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INFORMACJA DLA AUTOROW

Postepy Biochemii publikujg artykuty referatowe ze wszystkich
dziedzin biochemii nie drukowane w innych czasopismach. Artykuty
drukowane w Postepach Biochemii nie mogg by¢ bez zgody Redakcji
publikowane w innych czasopismach. Artykuty sg honorowane wg usta-
lonych stawek. Autorzy otrzymuja bezptatnie 25 odbitek pracy; zada-
nie dalszych odbitek (ptatnych) nalezy zgtosi¢ pisemnie nadsytajac
prace. Autora obowiazuje korekta autorska. Koszty zmian tekstu w ko-
rekcie, poza poprawkami btedéw drukarskich ponosi autor.

Redakcja zastrzega sobie mozno$¢ wprowadzenia skrétéw i popra-
wek nie wptywajacych na tre$¢ pracy.

Forma maszynopisu. Maszynopis pracy i wszelkie zatgczniki nalezy
nadsyta¢é w dwu egzemplarzach. Maszynopis powinien by¢é napisany
jednostronnie, z podwdjng interlinig, z marginesem ok. 4 cm po lewej
i ok 1 cm po prawej stronie oraz z numeracjg stron. Na pierwszej stro-
nie nalezy zamies$ci¢ tylko: imiona (w peinym.brzmieniu) i nazwiska
autoréw, ich tytuty naukowe wraz z nazwami placéwek naukowych,
tytut pracy w jezyku polskim i angielskim oraz omo6wienie tematu pra-
cy w jezyku angielskim (najwyzej 5 wierszy maszynopisu).

Rozdziaty w teks$cie nalezy oznaczy¢ numeracjg rzymska, a podroz-
dziaty — arabskg. Tytuly nie wydzielone z tekstu nie powinny by¢ nu-
merowane.

W teks$cie nie nalezy zamieszcza¢ zadnych tablic, rysunkdéw, sche-
matéw i wzoréw. W zgdanym miejscu nalezy pozostawi¢ wolny wiersz
i oznaczy¢: Tablica 1, Rys. 1, Schemat 1 lub liczbg rzymskg w nawia-
sie — numer odpowiedniego wzoru. W tekscie nalezy odwota¢ sie do
numeracji wzoru po stownym wymienieniu zwigzku, np.: kwas gluta-
minowy (I).

Powotujgc sie na literature nalezy poda¢ w tekscie, w nawiasie,
kolejny numer pozycji w spisie literatury.

Zatgczniki do tekstu. Kazdy zatgcznik nalezy dotgczy¢ na oddzielnej
kartce, opatrzony kolejnym numerem odpowiadajgcym uzytemu w teks-
cie, np. Tablica 1, Wzér I, Rys. 1 lub Schemat 1. Fotografie i wykresy
nalezy oznaczy¢ jako rysunki. Wszystkie zatgczniki nalezy oznaczy¢
u géry nazwiskiem autora i poczatkowymi wyrazami tytutu pracy.

Tablica powinna zawiera¢ nagtdwek opisujacy jej tres¢, jej rubry-
ki powinny by¢ zaopatrzone w odpowiedni tytut.

Podpisy i objasnienia pod rysunkami i schematami powinny by¢
dotagczone na oddzielnej kartce. Oznaczenia, ktérych nie mozna napisac
na maszynie, nalezy wyraznie nanie$¢ czarnym tuszem. W fotografiach
i wykresach nalezy oznaczy¢ ,go6re” i ,,dét”.

Literatura. Wykaz literatury nalezy wypisa¢ oddzielnie, na ostatnich
stronach maszynopisu, w alfabetycznej kolejnosci nazwisk autoréw.
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ROMAN GONDKO?*, BRONISLAW SEOMIANY **
KRYSTYNA SLASKA***

Strukturalne skiadniki bton erytrocytow

Structural Components of the Erythrocyte Membrane

This article contains data concerning structural components of the erythrocyte
membrane.

Btona komorkowa, integralny sktadnik zywej komoérki, odgrywa istotng
role w jej metabolizmie, stanowigc selektywnag bariere pomiedzy cyto-
plazma a otaczajacym sSrodowiskiem. Biona nadaje komoérkom charakte-
rystyczny ksztatt i od niej zalezg ich specyficzne wiasciwosci, na przykitad
grupowe wiasciwosci krwi. Funkcje te niewatpliwie uwarunkowane sg
budowg btony, przestrzennym uporzadkowaniem jej strukturalnych sktad-
nikow: ttuszczowcdw, biatek i cukrowcéw. Wymienione zwigzki tworza
w bionie szereg kompleksow, a niektére z nich wykazujg wiasciwosci en-
zymatyczne.

Skiad i struktura bton nawet tak prostych komorek, jak erytrocyty
ssakéw (brak jadra i mitochondriéw) nie sa, jak dotychczas, w petni po-
znane. Artykut niniejszy stanowi przeglad najnowszych danych o budo-
wie i strukturalnych sktadnikach btony krwinek czerwonych.

I. Struktura btony

Btona erytrocytu jest stosunkowo tatwym do uzyskania modelem do
badan budowy i funkcji bton komoérkowych. Badania te zapoczatkowali
w 1925 roku Gortner i Grendel (33) obserwacja, ze lipidy wy-
ekstrahowane z btony moga pokry¢ monomolekularng warstwg powierzch-
nie rowng podwojnej powierzchni komorki, z czego wyciggneli wniosek
0 obecnosci w btonie dwéch warstw lipidowych. Przypuszczali oni, ze od-

* Dr, Zaktad Biofizyki, Instytut Biochemii i Fizjologii, Uniwersytet to6dzki, +6dz
** pPh. D.,, Department of Biochemistry New York Medical College, New York
** Mgr, Katedra Chemii Ogo6lnej i Fizjologicznej, Akademia Medyczna, t6dz
Wykaz stosowanych skrotow: NANA — kwas N-acetyloneuraminowy, NGNA —
kwas N-glikozyloneuraminowy
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cinki polarne czasteczek lipidowych znajdujacych sie naprzeciwko siebie
warstw skierowane sg na zewnatrz btony, a niepolarne do $rodka.

Danielli i Davson (18) wykazali, ze podwdjna warstwa lipido-
wa ze zwroconymi do siebie hydrofobowymi tafcuchami weglowodoro-
wymi stanowi Srodkowg warstwe btony, pokryta z dwéch stron zaadsorbo-
wanymi na zewnetrznych powierzchniach lipidow czasteczkami biatka.
Ten zasadniczy schemat budowy btony: biatko-lipid-biatko przyjmowany
jest do dzi$, a przemawiajg za nim dane o pojemnos$ci elektrycznej btony
(108), napieciu powierzchniowym, przepuszczalnos$ci (19), ugieciu promie-
ni i podwdjnym zatamaniu $wiatta (10, 105).

Aby uzasadni¢ przepuszczalno$¢ blony dla substancji hydrofilnych
Danielli (18) przyjat, ze biatka sg wbudowane w warstwe lipidowg —
przerywaja ja w pewnych miejscach i wyscielajg utworzone w ten spo-
séb hydrofilne pory. Parpart i Ballantine (87) wysuneli hipo-
teze mozaikowej struktury btony krwinki czerwonej, w ktdrej wystepuja
naprzemian elementy biatkowe i lipidowe.

Na podstawie obserwacji w mikroskopie elektronowym odmienny mo-
del budowy btony erytrocytu opracowali Hillier i Hoffman (37).
Wedtug nich na sieci utworzonej z fibrylli biatkowych o dtugosci 200A
i Srednicy 20A utozone sg ptytki lipidowe o $rednicy 200—400A i grubosci
30A. Za lipidowym charakterem tych ptytek przemawia mozliwo$¢ usu-
niecia ich eterem. Ponadto na ich powierzchni prawdopodobnie znajduje
sie warstwa luzno zwigzanego biatka.

Poniewaz 2—3% hemoglobiny (Hb) nie daje sie usungé z cieni erytro-
cytéw podczas ich przemywania w obojetnym pH przypuszczano, ze na
wewnetrznej powierzchni btony czerwonych krwinek znajduje sie w po-
staci ciggtej warstwy zaadsorbowana Hb (2, 23).

W latach 50-tych po zastosowaniu do badan mikroskopu elektronowe-
go powstata teoria btony elementarnej (ang. unit membrane) Robert-
sona (99), oparta na modelu Danielli’ego, ktora nie zostata jednak po-
twierdzona dosSwiadczalnie. Nie znaleziono bowiem dowodu na to, iz biatko
w blonie wystepuje wylgcznie w konformacji P. Prawdopodobnie w$rdd
sktadnikéw btony nie ma biatka o takiej strukturze drugorzedowej lub
stanowi ono tylko niewielka cze$¢ catkowitego biatka btony.

Dane Lenarda i Singera (59) przemawiajg za obecnos$cig okoto
25—30% biatka strukturalnego btony w formie a-helikalnej. Wedtug tych
autoréow biatko w formie helisy znajduje sie wewnatrz btony, gdzie jest
stabilizowane przez hydrofobowe oddziatywanie z lipidami. O niewielkiej
zawartosci biatka o konformacji @ w bionach komérkowych donosza
Wallach i Zahler (122). Zgodnie z wysunieta przez nich hipotezg
budowy bton, dwa hydrofilne obszary biatkowe s3 rozdzielone przez pasmo
hydrofobowe utworzone z hydrofobowych struktur podobnych do pretéow
penetrujgcych btone. Dtugos¢ tych struktur bytaby réwna szerokosci apo-
larnej kory btony, a stanowityby je spiralne segmenty peptydowe, upa-
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kowane miedzy tancuchami weglowodorowymi lipidow btony. Jednostki
hydrofobowe miatyby wystepowac albo pojedynczo, albo jako agregaty,
tworzagc mikrotubule, przez ktére mogtby zachodzi¢ transport. Istnienie
r6znorodnych konformacji biatek strukturalnych blony: a-helikalnej,
P-konformacji i innych form helis potwierdzajg réwniez badania Gree -
na iwsp. (32).

Poglad Robertsona (99) o polarnej interakcji miedzy biatkiem
i lipidem zostat obecnie zweryfikowany. Wedtug najnowszego ujecia luzno
zwigzane lipidy, to jest catkowity cholesterol i cze$¢ fosfatydow, utrzy-
mywane sg w blonie tylko przez wigzania hydrofobowe, natomiast wig-
zanie pozostatych fosfatydéw, gtownie lecytyny i sfingomieliny, warun-

Micele Biafko Lipoproteid
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Schemat 1. Model btony komérkowej wg Bensona (cyt. za 135)
Elementy strukturalne blony powstaja wskutek dwuwymiarowej agregacji podjednostek lipo-
proteidowych, w ktédrych biatka i lipidy wigzane sg hydrofobowo

ORI

Faza wodna

Faza wodna

Schemat 2. Struktura btony wg Wallacha (cyt. za 135)
a) Powierzchnia siatki lipoproteidowej btony z trzema typami biatka (A, B, C) i penetrujacymi
je cylindrami lipidowymi, b) Przekrdj poprzeczny btony przez obszar apolarny —cztery zaso-
cjowane jednostki biatkowe tworzg $ciany cylindra lipidowego. Jednostke biatkowa, z hydro-
filnym kanatem Ilub bez niego, tworza cztery spirale. Hydrofobowe czesci spiral wiaza sie
z tancuchami weglowodorowymi fosfatydow
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kowataby polarna interakcja (135). Gdwnga role hydrofobowych oddzia-
tywan miedzy biatkiem a lipidem w utrzymaniu struktury btony podkre-
S§lajg Lenard i Singer (59),Wallach i Zahler (122), Green
i wsp. (32).

Oddziatywanie wzajemne biatko-lipid prowadzi¢ moze do dwéch ty-
péw agregacji: (a) taczenia sie monomerdw lub utworzonych z nich pod-
jednostek lipoproteidowych w dwuwymiarowg mozaike membranowg (na
tym typie agregacji oparta jest wiekszo$¢ najnowszych modeli struktury
btony), (b) tworzenia sie ciggtej sieci biatkowo-lipidowej w jednostopnio-
wej reakcji, przez co pojedyncze jednostki lipoproteidowe nie bylyby wy-

Schemat 3. Model btony biologicznej Sjostranda (cyt. za 135)
Dwuwymiarowa struktura btony utworzona jest ze skupisk kulistych podjednostek bedacych
czasteczkami biatka lub kompleksami lipoproteidowymi. Hydrofobowe reszty aminokwasowe
zajmujg pola powierzchni wzdtuz réwnika. Obszary polarne kuli zawieraja hydrofilne reszty

aminokwasowe co umozliwia agregacje podjednostek

a

Schemat 4. Struktura btony krwinki czerwonej wg Zahlera i Weibela (cyt. za 135)

a) Pojedyncza jednostka cylindryczna ztozona z apoproteidu z hydrofilnymi obszarami na obu

koncach i centralnym obszarem o strukturze a-spirali i powierzchni hydrofobowej, b) Agregat

monomeréw lipoproteidowych. c) Powierzchnia btony (widok z géry). Lipidy wypetniaja prze-

strzenie miedzy podjednostkami, tworzac w tych miejscach podwéjna warstwe dzigki oddzia-
tywaniu lipid-lipid

Struktura podjednostek sprzyja ich spontanicznej agregacji, co sprawdzono metoda rekombi-
nacji in vitro (135)
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krywalne (agregacja w koncepcji btony elementarnej). llustracjg przyto-
czonych wynikéw badan nad strukturg btony sg modele bton biologicz-
nych przedstawione na schematach 1, 2, 3 i 4 Modele te oparte sg na
zasadzie agregacji podjednostek lipoproteidowych.

W ostatnich latach zmianie ulegty poglady na czynnik decydujacy
o indywidualnych charakterystycznych cechach réznych bion. Biodyna-
mika samych lipidéw nie moze wyjasni¢ charakterystycznego sktadu
btony. Bardziej prawdopodobne jest, ze lipidy w danej btonie sg selekcjo-
nowane i przynajmniej czesciowo organizowane przez biatka; skiad lipi-
dowy btony byitby odzwierciedleniem specyficznego i charakterystycznego
uktadu jej biatek (52). Podjednostki lipoproteidowe sa, jak sie dotychczas
sadzi, tworzone przez wigzanie lipidéw w sposéb okreslony przez sekwen-
cje aminokwasow w biatku, a btony powstajg przez odpowiednig agrega-
cje lipoproteidéw. Jednostkg funkcjonalng w blonie jest na pewno
biatko i ono warunkuje fizjologiczng i biochemiczng funkcje biony i jej
strukture.

Zaden z zaproponowanych dotychczas modeli struktury btony biolo-
gicznej nie zostal przyjety bez zastrzezen. Nalezy je w dalszym ciagu
uwazaé za hipotezy robocze, gdyz zawierajg wiele elementéw wymaga-
jacych udowodnienia. W kazdej propozycji wspotczesnego modelu struktu-
ry btony powinny byé wziete pod uwage nastepujace fakty: wystepowa-
nie ponad 50% biatek btony w konformacji a-spiralnej, obecnos$¢ pol
hydrofobowych na powierzchni btony, istnienie P-spiralnych obszaréw we-
wnatrz fazy lipidowej, obecnos¢ lipoproteidow jako monomeréw lub pod-
jednostek zdolnych do samoskupiania sie w struktury btonowe droga
dwukierunkowej agregacji.

Badania nad btonami biologicznymi szty takze w kierunku ustalenia
ich grubosci. Gortner i Grendel (33) podali, ze zaproponowany
przez nich dwuwarstwowy ukitad lipidowy ma grubo$é¢ 30A. Btona o struk-
turze biony elementarnej Robertsona (biatko-lipid-biatko) (18) ma gru-
bos¢ 75A, z czego na kazdg warstwe przypada 25A. Przekonano sig, ze
takg grubos$¢ wykazuje wiekszo$¢ bton komoérek zwierzecych. W wyniku
ostatnich badan oceniono grubo$¢ biony plazmatycznej komorek zwie-
rzecych na 45—210A (34). Grubos¢ btony erytrocytéw wynosi okoto 50A,
np. 52A — dla erytrocytéw krolika (87) i 68A — dla erytrocytow cztowie-
ka (90). Ogdlnie przyjmuje sie, ze grubos$¢ btony plazmatycznej wynosi
okoto 60A (38).

Struktura btony wyznacza szereg jej witasciwosci, miedzy innymi za-
chowanie sie w polu elektrycznym. Stwierdzono, ze pod wptywem roznicy
potencjatéw zawiesina krwinek czerwonych w $rodowisku fizjologicznym
porusza sie w kierunku anody. Ujemny fadunek powierzchniowy, tak
zwany potencjat dzeta, jest charakterystyczny dla powierzchni erytro-
cytowej i w gtdwnej mierze on decyduje o szybkosci migracji w polu
elektrycznym, choé pewne dziatanie moga tez wywieraé¢ sita jonowa $ro-
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dowiska oraz adsorpcja jonow o przeciwnych znakach na powierzchni
krwinki. Predko$¢ wedrowki erytrocytdw ssakéw rdznych gatunkéw
zmniejsza sie w nastepujacej kolejnosci: krwinki psa >mszczura > kota >
> myszy > cztowieka > Swinki morskiej > $wini > krélika. Stwierdzono,
ze natadowane grupy na powierzchni sg mocno zwigzane z btong, gdyz
rézne czynniki niekorzystnie oddziatujagce na komoérki nie wptywajg na
ruchliwo$¢ elektroforetyczng. Ponder i Ponder (91) udowodnili, ze
cienie erytrocytow przemieszczajg sie z takg sama szybkoscig jak cate ko-
marki, co wskazuje, ze ujemny fadunek powierzchniowy nie zostaje utra-
cony podczas hemolizy i zalezy od sktadnikéw biony. Dzieki potaczeniu
metod elektrochemicznych i chemicznych (108) ustalono (6), ze jest on
zwigzany z obecnos$cig grup karboksylowych kwasu sialowego. Kwas sia-
lowy wystepuje w potaczeniu z biatkiem w najbardziej powierzchniowej
czesci btony, co udowodniono dziatajgc neuraminidazg, ktéra nie ma zdol-
nosci przenikania przez btony. Reszty kwasu sialowego decydujg o punkcie
izoelektrycznym sialoproteidu przypadajagcym w pH 3,7—4,8 (123). Powy-
zej tego pH biatko bton jest anionem, ponizej kationem. Stwierdzono, ze
neuraminidaza i a-amylaza, uwalniajgce kwas sialowy, powodujg spadek
ruchliwosci elektroforetycznej erytrocytow niektdrych zwierzat, redukcje
ich ujemnego tadunku powierzchniowego i przesuniecie punktu izoelek-
trycznego biatek bton do wartosci pH 5,0—5,5 (64). Potwierdza to poglad,
ze tadunek powierzchniowy erytrocytow jest uwarunkowany przez grupy
karboksylowe kwasu sialowego (31, 66).

Il. Biatka stromy

Przez dtugi okres czasu fundamentalng role w bionie przypisywano
tluszczom, o ktérych mamy w obecnej chwili najwiecej danych i im po-
Swiecony jest jeden z nastepnych rozdziatbw. Do niedawna natomiast dane
0 ilosciowym i jakoSciowym skitadzie biatek bton erytrocytéw byty skape.
Pierwszej préby ich identyfikacji dokonat w 1932 roku Jorpes, ktory
otrzymane po ekstrakcji lipidéw z cieni erytrocytéw biatko nazwat stro-
matyng (42).

Stromatyne wyodrebnit takze Ballantine (5. Moskowitz
1 Calvin (81) otrzymane przez zamrozenie cienie przemywali alkalicz-
nymi roztworami, a uzyskany osad biatka okreslili jako stromine, uznajac
ja za zasadniczy zrgb stromy. Wyodrebniony po ekstrakcji eterem fosfo-
proteid nazwano elening. Dalsza ekstrakcja mieszaning etanol-eter data
stromatyne (81). Substancje rozpuszczajaca sie powyzej pH 7 i wytraca-
jacag sie w pH 6,4 nazwano biatkiem S (40). Biatka typu strominy, stroma-
tyny czy eleniny sg mieszaninami zdenaturowanych biatek stromy.

Charakterystycznag witasciwosciag warunkujaca role biatka jako struk-
turalnego elementu bton jest jego nierozpuszczalno$¢ w warunkach fizjo-
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logicznych, co sprawia, ze otrzymanie biatek btony w stanie natywnym
napotyka na ogromne trudno$ci. Znacznym postepem w tej dziedzinie
byto zastosowanie w ciagu kilku ostatnich lat szeregu metod izolowania
biatek z cieni pozbawionych hemoglobiny (17, 22, 57, 63, 92).

Powszechne zastosowanie ma dziatanie na btony n-butanolem w obec-
nosci lub nieobecnos$ci detergentéw (63). W tych warunkach 90—95°/0
zwigzkow tluszczowych przechodzi do organicznego rozpuszczalnika, w fa-
zie wodnej pozostaje 85—95% rozpuszczalnego biatka (17, 65, 98). Tak
otrzymane biatka z krwinek cztowieka, wotu, $wini i owcy precypitujg
w pH 3,7—4,8 przy 32,5—40% nasyceniu (NH42504, 50% nasyceniu ace-
tonem oraz podczas zamrazania (64, 98, 136).

Ekstrakcja bton pentanolem prowadzi do otrzymania nienaruszonych
lipoproteidow (137). W celu otrzymania biatek erytrocytow stosowano
frakcjonowane wysalanie siarczanem amonu (17), a takze ekstrakcje roz-
tworami o niskiej sile jonowej w obecnosci ATP (67).

Blumenfeld (11) jako rozpuszczalnika uzyta 33% roztwor pi-
rydyny, otrzymujac po dializie wobec wody supernatant zawierajacy
35—40% sialoproteidow. W osadzie natomiast znajdowaty sie biatka nie-
rozpuszczalne i 80% cholesterolu.

Roztwoér fenol-kwas mréwkowy-woda (14:3:3 v/v/v) powoduje rozdzie-
lenie lipoproteidéw bton na biatka i tluszcze (21). Biatka stanowig 50%
suchej masy btony (tablica 1), a po ekstrakcji lipidow mieszaning etanol-
-eter (3:1) az 90%, przy czym s3 to gtownie glikoproteidy, ktérych skiad
aminokwasowy jest prawie niezalezny od sposobu preparatyki (4, 11,
102, 106).

Tablica 1
Procentowy skfad cieni krwinek czerwonych (102)
Zwigzek Przed ekstrakcja lipidowSpo ekstrakcji lipidow
(%) (%)
Biatko 49,2 91
Thuszcz catkowity 43,6 15
Fosfolipidy 32,5 15
Cholesterol 11,5 0
Weglowodany 1.2 75
Cukry obojetne 4,0 2,5
Heksozoaminy 2,0 2,6
Kwas sialowy 1,2 2,4

Podobienstwo skiadu aminokwasowego frakcji glikoproteidowej bion
krwinek czerwonych i frakcji otrzymanych w podobny sposéb z mito-
chondriow Neurospora crassa (129) i serca wotu (61) nasuwato przypuszcze-
nie, ze w blonie erytrocytu istnieje grupa biatek ,strukturalnych” (75).
Jednak podobienstwo skiadu biatek rozpuszczalnych z Escherichia coli
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(111) wskazuje, ze sam sktad aminokwasowy biatek nie jest wystarczajgcg
podstawg takiego przypuszczenia.

Za pomocg stopniowej ekstrakcji EDTA (68) i roztworami soli (77) oraz
stosujgc metody chromatograficzne glikoproteidy btony mozna rozdzielié
na 5 frakcji (schemat 5). Frakcje te nie sg jednorodne, jak to stwierdzono
za pomocg chromatografii na kolumnach Sephadex G-200. Znamienny
wpltyw na rozpuszczalno$¢ glikoproteidow biony miato dziatanie EDTA.
Tylko 18% biatek ekstrahowato sie w roztworze samej soli, za$ pod dzia-
taniem EDTA i soli rozpuscito sie 41% biatek (103). Jak wiadomo, jedng
z wiasciwosci EDTA jest wigzanie wapnia, ktdry w btonach krwinek czer-
wonych znajduje sie w ilosci 0,634 [xg/ml erytrocytow. Wydaje sie, ze
dwuwartosciowe kationy oddziatujg jako stabilizatory btony. Burger
i wsp. (13) wykazali, ze hemoliza erytrocytdw wotu zachodzi znacznie
szybciej w roztworach pozbawionych dwuwarto$sciowych kationow.

Bay

10'3M EDTA
0.05 M J3-merkaptoetanol

Supernatant Osad
O frakcja | (11%) 0 0.8 M Na Cl
i
Supernatant Osad
Ofrakcja Il (41%) O ekstrakcja lipidow
Supernatant Osad
O frakcja 11l (7%) 3% SDS
Saczenie na zelu
'-‘Chromatografia
(8%)J (5%J (13%J (7%]jj (8%|

Frakcja IVFrakcja V Frakcja VI Frakcja VII Frakcja MII
170 000 90 000 38 000 25 000 15 000

Schemat 5. Preparatyka glikoproteidéw, ich procentowa zawarto$¢ i masy czas-
teczkowe

Podobnie jak w wiekszosci rozpuszczalnych w wodzie biatek, we frak-
cjach I, I, Il'i V procent molowy niepolarnych aminokwaséw wynosi 36.
W pozostatych frakcjach ten procent wynosi 49. Jezeli w blonie erytrocy-
tow wystepujg biatka ,strukturalne”, to sa to prawdopodobnie biatka
frakcji IV, V i VI. Analiza N-koncowych grup wykazata, ze poszczeg6lne
te frakcje zawierajg wiecej niz jeden rodzaj fancucha polipeptydowego.
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W celu zidentyfikowania rozmieszczenia w btonie biatek wymienionych
frakcji zastosowano s6l dwuazoninowg kwasu sulfanilowego znakowanego
S$B, ktora nie dyfundujac przez blone tworzy potaczenie tylko z jej bial-
kami powierzchniowymi. Po poddaniu krwinek czerwonych inkubacji przez
20 minut, biatka bton rozdzielono elektroforetycznie, stwierdzajac naj-
wiekszg ilos¢ impulséw w biatku o masie 140 000 i wtasnie to biatko usy-
tuowane byé musi na powierzchni btony (103).

Dodge iwsp. (22) opracowujagc metode otrzymywania cieni erytrocy-
tébw przez tagodne wytugowanie hemoglobiny stwierdzili, ze skiad lipido-
wy cieni nie odbiega od sktadu krwinek nienaruszonych.

Po ekstrakcji bton eterem Rosenberg i Guidotti (103) zna-
lezli w nie zawierajgcym cholesterolu osadzie biatkowym 1—2°0 fosfoli-
pidu, co wskazywatoby na silne potgczenie z biatkiem tylko fosfolipidu.
Maddy (64) oraz Rega i wsp. (98) wykryli w zliofilizowanej, rozpusz-
czalnej (po potraktowaniu butanolem) frakcji biatkowej 3—5°0 fosfatydy-
loseryny, co wskazywatoby, ze jest ona silnie zwigzana z biatkiem. Wyniki
te potwierdzili Zw aa 1 iwsp. (136) dla bton erytrocytow réznych ssakow.

Hemoliza ludzkich erytrocytow w kontrolowanych warunkach prowa-
dzi do otrzymania stromy zawierajgcej wszystkie lipidy i normalng ak-
tywnosé acetylocholinoesterazy. Podziatanie na te strome 1,2M NaCl spo-
wodowato uwolnienie tluszczy z réwnoczesnym zanikiem aktywnosci
enzymu. tatwo$¢ z jaka nastgpit zanik wiasciwosci enzymatycznych na-
suwa przypuszczenie, ze kompleks lipidowo-biatkowy umiejscowiony jest
na powierzchni btony (77, 78).

Roelofsen (101) dziatajac na cienie erytrocytéw cztowieka fosfoli-
pazg C i A zaobserwowat znaczny, nieodwracalny spadek aktywnos$ci obu
ATPaz, co zauwazono takze po dziataniu n-butanolem (64).

Doktadniejsze okre$lenie liczby biatek w bionie krwinki jest dosy¢
trudne. Schrier (107) podaje, ze w stromie wykryto aktywnosé 25 en-
zymoéw, a zatem nalezaloby spodziewa¢ sie wystepowania co najmniej
25 odrebnych frakcji biatkowych.

W zaleznos$ci od stosowanego do ekstrakcji rozpuszczalnika otrzymuje
sie rozng ilos¢ frakcji biatkowych w wyniku elektroforezy. Na przyktad
w btonach erytrocytéw Swin wykryto od 14—16 frakcji na zelu poliakry-
lamidowym po zastosowaniu rozpuszczalnika fenolowego, a tylko 9 po
traktowaniu butanolem (21, 136). W erytrocytach cztowieka wykryto od
8—12 frakcji biatkowych na zelu poliakrylamidowym z mocznikiem (102,
136), a 15—25 frakcji na tym samym zelu z 0,1% dodatkiem siarczanu
sodowego dodecylu (SDS). Z krwinek cztowieka w Zelu skrobiowym otrzy-
mano zaledwie 7 frakcji biatkowych (3). Liczbe frakcji biatkowych otrzy-
manych z bton preparowanych wedtug Maddy z erytrocytow zwierzat réz-
nych gatunkéw przedstawia rysunek 1.

Rozbiezne wartosci otrzymano wyznaczajagc masy czasteczkowe biatek
rozpuszczalnych i nierozpuszczalnych w wodzie (118, 137). Po ekstrakcji
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butanolowej masa czasteczkowa biatek wynosi okoto 300 000 (64), po eks-
trakcji pirydyng jest rzedu 500 000 (11). Znacznie nizsze wartosci, to jest
50 000, otrzymano po ekstrakcji etanolowo-eterowej (93, 95). Biatko cieni
erytrocytdbw po rozpuszczeniu w SDS miato mase czasteczkowg rzedu
40 000 (4).
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Rys. 1. Frakcje biatkowe erytrocytéw: A) szczura, B) $wini, C) wotu, D) owcy, E) czto-
wieka (136)
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Lenard (58, 59, 60) nienaruszone, otrzymane wedlug Dodge cienie
erytrocytow cztowieka po dializie wobec 5mM EDTA i 5mM merkapto-
etanolu w 2°/o roztworze SDS poddat elektroforezie uzyskujgc 14 frakcji
biatkowych. Cztery z nich stanowity 60—65°/0 wszystkich biatek, a ich
masa czasteczkowa wynosita od 86 000 do 255 000.

Ostatnio doniesiono o wykryciu w sitromie erytrocytow czlowieka
i wotu tak zwanej frakcji minibiatek. W sktad tej frakcji wchodzg peptydy
0 masie czasteczkowej 5000. Frakcja ta odgrywa prawdopodobnie dosy¢
wazng role, bowiem znaleziono w niej ponad 50% aminokwasow stro-
my (55).

Unikajgc procesu odlipidowania Marchesi i wsp. (67, 68) wyizo-
lowali z bton erytrocytéw kurczliwe biatko — spektryne (ang. spectrin).

tagodne traktowanie erytrocytéw trypsyng powoduje odstoniecie wi-
docznej w mikroskopie elektronowym struktury aktynopodobnej (67,
119). W celu wyodrebnienia tego biatka zastosowano wiec metode zblizong
do metody izolowania aktyny z miesni. Po dializie wobec ATP i mer-
kaptoetanolu 20°/0 biatek cieni erytrocytéw mozna byto wyekstrahowac
wodg, a podstawowy skitadnik tej frakcji byt biatkiem homogennym, za-
sadniczo réznym od aktyny. Przede wszystkim spektryna nie przejawia
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wiasciwosci wigzania ATP. Dotychczas spektryne, ktéra jest biatkiem
kurczliwym, wyodrebniono z erytrocytéw cztowieka, konia, $winki, owcy,
krolika i szczura (68). Biatko to zanalizowano pod wzgledem skiadu ami-
nokwasowego i wiasciwosci fizyko-chemicznych. Sklad aminokwasowy
spektryny cztowieka jest identyczny ze sktadem spektryny z innych ga-

tunkow zwierzat. Zawiera ona 20m.M°/o kwasu glutaminowego i limMQo
cysteiny (tablica 2).

Tablica 2
Skfad aminokwasowy spektryny cztowieka (68)
Aminokwasy iXM% oS¢ reszt
(100 000)
Lizyna 6,7 59,1
Histydyna 2,6 22,9
Arginina 5,8 51,2
S-karboksymetylocysteina 1,1 9,7
Kwas asparaginowy 10,9 96,1
Treonina 3,6 31,8
Seryna 4,1 36,2
Kwas glutaminowy 20,5 180,8
Prolina 2,4 21,2
Glicyna 4,9 43,2
Alanina 9,2 81,1
Walina 4,7 41,5
Metionina 1,7 15,0
Izoleucyna 4,0 35,3
Leucyna 12,4 109,4
Tyrozyna 2,0 17,6
Fenyloalanina 3,0 26,5

Za pomocg reakcji immunologicznej ustalono, ze spektryna nie pochodzi
z plazmy ani hemolizatu, lecz umiejscowiona jest w btonie komadrkowej.
Jej minimalna masa czasteczkowa obliczona na podstawie pomiarow
w ultrawirowce i lepkosci wynosi okoto 140 000, a absorpcja I°/o roztworu
réwna sie 8,8.

Z zebranych danych wynika, ze w btonie erytrocytdw wystepuje okoto
15—20 rdéznych biatek, w wiekszosci w postaci niezupetnie zidentyfiko-
wanych komplekséw gliko-lipido-proteidowych, determinujacych struk-
turalng integralno$¢ btony. Niestety uzywane dotychczas metody otrzy-

mywania biatek prawdopodobnie powodujg naruszenie ich Ill-cio rzedo-
wej struktury.

I11. Glikoproteidy btony erytrocytéw

Wiekszo$¢ teorii o budowie btony komdrkowej (18, 100, 123) w zasadzie
nie rozpatruje wptywu glikolipidéw na strukture i wilasciwosci biony
erytrocytow. Z danych o ilosci cukrow w btonie komoérkowej erytrocytéw
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wynika, ze stanowig one okoto 8°/0 suchej masy btony. Skiad cukrow
w krwince cztowieka jest nastepujacy: galaktoza i acetylogalaktozoamina
(AcNHGal) stanowig po 1,8% jej masy, glukoza i acetyloglukozoamina
(AcNHGIk) po 0,8%, fukoza 0,3%, mannoza 0,4%, a kwas N-acetyloneura-
minowy (NANA) — 2,1% (127). Glikoproteidy wyodrebnione ze stromy
erytrocytow ludzkich zawierajg znaczng ilos¢ kwasu sialowego, heksoz
i heksozoamin (4, 11, 16).

Ogolnie przyjetag metodg (127) otrzymywania glikoproteidéw z biony
erytrocytow jest ekstrakcja za pomocg mieszaniny fenolu z wodag (1:1)
w temperaturze 65°C. Dalsze oczyszczanie polega na wytraceniu glikopro-
teidow alkoholem. Jedna z nowszych metod (11) oparta jest na rozdziale
na kolumnach Sephadex G-200 przy uzyciu 33% roztworu pirydyny. Duzy
ciezar czasteczkowy tak wyizolowanych glikoproteidow (okoto 500 000)
(8, 9 jest wynikiem agregacji podjednostek o ciezarze czasteczkowym
31 000. Agregaty te tatwo ulegajg dysocjacji w obecnosci detergentéw jak
Triton x-100 i SDS (80). Na 100g suchej masy otrzymanego glikoproteidu
35% przypada na aminokwasy. Kwas N-acetyloneuraminowy stanowi
27,8%, z cukrow galaktoza — 13,2%, mannoza — 2,6%, fukoza — 1,2%
i acetyloglukozoamina 6,5% (127).

Pod wptywem dziatania neuraminidazy bakteryjnej lub wirusowej na
erytrocyty nastepuje uwolnienie kwasu, sialowego, powodujgce zmniejsze-
nie ujemnego tadunku btony erytrocytéw (25). Jest to bezpos$rednim do-
wodem, ze sialoglikoproteidy sg umiejscowione na powierzchni erytrocy-
tow. Trawienie trypsyng powoduje uwolnienie okoto 40% kwasu sialowego
w postaci sialoglikopeptydéw (14, 15, 25, 84, 85, 128), ktére mogag byé
z tatwoscig wyizolowane za pomocag chromatografii na DEAE-celulozie
(128). W zaleznosci od grupy krwi dawcy wykazujg one whasnosci anty-
genowe typu M, N lub MN (7, 14, 44, 80), charakteryzuja sie brakiem wol-
nych grup a-aminowych (metoda Sangera) i zawierajg 80% cukrow. Po-
wyzsze wilasciwosci nasuwajg przypuszczenie, ze glikopeptydy te pocho-
dza z tafcucha peptydowego, w ktérym grupy a-aminowe sg zablokowane,
w innym bowiem przypadku traktowanie -trypsyng powodowatoby uwal-
nianie tych grup. Glikoproteidy M i N wykazuja wiasciwosci wigzania
wirusa grypy (7, 51).

Wiadomo, ze cukry potgczone sg biatkami za pomocag dwu typdw wig-
zan: O- i N-glikozydowych. Wigzanie typu O-glikozydowego tworzy sie
miedzy anomerycznym weglem N-aceftylogalaktozoaminy i hydroksylowa
grupa seryny lub treoniny (44, 89, 113, 128). Pod wptywem dziatania zasad
na to wigzanie nastepuje P-aliminacja fancucha oligosacharydowego i two-
rzenie sie zwigzanego z peptydem kwasu a-aminoakrylowego z seryny lub
kwasu a-aminokrotonowego z treoniny. W obecnosci NaBH4 cukier jest
redukowany do alkoholu, a pozostate nienasycone aminokwasy sg redu-
kowane do alaniny i kwasu a-aminomastowego (89). W kolagenach wiaza-
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nie typu O-glikozydowego wystepuje takze miedzy galaktoza a hydroksyli-
zyna.

Wigzanie N-glikozydowe miedzy redukujgca grupa N-acetylogluko-
zoaminy i amidowg grupg asparaginy jest odporne na dziatanie alkalicz-
nego rozwtoru NaBH4 i P-asparaginyloglukozamine mozna otrzymaé je-
dynie na drodze tagodnej kwasnej hydrolizy.

Na podstawie dotychczas zebranych danych zaproponowano (127)
nastepujacy sposob potgczenia glikoproteidu z btong erytrocytéw. Przy-
jeto, ze podstawowa jednostka glikoproteidu (m. cz. 31 000) jest zakotwi-
czona w btonie erytrocytéw za pomoca grupy karboksylowej swej lipofil-
nej czesci. Pozostata cze$¢ glikoproteidu jest utrzymywana w rozciggnietej
postaci za pomocg ujemnie natadowanych reszt kwasu sialowego, co jest
potwierdzone przez obnizanie sie lepkosci erytrocytow pod wpltywem
neuraminidazy. Spiralng konformacje glikoproteidowego taricucha wyklu-
czono takze w wyniku badan skrecalnosci optycznej (41).

IV. Lipidy btony erytrocytow

Przewazajgca cze$¢ tluszczy wystepujacych w czerwonych ciatkach
krwi jest zwiazana z btong komdrkowa. W 1940 roku Parpart i Dzie-
man (88) wykazali, ze tluszcze stanowig okoto 35% suchej masy bton
erytrocytow. Najnowsze dane (20, 112) dotyczace sktadu tluszczowego bto-
ny erytrocytdw cztowieka przedstawia tablica 3.

Tablica 3
Thuszczowce erytrocytow ludzkich (20, 112)
Rodzaj ttuszczowca [i.MxI0 19krwinke
Cholesterol 3,2
Wolne kwasy ttuszczowe, glicerydy,
estry steroli 0,1
Fosfatadylocholina 1,2
Fosfatydyloseryna i 06
Fosfatydyloetanoloamina 1,1
Fosfoinozytydy 0,03
Sfingomieliny 1,0
Lizolecytyna 0,04
Kwas fosfatydowy 0,04
Glikosfingolipidy 0,2

Erytrocyty w swym cyklu zyciowym (120 dni u cztowieka) ulegaja pew-
nym strukturalnym i przestrzennym zmianom (71). Miode krwinki zawie-
rajg znacznie wiekszg iloS¢ cholesterolu i fosfottuszczy (50, 95, 126). llos¢
glicerofosfolipidow spada takze w miare przechowywania erytrocytéw
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(125). Pewne ttuszcze z kolei moga by¢ adsorbowane przez erytrocyty
z plazmy. Przyktadem tego jest adsorpcja grupowej substancji krwi typu
Jcs u bydta (39).

1. Ttuszczowce obojetne

Ttuszczowce obojetne stanowig okoto 40% catkowitej frakcji ttuszczo-
wej erytrocytéw ludzkich. Gtdwnym sktadnikiem tej frakcji jest niezestry-
fikowany cholesterol (80—90%) (117). Z badan przeprowadzonych przez
Nelsona (83) wynika, ze erytrocyty otrzymane z krwi wotu, psa, konia,
$wini, szczura i owcy zawierajg Srednio okoto 28% tluszczowcoéw obojet-
nych, z ktérych 99% stanowi cholesterol. Stwierdzono tylko $ladowe ilosci
esterdw cholesterolu, tréjglicerydéw i wolnych kwaséw thuszczowych.
Gdy erytrocyty owcy przemyto dziesieciokrotnie buforem fosforanowym,
stwierdzono jedynie obecno$¢ cholesterolu, a zatem pozostate tluszcze sg
prawdopodobnie adsorbowane na powierzchni btony erytrocytow. Erytro-
cyty cztowieka i psa zawierajg natomiast znaczne ilosci dwuglicery-
déw (120).

2. Fosfolipidy

Giéwnymi fosfolipidami erytrocytéow cztowieka (125) sg: fosfatydylo-
cholina, fosfatydyloetanoloamina, fosfotydyloseryna, sfingomieliny lizo-
fosfatydy, plazmalogen, fosfoinozytydy, kwasy fosfotydowe i kardiolipiny.
Erytrocyty owcy i wotu wyrézniajg sie duzg zawartoscig sfingomieliny
i znikomg iloScig fosfatydylocholiny. Erytrocyty cztowieka, szczura i kro-
lika zawierajg wiecej fosfatydylocholiny niz sfingomieliny (30,82). Biolo-
giczne znaczenie tych réznic nie zostato, jak dotychczas, wyjasnione.
Fosfolipidy stanowig materiat budulcowy bton komdérkowych erytrocytéw.
W zwigzku z tym zmiany w sktadzie fosfolipidow maja znaczny wptyw na
zywotnos$¢ i wiasciwosci erytrocytéw, co zaobserwowano podczas diuzszej
inkubacji i po urazach metabolicznych (97). Usuniecie cze$ci tluszczy z po-
wierzchni erytrocytéw powoduje in vivo skrécenie ich zywotno$ci i obni-
zenie odpornosci na temperature.

3. Glikosfingolipidy

Glikosfingolipidy stanowig okoto 4% catkowitej ilosci ttuszczy wyste-
pujacych w btonie erytrocytéw ludzkich. W 1951 roku Klenk i Lau-
enstein (49), a w rok pézniej Yamakawa i Suzuki (134) wy-
odrebnili z btony erytrocytéw ludzkich glikolipid zawierajgcy galaktoze,
glukoze, N-acetylogalaktozoamine, kwas ttuszczowy i sfingozyne, ktory
nazwano globozydem. W tym samym czasie Yamakawa i Suzuki
(133) otrzymali z erytrocytéw konia nowy rodzaj glikolipidu — hematozyd.
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Zwigzek ten oprocz kwasu tluszczowego, sfingozyny i galaktozy zawierat
takze kwas N-glikozyloneuraminowy (NGNA). Dalsze badania glikolipi-
dow z erytrocytow konia doprowadzity do wyodrebnienia dwuheksozylo-
ceramidu, ktory uwaza sie za odmiane hematozydu pozbawiong kwasu
sialowego (120).

Ze wzgledu na sktad cukréw glikosfingolipidy erytrocytéw dzielg sie
na dwie grupy: typu globozydu i typu hematozydu. Glikosfingolipidy typu
globozydu, zawierajgce N-acetylogalaktozoamine lub N-acetyloglukozo-
amine sg charakterystyczne dla erytrocytéw cztowieka (AcNHGal-(I—-3)-
-Gal-(1—4)-Gal-(1->4)-Glk-(I->I)-ceramid), $wini (AcNHGal-(l—-3)-Gal-
-(I->4)-Gal-(1->4)-Glk-(I->1)-ceramid)  (74), krdélika (Gal-(I-")-Gal-
-(I->-3)-AcNHGIk-(I-23)-Gal-(I->4)-G1k-(I->1)-cera:mid) (24), wotu (Gal-
-(I->-3)-AcNHGIk-(I->4)-Gal-(I->4)-Glk-ceramid) (47), owcy, kozy, swinki
morskiej (typ AcNHGal) i osta (typ AcNHGIkK). Glikosfingolipidy typu
hematozydu wystepuja w erytrocytach konia, psa i kota (tablica 4).

Tablica 4
Budowa glikolipidéw typu hematozydu (12, 36, 48)

Gatunek ! Proponowana struktura
Kon NGNA-(2 -> 3)-Gal-(l 4)-Glk-(I -> I)-ceramid
Pies NANA-(2 -> 3)-Gal-(l — 4)-Glk-(I -> I)-ceramid 73%
NGNA-(2 -> 3)-Gli-(l 4)-Glk-(I I)-ceramid 27%
Kot NGNA-(2 3)-NGNA-(2  3)-Gal-(I -* 4)-Glk-(I -> )-ceramid

Hematozyd z erytrocytow psa zostat wyodrebniony przez Klenka
i Heuera (48) i ma strukture przedstawiong na schemacie 6. Podobng
strukture ma hematozyd z erytrocytéw konia. Niedawno Handa i Ya-
makawa (36) wykazali, ze hematozyd z erytrocytow psa zawiera mie-
szanine NGNA i NANA w stosunku 1:2,7. Strukture globozydu z erytrocy-
tébw cztowieka opracowali w 1965 roku Yamakawa, Nishimura
1 Kamimura (132) (schemat 7). lIdentyczng strukture ma globozyd
z erytrocytéw Swini (79).

OH
I ch2oh
CCOHy-"-i— O
HOCH2/ | .
¢ch T [0~ \ A o)
hochf o } nh oh h 5P ~°AN cepamid

NGNa }* (2-73)- Gal~074) Gik (1-1) - CERAMID
Schemat 6. Struktura hematozydu

2 Postepy Biochemii
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W 1963 roku Svennerholm i Svennerholm (115) wyizolo-
wali z krwi cztowieka nastepujace blisko spokrewnione glikolipidy: 1. gli-
kozyloceramid, 2. laktozyloceramid, 3. tréjheksozyloceramid i 4. czterohek-
sozyloceramid. Zwiazki te sg typu glikosfingolipidow obojetnych i maja
wspadlng czes¢ glikozyloceramidowsa.

CHOH OH  CHOH
o} [~
\
s (o} CH,OH
r]JH H O
co HO (o] CH,OH
HO. (o)
N
OH ?Hz

H-on
ACNHGal- (1-3) - Gal-(1—4)-G al- (1-4)-Gtk-(1 -1) -Cer L

Schemat 7. Struktura globozydu

AcNHGal-(2->3)-Gal-(2—-4)-Gal-(2->4)-Glk-ceramid
Gal-(2—24)-Gal-(i->4)-Glk-ceramid

Gal-(1 —=4)-Glk-ceramid

Glk-ceramid

Koncowg N-acetylogalaktozoamine globozydu z erytrocytéw czlowieka
i Swini mozna odszczepi¢ za pomoca /3-N-acetyloheksozoaminozydazy, co
wskazuje, ze wigzanie glikozydowe miedzy N-acetylogalaktozoaming a ga-
laktozg w tym glikolipidzie jest typu /? (79). Podobnie, /?-glikozydaza otrzy-
mana z mozgu szczura katalizuje hydrolize glikozyloceramidu (27, 28),
a stosunkowo niespecyficzna /3-galaktozydaza katalizuje hydrolize lakto-
zyloceramidu i galaktozylo-galaktozyloglukozyloceramidu (27, 29). Szcze-
golnie czutg metode oznaczania ilosciowego wyzej wymienionych glikolipi-
déw obojetnych opracowali Vance i Sweeley (121). Metoda ta obej-
muje analize metyloglikozydéw (otrzymanych w wyniku kwasnej metano-
lizy), przy pomocy chromatografii gazowej.

Erytrocyty $Swini w poréwnaniu z erytrocytami cztowieka zawierajg
znacznie wiekszg ilos¢ galaktozylo-galaktozyloglukozyloceramidéw i globo-
zydéw (117). Interesujgce jest, ze wykryty w watrobie cztowieka dwuga-
laktozyloceramid nie wystepuje w erytrocytach (72).

Piecioheksozyloceramid jest charakterystycznym glikosfingolipidem
erytrocytow krélika (24) i nie wystepuje w erytrocytach ludzkich. Obecnie
uwaza sie, ze gangliozydy i grupowe substancje krwi sg jedynymi glikoli-
pidowymi sktadnikami btony erytrocytéw cztowieka i $wini (117). Erytro-
cyty, w ktdrych globozyd jest gtéwnym glikolipidem, zawierajg takze mate
ilosci glikosfingolipidéw z kwasem sialowym (132).
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4. Immunochcmiczne wtasciwosci glikosfingolipidow

Od czasu wykrycia substancji grupowych krwi u ludzi (56) intensywne
badania prowadzono nad antygenami wystepujgcymi na powierzchni ery-
trocytéw (43, 124). Z 60-ciu obecnie znanych substancji grupowych krwi
co najmniej pieé ma charakter glikolipidowy. W zwigzku z tym badania
dotyczace struktury i immunochemicznych witasciwosci glikosfingolipidéw
majg istotne znaczenie w zrozumieniu zjawisk zachodzgcych miedzy in-
nymi podczas aglutynacji erytrocytéw i transplantacji organow.

Tablica 5
Skitad frakcji glikolipidowych substancji grupowej A (54)

Stosunek molowy
Gik Gal Fuk  GIKNH2 GalNH

Glikolipid 1 1 0,91 0,94 0,94
Glikolipid 11 1 2,8 1 1 1
Glikolipid 111 1 3 0,9 2,6 13

W 1953 roku Yamakawa i Lida (130) wyosobnili z erytrocytéw
cztowieka glikosfingolipid, ktéry hamowat hemaglutynacje erytrocytow
danego typu krwi przez odpowiednie przeciwciata. Dalszy rozwdj badan
nad glikolipidowym charakterem substancji grupowych krwi zawdziecza-
my pracy KosScielaka (53), ktéry z erytrocytéw ludzkich wyo-
drebnit glikosfingolipid o wtasciwosciach entygenowych typu A. W 1968 ro-

Ac NH GalCl— 3) Gal (1-3?) AcNH Gik (1-3) Gal(-?)Glk-ceramid
9

t
Fuk

1 Ac NH Gal (1-3) Gal (1-3?)Ac NH Gik (1-3) Gal (1-3) Gal(-?) Glk-ceramid

?
+
1
Fuk
Schemat 8. Struktura | i Il substancji glikolipidowej grupy A
ku Hakamori i Strycharz (35 otrzymali z erytrocytow ludzkich

trzy rdézne frakcje glikolipidowe, wykazujace aktywnos$é substancji gru-
powej krwi typu A. Kazda z nich zawierata galaktoze, glukoze, fukoze,
N-acetyloglukozoamine i N-acetylogalaktozoamine w stosunku 2,4:1:1:1:1.

2
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Dalszg ich charakterystyke podali KoScielak i wsp. (54) (tablica 5)
proponujgc dla dwu glikolipidowych substancji grupowych A budowe
przedstawiong na schemacie 8 Otrzymano takze glikolipid wykazujacy
aktywnos$¢ grupowa krwi typu B (35). Glikolipid ten rézni sie od glikosfin-
golipidu o aktywnosci A tylko brakiem N-acetylogalaktozoaminy. Gliko-
lipid typu O zawiera glukoze, galaktoze, fukoze, N-acetyloglukozoamineg
i hamuje hemaglutynacje erytrocytéw typu H i Leb (35). Doktadna struk-
tura glikosfingolipidéw o wiasciwosciach antygenowych substancji grupo-
wych krwi ludzkiej nie jest dotychczas catkowicie udowodniona. Na pod-
stawie podobienstwa stosunkéw molarnych i sktadu cukrow w glikolipi-
dach do stosunkéw i sktadu cukréow w glikoproteidach (124) wykazujacych
grupowy charakter typu krwi ludzkiej, zaproponowano nastepujgce wzory
strukturalne dla glikolipidow:

Grupa A. AcNHGal-Gal-AcNHGIk-Gal-Glk-sfingolipid

|
Fuk
Grupa B. Gal-Gal-AcNHGIk-Gal-Glk-sfingolipid

|
Fuk
Grupa H/Leb-Gal-AcNHGIk-Gal-Glk-sfingolipid
|
Fuk
Grupa Lea. Gal-AcNHGIk-Gal-Glk-sfingolipid

|
Fuk

We wszystkich dotychczas wyodrebnionych grupowych substancjach krwi
wystepuje fukoza, ktéra prawdopodobnie jest niezbedna do utrzymania
odpowiedniej immunospecyficznej konfiguracji (62). Usuniecie fukozy za
pomoca tagodnej kwasnej hydrolizy powoduje obnizenie aktywnos$ci im-
munologicznej glikolipidow (34). W dalszym ciggu jednak istnieje kontro-
wersja, co do wystepowania w erytrocytach glikoproteidowych substancji
grupowych krwi. | tak Po ulik (94) ekstrahujgc erytrocyty mieszaning
n-butanol-woda otrzymat grupowe substancje A, B i MN w fazie wodnej,
co Swiadczytoby o ich glikoproteidowym charakterze. Z drugiej strony
Hakamori i Strycharz (35) wykazali, ze aktywnosé A, B, H i Leb
jest uwarunkowana przez specyficzne glikosfingolipidy btony erytrocytow.
Zarowno glikoproteidy jak i glikolipidy zawierajg ten sam tafcuch cukro-
wy, w zwigzku z czym moga mie¢ ten sam antygenowy charakter substan-
cji grupowych krwi. Nie nalezy jednak wykluczaé¢ mozliwosci, ze glikopro-
teidy sg aktywne tylko dlatego, ze zawierajg niewielka frakcje glikosfingo-
lipidow o wysokiej aktywnosci antygenowej. Dodatkowe dane o glikosfin-
golipidowej naturze niektérych substancji grupowych krwi pochodza
z prac nad Lea i Leb cztowieka (70) i J bydta (39, 109, 113). Gard as
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i Koscielak (26) wykazali aktywnos$¢ grupowa A i B zarébwno w frak-
cji glikolipidowej jak i glikoproteidowej.

Glikolipidy o antygenowym charakterze substancji grupowych krwi
dzielimy na rozpuszczalne i strukturalne. Rozpuszczalne glikosfingolipidy
sq adsorbowane, a wtasciwie wbhudowywane do btony w plazmy (69, 70).
Do klasy tej nalezg substancje grupowe Leai Leb cztowieka (70) i J bydta
(39), R owiec (96) i A swini (1). Strukturalne glikosfingolipidy sg syntety-
zowane i wbhudowywane w blone erytrocytow w szpiku kostnym. Nalezg
tu grupowe substancje krwi cztowieka typu A, B, O.

Jednym z glikosfingolipidow wyodrebnionych z erytrocytéw owcy (86)
i kota (131) o antygenowym charakterze jest hapten Forssmana. Makita,
Suzuki i Y05|zawa (66) podali jego strukturalny wzor: AcNHGal-

a
-(1-*3)-Gal-(I- "4) Gal-(I- >4) -Glk-sfingolipid. Hapten ten wykazuje takze
stabg aktywnos$é substancji grupowej krwi typu A, ktora przypisuje sie
identycznemu zakoniczeniu tancucha cukrowego AcNHGal-(I->3)-Gal-.

Zastosowanie chromatografii gazowej do analizy glikosfingolipidéw
umozliwito doktadng analize kwaséw tluszczowych wchodzacych w skiad
ceramidowej czesci glikolipidow. Okazato sie, ze a-hydroksy kwasy ttusz-
czowe wystepuja w matej ilosci lub sg nieobecne w glikosfingolipidach
erytrocytow (117). Stanowig one natomiast gtéwng grupe kwasow ttuszczo-
wych w glikolipidach watroby (73), a takze w galaktozyloceramidach
z mozgu (116).

Glikosfingolipidy erytrocytdw s$wini i leukocytdw cztowieka zawierajg
znaczne ilosci kwasu palmitynowego i stearynowego (117). Kwas lignoce-
rynowy i nerwonowy zidentyfikowano jako gtowne kwasy tluszczowe gli-
kosfingolipidow o antygenowym charakterze substancji grupowych krwi
typu A, B, O (35).

Tablica 6
Sktad zasad w glikozyloceramidach z surowicy bydta* (110)

Zasady nasycone | Zasady nienasycone
Undekasfinganina 0,45 Undekasfingenina 0,09
Dodekasfinganina 0,04 Dodekasfingenina 0,08
Tridekasfinganina 0,07 Tridekasfingenina 0,015
Tetradekasfinganina 0,013 Tetradekasfingenina 0,07
Pentadekasfinganina 0,05 Pentadekasfingenina 0,41
Heksadekasfinganina 1,00 Heksadekasfingenina 0,30
Heptadekasfinganina 6,58 Heptadekasfingenina 0,43
Sfinganina 2,84 Sfingenina 7,64
Nonadekasfinganina 0,40 Nondekasfingenina 0,29
Eikozasfinganina 0,58 Eikozasfingenina 2,37

*wyrazony stosunkiem ilo$ci zasady do ilosci heksadekasfinganiny

Dotychczas niewiele zebrano danych o charakterze zasad wchodzgcych
w skiad glikosfingolipidéw. Gangliozydy wyodrebnione z centralnego ukta-
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du nerwowego zawierajg mieszanine sfingeniny i eikozasfingeniny (104,
114), podczas gdy glikosfingolipidy z watroby ludzkiej zawierajg heptade-
kasfingenine, sfingenine i eikozasfingenine wraz z maitg iloscig ich nasyco-
nych analogéw (45, 46, 76). W erytrocytach cztowieka sfingenina jest gtow-
ng zasada glikosfingolipidéw, a sfinganina stanowi zaledwie 5% (121).
Ostatnio podano (110) obszerna charakterystyke zasad wchodzacych w
sktad glikosfingolipidow z krwi bydta (tablica 6). Okazato sie, ze ilos¢ sfin-
geniny w stosunku do innych zasad wzrasta wraz z wydtuzaniem sie hek-
sozydowej czesci glikosfingolipidéw.
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KRZYSZTOF STARON*

Zwigzki fluoryzujace jako wskazniki zmian
konformacyjnych bton zwigzanych z transportem
energii

Fluorescent Probes in Investigations of Energy-Linked
Membranes Conformational Changes

Fluorescent probes are used as conformational changes indicators. Their applica-
tions and proposed mechanisms of response in energized membranes are reviewed
in this article.

I. Zmiany strukturalne mitochondriéw towarzyszace sprzezonemu
transportowi elektronow

Transportowi elektronéw w sprzezonych chloroplastach i mitochon-
driach lub tez w ich fragmentach towarzyszy wytworzenie wysokoenerge-
tycznego wigzania miedzy czasteczkg ADP i fosforanem. Na podstawie
wynikow badan tych proceséw przedstawiono przypuszczalne mechanizmy
przeksztatcania energii utlenianych substratow w inne jej formy. W swojej
teorii chemicznej Slater (20, 44) zakladat powstanie zwigzku wysoko-
energetycznego w wyniku reakcji oksydoredukcyjnej dwéch przenosnikéw
elektrondw miedzy jednym z nich a blizej nie okreSlonym uniwersalnym
zwigzkiem. Mitchell (20, 31) natomiast zaproponowat mechanizm,
w ktdrym energia potrzebna do przytaczenia fosforanu do ADP pochodzi
z wytworzonej podczas przeptywu elektronéw roznicy stezen protonéw po
obu stronach wewnetrznej btony mitochondrialnej lub btony chloroplastu.
Wreszcie Boyer (8, 9, 38) zwrocit uwage, ze pierwszym etapem fosfory-
lacji moze byé zwigzane ze zmianami konformacyjnymi przeksztatcenie

* Mgr, Zaktad Enzymatyki, Instytut Biochemii, Uniwersytet Warszawski, War-

szawa
Wykaz stosowanych skrétéw: ANS — J-anilinonaftaleno-8-sulfonian, MNS — 2-
(N-metyloanilino)-naftaleno-6-sulfonian, @ NBDC1—7-chloro-4-nitrobenzo-2-okso-I,3-

diazol, PS — pireno-3-sulfonian, FCCP — karbonylocyjanek p-tréjfluorometoksyfeny-
lohydrazonu
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przenos$nikéw elektronéw w bogatsze energetycznie formy. Proces ten by#-
by w pewnym sensie analogiczny do procesu zachodzgcego w przeciwnym
kierunku podczas zmiany konformacji czasteczki miozyny potgczonej z hy-
droliza ATP.

Zmiany catej struktury mitochondrium, tak zwane zmiany konfigura-
cyjne (19), sa jednym z efektow reakcji oksydoredukcyjnych zachodzacych
w jego btonie. Ujawniajg sie one jako zmiany rozpraszania Swiatta przez
zawiesine mitochondriéow i na obrazach z mikroskopu elektronowego.
Chance i Pac ker (15) stwierdzili, ze zmiany rozpraszania $wiatta
przez zawiesing mitochondriow watroby szczura nastepujg bezposrednio
po zmianach oksydoredukcyjnych cytochromu b. Zdjecia z mikroskopu
elektronowego mitochondriéw w réznych stanach energetycznych, uzyska-
ne przez Hackenbrocka (22, 23)i Greena (19), przedstawiajg co
najmniej dwa rdzne typy ich struktury, okreslane jako ,,skondensowane”
(ang. condensed, contracted) i ,speczniate” (ang. swollen, ortodoz). Zmiany
stanu energetycznego mitochondriéw powodujg przejscie jednej struktury
w drugg. Na tej podstawie Hackenbrock (22, 23)i Green (19) za-
ktadali funkcjonalne powigzanie stanéw konfiguracyjnych z procesami
transportu energii. Jednakze, o ile zmiany konfiguracyjne sg przyczynowo
zwigzane z tymi procesami, o tyle same nie warunkujg witasciwosci ener-
getycznych mitochondriow. Utrwalone za pomocg aldehydu glutarowego
w okreslonym stanie konfiguracyjnym mitochondria wykazujg zdolnos$¢
do sprzezonego z procesami energetycznymi gromadzenia wapnia bez
wzgledu na to, czy jest to stan ,skondensowany” czy tez ,speczniaty”,
choé¢ zdolnos$¢ ta nie jest jednakowa (36). Wydaje sie rowniez, ze czas po-
trzebny na przejscie jednej konfiguracji w druga, jak tez czas zmian w roz-
praszaniu $wiatta jest zbyt dtugi w pordwnaniu do czasu innych procesow
zwigzanych z transportem energii (12). Wreszcie przejscia typu ,specznia-
ty” — ,,skondensowany” nie zachodzg w czgstkach submitochondrialnych,
mimo ze czastki te wykazujg zdolno$¢ do syntezy ATP. Dlatego tez zmiany
konfiguracyjne sg prawdopodobnie raczej nastepstwem proceséw transpor-
tu energii niz majg z nimi funkcjonalne powigzanie (6, 14).

Wspomniana juz teoria Boyera (8, 9, 38) zakiadata istnienie takiego
powigzania ze zmianami strukturalnymi na poziomie nizszym niz cate
organellum. Zatozenia Boyera opieraty sie przede wszystkim na podobien-
stwach miedzy podstawowymi procesami zwigzanymi z biologicznym prze-
noszeniem energii, to jest miedzy fosforylacjg na poziomie substratu, oksy-
dacyjng fosforylacja i skurczem miesnia (8) oraz na badaniach nad reakcja-
mi wymiany Pt® ATP, ADP~ ATP, Pj» HOH i ATP~ HOH w mito-
chondriach (10). Badania te nie dawaly jednak bezposredniej odpowiedzi
na pytanie: czy zmiany konformacyjne bton rzeczywiscie majg miejsce
i, jezeli tak, jaki jest ich zwigzek z transportem elektrondw oraz proce-
sem fosforylacji. W ciagu kilku ostatnich lat prébowano uzyska¢ odpowiedz
na to pytanie przez zastosowanie fluoryzujgcych wskaznikow zmian kon-
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formacyjnych (ang. fluorescent probes), czyli zwigzkéw niskoczasteczko-
wych, ktérych fluorescencia w kompleksie z makroczasteczkg uwarunko-
wana jest stanem konformacyjnym tej ostatniej. Uzywajac tego typu
wskaznikdw juz poprzednio zaobserwowano ujawniajgce sie jako zmiany
parametrow fluorescencji zmiany konformacyjne szeregu biatek rozpusz-
czalnych, jak albuminy (49), biatek Bence-Jonesa (18), apohemoglobiny
i apomioglobiny (45), miozyny (17), chymotrypsyny (30), pepsynogenu
i pepsyny (48), 2-fosfohydrolazy D-fruktozo-l,6-dwufosforanu (1) i innych.
Zastosowanie tych wskaznikéw do badania zmian konformacyjnych zwig-
zanych ze stanem energetycznym bton mitochondrialnych i chloroplasto-
wych jest przedmiotem tego artykutu.

Il. Fizykochemiczne podstawy zastosowania wskaznikow

Zwigzki zastosowane jako wskazniki (rysunek 1) wykazujg zwykle sta-
ba fluorescencje w wodzie. Wydajno$¢ kwantowa oraz widmo fluorescencji
zmienia sie wraz ze zmiang otoczenia fluoryzujgcej czasteczki (40, 46). Sie-
dzac zmiany intensywnosci fluorescencji wskaznika wprowadzonego w spe-
cyficzne miejsce makroczasteczki lub btony mozna wiec uzyskaé¢ infor-
macje o zmianach zachodzgcych w najblizszym otoczeniu miejsca wigza-
nia. Omowienie fizykochemicznych podstaw tych proceséw mozna znalez¢
w artykule dotyczacym zastosowania fluoryzujacych wskaznikéw do bada-
nia zmian konformacyjnych biatek (37). Dlatego tez tutaj zostang przed-
stawione tylko te zjawiska, ktore odgrywaja zasadnicza role przy zastoso-
waniu wskaznikéw do badania stanu energetycznego bton.

Zmiany parametrow fluorescencji wskaznika wprowadzonego w okres-
lone miejsca makroczasteczki lub biony tacza sie przede wszystkim ze
zmianami polarno$ci oraz rozmieszczenia czgsteczek otoczenia wokdt wzbu-
dzonej czasteczki wskaznika, pozwalajgcymi na zmiany jej geometrii lub
uniemozliwiajagcymi je. Istniejg zwigzki, na przyktad retinol (1), ktérych
fluorescencja zalezna jest tylko od pierwszego z tych czynnikéw: zwigzki,
na przykiad 3-dwumetyloaminonaftourodyna (Il), ktérych fluorescencje
okresla drugi czynnik i wreszcie zwiazki, na przyktad N-naftylo-N-fenylo-
amina (Ill), ktérych fluorescencja zalezna jest od obu tych parametrow.
(39). Poniewaz zmiany konformacyjne moga powodowaé zar6wno zmiany
polarnosci, jak i rozmieszczenia czasteczek w otoczeniu miejsca wigzania,
do badan uzywane sg najczesciej zwigzki trzeciego typu. Sg to przewaznie
pochodne N-naftylo-N-fenyloaminy, jak 2-anilinonaftaleno-8-sulfonian
(ANS) (IV), 2-(N-metyloanilino)naftaleno-6-sulfonian (MNS) (V) oraz 2-p-
-toluidynylonaftaleno-6-sulfonian (TNS). Oprécz pochodnych N-naftylo-
-N-fenyloaminy uzywane sg czesto pochodne akrydyny, przede wszystkim
atebryna (VIII) oraz pochodne fluoresceiny, jak rodamina B (VI) i roda-
mina 6G (VII) (27).
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Rys. 1. Budowa chemiczna niektérych wskaznikéw

I. retinol, Il, 3-dwumetyloaminonaftourodyna, IIl. N-l-naftylo-N-fenyloamina, IV.

naftaleno-8-sulfonian (ANS), V. 2-(N-metyloanilino) naftaleno-6-sulfonian (MNS),
mina B, VII. Rodamina 6G, VIII. Atebryna, IX. Auramina 0
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Zmiana intensywnosci fluorescencji wskaznikéw typu pireno-3-sulfo-
nianu (PS) zalezy od innego niz opisane powyzej procesu. PS, oprécz emi-
sji przy 420nm, charakterystycznej dla formy monomeru, po wytworzeniu
dimeru miedzy czasteczkg w stanie podstawowym i czasteczkg w stanie
wzbudzonym tzw. ekscimeru (ang. excimer) ma zdolno$¢ emitowania $wia-
tta o dtugosci 500nm. Intensywnos$¢ fluorescencji przy 500nm zalezna jest
od odlegtosci miedzy czasteczkami PS. Dlatego tez ze zmian intensywnosci
fluorescencji w tym zakresie widma mozna wnioskowaé o zmianach obje-
tosci miejsca wigzania PS (11, 40).

Odrebng grupe wskaznikow stanowig zwigzki wigzace sie kowalencyj-
nie ze specyficznymi grupami biatka. Przyktadem moze by¢ tgczacy sie
z grupami tiolowymi 7-chloro-4-nitrobenzo-2-okso-I1,3-diazol (NBDC1). Je-
go przydatnos$¢ jako wskaznika jest tym wieksza, ze o ile sam NBDC1 nie
wykazuje fluorescencji, o tyle jego tiolowe pochodne fluoryzujg w sposéb
zalezny od witasciwosci otoczenia (39, 40). Jednakze ta grupa wskaznikéw
znajdowata dotychczas mate zastosowanie w badaniach zmian konforma-
cyjnych bton zwiazanych z procesami energetycznymi.

Jak wida¢ z tego krétkiego przegladu, zastosowanie fluoryzujacych
wskaznikéw do badania zmian zachodzacych w btonach moze dostarczy¢
takich informacji, jak zmiany polarnosci, zmiany rozmieszczenia czgsteczek
otoczenia czy tez zmiany objetosci miejsca wigzania. Badania kinetyczne
pozwalajg rowniez na rozrdznienie poszczegélnych miejsc wigzania i okre-
Slenia ich dostepnosci dla czasteczki wskaznika. Wreszcie pomiary przeno-
szenia energii miedzy czasteczkami wskaznikéw w obrebie btony pozwalajg
na okreslenie odlegtosci miedzy poszczegélnymi chromoforami (40).

I11. Zalezno$¢ intensywnosci fluorescencji wskaznika od stanu
energetycznego btony

Dodatek czastek submitochondrialnych do roztworu wodnego ANS
zwieksza wielokrotnie intensywnosé fluorescencji, podobnie jak dodanie
mniej polarnego rozpuszczalnika, na przykiad etanolu (3). Intensywnos$é
fluorescencji zalezna jest zaréwno od stezenia ANS, jak i od stezenia biat-
ka. Przy stosowanych zwykle stezeniach ANS (ponizej 100(iM) nie wyka-
zuje on wplywu na procesy transportu elektronéw i fosforylacji (13). Nato-
miast dodatek substratu oddechowego w obecnosci tlenu lub dodatek ATP
powoduje dalsze zwiekszenie intensywnosci fluorescencji, przy czym pro-
ces ten moze by¢ powtarzany wielokrotnie (3). Zmiany te sa widoczne za-
rébwno podczas funkcjonowania catego taricucha, jak tez tylko pewnych
jego fragmentéw. Kolejne dodanie zred.NAD, rotenonu, bursztynianu, an-
tymycyny, askorbinianu wraz z siarczanem N-metylofenazyniowym, cyjan-
ku oraz ATP wraz z Mg2+ powoduje kolejno wzrost i spadek intensywno-
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sci fluorescencji (39) (rysunek 2). Dodatek oligomycyny, przez zahamowa-
nie reakcji powodujacych rozpraszanie energii w btonie, powoduje dodat-
kowy wzrost intensywnosci fluorescencji ANS w obecnos$ci substratu od-
dechowego i tlenu (3, 34). Dodatek niewielkich ilosci oligomycyny (ok.
0,lxg/mg biatka) do czastek submitochondrialnych otrzymanych w obec-
nosci EDTA powoduje wzrost intensywnosci fluorescencji ANS rdwniez
pod wptywem dodanego ATP (34). Zmian takich nie obserwuje sie lub in-
tensywno$¢ fluorescencji osigga swg poczatkowg warto$¢ w przypadku
rozprzezenia mitochondriéw lub czgstek submitochondrialnych przez doda-
nie karbonylocyjanku p-tréjfluorometoksyfenylohydrazonu (FCCP) (2, 13,
39).

(jednostki umowne)

Czas (min)

Rys. 2. Zmiany intensywnos$ci fluorescencji l-anilinonaftaleno-8-sulfonianu (ANS)
w czgstkach submitochondrialnych przeprowadzanych w stan bogatszy energetycznie
za pomocg roznych substratéw wg (39)

Strzatki oznaczaja kolejne wprowadzenie do zawiesiny czastek submitochondrialnych: A. ANS,

B. zred. NAD, C. rotenonu, D. burszytnianu, E. antymycyny A, F. askorbinianu, G. siarczanu

N-metylofenazyniowego, H. KCN, I. MgSO*, J. ATP, K. karbonylocyjanku p-tréjfluorometoksy-
fenylohydrazonu (FCCP)

Zmiany intensywnos$ci fluorescencji ANS nastepujg bezposrednio po
odpowiednich zmianach oksydoredukcyjnych przenosnikéw tafcucha odde-
chowego, nie sg jednak skorelowane z nimi w czasie. Zwigzana z procesami
oksydoredukcyjnymi translokacja protonéw nie wpitywa bezposrednio na
fluorescencje ANS wskutek zmiany pH, gdyz w warunkach doswiadczal-
nych intensywnos$¢ fluorescencji ANS zmienia sie w niewielkim stopniu
w zakresie pH 7,4—10,15. Na tej podstawie Azzi i wsp. (3) wysuneli
przypuszczenie, ze zmiany fluorescencji majg zwigzek z transportem
energii, a nie z transportem elektronéw. W zgodzie z tym przypuszczeniem
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pozostaje brak zmian intensywnosci fluorescencji w mitochondriach lub
czastkach submitochondrialnych rozprzezonych, jakkolwiek niektére prze-
nosniki tancucha oddechowego wydzielone w formie rozpuszczalnej (kom-
pleks cytochromu c z fosfolipidami) powodujg zmiany intensywnosci fluo-
rescencji ANS wraz ze zmiang swego stanu oksydoredukcyjnego (4).

Zwigzek miedzy intensywnoscig fluorescencji ANS a stanem energe-
tycznym btony pozwala na zastosowanie ANS jako wskaZznika takiego sta-
nu, na podobnej zasadzie, jak wykrywanie syntezy ATP, transportu jonéw
(28), zmian pH (20, 31, 33), zmian fluorescencji chlorofilu a w chloropla-
stach (32), zmian wiasciwosci kinetycznych i termodynamicznych cyto-
chromu bTw mitochondriach (16) oraz zmian rozpraszania Swiatta przez
zawiesine mitochondriow lub czastek submitochondrialnych (14, 35). Ta-
kie zastosowanie ANS, jak i innych wskaznikéw, nie wymaga precyzyjne-
go okreslenia charakteru zmian zachodzacych w otoczeniu czasteczki
wskaznika. Jest to natomiast niezbedne przy prébach wnioskowania ze
zmian intensywnosci fluorescencji wskaznika o zmianach strukturalnych
btony. W tym ostatnim wypadku istotne jest rozrdznienie dwoch zasad-
niczych czynnikéw wptywajacych na intensywnos$¢ fluorescencji wskazni-
ka: pojawiania sie nowych miejsc wigzania oraz wzrostu wydajnosci kwan-
towej fluorescencji zwigzanego juz wskaznika. Zagadnienia te bedg oma-
wiane w nastepnych rozdziatach.

IV. Zalezno$¢ intensywnosci fluorescencji wskaznika
od ilosci miejsc wigzania

Wewnetrzna btona mitochondrialna jest strukturg niesymetryczng. Kie-
runek zmian intensywnosci fluorescencji ANS w mitochondriach i czast-
kach submitochondrialnych, majacych odmienna orientacje btony, jest réz-
ny. Wzrost energii btony czastek wyrazony jest wzrostem intensywnosci
fluorescencji ANS, a wzrost energii btony mitochondriow jej spadkiem.
Natomiast niezjonizowana pochodna ANS, I-anilinonaftaleno-8-sulfono-
amid, nie wykazuje zadnych zmian intensywnosci fluorescencji zwigzanych
ze wzrostem energii btony. Opierajac sie na tych spostrzezeniach Azzi
(2) badat zmiany w ilosci przytagczonego ujemnie natadowanego ANS oraz
kationowego wskaznika Auraminy-0 (tetrametylodwuaminodwufenyloke-
toiminy) do nienaruszonych mitochondriow oraz czastek submitochondrial-
nych pod wplywem dodanego substratu. Zaobserwowane zmiany byty
zgodne z kierunkiem tworzonego potencjatu oraz tadunkiem wskaznika.
Azzi i wsp. (5) stwierdzili dalej, ze istnieje Scista zalezno$¢ zmian inten-
sywnosci fluorescencji ANS w czastkach submitochondrialnych od ilosci
wskaznika zwigzanego przez czastki, jak tez od iloSci uwalnianej po do-
daniu FCCP.

3 Postepy Biochemii
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Z badan Skulacheva (25 wynika, ze zmiany fluorescencji ANS
moga by¢ wynikiem nieenzymatycznego wzrostu potencjatu btony, na
przyktad wskutek zmiany stezenia potasu w obecnosci walinomycyny lub
zmiany pH po obu stronach btony. Kierunek zmian intensywnosci fluore-
scencji nie jest w tym wypadku zalezny od orientacji btony, lecz od rozto-
zenia potencjatu po obu jej stronach. Na podstawie tych doswiadczen
Skulachev (25, 43) przypuszcza, ze zmiany intensywnos$ci fluorescencji
ANS odpowiadajg gtéwnie zmianom ilosci barwnika znajdujgcego sie we-
wnatrz mitochondriéw lub czastek submitochondrialnych. Zmiany te za-
chodzityby na skutek zwigzanej z tworzeniem potencjatu btony wedréwki
ujemnie natadowanych czasteczek ANS poprzez btone mitochondrialng, na

CZASTKI  SUBMITOCHONDRIALNE

wewngtrz PY zewnqtrz wewnatrz zewnatrz

OilFre BTB» 0,

o T
®
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MITOCHONDRIA
wewnatrz ® zewnatrz wewngtrz 0 zewnatrz
o) ATP
&= s
(©)
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Schemat 1. Model zmian zachodzgcych w bionie mitochondrialnej, zwigzanych ze
zmiang intensywnosci fluorescencji ANS wg Azziego i wsp. (5
A —czastki submitochondrialne, B — mitochondria, biate kota oznaczajg niefluoryzujace cza-
steczki ANS, kota czarne —fluoryzujace czasteczki ANS

zasadzie podobnej do wedrowki innych jonow (7, 21, 24, 29). Przy nadmia-
rze stosowanego wskaznika w $rodowisku na zmiany w jego fluorescencji
wptywataby tylko ta cze$¢, ktéra przenikataby do wnetrza mitochondriéw
lub czastek submitochondrialnych, jako ze cze$¢ zewnetrzna ulegataby tyl-
ko nieznacznemu rozciefczeniu.

Przypuszczenia Skulacheva (25 43) sa zgodne z opracowanym
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przez Azziego i wsp. (5) modelem zmian zachodzacych w blonie mi-
tochondrialnej pod wptywem przejscia w stan o wyzszej energii a polega-
jacych na zwiekszeniu ilosci miejsc wigzania wskaznika (schemat 1). Kie-
runek ruchu czasteczek wskaznika zalezny jest od orientacji btony.

Istnieje jednak szereg faktéw, ktore nie dajg sie wyttumaczy¢ taranslo-
kacjg ANS przez btone mitochondrialng. Dlatego tez dla ich wyjasnienia
proponowano inne mechanizmy, ktére przynajmniej za cze$¢ zmian we
fluorescencji wskaznikéw czynig odpowiedzialnymi zmiany zachodzace
w miejscach ich wigzania.

V. Zalezno$é intensywnosci fluorescencji wskaznika
od zmian zachodzacych w migjscu wigzania

Miareczkowanie za pomocg ANS otrzymanych w obecnosci EDTA cza-
stek submitochondrialnych w pH 7,4 wykazuje nasycenie preparatu przy
iloSci 200nmol ANS/mg biatka. Biorgc pod uwage obliczone odlegtosci, ko-
nieczne do przeniesienia energii miedzy czasteczkami ANS, oraz objetosci
fragmentéw bton mitochondrialnych Az zi i wsp. (3) uwazajg, ze wig-
zanie ANS zachodzi tylko w pewnych miejscach btony, nie za$ na catej jej
powierzchni. Kinetyka wigzania ANS oraz innych pochodnych N-naftylo-
-N-fenyloaminy z btonami wskazuje, ze istniejg dwa rodzaje miejsc, réz-
nigce sie dostepnos$cig i powinowactwem do wigzanego wskaznika. Pierw-
szy rodzaj charakteryzuje krotki, rzedu kilku milisekund, pdtokres wigza-
nia; miejsca drugiego rodzaju wigzg wskaznik w czasie dtuzszym, rzedu
kilkunastu lub nawet kilkudziesieciu sekund. Zmiany intensywnosci fluo-
rescencji wskaznika wystepujace jednoczesnie ze zmianami stanu energe-
tycznego biony dotycza wytgcznie miejsc o diugim poétokresie wigzania
wskaznika (11). Dobér odpowiednich warunkdéw pomiaru, a wiec stezenia
czastek submitochondrialnych, pH i sity jonowej pozwala na zmiane udzia-
tu poszczegdlnych miejsc wigzania w ogdlnej intensywnosci fluorescencji
wskaznika (34).

Fakt taczenia sie ANS z czystymi biatkami wskazywat na mozliwosé
podobnego wspdtdziatania wskaznika w obrebie btony biatkowolipidowej.
Potwierdzeniem takiego przypuszczenia jesrt interpretacja widma wzbu-
dzenia ANS lub MNS w kompleksie z czgstkami submitochondrialnymi.
W odr6znieniu bowiem od podobnych widm wskaznikéw w roztworach
wodnych lub alkoholowych, widmo kompleksu z czgstkami submitochon-
drialnymi ma dodatkowe maksimum wzbudzenia w okolicach 280nm, ktdre
moze byé wynikiem przeniesienia energii wzbudzenia z zawartych w biat-
ku aminokwasdw aromatycznych do czagsteczki wskaznika. Przeniesienie
energii wzbudzenia zachodzi zar6wno w miejscach charakteryzujacych sie
krotkim, jak i diugim potokresem wigzania. Réznice w procentowym
udziale miejsca o krétkim poétokresie w ogo6lnym wzroscie intensywnosci

>
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fluorescencji przy wzbudzeniu bezpo$rednim i wzbudzeniu z przeniesie-
niem energii sg niewielkie (11).

Wedtug Brocklehursta i Raddy (11, 39) zmiany intensyw-
nosci fluorescencji wskaznikdw pod wptywem przejscia czastek submito-
chondrialnych w stan bogatszy energetycznie sg wynikiem dwéch proce-
séw: pojawiania sie nowych, dodatkowych miejsc wigzania wskaznika oraz
wzrostu wydajnosci kwantowej fluorescencji wskaznika juz zwigzanego.
O wzroscie wydajnosci kwantowej fluorescencji zwigzanych czasteczek
wskaZznika pod wptywem przejScia btony w stan bogatszy energetycznie
mozna wnioskowaé z krzywych miareczkowania wskaznika czastkami sub-
mitochondrialnymi w roznych stanach energetycznych oraz ze zmian
w okresie fluorescencji, nastepujacych pod wplywem zmiany stanu ener-
getycznego. Swiadcza o tym réwniez zmiany intensywnosci fluorescencji
powodowane przez rozprzegniecie czgstek znajdujagcych sie w stanie bo-
gatszym energetycznie. Krzywe spadku intensywnos$ci fluorescencji pod
wptywem czynnika rozprzegajagcego w zaleznosci od czasu majg dla réz-
nych wskaznikéw charakter dwustopniowy, przy czym poczatkowy szybki
etap, o pétokresie trwania 2—3 sekundy, jest niezalezny od rodzaju wskaz-
nika (11) (dane Azziego i wsp. (5) nie potwierdzajg tego faktu). O ile
wiec powolny etap, rézny dla poszczegdlnych wskaznikéw, moze by¢ wy-
nikiem wyptywu ich czasteczek z btony (co potwierdzajg badania z roz-
cienczaniem kompleksu wskaznik-czgstka suhmitochondrialna przez albu-
mine) o tyle, wedtug Brocklehursta i Raddy (11), szybki etap
zmian podczas rozprzegania odpowiada prawdopodobnie zmianom struktu-
ry biony.

Prace, przeprowadzone przez Radde (41) nad zmianami intensyw-
nosci fluorescencji réznych wskaznikéw w lipidowych micellach pod wpty-
wem czynnikéw zmieniajacych strukture micelli, wykazaty, ze na zmiany
intensywnosci fluorescencji ANS znajdujacego sie w strukturze wielofazo-
wej, majacej tzw. wode strukturalng, wptywa w istotny sposéb ilos¢ cza-
steczek wody przenikajgcych strukture. W potaczeniu z pozostatymi da-
nymi stanowito to podstawe dla stworzonego przez Radde (39) modelu,
w ktérym ruch wody zwigzanej strukturalnie, zachodzacy pod wptywem
zmiany stanu energetycznego biony, jest bezposrednig przyczyng zmian
fluorescencji ANS. Wedtug zatozen Raddy (39) przejscie btony w stan
bogatszy energetycznie zwigzane jest ze zmianami konformacyjnymi bia-
tek btony, prowadzacymi do powstania bardziej uporzadkowanej struktu-
ry. Proces ten, przez zwiekszenie ilosci wigzan wodorowych miedzy i we-
wnatrz czasteczek poszczegblnych biatek prowadzi do usuniecia czesci
wody z btony. Ta zmiana z kolei powoduje zmiane pKaujemnie natadowa-
nych grup na powierzchni miedzyfazowej i jednoczesny ruch protonow
w gigb btony, co z jednej strony pozwala na wnikanie dodatkowej ilosci
ANS (zwiekszenie powinowactwa do ujemnie natadowanego wskaznika),
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z drugiej za$, jako skutek zmniejszenia ilosci wody strukturalnej, zwiek-
szenie wydajnosci kwantowej fluorescencji ANS (schemat 2).

Na poparcie tej hipotezy Radda (39) przytacza dwa fakty. Pierw-
szy — to zachowanie sie w btonie wskaznika innego typu niz ANS, pireno-
3-sulfonianu (11) (patrz rozdz. Il). Fluorescencja przy 500nm, charaktery-
styczna dla wytworzonego ekscimeru, pojawia sie podczas dodawania PS
do czastek submitochondrialnych i wzrasta w momencie przejscia cza-
stek w stan wyzszej energii. Wzrost ten ttumaczy sie czeSciowo zwieksze-
niem wigzania wskaznika do btony, a czesciowo zmniejszeniem objetosci
okre$lonych obszaréw btony, co zgodne jest z hipoteza ruchu czasteczek
wody.

-a=H O
2
b
syt
—— —_—
wolno szybko
——ANS
Stan niskiej energii Stan wysokiej energii Stan H+

Schemat 2. Model zmian zachodzacych w btonie mitochondrialnej, zwigzanych ze
zmiang intensywnosci fluorescencji ANS wg Raddy (39)

Drugim faktem, Swiadczagcym z jednej strony o lokalizacji ANS na
powierzchni miedzyfazowej fazy polarnej i niepolarnej, z drugiej za$ o od-
dziatywaniu wody na czasteczke ANS w miejscu jej wigzania, jest efekt
izotopowy, wystepujacy przy zastapieniu czasteczek Hz0 przez D2D. Efekt
ten wykazuje ANS i inne amfolitowe czasteczki wskaznikéw, zaréwno
w wodzie, w micellach lipidowych, jak i w czgstkach submitochondrial-
nych w obu stanach energetycznych. Nie wykazujg go natomiast wskaz-
niki o charakterze hydrofobowym, jak N-naftylo-N-fenyloamina (39).

V1. Swoisto$¢ zmian konformacyjnych w Il miejscu sprzezenia
fancucha oddechowego

Jak wspomniano w rozdziale Ill, wzrost intensywnosci fluorescencji
ANS w czgstkach submitochondrialnych jest wynikiem utleniania dowol-
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nego substratu lub tez hydrolizy ATP (3). Jednakze zalezno$¢ tego wzrostu
od stopnia sprzezenia czastek nie jest we wszystkich wypadkach jednako-
wa. Nordenbrand i Ernster (34) oznaczyli wzrost intensywnosci
fluorescencji ANS w catkowicie sprzezonych czastkach dla réznych sub-
stratow, stosujgac ekstrapolacje krzywej zaleznoSci wzrostu intensywnosci
fluorescencji od ilosci dodawanego czynnika rozprzegajacego (FCCP). Tyl-
ko w przypadku gdy substratem byt bursztynian stan energetyczny cza-
stek ograniczat oddychanie proporcjonalnie do kinetyki pierwszego rzedu;
zalezno$¢ taka nie wystepowata w przypadku zastosowania jako substratu
zred.NAD ani askorbinianu wraz z siarczanem N-metylofenazyniowym.
Rowniez stosujgc inhibitory w przypadku utleniania bursztynianu otrzy-
mywano jednakowy wzrost intensywnosci fluorescencji i kontroli odde-
chowej tylko przy czeSciowym zahamowaniu antymycyng A, a wiec inhi-
bitorem dziatajgcym w okolicach 11 miejsca sprzezenia, lecz nie przy za-
stosowaniu malonianu lub azydku. Jednocze$nie uktad utleniajgcy zred.
NAD jest mniej czuty na rozprzeganie przez FCCP niz utleniajacy bur-
sztynian; uktad utleniajacy askorbinian w obecnosci siarczanu N-metylo-
-fenazyniowego wykazuje wiekszg czutos¢ w stosunku do czynnika roz-
przegajacego.

Na podstawie tych faktéw Nordenbrand i Ernster (34) przy-
puszczajg, ze wzrost intensywnosci fluorescencji ANS odpowiada nie tyle
pojawieniu sie wysokoenergetycznego posrednika w dowolnym miejscu
sprzezenia, lecz powstaniu pewnej puli energetycznej, specyficznie sprze-
zonej z miejscem Il. Wzrost intensywnosci fluorescencji powodowany
przez utlenianie zred.NAD Ilub tez askorbinianu w obecnosci siarczanu
N-metylofenazyniowego tlumaczy sie mozliwo$ciag powstawania odpo-
wiednich rbwnowag w obrebie puli energetycznej.

Taka interpretacja zmian fluorescencji ANS w bionie mitochondrialnej
jest zgodna z innymi faktami Swiadczacymi o zmianach fizykochemicz-
nych zachodzacych w Il miejscu fosforylacji tancucha oddechowego,
a $cislej — w obrebie cytochromu b (16).

VII. Uwagi koncowe

Przedstawione w artykule dane dotyczg gtdwnie zastosowania jednego
z uzywanych wskaznikow, l-anilinonaftaleno-8-sulfonianu (ANS), do ba-
dania bton mitochondrialnych. Ten bowiem wskaznik i ten materiat byty
przede wszystkim stosowane w badaniach nad stanem energetycznym
bton. Efekty obserwowane przy zastosowaniu innych wskaznikéw nie za-
wsze sg identyczne z tymi, jakie mozna zauwazy¢ przy uzyciu ANS. Jest
to zwigzane ze swoistoscig poszczeg6lnych wskaznikéw, wynikajacg z ta-
dunku, polarnosci czy wielkosci czasteczki. Badania prowadzone na chlo-
roplastach wskazujg na wieksze analogie procesdw zwigzanych z syntezg
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ATP do zmian obserwowanych za pomocg wskaznikow akrydynowych,
przede wszystkim atebryny, niz do zmian obserwowanych przy uzyciu
ANS (27). Tak wiec modele przedstawione w tekscie nie sg uniwersalnymi
modelami zachowania sie wskaznikdw w btonach.

Modele te réznig sie przede wszystkim uwzglednieniem zmian w struk-
turze btony obok zmian wynikajacych z translokacji czasteczek wskaznika
jako czynnikéw wptywajacych na fluorescencje ANS. Jest warte podkre-
$lenia, ze przedstawiony w rozdziale V model Raddy (39) przez skore-
lowanie zmian konformacyjnych z ruchem czgsteczek wody nawigzuje do
tych teorii, ktére wskazujg na istotne znaczenie tego procesu w obrebie
miejsc fosforylacji (50). Co wiecej, wystepowanie zmian strukturalnych
w biatkach bton mitochondriéw i chloroplastow ostatnio potwierdzono
za pomocg innych metod, jak fluorescencja zawartych w biatku reszt ami-
nokwaséw aromatycznych (26), absorpcja w podczerwieni (47) czy tez
wymiana protonéw miedzy biorgcymi udziat w fotofosforylacji biatkami
a otoczeniem w czasie o$wietlenia (42).

Wydaje sie, ze doktadne wyjasnienie mechanizmu zmian konformacyj-
nych biatek bton oraz umiejscowienie tego procesu w Szeregu przemian,
prowadzacych od utlenienia przeno$nikdéw elektronéw do syntezy czastecz-
ki ATP czy tez transportu jonow przez btone, nie bedzie mozliwe przy za-
stosowaniu jednego tylko wskaznika. Radda (40) sugeruje kilka mozli-
wych zastosowan wskaznikéw, ktére mogtyby by¢é pomocne w rozwigzaniu
tych problemoéw. Po pierwsze — uzycie szeregu wskaznikéw, dostarczajg-
cych réznych informacji, jak na przyktad ANS i PS w przypadku czgstek
submitochondrialnych. Dalej — wprowadzenie wskaznikéw wigzacych sie
w mozliwych do zlokalizowania miejscach btony. Wreszcie uzycie wskazni-
kéw wigzacych sie kowalencyjnie z biatkami btony, ktére pomimo niespe-
cyficznosci miejsca przytaczenia moga byé zlokalizowane przez rozfrakcjo-
nowanie biatek btony.
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JERZY PETRYNIAK*

Zastosowanie nukleaz do badania struktury i biologicznej
aktywnosci RNA i DNA

Application of Nucleases in Studies on the Structure and
Biological Activity of RNA and DNA

The specificity of some nucleases used in studies on the structure of RNA, DNA
and synthetic polynucleotides is described. The application of these enzymes for
determination of the relationship between the structure and biological activity of
nucleic acids is presented.

Czynno$¢ biologiczna kwasoéw nukleinowych uwarunkowana jest ich
strukturg, dlatego tez poznanie tej struktury stanowi element niezbedny
w zrozumieniu wielu podstawowych procesdw zyciowych. Metody enzy-
matyczne dzieki duzej wybidrczosci nukleaz wobec réznych form struktu-
ralnych kwasdw nukleinowych stanowiag obecnie niezastgpione narzedzie
w analityce kwaséw nukleinowych. Pewne fragmenty zagadnien zwigza-
nych z nukleazami jak réwniez z zastosowaniem ich do badania struktury
kwaséw nukleinowych byly juz omawiane w polskim pismiennictwie (11,
41, 53, 75, 119, 120).

Nukleazy ze wzgledu na potozenie rozbijanych wigzan w tancuchu po-
linukleotydowym dzielimy na endo- i egzonukleazy. Podziat ten ma tylko
wzgledng wartos¢, poniewaz ten sam enzym w zaleznosci od warunkow
reakcji moze dziata¢ jak endo- lub egzonukleaza.

Egzonukleazy dzielg sie na dwie grupy w zaleznos$ci od sposobu w jaki
rozktadajg tafncuch polinukleotydowy. Jedne z nich dziatajg w ten sposéb,
ze jedna czasteczka enzymu powoduje stopniowy rozktad jednego tylko

* Dr, Zaktad Immunochemii, Instytut Immunologii i Terapii Doswiadczalnej im.
Ludwika Hirszfelda, Polska Akademia Nauk, Wroctaw

Wykaz stosowanych skrotéw: lac —laktoza; d(Ap) —kwas dezoksyadenylowy
z resztag fosforanowg na C-3’; pA — kwas adenylowy z resztg fosforanowg na C-57;
d(pC)4 — czteronukleotyd ztozony z kwasu dezoksycytydylowego; poli-(A, C, U, G) —
liniowy polimer o przypadkowej sekwencji; poli-dA. poli-dT lub (dA)n'(dT)n— po-
dwojna spirala, w ktérej jedno pasmo tworzy poli-dA, a drugie pasmo poli-dT; poli-
d(A-T)n lub d(A-T)n— podwdjna spirala, w ktorej kazde pasmo zawiera sekwencje
dApdTp; d(pXpX)— dwunukleotyd o dowolnej sekwencji, RF — replikatywna for-
ma RNA lub DNA, CMCT — metylo-p-tolueonosulfonian-N-cykloheksylo-N’-(|]3-mor-
folinylo-(4)-etylo)karbo dwuimid.
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tancucha polinukleotydowego, az do zupetnego strawienia tego tancucha.
Po skoniczeniu hydrolizy jednego taincucha dana czasteczka enzymu moze
rozktada¢ nastepny tancuch (ang. processive dégradation). Taki mecha-
nizm hydrolizy wykazujg: rybonukleaza Il z E. coli, fosfodwuesteraza
z nerek owcy i fosforylaza polinukleotydowa (70, 97). Drugi spos6b rozkta-
du tancucha polinukleotydowego polega na tym, ze jedna i ta sama czg-
steczka enzymu zapoczatkowuje hydrolize jednego tancucha i nie dokon-
czywszy jej zaczyna rozktada¢ drugi tancuch, po chwili trzeci, czwarty itd.
W efekcie zupetny rozkiad jednego tancucha katalizowany jest przez wiele
czasteczek tego samego enzymu. Ten mechanizm dziatania wykazuje nie-
swoista nukleaza z jadu wezy oraz egzonukleaza ze $ledziony (96, 102, 104).

W zaleznos$ci od produktow ich dziatania dzielimy nukleazy na takie,
ktére tworzg 3’-nukleotydy i oligonukleotydy zakonczone resztg fosfora-
nowg przy C-3’ oraz takie, ktore prowadza do powstania 5’-nukleotydéw
lub oligonukleotydéw z resztg fosforanowg przy C-5\

Rybonukleazy mozna dzieli¢ ponadto na enzymy cyklizujgce i niecy-
klizujagce (12). Podziat ten pokrywa sie z zasadniczymi rdéznicami w me-
chanizmie dziatania obu grup enzymow. Rybonukleazy cyklizujgce nalezg
do klasy transferaz, podklasy fosfotransferaz (2.7.). Ich wiasciwoscia jest
to, ze wykorzystuja grupe 2-OH rybozy i zawsze powodujg powstanie cy-
klicznych nukleozydo-2’,3-fosforandw. Ten mechanizm dziatania wyka-
zujg miedzy innymi rybonukleaza trzustkowa, Tj i rybonukleaza z raj-
grasu.

Rybonukleazy niecyklizujgce mieszczg sie w klasie hydrolaz, podklasie
fosfodwuesteraz (3.1.4.). Produktem ich dziatania sg najczesciej nukleo-
zydo-5’-fosforany i rzadziej nukleozydo-3’-fosforany. Przyktadem tej gru-
py enzymoéw moga by¢ fosfodwuesterazy z E. coli, ze $ledziony i z jadu
wezy.

Nukleazy dzieki duzemu zréznicowaniu pod wzgledem sposobu dziata-
nia na rézne formy strukturalne kwaséw nukleinowych znalazty zastoso-
wanie w badaniach pierwszo-, drugo- i trzeciorzedowej struktury tych
kwasoéw. Wystarczy wspomnieC jakg role odegrata pirymidynowa i guani-
nowa rybonukleaza w ustaleniu sekwencji nukleotydowej alanilowego,
tyrozynowego, serynowego i walinowego tRNA (13, 62, 88, 150).

Funkcja biologiczna nukleaz zostata omdéwiona w licznych artykutach
przegladowych (6, 12, 74, 81, 107). Przypuszcza sig, ze rybonukleazy ucze-
stnicza w rozpadzie i, by¢ moze, w syntezie RNA, jak réwniez mogg chro-
ni¢ komodrke przed inwazjg do jej wnetrza obcego RNA. Dezoksyrybonu-
kleazy biorg prawdopodobnie udziat w procesie replikacji DNA, rekombi-
nacji genetycznej, naprawie uszkodzen powstatych w czasteczce DNA pod
wptywem réznych czynnikow oraz w restrykcji i modyfikacji DNA.
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I. Swoisto$¢ rybonukleaz

Aktywnos$¢ rybonukleazy oraz jej swoistos¢ wobec czasteczki RNA za-

lezna jest od nastepujacych elementéw struktury RNA (15):

a) rodzaju nukleozydu potozonego przy rozrywanym wigzaniu,

b) diugosci tanicucha RNA,

c) stopnia uporzadkowania struktury, to jest od zawarto$ci fragmentéw
spiralnych,

d) zawarto$ci fragmentéw dwuniciowych,

e) hybrydyzacji z innymi kwasami nukleinowymi lub polinukleotydami.

Wysoki stopiefn swoistosci wobec poszczegdlnych nukleotydéw wyka-
zuje rybonukleaza trzustkowa, T2 i U2 Rybonukleaza T\ wyodrebniona
z Aspergillus oryzae rozszczepia wigzania potozone tylko przy nukleoty-
dzie guanylowym. W efekcie jej dzialania powstajg oligonukleotydy za-
konczone ¢’-fosforanem guanozyny i mononukleotydy guanylowe (39, 66,
127, 133, 144). Rybonukleaza trzustkowa rozrywa wybidrczo wigzania
znajdujace sie przy nukleotydzie pirymidynowym (42, 48, 90, 111, 145,
146). Swoistos¢ rybonukleazy U2 wykrytej w Ustilago sphaerogenes, jest
komplementarna do rybonukleazy trzustkowej. Rybonukleaza U2rozszcze-
pia wigzania potozone przy nukleotydach purynowych uwalniajgc 3’-fos-
forany adenozyny i guanozyny (7, 8).

W zaleznosci od wielkosci czaseczki RNA, mamy do czynienia z od-
miennym rozmieszczeniem tadunkow reszt fosforanowych w tej czgstecz-
ce, z r6zng jej gietkoscig, z niejednakowym oddziatywaniem stosu zasad
purynowych i pirymidynowych (ang. base stacking) oraz z rézng iloScig
wigzan wodorowych. Stwierdzono, ze wrazliwo$é wigzania dwuestrowego
na enzym jest uzalezniona od oddziatywania stosu zasad (42, 146). W zwigz-
ku z tym wiele nukleaz wykazuje réznice w szybkos$ci rozktadu matych
i duzych czasteczek RNA. Przyktadem moze stuzy¢ nukleaza z mikroko-
kéw rozbijajgca wigzania coraz szybciej w miare skracania sie tancucha
polinukleotydowego. Mamy tu do czynienia ze zjawiskiem samoprzyspie-
szania reakcji (131). Po osiggnieciu pewnego maksimum szybko$¢ reakcji
zaczyna male¢ w miare, jak tancuch ten ulega skréceniu do matych oligo-
nukleotydéw. Dwunukleotydy w wiekszo$ci sg juz oporne na dziatanie
enzymu (76, 105). Z kolei rybonukleaza z Thiobacillus thioparus rozbija
taricuch polirybonukleotydowy na fragmenty ztozone z jedno-, dwu- i trgj-
nukleotydéw (99), a rybonukleaza z mitochondriow watroby szczura na
dwunukleotydy (95). Alkaliczna rybonukleaza Il z E. coli i rybonukleaza
z nerek owcy nie rozktadajg oligonukleotyddw. Przyktadem enzymu, ktory
jest aktywny wobec oligonukleotydéw, jest rybonukleaza z miesaka lim-
fatycznego myszy (87).

Obserwowano tez duze roznice we wrazliwosci pewnych odcinkéw
RNA na dziatanie niektorych rybonukleaz. Rdznice te wynikajg najpra-
wdopodobniej z odmiennej budowy tych fragmentéw. Stwierdzono, ze luz-
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ne fragmenty czasteczki RNA tatwiej sg atakowane przez enzym niz spira-
la. Zjawisko to obserwowano w czasie dziatania rybonukleazy T\ na tRNA
(4, 38, 63) i na rybosomalny RNA (55). Enzym ten dziata przede wszystkim
na jednoniciowy lub zdenaturowany RNA nie majagcy spiralnej struktury.

Rybonukleaza z trzustki dziata na jednoniciowy RNA. Rozbija ona naj-
pierw wigzania potozone w niespiralnym, luznym fragmencie tarficucha po-
linukleotydowego. W miare narastania liczby rozbitych wigzan w tancu-
chu, jego uporzadkowana struktura ulega rozluznieniu wskutek ostabienia
trwatoSci utrzymujacych ja wigzan i tancuch taki staje sie substratem
wrazliwym na dziatanie enzymu (1, 9, 54, 92).

Rowniez alkaliczna rybonukleaza Il z E. coli rozktada wy#acznie jedno-
niciowy RNA (10, 84, 121, 123). Istniejag dowody, ze w natywnym tRNA
swoista trzeciorzedowa struktura jego czasteczek moze uczyni¢ je nie-
wrazliwymi poczatkowo na dziatanie rybonukleazy A (3, 9, 14, 29, 92).

Oporne na dziatanie wiekszosci rybonukleaz okazaty sie takze dwuni-
ciowe, natywne czasteczki RNA wyodrebnione z niektérych wirusow (19,
20, 117). Rowniez dwuniciowe struktury, otrzymane przez hybrydyzacje
czasteczek rybosomalnego RNA z DNA oraz czasteczek tRNA z DNA, nie
ulegaty rozktadowi pod wptywem rybonukleazy z trzustki (51, 58).

Swoisto$¢ wobec jednoniciowej struktury w przypadku rybonukleazy
trzustkowej dotyczy réwniez syntetycznych polinukleotydéw. Enzym nie
dziata na hybrydowe potaczenie poli-G* poli-C. Kompleks iten ma dwuni-
ciowg strukture. Natomiast jednoniciowy poli-C jest trawiony przez enzym
(114). Rybonukleaza T2 z Aspergillus oryzae nie rozkfada poli-A w wa-
runkach, ktére powoduja, ze polimer ten ma dwuniciowa strukture, tzn.
w pH 4,6 i temperaturze 25°C. W tychze samych warunkach enzym roz-
ktada pochodng tego polimeru poli-N6oksyetyloadenylowy kwas, ponie-
waz zachowuje on strukture jednoniciowg (61).

Nieswoista nukleaza z jadéw wezy tatwo hydrolizuje poli-A, poli-U,
poli-C i poli-(A, C, U, G) w warunkach, ktdre sprzyjajg utrzymaniu tych
polinukleotydéw w jednoniciowej formie. W tych samych warunkach en-
zym duzo wolniej rozkiada hybrydowe kompleksy poli-A*poli-U, poli-A*
epoLi-I, poli-C *poli-1, majace strukture dwuniciowg (30).

Z nerek owcy (69) wyodrebniono nukleaze, ktora hydrolizuje zdenatu-
rowany RNA i DNA, a takze poli-A i poli-U do oligonukleotydéw zakon-
czonych resztg fosforanowg na C-5\ Hydrolizuje réwniez, lecz bardzo wol-
no, tRNA do cztero- lub piecionukleotydéw. Prawdopodobnie atakowane
sg tylko luzne, nieuporzadkowane odcinki tancucha tRNA. Trzeba zazna-
czy€, ze sposrdd ogromnej ilosci znanych rybonukleaz stosunkowo tylko
niewielka ich cze$¢ byta badana pod wzgledem swoisto$ci wobec wielko-
czasteczkowych form RNA. Sposréd zbadanych w tym aspekcie enzymow
wiekszo$¢ z nich jest bardziej aktywna wobec RNA o strukturze jedno-
niciowej lub niespiralnej. Czasem wybidérczo$¢ ta moze by¢ daleko posu-
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nieta, jak to juz nadmieniono w przypadku rybonukleazy trzustkowej lub
rybonukleazy Tj.

Il. Zastosowanie rybonukleaz do badania struktury i funkcji
biologicznej RNA

Z enzymatycznych metod badania struktury RNA na uwage zastuguje
metoda opracowana przez Sangera i wsp. (113). Podstawe jej stanowi
technika rozdziatu oligonukleotydow otrzymanych przez trawienie RNA
rybonukleaza Tj lub rybonukleazg trzustkowga. Dzieki tej metodzie mozli-
we byto wykrycie subtelnych réznic miedzy poszczegdlnymi rodzajami
RNA oraz miedzy zmutowanymi odmianami tego samego RNA w oparciu
0 technike mapowania.

W metodzie tej znakowany radioaktywnym fosforem 3P RNA trawiono
w $cisle okreslonych warunkach (stosunkowo duze stezenia enzymu i krot-
ki czas trawienia). Mieszanine trawienng poddawano dwukierunkowej
wysokonapieciowej jonoforezie. Najpierw wykonywano jonoforeze na
octanie celulozy w pH 3,5, a nastepnie na bibule z DEAE-celulozy w pH
1,9. Potozenie plam na bibule okre§lano za pomocag radioautografii, a ich
zawarto$¢ eluowano alkalicznym weglanem tréjetyloaminy. W wyodreb-
nionych w ten sposéb fragmentach oznaczano skiad i sekwencje nukleoty-
dowg. Skilad nukleotydowy oznaczano za pomocg hydrolizy 0,2N NaOH.
Otrzymane po hydrolizie mononukleotydy rozdzielano w wysokonapiecio-
wej jonoforezie w pH 3,5. Ilos¢ poszczeg6lnych nukleotydéw oznaczano
metodg radioautografii.

Do okres$lenia sekwencji oligonukleotydéw otrzymanych po trawieniu
RNA rybonukleazg T\ stosowano dalszg degradacje rybonukleazg trzust-
kowa i na odwrot oligonukleotydy otrzymane z RNA dziataniem rybonu-
kleazy trzustkowej trawiono dalej rybonukleazg T\. Ponadto jako uzupet-
nienie tych dwoch enzymoéw stosowano nukleaze z Micrococcus pyogenes
(106) i fosfodwusteraze ze $ledziony. Do oznaczenia reszty fosforanowej na
C-3’ stosowano bakteryjng, alkaliczng fosfomonoesteraze, a na C-5" fosfo-
dwuesteraze z jadu wezy.

W metodzie tej uzyskano zupeiny rozdziat jedno-, dwu- i trojnukleoty-
déw. Natomiast sposréd 27 mozliwych izomeréw czteronukleotydéw tylko
10 wystepowato na bibule w formie pojedynczych wyraznie oddzielonych
plam. Pozostate czteronukleotydy wystepowaty badz to w formie czesciowo
rozdzielonych zachodzacych na siebie plam badz tez jedna plama zawierata
dwa lub trzy izomery. Jeszcze wieksze trudnos$ci napotkano przy rozdziale
piecionukleotydow.

Opracowang przez siebie metode Sanger wykorzystat do sporzadzenia
1 poréwnania map nukleotydowych dwodch skiadnikow rRNA z E. coli:
jednego o wspdiczynniku sedymentacji 16S i drugiego 23S (rysunek 1i 2)
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(113). Wyrazne rdznice zaznaczajg sie juz miedzy czteronukleotydami: np.:
oligonukleotyd UAAG wystepuje w sktadniku 23S i brak go prawie zu-
petnie w sktadniku 16<S Sekwencja AUUG wystepuje tylko w komponencie
16S. Ponadto niektdre oligonukleotydy wspo6lne dla obu sktadnikéw wy-
stepujg w niejednakowym stezeniu. Na przyktad sposrdd trzech izomerow
(AC2G, sekwencja CCAG powtarza sie czesciej w komponencie 16S niz
23S. Jeszcze wiegksze rdznice zaznaczajg sie w obrazie piecionukleotydéw
pochodzacych z obu komponent. Wida¢ to juz po ich ruchliwosci oraz
skladzie nukleotydowym. Stosujagc te metode udato sie rowniez wykazaé
réznice w sekwencji miedzy tRNA z E. coli i drozdzy (113).
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Rys. 1. Rozdziatl oligonukleotydéw otrzymanych po trawieniu rybonukleazg Ti 16S
rRNA wg <113)
Dwuwymiarowe frakcjonowanie na octanie celulozy, pH 35 3 kw, 2 godziny i na DEAE-bibule,
pH 19, 15 kw, 4 godziny
Rys. 2. Radioautografia oligonukleotydéw otrzymanych po trawieniu rybonukleazg
Ti komponenty 23S rRNA wg (113)

Nieco zmodyfikowang metode Sangera zastosowali Adams i wsp.
(2) do oznaczenia sekwencji w jednym z cistrondw RNA, bakteriofaga R17.
W RNA faga zawarta jest informacja dla syntezy trzech biatek. Jednym
z nich jest biatko kapsydu faga. Celem tej pracy byto znalezienie sekwen-
cji nukleotydowej w RNA, odpowiadajacej znanej sekwencji aminokwaso-
wej w biatku kapsydu i w ten sposdb sprawdzenie stusznosci cech kodu
genetycznego. Do wyodrebniania poszukiwanego fragmentu RNA i ozna-
czenia jego sekwencji zastosowano nastepujacg procedure. RNA faga zna-
kowano jednolicie SP i po wyodrebnieniu RNA z hodowli trawiono go
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rybonukleazg T\. Mieszanine trawienng rozdzielano na octanie celulozy
w pH 3,5 z 7M mocznikiem i za pomocg chromatografii cienkowarstwowej
na DEAE-ce\u\ozie. Sekwencje nukleotydowag oznaczano przez wybidrcze
rozszczepienie wigzan dwuestrowych. W tym celu obok swoiscie dziata-
jacych rybonukleaz TL U2i rybonukleazy trzustkowej stosowano chemicz-
ng modyfikacje RNA za pomoca odczynnika karbo-dwuimidowego (CMCT)
(52).

Jezeli na RNA podziatamy CMCT, to zablokujemy w nim reszte ury-
dylowg i guanylowg. Dziatajagc na tak zmodyfikowany RNA rybonukleazg
trzustkowa mozna byto rozszczepia¢ w nim wigzania dwuestrowe potozone
tylko przy reszcie cytydylowej.

Rybonukleaza U2 w matych stezeniach swoista jest tylko wobec wig-
zan faczacych nukleotydy purynowe. Uzywajac jej do degradacji miesza-
niny otrzymanej przez trawienie RNA rybonukleazg Ti mozna byto roz-
szczepia¢ wigzania potozone tylko przy nukleotydzie adenylowym. Adams
i wsp. dysponowali wiec zestawem metod, ktére umozliwiaty rozbicie tyl-
ko jednego rodzaju wigzania. Dzieki temu udato sie ustali¢ sekwencje frag-
mentu ztozonego z 7 tripletow. Oznaczono go literg A.

Nastepnym etapem w ich pracy byto znalezienie wiekszego odcinka
RNA, ktéry mieScitby w sobie fragment A. W tym celu w specjalnie do-
branych warunkach trawiono RNA rybonukleaza TH# a powstate produkty
rozdzielano elektroforetycznie na zelu akrylamidowym. Po znalezieniu
pasma, ktore zawierato fragment A, oznaczono w nim sekwencje 57 nukle-
otydéw. Nukleotydy te wyznaczajg sekwencje aminokwaséw w potozeniu

Ti6

Tm17 Tu 11

CA UGG CGU UCG UAC UUA AAU AUG GAA UUA ACU AUU CCA AUU UUC GCU ACG AAC UCC G

,...Ala. Ala. Try. Arg. Ser. Tyr. Leu. Asn. Met. Glu. Leu. Tre. Jleu. Pro. lleu. Fen. Ala. Tre. Asn.  Ser. Asp...

&0 D 10

Schemat 1. Sekwencja nukleotydéw we fragmencie cistronu biatka kapsydu faga

R17 wg (2)
Liniami zaznaczono oligonukleotydy otrzymane po trawieniu RNA, rybonukleaza Tt oraz
odpowiadajace im sekwencje aminokwasow

od 81—99 w biatku kapsydu faga (schemat 1). Gdy sekwencje tych 57 nu-
kleotydow zapisano w formie petli i petla ta utworzyta podwdjng spirale,
to okazalo sie, ze 19 par zasad jest komplementarnych wzgledem siebie
(schemat 2). Za tym, ze fragment ten moze tworzy¢ podwdjng spirale
w czasteczce RNA przemawia réwniez jego stosunkowo duza odpornosé
na dziatanie rybonukleazy Ti. Na podstawie tych doSwiadczen Adams

4 Postepy Biochemii
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i wsp. wysuneli hipoteze, ze sekwencja nukleotydow w RNA musi by¢ tak
dobrana, zeby nie tylko kodowaé sekwencje aminokwas6w, ale réwniez
zeby utworzyé okreSlong strukture drugorzedowsa.

Spahr i Gesteland (124) wykorzystali endonukleaze IV z E. coli
w badaniach nad aktywno$cig biologiczng RNA bakteriofaga R17. RNA
faga kieruje synteza trzech r6znych biatek: biatka stanowigcego ostonke
faga, biatka strukturalnego i syntetazy RNA. Badacze ci chcieli ustalig,
czy do syntezy in vitro kazdego z tych biatek potrzebna jest cata nienaru-
szona czgsteczka RNA, czy tez po degradacji jej kazdy cistron z osobna
bedzie mogt kierowa¢ synteza wiasciwego mu biatka. Ponadto chcieli

U
uG6G GCG UUCGUATCUU AA AUA UG G AAU A.

L I [V

G.C CucC AA GC AUCGCUU UU A ACCUUA Yy C

Schemat 2. Drugorzedowg struktura fragmentu cistronu RNA biatka kapsydu faga
R17 wg (2)

stwierdzi¢, czy czasteczka RNA faga pozbawiona wskutek degradacji pier-
wotnhego 5-konica (pppGp...) moze nadal wigzaé sie z rybosomem i petnié
funkcje matrycy. Pozytywne rozwigzanie tych probleméw stanowitoby
podstawe do badan nad miejscem i kolejnoscig utozenia cistronu w cza-
steczce RNA faga. W specjalnie dobranych warunkach endonukleaza 1V
rozszczepiata w czasteczce RNA wiazanie potozone mniej wiecej w 1/3
odlegtosci od 5°-kornca. Otrzymane dwa fragmenty o wspoOtczynniku sedy-
mentacji 21S i 15S rozdzielano przez wirowanie w gradiencie sacharozy.
Wiekszy z fragmentéw, zawierajagcy nowoutworzony 5’-koniec, miat zdol-
nos$¢ do syntezy in vitro syntetazy RNA oraz biatka przypominajgcego biat-
ko ostonki. Mniejszy fragment miat bardzo powaznie uposledzone ”’>asci-
wosci matrycy i syntetyzowat biatko podobne tylko do biatka ostonki. Jak-
kolwiek eksperymenty te nie udzielity peinej odpowiedzi na sformutowane
przez autorow pytanie, to jednak umozliwity one ustalenie orientacyjnego
potozenia cistronéw w czasteczce RNA.

Jednym z weztowych probleméw biochemii kwaséw nukleinowych jest
wyjasnienie struktury i roli biologicznej rybosomalnego RNA. Na podsta-
wie wiasciwos$ci optycznych, hydrodynamicznych oraz dyfrakcji promieni
X rybosomalnego RNA wysnuto wniosek, ze jego czasteczka ma czescio-
wo strukture podwdéjnej spirali (23, 37, 44, 49, 125, 126).

Cox (31, 32, 34) stwierdzit, ze badanie degradacji rRNA prowadzone
metodami enzymatycznymi oraz alkaliami moze dostarczyé dalszych, bar-
dziej szczegdtowych informacji o drugorzedowej strukturze RNA. W te-
oretycznych rozwazaniach ustalit zalezno$¢ miedzy zmianami ciezaru cza-
steczkowego w czasie degradacji a strukturg drugorzedowa czasteczki oraz
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prawdopodobienistwem hydrolitycznego rozbicia wigzan. Wykorzystujac te
zaleznoSci ustalit procentowg zawarto$¢ struktury spiralnej w czasteczce
rRNA.

Jednopasmowy RNA mozna rozpatrywaé jako zbidér L petli o struktu-
rze ,szpilki do wiosow”. Kazda petla stabilizowana jest przez N par zasad,
a ponadto zawiera b niesparowanych zasad. Kazda petla dotgczona jest do
nastepnej petli za pomocg ¢ zasad (schemat 3 i 4). W oparciu o statystyke
przypadkowej degradacji liniowych polimerow Cox opracowat réwnanie,
w ktdrym: 2N+ b = log f/log (1—p). W réwnaniu tym f stanowi frakcje

i N 2
(A p 8
7
C
E

Schemat 3. Hipotetyczna podwdjna spirala segmentu rRNA wg (34)
N — jest liczbg sparowanych zasad, b oznacza liczbe reszt tworzacych zamknigty koniec petli
BCD, a c jest liczba reszt taczacych jedna podwdéjna spirale z nastepna spiralg. N° odpowiada
minimalnej liczbie sparowanych zasad niezbednych do stabilizacji podwdéjnej spirali. NE oznacza
liczbe sparowanych zasad, ktére ulegty rozerwaniu tylko wskutek ciepta hydrolizy

S
+
pH7 pH3 pH 7
a b C

Schemat 4. Konformacja fragmentéw rRNA wyodrebnionych z rybosomu po tra-
wieniu rybonukleazg wg (33)
Zaznaczono konformacje przed i po ujawnieniu ,zamaskowanych” rozszczepien, a) pomimo
rozerwania wigzan dwuestrowych petle ,szpilki do wtoséw” utrzymywane sa razem dzigki
wigzaniom wodorowym, b) zniszczenie drugorzedowej struktury przez zadziatanie kwasami
w temperaturze 0—25°. Wskutek rozerwania wigzan wodorowych dochodzi do degradacji
fragmentéw, c) po neutralizacji dochodzi jedynie do odtworzenia wigzah wodorowych w petlach.
Nie ma natomiast tgczenia si¢ petli ze sobg

4*
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petli, ktére zawierajg pierwotng nienaruszong strukture, a p stanowi
prawdopodobienstwo rozbicia wigzania.

Teorie te Cox rozbudowal na tyle, zeby méc wykazaé, ze liczba reszt
petli (2N+b) moze by¢ wyznaczona przez frakcjonowanie RNA po hydro-
lizie i badanie struktury drugorzedowej otrzymanych fragmentdéw. Frag-
menty krétsze niz petla ,,szpilki do wtoséw” nie mogg odtwarzac struktury
szpilki (31, 32).

Do degradacji rRNA z retikulocytow krolika uzyto rybonukleazy trzu-
stkowej. W czasie trawienia zaobserwowano szybki spadek wspoétczynnika
sedymentacji do okoto 3S. Ten szybki spadek ciezaru czasteczkowego byt
wynikiem rozerwania wigzah dwuestrowych, czemu towarzyszyta szybka
depolimeryzacja RNA. Obok tego zachodzito jeszcze zamaskowane rozer-
wanie wigzan dwuestrowych, co mozna byto wykaza¢ dopiero po zniszcze-
niu drugorzedowej struktury powstatych fragmentow przez podgrzanie ich
do okoto 85°C lub zakwaszenie (schemat 4). W efekcie tego zabiegu obser-
wowano dalszy spadek wspétczynnika sedymentacji. Rownoczes$nie obser-
wowano zmiany w widmie denaturacyjnym i obrazie elektroforezy na zelu
akrylamidowym. Zmiany w widmie Swiadczyty o naruszeniu drugorzedo-
wej struktury czasteczki RNA. Omoéwione fakty przemawiajg za stuszno-
§cig modelu o strukturze powtarzajacych sie petli ,,szpilek do witosow”.
Szybki spadek cigzaru czgsteczkowego rRNA jest skutkiem rozbicia wigzan
w tych miejscach tancucha polinukleotydowego, gdzie tworzy on niewiel-
kie odcinki tgczace jedng petle z druga, lub tez w poczatkowym fragmen-
cie podwdjnej spirali (odcinki FE i APQE na schemacie 3). Ukryte roz-
szczepienia wigzan powstajg w obrebie podwdjnej spirali utworzonej przez
sparowane zasady oraz szczycie petli (fragment PBCDQ na schemacie 3).
Doswiadczenia wykazaly, ze rybonukleaza rozszczepia wigzania w tan-
cuchu polinukleotydowym w sposéb przypadkowy. Rozerwaniu ulegajg
wigzania zaréwno w jednoniciowych odcinkach jak i w podwodjnej spirali.
Wywnioskowano z tego, ze stosunek ilosci zamaskowanych rozszczepien
(60°/0 do 80% ogdlnej iloSci wszystkich rozbitych wigzan) do iloSci wigzan
rozbitych ,jawnie” powinien odpowiada¢ stosunkowi diugosci podwojnej
spirali do diugosci gietkiego odcinka, a wiec jak 2— 3/1. Przecietna dtu-
gos¢ petli ustalono na 10—20 reszt nukleotydowych, a maksymalnie mozli-
wa dtugos¢ na 35 reszt nukleotydowych (34).

Rybonukleaza trzustkowa zostata réwniez wykorzystana przez Coxa
(33) do badania struktury rybosomow.

Takanami i Zubay (134) zastosowali rybonukleaze trzustkowga
do badania oddziatywan miedzy polinukleotydowa matrycg a rybosomem.
Stwierdzili oni, ze oddziatywanie to zachodzi w $ci$le okreSlonym obszarze
i ze tylko niewielki fragment polinukleotydéw zwigzany jest z ryboso-
mem. W wykonanym przez nich doswiadczeniu poli-U byt silnie wigzany
nie tylko do rybosomu 70S ale i do rybosomalnej podjednostki 30S. Tra-
wienie rybonukleazg kompleksu poli-U z rybosomem prowadzito do degra-
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dacji prawie catego poli-U, z wyjatkiem oligonukleotydu, ktéry byt zwia-
zany z rybosomem i w ten sposéb chroniony przed dziataniem enzymu.
Oligonukleotyd ten zawierat 27 nukleotyddw.

Niewrazliwo$é dwuniciowych form RNA na dziatanie rybonukleaz mia-
fa duze znaczenie w biochemii kwaséw nukleinowych. Wykrycie RNA
opornego na dziatanie rybonukleazy trzustkowej (50) sktonito Montag-
niera i Sandersa (94 do zbadania jego struktury. Zebrane przez
nich dane wskazywaty na dwuniciowg strukture czasteczki RNA. Odkry-
cie takiej struktury zwrécito uwage na mozliwos¢ replikacji wirusow RNA
poprzez bezposrednie powielanie tanicucha RNA na matrycy RNA. Wy-
krycie RNA zaleznej polimerazy RNA potwierdzito stusznos$¢ tej hipote-
zy (19).

W komorkach zakazonych wirusem znajdowano dwa typy dwunicio-
wego RNA. Jeden typ przedstawia podwdjng spirale, z ktérej wystaje po-
jedynczy tancuch nowopowstajgcego RNA. Ten typ RNA, tzw. posrednia
replikatywna forma, jest czesSciowo wrazliwa na dziatanie rybonukleaz.
Wystajacy jednoniciowy fragment mozna tatwo usuna przez trawienie
rybonukleazg. Drugi typ, tzw. replikatywna forma, przedstawia wytacznie
podwodjng spirale oporng na dziatanie rybonukleazy A, B i rybonukleazy
Tj. Replikatywng forme RNA mozna otrzymac¢ z ekstraktow komorek za-
infekowanych wirusem po trawieniu ich rybonukleazg (103).

Stabilnos¢ podwdjnej spirali wirusowego RNA zalezy od rodzaju i ste-
zenia jonow wystepujacych w roztworze (58, 110, 117) oraz od rodzaju
i ilosci sparowanych zasad (21). Rozluznienie spirali wskutek spadku sity
jonowej Srodowiska powoduje wrazliwos$é czasteczki RNA na dziatanie
rybonukleazy. Rowniez wzrost stezenia enzymu prowadzi do degradacji
dwuniciowego RNA (19, 20, 94).

Oporne na rybonukleaze dwuniciowe kwasy rybonukleinowe znalezio-
no w wirusach roslinnych, zwierzecych i bakteryjnych. Przeglagdowe o-
mowienie wiasciwosci dwuniciowych RNA mozna znalezé w artykule
Ralpha (103).

Brak aktywnosci rybonukleaz wobec dwuniciowych struktur postu-
zyt do wykrycia hybrydow fagowego DNA z komdérkowym RNA produko-
wanym przez faga. Hiesin i Szjemiakin (60) wykazali, ze DNA
faga T2 i znakowany 4C-adening mRNA, otrzymany z zarazonych tym
fagiem komoérek E. coli, dajg kompleks nie rozktadany ani przez rybonu-
kleaze ani przez dezoksyrybonukleaze. Geiduschek i wsp. (50) w do-
Swiadczeniu in vitro uzyli DNA faga T2jako matrycy dla polimerazy RNA.
Otrzymali RNA dwuniciowy o wiasciwosciach fizykochemicznych podo-
bnych do DNA. RNA okazat sie w petni oporny na dziatanie rybonukleazy
i dezoksyrybonukleazy.

Niewrazliwo$¢ dwuniciowych struktur RNA na rybonukleazy nie jest
absolutna. Robertson iwsp. (110) z E. coli K 12 wyodrebnili endonu-
kleaze (rybonukleaze I11I), ktéra rozktada wytacznie dwuniciowe RNA.
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Produktami jej dziatania sg oligonukleotydy z resztg fosforanowg na C-3.
Enzym nie dziala na jednoniciowy RNA. Nie rozkiada roéwniez ani naty-
wnego ani zdenaturowanego DNA. Endonukleaza zwigzana jest z ryboso-
mami.

Liczne sg przyklady zastosowania omowionych zaleznosci do badan
funkcji biologicznej RNA, na przykiad Bernardi i Cant oni (16)
probowali ustalié¢ zalezno$¢ miedzy utratg niektorych wiasciwosci biolo-
gicznych serynowego tRNA a stopniem degradacji jego czgsteczki podczas
trawienia egzonukleazg ze Sledziony. Stwierdzili oni, ze utrata zdolnoSci
wigzania aminokwaséw, wigzania AMP, przytgczania tRNA do rybosomu
oraz whudowywania aminokwaséw do tahcucha polipeptydowego zaleza
od czasu trawienia tRNA przez enzym. Wczesne zanikanie zdolno$ci wig-
zania aminokwaséw oraz utrata witasciwosci substratowych dla CMP-AMP
pirofosforylazy $wiadcza o tym, ze nienaruszona grupa hydroksylowa na
C-5’ ostatniego nukleotydu w tancuchu tRNA jest konieczna do wymie-
nionych tutaj funkcji. Dane te réwniez przemawiajg za stuszno$cig modelu
tRNA w ksztatcie liscia koniczyny, w ktéorym dochodzi do oddzialywania
miedzy obu koncami czasteczki. Natomiast zdolno$¢ tgczenia sie z ryboso-
mami oraz przenoszenie aminokwasoéw czasteczka tRNA traci dopiero po
rozlegtej degradaciji.

I11. Swoisto$¢ dezoksyrybonukleaz

Wsrdd dezoksyrybonukleaz wyrozniamy enzymy o duzej wybiorczosci
wobec réznych struktur DNA. Nalezg tu enzymy, ktore dziatajg badz na
liniowg badz tez na kolistg czagsteczke DNA. W obrebie kazdej z tych form
dezoksyrybonukleazy moga jeszcze rozr6zniaé miedzy jednoniciowg lub
dwuniciowg strukturg czasteczki DNA. Koliste jedno- lub dwuniciowe
czasteczki DNA nie sg rozktadane przez egzonukleazy, natomiast ulegajg
degradacji pod wptywem endonukleaz (40, 41, 67, 122). Linearne czasteczki
DNA mogg by¢ hydrolizowane przez egzo- i endonukleazy. W dwunicio-
wym kolistym lub linearnym DNA endonukleazy mogg rozszczepia¢ wig-
zania albo w jednej albo w obu niciach (18, 67, 115, 135, 149). Jezeli w kaz-
dym z dwoéch tancuchdw podwdjnej spirali powstaja pekniecia, ale prze-
mieszczone wzgledem siebie, méwimy o jednoniciowych peknigeciach. Je-
zeli obydwa tancuchy rozrywane sg symetrycznie w tym samym miejscu,
mamy do czynienia z dwuniciowym peknieciem.

Wrazliwo$¢ czasteczki DNA na degradujace ja enzymy moze byé row-
niez uwarunkowana stopniem jej polimeryzacji tj. dtugoscia tancucha (68,
139).

Innym czynnikiem okre$lajagcym swoistos¢ dezoksyrybonukleazy jest
prawdopodobnie sekwencja tancucha polinukleotydowego (91). Wiele pro-
cesOw biologicznych, jak replikacja DNA, rekombinacja gentyczna, przebie-
gajacych z udziatem dezoksyrybonukleaz, wymagatoby rozbicia bardzo
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dtugiego tancucha polinukleotydowego w niewielu $cisle okreSlonych miej-
scach. Rozbicia tych wigzan mogtyby dokonywaé enzymy o bardzo duzej5
swoistosci okre$lonej albo przez sekwencje nukleotydéw w tancuchu, albo
przez inne nieznane dotad szczegOty struktury DNA. Badanie swoistosci
dezoksyrybonukleaz wobec sekwencji tancucha polinukleotydowego do-
stepnymi dzisiaj metodami jest nadzwyczaj trudne. Tym niemniej M e-
selsonowi i Yuanowi (91) udato sie otrzymac¢ z E. coli endonukle-
aze, ktéra powoduje rozszczepianie scisle okreslonych wigzan w czasteczce
DNA. Enzym ten powoduje restrykcje DNA faga wnikajagcego do komorki
E. coli.

Poznano juz wiasciwosci ogromnej ilosci dezoksyrybonukleaz pochodze-
nia zwierzecego i bakteryjnego. Enzymy te wykazuja duzy stopien zrézni-
cowania wiasciwosci enzymatycznych i sposobu dziatania na czasteczki
DNA w zaleznosci od struktury tych czasteczek. Sposréd dezoksyrybo-
nukleaz zwierzecych stosunkowo dobrze poznano sposéb degradacji cza-
steczki DNA przez dezoksyrybonukleaze z trzustki i $ledziony.

Dezoksyrybonukleaza | z trzustki rozktada jedno- i dwuniciowy DNA.
Mechanizm dziatania dezoksyrybonukleazy trzustkowej wyjasnity prace
Schumakera i wsp. (115, Thomasa (135 oraz Vanecko
i Laskowskiego (140).

W pierwszym etapie dziatania dezoksyrybonukleazy wystepuje tzw.
okres utajony (ang. lag period), w ktérym nie pojawiajg sie produkty tra-
wienia DNA rozpuszczalne w kwasie. Spowodowane to jest tym, ze enzym
atakuje dwuniciowa spirale DNA na catej dtugosci w sposdb nieuporzad-
kowany. Dochodzi do niesymetrycznego rozszczepienia wigzan w obu tan-
cuchach. Rozerwane wigzania znajdujg sie w do$¢ duzej odlegtosci od sie-
bie tak, ze uniemozliwiajg rozpad czasteczki DNA na mniejsze fragmenty.
Rozpad bytby mozliwy wtedy, gdy rozerwaniu ulegtyby wigzania w obu
taricuchach i odlegto$¢ miedzy nimi nie przekraczataby dwodch nukleoty-
déw, lub gdyby te wigzania znajdowaty sie naprzeciw siebie. Takie syme-
tryczne, efektywne pekniecie pojawia sie jeden raz na czterysta rozerwa-
nych wigzan. W miare zwiekszania sie ilosci dwuspiralnych fragmentow
czestos¢ wystgpienia efektywnych rozszczepien ro$nie i pojawiaja sie pro-
dukty rozpuszczalne w kwasie.

Rozpad czasteczki DNA na mniejsze fragmenty i brak okresu utajenia
ma miejsce w przypadku jednoniciowego DNA. Wtedy kazde rozszczepie-
nie wigzania dwuestrowego prowadzi do rozdzielenia fragmentdw od siebie.
Z analizy kinetyki rozpadu czgsteczki DNA pod wptywem dezoksyrybo-
nukleazy trzustkowej mozna wnioskowa¢ o jedno- lub dwuniciowej struk-
turze DNA.

Odmienny mechanizm dziatania przedstawia dezoksyrybonukleaza Il ze
Sledziony. Enzym rozklada jednoniciowy DNA prawie z takg samg szyb-
koscig co dwuniciowy DNA. W jej dziataniu mozna wyrézni¢ dwa etapy.
W pierwszym etapie dochodzi do powstania dwuniciowych, symetrycznych
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peknie¢ w czasteczce DNA i nastepuje jej fragmentaryzacja. W drugim
etapie dziatania dezoksyrybonukleazy Il dotgcza sie jeszcze nieuporzgdko-
wane, niesymetryczne rozszczepianie wigzan prowadzace do pojawienia
sie produktow rozpuszczalnych w kwasie (18). Youngowi i Sin-
sheimerowi (149) dziataniem dezoksyrybonukleazy 1l na DNA faga
udato sie uzyska¢ symetryczne rozszczepienie obu tancuchéw w jednym
tylko miejscu i przejscie kolistej czasteczki DNA w linearna.

Obfitym Zrédtem dezoksyrybonukleazy o zréznicowanej swoistosci sa
pateczki E. coli. Wyodrebniono z niej cztery egzonukleazy i cztery endonu-
kleazy (77, 80, 81).

Egzonukleaza | (79, 82) jest aktywna tylko wzgledem jednoniciowego
DNA lub dwuniciowego DNA, poddanego uprzedniej denaturacji termicz-
nej. Enzym rozpoczyna hydrolize z konca tego taricucha, ktéry ma wolng
grupe -OH na C-3. W wyniku jego dziatania powstajg 5’-dezoksyrybo-
nukleotydy oraz graniczne dwunukleotydy, nie ulegajace juz rozktadowi
pod wptywem enzymu.

Endonukleaza 1z E. coli hydrolizuje natywny i zdenaturowany DNA
do oligonukleotydéw, zakonczonych resztg fosforanowg na C-5" i grupg
hydroksylowg na C-3’. Wykazano, ze enzym rozpoczyna hydrolize w ten
sposéb, ze w podwdjnej spirali DNA powoduje dwuniciowe symetryczne
pekniecia (17, 129).

Egzonukleaza Il jest rGwnoczesnie i polimerazg i hydrolazg DNA. Roz-
ktada ona natywny DNA, zdenaturowany DNA oraz syntetyczne oligo-
i polinukleotydy do S~dezoksyrybonukleotydow (83). Enzym rozpoczy-
na hydrolize od kornca tancucha polinukleotydowego z grupg hydroksy-
lowg na C-3. Klett i wsp. (71) wykazali, ze ze wspomniang po-
limerazg DNA zwigzana jest réwnocze$nie inna aktywno$é egzonuklea-
zowa — egzonukleazy VI. Wiasciwoscig tego enzymu jest to, ze rozpoczyna
hydrolize od 5’-korica DNA, poza tym nie r6zni sie od egzonukleazy II.

Endonukleaza Il z E. coli dziata réwniez na dwuniciowy DNA, ale w ten
sposob, ze powoduje w czasteczce DNA ograniczong liczbe jednoniciowych
peknie¢, okoto 3—4 peknieé na jeden tafncuch. Ten sposoéb dziatania enzy-
mu na DNA faga T4i T7stwierdzili Friedberg i Goldthwait (45
46). Endonukleaza Il z E. coli dziata w zmieniony sposob na alkilowany
DNA, powodujagc w nim dwuniciowe pekniecie. Ponadto akilowany DNA
jest trawiony w wiekszym stopniu niz natywny DNA. W rozlegle alkilowa-
nym DNA pod dziataniem enzymu powstaje tylko ograniczona liczba dwu-
niciowych, symetrycznych peknieé. Po ograniczonej alkilacji DNA prze-
wazajg natomiast niesymetryczne jednoniciowe pekniecia, przy czym sto-
sunek liczbowy peknie¢ jednoniciowych do dwuniciowych wynosi okoto
3,7 do 1L W dwuniciowym alkilowanym DNA enzym hydrolizuje wigzania
fosfodwuestrowe w sgsiedztwie alkilowanej zasady, jezeli na tym odcin-
ku nie ma jeszcze jednoniciowych peknie¢. Enzym nie dziata na zdenatu-
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rowany DNA faga T4 W dwuspiralnym glukozylowanym DNA powoduje
réwniez jednoniciowe pekniecia (47).

Egzonukleaza Ill, jest wysoce swoista wobec dwuniciowego DNA. Roz-
poczyna hydrolize z 3’ konca tancucha polinukleotydowego i prowadzi do
utworzenia 5-dezoksyrybonukleotydéw. Enzym ma rowniez zdolnos¢ od-
szczepiania reszty fosforanowej na C-3° koncu tarnicucha (108, 109).

Egzonukleaza IV (68), jest wybiércza wobec krotkich fragmentéw tan-
cucha polidezoksyrybonukleotydowego. Oligonukleotydy hydrolizuje 20
razy szybciej niz natywny lub zdenaturowany DNA. Produktami jej dzia-
tania sg 5-nukleotydy.

Z pateczek E. coli wydzielono rowniez caty szereg dezoksyrybonukleaz
pojawiajagcych sie po infekcji fagiem T2 T3 T4 i fagiem k Po zakazeniu
fagiern T2 w ekstraktach E. coli znaleziono dwie dezoksyrybonukleazy.
Jedna z nich jest egzonukleazg swoistag wobec oligonukleotydéw. Hydroli-
zuje je do 5’-dezoksyrybonukleotydéw. Enzym jest mato aktywny wobec
natywnego i termicznie zdenaturowanego DNA, natomiast bardzo szybko
rozktada czesciowo juz zdegradowany DNA (98, 118). Drugi enzym jest
endonukleazg, dziatajgcg na zdenaturowany DNA. Natywny DNA jest roz-
ktadany z szybkoS$cia stanowigcag zaledwie 5% szybkos$ci rozktadu jedno-
niciowego DNA. Enzym jest hamowany przez tRNA (25).

Po infekcji fagiem T2i T4stwierdzono w komérkach E. coli polimerazy
obdarzone witasciwos$cig egzonukleolitycznego rozktadu DNA. Produktami
ich dziatania sg 5-dezoksyrybonukleotydy (57, 119).

Sadowski i wsp. (112) oczyscili czesciowo dwie endonukleazy po-
jawiajgce sie w komdrkach E. coli zainfekowanych fagiem T4 Jedna z nich
powoduje ograniczong liczbe jednoniciowych peknie¢ w podwodjnej spirali
DNA i nie dziata na jednoniciowy DNA. Nie jest hamowana przez tRNA
(65, 112). Druga endonukleaza, oczyszczona ponad 200 razy, jest swoista
wobec jednoniciowego DNA. W Wyniku jej dziatania powstajg fragmenty
0 przecietnej diugosci tancucha, odpowiadajacej okoto 700 nukleotydom.
Rowniez i ten enzym nie jest hamowany przez tRNA.

W komérkach E. coli zakazonych fagiem ~ pojawia sie egzonukleaza
odmienna od dezoksyrybonukleaz znajdowanych przed infekcjg (72, 143).
Pojawienie sie enzymu jest $ciSle skorelowane z wegetatywnym rozwojem
faga. Na przyktad komorki lizogenne dla faga " nie wytwarzajg enzymu,
gdy zachodzi represja faga. Jesli jednak dojdzie do indukcji wegetatywne-
go wzrostu faga, pojawia sie enzym. Fizjologiczna rola A-egzonukleazy nie
jest znana. Jednak kinetyka jej pojawiania sie po infekcji zdaje sie prze-
mawiaC za tym, ze enzym w jaki$ sposob zwigzany jest z syntezag DNA.
Jednorodny enzym otrzymano w krystalicznej postaci (109). Oczyszczony
preparat enzymu 350 razy szybciej rozktada natywny DNA z faga T7 niz
zdenaturowany DNA. Dziata wylgcznie jako egzonukleaza, uwalniajac
stopniowo 5’-dezoksyrybonukleotydy. Rozpoczng hydrolize z 5" kofca
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tancucha polinukleotydowego. Szybciej rozktada tancuch ufosforylowany
na C-5’ niz tancuch z wolng grupg hydroksylowg na C-5’ (86).

Z komérek E. coli zainfekowanych fakiem T5wyodrebniono dezoksyry-
bonukleaze. Enzym dziata jak egzo- i endonukleaza, dajac mieszanine ma-
tych oligonukleotydow o przecietnej dtugosci tancucha od 4—5 nukleoty-
déw. Obok tego pojawiajg sie 5-mononukleotydy. Enzym dziata réwniez
na zdenaturowany DNA. Nie udato sie ustali¢ roli enzymu w infekcyjnosci
faga T5ani w syntezie czasteczki DNA faga.

Kinetyka powstawania tego enzymu zdaje sie przemawiac bardziej za
jego udziatem w syntezie DNA faga niz za rozkladem DNA komdrek go-
spodarza (35, 100, 101).

W ostroznie wyizolowanych czasteczkach DNA faga T5 Thomas
(136) zauwazyt 4 luki — trzy w jednym tancuchu i jedng w drugim — i u-
dowodnit, ze luki te nie sg artefaktami. Lehman (81) sugeruje, ze mie-
dzy innymi funkcja dezoksyrybonukleazy indukowanej fagiem T5in vivo
mogtoby by¢é wprowadzenie do czgsteczki DNA tych peknieé.

W Pneumococcus znaleziono endo- i egzonukleaze (73). Egzonukleaza
szybciej rozktada natywny DNA, niz zdenaturowany. Enzym ma aktyw-
no$¢ fosfatazowa i usuwa reszte fosforanowg z korica tancucha przy C-3\
Endonukleaza dziata na natywny i zdenaturowany DNA dajac oligonukle-
otydy zakonhczone resztg fosforanowg na C-5’.

W Bacillus subtilis SB 19 zakazonym fagiem SP3 znaleziono dezoksy-
rybonukleaze indukowang przez tego faga. Enzym ten jest swoisty wobec
termicznie zdenaturowanego DNA. 90°/o produktéw dziatania enzymu sta-
nowig dwunukleotydy, a 10°0 tréjnukleotydy, uwalniane stopniowo z 3’
konca (137, 138). Dezoksyrybonukleaza jest réwniez aktywna wobec poli-
nukleotydéw: polidezoksytymidylowego, polidezoksyadenylowego i poli-
dezoksycytydylowego oraz 5-metylopolidezoksycytydylowego. Enzym roz-
ktada je do dwunukleotydéw. Z kwasu polidezoksycytydylowego w wiek-
szosci powstajg d(pC)2oraz niewielkie ilosci d(pC)4 (5). Enzym nie dziata
na polirybonukleotydy. Nie rozktada réwniez trojnukleotyddéw. Czteronu-
kleotydy o budowie d(pXpXpXpX) sa hydrolizowane do dimerdw.

W Neurospora crassa (85) i w moézgu jagniat (59) znaleziono endonukle-
azy swoiste wobec jednoniciowego DNA. Enzym z Neurospora uzyto w ba-
daniach mechanizmu replikacji DNA przez oczyszczong polimeraze (93)
oraz do wydzielenia operonu lac (116).

Meselson i Yuan (91) oczyscili 5000 razy endonukleaze ze szcze-
pu K E. coli, ktdra powoduje restrykcje DNA faga K Enzym ten zastugu-
je na szczegdlng uwage z tego wzgledu, ze przedstawia wyjatkowy, nie
napotkany dotychczas stopiefi swoistosci. Analiza sedymentacyjna wyka-
zala, ze enzym ze szczepu K dziata na skreconga, kolistg czasteczke dwuni-
ciowego DNA w ten sposob, ze najpierw rozrywa jedno wigzanie w jed-
nym tylko tafcuchu. W kilka sekund pdzniej rozszczepia komplementarny
tancuch w miejscu znajdujagcym sie naprzeciw lub prawie naprzeciw
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pierwszego rozszczepienia. W wyniku dziatania enzymu po pewnym czasie
pojawia sie w czasteczce DNA ograniczona liczba dwuniciowych, syme-
trycznych peknieé w swoistych miejscach czasteczki, tzw. miejscach re-
strykcji (ang. restriction sites). Prowadzi to do rozpadniecia sie spirali
DNA na duze dwuniciowe fragmenty. Ponadto w czgsteczce DNA docho-
dzi réwniez do jednoniciowych peknieé. W nastepstwie tych peknie¢ poja-
wia sie niewielka ilo$¢ jednoniciowego DNA oraz male, niesedymentujgce
w ultrawiréwce fragmenty polinukleotydowe. Enzym wymaga dla swej
aktywnosci jondbw Mg2+, ATP i S-adenozylometioniny. Istniejg podstawy
do przypuszczen, ze czasteczka endonukleazy ma ztozong strukture.
Nukleaza z Micrococcus pyogenes (132) dziata na poli-d(A-T) wyodreb-
niony z kraba oraz na (dA)n*(dT)n. Enzym wykazuje odmienny sposéb roz-
ktadu obu tych polinukleotydéw. Rozktad poli-d(A-T) przebiega z natych-
miastowym zniszczeniem jego uporzadkowanej struktury, podczas gdy hy-
droliza (dA)n*(dT)n poczatkowo nie narusza struktury polimeru. Znikniecie
uporzadkowanej struktury (dA)n*(dT)n nastepuje gwattownie w pdZniej-
szym stadium reakcji. Réznice te spowodowane sg tym, ze egzonukleoli-
tyczny spos6b rozktadu jest wyrazniej zaznaczony wobec (dA)n*(dT)n niz
wobec poli-d(A-T). Przy niskiej sile jonowej enzym dziata jak egzonukle-
aza na pasmo utworzone przez poli-A w podwojnej spirali (dA)n*(dT)n.

IV. Zastosowanie dezoksyrybonukleaz do badania struktury
i funkcji biologicznej DNA

Pieknym przyktadem zastosowania nukleaz do badania zaleznosci mie-
dzy strukturg i funkcja DNA sg badania przeprowadzone nad fagiem

174. Niewrazliwos$é jednoniciowego DNA faga na egzonukleazy nawet
po uprzednim dziataniu na niego fosfatazami nasuneta przypuszczenie
o braku wolnych grup hydroksylowych przy C-3’i C-5"i o kolistej budo-
wie czgsteczki DNA (40, 43). Badania hydrodynamiczne oraz w mikrosko-
pie elektronowym potwierdzity te przypuszczenia. Miedzy innymi dzieki
zastosowaniu fermentéw ustalono, ze replikatywna forma DNA faga ("X
174 ma dwuniciowg strukture i struktura ta tworzy zamkniety pierScien,
ktéry ponadto ulegt skreceniu (67, 122). Jezeli na taki DNA podziatamy
dezoksyrybonukleazg | z trzustki w specjalnie dobranych warunkach, to
wtedy tylko w jednym tancuchu zostaje rozerwane tez tylko jedno, przy-
padkowe wigzanie. Prowadzi to do zmiany konformacji czasteczki pole-
gajacej na rozkreceniu struktury | i utworzeniu rozwinietego kota (struk-
tura Il). Tej zmianie konformacji towarzyszy dwukrotny spadek infekcyj-
nosci DNA faga.

Jezeli na forme | DNA podziata¢ alkaliami, wtedy ulegnie ona beztad-
nemu zwinieciu (struktura IIl). Ta zmiana potgczona jest z kilkukrotnym
wzrostem infekcyjnosci faga. Ponowny spadek infekcyjnosci uzyskuje sie
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dziatajac na takg czasteczke DNA dezoksyrybonukleazg | trzustki. Enzym
powoduje wtedy przejscie struktury Il DNA w strukture Il. Warunkiem
infekcyjnosci czasteczki DNA faga jest wiec pewna okres$lona struktura,
nie koniecznie natywna (67). Zmiany struktur DNA przedstawiono na
schemacie 5.

I (40 s)

Dezoksyrybonuklsaza |

11(17s)
1(21s)

Schemat 5. Struktury DNA faga $ X174 wg (36)
Objasnienia w tekscie

Dzieki zastosowaniu nukleaz udato sie ustali¢ strukture obu koncowych
fragmentow czgsteczki DNA faga " oraz zalezng od tej struktury infekcyj-
no$¢ faga (128). Na podstawie tych badan ustalono, ze czasteczka DNA
zbudowana jest z dwoch tancuchéw polinukleotydowych, tworzacych spi-
rale, ale przesunietych wzgledem siebie o pewien odcinek tak, ze na obu
koncach wystajg krotkie pojedyncze nici zakonczone grupg -OH’ lub fos-
foranowg przy C-5’ rybozy. Te dwa wystajagce odcinki majg komplemen-
tarng sekwencje zasad, pozwalajagca im na taczenie sie i tworzenie kolistej
struktury lub tez na tworzenie dimerow, trimeréw itd. Jezeli taki DNA
podda¢ dziataniu polimerazy DNA, wtedy do wystajgcych odcinkéw zosta-
ng dobudowane ,brakujgce” fragmenty tafcucha i przyjmie on posta¢ pet-
nej podwojnej spirali. Ta zmiana polgczona jest z utrata infekcyjnosci
DNA faga. Infekcyjnos¢ DNA mozna z powrotem przywrdécic¢, dziatajac na
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niego egzonukleazg Il z E. coli, ktéra rozpoczynajac hydrolize z C-3” kon-
ca usunie dobudowane fragmenty faincucha i przywrdci mu wystajgce od-
cinki. Koniecznym wiec warunkiem infekcyjnosci DNA faga jest istnienie
na jego koncach wolnych, zdolnych do kohezji, krotkich odcinkéw tancu-
cha polinukleotydowego. W sktad takiego odcinka wchodzi 20 nukleoty-
déw (147). Struktury DNA faga przedstawiono na schemacie 6.

Schemat 6. Struktury DNA faga a wg (128)
I. tancuchowa struktura DNA, Il. kolista struktura DNA, IIl. DNA z dobudowanymi fragmen-
tami tancucha polinukleotydowego

Dezoksyrybonukleaze trzustkowga zastosowali Goulian i wsp. (56)
w celu udowodnienia, ze zsyntetyzowana przez nich in vitro replikatywna
forma (HF) DNA faga 3>X 174 jest identyczna z RF naturalnego DNA.
Czasteczka DNA faga 174 ma jednoniciowa kolista strukture (faricuch
dodatni (+)), natomiast replikatywna forma przedstawia dwuniciows,
rowniez kolistg strukture. Uzywajac dodatniego tancucha jako matrycy,
polimerazy DNA z E. coli, ligazy DNA, trojfosforanéw adenozyny, guano-
zyny, cytydyny i bromourydyny (BU), znakowanych 3P otrzymali oni
czesciowo syntetyczng replikatywng forme DNA, ztozong z naturalnego
dodatniego i syntetycznego ujemnego (—) tancucha.

Zeby wyodrebnié taficuch (—), czeSciowo syntetyczng RF DNA pod-
dali dziataniu dezoksyrybonukleazy. Enzym powodowat pekniecie jednego
tylko wigzania w tancuchu (+) lub (—). Stosujagc denaturacje termiczng
oraz wirowanie w gradiencie gestosci mozna byto obydwa tancuchy roz-
dzieli¢. Wyodrebniony tancuch (—a byt infekcyjny oraz miat zdolno$¢ two-
rzenia matrycy do syntezy tancucha (+ ). W ten sposéb mozna byto odtwo-
rzyé catkowicie syntetyczng RF DNA faga 174 o specyficznej infekcyj-
nosci takiej, jakg miata naturalna RF czasteczki DNA. Synteze przedsta-
wiono na schemacie 7.

Shapiro iwsp. (116) uzyli swoistej wobec jednoniciowego DNA de-
zoksyrybonukleazy z Neurospora crassa do wyodrebnienia czystego ope-
ronu lac z E. coli. W btyskotliwym eksperymencie wykorzystali oni zdol-
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nds¢ genomu niektoérych fagéw do transdukeji operonu lac. Uzyli oni
dwoch fagow: A (A) i @ 80 (B). DNA kazdego z fagow zawierat tarcuch
lekki (L) i tancuch ciezki (H). Fag (A) witaczat do czasteczki swojego DNA
dwie nici operonu lac w przeciwnym kierunku niz to czynit drugi fag
(B). W wyniku tego procesu ta sama ni¢ operonu lac znajdowata sie w fagu
Aw tancuchu ciezkim (H), a w fagu @ 80 w tancuchu lekkim (L). W ten
sposéb tancuchy ciezkie z obu fagow, A i B, zawieraty dwie komplemen-
tarne nici operonu lac. Nastepnie czasteczki DNA faga A .i B rozdzielono na
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Preparacja czesciowo @ @ @
syntetycznej formy
replikatywnej

=)

H — :
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ot =) =) =) .
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Schemat 7. Synteza DNA faga $X174 wg (56)

Objasnienia w tekscie

tancuch lekki i ciezki stosujagc metode opracowang przez Hradecna
i Szybalskiego (64). W metodzie tej podstawe rozroznienia dwoch
tancuchéw na lekki i ciezki stanowi to, ze tylko jeden z nich ma swoistg
zdolno$¢ do reagowania z poli-1, G. Utworzony kompleks ma wieksza ge-
stos¢ (ciezki) niz pozostaty tancuch (lekki). Wykorzystujac réznice gestosci
mozna byto rozdzieli¢ obydwa tancuchy. Wyodrebnione tancuchy ciezkie
z obu fagébw zmieszano. Nastepowato teraz parowanie komplementarnych
nici operonu lac. Fragmenty taficucha DNA nie majagce komplementarnej
sekwencji zachowaly jednoniciowa strukture. Dziatajagc na taka czesSciowo



[21] NUKLEAZY W BADANIU RNA | DNA 411

dwuniciowg, czeSciowo jednoniciowg strukture nukleazg swoistg dla jedno-
niciowego DNA usunieto niesparowane fragmenty otrzymujac czysty ope-
ron lac (schemat 8).

Operon lac
A J ayzopi N R
Fag A
A ay'zo’p'i’ N ff
A i'pVzva' N R
Fag B
H A r ipozya N RA
()Rozdziat foncuchdw
H-tancuch Fag A
A a'y'z'o’p’ N R
H-Laricuch Fag B
7 ipozya BETURY
g (2)Renaturacja
Al
\N’ ' Zy'a J/

ji ipozya n'

(3) Dezoksyrybonukleaza

i'p'o'z'y'a
Czysty operon lac DNA
ipozya
Schemat 8. Wyodrebnianie operonu lac z E. coli wg (116)
A, J, N i R—markery chromozoméw lezace poza operonem lac. Markerami operonu lac sa:
gen strukturalny represora (i), promotor (p), operator (0), strukturalny gen f5-galaktozydazy (z),
strukturalny gen lac permeazy (y), strukturalny gen transacetylazy galaktozydowej (a).

Strzatki umieszczono na 5'-koncach tancuchéw DNA. Znaki ,,prim” —oznaczajag komplemen-
tarne sekwencje.

V. Uwagi koncowe

Ujawnianie i wyjasnianie coraz bardziej ztozonych struktur czasteczek
RNA i DNA bedzie wymaga¢ enzyméw o wyjgtkowo duzym stopniu swoi-
stosci. Wskazujg na to jednoznacznie obecne tendencje w stosowaniu me-
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tod enzymatycznych w analityce kwasow nukleinowych. Poglad ten jest
tym bardziej uzasadniony, ze jak dotychczas chemiczne metody badania
struktury kwaséw nukleinowych nie gwarantuja wymaganego stopnia
swoistosci.

Wyjatkowy stopien wybidrczosci posiadajg tylko nieliczne sposrod
znanych nukleaz. Wydaje sie jednak, ze lista tych enzymow w niedalekiej
przysztosci zostanie powiekszona o nowe odkrycia. Przemawiaja za tym
stosunkowo niedawne doniesienia o takich enzymach jak rybonukleaza U2
(7, 8) czy dezoksyrybonukleaza ze szczepu K E. coli (91).

Niektére spostrzezenia ostatnich lat wskazujg na pewne mozliwosci
ksztattowania swoisto$ci enzymoéw przez dobér odpowiednich warunkéw
reakcji. Zauwazono, ze swoistos¢ enzymow ulega zmianom w czasie reak-
cji (139). Na przykiad w przypadku dezoksyrybonukleazy I, swoistej wobec
wielkoczasteczkowego DNA, wystepuje tzw. zjawisko ,,samoop06Znienia”
(ang. autoretardation) polegajace na tym, ze w miare przebiegu reakcji
powstajg coraz mniejsze fragmenty oporne na dziatanie enzymu i wskutek
tego szybkos$¢ reakcji maleje (140). Dla nukleazy z mikrokokéw charakte-
rystyczne jest pojawianie sie d-Ap i d-Tp w poczatkowym stadium reakcji
i d-pC i d-pG w pdzniejszym etapie (130). Okazato sie rédwniez, ze swoi-
sto$¢ enzymu moze zaleze¢ od rodzaju dwuwarto$ciowego kationu w $ro-
dowisku reakcji. W dwuniciowej strukturze dl:dC, tancuch dC byt catko-
wicie oporny na dezoksyrybonukleaze | w obecnosci Mg2+ Dodanie do
Srodowiska jonéw Ca2+ lub zastgpienie Mg2+ przez Mn2+ znosito te opor-
nosé (24).

W rozwoju tego kierunku badah nalezy upatrywaé zwiekszone mozli-
wosci wykorzystania nukleaz w badaniach strukturalnych kwaséw nukle-
inowych. Wreszcie rozw0j metod chemicznej modyfikacji substratéw w
potaczeniu z ich enzymatyczng degradacjg stwarza mozliwo$¢ rozszczepie-
nia pewnych tylko wigzan. Wspomnie¢ tu nalezy o szczeg6lnie uzytecz-
nych w badaniach struktury RNA siarczanie dwumetylu i CMCT. Siarczan
dwumetylu reaguje z guanozynag i powstaje 7-metyloguanozyna. Wiaza-
nia potozone przy takiej reszcie sg niewrazliwe na dziatanie rybonukleazy
Ti (26, 78). W ten sposéb po czeSciowej metylacji czasteczki RNA i wy-
czerpujacej jej degradacji rybonukleazg Ti mozna uzyska¢ rozszczepienie
tylko niewielkiej liczby wigzan. Ten witasnie sposob rozktadu wykorzysta-
no w badaniach nad sekwencjg rybosomalnego RNA 5S z E. coli (27).

Obiecujace podejscie w rozwigzywaniu dyskutowanego problemu sta-
nowi tez préba dziatania enzymami na kompleksy utworzone pomiedzy
kwasami nukleinowymi a biatkami lub innymi wielkoczgsteczkowymi
zwigzkami. Mandeles (89) wykorzystat to do kontrolowanego roz-
szczepienia RNA z wirusa mozaiki tytoniowej. Z czasteczki wirusa czescio-
wo tylko usunieto biatko, zeby odstoni¢ pewne obszary dla dziatania rybo-
nukleazy Ti.

Podkresli¢ nalezy, ze petne wykorzystanie metod enzymatycznych w
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badaniach struktury i funkcji biologicznej kwasow nukleinowych mozliwe
jest w oparciu o staty rozw6j innych metod analitycznych. Rozwdj ten po-
zwala na wykrywanie coraz subtelniejszych zmian w strukturze RNA
i DNA powstatych po zadziataniu enzymami. Obecne metody pozwalajg na
zarejestrowanie rozszczepienia jednego tylko wigzania w czgsteczce DNA
0 masie 107daltonéw. Rozerwaniu pojedynczego wigzania w jednym z tan-
cuchow kolistej i skreconej czasteczki DNA z polioma (141, 142) RF $X
174) *(28) oraz z wewnagtrzczasteczkowej formy faga " (22, 148), towarzyszy
przejscie w luzng kolistg forme. Zmiana ta potgczona jest ze zmianami we
wspdbtczynniku sedymentacji. Rowniez udoskonalenie metod rozdziatu oli-
gonukleotydéw — dwukierunkowa jonoforeza i cienkowarstwowa chroma-
tografia oraz elektroforeza na zelu akrylamidowym (106), stwarza nadzieje
na wykrywanie coraz bardziej niktych réznic sekwencji miedzy roznymi
rodzajami RNA.
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EWA KUREK*

Fosfobialka komérkowe i ich rola biologiczna
Cellular Phosphoproteins and Their Biological Function

The localization of cellular phosphoproteins in eucariotic and procariotic
organisms is reviewed. Their possible functions in the different metabolic processes
of cell are discussed.

Fosfoproteidy stanowig grupe kwasnych biatek ztozonych, w ktdrych
z aminokwasami tancucha peptydowego zwigzane sg reszty fosforanowe.
Zawartos¢ fosforu w naturalnych fosfobiatkach jest rézna i waha sie od
1—30 reszt PO4- na 1 czasteczke biatka. Akceptorami reszt fosforano-
wych w biatku moga by¢ rézne grupy funkcyjne. Do gtéwnych potaczeh
fosfoaminokwasowych nalezg: estry tlenowe hydroksyaminokwaséw sery-
ny i treoniny (typ wigzania -O-P) i potgczenia fosfoamidowe, gtdwnie N-3
histydyny (typ wigzania -N-P). Pofgczenia fosfoestrowe charakteryzuja
sie trwatoscig przy niskich wartosciach pH i labilnosciag w S$rodowisku
alkalicznym. Fosfobiatka zawierajgce P-histydyne sg natomiast labilne
w Srodowisku kwasnym i wzglednie stabilne w alkalicznym (52).

Lokalizacja fosfobiatek w komaérkach jest bardzo réznorodna, co wigze
sie zapewne z ro6znorodnos$cig ich funkcji. Znaleziono je we frakcjach
bton komérkowych, w mitochondriach, frakcjach cytoplazmatycznych,
w jadrach, a takze w rybosomach. Fosfobiatka zawierajgce P-histydyne
wystepujg stosunkowo rzadko. Tak ufosforylowany aminokwas wyizolo-
wano z biatek mitochondriéw nerki i watroby szczura (83), bakteryjnej
syntetazy sukcynylo-CoA (70), fosfogliceromutazy zwierzecej (65), a takze
z biatka histydynowego (HPr) bakteryjnego systemu fosfotransferazowego
(11, 45, 46, 47, 66, 73, 82). Wiekszos¢ fosfobiatek zawiera ufosforylowang
seryne i treonine. Tu naleza: witellina z zottka jaja, owoalbumina z biatka
jaja, fibrynogen (cztowieka i psa), preparaty cieni erytrocytow, a takze
kwasne biatka chromatynowe (1, 4, 9, 39, 40, 43, 52). W niektérych przy-

*Dr, Zaklad Biologii Molekularnej, Instytut Mikrobiologii i Biochemii, Uni-
wersytet im. M. Curie-Sktodowskiej, Lublin

Wykaz stosowanych skréotow: HPr — biatko histydynowe, cAMP — cykliczny
adenozynomonofosforan, PEP — fosfoenolopirogronian, SDS — sdl sodowa siarczanu
dodecylu, fb — fosfobiatka
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padkach aminokwasy te tworzg sekwencje typu (0-fosfo-L-seryna)n, gdzie
n = 1—6. Tak jest w kazeinie, fosfitynie, fosfobiatkach moézgowych, a tak-
ze preparatach z komdrek nowotworowych. Charakterystyczng cechg tych
biatek jest wystepowanie w tancuchu peptydowym leucyny, izoleucyny,
kwasu asparaginowego i glutaminowego w sasiedztwie P-seryny lub P-tre-
oniny (41, 52, 56, 59). W enzymatycznych fosfobiatkach frakcji wyodreb-
nionych z licznych drobnoustrojow oraz z bton mitochondrialnych wyste-
puja: P-seryna, P-treonina i P-histydyna (2, 3, 12, 13, 25, 26, 27, 59, 64,
65, 75, 83).

W komorce fosfobiatka powstajg w wyniku fosforylacji reszt amino-
kwasowych w juz utworzonym fancuchu peptydowym, a nie wbudowy-
wania ufosforylowanych aminokwaséw do #tancucha. Proces fosforylacji
jest katalizowany przez swoistg fosfokinaze biatkowg, w obecnosci ATP
jako zrddta energii i fosforu. W przypadku fosfobiatek moézgu nie wyklu-
cza sie udzialu GTP obok ATP jako donatora energii. Fosforylacja ,,biatka
histydynowego” uktadu fosfotransferazowego Rosemana zachodzi przy
udziale fosfoenolopirogronianu (PEP) jako dawcy grupy fosforanowej
i energii (45, 48, 52).

Biatka komérek bakteryjnych zawierajag mato fosforu w poréwnaniu
do kazeiny i fosfityny. Na aktywng role fosfobiatek w komdrkach mikro-
organizméw moze wskazywac¢ zmniejszanie sie ilosSci fosforu fosfobiatko-
wego w komoérce wraz ze zmiang logarytmicznej fazy wzrostu na stacjo-
narng (63).

Celem niniejszego przegladu jest omowienie lokalizacji i funkcji bio-
logicznej poszczegélnych rodzajow fosfobiatek komérkowych.

I. Fosfobiatka transportowe

Lokalizacja fosfobiatek w btonie komdrkowej lub w jej poblizu prze-
mawia za ich udziatem w transporcie jondw Na+ i K+, wody i niskoczg-
steczkowych zwigzkéw organicznych do komorki. Pobudzenie in vitro
tkanki mézgowej bodzcami elektrycznymi powoduje podwyzszenie pozio-
mu fosfobiatek w komdérce. Przypuszcza sie, ze zmiany te stanowia czes¢
tancucha reakcji tagczacych metaboliczny odzew tkanki nerwowej na zmia-
ny wywotane bodZzcami elektrycznymi (52). Heald (31, 32) przypisuje
fosfobiatkom moézgu wazng role w transporcie jonéw. Obecnos¢ sekwencji
ujemnie natadowanych reszt fosforanowych seryny w fosfobiatkach czyni
je naturalnymi polielektrolitami, ktére w roztworach moga wykazywadé
dziatanie podobne do syntetycznych zywic jonowymiennych. Moga one
petni¢ funkcje metabolicznie aktywnych naturalnych wymiennikéw jo-
nowych, czego wynikiem moze by¢ transport jonéw lub wody przez btony
komoérkowe. Ahmed i Judah (6) wykazali, ze istnieje bezposredni
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zwigzek miedzy fosforylacjg biatka przez ATP a transportem wody. Auto-
rzy ci stwierdzili, ze substancje, ktdre hamuja transport jonow Na+ i K+
w komérkach watroby, na przyktad cholina, hamujg jednoczes$nie prze-
miane fosfobialek. Wykazano takze funkcje tego typu fosfobiatek jako
przenos$nika jondw w erytrocytach cztowieka (34).

W komorkach bakteryjnych stwierdzono wyrazny zwigzek miedzy
uktadem fosfotransferazowym i permeazg weglowodanowg. Kundig
i wsp. (45) wyodrebnili z komorek E. coli, Aerobacter cloacae i aerogenes
oraz z Lactobacillus arabinosus, a Simoni iwsp. (73) ze Staphylococcus
aureus — uktad fosfotransferazowy, ktdry zawiera dwa enzymy, | i Il,
oraz ciepto-stabilne ,biatko histydynowe” (HPr). Uktad fosfotransferazo-
wy wedtug tych autoréow dziata wedtug schematu 1

1. Fosfoenolopirogronian (Pf;P) + HPr — ~Fosfohistydynobiatko (P-HPr) + kwas pirogronowy
Mg
2. P-HPr + heksoza --—--- 2+ —  Heksozo -6 - P + HPr
Mg
Sumarycznie: PEP.+heksoza-——— -~ Heksozo -6 -P x  + kwas pirogronowy
Mg + HPr

Schemat 1. Uktad fosfotransferazowy u bakterii wg (45, 73)
* wyjatek stanowi fruktoza, ktéra u E. coli i A. aerogenes jest fosforylowana na C-l (45)

Pierwszag reakcjg w tym ukladzie jest przeniesienie fosforanu z PEP
na HPr, a Sci$lej zwigzanie go z atomem azotu w pierscieniu imidazolo-
wym reszty histydynowej. Reakcje te katalizuje enzym I. HPr i enzym |
sg zlokalizowane w cytoplazmie (66) i nie wykazujg swoistosci substrato-
wej. Drugg reakcje — przeniesienie fosforanu z HPr na cukier katalizuje
enzym |l, zwigzany z btong komoérkowa (47) i czynnik cytoplazmatyczny
F 111, wyodrebniony przez Henstenberga i wsp. (32) w 1969 roku.
Te dwa czynniki warunkujg swoistos¢ substratowg ukiadu. Mutanty wy-
kazujace zaklocenia w syntezie enzymu | lub HPr nie sa zdolne do wy-
korzystywania wiekszosci cukrow. Geny kodujagce enzym | i HPr s
zlokalizowane bardzo blisko siebie w obrebie operonu i w szczepie dzi-
kim podlegajg S$cistej indukcji skoordynowanej (66). Synteza enzymu Il
jest indukcyjna. Enzym ten stanowi zwigzany z btong kompleks, ktdry
daje sie rozfrakcjonowa¢ na czes¢ IIA (trzy biatka) i 1IB oraz skiadnik
lipidowy. Potgczone frakcje IIA i 1IB Kkatalizujg fosforylacje dopiero po
uzupetnieniu kationem dwuwartosciowym (Ca2+ lub Mg2+) i komponentg
lipidowa. U E. coli czynnikiem aktywnym jest fosfatydyloglicerol. Frak-
cja 1B, fosfatydyloglicerol i kation dwuwarto$ciowy tworzg sedymentu-
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jacy kompleks, ktory katalizuje fosforylacje cukrow w obecnosci frakcji
IHA i fosfo-HPr. Optymalng aktywno$¢ wykazuje kompleks, w ktdrym
stosunek frakcji 1B i lipidu wynosi 1:1 (w/v). Biatko IIB podczas elek-
troforezy na zelu poliakrylamidowym w obecnosci soli sodowej siarczanu
dodecylu (SDS) wedruje jako pojedyncze pasmo z ruchliwos$cig wskazu-
jaca na ciezar czasteczkowy okoto 36 000. Reprezentuje ono okoto 10°/0
biatek btony komoérkowej (47).

Simoni i wsp. (73) wykazali, ze uktad fosfotransferazowy peini
decydujaca role w transporcie, a nie w metabolizmie cukru wewnatrz
komérki, chociaz jedna z ostatnich prac na ten temat (57) sugeruje, ze
uktad ten bierze udziat w przemianach katabolicznych fruktozy i manni-
tolu u Clostridium thermocellum.

Fosforylacja przez system Rosemana jest niezbedna podczas transpor-
tu wszystkich cukréw do komorek bakterii Gramdodatnich. U Gramujem-
nych system ten katalizuje przeniesienie fosforanu z PEP na cukry o kon-
figuracji D-glukozy i D-mannozy (46). Escherichia coli i Salmonella ty-
phimurium transportujg pewne cukry (glukoza, mannitol, fruktoza, N-ace-
tylo-D-glukozoamina) z udziatem uktadu fosfotransferazowego, inne cukry
(glicerol, maltoze, laktoze) z udziatem innych ukiadéw. Galaktoza jest
fosforylowana przez ten ukilad, lecz nie jest to jedyna mozliwa droga trans-
portu tego cukru do komorki (66, 82).

I1. Fosfobiatka mitochondrialne

Mitochondria zawierajg dwa rodzaje fosfobiatek: kwaso-labilne i kwa-
so-stabilne. Sg one zlokalizowane we frakcji bton (58).

Beyer (12, 13) wyodrebnit z mitochondriow serca wotu fosforylo-
transfosforylaze, ktora katalizuje synteze ATP z ADP w obecnos$ci Pti sa-
ma ulega ufosforylowaniu podczas fosforylacji oksydacyjnej. Inhibitory
fosforylacji oksydacyjnej i transportu elektronéow jak réwniez czynniki
rozkojarzajace hamujg fosforylacje apoenzymu transfosforylazy, natomiast
nie wptywaja na reakcje przeniesienia grupy fosforanowej z ufosforylowa-
nego enzymu na ADP. Tylko potowa zwigzanego z enzymem fosforu bierze
udziat w tej reakcji. Trwato$¢ wigzania grupy fosforanowej z enzymem
zmienia sie bardzo wyraznie po reakcji z ADP. Przed reakcja fosforan jest
tatwo uwalniany z biatka przez ogrzanie lub trwawienie kwasem, natomiast
po przeniesieniu reszty POt- z enzymu na ADP, ta cze$¢ fosforu, ktéra po-
zostaje zwigzana z biatkiem enzymu uzyskuje takg stabilno$¢, jakg wyka-
zuja reszty fosfoserynowe. Wysunieto hipoteze, ze fosforylotransfosfory-
laza uczestniczy w fosforylacji oksydacyjnej, petnigc funkcje niestabilnego
ufosforylowanego posrednika, ktdrego istnienie zaktadato juz wielu ba-
daczy.
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Zajgc (83) zaproponowat mechanizm fosforylacji fosfobiatek w mito-
chondriach nerki i watroby szczura. Reakcja ta bytaby sprzezona z fosfo-
rylacja oksydacyjng i substratowag. Uzywajac inhibitoréw cyklu Krebsa
i dwunitrofenolu Zajagc wykazat udziat fosforylacji substratowej i oksy-
dacyjnej w fosforylacji fosfobiatek kwasostabilnych zawierajacych P-hi-
stydyne. Natomiast ATP uczestniczy w fosforylacji fosfobiatek zawierajg-
cych P-seryne. GDP i AMP hamowaty fosforylacje obu frakcji fosfobiatek
mitochondrialnych.

I11. Cytoplazmatyczne fosfobiatka z aktywnos$cig enzymatyczng

Do tej grupy mozna zaliczy¢ enzymy, ktére stale zawierajg w swojej
czasteczce reszty kwasu fosforowego i te, ktore ulegajg cyklicznie fosfo-
rylacji w czasie reakcji enzymatycznej. Pierwszy rodzaj reprezentujg en-
zymy proteolityczne, na przyktad pepsyna i pepsynogen. Nie wykazano
udziatu reszt fosforanowych w specyficznym dziataniu tych enzymoéw. Oba
biatka zawierajg fosforan zwigzany z seryng. Spetnia on prawdopodobnie
role czynnika modyfikujgcego strukture przestrzenng biatka enzymu (52).
Do drugiej grupy zaliczamy przede wszystkim fosfatazy, fosforylazy
i transfosforylazy.

Agreen i Engstrom (3) wyodrebnili z komorek drozdzo-
wych fosfoglukomutaze, fosfobiatko bioragce udziat w przeniesieniu fos-
foranu. Stwierdzono, ze enzym ten, podobnie jak heksokinaza, fosforyla-
za z miesni, fosfoglukomutaza z miesni i fosfogliceromutaza z drozdzy,
dziata w dwoch etapach. W pierwszym etapie seryna biatka enzymatycz-
nego jest fosforylowana kosztem ATP (26, 55, 59) (wyjatek stanowi fos-
fogliceromutaza drozdzowa, w ktdrej fosforylacji ulega histydyna (65)).
Nastepnie grupa fosforanowa z biatka enzymatycznego jest przenoszona
na akceptor. Akceptorami sg rozne zwigzki w zaleznoSci od swoistoSci
enzymu. Wszystkie te enzymy funkcjonujg jako transfosforylazy i wyste-
pujg w dwodch stanach: fosfoenzymu i enzymu pozbawionego fosforu.

Bardzo rozpowszechnionymi w $wiecie roslinnym i zwierzecym oraz
w komorkach drobnoustrojdow enzymami sg fosfatazy, ktore takze tylko
na krétki okres czasu przytaczajg reszty fosforanowe, petnigc funkcje
ufosforylowanych zwigzkow posrednich. Enzymy te Kkatalizujg reakcje
odszczepienia fosforanu od réznych zwigzkéw (23). Najlepiej poznana spo-
§rod nich jest fosfataza alkaliczna z E. coli. Inkubujac oczyszczony enzym
ze znakowanym 3P fosforanem nieorganicznym wykazano powstawanie
potaczen fosforan-biatko. Reakcja przytaczania fosforanu przebiega w $ro-
dowisku kwasnym (optimum pH 4,0), jest szybka, swoista i odwracalna.
Czasteczka enzymu zawiera 33 reszty serynowe, lecz tylko jedna z nich
reaguje z fosforanem. Ta reaktywna seryna znajduje sie w centrum ak-
tywnym enzymu. Specyficzna lokalizacja tego enzymu w przestrzeni pe-
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riplazmatycznej umozliwia transport do komorki tych zwigzkéw, ktére*
w formie ufosforylowanej nie sg zdolne do penetracji przez bione cyto-
plazmatyczng (15, 25, 27, 67, 68, 69, 75, 79).

IV. Fosfobiatka rybosomowe

1970 rok przynioést ciekawe doniesienia dotyczace fosforylacji biatek
rybosomowych. Loeb i Blat (53) w rybosomach watroby szczura,
aKabat (36) w rybosomach retikulocytow krélika wykazali in vivo i in
vitro fosforylacje biatek rybosomowych zachodzacg z udziatem ATP, a ka-
talizowang przez pozajgdrowg kinaze biatkowg. Fosforylacja tych biatek
zachodzi w wyniku przeniesienia grupy y-fosforanowej z ATP na
reszty seryny i treoniny w taincuchu peptydowym. Walton i wsp. (80)
wykazali, ze w korze nadnerczy wotu reakcje te katalizuje kinaza biat-
kowa zalezna od cyklicznego adenozynomonofosforanu (cAMP), zlokalizo-
wana w mikrosomach. Dzialajgc 0,25% dezoksycholanem sodu na reti-
kulum endoplazmatyczne mozna uwolni¢ 71°/o aktywnosci kinazowej oraz
biatko receptorowe dla cAMP, bez inaktywacji obu biatek. Wykazano, ze
rybosomy przemyte 0,5M NHA4CL, chociaz nieaktywne w syntezie biatka
in vitro, sag dobrym substratem do fosforylacji ich biatek z udziatem ATP,
kinazy biatkowej, cAMP i biatka receptorowego dla cAMP. W stezeniach
10-5— 10“9 M cAMP stymuluje okoto trzykrotnie fosforylacje tych bia-
tek. Sposréd innych cyklicznych nukleotydéw tylko cIMP wyraznie po-
budzat fosforylacje, chociaz w znacznie mniejszym stopniu (20% warto-
Sci dla cAMP) (53, 80). Kabat (36, 37) stosujgc elektroforeze na zelach

Rys. 1. Autoradiogram z elektroforegramu na zelu poliakrylamidowym biatek rybo-
somowych znakowanych P wg Kabata (37)
a) system bezkomérkowy — 1. kontrola 2. w obecnos$ci 0,02M cAMP 3. w obecnosci 0,02M NaF
b) wewnatrzkomérkowo —4. rybosomy po traktowaniu 05% dezoksycholanem sodu 5,6. rybo-
somy przemyte buforem: 0,00M Tris-HCI, 0,25M KCI, 0,00M MgCI2 pH 74
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poliakrylamidowych zawierajagcych 0,6°/0 SDS stwierdzit, ze 40%
zwigzanego z rybosomami jest zawarte w okoto 10 r6znych biatkach luz-
no potaczonych z rybosomami i zostaje odszczepione po przemyciu rybo-
somdw buforem o wysokiej sile jonowej. Znakujac rybosomy P zarédw-
no wewnatrzkomorkowo (in vivo) jak i w ekstraktach bezkomdérkowych
(in vitro), zidentyfikowano oprdcz tych biatek 3 frakcje elektroforetyczne,
ktore sa silnie zwigzane z rybosomami i kazda z nich ma charakterystycz-
na lokalizacje, a chyba takze i funkcje, warunkujgcg specyfike rybosomu
na réznych etapach syntezy biatka (rysunki 1i 2).
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Rys. 2. Rozmieszczenie radioaktywnosci w elektroforegramach na zelu poliakryla-
midowym biatek rybosomowych znakowanych wewngtrzkomérkowo P wg K a-

bata (36)
a) cate rybosomy b) podjednostki 30S uzyskane po dysocjacji rybosoméw 0,0lM EDTA c) pod-
jednostki 50S uzyskane jak w b

Frakcja ,,Si” jest biatkiem, zasocjowanym z wiekszg podjednostkag ry-
bosomowg i prawdopodobnie jest jej strukturalnym skiadnikiem, a fos-
forylacja tego biatka nastepuje tylko na monosomach. Sugeruje sie, ze
rybosomy zawierajgce ufosforylowane biatko ,Si” sg klasg nieaktywnych
czastek, ktére moga by¢ forma magazynowania rybosomow.

Frakcja ,,F” jest fosfobiatkiem zasocjowanym z monosomem i zlokali-
zowanym na mniejszej podjednostce. Fosforylacje tego biatka stymuluje
inkubacja komorek z 0,03M NaF. Fluorek jest znanym czynnikiem hamu-
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jacym proces inicjacji syntezy biatka. Colombo i wsp. (21) wykazali,
ze podczas inkubacji retikulocytow z NaF zmniejsza sie w komérce liczba
podjednostek rybosomowych, a jednocze$nie gromadzg sie monosomy 80S.
Dziatanie fluorku jest sprzezone z obnizeniem ilosci ATP w komorce.
Dzieje sie tak dlatego, ze fluorek hamuje procesy utleniania glukozy.
Zwiekszenie ilosci monosomdéw w komdrce jest zatem wtornym efektem
hamowania przez NaF procesdw dostarczajgcych energie. Wptyw NaF na
zwiekszenie fosforylacji biatka ,,F” moze byé zwigzany z zaki6ceniem pro-
cesow enzymatycznych, jakkolwiek brak jest blizszego wyjasnienia tego
zjawiska.

Frakcja ,,P” cechuje sie wysoka radioaktywnos$cig. Stwierdzono, ze
jest to substancja niebiatkowa, niskoczasteczkowa, charakteryzujaca sie
duzg ruchliwos$ciag elektroforetyczng. Brak dokiadniejszych danych o tym
sktadniku rybosomowym.

Na mniejszej podjednostce rybosomu miesci sie takze fosfobiatko tzw.
frakcja ,,Su” (36), ktore przypuszczalnie oddysocjowuje, gdy podjednostki
te t3cza sie z mRNA, gdyz polirybosomom brakuje tego biatka. 0,03M
NaF stymuluje fosforylacje tego biatka.

Wydaje sie, ze fosforylacja biatek rybosomowych jest jednym z mecha-
nizmoéw regulujagcych procesy komdrkowe na poziomie translacji przez
modyfikacje struktury samego rybosomu. Dotyczy to nie tylko rybosomow
Eucariota, ale takze rybosoméw E. coli, ktore, jak wynika z doswiadczen
Kurek (dane niepublikowane), ulegajg takze fosforylacji.

V. Fosfobiatka jgdrowe

Omawiajac fosfobiatka jadrowe nalezy zwr6cié uwage na ich szczeg6lna
lokalizacje w chromosomie organizméw wyzszych. W ostatnich latach po-
wszechnie przyjmowanym modelem chromosomu jest taki uktad, w ktorym
ni¢ biatka kwasnego biegnie wewnatrz zwojow podwojnie skreconych helis
DNA. Histony utozone sg na zewnatrz DNA w postaci oddzielonych od sie-
bie pasm i skupien, ktére spinaja spiralne molekuty DNA. Dtuga o$ hi-
stonéw ustawia sie pod katem okoto 58° do dtugiej osi DNA i réwnolegle
do szerokich rowkdw. Regularne odlegtosci miedzy mostkami histonowy-
mi sg rowne w przyblizeniu skokowi spirali DNA. Histony stabilizujg taka
strukture chromosomu i ochraniajg DNA przed denaturacjg cieplng (42).

Oprécz komponentéw strukturalnych, ktére spetniajg niewatpliwie
takze funkcjonalng role, w chromosomie znaleziono dodatkowy czynnik,
ktorego rola strukturalna wydaje sie znikoma, natomiast funkcja wedtug
pewnych badaczy (18, 19) istotna. Tym czynnikiem jest RNA chromaty-
nowy, stanowiacy nowa klase kwaséw rybonukleinowych. Zawiera on du-
ze ilosci adeniny i kwasu dwuhydrourydylowego, a dtugos$¢ jego tancucha
jest okreSlana na okoto 40 nukleotydéw. Wigzanie RNA z biatkiem na-
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stepuje poprzez kwas dwuhydrourydylowy. Zwigzany z biatkiem RNA
jest oporny na dziatanie rybonukleazy (18, 19). Ostatnio ukazato sie kilka
prac rzucajacych nowe S$wiatlo na zagadnienia RNA chromatynowego.
Autorzy tych doniesien (7, 22, 24) wykazali, ze tancuch RNA zasocjowa-
nego z chromatyng jest duzo diuzszy niz tancuch ztozony z 40 nukleoty-
déw. Heterologiczny jadrowy RNA cechuje wysoka zawarto$¢ adeniny
wystepujacej w powtarzajagcych sie sekwencjach 150—200 nukleotydow.
Badania przeprowadzone na komorkah Hela i raka Ehrlicha (22, 24)
wskazujg na duze podobiedstwo RNA chromatynowego do mRNA i na-
suwajg przypuszczenie, ze RNA jadrowy moze spetnia¢ role prekursora

Tablica 1

Skfad dezoksyrybonukleoproteidéw z réznych organizméw (za 62), uzupetnione danymi (10)
i Kurek (dane niepublikowane)

Stosunek skiadnikéw Metoda preparatyki

DNA RNA Biatko
1. E. coli
a. 10 0,03 2,3 réznicowe wirowanie
b. 1,0 <0,1 10 réznicowe wirowanie
c. 1,0 — 0,25 sgczenie przez zel
d. 1,0 — 1,54 saczenie przez zel (Kurek, dane
niepublikowane)
2. B. megaterium
a. 1,0 0,14 14 réznicowe wirowanie
b. 1,0 10 3,0 réznicowe wirowanie
3. B. subtilis
10 01 12 precypitacja
4. Achromobacter sp.
10 <0,01 12 precypitacja
5. Nukleohiston z grasicy cielecej
10 — 11 réznicowe wirowanie
6. Nukleohiston z kietkéw grochu
10 0,13 1,3 réznicowe wirowanie
7 Chromatyna z watroby szczura
a. 1,0 0,043 1,67 réznicowe wirowanie
b. 1,0 01 30 réznicowe wirowanie (10)
mRNA. Artmanowi i Rothowi (7) nie udato sie wykaza¢ istnie-

nia wigzania kowalentnego miedzy jagdrowym RNA a biatkiem w watro-
bie i erytrocytach kurczecia ani opornosci tego RNA na dziatanie nukleaz.
Dotychczas zgromadzone dane o nukleoproteidzie jgdrowym nie wyjas-
niajg jednoznacznie roli i budowy RNA chromatynowego, jakkolwiek wy-
stepowanie RNA w chromosomie organizméw wyzszych nie ulega wat-
pliwosci.

Stosunek poszczegblnych komponentéw w chromatynie z réznych or-
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ganizmoOw jest rozny; réznig sie takze dane podawane przez réznych auto-
row dla tego samego organizmu (tablica 1).

Przypuszcza sie, ze histony oprocz roli strukturalnej peinig takze za-
sadniczg role funkcjonalng. Wykazano, ze chromatyna wystepuje w ge-
stej nieaktywnej postaci, gdy zawiera duzo histonow, a $cislej frakcji lizy-
nowej i niewielkg ilos¢ kwasSnych biatek (41, 44). Rozktadajagc natywny
DNA dezoksyrybonukleaza na odcinki okreslonej wielkosci Bonner
(14) otrzymat prawie stechiometryczny rozdziat ne eu- i heterochroma-
tyne i stwierdzit, ze odcinki skompleksowane z histonem i ubogie w biatko
niehistonowe to heterochromatyna nie wykazujgca funkcji matrycowej
dla mRNA. Stwierdzono hamujgcy wptyw histondw i ich podfrakcji, nie-
zaleznie od pochodzenia gatunkowego i tkankowego, na synteze RNA za-
lezng od DNA. Stopien hamowania jest bardzo wysoki — od 100—70%
(14, 42, 44, 62). W zwigzku z tym wysuwa sie szereg hipotez o roli histo-
néw w komorce, z ktérych najbardziej atrakcyjna jest hipoteza ich funk-
cji jako inhibitoré6w genowych, przedstawiona przez Stedmanow (74)
w 1950 roku. Najpowazniejszym zarzutem stawianym tej hipotezie jest
brak specyficznosci gatunkowej i tkankowej histondw, a substancja re-
gulujgca musi wykazywaé specyficznos¢ wzgledem miejsca dziatania. Ist-
nieje poglad, ze histony wigzg sie z RNA chromatynowym. Ten rodzaj
RNA wykazuje duzy stopien hybrydyzacji z DNA jadrowym. RNA chro-
matynowy jest czynnikiem zapewniajgcym specyficznos$¢ histonom w blo-
kowaniu matrycy DNA. Zdolnos¢ do kowalencyjnego wigzania z jadro-
wym RNA wykazujg takze chromatynowe biatka kwasne (8, 18, 19).

Langan i Smith (51) zauwazyli, ze jadra watroby szczura zawie-
rajag 13—15-krotnie wiecej fosfobiatek niz wyjsciowe homogenaty. Pre-
paraty te zawieraty 1,0—I1,2°/0 fosforu labilnego w alkaliach, gtéwnie
w formie fosfoseryny i fosfotreoniny. Podczas oczyszczania tych biatek
zaobserwowano, ze moga one tworzy¢é z histonem nierozpuszczalne kom-
pleksy. Wykazano, ze fosfobiatka sg zasocjowane z btong jadrowg. Stano-
wig one 46% masy DNA jadra. Stwierdzono, ze 62% biatka w oczyszczo-
nym preparacie fosfoproteidéw jest zdolne do tworzenia nierozpuszczal-
nego kompleksu z histonami. In vitro obecnos$¢ fosfobiatka w mieszaninie
inkubacyjnej zmniejsza stopien hamowania syntezy RNA przez histony.
Jest to najprawdopodobniej spowodowane usunieciem histonu z roztworu
przez fosfobiatka. Oddziatywanie wzajemne miedzy histonami i fosfo-
biatkami w jadrze mogtoby umozliwia¢ matrycowa aktywnos¢ DNA
w obecnos$ci histondw (48, 51). Wang i Johns (8l) stwierdzili, ze in-
terakcja tego typu zachodzi ze wszystkimi podfrakcjami histonowymi i jest
wysoce swoista, gdyz inne kwasne biatka nie reaguja z histonami w ten
sposob. Badania te wskazujg na strukturalng i funkcjonalng role nie tyl-
ko histonéw, co byto uznawane juz do$¢ dawno, lecz takze kwasnych bia-
tek w kompleksie DNA-biatko chromatyny. Wedlug Kleinsmitha
i wsp. (38, 39, 40) fosfobiatka jadrowe nie sg posSrednikami w jakim$ meta-
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bolicznym szlaku transportu grup fosforanowych, lecz ich fosforylacja
i defosforylacja stuzy modyfikacji struktury chromatyny przez zmiane od-
dziatywania wzajemnego histonéw i DNA. Na taka role fosfobiatek wska-
zuje miedzy innymi ich specyficzno$¢ gatunkowa i tkankowa, ktorg zaob-
serwowali Teng i wsp. (78) oraz Platz i Kish (60). Okazato sie,
ze profil elektroforetyczny fosfobiatek jadrowych jest charakterystyczny
dla poszczegélnych tkanek tego samego gatunku zwierzecia (rysunek 3).
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Rys. 3. Elektroforetyczny rozdziat na zelu poliakrylamidowym kwasnych biatek ja-
drowych z watroby (a) i nerki (b) szczura, wedtug Tenga i wsp. (78)
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Rys. 4. Wigzanie fosfobiatek jadrowych do DNA podczas ultrawirowania w gradien-
cie sacharozy wg T e n g a i wsp. (78)
a) DNA i fosfobiatka z watroby szczura b) DNA z grasicy cielecej, fosfobiatka z watroby szczura
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Badania nad wigzaniem DNA 1z fosfobiatkami jadrowymi wykazatly
wysoka swoistos¢ gatunkowg tej reakcji. W homologicznym uktadzie (ry-
sunek 4a) stopiefn wigzania jest duzy, towarzyszy mu przesuniecie 3P-fos-
fobiatek jadrowych w gestsze obszary gradientu sacharozowego (wiasci-
we dla DNA) podczas ultrawirowania. W uktadzie heterologicznym (ry-
sunek 4b) wigzanie jest nieznaczne. Procent wigzania zmniejsza sie wraz
z odlegtosciag miedzygatunkowego pokrewienistwa dawcy DNA i dawcy
fosfoproteidow jadrowych.

Wysoka specyficzno$é substratowg wykazujg takze opisane przez Ta -
keda i wsp. (76) i Ahmeda (5 dwie jadrowe kinazy biatkowe kata-
lizujgce przeniesienie grupy y-fosforanowej z ATP na seryne i treonine
fosfobiatek jadrowych. Enzymy te majg podobne wiasciwosci, lecz réznig
sie specyficznoscig substratowa. Kazda z kinaz fosforyluje inng frakcje
elektroforetyczng heterogennego preparatu fosfobiatek jadrowych. Fosfo-
rylacji ulegajg tylko fosfobiatka jadrowe, oraz kazeina i fosfityna, nato-
miast w stosunku do histonow i protaminy enzymy te nie sg aktywne. Ki-
naza Ai wykazuje 5-krotnie wyzsza aktywno$¢ niz kinaza A2 i przede
wszystkim w stosunku do reszt serynowych. Obie opisane kinazy wykazuja
wyjatkowa dla tego typu enzymow niezalezno$¢ od cAMP. Obok przedsta-
wionych wyzej badan, za udziatem fosfobiatek w regulacji aktywnosci ma-
trycowej DNA przemawia zwiekszona szybko$¢ fosforylacji biatek jadro-
wych w limfocytach cztowieka poddanych dziataniu fitohemaglutyniny.
Substancja ta stymuluje wzrost i podziat limfocytéw (48). Zauwazono takze,
ze hormony sterydowe, na przyktad estrogen, indukujg synteze kwasnych
biatek chromatynowych, przy czym jednoczesnie zwieksza sie matrycowa
aktywnos$é chromatyny (20, 77).

Zmiany w fosforylacji fosfoproteiddw wykazano w przebiegu oogenezy
u ryb (33, 54). W poczatkowym okresie tego procesu pojawia sie defosfofo-
sfityna i w miare rozwoju oogenezy jest ona fosforylowana do formy kon-
cowego produktu zawierajgcego 10°/0 fosforu. Pierwszy etap fosforylacji
jest gwattowny, p6zniej nastepuje zwolnienie procesu, pojawiajg sie zwigz-
ki posrednie o nizszej zawartosci fosforu, ktére tylko w pewnych wypad-
kach sg fosforylowane do koncowego produktu w stadium dojrzewania jaj.

Stwierdzono korelacje miedzy zawartoscig fosfobiatek w komdrce a jej
zdolnoscig do syntezy RNA zaleznej od DNA. Jadra watroby, ktére bardzo
aktywnie syntetyzujg RNA, zawierajg duzo wiecej fosfobiatka (fb) zasocjo-

fb - . fb
wanego z DNA = 0,49) niz jadra grasicy = 0,14) stosunkowo

mato aktywne w syntezie RNA (39).

Zmiany oddziatywania wzajemnego histon-DNA sg takze zwigzane
z modyfikacjg struktury samych histonéw. Moze to zachodzi¢ na drodze
wprowadzania do molekuty histonu grup acylowych lub fosforanowych
(16, 17, 30, 35, 49, 50, 61, 71, 72). Po wprowadzeniu tych grup obserwuje
sie podobne zjawisko jak w przypadku interakcji z kwasnymi biatkami,
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tzn. wzrost syntezy RNA zaleznej od DNA w poréwnaniu do syntezy
w obecnosci niezmienionych histonéw. Zauwazono, ze ta chemiczna mody-
fikacja histonéw poprzedza zwiekszenie aktywnos$ci genowej chromatyny.
Langan i Smith (51) wyizolowali z watroby szczura fosfokinaze biat-
kowa, ktéra fosforyluje histony z udziatem koncowej grupy fosforanowej
ATP, lecz jest nieaktywna w stosunku do kwasnych biatek jadro-
wych. Fakt ten przemawia za tym, ze fosfoseryna i fosfotreonina, ktore
wyodrebniono z frakcji histonowych, nie pochodzg z zanieczyszczeh fos-
fobiatkami.

Frenster (28, 29) przypisuje specyficzng role RNA chromatyno-
wemu, ktédry wraz z fosfobiatkami traktuje jako grupe polianionéw jadro-
wych. Reagowalyby one z polikationowymi represorami, ktdrymi sg histony
i przez to umozliwialyby powstawanie lokalnych petli jednoniciowego
DNA. Petle te bylyby okresowo stabilizowane przez jadrowy RNA, ktory
hybrydyzuje z jedng nicig umozliwiajagc transkrypcje RNA na nici kom-
plementarnej. Przypuszczenia te zostaty w pewnym stopniu potwierdzo-
ne. Za pomocg znakowania trytem stwierdzono state otwieranie i zamyka-
nie podwojnej spirali DNA. Czes¢ DNA w obrebie aktywnej chromatyny
jest w stanie pojedynczej nici i ten jednopasmowy DNA staje sie dwuni-
ciowy po usunieciu z natywnej chromatyny polianiondw.
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JERZY CHELKOWSKI*

Potaczenia flawin z biatkami
Flavin-Protein Connections

The actual state in the study on combination of flavins with proteins is reviewed.
Particularly investigations on covalently linked FAD in succinic dehydrogenase are
described..

Trojpierscieniowy uktad izoalloksazynowy wykazuje bardzo duzg reak-
tywnos¢, dzieki ktérej tatwo oddziatywuje na czasteczki innych zwigz-
kéw. Moze on wystepowa¢ w formie chinonowej, semichinonowej i hydro-
chinonowej. Niezaleznie od tego moze dysocjowac jako kation lub jako
anion. Absorbujac promieniowanie ultrafioletowe i Swiatlo o barwie nie-
bieskiej przechodzi w stan wzbudzony, emitujgc fluorescencje (tablica 1).
Budowa i nomenklatura naturalnych flawin oraz uktady enzymatyczne,
w ktérych one wystepujg, omowione zostaty w Postepach Biochemii w ar-
tykutach Kaniugi (32 i Gardasa (26).

Tablica |
Naturalnie wystepujace flawiny i niektore ich wiasciwosci spektralne
Maksima absorpcji w 0,1 M Fluorescencja
Flawina buforze fosforanowym o pH 7 Maksimum  Wydajnoéc
! n m (nm) <Dx102
Ryboflawina (Rb) tzw wolna 445 373 266 533 26,0
Mononukleotyd flawinowy
(FMN) 445 373 266 533 25,0
Dwunukleotyd flawinoadenino-
wy (FAD) 450 375 263 533 38

Dwunukleotyd flawinoadenino-
wy zwigzany kowalencyjnie
(flav*ina dehydrogenazy bur-
sztynianowej), peptydy flawi-
nowe 445 349 262—5 533

* Dr, Instytut Technologii Zywnoséci Pochodzenia Ro$linnego, Wyzsza Szkota
Rolnicza, Poznan

Wykaz stosowanych skrotéw: FMS — flawinomonosiarczan, SD — dehydroge-
naza burszytnianowa
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Budowa flawin umozliwia zarédwno zmiane konformacji ich czasteczek
jak i oddzialywanie na czasteczke biatka, szczegélnie na jego strukture
trzeciorzedowa. Wystepujagce w materiale biologicznym flawoproteidy
mozna podzieli¢ na enzymy flawinowe, ktdrych w ostatnim wydaniu ka-
talogu enzymow (20) znajduje sie 37 * oraz flawoproteidy nie wykazujgce
aktywnos$ci enzymatycznej. Osobng ciekawag grupe stanowia tzw. peptydy
flawinowe, uwalniajgce sie po hydrolizie dehydrogenazy bursztynianowej
i innych enzymow, ostatnio do$¢ intensywnie badane.

W ostatnich latach obserwuje sie powazny postep w dziedzinie pozna-
nia mechanizmu dziatania enzyméw flawinowych i chemii flawin. Zagad-
nieniom tym posSwiecone byty trzy miedzynarodowe spotkania: w Amster-
damie (1965), w Nagoya (1967) i w Durham (1969).

Ze wzgledu na spos6b powigzania ze zwigzkami wielkoczasteczkowy-
mi flawiny naturalne dzieli sie najogdlniej na silnie zwigzane i luzno
zwigzane, zazwyczaj na flawiny ekstrahujgce sie przy denaturacji biatek
5°/0 do 10°/0 roztworem kwasu tréjchlorooctowego i nieekstrahujgce sie

Tablica 2
Typy wigzan tworzacych sie miedzy czasteczka flawinowg i biatkiem
Energia Grupy
Typ wigzania wigzania uczestniczace Przykfady
kcal/mol w wigzaniu
Wigzania 30—100 a)-N-C-'f a) FAD potaczony z histydyng
kowalencyjne 1n2\ w dehydrogenazie bursztynia-
nowej
b) -S-C-<f b) FAD polgczony z cysteing
. Ha\ w oksydazie monoaminowej
Wigzania jonowe 100 —PO§- —NH+ Oddziatywanie reszty fosforano-
1 wej FMN i FAD z grupami ami-
nowymi
Wigzania wodorowe 2—10 —NH+C HO-y Oddzialywanie pierscienia izoal-
1 1 loksazynowego z resztami tyro-
0- zyny
Przeniesienie tadunku W stadium hipotez i badan na
ukfadach modelowych
Oddziatywanie Oddziatywanie uktadu izoallo-
dipo ipol ksazynowego z réznymi fragmen-
tami tancucha biatkowego
Sity hydrofobowe
*Hemmerich i wsp. (28) w artykule podsumowujgcym IIl Sympozjum na

temat flawin i flawoproteiddw w Durham prezentuja liste 44 flawoproteidéw, w tym
9 zawierajgcych FMN, 2 po 1 czasteczce FMN i FAD, 2 zawierajgce kowalencyjnie
zwigzany FAD, pozostate jedng do dwoéch czasteczek FAD.
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tym roztworem. Podzial ten jednak nie uwzglednia zupetnie sposobu i sity
wigzania flawin z biatkiem czy innymi zwigzkami wielkoczgsteczkowymi.
Teoretycznie przewidywaé mozna typy wigzan, przedstawione w tabli-
cy 2.

Czwartorzedowa struktura flawoproteidéw nie jest znana. Dotychczas
opracowane metody nie pozwalajg na doktadne zbadanie oddziatlywania
flawin z biatkiem w stanie natywnym. Uzyskane do tej pory informacje
sg wnioskami wyptywajgcymi z badan modelowych na uktadach:

flawina — biatko

flawina — zwigzek aromatyczny.
Do badan stosowane sg najczesSciej metody fluorescencyjne, za pomoca
ktérych bada sie kinetyke asocjacji i dysocjacji komplekséw flawinowo-
-biatkowych. Wykorzystywane jest zjawisko wygaszania fluorescencji fla-
.win przez biatko i pewne zwigzki aromatyczne odpowiadajgce resztom
poszczegblnych aminokwaséw oraz zmiany fluorescencji biatek w czasie
kompleksowania z flawinami. Pewnych informacji dostarczajg réwniez
analizy zmiany widm absorpcyjnych, gtdwnie przesunie¢ maksimow ab-
sorpcyjnych w pasmach 375 i 450nm. Pasmo 260nm nie moze by¢ brane
pod uwage ze wzgledu na silng absorpcje w tym zakresie przez reszty
aminokwasdw aromatycznych tancucha biatkowego. Podczas powstawania
kompleksow z biatkiem charakterystyczne maksima zostajg rozmyte lub
przesuniete o okoto 20nm w kierunku fal dtuzszych lub krotszych.

Massey i Gunther (47) na podstawie badahA poréwnawczych
widm absorpcyjnych roznych flawoproteidéw podzielili flawoproteidy na
dwie grupy: enzymy z nierozmytym pasmem absorpcyjnym przy 450
nm (oksydaza D-aminokwasowa, oksydaza glukozowa, dehydrogenaza bu-
tyrylo-CoA) oraz enzymy z rozmytym pasmem przy 450 nm (dehydroge-
naza zredukowanego NAD, dehydrogenaza zredukowanego NAD(P), de-
hydrogenaza amidu kwasu liponowego, reduktaza glutationowa i flawo-
proteid przenoszacy elektrony). O oddzialywaniu poszczegéinych grup
funkcyjnych FAD lub FMN z biatkiem swiadczy konkurowanie nukleoty-
déw z réznymi syntetycznymi pochodnymi o apoenzym podczas tworzenia
z nim komplekséw (81). O mozliwosci oddziatywania flawin z resztami
aminokwasowymi tancucha biatkowego wnioskowaé mozna na podstawie
badania wt#asciwosci sztucznie otrzymanych komplekséw ryboflawiny
z fenolem i indolem (21, 22, 54, 55, 78). Potwierdzeniem mozliwosci od-
dziatywania flawin z czgsteczkami fenoli jest ich rozdziat na zywicach
fenolowych (45).

Na mozliwo$é oddziatywania flawin z grupami polarnymi i niepolar-
nymi biatek wskazuje tez ich oddziatywanie z rozpuszczalnikami orga-
nicznymi o rdznej polarnosci, przejawiajgce sie zmianami widm absorp-
cyjnych i fluorescencyjnych (38, 39, 40, 41, 42, 43, 44, 45).

Ostatnio stosuje sie réwniez metody optycznej dyspersji rotacyjnej
i dichroizmu kotowego do $ledzenia zmian konformacji czasteczek flawin
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przy tworzeniu kompleksow z biatkiem czy tez w czasie reakcji enzyma-
tycznej, jak rdwniez zmian konformacji biatka w czasie taczenia sie z fla-
wing (1, 15, 16, 17, 48, 89).

I. Flawoproteidy o funkcjach nieenzymatycznych

Do flawoproteidow o funkcjach nieenzymatycznych zaliczy¢ mozna
kompleksy wolnej ryboflawiny z biatkami. Obecnos$¢ takich kompleksow
stwierdzono w jajach kurzych i plazmie krwi (3, 31, 51, 52, 56, 90, 91). Od-
grywaja one wazng role w magazynowaniu i transporcie witaminy B2

Z biatka jaj kurzych wyodrebniono proteid zawierajagcy odwracalnie
dysocjujacg ryboflawine w ilosci 1 mola na 1 mol biatka o ciezarze cza-
steczkowym 32 000 do 36 000. Zawarto$¢ ryboflawiny w flawoproteidzie
wynosi 0,9°/0. Biatko to charakteryzuje sie Scistg swoistosciag wzgledem
konfiguracji bocznego tancucha rybitolu, lecz wigze N-3-metylo-rybofla-
wine. Fakt ten nie jest zgodny z proponowanym schematem (patrz nizej)
taczenia sie czasteczki izoalloksazynowej z biatkiem poprzez N-3.

Podobny kompleks wyodrebniono z zotka jaja kurzego. Czes¢ biatko-
wa tego kompleksu ma ciezar czgsteczkowy wynoszacy 40 000. Kompleks
ten nie wykazuje fluorescencji. Wygasza tez fluorescencje wolnej rybo-
flawiny az do momentu wysycenia biatka ryboflawing. Catkowicie wy-
sycony kompleks zawiera 10,5mg ryboflawiny w Ig suchej masy biatka.
Ryboflawina ulega odszczepieniu od biatka przy zakwaszeniu do pH 2
Potgczona z biatkiem ryboflawina ulega odwracalnej redukcji do formy
semichinonowej i hydrochinonowej, przy czym potaczenie z biatkiem nie
ulega rozerwaniu (91).

Kompleksowe potaczenie tworzy ryboflawina oraz FMN réwniez z jed-
nym z biatek frakcji albuminowej osocza krwi (31). Na podstawie wiel-
kosci statej asocjacji autorzy wnioskujg, ze oddziatywanie miedzy rybo-
flawing a albuming ma charakter niejonowy. Natomiast FMN wigze sie
z albuming najprawdopodobniej sitami elektrostatycznymi dzieki obec-
nosci reszty fosforanowej.

Il. Flawoproteidy o funkcjach enzymatycznych

Jakkolwiek stosowana jest powszechnie nazwa ,koenzymy flawino-
we”, nukleotydy flawinowe nie sg w uktadach enzymatycznych tak luzno
zwigzane jak koenzymy nikotynamidowe (2). Spos6b potgczenia nukleo-
tydow flawinowych z apoenzymami jest bardzo zrdznicowany, jednak
w wiekszosci enzymow spetniajg one raczej role grup prostetycznych. Pota-
czenie z biatkiem jest w wiekszosci flawoproteidow na tyle silne, ze mozna
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wyodrebnia¢ z materiatu biologicznego nierozdzielone holoenzymy. Wyréz-

ni¢ mozna cztery zasadnicze typy wigzania nukleotydéw flawinowych

z apoenzymami wedtug wzrastajagcej sity zwigzania nukleotydu z biat-

kiem (10, 32):

typ pierwszy — enzymy, w ktérych grupa prostetyczna zostaje odszcze-
piona czeSciowo juz w czasie izolowania, na przyktad
przy wytragcaniu siarczanem amonu i w czasie dializy;

typ drugi — najliczniejsza grupa enzymoéw, z ktorych flawine uwol-
ni¢ mozna przez stracenie biatka w $Srodowisku kwas-
nym siarczanem amonu, odsorpcje na Florisilu lub weglu
aktywowanym, jak réwniez dialize wobec rozcienczo-
nych kwasow;

typ trzeci — oddzielenie flawiny mozliwe jest dopiero po denaturacji
biatka, na przyktad kwasem tréjchlorooctowym;
typ czwarty — uwolnienie flawiny mozliwe jest dopiero po strawieniu

enzymu proteazami, ale nawet wtedy flawina pozostaje
potagczona z kilkoma aminokwasami.
Ta ro6znorodno$¢ powodowata czestokro¢ trudnosci w okreSleniu grupy
prostetycznej wyizolowanych i oczyszczonych enzyméw (57).

Flawoproteidy pierwszej grupy wykorzystywane sg do iloSciowego
oznaczania koenzymoéw flawinowych: FMN i FAD, gdyz mozliwe jest
uzyskanie apoenzyméw pozbawionych flawiny i majacych zdolno$¢ od-
wracalnego wigzania FMN lub FAD.

Do ilosciowych enzymatycznych oznaczen FAD stosowana jest oksy-
daza D-aminokwasowa, a do oznaczen FMN oksydaza mleczanowa i dehy-
drogenaza zredukowanego NAD.

Jako swego rodzaju ciekawostke wymieni¢ mozna niezwykle czutg me-
tode oznaczania FMN za pomocg luciferazy bakteryjnej. 1lo§¢ emitowane-
go przez ukitad enzymatyczny S$wiatta bioluminescencji zalezy od ilosci
zredukowanego FMN (FMNH2. Metodg tg mozna oznaczyé 0,000 Ol*g
FMN (9, 53), lub FAD po przeksztatceniu w FMN.

Poczgtkowo Kuhn i Rudy (46) przypuszczali, ze potgczenie czg-
steczki flawinowej z biatkiem w flawoproteidach zachodzi poprzez grupe
iminowa w pozycji N-3 i reszte fosforanowg. Koncepcje te podtrzymywali
w swych pracach Theorell i Nygaard (68, 69, 70, 71, 72). Dalsze
badania wykazaty, ze enzymy zawierajgce FMN i FAD nalezy rozpatry-
wac oddzielnie.

Modelem dla grupy enzymoéw zawierajagcych FMN byt stary zoky
enzym Warburga” — dehydrogenaza zredukowanego NAD =z drozdzy.
Z danych kinetycznych asocjacji i dysocjacji FMN i apoenzymu Theo -
rell (68) wnosit, ze czasteczka flawiny wigze sie z biatkiem zaréwno po-
przez grupe fosforanowg jak i przez azot w pozycji 3 uktadu izoalloksazy-
nowego (schemat 1). Autorzy ci uwazali, ze najodpowiedniejsza dla wig-
zania sie flawiny jest pozycja 3 ze wzgledu na to, ze jest to jedyny azot
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niezalezny od stanu oksydoredukcyjnego czasteczki, zdolny do tworzenia
wigzan wodorowych, na przyktad z resztg fenolowg tyrozyny.
Ugrupowaniami apoenzymu, z ktérymi tgczy sie FMN, mogag by¢ we-
diug Theorella iwsp., reszta tyrozyny wigzaca sie z N-3 uktadu izo-
alloksazynowego oraz wolna grupa £-aminowa lizyny i kohcowe grupy

+
NHy N
E-aminowa grupa lizyny

lub

+
NH3 koricowe grupy aminowe
faricucha polipeptydowege

BIAEKO

Np:

reszla fenolowa tyrozyny

Schemat 1. kagczenie sie FMN z apoenzymem wg Theorella i Nygaarda
(68—72)

aminowe ‘fancuchow polipeptydowych, ktore 1tgczytyby sie z reszta
fosforanowg. Na znaczenie reszty fosforanowej w tgczeniu sie FMN z bial-
kiem apoenzymu wskazuje kompetycyjne hamowanie aktywnosci enzyma-
tycznej ,starego zéttego enzymu” przez analog FMN, zawierajacy reszte
kwasu siarkowego zamiast reszty kwasu fosforowego (tzw. FMS — flawi-
nomonosiarczan (18, 19). Fluorescencja tego analogu nie ulega wygasze-
niu w obecnosci apoenzymu, co potwierdza role reszty fosforanowej row-
niez w przytgczaniu uktadu izoalloksazynowego (73, 81).

Schemat 2. Przestrzenne usytuowanie aktywnego centrum holoenzymu Shethna (11)
Linie przerywane oznaczaja punkty oddziatywania FMN z grupami czynnymi biatka. Zamknigta
przestrzen sugeruje uksztattowanie przestrzeni biatkowej, do ktorej przytacza sie flawina
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Proby przedstawienia modelu przestrzennego flawoproteodu zawiera-
jacego FMN jako grupe prostetyczng dokonali To 1lin i wsp. (11, 15, 16,
17). Na podstawie badan dichroizmu kotowego oraz wygaszania fluore-
scencji apoenzymu i holoenzymu ,flawoproteidu Shethna” z Azotobacter
vinelandii autorzy ci zaproponowali model przedstawiony na schemacie 2.

Zgodnie z proponowang hipotezg nukleotyd znajduje sie w zagiebie-
niu apoproteidu, co stwarza mozliwosci oddziatywania z biatkiem wszyst-
kich jego grup czynnych. W odpowiedniej orientacji przestrzennej czastecz-
ki nukleotydu wzgledem biatka w tym uktadzie bratyby udziat grupy me-
tylowe. Dla taczenia sie z biatkiem istotng jest zarbwno budowa pierscie-
nia izoalloksazynowego jak i bocznego tancucha rybitolowego. Acetylo-
wanie grup hydroksylowych tancucha rybitolowego catkowicie uniemoz-
liwia wigzanie flawiny z biatkiem. | w tym flawoproteidzie stwierdzono
udziat reszt tyrozyny apoproteidu w wigzaniu uktadu izoalloksazynowe-
go, przy czym na cze$¢ izoalloksazynowa przypada w przyblizeniu 3/4
energii wigzacej. Energia wigzania grupy ¢’-fosforanowej wynosi 2—3
kcal/mol, jest wiec znacznie nizsza od wartosci przyjetych dla wigzai jo-
nowych (tablica 2).

Wyniki badan nad ,flawoproteidem Shethna” potwierdzity wczesniej
wysuwane koncepcje, wykazujac zmiany konformacji zarowno czasteczki
flawinowej jak i biatka, zachodzace w czasie kompleksowania. Okazato
sie rowniez, ze po potgczeniu nukleotydu z biatkiem nie zachodzi juz zmia-
na konformacji biatka przy redukcji flawiny do semichinonu czy hydro-
chinonu.

Konformacja biatka apoenzymu zalezy od rodzaju wigzanej flawiny;
inna jest przy wigzaniu ryboflawiny niz przy przytgczaniu FMN, co po-
twierdza znaczenie reszty fosforanowej dla tgczenia sie z biatkiem. Wy-
niki uzyskane przez Tollina i wsp. wskazujg na wystepowanie pra-
wie jednakowego otoczenia flawin w roznych flawoproteidach, jakkol-
wiek natura kontaktu flawina-biatko jest inna w oksydazach niz w dehy-
drogenazach.

Mozliwo$¢ zmiany konformacji czasteczki izoalloksazynowej na sku-
tek tworzenia sie formy rodnikowej sugerowali Hemmerich i wsp.
(28a) wysuwajagc hipoteze powstawania formy ,,motylkowej” (schemat 3),
pozwalajacej na istnienie dwéch enancjomerow.

Badania krystalograficzne chinonowych i hydrochinonowych pochod-
nych flawin (36) wykazaty tworzenie si¢ takich struktur, dzieki mozliwosci
inwersji wokét osi N® ... N(10. Kat rozwarty miedzy ptaszczyznami dwéch
skrajnych pierscieni wynosit w badanych krysztatach 140°—160°.

Dogodnym uktadem modelowym dla badania oddziatywania FAD
z Dbiatkiem jest uktad FAD-apoenzym w oksydazie D-aminokwasowej.
Szczeg6towe badania na ukladzie tym przeprowadzono w pracowniach
Yagi (81, 82 83, 85 i Masse y'a (47). Na podstawie badan zmian widm
absorpcyjnych oraz hamowania aktywnos$ci enzymatycznej utworzono
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schemat taczenia sie FAD z biatkiem. Zgodnie z tym schematem czastecz-
ka nukleotydu #tgczy sie z bialkiem poprzez uktad izoalloksazynowy,
pierScien purynowy adeniny i reszty kwasu fosforowego. Dla taczenia
cze$ci adeninowej zasadnicze znaczenie ma jej grupa -NH2 a z czesci biat-
kowej enzymu w wigzaniu biorg udziat grupy -SH. Uklad izoalloksazync-
wy, niezaleznie od taczenia sie z biatkiem, zachowuje zdolno$¢ do tworze-
nia kompleksu z substratem. W pracowni Yagi wykrystalizowano kom-
pleks holoenzymu oksydazy D-aminokwasowej z substratem — D-alaning
(tzw. kompleks Michaelisa) (84, 86, 87, 88).

'IQ’
N O
Rio
¢ |fﬂ
<
[ Chy
N
"’ CHy

Schemat 3. ,,Motylkowa” konformacja hydrochinonu flawinowego ukazujgca moz-

liwo$¢ tworzenia dwoch stereoizomeréw, wg Hemmericha i wsp. (28a)
R, i R, - atomy wodoru, RI0 — reszta rybitolu

Strittmatter (64, 65 66) badajac reduktaze cytochromu b5stwier-
dzit, ze w tym enzymie FAD taczy sie z apoenzymem poprzez reszte tyro-
zynowg. Nie stwierdzit natomiast udziatu grup sulfhydrylowych w po-
wstawaniu kompleksu flawina-biatko. Z badan nad strukturg trzeciorze-
dowg tego prostego flawoproteidu wynika, ze FAD przyspiesza proces
rozfatldowania tancucha polipeptydowego w czasie odwracalnej denatu-
racji apoenzymu. Ugrupowaniami tancucha peptydowego, bioragcymi
udziat w przytgczaniu FAD, sg prawdopodobnie dwie reszty tryptofanu.

Badane w pracowniach japonskich (89) zmiany widm dichroizmu ko-
towego przy powstawaniu komplekséw FMN i FAD z apoenzymem oksy-
dazy D-aminokwasowej wskazujg na #gczenie sie nukleotydéw z biatkiem
oraz zmiany konformacji nukleotydéw flawinowych. Zmiany widm $wiad-
czg raczej o zmianie orientacji przestrzennej ukiadu izoalloksazynowego
i rybitolu bez zmiany wzajemnego oddziatywania izoalloksazyny i puryny
w czgsteczce FAD.

Interpretacje badan na uktadach flawina-biatko utatwia szczegétowa
analiza zmian, jakie zachodzg we wtasciwosciach czgsteczki flawinowej pod
wpltywem wprowadzania do jej pier$cieni r6znych podstawnikow (13, 14,
28a, 45, 50, 58). Ostatnio zsyntetyzowano pochodne flawin, ktore zamiast
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rybitolu zawieraty réznej dtugosci tancuchy boczne kwaséw onowych (od
1 do 5 atomoéw wegla) zwigzanych z aminokwasami aromatycznymi —
tyrozyng, fenyloalaning i tryptofanem. Pochodne te (rysunek 1) wykazu-
ja charakterystyczne wygaszenie fluorescencji w stosunku do niezmie-
nionej czasteczki flawinowej, podobne do wygaszenia, jakie zachodzi przy
tworzeniu potaczeh z biatkiem (23). Fakt ten przemawia za oddziatlywa-
niem pierScienia izoalloksazynowego z resztami aminokwaséw aromatycz-
nych. Oddziatywanie izoalloksazynowych pochodnych jest tym silniejsze,
im tancuch boczny kwasu onowego jest krétszy, a zatem sasiedztwo czg-
steczki aminokwasu i czasteczki izoalloksazynowej — blizsze.

CIOOCH,
CONH-CH-R
| R,= "CH2 / S
NV
H3C %\/" W
F=
3nh
H.C r=-ch?2 OH
RAN-CH*

Rys. 1. Syntetyczne aromatyczne peptydy flawinowe (23)
Im krotszy tancuch boczny (mniejsza ilo$¢ jednostek =CH2 i nizsza warto$¢ n) tym silniejsze
wygaszenie fluorescencji przez rodnik R. n = 1,2, 3, 4 lub 5

Tsibris i wsp. (74) oraz Roth i wsp. (58), rozpatrujac wpiyw
N-3-metylopochodnej FMN i innych analogéw tego koenzymu na aktyw-
nos$é ,starego zo6ttego enzymu”, wnioskuja, ze pozycja N-3 nie petni — jak
przypuszczali Theorell i Nygaard — zasadniczej roli w wigzaniu flawiny
z biatkiem. Zdaniem T sibrisa oddziatywanie czgsteczki FMN z apo-
enzymem zachodzi czeSciowo poprzez przeniesienie fadunku, a czeSciowo
przez wzajemng polaryzacje miedzy czasteczka izoalloksazynowa a reszta-
mi aminokwaséw aromatycznych.

Wyniki uzyskane na ukladach flawina-biatko potwierdzajg w pewnym
stopniu badania na modelowych kompleksach flawin ze zwigzkami aro-
matycznymi. Stwierdzono, ze czasteczka flawinowa tworzy kompleksy
z fenolem i indolem (21, 22, 54, 55, 78). Kompleksy te uzyskano w postaci
krystalicznej. Jedna czasteczka flawinowa moze tgczyé sie réwnoczesnie
z dwiema czasteczkami tych zwigzkéw. Fakt oddziatywania czasteczki fla-
winowej z dwiema czasteczkami fenolu w pewnym stopniu ttumaczy moz-
liwos¢ rownoczesnego oddziatywania czagsteczki flawinowej z resztami
aminokwasowymi biatka i z substratem. Umozliwia to rowniez oddziaty-
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wanie czasteczki flawinowej na trzeciorzedowg strukture biatka, na przy-
ktad poprzez kompleksowanie réwnocze$nie z dwiema resztami amino-
kwasowymi.

Metodami potencjometrycznymi wykazano duze powinowactwo se-
michinondw flawin do tyrozyny, serotoniny oraz grup dwusiarczkowych,
natomiast tylko niewielkie — do tryptofanu (12). Wysokie powinowactwo
semichinonu FMN i tyrozyny wskazywatoby na mozliwos$¢ stabilizacji
rodnikowej formy flawin przez reszte tego aminokwasu. Zaréwno dla po-
taczenia flawin z biatkiem jak i dla aktywnos$ci enzymatycznej, duze zna-
czenie ma chelatowanie metali, szczeg6lnie przez formy rodnikowe fla-
win (28, 65). Jednak sposdb tgczenia sie metali z biatkiem nie jest znany.
Nie wiadomo tez czy jony metali wptywajg na kompleksowanie flawin
z biatkiem. Przypuszczalny wz6ér chelatu semichinonu flawiny z metalem
przedstawia rysunek 2.

CHy g %O

e

Me—O

Rys. 2. Proponowany wzér chelatu semichinonu flawinowego z metalem (2a)

Prébowano wyjasni¢ oddziatywanie flawin z hydrofitowymi i hydro-
fobowymi grupami biatka otaczajacego flawiny we flawoproteidach ba-
dajac witasciwosci flawin w rozpuszczalnikach o réznej polarnosci i statej
dielektrycznej. Flawiny w roztworach w bardzo duzym stopniu oddziaty-
wuja z czasteczkami rozpuszczalnikéw. Przejawia sie to zmiang widm ab-
sorpcyjnych i fluorescencyjnych flawin jak réwniez wydajnosci kwanto-
wej fluorescencji, uzaleznionych od polarnosci rozpuszczalnika i jego cha-
rakteru (38, 39, 40, 41, 42, 43, 44, 45). Wynika z tego, ze o mozliwosci
przejs¢ energetycznych w czasteczce flawinowej decyduje $rodowisko,
w jakim sie ona znajduje. Moznaby przypuszczaé, ze w czasteczkach biat-
ka otaczajagcych flawiny w flawoproteidach istniejg struktury oddziaty-
wujace na czasteczke flawinowa podobnie jak czasteczki rozpuszczalni-
kéw. Jednak dotychczasowe wyniki oparte wylgcznie na badaniu widm,
nie upowazniajg jeszcze do obliczania polarnosci Srodowiska otaczajgcego
flawiny w flawoproteidach (38).

Z uzyskanych dotychczas danych wynikatoby, ze uproszczone sche-
maty 1, 2 i 3 w do$¢ jasny sposéb przedstawiajg oddziatywanie flawin
z biatkiem. Faktycznie jednak oddziatywanie to nie da sie sprowadzi¢ do
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jednego wigzania miedzy ktérym$ z atoméw uktadu izoalloksazynowego
a aminokwasami aromatycznymi. Proponowane schematy kompleksowa-
nia flawin z biatkiem stale jeszcze nalezy traktowaé jako robocze. Doktad-
niejsze poznanie struktury przestrzennej i reaktywnosci czasteczek flawin,
ich oddziatywania z metalami i tworzenia nietrwatych form rodnikowych
wskazuje, ze taczenie sie flawin z biatkiem trudno jest uja¢ w jeden sche-
mat. Nie mozna bowiem jednoznacznie i z cala pewnosciag orzec, ktore ato-
my czasteczki flawinowej i biatkowej biorg udziat w wigzaniu i czy two-
rzagce sie potaczenie ma charakter przeniesienia tadunku, wiazania wodo-
rowego, wzajemnej polaryzacji, jonowy, czy inny.

Szczegdlnie cennych informacji o potaczeniu flawin z biatkiem i zna-
czeniu struktury biatka dla aktywnosci enzyméw flawinowych dostarcza-
ja opisane w dalszej czesci artykutu badania nad dehydrogenazag burszty-
nianowsg.

I11. Peptydy flawinowe

Swego rodzaju wyjatek w polaczeniach flawin z biatkami stanowi nie-
zwykle trwate polagczenie FAD w dehydrogenazie bursztynianowej
(EC 1.3.99.1).

Do wyjasnienia budowy i wiasciwosci tzw. flawiny silnie zwigzanej
(1,4) przyczynity sie w pierwszym rzedzie prace Kearney i Singe-
ra (33, 34, 35 60, 61) zapoczatkowane w potowie lat 50-tych. Autorzy ci
stwierdzili, ze flawina z dehydrogenazy bursztynianowej uwalnia sie do-
piero po hydrolizie biatka trypsyng i chymotrypsyng. Jednak uwalniajgca
sie flawina nie byta identyczna z zadna z dotychczas poznanych pochod-
nych flawinowych — ryboflawing, FMN czy FAD. Réznita sie od nich
widmem absorpcyjnym, wykazujagc maksimum nie w pasmie 375 nm,
ale w pasmie 345—350 nm. Analiza oczyszczonej flawiny wykazata, ze
jest ona zbudowana z FAD potgczonego dodatkowo z kilkoma resztami
aminokwasowymi. Silne wigzanie z tancuchem peptydowym bylo przy-
czyng niemoznosci uwolnienia flawiny przez denaturacje biatka. Wiaza-
nie to okazato sie oporne rowniez na dziatanie hydrolaz peptydowych, za-
rowno endo- jak i egzopeptydaz. Podczas hydrolizy biatka uwalniat sie
FAD — wcigz potaczony z peptydem. Gidwng frakcjg uzyskang przez
Kearney (33) po trawieniu proteolitycznym byt heksapeptyd zawiera-
jacy aminokwasy: alanine, seryne, treonine, kwas glutaminowy, waling
i drugg reszte seryny z wolng grupg aminowg. Flawina nie przechodzita
w lumiflawine w warunkach, w ktérych powstawata lumiflawina z FAD
czy ryboflawiny. Nastepowato odszczepienie tahcucha rybitolu, lecz po-
wstajacy produkt jako silnie hydrofilny nie rozpuszczat sie w chlorofor-
mie. Produkt defosforylacji tej flawiny nie rozpuszczat sie w alkoholu
benzylowym w odréznieniu od ryboflawiny. Wiasciwos$ci fluorescencyjne

7 Postepy Biochemii
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tej flawiny réwniez bylty odmienne od wtasciwosci pozostatych pochod-
nych. Charakterystyczny dla flawiny zwigzanej z peptydami jest zanik
fluorescencji przy pH wyzszym od 6; najsilniejszg fluorescencje wykazu-
je ona przy pH 3,1—3,2. Umozliwa to przeprowadzenie oznaczania steze-
nia tej flawiny nawet w obecnosci luzno zwigzanych flawin przez pomiar
fluorescencji przy pH 3,2 i przy pH 6,5.

Singer i wsp. (59, 60) opierajac sie na zatozeniu, ze flawina silnie
zwigzana pochodzi wytgcznie z dehydrogenazy bursztynianowej zapropo-
nowali, zeby oznacza¢ zawarto$¢ tego enzymu w preparatach mitochon-
drialnych przez oznaczenie zawartosci peptydow flawinowych uwalniaja-
cych sie podczas hydrolizy enzymu. Autorzy ci proponujg stosowanie do
pomiaréw stezenia peptydéw flawinowych metode spektrofotometryczna
lub fluorometryczng. Zalecaja jednak szczegOlnie metode fluorometrycz-
ng po uprzednim przeprowadzeniu peptydu flawinowego w forme mono-
nukleotydu (hydroliza w pH 1, 15 minut w 100°) jako bardziej czulg i se-
lektywna.

Wang i wsp. (76, 77), badajgc skiad aminokwasowy uwalniajgcych
sie z dehydrogenazy bursztynianowej (skrét SD — ang. succinate dehy-
drogenase) peptydow flawinowych, uzyskali po hydrolizie kwasowej fla-
wine potaczong z seryng. Grupa aminowa tego peptydu flawinowego byta
wolna, co $Swiadczytoby o powigzaniu flawinowej grupy pro-stetycznej
z apoenzymem przez grupe karboksylowg seryny. Rozkilad peptydu fla-
winowego stabym tugiem (pH 10,5 w 80°C, 5—8 godzin) daje taki sam
produkt, jaki uzyskiwano przy rozkiadzie ryboflawiny, ale potgczony
z peptydem, co $wiadczy o odpornosci wigzania miedzy peptydem a flawi-
ng na rozktad w Srodowisku stabo alkalicznym. Mocznik uwalnia sie
w tych warunkach w takiej samej ilosci jak z ryboflawiny, co wyklucza
jako miejsca przytgczenia peptydu do pierscienia izoalloksazynowego po-
zycje Ix2 i 3. Autorzy ci w wyizolowanych z réznych Zrédet peptydach
stwierdzili nastepujacg sekwencje aminokwasow:

Flawina-seryna (Gli-Glu-Asp) ... (peptyd z SD $wini)

oraz Flawina-seryna (Gli-Glu-Ala) ... (peptyd z SD owcy)

Cerletti i Strom (6) badali réznice w wydajnos$ci fluorescencji mie-
dzy dwunukleotydem (FAD) a mononukleotydem (FMN) zwigzanymi pep-
tydowo. Stwierdzili oni, ze w pH 3,1 FAD wykazuje tylko 90% wydajno-
$ci fluorescencji FMN. Réznica we witasciwosciach fluorescencyjnych jest
wiec znacznie mniejsza w przypadku peptydéw flawinowych niz w przy-
padku flawin wolnych (FMN, FAD i ryboflawiny). Emisja fluorescencji
mononukleotydu redukowana byta o 20% przez dodanie adenozyny do
stezenia 0,05 M. W tych samych warunkach fluorescencja FMN malata
0 50%, a wiec 2,5-krotnie silniej. Swiadczy to o mozliwosci oddziatywa-
nia zwigzanej z peptydami flawiny z purynami, jakkolwiek jest ono
w pewnym stopniu utrudnione. Jest to, zdaniem autoréw, dodatkowym
dowodem na to, ze w potgczeniu z biatkiem nie bierze udziatu azot w po-
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zycji 3 pierscienia izoalloksazynowego. Azot ten oddziatywuje — jako
wolny — z grupg aminowg w pozycji 6 adeniny, podobnie jak FMN.

Hemmerich iwsp. (28a) rozwazajagc mozliwosci podstawienia pep-
tydu do pierscienia wykluczaja pozycje 1, 2, 3, 4, 51 10 na podstawie wia-
sciwosci licznych syntetycznych pochodnych izoalloksazyny (13, 14, 49,
50). Motywujg to twierdzenie tym, ze przy podstawieniu w tych pozy-
cjach nastapityby drastyczne zmiany w widmie absorpcyjnym peptydu
flawinowego, a tymczasem zmiany te ograniczajg sie jedynie do pewnego
przesuniecia maksiméw. Zdaniem autorow jedynym mozliwym miejscem
przytgczenia moze by¢ pierscien homoaromatyczny uktadu flawinowego,
a najodpowiedniejszym ugrupowaniem wydaje sie grupa metylowa w po-
zycji 8 flawochinonu — z uwagi na jej funkcyjny charakter.

Teoretyczne przewidywania grupy Hemmericha zostaty potwierdzone
dzieki zbiorowemu wysitkowi kilku pracowni (27, 63) zajmujgcych sie
badaniami spektrofotometrycznymi, fluorescencyjnymi i EPR oczyszczo-
nych preparatéw peptydow flawinowych z dehydrogenazy bursztyniano-
wej. Na podstawie tych badan autorzy podali wzér strukturalny z uwzgle-
dnieniem gestosci spinowej i miejsc wrazliwych na hydrolize i fotolize

(schemat 4).
Fotoliza
T / Hydroliza alkaliczna

Hydroliza kwasowa

Schemat 4. Submolekularna struktura i reaktywno$¢ czasteczki flawinowej (27)

O — atomy w punktach o wysokiej gesto$ci spinowej, 0 — atomy o niewyliczalnej gestosci

spinowej, * —atomy o niskiej lub niezmierzalnie matej gestosci spinowej, X —np. -S-CH,,

-0O-R, =S, R — rybitol lub pochodna (w FMN potaczony z resztg fosforanowa, w FAD — dodat-
kowo z AMP)

Grupa metylowa C-8 wykazuje reaktywno$¢ rdwng conajmniej reak-
tywnosci grupy metylowej w nitrotoluenach i mozna ja zaklasyfikowaé
rowniez jako grupe funkcyjng flawochinonéw. Dzigki tej grupie czastecz-
ka flawinowa tworzy¢ moze z aldehydami potaczenie typu FIoxCH=CH-R
(rysunek 3).

Ostateczne wyjasnienie sposobu potaczenia flawiny z czasteczka biat-
ka podali badacze z pracowni Singera (75a). Stosujagc metode Edmana
do odbudowy peptydéw flawinowych stwierdzono, ze aminokwasem bez-

7%
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posrednio tgczacym sie z flawing jest histydyna (rysunek 4). Schematycz-
ne potaczenie flawiny z tahcuchem biatkowym przedstawia sie nastepu-
jaco:

Flawina

i
Seryna — Histydyna — Treonina — Walina — Alanina ...

R

I
(CHs)zNQ" CH=CH ﬁ” /N\ro
NH
CH; N/ /
(@)

Rys. 3. Pochodna flawinowa podstawiona do grupy metylowej w pozycji 8
Mozliwo$¢ tworzenia takich pochodnych wskazuje na charakterystyczng reaktywnos$¢ grupy
metylowej w pozycji 8, ktérej dtugo nie brano pod uwage (28a)

3Z2—=o
e

AN
Ny 3N—HxC s/g
INH
e(in? Hi3C \6 '3/ 4
HyN—=CH-c00®

Rys. 4. Histydyloryboflawina — pochodna ryboflawiny otrzymana po kwasowej
hydrolizie peptydéw flawinowych z dehydrogenazy bursztynianowej (7i5a)
R — rybitol

Pieciopeptyd o tej sekwencji uzyskano po hydrolizie kwasowej dehy-
drogenazy bursztynianowej. Trudne do wyjasnienia jest, dlaczego w po-
przednich pracach nie stwierdzono w peptydach flawinowych z dehydro-
genazy bursztynianowej obecnosci histydyny pomimo, ze stwierdzono
obecno$¢ innych aminokwaséw (33, 76). Znamienne jest wystepowanie
w bocznym faincuchu seryny. Autorzy przypuszczaja, ze pewne znacze-
nie dla aktywnos$ci enzymatycznej ma wystepowanie po obydwu stronach
histydyloflawiny aminokwaséw z wolnymi grupami hydroksylowymi: se-
ryny i treoniny. Po hydrolizie dehydrogenazy trypsyna uzyskano peptyd
zawierajacy ponad 20 aminokwaséw, jednak o identycznym ufozeniu
pierwszych pieciu aminokwaséw, jak w wyodrebnionym pieciopeptydzie.

Dehydrogenaza bursztynianowa nie jest jedynym enzymem zawiera-
jacym flawine zwigzang kowalencyjnie. Walker i wsp. (75 zbadali
rowniez oksydaze monoaminowg z watroby bydlecej. Po degradacji en-
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zymu opisang wyzej metodg uzyskano pieciopeptyd o nastepujgcym ukia-
dzie aminokwasow:

Seryna-Glicyna-Glicyna-Cysteina-Tyrozyna
I
S

|
Flawina

Peptyd ten nie wykazuje takiej zaleznosci fluorescencji od pH, jak peptyd
zawierajacy histydyne.

Zasadniczg role w wiazaniu flawiny z biatkiem w oksydazie monoami-
nowej odgrywa bezposrednie polaczenie przez siarke z resztg cysteiny.
Warto zaznaczyé, ze analogicznie zwigzane sg pierscienie porfirynowe
w cytochromie c. Fakt kowalencyjnego zwigzania flawiny nie wyklucza
mozliwosci oddziatywania z biatkiem rowniez innych atoméw jej cza-
steczki. Zbadane dotychczas dwa wymienione enzymy najprawdopo-
dobniej nie wyczerpuja listy enzymow, w ktérych flawina zwigzana jest
kowalencyjnie.

Frissel i wsp. (24, 25) wykazali, ze oksydaza sarkozynowa (EC
1.5.4.1) oraz oksydaza dwumetyloglicynawa (prawdopodobnie identyczna
z oksydaza N-metyloaminokwasowg (EC 1.5.3.2) réwniez zawierajg jako
grupe prostetyczng flawine zwigzang silnie z peptydami.

King i wsp. (37) podjeli probe oznaczenia zawartosci flawin w mi-
tochondriach i preparatach czastek oddechowych serca. Oznaczali oni
w tych preparatach flawiny ekstrahujagce sie 10% kwasem trojchloro-
octowym i nie ekstrahujgce sie tym kwasem. We frakcji ekstrahujgcej sie
10% TCA oznaczali FAD i FMN. Pozostajacy po ekstrakcji osad podda-
wali trawieniu enzymatycznemu, po ktdrym oznaczali flawiny nieekstra-
hujace sie kwasem. W oOtrzymanych Wynikach zaskakujaca jest zawarto$¢
flawiny silnie zwigzanej, wynoszaca 50% zawartosci sumy flawin. Z za-
taczonego opisu metodycznego wynikatoby, ze mogto to byé spowodowa-
ne niecatkowitg ekstrakcjg flawin luzno zwigzanych.

Cerletti iwsp. (5 7, 8 67) oznaczali zawarto$¢ flawiny zwigzanej
z peptydami w tkankach szczura, probujac wykry¢ zalezno$¢ miedzy za-
wartoscig peptydéw flawinowych a aktywnos$cig dehydrogenazy burszty-
nianowej. Stwierdzili oni szczeg6lnie wysoka zawartosé peptydéw flawi-
nowych w watrobie, nerkach i sercu. Jednak zawarto$¢ tych flawin w sto-
sunku do flawin uwalniajacych sie juz przy denaturacji wynosi zaledwie
kilka procent (okoto 4%). Zawarto$¢ peptydow flawinowych oznaczana
fluorescencyjnie jest wyzsza niz zawarto$¢ dehydrogenazy bursztyniano-
wej obliczonej na podstawie aktywnos$ci tego enzymu i jego liczby obro-
téw. Autorzy tlumacza to — zgodnie z doniesieniami literatury —wy-
stepowaniem formy peptydowej flawiny rdwniez w innych enzymach (25).
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Singer i wsp. (62) zastosowali oznaczenie peptydéw flawinowych
do badania biosyntezy dehydrogenazy bursztynianowej przez drozdze.
Stwierdzili oni, ze zawarto$¢ peptydéw flawinowych w komérkach droz-
dzy jest Skorelowana z aktywnos$cig dehydrogenazy bursztynianowej.
Wiasciwosci uwalnianych na drodze proteolizy peptydéw flawinowych
z komorek drozdzowych sg podobne do wiasciwosci peptydéw flawino-
wych z serca wotu.

Janicki i wsp. (29, 30) stwierdzili, ze bakterie kwasu propionowe-
go réwniez syntetyzujg peptydy flawinowe w ilosci 4,47—14,39°/0 sumy
ryboflawiny, FMN i FAD.

Wykrycie peptydéw flawinowych zmusza do nowego spojrzenia na
zagadnienie analityki flawin. Od chwili wykrycia tych zwigzkéw przy
identyfikacji grupy prostetycznej enzymow flawinowych wielu badaczy
prowadzi hydrolize biatka enzymatycznego dla stwierdzenia obecnosci
flawin zwigzanych kowalencyjnie z biatkiem. Dotyczy to réwniez ozna-
czania zawartosci og6lnej flawin w tkankach. Nowsze prace wskazujg na
to, ze zawarto$¢ peptydéw flawinowych w surowcach naturalnych jest
niewielka — rzedu 6% sumy flawin (7, 8, 10, 29). Nie sg one jednak ozna-
czane metodg lumiflawinowg (80), a jedynie poprzez bezposredni pomiar
fluorescencji przy pH 3,2. Zawarto$é peptydéw flawinowych odpowiada
przede wszystkim zawartosci dehydrogenazy bursztynianowej i zalezy od
intensywnosci proceséw utleniania w komdrkach czy tkankach. Duze ilo-
§ci peptydow flawinowych znajdujg sie w komdrkach bakterii kwasu pro-
pionowego i watroby. Zawarto$¢ peptydéw flawinowych w drozdzach za-
lezy od natleniania hodowli — w warunkach beztlenowych spada prak-
tycznie do zera. Nie stwierdzono obecnosci tych zwigzkéw w mleku. Po-
$rednio zawartosé peptydéw flawinowych pozwala na okre$lenie inten-
sywnosci utleniania komdérkowego.

Jakkolwiek badania nad wigzaniem flawin z biatkiem prowadzone sg
od wielu lat, dane na ten temat sg dotychczas bardzo fragmentaryczne.
Otwarty pozostaje stale istotny z punktu widzenia analitycznego problem
uwalniania flawin przy iloSciowym ich oznaczaniu. Jak dotad nie wykry-
to innych form silnie zwigzanych flawin poza peptydami flawinowymi.
W materiale biologicznym znajduje sie wiele zwigzkéw odgrywajacych
wzgledem flawin role sorbentéw. Obecnos$¢ takich zwigzkéw pozorowaé
moze silne zwigzanie flawin.

Dla petnego wyjasnienia wigzania flawin z biatkiem i innymi zwiaz-
kami wielkoczgsteczcowymi konieczne sg dalsze badania. Obecna znajo-
mos$¢ struktury flawoproteidéw daleka jest jeszcze od poziomu, jaki osiag-
nieto w badaniach np. nad hemoglobing czy cytochromami. Enzymy fla-
winowe wiaczone sg gtownie w strukture bton mitochondrialnych (79).
Niewatpliwie zachodzi wiec oddziatywanie zaréwno flawin jak i catych
czgsteczek flawoproteidow ze skitadnikami lipidowymi tych bion, a od-
dziatywanie to jest istotne dla ich funkcji biologicznych.
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ROMAN LORENC *

Postepy badan nad kalcytoning
Progress on Calcitonin Research

Some -new concepts on calcitonin chemistry, immunochemistry and mechanism
of action are reviewed.

Kalcytonina jest polipeptydowym hormonem, ktdrego czynno$¢ taczy
sie z regulacjg gospodarki fosforanowo-wapniowej ustroju. W ciggu dzie-
sieciu lat, ktére uptynety od wykrycia kalcytoniny przez Coppa
i wsp. (26), przeprowadzono réznokierunkowe badania dotyczgce tego hor-
monu. Cze$¢ z tych prac jak réwniez pewne aspekty wynikajace z badan
nad kalcytoning omowiono w kolejnych artykutach przeglagdowych (37,
51). W niniejszej pracy ograniczono sie do omoOwienia opracowywanych
w ostatnich latach zagadnieA dotyczacych biochemicznych i immunolo-
gicznych wiasciwosci kalcytoniny jak réwniez mechanizmu jej dziatania.

1. Réznice gatunkowe w budowie i wiasciwosciach kalcytoniny

W 1964 roku Baghdiantz i wsp. (3) opracowali metode wyodreb-
niania kalcytoniny, ktéra stata sie podstawg dalszych prac nad tym za-
gadnieniem. W szesciu laboratoriach Szwajcarii i Stanow Zjednoczonych
otrzymano z tarczycy $wini kalcytonine w postaci czystej (4, 5, 17, 34, 69,
70), a w trzech z nich ustalono strukture chemiczng oczyszczonego hor-
monu (5, 46, 68). Ostatnio doniesiono réwniez o syntezie aktywnego poli-
peptydu (40, 74).

W 1970 roku Brewer i Edelhoch (16) przeprowadzili badania
struktury drugo- i trzeciorzedowej czgsteczki kalcytoniny $wini. Okazato
sie, ze czasteczka kalcytoniny w $rodowisku wodnym wystepuje gtdwnie
w formie nieuporzadkowanej, a tylko okoto 10°/0 tafcucha ma uporzad-
kowang konfiguracje a-helisy. Uporzagdkowanie czasteczki nastepuje
w rozpuszczalnikach niepolarnych: na przykiad w 2-chloroetanolu az 50°/0

* Dr med., Zakfad Biochemii, Centrum Medyczne Ksztatcenia Podyplomowego,
Warszawb

Wykaz uzywanych skrétow: EGTA — kwas etylenoglikoloczterooctowy
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tancucha polipeptydowego czgsteczki hormonu ma konfiguracje a-helisy.
Autorzy przypuszczajg, ze stwierdzone w zalezno$ci od $rodowiska roz-
nice w strukturze czasteczki moga miec istotne znaczenie dla mechanizmu
dziatania hormonu. Wspomniana zmiana konformacyjna polipeptydu mo-
gtaby zachodzi¢ na przyktad przy interakcji hormonu w miejscach recep-
torowych, a zwitaszcza w hydrofobowych lipidowych czesSciach bton ko-
morkowych.

Kluczowa role w badaniach kalcytoniny ludzkiej odegrato wykrycie
tego hormonu w migzszu raka tarczycy zwanego Malinowym (6, 46) lub
rdzeniastym (litym) (42). Wysoka zawarto$¢ hormonu w migzszu raka
umozliwita wyodrebnienie hormonu (28, 58), a nastepnie ustalenie jego
sekwencji aminokwasowej (59). Kolejnym krokiem byto przeprowadzenie
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Rys. 1. Zawarto$¢ kalcytoniny w chorobowo zmienionych tarczycach cztowieka
(wg 53)
Zawarto$¢ hormonu podano w mj MRC w przeliczeniu na mg suchej masy odtluszczonego
proszku tarczycy

jego syntezy (77). Ze wzgledu na to, ze badania kalcytoniny u cztowieka
ograniczaty sie wtasciwie wytacznie do przypadkéw raka, powaznego zna-
czenia nabiera wykrycie nowej jednostki chorobowej — gruczolaka, kt6-
rego macierza sg réwniez syntetyzujgce ten hormon komorki C tarczycy
(8). W migzszu gruczolaka wykryto obecno$¢ fluorogennych amin (7)
a oznaczenie zawartosci kalcytoniny (53) ujawnito (rysunek 1), ze prze-
kracza ona okoto 600 razy zawarto$¢ hormonu w migzszu wola toksycz-
nego oraz okoto 60 razy zawarto$¢ w wolu koloidowym. Opracowano po-
nadto metode wyodrebniania hormonu z chorobowo zmienionych tarczyc
cztowieka (54).

W ostatnich latach zainteresowanie strukturg kalcytoniny rozciggneto
sie na inne gatunki zwierzat. Oczyszczono kalcytonine wotu i ustalono jej
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strukture (15). Na szczeg6lng uwage zastugujg przeprowadzone ostatnio
badania w ciatkach skrzelopoehodny¢h (tac. corpora ultimobranchialia)
nizszych kregowcéw. Jak wiadomo (20, 45, 66, 67, 79) kalcytonina wytwa-
rzana jest przez komarki C, ktére u ssakdw zlokalizowane sg w tarczycy,
natomiast u cztowieka w tarczycy, grasicy i przytarczycach (36). Komorki
te ewolucyjnie pochodza z tukdéw skrzelopochodnych — corpora ultimo-
branc¢hialia, przy czym u nizszych kregowcow, w tym takze u ryb, cialka
skrzelopochodne tworzg osobny narzad (23, 27, 56, 87). Wiasciwos¢ te wy-
korzystali 0'D or, Parkes i Copp (62), ktéorzy w toku prowadzo-
nych prac poréwnawczych wyizolowali kalcytonine z ciatka skrzelopo-
chodnego tososia (62) i ustalili jej strukture pierwszorzedowsa (60).

W tablicy 1 przedstawiono strukture pierwszorzedowg czasteczek kal-
cytoniny wyizolowanej z tarczycy wotu, $wini, raka hialinowego tarczycy
cztowieka oraz ciatka skrzelopochodnego tososia. Cechy wspdlne dla oma-
wianych polipeptydoéw dotyczg ogolnej liczby 32 aminokwasow, jednako-
wej we wszystkich przypadkach, zwigzanego z N-kohicem mostka dwu-
siarczkowego cysteiny (1—7) oraz wspdélnej dla wszystkich preparatéw
lokalizacji amidu proliny jako ugrupowania C-koncowego. Na uwage za-
stuguje podobne ugrupowanie N-konca polipeptyddéw. Dziesie¢ aminokwa-
sow N-konca jest jednakowych w przypadku kalcytoniny Swini, wotu i fo-
sosia, a w przypadku cztowieka sg one identyczne az w siedmiu pozy-
cjach tancucha polipeptydowego.

Kalcytonina wotu jest zblizona budowg do kalcytoniny z tarczycy $wi-
ni (rézni siie tylko w trzech pozycjach tancucha), natomiast najbardziej
zblizona do kalcytoniny cztowieka jest kalcytonina tososia podobna do
ludzkiej w pietnastu pozycjach.

Najbardziej widoczne r6znice w strukturze pierwszorzedowej doty-
czg czesci srodkowej polipeptyddéw oraz ugrupowania C-konfca tancucha.
Niemniej i w tych ugrupowaniach mozna zauwazy¢ pewne regularnosci.
Reszty hydrofobowe tyrozyny, leucyny i fenyloalaniny rozmieszczone sa
w regularnych odstepach (pozycje 4, 9, 12, 16, 19 i 22), a rozmieszczenie
grup kwasnych i zasadowych wykazuje réwniez pewne prawidtowosci.
Aminokwasy kwasne wystepuja w pozycjach 15 lub 30, natomiast zasa-
dowe w pozycjach 11, 14, 18 i 21. Nieobecno$¢ odpowiedniego aminokwa-
su tgczy sie z jego podstawieniem przez aminokwas obojetny.

Jak ujawnity badania poréwnawcze, ré6znicom w budowie polipepty-
dow odpowiadajg rowniez roznice w ich aktywno$ci biologicznej. Szcze-
golnie interesujace wydaje sie stwierdzenie wysokiej aktywnosci biolo-
gicznej kalcytoniny z ciatka skrzelopochodnego tososia. Aktywno$é wia-
$ciwa kalcytoniny z tososia (3000 MRC/mg biatka) przekracza okoto 20
razy aktywno$¢ wiasciwg kalcytoniny Swini, czlowieka i wotlu. Wysokiej
aktywnosci towarzyszy ponadto przedtuzone obnizenie poziomu wapnia
wystepujace po podaniu hormonu (rysunek 2). Mechanizm wspomnianych
efektéw nie jest znany. Na uwage moze zastugiwa¢ wiekszy rozmiar czg-
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steczki kalcytoniny tososia, co znajduje swoje odzwierciedlenie w szyb-
szej jej elucji z kolumn, Sephadex w poréwnaniu z kalcytoning z innych
zrodet (25), oraz w wiekszym stopniu uwodnienia czgsteczki (39).
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Rys. 2. Spadek poziomu wapnia w surowicy krwi krélika (wg 25) po dozylnym po-
daniu 10 MRC kalcytoniny $wini (O--—-- O) lub kalcytoniny tososia (¢ ------ *)

I1. Wiasciwosci immunologiczne hormonu

Dzieki ustaleniu ro6znic w budowie kalcytoniny z réznych gatunkéw
zwierzat, w nowym Swietle przedstawity sie badania immunologiczne
prowadzone w ukiadach heterogennych (19, 41, 44, 45, 86). Badania lat
ostatnich (44, 48, 86), w ktdrych zastosowano technike radioimmunologicz-
ng i homogenne preparaty hormonu, wykazaty, ze réznogatunkowe czga-
steczki kalcytoniny maja réwniez r6zne centra antygenowe. W toku kla-
sycznej préby radioimmunologicznej w ustalonych dla standardu kalcy-
toniny warunkach preparat badany wspétzawodniczy ze standardem
o centrum antygenowe specyficznych, skierowanych w stosunku do nich
przeciwciat. Zasada metody polega na okresleniu stopnia hamowania wig-
zania sie przeciwciata ze znakowanym radioaktywnym jodem standardem,
przez odpowiednie stezenia preparatu badanego. Postepowanie to umozli-
wia iloSciowe okre$lenie stezenia preparatu badanego.

W przeprowadzonych przez Tashijana i wsp. (86) badaniach cen-
trum antygenowego kalcytoniny zastosowano homogenne preparaty hor-
monu $wini, odpowiednie ugrupowania polipeptydowe i ich analogi. Ozna-
czenie inhibicji wigzania sie przeciwciat z natywng znakowang jodem
czasteczkg kalcytoniny przez odpowiednie ugrupowania polipeptydowe
pozwolito na ustalenie sekwencji aminokwaséw istotnych dla aktywnosci
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immunologicznej hormonu. Strukture polipeptydoéw zastosowanych przez
autorow w badaniach centrum antygenowego kalcytoniny $wini przedsta-
wiono w tablicy 2. Przeprowadzone oznaczenia ujawnity, ze ugrupowanie
centrum zwigzane jest w gtéwnej mierze z sekwencjg aminokwasow zlo-
kalizowanych w czasteczce hormonu w pozycjach od 17—25. Chociaz dla
wywotania odczynu immunologicznego istotng jest prawdopodobnie obec-
no$¢ catej czasteczki hormonu, to bardziej czynny okazat sie C-koniec
polipeptydu (86).

Tablica 2
Polipeptydy o budowie podobnej do kalcytoniny $wini zastosowane w badaniach
radioimmunologicznych wg (86)

Sekwencja aminokwasow Pochodzenie
H (1—32) NH2 naturalne
H (1—25) NH2 syntetyczne
H (1—16) NH2 syntetyczne
H (1—9) OH syntetyczne
H (10—29) NH 2norleu2s syntetyczne
H (8—22) OH syntetyczne
H (15—21) naturalne (po hydrolizie enzymatycznej)
H (22—32) %

Podobny typ doswiadczen dotyczacych kalcytoniny cztowieka przepro-
wadzili Byfield i wsp. (22) oraz Dietrich i Rittel (31).
Wspomniani autorzy sadza, ze ugrupowanie antygenowe czasteczki kalcy-
toniny ludzkiej znajduje sie w czesci Srodkowej polipeptydu pomiedzy
13— 18 aminokwasem (22, 31), przy czym, podobnie jak w przypadku kal-
cytoniny ze Swini, aktywno$¢ immunologiczna zwigzana jest réwniez
z C-koricem polipeptydu. Dietrich i Rittel (31) na podstawie ba-
dan z analogami polipeptydowymi wskazujg ponadto na istotng role ugru-
powania amidowego C-konica taincucha dla badanego odczynu. Fakt, ze
odpowiednie odcinki tancucha kalcytoniny $wini i cztowieka uczestniczace
w gtownej mierze w odczynach immunologicznych majg sekwencje znacz-
nie réznigce sie miedzy sobg, moze stanowié¢ wytlumaczenie wystepuja-
cych w tych przypadkach negatywnych odczynéw krzyzowych.

Byfield i wsp. (22) zastosowali w roli antygenu natywne prepa-
raty kalcytoniny wyizolowane z raka hialinowego tarczycy cztowieka, na-
tomiast odpowiednie ugrupowania polipeptydowe otrzymywali przez tra-
wienie preparatu hormonu enzymami proteolitycznymi. Dietrich
i Rittel (31) wykorzystali preparaty syntetyczne o strukturze odpowia-
dajacej kalcytoninie wyizolowanej z raka, a odpowiednie fragmenty po-
lipeptydowe otrzymali na drodze syntezy.

Kontrowersyjne w pewnej mierze wyniki uzyskano w pracowni
Pollsa (30, 47, 68) gdzie otrzymano w surowicy krélika przeciwciata
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skierowane przeciwko czasteczce kalcytoniny $wini, aktywne wobec kal-
cytoniny owcy, wotu i cztowieka. Wystepujace w tych przypadkach od-
czyny krzyzowe autorzy tlumaczg uzyskaniem przeciwciat skierowanych
w stosunku do N-koncowego ugrupowania polipeptydow charakteryzu-
jacych sie podobng sekwencja aminokwaséw. Trudne do pogodzenia z ty-
mi obserwacjami wydaje sie doniesienie Brew er a (14) o tym, ze na
obecno$¢ odczynu immunologicznego nie wywiera wptywu rozbicie wig-
zania dwusiarczkowego istotnego dla konfiguracji N-konfca polipeptydu.

Waga jaka przywiazuje sie do identyfikacji kalcytoniny w tkankach
cztowieka jest zwigzana z powaznym zapotrzebowaniem diagnostycznym.
Dotychczas istotng role spetniaty w tym wzgledzie techniki morfologiczno-
-histochemiczne (32, 38, 78). Badania lat ostatnich rozszerzyty sie o ba-
dania zawartosci hormonu w tkance (1, 52, 53) oraz w krwi krazacej (81,
82), a ostatnio czynione sg réwniez préby zastosowania w tym celu czul-
szych technik immunofluorescencyjnych. Wsréd nielicznych prac na ten
temat na szczegdélng uwage zastuguje doniesienie Kaliny i wsp. (44)
ze wzgledu na zastosowanie przez autorow syntetycznej kalcytoniny czlo-
wieka jako antygenu. Pordwnanie odczynu immunofluorescencyjnego,
Swiadczacego o obecnosci syntetyzujgcych kalcytonine komdrek C, z da-
nymi uzyskanymi przy zastosowaniu mikroskopu elektronowego ujawni-
to brak réwnolegtosci przy ich ilosciowej ocenie. Odczyn immunofluores-
cencyjny nie wystepowat w grasicy i przytarczycach, natomiast w tar-
czycy liczba komdrek C wykryta przy jego pomocy wydawata sie znacz-
nie zanizona w poréwnaniu z danymi uzyskanymi w mikroskopie elek-
tronowym (13). Nie wyjasniono czy brak odczynu zwigzany jest z réoz-
nicami czynnoSciowymi komoérek, zamaskowaniem centrum antygenowe-
go, czy tez réznicami w budowie hormonu. Nie ma bowiem dotychczas od-
powiedzi na pytanie, w jakim stopniu struktura hormonu wyizolowanego
z tkanki rakowatej jest reprezentatywna dla struktury kalcytoniny syn-
tetyzowanej w normalnej tarczycy czlowieka.

Na uwage zastuguja badania kinetyczne wptywu bodZzcéw wydzielni-
czych w postaci wysokich stezeri soli wapnia na obraz morfologiczny ko-
morek C. Jak ujawnity badania w mikroskopie elektronowym komorki C
tarczycy reagujg zaréwno in vivo (49, 80, 83) jak i in vitro (21, 65) na
zmiany poziomu wapnia i magnezu. Do proliferacji komdérek C prowadza
stany hipokalcemii, natomiast odmienne obrazy zaobserwowano w hiper-
kalcemii. Komodrki sg wtedy powiekszone, obserwuje sie w nich obnize-
nie odczynéw histochemicznych, co w potaczeniu z wyrazng degranulacja
przemawia za wzmozong sekrecjg hormonu (18, 49, 50, 55, 80, 93).

Skorelowanie wspomnianych badain z testami radioimmunologicznymi
umozliwito ustalenie wptywu podawanych w postaci kroplowki soli wap-
nia na poziom krazacej w krwi kalcytoniny. Przeprowadzone u krélika
(47) oznaczenia wskazujg (rysunek 3), ze kalcytonina jest utrzymywana
na statym poziomie.

8 Postepy Biochemii
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Podwyzszenie poziomu wapnia powoduje natychmiastowe wzmozenie
jej sekrecji, co znajduje odbicie przy oznaczaniu jej poziomu w krwi kra-
z3cej. Stata sekrecja kalcytoniny wraz z mozliwo$cig zwiekszenia jej po-
ziomu w zaleznosci od stezenia soli wapnia stanowi uzupetnienie zna-
nych efektéw dziatania parathormonu, umozliwiajac precyzyjng regula-
cje homeostazy wapniowej.
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Rys. 3. Wplyw kropléwki zawierajgcej dekstroze (A i D) lub sole wapnia (B-140
mg/kg/godz.; C-420 mg/kg/godz.) na poziom wapnia i kalcytoniny w surowicy Kkrwi
krélika (wg 47)

I1l. Poglady na mechanizm dziatania kalcytoniny

W poprzedniej pracy przegladowej (51) wspomniatem o dwuprzeno-
$nikowej hipotezie Sutherlanda i wsp. (84) stanowiacej hipoteze ro-
boczg dla wyjasnienia mechanizmu dziatania kalcytoniny. Wedtug niej
hormon jako tzw. ,pierwszy przenos$nik informacji” dziiata na metabolizm
komérki za posrednictwem tzw. ,drugiego przenos$nika” — cyklicznego
AMP. Badania lat ostatnich potwierdzity istotng role cyklicznego AMP
w czynnosci szeregu hormonéw (25, 75, 85). Zwrocono zwilaszcza uwage
na fakt, ze specyficzno$¢ dziatania hormonu zwigzana jest z jego powi-
nowactwem do okre$lonej specyficznej cyklazy adenylowej — enzymu
Zlokalizowanego w bionie komorkowej i uczestniczacego w syntezie cy-
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klicznego AMP. Powinowactwo hormonu do specyficznych, zlokalizowa-
nych w okre$lonych komérkach cyklaz adenylowych stanowitoby wiec
wytlumaczenie jspecyficznego dziatania hormonu na okre$lone narzady.
Na przyktad epinefryna powoduje synteze cyklicznego AMP w komor-
kach watrobowych (29), natomiast na dziatanie parathormonu wrazliwe
sg komorki kanalikéw nerkowych (2).

Nowy element istotny dla mechanizmu regulacji hormonalnej wykryli
w swoich badaniach Rasmussen i Tenenhouse (71, 72, 73). Au-
torzy ci zwrdcili uwage na role jonow wapnia jako dodatkowego czynnika
zwigzanego z czynnoscig szeregu hormonow, a miedzy innymi parathormo-
nu i kalcytoniny. Spostrzezenia te znalazty potwierdzenie w pracach Sut -
herlanda i wsp. (75, 85), ktérzy stwierdzili, ze in vitro brak jonéw
wapnia w badanym uktadzie powoduje zaburzenia prawidtowej czynnoSci
hormonalnej. Synteza cyklicznego AMP nie ulega zmianie w tych przy-
padkach (89, 94).

Parathormon Kalcytonina _ - Teofilina
~= _Imidazol
+y &

cyk,aza-—-——'——'Fosfodwuester za
adenylowa

Izoproterenol

ATP-j-» Cykliczny AMP | —= SAMP

Aktynomycyna D
N 1
\

Komérka kostna —
Synteza

Enzymy
lizosomalne

l

Wyrzucanie wapnia

Lizosom

Schemat 1. Hipotetyczny mechanizm dziatania parathormonu i kalcytoniny w ko-

moérce kostnej (wg 92)
Linig ciagta zaznaczono aktywacje, liniag przerywang — inhibicje

Punktem wyjscia rozwazan o mechanizmie dziatania kalcytoniny
w biochemicznej regulacji homeostazy wapnia bylo wykrycie przez
Chase’a iwsp. (24) wptywu parathormonu na zwiekszenie stezenia cy-
klicznego AMP w moczu. Przy zatozeniu, ze parathormon zwieksza resorp-
cje wapnia z tkanki kostnej za posrednictwem cyklicznego AMP, funkcje
kalcytoniny starano sie powigza¢ badz z zahamowaniem syntezy tego nu-
kleotydu, bgdz z przyspieszeniem jego inaktywacji w komdrce. Poniewaz
fosfodiesteraza katalizuje hydrolize cyklicznego AMP, nie uwiefAczone osta-
tecznie powodzeniem poszukiwania dotyczyty w gtéwnej mierze bezpo-
$redniego wptywu kalcytoniny na czynno$¢ wspomnianego enzymu (90, 91,
92) (schemat 1).

g
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Do wyjasnienia tego zagadnienia przyczynito sie dopiero zsyntetyzo-
wanie dwumaslanowej pochodnej cyklicznego AMP, niewrazliwej na czyn-
nos$¢ fosfodiesterazy (88). W toku przeprowadzonych badan stwierdzono, ze
zarowno cykliczny AMP jak i jego dwumaslanowa pochodna wywieraja
podobny wptyw na metabolizm komdérek kostnych jak parathormon. Ob-
serwowana w tych przypadkach zwiekszona resorpcja tkanki kostnej byta
zahamowana przy réwnolegtym podawaniu badanym zwierzetom kalcyto-
niny. Fakt, ze hamujace dziatanie kalcytoniny wystepowato rowniez, gdy
resorpcje wywotano podaniem niewrazliwej na hydrolize dwumaslanowej
pochodnej cyklicznego AMP, nasuwa wniosek, ze punkt uchwytu dziata-
nia kalcytoniny nie jesrt zwigzany ani z etapem syntezy cyklicznego AMP
ani tez nie dotyczy etapu jego inaktywacji. Bezposrednich dowodéw stusz-
nosci tego rozumowania dostarczyli Chase i Aurbach (2), ktorym
udato sie stwierdzi¢, ze pod wptywem parathormonu nastepuje zwieksze-
nie syntezy cyklicznego AMP w komérkach tkanki kostnej, przy czym na
wzrost tej syntezy nie wptywa obecnos$é kalcytoniny w badanym $rodowi-
sku (tablica 3).

Tablica 3
Wplyw parathormonu i kalcytoniny na poziom cyklazy adenylowej wg (2)

Poziom cyklicznego

Sktadniki dodane do mieszaniny reagujacej .
3\ 5’-AMP w m ~molach/mg biatka

Bez dodatkéw 191,9
Kalcytonina 194,0
Parathormon 328.4
Parathormon+ kalcytonina 325,0

Borle (10, 11), badajgc kinetyke metabolizmu wapnia w hodowli ko-
madrek Hela, stwierdzit wystepowanie dwoch odrebnych puli wapnia ko-
morkowego o réznych witasciwosciach i kinetyce wymiany z wapniem ze-
wnatrzkomorkowym. Wapn puli zwiazanej ze $ciang komdrkowa stano-
wi okoto 90% wapnia zwigzanego przez komaérke i ulega intensywniejszej
wymianie z wapniem zewnatrzkomdrkowym. Pule te udaje sie usungt
przez trawienie $ciany komorkowej trypsyng i dziatanie EDTA, co z kolei
umozliwia przesledzenie witasciwosci tzw. puli wapniowej wewnatrzko-
morkowej. Niewrazliwos$¢ transportu wapnia do puli wewnatrzkomérko-
wej na warunki beztlenowe i inhibitory metaboliczne, jak DNP i kwas
jodooctowy, jak réwniez przeprowadzone rozwazania termodynamiczne
sktonity Borle’a do wysuniecia wniosku o biernym charakterze badanego
transportu. Natomiast szczegdlnie istotne dla prowadzonych rozwazah
wydaje sie stwierdzenie przez Borle’a bezposredniego wptywu parathor-
monu na zawarto$¢ wapnia w puli wewngtrzkomorkowej, przy jednoczes-
nym braku wplywu na pule zwigzang ze $ciang komorkowg (rysunek 4).
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Na podstawie przeprowadzonych badan autor wysungt hipoteze o bezpo-
Srednim wplywie parathormonu na bierny transport wapnia do komorki.
Badania nad wptywem parathormonu na transport wapnia w komaérkach
nerkowych uzyskanych z nerki malpy potwierdzajg te hipoteze (12).
Rozszerzeniem do$wiadczeh Borle’a staty sie przeprowadzone przez N a -
gate i Rasmussena (57) doSwiadczenia ze szczurami, ktorym ope-
racyjnie usunieto tarczyce i przytarczyce. Zastosowanie takiego modelu

a) agl b)
P 3 I o —_ o
= =
3 é’ k]
£ 1 By ]
5| ! . : -
g 3 g
g &
z =04 I -
= o X 1
£ E Q 4
= =
21 - o
£ § 0 -
~ N
1 1 } | !
0 10 20 0 10 20
Stezenie wapnia (MM) Stezenie wapnia (MM)

Rys. 4. Wplyw parathormonu na zuzycie wapnia przez komoérki HelLa (wg 11)
a — komorki nietkniete, b — komérki poddane trawieniu enzymami proteolitycznymi
O — kontrola. « — dodatek parathormonu (5 ~g/l ml)

doswiadczalnego umozliwia bezposrednie przesledzenie wptywu podawa-
nego parathormonu i kalcytoniny na skutek wyeliminowania ich zrédet
endogennych. Autorzy ci po podaniu parathormonu stwierdzili wzrost
zawartosci izocytrynianiu i obnizenie a-ketoglutaranu, natomiast *efekt
przeciwny wystepowat po podaniu EGTA. Na podstawie uzyskanych wy-
nikbw wysunieto wniosek, ze zaobserwowane efekty zwiazane sg z za-
hamowaniem aktywnosci kinazy pirogronianowej i dehydrogenazy izo-
cytrynianowej, enzyméw szczeg6lnie wrazliwych na obecno$¢ jonéw wap-
nia. Wptyw parathormonu, wyrazajacy sie zwiekszeniem stezenia jondw
wapnia, powodowatby zahamowanie aktywnosci obu enzymdw, co z kolei
odzwierciedla sie nagromadzeniem odpowiednich metabolitow.

W dalszych doswiadczeniach Tenenhouse, Rasmussen
i Nagata (88) poddawali tkanke nerek dziataniu kolagenazy i hialuro-
nidazy w wyniku czego uzyskiwali tysigce kanalikéw nerkowych. lzolo-
wane w taki sposéb kanaliki nerkowe wykazywatly zdolno$¢ do syntezy
glukozy, przy czym jako substrat mogty byé wykorzystywane mleczan,
kwas pirogronowy lub onketoglutaran. Proces ten byt przyspieszany za-
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rbwno przez parathormon jak i sole wapnia, niemniej brak soli wapnia
eliminowal efektywnos$¢ dziatania parathormonu. Niezaleznie od wyste-
powania czy tez braku soli wapnia, efektem dziatania parathormonu byta
synteza cyklicznego AMP w badanym uktadzie doswiadczalnym. Dodatek
cyklicznego AMP jak réwniez jego dwumaslanowej pochodnej do tego
uktadu stymulowat glukoneogeneze, przy czym, podobnie jak w przy-
padku parathormonu, efekt ten byt wyraznie uzalezniony od obecnosci
jonéw wapnia (rysunek 5). Pobudzajacy glukoneogeneze poziom wapnia

130 EGTA CaCl-
01 mv 0,05 0,25 25

2 120
g 110
S
S

100

EU
Parathormon
90 Dwumaslanowa pochodna cyklicznego 3',5'- AMP

Rys. 5. Wplyw parathormonu i pochodnej cyklicznego AMP na glukoneogeneze ka-
nalikéw nerkowych (wg 8)
Wyniki podano w ¢+ wartos$ci kontroli obliczanej dla kazdego z badanych stezen wapnia

wewnatrzkomadrkowego madgt ulec podwyzszeniu badz przez zwiegkszenie
stezenia wapnia zewnatrzkomorkowego badz przez podanie parathormo-
nu. Robocza hipoteza, w oparciu o ktdrg przeprowadzono wspomniane
badania zaktada, ze parathormon jednocze$nie stymuluje synteze cyklicz-
nego AMP i zwieksza wychwytywanie wapnia przez komoérke. Podwyz-
szony wewnagtrzkomoérkowy poziom cyklicznego AMP powoduje nato-
miast obserwowane efekty metaboliczne na drodze aktywacji enzymow
oraz zmian wewnatrzkomdérkowego rozmieszczenia wapnia miedzy orga-
nellami komorkowymi.

Pewnym potwierdzeniem tego toku rozumowania jest wptyw podwyz-
szenia stezenia wapnia wewngtrzkomdrkowego na obnizenie syntezy ko-
lagenu (35), stymulacje syntezy RNA (63) oraz inhibicje akonitazy (43).
Przeprowadzone przez Bor le’e (11, 12) badania przemawiajg za tym,
ze transport wapnia przez Sciang komorkowa do wnetrza komorki jest
procesem biernym, przebiegajacym zgodnie z kierunkiem elektrochemicz-
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nego potencjatu. Ten bierny przeptyw wymaga niewatpliwie interakcji
z czesSciami sktadowymi biony komérkowej podobnie, jak w przypadku
przenikania jonéw Na+ przez Sciane komdrkowg. Wydaje sie, ze prze-
puszczalno$¢ jonéw wapnia jest uzalezniona od aktywnos$ci ATPazy réz-
nej od ATPazy wpltywajgcej na przepuszczalno$¢ jondw Na+ i K+.

Pewne dane Swiadcza, ze kalcytonina moze wptywaé¢ na zmiane prze-
puszczalnosci wapnia przez Sciane komdrkowg dziatajagc przeciwstawnie
do parathormonu. Nisbet i Nordin (61) stwierdzili, ze kalcytonina
hamuje wzrost syntezy cytrynianu — procesu zaleznego od obecnosci
parathormonu. Natomiast bardziej bezposrednich dowodéw dostarczyli
Parkinson i Radde (64), ktorzy zaobserwowali, ze w pewnych wa-
runkach kalcytonina wplywa na podwyzszenie aktywno$ci ATPazy za-
leznej od wapnia w cieniach erytrocytow, co w efekcie powoduje zwiek-
szenie aktywnego wydalania wapnia z komorki.

Blona
komdrkowa

KALCYTONINA

R
2+ -
Ca calt
Wapii B Waphh
zewnatrzkomdrkowy E A wewngtrzkomorkowy
3 AT
4
PARATHORMON| J_ |&
=24
N \Cyknczny
2| [AMP=————— -
=
b

MITOCHONDRIUM
MIKROSOM

Schemat 2. Przyjety ostatnio schemat dzialania parathormonu i kalcytoniny (na
podstawie 88)
--------- > transport bierny, ---------> transport czynny, ---------> kontrola dodatnia,---------» kontrola
ujemna

Z tych wzgledéw”™ wydaje sie coraz prawdopodobniejsze, ze przeciw-
stawne dziataniu parathormonu dziatanie kalcytoniny (schemat 2) wigze
sie ze zmiang wymiany wapnia komérkowego przez bezposrednig aktywa-
cje »pompy wapniowej”. Stymulowane przez parathormon nagromadza-
nie sie w komdrce jonéw wapniowych prowadzitoby do zahamowania de-
hydrogenazy izocytrynianowej, wskutek czego nagromadzatby sie kwas
cytrynowy. Nadmiar cyklicznego AMP powodowatby aktywacje fosfory-
lazy klikogenu (75) i zwiekszenie glikolizy. Duze stezenia powstajacego
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w tych warunkach kwasu mlekowego i cytrynowego prowadzitoby do za-
kwaszenia $rodowiska, uwolnienia enzyméw lizosomalnych i w efekcie
do resorpsji szybko wymieniajgcej frakcji mineratéw kostnych.

Otrzymanie homogennych preparatdw z réznych gatunkow zwierzat
oraz tososia umozliwito szersze poréwnanie budowy i wiasciwosci kal-
cytoniny. Rewizji ulegly réwniez poglady na temat mechanizmu dziata-
nia hormonu.

W Swietle powigzania prowadzonych prac z praktycznym ich zasto-
sowaniem w klinice cztowieka szczegblnym zainteresowaniem cieszg sie
badania wysoko aktywnej kalcytoniny wyizolowanej z tososia. By¢ moze,
juz wkrdtce dalsze prace ujawniag czy zwiekszona aktywno$¢ hormonu
uzalezniona jest w tym przypadku od wiekszej efektywnosci receptorow
komdrek kostnych, przediuzenia okresu poétrwania hormonu czy tez od
innych efektow.

Obok zastosowania hormonu jako leku w terapii zmian kostnych (9, 33)
badania obecno$ci kalcytoniny oraz komérek C zyskujg sobie coraz szer-
sze prawo obywatelstwa w diagnostyce chorob tarczycy i onkologicznej.
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EWA SUSKA-BRZEZINSKA *

Enzymatyczna inaktywacja neurohormondéw

Enzymatic Inactivation of Neurohormones

Some possible ways of enzymatic inactivation of neurohormones in the blood
and tissues of man and animais are reviewed.

Droga prowadzgca od biosyntezy do obwodowego efektu dziatania hor-
monu jest procesem ztozonym z wielu etapéw: sekrecji, transportu w to-
zysku naczyniowym i rozprzestrzenienia w organizmie zwigzania z re-
ceptorami narzagdéw docelowych, prowadzacego do efektéw metabolicz-
nych, wreszcie wydalania, potgczonego zazwyczaj z uprzednig inaktywa-
cja tych zwiagzkéw.

W przypadku hormondw peptydowych szczeg6lnie wazng role odgry-
wa inaktywacja na drodze rozerwania labilnego wigzania peptydowego
przez enzymy proteolityczne, lub inaktywacja na skutek dziatania oksy-
doreduktaz.

Peptydowe hormony czeSci nerwowej przysadki mozgowej, jak oksy-
tocyna, wazopresyna i zwiagzki pokrewne, réznig, sie czutoscig na enzy-
matyczng inaktywacje. Te wiasciwosé wykorzystuje sie w badaniach struk-
tury neurohormonéw oraz zwigzku miedzy strukturg a aktywnoscig. Po-
znanie rozmieszczenia w tkankach enzymoéw biorgcych udziat w meta-
bolizmie neurohormonéw, w warunkach normalnych i patologicznych,
nabiera w tym Swietle szczegb6lnego znaczenia. Enzymy moga bowiem
wptywaé zarébwno na poziom neurohormonow w krgzacej krwi jak i na
icK degradacje w tkankach. Pomocne w poznaniu roli i mechanizmu dzia-
tania enzymdéw w metabolizmie neurohormonéw okazaly sie tez synte-
tyczne analogi tych zwiazkow, dzieki ich odpornosci na dziatanie enzy-
mow.

Ze wzgledu na to, ze oksytocyna (I) jest neurohormonem wystepu-
jacym u wszystkich dotychczas badanych gatunkoéw ssakow, na przykta-
dzie jej czasteczki przedstawiono miejsca, w ktorych moze zachodzi¢ en-
zymatyczna inaktywacja.

Zaznaczone we wzorze oksytocyny (I) strzatki wskazujg na miejsca,
w ktérych zachodzi enzymatyczne rozszczepienie czasteczki:
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1. Dziatanie transhydrogenazy lub nieenzymatyczna redukcja mostka
dwusiarczkowego.
2. Oksydaza o-dwufenolowa (EC 1.10.3.1).
Aminopeptydaza cystynowa czyli oksytocynaza (EC 3.4.1.).
4. Chymotrypsyna (EC 3.4.4. 5) — dziatajgca na oksytocyne i wazo-
presyne, lub trypsyna (EC 3.4.4.4.) — inaktywujgca wazopresyne
i pokrewne peptydy.
5. ,Karboksyamidopeptydaza”.
6. Rozerwanie wigzania peptydowego pod wptywem enzymu(éw) ma-
cicy kobiet. £ICO

w

Iy a\ /5

NH + clys—Tyr—neu— Gn— Asn— Cys-Pro-Leu—Gli. NH

2 2AA ' e

i [ nrv

t

1rctAAjIyM k
A

Mozliwosci enzymatycznej inaktywacji oksytocyny sg ograniczone, po-
niewaz grupa amidowa zabezpiecza czasteczke przed dziataniem karbo-
ksypeptydaz (23, 94), a cykliczna struktura powoduje odpornos¢ oksyto-
cyny na dziatanie niespecyficznych aminopeptydaz.

I. Dziatanie enzymoéw oksydoredukcyjnych

Redukcja mostka dwusiarczkowego w czgsteczce oksytocyny zachodzi
przede wszystkim w watrobie (66), nerkach (25) i macicy (6) pod wpty-
wem transhydrogenaz. Powstata na skutek redukcji dwuhydrooksytocyna

JColaM

Oksytocyna + 2 GSH tfans® r°eenaza— » Dwuhydrooksytocyna + GSSG

GSSG+ NADPzred.- /feduktaza glutatiofloWa m ». 2 GSH + NADP

Hm
Schemat 1. Przebieg redukcji oksytocyny (wg 66)

jest zwigzkiem biologicznie nieaktywnym. Enzymem katalizujgcym ten
proces jest transhydrogenaza glutationinsulina (52, 53). Oksytocyna i wa-
zopresyna majg zdolno$¢ zastepowania insuliny w reakcji przenoszenia
wodoru z glutationu. Rychlik (66) badajagc mechanizm tego zjawiska
stwierdzit state utlenianie zredukowanego glutationu w obecnosci oksy-
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tocyny. Dowodem na to byto przejScie dodanego do systemu NADPH2

w NADP w obecnosci reduktazy glutationu (schemat 1).

Dwuetapowy przebieg redukcji oksytocyny jest podobny do przyje-
tego dla insuliny w watrobie. Na S$ciste podobienistwo katabolizmu insu-
liny i neurohormonow wskazuje takze to, ze rozkiad insuliny w nerkach
szczurow jest obnizony w obecnosci oksytocyny (18).

Obecnos$¢ tyrozyny w czasteczce oksytocyny umozliwia utlenienie fe-
nolowej grupy -OH przez oksydaze o-dwufenolowg, przy czym hormon
traci swa biologiczng aktywno$¢. Produktami utlenienia sg pochodne
dwuhydroksy lub chinonowe. Wykazano, ze ekstrakty z przysadki lub
syntetyczne hormony mozna inaktywowaé¢ wyciggiem z ziemniakéw (33)
oraz grzybéw (14, 16), zawierajacym oksydaze o-dwufenolowa.
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e

Il1. Dziatanie enzymow proteolitycznych

1. Oksytocynaza

W 1957 roku Tuppy i Nesvadba (96) wykazali, ze pojawiajacy
sie w surowicy ciezarnych kobiet (28, 29, 105) i matp cziekoksztattnych
(106) enzym inaktywujacy oksytocyne ma zdolnos¢ proteolitycznego rozer-
wania wigzania peptydowego miedzy resztg pot-cystynowg z wolng grupa
aminowa a tyrozyng. Aminopeptydaza ta, nazwana oksytocynazg, powo-
duje utrate wiasnosci biologicznych tak oksytocyny (99) jak i wazopre-
syny (61), przy czym szybko$¢ inaktywacji obu neurohormonéw jest
taka sama (82).

Zrodtem oksytocynazy, wedtug obecnie przyjetego pogladu, jest fo-
zysko (49, 67, 75). Szczegdlnie przemawia za tym fakt, ze oksytocynaza
nie wystepuje u kobiet nieciezarnyct), i u ptodéw. Stezenie enzymu w krwi
koreluje z masg tozyska, przy mnogich cigzach jest wieksze.

Oksytocynazie poswiecono wiele prac i jest to enzym najlepiej pozna-
ny ze wszystkich biorgcych udziat w inaktywacji neurohormonéw. Pro-
wadzone od 1960 roku szerokie badania nad oczyszczaniem oksytocynazy
z surowicy kobiet ciezarnych (10, 38, 61, 78, 81, 82, 98, 99, 111) zakonczy-
ty sie sukcesem, bowiem Y man (110) wyizolowat oksytocynaze z su-
rowicy krwi tozyskowej kobiet, stosujac jako kolejne etapy oczyszczania:
frakcjonowanie etanolem, chromatografie na hydroksyapatycie oraz Sep-
hadex G-200. Enzym ten w stanie czystym ma ciezar czasteczkowy 290 000,
a 44°/o czasteczki stanowig weglowodany (galaktoza, fukoza, galaktozoami-
na, glukozoamina i kwas sialowy). W czesci peptydowej oksytocynazy wy-
stepuja duze ilosci kwasu asparaginowego i glutaminowego, treoniny, se-
ryny oraz proliny. Cze$¢ weglowodanowa zawiera 2 typy tancuchow we-
glowodanowych, potgczonych z polipeptydami poprzez treonine i seryne
wigzaniem O-glikozydowym.

Czasteczka oksytocynazy zawiera 40 reszt kwasu sialowego, ktdry bierze
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prawdopodobnie udziat w konformacyjnych zmianach enzymu przy pff
8,5 (11). Zmiany te nie zachodza, je$li kwas sialowy zostanie usuniety z cza-
steczki oksytocynazy na skutek dziatania a-neuraminidazy. Nie wiadomo,
czy kwas sialowy bierze udziat w tworzeniu kompleksu enzym-substrat,
czy tez jego obecnos$¢ na powierzchni biatka wptywa na rozmieszczenie ta-
dunkéw w czasteczce enzymu, a tym samym na stabilno$¢ kompleksu en-
zym-substrat.

Oksytocynaza jest oporna na dziatanie semikarbazydu, co sugeruje, ze
centrum aktywne enzymu nie zawiera grup > CO (43, 105). Barth
i wsp. (9), po zaobserwowaniu hamowania oksytocynazy dimedonem, roz-
wazajg mozliwos$¢ udziatu grupy aldehydowej w jej centrum aktywnym.
Jak wiele innych peptydaz, oksytocynaza wymaga obecnosci jondw metali
dwuwartosciowych dla swej katalitycznej funkcji (107). Inhibicja za po-
mocg EDTA uznana jest za wiasciwosé odr6zniajagcg oksytocynaze surowi-
cy kobiet ciezarnych od inaktywujacych oksytocyne enzymoéw tkankowych.
Ry den (67) podkreslit jednak, ze test ten nie jest catkowicie pewny, gdyz
enzymy tkankowe sg tez niekiedy hamowane przez EDTA.

Wedlug Sjoholma i Ymana (80) proces degradacji nfeurohor-
monow przy udziale oksytocynazy przebiega w Kkilku etapach:

Tyr - lleu - Gln = Asn - Cys - Pro - Leu - Gli.NH
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a. Rozerwanie wigzania peptydowego miedzy resztg pdt-cystynowg a ty-
rozyng z wytworzeniem dziewieciopeptydu (II).

b. Uwolnienie znakowanej trytem tyrozyny i nieradioaktywnego o$mio-
peptydu (11).

lleu - Gin ¢ Asn - Cys * Pro - Leu - Gli. NH
| "2
S

I
S

|
Cys

c. Rozerwanie dalszych wigzan peptydowych potagczone z uwolnieniem izo-

leucyny i glutaminy.

Enzymatyczna degradacja zakonczona jest utworzeniem sie z oksyto-
cyny pieciopeptydu (IV), a z wazopresyny pieciopeptydu (V).

By¢ moze oksytocynaza bierze réwniez udzial w inaktywacji innych
hormondéw, poniewaz jak wykazali Seelig i Lassen (74), czesciowo
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oczyszczony preparat oksytocynazy wykazuje zdolno$¢ unieczynniania kal-
cytoniny, ktdrej czasteczka od konca z wolng grupg aminowg zblizona
jest do czasteczki oksytocyny. Nie wynika stad jednak, ze oksytocynaza
jest jedynym, czy gtéwnym inaktywatorem Kkalcytoniny.

(‘iys - Pro « Leu - Gli. NH2 fys * Pro ' L|Z "' Gh-NH
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Optimum dziatania oksytocynazy przypada na pH 7,0—7,6 (112), a in-
aktywacja oksytocyny przebiega wedlug reakcji | rzedu (56, 76). Inakty-
wacja oksytocyny jest wprost proporcjonalna do iloSci enzymu w mie-
szaninie inkubacyjnej, natomiast nie zalezy od iloSci hormonu. Sjo-
holm i Yman (80), dziatajagc wysoko oczyszczonym preparatem oksy-
tocynazy na znakowang trytem oksytocyne i wazopresyne, uzyskali war-
tosci statej Michaelisa (Km 051 X10-5 M dla oksytocyny i 1,07X10-5 M
dla wazopresyny.

Oksytocynaza poddana elektroforezie na zelu poliakrylamidowym (79,
110) w pH powyzej 7,2 daje 2 smugi wykazujace aktywno$¢ aminopep-
tydazy cystynowej (CAPi i CAP2. Sq to dwie, r6znigce sie konformacja
formy tego samego enzymu, a nie jak dawniej sgdzono izoenzymy (37, 59,
100). Wolniej wedrujgca w polu elektrycznym CAP2 wystepuje przy fi-
zjologicznych wartosciach pH (7,2 i nizej) i wydaje sie, ze tylko ta forma
enzymu moze mie¢ znaczenie in vivo (79). Forma CAPXposiada mniejszy
tadunek dodatni i przejscie CAP2w forme CAPt spowodowane jest ma-
tymi zmianami konformacji dotyczacymi krotkiego odcinka tancucha po-
lipeptydowego (110).

Wedlug nomenklatury Komisji Enzymowej Miedzynarodowej Unii
Biochemicznej (63) oksytocynaza jest zaliczana do hydrolaz a-aminoacylo-
peptydéw (3.4.1). Nazwa ,0ksytocynaza” jest zastrzezona i powinna by¢
uzywana jedynie w stosunku do aminopeptydazy wystepujacej w krwi
kobiet w czasie cigzy i degradujacej zaréwno oksytocyne jak i wazopre-
syne. Nazwa ,,aminopeptydaza cystynowa” jest troche mylaca, poniewaz
enzym dziata nie tylko na peptydy zawierajgce cystyne.

Wiasciwosci hydrolityczne oksytocynazy w stosunku do szeregu synte-
tycznych substratow wykorzystano dla oznaczania aktywnos$ci tego enzy-
mu. Wprowadzony przez Tuppy i Nesvadba L-cystyno-dwu-P-naf-
tyloamid okazat sie substratem wspotzawodniczacym z oksytocyng (43, 59).
Uwalniana pod wptywem oksytocynazy (3-naftyloamina moze by¢ oznacza-
na, po uprzednim dwuazowaniu, kolorymetrycznie. Jako substraty dla

9 Postepy Biochemii



478 E. SUSKA-BRZEZINSKA 61

oksytocynazy stosowano réwniez amid L-cystynylo-dwu-L-tyrozyny,
zwigzek posiadajgcy N-koncowa dwupeptydowag sekwencje oksytocyny
i wazopresyny (108). Substrat ten jest pod wpltywem oksytocynazy hydro-
lizowany do cystyny i amidu glicyny.

Polecany przez niektérych autoréw (97, 101, 109) L-cystyno-dwu-p-ni-
troanilid jest substratem wygodnym, poniewaz uwalniana po hydrolizie
enzymatycznej nitroanilina, moze by¢ od razu oznaczana kolorymetrycz-
nie, bez sprzegania z innym barwnikiem. BSrankova i wsp. (15) opi-
sali rozktad pod wpltywem surowicy Kkobiet eciezarnych szeregu peptyddéw
zawierajacych S-benzylo-L-cysteine, jak na przykiad S-benzylo-L-cyste-
inylo-leucyna, S-benzylo-L-cysteinylo-tyrozyna, S-benzylo-L-cysteinylo-
-fenyloalanina, S-benzylo-L-cysteinylo-glicyna. Na cze$ciowo oczyszczo-
nym preparacie enzymu autorzy potwierdzili hydrolize powyzszych sub-
stratow (21).

Badania enzymologiczne wykazaty, ze oksytocynaza jest aminopepty-
dazg cystynowa i hydrolizuje wigzanie peptydowe powstate z grupy -NH?2
tyrozyny i grupy COOH N-konhcowej reszty pét-cystynowej lub S-benzy-
lo-L-cystynowej. Jednakze termin aminopeptydaza cystynowg, tak czesto
uzywany w stosunku do oksytocynazy (43, 64, 81, 95), nie wyklucza, ze
inna reszta aminokwasowa z wolng grupg -NH2 moze by¢ uwalniana pod
wptywem enzymu. Stwierdzono, ze oksytocynaza moze hydrolizowaé
P-naftyloamidy szeregu aminokwaséw (58, 96, 98), jak réwniez L-leucyno-
-p-nitroanilid, czy glicyno-dwu-p-nitroanilid. Oksytocynaza jest wiec en-
zymem o bardzo szerokiej specyficznosci w stosunku do syntetycznych
substratow.

2. Chymotrypsyna i trypsyna

Czuto$¢ oksytocyny na proteolityczne dziatanie chymotrypsyny po raz
pierwszy zaobserwowali Croxatto i wsp. (22), a 20 lat pdzZniej po-
twierdzili to Golubow i du Vigneaud (39).

Chymotrypsyna powoduje rozerwanie wigzania peptydowego w dwu
miejscach tancucha peptydowego: miedzy leucyng i amidem glicyny, kté-
ry zostaje uwolniony (8) oraz miedzy tyrozyng a izoleucyng. Jednakze
juz uwolnienie amidu glicyny powoduje utrate biologicznych wiasnosci
oksytocyny. Jak wykazali Pliska i Barth (60), chymotrypsyna
uwalnia amid glicyny z peptydow ztozonych z wiecej niz trzech amino-
kwas6w, natomiast trojpeptydy sa oporne na dziatanie tego enzymu. Zja-
wisko powyzsze jest prawdopodobnie zwigzane z ll-rzedowg struktura
peptyddow.

Wazopresyna jest rowniez inaktywowana przez chymotrypsyne, ktéra
dziata na wigzanie miedzy fenyloalaning a glutaming. Znacznie silniej jest
jednak wazopresyna atakowana 'przez Irypsyne, ktéra rozrywa wigzanie
peptydowe miedzy argining lub lizyng a amidem glicyny (1, 2, 102).
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Oksytocyna jest odporna na dziatanie trypsyny (4) poniewaz nie za-
wiera zasadowych aminokwaséw jak lizyna czy arginina. Stopien uwol-
nienia amidu glicyny z czasteczki wazopresyny pod wptywem trypsyny
jest okoto 500-krotnie wyzszy niz z oksytocyny pod dziataniem chymotryp-
syny (8).

Tak chymotrypsyna jak i trypsyna sg enzymami czesto stosowanymi
do wykrywania obecnosci oksytocyny i wazopresyny lub wazotocyny
w materiale biologicznym (14, 41, 55, 57, 93).

3. ,Karboksyamidopeptydaza”

Pliska i wsp. (62), badajac witasciwosci biologiczne niektérych
analogéw oksytocyny, wykazali, ze majag one aktywno$¢ antydiuretycz-
ng zblizong do oksytocyny. Deaminooksytocyna (VI) ma aktywnos$é bio-
logiczng wyzszg od oksytocyny, a wiec obecnos$¢ koncowej grupy -NH2nie
jest konieczna dla zachowania aktywnosci neurohormonow (20, 50, 105).
Deamino-1-karbaoksytocyna (VII) oraz deamino-l,6-dwukarbaoksytocyna
(VI — zwiagzki, w ktérych atom siarki w mostku dwusiarczkowym de-
aminooksytocyny zastgpiony jest grupg metylenowg — zachowujg witasci-
wosci biologiczne oksytocyny (51, 62). Wynika stad, ze obecno$¢ mostka
dwusiarczkowego nie jest warunkiem koniecznym dla zachowania biolo-
gicznych wiasnosci neurohormonow (65, 73).

(f[lz- CH5 CO - Tyr —lleu - Gin - Asn - Ciys- Pro - Leu - Gli. NH
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CH -— — CH
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Deaminooksytocyna nie jest inaktywowana przez aminopeptydazy (39),
natomiast dwa pozostate analogi sg oporne zaréwno na dziatanie amino-
peptydaz jak i reduktaz mostka dwusiarczkowego. Jednoczes$nie stwier-
dzono (7, 88), ze analogi te unieczynniane sg przez homogenaty tkanek
zwierzecych, szczegdlnie nerek i watroby oraz pecherza zaby (36). Cza-1
steczka oksytocyny musi by¢ wiec jeszcze atakowana w innym miejscu.



480 E. SUSKA-BRZEZLRNSKA 8]

Glass i wsp. (35), badajgc inaktywacje oksytocyny i deaminooksyto-
cyny przez cze$ciowo oczyszczony homogenat macicy, stwierdzili enzyma-
tyczne rozszczepienie wigzania peptydowego miedzy leucyng w pozycji 8
a amidem glicyny w pozycji 9. Poniewaz enzym ten nie inaktywuje 8-ar-
ginino-wazopresyny i 8-lizyno-wazopresyny, musi on by¢ czuly na obec-
nos¢ leucyny w czasteczce oksytocyny i mie¢ witasnosci endopeptydazy.

Stosujagc chromatografie na DEAE-celulozie, wysalanie (NH42504, s3-
czenie molekularne na Sephadex G-150, G-25 i G-50, K oida i wsp. (54)
wyizolowali z nerek szczur6w enzym rozszczepiajacy w czasteczce oksyto-
cyny wigzanie peptydowe miedzy leucyng a amidem glicyny. Oczyszczo-
ny enzym ma wiasnosci ,karboksyamido-peptydazy” i byé moze odgrywa
wazng role w regulacji aktywnosci neurohormonoéw in vivo.

I11. Inaktywacja neurohormonéw u cztowieka

Neurohormony uwolnione do krwiobiegu nie maja zdolnosci przenika-
nia do erytrocytdw, lecz pozostajg w plazmie. Okres pottrwania egzogennej
oksytocyny u mezczyzn wynosi mniej niz 1 minute (32), natomiast u kobiet
ciezarnych waha sie od 1,2 do 4 minut (40). Stosujgc oksytocyne znakowa-
ng trytem (zawierajacym L-3-H-tyrozyne) Ryden i Sjoholm (68, 69)
stwierdzili, ze okres pottrwania oksytocyny w krwi kobiet nieciezarnych
wynosi okoto 4,5 minuty, przy czym uzalezniony jest od czynno$ci hormo-
néw piciowych— estrogeny hamuja, a gestageny przyspieszajg jej zanik.

Inaktywacja neurohormondw u cztowieka zachodzi nie tylko pod wpty-
wem oksytocynazy, ktora wystepuje tylko u kobiet w okresie cigzy; duzg
role odgrywajg w tym procesie enzymy znajdujgce sie w tkankach, a szcze-
g6lnie w watrobie i nerkach. Gonzalez-Panizza i wsp. (40), sto-
sujgc makroinfuzje oksytocyny u nieciezarnych kobiet stwierdzili, ze oko-
to 20°/0 podanego hormonu pojawia sie w moczu, podczas gdy u ciezarnych
jedynie niecate 1%. Wskazywato by to na duzy udziat oksytocynazy
w degradacji oksytocyny. Z drugiej strony kobiety nieciezarne i mezczyz-
ni majg okresy poéttrwania hormonu bardzo podobne do kobiet ciezar-
nych — czyli inny mechanizm musi bra¢ réwniez udzial w tym procesie.
Za pomoca analizy polarograficznej produktow rozktadu oksytocyny
stwierdzono, ze w surowicy kobiet nieciezarnych nie zachodzi degradacja
tego hormonu (12).

Inaktywacje neurohormonéw w tkankach moga powodowaé niespe-
cyficzne aminopeptydazy, np. aminopeptydaza leucynowa. Jak wykazaty
badania Bartos$ka i wsp. (13), enzym ten nie dziala na neurohormony
tak diugo, dopdki wystepuja one w postaci cyklicznej (dwusiarczkowej),
jednakze otwarty pod wptywem reduktaz pierScien moze by¢ atakowany
przez aminopeptydaze leucynowg. Nie mozna réwniez wykluczy¢ istnie-
nia w tkankach enzymu typu ,karboksyamidopeptydazy”, dziatajagcego na
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wigzanie peptydowe miedzy 8 a 9-ym aminokwasem w czasteczce oksyto-
cyny. Felicetti i Hanson (30), badajgc w tkankach ludzkich wy-
stepowanie peptydazy rozszczepiajacej dwupeptyd D-leucylo-glicyne wy-
kazali, ze enzym ten w znacznych iloSciach pojawia sie w nerkach, dwu-
nastnicy, jelitach, watrobie, mozgu, $ledzionie i mies$niu szkieletowym.
Enzym wyizolowany z nerek cztowieka scharakteryzowali jako amino-
peptydaze o ciezarze czgsteczkowym miedzy 50 000 a 60 000 (31). By¢ mo-
ze bierze on udziat w inaktywacji oksytocyny. Odpowiednie badania nie
byty dotychczas prowadzone.

Macica kobiet wykazuje do$¢ znaczng zdolno$¢ do inaktywacji oksy-
tocyny (19, 56, 67). Inaktywacja nie zachodzi w warunkach tlenowych, co
wskazywato by na poczatkowg redukcje mostka dwusiarczkowego, a po-
tem na dalszg inaktywacje przypuszczalnie pod wptywem proteaz. Do-
Swiadczenie prowadzone na szczurach (6) wykazato, ze inaktywacja w wa-
trobie i nerkach zachodzi tak w warunkach tlenowych jak i beztlenowych,
natomiast w macicy tylko w warunkach beztlenowych. Sugeruje to istnie-
nie odmiennego mechanizmu inaktywacji neurohormondéw w macicy.
Ostatnie badania Waltera i wsp. (104) rzucity zupetnie nowe Swiatto
na mechanizm unieczynniania oksytocyny przez macice kobiet. Stosujgc
chromatografie na DEAE-celulozie homogenatu macicy kobiet nieciezar-
nych, autorzy uzyskali 2 frakcje wykazujgce zdolno$¢ degradacji oksy-
tocyny. Jedna frakcja miata aktywnosé¢ aminopeptydazowg, natomiast
druga zawierata enzym odszczepiajgcy od oksytocyny dwupeptyd —
amid leucylo-glicyny, co wskazuje na rozerwanie wigzania peptydowego
miedzy proling a leucyng. Rozerwanie czasteczki oksytocyny miedzy
7 a 8-ym aminokwasem nie byto dotad obserwowane i wskazuje na moz-
liwo$¢ unieczynniania neurohormondw w migsniu macicy na innej dro-
dze anizeli w pozostatych tkankach.

IV. Inaktywacja neurohormonéw w organizmach zwierzecych

@] ile u cztowieka i ssakbw neurohormonami produkowanymi przez
podwzgdrze sg oksytocyna i wazopresyna, u nizszych zwierzat, poczagwszy
od smoczkoustych, wyosobniono z uktadu podwzgoérzowo-przysadkowego
5 innych hormondw, rézniacych sie od siebie aminokwasami w pozycji
3,418 W tablicy 1 zebrano wszystkie dotychczas poznane neurohormony.

Ze wzgledu na tatwo$é uzyskania materiatu do badan, znacznie wie-
cej wiemy na temat unieczynniania neurohormonéw u zwierzat niz u czto-
wieka. Poszukiwania oksytocynazy u ssak6éw nie daty rezultatu (26, 72,
107). Hashimoto (43) wykazat nieznaczng aktywno$é aminopepty-
dazy cystynowej u szczuréw, krolikow, swinek morskich i myszy, zwie-
rzat u ktérych oksytocynaza nie wystepuje. W plazmie kobiet ciezarnych
zachodzi Scista korelacja miedzy aktywnos$cig oksytocynazowg i amino-
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peptydazy cystynowej (poziom enzymoéw réznych od oksytocynazy, hydro-
lizujgcych L-cystyno-dwu-(3-naftyloamid jest bardzo niski). U zwierzat
jednak korelacja ta nie musi koniecznie zachodzié.

Do$¢ znaczng aktywno$¢ aminopeptydazy cystynowej wykazano nato-
miast w plazmie krwi ptakéw (27, 34, 43, 86, 87), jednakze wyniki do-
tyczace wystepowania w plazmie ptakéw aktywnosci enzymatycznej in-
aktywujacej neurohormony sg sprzeczne. Suska-Brzezinska (84),
stosujgc test biologiczny na izolowanej macicy szczura in vitro wykazata,
ze plazma kur i kogutéw posiada zdolno$¢ do inaktywacji oksytocyny,

Tablica 1
Ro6znica w budowie chemicznej dotychczas poznanych neurohormonéw
Nazwa Budowa chemiczna Wystepowanie
Oksytocyna hCys—Tyr—IIeu—GIn—Asn—Qiys—Pro-Leu—GIi.NH2 Cztowiek i ssaki
S S
Arginino-
wazopresyna Fen Arg Ssaki (z wyjatkiem $winio-
ksztattnych)
Lizyno-
wazopresyna Fen Liz Swinioksztattne
Wazotocyna Arg Wszystkie kregowce z wy-
jatkiem ssakéw
Mezotocyna lleu Ptaki, ptazy, ryby ptuco-
dyszne
Ichtiotocyna
(izotocyna) Ser lleu Ryby kostnoszkieletowe
Glumitocyna Ser Gin Ryby chrzestnoszkieleto-
we
natomiast Hasan i Heller (42) nie potwierdzajg tej wiasciwosci

plazmy Kkur. Autorzy powyzsi badali rozktad oksytocyny przez plazme
ptakow, poniewaz do niedawna sadzono, ze oksytocyna jest drugim obok
wazotocyny neurohormonem tej gromady. Ostatnia praca Achera
i wsp. (3) zaprzecza istnieniu oksytocyny w podwzgdrzu ptakéw i dowo-
dzi, ze drugim neurohormonem u tych zwierzat jest izoleucyno-8-oksyto-
cyna, czyli mezotocyna. Istotnym jest, ze mezotocyna nie rézni sie od
oksytocyny w tej czesci czasteczki, ktora ulega rozszczepieniu pod wpty-
wem aminopeptydaz.

Rozdzielajgc elektroforetycznie plazme krwi kur na zelu skrobiowym
udato sie stwierdzi¢ (85) obecnos¢ aminopeptydazy o ruchliwosci elektro-
foretycznej oksytocynazy kobiet ciezarnych. Pozwala to przypuszczac, ze
podobny do oksytocynazy enzym wystepuje tez w plazmie ptakow.

Aminopeptydaza cystynowa krwi pojawia sie juz w zyciu embrional-
nym kurczat (89). U zwierzat dorostych poziom enzymu ulega znacznemu
obnizeniu w okresie znoszenia jaja (17), co wskazuje na jego powigzanie
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z aktywnos$cig neurohormonalng podwzgo6rza. Neurohormony sg bowiem
uwalniane do krwiobiegu w czasie tego procesu (83, 90, 91) i dziatajac
kurczagco na miesnie jajowodu utatwiajg zniesienie jaja (70, 71). Obnize-
nie aktywnosci enzymu unieczynniajgcego neurohormony moze mie¢ na
celu umozliwienie im wziecia udzialu w samym procesie zniesienia jaj
i posrednio stanowitoby dow6d o powigzaniu aminopeptydazy cystynowej
z neurohormonami. Wystepowanie w plazmie ptakéw enzymu unieczyn-
niajacego neurohormony jest szczegdlnie zaskakujgce, gdyz nie pojawia
sie on u pozostatych gromad kregowcoéw, z wyjatkiem jednego przedsta-
wiciela gadéw — Natrix rhambiféra (27).

Tkanki zwierzece majg silng zdolno$¢ inaktywacji neurohormondw.
Najczesciej przypisuje sie to dziataniu aminopeptydaz, wzglednie reduk-
cji mostka dwusiarczkowego. W 20 minut po podaniu znakowanej oksy-
tocyny, stezenie radioaktywnosci w nerkach i watrobie jest wyzsze niz
w krwi (5). Inne narzady, tgcznie z miesniem szkieletowym, nie wykazuja
wyzszej radioaktywnosci niz krew. Najwieksze znaczenie w inaktywacji
neurohormonow przypisuje sie nerkom. Praktycznie w 150 sekund po po-
daniu oksytocyna ulega inaktywacji w tej tkance (77). Najsilniej inakty-
wuje oksytocyne warstwa brodawkowa nerek, znana jako miejsce dziata-
nia hormonéw antydiuretycznych.

Oddzielajagc frakcje mitochondrialng od cytoplazmatycznej ho-
mogematu nerek szczuréw, udato sie stwierdzié, ze oksytocyna
jest inaktywowana przez obie frakcje. Analogi oksytocyny — dezamino-
-1-karbaoksytocyna i dezamino-l,6-dwukarbaoksytocyna ulegaty inakty-
wacji jedynie przy inkubacji z frakcjg cytoplazmatyczng (88). Przypisy-
waé to mozna obecnosci we frakcji cytoplazmatycznej endopeptydazy
o0 witasnosciach ,karboksyamidopetydazy” (54) rozszczepiajagcej wigzanie
peptydowe miedzy 8 a 9-ym aminokwasem. W odr6znieniu od oksyto-
cyny, system enzymatyczny inaktywujagcy wazopresyne wystepuje gtéw-
nie we frakcji cytoplazmatycznej (24).

Uwolnienie z czasteczki oksytocyny amidu glicyny, pod wptywem dzia-
tania enzyméw znajdujacych sie w nerkach, zostato potwierdzone w do-
Swiadczeniach in vivo (103). Okoto 50—65°0 radioaktywnos$ci podanej
szczurom dozylnie MC-oksytocyny pojawito sie w moczu w postaci amidu
UC-glicyny. Badania te dowodza, ze dziatanie ,karboksyamidopeptydazy”
stanowi jedng z podstawowych drdg inaktywacji oksytocyny in vivo. Jest
rzeczg interesujacg, ze nerki szczuréw degradujg oksytocyne znacznie sil-
niej anizeli arginino-wazopresyne (54).

Sposob rozszczepienia oksytocyny w watrobie sugeruje, ze enzymem
inaktywujacym moze by¢ aminopeptydaza podobna do aminopeptydazy

t leucynowej (EC 3.4.1.1.) (15,66), chociaz catkowicie odmienna od oksyto-
cynazy. Aminopeptydaza watrobowa inaktywujgca oksytocyne rézni sie
od aminopeptydazy leucynowej tym, ze hydrolizuje amid leucyny bardzo
wolno i nie jest inaktywowana przez EDTA. Z tego tez wzgledu enzym
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wystepujacy w watrobie, czy innych tkankach zwierzecych nie moze by¢
ani dwupeptydaza, ani tez trojpeptydaza.

Zdolno$¢ do inaktywacji neurohormonéw wykazuje réwniez podwzgo6-
rze, co po raz pierwszy wykazano u pséw (45, 46, 47) i krélikow (48). In-
aktywacje te przypisuje sie dziataniu aminopeptydaz, w szczegdlnosci
aminopeptydazie cystynowej, ktérej aktywnosé w podwzgo6rzu i praptasz-
czu kory mézgowej (fac. paleopallium) szczuréw wzrasta po podaniu estro-
gendéw i progesteronu (44, 92). Poziom enzymu w innych cze$ciach moézgu
szczur6w pozostaje po podaniu tych zwiazkéw bez zmian.

Zagadnienie inaktywacji oksytocyny i innych neurohormonéw w tkan-
kach jest wiec bardzo ztozone z uwagi na obecno$¢ niespecyficznych ami-
nopeptydaz, mozliwos¢ redukcji mostka dwusiarczkowego i udziatu endo-
peptydaz. W tych warunkach na neurohormon moze dziata¢ jednocze$nie
kilka enzyméw.
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WIRGINIA JANISZOWSKA *

Biosynteza kardenolidow i bufadienolidéw

Biosynthesis of Cardenolides and Bufadienolides

Biosynthetic pathways of cardenolides and bufadienolides in higher plants are
reviewed.

Kardenolidy i bufadienolidy stanowig grupe naturalnych sterydéw
roslinnych budzacych zainteresowanie zar6wno ze wzgledu na ich struk-
ture jak i wiasnosci farmakologiczne. Kardenolidy, uzywane w dawnych
czasach przez dzikie ludy do zatruwania strzat, obecnie stosowane sg do
leczenia pewnych chordb serca (9, 17, 18, 24, 36, 83). Omawiane zwigzki
wykryto dotychczas u przedstawicieli 12 rodzin roslin, przy czym znaj-
dowano je prawie we wszystkich organach w rdznych ilosciach w zalez-
nosci od wieku rosliny oraz okresu jej wegetacji (37, 42, 49, 63). W ostat-
nich latach nagromadzito sie sporo informacji pozwalajagcych na sformu-
towanie drog biosyntezy tych zwigzkéw.

i h

Kardenolidy i bufadienolidy majg podobng strukture, zawierajg bo-
wiem czteropierscieniowy szkielet sterydowy z grupg hydroksylowg o kon-
figuracji Gprzy atomie wegla C-14 oraz pierscien laktonowy dotgczony do
wegla C-17 (57, 74). Wystepuja one gtownie w postaci glikozydéw, a cza-
steczki cukrow najczeSciej sa dotgczone do grupy hydroksylowej przy we-
glu C-3. Aglikon z czasteczkami cukrow jest potgczony w nastepujacy spo-
s6b:

* Mgr, Instytut Biochemii, Uniwersytet Warszawski, Warszawa
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aglikon-0-/rzadki cukier/* 0-/glukozaly (57).

Kardenolidy (wzér ogélny 1) zawierajg pieciocztonowy a, (3 nienasy-
cony pierScien y-laktonowy, tzw. pierscien butenolidowy, sg wiec stery-
dami CZ Natomiast bufadienolidy (wzor ogdlny IlI), sterydy C24 zawie-
rajg podwdjnie nienasycony szesSciocztonowy pierScien laktonowy, tzw.
pierscien kumalinowy.

R&znice miedzy poszczegélnymi kardenolidami i bufadienolidami po-
legajag na obecnosci réznej ilosci tlenowych grup funkcyjnych i podwoj-
nych wigzan w szkielecie sterydowym oraz roznej konfiguracji podstaw-
nikow przy weglu C-5 (57).

I. Biosynteza kardenoliddw

Juz od dawna wiadomo, ze octan, kwas mewalonowy oraz skwalen sg
prekursorami steroli roslinnych (2, 32, 46, 59, 78, 82). Byto wiec prawdo-
podobne, ze sg one takze prekursorami kardenolidéw. W latach 1964—65
Euw i Reichstein (23) oraz Gros i wsp. (30, 41) wykazali, iz
rosliny Digitalis purpurea przeksztatcajg zarowno |-MC-octan jak
i 2-4UC-mewalonian w kardenolidy poprzez skwalen i nieznany dwudzie-
stosiedmioweglowy zwigzek sterydowy jako metabolity posrednie.

Wiadomo, ze u zwierzat kluczowym posrednikiem w biosyntezie
wszystkich steroli i hormon6éw sterydowych jest cholesterol. Ostatnio
zwigzek ten jest rowniez coraz czeSciej wykrywany zaréwno w roslinach
nizszych (19, 56, 77) jak i wyzszych (4, 8, 20, 38, 39, 44). Co wiecej, wy-
jasniono takze, ze cholesterol lub jego glikozyd ulega w organizmach ros-
linnych dalszym przeksztatceniom do réznych typdw sterydéw (3, 25, 33,
34, 73) lub alkaidow sterydowych (1). Fakty te skitonity réznych badaczy
(4, 30, 41, 48, 49, 66) do wysuniecia przypuszczenia, iz biosynteza karde-
nolidéw zachodzi w nastepujacym ciggu reakcji: octan — mewalonian —
skwalen, ktéry w wyniku cyklizacji dawatby zwigzek posredni CZ7, typu
cholesterolu. Dowodow popierajgcych te hipoteze dostarczyli w 1967 roku
Jacobson i Frey (38), ktérzy wykazali, ze rosliny D. purpurea
przeksztatcajg kwas 2-4C-mewalonowy w cholesterol. Zwigzek ten za-
wierat okoto 30% radioaktywnos$ci frakcji steroli, jakkolwiek wagowo
stanowit zaledwie 3% wszystkich steroli. Ta niezwykle wysoka radio-
aktywnos$¢ specyficzna wskazywata na duzg aktywno$¢ metaboliczng cho-
lesterolu petnigcego role posrednika w biosyntezie steryddéw ros$linnych,
podobnie jak zwierzecych.

Stosujac prekursory takie jak octan lub mewalonian, podawano je
roslinom na drodze niefizjologicznej, mianowicie poprzez todyge liscia.
Tschesche i Lilienweiss (75) wykazali, ze tg samg drogg moz-
na wprowadza¢ glukozyd cholesterolu w przeciwiefAstwie do wolnego cho-
lesterolu czy innych matopolarnych sterydéw nierozpuszczalnych w wo-
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dzie. Metoda ta miata jednak duze ograniczenia, poniewaz glikozydy steroli
nie sg whasciwymi metabolitami biosyntezy, a ponadto w postaci glikozy-
déw mozna podawaé jedynie sterydy zawierajgce grupy hydroksylowe.
Brak metody wprowadzania blizszych prekursorow kardenolidéw nie po-
zwalal na badanie kolejnosci przeksztatcen tych zwigzkéw w roSlinach.
Dopiero Bennett i Heftmann (2) opracowali w 1965 roku metode
wprowadzania do ro$lin in vivo niepolarnych zwigzkéw sterydowych. Po-
lega ona na nanoszeniu na odttuszczony lis¢ niepolarnego prekursora roz-
puszczonego w niepolarnym rozpuszczalniku. Po odparowaniu rozpuszczal-
nika powierzchnie liScia spryskuje sie olejem silikonowym. Autorzy wyka-
zali, ze w takich warunkach okoto 10°/o podanego zwigzku przenika do wne-
trza liscia. Po kilku dniach lub tygodniach zmywa sie pozostaty na lisciu
prekursor, a rosline analizuje.

Opracowanie tej metody bylo punktem wyjsciowym dla intensywnych
badan nad biosyntezg kardenolidow i umozliwito wykrycie posrednich
metabolitow szlaku biosyntezy tych zwigzkéw. W latach 1968— 1970
Wickramasinghe i wsp. (80, 81) oraz Tschesche i wsp. (71)
udowodnili, ze jednym z tych metabolitéw jest rzeczywiscie cholesterol,
gdyz w lisciach D. lanata przeksztatca sie on w kardenolidy. Bennett
i wsp. (6) wykazali, ze ro$liny D. lanata obok cholesterolu przeksztatcajg
takze (3-sitosterol w kardenolidy. Jednak znakowanie kardenolidéw po-
wstatych z cholesterolu jest znacznie wyzsze niz powstatych z (3-sitoste-
rolu, co wskazuje, ze raczej chlosterol niz (3-sitosterol jest prekursorem
lezagcym na gtdwnym szlaku biosyntezy kardenolidéw. Ponadto wykaza-
no, ze cholesterol ulega utlenieniu w roslinach Digitalis do 20a-hydro-
ksycholesterolu, ktoéry rowniez przeksztatca sie w kardenolidy (74, 81).

1. Powstawanie pierScienia butenolidowego

Opierajac sie na znanym fakcie, ze w czasie biosyntezy kwaséw zo6t-
ciowych z cholesterolu u zwierzat zachodzi rozerwanie tanficucha boczne-
go miedzy atomami wegla C-24 i C-25 z jednoczesnym utlenieniem atomu
C-24 do grupy karboksylowej, przypuszczano poczatkowo, ze atomy we-
gla pierscienia butenolidowego i kumalinowego pochodzg z taincucha bocz-
nego cholesterolu (I11). Mianowicie po rozerwaniu tancucha miedzy ato-
mami wegla C-23 i C-24 lub C-24 i C-25 oraz utlenieniu koncowego ato-
mu wegla do grupy karboksylowej nastapitoby wytworzenie pierscienia
laktonowego w wyniku reakcji miedzy grupg karboksylowg a grupag hy-
droksylowa przy weglu C-21 (30, 41). Droga ta wydawata sie prawdopo-
dobna, poniewaz z Chionographis jap6nica wyizolowano lakton o 23 ato-
mach wegla, chiogralakton, razem z chiograsterolami A i B o postulowa-
nej w tym szlaku strukturze (60, 61).

Pierwszych danych wskazujagcych na inng droge powstawania pier-
$cienia laktonowego kardenolidow dostarczyli w 1965 roku Gros i wsp.
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(30, 41). Autorzy ci podajac ro$linom D. purpurea i D. mertonensis
2-UC-mewlonian wykazali, ze cholesterol pochodzacy z tego zwigzku za-
wierat radioaktywne atomy wegla w pozycjach C-I, C-7, C-15, C-22, C-26,
natomiast powstata z niego digitoksygenina (IV) — gtéwny kardenolid
badanych roslin — wprawdzie zawierata wegle 4C w szkielecie sterydo-
wym, ale atom wegla C-22 w pierscieniu butenolidowym, wbrew oczeki-
waniom, nie byt radioaktywny. Z drugiej strony w analogicznym doswiad-

ui

czeniu po podaniu I-MC-octanu jako prekursora, wyizolowano kardenoli-
dy zawierajgce radioaktywne atomy wegla zarobwno w czesci sterydowej
jak i w pierscieniu laktonowym. Ostatnio Wickramasinghe i wsp.
(80, 81) udowodnili na drodze degradacji chemicznej, ze pierScien bute-

H H CH2.COOH
CHoCOSCOA .
17)C-C-C H 20H i*/C—C—CH20H|| — A
X ] ) 1
o JOhT
Pochodna pregnanu Ji— Hydroksykwas
O o)
I o [
H CHC-OH]| H CH—C\,
« \ h2o \oH
—»i7)c- ¢c- ch2oh; 17)0— C — CH?2

Nienasycony kwas Pierscien butenolidowy

Schemat 1. Powstawanie pierscienia butenolidowego

nolidowy kardenolidow wytworzonych w lisciach D. lanata z podwdjnie
znakowanego cholesterolu (trytem w pozycji 7 i 4C w pozycjach 1, 7, 15,
22, 26) nie zawiera atomdéw wegla pochodzacych z tancucha bocznego cho-
lesterolu.

Z przedstawionych powyzej prac wynika, ze w roslinach Digitalis
z octanu poprzez mewalonian powstaje cholesterol, z ktérego po rozerwag-
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niu tancucha bocznego miedzy atomami wegla C-20 i C-22 tworzy sie
dwudziestojednoweglowa pochodna, prawdopodobnie pregnenolon. Nato-
miast donorem atoméw wegla C-22 i C-23 pierScienia butenolidowego byt-
by kwas octowy, najprawdopodobniej w postaci acetyloCoA. Ponadto po-
dajac roslinom Digitalis 21-hydroksypregnenolon stwierdzono, ze proces
powstawania pierScienia laktonowego jest poprzedzony wprowadzeniem
grupy hydroksylowej w pozycje C-21 (67). Do atomu wegla C-20 pochod-
nej pregnenolonowej zostaje dotgczona czasteczka kwasu octowego i po-
wstaje pierScien butenolidowy wedtug schematu 1 (41, 65, 66).

2. Przeksztatcanie cholesterolu w 5 (3-pregnanolon

W ostatnich latach przeprowadzono intensywne badania w celu usta-
lenia struktury metabolitu C2U do ktérego zostaje dotgczony kwas octowy.

Caspi i wsp. (13) udowodnili w 1966 roku, ze ro$liny D. purpurea
moga przeksztatcaé radioaktywny cholesterol do kilku metabolitow, wsrod
ktorych zidentyfikowali pregnenolon. .Juz poprzednio byto wiadomo, iz
zwigzek ten powstaje w pewnych roslinach z cholesterolu (4, 5, 23, 28, 76).
Uzyskany wynik wskazywat, ze pregnenolon jest metabolitem pos$rednim
w biosyntezie kardenolidéw, a przejScie cholesterol -> pregnenolon istot-
nym etapem na drodze biosyntezy omawianych zwigzkéw. Sauer i wsp.
(51, 52) oraz Tschesche iwsp. (69, 75 wykazali, ze pregnenolon lub
jego 3P-glukozyd jest przeksztatcony przez ro$liny D. lanata do karde-
nolidébw. Podobny wynik uzyskali Capsi i Lewis (11), ktérzy po-
nadto sposrdd powstatych z cholesterolu produktéw wyizolowali proge-
steron i wykazali, ze zwigzek ten ulega dalszym przeksztatceniom do
kardenolidéw.

Z przytoczonych powyzej prac wynika, iz rola pregnenolonu w bio-
syntezie kardenolidéw moze by¢ analogiczna do dobrze juz poznanej roli
pregnenolonu w biosyntezie zwierzecych hormondéw sterydowych (21, 35,
62, 64). Wiadomo, ze u zwierzat przejscie pregnenolonu w progesteron
przebiega na drodze utlenienia grupy “-hydroksylowej do 3-ketonowej
i izomeryzacji podwdjnego wigzania A5 do A4 W celu sprawdzenia czy
u roslin uwodorowanie pierScienia B pregnenolonu zachodzi w podobny
sposéb, Caspi i Horn by (10) podawali mtodym roslinym D. lanata
podwojnie znakowany trytem i 14C 3a H, 4 UC-pregnenolon. Wyizolowany
progesteron oraz wszystkie kardenolidy byty znakowane weglem #C w po-
zycji C-4, natomiast nie zawieraty trytu. Utrata atomu 8 z pozycji 3a
wskazuje, ze biosynteza kardenolidéw musi zachodzi¢ poprzez metabolit
posredni o grupie ketonowej w pozycji C-3, najprawdopodobniej proge-
steron.

Dalsze przemiany progesteronu w ro$linach Digitalis badali Ben-
nell i wsp. (7), ktdrzy po podaniu 4-MUC-progesteronu stwierdzili, ze

10 Postepy Biochemii



494 W. JANISZOWSKA (6]

wigcza sie on do kardenolidéw 10 razy lepiej niz pregnenolon, co potwier-
dzito poprzednie sugestie (11), iz jest on blizszym prekursorem omawia-
nych zwigzkéw niz pregnenolon. Ponadto autorzy wyizolowali inne pro-
dukty przemiany progesteronu. Byty to 5a-pregnandion, 5”-pregnandion,
5cc-pregnanolon oraz bardzo stabo znakowany 5f5-pregnanolon. Nie wydaje
sie prawdopodobne, aby 5a-pochodne progesteronu byty posrednikami
w biosyntezie kardenolidéw, poniewaz te ostatnie zawierajg przy atomie
wegla C-5 atom wodoru o konfiguracji 3 Znalezienie tych zwigzkow byto
wiec niespodzianka, lecz ostatnio wykryto 5a-pregnandion i 5a-pregna-
nolon jako metabolity progesteronu w kulturach tkankowych réznych ga-

58—
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Schemat 2. Biosynteza 5|3H-pregnanolonu z cholesterolu

tunkéw roélin, miedzy innymi i D. purpurea (26, 29). Natomiast meta-
bolitem w biosyntezie kardenolidéw jest prawdopodobnie 5”-pregnand-
ion, ktory ulega redukcji do 5|3-pregnanolonu. Autorzy przypuszczaja,
ze niezwykle mata radioaktywnos$é¢ 57-pregnanolonu jest uwarunkowa-
na badz bardzo szybkim metabolizowaniem tego zwiazku, badZz poprze-
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dzajagcym redukcje grupy ketonowej przy C-3 wprowadzeniem grupy hy-
droksylowej w pozycje C-14 szkieletu sterydowego. Podobne badania prze-
prowadzone nad biosyntezg kardenolidow wystepujgcych w Strophanthus
kombé, a réznigcych sie od kardenoliddw roslin Digitalis dodatkowymi gru-
pami tlenowymi w pozycji C-5 i C-19, wykazaty, ze ich prekursorami sg
zaréwno pregnenolon jak i progesteron (53, 54). Co wiecej, wykryto takze
i w tej roslinie 5”-pregnandion, 5(3-pregnanolon oraz dodatkowo 5(3-hy-
droksypregnanolon. Wykrycie tego ostatniego zwigzku jest zrozumiate,
poniewaz w S. kombé wystepuje 5(3-hydroksykardenolidy. Wydaje sie
prawdopodobne, ze w tej roslinie pregnenolon ulega kolejnym przeksztat-
ceniom poprzez 5”-pregnandion, 5f3-pregnanolon do 5(3-hydroksypregna-
nolonu. Ostatnie przejscie wskazuje, ze wprowadzenie grupy 5J3-hydro-
ksylowej nastepuje po redukcji podwdjnego wigzania A4 a poprzedza wy-
tworzenie pierscienia butenolidowego.

Interesujacy jest fakt wystepowania w S. kombé 5a-pregnandionu
i 5a-pregnanolonu. Okazato sie, ze te zwigzki sg przeksztatcane w produkt,
ktéory zidentyfikowano jako uzarigenine — 5a-kardenolid. (55). Uzarige-
nina wystepuje w niewielkich ilosciach w S. kombé i bardzo rzadko w in-
nych ro$linach Strophanthus (43, 50). Tschesche i Snatzke (76)
rowniez znalezli 5a-pregnanolon i uzarigenineg w Xysmalobium undulatum
i sugerowali biosyntetyczng zalezno$¢ miedzy nimi. Przez wiele lat z ro-
§lin wyodrebniano tylko 5|3-sterydy, obecnie coraz czesciej sg wykrywane
5a-pochodne, jest wiec prawdopodobne, ze zwigzki te wystepujg powszech-
nie w Swiecie ro$linnym w bardzo matych iloSciach.

Na podstawie omoéwionych wyzej wynikoéw ustalono kolejno$¢ prze-
ksztalcen pierscienia sterydowego przedstawiong na schemacie 2.

3. Hydroksylacja szkieletu sterydowego

Po ustaleniu kolejnych etapéw prowadzacych do wytworzenia 5 (3-pre-
gnanolonu pozostato do wyjasnienia czy grupy hydroksylowe zostajg
wprowadzone do sterydu C2 przed, czy po wytworzeniu pierScienia bute-
nolidowego oraz wyjasnienie mechanizmu hydroksylacji. SzczegOlnie
istotne jest wprowadzenie grupy 14(3-hydroksylowej, poniewaz wystepuje
ona prawie we wszystkich znanych kardenolidach i bufadienolidach.

W 1968 roku wykazano, ze rosliny D. lanata nie metabolizujg dezoksy-
kortykosteronu, ktéry powinien by¢ przeksztatcany w kardenolidy, gdy-
by najpierw byt wytwarzany pierScien butenolidowy, a nastepnie wpro-
wadzana grupa hydroksylowa (15). Wykazano réwniez, iz A5 24-dezoksy,
14aH-digitoksygenina i 53AXdigitoksygenina nie sg hydroksylowane
przez ro$liny Digitalis (74). Natomiast 3 (3 14 (3-pregnandiol jest przeksztat-
cany in vivo w digitoksygenine, i gigoksygenine ditoksygenine (67).
W Swietle tych wynikéw nie ulega watpliwosci, ze hydroksylacji w pozycji

10*
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C-14 ulega steryd C2 i ze reakcja ta poprzedza wytworzenie pierscienia
butenolidowego.

Mechanizm tej reakcji nie jest dotychczas wyjasniony. Jest to problem
godny uwagi, poniewaz trzeciorzedowa grupa hydroksylowa kardenolidow
przy weglu C-14 ma konfiguracje (3 natomiast prekursory tych zwigzkow:
cholesterol, pregnenolon i progesteron zawierajg w pozycji C-14 atom wo-
doru o konfiguracji a. Zmiana konfiguracji podstawnika trzeciorzedowego
musi by¢ zwigzana ze zmiang konfiguracji pierscienia D szkieletu stery-
dowego. Obecnie wiadomo, ze w czasie procesu hydroksylacji trzeciorze-
dowego atomu wegla wprowadzona grupa hydroksylowa przyjmuje ste-
reochemie istniejgcego poprzednio protonu (14, 16, 21, 22, 31, 47). W mysl
tej reguty w wyniku hydroksylacji pochodnej pregnanu powstawataby
14 a-hydroksypochodna. Zwigzki tego typu wystepuja wprawdzie w Swie-
cie roslinnym, jednak do tej pory z ro$lin syntetyzujacych kardenolidy
nie udato sie wyodrebnié zadnej 24a-hydroksypochodnej pregnanu (27,
45). Ponadto Caspi i Lewis (12) wykazali, ze rosliny D. lanata nie
metabolizujg egzogennego l4a-hydroksyprogesteronu. Wydaje sie wiec
mato prawdopodobne, aby proces hydroksylacji przebiegat poprzez
24a-hydroksyzwigzek. Ostatnio Tschesche iwsp. (72) podali ro$linom
D. lanata znakowany trytem w pozycji 16 i 17 53Alpregnanolon, ktory
jednak réwniez nie byt wigczany do kardenolidéw. Prawdopodobnie wpro-
wadzenie grupy hydroksylowej w tym przypadku nie zachodzi poprzez
wytworzenie przy hydroksylowym atomie wegla podwdéjnego wigzania,
a nastepnie epoksydu, z ktdrego po ataku protonu powstawataby grupa
hydroksylowa majgca inng konfiguracje niz istniejacy poprzednio proton.
Wielu badczy (12, 72, 74) jest zdania, ze w roslinach Digitalis istnieje spe-
cyficzna Mp-hydroksylaza wprowadzajgca grupe, hydroksylowa bezpos$red-
nio w pozycje i4|3-poehodnej progesterenu. Enzymu tego nie udalo sie
do tej pory wyodrebnié. Bytby to mechanizm dotychczas nie spotykany,
gdyz musiatby byé zwigzany z rozerwaniem wigzania C-C w pierscieniu D
szkieletu sterydowego.

Po ustaleniu, ze hydroksylacja przy atomie wegla C-14 zachodzi na
poziomie C2 sterydu, nalezalo wyjasni¢ czy teraz kolejnym etapem jest
wytworzenie pierscienia butenolidowego, a dopiero nastepnym wprowa-
dzenie grup hydroksylowych w pozycje C-12 digoksygeniny lub C-16 gi-
toksygeniny, czy tez kolejnosé tych reakcji jest odwrotna. Aby ustalic,
ktéra z tych drog jest stuszna Tschesche i wsp. (67) $ledzili prze-
ksztatcenia 22-MC-digitoksygeniny. Ulegata ona utlenieniu do digoksy-
geniny, ale nie do gitoksygeniny, co wskazywato, ze hydroksylacja w po-
zycji C-12 jest mozliwa na etapie kardenolidow, natomiast wprowadze-
nie grupy hydroksylowej przy C-16 prawdopodobnie zachodzi na pozio-
mie pregnanu. Do podobnego wniosku doszli ostatnio Varma i Cas-
pi (79) po stwierdzeniu wiaczania 14 @3 16 (3-hydroksyprogesteronu do
gitoksygeniny w lisciach D. lanata. Jednakze w innych pracach Tsche-
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sche i wsp. (69, 70, 72) z jednej strony potwierdzili, iz hydroksylacja
w pozycji C-12 zachodzi na poziomie kardenolidéw, z drugiej strony wy-
kazali mozliwo$¢ hydroksylacji w pozycji C-14 na poziomie progesteronu
po uprzednim wprowadzeniu grupy 22|3-hydroksylowej. Fakt ten suge-
ruje istnienie dwoéch réznych drég powstawania digoksygeniny oraz wska-
zuje, ze cze$¢ enzymoOw biorgcych udziat w biosyntezie kardenolidéw nie
jest scisle specyficzna w stosunku do podstawnikéw w czesci sterydowej
(schemat 3). Natomiast wszystkie dane doswiadczalne dotyczace hydro-
ksylacji przy C-16 wskazuja, ze proces ten zachodzi tylko na poziomie
metabolitu posredniego C2L
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HO 2t HOQV o ek
H - H H

30,14 0 — Pregnandiol 3J},14p,16Ji - Pregnantriol Gitoksygenina
O'\ (I?
O 50
' ol OH
HO H
i H H S AN
Digitoksygenina Digoksygenina 3J3,12J3,14ccH-Pregnandiol

Schemat 3. Biogeneza digitoksygeniny, digoksygeniny i gitoksygeniny

Il. Biosynteza bufadienolidow

Tschesche i Brassat (68) wykazali, ze liscie Helleborus atro-
rubens metabolizujg 3”-glikozyd pregnenolonu do helebryny — bufadie-
nolidu wystepujacego w tej roslinie. Z drugiej strony byto wiadomo, iz
bufadienolidy ropuchy Bufo marinus powstajg z cholesterolu poprzez po-
chodng pregnanu, do ktorej zostaje dobudowany pierscien kumalinowy
w wyniku dotaczenia dodatkowych trzech atoméw wegla. Najprawdopo-
dobniej substratem tej ostatniej reakcji jest kwas szczawiooctowy, z kt6-
rego po utracie dwutlenku wegla i dwoch czasteczek wody oraz laktoni-
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zacji moze powsta¢ podwdjnie nienasycony szeSciocztonowy pierscien ku-
malinowy (58, 68).

Bioragc pod uwage przebieg biosyntezy bufadienolidéw w organizmie
zwierzecym oraz biosynteze kardenolidéw, wielu badaczy (5, 11, 68) uwa-
za, ze bufadienolidy w S$wiecie roslinnym powstajg w wyniku nastepuja-
cych przeksztatcen:

octan -> mewalonian cholesterol -> pregnenolon -> progesteron

bufadienolidy
Miejsce biosyntezy omawianych zwigzkdw w tkankach roslinnych nie
jest jeszcze dokladnie poznane. Stwierdzono jedynie, ze kardenolidy i bu-
fadienolidy powstajg w lisciach. Natomiast nie zaobserwowano syntezy
kardenolidow w korzeniu, pomimo, ze zwigzki te tam wystepujg; sugeruje
to mozliwos¢ ich transportu z lisci do korzeni (70).
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JANINA OPIENSKA-BLAUTH *

Kwasy aminomaslowe
Aminobutyric Acids

The aspects of different chemical and biological properties of some amino-
butyric acids with particular regard on y-aminobutyric acid are reviewed and
discussed.

Wstep

Z dotychczasowych badar wynika, ze aminokwasy mastowe nie wcho-
dza w skiad biatek. Znane sg natomiast nieliczne wolne peptydy zawiera-
jace kwasy aminomastowe, wséréd nich otrzymany syntetycznie, cyklicz-
ny dekapeptyd, w sktad ktérego wchodzi kwas dwuaminomastowy (la).
W tkankach zwierzecych, roslinnych i u bakterii wystepuja kwasy ami-
nomastowe wolne lub zwiazane w potgczeniach kompleksowych. Zalicza
sie je do amindékwaséw endogennych. Powstajg one w przemianach nie-
ktérych aminokwasow, gtéwnie kwasu glutaminowego i asparaginowego,
metioniny i treoniny a takze w przemianie zasad pirymidynowych. Nie-
ktére z kwaséw aminomastowych gromadzg sie w tkankach bgdz w wa-
runkach fizjologicznych, badz patologicznych.

Do najlepiej znanych i doktadniej opisanych zalicza sie trzy izomery
kwasu aminomastowego, a, @i y i ich odpowiedniki izo z tancuchem roz-
gatezionym. Ponadto w materiale biologicznym wystepujg tez kwasy ami-
nomastowe zawierajgce grupe hydroksylowg, metylowg lub drugg gru-
pe aminowg. Mimo zblizonej budowy chemicznej kwasy aminomastowe
stanowig grupe zréznicowang pod wzgledem biosyntezy, szlakow meta-
bolicznych i aktywnos$ci biologicznej. Badanie tych zwigzkéw jest kio-
potliwe i trudne, poniewaz wystepujg one zwykle w matych stezeniach
w materiale biologicznym a ponadto brak jest swoistych reakcji rozpo-
znawczych.

* Prof. dr., Zaktad Chemii Fizjologicznej, Akademia Medyczna, Lublin

Wykaz stosowanych skrotéw: GABA — kwas y-aminomastowy, BAIBA — kwas
(3-aminoizomastowy, T-GABA — aminotransferaza GABA:2-oksoglutaran, GAD —
dekarboksylaza glutiaminianowa, DANS — dwumetylonaftalenosulfochlorek.



Elektroforeza  pH - 2,2

Rys. 1. Elektrochromatogram aminokwaséw pH 22 (47)

Elektroforeza pH *3.9

Rys. 2. Elektrochromatogram aminokwasow pff 3,9 (47)
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W naszych badaniach aminoacydurii fizjologicznej i patologicznej wy-
krywaliSmy w moczu niejednokrotnie kwasy (3-aminoizomastowy, oraz
a- a nawet y-aminomastowy (48, 49, 50, 51). Dobry rozdziat umozliwiajg-
cy identyfikacje i oznaczenie iloSciowe tych trzech kwaséw aminomasto-
wych uzyskaliSmy metodg elektrochromatografii bibutowej Fisch la
i Segata (21) wg naszej modyfikacji (47). Wyniki ilustrujg rysunki
1i 2. Metoda ta moze by¢ stosowana do badania moczu i surowicy.

Oznaczenia ilosciowe przeprowadzano w eluatach z plam zawierajg-
cych 2—10j.ig kwasow a- i y-mastowego, a 4—20Mg kwasu ~-aminoizoma-
stowego, przy czym straty przy elucji nie przekraczaly 2,5°/0 w mieszani-
nach wzorcowych a 5—10°0 w moczu. Najwiecej informacji zebrano do-
tad o kwasie y-aminomastowym. Ten fakt, jak réwniez aktywnos$¢ biolo-
giczna tego zwigzku jako inhibitora w przenoszeniu bodzcow w central-
nym uktadzie nerwowym, sprawiaja, ze posSwiecamy mu pierwszy i naj-
obszerniejszy rozdziat niniejszego artykutu.

I. Kwas y-aminomastowy

Aktywnos¢ biologiczna kwasu y-aminomastowego (GABA od ang. gam-
ma-aminobutyric acid) zostata do$¢ dobrze zbadana. O jego roli w prze-
noszeniu bodzcow w centralnym uktadzie nerwowym mozna znaleZ¢ wie-
le prac gtéwnie w czasopismach farmakologicznych i fizjologicznych. Na
uwage czytelnikéw zastugujg szczegOlnie liczne prace Robertsa
i wsp. (54—67), a zwiaszcza artykuty przegladowe (16, 57, 67, 80). W pis-
miennictwie polskim zaleci¢é mozna Swietny, wyczerpujacy artykut prze-
gladowy Sierostawskiej (76).

1. Wystepowanie

Kwas y-aminomastowy wystepuje przewaznie w ilosciach $ladowych
w plesniach, drozdzach, grzybach, bakteriach i w roslinach wyzszych.
W wiekszosci tkanek i narzadow zwierzecych (watroba, trzustka, Slina, sok
zotadkowy) zawarto$¢ GABA nie przekracza 8ing/g tkanki. Na ogdét nie
znajdowano go ani w moczu ani w krwi, ostatnio jednak stwierdzono jego
obecno$¢ w erytrocytach ryb (24, 25). W wiekszych stezeniach wystepuje
GABA tylko w mézgu. W roznych obszarach moézgowych znajdowano go
w iloSci okoto 400—600|xg/g tkanki. W prébkach modzgu zamrozonych
w plynnym azocie znajdowano mniejsze iloSci GABA niz w niezamrozo-
nych (l0a).

2. Metody oznaczania

Do rozdzielenia GABA od innych aminokwaséw i do jego oznaczen
iloSciowych i pdtiloSciowych stosowano najczes$ciej metody chromatogra-
ficzne: chromatografie bibutowg, elektroforeze, elektrochromatografie,
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oraz chromatografie kolumnowa jonowymienng. Modyfikujagc metode
Spackmana, Steina i Moora (79) uzyskano (41) dobry rozdziat
GABA od innych aminokwasow, a zwtaszcza rozsuniecie szczytow GABA
i ornityny (rysunek 3) (41, 92).

Om

His

I
I
Liz |
|
I

——

------------------------ 30°C, pH 4,8 M 50°C

Rys. 3. Rozdziat aminokwaséw zasadowych i GABA (79)

Do oznaczen aktywnosci biologicznej GABA stosuje sie najczesciej me-
tode z receptorem neuronowym, wypreparowanym z segmentow brzusz-
nych miesni skorupiakow (ang. stretch receptor neuron) (15). Doktadny
opis i ocene swoistosci tej metody znalezé mozna u Sierostawskie]j

h2n-[chZ3- cooh -d&* IcL dans- nh-[ch2] -COOH (n
+DANS-Cl  + h2o
ch2 — ch2 - hel -DANS-OH
-DANS-OH
DANS-N (m) DANS-NH - [CH2] -COO - OANS (I)-

Schemat 1. DANS pochodne GABA (71)
DANS — dwumetylonaftalenosulfochlorek

(76). Wspomniany receptor niewrazliwy na acetylocholine i serotonine,
reaguje na pikrotoksyne, a pod wptywem GABA przestaje reagowa¢ na
podniete rozciggania. Podobnie jak GABA dziatajg niektére inne rzadziej
spotykane aminokwasy, np. kwas (3-hydroksy-y-aminomastowy, (3-alani-
na, y-butyrylocholina. Do metody biologicznej zastosowano tez technike
autoradiografii. Znaczony GABA 1taczy sie bowiem z receptorem w czasie
krotkiej inkubacji w temperaturze 0—4°C a potgczenie to ulega nastepnie
rozpadowi w temperaturze pokojowej. Rola GABA w przenoszeniu pod-
niet u skorupiakdédw nie jest jasna, a wyniki badan Floreya (22, 23)
i Krawitza i wsp. (34, 35 w tej dziedzinie sg kontrowersyjne. Do
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ilosSciowych oznaczen GABA w mozgu pozyteczna okazata sie metoda spek-
trofotometryczna Baxtera i Robertsa (5), w ktorej stosuje sie
dekarboksylaze glutaminowg pochodzenia bakteryjnego. Mate iloSci GA-
BA w tkankach zwierzecych mozna oznaczaé wg Seilera i Wiech-
mana (71) dzialajac dwumetylonaftalenosulfochlorkiem (DANS). Pro-
dukt reakcji DANSylo-y-butyrylolaktam (schemat 1) daje pomaranczo-
wga fluorescencje.

Ponadto do identyfikacji GABA w médzgu stosuje sie metode Uden -
frienda (84) oparta na oznaczeniach pochodnych pipsylowych (sS).

3. Biosynteza i metabolizm

Wedtug pierwotnych pogladéw Robertsa GABA powstaje wytgcznie
w szarej substancji moézgowej podczas nieodwracalnej reakcji dekarbo-
ksylacji kwasu glutaminowego, w ktérej koenzymem jest fosforan piry-
doksalu. W prébach z nieoczyszczonymi a nastepnie rdwniez z oczyszczo-
nymi preparatami z mozgéw zwierzecych stwierdzono bowiem wzrost
stezenia GABA po dodaniu kwasu glutaminowego.

Obok tej dekarboksylacji w mdzgu przebiegajg dwie inne reakcje en-
zymatyczne zwigzane z przemiang GABA (schemat 2). Aminotransferaza

(1) a-Oksoglutaran + GABA " ... Glutaminian + semialdehyd bursztynowy
(GABA aminotransferaza)

(2) Semialdehyd bursztynowy + NAD+ » +Bursztynian+zred. NAD+H4"
(dehydrogenaza semialdehydu
bursztynowego)
(3) Glutaminian » GABA+ CO
(dekarboksylaza glutaminianowa) 2

Suma: oc-Oksoglutaran + NAD+ » + + Bursztynian + CO + zred. NAD+H+
2

Schemat 2. Metabolizm kwasu Y-aminomastowego (GABA) w centralnym ukfadzie
nerwowym wg (2)

GABA-kwas a-ketoglutarowy (T-GABA), ktdrej koenzymem jest réw-
niez fosforan pirydoksalu, katalizuje reakcje prowadzaca do powstawa-
nia semialdehydu bursztynowego i kwasu glutaminowego. Reakcja ta
jest odwracalna i przy dostatecznym stezeniu semialdehydu mozliwa jest
czesciowa regeneracja GABA. Semialdehyd bursztynowy w obecnosci
swoistej dehydrogenazy utlenia sie do kwasu bursztynowego wilaczajgce-
go sie w cykl Krebsa. Dekarboksylaza kwasu glutaminowego (GAD), ami-
notransferaza GABA-a-ketoglutaran (T-GABA) i dehydrogenaza semial-

11 Postepy Biochemii
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dehydu bursztynowego stanowiag zesp6t enzymatyczny regulujacy gospo-
darke GABA w centralnym uktadzie nerwowym. W wyniku transami-
nacji obok kwasu glutaminowego, gtdwnego substratu biosyntezy GABA,
tworzy sie tez glutamina, stanowigca jakby materiat zapasowy dla GABA
i zaliczana do waznych czynnikéw regulacyjnych aktywnosci moézgu (86).
Ponadto réwniez kwas hydroksyglutaminowy ulega przemianie do GABA.
Biosynteze i metabolizm GABA przedstawia schemat 3.

COOH
Acetylo CoA CIH2

d (oH¥-CooH

ch?2 x' co2

COOH

Cytrynian
COOH ‘COOH C|SOOH COOH COCH

I |
* cO H-NH H e NH2
e Qe | e
ch? 2 h2 ?Hz C|IH2 <|:H2
*1
COOH COOH (I:Hg Ho CHa2
Asparaginian Szczawiooctan COOH COOH CO*NH2
a-Oksoglutaran Glutaminian Glutamina
\Co? ‘/ EAD]
[TGABA
*co
iSSAD] ¥ 3
CH2 NH2

I

b e

CH2 CI:Hz

*COOH *COOH
Bursztyn ian GABA

Schemat 3. Biosynteza i metabolizm kwasu y-aminomastowego (GABA)
T-GABA — aminotransferaza kwasu Y-aminomastowego a-ketoglutaran, GAD — dekarboksylaza
glutaminianowa, SSAD —dehydrogenaza semialdehydu bursztynowego

Badania poréwnawcze przeprowadzane w mdzgach réznych zwierzat
wykazaty najwiekszg aktywno$¢ GAD u myszy i szczuréw a najmniej-
szg u maltp. Stwierdzono tez liniowag zalezno$¢ miedzy aktywnoscig tego
enzymu a zawartoscia GABA w mézgu. Zdaniem Robertsa i wsp. statos¢
stezenia GABA w mozgu uwarunkowana jest wytgcznie aktywnoscig
GAD. Bezposredni bowiem produkt reakcji transaminacji semialdehyd
bursztynowy szybko utlenia sie i to nie tylko pod wptywem dehydroge-
nazy, ale réwniez na drodze fosforylacji oksydatywnej, tak ze odwrdcenie
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tej reakcji w kierunku powstawania GABA jest in vivo mato prawdopo-
dobne. Ro6znice w zawarto$ci GABA w roznych obszarach mézgowych po-
wodowane sa prawdopodobnie ograniczeniami przenikania substratéw
i enzyméw przez bariery blon.

Dekarboksylaze kwasu glutaminowego (GAD) w stanie oczyszczonym
po raz pierwszy otrzymano z bakterii. Enzym z E. coli w 90% homogenny,
0 masie czasteczkowej okoto 300 000 wykazywat optimum w pH 338,
a stata Michaelisa dla glutaminianu wynosita 8,2X10-4 M w buforze
o0 pH 6,4. Koenzymem byt fosforan pirydoksalu, jony CIl- dziataly akty-
wujagco a jony octanowe hamujgco (73, 74, 75). Oczyszczone dziesiecio-
krotnie preparaty GAD z moézgdéw cielagt réznity sie znacznie od enzymu
bakteryjnego. Masa czasteczkowa enzymu z mozgu wynosita okoto 100 000,
stata Michaelisa dla glutaminianu — 5X10-3 M przy pH 6,5 a optimum
pH lezato w granicach od 6,4 dla preparatu surowego do 7,2 dla preparatu
oczyszczonego. Ponadto jony CIl- (0,AN) hamowaly aktywno$¢ enzymu.
Aktywatorem byt koenzym fosforan pirydoksalu. Dodatek GABA nie miat
wptywu na GAD z mozgu (31). Z mdzgébw myszy otrzymano preparat
GAD o aktywnosci witasciwej 68,6 przy stopniu oczyszczenia 158 (81).

Tablica 1
Aktywnos$¢ dekarboksylazy glutaminowej (GAD) w nerkach ssakéw wg (89)

Ustroj GABA [{M/g Aktywnos¢ GAD Aktywnos¢ GAD
[xM C 02/100 mg nerki/mézg x 100
Cztowiek 0,440 0,076
Szczur 0,037 0,144 17,1
Mysz 0,033 0,096 74
Swinka morska 0,078 0,056 53

Whelan, Seriver i Mohyndden (89) przeprowadzili intere-
sujagce badania nad zaleznosciag miedzy aktywnos$cia GAD a stezeniem
GABA w nerkach u ssakéw (tablica 1). Zdaniem tych autoréw obecnos¢
GABA w nerkach jest zwigzana z odchyleniami od fizjologicznej oksy-
datywnej przemiany kwasu glutaminowego.

Aminotransferaze GABA-kwas a-ketoglutarowy (T-GABA) wyosob-
niono z mézgbébw myszy. Oczyszczony homogenny preparat wykazywat
optimum dziatania przy pH 7,95 (88). Fosforan pirydoksalu, ktory jest
koenzymem zaréwno dla GAD jak i dla T-GABA, wykazuje jednak znacz-
nie wieksze powinowactwo do aminotransferazy, to tez przy przygotowy-
waniu proszkoéw acetonowych z mézgu jako Zrédta obu enzymdw koen-
zym szybciej i tatwiej odszczepia sie od GAD (3, 4, 5, 7). WyraZzng odwra-
calno$¢ reakcji transaminacji katalizowanej przez T-GABA stwierdzono
w mozgach krdlikow i cielat, nieznaczng w watrobie i brak jej w ner-
kach. Na uwage zastugujg badania porownawcze nad aktywnoscig GAD
i T-GABA u zwierzat w czasie wzrostu. W ptatach wzrokowych kurczat

.
1
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aktywnos$¢ obu enzymoéw wzrastata z wiekiem (78). W siatkéwkach szczu-
row podczas catego okresu wzrostu aktywnosé GAD byta niska a normal-
ny poziom ustalat sie dopiero po 30 dniach od urodzenia, czyli w okresie
petnej dojrzatosci. Natomiast aktywnos¢ T-GABA wzrastata liniowo z wie-
kiem osiggajgc wartosci normalne po 45 dniach od urodzenia (39).

4.GABA i jego pochodne w tkankach uktadu nerwowego

Zdaniem wiekszosci autorbw GABA w mozgu wystepuje tylko w sza-
rej substancji, niektérzy wspominajg jednak o wykrywaniu nieznacznych
ilosci tego zwigzku rowniez w substancji biatej. Singh i Malhotra
(77) oraz Hilde i wsp. (30) wykazali réznice w stezeniach GABA w réz-
nych obszarach mézgu. Wedtug Singha i Malhotra (77) zawar-
tos¢ GABA w mg/l00 g suchej tkanki mdzgu matpy wynosi w ptacie czo-
towym 79,47 +15,73, w placie ,temporal” — 96,5+14,84, w jadrze migda-
towatym 87,62 +18,75, w ,,hippocampus” 85,54 +9,12, w podwzgo6rzu 10,12,
a w mozdzku 84,47 +13,01.

W ptynie mbzgowo-rdzeniowym wsrod zwykle wykrywanych 16—18
aminokwasow wystepuje kwas a-aminomastowy. Obecnos¢ GABA nato-
miast stwierdzono tylko w niektérych ptynach i to przy objetosciach ba-
danej probki powyzej 25 ml (8, 36, 42, 42a). Wynikow tych nie konfron-
towano ze schorzeniami w centralnym uktadzie nerwowym. Zaintereso-
wanie budzi czesto wykrywany kwas a-aminomastowy, ktérego przemia-
na nie wigze sie z kwasem glutaminowym.

Niekiedy w mozgach wykrywa sie kwas P-hydroksy-Y-aminomasto-
wy (46, 72), ktéry powstaje na drodze (3-oksydacji GABA lub z hydroksy-
proliny, a takze drogg dekarboksylacji kwasu (3-hydroksyglutaminowego.
Ta (3-hydroksy pochodna GABA znajdowana takze w nerkach i migéniach
ssakOw, bierze udziat w syntezie homokarnozyny miesni zastepujac (3-ala-
nine lub histydyne (1). Znane sg 4 izomery kwasu (3-hydroksy-y-aminoma-
stowego, dwa o budowie cyklicznej i dwa fancuchowe. Na drodze trans-
amidacji z argining powstaje z GABA kwas guanidynomastowy o cechach
biologicznych zblizonych do GABA. Z médzgéw bydlecych wyizolowano
ponadto butyrylohistydyne, zwigzek o charakterze peptydu (52). Ostatnio
za$ zidentyfikowano w maézgu (43) oraz oczyszczono (37) N-/y-aminobu-
tyrylo/lizyne rozktadang przez peptydaze. Wszystkie wymienione pochod-
ne wykazujg znacznie stabszg aktywnos$é niz GABA.

5. Transport GABA w tkance nerwowej i bariera mézgowa

Swobodng wedrowke aminokwasow na zewngatrz i do wewnatrz tkan-
ki nerwowej limituje bariera mézgowa. Istote i funkcjonowanie tej ba-
riery opisat Laitha (38). Histologicznie okresla sie bariere mdzgowg
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jako zestaw r6znych elementéw obejmujacy $rédbtonek naczyrn wiosowa-
tych, srédbtonek splotdw naczyniowych w bocznych komorach moézgu
i elementy glejowe. Bariera utrzymuje staty sklad substancji w mézgu
i ptynie mdzgowo-rdzeniowym, przy czym granice przepuszczalnosci dla
poszczegbdlnych aminokwasOw sg rézne. Laitha zaktada istnienie 3 rodza-
jow barier rozdzielajgcych: krew-moézg, krew-ptyn moézgowo-rdzeniowy
i mdzg-ptyn médzgowo-rdzeniowy. Przeptyw poszczeg6lnych zwigzkéw
z mézgu do krwi i odwrotnie jest limitowany btonami o réznych struktu-
rach zdefiniowanych anatomicznie i histologicznie. Niektére substancje
migruja bezposrednio z mézgu do krwi i odwrotnie, inne natomiast za po-
Srednictwem piynu mdzgowo-rdzeniowego.

Przepuszczalno$é bariery mézgowej dla kwasu glutaminowego, gluta-
miny i GABA wydaje sie istotna z uwagi na role tych zwigzkéw w mdzgu.
In vitro w skrawkach mézgu inkubowanych w medium zawierajacym
oprécz soli glukoze i kwas glutaminowy stwierdzono kumulacje GABA
niezgodng z gradientem stezen. Powodowata ona réwnowazng migracje
jonéw K+. W doswiadczeniach in vivo nie stwierdzono tego zjawiska, po-
niewaz bariera mézgowa regulowata migracje potasu. Zwyzka stezenia
kwasu glutaminowego lub proliny w krwi nie powodowata zwiekszenia
jego stezenia w mézgu (bariera krew-mo6zg). Zaktada sie mozliwosé¢ 3 wa-
riantdw dla transportu kwasu glutaminowego: bierna dyfuzja, aktywny
transport lub wymienna dyfuzja. In vitro stwierdzano aktywny transport
GABA do mozgu potgczony z chemicznym wigzaniem fosfolipidow. Dane
0 barierze moézgowej sg na razie fragmentaryczne. U zwierzat mtodocia-
nych w okresie wzrostowym bariera mézgowa nie dziata wcale lub wy-
kazuje niktg aktywno$¢. Peing jej aktywno$¢ uzyskujg dopiero zwierzeta
dojrzate. Laitha uwaza, ze uktady regulujace w barierze mdzgowej majg
charakter dynamiczny tzn. podlegaja zmianom stosownie do proceséw
regulujagcych biosynteze i metabolizm. Na aktywno$¢ bariery mdzgowej
w warunkach fizjologicznych wptywaja naturalne inhibitory a w patolo-
gicznych rozne czynniki uszkadzajace strukture komdrkowa, a ponadto
niektore leki.

6. Inhibitory w biosyntezie i metabolizmie GABA

Z punktu widzenia farmakologéw i neurofizjologdw szczeg6lnie inte-
resujgca jest mozliwosé regulacji in vivo stezenia GABA w poszczegdl-
nych obszarach mézgowych przez podawanie lekéw, ktére hamujg badz
aktywuja biosynteze i przemiany tego zwigzku (16). Z osiggnie¢ z lat
ostatnich wymienié¢ nalezy doswiadczenia z 4C-tiosemikarbazydem, silnym
inhibitorem biosyntezy GABA, zastosowanym do badan lokalizacji GABA
w réznych obszarach moézgu zaréwno tych, ktére wykazuja wysoka ak-
tywnos¢, jak i tych, ktore jej nie majg (11, 82). Wykorzystano tez fakt, ze
tiosemikarbazyd hamujgc GAD eliminuje kwas glutaminowy jako sub-
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strat w biosyntezie GABA i wykazano in vivo, ze w takich warunkach
zrodtem GABA moga by¢ putrescyna i ornityna (70). Stwierdzono tez, ze
metioninosulfoksyimina (MSI) w dawkach 400—800mg/kg wywotuje
u szczuréw silne drgawki utrzymujagce sie przez pewien czas nawet po za-
biciu zwierzecia. MSI uwazana jest za silny inhibitor dekarboksylazy
kwasu glutaminowego (80, 80a). Inhibitorami aminotransferazy GABA
a-ketoglutaran okazaty sie zwigzki zblizone budowg do kwasu asparagino-
wego, np. kwas aminoszczawiooctowy, ktory obniza aktywno$¢ enzymu do
50°/o. W obecnosci tych inhibitorow wzrastato w moézgu stezenie GABA
bez réwnoczesnego obnizenia stezenia kwasu glutaminowego.

Zawarto$¢ GABA w mozgu zalezy od natlenienia organizmu. W hy-
peroksji stwierdzano obnizenie a w hypoksji podwyzszenie zawartosci
GABA wolnego i zwigzanego, a ponadto stosunek ilosciowy GABA wol-
nego do zwiagzanego zalezat od zawartosci tlenu w atmosferze, w ktdrej
przebywaty zwierzeta przy hyperoksji wystepowaty u zwierzat drgawki
a przy hypoksji objawy dyskoordynacji w mie$niach (91). In vitro
w skrawkach kory mézgowej inkubowanych w medium zawierajacym
GABA wprowadzenie jonéw potasu wywotywato gwattowny i znaczny
spadek zawartosci GABA. Efekt ten nie wystepowat po wprowadzeniu
rownowaznych ilosci jondw sodu (40). Podobnie zachowujg sie i inne prze-
no$niki w centralnym uktadzie nerwowym jak acetylocholina lub aminy

N C%
o Hy

Wz6r Il. Muscimol (33)

katecholowe. Interesujgce doswiadczenia Curtisa i wsp. (12) z alka-
loidem ftalidoizochinolinowym bikukuling (wzdr 1), ktéra blokuje efekt
inhibitorowy GABA pozwolity stwierdzi¢, ze GABA jest prawdopodobnie
najwazniejszym jezeli nie jedynym naturalnym inhibitorem w central-
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nym uktadzie nerwowym, co potwierdzito dawniejsze przypuszczenia wy-
suwane przez Robertsa (57).

Oprocz GABA rowniez glicyna wykazuje wiasciwosci inhibitora, jed-
nak nie w mdzgu a w rdzeniu kregowym i to tylko u niektérych gatunkéw
zwierzat (12). Ostatnio przypisuje sie witasnosci inhibitorowe w przeno-
szeniu impulséw nerwowych takze niektérym zwigzkom otrzymywanym
z grzybow. Jeden z nich muscimol (wzér Il), zalicza si¢ do betain izoksy-
azolowych (32, 33).

7. Neuronowa aktywno$¢ GABA

Dane zrédtowe o neuronowej aktywnos$ci GABA opublikowane do 1960
roku podsumowuje Roberts (16) w XVI rozdziale zbiorowego wydaw-
nictwa Neurochemistry. Sierostawska (76) w swej pracy przegla-
dowej uwzgledniajgcej pismiennictwo do 1963 roku dochodzi do nastepu-
jacych konkluzji: wprawdzie dotychczasowe badania nad przenoszeniem
podniet w centralnym uktadzie nerwowym nasuwajg przypuszczenia, ze
GABA jest gtbwnym a moze i jedynym naturalnym inhibitorem, ale brak
na to petnego materialu dowodowego. Przypuszcza sie, ze GABA spetnia
swojg role czynnika uspokajajacego (trankwilizera) nie tylko pod posta-
cig pierwotnej tancuchowej formy ale i w postaci pochodnych cyklicznych
laktamowej lub laktonowej. Zwiazki o typie struktury GABA tatwo ulega-
ja cyklizacji i powstawanie w ustroju form cyklicznych jest bardzo praw-
dopodobne. GABA whbrew pierwotnym poglagdom moze w pewnych wa-
runkach u niektérych gatunkéw zwierzat przenikaé przez bariere moz-
gowa by¢ moze pod postacig laktamowa.

Nastepne lata przyniosty sporo publikacji uzupetniajgcych nasze wia-
domosci w tej dziedzinie. Niektére z nich omoéwiono w poprzednim roz-
dziale. Tu warto przytoczy¢, za artykutem redakcyjnym w Nature (44)
zarys wspotczesnych poglagdéw na antagonistyczng role GABA w central-
nym ukladzie nerwowym.

Przenoszenie bodzcow elektrycznych z jednego neuronu na drugi w sy-
napsach wigze sie z uwalnianiem przenos$nika (transmittera). Uwolniony
we widknie przedsynapsowym przenos$nik chemiczny rozprzestrzenia sie
wzdtuz synaptycznej szpary oddzielajacej neurony, reagujac ze specjal-
nym receptorem na powierzchni neuronu juz poza synapsg. Przenosnik
moze albo pobudzaé¢ neurony juz poza synapsa do aktywnosci, albo hamo-
waé zdolno$¢ neurondéw do reakcji na nastepne pobudzenia. Inhibitory
przewodnictwa w neuronach odgrywajg decydujacag role w przetwarzaniu
informacji w centralnym uktadzie nerwowym. Ciggte bowiem, wzajemne
oddziatywanie czynnikéw hamujgcych i pobudzajgcych determinuje ak-
tywnos$¢ pojedynczych neuronéw.

Nie wszystkie przenosniki czynne w ustroju zwierzecym zostaty ziden-
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tyfikowane. Gtdwnym ale nie jedynym przenosnikiem o charakterze in-
hibitora (depresorem) jest prawdopodobnie GABA.

Przypuszcza sie, ze w centralnym uktadzie nerwowym GABA jest je-
dynym przenos$nikiem hamujacym. Swoistym antagonistag GABA jak juz
wspomniano, jest bikukullina o silnym dziataniu farmakologicznym po-
wodujacym drgawki. Wprowadzona miejscowo bikukullina blokuje ha-
mujace dziatanie lokalnie podanego GABA na neurony w korze moézgo-
wej i mézdzku. Alkaloid ten nie blokuje natomiast inhibitorow wrazli-
wych na strychnine w rdzeniu kregowym. W hamowaniu przewodnictwa
w rdzeniu bierze udziat glicyna. Strychnina blokujgca inhibitory rdzenio-
we i powodujgca drgawki nie wptywa jednak na depresor w korze moz-
gowej i mozdzku.

Il. Kwas (3-aminoizomastowy

Kwas (3-aminoizomastowy (BAIBA) wystepuje w moczu tak zwanych
»wydzielaczy BAIBA” rzadko spotykanych w populacjach rasy biatej,
czesciej (5—10%) w populacjach rasy czarnej i zotej (27, 28). Wydalanie
BAIBA w tych przypadkach ma charakter genetyczny, natomiast wyda-
lanie obserwowane przy niektérych schorzeniach wigzano z wadliwg re-
sorpcjg zwrotng aminokwaséw w kanalikach nerkowych. Wedlug sugestii
Finka i wsp. (17, 18, 19, 20) BAIBA jest produktem rozpadu tyminy,
zasady pirymidynowej wchodzgcej w sktad DNA (85) (schemat 4).

O oH O oH
ﬁ? ‘[? P;/ g/o
/C /C\ \ \
HT | “CHz HN~  CH-CH; HCHy ?H CHy
——— e —
H O-C\N/CHz NHz CH2 /CHz
H H O=C——NH NHg2

Schemat 4. Przemiana tyminy do kwasu (3-aminoizomastowego

Fink i wsp. wykazali wzrost ilosci wydalonego BAIBA u szczuréw po
podaniu w diecie tyminy, a w wiekszym jeszcze stopniu po podaniu dwu-
hydrotyminy. Pochodzenie BAIBA potwierdzajag tez dane odno$nie wy-
krywania tego aminokwasu w moczu w przypadkach schorzen nowotwo-
rowych. Zwiekszone ilosci BAIBA w moczu wykrywa sie w stanach gto-
dowych u dzieci z wyniszczeniem przy niedoborach biatkowych (kwas-
hiorkor), przy zatruciach otowiem, u chorych po naSwietleniach neutro-
nami i promieniami gamma. Najwiecej danych zrédtowych o wystepowa-
niu BAIBA w moczu w fizjologii i patologii podaje Berry (6). Identy-
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fikacja BAIBA w moczu odgrywa zatem role w diagnostyce lekarskiej.
Metody identyfikacji i oznaczen ilosciowych BAIBA w moczu opisali
Schietecatte i wsp. (69) oraz Goedde i Brunschede (26).
Pierwsi z nich zastosowali technike chromatografii bibutowej. Oznacze-
nia iloSciowe przeprowadzali densytometrycznie. Zakres stezen BAIBA
oznaczanych tg metodg wynosit od 15—50mg w 24-godzinnym moczu, co
odpowiada ok. 0,75—2,5lig na plame. Goedde i Brunschede oznaczali
BAIBA pod postaciag DNP pochodnych technika chromatografii cienko-
warstwowej. Oznaczenia ilosciowe przeprowadzali fotometrycznie w elua-
tach z plam DNP-BAIBA. Czutos¢ tej metody wynosita 08[xg a Sredni
btgd okoto 5%.

I1l. Kwas a-aminomastowy

Kwas a-aminomastowy wystepuje w wiekszosci tkanek roslinnych
i zwierzecych. W odré6znieniu od GABA i BAIBA, nie wykazuje on zad-
nej swoistej wiasciwosci biologicznej. Wiekszo$¢ autorow wigze jego wy-
stepowanie w tkankach z metabolizmem metioniny (schemat 5) i treoni-
ny (schemat 6). Teoretycznie i kwas glutaminowy mogtby by¢ substra-

HOOC-CH ¢+ CH2-SCH3 —»HOOC-CH ¢« CH2-CH2SH + HO-CH2-CH-COOH —
nh2 , NH2 Nh2

—»HOOC «CH +CH2 -CH2s *CH2-CH COOH —”~ HOOC-CH «CH2-CH20H + HS «CH2 -CH «COOH

NH2 NH2 NH2 NH2

CH rCHo—CI -COOH
(0]

CH3 CH2 CH-COOH

nh2
ch3-ch2-cooh+co2

Schemat 5. Kwas a-aminomastowy na szlaku przemiany metioniny

tem w biosyntezie kwasu a-aminomastowego, ale dotychczas nie uzyska-
no dowoddéw potwierdzajagcych to przypuszczenie. Dominuje poglad, ze
kwas a-aminomastowy nie lezy na zadnym z gtdwnych szlakéw metabo-
lizmu ktéregokolwiek aminokwasu lub innych zwigzkéw. Nie kumuluje
sie on w tkankach, nie wykrywa sie go w krwi, a w moczu wystepuje spo-
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radycznie w ilosciach $ladowych. W moczu fizjologicznym u dzieci jego
zawartos$¢ wynosi $Srednio 2,6]ig/mg kreatyniny (87). W moczu dzieci zdro-
wych i chorych (kwashiorkor) leczonych i nieleczonych wykrywa sie me-
todg Steina i Moora sporadycznie kwas a-aminomastowy (87). Dent

CHo *CH « CH « COOH
i
OH NH2
I-HjO

CHy CH = CH +«COCH

NH2
H2 O
NH;
CH3*CH2 -e-COOH CH3-CH2-CO-COOH
NH +% °2
u
CH3-CH2-CH-COOH ch3.ch2-cooh+co?2
nh2

Schemat 6. Kwas a-aminomastowy na szlaku przemiany treoniny

(13, 14) stwierdzal chromatograficznie kwas a-aminomastowy w moczu
dzieci w przypadkach choroby Fanconiego. Rowniez w przypadkach krzy-
wicy (5 na 15 badanych) wykryto kwas a-aminomastowy w stezeniach
5,5—26,5mg w dobowej ilosci moczu (87). U dorostych w fizjologii i pa-
tologii kwas a-aminomastowy wystepuje w moczu tylko sporadycznie
w zakresie stezen 20—40|aM/1000 ml. W ptynach mozgowo-rdzeniowych
wykrywano kwas a-aminomastowy rowniez sporadycznie i w ilosciach
$ladowych (8, 42, 42a). Zaden z wymienionych autoréw, ktorzy wykry-
wali kwas a-aminomastowy w ptynach ustrojowych nie interpretowat
jego pochodzenia i nie wigzat jego obecnosci z zadnym ze znanych amino-
kwaséw. Obecnos$¢ tego zwigzku w ptynach mézgowo-rdzeniowych moze
budzi¢ zainteresowanie, zwiaszcza iz nie wykrywano w nich nigdy GABA.

W naszych badaniach aminoacydurii u dzieci z niedorozwojem umy-
stowym o roznej patogenezie wykrywaliSmy kwas a-aminomastowy spo-
radycznie (48, 49). W niektérych przypadkach stwierdziliSmy w moczu
obok tego zwigzku réwniez obecnos¢ BAIBA i GABA, uzyskujgc ich wy-
razny rozdziat na elektrochromatogramach bibutowych (47).
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IV. Inne kwasy aminomastowe

W pismiennictwie spotyka sie tylko nieliczne wzmianki o innych mniej
znanych aminokwasach mastowych. | tak w moézgu zidentyfikowano kwas
|3-hydroksy-y-aminomastowy (wzo6r Il a i b), ktéry moze tam powsta-
waé z substratdow zawierajgcych obok grupy aminowej rowniez hydro-
ksylowg (np. z kwasu hydroksyglutaminowego), a takze drogg oksydacji.
Zwigzek ten w moézgu moze spetnia¢ role inhibitora jednak znacznie stab-
szego od GABA.

a b
CHo-CH—CHo—COOH ~CH 2—CH-OH
| | — NH |
nh2 oh \co — ch2
(D
Wzér Ill. Kwas |3-hydroksy-v-aminomastowy
a — budowa tancuchowa, b — budowa cykliczna (46)

Wsrod innych aminokwasoéw z grupami -OH i aminowg przy réznych
weglach (9) wymieni¢ nalezy kwas 4-hydroksy-3-aminomastowy stoso-
wany jako lek w stanach zapalnych.

W mébzgach bydlecych znaleziono kwas 2,4-dwuaminomastowy (45).
Aminokwas ten wystepuje takze w mukopeptydzie i btonach komorko-
wych niektorych bakterii patogennych. lzomery kwaséw dwuaminoma-
stowych wystepuja w antybiotyku aspartycynie i w bakterii Xanthomo-
nas (29, 53). Przemiany kwasu a,y-dwuaminomastowego w Xantomonas
przedstawia schemat 7.

Kwas a-aminoizomastowy, wykrywany wsrod metabolitow argininy
w komérkach ttuszczowych u myszy (83) zalicza sie do analogbw amino-
kwasowych nie metabolizowanych w ustroju. Kwas (3-aminomastowy wy-
twarzany jest przez bakterie Pseudomonas putrida (90). Forma | tego
aminokwasu ulega przemianie do kwasu bursztynowego. W orzeszkach
ziemnych znaleziono aminokwasy mastowe z grupami metylowymi, kté-
rych prekursorem jest prawdopodobnie kwas metyloglutaminowy.
W Chromobacterium violaceum zidentyfikowano kwas y-cyjano-a-amino-
mastowy (10). W tkance mézgowej wykrywano ponadto inne pochodne
kwasu mastowego: y-butyrylohistydyne i kwas guanidynomastowy, co
Swiadczy o licznych procesach transaminacji i transamidacji odbywajgcych
sie w ustrojach.

Na zakonczenie przegladu danych o metabolizmie i roli biologicznej
kwaséw aminomastowych podkresli¢ nalezy zagadnienie watpliwe i nie-
dostatecznie zbadane. Do takich nalezy sprawa zaleznosci aktywnosci bio-
logicznej od struktury chemicznej, a takze peine powigzanie w szlakach
metabolicznych wszystkich znanych dotychczas izomeréw kwaséw ami-
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nomastowych. Nie rozstrzygnieta jest sprawa pochodzenia kwasu a-ami-
nomastowego i jego pojawiania sie w ptynie mézgowo-rdzeniowym i w mo-
czu. Brak tez petnego i jasnego pogladu na transport kwasu y-aminoma-
stowego przez btony bariery mézgowej do ptynu mdzgowo-rdzeniowego,
do krwi i w odwrotnym kierunku do mézgu. Niezupetnie jest wyjasnio-
na sprawa wystepowania kwasu y-aminomastowego w moczu. Dalszych

<|3H2
CH*NH2
H
HO Kwas asparaginowy
h
CH'NH
ARG CH,OH
COOH |
ABS <|3H2
CH+NHy
OOH
Homoseryna
CHo-NH»
H2
_ Ll
H2 B- alanina
=0
door
Kwas CHg -NHp
amino-a-oksomastowy |
CH2
?H +OH
COCH
Kwas

li-amino -oe- hydroksymastowy

Schemat 7. Metabolizm kwasu L-a-Y-dwuaminomastowego u Xantomonas (53)
DABA — kwas dwuaminomastowy, ABS — aldehyd a-aminomastowy

badan wymaga transport kwasu glutaminowego i GABA oraz lokalizacja
katalizujgcych ich przemiany enzymdéw w poszczegdlnych partiach mdéz-
gowych. Na zainteresowanie zastugujg préby wykorzystania aminokwa-
séw mastowych w diagnostyce lekarskiej niektdrych schorzen.
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RECENZJE

J. Opienska-Blauth, H. Kraczkowski i H. Burszkiewicz — Zarys chromatografii
cienkowarstwowej, wydanie Il, PWRIiL, Warszawa, 1971 r. str. 385, rys. 101, tabel 124.

Jest to drugie, znacznie rozszerzone i unowocze$nione wydanie doskonatej mo-
nografii prof. Opienskiej-Blauth i Jej wspétpracownikéw, poswieconej jednej z naj-
nowszych technik analizy chemicznej — chromatografii cienkowarstwowej. Podrecz-
nik podzielony jest na 20 rozdziatéw, posiada bogate piSmiennictwo okoto 1200 po-
zycji oraz skorowidz rzeczowy.

Technika chromatografii cienkowarstwowej w nowoczesnym opracowaniu me-
todycznym wprowadzona do praktyki przez E. Stahla pod koniec lat pieédziesigtych,
dzisiaj znalazta powszechne zastosowanie do analizy jako$ciowej i ilosciowej, do ba-
dan strukturalnych zwiagzkéw organicznych i nieorganicznych. Szczegdélnie korzyst-
ng cecha tej metody jest szybkos$¢ z jakg uzyskuje sie rozdziat sktadnikéw réznych
mieszanin oraz mozno$¢ zastosowania takich solwentéw, ktére dla bibuty i réznych
folii bylyby niszczace (silne kwasy i zasady, niektére odczynniki organiczne), a uzy-
cie ktdrych ma niejednokrotnie zasadnicze znaczenie dla efektywnos$ci rozdziatu.
Moznos$¢ taczenia metody chromatografii cienkowarstwowej z innymi technikami —
chromatografiag bibutowg i elektroforezg w réznych nos$nikach — jeszcze bardziej
rozszerza jej zastosowanie w analizie chemicznej.

Po omoéwieniu historycznego rozwoju, autorzy przedstawiajg zwiezle teoretycz-
ne zasady, szczegbty techniki i przyrzady, ktérych prostota jest jeszcze jedng zale-
ta omawianej metody. W dalszych rozdziatach nastepuje systematyczne omoéwienie
przebiegu analizy licznych grup zwigzkéw chemicznych: aminokwaséw, peptydéw
i biatek, lipidéw, sterydéw, cukrowcéw, alkaloidéw i terpendédw, produktéw hydro-
lizy kwasoéw nukleinowych, witamin i antybiotykow oraz innych grup zwigzkéw or-
ganicznych. Odrebny rozdziat poswiecony zostat zastosowaniu chromatografii cien-
kowarstwowej do analizy lekarskiej i koncowy rozdziat — standaryzacji metody,
gtéwnie do celéw ilosciowych.

Nalezy podkresli¢, ze w ksigzce znalazto sie wiele wynikéw witasnych autoréw,
jako ze Srodowisko lubelskie ma konkretne osiggniecia na tym polu. W sumie —
pozyteczna i potrzebna w polskim piSmiennictwie pozycja, wydana przez wydaw-
nictwo, ktére cechuje staranno$¢ technicznego opracowania podrecznika i czysto$é
druku. Na przyszto$¢ przydatby sie skorowidz nazwisk. Z pewnos$ciag monografia
bedzie szeroko wykorzystana w pracowniach réznego typu w catym kraju.

W. Ostrowski

12 postepy Biochemii
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J. Kaczkowski — Podstawy biochemii, Wydawnictwa Naukowo-Techniczne.
Warszawa 1970.

W roku 1970 ukazato sie Il wydanie ksigzki J. Kaczkowskiego ,,Podstawy bio-
chemii wydane przez Wydawnictwa Naukowo-Techniczne. Ksigzka jest podrecz-
nikiem biochemii og6lnej przeznaczonym dla studentéw wydziatu technologii rol-
no-spozywczej, a takze wydziatu rolniczego Wyzszych Szkét Rolniczych. Tre$¢ pod-
recznika zawarta jest w 14 rozdziatach: 1. Wiadomosci wstepne, 2. Aminokwasy
i biatka, 3. Enzymy, 4. Witaminy rozpuszczalne w wodzie i koenzymy, 5 Witaminy
rozpuszczalne w ttuszczach. Zwigzki pochodne izopentenolu, 6. Kwasy nukleinowe,
7. Przemiana aminokwas6éw i bialek, 8. Barwniki porfirynowe, 9. Utlenianie biolo-
giczne, 10. Cykl kwasow trdjkarboksylowych, 11. Cukrowce i ich przemiany, 12. Fo-
tosynteza, 13. Metabolizm tluszczowcéw, 14. Rola zwigzkéw mineralnych
w metabolizmie.

Zatozeniem autora podrecznika byto przedstawienie najwazniejszych wiadomo-
§ci e budowie i przemianach zwigzkéw wystepujgcych w ustrojach zywych z pod-
kredleniem tych, z ktérymi ma do czynienia nowoczesna technologia zywnos$ciowa.
Stad tez autor w licznych rozdziatach umiescit materiat szczegdlnie interesujgcy
technologéw zywnos$ci. W rozdziale o biatkach podaje przeglad wazniejszych biatek
wystepujacych w produktach zywnos$ci; w rozdziale o enzymach moéwi o zastoso-
waniach enzymoéw w technologii rolno-spozywczej, a na przyktad w rozdziale o wi-
taminach o przemystowej produkcji witamin i witaminiizowaniu artykutéw spo-
zywczych. Jest to zaletg podrecznika przeznaczonego dla studentéw uczelni rolni-
czych. Podrecznik, jako zawierajacy podstawowe wiadomos$ci z biochemii, jest bar-
dzo zwiezty z odpowiednio wywazong trescig poszczeg6lnych rozdziatow. Podrecz-
nik stanowi¢ moze cenng pomoc w nauczaniu biochemii i to nie tylko w uczelniach
rolniczych. Jednak nie wszystkie rozdzialy opracowane sg jednakowo starannie.
Na przyktad w rozdziale o kwasach nukleinowych mozna znalez¢ szereg drobnych
potknieé¢ czy niescistosci. | tak np. na stronie 143 autor pisze, ze ,,Bardzo interesujga-
cym zjawiskiem jest stwierdzone ostatnio wystepowanie w kwasach nukleinowych
wiruséw, lub w tak zwanym rozpuszczalnym RNA iV-metylowych pochodnych za-
sad, np. 6-N-metylo- i 6-iV-dwumetyloadeniny”. Wiemy dzi$, ze wystepowanie tych
pochodnych jest o wiele powszechniejsze i nie ogranicza sie do tych dwéch poda-
nych rodzajow kwaséw nukleinowych. Na stronie 148 autor mylnie informuje, ze
»Wirusy bakteryjne, czyli bakteriofagi zawierajg wytgcznie DNA, podczas gdy wi-
rusy ro$linne moga zawiera¢ wytacznie RNA”. Moéwiac o biosyntezie kwaséw nukle-
inowych (str. 149) stwierdza, ze ,,Synteza-DNA- przebiega przy wspoétdziataniu en-
zymu... oraz niewielkiej ilosci DNA... Ten ostatni petni role tak zwanego startera
lub matrycy, na wz6r ktérej przebiega dalsza synteza...” Tak podane pojecia star-
tera lub matrycy moga myli¢ czytelnika (o czym zreszta sam miatem okazje sie
przekona¢ podczas egzamindéw). Réwniez nieprawdziwe jest stwierdzenie (str. 150), ze
.,Kazdy — z rozdzielonych tancuchéw DNA — w wyniku podziatu przechodzi do
oddzielnej komorki potomnej, gdzie nastepuje dobudowa dopeiniajgcego tancucha
z udziatem obecnych tam tréjfosforanéw...” Rdwniez niepotrzebnie podaje autor bar-
dzo hipotetyczng droge przekazywania informacji: DNA -> RNA | -> biatko
-> RNA Il -> DNA godzacej zreszta w znany dogmat Cricka o niemoznosci prze-
noszenia informacji zawartej w strukturze biatka na strukture RNA (i DNA).
W rozdziale o biosyntezie biatka mylnie podano (str. 152), ze aminokwas jest akty-
wowany przy udziale kinazy. Réwniez niezbyt fortunne wydaje mi sae przedstawie-
nie zagadnienia kodu genetycznego ujete zbyt historycznie, a jpomijajace wazniej-
sze i obowigzujace dzi$ stwierdzenia. Mozna byto np. poming¢ w elementarnym
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podreczniku sprawy kodu zachodzacego na siebie czy nie zachodzgcego, ale nie po-
winno zabrakngé w nim aktualnej tablicy kodonéw.

Mimo tych niedociggnie¢ sadze, ze ksigzka Kaczkowskiego jest bardzo pozytecz-
ng rodzima pozycjg podrecznikowa biochemii. Jezyk ksigzki jest jasny, ukitad przej-
rzysty i logiczny. Jest starannie wydana. Zgodnie z przeznaczeniem mozna jg pole-
ci¢ studentom wydziatow rolno-spozywczych Wyzszych Szkét Rolniczych, a takze
innym pragnacym zapozna¢ sie z podstawami biochemii.

J. Pawetkiewicz
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SPRAWOZDANIA

IV. Miedzynarodowe Sympozjum na temat flawin i flawoproteidéw. Konstanz,
14—19 marzec 1972 r.

W dniach 14—19 marca odbyto sie¢ w Uniwersytecie w Konstanz (NRF) IV Mie-
dzynarodowe Sympozjum na temat flawiin i flawoproteidéw, finansowane przez
EMBO, IUB, firme Volkswagen i Towarzystwo Wspomagania Uniwersytetu w Kon-
stanz. Organizatorem sympozjum byt prof. dr Peter Hemmerich.

Sympozjum mialo charakter warsztatowy tzw. ,,Workshop” i jego podstawg byta
dyskusja nad kroétkimi, 5—10 minutowymi, komunikatami przedstawionymi przez
82 uczestnikéw. Tematyka sympozjum zostata podzielona tna 3 gtéwne sekcje z na-
stepujacymi zagadnieniami do dyskusji:

A) Budowa chemiczna i funkcja flawin wolnych i zwigzainych z biatkami. 1) Bu-
dowa chemiczna starych i nowych koenzyméw flawiniowych oraz flawin. 2) Ogél-
ne chemiczne i fizyczne wiasnio$ai rdzenia flawinowego. 3) Oddziatywania mie-
dzy flawinami, jednoelektronowe przeniesienia, potaczenia metalu z flawina.
4) Aktywacja wodoru zwigzanego z weglem CH (odwodorowanie) przy udziale
flawin. 5) Aktywacja O2 (autooksydacja, oksygenacja) przy udziale flawin. 6) Ak-
tywacja potaczenia CO przy udziale flawin.

B) Rola flawin w metabolizmie zwierzat, roslin i drobnoustrojéw. 1) Flawiny w sta-
nach wzbudzonych $wiattem. 2) Flawiny w metabolizmie pirogronianu. 3) Fla-
winy w syntezie kwasu ttuszczowego. 4) Flawiny w utlenianiu mitochondrial-
nym. 5) Flawiny w mikrosomalnym utlenianiu zred. NAD(P) i reakcjach hy-
droksylacji. 6) Flawiny w fotosyntezie.

C) Chemia i budowa flawo-/apo/proteidéw. 1) Pierwszorzedowa struktura i ana-
liza promieniami X flawaproteidOW: 2) Wigzanie flawiin przez biatka i modyfi-
kacja biatek. 3) Badania rezonansu magnetycznego flawoproteidéw. 4) Badania
czwartorzedowej struktury d zmian konformacyjnych flawoproteidéw. 5) Nowe
flawoproteidy.

W przeciwienstwie do poprzednich trzech sympozjéow, materiaty z obecnego
sympozjum, ze wzgledu na dyskusyjny charakter zjazdu nie beda publikowane.
Nastepne, V sympozjum przewidziane jest w roku 1975 w Kalifornii (USA).

Z. Kaniuga
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STATUT
POLSKIEGO TOWARZYSTWA BIOCHEMICZNEGO

Rozdziat |

Nazwa, teren dziatalnosci, siedziba i charakter prawny

§ 1
Stowarzyszenie nosi nazwe: ,,Polskie Towarzystwo Biochemiczne” zwane w dalszej
tre$ci Statutu Towarzystwem
§ 2.
Terenem dziatalnosci Towarzystwa jest obszar Polskiej Rzeczypospolitej Ludowej
a siedzibg witadz m.st. Warszawa.
§ 3
Towarzystwo jest stowarzyszeniem zarejestrowanym, dziatajagcym na podstawie obo-
wigzujgcego prawa o stowarzyszeniach i z tego tytutu posiada osobowos$¢ prawng.
§ 4.
Towarzystwo moze zaklada¢ oddzialy terenowe, podlegajace legalizacji przez wta-
Sciwg terenowa wiadze administracji ogélnej.
§ 5.

Towarzystwo moze by¢ cztonkiem krajowych i miedzynarodowych organizacji o tym

samym lub podobnym profilu dziatania.

§ 6.

1. Towarzystwo uzywa pieczeci okragtej z napisem: ,,POLSKIE TOWARZYSTWO
BIOCHEMICZNE” oraz pieczeci podtuznej z napisem: ,,Polskie Towarzystwo Bio-
chemiczne, Zarzad Gidwny w Warszawie, Adres siedziby”.

2. Oddziaty Towarzystwa uzywajag pieczeci podiuznej z napisem: ,Polskie Towa-
rzystwo Biochemiczne, Oddziat w..... adres siedziby.

§ 7.
Towarzystwo opiera swoja dziatalnos¢ na pracy spotecznej og6tu cztonkdw.

Rozdziat 11

Cele i $rodki dziatania

§ 8.
Celem Towarzystwa jest popieranie rozwoju biochemii i jej popularyzacja.
§ 09
Dla osiggniecia swych celow Towarzystwo:
1) organizuje zjazdy, sympozja, zebrania naukowe, odczyty, wyktady i konkursy,
2) wydaje i popiera czasopisma naukowe, ksigzki i inne publikacje z zakresu
biochemii,
3) opiniuje o stanie i potrzebach biochemii polskiej i wystepuje w jej sprawach
wobec wiadz,
4) wspétpracuje z pokrewnymi stowarzyszeniami w kraju i zagranica.
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Rozdziat 111

Cztonkowie, ich prawa i obowigzki

§ 10.

W skilad Towarzystwa wchodzg cztonkowie zwyczajni, honorowi i w&pierajacy.

1

§ 11.
Cztonkiem zwyczajnym Towarzystwa moze byé obywatel polski lub obcy posia-
dajacy dorobek naukowy z biochemii lub dziedzin pokrewnych.
Cztonkiem honorowym Towarzystwa moze by¢ obywatel polski lub obcy, szcze-
gélnie zastuzony dla rozwoju polskiej biochemii.
Cztonkiem wspierajgcym moze by¢ kazda osoba prawna, wptacajaca roczng sktad-
ke na rzecz Towarzystwa.

§ 12.
Kandydat na Czitonka zwyczajnego zostaje przyjety w poczet Cztonkéw Towa-
rzystwa przez Zarzad Gidéwny na podstawie pisemnej deklaracji podpisanej przez
2 Cztonkéw wprowadzajacych.

Cztonkostwo honorowe — na wniosek Zarzagdu Gidéwnego — nadaje Walne Ze-
branie Cztonkéw Towarzystwa wiekszosciag co najmniej 2/3 gloséow, w tajnym
gtosowaniu.

Cztonkow wspierajacych przyjmuje Zarzad Giéwny na podstawie pisemnej de-
klaracji.

Przyjecie kandydatéw z zagranicy nastepuje po akceptacji przez Polska Aka-

demie Nauk.

§ 13.
Cztonkowie zwyczajni Towarzystwa majg prawo do:
1) czynnego i biernego wyboru do wiadz Towarzystwa,
2) uczestniczenia w Walnych Zebraniach, w Zjazdach Naukowych, sympozjach,

konferencjach i zebraniach naukowych i organizacyjnych Towarzystwa,

3) prenumeraty wydawnictw biochemicznych poprzez Towarzystw.
Cztonkowie honorowi majg wszystkie prawa Czlonkéw zwyczajnych oraz sa
zwolnieni od optacania sktadek cztonkowskich.
Cztonkowie Towarzystwa obywatele panstw obcych majg wszystkie prawa czton-
kéw zwyczajnych lub honorowych z wyjatkiem biernego prawa wyborczego.
Cztonkowie wspierajacy majg prawo uczestniczenia w Walnym Zebraniu z gto-
sem doradczym za posrednictwem swego przedstawiciela.

§ 14

Cztonkowie Towarzystwa obowigzani sa:

1) przestrzega¢ postanowienn Statutu, regulaminéw oraz uchwat wiadz Towa-
rzystwa,

2) optaca¢ regularnie sktadki cztonkowskie w wysokosci uchwalonej przez Wal-
ne Zebranie cztonkéw.

§ 15.

Cztonkostwo wygasa w przypadku:

1) wystgpienia z Towarzystwa zgtoszonego na pismie Zarzagdowi Giéwnemu, za
posrednictwem terenowo wtasciwego Oddziatu lub bezposrednio o ile w miejscu
zamieszkania cztonka nie ma oddziatu,

2) skresSlenie z listy cztonkéw przez Zarzad Gidwny z powodu nie ptacenia skia-
dek przez okres 2 lat, mimo dwukrotnego pisemnego upomnienia, a w przy-
padku cztonkostwa wspierajacego w zwiazku ze zmiang profilu dziatania lub
utratg osobowosci prawnej,

3) wykluczenie z Towarzystwa przez Zarzad Gléwny za dziatalno$¢ na szkode
Towarzystwa, za czyny nie licujgce z godnoscig cztonka Towarzystwa lub
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w przypadku skazania prawomocnym wyrokiem sgdu powszechnego na kare
dodatkowg utraty praw publicznych,

Od uchwaty Zarzadu Giéwnego o wykluczeniu z Towarzystwa przystuguje cziton-
kowi prawo odwotania sie do Walnego Zebrania, ktérego uchwata jest. osta-
teczna.

Rozdziat IV

Wtadze Towarzystwa

§ 16.
Wiadzami Towarzystwa sa:
1) Walne Zebranie Cztonkéw Towarzystwa,
2) Zarzad Gtowny,
3) Gtowna Komisja Rewizyjna,
Kadencja Zarzadu Gtownego i Gtownej Komisji Rewizyjnej trwa 3 lata.
Cztonkowie wiadz Towarzystwa petnig swoje funkcje honorowo.
Cztonkowie witadz Towarzystwa nie powinni petni¢ tej samej funkcji dtuzej
niz przez dwie kolejne kadencje.
§ 17.
Walne Zebranie Cztonkéw Towarzystwa jest najwyzszg wiadzg Towarzystwa i mo-
ze by¢ zwyczajne lub nadzwyczajne.
Do kompetencji zwyczajnego Walnego Zebrania Cztonkéw Towarzystwa nalezy:
1) uchwalenie gtéwnych kierunkoéw dziatalnosci Towarzystwa,
2) rozpatrywanie sprawozdan z dziatalnosci Zarzadu Gtéwnego i Gidwnej Ko-
misji Rewizyjnej,
3) udzielanie absolutorium ustepujacemu Zarzgdowi Gtownemu na wniosek Giow-
nej Komisji Rewizyjnej,
4) wybér Zarzadu Gtéwnego i Gitéwnej Komisji Rewizyjnej,
5) nadawanie godnos$ci cztonka honorowego na wniosek Zarzadu Gitéwnego,
6) uchwalanie wysokosci sktadek cztonkowskich,
7) rozpatrywanie spraw whniesionych pod obrady Zebrania przez Zarzad Gtéwny,
8) rozpatrywanie wnioskéw zgtoszonych przez cztonkéw Towarzystwa,
9) rozpatrywanie odwotan cztonkéw w sprawach wykluczenia z Towarzystwa,

10) podejmowanie uchwat o zmianie Statutu i rozwigzaniu sie Towarzystwa.

§ 18.

Uchwaty Walnego Zebrania cztonkéw Towarzystwa zapadaja zwykla wiekszoScig
gtoséw przy obecnosci co najmniej potowy liczby cztonkéw uprawnionych do gto-

sowania — w pierwszym terminie, w drugim terminie — bez wzgledu na liczbe

obecnych.

§ 19.

1. Zwyczajne Walne Zebranie Cztonkéw Towarzystwa zwotywane jest przez Zarzad
Giéowny co trzy lata w zwigzku z zakonczeniem Kadencji.

2. O terminie, miejscu i porzadku obrad Zwyczajnego Walnego Zebrania Zarzad
Giowny zawiadamia cztonkéw co najmniej na dwa tygodnie przed zwotaniem Ze-
brania.

§ 20.

1. Nadzwyczajne Walne Zebranie Cztonkéw zwotuje Zarzad Giéwny z wiasnej ini-
cjatywy, na wniosek Gioéwnej Komisji Rewizyjnej, na wniosek co najmniej 1/3
liczby Czlonkéw Towarzystwa, zgtoszony na piSmie Zarzadowi Gidwnemu.

2. Nadzwyczajne Walne Zebranie winno byé zwotane w terminie 3 miesiecy od

wptyniecia wniosku i obraduje nad sprawami, dla ktérych zostalo zwotane.
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§ 21.
W sktad Zarzadu Giéwnego wchodzi prezes, wiceprezes oraz 14 cztonkéw wybra-
nych przez Walne Zebranie w tajnym gtosowaniu.
§ 22.
Do kompetencji Zarzadu Gtéwnego nalezy:
1) reprezentowanie Towarzystwa na zewnatrz,
2) realizowanie celéw statutowych oraz wykonywanie uchwal Walnego Zebra-
nia Cztonkow,
3) opracowywanie planow catoksztattu dziatalnosci Towarzystwa i projektow
budzetu oraz sprawozdan z ich wykonania,
4) zarzadzanie majatkiem Towarzystwa oraz przyjmowanie darowizn i zapisow,
5) rozstrzyganie sporéw wyniktych miedzy Czlonkami w obrebie Towarzystwa,
6) powotywanie i rozwigzywanie oddzialbw terenowych i nadzér nad ich dzia-
talnoscia,
7) powotywanie komisji problemowych oraz sekcji specjalistycznych,
8) uchwalanie regulaminéw wewnetrznych,
9) powotywanie komitetu zjazdowego w miejscowosci wybranej na zjazd na-
ukowy,
10) przyjmowanie, skre$lanie i wykluczanie Cztonkéw Towarzystwa.

§ 23

1 Posiedzenia Zarzadu Gtéwnego odbywajg sie w miare potrzeby nie rzadziej jed-
nak niz raz na pét roku.

2. Uchwaly Zarzadu Gtéwnego zapadajg zwykta wiekszoscig gtoséw, przy obecno-
§ci co najmniej potowy cztonkéw Zarzadu, w tym prezesa lub wiceprezesa. W ra-
zie rownosci gtosébw rozstrzyga gtos przewodniczacego zebrania.

§ 24,

1. Zarzad Gtowny wybiera ze swego grona siedmioosobowe Prezydium Zarzadu
Gtéwnego, w skitad ktédrego wchodza: prezes, wiceprezes, sekretarz, skarbnik
i 3 cztonkéw Zarzadu.

2. Prezydium Zarzadu Gidéwnego kieruje dziatalnoscia Towarzystwa w okresach
pomiedzy posiedzeniami Zarzadu Gidwnego zgodnie z regulaminem uchwalonym
przez Zarzad Gtléwny.

3. Posiedzenia Prezydium odbywajg sie w miare (potrzeby, nie rzadziej jednak niz
co dwa miesiace.

4. Uchwaly Prezydium zapadaja zwykla wiekszoscig gtoséw, przy obecnosci przy-
przynajmniej pieciu jego Cztonkéw, w tym prezesa lub wiceprezesa i winny by¢
przedstawione na najblizszym posiedzeniu Zarzadu Giléwnego.

§ 25.

1. Giéwna Komisja Rewizyjna sktada sie z 3 Czionkéw wybranych przez Walne
Zebranie na okres kadencji Zarzadu Giéwnego, Gtéwna Komisja Rewizyjna kon-
stytuujac sie wybiera sposréd siebie przewodniczgcego i sekretarza.

2. Do obowigzkéw Gtoéwnej Komisji Rewizyjnej nalezy: kontrola catoksztattu dzia-
talnosci Towarzystwa, przeprowadzana przynajmniej raz w roku, ze szczegdlnym
uwzglednieniem gospodarki finansowej w zakresie celowosci, prawidtowosci

i rzetelnosci.
3. Gtbwna Komisja Rewizyjna ma prawo wystepowania do Zarzadu Gi#dwnego
z wnioskami wynikajgcymi z ustalen kontroli i zgdania wyjasnien.

4. Przewodniczacy Gtéwnej Komisji Rewizyjnej moze braé¢ udziat z gtosem dorad-
czym w posiedzeniach Zarzadu Giéwnego i Prezydium Zarzadu Gidwnego.

5. Regulamin dziatania Gtéwnej Komisji Rewizyjnej zatwierdza Walne Zebranie
Cztonkdw.
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Rozdziat VvV

Oddzialy Towarzystwa

1. Oddzialty Towarzystwa sg powotywane z inicjatywy Czlonkéw na podstawie
uchwaty Zarzadu Gitéwnego w miejscowosciach, na ktérych terenie pracuje co
najmniej 15 Czlonkéw Towarzystwa.

2. Teren dziatalnosci Oddziatu i jego siedzibe okres$la Zarzad Gtéowny Towarzystwa.

§ 27.
1. Wiadzami Oddzialu Towarzystwa sa:
1) Walne Zebranie Cztonkéw Oddziatu,
2) Zarzad Oddziatu,
3) Komisja Rewizyjna Oddziatu.
2. Kadencja Zarzadu i Komisji Rewizyjnej Oddziatu trwa 3 lata.
§ 28.

Walne Zebranie Cztonkéw Oddziatu jest najwyzszg witadza Oddziatlu i moze by¢

zwyczajne lub nadzwyczajne.

§ 29.

1 Do kompetencji Walnego Zebrania Cztonkéw Oddziatu nalezy:

1) wytyczanie kierunkéw dziatalnosci Oddziatu, zgodnie z postanowieniami Sta-
tutu i uchwatami wtadz Towarzystwa,

2) rozpatrywanie sprawozdan z dziatalnosci Zarzadu Oddziatu i Komisji Rewi-
zyjnej Oddziatu,

3) udzielanie absolutorium ustepujagcemu Zarzgdowi Oddzialu na wniosek Ko-
misji Rewizyjnej Oddziatu,

4) wyboér Zarzadu Oddziatu i Komisji Rewizyjnej Oddziatu,

5) rozpatrywanie wnioskéw zgtoszonych przez Cztonkéw Oddziatu.

2. Uchwaly Walnego Zebrania Czionkéw Oddzialu zapadajg w pierwszym termi-
nie zwyktg wiekszoscia gtoséw, przy obecnosci co najmniej potowy Cztonkéw
uprawnionych do gtosowania, w drugim terminie bez wzgledu na liczbe obec-
nych.

3. Zwyczajne Walne Zebranie Cztonkéw Oddzialu zwolywane jest przez Zarzad
Oddziatu, ktéry informuje Czionkéw Oddzialu o proponowanym porzadku obrad
na 2 tygodnie przed wyznaczonym terminem.

§ 30.

Zarzad Oddziatu zwotuje nadzwyczajne Walne Zebranie Cztonkéw Oddzialu na

wniosek Zarzadu Giéwnego, z wiasnej inicjatywy, na wniosek Komisji Rewizyj-

nej Oddziatu, na wniosek przynajmniej 1/3 Cztonkéw Oddziatu zgtoszony na pismie

Zarzadowi Oddziatu.

§ 31.

Zarzad Oddziatu sktada sie z 3 do 5 oséb, wybieranych przez Walne Zebranie Czton-

kéw Oddziatu.

§ 32.

1. Do kompetencji Zarzadu Oddziatu nalezy:

1) prowadzenie dziatalnoSci zgodnie z postanowieniami Statutu Towarzystwa
i uchwatami witadz Towarzystwa,

2) organizowanie konferencji, kurséw i zebran naukowych,

3) organizowanie zjazdéw Towarzystwa i sympozjow specjalistycznych z upo-
waznienia Zarzagdu Giéwnego,

4) organizowanie odczytéw i wyktadéw popularyzujacych biochemie,

5) sktadanie Zarzadowi Gitéwnemu sprawozdan z dziatalnos$ci Oddziatu.

2. Posiedzenia Zarzadu Oddzialu odbywajg sie w miare potrzeby, nie rzadziej jed-
nak niz raz na kwartat.
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§ 33.

1 Komisja Rewizyjna Oddzialu wybierana przez Walne Zebranie Cztonkéw Od-
dziatu w tajnym gtosowaniu skiada sie z 3 os6b, sposréd ktérych wybiera prze-
wodniczacego.

2. Do obowigzkéw Komisji Rewizyjnej Oddzialu nalezy przeprowadzenie przynaj-
mniej raz w roku kontroli dziatalno$ci Oddzialu Towarzystwa.

3. Komisja Rewizyjna ma prawo wystepowania do Zarzadu Oddziatu z wnioskami
wynikajgcymi z ustalen kontroli.

4. Przewodniczacy Komisji Rewizyjnej Oddzialu moze braé¢ udziat z gtosem do-
radczym w posiedzeniach Zarzadu Oddziatu.

Rozdziat VI

Majatek Towarzystwa

§ 34
1. Majatek Towarzystwa skitada sie z nieruchomos$ci, ruchomosci i funduszéw.
2. Na fundusze Towarzystwa sktadajg sie:
1) wptywy ze sktadek cztonkowskich,
2 wplywy z majatku ruchomego i nieruchomego,
3) dotacje i zapisy,
4) wpisowe za udzial w zjazdach naukowych.
§ 35.

Dla waznosci pism dotyczagcych praw i obowigzkéw majgtkowych Towarzystwa wy-
magane sg podpisy prezesa, lub wiceprezesa Zarzadu Gidwnego oraz Skarbnika.
§ 36.

Wszelkie postanowienia wiadz Towarzystwa, zmierzajace do uszczuplenia majatku
nieruchomego lub funduszéw Towarzystwa wymagajg zgody witadzy rejestracyjnej.

Rozdziat VII

Zmiana Statutu i rozwigzanie sie Towarzystwa

§ 37.

Zmiana Statutu nastepuje na podstawie Uchwaly Walnego Zebrania Cztonkéw To-

warzystwa, podjetej wiekszoscia przynajmniej 2/3 gtoséw, przy obecnosci potowy

liczby Cztonkéw uprawnionych do glosowania.
§ 38.

1. Rozwigzanie sie Towarzystwa moze nastapi¢ na podstawie uchwaly Walnego
Zebrania Cztonkéw Towarzystwa podjetej wiekszoscig gtoséw przy obecnosci
przynajmniej potowy Czlonkéw uprawnionych do gtosowania.

2. Uchwata o rozwigzaniu sie Towarzystwa okre$li sposéb przeprowadzenia likwi-
dacji oraz cel na jaki ma by¢ przeznaczony majatek Towarzystwa.

3. Uchwata o przeznaczeniu majatku podlega zatwierdzeniu przez witadze rejestra-
cyjna.
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SPIS TRESCI

R. Gondko, B. Stomiany, K Slaska — Strukturalne sktadniki bton
erytrocytow
K. Staron — Zwigzki fluoryzujgce jako wskazniki zmian konformacyjnych

bton zwigzanych z transportem €N €1 g Qi 375
J. Petryniak — Zastosowanie nukleaz do badania struktury i biologicz-
nej aktywnosSCi RNA i D N A bbb e 391
E. Kurek — Fosfobiatka komoérkowe i ich rola biologiczna ... 419
J. Chetkowski — Potaczenia flawin z biatkam i, 435
R. Lorenc — Postepy badan nad Kalcytoning ... 455
E. Suska-Brzezinska — Enzymatyczna inaktywacja neurohormonéw 473
W. Janiszewska — Biosynteza kardenolidéw i bufadienolidéw . . . . 489
J. Opienska-Blauth — Kwasy aminomastow e ... 501
Recenzje ksigzek (W. Ostrowski, J. PawelKieWicz) ..., 521
IV Miedzynarodowe Sympozjum na temat flawin i flawoproteidéw, Konstanz,
14—19 marzec 1972 r. (Z. KANTUGA) ittt 525
Statut Polskiego Towarzystwa BioChemiCZNego . 527

W 4-tym zeszycie 18-go tomu ukazg sie:

1. Purynowe prekursory kwaséw nukleinowych w roslinach nasiennych — H. Rybicka

2. Badania nad synteza rybosomowych kwaséw rybonukleinowych — T. Gotaszew-
ski, J. W. Szarkowski

3. Wirusy bakteryjne zawierajagce kwas rybonukleinowy cz. I. Replikacja RNA —
A. Wodnar, J. Passent, A. Leonowicz

4. Wirusy bakteryjne zawierajace kwas rybonukleinowy cz. Il. Replikacja RNA —
W. Filipowicz, W. Zagdrski
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