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WSKAZOWKI DLA AUTOROW

Kwartalnik ,Postepy Biochemii” publikuje artykuty przegladowe
z biochemii i nauk pokrewnych. Artykuty winny obejmowaé syntetyczny
przeglad postepu wiedzy w omawianej dziedzinie opracowany na podsta-
wie piSmiennictwa z kilku ostatnich lat. Przekazanie artykutu do Re-
dakcji jest rownoznaczne z oswiadczeniem, ze nadestana praca nie byta
i nie bedzie publikowana w innym czasopiSmie jezeli zostanie ogtoszona
w ,,Postepach Biochemii”. Autorzy artykutu odpowiedzialni sg za pra-
widtowos¢ i Scistos¢ podawanych informacji. Autoréw obowigzuje korek-
ta autorska. Koszty zmian tekstu w korekcie (poza poprawieniem btedéw
drukarskich) ponoszg autorzy. Artykuty sg honorowane wediug obowig-
zujagcych stawek. Autorzy otrzymuja bezptatnie 25 odbitek swego arty-
kutu; zamoéwienia na dodatkowe odbitki (ptatne) nalezy zgtosi¢ pisem-
nie odsytajagc prace po korekcie autorskiej.

Autorzy proszeni sg o przestrzeganie nastepujacych wskazéwek:

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

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

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

Strona 2 i nastepne obejmujg tekst pracy do spisu pi$miennictwa
wiacznie, tabele, spis rycin, wzoréw oraz tytuty i objasnienia do rycin na
stronach koncowych.

Dla przejrzystosci tekstu korzystny jest czesto podzial na rozdzialty
i podrozdziaty. Wydzielone z tekstu tytuly rozdzialéw nalezy oznaczyc¢
numeracjg rzymska, a ewentualne podrozdzialy opatrzy¢ dodatkowg nu-
meracjg arabska (np. 1-2, 11-4 itp.). Tytuly podrozdziatéw nie wydzielo-
nych z tekstu nie powinny by¢é numerowane. W teksScie nie nalezy sto-
sowaé¢ zadnych podkres$len ani rozstrzelonego druku. Ewentualne su-
gestie autorskie co do charakteru czcionki drukarskiej nalezy zaznaczy¢
otéwkiem na marginesie maszynopisu. W przypadku umieszczenia w tek-
Scie liter alfabetu greckiego nalezy na marginesie wpisa¢ otéwkiem ich
fonetyczne brzmienie. W teks$cie nie nalezy umieszczaé zadnych tablic,
rycin czy wzoréw, lecz w zadanym miejscu pozostawi¢ wolny wiersz
i zaznaczy¢: Tabela 1, Ryc. 1, Wzér | itp. Numeracje wzoru w tekscie na-
lezy podawaé po nazwie zwigzku np. kwas glutaminowy (I).

Autorzy proszeni sg 0 zwrdécenie szczeg6lnej uwagi na poprawnos¢
jezykowa tekstu a takze na $Scistos¢ i jasnos¢ sformutowan, unikanie
gwary laboratoryjnej oraz o nie wprowadzanie do tekstu tworzonych do-
raznie skrotéow, nawet jes$li niektére z nich bywaja uzywane w pracach
obcojezycznych.
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Post. Biochem. 20, 99—120 (1974),

EDWARD ANDRZEJ CZURYLO *

Przestrzenna struktura tRNA

Three-Dimensional Structure of tRNA

Kwasy rybonukleinowe przenoszgce aminokwasy — tRNA — od-
kryto w roku 1957 [1, 2] i od tego czasu staty sie one obiektami inten-
sywnych badan ze wzgledu na funkcje biologiczng jaka spetniaja w pro-
cesie biosyntezy biatka. Po ustaleniu przestrzennej struktury DNA przez
Watsona i Cricka (1953) wydawato sie, ze w podobny spos6b uda sie usta-
lic przestrzenng strukture tRNA. Przewidywania te okazaly sie jednak
niestuszne. Efektem Kkilkunastoletnich intensywnych badan, w wyniku
ktorych zebrano sporg ilos¢ informacji o budowie makroczasteczek tRNA,
byto opracowanie kilkunastu modeli przestrzennej struktury tRNA, lecz
przydatno$¢ tych modeli jest ciggle dyskutowana.

W artykule tym przedstawiono poszczegélne modele przestrzennej
struktury tRNA i dokonano préby ich oceny.

I. Ogoblna charakterystyka tRNA

Makroczasteczka tRNA skiltada sie z 75—85 nukleotydéw (pokazano,
ze liczba nukleotydéw moze by¢ wieksza [3]), a jej ciezar czasteczkowy
wynosi 25 000—30 000 (stata sedymentacji okoto 4S). Oprécz adeniny,
guaniny, cytozyny i uracylu w tRNA wystepujg rowniez inne zasady
azotowe zwane ogélnie zasadami rzadkimi. Rola i biosynteza zasad rzad-

* Mgr, Katedra Biofizyki, Instytut Fizyki Doswiadczalnej, Uniwersytet War-
szawski.
Wykaz stosowanych skrotow: DNA — kwas dezoksyrybonukleinowy, tRNA —

kwas rybonukleinowy przenoszacy aminokwasy (transferowy kwas rybonukleinowy),
tRNASxy — kwas rybonukleinowy przenoszacy seryne, A — adenina, C — cytozyna,
G — guanina, U — uracyl, T — rybotymina, X = pseudourydyna, ImeG — 1-metylo-
guanina, 2me25 — N2-dwumetyloguanina, H2J(DHU) — dwuhydrourydyna, | — ino-
zyna, Imel — 1-metyloinozyna, 5meC — 5-metylocytozyna, 7meG — 7-metyloguani-
na, thioU — tiourydyna.
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kich byly tematem jednej z prac opublikowanych w Postepach Bioche-
mii [4]; w mniejszej pracy zagadnienia te zostang pominiete.

Zawartos¢ tRNA w komdrce stanowi okoto 10°/0 ogoélnej ilosci kwa-
séw rybonukleinowych, a zawartos¢ tRNA przenoszgcego poszczegoélne
aminokwasy waha sie od kilku promille do kilku procent ogdlnej ilosci
tRNA. Kazda czasteczka zdolna jest do przenoszenia tylko jednego ami-
nokwasu, natomiast niektére aminokwasy moga by¢ przenoszone przez
rézne czasteczki tRNA zawierajgce nawet ten sam antykodon [5]. Oka-
zalo sie réwniez, ze jedna czgsteczka tRNA przenoszaca okreslony ami-
nokwas moze odpowiada¢ dwém (a by¢ moze i wiecej) réznym kodonom
tego aminokwasu [6]. Zatem w komorkach réznych organizmoéw liczba
tRNA przenoszacych aminokwasy moze by¢ zrdéznicowana. W przypadku
E. coli udato sie zidentyfikowa¢ 56 roznych tRNA [7].

Otrzymang w wyniku wydzielania tRNA mieszanine nalezy rozdzieli¢
przede wszystkim pod wzgledem powinowactwa aminokwasowego oraz
pod wzgledem skiadu polinukleotydowego. Dotychczas opracowano wiele
metod wydzielania, oczyszczania i rozdzielania tRNA [8, 9], ustalania
sekwencji [B, 9, 10, 11]. Réwnoczesnie prowadzono inne badania, a mia-
nowicie badano: role tRNA w procesie biosyntezy biatka [12], oddzialy-
wanie tRNA z enzymami [8, 13, 14, 15], oddziatywanie kodonu z antyko-
donem [16, 17], chemiczne modyfikacje tRNA [8, 18].

Il. Uporzadkowanie struktury tRNA

Badania tRNA przeprowadzone do roku 1959 [19] metodami hydro-
dynamicznymi i optycznymi wskazywaly wprawdzie na istnienie upo-
rzagdkowanej struktury przestrzennej w czasteczkach tRNA, jednak nie
mozna byto stwierdzi¢ jaki ksztatt posiada ta czasteczka [20, 21]. Metod
tych bowiem nie mozna stosowaé¢ do dokiadnej analizy ksztaltu czaste-
czek o matym ciezarze czasteczkowym. W przypadku tRNA zastosowano
zatem metody spektroskopowe [22, 23] pozwalajgce oceni¢ asymetrie
czasteczki na podstawie pomiaréow czasu relaksaciji.

Ogrzewanie roztworow tRNA lub stosowanie innych czynnikow de-
naturujgcych powoduje zmiane ksztaltu i stopnia sztywnos$ci makrocza-
steczek [20, 23], wzrost ich elektronowego promienia bezwiadnosci oraz
wzrost absorpcji tych roztworow [24], Wyniki te swiadczg o tym, ze pod
wpltywem czynnikéw denaturujgcych nastepuje przejscie konformacyjne,
a wiec o istnieniu pewnej uporzadkowanej struktury w tych makroczg-
steczkach.

Uporzadkowanie struktury tRNA jest konieczne do wystapienia od-
dziatywan kodonu z antykodonem [25], a wiec do tego, aby spetniat on
swa funkcje biologiczna.
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Przestrzenna struktura tRNA powinna charakteryzowaé sie Scistym
upakowaniem ftancucha polinukleotydowego [26, 27].

I1-1. Pierwsze modele przestrzennej struktury tRNA

Préby modelowania przestrzennej struktury tRNA podjeto juz w roku
1960 [28], a wiec przed ustaleniem sekwencji nukleotydowej w czgstecz-
ce tRNA. Przyjeto pewien statystyczny rozkitad czterech podstawowych
nukleotydow rybozydowych i szukano struktury stabilizowanej oddziaty-
waniami wewnatrzczasteczkowymi. Zatozono, ze struktura tRNA zawiera
odcinki spiralne podobne do spirali DNA, lecz utworzone z tancucha
jednej czasteczki. Miedzy odcinkami spiralnymi mogg wystepowaé od-
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Ryc. 1. Ptaskie modele tRNA przenoszacego alanine wedilug H olley’a i innych [32]
A — adenina, C —cytozyna, G — guanina, U —urydyna, ImeG — l-metyloguanina, 2meXxs —
N*-dwumetyloguanina, H2U — dwuhydrourydyna, T —rybotymidyna, i}J— pseudourydyna, | —

inozyna, Imel — 1-metyloinozyna.
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cinki niespiralne tworzgce petle (wybrzuszenia). Zaktadajgc, ze liczba
wigzan wodorowych powstatych miedzy komplementarnymi zasadami
w czgsteczce powinna by¢ mozliwie najwieksza, znaleziono dwa modele
czasteczki tRNA — model rozgwiazdy i model pateczki — przy czym
model rozgwiazdy uznano za bardziej prawdopodobny. Modele przestrzen-
nej struktury tRNA byty tematem wielu innych prac, w ktérych przed-
stawiono model ztozony z dwu odcinkéw spiralnych potaczonych odcin-
kiem niespiralnym [29, 30, 31].

Momentem przetlomowym w badaniach tRNA byto ustalenie przez
Holley’a i jego wspolipracownikéw [3] sekwencji nukleotydowej dla
tRNA przenoszgcego alanine, wydzielonego z drozdzy piekarskich. W pra-
cy [32] zaproponowano trzy rézne konformacje (Rye. 1) badanej czgsteczkKi
nie rozpatrujgc prawdopodobienistwa ich wystepowania w rzeczywistosci.
Najwieksza popularnos¢ zyskat ptaski model przedstawiony na rycinie Ib
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Ryc. 2. Uog6lniony model liscia koniczyny

| —ramiag aminokwasowe,

Il —ramie dwuhydrouracylowe (petla utworzona z 8—12 nukleotydéw),
Il —ramig antykodonowe,
IV — ramie dodatkowe (dtugo$¢ tego ramienia waha sie od 4 do 14 nukleotydéw),
V — ramie TipC,
E — pozycje w ktérych wystepuja najczes$ciej nukleotydy modyfikowane;
Gwiazdka oznacza mozliwo$¢ wystepowania nukleotydu modyfikowanego.
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zwany potocznie modelem liscia koniczyny (ang. clover leaf) lub modelem
Holley’a.

Model ten umozliwia wygodny zapis sekwencji tafcucha polinukleo-
tydowego oraz ustalenie jego odcinkéw spiralnych i niespiralnych. Za po-
moca modelu liscia koniczyny mozna tez wytlumaczy¢ szczegblna podat-
nos¢ niektérych nukleotyddéw na modyfikacje zaréwno chemiczng jak i en-
zymatyczna.

Wszystkie tRNA, dla ktérych znana jest sekwencja nukleotydowa,
mozna przedstawi¢ za pomocg modelu liscia koniczyny, w ktorym wpro-
wadzono tzw. ramie dodatkowe. Diugosé ramienia dodatkowego jest r6z-
na w réznych tRNA i zalezy od liczby nukleotydéw wchodzacych w skitad
tej czasteczki. Dzieki takiemu modelowi (Ryc. 2) mozna zachowaé jedna-
kowg odlegtos¢ konca aminokwasowego czgsteczki od kodonu, wyréznic
tzw. uniwersalne odcinki, w ktérych sekwencje nukleotydéw sa identycz-
ne we wszystkich tRNA oraz okresli¢ miejsca, w ktérych najczesciej wy-
stepuja modyfikowane nukleotydy.

Konformacji natywnego tRNA nie mozna opisa¢ za pomoca modelu
ptaskiego, gdyz czasteczka ta ma ksztalt elipsoidy obrotowej o stosunku
osi rownym 1:3 [33]

Model liscia koniczyny stat sie podstawg prawie wszystkich kolejnych
modeli tRNA, ktére zostang omdéwione w nastepnym rozdziale.

11-2. Podobienstwa i roznice w budowie tRNA przenoszacych rézne aminokwasy

Postugujac sie modelem przedstawionym na rycinie 2 i znanymi sek-
wencjami tRNA mozna ustali¢c wiele wspolnych cech, ktorymi charakte-
ryzuja sie prawdopodobnie wszystkie czasteczki tRNA. Na koncu 3' (ami-
nokwasowym) wystepuja zawsze trzy nukleotydy CCA, a na koncu 5
z reguty — nukleotyd guanylowy. W ramieniu aminokwasowym wyste-
puje siedem komplementarnych par zasad tworzacych spirale, a w ra-
mieniu dwuhydrouracylowym wystepujg 3 lub 4 pary, natomiast w petli
dwuhydrouracylowej liczba nukleotydéw waha sie od 8 do 12. W ramie-
niu antykodonowym odcinek spiralny utworzony jest przez pie¢ par zasad,
a petla antykodonowa przez 7 nukleotydéw. Przed pierwszym nukleoty-
dem antykodonu wystepuje zawsze nukleotyd urydylowy, a za kodonem
z reguty — nukleotyd adenylowy lub jego pochodna. Ramie dodatkowe
ma rozng diugos¢ i moze skltada¢ sie z 4— 14 nukleotydoéw. Ramie T'PC
(nazwane tak od statej trojki nukleotydéw wystepujacych w nim) skilada
sie z odcinka spirali utworzonej z 5 par zasad i petli utworzonej z 7 nu-
kleotydow.

W tabeli | podano odlegtosci (wyrazone liczbg nukleotydéw) miedzy
niektorymi charakterystycznymi punktami tancucha tRNA. Z danych
tych wynika, ze odlegtos¢ pierwszego nukleotydu antykodonu od korica
5' jest w przyblizeniu stala i réwna 35=+1 nukleotydéw. Odlegtos¢ nu-
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kleotydu tymidylowego od konca 3' jest w przyblizeniu réwniez stata
i rowna 23 nukleotydom.

W petlach wszystkich czasteczek tRNA mozna wyrézni¢ odcinki,
w ktoérych nukleotydy wystepujg w okreslonej kolejnosci (AGH2J w petli
dwuhydrouracylu i GTAC* w petli TAC).

Jesli tancuch tRNA przedstawi¢ w postaci linii prostej i nukleotydy
koncowe umiesci¢ w jednakowej odlegtosci od siebie, to traktujgc w krot-
kich tancuchach pewne miejsca jako delecje, mozna w przypadku 15 cza-
steczek tRNA otrzymac¢ pokrywanie sie tych samych nukleotydéw w 13
pozycjach [9]. Jeszcze wiekszg liczbe identycznie obsadzonych pozycji
mozna uzyskaé, jesli traktowaé pochodne niektérych nukleotydéw jakc
nukleotydy podstawowe. Te podobierfistwa w sekwencji tafncucha tRNA
postuzyty do sformutowania hipotezy dotyczacej zmian ewolucyjnych
tRNA. Mozna przypuszczaé¢ [34], ze wszystkie tRNA w komorce pochodzag
od wspélnego tRNA prototypowego, a wystepujace réznice sg wynikiem
mutacji, ktérym ulegal tRNA prototypowy. Czgsteczka tRNA prototy-
powego posiadata wiekszg liczbe nukleotydéw w tahcuchu niz tRNA obec -
nie spotykane, ktére powstaty w wyniku delecji czesci nukleotydow
z tRNA prototypowego. Istnieje tez inna mozliwos¢, a mianowicie tRNA
prototypowy mogt byé krétkim tancuchem (76— 78 nukleotydéw), a na-
stepnie odpowiedni gen powiekszyt sie w wyniku wigczenia do DNA do-
datkowych nukleotydéw [35].

Oprocz wielu podobienstw, jakie udato sie ustali¢ dla réznych czaste-
czek tRNA, istnieje tez wiele réznic. Najwieksze réznice zwigzane sa z wy-
stepowaniem nukleotydéw rzadkich, ktére moga stanowi¢ od okoto szesciu
do dwudziestu Kilku procent ogoélnej liczby nukleotydéw. Mozna przy-
puszczac, ze nukleotydy modyfikowane maja decydujagcy wptyw na swoi-
ste wihasciwosci poszczegdinych tRNA [36].

Nukleotydy modyfikowane wystepuja najczesciej w odcinkach nie-
spiralnych, a wiec w odcinkach najbardziej podatnych na dziatanie czyn-
nikéw zewnetrznych, zwlaszcza enzymoéw modyfikujgcych. W ramieniu
aminokwasowym nukleotydy modyfikowane nie wystepuja, co moze byé
wynikiem spiralizacji odcinkéw tarncucha polinukleotydowego wchodza-
cego w skilad tego ramienia lub tez wynikiem ostaniania tego ramienia
przez inne czesci tancucha tRNA.

Makroczgsteczki tRNA przenoszace te same aminokwasy i wystepujgce
w réznych organizmach réznig sie miedzy sobg tym bardziej, im wieksza
jest odlegtos¢ taksonomiczna miedzy tymi organizmami. tancuchy cza-
steczek tRNASer z drozdzy piekarskich [37] i tRNA]ea z drozdzy browar-
skich [5, 38] majg identyczna sekwencje natomiast sekwencja tancucha
tRNASer z watroby szczura [39] rdzni sie od poprzednich w 21 pozycjach.

Problemowi podobienstw i réznic tRNA poswiecono wiele prac [9, 35,
40, 41]. W miare poznawania sekwencji kolejnych tRNA mozna bedzie

* p. str. 120.
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przekona¢ sie czy ustalone dotychczas prawidtowosci potwierdza sie, czy
tez trzeba bedzie je zmodyfikowaé. Niewatpliwie pozostanie stuszng za-
sada odnoszaca sie do materii ozywionej, a mianowicie ,zasada jednosci
w réznorodnosci”.

I11. Modelowanie przestrzennej struktury tRNA

Dla pomysinego rozwoju badan tRNA konieczne jest ustalenie prze-
strzennej budowy tych czasteczek. Prace nad modelowaniem struktury
tRNA podjeto w wielu os$rodkach badawczych, a wynikiem tych prac byto
opracowanie w latach 1966— 1969 kilkunastu modeli [42—53]. Modele te
wykazujg szereg brakow i byty wielokrotnie krytykowane [50, 54—57].
Prace w tym kierunku prowadzone sg nadal, opracowano kilka nowych
modeli. Przed przystapieniem do ich analizy nalezy ustali¢ liste wymagan,
jakie powinien spetnia¢ model.

%

II-1. Wymagania stawiane modelowi przestrzennej struktury tRNA

A. Struktura czasteczki tRNA powinna by¢ korzystna energetycznie,
a w przypadku zblizenia sie dwu ujemnie natadowanych grup fosforano-
wych na odlegtos¢ mniejszg od odlegtosci standardowej, powinny by¢ one
ekranowane przez kationy dwuwartosciowe [58, 59].

B. W czasteczce tRNA wystepuje okoto 80 wigzahn wodorowych, w kto-
rych bierze udziat okoto 25 par zasad [43, 60]. Ptaszczyzny wiekszosci za-
sad wystepujacych w tancuchu polinukleotydowym powinny by¢é w przy-
blizeniu prostopadie do gtéwnej osi czasteczki [61, 62].

C. Wartosci dtugosci wigzan i kagtow dwusciennych w modelu powinny
miesci¢ sie w granicach wartosci standardowych znalezionych dla tancu-
chow polirybonukleinowych [63, 64], a spirala powiinna by¢ tzw. spiralg
typu A lub, co wydaje sie bardziej prawdopodobne, spiralg typu A"

D. Struktura przestrzenna czasteczki powinna charakteryzowaé sie
Scistym upakowaniem tancucha polinukleotydowego [27, 44, 47], posiadac
asymetrie réwng okoto 1:3, czyli powinna to by¢ cienka i dtuga czgstecz-
ka [22, 33, 65, 66]

E. Rozmiary czasteczki niesolwatowanej powinny wynosi¢ 24X32X
X 8pA. [67], a elektronowy promien bezwiadnosci (promien Stokesa) okoto
24A [44, 47, 52, 68]. Rozmiary czgsteczki mogg zmieni¢ sie w wyniku so-
lwatacji (powiekszy¢ sie do 40X90A [67]) oraz na skutek zmian sity jono-
wej roztworu [69].

F. Struktura przestrzenna tRNA przenoszacych rézne aminokwasy po-
winna by¢ jednolita tzn. taka, aby mozliwa byta ich krystalizacja [70],
a krysztaty tRNA przenoszacego te same aminokwasy powinny charakte-
ryzowaé sie odpowiednimi parametrami sieci krystalicznej [54, 62, 71, 72].
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G. Utozenie poszczegolnych odcinkéw tancucha polinukleotydowego po-
winno by¢ takie, aby umozliwialo fotodimeryzacje [73, 74] uracylu znaj-
dujgcego sie na pozycji 6smej z cytozyng znajdujgcag sie na pozycji trzy-
nastej (liczac od konca 5) przynajmniej dla pewnych tRNA [74, 75] oraz
takie, aby mozna byto wytlumaczy¢ wiasciwosci fluorescencyjne makro-
czasteczki tRNA [22, 33, 56, 76— 78],

H. Przestrzenna struktura tRNA powinna zapewnia¢ odpowiednig od-
pornosc¢ tej czasteczki na dziatanie nukleaz [26, 27, 79— 82].

I. Model przestrzennej struktury tRNA powinien uwzgledniaé mozli-
woséci oddziatywania tej czasteczki z syntezami [83—86].

J. W modelu powinny by¢ uwzgledniane lokalne konformacje tancu-
cha polinukleotydowego umozliwiajgce przeprowadzenie okreslonych mo-
dyfikacji chemicznych w czasteczkach tRNA [87—92].

K. Model struktury przestrzennej tRNA powinien umozliwia¢ spet-
nianie funkcji biologicznych zwigzanych z biosyntezg biatka, a wiec po-
winien uwzglednia¢ oddziatywanie tej czasteczki z dwoma centrami ak-
tywnymi rybosomu [93—96] oraz odpowiednie jej oddziatywanie z kodo-
nem. Mechanizm oddziatywania kodonu z antykodonem nie jest jeszcze
doktadnie znany [97— 101].

L. Rozmiary czasteczki tRNA powinny pozwala¢ na réwnoczesne od-
dziatywanie co najmniej dwu czasteczek tRNA z dwoma kolejnymi kodo-
nami [102], a struktura wszystkich czgsteczek tRNA powinna zapewniac
takie zblizenie tRNA aminoacylowanego do tRNA peptydylowego, aby
mogto powsta¢ wigzanie kowalencyjne pomiedzy grupg aminowag amino-
kwasu i grupa karboksylowa powstajagcego tancucha peptydowego [102,
103].

I1-2. Jednolita struktura przestrzenna tRNA przenoszacych r6zne aminokwasy

Przy opracowaniu modeli przestrzennej struktury tRNA korzystano
badZz to z wlasciwosci ustalonych dla naturalnych mieszanin tego kwasu
rybonukleinowego, badz tez niektére witasciwosci ustalone dla tRNA prze-
noszacego okreslony aminokwas przypisywano czasteczkom przenoszacym
inne aminokwasy. Taki sposéb postepowania mozliwy jest tylko przy za-
tozeniu istnienia jednolitej struktury przestrzennej dla wszystkich czaste-
czek tRNA. Do sformutowania takiego zatozenia nie byto jednak przez
dtuzszy czas dostatecznie przekonywujgcych dowodéw. Problem ten prze-
milczano nawet w pracach przegladowych poswieconych przestrzenej
strukturze tRNA [50, 54, 55, 57],

O istnieniu jednolitej struktury przestrzennej méwi sie w pracy Abr a -
hama [102], w ktérej podjeto probe wyjasnienia mechanizmu powstawa-
nia tancucha peptydowego w procesie biosyntezy biatka na rybosomie.
Autor nie szuka jednak dowodu na istnienie jednolitej struktury prze-
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strzennej, lecz zaklada jej istnienie na podstawie funkcji jakg spetniajg
wszystkie czgsteczki tRNA w organizmie.

Wydaje sie, ze obecnie istnienie jednolitej struktury przestrzennej
tRNA przestato juz by¢ hipoteza i mozna je traktowaé jako jedno z wyma-
gan stawianych modelowi przestrzennej struktury tRNA (patrz IlI-I.
punkt F). Znamy bowiem wiele faktéw, ktére potwierdzajg istnienie
jednolitej struktury przestrzennej tRNA.

Kazda czgsteczka tRNA moze przenosi¢ dowolny aminokwas [104, 105],
jesli tylko potrafimy taki aminokwas potaczy¢ z czasteczka tRNA nie na-
ruszajac jej przestrzennej struktury. Wprawdzie sekwencje powstajgcego
tancucha peptydowego bedzie niezgodna z sekwencjg tanicucha zakodowa-
nego w mRNA, ale synteza odbywa sie bez przeszkod.

Wiasciwosci roztworéw mieszaniny naturalnej czasteczek tRNA sg iden-
tyczne z wihasciwosciami roztworéw tRNA przenoszacych okreslony ami-
nokwas. Swiadczy o tym brak réznic w wynikach rozproszenia promieni
rentgenowskich pod matymi katami [66] oraz jednakowe czasy relaksacji
dla tych roztworéw [23].

Najbardziej przekonywujgcym dowodem na istnienie jednolitej struk-
tury przestrzennej tRNA jest mozliwo$¢ tworzenia cieklych krysztatow
przez stezone roztwory mieszaniny tRNA [66, 106], oraz mozliwos¢ two-
rzenia krysztatow ,,rzeczywistych” zawierajgcych mieszanine tRNA prze-
noszacych rézne aminokwasy [70, 107]. Jak wiadomo, procesy zaréwno kry-
stalizacji ,,rzeczywistej”, jak i tworzenia krysztatéw cieklych mozliwe sg
jedynie w przypadku czasteczek o identycznej strukturze.

Na istnienie jednolitej struktury przestrzennej czasteczek tRNA prze
noszacych rézne aminokwasy wskazuja nie tylko wiasciwosci fizyczne, lecz
réwniez inne fakty wynikajgce ze znajomosci mechanizméw oddziatywa-
nia tRNA z centrami aktywnymi rybosomu [108].

Wszystkim tRNA, dla ktéorych znana jest sekwencja nukleotydowa
(okoto 30 tRNA) mozna przypisa¢ odpowiednia plaska strukture liscia ko-
niczyny, a to pozwala przypuszczaé, ze utozenie poszczegélnych ramion
wzgledem siebie jest podobne, gdyz poszczegolne czesci tanncucha zbudowa-
ne sg z podobnych elementdw.

I11-3. Analiza modeli przestrzennej struktury tRNA

Jeden z modeli tRNA — model liscia koniczyny (Ryc. Ib i Ryc. 2) opi-
sano w poprzednim rozdziale (patrz Il1-1.). Model ten nie spetnia wielu wy-
magan (punkty B, D, E. H, J. K) i, jak juz wspomniano, moze by¢ uzywa-
ny jedynie do lapisu sekwencji tancucha polinukleotydowego tRNA. Przy
opracowywaniu nastepnych modeli zachowano w mniejszym lub wiekszym
stopniu podstawowe jednostki strukturalne (ramiona i petle) wystepujgce
w modelu liscia koniczyny. Wyjatek stanowig trzy modele o ksztaicie pa-
teczek, utworzonych ze spirali tréjpasmowej [42]; postuluje sie, ze najbar-
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dziej prawdopodobny jest model pateczki, w ktorej obok dwu petli gtéw-
nych wystepuja petle boczne. Dotychczas nie stwierdzono jednak wyste-
powania naturalnych kwaséw nukleinowych w postaci spirali trojpasmo-
wej. Wartos¢ elektronowego promienia bezwiadnosci takiej czasteczki wy-
znaczona teoretycznie przekracza znacznie warto$¢ wyznaczong doswiad-
czalnie [44, 68], Poza tym model nie spetnia punktéw G, H i J z listy wy-
magan stawianych modelom tRNA.

B CCA
CCA CCA
CCA
DHU 2< DHU
b DHU Twe
T sa
I TWC
T :
AC DHUW )
(@) ) AC\ (¢) (d)
CCA
TC
DHUY
MC
DHU
KjAC

(h)

CCA
s.a.
DHU DHU
is.a.
T 'DHU
AC

) AC (k)

Ryc. 3. Statyczne modele tRNA wedlug: a) Cantora i innych [43], b) Lake’a

i Bemanna [44], Doctor a i innych [48], ¢) Lev it ta [50], d Cramera

i innych [45 109], e Cramera [55], f) Melchera [561], g0 Ninio i in-

nych [52], h) Fullera i innych [49], i) Connorsa i innych [47], j) Stae he-
li na [111], k) Abrahama [102], ) Kima i innych [117]

AC — ramie antykodonowe,
CCA — koniec 3’ (ramie aminokwasowe),
DHU — ramie dwuhydrouracylowe,

T*C — ramie TtpC,

s.a. —ramie dodatkowe.
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Na rycinie 3 przedstawiono tzw. modele statyczne tRNA. W tym przy-
padku konformacja natywna czasteczki tRNA nie zmienia sie w zauwa-
zalny sposéb podczas wykonywania przez czasteczke funkcji biologicznej.

Ws$rdéd modeli statycznych mozna wyrézni¢ tzw. modele H [43, 44, 48]
(Ryc. 3a, b). W modelach tych rozréznia sie dwa odcinki spiralne, z ktérych
jeden jest utworzony przez ramie aminokwasowe i ramie TAC, a drugi —
przez ramie antykodonowe i dwuhydrouracylowe. Odcinki te sg przeciw-
nie zorientowane wzgledem siebie. Modele H nie speiniajg wymagan za-
wartych w punktach G i H oraz cze$ciowo w punktach B, J i L.

Model Le vit ta [B0] przedstawiony na rycinie 3c przez diuzszy okres
uwazany byt za model tRNA najblizszy rzeczywistej strukturze tej cza-
steczki [54, 56]; nie speinia on jednak wymagan zawartych w punktach
D, E i H oraz czesciowo w punktach B, J i L.

W kolejnych trzech modelach przedstawionych na rycinach 3d, e, ¢
zalozono, ze trzy ramiona skierowane sg w jedng strone, a czwarte ramie,
skierowane w strone przeciwna (Ryc. 3d, e), tworzy wspoélng spirale z ra-
mieniem dwuhydrouracylowym [45, 109] lub z aminokwasowym [55], albo
jest prostopadte do pozostatych trzech ramion [51]. Oba modele (Ryc. 3d, €)
opracowane przez Cramera i jego wspotpracownikow [45, 55, 109] nie
spetniajg wymagan zawartych w punktach E, G, L oraz czesciowo— B,
D i F. Natomiast model [51] przedstawiony na rycinie 3f i model nieco
zmodyfikowany [110] nie spetniaja punktéw A, D, E i czesciowo punktéw
B, J, KilL.

Model przedstawiony na rycinie 3g jest pierwszym modelem, przy
opracowywaniu ktoérego odstgpiono nieco od konformacji liscia koniczyny
[52]. Model ten podobny jest do modeli przedstawionych na rycinach 3d,
e, a zatem teoretyczna warto$¢ elektronowego promienia bezwladnosci jest
wieksza od wartosci doswiadczalnej [44, 68] Rowniez asymetria (punkt D)
i rozmiary (punkt E) modelu réznig sie od asymetrii i rozmiar6w czaste-
czek tRNA. Poza tym model nie spetnia punktéw B, H, J i L.

Na rycinie 3h, i przedstawiono dwa podobne modele czgsteczki tRNA
[46, 47, 49], ktére rozpatrywane sg czesto jako modele identyczne [54].
W modelach tych zaktada sie istnienie wspdlnego odcinka spiralnego dla
ramion aminokwasowego i TWC oraz istnienie wspdélnej osi dla tego odcin-
ka spiralnego z odcinkiem spiralnym ramienia antykodonowego. Modele
réznig sie tylko utozeniem petli dwuhydrouracylowej. Przyjete zalozenia
nie sg zgodne z wymaganiami fizycznymi zawartymi w punktach D i E,
poza tym model nie spetnia czeSci wymagan z punktéw B, H, J i L. Podob-
ny model [111] przedstawia rycina 3j, w ktérym zatozono istnienie wspél-
nego odcinka spiralnego dla trzech ramion: aminokwasowego, dwuhydro-
uracylowego i antykodonowego. Ramie TAC tworzy wspdélny odcinek spi-
rali z ramieniem dodatkowym (model ten opracowano dla czasteczki tRNA
przenoszacych seryne, a zatem czasteczki, ktéra ma dtugie ramie dodatko-
we). Podczas opracowywania tego modelu uwzgledniono wiasciwosci che-
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miczne i biochemiczne czasteczki tRNA, nie uwzgledniono natomiast jej
wihasciwosci fizycznych. Model przedstawiony na rycinie 3j nie spetnia wy-
magan zawartych w punktach B, D, E i F, a takze w punkcie K, gdyz dtu-
gos¢ czasteczki tRNA zmienia sie wraz ze zmiang liczby nukleotydéw wcho-
dzacych w skiad petli dwuhydrouracylowej.

Model Abrahama [102] potocznie zwany modelem | przedstawiono
na rycinie 3k. Przy opracowywaniu tego modelu uwzgledniono po raz
pierwszy funkcje biologiczng tRNA w procesie biosyntezy biatek. Przyjeto
wiec stalg dilugos¢ czasteczki (ramie TAC i antykodonowe maja stalg liczbe
nukleotydow), a poprzeczne rozmiary czasteczki dopasowano do diugosci
jaka zajmuje tryplet kodonu w tafcuchu mRNA. Dzieki temu mozliwe jest
oddziatywanie czasteczki z dwoma centrami aktywnymi rybosomu oraz od-
dziatywanie réwnoczesne dwu czasteczek tRNA z dwoma kolejnymi kodo-
nami. W modelu | koniec 3' (aminokwasowy) znajduje sie posrodku cza-
steczki i jest do niej prostopadly, co nie wptywa jednak na mozliwosc
wigczania kolejnego aminokwasu do syntetyzowanego tancucha peptydo-
wego. Jak podkresla autor pracy [102] dla udowodnienia stusznosci tego
modelu potrzebne sg dalsze badania, a zwifaszcza badania rentgenograficz-
ne i chemiczne. Wydaje sie, ze odstonieta petla TAC powinna by¢ podatna
na modyfikacje chemiczne i enzymatyczne, co nie zostato dotychczas po-
twierdzone doswiadczalnie. Obecnie uwaza sie, ze petla TAC potozona jest
w poblizu petli dwuhydrouracylowej [112]; nie wyklucza sie przy tym
mozliwosci ich wzajemnego oddziatywania. Mozna wiec przypuszczaé, ze
petla TAC jest ekranowana przez petle dwuhydrouracylowg przed dziata-
niem enzymoéw i czynnikéw chemicznych. Mimo wymienionych powyzej
brakéw model | byt powaznym osiggnieciem w dziedzinie badan struktu-
ry przestrzennej tRNA.

W roku 1968 w kilku pracowniach réwnoczesnie udato sie otrzymac
krysztaty tRNA [107, 113— 116], ktére nadawaty sie do badan struktural-
nych za pomocg dyfrakcji promieni rentgenowskich. Do roku 1973 ustalo-
no wiele réznych parametréw sieci krystalicznej krysztatéw tRNA [71i li-
teratura tam cytowana, 72]. Wynikiem tych prac byt model (Ryc. 31) opra-
cowany na podstawie wykonanych map gestosci eletkronowej o rozdziel-
czosci 4A [117]. Model ten rdzni sie znacznie od wszystkich pozostatych
modeli i chociaz autorzy uwazaja, ze pewne lokalne konformacje tancucha
bedzie mozna wyjasni¢ dopiero po opracowaniu map gestosci elektronowej
0 rozdzielczosci 3A, nie wptynie to jednak na utozenie poszczegoélnych ra-
mion liscia koniczyny wzgledem siebie. Model ten nie spetnia punktéw B,
E, H oraz czesciowo D i J, a speklnienie punktow I, K i L jest dyskusyjne.
Nalezy zaznaczy¢, ze dotychczas krystalizacje tRNA prowadzono z miesza-
nin cieczy organicznych z wodg. Poniewaz procentowa zawartos¢ cieczy
organicznych czesto jest dos¢ duza, moze to spowodowac czesciowg, a na-
wet catkowitg denaturacje czgsteczki [118]. Wiadomo, ze istnieje mozli-
wos¢ uzyskania krysztaldow tRNA z roztwordéw nie zawierajacych cieczy
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organicznych [118]. Dalsze badania rentgenograficzne takich krysztatow
pozwolg stwierdzi¢ czy konformacja czasteczki tRNA jest zgodna z mode-
lem przedstawionym na rycinie 3L

“— 0§ spirali

Ryc. 4. Utozenie tancucha polinukleotydowego w tRNA

a) wedilug Janga [67],

b) wedlug Kima i innych [117],

c) w modelu liscia koniczyny wedtug Janga [67] z zaznaczonymi odcinkami spi-
rali czteropasmowej,

d) wigzania wodorowe powstajace w spirali czteropasmowej [67];

Oznaczenia analogiczne jak na rycinach 1i 3.

Jednym z ciekawszych statycznych modeli tRNA jest model J anga
[67] przedstawiony na rycinie 4a. W modelu tym zatozono, istnienie dwu
odcinkéw spirali czteropasmowej, ktérych osie przesuniete sg wzgledem
siebie o 7,5A. Jeden z odcinkéw spirali czteropasmowej utworzony jest
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przez ramiona dwuhydrouracylowe i TWC, a drugi — przez ramiona anty-
kodonowe i aminokwasowe. Koniec 3' tancucha polinukleotydowego znaj-
duje sie w poblizu petli antykodonowej. Ramie dodatkowe znajduje sie
w potowie czgsteczki i w przypadku, gdy tRNA ma diugie ramie dodatko-
we, moze sie ono ukiada¢ wzdluz ramienia antykodonowego, co nie po-
woduje powazniejszych zmian w ksztalcie makroczasteczki. Model Janga
spetnia wszystkie poprzednio opisane wymagania (patrz Ill-1.). Poza tym
petla dwuhydrouracylowa znajduje sie tak blisko petli T"PC, ze mozliwe
jest ich wzajemne oddziatywanie, a to prawdopodobnie jest konieczne dla
zapewnienia biologicznej aktywnosci tRNA [112]. Na takie utozenie obu
petli wskazujg tez badania rentgenowskie krysztatéw tRNA [117]. W mo-
delu tym przyjeto rowniez, ze w tancuchu polinukleotydowym tRNA szes¢
nukleotydéw wystepuje w konformacji syn (zgodnie z wczesniejszymi ba-
daniami [81, 119]). Nie zatozono natomiast istnienia wigzan wodorowych
pomiedzy grupg 2'OH rybozy z weglem nastepnego pierscienia rybozy
(propozycja Abrahama [102]), ale istnienie takich wigzan nie zostato
dotychczas potwierdzone doswiadczalnie, a jego wkitad w energie stabili-
zacji struktury tancucha polinukleotydowego jest dos¢ dyskusyjny [120,
121]. W modelu przedstawionym na rycinie 4a, oprocz kanonicznych wig-
zan wodorowych Watsona—Cricka, zatozono dodatkowo istnienie 24 wig-
zah wodorowych, ktére powstajg pomiedzy spiralnymi odcinkami poszcze-
gélnych ramion liscia koniczyny (patrz Ryc. 4c). W zwigzku z tym zatozo-
no [67], ze w ramieniu dwuhydrouracylowym istnieje odcinek spiralny
utworzony z pieciu par nukleotydéw. Wigzania wodorowe powstajgce mie-
dzy zasadami w spirali czteropasmowej przedstawia rycina 4d. Mozliwosé
powstawania tego rodzaju wiazan wykazano [122] dla krysztatéw, nato-
miast na steryczng mozliwos¢ istnienia spirali czteropasmowej wskazujg
wyniki pracy [123].

Oprécz pewnych zasadniczych réznic wystepujgcych miedzy modelami
proponowanymi przez Janga [67] oraz K im a i jego wspoOtpracownikéw
[117], charakteryzuja je réwniez pewne cechy wspélne. Przede wszystkim
w obu modelach zatozono niewielka odlegtos¢ pomiedzy petla dwuhydro-
uracylowg i TA"C. Poréwnujac utozenie przestrzenne tancucha polinukleo-
tydowego (Ryc. 4a, b) mozna stwierdzi¢, ze wprawdzie utozenie ramion
dwuhydrouracylowego, T~C i dodatkowego w obu modelach sg nieco roz-
ne, lecz wynika to raczej z r6znego utozenia ramion antykodonowego i ami-
nokwasowego. Poniewaz jednak dodanie rozpuszczalnikbw organicznych
do roztworu tRNA wptywa na zmiane konformacji tych makroczasteczek
[118], mozna przypuszczac, ze struktura tRNA w krysztale nie jest iden-
tyczna ze strukturg natywna tych makroczgsteczek. Nasuwa sie wiec wnio-
sek, ze natywna struktura tRNA jest podobna (a by¢ moze i identyczna®
do struktury proponowanej przez Janga [67], a warunki w jakich tRNA
krystalizuje wywotuje denaturacje, w wyniku ktérej czgsteczka tRNA
przyjmuje strukture nieco inng, a mianowicie takg jaka ustalili autorzy

2 Postepy Biochemii
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-
a) Wu [53],

b) Danchina [128],
c)id Gurela [129].

Oznaczenia analogiczne jak na rycinach 1i 3.
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pracy [117] na podstawie badan rentgenograficznych. Problem ten niewat-
pliwie wkroétce zostanie rozwiazany.

Poniewaz ws$rod statycznych modeli struktury tRNA nie znalezlismy
takiego modelu, ktéry mogtby jednoczesnie wyjasni¢ wszystkie ustalone
wiasciwosci tej makroczgsteczki, nalezy przeanalizowaé¢ modele dynamicz-
ne. Przy opracowaniu tych modeli zaklada sie, ze w makroczgsteczce tRNA
podczas wykonywania przez nie funkcji biologicznych wystepuja pewne
zmiany strukturalne. Na rycinie 5 przedstawiono trzy dynamiczne mode-
le tRNA.

Dynamiczny model W u [53] (Ryc. 5a) przedstawia czasteczke tRNA
w dwu formach, tzw. zdenaturowanej i natywnej. Te dwie formy zostaly
wykryte [58, 124] i rozdzielone za pomocg chromatografii [124] w roku
1966. Ustalono wiele wiasciwosci fizycznych i biologicznych tych dwu
form [125— 127],

Omawiane modele opisujg obie formy: zdenaturowang (lewy) i natyw-
na (prawy). W obu formach zatozono, ze czgsteczki tRNA majg strukture
spirali czteropasmowej. W formie zdenaturowanej rozmiary czasteczki wy-
noszg 20X 100A, a w formie natywnej 25X50A co prowadzi do niezgodnos-
ci z punktem E wymagan (patrz Il11-1). Wedtug tych modeli ramiona anty-
kodonowe i TIFC tworzg jeden z odcinkéw spirali czteropasmowej, co réw-
niez wydaje sie niewtasciwe [112, 117]. Poza tym modele te nie spetniaja
punktéw B, D i G, a spetnienie punktéw H—L jest bardzo dyskusyjne.

Na rycinie 5b przedstawiono dynamiczny model tRNA [128], w ktérym
zaktada sie zmiane konformacji czasteczki tRNA podczas jej oddziatywa-
nia z rybosomom. Konformacje, jaka przyjmuje czasteczka tRNA pod-
czas oddziatywania z centrum aktywnym A rybosomu nazwano struktu-
rag A, a konformacje, ktorg przyjmuje ta czasteczka oddziatujgc z centrum
aktywnym P rybosomu — strukturg P. Modele obu struktur nie spetniajg
czesciowo punktéw B, E i J, a utozenie petli dwuhydrouracylowej i T"PC.
podobnie jak w przypadku poprzednich modeli dynamicznych, wydaje sie
przemawia¢ raczej na niekorzy$¢ tych modeli.

Inny dynamiczny model tRNA [129] przedstawiono na rycinach 5c i 5d,
na ktorych u gory (Ryc. 5¢) przedstawiono konformacje tancucha polinu-
kleotydowego tRNA w poczagtkowym momencie oddziatywania z ryboso-
mem (analogicznie do struktury A po lewej stronie na rycinie 5b) i (u do-
tu) w momencie oddziatywania z tRNA peptydydowym (analogicznie do
struktury P po prawej stronie na rycinie 5b). Takie utozenie poszczegdélnych
ramion czasteczki tRNA jak na rycinach 5c i 5d powoduje niespetnienie
punktéow B, D, E i czesSciowo J z listy wymagan stawianych modelowi
tRNA. Ulozenie petli dwuhydrouracylowej i TAC jest niezgodne z wyni-
kami poprzednio omawianych prac [112, 117], a poza tym nie ekrano-
wana petla TIFC musiataby by¢ podatna na modyfikacje chemiczne i en-
zymatyczne w wiekszym stopniu, niz to stwierdzono doswiadczalnie.

Dotychczas brak jest danych doswiadczalnych wskazujgcych na wy-



116 E. CZURYLO [18]

stepowanie zmian konformacyjnych tRNA podczas syntezy biatka na ry-
bosomie. Jest mato prawdopodobne, aby w najblizszym czasie mozna byto
uzyskac takag informacje, gdyz proces biosyntezy biatka jest bardzo skom-
plikowany, a struktura rybosomu jest nie mniej zlozona, niz struktura
tRNA i w dodatku dotychczas nieznana. Natomiast réznic w konformacji
form zdenaturowanego i natywnego tRNA nalezy prawdopodobnie szukaé
miedzy strukturami przedstawionymi na rycinach 4a, b.

IV. Uwagi konhcowe

W badaniach tRNA mozna wyrézni¢ trzy podstawowe etapy:

Rezultatem pierwszego etapu (1957— 1965) — etapu badan naturalnych
mieszanin tRNA — byto ustalenie ogélnych wiasciwosci fizycznych, che-
micznych i biologicznych tej makroczgsteczki. W tym okresie zidentyfiko-
wano tez koncowe nukleotydy tancucha polinukleotydowego.

Drugi etap (1965— 1968) charakteryzujg prace dotyczace oczyszczania,
rozdzielania, a przede wszystkim ustalania sekwencji tancucha polinukle-
otydowego tej makroczasteczki.

Trzeci etap, ktéry trwa od 1968 roku, to etap badan strukturalnych
tRNA. Jak wynika z przedstawionego materiatu w badaniach tych odnie-
siono wiele cennych sukceséw, czego dowodem jest opracowanie kilkuna-
stu modeli struktury tRNA i ustalenie listy wymagan stawianych tym mo-
delom. Etap ten zostanie zakonczony z chwilg ustalenia jednoznacznej
struktury czasteczki tRNA. Powinno to nastapi¢ w ciggu najblizszych kil-
ku lat. Do tak optymistycznego stwierdzenia upowaznia znajomos¢ metod
otrzymywania krysztatow tRNA z jego wodnych roztworéw, co umozliwia
zastosowanie najbardziej precyzyjnej metody badania struktury — rentge-
nografii do badania krysztatow utworzonych przez natywne makroczastecz-
ki. Obok rentgenografii powazng ilos¢ informacji moga dostarczy¢ dalsze
badania chemiczne oraz coraz intensywniej rozwijane metody numeryczne
i kwantowomechaniczne.

Artykut wptynat 27.11.1973, po rewizji autorskiej wrécit 8.1.1974.
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Komorkowa naprawa uszkodzen DNA

Cellular Repair of the DNA Damages

W artykule niniejszym omawiamy niektére komérkowe mechanizmy
naprawy uszkodzenn wywotanych w DNA przez promieniowanie ultra-
fioletowe (UV) i jonizujace oraz przez pewne chemiczne radiomimetyki.
Nie beda natomiast dyskutowane molekularne mechanizmy powstawania
uszkodzen w DNA, gdyz omawiano juz je na tamach Postepéw Biochemii
w artykutach K. L. Wierzchowskiego (13, 127, 1967) i B. L u -
bas (15 113, 1969).

Mechanizmy naprawy uszkodzen materialu genetycznego mozna trak-
towaé jako utrwalong w czasie ewolucji reakcje organizméw zywych na
dziatanie zewnetrznych czynnikéw inaktywujgcych — takich jak sSwia-
tto, czy promieniowanie kosmiczne.

Badania ostatniego dwudziestolecia wykazaty, ze w komoérkach zy-
wych powszechnie wystepujg systemy usuwajgce uszkodzenia wywotane
w materiale genetycznym przez promieniowanie UV i jonizujgce lub
przez czynniki chemiczne. Osiggniecia ostatnich lat przyczynity sie do
doktadniejszego poznania mechanizmédw komdérkowej naprawy uszko-
dzen DNA.

Radioopornos¢ komoérki zalezy w pewnym stopniu od jej struktury,
ale przede wszystkim od jej zdolnosci do naprawy uszkodzen. Swiadcza
o tym chociazby znaczne réznice we wrazliwosci na dzialanie promie-
niowania wystepujgce pomiedzy bardzo nawet zblizonymi do siebie for-
mami, jakimi sa np. szczepy B/r i Bs.i E. coli (Tabela 1). Wykazano (1),
ze dimery pirymidynowe powstajg z jednakowa wydajnoscig w komor-
kach obu tych szczepdw, lecz w przypadku E. coli Bsx juz nawet jeden
dimer w chromosomie moze wywotaé efekt letalny. Stosunkowo radio-
oporne komorki szczepu E. coli B/r, w przeciwienstwie do szczepu Bsi,
charakteryzujg sie zdolnoscig usuwania dimeréw ze swego DNA dzieki
specyficznym procesom enzymatycznym (2).

* Mgr, Zaktad Biofizyki, Instytut Biochemii i Biofizyki, Uniwersytet tdédzki,
£ o6dz.

** Mgr, Zaktad Biochemii, Instytut Fizjologii i Biochemii, Akademia Medyczna,.
to6dz.
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Powyzszy przyktad wskazuje, iz o radioopornosci komorki decydujg
gtébwnie mechanizmy naprawy uszkodzen jej DNA. Mozliwos¢ enzyma-
tycznej naprawy uszkodzen materialu genetycznego wywotanych dziata-
niem promieniowania jest, jak sie wydaje, uniwersalna w Swiecie zywym
poczawszy od wirusOw, a skonczywszy na komodrkach roslin wyzszych
i ssakOw. Doswiadczalnie wykazano szereg r6znych mechanizmdéw napra-
wy, sposrod ktérych najbardziej istotne wydajg sie byc¢: fotoreaktywacja,
naprawa przez wyciecie oraz naprawa poreplikacyjna, zwana roéwniez
rekombinacyjna.

I. Naprawa uszkodzen DNA powstatych w wyniku dziatania UV
I-1. Fotoreaktywacja

Teaminem fotoreaktywacja (ang. photoreactivation, skrét PR) okresla
sie reaktywacje pod wpltywem Swiatta widzialnego (o diugosci fal 310—
440nm) ukiadu biologicznego zinaktywowanego przez promieniowanie
ultrafioletowe o diugosci fal 220—300nm (3). Jest to proces enzymatycz-
ny. Aktywacji poprzez Swiatto widzialne ulega kompleks enzymu foto-
reaktywujgcego z DNA uszkodzonym przez promieniowanie ultrafiole-
towe.

Za odkrywce fotoreaktywacji uwaza sie A. Kelnera, ktory opi-
sal to zjawisko u Streptomyces griseus ATC 3326 (4). Polega ono na
enzymatycznym rozszczepieniu dimeréw pirymidynowych w DNA na-
promienionych komoérek. Doswiadczenia z zastosowaniem uktadu mode-
lowego, ztozonego z DNA Haemophilus influenzae napromienionego UV
i czeSciowo oczyszczonego ekstraktu drozdzowego zawierajgcego enzym
fotoreaktywujacy (ang. PE — photoreactivation enzyme), pozwolity na
stwierdzenie, ze w ciemnosci enzym fotoreaktywujacy faczy sie z uszko-
dzonym DNA tworzac stabilny kompleks. Pod wptywem Swiatta kompleks
ten rozpada sie uwalniajgc enzym i biologicznie aktywny DNA, gdyz en-
zym fotoreaktywujacy, aktywowany energig Swietlng, rozrywa wigzania
kowalencyjne dimerdéw odtwarzajac wyjsciowa strukture DNA (5, 6, 7).

Enzym fotoreaktywujgcy otrzymano w postaci czystej miedzy innymi
z ekstraktu drozdzowego i zbadano szereg jego wilasnosci (8). Czasteczke
enzymu rozdzielono na dwie rézne podjednostki okres$lajagc mase czgstecz-
kowa wiekszej z nich na ok. 30 000. Enzym fotoreaktywujgcy wykazuje
najwiekszg aktywnos¢ przy pH 7,2, nie wymaga jonéw metali dla akty-
wacji, ulega zahamowaniu przez wysokie stezenie fosforanéw.

Substratem enzymu fotoreaktywacji sg cyklobutanowe dimery tymi-
nowe w tancuchu DNA. Sa one monomeryzowane z najwiekszg szybkoscia.
Dimery innych pirymidyn podlegajg w mniejszym stopniu dziataniu en-
zymu: dimery tyminowo-cytozynowe i tyminowo-uracylowe monome-
ryzowane sa wolniej niz tyminowe, najwolniej za$ dimery cytozynowe
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i uracylowe (uracyl powstaje w wyniku dezaminacji cytozyny) (3). Szyb-
kos¢ monomeryzacji dimerow pirymidynowych jest wyzsza w przypadku
DNA natywnego niz zdenaturowanego (9). In vivo pétokres usuwania
dimeréw z DNA Micrococcus lysodeikticus wynosi 7 minut (10). Najdtu-
zej trwajacym etapem reakcji jest lokalizacja przez enzym fotoreakty-
wujgcy uszkodzenia w DNA (11). Badania konkurencji o centrum aktyw-
ne enzymu pomiedzy transformujgcym DNA poddanym ekspozycji na
UV i kwasem potitymidylowym wykazato, ze minimalnym pod wzgledem
dtugosci tancucha substratem dla enzymu fotoreaktywujacego jest sek-
wencja 9 nukleotydéw (12).

Obecnos¢ enzymu fotoreaktywujacego wykryto w bakteriach, droz-
dzach, niektérych pierwotniakach, glonach, w tkankach roslin wyzszych,
a takze w tkankach bezkregowcow i kregowcéw. Wykazano natomiast, ze
w hodowanych in vitro komérkach mysich linii L, komdrkach chomika
chinskiego i innych liniach komérek ssakéw proces fotoreaktywacji nie
zachodzi (13). Niedawno stwierdzono jednak wystepowanie tego zjawiska
w komorkach torbaczy (Potorous tridactylis — konguroszczur wiasci-
wy (14).

Zaznaczy¢ nalezy, ze fotoreaktywacja nie prowadzi do zlikwidowania
wszystkich uszkodzehn powstaltych w DNA. W warunkach dos$wiadczal-
nych usunieciu moze ulec ponad 90°0 biologicznych uszkodzen DNA. Nie
jest natomiast doktadnie dotad znany charakter uszkodzeh nie podlega-
jacy naprawie na drodze fotoreaktywacji.

Zjawisko fotoreaktywacji omawiat szczegotowo artykut I. Pietrzy -
kowskiej (Post. Biochem. 13, 171, 1962).

1-2. Naprawa przez wycinanie

W odréznieniu od fotoreaktywacji tzw. ciemna naprawa (ang. dark
repair, excision repair) uszkodzen DNA spowodowanych przez dziatanie
UV zachodzi bez udzialu Swiatla widzialnego. Odmienny jest tez mole-
kularny mechanizm tego procesu. W przeciwienstwie do fotoreaktywacji
przebiega on wieloetapowo i jest katalizowany nie przez jeden enzym,
lecz najprawdopodobniej przez ztozony kompleks enzymatyczny. Podczas
naprawy tego typu dimery tyminowe nie s monomeryzowane in situ,
lecz ulegaja usunieciu z czasteczki DNA. Mechanizm ten okreslamy prze-
to jako naprawe przez wycinanie (15).

Wykazanie obecnosci dimeréw pirymidynowych w DNA jest mozliwe
dzieki ich trwalosci w warunkach kwasnej hydrolizy DNA. Izolowanie
dimeréw droga chromatografii bibutowej (15) pozwala na oznaczenie ich
zawartosci w kwasonierozpuszczalnej i kwasorozpuszczalnej frakcjach
komorek.

Stwierdzenie w komoérkach E. coli szczepéw B/r i Bs.i zaleznosci po-
miedzy opornoscig na dziatanie UV a wzgledng iloscig usunietych dime-
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row pirymidynowych pozwala przypuszczaé, ze wycinanie dimeréw zasad
pirymidynowych z uszkodzonego DNA lezy u podstaw czynnej radio-
opomosci organizméw zywych.

Model naprawy przez wycinanie zaktada, ze usuniecie dimeréw z DNA
komorki bakteryjnej zachodzi w kilkuetapowym procesie, na ktéry skia-
dajg sie:

— naciecie, tj. rozerwanie wigzania fosfodwuestrowego w poblizu

dimeru;

— wyciecie, tj. usuniecie defektywnego odcinka tancucha dzieki ro-
zerwaniu wigzania fosfodwuestrowego po przeciwnej stronie usz-
kodzenia;

— degradacyjne rozszerzenie luki w uprzednio uszkodzonym przez
UV fancuchu polinukleotydowym;

— zapehnianie luki w etapie syntezy naprawczej przez prawidiowsg
sekwencje nukleotydéw, komplementarng do nieuszkodzonego od-
cinka drugiego fancucha;

— wytworzenie wigzania fosfodwuestrowego pomiedzy nowozsynte-
tyzowanym odcinkiem a resztg tancucha (9, 16).

Poszczeg6lne stapy tej naprawy katalizujg odpowiednie enzymy. Na
etapie naciecia dziata endonukleaza rozrywajgca wigzanie fosfodwuestro-
we w poblizu uszkodzonych zasad. Taka endonukleaze, prawdopodobnie
enzym nacinajacy, wykryto miedzy innymi w M. lysodeikticus [17]. Kolum-
nowa analiza chromatograficzna ekstraktu komdérkowego wykazata obec-
no$¢ w komorkach tych bakterii dwu frakcji nukleaz oznaczonych jako
A i B. Frakcja A wywolywata jednotaricuchowe pekniecia DNA E. coli
i transformujagcego DNA Bacillus subtilis eksponowanych uprzednio na
dziatanie UV. Byta ona aktywna jedynie wobec napromienionego, natyw-
nego DNA. Optymalne pH dla dziatania tego enzymu wynosito 7,0—7,5.
Enzym inaktywowaly jony Mg2+ nie hamowaly go za§ EDTA i kofeina
Jego masa czgsteczkowa wynosi ok. 15000 (18).

Spos6b dziatania endonukleazy nacinajagcej byt przedmiotem zywej
dyskusji. Enzym ten moégtby rozpoznawaé¢ badz dimery zasad pirymidy-
nowych, badZz tez — bedacg nastepstwem dimeryzacji — lokalng denatu-
racje podwdjnego heliksu DNA. W tym drugim przypadku enzym mogtby
rozrywac¢ nie tylko uszkodzony, lecz i komplementarny tancuch, co jed-
nak nie zostato potwierdzone. Doswiadczalnie wykazano ponadto, ze en-
donukleaza nacinajaca nie dziata na DNA, ktéry nie zawiera dimerdéw (19).

Bezbtedny i precyzyjny przebieg procesu nacinania, zdeterminowany
specyficznosciag enzymu nacinajgcego, ogranicza znacznie mozliwos¢ po-
mytek na tym etapie naprawy. Wyniki badan genetycznych wykazuja.
ze na 106usunietych dimerdéw zachodzi nie wiecej niz jedna mutacja (20).

Badanie procesu naprawy przez wycinanie w komérkach E. coli in-
fekowanych fagiem T4 wykazato w ekstrakcie komoérkowym obecnosc
enzymu powodujacego jednoniciowe pekniecia w DNA napromienionym
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ultrafioletem. Enzymowi temu, okreslanemu jako endonukleaza V faga
T4, przypisuje sie udziat w etapie nacinania zachodzacego w czasie proce-
su naprawy w zainfekowanych fagiem T4 napromienionych UV komor-
kach E. coli. Synteza tego enzymu kontrolowana jest przez gen V+ faga
T4. Sugeruje sie réwniez, ze etap nacinania w normalnych komérkach
E. coli katalizuje enzym w spos6b podobny do dziatania endonukleazy
V faga T4 (21). Badania genetyczne wskazuja, ze proces ten kontrolujg
in vivo przynajmniej 4 geny: uvr A, uvr B, uvr C i uvr D.

Usuniecie dimeru pirymidynowego z DNA wymaga rozerwania wigza-
nia fosfodwuestrowego w tanicuchu polinukleotydowym réwniez i po dru-
giej stronie uszkodzenia (9, 16, 19, 22). Enzymy wycinajace ro6znia sie
swym dziataniem od innych nukleaz atakujgcych natywny i zdenaturo-
wany DNA (23), DN-aza trzustkowa, fosfodwuesteraza z jadu wezy i han-
dlowe preparaty nukleaz z mikrokokéw nie wycinajg bowiem dimeréw
z DNA. Aktywnos$¢ nukleazowag w stosunku do DNA zawierajacego dime-*
ry wykazuje ekstrakt z M. lysodeikticus (17), scislej wspomniana wyzej
frakcja B. Dimery przechodza do frakcji kwasorozpuszczalnej tylko w na-
stepstwie kolejnego dziatania na napromieniony DNA frakcji A (endo-
nukleazowej) i frakcji B. Wykazano, ze enzym wycinajgcy, wyizolowa-
ny z komoérek miesaka limfatycznego chomika chifnskiego nie dziata na
DNA, ktéry nie zawiera dimerow pirymidynowych (23).

Dwuetapowos¢ procesu wycinania dimerdw potwierdzajg wyniki do-
Swiadczen, w ktorych na te same komdrki dzialano promieniowaniem
ultrafioletowym i jonizujagcym (20). Komoérki szczepu E. coli Bsi yR nie-
zdolne do wycinania dimeréw usuwajg je po napromienieniu promienio-
waniem jonizujgcym. Powoduje ono miedzy innymi powstawanie jedno-
tancuchowych peknie¢ w DNA (24), co zastepuje w pewnym stopniu dzia-
ftanie enzymu nacinajgcego, defektywnego w tym szczepie. Pekniecie
tancucha DNA indukuje fale degradacji dochodzaca do dimeru, ktory sta-
je sie w tej postaci dostepny dla enzymu wycinajgcego.

In vivo dimery usuwane sg gtdwnie w postaci tréj— i czeronukleoty-
déw, przy czym procesowi temu towarzyszy degradacja czesci tancucha
przylegtej do dimeru (9, 15). llos¢ nukleotydéw wycieta in vivo na etapie
degradacji zawarta jest w granicach od trzydziestu do kilkuset na jeden
dimer (25), jednak in vitro nie przekracza na ogoét pieciu. Wiele danych
przemawia za udziatem | polimerazy DNA w enzymatycznej kontroli te-
go procesu (26). Enzym ten obok aktywnosci typu polimerazy posiada
takze aktywnos$¢ egzonukleazy prowadzac hydrolityczng degradacje DNA
w kierunku 5 —> 3’ z wytworzeniem mononukleotydéw i 3'-P-oligonukle-
otydéw. Moze on takze uwalnia¢ oligonukleotydy zawierajgce dimery
pirymidynowe, jesli w poblizu dimeru znajduje sie pekniecie tancucha po-
siadajgce koniec 5 w czesci przylegtej do dimeru (27).

Nie wiadomo dotad, co sprawia iz proces degradacji ulega zatrzyma-
niu. By¢ moze decydujg o tym pewne wiasnosci samej nukleazy, nie moz-
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na jednak wykluczy¢ istnienia specjalnego mechanizmu regulacyjnego,
zapobiegajacego zbednej degradacji DNA, np. polegajgcego na enzyma-
tycznej modyfikacji zasad w tancuchu DNA (11).

Bardziej prawdopodobne wydaje sie drugie przypuszczenie, gdyz ko-
morkowe ekstrakty réznych mutantow bakteryjnych, wykazujacych zdol-
nos$¢ do niejednakowo posunietej degradacji DNA, cechuje podobna aktyw-
no$¢ egzonukleazowa in vitro (28).

Wstepne znakowanie 3HTdR --------

Kontrola uv
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Fragmentacja DNA
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Ryc. 1. Schemat metody badania replikacji naprawczej, (95)

Kulture komdérkowgag inkubowang w obecnos$ci sHTdR w celu wyznakowania nowosyntetyzowa-
nego DNA dzielono na cze$ci napromieniowywang i kontrolng. Obie cze$ci inkubowano na-
stepnie w obecnos$ci «CBrUdR dla wyznakowania fragmentéow DNA syntetyzowanych po na-
promienieniu. Wyizolowany i poddany fragmentacji DNA wirowano w alkalicznym gradiencie
gestosci sacharozy. Kontrolny DNA sedymentuje w innym pasmie niz hybryd zawierajacy
w tancuchu odcinki z i*CBrUdR.
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Ograniczenie degradacji jest zasadniczym momentem naprawy, wa-
runkujacym synteze naprawczg i reaktywacje komorki. Nie wiadomo
ponadto, czy degradacja jest w ogole niezbedna w procesie naprawy DNA.

Luki powstajagce w tancuchu polinukleotydowym w wyniku wycie-
cia oligonukleotydow zawierajgcych dimery pirymidynowe, poszerzone
nastepnie na etapie degradacji, zostajg zabudowane nukleotydami kom-
plementarnymi do fragmentdéw nieuszkodzonego odcinka drugiego tan-
cucha.

Synteze naprawcza poszczegélnych fragmentéw uszkodzonego DNA
okresla sie mianem syntezy niesemikonserwatywnej w odréznieniu od
replikacyjnej syntezy semikonserwatywnej. Mozliwe jest dosSwiadczalne
odrdéznienie syntezy naprawczej od semikonserwatywnej syntezy DNA,
m.in. dzieki metodzie wirowania znakowanego DNA w gradiencie gestos-
ci CsCl (Ryc. 1.

Dzieki tej metodzie oceniono, iz podczas syntezy naprawczej, w odpo-
wiedzi na wczesniejsze usuniecie jednego dimeru (9), wbudowywane jest
do DNA ok. 50 nukleotydow. Potwierdza to raz jeszcze istnienie poprze-
dzajacego ten etap procesu degradacji uszkodzonych fragmentéw DNA.

Polimeraza DNA katalizujgca proces syntezy naprawczej rozni sie od
polimerazy odpowiedzialnej za replikacyjng synteze DNA. Nie hamuja
jej na przykiad inhibitory replikacji: 10-3— 102 M hydroksymocznik, ko-
feina (30), ani puromycyna (31). By¢ moze polimeraza naprawczg jest tzw.
polimeraza Kornberga, wykazujgca, jak juz wspomniano réwniez wias-
nosci egzonukleazowe. Polimeraza ta mogtaby katalizowa¢ dwa nastepu-
jace po sobie etapy naprawy: wycinanie i resynteze.

Udziat | polimerazy DNA w procesie naprawy przez wycinanie po-
twierdzajag badania mutantéw poi AT charakteryzujacych sie obnizona
aktywnoscig tego enzymu (0,5— 1% normalnego poziomu). Mutanty te,
przy niezmienionej zdolnosci do podziatu i replikacji materiatu genetycz-
nego, wykazujg zwiekszong wrazliwos¢ na dziatanie UV. Whnioskuje sie
stad, ze polimeraza Kornberga jest istotna raczej dla syntezy naprawczej
niz dla semikonserwatywnej (32, 33).

W ostatnim etapie naprawy przez wycinanie ma miejsce polgczenie
koncow —5P i —3'OH nowoodbudowanego odcinka i pozostatej czesci
naprawionego tancucha. Proces ten zachodzi prawdopodobnie przy udzia-
le ligazy polinukleotydowej obecnej w ekstrakcie E. coli (34). Enzym ten
naprawia tez czes¢ jednotaricuchowych peknie¢ DNA spowodowanych
przez promieniowanie X. Za udzialem ligazy polinukleotydowej w pro-
cesie naprawy przemawia wzrost wrazliwosci na promieniowanie mutan-
tow bakteryjnych wykazujacych obnizong aktywnos$¢ tego enzymu (35).

Dla wyjasnienia szczego6towej sekwencji etapOéw naprawy przez wyci-
nanie zaproponowano dwa prawdopodobne modele: wycinanie i zastepo-
wanie (ang. cut and patch) oraz zastepowanie i wycinanie (ang. patch
and cut) (36).
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Model wycinania i zastepowania omowiony w szczegbétach powyzej
postuluje, ze enzym wycinajacy krdtkie segmenty nukleotydowe z jedne-
go tancucha, pozostawia luki, ktdére powiekszone w wyniku degradaciji,
sg nastepnie zabudowywane (Ryc. 2).

Kompleks naprawczy Uszkodzenie

Ryc. 2. Mechanizm wycinania i zastepowania w naprawie przez wycinanie (16)

1) Dimery tyminowe jako defekt podlegajacy naprawie;
2) i 3) Usuwanie dimeru przez kompleks enzymatyczny;
4) Replikacja naprawcza.

W modelu zastepowania i wycinania zaklada sie, ze proces napraw-
czy zaczyna sie od pojedynczych nacie¢ tancucha DNA w poblizu uszko-
dzenia. Bezposrednio w miejscu naciecia rozpoczyna sie replikacja na-
prawcza, ktérej towarzyszy ziluszczenie (ang. peeling back) uszkodzonego
odcinka w miare, jak wbudowywane sg nukleotydy o prawidtowej sek-
wencji (Ryc. 3).
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Naprawa zachodzaca wediug tego schematu mogtaby przebiegaé¢ pod
dziataniem jednego kompleksu enzymatycznego przesuwajgcego sie
wzdtuz tancucha DNA i nie towarzyszyto by jej powstawanie diugich
iednotancuchowych fragmentéw czasteczki DNA.

Kompleks naprawczy Uszkodzenie

Ryc. 3. Mechanizm zastepowania i wycinania w naprawie przez wycinanie (16)

1) Naprawiany defekt w postaci dimeru tyminowego;
2) Wyciecie uszkodzonego odcinka przebiegajace réwnoczes$nie z synteza naprawczg;
3) Efekt naprawy.

Aby zweryfikowaé stusznos¢ hipotezy zastepowania i wycinania nale-
zatloby wykazaé, ze wycinanie in vivo jest niemozliwe bez jednoczesnej
syntezy DNA. Tymczasem badania mutantéw pol+i poi A E. coli réznia-
cych sie aktywnoscig | polimerazy wskazujg, ze wydajno$¢ wycinania
dimerow z DNA jest jednakowa w przypadku komoérek obu tych szczepéw.

Badania komoérek ssakow eksponowanych na dziatanie UV wykazaty
zachodzenie w tych komérkach naprawy przez wycinanie, niezupetnie
identycznej w szczegdtach ze schematem naprawy bakteryjnej.

W komérkach chomika chinskiego nie stwierdzono wycinania dime-
row (37), wykryto natomiast ten proces w kilku liniach komoérek ludz-
kich; efektywno$¢ jego byta jednak znacznie nizsza niz w komorkach
bakteryjnych.

3 Postepy Biochemii
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Wystepowanie syntezy naprawczej DNA w komoérkach ssakéw wyka-
zano przy zastosowaniu dwu odrebnych technik. Przy pomocy metod
autoradiograficznych stwierdzono, ze pod wptywem UV zachodzi wig-
czanie znakowanego prekursora (HTdR) do DNA komorek znajdujgcych
sie w fazach Gi i G2lub w stadium mitozy (38).

Proces ten odpowiada syntezie naprawczej, a nazwano go nieplanowg
syntezg DNA (ang. unscheduled DNA synthesis) (Ryc. 4).

Normalna

synteza DINA M s Nieplanowa synteza DNA

Ryc. 4. Schemat nieplanowej syntezy DNA. (wg 95, zmodyfikowane)

Metoda wirowania DNA w alkalicznym gradiencie gestosci CsCl (Ryc.
1) umozliwita, podobnie jak w przypadku komoérek bakteryjnych, stwier-
dzenie wigczania fragmentéw oligonukleotydowych do DNA uszkodzo-
nego przez promieniowanie ultrafioletowe (39). Dla okre$lenia tego pro-
cesu uzywa sie pojecia replikacji naprawczej (ang. repair replication).
Liczbe nukleotydéw wigczanych do DNA w procesie syntezy naprawczej
badano stosujac popromienng inkubacje DNA w Srodowisku zawierajgcym
5-Br-dezoksyurydyne, a nastepnie fotolize tego DNA przez promieniowa-
nie o diugosci fali 313nm. W miejscach wiaczenia do polinukleotydu
5-Br-dezoksyurydyny w procesie replikacji naprawczej nastepuje wtedy
przerwanie tancucha polinukleotydowego; liczbe tych peknie¢ mozna oce-
ni¢ poprzez okreslenie diugosci pozostatych odcinkéw, wirujgc DNA
w gradiencie gestosci sacharozy. Tak obliczona przecietna diugosé¢ wbu-
dowanego odcinka wynosi ok. 80 nukleotydéw (40, 41). Wydajnos¢ nie-
planowej syntezy DNA jest r6zna w r6znych komérkach, np. w przypad-
ku komérek mysich linii L jest znacznie nizsza anizeli w liniach komérek
ludzkich (38).

1-3. Naprawa poreplikacyjna (rekombinacyjna)

Wyniki badan Ruppa i Howard-Flandersa nad promienio-
czutym mutantem E. coli K-12 uvr 6 niezdolnym do wycinania dimeréw
(42) wykazaty mozliwo$¢ jeszcze innego mechanizmu naprawy uszkodzen
DNA. DNA komodrek szczepu K-12 uvr 6 poddanych dziataniu UV moze
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ulegaé replikacji, lecz DNA potomne wykazuje w poczgtkowym okresie
fragmentacje, przy czym liczba fragmentéw czasteczki odpowiada liczbie
dimeréw powstatych w macierzystym DNA. Po 90 minutach od napro-
mienienia stwierdza sie juz obecno$¢ DNA o masie czasteczkowej wiasci-
wej dla DNA komdérek nienapromienionych, nie zawierajacych dimerow
pirymidynowych (43). U podstaw tych proceséw lezy naprawa rekom-
binacyjna, zalezna od genu rec A.
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Ryc. 5. Hipotetyczne struktury DNA powstajagce w efekcie naprawy rekombina-
cyjnej (43)
Cienkimi liniami oznaczono tancuchy syntetyzowane po napromienieniu. Koétka symbolizuja

dimery pirymidynowe. R —replikacja, E —wymiana rekombinacyjna, S —wymiana miedzy
siostrzanymi niémi, C — wymiany miedzy niesiostrzanymi ni¢émi. Dalsze objasnienia w tekscie.

Rycina 5 pokazuje kilka struktur DNA, ktére moga powsta¢ w efek-
cie wymiany rekombinacyjnej pomiedzy siostrzanymi niémi DNA. Ry-
cina 5c przedstawia strukture powstajgcg w wyniku rozerwania, a na-
stepnie pofaczenia obu tancuchéw kazdej z podwdjnej nici powstajacych
w wyniku replikacji napromienionej czasteczki DNA. Postuluje sie, ze

3*
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proces ten ma miejsce w przypadku niektérych form erossing-over. Ry-
cina 5d obrazuje strukture tworzgcg sie wtedy, gdy wymianie ulega jeden
tancuch nici, a wymiana tancuchéw zachodzi az do nastepnego dimeru;
rycina 5e zas ilustruje strukture powstajacag wowczas, gdy taka wymiana
dotyczy odcinkéw o ograniczonej diugosci; w obu tych wypadkach tan-
cuch przeciwlegty do dimeru ulega wymianie rekombinacyjnej. W sytua-
cji pokazanej na rycinie 5f dimery ulegaja usunieciu z tancucha DNA
podczas rekombinacji, lecz znajdujg sie w tancuchach polinukleotydo-
wych wystarczajaco diugich, by pozosta¢ we frakcji kwasonierozpusz-
czalnej. Rycina 5g przedstawia mozliwosci wymiany rekombinacyjnej
w komoérce o bardziej skomplikowanych zaleznosciach replikacyjnych.

Model 5e ttumaczy najlepiej istniejace dane eksperymentalne.

Naprawa rekombinacyjna jest bardziej ztozona, niz naprawa przez wy-
cinanie i mniej od niej efektywna. Moze ona usunag¢ z chromosomu bak-
teryjnego jedynie 50-100 dimerdw podczas, gdy naprawa przez wycinanie
nawet kilka tysiecy.

Masa czasteczkowa wymienionych tancuchéw polinukleotydowych mo-
ze by¢ wieksza niz 5X105daltonéw (43).

Naprawe rekombinacyjng obserwowano w komérkach ssakéw: cho-
mika chifnskiego (45) i mysich (46). Istnieja dane wskazujgce na to, ze
w napromienionych komoérkach mysich linii L potomny DNA nie posia-
da przerw, lecz jego synteza ulega przejsciowemu zahamowaniu gdy en-
zym replikujacy natrafia na dimer pirymidynowy. Jednakze w komor-
kach tej samej linii stwierdzono réwniez fragmentaryzacje DNA (47).

Fakt, ze w wielu napromienionych komdrkach ssakéw nie stwierdzo-
no wycinania dimeréw pirymidynowych moze wskazywaé na doniosta ro-
le naprawy poreplikacyjnej w usuwaniu powodowanych przez UV uszko-
dzeh DNA w tych komérkach (44).

Udziat rekombinacji w naprawie poreplikacyjnej jest wazng, ale nie
jedyng koncepcjag o zwigzku pomiedzy rekombinacjg a naprawg DNA
(Ryc. 6). Na istnienie tego zwigzku wskazujg badania nad mutantami
E. coli K-12. Mutanty rec- (niezdolne do rekombinacji) sa bardzo wrazli-
we na dzialanie promieniowania jonizujgcego, UV i innych mutagendw.
Po inkubacji w warunkach optymalnych dla przebiegu naprawy wyka-
zZuja one trzydziestokrotnie wiecej indukowanych przez promieniowanie
jonizujgce peknie¢ w tancuchach DNA, niz kontrolne komérki macie-
rzyste. Podwdéjne mutanty uvr—~ rec” sg pietnastokrotnie bardziej wrazli-
we na UV niz mutanty rec*, mutanty uvr za$ czterystokrotnie bardziej
oporne niz uvr- rec- (28).

Niektore etapy rekombinacji i naprawy przez wycinanie mogg by¢
katalizowane przez te same enzymy, np. przez ligaze polinukleotydowg
(48). Enzym ten uczestniczacy w procesach replikacji i rekombinacji,
prawdopodobnie bierze tez udziat w mechanizmach naprawczych.
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Ryc. 6. Mechanizm rekombinacji pomiedzy czasteczkami DNA (18)

1) tancuchy sparowane i pojedyncze z 5'-koficowymi ,zaktadkami”,
2) Egzonukleazowa degradacja koncoéow 3'.

3) Wbudowywanie przez polimeraze DNA nukleotydéw komplementarnych do znajdujgcych sie
w taricuchach przeciwlegtych.

4) Potaczenie odcinkéw tancuchéw polinukleotydowych.

1-4. Inne mechanizmy naprawy

Kietkujgce zarodniki (spory) Bacillus subtilis wykazujg 2 mechanizmy
naprawy: przez wycinanie, funkcjonujgcy podczas niezaktéconego kiet-
kowania, oraz tzw. swoisty sporowy mechanizm naprawy (ang. spore re-
pair mechanism) dziatajacy w warunkach, ktére ograniczajag wzrost kiet-
kujacych spor. Za ten drugi typ naprawy odpowiedzialny jest gen sspi
(49, 50).

Odrebny problem stanowi naprawa wirusowego DNA. U bakteriofa-
gow stwierdzono kilka mozliwych typow naprawy, m.in. reaktywacje
liczebnosciowa, reaktywacje krzyzowga oraz tzw. reaktywacje przez ko-
morke gospodarza (ang. host cell reactivation, Her), a takze reaktywacje
v- i x-genowg (51, 52). Zjawisko reaktywacji przez komorke gospodarza
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spotyka sie nie tylko u bakterii, ale i w komdérkach zwierzecych, miedzy
innymi w komoérkach ssakéw (53, 54). Nie znamy dotad wspétzaleznosci
miedzy mechanizmami naprawy wiasnego DNA komorki i naprawy wiru-
sowego DNA przez komoérke gospodarza; wiadomo jednak, ze po napro-
mienieniu UV zasadniczg role odgrywa naprawa przez wycinanie (53).
Komoérki E. coli B, B/r i K-12 uvr+ reaktywujag napromienione niepa-
rzyste fagi T i fagi X komoérki E. coli Bs.i, Bsi yR i K-12 uvr- pozbawione
sg tej zdolnosci. Mutanty E. coli K-12 rec” wycinajagce dimery pirymidy-
nowe naprawiajg rowniez fagowy DNA.

Stopien wrazliwosci parzystych fagéw T na dziatanie UV zalezy od
posiadania gendéw X i v. Najbardziej wrazliwe sg fagi typu v~ x~, najbar-
dziej oporne za$ v+ x+ Gen v jest odpowiedzialny za synteze endonukle -
azy (55), gen x natomiast nie jest zwigzany z uktadem naprawy przez wy-
cinanie; sugerowano funkcjonalne podobienstwo genu x do genu recA
E. coli (56). W komorkach mutanta T4x—~ dimery pirymidynowe praktycz-
nie nie sg usuwane.

Zahamowanie naprawy DNA wirusa Herpes simplex przez komorki
ludzkie w obecnosci kofeiny (nie hamujgcej replikacji naprawczej w in-
nych komdrkach) sugeruje istnienie jeszcze innego typu naprawy wiru-
sowego materiatu genetycznego, by¢ moze zwigzanego z kontrolowang
przez wirusa syntezg DNA (57).

Wiadomo byto od dawna, ze RNA fagéw nie ulega naprawie na drodze
fotoreaktywacji prowadzonej przez komoérke gospodarza. Zjawisko to mo-
gtoby by¢ wynikiem réznic strukturalnych pomiedzy DNA i RNA, lub
tez matej, w poréwnaniu z innymi fotoproduktami, wydajnosci tworzenia
cyklobutanowych dimeréw pirymidynowych w RNA pod wptywem UV.
Odpowiedz przyniosty badania ukiadu modelowego skiadajgcego sie z:

— napromienionego UV drozdzowego RNA poddanego dziataniu pro-

mieniowania w warunkach, w ktérych powstajg wytgcznie dimery
typu cyklobutanowego (I = 313nm, w obecnosci acetofenonu),

— transformujgcego DNA z H. influenzae i

— enzymu fotoreaktywujgcego z S. cerevisiae.

Doswiadczenia takze wykazaly, ze RNA nie wspo6tzawodniczy z DNA
0 enzym, co potwierdza pierwszg z podanych hipotez (58).

II. Naprawa uszkodzen DNA powodowanych przez promieniowanie
jonizujgce

Odkrycie, ze niektére mutanty bakteryjne, charakteryzujace sie za-
burzeniami proceséw naprawy uszkodzen DNA wywotanych przez UV,
sg bardzo wrazliwe na dzialanie promieniowania jonizujgcego (59)
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nasuneto przypuszczenie, ze mechanizmy naprawy obu typéw uszkodzen
DNA moga by¢ wzajemnie podobne. Promieniowanie jonizujace wywo-
tuje np. takg samg jak promieniowanie UV liczbe jednotancuchowych.
peknie¢ w kwasie dezoksyrybonukleinowym szczepéw E. coli B/r i Bs],
Pekniecia jednotancuchowe DNA moga by¢ nastepnie naprawione przez
szczepy promieniooporne (60).

Ze snuciem analogii nalezy byc¢ jednak ostroznym, izolowano bowiem
szczepy bakteryjne (np. H. influenzae DB117) zdolne do naprawy defek-
tow DNA powodowanych przez UV, lecz nie mogace naprawia¢ pekniec
powstaltych pod dziataniem promieniowania X (9).

Na podstawie badan kinetycznych sugeruje sie, ze w komérkach E. co-
li istniejg 3 typy proceséw naprawy jednotancuchowych peknie¢ DNA (61).

Pierwszy typ naprawy, najszybszy, zachodzi w czasie Kilku sekund
w temperaturze 0°C. Ten krotki czas wystarcza, by rozerwane fragmenty
fancucha powstate w warunkach beztlenowych ulegly wtérnemu powia-
zaniu, co wymaga jedynie obecnosci ligazy polinukleotydowej (62, 63V
Badania in vitro wykazaty, ze ok. 40% peknie¢ jednotancuchowych po-
wstatych w DNA napromienionym w warunkach beztlenowych moze by¢
naprawione wiasnie przez ligaze polinukleotydowag, przy czym potgczeniu
ulegajg nie tylko pekniecia -30H i 5P-, lecz réwniez -3P i 5’'OH- (64).

Naprawa drugiego typu stosunkowo szybka, przebiega w czasie kilku
minut w temperaturze pokojowej i wymaga miedzy innymi obecnosci | po-
limerazy DNA, jest bowiem ledwie wykrywalna u mutantéw poi A—~.

Naprawa trzeciego typu, powolna, trwajgca 30—60 minut w tempera-
turze 37°C, prawdopodobnie zatem najbardziej skomplikowana, wiaze sie
z rekombinacja genetyczng i nie wystepuje w komérkach mutantow recA
E. coli.

Obecnos¢ tlenu modyfikuje pekniecia jednotancuchowe tak, ze nie
moga one ulega¢ prostej naprawie pierwszego typu.

Naprawa drugiego typu odpowiada zapewne naprawie przez wycina-
nie, niekiedy nieco zmodyfikowanej (np. brak etapu nacinania) i pra-
wdopodobnie moze powodowa¢ usuwanie rowniez innych uszkodzen
DNA (wigzania poprzeczne, uszkodzenia zasad itp.) (65).

Badania komorek ssakéw w wiekszosci przypadkéow nie wykazuja
typowej dla bakterii degradacji naprawczej (24, 66). By¢ moze w komor-
kach ssakéw proces degradacji nie wystepuje, lub tez jego zakres jest
ograniczony (66). Pordéwnania teoretycznie wyliczonych dla poszczegdl-
nych dawek promieniowania ilosci jednotancuchowych peknie¢ w DNA
komérek mysich linii L i eksperymentalnie wyznaczonej ilosci znakowa-
nych zasad wigczonych po napromienieniu do tego DNA wykazuja, ze na
jedno fancuchowe pekniecie wigczeniu ulega Srednio 2,5 czasteczki zasady.

Minimalne dawki promieniowania rentgenowskiego, po ktoérych ob-
serwowano replikacje naprawcza w komorkach ssakéw sg bardzo zrozni-
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cowane, zaleznie od obiektu. W przypadku komorek P388 F potrzebne jest
napromienienie dawkag rzedu 150 radéw promieniowania X, w przypad-
ku komérek L dawkag 250 radéw, w przypadku za$ komérek HelLa dawkg
50 radow (67).

Tabela 1

Wrazliwo$¢ réznych komérek i wiruséw na dziatanie
promieniowania (52)

Promieniowanie

uv T
jonizujace
Kry- Dawka Kry- Dawka
merium  (erg/mm?2 terium (krad)
Fag X X174 (z jednotancuchowym
DNA) DLyo 90 Do 380
Fag T2 (z dwutancuchowym
DNA) 65 40—52
Wirus opryszczki g 6,2
Micrococcus radiodurans DL 8—16x103 DL 1000
Do 6000
E. coli B/r 308 10
E. coli Bs_i 4 3,6
Pseudomonas seruginosa 180—360 2
Saccharomyces cerevisiae:
formy haploidalne " 840 5—10
formy diploidalne - - 3000 g 50—70
Sedum tricarpum DL%0 75
Amoeba proteus DLso 2,2x 103 120
Paramaecium caudatum 55x103 340— 380
Tatrahymens pyriformis 7.8X103 120—480
Komoérki HelLa 3,0x102 DO 0,09—0,18
DO 108
Komorki L 4,2x102 - - 0,03—0,24
Komérki chomika chinskiego 1—2,7x102 0,12—0,20

Komoérki jednego z najbardziej radioopornych gatunkéw bakterii
M. radiodurans (Tabela 1) (68) sg zdolne do naprawy dwutancuchowych
peknie¢ DNA, co wigze sie zapewne z charakterem wielopunktowego
przyczepu chromosomu do btony komérkowej (69). Pekniecia dwutancu-
chowe moga by¢ naprawione réwniez w komérkach ssakéw (70).

I na koniec, badania nad mutantami M. radiodurans UVI17 i UV38 —
stosunkowo wrazliwymi na dziatanie promieniowania X i UV a opornymi
na dziatanie czgstek a — dajg podstawy do przypuszczen ze defekty DNA
powodowane przez promieniowanie o duzej gestosci jonizacji moga by¢
usuwane przez mechanizm naprawczy odmienny od dotagd omdéwionych (9).
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I1l. Naprawa uszkodzen DNA wywotywanych przez niektére czynniki
chemiczne

Podobnie jak w przypadku wspomnianej korelacji efektow promie-
niowania jonizujgcego i ultrafioletowego istnieje takze zalezno$¢ miedzy
opornoscig komoérek na dziatanie UV i radiomimetykéw. Szczepy E. coli
uvr~ sg, w poréwnaniu ze szczepami uvr+, bardziej wrazliwe na dziatanie
iperytu azotowego, mitomycyny i N-metylo-N’-nitro-N-nitrozoguanidyny
(23, 28, 71). Obserwacje te potwierdzono takze dla E. coli Bs! (71, Ryc. 7)
poréwnujac go ze szczepem B/r.
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W przypadku szczepu B/r zwraca uwage zblizona opornosé¢ komoérek
na UV, mitomycyne C, iperyt azotowy i N-mteylo-N’-nitro-N-nitrozogua-
nidyne, a naprawa uszkodzenn DNA przebiega na drodze ich wycinania (72).
Na przyktad w przypadku komérek szczepu E. coli B/r traktowanych ipe-
rytem siarkowym (dwufunkcyjny czynnik alkilujgcy), zauwazono usu-
wanie produktu alkilowania zawierajgcego dwie reszty guanilowe i reszte
siarczanowa.

Zjawiska tego nie stwierdza sie w komérkach szczepu Bs.i (13).

Usuwanie z DNA znakowanych produktéw stwierdzono takze w Kko-
morkach HelLa traktowanych iperytem siarkowym zawierajacym & (73).
Sugeruje to, ze réwniez uszkodzenia DNA powodowane przez te substan-
cje sa naprawiane przy udziale mechanizmu wycinania, zblizonego do sy-
stemu naprawy dzialajacego po ekspozycji komérek na UV.

Gen uvr kontroluje przezywalno$¢ komoérek E. coli traktowanych mi~
tomycyng C (74). W komorkach szczepéw uvr+antybiotyk ten indukuje de-
gradacje DNA, ktdérej nie stwierdza sie u mutantéw uvr-. W komorkach
uvr+ ma miejsce usuwanie uszkodzonych fragmentéw DNA w nastep-
stwie dziatania jednofunkcyjnych pochodnych mitomycyny C takich jak
7-metoksymitozyna i dekarbamoilomitomycyna C, ktére nie tworzg wigzan
miedzytancuchowych ze wzgledu na zablokowanie jednej z grup alkilu-
jacych. Proces ten zachodzi réwniez po potraktowaniu komérek szczepow
uvr+ innymi zwigzkami o podobnym dziataniu, np. rakotworczym N-ace-
toksy-2-acetyloaminofluorenem (40). Sg dane sugerujgce, ze mechanizm
naprawy przez wycinanie (75) usuwa réwniez uszkodzenia spowodowane
przez zwigzanie jednofunkcyjnych pochodnych mitomycyny.

Naprawa uszkodzen DNA powodowanych przez wspomniane czynniki
chemiczne wymaga dalszych wyjasnien. Nie ma np. pewnosci, jaka jest
kolejnos¢ etapédw wycinania uszkodzeh powodowanych przez czynniki two-
rzace wigzania miedzytancuchowe w DNA. W przypadku naprawy zacho-
dzacej réwnoczesnie i naprzeciwko w obu tancuchach musiatoby nastapié
przerwanie czgsteczki DNA. Nie wiadomo réwniez, czy ta sama endonu-
kleaza dziata na dimery pirymidynowe i poprzeczne wigzania miedzy-
fancuchowe. Fakt, ze ekstrakt z B. subtilis wrazliwy na UV wykazuje
duza opornos$¢ na dziatanie metylosiarczanu metylu (76) przemawia za
odrebnoscig endonukleaz dziatajgcych na ré6znie modyfikowane substra-
ty (DNA), lub tez za zachodzeniem naprawy innego rodzaju niz wycinanie
uszkodzen.

Podobnie zinterpretowa¢ mozna obserwacje, ze komérki pochodzace od
0s6b chorych na Xeroderma pigmentosum nie posiadajgce endonukleazy
aktywnej wobec dimeréw pirymidynowych (str. 139) naprawiajg uszko-
dzenia powodowane przez metylosiarczan metylu (77). Defekty DNA wy-
wiywane dziataniem hydroksyloaminy (gtéwnie pekniecia jednotancucho-
we) ulegaja usunieciu w procesie odpowiadajagcym naprawie poreplika-
cyjnej.
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IV. Niektére biologiczne implikacje enzymatycznej naprawy DNA

Kwestia biologicznej roli proceséw naprawy uszkodzen DNA wydaje
sie by¢ rownie interesujgca co niejasna. Niepetnos¢ informacji o mecha-
nizmie proceséw, zwilaszcza zachodzacych w komorkach ssakéw, uniemoz-
liwia jednolita interpretacje danych doswiadczalnych. Istniejg rozbiezne
opinie dotyczace relacji miedzy nieplanowag syntezg DNA a replikacjg na-
prawczag. W komodérkach HelLa wykrywano nieplanowg synteze DNA po
napromienieniu dawkag 5 kR promieniowania X, podczas gdy do indukcji
replikacji naprawczej konieczna byta dawka 50 kR (78). W komodrkach
miesaka limfatycznego P388F po ekspozycji na napromieniowanie X
(w zakresie dawek 150—400 raddéw) stwierdzono zachodzenie replikacji
naprawczej i brak nieplanowej syntezy DNA (78). Na og6t uwaza sie
jednak, ze oba pojecia odzwierciedlajg ten sam proces syntezy naprawczej,
a niezgodnos¢ pewnych wynikéw jest raczej skutkiem biedéw metodycz-
nych (38, 39, 79).

Istotnym zagadnieniem jest powigzanie danych o molekularnej na-
prawie DNA z danymi dotyczacymi przezywalnosci napromienionych ko-
mérek, co nie zawsze jest tak fatwe, jak w przypadku mutantéw E. coli
czy bakteriofagéw. Nie wykazano np. zwigzku pomiedzy wrazliwoscia
réznych linii komoérek ssakéw na dziatanie UV i promieniowania jonizu-
jacego a ich zdolnosciami do naprawy uszkodzen DNA (38). Jedynym
wyjatkiem wydawaty sie by¢ do niedawna komorki pochodzace od oséb
chorych na dziedziczng chorobe Xeroderma pigmentosum (skdra pergami-
nowata i barwnikowa), charakteryzujgce sie nadmierng wrazliwoscia na
UV. Wrazliwos¢ te obrazuja dane dotyczace przezywalnosci komoérek
nabtonkowych eksponowanych na dziatanie UV (DG 9 i 30 ergéw/mm2
odpowiednio dla os6b chorych i zdrowych, (80)). Komdrki os6b cierpia-
cych na te chorobe nie sg zdolne do usuwania dimeréw pirymidynowych
lub usuwajg je w minimalnym stopniu (25, 81) wskutek braku, lub obni-
zenia aktywnosci, endonukleazy nacinajacej (82).

Ostatnio udato sie wyizolowaé kilka linii komdérek ssakéw wrazliwych
na UV i charakteryzujacych sie réwnoczes$nie zmniejszeniem sprawnosci
naprawy uszkodzen DNA (83, 84). W przypadku komérek HelLa 53 oraz
otrzymanych z nich wrazliwych na UV linii S-1M i S-2M wartosci DO
wynosza odpowiednio: 87, 68 i 45ergéw/mm2 za$ szybkos$¢ poczatkowa
wycinania dimeréw tyminowych w komdrkach linii wrazliwych na UV
wynosi ok. 20% szybkosci charakterystycznej dla komérek linii wyjscio-
wej. Komorki S-2M charakteryzujg sie, podobnie jak komorki oséb cho-
rych na Xeroderma pigmentosum, obnizong aktywnoscig enzymu nacina-
jacego lub jego catkowitym brakiem.

Dane powyzsze wydajg sie potwierdzi¢ poglad, ze radioopornos¢ ko-
morki jest wypadkowa opornosci biernej (zaleznej od struktury komorki)
i opornosci czynnej (sprawnosci mechanizméw naprawczych).
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Znamienny jest fakt dziatania mechanizmoéw naprawczych w komoér-
kach nie poddanych wptywowi czynnikéw uszkadzajagcych (66, 85). Wy-
kazano na przyktad, ze w normalnie rosngcych komérkach linii L liczba
zasad wymienianych przez mechanizm wycinajacy wynosi 6XI0Vg DNA
w ciggu godziny (66). Enzym fotoreaktywujgcy wystepuje takze w tych
czesciach organizmoOw; ktére w warunkach fizjologicznych nie sg ekspo-
nowane na dziatanie UV (86). Dimery pirymidynowe usuwane sa in Vvivo
réwniez z mitochondrialnego DNA (87).

Aktywnos¢ enzymoéw naprawczych niejednokrotnie zalezna jest od
cyklu komérkowego. | tak komérki Saccharomyces cerevisiae znajdujace
sie w stacjonarnej fazie wzrostu wykazujg wyzszg aktywno$¢ enzymu
fotoreaktywacji niz komorki w fazie logarytmicznej (88). Intensywnos$é
naprawy przez wycinanie jest mniejsza w kompetentnych komérkach
H. influenzae (89). Fakty te, jak tez powszechno$¢ wystepowania mecha-
nizméw naprawiajagcych uszkodzenia DNA, przemawiaja za ich istotng
rola w normalnym metabolizmie komorki. By¢ moze ich ciggle dziatanie
gwarantuje matg liczbe spontanicznych mutacji DNA w trakcie zacho-
dzenia takich proceséw i zjawisk jak: replikacja, rekombinacja, obecnos¢
mutagenow i fluktuacje termiczne (90).

Zasadnicze znaczenie mechanizméw naprawy uszkodzeh DNA suge-
ruje istnienie zwigzku pomiedzy ich dziataniem a procesami starzenia sie,
wskazuje réwniez na perspektywy ich wykorzystania w praktyce geria-
trycznej (91). Wyniki badan komoérek hodowanych in vitro (92) zdajg sie
jednak temu przeczy¢, gdyz dtugosc¢ zycia fibroblastow pochodzacych od
0s6b cierpigcych na Xeroderma pigmentosum jest rowna dlugosci zycia
odpowiadajacych im komérek nie posiadajgcych defektu naprawy DNA.

Zagadnienie naprawy uszkodzen DNA i jej hamowania jest rowniez
wazne w radioterapii (93). Zahamowanie czy upo$ledzenie proceséw na-
prawczych moze bowiem mie¢ w pewnych wypadkach zwigzek z powsta-
waniem nowotwordéw. Zwraca ponadto szczegdlng uwage duza czestotli-
wos$¢ powstawania nowotworéw skoéry u chorych na Xeroderma pigmento-
sum. Okazalo sie rowniez, ze niektére inhibitory proceséw naprawy po-
siadajg wilasnosci rakotwoércze (94).

Artykut wptynat 20.1.1973, po rewizji autorskiej wrécit 30.11.1973.
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Pierwszorzedowa struktura histonow

Primary Structure of Histones

I. Sekwencja aminokwasowa histonow

Histony, obok DNA i biatek niehistonowych, stanowig gtéwny skiad-
nik chromatyny jader komérek wyzszych roslin i zwierzat. Biatka zasado-
we bardzo podobne do histonéw ssakéw izolowano réwniez z organizmow
jednokomérkowych, np. glonéw, drozdzy oraz bakterii (1).

Metody frakcjonowania histonéw (2) pozwolity rozdzieli¢ te niejedno-
rodne biatka na pie¢ gtownych frakcji, z ktérych trzy reprezentuja histony
lizynowe (FI, F2a2 i F2b) a dwie— histony argininowe (F2al i F3). Rozwdj
metod selektywnego otrzymywania pojedynczych, czystych frakcji histo-
nowych przyczynit sie do szybkiego postepu w dziedzinie poznawania ich
struktury, gtéwnie pierwszorzedowej, co z kolei ma wazne znaczenie w zro-
zumieniu interakcji DNA-histon.

I-1 Histon lizynowy FI

Histon lizynowy FI wyrdznia sie sposrod innych frakcji histonowych
nie tylko unikalnym skiadem aminokwasowym (stosunek Liz/Arg " 10),
ale réwniez molekularng niejednorodno$cia oraz pewnym stopniem specy-
ficznosci tkankowej i gatunkowej. Wykazano réznice pomiedzy histonami
F1 ekstrahowanymi 5% roztworem kwasu tréjchlorooctowego z grasicy,
gruczotdw mlecznych i watroby krdélika oraz watroby kurczecia i grasicy
cielecia (3). Réznice te dotyczyly ilosci podfrakcji otrzymywanych w roz-

* Mgr, Zaktad Biochemii Instytutu Biochemii i Biofizyki, Uniwersytet tdédzki

** Prof. dr habil.,, Zaktad Biochemii Instytutu Biochemii i Biofizyki, Uniwersytet
Lodzki

Wykaz stosowanych skrotéw: RTL-3 — frakcja 3 histonu lizynowego FIl z grasicy
krélika; RTL-4 — frakcja 4 histonu lizynowego FI1 z grasicy krolika; CTL-1— frak-
cja 1 histonu lizynowego FI| z grasicy cielecej; Ac — grupa acetylowa; Me — grupa
metylowa; pCMB — p-chlororteciobenzoesan; cAMP — cykliczny adenozynomono-
fosforan.

4 Postepy Biochemii



146 A. LIPINSKA, L. KLYSZEJKO-STEFANOWICZ 2

dziale tej frakcji na Amberlite IRC-50 (np. 5 podfrakcji histonu. FI z gra-
sicy krdlika i 3 podfrakcje w histonie FI z grasicy cielecia). Obserwowana
niejednorodnos¢ wydaje sie by¢ wyrazem réznic w sekwencji aminokwaso-
wej podfrakcji histonu FI.

Badania zmierzajgce w kierunku ustalenia sekwencji aminokwasowej
rozpoczeto nad frakcjg 3(RTL-3) uzyskang w wyniku rozdziatu histonu
F1 z grasicy krolika na Amberlite IRC-50. Frakcja ta zawierata 61 lizyn,
56 alanin i 22 proliny, ktére w sumie stanowity 65% wszystkich reszt ami-
nokwasowych czgsteczki. We frakcji tej natomiast brak histydyny, tryp-
tofanu i aminokwasow siarkowych (5).

Rozszczepienie histonu RTL-3 za pomocg N-bromoimidu kwasu bur-
sztynowego i nastepczy rozdziat produktéw na zelu Sephadex G-100 do-
starczyt dwdch peptydéw oznaczonych jako N, i N2 Peptyd N: o masie
czasteczkowej 15000 daltonéw odpowiadat C-koricowemu, za$ peptyd N2
(m.cz. 6000 daltonéw) — N-koncowemu obszarowi histonu RTL-3 (5).

Wstepne prace Bustina i wsp. (5) nad sktadem tych peptydéw wy-
kazaty interesujgce rozmieszczenie w nich pewnych aminokwasoéw. Peptyd
Nj cechowat sie przewaga lizyny, proliny i alaniny oraz wysoka wartoscig
(ok. 6,7) stosunku aminokwasow zasadowych do kwasnych. Stosunek ten
w peptydzie N2 wynosit zaledwie 2,8. Trawienie histonu FI(RTL-3) chy-
motrypsyng dostarczyto czterech peptydoéw (lil, VI, VIib i Vlic) (6). C-kon-
cowa sekwencja (Liz—Liz) peptydu IlIl oraz jego rozmiary i skiad amino-
kwasowy odpowiadajgce opisanemu peptydowi Nj wskazywaty, ze peptyd
Il reprezentowat C-koncowy fragment czasteczki RTL-3. Peptyd VI praw-
dopodobnie odpowiadat N-koricowej czesci tego biatka, Srodkowy peptyd
Vlic zawierat tyrozyne, a VIlb fenyloalanine. Intensywne trawienie chy-
motrypsyng dostarczato trzynastu peptydow, ktore skitadaty sie na tancuch
o dtugosci 216 aminokwasow (4).

Rozmieszczenie aminokwaséw w czasteczce histonu FI jest wysoce
niesymetryczne. Wyrézniamy w niej: 1) obszar N-kohAcowy kornczacy sie
W sasiedztwie tyrozyny w pozycji 72, 2) obszar zawarty miedzy tyrozyna
(poz. 72) i fenyloalaning (poz. ok. 100) z matg ilosciag lizyn, catkowicie poz-
bawiony proliny oraz 3) fragment C-koncowy.

N-koncowy odcinek tancucha polipeptydowego histonu FI (RTL-3) tak-
ze okazat sie asymetryczny. N-koncowa jego czes¢ zawiera wiekszos¢ li-
zyn i wszystkie proliny. W C-konhcu N-koncowego obszaru histonu RTL-3
nie ma proliny a stosunek aminokwasow zasadowych do kwasnych réwny
jest jednosci.

C-koncowy fragment histonu FI stanowi potowe czasteczki tego biatka,
zawiera duzg ilos¢ lizyn, prolin oraz charakteryzuje sie stosunkiem ami-
nokwaséw zasadowych do kwasnych réwnym 15.

Pierwsza kompletna sekwencja (schemat 1) 72-aminokwasowego N-
koncowego peptydu N2 uzyskanego po rozszczepieniu histonu FI (RTL-3)
grasicy krélika za pomocg N-bromoimidu kwasu bursztynowego potwierdza
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nieregularno$¢ w rozmieszczeniu aminokwasow w fancuchu polipeptydo-
wym (7).

AESEr — Glu — Ala — Pro — Ala — Glu — Thr — Ala — Ala —
Pro — Ala — Pro — Ala — Glu — Lys — Ser — Pro — Ala — Lys —
L)z/os — Lys — Lys — Ala — Ala — Lys — Lys — Pro — Gly — Ala —
Gly — Ala — Ala — Lys — Arg — Lys — Ala — Ala — Gly — Pro —
Pro — Val — Ser — Glu — Leu — lle — Thr — Lys — Ala — Val —
Ala — Ala — Ser — Lys — Glu — Arg — Asn — Gly — Leu —
Ser — Lg]u — Ala — Ala — Leu — Lys — Lys — Ala — Leu — Ala —
Ala — GI73O/ — Gly — Tyr —

Schemat 1. Sekwencja aminokwasowa N-koncowego obszaru frakcji 3 histonu li-
zynowego F1 z grasicy krélika (RTL-3) (7)

W czgsteczce peptydu N2wystepuje siedem reszt proliny wsrdd pierw-
szych 40 aminokwas6éw N-koricowego obszaru podczas gdy dalszy 65-ami-
nokwasowy odcinek proliny nie zawiera. W$réd 40 poczatkowych amino-
kwasow peptydu N2 . histonu RTL-3 lizyna, alanina i prolina stanowia
w sumie 75°/0. Odcinek tancucha polipeptydowego od pozycji 15 do 35 za -
wiera 10 reszt zasadowych w zespotach po cztery, dwa i trzy aminokwasy.
Odcinek od pozycji 41 do tyrozyny (poz. 72) zawiera tylko 5 aminokwasow
zasadowych i ani jednej proliny.

Najbardziej zmiennym obszarem w histonie lizynowym FI jest N-kon-
cowa czes$¢ czasteczki. W tej samej N-koncowej czesci histonu lizynowego
wystepuje jednak rowniez obszar o wysoce konserwatywnym sktadzie
aminokwasowym (odcinek od pozycji 47 do pozycji 72 zawierajacy tyro-
zyne).

Peptydy tyrozynowe histonéw FI pochodzacych z réznych tkanek tego
samego gatunku (grasica i watroba cieleca) a takze tej samej tkanki dwdch
réznych gatunkéw (grasica cielecia i szczura) posiadajg identyczng sekwen-
cje aminokwasowg: Lys—Ala—Leu—Ala—Ala— ¢ia—Gly—Tyr—Asp—
—Val—Glu—Lys. Konserwatywne zastgpienie alaniny przez glicyne
w bliskim sasiedztwie tyrozyny wynika z molekularnej niejednorodnosci
histonu FI danej tkanki (8).

Analiza chymotryptycznych peptydéw histonu FI z prawidtowych i no-
wotworowych tkanek szczura wykazata wystepowanie specyficznej frakcji
R nieobecnej w tkankach innych gatunkéw (np. grasica, watroba cieleca).
Fragment R pochodzit z centralnej czesci czasteczki histonu FI, zawierat
31 aminokwasoOw, a wsrod nich szereg aminokwasow hydrofobowych, dwie
proliny i jedng metionine (9).

4*
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1-2. Histon argininowy F2al

Histon F2al z grasicy cielecia znany réwniez jako frakcja glicynowo-
argininowa byt histonem, ktérego peing sekwencje aminokwasowg rozszy-
frowano najwczesniej. Prace nad pierwszorzedowg strukturg tego biatka
prowadzono niezaleznie w laboratoriach Bonnera i Buscha. Z tych
dwoch osrodkéw (10, 11) pochodzi podana w 1969 r. pelna 102-aminokwa-
sowa sekwencja najmniejszej frakcji histonowej o masie czgsteczkowej
11 300 daltonéw (schemat 2).

AcSer — Gly — Arg — Gly — Lys — Gly — Gly — Lys — Gly — Leu —
Gly — Lys — Gly — Gly — Ala — Lys (Ac) — Arg — His — Arg —

Lys(Me) — Val — Leu — Arg — Asp — Asn — lle — Gin — Gly —
lle — Tﬁr — Lys — Pro — Ala — lle — Arg — Arg — Leu — Ala —
Arg — Arg — Gly — Gly — Val — Lys — Arg — lle — Ser — Gly —
Leu — IIe — Tyr — Glu — Glu — Thr — Arg — Gly — Val — Leu —
Lys — VaI — Phe — Leu — Glu — Asn — Val — lle — Arg — Asp —

Ala — Va:i)— Thr — Tyr — Thr — Glu — His — Ala — Lys — Arg —

Lys — Thr — Val — Thr — Ala — Met — Asp — Val — Val — Tyr —

Ala — LegL(J) — Lys — Arg _1CDGin — Gly — Arg — Thr — Leu — Tyr —
Gly — Phe — Gly — Gly COOH

Schemat 2. Sekwencja aminokwasowa histonu F2al z grasicy cielgcia (11)

Frakcje te charakteryzuje wystepowanie szesciu zespotdw reszt zasa-
dowych (cztery zespoty po 2 aminokwasy zasadowe, jeden zesp6t 3-i jeden
5-aminokwasowy). Obszar N-koncowy tego histonu cechuje przewaga ami-
nokwasow zasadowych. W czesci tej wystepuje zaledwie jedna reszta ami-
nokwasu kwasnego w pordéwnaniu z szescioma analogicznymi aminokwa-
sami oraz wolna grupa -COOH w odcinku C-koncowym. Interesujaca ce-
cha sekwencji jest przewaga aminokwasow hydrofobowych w odcinku
bliskim C-konca (22 reszty) w zestawieniu z oSmioma analogicznymi ami-
nokwasami w odcinku bliskim N-korca.

W histonie F2al z grasicy cielecej zidentyfikowano dwa zmodyfikowa-
ne aminokwasy, tj. E-N-metylolizyne i £-N-acetylolizyne. Ustalono, ze sg
one usytuowane na krancach pentapeptydu (pozycja 16—20 liczac od
N-konca), ktory zawiera tylko reszty zasadowe symetrycznie rozmieszczone
wokét histydyny, Lys(Ac)—Arg—His—Arg—Lys(Me).

Histon F2al byt rowniez pierwszym histonem, ktérego sekwencje po-
réwnano z homologicznym histonem z innego Zrédta. Podana przez D e —
Lange’a i wsp. (12) sekwencja aminokwaséw w histonie F2al z kiet-
kéw grochu byta podobna do sekwencji aminokwasowej w histonie F2al
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z grasicy cielecej. Obydwa biatka pochodzace z tak odlegtych filogenetycz-
nie zrédet zawierajg po 102 aminokwasy i posiadajg identyczng sekwencje
z wyjatkiem dwdéch pozycji. W pozycji 60 w histonie F2al z grasicy ciele-
cej stwierdzono waline, a w histonie z kietkdw grochu izoleucyne, zas$
w pozycji 77 w histonie F2al z grasicy cielecej wystepuje lizyna, a w his-
tonie z kietkbw grochu arginina. Ponadto w histonie F2al z grasicy ciele-
cej dwudziesta reszta lizynowa jest metylowana, co nie ma miejsca w ho-
mologicznym histonie z kietkdw grochu.

W ostatnich latach przeprowadzono szereg badan sekwencji histonéw
F2al wyizolowanych z bardzo r6znorodnego materiatu. Badania pierwszo-
rzedowej struktury histonu F2al z grasicy wieprza (13) i chloroleukemicz-
nego guza szczura (14) wykazaty identycznos¢ tych biatek z histonami F2al
grasicy cielecia.

Analiza poréwnawcza struktury i skiltadu aminokwasowego histonu
F2al izolowanego z tkanek prawidtowych (grasica cieleca), embrionalnych
(cieleca grasica ptodowa) oraz nowotworowych (leukemiczne limfoblasty
ludzkie, miesakorak wotu oraz watrobiak Novikoffa) wykazata rowniez
daleko idgce analogie (15). We wszystkich tych histonach w obszarze
N-kohncowym stwierdzono wystepowanie sekwencji Ac—Ser—Gly—Arg
oraz zespotu dwoéch glicyn w C-koricowej czesci czasteczki.

Identycznos$¢ sekwencji aminokwasowej histonu F2al z tkanek prawi-
dtowych i nowotworowych wskazujg na catkowity brak specyficznosci ga-
tunkowej oraz unikalng konserwatywnos¢ struktury pierwszorzedowej
tych czasteczek biatkowych w procesie ewolucji.

1-3. Histon lizynowy F2a2

Dopiero w 1972 r. ustalono peing sekwencje aminokwasowa histonu
F2a2 z grasicy cielecej charakteryzujacego sie tylko nieznaczng przewaga
lizyny nad argining (inna nazwa: histon argininowo—Ilizynowy) (16, 17,
20).

Brak tryptycznego peptydu His—Lys w sekwencji C-korica tego histo-
nu wskazywal na odmiennos$¢ sekwencji tego obszaru postulowanej przez
Sugano i wsp. (17) w porownaniu z doniesieniami Phillipsa i wsp.
(18), Hayashi i wsp. (19) oraz Sautiere’a i wsp. (21). Pierwsze
z nich (18) sugerowato Val—Gly—Ala—Arg—His—Lys jako C-koncowy
uktad, a drugie i trzecie (19, 21) — wystepowanie w tym histonie sekwen-
cji: His—His—Lys. Okreslenie sekwencji aminokwasowej centralnego od-
cinka histonu F2a2 z grasicy cielecej uzupetnito strukture I-rzedowg tego
histonu (20) (schemat 3).

129-aminokwasowy tancuch polipeptydowy histonu F2a2 charaktery-
zuje sie obecnoscig pieciu zespotéw aminokwaséw zasadowych. Cigg ami-
nokwaséw kwasnych zaobserwowano w karboksylowym fragmencie cza-
steczki (pozycje 90— 93). Na uwage zastuguje wystepowanie w tym histonie
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AcSer — Gly — Arg — Gly — Lys — GIn — Gly — Gly — Lys —
Ai; — Arg — Ala — Lys — Ala — Lys — Thr — Arg — Ser — Ser —
Arg — Ala — Gly — Leu — GIn — Phe — Pro — Val — Gly — Arg —
VaI — His — Arg — Leu — Leu — Arg — Lys — Gly — Asn — Tyr —
Ala — Glu — Arg — Val — Gly — Ala — Gly — Ala — Pro — Val —
Tyr — Leu — Ala — Ala — Val — Leu — Glu — Tyr — Leu — Thr —

Ala — Glu — lie — Leu — Glu — Leu — Ala — Gly — Asn — Ala —
AIa — Arg — Asp — Asn — Lys — Lys — Thr — Arg — lie — lie —
80

Pro — Arg — His — Leu — GIn — Leu — Ala — lie — Arg — Asn —

(90

Asp — Glu — Glu — Leu — Asn — Lys — Leu — Leu — Gly
100

Lys — Val — Thr — lie — Ala — GIn — Gly — Gly — Val — Leu ~—
110

Pro — Asn — lie — GIn — Ala — Val — Leu — Leu — Pro — Lys — Lys

120

Thr — Glu — Ser — His — His — Lys — Ala — Lys — Gly — Lys COOH

Schemat 3. Sekwencja aminokwasowa histonu F2a2 z grasicy cielecia (20)

28- i 18-aminokwasowych zespotéw reszt aminokwaséw hydrofobowych
(pozycje 43— 70 i 100— 117) w C-koncowym obszarze histonu. Nie stwier-
dzono w nim zadnej modyfikacji oprocz acetylowanej N-koncowej seryny.

Analiza sekwencji N-koncowego odcinka histonu F2a2 z gruczotéw ja-
drowych pstragga wykazata jedng ré6znice w poréwnaniu z homologicznym
histonem z grasicy cielecej. W pozycji 6 w histonie F2a2 z gruczotéw ja-
drowych pstrgga stwierdzono treonine, natomiast w analogicznym histonie
z grasicy cielecej glutamine (22).

1-4. Histon lizynowy F2b

Juz w 1966 r. zainicjowano wstepne badania (23) sekwencji amino-
kwasowej histonu F2b, ktéry byt pierwsza frakcjg wyizolowang w stanie
dostatecznej czystosci z grasicy cielecej i innych tkanek.

Catkowitg sekwencje aminokwasowg w histonie F2b z grasicy cielecej
rozszyfrowaty niezaleznie dwie grupy badaczy pod kierunkiem | w ai (24)
oraz Hnilicy (25 w wyniku analizy peptydéw tryptycznych, chymo-
tryptycznych i termolitycznych, (schemat 4).

Histon F2b jest 125-aminokwasowym N-prolinowym histonem o masie
czasteczkowej 13 774 daltonéw. Charakteryzuje sie on brakiem zmodyfiko-
wanych reszt aminokwasowych. Zawiera siedem zespotéw aminokwasow
zasadowych (w tym szes¢ par i jeden zespdt piecioaminokwasowy) zloka-
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Pro — Gin — Pro — Ala — Lys — Ser — Ala — Pro — Ala ——Prlg —

Lys — Lys — Gly — Ser — Lys — Ala — Val — Thr — Lys — L;Os —

Ala — Gin — Lys — Lys — Asp — Gly — Lys — Lys — Arg — L;/Os —

Arg — Ser — Arg — Lys — Glu — Ser — Tyr — Ser — Val — T;)r —
50

vVal — Tyr — Lys — Val — Leu — Lys — Gin— Val — His — Pro —
Asp — Thr — Gly — lle — Ser — Ser — Lys — Ala — Met — Gly —

70

lle — Met — Asn — Ser — Phe — Val — Asn — Asp — lle — Phe —
Glu — Arg — lle — Ala — Gly — Glu — Ala — Ser — Arg — LeBL —
Ala — His — Tyr — Asn — Lys — Arg — Ser — Thr — lle — T;]Or -—
Ser — Arg — Glu — lle — Gin — Thr — Ala — Val — Arg — Leu —

110

Leu — Leu — Pro — Gly — Glu — Leu — Ala — Lys — His — Ala —

120

Val — Ser — Glu — Gly — Thr — Lys — Ala — Val — Thr — Lys —
Tyr — Thr — Ser — Ser — Lys — COOH.

Schemat 4. Sekwencja aminokwasowa histonu F2b z grasicy cielecia (24)

lizowanych gtéwnie w N-koncowej czesci tego histonu. Z ogoélnej liczby
szesciu prolin w czgsteczce, cztery proliny wystepuja w obszarze tym
wsrod pierwszych dziesieciu reszt aminokwasowych. Obszar ten zawiera
najmniejszg ilos¢ aminokwaséw hydrofobowych i hydroksyaminokwaséw
oraz zaledwie jedng reszte aminokwasu kwasnego. Obszar Srodkowy histo-
nu F2b jest bogaty w reszty aminokwasow kwasnych i hydrofobowych.
Zaobserwowano w nim l14-aminokwasowy cigg reszt aminokwaséw hydro-
fobowych (pozycje 58—71), zawierajacy po dwie metioniny i fenyloalani--
ny oraz osmioaminokwasowy zespot (pozycje 35—42), zawierajacy trzy
reszty tyrozyny z pieciu wystepujacych w catej czasteczce histonu F2b.
Fragment C-koncowy histonu F2b posiada najwiekszg ilos¢ hydroksyami-
nokwasoOw i reszt hydrofobowych (24, 25).

Stwierdzono réznice w sekwencjach aminokwasowych N-koncowych
.czesci histonu F2b otrzymanego z gruczotéw jadrowych pstraga (26) i gra-
sicy cielecia (24). W histonie F2b z grasicy cielecej sekwencja reszt w po-
zycjach 7—10 jest: Ala—Pro—Ala—Pro, podczas gdy w tym samym his-
tonie wyodrebnionym z gruczotdéw jadrowych pstraga jedna para Ala—Pro
ulega delecji. Sekwencja kolejnych aminokwaso6w jest podobna, ale reszta
w pozycji 19 w histonie F2b z gruczotdéw jadrowych pstragga wydaje sie
by¢ seryna lub treoning, a nie alaning jak w histonie grasiczym. Uktad
aminokwaséw po tej reszcie jest wowczas Ala—Gly—Lys w F2b z gru-
czotéw jadrowych pstraga i Glu—Lys—Lys w histonie F2b z grasicy cie-
lecej (schemat 5).
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1 2 3 4 5 6 7 8
A Pro — Gin — Pro — Ala — Lys — Ser — Ala — Pro
B Pro — GIx — Pro — Ala — Lys — Ser — Ala — Pro

A Ala — Pro — Lys — Lys — Gly — Ser — Lys — Ala — Val
B [J — El — Lys —Lys— Gly— Ser— Lys— Lys — Ala

A Thr — Lys — Lys— Ala — Gln — Lys — Lys

B Val — Thr — Lys — T®re— Ala — Gly — Lys

Schemat 5. Poréwnanie sekwencji N-kohAcowego obszaru histonu F2b z grasicy cie-
lecia — A (24) oraz z gruczotéw jadrowych pstraga — B (26)

a) pozycja 2: Glu lub Gin

b) O — O — delecja pary Ala-Pro w histonie F2b z gruczotéw jadrowych pstraga (szczegéty

w tekscie)
c) pozycja 19: seryna lub treonina.

1-5. Histon argininowy F3

Prace nad strukturg pierwszorzedowg jedynego histonu zawierajgcego
cysteine, tj. histonu F3 facza sie z nazwiskiem De Lange’a (27) z pra-
cowni Bonner a Juz we wstepnych badaniach tryptycznych peptydéow
histonu F3 z grasicy cielecia (po uprzedniej reakcji z N-etyloimidem kwasu
maleinowego) ustalit on, ze N-koncowym aminokwasem w tym histonie
jest alanina (27). Alanina okazata sie rowniez C-koncowym aminokwasem
20-aminokwasowego fragmentu pochodzacego z C-kohcowego obszaru cza-
steczkKi.

Ala — Arg — Thr — Lys — Gin — Thr — Ala — Arg — Lys (Me) —

Ser — Thr — Gly — Gly — Lys (Ac) — Ala — Pro — Arg — Lys —

20

Gin — Leu — Ala — Thr — Lys (Ac) — Ala — Ala — Arg — Lys (Me) —

Ser — Ala — Pro — Ala — Thr — Gly — Gly — Val — Lys — Lys —

Pro — His — Arg — Tyr — Arg — Pro — Gly — Thr — Val — Ala —

Leu — Arg — Glu — lle — Arg — Arg — Tyr — Gin — Lys — Ser —

Thr — Glu — Leu — Leu — lle — Arg — Lys — Leu — Pro — Phe —

Gin — Arg — Leu — Val — Arg — Glu — lle — Ala — Gin — Asp —

Phe — Lys — Thr — Asp — Leu — Arg — Phe — Gin — Ser — Ser —

Ala — Val — I\/Ilgé— Ala — Leu — Gin — Glu — Ala — Cys— Glu —

Ala — Tyr — Leu — Val — Gly — Leu — Phe — Glu — Asp — Thr —
110

Asn — Leu — Cis — Ala — lle — His — Ala — Lys — Arg — Val —
120

Thr — lle — Met —

Pro — Lys — Asp — lle — Gin — Leu — Ala — Arg — Arg — lle —

Arg — Gly — Glu — Arg — Ala — COOH

Schemat 6. Sekwencja aminokwasowa histonu F3 z grasicy cielecia (29)
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Chociaz O 1son i wsp. (28), opublikowali kolejnos¢ 26 aminokwasow
N-koricowej czesci histonu F3, podanie petnej sekwencji tego histonu
(schemat 6) jest zastugg De Lange’a i wsp. (29, 30, 31, 32).

Analiza peptydéw otrzymanych w wyniku dziatania trypsyny, chymo-
trypsyny, bromocyjanu oraz pepsyny i termolizyny wykazata, ze histon
ten jest pojedynczym 135-aminokwasowym tancuchem polipeptydowym
z alaning po obu koncach. Posiada on mase czasteczkowg 15 324 daltonow
i zawiera dwie metylowane oraz dwie acetylowane reszty lizynowe. Frag-
ment N-koncowy tancucha polipeptydowego jest silnie zasadowy, nato-
miast karboksylowy obszar czasteczki zawiera wiele reszt kwasnych i hy-
drofobowych z dwudziestodziewiecioaminokwasowym zespotem nie zawie-
rajagcym zadnego aminokwasu zasadowego. Wystepujg w nim dwie cyste-
iny (pozycje 96 i 110) oddzielone od siebie przez 13 aminokwaséw. Ich
obecno$¢ sprzyja tworzeniu sie mostkéw dwusiarczkowych wewnatrz-
i miedzyczasteczkowych. Histony F3 z kietkbw grochu i erytrocytow kacz-
ki zawierajg tylko jedng cysteine. Spostrzezenie Marzluffa i wsp.
(33) dotyczace wystepowania dwoch histonéw F3 z grasicy cielecia—
pierwszego zawierajgcego dwie cysteiny i drugiego z jedng resztg cysteiny
nie zostato potwierdzone w badaniach sekwencji aminokwasowej tego his-
tonu (32).

Analiza sekwencji histonu F3 z gruczotéw jadrowych ryby Letiobus
bubalus wykazata wystepowanie w pozycji 96 seryny zamiast cysteiny,
stwierdzonej w homologicznym histonie z grasicy cielecej (34), pierwszo-
rzedowa zas struktura N-koncowego obszaru histonu F3 z gruczotéw jadro-
wych pstraga (26) byta catkowicie zgodna z podang dla tego histonu z gra-
sicy cielecej (28, 29).

Z omoéwionych badan wynika, ze histon F3 podobnie jak F2al charak-
teryzuje znaczna konserwatywnos¢ struktury pierwszorzedowej.

1-6. Frakcje histonowe F2c i T

Poza piecioma opisanymi frakcjami histonowymi, typowymi dla wiek-
szosci organizméw eukariotycznych, stwierdzono wystepowanie unikalnych
frakcji histonowych, a mianowicie: histonu F2c w erytrocytach jadrza-
stych ptakéw, ptazéw i ryb oraz histonu T— jedynie w tkar*kach pstrg-
ga (35).

Skitad aminokwasowy histonu F2c (36) charakteryzowat sie wysokg za-
wartoscig seryny, lizyny, argininy i alaniny oraz brakiem cysteiny i tryp-
tofanu. Badanie sekwencji peptydéw tryptycznych i termolitycznych wy-
kazato nieregularne utozenie aminokwaséw zasadowych wzdtuz tancucha
polipeptydowego tego histonu (36).
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Sekwencja aminokwasowa N-koncowego fragmentu histonu T z gru-
czotdw jadrowych pstragga (schemat 7) dowodzi, ze jest on nowym histo-
nem, innym od dotychczas poznanych, mimo pewnego podobienstwa do
pozostatych histonéw z gruczotéw jadrowych pstraga, a takze frakcji FI
z grasicy krélika, F2c z erytrocytéw kurczecia oraz histonu F3 z grasicy
cielecej (37).

10

Pro — Lys — Arg — Lys — Ser — Ala — Thr — Lys — Gly — Asp —
20
Glu — Pro — Ala — Arg — Arg — Ser — Ala b Arg — Leu — Ser —
Gly — Arg — Pro — Val — Pro — Lys — Pro — Ala — Ala

Schemat 7. Sekwencja N-koncowego obszaru histonu T z gruczotéw jagdrowych
pstraga (35)

Il. Poréwnanie sekwencji aminokwasowej frakcji histonowych

Ogromne podobienstwa sekwencji aminokwasowej gtéwnych frakcji
histonowych nasuwa przypuszczenie, ze w ewolucji czasteczek biatkowych
histony wywodza sie ze wspdlnego prapeptydu. Wydaje sie prawdopodo-
bne, ze peptydem tym mogt by¢ jakis pentapeptyd (38).

Analiza charakterystycznego, asymetrycznego utozenia aminokwasow
wzdtuz tancucha polipeptydowego wszystkich histonéw wykazata wiele
analogii (Ryc. 1).

W N-konhcowej czesci wszystkich histondw stwierdzono wystepowanie
10— 15 aminokwas6w zasadowych. Mozna przypuszcza¢, ze wilasnie ten
obszar jest miejscem pofgczenia histonéw z DNA. W histonie FI sa dwa
zasadowe obszary (w obrebie 40 poczatkowych i 100 koncowych amino-
kwaséw); czasteczki tego histonu mogg zatem tworzy¢ wigzania krzyzowe
miedzy dwiema czgsteczkami DNA lub nukleohistonu, bowiem obszar
C-koncowy histonu F1 jest takze zdolny do wytworzenia potgczenia z DNA.

Charakterystyczne jest rowniez wystepowanie we wszystkich histonach
zespotdw po 3 do 5 zasadowych aminokwasow, tj. w Fl: Ala—Lys—Lys—
—Lys—Lys i Ala—Lys—Arg—Lys, w F2al: Lys—Arg—His—Arg—Lys—,
w F2a2: His—His—Lys i w F2b: Lys—Lys—Arg—Lys—Arg. Przypuszcza
sie, ze odgrywajg one role w wytworzeniu potgczenia z DNA.

Wszystkie rodzaje histonéw w swojej srodkowej i C-koncowej czesci
zawierajg duzag liczbe aminokwaséw hydrofobowych i hydroksyamino-
kwaséw. W histonie FI nie wystepuje zadna reszta hydrofobowa w obsza-
rze pierwszych 40 aminokwaséw, a w histonie F2b i F3 wystepuja one
w ilosci 1—2 reszt. Najwieksza ich liczba lokalizuje sie w obszarze od czte-
rdziestego do setnego aminokwasu. Charakterystyczng cechg tych frag-
mentow histonéw jest obecnos¢ 8- lub 29-aminokwasowych ciggow reszt
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hydrofobowych pozbawionych aminokwaséw zasadowych. Obszary te sa
prawdopodobnie odcinkami o strukturze a-helikalnej (reszty 60— 102
w F2b, 37—54, 55—72, 73—90 w F2al oraz 51— 100 w FI) i zapewne od-
grywaja role w interakcjach z hydrofobowymi obszarami innych biatek
(39, 40).

Ciekawe jest usytuowanie w histonach proliny, aminokwasu, ktéry
uniemozliwia a-helikalne zwiniecie tancucha polipeptydowego. W histonie
Fl prolina az siedmiokrotnie wystepuje wsrdd pierwszych 40 reszt, a brak
jej wsrod nastepnych 65 aminokwaséw. W innym histonie lizynowym,
F2b, 4 reszty proliny sa zlokalizowane ws$réd pierwszych 10 aminokwa-
séw, a brak jej w zespole nastepnych 40 reszt aminokwasowych. W histo-
nie F2al jest tylko jedna reszta proliny, zas w F2a2 uktadaja sie one prawie
symetrycznie wzdtuz calej czagsteczki, a w histonie F3 przewazajg w N-
koncowym jego obszarze. Analiza rozmieszczenia reszt proliny pozwala
snu¢ przypuszczenia co do wystepowania struktur a-heliksu i kiebuszko-
wej w czgsteczkach histonéw poszczegdlnych frakciji.

1. Modyfikacje pierwszorzedowej struktury histonow

Frakcje histonowe r6znig sie miedzy sobg specyficznymi modyfikacjami
struktury pierwszorzedowej.

Enzymatyczna acetylacja, metylacja i ufosforylowanie powoduje zmia-
ny w ich tadunku elektrycznym, co moze mie¢ zasadniczy wptyw na in-
terakcje DNA-histon.

I11-1. Acetylacja histonéw

Obecnos¢ grup acetylowych w histonach stwierdzono po raz pierwszy
w 1963 roku (41). Wykazano, ze histony FIl, F2al i F2a2 posiadajg jako N-
koncowe aminokwasy N-acetyloseryne (41, 42). Hamowanie wigzania 4C-
lub H-octanu (43, 44) oraz KC-seryny (44) przez puromycyne (44) i cyklo-
heksoimid (43) potwierdzito sugestie, ze acetylacja N-koncowego amino-
kwasu zwigzana jest z inicjacjg syntezy taricucha polipeptydowego histonu,
nie jest zas$ prostg modyfikacjg jego gotowej czasteczki.

Obecnosé N-acetyloseryny w rosngcym tancuchu polipeptydowym cyto-
plazmatycznej frakcji histonowej jest argumentem na korzy$¢ N-koncowej
acetylacji, jako procesu wczesniejszego od syntezy histonéw (44). W rege-
nerujgcej watrobie N-acetylo-serylo-tRNA, naturalny skiadnik homoge-
natu watrobowego, bierze udziat w zapoczatkowaniu syntezy histonéw
F2al i F2a2. Acetylacja nastepuje dopiero po utworzeniu serylo-tRNA.

Acetylacji ulegaja nie tylko aminokwasy N-kohcowe lecz réwniez
reszty lizynowe wewnatrz tancucha polipeptydowego, jak e-N-acetyloli-
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zyna, wystepujace gtéwnie w histonach argininowych F2al i F3 (45—48).
Enzymatyczne przeniesienie grupy acetylowej z acetylokoenzymu A na
histony badano w jadrach komoérkowych grasicy cielecej (49), watroby
szczura (50), mézgu szczura (51), a takze w bezkomoérkowych systemach
enzymatycznych (53— 57). Dwie acetylotransferazy o masie czasteczkowej
80 000 i 90 000 daltonéw specyficznie acetylujgce histony argininowe wy-
izolowano z jader komorkowych watroby szczura (55), a trzy acetylotran-
sferazy (A, Bj i B9 : jader komérkowych grasicy szczura (56). Sugeruje
sie (56), ze histon F3, ktéry podobnie jak FI i polilizyna ulegat in vitro
acetylacji przez acetylotransferaze A, moze by¢ in vivo substratem tego
enzymu. Acetylacja histonu F1 in vitro zapewne byta artefaktem poniewaz
zmiana konformacji histonéw po odtgczeniu od DNA moze czyni¢ je wra-
zliwymi na acetylacje. Acetylowanie histonu FI byto niespodzianka, z uwa-
gi na liczne prace dowodzgce braku wewnatrzczasteczkowych grup acety-
lowych w tym histonie (46, 57, 58).

Acetylotransferaza B (Bi +B2 wykazywata specyficznos¢ tylko w sto-
sunku do histonu F2al.

Badania sekwencji aminokwasowej udowodnity, ze s-N-acetylolizyna
wystepuje w pozycji 16 histonu F2al z grasicy cielecia (10, 11), a takze
w tej samej pozycji w analogicznym histonie z grasicy wieprza (13) i chlo-
roleukemicznego guza szczura (14). Histon F2al z kietkéw grochu miat dwie
zacetylowane reszty lizyny w pozycjach 16 oraz 5, 12 lub 8 (12). Ten sam
histon z gruczotéw jadrowych pstraga zawierat acetylowang lizyne w po-
zycjach 5, 8, 12 i 16 (59).

W histonie F3 z grasicy cielecej acetylacji ulega lizyna w pozycjach
14 i 23 (29, 32). Analogiczny histon z gruczotéw jadrowych pstraga posia-
da takie same miejsca acetylacji jak grasicowy (poz. 14 i 23), a ponadto
zmodyfikowane reszty lizynowe w pozycjach 9 i 18 (26).

Nie wszystkie czgsteczki histonu danej klasy zawierajg grupy acety-
lowe przy specyficznych resztach lizyny, mogacych ulegaé acetylacji in
vivo. W histonie F2al z grasicy cielecej 50°/0 czasteczek ma acetylowang
lizyne w pozycji 16 (10, 11), w guzie chloroleukemicznym szczura — 40°/0
(14), a w kietkach grochu — tylko 6°0o czasteczek histonowych (12). W his-
tonie F3 reszta lizyny w pozycji 14 byla acetylowana w 25°0, a lizyna
w pozycji 23 — w 29 lub 43% (29). Ostatnio (60) wykazano réwniez w his-
tonie F2b grasicy cielecej niewielkg ilos¢ acetylowanych reszt lizyny,
w N-koncu czasteczki. Fakt, ze tylko 15°0 tego histonu ulega acetylacji
wyjasnia podawany wczesniej brak (44) lub bardzo niska zawartos¢ (45)
tak zmodyfikowanego aminokwasu w histonie F2b.

Histon F2b z gruczotéw jadrowych pstraga posiadat acetylowana lizyne
w pozycjach 3, 5, 10, 18 (26).

W histonie F2a2 z grasicy cielecia nie stwierdzono wystepowania
t-N-acetylolizyny (20), natomiast w tym samym histonie z gruczotéw ja-
drowych pstragga miejscem acetylacji byta lizyna w pozycji 5 (22).
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Analiza sekwencji aminokwaséw sgsiadujacych ze zmodyfikowana li-
zyng wykazala pewne prawidtowosci. Cechg wspdélng trzech miejsc ace-
tylacji w histonie F2al i F3 z grasicy cielecej byto to, ze zacetylowang li-
zyne oddzielaty dwa aminokwasy od sekwencji Arg—Lys— wedtug sche-
matu: Lys (Ac) — X — Y — Arg—Lys (29):

F3 : Gly—Gly—Lys (Ac) —Ala—Pro—Arg—Lys

Ala—Thr—Lys (Ac) —Ala—Ala—Arg—Lys

F2al. Gly—Ala—Lys (Ac)—Arg—His—Arg—Lys.

Sekwencje aminokwasowe wok6t zacetylowanej lizyny w histonach
z gruczotéw jadrowych pstrgga mozna ujgé¢ w dwie grupy: 1) zacetylowana
reszta lizyny sgsiaduje z aminokwasami o bardzo krétkim fancuchu, np.
z glicyng, alanina, seryna, 2) zacetylowana lizyna wystepuje w parach, np.
Lys—Arg, Arg—Lys, Lys—Lys majgc z drugiej strony seryne lub alani-
ne (26).

Czesto jednak mimo wystepowania sekwencji aminokwasowej o takich
wiasnie cechach, obserwuje sie brak modyfikacji, co sugeruje, ze swois-
to$¢ acetylotransferaz zalezy réwniez od innych czynnikéw. Mozna wiec
przypuszczaé, ze warunkiem przeniesienia reszty acetylowej jest rozpoz-
nanie specyficznej sekwencji przez acetylujgcy enzym i od pewnych nie-
znanych aspektéw trzeciorzedowej struktury biatka podlegajgcego mody-
fikacji.

Acetylacja jest reakcjg odwracalng. Usuwanie octanu z histonéw jest
katalizowane enzymatycznie przy udziale deacetylaz (61— 66). Wykazano,
ze okres poéttrwania grup N-acetylowych w histonach watroby, $Sledziony
i grasicy szczura wynosi zaledwie 1,8—4,7 godziny (61). Dwudziestopiecio-
godzinny okres poéitrwania tych grup w histonach z komdérek watrobiaka
Novikoffa wskazuje na niska aktywnos$¢ deacetylazy (62) w tkance no-
wotworowej.

Wystepowanie zacetylowanych lizyn w N-koricowej czesci histonow
F2al i F3, (tj. w prawdopodobnym miejscu pofgczenia z DNA) sugeruje,
ze acetylacja jest procesem regulujgcym powinowactwo histonéw do DNA.
Badanie acetylacji histonéw pochodzacych z komérek gruczotdéw jadro-
wych pstrgga w poszczegélnych etapach spermatogenezy wykazato, ze
w spermatydach przy niewielkiej syntezie histonéw stosunek MC-oc-
tan : &H-lizyna jest dwudziestosiedmiokrotnie wyzszy niz we wczesniej-
szych stadiach rozwojowych. Poniewaz, jak wiadomo, w stadium tworze-
nia spermatyd nastepuje wymiana histonéw na protaminy, Swiadczy to
0 udziale acetylacji w procesie odtgczania histonébw od DNA (67).

Zaklada sie réwniez udziat actylacji w przytaczeniu nowozsyntetyzo-
wanego histonu F2al gruczotéw jadrowych pstragga do DNA (68). W mysl
tego zatozenia histon F2al po wniknieciu do jgdra komoérkowego tgczy sie
w sposdb przypadkowy z resztami fosforanowymi DNA. Acetylotransfe-
razy wykrywaja nieodpowiednie pofaczenia i acetylujag e-aminowe grupy
lizyn w N-koncowej czesci histonu. Acetylacja tych reszt zwieksza mozli-
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wos$¢ przyjecia przez ten obszar struktury a-heliksu i dopasowanie do
rowka DNA. Nastepnie deacetylazy usuwajg reszty acetylowe, aby ujaw-
ni¢ dodatnio natadowane grupy e-aminowe lizyny oddzialywujace z reszta-
mi fosforanowymi DNA.

Mozna wiec sadzi¢, ze przytaczenie i usuniecie pewnych frakcji histo-
néw z DNA moze wymagac¢ zmiany tadunku w obszarach zasadowych
czasteczek wskutek enzymatycznej acetylacji e-aminowych grup lizyny.

I11-2. Fosforylacja histonow

Fosforylacja histonéw jest procesem enzymatycznym zachodzacym
przy udziale kinaz katalizujgcych przeniesienie fosforanu z ATP do histo-
néw i stymulowanych przez cykliczny AMP, glukagon, insuline (69).

Szczegdtowe badania wykazaly wystepowanie w watrobie szczura
aktywnej fosfokinazy w cytosolu (po odwirowaniu rybosoméw) oraz
w chromatynie (70, 71). Po straceniu nukleohistonu z chromatyny 90%
aktywnosci tego enzymu pozostawato zwigzane z biatkami niehistono-
wymi (71). Enzym pochodzenia jgdrowego miat wieksze powinowactwo
do histonu FI niz cytosolowy. Specyficzna aktywno$¢ enzymu cytoplaz-
matycznego stanowita jednak tylko 25% aktywnos$ci enzymu zwigzanego
z biatkami niehistonowymi.

Histony F2 i F3 okazaly sie stabymi akceptorami reszt fosforanowych.
Wiele badan nad wigczaniem radioaktywnego fosforanu in vitro do izo-
lowanych jader grasicy cielecej (72) oraz in vivo do jader komérkowych
watroby szczura (73, 74) czy hodowli komérkowych (75) wykazato aktyw-
ne fosforylowanie histonu FI.

Sekwencja aminokwasowa w N-koficowym obszarze podfrakcji 3
(RTL-3) histonu FI grasicy krélika (7) przypominata sekwencje fosfopep-
tydu izolowanego z enzymatycznie ufosforylowanego histonu FI grasicy
cielecej (76). Fosfopeptyd zawierat seryne, ktéra byta gtéwnym miejscem
fosforylacji histonu FI (76). Sekwencja podfrakcji 3 histonu FI z grasicy
krolika réznita sie jednak od izolowanych fosfopeptydéw tym, ze alanina
zastepowata fosforylowang seryne. To spostrzezenie skionito do wnikli-
wej analizy fosforylacji poszczegélnych podfrakcji tego histonu lizyno-
wego oraz do okreslenia sekwencji aminokwasowej odpowiednich obsza-
row czasteczek. Wykazano (77), ze fosforylacja zachodzita gtéwnie w pod-
frakcjach 1,2 i 4 histonu FI grasicy kroélika.

W niewielkim stopniu fosforylacji ulegaty rowniez podfrakcje 0 z gra-
sicy krélika, 1 i 2 z grasicy szczura oraz 3 z grasicy cielecia. Zdolnos¢
wigzania fosforanu przez podfrakcje 3 grasicy kroélika byta mniejsza niz
podfrakcji 4 i niefrakcjonowanego histonu Fl z tego samego zrédia. Ana-
liza sekwencji tryptycznych peptydoéw podfrakcji 3 i 4 wykazata pod-
stawienie alaniny w miejsce seryny w pozycji 2 tego peptydu, odpowia-
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dajacej pozycji 37 w peinej sekwencji aminokwasowej podfrakcji 3 histo-
nu FI grasicy krolika. Zastgpienie alaning seryny, tj. gtéwnego miejsca
fosforylacji w histonie FI wyjasnito réznice w zdolnosciach przyjmowania
fosforanu przez podfrakcje 3 i 4 histonu lizynowego z grasicy krolika.
Mozna sadzié, ze réznice w fosforylacji w innych podfrakcjach histonu
F1 sg prawdopodobnie spowodowane analogicznymi podstawieniami (77).

Badania fosforylacji histonéw lizynowych FI z réznych gatunkéw
i réznych tkanek tego samego gatunku przy udziale kinazy protaminowej
z gruczotdw jadrowych pstragga i y- 3P ATP wykazaly rozny stopien
ufosforylowania tych histonéw (78). Najwiecej radioaktywnego fosforu
stwierdzono w histonie FI z grasicy cielecej (0,4 mola SP na mol histonu),
podczas gdy dla innych histonéw uzyskano wartosci 0,1 mola & na 1 mol
i nizsze.

3P -peptydy otrzymane po trawieniu trypsyng histonéw FI1 z dzie-
wieciu tkanek roéznity sie ruchliwoscia elektroforetyczng. Podobienstwo
zaobserwowano jedynie w przypadku 8&P-peptydéw z watroby krélika
i grasicy cielecia, a takze watroby i erytrocytéw zaby. Wskazuje to na
odmienng strukture ufosforylowanych peptydéw. Mozna wiec postulo-
wac, ze histony FI rdznig sie miejscami zdolnymi do przyjecia reszty
fosforanowej zaleznie od Zrdédet, z ktérych zostaly wyodrebnione (78).
Wystepowanie fosfoseryny stwierdzono w histonie F3 z grasicy cielecia
(79). Rozbicie czgsteczki oczyszczonego “P-histonu F3 grasicy cielecej
za pomocag bromocyjanu ujawnito, ze 90% radioaktywnego fosforanu by-
to zwigzane z peptydem CNBr-1. W przypadku termolitycznych peptydéw
tego histonu obecno$¢ izotopu wykazano w dwdéch peptydach, z ktérych
pierwszy wystepowat w formie ufosforylowanej w 22%, a drugi —
w 20% (80).

Zastosowanie trawienia trypsyng i rozdziatu uzyskanych peptydéw do
badania poszczegdlnych 3P-histonéw z gruczotdw jadrowych pstraga wy-
kazato obecnos$¢ radioaktywnych fosfopeptydéw w kazdej frakcji histo-
nowej. W przypadku histonéw F2al i F2a2 pochodzity one z N-koncowych
fragmentéw ich tancuchéw polipeptydowych i byty ufosforylowang for-
mg Ac—Ser(P04d—Gly—Arg znanej sekwencji Ac—Ser—Gly—Arg.
ldentyczno$¢ uzyskanych fosfopeptydéw z obu histonéw dowodzi iden-
tycznosci N-koncowych sekwencji tych histonéw. Uzyskane informacje po-
twierdzita analiza sekwencji aminokwas6w radioaktywnych fosfopepty-
déw termolitycznych obu histonéw.

W histonie FI wykazano wystepowanie dwéch fosfopeptydéw: TI
Ser(P0O49Y—Pro—Lys oraz T2 Lys—Ser(P0O4d—Pro—Lys. Obydwa po-
chodzity z C-konicowego fragmentu tancucha polipeptydowego. Fosfopep-
tydy z histonu F2b nie zostaly scharakteryzowane. We frakcji F3 z gru-
czotéw jadrowych pstraga stwierdzono tylko nieznaczne ilosci wigczonego
radioaktywnego fosforanu (81).
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111-3. Metylacja histonéw

Histony pochodzace z wielu zrédet wykazuja uderzajace réznice w stop-
niu umetylowania.

Zmetylowane aminokwasy, gtdwnie e-N-metylolizyna, wystepujg prze-
de wszystkim w histonach argininowych F2al i F3. Obecnos¢ e-N-mety-
lolizyny w histonach po raz pierwszy stwierdzit Murray (82).

W histonie F2al z grasicy cielecej na 11 reszt lizyny, tylko lizyna wy-
stepujaca w pozycji 20 jest zmetylowana (10, 11), a w histonie F3 lizyny
w pozycjach 9 i 27 (29).

Metylacja reszt lizynowych jest procesem ztozonym, w ktérym do
tego samego s-aminowego atomu azotu ulega przytgczeniu wiecej niz jed-
na grupa metylowa. W histonie F2al z grasicy cielecej mono- i dimety-
lolizyna wystepowaty w stosunku 1:3 (10). W tym samym histonie z Kiet-
kéw grochu nie wykryto zadnej metylowanej lizyny (12). W histonie F3
z grasicy cielecej stwierdzono wystepowanie oprécz monometylolizyny
i dimetylolizyny réwniez trimetylolizyny (32).

Z badan dotyczacych sekwencji aminokwasowej wokdt zmetylowanych
reszt lizynowych w obu histonach wynika, ze sgsiadujg one od strony
N-konca z argining (29). Chociaz inne reszty lizyny (pozycje: 79 w F2al
oraz 18 i 64 w histonie F3) sg podobnie usytuowane, brak jest jakichkol-
wiek danych o ich metylacji.

Wydaje sie prawdopodobnym, ze w metylowaniu histonéw F2al i F3
biorg udziat rézne enzymy. Wykazano, ze w histonie F3 obszary zawie-
rajgce umetylowane lizyny sg identyczne w obu miejscach metylacji (poz.
9i 27: Ala—Arg—Lys (Me) —Ser) i odrebne od sekwencji wokét zmety-
lowanej lizyny w histonie F2al.

Histony F2al z tkanek prawidtowych, ptodowych i nowotworowych
posiadajg identyczng sekwencje aminokwasowsg, ale rdznig sie w wartos-
ci stosunku ilosci e-N-dimetylolizyny do e-N-monometylolizyny (15).
W przypadku ludzkich limfoblastéw leukemicznych, watrobiaka Novi-
koffa i miesakoraka, wynosit on odpowiednio: 0,53, 0,59 i 2,0, w przypad-
ku grasicy ptodowej cielecia 0,3 a w przypadku grasicy cielecej 4,0 (15).
Bezposrednim donatorem grup metylowych jest S-adenozylo-L-metioni-
na (83). Puromycyna nie hamuje metylacji, co dowodzi, ze jest to mody-
fikacja zachodzaca po zakonczeniu syntezy histonéw (47).

Metylacje histonéw przeprowadzajg trzy enzymy, zwane metylaza |,
metylaza Il i metylazg 111 (84—87).

Obecno$¢ enzymu usuwajgcego grupy metylowe z histonéw stwier-
dzono w nerce szczura. Produktem demetylacji MCH3-histonéw byt
UC-formaldehyd. Najwyzsza aktywnos$¢ enzymu w pordwnaniu z innymi
tkankami stwierdzono w nerce szczura. Specyficzna aktywnos$¢ demety-
lazy byta zwigzana z frakcjg mitochondrialng (88).

5 Postepy Biochemii
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IV. Uwagi konhcowe

Przedstawione dane, a zwilaszcza r6znorodno$é¢, zakres i szybkos¢ re-
akcji, ktére modyfikujg strukture histonéw wskazujg, ze biologiczna
funkcja jadrowych bialek zasadowych jest regulowana w sposdéb bardzo
skomplikowany. Mikroheterogennos¢, ktéra jest wynikiem jednego ty-
pu modyfikacji, np. takiej jak acetylacja moze nakiada¢ sie na zmiane
innej czesci tej samej czasteczki biatka spowodowang fosforylacjg lub
metylacjg.

Mozna przypuszczaé, ze odwracalne modyfikacje struktury pierwszo-
rzedowej histonéw, majg wptyw na interakcje DNA-histon, w roéznych
obszarach chromatyny.

Wyniki badan podtrzymujg poglad (89), ze reakcje, ktére obnizajg do-
datni tadunek histonu (fosforylacja, acetylacja), sprzyjaja rozproszone-
mu stanowi chromatyny i wzrostowi jej udziatu w procesach transkrypciji,
podczas gdy reakcje podwyzszajgce dodatni tadunek histonu (metylacja)
wydaja sie sprzyja¢ kondensacji chromatyny i przeciwdziata¢ transkrypcji.

Artykut wptynagt 12.7.1973, po rewizji autorskiej wrécit 2.12.1973.
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JOLANTA SKANGIEL-KRAMSKA*

Budowa i heterogenno$¢ hydrolazy acetylocholinowej
Structure and Heterogenity of Acetylcholinesterase

Molekularne wiasnosci hydrolazy acetylocholinowej —AChE (E. C.
3.1.1.7.) cieszg sie szczegoOlnym zainteresowaniem biochemikdéw, neuro-
fizjologéw oraz farmakologéw ze wzgledu na udziat tego enzymu w pro-
cesach przekaznictwa synaptycznego. Enzym ten katalizuje bowiem roz-
pad acetylocholiny (ACh) — przekaznika transmisji nerwowo-miesniowej,
a w wielu przypadkach i miedzyneuronalnej.

Budowie i wlasnosciom AChE poswiecone bylo szereg wczesniejszych
artykutéow przegladowych (1, 2, 3, 4,).

W niniejszym artykule zostaly omowione w gtdwnej mierze obecne
poglady na budowe i heterogennos¢ tego enzymu.

I. Wystepowanie i rola AChE

AChE wystepuje przede wszystkim w tkance nerwowej ale jej obec-
nos¢ stwierdzono rowniez w miesniach (5, 6), w krwinkach (7), watrobie
(8), w tozysku (9), w jadzie kobry (5) i u pierwotniakéw (10).

Liczba obrotéw AChE wskazuje na olbrzymiag aktywnos$¢ enzymu: wy-
nosi ona od 4,5X105 czgsteczek/min/centrum aktywne (11) do 85X 105
czasteczek/min/centrum aktywne (12).

Czas potrzebny do roztozenia jednej czagsteczki acetylocholiny zalezy
od pochodzenia enzymu, np. dla AChE z narzadu elektrycznego wegorza
elektrycznego (Electrophorus electricus) wynosi zaledwie 30— 60(a.sek (13),
a z mozgu owcy 240|nsek (14). Niezwykle wysoka aktywnos¢ katalityczna
umozliwia rozitozenie acetylocholiny wyzwolonej pod wptywem impulsu
z zakonczenia nerwowego przed nadejsciem nastepnego bodzca.

Nachmansohn (15 16) postuluje udziat acetylocholiny nie tylko
w przekaznictwie synaptycznym, ale réwniez w przewodnictwie nerwo-

* Dr, Zaktad Biochemii Uktadu Nerwowego i Mies$ni, Instytut Biologii Doswiad-
czalnej im. M. Nenckiego PAN, Warszawa
Wykaz stosowanych skréotow: AChE — hydrolaza acetylocholinowa; EDTA —

kwas etylenoczteroaminooctowy.



166 J. SKANGIEL-KRAMSKA |

wym, a tym samym zaangazowanie AChE w tym procesie. Wiekszos¢ ba-
daczy jednakze nie zgadza sie z tym pogladem (17, 18, 19).

Komérki korzonkéw zwojéw grzbietowych oraz komoérki Purkinjego.
o ktérych wiadmo, ze nie sg cholinergiczne, we wczesnych stadiach onto-
genezy wykazujg aktywnos¢ AChE. Prawdopodobnie w tych neuronach
AChE moze peini¢ role nie zwigzana z przekaznictwem (20). Sugeruje
sie miedzy innymi udziat tego enzymu w regulacji syntezy fosfolipidéw
(21, 22). Poglad taki wynika z faktu, ze acetylocholina stymuluje synteze
niektéorych fosfolipidow. Tym samym AChE mogtaby by¢ zwigzana z pro-
cesami syntezy bton biologicznych i z regulacjg ich przepuszczalnosci.

Rozwazania dotyczace roli AChE w komodrkach niecholinergicznych
majg charakter bardziej ogolny, mozna je odnies¢ réwniez do innych tka-
nek poza nerwowsa.

Il. Mechanizm dziatania i budowa centrum aktywnego

Reakcja enzymatycznej hydrolizy acetylocholiny jest dwustopniowa.
W pierwszym etapie powstaje zacylowany enzym i odszczepia sie cholina.
W drugim etapie zacylowany produkt posredni reaguje z woda, odtwa-
rza sie wyjsciowa forma enzymu i odiagcza sie kwas octowy. Inne estry
cholinowe i niecholinowe ulegajg tez rozktadowi przez ten enzym, aczkol-
wiek z mniejsza szybkosciag (23).

Uwaza sie powszechnie, ze centrum katalityczne AChE zawiera dwa
aktywne podcentra: anionowe i estrowe (24). Podcentrum anionowe re-
aguje z czwartorzedowym azotem acetylocholiny dzieki sitom kuiom-
bowskim i Van der Waalsa. Podcentrum estrowe odpowiada za hydrolize
substratu. Stwierdzono w tym obszarze obecnos¢ fragmentu peptydowego
0 nastepujgcej sekwencji: Gli—Gli—Ser—Ala. Grupg nukleofilng jest
grupa hydroksylowa seryny. Obecnos$¢ imidazolowego pierscienia histy—
dyny wzmaga jej nukleofilny charakter.

Kinetyka alkilacji AChE przez r6zne zwigzki fosforoorganiczne (4,25)
oraz pochodne azyrydyny (26) wskazuja, ze w centrum aktywnym enzy-
mu znajdujg sie obszary o charakterze hydrofobowym. Badania zmian
dyspersji skrecalnosci optycznej AChE w obecnosci ligandéw fotochro-
mowych potwierdzajg ten poglad (27). Wystepowanie obszaréw niepola-
mych w centrum aktywnym enzymu wyjasnialoby reaktywnos¢ AChE
z nienatadowanymi analogami acetylocholiny, w ktoérych atom azotu zo-
stat zastgpiony przez atom wegla.

Schemat centrum aktywnego przedstawiono na rycinie 1

Hamowanie aktywnosci AChE przez nadmiar substratu zostalo wy-
jasnione obecnoscia dwoch podcentrow — estrowego i anionowego. Do
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zacylowanego juz enzymu przylgcza sie druga czgsteczka substratu, two-
rzac z nim kompleks acyIl*E*S (29). Deacylacja tego kompleksu przebiega
wolniej niz zacylowanego enzymu (Acyl*E). .
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Ryc. 1. Schemat centrum aktywnego AChE

E «S — kompleks enzym-acetylocholina
acyl ‘E — zacylowany enzym, w wyniku zmian konformacyjnych reszta acetylowg zostaje prze-
niesiona w okolice grupy B,, ktéra katalizuje hydrolize kompleksu acyl-enzym
BiiBt- grupy o charakterze zasadowym o pK = 631 55
A — H —grupa o charakterze kwasnym o pK = 92
O — H —grupa wodorotlenowa seryny w centrum estrowym
COO —grupa karboksylowa w centrum anionowym
Linig ciggta zaznaczono obszary o charakterze hydrofobowym
Modyfikacja schematu (28).

Hamowanie AChE przez nadmiar acetylocholiny moze mieé¢ jednak
inny mechanizm. Kinetyka reakcji w obecnosci kompetetywnych inhibi-
toréw AChE: atropiny, gallaminy i l-hyoscyaminy, ktdére znoszg hamu-
jacy efekt wysokich stezen substratu, wskazuje, ze istniejg dodatkowe
miejsca wigzania acetylocholiny (30). Wykres zaleznos$ci szybkosci reakcji
od stezenia substratu przyjmuje ksztalt sigmoidalny przy jego wysokich
stezeniach (22,5X10-93M), (Ryc. 2).

Kato i wsp. (31) uwazaja, ze wymienione substancje wspoétzawodnicza
Z substratem o miejsce allosteryczne i zapobiegajg w ten spos6b hamowa-
niu aktywnosci AChE przez nadmiar acetylocholiny. Taki model interak-
cji enzymu z inhibitorem oparty jest na zalozeniu, ze AChE wystepuje
w dwoch stanach. W stanie R, zgodnie z koncepcja M onod i wsp. (32)
AChE wigze substrat, a w stanie T — inhibitor. Przy nasyceniu centrum
aktywnego substratem, jego nadmiar wigze sie z miejscem regulatorowym
z wytworzeniem stanu T o mniejszej zdolnosSci katalitycznej.

o] obecnosci dodatkowych miejsc wigzania dla acetylocholiny Swiadczg
obserwacje catego szeregu badaczy (33, 34, 35). Miedzy innymi Chan-
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geux i wsp. (34) badajac wihasnosci receptora cholinergicznego stwier-
dzili, ze w warunkach zahamowania aktywnos$ci AChE przez ezeryne,
preparat ptytek elektrycznych (electroplax) nadal przytgcza acetylocho-
line. Biatko preparatu, ktore wigzato mediator zidentyfikowano jako AChE.
Dane te stanowig dodatkowe potwierdzenie, ze AChE jest biatkiem allos-
terycznym.

! | 1 1 {
200 400 600 800 1000 1200

acetylotiocholina pM

Ryc. 2. Wptyw stezenia substratu na szybko$¢ enzymatycznej hydrolizy acetylotio-

choliny (30)
« ———+ — nasycenie enzymu acetylotiocholing w obecnos$ci 5X10“" siarczanu atropiny
m-———-m — hamowanie AChE przez nadmiar substratu

Acetylotiocholina — pochodna acetylocholiny stosowana do badan kinetyki AChE.

Przyspieszenie szybkosci hydrolizy niektérych pseudosubstratow, kar-
bamylo i metanosulfonylofluorkéw, w obecnosci jonow czteroetyloamo-
nowych jest prawdopodobnie konsekwencjg zmian konformacyjnych
enzymu (36, 37). Nalezy zaznaczy¢, ze jony czteréetyloamonowe hamuja
rozktad innych pochodnych niz fluorkowe.

Niektore pary inhibitorow hamujg hydrolize acetylocholiny w stop-
niu znacznie wiekszym niz w przypadku kazdego z tych zwigzkéw od-
dzielnie (38). Synergiczny efekt mozna wyjasni¢ przy zatozeniu réwno-
czesnego powigzania tych substancji z dwoma obszarami centrum aktyw-
nego z wytworzeniem kompleksu enzymu z czgsteczkami dwéch réznych
inhibitorow E*I'*12 Wskutek powstatych zmian konformacyjnych obszary
aktywne odsuwatyby sie od siebie (38). Hipoteza ta zaklada, ze centrum
aktywne enzymu moze by¢ zarazem miejscem modyfikujgcym. To samo
zjawisko mozna by jednakze ttumaczy¢ mechanizmami allosterycznymi.
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I11. Wilasnosci oczyszczonych preparatéw AChE

Nadzwyczaj dogodnym zrodiem otrzymywania AChE jjest narzad
elektryczny wegorza eletkrycznego, poniewaz AChE stanowi az 0.5%
wszystkich biatek zawartych w tym narzadzie (15). Niektére dane charak-
teryzujgce oczyszczone preparaty enzymu z tej tkanki zestawiono w ta-
beli 1

Z narzadu elektrycznego wegorza elektrycznego udato sie uzyskaé
krystaliczny preparat AChE (Tabela 1, p. 4., (41).

Punkt izoelektryczny oczyszczonego enzymu wynosi 5,03. Ciezar czg-
steczkowy, oznaczony metodg rownowagi sedymentacji, rowny jest 260 000
daltonéw. Pod wptywem chlorowodorku guanidyny i merkaptoetanolu
enzym rozpada sie na cztery nieaktywne podjednostki. Ciezar kazdej
z tych podjednostek stanowi czwartg czes¢ ciezaru czasteczkowego AChE.
Badania C-koncowych aminokwaséw prowadzone dwiema niezaleznymi
metodami, hydrazynolizg i dziataniem karboksypeptydazy A, wykazatly,
ze dwie podjednostki majg jako koncowy aminokwas seryne, dwie pozo-
state natomiast glicyne. W wyniku rozdziatu elektroforetycznego na zelu
poliakrylamidowym w obecnosci 10M mocznika stwierdzono wystepowa-
nie dwoéch prazkéw biatkowych. Dane te sugeruja, ze aktywna czasteczka
enzymu jest dimerem o strukturze hybrydowej typu d22 (41, 48). Dodat-
kowym potwierdzeniem podjednostkowej struktury enzymu sg badania
przeprowadzone technika elektroogniskowania. Zredukowany i zalkilo-
wany enzym ma dwa skiladniki o punkcie izoelektrycznym 4,8 i 7,0 (49).
Przy uzyciu metody miareczkowania dwuizopropylofluorofosforanem, nie-
odwracalnym inhibitorem AChE, wzglednie pseudosubstratem O-nitro-
fenylodwumetylokarbamidem wykazano, ze w czystym preparacie wy-
stepujg dwa aktywne centra na czagsteczke enzymu (50). Nasuwajg sie
zatem nastepujgce mozliwosci: 1) tancuchy a i P tworza razem aktywne
centrum, 2) tancuch a jest aktywng katalitycznie podjednostka, a tancuch
P spetnia inng funkcje np. receptora cholinergicznego (49). Jednakze da-
ne co do liczby centréw aktywnych i ciezaru czasteczkowego podjednostek
nie sg zgodne. Froede i Wilson (51) stosujgc CHlwuizopropylofluoro-
fosforan znalezli cztery aktywne centra na czasteczke enzymu. Ponie-
waz oznaczony przez nich ciezar czasteczkowy AChE wyni6st 230 000 dal-
tonéw, autorzy ci uwazajg, ze enzym skilada sie z 4 podjednostek
o ciezarze okotlo 60 000 (24). Wedtug innych (42) ciezar podjednostki
oczyszczonego enzymu w obecnosci 5M guanidyny i 0,0lM dwutiotreitolu
w pH 7,0 wynosi 42 000 daltonéw, a w przypadku zastosowania kwasnej
guanidyny 21 500. Na podstawie uzyskanych danych postulowano, ze ro-
dzimy enzym z wegorza elektrycznego jest heksamerem (42). Skiadnik
0 ciezarze czgsteczkowym 21 000 powstaje w wyniku pekniecia wigzania
peptydowego pod wpltywem dziatania kwasnej guanidyny na podjednost-
ke o ciezarze czasteczkowym 42 000.
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Z zestawienia (Tabela 1) wynika, ze w zaleznosci od sposobu trakto-
wania tkanki otrzymuje sie preparaty niejednorodne, gdy materiatem
wyjsciowym jest Swiezy narzad elektryczny, badZ jednorodne, gdy tkan-
ke przez diugi okres czasu przechowuje sie w obecnosci toluenu. Prepa-
raty otrzymane ze Swiezej tkanki agregujg w niskiej sile jonowej (52).
Wydaje sie, ze wlkasnos$¢ ta nie jest konsekwencja obecnosci w prepara-
tach enzymu zanieczyszczen w postaci fosfolipidéw, wielocukrow czy po-
linukleotydow (53). Przechowywanie w toluenie powoduje utrate zdolnosci
do agregacji, prawdopodobnie wskutek nieodwracalnej zmiany konfor-
macji enzymu.

Pomiary statych sedymentacji AChE ze $wiezego narzadu elektrycz-
nego wykazaty obecno$¢ dwéch sktadnikéw 70S i 11,5S. Forma 70S pod
wplywem dziatania lipaz przeksztalca sie w forme 11,5S. Dane te wska-
zujg, ze skiadnik 70S jest kompleksem czasteczek monomeru z lipopro-
teidami (46).

Drugim, fatwo dostepnym zrodiem AChE sg erytrocyty. Do chwili
obecnej nie udato sie jednak otrzymacé krystalicznej postaci tego enzymu
z krwinek. AChE z erytrocytéw cztowieka, oczyszczong 2500-krotnie otrzy-
mali Ciliv i Ozand (54). Oczyszczony preparat AChE z krwinek roézni
sie pod pewnymi wzgledami od AChE z narzadu elektrycznego wegorza.
Jest to glikoproteid, tworzacy tatwo dysocjujagce agregaty. Stata Michae-
lisa dla jodku acetylotiocholiny jako substratu wynosi 0,18 mM, gdy Km
preparatu z narzadu elektrycznego jest trzykrotnie mniejsza (55). War-
tos¢ pKa preparatu z krwinek wynosi okoto 4,8, a pKa enzymu z wegorza
elektrycznego 6,5 (23). Dane te wskazujg, ze w centrum aktywnym AChE
z erytrocytow znajduje sie prawdopodobnie grupa karboksylowa, a nie
imidazolowa, ktéra wystepuje w enzymie z narzadu elektrycznego.

Stosujgc elektroforeze na zelu poliakrylamidowym z siarczanem dode-
cylu sodu oznaczono ciezar czasteczkowy preparatu AChE z krwinek czto-
wieka jako rowny 180 000 daltonow, a ciezar czasteczkowy podjednostki
jako 90 000 (56). Liczba obrotéw tego preparatu wynosi 6X10® czasteczek
na centrum aktywne, a wiec jest to warto$¢ bardzo podobna do danych
uzyskanych dla AChE z narzadu elektrycznego.

Duzo wyzsze wartosci ciezaru czesteczkowego uzyskano badajgc enzym
z krwinek, solubilizowany Tritonem X-100 (57). Po chromatografii na
DEAE-Sephadex otrzymano dwie formy o identycznym ciezarze, wynoszg-
cym 420 000 dalton6w, ale réznigce sie tadunkiem. Po usunieciu detergentu
enzym agregowalt, dajgc posta¢ o ciezarze powyzej 2X106 daltonéw. Poli-
mery AChE z narzadu elektrycznego réwniez majg ciezar czasteczkowy
powyzej 106 (58).

Badanie rozmieszczenia AChE w strukturach komérkowych moézgu za
pomoca frakcjonowanego wirowania wykazato, ze AChE wystepuje we
frakcji bton mikrosomalnych (59, 60, 61). Tylko niewielkag czes¢ catkowitej
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aktywnosci enzymu, okoto 20°/o, odnajduje sie w supematancie po odwiro-
waniu mikrosomoéw. Totez oczyszczenie AChE z mézgu wymaga solubili-
zacji enzymu przy uzyciu detergentow (62, 63, 64), rozpuszczalnikéw orga-
nicznych np. butanolu (14), wzglednie trawienia proteazg (63, 65), lub ela-
stazg (66).

Poréwnanie wydajnosci solubilizacji AChE w zaleznosci od stosowa-
nego czynnika ekstrahujgcego przedstawia tabela 2.

Tabela 2

Wptyw niektérych czynnikéw na solubilizacje AChE z tkanki nerwowej

Lp Zrédto enzymu Sr.o.del.< % 2solubilizowane; PiSmiennictwo
solubilizujacy AChE*
1 moézg wotu elastaza 30 (66)
2 mozg Swini proteaza bakteryjna 33 (65)
3 jadro ogoniaste mézgu 0,32 M sacharoza
wotu + 1mM EDTA 70 (67)
4 moézg wotu 0,32 M sacharoza
+ 10-4M EDTA + 90 (68)
10-5 M tetrakaina
5 moézg Swini 2% Triton X-100 81 (65)
6  btony synapto-
somalne mézgu 0.3% Triton X-100 75 (69)
szczura
7 nerwy obwodowe
krolika 0.2% Triton X-100 80 (70)
8 mobzg Swini 15 M KC1 16 (65)
9 mobzg Swini 1% Triton X-100
+ 15 M KC1 100 (65)

*—aktywno$¢ AChE w supematancie po odwirowaniu mikrosoméw w % aktywnos$ci homogenatu.

Bardzo wydajna ekstrakcja AChE roztworem sacharozy z dodatkiem
EDTA (67, 68, 71) oraz poréwnanie stopnia solubilizacji AChE i innych
biatek obecnych w btonach synaptosomalnych przy uzyciu Tritonu X-100
(69) wskazuje, ze enzym ten jest stosunkowo luzno zwigzany ze struktu-
rami komérkowymi. Skitad aminokwasowy oraz rozpuszczalnos¢ AChE
z narzadu elektrycznego wegorza Swiadczy, ze enzym ten mozna zaliczy¢
do tzw. peryferycznych biatek btony (72). Istniejg nawet poglady, ze AChE
wystepujaca w cytosolu znajduje sie w réwnowadze dynamicznej z enzy-
mem zwigzanym z btonami (68, 73).

Ciezary czasteczkowe solubilizowanej Tritonem X-100 AChE z mézgu
szczura wahajg sie w granicach od 200 000 daltonéw (63) do 500 000 dai-
tonéw (64). By¢ moze uzyskiwane w ten sposéb preparaty AChE sa sta-
dium posrednim miedzy enzymem zwigzanym z btonami a postacia AChE
0 ciezarze czasteczkowym 100 000 dalton6éw, ktoérg otrzymano na skutek
dziatania jadu zmii lub proteinaz bakteryjnych (63).
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IV. Wielopostaciowo$¢ AChE

Budowa podjednostkowa enzymu z narzadu elektrycznego wegorza
elektrycznego, heterogenno$¢ AChE w tkankach, rézna lokalizacja wew-
natrzkomorkowa oraz niejednorodnos$¢ oczyszczonych preparatéw tego en-
zymu z mézgu wskazujg, ze AChE moze wystepowaé¢ w réoznych formach
molekularnych.

Wielopostaciowo$¢ AChE jadra ogoniastego i skorupy moézgu cztowie-
ka zostala opisana po raz pierwszy w 1962 r. przez Bernsohna i wsp.
(74). Od tego czasu wielu autoréw obserwowato obecno$¢ réznych form
molekularnych AChE w ukladzie nerwowym zaréwno zwierzat nizszych
(75, 76, 77, 78), jak i kregowcéw (74, 79, 80, 81, 82), oraz w krwinkach (83).

Jednakze tylko w niektérych przypadkach udato sie wykazaé, ze sg to
izoenzymy zgodnie z waska definicja podang przez Unie Biochemiczng (84),
tzn. ze strukture pierwszorzedowg kontrolujg odmienne loci genowe. Tak
jest np. w przypadku réznych postaci AChE wystepujgcych w krwinkach
cztowieka (83) i mézgu pstraga (81).

Niektére wiasnosci réznych form molekularnych AChE w tkance ner-
wowej i miesniach zostaly zestawione w tabeli 3. W zestawieniu nie
uwzgledniono prac, w ktérych badz nie stwierdzono zadnych réznic lub
réznice w wartosciach parametréw kinetycznych byty bardzo mate (80, 85,
86, 87).

IV-1. Znaczenie wystepowania réznych form AChE

Dotychczas jedynie w przypadku izoenzyméw AChE wystepujacych
w mozgu pstraga udato sie wykazaé, ze maja one fizjologiczne znaczenie.
Baldwin i Hochachka (8l) stwierdzili, ze synteza poszczeg6lnych
form AChE zalezy od temperatury aklimatyzacji ryb. W temperaturze 2°C
pojawia sie tylko tzw. forma “zimna”, natomiast w 17°C druga forma
“ciepta”. W temperaturach posrednich wystepujg rézne proporcje obu
izoenzymoéw (patrz Tabela 3, p. 1). Na podstawie pomiaréw Km poszcze-
gllnych izoenzyméw, autorzy wnioskuja, ze syntetyzowany jest ten izo-
enzym, ktéry w danej temperaturze ma wieksze zdolnosci katalityczne.
Przypuszczano, ze rézny okres potodnowy, ktéry oznaczano dla izoenzy-
mow AChE z siatkdwki szczura (79) i z mézgu ziotej rybki (82) moze wska-
zywac na role tych postaci w procesach uczenia. Zwlaszcza, ze jeden z izo-
enzyméw odznaczat sie niezwykle krotkim okresem pétodnowy — okoto
2 godzin. Jednakze do tej pory nie udato sie wykaza¢, by obraz eletkrofo-
retyczny AChE zmieniat sie po treningu zwierzat.

Zmiany obrazu réznych form AChE obserwowano w mézgu i w mies-
niach w czasie rozwoju (91, 92), po odnerwieniu miesni (90, 93), oraz
w migsniach dystroficznych (89, 94). Stwierdzono réwniez, ze stosunki ilo$-
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ciowe pomiedzy formami AChE po przecieciu nerwéw obwodowych zmie-
niajag sie (95). Znaczenie tych zjawisk pozostaje jednakze niewyjasnione.

Dzieki poréwnaniu ekstraktow AChE z normalnej i odnerwionej prze-
pony szczura, wykazano, ze jedna z 3 form AChE o stalej sedymentacji
16S, obecna w miesniach, wystepuje w ptytkach koncowych (90).

Histochemiczne obserwacje Koelle i wsp. (96) moga wskazywac
na rézne powigzania izoenzyméw AChE ze strukturami subkomaérkowymi.
Autorzy ci badali lokalizacje AChE w zwojach gwiazdzistych i rzeskowych
oraz w plytkach nerwowo-miesniowych miesni szkieletowych kota. Pod-
dawali skrawki dziataniu 0.3°/0 Tritonu X-100 w 0,9°/o NaCl. Procedura ta
potegowata reakcje enzymatyczng w ptytkach, natomiast w zwojach za-
barwienie czesciowo lub catkowicie zanikato. Wymienieni autorzy uwazaja,
ze w zwojach AChE jest luzniej pofaczona niz w ptytkach i dodanie Tri-
tonu X-100 powoduje dyfuzje enzymu. Nalezy podkresli¢, ze Koelle
i wsp. (96) utozsamiajg rézne powigzania AChE z btonami z faktem wyste-
powania tego enzymu w postaci izoenzymoéw, aczkolwiek doswiadczenia
ich nie dostarczajg na to bezposrednich dowodoéw. Natomiast pozniejsze
prace, oparte na zmianach obrazu elektroforetycznego i profilow sedymen-
tacyjnych réznych form AChE w zaleznosci od sposobu i wydajnosci eks-
trakcji, wskazuja, ze niektore z tych postaci wystepujg w cytosolu lub sg
bardzo stabo zwigzane z btonami. Dotyczy to np. formy o mniejszym cie-
zarze czasteczkowym w nerwach obwodowych krélika (70), jak i formy
o stalej sedymentacji 4S, obserwowanej w miesniach szczura (90). By¢
moze rézna lokalizacja AChE stwierdzona w aksonach i w miesniach (97,
98, 99, 100, 101), zwigzana jest z wystepowaniem réznych form molekular-
nych tego enzymu. Do tej pory brak jest jednak obserwacji potwierdzaja-
cych takie przypuszczenie.

IV-2. Polimeryczne formy AChE

Chanowi i wsp. (71) udato sie wyizolowac¢ i oczysci¢ rézne formy
AChE z jadra ogoniastego moézgu wotu. Jednakze ilosci otrzymywanych
preparatow byly za mate, by mozna byto zbadac, czy formy te r6znig sie
strukturg pierwszorzedowag. Tym samym nie mozna wykluczy¢, ze sg to
polimery tego samego polipeptydu. Za taka mozliwoscig przemawiaja cie-
zary czgsteczkowe oznaczone dla tych form 130 000, 270 000 i 390 000 dal-
tonow, (patrz Tabela 3, p. 4). Réwniez wartosci ciezaréw czasteczkowych
oznaczonych dla form AChE z mies$ni dystroficznych kurczat (89), (patrz
Tabela 3, p. 7), zdaja sie potwierdza¢ przypuszczenie, ze obserwowane
postacie sg wielokrotnoscia formy monomerycznej.

Réznice w obrazie AChE obserwowane w czasie rozwoju lub w stanach
patologicznych sg wynikiem wg Mastersa i Holmesa (102) zmian
zdolnosci enzymu do agregacji, a nie syntezy jednych form lub zahamo-
waniem wytwarzania innych.
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Na szczegblng uwage zastuguja interesujgce prace grupy Massou-
li e, ktora od Kkilku lat stosujgc réznorodne metody, bada budowe i wias-
nosci ré6znych form molekularnych AChE z narzadéw elektrycznych we-
gorza elektrycznego i dretwy. Autorzy ci stwierdzili, ze trzy formy rodzi-
me o statych sedymentacji 8,5S, 14,2S, 18,4S majg ksztalt asymetryczny
(44, 103, 104). Poddane dziataniu trypsyny (103), sonifikacji (104), albo
w wyniku autolizy (44) przeksztalcajg sie w formy globularne o statych
sedymentacji 11,8S i 7,7S.

Obserwacje w mikroskopie elektronowym wykazaty, ze postacie asy-
metyryczne skladajg sie z “gtowy” i czesci wydtuzonej “ogona”. “Giowa”
jest to skupisko w ksztatcie grona, réznej ilosci globularnych elementéw,
ktore odpowiadaja podjednostkom enzymu (105). Dwa rodzaje podjednos-
tek réznig sie ciezarem czasteczkowym, ktéry wynosi 91000 daltonéw
i 63 000 daltonéw (45). Obserwacje te zostaty potwierdzone réwniez przez
innych autoréw (106). Tzw. “ogon” nie ma wiasnosci katalitycznych, za-
wiera znaczng ilos¢ kwasu sialowego. Autorzy sugeruja, ze tg czescig enzym
przytacza sie do powierzchni btony (107). Na schemacie (Ryc. 3) przedsta-
wiona jest budowa réznych form molekularnych AChE z narzadu elek-
trycznego wegorza elektrycznego.

-n,8 S

- i -90 s

& D — 14,0 S
% — 18,5 S

Ryc. 3. Schemat budowy réznych form AChE z narzadu eletkrycznego wegorza elek-
trycznego (wg 105, 45)

« — podjednostka 91.000 dalton6w
O — podjednostka 94.000 dalton6ow

Niejednorodne preparaty ze $Swiezego narzadu elektrycznego ryb, uzys-
kane przez grupe Massoulie, sg znacznie mniej oczyszczone i charakte-
ryzuja sie nizsza aktywnos$cig specyficzng (por. Tabela 1). Dokladniejsze
poznanie wihasnosci niebiatkowych sktadnikéw takich jak np. cukry i fos-
folipidy (108) oraz ich potaczern z tancuchem polipeptydowym by¢ moze
wyjasni spos6b powiagzania enzymu z btonami komérkowymi.

Artykut wptynat 15.12.1973.



[13]

10.

11.
12.
13.
14.
15.
16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24.

25.

26.

27

28.
29.
30.
3L
32.
33.
34.

35.

HYDROLAZA ACETYLOCHOLINOWA 177

PISMIENNICTWO

Koelle G. B., (1963) w Handbook of Experimental Pharmacology, red. Koel-
le G. B.,, t. 15, str. 187—298, Springer—Verlag, Berlin.

Niemierko S., (1965), Post. Biochem., 9, 247—265.

Leuzinger W., (1969), Progr. Brain Res., 31, 241—245.

Rozengart V. J, (1973) w Problemy Medicynskoj Chimii, red. Szapot V. S,,
Larski E. G., str. 66— 105, Medicyna, Moskwa.

Augustinsson K. B., (1949), Arch. Biochem., 23, 111— 126.
Nachmansohn D, (1963) w Handbook of Experimental Pharmacology, red.
Koelle G. B., t. 15, str. 701—740, Springer Verlag, Berlin.

Cohen J. A, Warringa M. G. P. J., (1953), Biochim. Biophys. Acta, 10,
195— 196.

Wheeler G. E, Coleman R, Fine an J. B., (1972), Biochim. Biophys.
Acta, 255, 917— 930.

Ord M. G.,, Thompson R. H. S.,, (1950), Biochem. J., 46, 346— 352.
Gilboa-Garber N, Zakut V., Mizrahi L. (1973), Biochim. Biophys.
Acta, 297, 120— 124.

Michel H. O, Krop S, (1951), J. Biol. Chem., 190, 119—125.

Bender M. L, Stoops J. K., (1965), J. Am. Chem. Soc., 87, 1622— 1623.
Lawler H. C. (1961), J. Biol. Chem., 236, 2296— 2301.

Jackson R. L, Aprison M. H. (1966), J. Neurochem., 13, 1351— 1365.
Nachmansohn D., (1955), Harvey Lectures, 49, 57—99.

Nachmansohn D. (1970) w Protein Metabolism of The Nervous System,
red. Lajtha A., str. 313—333, Plenum Press, New York.

Feldberg W. (1957) w Metabolism of The Nervous System, red. Richter D.>
str. 493—510, Pergamon Press, New York.

Hebb C. 0. (1963) w Handbook of Experimental Pharmacology, red. Koelle
G. B., t. 15, str. 56—88, Springer Verlag, Berlin.

Hubbard J. I, (1970), Progr. Biophys. Mol. Biol.,, 21, 33— 124.

Silver A. (1971), Progr. Brain Res., 34, 345—355.

Hokin L. E, Hokin M. R., (1960), Int. Rev. Neurobiol., 2, 99—136.
Hokin L. E., (1967), Neurosci. Res. Progr. Bull., 5 26—31.

Cohen J. A, Oosterbaan R. A, (1963) w Handbook of Experimental
Pharmacology, red. Koelle G. B., str. 299—373, Springer-Verlag, Berlin.
Froede H. C, Wilson |. B, (1971) w The Enzymes, red. Boyer P. D., t. 5,
str. 87— 114, Academic Press, New York.

Breskin A. P, Godovikov N. N, Godyna E. I, Kabachnik M. J,
Mikhelson M. Y., Rozengart E. V., Yakovlev N. A. (1964), Dokl.
Akad. Nauk S.S.S.R. 158, 880— 883.

O’'Brien R. D. (1969), Biochem. J., 113, 713—719.

Galley K. T., de Sorgo M., Prins W., (1973), Biochem. Biophys. Res.
Commun., 50, 300— 307.

Krupka R. M., (1966), Biochemistry, 5, 1988— 1998.

Krupka R. M, Laidler K. J.,, (1961), J. Am. Chem. Soc., 83, 1445— 1458.
Kato G, Tan E,, Yung J., (1972), Nature, 236, 185— 200.

Kato G.,, Tan E, Yung G., (1972), J. Biol. Chem., 247, 3186— 3189.
Monod J, Changeux J-P., Jacob F. (1963), J. Mol. Biol.,, 6, 306—329.
Changeux J-P., (1966), J. Mol. Pharmacol., 2, 369—370.

Changeux J-P, Leuzinger W.,, Huchet M. (1968), FEBS Letters, 2,
77—80.

Brown son C, Watts D. C., (1973), Biochem. J., 131, 369— 374.

6 Postepy Biochemii



178

36.

37.

39.

40.
41.

42.

46.

47.

48.
49.

51.
52.

55.
56.

57.
58.
59.
60.
61.

62.
63.

65.
66.

67

68.
69.

70.
71.

J. SKANGIEL-KRAMSKA [24]

Wilson |. B, (1967), Ann. N. Y. Acad. Sei.,, 144, 664—674.

Wilson |I. B. (1971) w Cholinergic Ligand Interaction, red. Triggle D. J.,
Moran J. F., Barnard E. A., str. 1— 18, Academic Press, New York.

Rosen berry T. L, Bernhard S. A, (1972), Biochemistry, 11, 4308— 4321.
Rothenberg M. A, Nachmansohn D. (1947), J. Biol. Chem., 168,
223—231.

Krem zner L T., Wilson |I. B, (1963), J. Biol. Chem., 238, 1714— 1717.
Leuzin ger W. Goldberg M., Cauvin E. (1969), J. Mol. Biol. 40,
217— 225,

Millar D. B, Grafius M. A., (1970), FEBS Letters, 12, 61—64.

Dudai Y., Silman I, Kalderon N, Blumberg S. (1972), Biochim.
Biophys. Acta, 268, 138— 157.

Massouli6 J., Rieger F, Bon S, (1970), C. R. Acad. Sei. Paris, 270,
1837— 1840.

Powell J. T, Boin S, Rieger F.,, Massoulie J.,, (1973), FEBS Letters,
36, 17— 22.

Grafius M. A, Bond H. E, Millar D. B. (1971), Eur. J. Biochem., 22
382— 390.

Millar D. B, Grafius M. A, Palmer D. A, Millar G., (1973), Eur. J.
Biochem., 37, 425—433.

Leuzing er W,, Baker A. L. (1967), Proc. Nat. Acad. Sei. USA, 57, 446—451.
Leuzinger W. (1971) w Cholinergic Ligand Interactions, red. Triggle D. J.,
Moran J. F., Barnard E. A., str. 19—31, Academic Press, New York.
Leuzinger W., (1971), Biochem. J., 123, 139— 141.

Froede H. C, Wilson |I. B. (1970), Israel J. Med. Sei.,, 6, 179— 184.
Grafius M. A, Millar D. B., (1967), Biochemistry, 6, 1034— 1046.

Dudai Y., Silman I, Shinitzky M., Blumberg S. (1972), Proc. Nat.
Acad. Sei. USA, 69, 2400— 2403.

Ciliv G, 6zand P. T. (1972), Biochim. Biophys. Acta, 284, 136— 156.
Mautner H. G. (1969), J. Gen. Physiol., 54, 271—277.

Beilhorn M. B, Blumenfeld O. O, Gallops P. M., (1970), Biochem.
Biophys. Res. Commun, 39, 267—273.

Shafai T, Cortner J. A., (1971), Biochim. Biophys. Acta, 236, 612—618.
Lawler H. C. (1963), J. Biol. Chem., 238, 132— 137.

Tos chi G., (1959), Exp. Cell Res., 16, 232—255.

Aldridge W. N, Johnson M. K. (1959), Biochem. J., 73, 270—276.
Kuenzle C. C, Pelloni R. R, Kistler G. S. (1972), J. Neurochem.,
19, 2333— 2339.

Jackson R. L, Aprison M. H., (1966), J. Neurochem., 13, 1367— 1371.

Ho I. K., Ellman G. L., (1969), J. Neurochem., 16, 1505— 1513.

Crone H. D., (1971), J. Neurochem., 18, 489—497.

Mclntosh C. H. S, Plummer D. T. (1973), Biochem J., 133, 655— 665.
Kaplay S. S, Jagannathan V. (1970), Arch. Biochem. Biophys., 13S,
48— 57.

Chan S L, Shirachi D. Y., Trevor A. J., (1972), J. Neurochem., 19,
437—447.

Hollunger E G., Niklas son B. H., (1973), J. Neurochem., 20, 821—836.
Cotman C. W.,, Levy W, Baulier G, Taylor D. (1971), Biochim.
Biophys. Acta, 249, 406— 418.

Skangiel-Kramska J.,, (1973), Praca doktorska.

Chain S. L., Shirachi D. Y., Bhargava H. N, Gardner E, Trevor
A. J., (1972), J. Neurochem., 19, 2747—2758.



[15]

72.
73.

74.
75.
76.
7.
78.
79.
80.
81.
82.
83.
84.
85.

86.
87.
88.

89.

90.
91.

92.
93.

94.

95.

96.

97.
98.

99.

100.
101.

102.
103.
104.

e*

HYDROLAZA ACETYLOCHOLINOWA 179

Barrantes F. J.,'(1973), Biochem. Biophys. Res. Commun., 54, 395—402.
Shirachi D. Y., Chan S. L, Bhargava H. N, Gardner E, Trevor
A. J., (1972), Proc. West. Pharmacol. Soc., 15, 132— 135.

Bernsohn J, Barron K. D, Hess A. R., (1962), Nature, 195 285—286.
Maynard E. A, (1964), J. Exp. Zool., 157, 251— 266.

Beckendorf G. W.,, Stephen W. P, (1970), Biochim. Biophys. Acta, 201,
101— 108.

Eldefrawi M. E, Tripathi R. K, O’'Brien R. D. (1970), Biochim.
Biophys. Acta, 212, 308— 314.

Kankel D. R, DeNiro M. (1971), Biology Annual Report, str. 73, Cali-
fornia Institut of Technology, Pasadena.

Davis G. A, Agramoff B. W., (1968), Nature, 220, 277— 280.

Patocka J., Bajgar J., (1969), FEBS Letters, 2, 195—197.

Baldwin J, Hochachka P. W., (1970), Biochem J., 116, 833—887.

Lim R., Davis G. A, Agranof f B. W., (1971), Brain Res., 25, 121—131.
Coates P. M,, Simpson N. E. (1972), Science, 175, 1466— 1467.

IUPAC IUB Commission on Biochemical Nomenclature, (1971), Arch. Biochem.
Biophys., 147, 1—3.

Bernsohn J, Barron K. D, Hedrick M. T. (1963), Biochem. Phar-
macol., 12, 761— 763.

Christoff N, Anderson P.J., (1966), Ann. N. Y. Acad. Sei., 136, 150— 162.
Bajgar J., Zizkovsky V. (1971), J. Neurochem.; 18, 1609— 1614.
Skangiel-Kramska J, Niemierko S. (1971), Bull. Acad. Pol. Sei.
ser. Sei. Biol., 19, 389— 393.

Wilson B. W., Met tier M. A, Asm und son R. V., (1969), J. Exp. Zool.,
172, 49— 58.

Hall Z. W., (1973), J. Neurobiol., 4, 343—361.

Bernsohn J., Barron K. D., Hess A. R, Hedrick M. T, (1963),
«. Neurochem., 10, 783— 794.

Maynard E. A, (1966), J. Exp. Zool., 161, 319— 336.

Barron K. D, Ordinario A. T., Bernsohn J., Hess A. R, He-
drick M. T. (1968), J. Histochem. Cytochem., 16, 346— 361.

Wilson B. W., Schenkel J. L, Fry D. M., (1971) w Cholinergic Ligand
Interactions, red Triggle D. J.,, Moran J. F., Barnard E. A., str. 137— 174, Acade-
mic Press, New York.

Skaingiel-Kramska J, Niemierko S, Klodos I, (1972, w Sym-
posium on Structure and Function of Normal and Diseased Muscle and Perip-
heral Nerve, Kazimierz, 18—20 maj, str. 24.

Koelle W. A, Hossa ini K. S, Akbarzadeh P, Koelle G. B., (1970),
J. Histochem. Cytochem., 18, 812—8109.

Brzin M., (1966), Proc. Nat. Acad. Sei. USA, 56, 1560— 1563.

Tennyson V. M, Brzin M, Duffy P. (1968), Progr. Brain Res., 29,
41— 62.

Schlaepfer W. W.,, Torack R. M., (1966), J. Histochem, Cytochem., 14,
369— 378.

Kéasa P. (1968), Nature, 218, 1265— 1267.

Tennyson V. M, Brzin M, Kremzner L. T. (1973), J. Histochem. Cy-
tochem., 21, 639—652.

Masters C. J,, Holmes R. S, (1972), Biol. Rev., 47, 309— 361
Massoulie J, Rieger F., Tsuji S. (1970), Eur. J. Biochem., 14, 430—439.
Massoulie J., Rieger F.,, Bon S. (1971), Eur. J. Biochem., 21, 542—551.



180

105.

106.

107.

108.

J. SKANGIEL-KRAMSKA [16]

Rieger F., Bon S, Massoulié J., Cartaud J., (1973), Eur. J. Biochem,,
34, 539—547.

Dudai Y., Herz berg M. Silman I, (1973), Proc. Nat. Acad. Sei. USA,
70, 2473— 2476.

Massoulié J., Rieger F., Cartaud J.,, Bon S. (1973), IXth Inter, Cong.
Biochem., Stockholm, Abstract No 5bl, str. 258.

Rieger F, Bon S, Massoulié J., (1973), FEBS Letters, 36, 12— 16.



Post. Blochem. 20, 181—190 (1974).

VLADIMIR PODRAZKY*

Konwersja tropoelastyny w elastyne oraz molekularna
organizacja widkien elastycznych

Conversion of Tropoelastin to Elastin and Molecular
Organisation of Elastic Fibres

W ostatnim okresie osiggnieto znaczny postep w badaniach struktury
elastyny, gtéwnego widkienkowego biatka tkanki elastycznej. Wyjasniono
szczeg6towo strukture i biosynteze wiazanh poprzecznych oraz odkryto i izo-
lowano rozpuszczalny prekursor elastyny — tropoelastyne. Uzyskano w ten
sposob punkt wyjscia dla dalszych szczeg6towych badan fibrogenezy elas-
tyny oraz jej funkcji w tkance tacznej.

Praca niniejsza zajmuje sie gtéwnie powyzszymi zagadnieniami; elas—
tyna byla juz przedmiotem szeregu artykutéw przegladowych (1—8).

I. Rozpuszczalny prekursor elastyny

Zarowno elastyna jak i kolagen wystepuja w tkance igcznej w posta-
Ci nierozpuszczalnych widkien. Przypuszczano wiec, ze dojrzata, nieroz-
puszczalna elastyna powstaje podobnie jak kolagen, w wyniku agregacji
czasteczek rozpuszczalnego monomeru. Prébowano poczatkowo uzyskac
taki monomer z izolowanej elastyny. Okazalo sie jednak, ze w odrdznieniu
od kolagenu (9) elastyna nie daje sie uptynni¢ bez naruszenia wewnatrz-
czasteczkowych wigzan kowalencyjnych (10). W wyniku czesciowej hydro-
lizy kwasnej otrzymano dwie heterogenne grupy rozpuszczalnych produk-
tow degradacji wyraznie rdznigce sie od siebie masg czasteczkowg, ktére
nazwano a- i P-elastyng (10, 11). Zadnego z tych biatek nie mozna byto
jednak uzna¢ za strukturalng podjednostke elastyny. Wykazano natomiast.
ze w wigzadle karkowym krdélika wystepuja Sladowe ilosci rozpuszczalne-
go biatka immunologicznie spokrewnionego z elastyna (12). Wczes$niej za-
obserwowano, ze deficyt miedzi (13— 16) oraz podawanie latyrogenéw
(16, 17) wywotujg u miodych zwierzat uszkodzenia tkanki elastycznej,

* Kand. n. biol.,, Czeska Akademia Rolnicza, Instytut Naukowo-Badawczy Prze-
mystu Spozymczego, Praga CSRS.
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a elastyna izolowana z tkanek tych zwierzat posiada zwiekszona rozpusz-
czalnos¢ (18—20). Smith i wsp. (21), jako pierwsi wyizolowali z aort
prosigt z niedoborem miedzi rozpuszczalne biatko, ktére podobnie jak
a-elastyna (10, 22), posiadato zdolnos¢ do ,koacerwacji”’, czyli odwracal-
nego wypadania z roztworu podczas ogrzewania. Biatko to dawato sie
ekstrahowaé z tkanki kwasnymi buforami o niewielkiej sile jonowej i przy-
pominato sktadem aminokwasowym elastyne. Zostatlo ono nastepnie chro-
matograficznie oczyszczone do stanu homogennosci i przez analogie do
tropokolagenu nazwane tropolastyng (23, 24). Skiad aminokwasowy tro-
poelastyny przedstawiono w tabeli 1 Jest on zblizony do skitadu nieroz-
puszczalnej elastyny. Tropoelastyna charakteryzuje sie jednak wyzszg
zawartoscig lizyny niz elastyna, oraz brakiem desmozyny i izodesmozyny.
N-koncowym aminokwasem tropoelastyny okazata sie glicyna, znaleziono
natomiast az trzy aminokwasy z wolng grupa karboksylowga, a mianowicie
glicyne, alanine i seryne.

Tabela 1

Sktad aminokwasowy tropoelastyny (ilos¢ reszt na 1000 aminokwaséw (24))

Aminokwas Tropoelastyna Dojrzata
elastyna
Kwas asparaginowy 29 8,8
Hydroksyprolina 11,2 14,5
Treonina 13,8 74
Seryna 9,4 81
Kwas glutaminowy 18,3 20,9
Prolina 108,8 93,8
Glicyna 333,7 328,9
Alanina 218,1 233,3
1j2 cystyna 0,0 0,0
Walina 120,6 1249
Metionina 0,0 1,7
I1zoleucyna 18,8 19,6
Leucyna 46,2 57,4
Tyrozyna 15,6 16,9
Fenyloalanina 279 32,3
1/4 izodesmozyna 0,0 81
1/4 desmozyna 0,0 83
Lizyna 47,5 7,6
Histydyna 0,0 11
Arginina 71 6,6

Peptydy otrzymane z tropoelastyny oraz z nierozpuszczalnej elastyny
w wyniku trawienia elastazg zostaly nastepnie rozdzielone metodg ,,0dcis-
kéw palcéw” (24). Wykazano, ze wiekszos¢ peptydoéw jest wspdlna obu biat-
kom lecz w hydrolizacie tropoelastyny wystepuje wiecej peptydéw o duzej
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ruchliwosci elektroforetycznej. Jest to prawdopodobnie konsekwencja
wiekszej zawartosci lizyny w tropoelastynie. Poddanie tropoelastyny dzia-
taniu trypsyny i analiza peptydéw w hydrolizacie wykazata, ze poszczegol-
ne peptydy wystepowaty w ilosci dwéch moli na 1 mol biatka, co wyliczo-
no bioragc za podstawe obliczen mase czasteczkowg tropoelastyny 68 000
(23, 24). Autorzy sadza wiec, ze tropoelastyna jest dimerem powstatym by¢
moze w czasie preparatyki, a podstawowg podjednostkg strukturalng ela-
styny jest biatko o masie czasteczkowej okoto 34 000. Gdyby jednak tro-
poelastyna nie byta kompleksem dwu identycznych czgsteczek o masie
czasteczkowej 34 000, lecz monomerem o masie 68 000 — to fakt wystepo-
wania w niej dwukrotnie powtarzajgcych sie identycznych odcinkow tan-
cuchéw peptydowych nalezatoby ttumaczy¢ duplikacjg genu (24).

Z aorty prosigt z niedoborem miedzi otrzymano réwniez rozpuszczalne
biatko spokrewnione z nierozpuszczalng elastyng (25). Uzyskany przez eks-
trakcje roztworami elektrolitbw o znacznej sile jonowej i oczyszczony pre-
parat byt homogenny. Sklad aminokwasowy tego biatka (tabela 2) jest po-
dobny do skfadu aminokwasowego nierozpuszczalnej elastyny.

Tabela 2

Sktad aminokwasowy elastyny rozpuszczalnej w roztworze soli (ilos¢ reszt na 1000
aminokwasow, (25))

Aminokwas Elastyna rozpuszczalna Elastyna
w solach nierozpuszczalna

Hydroksyprolina 9 10
Kwas asparaginowy 3 10
Treonina 13 13
Seryna 10 12
Kwas

glutaminowy 15 21
Prolina 92 91
Glicyna 287 269
Alanina 203 191
Walina 116 103
Metionina — 2
I1zoleucyna 14 17
Leucyna 40 47
Tyrozyna 14 15
Fenyloalanina 23 27
Desmozyna — 10
Lizyna 38 7
Histydyna — 1
Arginina 4 8

Podobnie jak w przypadku tropoelastyny, nie stwierdzono w tym biat-
ku ani wigzahn poprzecznych ani i ich prekursoréw. Zawarto$¢ lizyny by-
fa réwniez w nim wyzsza niz w elastynie. Poniewaz masa czasteczkowa te-



184 V. PODRAZKY 4

go biatka, oznaczona metodg réwnowagi sedymentacyjnej (74 000) jest zbli-
zona do masy czasteczkowej tropoelastyny, wysoce prawdopodobne jest,
ze w obu przypadkach chodzi o to samo biatko.

Po inkubacji aorty zarodkéw kurzych w srodowisku zawierajgcym MC-
glicyne, MC-proling, MC-alanine i MC-waline wykaza¢ mozna radioaktyw-
nos$¢ w dwu frakcjach biatkowych o masie czgsteczkowej 68 000 i 100 000,
przy czym MC-walina byla wbudowywana niemal wylgcznie do lzejszego
biatka, za$ wiecej MC-proliny znaleziono w ciezszej frakcji (25). Wydaje
sie wiec prawdopodobne, ze lzejsze biatko mozna identyfikowaé¢ z tro-
poelastyng zawierajagcg znaczne ilosci waliny, a ciezsze z tropokolagenem,
ktéry charakteryzuje wysoka zawartos¢ proliny. Doswiadczenia te obok
wymienionych juz doswiadczen immunologicznych (12) wykazujg wy-
stepowanie rozpuszczalnego prekursora elastyny w prawidtowej tkance
elastyczne;j.

li. Wigzania poprzeczne

Pierwszym krokiem do wytworzenia dojrzatej, nierozpuszczalnej ela-
styny z rozpuszczalnego jej prekursora jest biosynteza wigzah poprzecz-
nych. W chwili obecnej znana jest struktura czterech rodzajéw wigzan
miedzytancuchowych powstajagcych w wyniku przemian reszt lizyny (27—
35) wystepujacej w znacznej ilosci w tropoelastynie, a w duzo mniejszej
ilosci w dojrzatym biatku. Sa to desmozyna, izodesmozyna, merodesmozy-
na i lizyno-norleucyna (Ryc. 1, 2, 3). Ich grupy aminowe i karboksylowe
sg zaangazowane w wigzania peptydowe roznych tancuchoéw elastyny. Wo-

/COOH
(CHIyCH_ CQOH whali
COOH ?_COOH __CH(CHa) (CH)y CH__
>CH-(CH2) (CHa)yCH_ NTt, O NH,
NH, <:> e y COOH
N N (CH;);-C}(
CHs (CH)¢ \NH,
PN . O
NH2  COOH nh?2 COOH
Desmozyna Izodesmozyna

Ryc. 1. Struktura a — desmozyny i b — izodesmozyny (27)

HOOC: CH- (CH2)3-CH2-N= CH- (CH2)3-CH- COOH
NH2 nh2

Ryc. 2. Struktura merodesmozyny (35)
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bec tego, desmozyna i izodesmozyna moga stanowi¢ potgczenie miedzy
dwoma, trzema lub czterema fancuchami, merodesmozyna moze tgczy¢ dwa
lub trzy, zas$ lizynonorleucyna dwa tancuchy polipeptydowe (6, 8). Desmo-
zyna i izodesmozyna stanowia w peini uksztatltowane formy wigzan zas
merodesmozyne i lizynonorleucyne mozna uwaza¢ za produkty posrednie
biosyntezy dwu poprzednich zwigzkdéw. Schemat biosyntezy tych wigzan
zostat zestawiony przez Franzblau’a (8) oraz Paz i wsp. (36). Pierw-
szym etapem jest oksydacyjna deaminacja niektérych reszt lizylowych
prowadzgca do powstania 5-semialdehydu kwasu a-aminoadypinowego.
Reszta tego aldehydu moze nastepnie reagowaé z inng taka reszta (kon-
densacja aldolowa), lub tez z resztg niezmienionej lizyny (wytworzenie za-
sady Schiffa) w sasiadujgcym tancuchu polipeptydowym. Zasada Schiffa
(dehydrolizynonorleucyna) jest nastepnie redukowana do lizynonorleu-
cyny (Ryc. 3). Produkt kondensacji aldolowej po odwodorowaniu wchodzi

~"COOH
COOHA / CH= CH-(CH2rCH
CH*(CH22*CH A nh2

nh2<( I

ch?2

NH
(CH24
CH

!/ \
COOH NH2

Ryc. 3. Struktura lizynonorleucyny (34 i 34a)

w reakcje z resztg lizylowag kolejnego tancucha tworzac dehydromerodes-
mozyne. Ten ostatni zwigzek moze by¢ redukowany do merodesmozyny
(Ryc. 2) lub tez wchodzi¢ w reakcje z kolejng resztg 5-semialdehydu kwa-
su a-aminoadypinowego tworzac kolejno 2-hydroksy-5,6-dehydrodesmo-
piperydyne, ktéra po odszczepieniu czgsteczki wody i utlenieniu przechodzi
w desmozyne (Ryc. 1). Obecnos¢ merodesmozyny zostata stwierdzona
w elastynie po raz pierwszy przez Starcher’a i wsp. (35).

Izodesmozyna mogtaby by¢ syntetyzowana w nastepujacy sposoéb:
wspomniany juz pierwszy produkt kondensacji aldolowej moze reagowac
z dehydrolizynonorleucyng dajac 4-hydroksy-2,3-dehydroizodesmopipery-
dyne, ktéra po odszczepieniu czagsteczki wody i utlenieniu przechodzi
w izodesmozyne (Ryc. 1). Postulowano réwniez (37), ze dwutyrozyna zna-
leziona w niewielkiej ilosci w aorcie kurczat, a nie znaleziona w wigzadle
karkowym (38) moze rowniez poprzecznie wigza¢ tancuchy w elastynie.
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I11. Powstanie, struktura i wlasciwosci mechaniczne widkien elastycznych

Badania w mikroskopie elektronowym wykazaty, ze widkno elastyczne
sktada sie z dwu réznych skiadnikéw: substancji amorficznej, przepusz-
czalnej dla elektronéw, zajmujacej centralna cze$s¢ wiékna oraz substan-
cji mikrofibrylarnej, dajacej sie uwidoczni¢ solami osmu, otowiu i uranu,
usytuowanej na obwodzie (39, 40). Pod wzgledem skiadu aminokwasowego,
substancja amorficzna odpowiada elastynie, zas substancja mikrofibrylar-
na ma charakter glikoproteidu o wyraznie r6znym skfadzie aminokwaséw
(39—41). Podczas rozwoju embrionalnego substancja mikrofibrylarna po-
jawia sie wczesniej niz skitadnik amorficzny. Mikrofibryle pojawiajg sie
na powierzchni komérek, a ich organizacja wydaje sie pozostawac¢ pod
kontrolg komorki. Prawdopodobnie odgrywajg one jakas role w pézniejszej
morfogenezie wiokna elastycznego po pojawieniu sie substancji amorficz-
nej w przestrzeniach miedzykomoérkowych (40). Sytuacja bytaby wiec po-
dobna do tej, jaka ma miejsce w przypadku kolagenu, ktéry oddziatywuje
z glikoproteidami substancji podstawowej tkanki tacznej (42—44), ktorym
z kolei przypisuje sie udziat w powstawaniu widkna kolagenowego (45).

Wiasnosci mechaniczne tkanki tgcznej zaleza od zawarto$ci w niej ela-
styny i kolagenu. Elastyna nadaje tkance sprezystos¢, zas kolagen, wytrzy-
matos¢ na rozciagganie. Wiokno elastyczne jest uwazane za niemal idealny
elastomer (46), posiada bowiem wszystkie wlasnosci charakterystyczne dla
tej grupy polimerdw, a mianowicie:

— pod wptywem obcigzenia gwattownie zwieksza (kilkukrotnie) swo-

ja dhugosé, przy niewielkiej stracie energii w formie ciepta;

— w stanie wydtuzonym posiada bardzo duzg wytrzymatos¢ na roz-

cigganie;

— po zwolnieniu napiecia szybko wraca do pierwotnej dlugosci.

Posiadanie takich wiasnos$ci implikuje a priori pewne cechy struktural-
ne polimeru. Powinien on zawieraé¢ dtugie tancuchy o znacznej swobodzie,
w jego czasteczkach jednakze powinny wystepowac¢ wigzania poprzeczne,
utrzymujgce tancuchy polipeptydowe we wzajemnym kontakcie. 1losé
tych wigzan nie powinna by¢ duza, azeby nie usztywni¢ struktury, powin-
na by¢ natomiast wystarczajgca, aby spowodowac¢ powrot tancuchéw poli-
meru do pierwotnego potozenia. W przypadku biatek musi by¢ spetniony
jeszcze jeden warunek: oddziatywanie wzajemne grup polarnych — moga-
ce ogranicza¢ swobode tancuchéw — powinno by¢ ostabione na przykiad
przez obecno$¢ polarnego rozpuszczalnika.

Powyzsze implikacje znajduja potwierdzenie w dostepnych danych
o strukturze elastyny. tancuchy polipeptydowe tego biatka znajdujg sie
prawdopodobnie w stanie przypadkowego zwiniecia, w kazdym razie nie
stwierdzono w nim uporzadkowania struktury jakie wystepuje np. w ko-
lagenie. Niewielka liczba i znaczne rozmiary wigzan poprzecznych umoz-
liwiajg znaczne odksztalcenia struktury elastyny. Poniewaz blisko 90%
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aminokwaséw elastyny to aminokwasy o niepolarnych tancuchach bocz-
nych, nie wystepuja znaczace oddziatywania elektrostatyczne ani wzdtuz
fancuchéw ani miedzy taricuchami polipeptydowymi.

Partridge (47) opracowat korpuskularny model struktury elasty-
ny, niesprzeczny z wymogami sprezystosci. Model powstat w oparciu o wy-
niki badan nad biosyntezg desmozynowych wigzan poprzecznych oraz
obserwacje zachowania sie cukrowcéw o réznej masie czasteczkowej pod-
czas sgczenia na kolumnie wypetnionej specznialg elastyng. Wiékno ela-
styczne powstaje z wielu czasteczek globularnej, rozpuszczalnej tropoelas-
tyny, w wyniku tworzenia wigzan poprzecznych. Czgsteczka tropoelastyny
nia by¢ tworem dwutancuchowym uformowanym — podobnie jak czastecz-
ka hemoglobiny — o grupach hydrofilowych skierowanych ku powierzch-
ni czasteczki, ktérej hydrobofowag czes¢ Srodkowa stanowi tak zwany
»trzon”. Kazda czasteczka elastyny posiada cztery pary reszt lizylowych,
ktére po odpowiednim przeksztalceniu (rozdziat Il) wchodzag w reakcje
z odpowiadajgcymi im resztami lizyny sgsiadujgcej czasteczki wytwarzajac
wigzania poprzeczne. Jedna czgsteczka moze wytworzy¢ takie wigzania
z czterema sasiadujacymi czasteczkami prekursora. W ten sposéb globu-
larne podjednostki uporzadkowane w uktadzie tetrahedralnym tworzg
sprezystg strukture tréjwymiarowg. Przy zatozeniu kulistego ksztattu
czasteczek prekursora, objetos¢ przestrzeni miedzy czasteczkami powinna
wynosi¢ 66°/0 objetosci catkowitej polimeru. Z tg teoretyczng wartoscig
dobrze zgadza sie eksperymentalnie oznaczona zawarto$s¢ wody w specz-
niatej elastynie wynoszgca 63°/0 (48). Masa czasteczkowa globularnych
podjednostek zostata oszacowana na okoto 50 000 na podstawie zawartosci
desmozyn w elastynie (48). Jest wiec zblizona do masy czasteczkowej izo-
lowanej tropoelastyny.

IV. Wzajemne oddziatywanie elastyny z innymi komponentami tkanki
tacznej i solami wapnia

Jak juz wspomniano, sprezystos¢ widkien biatkowych uwarunkowana
jest obecnoscig wody. W stanie odwodnienia biatka nie moga wykazywac
wilasnosci elastomeréw poniewaz dochodzi wtedy do zblizania sie tancu-
chow polipeptydowych i wystepowania silnych oddziatywan elektrosta-
tycznych usztywniajgcych strukture (1). Elastyna zawiera okoto 90°/0 reszt
aminokwaséw niepolarnych, wobec czego jej zdolno$¢ do wigzania wody
jest niewielka. Przyjmuje sie, ze role utrzymywania odpowiedniego uwod-
nienia spetniaja w tkance tacznej glikoproteidy i kolagen, zawierajg one
bowiem duze ilosci aminokwaséw polarnych.

Wspomniano juz o oddziatywaniu elastyny z glikoproteidami, ktére
prawdopodobnie odgrywaja jaka$ role w fibrogenezie. Banga i wsp.
(49) na podstawie obserwacji morfologicznych wywnioskowali, ze widkna
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elastyczne aorty i wigzadta karkowego otoczone sa ,,mukoidem” i wtdkna-
mi kolagenu. W takim uktadzie kolagen traci niektére charakterystyczne
wiasnosci na przyktad nie ulega kontrakcji termicznej ani w $rodowisku
alkalicznym, ani w kwasnym. Natomiast po usunieciu elastyny przez
trawienie elastazg trzustkowa typowe wiasnosci pojawiajg sie na powrot.

W procesie starzenia sie jak i w niektorych stanach patologicznych
mineralizacja tkanki elastycznej odgrywa wazng role. Proces ten pociaga
za sobg obnizenie sie zawartosci w tkance glikozoaminoglikanéw i gliko-
proteidéw oraz utrate sprezystosci (50). Wsrod roznych morfologicznych
sktadnikéw $ciany naczyniowej, witokna elastyczne majg najwieksze po-
winowactwo do wapnia (51, 52). Tylko niewielka ilos¢ wapnia daje sie
usuna¢ z elastyny przy pomocy kwasu etylenodwuaminoczterooctowego,
pozostalg cze$¢ stanowia silnie zwigzane sole wapnia (53). Wigzanie wapnia
nie zachodzi ponizej pH 55 i zwieksza sie wraz ze wzrostem pH (54).
Za wigzanie wapnia do elastyny majg by¢ odpowiedzialne grupy sulfhy-
drylowe i karboksylowe oraz, by¢ moze, wolne grupy aminowe zlokalizo-
wane w nielicznych obszarach polarnych elastyny (52, 54).

Artykut wptynat 14.10.1972, po rewizji autorskiej wroécit 89.1973.
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HALINA GABRYS-MIZERA *

Fotobiologiczna rola flawin i flawoproteidow
w tkankach roslinnych

The Photobiological Role of Flavins and Flavoproteins
in Plant Tissues

Flawiny sg zwigzkami szeroko rozpowszechnionymi w $wiecie roslin-
nym. Zdolnos$¢ do absorpcji Swiatta w zakresie widzialnym i tatwos¢ z jakg
wzbudzone flawiny ulegajg reakcjom oksydoredukcyjnym, predestynuje
je do petnienia roli fotoreceptorow w roznych procesach, zwigzanych
z reakcjami Swietlnymi roslin. Za posrednictwem enzyméw flawinowych
Swiatto moze miedzy innymi regulowaé fotosyntetyczny metabolizm wegla
(1, 2) i metabolizm azotu (2).

Budowa i nomenklatura flawin oraz niektore aspekty struktury i funk-
cji flawoproteidéw zostaty oméwione w Postepach Biochemii, w artykutach
Gardasa (3 i Chetkowskiego (4.

W artykule niniejszym przedstawiono udziat wzbudzonych flawin
w reakcjach szlaku glikolanowego i redukcji azotanéw. Procesy te sg jed-
nymi z lepiej poznanych przykitadéw regulacji metabolizmu przez swiatto
za posrednictwem flawin. Omdéwiono takze role flawin jako fotoreceptora
uczestniczagcego w reakcjach adaptacyjnych fototaktycznych i fototropicz-
nych aparatu fotosyntetycznego.

I. Udziat wzbudzonych Swiattem flawin w oddychaniu ro$lin

Naswietlenie wiekszosci roslin fotosyntetyzujacych powoduje wzrost
wydzielania dwutlenku wegla i pochtaniania tlenu w pordéwnaniu z in-
tensywnoscig tych proceséw w ciemnosci (5—9). Ustalenie bilansu zu-
zywania i wydzielania Oz i C02 w Swietle nastrecza duze trudnosci ze
wzgledu na réwnolegly przebieg i wzajemne oddziatywanie: fotosyntezy,

* Mgr, Zaktad Fizjologii Roslin, Instytut Biologii Molekularnej, Uniwersytet
Jagiellonski, Krakow.
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utlenien biologicznych oraz innych proceséw metabolicznych pojawiaja-
cych sie w komoérce pod wpltywem oswietlenia. Bezposrednio po przerwa-
niu oswietlenia nastepuje gwattowne, okresowe wydzielenie dwutlenku
wegla przez szereg roslin, przy czym ilos¢ wydzielonego COz zwieksza sie
ze wzrostem stezenia tlenu oraz ze wzrostem natezenia Swiatta stosowa-
nego do uprzedniego naswietlania rosliny (5, 6, 10, 11). Opisane gwattowne
wydzielenie C02 po przerwaniu os$wietlenia jest dowodem wystepowania
w komorce roslinnej szczeg6lnych proceséw oddechowych indukowanych
Swiattem. Zastosowanie technik izotopowych, badanie oddychania na Swie-
tle przy ograniczeniu fotosyntezy przez inhibitory (12, 13), obnizone steze-
nie COz (11) wzglednie podwyzszone stezenie 02 (14— 16), pozwolity na
uzyskanie doktadniejszych informacji o tych procesach.

Uwaza sie obecnie, ze Swiatlo ogranicza oddychanie mitochondrialne
rosliny przebiegajagce normalnie w ciemnos$ci (17, 18), natomiast indukuje
oddychanie zwigzane z metabolizmem glikolanu (19—22). Glikolan po-
wstaje w fotosyntetycznym cyklu redukcji wegla (cyklu Calvina), przy
czym droga na jakiej sie tworzy nie zostala jeszcze dostatecznie poznana
(23— 27). Glikolan ulega w tkance roslinnej intensywnym przemianom

(Hyc. ).
Na rycinie 1 zostaly zaznaczone reakcje mogace powodowaé wzmoze-

Seryna -« / Glicyna
CO, ﬁ
Chloroplast Peroksysom
_r CO, |
/ } a~ketoglutaran Glicyna
CO; & Glutaminian9/
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(NAD H,0, NADHH% octan )
NADP <02) D ( NAD> Jabtczan
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Ryc. 1. Przemiany glikolanu w komodrkach roslinnych zwigzane z procesem oddycha-
nia roslin na sSwietle (22)

Szerokimi strzatkami oznaczono reakcje $wiattoczute.
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nie oddychania na $Swietle. Wykazano doswiadczalnie wptyw Swiatta nie-
bieskiego na oddychanie, co przemawia za udziatem flawin w tym pro-
cesie. Zaobserwowano trzykrotny wzrost oddychania sadzonek sSwierka
w Swietle niebieskim, w stosunku do oddychania w Swietle czerwo-
nym (28). Stymulacje oddychania przez $wiatto niebieskie stwierdzono
takze u glonéw Anacystis (29, 30), Chlorella (31—33) i w lisciach Lemna
trisulca (34). Swiatto niebieskie stymuluje oddychanie juz przy bardzo
niskich intensywnos$ciach (34, 35). Widmo dziatania stymulacji $wietlnego
oddychania glonu Chlorella (31, 32) wykazuje maksima przy X— 460
i 375nm i przypomina widmo dziatania Swiatta w fototropiZzmie, co wska-
zywatoby na udzial w obu procesach tego samego fotoreceptora.

Utlenienie glikolanu do glioksalanu katalizuje oksydaza, ktérej koen-
zymem jest mononukleotyd flawinowy. Oksydaza glikolanowa okazata sie
wrazliwa na dziatanie Swiatta. Stwierdzono, ze aktywnos$¢ tego enzymu
wyizolowanego z lisci tytoniu, maleje juz pod wptywem stabego Swiatta
niebieskiego, natomiast nie ulega zmianie w Swietle czerwonym, niezalez-
nie od jego intensywnoéci (36). Obnizajagcy aktywno$¢ enzymu wplyw
Swiatta niebieskiego zostaje zniesiony przez dodanie chinondéw lub ptery-
dyn (37). Przypuszcza sie, ze zwigzki te in vivo regulujg aktywnos$¢ oksy-
dazy glikolanowej zapobiegajac spadkowi jej aktywnosci. Mechanizm dzia-
tania zwigzkéw reaktywujacych oksydaze glikolanowg w Swietle niebies-
kim mozna wyjasni¢ przyjmujac, ze zredukowany fotoakceptor — FMN
zostaje za ich posrednictwem na nowo utleniony do formy aktywnej.

Z bezchlorofilowego mutanta Chlorelli zawierajagcego niewielka ilosé
FMN, odznaczajgcego sie brakiem wykrywalnych ilosci chlorofilu i ka-
rotenoidéw wyizolowano oksydaze glicynowa (33), enzym katalizujacy
dezaminacje glicyny i jej utlenienie do glioksalanu wg reakcji:

enzym
HIN—CH2-COOH + HD + 02———y— >0 —CH—COOH + HD 2+ NH3
FNM

Swiatto niebieskie stymuluje aktywno$¢ oksydazy glicynowej, przy
czym dodanie FMN wzmaga te stymulacje. Uwaza sie, ze stymulacja
Swiatlem niebieskim utleniania glicyny za posrednictwem wzbudzonego
FMN powoduje wzmozenie oddychania mutanta glonu Chlorella w tym
Swietle (31, 33). Nie jest wykluczone, ze ten sam proces jest odpowiedzial-
ny za wzrost intensywnosci oddychania w Swietle niebieskim takze i w in-
nych przypadkach.

Stosujac technike izotopowag wykazano réwniez, ze w Swietle nie-
bieskim zawartos¢ glikolanu w komérkach lisci jest nizsza niz w Swietle
czerwonym (38, 39). Zaobserwowano takze hamujgce dzialanie Swiatla
niebieskiego na wydzielanie glikolanu przez glony (40, 41). Efektow tych
nie udalo sie dotychczas jednoznacznie wyjasni¢, sugerujg one jednak, ze
flawiny biorg udziat takze w innych reakcjach zwigzanych z metaboliz-
mem glikolanu.
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II. Rola wzbudzonych flawin w redukcji azotu

Azotany pobrane przez rosliny ulegajag nastepnie redukcji do amonia-
ku, w tej bowiem postaci azot moze by¢ uzyty do syntez organicznych
w roslinie. Redukcja azotanu zachodzi dwustopniowo. Pierwszy stopien,
redukcje azotanu do azotynu, katalizuje reduktaza azotanowa. Enzym ten
jest metaloflawoproteidem, zawierajagcym molibden. Uwaza sie obecnie
(42, 43), ze reduktaza azotanowa wystepujgca w tkankach lisci (oksydo-
reduktaza NADPH :azotan) ztozona jest z dwoéch enzyméw: reduktazy
NADP i oksydoreduktazy FMNH2ZFADHZ :azotan. W ciemnosci, w obec-
nosci FMN azotan jest redukowany przez ukiad reduktazy NADP, w Swie-
tle przenosnikami elektronéw sg nukleotydy flawinowe, a NADPH nie jest
konieczny do redukcji. Inni badacze uwazajg (44), ze reduktaza azotanowa
jest jednym enzymem, ktoérego kofaktorem moze by¢ FMNH2Ilub NADH.

W doswiadczeniach in vitro wykazano mozliwos¢ bezposredniej re-
gulacji szybkosci redukcji azotanu w wyniku modyfikacji Swiattem ak-
tywnosci reduktazy azotanowej. Intensywnos$ci procesow fotosyntezy
i asymilacji azotanu w lisciach pszenicy w Swietle czerwonym i zielo-
nym wykazujg przebieg réwnolegly, podczas gdy w Swietle niebieskim
i fioletowym wystepuje znaczny wzgledny wzrost natezenia redukcji
azotanu (45). Badajac aktywnos¢ reduktazy azotanowej wyizolowanej
z lisci pszenicy stwierdzono, ze w Swietle niebieskim redukcja zachodzi
wytacznie w obecnosci ryboflawiny (46). Przy braku ryboflawiny nie za-
obserwowano zadnej aktywacji enzymu Swiattem. Nie wiadomo dotad
jaka role peini aktywacja reduktazy azotanowej w procesie redukcji NO 3
w roslinach. Trudno$¢ sprawia rozdzielenie rdéznych efektéw dziatania
$wiatta. Swiatto moze bowiem wplywaé réwniez na poziom reduktazy
azotanowej, podaz NOJ i tworzenie czynnika redukujgcego (44).

Niektérzy badacze postulujg istnienie funkcjonalnego sprzezenia mie-
dzy utlenianiem glikolanu a redukcjg azotanéw w roslinach (47). Ostatnio
przeprowadzone doswiadczenia wskazujg na lokalizacje reduktazy azo-
tanowej w peroksysomach, w ktérych wystepuje takze oksydaza gliko-
lanowa (48, 49).

I11. Flawiny jako fotoreceptor w procesie fototropizmu
i reakcjach ruchowych chloroplastéw

Znane powszechnie jest zjawisko wyginania sie ro$lin lub ich organéw
pod wptywem jednostronnego oswietlenia w kierunku Zrodia sSwiatta
wzglednie w kierunku do niego przeciwnym. Zjawisko to zwane fototro-
pizmem spowodowane jest roznicg szybkosci wzrostu po przeciwnych
stronach tkanki jednostronnie o$wietlonej. R6znica ta wystepuje wskutek
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asymetrycznego rozkitadu auksyny — kwasu indolilooctowego. Asymery-
czny rozktad auksyny moze by¢ wynikiem jej poprzecznej migracji w na-
Swietlonej tkance (50) lub tez roznic w fotodestrukcji auksyny po obu stro-
nach tkanki réznic wystepujacych zwlaszcza przy duzym natezeniu pada-
jacego Swiatta.

Na fakt, ze receptorem Swiatla w procesie fototropizmu moze by¢
ryboflawina wskazuje podobienstwo widm czynnosciowych fototropizmu
do widma absorpcyjnego ryboflawiny (51—53) *. Stwierdzono takze, ze
ryboflawina uczula fotoutlenianie kwasu indolilooctowego in vitro (54).
Widmo czynnosciowe procesu fotoutleniania auksyny in vitro, w obecnos-
ci flawiny, podobne jest do widma czynnosciowego utleniania auksyny
w obecnosci homogenatu z izolowanych epikotyli grochu. Wedtug G al-
stona i wsp. (55 56) w skiad kompleksu oksydazy kwasu indoliloocto-
wego wchodzi flawoproteid produkujacy H2 2 i peroksydaza, utleniajgca
kwas indolilooctowy za pomocg H2D 2 Czynnikiem ograniczajgcym aktyw-
no$¢ oksydazy kwasu indolilooctowego w ciemnosci jest HD 2 natomiast
na Swietle wzrasta aktywnos$¢ flawoproteidu, a w konsekwencji wzrasta
ilos¢ tworzonego H® 2i czynnikiem ograniczajacym staje sie peroksydaza.

Niektorzy badacze kwestionujg udziat fotoutleniania kwasu indolilo-
octowego w fototropizmie (57, 58). Poglad ten oparty jest na wynikach
badan fotodegradacji in vivo kwasu indolilooctowego znaczonego weglem
MC w grupie karboksylowej. W badaniach tych nie udalo sie stwierdzi¢
wydzielania M4C02 pod wptywem oswietlenia. Przeciwko udziatowi foto-
degradacji auksyny w fototropizmie przemawia dodatkowo niska wydaj-
no$¢ kwantowa fotolizy kwasu indolilooctowego. Role fotoreceptorow
przypisuje Thimann raczej karotenoidom, przy czym nie wyklucza
rezonansowego przekazywania energii w zakresie bliskiego ultrafioletu
od wzbudzonej ryboflawiny do karotenoidu (59). W widmie czynnoscio-
wym fototropizmu wystepuje maksimum przy 370nm. Karotenoidy wy-
stepujace w badanych roslinach nie wykazuja maksimum w tym rejonie
widma absorpcyjnego natomiast ryboflawina posiada maksimum absorp-
cji przy 365nm i emituje promieniowanie fluoreseencji o diugosciach fa-
li absorbowanych przez karotenoidy. Wspoétdziatanie obydwu receptoréw
pozwala wyttumaczyé obecno$¢ maksimum w bliskim UV w widmie
czynnosciowym.

Koleoptyle owsa 0 znacznie zredukowanym sztucznie poziomie karote-
noidéw, a normalnej zawartosci ryboflawiny, nie wykazujg zadnego spad-
ku czutosci fototropicznej (60). W dyskusji nad naturag receptora Swiatta
uczestniczacego w fototropizmie jest to argument na rzecz ryboflawiny.
Podobnie jak i inne, nie jest on niestety rozstrzygajacy.

* Widmo czynnosciowe procesu fotobiologicznego jest krzywa obrazujaca zalez-
nos¢ miedzy diugoscia fali Swiatta czynnego w tym procesie, a intensywnoscia
procesu.
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Ryboflawinie przypisuje sie réwniez role fotoreceptora w procesie
fototaksji chloroplastéw (61— 70). Chloroplasty wielu roslin posiadajg
zdolno$¢ przemieszczania sie w komorce pod wpltywem sSwiatta. Pozycja
do jakiej daza chloroplasty w oswietlonej komorce zalezy od kierunku
padania Swiatta oraz od jego intensywnosci. W Swietle o duzej intensyw-
nosci chloroplasty uktadajg sie wzdtuz Scian komérki réwnolegtych do
kierunku padania promieni. Przy matej intensywnosci Swiatta dgzg one
natomiast do Scian prostopadtych do kierunku padania promieni. Widma
czynnosciowe w procesie fototaksji réznych roslin (61—65) posiadajg cha-
rakter podobny do widma absorpcyjnego ryboflawiny i wykazujg dwa
maksima, okoto 450 i 370nm. W widmie czynnosciowym lisci Funaria
stwierdzono takze maksimum w 266nm (65). Ustawienie chloroplastéow
w komorce zwigzane jest takze z kierunkiem polaryzacji swiatta (63,
66, 67). Wskazuje to na dichroiczny charakter czastek fotoreceptora i ich
uporzadkowana orientacje w komorce. Wiekszo$¢ badaczy uwaza, ze fo-
toreceptor zlokalizowany jest w cytoplazmie (61, 63, 67), a efekt Swiatla
spolaryzowanego wskazuje na zwigzanie czasteczek fotoreceptora z bto-
na komorkowg (67). Jedynie Seitz tgczac ruch chloroplastéw z wpty-
wem Swiatta na fosforylacje oksydacyjng przypuszcza, ze fotoreceptor
zlokalizowany jest w mitochondriach (68).

Wywotywanie przesunie¢ chloroplastow przez Swiatto o bardzo nawet
niskim natezeniu wskazuje na enzymatyczng nature procesu. Stwierdzo-
no znaczne podobienstwo efektéw Swiatta w procesie aktywacji oddy-
chania i fototaksji chloroplastébw w komérkach rzesy (Lemna trisulca)
(34). Widma czynnosciowe i zakresy intensywnos$ci Swiatla czynnego sg
bardzo zblizone dla obu proceséw. Zurzycki (67) uwaza, ze proces
fototaksji chloroplastéw moze by¢ zwigzany z aktywacjg Swiatlem oksy-
dazy glicynowej, zawierajgcej FMN (33).

IV. Zmiany struktury elektronowej i niektére przemiany
chemiczne flawin pod wptywem Swiatla

Jak wynika z przedstawionych wyzej rozwazain flawiny odgrywaja
istotng role w niektérych procesach metabolicznych roslin regulowanych
przez swiatto. Badania mechanizmoéw tych proceséw spowodowaty szybki
rozwo6j badan podstawowych nad stanami wzbudzonymi zwigzkéw flawi-
nowych (72— 92).

Widma absorpcyjne flawin sa wynikiem wystepowania w ich struk-
turze pierscienia izoalloksazyny. Podstawniki w pierscieniu wptywaja
w niewielkim stopniu na krzywa absorpcji. Widmo absorpcyjne FMN
(Ryc. 2) jest prawie identyczne z widmem absorpcyjnym ryboflawiny
(71), natomiast w widmie FAD maksima przesuniete sg nieco w kierunku
czerwieni, za co odpowiedzialny jest wewngtrzmolekularny kompleks,
utworzony miedzy pierscieniami izoalloksazyny i adeniny (72).
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Dane analizy spektroskopowej oraz obliczenia teoretyczne pozwolity
na ustalenie pozioméw energetycznych wzbudzonej czasteczki rybofla-
winy. Schematycznie przedstawiono je na rycinie 3 (73).

Najnizszy singletowy stan wzbudzony Sj ryboflawiny o charakterze
kk* odpowiada pasmu absorpcyjnemu 445nm (z obliczen 446nm). Kolejne-
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Ryc. 2. Widmo absorpcyjne ryboflawiny i polaryzacja dwoéch najnizszych przejsé
w 7,8-dwumetyloizoalloksazynie (wg 74)

mu stanowi singletowemu S2 odpowiadajgcemu maksimum w 365nm przy-
pisuje sie takze charakter kk* (73). Najnizsze przejscie X jest spolary-
zowane wzdiuz osi przebiegajgcej od N-3 do C-8, a kat pomiedzy mo-
mentami przejs¢ singletowych wynosi w przyblizeniu 20° (Ryc. 2) (74, 75).

Wyniki badan widm dichroizmu kotowego i polaryzacji luminescencji
wskazujg, ze najnizszy stan mt* lezy w rejonie 340—360nm (z obliczen
371nm), zatem energia jego znajduje sie nieco powyzej stanu S2 (73). Nie
wszyscy autorzy zgadzajg sie z taka lokalizacja stanu nn* (75). Nie okres-
lono dotychczas potozenia trzech pozostatych stanéw n“*, wystepujacych
w czasteczce ryboflawiny na skutek wystepowania dwé6ch pirydynowych
atomoéw azotu oraz dwdéch aton?/v tlenu w grupach karbonylowych. Ry-

7 Postepy Biochemii
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boflawina wykazuje stabg fosforescencje, z maksimum okoto 605nm, po
wzbudzeniu $Swiattem o dtugosci fali 360—460nm, w etanolu. Na podsta-
wie widm polaryzacji fosforescencji i obliczeri teoretycznych stwierdzo-
no, ze najnizszy wzbudzony stan trypletowy ryboflawiny ma charakter
Jut*. Obliczenia wydajnosci kwantowej proceséw zachodzacych z udzia-
tem flawin w stanie trypletowym wskazujg, ze w temperaturze pokojo-
wej, w wodzie, wewnatrzczgsteczkowe przejscie Si — jest bardzo efek-
tywne (73). Na przykiad wydajnos¢ kwantowa utleniania kwasu indolilo-
octowego, ktére zachodzi przy udziale flawiny w stanie trypletowym, wy-
nosi okoto 0,72. Stabe natezenie fosforescencji ryboflawiny i niska wydaj-
no$¢ kwantowg (0,0012 w 77°K) tego procesu trudno jest pogodzi¢ z mozli-
woscig efektywnego przejscia do stanu trypletowego. Trudnos$¢ te mozna
wyjasni¢ przyjmujac istnienie bariery aktywacyjnej dla przejscia Si->Ti

eV = 'n.-:,‘ l:::
1 * 5
o~ y [

KT 1, *
y n..l
3..
Foto-
chem.
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Rye. 3. Schemat poziom6éw energetycznych ryboflawiny (73)

czes$¢ lewa — eksperymentalny

cze$¢ prawa — teoretyczny (dla 7,8-dwumetyloizoalloksazyny)

————————— »-przejécia z udziatem promieniowania

————— — przejécia bezpromieniste

Fluorescencia — przej$cie z najnizszego singletowego poziomu wzbudzonego (S~ do po-
ziomu podstawowego (SO.

Fosforescencja — przejscie z najnizszego trypletowego poziomu wzbudzonego sjui*l (Tj) do po-
ziomu podstawowego.

Na rysunku zaznaczono (fotochem.) stany wzbudzone ryboflawiny, ktérych role w procesach
fotochemicznych szczegétowo omoéwiono w tekécie
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lub mozliwosci efektywnego przejscia bezradiacyjnego ze stanu trypleto-
wego do podstawowego (75).

Wzbudzenie flawin do pozioméw singletowych i trypletowych zwigza-
ne jest ze znaczng zmiang rozktadu tadunkéw elektronowych w czasteczce
(76—78). W stanie podstawowym, z dwoch heterocyklicznych atomoéw
azotu typu pirydynowego, N-I jest bardziej zasadowy od N-5. Przy wzbu-
dzeniu czasteczki izoalloksazyny do standw Sj lub Txgestos¢ ~-elektrono-
wa na atomie N-l maleje, zas atomie N-5 rosnie tak, ze atom ten staje sie
bardziej zasadowy od N-I (77).

Wzbudzona przez $wiatlo czasteczka ryboflawiny moze ulec rozpado-
wi dajgc szereg réznych produktéw, w zaleznosci od warunkéw reakcji.
Istniejg dwie mozliwe drogi rozpadu: jedna prowadzaca bezposrednio po-
przez stan singletowy oraz druga przez stan trypletowy ryboflawiny (79).
Podczas rozpadu ryboflawiny wzbudzonej do stanu singletowego powstaje
lumichrom (7,8-dwumetyloalloksazyna), ktéry jest gtéwnym produktem
fotolizy ryboflawiny w wodzie, w obecnosci tlenu. Tlen wygaszajac stan
trypletowy flawiny, uniemozliwia tym samym drugi typ rozpadu (73).

Lumichrom zidentyfikowano jako jedyny produkt fotorozkiadu flawin
in vivo w naswietlonych tkankach etiolowanych kietkéw kukurydzy i owsa
(93). Fakt, ze lumichrom tworzy sie tylko w tkankach bezchlorofitowych,
bardziej niz tkanki zielone wrazliwych na bodziec fototropiczny oraz sto-
sunkowo wysoka wydajnos¢ tego procesu wskazujg na mozliwos¢ udziatu
fotodegradacji flawin w reakcjach fototropicznych.

Poprzez stan trypletowy, w procesie beztlenowej fotolizy ryboflawi-
ny, zachodzi wewnagtrzczgsteczkowa fotoredukcja pierscienia izoalloksa-
zyny wodorem, oderwanym z pozycji 2’ rybitolu (79, 80). Wartosci indek-
sow reaktywnosci dla atomoéw N-5 i N-I wskazuja, ze bardziej reaktyw-
nym w reakcji oderwania wodoru jest atom N-I (76).

Podczas beztlenowej fotolizy ryboflawiny tworzy sie dziesie¢ do je-
denastu réznych produktéow, wsrdd ktérych zidentyfikowano trzy: formy-
lometyloflawine (7,8-dwumetylo-10-formylometyloizoalloksazyne), lumi-
flawine (7,8,10-tr6jmetyloizoalloksanzyne) i lumichrom. Lumiflawina po-
wstaje gtéwnie w roztworach alkalicznych, przez rozpad formylometylo-
flawiny (79, 81). W badaniach fotolizy ryboflawiny wobec DD i w piry-
dynie wykazano, ze czasteczka wody nie jest donorem wodoru w pierwot-

nej reakcji fotochemicznej (80).
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Rye. 4. Odwracalna fotoredukcja flawiny.



A0 H. GABRYS-MIZERA [10]

W obecnosci donoréw elektronéw, takich jak na przykiad aminy, NADH
czy EDTA, flawiny ulegaja fotoredukcji, tworzac 1,5-dwuhydroflawiny
(82, 83). Fotoredukcja (Ryc. 4.) przebiega poprzez stan trypletowy flawiny
(84) w dwoch etapach, przy czym tworzg sie silnie zabarwione rodniki
o0 charakterze semichinonowym (83, 85, 86).

W wyniku badan spektroskopowych wykazano, ze niemal wszystkie
flawoproteidy, nie zawierajgce metalu, tworzg dwa typy rodnikéw: nie-
bieskie, o absorpcji w zakresie 500—650nm i czerwone, posiadajgce mak-
sima absorpcji w 485, 400 i 370 nm. Rodniki niebieskie majg charakter obo-
jetnego flawosemichinonu, za$ czerwone — anionowego flawosemichinonu
(85, 86). Na podstawie analizy widm elektronowego rezonansu paramagne-
tycznego obojetnemu flawosemichinonowi przypisuje sie strukture 5HF1,
a wiec niezgodna z wspomnianymi wyzej wynikami obliczen indekséw re-
aktywnosci (76).

Z badan dyfrakcji promieni X wynika, ze utlenione flawiny maja
ptaski uktad pierscieni, natomiast zredukowane (1,5-dwuhydroflawiny) sg
»Zgiete” wzdtuz osi przebiegajacej od N-5 do N-10. Oscylacje miedzy piers-
cieniem pirymidynowym a benzenowym w izoalloksazynie, wokot osi N-5
— N-10, moga odgrywa¢ wazng role w enzymatycznych reakcjach reduk-
cyjno-oksydacyjnych (94).

Fotoredukcja ryboflawiny do 1,5-dwuhydroflawiny jest w obecnosci
tlenu reakcja odwracalng. Flawiny, zaréwno wolne jak zwigzane z bial-
kiem, ulegajg takze nieodwracalnej fotoredukcji, potgczonej z tworzeniem
zwigzkow addycyjnych. W powstawaniu tych potgczen uczestniczy podwadj-
ne wigzanie miedzy N-5 i C-4a (83, 87). Spostrzezenie to wskazuje na jesz-
cze jedno miejsce aktywne w pierscieniu izoalloksazyny.

V. Uwagi koncowe

Poznanie wiasnosci flawin w stanie trypletowym umozliwia zrozumie-
nie przebiegu niektérych poprzednio opisanych proceséw, zachodzgcych
z udziatem wzbudzonych Swiattem enzyméw flawinowych.

Widma elektronowego rezonansu paramagnetycznego i dziatanie subs-
tancji wygaszajacych stan trypletowy wskazujg na uczestnictwo flawin
w tym stanie wzbudzenia w wiekszosci reakcji katalizowanych przez en-
zymy flawinowe (82, 84, 87). Dla przebiegu jednak niektérych reakcji obec-
nos¢ flawiny w stanie trypletowym jest niepozadana. Przyktadami takich
reakcji sg procesy przebiegajace z udziatem niektérych oksydaz. W obec-
nosci FMN Swiatto niebieskie hamuje aktywnos¢ nie tylko oksydazy gliko-
lanowej (36), ale takze oksydaz: ksantynowej i moczanowej oraz dehydro-
genazy L-mleczanowej (95). Wedtug hipotezy Schmida (95 aktywna
oksydaza glikolanowa wymaga koenzymu w stanie podstawowym. Wzbu-
dzony FMN w stanie trypletowym reaguje z apoenzymem i powoduje je-
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go inaktywacje. Biatko enzymatyczne odgrywa w tej reakcji role reduk-
tora koenzymu, zastepujac substrat. Substancje wygaszajace stan tryple-
towy flawiny (NiS04 0 2 tryptofan) przeciwdziatajg hamujacemu dziata-
niu Swiatta niebieskiego i powodujg zwiekszenie aktywnosci oksydazy.
Aktywnos$¢ badanych oksydaz roslinnych zalezy zatem od stosunku ilosci
niewzbudzonych czasteczek fotoreceptora do ilosci czasteczek wzbudzonych.

Z powyzszego, niepetnego przegladu reakcji fotouczulanych przez fla-
winy widaé, ze zwigzki te moga spetnia¢ réznorodne funkcje fotobiologicz-
ne w organizmach roslinnych. Do doktadnego poznania fotobiologicznej
roli flawin in vivo konieczne sg dalsze badania. Jak dotychczas, bowiem
zbyt mata jest ilo§¢ doswiadczen in vivo pozwalajacych na jednoznaczng
interpretacje obserwowanych zjawisk w oparciu o znajomos¢ flawin zdo-
byta w badaniach i obliczeniach z uzyciem uktadéw modelowych.

Artykut wptynat 14.7.1973, po rewizji autorskiej wrocit 8.12.1973.
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KOMUNIKAT

Nagrody Polskiego Towarzystwa Biochemicznego
przyznane w 1973 roku

Zarzad Giéwny Polskiego Towarzystwa Biochemicznego z prawdziwg
przyjemnos$cia zawiadamia o przyznaniu dorocznych nagréd Towarzystwa:

Nagroda Imienia Bolestawa Skarzynskiego

zostata przyznana mgr A. Kahlowi za prace ,,Cykliczny 3’'5’-adenozyno-
monofosforan” ogtoszong w kwartalniku Postepy Biochemii, tom 18, rok
1972, str. 199— 223.

Nagroda Imienia Jakuba Pamasa

zostala przyznana dr W. Jankowskiemu i prof. dr T. Chojnackiemu za
prace ,,Enzymatic Formation of Polyisoprenol Phosphate Sugars” ogtoszo-
ng w Acta Biochimica Polonica tom 19, rok 1972, str. 5—69.

Nagrody i wyréznienia w konkursie dla mtodych biochemikéw za prace
przedstawione na XI| Zjezdzie Polskiego Towarzystwa Biochemicznego
w Biatymstoku w 1973 roku:

Nagroda | — kol. J. Bryta za prace J. Bryita, J. Zalewski, A. Kubica
»Synteza cytruliny i PEP w réznych stanach metabolicznych mitochon-
driow Swinki morskiej”.

Nagroda Il — kol. A. Ratkiewicz za prace ,,0drebnosci metaboliczne
RNA w tkankach szczuréw z doswiadczalnym nowotworem Guerin”.
Nagroda Il — kol. M. Zdzienicka za prace M. Zdzienicka, M. Hrynie-

wicz, M. Bagdasarian ,,Supresja mutacji inicjatorowej DNA-1 przez czyn-
nik F' u Salmonella typhimurium”.

Nagroda Il — kol. T. Kuryt za prace ,,Aktywno$¢ syntetaz amino-
acylo-tRNA w réznych stanach fizjologicznych gruczotu mlecznego kroli-
ka”.

Wyréznienia:

Kol. J. Duszyniski za prace ,,Wptyw acylo-CoA i detergentéw na trans-
lokacje nukleotydéw adeninowych w btonie mitochondrialnej”.

Kol. J. Klysik za prace J. Ktysik, A. Brzezinski ,,Izolowanie DN-azy K2
z grzybni Aspergillus oryzae szczep |IAM-2645".

Kol. M. Manteuffel-Cymborowska za prace ,,Oczyszczanie reduktazy
dihydrofolianowej z zastosowaniem chromatografii powinowactwa”.
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Kol. E. Ziomek za prace E. Ziomek, K. A. Sobiech ,,Oczyszczanie, was-
ciwosci i funkcja {J-glutamylo-transpeptydazy mleka krowy”.

Kol. A. Stankiewicz za prace A. Stankiewicz, W. Makarewicz ,,Znacze-
nie metali dwuwartosciowych dla aktywnosci AMP-aminohydrolazy
z miesni szkieletowych”.

Kol. L. Zwierzchowski za prace R. Krawczykiewicz, L. Zwierzchowski
»Biosynteza biatek i RNA w skrawkach gruczolu mlecznego myszy
i krowy”.



SPRAWOZDANIA

VIl Miedzynarodowa Konferencja na temat
Substancji wzrostowych roslin

Tokio, 26.VIII—1.1X.1973

Miedzynarodowe Konferencje o substancjach wzrostowych roslin zostaly zaini-
cjowane na Uniwersytecie w Lund (Szwecja) przez prof. dr H. G. Burstroma w 1956
roku. Odbywaly sie one co pare lat, miedzy innymi we Francji (Gif-sur-Yvette),
w Anglii (Wey), w Kanadzie (Montreal) i Australii (Canbera), prowadzac do utworze-
nia Miedzynarodowego Towarzystwa Substancji Wzrostowych Roslin (1.P.G.S.A)),
liczagcego obecnie 265 cztonkow.

V1Il Miedzynarodowa Konferencja w Tokyo zostata otwarta przemoéwieniem jed-
nego z odkrywcow giberelin prof. dr Y. Sumiki, przewodniczagcego Komitetu Orga-
nizacyjnego, po czym stowa powitania wyrazit prof. dr Y. Ochi, przewodniczacy Rady
Naukowej Japonii.

Wyktad prof. dr K. V. Thimana omawiajgcy historie badan nad substancjami
wzrostowymi rosélin, zainaugurowat obrady. W kazdym dniu Konferencji wytaszany
byt 45 min. referat przeglagdowy przez zaproszonych specjalistow oraz 20 min. do-
niesienia doswiadczalne. Obrady odbywaly sie dwu sekcjach: A — poswieconej me-
tabolizmowi substancji wzrostowych i ich wptywom na rosling ma poziomie organiz-
mu, organu, komdrki, organelli, i B — dotyczacej wystepowania, izolacji i identyfi-
kacji substancji wzrostowych.

Tematem pierwszego dnia Konferencji w sekcji A byto kietkowanie, spoczynek
i réznicowanie, fizjologia kwasu abscysynowego, hodowle tkankowe oraz czynniki
genetyczne i Srodowiskowe roslin w powigzaniu z regulatorami wzrostu. W sekgcji
B natomiast omawiano izolacje i charakterystyke auksyn i giberelin oraz regulato-
row wzrostu roslin nizszych.

Do ciekawszych referatow wytoszonych na Konferencji w sekcji A nalezat ko-
munikat dr C. A. Beasleya i dr |. P. Tinga, dotyczacy badan embriogenezy i inte-
rakcji hormonalnych w procesie wydtuzania witoékien baweiny. Wykazali oni, ze ki-
netyna stymuluje wzrost wielkosci zalgzkéw, natomiast kwas indolilooctowy i kwas
giberelowy wywotujg tworzenie witékien u niezaptodnionych zalgzkéw a zastoso-
wane razem dajg efekty addytywne a niekiedy synergistyczne. Hamujgacy wptyw
kwasu abscysynowego na tworzenie widékien jest odwracalny u zalgzkéw zaptodnio-
nych, przez kwas giberelowy lub kwas indolilooctowy.

Kilka komunikatow dotyczyto hormonalnej regulacji wzrostu i réznicowania
ro$lin nizszych i wyzszych i wptywu regulatorow wzrostu na DNA, RNA i skiad
biatka oraz réznicowanie organelly na poziomie komérkowym.

Regulacja mechanizmu dziatania aparatéw szparkowych przez kwas abscysyno-
wy zostata bardzo interesujgco przedstawiona przez prof. dr K. Raschke. Stwierdzit,
ze kwas abscysynowy tworzony jest w lisciach jezeli utrata wody przewyzsza pobie-
ranie. Kwas abscysynowy wywotuje zamykanie szparek a kiedy ilos¢ jego zanika
szparki otwieraja sie. Wielko$¢ reakcji szparkowej na kwas abscysynowy zalezy od
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C02w atmosferze. Tak wiec poziom kwasu abscysynowego w aparacie szparkowym
stuzy jako sygnat mechanizmu sprzezenia zwrotnego miedzy zaopatrzeniem w CO02
i wode. Wptywa wiec na stosunek transpiracja/fotosynteza.

W sekcji B, jednym z ciekawych doniesien byto wykrycie przez dr T. Yamaki
i wsp. ze tkanka rakowa uktadu trawiennego cztowieka zawiera znacznie wigksze
ilosci kwasu indolilooctowego niz tkanka otaczajaca.

Problematyka nastepnego dnia obrad w sekcji A poswigecona byta hormonalnej
regulacji aktywnos$ci enzymatycznej za§ w sekcji B izolacji i charakterystyce zwigz-
kéw fenolowych i terpenoidéw, regulatorom spoczynku i kwitnienia, kwasowi abs-
cysynowemu i cytokininom oraz biosyntezie i metabolizmowi auksyn. Referat prze-
gladowy na temat: ,Rozbieznosci w badaniach nad auksynami” wygtosit prof,
dr G. H. Burstrom. Na uwage zastugiwat referat prof. dr M. Boppa, dotyczacy me-
chanizmu dziatania réznych analogéw cytokinin na mchy — przedstawiajacy uktad
modelowy efektéw cytokinin.

W trzecim dniu Konferencji zorganizowano 1 dniowg wycieczke na Fuji, pro-
wadzgcy przez piekny ,,Park Narodowy 5 Jezior”.

W nastepnym dniu obrad w sekcji A dyskutowano dziatanie auksyn na $ciane
komoérkowa i hormonalng regulacje wzrostu komérki, natomiast w sekcji B biosyn-
teze i metabolizm giberelin i kwasu abscysynowego. Odczyt przegladowy na temat
postepow w chemii giberelin wygtosit prof. dr N. Takahashi. Poruszyt on trzy pod-
stawowe zagadnienia: 1. metodyke izolacji giberelin 2. okre$lanie struktury giberelin
metodami fizyko-chemicznymi i 3. biosynteze giberelin u roslin i grzybéw.

Przedostatni dzieh obrad Konferencji poswiecono dziataniu hormonéw na kwasy
nukleinowe, transportowi auksyn i tropizmom oraz odpadaniu organéw roslin. W sek-
cji B natomiast, omawiano zaleznosci miedzy struktura chemiczna a aktywnoscia
biologiczng substancji wzrostowych. Dr T. Oritani pieknie przedstawit zaleznos$¢
miedzy strukturg a aktywnoscig analogéw kwasu abscysynowego. Wykazat, ze szkielet
kwasow jonylidenooctowych (Ci5 byt zwykle aktywniejszy niz kwaséw cyklocytry-
lidenooctowych (C#), w szesSciu roznych biotestach. Przeglgdowy odczyt prof, dr
R. L. Wain dotyczyt rozwazan nad badaniami substancji wzrostowych rosélin, gtéwnie
z grupy auksyn.

Fizjologii cyklicznego AMP oraz fizjologii i biosyntezie etylenu poswiecony byt
ostatni dzien Konferencji w sekcji A, natomiast w sekcji B problemom starzenia,
kwitnieniu oraz czynnikom $rodowiska wptywajacym na wzrost i rozwo6j roslin.

. Wiele prac referowanych na Konferencji dotyczyto biosyntezy i mechanizmu
dziatania etylenu w powigzaniu z innymi regulatorami wzrostu. Przykiadem moze
by¢ referat dr O. L. Lau i wsp. dotyczagcy mechanizmu synergistycznego efektu Ki-
netyny w tworzeniu etylenu pod wptywem auksyn.

Konferencje zakornczono zebraniem og6lnym |.P.G.S.A. na ktérym prof. dr D. J.
Carr podat krotkie sprawozdanie za okres od poprzedniej Konferencji, poczym przy-
jeto konstytucje I.P.G.S.A. Wybrano nowy zarzad i przewodniczagcym zostat prof,
dr J. MacMillan, a vice przewodniczagcym prof. dr Y. Masuda, sekretarzem za$ po-
zostat prof. dr D. J. Carr. Wybrano réwniez nowych cztonkéw Komitetu. Ustalono
tez miejsce nastepnej Konferencji, o ktére ubiegali sie przedstawiciele Anglii i Szwaj-
carii. Wiekszoscig gtoséw przeszta propozycja prof. dr P. E. Pileta i nastepna IX
Miedzynarodowa Konferencja odbedzie sie¢ w Lozannie w 1976 roku.

W Konferencji uczestniczyto okoto 300 os6b z 28 panstw. Najliczniej reprezento-
wana byta Japonia i Stany Zjednoczone. Po raz pierwszy w Konferencji I.P.G.S.A.
uczestniczyli przedstawiciele Chin Ludowych. Z Polski w Konferencji braty udziat
3 osoby.

Ogétem na konferencji wygtoszono 4 referaty przegladowe i 150 komunikatéw.
Wygtoszone na Konferencji referaty przedstawity aktualny stan badan nad substan-
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cjami wzrostowymi roélin w réznych osrodkach naukowych $wiata, obrazujac znacz-
ny postep jaki dokonat sie w tej dziedzinie w ostatnich latach. Materiaty Konferen-
cji zostang w ciggu poét roku opublikowane w specjalnym wydaniu pt. ,Substancje
Wzrostowe Roslin 1973”.

H. J. Rogoziriska

Konferencja naukowa na temat

Metod spektroskopowych w badaniach kwaséw nukleinowych i ich kom-
ponentéw i analogéw

Boszkéw k/Leszna 68. XI11.1973

Z inicjatywy mitodych pracownikéw nauki Instytut Chemii UAM i Zaktad Ste-
reochemii Produktéw Naturalnych IChO PAN (Poznan) zorganizowaty w dniach
6—8 grudnia 1973 r. w Boszkowie koto Leszna konferencje poswiecong metodom
spektroskopowym stosowanym w badaniach struktury kwaséw nukleinowych i ich
sktadnikéw. Lokalizacja w oddaleniu od macierzystych zaktadéw stwarzata mozli-
wos$¢ catkowitego skupienia sie na przedmiocie obrad i maksymalnego wykorzysta-
nia czasu. W konferencji wzieto udziat 120 oso6b, reprezentujgcych niemal wszystkie
krajowe osrodki, zajmujgce sie problemayka kwaséw nukleinowych.

Po otwarciu konferencji przez prof. M. Wiewiérowskiego (Poznan) przystagpio-
no do czesci roboczej. Sktadato sie na nig 29 referatéw, podzielonych na 9 sesji;
obrady prowadzono systemem jednosekcyjnym.

Referaty zostalty przygotowane w wiekszosci przez mtodych pracownikéw nauko-
wych z ICh UAM i ZSPN IChO PAN. Ze wzgledoéw organizacyjnych udziat uczestni-
kéw spoza Poznania ograniczono do przygotowania koreferatow (na podstawie wczes-
niej przedstawioneko programu) i wystapien w dyskusji. Referaty miaty zasadniczo
charakter przegladu literatury; tylko w pewnych przypadkach odwotywano sie do
badan wiasnych.

Pierwsze 3 sesje, ktérym przewodniczyli kolejno: prof. M. Wiewidrowski, prof.
D. Shugar (Warszawa) i prof. B. Bochwic {L6dz) poswiecone byly w calosci spektros-
kopii jadrowego rezonansu magnetycznego (NMR). Sygnaly NMR odpowiadajg rezo-
nansowi jader — najczesciej jader wodoru (PMR). Potozenie sygnatéw jest zalezne
od otoczenia chemicznego jader a intensywno$¢ jest proporcjonalna do ich liczby.
Najszerzej potraktowano problemy stereochemiczne a wiec konfiguracje przestrzen-
ne nukleozydéw i nukleotydéw oraz elementéw ich struktury (np. pierscienia fura-
nozy), réwnowagi konformerdéw i rotameréw. Dyskusje wywotat zakres stosowania
roznych wersji rownania Karpulusa. Asocjacje warstwowg zasad azotowych omoé-
wiono na przyktadzie oligonukleotydéw. Wykazano, w oparciu o cykl prac Kearnsa,
mozliwo$¢ stosowania NMR wysokiej czestotliwosci (220 lub 300 MHz) do badania
czasteczek tRNA. Zreferowano takze wyniki stosowania mniej pospolitych technik,
jak wykorzystanie efektu Overhausera i reagentéw przesuniecia, czy rezonansu
jader 1.

W kolejnych trzech sesjach, nad ktérymi przewodnictwo objeli doc. M. Michalska
{£6dz), doc. W. Antkowiak {Poznan) i doc. M. Kietczewski {Poznan), opisano wymie-
nione nizej techniki spektralne. W trzech wystgpieniach przedstawiono pewne aspek-
ty teoretyczne i praktyczne spektroskopii w podczerwieni (IR) kwaséw nukleinowych
i ich sktadnikéw. Niejako uzupetnieniem w/w byly 2 referaty poswiecone spektrosko-
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pii ramanowskiej (R). Zaréwno spektroskopia IR, jak i R pozwala wniknaé¢ w Il-rze-
dowa strukture kwaséw nukelinowych. Na tej drodze uzyskano potwierdzenie stusz-
nosci modelu tRNA znanego jako ,model liscia koniczyny” ma podstawie oznaczenia
ilosci nukleozydéw sparowanych i wchodzacych w sktad pojedyczej nici.

Informacje na temat spektroskopii masowej i widm dichroizmu kotowego poda-
no wytacznie w odniesieniu do skiadnikéw kwaséw nukleinowych. Zastosowanie
spektroskopii emisyjnej omoéwiono tylko w powigzaniu z badaniami widm fluores-
cencyjnych rzadkich nukleozydéw typu Y, wystepujacych w niektérych tRNA.

Wydaje sie, ze uktad ilosciowy referatow byt odzwierciedleniem zaawansowania
kazdej z tych metod do badania struktury kwaséw nukleinowych i ich sktadnikéw.

Od zasadniczego nurtu konferencji odbiegato kilka referatéw, ktére Swiadomie
wiaczono do programu gwoli uniknigcia monotonii obrad a jednocze$nie w celu za-
prezentowania technik stosowanych w naszych zakladach do badania kwas6w nukle-
inowych. | tak omoéwiono fotochemie kwaséw nukleinowych i ich analogéw, metody
ustalania struktury rzadkich nukleozydéw, wysokocisnieniowg chromatografie cie-
czowg, zastosowanie chromatografii powinowactwa do oczyszczania syntetaz ami-
noacylo-tRNA. Ostatnie wystgpienie uzupeinit koreferat, w ktérym przedstawiono
ostatnie osiggniecia Katedry Biochemii AR w Poznaniu w tej dziedzinie. Wyniknety
one z krytycznego podejscia do publikacji, w ktérych nie udato sie wyeliminowac
niespecyficznego oddziatywania enzymu z podtozem.

Do badan nad strukturg tRNA prowadzonych w ZSPN IChO PAN i ICh UAM
nawigzywato kilka dalszych referatéw. Zaprezentowano przeglad ustalen na temat
struktury i funkcji tRNA na przyktadzie najpetniej scharakteryzowanego natywnego
tRNA, tzn. tRNAFn z drozdzy. Oparcie sie na tym konkretnym przyktadzie pozwolito
na czeSciowe ominiecie rozbieznosci wystepujagcych w literaturze na temat budowy
przestrzennej tRNA i problemu interakcji tRNA 2z syntetaza aminoacyw tRNA.
W krotkim wystapieniu przedstawiono, opracowany w ZSPN IChO PAN atlas struk-
tur tRNA.

Udziat wigzan wodorowych w utrzymywaniu Il- i Ill-rzedowej struktury kwa-
séw nukleinowych jest powszechnie znany. Z faktem tym tgczyt sie referat prof.
J. Mateckiego (IF PAN — Poznan) na temat dielektrycznych metod badania wigzan
wodorowych w roztworach.

Tym trzem sesjom przewodniczyli: doc. W. Sobdétka (Warszawa), doc. T. Soko-
towska (Gdansk) i prof. S. Paszyc (Poznan).

W sali, gdzie odbywaty sie obrady, wywieszono do powszechnego wgladu plan-
sze, ilustrujgce w skondensowanej formie prace nad synteza, strukturg i izolacja
kwaséw nukleinowych, prowadzone w ZSPN IChO PAN i ICh UAM. Wydaje sie, ze
taka forma prezentowania wynikéw jest ze wszech miar godna polecenia.

Podsumowania konferencji dokonat prof. Wiewiérowski, ktory podkreslit dobre
przygotowanie referentéw, zaré6wno pod wzgledem merytorycznym, jak i formalnym
i wskazat na celowos$¢ urzadzania spotkan tego typu, jako doskonatej okazji do pod-
noszenia wiedzy uczestnikébw w wybranym temacie. Zdaniem prof. Wiewidrowskiego
niebagatelng zaletg spotkania byla integracja osrodkéw zajmujgcych sie tematyka
kwas6w nukleinowych, co powinno w przysztosci zapewni¢ szybkg wymiane infor-
macji o wynikach badan.

Organizatorzy czynig starania celem wydania materiatobw z konferencji.

Krzysztof Szyfter,
Pawet Serafinowski



RECENZJA

Cwiczenia z Chemii Ogélnej i Fizjologicznej

Praca zbiorowa pod redakcjag prof. dr Bronistawa Filipowicza i prof. dr Wtodzimierza
Ostrowskiego, PZWL, Warszawa, 1973

Podrecznik do Cwiczen z Chemii Ogélnej i Fizjologicznej wypetnia jedna z luk
w naszym polskim zestawie podrecznikéw dla studentdw. Podregcznik ten obejmuje
cato$¢ c¢wiczen chemicznych dla studentéw nie tylko medycyny ale i weterynarii
dwu pierwszych lat studiéw. Inny podrecznik z tej dziedziny wydany przed dwoma
laty pt. ,,Kurs Praktyczny z Biochemii”, W. Mejbaum-Katzenellenbogen, I. Mochnacka,
PWN, Warszawa, 1971 odpowiadat bardziej potrzebom studentéw farmacji i biologii.

Podrecznik ,,Cwiczen z chemii ogélnej i fizjologicznej” (455 stron) sktada sig z 5
czesci wedtug kolejnosci odpowiadajacej programowi wyktadéw. Sg to: | — Podstawy
analizy chemicznej; Il — Chemia organiczna; |IlIl — Metody fizyko-chemiczne w ana-
lityce i preparatyce; IV — Analiza sktadnikéw ustrojowych, V — Analiza produktéw
metabolizmu i ptynéw ustrojowych.

Pozytywnie nalezy oceni¢ zwartg strukture i skondensowany sposéb podania
wiadomosci teoretycznych, bez obcigzenia nadmiarem szczegétowych informacj i wzo-
réw, a uwzglednieniem wielu praktycznych, uzytecznych informacji. Opisy aparatu-
ry uzupetniono rysunkami i schematami. Na poczatku ksigzki podano ré6zne praktycz-
ne dane i reguly, jak np. jednostki miar, podstawowe definicje chemiczne, sposoby
wyrazania stezen roztworow (zestawy zadan), zestawienie praw i regut chemicznych
itp. Niewatpliwie podrecznik ten moze sie przydaé¢ nie tylko studentom lecz i pra-
cownikom laboratoriéw analitycznych. W obecnym opracowaniu podrecznik ten —
zdaniem moim — przydatby sie uzupeini¢ zestawami zadan do poszczegédlnych éwiczen
z odnos$nikami do odpowiadajacych im teoretycznych rozdziatéw podrecznika.

Janina Opienska-Blauth
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Redakcja zastrzega sobie mozno$¢ skrécenia tekstu i wprowadzania
poprawek nie wptywajacych na tres¢ pracy.

PiSmiennictwo: W artykule powinny by¢ cytowane prace oryginalne
z ostatnich kilku lat oraz najwazniejsze artykuly przegladowe omawia-
jace przedstawiang dziedzine z uwzglednieniem artykutéw opublikowa-
nych w ,Postepach Biochemii”. W tekScie nalezy cytowaé jedynie naz-
wiska badaczy, ktérych prace maja podstawowe znaczenie w przedsta-
wianej dziedzinie. Omawiane prace trzeba numerowa¢ w Kkolejnosci ich
cytowania w tekscie. Wykaz piSmiennictwa zatem bedzie obejmowat
prace opatrzone kolejnymi numerami ale nieuporzagdkowane alfabetycz-
nie. Odnos$niki bibliograficzne winny mie¢ forme zalecang przez Komi-
sje Wydawcéw Czasopism Biochemicznych Miedzynarodowej Unii Bio-
chemikéw (IUB) wediug Biochim. Biophys. Acta, (1972), 276, (1) np.

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

181— 184.
Cytujac wydawnictwa ksigzkowe podawac¢ nalezy kolejno: nazwisko(a),
inicjaty autor(6w), rok wydania, tytut ksiazki, nazwisko(a) i inicjaty

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

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

Green and Co, London;
Grant J. K., (1969) w Essays in Biochemistry, red. Campbell P. N.,
Greville G. D., t. 5, str. 1—58, Academic Press, London

Zataczniki: Kazdy zatgcznik nalezy sporzadzi¢ w 2 egzemplarzach na
oddzielnych kartkach i opatrzy¢ kolejnym numerem odpowiadajacym
numerowi uzytemu w teks$cie, oraz oznaczy¢ (na goOrze stronicy otéw-
kiem) nazwiskiem pierwszego autora i poczatkowymi wyrazami tytutu
pracy.

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

Ryciny tj. wykresy, rysunki, schematy, lub fotografie nalezy opatrzy¢
numeracjag w kolejnosci ich omoéwienia w tekscie. Przyjmuje sie zasade
numeracji rycin cyframi arabskimi, a wzory cyframi rzymskimi. Foto-
grafie czarno-biale (kontrastowe) powinny by¢é wykonane na papierze
matowym. Pozostate ryciny nalezy wykonaé¢ tuszem na biatym papierze
lub kalce technicznej. Wymiar ryciny nie powinien by¢é mniejszy niz
10X15 cm, a naniesione linie nie powinny by¢ ciefsze niz 1 mm. Ramki
ujmujagce wykresy mozna wykonac¢ linig cienszg niz linie wlasciwe wy-
kresu. Cyfry i litery stuzace do opisu rysunku powinny mie¢ wysokos¢
nie mniejsza niz 5 mm. Na rysunkach nie nalezy umieszcza¢ opiséw
stownych, lecz postugiwac¢ sie skrdtami. Osie wykreséw natomiast win-
ny by¢ opatrzone napisem tatwo zrozumiatym. Dla oznaczenia punktéw
doswiadczalnych mozna stosowa¢ nastepujace symbole: ADO 1 i ®
Rycine nalezy opatrzy¢ na odwrocie oznaczeniem ,géra” i ,,d6t” (otow-
kiem). Decyzje o stopniu zmniejszenia ryciny w druku podejmuje wy-
dawca.

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

Redakcja prosi o witasciwe pakowanie artykutéow aby zabezpieczyé
maszynopisy i ilustracje przed pogieciem.
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