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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 pisSmiennictwa z kilku ostatnich lat. Przekazanie artykutu do Re-
dakcji jest rownoznaczne z o$wiadczeniem, ze nadestana praca nie byta
i nie bedzie publikowana w innym czasopiSmie jezeli zostanie ogtoszona
w ,,Postepach Biochemii”. Autorzy artykutu odpowiadajg za prawidtowos$¢
i Scisto$¢ podawanych informacji. Autoréw obowigzuje korekta autorska.
Koszty zmian tekstu w korekcie (poza poprawieniem btedéw drukarskich)
ponoszg autorzy. Artykuty honoruje sie wedtug obowigzujacych stawek.
Autorzy otrzymuja bezptatnie 25 odbitek swego artykutu; zaméwienia na
dodatkowe odbitki (ptatne) nalezy zgtosi¢ pisemnie odsytajac prace po ko-
rekcie autorskiej.

Redakcja prosi autoréw o przestrzeganie nastepujgcych wskazéwek:

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

Uktad maszynopisu: strona oktadkowa nienumerowana zawiera imio-
na i nazwisko(a) autora(6w), adres(y) Zaktadu(éw) w jezyku polskim
i angielskim, w ktérych pracujg autorzy, adres pocztowy na ktéry autorzy
zyczg sobie otrzymywaé korespondencje, telefon miejsca pracy, tytut
artykutu oraz —w prawym dolnym rogu — liczbe stron, liczbe rycin, wzo-
row i tabel oraz skrét tytutu (nie wiecej niz 25 znakéw drukarskich).

Strona tytutowa (1) imiona (w petnym brzmieniu) i nazwisko(a) auto-
ra(bw), jego (ich) stanowisko(a) i miejsce(a) pracy, wykaz skrotéw sto-
sowanych w pracy.

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

Dla przejrzystosci tekstu korzystny jest czesto podzial na rozdziaty
oznaczone liczbami rzymskimi. Tytutéw podrozdziatdw nie wydzielonych
z tekstu nie trzeba numerowaé. W tekscie nie nalezy stosowa¢ zadnych
podkreslen ani rozstrzelonego druku. Ewentualne sugestie autorskie co
do charakteru czcionki drukarskiej nalezy zaznaczy¢ otdwkiem na mar-
ginesie maszynopisu. W przypadku umieszczenia w tekscie liter alfabetu
greckiego nalezy na marginesie wpisa¢ otowkiem ich fonetyczne brzmie-
nie. W tekscie nie nalezy umieszczaé zadnych tablic, rycin czy wzordw,
lecz w zadanym miejscu pozostawi¢ wolny wiersz i zaznaczyé: Tabela 1,
Ryc. 1, Wzér | itp. Numeracje wzoru w tek$cie nalezy podawac po nazwie
zwigzku np. kwas glutaminowy (I).

Redakcja prosi autor6w o zwrocenie szczegdlnej uwagi na poprawnos¢
jezykowg tekstu a takze na Scistos¢ i jasno$¢ sformutowan, unikanie
gwary laboratoryjnej oraz o nie wprowadzanie do tekstu tworzonych do-
raznie skrotow, nawet jesli niektére z nich bywajg uzywane w pracach
obcojezycznych.
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Post. Biochemii, 21, a—20, (1975).

ANNA MAZANOWSKA *

Prokolagen

Procollagen

Wsrod zwigzkow posrednich biosyntezy kolagenu prokolagen zajmuje
szczegO6lng pozycje. Wynika ona z jego roli w mechanizmie powstawania
monomeru kolagenu (tropokolagenu) i tworzenia sie widkien kolageno-
wych. Wysoka zawarto$¢ struktury niehelikalnej oraz obecnos$¢ reszt
cysteinowych w tancuchach tego prekursora utatwia i przyspiesza utwo-
rzenie czasteczki o typowej dla tropokolagenu strukturze potréjnej spirali.
Dobra rozpuszczalno$¢ prokolagenu zapobiega powstawaniu wiokien we-
wnatrz wyspecjalizowanych komaérek tkanki tgcznej, w ktorych zachodzi
jego synteza. Dzieki swoistej budowie i dobrej rozpuszczalnosci biatko to
jest tatwo wydzielane z komoérki i z tego wzgledu bywa réwniez nazywane
»transportowg postacig kolagenu”. Dalsze przemiany prowadzace do po-
wstania widokien kolagenowych zachodzg w przestrzeni miedzykomor-
kowej a katalizuje je swoisty enzym, peptydaza prokolagenowa; na uwage
zastuguje fakt, ze peptydazy tej nie znaleziono w komodrkach syntetyzu-
jacych prokolagen.

Dowody na istnienie prokolagenu uzyskano w ciggu ostatniego piecio-
lecia, jednakze juz duzo wcze$niej sugerowano mozliwo$é istnienia tego
rodzaju prekursora kolagenu. Jakie fakty mogty nasuwaé takie przypusz-
czenia? Po pierwsze trudno byto sobie wytlumaczyé¢, dlaczego proces re-
naturacji kolagenu i reagregacji wiékien in vitro przebiega wolno i z niska
wydajnos$cig (1), podczas gdy in vivo catkowita synteza fancuchéw i utwo-
rzenie czasteczki tropokolagenu jest kwestig kilku (2, 3) a najwyzej kil-
kudziesieciu minut (4, 5, 6), w zaleznosci od rodzaju tkanki. Po drugie
zastanawiano sie, dlaczego wtdkna kolagenowe powstajg wytacznie w prze-
strzeni miedzykomaérkowej, nigdy zas§ w komorce syntetyzujgcej tancuchy
polipeptydowe. Pierwszg proba wytlumaczenia tego zjawiska byta su-
gestia, ze kolagen opuszcza komadrke w postaci rozpuszczalnego prekursora

* Dr, Zaktad Radiobiologii i Ochrony Zdrowia, Instytut BadaA Jadrowych,
ul. Dorodna 16, 03-195 Warszawa.

Wykaz stosowanych skrétow: SLS —segment long spacing, agregat monome-
rycznych czasteczek kolagenu (tropokolagenu) spolimeryzowany ,,bok do boku”; CM-
celuloza — karboksymetyloceluloza.
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ulegajgcego nastepnie enzymatycznej przemianie w forme zdolng do. po-
limeryzacji i agregacji we wtokna (7). Jednak dopiero dziesie¢ lat pdzniej
zdotano uzyska¢ pierwsze doswiadczalne dowody na istnienie rozpusz-
czalnej postaci kolagenu, ktérej tancuchy byty diuzsze niz tancuchy al
i a2 wystepujace w tropokolagenie (8, 9, 10). Wykazano réwniez (10), ze
biatko to, obecne w pozywce hodowli fibroblastdw, w stanie natywnym
ulega w obecnos$ci pepsyny jedynie ograniczonej proteolizie. W jej wy-
niku znikajg dtuzsze tancuchy polipeptydowe, natomiast pojawiajg sie pra-
widtowe tancuchy al i a2 w ilosciowym stosunku 2:1. Wystepowanie
w pozywce rozpuszczalnego biatka, ktére ulega enzymatycznej przemianie
w tropokolagen pozwala przypuszczac, ze jest to transportowa posta¢ ko-
lagenu (10).

Poczatek intensywnych badan nad wiasnosSciami i funkcjg prokolagenu
zbiega sie z ogtoszeniem przez Speakmana (11) hipotezy o mechaniz-
mie powstawania czasteczki tropokolagenu i tworzenia sie wiokien kola-
genowych. Zaktadat on istnienie prekursorowych tancuchéw polipeptydo-
wych, ktérych N-koricowe fragmenty, dzieki swoistemu sktadowi i kon-
formacji, utatwiatyby wiasciwe ustawienie sie tancuchow wzgledem sie-
bie. A zatem obecno$¢ ,ustawiajacych peptydow” (registration peptides)
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Schemat 1. Mechanizm tworzenia sie czasteczki tropokolagenu wg Speakmana

(11).

Prawidtowe ustawienie sie tancuchéw pro a (a) utatwia interakcja pomiedzy ,,peptydami usta-

wiajacymi” (b). Pozwala to na zwiniecie tafncuchéw pro a(c) w potréjng spirale (d), z ktérej

nastepnie zostajg enzymatycznie odszczepione ,peptydy ustawiajgce” (e). Czasteczke tropoko-
lagenu stabilizuje utworzenie wewnatrzczasteczkowych wiazan krzyzowych (f).
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powinna znacznie przyspiesza¢ przyjecie przez prokolagen prawidiowej
struktury potrojnej spirali. Zgodnie z hipotezg Speakmana N-koncowe
fragmenty ulegajg nastepnie enzymatycznemu odszczepieniu, co powoduje
przemiane prekursorowej czasteczki w tropokolagen. Dopiero ta postac
zdolna jest do agregacji we witokna, ktdre sg nastepnie stabilizowane
przez utworzenie kowalencyjnych wigzan poprzecznych. Przebieg procesu
tworzenia sie czasteczki prokolagenu i jej przemiane w tropokolagen
wedtug hipotezy Speakmana przedstawia schemat 1.

Synteza tancuchow prokolagenowych, podobnie jak innych biatek, roz-
poczyna sie od korica aminowego (2), mozna zatem przypuszczaé, ze usta-
wianie sie tancuchow wzgledem siebie nastepuje jeszcze przed ukoncze-
niem ich syntezy na kompleksach polirybosomalnych (11).

Z hipotezy Speakmana jasno wynika, dlaczego renaturacja kolagenu
nie posiadajgcego ,,peptydéw ustawiajgcych” jest wolnym i mato wydaj-
nym procesem. Jednakze teoria ta nie tylko ttumaczy mechanizm powsta-
wania czasteczki tropokolagenu; pozwala ona réwniez przewidywaé wias-
nosci prekursorowej czasteczki oraz tworzacych jg tafcuchéw polipepty-
dowych. Wprawdzie niektdre sugestie wysuniete w tym zakresie okazaty
sie btedne (np. przewidywanie, ze w obszarze odszczepialnych peptydow
nie wystepujag wigzania kowalencyjne i ze peptydy te majg wysoka za-
warto$¢ struktury a-helikalnej), lecz zasadnicze punkty teorii Speakmana
potwierdzity sie doswiadczalnie. Niewatpliwg zastugg tego autora jest
réwniez fakt, ze jego teoretyczne zatozenia zasugerowaly nowe kierunki
badan w dziedzinie biosyntezy kolagenu. Prace te przyczynity sie do poz-
nania budowy i wiasnosci prokolagenu oraz do wyjasnienia mechanizméw
powstawania czasteczek tropokolagenu i ich agregacji we witokna.

I. Otrzymywanie, budowa i witasnosci prokolagenu

Prokolagen (zwany takze transportowg postacig kolagenu (12) lub pro-
tropokolagenem (13)) ulega poza komorkg szybkiej przemianie w tropoko-
lagen. Poniewaz z tego powodu ilosci prokolagenu normalnie wystepujace
w tkankach sg znikome, metodami z wyboru stosowanymi w pracach nad
tym biatkiem sa metody izotopowe. Dla uzyskania dostatecznej ilosci pre-
kursora stwarza sie réwniez takie warunki doswiadczalne, by nagromadzat
sie on wewnatrz komdrki w postaci niehydroksylowanej (14, 15, 16, 17).
Osigga sie to przez zahamowanie czynnosci obu hydroksylaz, prolinowej
i lizynowej. W tych warunkach protoprokolagen, niehydroksylowana po-
sta¢ prokolagenu, pozostaje w komorce (16).

Materiatem do badarn sg hodowle tkanek, w ktoérych zachodzi szybka
synteza kolagenu, a wiec przede wszystkim tkanek embrionalnych (kosci,
$ciegna, chrzastka, soczewki), jak rowniez hodowle fibroblastéw oraz wol-
nych od macierzy komdrek $ciegna lub soczewki. Prokolagen otrzymuje
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sie z pozywki lub tkanek przez ekstrakcje obojetnymi roztworami soli lub
stabymi roztworami kwasu' octowego i obecne w wyciggach biatko bada
metodami chromatografii jonowymiennej, saczenia molekularnego, elek-
troforezy w zelu poliakrylamidowym lub wreszcie ultrawirowania ana-
litycznego. Badano takze wiasnosci immunologiczne oczyszczonych prepa-
ratow jak rdwniez ich obraz w mikroskopie elektronowym. Fakt, ze
prokolagen jest istotnie prekursorem dojrzatego kolagenu, wykazano w do-
Swiadczeniach typu znakowanie—przemieszczanie pietna. Znikanie biatka
0 sktadzie (pro al)2pro a2 w wyniku ograniczonej proteolizy nieswoistymi
proteazami lub na skutek dziatania peptydazy prokolagenowej z jedno-
czesnym pojawianiem sie biatka zbudowanego z dwoéch tancuchdéw al
1 jednego tancucha a2 réwniez Swiadczyto o zaleznosci typu prekursor—
produkt koncowy pomiedzy prokolagenem i kolagenem (10, 44). Dowodem
kolagenowego charakteru biatka prekursorowego jest jego podatnos$¢ na
trawienie kolagenazg oraz stosunek zawartosci hydroksyproliny do pro-
liny, ktéry w przypadku prokolagenu jest tylko nieznacznie nizszy niz
w przypadku kolagenu (18, 19).

1-1. Wielko$¢ czasteczki prokolagenu

Z teoretycznych zalozeh Speakmana oraz ze wstepnych badan (10, 14)
wynikato, ze czasteczka prekursora jest wieksza od czasteczki tropokola-
genu. Pierwsze dane liczbhowe dotyczace masy czasteczkowej prokolagenu
uzyskano stosujgc elektroforeze w zelu poliakrylamidowym w obecnosci
siarczanu dodecylu i uzywajac tancuchow a kolagenu jako standardu
0 znanym Rf (4). Oznaczona tg metodg masa czasteczkowa tancuchéw pre-
kursorowych tzn. fancuchéw pro a z kosci sklepienia czaszki noworodkéw
szczurzych wynosita okoto 120 000 daltonéw (20). Podobng wartosé
(125 000 daltonéw) otrzymano w przypadku tancuchdw prokolagenu izo-
lowanych metodg saczenia molekularnego ze $ciegien zarodkéw kurzych
(12). Prokolagen z zarodkowych kosci czaszki (18, 21), z fibroblastow ludz-
kich (22) jak i z wolnych od macierzy komoérek $Sciegna zarodkowego (23)
ma mase czasteczkowg od 110 000 do 125 000 daltonéw. Jedynie prokola-
W tym celu odtrawiano kolagenazg helikalng cze$¢ czasteczki prokola-
genu $rodmigzszowego, gdyz zbudowany jest z tafcuchéw o masie cza-
steczkowej okoto 140 000.

Zamiast oznacza¢ wielko$¢ catych tancuchow pro a niektdrzy autorzy
oznaczali mase czgsteczkowg odszczepialnych N-koncowych fragmentéw
peptydowych, a wiec réznice mas czasteczkowych tancuchéw pro a i a.
W tym celu odtrawiono kolagenaza helikalng cze$¢ czasteczki prokola-
genu, a pozostaty fragment nie posiadajgcy struktury potrdjnej spirali
oczyszczano metodami chromatograficznymi oznaczajgc nastepnie jego
mase czasteczkowa (25). Na podstawie wynikéw uzyskanych trzema roz-
nymi metodami obliczono, Ze wynosi ona okoto 105 000 (dane z elektro-
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forezy w zelu poliakrylamidowym w obecnosci siarczanu dodecylu)
wzglednie 75 000—80 000 daltonéw (dane otrzymane metodami sgczenia
molekularnego na Zzelach Sephadex G-100 i G-200 oraz ultrawirowania
analitycznego). Poniewaz wyizolowany fragment sktada sie z trzech pepty-
dow o podobnym sktadzie aminokwasowym i masie czgsteczkowej, masa
czasteczkowa zatem pojedyniczego peptydu wynosi 25 000—30 000 dalto-
néw. Zblizony wynik uzyskano w przypadku peptydu pro al-CBI otrzy-
manego z tancucha pro al przez rozszczepienie bromocyjanem (26). Peptyd
ten stanowi krancowg cze$¢ tancucha pro al, a jego masa czasteczkowa
(okoto 20 000) odpowiada réznicy mas czasteczkowych pro «1 i al.

Oznaczenie mas czgsteczkowych peptydow odszczepionych w czasie
przemiany prokolagenu w tropdkolagen i obecnych w pozywce hodowli
kosci sklepienia czaszki kurzego zarodka dato nizsze wyniki: znaleziono
mianowicie (27), ze masy czasteczkowe tych peptydéw wynoszg 12 000
i 18 000 daltondw.

Wreszcie ostatnia metoda, ktérg wykorzystano dla oznaczenia wiel-
kosci N-koncowych odszczepialnych fragmentéw peptydowych prokola-
genu (propeptydéw) (25), byty obserwacje w mikroskopie elektronowym
postaci SLS prokolagenu. Na podstawie oznaczenia diugosci odcinka tych
agregatow znajdujgcego sie na ich aminowym (A) kofcu, obliczono, ze
przyblizona masa czasteczkowa propeptydéw wynosi 12 000 daltonow
/taricuch (28). Tego samego rzedu sa réwniez propeptydy fancuchéw pro a
btony podstawnej soczewki. Wysoka masa czgsteczkowa tych ostatnich
wynika bowiem nie z wiekszych rozmiaréw propeptydéw, lecz z 20-krotnie
wyzszej niz w kolagenie $r6dmigzszowym zawartosci reszt cukrowco-
wych (29).

Wydaje sie zatem, ze wielko$¢ propeptydéw bez wzgledu na pochodze-
nie prokolagenu jest bardzo zblizona. Réznice w ich rozmiarach oznaczo-
nych przy pomocy réznych metod moga wynika¢ badz z czeSciowej de-
gradacji prokolagenu w czasie preparatyki (27, 30), badZz z btedow samej
metody (np. z wyboru nieodpowiednich wzorcow dla wykreslenia krzy-
wej kalibracyjnej (26)), badz wreszcie z odmiennych wiasnosci fizykoche-
micznych taricuchow pro al i pro a2 (szczegélnie wysoka ruchliwos$¢ elek-
troforetyczna pro a2 moze by¢ przyczyng zanizonych wynikéw oznaczania
jego masy czasteczkowej metodg elektroforezy w zelu poliakrylamido-
wym (21)).

Nalezy jeszcze wspomnieé, ze szereg autoréw stwierdzato istnienie roz-
puszczalnych postaci kolagenu o masie czasteczkowej wiekszej niz masa
tancuchow pro a (19, 30, 31, 32, 33). Moga to by¢ dimery pro a (19, 30) lub
ich wieksze agregaty (32). Trudno natomiast zgodzi¢ sie z pogladem (32),
ze prekursor kolagenu jest syntetyzowany i wydalany z komorki w postaci
dtugiego tancucha o masie czagsteczkowej okoto 500 000, z ktérego, po od-
powiednim zwinieciu, zostajg enzymatycznie odciete peptydy o nietypo-
wej dla kolagenu strukturze i sekwencji aminokwasowej. Z rozmiaréw
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polisoméw syntetyzujagcych kolagen wynika bowiem (34), ze mRNA tan-
cucha pro a jest monocistronowy i ze koduje on pojedyrnczy tanicuch poli-
peptydowy o masie czasteczkowej okoto 100 000 daltonéw. Ponadto wy-
kazano (2), ze synteza taficuchdw pro al i pro a2 przebiegajg rdwnoczesnie
i ze kontrolujg jg odrebne geny. Wyniki te obalajg koncepcje istnienia
jednotancuchowego prekursora kolagenu o bardzo duzej masie czastecz-
kowej. Nie mozna jednak wykluczy¢ mozliwosci, ze pierwotnie syntetyzo-
wany prekursor ma czasteczke wiekszg od tej, ktérg obecnie okre$la sie
jako prokolagen. Utrata pewnych sekwencji aminokwasowych nastepo-
wataby w trakcie izolowania wiasciwego prekursora na skutek ograniczo-
nej proteolizy (26).

1-2. Sktad aminokwasowy fancuchéw pro a; wystepowanie i rola wigzan
dwusiarczkowych

Poza stwierdzeniem, ze fibroblasty w hodowli moga syntetyzowaé
»niezwykty posta¢ natywnego kolagenu” — rozpuszczalne biatko zbudowa-
ne z tancuchdw polipeptydowych wiekszych niz tancuchy a—Layman
i wsp. (10) zaobserwowali jeszcze jeden wazny fakt. Zauwazyli oni miano-
wicie, ze dziatanie pepsyny w warunkach ograniczonej proteolizy, w kté-
rych natywna struktura potréjnej spirali nie ulega uszkodzeniu, powoduje
przemiane tego biatka w prawidtowy kolagen o skfadzie (al)a2. Podat-
nos¢ koncowego fragmentu prokolagenu na dziatanie pepsyny wskazywa-
fa, ze fragment ten rozni sie swojg strukturg pierwszorzedowg od struktu-
ry gtéwnego heliksu makroczasteczki tropokolagenu. Przypuszczano, ze
fragment ten nie zawiera regularnych trypletéw Gli-X-Y wystepujacych
w helikalnej czeséci tropokolagenu. Przypuszczenia te zostaly potwierdzone
doswiadczalnie (18, 19, 21, 26). Z zachowania sie ftancuchéw pro u w czasie
rozdziatlu na CM-celulozie wynikato, Zze majg one charakter bardziej
kwasny niz tancuchy a, gdyz wymywajg sie odpowiednio przed al i a2
(21). Oznaczenie sktadu aminokwasowego tafcuchow pro al i porownanie
go ze skiadem aj wykazato istotnie w tym pierwszym wyzsza zawartos¢
kwasu asparaginowego i glutaminowego (18). Propeptydy zawierajg tez
duzo seryny, sg bogate w izoleucyne, histydyne i tyrozyne, natomiast
ubogie w glicyne, alanine i arginine. Prolina wystepuje w znikomych ilo$-
ciach, a zupetnie brak hydroksyproliny. Wysoka zawarto§¢ aminokwaséw
polarnych w propeptydach moze by¢ jednym z powoddw dobrej rozpusz-
czalnosci prokolagenu (33).

Stwierdzono réwniez, ze w prokolagenie wystepujg dwa aminokwasy
nieobecne w kolagenie $rédmigzszowym kregowcéw — tryptofan (6, 25,
26, 28) oraz cysteina (6, 13, 18, 19, 23, 27—29, 33, 35, 36, 37). Obecnos$c¢ tej
ostatniej jest szczegllnie wazna, gdyz wskazuje na mozliwo$¢ tworzenia
sie miedzytancuchowych wigzan dwusiarczkowych. Stwierdzono istotnie
(35), ze po redukcji prokolagenu merkaptoetanolem i rozdziale na CM-ce-
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lulozie otrzymuje sie dwa szczyty biatkowe w potozeniu odpowiadajgcym
pro al i pro a2. Jezeli natomiast po redukcji przeprowadzano sgczenie
molekularne na agarozie w obecnosci siarczanu dodecylu (28), uzyskiwano
jeden szczyt biatkowy w potozeniu, w ktdrym eluujg sie tancuchy pro a.
Jesli nie przeprowadzono uprzedniej redukcji, to w czasie rozdziatu otrzy-
mywano tylko jeden szczyt odpowiadajacy biatku o masie czasteczkowej
300 000—400 000 (28). Byt to niewatpliwie prokolagen zbudowany z trzech
kowalencyjnie zwigzanych tancuchow pro a, gdyz po redukcji zawartego
w tym szczycie biatka i powtornej chromatografii stwierdzano jego ilos-
ciowg przemiane w tafncuchy pro a.

Dalszych dowoddw na istnienie miedzytancuchowych wigzan dwu-
siarczkowych w prokolagenie dostarczyty badania (19), w ktorych wyizo-
lowano z pozywki hodowli fibroblastow biatko o wiasnosciach kolagenu,
lecz 0o masie czasteczkowej 250 000 daltonéw. Saczenie molekularne po
przeprowadzeniu redukcji tego materiatu wykazato, ze jest to dimer pro a
potagczony wigzaniem dwusiarczkowym. W analogicznych doswiadczeniach
stwierdzono ponad (22), ze obecny w pozywce trimer ma sktad (pro al)2
pro <&, gdyz po redukcji komponenty te pojawiaty sie w stosunku 2:1.

Dalsze badania pozwolity na zidentyfikowanie miedzytaricuchowych
wigzan dwusiarczkowych w nowopowstatym kolagenie kosci zarodka ku-
rzego (36, 37), diploidalnych fibroblastéw ludzkich (13, 25), chrzastki (6),
btony podstawnej soczewki (29) i $ciegna (38, 39) zarodkéw kurzych. Pro-
peptydy prokolagenu chrzgstki, ktory zbudowany jest z trzech identycz-
nych tafcuchéw pro al majg unikalny uktad prazkow w obrazie mikros-
kopowo-elektronowym, co $wiadczy o ich swoistej sekwencji aminokwa-
sowej. S

Z przytoczonych prac wynika, ze we wszystkich typach tancuchow
pro a niezaleznie od tkanki, z ktérej je wyodrebniono, wystepuja reszty
cysteinowe. Wykazano réwniez, ze wszystkie nowopowstate tancuchy pro a
z wyjatkiem tancuchdw prokolagenu btony podstawnej taczg sie wkrotce
po ukonczeniu ich syntezy tworzac czasteczke o sktadzie (pro al)3 (proko-
lagen chrzastki) lub (pro al)2pro a2 (pozostate rodzaje prokolagenu), sta-
bilizowang mostkami dwusiarczkowymi (13, 16, 38, 39). Wigzania dwu-
siarczkowe pomiedzy tancuchami prokolagenu interstycjalnego powstaja
jeszcze na szorstkim retikulum endoplazmatycznym, podczas gdy w pro-
kolagenie btony podstawnej wigzania takie tworza sie tuz przed wydale-
niem prekursorowej czasteczki z komdrki (29). Nie wiadomo dotad, czy
powstawanie wigzan dwusiarczkowych jest procesem enzymatycznym, czy
tez przebiega spontanicznie. W kazdym razie wedtug wiekszoSci autorow
poprzedza ono i ufatwia powstanie potrojnej spirali, a wiec tej konfor-
macji czasteczki, ktéra warunkuje wydzielanie prokolagenu z komdrki
z prawidtowg szybkoscig (13, 16, 38, 39). Tylko w jednym przypadku (37)
przypisywano wigzaniom dwusiarczkowym jedynie role czynnika porzad-
kujacego i stabilizujgcego juz istniejgcg prawidtowg strukture czgsteczki.
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Nie zostato stwierdzone z calg pewnoscia, czy liczba reszt cysterno-
wych jest taka sama w pro al i pro a2. Na og6t uwaza sie, ze pro a2zawiera
tylko jedng reszte cysteinowa. Jest to jednak byé moze spowodowane fak-
tem, ze wigzania dwusiarczkowe }gczace tancuch pro a2 z pozostatymi
tancuchami sg potozone blizej aminowego konca czgsteczki, wskutek czego
tatwiej ulegaja proteolizie podczas ekstrakcji prokolagenu z tkanki (36).
Nie jest rowniez wykluczone, ze reszty cysteinowe wystepujagce w pro-
peptydach sg zaangazowane w tworzeniu mostkow dwusiarczkowych z nie-
kolagenowymi biatkami (26).

1-3. Wiasnos$ci immunologiczne prokolagenu

tancuchy pro a zawierajg okoto 7 reszt tyrozynowych, podczas gdy
w tancuchach a jest ich tylko 2 (18). Pozwala to przypuszczacé, ze prokola-
gen posiada swoiste determinanty antygenowe, ktérych brak w kolagenie
i z2 w poréwnaniu z tym ostatnim wykazuje wiekszg immunogennos¢.
Przypuszczenia te zostalty potwierdzone w doswiadczeniach (40), w kté-
rych badano wiasnosci immunologiczne tahAcucha pro al oraz peptydu
pro al-CBI i pordwnywano je z tego punktu widzenia z tancuchami al. Jak
wiadomo, zasadnicze determinanty antygenowe kolagenu znajdujg sie na
telopeptydach * krdtkich sekwencjach aminokwasowych potozonych na
aminowych i karboksylowych koncach czasteczek i nie posiadajgcych
struktury spirali. Zasadniczy trzon czasteczki jest bardzo stabym anty-
genem, a powtarzalno$¢ sekwencji aminokwasowych w tej czesci czastecz-
ki i ich podobienstwo w kolagenach rozmaitych tkanek réznych kregow-
cow jest przyczyng braku gatunkowej swoisto$ci antygenowej.

Bogate w tyrozyne N-kohcowe fragmenty peptydowe prokolagenu od-
powiadaja za aktywno$¢ antygenowg tego biatka. Stwierdzono (40), ze
przeciwciata wystepujace w surowicy przeciw tafcuchom pro al sg skie-
rowane swoiscie przeciw peptydom aminowych koricow tafcuchéw pro-
kolagenu. Wykazano to czutymi badaniami radioimmunologicznymi (testem
hamowania precypitacji oraz testem podwdjnej dyfuzji). Okazato sie, ze
taka surowica daje linie precypitacyjne nie tylko z faincuchami pro al,
lecz rownie z peptydami pro al-CBI oraz pro al-CBI-Koll (peptydem
otrzymanym z pro al-CBI przez trawienie kolagenazg i zawierajgcym
reszte cysteinowg), natomiast nie reaguje z tahcuchami a® Wyniki te
Swiadcza, ze reakcji nie wywotujg przeciwciata skierowane przeciw deter-
minantom umiejscowionym na czesSci tancucha wspdinej dla pro al i al.
Fakt ten bedzie mozng wykorzysta¢ dla Sledzenia przy pomocy znakowa-
nych przeciwciat zmian wewnatrzkomorkowej lokalizacji prokolagenu
podczas procesu biosyntezy oraz dla iloSciowego oznaczania prokolagenu
w obecnosci kolagenu. Stwierdzono rowniez (41), ze przeciwciata skiero-

* nazwa obecnie wychodzgca z uzycia.
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wane przeciw prokolagenowi nie dajg linii precypitacyjnych ani z dime-
rem pro «1 (przypuszczalnie na skutek niedostepnosci zasadniczych deter-
minant antygenowych), ani z tafcuchami pozbawionymi w znacznej czesci
propeptydowych przedtuzen.

Badania witasnos$ci immunochemicznych kolagenu ze skéry bydta cho-
rego na dermatosparaktoze (kolagen ten, najprawdopodobniej identyczny
z prokolagenem, zostanie omoéwiony w rozdziale V) wykazaty (42), ze
i wtym przypadku aktywnos$¢ serologiczna zlokalizowana jest na N-kon-
cowym peptydzie o masie czgsteczkowej okoto 20 000. Redukcja w pota-
czeniu z alkilacjg catkowicie znosi czynno$¢ antygenowag tego peptydu, co
wskazuje na istotng role jego konformacji dla wiasnosci immunologicz-
nych czasteczki. Natomiast trawienie kolagenaza lub ograniczona proteo-
liza trypsyna wzglednie chymotrypsyna nie powoduje utraty aktywnosci,
gdyz w tych warunkach zasadnicze determinanty antygenowe nie ulegajg
zniszczeniu pozostajgc na odtrawionym w catoSci propeptydzie.

Badania wtasnos$ci antygenowych kolagenu dermatosparaktycznego wy-
kazato rowniez, ze jego podjednostki, ktére odpowiadatyby tahncuchom
pro al i pro a2 maja zblizona, lecz nie identyczng strukture antygenowa.
Sugerowatoby to, ze skiad i budowa chemiczna propeptydéw wystepuja-

®cych w tych tancuchach roznig sie od siebie.

Il. Przemiana prokolagenu w tropokolagen; peptydaza prokolagenowa

Przypuszczenie, ze przemiana prokolagenu po wydzieleniu go z komér-
ki ma charakter enzymatyczny (10), znalazto potwierdzenie w pracach
szeregu autoréw (4, 12, 23, 28, 31, 35, 36, 37, 39), ktérzy w dosSwiadcze-
niach symulujgcych przebieg tego procesu in vivo stwierdzili, ze pod
wptywem nieswoistych proteaz takich jak pepsyna czy chymotrypsyna
prokolagen ulega przeksztatceniu w tropokolagen. Wydawato sie jednak
prawdopodobne, ze reakcje odszczepiania propeptydow katalizuje swoista
peptydaza, czynna w $rodowisku obojetnym i wytwarzana in situ w tkan-
kach, w ktorych zachodzi biosynteza kolagenu. Istnienia takiego enzymu
dowiodty prace (43) prowadzone na kolagenie z tkanek bydta chorego na
dermatosparaktoze. Ta jednostka chorobowa, ktdra zostanie szerzej omé-
wiona w rozdziale dotyczacym zaburzen przemiany kolagenu, jest wro-
dzonym btedem metabolicznym polegajgcym na catkowitym braku w sko-
rze chorych zwierzat aktywnos$ci swoistej peptydazy nazwanej pepty-
dazg prokolagenowg. Minimalng czynno$¢ tego enzymu stwierdzono
w Sciegnie, ptucu, chrzastce i aorcie chorego bydta, a wiec w tych tkan-
kach, w ktérych normalnie sie go wykrywa. Czynnos¢ peptydazy proko-
lagenowej wystepuje niezaleznie od obecnej w wyciggach tkankowych
aktywnosci kolageno- i kazeinolitycznej. Otrzymany po raz pierwszy
z tkanek (przede wszystkim ze skory) zdrowego bydta (43) enzym ten jest
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obojetng proteazg o optimum pH 7,0—7,5. Jest on nieodwracalnie hamo-
wany w pH ponizej 50, a odwracalnie — przez EDTA i merkaptoetanol.
PézZniejsze prace (44) wykazaly, ze peptydaza prokolagenowa jest rowniez
czesciowo hamowana przez glutation, benzoesan p-hydroksyrteciowy oraz
Mn2+ i Mg2+.

Wykazano rowniez obecno$¢ peptydazy prokolagenowej w tkankach
innych kregowcdw (20, 45) a enzym ze Sciegien cielgt zostal oczyszczony
(44). Stwierdzono, ze surowica hamuje aktywno$¢ peptydazy, ze enzym nie
powoduje rozerwania wewngatrzczasteczkowych wigzan krzyzowych w ko-
lagenie oraz ze enzymatyczna przemiana prokolagenu w tropokolagen za-
chodzi niezaleznie od tego, czy biosynteza biatka jest zahamowana, czy
nie (20). Badania nad wytwarzaniem i wydzielaniem peptydazy prokola-
genowej przez fibroblasty w hodowli (45) wykazaty ponadto, ze czynnosé
peptydazowa wystepuje prawie wytgcznie w pozywce, w ktorej pojawia
sie dopiero pod koniec logarytmicznej fazy wzrostu komérek, by¢é moze
na skutek aktywacji zymogenowej postaci enzymu syntetyzowanej w okre-
sie szybkiej proliferacji komérkowej. W komorkach wytwarzajagcych pro-
kolagen nie stwierdzano obecnos$ci peptydazy (13, 46), co moze ttumaczy¢
brak wewnatrzkomdrkowej konwersji prokolagenu. Uwaza sie (45), ze
w tkankach prekursor ulega szybkiej przemianie w tropokolagen i ze wy-
krycie go w pozywce jest mozliwe jedynie dzieki temu, ze proces ten
jest znacznie wolniejszy in vitro z powodu dyfuzji i rozciefczenia enzymu
w duzej objetosci pozywki. Jednakze i w tych warunkach znajdowano
w pozywce (19, 22) oprocz biatek odpowiadajgcych dimerom i trimerom
pro a czasteczki monomeru mniej lub bardziej skrécone z N-kornca i nie
posiadajgce juz mostkow dwusiarczkowych. Wyniki te wskazujg, ze po-
zakomodrkowo zachodzi stopniowe odszczepienie dodatkowych sekwencji
aminokwasowych, z ktérych utworzone sg propeptydy. Moga tu dziataé
oprécz peptydazy prokolagenowej jeszcze inne niezidentyfikowane dotgd
proteazy, gdyz stwierdzono (44), ze oczyszczona peptydaza, wysoce swoista
dla natywnego prokolagenu, odcina propeptydy w catosci. W kazdym razie
mechanizm przemiany prokolagenu w tropokolagen nie jest catkowicie
wyjasniony i szereg autorow (13, 19, 22, 36, 47) uwaza, ze jest to proces
co najmniej dwuetapowy.

Elektroforeza w zelu poliakrylamidowym w obecnos$ci siarczanu do-
decylu wykazata, ze oczyszczony preparat peptydazy prokolagenowej nie
jest jednorodny, lecz ze wystepuja w nim dwa rodzaje czasteczek (przy-
puszczalnie monomer i dimer) o masie czgsteczkowej odpowiednio 70 000
i 140 000. Obie postacie sg czynne katalitycznie i nie zdotano stwierdzic¢
réznic w ich swoistosci substratowej (44).

Wrazliwo$é enzymu na pH S$rodowiska pozwolita zrozumieé, dlaczego
przez ekstrakcje tkanek kwasnymi roztworami uzyskiwano prokolagen,
podczas gdy w wyciggach obojetnych wykrywano jedynie tropokolagen:
ekstrahujgca sie jednoczes$nie z tkanek peptydaza prokolagenowa kata-



[11] PROKOLAGEN 13

lizowata bowiem w obojetnym Srodowisku przemiane postaci prekursoro-
wej w tropokolagen, natomiast w pH nizszym niz 5,0 ulegata nieodwracal-
nemu zahamowaniu.

Czesciowo odmienny poglad na mechanizm przemiany prokolagenu
w tropokolagen, reprezentowany przez grupe Veisa, zostanie omdéwiony
w rozdziale IV.

I11. Wiasnosci prokolagenu uniemozliwiajgce wewnagtrzkomdrkowe
tworzenie sie wiokien

W poprzednich rozdziatach omowiono role propeptydow jako czyn-
nika ulatwiajgcego wiasciwe ustawienie sie tancuchow pro a wzgledem
siebie i tym samym przyspieszajagcego tworzenie sie czasteczki o natyw-
nej konformacji potrojnej spirali. Wspomniano réwniez o roli prokola-
genu jako rozpuszczalnej postaci, w ktorej powstate w komorce biatko
jest wydzielane do $rodowiska pozakomérkowego. Pozostajg jeszcze do
omowienia wtasnosci prokolagenu uniemozliwiajgce wewngtrzkomorkowg
fibrylogeneze. Powstanie widkien z prokolagenu jest niemozliwe, jak sie
wydaje, wskutek istnienia sterycznej przeszkody, jaka okoto 200-amino-
kwasowe propeptydy stanowia dla ustawienia czasteczek w konfiguracji
quarter-stagger. (przesuniecie o 1/4 dtugosci) (48). By¢ moze odgrywa tu
role réwniez fakt wiekszej elektroujemnosci prokolagenu w poréwnaniu
z tropokolagenem (48). Istnieje tu wyrazna analogia do fibrynogenu, roz-
puszczalnego prekursora fibryny, ktorej widkna tworzg sie dopiero po
odtrawieniu przez trombine fibrynopeptydéw z aminowego konica fancu-
chow fibrynogenu.

OdpowiedZ na pytanie, dlaczego prokolagen nie jest zdolny do agre-
gacji w normalne wtdkna o uporzadkowanej strukturze stanowig badania
(49) nad wptywem propeptydéw na tworzenie sie miedzyczasteczkowych
wigzan poprzecznych. Poniewaz zahamowanie powstawania takich wigzan
jest przyczyng powstawania nieprawidtowych wiékien kolagenowych
w latyryzmie, mozna byto przypuszczac, ze tworzenie sie miedzyczastecz-
kowych wigzan pomiedzy molekutami prokolagenu jest rowniez uposle-
dzone. W badaniach wit6kien kolagenu dermatosparaktycznego stwierdzo-
no istotnie, ze wigzania aldiminowe (typu zasady Schiffa) wystepujg w nich
w znacznie zmniejszonej liczbie. Powstawanie natomiast wigzan wewnatrz-
czasteczkowych typu aldolowego (produkt kondensacji dwdch reszt <5-se-
mialdehydu kwasu oc-aminoadypinowego) nie ulega zaktdceniu (50). Fakty
te Swiadczg o tym, ze niewtasciwe ustawienie przestrzenne prekursorow
wewnatrzczasteczkowych wigzan aldolowych w stosunku do grup amino-
wych lub innych reaktywnych reszt w fafncuchach sgsiednich czasteczek
hamuje powstawanie miedzyczgsteczkowych wigzan krzyzowych i jest
przyczyna tworzenia sie nieregularnych, wstazkowatych witokien. O tym,
ze istotnie obecno$é propeptydéw jest przyczyng zaburzen w strukturze
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widkien Swiadczy fakt, ze po inkubacji prokolagenu z peptydaza prokola-
genowg obraz odtworzonych wibkien obserwowany w mikroskopie elek-
tronowym jest prawidtowy. Ponadto analiza takich wiékien po redukcji
trytowanym borowodorkiem sodu wskazuje na prawidtowy pod wzgledem
ilosciowym i jakoSciowym skiad wigzan poprzecznych.

IV. ,,Ciezki tropokolagen” — bezposredni prekursor tropokolagenu?

Hipoteza Speakmana dotyczyta przede wszystkim roli N-korncowych
propeptydéw w powstawaniu czgsteczki prokolagenu i tropokolagenu, na-
tomiast zjawisko tworzenia sie wiokien zostato w niej potraktowane po-
bieznie. Przypuszczalny mechanizm tego procesu zostat zaproponowany
p6zniej przez grupe Veisa (51, 52, 53) na podstawie obserwacji, ze
w skoOrze dorostego bydta i szczuréw obecny jest rozpuszczalny w kwasach
kolagen, zbudowany z faricuchéw o masie czasteczkowej okoto 110 000
daltonéw. tancuchy te nazwano (a)h w odréznieniu od wystepuja-
cych rownolegle taAcuchéw (a)h ktore sg identyczne z normalnymi
tancuchami a™* ,Ciezkie” tancuchy r6znia sie w istotny sposéb od nor-
malnych sktadem aminokwasowym: zawierajg wiecej tyrozyny, histydy-
ny i seryny, a mniej proliny, hydroksyproliny i metioniny; natomiast
podobnie jak w normalnych tancuchach nie wystepuje w nich cysteina.
Kolagen zbudowany z ciezkich tafcuchow in vitro tatwo renaturuje i two-
rzy wiokna typu natywnego. W warunkach, w ktérych normalny tropoko-
lagen tworzy agregaty monomerycznych czgsteczek spolimeryzowane ,,bok
do boku”, czyli tak zwane postaci SLS, z ,ciezkiego tropokolagenu” po-
wstajg cienkie nitkowate struktury wskazujgce na to, ze agregacja zachodzi
sposobem ,koniec do konca”. Niewielka liczba utworzonych postaci SLS
posiada dodatkowe odcinki o dtugosci okoto 170A potozone na aminowym
koncu agregatow. Wydaje sie, ze dodatkowe odcinki peptydowe pomagaja
w odpowiednim ustawieniu monomerycznych czasteczek w mikrofibryle
charakterystyczne dla wtdkien natywnego kolagenu (53).

Znakowanie impulsowe in vivo wykazato, ze tancuchy (a)h sg prekur-
sorami tancuchow (a)t (51). W odrdznieniu od tancuchow pro a ,ciezkie”
tancuchy mozna wykrywac¢ nie tylko metodami izotopowymi, lecz réwniez
zwyktymi metodami chromatograficznymi, co Swiadczy o wolnym i nie-
zupetlnym przejsciu (a)hw (a)j. Fakt, ze ,ciezkie” tancuchy sg duzo mniej-
sze od pro a sugeruje, ze zbudowany z nich ,ciezki tropokolagen” jest
zwigzkiem posrednim pomiedzy prokolagenem i tropokolagenem (51). Wy-
stepujace w (cthh dodatkowe odcinki peptydowe spetniatyby wiec podobng
role w fibrylogenezie, jak propeptydy w powstawaniu czgsteczki proko-
lagenu: miatyby one utatwi¢ prawidtowe ustawienie sie monomerycznych

* h onzacza heavy — ,ciezki”, 1— light — ,lekki”.
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czasteczek wzgledem siebie umozliwiajgc szybsze powstanie mikrofibryli
i ich nastepng agregacje we widkna. Wigzaniami stabilizujgcymi agregaty
sq przypuszczalnie wigzania typu zasady Schiffa, gdyz ulegajg one rozer-
waniu pod wptywem podwyzszonej temperatury lub pod dziataniem mocz-
nika (52).

Proces przemiany prokolagenu w tropokolagen wedtug koncepcji grupy
Veisa przebiega zatem w nastepujacy sposéb (Schemat 2):

Prokolagen

peptydaza
prokolagenowa

,Ciezki tropokolagen”

proteaza?

Wi6kna kolagenowe
zbudowane z tropokolagenu
I ,ciezkiego tropokolagenu”

proteaza

Witokna kolagenowe
zbudowane
z tropokolagenu

Schemat 2. Przebieg przemiany prokolagenu w tropokolagen wg Veisa i wsp. (51).

»Diugo zyjacy” ciezki tropokolagen, powstaly z prokolagenu w prze-
strzeni miedzykomorkowej w reakcji katalizowanej przez peptydaze pro-
kolagenowag, jest nastepnie wbhudowywany do nierozpuszczalnych wiékien,
a odszczepienie zbednych sekwencji aminokwasowych taricuchéw (a)h na-
stepuje podczas lub po utworzeniu sie wiokien (51).

V. Zaburzenia przemiany prokolagenu w tropokolagen

Prawidtowy przebieg przemiany postaci prekursorowej w tropokolagen
prowadzi do powstawania i odktadania sie w przestrzeni miedzykomor-
kowej normalnych widkien kolagenowych. Pierwszym przyktadem wy-
stepowania in vivo zaburzen procesu przemiany prokolagenu byto scho-



16 A. MAZANOWSKA [14]

rzenie tkanki tgcznej, stwierdzone u niektérych sztuk bydta pochodzgcego
z chowu wsobnego i charakteryzujgce sie ogromng podatnoscig skory na
rozerwania (54); stad nazwa tego schorzenia — dermatosparaktoza. Choro-
ba ta, przenoszona dziedzicznie charakteryzuje sie wystepowaniem w tkan-
kach, a zwitaszcza w skorze, kolagenu niezdolnego do tworzenia normal-
nych wibdkien (48, 49, 55), a zbudowanego z tancuchéw o wiekszej masie
czasteczkowej niz masa tancuchow a (56). Lancuchy te nazwano p-al
i p-a2. Doktadniejsze badania obejmujace oznaczenie sktadu aminokwa-
sowego tych fancuchdw, ich zachowanie si¢ podczas rozdziatu na zywicach
jonowymiennych i podczas sgczenia molekularnego, przebieg polimery-
zacji i depolimeryzacji cieplnej kolagenu dermatosparaktycznego i elek-
troforezy w zelu poliakrylamidowym oraz obserwacje w mikroskopie elek-
tronowym wykazaly, ze tancuchy p-al i p-a2 sg identyczne lub rdznig
sie tylko nieznacznie od taficuchéw pro al i pro a2 (56). Oznaczatoby to,
ze zaburzenie nie dotyczy syntezy tancuchéw, lecz wystepuje ono na eta-
pie konwersji, a zatem jest skutkiem defektu enzymatycznego. Istotnie,
jak stwierdzono nastepnie (43), tkanki chorego bydta nie produkuja wcale
peptydazy prokolagenowej, lub produkujg tylko jej znikome ilosci, co
powoduje nagromadzenie sie prokolagenu.

Kolagen dermatosparaktyczny in vitro polimeryzuje, lecz wolniej
i W mniejszym stopniu, a utworzone zele sg mniej trwate od normalnych
(56). Nieprawidtowa polimeryzacja i depolimeryzacja oraz fakt, ze wy-
dajnos$¢ otrzymywanego kolagenu dermatosparaktycznego jest nizsza pod-
czas ekstrakcji niz normalnego kolagenu moze wynika¢ z nadmiernej za-
wartosci mukopolisacharydéw w skérze chorego bydia (57). Obecnosé
prawidtowego kolagenu w tkankach dermatosparaktycznego bydta ttu-
maczy sie wolnym dziataniem nieswoistych proteaz na posta¢ prekursoro-
w3 (56).

W hodowli wyselekcjonowanej linii komdérkowej fibroblastéow CD ze
skdry chorego bydta stwierdzono obecno$¢ nawet dwoch réznych typow
prokolagenu (47). Wynikatoby stad, ze komdrki te mogag rdwnoczesnie
produkowa¢ prokolagen o czasteczce ztozonej z trzech identycznych
tarnicuchéw pro alj oraz biatko o skiadzie (pro al)2 pro a2. Po redukcji
ditiotreitolem w pozywce stwierdzono réwniez obecno$¢ wiekszych po-
lipeptydow o masie czasteczkowej okoto 150 000. Sadzi sie (47), ze sg; to
weczesniejsze od pro a tancuchy prekursorowe. Catkowity brak w pozywce
tancuchdéw a Swiadczy o tym, ze fibroblasty CD, podobnie jak fibroblasty
ludzkie L-929 (46) i pozbawione macierzy komaérki embrionalnego $ciegna
(23), nie produkuja peptydazy prokolagenowej.

Schorzenia tkanki tgcznej wywotane niskg czynnoscia, lub catkowitym
brakiem czynnosci peptydazy prokolagenowej stwierdzono nie tylko
u bydta i owiec (58) lecz i u ludzi. Zaobserwowano mianowicie (58) obec-
nos$¢ prokolagenu w wyciggach ze skory i $ciegna chorych na pewng postaé
zespotu Ehlersa-Danlosa (typ VII). Choroba ta objawia sie nadmierng ru-
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chliwo$cig stawdéw potgczong ze sktonno$cig do zwichnie¢ (zwiaszcza sta-
wow biodrowych) oraz rozciagliwoscig i wyjatkowa miekkoscig skory.
Choroba ta jest dziedziczna. Wyniki badan $Swiadczg (58), ze przyczyna
nagromadzenia sie prokolagenu w tkankach jest zaburzenie jego prze-
miany w kolagen, w konsekwencji 6—10-krotnie obnizonej aktywnosci
peptydazy prokolagenowej. Poniewaz jednocze$nie stwierdzono zwieksze-
nie szybkosci syntezy biatek kolagenowych, sadzi sie (58), ze dodatkowa
funkcjg propeptydéw, juz po ich odszczepieniu przez peptydaze, moze
by¢ regulacja procesu biosyntezy tancuchow prokolagenu.

V1. Uwagi korncowe

Zgromadzone dotychczas wiadomosci na temat prokolagenu pozwalajg
w zasadzie na wyjasnienie procesu powstawania monomerycznych cza-
steczek tropokolagenowych oraz ich polimeryzacje we witokna. Schemat 3
ilustruje poglady wiekszo$ci autorow na przebieg tych proceséw. Potwier-

Rozpuszczalny prokolagen

W
P_tyn i Peptydaza 1J Peptydaza 3
miedzykomorkowy
Nierozpuszczalne n/tékna
Warstwa C kolagenowe

komérkom

Schemat 3. Wewnatrzkomérkowa biosynteza prokolagenu i jego pozakomoérkowa
przemiana w tropokolagen oraz dalsza agregacja we wtdékna wg G old -
berga i Sherra (13).

dzenie przedstawionej kolejnosci wydarzen uzyskano badajgc metoda auto-
radiografii biosynteze kolagenu w odontoblastach (59). Metoda ta pozwolita
rowniez na zlokalizowanie poszczeg6lnych etapdw wewngtrzkomaérkowej
biosyntezy prokolagenu i pozakomorkowej polimeryzacji widkien kola-
genowych, jednakze to zagadnienie, omdwione szczegétowo w oddzielnym
artykule (60), zostato tutaj pominiete.

2 Postepy Biochemii
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Mimo ze zasadnicza rola propeptydow w tworzeniu sie czgsteczek tro-
pokolagenu i ich agregacji we wiokna nie ulega obecnie watpliwosci, ist-
nieje nadal kilka kwestii wymagajgcych ostatecznego wyjasnienia. Nalezg
do nich miedzy innymi: wielko$¢ pierwotnego tancucha prekursorowego,
mechanizm powstawania wigzan dwusiarczkowych oraz mechanizm enzy-
matycznej degradacji prokolagenu do tropokolagenu. Nie jest wykluczone,
ze szybko$é i droga przemiany prekursora in vivo w roznych tkankach
jest nieidentyczna, co moze by¢ zwigzane z ré6znym poziomem aktywnosci
peptydazy'prokolagenowej. W stanach patologicznych, gdy czynno$¢ tego
enzymu jest bardzo niska lub niewykrywalna, nagromadzenie sie postaci
prekursorowej w tkance pocigga za soba zmiany jej mechanicznych wias-
nosci dajgc w efekcie wyrazne objawy chorobowe.

Artykut nadszedt 4.6.1974, po rewizji autorskiej otrzymano 5.9.1974.
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ANDRZEJ SAWARYN *

Znaczniki spinowe i ich zastosowanie w badaniach biochemicznych

Spin—Labels and their Application in Biochemical Investigation

W ostatnich latach do badahn makroczasteczkowych i struktur komér-
kowych zostata wprowadzona nowa technika znacznikéw spinowych. W ro-
ku 1965 Ohnishi i McConnell (l)po raz pierwszy przytgczyli
do makroczasteczki stabilny rodnik syntetyczny w celu otrzymania in-
formacji o strukturze tej makroczasteczki. Od tego czasu obserwuje
sie coraz szerszy rozw0j zastosowan techniki znacznikéw spinowych szcze-
gblnie w badaniach struktury biatek i bton.

Technika znacznikéw spinowych opiera sie na zjawisku elektronowego
rezonansu paramagnetycznego (EPR), ktére zostato odkryte stosunkowo
niedawno, bo w roku 1945 przez Zawojskiego (2). Sam elektronowy
rezonans paramagnetyczny znalazt liczne zastosowanie w badaniach bio-
chemicznych wszedzie tam gdzie mamy £lo czynienia z substancjami para-
magnetycznymi. Przede wszystkim elektronowy rezonans paramagnetycz-
ny zastosowano do badania procesow, w ktérych jako metabolity posred-
nie wystepuja rodniki krétkozyjace (fotosynteza) lub stosunkowo diugo-
zyjace (kancerogeneza). Na podstawie widma EPR mozna wnioskowaé
0 typie substancji uczestniczagcych w tych procesach, jak réwniez badaé
kinetyke procesu (3, 4). Rodniki krétkozyjagce mogg by¢ tez indukowane
sztucznie przez naswietlanie substancji promieniami X lub UV. Kinetyka
zaniku takich rodnikéw zalezy od zawartosci struktur helikalnych w ma-
kroczgsteczce (5). Elektronowy rezonans paramagnetyczny zastosowano
rbwniez do badania makroczasteczek zawierajgcych w swej strukturze
metale paramagnetyczne — np. hemoglobina (6), czy tez makroczasteczek
tatwo kompleksujgcych z metalami paramagnetycznymi— na przykiad
DNA (7). Technika znacznikdw spinowych stanowi dalsze, bardziej wy-
szukane, zastosowanie elektronowego rezonansu paramagnetycznego w ba-
daniach biochemicznych, ktére pojawito sie z chwilg zsyntetyzowania

*Dr, Zaktad Immunochemii, Instytut Immunologii i Terapii DosSwiadczalnej
PAN, ul. Chaltbinskiego 4, 50—368 Wroctaw.

Stosowane skroty:
EPR —elektronowy rezonans paramagnetyczny; DNP — dwunitrofenyl.
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stabilnych rodnikow. W technice tej stabilne syntetyczne rodniki, zwane
znacznikami spinowymi, przytgcza sie do makroczasteczki. Dzieki witas-
ciwosSciom paramagnetycznym znacznika spinowego badana czasteczka
daje charakterystyczne widmo EPR. Ksztalt i potozenie widma znacznika
spinowego silnie zalezy od jego najblizszego otoczenia. Jezeli makrocza-
steczka nie podlega zadnym procesom (badania statyczne) to na podstawie
widma EPR mozna okresli¢ ksztalt, dostepnos¢ i hydrofobowo$¢ mikro-
otoczenia w miejscu przytgczenia znacznika spinowego. Jezeli natomiast
makroczasteczka znaczona spinowo podlega jakim$ procesom (badania dy-
namiczne) to na podstawie widma EPR mozliwe jest badanie kinetyki tego
procesu oraz efektéw transglobularnych, to jest zmian jakie zachodzg
w wyniku tego procesu w réznych fragmentach makroczasteczki.

Technika znacznikéw spinowych posiada przede wszystkim dwie ko-
rzystne cechy. Pozwala badaé strukture fragmentéw makroczasteczki
(mikrosrodowisko) oraz lokalne zmiany konformacyjne niezaleznie od
struktury reszty czasteczki. Dotychczasowe metody pozwalaty jedynie na
badanie struktury catosci makroczasteczki i obserwowanie sumarycznych
zmian konformacyjnych. Druga korzystng cechg jest mozliwo$¢ badania
probek w dowolnej postaci: proszkéw, cieczy, roztworéw przejrzystych
lub tez silnie metnych itp., co w innych metodach stanowito powazng prze-
szkode. Godny uwagi jest rowniez brak interferencji innych substancji.
Nieparamagnetyczne skiladniki roztworu nie majg bezposredniego wpty-
wu na obserwowane widmo probki poniewaz nie dajg wlasnego widma
EPR. Znacznik spinowy ma charakter specyficznej grupy reporterowej
podobnie jak znaczniki fluorescencyjne czy radioaktywne. Widma EPR
otrzymuje sie przy pomocy radiospektrometréw elektronowego rezonansu
paramagnetycznego. Czuto$¢ wspdtczesnych radiospektrometrow pozwala
wykry¢ do 10-13 mola znacznika na prébke. Praktycznie badania prowadzi
sie przy stezeniach 10~0 mola znacznika na prébke, a dla silnie unieru-
chomionych znacznikéw nalezy stosowac stezenia rzedu 10-6 mola znacz-
nika na prébke. Technika ta zatem jest bardzo czuta i ustepuje jedynie
technikom fluorescencyjnym.

Technika znacznikow spinowych posiada réwniez pewne wady. Jak
wiekszos¢ technik wykorzystujagcych wprowadzanie znacznikéw powstaje
problem zaburzen struktury spowodowanych obecnoscig znacznika. Przy-
tagczenie rodnika jednak nastepuje na ogdt poprzez odcinek taincucha we-
glowego o réznej diugosci i dos¢ znacznej swobodzie rotacji, znacznik za-
tem nie musi wywotywac zmian istniejgcej struktury a sam raczej ustawia
sie w najkorzystniejszy sposob. Nie bez znaczenia jest tu réwniez jego
obojetny charakter. W badaniach bton biologicznych stwierdzono réw-
niez, ze spinowa pochodna stearynianu (12-doksylostearynian) jest biosyn-
tetycznie wigczana w strukture tak, jak normalny stearynian (8). Mozna
zatem sadzi¢, ze znaczniki spinowe nie wprowadzajg zadnych zmian
w strukturze do ktérej sg przytgczane albo zmiany te sg niewielkie.
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Istotny problem stanowi tez reaktywno$¢ znacznikéw spinowych. Uwa-
zane sg one za stabilne i niereaktywne (dzieki ugrupowaniu czterometylo-
wemu). Jednakze w prdbach biologicznych obserwuje sie czasami zanik
widma (9). Szerokie zastosowanie znacznik6éw spinowych w badaniach bio-
chemicznych wskazuje jednak na duze znaczenie informacji uzyskiwa-
nych tg technikag. Niewiele, jak dotad, opublikowano prac przegladowych
dotyczacych techniki znacznikéw spinowych. Ogélny przeglad tej techniki
stanowi praca McConnella i McFarrland (10). Obszerna mo-
nografia Jost i wsp. (9 omawia zastosowania znacznikéw spinowych
w badaniach bton. Celem niniejszego przegladu jest przedstawienie pod-
staw zjawiska elektronowego rezonansu paramagnetycznego, metod ana-
lizy widm stosowanych w badaniach biochemicznych oraz zilustrowanie
najwazniejszych zastosowan tej techniki.

I. Podstawy elektronowego rezonansu paramagnetycznego

1-1. Ogolny opis

Opis zjawiska EPR mozna znalez¢ w prawie kazdym podreczniku metod
fizyko-chemicznych. Dostepne sg tez liczne, specjalistyczne monografie
na réznym poziomie zaawansowania (11, 12, 13). Obszerny rozdziat do-
tyczacy EPR znajduje sie w ksigzce Stankowskiego i Graji
(14). Niniejszy rozdziat jest krdtkim wprowadzeniem w zagadnienia elek-
tronowego rezonansu paramagnetycznego.

Dla petnego kwantowo-mechanicznego opisu elektronu potrzebna jest
wielko$¢ zwana spinem, nie posiadajagca zadnego odpowiednika w mecha-
nice klasycznej. Sktadowa spinu wzdtuz osi z ze wzgledu na wartosci wias-
ne spinu elektronu moze przyjmowac¢ wartosci Ms= + 1/2. Z liczbg kwan-
towg Ms zwigzany jest moment magnetyczny elektronu me, ktérego skia-
dowa z moze przyjmowa¢ dwie wartosci zgodnie ze wzorem

= -M gfp
gdzie g — wspdtczynnik rozszczepienia spektroskopowego
|3 — magneton Bohra
Przy braku zewnetrznego pola magnetycznego oba stany spinowe sg zwy-
rodniate, to znaczy posiadajg jednakowg energie. Po natozeniu pola mag-
netycznego H zwyrodnienie znika (zjawisko Zeemana) a rdznica miedzy
energetycznymi poziomami obu stanéw spinowych wynosi:
[1] E2—Ej = g|3H
Przej$cia z jednego poziomu zeemanowskiego na drugi nastepujg wtedy
gdy ukiad poddawany jest dziataniu pola elektromagnetycznego o czesto-
tliwosci rezonansowej v. Czestotliwo$¢ ta wynika z warunku rezonansu:

2] hv = gfPH
gdzie h — stata Plancka
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W celu spetnienia warunku rezonansu mozna zmienia¢ zaré6wno czesto-
tliwos$¢ v jak i natezenie pola H. Z przyczyn technicznych w wiekszosci
spektrometrow EPR czestotliwo$¢ v utrzymuje sie statg a zmienia nateze-
nie pola magnetycznego H. Zwykle wykorzystuje sie mikrofale o czesto-
tliwosci 9,56 GHz (pasmo X), przy ktéorym niezbedne jest pole magnetyczne
0 natezeniu 3400 G, poniewaz wspotczynnik g przyjmuje wtedy wartos¢
bliskg 2.

Ms=+1/2

Me=-1/2

ZIH

Ryc. 1. Rozszczepienie poziomoéw spinowych elektronu w zewnetrznym polu magne-

tycznym H oraz pochtanianie energii zmiennego pola elektromagnetycznego hv. Po-

nizej krzywe absorpcyjna i jej pierwsza pochodna obserwowane przy spetnieniu
warunkow rezonansu hv = g/?H

Na rycinie 1 pokazano krzywg absorpcyjng oraz pierwszg pochodng
tej krzywej. Ta ostatnia jest forma zapisu spotykang w wiekszos$ci spek-
trometréw a wynikajacg z modulacji pola magnetycznego, zastosowanej
dla pézniejszego wzmocnienia sygnatu pochfaniania. Szeroko$¢ linii AH
okresla sie jako odlegtos¢ miedzy ekstremami takiej krzywej wyrazong
w gausach.

1-2. Zjawiska relaksacji

PrawdopodobieAstwo przejscia z poziomu Ej na Ez (pochtanianie
energii) jest rdwne prawdopodobienstwu przejScia z poziomu E2 na Ei
(emisja energii). Jezeli poziomy Ei i E2 bylyby jednakowo obsadzone to
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ilos¢ przejS¢ w obu kierunkach bytaby sobie rowna i niemozliwa bytaby
obserwacja zjawiska elektronowego rezonansu paramagnetycznego. Przy-
tozenie zewnetrznego pola magnetycznego powoduje nierbwnomierne za-
petnienie obu poziomow zgodnie z rozktadem Boltzmana:

gdzie k — stata Boltzmana

Po przytozeniu pola elektromagnetycznego réznica ponownie zanikita-
by poniewaz ilos¢ przejsé z poziomu Ej na E2 bytaby wieksza od ilosci
przejs¢ w kierunku odwrotnym z powodu liczniejszego obsadzenia poziomu
Ej. Jest to tak zwany efekt nasycenia, ktory mozna wywota¢ zwiekszajgc
nadmiernie moc pola mikrofalowego. Mechanizmy przeciwdziatajgce temu
wigzg sie z relaksacjg spinowo-spinowg oraz spinowo-sieciowg. Obydwa
procesy relaksacji polegajg na wymianie energii z otaczajagcym Srodowis-
kiem w przypadku relaksacji spin-sie¢ oraz z innymi ukladami spinéw
w przypadku relaksacji spin-spin. W wyniku tego nastepuja dodatkowe
przej$cia z poziomu E2na Exna drodze bezpromienistej. W rezultacie ilo$¢
przej$¢ z poziomu E2na Ei jest rowna ilosci przejs¢ w kierunku odwrot-
nym, nierdwnomierne zapeinienie poziomoéw zgodnie z rozktadem Boltz-
mana zostaje utrzymane i mozna obserwowac zjawisko elektronowego
rezonansu paramagnetycznego w sposéb ciggty. Mechanizmy relaksacji
wptywajg na szeroko$é linii i Swiadczag o powigzaniach uktadu spindw
(znacznikéw spinowych) miedzy sobg oraz ze srodowiskiem. Ten fakt jest
najczesciej wykorzystywany przy interpretacji widm w technice znacz-
nikéw spinowych. Procesy relaksacji sg charakteryzowane czasami relak-
sacji Tj (spinowo-sieciowa) i T2 (spinowo-spinowa) odpowiadajagcym
zmniejszeniu sie liczby elektron6w nadmiernie obsadzonego poziomu l/e
razy. Szerokos$¢ linii jest odwrotnie proporcjonalna do tych czaséw i moze
byé zapisana (w skali czestotliwosci) jako:

1 1

[4] Av:f"'T—,'

1-3. Struktura nadsuhtelna

Jezeli jadra atomowe znajdujgce sie w poblizu niesparowanego elek-
tronu beda posiadaty r6zng od zera kwantowg liczbe spinowg I, to od-
dziatywanie elektron-jadro spowoduje rozszczepienie podstawowej linii na
21+ 1 linii. Warunek rezonansu nalezy teraz poprawic¢ i zapisaé w postaci:

[5] hv = g,3H+ 2i2Aimi
gdzie Ai— stata rozszczepienia nadsubtelnego i-tego jadra

mi—I, 1-1,..,-1
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lub tez w formie hamiltonianu:
[6] W = g(38HS +af$

gdzie a — stata rozszczepienia nadsubtelnego
§ — operator spinu elektronowego
| — operator spinu jadrowego

Pierwszy czton w hamiltonianie opisuje rozszczepienie zeemanowskie
a drugi czton oddziatywanie niesparowanego elektronu ze spinem jadro-
wym (czton kontaktowy Fermiego). Rycina 2 ilustruje rozszczepienie po-

E=1/2(1H)

EKIN)

i
M #2122 Mo+ 0 -1
Ryc. 2. Rozszczepienie poziomow podstawowych jader wodoru i azotu na podpoziomy.

Ponizej widma EPR w formie pierwszej pochodnej
aH> aNstale rozszczepienia nadsubtelnego odpowiednio dla wodoru i azotu.

zioméw podstawowych na podpoziomy w przypadku jader o I = 1/2 (wo-
dor) oraz 1= 1 (azot). llo$¢ obserwowanych przejs¢ musi by¢ zgodna z re-
gutami wyboru — AMs= =*1 oraz =0

W przypadku wiekszej ilosci jader o spinie r6znym od zera w widmie
EPR otrzymuje sie wiele linii o charakterystycznym rozktadzie. Na pod-
stawie iloSci linii rozszczepienia nadsubtelnego w widmie EPR oraz sto-
sunku ich intensywnos$ci mozna okres$li¢ strukture zwiagzku, delokalizacje
elektronowg i gestosci spinowe. Tego typu analizy widm wykorzystywane
sg gtownie w badaniach chemicznych.
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Il. Znaczniki spinowe

Pierwsze stabilne rodniki zostaty otrzymane w roku 1960 przez utle-
nianie drugorzedowej aminy — 2,2,6,6-czterometylopiperydyny (15). Obec-
nie ta metodg otrzymuje sie dwie podstawowe serie znacznikéw spino-
wych, na bazie pierScienia piperydynowego (I) oraz pierScienia pirolidono-
wego (I1). Stabilnos¢ tych rodnikéw wynika z matej reaktywnosci ugru-

R
R
H3C Ha
HaC CHj HaC N CH3
HaC/ N7 \CH, 5

3 1l

powania oksylowego co jest wynikiem obecnosci czterech grup metylo-
wych w najblizszym otoczeniu. Niesparowany elektron zlokalizowany jest
gtdwnie przy azocie dajac charakterystyczne trzyliniowe widmo jak na
rycinie 2b. Ta cze$¢ rodnika odpowiedzialna za charakter uzyskiwanego
widma elektronowego rezonansu paramagnetycznego pozostaje niezmie-
niona w réznych seriach znacznikéw. Natomiast w pozycji 4 pierScienia
piperydynowego lub pirolidonowego moga sie znajdowac rdézne grupy
funkcyjne (R) decydujgce o przydatnosci rodnika do znakowania makro-
czasteczek. Dzieki duzej stabilno$ci ugrupowania oksylowego mozliwe
jest przeprowadzanie réznych przeksztatcen grupy funkcyjnej oraz sprze-
ganie z makroczasteczkami bez zmian witasciwosci paramagnetycznych
rodnika (16, 17). Nalezy podkres$li¢, ze zasadniczy szkielet rodnika (wodor
jako R) ma charakter obojetny i moze by¢ tatwo zdominowany przez cha-
rakter grupy funkcyjnej (polarno$é) co ma znaczenie przy badaniach bton.
Tak wiec znaczniki spinowe sg rodnikami wykazujgcymi stabilno$¢ ugru-
powania oksylowego oraz posiadajgcymi grupy funkcyjne o odpowiedniej

% & 48
b

reaktywnosci. Keana i wsp. (18) opracowali inng metode otrzymywa-
nia znacznikéw spinowych wykorzystujgc jako substraty ketony. Otrzy-
mywane w tym przypadku pochodne oksazolidonowe o wzorze IlIl nazywa
sie powszechnie znacznikami doksylowymi. Tego typu znaczniki zawieraja
dwie grupy funkcyjne Ri i R2 Stanowig one podstawe catej serii znaczni-
kéw stosowanych w badaniach bton.
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Osobng grupe stanowiag znaczniki zawierajace po dwa lub wiecej ugru-
powan oksylowych (birodniki, polirodniki). Stosowane sg one jako wzorce
przy badaniu odlegtosci na makroczgsteczkach dwukrotnie znaczonych
spinowo. Opis syntezy takich znacznikéw znajduje sie¢ w pracach Ro-
zantseva iwsp. (19, 20).

Wiele podstawowych znacznik6éw spinowych dostepnych jest obecnie
w handlu (Synvar, Frinton Laboratories, Aldrich Chemical Company).
Jednakze specjalne znaczniki spinowe stosowane,w wielu badaniach trze-
ba syntetyzowa¢ samodzielnie. Syntezie i reakcjom znacznikéw spinowych
poswieconych jest pare publikacji. Najobszerniejsze dane zawiera ksigzka
Rozantseva (21) oraz Forrestera i wsp. (22). Ogdlne uwagi
0 znacznikach spinowych mozna réwniez znalez¢ w przegladowych arty-
kutach McConnella i McFarrland (10) oraz Jost i wsp.
(9). Wzory IV — XIV przedstawiajg najwazniejsze typy znacznikéw sto-
sowanych w r6znych badaniach cytowanych w dalszej czesci pracy.

I1l. Analiza widm znacznikéw spinowych

Jakkolwiek petne opisanie widm EPR w spos6b analityczny nie jest
jeszcze mozliwe, szczeg6lnie dla roztwordw, to wiele zagadnieA mozna
rozwigza¢ zadawalajagco w spos6b analityczny. Podejscie takie zbliza nas
do zrozumienia szczeg6tow zjawiska elektronowego rezonansu paramagne-
tycznego jednak wymaga postugiwania sie skomplikowanym aparatem
matematycznym. Dlatego tez w praktyce rezygnuje sie na ogét z takiej
analizy widm a przeprowadza jedynie poréwnanie z widmami uzyskanymi
w warunkach standardowych oraz analize jakoSciowg. W niniejszym roz-
dziale przedstawiono wtasnie takie metody analizy widm.

Znaczniki spinowe stosowane w badaniach biochemicznych posiadajg
niesparowany elektron zlokalizowany przy azocie i w zwigzku z tym dajg
trzy linie w widmie EPR (patrz Ryc. 3c). Rozszczepienia spowodowanego
wodorami grup metylowych nie obserwuje sie. Jagdra atomdéw makro-
czasteczki o spinie ré6znym od zera — wodo6r i azot — nie oddziatywujg
z niesparowanym elektronem znacznika spinowego i nie wplywajg na
strukture nadsubtelng widma. W badaniach biochemicznych z zastosowa-
niem znacznikéw spinowych prowadzi sie zatem wytacznie analize ksztat-
tu i potozenia linii widma EPR.

I1-1. Wpltyw ruchéw czasteczkowych na widma EPR
I11-1, a. Szybkie ruchy izotropowe

Znaczniki spinowe znajdujgce sie w nielepkich roztworach posiadaja
duzg swobode ruchdw i wszystkie ustawienia czasteczek wzgledem Kkie-
runku pola magnetycznego sa jednakowo prawdopodobne. Otrzymane
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w takich warunkach widmo jest wiec usrednione po wszystkich potoze-
niach czasteczek i w rezultacie otrzymuje sie waskie linie. Typowe wid-
mo znacznika nitroksylowego zapisane w formie pierwszej pochodnej ilus-
truje rycina 3c.

-i»- ’

25G|

Ryc. 3. Formy prezentacji widm EPR oraz sposoby pomiaru parametréow widma.
Kolejno od go6ry —krzywa catkowa absorpcyjnego widma EPR, absorpcyjne widmo
EPR, pierwsza pochodna oraz druga pochodna widma absorpcyjnego.
a,—stata rozszczepienia nadsubtelnego, h+l—intensywno$¢ linii niskopolowej, w +l—szero-
kos¢ linii niskopolowej, g,,—wspétczynnik rozszczepienia spektroskopowego

Rycina 3 przedstawia réwniez inne formy zapisu widma lub przeksztat-
cenia formy wyjsciowej oraz parametry charakteryzujace widmo. Zbior
swobodnie rotujacych znacznikéw opisany jest hamiltonianem [6] przy
czym parametry g i a majg charakter izotropowy (niezalezny od orien-
tacji). Intensywnos$¢ linii widma EPR wynika z ilosci spindw. Stosujac
odpowiednie wzory lub podwdjne catkowanie widma (w formie pierwszej
pochodnej) mozna okresli¢ ilos¢ spinébw w badanej prébce. Jednak ze
wzgledu na doktadno$¢ najczesciej stosuje sie poréwnanie z wzorcem 0 zna-
nej ilosci spindbw — Nwz 1lo$¢ spinéw w probce Nx liczy sie wtedy ze
wzoru:

(U H 2X
(ILAH2wz

I11-1, b. Wolne ruchy izotropowe
Jezeli znaczniki spinowe znajdujg sie w roztworze o duzej lepkosci to
ruchy ich bedg miaty w dalszym ciggu charakter izotropowy j?dnakze

zostang znacznie zwolnione. Wynikiem tego bedzie gorsze u$rednianie po-
tozen czasteczki i widmo zacznie sie poszerza¢ a poszczegdlne linie bedg sie
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rozmywaly. Efekty takie przedstawiono na rycinie 4, gdzie lepkos¢ roz-
tworu zwiekszano obnizajagc temperature. Na podstawie znieksztatcenia
widma madwi sie o silnym lub stabym unieruchomieniu znacznika spino-.
wego. Ten mato precyzyjny spos6b charakteryzowania unieruchomienia
znacznika spinowego mozna zastgpi¢ parametrem ilosciowym — czasem
korelacji. W sposéb uproszczony definiuje sie go jako czas, w ktorym
znacznik dokonuje obrotu o pewien okres$lony kat (np. 1radian). W litera-
turze znanych jest kilka sposobow obliczania czasu korelacji (23, 24) tacznie-
z wykorzystaniem symulacji widma na maszynach cyfrowych (25). Naj-
praktyczniejsza wydaje sie jednak metoda podana przez McCalleya
i wsp. (26) polegajagca na pomiarze przesunieé¢ potozenia linii wysokopolo-
wej wzgledem jej potozenia orzy czasie korelacji t->00 i nastepnie odczy-
tanie odpowiedniej warto$ci czasu korelacji z wykresu. W celu okreslenia
potozenia linii widma przy x->00 stosuje sie stezone roztwory sacharozy.
Warto$¢ czasu korelacji waha sie od 10~u s dla szybko rotujgcych znacz-

o°c/ﬂ[‘, J\ﬂ/¢
_m;J\/\/V J\J\f\,
“°°°C/‘J\f*’soe/\/\/*’

Ryc. 4. Wpltyw lepkosci na widma EPR. Nad serig widm w rdéznych temperaturach
przedstawiono stosowane znaczniki spinowe (rozpuszczane w glicerolu)

nikéw do 10-8 s dla silnie unieruchomionych. Znacznik spinowy przyta-
czony do makroczasteczki podlega bardzo czesto unieruchomieniu typu
izotropowego, a czas korelacji Swiadczy wtedy o kszfatcie mikrootoczenia
znacznika (Ryc. 9). Nalezy jednak zaznaczy¢, ze doktadne wyprowadzenie
i sens czasu korelacji w odniesieniu do czgsteczek budzg wiele wafpliwosci
zatem nalezy go traktowac¢ jako przyblizone oszacowanie ruchliwosci
znacznika.



32 A. SAWARYN [12]

I11-1, c. Ruchy anizotropowe

Po przytgczeniu do makroczasteczki lub w strukturze btony znacznik
spinowy moze mie¢ swobode rotacji jedynie woko6t okre$lonej osi R. War-
tosci g i a w hamiltonianie [6], opisujagcym zbio6r takich znacznikéw, prze-
stajg mie¢ w tym wypadku charakter izotropowy. Jezeli ruchy bedg na-
stepowaty wokot jednej osi, a 0§ ta bedzie réwnolegta do jednej z osi cza-
steczki, to zaleznie od potozenia osi R wzgledem pola magnetycznego H
bedziemy obserwowali wartosci i aflub gtiat. W oparciu o analize
widma mozna okresli¢ wartosci anizotropowych wspétczynnikéw g i a
w roznych kierunkach.

(

U\../\/_\/
(b)
X
c)
)
256

N

~<

Ryc. 5. Wptyw szybkich ruchéw anizotropowych na widma EPR.

a) widmo przypadkowo zorientowanych nieruchomych znacznikéw, b) widmo znacznikéw
rotujacych wokét osi y, ¢) widmo znacznikéw rotujacych wokoét osi x oraz d) widmo izotropowe
znacznikéw rotujacych wokot wszystkich trzech osi czgsteczki

Przyktady widm dla orientacji tego typu przedstawiono na rycinie 5. Ani-
zotropowe widma EPR spotykane sg gtownie przy badaniach bton i na ich
podstawie mozna okresli¢ kierunek osi rotacji oraz kierunek utozenia sktad-
nikow biony. Szczegoty analizy widm znacznikéw unieruchomionych ani-
zotropowo przedstawione sg obszernie w pracach (10, 27, 28).

111-2. Widmo probek zestalonych

Jezeli roztwor znacznika spinowego zostanie zestalony w niskiej tem-
peraturze to otrzyma sie silnie znieksztatcone widmo — rycina 6. Widmo
takie odpowiada probce polikrystalicznej, gdy czasteczki znacznika spino-
wego sg catkowicie unieruchomione ale w réznych kierunkach. Jest ono
zatem skrajnym przypadkiem widma dla znacznik6éw unieruchomionych
izotropowo przy czasie korelacji t->o0o. Mozna je tez otrzymacé jako sume
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widm dla wszystkich orientacji osi obrotu R w przypadku unierucho-
mienia anizotropowego. Zbiezno$¢ ksztattu widm otrzymanych dla omé-
wionych przypadkéw mozna zaobserwowaé¢ na rycinach 6, 5a, 4. Widma
prébek zestalonych wykorzystuje sie do wyznaczania czasu korelacji. Jed-
nak stosowanie takiej techniki do makroczgsteczek znaczonych spinowo
nie jest wskazane ze wzgledu na mozliwo$¢ zmian mikrosrodowiska w nis-
kich temperaturach i wptyw tym samym na uruchomienie znacznika. Wid-
mo probek zestalonych jest najszerszym z mozliwych do otrzymania widm
znacznika spinowego i wartosciami rozszczepienia odpowiada widmu znacz-
nika ustawionego osig z réwnolegle do pola magnetycznego. Sposob po-
miaru warto$ci az przedstawiony jest na rycinie 6.

I11-3. Widma znacznikéw zorientowanych

Znaczniki spinowe mozna catkowicie unieruchomi¢ i zorientowac
w Scisle okreslony sposéb w strukturze krysztatu diamagnetycznego. Sto-
sowano w tym celu 2,2,4,4-czterometylo-l,3-cyklobutandion (29) oraz
2,2,6,6-czterometylopiperydon (30). Widma znacznikéw zorientowanych
roznymi osiami réwnolegle do pola magnetycznego przedstawiono na
rycinie 6. O$ x czasteczki znacznika jest rownolegta do wigzania N—O,
0$ z jest réwnolegta do orbitalu 2p azotu, a 0§ y jest prostopadta do obu
poprzednich osi. Najszersze widmo uzyskuje sie dla orientacji H | z.

JW\F v ,/ML
roA

Ryc. 6. Widma znacznikéw spinowych unieruchomionych w sztywnej matrycy
2,2,4,4-czterometylo-1,3,-cyklobutandionu.

Krysztat macierzysty orientuje znaczniki spinowe w $cisle okreslonych kierurikach wzgledem

osi krysztatu co umozliwia orientacje znacznikéw odpowiednimi osiami wzgledem pola magne-

tycznego. Dolne widma otrzymano dla przypadkowo zorientowanych znacznikéw w prdbce

zestalonej w —196°C. Z prawej strony widma w formie absorbcyjnej, z lewej odpowiednie
widma w formie pierwszej pochodnej

Suma widm dla wszystkich mozliwych orientacji da widmo charakte-
rystyczne dla probek zestalonych (polikrystalicznych). Widma znacznikéw
zorientowanych sa opisywane hamiltonianem [6] z tym, ze wielkosci g
i a sgw tym wypadku tensorami podobnie jak dla znacznikéw unieru-

3 Postgpy Biochemii
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chomionych anizotropowo. Pojawiajg sie tu najczeSciej trzy rd6zne war-
toSci gxx, gyy, gz oraz odpowiednio axx, ayy, az Dla symetrii osiowej krysz-
tatu mozna otrzymac¢ wartosci wspotczynnikdw gMi a(oraz g+i a+

W badaniach biochemicznych nie spotykamy sie ze znacznikami cat-
kowicie unieruchomionymi i zorientowanymi. Znaczenie omdéwionych wy-
zej badan polega na mozliwosci otrzymania doktadnych wartosci wspét-
czynnika rozszczepienia spektroskopowego oraz statych rozszczepienia
nadsubtelnego, ktére przydatne sg w obliczeniach analitycznych.

111-4. Wptyw polarnosci srodowiska na widma EPR

W widmach EPR wystepuja pewne zmiany zaleznie od charakteru
Srodowiska, w ktérym znajduje sie badany znacznik spinowy. Szczegoélnie
interesujgca jest zalezno$¢ widma od polarnosci Srodowiska. Po przenie-
sieniu znacznika ze S$rodowiska polarnego do niepolarnego nastepuje
zmniejszenie wartosci rozszczepienia nadsubtelnego — a oraz zwigkszenie
wartosci wspétczynnika g. Efekty takie sg wyrazniej obserwowalne
w spektroskopii w pasmie 35 GHz (pasmo Q). Widma otrzymane dla
di-t-butylo nitroksylu w srodowisku polarnym i niepolarnym przedstawia
rycina 7.

95 GHz 0,35GHz

DTBN-H ] 1 1 1 1
- R i
DTBN-H20 i
dodekan

106 106,

Ryc. 7. Wptyw rozpuszczalnika na widma EPR. Z lewej strony widma w pasmie X

(95 GHz), z prawej w pasmie Q (35 GHz). Srodkowy rzad przedstawia widma di-t-

-butylo nitroksydu (DTBN)w wodzie. Rzagd dolny —widma zapisane dla dwu préobek

DTBN w wodzie i w dodekanie umieszczonych jednoczes$nie w rezonatorze. W gor-

nym rzedzie przedstawiono potozenia linii znacznika w wodzie — linie ciggte oraz
w dodekanie — linie przerywane

Lassman i wsp. zaproponowali ostatnio metode iloSciowego okres-
lania polarnosci srodowiska na podstawie przesunie¢ wspomnianych war-
tosci (31).

I11-5. Widma makroczasteczek znaczonych podwdjnie spinowo

Dwa znaczniki spinowe znajdujgce sie w pewnej odlegtosci od siebie
dajg charakterystyczne widmo (Ryc. 8—1) dzieki oddziatywaniu spin—
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spin typu dipolowego. Jezeli do makroczasteczki wprowadzimy dwa lub
wiecej znacznikow spinowych to mozliwe jest okre$lanie odlegtosci miedzy
nimi na podstawie widma (32, 33, 34). Wykorzystujgc mozliwos$¢ specy-
ficznego przytgczania znacznikéw do okreslonych miejsc makroczasteczki
mozna okres$la¢ odlegto$¢ miedzy tymi miejscami na przyktad centrami
aktywnymi.

> n A
0\/@ -
o ‘
&g
3 15 Oe

Ryc. 8. Typy oddziatywania miedzy znacznikami spinowymi przytgczonymi do biatka.

1—oddziatywanie dipol—dipol, 2—oddziatywanie wymienne, 3—oddziatlywanie wymienne dy-
namiczne. Z prawej przedstawiono odpowiednie widma dla znacznikéw oddziatywujacych ze
sobg—Ilinia ciggta oraz nieoddziatywujacych —linia przerywana

Przy analizie teoretycznej takich widm, postugujemy sie zwigzkami
modelowymi (polirodnikami), w ktérych centra paramagnetyczne znaj-
dujg sie w okreslonej odlegtosci od siebie. Z poréwnania widm okreSlamy
odlegtosci na badanej makroczasteczce jako odpowiadajace odlegtosciom
w polirodniku modelowym. Jezeli w wyniku procesow jakim podlegaé
bedzie makroczgsteczka nastgpig zmiany w miejscu przytgczenia znacz-
nikow spinowych takie, ze beda sie one styka¢ ze sobg to w widmie wy-
stagpig charakterystyczne zmiany — Ryc. 8—2. Oddziatywanie spin—spin
polega teraz na natozeniu sie chmur elektronowych i nosi nazwe oddzia-
tywania wymiennego.

@] znacznym zblizeniu znacznik6w mozna tez sadzi¢ na podstawie
zmian w widmie jakie wystgpig po dodaniu do roztworu zawierajgcego
makroczasteczki znaczone spinowo jonéw paramagnetycznych. Mamy wte-
dy do czynienia z tak zwana wymiang dynamiczng, w ktérej jony para-
magnetyczne grajg role posrednika miedzy obydwoma znacznikami. Mo-
del tego zjawiska i odpowiednie widma przedstawia rycina 8—3.

I11-6. Widma znacznikéw w obecnosci jonoéw paramagnetycznych

Jony paramagnetyczne wykorzystywane sg gtéwnie w technice spin—
sondy (35). Podobnie jak w przypadku birodnikéw mamy tu do czynienia

3%
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z oddziatywaniem spin—spin typu dipolowego. Energia uktadu znaczni-
kéw spinowych przekazywana jest jonom paramagnetycznym znajduja-
cym sie w roztworze i w wyniku tego obserwujemy poszerzenie linii wid-
ma EPR. Zatem jezeli znacznik jest trudno dostepny dla jonéw paramag-
netycznych poniewaz znajduje sie w zaglebieniu lub szczelinie na
powierzchni makroczasteczki to widmo bedzie w rezultacie nieznacznie

znaczni@owy Suiuu SpIUWA
) /\

-

Ryc. 9. Ksztatt powierzchni biatka w miejscu przytgczenia znacznika spinowego.
Linia przerywana ogranicza obszar swobodnej rotacji znacznika. Widoczna dostep-
nos$¢ i mozliwos¢ rotacji znacznika

poszerzone. Natomiast znaczne poszerzenie widma bedzie Swiadczy¢, ze
znacznik znajduje sie na powierzchni makroczgsteczki eksponowanej do
roztworu (36). Odpowiednie modele powierzchni biatkowej przedstawia
rycina 9.

Na tym samym rysunku zilustrowano réwniez mozliwosci swobodnej
rotacji znacznika znajdujacego sie na powierzchni makroczasteczki o réz-
nym ksztalcie.

IV. Zastosowanie maszyn cyfrowych do analizy widm EPR

W ostatnich latach do analizy widm EPR coraz czeSciej stosuje sie
maszyny cyfrowe. Podstawowym celem ich zastosowania jest usrednianie
zapiséw widm. Dzieki temu staje sie mozliwe badanie probek dajgcych
bardzo stabe sygnaty EPR.

W przypadku probek zawierajagcych mate ilosci spinéw koniecznos$é
rejestracji widma przy duzym wzmocnieniu powoduje wzrost szumow
maskujgcych linie widma. Jezeli takie widmo zarejestruje sie wielokrot-
nie to otrzyma sie po usrednieniu przez komputer wyrazne widmo pozba-
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wione szuméw. Stosujac maszyny cyfrowe mozna dokona¢ w prosty spo-
séb podstawowych przeksztatcen widma — catkowania lub rézniczkowania
zaleznie od potrzeb. Jezeli wychodzi sie z widma w formie pierwszej po-
chodnej to otrzymuje sie w ten sposéb odpowiednio widmo absorbcyjne
lub widmo w formie drugiej pochodnej. Po podwdjnym catkowaniu otrzy-
muje sie krzywag umozliwiajagcg bezposrednie odczytanie ilosci spindéw
w prébce. Otrzymane widmo moze byé przechowywane w pamieci maszy-
ny cyfrowej i odtworzone w razie potrzeby w dowolnej skali i fazie co
umozliwia porownywanie z réznymi widmami otrzymywanymi w dal-
szych badaniach.

Waznym zastosowaniem elektronicznym maszyn cyfrowych jest mia-
reczkowanie spektralne. Od widma powstatego z natozenia widm dwu
sktadnikdw odejmuje sie widmo jednego ze skiadnikow matymi porcjami,
az do pojawienia sie Sladu widma odejmowanego w przeciwnej fazie.
W ten sposob znajdujagc widmo jednego ze skladnikéw — na przykiad
czystego znacznika, otrzymuje sie widmo drugiego nieznanego skiadni-
ka — na przyktad makroczasteczki znaczonej spinowo. Miareczkowanie
spektralne ma zastosowanie w tych wypadkach gdy trudno jest otrzymacé
jeden ze skiadnikéw probki paramagnetycznej w stanie czystym. W ba-
daniach kinetycznych, gdzie nastepuje zanik znacznika spinowego (syg-
natu EPR) mozna postuzy¢ sie maszyng cyfrowa do bezposredniego spo-
rzadzenia wykresu zmian intensywnosci okreslonej linii widma w czasie.

V. Zastosowanie znacznikoéw spinowych do badania makroczasteczek

Szczegdtowe przedstawienie wszystkich badan przeprowadzonych na
makroczasteczkach z wykorzystaniem znacznikow spinowych znacznie
przekroczytoby zakres niniejszego przegladu. Dlatego tez przedstawione
zostang w tym rozdziale tylko najwazniejsze kierunki badan i wnioski
wyprowadzone dla grup makroczasteczek badanych najintensywniej.

V-1. Kwasy nukleinowe

Pierwszg grupa makroczasteczek do badania ktérych zastosowano
znaczniki spinowe byty kwasy nukleinowe. Ohnishi i McConnell wyko-
rzystali do badania struktury kwasu dezoksyrybonukleinowego kation
chloropromazyny (1). Znacznik ten z powodu malej stabilnosci i duzej
ztozonosci widma EPR nie pozwolit na doktadne badania a wskazat jedy-
nie na mozliwosci jakie daje technika znacznikéw spinowych w badaniach
struktury makroczasteczki. W pdzniejszych latach znaczniki spinowe sto-
sowano parokrotnie do badania kwaséw nukleinowych (37—39).
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V-2. Przeciwciata

Prawie réwnocze$nie z badaniami kwaséw nukleinowych rozpoczeto
badania reakcji przeciwcialo—antygen technikg znacznikéw spinowych.
W 1965 roku Stryer i Griffith zsyntetyzowali hapten znaczony

naas
6 e el

-20G-H

Ryc. 10. Unieruchomienie znaczonego spinowo haptenu dwunitrofenylowego przez

przeciwciata anty-dwunitrofenyl (A); widma wodnych roztworéw spinowo znaczonego

haptenu (B, D); zestalona prébka znaczonego spinowo haptenu (catkowite unierucho-
mienie) (C) (40)

A Wi

(C)

Ryc. 11. Miareczkowanie spinowe przeciwciata anty-dwunitrofenyl haptenem dwu-

nitrofenylowym znaczonym spinowo: stosunek hapten przeciwciato = 1,8 (A); sto-

sunek hapten/przeciwciato = 2,28 (B); widmo prébki B zapisane przy mniejszym
wzmocnieniu spektrometru (C)

spinowo (pirolidono dwunitrofenylowy) i wykorzystali go do badania
reakcji ze specyficznym przeciwciatem (40). Na otrzymanych przez auto-
row widmach — Hyc. 10 — widac¢ silne unieruchomienie haptenu znaczo-
nego spinowo po reakcji z przeciwciatlem. Przy nadmiarze haptenu pojawia
sie ' w widmie linia odpowiadajgca niezwigzanemu, szybko rolujacemu
znacznikowi — Hyc. 11. Na tej podstawie wyznaczono stosunek przeciw-
ciato/antygen = 1/2, co jest zgodne z wynikami uzyskanymi innymi meto-
dami.

Spinowo znaczone hapteny mono- dwu- i trojnitrofenylowe stosowano
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w latach nastepnych do badania heterogennosci przeciwciat (41). Z wiel-
kosci unieruchomienia haptenu w reakcjach specyficznych i krzyzowych
wywnioskowano, ze centrum wigzgce przeciwciat niespecyficznych (anty-
tréjnitrofenylowe) jest albo gtebsze albo silniej hydrofobowe od przeciw-
ciat specyficznych (anty-dwunitrofenylowych) — Hyc. 12.

R D

10Gauss

Ryc. 12. Widma przeciwciat antydwunitrofenyl po reakcji ze znaczonym spinowo

haptenem para-nitrofenylowym (P), orto-nitrofenylowym (O), oraz dwunitrofenylo-

wym (D). Widma natozono linig wysokopolowg (strzatka). Widoczne silniejsze unieru-
chomienie haptenéw reagujacych krzyzowo (41)

Silniejsze natomiast unieruchomianie niespecyficznych haptenéw moz-
na ttumaczy¢ matg sztywnoscig kompleksdw niespecyficznych co umozli-
wia dodatkowe oddziatywanie hydrofobowe i tym samym wigksze unie-
ruchomienie haptenu — Ryc. 13.

Do badania specyficzno$ci przeciwcial zastosowano nastepnie spinowo
znaczone hapteny. r6znigce sie strukturg — DNP-metylenowy i DNP-hy-
drazonowy (42). Na podstawie tych badan sugerowano, ze hapteny moga
by¢ wigzane w réznych miejscach (w obrebie centrum aktywnego) sztyw-
nej s‘ruktury lub tez selektywnie stabilizujag konformacje przeciwciat.
Z widm spinowo znaczonych haptenéw p-benzoesanowego i fenylotrdj-
metyloamoniowego po reakcji z odpowiednim przeciwciatem probowano
oszacowac site wigzania tych przeciwciat (43). Jednakze w badaniach tych
postugiwano sie mato doktadnym okreSlaniem stopnia unieruchomienia
na podstawia catkowitej szeroko$ci widma, a otrzymane wyniki byty nie-
zgodne z wynikami innych me‘od (dializa rGwnowagowa). Dopiero ostatnio
opracowano metode pozwalajagca na ilosciowy pomiar wolnego i zwigza-
nego haptenu na podstawie widma EPR (44). Z wynikéw takiego spino-
wego miareczkowania przeciwciata mozna okres$li¢ statg asocjacji i wspot-
czynnik heterogennosci. Poréwnanie tak uzyskanych wynikéow z wyni-
kami uzyskanymi metodg dializy rdwnowagowej dato zupeing zgodnosc.
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Ryc. 13. Widma spinowe znaczonego haptenu dwunitrofenylowego unieruchomionego

po reakcji z przeciwciatem anty-dwunitrofenyl (D) oraz anty-trojnitrofenylowym (T).

Widma natozono liniag wysokopolowa (strzatka). Widoczne silniejsze unieruchomienie
przez przeciwciato niespecyficzne (41)

Specjalnie syntetyzowane hapteny oddzielone od znacznika spinowego
taricuchem weglowym o zmiennej diugosci (VII) znalazty zastosowanie do
okreslania gtebokosci centrum wigzacego (45). Dtugos¢ tancucha przy kto-
rej nastepuje gwattowny wzrost ruchliwosci znacznika, mierzonej czasem
korelacji, plus dtugos¢ stosowanego haptenu odpowiada gtebokosci cent-
rum wigzacego przeciwciala — Ryc. 14. Okreslona w ten sposob gtebokosé
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Ryc. 14. Wykres zalezno$ci czasu korelacji od dtugosci tancucha weglowego z hap-
tenem.

(A) DNP-SL, (B) DNP-metyl-SL, (C) DNP-glicyna-SL, (D) DNP-a alanina-SL, (E) DNP-kwas
a-mastowy-SL, (F) DNP-kwas a-kapronowy-SL, SL-piperydynowy znacznik spinowy (45)

centrum wynoszaca 12 A dobrza zgadza sie z rozmiarami centrum okres-
lonymi w badaniach zahamowania precypitacji. Oprdcz spinowo znaczo-
nych haptenow w badaniach wykorzystywano réwniez przeciwciata sprze-
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gane ze znacznikami spinowymi. Wykazano, Zze spinowo znaczone przeciw-
ciata mozna stosowaé do Sledzenia przebiegu reakcji precypitacji oraz do
wyciggania jakosciowych wnioskéw o jej przebiegu (46). Na podstawie
widm spinowo znaczonych przeciwciat (Ryc. 15) stwierdzono istnienie dwu
stanow konformacyjnych w czasteczkach IgG i IgE (47). Stany te przypi-
suje sie zmianom odlegto$ci miedzy domenami immunoglobulin co
mozliwe jest przy duzej gietkosci odcinkéw tgczacych domeny.
Kaivarainen i wsp. (48) wykorzystali spinowo znaczone przeciw-
ciata do badania zmian jakie zachodzg w antygenie i przeciwciale po utwo-
rzeniu immunokopleksu. Wykazali oni, ze niezaleznie od typu antygenu
po reakcji nastepuje usztywnienie struktury przeciwciata i rozluznienie
struktury antygenu. Zmiany te mozna obserwowac niezaleznie od zdol-
nosci immunokomplekséw do precypitacji.
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Ryc. 15. Widma EPR spinowo znaczonych kréliczych 1gG (a), ludzkich 1gG (b) i IgE (c)_
A i B oznaczaja podwdjne linie wysoko i nisko polowe, co odpowiada dwu konformeromi
czasteczek immunoglobulin (47)

V-3. Hemoglobina

Hemoglobina nalezy do makroczasteczek, ktdre byty szczegdlnie inten-
sywnie badane przy pomocy znacznikéw spinowych. Niezaleznie od tegO'
na hemoglobinie przeprowadzano szereg badan wykorzystujgcych obec-
nos$¢ zelaza (6, 49). Niewatpliwie na rozw0j badan nad hemoglobing wpty-
neta mozliwo$¢ tatwego otrzymania krysztatdbw hemoglobiny, ktére sg
znacznia dogodniejsze do badan EPR niz roztwory, ze wzgledéw technicz-
nych. Znacznik spinowy wprowadza sie zazwyczaj do hemoglobiny po-
przez grupe SH cysteiny w pozycji (393 (50). Otrzymane widma hemoglo-
biny znaczonej spinowo wykazaty, ze istnieje ona w dwu stanach konfor-
macyjnych (51, 52). Wykorzystujgc zdolno$¢ hemoglobiny do krystalizacji,,
uzyto jej do rozstrzygniecia dyskusyjnej kwestii, czy struktura biatka
w roztworze i w krysztale jest taka sama. Na podstawie widm znacznika
spinowego przytgczonego do hemoglobiny stwierdzono, ze wystepujg je—
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dynie nieznaczne réznice takie jakie mozna wywota¢ zmianami jonowego
sktadu roztworu (53). Wiele badahA technika znacznikéw spinowych po-
Swiecono wiasciwosciom kooperatywnym hemoglobiny (54—57). Wyniki
tych badan zostaty zebrane w pracy McConnella (58). Widma EPR
dla hemoglobiny znaczonej spinowo o réznym stopniu utlenowania po na-
tozeniu na siebie dawaly wyrazne punkty izozbestyczne — Ryc. 16, co

1
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Ryc. 16. Widma EPR spinowo znaczonej hemoglobiny konskiej.

(a) —100% utlenowania, (b) —71% utlenowania, (c) —odlenowana. Ostre punkty izozbestyczne
wskazujg na istnienie dwu lokalnych konformacji (54)

wskazuje na istnienie dwu stanéw konformacyjnych zwiazanych z utle-
nowaniem hemoglobiny. Obserwowane czasami niewielkie odchylenia
w punkcie izozbestycznym Swiadczg o mozliwoS$ci istnienia obszaréw he-
moglobiny, ktérych struktura zalezy od utlenowania wiekszej ilosci grup
hemowych (55). Do badan hemoglobiny po raz pierwszy zastosowano tech-
nike dwu znacznikéw spinowych (59). Dzieki temu efekty towarzyszgce
utlenowaniu hemoglobiny czy tez zmianom pH lub sity jonowej stajg sie
wyrazniejsze i tatwiejsze do zaobserwowania. Stosujac technike dwu
znacznikéw spinowych pomierzono tez odlegtosci miedzy niektdrymi gru-
pami aminokwasowymi (32) — patrz rozdziat I11-5.

V-4. Enzymy

W tej grupie makroczasteczek badania przy. pomocy znacznikéw spino-
wych mozna podobnie jak w przypadku hemoglobiny podzieli¢ na badania
strukturalne oraz badania kinetyczne. Wiele interesujgcych informacji
o strukturze i kinetyce enzymdéw mozna otrzymaé¢ w sposob zilustrowany
juz dla przeciwciat czy hemoglobiny. W rozdziale tym obszerniej zostang
omoéwione jedynie zastosowania niespotykane uprzednio.

Najwiecej doniesien dotyczy badan stanoéw konformacyjnych i przejsé¢
miedzy nimi dla samych enzyméw pod wptywem rdéznych czynnikéw.
Takie badania prowadzono obszernie na enzymach serynowych (60—62),
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fosfofruktokinazie (63, 64), fosforylazie a i b (65), anhydrazie weglano-
wej (66) i aminotransferazie asparaginianowej (67). W wymienionych po-
wyzej badaniach analizowano unieruchomienie znacznika powodowane
zmianami pH, sity jonowej itp. z czego wnioskowano o zmianach konfor-
macyjnych w danym enzymie.

Druga grupe stanowig badania struktury centrum aktywnego. Stoso-
wano w tym przypadku najczesciej analogi substratu znaczone spinowo.
Badajac wptyw réznych czynnikéw na widma enzymoéw znaczonych spino-
wo w centrum aktywnym poprzez substrat, mozna okresla¢ jakie zmiany
zachodzg w centrum. Tego typu badania przeprowadzono w przypadkach
trypsyny (68), chymotrypsyny (69, 70), anhydrazy weglanowej (71), fosfa-
tazy alkalicznej (72) oraz rybonukleazy (73). Wykorzystujgc znaczniki spi-
nowe badano tez wiasnosci komplekséw enzym—substrat w przypadku
kinazy kreatynowej (74) a wptyw ligandéw na strukture czasteczki
w przypadku fosforylazy b (75). Otrzymane wyniki potwierdzity znane juz
fakty.

Bardzo interesujgce okazato sie zastosowanie znacznikéw spinowych
bezposrednio jako substratéw enzymu (76). Fosfataza alkaliczna moze
przeprowadzaé¢ fosforanowg pochodng znacznika spinowego (4-fosforan-
-2,2,6,6-czterometylopiperydyno-l-oksyl) w pochodng hydroksylowg. Te
dwa zwigzki posiadajg widma réznigce sie wspotczynnikiem g oraz struk-
turg nadsubtelng — Ryc. 17. Obserwujac zmiany tych parametrow w wid-

hydroksy nitroksyl
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Ryc. 17. Srodkowa linia widma znacznikéw spinowych typu | z ré6znymi grupami R.
Widoczne przesuniecie wartosci wspdtczynnika g (76).

mie rejestrowanym w pewnych odstepach czasu — Ryc. 18, mozna ozna-
czy¢ aktywno$¢ enzymatyczng fosfatazy alkalicznej. Otrzymane wyniki
sg zgodne z wynikami klasycznych metod badania aktywnos$ci enzyma-
tycznej. Nad stosowaniem znacznikéw jako substratéw enzymoéw prowa-
dzone sg dalsze badania (77).
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Omoéwiong poprzednio technike spin—sonda (patrz rozdziat 111-6) za-
stosowano po raz pierwszy przy badaniu cytochromu P—450 (78, 79). Na
podstawie wptywu jondw paramagnetycznych na widmo znacznika przy-
taczonego w poblizu pier$cienia hemowego ustalono, ze piersciel ten znaj-
duje sie we ,wnece” niedostepnej dla otoczenia w normalnych warunkach.
Dopiero czynniki niszczgce strukture cytochromu jak dezoksycholan po-
wodujg otwarcie ,wneki” cytochromu P-450 — Ryc. 19. Analizujac za$
widmo samego znacznika w czasie reakcji przeprowadzanych przez cyto-

M LT (R R BN N T e ST YW e B GRS YOV Oy AT e LIV

3234 Gauss ;
le————2 Gauss——>|

Ryc. 18. Zmiany $rodkowej linii widma EPR fosforanowego znacznika spinowego
podczas hydrolizy enzymatycznej przez fosfataze alkaliczng.

Krzywe oznaczone numerami 1—7 6trzymano odpowiednio po 2, 11, 21, 36, 61, 91 i 121 minutach
od poczatku reakcji (76)

Ryc. 19. Hipotetyczny schemat centrum aktywnego cytochromu P-450 w stanie nie-
naruszonym (I), w obecnosci niepolarnego substratu (Il), po potraktowaniu odczyn-
nikiem na grupy tiolowe (ll1), po potraktowaniu dezoksycholanem (1V):

grupa hemowa (1), centrum tiolowe (2), centrum hydrofobowe (3), centrum aromatyczne (4),
znacznik spinowy (5), niepolarny substrat przytagczony do cytochromu (6) (78)
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chrom wyprowadzono caty szereg wnioskéw o mechanizmie dziatania tego
cytochromu (80). Do badania cytochromu P-450 zastosowano tez bardziej
skomplikowane techniki polegajace na indukowaniu przesunie¢ w widmie
EPR przy pomocy pola elektrycznego (81). Technika ta pozwalata wykry-
waé subtelne zmiany zachodzace w strukturze w czasie dziatania cyto-
chromu P-450 na substrat. Wiele ciekawych informacji otrzymano stosu-
jac technike znacznikéw spinowych do badania uktadu miozyna—aktyna.
Badano zaréwno aktywnos$¢ enzymatyczng miozyny (82, 83), wptyw metali
dwuwartosciowych na aktyne (84) jak rowniez strukture kompleksu mio-
zyny z aktyng (85). Badania te potwierdzity niektore hipotezy dotyczace
dziatania miozyny i aktyny.
t
V-5. Inne biatka

Zastosowanie znacznikéw spinowych do biatek nie posiadajacych
aktywnosci biologicznej polega gtéwnie na $ledzeniu zmian konforma-
cyjnych powodowanych zmianami pH, czynnikami denaturujgcymi itp.
Badania tego typu rozpoczeto rownie wcze$nie jak badania kwaséw nu-
kleinowych czy tez reakcji przeciwcialo—antygen. W 1965 roku Stone
i wsp. (23) zastosowali znacznik pirolidonowy z czynng grupg izocyjania-
nowg do znakowania albuminy surowicy wotu oraz poli-L-lizyny. W wid-
mach EPR obserwowano zmiany jakie zachodzg przy zmianach pH. Spo-
rzadzajac wykres zaleznos$ci czasu korelacji od pH stwierdzono, ze przy-
taczenie znacznika do makroczasteczki nastepuje w dwu rédznych miejs-
cach. Po trawieniu albuminy surowicy wotu pepsyng nastepowaty zmiany
w ruchliwos$ci znacznika tego samego typu, jak przy obnizaniu pH. Na-
stepnie do badan albuminy surowicy wotu zastosowano nowy typ znacz-
nika (maleimidowy) potwierdzajac uzyskane wczes$niej wyniki (86). Albu-
mine surowicy wolu wykorzystano tez do przeprowadzenia badan mode-
lowych nad wptywem substancji powierzchniowo czynnych na strukture
makroczasteczki (87, 88). Wptyw pH i czynnikéw denaturujagcych badano
tez stosujac ceruroplazmine (89, 90) oraz plastocyjaniny znakowane znacz-
nikami spinowymi (91). Do badan mioglobiny wykorzystano po raz pierw-
szy pasmo Q (35 MHz) oraz pasmo 4mm wskazujgc na mozliwo$¢ badan
falami o dtugosciach milimetrowych (92).

Ogéblne zasady badania przejsé konformacyjnych w biatkach metoda
znacznikow spinowych zostaty obszernie przedstawione na przykiadzie
lizozymu przez Achmedowa (93).

V1. Zastosowanie znacznikow spinowych do badania modelowych
uktaddéw bton

W czesci tej, podobnie jak poprzednio, przedstawiono jedynie najwaz-
niejsze wnioski wyptywajace z zastosowania znacznikéw spinowych do
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badania bton. Bardziej wyczerpujgce informacje na temat badania bton
technikg znacznikow spinowych mozna znalez¢ w artykutach Josta
i wsp. (9) oraz Keitha iwsp. (94).

VI-1. Micele

Badania witasciwosci miceli zostaty zapoczatkowane przez Wag -
gonera iwsp. (95 96). Dodawali oni znaczniki spinowe do wodnego roz-
tworu siarczanu dodecylu. Ponizej krytycznego stezenia micel znacznik
rotowal swobodnie natomiast w obszarze krytycznego stezenia nastepowato
zahamowanie tej rotacji i nie obserwowano dalszych zmian przy zwieksza-
niu stezenia siarczanu dodecylu. Badania te wykazaty, ze znaczniki moga
by¢ wskaznikiem lipidowych przejs¢ fazowych. Zastosowanie znacznikow
zawierajacych grupe chromoforowg (XIV) pozwolito na niezalezne badanie
wptywu rozpuszczalnika na obydwa kence znacznika. W oparciu o otrzy-
mane wyniki zaproponowano nowy dynamiczny model struktury mice-
larnej (96). Badania te zostaty pdézniej potwierdzone i uzupetnione oblicze-
niami wspotczynnikow podziatu na podstawie widm EPR (97).

VI1-2. Liposomy

Wprowadzenie znacznikéw sterydowych (XXI1) i kwaséw ttuszczowych
znaczonych spinowo (X—XII) umozliwito badanie dynamiki struktur mo-
delowych bton liposomalnych. Lipidowe znaczniki spinowe nie wprowa-
dzajg zaburzen w strukturze liposomu co zostato udokumentowane zdje-
ciami elektronomikroskopowymi (9). Znacznik lipidowy jest wiaczany
miedzy czasteczki fosfolipidow i dlatego tez odzwierciedla strukture i ru-
chy otoczenia fosfolipidowego. Spinowe izomery pozycyjne kwasow ttusz-
czowych (X—XII) moga odzwierciedla¢ zachowanie sie r6znych obszaréw
warstwy podwdjnej zaleznie od miejsca w ktdrym jest przytgczone ugru-
powanie doksylowe.

Wczesdniejsze badania bez stosowania znacznikéw spinowych wskazy-
waty na wpityw cholesterolu na strukture liposoméw co objawiato sie
ograniczeniem swobody ruchéw tancucha fosfolipidowego. Znaczony spi-
nowo kwas stearynowy zastosowany do wyjasnienia tego problemu po-
twierdzit i udowodnit hipoteze o ograniczeniu ruchéw fosfolipidow po-
wyzej temperatury przejscia (98, 99). Sama temperatura przejScia stano-
wita réwniez temat badan z zastosowaniem znacznikéw spinowych (100).
W poézniejszych badaniach dla serii kwaséw 5-, 12- i 16-doksylostearyno-
wych sporzadzono wykresy stosunku intensywnos$ci linii widma c/b (od-
powiednik czasu korelacji) od temperatury — Ryc. 20. tatwo zauwazyc,
ze temperatura przejscia najsilniej odbija sie na ruchliwos$ci korca tancu-
cha kwasu stearynowego. Natomiast poczatek tarficucha podlega stosun-
kowo niewielkim zmianom ruchliwosci (9).
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Ryc. 20. Zmiany ruchliwos$ci izometrow pozycyjnych kwasu doksylostearynowego
w 20% dwupalmitylofosfatydylocholinie zawieszonej w wodzie w zaleznosci od tem-

peratury.
0O —5-doksylostearynian, A —12-doksylostearynian, o —16-doksylostearynian. W prawym gor-
nym rogu podano sposéb pomiaru ruchliwosci (9)

Przy uzyciu znacznik6w powyzszego typu przeprowadzono szczegoto-
we badania organizacji btony liposamalnej (101). Parametr uporzadkowa-
nia okreslany w tych badaniach wykazat, ze do pozycji C-8 weglowe tan-
cuchy lipidowe pozostajg stosunkowo sztywne. W dalszej czeSci tancucha
obserwuje sie natomiast stosunkowo duzag swobode rotacji.

Wedlug przypuszczen wielu badaczy transport czgsteczek lub jonéw
przez btone powinien by¢ zwigzany z przemieszczeniami sktadnikéw bio-
ny. Stosujac znaczniki spinowe pokazano, ze czasteczki fosfolipidéw moga
przechodzi¢ z jednej strony podwdjnej warstwy lipidowej na drugg stro-
ne (102). Wykorzystano tu wiasciwos¢ kwasu askorbinowego do niszczenia
paramagnetycznych witasciwosci znacznikdw spinowych. Niezaleznie w in-
nych badaniach wykazano, ze kwas askorbinowy nie wnika do wnetrza
liposoméw. Po potraktowaniu liposoméw zawierajgcych znaczniki spinowe
kwasem askorbinowym cze$¢ sygnatu EPR znika gwattownie a reszta stop-
niowo w miare uptywu czasu. Na tej podstawie mozliwe byto wyznaczenie
statej wymiany skladnikow miedzy obiema stronami warstwy podwaojne;j.
Badaniami tymi potwierdzono sugerowang juz wcze$niej dynamiczng
strukture liposomoéw.

VI1-3. Ciekte krysztaty

Ciekte krysztaly niektdrych substancji (np. p-azoksyanizol) przypo-
minaja strukture fazy lipidowej, dlatego tez badania ciektych krysztatow
wlicza sie¢ do badarn modelowych uktadéw bton. W badaniach ciektych
krysztatbw znaczniki spinowe réwniez znalazty zastosowanie (103, 104,
105). Ciekte krysztaty mozna orientowaé¢ w polu magnetycznym a z widma
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EPR mozna wnioskowaé o orientacji znacznika w takim krysztale. War-
tosci oddziatywan dipolowych i wymiennych dostarczajg informacji
0 strukturze otoczenia znacznika i tym samym o strukturze cieklego
krysztatlu. Znaczniki spinowe moga by¢ tez wskaznikiem izotropowych
przejsé fazowych w ciektym krysztale.

VI1-4. Wielowarstwy lipidowe

Naturalne lecytyny w pewnych warunkach orientujg sie spontanicz-
nie dajac lipidowe struktury wielowarstwowe. Orientacje sktadnikow
w wielowarstwach mozna bada¢ technika znacznikéw spinowych (106,
107). Na podstawie wielkosci rozszczepienia widma znacznikéw lipidowych
w réznych kierunkach wzgledem pola magnetycznego ustalono, ze cza-
steczki lipidow uktadajg sie swojg diugg osig prostopadle do powierzchni
podtrzymujacej strukture wielowarstwowg — Ryc. 21. Swiadczy to o ist-
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Ryc. 21. Schematyczny obraz dwuwarstwy lecytynowej zawierajgcej stearynowe

i cholestanowe znaczniki spoinowe. Kierunek osi z stearynowego znacznika spinowego

jest prostopadty do plaszczyzny dwuwarstwy a o8 z cholestanowego znacznika
spinowego jest réwnolegta do ptaszczyzny dwuwarstwy lecytynowej (106)

nieniu duzego stopnia uporzadkowania w lipidowych strukturach wielo-
warstwowych. Wyniki te zostaty rowniez potwierdzone badaniami rentge-
nograficznymi.

Wyraznie obserwowana anizotropia widm EPR dla wielowarstw lipi-
dowych zawierajagcych znaczniki spinowe umozliwita przeprowadzenie ca-
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tego szeregu badan nad ruchami czasteczkowymi w takich warstwach.
Stosujac znaczniki typu izomeréw pozycyjnych kwasu stearynowego wy-
kazano, ze anizotropia zanika w miare przesuwania sie ugrupowania do-
ksylowego do konca tancucha weglowego (108).

Swoboda rotacji sktadnikow wielowarstwy lipidowej uzalezniona jest
od stopnia uwodnienia oraz od stopnia uporzgdkowania. Wraz ze wzrostem
uwodnienia i zmniejszeniem uporzadkowania nastepuje zwiekszenie swo-
body rotacji znacznika a tym samym zwiekszenie swobody ruchéw cza-
steczkowych sktadnikéw wielowarstwy. Wptyw cholesterolu na urucho-
mienie znacznika ttlumaczy sie zwiekszeniem uporzadkowania struktury
wielowarstwy lipidowej o obecnosci cholesterolu. Zastosowanie znaczni-
kéw spinowych do badania zmian wystepujacych w strukturze wielowar-
stwy lipidowej pod wptywem czterotlenku osmu wykazato znaczne zabu-
rzenia tej struktury (9). W oparciu o uzyskane widma zaproponowano
schematyczny obraz zaburzen w strukturze wielowarstwy lipidowej
(Ryc. 22).

Ryc. 22. Wptyw czterotlenku osmu na strukture lipidéw zorientowanych modelowych
uktadoéw bton.

A —widmo EPR kwasu 5-doksylostearynowego w wielowarstwie lecytynowej przed zadziata-

niem czterotlenkiem osmu oraz B —po zadzialaniu czterotlenkiem osmu. C i D odpowiednie

widma symulowane komputerem. Linie ciggte przedstawiaja widma dla orientacji prostopadtej

a linie przerywane dla orientacji réwnolegtej. Ponizej przedstawiono schematyczny obraz mo-
zliwej interpretacji otrzymanych widm EPR. (9)

V-5 Kompleksy lipidowo-biatkowe

Kompleksy lipidowo—biatkowe stanowig modele oddziatywania lipid—
biatko w btonach naturalnych. Pierwsze zastosowanie znacznikdw spino-
wych do badania tego typu uktadéw opisat Barrat i wsp. (109). Znaczone

4 Postepy Biochemii
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spinowo biatka wchodzgce w sktad kompleksu wykazywaly wzrost unie-
ruchomienia po utworzeniu kompleksu nierozpuszczalnego w wodzie.
Berger i wsp. (110) badali odtwarzanie komplekséw lipoproteidowych
ze sktadnikow wydzielonych z biony erytrocytow. Wykonali oni serige
eksperymentdéw stosujagc zar6wno znaczenie spinowe sktadnikéw biatko-
wych jak i lipidowych. Otrzymane ztozone widma wskazywatly na wzrost
unieruchomienia po utworzeniu kompleksu. Stosunek lipid/biatko w kom-
pleksie lipoproteidowym moze by¢ zmieniany przez dodanie r6znych ilosci
MgCl2do roztworu. Badanie serii tak otrzymanych kompleksow technikg
znacznikow spinowych wykazato, ze wielkos¢ unieruchomienia znacznika
w sztucznym kompleksie jest bardzo zblizona do tej wielkosci dla bton
naturalnych jezeli stosunek lipid/biatko bedzie taki sam (111). Stwierdzono
takze, ze w widmach bton naturalnych wystepuje szeroka linia $wiadczaca
0 obecnosci silnie unieruchomionego sktadnika. Linia taka nie pojawiata
sie gdy odtwarzano kompleks ze sktadnikdw uprzednio wydzielonych
z biony.

VIl. Btony biologiczne

Zastosowanie znacznikéw spinowych do naturalnych bton staje sie co-
raz powszechniejsze jakkolwiek otrzymywane wyniki sg trudne do in-
terpretacji. Jedng z metod znakowania w badaniach bton biologicznych
jest biosyntetyczne wprowadzanie znacznika spinowego. Jezeli w $ro-
dowisku w czasie wzrostu bakterii bedzie znajdowat sie znacznik spi-
nowy (np. 12-doksylostearynian) to pdézniej wykrywa sie go we frakcji
lipidowej ekstrahowanej z komérki (8, 113). Znakowanie mozna tez prze-
prowadzi¢ metodg dyfuzji, przez umieszczenie btony w S$rodowisku za-
wierajgcym znacznik spinowy (111). Dokladniejsze badania wykazaly
istnienie nieznacznych réznic w strukturze bton biologicznych nie zawie-
rajagcych i zawierajagcych znaczniki spinowe (114, 8). Jest to jedna z przy-
czyn trudnosci interpretacji widm znakowanych bton naturalnych. Biatka
bedace sktadnikami btony moga by¢ znaczone spinowo w warunkach
zblizonych do fizjologicznych bez naruszenia struktury btony. Btony zna-
czone w ten spos6b byty stosowane w badaniach wptywu pH oraz innych
czynnikéw na strukture i funkcje btony (115, 116, 117).

Niektore z metod stosowanych w badaniach makroczasteczek mogg byé
bezposrednio przeniesione do badania bton biologicznych. Szczegdlnie
przydatne jest wprowadzanie znacznika spinowego w SciSle okreslone
miejsca bton wykorzystujagc analogi substratow (118) do badania aktyw-
nosci enzymatycznych biony, co pozwala na przykiad badaé ruchliwos¢
lorientacje sktadnikéw w roznych obszarach btony (111, 119). W badaniu
bton naturalnych wykorzystano tez znajomo$¢ zmian widma znacznika
spinowego pod wptywem roznych srodowisk (120, 121), (Ryc. 23).
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(a)

(b) 8

Ryc. 23. Podziat znacznikéw spinowych miedzy faze wodng i weglowodorowsg.

(@) widmo EPR znacznika w nerwie btednym krélika (120), (b) widmo EPR znacznika spino-

wego w zewnetrznych segmentach precikow siatkéwki wotu (121). Szczyt A linii wysokopo-

lowej pochodzi od znacznika w $rodowisku hydrofobowym a szczyt B od znacznika w $rodo-
wisku wodnym

Jak widaé na podstawie przytoczonych przyktadéw, wprowadzona
przed paru laty, technika znacznikéw spinowych mimo znacznych trud-
nosci w analizie wynikéw znalazta juz szerokie zastosowanie do rozwigzy-
wania réznych problemow w dziedzinie badan makroczasteczek, jak row-
niez bton modelowych i biologicznych. Nowe mozliwosci otwierajagce sie
przed tg technikg w zwiagzku z zastosowaniem maszyn cyfrowych do ana-
lizy wynikdw pozwalajg przypuszczaé, ze stanie sie ona nowym narze-
dziem w badaniach biochemicznych uzupetniajagc inne metody spektro-
skopowe.

Artykut nadszedt 4.5.1974, po rewizji autorskiej otrzymano 15.9.1974.
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ANDRZEJ W1ERASZKO *

Regulacja biosyntezy acetylocholiny
Regulation of the Biosynthesis of Acetylcholine

Gtoéwna rola ACh w organizmach zywych polega na petnieniu funkcji
neurotransmitera, czyli substancji biorgcej udziat w przekazywaniu im-
pulséw nerwowych (1, 2). Problem ten jest od dawna intensywnie badany.

Zadaniem niniejszego artykutu jest zaznajomienie czytelnika z naj-
nowszymi pogladami dotyczacymi biosyntezy, magazynowania i wydzie-
lania ACh w zakonczeniu nerwowym.

I. Izolowanie i wiasciwosci zakonczen nerwowych

W czasie homogenizacji tkanki moézgowej w $Srodowisku izotonicznym
(np. w 0,32M sacharozie) zakonczenia nerwowe odrywajg sie tworzac zam-
kniete struktury otoczone plazmatyczng btong zakonczenia nerwowego.
Struktury te, ktérych powstawanie przypomina proces formowania sie
mikrosomow z siateczki endoplazmatycznej (3) zaobserwowali po raz
pierwszy pod mikroskopem elektronowym Gray i Whittaker
w 1962 roku (4). W 1964 roku Whittaker iwsp. (5 zaproponowali dla
tych struktur nazwe ,synaptosomy”, przyjeta teraz ogdlnie.

Stosujgc technike wirowania w gradiencie stezen mozna wyizolowaé
frakcje synaptosomalng, zawierajagca gtownie presynaptyczng cze$¢ za-
koAczenia nerwowego i btone postsynaptyczng. Schemat powstawania
i izolowania synaptosomo6w przedstawia rycina 1.

Synaptosomy zawierajg jedno lub kilka mitochondridw, pecherzyki
synaptyczne (sferyczne struktury wypetnione neurotransmiterem, ktérym

*

Mgr, Zaktad Biochemii Uktadu Nerwowego i Migsni, Instytut Biologii Doswiad-
czalnej im. M. Nenckiego PAN, ul. Pasteura 3, 02-093 Warszawa.

Wykaz stosowanych skrétow: ACh — acetylocholina; ChAc — acetylotransferaza
cholinowa (2.3.1.6. O-acetylotransferaza acetyloCoA :cholina); AChE — esteraza acetylo-
cholinowa (3.1.1.7. hydrolaza acetylocholinowa); HC-3 — hemicholinium-3; CoA —
koenzym A; AcetyloCoA — acetylokoenzym A; DNP-2,4 — dwunitrofenol; HRP — pero-
ksydaza chrzanowa.
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Ryc. 1. Schemat powstawania i izolowania synaptosomow

A —homogenizacja w 0,32 M sacharozie w homogenizatorze z ttokiem teflonowym, B —miejsce
odrywania sie zakonczenn nerwowych w czasie homogenizacji, C—Kkilkakrotne wirowania réz-
nicowe (1000XgX10 min) w celu otrzymania surowej frakcji synaptosomalnej, D —osad surowej
frakcji synaptosomalnej, E—wirowanie surowej frakcji synaptosomalnej w gradiencie stezen
sacharozy (53 O0OOXgX2h); 1—08 M sacharoza, 2—12 M sacharoza, 3—mielina, 4—frakcja
synaptosomalna, 5—mitochondrion, 6—btona plazmatyczna otaczajgca synaptosom, 7—pe-
cherzyk synaptyczny, 8—szczelina synaptyczna, 9—cze$¢ blony postsynaptycznej, 10—synap-
tosom

w przypadku uktadu cholinergicznego jest ACh) i synaptoplazme (cyto-
plazme zakoriczenia nerwowego).

Wiele witasnosci synaptosoméw, takich jak zachowanie cyklu gli-
kolizy, aktywne gromadzenie potasu, reagowanie uwolnieniem neuro-
transmitera na stymulacje chemiczng np. przy pomocy jonow K+, lub
elektryczng sprawia, ze stanowig one bardzo dogodny materiat do Sledze-
nia proceséw charakterystycznych dla zakoriczenia nerwowego. Badania
prowadzi sie zarowno metodami biochemicznymi, jak i przy pomocy mi-
kroskopu elektronowego. Wyniki otrzymane tymi r6znymi metodami wy-
kazujg bardzo duza zgodno$é i uzupetniajg sie nawzajem.
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Rozdzielenie w gradiencie stezen sacharozy frakcji synaptosoméw na
podfrakcje, zawierajgce pecherzyki synaptyczne i btony zakornczenia ner-
wowego umozliwito zbadanie chemicznego skiadu tych struktur (5).

Il. Subkomérkowa lokalizacja i mechanizm dziatania acetylotransferazy
cholinowej

I1-1. Rozmieszczenie acetylotransferazy cholinowej w zakonczeniu nerwowym

Wystepowanie ChAc, jak i obecno$¢ ACh uwazana jest za giéwny
wskaznik neuronow cholinergicznych tzn. wydzielajgcych ACh (6).

W celu zlokalizowania miejsca biosyntezy ACh nalezato w pierwszym
rzedzie ustali¢ subkomorkowe rozmieszczenie ChAc. Problem ten w po-
towie lat 60-tych podzielit badaczy zajmujgcych sie tym zagadnieniem na
dwie grupy. De Robertis i wsp. (7) stosujagc technike wirowania
réznicowego stwierdzili wystepowanie ChAc jako enzymu zwigzanego
z pecherzykami synaptycznymi. Odmienne wyniki otrzymat Whilla-
ker (5). Stosujac technike wirowania w gradiencie stezen sacharozy
stwierdzit obecno$é ChAc w synaptoplazmie. Doswiadczenia innych auto-
row nie wyjasnity powyzszego spornego zagadnienia (3, 8, 9, 10). Dopiero
praca Fonnum (11) rzucita wiecej Swiatta na przyczyny rozbieznoSci
w wynikach otrzymywanych w réznych pracowniach. ChAc, jako biatko
o0 stosunkowo niskim ciezarze czgsteczkowym — 65 000 (12) moze fatwo
zmienia¢ swoje powinowactwo do bton biologicznych przy nieznacznych
nawet réznicach w wartosci pH i sity jonowej. W warunkach fizjologicz-
nych enzym powinien zatem wystepowa¢ w stanie rozpuszczalnym (11).
Wyniki innych autoréw (3, 8, 9, 10) wskazywaty jednak, ze nawet przy
takiej samej sile jonowej i pH, ChAc pochodzaca z odmiennych gatunkéw
zwierzat byta w réznym stopniu wigzana przez btony. Fakt ten ttumaczy¢
mozna (11) r6znym powinowactwem enzymu do bton w zaleznos$ci od ga-
tunku zwierzecia (11). Wnioskowanie to uzasadnia Fonnum wynikami
wiasnych badarn nad stopniem adsorpcji czeSciowo oczyszczonej ChAc na
wymieniaczu jonowym — CM-Sephadex (13). Dla wyliczenia stosunku po-
miedzy iloscia enzymu zaadsorbowanego na wymieniaczu a iloScig enzy-
mu niezwigzanego z wymieniaczem wprowadzono wspoétczynnik D:

(°/o ChAc)a—  °/o enzymu zaadsorbowanego na zy-
(% ChAc)a wicy
(% ChAC)b (doChAc)b— °/o enzymu niezwigzanego z wymie-
niaczem

Wartosci D oznaczone dla zwierzat roznych gatunkéwJ. przy réznym pH
przedstawia tabela 1

Jak wynika z definicji wspétczynnika D, im wyzsza jest jego wartos¢
tym wiecej enzymu adsorbuje sie na wymieniaczu. Na wielko$¢ wspoét-
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czynnika D wywiera wptyw zardwno pH jak i sita jonowa. W zaleznosci
od stopnia wigzania si¢ enzymu z wymieniaczem, ChAc pochodzacg z roz-
nych gatunkéw zwierzagt mozna uszeregowaé¢ w nastepujacy sposob: ChAc
Swinki morskiej # ChAc gotebia® ChAc kota ™ ChAc szczura (11, 14).
Enzym pochodzacy z mdzgu Swinki morskiej i gotebia posiada znacznie
stabszy tadunek dodatni (stabsze wigzanie z wymieniaczem) i nizszy punkt
izoelektryczny niz enzym pochodzacy z mézgu kota i szczura.

Tabela 1
Wspotczynnik D dla ChAc pochodzacej z moézgu réznych gatunkéw zwierzat (13)

Bufor

Swinka
fosforanowo-soclowy Gotgb Szczur Kot
L morska
stezenie (mM) PH
25 6,6 35 47 21,0 18,5
25 7,0 1,0 16 10,2 13,9
25 73 0,3 08 35 21
12 7,0 2,3 6,9 14,7 17,3
48 7,0 03 0.3 17 2,3

Stwierdzono, ze ChAc z moézgu szczura wystepuje w postaci trzech
form molekularnych, natomiast w mézgu gotebia i $winki morskiej istnieje
tylko jedna forma tego enzymu (15).

Dane te mogtyby sugerowaé, ze problem subkomérkowej lokalizacji
ChAc zostat ostatecznie rozstrzygniety. Jednakze ostatnio wykazano (16),
ze niezaleznie od istnienia réznych form molekularnych, ChAc w madzgu
szczura wystepuje w postaci dwdéch frakcji: stabiej zwigzanej z btonami
(o punkcie izoelektrycznym 7,1—7,9) i mocniej zwigzanej z btonami
(o punkcie izoelektrycznym 7,9—8,5). Niewykluczone, ze te dwie frakcje
posiadajg odmienng lokalizacje subkomérkowg w zakoriczeniu nerwo-
wym. Fizjologiczne znaczenie tego zjawiska bedzie omoéwione w dalszej
czesci artykutu.

Lokalizacje ChAc mozna badaé przy uzyciu histochemicznej metody
opracowanej w 1969 roku (17), jednakze warunki oznaczen histochemicz-
nych zmieniajg wtasciwosci, a by¢ moze i lokalizacje enzymu (18, 19), co
ogranicza stosowalno$¢ tej metody.

11-2. Mechanizm dziatania acetylotransferazy cholinowej

ChAc katalizuje reakcje, w ktérej z dwoch substratow (acetyloCoA

i cholina) powstajg dwa produkty (ACh i CoA). Przebieg reakcji przed-
stawia réwnanie:

AcetyloCoA + cholina = acetylocholina + CoA
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Zgodnie z nomenklaturg wprowadzong przez Clelanda (20, 21, 22)
reakcja katalizowana przez ChAc moze przebiega¢ wedtug mechanizmu
»ping-pong”, lub zgodnie z mechanizmem sekwencyjnym. Wyniki badan
dotyczace mechanizmu reakcji przedstawione w tabeli 2 otrzymano sto-
sujgc czesciowo oczyszczone preparaty ChAc.

Tabela 2
Poréwnanie mechanizmu reakcji ChAc pochodzacej z mézgu réznych tkanek ssakéw
i z bakterii
Zrodio enzymu Mechanizm reakcji PiSmiennictwo
tozysko ludzkie sekwencyjny (23)
Mézg szczura sekwencyjny (19
Prazkowie z mézgu wolu sekwencyjny (24
Lactobaccillus plantarum sekwencyjny (25)
Jadro ogoniaste z moézgu sekwencyjny uporzad-
cielecia kowany (26)
tozysko ludzkie ping-pong 27)

Wszyscy autorzy, z wyjatkiem Schubertha (27) uzyskali dane
wskazujgce na sekwencyjny mechanizm reakcji, ktéry schematycznie
mozna przedstawi¢ jak na rycinie 2.

acetylCoA cholina ACh CoA

cholina—E -

E E “ acetylCoA —acetylCoA E-CoA

Ryc. 2. Mechanizm reakcji ChAc przedstawiony w mys$l zatozeh Clelanda. Mo-
dyfikacja schematu (24)

Oba substraty (acetyloCoA i cholina) przytaczajg sie do enzymu zanim
uwolni sie ktorykolwiek z produktow. Niektdrzy autorzy (26) sugerujg
uporzadkowany mechanizm sekwencyjny, w ktdrym acetyloCoA byitby
pierwszym przytgczajacym sie substratem. Rozumowanie takie uzasad-
niajg fakty wskazujgce, ze w czasie reakcji katalizowanej przez ChAc
powstaje posredni kompleks acetyloCoA—enzym (26, 28), ktérego ilosé
zmniejsza sie w obecnosci choliny (26). Wyzsza warto$¢ Kmdla acetyloCoA
niz dla choliny réwniez przemawia za tym, ze acetyloCoA przylacza sie
pierwszy do enzymu (24). W powstawaniu przejsciowego kompleksu —
zacetylowanego biatka enzymatycznego — istotng role moze odgrywac
pierscien imidazolu znajdujacy sie w centrum aktywnym ChAc (26, 29).
Jego rola polegataby na wytwarzaniu wigzania tioestrowego z resztg
acetyloCoA (28).
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11-3. Wplyw stezenia substratéw na szybko$¢ biosyntezy acetylocholiny

Nie znamy dotychczas doktadnie mechanizméw regulacji biosyntezy
ACh. Hamowanie na drodze sprzezenia zwrotnego poprzez produkty
reakcji, a zwilaszcza przez ACh jest problemem spornym (14, 23, 24, 25).
Tak wiec aktywnos$¢ ChAc spada o 50°/0 dopiero przy stezeniu ACh prze-
kraczajacym |OOmM (30). Stezenie tego rzedu rzeczywiscie wystepuje
w pecherzykach synaptycznych, podczas gdy stezenie ACh w synaptoplaz-
mie (3mM) jest zbyt niskie, aby hamowac przebieg tej reakcji.

Drugi produkt reakcji — CoA — wptywa na synteze ACh na drodze
hamowania kompetycyjnego w stosunku do acetyloCoA (24). Oddzialywa-
nia tego typu nie stwierdzono dla pary ACh-cholina, wydaje sie wiec,
ze istotng role w regulacji biosyntezy ACh odgrywa stosunek stezen CoA
do acetyloCoA. Fakt ten sprawia, ze biosynteza ACh zalezy w znacznym
stopniu od proceséw zachodzacych w mitochondriach.

Podajgc dokomorowo rézne substraty znakowane MC najwyzsze whbu-
dowanie izotopu do grupy acetylowej ACh mozgu stwierdzono, gdy do-
norem byt znakowany pirogronian (2-14C). Inkorporacja byta mniejsza,
gdy stosowano octan (31). Reakcje, w ktérych ze wspomnianych substra-
téw powstaje acetyloCoA, przedstawiajg nastepujace rownania:

1) pirogronian+ NAD++ CoA = acetyloCoA+NADH+ C02 (31)
2) octan+ CoA+ ATP = acetyloCoA+AMP + Pj (31)

Uktady enzymatyczne katalizujgce obie powyzsze reakcje znajduja sie
w mitochondriach. Istniejg cztery mozliwe drogi przejscia jednostki dwu-
weglowej z mitochondrionu do cytoplazmy (32): 1) dyfuzja acetyloCoA,
2) dyfuzja wolnego octanu, 3) przenoszenie reszty octanowej w formie
acetylkarnityny, 4) dyfuzja wolnego cytrynianu. Najbardziej prawdopo-
dobne wydaje sie przenoszenie reszty octanowej z mitochondrionu do sy-

1
SZCZAWIOOCTAN + ACETYLCOA = cYTRYNIAN + COA

mitochondrion

«

CYTRYNIAN + COA+ ATP é ACETYLCOA+SzczAwWIOOCTAN+ ADP+Pi

synaptoplazma

Ryc. 3. Schemat przenoszenia reszty octanowej z mitochondrionu do synaptoplazmy

1—syntetaza cytrynianowa (E.C. 4.1.3.7. szczawiooctano-liaza cytrynianu), 2—Iliaza ATP cytry-
nianowa (E.C. 4.138. szczawiooctano-liaza ATP : cytrynian)
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naptoplazmy w formie cytrynianu (33). Przebieg tego procesu ilustruje
rycina 3.

Aktywno$¢ liazy cytrynianowej w synaptoplazmie wynosi jedynie 3%
aktywnos$ci ChAc (32). Jak z tego wynika, wydajno$¢ reakcji dostarcza-
jacej acetyloCoA (reakcja 2, rycina 3) nie wystarcza do zabezpieczenia
optymalnego stezenia acetyloCoA do biosyntezy ACh i problem ten wyma-
ga dalszych badan.

Cholina — drugi substrat do biosyntezy ACh powstaje gtéwnie w wa-
trobie, skad przedostaje sie do krwioobiegu. Bariere krew—mozg przenika
jako fosfatydylcholina (34, 35). Po degradacji do wolnej choliny dociera
do miejsca biosyntezy ACh, to jest do komorki nerwowej (36). Istotnym
zrédtem choliny jest rowniez zjawisko tzw. wychwytu (ang. reuptake)
polegajace na pobieraniu przez komdrke nerwowga choliny pochodzacej
z wydzielonej i nastepnie roztozonej enzymatycznie acetylocholiny. Ba-
dania frakcji synaptosomalnej z mézgu szczura i $winki morskiej wyka-
zaty istnienie w bionie otaczajacej synaptosom dwoéch systeméw do po-
bierania choliny (37, 38). Pierwszy uktad, o duzym powinowactwie do
tego substratu (Kmrzedu kilku jiM) (38) ulega w znacznym stopniu sty-
mulacji przez fizjologiczne stezenie jonéw Na+ i hamowaniu przez HC—3
(36). Dziatanie drugiego ukitadu o niskim powinowactwie do choliny (Km
rzedu Kkilkudziesieciu jiM — 38) nie zalezy od stezenia jondw Na+,a HC—3
W znacznie mniejszym stopniu hamuje jego czynno$¢. Uktad o wysokim
powinowactwie do choliny jest charakterystyczny dla zakoriczen nerwo-
wych, w ktorych substancjg przekaznikowg jest ACh i prawdopodobnie
dostarcza substratu dla syntezy tego neurotransmitera (38, 39). Ukilad
0 niskim powinowactwie wystepuje réwniez w synaptosomach niecholi-
nergicznych (38). Oba uktady dziatajg niezaleznie od siebie (39). Stwier-
dzono, ze w czasie dtugotrwatego draznienia ptytki nerwowo-miesSniowej
mitochondria i pecherzyki synaptyczne ulegajg czeSciowemu rozpadowi.
Btony tych struktur mogg w takich warunkach sta¢ sie réwniez Zzrédiem
choliny (40, 41, 42).

Catkowita ilos¢ ACh w zakonczeniu nerwowym, jak i szybko$¢ jej me-
tabolizmu zalezy w znacznym stopniu od stosunku aktywnos$ci enzymu
syntetyzujacego i rozktadajagcego te substancje przekaznikowa. ChAc
1 AChE wystepujagce w obwodowym uktadzie nerwowym sg syntetyzowa-
ne w ciele komorki i transportowane wzdtuz aksonu do zakoniczenia ner-
wowego (43, 44, 45). Réwniez w uktadzie osrodkowym wystepuje transport
tych enzymow z ciata komorki nerwowej do jej zakonczen (46, 47, 48).
Czynniki regulujgce aktywnos$¢ enzymoéw odpowiedzialnych za metabo-
lizm ACh badano miedzy innymi w hodowlach tkanki nerwowej (49, 50).
Stwierdzono (49), ze niektore substancje, takie jak bromodeoksyurydy-
na — zwigzek wywotujagcy formowanie sie aksonow i dendrytéw w ho-
dowlach tkankowych — wptywal na wzrost aktywnos$ci obu enzymow.
Natomiast podanie cyklicznego AMP lub adeniny powodowato wzrost
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aktywnosci AChE i spadek aktywnosci ChAc. Powyzsze spostrzezenia
wskazujg na mozliwo$¢ niezaleznej regulacji aktywnos$ci AChE i ChAc,
co moze stanowi¢ dodatkowy czynnik kontrolujacy biosynteze tego neuro-
transmitera.

I11. Lokalizacja acetylocholiny w zakoriczeniu nerwowym
I11-1. Charakterystyka frakcji acetylocholiny

W zakonczeniu nerwowym ACh wystepuje w postaci dwoch réwnych
co do wielkosci frakcji (41). R6znig sie one lokalizacjg i szybkoscig me-
tabolizmu (5, 51, 52). Pierwsza frakcja zawarta w pecherzykach synap-
tycznych stanowi tzw. stabilnie zwigzang ACh. Drugg frakcjg, tatwo uwal-
niajagcq sie z synaptosomow w czasie ich pekania pod wptywem szoku
osmotycznego, okresla sie jako labilnie zwigzang ACh (synaptoplazma-
tyczng). Poniewaz zagadnienie subkomorkowej lokalizacji ChAc nie zo-
stato dotychczas wyjasnione, nie wiadomo, czy ACh stabilnie zwigzana
z pecherzykami synaptycznymi powstaje w bezposrednim ich sgsiedztwie,
np. na ich blonie, czy tez w synaptoplazmie. W tym ostatnim przypadku
ACh musiataby ulega¢ przenoszeniu z synaptoplazmy do pecherzyka sy-
naptycznego, ktéry jest miejscem jej magazynowania.

I11-2. Budowa, powstawanie i rola pecherzykéw synaptycznych

Pecherzyki synaptyczne sa kulistymi strukturami o Srednicy okoto
50 nm. W organie elektrycznym dretwy (Torpedo marmorata) wielko$é
ich dochodzi do 80—90nm (53). llo$¢ pecherzykdéw w poblizu btony ptytki
nerwowo-miesniowej wynosi u szczura i cztowieka 220—250/jj2 (54). Pro-
ces powstawania pecherzykdw synaptycznych badano zaréwno przy
pomocy mikroskopu elektronowego (55, 56) jak rowniez metodami bioche-
micznymi (57, 58, 59). Otrzymane wyniki wskazujg, ze pecherzyki sy-
naptyczne moga powstawaé przez wpuklenie btony presynaptycznej. Nie-
wykluczone, ze rowniez gtadkie btony siateczki endoplazmatycznej uczest-
niczg w procesie formowania sie tych struktur (60).

Powstawanie pecherzykéw zalezy od stanu funkcjonalnego komér-
ki (61). Podawanie in vitro DNP (czynnika rozprzegajacego oksydacyjnag
fosforylacje) powoduje spadek ilosci pecherzykoéw synaptycznych w za-
konczeniu nerwowym i zanik postsynaptycznego potencjatu pobudzajg-
cego. llo$é mitochondriow w poblizu ptytki nerwowo-mie$niowej wzrasta
przy dtugotrwatym draznieniu, a morfologia ich ulega przy tym istotnym
zmianom (40, 60). Podanie HC-3, zwigzku hamujgcego transport choliny
do zakonczen nerwowych, przy jednoczesnym draznieniu ptytki nerwowo-
miesniowej obniza bardzo gwattownie ilos¢ pecherzykow (62, 40). Zaobser-
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wowano réwniez, ze w czasie tego procesu zmienia sie objeto$¢ i ksztaht
tych struktur (40, 42, 60), a takze wzrasta liczba pecherzykoéw bedacych
w kontakcie (60) lub w stanie fuzji z btong presynaptyczng (63). Fakty te
sugeruja, ze zjawisko powstawania i zanikania pecherzykéw synaptycz-
nych w zakoniczeniu cholinergicznym jest $ci$le zwigzane z procesem wy-
dzielania ACh.

IV. Wydzielanie acetylocholiny
1V-1. Wydzielanie pecherzykowej i synaptoplazmatycznej acetylocholiny

Z doswiadczen elektrofizjologicznych (64, 65) wiadomo, ze na btonie
presynaptycznej ACh jest wydzielana w postaci porcji—kwantow. Wyda-
wato sie wielce prawdopodobne, ze pecherzyk synaptyczny stanowi mor-
fologiczny odpowiednik kwantu i zawiera te wiasnie najmniejszg ilosé
substancji przekaznikowej, ktéra moze by¢ uwolniona w synapsie.

Liczba czasteczek ACh tworzgcych kwant oszacowana na podstawie
badan elektrofizjologicznych wynosi okoto 105 (66, 67, 68). Na podstawie
objetosci, jakg zajmuje jedna czagsteczka krystalicznego chlorku acetylo-
choliny obliczono, ze ilo$¢ substancji przekaznikowej, jaka moze sie zmies-
cic w jednym pecherzyku wynosi 45000 (69) i 63000 (33). Wedtug
Whittakera (53) w jednym pecherzyku osrodkowego uktadu nerwo-
wego miesci sie okoto 2000 czasteczek ACh, a w pecherzyku z organu
elektrycznego dretwy (Torpedo marmorata) — 40 000 (53). Dla nerwu
przeponowego warto$é te okresla sie na 15 000—30 000 czasteczek ACh (33).

Z badan z zastosowaniem znakowanej choliny jako prekursora ACh
wynika, ze ACh synaptoplazmatyczna metabolizuje sie szybciej i jest szyb-
ciej wydzielana niz ACh pecherzykowa (51, 70, 71, 72). Fakty te przecza
pogladowi, w mysl ktérego pecherzyk synaptyczny bytby odpowiedni-
kiem kwantu. Pojawito sie wiec pytanie, co sprawia, ze neurotransmiter
jest mimo wszystko wydzielany w odrebnych porcjach.

Z badahA nad narzadem elektrycznym ryb (73, 74, 75, 76, 77, 78) jak
i nad uktadem os$rodkowym (79, 80, 81, 82, 83) wynika, ze wydzielona
w czasie impulsu ACh pochodzi z oddzielnej, trzeciej frakcji. Whilla-
ker (81) sugeruje, ze ta szybko wydzielana labilna ACh mogtaby miesci¢
sie w oddzielnej puli pecherzykéw synaptycznych, znajdujgcych sie w po-
blizu btony presynaptycznej, charakteryzujacych sie krotkim okresem pot-
trwania. Labilno$¢ tej frakcji powoduje, ze w czasie homogenizacji tkanki
ACh uwalnia si¢ z pecherzykéw i przechodzi do frakcji synaptoplazma-
tycznej. Miejscem magazynowania neurotransmitera bylaby natomiast
druga pula pecherzykow, o dtuzszym okresie péttrwania.

Biorgc pod uwage wyniki prac Whittakera (79, 80, 81), jak row-
niez dane dotyczace mozliwosci syntezy ACh przez pecherzyki synaptycz-

5 Postepy Biochemii
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ne (84, 85, 86) mozna zasugerowaé nastepujacy model zjawisk dotyczacych
syntezy i magazynowania ACh w zakonczeniu nerwowym.

Wieksza cze$¢ ACh powstaje wedtug tej hipotezy w synaptoplazmie
przez luzno zwigzang frakcje ChAc. Stezenie ACh jest tu tak niskie
(3mM), ze nie hamuje aktywnos$ci enzymu, a zsyntetyzowana ACh ulega
nagromadzeniu gtownie w pecherzykach o krétkim okresie potrwania,
stanowigcych jednocze$nie zrodio szybko wydzielanej ACh.

W pecherzykach o dtugim okresie pottrwania mozliwos¢ syntezy ACh
warunkowac¢ moze obecno$¢ mocno zwigzanej frakcji ChAc. Jednakze wy-
sokie stezenie ACh w tych pecherzykach (150mM) musiatoby ograniczac
jej synteze. Whnikajgca do zakoriczenia nerwowego cholina stanowitaby
przeto przede wszystkim prekursor szybko syntetyzowanej ACh, groma-
dzonej w pecherzykach o krotkim okresie potrwania.

Model powyzszy moze ttumaczy¢ wyniki otrzymane dzieki badaniom
biochemicznym, w ktérych stosowano radioaktywng choline (71, 72).
W czasie pobudzenia stwierdzono w pierwszym rzedzie wydzielanie ra-
dioaktywnej ACh, ktdrej lokalizacje ustalono jako synaptoplazmatyczna.
Wedtug przedstawionego modelu nie bytaby to jednak ACh synaptoplaz-
matyczna, a frakcja pochodzaca z pecherzykdéw o krdétkim okresie pot-
trwania.

Rozbieznosci istniejagce pomiedzy wynikami uzyskanymi metodami bio-
chemicznymi i elektrofizjologicznymi odmiennie niz w przedstawionym
modelu, ttumaczg Marchbanks i Israel (73). Zaktadajg oni istnie-
nie w jednym pecherzyku dwoch réznie rozmieszczonych frakcji ACh:
jednej o diugim okresie pétrwania zlokalizowanej wewnatrz pecherzyka,
i drugiej, o krétkim okresie péitrwania, znajdujgcej sie na zewnetrznej po-
wierzchni pecherzyka. Trudno jednak przy takim zatozeniu wyobrazi¢ so-
bie, w jaki sposob te dwie frakcje ACh bytyby niezaleznie gromadzone
i wydzielane.

Zarowno badania pochodzace z pracowni Whittakera (79, 81), jak
i pracowni Israela (73, 75) dotyczace omawianego problemu sg nowe,
fragmentaryczne i czesto dostarczajg nawzajem sprzecznych wynikow.

111-2. Rola jonéw, ATP i biatek w wydzielaniu acetylocholiny

Uwolnienie ACh do szczeliny synaptycznej moze nastgpi¢ jedynie
w okreSlonych miejscach btony presynaptycznej (87). Warunkiem koniecz-
nym dla przebiegu tego procesu jest obecno$¢ jonoéw Ca+2 (68, 87, 88),
jednakze jony Sr+2, Mg+2 Mn+2 i Na+ réwniez moga odgrywaé w tym
zjawisku pewng role (89, 90, 91, 92). Hipotetyczny model mechanizmu
dziatania jonow Ca+2 przedstawia rycina 4.

Na wewnetrznej powierzchni btony presynaptycznej istniejg miejsca
receptorowe dla pecherzykéw synaptycznych sktadajgce sie z czterech
podjednostek. Aktywacja miejsca receptorowego, umozliwiajgca wyrzuce-
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nie zawartosci pecherzyka zachodzi z chwilg potgczenia z kompleksem,
w skiad ktérego wchodzi hipotetyczny czynnik A i jony Ca+2 Zakilada
sie, ze czynnik A moze przemieszczac sie wewnatrz btony presynaptycznej
przenoszac jony Ca+2. Nie znamy dotad natury czynnika wigzacego jony
Ca+2. W mozgu wystepuja biatka wigzace specyficznie jony Ca+2. Nalezy
do nich miedzy innymi biatko S-100 (93), a takze fosfoproteid wyizolowany
z mézgu Swinki morskiej (94).

Ryc. 4. Mechanizm dziatania jondw Ca+2 i Mg-"2 przy wydzielaniu acetylocholiny.
Modyfikacja schematu (88)
1—zewnetrzna powierzchnia btony presynaptycznej, 2—wewnetrzna powierzchnia btony pre-
synaptycznej, 3—miejsca receptorowe, 4—pecherzyki synaptyczne, V —szybko$¢ wyrzucania
transmitera, maty prostopadtoscian —czynnik A, duzy prostopadio$cian —aktywna podjed-
nostka miejsca receptorowego, zakreskowany prostopadtoscian —nieaktywna podjednostka
miejsca receptorowego

Stezenie jonoéw Ca+2 w komdrce nerwowej wynosi 10-5 M, a stezenie
poza komorka jest wyzsze i wynosi 1—IOmM (95). Aktywne regulowanie
stezenia jonéw Ca+2 przez mitochondria w komérce nerwowej (96, 97), ich
wptyw na wydzielanie neurotransmitera (64, 98) i zmiane opornosci btony
komorkowej (99, 100, 101) swiadcza, ze jony te odgrywajg istotng role
w regulacji pobudliwo$ci komorki nerwowej.

Szereg hipotez uwzglednia réwniez udziat ATP w wydzielaniu ACh.
Przyktadem moze by¢ sugestia Whittakera (77, 102), w mys$l ktorej
w czasie wydzielania ACh gtéwng role odgrywa kompleks ACh z ATP
i biatkiem zasadowym — wesikuling. Hydroliza ATP zapoczatkowuje roz-
pad kompleksu prowadzac do wydzielenia ACh. Autor nie precyzuje, co
stanowi impuls do zapoczatkowania hydrolizy ATP.

W modelu zaproponowanym przez Berta i wsp. (103) ATP réwniez
odgrywa podstawowa role przy wydzielaniu neurotransmitera. Wyizolowali

54
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oni z frakcji synaptosomalnej moézgu wolu i szczura biatko podobne
w swych wiasciwosciach do aktomiozyny. Biatko to dysocjuje na dwie
podjednostki: jedng podobng do aktyny — neuryne (c.cz. 47 000) i drugg
podobng do miozyny — stenine (c.cz. 240 000). Autorzy postulujg, ze w mo-
mencie zblizenia sie pecherzyka do btony presynaptycznej nastepuje, sty-
mulowana przez jony Ca+2 interakcja zwigzanej z pecherzykiem steniny
i wystepujacej w bionie presynaptycznej neuryny. Zjawisku temu towa-
rzyszy wzrost aktywnosci ATP-atycznej. Rozktad ATP jest zrédtem energii
potrzebnej do morfologicznych zmian w strukturze pecherzyka i wydzie-
lenia transmitera.

Przedstawione powyzej mechanizmy dotyczace wydzielania neurotrans-
mitera pozostajg nadal hipotezami. Niektdre z hipotez sugerowane daw-
niej, w miare postepu metodyki neurochemicznej okazaty sie nieaktualne,
jak np. hipoteza ogtoszona w 1967 roku (104). W mysSl jej zatozen peche-
rzyki synaptyczne rozptywatyby sie w btonie presynaptycznej. Proces ten
umozliwiataby hydrofobowa cze$¢ gangliozyddéw, obecnych w pecherzy-
kach synaptycznych. Jednakze jak wykazaty najnowsze badania (105, 106,
107) oczyszczona frakcja pecherzykéw, w przeciwienstwie do bton plaz-
matycznych zakonczenia nerwowego, nie zawiera gangliozydow.

Poglad, w mys$l ktérego proces wydzielania neurotransmitera w za-
koriczeniu nerwowym podlegatby prawom wymiany jonowej, nie bedzie
tu omawiany, gdyz wymaga on dalszego udokumentowania do$wiadczal-
nego (58, 59).

V. Uwagi koncowe

Wzajemng zalezno$¢ proceséw regulujgcych biosynteze i wydzielanie
ACh przedstawia rycina 5.

Zalezno$¢ biosyntezy tego neurotransmitera od stosunku stezen CoA
do acetylCoA powoduje, ze stan energetyczny mitochondrionu wptywa na
biosynteze ACh. Brak mozliwosci syntezy choliny przez komdrke nerwo-
wga sprawia, ze biosynteza ACh zalezy od transportu tego substratu po-
przez btony zakonczenia nerwowego. Wptyw jonéw Na+ na transport
choliny posiada zapewne istotne znaczenie fizjologiczne (36).

Wystepowanie dwoch frakcji ACh w zakonczeniu nerwowym (peche-
rzykowej i synaptoplazmatycznej) przyjmuje sie powszechnie. Sugestia
obecnosci trzeciej, niezwykle labilnej frakcji ACh, posiadajacej odrebng
lokalizacje, wymaga dalszego udokumentowania. Jednakze zatozenie ist-
nienia tej frakcji pozwala zrozumie¢ rozbieznosci w wynikach otrzymy-
wanych metodami biochemicznymi i elektrofizjologicznymi. Wystepowa-
nie ACh w zakonczeniu nerwowym w postaci bardziej i mniej preferowa-
nej do wydzielenia w czasie pobudzenia, a takze ich ré6zna lokalizacja
przypomina uktad amin katecholowych (108).
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Ryc. 5. Hipotetyczny model biosyntezy, magazynowania i wydzielania acetylocholiny

Na schemacie nie zaznaczono ukiadu o niskim powinowactwie do pobierania choliny; O —pe-

cherzyki synaptyczne nie zawierajace ChAc, © — pecherzyki synaptyczne zawierajace ChAc,

—daiatanie stymulujgce,=C>—kierunek przenoszenia substratéw i produktéw reakcji enzy-
matycznych, — —dziatanie hamujace, o—acetylocholina synaptoplazmatyczna.

Na podstawie badan nad subkomdrkowga lokalizacjag ChAc mozna sg-
dzi¢, ze biosynteza ACh w zakonczeniu nerwowym zachodzi zaréwno
w synaptoplazmie, jak réwniez, w mniejszym stopniu, w powigzaniu
z pecherzykami synaptycznymi. Obecno$¢ AChE w czesci presynaptycznej
zakonczenia nerwowego nasuwa pytanie, w jakim stopniu enzym ten
wptywa na metabolizm ACh w tej czesci komérki (51). Dane dotyczace
regulacji aktywnos$ci AChE i ChAc w komdrce nerwowej przedstawione
W niniejszym opracowaniu dotyczg badan przeprowadzonych na komor-
kach w hodowli. Whnioski wyciagniete na ich podstawie nie moga wobec
tego w peini wyjasni¢ proceséw zachodzacych w zakornczeniu nerwowym.

Udziat jonéw Ca+2 w procesie wydzielania ACh, jednomys$inie pod-
kreSlany przez wszystkich autor6w, omoéwiono ogdlnie. Jest to obszerne
zagadnienie i wymaga oddzielnego opracowania.
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Przedstawione w niniejszym artykule dane dotyczgce syntezy i wy-

dzielania ACh nie dajg catkowicie jasnego obrazu tego zjawiska. Gtownym
powodem takiego stanu rzeczy jest wcigz jeszcze niepeiny i stale zmie-
niajacy sie zaséb faktéw dotyczgcych omawianego problemu.

Autor sktada podzigkowanie Pani Profesor dr Stelli Niemierko za niezwykle

cenne uwagi przy przygotowywaniu niniejszego artykutu.
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HANNA WEHR *

Struktura i funkcja tipoproteidéw krwi cztowieka

Structure and Function of Human Blood Lipoproteins

I. Wstep

W ciggu ostatnich kilku lat wiedza 0 budowie i przemianach tipopro-
teidow krwi uzupetniona zostata licznymi, nowymi danymi. Giéwne
osiggniecia tego okresu to: ustalenie sktadu biatkowego poszczegdlnych
klas lipoproteidowych, wyniki badan fizykochemicznych nad konformacjg
i strukturg czwartorzedowa tipoproteidéw, odkrycie funkcji koenzyma-
tycznych niektérych z nich, wreszcie liczne nowe fakty dotyczace meta-
bolizmu i wzajemnych przemian tej grupy zwigzkéw. Do rozwoju nauki
o lipoproteidach i do lepszego zrozumienia ich przemian i roli przyczy-
nity sie w bardzo duzym stopniu badania niektérych stanéw patologicz-
nych, zwitaszcza wrodzonych choréb zwigzanych z ich metabolizmem.

W biezacej pracy przedstawiono i omdéwiono przede wszystkim te dane,
ktére uzupetnity wiedze o lipoproteidach krwi od czasu poprzedniego
artykutu na ten sam temat publikowanego w Postepach Biochemii
w 1966 roku (1).

I1. Ogoélne wiasnosci tipoproteidow

Lipoproteidy osocza lub surowicy ** stanowig mieszanine réznych lipi-
doéw i réznych biatek. Odsetkowa zawarto$¢ lipidéw jest w nich na ogot
tym wieksza im wiekszy ciezar czasteczkowy oraz wielko$¢ czasteczki

* Doc. dr hab., Zaktad Genetyki, Instytut Psyehoneurologiczny, al. Sobieskiego
1/9, 02-957 Warszawa.

** Sktad lipidowy i lipoproteidowy osocza oraz surowicy sg identyczne. W dal-
szych ustepach pracy referowane bedg wyniki badaA réznych autoréw postuguja-
cych sie tak jednym jak i drugim materiatem.

Wykaz stosowanych skrétow:

VLDL —lipoproteidy o bardzo niskiej gestosci (ang. very low density lipoproteins)-,
LDL — lipoproteidy o niskiej gestosci (ang. low density lipoproteins); HDL — lipo-
proteidy o wysokiej gestosci (ang. high density lipoproteins)-, VHDL — lipoproteidy
o bardzo wysokiej gestosci (ang. very high density lipoproteins)-, LCAT — lecytynowo
cholesterolowa transferaza kwasow tluszczowych (ang. lecithin cholesterol acyl
transferase).
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lipoproteidu. Ze spadkiem zawartos$ci lipidow wzrasta gestosé danej grupy.
Lipoproteidy krazg z krwig po catym ustroju i w tym czasie ulegajg roz-
nego rodzaju przemianom zaréwno nieenzymatycznym jak i enzymatycz-
nym. W wyniku tych reakcji lipoproteidy zmieniajg swoj sktad i jedne
odmiany mogga przechodzi¢ w drugie.

Metody rozdzielania i podziat na klasy. Ogdlnie przyjety jest podziat
lipoproteidéw wedtug ich gestosci, oparty na metodzie ultrawirowania.
Wi ielkosScig charakteryzujgcg poszczegolnej klasy jest stata flotacji ozna-
czona symbolem Sf (2). W tablicy 1 przedstawiono zakresy gesto$ci oraz
S{gtéwnych klas lipoproteidowych: chylomikronéw, VLDL, LDL i HDL.
Klasy LDL i HDL dzieli sie czasem na podgrupy, ktére réwniez zostaty
uwidocznione w tabeli.

Tabela 1

Podziat lipoproteidéw na klasy

d3

Nazwa klasy glem Sf
Chylomikrony <0,94 >400
VLDL 0,94—1,006 20—400
LDL 1,006—1,063 0—20
LDLi 1,006—1,019 12—20
1d12 1,019—1,063 0—12
HDL 1,063—1,21
HDL2 1,063—1,12
hdl13 1,12—1.21

Wymienione klasy lipoproteidowe wykazujg charakterystyczng ruch-
liwos¢ elektroforetyczna na bibule, w mieszaninie agarozy i agaru lub
w agarozie (3), (4), (5): chylomikrony nie ruszaja z miejsca startu, frakcja

bibuta zel poliakryloamidowy

zel zageszczajacy

______ 3 lipoproteidy
pre 13 lipoproteidy
» zele rozdzielajace

— a lipoproteidy ¢

Ryc. 1. Schemat rozmieszczenia frakcji lipoproteidowych po rozdziale elektroforetycz-
nym na bibule i zelu poliakryloamidowym

* Sf — stata flotacji przy wirowaniu w roztworze o gestosci 1,063 g/cm3
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LDL posiada ruchliwos¢ beta globulin, HDL za$ ruchliwo$¢ alfa globulin,
a VLDL zajmujg pozycje prebeta. W elektroforezie w zelu poliakryloami-
dowym klasa VLDL, zgodnie z uszeregowaniem wedtug wielkos$ci czaste-
czek, zajmuje pozycje za frakcjag beta lipoproteidow (6), (7). Rycina 1
przedstawia rozmieszczenie frakcji lipoproteidowych po rozdziale elektro-
foretycznym na bibule oraz w zelu poliakryloamidowym.

Lipoproteidy tworzg w obecnosci metali dwuwartoSciowych nieroz-
puszczalne kompleksy z polianionami (heparyna, siarczan dekstranu, kwas
fosforowolframowy). Ta witasno$é jest podstawg licznych metod oznacza-
nia i preparatyki (8).

Skiad chemiczny. Tabela 2 przedstawia sktad chemiczny réznych klas
lipoproteidowych, ktore podlegajg w o0soczu przemianom; zestawione
dane przedstawiajg wiec oczywiscie wartosci przecietne (9), (10), (11).

Tabela 2
Sktad chemiczny lipoproteidéw osocza (9), (10), (11)

. VLDL LDL HDL

Chytomikrony  repeta) (beta) (alfa)

10 % % %

Tréjglicerydy 80—95 50—65 7—1 3—8
Cholesterol wolny 1—3 —12 8 2—3
Cholesterol zestryfikowany 2—5 4—13 37—39 14—20
Fosfolipidy 3—7 15—20 22 22—30
Biatko 1—2 8—12 20—25 45—55

Od dawna znany byt odmienny skiad biatkowy HDL i LDL (12). Za-
stosowano nazwe biatka A dla HDL i B dla LDL (13) oraz C dla biatka
opisanego jako skitadnik VLDL (14). W 1968 roku Shore i Shore (15)
zidentyfikowali w biatku A dwa polipeptydy. Praca ta zapoczatkowata
w kilku pracowniach bardzo intensywne badania nad komponentami biat-
kowymi lipoproteidow. Obecnie wiadomo juz, ze poszczeg6lne frakcie
lipoproteidowe zawierajag mieszanine polipeptydéw, przy czym te samo
polipeptydy powtarzajg sie w réznych frakcjach. Nomenklatura polipep-
tydéw nie zostatla dotad ujednolicona. Niektérzy autorzy stosuja nazwy
wedtug aminokwaséw C koricowych, nie jest to jednak wygodne, ponie-
waz okazato sie, ze te same aminokwasy powtarzajg sie w roznych poli-
peptydach .W biezgcym artykule stosowana bedzie tymczasowa termino-
logia zachowujgca poprzednie symbole biatek A, B, i C z dodanym nume-
rem polipeptydu (16), (17).
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I11. Charakterystyka poszczegélnych klas lipoproteidowych

Lipoproteidy o wysokiej gestosci (HDL). Z dwu gtéwnych subklas
HDL: HDL2i HDL3 (patrz tablica 1) HDL2sa lzejsze i wieksze. Srednica
HDL oznaczona na podstawie mikroskopii elektronowej wynosi 95—100A
a HDL3 70—75A (11) a ciezary czasteczkowe odpowiednio 3,4X105
i 1,75X105 (18). Frakcja HDL wystepuje w bardzo matej ilosci i praw-
dopodobnie stanowi mieszanine rdznych lipoproteidow (19).

Frakcja o gestosci powyzej 1,21 zawiera réwniez pewng ilo$¢ lipidow.
Nazwano jg frakcjg lipoproteidéw bardzo wysokiej gestosci (VHDL)
i stwierdzono, ze w zakresie gestosci 1,21—1,25 wystepujg czasteczki
0 sktadzie bardzo podobnym do HDL, natomiast subfrakcja o ciezarze
wiasciwym powyzej 1,25 ma juz zupeinie odmienny charakter — zawiera
prawie wytgcznie kompleksy albuminy z wolnymi kwasami ttuszczowy-
mi (20).

Po usunieciu lipidow z witasciwych HDL (o c.wt 1,063—1,21) biatko
ich jest dobrze rozpuszczalne w wodzie — najlepiej sposrod wszystkich
frakcji lipoproteidowych. Dlatego tez analiza sktadu biatkowego tej frak-
cji zostata wykonana najwcze$niej (15), (21), (22). Obecne w biatku HDL
dwa polipeptydy A I'i A Il réznig sie znacznie sktadem aminokwasowym,
majg zblizone ciezary czasteczkowe wynoszgce okoto 15000 i stanowig
razem 85—90% czesci biatkowej HDL. Aminokwasem C koncowym jest
w obu z nich glutamina. Polipeptydy te nazywane sg rowniez apoLpGln |
lapoLpGlIn Il (23) lub frakcjami Il i IV (22), (24). Stosunek A | do A 1l
wynosi 3:1 dla catej frakcji HDL (23), a wedtug innych autoréw 3,4:1 dla
HDL2i 4,6:1 dla HDL3 (25).

W obrebie frakcji HDL stwierdza sie metodg elektroforezy w zelu
poliakryloamidowym (26), (7) oraz metodg izoelektrycznego ogniskowania
(27) obecnos¢ subpopulacji. Przyczyng tego mogg by¢ réznice w podjed-
nostkowej budowie czasteczek HDL (27), (28).

Scanu (29) przeprowadzal liczne doswiadczenia nad ponownym
taczeniem sie biatek i lipidow izolowanych z HDL. Z mieszaniny biatek,
lipidow polarnych i apolarnych otrzymywat on pod wptywem sonifikacji
kompleksy bardzo podobne do rodzimych HDL. Swiadczy to o zdolnosci
biatek HDL do tworzenia sobie wtasciwego kompleksu z lipidami.

Oprécz polipeptydéw grupy A, ktére stanowig gtdwna cze$¢ catego
apolipoproteidu HDL wykryto w nim rédwniez polipeptydy o nizszym
ciezarze czasteczkowym (7000—10 000) grupy C — te same polipeptydy
wystepujg w VLDL (30). Posiadajg one nastepujace aminokwasy C kon-
cowe: Cl — seryne, C Il — kwas glutaminowy, C Il — alanine (31). Ostat-
nio opisano jeszcze jeden polipeptyd obecny gtownie w HDL3 Nazwano
go polipeptydem D (32).

W delipidowanym biatku HDL stwierdza sie obecno$¢ ponad 3°/0 we-
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glowodandw. Gtownym skiadnikiem jest glukozoamina. Obecny jest row-
niez kwas sjatowy (33).

Badania fizykochemiczne: optyczna dyspersja rotacyjna i dichroizm
kotowy wykazujg, ze 70—80°/0 biatka HDL wystepuje w postaci alfa spi-
rali. Obliczono, ze zawarto$¢ alfa spirali jest znacznie wyzsza w A | niz
w A Il (34). Biatko pozbawione lipidow rézni sie pod wzgledem swoich
wiasnosci optycznych od catych HDL — lipidy wydajg sie mieé wazne
znaczenie dla struktury czesci biatkowej (18).

Wyniki doswiadczerh nad dziataniem trypsyny i lipazy na czasteczki
HDL wskazujag na to, ze biatko oraz fosfolipidy znajdujg sie na powierzch-
ni (35). Badania przy uzyciu promieni rentgenowskich réwniez uwidacz-
niajg skupienie elektronébw w zewnetrznej czesci czasteczki i jadro o cha-
rakterze apolarnym (18).

W mikroskopie elektronowym HDL majg ksztatt kulisty (36), wewnatrz
czasteczek widoczna jest struktura podjednostkowa (11).

Lipoproteidy o niskiej gestosci (LDL). Podobnie jak w wypadku HDL
rozmiary czasteczek catej klasy lipoproteidow niskiej gestosci wahajg sie
w niewielkich granicach. Srednica tych biatek ma od 200 do 290A (37).
Ciezar czasteczkowy LDL2wynosi 2,2—2,3X10® (38). W sktad LDL wcho-
dzi duza ilo$¢ cholesterolu przewaznie w postaci zestryfikowanej.

Koricowym aminokwasem gtéwnego biatka LDL — apolipoproteidu B
jest prawdopodobnie seryna (12). Oprécz tego biatka LDL zawierajg mate,
zmienne u réznych oséb ilosci biatka A i C (39).

Cze$¢ biatkowa LDL zawiera okoto 3°/o heksoz, okoto I°/o heksozoaminy
i okoto 0,5% kwasu sjalowego (40), (41). Kwas sjalowy jest tatwo uwal-
niany przez neuraminidaze (42), co Swiadczy o0 jego umiejscowieniu na
powierzchni czasteczki.

Wyniki badan fizykochemicznych nad konformacjg calych LDL oraz
apo LDL wskazujg na to, ze sg one mieszaning alfa spirali, struktury beta
czyli ,,harmonijkowej” (ang. pleated sheet) oraz struktury nieuporzadko-
wanej czyli ,kiebka przypadkowego” (ang. random coil) (43), (44). Zawar-
tos¢ alfa spirali jest jednak znacznie nizsza niz w HDL (34). W subfrak-
cjach o roéznym ciezarze wilasciwym przewazajg rozne struktury — ze
wzrostem zawartosci lipidow wystepuje wiecej struktury beta (45). Lipi-
dy majg stabilizujacy wptyw na konformacje biatka LDL (42), (43).

Podobnie jak w wypadku HDL sporo informacji na temat struktury
LDL dostarczyty doSwiadczenia z degradacjg enzymatyczng przy uzyciu
enzymow proteolitycznych oraz fosfolipaz. Wykazatly one obecnos$¢ biatka
oraz fosfolipidow na powierzchni czgsteczek (42), (46), (47). Jednak nie
cate biatko jest dostepne dla enzymdw proteolitycznych i na tej podsta-
wie zaproponowano (42) model czasteczki LDL, w ktérym wystepujg 4 pod-
jednostki zbudowane z lipidow otoczonych biatkiem. Sugerowano réwniez
model w ksztatcie dwunasto$cianu o 20 globularnych podjednostkach (46).
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W mikroskopie elektronowym LDL majg ksztatt kulisty, ktéry tatwo
ulega deformacjom (11).

Polimorfizm genetyczny LDL. W 1963 roku Berg (48) stwierdzit
metodg immunologiczng wystepowanie u czesci os6b zdrowych wariantu
genetycznego, ktdry nazwat Lp(a). Okazato sie (49), ze antygen ten obec-
ny jest w matych iloSciach w surowicy wszystkich ludzi, tylko ilo$¢ jego
jest determinowana genetycznie. lzolowany lipoproteid Lp(a) reaguje
z surowicami przeciw LDL. Ma troche wieksze rozmiary i troche wyzszy
ciezar czasteczkowy niz pozostate LDL oraz znacznie wyzszg gesto$¢ co
powoduje, ze w ultrawirowaniu oddziela sie z frakcja HDL2 Jego ruch-
liwosé elektroforetyczna na agarozie odpowiada frakcji prebeta tipoprotei-
doéw. Skiad lipidowy Lp(a) nie rézni sie od LDL, w skitadzie aminokwaso-
wym stwierdzono réznice (50). Oprocz antygenu wspélnego z LDL Lp(a)
zawiera polipeptydy C oraz albumine. Wykryto w nim 6 razy wiecej kwa-
su sjalowego, okoto 3 razy wiecej heksozoamin i 2 razy wiecej heksoz niz
w pozostatych LDL (51). Punkt izoelektryczny tego biatka jest przesu-
niety w strone kwasng w stosunku do reszty LDL.

Lp(a) jest, by¢ moze, identyczny z lipoproteidem opisanym pod nazwg
sedymentujgcego prebeta (ang. sinking prebeta) (52).

Opisywano rowniez inny polimorfizm dziedziczacy sie niezaleznie od
Lp(a), a mianowicie ukiad Ag (53). Cechy tego uktadu nie zostaty scha-
rakteryzowane pod wzgledem chemicznym, determinanty wykryto w réz-
nych frakcjach lipoproteidowych (54).

Lipoproteidy o bardzo niskiej gestosci (VLDL). Nazywane eg one réw-
niez chylomikronami endogennymi, poniewaz transportuja lipidy syntety-
zowane w watrobie. Czasteczki tej frakcji majg ré6zne rozmiary od 300 do
900A (55) i zmienny skiad chemiczny (56). Ze spadkiem statej flotacji
spada w nich zawarto$é trojglicerydéw, wzrasta natomiast ilos¢ sktadni-
kéw polarnych — fosfolipidéw i biatka.

Wykazano (57), (58), (31), (59), ze 40% biatka VLDL stanowi biatko B,
okoto 10% biatko A, a 50% polipeptydy o niskim ciezarze czgsteczkowym
Cl,ClliCIll —te same, ktore wystepujag w HDL. Polipeptyd C Ill za-
wierajgcy alanine jako aminokwas C koncowy opisano w 2 odmianach
réznigcych sie iloscig kwasu sjalowego w czasteczce.

»Wspdlne” polipeptydy stanowiag wprawdzie tylko 10% biatka HDL,
ale poniewaz stezenie HDL w osoczu jest wyzsze niz VLDL, wiec catko-
wite ilosci ,,matych” polipeptydéw sg w obu frakcjach poréwnywalne (30).

Gdy polipeptydy C I, C Il i C Ill izolowane z ludzkich VLDL podda-
wano sonifikacji razem z mieszaning lipidéw, powstawaty kompleksy
0 roznej gestosci, zardwno takiej, ktora odpowiadata VLDL, jak rédwniez
ciezsze, podobne do rodzimych HDL (o ciezarze witasciwym 1,063—
1,21)- (60).

Stwierdzono (61), (62), ze w obrebie frakcji VLDL wystepujg subpo-
pulacje o roznej zawartosci poszczegdlnych polipeptyddéw.
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Badania fizykochemiczne nad konformacjg lipoproteidéw bardzo nis-
kiej gestosci wykazaty obecnos¢ w nich od 41 do 60% alfa spirali (63).
Wysokag zawarto$¢ alfa spirali posiada polipeptyd C I, wydaje sie nato-
miast, ze struktura C IIl jest gtéwnie typu nieuporzadkowanego (56).

VLDL majg ksztatt kulisty. W mikroskopie elektronowym nie widac
w nich elementdéw struktury wewnatrzczasteczkowej (11).

Chylomikrony. W warunkach prawidtowych we krwi pobranej na
czczo nie stwierdza sie obecnosci chylomikronéw, wystepuja one w osoczu
tylko po positku (od 0,5—3 do 6—10 godzin). Rozmiary chylomikronow
wahajg sie w szerokich granicach od 1200 do 11 000A (36) a ich skiad che-
miczny jest zmienny, zalezny od wielkosci. Jak wida¢ z tabeli 2 gtdwny
sktadnik chylomikronow stanowig trojglicerydy. Skiad ich kwaséw ttusz-
czowych przypomina skfad thuszczu pokarmowego (64). Tréjglicerydy
i estry cholesterolu znajdujg sie w $rodku czgsteczki, warstwa zewnetrzna
sktada sie gtownie z fosfolipidow, matej ilosci wolnego cholesterolu oraz
biatka (65).

Ze wzgledu na bardzo matg zawarto$¢ biatka doktadna charakterysty-
ka czesci biatkowej chylomikronéw byta bardzo trudna. Klopotliwy pro-
blem stanowi réwniez mozliwo$é adsorpcji innych lipoproteidow na po-
wierzchni chylomikronow po przejsciu ich z limfy do krwioobiegu. Od
dtuzszego czasu stwierdzano tylko ogoOlne podobienstwo skiadu amino-
kwasowego biatka chylomikronow i biatka HDL (66). Niektére dane wska-
zywaty na podobienstwo antygenowe chylomikrondw i biatka B (67). Do-
piero w 1972 roku udato sie (68) doktadnie scharakteryzowaé polipeptydy
wystepujagce w chylomikronach. Gtéwng cze$¢ biatka stanowig opisane
poprzednio polipeptydy grupy C. Apolipoproteid B stanowi okoto 20%
aAliAllrazem okoto 15% biatka chylomikronow. Z faktu, ze polipep-
tydy A 1i A1l wystepuja w rownych stezeniach autorzy wyciggneli wnio-
sek, ze sg one integralng czescig chylomikronu a nie sktadnikami zaad-
sorbowanych na jego powierzchni czgsteczek HDL.

IV. Synteza lipoproteidow

Wchtoniete w jelicie lipidy pochodzenia pokarmowego przechodzg do
krgzenia pod postacig chylomikronow. Stwierdzono, ze w jelicie cienkim
moze byé syntetyzowane biatko lipoproteidow (69).

W atroba jest gtbwnym miejscem syntezy lipidow endogennych. W sia-
teczce endoplazmatycznej i w aparacie Goldiego watroby szczura obser-
wowano wystepowanie czastek podobnych do lipoproteidéw o bardzo nis-
kiej gestosci (70). Byty one bezposrednim prekursorem VLDL osocza.
Stwierdzono, ze ich produkcja wymaga zachodzgcej jednocze$nie syntezy

6 Postepy Biochemii
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biatka. DoSwiadczenia na izolowanej watrobie szczura potwierdzity, ze
synteza czesci biatkowej réznych klas lipoproteidéw zachodzi w watro-
bie (69). Synteza zlokalizowana jest w rybosomach (71).

V. Nieenzymatyczna wymiana lipidow miedzy frakcjami
lipoproteidowymi

W czasie inkubacji osocza w 37° nastepuje przenoszenie estréw chole-
sterolu z HDL i LDL na VLDL, a trdjglicerydéw ,w druga strone”
tzn. z VLDL na HDL i LDL (72). Podobng wymiane obserwowano miedzy
HDI™ osocza cztowieka a lipoproteidami o gestosci < 1,006 z zditka jaja
kurzego (73). Wymiana nie wymaga obecnosci enzymow a zdolno$¢ do
niej stanowi fizykochemiczng ceche lipoproteidéw.

Wymiana lipidow miedzy frakcjami decyduje wspOlnie z przemiana-
mi enzymatycznymi o charakterystycznym skiadzie lipoproteidow.

VI. Enzymy zwigzane z przemianami lipoproteidéw osocza

Poznane przemiany enzymatyczne dotyczg komponenty lipidowej lipo-
proteidow.

Lipaza lipoproteidowa. Enzym (E.C. 3.1.1.3.) katalizuje hydrolize jed-
nego wigzania estrowego w trojglicerydach chylomikronéw lub innych
lipoproteidow.

We krwi wykrywa sie aktywnos$¢ lipazy lipoproteidowej dopiero po
podaniu heparyny. Pod jej wpltywem enzym uwalnia sie ze $cian naczynh
wiosowatych roznych tkanek, zwilaszcza tkanki ttuszczowej. Heparyna
wywiera efekt allosteryczny na lipaze lipoproteidowg (74).

Pod wptywem lipazy lipoproteidowej tréjglicerydy chylomikronéw
oraz VLDL sg szybko usuwane z osocza do roznych tkanek. Wychwyty-
wanie chylomikronéw przez watrobe zachodzi prawdopodobnie po usunie-
ciu z nich wiekszosci tréjglicerydéw (75).

Lecytynowo cholesterolowa transferaza kwaséw tluszczowych —
LCAT. Enzym (E.C. 2.3.1.43), zwany czesto enzymem Glomseta, katali-
zuje przeniesienie reszty kwasu tluszczowego z pozycji 2 lecytyny na
cholesterol. W wyniku reakcji powstajg estry cholesterolu i lizolecytyna
(Ryc. 2). Enzym wykazuje najwyzszg aktywnos$¢ wobec kwasow nienasy-
conych, przede wszystkim linolowego (76). Najszybsza estryfikacja chole-
sterolu zachodzi we frakcji HDL (77) a oczyszczony enzym jest aktywny
tylko wobec HDL3i VHDL (78). Posrednio, drogg wymiany nieenzyma-
tycznej wzrasta ilos¢ estrow cholesterolu w innych frakcjach lipopro-
teidowych.
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Wysokie stezenia wolnych kwaséw ttuszczowych hamujg aktywnos$é
LCAT. Mechanizm hamowania polega na rywalizacji o miejsce wigzace
w albuminie miedzy kwasami tluszczowymi a produktem reakcji — lizo-
lecytyng, ktora jest usuwana z uktadu przy udziale albuminy (79).

lecytyna cholesterol

= T o/VWVWVV\
WW-VWWWocH
ﬁ +
CH,O—P—OCH2CH2N (CH3)a

OH

lizolecytyna ester cholesterolu

X ?o/\/\/\/\/\/WV\
HO(‘:H 0 + ;
CHz_lF:’—OCHZCHzN(CHa)s VVW—VWV\O

OH

Ryc. 2. Przebieg reakcji katalizowanej przez lecytynowo-cholesterolowg transferaze
kwaséw ttuszczowych (LCAT)

VII. Rola apolipoproteidéw w aktywacji enzymow

Niskoczgsteczkowe polipeptydy obecne we frakcji VLDL i HDL akty-
wujg lipaze lipoproteidowg (80). Biatko aktywatora wigze sie w czasie
reakcji z substratem trawionym przez lipaze (81), (82). Wiekszo$¢ autoréw
podaje, ze najsilniejszym aktywatorem jest C Il (polipeptyd z C konco-
wym kwasem glutaminowym) (83), (84). Z frakcji C IlIl natomiast wyizo-
lowano polipeptyd hamujacy reakcje (83). Aktywacja wymaga obecnosci
fosfolipidéw (85).

Aktywatorem LCAT jest polipeptyd A I. W obecnosci A I, A 1l wyka-
zuje dziatanie hamujace (86). HDL3 zawiera wiecej A la mniej A Il niz
HDL2 totez dziata silniej aktywujaco.

Apolipoproteid HDL dziata réwniez jako czynnik stymulujacy prze-
miane skwalenu w cholesterol katalizowang przez enzymy mikrosomalne.
Polipeptyd A 1 jest bardzo silnym aktywatorem tej reakcji, A Il dziata
stabiej (87), (88). Mozliwe, ze czynnik aktywujacy jest identyczny z opisa-
nym poprzednio biatkiem — nos$nikiem skwalenu i steroli-SCP (ang. squ-
alene and sterol carrier protein). Czynnik ten umozliwia przemiany che-
miczne nierozpuszczalnych w wodzie prekursoréw cholesterolu.

6*
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VIIIl. Przemiany komponenty biatkowej lipoproteidow

Ciekawe wyniki dotyczace przemian lipoproteidéw cztowieka w osoczu
uzyskano, znakujagc cze$¢ biatkowg VLDL jodem radioaktywnym (89),
(90), (91). Prawie natychmiast po podaniu dozylnym tej frakcji polipep-
tydy C stanowigce 50% jej czeSci biatkowej przechodza na HDL. Apoli-
poproteid B (stanowigcy 40% biatka VLDL) pozostaje poczatkowo zwig-
zany z frakcja lipoproteidéw o bardzo niskiej gestosci. W miare stopnio-
wego odigczania od niej lipiddw szczyt radioaktywnosci tego biatka
odnajduje sie w lipoproteidach o coraz wyzszej gestosci. Z czasteczek
VLDL powstajg w ten sposob czasteczki LDL poprzez stadium pos$rednie
lipoproteidu o Sf 20—60. Podanie heparyny przyspiesza powstanie tego
lipoproteidu. Polipeptydy C wracajag z HDL na VLDL dopiero po wejsciu
do krgzenia nowozsyntetyzowanych czasteczek tej ostatniej klasy.

Wykazano rowniez, ze podane dozylnie izolowane apolipoproteidy t3-
czyty sie ze ,,swoimi” klasami lipoproteidowymi: polipeptydy C z VLDL
i HDL, polipeptyd A | prawie wytgcznie z HDL (90).

Cze$¢ biatkowa LDL podanych dozylnie ludziom ulega wolniejszym
przemianom w osoczu niz cze$¢ biatkowa VLDL (92).

IX. Niektére stany patologiczne dotyczace lipoproteidéw osocza

Abetalipoproteinemia — wrodzony brak beta lipoproteidéow (LDL)

Jest to choroba dziedziczna, za najprawdopodobniejszg jej przyczyne
uwaza sie niezdolnosé do syntezy apolipoproteidu B (93). W osoczu obser-
wuje sie zupetny brak LDL i VLDL a po positku nie pojawiajg sie chylo-
mikrony. llos§¢ HDL jest obnizona. Do gtéwnych objawdw naleza: zapa-
lenie barwikowe siatkdwki, objawy neurologiczne oraz zmiany ksztattu
krwinek czerwonych (akantocytoza). Pierwszy przypadek tej choroby
opisano juz w 1950 roku (94), ale dopiero wiele lat p6zniej doktad-
niejsze badania spowodowaty kompletng zmiane poglagdéw na role lipo-
proteidow we wchtanianiu ttuszczu pokarmowego. Poprzednio uwazano,
ze w procesie przenoszenia ttuszczu z przewodu pokarmowego z limfg do
krwioobiegu gtéwng role odgrywa HDL. Badania nad abetalipoproteine-
mig wykazaly gromadzenie duzych ilosci tluszczu w komoérkach biony
§luzowej jelita cienkiego (95), dowiodly wiec, ze niezbedne w syntezie
chylomikronéw jest biatko LDL. Wykazaty réwniez niewatpliwie powia-
zania metaboliczne miedzy chylomikronami i frakcjg VLDL i LDL.

Rodzinny niedobér HDL — choroba tangierska. Obserwuje sie w niej
bardzo niski poziom HDL w osoczu (0,5—4,5% normy), niski poziom cho-
lesterolu (przy zachowanym normalnym odsetku cholesterolu zestryfiko-
wanego) i niskie stezenie fosfolipidow. Tréjglicerydy i VLDL wystepuja
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w zwiekszonej ilosci. Stwierdza sie gromadzenie estrow cholesterolu
w réznych narzadach. Wchianianie tluszczu z przewodu pokarmowego
i synteza chylomikronéw przebiegaja normalnie (96), (97).

Wiadomosci na temat roli HDL sg jeszcze bardzo ograniczone, nic
dziwnego wiec, ze wrodzony niedobdr tej frakcji uznano za doskonaty
model eksperymentalny i nieliczng grupe chorych (kilkanascie opisanych
przypadkéw) poddano szczeg6towym badaniom. lzolowano $ladowe ilosci
HDL wystepujace w osoczu chorych i poddano je szczeg6towej analizie
chemicznej i immunologicznej (23). lzolowany lipoproteid — nazwany
HDLt—zawiera oba polipeptydy A i A Il, ale stosunek ich wynosi 1:12
zamiast 3:1, jak w normie. Poziom biatka A | jest wiec obnizony w po-
rownaniu z osobami zdrowymi okoto 600 razy, natomiast A Il tylko okoto
17 razy. llo$¢ polipeptydéw C nie jest zmniejszona. Nie stwierdzono réz-
nic miedzy A | izolowanym z osocza zdrowych i chorych. Autorzy uwa-
zajg wiec, ze mutacja dotyczy genu regulujgcego synteze A I.

Te skomplikowane i trudne ze wzgledu na matg ilo$¢ dostepnego ma-
teriatu badania wykazaly niezbedno$é obu polipeptydow A I i A 1l dla
istnienia normalnej frakcji HDL. Nie wyjasnity wprawdzie przyczyny
gromadzenia estréw cholesterolu w tkankach, ale niedobdr wtasnie tego
polipeptydu, ktory jest aktywatorem LCAT kieruje uwage na reakcje
transestryfikacji jako na mozliwg przyczyne zaburzen metabolicznych.
Mozliwe jest réwniez, ze cholesterol gromadzi sie w tkankach skutkiem
upoS$ledzenia jego transportu.

Badania nad chorobg tangierskg potwierdzity wiec, ze HDL nie sg
niezbedne do wchitaniania ttuszczu i jego transportu z przewodu pokar-
mowego. Pokazaly réwniez powigzania metaboliczne miedzy HDL
i VLDL — przy braku HDL poziom VLDL wzrasta.

Rodzinny niedobér LCAT (lecytynowo cholesterolowej transferazy
kwaséw tluszczowych). Ta wrodzona wada metabolizmu opisana w
1967 roku w krajach skandynawskich (98) stata sie podstawowym mode-
lem do badania roli LCAT w przemianach lipoproteidéw osocza oraz wpty-
wu tego enzymu na btony komdrkowe.

Gioéwnymi objawami choroby sg: zmetnienie rogéwki, anemia i uszko-
dzenie nerek. W osoczu obserwuje sie prawie zupeiny brak cholesterolu
zestryfikowanego oraz zmieniony sktad i whasnosci wszystkich klas lipo-
proteidowych (99), (37). Lipoproteidy nie zawierajg estréw cholesterolu,
maja zwiekszong ilo$¢ cholesterolu wolnego i lecytyny.

LDL i HDL skfadajg sie z subpopulacji o r6znych rozmiarach czaste-
czek. Najwieksze czgsteczki LDL majg w mikroskopie elektronowym wy-
glad ptaskich krazkéw o $rednicy 1000A wykazujgcych miejscami struk-
ture ,,typu mielinowego” (100). Czasteczki LDL $redniej wielkosci (400—
600A — tez wieksze niz normalne) sg réwniez sptaszczone i wysychajac
podczas negatywnego barwienia uktadajg sie czesto w rulony. Bardzo
charakterystyczny jest sktad komponenty biatkowej tych lipoproteidéw:
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zawierajg one 35% polipeptydéw C i 65°0 albuminy. Obecnos$¢ albuminy
stwierdza sie dopiero po czeSciowej delipidacji (101). Ilos¢ tych lipopro-
teidow jest u chorych z niedoborem LCAT zmienna; ilo$¢ apolipopro-
teidu B jest u nich obnizona (17).

Frakcja HDL o rozmiarach wiekszych niz normalne (150—200A) jest
podobna w mikroskopie elektronowym do poprzednio opisanych LDL. Ma
réwniez posta¢ ptaskich kragzkéw tworzacych rulony. Dodanie estrow cho-
lesterolu jak réwniez inkubacja z frakcjg normalnej surowicy zawiera-
jacg LCAT powoduje ich zmiane na kuliste czasteczki o wymiarach 50—
100A podobne do normalnych HDL (37).

Druga subfrakcja HDL zawiera okragte czasteczki o Srednicy 45—
100A a wiec mniejsze niz normalne HDL. Glomset (102) wykazat, ze
sg one efektywnym substratem dla LCAT i postulowat, ze moga to by¢
Swiezo wyprodukowane HDL, ktére w normalnym osoczu ulegajg szybko
przemianie, przytaczajgc lipidy. W niedoborze LCAT proces ten byitby
op6zniony. Pod wzgledem skiadu biatkowego HDL o0séb z niedoborem
LCAT nie réznig sie od HDL normalnych (103).

Badania nad lipoproteidami we wrodzonym niedoborze LCAT wyka-
zaty niezbedno$¢ estrow cholesterolu dla utrzymania prawidtowej struk-
tury lipoproteidow. Obecno$¢ apolarnego rdzenia warunkuje ich kulisty
ksztatt, przy braku estréw czasteczki sa sptaszczone. Wyniki pokazuja
réwniez wazny wptyw reakcji transestryfikacji katalizowanej przez LCAT
na nieenzymatyczng wymiane lipidow miedzy HDL i lzejszymi lipopro-
teidami: przy braku estryfikacji cholesterolu HDL obserwuje sie zmiany
sktadu wszystkich frakcji lipoproteidowych.

Hiperlipoproteinemia typu |*— hiperchylomikronemia. Choroba ta
jest znana od bardzo dawna. W 1960 roku stwierdzono (105), ze jest spo-
wodowana wrodzonym niedoborem lipazy lipoproteidowej. Obserwuje sie
w jej przebiegu bardzo wysokie poziomy tréjglicerydéw i chylomikronéw,
osocze chorych ma mleczny wyglad. llo§¢ VLDL jest troche zwiekszona,
LDL i HDL zmniejszona. Dieta beztluszczowa przywraca prawie zupetnie
normalny skiad osocza (106).

Niedobér enzymatyczny dotyczy tylko lipazy o specyficznosci trojgli-
cerydowej, aktywno$¢ wobec jedno- i dwuglicerydéw jest zachowana
(107—109).

Model, jaki stanowi ta postaé hiperlipemii, pokazuje podstawowe zna-
czenie lipazy lipoproteidowej w przemianie chylomikrondw oraz zalez-
nosci metaboliczne miedzy réznymi klasami lipoproteidow — blok w prze-
mianie chylomikronow powoduje obnizenie poziomu LDL i HDL.

Hiperlipoproteinemia typu Il — hiperbetalipoproteinemia lub hiper-
cholesterolemia. Jest to najczestsza postaé hiperlipoproteinemii wrodzo-
nej. Objawy wystepujg juz przy pojedynczej dawce nieprawidtowego

* Klasyfikacja hiperlipoproteinemii zgodnie z zaleceniami WHO (104).
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genu, sa lzejsze u heterozygot, u homozygot bardzo ciezkie. Obserwuje
sie bardzo wysoki poziom cholesterolu i beta tipoproteidow osocza. Cho-
roba ta wywotata niestychane zainteresowanie faktem, ze u dotknietych
nig osobnikdw obserwuje sie bardzo wczesng miazdzyce tetnic. U homo-

Przez diugi czas nie udawato sie stwierdzi¢ swoistego defektu meta-
bolicznego w tej chorobie. Ostatnio dopiero zaobserwowano (110), ze w ho-
dowli fibroblastow pochodzacych od osoby z hiperlipoproteinemia typu Il
zwigkszona jest aktywno$¢é enzymu decydujacego o szybkosci biosyntezy
cholesterolu: reduktazy beta-hydroksy-beta-metyloglutarylokoenzymu A
(HMG-CoA). Autorzy uwazaja, ze pierwotnym defektem jest uszkodzenie
mechanizmu kontrolujagcego synteze tego enzymu. W hodowlach pocho-
dzacych od os6b zdrowych LDL hamowaty jego synteze, nie wywieraty
natomiast wptywu na hodowle pochodzace od chorych. Podobne wyniki
uzyskano, badajagc wptyw lipidow na szybko$¢ wiaczania radioaktywnego
octanu do cholesterolu (111).

Hiperlipoproteinemie typu IIl, IV i V. W tych typach hiperlipopro-
teinemii nie wykryto dotychczas pierwotnych defektow metabolicznych.
Zainteresowanie nimi wynika z faktu, ze réwniez w tych postaciach spo-
tyka sie czesto wystepowanie wczesnej miazdzycy tetnic.

Typ Il jest interesujgcy ze wzgledu na obecno$¢ w osoczu nietypo-
wych tipoproteidéw nazwanych beta VLDL lub flotujacymi beta lipopro-
teidami (112): odwirowujg sie one z frakcjg VLDL a w elektroforezie na
bibule i w agarozie majg ruchliwo$¢ beta. Ich sktad biatkowy odpowiada
LDL, ale zawarto$¢ tréjglicerydow jest w nich 4—10 razy wyzsza niz
w normalnych LDL. Szybko$¢ wigczania znakowanych kwaséw ttuszczo-
wych do tréjglicerydow tej frakcji byta taka sama jak do LDL a mniejsza
niz do normalnych VLDL (113).

Istnieje mozliwos$é, ze beta VLDL sag posrednim produktem przemiany
VLDL, ktory z normalnego osocza znika szybko, w hiperlipoproteinemii
typu Ill, natomiast jego konwersja w LDL jest op6zniona (112).

W 1V typie hiperlipoproteinemii obserwuje sie podwyzszony poziom
VLDL, w typie V—VLDL i chylomikronéw. W obu odmianach wystepuje
prawdopodobnie zmniejszone usuwanie tréjglicerydéw z krwioobiegu do
tkanek, zmniejszong aktywnos¢ lipazy lipoproteidowej obserwuje sie tyl-
ko w hiperlipoproteinemii V (106), (114).

Lipoproteidy w zastoju zdéici. Stwierdzano wielokrotnie, ze w réznych
chorobach przebiegajacych z zastojem zétci w osoczu wystepujg lipopro-
teidy, ktérych skiad chemiczny i wiasnosci bardzo odbiegajga od normy
(115—120). Seidei w 1969 roku (121) nadat tym lipoproteidom nazwe
LP X i nazwa ta przyjeta sie ogdlnie. Zawierajg one bardzo mato biatka
(3—5%), duzo fosfolipidéw i wolnego cholesterolu, bardzo mato estrow
cholesterolu i tréjglicerydéw. llos¢ ich jest zmienna. Cze$¢ biatkowa LP X
zawiera polipeptydy C i albumine (122), ktora daje reakcje immunolo-
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giczng dopiero po czesciowej delipidacji (123). Wykryto w nich réwniez
apolipoproteid B i matg ilos¢ apolipoproteidu A (124).

Ostatnio okazato sie, ze ksztatt i rozmiary LP X bardzo przypominaja
LDL we wrodzonym niedoborze LCAT (124), (100). Obie grupy majg po-
dobny skiad biatkowy, dajg rowniez reakcje zgodnosci immunologicz-
nej (101).

Powstawanie LP X mozna w zastoju zétci réwniez ttumaczy¢ niedobo-
rem LCAT. W tym wypadku to niedobdr wzgledny wynikajacy ze zwiek-
szonych ilosci w krgzeniu cholesterolu wolnego oraz lecytyny. Moga one
przewyzsza¢ wydolno$¢ enzymu (125). Aktywno$¢ LCAT bywa zresztg
czesto w chorobach watroby obnizona.

X. Wymiana lipidéow miedzy osoczem i krwinkami czerwonymi

Cholesterol w krwinkach wystepuje prawie wytgcznie w postaci wol-
nej. Jest on luzno zwigzany z btonag krwinkowa i znajduje sie w stanie
réwnowagi z cholesterolem wolnym lipoproteiddw osocza (126), (127). Wy-
miana fosfolipiddbw miedzy osoczem a krwinkami zachodzi wolniej niz
wymiana cholesterolu. Dotyczy tylko lecytyny i sfingomieliny, fosfaty-
dylseryna i fosfatydyletanolamina nie podlegaja wymianie (128).

W czasie inkubacji normalnej krwi in vitro w osoczu zachodzi estryfi-
kacja cholesterolu katalizowana przez LCAT. Zmienia to stan rownowagi
miedzy osoczem a krwinkami, czego skutkiem jest przejscie cholesterolu
wolnego z krwinek do osocza (128), (129). Po przejsciu do lipoproteidéw
cholesterol ten z kolei podlega estryfikacji (130).

Takie przemieszczanie sie cholesterolu jest prawdopodobnie niezbedne
dla zachowania prawidtowego sktadu btony krwinkowej. W nieobecnosci
LCAT wolny cholesterol gromadzi sie¢ w blonie. Powoduje to zmiany
ksztattu krwinek oraz moze wywolywaé¢ zmniejszenie ich opornosci osmo-
tycznej. Taka sytuacje obserwuje sie we wrodzonym niedoborze LCAT
(131) oraz w zastoju z6tci (132). W stanach tych wykazano réwniez wzgled-
ny wzrost stezenia lecytyny w btonie krwinkowej przy zachowaniu nor-
malnego poziomu catkowitych fosfolipidéw. Krzyzowa inkubacja krwinek
chorego z osoczem osoby zdrowej przywracata ich normalny skiad lipido-
wy (133, 134).

Stwierdzono réwniez wymiane oraz przenoszenie wolnego cholesterolu
(i w mniejszym stopniu fosfolipidow) miedzy lipoproteidami osocza i inny-
mi tkankami lub komorkami (135—137). Wiekszo$¢ autoréw przypisuje
wazniejszg role w tym procesie alfa lipoproteidom.

Powyzej przedstawiony schemat pokazuje, ze LCAT wspdétdziatajac
z lipoproteidami posiada¢ moze wazne znaczenie w ustroju dla regulacji
stezenia cholesterolu w réznych btonach komdrkowych. Taka og6lna rola
w homeostazie bton wysuwana byta przez Glomseta (100) i innych (138).
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XI. Uwagi koncowe

Wyniki badan ostatnich lat wyjasnity wiele faktéw, jednak w dalszym
ciggu przedstawienie catosci przemian lipoproteiddw osocza nie jest moz-
liwe.

Stwierdzony zostat zwigzek metaboliczny VLDL i LDL. Po odtgczeniu
czesci tadunku lipidowego VLDL (a moze rowniez chylomikrony) zamie-
niajg sie w LDL. Rozktad tréjglicerydow katalizowany jest przez lipaze
lipoproteidowg. Nasuwa sie przypuszczenie, ze obserwowana wedrowka
polipeptydéw C, ktore sg aktywatorami tego enzymu, z VLDL na HDL ma
jakis zwiagzek z reakcja enzymatyczng. Mozliwe, ze przejSciowo powstajg
z VLDL lipoproteidy, nie zawierajagce juz polipeptydéw C a zawierajace
jeszcze duzo trdjglicerydéw o wiasnosciach zblizonych do beta VLDL,
opisanych w hiperlipoproteinemii IlI.

Waznym znaczeniem frakcji HDL jest obecno$¢ w niej koenzymow
i wspotdziatanie z enzymami lipazg lipoproteidowg oraz LCAT. Istotna
wydaje sie rola HDL w transporcie cholesterolu miedzy tkankami i oso-
czem. Jest dos¢ prawdopodobne, ze $wiezo powstate HDL zawierajg mato
lipidow i ze w osoczu zachodzi stopniowe dotaczanie wiekszej ich ilosci.
Opisane w niedoborze LCAT HDL o mniejszych niz normalnie rozmiarach
mogtyby stanowi¢ przyktad takich Swiezo powstatych lipoproteidow-, ktd-
rych lipidacja ulega opdznieniu.

Przemiany nieenzymatyczne lipoproteidow osocza oraz przemiany za-
chodzace pod wptywem enzymow warunkujg ich prawidtowy sktad. Zmia-
ny skiadu lipoproteidéw odbija¢ sie moga na funkcji réznych tkanek
(przede wszystkim bton komdrkowych), ktorych lipidy wymieniajg sie
z lipidami lipoproteidow krazacych. Estryfikacja cholesterolu katalizo-
wana przez LCAT wplywa wybitnie na te wymiane.

Nie jest jasne, dlaczego biatko lipoproteidow wigze tak duzg ilos¢ lipi-
déw. Jego przecietny skiad aminokwasowy wcale nie odbiega od skiadu
innych biatek osocza (139). Pewnym wyjasnieniem mogtaby by¢ stwier-
dzona wieksza dostepno$¢ reszt aminokwasow aromatycznych w lipopro-
teidach w pordwnaniu z innymi biatkami podobnych rozmiaréw (140).

Ogromna w ostatnich latach ilo$¢ publikacji na temat lipoproteidéw
krwi jest wyrazem zainteresowania nie tylko ich rolg w ustroju lecz réw-
niez ogdlnym problemem wigzania biatek i lipidow dla ktérego stanowig
one doskonaty model doswiadczalny.

Artykut nadszedt 25.6.1974, po rewizji autorskiej otrzymano 19.9.1974.
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HIERONIM JAKUBOWSKI+

Syntetazy aminoacylo-tRNA
Aminoacyl-tRNA Synthetases

I. Schemat biosyntezy biatka

Badania nad biosynteza biatka doprowadzity do poznania (1) ogdinego

przebiegu tego procesu (rownania I—III):

E+ ATP+A A ;= E —AA—AMP + PP 0]
E—AA—AMP+tRN A=A A—tRNA + AMP + E (m
E+ATP+ AA+tRNA=AA—tRNA +AMP +PP + E (na)
polisorr —(AA)n—tRNAE + AA-tRNA ------ *

———————— polisom—(AA)+1—tRNA + tRNAX (HI

Reakcja (I) to reakcja aktywacji aminokwasu. W tej reakcji syntetaza
aminoacylo-tRNA (ligaza aminokwas: tRNA (AMP), E.C.6.1.1.) specyficz-
na dla jednego z 20 aminokwasdéw wystepujacych w biatku katalizuje
utworzenie aminoacyloadenylanu. W drugim etapie (rownanie Il) wias-
ciwa ligaza katalizuje przeniesienie reszty aminokwasowej na 2’ (2, 3)
hydroksylowg grupe rybozy koncowej adenozyny w czasteczce tRNA.
Reakcja (l11) przedstawia synteze taricucha polipeptydowego na ryboso-
mach.

* Dr Miedzyuczelniany Instytut Biochemii, Akademia Rolnicza, ul. Wotynska 35,
60-637 Poznan.

Wykaz stosowanych skrotéow: AA —aminokwas; AA-tRNA —aminoacylo-tRNA;
AMP —adenozyno 5-monofosforan; ATP —adenozyno 5-tréjfosforan; fATP — 1,N6
etenoadenozyno 5°-tréjfosforan; dATP — dezoksy ATP; DTNB — kwas ditionitrobenze-
osowy; E —syntetaza aminoacylo-tRNA; mRNA — RNA informacyjny; tRNA — RNA
przenos$nikowy; tRNAAA—tRNA specyficzny dla danego aminokwasu, np. tRNAcys—
tRNA specyficzny dla cysteiny, tRNA cysteinowy; NEM — N-etyloimid kwasu male-
inowego; pPCMB — kwas parachlororteciobenzoesowy; PP —pirofosforan. Skrétu ,,syn-
tetazy” uzywac bedziemy w artykule na okres$lenie syntetaz aminoacylo-tRNA, skré-
tem np. ,syntetaza izoleucynowa” nazywac¢ bedziemy syntetaze izoleucylo-tRNA, itd.,.
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Prawidtowy przebieg reakcji (Ha) warunkuje powstanie w nastepnym
etapie biatka o sekwencji aminokwasowej odpowiadajgcej sekwencji nu-
kleotydow w mRNA. Bitad w reakcji (II) to jest powstanie AA-tRNA,
w ktérym tRNA jest potgczony z niewtasciwym aminokwasem, nie moze
ulec naprawie, a w konsekwencji powstaje biatko o zmienionej sekwen-
cji. Ala-tRNACys, otrzymany w drodze chemicznej redukcji Cys-tRNA Os
przenosi alanine w normalng pozycje cysteiny w peptydzie (4). Walinowy
tRNA z E.coli btednie zestryfikowany fenyloalaning rozpoznaje kodon
waliny, lecz nie fenyloalaniny (5) i przenosi fenyloalanine w normalng
pozycje waliny w peptydzie (6). lle-tRNAfVet wigze sie z rybosomem
programowanym kodonem AUG, tak jak normalny Met-tRNAfMet (7).

Reakcja aktywacji aminokwasu wydaje sie by¢é mniej specyficzna
niz reakcja aminoacylacji. | tak syntetaza izoleucynowa katalizuje reak-
cje aktywacji izoleucyny, waliny i leucyny, jednak tylko izoleucyny jest
przenoszona na tRNAIlle (8-11). Syntetaza walinowa précz waliny akty-
wuje tez treonine (10).

W obecnosci odpowiedniego tRNA specyficzno$¢ syntetazy danego
aminokwasu wydaje sie by¢ zwiekszona. Baldwin i Berg (11) wy-
izolowali kompleksy Ile-AMP-Elle i Val-AMP-Elle. Po dodaniu tRNAIle
izoleucyna z pierwszego kompleksu ulega przeniesieniu na tRNA, drugi
za$ kompleks ulega hydrolizie do waliny, AMP i enzymu.

W literaturze nie znaleziono doniesien na temat btednej aminoacylacji
w warunkach fizjologicznych. Natomiast bardzo czesto udaje sie uzyskac
btedne tadowania in vitro, szczego6lnie w uktadach heterologicznych, to
jest w uktadach zawierajgcych syntetaze i tRNA z r6znych organizméw.
Poziom btednej aminoacylacji jest o wiele nizszy (lub wrecz nie obser-
wuje sie btednej aminoacylacji), gdy stosuje sie do badan ,surowe” pre-
paraty tRNA zawierajgce tRNA specyficzne dla wszystkich 20 amino-
kwaséw. W pewnych warunkach mozna wigczyé fenyloalanine do okoto
70% tRNAAla lub tRNAval z drozdzy za pomocg syntetazy fenyloalani-
nowej z drozdzy, podczas gdy tylko 9% tRNAAa lub tRNAVaA mozna
natadowaé fenyloalaning, gdy stosuje sie tRNA ,surowy” (12). Syntetaza
walinowa z drozdzy wigcza waling do czystego tRNAAla lub tRNAphe
z drozdzy, lecz takiej niespecyficznej aminoacylacji nie obserwuje sie,
gdy stosuje sie ,surowy” tRNA (12). Syntetaza walinowa z Escherichia coli
nie katalizuje aminoacylacji tRNAphe z Neurospora crassa obecnego w ,,su-
rowym” tRNA, podczas gdy enzym ten wiacza waline do czesciowo
oczyszczonego tRNAphe (13). Wyniki te zdajg sie wskazywaé na wieksza
specyficznos¢ aminoacylacji w warunkach bardziej zblizonych do fizjolo-
gicznych. Ciekawy jest problem enzymatycznej hydrolizy biednie nata-
dowanych tRNA. Syntetaza izoleucynowa z E. coli w pewnych warunkach
katalizuje synteze lle-tRNAPhe, ktory bardzo szybko ulega hydrolizie
pod wptywem syntetazy fenyloalaninowej (14—15). Podobnie, pod dzia-
taniem syntetazy fenyloalaninowej ponad 100-krotnie szybszej hydrolizie
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ulegat Val-tRNAphe niz Phe-tRNAphe (16). Tak wiec nalezatoby zmody-
fikowaé¢ ogo6lnie dotad przyjety poglad, ze aminokwas raz wigczony do
tRNA zostaje przenoszony bez zadnych przeszkdéd na rybosom i wbudo-
wany w biatko: w przypadku biednej aminoacylacji istnieje mozliwos¢
naprawienia btedu. Nie jest to jednak mechanizm uniwersalny, o czym
Swiadczy fakt bardzo wolnej hydrolizy Phe-tRNAVA przez syntetaze wa-
linowg (16).

Przedstawiony wyzej dwustopniowy mechanizm aminoacylacji (reak-
cje I'i Il) jest bardzo dobrze udokumentowany. Prawie wszystkie syntetazy
wykazujg reakcje I: w wielu przypadkach wyizolowano nawet kompleks
E—AA—AMP (np. 17—21) oraz udato sie rozdzieli¢ dwie funkcje enzymu
(patrz rozdziat Il 5.). Duze rdznice szybkosci reakcji | i 1l zdajg sie po-
twierdza¢ réwniez dwustopniowy mechanizm aminoacylacji. Réwnoczes-
nie jednak w wielu przypadkach obserwowano duzy wpityw tRNA na
reakcje 1 (22—26), co wiecej, w nieobecnosci tRNA nie obserwuje sie
w ogo6le aktywacji wobec syntetazy argininowej (27, 28) glutaminowej
(28, 29) i kwasu glutaminowego (30—33). Zaohserwowano réwniez, ze
poliaminy moga zastapi¢ jony magnezu w reakcji aminoacylacji (34), przy
czym w tych uktadach nie obserwuje sie wymiany ATP/PP. Dane te zdajg
sie wskazywac¢ na jednostopniowy mechanizm aminoacylacji w cytowa-
nych przypadkach (35, 36). Warto przy tym zwr6cié uwage na obecnos¢
poliamin w izolowanych preparatach kwasoéw nukleinowych, szczegoélnie
w tRNA (37).

Il. Oczyszczanie aminoacylo-tRNA syntetaz

Pierwszg wysoce oczyszczong syntetaze otrzymano w 1956 roku. Byta
to syntetaza tryptofanowa z trzustki wotowej (38). W ciggu minionych
kilkunastu lat wyizolowano w stanie wysokiej czystosSci i scharakteryzo-
wano syntetazy dla 19 aminokwaséw. Do tej pory nie otrzymano homo-
gennego preparatu jedynie syntetazy asparaginowej. Wiekszo$¢ syntetaz
wyizolowano z bakterii- (gtdwnie E. coli) i drozdzy, mniej z tkanek zwie-
rzecych, a dopiero w 1972 roku wyizolowano jednorodng elektroforetycz-
nie, jednak dotagd bardzo stabo scharakteryzowang, roslinng syntetaze
prolinowa (z nasion fasoli ztocistej, (39)).

Istnieje kilka obszernych prac przegladowych poswieconych wyodreb-
nieniu i ogdlnym witasnosciom syntetaz (1, 36). Poniewaz do tej pory prak-
tycznie nie wyizolowano roslinnych syntetaz w stanie wysokiej czystosci,
znane sg tylko takie ich witasnosci, ktére mozna okresli¢c w preparatach
0 niskim stopniu czystosci (40).

Poza syntetazami opisanymi w przeglgdowych pracach Novelliego
(i Loftfielda (36) wyodrebniono i wysoce oczyszczono takze syn-
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tetazy: asparaginowg z drozdzy (41), fenyloalaninowg z drozdzy (42) i wa-
troby szczura (43, 44), glutaminowag z E. coli (45), lizynowa z E. coli
(46—48), leucynowg z drozdzy (49, 50), tryptofanowg z trzustki wotowej
(51, 60), tozyska ludzkiego (52), lizynowg i walinowg z drozdzy (46), argi-
ninowga (53) i izoleucynowg (54) z Bacillus starothermophilus, izoleucyno-
wa (55) i tyrozynowg (56) z E. coli oraz serynowg z E. coli (57, 58) i watro-
by kury (59).

W stanie krystalicznym otrzymano preparat syntetazy lizynowej (62)
i leucynowej (63) z drozdzy, oraz duzy, aktywny fragment syntetazy me-
tioninowej z E. coli (64). Nie poznano jednak dotychczas budowy pierwszo-,
drugo- i trzeciorzedowej zadnej z syntetaz. Czynione sg proby podstawien
izomorficznych ciezkimi atomami i bada sie mozliwo$¢ wigzania substra-
tow do krystalicznego enzymu (63).

Syntetazy oczyszcza sie wg klasycznych metod frakcjonowania biatek.
Stosuje sie wysalanie siarczanem amonu, saczenie zelowe, chromatografie
na DEAE-celulozie, CM-celulozie i hydroksyapatycie oraz elektroforeze
lub ogniskowanie elektroforetyczne. W ostatnich latach do wyodrebnienia
syntetaz aminoacylo-tRNA zastosowano chromatografie powinowactwa.
W tej technice stosuje sie no$niki (zwykle agarozowe), do ktorych wigze sie
kowalencyjnie substrat lub tez inhibitor danego enzymu (65). Stosujac
te technike wyizolowano w stanie homogennym syntetaze metioninowg
(66), tyrozynowg (67) i fenyloalaninowg (68, 69), oczyszczane juz wczesniej
metodami klasycznymi. Nie zawsze jednak zastosowanie tej techniki oka-
zuje sie skuteczne (70, 71), obserwuje sie bowiem czesto niespecyficzng
adsorpcje innych biatek na kolumnie. Nalezy sadzi¢, ze efekty te pochodzg
w duzej mierze z oddziatywan ze zmodyfikowanym nosnikiem, a tylko
czesciowo z niespecyficznych interakcji z ligandem zwigzanym ze zmo-
dyfikowanym nosnikiem.

W metodach chromatografii powinowactwa jako nos$nika uzywa sie
zwykle w-aminoalkilowych pochodnych Sepharose 4B, do ktérych do-
tacza sie odpowiedni ligand, przy czym zaklada sie, ze sam aminoalkilowy
nosnik nie oddziatywuje z biatkiem. Wykazano jednak (72—77), ze co-ami-
noalkilowe pochodne Sepharose 4B bardzo silnie wigzg biatka, dlatego
nalezy ostroznie interpretowac¢ wyniki uzyskane w pracach z tymi nosni-
kami. Sita niespecyficznego wigzania biatek przez zmodyfikowang Sepha-
rose 4B zalezy od wielko$ci grupy aminoalkilowej. Te wtasnos$¢ a)-aminoal-
kilopochodnych Sepharose wykorzystano do oczyszczania syntetaz z nasion
tubinu zdttego (77) uzyskujac homogenne preparaty syntetaz walinowej,
serynowej i tryptofanowej (77a).

W metodzie bedgcej odwroceniem chromatografii powinowactwa syn-
tetazy zaadsorbowane na fosfocelulozie wymywa sie swoiscie za pomocg
oczyszczonego tRNA (78). Zaleta tej metody jest wykorzystanie powino-
wactwa enzym—substrat bez wigzania substratu do matrycy.
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I11. Charakterystyka syntetaz aminoacylo-tRNA

I11-1. Ciezary czasteczkowe, struktura czwartorzedowa i miejsca wigzace dla
substratow

Ciezary czasteczkowe syntetaz mieszczg sie w granicach 40—276 tysie-
cy, przy czym wiekszo$¢ znanych i oczyszczonych syntetaz ma ciezar
okoto 100 tysiecy (Tabela 1). Podzieli¢ je mozna na trzy typy struktur
czwartorzedowych (79): enzymy ztozone z jednego tafncucha polipeptydo-
wego, enzymy zbudowane z réznych podjednostek i enzymy zbudowane
z jednakowych podjednostek.

Wigkszo$¢ syntetaz wykazuje ztozong strukture czwartorzedowg. llus-
trujg to dane zebrane w tabeli 1. Wydaje sie, istnieje pewien zwigzek
miedzy strukturg czwartorzedowg syntetaz a iloScig miejsc wigzacych
substraty. Syntetazy zbudowane z jednego fancucha polipeptydowego majg
jedno miejsce wigzgce, syntetazy zbudowane z dwéch jednakowych pod-
jednostek majg dwa miejsca wigzace. O syntetazach zbudowanych z czte-
rech podjednostek malo jeszcze wiemy; sg jednak dane wskazujgce, ze
syntetaza fenyloalaninowa z watroby szczura (43) moze mie¢ cztery miejs-
ca wigzace substrat. Nalezy przy tym zaznaczyé, ze w syntetazie fenylo-
alaninowej z drozdzy i E. coli wykazano istnienie tylko jednego miejsca
wigzgcego.

Istniejg rozbieznosci w ocenie struktury czwartorzedowej kilku syn-
tetaz. Tak na przyktad wedtug réznych autoréw syntetaza lizynowa z E. coli
jest zbudowana z dwéch identycznych podjednostek (46), dwéch réznych
(48) lub tez stanowi jeden taricuch polipeptydowy (91). Syntetaza trypto-
fanowa z trzustki wotowej ma by¢ zbudowana z identycznych podjed-
nostek (92) lub tez z réznych (60). By¢ moze rozbieznosci te wynikajg
z niepetnej dysocjacji tych enzymoéw w warunkach uzywanych przez nie-
ktérych autorow. Na przyktad Marshal i Zamecnik (91) stosujg
takie warunki dysocjacji dla syntetazy lizynowej, w ktérych dysocjuje
hemoglobina. Trudno przypusci¢, ze byty to warunki dostateczne, skoro
inni autorzy (46) rozbili ten enzym na podjednostki dopiero w 4M chloro-
wodorku guanidyny. Przy zastosowaniu bardziej drastycznych warunkow
dysocjacji okazato sie, ze syntetaza tryptofanowa z trzustki wotowej skia-
da sie z czterech podjednostek (60), a nie, jak sadzono uprzednio, z dwéch
(92). Rozne liczby miejsc wigzacych ten sam substrat uzyskane przez roz-
nych autorow mozna ttumaczy¢ roznicami w uzytych metodach badan.
Na przyktad metoda dializy rownowagowej moze da¢ nizszg od rzeczy-
wistej liczbe miejsc wigzacych wtedy, gdy powinowactwo przytgczenia do
drugiego i dalszych miejsc wigzacych jest niskie. Zwykle wyniki oznacza-
nia biatka uzyskane metodg Folina sg wyzsze od wynikdw uzyskanych na
podstawie skiadu aminokwasowego. Stwierdzono to na przyktad w przy-
padku syntetazy tyrozynowej z E. coli (56). Podobnie oznaczajac biatko
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ze sktadu aminokwasowego obliczono w syntetazie lizynowej z drozdzy
dwa miejsca wigzgce (46), z oznaczenh biatka metoda Folina za$ jedno miejs-
ce wigzace (93).

111-2. Rola grup -SH

Zwigzki blokujgce grupy -SH inaktywujg prawie wszystkie syntetazy,
oprocz syntetazy asparaginowej z drozdzy (94), cysternowej z drozdzy (95)
i lizynowej z E. coli (96—98). Mozna by zatem sadzi¢, ze aktywnos$¢ tych
enzymoOw nie zalezy od obecnosci wolnych grup -SH. Lizyna, ATP i jony
Mg++ nie chronig grup sulfhydrylowych syntetazy lizynowej przed reak-
cja z DTNB (79). ATP i izoleucyna chronig jedng z dziewieciu grup
-SH syntetazy izoleucynowej przed reakcja z NEM (99). Enzym jest
aktywny tylko wtedy, gdy witasnie ta grupa -SH jest wolna. Syntetaza
tryptofanowa z E. coli posiada dwie grupy -SH chronione przed reakcja
z DTNB, gdy w mieszaninie reakcyjnej wystepujg jednoczesnie ATP, tryp-
tofan i jony Mg++. Syntetaza tryptofanowa jest aktywna tylko wtedy,
gdy te dwie grupy -SH sa wolne (79, 84). ATP i tryptofan chronig cztery
z oSmiu grup sulfhydrylowych syntetazy tryptofanowej z trzustki woto-
wej (100) przed reakcjg z DTNB. Rowniez i w tym przypadku enzym jest
aktywny, gdy te cztery grupy -SH s3g wolne.

Natywna forma syntetazy leucynowej z E. coli ma 11 grup -SH (136).
W wyniku blokady jednej z nich za pomocg NEM lub pCMB enzym traci
zdolno$¢ katalizowania aminoacylacji, zachowuje jednak zdolnos$¢ katali-
zowania wymiany ATP/PP i zdolno$¢ tworzenia kompleksu z tRNA. Po
zablokowaniu trzech grup -SH syntetaza leucynowa traci zdolno$¢ kata-
lizowania aktywacji leucyny, przy czym mozna wykazaé, ze posiada na-
dal zdolno$¢ tworzenia kompleksu z tRNA. Kompleks ten nie tworzy sie
dopiero po zablokowaniu okoto szeSciu grup sulfhydrylowych. Nalezy
zwr6ci¢ uwage na to, ze kompleks tRNA z syntetazg leucynowg trakto-
wang pCMB nie jest identyczny z kompleksem tRNA z natywnag forma
enzymu.

Syntetaza serylo-tRNA z E. coli traktowana wysokimi stezeniami
DTNB lub jodoacetamidu wykazuje tylko jedng zmodyfikowang reszte
cysteiny na dziesie¢ obecnych w jednej podjednostce enzymu, przy czym
modyfikacja ta nie wptywa na jego aktywno$¢. Na podstawie krzywych
miareczkowania syntetazy serynowej za pomocg odczynnikow blokujgcych
grupy -SH sadzi sie, ze grupy te peinig raczej funkcje strukturalng niz
katalityczng (101).

I111-3. Specyficzno$¢ substratowa
»

Podobnie jak wszystkie enzymy, ktérych substratem jest ATP, syn-
tetazy aminoacylo-tRNA wymagajg jondw Mg++. Tylko syntetaza tyrozy-
nowa z E. coli tworzy adenylany w nieobecnosci jonéw Mg++ (102— 104),
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jednak reakcja ta przebiega z bardzo niskg szybko$cig. Dwuwartosciowe
kationy Mn++, Ca++, Co++, Zn++ (105) oraz poliaminy moga w pewnych
przypadkach zastgpié¢ jony magnezu. Jak juz wspomniano w obecnosci
poliamin nie obserwuje sie reakcji wymiany ATP/PP (34, 36).

Poza ATP tylko dATP i sATP sg substratami dla syntetaz (36, 106).

Syntetazy wykazujg niewysoka specyficzno$¢ wobec analogow amino-
kwasow nie wystepujacych w komarce. Na przykiad kwas azatydynokar-
boksylowy (analog proliny) ulega witgczeniu do tRNAPro przez syntetaze
prolinowa z watroby szczura (107), E. coli (108) i groszku (109). Analogu
tego nie wigczajg do tRNAPro syntetazy z ro$lin zawierajgcych go w tkan-
kach (109, 110). Znamy tylko jedna syntetaze D-tyrozylo-tRNA. Fakt ten
jest dobrze udokumentowany (36).

Specyficznos$¢ syntetaz wobec tRNA omoéwiono w rozdziale 1.

111-4. Wplyw jonéw jednowartosciowych

Na aktywno$¢ syntetaz silnie wplywaja kationy jednowartoSciowe.
Jony potasu w stezeniu 0,15M bardzo silnie stymulujg syntetaze tyrozy-
nowg z E. coli w buforze Tris-HCI, podczas gdy jony litu, sodu i amonu
w tym samym stezeniu hamuja ten enzym w 50°/0. W buforze kakodyla-
nowym wptyw tych jondéw jest niewielki (67). Jony popasu i amonu w ste-
zeniach 5—80mM stymuluja syntetaze leucynowg z E. coli, jony sodu i litu
nie wpltywajg na jej aktywno$¢ (61, 90, 111). Jony K+ i NH4+ stymuluja
robwniez syntetaze metioninowg z E. coli; optimum stymulacji wystepuje
przy stezeniu tych jonow rdwnym 50—I0OOmM. Jony Na+, Li+, Cs+ i Rb+
w stezeniu 50 mM nie wptywajg na aktywnos$¢ tych enzyméw (112). Jony
Na+ obnizajg aktywno$¢ i poziom tadowania tRNAVal z watroby szczura.
Inhibicja jest catkowita przy stezeniu NaCl réwnym 0,5—0,6M (113).
Chlorek scdowy w stezeniu 0,1M stymuluje (w 20%) syntetaze fenyloala-
ninowg z E. coli (25) oraz leucynowg i fenyloalaninowg z watroby szczura
(133); wyzsze stezenie soli czesciowo hamujg te enzymy. Syntetazy feny-
loalaninowe z E. coli (25) oraz fenyloalaninowa i lizynowa z watroby szczu-
ra (113) wykazujag 20—40% aktywnos$ci wobec NaCl w stezeniu IM. NaCl
i KC1 silnie hamuja syntetaze lizynowg z E. coli: przy stezeniu soli réw-
nym 0,3M inhibicja wynosi 90% (98). Podobnie wptywa NaCl na .synte-
taze walinowg z E. coli (115). NHACL i KC1 w stezeniach powyzej 50mM
hamuja syntetaze walinowg z fasoli. W nizszych stezeniach sole te nie
wplywaja na jej aktywnos$¢ (116).

Mimo obszernego materiatu doswiadczalnego, (przedstawionego powy-
zej) nie wysunieto hipotezy jednoznacznie precyzujacej role jonéw Me+
w procesie aminoacylacji. Sugeruje sie, ze jony te wptywajg na strukture
syntetazy (112) lub tRNA (90) lub tez aktywujg enzymy degradujgc tRNA
w przypadku stosowania nieoczyszczonych preparatéw syntetaz do badan
(113). Sadzi sie takze, ze niekompletna aminoacylacja wobec Me+ jest
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wynikiem réwnowagi miedzy reakcjg aminoacylacji a deacylacjg enzyma-
tyczng i nieenzymatyczng (115). Ostatnia hipoteza, mimo szerokiego opra-
cowania teoretycznego i zgodnosci z doSwiadczeniem nie wydaje sie by¢
w peini stuszna, poniewaz zostata oparta na nieprawdziwych zatozeniach.
Zatozono mianowicie, ze reakcja aminoacylacji jest praktycznie nieod-
wracalna, co wydaje sie by¢ btedem, poniewaz stata rownowagi tej reakcji,
jak podano wynosi K —4.

Najbardziej racjonalnym wytlumaczeniem obserwowanych zaleznosci
wydaje sie by¢ przypuszczenie, ze jony Me+ poprzez oddzialywanie na
strukture tRNA i enzymu zmieniaja potozenie réwnowagi reakcji amino-
acylacji. Poparciem dla tej hipotezy sg prace, w ktdrych wykazano, ze
sola zmieniajg powinowactwo syntetazy do tRNA. NaCl podwyzsza stalg
Michaelisa syntetazy fenyloalaninowej z E. coli wobec tRNAphe z 58X
X1CT8bez NaCl do 35X10-8M wobec 0,4M NaCl, przy czym nie obserwuje
sie zmian szybkosci maksymalnej aminoacylacji (25). Chlorek potasowy
z kolei drastycznie zmienia statg asocjacji kompleksu syntetaza seryno-
wa — tRNAset z drozdzy. Stata ta wynosi 2X107 M-1 bez KC1, a 1X107,
4X106i 1,4X109M-1 w uktadach zawierajagcych odpowiednio 0,05, 0,1 i 0,2M
KC1 (117). Sole zmieniajg rowniez powinowactwo syntetazy izoleucynowej
z E. coli do tRNAIle (118).

111-5. Modyfikacja syntetaz enzymami proteolitycznymi oraz odréznienie dwéch
czynnos$ci enzymatycznych

Chociaz juz od dawna znany jest fakt istnienia izoakceptorowych
tRNA, to jednak dotychczas nie stwierdzono istnienia wiecej niz jednej
syntetazy danego aminokwasu. Wczesniejsze doniesienia mowity o ist-
nieniu kilku syntetaz jednego aminokwasu (119—129), lecz doktadniejsze
badania wykazaly, ze w kilku przypadkach byty to syntetazy z réznych
organelli komdrek, w pozostatych wyniki nie sg zbyt przekonywujace
(1, 130). Obecnie sadzi sie, ze syntetazy danego aminokwasu pochodzace
z roznych organelli komarki lub réznych organéw organizmdw roslinnych
czy zwierzecych moga sie rozni¢, lecz, ze w cytoplazmie wystepuje tylko
jedna syntetaza danego aminokwasu estryfikujgca wszystkie izoakcepto-
rowe tRNA tego aminokwasu.

W kilku przypadkach wyizolowano dwie formy danej syntetazy, przy
czym okazato sig, ze jest to jedno biatko ulegajgce pewnym modyfikacjom
podczas oczyszczania. Na przyktad z E. coli wyizolowano dwie formy syn-
tetazy metioninowej, ktére roznity sie ciezarem czasteczkowym, aktywnos-
cig wasciwg i optymalnym stezeniem jondéw magnezu reakcji aminoacyla-
cji (132). Enzymy te byly prawie nierozréznialne w reakcji wymiany
ATP/PP: posiadaly identyczne wymagania jonowe i statle Michaelisa wo-
bec ATP i metioniny, lecz predko$s¢ maksymalna roznita sie dwukrotnie
dla poszczeg6lnych preparatéw (133). Okazato sie, ze przejscie jednej for-
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my w drugg jest wynikiem proteolizy. Podobne modyfikacje uzyskano po
czesSciowym trawieniu oczyszczonej syntetazy kilkoma enzymami proteo-
litycznymi (132). Dimitrijevic (134) uzyskat dwie formy syntetazy
lizynowej z drozdzy: jedng ztozong z dwéch podjednostek o ciezarze cza-
steczkowym 70 tysiecy i druga, lzejsza, ztozong z podjednostek o ciezarze
50—60 tysiecy daltonéw. Obie formy byly aktywne, lzejszg forme mozna
byto otrzymaé przez trawienie ciezszej formy trypsyna.

Otrzymanie dwéch form syntetazy leucynowej z E. coli rowniez jest
wynikiem proteolizy (135). Natywny enzym En o ciezarze 105 tysiecy
przechodzi w Izejsza forme Exo ciezarze 102 tysigce. Dodanie hydrolitycz-
nie odszczepionego peptydu (0 M = 3000) do formy Exprowadzi do powsta-
nia formy przypominajacej forme natywng (En-like complex). W tym wy-
padku dwie formy enzymu réznig sie znacznie. Forma En jest aktywna
w aktywacji leucyny i w aminoacylacji, podczas gdy forma Ej jest aktyw-
na w aktywacji leucyny i posiada zdolno$¢ tworzenia kompleksu z tRNA,
lecz nie katalizuje reakcji aminoacylacji. Roéwniez kompleksy Ei-tRNA
i En-tRNA sg rézne, chociaz majg podobne state dysocjacji. ATP i leucyna
wptywajg na szybkos$¢ tworzenia kompleksu En-tRNA, lecz nie wptywaja
na szybko$¢ tworzenia Er-tRNA. Réznice w interakcji syntetaza: tRNA
zaobserwowano badajgc dwie formy syntetazy metioninowej z E coli (133).

Z dwéch form syntetazy leucynowej z E. coli tylko ElI mozna zdysocjo-
wac roztworami 8M mocznika lub 6M chlorowodorku guanidyny na dwie
podjednostki o ciezarze czgsteczkowym 55 tysiecy. Formy te rdznig sie
takze iloScig grup -SH podatnych na reakcje z pCMB w warunkach nie-
denaturujagcych (9 dla ETi 11 dla En) (136).

Czesciowa trypsynoliza syntetazy leucynowej z E. coli jest jednym
z przypadkow, w ktorym udato sie rozdzieli¢ dwie funkcje syntetazy: zdol-
no$¢ katalizowania reakcji aktywacji i reakcji aminoacylacji. Dla synte-
tazy cysteinowej z drozdzy rozdzielono dwie aktywnos$ci przez denaturacje
termiczng (95). Syntetaza ta podczas denaturacji cieplnej szybciej tracita
zdolno$¢ katalizowania reakcji aminoacylacji niz zdolno$¢ kalalizowania
reakcji aktywacji.

Syntetaza prolinowa z E. coli po obnizeniu temperatury do 0°C traci
zdolno$¢ aminoacylacji, lecz zachowuje aktywnos$é¢ w reakcji aktywacji
proliny (137). Syntetaza metioninowa traci zdolno$¢ katalizowania reakcji
aminoacylacji i zachowuje zdolno$¢ katalizowania wymiany ATP/PP po
traktowaniu jej pCMB wobec 8X10“™ metionyloadenylanu (138).

IV. Formy wystepowania syntetaz in vivo

Pomimo postepu wiedzy o procesach biosyntezy biatka nie mamy zbyt
wielu informacji o strukturalnej organizacji makromolekut biorgcych
w nich udziat. W komoérkach organizmow wyzszych czes$¢ aktywnych ry-
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bosoméw jest zwigzana z reticulum endoplazmatycznym (139), sadzi sie
natomiast, ze syntetazy i tRNA, jak rédwniez i inne rozpuszczalne czyn-
niki niezbedne w procesie biosyntezy biatka nie sg zwigzane ze struktu-
rami cytoplazmatycznymi. Ostatnio pojawity sie doniesienia, w ktorych
przedstawiono dowody na to, ze syntetazy z komérek zwierzecych nie
wystepuja jako swobodne skiadniki, lecz sa czescig wysokoczasteczko-
wych komplekséw.

Syntetazy aminoacylo-tRNA w komadrkach watroby szczura wystepuja
w postaci wysokoczasteczkowego kompleksu z tRNA (140). W tej postaci
wykazuja one od kilku do kilkuset razy wieksza aktywnos$é¢, niz syntetazy
otrzymane przez innych badaczy z tego samego materiatu. Kompleks ten
jest nietrwaty i rozpadajac sie traci niemal calg aktywnos$¢. Mate wydaj-
nosci w biosyntezie biatka in vitro moga by¢ przeto wynikiem zniszcze-
nia natywnych, wysoce zorganizowanych struktur. Kompleks syntetaz
i tRNA wyizolowany z watroby szczura zawiera 20—25% lipidéw, prawie
wytacznie estrow cholesterolu i 7—8 réznych kwaséw ttuszczowych (141);
lipidy by¢ moze stabilizujg strukture kompleksu, nie ma jednak pewnosci
czy tak jest istotnie, gdyz nie udato sie zreaktywowa zdegradowanego
kompleksu. Ciekawe w tym kontekScie sg dane o stymulacji syntetaz
z watroby szczura przez ester cholesterolu i kwasu 14-metyloheksadeka-
nowego, ktéry to ester stymulowat réwniez wigzanie aminoacylo-tRNA do
rybosoméw i wydtuzanie tancucha peptydowego (142—145). Inne estry
cholesterolu byty nieaktywne.

Kompleks syntetaz w pomikrosomalnej frakcji z watroby szczura (146)
zawiera aktywnosci syntetaz glutaminowej, izoleucynowej, leucynowej,
lizynowej i metioninowej i jest trwaty podczas oczyszczania na Sephadex
G-200, DEAE-Sephadex A-50 i hydroksyapatycie. Stata sedymentacji
oczyszczonego kompleksu wynosi okoto 18S. W mikroskopie elektrono-
wym obserwowano koliste i prostokatne czgstki o wymiarach 11— 14nm.

Wiele syntetaz w lizatach retikulocytéw krdlika (147) i homogenatach
watroby szczura (148) wystepuje rowniez w postaci wysokoczgsteczkowego
kompleksu z rybosomami. W preparatach rybosomoéw z komérek Ehrlicha
wykrywa sie aktywne, syntetazy fenyloalaninowe w dwoch wysokocza-
steczkowych frakcjach:, jedng jako cze$¢ kompleksu sedymentujacego
przy 25S i drugg zwigzang z podjednostkg 60S rybosomow. Kompleks 25S
powstaje podczas inkubacji tRNA z podjednostkg 60S. Nie wiadomo przeto
czy kompleks syntetazy fenyloalaninowej z tRNA istnieje zn vivo czy tez
stanowi artefakt powstajacy w trakcie preparatyki. W zaleznosci od ma-
teriatu i metod stosowanych do homogenizacji i izolacji frakcji wysoko-
czasteczkowej syntetazy z komoérek zwierzecych mozna otrzymac jako
kompleksy nie zawierajace rybosoméw (140, 146, 149) lub tez zwigzane
z rybosomami (147—149).

Nie mamy danych na temat wystepowania podobnych kompleksow
w organizmach bakteryjnych i roslinnych. W dwdch przypadkach sacze-
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nia zelowego na Sephadex G-200 ekstraktow z E. coli nie znaleziono do-
wodu na istnienie komplekséw syntetaz (82, 150).

Jest wysoce prawdopodobne, ze in vivo, przynajmniej w organizmach
zwierzecych, syntetazy wystepujg w postaci wielkoczgsteczkowego kom-
pleksu z innymi sktadnikami aparatu biosyntezy biatka. Wyizolowano na
przyktad z komérek HeLa kompleksy zawierajgce syntetazy aminoacylo-
-tRNA i czynniki elongacyjne (151). Kompleksy te o statych sedymentacji
w granicach 5—28S w potaczeniu z rybosomami moga tworzy¢ zorgani-
zowang strukture, czynng w efektywnej biosyntezie biatka. Nalezy jed-
nakze wyraznie stwierdzié, ze przedstawione wyzej wyniki nie dowodza
jednoznacznie, ze kompleksy te rzeczywiScie istniejg in vivo.

V. Zakonczenie

Nasza wiedza o procesie aminoacylacji, o makroczasteczkach biorgcych
w nim udziat, o oddziatywaniach miedzy nimi i o wptywie réznych czyn-
nikdw na ten proces jest stosunkowo duza, lecz mimo to wcigz jeszcze nie
jest petna. Nie ma dotychczas zgodnych pogladéw na mechanizm amino-
acylacji, nie wiadomo na czym polega prawidtowe rozpoznawanie tRNA
przez syntetaze gwarantujace wysoka specyficzno$¢ tego procesu i nie
wiemy doktadnie dlaczego sole nieorganiczne zmieniajg szybkos¢ i poziom
aminoacylacji.

Wyizolowano w stanie wysokiej czystosci syntetazy aminoacylo-tRNA
10 aminokwaséw. Kilka syntetaz wykrystalizowano i czynione sa préby
poznania ich struktury trzeciorzedowej. Mozna sadzi¢, ze préby te zostang
uwiericzone powodzeniem i pozwolg na petniejsze zrozumienie mechaniz-
mu dziatania tej niezmiernie waznej i interesujacej grupy enzymow.

Artykut nadszedt 5.9.1973; po rewizji autorskiej otrzymano 10.9.1974.
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Redakcja zastrzega sobie mozno$¢ skrdcenia tekstu i wprowadzania
poprawek nie wptywajgcych na tres¢ pracy.

PiSmiennictwo: W artykule nalezy cytowac prace oryginalne z ostat-
nich kilku lat oraz najwazniejsze artykuty przegladowe omawiajgce
przedstawiong dziedzine z uwzglednieniem artykutéw opublikowanych
w ,Postepach Biochemii”. W tekscie nalezy podawaé jedynie nazwis-
ka badaczy, ktérych prace majg podstawowe znaczenie w przedstawianej
dziedzinie. Omawiane prace trzeba numerowa¢ w kolejnosci ich cytowa-
nia w tekécie. Wykaz piSmiennictwa zatem obejmuje prace opatrzone ko-
lejnymi numerami, ale nieuporzadkowane alfabetycznie. Odnos$niki biblio-
graficzne winny mieé¢ forme zalecang przez Komisje Wydawcow Czaso-
pism Biochemicznych Migdzynarodowej Unii Biochemikéw (IUB) wedtug
Biochim. 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, pierwszg i ostatnig strone cytowanej publikacji,
nazwe wydawnictwa oraz miejsce wydawania, np.

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

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

Zatgczniki: Kazdy zatgcznik nalezy sporzadzié w 2 egzemplarzach na
oddzielnych kartkach i opatrzy¢ kolejnym numerem odpowiadajgcym
numerowi uzytemu w tek$cie, oraz oznaczy¢ (na gorze stronicy otow-
kiem) nazwiskiem pierwszego autora i poczatkowymi wyrazami tytutu
p*acy.

Tabele nalezy kolejno numerowaé¢ cyframi arabskimi. Tytut tabeli
i nagtdwki rubryk winny jasno opisywac ich tre$¢ zaznaczajac z jakich
(jakiej) prac(y) pochodzg informacje podane w tabeli.

Ryciny tj. wykresy, rysunki, schematy, lub fotografie nalezy opatrzy¢
numeracja w kolejnosci ich omowienia w tekscie. Przyjmuje sie zasade
numeracji rycin cyframi arabskimi, a wzory cyframi rzymskimi. Foto-
grafie czarno-biate (kontrastowe) powinny by¢ wykonane na papierze
matowym. Pozostate ryciny nalezy wykona¢ tuszem na biatym papierze
lub na kalce technicznej. Wymiar ryciny nie powinien by¢é mniejszy niz
10X15 cm, a naniesione linie nie powinny by¢ ciefisze niz 1 mm. Ramki
ujmujace wykresy mozna wykonaé linig ciensza niz linie wtasciwe wy-
kresu. Cyfry i litery stuzace do opisu rysunku powinny mie¢ wysoko$é
nie mniejszag niz 5 mm. Na rysunkach nie nalezy umieszcza¢ opisow
stownych, lecz postugiwaé sie skrétami. Osie wykres6w natomiast win-
ny byé opatrzone napisem fatwo zrozumiatym. Dla oznaczenia punktow
doswiadczalnych mozna stosowac¢ nastepujgce symbole: ADO AM#
Rycine nalezy opatrzy¢ na odwrocie oznaczeniem ,gora” i ,dot’ (otdw-
kiem). Decyzje o stopniu zmniejszenia ryciny w druku podejmuje wy-
dawca.

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

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