczka TN-C zawiera znaczne ilosci fenyloala-
niny i niewielkg ilos¢ tyrozyny, co uwidacznia sie w widmie absorpcji
czterema maksymami w dtugosci fali 253, 259, 265 i 269nm, charaktery-
stycznymi dla reszt fenyloalaninowych oraz w stosunku absorpcji
278/260nm, ktéry wynosi okoto 1. TN-C wigze 1 mol Ca ze stalg wigzania
rzedu 108M-1. llos¢ wapnia wigzana przez TN-C jest wiec mniejsza od
iloci jaka wigze cata troponing. Poniewaz pozostate skiadniki troponino-
we nie wykazujg powinowactwa do wapnia, wydaje sie prawdopodobne,
ze wptywaja one w jaki$ sposdb na ilos¢ wapnia wigzanego przez
TN-C (9). Prace Eerda i Kawasaki (10) oraz Murray’a
i Kay’a (11) sugeruja, ze w zaleznoSci od stezenia jonéw wapnio-
wych w czasteczce TN-C nastepujg zmiany konformacyjne. Wydaje sig,
Ze zmiany te przenoszone poprzez pozostate sktadniki troponinowe i tro-
pomiozyne na system aktomiozynowy pozwalajg na interakcje miozyny
z aktyna lub jg blokuja, regulujagc w ten sposéb cykl skurczowo-rozkur-
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czowy. Dokladniejsze omdwienie tych zagadnien znajdzie czytelnik w ar-
tykule przeglagdowym, poswieconym molekularnym podstawom skurczu
miesnia (12).

1-2. Calsequestrin

W stanie rozkurczu stezenie wolnego wapnia w komérce miesniowej
jest bardzo niskie, ponizej 10-6M, a caty wapn zmagazynowany jest w blo-
nach sarkoplazmatycznego reticulum, ktdre posiadaja zdolno$¢ do wiaza-
nia wapnia, ze statg wigzania rzedu 10™_1.

Ostatnio MacLennan i Wong (13) wyizolowali z bton sarkoplaz-
matycznego reticulum biatko wykazujgce wysokie powinowactwo do wap-
nia. Biatku temu, nazwanemu calsequestrin, autorzy przypisujg bezposred-
nig role przy wigzaniu wapnia przez btony sarkoplazmatycznego reticu-
lum. Stanowi ono okoto 7% wszystkich biatek blony. Jego ciezar cza-
steczkowy wynosi okoto 44 000 daltonéw. Calsequestrin ma charakter
kwasny, czasteczka zawiera 146 reszt kwasu asparaginowego i glutamino-
wego, a jedynie 33 reszty lizyny i arganiny. Wydaje sie, ze calsequestrin
zwigzane jest hydrofobowo z wewnetrzng strong blon sarkoplazmatycz-
nego reticulum. Calsequestrin posiada zdolno$¢ wigzania do$¢ znacznych
ilosci wapnia. Maksymalna ilo$¢ wapnia, jaka moze wigza¢ jedna czastecz-
ka, wynosi okoto 40moli ze statg dysocjacji 4X10~5M. Niestety, stata wig-
zania jest zbyt niska, aby akumulacje Ca2+ przez btony sarkoplazmatycz-
nego reticulum mozna bylo wyttumaczyé prostym wigzaniem do calsequ-
estrin, tym bardziej, ze wapn nie jest wigzany przez to biatko w sposéb
specyficzny. Kationy takie jak Sr2+ czy Cd2+ uzyte w stezeniach ekwimo-
larnych do jondéw wapniowych, a takze KCI, MgCIl2 ATP, w stezeniach
fizjologicznych, w bardzo duzym stopniu zmniejszajg wigzanie wapnia.
Calsequestrin jest biatkiem terrriostabilnym, inkubacja w temperaturze
100° tylko w 20% zmniejsza wigzanie wapnia. Odczynniki specyficzne na
grupy SH, jak mersalyl i NEM, nie majg wptywu na wigzanie wapnia
przez calsequestrin. MacLennan i Wong wysuwajg przypuszcze-
nie, ze wapn moze by¢ wigzany przez grupy karboksylowe kwasu asparagi-
nowego i glutaminowego. Jednakze podany przez autorow wzrost ilosci
wigzanego wapnia w pH 5—7 wskazuje, ze stopien dysocjacji grup aniono-
wych, zaangazowanych w wigzanie wapnia musi réwniez wzrasta¢ w tym
zakresie pH, podczas gdy wartosci pK dla grup karboksylowych kwasu
asparaginowego i glutaminowego wynoszg okoto 4. Wydaje sie wiec, ze
miejscem wigzania wapnia nie sg jedynie grupy karboksylowe, ale moga
by¢ takze grupy imidazolowe, jak to sugeruje Carvalho (14).

Wedtug ostatnich badan, w blonach sarkoplazmatycznego reticulum
znajduje sie jeszcze jedno biatko o ciezarze czgsteczkowym 57 000 dalto-
néw, mogace bra¢ udziat w wigzaniu wapnia (15, 16).
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Mozna wiec sadzi¢, ze wyizolowany przez MaclLennana calsequestrin nie
jest jedynym biatkiem bton zaangazowanym w wigzanie wapnia.

1-3. Aktyna

Innym biatkiem miofibrylarnym, wykazujgcym wysokie powinowactwo
do jonéw wapniowych jest aktyna. Aktyna in vitro moze wystepowaé
w dwéch formach: w formie globularnej, zwanej w skrocie G-aktyng i fi-
brylarnej zwanej F-aktyng. Obie formy moga wzajemnie przechodzié¢
jedna w druga zaleznie od warunkéw jonowych Srodowiska. Przejscie for-
my G w F jest procesem polimeryzacji polegajagcym na tgczeniu sie czg-
steczek G-aktyny w agregaty o wysoce uporzadkowanej strukturze. W
migsniu aktyna wystepuje w formie'fibrylarnej. Czasteczka G-aktyny
0 ciezarze okoto 45 000 daltonéw wigze 1 mol wapnia (17, 18) ze stalg dy-
socjacji nizszg niz 10 5M (19). Wapnh ten moze by¢ catkowicie wymieniony
na inne kationy dwuwarto$ciowe, ktdre maja promieri jonowy zblizony do
promienia jonowego wapnia, takie jak Cd2+, Mn2+ Inne metale dwuwar-
toSciowe jak Ni2+ Co2, Mg2+, ktérych promieri jonowy jest mniejszy, ule-
gaja tylko czesciowej wymianie. Stront i bar o promieniu jonowym wiek-
szym od wapniowego, praktycznie nie ulegajg wymianie z wapniem. Ta
korelacja pomiedzy promieniem jonowym a wymienialnoscig sugeruje, ze
jednym z gtdwnych czynnikéw okreslajacych zdolno$¢ kationdéw do zaste-
powania wapnia jest konfiguracja miejsca wigzacego (18, 20, 20a). G-akty-
na posiada réwniez zwigzany ATP w ilosci 1 mola na mol biatka. Zaobser-
wowano $cista korelacje pomiedzy wigzaniem wapnia i ATP. Usunigcie
wapnia z G-aktyny przez traktowanie EDTA powoduje bardzo szybkie
uwolnienie ATP i prowadzi do nieodwracalnej denaturacji biatka (21).
Czasteczka G-aktyny posiada 5 grup SH, ktére odznaczajg sie rézng re-
aktywnoscia. Zablokowanie niektérych z nich potgczone jest z uwolnieniem
wapnia i ATP oraz zanikaniem zdolnosci do polimeryzacji (17, 22, 23).
Ogédlnie przyjety jest poglad, ze zarbwno wapn jak i nukleotyd sg koniecz-
ne do utrzymania odpowiedniej struktury aktyny. Wyizolowana F-aktyna
wykazuje réwniez zdolno$¢ do wigzania wapnia. Jednakze waph zwigzany
z F-aktyng jest bardzo trudno wymienialny, a wymiana moze nastapic
jedynie po sonifikacji (24, 25). Do niedawna sadzono, ze i w miesniu F-ak-
tyna zawiera zwigzany waph. Ostatnie badania jednak (16, 27) sugeruja,
ze in vivo kationem zwigzanym z F-aktyng jest magnez.

1-4. Parwalbuminy

Parwalbuminami nazwano grupe biatek sarkoplazmatycznych, wyste-
pujacych w miesniach biatych nizszych kregowcow zyjacych w wodzie tj.
ry*b i ptazéw. Stanowig one okoto 5°0 wszystkich biatek miesniowych.
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Parwalbuminy, majace niski ciezar czasteczkowy, mozna oddzieli¢ od albu-
min o wysokim ciezarze czgsteczkowym stosujgc Sephadex G-75. Uzyskana
frakcja jest heterogenna, a dalszy rozdziat na DEAE-celulozie ujawnia
obecnos¢ wielu biatek. Tak np. z mie$ni karpia i z mies$ni dorsza wyizolo-
wano po trzy frakcje (28, 29, 30) i po dwie frakcje z miesni ryb chrzestno-
szkieletowych (31) i zaby (32). Wszystkie wyizolowane parwalbuminy majg
podobne wilasnosci. Sa bardzo dobrze rozpuszczalne w wodzie. Ich ciezar
czasteczkowy wynosi od 9000 do 12 000 daltonéw. Wszystkie sg kwasne,
a ich punkt izoelektryczny lezy pomiedzy pH 4,0—4,5.

Cala grupa parwalbumin ma bardzo charakterystyczny skfad amino-
kwasowy. Aminokwasy takie jak metionina, tyrozyna, tryptofan i prolina
wystepuja tylko w niektérych frakcjach i to w niewielkich ilosciach, np.
gtowna frakcja parwalbuminowa z dorsza nie zawiera tryptofanu ani tyro-
zyny. Wysoki procent wszystkich aminokwaséw stanowig natomiast feny-
loalanina, a takze kwas asparaginowy i glutaminowy. Inng charaktery-
styczng cechg parwalbumin jest brak wolnego N-koncowego aminokwasu
w czasteczce, ktory wystepuje w formie zacetylowanej (30, 31, 33). Naj-
lepiej poznana jest budowa czasteczek gtéwnej frakcji parwalbumin dorsza
(30) i karpia (33). Sekwencje aminokwasowe sg bardzo podobne dla obu
biatek, ktérych czasteczki sktadajg sie z 108 reszt aminokwasowych, a ami-
nokwasem C-koncowym dla obu jest glicyna, a-heliks stanowi okoto 40°/0
struktury czasteczki parwalbuminy pochodzacej z frakcji uzyskanej
z miesni karpia i 52 aminokwasy, lezace w szesciu regionach, znajdujg sie
w obszarze tej struktury.

Parwalbuminy wykazujg zdolno$¢ do wigzania wapnia. Biatka gtéwnej
frakcji parwalbumin dorsza i dwoch frakcji parwalbuminowych z mies-
ni zaby posiadajg dwie klasy miejsc wigzacych wapn: jedna klasa o wyso-
kiej statej wigzania (Kd= 0,1 X 10~6—0,4 X 10~8Vl) i druga klasa o nizszej
statej wigzania (Kd= 2X10-6—9X10~6V). Biatka te wigzg dwa mole wap-
nia na mol biatka z wysokg statg wigzania i 3—6 moli wapnia na mol biat-
ka z niskg statg wigzania (34).

Parwalbuminy tatwo ulegajg krystalizacji (28, 29, 30, 33). Analiza rent-
genograficzna krysztatéw parwalbumin z migéni karpia pozwolita wykazac,
ze waph moze byé zwigzany przez trzy reszty kwasu asparaginowego (Asp)
(90, 92, 94) i jedng reszte kwasu glutaminowego (Glu) (101), (rysunek 1).
Wstepne obserwacje autoréw sugerujg, ze drugi jon wapnia moze wigzac
sig do dwu reszt kwasu asparaginowego (Asp 51, 53) i dwu reszt kwasu
glutaminowego (Glu 59, 62) (33).

Rozdzielone, homogenne biatka parwalbumin poddawano trawieniu
chymotrypsyng i trypsyna, a nastepnie otrzymane peptydy rozfrakcjono-
wywano metodg chromatografii bibutowej. Otrzymane podjednostki pepty-
dowe frakcji pochodzacych z miesni réznych ryb byty bardzo podobne, co
Swiadczy o ich zblizonej sekwencji aminokwasowej (35).

Rola parwalbumin nie jest jeszcze znana. Sg sugestie, ze biatka te
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moga spetnia¢ u nizszych zwierzat role czynnika wigzacego wapn podczas
skurczu migénia. W takim przypadku rola ich bytaby podobna do roli, jaka
odgrywa jedna z komponent troponinowych TN-C podczas skurczu miesnia
szkieletowego ssakow.
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Rys. 1. Koordynacyjne wigzanie wapnia przez Asp-90, Asp-92, Asp-94 i Glu-101
w gtéwnej frakcji parwalbuminowej karpia (wg 33).

Il. Biatka wigzace wapn w tkance nerwowej

Jony wapnia sg niezbedne do prawidtowego funkcjonowania tkanki
nerwowej. Sg one bowiem konieczne do utrzymania bariery przepuszczal-
nosci btony komérki nerwowej w stanie spoczynkowym jak i w stanie po-
budzonym, jak réwniez w procesie uwalniania neurotransmiteréw; uwol-
nienie transmitera wymaga szybkiego wzrostu stezenia wolnego Ca+2, brak
jonéw Ca+2blokuje uwalnianie transmitera (cyt. za 36, 37). Role w utrzy-
maniu odpowiedniego stezenia jonéw wapniowych w komorce nerwowej
mogtyby odgrywa¢ mitochondria i endoplazmatyczne reticulum, ktére —
jak sie wydaje — maja zdolnos¢ gromadzenia wapnia. Jest réwniez bar-
dzo prawdopodobne, ze wazng role w regulacji stezenia wapnia w komarce
odgrywa btona komorkowa, aktywnie usuwajgca wapn na zewnatrz (38, 39).

I1-1. Fosfoproteid wigzacy wapn

Badania zmierzajace do okreSlenia substancji wiazacych waphA w ko-
mdrce nerwowej zapoczatkowali Wolff i Siegel (36, 37). Autorzy ci
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wyizolowali z tkanki mézgowej Swini dwa biatka o wysokim powinowac-
twie do wapnia. Obydwa biatka majg niski ciezar czasteczkowy (11 500
i 13000 daltonow). Ich sktad aminokwasowy jest podobny: zawierajg duze
ilosci kwasu asparaginowego i glutaminowego, a takze treoniny, seryny,
leucyny i glicyny. Jedno z tych biatek, o ciezarze czasteczkowym 11 500
posiada w czasteczce 10 reszt fosforanowych, jest wiec fosfoproteidem.
Fosfoproteid wigze 1 mol wapnia na mol ze stalg dysocjacji 2,5X10-5M.
Wigzanie wapnia jest zalezne od pH, optimum wiazania przypada na pH
74. Wapnh zwigzany z tym biatkiem jest uwalniany w obecnosci 0,1 M
NaCl, podczas gdy KC1 w tym samym stezeniu nie zmienia wigzania wap-
nia. Fakt ten moze sugerowa¢ pewng zalezno$¢ pomiedzy depolaryzacjg
btony nerwowej a uwalnianiem wapnia (40). Poddanie fosfoproteidu dzia-
taniu alkalicznej fosfatazy powoduje zmniejszenie zdolnosci do wigzania
wapnia, co wskazuje na udziat reszt fosforanowych. Rola biologiczna frak-
cji biatkowych wiazacych wapn jak réwniez ich lokalizacja sa przedmio-
tem dalszych badan. Istniejg sugestie, ze jedno z tych bialek moze brac
udziat w transporcie wapnia do komorki nerwowej, natomiast drugie moze
by¢ wiaczone w regulacje stezenia wolnego wapnia wewnatrz komorki.

11-2. Biatko S-100

Innym biatkiem charakterystycznym dla tkanki nerwowej, wykazuja-
cym powinowactwo do jonéw wapniowych, jest biatko S-100. Zostato ono
wyizolowane po raz pierwszy przez Moor e’a, ktéry nadat mu te nazwe
w celu podkresSlenia, ze jest ono catkowicie rozpuszczalne w nasyconym
siarczanie amonu w pH obojetnym (41). Badania immunologiczne biatek
S-100 pochodzacych z tkanki mézgowej réznych kregowcéw jak ryb, pia-
z6w, ptakow i ssakow (41, 42, 43) wykazywaty duze podobienstwo. Wszyst-
kie one reagowaty jednakowo z przeciwciatem anty—S-100 wotu.

Ciezary czasteczkowe biatek S-100 lezg w granicach 20—25 000 dalto-
now. Sktad aminokwasowy biatek pochodzacych z r6znych Zrodet jest row-
niez podobny. Zawierajg one znacznie wieksze ilosci kwasu asparagino-
wego i glutaminowego niz aminokwaséw zasadowych, co nadaje im elek-
troujemny charakter. Czasteczka biatka S-100 posiada 1 mol tryptofanu,
3 mole tyrozyny i 3 grupy SH. Fenyloalanina wystepuje w do$¢ duzych
ilosciach, a stosunek tyrozyny do fenyloalaniny jest niski.

Calissano i wsp. (44) badali wptyw jonéw Ca+2 na biatko S-100
wyizolowane z moézgu wotu. Biatko S-100 wigze 8—10 moli wapnia ze
statg dysocjacji rzedu 10“3Vl. Pomimo tak niskiej stalej wigzania, wapn
ma znaczny wplyw na strukture czasteczki. Widma réznicowe wskazuja,
ze jony wapnia ,,odmaskowujg” tryptofan, a takze dwie reszty tyrozynowe
i czes¢ reszt fenyloalaninowych. Waph ,,odstania” réwniez dwie z trzech
grup SH, ktére w jego obecnosci sg zdolne reagowa¢ z DTNB. W obecnosci
EDTA — tryptofan, reszty tyrozynowe, fenyloalaninowe i grupy SH s3g
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»Zamaskowane”. Zaobserwowano tez wpltyw wapnia na rozkiad biatka
S-100 przez enzymy proteolityczne, przy czym wpityw ten byt znacznie
wiekszy w przypadku chymotrypsyny niz trypsyny. Jest to zgodne z obser-
wacjami, wskazujgcymi, ze waphn wywiera wptyw na budowe czasteczki
w rejonie aminokwasoéw aromatycznych.

Dziatanie wapnia jest specyficzne i inne kationy dwuwartosciowe np.
Mg+2 czy Sr+2, nie powodujg w czasteczce biatka S-100 prawie zadnych
zmian. Biatko S-100 jest termolabilne, inkubacja w temperaturze powyzej
80° powoduje catkowity zanik zdolnosci do reagowania z przeciwciatami
(42). Obecnos$¢ wapnia w czasie ogrzewania zapobiega catkowitej inakty-
wacji biatka S-100.

Do niedawna sadzono, ze biatko S-100 jest biatkiem jednorodnym. Elu-
owane byto jako pojedynczy pik z DEAE-celulozy, DEAE-sephadex oraz
Sephadex G-100; migruje ono jako pojedynczy prazek na zelu poliakryla-
midowym, réwniez analiza sedymentacyjna wykazywata homogennos$¢ pre-
paratu biatka S-100. Jednakze okazalo sie, ze biatko S-100 mozna rozdzieli¢
na szereg frakcji, stosujgc roézne bufory i stezenia akrylamidu. Rusca
i Calissano, rozdzielajgc biatka S-100 na zelu poliakrylamidowym
w obecno$ci wapnia, otrzymali 5 frakcji, podczas gdy w obecnosci EDTA
uzyskali tylko 1 frakcje (45). Badajac heterogennos¢ biatka S-100 Ansor
i Neuhoff wywnioskowali, ze pojawienie sie szeregu prazkéw moze
by¢ zwiagzane z utlenianiem sie grup SH obecnych w tym biatku, przez
inicjatory polimeryzacji zelu np. nadsiarczanem amonu (46). Jednakze pra-
ce zgrupy Mandela (47) wydaja sie Swiadczy¢, ze frakcje biatka S-100
nie sg artefaktami powstatymi w czasie procedury rozdzielania na zelu po-
liakrylamidowym. Autorzy stwierdzili, ze biatko S-100 z mézgu wotu roz-
dziela sie na dwa sktadniki, o duzej ruchliwosci elektroforetycznej (fast
migrating component — FMC) i mniejszej ruchliwosci elektroforetycznej
(slow migrating component — SMC). Stosunek tych dwdch sktadnikéw jest
charakterystyczny dla danego obszaru mézgu. Zaobserwowano rowniez
réznice gatunkowe w wystepowaniu tych dwu frakcji, np. w mézgu swini
86°/o stanowi frakcja o mniejszej ruchliwosci, natomiast w mozgu owcy
95°/0 stanowi frakcja o duzej ruchliwosci elektroforetycznej. Réznice
w sktadzie aminokwasowym preparatow S-100 pochodzacych z tych zwie-
rzat, jak réwniez réznice w koncowych aminokwasach wskazujg, ze sg to
dwa odrebne biatka.

Heterogenno$¢ biatka S-100 moze by¢ wynikiem réznej kombinacji Kil-
ku tancuchéw polipeptydowych i moze by¢ podobnego typu jak w przy-
padku izoenzymow dehydrogenazy mleczanowej. Hipoteze te potwierdza-
tyby dane uzyskane przez Dannies i Levina (48). Autorzy ci, roz-
dzielajgc preparat biatka S-100 z mdzgu wotu na zelu poliakrylamidowym
w obecnosci siarczanu dodecylu otrzymali jeden prazek, odpowiadajacy
ciezarowi czasteczkowemu 7000 daltonéw. Wskazywatoby to na podje'd-
nostkowg strukture biatka S-100. Ciezar czgsteczkowy biatka S-100, ozna-
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czony metodg siania molekularnego, wynosi okoto 21 000, mozna wiec przy-
puszczac, ze jest to trimer ztozony z trzech podjednostek o ciezarze cza-
steczkowym 7 000.

Lokalizacja biatka S-100 jest niezwykle trudna ze wzgledu na jego
dobrg rozpuszczalnos¢. Sg dane wskazujgce na jego obecnos¢ gtéwnie w
cytoplazmie komdrek glejowych i w jadrach neuronow (49, 50).

Rola biatka S-100 nie jest jeszcze ustalona. De Robertis obser-
wowat, ze podanie przeciwciat anty-S-100 w warunkach in vitro powoduje
zniszczenie zakonczen nerwowych. Zastosowanie przeciwciat in vivo powo-
duje zanik wiasnosci elektrofizjologicznych u mieczakéw (51). Calis-
san o i Bangham zaobserwowali, ze biatko S-100 w obecnosci jonéw wap-
niowych zwieksza przepuszczalnos¢ btony liposomalnej dla kationéw (52).

Pewng korelacje zaobserwowano pomiedzy syntezg biatka S-100 a pro-
cesem uczenia sie (53). Po treningu szczur6w wzrastata synteza biatka
S-100 w komorkach hipokampa. Wprowadzenie przeciwciat anty—S-100
dokomorowo, hamowato proces ,uczenia sie” nie wptywato natomiast na
0g6lne zachowanie sie zwierzat.

I11. Biatko tkanki chrzestnej

Wykazano, ze w kostniejgcej chrzastce znajduje sie substancja o wy-
sokim powinowactwie do jonéw wapniowych (54, 55). Willur i wsp.
(56) stwierdzili, ze jest to glikoproteid o ciezarze czgsteczkowym okoto
200 000 daltonéw. Zwiazek ten posiada dwa rodzaje miejsc wigzacych
wapn — o statej dysocjacji rzedu 10-7M i 10~4M. Czasteczka glikoproteidu
wigze 2 mole wapnia ze statg dysocjacji 10-7M i az 600 moli ze statg dyso-
cjacji 10~AM. Czerwien rutenowa hamuje wigzanie wapnia do obydwu
miejsc wigzacych. Fakt ten swiadczy, ze wapn jest wigzany przez kompo-
nente cukrowa. Glikoproteid ten znaleziono zaréwno w chrzastce kostnie-
jacej jak i w chrzastce nie ulegajgcej kostnieniu. Sugerowana rola tego
zwigzku w procesie kostnienia pozostaje wiec nadal nie wyjasniona.

IV. Biatko jelitowe wigzgce wapn

Waph dostarczany organizmowi z pokarmem jest absorbowany w ko-
moérkach nabtonkowych jelita. Absorpcja wapnia jest $cisSle zwigzana
z obecnoscig witaminy D. U zwierzat rachitycznych (z niedoborem wita-
miny D), absorpcja wapnia jest bardzo mata, natomiast po podaniu wita-
miny D, znacznie wzrasta. Pojawienie sie specyficznej frakcji biatkowej
w S$luzdéwce jelita, wigzacej wapn, po raz pierwszy zaobserwowali Was -
serman i Taylor (57, 58). Frakcje te nazwano calcium binding pro-
tein — CaBP. Stanowi ona okoto 2,5% catkowitych rozpuszczalnych biatek
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Sluzéwki jelita. Ciezar czasteczkowy tej frakcji, oznaczany zaréwno me-
todg siania molekularnego przy uzyciu Sphadex G-100, jak i na zelu polia-
krylamidowym w obecnosci siarczanu dodecylu, wynosi okoto 28 000 dalto-
néw. Analiza sktadu aminokwasowego wskazuje, ze czasteczka CaBP za-
wiera znaczng ilo$¢ leucyny, lizyny, alaniny oraz bardzo duzo kwasu aspa-
raginowego i glutaminowego (odpowiednio 28,4 i 31,8 moli na mol), ktore
to aminokwasy nadajg biatku kwasny charakter. Punkt izoelektryczny
CaBP lezy pomiedzy pH 4,0—4,4. Pomiary dychroizmu kotowego sugeruja,
ze a-heliks stanowi 30—40% struktury czasteczki CaBP (59).

llos¢ wapnia, jaka moze by¢ zwigzana przez CaBP, zalezy od szeregu
czynnikéw, miedzy innymi od pH (60). CaBP posiada dwa optima wigza-
nia wapnia — przy pH 6,6 oraz przy pH 9,6. W pH 7,2 jedna czasteczka
CaBP wigze 1 mol wapnia ze statg dysocjacji 4X10-8M. W obecnosci jonow
Na+ i K+ obserwowano niewielkie zmniejszenie zdolnosci do wigzania
wapnia. Nie jest jednak wiadomo, czy jest to kompetycja jonéw Na+ lub
K+ do miejsca wigzacego wapn, czy tez zachodzg w tym przypadku zmia-
ny konformacyjne czasteczki. Wykazano takze, ze kationy takie jak stront
i bar, ktore sg absorbowane przez jelito sg rowniez wigzane przez CaBP.
Wiazaniu tych kationdw towarzyszy zmniejszenie iloSci wigzanego wapnia.
Powinowactwo dla tych kation6w jest jednak duzo nizsze niz dla wapnia.
Stata dysocjacji dla Sr+2 jest rzedu 10-4M, dla baru 10~3 Réwniez Zn+2,
Cd+2, Mn+2, Mg+2 i Fe+2, uzyte w duzym nadmiarze w stosunku do Ca+2
(Me2— ImM, Ca+2— 5X 10~®V)) zmniejszaty wigzanie wapnia.

Zaobserwowano, ze z wielu badanych zwigzkéw organicznych, jedynie
lizolecytyny majg hamujacy wptyw na wigzanie wapnia przez CaBP. Dzia-
fanie lizolecytyny prébuje sie thumaczyé w nastepujacy sposob: lizolecyty-
na zawiera grupe acylowg oraz czwartorzedowg grupe amoniowg w reszcie
cholinowej. £aczac sie z biatkiem grupa acylowa moze tworzy¢ hydrofobo-
we wigzanie z niepolarnym regionem czasteczki CaBP w taki sposéb, ze
dodatnio natadowany azot w reszcie cholinowej wiaze sie w miejscu wigza-
nia wapnia. Za sugestig ta przemawia stwierdzenie, ze inne pochodne cho-
linowe, nie posiadajagce polarnej grupy acylowej sg bez wptywu. Stwier-
dzono réwniez, ze grupy SH w czasteczce CaBP nie biorg udziatlu w wia-
zaniu wapnia. Zablokowanie grup SH N-etylomaleimidem, jodoacetamidem
jak réwniez obecno$¢ merkaptoetanolu, ktéry zapobiega wytwarzaniu sie
mostkéw S—S, nie majg wptywu na zdolnos¢ CaBP do wigzania wapnia.
Cukry takie jak laktoza, sacharoza, fruktoza, a takze aminokwas lizyna
zwiegkszajgce absorpcje wapnia przez Sluzéwke jelita réwniez nie majg
wplywu na wigzanie wapnia przez CABP.

Frakcje biatkowe wiazgace silnie wapn, pojawiajgce sie w Sluzdéwce jelita
w obecno$ci witaminy D, wyizolowano z wielu zwierzat (60, 61, 62, 63).
Ciezary czasteczkowe CaBP otrzymanych ze $luzéwek jelita szczura, Swini
i cztowieka sg rzedu 12 000—13 000 daltonéw, a wiec dwukrotnie nizsze
niz ciezar czasteczkowy CaBP wyizolowanego z kurczakdw. Frakcje bial-
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kowe — I1A i 1IB, wystepujace w Sluzéwce szczura w obecnosci witami-
ny D wiaza 1 mol wapnia na mol biatka, z r6zng statg wiazania (I1A —
3,5X10® i IIB — 5,5X106M _1). Ruchliwos¢ tych dwu biatek w elektrofo-
rezie zalezy od obecnosci jonéw Ca+2. Po usunieciu wapnia przez dodanie
EDTA, ruchliwo$é ich znacznie zwieksza sie. Rdznice w ciezarach czastecz-
kowych i statej wigzania wapnia biatka CaBP z réznych Zrddet autorzy
przypisuja réznicom gatunkowym (61).

Stosujgc znakowane fluoresceing przeciwciata anty—CaBP wykazano,
ze biatko CaBP jest zlokalizowane na powierzchni mikrokosmkéw jelita,
a takze w komérkach kubkowych (64). Lokalizacja CaBP jak réwniez jego
wiasnosci wskazuja, ze odgrywa ono role w transporcie wapnia przez ko-
morki nabtonkowe jelita. Najbardziej prawdopodobne wydaje sie przy-
puszczenie, ze biatko to wigze wapA na powierzchni komoérek nabtonko-
wych.

Biatko wigzace wapn, o podobnym charakterze do CaBP z jelita, wy-
izolowano ostatnio z nerki cztowieka (65). Ciezar czgsteczkowy tego biatka
wynosi okoto 25000 daltonéw. W elektroforezie na zelu poliakrylamido-
wym frakcja ta wedruje szybko do anody, co Swiadczy o jej ujemnym
tadunku. Obserwacje Piazolo i wsp. wskazuja, ze absorpcja wapnia
w nerce moze by¢ réwniez zalezna od witaminy D.

W homogenatach $luzowki jelita zwierzat rachitycznych wystepuje
frakcja biatkowa, nazwana frakcjg A, ktérej ilos¢ znacznie maleje po po-
daniu zwierzeciu witaminy D (66,67). Rownolegle do tego procesu wzrasta
ilos¢ biatka wigzacego wapn. Autorzy wysuwajg przypuszczenie, ze wita-
mina D, a wiasciwie jej aktywna forma — 1,25-dwuhydroksychoJekalcife-
rol (68), powoduje przeksztatcenie biatka A w CaBP. Poniewaz frakcja
A ma wyzszy ciezar czgsteczkowy niz CaBP, rola witaminy D moze pole-
ga¢ na stymulacji hydrolizy biatka A do fragmentu, ktéry posiada zdolnos¢
do wigzania wapnia.

V. Mitochondrialne biatka wigzace wapn

Aktywny transport wapnia przez btony mitochondrialne zachodzi przy
udziale specyficznego przenosnika lub uktadu przenosnikéw. Na przykitad
Moore (69) stwierdzit, ze czerwieh rutenowa, barwnik specyficzny dla
komponenty cukrowej, hamuje transport wapnia przez btony mitochon-
drialne. Uzyskane wyniki wskazuja, ze heterosacharydy, glikoproteidy lub
glikolipidy, moga bra¢ udziat w transporcie wapnia przez te blony.

Frakcja glikoproteidowa, zdolna do silnego wigzania wapnia, zostata
wyizolowana ostatnio przez Sottocase i wsp. z mitochondriow watro-
by wotu (70). Ciezar czasteczkowy badanej frakcji autorzy okreslili na
okoto 42 000 daltonéw. Frakcja ta zawierata znaczne ilosci weglowodandw:
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na 105 biatka znaleziono 1,88 mola kwasu sialowego, 7,60 mola heksozo-
amin (gtéwnie galaktozoaminy i glukozoaminy), okoto 19 moli cukréw obo-
jetnych (gtéwnie glikozy i ksylozy) a takze okoto 30% fosfolipidow. Wy-
izolowany glikoproteid jest bogaty w kwas asparaginowy i glutaminowy,
glicyne i seryne, a ubogi w aminokwasy aromatyczne. Badajac zdolnos¢
tego glikoproteidu do wigzania wapnia stwierdzono optimum wigzania przy
pH 8,4. State wigzania w réznych pH zmieniajg sie w granicach 107—109M_1
(7). Krzywa Scatcharda wskazuje na dwa rodzaje miejsc wigzania wapnia.
W optymalnych warunkach czasteczka glikoproteidu posiada 3 miejsca
silnie wigzace wapn o statej dysocjacji rzedu 10“™. Analogicznie jak
w catych mitochondriach sole lantanu hamujg silne i stabe wigzania wap-
nia. Czerwien rutenowa takze zmniejsza zdolno$¢ do wigzania wapnia,
CO sugeruje, ze reszty cukrowe moga by¢ zaangazowane w tym procesie.
Czynniki rozprzegajace oksydatywng fosforylacje jak np. 2,4-dwunitrofe-
nol, a takze inhibitory faficucha oddechowego (np. antymycyna A) i tran-
sportu energii (oligomycyna i walinomycyna) nie majg wpltywu na wia-
zanie wapnia przez glikoproteid.

Tabela 1
) Parametry wigzania wapnia Miejsce
bil\;llzgeil‘;l;:y Biatka C. czast. . KIM] o KIM] Wiazapia
wapnia
TN-C (8) 18300 1 107
Tkanka  Calseguestrin  (13) 44000 40 4x 105 reszty kw.
glu. i asp.
migsniowa Aktyna (19,20) 45000 1 i0-5
Parwalbuminy kw. asp 90,
(33,34) 12000 2 10~7 3—6 2—9x 10-6 92, 94 i kw.
glu 101
Tkanka  Fosfoproteid  (37) 11500 1 2,5x105
nerwowa 8. <2 21000 8—10 io-3
Chrzastka Glikoproteid ~ (56) 200 000 2 107 600 io-4 reszty
cukrowe
Jelito CaBP (59) 28000 1 4X 10 6
Btony Glikoproteid  (70) 42000 3 10-7 25 105 reszty
rozpuszczalny cukrowe
mitochon-  Glikoproteid  (72) 67 000 4 10-6 60 io-5

drialne  nierozpuszczalny

Obliczenia wskazuja, ze glikoproteid ten stanowi 0,5—I°/0 catkowitej
ilosci biatek mitochondrialnych a ilo§¢ wapnia zwigzana silnie przez tc
biatko jest réwna ilosci wapnia jakg mogg zwigzac silnie cate mitochondria.
Wydaje sig, ze ta frakcja glikoproteidowa — izolowana przez Sottocase
i wsp. — pochodzi gtéwnie z przestrzeni miedzybtonowej. Lehninger



[13] BIALKA WIAZACE WAPN 373

i wsp. (72) otrzymali z mitochondriéw réowniez glikoproteid wigzacy wapn,
nierozpuszczalny w wodzie, o ciezarze czasteczkowym 67 000 daltonéw.
Frakcja ta zawiera na 109 bialka 4 mole heksozoamin, okoto 440 moli
cukréw obojetnych i niewielkie ilosci kwasu sialowego oraz okoto 900 moli
fosforu na 105, z czego 135 moli nie ulega ekstrakcji mieszaning chloro-
formu z metanolem, co sugeruje, ze fosfor ten jest zwigzany z biatkiem.
Wyizolowana przez Lehningera frakcja jest wiec glikolipofosfopro-
teidem, wykazujgcym znaczne powinowactwo do jonéw wapniowych. Krzy-
wa Scatcharda wskazuje na dwa rodzaje miejsc wigzgcych wapni. Stata
dysocjacji dla silnego wigzania wynosi okoto 4X10-6M, a ilos¢ miejsc
wigzgcych— 4 mole/mol biatka, stata dysocjacji dla stabego wigzania jest
rzedu 5X10-4M, a ilo$¢ miejsc wigzania — 60 moli na mol biatka.

Czynnik otrzymany przez Lehningera wykazuje duze podobien-
stwo do czynnika rozpuszczalnego, wyizolowanego przez Sottocase (70).
By¢ moze, nierozpuszczalne biatko Lehningera jest zdenaturowana
forma biatka rozpuszczalnego, otrzymanego przez Sottacase i wsp.
Nie mozna jednak wykluczy¢, ze oba czynniki sg rézne; obydwa biorg
udziat w transporcie wapnia, ale zlokalizowane sg w innym miejscu blony
mitochondrialnej.

Uwagi koncowe

Omoéwione biatka, pomimo, Zze wystepujg w réznych tkankach i spet-
niajag rézne funkcje, posiadajg wiele cech wspélnych. Wszystkie oprécz
glikoproteidu wyizolowanego przez Lehningera z mitochondriow sg roz-
puszczalne w wodzie, a ich ciezary czasteczkowe sg na ogdt niskie. State
wigzania lezg w granicach 107—109M-1. Jedynie biatko S-100 wykazuje
stosunkowo stabe wigzania. Jednakze wpltyw wapnia na strukture cza-
steczki biatka S-100 jest tak specyficzny, ze wydawato sie celowym omo-
wienie tego biatka razem z biatkami wykazujgcymi wysokie powinowactwo
do jonéw wapniowych. Ciezary czasteczkowe omawianych biatek oraz ich
parametry wigzania wapnia zestawiono w tabeli 1. Wszystkie z tych bialek
charakteryzuje wysoka zawarto$¢ aminokwasow kwasnych w stosunku do
zasadowych, co nadaje im fadunek ujemny, a ilos¢ obecnych w nich reszt
fenyloalaniny jest wyzsza niz tyrozyny (tabela 2). Tylko w stosunku do
niektérych z tych biatek istniejg dotychczas sugestie co do udziatu poszcze-
gélnych reszt aminokwaséw w wiazaniu wapnia. Tak np. aminokwasy
kwasne wydajg sie byé miejscem wigzania wapnia w przypadku parwal-
bumin i calseguestrin, natomiast dla glikoproteidow sugeruje sie, ze bez-
posredni udziat w wigzaniu wapnia biorg reszty cukrowe.

Wiele, nieraz zasadniczych, problemoéw dotyczacych struktury i funkcji
oméwionych w niniejszym artykule bialek pozostaje nadal niewyjasnio-
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nych. Jesli rozwazy¢ jednak, ze z wyjatkiem aktyny, wszystkie one zostaty
wykryte i wyizolowane dopiero w ostatnich latach to i tak postep w tej
dziedzinie jest ogromny.

mole/105y biatka

Tabela 2
Biatka tkanki mig$niowej Biatka tkanki nerwowej Jelito
Aminokwasy Calsequ- Aktyna Parwal- Biatko Fosfo- S-100 CaBP

TN-C strin buminy ,,13 000” proteid
®) 13  (73)  (30)  (36) 37) 48)  (59)

Tyrozyna 8,4 13,6 33,8 0 10,8 43,4 143 30,0
Fenyloalanina 52,0 54,6 271 83,4 54,6 61,0 57,2 39,8
Kw. glutaminowy 188,0 163,0 92,0 834 1180 183,0 1720 1135
Kw. asparaginowy 1335 168,0 80,5 100,0 1180 125,0 1050 102,0
Suma aminokwaséw

kwasnych 3215 331,0 1725 1834  236,0 3080 2770 2155
Arginina 32,3 15,9 41,8 83 23,0 8,7 95 178
Lizyna 51,4 59,2 43,4 100,0  119,0 61,0 38,0 70,6

Suma aminokwasow

zasadowych 83,7 75,1 85,2 1083 1420 69,7 47,5 88,4

Wypadkowy ta-
dunek ujemny 237,8 255,9 87,3 75,1 94,0 238,3 229,5 127,1

No oA~ wWwN P
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BEATA BRYSCH?*

Jadrowe RNA organizmow eukariotycznych
Nuclear RNA of the Eucaryotic Organisms

In nucleated (eucaryotic) cells RNAs exist which are exclusively localized
in the nucleus. These RNAs are composed of two groups of molecules: heterogeneous
nuclear RNA — HnRNA (high molecular, polydispersed, metabolicaly unstable, with
DNA-like base composition, unmetylated and small molecular monodispersed nuclear
RNA — snRNA (low molecular, monodispersed, metabolicaly stable, with different
base composition in different subfraction of this RNA, metylated).

In this review some properties and function of these RNA s in the cell are
presented.

Jadro komorkowe oprocz syntezy tRNA, mRNA i rRNA, ktére lokali-
zujg sie nastepnie w cytoplazmie jest rowniez miejscem syntezy swoistych
klas RNA pozostajgcych po syntezie wytgcznie na terenie jadra. Dla uprosz-
czenia te ostatnie klasy RNA bedziemy nazywac ,jadrowym RNA”. Po-
pulacje czasteczek tego typu stwierdzono w komérkach zaréwno roslinnych
jak i zwierzecych wzietych z ustroju lub hodowanych w kulturach, w ko-
morkach zréznicowanych i embrionalnych, nowotworowych i prawidto-
wych, dzielagcych sie i bedacych w spoczynku. Wystepowanie jagdrowego
RNA wydaje sie by¢ zatem ogdlng cechg organizméw eukariotycznych.

Na wystepowanie jadrowego RNA pierwszy zwrécit uwage Harris
(1) wykazujac, ze pewna grupa czasteczek jadrowego RNA jest szybko

*> Mgr, Zaktad Biologii Nowotwor6w, Instytut Onkologii, Gliwice.

Wykaz stosowanych skrotéw: RNA — kwas rybonukleinowy, tRNA — transportu-
jacy kwas rybonukleinowy, mRNA —informacyjny kwas rybonukleinowy, rRNA —
rybosomalny kwas rybonukleinowy, mIRNA — kwas rybonukleinowy podobny do in-
formacyjnego (ang. messenger-like ribonucleic acid), HnRNA — heterogenny, jadrowy
kwas rybonukleinowy (ang. heterogeneous nuclear ribonucleic acid), D-RNA — jadro-
wy kwas rybonukleinowy podobny do kwasu dezoksyrybonukleinowego (ang.
DNA-like RNA), D-RNAi — jadrowy kwas rybonukleinowy podobny do kwasu dezo-
ksyrybonukleinowego, komplementarny do strefy informacyjnej operonu, D-RNA2—
jadrowy kwas rybonukleinowy podobny do kwasu dezoksyrybonukleinowego, kom-
plementarny do strefy akceptorowej operonu, snRNA — monodyspersyjny, metabo-
licznie stabilny, niskoczasteczkowy kwas rybonukleinowy, RNP — kompleksy rybo-
nukleoproteidowe, RNaza —rybonukleaza, DNA — kwas dezoksyrybonukleinowy,
DNaza — dezoksyrybonukleaza, poliA —kwas poliadenylowy, GC —guanina, cytozy-
na, EDTA — etylenodwuaminoczterooctan.
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syntetyzowana i degradowana na terenie jadra. Autor ten doszedt do
wniosku, ze ta klasa RNA nie moze by¢ prekursorem RNA cytoplazma-
tycznego. Prace Harrisa pozostaty w zapomnieniu przez wiele lat i dopiero
badania z pracowni McCarthy’ego (2) nad metabolizmem RNA jadro-
wego potwierdzity ten fakt na podstawie pomiaréw szybkosci wbudowy-
wania i uwalniania radioaktywnych prekursoréw.

Doswiadczenia wykonane technika hybrydyzacji konkurencyjnej mie-
dzy RNA jadrowym a RNA cytoplazmatycznym wykazaty, ze wszystkie
sekwencje RNA cytoplazmatycznego sg obecne w jadrze lecz nie odwrotnie;
czasteczki jadrowego RNA zawierajg sekwencje nie wystepujgce na terenie
cytoplazmy. Czasteczki jagdrowego RNA sg lepszym konkurentem o homo-
logiczne miejsca na DNA niz czasteczki RNA cytoplazmatycznego izolo-
wane z tych samych komorek. Wykazano wielkg réznorodnos¢ czasteczek
jadrowego RNA, ktore og6lnie mozna ujaé w dwie grupy:

I. heterogenny, szybkoznakujacy sie RNA,

Il. niskoczgsteczkowy, monodyspersyjny, stabilny metabolicznie RNA.

PiSmiennictwo omawiajace obie grupy jadrowego RNA jest obecnie
juz bardzo obszerne. Nie pretendujgc do catkowitego omowienia tego za-
gadnienia pragne w niniejszym artykule dokona¢ przegladu podstawowych
prac uwzgledniajgcych zwiaszcza ostatnie poglady na strukture i funkcje
jadrowego RNA.

I. Heterogenny RNA jadrowy

Ta klasa RNA znana jest takze pod nazwami: szybkometabolizujacy sie
RNA jadrowy, DNA-podobny RNA jadrowy (D-RNA), RNA podobny do
informacyjnego RNA (ang. messenger-like RNA—mIRNA), RNA olbrzy-
mioczasteczkowy (ang. ,,giant RNA”). Moze najwiasciwszy wydaje sie tu
termin heterogenny, jadrowy RNA (ang. heterogenic nuclear RNA —
HnRNA), gdyz nie przesagdza on mato jeszcze poznanej roli biologicznej,
a z drugiej strony podkresla najbardziej istotng ceche fizyczng tej klasy
czasteczek. Tego terminu lub skrotu HnRNA bede uzywata dalej.

I-1. Wystepowanie HnRNA

Wiekszo$¢ badan dotyczacych HnRNA prowadzono na komdrkach dzie-
lacych sie — gtownie komorkach linii HeLa. Obecno$¢ tej klasy RNA
stwierdzono réwniez w nie dzielagcych sie komérkach takich jak niedojrzate
erytrocyty (3). Prace Daneholta i wsp. donosza o istnieniu HnRNA
w chromosomach politenicznych u Chironomus (4, 5, 6). Poczatkowo sadzo-
no, ze HnNRNA jadrowy jest zlokalizowany zaréwno w jaderkach jak i w
nukleoplazmie. Okazato sie jednak, ze rozkiad tego RNA miedzy jaderko
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i nukleoplazme jest funkcja sity jonowej. Przy dostatecznie duzej sile jo-
nowej uzyskuje sie jaderko catkowicie pozbawione HnRNA. Uwaza sie
wiec, ze frakcja HnRNA wystepuje wytgcznie w nukleoplazmie (7).

1-2. Sktad zasad

W odréznieniu od wysokiej zawartosci GC w rRNA (okoto 60 mol°/o),
frakcja HnRNA zawiera mniej niz 50.mol°/o GC, podobnie do sktadu zasad
DNA (stad nazwy ,,DNA-like RNA” i ,mIRNA”) (3, 8).

1-3. Struktura i polidyspersyjnosé

Badania przy pomocy mikroskopu elektronowego wykazuja, ze czastecz-
ki HnRNA stanowig pojedyncze tancuchy o dtugosci 5—6jx (9).

W trakcie wirowania w liniowym gradiencie sacharozy HnRNA sedy-
mentuje w szerokim zakresie; od 18 do 120S (11). Na rycinie 1 pokazano
profil sedymentacji HnRNA znakowanego 3H-urydyng. Polidyspersyjny
charakter HnRNA jest na tym przyktadzie doskonale widoczny.
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Ryc. 1. Profil wirowania pulsowo znakowanego RNA izolowanego z jader komorek
linii HeLa w liniowym gradiencie sacharozy (wg 11).

Wyniki wczesniejszych badan (9) wykazaty, ze niskie sity jonowe w
pH 9 obnizajg tylko nieznacznie statg sedymentacji HnRNA. Nieznaczne
obnizenie warto$ci statej sedymentacji HnRNA wskazuje raczej na czescio-
we niszczenie struktury drugorzedowej a nie na dysocjacje czasteczek
HnRNA na podjednostki. Dwuwartosciowe kationy nie sg potrzebne do
utrzymania tej struktury, poniewaz EDTA w niskiej sile jonowej nie zmie-
nia profilu sedymentacji. Gdy przed ekstrakcjg HnRNA do lizatu komorko-
wego dodano egzogennego RNA, nie wykryto przypadkowej agregacji tych
molekut z HnRNA w czasie ekstrakciji.
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Trawienie DNazg lub pronazg nie wptywa na wiasciwosci sedymentacji
HNRNA (3). Powyzsze dane sugeruja, ze czgsteczki szybkoznakujgcego sie
jadrowego RNA nie sg agregatami mniejszych komponent lecz duzymi mo-
lekutami sktadajgcymi sie z pojedynczych tancuchdw polinukleotydowych,
posiadajacych czeSciowo uporzadkowang strukture drugorzedowa.

1-4. Kompleksy HnRNA z biatkiem

HnRNA wystepuje w kompleksach nukleoproteinowych. W czasie wiro-
wania uzyskano kompleksy o stalej sedymentacji dochodzacej nawet do
5000S (7). Badania nad fizycznymi witasciwosciami czasteczek rybonukleo-
proteinowych izolowanych z jader watroby szczura wykazaty stabilno$¢ na
wysokie stezenie soli i oporno$é na niejonowy detergent Triton X-100 (10).
Natomiast dezoksycholan sodu niszczy ich strukture, w przeciwienstwie
do dziatania na polisomy i rybosomy. Przypuszcza sie, ze dezoksycholan
sodu powoduje oddysocjowanie biatka z tych komplekséw, na co wskazuje
obnizenie statej sedymentacji przy zachowaniu catkowitej ilosci radio-
aktywnego RNA w kompleksach, oraz obnizenie zawartosci pewnych frak-
cji biatkowych. Rozpuszczenie kompleksow przy pomocy dezoksycholanu
moze sugerowac obecnos¢ lipidéw lub lipoproteidow. Wysoka gestos¢ wias-
ciwa w gradiencie CsCl, (1,38g/cm3 wyklucza jednak obecnosé¢ duzych
ilosci komponent lipidowych. Ponadto ani lipaza ani fosfolipaza w ste-
zeniach, ktére trawig lipoproteidy nie dziata na czastki jadrowe rybonu-
kleoproteidow zawierajagcych HnRNA. Jesli wiec lipidy bylyby czescig
sktadowg struktury opisywanych komplekséw musiatyby byé obecne w
bardzo matych ilosciach i skompleksowane z biatkiem, ktére chronitoby
je przed dziataniem lipaz. Z badan Scherrera i wsp. (11) wynika, ze
kompleksy HnRNA z biatkiem posiadajg charakterystyczng gestos¢ wias-
ciwg w gradiencie CsCl wynoszacg od 1,40 do 1,45g/cm8 Kompleksy rybo-
nukleoproteinowe mRNA polisoméw traktowanych EDTA posiadajg taka
sama gesto$¢ wiasciwg w gradiencie CsCl. Ci sami autorzy stwierdzili réw-
niez, ze w cytoplazmie jest obecny RNA o cechach RNA informacyjnego,
jednak ten RNA jest niezwigzany z polisomami i wystepuje w kompleksie
z biatkiem. Gestos¢ wiasciwa w gradiencie CsCl tego kompleksu wynosi
réwniez 1,40—1,45g/cm8

Wirowanie w gradiencie sacharozy frakcji RNA uzyskanej z cytoplaz-
matycznych komplekséw rybonukleoproteidowych wolnych i zwigzanych
z polisomami wykazuje ten sam zakres statych sedymentacji (6S do 35S)
dla obu frakcji RNA. Doswiadczenia hybrydyzacyjne wykazujg, ze frakcja
RNA z komplekséw cytoplazmatycznych zwiagzanych z polisomami zawiera
podfrakcje o identycznej charakterystyce hybrydyzacyjnej do podfrakcji
uzyskanych z frakcji RNA z komplekséw cytoplazmatycznych niezwigza-
nych z polisomami (11). Oznacza to, ze obie cytoplazmatyczne frakcje RNA
sq ztozone z tego samego typu sekwencji. Odsetek hybrydéw omawianych
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powyzej RNA z DNA spada jezeli DNA wysyci sie uprzednio molekutami
jadrowego RNA, co wskazuje na fakt, ze czasteczki HnRNA jadrowego
zawierajg identyczne sekwencje do sekwencji obecnych we frakcjach cyto-
plazmatycznego mRNA zwigzanego i niezwigzanego z polisomami.

1-5. Sekwencje poliA w HnRNA

W czgsteczkach HnRNA oraz mRNA stwierdzono obecno$¢ segmentu
bogatego w sekwencje poliA, prawdopodobnie kowalentnie przytaczonego
do konica 3' (12, 13, 14, 15). Dalsze badania wykazaly, ze sekwencje poliA
znajduja sie gtéwnie w lekkich frakcjach HnRNA (16).

Segment poliA zawiera od 150—250 nukleotydéw, jest oporny na tra-
wienie RNazg trzustkowg i RNazg Tb a wyizolowany z preparatéw RNA
daje pojedynczy szczyt w elektroforezie na zelu poliakrylamidowym.
Segment poliA wyizolowany z HnRNA komdrek puchlinowego miesaka
180 myszy zawiera 96,7% kwasu adenilowego, 1,9°/0 kwasu guanilowego,
0,7% kwasu cytydylowego i 0,7% kwasu urydylowego (15). Badania nad
kinetyka znakowania poliA trytowang adenozyng wykazaty, ze poliA j3-
drowe ulega wczesniej wyznakowaniu izotopem niz poliA polisomalne. W
miare uplywu czasu znakowania 3H-adenozyng iloraz radioaktywnoSci
poliA jadrowe
poliA polisomalne
segmentu poliA (12). Badania przy pomocy inhibitorow syntezy RNA (ak-
tynomycyna D) lub inhibitoréw syntezy poliA (kordycepina = 3'-dezoksya-
denozyna) wykazaty, ze synteza segmentu poliA jest raczej niezalezna od
procesu transkrypcji (12). Wysokie dawki aktynomycyny D (5n/ml) hamuja
synteze HNRNA w 96%, synteze mRNA w 93%, natomiast synteza segmen-
tu poliA nie ulega zahamowaniu w tak wysokim stopniu. Wyniki badan
z aktynomycyng D sugeruja, ze segment poliA moze byé przytgczony do
czasteczki RNA po zakonczeniu procesu transkrypcji. Hamowanie syntezy
segmentu poliA kordyceping (3'-dezoksyadenozyng) jest zrozumiate ponie-
waz antybiotyk ten dziala jak analog adenozyny. Z drugiej strony Pen-
man i wsp. (17) stwierdzili, ze kordycepina nie jest inhibitorem syntezy
HNRNA jadrowego, natomiast w bardzo wysokim stopniu hamuje synteze
mRNA

spada, co sugeruje jadrowe pochodzenie polisomalnego

1-6. Metabolizm HnRNA

Charakterystyczna cecha HNnRNA jest niestabilno$¢ metaboliczna. Okre-
sy poHrawienia czasteczek tego typu RNA sg jeszcze krétsze od szybko me-
tabolizujgcego mRNA i wynoszg od 3 minut do kilku godzin (18, 7, 19). Ba-
dania Scherrera iwsp. (11) nad kinetykg rozpadu HnRNA pochodza-
cego z komdrek HelLa wykazaly, ze lekkie frakcje tego RNA (6—35S) roz-
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padajg sie wolniej niz ciezkie frakcje, oraz ze rozpad HnRNA nastepuje
w sposdb dwufazowy; obserwuje sie faze szybka i faze wolng rozpadu. W
fazie szybkiej rozpadu lekkie frakcje HnRNA rozpadajg sie 4 razy wolnigj
(okres poéttrwania = 80 minut) niz ciezkie frakcje HNRNA (okres pottrwa-
nia = 20 minut). W fazie wolnej rozpadu frakcja 6—35S HnRNA ulega
rozpadowi z okresem péitrwania o wiele dtuzszym bo wynoszagcym 14 go-
dzin, frakcja ciezka, czterokrotnie szybciej.

1-7. Powtarzajace sie sekwencje w HnRNA

HNRNA jadrowy zawiera sekwencje zasad powtarzajgce sie wiele razy
(20). Odcinki czasteczek HNRNA zawierajgcych powtarzajgce sie sekwencje
zasad ulegaja hybrydyzacji z wieksza predkoscia niz odcinki HnRNA za-
wierajace unikalne sekwencje. Okazato sie, ze predkos$¢ witasciwa hybry-
dyzacji HNnRNA jest wieksza od predkosci witasciwej hybrydyzacji mRNA
(20). Wskazuje to na fakt, ze czasteczki HnRNA jadrowego sg bogatsze w
powtarzajgce sie sekwencje w poréwnaniu z mRNA. Dane te w pewnym
stopniu potwierdzajg poglady Georgieva (21) na synteze RNA jadro-
wego.

Wedtug tego autora miejsca akceptorowe operonu charakteryzujg sie
wielokrotnoscig wynikajaca z obecnosci powtarzajgcych sie sekwencji za-
sad w tej strefie operonu. D-RNA2 jako czes¢ RNA komplementarna do
strefy akceptorowej operonu jest bogatsza w opisywane sekwencje niz
D-RNAIi komplementarny do strefy informacyjnej operonu, a bedacy pre-
kursorem dla RNA informacyjnego. W czasie hybrydyzacji HnRNA z ho-
mologicznym DNA, krzywa hybrydyzacyjna nigdy nie osigga plateau, co
sugeruje, ze HnRNA jest mieszaning molekut o réznych predkosciach wtas-
ciwych hybrydyzacji. Czes¢ HnRNA pozostaje nieskompleksowana z DNA
nawet po przedtuzonej inkubacji, co przemawia za obecno$cia pewnych
frakcji HNRNA transkrybowanych z niepowtarzajgcych sie sekwencji DNA
(22). Ponadto technikag hybrydyzacji zlokalizowano powtarzajgce sie se-
kwencje w HnRNA. Stwierdzono ich obecnos¢ zaréwno przy koncu 5'cza-
steczki (23) jak i przy koncu 3'czasteczki HNnRNA (24). Obecno$¢ powta-
rzajgcych sie sekwencji w HnRNA sugeruje prawdopodobng role tego RNA
w regulacji aktywnosci genetycznej w organizmach eukariotycznych.

1-8. HNRNA jako prekursor mRNA

Nasuwa sie pytanie czy omawiana, szybkometabolizujgca frakcja
HnRNA, przypominajgca sktadem zasad DNA i mRNA moze by¢ prekur-
sorem mMRNA?

Poczatkowe badania autoradiograficzne z 1962 r. wykazujgce zanikanie
znakowania radioaktywnymi prekursorami RNA w jadrowej frakcji, a po-
jawianie sie znakowania w cytoplazmie po przeniesieniu komorek do nie-
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radioaktywnego medium sugerowaty, ze cate jadrowe RNA jest prekur-
sorem mRNA. Doktadniejsze badania Harrisa (1) wykazaty jednak, ze
wiekszo$¢ RNA jadrowego ulega degradacji w jadrze. Istnieje mozliwosc,
ze nieznaczna cze$¢ tego RNA moze przechodzi¢ do cytoplazmy i pehié
role mRNA (2), a wiekszos¢ HnRNA pozostaje wytgcznie w jadrze. Wsrod
autorow rozwazajacych zagadnienie zaleznosci miedzy HnRNA a mRNA
nie ma zgodnosci pogladéw. Penman i wsp. (7) na podstawie badan po-
réwnujgcych kinetyke syntezy HnRNA, oraz mRNA wyciagneli wniosek
0 niezalezno$ci metabolicznej mRNA i HnRNA jadrowego. Wyznakowanie
HNRNA radioaktywnym prekursorem wystepuje od razu, natomiast we
frakcji mMRNA wyznakowanie wystepuje z 30 minutowym opdznieniem.
Ponadto znakowanie w mRNA wzrasta caly czas liniowo, natomiast w
HNRNA jadrowym logarytmicznie. W p6Zniejszym doniesieniu Penman
1wsp. (17) badajac dziatanie kordycepiny na synteze roéznych klas RNA
stwierdzili catkowite zahamowanie syntezy mRNA przez ten antybiotyk,
a brak zahamowania syntezy HnRNA. Autorzy sugerujg mozliwo$¢ istnie-
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Ryc. 2 Hipotetyczny model tworzenia mRNA w komoérkach zwierzecych (wg 11).

Etapy prowadzace do powstania mRNA: 1— Synteza olbrzymioczasteczkowego HnRNA w
chromatynie po uczynnieniu genomu; 2—Uwolnienie olbrzymioczasteczkowego Hn-RNA (B)
z matrycy DNA lub chromatyny; uboczny proces rozpadu do mononukleotydéw (a); 3— Roz-
szczepienie olbrzymioczasteczkowego HnRNA do krotszych fragmentéw (C); proces rozpadu do
mononukleotydéw (b); 4—Dalsze rozszczepienie do frakcji drobnoczasteczkowej RNA (D);
Kroétkozyjace RNA tej frakcji ulega degradacji do mononukleotydéw (c); 5— Magazynowanie w
nukleoplazmie dtugozyjacych RNA frakcji ,,D” w postaci puli zapasowej (E); proces rozpadu
do mononukleotydéw (d); 6—Przeniesienie do cytoplazmy czes$ci ditugozyjacych RNA frakcji
»D” w postaci puli F; jednoczesny proces rozpadu puli F do mononukleotydéw (e); 7—Przejs-
cie czesci puli F w czasteczki RNA nie posiadajace zdolnosci tgczenia sie z rybosomami (G);
8 — Przejscie czesci frakcji F w aktywne czasteczki mRN'A i ich tgczenie sie rybosomami (I);
jednoczesny proces rozpadu mRNA do monokuleotydéw (g); 9— Mozliwa jest obecno$¢ mRNA
w polirybosomach nieaktywnych w syntezie biatka (J); 10 —Synteza polipeptydéw przy udziale
aktywnego mRNA.

Symbol-*-»-o0znacza etapy, ktére moga podlega¢ procesom regulacji w komdrce.
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nia dwéch réznych polimeraz o réznych wrazliwo$ciach na kordycepine,
odpowiedzialnych za proces transkrypcji HnRNA i mRNA.

Stwierdzenie obecnosci segmentu poliA zarbwno w HnRNA jak i mMRNA
o wiasciwosciach poprzednio opisanych oraz wykazanie, ze kordycepina
oprécz wybiorczego hamowania syntezy pewnych klas RNA (m.in. mMRNA)
hamuje synteze omawianego segmentu poliA uzasadnia poglad Darnella
0 syntezie mMRNA z HnRNA (12). Poglad ten jest przeciwstawny hipotezie
Penmana, ze synteza mRNA jest niezalezna od syntezy HnRNA. We-
dtug Darnella, po zakoriczeniu transkrypcji HnRNA jadrowego, seg-
ment poliA zostaje doczepiony do konca 3' czasteczki. Jedna, lub Kkilka
nukleaz moze odczepia¢ mRNA plus jednostke poliA a nastepnie rozktadaé
pozostatg czes¢ HnRNA, albo tez moze nastepowaé enzymatyczna degrada-
cja catego HnRNA za wyjatkiem jednostki mRNA, do ktdrej nastepnie
zostaje doczepiony segment poliA. Modyfikacja czasteczki przez przytacze-
nie segmentu poli-A ma by¢ konieczna do przeniesienia utworzonych mo-
lekut mMRNA z jadra do cytoplazmy. Za stuszno$cig koncepcji, ze HnRNA
jest przekursorem mRNA przemawiajg badania Scherrera i wsp. (11)
nad kompleksami rybonukleoproteidowymi (RNP) w jadrze i w cytoplaz-
mie (patrz rozdziat 4). Autor ten stwierdzit w cytoplazmie obecno$¢ kom-
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Ryc. 3. Hipotetyczny model struktury operonu organizmow eukariotycznych (wg 21).

plekséw RNP nie zwigzanych z polisomami o gesto$ci w gradiencie CsCl
identycznej do gestosci kompleksow jadrowych (HnRNA — biatko). RNA
z tych kompleksd6w posiada sekwencje identyczne do mRNA i HnRNA.
Autor przedstawit hipotetyczny model tworzenia mRNA w komorkach
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zwierzecych, opowiadajac sie za zaleznoscig pomiedzy olbrzymioczasteczko-
wym HNnRNA a mRNA typu prekursor-produkt, (Ryc. 2.).

Model zaproponowany przez Scherrera ma pewne wspollne elementy
z modelem struktury operonu w organizmach eukariotycznych opracowa-
nym przez Georgieva (21), (Ryc. 3).

Wedtug hipotezy Georgieva HnRNA jest produktem wielkiego operonu.
Kazdy operon czyli ,elementarna jednostka transkrypcji” zawiera dwie
strefy: akceptorowa — czyli nieinformacyjng i strukturalng — czyli infor-
macyjna. Strefa akceptorowa zawiera miejsca dla przyczepu réznych spe-
cyficznych biatek. Na poczatku tej strefy znajduje sie promotor — miej-
sce przyczepu polimerazy RNA, nastepne miejsca akceptorowe stanowig
operatory — miejsc przyczepu biatek regulatorowych (represoréw lub de-
represoréw). Miejsca akceptorowe operonu charakteryzujg sie wystepowa-
niem powtarzajacych sie sekwencji zasad.

Strefa strukturalna umieszczona za strefg akceptorowg zawiera cistrony
niosgce informacje dla syntezy biatek strukturalnych, enzyméw i biatek
regulatorowych (represoréw lub derepresorow). W wyniku takiej organi-
zacji operonu synteza HnRNA rozpoczyna sie od transkrypcji strefy akcep-
torowej, po czym nastepuje transkrypcja cistronow strukturalnych. Kazda
syntetyzowana czasteczka RNA jadrowego stanowi komponent HnRNA
i zawiera od konca 5'sekwencje komplementarne do strefy akceptorowej
operonu (tg czes¢ czasteczki HNRNA nazywa sie D-RNA2 a od korica 3'sek-
wencje komplementarne do strefy informacyjnej (D-RNA)).

Nieinformacyjna czes¢ RNA jadrowego (czesé¢ od korica 5'czasteczki) ma
by¢ degredowana natomiast fragment RNA od konca 3' stanowi prawdopo-
dobnie prekursor dla mRNA i w kompleksie z biatkiem w postaci informo-
somow zostaje przetransportowany do cytoplazmy.

1-9. Inne domniemane role HNRNA

Oprocz roli HnNRNA jako prekursora dla mRNA, mozliwe s3g jeszcze
inne funkcje tej klasy RNA.

Kodowanie biatek dziatajagcych wytacznie w jadrze powinno odbywaé
sie przy pomocy RNA nie opuszczajgcego jadra (2). Moze to dotyczy¢ kwas-
nych biatek jadrowych, histonéw, polimeraz kwaséw nukleinowych, biatek
strukturalnych aparatu mitotycznego. HnRNA mogtby mie¢ funkcje kodu-
jacego tego rodzaju biatka; sga to jednak spekulacje nie poparte danymi
eksperymentalnymi.

Il. Monodyspersyjne, metabolicznie stabilne, niskoczgsteczkowe RNA

W pismiennictwie te klase RNA oznacza sie symbolem snRNA (25),
tym tez symbolem bede postugiwata sie dalej. Najwiecej informacji doty-
czacej charakterystyki snRNA dostarczajg badania grupy Penmana
oraz Buscha.
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11-1. Rozmieszczenie snRNA w komoérce

Czasteczki nalezace do klasy niskoczgsteczkowego, monodyspersyjnego
jadrowego RNA wystepuja zaréwno w jaderku jak i nukleoplazmie (frak-
cja jadrowa, pozajaderkowa). Weinberg i Penman spostrzegli je-
denascie frakcji RNA oznaczonych kolejno wedtug wzrastajgcej ruchliwos-
ci elektroforetycznej literami alfabetu: A, B, C, D, E, F, G, G', H, J, K, L
(25, 26). Przy pomocy techniki opracowanej przez Pen ma na (18) uzys-
kuje sie rozdzielanie jadra na nukleoplazme i jaderko, co umozliwia szcze-
gotowe badanie lokalizacji poszczeg6lnych frakcji RNA w komorce. Osiem
znich (A, B, C, D, F, H, K, L) znajduje sie tylko w jadrze, frakcje E, G, G/,
J sg w jadrze i cytoplazmie, frakcje A,B, F, sg wylgcznie jagderkowe a frak-
cje C, D, H, K, L znajduja sie gtéwnie w nukleoplazmie. W p6zniejszych .
badaniach innych autorow wykazano dwie frakcje drobnoczasteczkowego
RNA oznaczone jako xi i x2 wystepujace zaréwno w jadrze (we frakcji
jaderkowej i pozajaderkowej) jak i w cytoplazmie (27).

11-2. Metody uzyskiwania frakcji SnRNA

Weinberg i Penman po rozdzieleniu jagdra na jaderko i nukleo-
plazme i po ekstrakcji RNA z tych frakcji, charakteryzowali poszczegdlne
snRNA elektroforetycznie, stosujgc zele poliakrylamidowe (8—10°0) (25,
26). Natomiast w pracowni Buscha (28, 29) po uzyskaniu frakcji RNA
0 statej sedymentacji 4—7S przez wirowanie zonalne w liniowym gradien-
cie sacharozy, poddawano je dalszemu rozdziatowi chromatograficznemu na
Sephadex G—100, uzyskujac trzy szczyty. Dalszg szczegétowg analize RNA
z poszczegblnych szczytéw, przeprowadzono réwniez na zelach poliakryla-
midowych. Niektore z frakcji udato sie uzyska¢ w stanie elektroforetycznie
homogennym preperatywng elektroforezg (28). W p6Zniejszych badaniach
(30) w celu lepszego oczyszczenia frakcji 4—7S RNA stosowano chromato-
grafie na DEAE-Sephadex. Tgq metodg udato sie SnRNA rozdzieli¢ na kilka
komponent o jednakowych statych sedymentacji i jednakowych ruchliwos$-
ciach elektroforetycznych, a wiec zachowujgcych sie w czasie wirowania
1 elektroforezy preparatywnej jak frakcje homogenne. Przyktadem moze
by¢ nukleoplazmatyczne 4,5S RNA, ktére uzywajagc DEAE-Sephadex roz-
dzielono na trzy frakcje réznigce sie miedzy sobg wiasciwosciami (31).

Dwie frakcje drobnoczgsteczkowego RNA oznaczone przez Xi i x2uzy-
skano przez ekstrakcje fenolem a nastepnie chromatografie na kolumnie
z metylowang albuming (27).

11-3. Niektére witasciwoséci SnRNA

Stata sedymentacji SnRNA wynosi 4-7S. RNA xj i x2wyizolowane przez
Frederiksena (27) podobnie do snRNA opisywanego przez Buscha i Pen-
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mana zajmujg region 4-7S w czasie wirowania w liniowym gradiencie sa-
charozy. Wielko$¢ czasteczek dla poszczeg6lnych snRNA wynosi od 100-260
nukleotydéw (26). Kazda z frakcji snRNA natomiast zachowuje sie jak
homogenna populacja molekut jesli chodzi o wielko$¢ czasteczek. Nie moz-
na wykluczy¢, ze pomiedzy poszczeg6lnymi molekutami danej frakcji
snRNA istniejg subtelne roznice w sktadzie nukleotydowym. Frakcje
snRNA r6znig sie miedzy soba iloscig czastek przypadajacych na komdrke.
Najbardziej liczna jest frakcja nukleoplazmatyczna ,,D” wystepujaca w
iloSci okoto 106 czasteczek na komérke HelLa (25). Frakcja ,,K” i ,L” wy-
stepujag tylko w ilosci po okoto 2X104 czasteczek na komérke HelLa (26).

11-4. Metylacja snRNA

Podobnie do tRNA i rRNA, snRNA jest jeszcze jednym RNA zawierajg-
cym grupy metylowe (26). Posiada charakterystyczng dla siebie metylacje
(32) wskazujacg na to, ze SnRNA nie moze by¢ produktem degradacji in-
nych metylowanych RNA. Swiadcza o tym uzyskane metylowane produkty
alkalicznej hydrolizy 4—6S RNA, gdzie gtéwnym metylowanym produk-
tem degradacji alkalicznej sa duze fragmenty nie posiadajgce tadunku,
oraz fragmenty trdj- i dwunukleotydowe. Alkaliczna degradacja tRNA lub
rRNA daje metylowane fragmenty nie wieksze niz dwunukleotydowe. Po-
nadto przebieg reakcji metylacji ShARNA przy pomocy ¥C-metylometioniny
jest inny niz w tRNA i rRNA (29).

11-5. Sktad zasad snRNA — frakcje snRNA bogate w urydyne

Skiad zasad r6znych snRNA r6zni sie istotnie (25). Hodnet i Busch
(28) zwrdcili uwage na frakcje RNA jadrowego bogatego w urydyne sta-
nowigce 40—50°/0 snRNA. Frakcja Uj-odpowiednik frakcji ,D+ E” opisy-
wanych przez Penmana (26) — po elektroforezie daje trzy pasma: Ula,
Uib> Ulc, a frakcja U2 odpowiadajgca frakcji ,,CMPenmana okazuje sie
elektroforetycznie homogenng. Obie frakcje prawie nie posiadajg zdol-
nosci akceptorowej w stosunku do aminokwasow w odroznieniu od tRNA,

a iloraz AU jest wiekszy niz dla t RNA (28). Frakcje Uj i U2nie r6znig sie

miedzy sobg zawartoscig urydyny ani guaniny. Jedynie frakcja Ui w po-
réwnaniu do frakcji U2jest bogatsza w cytozyne.

Bogatg w urydyne frakcje RNA znaleziono w chromatynie ekstrahowa-
nej z jader przy pomocy 2M NaCl (33). Stata sedymentacji tego RNA wy-
nosi okoto 7S, a po elektroforezie frakcja ta daje 3 pasma. Frakcja 7S po-

AU S
siada inny sklad zasad (G—C okoto 1) i mniejszg ruchliwoS¢ elektrofore-

tyczng w poréwnaniu do niskoczasteczkowego RNA cytoplazmy. Frakcja
ta stanowi duza cze$¢, bo az 48—50% niskoczasteczkowego RNA watro-
biaka.
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11-6. W jakiej formie wystepuje snRNA, czy jest wolny, czy zwigzany w kompleksie?

Weinberg i Penman wykazali, ze frakcje SnRNA sg luzno zwig-
zane z chromatyng (26). Kompleksy snRNA z biatkami réznig sie od kom-
plekséw HnRNA z biatkiem. Prébowano oddzieli¢ sSnRNA od chromatyny
stosujac niskie stezenie soli (0,01M—0,3M).

Juz 0,2M roztwor soli powoduje prawie catkowite (okoto 90°/0) dysocjo-
wanie snRNA od chromatyny, w przeciwienstwie do silnie zwigzanego
HnRNA, ktéry w 0,3M roztworze soli dysocjuje zaledwie w znikomej czes-
ci. Stosujac 0,2M roztw6r soli mozna selektywnie ekstrahowa¢ snRNA na-
wet z jader nierozdrobnionych. Kompleksy snRNA z biatkami sedymen-
tujg jako czasteczki o statej sedymentacji mniejszej od 30S. Fakt, ze frakcje
snRNA w kompleksach z biatkami sedymentujg w zakresie okoto 158,
a czyste frakcje tego RNA posiadajg zakres statej sedymentacji okoto
4—7S, nasuwa przypuszczenie, ze czastki snRNA sg zasocjowane tylko
z kilkoma czasteczkami biatka. Niektdre snRNA obecne w jaderku sg moc-
no zwigzane z jego strukturag. Weinberg i Penman (25 opisuja
jaderkowa frakcje,,,A”, ktérej nie mozna uwolnié z jaderka ani trawieniem
materiatu jgderkowego DNazg ani wysokg sitg jonowa. Wspomniana juz
frakcja ,E” oznaczona tez jako (28S A), wykazuje przejsciowg asocjacje
z jaderkowym 28S rRNA i prawdopodobnie bierze udziat w transporcie
tego RNA do nukleoplazmy i cytoplazmy. Réwniez grupa Buscha (34)
opisuje frakcje snRNA wystepujgce wytacznie w jaderku, zasocjowane
z 28S jaderkowym RNA (U3i 8S). W poroéwnaniu do ilosci 28S jgderkowe-
go RNA wystepujg one w stosunku 1:2 co sugeruje, ze nie wszystkie mole-
kuty 28S RNA sg z nimi zwigzane w danym czasie. Luzne zwigzanie
snRNA z chromatyng przemawia¢ moze za tym, ze réwniez samo DNA
nie jest silnie zwigzane z snRNA, w przeciwieAstwie np. do kompleksu
DNA-histon. Poniewaz dysocjowanie snRNA zachodzi juz w 0,2 M NacCl
mozliwe jest, ze in vitro ten RNA wystepuje w stanie wolnym, rozpuszczal-
nym w soku jagdrowym, wzglednie w formie labilnych kompleksow nukle-
oproteinowych ulegajacych zniszczeniu w procesie izolowania.

11-7. Metabolizm snRNA

W odro6znieniu od niestabilnego metabolicznie HnRNA oraz bardziej
od niego stabilnych prekursoréw rRNA, snRNA wykazujg duzg stabilnosé.
Okresy poéttrwania dla réznych frakcji snRNA sg jednak rézne i wynosza
od 20 godzin do kilku dni (26).

Badanie kinetyki pulsowego znakowania sSnRNA jest utrudnione obec-
noscig niestabilnego HNRNA. Dzieki stabszej asocjacji SnRNA z biatkiem
mozna obserwowac¢ znakowanie sSnRNA selektywnie eluowanego 0,2M
NaCl (26). Frakcje nukleoplazmatyczne ,,C” i ,D” sa wyznakowane juz
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po 15 minutach, oraz sg syntetyzowane nawet po zahamowaniu syntezy
45S prekursorow rRNA.

Znakowane czgsteczki SnRNA przezywajg 24 godzinng ekspozycje na
radioaktywny prekursor i 48 godzinng inkubacje w $rodowisku nieradio-
aktywnym, co potwierdza ich stabilno$¢ i sugeruje, ze muszg przezywac
mitoze, gdyz okres ich zycia wydaje sie by¢ diuzszym od czasu generacji
komorek. Synteza snRNA nie jest skoordynowana z syntezg DNA; w okre-
sie ,,S” utrzymuje sie na statym poziomie oraz nie jest zahamowana w
okresie fazy Gxi G2(26).

11-8. Czy snRNA moze by¢ artefaktem wynikajagcym 2z degradacji wiekszych
czasteczek RNA?

Grupa Busch a przedstawia nastepujace dane dla 4—7S RNA boga-
tych w urydyne wykluczajgce te mozliwos¢ (29):

a) llos¢ 4—7S RNA jest powtarzalnie stata,

b) Skiad zasad jest r6zny od sktadu innych wysokomolekularnych RNA,

c) W jadrach watrobiaka, ktére posiadajg duza ilos¢ 4—7S RNA, za-
warto$¢ RNAzy jest niska,

d) Aktywno$¢ RNAzy w czasie preparatyki jader byta hamowana nis-
kim pH i obecnoscig kwasu cytrynowego,

e) Frakcje snRNA nie moga by¢ produktem degradacji rRNA powsta-
jacym w czasie izolowania snRNA poniewaz po dodaniu 18S i 28S rRNA
przed ekstrakcjg snRNA, nie spostrzegano degradacji rRNA podczas eks-
trakcji fenolem,

f) Frakcje jadrowe bogate w urydyne sa znajdywane réwniez w'catych
komérkach, a wiec nie moga by¢ produktami degradacji w czasie izolowa-
nia jader,

g) Frakcje bogate w urydyne jednakowo sie ekstrahujg fenolem na zim-
no i na ciepto.

Dodatkowe argumenty podali Weinberg i Penman: (26). Istnieje
niezaleznos¢ metaboliczna snRNA od rRNA i HnRNA, za czym przemawia
rézny wptyw antybiotykoéw na synteze wymienionych klas RNA. Niskie
dawki aktynomycyny D (0,04|ig/ml) hamujace catkowicie synteze 45S rRNA
hamujg tylko w pewnym stopniu synteze snRNA, 3-dezoksyadenozyna
czeSciowo hamuje synteze snRNA i tRNA, nie wplywajagc na synteze
HNRNA.

I11. Uwagi koncowe
Z przedstawionych danych widzimy, ze istnieje wielka rdznorodnos$é

stabilnego, niskoczgsteczkowego RNA jadrowego. Poszczegdélne snRNA
oprécz pewnych wspélnych cech, jak jednorodnos¢ wielkosci czasteczek w

4 Postepy Biochemii
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obrebie danej frakcji sSnRNA, stabilnos¢ metaboliczna snRNA, niezaleznos¢
metaboliczna od innych RNA (rRNA, tRNA, HnRNA) wykazujg wiele istot-
nych réznic (rézng lokalizacje, r6zna czuto$é na antybiotyki, rézne okresy
péttrwania, rézny sktad zasad), ktére moga sugerowaé réznorodnosé funkcji
jakie mogtyby spetnia¢ w jadrze zywej komérki. Howard i Stubb-
Tefield (35) spostrzegli zmiany w profilach elektroforetycznych na zelu
poliakrylamidowym drobnoczgsteczkowego stabilnego metabolicznie RNA
jadrowego, izolowanego z limfocytow ludzkich transformowanych i nie-
transformowanych fitochemaglutyning (PHA). W limfocytach transformo-
wanych fitochemaglutyning jedna z frakcji tego RNA wystepuje w zmniej-
szonej ilosci w porownaniu z snRNA z limfocytéw nietransformowanych,
pojawiaja sie natomiast trzy dodatkowe frakcje o matej ruchliwosci elek-
troforetycznej. Autorzy sugerujg, ze te zmiany w metabolizmie snRNA
limfocytow sg zwigzane z transformacjg tych komaérek. Inni autorzy obser-
wujg réznice ilosciowe i jakoSciowe miedzy snRNA izolowanym z jaj je-
zowcOw morskich a snRNA izolowanym z komorek raka Ehrlicha (36). Au-
torzy ci przypuszczajg, ze mozna bedzie uzyskaé informacje dotyczace
funkcji snRNA przez badania tego RNA podczas rozwoju jezowca morskie-
go. Przypuszcza sie, ze prawdopodobng rolg snRNA sa blizej nieznane
funkcje w procesie regulacji aktywnos$ci genetycznej. Odnos$nie takiej
roli ciekawe obliczenie podaje Prestayko i Busch dla frakcji 7S bo-
gatej w urydyne (33). Z obliczeh autoréw wynika, ze w jadrze komérki
watrobowej istnieje okoto I0®molekut 7S RNA bogatego w urydyne. Ponie-
waz jadro takie zawiera okoto 5X105aktywnych genéw, na aktywny locus
genowy przypada¢ moze okoto 1—2 molekut 7S RNA. Mogtoby to wystar-
czy¢ do aktywnosci lub inhibicji locus genowego w chromosomie. Rowniez
w choromosomach politenicznych i w nukleoplazmie jader komorek gru-
czotdw Sliniankowych u Chironomus tentans stwierdza sie obecnos$¢ Kilku
frakcji drobnoczasteczkowego RNA (37). Szczeg6lnie ciekawe wydaja sie
by¢ dwie z nich, ulegajace nagromadzeniu w jadrze po dtuzszej inkubacji
z radioaktywnym prekursorem. Frakcja 8S wystepuje tylko w nukleoplaz-
mie, natomiast frakcja 7S znajduje sie w nukleoplazmie, chromosomach
i jaderku, oraz pojawia sie znacznie p6zniej niz 8S (po 16 godzinnym wy-
znakowaniu). Gromadzenie obu tych frakcji w jadrze moze sugerowaé, ze
posiadajg one jeszcze niepoznang role w regulacji aktywnosci genetyczne;j.
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TOMASZ GOLASZEWSKI *

Losy metaboliczne rybosomowych kwaséw rybonukleinowych

Metabolic Fates of Ribosomal Ribonucleic Acids

The metabolic events occuring in the course of posttranscriptional processing of
rRNA molecules (partial depolimerizations, méthylation and assembling with pro-
teins), in bacterial and eucaryotic cells, are discussed.

W procesie biosyntezy rybosomowych kwaséw rybonukleinowych
(rRNA) mozna wyr6zni¢ dwa etapy. Pierwszy z nich, to transkrypcja
okre$lonych sekwencji polinukleotydowych w DNA, stanowigcych zesp6t
cistronow dla rRNA, okreslanych skrotem rDNA (por. 1). Etap drugi —to
proces dojrzewania struktury czasteczek pierwotnego transkryptu. Proces
ten odbywa sie na drodze trzech gtéwnych ciggdw reakcji. Sa nimi: Kilku-
stopniowa hydroliza enzymatyczna tancuchéw polinukleotydowych rRNA,
ich metylacja i stopniowe przytagczanie biatek do czgsteczek rRNA. Zespa-
lanie sie rRNA z biatkami moze by¢ uwazane za poczatek procesu powsta-
wania czastek rybonukleoproteidowych (czastek RNP) — pierwotnych
i posrednich form rozwojowych pojawiajacych sie w trakcie biogenezy
podjednostek strukturalnych rybosomu.

Wyszczeg6lnione tu trzy gtéwne ciggi reakcji okreslamy mianem ,,0b-

rébki potranskrypcyjnej” fancuchow polinukleotydowych (ang. ,,post-
transcriptional processing”).

* Dr, Instytut Biochemii i Biofizyki BAN, Warszawa

Stosowane skroty: rRNA —rybosomowe kwasy rybonukleinowe; tRNA — RNA
przenoszagcy aminokwasy; mRNA — informacyjny RNA; rDNA — ,,rybosomowy kwas
dezoksyrybonukleinowy”, zesp6t cistrondéw dla rRNA tacznie z przedzielajacym DNA;
G+ C oraz A+ U —sumaryczna zawarto$é, odpowiednio: guaniny i cytozyny oraz
adeniny i uracylu w kwasach nukleinowych; S—wartosci statych sedymentacji;
czastki RNB — czgstki rybonukleoproteidowe, prekursory podjednostek rybosomowych;
oznaczenia: nS rRNA i nS czastki RNP sg skrotem opisu: rRNA lub czastka RNP o statej sedy-
mentacji n. Cudzystéw uzyty w odniesieniu do statej sedymentacji (,,nS”) prekursorowych
rRNA bakteryjnych dla odrdéznienia ich od czasteczek dojrzatych rRNA, badz dla odréznienia
30S podjednostek rybosomowych bd prekursorowych czastek RNA (,,30S”) przeksztatcajacych sie
w 50S podjednostki rybosomowe. Skrotowe okreslenie: 3’- lub 5-koniec czasteczki rRNA ozna-

cza, ze grupa hydroksylowa zwigzana z atomem wegla nr 3 lub 5 rybozy pozostaje niezwigazana
wigzaniem fosfodwuestrowym z kolejnym nukleotydem.
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. Procesy dojrzewania strukturalnego tancuchéw rRNA

1-1. Pierwotne produkty transkrypcji rDNA

Wielko$¢ czasteczek pierwotnych transkryptéw rDNA u organizmow
prokariotycznych (bakterie i sinice) i u eukariontow jest jednym z wy-
znacznikdéw cezury dzielacej obie grupy organizméw. Metabolizm rRNA
w obu typach komérek odroznia sie rowniez kilkoma innymi cechami. Ma-
my tu na mysli wielko$¢ czasteczek dojrzatych strukturalnie —i zarazem
funkcjonalnie — rRNA (oraz wielko$¢ podjednostek strukturalnych rybo-
somu), liczbe cistronéw dla rRNA (niewielka w komdrce prokariontéw,
znacznie wyzsza eukariontéw), skompartamentyzowanie syntezy rRNA
u organizméw wyzszych w przeciwienstwie do pojedynczej puli cistronow
rRNA u bakterii i sinic. O zagadnieniach tych pisaliSmy szerzej w innym
artykule (1). Dodajmy, ze ,,obrébka potranskrypcyjna” rRNA jest znacznie
bardziej skomplikowana u eukariontdw niz w komérkach organizméw pro-
kariotycznych (por. 2).

Mozna przypuszcza¢ (3), ze u eukariontéw pierwotnymi produktami
transkrypcji rDNA sa wielkoczasteczkowe 65S rRNA, 85S rRNA, 100S
rRNA i 120S rRNA (te ostatnie — jako oligomery 45S rANA), ktére ule-
gaja rozpadowi z jednoczesnym uwolnieniem 45S rRNA (4). Badania nad
rRNA o statych sedymentacji powyzej 45S nie byly dotychczas szeroko
prowadzone i przyjmuje sie, ze u eukariontow prekursorowy rRNA cha-
rakteryzuje sie statymi sedymentacji 38S—45S i masami czasteczkowymi
3,5—4,5 miliona daltondw, w zaleznosci od stanowiska systematycznego
organizmu (por. 5, 6).

U prokariontow pierwotnymi produktami transkrypcji rDNA sg cza-
steczki niewiele wigksze od dojrzatych rRNA o statych sedymentacji 16S
i 23S (7—11). Jest to zagadnienie jeszcze nie wyjasnione, podobnie jak
problem dojrzewania rRNA w chloroplastach i mitochondriach (12, 13).
,Obrébka potranskrypcyjna” rRNA w tych organellach przebiega podob-
nie jak u bakterii (12, 13).

W wszystkich organizmach wystepuje — précz wysokospolimeryzowa-
nych rRNA— niskoczgsteczkowy 5S rRNA (14). O ile u bakterii 55 rRNA
powstaje na cistronach zespolonych z cistronami dla 16S rRNA i 23S rRNA
(por. 1, 15), to u organizmoéw wyzszych cistrony dla 55 rRNA sg prze-
strzennie odgraniczone od cistronow kierujagcych syntezg 185 rRNA
i 25—28S rRNA (16—19).

U eukariontow wysokospolimeryzowane rRNA powstajg pod kontrolg
chromatyny jaderkotwdérczej, czyli organizatora jaderkowego, Kierujgcego
zarazem procesem rozwoju jaderka (19—24, por. 25). 5S rRNA powstaje
natomiast poza jaderkiem, najprawdopodobniej — w nukleoplazmie (17,
26, 27). Sugerowano (26), ze nowosyntetyzowany 5S rRNA przedostaje sie
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do cytoplazmy, a nastepnie jest przekazywany do jaderka, gdzie zostaje
wbudowany do czastek RNA, a czeSciowo ulega hydrolizie (Schemat 1).

Pomimo przestrzennego odgraniczenia, cistrony dla 55 rRNA i dla
wysokoczgsteczkowych rRNA dziatajg wspoélnie: synteza 5S rRNA roz-

1. Transkrypcja rDNA w nukleoplazmie

transport 5S rRNA w formie rozpuszczalnej
2. Akumulacja 5S rRNA w cytoplazmie *

transport 5S rRNA w formie rozpuszczalnej
3. 5S rRNA w jaderku  --------—---- » hydroliza 75% puli 5S rRNA

i
4. Whbudowanie 55 rRNA do czastek RNP o statej sedymentacji 55S (zawierajgcych
32 S rRNA — por. 136).

Schemat 1. Losy metaboliczne 5S rRNA w komoérkach Hela. Schemat opracowany
przez grupe Penmana (26).

autorzy zastrzegaja, ze problem wystepowania 55 rRNA w cytoplazmie —w postaci

puszczalnej — nie jest rozstrzygniety; 5S rRNA gromadzi sie w cytoplazmie w warunkach sztucz-

nych —w obecnosci aktynomycyny D w pozywce (w stezeniu 0.04ng/ml), gdy jaderko ulega

uszkodzeniu. Niewyjasniona jest roéwniez przyczyna duzej ,nadprodukcji” 55 rRNA w ko-

morkach HeLa —blisko 75% zsytetyzowanego 55 rRNA ulega nastepnie hydrolizie.

*

poczyna sie podczas embriogenezy w okresie gastrulacji (28), podobnie jak
synteza innych rRNA (29—31) w réznych organizmach. Bezjgderkowe mu-
tanty ropuchy platanna (Xenopus laevis), pozbawione cistronow dla 18S
rRNA i 28S rRNA, ale zawierajgce zesp6t cistrondéw dla 5S rRNA (19), nie
syntetyzujg niskoczasteczkowego rRNA (32). Mechanizm tej wspétzalez-
nosci nie jest jednak znany. Z drugiej za$ strony, synteza 5S rRNA zacho-
dzi podczas kariokinezy (w stadium metafazy), kiedy synteza 18S rRNA
i 28S rRNA jest wstrzymana (18).

W organizmach eukariotycznych — procz 5S rRNA — wystepuje tez
niskoczasteczkowy 5,8—7S rRNA (o masie 3—5XI04altonéw) (33, 34).
Stanowi on wewnatrzczasteczkowe zagiecie taricucha 28S rRNA i wigze
sie z tym ostatnim za pomocg wigzan niekowalencyjnych (33—36). Po od-
dysocjowaniu 7S rRNA od czasteczki 28S rRNA zarodkéw zaby (Rana
pipiens) — co nastepuje podczas 10-cio minutowego podgrzania dupleksu
do 45°C — uwalnia sie czasteczka 27S rRNA (36).

1-2. Istota ,,0brébki potranskrypcyjnej” rRNA

Dojrzewanie struktury tancuchéw polinukleotydowych RNA rdznych
klas sedymentacyjnych —w tym takze tRNA (por. 8,37) — jest obecnie
szeroko badane. Gtdwng uwage kieruje sie na jadrowy rRNA u eukarion-
tébw — procesy ,,0brébki” tego rRNA sg juz dosy¢ dobrze poznane.

U pateczki okreznicy (Escherichia coli) — najszerzej badanego przed-
stawiciela prokariontéw — 16S rRNA powstaje z czasteczki prekursorowej
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(,,16S™) wiekszej od dojrzatego rRNA o okoto 50000 daltondw (7). 16S
rRNA u Bacillus subtilis powstaje z czasteczki wiekszej o okoto 130 000
daltonéw (10). Prekursorem 23S rRNA (czyli ,23S” rRNA) u E. coli jest
czasteczka wieksza od dojrzatej formy o okoto 100 000 daltonéw (10). 5S
rRNA powstaje u bakterii, by¢ moze, z czasteczki prekursorowej (38). Dy-
skutowano mozliwos$¢, ze 5S rRNA uwalniany jest wraz z 23S rRNA ze
wspolnej czasteczki pierwotnego transkryptu rDNA (10, 39). Sugerowano
jednak réwniez, ze dojrzewanie 5S rRNA przebiega niezaleznie od ,,obréb-
ki” 23S rRNA (11).

Wysunieto hipoteze, w mys$l ktérej 16S rRNA i 23S rRNA uwalniane
sq z matrycy rDNA przed zakonczeniem procesu transkrypcji wspolnej —
potencjalnie — czasteczki rRNA (8, 40, 41). W takim ujeciu, wspdlny pre-
kursor ulegatby rozszczepieniu na czasteczki dojrzatych rRNA in statu
nascendi.

Istniejg dane (2, 42) sugerujgce, ze bakteryjny 23S rRNA powstaje
w wyniku dimeryzacji czasteczek 16S rRNA. Po krotkotrwatym znakowa-
niu komoérek E. coli za pomocag H-uracylu, pietno wykrywane jest we
frakcjach polinukleotydowych o statych sedymentacji 16S lub nizszych;
frakcje o statych sedymentacji posrednich, miedzy 16S i 23S, pietna na-
tomiast nie zawieraja (42). Podkreslono jednak, ze dimeryzacji — jesli mia-
taby ona miejsce — musiatyby ulega¢ czasteczki 16S rRNA odmienne od
tych, ktdre wchodza w skiad podjednostek rybosomowych typu 30S. Od
dawna wiadomo bowiem, ze istniejg duze réznice w skiadzie nukleotydo-
wym 16S rRNA i 23S rRNA — czasteczek wystepujacych w podjednost-
kach rybosomu typu 30S i 50S (43).

Nowosyntetyzowany rRNA u bakterii (ang. ,,nascent rRNA") faczy sie
z biatkami jeszcze podczas transkrypcji rDNA (42). O interakcji rRNA-bial-
ko powiemy szerzej w rozdziale Il. Tu doda¢ nalezy, iz wkasciwe zespala-
nie rRNA z biatkami rybosomowymi, zachodzace u bakterii réwniez w p6z-
niejszych etapach ,,obrébki” potranskrypcyjnej”, uzaleznione jest od pra-
widtowego przebiegu procesow metylacji rRNA (44). Metylacjom ulega no-
wosyntetyzowany rRNA wysokoczgsteczkowy (45), jak tez rRNA obecny
w czgstkach RNP (44) —w tym ostatnim przypadku w gre wchodzg re-
akcje metylacji w poézniejszych etapach ,,obrébki”. Doda¢ tu warto, ze
5S rRNA metylacjom nie ulega (45). Badania nad metylacjg bakteryjnych
rRNA sugerujg, ze proces ten u prokariontéw zachodzi bardziej stopniowo
niz w komoérkach eukariotycznych (44,46, patrz nizej).

Niedawno wykazano (47), ze u sinicy Anacystis nidulans wystepuja
prekursorowe formy rRNA o czasteczkach nieco wiekszych niz dojrzate
rRNA. Czasteczka o masie 0,7X10® daltonow jest prekursorem czasteczki
16S rRNA (o masie 0,56X10® daltonéw), natomiast prekursorem 23S rRNA
(1,1 X106 daltondw) okazata sie czasteczka bardzo zblizona pod wzgledem
ruchliwosci elektroforetycznej do dojrzatego rRNA (47). Dane te sugeruja,
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ze U sinic, podobnie jak u bakterii, w czasie ,,obrébki” nastepuje utrata
stosunkowo krétkich taricuchéw polinukleotydowych rRNA.

Podobnie przebiega proces dojrzewania rRNA w chloroplastach.
Stwierdzono (12), ze w plastydach zielonych z lisci tytoniu (Nicotiana rus-
tica) prekursorem dla nizej spolimeryzowanego rRNA (0 masie 0,56X10®
daltonéw) jest czasteczka o masie 0,70X10® daltondw, natomiast prekur-
sorem ciezszego rRNA (1,1X10® daltonéw) jest czasteczka o masie 1,3X10®
daltonéw.

Niedawno wykazano (13), ze w mitochondriach grzyba Neurospora
crassa wystepuje 32S rRNA — prekursor dwdch wysokospolimeryzowa-
nych rRNA dojrzatych strukturalnie. 32S rRNA (2,40X10® daltonéw) prze-
ksztatca sie w forme posrednig rRNA (1,60X10® daltonéw), a nastepnie —
w dojrzaty 25S rRNA (1,28X10® daltonéw). Prekursorowy 32S rRNA moze
jednak przeksztatcaé sie tez w forme posrednia (0 masie 0,90X10® dalto-
néw), z ktérej powstaje nastepnie dojrzaty 19S rRNA (0o masie 0,72X10®
daltonéw). W czasie kolejnych przeksztatcen czasteczki rRNA, podlegaja
utracie fragmenty fancucha polinukleotydowego bogate w guanine i cy-
tozyne (G+ C). Podobne zjawisko obserwuje sie podczas ,,obrobki” jadro-
wego rRNA prekursorowego (patrz nizej).

Stopniowa depolimeryzacja tancuchéw rRNA w czasie ,,obrébki po-
transkrypcyjnej” odbywa sie przy udziale enzymoéw rybonukleolitycznych
o wysokiej specyficznosci (48, 49). Juz dawniej stwierdzano (50, 51) aktyw-
no$é enzymow depolimeryzujagcych RNA w jadrach i jaderkach u roz-
nych organizmdw, niewiele za$ nadal wiadomo o rybonukleazach plasty-
dialnych i mitochondrialnych. Niedawno wykryto endonukleaze (enzym de-
polimeryzujacy RNA poczawszy od $rodka czasteczki) w jaderkach komo-
rek HeLa (52, 53). Enzym ten depolimeryzuje in vitro prekursorowy rRNA
zawarty w czastkach RNP — prekursorach podjednostek rybosomowych.
Wysoce specyficzng egzonukleaze (enzym depolimeryzujacy RNA po-
czawszy od jednego z koncoéw czasteczki) wyizolowano z jader komérek
Ehrlicha (54). Podobng rybonukleaze — dziatajgcg hydrolitycznie na rRNA
poczawszy od konca czasteczki zawierajgcego wolng grupe 3'-hydroksylo-
wg — wyizolowano z jaderek i nukleoplazmy komoérek L (55).

W jadrach komorkowych u réznych organizméw wystepuja rRNA
0 roznych wartosciach statych sedymentacji, okreslanych czesto na pod-
stawie ruchliwosci elektroforetycznej (5, 27, 45, 56). Dla pierwotnych pro-
duktéw transkrypcji rDNA o statej sedymentacji 45S podawane sg masy
czasteczkowe okoto 4,5 miliona daltonéw (5, 6, 36, 45). Niedawno wyka-
zano (57), ze w komoérkach L wystepuje heterogenna populacja czasteczek
prekursorowego rRNA o statych sedymentacji 45S, 46S oraz 47S. Ze
wzgledu na fakt, iz 47S rRNA ulega znakowaniu wczes$niej niz 45S rRNA,
sugerowano (57), ze 47S rRNA moze by¢ pierwotnym produktem trans-
krypcji rDNA. U drozdzy (Saccharomyces cerevisiae) wykryto prekurso-
rowy 35S rRNA (2,5 miliona daltonéw) (58). U ropuchy platanna (Xenopus
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laevis) wykryto 40S rRNA (2,6 miliona daltonéw) (59, 60). U muszki owo-
cowej (Drosophila melanogaster) (61), pierwotniaka Tetrahymena pyrifor-
mis (62), petzaka (Amoeba proteus) (63) i drozdzy (Schizomyces pombe) (64)
wykryto 37S — 38S rRNA (okoto 2,8 miliona daltonéw). Przytoczone tutaj

a)
5 3'
45S rRNA [ 1
35S rRNA P i [ 1 23S rRNA
28S rRNA
(jaderkowy) Pz 18SrRNA  PT
28S rRNA | j [+
(cytoplazmatyczny) P3
b) 3 5
FTE Y\ E—
41S rRNA Pm-mmmmmmmmmmmmeme eeeees 1
3zs rRNA PHSE. [ 1 20S rRNA
28SrRNA  —m-mm-memmemes 1 jfed A e 1 18s rRNA
B
41SrRNA\: !
36SrRNA} X N\ 18S rRNA  b=mmmmmmeseeeeoeeeees 1 e t
28S rRNA 24S rRNA

Schemat 2. Proces skracania tancuchéw polinukleotydowych prekursorowego rRNA
a. Schemat opracowany przez grupe Buscha (67—69, 71, 72) dla komdrek guza Ntovikoffa
watroby szczura. Krzyzykami oznaczono fragmenty tancucha polinukleotydowego, ktére w trak-
cie ,,obrébki potranskrypcyjnej” 45S rRNA i form posrednich rRNA sa odrzucane i nie wchodza
w skiad dojrzatych rRNA cytoplazmatycznych. Fragment Pl —masa czgsteczkowa 0,69X10*

daltonéw; P2 — 0,80X106 daltonéw; P3 — 0,37X10“ daltonéw (por. 69).

b. Schemat opracowany przez grupe Penmana (73) dla komérek HelLa, szeroko oma-

wiany przez grupe Loeninga (69).

A. Droga gtéwna kolejnych rozpadéw prekursorowego rRNA i form posrednich rRNA. Nalezy
zwréci¢ uwage, ze 41S rRNA rozpada sie na czasteczke 32S rRNA i 20S rRNA w sposéb za-
chowawczy — bez utraty ,,nadmiaru” fancucha.

B. Droga zaburzonej przemiany rRNA, przebiega zazwyczaj z niewielka intensywnos$cia, w
pewnych warunkach, np. po zakazeniu poliwirusowym komdérek, intensywno$¢ tej drogi
znacznie wzmaga sige. Z 41S rRNA powstaje 36S rRNA.

C. Droga zaburzonej przemiany: podczas rozpadu 41S rRNA—précz 285 rRNA — ,nietypowy
24S rRNA — prekursor 18S rRNA, zamiast 20S rRNA (patrz A.).

Krzyzykami oznaczono fragmenty tancucha odrzucane podczas ,obrobki”.oznacza 7S
rRNA w czasteczce 32S rRNA i 285 rRNA. W czasteczce 455 rRNA komérek HeLa (Schemat

2b A.) 3'- i 5'-koniec zaznaczono wedtug pozycji 55 i 140.
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dane reprezentujg zapewne wartosci przyblizone i w toku dalszych ba-
dann moga ulec pewnym poprawkom. Niemniej jednak na ich podstawie
mozna wnosi¢, ze wielko$¢ pierwotnego produktu transkrypcji rDNA
(okre$lonego mianem ,jednostki transkrypcyjnej rRNA™) (5) jest charak-
terystyczna dla organizméw o okreslonej pozycji ewolucyjnej (por. 5, 6).
Dla scistosci nalezy dodaé, ze stwierdzano znaczne réznice miedzy masami
czasteczkowymi prekursorowego rRNA u pokrewnych gatunkow (59),
a niedawno doniesiono (65), ze w komorkach lisci i korzeni fasoli ziotej
(Phaseolus aureus) wystepujg dwa odmienne typy prekursorowego rRNA.

Produkty depolimeryzacji prekursorowego rRNA — formy posrednie
rRNA okreslane réwniez, cho¢ niezupetnie scisle, prekursorowymi — cha-
rakteryzujg sie statymi sedymentacji 41S (3, 1X10® daltonéw, np. w ko-
mérkach HelLa) (52, 59, 66), 35S (2, 3X10® daltonéw, np. w komorkach guza
Novikoffa) (67—70), 32S (2, 1X10® daltonéw, np. w komérkach HelLa) (59);
nalezy do nich takze jaderkowy 28S rRNA (komdrki guza Novikoffa), kto-
rego czasteczka jest o okoto 10°/0 wieksza niz czasteczka dojrzatego 28S
rRNA cytoplazmatycznego (1, 7X10® daltondw) (71, 72). W jadrach komo-
rek HeLa wykryto (73) —w niewielkich iloSciach — 36S rRNA (2,5X10®
daltonéw) i 24S rRNA (1, 4X10® daltonéw). Dwa ostatnie rRNA sg naj-
prawdopodobniej produktami zaburzonej ,o0brobki” — nagromadzaja sie
bowiem podczas infekcji wirusem polio komorek HelLa (73). 24S rRNA jest
woéwczas prekursorem 18S rRNA. Ten ostatni powstaje w warunkach nor-
malnych z 20S rRNA (0, 95X10® daltonéw) (59, 73). W komérkach guza
Novikoffa bezposrednim prekursorem dojrzatego 18S rRNA (0, 7X10® dal-
tonéw) jest 23S rRNA (1,3X10® daltonéw) (69). 23S rRNA powstaje z roz-
padu czasteczki 45S rRNA —réwnoczesnie z uwolnieniem 35S rRNA
(67—69). Przytoczone dane zestawiono na Schemacie 2.

Niskoczasteczkowy 7S rRNA wystepuje tgcznie z 28S rRNA, a by¢
moze jest obecny w 32S rRNA (33—36, 73). Wiadomo, ze in vitro powsta-
wanie dupleksu 7S rRNA—27S rRNA w jadrach zaby (Rana pipiens) jest
utrudnione (36).

Depolimeryzacja poszczeg6lnych rRNA odbywa sie w jaderku, po przy-
fgczeniu biatek do tancucha polinukleotydowego. Dojrzate podjednostki
rybosomowe powstate w jaderku (por. roz. Il) przedostajg sie — via nu-
kleoplazma — do cytoplazmy, gdzie — przy udziale czynnika asocjacji pod-
jednostek (74) i informacyjnego RNA — powstajg rybosomy petne i agre-
gaty polisomalne (75).

Wspotreakcja (interakcja) rRNA z biatkami zaréwno u bakterii, jak
i u eukariontow umozliwia prawidtowy przebieg procesu ,,0brébki” —
biatka chronig faricuch polinukleotydowy przed niespecyficznym dziata-
niem rybonukleaz (por. 2). Podobng role w stosunku do mRNA peinig biat-
ka wykrywane w cytoplazmatycznych informosomach (76) i w jagdrowych
informoferach (77).

Analogiczne znaczenie moze mie¢ metylacja rRNA zachodzaca pod-
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czas ,,obrobki potranskrypcyjnej”. Dzieki metylacji moze bowiem zwigk-
sza€ sie ,,stopien upakowania” fancuchéw polinukleotydowych, ktére wow-
czas stajg sie mniej dostepne na dziatanie rybonukleaz (por. 78). Metylacja
umozliwia tez prawidtowe zespalanie sie rRNA z biatkami (11, 44—46).
Najprawdopodobniej, wiasciwe umetylowanie rRNA jest niezbedne dla
funkcjonalnej dojrzato$ci rRNA obecnego w rybosomach na terenie cyto-
plazmy.

Podczas ,,0brébki” rRNA metylacji ulegajag badz 2'-grupy hydroksylo-
we reszt rybozy (O-metylacje) (79), badz tez — zasady azotowe (N-mety-
lacje) (80). W jadrowym rRNA komorek HelLa stwierdzono obecno$¢ trzech
metylowanych zasad azotowych: N4metylocytozyne, N6metyloadenine
i Nédwumetyloadenine (81). Ogdlnie przyjmuje sie, ze u bakterii ulegajg
metylacji gtdwnie zasady azotowe rRNA (por. 2, 80), natomiast u euka-
riontéw zachodzi przede wszystkim O-metylacja (79, 82).

Dzieki metylacji 2'-grup hydroksylowych zwieksza sie trwatlo$¢ wig-
zania fosfodwuestrowego tworzonego przez sasiednig 3'-grupe -OH (2, 37).
Nie moze bowiem wowczas powsta¢ cykliczny nukleotyd (2', 3'-nukleozy-
domonofosforan) — posredni produkt dziatania rybonukleaz cyklizujgcych
(por. 83).

1-3. Przebieg ,,0brébki potranskrypcyjnej”

W badaniach nad przebiegiem ,,0obrobki” postugiwano sie technikg
sztucznej hybrydyzacji rRNA-rDNA, analizg sedymentacyjng rRNA, ana-
liza sktadu nukleotydowego i elektroforezag rRNA na zelach poliakrylami-
dowych. Postugiwano sie tez technikg ,znakowania—przemieszczania”
pietna (ang. pulse—chase”): po wbudowaniu radioaktywnosci do rRNA,
ulega ona przemieszczeniu do kolejno powstajacych intermediatéw pod
wptywem nadmiaru nieznakowanych zasad azotowych, nukleozydéw
wzglednie nukleotydow.

Najlepiej poznane sg losy metaboliczne rRNA u eukariontéw. Do ba-
dan uzywano najczesciej komdrek HelLa, komédrek L, komérek guza Novi-
koffa i komérek watroby szczura.

Pracownicy grupy Scherrera (84, 85 wykazali, ze w jaderkach
komoérek Hela wystepuje szybkoznakujacy sie (w ciggu 3—5 minut) wiel-
koczasteczkowy RNA o statej sedymentacji 45S. Pietho tego RNA prze-
mieszcza sie po 15—20 minutach do 32S rRNA wykrywanego rowniez
w jaderku i do 18S rRNA obecnego w cytoplazmie. Perry (86) okreslit
45S RNA mianem prekursorowego rRNA. Autor ten juz uprzednio wyka-
zat (87), ze podczas inkubacji komérek L z promieniotwdrczymi prekur-
sorami RNA, jaderkowy kwas rybonukleinowy ulega znakowaniu w pierw-
szej kolejnosci — dopiero pdzZniej radioaktywny RNA wykrywany jest
w cytoplazmie. Przewazajgcg cze$¢ RNA cytoplazmy stanowi rRNA, a za-
tem mozna byto sadzi¢, ze wiasnie w jaderku powstaje ta klasa polimeru.
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Sugestia ta zostala potwierdzona doSwiadczalnie: po dezaktywacji jaderek
za pomocg mikrowigzki $wiatta nadfioletowego komérki wykazywaty nie-
mal 90°/0 spadek syntezy RNA (88). Okazato sie, ze jgderkowy RNA ce-
chuje sie wysokag zawarto$cig G+ C (89—92), podobnie jak rRNA wykry-
wany w rybosomach cytoplazmatycznych. Skiad nukleotydowy RNA wy-
twarzanego w jaderku in vitro zalezy od stezenia histonow — biatek
wprzegnietych prawdopodobnie w procesy regulacji aktywnosci genomu
jadrowego (93).

W ostatnich latach stwierdzono (94—97), ze u réznych organizmoéw
wystepuje specyficznie jagderkowa polimeraza RNA. Cykliczny peptyd,
amanityna, wyizolowany z muchomora (Amanita phalloidea), hamuje ak-
tywnos$é polimerazy RNA wystepujacej w nukleoplazmie, nie wptywa na-
tomiast na polimeraze jaderkowa.

Wysokoczgsteczkowy RNA wykrywany w jaderku uznany wiec zostat
za prekursorowy rRNA (84—86, 98, 99). Jak wspomniano, 45S rRNA ko-
moérek Hela syntetyzuje sie w ciggu 3—5 minut, a po okoto 15 minutach
rozpada sie on na 32S rRNA i 18S rRNA. Znakowanie 285 rRNA wykry-
wanego w cytoplazmie ma miejsce dopiero po uptywie okoto godziny od
rozpoczecia syntezy 45S rRNA (2, 100, 101). Znaczytoby to, ze ,,obrobka”
tancuchéw rRNA przeksztatcajacych sie ostatecznie w 18S rRNA i 28S
rRNA przebiega odmiennymi drogami: przebieg dojrzewania tego ostatnie-
go wydaje sie bardziej skomplikowany. Jest to zjawisko bardziej po-
wszechne — réwniez u roslin obserwowano znacznie p6zniejsze pojawianie
sie pietna w 18S rRNA (por. 102).

Sugerowano (57, 103—105), ze 18S rRNA i 285 rRNA u ssakéw wy-
wodzg sie z dwu puli prekursorowego rRNA powstajagcych w nukleoplaz-
mie i w jaderku. Prébowano udowodnié¢, ze synteza rRNA zachodzi zaréw-
no w jaderku, jak i w chromatynie nukleoplazmatycznej (106). Sugerowa-
no (107), iz u muchowki Chironomus tentans dojrzewanie rRNA odbywa
sie w nukleoplazmie. Nie wykluczano, ze ostateczne dojrzewanie struktu-
ralne jaderkowego rRNA — po wstepnej ,,obrébce” w nukleoplazmie — od-
bywa sie w jaderku (108). O udziale poszczeg6lnych struktur jadra, a tak-
ze jaderka, w syntezie RNA mowiliSmy szerzej w innym artykule (25).

Depolimeryzacja prekursorowego rRNA i jego form posrednich w cza-
sie ,,obrébki potranskrypcyjnej” ma charakter niezachowawczy, tzn.' to-
warzyszy jej utrata czesci tancuchéw polinukletotydowych. W pracowni
Perry’ego (5 rozwazano niezachowawczy charakter depolimeryzacji
rRNA w aspekcie ewolucyjnym. Na podstawie badan wiasnych i badan
innych autoréw pracownicy grupy Perry’ego sugerowali, ze istniejg dwa
podstawowe typy pierwotnych transkryptéw rDNA. U ssakéw (mysie ko-
morki L) i ptakéw (fibroblasty kurczecia) masa czasteczkowa pierwotnego
trahskryptu rDNA jest rzedu 4 milionéw daltonéw, natomiast u roslin
(drozdze, tyton) i nizszych zwierzat, tagcznie z gadami (owady: Drosophila,
Chironomus i Rhynchosciara, pierwotniaki: Tetrahymena i petzak Amoeba,
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pierscienica Urechis, komérki watroby jaszczurki lguana iguana, zarodki
zaby Rana pipiens oraz komérki gonad pstrgga — Salmo gairdneri) masa
czasteczkowa prekursorowego rRNA wynosi okoto 3 miliondw daltonow.
O ile u ptakéw i ssakow w trakcie ,,obrébki” rRNA ulega utracie okoto
50% czasteczki tanicucha polinukleotydowego — tgczna masa dojrzatych
rRNA wynosi okoto 2,5 miliona daltondw —to u roslin i nizszych zwie-
rzat dojrzewanie prekursorowego rRNA wigze sie z utratg okoto 25% tan-
cucha. Sugerowano wiec, ze w miare rozwoju filogenetycznego organiz-
mow zmniejsza sie ,,ekonomiczno$¢” procesu dojrzewania rRNA (5). W ta-
kim ujeciu, najbardziej ,,ekonomicznym” bytby proces ,obrébki” rRNA
u prokariontéw, u ktorych prekursorowe ,,16S” i ,23S” formy rRNA nie-
wiele tylko przewyzszajg masg czasteczkowg tancuchy dojrzatych rRNA.

Dyskutowano (45, 59), czy fragmenty polinukleotydowe odrzucane
w czasie ,,0brébki” rRNA moga speinia¢ jakakolwiek role regulacyjng
w procesie syntezy rRNA i w procesie zespalania sie tego RNA z biatkami
rybosomowymi. Jest to jednak mato prawdopodobne ze wzgledu na kroétki
okres trwania tych fragmentéw (59). Powstajg one zapewne na matrycy
tzw. przedzielajgcego (ang. spacer) rDNA zespolonego z cistronami dla
rRNA (por. 1). U organizméw na nizszych szczeblach rozwoju ewolucyj-
nego (owady, ptazy, gady) przedzielajacy rDNA nie ulega, najprawdopo-
dobniej, transkrypcji — wskazywatyby na to elektronogramy rDNA (5
109). Nie wykluczone jest jednak, ze u ssakéw liczba cistronéw kodujacych
odrzucane w czasie ,,obrébki” segmenty rRNA ulegta zwigkszeniu w toku
ewolucji (5).

W miare dojrzewania rRNA zmniejsza sie w nim zawartos¢ G+ C. O ile
fragmenty odrzucane zawierajg okoto 77% G+ C, to zawarto$¢ obu zasad
azotowych w dojrzatych rRNA komdrek HelLa wynosi 65% (por. 5). Pod-
kreslic tu trzeba, ze przedzielajacy rDNA wykazuje wyzszg zawarto$c
G+ C niz rDNA kodujacy sekwencje nukleotydowe wykrywane w doj-
rzatych rRNA (por. 1). Fakty te moga by¢é wskazowka, co do udziatu okre-
Slonych segmentéw rDNA (cistronow dla rRNA i przedzielajgcego rDNA)
w syntezie poszczegdlnych sekwencji polinukleotydowych prekursorowego
rRNA (odpowiadajacych dojrzatym rRNA i fragmentow odrzucanych) (110,
111).

W badaniach nad sktadem nukleotydowym rRNA wielce pomocne oka-
zaty sie doswiadczenia hybrydyzacyjne. Okazato sie, ze rDNA komoérek
guza Novikoffa wykazuje 0,25%, 0,35% i 0,52% komplementarnosci w sto-
sunku — odpowiednio — do: jaderkowych 28S rRNA, 35S rRNA i 45S
rRNA, a jedynie 0,08% — w stosunku do 18S rRNA i 0,19% —do 28S
rRNA wykrywanych w cytoplazmie (67). Z do$wiadczen kompetycyjnych
wynika, ze cytoplazmatyczny 28S rRNA wspdtzawodniczy o miejsce na nici
rDNA z jaderkowym 28S rRNA, 35S rRNA i 455 rRNA odpowiednio
w 84%, 63% i 43%, natomiast 185 rRNA nie wykazuje podobnego wspoét-
zawodnictwa ani z jaderkowym 28S rRNA, ani z 35S rRNA, wspotzawod-
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niczy natomiast w 17°/0 z 45S rRNA (67). Przytoczone wyniki $wiadczg
przekonywujgco, ze w miare skracania tancucha rRNA podczas ,,0brobki”
zmniejsza sie podobienstwo jego sktadu nukleotydowego do rDNA (por. 27).

Z licznych prac wiadomo, ze prekursorowy rRNA o stalej sedymentacji
45S zawiera pojedyncze sekwencje nukleotydowe odpowiadajgce dojrza-
tym 28S rRNA i 18S rRNA (59, 112, 113). Obecnos¢ sekwencji polinukleo-
tydowych obu dojrzatych rRNA w 45S rRNA komérek guza Novikoffa
wykazano réwniez metodami chemicznymi’(68).

Stwierdzono (114), ze sekwencje odpowiadajgce 18S rRNA i 28S rRNA
wystepuja nigj, tylko w 45S rRNA, lecz réwniez w 41S rRNA komorek
HelLa. Z drugiej jednak strony, 32S rRNA zawiera — précz odcinkéw od-
rzucanych w czasie ,,0brébki” — jedynie tancuch odpowiadajacy 28S
rRNA. Znaczy to, iz podczas rozpadu 41S rRNA uwalnia sie 32S rRNA
i prekursor 18S rRNA—20S rRNA (114).

Badania hybrydyzacyjne wykazaty, ze rowniez u drozdzy Schizomyces
pombe prekursorowy rRNA (o statej sedymentacji 38S) zawiera pojedyn-
cze sekwencje polinukleotydowe 18S rRNA i 25S rRNA (64). Prekursorowy
42S rRNA u drozdzy Saccharomyces carlsbergensis, a takze formy posred-
nie 37S rRNA i 32S rRNA, zawierajg pojedyiAcze sekwencje odpowiada-
jace obu dojrzatym rRNA (115, por. 116). Rozpad 32S rRNA na 29S rRNA
(stanowigcego bezposredni prekursor cytoplazmatycznego 26S rRNA) i 18S
rRNA (bezposredni prekursor cytoplazmatycznego 17S rRNA) byitby roz-
padem zachowawczym, bez utraty tancucha (por. dane o ,obrébce” rRNA
u S. cerevisiae — 58).

Bezposrednim prekursorem cytoplazmatycznego 28S rRNA w komor-
kach guza Novikoffa jest jaderkowy rRNA o analogicznej statej sedy-
mentacji (71). W obu rRNA wykazano obecno$¢ identycznych, podobnie
umetylowanych, sekwencji nukleotydowych (72). Wspotczynnik specyficz-
nosci (czyli stosunek zawartosci A+ U/G+ C (por. 117)) dla obu rRNA jest
zblizony i wynosi okoto 0,50. Wskazuje to, iz przeksztatceniu rRNA jader-
kowego w cytoplazmatyczny nie towarzyszy powazniejsza zmiana struktu-
ry l-rzedowej. Wiadomo (69), ze od jaderkowego 28S rRNA odigcza sie
woweczas fragment tancucha o masie okoto 370 000 daltonow.

Jaderkowy 28S rRNA powstaje w komorkach HelLa z 32S rRNA (118).
O ile 32S rRNA zawiera 70% G+ C, to jaderkowy 28S rRNA — 67%,
a cytoplazmatyczny 28S rRNA — 66%. Fakt, iz 185 rRNA zawiera znacz-
nie mniej obu nukleotydéw (56%) (114), dodatkowo potwierdza, ze odiacza
sie on od prekursorowego rRNA we wcze$niejszych etapach ,,obrébki”. Po-
dobnym potwierdzeniem sg wyniki badan nad rRNA w komérkach guza
Novikoffa: o ile jaderkowe 45S rRNA, 35S rRNA i 28S rRNA oraz cyto-
plazmatyczny 28S rRNA zawierajg wspolny 600-nukleotydowy fragment
bogaty w G+ C, to 18S rRNA fragmentu takiego nie zawiera (119).

Bezposrednim prekursorem 18S rRNA w komoérkach guza Novikoffa
jest jaderkowy 23S rRNA (48). Oba rRNA zawierajg podobng ilo$¢ dwu-
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nukleotydow stabilnych w $Srodowisku zasadowym, a na 5'-kofcu czastecz-
ki zawierajg uktad pGp (5, 3'-guanozynodwufosforan), co wskazuje na
wspdlne ich pochodzenie. Jednakze, o ile 185 rRNA zawiera na swym
3'-koncu adenozyne, to 23S rRNA — urydyne. Wynikatoby stad, ze 23S
rRNA zawiera tancuch odpowiadajacy 18S rRNA na swoim 5'-konicu (48).

W komdrkach HelLa bezposredni prekursor 185 rRNA — 20S rRNA —
odtgczal sie od 41S rRNA (59, 73), jednakze moze réwniez odiaczyC sie
fragment ,nietypowy” o statej sedymentacji 24S — nieznaczny ilosciowo
rRNA wykrywany w jgderku (73).

Od niedawna prowadzone sg badania nad ,,obrobka potranskrypcyjng”
rRNA u rodlin wyzszych (por. 120). Obecno$¢ prekursorowego rRNA
stwierdzono u grochu (121), marchwi (56), pietruszki (102), jaworu (Acer
pseudoplatanus) (122). W tym ostatnim przypadku wykryto 42S rRNA
(2,9X10® daltonéw) i produkt jego rozpadu — 36S rRNA (2,3X10® dalto-
néw). 36S rRNA rozpada sie z kolei na czasteczke 27S rRNA — bezposred-
ni prekursor dojrzatego 26S rRNA i 20S rRNA — bezpos$redni prekursor
17S rRNA (122).

U roslin, podobnie jak w komérkach Hela (patrz wyzej), mniejsza cza-
steczka rRNA pojawia sie w cytoplazmie wcze$niej niz czagsteczka wieksza
(102, 122). Pewnym wyjatkiem w tym wzgledzie okazaty sie komérki $li-
niankowe muchoéwki Chironomus — ,,obrobka” 23S rRNA (prekursora dla
18S rRNA) trwa w tych komorkach okoto 90 minut, a wiec znacznie du-
zej niz u wiekszosci organizmow zwierzecych i roslinnych.

Badania nad czasem znakowania sie (a wiec i syntezy) obu wysokospoli-
meryzowanych rRNA okazaly sie przydatne dla celéw okreslenia topogra-
ficznego rozmieszczenia sekwencji polinukleotydowych tych rRNA w pre-
kursorowym rRNA. Stwierdzono na przyktad, ze u zaby (Rana pipiens)
jadrowy 18S rRNA ulega maksymalnemu znakowaniu in vitro juz po
5 minutach, natomiast 28S rRNA — po 7 minutach od rozpoczecia inku-
bacji (36). Wyliczono jednoczes$nie, ze w ciagu 1 minuty (w temperaturze
27°) syntetyzuje sie fragment polinukleotydowy o masie okoto 260 000 dal-
tonéw. W oparciu o te dane — i przy zatozeniu, ze synteza rRNA odbywa
sie w kierunku od 5'-konca jego czasteczki (zawierajgcego wolna grupe
-OH przy weglu nr 5 rybozy) do 3-kofAca — mozna przypuszczaé, ze 18S
rRNA nie lezy na skraju 3'-konfca czasteczki prekursorowego rRNA. Przy
podanej wyzej szybkosci wydtuzania fancuchow rRNA, 18S rRNA — jesli
bytby ulokowany na skraju 3'-korica prekursorowego rRNA — pojawiathy
sie juz po okoto 3 minutach. Maksymalnie znakowane fragmenty o masie
od 0,7 do 1,2X10® daltonéw pojawiaty sie jednak dopiero po 5 minutach.
Sugeruje to, ze na skraju 3'-konca prekursorowego rRNA lezy niestabilny
(ulegajacy rozpadowi po uwolnieniu) fragment o masie okoto 500 000 dal-
tondw, z ktérym sasiaduje 18S rRNA (36).

Badania nad szybkosScig transkrypcji rDNA platanny (X. laevis) wy-
kazaty, ze po 15 minutach od rozpoczecia syntezy rRNA powstaje 5-cio
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krotnie wiecej 18S rRNA niz 28S rRNA (124). Przyjmujac, ze wydtuzanie
tancucha rRNA przebiega od 5'-konca jego czasteczki (jak wyzej), sugero-
wano (110, 124), iz segment 18S rRNA lezy w poblizu 5'-konca prekursoro-
wego rRNA u tego organizmu.

3
-ixid T fou-OW 45S rRNA

dziatanie endonukleazy

3
—++<CH 20S rRNA p - +++k+-0H 41S rRNA

dziatanie dziatanie

egzonukleazy egzonukleazy,
| etap
-OH 18S rRNA (kierunek :

(dojrzaty) 3" ~BY)

-OH 36S rRNA

dziatanie
egzonukleazy,

| 11 etap
p k- -OH 32S rRNA

/ dziatanie
/ egzonukleazy,
* 11l etap
5' 3 P
p F——-1i -OH 28S rRNA
(dojrzaty)

Schemat 3. Udziat enzymdw rybonuklolitycznych w procesie ,,obrébki potranskrypcyj-
nej” prekurorowego rRNA w komoérkach L myszy

Model zaproponowany przez grupe Perry’ego (55). Do badah uzyto specyficzng (dzia-
tajaca od 3'-konca czasteczki, por. wykaz skrdétéw) egzorybonukleaze wydzielong z jaderek
i nukleoplazmy komérek L. Stwierdzono, ze 455 rRNA i 32S rRNA zawieraja na 3'-koncach
czasteczek segmenty polinukleotydowe (zawierajace ponad 600 nukleotydéw) stabo zmetylowane,
hydrolizowane przez 3'-OH specyficzng egzorybonukleaze. Znacznie stabsze dziatanie enzymu
zaobserwowano w stosunku do dojrzatych 285 rRNA i 18S rRNA. Model ten zakiada, ze po
oddzieleniu — pod wptywem endorybonukleazy —fragmentu 20S rRNA, potozonego na 3'-koricu
45S rRNA, egzorybonukleaza stopniowo hydrolizuje segmenty stabo umetylowane, w wyniku
czego uwalniaja sie kolejno 36S rRNA, 32S rRNA i 285 rRNA, oraz—niezaleznie —18S rRNA
z prekursorowego 20S rRNA. Model ten pozostaje w zgodzie z badaniami grupy Buscha
(67—69, 71, 72) nad ,obrobka” rRNA komérek guza Novikoffa oraz—grupy Cas ton a (36)
(rRNA zaby), a zarazem jest niezgodny z sugestiami grupy Browna (110, 124) oraz grupy
Penman a (140, por. Schemat 2b). Ci ostatni autorzy (110, 124, 140) uwazaja, ze 185 rRNA
znajduje sie w poblizu 5'-konca czasteczki prekursorowego rRNA w komoérkach —odpowied-
nio —ropuchy platanna (X. laevis) i HeLa.

Na schemacie krzyzykami zaznaczono stabo umetylowany segment polinukleotydowy od-
rzucany podczas ,,0brobki”.

Z drugiej strony, badania nad kinetykg hydrolizy 45S rRNA, 32S rRNA
i jaderkowego 28S rRNA komérek L przy udziale jaderkowej i nukleoplaz-

5 postepy Biochemii
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matycznej egzonukleazy z tych komorek, dziatajacej poczawszy od 3'-koni-
ca czasteczek rRNA wykazaty, ze 18S rRNA lezy w poblizu 3'-konca cza-
steczki prekursorowego kwasu rybonukleinowego (55). Sugestie na temat
rozmieszczenia sekwencji 18S rRNA i 28S rRNA w prekursorowym rRNA
komorek L przedstawiono graficznie na schemacie 3. Warto tu dodac, ze
w wyniku dziatania egzonukleazy, od poszczegdlnych rRNA oddzielaly sie
fragmenty nisko zmetylowane, jakimi sg rowniez fragmenty polinukleoty-
dowe odrzucane podczas ,,obrébki” (patrz nizej).

Na podstawie badan nad rozmieszczeniem metylowanych nukleotyddw
w rejonie 5'-konca czasteczki 45S rRNA, 35S rRNA i jaderkowego 28S
rRNA komorek guza Novikoffa, sugerowano (67), ze i tu 18S rRNA lezy
w poblizu 3'-konca prekursorowego rRNA.

Siedzenie pietna znakowanych grup metylowych w rRNA okazato sie
pomocne dla wyjasnienia jego loséw metabolicznych. Metylacji ulega
gtownie prekursorowy rRNA, najprawdopodobniej jeszcze podczas trans-
krypcji rDNA (125, 126), a takze juz po ukorczeniu syntezy (127). Liczba
grup metylowych zawartych w 45S rRNA odpowiada sumarycznej zawar-
tosci grup metylowych w 18S rRNA i 28S rRNA (79). 32S rRNA zawiera
podobng liczbe grup metylowych jak 28S rRNA (73). 28S rRNA jest jednak
zmetylowany w mniejszym stopniu niz 18S rRNA (73, 82). Dane te sugeru-
ja, ze 32S rRNA jest prekursorem dla 28S rRNA, lecz nie jest prekursorem
18S rRNA (73).

W miare skracania tancuchéw rRNA w trakcie ,,obrébki” wzrasta ak-
tywnos$¢ wiasciwa pietna grup metylowych (73, 112, 128). Aktywno$¢ te
wyraza sie stosunkiem pietna grup metylowych do pietna 8 (73), lub do
pietna izotopéw zawartych w zasadach azotowych (112, 128). Dla przy-
ktadu mozna podac, ze o ile dla 45S rRNA komérek HeLa metylacja witas-
ciwa (stosunek 3H-grup metylowych/3) wynosi 0,36, dla 41S rRNA —
0,45, dla 32S rRNA — 0,48, to dla dojrzatych 28S rRNA — wynosi ona
0,60, a dla 18S rRNA — 0,89 (73). Dane te wskazujg, ze w miare skracania
tancucha rRNA ulegajg odszczepianiu stabo zmetylowane fragmenty poli-
nukleotydowe (55, 73, 114, 129), bogate zarazem w G+ C (por. 130).

Précz metylacji 45S rRNA niewykluczona jest dodatkowa metylacja
podczas uwalniania 32S rRNA (37). Znane jest pojecie ,,p6Znej metylacji”,
w wyniku ktérej w czasteczce 185 rRNA pojawia sie dwumetyloamino-
puryna — pochodna nie wystepujaca w czgsteczkach rRNA uwalnianych
we wczesnych etapach depolimeryzacji pierwotnego transkryptu (127).

Podobnie jak 185 rRNA w komdrce eukariotycznej jest bardziej me-
tylowany niz 28S rRNA (73, 82), tak tez u bakterii 16S rRNA ulega me-
tylacji preferencyjnie w poréwnaniu do 23S rRNA (80). Wskazujg na to
stosunki ilosci pietna grup metylowych do pietna adeniny (80).

W poréwnaniu do metylacji rRNA u eukariontdw, metylacja rRNA
u bakterii przebiega w sposéb bardziej stopniowy. Tak na przyktad, jesli
komoérki HelLa inkubowaé¢ w obecnosci aktynomycyny D, hamujacej synte-
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ze prekursorowego rRNA, lecz nie zakldcajacej procesu ,,obrébki potran-
skrypcyjnej” polimeru uprzednio zsyntetyzowanego, to traca one szybko
zdolno$é do wiaczania pietna grup metylowych. Swiadczy to, ze metylacji
ulega gtéwnie — jedli nie jedynie — prekursorowy rRNA (126). U bak-
terii natomiast reakcje po6znej metylacji rRNA umozliwiajg prawidtowy
przebieg zespalania sie fanicuchéw polinukleotydowych z biatkami (44, patrz
roz. I1). Czastki RNP powstajagce u bakterii w warunkach sztucznie zaki6-
conej syntezy biatek, uwazane za prekursorowe formy rybosomoéw (por.
131), badz tez wykryte w komdrkach hodowanych w normalnych warun-
kach (11, 132), zawierajg stabo umetylowany rRNA. Przeksztatcenie czgstek
RNP w dojrzate podjednostki rybosomowe zachodzi w warunkach umozli-
wiajacych metylacje rRNA (44, 132).

W warunkach tzw. gtodu metioninowego (por. 131) zaréwno u bakterii
(46, 131), jak i w komorkach Hela (patrz nizej) nie powstajg dojrzate pod-
jednostki rybosomowe. U eukariontow metylacja rRNA zachodzi w jader-
ku, w tej organelli wykryto zespoty metylaz (78, 81, 133). W jaderku po-
wstajg tez czagstki RNP (patrz roz. Il) nawet podczas gtodu metioninowego
(134). Zawierajg one 45S rRNA, wzglednie 32S rRNA (134—136). A zatem,
dla wiasciwego przebiegu poczatkowych etapow ,,0brébki potranskrypcyj-
nej” rRNA u eukariontow — depolimeryzacji 45S rRNA, uwolnienia 32S
rRNA i interakcji rRNA z biatkami, metylacja taricuchéw polinukleotydo-
wych nie wydaje sie niezbedna (134). Konieczna jest ona natomiast dla
przebiegu dalszych etapéw dojrzewania rRNA, bowiem stabo zmetylowany
32S rRNA obecny w czastkach RNP wykrywanych w jaderku (135, 136)
ulega niespecyficznemu dziataniu rybonukleaz i rozpada sie w sposob nie-
kontrolowany (134). Bakteryjne czgstki RNP zawierajgce stabo metylowa-
ny rRNA réwniez sg bardziej wrazliwe na dziatanie rybonukleazy (11),
jednakze sg one wykorzystywane w procesie biogenezy podjednostek rybo-
somowych (11, 132).

1-4. 1Twagi og6lne na temat ,,obrobki potranskrypcyjnej” rRNA

Proces ,,0brobki” odbywa sie gtownie w jaderku (por. 3). By¢ moze,
jedynie przeksztatcenie bezposredniego prekursora 18S rRNA w dojrzatg
forme wykrywang w cytoplazmie odbywa sie w poblizu wewnetrznej otocz-
ki jadrowej, lub w tzw. siateczce nukleoproteidowej jadra (3), w sktad ktd-
rej — procz jaderka — wchodzg pewne rybonukleoproteidy nukleoplazma-
tyczne (137, patrz roz. Il).

W badaniach nad losami metabolicznymi rRNA stosowano rézne sub-
stancje wptywajace badz na synteze, badz tez na procesy zwigzane z ,,0b-
rébka potranskrypcyjna” polimeru. | tak, leworfanol (syntetyczna morfina)
hamuje specyficznie synteze rRNA w jaderku, a inhibicje te znosi spermi-
dyna: mozna stad wnosi¢, ze poliaminy sg wprzegniete w regulacje procesu
transkrypcji rDNA (138). Alkaloid kamptotecyna hamuje odwracalnie syn-

5*
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teze prekursorowego rRNA nie wpitywajac na uwalnianie 32S rRNA; ten
ostatni nie moze jednak przeksztatca¢ sie w 28S rRNA (139).

Kordycepina (3'-dezoksyadenozyna) hamuje proces wydtuzania tancucha
prekursorowego rRNA — powstajg jedynie krétkie fragmenty polinukleo-
tydowe, a takze 18S rRNA (140). Przyjmujac, ze synteza rRNA odbywa sie
poczagwszy od 5-'kofica czasteczki, do$wiadczenia z uzyciem kordycepiny
moga sugerowad, iz 18S rRNA jest ulokowany w poblizu 5'-konca prekur-
sorowego rRNA (140).

Tojokamicyna (analog adenozyny zawierajacy grupe nitrylowg —C=N
W pozycji 7 pierscienia purynowego) hamuje synteze obu dojrzatych rRNA,
nie zaburzajac przy tym syntezy 45S rRNA. Wskutek zmiany struktury
I-rzedowej tego ostatniego niemozliwa staje sie prawidtowa depolimery-
zacja czasteczki (141).

Aktynomycyna D— uzyta w niskim stezeniu — hamuje synteze 45S
rRNA, nie zaktéca natomiast jego ,,0brébki” (126). Prawdopodobnie anty-
biotyk ten uszkadza strukture jaderka (26). Synteze prekursorowego rRNA
zaktoca réwniez puromycyna, hamujgca zarazem synteze biatek (99). Cy-
kloheksoimid spowalnia jedynie synteze 45S rRNA, 32S rRNA i 28S rRNA,
blokuje natomiast synteze 18S rRNA (118). Ryfampicyna dziata réznicowo
na synteze dwu puli rRNA w komoérce roslinnej: hamuje synteze rRNA
w chloroplastach lisci tytoniu, nie wptywa natomiast na transkrypcje rDNA
jadrowego (12).

W badaniach nad ,,obrobka” rRNA pozostaje wiele probleméw niezu-
petnie wyjasnionych. Nie wiadomo na przyktad, jaki jest udziat egzorybo-
nukleaz i endorybonukleaz w procesie ,,0brébki” tancuchéw polinukleoty-
dowych. Mozliwe jest, ze endonukleaza musi dziataé raz lub dwa razy w
czasie catego procesu dojrzewania rRNA (por. 55).

Nie wiadomo, jakie znaczenie ma proces przeksztatcania reszt urydyny
w pseudourydyne wystepujagca w rRNA u niektérych organizméw (67, 142,
143). Sugerowano, ze u eukariontdw przeksztatcenie to ma miejsce w cza-
steczce 45S rRNA (2, 143).

Mato poznany jest proces ,,0brébki” plastydialnych i mitochondrialnych
rRNA (por. roz. 1-2.). Powstajg one w chloroplastach i mitochondriach
(por. 144, 145). Cistrony dla plastydialnych rRNA ulegajg najprawdopodob-
niej aktywacji na Swietle (145, 146). Po oswietleniu rosliny etiolowanej
nastepuje preferencyjna synteza plastydialnego rRNA (146). Przypuszcza
sie, ze cze$¢ cistrondéw dla plastydialnych i mitochondrialnych rRNA wy-
stepuje w jadrze komoérkowym (147). W lisciach tytoniu (Nicotiana taba-
cum) jadrowe cistrony dla rRNA chloroplastéw sg ulokowane w innych
segmentach rDNA niz cistrony kodujgce rRNA cytoplazmy. rRNA zwigza-
ne z plastydami i mitochondriami stanowiag okoto 30% rRNA komarki (149).

Niewielki odsetek RNA komorki stanowig prekursorowy rRNA i formy
posrednie polimeru. O ile dojrzate rRNA stanowig okoto 80% RNA komor-
kowego (w tym 28S rRNA — 50%, 18S rRNA — 25% oraz 5S rRNA i 7S
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rRNA—.po okoto 1%), to 45S rRNA stanowi I°/0, a 32S rRNA — 3%
catkowitego RNA komdarki (70). Wykrycie prekursorowych i posrednich
form rRNA okazato sie mozliwe dzieki subtelnym metodom rozdzialu po-
szczegOlnych frakcji rRNA. Poza analiza sedymentacyjng szczeg6lnie przy-
datng okazata sie technika elektroforezy rRNA na zelu poliakrylamidowym
(2, 3, 27, 45, 56, 66, 101, 102, 128, 129, 142, 150—154).

1. Powstawanie czastek rybonukleoproteidowych (RNP) —
prekursoréw podjednostek strukturalnych rybosomu

Zespolenie tancuchow polirybonukleotydowych rRNA z biatkami rybo-
somowymi ma miejsce juz we wczesnych stadiach ,,obrébki potranskryp-
cyjnej” — jeszcze podczas transkrypcji rDNA. Tym samym, proces doj-
rzewania strukturalnego fancuchow rRNA jest Scisle zespolony z procesem
biogenezy rybosomow.

N-1. Czastki RNA u eukariontéw

Juz pod koniec lat piecdziesigtych Bonner (cyt. wg 155) wysunat hi-
poteze postulujaca, ze rybosomy cytoplazmatyczne powstajg w jadrze ko-
maorkowym. Czastki RNP wykryto w jadrach wielu typdw komérek (137,
155—159), jednoczesnie bonnerowska hipoteza znajdywata wielu zwolenni-
kow. Badania prowadzone z uzyciem mikroskopu elektronowego wykazaty,
ze w jadrze komdrek watroby szczura wystepuje zespot czastek RNP w
postaci charakterystycznych wigzek promieniscie rozchodzacych sie z ja-
derka — poprzez nukleoplazme —do wewnetrznej blony jadrowej (137).
Zespot taki, okreslony nazwg ,,jadrowa siateczka nukleoproteidowa”, uzna-
no za morfologiczne odzwierciedlenie drogi przenikania rybosoméw z ja-
derka do cytoplozmy (137).

Obecnie wiadomo (160), ze w jagdrze komorkowym wystepuja tez rybo-
somy wprzegniete, by¢ moze, w procesy wewnatrzjgdrowej syntezy bia-
tek. Mozliwos¢ syntezy bialek w jadrze jest jednak problemem dyskusyj-
nym (por. 161), chociaz wielokrotnie stwierdzano, ze jaderko i nukleoplaz-
ma wigczajg znakowane aminokwasy (162, 163).

Szczeg6towe badania wykazaty, ze czgstki RNP wykrywane w jadrach
komdrek HelLa charakteryzuja sie statymi sedymentacji 45S i 60S, przypo-
minajac tym samym podjednostki strukturalne rybosoméw cytoplazma-
tycznych (164, 165). Stwierdzono nastepnie, ze tgczenie sie biatek z rRNA
jest procesem kilkuetapowym: okoto 60% biatek wykrywanych w ryboso-
mach cytoplazmatycznych przyfgcza sie do rRNA w sposéb trwaty juz na
terenie jadra, 20% biatek obecnych w rybosomach moze ulega¢ wymianie
z biatkami cytosolu komorki (166).
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W pracowni Darnella (167) stwierdzono, ze czastki RNP przedostaja
sie z jadra do cytoplazmy, gdzie fgczg sie z informacyjnym RNA tworzac
agregaty polisomalne (75). Po krotkiej inkubacji komorek ze znakowanymi
prekursorami RNA, czastki RNP wykrywane w jadrze zawieraly pietno,
ktore nastepnie stwierdzano w cytoplazmatycznych rybosomach: znako-
wany 18S rRNA pojawiat sie znacznie wczesniej niz 28S rRNA. Przypomi-
nato to obserwacje dotyczace kolejnego pojawiania sie w cytoplazmie 18S
rRNA i 28S rRNA jako produktéw ,,obrobki potranskrypcyjnej” prekurso-
rowego rRNA (por. roz. 1-3 oraz Schemat 4).

Czastki 80S (zawierajace 45S rfiNA i 5SrRNA)

Czastki  70S  zawierajace 41S rRNA, 36S rRNA

i 5S rRNA)
¥
Czastki 558 Czagstki 40S
(zawierajace (zawierajgce 18SrRNA*)
32S rRNA i
5S rRNA)

50S podjednostki rybosomowe 30S podjednostki rybosomowe
(zawierajgce 28S rRNA +7S rRNA (zawierajace 18S rRNA)
oraz 5S rRNA)

Schemat 4. a. Kolejne przeksztatcenia prekursorowych czastek RNP w jaderku
Schemat opracowany przez Scherrera opublikowany przez Buscha i Smetane
(3). Na schemacie zaznaczono dodatkowo rozmieszczenie 55 rRNA wedtug danych grupy War -
nera (135 136, 171), grupy Nomury (209) i grupy Penmana (26) oraz 7S rRNA wyste-
pumcego jako wewnatrzczasteczkowe zagiecie taricucha 28S rRNA (33, 34, 36, 59).
w publikacji oryginalnej (3) podano tu warto$¢ statej sedymentacji 28S; jest to —zdaniem
autora tego artykutu — btad drukarski.

W innych badaniach stwierdzono (168), ze w jadrze komorek L wyste-
puje populacja czastek RNP o statych sedymentacji od 60S do 100S. Czastki
te zawierajg, miedzy innymi, 45S rRNA. Pietno izotopéw promieniotwor-
czych zawarte w tych czastkach pojawia sie w rybosomach cytoplazma-
tycznych. Czastki RNP tego typu okreslono mianem prosoméw (169).

Dalsze badania potwierdzity, ze czastki RNP wystepuja w jaderkach
komorek HelLa (135). Analiza sedymentacyjna wykazata, ze mozna wyroz-
ni¢ czastki RNP o statych sedymentacji 55S i 80S zawierajgce 45S rRNA,
32S rRNA, a takze 5S rRNA. Niektore biatka zawarte w jaderkowych czgst-
kach RNP wykrywane byly réwniez w rybosomach cytoplazmatycznych
(135). W skitad 80S czastek RNP wchodzi 45S rRNA, w czgstkach RNP typu
55S wykryto 32S rRNA (136). Oba typy czastek RNP charakteryzujg sie
przewagg iloSciowg biatek. Czastki ciezsze zawierajg — w przeliczeniu na
mase wynoszgcg 10 milionow daltonéw — okoto 60°/o biatek, czastki Izejsze
(o masie 4,5 milionéw daltonéw) — zawierajg 54% biatka. Czastki RNP wy-
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krywane w jaderku okazaty sie wiec znacznie ciezsze niz dojrzate pod-
jednostki rybosomowe (0 masie czasteczkowej 3,5 miliona i 1,7 miliona
daltondw) (136). Czes¢ biatek zawartych w jaderkowych czastkach RNP —
to biatka ,,nierybosomowe”, ktére tgcza sie z rRNA w sposdb wybiérczy
(136). Dyskutowano mozliwo$é, ze biatka te tgczg sie z tymi odcinkami tan-
cucha polinukleotydowego, ktore ulegajg odrzuceniu podczas ,,0brobki”
rRNA (por. roz. ).

Niedawno stwierdzono (171), ze wraz z powolnym zmniejszaniem nate-
zenia syntezy biatek w komérkach HeLa — podczas inkubacji tych komo-
rek w srodowisku hipertonicznym — zmniejsza sie réwnocze$nie pula cza-
stek RNP w jaderku i pula 45S rRNA. Wynik taki potwierdzit dodatkowo,
ze omawiane czastki RNP sg prekursorami podjednostek rybosomowych.

Doniesiono (52, 53), ze czastki RNP wydzielone z jaderek komoérek Hela,
zawierajgce 45S rRNA, przeksztatcajg sie in vitro w czastki RNP bardziej
dojrzate — zawierajgce nizej spolimeryzowane formy posrednie rRNA —
przy udziale jaderkowej endonukleazy. Podobnie, 47S czastki RNP (zawie-
rajace niedojrzaty 28S rRNA), powstajace z czastek RNP o statych sedy-
mentacji 55S — 100S (zawierajacych 36S rRNA), wydzielone z jader $lu-
zowca Dyctyostelium discoideum, przeksztatcajg sie in vitro — w obecnosci
supernatantu pozostajgcego po 100 000xg—w dojrzate podjednostki rybo-
somowe (172).

Mniej poznane sg prekursory podjednostek rybosomowych u roslin wyz-
szych. Wynika to zapewne z faktu, ze badania nad synteza prekursoro-
wych rRNA u tych organizmoéw rozpoczety sie stosunkowo po6zno; jeszcze
w 1967 roku dyskutowano (por. 120), czy w komorkach ro$lin wyzszych
dojrzate rRNA powstajg z czasteczek rRNA znacznie odbiegajacych masg
czasteczkowg. Obecnie (por. roz. 1) juz wiadomo, ze czgsteczki prekursoro-
wego rRNA u roslin réznig sie nieznacznie od prekursorowych rRNA wyste-
pujacych u organizmow zwierzecych (56, 59, 102, 122).

Prekursorowe formy czastek RNP powstajg w czasie kietkowania na-
sion. Po derepresji genomu nasienia spoczynkowego wskutek napecznienia
(por. 173), synteza rRNA rozpoczyna sie wczesniej niz synteza innych klas
RNA (173—177). U zarodkdéw pszenicy synteza rRNA rozpoczyna sie po
okoto dwéch godzinach kietkowania (177). Powstaty wowczas prekursorowy
rRNA t3aczy sie z biatkami i ulega specyficznym rozpadom w procesie ,,0b-
rébki potranskrypcyjnej”. Po 6 godzinach kietkowania zarodkéw, w cyto-
plazmie pojawiajg sie czastki RNP o znacznej przewadze (80°/0) biatek w
poréwnaniu do zawarto$ci rRNA. Po 12 godzinach — wyksztatcajg sie doj-
rzate podjednostki rybosomowe. Podczas dojrzewania czastek RNP u kiet-
kujacych zarodkéw pszenicy — podobnie jak w komoérkach HelLa (53, 135,
136) i komorkach L (168, 178) — nastepuje czeSciowe usuniecie nadmiaru
pewnych biatek. Sugerowano, ze proces dojrzewania czastek RNP u psze-
nicy moze odbywac sie nie tylko w jaderku, lecz réwniez —w cytoplaz-
mie (177). (Por. tez schemat 4.b.).
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W kietkujacych nasionach bawetny (Gossypium hirsutum) i w osiach
zarodkowych rosliny motylkowej Vigna unguiculata wykryto czastki RNP
o statych sedymentacji 40S—50S charakteryzujgce sie znaczng przewagg
ilosciowg rRNA — prawdopodobnie prekursorowego — nad biatkami (179,
180). Chociaz stwierdzono (179, 180), ze czastki te przeksztatcajg sie w doj-
rzate rybosomy, nie wiadomo, jaka cze$¢ puli rybosoméw w komérce wy-

i H20 (aktywacja

genomu)

RNP

n Y_
RNP -RNP-  sRNP

| RNP—
rDNA v \Y% \%

O4a dno Cytoplazma

J___
0 3 6 9 12

Czas kietkowania (godziny)

Schemat 4. b. Powstawanie czastek RNP podczas kietkowania u roslin
Schemat opracowany przez grupe Katchalskiego (177) dla kietkujagcych zarodkéw psze-
nicy. Pierwotny produkt transkrypcji rDNA (1) o masie czasteczkowej 2,3X106 daltonéw rozpada
sie selektywnie na dwie czasteczki rRNA o masie 1,40X106 daltonéw i 085X10® daltonéw (1),
ktére z kolei przeksztatcajg sie¢ w dojrzate rRNA: 24S rRNA (1,30X10° daltonéw) i 17S rRNA
(0,70X10® daltonow) (I111). 17S rRNA jest transportowany do cytoplazmy wcze$niej niz 24S rRNA.
Obydwa rRNA przekazywane sg tam w postaci czastek RNP o gestoSci pozornej nizszej (g =
= 142—,57g/cm3 niz analogiczna warto$¢ stwierdzona dla dojrzatych rybosomoéw (g =
= 1,565). Prekursorowe czgstki RNP (IV) pojawiaja si¢ w cytoplazmie po 6 godzinach kietko-
wania, a proces dojrzewania czastek RNP —polegajgcy na utracie biatek —trwa okoto 6 dal-
szych godzin. Po 12 godzinach kietkowania pojawiaja sie nowopowstate rybosomy dojrzate (V).

ksztatca sie z tego typu prekursorowych czastek RNP. Ten typ proryboso-
mow jest charakterystyczny dla komorek bakteryjnych (patrz nizej); w cza-
sie przeksztatcania sie ich w dojrzate podjednostki rybosomowe nastepuje
kilkuetapowy proces przytaczania biatek (11,131, 132). Dodajmy tu, ze réw-
niez u eukariontéw — obok utraty pewnych biatek — w trakcie dojrzewa-
nia czastek RNP moze zachodzi¢ przytgczanie niewielkiej ilosci biatek do
rRNA juz w cytoplazmie (70, 136, 166, 170, 181). Gtdwna role w procesie
dojrzewania czastek RNP odgrywa jednak jaderko, cho¢ niewykluczony
jest i udziat nukleoplazmy (135, 136, 182). Przekazywanie czastek RNP do
cytoplazmy odbywa sie badZz via nukleoplazma, a nastepnie przez pory w
otoczce jadrowej (doskonale widoczne na elektronomikrogramach — patrz
183), badz tez podczas kariokinezy (w okresie miedzy pézng profaza
i wczesng telofazg), gdy otoczka jadrowa ulega dyspersji, podobnie jak jg-
derko (por. 25).
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11-2. Pochodzenie biatek rybosomowych u eukariontéw

Mimo ze powszechnie przyjmuje sie poglad o decydujgcym znaczeniu
jaderka w procesie formowania podjednostek rybosomowych, niewiele wia-
domo na temat miejsca syntezy biatek wykorzystywanych w procesie bio-
genezy rybosomow.

0 ile rRNA stanowi okoto 80°/o catkowitej zawartosci RNA w komérce,
biatka rybosomowe obejmujg 5—25°0 biatek komérkowych (166). Nieznane
jest rozmieszczenie gendw Kkierujgcych syntezg biatek rybosomowych (184),
chociaz badania nad genami kierujgcymi syntezg rRNA sg daleko zaawan-
sowane — cistrony rRNA wydzielono zaréwno z komoérek eukariotycznych
(111, 185), jak i bakteryjnych (186). Mozna przyjgc, ze istnieje okoto 80
indywidualnych biatek rybosomowych o masach czgsteczkowych od 10 000
do 46 000 daltonéw (187).

Mimo Zze wiekszo$¢ biatek tgczy sie (za pomocg wigzan niekowalen-
cyjnych) z rRNA juz na terenie jadra komdérkowego, tylko niewiele z nich
jest pochodzenia jgdrowego (por. 161). U drozdzy biatka powstajg nieprzer-
wanie w ciggu catego cyklu komoérkowego, nawet w okresie mitozy (188),
kiedy synteza rRNA wysokospolimeryzowanych u réznych organizméw
ustaje (por. 25), a odbywa sie jedynie synteza 5S rRNA (18, 189).

Mozna sadzié, ze warunkiem powstawania czastek RNP w jaderku jest
doptyw biatek z cytoplazmy (190). U roslin cze$¢ biatek rybosomowych,
by¢ moze, pochodzi z chloroplastow — rybosomy plastydialne i cytoplaz-
matyczne zawierajg kilka bialek o podobnej charakterystyce fizyko-che-
micznej (191).

Stwierdzono (192), ze w komorkach petzaka (Amoeba proteus) niewielka
ilosciowo pula biatek jadrowych wykorzystywanych do budowy rybosomow
jest pochodzenia cytoplazmatycznego. W komoérkach zywych istnieje pe-
wien zestaw (pula) biatek przekazywanych z cytoplazmy do jadra — biatka
takie mozna okresli¢ mianem biatek nukleotropowych (193); nie wiadomo
jednak, czy sg wsrdd nich biatka rybosomowe.

W komorkach pateczki okreznicy (E. coli) biatka pochodzace z rozpadu
rybosoméw moga by¢ powtérnie wykorzystywane do budowy nowej popu-
lacji tej organelli (194, tam tez odnos$niki na ten temat). Nie wiadomo,
czy podobne zjawisko jest mozliwe w komorce eukariotycznej. Wydaje
sie prawdopodobne, ze biatka odigczane od czgstek RNP w czasie dojrze-
wania podjednostek rybosomowych w jaderku moga by¢ kilkakrotnie zu-
zytkowane w procesie ,,0brébki potranskrypcyjnej” rRNA (por. roz. 1l/1.).

Laczenie sie biatek z rRNA w jaderku jest prawdopodobnie regulowane
przez pewien czynnik cytoplazmatyczny o charakterze proteidowym (195).
Wskazywataby na to nastepujgca obserwacja — jadro wyizolowane z po-
zostajacych w stadium moruli zarodkéw platanny (X. laevis), a wiec ak-
tywne w procesie syntezy i ,,obrébki” rRNA (patrz nizej), traci swa aktyw-
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nos¢ po implantacji do odjadrzonych komérek jajowych niezdolnych jesz-
cze do syntezy rRNA.

Synteza biatek rybosomowych podczas embriogenezy zwierzat rozpo-
czyna sie — podobnie jak synteza rRNA (28—31, 184, 195) — w okresie
gastrulacji. W okresie bruzdkowania i w stadium blastuli powstajg biatka
nietypowe dla zarodka (por. 31). Mozna podejrzewaé, ze oba procesy —
syntezy biatek rybosomowych i syntezy rRNA — sg ze sobg Scisle zespolo-
ne, a nawet wspotzalezne. Warto tez doda¢, iz podczas gastrulacji zarod-
kow jezowca Paracentrotus lividus synteza 185 rRNA wyprzedza nieco
w czasie inicjacje syntezy 28S rRNA (30). Mutanty bezjagderkowe platanny
(X. laevis), pozbawione zarazem cistronow dla wysokospolimeryzowanych
rRNA, syntetyzujg biatka rybosomowe jedynie z 4°/0 intensywnoscig w po-
réwnaniu do zawierajacych jaderko zarodkéw pozostajagcych w tym samym
stadium embriogenezy (184). Fakt ten réwniez wskazuje, ze synteza biatek
rybosomowych i rRNA jest w pewien spos6b skoordynowana.

11-3. Prorybosomy u bakterii

Badania nad powstawaniem rybosomow u bakterii rozpoczete zostaty
przez grupe Robertsa (196) — tworcy terminu ,rybosom”. Autorzy ci,
stosujgc technike ,,znakowania — przemieszczania” pietna i dokonujgc ana-
lizy matematycznej wynikéw, wysuneli hipoteze o kilkuetapowym przyia-
czaniu biatek do rRNA w procesie biogenezy rybosoméw. Wolny rRNA
(stadium eosomu) przytgczatby pewng iloS¢ biatek tworzac czastki RNP
(neosomy), wigczane ostatecznie do dojrzatych rybosomow (196, 197).

P6zZniejsze badania (42) wykazaty, ze wolny rRNA w zasadzie nie wy-
stepuje u bakterii; biatka przytaczaja sie do wydtuzajacego sie tancucha
rRNA. Synteza 16S rRNA i 23S rRNA trwa zaledwie okoto dwo6ch minut,
nastepnie pojawiajg sie dwa typy czastek RNP; czastki RNP o statej se-
dymentacji 26S, zawierajace 16S rRNA, przeksztatcajg sie po 18 minutach
w dojrzate podjednostki typu 30S. Czastki typu 32S, zawierajgce 23S
rRNA, przeksztatcajg sie po 2 minutach w czastki RNP typu 43S i po6z-
niej— po dalszych 17 minutach — w dojrzate 50S podjednostki rybosomo-
we. Dane te przedstawiono graficznie na schemacie 5.

Czgstki RNP typu 43S byty postulowane juz uprzednio (196, 197). Pre-
kursorowe czastki RNP typu ,,30S” (zawierajgce 23S rRNA) przeksztatcajg
sie w czgstki typu 40S po przytgczeniu 9 biatek (198); rRNA zawarty w
40S czastkach RNP ulega ,,p6Znej metylacji” i przytgcza kilka dalszych
biatek a czgstki te — po wbudowaniu 5S rRNA — przeksztatcajg sie w doj-
rzate podjednostki typu 50S (132, 198). Czastki prekursorowe zawierajg
wiec stabo umetylowany rRNA (11, 132, 198); warunkiem przeksztatcenia
sie ich w dojrzale podjednostki jest wiec metylacja rRNA, umozliwiajgca
zapewne przytgczanie kolejnych biatek (132, 198). Ostatnio sugerowano
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(132), ze w prekursorowych czastkach RNP wystepujg prekursorowe formy
16S rRNA i 23S rRNA (por. roz. 1-2).

U bakterii hodowanych w warunkach zahamowanej syntezy biatek —
przy zachowanej syntezie RNA —tzn. w obecnosci chloranfenikolu, puro-
mycyny lub streptomycyny (mutanty ,sciste”), badZz w nieobecnosci okres-

rRNA Rybonukleoproteidowe  (RNP) czastki prekun- Podjednostki
sorowe rybosomowe
(dojrzate)
----- »- 30S podjednostki
765 26S czastki RNP

Pula woln, rRNA (3,50) (0k.30)
nukleotydéw

50S podjednostki
23S 32S czagstki 43S czgstki RNP
rRNA  RNP

59
0,33) (0,40) <70U> &9

Skala czasu

(minuty) 0 1 3 4 20

Schemat 5. Powstawanie prekursorowych czastek RNP i ich przeksztatcanie sie w
podjednostki rybosomowe

Schemat opracowany przez grupe Mangiarotti’ego (42) dla komdrek pateczki okrez-

nicy (Escherichia coli E-203, charakteryzujacych sie czasem podwajania masy kolonii — 120 min.).

W nawiasach poétkwadratowych podano, jaki odsetek komérkowego rRNA stanowi kwas

rybonukleinowy wykrywany w czgstkach RNP, w dojrzatych podjednostkach rybosomowych,
lub wystepujacy w puli wolnego polimeru.

lonego aminokwasu w pozywce (mutanty ,rozluZznione”) obserwowano
czastki RNP charakteryzujgce sie niedoborem biatka i zawarto$cig nisko
zmetylowanego RNA (wyczerpujgce dane na ten temat — patrz 131). Wiele
danych sugeruje jednak, ze czastki te mozna uwaza¢ za artefakty (131,
199—201), cho¢ wskazywano (202), iz w okresie ,uzdrawiania” komorki —
po przywrdceniu warunkdéw fizjologicznych — proces whudowywania bia-
tek do czgstek RNP zachodzi w spos6b wysoce specyficzny. Podkreslano
(46) kluczowe znaczenie metylacji rRNA dla wiasciwego przebiegu dojrze-
wania czgstek RNP nagromadzonych w komérce w warunkach ,,gtodu ami-
nokwasowego” u mutantéw ,rozluznionych”. Dodajmy tu, ze u mutantow
»Scistych” gromadzacy sie wtedy guanozynoczterofosforan hamuje synteze
RNA i nie powstajg czastki RNP (203).

Natezenie proceséw formowania prekursorowych czastek RNP — za-
rébwno u bakterii, jak i w komérkach eukariotycznych — zalezy od inten-
sywnosci syntezy biatek rybosomowych i rRNA. W badaniach nad biogene-
za rybosoméw stosowano sekwencyjne zmiany warunkéw hodowli ko-
mérek, dzieki czemu sztucznie zmieniano natezenie syntezy rdznych klas
RNA, w tym réwniez rRNA (por. 131). Zagadnienie to oméwiono w oddziel-
nym artykule (204).
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I11. Uwagi koricowe

U bakterii i u eukariontéw wystepuje pula wolnych biatek rybbsomo-
wych (166, 194, 205). U pateczki okreznicy (E. coli) obejmuje ona 8—14°0
biatek rozpuszczalnych komarki (194, 205). Biatka tej puli odgrywaja, by¢
moze, role regulacyjng w syntezie rRNA i w procesie formowania podjed-
nostek rybosomowych (205), szczegdlnie w warunkach zaktdconej syntezy
biatek komdrkowych, na przyktad w obecnosci cykloheksimidu (166).

Stwierdzono (206), ze mozliwa jest (in vitro) spontaniczna rekonstrukcja
aktywnych podjednostek rybosomowych z wolnego rRNA i biatek odszcze-
pionych uprzednio od rybosomdw. Niedawno wykazano (207), ze okre$lone
biatka rybosomowe wiazg sie z okreslonymi sekwencjami nukleotydowymi
w rRNA. Zaproponowano model rybosomu, w ktérym rozmieszczenie tan-
cuchdw polipeptydowych jest uzaleznione od sekwencji nukleotydow w
rRNA (208).

Wiadomo (209), ze 5S rRNA jest niezbednym sktadnikiem podjednostki
ciezszej rybosomu — usuniecie tego rRNA obniza aktywno$¢ organelli.
Spetnia wiec on role w uorganizowaniu struktury rybosomoéw (por. 11, 132,
198). 7S rRNA odgrywa podobng role — obok 55 rRNA — w rybosomach
u eukariontéw (por. 33, 34, 36).

Mozna wiec sadzi¢, ze czasteczki rRNA zawierajg pewien zasob infor-
macji genetycznej niezbednej dla prawidtowego przebiegu procesu formo-
wania rybosomu. Zdaniem Mon oda (210), w samej strukturze makro-
czasteczek rybosomu zawarty jest— niejako w stanie utajenia — ,,plan”
organizacyjny organelli. Koncepcja taka pozostaje w zgodzie z dawniej-
szymi hipotezami o roli nowosyntetyzowanego rRNA (211, por. tez 131)
jako nos$nika informacji w procesie biogenezy rybosoméw (211, odno$niki
literaturowe — por. 131).

Podstawowe reakcje procesu ,,obrobki potranskrypcyjnej” rRNA (skra-
canie fancuchéw polirybonukleotydowych, ich metylacja i zespalanie sie
z biatkami) sa — jak pamietamy — wspéitzalezne i wzajemnie skoordyno-
wane. Ich istotg jest modyfikacja struktury rRNA (czyli strukturalne doj-
rzewanie) i zapewnienie funkcjonalno$ci metabolicznej rybosomow.

,Obrébce” podlega rowniez tRNA (por. 8,37), a takze mRNA. mRNA
powstaje w jadrze komérkowym jako polimer wysokoczgsteczkowy (ang.
Hn RNA), potgczony z sekwencjami poliadenylowymi (por. 70, 212). Ulega
on poOzniej stopniowemu skracaniu (213), depolimeryzacji ulegaja tez sek-
wencje poliadenylowe (212), a dojrzate podjednostki rybosomowe t3cza sie
z mRNA o znacznie skroconym tancuchu. U bakterii mRNA t3gczy sie z 30S
podjednostkag rybosomu, a asocjacja z 50S podjednostkg nastepuje dopiero
p6zniej — po przytaczeniu formylometiomylo-tRNA do kompleksu mRNA
z podjednostky lzejszg (por. 214). Po okoto stu ,,obrotach” cyklu syntezy
wigzan peptydowych (tzn. po paru godzinach), podjednostki rybosomowe
i MRNA sg uwalniane z agregatéw polisomalnych (212). Podjednostki te
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moga by¢ powtdrnie wbudowane do polisoméw, badz tez ulegajg rozpadowi
(215). Jest mato prawdopodobne, by rRNA uwolniony z tych podjednostek
magt by¢é powtdrnie wykorzystany do budowy nowej populacji rybosoméw
w jaderku. W komorkach pelzaka (Amoeba proteus) wykryto wprawdzie
RNA migrujacy z cytoplazmy do jadra, lecz stwierdzono, ze nie jest to
rRNA (216). Najprawdopodobniej jedynie niskoczasteczkowe produkty hy-
drolizy rRNA moga przenika¢ do jadra, aby tam stuzy¢ jako substraty w
syntezie nowej populacji czasteczek rRNA.
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BARBARA GRZELAKOWSKA-SZTABERT *

Adenozyno 3’, 5’-monofosforan jako regulator wzrostu komérek
in vitro

Role of Adenosine 3’,5-monophosphate in the Regulation of Cell Growth
in vitro

Wiasnosci cyklicznego AMP, jego funkcja biologiczna jako uniwersal-
nego posrednika w dziataniu hormondéw oraz wptyw tego zwigzku na sze-
reg proces6w bhiochemicznych zachodzacych w komorce stanowity juz
przedmiot artykutéw przeglagdowych publikowanych w ,,Postepach Bio-
chemii” w ubiegtym roku (1, 2). Obecny artykut natomiast dotyczy roli
cAMP w regulacji wzrostu i réznicowania komarek. A rola ta nie jest bla-
ha, coraz wiecej danych doswiadczalnych sugeruje bowiem, ze zaburzenia
w poziomie CAMP w komoérce moga by¢ odpowiedzialne za nienormalnie
szybki i wymykajgcy sie spod kontroli organizmu wzrost komdérek nowo-
tworowych.

Oméwienie tego zagadnienia ograniczono do przedstawienia badan prze-
prowadzonych na hodowlach komdrkowych. Populacje komoérek stanowig
bowiem dogodny uktad modelowy, w ktérym we wiasciwych warunkach
hodowlanych moga by¢ zachowane charakterystyczne cechy wzrostu i roz-
mnazania sie komaérek normalnych i nowotworowych.

»When in doubt measure the cyclic AMP level”, zartobliwa wskazéwka
dla biologéw korespondenta z Nature, New Biology, omawiajgcego proble-
my biologii molekularnej (3) znajduje coraz wiecej zwolennikéw, poniewaz
okresowym wahaniom w zawartosci cCAMP w komdrce coraz czesciej daje
sie przypisa¢ okreslony efekt biologiczny.

I. Komorki prawidtowe i nowotworowe w hodowli in vitro

Komorki rosngce in vitro w odpowiednio dobranej pozywce przechodzg
kolejno, podobnie jak dzielagce sie komorki in vivo, cztery fazy cyklu ko-

* Dr, Zaktad Biochemii Komorki, Instytut Biologii Doswiadczalnej im. M. Nenc-
kiego, Warszawa

Wykaz stosowanych skrotéw: cAMB — adenozyno 3',5'-monofosforan; dbcAMB-
_N«02 — dwubutyrylo adenozyno 3',5'-monofosforan.

&
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moérkowego: faze Gx poprzedzajacg okres syntezy DNA, faze S — syntezy
DNA, faze G2nastepujacg po syntezie DNA a poprzedzajaca podziat mito-
tyczny oraz mitoze — M. (rys. 1). Czas trwania jednego cyklu waha sie
przecietnie od kilkunastu do kilkudziesieciu godzin a diugos¢ jego jest
charakterystyczna dla okre$lonego typu komdrek. W wyniku podziatow
liczba komérek w hodowli poczatkowo zwigksza sie w spos6b wyktadniczy
(logarytmiczny okres wzrostu). Po kilku dniach hodowli namnazanie sie
komorek staje sie coraz wolniejsze, a 0 hodowli méwimy, ze znajduje sie
woéwczas w stacjonarnej fazie wzrostu (5, 6). Dla licznych typéw komorek
zarowno prawidtowych jak i nowotworowych wykazano, ze przejsciu ich
w stacjonarng faze wzrostu towarzyszy znaczne obnizenie syntezy DNA,
jak rowniez syntezy RNA i biatek (7—13), zmiany intensywnos$ci przemian
fosfolipidow (14) a takze zmiany w skiadzie btony powierzchniowej ko-
mérek (15, 16).

RE®

Rys. 1. Schemat cyklu komdérkowego (wg. 4),
2c i 4c —diplo- i tetraploidalna ilos¢ chromosomow.

Szereg danych wskazuje, ze komorki ze stacjonarnych hodowli znajduja
sie w przejsciowym okresie spoczynkowym ulegajac wytaczeniu z cyklu
komorkowego najczeSciej bezposrednio po zakoriczeniu mitozy (okres
GO0 = RIi), rzadziej za$ po zakonczeniu syntezy DNA lecz przed podzieleniem
sie komorki (okres G2= R32, (rys. 1). Niezaleznie od tego, czy komérki
znajduja sie w okresie R: czy R2i charakteryzujg sie diploidalnym czy te-
traploidalnym garniturem chromosomalnym sg one nadal potencjalnie zdol-
ne do ponownego wiaczenia sie do cyklu komérkowego po zaistnieniu
sprzyjajacych warunkéw w hodowli.
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Do niedawna panowat poglad, ze zasadnicza réznica pomiedzy komar-
kami prawidtowymi a nowotworowymi przejawia sie najwyrazniej w od-
miennym charakterze wzrostu obu typéw komérek. Stwierdzane jedynie
w hodowlach komérek prawidtowych zniesienie ruchu komorek i zahamo-
wanie ich podziatéw, gdy liczba ich w hodowli wzro$nie tak znacznie, iz
sasiadujgce komorki zaczng sie stykaé z sobg stanowito nawet poniekad
kryterium prawidtowosci linii komdrkowej. Sugerowano, ze gwattowna na
ogot i szybka proliferacja komoérek nowotworowych, w wyniku ktérej ko-
morki nie tylko nie zaprzestajg ruchu i podziatow przy zetknieciu, lecz cze-
sto nawet rosng ,,w gore”, tworzac wielowarstwowe guzki, zwigzana jest
z uposledzeniem w nich mechanizméw kontrolujgcych szybkos¢ i ilos¢ po-
dziatéw komorkowych (5, 10). W licznych hipotezach dotyczgcych przyczyn
zahamowania podziatdw komorkowych w gestych hodowlach wskazywano
na mozliwy udzial i znaczenie w tym procesie mechanicznego i metabo-
licznego kontaktu miedzy komérkami, jak tez modyfikacji stezen substancji
wzrostowych czy inhibitorébw w pewnych obszarach hodowli (5, 10, 17). Co-
raz liczniejsze dane eksperymentalne wydaja sie jednakze wskazywac, ze
réznica w zachowaniu sie komérek prawidtowych i nowotworowych w ge-
stych hodowlach jest jedynie réznicg pozorna wynikajaca z niejednakowego
ich zapotrzebowania na substancje odzywcze i czynniki wzrostowe zawarte
w surowicy (18—23). Zmiana zapotrzebowania na substancje wzrostowe
wydaje sie by¢ zwigzana z modyfikacjg, w wyniku transformacji nowotwo-
rowej, nie tylko og6lnego metabolizmu komérek, lecz takze struktury i wia-
snosci ich bton plazmatycznych (24, 25). Wzbogacenie bowiem pozywki, w
ktérej znajduja sie niedzielgce sie komérki prawidtowe w odpowiednig ilo$¢
surowicy lub innych sktadnikéw odzywczych wywotuje w hodowli podziaty
komorkowe.

Wiele réznych czynnikéw mechanicznych i fizjologicznych moze spowo-
dowaé przerwanie przejsciowego okresu spoczynkowego, wywota¢ migracje
komorek i rozpoczecie w nich syntezy DNA, a w dalszej kolejnosci podziaty
(26—32). Najdoktadniej zbadane sa, jak dotad, zjawiska nastepujace w ko-
mérkach po dodaniu do pozywki surowicy. | tak pierwszym stwierdzonym
efektem dodania surowicy do pozywki jest zmiana potencjatu btony po-
wierzchniowej komoérek (33), nastepnie za$ kilkakrotne przyspieszenie
ruchu komérek prawdopodobnie w wyniku ostabienia wzajemnych powig-
zan pomiedzy komorkami (34). Nastepne ,wydarzenia biochemiczne” ob-
serwowane w komorkach po dodaniu surowicy, to stwierdzona juz po
30 minutach stymulacja syntezy kwasnych, niehistonowych biatek jadro-
wych (35—37), wykrywalna po dwdéch godzinach synteza rybosomalnego
RNA (9, 38); po 8—12 godzinach rozpoczecie syntezy DNA a nastepnie po
20—30 godzinach pojawienie sie fali podzialtéw komdrkowych (9, 23, 38)
i osiggniecie przez hodowle innej, wyzszej gestosci nasycenia charaktery-
stycznej dla danego stezenia surowicy. Rownolegle z powyzszym procesem
obserwuje sie stymulacje przez surowice transportu do komorki urydyny
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(39), wigczania znakowanych prekursoréw do fosfolipidow (40) i biatek
(41, 42) jak rowniez zwiekszenie intensywnosci glikolizy (32).

Fakt, ze nawet tylko Kilkugodzinny kontakt komoérek z surowicg wy-
wotuje w nich rozpoczecie syntezy DNA nie oznacza jednak by jaki$ jeden
sktadnik surowicy zapoczatkowat ten proces. Niemniej jednak znaczenie
surowicy jako zrédta specyficznych kofaktorow, ktérych dostepnosé moze
kontrolowaé ruch i podziaty komdrkowe przyjmuje sie powszechnie (23).

Préby wyizolowania z surowicy czynnikOw odznaczajgcych sie zdol-
noscig pobudzania wzrostu komorek datujg sie od szeregu lat (artykut prze-
gladowy— 23). Wyizolowane dotychczas z r6znych surowic czynniki wzro-
stowe, pobudzajgce wzrost okreslonych linii komérkowych, wystepujg na
ogot we frakcji a-globulin lub albumin surowicy i to jest ich, jak dotad
jedyng znang wspoélng cechg. Czy czynniki te petnig swojg funkcje biolo-
giczng jako polipeptydy, czy tez stanowig one inertny nosnik aktywnego
polipeptydu, pozostaje jeszcze sprawa niewyjasniong (23).

Ostatnio czeSciowo oczyszczono z frakcji (5-globulin surowicy szczura
czynnik pobudzajacy jedynie migracje komorek a nie stymulujagcy w nich
syntezy DNA (43). Wyniki doswiadczeh uzyskane przy zastosowaniu tego
czynnika, zwanego czynnikiem migracyjnym, wykazaly, ze samo znie-
sienie kontaktu pomiedzy stykajacymi sie fibroblastami linii 3T3 nie wy-
starcza do rozpoczecia w nich syntezy DNA. Natomiast zachodzi ona w
20—24 godzin po dodaniu do $rodowiska surowicy.

W regulacji wzrostu komérek prawidtowych i nowotworowych czynne
sg takze substancje produkowane przez same komorki, zaréwno niskocza-
steczkowe typu poliamin (44—46), i jak i zwigzki wielkoczgsteczkowe (47,
48). Niektére z nich stymulujg synteze DNA i podzialy mitotyczne, inne za$
wydaja sie wptywac¢ hamujgco na synteze biatek (49).

Wielka wrazliwo$¢ komorek, zarowno prawidtowych jak i nowotworo-
wych in vitro na zmienne wiasnosci Srodowiska, w ktorym zyja oraz omo-
wione powyzej réznice w sposobie wzrostu komorek prawidtowych i nowo-
tworowych spowodowaty poszukiwania wspélnych mechanizméw regula-
cyjnych proliferacji komdrkowej.

Il. Regulacja wewngtrzkomérkowego poziomu cAMP

Ro6znorodnos¢ metabolicznych funkcji cAMP w licznych systemach
a takze jego szerokie rozpowszechnienie zwrdécito uwage na potencjalna
mozliwo$¢ udziatu tego nukleotydu w regulacji wzrostu komorek. Ekspe-
rymentalne udowodnienie wystepowania w komoérkach in vitro co najmniej
trzech etapéw dziatania cAMP przemawiatoby za powyzsza mozliwoscia.
S3 to:

— etap regulacji poziomu cAMP w komorce;

— etap aktywacji, poprzez zwiazanie z cCAMP, biatek komoérkowych ty-
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pu kinaz biatkowych (51, 52), czy tez biatek analogicznych do biatkowych
receptorow cyklicznego AMP w bakteriach (53, 54);

— etap serii reakcji zainicjowanych przez ,,zaktywowane biatko” i pro-
wadzacych do dajacej sie wykry¢ odpowiedzi biologicznej.

Mozna zatem sadzi¢, ze zaburzenia ktéregokolwiek z powyzszych etapéw
mogg prowadzi¢ do widocznych konsekwencji biologicznych, przejawiajg-
cych sie chociazby w tempie wzrostu komorek czy tez szybko$ci syntezy
DNA.

Wewnatrzkomorkowy poziom cAMP regulujg enzymy uczestniczace
w jego syntezie (cyklaza adenylowa) i degradacji (fosfodwuesteraza cyk-
licznych nukleotyd6éw). Szczegbtowe omdwienie wiasnosci tych enzymow
znajdzie czytelnik w artykutach publikowanych w roku 1972 w ,Poste-
pach Biochemii” (1, 2).

11-1. Synteza cAMP w komdérkach

Synteze cAMP prowadzi w komoérkach zwierzecych cyklaza adenylowa,
enzym allosteryczny zwiazany z zewnetrznymi btonami komoérkowymi lub
siateczka endoplazmatyczng (55). Obecnos$é cyklazy adenylowej wykazano
w komérkach z szeregu linii komdrkowych: w prawidtowych 'mysich fibro-
blastach 3T3 (55—60), w ich spontanicznie (58, 61) lub tez w wyniku dzia-
fania réznych wiruséw transformowanych odpowiednikach (56, 59, 60, 62),
a ponadto w komoérkach L (56), HeLa (61, 63), w komérkach watrobowych
(63, 64), w ludzkich fibroblastach (65) i leukocytach (66) oraz glejowych
komaérkach mozgu szczura (67).

Ze wzgledu na bardzo niskg tak zwang podstawowg aktywno$¢ cyklazy
adenylowej, a takze na mozliwo$¢ naruszenia wzajemnych powigzan pod-
jednostek cyklazy miedzy sobg w wyniku procedury zastosowanej do roz-
bicia komorek, oznaczenia aktywnosci prowadzi sie czesto w obecnosci ak-
tywatorédw typu fluorkéw lub niektérych hormonow, co pozwala na wy-
razniejsze zobrazowanie wahan poziomu aktywnos$ci tego enzymu, obser-
wowanych np. w roznych fazach cyklu komoérkowego linii komorek wa-
trobowych Changa (rys. 2). Maksymalng aktywno$¢ wykazywal enzym
pochodzacy z komoérek znajdujacych sie w mitozie, najsilniej tez odpowia-
dat on na dziatanie aktywatoréw. Szczyt aktywnosci cyklazy w mitozie po-
przedzony byt znacznie nizszym poziomem aktywnosci enzymu w komor-
kach znajdujgcych sie w fazie syntezy DNA (S). Ze wzgledu na umiejsco-
wienie podjednostki receptorowej enzymu w btonie komorkowej, ktora ule-
ga znacznym zmianom w czasie mitozy (68), mozna dyskutowac znaczenie
w regulacji jego aktywnos$ci zamaskowania lub odstoniecia miejsc recep-
torowych w roéznych fazach cyklu komoérkowego. R6zny poziom aktyw-
nosci cyklazy stwierdza sie takze w komérkach znajdujacych sie w loga-
rytmicznej i stacjonarnej fazie wzrostu (63, 65). Tak np. fibroblasty ludz-
kie, ktére po kilku dniach hodowli przeszty w stacjonarng faze wzro-
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stu, odznaczaly sie kilkakrotnie wyzszym poziomem cyklazy adenylowej
niz komarki z hodowli 24 czy 48 godzinnej. Co wiecej, w komorkach innej
linii komorkowej, a mianowicie HelLa 3, wykrywano wyzszg aktywnos$¢ te-
go enzymu wtedy gdy komorki rosty na szklanym podtozu niz woéwczas,
gdy hodowano je w zawiesinie (64). Podobnie nie udato sie wykry¢ aktyw-
nosci cyklazy w komédrkach hepatoma hodowanych w zawiesinie (69),
a mozna byto wykaza¢ aktywno$¢ tego enzymu przy przystosowaniu ko-
morek hepatoma do wzrostu na statym podtozu (64). W tym ostatnim przy-
padku albo miata miejsce indukcja nowego enzymu albo wzrost, do daja-
cego sie wykry¢ poziomu, aktywnosci obecnego juz enzymu.

Powyzsze wyniki sugeruja, ze kontakt pomiedzy komérkami lub kon-
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Rys. 2. Aktywnos$¢ cyklazy adenylowej i kinazy biatkowej w synchronicznie dziela-

cych sie komorkach watrobowych Changa (wg 64, rys. zmodyf.);
A) procent dzielgcych sie komoérek, x-------- X =mmm x cpm sH-tymidyny wytgczanej do frak-
cji nierozpuszczalnej w kwasach w przeliczeniu na 100 komoérek. B) Aktywno$¢ kinazy biatko-
wej, badana w nieobecnosci (¢-+-¢) lub obecnosci luM cAMP (x-x-x), wyrazona jako pmole
SP przeniesionego przez I00"g biatka enzymatycznego w ciggu 5 minut. C) Aktywnos$¢ cyklazy
adenylowej badana w nieobecnosci (e-+-¢) i w obecnosci 02 mM adrenaliny (0-0-0) oraz
w obecnosci 8mM NAF (*-*-*) i wyrazona w nanomolach [3P] cAMP/IOOmg biatka/20 minut.
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takt komérki-podtoze mogg w pewnym stopniu mie¢ wptyw na aktywnosé
cyklazy adenylowej (63).

Dotychczas nie uzyskano jednoznacznych wynikéw co do aktywnoSci
cyklazy adenylowej w stransformowanych komérkach. Nizszg aktywnos$é
tego enzymu, w poréwnaniu z wyjsciowymi fibroblastami prawidtowymi,
stwierdzono w komérkach L9 (56), w mysich i chomiczych fibroblastach
stransformowanych wirusem polioma (56, 62), oraz chomiczych fibrobla-
stach zainfekowanych wirusem Ad-12 (70). W tym ostatnim przypadku ob-
nizenie aktywnosci cyklazy nastepowato réwnolegle z ujawnieniem sie w
komorce wirusowego mRNA i mozna je bylo stwierdzi¢ juz po 7—8 godzi-
nach od momentu infekcji. Wyzszag natomiast aktywno$é cyklazy adeny-
lowej znaleziono w mysich fibroblastach stransformowanych wirusem
SV40 (56) (Tabela 1).

Tabela 1

Zmiany aktywnosci cyklazy adenylowej w wyniku transformacji wirusem polioma
mysich i chomiczych fibroblastéw (wg 56)

Aktywnos$¢ cyklazy adenylowej

le cAMP, iatka/10"
Linia komérkowa (pmole ¢ /mg biatka/10’)

— fluorek + fluorek + prostaglandyna
Hore (5 [ig PGEj/ml)

Mysie, prawidtowe fi-

broblasty 3T3 70 330 270

Py-11 (3T3) 50 240 50

SV-Py 11 (3T3) 160 1720 950
Embrionalne fibroblas-

ty chomika 90 1080 640
BHK 170 1300 1550*
BHK-Py 70 1160 1140*

* 25ug PGEj/ml.

Aktywno$¢ cyklazy adenylowej, badanej zaré6wno w komorkach pra-
widtowych jak i stransformowanych, stymulowana jest dziataniem hormo-
néw a takze wielu innych czynnikéw, z ktérych prostaglandyny, kwasy
tluszczowe uwalniane w komérkach pod wptywem najrézniejszych bodz-
cow i kandydujace do roli ,hormondw przyrannych”, wzbudzajg coraz
szersze zainteresowanie. Prostaglandyny aktywowaty na ogot cyklaze ade-
nylowa z komorek prawidtowych, przy czym stopienh aktywacji zalezat od
warunkéw hodowli komorek, bedac znacznie wyzszy dla enzymu z komé-
rek pochodzacych z hodowli stacjonarnych niz szybko dzielgcych sie (63).
Natomiast w przypadku cyklazy adenylowej z komorek stransformowa-
nych — aktywacje przez prostaglandy znaleziono tylko dla niektérych linii
komorkowych (56). Wyniki te sugeruja, ze transformacja wirusowa moze
niekiedy powodowac badz to zmiany we wiasnosciach cyklazy adenylowej,
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badz tez zmienia¢ strukture receptora prostaglandyny w bionie komérko-
wej.

11-2. Rozktad cAMP

Obecno$¢ fosfodwuesterazy cAMP, enzymu kontrolujagcego wewnatrz-
komorkowy poziom cAMP poprzez katalizowanie jego rozktadu do 5'’AMP,
stwierdzono w wielu réznych liniach komérkowych hodowanych in vitro,
zarébwno prawidtowych jak i stransformowanych (71—75).

Wyniki analizy kinetycznej dzialania tego enzymu izolowanego z roz-
nych komérek sugeruja, ze wykrywalna aktywnos$¢ fosfodwuesterazy
CAMP jest sumg aktywnos$ci dwdch form enzymu, podobnie jak wykazano
to dla fosfodwuesterazy cAMP z tkanek ssakéw (76, 77). Te dwie formy
enzymu roznig sie znacznie miedzy sobg powinowactwem do cAMP — ozna-
czone bowiem warto$ci Kmroznig sie nawet kilkudziesieciokrotnie (71, 74).
O heterogennosci fosfodwuesterazy cAMP $Swiadcza takze wyniki uzyskane
przy frakcjonowaniu komorek L na zelu poliakrylamidowym (78). Wyka-
zano bowiem obecnos$¢ az siedmiu szczytow aktywnosci fosfodwuesterazy,
przy oznaczaniu aktywnosci tego enzymu przy niskim stezeniu substratu.

Podobnie jak w przypadku cyklazy adenylowej, kilkukrotnie wyzszy
poziom aktywnosci fosfodwuesterazy cAMP charakteryzuje komérki bada-
ne w stacjonarnej fazie wzrostu niz komorki aktywnie dzielgce sie (71, 72).

Tabela 2

Wplyw aktynomycyny D i cykloheksoimidu na synteze fosfodwuesterazy cAMP
w mysich fibroblastach 3T3 transformowanych wirusem SY40 (z danych 71, zmodyf.)

Aktywnos¢ fosfodwuesterazy cAMP

Dodatki d zywki
odatki do pozywia (pmole/mg biatka/minute)

1
Teofilina (1 mM) 3
dbcAMP (1,2 mM) 9
dbcAMP+ teofilina 16
dbcAMP-)- teofilina+ cykloheksoimid
(20 mg/ml) 2
dbcAMP-t-teofilina+aktynomycyna D
(0.5 j¢g/ml) 1

Wptyw teofiliny, dbcAMP, cykloheksoimidu i aktynomycyny D badany po 10 godzinach
od dodania tych zwigzkéw do 48 godzinnej hodowli. Aktywno$¢ enzymu oznaczana przy
0,625nM CAMP.

Nie udato sie natomiast wykazac¢ zalezno$ci aktywnos$ci fosfodwueste-
razy cAMP od szybkosci wzrostu komorek, przejawiajgcej sie réznym cza-
sem podwajania hodowli (72). Poréwnanie aktywnosci fosfodwuesterazy
cAMP w fibroblastach prawidtowych (3T3) i stransformowanych wirusem
SV40 wskazuje na nizszy poziom tego enzymu w komérkach stransformo-
wanych (71).
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Badania regulacji aktywnosci fosfodwuesterazy cAMP prowadzono w
hodowlach komdrek, w ktorych eksperymentalnie podwyzszono zawarto$é
CAMP badz to przez stymulowanie aktywnosci cyklazy adenylowej dzia-
taniem prostaglandyn (74), badz tez dodajac do pozywki jednoczes$nie dwu-
butyrylowg pochodng cAMP (dbcAMP) i teofiline (inhibitor fosfodwueste-
razy cAMP obecnej w surowicy dodanej do pozywki), (71). Stwierdzono,
ze wynikiem dwudziestoczterogodzinnej inkubacji komoérek L9 w $rodo-
wisku zawierajgcym prostaglandyne (PGEi) jest podwyzszenie, w stosunku
do poziomu wyjsciowego, nie tylko wewnatrzkomdrkowego stezenia cAMP
lecz takze aktywnos$ci fosfodwuesterazy cAMP (71, 74). Podwyzszenie ak-
tywnosci fosfodwuesterazy cAMP w komdrkach wykazano takze w do-
Swiadczeniach z dostarczaniem egzogennego cAMP do $rodowiska hodo-
wli. (72).

Cykloheksoimid i aktynomycyna D, obecne w $rodowisku hodowli, u-
niemozliwiaty ujawnienie sie efektu dbcAMP i teofiliny (Tabela 2).

Wyniki te wydajg sie wskazywaé¢ na indukcje syntezy enzymu przez
dbcAMP a nie na aktywacje juz obecnej w komorkach fosfodwuesterazy
CAMP (71). Referowane powyzej wyniki, wskazujg na rownolegto$¢ pod-
wyzszonego poziomu cAMP w komorkach i wyzszej aktywnos$ci fosfodwu-
esterazy cAMP, co pozwala na dyskutowanie roli cAMP w indukcji syntezy
metabolizujgcego go enzymu.

Inny jednak mechanizm regulacji aktywnosci fosfodwuesterazy cAMP
w komorkach przez egzogenny cAMP postulujg Heersche i wsp. na
podstawie wynikow uzyskanych przy badaniu efektu butyrylowej pochod-
nej CAMP na hodowle tkankowe zawigzkéw kosci szczura (79). Zdaniem
tych autorow egzogenny cAMP dziata hamujaco na aktywnos$¢ wewnatrz-
komoérkowej fosfodwuesterazy cAMP, podwyzszajgc tym samym poziom
cAMP w komorce.

Niezaleznie od rodzaju postulowanego mechanizmu zwigzanego z regu-
lacjg aktywnosci fosfodwuesterazy cAMP, wydaje sie niewatpliwie, ze
enzym ten jest uktadem bardzo czutym, szybko odpowiadajgcym zmianami
poziomu swej aktywnosci na wahania wewnatrzkomoérkowego stezenia sub-
stratu.

11-3. Wewnatrzkomdérkowy poziom cAMP

Oznaczanie aktywnosci cyklazy adenylowej i fosfodwuesterazy cAMP
przeprowadzone w warunkach odmiennych od spotykanych w komorkach,
nie moze jednak dostarczy¢ danych o rzeczywistym poziomie cAMP w ko-
morce, a jedynie wskaza¢ na mozliwos¢ jego regulacji na poziomie syntezy
i rozktadu. Z wielu wzgledéw niezbedne jest jednak zdanie sobie sprawy
Z rzeczywistego poziomu tego nukleotydu w komaérkach.

Poziom cAMP, podobnie jak aktywno$¢ syntetyzujacej go cyklazy ade-
nylowej, ulega okresowym wahaniom w czasie cyklu komérkowego. Ozna-
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czenia poziomu cAMP w synchronicznie dzielgcych sie komérkach pocho-
dzacych z jajnika chomika chinskiego (CHO) wykazaty najnizszy poziom
cAMP w komorkach w okresie mitozy, najwyzszy za$ w komorkach w fa-
zie Gj (Tabela 3).

Tabela 3

Poziom cAMP w réznych fazach cyklu komérkowego synchronicznie dzielacych sie komdrek
z jajnika chinskiego chomika (CHO), (wg 80)

pmole cAMP % zawarto$¢ CAMP
Faza cyklu AMP przy umownym przy-
komérkowego jeciu za 100% ilosci

mg biatka cAMP w fazie S

Mitoza 29+0,4 16+2 57
Wczesna Gx 8,4+0,9 44+8 157
Pézna Gi 4,0+0,5 24+4 86
S 5,2+0,4 28+4 100

Nizszg zawarto$¢ cAMP w komorkach mitotycznych w poréwnaniu z in-
terfazalnymi stwierdzono takze w mysich fibroblastach, jak réwniez w licz-
nych innych komérkach prawidtowych i stransformowanych (80—S83).
Wydaje sie zatem mie¢ miejsce pozorna niezgodno$¢ pomiedzy niskim po-
ziomem cAMP stwierdzonym w mitozie a wysokg aktywnoscia cyklazy
adenylowej w tej fazie cyklu komérkowego. Przyczyny tej rozbieznosci
nie sa dotychczas wyjasnione, wydaje sie jednak, ze moga one by¢ w $ci-
stym zwigzku z szeregiem zmian pojawiajacych sie w komdrce podczas
podziatu mitotycznego, takich jak: uformowanie aparatu mitotycznego (84,
85), zmiany w sktadzie chemicznym komérki (86, 87), zahamowanie syntezy
biatek i RNA (88—91), zmiany w aktywnoS$ci niektérych enzymow (64,
92—94), zmiany struktury powierzchni komaérki (68, 95, 96), zmiany ruchli-
wosci komérek (97), oraz w ich antygenowosci (98, 99).

Nalezy sie takze liczy¢ z faktem, ze w czasie mitozy moze takze naste-
powaé¢ wybiércze zuzytkowanie cAMP w szeregu procesach metabolicz-
nych. Niezbedna bytaby zatem wysoka aktywnos$¢ cyklazy adenylowej na-
wet do zapewnienia niskiego poziomu cAMP w komorce.

Podwyzszony w stosunku do komdrek znajdujacych sie w mitozie po-
ziom cAMP w komorkach bedacych w fazie Gj mozna przypuszczalnie wig-
za¢ z procesami zachodzacymi w komdrkach przed waznym, niezbadanym
dotagd momentem ,decyzji” komdrek — zosta¢ w spoczynku czy tez wig-
czy¢ sie ponownie do cyklu komérkowego (80).

Poréwnanie zawartosci cCAMP w komorkach charakteryzujacych sie réz-
nym tempem wzrostu jest zarazem uchwyceniem réznic w zawartosci tego
nukleotydu w komoérkach prawidtowych i nowotworowych. Skutkiem
transformacji nowotworowej komoérek jest bowiem miedzy innymi przy-
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spieszenie ich tempa wzrostu. Dane zestawione w tabeli 4, jak réwniez
szereg innych obserwacji (60, 72, 80, 100) wskazujg, ze szybko rosnace ko-
moérki stransformowane odznaczajg si¢ niskim poziomem cAMP, natomiast
komorki z wolniej rosnacych linii prawidtowych — poziomem kilkakrotnie
wyzszym. Ponadto cykliczne wahania zawarto$ci CAMP w cyklu komérko-
wym zaznaczaja sie w komadrkach stransformowanych stabiej niz ma to
miejsce w komorkach prawidtowych (83).

Tabela 4

Poziom cAMP w niektérych prawidtowych i stransformowanych liniach mysich fibroblastéw
badanych w logarytmicznej fazie wzrostu (z danych 100).

Czas podwo- nmole N
Linia komorkowa jenia hodowli {¢mole cAMP CAMPA/ r’ng
(w godzinach) nukleiﬁ(l)v\?v;%vfz
(Sredni a > SE
Fibroblasty stransformowane wirusem
SV40 13 0,6>0,13 15
Spontanicznie transformowane fibroblas-
ty, 3T6 23 31+0,8 7942
L™ 24 3,2+0,19 41+2
Embrionalne fibroblasty, MEF 25 3,2+£0,01 89+2
Fibroblasty 3T3-4 26 3,3+0,30 756
Fibroblasty 3T3tg nie ulegajace zahamo- 37 5,0+0,01 11443

waniu kontaktowemu

Ro6znice w poziomie cAMP w komorkach tej samej linii, lecz znajduja-
cych sie w logarytmicznej lub stacjonarnej fazie wzrostu przedstawione sg
na kolejnym rysunku (rys. 3). Jak wida¢, w komérkach, w ktérych na-
stgpito zatrzymanie wzrostu wykrywa sie Kilkakrotnie wyzszy poziom
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Rys. 3. Poziom cAMP w réznych liniach fibroblastéw z hodowli znajdujgcych sie

w logarytmicznej i stacjonarnej fazie wzrostu (z danych 57).
Ul logarytmiczna faza wzrostu, — stacjonarna faza wzrostu.
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cAMP niz w komorkach dzielgcych sie. Obserwacje te zgodne sg z danymi
0 wyzszym poziomie cyklazy adenylowej w hodowlach stacjonarnych jak
réwniez o jej wiekszej w tym okresie podatnosci na stymulujagcy wpiyw
szeregu hormonow (rozdziat II.l.). Wyzszy poziom cAMP w komdrkach
hodowli wolno dzielagcej oraz podwyzszenie poziomu cAMP w komodrkach
w stacjonarnej fazie wzrostu wydawaly sie w petni upowazniaé do wysu-
niecia hipotezy, ze zetkniecie sie komdérek prowadzi do podwyzszenia wew-
natrzkomérkowego poziomu cAMP, co w nastepstwie mogtoby by¢ sygna-
tem do zatrzymania wzrostu (72). Wspomniany juz uprzednio wyzszy po-
ziom cyklazy adenylowej w komorkach z hodowli stacjonarnych wydawat
sie popiera¢ taka hipoteze. Jednakze ostatnio doniesiono, ze w stacjonar-
nych hodowlach, w ktdrych eksperymentalnie zapobiezono stykaniu sie ko-
marek, poziom cAMP byt réwniez podwyzszony w pordwnaniu z komérka-
mi takze nie stykajacymi sie, lecz bedgcymi w logarytmicznej fazie wzro-
stu (101). Wyniki te przecza zatem pogladowi aby kontakt pomiedzy ko-
madrkami byt zwiazany z regulacjg wewnatrzkomérkowego poziomu cAMP.

Na powigzanie poziomu cAMP w komorce z regulacjg cyklu komérko-
wego wskazujg badania (80), w ktorych poprzez zubozenie pozywki w izo-
leucyne uposledza sie synteze biatka w komérkach i w efekcie powoduje
selektywne zatrzymanie komdrek w fazie Gj cyklu komérkowego (102). Po-
ziom cAMP oznaczony w fazie Gj takich komorek byt niemal trzykrotnie
nizszy niz w komérkach z hodowli kontrolnej, co wiecej ponowne dodanie
izoleucyny do $rodowiska powodowato po mniej wiecej dwdch godzinach
przywrocenie wyjsciowego poziomu cAMP.

1. Wplyw cAMP na enzymatyczne i strukturalne ukitady komorkowe

Jak juz wspomniano w rozdziale Il, aby udowodnié udziat cAMP w re-
gulacji wzrostu komdrek nalezatoby dowie$¢ obecnosci biatek enzymatycz-
nych lub tez komérkowych uktadéw receptorowych, wykazujacych pod
wptywem cAMP zmiany badZ to w aktywnoSci, badz tez w mikrostruktu-
rze.

W ciaggu kilku ostatnich lat ukazato sie szereg doniesien o wystepowa-
niu w wielu typach komérek hodowanych in vitro kinaz biatkowych akty-
wowanych przez cAMP (67, 103—105). Tak np. kinazy biatkowe, badane
w wyciggach enzymatycznych z komérek HelLa, mysich fibroblastow czy
tez komdrek watrobowych Changa, i przeprowadzajace fosforylacje histo-
néw byty 2—3-krotnie aktywowane przez cCAMP lecz nie przez cGTP (103).
Jak wynika z eksperymentdéw przy zastosowaniu inhibitorow syntezy bial-
ka, zarowno synteza jak i poziom aktywnosci kinaz biatkowych nie ulega
wahaniom w czasie cyklu komorkowego (rys. 2; (64)). Aktywnos$¢ tych en-
zymow nie zmienia sie tez w wyraZzny sposéb w zalezno$ci od warunkdéw
hodowli (104).

Rezultaty szczeg6towych badan Hauschki i wsp. (106, 107) nad
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wptywem cAMP na aktywnos$¢ kinazy tymidynowej w komoérkach chomika
chinskiego (CHO) stanowig kolejne poparcie przypuszczenia o obecnosci
w komoérkach uktadéw enzymatycznych, ktérych aktywno$¢ moze by¢ re-
gulowana przez cAMP. Wynikiem 20-godzinnej inkubacji tych komdérek
z dbcAMP byt dwukrotny spadek aktywnosci kinazy tymidynowej oraz az
20-krotne obnizenie pobierania przez komorki tymidyny a takze deoksy-
cytydyny i urydyny. Silniejszy efekt dbcAMP na transport tymidyny niz
na poziom aktywnosci fosforylujagcej go kinazy mozna takze wigzaé, zda-
niem Hauschki, z mozliwoscig wystapienia, pod wpltywem dbcAMP, zmian
przepuszczalnosci bton komérkowych w stosunku do tymidyny.

Znaczne wahania w cyklu komdrkowym aktywnos$ci kinazy tymidyno-
wej (93) jak i wewnatrzkomoérkowego poziomu cAMP (rozdziat 11.3.) oraz
obnizenie poziomu aktywnos$ci tego enzymu przez egzogenny cAMP, su-
geruja wystepowanie w komorkach, kontrolowanego przez cAMP, mecha-
nizmu pobierania tymidyny, a wiec takze posrednio kontroli replikacji
DNA. Mozna takze przypuszczaé, ze cAMP mdgtby kontrolowaé réwniez
pobieranie przez komorki tych metabolitow, ktérych wnikanie uzaleznione
jest od ich fosforylacji przez specyficzne kinazy (106). Zmniejszenie trans-
portu urydyny do niedzielgcych sig, na skutek wzrostu w gestych hodow-
lach, kurzych i mysich fibroblastéw (8), w ktoérych zarazem wykrywa sie
wyzszy poziom cAMP niz w komérkach z logarytmicznej fazy wzrostu
(rozdziat 11.3.), wydaja sie przemawia¢ za wptywem cAMP na transport
tych metabolitéw do komorek.

Strukturalnymi uktadami komoérkowymi reagujacymi na obecnos¢
dbcAMP w $rodowisku hodowli wydajg sie by¢é mikrokanaliki i mikrow#é-
kienka komérkowe (108). Agregacje tych struktur pod wptywem dbcAMP,
by¢ moze w wyniku dziatania zaktywowanych kinaz biatkowych (55),
stwierdzono w niektérych transformowanych liniach mysich i szczurzych
fibroblastow (109), oraz komdrek z jajnika chomika chinskiego (110). Od-
mienny natomiast efekt dbcAMP zaobserwowano w przypadku ludzkich
astrocytow i neuroblastéw in vitro (111), w ktérych pod wptywem tego
zwigzku stwierdzono zanik powyzszych strukturalnych mikrouktadow.
Wydaje sie zatem, ze znaczng cze$¢ zmian pod wptywem cAMP w morfo-
logii komorek stransformowanych mozna przypisa¢ jego interakcji z ukta-
dami mikrokanalikow i mikrowtokien.

IVV. Odpowiedz biologiczna komdrek na dziatanie egzogennego cAMP

Biologiczny efekt bedacy odpowiedzig komorek na dodanie do srodowis-
ka hodowli cAMP lub jego butyrylowej pochodnej, zalezy od trwatosci
i stezenia dodawanych zwigzkéw oraz tatwosci z jaka penetrujag one do
wnetrza komorek. Jednakze obecno$¢ w surowicy, dodawanej na og6t do
pozywki, fosfodwuesterazy cAMP (112) oraz enzyméw deacylujacych te
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nukleotydy (113), stwarza niebezpieczenstwo, ze obserwowane efekty bio-
logiczne moga by¢ zjawiskami wtérnymi, wywotanymi przez metabolity
CAMP czy tez dbcAMP.

1V -1. Metabolizm cAMP i jego pochodnych w $rodowisku hodowli

Badania przy zastosowaniu pietnowanego izotopami cAMP wykazaly,
ze zwigzek ten dodany do $rodowiska hodowli w stezeniu 10-5—10~™
zostaje szybko metabolizowany. Juz po 30 minutach inkubacji tymocytéw
szczura z radioaktywnym cAMP, radioaktywnos$é w komorkach odnajdo-
wano jedynie w ATP i ADP, za$ bardzo mato lub wcale w ADP, adenozynie
i adeninie (114). Ponadto po tym okresie inkubacji, w $rodowisku hodowli
znajdowano juz tylko 65% dodanego cAMP oraz radioaktywne AMP i Px
co wskazywatoby na defosforylacje AMP.

Nienagromadzanie sie w $rodowisku hodowli ani radioaktywnej ade-
nozyny ani tez adeniny wydaje sie sugerowac ich szybkie przenikanie do
komoérek, w ktdrych szybko ulegajg one wbudowaniu do komérkowej puli
ADP i ATP (112, 114).

Rozktad cAMP obecnego w $rodowisku do réznych metabolitéw stwier-
dzono takze po inkubacji z tym zwigzkiem komérek HelLa (115), L9 (116),
czy zawiazkdw kosci szczura (79). Sadzi sie zatem (115), ze jedynie przy
wysokich stezeniach egzogennego AMP (rzedu 10~3—10_4M) moze doj$¢ do
przejsciowego podwyzszenia wewnatrzkomérkowego stezenia CAMP. Bada-
nia nad pobieraniem, przez komérki L9 i WI-38, cAMP i dbcAMP obec-
nych w S$rodowisku w stezeniu 1,5X10 4M, wydajg sie potwierdzaé po-
wyzszg sugestie (116).

W przeciwienstwie do cAMP, jego dwubutyrylowa pochodna oporna
jest na dziatanie obecnej w $Srodowisku fosfodwuesterazy cAMP (115). Wy-
kazano ponadto, ze w wyniku inkubacji komoérek Hela z radioaktywng
dwubutyrylowg pochodng cAMP (w stezeniu 10_8M) jedynym radioaktyw-
nym zwigzkiem nagromadzajacym sie w komaérkach byt N6butyrylo-cAMP
(117, 115). Zwiazek ten powstawat réwniez z dbcAMP pod wplywem dzia-
tania homogenatéw komdrek HelLa (117). W analogicznych warunkach
CAMP jak réwniez 02-butyrylo-cAMP degradowane byty do AMP i puryn.
Stwierdzono ponadto, ze spos$rdd dwu i jednobutyrylowych pochodnych
CAMP jedynie N8butyrylo-cAMP wykazywat zblizone do cAMP powino-
wactwo do kinazy biatkowej izolowanej z miesni wotu (118). Wyniki te su-
gerujg zatem, ze jedynie N&monobutyrylo-cAMP wydaje sie by¢ we-
wnatrzkomorkowym imitatorem cAMP.

Wydaje sie zatem, ze odmienne biologiczne skutki dzialania cAMP
i dbcAMP (119, 120) mozna przypisac roznej tatwosci wnikania do komarek
i r6znej opornosci tych zwigzkéw na dziatanie rozktadajagcych je enzymow
a w konsekwencji na pojawieniu sie i dziataniu réznych ich metabolitow.
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IV-2. Zmiany morfologii i charakterystyk wzrostowych komérek pod wplywem
egzogennego cAMP

Pod wptywem dwubutyrylowej pochodnej cAMP obserwowano zmiany
morfologiczne oraz zmiany charakterystyk wzrostowych szeregu linii ko-
mérek prawidtowych i stransformowanych (50, 109, 110, 111, 121—128).
Komérki rosngce w obecnosci cyklicznego nukleotydu charakteryzowaty
sie wiekszym ,sptaszczeniem”, wiekszg iloscig wypustek, zwiekszong przy-
czepnoscig do podtoza (129), a w przypadku niektérych komérek stransfor-
mowanych (CHO) stwierdzono sporadycznie pojawianie sie rownolegtego
utozenia komérek i czeSciowego zahamowania wzrostu przy zetknieciu sie
(110, 130).

Ruch komérek, posrednio uzalezniony réwniez od stopnia przyczepnosci
ich do podtoza, stawat sie wolniejszy przy podwyzszeniu wewnatrzkomor-
kowego stezenia cCAMP w komorkach 3T3-SV w obecno$ci dbcAMP i teofi-
liny (131). \

Dalsze efekty dbcAMP, to znaczne, nieraz nawet dwukrotne, wydtuze-
nie czasu podwajania hodowli (50, 127) i obnizenie gestosci nasycenia po-
pulacji dla komérek przestajgcych sie dzieli¢ przy zetknieciu (50, 111). Tak
np. stwierdzono, ze gesto$¢ nasycenia hodowli komérek 3T3 (Balb) wynosi
55 000 komoérek/cm2 podczas gdy gestos¢ komoérek rosngcych w obecnosci
dbcAMP jest pieciokrotnie nizsza (50). Efekty wywotywane dziataniem
egzogennego cAMP cofaly sie po usunieciu go ze $rodowiska a komorki po
kilkudziesieciu godzinach odzyskiwaty swoje pierwotne cechy morfologicz-
ne, nie wykazujac zmian zywotnosci (109).

Oméwione powyzej, wywotane przez dbcAMP, zmiany nie tylko mor-
fologii, lecz takze niektérych charakterystyk wzrostowych komérek uza-
sadniajg w petni, zdaniem Shepparda, poglad, ze dbcAMP przywraca
stransformowanym fibroblastom mysim zdolnos¢ do zaprzestania podzia-
6w przy dostatecznie duzej gestosci hcdowli (130). Wysunieto nawet su-
gestie, ze dziatanie dbcAMP moze polega¢ na stymulacji przez ten zwigzek
syntezy okre$lonych biatek, niezbednych do przywrécenia struktury bton
charakterystycznej dla komoérek prawidtowych (132). Ostatnio jednakze
wydaje sie, ze pogladu tego nie mozna uogdlnia¢ na wszystkie uktady ko-
maérkowe. Zwolnienie bowiem tempa wzrostu komdrek w wyniku dziatania
dbcAMP obserwowane dla szeregu transformowanych linii komdrkowych
nie tylko pochodzenia fibroblastycznego (111, 122, 128) nie musi jeszcze
Swiadczy¢ o tym, ze niedzielgce sie komorki znajdujg sie woéwczas w fazie
GO, co moznaby postulowaé, gdyby rzeczywiscie upodobnity sie one do ko-
morek prawidtowych. Utrzymanie pewnej inkorporacji radioaktywnych
prekursorow do DNA w komorkach 3T3-SV rosnacych w obecnosci
dbcAMP oraz analiza zawartosci DNA w komorkach (133, 134) wydaja sie
raczej wskazywac¢ na zatrzymanie komdrek w pézniejszych niz GO fazach
cyklu, poprzedzajacych jednakze podziat mitotyczny komérki. Wyniki
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eksperymentalnego podwyzszenia stezenia cAMP w réznych fazach cyklu
komérek HelLa (82) oraz dane tyczace wptywu dbcAMP na procesy biosyn-
tetyczne zachodzace w synchronicznie dzielgcych sie komérkach CHO (135)
sugeruja, ze komorki hodowane w obecnosci dbcAMP moga znajdowaé
sie w fazie G2

1V-3. Wptyw egzogennego dbcAMP na synteze DNA i podziaty mitotyczne

Dwubutyrylowa pochodna cyklicznego AMP, obecna w $rodowisku, ob-
niza wiaczanie tymidyny do DNA embrionalnych komérek szczura (136),
komorek HelLa (115), chomiczych (137) i mysich fibroblastow 3T3 (138),
przy czym wielko$¢ efektu wywotywanego przez ten zwigzek wydaje sie
zaleze¢ od tego w jakiej fazie cyklu komoérkowego znajdowaty sie komorki
w momencie dodania dbcAMP. Wyniki szczegbtowych badan nad wptywem
dbcAMP na synteze DNA w synchronicznie dzielgcych sie fibroblastach
3T3 wykazaly bowiem, ze zwiazek ten hamuje synteze DNA ty”~o woOw-
czas, gdy dodany jest do pozywki jednoczesnie z wysiewanymi komdrkami.
Usuniecie dbcAMP z hodowli na godzine przed rozpoczeciem fazy S nie
wywiera juz wptywu na rozpoczecie syntezy DNA, jednakze ilo$¢ syntety-
zowanego DNA jest mniejsza niz w komdrkach kontrolnych. Jezeli
dbcAMP dodany jest do pozywki 3 lub 6 godzin po wysianiu komorek na-
stepuje wowczas jedynie przyspieszenie rozpoczecia w nich syntezy DNA,
bez wptywu na syntetyzowang ilo§¢. Dodanie dbcAMP na poczatku fazy S
nie ma wplywu na synteze DNA, uniemozliwia natomiast wstgpienie ko-
moérek w mitoze. Mozna wiec przyja¢, ze dbcAMP oddziatluje na komarki
znajdujace sie w fazie Gt oraz blokuje procesy metaboliczne zachodzace
w fazie G2 nie dopuszczajgce do podziatu mitotycznego komarki.

Podobng zaleznos¢ efektu dbcAMP na synteze DNA od momentu wpro-
wadzenia tej pochodnej do ukitadu stwierdzono dla komérek BHK-21, w
ktérych infekcja onkogennym wirusem AD-12 pobudzata synteze komdr-
kowego DNA (139), ktéra — jak wykazano nastepnie w dalszych badaniach
tego zjawiska — byta poprzedzona spadkiem wewngatrzkomdrkowego po-
ziomu cAMP (70). W tym ukfadzie doswiadczalnym hamowanie syntezy
DNA przez dbcAMP miato miejsce tylko wowczas, gdy zwigzek ten dodano
do hodowli przed wystgpieniem w komérkach maksimum syntezy wiruso-
wego RNA i rozpoczeciem syntezy komoérkowego DNA. Zbiezno$¢ w czasie
braku efektu dbcAMP na synteze komdérkowego DNA z pojawieniem sie
syntezy wirusowego RNA pozwala spekulowaé, ze pierwotnym efektem
dbcAMP moze by¢ wpltyw na transkrypcje RNA swoistego d a wirusa
AD-12.

IV-4. Poréwnanie dziatania cAMP i surowicy

Surowica jest jednym z licznych czynnikéw stymulujacych synteze
DNA i podziaty komérkowe w stacjonarnych hodowlach komérkowych
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(rozdziat 1). Dodanie dbcAMP do $rodowiska hodowlanego zapobiegato po-
budzaniu syntezy DNA przez surowice, a poziom wigczania tymidyny do
DNA komorkowego, znajdowany w obecnosci dbcAMP byt tego samego
rzedu co w komdrkach kontrolnych, rosngcych w nieobecnosci surowicy
(136). Powyzsze efekty dbcAMP zaznaczaty sie tym wyrazniej, im nizsza
byta zawarto$¢ surowicy w pozywce.

Wykazano ponadto, ze wiaczenie do cyklu komoérkowego komorek ho-
dowanych w obecnosci dbcAMP wymagato dodania zwiekszonych ilosci
surowicy (137). Pobudzenie przez surowice syntezy DNA w komdrkach po-
przedza spadek wewnatrzkomérkowego poziomu cAMP (57, 75, 140), przy

czym eiekt ten wystepuje juz po kilku minutach od momentu dodania
surowicy (Tabela 5).
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Rys. 4. Wplyw trypsyny na wewngtrzkomorkowy poziom cAMP w mysich fibrobla-
stach 3T3 z hodowli stacjonarnej (z danych 83).

Podobny spadek zawartosci CAMP, jak pod wptywem surowicy, stwier-
dzono takze w komoérkach poddanych dziataniu trypsyny (rys. 4) oraz sze-
regu innych proteaz (83). Enzymy te, podobnie jak surowica, stymulowaty
wzrost komorek w hodowlach stacjonarnych (25, 83). Mozna wiec przy-
pusci¢, ze wywotywana zaréwno przez sktadniki surowicy jak i przez pro-
teazy modyfikacja powierzchni bltony komdérkowej mogtaby znalez¢ swoje
odbicie w modyfikacji miejsc receptorowych cyklazy adenylowej, powodu-
jac zahamowanie jej aktywnos$ci, a w rezultacie obnizenie wewnatrzko-
maérkowego poziomu cAMP.

Te wyniki, jak réwniez zbiezno$¢ wysokiego poziomu cAMP w Kko-
morkach z hodowli stacjonarnych z wyczerpywaniem sie skfadnikéw wzro-
stowych surowicy w tychze hodowlach wskazujg na przeciwstawnos$¢ efek-
tow biologicznych cAMP i sktadnikéw surowicy.

™
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V. Uwagi koncowe

Omawiane w poprzednich rozdziatach dane wskazujg wyraZznie, ze w
komdrkach hodowanych in vitro dziataja mechanizmy regulujace poziom
cyklicznego AMP w réznych fazach cyklu komoérkowego i w zaleznosci od
warunkéw hodowli. W komérkach stwierdzono takze obecno$¢ uktadow
enzymatycznych aktywowanych przez cAMP, jak réwniez scharakteryzo-
wano niektore rodzaje odpowiedzi biologicznej komérek na podwyzszenie
stezenia CAMP w Srodowisku.

Ostatnio Burger i wsp. wysuneli hipoteze, uwzgledniajgcg w regu-
lacji cyklu komérkowego znany fakt obnizenia poziomu cAMP w komoér-
kach na etapie poprzedzajagcym rozpoczecie w nich syntezy DNA (83).
Spadek zawartosci CAMP — bedacy wynikiem, lub tylko zjawiskiem towa-
rzyszacym zmianom powierzchniowym bton komdrkowych, pojawiajgcych
sie badz w czasie mitozy, badz na skutek transformacji czy tez dziatania
proteaz lub surowicy — zdaniem tych autorow maégtby by¢ sygnatem ,wia-
czajacym” w komorkach procesy niezbedne do prawidtowego przebiegu cy-
klu komérkowego (rys. 5).

Struktura powierzchni A cAMP

Struktura powierzchni NA

Transformacja } efekt trwaty

Proteazy tekt oraslios
Slrdvicd } efekt prze[sciowy
Synteza
Mitoza DNA

\———/ {fuza—S)

Rys. 5. Kontrola przebiegu cyklu komdrkowego przez cAMP (zmodyfikowany, hipo-
tetyczny model wg Burgera i wsp. (83).

NA —Btona powierzchniowa komérek nie ulegajacych aglutynacji typowa dla komoérek pra-

widtowych. A —Btona powierzchniowa komoérek ulegajacych aglutynacji typowa dla komoérek

stransformowanych oraz komoérek prawidlowych poddanych dziataniu proteaz lub surowicy.

Powyzszy model powigzania zmian poziomu cAMP z przebiegiem cyklu
komérkowego jest na razie hipotetyczny. Uzyskane dotychczas wyniki ba-
dan biochemicznych nie pozwalajg takze na rozstrzygniecie, jaki mecha-
nizm, i czy wytacznie jeden, odpowiedzialny jest za wahania poziomu cy-
klicznego AMP. Niemniej wydaje sie niezwykle istotne zwrdcenie uwagi
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na potencjalng role cAMP jako czynnika przekazujacego do jadra komor-
kowego sygnaty o przemianach zachodzacych na powierzchni btony komor-

kowej.
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JEREMIASZ TOMASZEWSKI *

Glikozoaminoglikany tkanki tgcznej

Glycosoaminoglycans of the Connective Tissue

The actual views of the chemical composition, structure and metabolic pathways
of the connective tissue glycosoaminoglycans are described. Some recent data con-
cerning the distribution and biological functions of the glycosoaminoglycans in var-
ious tissues are also presented.
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Ryc. 1. Struktura dwusacharydowych podjednostek glikozoaminoglikanow;
1. Kwas hialuronowy, 2. chondroityno-4-siarczan, 3. chondroityno-6-siarczan, 4. siarczan
dermatanu, 5. siarczan keratanu, 6. siarczan heparanu, 7. heparyna.

* Dr, O$rodek Naukowo-Badawczy Akademii Medycznej w Lublinie, Lublin.
Wykaz stosowanych skrotéw: PAPS — 3-fosfoadenozyno-5’-fosfosiarczan, GAG —
glukozoaminoglikany.
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Pojecie glikozoaminoglikany obejmuje heterogenng grupe polisachary-
déw wchodzacych w sktad substancji podstawowej tkanki tacznej, okresla-
nych dawniej mianem mukopolisacharydéw. Sg one polimerami zbudowa-
nymi z powtarzajagcych sie podjednostek acetylowanej heksozoaminy
zwigzanej wigzaniem glikozydowym z inng komponentg sacharydowa,
przewaznie kwasem uronowym.

Od roku 1960 coraz czesciej stosowane jest nowe, jak sie wydaje bar-
dziej adekwatne stownictwo, zaproponowane przez Jeanloza, a przed-
stawione w tabeli 1

I. Budowa chemiczna
1.1. Struktura podjednostek dwusacharydowych

Podstawowg podjednostka glikozoaminoglikanow sa dwusacharydy,
ktérych wzory przedstawiono na rycinie 1

Wyijasnieniu budowy tych podjednostek poswiecono wiele badan, kté-
rych wyniki sg przedmiotem wyczerpujagcych opracowan pogladowych (16,
129, 133, 155). Nowsze badania wskazuja na bardziej skomplikowang struk-
ture polisacharydowych tancuchéw glikozoaminoglikandw, a dla niektorych
z nich, np. dla heparyny, postulowana jest podjednostka czterosacharydo-
wa (106). Niemniej jednak, przyjmuje sig, ze rodzaj komponent sacharydo-
wych, liczba podstawnikéw i typ wigzania w podjednostkach charaktery-
styczny jest dla okre$lonego rodzaju glikozoaminoglikanéw i stanowi
podstawe ich klasyfikacji. Opis zasadniczych skiadnikéw strukturalnych
glikozoaminoglikanéw zamieszczono w tabeli 2.

1.2. Budowa taricuchéw polisacharydowych

Jak juz wspomniano, w wyniku nowszych badan okazato sig, ze polisa-
charydowe tancuchy réznych glikozoaminoglikanow tylko w nielicznych
przypadkach stanowig uporzadkowany polimer przemiennie utozonych jed-
nostek monosacharydowych. W glikozoaminoglikanach izolowanych z réz-
nych, lub nawet tych samych tkanek obserwuje sie réznice budowy wyni-
kajace z co najmniej trzech przyczyn:

1) réznego stopnia polimeryzacji podjednostek i wynikajacych stad ré6z-
nic w ciezarze czasteczkowym tanchuchéw polisacharydowych

2) zmiennej sekwencji podjednostek i wystepowania w tancuchu kom-
ponent nietypowych dla danego rodzaju glikozoaminoglikandw

3) réznic w miejscu podstawienia i liczby reszt siarczanowych

Ciezary czasteczkowe glikozoaminoglikandw, najczesciej podawane
w piSmiennictwie zestawiono w tabeli 3.
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Réznice miedzy ciezarami czasteczkowymi podawanymi przez réznych
autoréw dla tego samego rodzaju glikozoaminoglikanéw moga wynikac ze
stosowania réznych metod izolowania; niektore metody moga powodowaé
czesciowq degradacje. Istniejg jednak przekonywujace dowody wystepo-
wania glikozoaminoglikanéw o réznej wielkoSci czagstek. Np. obok kwasu
hialuronowego o ciezarze czasteczkowym 200 000—230 000 (61), Aktins
i wsp. (5) izolowali ostatnio kwas hialuronowy, ktérego ciezar czastecz-
kowy wynosit okoto 1500 000. W ciatku szklistym oka stwierdzono obe-
cno$¢ kwasu hialuronowego o ciezarze 150 000 Hopwood i Robin-
son (67) z przegrody nosowej wolu izolowali siarczan keratanu o ciezarze
czasteczkowym okoto 23 000, natomiast z jadra miazdzystego o ciezarze
czasteczkowym 9 500.

Tabela 3

Ciezary czasteczkowe polisacharydowych tancuchéw glikozoaminoglikanéw tkanki

tacznej
Rodzaj Ciezar czasteczkowy PisSmiennictwo

Kwas hialuronowy 200 000—230 000 61
Chondroityno-4 i 6-siar-

czany 10000-45 000 110, 189
Siarczan dermatanu 16 000—46 000 61, 191
Siarczan keratanu 11 000—20 000 9, 61
Siarczan heparanu 24 000—29 000 920
Heparyna 10 000—20 000 16

Hovner (69) izolowat i oczyscit heparyne stanowigcg rozgateziony
tancuch zbudowany z mniejszych podjednostek powigzanych wigzaniami
wrazliwymi na dziatanie askorbinianu, ktérej ciezar czasteczkowy wynosit
okoto 1 miliona.

Istniejg liczne prace wskazujgce na skomplikowang budowe tancuchéw
glikozoaminoglikan6w. Okazato si¢ np., ze oczyszczone preparaty kwasu
hialuronowego zawieraja pewne ilosci galaktozoaminy (6). Fransson
i Roden (45, 46) dziatajac hialuronidaza jadrowa na oczyszczony siarczan
dermatanu otrzymali oligosacharydy o réznej wielkosci i w mniejszych
stwierdzili obecnos¢ kwasu glukuronowego. W glikozoaminoglikanach izo-
lowanych z pepowiny (42) oraz $luzowki jelita i ze skory (41) stwierdzono
wystepowanie w jednym tancuchu podjednostek charakterystycznych dla
siarczanu dermatanu obok chondroityno-4 i-6-siarczanéw. O podobnej
strukturze niektorych glikozoaminoglikanéw aorty donosza Kresse,
Heidel i Buddecke (94) awg Franssona iwsp. (43, 44) siarczan
dermatanu izolowany z aorty i skéry zawiera odcinki zbudowane z 5 do 8
podjednostek idurono(l-3)4-sulfogalaktozoaminy, poprzedzielane dwusa-
charydowymi podjednostkami chondroitynosiarczanéw. Obecnos$¢ reszt
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galaktozoaminy zestryfikowanej w pozycji 4 oraz w pozycji 6, wykazana
zostata rowniez w jednotancuchowych polimerach chondroitynosiarcza-
néw (152, 186). Wiele prac wskazuje na niejednorodng budowe polisacha-
rydowego tancucha heparyny (25, 100, 103, 194) i wystepowanie w nim
reszt kwasu iduronowego. Kwas iduronowy wykryto réwniez w siarczanie
heparanu (24).

Dodatkowym zrddtem heterogennosci glikozoaminoglikanow wydaje sie
by¢ zmienna liczba reszt siarczanowych. Mathews (122) oraz SuzuKki
i wsp. (174) badajgc chondroityno-4 i chondroityno-6-siarczany stwierdzili
w niektérych preparatach obecno$¢ grup siarczanowych przy weglu 2 lub
3 reszty glukuronianowej. Podobnie, drugg grupe S04, estryfikujagca reszte
kwasu iduronowego, wykazano w siarczanie dermatanu (19, 111, 125).
Zmiennym stopniem zestryfikowania charakteryzujg sie siarczany kerata-
nu (123). Przy pomocy metylacji i dziatania specyficznymi hydrolazami
wykazano, ze siarczan keratanu posiada rozgatezione tancuchy polisacha-
rydowe, zawierajgce ponadto nietypowe dla glikozoaminoglikanéw reszty
cukrowcowe, np. fukozy, mannozy i kwasu sialowego (9, 10). Zmienng licz-
be reszt siarczanowych posiada siarczan heparanu i heparyna. W siarcza-
nie heparanu moze wystepowaé¢ rézna liczba podjednostek N-acetylo i N-
-sulfoglukozoaminy (23, 105), co umozliwia rozdzielenie frakcji w polu
elektrycznym (75). Niektore podjednostki N-sulfoglukozoaminowe hepa-
ryny posiadajg druga grupe siarczanowa w pozycji 6 (30, 194) aLindahl
i Axelsson (101) wykazali obecno$¢ grupy siarczanowej w pozycji 2
niektorych reszt kwasu glukuronowego.

1.3. Budowa potaczen polisacharydowo-biatkowych

Jak wiadomo natywne glikozoaminoglikany w przewazajacej mierze
wystepujg w formie wysokoczasteczkowych potgczen biatkowo-polisacha-
rydowych. Okazato sie, ze kohAcowy odcinek taincucha polisacharydowego,
taczacy komponente weglowodanowa z tancuchem polipeptydowym, cha-
rakteryzuje sie odmienng i specyficzng sekwencjg reszt cukrowco*wych.
Jak wynika z licznych badan (29, 58, 135, 147, 148, 157) koncowy fragment
polisacharydowego taricucha chondroitynosiarczanéw, siarczanu dermata-
nu, siarczanu heparanu i heparyny stanowi tetrasacharyd zawierajacy ksy-
loze, dwie reszty galaktozy i kwas uronowy, o budowie przedstawionej na
rycinie 2.

Stosujac reakcje (3-eliminacji i redukcji produktéw rozpadu borowodor-
kiem sodu wykazano, ze reszta ksylozowa taficucha polisacharydowego t3-
czy sie wigzaniem O-glikozydowym z seryng lub treoning wbudowang
w polipeptydowy tancuch czasteczki biatkowej (134).

Nieco inny spos6b wigzania komponenty sacharydowej z biatkiem po-
stulowany jest dla niektérych polaczen siarczanu keratanu. Okazato sie, ze
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dziatanie alkaliami na proteoglikany izolowane z rogéwki nie rozbija pota-
czen siarczan keratanu — biatko (50, 159). Mathews i Cifonelli
(123) oraz Meyer i wsp. (2) wykazali, ze ten rodzaj glikozoaminoglika-
now taczy sie z tancuchem polipeptydowym wigzaniem N-glikozydowym
miedzy reszta koAcowej heksozoaminy a grupg aminowa asparaginy lub
glutaminy.

COOH CH,0H CH0H H =
H OH o H SN
o~y H 0y H o KH 0-CH,-CH
E Y SR ek e
H OH H OH H OH H OH i

Ryc. 2. Struktura koncowego odcinka tancucha polisacharydowego glikozoaminogli-
kanow, zwigzanego z tancuchem polipeptydowym (wg 148).

W proteoglikanach izolowanych z chrzastki wystepuje prawdopodobnie
jeszcze inny typ wigzania fancuchow siarczanu keratanu z biatkiem. Jest
to wigzanie O-glikozydowe fgczace grupe hydroksylowg seryny lub treo-
niny z tancuchem polisacharydowym, jednak nie za posrednictwem ksylo-
zy, a poprzez koncowg reszte podstawionej galaktozoaminy (1, 183, 185).

Budowa proteoglikanow nie zostata dotychczas w pelni wyjasniona
i wydaje sie, ze stanowig one grupe bardzo zr6znicowanych potgczen. Mo-

Ryc. 3. Schemat budowy makroczasteczek proteoglikanéw (wg 133);
a) polipeptydowy tancuch rdzenia biatkowego, b) boczne tancuchy polisacharydowe.

del czasteczki proteoglikanéw zawierajgcych chondroitynosiarczany za-
proponowat w roku 1958 Mathews i Lozaityte (126), a nastepnie
Partridge iwsp. (141). Ciezar czgsteczkowy proteoglikanow tego typu
okreslany jest na okoto 2000 000 (94). Obecnie wiadomo, ze do jednego
rdzenia biatkowego moga by¢ przytaczone tancuchy polisacharydowe roz-
nej diugosci (151, 184), a takze glikozoaminoglikany réznego rodzaju (55,
159). Proponowane modele proteoglikandéw przedstawia rycina 3.

Ostanio te hipotetyczne modele uzyskaly potwierdzenie badaniami
w mikroskopie elektronowym (150). Buddecke i wsp. (193) badajac
proteoglikany izolowane z chrzastki nosowej wotu uzyskali dwie frakcje,
z ktérych jedna charakteryzowata sie tancuchem polipeptydowym dtugosci
1 700—1 900A i obecnoscig 20—22 bocznych tancuchow polisacharydowych

8 Postepy Biochemii 3/73
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0 dbugosci 520—540A. Druga frakcja zawierata proteoglikany o wiekszej
czasteczce, zawierajagcej okoto 34 tafAcuchy glikozoaminoglikanowe polg-
czone z rdzeniem polipeptydowym diugosci 3 200— 3 400A.

Trudno$ci metodyczne zwigzane z izolowaniem natywnych makrocza-
stek glikozoaminoglikandw uniemozliwiajg blizszg charakterystyke konfor-
macji przestrzennej tancuchéw polisacharydowych. Niemniej jednak,
Stone (172) oraz Hirano i Ondora (63) na podstawie badania ko-
towej dyspersji optycznej glikozoaminoglikanéw sprzeganych z optycznie
nieczynnymi barwnikami kationowymi zaproponowali dla nich prawo- lub
lewoskretng strukture spiralng. Do podobnych wnioskéw dochodzg At -
kins i wsp. (5) na podstawie badan rentgenograficznych. Wasteson
(189) bioragc pod uwage niektoére wiasnosci roztworéw chondroitynosiar-
czanodw, jak np. lepkosé, szybkosé dyfuzji i sedymentacji, postuluje wyste-
powanie luznych zwojéw lub usztywnionych struktur prostoliniowych. Ta
ostatnia konformacja tlumaczytaby dobrze role glikozoaminoglikandéw
w ,,sprzeganiu” elementow widkienkowych pozakomérkowej tkanki tgcz-
nej.

Z przedstawionego przegladu wynika, ze glikozoaminoglikany tkanki
facznej stanowig wysoce zrdznicowang grupe polisacharydow. Za wyjat-
kiem kwasu hialuronowego i czeSciowo heparyny stanowia one skitadnik
potaczen polisacharydowobiatkowych, przy czym struktura tych ostatnich,
stanowi dodatkowe Zrddto heterogennosci tej grupy zwiazkéw. Wydaje sie,
ze wielko$¢ makroczasteczek, struktura tancuchdéw polipeptydowych, bu-
dowa i rodzaj przytagczonych tancuchéw polisacharydowych determinowa-
ne sg rodzajem i funkcja tkanek, w ktérych sa syntetyzowane.

Il. Metabolizm glikozoaminoglikanow

I1.l1. Synteza podjednostek monosacharydowych

Stosujgc znakowane prekursory — kwasy uronowe i heksozoaminy wy-
kazano, Ze nie sg one wykorzystywane w organizmach zwierzecych do syn-
tezy glikozoaminoglikandw. W syntezie tych zwigzkéw wykorzystywana
jest gtéwnie glukoza, a drogi przemian prowadzace do prekursoréw wbudo-
wywanych w fanicuch polisacharydowy zostaty stosunkowo dobrze poznane
1 przedstawione w wielu wyczerpujagcych opracowaniach (36, 161, 173),
w tym réwniez w ,,Postepach Biochemii” (83). Dla przypomnienia, schemat
przemian monosacharydowych podjednostek glikozoaminoglikanéw przed-
stawiono na rycinie 4.

Obejmuje on szereg dobrze poznanych i wspolnych dla metabolizmu
weglowodanéw reakcji enzymatycznych, przy czym wiadomo, ze niektére
z tych proceséw jak np. epimeryzacja kwasu glukuronowego zachodzi juz
po wbudowaniu podjednostki w faficuch polisacharydowy (102).
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Glukoza
)- ATP---------- 1
Glukozo-6-P Glikogen
Glukozoamina Fruktozo-6-P Glukozo-1-P
(&ATP —mmm mmmmm oo (E)-GIuNH3 J— *EyuTP
Glukozoamino-6-P UDP-glukoza
(EYAcCA
Acetyloglukozoamino-6-P UDP-galaktoza
(E)-NAD

Acetyloglukozoamino-1-P
(Eyurp ____________ 1 UDP-ksyloza

UDP-acetyloglukozoamina l /
© ___________ \ \

UDP-acefylogalaktozoamina == ~«— Kwas UDP—glukumnowy
EyPAPS-------— 1 s L) | —®
Kwas UDP-iduronowy

Siarczany UDP-aCeiylogalaktozoaminy

Ryc. 4. Gldwne etapy przemian monosacharydowych prekursoréw glikozoaminogli-
kanow.

11.2. Synteza tancucha polisacharydowego

Jak wynika z badan inkorporacji 4C-glukozy i 3I>-siarczanu w hodo-
wlach tkankowych oraz in vitro, zahamowanie syntezy biatek np. puromy-
cyng lub cykloheksoimidem, hamuje réwniez synteze tanicucha polisacha-
rydowego' (26, 77, 120, 138). Tak wiec, obecno$¢ komponenty biatkowej
proteoglikandéw jest warunkiem polimeryzacji podjednostek monosachary-
dowych.

Pierwszym etapem syntezy tancucha chondroitynosiarczanéw, siarcza-
nu dermatanu, siarczanu heparanu, a prawdopodobnie i heparyny jest
przeniesienie ksylozy z urydynodwufosforanu na grupe hydroksylowg se-
ryny lub treoniny (49,146). Reakcje te katalizuje transferaza UDP-ksylozy,
specyficzna prawdopodobnie wobec sekwencji aminokwaséw w otoczeniu
wchodzacej w reakcje reszty seryny lub treoniny (85, 181). Nastepnym eta-
pem syntezy taricucha polisacharydowego jest enzymatyczne wbudowywa-
nie reszt galaktozy, katalizowane przez odpowiednie transferazy. Transfe-
raza przenoszaca reszte galaktozylowa na ksyloze charakteryzuje sie niskg
specyficznoscig substratowg (58, 59). Transferaza wprowadzajgca druga
reszte galaktozy ma inne optimum dziatania i jest specyficzna wobec ugru-
powania (3-galaktozylo-(I-4)ksylozowego (59). Obydwa enzymy sg aktywne
w obecnosci jondw Mn++ (59, 98).

Przemienne przedtuzenie tancucha uwarunkowane jest wysoka specy-
ficznoscig substratowg dziatajgcych w nastepujacej kolejnosci UDP-gluku-
ronylo- i UDP-N-acetylogalaktozoaminotransferazy. Wykazano obecnos¢

gx
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dwéch réznych aktywnosci transferazowych dla UDP-glukuronianu, z kt6-
rych jedna przenosi reszte glukuronianowg na fragment galaktozylogalak-
tozowy, druga natomiast na koncowa N-acetylogalaktozoamine (60). Spe-
cyficznym akceptorem dla UDP-N-acetylogalaktozoaminotransferazy jest
kwas glukuronowy, stanowigcy zakorczenie taricucha cukrowego (99).

Istnieje prawdopodobnie przestrzenna sekwencja kolejnych etapow
syntezy glikozoaminoglikanéw. Przemawiajg za tym wyniki badan we-
watrzkomadrkowego rozmieszczenia enzyméw. Transferazy reszt ksylozylo-
wych i galaktozylowych wykryto w ziarnisto$ciach, natomiast enzymy dal-
szych etapow biosyntezy w bionach gtadkich (56, 139, 163).

Mechanizm zakonczenia syntezy tancucha polisacharydowego nie zostat
dotychczas poznany. Wedlug T e lser a (177) po osiagnieciu pewnej opty-
malnej diugosci tancucha nastepuje enzymatyczne sulfonowanie odpowied-
nich reszt cukrowcowych, a wprowadzenie grup siarczanowych hamowac
ma dalsze wydtuzanie polisacharydu. Stosunkowo niewiele wiadomo na te-
mat specyficznosci sulfotransferaz przenoszacych grupy siarczanowe
z PAPS na odpowiednie podjednostki weglowodanowe. Wydaje sie, ze
miejsce wprowadzenia grupy siarczanowej determinuje takie czynniki jak
konformacja fancucha polisacharydowego, jego dtugo$é, sekwencja mono-
sacharydow, a nawet rodzaj zwigzanej komponenty polipeptydowej (145).
Za tym, ze wbudowywanie reszt siarczanowych nastepuje wytgcznie na po-
ziomie tancucha polisacharydowego przemawiajg préby syntezy glikozo-
aminoglikanéw w hodowlach tkankowych w nieobecnosci PAPS (162, 164)
oraz w obecnos$ci znakowanych siarczandw monosacharydéw (142, 175).

Sulfonowanie reszt aminowych glukozaminy heparyny i siarczanu he-
paranu zachodzi na drodze enzymatycznej wymiany grupy acetylowej na
siarczanowg (163). Wykazano to w trakcie syntezy polisacharydu z UDP-
-glukuronianu i znakowanej w grupie acetylowej N-acetyloglukozoaminy.
W nieobecnosci PAPS powstawat polimer N-acetylowany, w obecnosci, na-
stepowata wymiana grup acetylowych na siarczanowe. Liczba wprowa-
dzonych reszt S04 ktéra jak juz wspomniano moze by¢ rézna, zalezy praw-
dopodobnie od stezenia aktywnego siarczanu.

Biosynteza glikozoaminoglikanow jest SciSle zwigzana z syntezg kompo-
nenty biatkowej. Struktura tancuchéw polipeptydowych determinuje nie-
watpliwie zardwno rodzaj, dtugosé, jak i liczbe powstajgcych jednostek
polisacharydowych wchodzacych w skiad czasteczki proteoglikanu. Procesy
te nie zostaty jednak dotychczas wyjasnione i sg przedmiotem dalszych in-
tensywnych badan.

11.3. Drogi rozpadu glikozoaminoglikanéw

Katabolizm glikozoaminoglikandéw rozpoczyna sie prawdopodobnie pro-
teolitycznym rozpadem polipeptydowego tancucha proteoglikanow, w wy-
niku czego uwalniajg sie polisacharydy zawierajgce jeszcze niewielkg reszte
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aminokwasowa. Sg one wydalane w formie niezmienionej, badz rozktadane
dalej do odpowiednich oligosacharydéw. Obecno$é enzymoéw katalizuja-
cych rozpad glikozoaminoglikanéw wykazano w wielu bakteriach i jadach
(104) oraz w wielu tkankach zwierzecych. W tych ostatnich sg one zlokali-
zowane gtownie w lizosomach komérek tkanki tgcznej (77, 192) i réznig sie
aktywnoscia, specyficznoscig substratowg i zakresem optimum pH. Miejsce
dziatania hydroliz bioracych udziat w katabolizmie glikozoaminoglikandw
przedstawia rycina 5.

(o=
(H NH
R-CH
® o £=0
lﬂ

NC-

S & Rt B e

HNAc

HC-R

Cr o rm

HNAC

Ryc. 5. Miejsce dziatania enzyméw katabolizmu proteoglikanéw tkankowych na przy-
ktadzie chondroityno-4-siarczanu (wg 17);

1. Hialuronidaza, 2. chondroitynosulfohydrolaza, 3. P-glukuronidaza, 4. N-acetylo-|3-hekso-
zoaminidazy, 5. katepsyna, 6. kwasne karboksypeptydazy.

Hialuronidazy (EC 3.2.1.35) dzialajg najsilniej na kwas hialuronowy,
chociaz katalizujg takze rozpad wigzania * (1—4) glikozydowego chondroi-
tynosiarczanéw (70, 165, 167); nie dziatajag natomiast lub tylko w bardzo
matym stopniu na tancuchy siarczanu dermatanu, siarczanu keratanu, siar-
czanu heparanu heparyny (79, 130). Enzymy katalizujace specyficzng de-
gradacje chondroitynosiarczanéw wykryto u bakterii Proteus vulgaris
i Flavobacterium heparinicum (35, 64, 119). W indukowanych hodowlach
tych ostatnich udato sie wykazac¢ aktywno$é heparanidazy specyficznej wo-
bec heparyny i siarczanu heparanu (31, 68).

Degradacja powstatych oligosacharyddéw przebiega przy udziale en-
zymow katalizujgcych rozpad wigzan 6 (1-3) i @ (1-4) glikozydowych; P-N-
-acetylo-D-glukozaminidazy (EC 3.2.1.30), (3-D-glukuronidazy (EC 3.2.1.31)
i (3-D-galaktozydazy (EC 3.2.1.23). Wydaje sie, ze enzymy te sg specyficzne
wytacznie wobec rozbijanego wigzania i mogg by¢ wspdlne dla oligosacha-
rydéw pochodzacych z réznych przemian ustrojowych.

Stosunkowo mato wiadomo na temat aktywnosci i sekwencji dziatania
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sulfataz. Najlepiej poznana chondroitynosulfataza (EC 3.1.6.4) wydaje sie
wykazywac pewng specyficzno$é wobec miejsca podstawienia grupy siar-
czanowej (57, 195). Nie wiadomo czy fakt wydalania z moczem w wigkszosci
sulfonowanych poli- i oligosacharyddéw wynika z niskiej aktywnosci sulfa-
taz tkankowych czy tez z wtérnej estryfikacji reszt kwasu glukuronowego.
Te ostatnig mozliwos¢ sugeruje fakt, ze niektére etapy degradacji faficucha
polisacharydowego wymagajg wczesniejszego uwolnienia reszt siarczano-
wych. Wykazano np., ze rozpad siarczanu keratanu do galaktozy i N-ace-
tyloglukozoaminy pod wptywem wyciggu z watroby Charonia lampas prze-
biega przez etap desulfatacji tancucha polisacharydowego.

Uktady enzymatyczne biorgce udzial w katabolizmie glikozoaminogli-
kandw, podobnie jak struktura chemiczna tych zwigzkéw, wydaje sie by¢
bardzo niejednorodne i skomplikowane. Z drugiej strony, wydaje sie, ze
heterogennos$¢ ta stanowi dodatkowy czynnik regulacyjny, umozliwiajacy
sterowanie metabolizmem glikozoaminoglikanéw w sposéb optymalnie za-
bezpieczajgcy ich funkcje w tkance tgcznej.

11.4. Szybkos$¢ obrotu glikozoaminoglikanow

W przeciwienstwie do upostaciowanych pozakomoérkowych skiadnikow
tkanki tgcznej, charakteryzujacych sie wolnym rytmem odnowy, glikozo-
aminoglikany odznaczajg sie duzg aktywnos$cig metaboliczng. Szybkos¢ syn-
tezy i rozpadu glikozoaminoglikanéw zalezy od ich rodzaju, a w jeszcze
wiekszym stopniu od wieku i rodzaju badanych tkanek.

Badajac in vivo szybkos$¢ inkorporacji MC-glukozy i I-siarczanu do
glikozoaminoglikanéw aorty, Kresse i Buddecke (93) okreslili
wzgledng szybkos$¢ syntezy réznych komponent. Przyjmujac 1,0 dla siar-
czanu dermatanu, wynosita ona 1,9 dla kwasu hialuronowego, 0,9 dla siar-
czanu heparanu i 0,4 dla chondroitynosiarczanéw. Podobnie, wyzszg szyb-
kos¢ syntezy kwasu hialuronowego wykazano w skorze dojrzatych kroli-
kow i szczuréw (128) oraz w tkance mdézgowej (117). Okazato sie jednak,
ze w tkankach embrionalnych, charakteryzujgcych sie szybkg syntezg i de-
pozycja kolagenu, réwniez szybko$¢ syntezy siarczanu dermatanu i chon-
droitynosiarczan6w przewyzsza szybko$¢ syntezy kwasu hialuronowe-
go (52).

W badaniach inkorporacji znakowanej glukozy i siarczanu do glikozo-
aminoglikanéw chrzgstki wykazano r6zng szybkos$¢ obrotu nawet w obrebie
jednego typu (87, 137, 149). Stwierdzono np., ze w chrzastce zebrowej ciele-
cia (88) i chrzastce ucha (7) istniejg co najmniej dwie pule chondroityno-
siarczan6w charakteryzujace sie nie tylko rézng wielkosScig czastek i roz-
nym stopniem sulfonowania, ale i r6znym rytmem odnowy. Fakt ten deter-
minuje zapewne réwniez odmienne funkcje biologiczne.

Jak dalece zréznicowane sg procesy syntezy i degradacji $wiadczg ba-
dania izotopowe prowadzone w hodowlach komérkowych (27, 32, 57, 153).
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Wykazano, ze nawet w réznych klonach tych samych komérek obserwuje
sie istotne roznice w szybkosci inkorporacji znakowanych prekursoréw do
tych samych rodzajéw polisacharydow. Ta wielka ,,elastycznos¢” w prze-
mianach glikozoaminoglikanéw oraz mozliwo$¢ wielokierunkowej regulacji
przemian, jakkolwiek nie zostata jeszcze catkowicie poznana, wigze sie
niewatpliwie z ich réznorodnymi i waznymi funkcjami biologicznymi.

I11. Rola biologiczna glikozoaminoglikanow

I11.1. Rozmieszczenie glikozoaminoglikanéw w tkance tgcznej

Omawiajgc zawartos¢ i sktad glikozoaminoglikanéw w tkankach i pty-
nach ustrojowych nalezy pamieta¢ o trudnosciach metodycznych zwigza-
nych z ich oznaczaniem i rozdziatem. Oznaczanie heksozoamin lub kwaséw
uronowych w preparatach nieoczyszczonych jest nieadekwatne z uwagi na
obecno$¢ sacharydoéw pochodzacych z innych sktadnikéw tkankowych i in-
terferencje biatek. Podobne zastrzezenia dotycza metod opartych na zja-
wisku metachromazji biekitu toluidynowego (84, 109). Niemniej jednak,
osiggniety w ostatnich latach postep metodyczny w zakresie izolowania,
oczyszczania i rozdziatu glikozoaminoglikanow (14, 131, 176, 178) umozli-
wit bardziej precyzyjne badanie tych zwigzkéw w tkance facznej.

Zawartos$¢ glikozoaminoglikandw w r6znych rodzajach tkanek przedsta-
wiono w tabeli 4.

Tabela 4
Zawartos¢ glikozoaminoglikanéw w tkankach

Tkanka Glikozoaminoglikany

- . Pismiennictwi
w %suchej odtt. tkanki ISmiennictwo

Chrzastka 8,9 —25,0 96, 112, 176
Jadro miazdzyste 13,2 —14,8 18, 47

Rogowka 22 — 54 144, 176
Twardéwka 0,3 — 0,9 140
Aorta 07- 14 38, 176, 179
Prostata 0,43— 2,4 117
Skéra 0,22— 0,70 15, 91, 176
Sluzéwka 0,25— 0,56 74
Nerki — rdzen 0,88— 1,55 71

kora 0,11— 0,13

Niezaleznie od r6znic narzadowych, obserwuje sie znaczne réznice ga-
tunkowe (38, 62), a przede wszystkim réznice determinowane wiekiem.
W niektorych tkankach jak np. skory, chrzastki, tkanki mézgowej (15, 39,
180, 195) ogolna zawarto$¢ glikozoaminoglikanéw spada, podczas gdy w
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innych, np. w rogéwce i tkance naczyh krwiono$nych wzrasta w procesie
starzenia (3, 137, 144, 158, 179). W S$cianie naczyniowej stwierdzono istotne
réznice w zawartosci glikozoaminoglikanédw w warstwie $rodkowej i we-
wnetrznej, w naczyniach tetniczych i zylnych oraz miedzy tetnicami réz-
nych obszaréw ciata (28, 95, 114, 136, 137).

Stosujgc coraz bardziej precyzyjne metody rozdziatu glikozoaminogli-
kanow tkankowych, stwierdzono, ze rozne tkanki zawierajg rozne typy
polisacharydéw w zmiennych proporcjach. Skiad glikozoaminoglikanow
niektorych tkanek przedstawiono w tabeli V.

Okazuje sie, ze sktad ten nie jest staty i ulega dynamicznym zmianom
w procesie rozwoju i fizjologicznego starzenia. Wykazano np, ze w skdrze
embrionéw 75% glikozoaminoglikandw stanowi kwas hialuronowy, okoto
15% chondroityno-4- i 6-siarczany a zaledwie 10% siarczan dermatanu.
W skorze zwierzat dorostych zawarto$¢ siarczanu dermatanu wzrasta do
60%, podczas gdy zawarto$¢ kwasu hialuronowego istotnie spada (107).
Przesuniecia w procentowej zawartosci chondroityno-4-siarczanu, siarcza-
nu keratanu i chondroityno-6-siarczanu obserwowano w procesie starzenia
chrzastki (12, 65, 80, 166). Wzrost zawartosci siarczanu keratanu przy
spadku glikozoaminoglikanéw bezsiarkowych obserwowano w czasie ro-
zwoju rogéwki zarodkow kurzych (144).

Liczne prace poswiecono badaniom sktadu glikozoaminoglikanéw aorty
(81, 89,113,156,179). Jakkolwiek publikowane wyniki nie sg zgodne, co moze
wynikaé zaréwno z réznic metodycznych jak i niejednorodno$ci materiatu,
wydaje sie, ze i w tej tkance w przebiegu fizjologicznego starzenia dochodzi
do zmniejszenia zawartosci kwasu hialuronowego i siarczanu heparanu,
przy wzroscie siarczanu dermatanu i chondroityno-siarczandw.

Ogolnie, w procesie fizjologicznego starzenia obserwuje sie spadek pro-
centowej zawartosci kwasu hialuronowego oraz obnizenie stosunku gliko-
zoaminoglikanéw do pozostatych pozakomdrkowych sktadnikéw tkanki
tacznej, gtdwnie kolagenu (22). Jest to prawdopodobnie wyrazem zmienia-
jacych sie z wiekiem wiasnosci i funkcji tkanek.

I11. 2. Funkcje biologiczne glikozoaminoglikanéw

Funkcje biologiczne glikozoaminoglikanéw tkanki tagcznej rozpatrywane
sg w aspektach ich udziatu w nastepujgcych procesach:

1) fibrylogenezy i stabilizacji pozakomérkowych wiékienkowych skiad-
nikéw tkanki

2) kalcyfikacji tkanki tgcznej kosci i chrzastki

3) interakcji i depozycji substancji endo- i egzogennych przenikajgcych
do tkanki tacznej ze Srodowiska

4) regulacji uwodnienia tkanek

5) krzepniecia i fibrynolizy
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Glikozoaminoglikany tworzg in vitro kompleksy z rozpuszczalnym kola-
genem powodujac jego precypitacje (72, 121, 180). Przebieg tych reakcji
zalezy od szeregu czynnikéw takich jak rodzaj glikozoaminoglikanéw, sita
jonowa i pH $rodowiska i uwarunkowany jest prawdopodobnie silnie ujem-
nym tadunkiem polisacharydu. Jakkolwiek mechanizm tych reakcji w wa-
runkach in vivo jest mniej pewny i bywa oceniany krytycznie (82), do-
tychczasowe badania (124, 136, 190) wydajg sie wskazywac, ze przynaj-
mniej niektore glikozoaminoglikany moga inicjowaé agregacje czasteczek
tropokolagenu zapoczatkowujgcg tworzenie fibryli. Zagadnienie czy od-
dziatywanie glikozoaminoglikanéw zalezy wytacznie od ich tadunku, czy
tez wiaze sie z tworzeniem jonowych lub kowalencyjnych potgczen posred-
nich, nie zostato dotychczas wyjasnione.
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Ryc. 6. Schemat komplekséw kolagenoglikoproteidoproteoglikanowych w tkance

facznej wg Jacksona i Bentleya (73)
a) witokna kolagenowe, b) polipeptydowe taricuchy glikoproteidéw, c) weglowodanowe tan-
cuchy boczne, d) rdzen biatkowy proteoglikanéw, e) polisacharydowe tancuchy glikozoamino-

glikanow.

Rola glikozoaminoglikanow, a wiasciwie proteoglikanéw, w stabilizacji
sieci widkienkowej tkanki, polega¢ ma na elektrostatycznym ,spinaniu”
duzych fibryli powstatych w wyniku interakcji kolagenu i glikoproteidow.
Hipotetyczny model takiej struktury, przedstawiony na rycinie 6, zapro-
ponowany zostat przez Jacksona i Bentleya (73), a jego potwier-
dzeniem wydaje sie by¢ miedzy innymi stata obecno$é weglowodanow
w preparatach kolagenu.

Stwierdzona ostatnio zalezno$¢ wiasnosci mechanicznych tkanki od sto-
sunku kolagenjglikozoaminoglikany wskazuje roéwniez na udziat tych
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zwigzkéw w organizacji uporzadkowanej struktury przestrzennej tkanki
tacznej. Dodatkowym elementem zabezpieczajagcym mechaniczng wytrzy-
mato$¢ substancji podstawowej moze byé wzajemna interakcja proteogli-
kanow, na co wskazuje wykazana ostatnio ich zdolno$¢ do agregacji
(54, 182).

Poglady na udziat glikozoaminoglikanéw w procesie mineralizacji tkan-
ki sg sprzeczne (20, 78). Fakt, iz odktadanie fosforanu wapnia jest hamo-
wane przez chondroityno-siarczany (21, 33) sugeruje, ze sg one inhibitorami
mineralizacji. Z drugiej strony, obserwuje sie wzrost zawartosci glikozo-
aminoglikanéw w tkankach w okresie kostnienia (22, 188). Wykazano row-
niez, ze czynniki hamujgce mineralizacje reaguja z chondroityno-siarcza-
nami (132, 169). Na podstawie ostatnich badan (37, 40, 143, 187) mozna
przypuszczaé, ze udziat glikozoaminoglikanéw w procesie mineralizacji
tkanki wiaze sie z pewnymi zmianami w obrebie tancuchow polisachary-
dowych (np. czesciowa degradacja lub desulfatacja), lub nawet z trans-
formacja potaczen polisacharydowo-biatkowych.

Wiasnosci fizyko-chemiczne i uporzadkowane rozmieszczenie glikozo-
aminoglikanéw w substancji podstawowej tkanki tgcznej sprawiajg, ze
przypisuje sie im role jonowymiennikéw biorgcych udziat w aktywnym
transporcie metabolitow przemiany materii (97). W ten sposéb zmiany w
skfadzie glikozoaminoglikanéw moga wptywaé na przenikanie substancji
odzywczych do chondrocytéw, lub hamowaé usuwanie produktéw przemian
komadrkowych (118). Szczeg6lne zainteresowanie budzi interakcja glikozo-
aminoglikanéw z lipidami w aspekcie ich depozycji prowadzacej do wy-
tworzenia zmian miazdzycowych. Powstawanie komplekséw glikozoamino-
glikanéw z |3-lipoproteidami zachodzi in vitro (8, 13, 171); wykazano row-
niez obecno$¢ takich komplekséw w blaszkach miazdzycowych aorty (11,
170). Poniewaz w procesie arterogenezy obserwuje sie istotne zmiany w
zawartosci i sktadzie glikozoaminoglikandw warstwy $rodkowej i we-
wnetrznej $ciany naczyniowej (95, 135, 137) mozna przypuszczaé, ze na tej
drodze dochodzi do patologicznego odktadania (3-lipoproteidéw w tkance
facznej.

Istnieje Scisty zwigzek miedzy stopniem uwodnienia tkanki facznej,
a sktadem glikozoaminoglikanéw. W miare starzenia zmniejsza sie zawar-
to$¢ wody w tkankach (4, 168) co nie zawsze wigze sie z obnizeniem catko-
witej ilosci glikozoaminoglikandw. Zdolno$¢ hydratacji determinowana ma
by¢ przede wszystkim przez zawarto$¢ kwasu hialuronowego (22, 127),
a takze inne czynniki, np. stopien polimeryzacji glikozoaminoglikandw,
ich tadunek itp. W tkankach o duzej zawartosci glikozoaminoglikanéw ob-
serwuje sie wyzsze stezenie kationéw, gtdwnie jonu sodowego, niz w ota-
czajacym Srodowisku (52, 53), co pozwala na zatrzymywanie wody. Zmiany
w obrebie glikozoaminoglikanéw, potagczone ze zmiang tadunku moga by¢
czynnikiem regulujacym zdolno$¢ wigzania kationdw, stopiernn uwodnienia,
przepuszczalno$é oraz inne funkcje biologiczne tkanki.
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Szczegolnie interesujacy, jakkolwiek mato zbadany jest udziat glikozo-
aminoglikanéw w procesach krzepniecia i fibrynolizy. Wykazano, ze nie
tylko heparyna, lecz i inne rodzaje glikozoaminoglikanéw hamujg proces
krzepniecia (34, 86, 115). Wedtug Kope¢ i wsp. (92) glikozoaminoglikany
Sciany naczyniowej hamujg precypitacje fibryny i w ten sposéb przeciw-
dziatajg powstawaniu zakrzepdw. Na wiasnosci fibrynolityczne glikozo-
aminoglikanéw zwraca uwage praca Lombardi i wsp. (108).

Zawarto$¢ i sklad glikozoaminoglikandw ulega istotnym zmianom w
procesach patologicznych przebiegajacych w tkance tgcznej i, jak sie wy-
daje, moze mie¢ zwigzek z patogenezg niektdrych schorzen. Omawianie
tych zagadnien przekracza jednak ramy artykutu.

Zasygnalizowane tutaj mozliwe funkcje glikozoaminoglikanéw w tkance
tagcznej sg, podobnie jak ich metabolizm przedmiotem dalszych intensyw-
nych badan. Nalezy mie¢ nadzieje, ze w niedtugim czasie pozwolg one
petniej zrozumie€ role tych interesujacych zwigzkdw i ich znaczenie w or-
ganizmach zywych.
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Znaczenie rozerwania wigzan dwusiarczkowych w procesie
inaktywacji enzymow i hormonéw pod wptywem promieniowania
ultrafioletowego

Role of Disulfide Bond Disruption in Ultraviolet
Inactivation of Enzymes and Hormones

Probable mechanisms of inactivation of some cystine containing enzymes and
hormones under UV-irradiation are reviewed.

Zdaniem wielu autoréw rozerwanie wigzania dwusiarczkowego odgry-
wa zasadniczg role w procesie inaktywacji niektorych enzyméw w czasie
naswietlania, zwtaszcza promieniowaniem ultrafioletowym (7, 8, 10, 12, 29,
30, 40, 54, 58, 64, 66, 70). Inni autorzy modyfikacji reszt aminokwaséw aro-
matycznych przypisujg podstawowa role w pierwotnym procesie inakty-
wacji (5, 44). Zwiekszenie wydajnosci kwantowej rozktadu reszty cystyno-
wej enzymu w obecno$ci tryptofanu i tyrozyny tlumaczg przeniesieniem
energii z grup chromoforowych tych aminokwaséw na cystyne.

I. Korelacja miedzy rozerwaniem wigzan dwusiarczkowych cystyny
a inaktywacja enzymu

Badania fotochemicznej inaktywacji enzymow prowadzone w wielu la-
boratoriach wskazywaty na zwigzek miedzy obnizeniem biologicznej ak-
tywnosci enzymu a wzrostem liczby grup sufhydrylowych uwalnianych
w czasie naswietlania (6, 7, 8, 9, 10, 44, 54). Nie wszyscy jednak autorzy
wyciggali stad wniosek, iz rozerwanie wigzania —S—S— jest pierwotnym
procesem inaktywaciji.

Wedtug Mc Larena enzym ulega inaktywacji, gdy ktérykolwiek
z jego komponentéw aminokwasowych traci swa identycznos¢ chemiczna,
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a wydajno$¢ kwantowa procesu inaktywacji moze by¢é z gory okreslona
droga sumowania wydajnosci kwantowych odniesionych do poszczeg6lnych
reszt aminokwasowych (54, 56).

W przypadku jednak biatek zawierajagcych cystyne poglad ten okazat
sie niestuszny (30). Wykazano bowiem, ze kwant promieniowania absorbo-
wany bezposrednio przez cystyne moze byé dziesie¢ razy tak efektywny
w obnizeniu aktywnosci jak kwant absorbowany bezpos$rednio przez inne
aminokwasy wchodzace w sktad enzymu (66). Stwierdzono ponadto, ze nie
wszystkie reszty cystynowe obecne w hiatkach sg fotochemicznie réwno-
cenne (11, 40, 39), co potwierdzity doswiadczenia przeprowadzone na zwigz-
kach modelowych (28, 32). Znakowanie wolnych grup -SH na drodze reak-
cji z kwasem jodooctowym-CH4 pozwolito stwierdzi¢, ze sposrdd czterech
wigzan dwusiarczkowych w czasteczce rybonukleazy rozerwaniu ulegto
tylko jedno lub dwa (8). Nasuneto sie wiec przypuszczenie, iz zmiany foto-
chemiczne zachodzace w poszczegdlnych resztach cystynowych nie sg przy-
padkowe lecz $cisle okreslone.

Wzrost czutosci fotochemicznej niektérych reszt cystynowych w biat-
kach prébowano wyjasni¢ obecnoscig reszty aminokwasu aromatycznego
w bezposrednim sasiedztwie reszty cystynowej. W biatkach zawierajacych
tryptofan wydajnos¢ kwantowa rozerwania cystyny moze by¢é ponad piec
razy wieksza niz dla wolnej cystyny. D ose i wsp. thumaczyli to oddziaty-
waniem na cystyne wzbudzonego tryptofanu, ktéry miatby spetniac¢ role
donora elektronu (30). Hipoteza ta postawiona zostata w oparciu o fakt, iz
liczba grup -SH utworzonych przez rozerwanie cystyny jest okoto cztery
razy wieksza w przypadku biatek zawierajgcych tryptofan (lizozym i tryp-
syna) niz w rybonukleazie i insulinie. Role wzbudzonego tryptofanu jako
donora elektronu potwierdza jego oddziatywanie z tlenem (24, 61). Pod nie-
obecnos$¢ tlenu cystyna moze spetniaé role akceptowg elektronu. W biat-
kach zawierajagcych tryptofan energia wzbudzenia innych aminokwasow
aromatycznych jest przynajmniej czeSciowo przenoszona na czasteczki
tryptofanu, ktére nastepnie moga reagowaé wtdrnie z sgsiednimi resztami
cystyny (30). Dalsze prace D ose potwierdzaty wzrost wydajnosci kwan-
towej rozktadu cystyny w obecnosci tryptofanu. Autor naswietlat promie-
niowaniem o dtugosci fali 254nm roztwdr wolnej cystyny z dodatkiem
tryptofanu (31). Otrzymane wyniki obrazuje tabela 1

Wydajnos¢ kwantowa catkowitego rozpadu cystyny @s.s (tabela 1, ko-
lumna 2) i zmniejszenie stezenia cystyny spowodowane redukcjg wigzania
S-S 0ss(red) (kolumna 3), sg obliczone w oparciu o liczbe kwantéw zaabsor-
bowang przez catkowity ilos¢ cystyny. Jak wida¢ wzrost wydajnosci rozkita-
du cystyny w obecnosci tryptofanu jest gtownie spowodowany zwieksze-
niem sie ilosci zredukowanych wigzan S-S. Jesli wzrost wydajnosci roz-
ktadu cystyny, obserwowany w przypadku dodania tryptofanu do roztworu
cystyny jest zwigzany z dziataniem kwantu pierwotnie absorbowanego przez
uktad aromatyczny tryptofanu (uklady aromatyczne posiadajg duzg ab-
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sorpcje w pasmie 254nm), wydajnos$¢ tego kwantu w rozkiadzie cystyny
mozna przedstawié¢ rownaniem:

_ fs-s($s-5s—0,12)
fA
fs.s i fAsg to ilosci Swiatta zaabsorbowanego przez cystyne i aromatyczny
aminokwas (kolumna 7i 8), " s.s jest to wydajnos¢ kwantowa rozktadu oys-
styny, 0,12 — wydajno$¢ kwantowa rozpadu wolnej cystyny.

Dodatek tyrozyny do naswietlanego roztworu cystyny powoduje wzrost
rozktadu cystyny o okoto 20°/o. Natomiast dodatek fenyloalaniny, réwniez
posiadajacej pierscieri aromatyczny, nie wptywa w sposéb zauwazalny na
fotochemiczng degradacje cystyny (31).

Ciekawym uzupetnieniem hipotezy proponowanej przez Dose sg wnioski
wyptywajace z badan Grossweinera i Usui (44). Doswiadczenie
prowadzone technikg fotolizy btyskowej z wodnym roztworem lizozymu
wykazaty, ze poczatkowymi produktami fotochemicznego rozkiadu tego
enzymu s3: hydratowany elektron e;;, produkt utlenienia reszty tryptofa-
nowej Try+ oraz zwigzek addycyjny elektronu z mostkiem dwusiarczko-
wym (—S—S—). Por6wnanie poczatkowej wydajnosci Try+ w lizozymie
i w mieszaninie odpowiadajacych mu wolnych aminokwaséw wykazato, ze
reszta tryptofanowa w enzymie jest fotolitycznie jonizowana z wydajnoscig
okoto 5 razy nizszg niz wodny roztwor wolnego tryptofanu. Autorzy wnio-
skowali wiec, ze sposrdd szesciu reszt tryptofanowych zawartych w tym
enzymie, tylko jedna lub najwyzej dwie dostarczajg elektronu. Poniewaz
hydratacja odszczepionego elektronu mozliwa jest tylko wtedy, kiedy fo-
tochemicznie reaktywne reszty tryptofanowe znajdujg sie w bezposred-
nim kontakcie z woda, w oparciu o znajomos¢ strukturalnej budowy lizo-
zymu (16, 17), mozna przypuszcza¢, iz fotomodyfikacji ulegajg reszty:
Try-62, Try-63 i Try-123. Reszty 62 i 63 znajdujg sie w aktywnym centrum
enzymu, fotoliza za$ chocby jednej z nich spowoduje inaktywacje enzymu.
W takim przypadku przytgczenie elektronu do mostkéw dwusiarczkowych
reszt cystynowych nie bytoby pierwotng przyczyng inaktywacji lizozymu.

Gdyby jednak zatozy¢, ze przytaczenie elektronu do mostkow dwu-
siarczkowych reszt cystynowych jest pierwotng przyczyng inaktywacji en-
zymu, wolwczas wydajnos¢ kwantowa inaktywacji winna by¢ zalezna od
obecnosci wprowadzonych do Srodowiska reakcji substancji wychwytujg-
cych elektrony, takich jak tlen lub jony wodorowe. Doswiadczenia Gross-
weinera i Usui nie wykazaly takiej zaleznosci w przypadku naswietlania
lizozymu (rys. 1), co jest argumentem przemawiajgcym za tym, iz fotoli-
tyczna modyfikacja reszt tryptofanowych jest pierwotnym procesem foto-
inaktywacji lizozymu. Whniosek ten pozostaje w zgodzie z obserwacjg bra-
ku inaktywacji enzymu pod wptywem promieniowania jonizacyjnego, kt6-
rego jedynym efektem byto przylaczenie elektronu do wigzania —S—S—
(3). Przyktad lizozymu moze nie by¢ typowy dla procesu inaktywacji in-
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nych enzyméw, ze wzgledu na wysoka absorpcje promieniowania przez
chromofory (szes¢ reszt tryptofanowych), z ktérych potowa lezy w aktyw-
nym centrum enzymu.
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Rys. 1. Inaktywacja 17ndM roztworu lizozymu przy naswietlaniu lampa ksenonowga (44);
e —pH 93 (roztwdér nasycony powietrzem), o a—pH 3,2 (roztwdér odpowietrzony), o b —pH 9,3
(roztwér odpowietrzony)

W rozwazaniach nad fotochemiczng inaktywacjg enzymow zastanawia-
no sie, jak wptywa zniszczenie drugorzedowej i trzeciorzedowej struktury
biatka na wydajnos¢ kwantowa procesu inaktywacji (37). Badajac efekt
dziatania czynnikow denaturujgcych biatka na wydajnosé kwantowg pro-
cesu inaktywacji trypsyny przez promieniowanie nie uzyskano wynikow
jednoznacznych (8, 30, 37, 38, 59). Zaproponowano zatem dwa prawdopo-
dobne mechanizmy inaktywacji trypsyny (37, 38); jeden zalezny od kon-
formacji biatka i zwigzany z absorbcjg fotondw przez reszty cystynowe;
drugi od konformacji niezalezny, zwigzany z absorpcjg fotonéw przez
reszty aromatyczne.

Il. Specyficzne dziatanie promieniowania UV

W ogélnych rozwazaniach nad inaktywacja enzyméw pod wplywem
promieniowania UV, promieniowania jonizacyjnego, a takze pod wplywem
ogrzewania, Augenstein (7) rozpatruje szeS¢ modeli mechanizmoéw
reakcji. Celowym wydaje sie zatem poréwnanie proponowanego udziatu
wigzan dwusiarczkowych na tle innych reakcji.

Model I. Inaktywacje enzymu wywotuje kazda wyrazna zmiana zacho-
dzgca w ktérymkolwiek z tafcuchéw bocznych reszt aminokwasowych,
wchodzacych w skiad aktywnego centrum.

Model Il. Proces inaktywacji moze by¢ wywotany rozerwaniem jednego
lub kilku typoéw wigzan; energia wzbudzenia ulegajgca przeniesieniu
wzdtuz tancucha polipeptydowego moze powodowaé przypadkowe rozer-
wanie wigzan kowalencyjnych. Energia odpowiadajgca liczbie rozerwanych
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jednocze$nie wigzan wodorowych moze pozostawa¢ w pewnej korelacji
z liczbg wigzan kowalencyjnych odtwarzajacych sie, albo z tendencjg roz-
dzielania sie rozerwanych fancuchéw polipeptydowych. Inaktywacja foto-
chemiczna enzymu moze by¢ juz wywotana energig kwantu promieniowa-
nia UV wynoszaca okoto 5eV, zniszczenie wigzan dwusiarczkowych odgry-
wa istotng role.

Model I1l. Tworzenie sie¢ wolnych rodnikéw moze byé waznym czynni-
kiem w oddziatywaniu promieniowania na biatka.

Howard-Flanders (47) wyraza poglad, ze rodniki R' tworzgce
sie w wyniku odszczepienia atomowego wodoru bedg w pewnych wypad-
kach zdolne restytuowac aktywnos$¢ biologiczng czasteczki, dopdki ich re-
akcje z dwurodnikami takimi jak Ozlub NO nie uczynig przemiany nieod-
wracalnej, np.

RH + promieniowanie->R*

R’+ 0 2lub NO->ROO* lub RNO* (czasteczka nieaktywna)

R*+donory atoméw H->-RH (czasteczka aktywna).

Rodnikowi R* przypisuje sie przy tym role takg samg jakg spetniatby
niesparowany elektron atomu wegla na jednym z orbitali molekularnych
W czasteczce. Interesujgcg jest interpretacja Blumenf elda i Kai-
mansona (18, 19), ktéra przyjmuje lokalizacje wolnego elektronu na
wigzaniu —S—S— w biatkach z utworzeniem rodnika R*.

Model IV. Promieniowanie jonizujace wywotuje zdaniem Platzma-
na i Francka (62) nie tylko zniszczenie stabych oddziatywan elektro-
statycznych (takich jak wigzania wodorowe) ale znaczng degradacje struk-
tury czasteczki.

Model V. Inaktywacja enzymu jest rezultatem kolejnych i specyficz-
nych zmian w konformacji czgsteczki, zachodzgcych prawdopodobnie w ob-
rebie stabych wigzan dwusiarczkowych oraz innych wigzan wewnatrzcza-
steczkowych, decydujacych o utrzymaniu charakterystycznej topografii
aktywnego centrum czasteczki.

Rozerwanie wszystkich tych wigzan w aktywnym centrum jest przy-
czyng nieodwracalnej inaktywacji enzymu, podczas gdy zniszczenie tylko
czesci z nich moze mie¢ charakter odwracalny, aktywno$¢ enzymu moze
zosta¢ przywrocona w wyniku proceséw odtwarzajacych pierwotna struk-
ture. Model ten przypisuje szczeg6lng role wigzaniom —S—S—, ale w od-
réznieniu od modelu 1V-tego bynajmniej nie zaktada ,totalnego” udziatu
tych wigzan w procesie inaktywacji, chyba ze wszystkie reszty cystynowe
posiadajg istotne znaczenie dla aktywnosci enzymu.

Model VI. Model ten odnosi sie gtdwnie do proceséw radiolizy biatek.
Mason (55) wyraza poglad, ze wzbudzone stany trypletowe jako diuzej
»Zyjace” niz inne stany sa istotnymi stanami posrednimi w procesie inak-
tywacji enzyméw. Konfiguracja biatka odpowiadajgca tym stanom wzbu-
dzonym moze jego zdaniem byé uwazana jako forma izomeryczna, badz
tautomeryczna pierwotnej czasteczki; stad osiggniecie przez czasteczke
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wzbudzonych stanéw trypletowych moze prowadzi¢ do zmian w strukturze
wtdrnej, wiaczajac w to zmiany decydujace o inaktywacji.

Sposrdd promieniowan rdznego typu najbardziej specyficznie dziata
promieniowanie ultrafioletowe. W przypadku naswietlania wodnych roz-
tworéw enzymow promieniowaniem X, inaktywacja spowodowana jest bo-
wiem praktycznie dziataniem posrednim. Rodniki powstate z wody pod
wptywem tego promieniowania atakujg czgsteczke enzymu (63). W czasie
naswietlania promieniowaniem UV, o odpowiednio dobranej dtugosci fali,
energia jest bezposrednio absorbowana przez czasteczke biatka. Absorpcja
biatek w pasmie 300 do 250nm jest zasadniczo taka sama jak skiadowych
aminokwaséw (wigzanie peptydowe tylko w niewielkim procencie absor-
buje promieniowanie w tym zakresie) i jest spowodowana obecnoscig ami-
nokwasdw aromatycznych i cystyny, poniewaz grupami chromoforowymi
sg tu uktady aromatyczne i wigzanie —S—S— (15, 20, 46).

A, nm

Rys. 2. Widma absorpcyjne: tryptofanu (a), tyrozyny (b), fenyloalaniny (c), cystyny (d),
cysteiny (e) przy neutralnym pHwg McLarena i Shugara (60).

Rysunek 2 przedstawia widma absorpcyjne tryptofanu, tyrozyny, feny-
loalaniny, cysteiny i cystyny przy neutralnym pH (60).

I1l. Wygaszanie fluorescencji biatek przez wigzania dwusiarczkowe

Fluorescencja biatek zwigzana jest z obecnoScig reszt tryptofanowych
i tyrozynowych w czasteczce biatka, przy czym udziat tryptofanu w wid-
mie fluorescencyjnym biatka jest dominujacy (72, 22, 52).
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Obecnos¢ grup dwusiarczkowych w biatku powoduje wygaszenie fluo-
rescencji biatka (25, 68, 71). Spostrzezenia te sugerowaty, iz nastepuje
przeniesienie energii z pierscienia aromatycznego tyrozyny lub tryptofanu
na atom siarki. Problem ten rozpatrywat Cowgill na szeregu zwigzkow
modelowych i peptydéw (26, 27). W serii do$wiadczen z insuling i rybonu-
kleazg badat zmiany fluorescencji pochodzacej tylko od reszty tyrozyno-
wej. Redukcja wigzan dwusiarczkowych w rybonukleazie i insulinie po-
wodowata wzrost fluorescencji, przy czym zmiana fluorescencji byta wiek-
sza w przypadku rybonukleazy niz insuliny; ttumaczy¢ to mozna tym, ze
rybonukleoza w poréwnaniu z insuling posiada wiecej reszt tyrozynowych
potozonych w sigsiedztwie wigzan dwusiarczkowych.

Badajac widmo fluorescencyjne oksytocyny Cowgill stwierdzit, ze
nie zmienia sie ono po zredukowaniu wigzania —S—S—, natomiast flu-
orescencja znacznie wzrasta po catkowitej hydrolizie oksytocyny (pochodzi
od wolnej tyrozyny) (26). Nasuwa sie wiec wniosek, iz w czasie wzbudzenia
oksytocyny nie zachodzi przeniesienie energii z reszty tyrozynowej na sg-
siednie wigzanie dwusiarczkowe.

Badania widm fluorescencyjnych biatek wykazaty réwniez, ze widmo
fluorescencyjne reszty tyrozynowej jest prawie takie samo w wiekszosci
biatek. Natomiast fluorescencja reszty tryptofanowej jest r6zna w roz-
nych biatkach, a ponadto zalezy wyraznie od $rodowiska, miedzy innymi
od statej dielektrycznej rozpuszczalnika (69). Na podstawie tych obserwacji
zaczeto przypuszczac, iz moze zachodzi¢ przeniesienie energii elektronowej
zaabsorbowanej przez reszte tyrozynowg na reszty tryptofanowe. Celem
udowodnienia tego Longworth (53) przeprowadzit doswiadczenia
z modelowym dwupeptydem (L-tryptofanylo-L-tyrozyna) oraz biatkiem ry-
bonukleazg Tj. Do wzbudzenia uzyt promieniowania o dtugosci fali 278 nm
i 295nm. Swiatto o dtugosci fali 278nm absorbuja zaréwno reszty trypto-
fanowe jak i tyrozynowe, natomiast przy 295nm absorpcja energii $wietl-
nej przez reszty tyrozynowe jest znikomo mata. Poniewaz widma fluores-
cencyjne enzymu rybonukleazy Ti zarowno po wzbudzeniu Swiattem o dtu-
gosci fali 278nm jak i 295nm byty identyczne, Longworth wnioskowat,
Zze emisja promieniowania pochodzi jedynie od reszty tryptofanowej tego
biatka (osiem reszt tyrozynowych, jedna reszta tryptofanowa). Natomiast
identycznos¢ widma wzbudzenia fluorescencyjnego i widma absorpcyjnego
rybonukleazy TI pozwalata przypuszczaé, ze energia absorbowana przez
reszty tyrozynowe ulega przeniesieniu na reszte tryptofanoWg. Podobny
wniosek nasuwaty wyniki badan fluorescencji modelowego dwupeptydu
L-tryptofanylo-L-tyrozyny. Réwniez i w tym przypadku widmo wzbudze-
nia fluorescencyjnego jest identyczne z widmem absorpcyjnym tego pep-
tydu. Poréwnanie widm fosforescencji i fluorescencji tryptofanylotyro-
zyny oraz rybonukleazy Ti wskazuje, ze przeniesienie energii zachodzi od
stanu singletowego tyrozyny na reszte tryptofanowg (53). Longworth
zaobserwowat takze pewne oddzialywanie miedzy stanem trypletowym ty-



[9] ROZERWANIE MOSTKOW S-S 479

rozyny a pobliskim wigzaniem dwusiarczkowym w niektérych enzymach
i peptydach. Analiza widm fluorescencji i fosforescencji L-cystynylo-bis-
-L-tyrozyny, rybonukleazy, a takze oksytocyny pozwala przypuszczaé, ze
bliskie sgsiedztwo wigzania —S—S— utrudnia przejscie reszt tyrozyny
do stanu trypletowego.

IV. Tworzenie si¢ rodnikdw w czasie naswietlania promieniowaniem UV
aminokwasow i enzymoOw zawierajacych siarke

Badania widma elektronowego rezonansu paramagnetycznego pozwolito
stwierdzi¢ powstawanie rodnikdw, w ktérych niesparowany elektron zlo-
kalizowany byt na atomie siarki (34, 35, 50, 51). W czasie naswietlania
krystalicznej cystyny promieniowaniem UV w temperaturze 77°K stwier-
dza sie asymetryczny sygnat EPR, ktérego struktura nie ulega istotnym
zmianom po doprowadzeniu prébki do warunkéw pokojowych i ponownym
oziebieniu do temperatury ciektego azotu (13). Wnioskuje sie stagd o duzej
trwatosci jono-rodnika R—S...S)+—R powstatego przez dyslokacje jedne-
go z wolnych elektronéw siarki. Z cysteiny i homocysteiny w tych samych
warunkach powstaje rodnik R—S*+—H, ktory w temperaturze pokojowej
przeksztatca sie w dwusiarczkowy rodnik cystyny. Przeksztatcenie takie
moze przebiega¢ wedtug nastepujacego schematu: przy podwyzszeniu tem-
peratury rodnik R—S'+—H odszczepia atom wodoru, po czym reaguje
z czasteczka R—SH z uwolnieniem nastepnego atomu wodoru tworzac
dwusiarczkowy jono-rodnik R—(S...S)+—R. W czasie naswietlania cystyny
i cysteiny zaobserwowano réwniez tworzenie wolnych rodnikéw typu
R—S* (34, 35, 49, 50, 51). Naswietlajac suche probki insuliny, rybonukle-
azy, lizozymu w temperaturze pokojowej i temperaturach nizszych, stwier-
dzono powstawanie rodnikéw w obrebie reszt aminokwaséw siarkowych
wchodzacych w skfad tych biatek (13, 36, 50, 51). Gor dy (39) stwierdzit
duze podobienstwo widma elektronowego rezonansu paramagnetycznego
cystyny z widmami otrzymanymi z napromienionych biatek prostych, co
nie moze by¢ wyjasnione procesem rozerwania struktury polipeptydowej,
lecz zlokalizowania niesparowanego elektronu przy atomie siarki. Wyrazit
takze poglad, ze elektrony niesparowane nie sg trwale zlokalizowane na
rodnikach cystynowych pojedynczych reszt aminokwasowych, lecz moga
ulega¢ delokalizacji wzdtuz taincucha polipeptydowego.

Innego typu rodniki powstajg w czasie reakcji fotolizy btyskowej wod-
nych roztworédw cystyny w obecnosci aminokwasow aromatycznych. Ami-
nokwasy te uwalniajg hydratowane elektrony e“ag (41, 42, 45), ktére moga
reagowac z cystyng (1, 2, 43), tworzac jono-rodniki RSSR- *

e;g+ RSSR ------- RSSR- »
Rodniki tego typu pozostajg w stanie rGwnowagi z anionami cysteiny:
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RSSR-- - RS- + RS-

Odwracalny charakter tej reakcji wskazuje, ze cysteina odgrywa w niej
role stabilizatora rodnikow RSSR- e,

Rowniez w czasie naswietlania enzyméw Swiattem ultrafioletowym za-
notowano powstawanie rodnikéw (4, 14, 51) przy czym zaréwno rodzaj jak
i liczba rodnikéw powstajgcych w czasie naswietlania zalezna jest od diu-
gosci fali uzytego promieniowania (5). Powstawaniu rodnikéw towarzy-
szyfa inaktywacja enzymu (33, 57), co wiecej stwierdzono takze wystepo-
wanie liniowej zaleznosci miedzy liczbg wolnych rodnikow a stopniem
inaktywacji enzymu (21, 48).

Androes iwsp. (5 w oparciu o badanie powstawania wolnych rod-
nikbw w enzymach oraz zwigzkach modelowych napromienianych S$wia-
ttem o dlugosci fali A,» 250nm w temperaturze 77°K, zaproponowali trzy
mechanizmy tworzenia sie rodnikow:

1) mechanizm oparty na absorpcji jednego fotonu dla utworzenia jed-
nego rodnika

2) mechanizm oparty na akcji dwéch fotondw powodujacych powsta-
wanie jednego rodnika

3) powstawanie rodnika wymagajgce dziatania wiecej niz dwéch foto-
néw.

Tworzenie sie rodnika po zaabsorbowaniu jednego fotonu moze nastgpic
trzema drogami:

a) bezposrednie tworzenie sie rodnika w absorbujgcej reszcie chromo-
forowej

b) przeniesienie energii (wedtug Foerstera) z absorbujgcego chromoforu
do reszt o nizszych poziomach energetycznych stanéw wzbudzonych i na-
stepujgce po tym utworzenie rodnikéw w sensybilizowanych resztach ami-
nokwasowych

C) przeniesienie energii z absorbujgcego chromoforu lub z sensybilizo-
wanej reszty aminokwasowej na reszte sasiednig, co prowadzi do powsta-
nia rodnika w taficuchu polipeptydowym.

W biatkach zawierajgcych chromofory z dilugo zyjagcymi stanami tryp-
letowymi, a w ktérych aminokwasy aromatyczne nie znajdujg sie w bez-
posrednim sasiedztwie cystyny wolny rodnik powstawaé moze w efekcie
akcji dwoch fotonéw (mechanizm drugi). Zdaniem Adroesa i wsp.
energia absorbowana zaréwno przez reszte tyrozynowg jak i tryptofanowa
prowadzi do powstania tryptofanu w stanie trypletowym. Dla bialek za-
wierajagcych cystyne, tyrozyne i tryptofan (fotoinaktywowanych w warun-
kach podanych wyzej) autorzy proponujg dwa rodnikowe mechanizmy ro-
zerwania wigzania dwusiarczkowego. Je$li w tancuchu polipeptydowym
w bezposrednim sasiedztwie cystyny znajduje sie tyrozyna, dla powstania
rodnika wystarcza zaabsorbowanie jednego kwantu. Natomiast w przypad-
ku odpowiedniego przestrzennego usytuowania cystyny i tryptofanu ro-
zerwanie wigzania zachodzi na drodze mechanizmu dwufotonowego. Po-
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wstate rodniki sg rozne, w zaleznosci od tego na jakiej drodze zostaty
utworzone.
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SPRAWOZDANIA

X Zjazd Polskiego Towarzystwa Biochemicznego

Poznan 21—23 wrzesien 1972

X Zjazd Polskiego Towarzystwa Biochemicznego zorganizowat Oddziat Poznanski
pod protektoratem Zarzadu Giownego. W Zjezdzie wzieto udziat blisko 600 uczestni-
kow z krajowych os$rodkéw biochemicznych oraz 20 z réznych o$rodkéw zagranicz-
nych.

Obrady toczyty sie w ramach sympozjéw na temat ,,Struktura i funkcja kwaséw
nukleinowych” oraz na temat ,,Witasnosci molekuty biatkowej”, a takze w szesSciu
sekcjach tematycznych.

Ogotem wygtoszono 13 referatéw sympozjalnych i 210 krotkich doniesien.

Materialy Zjazdowe: program i tom streszczen zostaly wydane staraniem Komi-
tetu Naukowo-Organizacyjnego w pieknej szacie graficznej. Teksty streszczen refe-
ratow i komunikatéw opublikowano w brzmieniu nadestanym przez autorow.

Otwarcia Zjazdu dokonat prof. dr Lech Dziatoszynski, Brzewodniczacy Komitetu
Naukowo-Organizacyjnego Zjazdu i Brzewodniczacy Oddzialu Polskiego Towarzystwa
Biochemicznego w Boznaniu. W przemodwieniu powitalnym prof. Dziatoszynski po-
dziekowat Wiadzom miasta Boznania za zyczliwg pomoc w organizacji zjazdu, powitat
réwniez Cztonkéw Honorowych Towarzystwa i zaproszonych przez Komitet Nauko-
wo-Organizacyjny Zjazdu zagranicznych wyktadowcoéw: prof. F. Cramera (Géttingen,
NRF), Dr Monique Jacob (Strassbourg, Francja) i prof. A. W. Lisa (Portland, USA).

Brezes Bolskiego Towarzystwa Biochemicznego prof. dr Tomasz Borkowski w
swym przemdwieniu inauguracyjnym powitat wszystkich uczestnikow Zjazdu zyczac
owocnych obrad i mitych kontaktéw osobistych, a takze podzigkowal Kolegom z Bo-
znanskiego Oddziatu Bolskiego Towarzystwa Biochemicznego za trud i sprawnos¢
w organizacji jubileuszowego X Zjazdu Towarzystwa. Brezes Towarzystwa nastepnie
dokonat uroczystego aktu wreczenia dyplomoéw przybytym na otwarcie Cztonkom Ho-
norowym Towarzystwa prof. dr Janinie Opienskiej-Blauth, seniorowi Oddziatu Lu-
belskiego, prof. dr Bronistawowi Filipowiczowi, drugiemu Brezesowi Towarzystwa
i wieloletniemu Brzewodniczagcemu Rady Redakcyjnej kwartalnika ,,Bostepy Bio-
chemii” oraz prof. dr Tadeuszowi Baranowskiemu, organizatorowi Wroctawskiego
Oddziatu BTBioch. i Brzewodniczacemu Komitetu Biochemicznego i Biofizycznego
BAN.*

Wyktad inauguracyjny pt. ,,Funkcja biatka w fazie statej” wygtosit prof. dr Ka-
zimierz Zakrzewski. Wyktad ten otworzyt rownocze$nie obrady zorganizowanego
przez prof. Zakrzewskiego (Warszawa) Sympozjum na temat ,,Wiasciwosci molekuty
biatkowej”. W programie sympozjum wygtoszono nastepujace referaty:

»-Molekularna organizacja biatek miofibrylli”— (Brof. dr Witold Drabikowski,
Warszawa)
* Prof. dr Antoni Dmochowski, senior Oddzialu Towarzystwa w +odzi nie moégt wzigé

udzialu w Zjezdzie z powodu choroby, dyplom Cztonkostwa Honorowego zostat przeto prze-
kazany Mu poprzez Zarzad Oddziatu.

10*
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»Badania poréwnawcze struktury immunoglobin za pomocg pomiaru dyspersji
skrecalnosci optycznej dichroizmu kotowego” — (Prof, dr Jézef Lisowski, Wroctaw)

»Nierozpuszczalne enzymy”— (Dr M. Wellman-Bednawska, wspotautor doc. dr
A. Szewczuk)

Sympozjum na temat: ,Struktura i funkcja wtasciwosci kwaséw nukleinowych”
zorganizowat prof, dr Jerzy Pawetkiewicz (Poznan). W programie sympozjum przed-
stawiono nastepujace referaty:

»Translacja natywnego i zmodyfikowanego RNA faga f2 in vitro” — (Prof. dr
Przemystaw Szafranski, Warszawa)

»Correlation between structure and function of RNA”— (Prof. dr F. Cramer,
Gottingen, NRF)

»The transport of dRNA from the nucleus to the cytoplasm”— (Dr M. Jacob,
Strassbourg, Francja)

»Miedzyczgsteczkowe oddziatlywanie stabilizujgce struktury kwasu rybonukleino-
wego”— (Prof. dr K. L. Wierzchowski)

»Konformacje nukleozydéw, dwunukleotydéw i RNA”— (Dr A. Rabczenko, War-
szawa)

,»Ostatnie osiggniecia w syntezie oligonukleotydéw o okre$lonej sekwencji” —
(Prof. dr M. Wiewiorowski, Poznan)

.,5-hydroxyuridine a component of RNA”— (Prof. A. W. Lis, Portland, USA).

W ramach sympozjum zorganizowano réwniez specjalng uroczysta sesje, ktérej
przewodniczyt Prof. dr T. Borkowski, Prezes Towarzystwa, a w czasie ktérej wyktad
na temat ,,Nukleaza | z kietkéw groszku Mung” wygtosit prof, dr Michat Laskowski,
senior (Buffalo, USA), cztonek Honorowy Polskiego Towarzystwa Biochemicznego.
Dyplom cztonkowstwa Honorowego wreczyt profesorowi Laskowskiemu Prezes Towa-
rzystwa podkreslajac wielkie osiggniecia naukowe, zastugi w ksztatceniu polskich
naukowcow i staty kontakt naukowy z osrodkami biochemicznymi w Kkraju.

W czasie trwania obrad czynne byly wystawy aparatury i odczynnikéw naste-
pujacych firm: Zjednoczenie Wytwoérni Surowic i Szczepionek ,,Biomed”, ,,Reanal”
(Wegry), Beckmann (Austria), Sartorius (NRF), ,,Pharmacia” (Szwecja), Paul Brunning
(Holandia) oraz MSE (Anglia). Cenng inicjatywg wystawcéw zagranicznych byto zor-
ganizowanie cyklu wyktadéw oraz pokazow uzytkowania niektérych sposréd wysta-
wionych aparatéw.

Spotkanie towarzyskie uczestnikéw Zjazdu odbyto sie w salach Patacu Kultury
i Nauki, dato ono sposobnos$¢ do osobistych kontaktéw i dyskusji a takze okazje do
mitej zabawy. Ufundowane przez Wydziat Kultury miasta Poznania przedstawienie
w Operze Poznanskiej byto dla uczestnikéw Zjazdu prawdziwag przyjemnoscig i nies-
podzianka. Wycieczki — jedna szlakiem Piastowskim a druga do Rogalina i Kérnika —
daly mozno$¢ Kolegom z innych stron kraju pozna¢ piekno i kulture Wielkopolski.

Sukces Jubileuszowego X Zjazdu Polskiego Towarzystwa Biochemicznego, spraw-
no$¢ jego organizacji i dobra kolezeniska atmosfera sg niewatpliwie osobistg zastuga
Kolegéw z osrodka poznanskiego, ktorzy nie szczedzili sit, trudu i inwencji, a takze
przyjaznej troski o umilenie uczestnikom Zjazdu pobytu w Poznaniu.

Zofia Zielinska

Miedzynarodowa Konferencja na temat ,,Chemiluminescencja”
Athens, Georgia, USA 10—13 pazdziernik 1972

Na Wydziale Biochemii i Chemii Uniwersytetu Georgia w Athens zostata zor-
ganizowana czterodniowa, druga z kolei Miedzynarodowa Konferencja Cherr.ilumi-
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nescencyjna. Bezposrednimi organizatorami byli wybitni badacze z tej dziedziny, bio-

chemik dr Milton J. Cormier oraz fizyko-chemicy dr David M. Hercules i John Lee,

profesorowie Uniwersytetu stanu Georgia w Athens.

Powaznego poparcia finansowego udzielity tej imprezie takie instytucje amery-
kanskie, jak Narodowy Fundusz Badan (NSF), Agencja Ochrony Srodowiska (EPA),
Komisja Energii Atomowej (USAEC) i inne. Komfortowo urzadzony osrodek uniwer-
sytecki, przeznaczony specjalnie na tego typu imprezy ,,Center for Continuing Edu-
cation”, potozony malowniczo wsrdéd rozlegtego campusu, zapetnito ponad 150 uczest-
nikéw konferencji. Byli to chemicy, fizycy, biochemicy, biolodzy jak réwniez lekarze
i technicy, przede wszystkim z USA. Poza Stanami Zjednoczonymi reprezentowane
byty: Japonia, Australia, Wielka Brytania, NRF, Kanada i Holandia. Z Polski uczest-
niczyty dwie osoby: doc. dr Danuta Stawinska i autor niniejszej notatki, ktérzy wy-
gtosili komunikaty na temat chemiluminescencji w procesach utleniania chinonéw
i ich polimerdéw.

Tematyka Konferencji obejmowata siedem nastepujgcych zagadnien:

1. Teoria chemiluminescencji i reakcje w fazie gazowej — wzbudzone transwibra-
cyjne i elektronowe stany atomdw i czgsteczek.

2. Jono-rodniki w chemiluminescencji —generowanie wzbudzonych elektronowo cza-
steczek w reakcjach chemicznych i elektrochemicznych podczas anihilacji katio-
no-aniono-rodnikéw zwiazkéw aromatycznych.

3. Reakcje z tlenem— rola tlenu singletowego, nadtlenkéw i rodnikéw nadtlenko-
wych w chemiluminescencji.

4. Zastosowanie chemi-i bioluminescencji — analiza $ladow metali w wodach i Scie-
kach, okreslanie produktywnosci biosysteméw, chemiczne oswietlenie.

5. Zastosowanie chemiluminescencji w fazie gazowej — analiza zanieczyszczehh atmo-
sfery, zastosowania w aeronautyce i balistyce, pompowanie i lasery chemiczne.

6. Chemiczne mechanizmy bioluminescencji — struktury i reakcje lucyferyn owadow
i skorupiakéw morskich.

7. Mechanizmy reakcji zwigzkéw organicznych uczestniczagcych w chemiluminescen-
cji— przestrzenne rozdzielenie struktur ,,pompujgcych” i emitujgcych w obrebie
jednej czasteczki, dioksoetany, dwuazachinony i ich egzoergiczny rozpad.

Prawie 40% referatow i komunikatéw poswieconych byto chemiluminescencji
uktadéw biologicznych. Referowane prace ujaé mozna w trzy grupy tematyczne:
1. Mechanizmy bioluminescencji i ich lokalizacja.
2. Wykorzystanie praktyczne bioluminescencji.
3. Ultrastaba chemiluminescencja w transporcie elektrondw i procesach odpornos-
ciowych.
Ad. 1

Chociaz silna, a wiec wygodna do badan pod wzgledem metodyczno—technicz-
nym, bioluminescencja owadéw (Photinus pyralis) i skorupiakéw (Cypridina) jest
obiektem intensywnych badan od ponad p6t wieku, szczegéty mechanizméw sg jesz-
cze dalekie od petnego wyjasnienia. Stosunkowo dobrze poznano strukture i witasci-
wosci substratéw reakcji Swiecgcej — lucyferyn, natomiast znacznie mniej wiadomo
pod tym wzgledem o specyficznych enzymach — lucyferazach oraz o sekwencji i ener-
getyce elementarnych stadiéw reakcji, prowadzacych do emisji Swiatta. Obecnie
uwzglednia sie rézne stany jonizacji enzymu lucyferazy (E) oraz stereochemie nukle-
otydéw wigzanych w kompleks E-LH2AMP, wptywajace na skiad widmowy emito-
wanego promieniowania (W. D. McElroy, M. De Luca — Uniwersytet Kalifornijski,
H. H. Seliger — Uniwersytet Johns Hopkins w Baltimore). Panuje przekonanie, ze
zar6wno w procesach bio- jak i chemiluminescencji zwigzkéw organicznych po-
wstajg z utlenianego substratu przejsciowe, czterocztonowe pierscienie nadtlenkowe
(rysunek).
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Ulegajac egzoergicznemu rozktadowi (AH —400kJ/mol) do wzbudzonych zwigz-

kéw karbonylowych / C=0(nji*) w stanach tripletowych Ilub singletowych i CO2
dajg emisje Swiatta w zakresie 440—600nm (F. McCapra, Uniwersytet w Sussex, An-
glia; E. White, John Hopkins Uniw.). Ostatnie badania bioluminescencji Renilla reni-
formis i Photinus pyralis (M. De Luca i M. E. Dempsey) z uzyciem IsO wskazuja,
ze I1sO w produkcie koncowym — CO2 pochodzi z wody, a nie z molekularnego O2
Stwierdzenie to spowodowato zywe dyskusje i proby modyfikacji szczeg6tow mecha-
nizméw z udziatem pierscieni dwuoksyetanowych (W. D. McElroy, De Luca, White,
F. H. Johnson i O. Shimomura — Princetown Uniw.).

Szereg prac dotyczyto lokalizacji $wiecgcych uktadow i ich struktury. U wiek-
szosci Swiecgcych jamochtonéw odkryto luminescencyjne organelle tzw. lumisomy.
Zawierajg one niezbedne dla bioluminescencji substraty — lucyferyne, lucyferaze i fo-
toproteine, a takze zielono fluoryzujgce biatko, uczestniczgce w transporcie energii
wzbudzenia. W trigerowym mechanizmie $wiecenia uczestniczag O2i jony Ca2+, Sr2+
i Ba2+ (M. J. Cormier; J. W. Hastings — Harvard Uniw.).

Zdotano w pewnym stopniu wyja$ni¢ nature bakteryjnej lucyferazy. Sktada sie
ona z podjednostek «i @ przy czym centrum aktywne, zlokalizowane w podjednostce
a, zawiera sekwencje Phe-Gly-lleu-Cys-Arg (J. W. Hastings, T. Baldwin, M. N. Nicoli
i inni — Harvard).

Ad. 2

Nowe uktady optyczno-elektronowe, stosujgce fotopowielacze o niskim pozio-
mie szumoéw lub pracujace w ukladzie antykoincydencyjnym pozwalajg rejestrowac
10—40fotonéw/sek. Dla reakcji, ktérym towarzyszy luminescencja o wydajnosci za-
ledwie I°/o, takie natezenie Swiecenia odpowiada szybkosci reakcji ponizej 10- 20 mol/
sek. Jak to okreslit Seliger, jest to ,,wstrzgsajgca” czuto$¢, nieosiggalna zadng inna
metodg. Z tego wzgledu bioluminescencja jest juz z powodzeniem wykorzystana
w badaniach biochemicznych. W przysztosci znajdzie tez zapewne szersze wykorzy-
stanie np. w badaniu mechanizméw rytméw i regulacji proceséw biologicznych, in-
dukcji enzyméw, aktywnych centréw, kinetyki Ca2+ w pracy miesni, w taksonomii
i ekologii, zwtaszcza bioluminescentéw morskich. Seliger i wspo6tprac, przedstawili
wyniki badan nad okres$laniem produktywnos$ci masy organicznej fito- i zoo-plankto-
nu, stanowigcego pierwsze i zasadnicze ogniwo ekosystemu hydrobiontéw.

Klasyczne zastosowania analityczne bioluminescencji przedstawit P. E. Stanley
(Uniw. w Adelajdzie, Australia). Przez sprzezenie ,,ciemnych” reakcji enzymatycz-
nych, ktérych produkty (ATP, NADH) sg substratami dla reakcji $wiecacych, z reak-
cjami bioluminescencji Photobacterium fisheri lub Photinus pyralis mozna szybko
oznacza¢ lOpikomoli () nieorganicznych pirofosforanéw, maleinianéw lub szczawio-
octanéw. Oznaczenia takie moga by¢é monitorowane w standardowych spektrometrach
typu liquid scintillation counters, z duzg dokladnoscig i selektywnie.

Ad. 3

Jednym z najciekawszych zjawisk omawianych podczas konferencji jest ultra-
staba chemiluminescencja towarzyszaca mikrosomalnemu transportowi elektronéw
i zjawiskom fagocytozy. Prace Steele’a i wspotpracownikéw z Uniwersytetu w No-
wym Orleanie w tym zakresie nawigzuja do ultrastabej ,,bioluminescencji” zywych
organizmoéw i tkanek, badanej szeroko od lat 60-tych przez Tarusowa, Wtadimi-
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rowa i Zurawlowa. W mikrosomalnej frakcji blton komérkowych w obecnosci NADH
i O2 stwierdzono wystepowanie ultrastabej chemiluminescencji. Steele i wspotpra-
cownicy przedstawili szereg danych wskazujgcych, ze w ukladzie tym powstajag
elektronowo wzbudzone czgsteczki tlenu singletowego JAg i *2+. Dezaktywacja pro-
mienista tych czasteczek do stanu podstawowego tripletowego

0*(1Ag,iS+ -» 0 23Sg) + hv

manifestuje sie jako obserwowana chemiluminescencja. Z procesem tym konkurujg
fizyczne procesy gaszenia oraz procesy biochemiczne, zuzywajgce aktywne formy
tlenu singletowego — utlenianie lipidéw, hydroksylacje ksenobiotykéw i reakcje to-
warzyszagce fagocytozie. Dlatego zuzycie tlenu singletowego w tych procesach pro-
wadzi na ogdt do ostabienia chemiluminescencji. Pomiary natezenia Swiecenia w cza-
sie mogtyby wiec stanowié¢ wskaznik kierunku i szybkosci tego rodzaju procesow.

Majac na uwadze powszechno$¢ chemiluminescencji w uktadach biologicznych
i jej zwigzek ze stanem fizjologicznym organizmu mozna oczekiwa¢ w najblizszych
latach rozszerzenia zakresu wykorzystania ,,$wiecen biologicznych” do badania pro-
cesOw biochemicznych na poziomie molekularnym. Dlatego tez na Konferencji padty
propozycje, by nastepne spotkanie odbyto sie juz za cztery lata i obejmowato oddziel-
nie bioluminescencje i chemiluminescencje.

Janusz Stawinski






RECENZJE

O mozliwosciach badan ilosciowych w histochemii

Recenzja z tomu Acta Histochemica,
wyd. Gustaw Fischer, Jena. Supplement XII, zawierajacego materiaty Sympozjum na
temat Quantitative Histochemie der Proteine und Ribonukleinsdure, der Enzyme,
Kohlenhydrate und Lipide

Jest chyba regutg w rozwoju kazdej, wyodrebniajgcej sie w samodzielng nauke,
gatezi wiedzy, ze po etapie zbierania informacji raczej opisowych przechodzi si¢ do
ich usystematyzowania a takze do ich ujecia ilosciowego. Taka daznos$¢ daje sie za-
obserwowaé takze w cyto- czy histochemii, ktéra w tej chwili juz coraz mniej zada-
wala sie czysto opisowym przedstawieniem wiasciwosci chemicznych komorki i stara
sie przeksztalcic w cytochemie ilosciowg. Tej witasnie formie cytochemii poswiecone
bytlo Sympozjum zorganizowane we wrzesniu 1970 roku w Kolonii, wspélnie przez
niemieckie i holenderskie Towarzystwo Histochemiczne. Materialy Sympozjum wy-
drukowane zostaty w tomie dodatkowym do Acta Histochemica, wydawnictwo Gusta-
wa Fischera, Jena. (Suppl. XII, str. 372, 1972), redaktorzy: D. Wittekind, Br.i J. F. Jon-
kind). Tematem obrad byta histochemia iloSciowa kwaséw nukleinowych, biatek,
takze enzymow, weglowodandéw i lipidéw. Zagadnienia te analizowano podczas tak
zwanych dyskusji okragtego stotu, ktdre na ogo6t otwieraty referaty wprowadzajace,
o charakterze bardziej ogélnym. Boza tym na Sympozjum przedstawiono réwniez caty
szereg referatéow tak zwanych ,,wolnych”, ktére jednak zwigzane byly z zasadnicza te-
matyka. W recenzowanym tomie czytelnik znajdzie zatem szeroki przeglad nowoczes-
nych metod pozwalajgcych na badanie gtéwnych zwigzkéw wielkoczagsteczkowych ko-
morki z jednoczesnym przyktadem zastosowania tych metod przy rozwiazywaniu
konkretnych zagadnien.

W referatach dotyczacych kwaséw nukleinowych (temat la) przedstawiono meto-
dy iloSciowe polegajgce gtéwnie na mierzeniu witasciwej tym zwigzkom absorbcji
w ultrafiolecie, przy dtugosci fali 265nm, oraz metody oparte na pomiarach fotome-
trycznych komplekséw kwaséw nukleinowych z odpowiednimi barwnikami zasado-
wymi. W pierwszym przypadku zasadniczg sprawg jest wyeliminowanie biedu spo-
wodowanego absorbcja, jakg wykazujg w tymze zakresie widma biatka zawierajgce
tyrozyne i tryptofan, jak réwniez konieczno$¢ selektywnego usuniecia jednego z kwa-
s6w nukleinowych dla oznaczenia zawartosci drugiego z nich. W drugim przypadku
0 precyzji pomiaru decyduje dobranie odpowiedniego barwnika, ktéry w okreslonych
warunkach pH i sity jonowej tworzytby z resztami fosforanowymi kwaséw nukleino-
wych stechiometryczne, trwale pofgczenia. W stanie natywnym — reszty te w znacz-
nym stopniu sg zneutralizowane przez grupy aminowe i guanidynowe towarzysza-
cych kwasom nukleinowym biatek. Denaturacja biatek majgca miejsce podczas histo-
logicznego utrwalania komdrki powoduje stopniowe ich odstoniecie, co ma zasadniczy
wptyw na wynik reakcji. Rézny stopien denaturacji biatek podczas utrwalania roz-
nego rodzaju aldehydami powoduje zapewne — 0 czym méwiono w tej sesji — subtel-
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ne zmiany w obrebie ultrastruktury karioplazmy, jak rdwniez nie pozostaje bez
wpltywu na mozliwo$¢ enzymatycznego usuniecia z komdrki DNA lub RNA.

W referacie omawiajgcym stosowanie metod autoradiograficznych w badaniu
kwasow nukleinowych zwrécono uwage na konieczno$¢ odpowiedniego dobrania zna-
kowanych prekursoréw. Np. jedynie uzycie urydyny znakowanej trytem przy 5-ym
weglu pierscienia pirymidynowego (urydyna-5-T) daje pewnos$¢, ze uzyskane pietno
wbudowane zostato wytgcznie w RNA. W czasie bowiem metylacji tego zwigzku
prowadzacej do powstawania kwasu tymidylowego, znakowanie trytem odpada, po-
wstaty zatem z urydyny prekursor DNA jest juz nieradioaktywny. Z drugiej znéw
strony, urydyna jest na og6t szybciej rozktadana i wydalana przez komorke, niz cy-
tydyna. Dlatego w przypadku, gdy w badanych komérkach nie zachodzi synteza DNA
stosowanie jako prekursora syntezy RNA cytydyny jest parokrotnie (5x) wydaj-
niejsze.

Z ilosci uzyskanych w autoradiogramie zredukowanych ziaren srebra mozna —
znajac aktywnos$¢ specyficzng stosowanych prekursoréw i ilo$¢ rozpadéw powodujg-
cych w danej emulsji zredukowanie jednego ziarna srebra—wyliczy¢ ilos¢ wyko-
rzystanych przy danej syntezie radioaktywnych prekursoréw. Do tego jednak, aby
scisle okresli¢ ilos¢ nowozsyntetyzowanego RNA nalezy uwzgledni¢ stopien rozcien-
czenia podanego znakowanego prekursora przez wewnatrzkomérkowg pule prekur-
soréw.

To samo zagadnienie poruszone zostato réwniez przy omawianiu autoradiografii
ilosciowej biatek. Histochemia iloSciowa biatek byta przedmiotem sesji Ib. Poza
wspomniang juz autoradiografig dyskutowano podczas tej sesji metody:

1) oznaczania fotometrycznego zawartosci biatek w komérce po zabarwieniu ich
zasadowymi lub kwasnymi barwnikami lub tez po przeprowadzeniu barwnej reakcji
miedzy odczynnikiem Schiffa i grupami aldehydowymi powstatymi po utlenieniu
ninhydryng pierwszorzedowych grup aminowych biatek,

2) metody oznaczania fluorometrycznego og6lnej zawartosci biatek i samych
histonéw, po zastosowaniu fluorochroméw o charakterze kwasnym (barwienie przy
pH 2—3i 8), oraz

3) metody imunologiczne. W przypadku tych ostatnich stosuje sie fluorometrycz-
ng ocene iloSci zwigzanego z danym antygenem przeciwciata, potgczonego uprzednio
z barwnikiem fluorescencyjnym. Wielka czuto$¢ reakcji imunologicznych powoduje,
ze ilosci powstajacych w badanych skrawkach w reakcji przeciwciato — antygen
stratéw sg tak mate, ze nie datoby sie wykry¢ ich metodami cytofotometrycznymi.
Stad konieczno$¢ wprowadzenia fluorochromu, co jednak stwarza z kolei szereg no-
wych trudnosci polegajacych miedzy innymi na znalezieniu odpowiedniego standardu
oraz na konieczno$ci zbadania, jaki wpltyw powigzanie uzytego fluorochromu z da-
nym przeciwciatem bedzie miato na kinetyke przebiegu badanej reakcji. Mimo tych
trudnosci metoda imunologiczna jest jednak chyba najbardziej selektywng metoda
stosowang przy badaniu biatek.

Histochemia biatek enzymatycznych byta przedmiotem osobnych dwéch sesji,
poswieconych metodom cytofotometrycznym (Il a) i ultramikrochemicznym (1l b)
oznaczania aktywnosci enzyméw. Obok stosowanego od dawna oznaczania cytofoto-
metrycznego produktéw barwnych reakcji pozwalajgcego na uzyskanie wzglednej
aktywnosci enzymu dyskutowano rowniez mozliwosci okres$lania jej w wartosciach
bezwzglednych. Mozna to osiggna¢ przez poréwnanie wynikéw cytofotometrycznych
z wynikami analogicznych reakcji przeprowadzonych na zwigzkach modelowych.
Okreslone mikroilosci takich zwigzkéw mozna zawiesi¢ (same, lub w mieszaninie
z biatkami imitujgcymi Srodowisko wewnatrzkomérkowe) w zelach poliakrylamido-
wyeh, formujac z nich cienkie blony. Ocene ilosciowg wynikéw reakcji przeprowa-
dzonych na tak przygotowanych zwigzkach modelowych uzyskuje sie¢ w fotometrze
(spektrofotometr Zeissa, PMQ II), specjalnie przystosowanym do pomiaréw absorbcji
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Swiatta przez biony. Przy zatozeniu, ze warunki przeprowadzenia reakcji barwnej
na skrawku histologicznym i na btonie modelowej byly identyczne, mozna znajac
mase zwigzku odpowiedzialnego za jej wynik w btonie obliczy¢ mase analogicznego
zwigzku badanego w komdrce. Metodg tg postugiwano sie nie tylko przy oznaczaniu
aktywnos$ci enzymatycznej, lecz takze przy oznaczaniu zawartosci DNA w jadrach
komoérkowych.

Intensywnos¢ reakcji enzymatycznych podczas ktérych zachodzi redukcja nukleo-
tydéw pirydynowych NAD i NADP mozna ocenia¢ ilosciowo, dzieki nabywanej wow-
czas przez te koenzymy fluorescencji, w mikroskopie fluorofotometrycznym (Leitz,
MPV).

Interesujaco przedstawia sie réwniez mozliwos¢ iloSciowej oceny reakcji enzy-
matycznych typu reakcji Gomoriego, w ktérych produktem sa jony otowiu. Mozna
zawartos$¢ ich —po odpowiednim wyekstrahowaniu ze skrawka— zmierzy¢ przy po-
mocy spektrometrii absorbcji atomowej. Metoda jest do tego stopnia czula, ze pozwa-
la na wykazanie ilosci otowiu rzedu 10-4mg/ml. Mozna dzieki tak wielkiej czutosci
postugujac sie nig ocenia¢ ilosciowo wynik reakcji przeprowadzanych na skrawkach
grubosci 20—40mMt, a wiec na ultraskrawkach stosowanych w mikroskopii elektro-
nowej.

Nastepnym z kolei tematem dyskusji byta histochemia iloSciowa polisacharydéw.
Charakterystycznym — powszechnie znanym — zjawiskiem, jakie wystepuje przy re-
akcji tych zwigzkéw z niektorymi barwnikami zasadowymi (jak np. biekit toluidy-
nowy, Azur A, dwumetylo-btekit metylenowy) jest metachromazja, polegajaca na
widocznym i dajgcym sie mierzy¢ fotometrycznie przesunigeciu maksimum absorbcji
uzytych barwnikéw. Zjawisko to zalezy od obecnosci odpowiednio gesto wystepu-
jacych w makroczgsteczce grup kwasowych, przy czym reszty kwasu siarkowego wy-
wotuja o wiele silniejszag metachromazje, niz reszty kwasu fosforowego, czy wreszcie
grupy karboksylowe. W referatach przedstawiono konieczno$¢ precyzyjnego ustalania
warunkéw reakcji miedzy innymi takich, jak charakter i stezenie barwnika, wielko$¢
statych dielektrycznych — zalezna od uzytego rozpuszczalnika, wysoko$¢ pH,—od
ktérych to wartosci zalezy mozliwo$¢ wnioskowania na podstawie pomiaru meta-
chromazji o iloSci odpowiedzialnego za nig zwigzku.

Obecno$¢ reszt kwasu siarkowego wyroézniajgca kwasne polisacharydy od innych
zwigzkéw wielkoczgsteczkowych komorki daje mozno$¢ badania ich przy pomocy
autoradiografii. Jako prekursory stosuje sie wowczas S&siarczany. W badaniach pro-
wadzonych w mikroskopie Swietinym bardzo korzystne dla obiektywnej oceny otrzy-
manych wynikéw (i niezmiernie te ocene utatwiajace) jest mierzenie fotometryczne
Swiatta odbitego od zredukowanych ziaren srebra w autoradiogramie (Mikroskop
fotometryczny Leitz’a, M. P. V.). Jezeli chodzi o autoradiografie¢ w mikroskopie elek-
tronowym —to przy dokladnym zachowaniu standardowych warunkéw doswiadcze-
nia oraz przy $cistym oznaczeniu wielkosci takich parametréw, jak zdolno$¢ rozdziel-
cza mikroskopu, grubos$¢ preparatu, grubos¢ warstwy zatozonej emulsji, ilo$¢ rozpa-
doéw radioaktywnego atomu prowadzaca w danej emulsji do wywotania jednego ziar-
na srebra, mozna jg réwniez traktowaé¢ jako metode iloSciowa.

W histochemii mukopolisacharydéw stosuje sie¢ rowniez metody lezace niejako
na pograniczu klasycznych metod histochemicznych i biochemicznych. Nalezg do nich
elektroforeza i chromatografia skrawkéw, oraz mikrochemiczne oznaczanie zawar-
to$ci badanego materiatu w prébkach wyizolowanych przy pomocy mikromanipulacji
ze skrawkow histologicznych. W tym ostatnim przypadku uwalnia sie badane zwigz-
ki dezintegrujac struktury komorki dziataniem enzymow proteolitycznych. Tak otrzy-
many hydrolizat przenosi sie na kolumienki celulozowe nasycone roztworem chlorku
cetylopirydyny (CPC). Utworzone z CPC kompleksy mukopolisacharydéw (glikozami-
noglikanéw, wedtug nomenklatury Jeanioza) roztworami soli obojetnych o wzrasta-
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jacym stezeniu (NaCl, lub MgCI2. W tak otrzymanych eluatach mozna oznaczaé mi-
krogramowe zawartosci hexozoaminy.

Wspomniana juz elektroforeza, lub chromatografia ,,skrawkowa” polega na tym,
ze stosuje sie w niej nie wyciaggi tkankowe, lecz same skrawki przygotowane z ma-
teriatu nieutrwalonego na mikrotomie mrozeniowym. Postugujac sie tg metodg do-
konano np. rozdziatu elektroforetycznego mukopolisacharydéw z gruczotéw $linowych
Chironomus.

Chromatografia skrawkowa (cienkowarstwowa) stosowana jest rowniez w bada-
niach nad lipidami. Wobec ogromnej jednorodnos$ci tej grupy zwigzkéw, wydaje sie
by¢ ona najlepszg metodg identyfikacji lipidéw w okre$lonych komdérkach. Zwtaszcza,
ze poréwnanie chromatogramow uzyskanych z catych skrawkéw i z ich ekstraktéow
wykazuje daleko idgcg zgodnos$¢é. Pozatem wyzszo$¢ tej metody nad badaniem skiadu
lipidowego wyciagoéw tkankowych polega na tym, ze skrawki mozna przed i po chro-
matografii podda¢ badaniom mikroskopowym, co istotnie umozliwia zlokalizowanie
poszczegblnych rodzajow lipidéw w komorkach. Mozna rowniez przy jej pomocy
bada¢ wptyw rozmaitych utrwalaczy na zachowanie lipidéw w komérkach. Ten ostat-
ni problem byt réwniez szeroko dyskutowany na omawianym Sympozjum. Zaréwno
z przedstawionych prac, jak i z zestawien danych z literatury wynika, ze po wszyst-
kich stosowanych powszechnie w mikroskopii elektronowej utrwalaczach (osos, glu-
taraldehyd) niekiedy nawet bardzo znaczne ilosci réznego rodzaju lipidéw (kilka do
kilkudziesieciu procent) ulega ekstrakcji podczas dalszej procedury odwadniania ko-
morki. Natomiast okazato sie, ze zabezpiecza przed tym niemal catkowicie utrwalanie
w czterotlenku osmu z dodatkiem octanu uranylu. Strata fosfolipidow podczas naste-
pujgcego po takim utrwalaniu odwadnianiu etanolem spada ponizej 0.5%.

Jak juz zaznaczono na wstepie, Sympozjum zakonhczone byto przedstawieniem
szeregu referatow, ktére w niektérych przypadkach nie tylko uzupetniaty ale i roz-
szerzaty oméwione uprzednio tematy. Podane tu omoéwienie wazniejszych sposréd
tych tematéw, wydaje mi sie, ze w wystarczajacy sposéb Swiadczy o wartosci recen-
zowanego tomu. Nie jest to podrecznik histochemii ilosciowej, czytelnik nie znajdzie
w nim przepiséw na przeprowadzenie takiej, czy innej reakcji, znajdzie natomiast
zwiezle przedstawiona charakterystyke nowoczesnych metod iloSciowego badania
sktadu chemicznego i metabolizmu komoérek, perspektywy rozwoju tej dziedziny, oraz
wskazowki — gdzie w literaturze szukaé blizszych informacji o sposobie wykorzysta-
nia prezentowanych metod i o wynikach przy ich pomocy osiggnietych.

A. Przelgcki

Ross H. Hall — The Modified Nucleosides in Nucleic Acids

Columbia University Press, New York 1971

W roku 1971 ukazata sie ksigzka ,, The Modified Nucleosides in Nucleic Acids”
wydana przez Wydawnictwo Uniwersytetu Columbia w Nowym Yorku. Autorem pra-
cy jest doktér Ross H. Hall, profesor biochemii na Uniwersytecie McMaster w Hamil-
ton, Kanada, doskonaly specjalista w dziedzinie rzadkich nukleozydéw.

Monografia ta jest pierwszg tego typu pozycjg w literaturze $Swiatowej. Zbiera
ona materiat ze wszystkich dziedzin dotyczacych modyfikowanych zasad, nukleozy-
dow oraz kwaséw nukleinowych. Ksigzka zawiera konkretne dane niezbedne w pracy
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laboratoryjnej. Sktada sie ona z 9 rozdziatow. Po krétkim wprowadzeniu autor przed-
stawia rozdziat o wiasnosciach fizycznych, syntezie i wystepowaniu rybo- i dezoksy-
rybonukleozydéw, wolnych zasad, w tym rdéwniez rzadkich. W cze$ci tej przedsta-
wiono wszystkie niezbedne wiadomos$ci oraz odnos$niki literaturowe do syntezy che-
micznej, whasnosci spektralnych oraz wystepowania w materiale biologicznym.

Autor w spos6b konsekwentny scharakteryzowat 82 zwigzki z tej serii. Warto$cio-
wym uzupetnieniem jest tabela podajaca poréwnanie wystepowania 30 modyfikowa-
nych nukleozydéw w tRNA i rRNA.

Bardzo pozytecznym rozdziatem szczegdlnie dla oséb zajmujgcych sie tRNA jest
przeglad ogélnych metod izolacji rzadkich zasad oraz dane chromatograficzne. Autor
jako specjalista w tym zagadnieniu, uwzglednit réwniez specjalne techniki wyodreb-
nienia dla bardzo labilnych zwigzkow.

Dla interesujgcych sie budowg i funkcja rRNA ciekawy bedzie rozdziat poswie-
cony wystepowaniu ,,niezwyktych” nukleozydow w strukturze pierwszorzedowej
tRNA.

Prof. Ross H. Hall podobnie jak M. Staehelin, Experientia 27, 1 (1971)
iT.H Jukers iL Gathin, Prog. Nuc. Acids Res. Mol. Biol. 11, 339 (1971) ana-
lizuje pozycje w 11 transferowanych RNA z drozdzy, E. coli i watroby szczura. Po-
daje og6lne wnioski dotyczace wystepowania tych samych nukleozydéw w okreslo-
nych miejscach tRNA. Autor dokonuje rowniez przegladu danych eksperymentalnych
majacych na celu rozwigzanie zagadnienia rozpoznawania tRNA przez ligazy.

W kolejnej czeSci ksigzki zebrany jest materiat dotyczacy hipermodyfikowanych
nukleozydéow w tRNA. Autor przedstawia komplet danych dla N6-A2izopentenylo-
adenozyny oraz dla N-/nebularyno-6-ilkarbamoilo/-treoniny (tcp). Wiekszo$¢ danych
odnosnie tcp otrzymano w laboratorium prof. R. H. Halla. Kontynuacjg tego rozdziatu
jest szeroko opracowana biosynteza tych zwigzkow.

Waznym rozdziatem pracy jest przeglad reakcji stosowanych do modyfikacji
nukleozydow i tRNA. Przedstawiono 27 reakcji, ktore sg popularnie stosowane w wie-
lu laboratoriach.

Zakonczenie ksigzki stanowig uwagi oraz uzupeinienia: ,,Dane dla chromatografii
bibutowej” zawierajace informacje dotyczace 82 zwigzkow.

Ksiazka liczy 452 strony facznie z 835 odno$nikami literaturowymi oraz skoro-
widzem. Zostata ona napisana w roku 1969 i nie obejmuje oczywiscie materiatu, ktéry
sie pojawit p6zniej. Od tego czasu miedzy innymi ustalono i potwierdzono na drodze
syntetycznej budowe kilku zasad hipermodyfikowanych typu Y.

Ksigzka prof. R. H. Halla jest bardzo cenng pozycja dla naukowcéw pracujacych
w dziedzinie chemii i biochemii kwaséw nukleinowych. Moze by¢ takze uzyteczna
dla chemikéw organikéw interesujgcych sie kwasami nukleinowymi.

A. J. Rafalski,
J. Barciszewski
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Redakcja zastrzega sobie moznos$¢ skroécenia tekstu i wprowadzania
poprawek nie wptywajacych na tre$¢ pracy.

PiSmiennictwo: W artykule powinny byé cytowane prace oryginalne
z ostatnich Kkilku lat oraz najwazniejsze artykuty przeglagdowe omawia-
jace przedstawiang dziedzine z uwzglednieniem artykutéw opublikowa-
nych w ,,Postepach Biochemii”.Nalezy stosowa¢ numerowanie prac w ko-
lejnosci ich cytowania w tekScie. Wykaz pismiennictwa zatem bedzie
obejmowat prace opatrzone kolejnymi numerami ale nieuporzadkowane
alfabetycznie. Odnosniki bibliograficzne winny mie¢ forme zalecang przez
Komisje Wydawcéw Czasopism Biochemicznych Miedzynarodowej Unii
Biochemikéw (IUB) wediug Biochim. Biophys. Acta, (1972), 276, (1) np.

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

181—184.
Cytujagc wydawnictwa ksigzkowe podawaé¢ nalezy kolejno: nazwisko(a),
inicjaty autor(éw), rok wydania, tytut ksiazki, nazwisko(a) i inicjaty

jej redaktoréw(a), tom, pierwszg i ostatnig strone cytowanej publikacji,
nazwe wydawnictwa oraz miejsce wydawania, np.

Dixon M., Webb E. C., (1964), Enzymes, 2 wyd., str. 565, Longmans

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 zatacznik nalezy sporzadzi¢ w 2 egzemplarzach na
oddzielnych kartkach i opatrzy¢ kolejnym numerem odpowiadajgcym
numerowi uzytemu w tek$cie, oraz oznaczy¢ (na goérze stronicy otow-
kiem) nazwiskiem pierwszego autora i poczgatkowymi wyrazami tytutu
pracy.

Tabele nalezy kolejno numerowaé cyframi arabskimi. Tytut tabeli
i nagtowki rubryk winny jasno opisywac¢ ich tres¢. Nalezy zaznaczyc
z jakich (jakiej) prac(y) pochodza informacje podane w tabeli.

Ryciny tj. wykresy, rysunki, schematy, lub fotografie nalezy opatrzy¢
numeracjg w kolejnosci ich omoéwienia w tekscie. Przyjmuje sie zasade
numeracji rycin cyframi arabskimi, a wzory cyframi rzymskimi. Foto-
grafie czarno-biate (kontrastowe) powinny by¢ wykonane na papierze
matowym. Pozostate ryciny nalezy wykona¢ tuszem na biatym papierze
lub kalce technicznej. Wymiar ryciny nie powinien by¢ mniejszy niz
10X15 cm, a naniesione linie nie powinny by¢ ciefisze niz 1 mm. Ramki
ujmujace wykresy mozna wykonac linig ciefsza niz linie wtasciwe wy-
kresu. Cyfry i litery stuzace do opisu rysunku powinny mie¢ wysoko$¢
nie mniejszag niz 5 mm. Na rysunkach nie nalezy umieszczaé opiséw
stownych, lecz postugiwaé sie skrotami. Osie wykreséw natomiast win-
ny by¢ opatrzone napisem tatwo zrozumiatym. Dla oznaczenia punktéw
doswiadczalnych mozna stosowa¢ nastepujace symbole: A 0 O A M
Rycine nalezy opatrzy¢ na odwrocie oznaczeniem ,goéra” i ,dot’ (otdw-
kiem). Decyzje o stopniu zmniejszenia ryciny w druku podejmuje wy-
dawca biorgc pod uwage zaznaczong na odwrocie propozycje autora(éw).

Podpisy i objasnienia pod rycinami powinny by¢ dotaczone na od-
dzielnej kartce. Oznaczenia, ktérych nie mozna wpisa na maszynie,
nalezy wyraznie nanie$¢ czarnym tuszem.

Redakcja prosi o witasciwe pakowanie artykutéw aby zabezpieczy¢
maszynopisy i ilustracje przed pogieciem.
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