
POLSKIE TOWARZYSTWO BIOCHEMICZNE

1977

PAŃSTWOWE

WYDAWNICTWO

NAUKOWE

P O S T Ę P Y  

B I O C H E M I I

tom 23 nr 1

http://rcin.org.pl



WSKAZÓWKI DLA AUTORÓW

K w artalnik „Postępy B iochem ii” publikuje artykuły przeglądow e  
z biochem ii i nauk pokrewnych. A rtykuły w inny obejm ować syntetyczny  
przegląd postępu w iedzy w  om awianej dziedzinie opracowany na podsta
w ie p iśm iennictw a z kilku ostatnich lat. Przekazanie artykułu do R e
dakcji jest równoznaczne z ośw iadczeniem , że nadesłana praca nie była  
i nie będzie publikow ana w  innym  czasopiśm ie, jeżeli zostanie ogłoszona 
w  „Postępach B iochem ii”. Autorzy artykułu odpow iadają za praw idłow ość  
i ścisłość podaw anych inform acji. A utorów  obow iązuje korekta autorska. 
Koszty zm ian tekstu w  korekcie (poza popraw ieniem  błędów  drukarskich) 
ponoszą autorzy. A rtykuły honoruje się w edług obow iązujących stawek. 
A utorzy otrzym ują bezpłatnie 25 odbitek sw ego artykułu; zam ów ienia na 
dodatkowe odbitki (płatne) należy zgłosić pisem nie odsyłając pracę po ko
rekcie autorskiej.

Redakcja prosi autorów  o przestrzeganie następujących w skazów ek:

Forma m aszynopisu: M aszynopis pracy i w szelk ie  załączniki należy  
nadsyłać w  dwu egzem plarzach. M aszynopis pow inien  być napisany jed 
nostronnie, z podwójną interlinią, z m arginesem  ok. 4 cm po lew ej i ok. 
1 cm po praw ej stronie; n ie może zaw ierać w ięcej niż 60 znaków w  jed
nym  w ierszu  nie w ięcej niż 30 w ierszy na stronie zgodnie z Norm ą  
Polską.

U kład m aszynopisu: strona okładkow a nie num erow ana zaw iera im io
na i  nazwisko (a) autora(ów), adres(y) Zakładu(ów) w  języku polskim  
i angielskim , w  których pracują autorzy, adres pocztow y, na który autorzy 
życzą sobie otrzym yw ać korespondencję, te lefon  m iejsca pracy, ty tu ł 
artykułu (w języku polskim  i angielskim ) oraz — w  praw ym  dolnym  
rogu — liczbę stron, liczbę rycin, w zorów  i tabel oraz skrót tytu łu  (nie 
w ięcej niż 25 znaków  drukarskich.

Strona tytu łow a (1) im iona (w  pełnym  brzm ieniu) i nazwisko(a) auto- 
ra(ów), ty tu ł pracy w  języku polskim  i angielskim , rzeczowy spis treści 
w  języku polskim  i angielskim , tytu ł naukow y autora(ów) i jego (ich) 
m iejsce(a) pracy, w ykaz skrótów  stosow anych w  pracy.

Strona 2 i następne obejm ują tekst pracy do spisu p iśm iennictw a  
w łącznie, tabele, spis rycin, w zorów  oraz tytu ły  i  objaśnienia do rycin na 
stronach końcow ych.

Dla przejrzystości tekstu obow iązuje podział artykułu na rozdziały  
i podrozdziały, których tytu ły  rzeczowo w inny inform ow ać o przedsta
w ianych treściach. Rzeczowy spis treści publikujem y bezpośrednio po 
tytu le pracy. Rozdziały num erujem y liczbam i rzym skim i, a podrozdziały  
odpow iednią rzym ską i arabską (np. I— 1.). T ytułów  podrozdziałów  nie 
w ydzielonych z tekstu nie trzeba num erować. W tekście n ie należy sto 
sow ać żadnych podkreśleń ani rozstrzelonego druku. E w entualne sugestie  
autorskie co do charakteru czcionki drukarskiej należy zaznaczyć o łów 
kiem  na m arginesie m aszynopisu. W przypadku um ieszczenia w  tekście  
liter alfabetu greckiego należy na m arginesie w pisać ołów kiem  ich fon e
tyczne brzm ienie. Tabele i ryciny num erujem y cyfram i arabskim i a wzory  
rzym skim i. W tekście nie należy um ieszczać żadnych tablic, rycin czy 
wzorów, lecz w  żądanym  m iejscu pozostawić w olny w iersz i zaznaczyć: 
Tabela 1, Ryc. 1, Wzór I itp. N um erację wzoru w  tekście należy podawać 
po nazw ie zw iązku, np. kw as glutam inow y (I).

R edakcja prosi autorów  o zw rócenie szczególnej uw agi na popraw 
ność językow ą tekstu  a także na ścisłość i jasność sform ułow ań, unikanie  
gw ary laboratoryjnej oraz o niew prow adzanie do tekstu tw orzonych do
raźnie skrótów, naw et jeśli niektóre z nich byw ają używ ane w  pracach  
obcojęzycznych.
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GRAŻYNA ADLER *)

Tyreoliberyna  

Thyrotropin-Releasing Factor

S p is  treści

I. Neurohorm onalna funkcja podwzgórza
II. M etody oznaczania tyreoliberyny

III. Struktura
IV. M etabolizm  tyreoliberyny  

IV -1. B iosynteza
IV-2. K atabolizm
IV-3. R egulacja m etabolizm u hormonu  

V. A ktyw ność biologiczna tyreoliberyny  
V-1. U w alnianie tyreotropiny  
V-2. U w alnianie prolaktyny  
V-3. U w alnianie horm onu w zrostu
V -4. D ziałanie tyreoliberyny na ośrodkow y układ nerw ow y  

VI. A nalogi tyreoliberyny  
VII. P iśm iennictw o

I. Neurohormonalna funkcja podwzgórza

W roku 1947 G r e e n  i H a r r i s  (1) sformułowali hipotezę mówiącą
o podwzgórzowej regulacji działania przysadki mózgowej. Według tej hipo
tezy podwzgórze wydziela związki zwane czynnikami albo hormonami, 
które stymulują lub hamują wydzielanie poszczególnych hormonów przy
sadki. Hipoteza wskazuje więc na podwzgórze jako miejsce przekształcenia 
informacji dostarczonej przez układ nerwowy w informację zawartą w hor
monach. Te z kolei przenoszone przez układ krwionośny regulują m eta
bolizm całego organizmu. Następne lata przyniosły szereg danych potwier
dzających neurohormonalną funkcję podwzgórza.

Tyreoliberyna — czynnik uwalniający tyreotropinę (thyrotropin-relea
sing factor, TRF), nazywany też hormonem uwalniającym tyreotropinę

*) Dr, Zakład B iochem ii, Centrum  M edyczne K ształcenia Podyplom ow ego, ul. M a- 
rym oncka 99, 01-813 W arszaw a

W ykaz stosow anych skrótów: DOPA — 3 ,4 -dw uhydroksyfenyloalanina; BAL — 
2,3-dwumerkaptopropanoL

http://rcin.org.pl



4 G. ADLER [2]

(thyrotropin releasing hormone, TRH) jest jednym z hormonów podwzgó
rza. Hormon ten stymuluje wydzielanie tyreotropiny (TSH) przez część 
gruczołową przysadki mózgowej a poprzez uwalnianie tego hormonu regu
luje czynność wydzielniczą tarczycy. Ponadto stwierdzono stymulujący 
wpływ tyreoliberyny na wydzielanie prolaktyny. Wiadomo też, że jest ona 
regulatorem określonych procesów zachodzących w samym mózgu.

II. Metody oznaczania tyreoliberyny

Biologiczny test określania poziomu hormonu opracowano na podsta
wie stymulacji uwalniania tyreotropiny z przysadki i w ten sposób pobu
dzania czynności wydzielniczej komórek tarczycy. W tekście tym badany 
roztwór podaje się zwierzęciu drogą dożylną. Poziom tyreoliberyny wy
licza się najczęściej na podstawie wzrostu ilości tyreotropiny w surowicy 
krwi, rzadziej wzrostu ilości hormonów tarczycy lub wzrostu włączania 
znakowanego jodu do tych hormonów (2, 3, 4). Ten przyżyciowy test ozna
czania tyreoliberyny jest stosunkowo mało czuły. W zależności od w arun
ków doświadczenia tyreoliberynę oznacza się w ilościach nano- lub mikro- 
gramowych.

Drugi, bardzo czuły test biologiczny przeprowadzany jest w warunkach 
in vitro. W tekście tym do zawiesiny przysadek lub hodowli komórek 
części gruczołowej przysadki dodaje się badany roztwór. Następnie mierzy 
się przyrost ilości tyreotropiny w komórkach i płynie inkubacyjnym, któ
ry jest proporcjonalny do ilości dodanej tyreoliberyny (5, 6). Obie te me
tody opierają się na badaniu podstawowej aktywności biologicznej hor
monu, to jest stymulacji wydzielania tyreotropiny. W pewnych pracach 
badawczych stosuje się podobne metody polegające jednak na oznaczaniu 
stymulacji wydzielania prolaktyny przez tyreoliberynę (2).

Następną metodę oznaczania tyreoliberyny opracowano na podstawie 
badań wiązania hormonu poprzez jego receptory w komórkach przysadki. 
Dodanie badanego roztworu tyreoliberyny do układu zawierającego recep
tor i hormon radioaktywny zmniejsza ilość radioaktywności związanej 
z receptorem. Z różnicy tej można wyliczyć ilość dodanej tyreoliberyny 
z dokładnością rzędu pikogramów. Ta metoda radioreceptorowa stosowana 
jest dotychczas jedynie w pracach badawczych (7, 8), ale prawdopodobnie 
w przyszłości może być standardową metodą oznaczania tyreoliberyny.

Obok oznaczania aktywności biologicznej tyreoliberyny często oznacza 
się jej poziom metodą radioimmunologiczną. Metoda ta zbliżona jest do 
metody radioreceptorowej z tą różnicą, że znakowany hormon wiąże się 
z przeciwciałem przeciwko tyreoliberynie, a nie z receptorem. Następnie 
po dodaniu badanego roztworu część hormonu znakowanego zostaje na za
sadzie kompetycyjnej wyparta z kompleksu z przeciwciałem. Ilość niezna- 
kowanego hormonu wylicza się na podstawie różnicy radioaktywności
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13] TY REO LIBER Y N A 5

związanej z przeciwciałem w nieobecności i obecności związku nieradio- 
aktywnego. Metodą radioimmunologiczną oznacza się pikogramowe ilości 
tyreoliberyny (9, 10, 11).

III. Struktura

Tyreoliberynę po raz pierwszy wyizolowali w roku 1966 S c h a l l y  
i wsp. (12) z części gruczołowej podwzgórza świni. Następnie otrzymano 
hormony z podwzgórzy wołu, owcy, świni oraz podwzgórzy człowieka 
i w latach 1969—1970 ustalono ich strukturę (13, 14, 15, 16, 17). Przepro
wadzono więc analizę chemiczną produktów kwasowej hydrolizy tyreoli
beryny oraz analizę widma masowego, w podczerwieni (IR) i jądrowego 
rezonansu paramagnetycznego (NMR) zarówno natywnej cząsteczki jak 
i produktów jej degradacji. Stwierdzono, że hormony wydzielone z pod
wzgórzy różnych organizmów mają tę samą prostą budowę. Są one trój- 
peptydem z cyklicznym aminokwasem N-końcowym oraz grupą amidową 
dołączoną do aminokwasu C-końcowego. Tyreoliberyna jest amidem 
(Wzór I) L-piroglutamylo-L-histydylo-L-proliny (pGlu-His-ProNH2).

Już w 1969 roku B u r g u s  i wsp. zsyntetyzowali tyreoliberynę przez 
amonolizę estru metylowego peptydu pGlu-His-Pro, a w roku 1970 
G i 11 e s s e n dokonał pierwszej kompletnej syntezy hormonu (17, 18).

H2 H2 
C— C O H H 0 

/ \ II I I II
0 =  C. .C — C - N - C - C

\ n / h i

H ^

/C=<\
N v .NH

V
H

H2 
C\  

■ /  ?H2 
\h^ch2

Ic=o
I

n h 2

Pierwsze badania syntetycznych hormonów i ich chemicznych pochodnych 
miały na celu stwierdzenie, czy hormon w formie czynnej biologicznie ma 
tę samą strukturę pierwszorzędową co hormon wyizolowany z tkanek oraz 
zbadanie jaka jest konformacja natywnej cząsteczki tyreoliberyny. Wyka
zano, że syntetyczny hormon ma taką samą aktywność biologiczną co hor
mon natywny (14). Analog niecykliczny Glu-His-ProNH2 natomiast posia
da tylko l°/o aktywności tyreoliberyny (19). Preparatyka nie prowadzi 
więc do zmiany struktury cząsteczki hormonu.

Widmo NMR tyreoliberyny sugeruje możliwość wewnątrzcząsteczko- 
wej stabilizacji struktury trójpeptydu. Również badania stałej dysocjacji 
pierścienia imidazolowego, tyreoliberyny i jej analogów wskazują na sta
bilizację cząsteczki poprzez wiązanie wodorowe pomiędzy pierwszo- a trze
ciorzędowym azotem histydyny (20). Wydaje się jednak, że chociaż czą-
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6 G. ADLER [4]

steczka hormonu po wyizolowaniu ma formę ustabilizowaną, aktywna bio
logicznie cząsteczka może mieć całkowitą swobodę kątów rotacji. Wskazują 
na to wyniki doświadczeń D o n z e l a  i wsp. (21), którzy stwierdzili, że 
analog z grupą metylową dołączoną do wiązania peptydowego między kw a
sem piroglutaminowym i histydyną (NaMe His2) TRF, w którym nie ma 
miejsca na wiązanie wodorowe, wykazuje taką samą aktywność biologicz
ną co cząsteczka natywnego hormonu. Podobnie uważają S i e v e r t s s o n  
i wsp. (22).

Obecnie są syntetyzowane zarówno tyreoliberyna nieradioaktywna (23) 
jak i radioaktywna. Hormon znakuje się przeprowadzając syntezę che
miczną przy użyciu 3H-proliny lub 14C-histydyny (17, 24, 25). Drugą me
todą otrzymania tyreoliberyny znakowanej jest wprowadzenie 125J metodą 
chloranaminową do gotowej cząsteczki hormonu (26).

IV. Metabolizm tyreoliberyny

IV -1. B iosynteza

Stężenie tyreoliberyny w podwzgórzu dziesięciokrotnie przewyższa jej 
stężenie w pozostałych częściach mózgowia (27). Metodą radioimmunolo- 
giczną badano rozmieszczenie tyreoliberyny w różnych częściach pod
wzgórza i stwierdzono, że hormon występuje głównie w wyniosłości po- 
środkowej, stanowiącej dolną część tak zwanego lejka łączącego podwzgó
rze z częścią nerwową przysadki. Stężenie tyreoliberyny w tej części 
wynosi aż 38ng/mg białka (3,6ng/mg tkanki), a obecność hormonu w ykry
wa się przede wszystkim w zakończeniach nerwów dochodzących do na
czyń przysadkowego krążenia wrotnego (28, 29).

Synteza tyreoliberyny zachodzi w komórkach podwzgórza. Bezpośred
nim dowodem na to są wyniki doświadczeń ze znakowanymi aminokwa
sami. I tak 14C-prolina dodana do mieszaniny inkubacyjnej zawierającej 
skrawki uzyskane z różnych części mózgu włączana jest do tyreoliberyny 
jedynie w skrawkach otrzymanych z podwzgórza. W podobnym doświad
czeniu stwierdzono, że inne narządy, jak np. wątroba nie syntetyzują 
w sposób niespecyficzny hormonu (30, 31). M c K e l v y  i wsp. (32, 33, 34) 
badali w jakiego typu komórkach w podwzgórzu syntetyzowana jest ty 
reoliberyna. Autorzy hodowali izolowany fragment wyniosłości pośrod- 
kowej w ciągu 13 dni. W okresie tym badali zmiany morfologiczne w ko
mórkach, stężenie tyreoliberyny w komórkach i płynie inkubacyjnym oraz 
biosyntezę hormonu. Biosyntezę określali na podstawie pomiaru włączania 
3H-proliny do tyreoliberyny. Badania morfologiczne wykazały, że podczas 
13 dni hodowli zakończenia aksonów stopniowo degenerują się. Natomiast 
struktura pozostałych komórek, a w szczególności wyściółkowych nie ule
ga zmianie. W czasie tych 13 dni biosynteza tyreoliberyny znacznie się 
obniżyła, pomimo stałej szybkości wchłaniania znakowanych aminokwa
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[5] TY RE O LIBER Y N A 7

sów przez tkankę. Równolegle do degeneracji elementów nerwowych malał 
poziom tyreoliberyny początkowo w tkance, następnie zarówno w tkance 
jak i w środowisku inkubacyjnym. Fakt ten wskazuje na udział elemen
tów neuronalnych w wytwarzaniu tyreoliberyny. Wyniki doświadczeń 
B e n n e t a  i wsp. (35) potwierdziły udział neuronów w biosyntezie hor
monu. Autorzy ci izolowali synaptosomy z komórek podwzgórza owiec, 
lub synaptosomy tylko z komórek wyniosłości pośrodkowej. Stwierdzili, 
że zawiesina synaptosomów wydziela tyreoliberynę do środowiska inkuba- 
cyjnego, przy czym przez synaptosomy otrzymane z całego podwzgórza 
wydzielana jest niewiele większa ilość hormonu od ilości wydzielanej 
przez synaptosomy uzyskane z wyniosłości pośrodkowej.

Wzrost wydzielania tyreoliberyny obserwowano po elektrycznej sty
mulacji zakończeń nerwowych jak również po dodaniu dopaminy do mie
szaniny inkubacyjnej. Inhibitorami wydzielania tyreoliberyny są dodane 
do układu 5-hydroksytryptamina i reserpina (30, 31).

Wydaje się, na podstawie powyższych wyników, że istnieją w ystar
czające dowody do stwierdzenia, że biosynteza tyreoliberyny zachodzi 
w zakończeniach włókien nerwowych dochodzących do wyniosłości pośrod
kowej podwzgórza i że proces ten jest regulowany przez ośrodkowy układ 
nerwowy. Jednak obecność stosunkowo dużej ilości tyreoliberyny w róż
nych częściach mózgu i przechodzenie podanego dokomorowo hormonu 
z płynu mózgowo-rdzeniowego do wyniosłości pośrodkowej uważane jest 
przez niektórych autorów za wskazówkę biosyntezy tyreoliberyny poza 
wyniosłością pośrodkową (36, 37, 38).

Tyreoliberynę można zsyntetyzować w warunkach in vitro w układzie 
zawierającym homogenat podwzgórza, aminokwasy, ATP i jony magnezu. 
Do cząsteczki hormonu włączane są znakowane aminokwasy 14C-kwas glu
taminowy, 14C-prolina i 14C-histydyna, natomiast nie jest włączany 14C- 
kwas piroglutaminowy. Cyklizacja zachodzi więc już po utworzeniu 
cząsteczki trójpeptydu. Mechanizm tej cyklizacji nie jest znany, wiadomo 
jedynie, że w tkance mózgowej występuje cyklaza kwasu glutaminowego 
(30, 31).

Po jednorazowym podaniu znakowanego aminokwasu maksimum ra 
dioaktywności w tyreoliberynie występuje po 40 minutach reakcji w tem 
peraturze 37° i pH 7,7 (30, 31). Znakowane aminokwasy włączane są do 
tyreoliberyny również w obecności puromycyny, cykloheksoimidu lub 
chloramfenikolu (30, 31, 33). Tak więc tyreoliberyna nie jest syntetyzo
wana na polirybosomach. R e i c h 1 i n i wsp. (30, 31) stwierdzili, że enzy
my syntetyzujące tyreoliberynę występują w supernatancie po wirowaniu 
homogenatu podwzgórza przy 100 000xg. Enzymy te są wrażliwe na takie 
inhibitory jak HgCl2 i jodoacetamid, a niewrażliwe na działanie RN-azy. 
Układ enzymów syntetyzujących tyreoliberynę został wydzielony z pod
wzgórzy świni i oczyszczony 3000 razy (31).

Podwzgórze połączone jest z przysadką mózgową bezpośrednio poprzez

http://rcin.org.pl



8 G. ADLER [6]

układ przysadkowego krążenia wrotnego. Stwierdzono, że poziom tyreoli- 
beryny we krwi tego krążenia jest wyższy niż jej poziom we krwi obwo
dowej i że właśnie tą drogą tyreoliberyna bardzo szybko przenoszona jest 
do przysadki (36).

Na podstawie szybkości znikania radioaktywnego hormonu po wstrzyk
nięciu szczurom znakowanej tyreoliberyny R e d d i n g  i S c h a l l y  (40) 
stwierdzili, że okres półtrwania tyreoliberyny we krwi wynosi około 4 mi
nut. Inaktywacja hormonu jest procesem enzymatycznym, maksymalny 
rozpad zachodzi w temp. 37° przy obojętnym pH. Pierwszym etapem kata
bolizmu cząsteczki jest jej deaminacja z wytworzeniem trójpeptydu pGlu- 
His-Pro. Następnie peptyd jest hydrolizowany z uwolnieniem poszczegól
nych aminokwasów (17). Podczas oznaczania poziomu hormonu w surowicy 
degradacji tej, znacznie obniżającej wyniki, zapobiega się poprzez natych
miastowe dodanie odpowiednich inhibitorów enzymów np. 2,3-dwumetylo- 
merkaptopropanolu (BAL) (9, 11). Natychmiastowe zamrożenie i następne 
rozmrożenie badanej krwi (ale nie samej surowicy) prowadzi do zahamo
wania degradacji hormonu przez deamidazy (41). Być może w wyniku tej 
procedury z krwinek uwalnia się czynnik, który uniemożliwia deami- 
dację.

Nadmiar hormonu w samym podwzgórzu ulega szybko rozpadowi. Pro
ces ten nie zależy od stopnia degeneracji zakończeń nerwowych komórek 
podwzgórza a reakcja prawdopodobnie zachodzi w komórkach wyściółko- 
wych (34). Po inkubacji frakcji białek rozpuszczalnych otrzymanych z ho- 
mogenatu podwzgórzy szczura z (3H-Pro)-tyreoliberyną w mieszaninie in- 
kubacyjnej wykrywa się pochodną zdeamidowaną, a więc taki sam pro
dukt degradacji jak w surowicy krwi. Deamidaza występująca w pod
wzgórzu nie jest jednak identyczna z enzymem z krwi ponieważ inna jest 
jej wrażliwość na specyficzny inhibitor pGlu-HisOCH3. Jeżeli znakowaną 
tyreoliberynę dodaje się do całego homogenatu podwzgórza obok tego tró j
peptydu i 3H-proliny, produktu jego hydrolizy pojawia się amid proliny 
(42, 43). Tak więc w podwzgórzu występują inne niż w surowicy enzymy 
degradujące tyreoliberynę.

IV-3. R egulacja m etabolizm u hormonu

Biosyntezę tyreoliberyny reguluje ośrodkowy układ nerwowy za po
średnictwem neurotransmiterów — katecholamin. Czynnikiem środowis
kowym znacznie stymulującym biosyntezę hormonu jest długotrwałe dzia
łanie niskiej tem peratury na organizm zwierzęcia. Poza tym biosynteza 
tyreoliberyny podlega również regulacji hormonalnej. Hormon wzrostu 
i prolaktyna obniżają ją, a kortyzon podwyższa. Hormony te działają jeżeli 
poda się je w dawkach farmakologicznych, a więc znacznie przewyższa
jących ilości występujące w organizmie. Nie jest więc pewne, czy w wa
runkach fizjologicznych są one również regulatorem biosyntezy. Natomiast

http://rcin.org.pl



17] T Y REO LIBER Y N A 9

hormonami, które w warunkach fizjologicznych regulują biosyntezę ty
reoliberyny są hormony tarczycy. Zachodzi tu zjawisko dodatniego sprzę
żenia zwrotnego. I tak biosynteza tyreoliberyny u zwierząt, które pozba
wiono tarczycy obniża się, a u zwierząt ze sztucznie wywołaną hyperty- 
reozą się podwyższa (30, 31, 44).

Aktywność enzymów degradujących tyreoliberynę również jest niższa 
w surowicy krwi zwierząt w stanie hypotyreozy, w surowicy zaś zwierząt, 
którym podawono trójjodotyroninę znacznie przewyższa ich aktywność 
w surowicy zwierząt kontrolnych (45). W chwili obecnej trudno jest jeszcze 
podać znaczenie fizjologiczne powyższego wpływu hormonów tarczycy na 
zmiany aktywności obu podstawowych enzymów biorących udział w me
tabolizmie tyreoliberyny.

V. Aktywność biologiczna tyreoliberyny

V -l.  U w alnianie tyreotropiny

Jeszcze przed ustaleniem struktury tyreoliberyny wiadomo było, że po 
elektrycznej stymulacji podwzgórza wzrasta wydzielanie tyreotropiny 
przez komórki przysadki mózgowej. Następnie M a r t i n  i R e i c h l i n  
(46) stwierdzili, że stymulacja podobna do elektrycznej zachodzi po 
wstrzyknięciu szczurom syntetycznej tyreoliberyny. W doświadczeniach 
z hodowlą komórek przysadki badano (47) zmiany ilości tyreotropiny w ko
mórkach i w płynie inkubacyjnym po dodaniu tyreoliberyny do układu. 
Stwierdzono, że tyreoliberyna stymuluje zarówno biosyntezę jak i wy
dzielanie tyreotropiny i wyliczono, że kilkaset cząsteczek tego hormonu 
powstaje w odpowiedzi na jedną cząsteczkę egzogennej tyreoliberyny.

Zaledwie lO^g tyreoliberyny podane dożylnie człowiekowi powoduje 
wyraźny przyrost tyreotropiny we krwi (2). Wzrost ten obserwuje się już 
w 3 minuty po podaniu hormonu, przy czym wzrost ten u kobiet jest sil
niejszy niż u mężczyzn. Stymulację wydzielania tyreotropiny po dożyl
nym podaniu hormonu uwalniającego, jak również po podaniu dokomoro- 
wym, podskórnym i doustnym wykazali też inni autorzy (48, 49, 50).

Inna reakcja organizmu kobiet i mężczyzn na egzogenną tyreoliberynę 
wskazuje na pewien udział hormonów płciowych w regulacji procesu 
uwalniania tyreotropiny. Proces ten regulowany jest głównie przez hormo
ny tarczycy (48, 49, 51, 52) przy czym regulacja odbywa się na zasadzie 
sprzężenia zwrotnego to znaczy przy wzroście poziomu hormonów tarczycy 
we krwi, maleje ilość uwalnianej tyreotropiny. W regulacji wydzielania 
tyreotropiny biorą też udział prostaglandyny (53, 54).

Badanie stymulacji wydzielania tyreotropiny przez tyreoliberynę zna
lazło bardzo szerokie zastosowanie w endokrynologii jako jeden z pod
stawowych testów diagnostycznych. W warunkach standardowych (55) 
test przeprowadza się podając jednorazowo dożylnie 200|ig tyreoliberyny 
w 2ml roztworu soli fizjologicznej i mierząc wyjściowy poziom tyreotro-
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piny oraz w 20 i 60 minut po podaniu hormonu. Wynik tego testu pomaga 
w rozpoznaniu i ustaleniu patogenezy poszczególnych chorób tarczycy.

Pierwszym etapem reakcji prowadzących do uwolnienia tyreotropiny 
jest połączenie się tyreoliberyny z receptorem komórkowym. Receptor jest 
białkiem posiadającym zdolność wiązania określonego hormonu i przeka
zywania zawartej w nim informacji biochemicznej enzymom wewnątrz
komórkowym. Badano wiązanie znakowanej tyreoliberyny przez subfrak- 
cje otrzymane z przysadek szczura i stwierdzono, że najwięcej hormonu 
wiąże się z frakcją, której enzymem markerowym jest 5-nukleotydaza, 
a więc z frakcją błon komórkowych (56). Oczyszczona przez wirowanie 
w gradiencie sacharozy frakcja błon z przysadek szczura wiąże hormon 
40 razy silniej niż wyjściowy homogenat (57). Poza frakcją błon, frakcja 
mikrosomalna i jądrowa wiążą niewielkie ilości 3H-tyreoliberyny. Zwie
rzęta, którym przez kilkanaście dni podaje się pokarm z dodatkiem pro- 
pylotiouracylu włączają więcej znakowanego hormonu do komórek przy
sadki niż zwierzęta kontrolne (56). Badania morfologiczne przysadek 
pobranych ze zwierząt karmionych propylotiouracylem wykazują specy
ficzny wzrost komórek tyreotropowych to jest komórek w których zacho
dzi synteza tyreotropiny (58). Wyniki te wskazują, że receptory tyreolibe
ryny nie są rozmieszczone równomiernie we wszystkich komórkach przy
sadki mózgowej lecz występują na powierzchni błon komórkowych ko
mórek tyreotropowych. Wyliczono, że średnio przypada 3,7 X105 miejsc 
wiążących tyreoliberynę w l(ig błon otrzymanych z hodowli niezmienio
nych komórek przysadki i 5X108 miejsc wiążących w mikrogramie błon 
otrzymanych z hodowli nowotworowych komórek tyreotropowych (7).

W wiązaniu tyreoliberyny przez receptor biorą udział fosfolipidy. Do
danie do mieszaniny inkubacyjnej zawierającej frakcję błon komórek 
przysadki fosfolipazy A i C, znacznie zmniejsza zdolność wiązania hormo
nu przez preparat. W tych samych warunkach fosfolipaza D nie zmniejsza 
wiązania hormonu. Również dodanie detergentów takich jak digitoniny 
i lizofosfatydylocholiny, które niszczą lipidową strukturę błon znacznie 
obniża stopień wiązania hormonu (59).

Podczas inkubacji frakcji błon komórkowych z komórek przysadki 
ze znakowaną tyreoliberyną część hormonu wiąże się z receptorami. Je 
żeli następnie doda się do mieszaniny inkubacyjnej hormon nieznakowany, 
to na zasadzie współzawodnictwa wypiera on część hormonu radioaktyw
nego ze związku z receptorem. Radioaktywność związana z frakcją 
błon przy podaniu dużego nadmiaru hormonu ,,zimnego” i nie ulegająca 
zmianie przy zwiększeniu dawki tego hormonu odpowiada adsorbcji 
niespecyficznej. Ze zmian ilości znakowanego hormonu związanego 
z receptorem przy wzrastających dawkach hormonu nieradioaktywnego 
można wyliczyć ilość „zimnego” hormonu w badanych próbach i z tego 
korzysta opisana w rozdziale II radioreceptorowa metoda oznaczania ty 
reoliberyny. Ponadto na podstawie tych zmian można wykreślić krzywe
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Scatcharda częściowo charakteryzujące kinetykę interakcji hormon — re
ceptor. Na podstawie tych krzywych ustalono (8), że w komórkach przy
sadki istnieją dwa typy receptorów tyreliberyny różniące się powino
wactwem do cząsteczki hormonu. Wykazano że preparat błon otrzymanych 
z jednej przysadki szczura wiąże 0,023 pikomola tyreoliberyny. W podob
nym układzie doświadczalnym inne hormony wiążą się z frakcją błon 
z komórek przysadki jedynie w sposób niespecyficzny (7, 60). Znaczne roz
cieńczenie mieszaniny inkubacyjnej zawierającej kompleks tyreolibery- 
na — receptor prowadzi do jego szybkiej dysocjacji. Stała dysocjacji kom
pleksu wynosi 4X10~8M (7).

Dodanie do mieszaniny inkubacyjnej, zawierającej preparat błon, takich 
związków jak prostaglandyna PGE1? jej analog kwas 7-oksy-13-prostyno- 
wy oraz tyroksyna nie wpływa na stopień wiązania tyreoliberyny z recep
torem (56). Wydaje się więc, że związki te nie regulują tworzenia komplek
su a regulacja wydzielania tyreotropiny przez te związki musi polegać na 
modyfikacji któregoś z dalszych procesów prowadzących do wydzielania 
hormonu. Zmiany w aktywności receptorowej obserwuje się podczas ba
dania błon z przysadek szczurów, którym uprzednio podawano tyroksynę 
lub z przysadek szczurów, które pozbawiono jajników i podawano preparat 
estradiolu. W pierwszym przypadku ilość miejsc wiążących we frakcji błon 
maleje, w drugim wzrasta (56, 61). Dane te w odróżnieniu od poprzednich 
wskazują, że estrogeny i hormony tarczycy mogą zmieniać ilość miejsc 
wiążących w błonach. Szczegółowy mechanizm regulacji wydzielania tyreo
tropiny przez hormony tarczycy i estrogeny wymaga końcowego wyjaś
nienia.

Aktywność cyklazy adenylowej wykrywa się w tych subfrakcjach ko
mórkowych komórek przysadki szczura, które wiążą tyreoliberynę (57). 
Po dodaniu ekstraktu z podwzgórza (62) lub tyreoliberyny (61) do miesza
niny inkubacyjnej zawierającej zawiesinę przysadek szczura zwiększa się 
ponad dwukrotnie ilość cyklicznego AMP w układzie. Ponadto biosynteza 
tyreotropiny wzrasta po dodaniu do układu teofiliny — inhibitora hydro
lizy cyklicznego AMP lub po dodaniu dwubutyrylowej pochodnej cyklicz
nego AMP. L a b r i e  i wsp. (63) wykazali, że również po dodaniu do mie
szaniny inkubacyjnej aktynomycyny, dwubutyrylo cykliczny AMP sty
muluje zarówno biosyntezę jak i wydzielanie białek syntetyzowanych 
przez część gruczołową przysadki mózgowej. Stymulacja przez cykliczny 
AMP biosyntezy białek i ich wydzielania zachodzi więc prawdopodobnie 
na poziomie translacji.

Powyższe dane wskakują na mechanizm działania tyreoliberyny zgodny 
z mechanizmem S u t h e r l a n d a  (64) to jest poprzez układ błonowej 
cyklazy adenylowej. Wyniki otrzymane przez niektórych autorów wska
zują jednak na różnice w działaniu cyklicznego AMP na oba procesy: bio
syntezy i wydzielania tyreotropiny (56, 65). Badając wydzielanie tyreotro
piny do środowiska inkubacyjnego przez zawiesinę przysadek szczura
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S u n d b e r g  i wsp. (65) stwierdzili, że ta sama ilość tyreotropiny pojawia 
się jeżeli przysadki stymuluje się tyreoliberyną jak i jej roztworem wzbo
gaconym w cykliczny AMP. Również po dodaniu do układu teofiliny lub 
enterotoksyny cholery poziom tyreoliberyny w środowisku inkubacyjnym 
nie ulega zmianie pomimo wzrostu poziomu cyklicznego AMP. Możliwe 
więc, że nie wszystkie efekty działania hormonu uwalniającego tyreotro- 
pinę są bezpośrednim wynikiem aktywacji cyklazy adenylowej.

Po połączeniu się tyreoliberyny z receptorem błonowym jednocześnie 
ze zmianą metabolizmu w komórkach przysadki zachodzą zmiany morfo
logiczne. Komórki tyreotropowe i somatotropowe wzbogacają się w system 
błon szorstkiego retikulum  endoplazmatycznego i aparatu Golgiego. Po
większają się mitochondria i zwiększa się ilość ziaren wydzieliny. Ziarna 
te często ułożone są obwodowo i można obserwować proces egzocytozy. 
Pod wpływem dwubutyrylowej pochodnej cyklicznego AMP w komórkach 
zachodzą zmiany podobnego typu, jednak w komórkach tyreotropowych 
są one mniej wyraźne niż po stymulacji tyreoliberyną (66). W obecności 
tyreoliberyny wzrasta wartość indeksu mitotycznego komórek przysadki 
(67).

V-2. U w alnianie prolaktyny

W 1971 roku T a s h j i a n  i wsp. (68) stwierdzili wzrost wydzielania 
prolaktyny przez hodowle somatotropowych komórek nowotworowych 
przysadki (klony GH3 i GHj) po dodaniu tyreliberyny do środowiska inku- 
bacyjnego. Wykazano następnie (17), że również normalne komórki przy
sadek wyizolowane ze zdrowych zwierząt w odpowiedzi na dodaną tyreoli- 
berynę zwiększają wydzielanie prolaktyny. Stymulacja komórek zdro
wych jest jednak słabsza niż komórek nowotworowych.

Wzrost wydzielania prolaktyny w odpowiedzi na podaną tyreoliberynę 
stwierdzono również w warunkach in vivo. Tyreoliberyną podana dożyl
nie w ilości 10|ig już po 5 minutach powoduje wzrost stężenia prolaktyny 
w surowicy krwi. Zwiększenie dawki hormonu uwalniającego zwiększa 
przyrost ilości prolaktyny w surowicy. Ta stymulacja wydzielania prolak
tyny jest silniejsza u kobiet niż u mężczyzn i w niektórych przypadkach 
u kobiet można zaobserwować efekt już po podaniu 3^g tyreoliberyny 
(2, 69).

Tak szybki, bo obserwowany już po 5 minutach wzrost stężenia prolak
tyny w surowicy krwi może być wyłącznie wynikiem zwiększonego uwal
niania do krwi prolaktyny uprzednio zmagazynowanej w komórkach przy
sadki. Na podstawie zawartości prolaktyny w przysadce i jej przyrostu 
w surowicy B o w e r s i wsp. (2) wyliczyli, że po dłuższym czasie przyrost 
ten musi być wywołany również zwiększoną syntezą nowych cząsteczek 
hormonu. Wyniki doświadczeń prowadzonych w warunkach przyżycio
wych wskazują więc na regulowanie przez tyreoliberynę zarówno procesu
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biosyntezy jak i wydzielania prolaktyny. Doświadczenia z hodowlami ko
mórek przysadki potwierdzają obie funkcje regulatorowe tyreoliberyny. 
D a n n i e s  i T a s h j i a n  (70) prowadzili hodowlę komórkową w środo
wisku 3H-leucyny i badali ilość znakowanej prolaktyny wydzielonej do śro
dowiska. Stwierdzili, że w hodowlach stymulowanych przez tyreoliberynę 
wydziela się do środowiska cztery razy więcej prolaktyny niż w hodowlach 
kontrolnych. Stymulacja wydzielania prolaktyny do środowiska w hodowli 
somatotropowych komórek nowotworowych (klon SDi) nie jest hamowana 
przez cykloheksoimid (71).

Powyższe dane z doświadczeń przeprowadzonych in vitro wskazują na 
stymulację przez tyreoliberynę procesu uwalniania prolaktyny. Dowodem 
jej zwiększonej biosyntezy jest wzrost w obecności tyreoliberyny włącza
nia 14C-proliny do prolaktyny w hodowli komórek SDi (71) i 3H-leucyny 
w hodowli komórek GH3 (70). Wzrost włączania izotopu jest równoległy 
do wzrostu poziomu hormonu, zachodzi tu więc stymulacja biosyntezy, 
a nie hamowanie rozpadu prolaktyny (70).

Znakowana tyreoliberyna wiązana jest przez błony komórkowe uzys
kane z komórek typu GH3 (72, 73, 74). Ze wzrostem ilości znakowanego 
hormonu dodanego do zawiesiny komórek wzrasta ilość hormonu związa
nego przez komórki i równolegle wzrasta ilość wydzielanej prolaktyny. 
Tak więc odpowiedź biologiczna wynika bezpośrednio z przyłączenia ty 
reoliberyny do błonowych receptorów. Wyliczono, że jedna komórka wiąże 
do 130 000 cząsteczek tyreliberyny. Inhibitorami wiązania hormonu są en
zymy proteolityczne trypsyna i pronaza, fosfolipazy A i C oraz detergenty 
zarówno jonowe jak i niejonowe (73).

Przedstawione powyżej dane wskazują na podobieństwo receptorów 
wiążących tyreoliberynę w komórkach tyreotropowych i w komórkach 
wydzielających prolaktynę. W obu typach komórek są to receptory błono
we, wykazujące to samo powinowactwo do tyreoliberyny, a w wiązaniu 
hormonu biorą udział fosfolipidy. Dokładna charakterystyka białka recep
torowego z komórek obu typów jest bardzo trudna, ponieważ receptory 
tracą zdolność wiązania tyreoliberyny w momencie przeprowadzania ich 
w formę rozpuszczalną z użyciem detergentów lub enzymów proteolitycz
nych. Podobnie jak w komórkach tyreotropowych, związanie tyreoli
beryny przez komórki GH3 powoduje wzrost wewnątrzkomórkowego po
ziomu cyklicznego AMP. Wzrost ten jest wyraźny już w 5 minut po doda
niu hormonu, może więc wyprzedzać jego efekt biologiczny, jakim jest 
wydzielanie prolaktyny. Wzrost stężenia cyklicznego AMP jest proporcjo
nalny do ilości tyreoliberyny dodanej do środowiska inkubacyjnego, 
a dwubutyrylowa pochodna cyklicznego AMP dodana do zawiesiny komó
rek zwiększa ilość wydzielanej prolaktyny (73). Powyższe wyniki wskazują 
na udział cyklazy adenylowej w przenoszeniu informacji zawartej w ty- 
reoliberynie do wnętrza komórek GH3. Jednak nie jest ostatecznie wyjaś
nione, czy hipotezę cyklicznego AMP jako przenośnika informacji niesio
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nej przez hormon można zastosować do wszystkich zmian w komórkach 
wydzielających prolaktynę w odpowiedzi na działanie tyreoliberyny. 
Stwierdzono bowiem również, że w pewnych warunkach tyreoliberyna 
stymuluje wydzielanie prolaktyny mimo, że nie zachodzi wzrost poziomu 
cyklicznego AMP (73).

V -3. U w alnianie hormonu wzrostu

Badania wpływu tyreoliberyny na wydzielanie hormonu wzrostu przez 
komórki somatotropowe przysadki dają kontrowersyjne wyniki. W do
świadczeniach przeprowadzanych w warunkach in vivo stwierdzono, że 
tyreoliberyna nie wpływa lub wpływa stymulująco na wydzielanie hor
monu wzrostu (73). Natomiast w doświadczeniach przeprowadzanych 
w warunkach in vitro wykazano (73, 75), że dodanie tyreoliberyny do 
płynu inkubacyjnego z zawiesiną komórek GH3 powoduje ponad dwukrot
ne zmniejszenie produkcji hormonu wzrostu. Redukcja ta jest proporcjo
nalna do stężenia tyreoliberyny i stymulacji uwalniania prolaktyny. Jed
nocześnie wykazano, że cykliczny AMP nie wpływa na ten efekt ponieważ 
ilość hormonu wzrostu po dodaniu do mieszaniny inkubacyjnej dwubu- 
tyrylowej pochodnej cyklicznego AMP nie ulega zmianie.

Wpływ tyreoliberyny na wydzielanie hormonu wzrostu zależy od bez
pośredniej kontroli ośrodkowego układu nerwowego. Stwierdzono bowiem, 
że szczury, którym usunięto przysadkę a następnie przeszczepiono ją do 
torebki nerkowej, a więc w warunkach, gdy usunięto wpływ ośrodkowego 
układu nerwowego na metabolizm przysadki — po dodaniu tyreoliberyny 
mają zwiększony poziom hormonu wzrostu we krwi. Natomiast szczury 
kontrolne w tych samych warunkach mają normalny poziom hormonu (76). 
Być może również i obserwowaną u człowieka w pewnych stanach patolo
gicznych stymulację wydzielania hormonu wzrostu można wytłumaczyć 
brakiem kontroli działania przysadki przez ośrodkowy układ nerwowy.

V-4. D ziałanie tyreoliberyny na ośrodkow y układ nerw ow y

W 1972 roku P r a n g e i wsp. (77) stwierdzili, że tyreoliberyna podana 
dożylnie w ilości 0,5mg wykazuje działanie antydepresyjne. Podobny wy
nik otrzymano u wielu pacjentów, zarówno kobiet jak i mężczyzn jednak 
nie przy wszystkich schorzeniach ośrodkowego układu nerwowego (78, 79, 
80). W warunkach laboratoryjnych działanie tyreoliberyny na ośrodkowy 
układ nerwowy bada się testem ruchowym. Polega on na badaniu ruchli
wości myszy kontrolnych i myszy, którym podaje się kolejno: inhibitor 
oksydazy monoamin — pargylinę i stymulator: 3,4-dwuhydroksyfenyloala- 
ninę (DOPA). Łączne podanie DOPA i tyreoliberyny bardziej zwiększa 
ruchliwość myszy niż podanie samej DOPA (81). Obserwowano, że efekt 
stymulujący tyreoliberyny występuje również u myszy pozbawionych
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przysadki mózgowej lub pozbawionych tarczycy. Tak więc działanie ty 
reoliberyny na mózg jest niezależne od jej działania na układ podwzgó
rze—tarczyca. Czynnikiem hormonalnym, który reguluje działanie tyreoli
beryny na mózg mogą być hormony płciowe i ewentualnie parathormon. 
P l o t n i k o f f  (82) stwierdził bowiem, że stymulacja testu ruchowego 
przez tyreoliberynę obniża się po usunięciu jajników, a podwyższa w wy
niku kastracji lub usunięcia przytarczyc badanym myszom.

Powyższe wyniki wskazują na związek behawioralnego działania ty 
reoliberyny z metabolizmem katecholamin. Po dodaniu myszom tyreolibe
ryny w ilości wystarczającej do stymulacji w teście ruchowym nie obser
wuje się jednak zmian w ilości dopaminy, noradrenaliny i serotoniny 
w mózgu (82). Szczegółowsze badania wykazały, że w warunkach tych 
jednak wzrasta poziom 3-metoksy-4-hydroksyfenyloglikolu, głównego 
mózgowego produktu katabolizmu noradrenaliny (83). Ponadto stwierdzo
no (84), że w moście mózgu szczurów, którym wstrzyknięto tyreoliberynę 
i 3H-dopaminę wykrywa się mniej radioaktywnej dopaminy niż w moście 
mózgu zwierząt kontrolnych, którym podano tylko 3H-dopaminę. To obni
żenie poziomu znakowanej noradrenaliny może wynikać z jej przyspieszo
nego katabolizmu. Tyreoliberyna w doświadczeniach in vitro znacznie 
hamuje aktywność enzymu (3-hydroksylazy dopaminy (84), a więc enzymu 
katalizującego biosyntezę noradrenaliny. Powyższe wyniki wskazują wy
raźnie, że działanie tyreoliberyny na ośrodkowy układ nerwowy zachodzi 
poprzez regulację metabolizmu katecholamin przy czym szczegółowy me
chanizm tych zmian wymaga dalszego wyjaśnienia (85). Nie wyjaśniono 
również dlaczego, pomimo obniżenia aktywności (3-hydroksylazy dopaminy 
i jednocześnie zwiększonego katabolizmu noradrenaliny, w obecności ty 
reoliberyny ilość noradrenaliny w mózgu nie ulega zmianie.

VI. Analogi tyreoliberyny

Cząsteczka tyreoliberyny ma prostą budowę. Dzięki temu możliwe było, 
bezpośrednio po ustaleniu budowy natywnego hormonu otrzymanie go 
drogą syntezy chemicznej. Następnym etapem było zsyntetyzowanie czą
steczek hormonu zmodyfikowanych w określony sposób, to jest analogów 
tyreoliberyny. Do chwili obecnej zsyntetyzowano w wielu pracowniach 
kilkadziesiąt analogów, a badanie aktywności tych pochodnych pomaga 
odpowiedzieć na wiele pytań dotyczących mechanizmu działania hormonu. 
Ponadto badanie aktywności biologicznej analogów ma wyraźny aspekt 
praktyczny. Poszukiwane są analogi, które można by było stosować 
w testach diagnostycznych i w leczeniu schorzeń osi podwzgórzowo-przy- 
sadkowej a także chorób psychicznych. Tak więc poszukiwane są analogi
o wyższej aktywności biologicznej niż hormon natywny oraz takie, które 
obniżają efekt biologiczny wywołany przez natywną tyreoliberynę.
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Aktywność biologiczną analogów tyreoliberyny badano w warunkach 
in vivo mierząc poziom tyreoliberyny we krwi po dożylnym podaniu ana
logu. In vitro badano wypieranie tyreoliberyny z kompleksu z receptorem 
przez jej analog oraz stymulację wydzielania tyreotropiny lub prolaktyny 
do środowiska inkubacyjnego (21, 87). Rzadziej badano stymulację wydzie
lania tyreotropiny w układzie zawierającym zarówno tyreoliberynę jak 
i jej analog (88). Określono również reakcję krzyżową tyreoliberyny i jej 
analogów z przeciwciałem przeciwko tyreoliberynie (9, 89). Nie stosowano 
natomiast dotychczas analogów w badaniach behawioralnych.

Aktywności biologiczne analogów tyreoliberyny podali V a l e  i wsp. 
w swojej pracy przeglądowej (17).
Przebadane związki można podzielić na kilka grup:

a. dwupeptydy stanowiące część cząsteczki hormonu. Żaden z przeba
danych dwupeptydów nie wykazuje aktywności hormonalnej (5);

b. stereoizomery optyczne. Jedynie pochodna l - d - l  wykazuje aktyw 
ność biologiczną (86);

c. modyfikacja reszty N-końcowej. Dołączenie do pierścienia piroglu- 
taminowego grupy metylowej tworzy pochodną o aktywności wynoszącej 
zaledwie 1,7 procent aktywności natywnego hormonu. Zastąpienie histy- 
dyny innymi aminokwasami daje analogi nieaktywne (17);

d. modyfikacja cząsteczki histydyny. Pochodna z grupą metylową 
w pozycji 3 pierścienia histydyny jest jedynym analogiem, którego aktyw 
ność biologiczna jest ośmiokrotnie wyższa niż aktywność natywnej ty 
reoliberyny. Natomiast dołączenie grupy metylowej w pozycji 1 tworz^ 
-analog nieaktywny (17, 87);

e. zmiany aminokwasu C-końcowego. Podstawienie zamiast pierścienia 
5-cioczłonowego proliny analogu z pierścieniem 4-roczłonowym powoduje 
spadek aktywności do l,6°/o aktywności. Zamiana zaś aminokwasu nawet 
z pozostawieniem reszty amidowej tworzy pochodne nieaktywne (17, 19, 87);

g. zmiana podstawnika przy grupie karboksylowej. Zastąpienie reszty 
amidowej resztą metylową pozostawia 10°/o aktywności. Również przedłu
żenie podstawnika przy grupie karboksylowej przez dołączenie reszty, na 
przykład etylowej pozostawia cząsteczce kilkanaście procent aktywności 
(17, 19, 87);

h. modyfikacja wiązania peptydowego. Dołączenie reszty metylowej do 
wiązania peptydowego pomiędzy resztą kwasu piroglutaminowego i histy
dyny nie zmienia aktywności hormonu (21);

i. niewielka zmiana budowy całej cząsteczki. Badanie tych analogów 
doprowadziło do wykrycia inhibitora tyreoliberyny. Stwierdzono, bowiem, 
że łączne podanie amidu cyklopentenylokarbonylo-(3-2-tienylo-L-alanylo- 
pirolidyny z tyreoliberyną znosi stymulację wydzielania tyreotropiny (88).

Przeważająca większość pochodnych, których aktywność badano kil
koma metodami przejawia taką samą aktywność biologiczną in vivo jak 
i in vitro.
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Również porównywalne jest działanie analogów tyreoliberyny w sty
mulacji obu regulowanych przez nią procesów, to jest wydzielania ty 
reotropiny i prolaktyny. Ponadto pochodne o niższej aktywności biologicz
nej są słabiej wiązane przez receptory błonowe jak również słabiej wią
zane przez przeciwciało przeciwko tyreoliberynie (9, 17, 21, 87, 89). Jedy
nymi analogami o wyraźnie innej charakterystyce w badaniach in vivo 
i in vitro  są analogi opisane przez S i e v e r t s s o n a  i wsp. (22, 88). Ich 
struktura różni się od tyreoliberyny w ten sposób, że są rozpoznawane 
przez receptor, ale nie przekazują informacji o działaniu biologicznym.

Badania analogów wskazują, że aktywność biologiczna tyreoliberyny 
zależy od określonej konformacji całej cząsteczki hormonu. Aktywna 
cząsteczka ma charakter hydrofobowy dzięki obecności pierścienia aroma
tycznego (17). Jedyną resztą, która prawdopodobnie nie bierze udziału 
w reakcji z receptorem jest grupa aminowa amidu proliny (Wzór I).

Od 1969 roku to jest od momentu ustalenia struktury tyreoliberyny 
uzyskano wiele wyników wyjaśniających metabolizm i działanie biologicz
ne tego hormonu. Tyreoliberyna jest obecnie powszechnie syntetyzowana 
na drodze chemicznej, a test TRF stał się standardową metodą diagnos
tyczną w endokrynologii. To szerokie zainteresowanie tyreoliberyną wy
nika z podstawowej funkcji regulatorowej jaką hormon ten pełni w orga- 
niźmie człowieka. Uzyskane dane nie pozwalają jednak dotychczas stoso
wać tyreoliberyny w terapii rutynowej. Tak więc dalsze badanie tyreoli
beryny obok wartości poznawczych może przynieść wskazówki w jakich 
warunkach hormon lub jego analogi mogłyby znaleźć zastosowanie pod
czas leczenia chorób pionu podwzgórze—tarczyca i chorób umysłowych.

A r ty k u ł  nadszedł 18.8.1976; po rew iz j i  au torskie j o trzym ano  8.9.1976
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WITOLD FILIPOWICZ *>

In icjacja  translacji m R N A  u organizmów 
eukariotycznych

Initiation of mRNA Translation in Eukaryotes

Spis treści

I. E ukariotyczny mRNA  
1-1. M odyfikacja końca 5' eukariotycznego mRNA  
1-2. Sekw encja poIi(A) w  mRNA  
1-3. Połączenia m RNA z białkam i

II. In icjatorow y tRNA
III. B iałkow e czynniki in icjujące i ich rola w  pow staw aniu  kom pleksu inicjującego  

I I I - l . P ow staw anie kom pleksu inicjującego w  obecności kodonu AUG
III-2. P ow staw anie kom pleksu in icjującego w  obecności naturalnego mRNA

IV. M echanizm  rozpoznaw ania m iejsca in icjującego w  mRNA
IV-1. Rola zm odyfikow anego końca 5' mRNA
IV-2. Rola struktury mRNA w  pobliżu kodonu in icjującego

Translacja informacyjnego RNA jest końcowym etapem w procesie 
ekspresji informacji genetycznej zawartej w sekwencji nukleotydów kwa
sów nukleinowych. Pierwszym a jednocześnie najbardziej złożonym eta

*) Dr, Instytut B iochem ii i B iofizyki PAN , ul. Rakowiecka 36, 02-532 W arszawa.
W ykaz stosow anych skrótów: HnRNA — heterogenny jądrow y kw as rybonu

kleinow y; m RNP — kom pleksy rybonukleoproteidow e mRNA; tR N A ^eti tRNA£[et— 
transportujące RNA specyficzne dla m etioniny, odpow iednio inicjatorow y i w łącza
jący m etioninę w  pozycje w ew nątrz polipeptydów ; poli(A) — kw as poliadenylów y; 
poli(X, Y — polirybonukleotydy zaw ierające zasady w yszczególnione w  naw iasach; 
poli(A )(+ ) m RNA i poli(A )(—) mRNA — inform acyjne RNA zaw ierające i nie za
w ierające sekw encji poli(A); w irus EMC — w irus zapalenia m ózgu i m ięśnia serco
w ego (en cephalom yocard itis ); CPV — w irus cytoplazm atycznej poliedrozy ow adów  
(z ang. cytop lasm ic  polyhedrosis virus);  VSV — w irus pęcherzykow atego zapalenia  
jam y ustnej (vesicular s tom atit is  virus); STNV — satelitarny w irus nekrozy tytoniu  
(z ang. sate ll ite  tobacco necrosis virus);  BMV — w irus m ozaiki stokłosy (z ang. brome  
mosaic virus); TMV — w irus m ozaiki tytoniow ej (z ang. tobacco mosaic virus).

Skróty używ ane przez różnych autorów  dla oznaczenia eukariotycznych czynni
ków  inicjujących: IF-M 1, IF-M 2 itd. — z ang. in itiation factor  — mam malian;  IF-E1, 
IF-E2, itd. — z ang. initiation factor  — eukaryotic;  EIF-1 itd. — z ang. eukaryotic  
in itiation factor.
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pem translacji jest inicjacja biosyntezy polipeptydu. Etap ten decyduje
0 prawidłowym odczytaniu informacji zawartej w mRNA. Na poziomie 
inicjacji działa również większość znanych mechanizmów regulujących 
wydajność translacji różnych mRNA lub różnych cistronów obecnych w 
jednej cząsteczce policistronowego mRNA (1).

Tak u prokariontów jak i u eukariontów inicjacja biosyntezy białka 
przebiega w dwóch zasadniczych etapach. Najpierw powstaje kompleks 
inicjujący składający się z inicjatorowego tRNA, mniejszej podjednostki 
rybosomowej (30S u prokariontów, 40S u eukariontów) oraz mRNA. Do 
tego kompleksu przyłącza się następnie większa podjednostka rybosomo- 
wa (50S u prokariontów, 60S u eukariontów) i powstaje kompleks inicju
jący 70S w przypadku prokariontów lub 80S w przypadku eukariontów. 
W reakcji powstawania kompleksu inicjującego *uczestniczy cały szereg 
białkowych czynników (faktorów) inicjujących, GTP oraz — w przypadku 
eukariontów — ATP (2, 3, 4). Do kompleksu 70S (80S) przyłączyć się może 
aminoacylo-tRNA. Powstanie pierwszego wiązania peptydowego rozpoczy
na etap wydłużania (elongacji) nowo powstającego łańcucha polipeptydo- 
wego.

Mechanizm inicjacji translacji informacyjnego RNA u bakterii został 
dość dokładnie poznany. Problemowi temu poświęcony jest cały szereg 
artykułów przeglądowych (2, 4, 5—9). Chociaż w ogólnym zarysie przebieg 
inicjacji u prokariontów i eukariontów wygląda podobnie, to wyniki do
tychczasowych badań świadczą o tym, że proces ten w komórkach organiz
mów wyższych jest o wiele bardziej skomplikowany (2—4, 10, 11). Wska
zuje na to, na przykład, porównanie składu białkowego prokariotycznego
1 eukariotycznego rybosomu — organellum komórkowego uczestniczącego 
w biosyntezie białka. Podczas gdy bakteryjne podjednostki rybosomowe 
30S i 50S zawierają odpowiednio 21 i 34 białka (12, 13), to podjednostki 
rybosomowe 40S i 60S Eukariota posiadają ich odpowiednio 32 i 39 (13, 14). 
Inicjacja translacji u eukariontów zawiera również wiele elementów zu
pełnie nieznanych u bakterii. Należą do nich m.in.: udział ATP w inicjacji 
(3), modyfikacja końca 5' w mRNA (15), istnienie dużej ilości czynników 
białkowych — w tym czynnika EIF-3 o bardzo złożonej budowie — po
trzebnych dla przyłączenia mRNA do rybosomu (3, 10).

Ostatnie lata przyniosły znaczny postęp w badaniach nad inicjacją 
translacji mRNA eukariontów. Między innymi: 1). Oczyszczono i scha
rakteryzowano wiele informacyjnych RNA, tak komórkowych jak i wi
rusowych. Na końcach 5' i 3' mRNA eukariontów stwierdzono obecność 
struktur nie występujących w informacyjnych RNA bakterii; 2). Wyizo
lowano szereg białkowych czynników inicjujących i poznano ich rolę 
w tworzeniu się kompleksu inicjującego 80S; 3). Wyjaśniono niektóre pro
blemy związane z rozpoznawaniem sekwencji inicjującej mRNA przez 
rybosomy. Wspomniane wyżej trzy zagadnienia są głównym przedmiotem 
tego artykułu.
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Istotne znaczenie miało również opracowanie aktywnych bezkomórko- 
wych układów biosyntezy białka. Szczególnie przydatne w badaniach ini
cjacji u eukariontów okazały się systemy z retikulocytów królika (16, 17), 
z zarodków pszenicy (16, 18), z komórek raków wysiękowych myszy (16, 
17) oraz układ łączący składniki pochodzące z różnych organizmów opisany 
przez S c h r e i e r a  i S t a e h e l i n a  (19). Opracowano również układy 
bezkomórkowe z komórek ludzkich HeLa oraz z mysich komórek L (16, 17), 
ze skorupiaka Artemia salina (20) oraz szereg innych (16, 17).

A rtykuł ten omawia jedynie problemy dotyczące inicjacji biosyntezy 
białek w cytoplazmie komórek. Translację mRNA w mitochondriach 
i chloroplastach, posiadającą wiele cech wspólnych z biosyntezą białek 
prokariontów, omawiają inne prace przeglądowe (21, 22).

I. Eukariotyczny mRNA

Istnieje szereg podstawowych różnic zarówno w strukturze jak i funk
cjonowaniu mRNA prokariontów i eukariontów. Wszystkie poznane mRNA 
prokariontów to mRNA policistronowe, czyli zawierające informację wy
starczającą dla syntezy kilku polipeptydów. Inicjacja syntezy tych poli- 
peptydów odbywa się w różnych miejscach na nici jednej cząsteczki mRNA 
(1, 23, 24). Wszystkie poznane dotychczas komórkowe mRNA eukariontów 
należą do klasy monocistronowych mRNA. Posiadają one informację wy
starczającą dla syntezy tylko jednego polipeptydu (1, 25—27). W przypad
ku niektórych mRNA wirusowych (np. RNA wirusów Polio, Mengo i EMC) 
kodowany przez nie natywny polipeptyd jest bardzo długi i ulega wtórnej 
fragmentacji na kilka różnych aktywnych biologicznie białek (16, 28—32). 
Tak więc, choć RNA tych wirusów programują syntezę wielu białek to 
zawierają one, podobnie jak komórkowe informacyjne RNA, tylko jedno 
miejsce inicjujące, w którym rozpocząć się może synteza polipeptydu.

W przeciwieństwie do mRNA prokariontów, które mają okres półtrwa- 
nia (T1/2) rzędu kilku minut (2, 33—35), mRNA eukariontów jest bardzo 
stabilny. Stwierdzono np., że w komórkach HeLa okres półtrwania, zależ
nie od klasy mRNA, wynosi 7 lub 24 godz. (36). Okres półtrwania 1 dzień 
lub dłuższy cechuje globinowy mRNA w retikulocytach królika (37, 38) 
oraz owoalbuminowy mRNA w jajowodach kury (39, 40).

Dalsze cechy charakteryzujące informacyjne RNA u eukariontów to, 
omówione poniżej: obecność zablokowanego, zmetylowanego końca 5', po- 
liadenylacja końca 3' oraz występowanie mRNA w połączeniach z biał
kami.

1-1. M odyfikacja końca 5' eukariotycznego mRNA

W 1974 r. P e r r y  i K e l l e y  (41) oraz D e s r o s i e r s  i wsp. (42) 
stwierdzili, że mRNA z mysich komórek L oraz z hepatomy szczura za
wiera zmetylowane nukleozydy. W następnym roku jednocześnie w labo
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ratoriach M i u r y  i F u r u i c h i  (43, 44), S h a t k i n a (45) oraz M o s s a 
(46) wykryto, że syntetyzowane in vitro mRNA wirusów Reo, Vaccinia, 
CPV i VSV zawierają zablokowany, zmetylowany koniec 5' o strukturze 
m7G/57ppp/5'/N, gdzie N oznacza nukleozyd lub 2'-0-metylonukleozyd. 
Podobną strukturę końca 5' RNA stwierdzono następnie w wielu innych 
tak wirusowych jak i komórkach mRNA eukariontów (15, 47). Budowę za
blokowanego, metylowanego końca 5' w mRNA przedstawia schemat 1.

Schem at 1. Struktura 5'-końcow ego rn7G pppN(m)pN (m)p.

Następujące cechy stanowią o wyjątkowości 5'-końcowego fragmentu
mRNA:
— końcowym blokującym nukleozydem jest zawsze 7-metyloguanozyna 

(m7G). Jest ona dołączona do reszty cząsteczki RNA poprzez 5' hydro
ksyl rybozy. Powoduje to, że tak zwany koniec „5'” mRNA zawiera 
wolną niezestryfikowaną grupę 3'—OH w końcowej rybozie. Faktycz
nie cząsteczka zablokowanego mRNA ma więc dwa końce z wolnymi 
grupami hydroksylowymi 2' i 3' w pozycjach cis.

— końcowa 7-metyloguanozyna łączy się mostkiem trójfosforanowym, 
wiązaniem 5'—5' z następnym nukleozydem łańcucha RNA. Ujemny 
ładunek fosforanów neutralizuje częściowo dodatni ładunek 7-metylo- 
guanozyny.

— sąsiadujące z 7-metyloguanozyną nukleozydy (pierwszy lub pierwszy 
i drugi) również mogą być zmetylowane, najczęściej w pozycji 2' ry 
bozy. Przedostatnim nukleozydem od końca 5' w niektórych komórko
wych i wirusowych mRNA jest również N6,2'-0-dwumetyloadenozyna.
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Wszystkie przebadane dotychczas komórkowe mRNA różnych Eukario- 
ta posiadają zablokowany, zmetylowany koniec 5' (Tabela 1). Dotyczy to 
zarówno mRNA prymitywnych eukariontów jak drożdże i Dictyostelium  
discoideum, jak i wyższych jak ptaki i ssaki. Zablokowany koniec 5' za
wierają również specyficzne mRNA wszystkich przebadanych dotychczas 
wirusów zawierających DNA oraz większości zwierzęcych i roślinnych wi
rusów zawierających RNA (Tabela 1). Jedynymi wirusami, których RNA

Tabela 1
Komórkowe i wirusowe mRNA zawierające 5’-końcową sekwencję m7GpppN

Rodzaj mRNA N Piśmiennictwo

A. Komórkowe mRNA
(rodzaj komórek)
Ludzkie, linia HeLa Am, mAm, Gm, Cm, Um 57, 58, 67
Małpie, linia BSC-1 Am, mAm, Gm, Cm, U m 59
Cielęca soczewka oka 7 60
(krystalinowy mRNA)
Retikulocyty królika ? 61
Chomicze, linia BHK-21 Am, mAm, Gm, Cm, U m 62, 63
Mysie, linia L lub myeloma Am, mAm, Gm, Cm, U m 64—66, 68
Szczurza hepatoma Am, Gm, Cm, U m 69
Kacze erytroblasty ? 70
(globinowy mRNA)
Bombyx mori (jedwabnik) A m 71
(fibroinowy mRNA)
Artemid salina ? 72
Dictyostelium discoideum A, G, Am 73
Drożdże ? 251

B. Wirusowe mRNA
DNA wirusy:
SV 40 Am, mAm, Gm 59
Adeno, typ 2 Am, mAm 53, 65
Vaccinia Am, Gm 43, 46
RNA wirusy:
Sindbis A 74
VSV Am, mAm 63, 75
Reo Gm 45
CPV Am 44
Mięsaka Rousa (RSV) Gm 76
Mięsaka ptasiego (ASV-B77) Gm 77
Mozaiki lucerny (AMV) G 78
Mozaiki tytoniu (TMV) G 79, 80
Mozaiki stokłosy (BMV) G 81

nie posiadają zmetylowanego końca 5' są zwierzęce RNA-wirusy grupy 
Picorna (wirusy Polio, EMC i Mengo) (48—50) oraz roślinny wirus STNV 
(51, 52). W przypadku wirusa Polio stwierdzono, że zarówno RNA izolo
wany z oczyszczonego wirusa, jak również specyficzny wirusowy mRNA
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izolowany z funkcjonujących w zakażonych komórkach polisomów nie 
mają końcowej 7-metyloguanozyny (48, 49).

Stwierdzono, że również heterogenny jądrowy RNA (HnRNA) izolo
wany z jąder komórek HeLa lub L zawiera zablokowany zmetylowany 
koniec 5' (53—55). Grupa B u s c h a jeszcze przed wykryciem zabloko
wanego końca 5' w mRNA wykazała obecność struktury m32’2-7G/57pp/57N 
na końcu 5' niektórych niskocząsteczkowych RNA izolowanych z jąder 
komórek hepatomy Novikoffa (56).

Poza obecnością grup metylowych na końcu 5' cząsteczki eukariotycz
nego mRNA stwierdzono również występowanie zmetylowanych nukleo- 
zydów, głównie Ne-metyloadenozyny, wewnątrz łańcuchów mRNA (42, 54, 
57, 66—69). W przypadku mRNA z komórek HeLa ustalono, że jedna 
cząsteczka mRNA zawiera średnio 2—3 N6-metyloadenozyny i że wystę
pują one zawsze w sekwencji .. (G lub A)pmApC.. wewnątrz łańcucha 
RNA (67). Nie wiadomo czy metyloadenozyny występują w odcinkach 
mRNA tłumaczonych w procesie translacji, czy też we fragmentach mRNA 
nie niosących informacji genetycznej. Istnieją mRNA, jak globinowy 
mRNA kaczki, mRNA z Dictyostelium discoideum, oraz niektóre mRNA 
wirusowe, które nie zawierają wewnątrzłańcuchowych metylonukleozy- 
dów (15, 70, 73). Ostatnio doniesiono, że zawierające poli(A) mRNA izolo
wane z mitochondriów chomiczych komórek BHK-21 prawdopodobnie nie 
są zmetylowane. Wydaje się, że nie posiadają one ani zmetylowanego koń
ca 5', ani nie zawierają metylowanych nukleozydów wewnątrz łańcucha 
mRNA (86).

Modyfikacja końca 5' mRNA odbywa się po rozpoczęciu lub nawet po 
ukończeniu transkrypcji (15). Niewiele wiadomo o biogenezie końca 5' 
komórkowych informacyjnych RNA. Wyjaśniono natomiast mechanizm 
dołączania guanozyny i metylacji 5'-końcowych nukleozydów dla mRNA 
wirusów Reo, Vaccinia i VSV (15, 82—85). Modyfikację tych mRNA ka
talizują enzymy będące składnikami oczyszczonych cząstek wirusowych. 
Ponieważ wiriony Reo, Vaccinia i VSV zawierają również polimerazę RNA, 
stanowią one prosty, naturalnie oczyszczony układ, umożliwiający badanie 
syntezy i modyfikacji mRNA in vitro (15, 82—85). W przypadku syntezy 
mRNA wirusów Reo i Vaccinia stwierdzono, że specyficzna fosfohydrolaza 
odcina najpierw y-fosforan z 5'-końcowego trójfosfonukleozydu w nowo- 
syntetyzowanym RNA. Do końca cząsteczki RNA, ppNpN..., dołączony 
zostaje następnie GMP. Jego donorem jest GTP, a reakcję katalizuje en
zym guanylilotransferaza, zwana także enzymem blokującym (ang. capping 
enzyme). Zablokowany koniec mRNA o strukturze GpppGpNp... jest 
następnie metylowany przez dwie różne transferazy, kolejno w pozy
cjach N7 guanozyny oraz 2' rybozy drugiego nukleozydu (82—84). Dono
rem grup metylowych w tych reakcjach jest S-adenozylometionina. Do
dając do mieszaniny reakcyjnej jej analog, S-adenozylohomocysteinę, 
będącą ihibitorem metylacji, można otrzymać niezmetylowane RNA
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0 strukturze 5' końca GpppN... lub (p)ppN... (15, 82). Informacyjne RNA 
tego typu są bardzo przydatne w badaniach roli zmienionego końca 5' 
w translacji (patrz rozdział IV). Enzymy uczestniczące w modyfikacji 
mRNA wyizolowano ostatnio z cząstek wirusa Vaccinia (83, 84).

1-2. Sekw encja poli(A) w  mRNA

Większość poznanych mRNA organizmów eukariotycznych zawiera 
sekwencję poli(A) przyłączoną kowalencyjnie do końca 3' mRNA (87—91). 
Również heterogenny jądrowy RNA (HnRNA) uważany za prekursora 
cytoplazmatycznego mRNA, zawiera poli(A). (92, 93). Sekwencje poli(A) 
znajdujące się na końcu 3' w HnRNA lub mRNA nie są kodowane przez 
DNA komórki; są one dołączane do łańcuchów RNA po ukończeniu trans
krypcji.' Proces ten odbywać się może zarówno w jądrze (92) jak i cyto- 
plaźmie komórki (94—96). Długość sekwencji poli(A) komórkowych mRNA 
waha się od 50 nukleotydów u niższych eukariontów jak drożdże (97) do 
około 150—200 w mRNA ssaków (98, 99). mRNA pleśni Dictyostelium  
discoideum zawiera dwa typy sekwencji poli(A) (100). Jedna z nich o dłu
gości około 25 nukleotydów kodowana jest przez DNA, druga o długości 
około 100 nukleotydów dodawana jest do końca 3' mRNA po ukończeniu 
transkrypcji, podobnie jak w innych organizmach. Te segmenty poli(A) 
oddziela od siebie odcinek 10—40 nukleotydów. Wirusowe RNA pełniące 
po zakażeniu komórki rolę mRNA kodujących białka wirusowe, jak rów
nież specyficzne wirusowe mRNA syntetyzowane w komórkach po zain
fekowaniu ich różnymi wirusami, również posiadają sekwencje poli(A) 
(81, 101, 102). Przegląd komórkowych i wirusowych mRNA, w których 
wykazano obecność poli(A) przedstawiony jest w pracy G r e e n b e r g a  
(103), oraz w artykule B r y s c h  w Postępach Biochemii (104).

Do niedawna przyjmowano, że jedynymi informacyjnymi RNA nie 
posiadającymi sekwencji poli(A) są mRNA kodujące histony (105) oraz 
białka reowirusa (106). Ostatnio M i 1 c a r e k i wsp. (107) oraz N e m e r
1 wsp. (108) wykazali jednak, że w komórkach zarodków jeżowca morskie
go oraz w komórkach HeLa około 30—40°/o komórkowego mRNA, różnego 
od histonowych mRNA, nie zawiera segmentu poli(A). Wyniki badań hy
brydyzacji poli(A)(+) i poli(A)( —) mRNA z DNA komplementarnym do 
poli(A)(+) mRNA świadczą o tym, że obie klasy mRNA posiadają różne 
sekwencje nukleotydowe (107, 108). Stwierdzono również, że aż 70°/o ak
tywnego w układzie in vitro mRNA skorupiaka Artemia salina nie zawiera 
poli(A) (109). Ostatnio doniesiono, że również u Escherichia coli około 3°/o 
szybko znakującego się RNA o cechach mRNA zawiera sekwencje poli(A)
o długości 25—30 nukleotydów (110). Stwierdzono ponadto, że mRNA 
izolowany z mitochondriów drożdży, owadów i ssaków posiada krótkie 
sekwencje poli(A) (111, 112).

Istnieją sugestie, że poli(A) odgrywa rolę w przekształcaniu hetero-
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gennego jądrowego RNA (HnRNA) w mRNA oraz w transporcie mRNA 
z jądra do cytoplazmy (92, 103, 113). Nie wyjaśniono jednak dotąd w pełni 
roli jaką pełni fragment poli(A) w translacji mRNA. Globinowy mRNA, 
któremu metodami enzymatycznymi usunięto segment poli(A) jest nadal 
aktywną matrycą zarówno w układach bezkomórkowych z wątroby szczu
ra, komórek raka wysiękowego Krebsa i zarodków pszenicy (114, 115) jak 
i po wstrzyknięciu do oocytu ropuchy Xenopus laevis (116). Obecność seg
mentu poli(A) może jednak wpływać na stabilność mRNA. H u e z i wsp. 
(116) stwierdzili, że globinowy mRNA nie zawierający poli(A) wstrzyk
nięty do oocytu Xenopus laevis krócej zachowuje aktywność w stymulo
waniu syntezy globiny niż poliadenylowany mRNA. Autorzy ci przebadali 
następnie stabilność preparatów globinowego mRNA, zawierających od
cinki poli(A) o różnej długości. Okazało się, że mRNA zawierający 30 nu- 
kleotydowy segment poli(A) jest odporny na degradację na równi z na- 
tywnym mRNA posiadającym segment poli(A) o długości około 150 nukle- 
otydów. Dalsze skracanie segmentu poli(A) obniżało drastycznie stabilność 
mRNA w oocytach Xenopus laevis (117). Obecność poli(A) może zwiększać 
stabilność mRNA poprzez hamowanie aktywności rybonukleaz w komórce 
(118). Stwierdzono, że długość 3'-końcowego odcinka poli(A) zmniejsza się 
w miarę „starzenia się” mRNA w komórce (98, 119, 120). Zjawisko to może 
mieć związek z opisanymi powyżej zmianami w stabilności mRNA w za
leżności od długości segmentu poli(A). Być może w komórce istnieją me
chanizmy regulujące szybkość trawienia poli(A) związanego z mRNA. Za 
tą możliwością przemawia doniesienie o wyizolowaniu z popłuczyn rybo
somów nadnerczy świnki morskiej inhibitora hamującego degradację 
poli(A) (121).

Badając zawartość poli(A)( +  ) i poli(A)( —) mRNA w różnych klasach 
polisomów jeżowca morskiego, N e m e r i wsp. (122) stwierdzili, że polia
denylowany mRNA jest silniej wysycony rybosomami niż mRNA nie za
wierający poli(A). Świadczyć to może o tym, że inicjacja syntezy białek 
na poli(A)( —) mRNA odbywa się mniej wydajnie niż na mRNA poliade- 
nylowanym. Do podobnego wniosku doszli D o e l  i C a r e y  (123) badając 
translację natywnego i deadenylowego owoalbuminowego mRNA w 
układzie bezkomórkowym z retikulocytów królika. Autorzy ci nie dostrze
gli jednakże różnicy w aktywności obu preparatów mRNA w układzie 
z zarodków pszenicy, który jest znacznie mniej aktywnym systemem bez
komórkowym niż układ z retikulocytów (1, 16). Tak więc, dla właściwej 
oceny efektu poli(A) na proces translacji istotne jest stosowanie systemu 
bezkomórkowego, w którym inicjacja syntezy polipeptydów odbywa się 
z wydajnością zbliżoną do wydajności tego procesu w całych komórkach. 
Niedawno stwierdzono, że mRNA obecny w jajach jeżowca morskiego jest 
dodatkowo poliadenylowany po zapłodnieniu jaja (95, 96, 124). Poliadeny- 
lacji ulega prawdopodobnie również część mRNA obecnego w kryptobio- 
tycznych cystach skorupiaka Artemia salina, w okresie gdy dochodzi do
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dalszego rozwoju jaja (109). Znaczenie tego procesu nie jest znane. Polia- 
denylacja mRNA nie wpływa prawdopodobnie na poziom syntezy białka 
w rozwijających się zarodkach ponieważ kordycepina (3'-dezoksyadeno- 
zyna), hamująca dołączanie poli(A) do mRNA, nie hamuje biosyntezy bia
łek (125, 126).

Obecność segmentu poli(A) ułatwiła znacznie identyfikację i izolację 
czystych preparatów mRNA dzięki zastosowaniu do jego oczyszczania róż
nych rodzajów chromatografii powinowactwa, m.in. chromatografii na 
oligo(dT)-celulozie i poli(U)-Sepharozie (87, 104, 113, 127—129).

Problem sekwencji poli(A) w mRNA omawiają obszernie inne prace 
przeglądowe (92, 103, 104, 113).

1-3. Połączenia m RNA z b iałkam i

Cytoplazmatyczny mRNA nie związany z rybosomami, jak również 
mRNA uwolniony z polisomów działaniem albo EDTA (130), albo puro- 
mycyny i wysokiego stężenia soli (131), połączony jest z białkami (103, 
113, 132— 134). Kompleksy mRNA z białkami — zwane informosomami lub 
cząstkami rybonukleoproteidowymi mRNP (z ang. messenger ribonucle- 
oprotein partióles) — opisali po raz pierwszy S p i r i n  i wsp. (133, 135) 
u zarodków ryby Misgurnus fossilis. Najlepiej scharakteryzowane zostały 
dotychczas polisomalne mRNP z retikulocytów królika i kaczki, zawie
rające globinowy mRNA (131, 136, 137). Są to cząstki o stałej sedymentacji 
około 14—15S i łatwo jej oczyścić i oddzielić od podjednostek rybosomo- 
wych i wolnych białek metodą wirowania w gradiencie sacharozy. B 1 o - 
b e l  (131) wykazał, że globinowy mRNP z retikulocytów królika, podobnie 
jak mRNP izolowane z polisomów mysich komórek L oraz hepatocytów 
szczura, zawierają głównie dwa białka o masach cząsteczkowych 78 000 
i 52 000. Inni autorzy stwierdzili występowanie białek o identycznych lub 
zbliżonych ciężarach cząsteczkowych w polisomalnych mRNP ludzkich 
rakowych komórek KB (138) i HeLa (139, 140), raka wysiękowego Ehrlicha 
(141), mózgu zarodka kurczęcia (142) oraz w mRNP zawierających mRNA 
kodujące krystaliny soczewki oka (143). Białka takie stwierdzono również 
w izolowanym z retikulocytów królika wolnym, nie związanym z poliso
mami globinowym mRNP (144). B l o b e l  (145) oraz B r a w e r m a n  
i K w a n  (146) stwierdzili, że jedno z białek występujących w mRNP — 
to o masie cząsteczkowej 78 000 — przyłączone jest specyficznie do sek
wencji poli(A) w mRNA. Oprócz dwóch głównych białek, w większości 
omawianych powyżej preparatów mRNP znajdowano również inne białka 
występujące jednak w mniejszych ilościach. Nie rozstrzygnięto jeszcze czy 
połączenia mRNA z białkami występują in vivo, czy też są one tylko arte
faktami powstającymi podczas izolacji (147). Niewielka ilość białek zwią
zanych z mRNP, jak również stabilność tych kompleksów w obecności 
stosunkowo wysokich stężeń soli (138) przemawiają za ich specyficznością.
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Istnieją różnice w poglądach dotyczących funkcji białek związanych 
z mRNA. Nie ustalono również ostatecznie czy białka te są potrzebne do 
translacji mRNA. C a s h i o n  i S t a n l e y  (148) wykazali, że w częścio
wo oczyszczonym układzie bezkomórkowym z retikulocytów kompleks 
inicjujący 80S wydajniej tworzy się w obecności globinowego mRNP niż 
w obecności odbiałczonego globinowego mRNA. Badania innych autorów 
sugerują, że wśród białek związanych z mRNA obecne są czynniki inicju
jące potrzebne do translacji mRNA (130, 149). Ostatnio stwierdzono, że 
z globinowym mRNP z retikulocytów królika związany jest czynnik ini
cjujący IF—MP oraz, że związane z mRNA białko o masie cząsteczkowej 
52 000 może odpowiadać jednej z podjednostek tego czynnika (150). Z dru
giej strony wiadomo jednak, że w układach bezkomórkowych globinowy 
(151, 156) lub krystalinowy (143) mRNP stymulują syntezę białek z tą 
samą wydajnością co odpowiednie odbiałczone mRNA. Choć wyniki te 
przemawiają przeciwko udziałowi białek związanych z mRNP w procesie 
translacji, to nie eliminują one tej możliwości ostatecznie. Używane we 
wspomnianych wyżej doświadczeniach układy bezkomórkowe zawierać 
bowiem mogą w swoim składzie białka potrzebne do odtworzenia funkcjo
nalnych kompleksów mRNP.

Istnieją również sugestie, że połączenia mRNA z białkami obecne w cy- 
toplazmie komórek są formą przechowywania tych informacyjnych RNA, 
których translacja ma nastąpić z pewnym opóźnieniem w stosunku do 
czasu ich syntezy (133—135, 153). Dotyczy to w szczególności mRNA obec
nych w nie zapłodnionych komórkach jajowych różnych organizmów lub 
w nasionach roślin (133, 134, 152, 154, 155). Wiadomo, że takie mRNA 
powstają w czasie oogenezy i są wykorzystywane dopiero w początko
wych stadiach rozwoju zarodków. Białka związane z RNA miałyby zapo
biegać przedwczesnej translacji mRNA oraz, być może, jednocześnie chro
nić go przed działaniem komórkowych rybonukleaz (133, 135, 153). Pro
blem ten omówiony jest obszernie w artykule J a c h y m c z y k a  w Po
stępach Biochemii (134).

II. Inicjatorowy tRNA

W cytoplazmie komórek organizmów wyższych znajdują się dwa typy 
tRNA specyficznego dla metioniny (157—160). Jeden z nich, metionylo- 
tRNA”eS pełni rolę inicjatorowego tRNA (161— 163). W odróżnieniu od 
prokariontów gdzie inicjatorowym tRNA jest N-formylometionylo-tRNA/et 
(2, 71), jego odpowiednik w komórkach eukariontów nie zawiera zabloko
wanej grupy aminowej metioniny. Przyczyną tego jest brak odpowiedniej 
transformylazy w cytoplazmie komórek organizmów wyższych (157). In 
vitro, w obecności transformylazy z Escherichia coli oraz donora reszty 
formylowej, inicjatorowy Met-tRNAf większości eukariontów ulega jednak 
formylacji; nie formylują się w tych warunkach jedynie Met-tRNA,
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z wyższych roślin (164—168) oraz skorupiaka Artemia salina (169). Taki 
„niefizjologiczny” eukariotyczny N-formylometionylo-tRNA/ może rów
nież inicjować, choć mniej wydajnie, syntezę łańcucha polipeptydowego 
w układach bezkomórkowych z organizmów wyższych (28, 29, 158, 
170—172).

W cytoplazmie komórek eukariontów występuje również Met-tRNA^cl 
odpowiedzialny za wbudowywanie metioniny w pozycjach wewnątrz łań
cuchów polipeptydowych (158, 161, 163). Obydwa typy Met-tRNA rozpoz
nają kodon AUG, który podobnie jak u prokariontów, jest zarówno kodo- 
nem inicjującym jak i kodonem dla wewnątrzłańcuchowej metioniny 
(158, 162, 163). Wyniki badań in vitro wskazują, że kodon GUG może być 
kodonem inicjującym również u eukariontów (162).

Różnice w strukturze między Met-tRNA^ i Met-tRNAm decydują o ich 
właściwym wykorzystaniu w translacji. Met-tRNA^ rozpoznawany jest 
przez białkowe faktory inicjujące i przenoszony do miejsca inicjatorowe- 
go (P) na rybosomie (4, 10). Faktor elonogacyjny EF—I oddziałuje 
z Met-tRNAm i przenosi go do miejsca akceptorowego (A) rybosomu (10, 
167). Badania sekwencji nukleotydowej inicjatorowego tRNA różnych 
ssaków włącznie z człowiekiem (174—176), łososia (177), drożdży (173), 
oraz zarodków pszenicy (178) wykazały, że zamiast sekwencji GT'FC obec
nej w pętli IV (według modelu liścia koniczyny) wszystkich innych tRNA 
biorących udział w syntezie białka, zawiera on sekwencję GAUC lub 
GAU*C (179—183). U prokariontów (Escherichia coli, sinica Anacystis 
nidulans, Mycoplasma mycoides) cechą odróżniającą inicjatorowy tRNA/16' 
od innych tRNA jest brak komplementacji siłami wiązań wodorowych 
między pierwszym nukleotydem od końca 5' i piątym nukleotydem od 
końca 3' w ramieniu akceptorowym (aminokwasowym) tRNA (183—186). 
Zablokowanie grupy NHZ metioniny grupą formylową w inicjatorowym 
tRNA prokariontów dodatkowo uniemożliwia jego udział w elongacji.

Ze względów praktycznych interesujące jest spostrzeżenie, że metio- 
nylowa aminoacylo-tRNA syntetaza z Escherichia coli może acylować 
eukariotyczny inicjatorowy t.RNA/et, nie przenosi natomiast reszty metio- 
nylowej na eukariotyczny tRNA”et(187). Jedynym wyjątkiem jest tRNA“et 
z drożdży, który w pewnych warunkach może być acylowany przez enzym 
bakteryjny (159, 160).

III. Białkowe czynniki inicjujące i ich rola w powstawaniu kompleksu 
inicjującego

W 1968 r. M i l l e r  i S c h w e e t  (188) stwierdzili, że płukanie rybo
somów retikulocytów królika 0,5M KC1 usuwa z nich białkowe czynniki 
niezbędne do translacji naturalnego mRNA w układzie in vitro. W na-

*) Pochodna U o nieznanej budowie.
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stępnych latach w kilku laboratoriach udało się zidentyfikować, a w nie
których przypadkach oczyścić i scharakteryzować, szereg eukariotycznych 
czynników inicjujących biorących udział w tworzeniu się kompleksu 
[rybosom. Met-tRNAf. mRNA]. Podczas gdy u bakterii w procesie tym 
uczestniczą tylko trzy białkowe czynniki inicjujące (IF— 1, IF—2, IF—3) 
(2, 5, 6), u eukariontów ich liczbę ocenia się na co najmniej 5—7 (3, 10, 
170, 189). Większa złożoność procesu inicjacji w komórkach eukariontów 
wynika z faktu, że na tym etapie ekspresji informacji genetycznej działa 
wiele mechanizmów regulacyjnych. Nie znany jest dokładny mechanizm 
działania wszystkich czynników białkowych uczestniczących w procesie 
inicjacji. Zrozumienie tego procesu utrudnia dodatkowo brak jednolitej 
nomenklatury czynników inicjujących oraz dokładnie określonych k ry 
teriów jakie białko należy uznawać za czynnik inicjujący a nie za np. biał
ko rybosomalne wypłukane z rybosomów działaniem wysokiego stężenia 
soli.

W Tabeli 2 przedstawiony jest wykaz czynników inicjujących wyizolo
wanych z retikulocytów królika w pracowniach A n d e r s o n a  (170, 
190— 193) i S t a e h e l i n a  (3, 194) oraz ze skorupiaka Artemia salina 
w pracowni O c h o a (10, 20, 60, 169, 195). W tabeli zachowano term ino
logię stosowaną przez poszczególne laboratoria. Białka odpowiadające 
własnościami niektórym z przedstawionych w tabeli 2 czynników wyizolo
wano również w innych pracowniach; omówione będą one w tekście.

I I I - l . P ow staw anie kom pleksu inicjującego w  obecności kodonu AUG

Zastosowanie kodonu inicjującego AUG jako modelowego mRNA 
upraszcza badanie in vitro etapów tworzenia się kompleksu inicjującego 
ze względu na wyeliminowanie z reakcji wszystkich czynników inicjują
cych potrzebnych dla rozpoznania naturalnego mRNA. Badania z zastoso
waniem oczyszczonych czynników inicjujących z retikulocytów królika 
oraz z Artemia salina, prowadzone głównie w pracowniach A n d e r s o n a
i O c h o a (120, 196—198) wykazały, że w organizmach eukariotycznych 
występują dwie drogi tworzenia się kompleksu inicjującego 80S, składa
jącego się z rybosomu, kodonu AUG i inicjatorowego Met-tRNAf (Sche
mat 2). Mechanizm pierwszy przebiega poprzez przyłączenie inicjatorowe
go Met-tRNAf do podjednostki 40S w obecności kodonu AUG or^z czyn
nika IF—Ml z retikulocytów, lub odpowiadającego mu czynnika EIF—1 
z Artemia salina. Retikulocytowy czynnik inicjujący IF—M2B stymuluje 
reakcję w obecności czynnika IF—Ml około 2-krotnie (196).

Białko o własnościach czynnika IF—Ml wyizolowano z wątroby szczu
ra (199—202) i królika (203), z komórek raka wysiękowego Krebsa (204), 
z retikulocytów królika (190, 205, 206) z Artemia salina (169, 195) oraz 
z drożdży (207). Oczyszczony czynnik z retikulocytów królika jest zdaniem 
M e r r i c k a  i A n d e r s o n a  (190) pojedynczym zasadowym polipep-

3 Postępy B iochem ii http://rcin.org.pl



34 W. FILIPO W ICZ [14]

tydem o masie cząsteczkowej 65 000. Białko o podobnych własnościach 
wyizolowane z tego samego materiału przez C i m a d e v i l l a  i H a r 
d e s t y ’ e g o  (206) posiada masę cząsteczkową 50 000 i złożone jest 
z dwóch podjednostek o masach cząsteczkowych 30 000 i 20 000. Aktywny 
homogenny czynnik EIF—1 z Artemia salina jest dimerem złożonym 
z dwóch podjednostek o masie cząsteczkowej 74 000 (195). Mimo tych róż
nic w budowie, biologiczne własności czynników izolowanych z różnych 
organizmów są bardzo zbliżone. Białka te stymulują przyłączanie inicjato-

IF -MP
+

GTP
+

rowego — prokariotycznego lub eukariotycznego — Met-tRNA lub fM et- 
-tRNA, jak również fenyloalanylo-tRNA lub N-acetylofenyloalanylo-tRNA 
do podjednostki rybosomowej 40S. Przyłączanie to zależy od obecności 
odpowiedniej matrycy (AUG lub poli(U), nie zależy zaś od obecności GTP 
(190, 195, 200, 204, 206). O podobieństwie czynnika IF—Ml z retikulocytów 
oraz EIF—1 z Artemia salina świadczy dodatkowo spostrzeżenie, że prze
ciwciało przeciwko czynnikowi EIF—1 inaktywuje również czynnik z re ti
kulocytów (208).

Schem at 2. D w ie drogi tw orzenia kom 
pleksu in icjującego w  obecności kodonu  
AUG (196).

http://rcin.org.pl
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Kompleks inicjujący [40S. AUG. Met-tRNA. IF—Ml] w obecności pod- 
jednostki 60S, czynników IF—M2A i IF—M2B z retikulocytów oraz GTP 
ulega przekształceniu w kompleks 80S (Schemat 2) zawierający Met-tRNA 
w miejscu P rybosomu, czyli w pozycji w której może on reagować z pu- 
romycyną lub innym aminoacylo-tRNA przyłączonym do rybosomu (196, 
197). Czynnik IF—M2A oraz odpowiadający mu faktor IF—E5 zostały 
wyizolowane z retikulocytów królika i oczyszczone do homogenności (3, 
192). Według M e r r i c k a  i wsp. (192) czynnik IF—M2A jest pojedyn
czym polipeptydem o masie cząsteczkowej około 125 000. W obecności ry 
bosomów posiada on aktywność GTP-azy (3, 192). Frakcja białkowa
o własnościach czynnika IF—M2A została wyizolowana również w innych 
laboratoriach z retikulocytów królika (209—211), komórek L (212) oraz 
wątroby szczura (213) i królika (203). Jest ona — osobno lub w połączeniu 
z faktorem IF—M2B — określana często jak „czynnik łączący”, potrzebny 
do połączenia podjednostek 40S i 60S w procesie inicjacji (3, 192, 203, 211).

Czynnik IF—M2B z retikulacytów królika, potrzebny również dla 
przekształcenia kompleksu inicjującego 40S w kompleks 80S (196, 197) 
został rozdzielony na dwie frakcje: IF—M2B-a i IF—M2B-(3 o masach 
cząsteczkowych odpowiednio 15 000 i 17 500 (214). Nie poznano jeszcze 
dokładnie ich roli w procesie inicjacji. Jak wspomniano wyżej, czynnik 
IF—M2B stymuluje również tworzenie się kompleksu inicjującego 40S 
w obecności czynnika IF—Ml z retikulocytów (196). Czynnik IF—El 
oczyszczony do homogenności przez S t a e h e l i n a  i wsp. (3) posiada 
masę cząsteczkową 15 000 i odpowiada prawdopodobnie jednej z frakcji 
czynnika IF—M2B.

Druga droga tworzenia się kompleksu inicjującego przebiega w trzech 
etapach (Schemat 2). Etap pierwszy to utworzenie kompleksu potrójnego 
[Met-tRNA. czynnik IF—MP. GTP]. Dodatek pod jednostki rybosomowej 
40S prowadzi następnie do powstania kompleksu inicjującego 40S (etap 
drugi). Proces ten, w odróżnieniu od mechanizmu przebiegającego z udzia
łem czynnika IF—Ml, nie wymaga obecności kodonu AUG. Dodatek AUG, 
czynników IF—M2A i IF—M2B oraz podjednostki 60S konieczny jest do 
powstania kompleksu inicjującego 80S (etap trzeci) (196, 198).

Białko o własnościach czynnika IF—MP (IF—E2) wyizolowano m.in. 
z retikulocytów królika (3, 191, 194, 209, 210, 215, 216), z komórek L (217), 
z zarodków pszenicy (218), z Artemia salina (20) oraz z komórek raka wy
siękowego Krebsa (219). Oczyszczony czynnik IF—MP z retikulocytów 
królika zbudowany jest według S a f e r a  i wsp. (191) z dwóch podjed
nostek o masach cząsteczkowych 34 000 i 52 000. Funkcjonuje on jako mo
nomer o masie cząsteczkowej 90 000 lub jako dimer o masie cząsteczkowej 
180 000. Według S t a e h e l i n a  i wsp. (3) retikulocytowy czynnik jest 
białkiem złożonym z trzech podjednostek o masach cząsteczkowych 32 000, 
47 000 i 50 000. Kompleks potrójny [Met-tRNA. IF—MP. GTP] zatrzymy
wany jest na sączkach miliporowych; stwierdzenie tego bardzo ułatwiło

3*
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36 W. FILIPO W ICZ [16]

identyfikację i oczyszczanie czynnika IF—MP (3, 20, 191, 209, 216, 217). 
Specyficzność reakcji czynnika IF—MP z Artemia salina z różnymi amino- 
cylo-tRNA oraz wpływ GTP na ten proces przedstawiono w tabeli 3. 
Kompleks potrójny tworzy się wydajnie jedynie z eukariotycznym inicja- 
torowym Met-tRNA,. Bakteryjny fMet-tRNA, lub Met-tRNAf, jak również

Tabela 3
Aktywność czynnika IF—MP w tworzeniu kompleksu potrójnego z Met-tRNAf i GTP (20).

Aminoacylo-tRNA Źródło czynnika 
IF—MP

Aminoacylo-tRNA zwią
zany w kompleksie (pmole)

Rodzaj Źródło -G T P +  GTP Różnica

pSJMet-tRNAf A. salina A. salina 0.17 1,26 1,09
[14C]Met-tRNA, A. salina A. salina 0,12 1,10 0,98
pSJMet-tRNA, Retikulocyty

królika A. salina 0,12 1,00 0,8«
f[35S] Met-tRNAf Retikulocyty

królika A. salina 0,05 0,52 0,47
[14C]Met-tRNAm Wątroba królika A. salina 0,10 0,11 0,01
[14C]Met-tRNAf E. coli A. salina 0,15 0,16 0,01
f  [35S] Met-tRNA, E. coli A. salina 0,21 0,18 0
[14C]Fen-tRNA E. coli A. salina 0,10 0,11 0,01
PS] Met-tRNAf A. salina Retikulocyty

królika 0,01 0,92 0,91

różne nieinicjatorowe aminoacylo-tRNA nie tworzą kompleksu z czynni
kiem IF—MP. Formylacja eukariotycznego Met-tRNAf obniża około dwu
krotnie jego aktywność w tworzeniu kompleksu potrójnego. Czynnik 
z Artemia salina rozpoznaje wydajnie Met-tRNAf z retikulocytów. Podob
nie czynnik IF—MP z retikulocytów królika oddziałuje z Met-tRNA£ 
z Artemia salina. GTP stymuluje powstawanie kompleksu białka z inicja- 
torowym tRNA około 10-krotnie w przypadku czynnika z Artemia salina 
oraz prawie 100-krotnie w przypadku czynnika z retikulocytów (20). Po
dobną specyficzność czynnika IF—MP w stosunku do eukariotycznego 
inicjatorowego Met-tRNA oraz zależność powstawania kompleksu od obec
ności GTP opisano również w innych pracach (209, 217, 219, 220).

W a l t o n  i G i l i  (221) donieśli ostatnio, że w obecności częściowo 
oczyszczonego czynnika IF—MP z retikulocytów królika również ATP
i inne trójfosforany nukleozydów stymulują tworzenie się kompleksu po
trójnego. Podobne wyniki otrzymano również z czynnikiem IF—MP z za
rodków pszenicy (218) i z Artemia salina (20). Trójfosforany nukleozydów 
inne niż GTP nie uczestniczą jednakże bezpośrednio w powstawaniu kom
pleksu potrójnego. Są one jedynie donorem fosforanu dla GDP w reakcji 
katalizowanej przez kinazę dwufosfonukleozydów (E.C. 2.7.4.6.) obecną 
w częściowo oczyszczonych preparatach czynnika IF—MP (20, 221). 
Stwierdzono, że nawet oczyszczony do homogenności czynnik IF—MP

http://rcin.org.pl
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z retikulocytów królika zawiera związany z białkiem GDP (222). Świadczy
0 tym m.in. spostrzeżenie, że w reakcji tworzenia się kompleksu potrój
nego GTP można zastąpić przez jednoczesny dodatek fosfoenolopirogro- 
nianu i kinazy fosfoenolopirogronianu (222). Obecność kinazy dwufosfo- 
nukleozydów w popłuczu rybosomalnym oraz wysokie — około 100-krotnie 
wyższe od GTP — powinowactwo GDP do faktora IF—MP (221) przema
wiają za możliwością, że fosforylacja kompleksu [IF—MP. GDP] do 
[IF—MP. GTP] przez kinazę dwufosfonukleozydów jest naturalną drogą 
regeneracji aktywnego czynnika w procesie inicjacji.

W obecności podjednostki rybosomowe j 40S kompleks [Met-tRNA. 
IF—MP. GTP] ulega przekształceniu w kompleks inicjujący [40S. Met- 
tRNA. IF—MP. GTP] (schemat 2) (20, 194, 196, 220). Zarówno na etapie 
tworzenia się kompleksu potrójnego jak i podczas powstawania kompleksu 
40S nie zachodzi hydroliza GTP, gdyż GTP może być zastąpiony w tych 
reakcjach przez niehydrolizujący analog GMPPCP (20, 196, 212, 216, 220). 
S a f e r  i wsp. (220) stwierdzili, że czynnik IF—MP z retikulocytów kró
lika oddziałuje z Met-tRNA również w nieobecności GTP oraz, że kom
pleks [IF—MP. Met-tRNA] może reagować z podjednostką 40S z tą samą 
wydajnością co kompleks potrójny. Możliwość utworzenia kompleksu pod
wójnego [IF—MP. Met-tRNA] zależała m.in. od świeżości preparatu czyn
nika IF—MP oraz od stopnia oczyszczenia inicjatorowego tRNA (220).

Dodatek podjednostki 60S, kodonu AUG oraz czynników IF—M2A
1 IF—M2B prowadzi do przekształcenia kompleksu [40S. IF—MP. GTP. 
Met-tRNA] w kompleks inicjujący 80S zawierający Met-tRNA w pozycji 
P rybosomu (196, 198). Mechanizm przyłączania się podjednostki 60S z re
tikulocytów królika do kompleksu inicjującego 40S jest więc podobny 
niezależnie od tego czy kompleks 40S powstaje via czynnik IF—Ml czy 
też via czynnik IF—MP. Jedyną różnicą jest to, że w przypadku wyko
rzystania czynnika IF—MP przyłączenie większej podjednostki do kom
pleksu 40S wymaga dodania na tym etapie kodonu AUG. Przekształceniu 
kompleksu inicjującego 40S w kompleks 80S towarzyszy hydroliza GTP 
(3, 10, 198).

Interesujące wyniki dało porównanie aktywności podjednostek 60S 
z retikulocytów królika i Artemia salina (197). Dla przekształcenia kom
pleksu [40S. IF—Ml. AUG. Met-tRNA] w funkcjonalny kompleks 80S 
konieczne jest dodanie, obok podjednostki 60S z retikulocytów, również 
czynników IF—M2A i IF—M2B (Schemat 2). Zastosowanie podjednostki 
rybosomowej 60S z Artemia salina eliminuje jednakże konieczność doda
wania tych dwóch czynników; aktywny kompleks 80S powstaje w tych 
warunkach w obecności tylko jednego czynnika inicjującego — IF—Ml 
(197). Z opisanych eksperymentów wyciągnięto wniosek, że czynniki 
IF—M2A i IF—M2B są, być może, białkami rybosomowymi usuniętymi 
z podjednostki 60S retikulocytów podczas preparatyki (197). Gdy porów
nano jednak tworzenie się kompleksu inicjującego via czynnik IF—MP,
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okazało się, że niezależnie od rodzaju stosowanej podjednostki 60S, dla 
powstania funkcjonalnego kompleksu 80S potrzebne są czynniki IF—M2A
i IF—M2B (197, 198).

III-2. Pow staw anie kom pleksu in icjującego w  obecności naturalnego mRNA

Tworzenie się kompleksu inicjującego w obecności naturalnego mRNA 
jest procesem bardziej złożonym od omówionych powyżej mechanizmów 
inicjacji w obecności AUG. S t a e h e l i n  i wsp. (3) twierdzą, że w ukła
dzie bezkomórkowym z retikulocytów królika w procesie tym poza pod- 
jednostkami rybosomowymi, globinowym mRNA oraz Met-tRNA, uczest
niczy aż sześć białkowych czynników inicjujących oraz ATP. Według tych 
autorów pierwsze etapy procesu inicjacji przebiegają podobnie jak w 
przypadku opisanego AUG — zależnego mechanizmu via czynnik IF—MP 
(Schemat 3). Kompleks potrójny oddziałuje z podjednostką rybosomo- 
wą 40S w nieobecności mRNA. Prowadzi to do powstania kompleksu ini-

Schem at 3. Pow staw anie kom pleksu  
in icjującego 80S w  obecności natu
ralnego mRNA (3).

cjującego 40S zawierającego przyłączony do mniejszej podjednostki metio- 
nylo-tRNA (Schemat 3). Kolejnym etapem jest dołączenie mRNA do kom
pleksu [Met-tRNA. 40S]. Reakcja ta przebiega w'obecności czynników 
IF—E3, IF—E4, i IF—E6 oraz ATP (3). Dodatkowo stymuluje ją około 
dwukrotnie czynnik IF—El (3). S t a e h e l i n  i wsp. (3, 194) stwierdzili, 
że czynnik IF—E3, konieczny dla przyłączenia mRNA do podjednostki 
40S, ma również stabilizujący wpływ na sam kompleks [40S. Met-tRNA], 
Przyłączenie podjednostki 60S do kompleksu [40S. mRNA. Met-tRNA] ka
talizowane jest przez czynnik IF—E5 (3). Na tym etapie odbywa się rów
nież hydroliza GTP (3).
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Trzy z czynników (IF—El, IF—E2 i IF—E5) biorących udział w two
rzeniu się kompleksu inicjującego w obecności globinowego mRNA od
powiadają omówionym już czynnikom IF—M2B, IF—MP i IF—M2A 
(patrz Tabela 2). Z pozostałych na szczególną uwagę zasługuje czynnik 
IF—E3 uznawany za odpowiednik bakteryjnego czynnika IF—3 koniecz
nego do translacji naturalnych mRNA u bakterii (2, 5, 6). W przeciwień
stwie do czynnika bakteryjnego, który jest pojedynczym polipeptydem
0 masie cząsteczkowej około 25 000 (2, 5, 6) czynnik eukariotyczny jest 
dużym kompleksem białkowym o stałej sedymentacji około 17S i masie 
cząsteczkowej ponad 500 000 daltonów (3, 194). Analiza oczyszczonego 
czynnika IF—E3 z retikulocytów królika metodą elektroforezy w żelu po- 
liakryloamidowym w obecności SDS wykazała, że składa się on z 9—10 
podjednostek białkowych (193). W związku ze złożonością budowy tego 
czynnika S t a e h e l i n  i wsp. (3) określają go nawet jako rodzaj „orga- 
nellum” komórkowego biorącego, być może, udział w regulacji translacji 
mRNA u eukariontów. Nie udało się niestety do chwili obecnej oczyścić 
podjednostek czynnika IF—E3 ani ustalić ich roli w procesie inicjacji.

Czynniki o własnościach podobnych do czynnika IF—E3 wyizolowano 
również w innych pracowniach (193, 203, 223—226). H e y w o o d i wsp. 
(225—227) stwierdzili, że czynniki te wykazują specyficzność w stosunku 
do mRNA. Autorzy ci wyizolowali czynnik IF—E3 z mięśni zarodków kur
cząt oraz z kurzych retikulocytów. W układzie in vitro synteza miozyny 
w obecności miozynowego mRNA stymulowana była tylko przez czynnik 
otrzymany z homologicznej tkanki mięśniowej; globinowy mRNA tłu
maczony był tylko w obecności czynnika z retikulocytów. Podobnie 
H e y w o o d i wsp. (225, 226) wykazali występowanie w mięśniach za
rodków kurczęcia czynników specyficznych dla translacji miozynowego
1 mioglobinowego mRNA. Obecność czynników inicjujących stym ulują
cych translację określonego rodzaju lub klasy mRNA stwierdzono również 
w tkankach owada Tenebrio molitor (228), w retikulocytach królika (229) 
oraz w komórkach raka wysiękowego Krebsa (230). Z drugiej strony wia
domo jednak, że w procesie translacji RNA wirusa EMC czynniki typu 
IF—E3 z retikulocytów lub wątroby królika mogą zastępować homolo
giczny czynnik z komórek raka wysiękowego Krebsa (223). W układzie 
bezkomórkowym z komórek raka wysiękowego Krebsa ten sam czynnik 
stymuluje zarówno translację RNA wirusa EMC jak i globinowego mRNA 
z retikulocytów (223). Przeciwko występowaniu białkowych czynników 
inicjujących rozpoznających specyficznie określone mRNA świadczą rów
nież liczne przykłady translacji różnych mRNA w heterologicznych ukła
dach bezkomórkowych (27, 231—236) lub w oocytach Xenopus laevis (237, 
238). Osiągnięcie wydajnej translacji nie wymagało dodania żadnych bia
łek pochodzących z materiału, z którego izolowany był badany mRNA. 
Wyniki te oczywiście nie wykluczają ostatecznie możliwości występowania 
czynników białkowych specyficznych dla różnych klas mRNA. Być może,
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świadczą one jedynie o tym, że wspomniane wyżej układy do translacji 
mRNA zawierają cały komplet tego typu czynników i nie można w nich 
wykazać różnic w translacji poszczególnych mRNA. Pozostałe dwa czyn
niki inicjujące potrzebne dla przyłączenia globinowego mRNA do podjed- 
nostki 40S retikulocytów to IF—E4 i IF—E6. Według Staehelina i wsp. (3) 
czynnik IF—E4 retikulocytów królika i komórek raka wysiękowego 
Krebsa jest pojedynczym polipeptydem o masie cząsteczkowej 50 000. 
Białko to jest identyczne z oczyszczonym uprzednio przez W e i g 1 e
i S m i t h a  (230, 239) czynnikiem inicjującym IFEMC. Autorzy ci stw ier
dzili, że w układzie bezkomórkowym z raka wysiękowego Krebsa czynnik 
IFemc konieczny jest dla translacji RNA wirusa EMC, podczas gdy transla
cja globinowego mRNA stymulowana jest przez niego tylko nieznacznie 
(230). Wyniki ostatnich doświadczeń S t a e h e l i n a  i wsp. (3) świadczą 
jednak o tym, że translacja obu tych mRNA zależna jest całkowicie od 
obecności czynnika IF—E4; translacja RNA wirusa EMC wymaga jedynie 
wyższego stężenia tego białka. Oczyszczony do homogenności czynnik 
IF—E6 z retikulocytów królika posiada masę cząsteczkową 80 000 (3). 
Jego rola w przyłączaniu mRNA do podjednostki 40S łączy się, być może, 
z udziałem w tym procesie ATP. Czynnik ten posiada bowiem aktywność 
ATP-azy. W nieobecności rybosomów hydrolizuje on ATP do ADP i fos
foranu nieorganicznego. Udział ATP w procesie inicjacji syntezy łańcucha 
polipeptydowego u eukariontów wykazano po raz pierwszy w układzie 
bezkomórkowym z zarodków pszenicy (240, 241). W przypadku inicjacji 
w układzie z retikulocytów królika ATP potrzebny jest obok czynników 
IF—E3, IF—E4 i IF—E6 dla przyłączenia mRNA do kompleksu inicjują
cego [40S. Met-tRNA] (3). Reakcji tej towarzyszy zapewne hydroliza ATP 
gdyż nie hydrolizujący analog AMPPCP nie posiada aktywności ATP (3). 
Udział ATP w przyłączaniu mRNA do rybosomu jest jedną z podstawo
wych cech różniących proces inicjacji biosyntezy białka u eukariontów
i prokariontów. Czynnik inicjujący IF—E6 bierze, być może, również 
udział w rozpoznawaniu zmodyfikowanego końca 5' w mRNA (242) (patrz 
rozdział IV-1).

Nie wyjaśniony jest ciągle ostatecznie problem czy czynnik IF—Ml 
(EIF— 1) uczestniczy w translacji naturalnego mRNA, a jeśli tak to jaka 
jest jego rzeczywista rola w tym procesie. Coraz więcej faktów przemawia 
za tym, że z dwóch omówionych, zależnych od AUG, mechanizmów inicja
cji tylko drugi — via czynnik IF—MP — wykorzystywany jest podczas 
translacji naturalnego mRNA w układzie in vitro :
— W układach bezkomórkowych z Artemia salina (189) oraz z retikulocy

tów królika (3) udało się wykazać zależność syntezy globiny od obec
ności egzogennego, oczyszczonego do homogenności czynnika IF—MP 
z retikulocytów. Osiągnięcie aktywnej translacji globinowego mRNA 
nie wymagało dodatku egzogennego czynnika IF—Ml. Co więcej, pre- 
inkubacja układu bezkomórkowego z Artemia salina z przeciwciałem
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przeciwko oczyszczonemu czynnikowi EIF— 1 nie obniżała poziomu 
syntezy globiny, podczas gdy przeciwciało to hamowało reakcję przy
łączania Met-tRNA do podjednostki 40S katalizowaną przez czynnik 
EIF—1 obecny w układzie (189).

— Z dwóch czynników stymulujących przyłączanie Met-tRNA do podjed
nostki 40S jedynie czynnik IF—MP wykazuje dużą specyficzność 
w stosunku do eukariotycznego metionylo-tRNAf. Czynnik IF—Ml jest 
również aktywny z bakteryjnym formylowanym lub nieformylowanym 
metionylo-tRNAf. Istnieją sugestie, nie poparte do chwili obecnej żad
nymi dowodami, że czynnik IF—Ml uczestniczy, być może, w mito- 
chondrialnej biosyntezie białka lub też jest niewyeliminowaną w czasie 
ewolucji „pozostałością” po bakteryjnym  czynniku IF—2 (189).

— Podstawową cechą różniącą dwa mechanizmy przyłączania inicjatoro- 
wego tRNA do podjednostki 40S jest wpływ AUG na ten proces. Przy
łączanie katalizowane przez czynnik IF—Ml wymaga obecności kodonu 
AUG, podczas gdy przyłączanie via czynnik IF—MP jest od matrycy 
całkowicie niezależne. Stwierdzono, że w lizacie retikulocytów królika 
30—50% natywnych podjednostek rybosomowych 40S związanych jest 
z inicjatorowym metionylo-tRNA. Tylko niewielki procent tych kom
pleksów zawiera również dołączony mRNA (243). Wyniki te świadczą
o tym, że w lizacie retikulocytów, podobnie jak w przypadku opisanego 
wyżej mechanizmu inicjacji via czynnik IF—MP, przyłączenie Met- 
tRNA do podjednostki 40S następuje przed przyłączeniem do niej 
informacyjnego RNA.
Do niedawna przyjmowano powszechnie, że w procesie inicjacji u pro- 
kariontów (Escherichia coli) przyłączenie fMet-tRNA do podjednostki 
30S wymaga obecności mRNA (2, 5, 6), analogicznie do inicjacji via 
czynnik IF—Ml u eukariontów. Obecnie pojawiło się jednak szereg 
doniesień, że również u prokariontów przyłączenie inicjatorowego 
tRNA do mniejszej podjednostki następuje przed przyłączeniem do 
niej mRNA (244—246). W układzie bezkomórkowym z Escherichia coli 
udało się m.in. wykazać tworzenie się kompleksu inicjującego [30S. 
fMet-tRNA], analogicznego z kompleksem [40S. Met-tRNA. IF—MP] 
u eukariontów (245, 246). Wykazano ponadto, że bakteryjny czynnik 
IF—2 tworzy z inicjatorowym tRNA kompleks podobny do kompleksu 
potrójnego powstającego w obecności czynnika IF—MP (247—250). 
Wspomniane podobieństwa między inicjacją u prokariontów oraz ini
cjacją via czynnik IF—MP u eukariontów są dodatkowym argumentem, 
że właśnie ten mechanizm funkcjonuje u organizmów wyższych.

IV. Mechanizm rozpoznawania miejsca inicjującego w mRNA

Jednym z podstawowych problemów w inicjacji biosyntezy białka jest
rozpoznanie przez rybosom i czynniki inicjujące miejsca w mRNA, w któ-
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rym rozpocząć się ma synteza polipeptydu. Aby informacja zawarta w 
mRNA była właściwie odczytana, translacja musi rozpocząć się od tego 
trypletu AUG (lub GUG), który jest rzeczywistym kodonem inicjującym. 
Muszą istnieć mechanizmy zabezpieczające przed inicjacją syntezy od sek
wencji AUG kodujących wewnątrzbiałkowe metioniny, lub niezgodnych 
z właściwą „fazą” odczytywania mRNA. Z badań nad translacją mRNA 
u bakterii wiadomo, że głównym czynnikiem zapobiegającym inicjacji 
w niewłaściwym miejscu jest rozbudowana struktura przestrzenna samego 
mRNA (1, 23, 252, 253, 254, 255). Istotną rolę w przyłączaniu mRNA do 
rybosomu odgrywa również sekwencja nukleotydów w pobliżu kodonu 
inicjującego. Badania struktury pierwszorzędowej bakteryjnych i bak
teriofagowych mRNA wykazały, że w bliskim sąsiedztwie kodonów ini
cjujących, w kierunku końca 5' cząsteczki mRNA znajdują się sekwencje 
złożone z 3—8 nukleotydów purynowych (1, 2, 256, 257). S h i n e  i D a 1 - 
g a r n o  (258, 259) zaproponowali, że podczas inicjacji syntezy polipepty
du, bogaty w puryny fragment mRNA łączy się wiązaniami wodorowymi 
z komplementarnym do niego, bogatym w nukleotydy pirymidynowe, 
końcem 3' RNA 16S mniejszej podjednostki rybosomowej. Tego typu od
działywanie między końcem 3' rRNA 16S Escherichia coli oraz tym frag
mentem RNA bakteriofaga R17, w którym odbywa się inicjacja syntezy 
fagowego białka A, zostało ostatnio udokumentowane przez S t e i t z
i J  a k e s (256). Nie poznano jeszcze w pełni mechanizmu rozpoznawania 
mRNA przez rybosom eukariontów. Obecnie można już jednak stw ier
dzić, że proces ten jest w komórkach organizmów wyższych bardziej zło
żony i że, obok wielu cech wspólnych z prokariontami, istotną rolę od
grywają w nim również reakcje nieznane u bakterii.

IV -1. Rola zm odyfikow anego końca 5' mRNA

Istotną rolę w inicjacji translacji eukariotycznego mRNA odgrywa 
struktura m7 GpppN znajdująca się na jego końcu 5'. Istnieją dane, że ten 
fragment mRNA jest częścią sekwencji rozpoznawanej w czasie inicjacji 
przez rybosom lub czynniki inicjujące. Wpływ obecności końcowej 7-me- 
tyloguanozyny na translację mRNA wykazano po raz pierwszy dla mRNA 
wirusów Reo i VSV, oraz dla mRNA z retikulocytów królika (61, 260). 
B o t h i wsp. (260) stwierdzili, że w układzie bezkomórkowym z zarodków 
pszenicy wydajna translacja niezmetylowanego reowirusowego mRNA
o 5'-końcowej strukturze typu GpppN... lub (p)ppN... może odbywać się 
tylko po uprzednim zablokowaniu i zmetylowaniu końca 5' mRNA. Sama 
obecność guanozyny przyłączonej wiązaniem 5'—5' do reszty cząsteczki 
mRNA nie wystarcza dla osiągnięcia wydajnej translacji; guanozyna musi 
być w tym celu zmetylowana w pozycji N7. Zgodnie z tym, dodatek inhi
bitora metylacji, S-adenozylohomocysteiny, do układu bezkomórkowego 
zawierającego niezmetylowany mRNA hamuje proces translacji, podczas
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gdy nie ma on wpływu na translację zmetylowanego mRNA (260, 264). 
Podobne wyniki osiągnięto w przypadku translacji reowirusowego mRNA 
w układzie bezkomórkowym z Artemia salina (72). Rezultaty te świadczą 
również o tym, że używane do badania translacji układy bezkomórkowe 
z Artemia salina i z zarodków pszenicy zawierają enzymy specyficznie 
blokujące i metylujące koniec 5' mRNA (61, 72, 260).

Wykorzystując obecność w końcowej 7-metyloguanozynie dwóch wol
nych grup hydroksylowych w pozycjach 2' i 3', działaniem kolejno nadjo- 
danu i aniliny (reakcja ß-eliminacji) można usunąć 7-metyloguanozynę 
z końca cząsteczki mRNA (15, 61, 72, 260, 261). Poddane tej procedurze 
mRNA wirusa Reo oraz mRNA z retikulacytów królika i Artemia salina 
tracą zdolność do wydajnego stymulowania syntezy białek w układach 
bezkomórkowych z zarodków pszenicy i Artemia salina (61, 72). W przy
padku RNA wirusa BMV stwierdzono ostatnio, że usunięcie 7-metylo- 
guanozyny z RNA obniża jego aktywność w układzie bezkomórkowym 
z zarodków pszenicy, nie hamuje jej jednak całkowicie (263). Translacja 
BMV RNA poddanego ß-eliminacji obniżona była, w porównaniu z natyw- 
nym RNA, około 8-krotnie przy niskim stężeniu RNA w układzie bezko
mórkowym (10|j.g/ml) i tylko około 30°/o przy wysokim stężeniu RNA 
(100(ig/ml). M u t h u k r i s h n a n  i wsp. (263) zbadali wpływ ß-eliminacji 
różnych wirusowych mRNA na ich aktywność w tworzeniu kompleksów 
inicjujących 80S w układach bezkomórkowych z retikulocytów królika 
oraz z zarodków pszenicy. Autorzy ci stwierdzili, że podczas gdy usunięcie 
7-metyloguanozyny z mRNA wirusów Reo i VSV uniemożliwia prawie 
całkowicie przyłączenie mRNA do rybosomów zarodków pszenicy, to efekt 
ten jest znacznie mniej wyraźny w przypadku rybosomów retikulocytów. 
Poddane procedurze ß-eliminacji mRNA wirusów Reo i VSV przyłączają 
się do rybosomów w układzie z retikulocytów z wydajnością odpowiednio 
17°/o i 35°/o w porówaniu z kontrolnymi mRNA zawierającymi końcową 
7-metyloguanozynę. Również R o s e  i L o d i s h  (26) stwierdzili ostatnio, 
że usunięcie 7-metyloguanozyny z mRNA wirusa VSV ma tylko nieznacz
ny wpływ na jego aktywność w układzie bezkomórkowym z retikulocytów 
królika. Wszystkie te wyniki świadczą o tym, że translacja poszczególnych 
mRNA zależy w różnym stopniu od obecności 7-metyloguanozyny na koń
cu 5' mRNA. Efekt 7-metyloguanozyny jest również uzależniony od ro
dzaju układu bezkomórkowego. Translacja mRNA w układach z zarodków 
pszenicy i z Artemia salina wydaje się być bardziej zależna od obecności
7-metyloguanozyny w mRNA, niż translacja w układzie z retikulocytów 
królika. Omówione wyżej wyniki przemawiają również za tym, że w infor
macyjnym RNA eukariontów koniec m7GpppN nie jest jedynym fragmen
tem odpowiedzialnym za rozpoznanie miejsca inicjującego w mRNA przez 
aparat biosyntezy białka.

B o t h  i wsp. (264) ustalili, że w układzie z zarodków pszenicy zablo
kowanie i metylacja końca 5' mRNA reowirusa potrzebne są by mRNA
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mógł wydajnie przyłączyć się do kompleksu inicjującego 40S. Stwierdzono 
również, że w kompleksach inicjujących 40S i 80S zawierających reowi- 
rusowe mRNA, struktura rybosomu chroni przed strawieniem przez ry- 
bonukleazę 30—50-nukleotydowe fragmenty RNA zawierające 5'-końcową
7-metyloguanozynę (264, 265). Wyizolowane 5'-końcowe fragmenty o dłu
gości 30—50 nukleotydów mogą ponownie wydajnie przyłączać się do 
rybosomów (264). Jednakże krótsze fragmenty mRNA, zawierające tylko
8—10 nukleotydów z 7-metyloguanozyną na końcu 5', nie oddziałują 
z rybosomami zarodków pszenicy (264). Wyniki te potwierdzają przypusz
czenia, że zablokowany koniec reowirusowego mRNA jest tylko częścią 
dłuższej sekwencji rozpoznawanej w czasie inicjacji przez rybosom lub 
czynnik inicjujący.

Z popłuczu rybosomów Artemia salina wyizolowano ostatnio frakcję 
białkową, która może odgrywać rolę w rozpoznawaniu zmetylowanego 
końca 5' mRNA w procesie translacji (60). Frakcja ta, nazwana czynni
kiem CBP (z ang. cap binding protein) oddziałuje z wyizolowanym frag
mentem m7GpppGpC, tworząc kompleks zatrzymywany na sączkach nitro
celulozowych. Białko CBP nie tworzy kompleksu ani z GpppGpC ani z ana
logiem zawierającym otwarty pierścień 7-metyloguaniny, m7GApppGpC. 
Badania kompetycyjnego wpływu różnych RNA na powstawanie komplek
su znakowanego [3H]-m7GpppGpC z białkiem wykazały, że czynnik CBP 
przyłącza się również do sekwencji m7GpppN obecnej w strukturze natu
ralnego informacyjnego mRNA. I tak np., stwierdzono powstawanie kom
pleksu czynnika CBP z globinowym, reowirusowym oraz krystalinowym 
mRNA (60). mRNA nie zawierające zablokowanego końca 5', jak RNA wi
rusów EMC i STNV, podobnie jak rybosomowe RNA z Artemia salina
i Escherichia coli, nie tworzą kompleksu z białkiem CBP (60). Żaden ze 
znanych czynników inicjujących wyizolowanych z retikulocytów królika
i wyszczególnionych w tabeli 2 nie tworzy specyficznego kompleksu 
z m7GpppGpC (60, 273). Być może,'białko CBP jest więc dodatkowym 
czynnikiem inicjującym, zaangażowanym w przyłączanie zmodyfikowa
nego mRNA do rybosomu w czasie inicjacji. Za tą możliwością przemawia 
również spostrzeżenie, że dodatek frakcji CBP do układu bezkomórko- 
wego zawierającego inne czynniki inicjujące stymuluje dodatkowo trans
lację globinowego i reowirusowego mRNA (60).

O roli końcowej 7-metyloguanozyny w inicjacji biosyntezy białka 
świadczą również doniesienia o hamującym wpływie analogów końca 5' 
mRNA na translację. 5'-monofosforan 7-metyloguanozyny (m7G5'p), w stę
żeniu 0,5— ImM, hamuje prawie całkowicie translację mRNA z komórek 
HeLa oraz mRNA reowirusowego i globinowego, w układach bezkomór- 
kowych z zarodków pszenicy i z Artemia salina (60, 266). m7G5'p nie jest 
natomiast inhibitorem translacji in vitro RNA wirusów STNV i EMC, 
nie zawierających zmetylowanego końca 5' (266, 267). Silniejszymi od 
m7G5'p inhibitorami translacji w układach z zarodków pszenicy i z Artemia
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są m7GTP oraz m7GpppAm i m7GpppGm (60), podczas gdy 2'(3')-monofosfo- 
ran 7-metyloguanozyny, 5'-monofosforan guanozyny, GpppG i GpppA nie 
hamują lub też hamują tylko nieznacznie biosyntezę białka (60, 266). Tak 
więc, obok grupy metylowej w pozycji N7 guanozyny, obecność grup fosfo
ranowych połączonych wiązaniem estrowym z grupą 5'-OH jest również 
istotna dla aktywności inhibitorowej związku.

Ustalono, że m7G5'p hamuje translację na etapie inicjacji. W obec
ności tego związku obserwuje się znaczne obniżenie przyłączania mRNA 
do rybosomów (242, 266—268). Efekt ten jest specyficzny dla mRNA za
wierających zablokowany koniec 5'; m7G5'p nie ma wpływu na przyłącza
nie RNA wirusa STNV do kompleksu inicjującego 80S (266, 268). Ostatnio 
S h a f r i t z i wsp. (242) stwierdzili, że m7G5'p hamuje również przyłą
czanie retikulocytowego czynnika inicjującego IF—M3 do mRNA. Podob
nie jak w przypadku kompleksu mRNA — rybosom, m7G5'p hamuje od
działywanie czynnika IF—M3 tylko z mRNA zawierającym zmetylowany 
koniec 5' (242). Choć spostrzeżenie to przemawia za udziałem czynnika 
IF—M3 w rozpoznawaniu zmodyfikowanego końca 5' mRNA, inne dane 
mogą świadczyć przeciwko takiej możliwości. Wiadomo na przykład, że 
czynnik IF—M3 lub odpowiadający mu czynnik IF—E6 konieczny jest 
dla translacji in vitro zarówno zmetylowanego, globinowego mRNA jak
i niezmetylowanego RNA wirusa EMC (3). Ponadto, jak wspomniano wy
żej, czynnik IF—M3 nie tworzy, w przeciwieństwie do omówionego już 
białka CBP, kompleksu z wyizolowanym końcem reowirusowego mRNA
o strukturze m7GpppGpC (60). W chwili obecnej trudno ustalić czy istnieje 
jakaś relacja między oddziaływaniem czynnika IF—M3 z mRNA a aktyw 
nością białka CBP w rozpoznawaniu zablokowanego końca 5' eukariotycz
nego mRNA.

IV-2. Rola struktury mRNA w  pobliżu kodonu inicjującego

Interesujących wyników dostarczyły badania B o t h a i wsp. (269) 
nad oddziaływaniem z rybosomami polirybonukleotydów zawierających 
różne końce 5'. Autorzy badali jednocześnie wpływ składu nukleotydo- 
wego polimerów na ich aktywność w przyłączaniu się do podjednostki ry- 
bosomowej 40S i rybosomu 80S z zarodków pszenicy. Do syntezy poliry
bonukleotydów o różnych 5' końcach użyli oni fosforylazy polinukleoty- 
dowej, stosując jako „prim ery” szereg analogów końca 5' reowirusowego 
mRNA, m.in. m7GpppGmpC, GpppGpC i ppGpC. Okazało się, że sama 
obecność m7GpppGmpC na końcu rybopolimeru o długości około 100 nu- 
kleotydów nie jest wystarczającym warunkiem dla przyłączenia się takie
go modelowego mRNA do kompleksów inicjujących biosyntezę białka 
(Tabela 4). Aby zmodyfikowany, metylowany na końcu 5' polinukleotyd 
przyłączył się do podjednostki 40S, zawierać on musi sekwencję poli(U), 
poli(U,C) lub poli(A,C). Dla utworzenia kompleksu inicjującego 80S wy
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magana jest obecność fragmentów bogatych w A i U (Tabela 4). Porów
nanie aktywności poli(A,U) lub poli(A2,U2,G) zawierających i nie zawiera
jących 5'-końcową sekwencję m7GpppGpC świadczy, że obecność zmetylo- 
wanego końca stymuluje przyłączanie polimeru do rybosomów około 
3—4-krotnie. Wyniki te wskazują, że dla wydajnego utworzenia komplek
su inicjującego 80S, modelowy mRNA musi posiadać strukturę 
m7GpppGpC na końcu 5' oraz sekwencję bogatą w nukleotydy A i U.

Tabela 4.
Wpływ modyfikacji końca 5' oraz składu zasad polirybonukleotydów na ich oddziaływanie z ry

bosomami zarodków pszenicy (269).

Rodzaj polirybonukleotydu 1

Struktura 
końca 5'

Dołączony
polimer

Skład zasad 
(stosunki molowe]

rroLcm poiinuK.icoiyQu 
związany w kompleksie

1
A: C: U: G 40S 80S

rn7GpppGmpC C 1 __ _ 1 <1
A 1 — —■ --- <1 3

A G 1 — — 1.5 <1 <1
C G — 1 — 1.1 <1 <1
U - G — — 1 1.2 3 3

A U G 0.8 — 1 1.2 <1 6
A U C G 0.74 1.3 1 1.26 <1 5

U — — 1 — 38 7
A -C 1 1.6 — — 21 3
U- c — 1.2 1 — 48 4
A U 0.82 — 1 — 1 58

a 2 - u 1.5 —■ 1 — <1 46
a - u 2 1 — 2.6 — <1 68

A2 • U2 • G 0.8 — 1 0.6 7 43
A3 • U3 • G 2.34 — 3 1 7 64

GpppGpC U
A U

A2 • U2 • G

5
<1

3

<1
17
20

U <1 <1
ppGpC U- c  

A - U 
A2 • U2 • G

3
<1

2

<1
13
17

Wniosek ten potwierdzają badania D a s g u p t y  i wsp. (81). Autorzy 
ci wyizolowali z RNA 4 wirusa BMV fragment odpowiedzialny za oddzia
ływanie tego mRNA z rybosomami z zarodków pszenicy. RNA 4 jest naj
mniejszą z czterech cząsteczek RNA obecnych w wirionach BMV. Jest on 
monocistronowym mRNA i w układzie bezkomórkowym z zarodków psze
nicy stymuluje bardzo wydajnie syntezę wirusowego białka kapsydu. Ana
liza struktury pierwszorzędowej 53-nukleotydowego fragmentu RNA
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przedstawionego na schemacie 4, dostarcza wielu interesujących infor
macji. Obecność zablokowanego zmetylowanego końca 5' w sekwencji 
inicjującej RNA 4 jest kolejnym bezpośrednim dowodem na rolę m7GpppN 
w inicjacji translacji. Kodon AUG od którego rozpoczyna się synteza biał
ka kapsydu, oddalony jest tylko o 10 nukleotydów od końca 5' cząsteczki 
RNA. W mRNA prokariontów pierwszy funkcjonalny kodon inicjujący 
dzieli zwykle od końca 5' dystans od kilkudziesięciu do ponad stu nukleo-

I Met Ser Thr Ser Gly Thr Glu Glu Met Thr Arg Ala Gin Arg Arg
P
dG U A U U A A U A A U G U C G A C U U C A G G A A C U G G U A A G A U G A C U C G C G C G C A G C G U I G . . . ̂ I-------------1 )-------------- 1 I------ 1 I-------------1

Schem at 4. Fragm ent RNA 4 w irusa BMV rozpoznaw any przez rybosom  (81).
Nad sekw encją n u k leotydów  przedstaw iona jest sekw encja am inokw asów  N -końcow ego od
cinka białka kapsydu w irusa BMV. Linią przeryw aną podkreślone są palindrom alne sekw encje  
nukleotydów .

tydów (255, 270). Krótka sekwencja łącząca koniec 5' z kodonem AUG 
w RNA 4 zawiera jako zasady wyłącznie adeninę i uracyl. Sekwencja ta 
jest prawdopodobnie dodatkowym „sygnałem” rozpoznawanym przez ry 
bosom lub czynnik białkowy w czasie inicjacji. Potwierdza to spostrze
żenia Botha i wsp. (269), dotyczące roli A i U w dołączaniu polirybonukleo- 
tydów do rybosomów 80S. Należy również podkreślić, że oligonukleotyd 
UAAUAAUA, znajdujący się blisko końca 5' RNA 4, zawiera aż sześć zasad 
komplementarnych do sekwencji AUCAUUAOH, obecność której stw ier
dzono na końcu 3' rRNA 18S z mniejszej podjednostki rybosomowej euka
riontów (271, 272). Być może więc, podobnie jak u prokariontów (258, 259) 
do oddziaływania rRNA—mRNA, dochodzi również podczas przyłączania 
się mRNA do rybosomów eukariotycznych. Nieznana jest rola licznych 
sekwencji palindromalnych występujących w okolicy kodonu inicjującego 
AUG (Schemat 4). Tego typu oligonukleotydy, o sekwencji niezależnej od 
kierunku odczytywania, występują również w miejscach inicjujących 
w prokariotycznych mRNA (274).

Dodatkowym elementem odgrywającym rolę w przyłączaniu ryboso
mów do mRNA w procesie inicjacji u eukariontów jest zapewne, podobnie 
jak w przypadku translacji bakteriofagowych RNA (23, 252, 253, 255), 
struktura uporządkowana samego RNA. Świadczą o tym wyniki badań 
nad translacją in vitro RNA izolowanych z cząstek niektórych wirusów 
roślinnych i zwierzęcych (275—280). I tak, na przykład stwierdzono, że 
RNA wirusa TMV stymuluje w układach in vitro lub w oocytach Xenopus 
laevis translację dwóch polipeptydów o masach cząsteczkowych' 165 000
i 145 000, które być może, odpowiadają wirusowym replikazom RNA lub 
ich podjednostkom (275, 281). RNA wirusa TMV nie stymuluje jednakże 
w tych warunkach syntezy wirusowego białka kapsydu, chociaż wiadomo,
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że RNA ten zawiera sekwencje nukleotydowe kodujące to białko. H u n 
t e r  i wsp. (275) stwierdzili ostatnio, że aktywną matrycą dla syntezy 
białka kapsydu jest wyizolowany z zainfekowanych wirusem liści tytoniu 
niskocząsteczkowy RNA 9S, pochodzący z końca 3' wielkocząsteczkowego 
RNA obecnego w wirionach TMV. Mechanizm tworzenia się RNA 9S w za
infekowanych komórkach nie jest znany. Być może, powstaje on w wy
niku fragmentacji TMV# RNA przez nukleazy.

Podobne uzależnienie ekspresji informacji zawartej w RNA od struk
tury cząsteczki zaobserwowano w przypadku wirusa BMV (276, 277). 
Oprócz opisanego powyżej RNA 4, wirus ten zawiera również cząsteczki 
większego RNA 3, które posiadają Informację dla syntezy dwóch polipep- 
tydów. Jednym z tych polipeptydów jest białko kapsydu, kodowane rów
nież przez cząsteczkę RNA 4. Jednakże, w przeciwieństwie do RNA 4, 
który bardzo wydajnie stymuluje tworzenie się białka kapsydu, w obec
ności RNA 3 syntetyzują się tylko nieznaczne ilości tego białka, a głównym 
produktem translacji in vitro jest drugi polipeptyd.

Tak więc, choć TMV RNA i BMV RNA 3 przypominają strukturalnie 
policistronowe mRNA występujące u bakterii, to zachowują się one jak 
mRNA o jednym aktywnym miejscu inicjującym biosyntezę polipeptydu. 
Wyniki świadczące o tym, że cistrony dla niektórych polipeptydów mogą 
być „zamaskowane” w strukturze cząsteczki wirusowych RNA, osiągnięto 
również w przypadku zwierzęcych wirusów S i n d b i s  i S e m l i k i  
(SFV) (278—280, 282).

Wydaje się, że przyczyną zablokowania części miejsc inicjujących 
w wirusowych RNA jest rozbudowana struktura przestrzenna RNA; w y
cięcie zablokowanego cistronu z całej cząsteczki RNA umożliwia jego wy
dajną translację. Istnieje również możliwość, że cistrony położone blisko 
końca 3' omówionych wirusowych RNA nie są tłumaczone z powodu ich 
zbyt dużego oddalenia od zmodyfikowanego końca 5' cząsteczki RNA. 
Przeciwko temu mogą jednakże przemawiać doniesienia, że bliskie są
siedztwo końca 5' i kodonu inicjującego AUG nie jest bezwzględnym wa
runkiem dla inicjacji biosyntezy białka u eukariontów. W kilku labora
toriach (283—285) stwierdzono na przykład, że w eukariotycznych ukła
dach bezkomórkowych rybosomy wydajnie inicjują translację cistronu 
bakteriofagowego białka kapsydu oddalonego o ponad tysiąc nukleotydów 
od końca 5' RNA małych fagów Escherichia coli (Q/j, R17). Doświadczenia 
te wykazują jednocześnie, że fagowe RNA, które są policistronowymi 
mRNA i nie zawierają zmodyfikowanego końca 5', mogą być aktywnie 
i wiernie tłumaczone również w układach bezkomórkowych pochodzenia 
eukariotycznego.

Chociaż dane o mechanizmie przyłączania się rybosomów do mRNA 
w procesie inicjacji są ciągle fragmentaryczne i dotyczą tylko niewielkiej 
ilości różnych mRNA, można już w chwili obecnej stwierdzić, że za koń
cowy efekt w tej reakcji odpowiedzialny jest cały szereg rozmaitych od-
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działywań. Jak wspomniano wyżej, istnieją na przykład mRNA, których 
translacja zależy niemal całkowicie od obecności 7-metyloguanozyny na 
końcu 5', podczas gdy translacja innych RNA (RNA wirusów EMC, Polio, 
STNV) nie wymaga modyfikacji końca cząsteczki RNA. O przyłączeniu 
niezmetylowanych RNA do rybosomu decydują prawdopodobnie: obec
ność odpowiedniej sekwencji nukleotydów obok kodonu inicjującego AUG, 
komplementarność tego fragmentu do rybosomalnego RNA 18S, łatwa 
dostępność miejsca inicjującego dla rybosomu lub wszystkie te czynniki 
łącznie. Podobnie, translacja różnych RNA może zależeć w różnym stop
niu od bliskiego sąsiedztwa kodonu inicjującego i zmodyfikowanego lub 
niezmodyfikowanego końca 5' cząsteczki mRNA.

W ostatnim okresie pojawiło się również szereg prac postulujących 
rolę niskocząsteczkowego tcRNA (ang. translational control RNA ) w ini
cjacji translacji eukariotycznych mRNA (295—299). Tego typu RNA o ma
sie cząsteczkowej 6000—11 000 wyizolowano między innymi z mięśni kur
częcia (296, 297), z retikulocytów królika (295) oraz z Artemia salina (299). 
H e y w o o d  i wsp. (296, 297) twierdzą, że tcRNA specyficznie stymuluje 
translację homologicznego mRNA, podczas gdy hamuje inicjację syntezy 
białka w obecności mRNA pochodzącego z tkanek innych niż stosowany 
tcRNA. W innych laboratoriach nie stwierdzono jednakże żadnej specy
ficzności w działaniu tcRNA (298, 299). Dalsze badania potrzebne są dla 
roztrzygnięcia, jaka jest rola tcRNA w translacji.

Konsekwencją istnienia szeregu różnych elementów w oddziaływaniu 
mRNA—rybosom oraz tego, że niektóre mRNA mogą prawdopodobnie 
wykorzystywać tylko jeden z nich podczas gdy inne nawet kilka elemen
tów jednocześnie, są różnice w sile oddziaływania różnych mRNA z rybo
somami. Większe powinowactwo określonego mRNA do rybosomu może 
z kolei decydować o jego preferencyjnej translacji w stosunku do innych 
informacyjnych RNA obecnych w komórce. Problem istnienia informa
cyjnych RNA o różnym stopniu powinowactwa do rybosomów oraz rola 
tego zjawiska w regulacji translacji mRNA u eukariontów omówione są 
szeroko w pracach Lodisha (286—289). Według tego autora, każde niespe
cyficzne zahamowanie procesu inicjacji w układzie bezkomórkowym lub 
w całych komórkach prowadzić będzie do obniżenia translacji przede 
wszystkim tych mRNA, które słabo oddziałują ze składnikami aparatu 
biosyntezy białka. Zmiany w intensywności procesu biosyntezy białka 
w komórce mogą w ten sposób prowadzić do zmian jakościowych w pro
filu wytwarzanych przez komórkę białek. L o d i s h i wsp. (286—288) 
wykazali między innymi, że w układzie bezkomórkowym z retikulocytów 
królika translacja mRNA kodującego łańcuch (3-globiny jest przez rybo
somy inicjowana znacznie wydajniej niż translacja a-globinowego mRNA. 
Badacze ci przedstawiają szereg dowodów, że przyczyną tego zjawiska są 
cechy strukturalne samych informacyjnych RNA. Ostatnio pojawiło się 
wiele doniesień (290—294) dotyczących wydajności translacji różnych wi-
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rusowych i komórkowych mRNA, potwierdzających słuszność założeń 
L o d i s h a .  W swoich pracach (1, 286) L o d i s h  poddaje również kry
tyce koncepcję istnienia białkowych czynników inicjujących, specyficznie 
rozpoznających określone rodzaje lub klasy mRNA podczas translacji 
(patrz rozdz. III-2.). Twierdzi on, że zmiany w translacji różnych mRNA, 
podobne do obserwowanych przez badaczy postulujących istnienie specy
ficznych czynników, można wytłumaczyć również opierając się na hipo
tezie o decydującej roli oddziaływania mRNA—rybosom w regulacji 
translacji. Zgodnie z nią, dodatek czynnika białkowego stymulującego 
w sposób niespecyficzny proces translacji prowadziłby do zwiększonej 
translacji mRNA o słabym powinowactwie do rybosomu, nie mając wpły
wu na translację mRNA tłumaczonego wydajnie nawet w suboptymalnych 
warunkach.

A r ty k u ł  nadszedł 20.8.1976; po rew iz j i  autorsk ie j  o trzym ano  30.9.1976.

PIŚMIENNICTW O

1. L o d i s h  H. F., (1976), Ann. Rev. Biochem.,  45, 39—72.
2. L e n g y e l  P., (1974), Ribosom es, red. Nom ura M., T issieres A., L e n g y e l  P., 

str. 13—52, Cold Spring Harbor Publishers, Cold Spring Harbor, N ow y York.
3. S t a e h e l i n  T., T r a c h s e l  H.,  E r n i  B.,  B o s c h e t t i  A.,  S c h r e i e r  

M. H., (1975) w  Procedings of 10th FEBS M eeting 1975, str. 309—323, North  
Holland Publ. Comp., A m sterdam .

4. J a c k s o n  R. J., (1975), w  Synthesis of A m ino A cids and Proteins, red. A rnstein
H. R. V., str. 89— 135, Butterw orths, London.

5. H a s e l k o r n  R., R o t h m a n - D e n e s  L. B., (1973), Ann. Rev. Biochem.,  42, 
397—438.

6. O c h o a  S., M a z u m d e r  R., (1974), The Enzym es, red. Boyer P. D., t. 10, 
str. 1—51, A cadem ic Press, N ew  York.

7. L u c a s - L e n a r d  J., L i p m a n n  F., (1971), Ann. Rev . Biochem.,  40, 409—448.
8. G r a n k o w  s k i N., (1976), Post.  Biochem., 22, 173— 193.
9. S z a f r a ń s k i  P., (1974), w  M olekularne podstaw y biosyntezy białka, red. 

Bober B., str. 1—73, Ossolineum  W rocław.
10. W e i s s b a c h  H.,  O c h o a  S., (1976), Ann. Rev. Biochem., 45, 191—216.
11. G ą s i o r  E., (1971), Post.  Biochem., 17, 515—524.
12. K a l t  s c h m i d t  E., W i t t m a n  H. G., (1970), Proc. Nat. Acad. Sci. U.S.A.,

67, 1276— 1282.
13. W o o l  I. G., S t  o f  f l  e r  G., (1974), Ribosom es, red. Nom ura M., T issieres A., 

L engyel P., str. 417— 460, Cold Spring Harbor Publishers, Cold Spring Harbor, 
N ow y York.

14. H o w a r d  G. A. ,  T r a u g h  J. A.,  C r o s e r  E. A.,  T r a u t  R. R., (1975), 
J. Mol. B io l ,  93, 391—404.

15. S  h a t k i n A. J., (1976), Cell, 9, 645— 657. '
16. S h a t k i n A. J., B a n e r j e e A. K., B o t h  G. W., (1976), Com prehensive 

V irology, red. Fraenkel-C onrat H., W agner R. R., (w druku), P lenum  Press, 
N ew  York.

http://rcin.org.pl



[31] IN IC JA C JA  T R A N S L A C JI m R N A 51

17. V i l l a - K o m a r o f f  L., M c D o w e l l  M.,  B a l t i m o r e  D.,  L o d i s h  H. F.,
(1974), M ethods in Enzym ology, red. M oldave K., Grossman L., t. 30, str. 709—723, 
A cadem ic Press, N ew  York.

18. R o b e r t s  B.  E., P a t e r s o n  B. M., (1973), Proc. Nat. Acad. Sei. U.S.A.,  70, 
2330—2334.

19. S c h r e i e r  M.,  S t a e h e l i n  T., (1973), J. Mol. Biol., 73, 329—349.
20. F i l i p o w i c z  W.,  S i e r r a  J. M.,  O c h o a  S., (1975), Proc. Nat. Acad. Sei. 

U.S.A.,  72, 3947— 3951.
21. S c h a t z  G., M a s o n  T. L., (1974), Ann. Rev. Biochem.,  43, 51—87.
22. B o u l t e r  D.,  E l l i s  R. J., Y a r w o o d  A., (1972), Biol. Rev.,  47, 113— 175.
23. F i l i p o w i c z  W.,  Z a g ó r s k i  W., (1972), Post. Biochem,., 18, 593—617.
24. Z a l k i n  H. ,  Y a n o f s k y  C., S q u i r e s  C. L., (1974), J. Biol. Chem.,  249, 

465—475.
25. P a l  m i t  e r  R. D., (1974), J. Biol. Chem.,  249, 6779—6787.
26. S w a n  D.,  A v i v  H.,  L e d e r  P., (1972), Proc. Nat. Acad. Sei. U.S.A., 69, 

1967— 1971.
27. L i n g r e l  J., (1975), „Syntesis of A m ino A cids and P roteins”, red. A rnstein H. 

R. V., str. 295— 327 B utterw orths, London.
28. S m i t h  A. E., (1973), Eur. J. Biochem., 33, 301—313.
29. O b e r g  B.  F., S h a t k i n  A. J., (1972), Proc. Nat. Acad. Sei. U.S.A., 69, 3589— 

3593.
30. V i l l a - K o m a r o f f  L., G u t t m a n  N.,  B a l t i m o r e  D., L o d i s h  H. F.,

(1975), Proc. Nat. Acad. Sei. U.S.A.,  72, 4157—4161.
31. E s t e b a n  M.,  K e r r  I. M., (1974), Eur. J. Biochem.,  45, 567—576.
32. O b  e r g  B. F., S h a t k i n  A. J., (1974), Biochem. Biophys. Res. Commun.,

57, 1186— 1191.
33. K e n n e l  D., S i m m o n s  C., (1972), J. Mol. Biol., 70, 451—464.
34. M o s  t e l l e r  R. D.,  R o s e  J. K.,  Y a n o f s k y  C., (1970), Cold. Spr. Harb. 

Sym p. Quant. Biol., 35, 461—466.
35. B a y  P. N., P e a r s o n  M. L., (1975), Nature,  253, 647—650.
36. S i n g e r  R. H.,  P e n m a n  S., (1973), J. Mol. Biol., 78, 321— 334.
37. S c h u 1 m a n H. M., (1968), Biochim. Biophys. Acta,  155, 253— 261.
38. H u n t  J. A., (1974), Biochem. J., 138, 487—498.
39. P a l m i t e r  R. D., (1973), J. Biol. Chem.,  248, 8260—8270.
40. P a l m i t e r  R. D., (1975), Cell, 4, 189— 197.
41. P e r r y  R. P., K e l l e y  D. E., (1974), Cell, 1, 37—42.
42. D e s  r o s i  e r  s R., F r i d e r i c i  K.,  R o t t m a n  F., (1974), Proc. Nat. Acad.  

Sei. U.S.A., 71, 3971—3975.
43. U r u s h i b a r a  T., F u r u i c h i  Y.,  N i s h i m u r a  C., M i u r a  K .-I., (1975), 

FEBS Letters ,  49, 385—389.
44. F u r u i c h i  Y.,  M i u r a  K .-I., (1975), Nature,  253, 374— 375.
45. F u r u i c h i  Y., M o r g a n  M.,  M u t h u k r i s h a n a n  S., S h a t k i n  A. J.,

(1975), Proc. Nat. Acad. Sei. U.S.A., 72, 362—366.
46. W e i  C. M., M o s s  B., (1975), Proc. Nat. Acad. Sei. U.S.A., 72, 318—322.
47. R o t t m a n  F., S h a t k i n  A.  J., P e r r y  R. P., (1974), Cell,  3, 197— 199.
48. H e w l e t t  M.  J., R o s e  J. K.,  B a l t i m o r e  D., (1976), Proc. Nat. Acad. Sei. 

U.S.A.,  73, 327—330.
49. N o m o t o  A.,  L e e  Y.  F., W i m m e r  E., (1976), Proc. Nat. Acad. Sei. U.S.A.,

73, 375— 380.

50. N u s s  D.  L., F u r u i c h i  Y., K o c h  G., S h a t k i n  A. J., (1975), Cell, 6, 
21—27.

4* http://rcin.org.pl



51. L e s n a w i  J. A.,  R e i c h  m a n n  M. E., (1970), Proc. Nat. Acad. Sci. U.S.A., 66, 
140— 145.

52. R o m a n  R., B r o o k  e r  J. E., S e a l  S. N.,  M a r c u s  A., (1976), Nature,
260, 359—360.

53. S o m m e r  S., S a l d i t t - G e o r g i e f f  M.,  B a c h e n h e i m e r  S., D a r 
n e l l  J. E., F u r u i c h i  Y., M o r g a n  M.,  S h a t k i n  A. J., (1976), Nucleic  
Acids Res., 3, 749—765.

54. S a l d i t t - G e o r g i e f f  M.,  J e l i n e k  W.,  D a r n e l l  J .E., F u r u i c h i  Y.,  
M o r g a n  M.,  S h a t k i n  A. J., (1976), Cell, 7, 227—237.

55. P e r r y  R. P., K e l l e y  D.  E., F r i d e r i c i  K. H., (1975), Cell, 6, 13— 19.
56. S h i b a t a H., R o - C h o i T. S., R e d d y  R., C h o i  Y.  C., H e n n i n g  D., 

B u s c h  H., (1975), J. Biol. Chem., 250, 3909— 3920.
57. W e i  C. M., G e r s h o w i t z  A.,  M o s s  B., (1975), Cell, 4, 379— 386.
58. F u r u i c h i  Y., M o r g a n  M.,  S h a t k i n  A.  J., J e l i n e k  W.,  S a l d i t t -  

G e o r g i e f f  M.,  D a r n e l l  J. E., (1975), Proc. Nat. Acad. Sci. U.S.A., 72, 
1904— 1908.

59. L a v i  S., S h a t k i n  A. J., (1975), Proc. Nat. Acad. Sci. U.S.A., 72, 2012—2016.
60. F i l i p o w i c z  W. ,  F u r u i c h i  Y.,  S i e r r a  J. M.,  M u t h u k r i s h n a n  S., 

S h a t k i n  A.  J., O c h o a  S., (1976), Proc. Nat. Acad. Sci. U.S.A., 73, 1559— 1563.
61. M u t h u k r i s h n a n  S., B o t h  G. W.,  F u r u i c h i  Y.,  S h a t k i n  A. J.,

(1975), Nature,  255, 33—37.
62. D u b  in  D. T., T a y l o r  R. H., (1975), Nucl. Acid. Res., 2, 1653— 1668.
63. M o y e r  S. A. ,  B a n e r j e e  A. K., (1976), Virology  70, 339—351.
64. P e r r y  R. P., K e l l e y  D. E., (1975), Cell, 4, 387— 394.
65. W e i  C. M., G e r s h o w i t z  A.,  M o s s  B., (1975), Nature,  257, 251—253.
66. P e r r y  R. P., K e l l e y  D. E., (1975), Cell, 6, 13— 19.
67. W e i  C. M., G e r s h o w i t z  A.,  M o s s  B., (1976), Biochem istry ,  15, 387—401.
68. A d a m s  J. M., C o r y  S., (1975), Nature,  255, 28—33.
69. D e s r o s i e r s  R. C., F r e d e r i c i  K.  H.,  R o t t m a n  F. M., (1975), Biochem.,

14, 4267—4374.
70. P e r r y  R. P., S c h e r e r  K., (1975), FEBS L etters  57, 73— 78.
71. Y a n g  N.  S., M a n n e r  R. F., G a g e  P., (1976), Cell, 7, 339— 347.
72. M u t h u k r i s h n a n  S., F i l i p o w i c z  W.,  S i e r r a  J. M.,  B o t h  G.  W.,  

S h a t k i n  A.  J., O c h o a  S., (1975), J. Biol. Chem.,  250, 9336—9341.
73. D o 11 i n R. P., W e i n e r  A. M., L o d i s h H. F., (1976), Cell,  8, 233—244.
74. D u b i n  D.  T., S t o l l a r  V., (1975), Biochem. Biophys. Res. Commun., 66, 

1373— 1379.
75. R o s e  J. K., (1975), J. Biol. Chem., 250, 8098— 8104.
76. K e i t h  J., F r a e n k e l - C o n r a t  H., (1975), Proc. Nat. Acad. Sci. U.S.A.,  

72, 3374—3350.
77. F u r u i c h i  Y., S h a t k i n  A.  J., S t a v n e z e r  E., B i s h o p  J. M., (1975), 

Nature,  257, 618— 620.
78. P i n c k  L., (1975), FEBS Letters,  59, 24— 28.
79. Z i m m e r n  D., (1975), Nucl. Acids Res., 2, 1189— 1200.
80. K e i t h  J., F r a e n k e l - C o n r a t  H., (1975), FEBS Letters ,  57, 31— 33.
81. D a s g u p t a  R., S h i h  D.  S., S a r i s  C., K a e s b e r g  P., (1975), N ature,

256, 624—628.
82. F u r u i c h i  Y., M u t h u k r i s h n a n  S., T o m a s z  J., S h a t k i n  A. J.,

(1976), J. Biol. Chem., (w druku).
83. M a r t i n S .  A.,  P a o l e t t i  E., M o s s  B., (1975), J. Biol. Chem., 250, 9322—9329.
84. M a r t i n  S. A.,  M o s s  B., (1975), J. Biol. Chem., 250, 9330—9335.
85. A b r a h a m  G., R h o d e s  D. P., B a n e r j e e  A. K., (1975), Cell, 5, 51—58.

52 w . f i l i p o w i c z  [32]

http://rcin.org.pl



[33] IN IC JA C JA  T R A N S L A C JI m R N A 53

86. T a y l o r  R. H., D u b  i n  D. T., (1975), J. Cell Biol., 67, 428a.
87. K a t e s  J., (1970), Cold Spring Harbor Sy mp. Quant. Biol., 35, 743—752.
88. L im  L., C a n e l l a k i s  E. S., (1970), Nature,  227,710—712.
89. D a r n e l l  J. E., W a l l  R., T u s h i n s k i  R. J., (1971), Proc. Nat. Acad. Sei. 

U.S.A, 68, 1321— 1325.
90. E d m o n d s  M.,  V a u g h a n  M. H. Jr., N a k a z o t o  H., (1971), Proc. Nat.  

Acad. Sei. U.S.A., 68, 1336— 1340.
91. L e e  S. Y., M e n d  e c  k i  J., B r  a w e r  m a n  G., (1971), Proc. Nat. Acad. Sei. 

U.S.A., 68, 1331— 1335.
92. D a r n e l l  J. E., J e l i n e k  W.  R., M o l l o y  G. R., (1973), Science, 181, 1215— 

1221.
93. W e i n b e r g  R. A., (1973), Ann. Rev. Biochem., 42, 329—354.
94. G a l e t  H. ,  P r e v e c  L., (1973), Nature,' N ew  Biology, 243, 200—203.
95. S l a t e r  I., G i l l e s p i e  D.,  S l a t e r  D. W., (1973), Proc. Nat. Acad. Sei. 

U.S.A., 70, 406—411.
96. W i l t  F. H., (1973), Proc. Nat. Acad. Sei. U.S.A., 70, 2345—2349.
97. R e e d  J., W i n t e r s b e r g e r E., (1973), FEBS Letters,  32, 213—217.
98. M e n d e c k i J., L e e  S. Y., B r a w  e r m a n G., (1972), Biochem istry ,  11, 

792—798.
99. N a k a z o t o  H.,  K o p p  D. W. ,  E d m o n d s  M., (1973), J. Biol. Chem.,  248, 

1472— 1476.
100. L o d i s h  H.  F., J a c o b s o n  A.,  F i r t e l  R., A l t o n  T., T u c h m a n  J., 

(1974), Proc. Nat. Acad. Sei. U.S.A.,  71, 5103—5108.
101. G i l l e s p i e  D., M a r s h a l l  S., G a l l o  R. C., (1972), Nature, N ew  Biology,

236, 227— 231.
102. Y o g o  Y., W i m m e r  E., (1972), Proc. Nat. Acad. Sei. U.S.A., 69, 1877— 1882.
103. G r e e n b e r g  J. R., (1975), J. Cell Biol., 64, 269—288.
104. B r y s c h  B., (1973), Post. Biochem., 19, 377—391.
105. A d e s n i k M., D a r n e l l  J. E., (1972), J. Mol. Biol., 67, 396—406.
106. S t o l t z f u s  C. M.,  S h a t k i n  A.  J., B a n e r j e e  A. K., (1973), J. Biol. Chem.,

248, 7993—7998.
107. M i l c a r e k  C., P r i c e  R., P e n m a n  S., (1974), Cell, 3, 1— 10.
108. N e m e r  M.,  G r a h a m  M.,  D u b r o f f  L. M., (1974), J. Mol. Biol., 89, 435— 

454.
109. S i e r r a  J. M.,  F i l i p o w i c z  W.,  O c h o a  S., (1976), Biochem. Biophys. Res. 

Commun.,  69, 181— 189.
110. N a k a z a t o  H., V e n k a t e s a n  S., E d m o n d s  M., (1975), Nature,  256, 

144— 146.
111. H i r s c h  M.,  S p r a d l i n g  A.,  P e n m a n  S., (1973), Cell, 1, 31—36.
112. H e n d l e r  F. J., P a d m a n a b a n  G., P a t z e r  J., R y a n  R., R a b i n o -  

w  i t z M., (1975), Nature,  258, 357—359.
113. B r a w e r m a n  G., (1974), Ann. Rev. Biochem., 43, 621—642.
114. S i p p e l  A.  E., S t a v r i a n o p o u l o s  J. G., S c h u t z  G., F e i g e l s o n  P.,

(1974), Proc. Nat. Acad. Sei. U.S.A., 71, 4635—4639.
115. S o r e q  H.,  N u d e l  U. ,  S a l o m o n  R., R e v e l  M., L i 11 a u e r U. Z., (1974), 

J. Mol. Biol., 88, 233—245.
116. H u e z  G., M a r b a i x  G., H u b e r t  E., L e C l e r c q  M.,  N u d e l  U. ,  S o r e q

H., S a l o m o n  R., L e b l e u  B.,  R e v e l  M.,  L i t a u e r  U. Z. ,  (1974), Proc. 
Nat. Acad. Sei. U.S.A., 71, 3143—3146.

117. N u d e l  U. ,  S o r e q  H.,  L i t t a u e r  U.  Z., M a r b a i x  G., H u e z  G.,  
L e C l e r c q  M., H u b e r t  E., C h a n t r e n n e  H., (1976), Eur. J. Biochem.,
64, 115— 121.

http://rcin.org.pl



54 W. FILIPO W ICZ [34]

118. J e v e t t  P.  B., H i  e t  e r  P.  A.,  L e G e n d r e  S. M.,  D o r r  R. G., (1975), 
Nature,  256, 340—341.

119. G r e e n b e r g  J. R., P e r r y  R. P., (1972), Biochim. Biophys. Acta,  287, 361— 
366.

120. S h e i n e s s  D., D a r n e l l  J. E., (1973), Nature, N ew  Biology, 241, 265—268.
121. P e r k i n s  L. A.,  A b r a s s  I. B., M i l l e r  H.  I., R o s e n  f e i  d M. G., (1974), 

J. Biol. Chem.,  240, 6990—7005.
122. N e m e r  M.,  D u b r o f f  L.  M.,  G r a h a m  M., (1975), Cell, 6, 171— 178.
123. D o e l  M.  T., C a r e y  N. H., (1976), Cell, 8, 51—58.
124. S l a t e r  D. W. ,  S l a t e r  I., G i l l e s p i e  D., (1972), Nature,  240, 333— 337.
125. M e s c h e r  A.,  H u m p h r e y s  T., (1974), Nature,  249, 138— 139.
126. F r o m s o n  D.,  D u c h a s t e l  A., (1975), Biochim. Biophys. Acta,  378, 394—404.
127. M o r r i s o n  M.  R., G o r s k i  J., L i n g r e l  J. B., (1972), Biochem. Biophys.  

Res. Commun.,  49, 775—781.
128. A v i v  H.,  L e d e r  P., (1972), Proc. Nat. Acad. Sei. U.S.A., 69, 1408— 1412.
129. S c h e c h t e r  I., (1973), Proc. Nat. Acad. Sei. U.S.A., 70, 2256—2260.
130. L e b l e u  B., M a r b a i x  G., T e m m e r m a n  J., B u r n y  A.,  C h a n t r e n -  

n e H., (1971), Eur. J. Biochem., 19, 264— 269.
131. B l o b e l  G., (1972), Biochem. Biophys. Res. Commun., 47, 88—95.
132. W i l l i a m s o n  R., (1973), FEBS Letters ,  37, 1—6.
133. S p i r i n A. S., (1972), w  The M echanism  of Protein Synthesis and its R egula

tion, red. L. Bosch, str. 515—531. N orth-H olland Publishing Comp. Am sterdam , 
London.

134. J a c h y m c z y k  W., (1975), Post. Biochem., 21, 119— 147.
135. S p i r i n  A. S., (1969), Eur. J. Biochem.,  10, 20—35.
136. J a c o b s - L o r e n a  M.,  B a g l i o n i  C., (1972), Proc. Nat. Acad. Sei. U.S.A.,

69, 1425— 1428.
137. G a n d e r  E. S., S t e w a r t  A.  G., M o r e l  C., S c h  e r  r e r  K., (1973), Eur. 

J. Biochem.,  38, 443—452.
138. K u m a r A., L i n d b e r g U., (1972), Proc. Nat. Acad. Sei. U.S.A., 69, 681—685.
139. K u m a r  A.,  P e d e r s o n  T., (1975), J. Mol. Biol., 96, 353—365.
140. L i a u t a r d  J. P.,  S e t y o n o  B.,  S p i n d l e r  E., K ö h l e r  K., (1976), 

Biochim. Biophys. Acta,  425, 373—383.
141. B a r r i e u x  A. ,  I n g r a h a m  H.  A.,  D a v i d  D.  N.,  R o s e n  f e i  d M. G.,

(1975), Biochemistry, 14, 1815— 1821.
142. B r y a n  R. N.,  H a y a s h i  M., (1973), Nature, N ew  Biology,  244, 271—274.
143. C h e n  J. H.,  L a v e r s  G. C., S p e c t o r  A., (1976), Biochim. Biophys. Acta,  

418, 39—51.
144. B a g l i o n i  C., (1974), Ann. N.Y. Acad. Sei., 241, 183— 190.
145. B l o b e l  G., (1973), Proc. Nat. Acad. Sei. U.S.A., 70, 924—938.
146. K w a n  S., B r a w e r m a n  G., (1972), Proc. Nat. Acad. Sei. U.S.A., 69, 3247— 

3250.

147. B a l t i m o r e  D.,  H u a n g  A. S., (1970), J. Mol. Biol., 47, 263— 273.
148. C a s  h i  o n  L. M., S t a n l e y  W. M. Jr., (1974), Proc. Nat. Acad. Sei. U.S.A.,

71, 436—440.
149. I I  a n  J., I l a n .  J., (1973), Nature, N e w  Biology, 241, 176— 180.
150. H e l l e r  m a n  J. G.,  S h  a f  r i t z  D. A., (1975), Proc. Nat. Acad. Sei. U.S.A.,

72, 1021— 1025.

151. F r e i e n s t e i n  C., B l o b e l  G., (1974), Proc. Nat. Acad. Sei. U.S.A., 71, 3435— 
3439.

152. R a f f  R. A.,  C o l o t  H.  V., S e l v i g  S. E., G r o s s  P. R., (1972), Nature,
235, 211—214.

http://rcin.org.pl



[35] IN IC JA C JA  T R A N S L A C JI m R N A 55

153. G r o s s  P. R., (1967), Curr. Topics in Dev. Biol., red. Moscona A., Monroy A.,
2, str. 1— 14, A cadem ic Press, N ew  York and London.

154. G r o s s  K.  W.,  R u d e r m a n  J., J a c o b s - L o r e n a  M.,  B a g l i o n i  C., 
G r o s s  P. R., (1973), Nature, N ew  Biology,  241, 272—274.

155. S c h ü t z  G. A.,  C h e n .  D.,  K a t c h a l s k i  E., (1972), J. Mol. Biol. 66, 379—  
390.

156. H e n d r i c k  D.,  S c h w a r z  W.,  P i t z e l  S., T i e d e m a n n  H., (1974), 
Biochim. Biophys. Acta,  340, 278— 284.

157. C a s k e y  C. T., R e d f i e l d  B., W e i s s b a c h  H., (1967), Arch. Biochem.  
Biophys., 120, 119— 123.

158. H o u s m a n  D.,  J a c o b s - L o r e n a  D.,  R a j B h a n d a r y  U.  L., L o d i s h
H. F., (1970), Nature,  227, 913—918.

159. R a j B h a n d a r y  U.  L., G h o s h  H. P., (1969), J. Biol. Chem.,  244, 1104— 1113.
160. T a k e i s h i  K. ,  U k i t a  T., N i s h i m u r a  S., (1968), J. Biol. Chem., 243, 

5761—5769.
161. S m i t h  A.  E., M a r c k e r  K. A., (1970), Nature,  226, 607—610.
162. B r o w n  J. C., S m i t h  A. E., (1970), Nature,  226, 610—613.
163. G u p t a  N.  K.,  C h a 11 e r j e e N.  K.,  B o s e  K.  K.,  B h a d u r i S., C h u n g  A., 

(1970), J. Mol. Biol., 54, 145— 154.
164. L e i s  J. P.,  K e l l e r  E. B., (1970), Biochem. Biophys. Res. Commun.,  40, 416—  

421.
165. G h o s h  K.,  G r i s h k o  A.,  G h o s h  H. P., (1971), Biochem. Biophys. Res. 

Commun.,  42, 462—468.
166. M e r r i c k  W.  C., D u r e  L. S. I l l ,  (1971), Proc. Nat. Acad. Sci. U.S.A.,  68, 

641—645.
167. R i c h t e r  D.,  L i p m a n n  F., T a r r a g o  A.,  A l l e n d e  J. E., (1971), Proc. 

Nat. Acad. Sci. U.S.A., 68, 1805— 1809.
168. Y a r w o o d  A.,  B o u l t e r  D.,  Y a r w o o d  J. N., (1971), Biochem. Biophys.  

Res. Commun.,  44, 353—361.
169. Z a s l o f f  M.,  O c h o a  S., (1971), Proc. Nat. Acad. Sci. U.S.A., 68, 3059—3063.
170. E l s  o n  N. A., A d a m s  S. L., M e r r i c k  W. C. ,  S a f e r  B., A n d e r s o n  

W. F., (1975), J. Biol. Chem.,  250, 3074— 3079.
171. S t r o u s  G.  J. A.  M.,  B o  l i e n  Th., B l o e m e n d a l  H., (1974), Mol. Biol. 

Rep.,  1, 471—475.
172. M o r r i s o n  T., S t a m p f e r  M.,  B a l t i m o r e  D.,  L o d i s h  H. F., (1974), 

J. Virol., 13, 62—72.
173. S i m s e k  M.,  R a j B h a n d a r y  U. L., (1972), Biochem. Biophys. Res. 

Commun.,  49, 508—511.
174. P i p e r  P.  W. ,  C l a r k  B. F. C., (1974), Nature,  274, 516—518.
175. S i m s e k  M.,  R a j B h a n d a r y ,  U.  L.,  B o i s n a r d  M.,  P e t r i s s a n t  G.,

(1974), Nature,  247, 518—521.
176. G i l l u m  A.,  U r q u h a r t  N.,  S m i t h  M.,  R a j B h a n d a r y  U. L., (1975), 

Cell, 2, 85—95.
177. C ytow ane w  pozycji 186.
178. G h o s h  K., G h o s h  H.  P., S i m s e k  M.,  R a j B h a n d a r y  U. L., (1974), 

J. Biol. Chem., 249, 4720—4729.
179. S i m s e k  M.,  Z i e g e n m e y e r  J., H e c k m a n  J., R a j B h a n d a r y  U. L., 

(1973), Proc. Nat. Acad. Sci. U.S.A., 70, 1041— 1045.
180. P e t r i s s a n t  G., (1974), Proc. Nat. Acad. Sci. U.S.A., 70, 1046— 1049.
181. P i p e r  P.  W. ,  C l a r k  B. F. C., (1973), FEBS Letters,  30, 265—267.
182. S i m s e k  M.,  P e t r i s s a n t  G., R a j B h a n d a r y  U. L., (1973), Proc. Nat.  

Acad. Sci. U.S.A.,  70, 2600—2604.

http://rcin.org.pl



56 W. FILIPO W ICZ [36]

183. R i c h  A.,  R a j  B h a n  d a r y  U. L., (1976), Ann. Rev. Biochem.,  45, 805—860.
184. D u b e  S. K., M a r k e r  K.  A. ,  C l a r k  B.  F. C., C o r y  S., (1968), Nature,

218, 232—234.
185. E c a r o t  B.,  C e d e r g r e n  R. J., (1974), Biochem. Biophys. Res. Commun.,

59, 400—405.
186. W a l k e r  R. T., R a j B h a n d a r y  U. L., (1975), Nucleic Acids Res., 2, 61—78.
187. S t a n l e y  W. M. Jr., (1972), Anal. Biochem., 48, 202—216.
188. M i l l e r  R. L., S c h w  e e t R., (1968), Arch. Biochem. Biophys.,  125, 632—646.
189. F i l i p o w i c z  W.,  S i e r r a  J. M., N o m b e l a  C., O c h o a  S., M e r r i c k  

, W. C., A n d e r s o n W. F., (1976). Proc. Nat. Acad. Sei U.S.A., 73, 44—48.
190. M e r r i c k  W.  C., A n d e r s o n  W. F., (1975), J. Biol. Chem., 250, 1197— 1206.
191. S a f e r  B., A n d e r s o n  W.  F., M e r r i c k  W. C., (1975), J. Biol. Chem.,  250, 

9067—9075.
192. M e r r i c k  W .C ., K e m p e r  W.  M.,  A n d e r s o n  W. F., (1975), J. Biol. Chem.,

250, 5556—5562.
193. S a f e r  B., A d a m s  S. L., K e m p e r  W.  M.,  B e r r y  K.  W.,  L l o y d  M.,  

M e r r i c k  W. C., (1976), Proc. Nat. Acad. S e i . 'U.S.A., 73, 2584—2588.
194. S c h r e i e r  M. H., S t a e h e 1 i n T., (1973), Nature, N ew  Biology, 242, 35—38.
195. Z a s l o f f  M.,  O c h o a  S., (1973), J. Mol. Biol., 73, 65—76.
196. A d a m s  S.  L., S a f e r  B.,  A n d e r s o n  W.  F., M e r r i c k  W. C., (1975), 

J. Biol. Chem.,  250, 9083—9089.
197. N o m b e l a  C., N o m b e l a  N.  A.,  O c h o a  S., M e r i c k  W.  C., A n d e r 

s o n  W. F., (1975), Biochem. Biophys. Res. Commun.,  63, 409—416.
198. N o m b e l a  C., N o m b e l a  N.  A.,  O c h o a  S., S a f e r  B.,  A n d e r s o n  W.  

F., M e r r i c k  W. C., (1976), Proc. Nat. Acad. Sei. U.S.A., 73, 298—301.
199. G ą s i o r  E., R a  o P., M o l d a v e  K., (1971), Biochim. Biophys. Acta ,  254, 

331—340.
200. G ą s i o r  E., M o l d a v e  K., (1972), J. Mol. Biol., 66, 391— 402.
201. M c C u i s t o n  J., P a r k e r  R., M o l d a v e  K., (1976), Arch. Biochem.  

Biophys.,  172, 387—398.
202. L e a d e r  D. P., W o o l  I. G., (1972), Biochim. Biophys. Res. Commun.,  262, 

360— 370.
203. P i c c i a n o  D. J., P r i c h a r d  P. M.,  M e r r i c k  W.  C., S h a f r i t z  D.  A.,  

G r a f  H.,  C r y s t a l  R. G., A n d e r s o n  W. F., (1973), J. Biol. Chem.,  248, 
204—214.

204. E i c h  F., D r e w s  J., (1974), Biochim. Biophys. Acta, 340, 334—338.
205. S h a f r i t z  D. A.,  A n d e r s o n  W. F., (1970), Nature,  227, 918—920.
206. C i m a d e v i l l a  J. M. ,  H a r d e s t y  B., (1975), J. Biol. Chem.,  250, 4389—4397.
207. T o r a n o  A.,  S a n d o v a l  A.,  S a n j o s e  C., H e r e d i a  C. F., (1972), FEBS  

Letters,  22, 11— 14.

208. N o m b e l a  C., N o m b e l a  N.  A.,  O c h o a  S., (1974), w  Lipm ann Sym posium , 
red. Richter D., str. 435—442, W alter de Gruyter, Berlin.

209. G u p t a  N.  K.,  W o o d 1 e y C. L., C h e n  Y. C., B o s e  K. K., (1973), J. Biol . 
Chem.,  248, 4500—4511.

210. C a s h  i o  n L.  M.,  S t a n l e y  W. M., Jr., (1974), Proc. Nat. Acad. Sei. U.S.A.,
71, 436—440.

211. S u z u k i  H.,  G o l d b e r g  I. H., (1974), Proc. Nat. Acad. Sei. U.S.A., 71, 4259— 
4263.

212. L e v i n  D. H. ,  K y n e r  D., A c s  G., (1973), J. Biol. Chem.,  248, 6416—6425.
213. G r u m m t  F., (1974), Eur. J. Biochem.,  43, 337— 342.
214. K e m p e r  W.  M., B e r r y  K.  W.,  M e r r i c k  W. C., (1976), J. Biol. Chem.,

251, 5551—5557.

http://rcin.org.pl



[37] IN IC JA C JA  T R A N S L A C JI m R N A 57

215. G u p t a  N.  K.,  C h a t t e r j e e  B., C h e n  Y. C., M a j u m d a r  A., (1975), 
J. Biol. Chem.,  250, 853—862.

216. D e t t m a n  G. L., S t a n l e y  W. M. Jr., (1972), Biochim. Biophys. Acta,  287, 
124— 133.

217. L e v i n  D.  H.,  K y n e r  D., A c s  G., (1973), Proc. Nat. Acad. Sei. U.S.A., 70, 
41—45.

218. T r e a d w e l l  B.  Y., R o b i n s o n  W. G., (1975), Biochem. Biophys. Res. 
Commun.,  65, 176— 183.

219. R a n u  R. S., W o o l  I. G., (1975), Nature, 257, 616—618.
220. S a f e r  B., A d a m s  S. L., A n d e r s o n  W.  F., M e r r i c k  W. C., (1975), 

J. Biol. Chem.,  250, 9076—9082.
221. W a l t o n  G. M., G i l l  G. N., (1975), Biochim. Biophys. Acta, 390, 231—245.
222. F i l i p o w i c z  W.,  S i e r r a  J. M.,  O c h o a  S., w yniki n ie opublikowane.
223. S t r y c h a r z  W.  A. ,  R a n k i  M.,  D a h l  H-H. M., (1974), Eur. J. Biochem

48, 303—310.
224. P r i c h a r d  P. M. ,  A n d e r s o n  W. F., (1974), M ethods in Enzym ology red. 

M oldave K., Grossman L., t. 30, str. 136— 141. A cadem ic Press, N ew  York.
225. H e y  w o o d  S. M.,  K e n n e d y  D. S . ,  B e s t e r  A. J., (1974), Proc. Nat. Acad.  

Sei. U.S.A., 71, 2428—2431.
226. T h o m p s o n  W.  C., B u z a s h  E. A.,  H e y  w o o d  S. M., (1973), Biochem istry ,

12, 4559—4565.
227. H e y  w o o d  S. M., (1970), Proc. Nat. Acad. Sei. U.S.A., 67, 1782— 1788.
228. 1 1 a n J., I l a n  J., (1971), Dev. Biol., 25, 280—292.
229. N u d e l  U.,  L e b l e u  B., R e v e l  M., (1973), Proc. Nat. Acad. Sei. U.S.A.,

70, 2139—2144.
230. W i g l e  D. T., S m i t h  A. E., (1973), Nature, N ew  Biology, 242, 136— 140.
231. S t a v n e z e r  J., H u a n g  R. C., (1971), Nature, N ew  Biology,  230, 172—176.
232. P e m b e r t o n  R. E., H o u s m a n  D.,  L o d i s h  H. ,  B a g l i o n i  C., (1972), 

Nature, N ew  Biology,  235, 99— 103.
233. M a t h e w s  M.  B., O s b o r n  M. ,  B e r n s  A.  J. M.,  B l o e m e n d a l  H., 

(1972), Nature, N ew  Biology, 236, 5—7.
234. B e r n s  A.  J. M.,  S t r o u s  G. J. A.  M.,  B l o e m e n d a l  H., (1972), N ature,  

N ew  Biology, 236, 7—9.
235. M a t h e w s  M.  B.,  P r a g n e l l  I. B. ,  O s b o r n  M.,  A r n s t e i n  H. R. V., 

(1972), Biochim. Biophys. Acta, 287, 113— 123.
236. R h o a d s  R. E., M c K n i g h t G. S., S c h i m k e R. T., (1972), J. Biol. Chem.,  

246, 7407—7410.
237. G u r d o n  J. B.,  L a n e  C. D.,  W o o d l a n d  H.  R., M a r b a i x  G., (1971), 

Nature,  233, 177— 182.
238. B e r n s  A.  J. M. ,  v a n  K r a a i k a m p  M.,  B l o e m e n d a l  H. ,  L a n e  C. D .,

(1972), Proc. Natl. Acad. Sei. U.S.A., 69, 1606— 1609.
239. W i g l e  D. T., (1973), Eur. J. Biochem.,  35, 11— 17.
240. M a r c u s  A., (1970), J. Biol. Chem., 245, 955—961.
241. M a r c u s  A., (1970), J. Biol. Chem., 245, 962—966.
242. S h  a f  r i t z  D.  A.,  W e i n s t e i n  J. A. ,  S a f e r  B.,  M e r r i c k  W.  C.,  

H i c k e y  E. D.,  B a g l i o n i  C., (1976), Nature,  261, 291—294.
243. D a r n b r o u g h  C., L e g o n  S., H u n t  T., J a c k s o n  R. J., (1973), J. Mol. 

Biol., 76, 379—403.
244. N o l l  M.,  N o l l  H., (1972), Nature, N ew  Biology, 238, 225—228.
245. N o l l  M.,  N o l l  H., (1974), J. Mol. Biol., 89, 477—494.
246. J a y G., K a e m p f e r  R., (1974), Proc. Nat. Acad. Sei. U.S.A.,  71, 3199—3203.

http://rcin.org.pl



58 W. FILIPO W IC Z [38]

247. R u  d l  a n d  P. S., W h y  b r o w  W.  A.,  C l a r k  B. F. C., (1971), Nature, N ew  
Biology,  231, 76—78.

248. L o c k w o o d  A.,  C h a k r a b o r t y  P.  R., M a i t r a  U., (1971), Proc. Nat. 
Acad. Sei. U.S.A.,  68, 3122—3126.

249. G r o n  e r  Y., R e v e l  M., (1973), J. Mol. Biol., 84, 407—410.
250. M a j u m d a r  A.,  B o s e  K.  K.,  G u p t a  N.  K.,  W a h b a  A. J., (1976), J. Biol. 

Chem.,  251, 137— 140.
251. d e  K l o  e t  S. R., A n d r e  a n  B. A. G., (1976), Biochim. Biophys. Acta, 425, 

401—408.
252. L o d i s h H. F., (1970), J. Mol. Biol., 50, 689—702.
253. L o d i s h  H. F., (1971), J. Mol. Biol., 56, 627—632.
254. F i l i p o w i c z  W. ,  W o d n a r - F i l i p o w i c z  A.,  Z a g ó r s k a  L., S z a f 

r a ń s k i  P., (1972), Biochem. Biophys. Res. Commun.,  49, 1272— 1279.
255. H i n d l e y  J., (1973), Prog. Biophys. Mol. Biol., 26, 269—320.
256. S t e i t z  J. A.,  J a k e s  K., (1975), Proc. Nat. Acad. Sei. U.S.A., 72, 4734—4738.
257. S t e i t z  J. A., (1969), Nature,  224, 957—963.
258. S h i n e  J., D a l g a r n o  L., (1974), Proc. Nat. Acad. Sei. U.S.A., 71, 1342— 1346.
259. S h i n e  J., D a l g a r n o  L., (1975), Nature, 254, 34—38.
260. B o t h  G.  W.,  B a n e r j e e A.  K.,  S h a t k i n  A. J., (1975), Proc. Nat. Acad.  

Sei. U.S.A.,  72, 1189— 1193.
261. R o s e  J. K.,  L o d i s h  H. F., (1976), Nature, 262, 32—37.
262. S h i h  D. S., D a s g u p t a  R., K a e s b e r g  P., (1976), J. Virology,  19, 637—642.
263. M u t h u k r i s h n a n  S., M o r g a n  M., B a n e r j e e  A.  K.,  S h a t k i n  A. J.,

(1976), doniesienie ustne.
264. B o t h  G. W. ,  F u r u i c h i  Y.,  M u t h u k r i s h n a n  S., S h a t k i n  A. J.,

(1975), Cell, 6, 185— 195.
265. K o z a k  M.,  S h a t k i n  A. J., (1976), J. Biol. Chem.,  251, 4259—4266.
266. H i c k e y  E. D.,  W e b e r  L. A., B a g 1 i o n i C., (1976), Proc. Nat. Acad. Sei. 

U.S.A.,  73, 19—23.
267. C a n a a n i D., R e v e l  M., G r o n e r Y., (1976), FEBS Letters ,  64, 326—331.
268. R o m a n  R., B r o o k e r J. E., S e a l  S. N.,  M a r c u s  A., (1976), Nature,  

260, 359—360.
269. B o t h  G. W.,  F u r u i c h i  Y.,  M u t h u k r i s h n a n  S., S h a t k i n  A. J.,

(1976), J. Mol. Biol., 104, 637—658.
270. W e i s s m a n n  C., B i l l e t e r  M.  A.,  G o o d m a n  H.  C., H i n d l e y  J.,  

W e b e r  H., (1973), Ann. Rev. Biochem.,  42, 303—328.
271. S h i n e  J., D a l g a r n o  L., (1974), Biochem. J., 141, 609—615.
272. E 1 a d a r i M. E., G a 1 i b e r t F., (1975), Eur. J. Biochem.,  55, 247—255.
273. S i e r r a  J. M.,  O c h o a S., S h a t k i n  A. J., doniesienie ustne.
274. P i e c z e n i k G., M o d el P., R o b e r t s o n  H. G., (1974), J. Mol. Biol., 90, 

191—214.
275. H u n t e r  T. R., H u n t  T., K n o w l a n d  J., Z i m m e r n  D., (1976), Nature,  

260, 759—764.
276. S h i h  D.  S., L a n e  L. C., K a e s b e r g  P., (1972), J. Mol. Biol., 64, 353— 362.
277. S h i h  D.  S., K a e s b e r g  P., (1973), Proc. Nat. Acad. Sei. U.S.A., 70, 1799— 1803.
278. S i m m o n s  D.  T., S t r a u s s  J. H., (1974), J. Mol. Biol., 86, 397— 409.
279. C 1 e g g J. C. S., K e n n e d y  S. I. T., (1975), Eur. J. Biochem.,  53, 175— 183.
280. L a c h m i B. E., K a a r i a i n e n L., (1976), Proc. Nat. Acad. Sei. U.S.A., 73, 

1936— 1940.
281. K n o w l a n d  J., (1974), Genetics,  78, 383—394.
282. C a n c e d d a  R., V i l l a - K o m a r o f f  L., L o d i s h  H.  F., S c h l e s i n g e r  

M., (1975), Cell, 6, 215—222.

http://rcin.org.pl



[39] IN IC JA C JA  T R A N S L A C JI m R N A 59

283. A v i v  H. ,  B o i  m e  I., L o y d  B., L e d e r  P., (1972), Science,  178, 1293— 1295.
284. S c h r e i r e r  M.  H.,  S t a e h e l i n  T., G e s t e l a n d  R. F., S p a h r  P. F.,

(1973), J. Mol. Biol., 75, 575—578.
285. M o r r i s o n  T. G., L o d i s h H. F., (1973), Proc. Nat. Acad. Sci. U.S.A., 70, 

315—319.
286. L o d i s h  H. F., (1974), Nature,  251, 385—388.
287. L o d i s h  H. F., (1971), J. Biol. Chem.,  246, 7131—7138.
288. T e m p l e  G., L o d i s h  H. F., (1975), Biochem. Biophys. Res. Commun.,  63, 

971—979.
289. L o d i s h  H. F., D e s a 1 u O., (1973), J. Biol. Chem.,  248, 3520— 3527.
290. B o t h  G. W.,  L a v i  S., S h a t k i n  A. J., (1975), Cell,  4, 173— 180.
291. M c D o w e l l  M.,  V i l l a - K o m a r o f f  L., J o k l i k  W.,  L o d i s h  H. F.,

(1972), Proc. Nat. Acad. Sci. U.S.A., 69, 2649—2653.
292. N u s s  D.  L., O p p e r m a n n  H.,  K o c h  G., (1975), Proc. Nat. Acad. Sci. 

U.S.A., 72, 1258— 1262.
293. N u s s D. L., K o c h G., (1976), J. Mol. Biol. 102, 601—612.
294. N u s s  D. L., K o c h  G., (1976), J. Virol., 19, 572—578.
295. B o g d a n o v s k y  D.,  H e r m a n n  W., S c h a p i r a G., (1973), Biochem.  

Biophys. Res. Commun.,  54, 25—32.
296. H e y  w o o d  S. M.,  K e n n e d y  D.  S., B e s t e r  A. J., (1974), Proc. Nat. Acad. 

Sci. U.S.A., 71, 2428—2431.
297. K e n n e d y  D. S., B e s t e r  A.  J., H e y w o o d  S. M., (1974), Biochem. Biophys. 

Res. Commun.,  61, 365—373.
298. B e r n s  A. ,  S a l d e n  M.,  B o g d a n o v s k y  D., R a y m o n d j e a n  M.,  

S c h a p i r a  G., B l o e m e n d a l  H., (1975), Proc. Nat. Acad. Sci. U.S.A., 72, 
714—718.

299. L e e - H u a n g  S., S i e r r a  J. M.,  N a r a n j o  R., F i l i p o w i c z  W., O c h o a S.,
(1976), Arch. Biochem. Biophys., (w  druku).

http://rcin.org.pl



http://rcin.org.pl



Post.  Blochem.,  23, 61—80, (1977)

KATARZYNA GONTA-GRABIEC *

Rola poliprenoli w przenoszeniu reszt cukrowych  

The Role of Polyprenols in Sugar Moiety Transfer
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III. Udział poliprenoli w  biosyntezie zw ierzęcych glikanów
IV. U dział poliprenoli w  biosyntezie glikanów  u grzybów  i roślin  

IV-1. Biosynteza m annoproteidów  u drożdży
IV-2. B iosynteza m annanu u Aspergillus niger 
IV-3. B iosynteza roślinnych glikanów

Zagadnienia budowy, rozmieszczenia, biosyntezy i częściowo funkcji 
poliprenoli omówiono w Postępach Biochemii w 1971 r. (1), dla przypom
nienia podano niżej krótką charakterystykę poliprenoli.

Poliprenole są jednowodorotlenowymi alkoholami z węglowym szkie
letem zbudowanym z połączonych reszt izoprenoidowych, których liczba 
waha się od 5 do 24 zależnie od pochodzenia danego poliprenolu. Poszcze
gólne związki różnią się między sobą liczbą wiązań podwójnych i ich kon
figuracją. Na ogół poliprenole występujące w organizmach żywych należą 
do jednej z dwóch grup: całkowicie irans-poliprenoli i cis, trans-polipre
noli (1).

*) Mgr, Instytut B iochem ii, U n iw ersytet W arszaw ski, al. Żw irki i W igury 9 3 ,

02-089 W arszawa.
W ykaz stosow anych skrótów: GDP — guanozynodw ufosforan; CMP — cytydyno- 

m onofosforan; CDP — cytydynodw ufosforan; TDP — tym idynodw ufosforan; UM P'— 
urydynom onofosforan; UDP — urydynodw ufosforan; P — reszta fosforanowa; 
H 2N -G lu — glutam ina; N AcG lc — N -acetyloglukozoam ina; NAcM ur — kw as N -acety -  
lom uram inow y; GlcUA — kw as glukuronow y; Gal — galaktoza; Ram — ramnoza; 
Man — m annoza; A be — a b e k w o z a  ( 3 , 6 - d w u d e z o k s y - D - g a l a k t o z a ) .
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62 K. G O N T A -G R A B IE C 12]

W ciągu ostatnich kilku lat wzrosło zainteresowanie rolą poliprenoli 
i ich pochodnych w biosyntezie polisacharydów i glikopeptydów, składni
ków błon i ścian komórkowych.

I. Udział poliprenoli w biosyntezie składników ścian bakteryjnych 

1-1. Budowa ściany bakteryjnej.

Podstawową strukturą ściany komórki bakteryjnej jest peptydoglikan 
zwany mureiną. Peptydoglikan jest heteropolimerem złożonym z łańcu
chów, w których N-acetyloglukozamina i kwas N-acetylomuraminowy łą
czy się na przemian wiązaniem (3-1,4-glikozydowym. Takie proste, nieroz- 
gałęzione łańcuchy tworzą rdzeń mureiny. Reszty kwasu N-acetylomura- 
minowego łączą się z aminokwasami łańcuchów peptydowych wiązaniem 
amidowym. W skład łańcuchów peptydowych mureiny wchodzą następu
jące aminokwasy: L-alanina, kwas D-glutaminowy, kwas mezodwuamino- 
pimelinowy, L-lizyna oraz D-alanina. Kwasy dwuaminowe: kwas mezo- 
dwuaminopimelinowy i L-lizyna odgrywają ważną rolę w tworzeniu sieci 
między cząsteczkowe j.

Tabela 1.
Podstawowe substancje występujące w ścianach bakterii gramdodatnich 

i gramujemnych (3)

Składniki ściany bakteryjnej
Bakterie

Gramdodatnie Gramujemne

G1 ukozami nope ptydy + +
Polisacharydy + +
Oligosacharydy + -
Kwasy tejchowe + -
Kwasy tejchouronowe + -
Glikolipidy i śluzy + -
Białka — +
Lipidy - +
Lipopolisacharydy - +
Lipoproteidy - +

Druga grupa aminowa tych aminokwasów może łączyć się z końcową 
grupą karboksylową sąsiadujących łańcuchów peptydowych. Dzięki temu 
dwa heteropolimeryczne łańcuchy występujących na przemian N-acetylo- 
glukozaminy i kwasu N-acetylomuraminowego połączone są wiązaniami 
peptydowymi. W ten sposób powstaje olbrzymia, workowata cząsteczka — 
woreczek mureinowy. Woreczek ten pełni funkcję szkieletu podporowego 
ściany komórkowej. Bakterie gramdodatnie różnią się od gramujemnych 
zarówno budową szkieletu podporowego jak i występowaniem substancji 
dodatkowych na powierzchni ściany komórkowej (2). W tabeli 1 podano
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substancje występujące w ścianach bakterii gramdodatnich i gramujem- 
nych.

Na szczególną uwagę zasługuje fakt, że w ścianie komórkowej bakterii 
występują substancje nie spotykane w materiale zwierzęcym i roślinnym.

Z dotychczasowych prac wynika, że w biosyntezie przynajmniej sześ
ciu różnych glikanów ściany bakteryjnej występują produkty pośrednie 
połączone z lipidem (4). W większości przypadków, bezpośrednia analiza 
chemiczna wykazała, że lipidem tym jest fosforan undekaprenolu. Unde- 
kaprenol, wyizolowany z komórek bakteryjnych jest poliprenolem zawie
rającym dwa wiązania podwójne o konfiguracji trans. W bakteriach wy
stępują również niewielkie ilości di-trcms-poZi-cis-prenoli o długości łań
cucha odpowiadającej 10 i 12 jednostkom izoprenylowym (1, 4).

1-2. B iosynteza polim annanu.

Polimannan, składnik ścian bakteryjnych, jest rozgałęzionym polisa
charydem zbudowanym z reszt mannozy połączonych wiązaniami glikozy- 
dowymi 1—2, 1—3 i 1—6.

L e n n a r z  i wsp. (5, 6, 7) badając biosyntezę polimannanu u Micro- 
coccus lysodeikticus, otrzymali po inkubacji preparatu ściany bakteryjnej 
i endogennych lipidów, otrzymanego z tego mikroorganizmu z GDP 
(14C)mannozą oprócz (14C)polimannanu również (14C)mannolipid. Na pod
stawie wyników spektroskopii masowej i widma NMR stwierdzono, że 
część lipidowa mannolipidu jest di-trans-polż-cźs-prenolem-11 (undekapre-

Ryc. 1. B iosynteza polim annanu u M. lysodeikticus  (7).

nol) z niewielkimi domieszkami poliprenolu-10 (4°/o) i poliprenolu-12 (6°/o). 
Inkubacja preparatu z undekaprenylo(32P)monofosforanem prowadzi do 
utworzenia undekaprenylo(32P)monofosfomannozy. Na podstawie powyż
szych danych zaproponowano następujący schemat biosyntezy polimanna
nu u M. lysodeikticus (Ryc. 1):

Ustalono, że undekaprenylomonofosfomannoza występuje jako produkt 
pośredni jedynie w biosyntezie polimannanu ponieważ nie stwierdzono jej 
występowania w biosyntezie dwumannozylodwuglicerydu i oligomanno- 
zydów występujących również u M. lysodeikticus. (4). Wykazano, że do
łączanie reszt mannozylowych do nieredukującego końca powstającego 
mannanu zachodzi podobnie jak w syntezie glikogenu i skrobi (8), a od
wrotnie niż w syntezie O-antygenu, (porównaj rozdział 1-4.) gdzie jed
nostki cukrowe są dołączane do redukującego końca łańcucha cukrowego.

u n d e k a p re n o l -  P I m a n n o za ]

GDP ' ndekaprenol-P - mannoza I m annoza  I n
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1-3. B iosynteza peptydoglikanu.

S t r o m i n g e r  i wsp. (9—17) przeprowadzili liczne badania nad bio
syntezą peptydoglikanu u Staphylococcus aureus, M. lysodeikticus i Lac
tobacillus viridescens. Badania te w pełni potwierdziły udział undekapre- 
nolu w biosyntezie peptydoglikanu u wymienionych wyżej mikroorganiz
mów. Na rycinie 2 przedstawiono postulowany przez autorów mechanizm 
biosyntezy peptydoglikanu u S. aureus.

UDP
UDP

ATP

lipid C l icy lo - t -  RNA

NAcGlc- NAcMur-NAcGIc-akceptor

Ala NAcMurI I
NHy-Glu Ala

1 1 I Gly Ic-Lys  
3 I 

Ala-

N Ac Gic - NA cMur-NA cGIc-akceptor

NH0-Glu ć i

Ala

- iG lyL -Lys  ° i 
Ala

/ Gly L

AlaI
N H j-G lu  

2 I 
/ Gly L -  Lys ° I 

Ala  I
Ala

NA cMur I
AlaI

NH0-Glu 2 I 
/G ly I -Lys  

5 I 
Ala

I Gly l5 -

NAcGIc- akceptor

NAcMur I
Ala

NHj- Glu 
* I 

I Gly I -Lys  
0 i 

Ala

/ ¿ i y l 5 -

l ipid = undekaprenol 
Ryc. 2. B iosynteza peptydoglikanu S. aureus  (4; 16).
Natura chem iczna akceptora biorącego udział w  b iosyntezie peptydoglikanu nie została 
jeszcze w yjaśniona.
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Po początkowym przeniesieniu fosforanu N-acetylomuramylopenta- 
peptydu z nukleotydowego donora na undekaprenylomonofosforan (etap a) 
powstaje glikozydowe wiązanie (31-4 (etap b) między kwasem N-acetylo- 
muraminowym a N-acetyloglukozaminą. Modyfikacja łańcucha peptydo- 
wego (etap c) zachodzi przed powstaniem drugiego wiązania glikozydowe- 
go (31-4 (etap d) i uwolnieniem undekaprenylodwufosforanu (17, 18). Mo
dyfikacja ta polega na przekształceniu kwasu glutaminowego w glutaminę 
oraz na dołączeniu do £-aminowej grupy lizyny kolejno pięciu reszt glicy
ny. W etapie e następuje utworzenie pentaglicylowego mostka pomiędzy 
alaniną a lizyną sąsiednich łańcuchów z odłączeniem reszty alanylowej 
(19). Undekaprenylodwufosforan uwolniony w etapie d jest defosforylo- 
wany (etap f) i może wejść ponownie w cykl biosyntetyczny. Do tej pory 
nie stwierdzono czy z udziałem prenylofosforanu zachodzi również synteza 
inicjującego łańcucha N-acetylomuraminopentapeptydowego. Badania izo
topowe z zastosowaniem radioaktywnego fosforanu wykazały, że nadmiar 
UDP nie wpływa na kierunek reakcji etapu a, natomiast po dodaniu nad
miaru UMP do mieszaniny inkubacyjnej reakcja ta przebiega w przeciw
nym kierunku (20, 21). Sugeruje to dwufosforanowe połączenie mię
dzy undekaprenolem a N-acetylomuraminopentapeptydem. Za takim po
łączeniem przemawia również antybiotyczna aktywność bacytracyny (16, 
22). Związek ten hamuje biosyntezę peptydoglikanu i prawdopodobnie 
innych polimerów ściany bakteryjnej. Inhibicja polega na tym, że bacy- 
tracyna łączy się z dwufosforanem undekaprenolu, co powoduje zahamo
wanie etapu f. Antybiotyk ten łącząc się z dwufosforanami całkowicie 
trans poliprenoli hamuje również prenylację prekursorów ubichinonów 
w bezkomórkowych preparatach wątroby szczura i Rhodospirillum rubrum  
(23). Nawet krótkołańcuchowe poliprenylopirofosforany wystarczająco sil
nie wiążą się z bacytracyną aby powodować zahamowanie biosyntezy 
cholesterolu w preparatach z wątroby szczura (4).

1-4. B iosynteza determ inantów  O -antygenow ych.

Wykazano, że związki poliprenylowe biorą również udział w biosynte
zie determinantów O-antygenowych u Salmonella typhim urium  i S. ne- 
wington (24—34). Determinanty O-antygenu mieszczą się w polisachary
dowej części kompleksów lipopolisacharydowych, będących składnikami 
błon Salmonellae. O-antygenowy łańcuch S. typhim urium  składa się z roz
gałęzionych, czterocukrowych, powtarzających się jednostek, które łączą 
się z resztą glukozy lipopolisacharydowego rdzenia (Ryc. 3).

Na przykładzie S. typhim urium  przedstawiono kolejność reakcji pro
wadzących do syntezy O-antygenowego łańcucha (Ryc. 4). W pierwszym 
etape (a) biosyntezy następuje odwracalne przeniesienie galaktozylomono- 
fosforanu z UDP galaktozy na undekaprenylomonofosforan, z uwolnieniem 
UMP (24, 28). K a n e g a s a k i  i W r i g h t  (27) wykazali, przy zastoso-

5 Postępy Biochem ii
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waniu preparatów otoczki bakteryjnej S. anatum, że egzogenny galakto- 
zylodwufosfoundekaprenol służy jako akceptor ramnozy i mannozy (etap b 
i c). W przypadku S. typhimurium  następuje przyłączenie abekwozy do 
utworzonego trójcukru połączonego z undekaprenolem. Podczas etapu d 
zachodzi polimeryzacja, która polega na przeniesieniu wcześniej utworzo
nej jednostki cukrowej z undekaprenylodwufosforanu na końcową resztę

oC-abekwoza

I 1 ,3Lt-()-mannoza-1,L-<i-ramnoza-\3-£-galaktoza-1 - \lipopolis acharydj

Determinant antygenowy Rdzeń Hpopolisacharydowy
Ryc. 3. Budowa lipopolisacharydow ego antygenu S. typ h im u r iu m  (35).

Igi

UDP-Gal + P-undekaprenol
lal

Cal-P- P-undekaprenol
------ TDP- Ram

TDP
Ram -Gal-P-P-undekaprenol

-------GDP- ManGDP- --------
Man -Ram - Gal-P-P- un dekaprenol 

------CDP-Abe
Abe I CDP_
Man-Ram-Gal-P-P-undekaprenol 

'^be
Man-Ram-Gal

P-P-undekaprenol 
^be
Man-Ram-Gal

Abe

Ibl

lei

Idl

lei
-P-P-undekaprenol 
n-1

-Man-Ram-Gal-P-P-undekaprenol 
n-1

■ P-P- undekaprenol-

/j\be
Man-Ram-Gal

-Rdzeń hpopolisacharydowy Ifl

- rdzeń Hpopolisacharydowy 
n

Ryc. 4. Schem at syntezy O -antygenow ego łańcucha u S. typ h im u r iu m  (36).

mannozy nowo utworzonego trójcukru (25, 30, 31). Ostatnim etapem w bio
syntezie O-antygenu jest przeniesienie utworzonych oligosacharydów na 
Hpopolisacharydowy rdzeń z jednoczesnym uwolnieniem dwufosforanu 
undekaprenolu. Regeneracja monofosforanu undekaprenolu zachodzi przez 
defosforylację jego dwufosforanu (etap g). Reakcję tę, podobnie jak to było 
w biosyntezie peptydoglikanu, hamuje bacytracyna (35).
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Podobny udział undekaprenolu stwierdzono w biosyntezie zmodyfiko
wanych łańcuchów O-antygenu u odmian A, B, Di, E Salmonellae (32, 33, 
37—39).

1-5. B iosynteza polisacharydów  otoczki bakteryjnej.

T r  o y i wsp. (40) wykazali udział związków poliprenylowych w bio
syntezie otoczkowego polisacharydu u Klebsiella (Aerobacter) aerogenes. 
Polisacharyd ten zbudowany jest z powtarzającego się trójcukru, galakto- 
zylomannozylogalaktozy, z odgałęzieniami kwasu glukuronowego:

Gal - Man - Cal

I
GIcUA J n

Wzór I. Polisacharyd otoczki K. aerogenes (40).

Autorzy ci zauważyli wzrost ilości(14C)galaktozy w fazie lipidowej 
w wyniku inkubacji frakcji otoczki komórkowej z UDP(14C)galaktozą w 
temperaturze 12°C. Na podstawie wyników spektroskopii masowej stw ier
dzono, że akceptorem lipidowym galaktozy jest fosforan undekaprenolu. 
Pierwszym etapem biosyntezy otoczkowego polisacharydu jest odwracalna 
reakcja, w wyniku której powstaje undekaprenylodwufosfogalaktoza, 
z którą kolejno łączą się mannoza i galaktoza. Przyłączenie kwasu gluku
ronowego musi nastąpić przed przyłączeniem kolejnej reszty galaktozy. 
Wyizolowanie z kompleksu lipidowego oktasacharydu, który składał się 
z dwóch czterocukrowych jednostek, było jednocześnie potwierdzeniem, 
że polimeryzacja zachodzi z udziałem fosforanu undekaprenolu. Do tej 
pory nie poznano natury endogennego akceptora dla spolimeryzowanego 
oligosacharydu.

Stwierdzono również występowanie lipidu chromatograficznie podob
nego do dwufosforanu undekaprenolu w biosyntezie polisacharydu otoczki 
K. aerogenes typu 8 (41).

1-6. B iosynteza kw asów  tejchow ych.

Ważną grupą polimerów występujących w błonach cytoplazmatycz- 
nych i ścianach komórkowych bakterii gramdodatnich są kwasy tejchowe.

D o u g l a s  i B a d d i l e y  (42) zauważyli u Staphylococcus lactis 13 
gromadzenie się kompleksu lipid-N-acetylo(14C)glukozamina podczas bio
syntezy kwasu tejchowego, który zbudowany jest z N-acetyloglukozaminy 
i glicerolu połączonych wiązaniem fosfodwuestrowym. Autorzy ci obser
wowano również przeniesienie aminocukru do kwasu tejchowego podczas 
inkubacji przemytego preparatu z CDP-glicerolem. Na podstawie prze
prowadzonych badań B a d d i l e y  i wsp. (43, 44) zaproponowali schemat 
biosyntezy kwasu tejchowego u S. lactis 13 (Ryc. 5).
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Lipid biorący udział w powyższej syntezie jak również w biosyntezie 
polimeru ściany bakteryjnej S. lactis 2102 (45, 46) nie został w pełni scha
rakteryzowany, ale wstępna analiza chemiczna sugeruje, że jest to unde- 
kaprenol (47).

UDP UMP

IGlicerol - P- NA cGIc - Plr Ryc. 5. Synteza kw asu tejcho- 
w ego u S. lactis  13 (44).

Jeszcze jednym dowodem przemawiającym za udziałem undekaprenolu 
w biosyntezie kwasów tejchowych są badania przeprowadzone przez 
W a t k i n s o n a  i wsp. (47), którzy wykazali współzawodnictwo między 
syntezą kwasów tejchowych a syntezą peptydoglikanu u S. lactis 13 
W przeprowadzonym doświadczeniu autorzy ci obserwowali włączanie 
w 83% substratu CDP(14C) glicerolu do kwasu tejcbowego. Wartość ta 
ulegała obniżeniu do 65% w warunkach, w których zachodziła równocześ
nie synteza peptydoglikanu. Warto podkreślić, że obydwie syntezy hamo
wała bacytracyna (47—49). Podobne współzawodnictwo tych dwóch bio
syntez obserwowano w bezkomórkowych preparatach Bacillus lichenifor- 
mis (48, 49).

II. Biosynteza celulozy u Acetobacter xylinum.

Celuloza nie występuje w ścianie komórkowej bakterii. Istnieją jednak
nieliczne bakterie (Acetobacter xylinum , Sarcina ventriculi) zdolne do syn
tezy celulozy, ale wytwarzają ją tylko pozakomórkowo jako składnik śluzu.
A. xylinum  wydziela celulozę do środowiska w postaci delikatnych włó- 
kienek które nadają mu skórzastą zwartość.
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C o o p e r  i M a n l e y  (51—53) przedstawili dane doświadczalne po
pierające wcześniejszą sugestię, dotyczącą występowania produktów po
średnich połączonych z lipidem w biosyntezie celulozy u A. xylinum  (50). 
Problem ten wymaga jednak dalszych, bardziej szczegółowych, badań.

III. Udział poliprenoli w biosyntezie zwierzęcych glikanów.

Z danych przytoczonych w poprzednim rozdziale wynika, że fosforany 
poliprenoli pełnią u bakterii zasadniczą rolę w przenoszeniu reszt cukro
wych z nukleotydowych donorów na wiele różnych akceptorów. Tymi 
akceptorami są na ogół połączone z błoną lub ścianą komórkową homopoli- 
sacharydy, glikolipidy i glikopeptydy. Ponieważ w organizmach zwierzę
cych występują glikany o podobnej strukturze oraz poliprenole przepro
wadzono badania dotyczące możliwości tworzenia pochodnych cukrowych 
fosforanów poliprenoli i ich funkcji w tkankach zwierzęcych (przede 
wszystkim ssaków). Z tkanek zwierzęcych wyizolowano poliprenole za
wierające od 17 do 21 jednostek prenylowych, które nazwano dolicholami. 
Należą one do grupy di-trans-poZi-cżs-prenoli z tym, że wiązanie w końco
wej reszcie prenylowej zawierającej grupę wodorotlenową jest uwodoro- 
wane (1, 4).

W 1969 roku C a c c a m i wsp. (54) zauważyli powstawanie lipidu po
łączonego z mannozą we frakcji gładkich błon retikulum endoplazmatycz- 
nego wątroby królika, katalizującej przeniesienie mannozy z GDPmanno- 
zy do glikoproteidu. Badania in vitro nad szybkością włączania mannozy 
wykazały, że przeniesienie (14C)mannozy z GDP(14C)mannozy do lipidu 
było szybsze niż przeniesienie do białka. Dodanie nieznakowanej GDP 
mannozy do mieszaniny inkubacyjnej powodowało spadek radioaktywności 
w (14C)mannolipidzie i jej wzrost w glikoproteidzie, sugerując tym samym 
występowanie lipidowego produktu pośredniego w biosyntezie glikopro
teidu. Stosunek heksozy do fosforanu w częściowo oczyszczonym lipidzie 
wahał się w granicach od 1 : 1 do 2 : 1. Chromatograficzne własności wyizo
lowanego lipidu były zbliżone do undekaprenylofosfomannozy. Tworzenie 
podobnego kompleksu lipidowego stwierdzono również w mikrosomalnych 
preparatach mózgu myszy (55).

W kilka lat później przeprowadzono bardziej szczegółowe badania nad 
przeniesieniem mannozy do mannolipidu i glikoproteidu w mikrosomal
nych preparatach wątroby świni (56). W wyniku inkubacji mikrosomalne- 
go preparatu z GDP(14C)mannozą otrzymano około 40°/o (14C)mannozy w 
mannolipidzie i około 3% (14C)mannozy w glikoproteidzie. Dodanie do mie
szaniny egzogennego fosforanu dolicholu powodowało podwojenie tych 
wartości. Wstępna charakterystyka endogennego mannolipidu za pomocą 
spektroskopii masowej, IR i analizy chemicznej wykazała, że jest on 
identyczny z syntetyczną dolichylofosfomannozą. Na tej podstawie
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H e m m i n g i wsp. (56) zaproponowali poniższy schemat przeniesienia 
mannozy do białka w wątrobie świni (Ryc. 6). Występowanie monofosfo- 
ranowego połączenia w dolichylomonofosfomannozie popiera fakt, że do
danie nadmiaru GDP do mieszaniny reakcyjnej powoduje odwrócenie 
etapu a (Ryc. 6), podczas gdy nadmiar GMP nie zmienia kierunku reakcji. 
Autorzy ci, badając specyficzność enzymu katalizującego etap a wykazali, 
że fosforan betulaprenolu (di-ircms-poZż-cis-prenole-6->-9) powoduje po
dobnie jak egzogenny fosforan dolicholu 4-krotny wzrost ilości mannozy 
przeniesionej do lipidu, podczas gdy fosforan solanesolu (całkowicie-trcms- 
poliprenol-9) był jedynie w 65°/o tak efektywny a fosforan fikaprenolu 
(tri-£rans-poli-cis-prenole-9-»13) w 30%. Wynika z tego, że enzym kata
lizujący tę reakcję wykazuje niską specyficzność do konfiguracji wiązań

Ryc. 6. U dział fosforanu dolicholu w  przeniesieniu m annozy na białko w  w ątrobie  
św in i (56).

podwójnych, długości łańcucha oraz nasycenia reszt izoprenowych poli- 
prenoli. Warto jednak podkreślić, że najbardziej efektywne z przebada
nych poliprenoli były di-£rcms-poli-cżs-prenole (56, 57). Syntezę podob
nych mannolipidów stwierdzono następnie w wielu tkankach zwierzęcych 
(58—67).

Wszechobecność fosforanów poliprenoli oraz ich cukrowych pochod
nych w żywych komórkach sugeruje, że poliprenylofosfomannoza odgrywa 
zasadniczą rolę jako przenośnik zaaktywowanej reszty mannozy.

Dalsze badania nad biosyntezą glikoproteidów w tkankach zwierzęcych 
skupiły się nad ustaleniem czy mannoza ulega bezpośredniemu przeniesie
niu z dolichylofosfomannozy na białko, czy też istnieje jakiś inny akceptor 
pośredniczący w tym procesie.

W a e c h t e r  i wsp. (68) badając biosyntezę glikoproteidów błon jajo
wodu kury i tarczycy wołu obserwowali włączanie mannozy z GDP-man- 
nozy do trzech produktów. Najszybciej powstającym produktem była poli
prenylofosfomannoza, podczas gdy pozostałe dwa produkty powstawały 
dużo wolniej. Te dwa produkty nazwane przez autorów s-akceptorem (so- 
luble acceptor) i r-akceptorem (residual acceptor) mannozy różniły się 
znacznie rozpuszczalnością. S-akceptor nie ulegał rozpuszczeniu w mie- 
szanienie chloroform—metanol (2:1) i w wodzie, ale rozpuszczał się w 
mieszaninie chloroform—metanol—woda ( 1 : 1 :  0,3). R-akcpetor natomiast 
nie ulegał rozpuszczeniu w żadnym z wymienionych wyżej układów roz
puszczalników. Dalsza analiza r-akceptora wykazała, że jest on prawdo
podobnie białkiem albo mieszaniną białek. Na podstawie badań kinetyki 
przeniesienia mannozy z GDP-mannozy na endogenne akceptory autorzy

GDP-Ma» Do lichot - P Man - białko

GDP Dolichol -P-Man b i a ł k o
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postulują zależność prekursor—produkt między poliprenylofosfomannozą 
a s- i r-akceptorami. W związku z tym zaproponowali oni poniższy sche
mat biosyntezy glikoproteidu (Ryc. 7).

Ponadto na podstawie badań przeprowadzonych w innych laboratoriach 
(69, 70) autorzy sugerują, że s-akceptor jest oligosacharydowym produk
tem pośrednim w biosyntezie glikoproteidu.

Ryc. 7. Schem at przeniesienia m annozy z poliprenylofosfom annozy na białko (68).

Powyższy wniosek potwierdzają ostatnie prace nad udziałem związ
ków lipidowych w biosyntezie glikoproteidów i oligosacharydów (71—73). 
Obecnie uważa się, że białka nie zawierające reszt glikozylowych dają po
czątek błonie plazmatycznej a następnie w tym hydrofobowym środowisku 
następuje wprowadzenie do białek łańcuchów oligosacharydowych poprzez 
przeniesienie olgosacharydu z kompleksu oligosacharyd—lipid (71—76). 
H e m m i n g  i wsp. (72) zaproponowali następującą kolejność przeniesie
nia mannozy do białka (Ryc. 8).

GDP—Man D olichol—P—Man -*  D olichol—P—P—oligocukry -h* nierozpuszczalny  
polim er (białko)

Ryc. 8. K olejność reakcji przeniesienia m annozy na białko (72).

Powyższą kolejność potwierdzają również badania nad aktywnością 
mannozylotransferazy dla której donorem mannozy jest dolichylofosfo- 
mannoza a akceptorem dolichylodwufosfooligosacharyd (4).

W dalszym toku badań podjęto próby scharakteryzowania oligosacha- 
rydowej części kompleksu oligosacharyd—lipid. Wykazano, że oligosacha- 
rydowy łańcuch zawiera od 7 do 13 reszt cukrowych (71, 72) o podanej 
niżej strukturze (76).

(a M an)n~P Man-(1 -> 4)|3 N AcG lc—(1 -> 4)NAcGlc

Wzór II. Struktura oligosacharydow ego łańcucha kom pleksu oligosacharyd—lipid (76).

Występowanie N-acetyloglukozaminy i mannozy w tych lipidowych 
kompleksach potwierdzają również prace innych autorów nad biosyntezą 
tych związków w preparatach wątroby szczura i jajowodu kury (77). Do 
tej pory najmniej wiadomo na temat białkowych akceptorów tych oligo
sacharydowych łańcuchów. P l e s s  i wsp. (78) wyizolowali z preparatów

poliprenol - P s - akceptor

Man - białko

s - akceptor białko
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jajowodu kury trzy akceptorowe białka o nieznanej strukturze, których 
masa cząsteczkowa wahała się od 25 000 do 75 000.

B e h r e n s  i L e ł o i r  (58, 69, 70, 79, 80, 81) wykazali udział dolicholu 
w biosyntezie innego glikolipidu, scharakteryzowanego jako dolichylofos- 
foglukoza. Użyte przez autorów mikrosomalne preparaty z wątroby szczura 
katalizują ciąg reakcji przedstawionych na poniższym schemacie (Ryc. 9):

Ryc. 9. Schem at syntezy glikoproteidu, katalizow anej przez m ikrosom alne preparaty  
z w ątroby szczura (123).

Powstawanie dolichylofosfoglukozy w etapie a potwierdzają badania 
J a n k o w s k i e g o  i C h o j n a c k i e g o  (82, 83). Ponadto autorzy ci 
obserwowalf przeniesienie glukozy na endogenny fosforan fikaprenolu, co 
świadczy o niskiej specyficzności odpowiedniej transferazy do fosforanu 
poliprenolu.

Ponieważ stwierdzono, że ostatecznym akceptorem glukozy jest białko, 
podjęto próby w celu ustalenia czy dolichylofosfoglukoza bierze udział 
w glukozylacji kolagenu i ceramidu (58, 84, 85). Badania te dały negatywny 
wynik i jak do tej pory natura glikoproteidu ulegającego glukozylacji przy 
udziale dolichylofosfoglukozy pozostaje nieznana.

Istnieją dowody na to, że pochodne poliprenoli biorą również udział 
w przeniesieniu N-acetyloglukozaminy na akceptor białkowy. Wykazano, 
że mikrosomalne preparaty wątroby królika katalizują przeniesienie ami- 
nocukru z nukleotydowych prekursorów do endogennego lipidu. Hamowa
nie tej reakcji zarówno przez UMP jak i UDP oraz przenoszenie równo- 
molarnych ilości S2P i 14C z (32P)UDP(14C)N-acetyloglukozaminą na lipid, su
geruje dwufosforanowe połączenie między N-acetyloglukozaminą a lipi
dem (dolicholem) (86, 87).

L e 1 o i r i wsp. (58) wykazali, że egzogenny fosforan dolicholu może 
służyć jako akceptor dla N-acetyloglukozaminy. Rycina 10 ilustruje po
wyższe wnioski z tym, że mechanizm etapu a nie jest całkiem jasny. 
Ostatnio zaproponowano, że etap a (Ryc. 10) może być również pierwszym 
etapem w powstawaniu dolichylodwufosfooligosacharydów o strukturze 
zbliżonej do przedstawionej wyżej (wzór 2) (88, 89).

IGIc In+1
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W ostatnich latach wykazano, że fosforan retinolu bierze również udział 
w przenoszeniu reszt cukrowych (61, 90—95). Stwierdzono między innymi, 
że dodanie retinolu oraz ATP do mikrosomalnych preparatów wątroby 
szczura z niedoborem witaminy A powoduje takie same przeniesienie m an- 
nozy z GDP-mannozy na lipid jakie obserwuje się w preparatach otrzy
manych z tkanek zdrowych szczurów. Badania izotopowe utworzonego 
lipidu wykazały, że zawiera on równomolarne ilości retinolu i mannozy 
oraz fosforan pochodzący z ATP (93).

UDP-NAcGIc

UMP

Dolichol -  P

Dolichol - P-P- NAcGlc (
NAcGIc -białko

białko
Ryc. 10. Przen iesien ie N -acetyloglukozam iny na białko przy udziale fosforanu doli- 
cholu (87).

IV. Udział poliprenoli w biosyntezie glikanów u grzybów i roślin.

Poza tkankami zwierzęcymi dolichole wykryto w drożdżach Saccharo
myces cerevisiae. Głównym składnikiem jest tu dolichol o długości łańcu
cha odpowiadającej 16 resztom izoprenowym. Najbardziej uwodorowane 
poliprenole wyizolowano z grzybów Aspergillus fumigatus i A. niger. Poli- 
prenole te mają podobnie jak dolichole, uwodorowaną końcową resztę pre- 
nylową, zawierającą grupę wodorotlenową oraz dwie reszty prenylowe na 
przeciwległym końcu łańcucha. Są to heksahydropoliprenole zawierające 
dwa wiązania o konfiguracji trans, a pozostałe wiązania o konfiguracji cis. 
Długość łańcucha w tych związkach waha się od 19 do 23 jednostek preny- 
lowych z wyraźną przewagą poliprenolu-21. U poliprenoli wyizolowanych 
z A. niger stwierdzono występowanie dodatkowej grupy metylenowej na 
węglowodorowym końcu łańcucha (1, 4, 110).

IV -1. B iosynteza m annoproteidów  u drożdży.

U drożdży (Saccharomyces cerevisiae) występują mannoproteidy zawie
rające 50°/o a nawet 90°/o mannozy (96, 97). Wykazano, że większa część 
polimannanu łączy się z resztą asparaginy białka poprzez N-acetylochito- 
biozę (98). Ponadto przynajmniej część tych białek zawiera krótkie łańcu
chy oligomannozy związane glikozydowo z resztami seryny i treoniny (99, 
100).

Ostatnie badania wskazują na udział lipidowych produktów pośrednich 
w biosyntezie mannoproteidów u drożdży (101—106). Produkty te scharak
teryzowano jako pochodne fosforanu dolicholu (107). Warto podkreślić, że
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w biosyntezie oligomannozylowych jednostek związanych z treoniną i se- 
ryną jedynie reszta mannozy bezpośrednio związana z aminokwasem jest 
przenoszona za pośrednictwem fosforanu dolicholu, podczas gdy donorem 
pozostałych reszt mannozy jest bezpośrednio GDP-mannoza (102, 108).

Ostatnio L e h l e  i T a n n e r  (109) wykazali, że preparaty błon droż
dży katalizują włącznie (14C)N-acetyloglukozaminy z UDP(14C)N-acetylo- 
glukozaminy do glikolipidu i glikoproteidu. Okazało się, że wyizolowany 
glikolipid składał się z 3 składników. Dwa z nich scharakteryzowano jako 
dolichylodwufosfo-N-acetyloglukozaminę i dolichylodwufosfo-N-acetylo- 
chitobiozę. Obserwowano również przenoszenie mannozy z GDP-mannozy 
do drugiego składnika (109). Na podstawie pomiaru ciężaru cząsteczkowego 
stwierdzono, że oligosacharydowa część dolichylodwufosfooligosacharydu 
zawiera dwie reszty mannozy i dwie reszty N-acetyloglukozaminy. Ponie
waż wykazano, że polisacharydowa część glikoproteidu składa się z we
wnętrznego rdzenia (około 15 jednostek cukrowych) i z dłuższego zewnętrz
nego łańcucha, sugeruje się, że dolichylodwufosfooligosacharyd bierze 
udział jedynie w biosyntezie rdzenia, albo nawet tylko jego fragmentu, 
podczas gdy donorem w biosyntezie wysoce rozgałęzionej zewnętrznej 
części jest GDP-mannoza.

IV -2. B iosynteza mannanu u Aspergillus niger

Po wykryciu poliprenoli u A. niger prowadzono badania nad ich ewen
tualnym udziałem w przenoszeniu reszt cukrowych. B a r r  i H e m m i n g  
(111) wykazali, że w skład produktów otrzymanych w wyniku inkubacji 
preparatu A. niger z GDP(14)-manonozą wchodzi mannolipid i mannan. 
Na podstawie chromatograficznych własności mannolipidu i jego labilności 
w środowisku kwasowym scharakteryzowano go jako heksahydropolipre- 
nylofosfomannozę. Powyższe wyniki wskazują na to, że A. niger posiada 
mannozylotransferazy dla których akceptorem mannozy jest fosforan 
heksahydropoliprenolu. Następnym etapem w biosyntezie mannanu było
by, zgodnie z tą sugestią, przeniesienie mannozy z powyższego kompleksu 
na mannan (Ryc. 11).

CDP-Man p re n y lo fo s fo ra n

GDP ^  p reny lo fos fom annoza

Ryc. 11. Schem at biosyntezy m annanu u A. niger  (111).

Im an n o za l n

IV -3. B iosynteza roślinnych glikanów .

W roślinach zachodzi biosynteza różnorodnych związków, w których 
skład wchodzą reszty cukrowe. Są to m.in. skrobia, celuloza, hemicelulozy, 
pektyny i glikoproteidy będące składnikami ścian komórkowych roślin.
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Ich struktura i biosynteza są w tej chwili dość dobrze poznane (112, 113). 
Ponieważ u wielu roślin stwierdzono również występowanie wolnych poli
prenoli, takich jak solanesol (całkowicie-trans-poliprenol-9) oraz tr i-trans- 
poli-cis-prenole-9->13 (114, 117). wysunięto przypuszczenie, że mogą one 
lub ich pochodne brać udział w transporcie reszt cukrowych analogicznym 
do procesów obserwowanych u bakterii, ssaków i grzybów.

W początkowym okresie badań nad tym problemem obserwowano prze
niesienia (14C)mannozy z GDP(14C)mannozy do endogennego lipidu w czą
stkowych preparatach otrzymanych w większości przypadków z młodych 
kiełków fasoli (118—125). Wyizolowany mannolipid wykazywał własności 
chromatograficzne zbliżone do undekaprenylomonofosfomannozy. Iden
tyczny chromatograficznie lipid wyodrębniono z preparatów grochu (124).

Ryc. 12. Przebieg w łączania (14C)ma- 
nnozy z GDP (14C)mannozy do róż
nych zw iązków  o preparacie enzy
m atycznym  z w łók ien  baw ełny (130).

Produkty te zostały  scharakteryzo
w ane jako kom pleks oligocukier-lip łd  
(O— O), poliprenolofosfom annozy (A — A) 
oraz glikoproteid  (□ — □ )

Poza przeniesieniem mannozy do lipidu, preparaty fasoli (Phaseolus 
aureus) katalizują również przeniesienie mannozy do glikoproteidów i po
lisacharydów (126). Szczegółowe badania nad tym procesem prowadzili 
F o r s e e  i E l b e i n  (127—130) stosując cząstkowe preparaty otrzymy
wane z dojrzałych włókien bawełny. Autorzy ci wykazali, że powyższe 
preparaty katalizują przeniesienie (14C)mannozy z GDP(14C)mannozy do 
oligosacharydów połączonych z lipidem i do glikoproteidów. Wyizolowane 
oligosacharydy z kompleksów oligosacharyd—lipid stanowiły mieszaninę 
w której-najkrótszymi oligosacharydami były trójcukry o budowie manno- 
zylo-N-acetyloglukozamino-N-acetyloglukozamina a najdłuższe składały 
się z około 10 jednostek cukrowych. Warto podkreślić, że kompleksy oligo
sacharyd—lipid o dłuższym łańcuchu cukrowym powstające w czasie po
wtórnej inkubacji preparatu włókien bawełny z dodatkiem nieznakowanej 
GDPmannozy zawierały radioaktywne trójcukry (130). Rycina 12 przed
stawia włączanie mannozy z GDP(14C)mannozy do trzech różnych związ
ków, katalizowane przez preparat enzymatyczny otrzymany z włókien ba
wełny.

Czasi mi nl
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Cząstkowe frakcje włókien bawełny katalizują również przenoszenie 
N-acetyloglukozaminy z UDP(3H)N-acetyloglukozaminy na lipidy i gliko- 
proteidy. Gdy mieszanina inkubacyjna nie zawierała GDPmannozy za
sadniczo cała N-acetyloglukozamina łączyła się z lipidem tworząc N,N'- 
dwuacetylochitobiozylodwufosfolipid. Dodanie GDPmannozy do powyż
szej mieszaniny powodowało spadek radioaktywności w lipidowym 
kompleksie z towarzyszącym mu pojawieniem się radioaktywności w kom
pleksie oligosacharyd—lipid. Na tej podstawie wysunięto wniosek, że kom
pleks dwucukier—lipid służy jako akceptor reszt mannozy, po dołączeniu 
których powstaje oligosacharyd—lipid. Rycina 13 ilustruje postulowany 
mechanizm biosyntezy glikoproteidu.

GDP-Man UDP-NAcGIc

Man-P- po Uprę no I NA cG Ic -N A cG Ic -lP l-P -l ip id
i y i

IM an i  - NAcGIc- N A c G Ic - IP I -P -  lipid

I
lManln -  NAcGIc-NAcGIc- białko  

Ryc. 13. B iosynteza glikoproteidu katalizow ana przez preparaty w łókien  baw ełny (130).

Ostatnio również R o b e r t s  i P o l l a r d  (131) wykazali włączanie 
N-acetyloglukozaminy z UDP-N-acetyloglukozaminy do glikolipidów i gli— 
koproteidów w siewkach fasoli.

Z zestawienia danych na temat udziału poliprenoli w biosyntezie gli- 
kanów wynika, że są one niezbędne dla przebiegu tego procesu. W związku 
z niską polarnością wielu białek błon komórkowych (132) wydaje się, że 
jedną z funkcji fosforanów poliprenoli jest „wyłapywanie” cukrów w tym 
środowisku, ułatwiając tym samym działanie glikozylotransferaz zlokali
zowanych w błonach (4). Uznanie powyższych procesów za ogólnobiologicz- 
ny mechanizm biosyntezy glikanów wymaga jednak dalszych, bardziej 
szczegółowych badań.

A rk ty k u ł  nadszedł 3.8.1976; po rew iz j i  autorsk ie j  o trzym an o  18.9.1976.
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Syntetaza tymidylanowa 

Thymidylate Synthetase

Spis treści:

I. Wstęp
II. Rola biologiczna i w ystępow anie syntetazy tym idylanow ej

III. W łaściw ości syntetazy tym idynalow ej oraz postępy w  zakresie jej oczyszczania
IV. M echanizm  reakcji katalizow anej przez syntetazę tym idylanow ą
V. U wagi końcowe

I. Wstęp

W 1893 roku K o s s e l  i N e u m a n n  ( l ) p o  raz pierwszy wyizolo
wali z kwaśnego hydrolizatu kwasu nukleinowego z grasicy pochodną pi
rymidynową i ze względu na pochodzenie kwasu nukleinowego, od słowa 
thymus, nazwali ten związek tyminą. S t e u d e 1 (2) stwierdził, że odkry
ta substancja ma budowę 5-metylouracylu. Dziś wiemy, że tymina wystę
puje bardzo powszechnie, stanowiąc składnik prawie wszystkich poznanych 
DNA. Jedynie w niektórych fagach Bacillus subtilis zamiast tyminy wy
stępuje uracyl lub inne jego 5-pochodne (3, 4, 5). Przypuszcza się, że me- 
tylacja uracylu lub jego pochodnych in vivo pojawiła się w toku ewolucji 
stosunkowo późno (6), zapewniając prawdopodobnie jakąś nieznaną prze
wagę ewolucyjną (6, 7), jakkolwiek zakłada się również występowanie pre- 
biotycznej syntezy tyminy (8).

* Dr, Zakład B iochem ii Kom órki, Instytut Biologii D oświadczalnej im. M. N enc
kiego PAN, ul. Pasteura 3, 02-093 W arszawa

W ykaz stosow anych skrótów: BrdUM P — 5-brom o-2'-dezoksyurydyno-5'-m ono- 
fosforan; dTMP — 2'-dezoksytym idyno-5'-m onofosforan; dUMP — 2'dezoksyurydyno- 
-5'-m onofosforan; FdUM P — 5-flu oro-2 /-dezoksyurydyno-5'-m onofosforan; JdUM P —  
5-jodo-2'-dezoksyurydyno-5'-m onofosforan.

6 P ostępy B iochem ii
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II. Rola biologiczna i występowanie syntetazy tymidylanowej

W organizmach żywych metylacja uracylu zachodzi na poziomie dezo- 
ksynukleotydu i katalizuje ją enzym, syntetaza tymidylanowa, C-metylo- 
transferaza N5>10-metylenotetrahydrofolian:dezoksyurydyno-5'-monofosfo- 
ran, E. C. 2.1.1.b (9). Reakcję tę, łączącą przeniesienie grupy metylenowej 
z N5’10-metylenotetrahydrofolianu na dUMP z jej redukcją do grupy me
tylenowej, przy jednoczesnym utlenieniu tetrahydrofolianu do dihydrofo-

Ryc. 1. Reakcja katalizow ana przez 
syntetazę tym idylanow ą.

lianu (10), przedstawia rycina 1. W reakcji oprócz syntetazy tymidylano
wej bierze udział dUMP, tetrahydrofolian oraz donor grupy jednowęglo- 
wej. W badaniach in vitro jako donor grupy jednowęglowej służy formal
dehyd, tworzący z tetrahydrofolianem bez udziału enzymu N5-10-metyleno- 
tetrahydrofolian. Związek ten musi być obecny w mieszaninie reakcyjnej 
w stężeniu substratowym (11). In vivo donorem grupy jednowęglowej jest

http://rcin.org.pl
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grupa hydroksymetylowa seryny (12), której przeniesienie na tetrahydro- 
folian katalizuje hydroksymetylotransferaza serynowa (E. C. 2.1.2.1). Syn- 
tetaza tymidylanowa, hydroksymetylotransferaza serynowa oraz dehydro
genaza tetrahydrofolianowa (E. C. 1.5.1.3), regenerującą in vivo tetrahydro- 
folian, katalizują reakcje składowe tzw. cyklu syntezy tymidylanu (Ryc. 2). 
Cykl ten wymaga jedynie katalitycznych ilości tetrahydrofolianu (13), 
regenerowanego przez dehydrogenazę tetrahydrofolianową i hydroksyme- 
tylowanego przez hydroksymetylotransferazę serynową.

SYNTETAZA
TYMIDYLANOWA

te tra h y d ro -
fo lian

Ryc. 2. Cykl syntezy tym idylanu.

Aktywność syntetazy tymidylanowej w komórkach zmienia się rów
nolegle z intensywnością syntezy DNA. Wzrost aktywności tego enzymu 
następuje w komórkach intensywnie dzielących się, zarówno w organiz
mach prokariotycznych (14, 15) jak i eukariotycznych (16—27). Uważa się, 
że reakcja katalizowana przez syntetazę tymidylanową może być etapem 
ograniczającym syntezę DNA (28), jakkolwiek rolę taką pełnić może także 
reakcja katalizowana przez reduktazę rybonukleozydodwufosforanów (29), 
ze względu na bardzo wysoki poziom kontroli allosterycznej tego enzymu 
(30, 31). Jednakże, pomimo stwierdzenia powiązania indukcji syntetazy ty 
midylanowej z biosyntezą DNA, mechanizm tego zjawiska pozostaje dalej 
nie znany.

III. Właściwości syntetazy tymidylanowej oraz postępy w  zakresie jej 
oczyszczania

Tabela I przedstawia niektóre właściwości syntetazy tymidylanowej z 
różnego materiału. Tylko w niektórych przypadkach przy badaniach dy
sponowano oczyszczonymi preparatami enzymu. Powodem tego była la-

6* http://rcin.org.pl
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bilność enzymu oraz jego niski poziom w komórkach i tkankach. Z punk
tu widzenia oczyszczania syntetazy tymidylanowej sytuacja ta jest szcze
gólnie niekorzystna w przypadku tkanek ssaków, czego przykładem mogą 
być komórki raka wysiękowego Ehrlicha (53, 57).

Syntetaza tymidylanowa pozostaje w centrum zainteresowania bioche
mii klinicznej jako enzym docelowy niektórych antymetabolitów stosowa
nych w chemioterapii nowotworów (np. 6, 58). Pożądane więc byłoby do
kładne zbadanie właściwości i mechanizmu działania tego enzymu pocho
dzenia nowotworowego, a szczególnie różnic, o ile takie istnieją, pomiędzy 
enzymem pochodzącym z tkanek nowotworowych i z prawidłowych. W tym 
celu potrzebna jest jednak metoda, pozwalająca otrzymywać wysoko o- 
czyszczone preparaty enzymu z różnych materiałów biologicznych przy 
zachowaniu wysokiej wydajności.

W ostatnich latach próby opracowania takiej metody, opartej na tech
nice chromatografii powinowactwa biologicznego, podjęto w kilku ośrod
kach. Stosując jako adsorbent biologicznie swoisty unieruchomiony na 
Sepharose substrat, dUMP (59, 60) lub jego analog, FdUMP (61, 62), opra
cowano dwie metody umożliwiające szybkie i wydajne izolowanie elektro- 
foretycznie czystej syntetazy tymidylanowej z bakterii Lactobacillus casei 
opornych na ametopterynę. Obie metody polegały na adsorpcji enzymu na 
adsorbencie biologicznie swoistym przy niskiej sile jonowej oraz jego elu- 
cji, następującej po wymyciu z adsorbenta białek towarzyszących, a powo
dowanej podwyższeniem siły jonowej eluentu. Podkreślić należy, że bakte
rie L. casei oporne na ametopterynę, w których poziom syntetazy tymidy
lanowej jest około 200-krotnie podwyższony (38) w porównaniu ze szcze
pem dzikim, są wyjątkowo bogatym źródłem tego enzymu, co na pewno 
nie pozostaje bez wpływu na wyniki jego oczyszczania. Dotychczas brak 
jest informacji o pomyślnym zastosowaniu powyższych metod przy izolo
waniu syntetazy tymidylanowej z materiału innego niż wspomniany szczep 
L. casei. Stwierdzono wprawdzie, że pierwsza metoda pozwala oczyścić 
enzym z bakterii Escherichia coli, ale tylko w niewielkim stopniu (48), za 
co wydawała się odpowiadać niska swoistość biologiczna stosowanego ukła
du chromatograficznego.

Ostatnio opracowano metodę izolowania syntetazy tymidylanowej (48, 
63) opartą także na chromatografii powinowactwa biologicznego, która 
wydaje się odpowiadać warunkowi „uniwersalności”. Jako adsorbenta bio
logicznie swoistego użyto silnego inhibitora syntetazy tymidylanowej, te- 
trahydroametopteryny, związanego poprzez etylenodiaminę z Sepharose 
(Ryc. 3). Sorpcja enzymu na tym adsorbencie następowała jedynie w obec
ności dUMP, a więc prawdopodobnie na zasadzie powstawania trójcząstecz-

*) Term iny z zakresu chrom atografii pow inow actw a biologicznego stosow ane  
w  tym  artykule om ówiono w  artykule pt. „O czyszczanie enzym ów  i białek b iologicz
nie czynnych poprzez chrom atografię na substancjach n iskocząsteczkow ych un ieru
chom ionych w  fazie sta łej”, Post. Biochem., 23, 113— 127.
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kowego kompleksu unieruchomiony analog jednego substratu-enzym-drugi 
substrat. Po wymyciu białek towarzyszących buforem o wysokiej sile jo
nowej zawierającym dUMP, syntetazę tymidyłanową eluowano tym sa
mym buforem bez substratu. Fakt uwieńczonego powodzeniem zastosowa
nia tej metody przy izolowaniu syntetazy tymidylanowej z E. coli, grasicy 
cielęcej, mięsaka 180 (sarcoma 180), limfiakomięsaka Gardnera (Gardner 
lymphosarcoma) i jaj jedwabnika (48, 63) pozwala mieć nadzieję na mo
żliwość jej powszechnego stosowania.

Ryc. 3. Tetrahydroam etopte- 
ryno-etylo-Sepharose

IV. Mechanizm reakcji katalizowanej przez syntetazę tymidylanową

Rycina 4 przedstawia aktualne poglądy na temat mechanizmu reakcji 
katalizowanej przez syntetazę tymidylanową. Oparto je głównie na wyni
kach badań nad enzymem z bakterii L. casei opornych na ametopterynę. 
Na podstawie badań nad chemicznymi modelami reakcji katalizowanej przez 
syntetazę tymidylanową (64—68) uważa się, że grupa o charakterze nukleo- 
filowym, znajdująca się w centrum aktywnym enzymu, katalizuje reakcję 
przez atak na pozycję 6 dUMP, w wyniku którego powstaje aktywny, ko
walencyjnie powiązany produkt pośredni (Ryc. 4 reakcje a, b). Hipotezę tę 
poparło stwierdzenie powstawania w obecności N5,10-metylenotetrahydro- 
folianu wiązania kowalencyjnego pomiędzy nukleofilową grupą syntetazy 
tymidylanowej i atomem węgla w pozycji 6 FdUMP (69—72), który jest 
bliskim analogiem strukturalnym  dUMP. Duża stabilność tego wiązania 
pozwala na enzymatyczne (73, 74, 75) lub chemiczne (76) odszczepienie 
i wyizolowanie kompleksu fragmentu centrum aktywnego z FdUMP 
i N5’10-metylenotetrahydrofolianem. Analiza kompleksu wykazała, że zwią
zany w nim fragment centrum aktywnego zawiera trzy aminokwasy, któ
rych reszty mogłyby odpowiadać za atak nukleofilowy na pozycję 6 
FdUMP lub, przez analogię, dUMP. Były to: cysteina, treonina i histydyna. 
Nie udało się niestety stwierdzić, z którą z reszt związany był FdUMP, ale 
na podstawie pozytywnej reakcji kompleksu z odczynnikiem Pauly’ego 
przypuszcza się, że nie była to prawdopodobnie reszta histydyny (75). Wyni
ki wcześniejszych badań z zastosowaniem inhibitorów sulfhydrylowych (38, 
77, 78) wskazywały, że przynajmniej jedna z czterech reszt cysteinowych 
syntetazy tymidylanowej z L. casei reaguje z FdUMP. Wydaje się więc, że 
FdUMP wiąże się z cząsteczką enzymu poprzez resztę cysternową, odpo-

S ) -N H -C H 2 -C H 2 - N H - ę - 0
y  ¿h

HO-
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wiedzialną także za atak nukleofilowy na pozycję 6 nukleotydu. O ile me
chanizm odpowiada rzeczywistości, to można sądzić, że substrat, dUMP, 
mógłby wiązać się z enzymem z ten sam sposób.

Następny etap reakcji (Ryc. 4 reakcja c) polega na uwolnieniu protonu 
z pozycji 5 dUMP (6, 39, 68, 74). L o m a x  i G r e e n b e r g  (79) wyko
rzystali ten fakt, opracowując bardzo czułą i powszechnie stosowaną meto
dę oznaczania aktywności syntetazy tymidylanowej opartą na pomiarze

Ryc. 4. M echanizm reakcji katalizow anej przez syntetazę tym idylanow ą.

ilości try tu  uwolnionego w wyniku reakcji enzymatycznej z 5-3H-dUMP. 
Gdy w pozycji 5 dUMP zamiast atomu wodoru znajduje się atom fluoru 
(w FdUMP), wiązanie C—F jest zbyt stabilne, aby jon fluorkowy mógł się 
uwolnić (73). Natomiast w przypadku BrdUMP i JdUMP następuje uwol
nienie jonu Br-  lub J~, dzięki czemu analogi te mogą służyć jako substra- 
ty syntetazy tymidylanowej przy biosyntezie dTMP (80).
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Po uwolnieniu protonu zachodzi prawdopodobnie (3-eliminacja tetrahy- 
drofolianu (Ryc. 4 reakcja d), prowadząca do powstania wysoce reaktyw 
nego produktu pośredniego, będącego metylenową pochodną dUMP. Oba 
te związki pozostają w bliskim sąsiedztwie na cząsteczce enzymu. W wy
niku wewnątrzcząsteczkowego przeniesienia jonu wodorkowego z te tra- 
hydrofolianu na egzocykliczną grupę metylenową powstają dTMP, dihy- 
drofolian i wolny enzym (Ryc. 4 reakcje e, f; 68).

Omówiony mechanizm nie rozstrzyga kolejności przyłączania do enzy
mu substratów i uwalniania produktów. Nieliczne dotychczas próby wy
jaśnienia tego zagadnienia poprzez badania kinetyczne dały wyniki niejed
noznaczne i różne w przypadku enzymu z różnych źródeł. Na podstawie 
tych badań wydawało się, że reakcję syntetazy tymidylanowej ze Strepto- 
coccus faecalis (41), raka wysiękowego Ehrlicha (54) i zarodka kurczęcia 
(49) charakteryzuje mechanizm uporządkowany, a w dwóch ostatnich przy
padkach — uporządkowany sekwencyjny (badania enzymu z S. faecalis 
nie dały odpowiedzi rozstrzygającej pomiędzy mechanizmem sekwencyj
nym lub „ping — pong”). Do dwóch pierwszych enzymów substraty przy
łączałyby się w kolejności N5,10-metylenotetrahydrofolian przed dUMP, 
a do ostatniego — w kolejności odwrotnej.

Nowe światło na zagadnienie kolejności wiązania się substratów z syn- 
tetazą tymidylanową rzuciły badania S 1 a v i k a i wsp. (63), które umoż
liwiły opracowanie metody izolowania tego enzymu opartej na chromato
grafii powinowactwa biologicznego (porównaj rozdział III). Stwierdzony 
fakt odwracalnego wiązania się syntetazy tymidylanowej z unieruchomio
nym analogiem substratu, tetrahydroametopteryną, jedynie w obecności 
dUMP dowodzi powstawania trójcząsteczkowego kompleksu enzym-sub- 
strat-analog drugiego substratu, określając jednocześnie kolejność, w ja
kiej niskocząsteczkowe składniki kompleksu reagują z enzymem (dUMP 
przed tetrahydroametopteryną). Powszechna, jak się wydaje, stosowalność 
wspomnianej metody wskazuje, że powyższy mechanizm cechuje syntetazę 
tymidylanową niezależnie od jej pochodzenia. Za mechanizmem takim 
przemawiają także wyniki G a l i v a n a  i wsp. (81), którzy badając wią
zanie dUMP i 7,8-dihydrofolianu lub ametopteryny z syntetazą tymidyla
nową z L. casei opornych na ametopterynę metodą równowagi dializacyj
nej stwierdzili, że wspomniane pochodne i analogi folianu wiązały się z en
zymem również tylko w obecności dUMP. Ten ostatni substrat wiązał się 
natomiast z syntetazą tymidylanową także pod nieobecność pochodnych 
folianowych, co stwierdzono już wcześniej na drodze pomiarów dichroizmu 
kołowego (78). Wykazany brak wiązania się dihydrofolianu oraz ameto
pteryny i jej uwodorowanej pochodnej z syntetazą tymidylanową pod nie
obecność dUMP, ze względu na podobieństwo strukturalne tych związków 
do N5-10-metylenotetrahydrofolianu, trudno pogodzić z kolejnością przyłą
czania się substratów (N5,10-metylenotetrahydrofolian przed dUMP) do en
zymu ze S. faecalis i raka wysiękowego Ehrlicha, określoną na podstawie
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badań kinetycznych (patrz wyżej). Podkreślić jednak należy, że w ogrom
nej większości badań nie stosowano dotychczas poliglutaminianowych po
chodnych folianowych, a można dziś sądzić, że taka właśnie pochodna 
N5’10-metylenotetrahydrofolianu jest naturalnym substratem syntetazy ty
midylanowej. Z badań K i s 1 i u k a i wsp. (82) oraz F r i e d k i n a i wsp. 
(83) wynika również, że różnica w liczbie reszt glutaminianowych związa
nych z cząsteczką pochodnej folianowej może zasadniczo zmieniać włas
ności cząsteczki, nadając jej na przykład charakter inhibitora.

V. Uwagi końcowe.

Badania nad syntetazą tymidylanową prowadzone są już od około dwu
dziestu lat. Obszerny przegląd piśmiennictwa poświęconego temu enzy
mowi zawierają prace F r i e d k i n a  (6, 84) oraz B l a k l e y a  (85). Po
mimo znacznego wysiłku poświęconego poznaniu syntetazy tymidylanowej 
wiedza na jej temat pozostaje nadal fragmentaryczna. Nieznany jest me
chanizm regulacji aktywności syntetazy tymidylanowej w komórce, cho
ciaż wielokrotnie udowodniono ścisłą zależność pomiędzy jej występowa
niem a stanem proliferacji komórek. B a r i i  i wsp. (86) stwierdzili, że 
w komórkach regenerującej wątroby szczura około 50%> aktywności oma
wianego enzymu występuje we frakcji błon gładkich izolowanych z super- 
natantu pomikrosomowego. W tej samej frakćji wykryto inne enzymy bio
syntezy DNA: polimerazę II DNA, reduktazę rybonukleozydodwufosfora- 
nów i kinazę tymidylanową. Sprawdzono, że związanie wspomnianych 
enzymów z błonami nie jest wynikiem adsorpcji ani też agregacji w wa
runkach niskiej siły jonowej. Co więcej, po rozpuszczeniu błon działaniem 
mieszaniny n-butanol—Triton X-100 enzymy te pozostawały w dalszym 
ciągu związane w postaci kompleksu multienzymatycznego. Wyniki te 
wskazują na możliwość istnienia multienzymatycznego kompleksu biosyn
tezy DNA w komórkach eukariotycznych, a prawdopodobna obecność syn
tetazy tymidylanowej w takim kompleksie przemawia za intensyfikacją 
zaniedbywanych dotychczas badań rozmieszczenia tego enzymu w komór
kach.

A r ty k u ł  nadszedł 20.8.1976; po re w iz j i  au torskiej o trzym an o  20.9.1976.
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BOGDAN SZUKALSKI *)

Komórkowa i subkomórkowa topografia enzymów sterydogenezy

Cellular and Subcellular Distribution of Enzymes Involved in Steroid 
Biosynthesis

Spis  treści

I. Wstęp
II. R ozm ieszczenie enzym ów  w  gruczołach w ytw arzających horm ony sterydow e  

I I - l .  Kora nadnerczy  
II-2. Jądro, gruczoł krokow y  
II-3. Pęcherzyk jajn ikow y, ciałko żółte, m acica  
II-4. Łożysko

III. M echanizm  hydroksylacji pierścienia sterydow ego
IV. U w agi końcowe 
V. Piśm iennictw o

I. Wstęp

Udział hormonów sterydowych w mechanizmach regulujących praw i
dłową funkcję żywego ustroju oraz ich zastosowanie w klinice sprawiają,

*) Doc. dr, Zakład Biochem ii, Instytut Psychoneurologiczny, Al. Sobieskiego 1/9, 
02-957 W arszawa.

W ykaz stosow anych w  artykule potocznych nazw  sterydów: Sterydy typu 
A5 lub A4 — zw iązki sterydow e z w iązaniem  m iędzy 5 i 6 lub 4 i 5 atom em  
w ęgla; K ortyzol — ll|3,17a,21-trójhydroksy-4-pregnen-3,20-dion; K ortykosteron —  
ll3 ,21-dw uhydroksy-4-pregnen-3,20-dion; K orteksolon — 17|3,21-dwuhydroksy-4- 
-pregnen-3,20-dion; K ortekson — 21-hydroksy-4-pregnen-3,20-dion; A ldosteron —  
ll|3,21-dw uhydroksy-4-pregnen-3,20-dion-18-al; T estosteron — 17|3-hydroksy-4-an- 
drosten-3-on, 5a-dw uhydrotestosteron — 17|3-hydroksy-5a-androstan-3-on; A ndro- 
stendion — 4-androsten-3,17-dion; Dehydroizoandrosteron — 3|3-hydroksy-5-andro- 
sten-17-on, 16a-hydroksydehydroizoandrosteron — 3|3,16a-dw uhydroksy-5-androsten- 
-17-on; Progesteron — 4-pregnen-3,20-dion, 17a-hydroksyprogesteron — 17a-hydro- 
ksy-4-pregnen-3,20-dion; Pregnandiol — 3a,20a-dwuhydroksy-5|3-pregnan, 17a-hy- 
droksypregnenolon — 3|3,17a-dwuhydroksy-5-pregnen-20-on; Pregnenolon — 3(3-hy- 
droksy-5-pregnen-20-on; Estradiol-17|3 — 3,17|3-dwuhydroksy-l,3,5 (lO)-estratrien; 
Estron — 3-hydroksy-l,3,5(10)-estratrien-17-on; Estriol — 3,16(3,17(3-trójhydroksy- 
-l,3,5(10)-estratrien; C holesterol — 3|3-hydroksy-5-cholesten.
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że zainteresowanie tą grupą związków naturalnych jest nadal znaczne. 
Prawie 130 lat po historycznym opisie przez Tomasza Addisona klinicz
nych objawów niedoczynności kory nadnercza i 125 lat po przedstawieniu 
przez Brown-Seąuarda eksperymentalnych dowodów nieodzowności kory 
nadnerczy dla życia ustroju — biochemia hormonów sterydowych odgry
wa nadal istotną rolę w badaniach nad zdolnością adaptacyjną człowieka, 
mechanizmami powstawania i rozwoju nowotworów, patogenezą cukrzy
cy, nadciśnienia, otyłości, osteoporozy, niektórych chorób psychicznych 
i innych. Poznanie reakcji składających się na wieloetapowy proces syn
tezy hormonów sterydowych oraz topografii i własności enzymów kata
lizujących te reakcje zbliża nas do zrozumienia mechanizmów molekular
nych, warunkujących wiele zjawisk patologicznych.

Procesy sekrecji hormonów sterydowych można badać na różnych po
ziomach, zależnie od potrzeby oraz dokładności pozostających do dyspo
zycji metod badawczych. Można je rozpatrywać na poziomie narządu — 
gruczołu (kora nadnerczy, jajniki, jądra, łożysko), tkanek wchodzących 
w skład narządu (tkanka śródmiąższowa jądra, ciałko żółte), komórek (ko
mórki tekalne pęcherzyka jajnikowego), składników komórkowych i orga
nelli (siateczka endoplazmatyczna, mitochondria, płyn komórkowy), ele
mentów strukturalnych tych organelli (błony retikulum endoplazmatycz- 
nego, wewnętrzna błona mitochondrialna) oraz na poziomie molekular
nym.

Postępujący rozwój mikroskopii elektronowej oraz precyzyjnych me
tod biochemicznych sprowadził badania biosyntezy hormonów o struk
turze sterydowej na poziom struktur subkomórkowych, które wydziela 
się za pomocą wirowania homogenatów tkankowych (Ryc. 1).

Badanie pod mikroskopem elektronowym ujawniło w retikulum endo- 
plazmatycznym dwa typy błon: 1. retikulum  szorstkie (granularne, ziar
niste) złożone z błon lipoproteidowych pokrytych rybosomami. W wyniku 
wirowania homogenatu tkankowego retikulum  to daje frakcję zawiera
jącą pęcherzyki powstałe z fragmentacji tych błon (tzw. frakcja mikro- 
somalna szorstka, rough surjaced microsomal jraction — RSMF); 2. re ti
kulum gładkie (agranularne), nie zawierające mikrosomów, z którego po 
wirowaniu homogenatu tworzy się tzw. frakcja mikrosomalna gładka 
(smooth surjaced microsomal jraction — SSMF).

Rozdzielanie frakcji mikrosomalnej na te podfrakcje można przepro
wadzić metodą ultrawirowania w gradiencie stężenia sacharozy (1, 2). Do
danie 15mM chlorku cezu powoduje agregację błon i ułatwia ich sedy
mentację (3).

Ogólnie można powiedzieć, że enzymy sterydogenezy występujące 
w siateczce endoplazmatycznej związane są głównie z gładkim retikulum 
endoplazmatycznym a więc po wirowaniu znajdujemy je we frakcji po
wstałej w wyniku fragmentacji gładkich błon retikulum.

W komórkach łożyska, jajnika i ciałka żółtego enzymy zsyntetyzowa-
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ne w rybosomach na powierzchni szorstkiego retikulum endoplazmatycz- 
nego docierają do retikulum  gładkiego, gdzie zostają zmetabolizowane 
z szybkością zbliżoną do szybkości ich biosyntezy.

W retikulum endoplazmatycznym komórek śródmiąższowych jądra 
i kory nadnerczy synteza enzymów sterydogenezy przebiega z mniejszą 
szybkością, ale gromadzą się one w retikulum  gładkim, które dzięki temu 
dysponuje bogatą pulą tych enzymów.

W celu zbadania wewnątrzmitochondrialnych miejsc sterydogenezy, 
wyodrębnione z homogenatów komórkowych wolne mitochondria poddaje 
się fragmentacji metodą osmotyczną (4) lub ultradźwiękową (5) a następ-

GrucioT bez torebki laczno/kankowej

Ryc. 1. Schem at otrzym yw ania frakcji subkom órkowych. 

7 Postępy B iochem ii http://rcin.org.pl
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nie rozdziela za pomocą wirowania w gradiencie gęstości na frakcję błon 
wewnętrznych, błon zewnętrznych i matriks. Dokładność rozdziału spraw
dza się metodą mikroskopii elektronowej a następnie bada skład enzy
mów i poziom ich aktywności w każdej z otrzymanych frakcji. Okazuje 
się, że mitochondrialne enzymy sterydogenezy związane są głównie z we
wnętrzną błoną mitochondriów.

II. Rozmieszczenie enzymów w gruczołach wytwarzających hormony 
sterydowe

I I - l .  Kora nadnerczy

Kora nadnerczy ludzi dorosłych zawiera trzy zróżnicowane warstwy 
komórek. Ze względu na swą budowę warstwa obwodowa nosi nazwę 
kłębkowatej, środkowa — pasmowatej a przyśrodkowa — siatkowatej. 
Wszystkie warstwy uczestniczą w biosyntezie hormonów sterydowych, 
przy czym kortyzol, kortykosteron i androgeny nadnerczowe (androsten- 
dion i dehydroizoandrosteron) mogą powstawać w całej korze a aldosteron 
tylko w warstwie pasmowatej, która zawiera 18-hydroksylazę.

Ryc. 2. Etapy b iosyntezy kortyzolu z cholesterolu.
We wzorze cholesterolu  podano oznakow anie p ierścien i oraz num erację atom ów  w ęgla.
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Etapy biosyntezy głównego hormonu nadnerczowego — kortyzolu 
z cholesterolu z zaznaczeniem uczestniczących w tym enzymów i ich roz
mieszczenia w elementach subkomórkowych przedstawiono na rycinie 2.

Enzymy katalizujące pierwszy etap biosyntezy kortyzolu, tj. 20a-hy- 
droksylację i 22R-hydroksylację cholesterolu oraz odłączenie bocznego 
łańcucha, kt 'e przekształca cholesterol w pregnenolon, występują na we
wnętrznej bionie mitochondrialnej.

Kolejne reakcje biosyntezy prowadzące do powstania korteksolonu 
z pregnenolonu, zachodzą pod działaniem enzymów występujących w gład
kim retikulum  endoplazmatycznym, natomiast ll(3-hydroksylaza, enzym 
przekształcający korteksolon w kortyzol — występuje w wewnętrznej bło
nie mitochondrialnej.

Ustalenie wewnątrzkomórkowej topografii układów enzymatycznych 
doprowadziło do odkrycia dróg transportu prekursorów sterydowych mię
dzy poszczególnymi elementami strukturalnym i komórki produkującej 
hormony.

Cho/esłero/ osocza

Kortyzol 
Kortykosteron^ 
Aldosteron

Ryc. 3. Schem atyczny obraz „w ędrów ki” prekursorów  kortykosterydów  w  kom órce 
kory nadnerczy.

Rycina 3 pokazuje drogę prekursorów sterydogenezy w komórkach 
gruczołów podczas biosyntezy hormonów. Cholesterol, spełniający rolę 
prekursora hormonów sterydowych, dociera z gładkiego retikulum endo- 
plazmatycznego i osocza do błony wewnętrznej mitochondriów i tam 
przekształca się w pregnenolon w wyniku utraty łańcucha bocznego.

Pregnenolon przechodzi przez zewnętrzną błonę mitochondrialną, do
ciera do retikulum  i pod wpływem obecnych w nim enzymów ulega dal
szym przemianom prowadzącym do powstania pochodnych nie zawiera-

Octony
¡inne
substraty

Progesteron 
^A odr geny 
Estrogeny

7*
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jących grupy hydroksylowej w pozycji 11 (dezoksykortykosteron, kortek- 
solon, androgeny).

Jednakże ostateczne produkty biosyntezy: kortykosteron, kortyzol 
i aldosteron nie mogą powstać w retikulum, gdyż ll(3-hydroksylaza i 18- 
-hydroksylaza występują w mitochondriach. Dlatego w komórkach kory 
nadnerczy odpowiednie „półprodukty” hormonów (dezoksykortykosteron, 
korteksolon), powstałe w retikulum, muszą wrócić do mitochondriów i tam 
dopiero ulegają przemianie we właściwe hormony.

Ryc. 4. Etapy biosyntezy aldosteronu z progesteronu.

W wewnętrznej błonie mitochondriów zachodzi również 18-hydroksy- 
lacja oraz utlenianie powstałej grupy alkoholowej do aldehydowej. Enzy
my katalizujące te reakcje: 18-hydroksylaza i 18-hydroksydehydrogenaza 
przekształcają kortykosteron w aldosteron — hormon regulujący gospo
darkę mineralną ustroju. Jego biosyntezę z progesteronu przedstawia ry 
cina 4.

II-2. Jądro, gruczoł krokow y

Z uwagi na bardzo złożoną strukturę komórkową jądra, na którą skła
dają się spermatogonie, spermatocyty I i II rzędu, spermatydy, plemniki, 
śródmiąższowe komórki Leydiga, komórki Sertoliego, komórki naczyń 
krwionośnych oraz błon podstawowych, pierwszy etap badania jego funk-

http://rcin.org.pl



[7] ENZYM Y STER Y D O G EN E ZY 101

cji wydzielniczej polegał na ustaleniu, które z wymienionych komórek są 
miejscem biosyntezy hormonów.

Naświetlanie jąder szczura promieniami rentgenowskimi w dawce 
1000 R niszczy spermatogenezę, nie zmienia natomiast komórek Sertoliego 
i śródmiąższowych. Nie ulega również zmianie ciężar pomocniczych na
rządów płciowych (pęcherzyki nasienne, gruczoł krokowy). Podanie gona- 
dotropiny kosmówkowej szczurom naświetlanym wywołuje przerost ko
mórek śródmiąższowych oraz przerost ciężaru pomocniczych narządów 
płciowych, nie wpływa zaś na komórki Sertoliego (6, 7). Inkubacja pro- 
gestesteronu z oddzielonymi pod mikroskopem kanalikami nasiennymi 
i tkanką śródmiąższową prowadzi do powstawania androgenów jedynie 
w mieszaninie zawierającej tkankę śródmiąższową (8). Wreszcie guz ko
mórek śródmiąższowych produkuje in vitro androgeny z różnych prekur
sorów (9). Wskazuje to, że właśnie śródmiąższowe komórki jądra obda
rzone są zdolnością wydzielniczą. Z dalszych badań wynika, że tylko one 
spośród wszystkich komórek składających się na strukturę jądra wypo
sażone są w „zestaw” enzymatyczny niezbędny do produkcji męskich 
hormonów płciowych (10). Miejscem występowania wszystkich enzymów 
uczestniczących w produkcji testosteronu z pregnenolonu jest gładkie re- 
tikulum endoplazmatyczne i to zarówno u człowieka jak i u innych ba
danych zwierząt, tj. szczura, królika, myszy i świnki morskiej (11).

Intersujące wnioski na temat rozmieszczenia enzymów syntetyzu
jących sterydy w strukturach subkomórkowych wypływają z badań 
I n a n o  i T a m a o k i  (12). Otóż w jądrach szczura pregnenolon ulega 
przekształceniu wyłącznie w progesteron. 17a-hydroksylacji nie podlega 
on nawet w obecności nadmiaru NADPH i cząsteczkowego tlenu, które 
sprzyjają działaniu 17a-hydroksylazy a przeciwdziałają przemianie stery
dów szeregu A5 w sterydy szeregu A4.

Progesteron wytworzony z pregnenolonu ulega bardzo łatwo działaniu 
17a-hydroksylazy, przekształcając się w 17a-hydroksyprogesteron. Ozna
cza to, że kolejność poszczególnych etapów biosyntezy hormonów stery
dowych w danym narządzie jest ściśle określona i nie ulega zmianie pod 
wpływem zmienionych warunków. Próba przesunięcia procesu biosyntezy 
z toru A4 na tor A5 przez dodanie do frakcji mikrosomalnej jąder szczura 
7a-hydroksyandrostendionu, znanego inhibitora 3^-hydroksysterydode- 
hydrogenazy i izomerazy, nie dało również spodziewanych efektów 
W tych warunkach pregnenolon nie przekształcał się ani w progesteron 
ani w hydroksylowane metabolity typu A5.

Badania gruczołu krokowego (prostaty) szczura pod względem występo
wania w nim enzymów modyfikujących strukturę hormonów sterydo
wych, doprowadziły do wykrycia aktywności 3a-hydroksysterydodehy- 
drogenazy i A4-5a-reduktazy (13, 14). Oba enzymy uczestniczą w interkon- 
wersji trzech ważnych hormonów androgennych: 5a-dwuhydrotestoste- 
ronu, testosteronu i androstandiolu (15, 16). Rozdział frakcji subkomórko-
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wych zmodyfikowaną metodą (17, 18) i ich badanie na obecność enzymów 
ujawniły, że miejscem występowania obu enzymów jest — dość nietypo
wo — zewnętrzna błona jąder komórkowych oraz, w mniejszym stopniu, 
cytosol. Fizjologiczna rola tych enzymów w prostacie nie jest dotychczas 
znana, można jednak przypuszczać, że polega ona na kontroli i regulacji 
wewnątrzkomórkowego stężenia 5a-dwuhydrotestosteronu, który jest naj
silniej działającym naturalnym  androgenem (19).

II-3. Pęcherzyk jajnikow y, ciałko żółte, m acica

Jajnik, najogólniej biorąc, składa się z trzech elementów: pęcherzyków 
jajnikowych czyli pęcherzyków Graafa, ciałka żółtego oraz zrębu łączno- 
tkankowego. W pęcherzyku jajnikowym można wyróżnić następujące 
elementy strukturalne: komórkę jajową, osłonkę przejrzystą, płyn pęche
rzykowy, błonę ziarnistą, błonę podstawową, warstwę wewnętrzną osłonki 
pęcherzyka jajnikowego zbudowaną z tzw. komórek tekalnych (osłonko- 
wych) oraz warstwę zewnętrzną osłonki pęcherzyka jajnikowego. Czyn
ność dokrewna jajnika polega na produkcji hormonów estrogennych 
(17|3-estradiol i estron), hormonów progestagennych (progesteron i 17a-hy- 
droksyprogesteron) a także niewielkich ilości androgenów (testosteron 
i androstendion).

Badania lat ostatnich dały odpowiedź na pytanie, jakie komórki są 
miejscem powstawania poszczególnych grup hormonów oraz w jakich 
strukturach subkomórkowych występują układy enzymatyczne katalizu
jące poszczególne etapy biosyntezy. Jedyną czynną wydzielniczo warstwą 
komórek w pęcherzyku jajnikowym są komórki tekalne znajdujące się 
w bezpośrednim sąsiedztwie naczyń krwionośnych. Dysponują one zesta
wem enzymów zdolnych do biosyntezy androgenów i przekształcenia ich 
w estrogeny.

Jajeczkowanie zapoczątkowuje proces tworzenia się ciałka żółtego, 
w którym  główną rolę spełniają nabłonkowe komórki błony ziarnistej. 
Po owulacji zaczynają się one szybko rozrastać i w ciągu kilku dni osią
gają duże rozmiary. Do warstwy tych komórek przenikają komórki w ar
stwy wewnętrznej osłonki pęcherzyka jajnikowego a wraz z nimi naczyn
ka włosowate powodując niszczenie błony podstawowej i unaczynienie 
komórek ziarnistych. W wyniku tych przemian komórki ziarniste nabie
rają zdolności sekrecyjnych.

Inkubowanie komórek warstwy ziarnistej ludzkiego ciałka żółtego 
z 3H-pregnenolonem prowadzi do powstawania progesteronu i 17a-hydro- 
ksyprogesteronu, nie zanotowano natomiast wyraźnej przemiany w an- 
drogeny i estrogeny. W komórkach tekalnych ciałka żółtego zaś, podobnie 
jak w pęcherzyku jajnikowym, z pregnenolonu tworzą się androgeny 
i estrogeny.
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Tak więc estrogeny powstają głównie w komórkach tekalnych pęche
rzyka jajnikowego oraz w komórkach tekalnych ciałka żółtego, które 
w procesie powstawania corpus luteum wniknęły do warstwy komórek 
ziarnistych. Natomiast w komórkach ziarnistych, wskutek deficytu C17— 
Cao-liazy, odłączającej łańcuch boczny przy C17, końcowym produktem 
biosyntezy sterydów są 2 hormony progestagenne: progesteron i 17a-hy- 
droksyprogesteron (Ryc. 5).

Ryc. 5. D w a tory biosyntezy  
horm onów w  ciałku  
żółtym  (20).

Hormony estrogenne, w odróżnieniu od innych grup hormonów stery
dowych, zawierają aromatyczny pierścień A, co nadaje grupie hydroksy
lowej w pozycji 3 charakter fenolowy. Ich biosynteza polega na utlenianiu 
w cząsteczkach androgenów węgla 19, usunięciu go w formie formalde
hydu oraz aromatyzacji (dehydrogenacji) pierścienia A.

Enzymy katalizujące biosyntezę hormonów estrogennych i progesto- 
gennych, a więc zarówno układ 3(3-hydroksysterydodehydrogenazy i A°-A4- 
-izomerazy, przekształcający związki typu A5-3(3-hydroksy w hormony 
progestagenne, jak i układ aromatazy przekształcający androgeny w hor
mony estrogenne — związane są z gładkim retikulum endoplazmatycznym 
(Ryc. 6).

Na uwagę zasługują opublikowane ostatnio wyniki badań 17(3-hydro- 
ksysterydodehydrogenazy występującej w błonie śluzowej macicy (endo
metrium) (21, 22, 23). Enzym ten katalizuje utlenianie grupy 17(3-hydro- 
ksylowej zarówno sterydów typu Ci8 (zbudowanych z 18 atomów węgla) 
jak i C19 (24, 25). Ciekawe, że wykryto go zarówno we frakcji rozpusz
czalnej jak i frakcjach powstających z fragmentów gładkiego retikulum 
endoplazmatycznego, mitochondriów oraz jąder komórkowych (21, 26).
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Enzym posiada grupy sulfhydrylowe, które są elementem warunkującym 
jego aktywność. Metale ciężkie powodują inaktywację enzymu. Sterydy 
typu Ci8 z aromatycznym pierścieniem A (estrogeny), a wśród nich estra- 
diol-17|3, stanowią właściwy, najbardziej reaktywny substrat.

Hormony androgenne mogą również być substratami tej reakcji, ale 
biegnie ona znacznie wolniej niż przy użyciu estrogenów. Jedyny wyjątek

c h 3
c=o

Gładkie
retikulum
endoptazmatyczne

C17-C20 liaza

0

Androstendion

Gładkie
retikulum
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0
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Estradiol-17J2 Ryc. 6. G łów ne etapy b iosyn
tezy estradiolu.
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od tej reguły stanowi szybsza niż w przypadku estronu redukcja andro- 
stendionu przez mitochondria nowotworowo zmienionej śluzówki maci
cy (21). Enzym o podobnych własnościach występuje w łożysku (27, 28).

II-4. Łożysko

Znamienną cechą ciąży jest progresywny wzrost biosyntezy hormo
nów estrogennych oraz wydalania z moczem ich metabolitów. Odkrycie 
ścisłego związku między wydalaniem estriolu i rozwojem płodu oraz wy
dalaniem pregnandiolu i rozwojem łożyska wskazywało na wyraźny udział 
płodu i łożyska w produkcji sterydów wykrywanych w moczu matki. 
Płód i łożysko zachowują się jak dwa kompartmenty jednolitego zespołu 
funkcjonalnego, który nazwano jednostką płodowo-łożyskową (foeto-pla- 
cental unit). Zarówno substraty jak i układy enzymatyczne biorące udział 
w biosyntezie hormonów sterydowych występują w obu kompartmentach 
jednostki płodowo-łożyskowej w sposób wzajemnie się uzupełniający (29).

Korę nadnerczy płodu ludzkiego cechuje znaczny przerost tzw. „war
stwy płodowej” mieszczącej się w sąsiedztwie rdzenia nadnerczy, a więc 
na miejscu warstwy siatkowatej kory dojrzałej. We wczesnym okresie 
rozwoju płodowego kora nadnerczy rozwija się szybciej niż inne narządy, 
osiągając największe rozmiary w czwartym misiącu ciąży. U noworodka 
następuje bardzo szybka inwolucja narządu (powrót do prawidłowych 
rozmiarów).

W pierwszej połowie ciąży kora nadnerczy płodu ludzkiego wykazuje 
deficyt 3(3-hydroksysterydodehydrogenazy i A5-A4-izomerazy, powodujący 
nasiloną produkcję z pregnenolonu androgenów typu A5, głównie dehy- 
droizoandrosteronu i 16a-hydroksydehyroizoandrosteronu. Płodowe nad
nercza mogą nie tylko syntetyzować pregnenolon de novo, ale również 
przekształcać w androgeny pregnenolon wytworzony przez łożysko. Preg
nenolon ulega najpierw hydroksylacji w pozycji 17 z utworzeniem 17a-hy- 
droksypregnenolonu, który pod działaniem liazy traci łańcuch boczny, 
przekształcając się w dehydroizoandrosteron. Ten ostatni związek może 
ulec hydroksylacji do 16a-hydroksydehydroizoandrosteronu.

W łożysku komórki trofoblastu, których zadanie polega na zaopatry
waniu zarodka w substancje odżywcze, rozrastają się w głąb błony śluzo
wej macicy, różnicując się przy tym na warstwę zewnętrzną, czyli syncy- 
tiotrofoblast oraz wewnętrzną — cytotrofoblast.

Enzymy sterydogenezy wykryto histochemicznie w syncycjotrofoblaś- 
cie. Zespół enzymów odłączających łańcuch boczny od cząsteczki choleste
rolu znajduje się w mitochondriach a enzymy katalizujące reakcje 
aromatyzacji androgenów — w gładkim retikulum  endoplazmatycznym. 
Ponadto łożysko zawiera enzymy potrzebne do syntezy cholesterolu z ak
tywnego octanu. Wszystko więc wskazuje na to, że rozmieszczenie enzy
mów katalizujących biosyntezę sterydów w ultrastrukturach komórek
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tego narządu oraz mechanizmy tych reakcji są takie same jak w innych 
gruczołach produkujących sterydy. Jedyny wyjątek stanowi biosynteza 
estrogenów. W odróżnieniu od jajnika, łożysko nie może produkować ich 
z octanu poprzez cholesterol i pregnenolon, lecz uzależnione jest od dopły
wu androgenów powstających w nadnerczach matki i płodu.

W tabeli 1 zestawiono dane dotyczące subkomórkowego rozmieszcze
nia enzymów sterydogenezy w różnych typach komórek produkujących 
hormony sterydowe.

Wynika z niej, że dwa zespoły enzymów działające na wczesnych eta
pach biosyntezy, występują we wszystkich komórkach wytwarzających 
hormony sterydowe. Są to: 1) mitochondrialny układ obcinający łańcuch 
boczny cholesterolu, w którego skład wchodzą 20a i 22-hydroksylaza cho
lesterolu oraz liaza 20, 22-dwuhydroksycholesterolu, 2) mikrosomalny 
układ przekształcający sterydy typu A5-3(3-hydroksy (grupa hydroksylo
wa w pozycji 3(3 i wiązanie podwójne między 5 i 6 atomem węgla) w ste
rydy typu A4-3-keto (grupa ketonowa w pozycji 3 i wiązanie podwójne 
między węglem 4 i 5). Zawiera on 3(3-hydroksysterydodehydrogenazę 
i A4-A5-izomerazę.

Inne enzymy sterydogenezy, które modyfikują strukturę hormonu 
w kierunku zwiększenia jej funkcjonalnej swoistości, występują tylko 
w niektórych komórkach.

>
III. Mechanizm hydroksylacji pierścienia sterydowego

W procesie biosyntezy hormonów sterydowych zasadniczą rolę odgry
wają reakcje hydroksylacji zachodzące w różnych pozycjach pierścienia 
steranowego. Zalecana przez Komisję Słownictwa Biochemicznego (30) 
nazwa enzymów katalizujących te procesy brzmi: hydroksylazy. Jednakże 
w piśmiennictwie spotyka się szereg innych, często mylących czytelnika, 
określeń jak oksygenazy, oksygenazy o funkcji mieszanej, oksydazy
o funkcji mieszanej czy monooksydazy.

Reakcje hydroksylacji związków o strukturze sterydowej sprzężone 
są ze specyficznym łańcuchem przenoszenia elektronów, związanym z we
wnętrzną błoną mitochondriów (31). Droga transportu elektronów przy 
11(3 i 18-hydroksylacji pochodnych pregnanu, a prawdopodobnie również 
przy 20- i 22-hydroksylacji cholesterolu, przedstawia rycina 7.

W procesie tym biorą udział dwa substraty ulegające utlenianiu: zwią
zek sterydowy i NADPH. Do utworzenia grupy hydroksylowej, wprowa
dzanej do pierścienia sterydowego, wykorzystany zostaje jeden atom tlenu 
cząsteczkowego. Z drugiego atomu tlenu tworzy się cząsteczka wody.

NADPH redukuje grupę prostetyczną flawoproteidu, a ten powoduje 
redukcję adrenodoksyny, białka zawierającego niehemowo związane że
lazo (3). Adrenodoksyna redukuje cytochrom P-450, który wiąże tlen czą-
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steczkowy, tworząc „aktywny kompleks tlenowy”. W wyniku reakcji tego 
kompleksu z cząsteczką sterydu powstaje steryd uhydroksylowany oraz 
utleniona forma cytochromu.

Hydroksylacje sterydów są procesami wysoce specyficznymi: grupy 
hydroksylowe zostają przyłączone do określonych atomów węgla i w ściśle 
określonej konfiguracji przestrzennej. Specyficzność pozycyjna i konfi
guracyjna hydroksylacji pierścienia sterydowego zależy prawdopodobnie 
od współdziałania odpowiedniej hydroksylazy z cytochromem P-450.

NADPH+H+ NADP'*’

B ia tk o - F e ( H )  Adrenodoksyna Fe (I ll )-Bi ałk o

Ryc. 7. Łańcuch przenoszenia elektronów  uczestniczący w  reakcjach hydroksylacji 
sterydów.

A drenodoksyna — żelazoproteid n ie posiadający grupy hem ow ej. A tom y żelaza łączą się  bez
pośrednio z siarką grup su lfhydroksylow ych cyste in y  w chodzących w  skład części b iałkow ej. 
Flaw oproteid  — oksydo-reduktaza zaw ierająca dw unukleotyd flaw inoaden inow y jako grupę pro- 
stetyczną.
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Uważa się, że hydroksylacje pierścienia steranowego w różnych po
zycjach przebiegają z udziałem odrębnych cytochromów P-450 (32, 33).

Hydroksylazy współzawodniczą z łańcuchem oddechowym zarówno
o dawcę elektronów (NADPH) jak i o tlen. Reakcje przez nie katalizowa
ne są więc dla komórki energetycznie niekorzystne.

Nie zidentyfikowano dotąd składników układu przenoszenia elektro
nów w retikulum endoplazmatycznym komórek produkujących hormony 
sterydowe, gdzie zachodzą hydroksylacje w pozycji 21 i 17a. Badania me
chanizmu hydroksylacji progesteronu i 17a-hydroksyprogesteronu w po
zycji 21 przez retikulum  endoplazmatyczne komórek kory nadnerczy (34) 
wskazują, że do przebiegu tej reakcji potrzebny jest NADPH, tlen czą
steczkowy, cytochrom P-450 i flawoproteid. W tym układzie enzymatycz
nym nie znaleziono natomiast adrenodoksyny. Przeciwnie, dodanie białka 
zawierającego żelazo związane niehemowo do badanego układu hamuje 
21-hydroksylację sterydów.

IV. Uwagi końcowe

Hormony sterydowe powstają z cholesterolu w komórkach wysoko 
wyspecjalizowanych tkanek zwierzęcych: kory nadnerczy, jąder, pęche
rzyków jajnikowych i ciałka żółtego a w okresie ciąży — łożyska. Enzymy 
odpowiedzialne za przemianę cholesterolu w pregnenolon, czyli za pierw
szy etap sterydogenezy, występują w mitochondriach komórek wymie
nionych gruczołów. Ten zespół enzymów składa się z hydroksylaz oraz 
układu transportującego elektrony, w którym bierze udział NADPH, 
FADH2, adrenodoksyna i cytochrom P-450.

Pregnenolon jest kluczowym prekursorem hormonów sterydowych. 
Enzymy, które przekształcają go w hormony, związane są, z wyjątkiem 
dwóch, z retikulum endoplazmatycznym komórek gruczołowych. Te dwa 
wyjątki to 11(3- i 18-hydroksylazy, które występują w błonie wewnętrznej 
mitochondriów komórek kory nadnerczy.

Dla pęcherzyka jajnikowego, ciałka żółtego i łożyska charakterystycz
ne jest występowanie zespołu enzymów (19-hydroksylaza i tzw. aroma- 
taza), przekształcającego androgeny w hormony estrogenne. Ta szczególna 
sytuacja, że męskie hormony płciowe są tworzywem służącym do budowy 
substancji warunkujących żeńskie cechy organizmu, ma swój legendarny 
odpowiednik w opowieści o powstaniu Ewy z żebra Adama, opisanej 
w pierwszej księdze Starego Testamentu.

Osiągnięcie znacznego postępu w poznaniu szlaków biosyntezy hormo
nów sterydowych a także funkcji i własności enzymów katalizujących 
poszczególne etapy biosyntezy doprowadziło do wykrycia i dokładnej cha
rakterystyki różnych anomalii procesu sterydogenezy, warunkujących 
ciężkie zespoły kliniczne. Tak np. brak lub deficyt 11(3 i 21-hydroksylaz
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wywołuje grupę genetycznie uwarunkowanych schorzeń znanych jako 
zespół nadnerczowo-płciowy. Jeszcze groźniejsze skutki kliniczne pociąga 
za sobą brak lub deficyt dehydrogenazy 3(3-hydroksysterydów.

A rtyk u ł  nadszedł 14.5.1976; po rew iz j i  autorskiej o tr zym an o  22.9.1976.
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Post. Biochem.,  23, 113—127, (1977)

WOJCIECH RODE *)

Oczyszczanie enzymów i innych białek biologicznie czynnych 
poprzez chromatografię na substancjach niskocząsteczkowych 
unieruchomionych w fazie stałej

Purification of Enzymes and Other Biologically Active Proteins by Means 
of Chromatography on Low Molecular Substances Immobilized on Solid 
Supports

Spis treści:

I. Chrom atografia pow inow actw a biologicznego  
1-1. W iadom ości w stępne
1-2. Wybór afinantu
1-3. Wybór w ysokocząsteczkow ego nośnika  
1-4. Wybór sposobu zw iązania afinantu z nośnikiem  
1-5. Wybór w arunków  adsorpcji biologicznie sw oistej 
1-6. Wybór w arunków  elucji izolow anego białka
II. Chrom atografia pow inow actw a hydrofobow ego
III. C hrom atografia na unieruchom ionych jonach m etali ciężkich

Jednym z istotnych problemów metodycznych współczesnej biochemii 
jest rozwój technik umożliwiających jak najskuteczniejsze oczyszczanie 
białek biologicznie czynnych bez naruszania ich budowy oraz właściwości. 
Poniżej opisano trzy techniki, w których rozdział białek zachodzi na za
sadzie różnego powinowactwa pomiędzy tymi białkami a określonymi sub
stancjami niskocząsteczkowymi, unieruchomionymi w fazie stałej. O wy
borze tych technik do wspólnego omówienia zdecydowało podobieństwo 
budowy adsorbentów chromatograficznych wykorzystywanych przez nie. 
Adsorbent taki składa się z wysokocząsteczkowego, nierozpuszczalnego 
nośnika oraz związanych z nim cząsteczek ligandu, obdarzonego powino
wactwem do oczyszczanego białka. Każda z opisanych technik wykorzy
stuje inny typ powinowactwa między ligandem a oczyszczanym białkiem. 
Nie należy jednak zapominać, że występowanie powinowactwa jednego

*) Dr, Zakład B iochem ii Kom órki Instytutu  B iologii Doświadczalnej im. M. N enc
kiego PAN, ul. Pasteura 3, 02-093 W arszawa.
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typu pomiędzy określonym ligandem a oczyszczanym białkiem nie wy
klucza występowania innego typu powinowactwa pomiędzy tymże ligan
dem a białkami innymi niż to oczyszczane. Dlatego wydaje się, że posłu
gując się którąkolwiek z opisanych technik należy znać podstawy każdej 
z nich.

I. Chromatografia powinowactwa biologicznego J)

1-1. W iadom ości w stępne

Technika ta, rozwinięta w bieżącym dziesięcioleciu, umożliwiła znacz
ny postęp w dziedzinie izolowania enzymów i innych białek aktywnych 
biologicznie. Wcześniej stosowane „klasyczne” techniki rozdzielające wy
korzystywały różnice w zakresie fizyko-chemicznych własności białek. 
Przewaga chromatografii powinowactwa biologicznego nad tymi techni
kami wynika z wykorzystania indywidualnej własności oczyszczanego 
białka, jaką jest biologiczne powinowactwo do określonej substancji, sto
sowanej jako afinant. Unieruchomienie afinantu w fazie stałej (zwykle 
przez związanie kowalencyjne z wysokocząsteczkowym nośnikiem) oraz 
znalezienie warunków umożliwiających odwracalne wiązanie się z nim 
oczyszczanego białka może pozwalać nawet na jednoetapowe uzyskiwanie 
jego homogennych preparatów z surowego wyciągu tkankowego. Afinan- 
tem może być substancja wysokocząsteczkowa (białko lub kwas nukleino
wy) lub niskocząsteczkowa (substrat lub efektor enzymu). Dalsza część 
pracy traktować będzie wyłącznie o tej drugiej sytuacji.

Pierwszym, który zastosował zasadę chromatografii powinowactwa 
biologicznego do izolowania enzymu, był S t a r k e n s t e i n  (1). Wyizo
lował on a-amylazę poprzez sorpcję na nierozpuszczalnej skrobi i elucję 
roztworem rozpuszczalnej skrobi. Znacznie później skorzystano z kolum
ny skrobiowej przy rozdziale a- i ß-amylazy (2). Do prac prekursorskich 
w zakresie omawianej techniki należały także oczyszczenie tyrozynazy 
przy użyciu aminofenolu związanego z celulozą (3), oczyszczenie kinazy 
flawinowej przy użyciu pochodnej flawiny związanej z celulozą (4) oraz 
oczyszczenie oksydazy glikolanowej przy użyciu flawinomonofosforanu 
związanego z celulozą (5).

Przełomu w zakresie rozpowszechnienia chromatografii powinowactwa 
biologicznego dokonało zastosowanie przez C u a t r e c a s a s a  i wsp. (6) 
agarozy (preparat firmy Pharmacia pod nazwą Sepharose), jako wysoko- 
cząsteczkowego nośnika wiążącego afinant. Stało się to możliwe dzięki

*) Ze w zględu na brak ustalonego polskiego słow nictw a w  zakresie om aw ianej 
techniki w  pracy stosowano następujące term iny: chrom atografia pow inow actw a b io
logicznego ( =  bioaffinity chrom atography  (10,11), adsorbent biologicznie sw oisty  
( =  aff in ity  adsorbent  (10), afinant (=  affinant, ligand), odstępnik (=  spacer-arm),  
elucja biologicznie sw oista ( =  bioelution).
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badaniom A x e n a i P o r a t h a  (7) nad aktywacją cyjanohalogenkami 
makrocząsteczek polisacharydowych (typu Sephadex). Po opracowaniu 
metod przeprowadzania nośników polisacharydowych w pochodne, umo
żliwiające związanie różnego rodzaju afinantów (8), techniką chromato-

Ryc. 1. Schem at budow y adsorbenta biologicznie sw ois
tego.

grafii powinowactwa biologicznego zaczęto posługiwać się bardzo pow
szechnie przy oczyszczaniu różnych białek czynnych (9).

Opracowanie metody oczyszczania enzymu techniką chromatografii po
winowactwa biologicznego wymaga wyboru odpowiedniego afinantu i wy- 
sokocząsteczkowego nośnika, wyboru sposobu związania afinantu z nośni
kiem oraz znalezienia warunków biologicznie swoistej adsorpcji enzymu 
i jego elucji z adsorbenta. Schemat budowy adsorbenta biologicznie swois
tego przedstawia rycina 1.

1-2. Wybór afinantu

Afinantem stosowanym przy chromatografii powinowactwa biologicz
nego może być tylko związek wykazujący wysokie powinowactwo do izo
lowanego białka. Może to być analog substratu o charakterze inhibitora, 
efektor, kofaktor lub w niektórych przypadkach substrat. Substrat może 
służyć jako afinant, o ile wiąże enzym w warunkach nie sprzyjających 
katalizie, na przykład pod nieobecność aktywatora, gdy zależności KM 
i kkat od pH są różne czy też w niskiej temperaturze. Enzym wymagający 
dwóch substratów może być izolowany na unieruchomionym jednym z 
substratów, o ile zachowuje w stosunku do niego powinowactwo pod nie
obecność drugiego substratu. Czasem można także w takim przypadku 
wykorzystać powstawanie kompleksu enzym—substrat z drugim substra- 
tem lub jego analogiem (10— 15) — o ile kompleks taki jest w warunkach 
chromatografii nieaktywny — przy czym jeden z niskocząsteczkowych 
składników kompleksu musi pozostawać unieruchomiony, a drugi powi
nien być obecny w buforze, z którego adsorbowany jest enzym.

Zakłada się, że powinowactwo wybranego afinantu w stosunku do izo
lowanego białka powinno odpowiadać Ki lub KM <C 10“4 (16). Ponadto 
cząsteczka afinantu musi posiadać grupę funkcyjną, umożliwiającą zwią
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zanie z wysokocząsteczkowym nośnikiem. Zablokowanie tej grupy nie 
może powodować zaniku powinowactwa afinantu do izolowanego białka.

Jako afinant można zastosować także związek wykazujący powinowac
two w stosunku do grupy enzymów, jako ich wspólny substrat lub kofak- 
tor (na przykład NAD+, ATP). Taki „powszechny afinant” (=  generał 
Ugand), unieruchomiony, umożliwia biologicznie swoistą adsorpcję całej 
grupy enzymów. Izolowanie poszczególnych białek wymaga wówczas o- 
pracowania warunków biologicznie swoistej elucji każdego z nich (17).

1-3. Wybór w ysokocząsteczkow ego nośnika

Idealnym nośnikiem z punktu widzenia chromatografii powinowactwa 
biologicznego byłby taki, który nie oddziaływałby z białkami na zasadzie 
sorpcji, wymiany jonowej czy też sita molekularnego. Nośnik taki po
winna cechować znaczna porowatość (rzadkie usieciowanie), udostępnia
jąca dużą powierzchnię dla wiązania afinantu i umożliwiająca dostęp do 
afinantu dużym cząsteczkom. Cząstki nośnika winny być kuliste, w celu 
zapewnienia równego upakowania kolumny oraz dobrego przepływu. Wy
magana jest zupełna nierozpuszczalność nośnika w wodzie przy znacznej 
hydrofilności oraz stabilność fizyko-chemiczna w warunkach zmienności 
pH (w zakresie 2— 12), siły jonowej, temperatury, a także w obecności 
substancji denaturujących białko (detergenty, mocznik, guanidyna). Noś
nik musi mieć także odpowiednio dużą liczbę grup funkcyjnych, których 
aktywacja lub modyfikacja, w warunkach nie naruszających struktury 
nośnika, pozwala na chemiczne związanie ligandu.

Żaden ze stosowanych dotychczas nośników, jak na przykład celuloza 
(3—5), liniowe kopolimery etylenu z bezwodnikiem maleinianowym (18), 
polistyren (8, 19, 20), żele hydroksyalkilometakrylanowe (21) i poliakrylo- 
amidowe (8,22), porowate kulki szklane (23) oraz agaroza (6, 23, 24) nie 
spełnia wymagań stawianych nośnikowi idealnemu. Najbliższa ich spełnie
nia wydaje się być jednak najczęściej stosowana agaroza (Sepharose).

Dokładne opisy właściwości poszczególnych nośników oraz sposobów 
ich aktywacji znaleźć można w pracach C u a t r e c a s a s a  (25), G u i 1 - 
f o r d a  (26), W e e t a 11 a (16), P a r  i k h  a i wsp. (27), P o r a t h a (28), 
T u r k o  v e  j (29), W e e t a 11 a i F i l  b e r  t a  (30) i S l a v i k a ( 3 1 ) .

1-4. Wybór sposobu zw iązania afinantu z nośnikiem

Jednym z najbardziej rozpowszechnionych wśród zainteresowanych 
badaczy poglądów jest ten, że niskocząsteczkowy afinant powinien być 
związany z wysokocząsteczkowym nośnikiem poprzez odstępnik, zapew
niający zachowanie pewnej odległości pomiędzy cząsteczką afinantu a noś
nikiem (8, 16, 23—25). Odsunięcie afinantu od powierzchni nośnika ma 
być konieczne dla umożliwienia jego swobodnego oddziaływania z izolo
wanym białkiem. Przekonanie o konieczności stosowania odstępnika po
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chodzi stąd, że przy opracowywaniu metod izolowania kilku enzymów 
stwierdzono wyraźną zależność występowania adsorpcji enzymu od tego, 
czy stosowany adsorbent swoisty posiadał afinant związany z nośnikiem 
bezpośrednio czy też przez odstępnik (6, 8, 32—34). Wykazano także wy
raźny wpływ długości odstępnika na efektywność adsorpcji (33, 34). Na 
przykład w doświadczeniu S t e e r s a  i wsp. (34) p-aminofenylo-(3-tioga- 
laktopiranozyd (inhibitor (3-galaktozydazy) związany z agarozą silnie ad- 
sorbował (3-galaktozydazę z wyciągu z E. coli dopiero wtedy, gdy od aga- 
rozy oddzielony był ośmiowęglowym, węglowodorowym odstępnikiem, o 
długości około 20 A.

Przy syntezie odstępników stosuje się zwykle węglowodory alifatyczne 
lub aromatyczne, posiadające grupy funkcyjne (—NH2, —COOH, —SH, 
—OH), które umożliwiają łatwe dwustronne związanie cząsteczki. Związki 
te można wiązać szeregowo, otrzymując odstępnik pożądanej długości (8, 
24, 25). Zaczęto także stosować odstępniki wysokocząsteczkowe, na przy
kład polilizynę lub zdenaturowaną albuminę (35—38). Zaletą ich jest wie- 
lopunktowe powiązanie z nośnikiem, obniżające znacznie prędkość wycie
kania liganda (=  Ugand, leakage) z adsorbenta swoistego biologicznie (36, 
37, 39). Wyciekanie liganda jest zjawiskiem, z którym należy się liczyć 
przy pracy z biologicznie swoistymi adsorbentami opartymi na agarozie 
aktywowanej cyjanobromkiem. Powstające pomiędzy grupą —OH nośnika
i grupą —NH2 odstępnika powiązanie ma głównie charakter N-podstawio- 
nego izomocznika (Ryc. 2) i nie jest absolutnie trwałe (40, 41).

Agaraza

-OH

-OH

Agaroza

GNBr
RNH2

NH2 

- O —C * N H —R

-OH

Ryc. 2. N -podstaw iony izom ocznik, pow stający  
w  w yniku reakcji sprzęgania aktyw ow anej cy
janobrom kiem  agarozy z am inam i.

Istnieją dwie drogi sprzęgania afinantu z nośnikiem poprzez odstępnik. 
Pierwsza polega na połączeniu afinantu z odstępnikiem i sprzężeniu otrzy
manego produktu z nośnikiem (6), druga — na sprzężeniu nośnika z od
stępnikiem i przyłączeniu do otrzymanego produktu afinantu (8). Wadą 
pierwszego sposobu jest konieczność przeprowadzenia bardziej skompli
kowanej syntezy organicznej, wadą drugiego — możliwość wykazywania 
przez adsorbent biologicznie swoisty niepożądanych właściwości wymie
niacza jonowego, wynikających z niepełnego wysycenia przez afinant grup 
funkcyjnych odstępnika. Jednakże w przypadku adsorbentów biologicznie 
swoistych z nośnikiem agarozowym aktywowanym cyjanobromkiem, obec
ne w nich ugrupowanie izomocznikowe (Ryc. 2) stwarza zawsze możliwość 
oddziaływań o charakterze wymiany jonowej (37, 37a). Poza tym obecnie
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wydaje się, że wpływ ewentualnych efektów jonowymiennych na przebieg 
chromatografii powinowactwa biologicznego jest niewielki i łatwo mu za
pobiec działaniem podwyższonej siły jonowej eluentu (42). Dlatego god
nym polecenia sposobem syntezy adsorbentów biologicznie swoistych jest 
raczej prostszy sposób drugi.

Obszerny przegląd reakcji umożliwiających wiązanie afinantu z nośni
kiem poprzez odstępnik zawierają prace W e e t a l l a  (16), C o h e n a  
(43), I n m a n a (44), S u n d b e r g a  i P o r a t h a  (44a), W i 1 c h e k a
i M i r o n a  (38) oraz S 1 a v i k a (31).

W ostatnich latach pojawiły się prace, reprezetujące odmienny, ostroż
niejszy i chyba bardziej uzasadniony pogląd na temat konieczności stoso
wania odstępnika oraz jego charakteru. E r - e 1 i współautorzy (45) 
w trakcie opracowywania metody izolowania glikogenowej fosforylazy b 
stwierdzili, że aminooktylo-Sepharose adsorbuje ten enzym niezależnie od 
tego, czy z grupą aminooktylową jest związany glikogen. Wykazali oni, że 
adsorpcja enzymu jest skutkiem oddziaływań hydrofobowych pomiędzy 
łańcuchem węglowodorowym sprzężonym z Sepharose oraz białkiem en
zymatycznym. Praca E r - e 1 a i współautorów była jedną z tych, które 
dały początek nowej technice oczyszczania enzymów — chromatografii 
powinowactwa hydrofobowego (patrz rozdz. II). Ostrzegała ona jedno
cześnie przed zbyt pochopnym, nie kontrolowanym stosowaniem odstępni- 
ków węglowodorowych w chromatografii powinowactwa biologicznego. 
Warto wspomnieć, że prawie równolegle podobny fakt hydrofobowej ad
sorpcji syntetaz aminoacylo-tRNA na aminoheksylo-Sepharose stwierdzili 
J a k u b o w s k i  i P a w e ł k i e w i c z  (46), stawiając tym samym pod 
znakiem zapytania swoistość biologiczną opracowanej wcześniej metody 
oczyszczania tych enzymów (47).

Bardzo staranną analizę roli odstępnika podjęli O’ C a r  r a i wsp. (48). 
Wykazali oni, że zaprezentowana przez S t e e r s a i wsp. (34) zależność 
adsorpcji (3-galaktozydazy na p-aminofenylo-|3-tiogalaktopiranozydzie 
sprzężonym z agarozą od długości odstępnika łączącego inhibitor z nośni
kiem była skutkiem oddziaływań hydrofobowych. Oddziaływania tego 
samego typu uniemożliwiały stosowanie adsorbenta, zawierającego zwią
zany NAD+, przy izolowaniu niektórych dehydrogenaz (49). Ponadto 
O’ C a r r a i wsp. (48) stwierdzili, że w przypadku hydrofobowego afinan
tu związanego z nośnikiem poprzez hydrofobowy odstępnik zachodzić mo
że prawdopodobnie zjawisko, polegające na zwinięciu całej hydrofobowej 
cząsteczki. Taka „okluzja konformacyjna”, (11) spowodować może brak 
dostępności afinantu dla izolowanego białka. Wspomniani autorzy przyjęli 
założenie, że zastosowanie hydrofilowych odstępników wyeliminowałoby 
lub osłabiło większość zaobserwowanych niekorzystnych zjawisk (48). 
Opracowali oni proste metody syntezy odstępników hydrofilowych różnej 
długości (50). Odstępniki te, zastosowane zamiast wcześniej wypróbowa
nych odstępników hydrofobowych tej samej długości, rzeczywiście nie
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wykazywały biologicznie nieswoistej sorpcji białek, nawet przy niskiej sile 
jonowej (50). Na przykład dehydrogenazę mleczanową oczyszczano na ad
sorbencie biologicznie swoistym, zawierającym analog substratu związany 
z Sepharose poprzez sześciowęglowy analog substratu związany z Sepha- 
rose poprzez sześciowęglowy odstępnik węglowodorowy. W obecności 
NADH (w buforze eluującym białka towarzyszące) enzym tworzył z koen
zymem oraz z analogiem substratu trój cząsteczkowy kompleks dysocjujący,
o ile w eluencie zabrakło NADH. Wyeliminowanie nieswoistej biologicznie 
adsorpcji białek przez odstępnik wymagało wysokiego stężenia soli w elu
encie (0,3—0,5M) i było możliwe tylko wtedy, gdy stężenie związku od
stępnik—afinant w żelu nie było zbyt wysokie (51, 52). Po zastosowaniu 
odstępnika hydrofilowego chromatografię można było prowadzić w roz
cieńczonym buforze (50). Co więcej, zarówno w przypadku omówionej 
metody jak i innych (50), wprowadzenie hydrofilowych odstępników unie
zależniło biologicznie swoistą adsorpcję enzymu od długości odstępnika.

Po podsumowaniu przedstawionych poglądów na temat roli odstępnika 
wydaje się, że długi odstępnik bywa potrzebny znacznie rzadziej niż to 
dotychczas powszechnie i dość bezkrytycznie zakładano. W przypadku 
stwierdzenia zależności domniemanej adsorpcji swoistej izolowanego biał
ka od długości odstępnika, należy dokładnie sprawdzić swoistość biologicz
ną stosowanego układu chromatograficznego. Stosować przy tym można 
jako kryteria chromatografię kontrolną na adsorbencie pozbawionym afi
nantu oraz analizę parametrów chromatograficznych (11).

Zależność parametrów chromatograficznych przy rozdziale biologicznie 
swoistym powinno w przypadku elucji biologicznie nieswoistej (patrz 
Rozdz. 1-6) przedstawiać równanie 1

(i)

zaś w przypadku elucji biologicznie swoistej (patrz Rozdz. 1-6) równanie 2

t> _ v K-kAf
bio — X TS , i [/■)

J'-Af ^ k A f T  KAf

gdzie poszczególne symbole oznaczają:
Rbio — współczynnik przesunięcia chromatograficznego, będącego wyni

kiem wyłącznie powinowactwa biologicznego,
Af — stężenie sfinantu,
KAf — stała dysocjacji kompleksu enzym-unieruchomiony afinant, 
kAf — stężenie „kontrafinantu” (patrz Rozdz. 1-6) w eluencie,
KkAf — stała dysocjacji kompleksu enzym-„kontrafinant”.

Nie zawsze korzystne jest zupełne wyeliminowanie oddziaływań bio
logicznie nieswoistych pomiędzy izolowanym białkiem i odstępnikiem, pod 
warunkiem że można ich siłę kontrolować, na przykład siłą jonową eluen-
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tu. Słabą adsorpcję biologicznie swoistą mogą synergistycznie wzmocnić 
oddziaływania hydrofobowe (11, 49) na zasadzie „powinowactwa związ
ku” 2) (10, 11).

1-5. Wybór w arunków  adsorpcji biologicznie sw oistej

Adsorpcję białka prowadzić należy w warunkach (stosowany bufor, 
PH i siła jonowa) optymalnie sprzyjających oddziaływaniom pomiędzy 
białkiem i afinantem. Należy przy tym pamiętać, że nie zawsze pH opty
malne dla katalizy enzymatycznej jest optymalne także dla wiązania sub
stratu lub inhibitora przez enzym. Adsorbent biologicznie swoisty można 
stosować w formie kolumny lub jako zawiesinę. Drugi sposób stosuje się 
głównie przy adsorpcji białek z surowych wyciągów tkankowych, zawie
rających cząstki zatykające kolumnę. W przypadku stwierdzonej nieswois
tej biologicznie adsorpcji białek elucję izolowanego białka należy poprze
dzić elucją białek towarzyszących (na przykład w warunkach odpowiednio 
podwyższonej siły jonowej).

1-6. Wybór w arunków  elucji oczyszczanego białka

Wymywanie białka z kolumny przebiegać może na drodze elucji bio
logicznie swoistej lub nieswoistej. Najbardziej wybiórcza elucja swoista 
polega na wprowadzeniu do eluentu „kontrafinantu”, substancji współ
zawodniczącej z afinantem o miejsce wiązania na izolowanym białku. Elu
cja nieswoista polegać może na działaniu buforów deformujących białko 
(na przykład bufor fosforanowy) o wysokim stężeniu, zmian pH, tem pera
tury oraz siły jonowej (11). W niektórych przypadkach stosowano też 
substancje rozfałdowujące białko, na przykład 6M chlorowodorek guani
dyny (53). Czasem może też być korzystne usunięcie z kolumny nieaktyw
nego kompleksu afinant—białko. Można to osiągnąć w stosunkowo łagod
nych warunkach, o ile afinant sprzężony jest z nośnikiem poprzez wiąza
nie azowe, estrowe (kwasu karboksylowego) lub tioestrowe (8, 25).

Obszerne zestawienia enzymów oczyszczanych techniką chromatografii 
powinowactwa biologicznego zawierają prace W i l c h e k a  i J a k o 
b y ’ e g o  (9), T u r k o v e j  (29) i S l a v i k  a (31).

II. Chromatografia powinowactwa hydrofobowego 3>

Rozdział białek przy zastosowaniu tej techniki oparty jest na oddzia
ływaniach hydrofobowych pomiędzy obszarami hydrofobowymi cząsteczek 
białka i adsorbentem hydrofobowym, zbudowanym z nośnika wysokocząs-

2) Chodzi o pow inow actw o zw iązku afinant—odstępnik do izolow anego białka.
3> Ze w zględu na brak ustalonego polskiego nazew nictw a w  zakresie om aw ianej 

techniki w  pracy stosowano następujące term iny: chrom atografia pow inow actw a  
hydrofobow ego ( =  hydrophobic ch rom atography ), adsorbent hydrofobow y ( = hydro-  
phobic adsorbent), ligand ( =  hydrophobic  ligand).

http://rcin.org.pl



[9] CH RO M ATO G RAFIA W FA Z IE  ST A Ł EJ 121

teczkowego, z którym związane są cząsteczki ligandu o charakterze lipo- 
filnym (Ryc. 3). Grupy hydrofobowe białka, jako jeden z czynników wa
runkujących jego trzeciorzędową strukturę (54), są na ogół niedostępne 
jako ulokowane wewnątrz cząsteczki, jednak zarówno enzymy (55—57) 
jak i inne białka (58—60) mogą posiadać dostępne hydrofobowe miejsca 
wiążące, pełniące określone funkcje (na przykład wiązanie substratu).

/

Ryc. 3. Schem at budowy adsorbenta hydrofobowego.

Prace E r - e l a  i współautorów (45) oraz Y o n a  (61) dały początek 
szerokiemu wykorzystaniu chromatografii hydrofobowej przy oczyszcza
niu różnego rodzaju białek, jakkolwiek technikę tę stosowano już wcześ
niej przy frakcjonowaniu tRNA (62—63) oraz białek błon mitochondrial- 
nych (64). E r - e l  i współautorzy (45), o wynikach których wspomniano 
już (patrz Rozdz. 1-4), zsyntetyzowali homologiczną serię adsorbentów
0 ogólnym wzorze Sepharose—NH(CH2)nH. Stwierdzili oni, że ze wzrostem 
n (od 1 do 6) adsorbenty te wiążą coraz silniej glikogenową fosforylazę b 
z mięśni królika. W wyniku chromatografii surowego wyciągu z mięśni 
na kolumnie z bytulo-Sepharose uzyskali oni stukrotne oczyszozenie wspo
mnianego enzymu. Enzym uwalniano z kolumny działaniem buforu imida- 
zolowo-cytrynianowego, wpływającego na konformację białka. Yon (61) 
adsorbował transkarbamoilazę asparaginianową z surowego wyciągu 
z kiełków pszenicy na N-(3-karboksypropionylo)aminodekylo—Sepharose
1 po wymyciu z kolumny dużej ilości białek towarzyszących 0,2M chlor
kiem sodu, uwalniał enzym działaniem 0,2% dezoksycholanu sodu, 2% ace
tonu lub przez zmianę pH z 8 na 10. Wyniki obu prac wskazywały na 
zdecydowaną zależność adsorpcji izolowanych białek od obecności łańcu
chów węglowodorowych w stosowanych adsorbentach. Siła wiązania biał- 
ko-adsorbent zmieniała się w zależności od długości łańcucha węglowodo
rowego oraz od tego, czy łańcuch ten zakończony był grupą hydrofilową 
(45). Obecność grupy hydrofilowej w ligandzie uzależniała siłę wiązania 
od pH.

Analiza opisanych doświadczeń prowadzi do wniosku, że jakkolwiek
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oddziaływania hydrofobowe odgrywały w nich rolę kluczową, to w żad
nym przypadku nie występowały one w formie „czystej”. Przy syntezie 
adsorbentów aktywowano Sepharose cyjanobromkiem, czego wynikiem 
jest obecność ładunku dodatniego w miejscu związania hydrofobowego 
ligandu z nośnikiem (patrz Rozdz. 1-4). Oczyszczona agaroza zaś może po
siadać ładunek ujemny (65). Stosowany przez Y o n a (61) ligand hydro
fobowy był także zakończony grupą polarną. Niewątpliwie więc w obydwu 
przypadkach rozdział chromatograficzny był wynikiem zarówno oddziały
wań hydrofobowych jak i hydrofiłowych, przy czym te pierwsze w arun
kowały swoistość. W dalszym rozwoju omawianej techniki zarysowały się 
dwa różne podejścia, z których jedno cechowało dążenie do wyeliminowa
nia oddziaływań elektrostatycznych, podczas gdy drugi — dążenie do jak 
najlepszego wykorzystania tych oddziaływań, obok hydrofobowych, przy 
rozdziale białek.

„Najczystszą” formą chromatografii hydrofobowej byłaby ta, w której 
wyeliminowano by oddziaływania polarne. Ze względu na powszechne 
stosowanie Sepharose jako nośnika w chromatografii hydrofobowej, otrzy
manie adsorbenta hydrofobowego pozbawionego ładunku wymagało opra
cowania odpowiedniej metody sprzęgania ligandów hydrofobowych z noś
nikiem. P o r a t h i współautorzy (66) oraz H j e r t e n  i współautorzy 
(67) opisali różne sposoby syntezy niepolarnych adsorbentów z nośnikiem 
agarozowym (Sepharose). Adsorbenty te w warunkach wysokiej siły jono
wej wiążą różne białka, przy czym charakteryzuje je olbrzymia pojemność 
(66). Adsorpcja białek zależy od stężenia ligandu hydrofobowego na nośni
ku (68). Wymywając buforem o malejącym gradiencie siły jonowej, obni
żając polarność eluentu, podwyższając pH (66, 67) lub tem peraturę (67) 
zaadsorbowane białka można frakcjonować. Bardzo charakterystyczna jest 
stymulacja powstawania oddziaływań hydrofobowych w warunkach wy
sokiej siły jonowej. Zjawisko to, polegające na wiązaniu przez cząsteczki 
soli cząsteczek wody — utrudniających powstawanie wiązań hydrofobo
wych (69, 70) — w istocie swej zbliżone jest prawdopodobnie do wysalania 
białek. Podobnie jak przy wysalaniu nie jest tu  obojętny rodzaj stosowa
nej soli (68).

Obecność ładunku na adsorbencie hydrofobowym komplikuje mecha
nizm chromatografii zwiększając jednocześnie jej rozdzielczość (61, 71). 
Adsorbent hydrofobowy może zawierać ugrupowanie polarne tylko w 
miejscu sprzęgnięcia ligandu z Sepharose (po aktywacji CNBr) lub także 
na wolnym końcu ligandu. Przykładem adsorbentów pierwszego typu jest 
homologiczna seria Sepharose—NH+(CH2)nH. Uwagę zwraca fakt, że ad
sorbenty te budową przypominają detergenty. Stwierdzono, że wiążą one 
białka na zasadzie kooperacji oddziaływań hydrofobowych i elektrosta
tycznych (72, patrz też Ryc. 2), przy czym udział oddziaływań hydrofobo
wych rośnie ze wzrostem długości łańcucha hydrofobowego (73) oraz ze 
wzrostem stężenia ligandów hydrofobowych na nośniku (74). Przypuszcza
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się (75), że hydrofobowy ligand penetruje powierzchnię białka, powodując 
częściowe rozfałdowanie łańcucha polipeptydowego i odsłaniając grupy
o charakterze anionowym tworzące silne wiązania jonowe z dodatnio na
ładowanymi ugrupowaniami adsorbenta. W przypadku zbyt długiego 
ligandu, w wyniku detergentowego działania adsorbenta dojść może do 
nieodwracalnego zdeformowania cząsteczek białka (37, 70, 73). Doboru 
odpowiedniego adsorbenta dokonać można stosując zestaw próbnych ko
lumn, posiadających ligandy o różnej długości (76).

Tabela 1.
Białka izolowane techniką chromatografii powinowactwa hydrofobowego

Izolowane białko Piśmiennictwo

Adenylilotransferaza ATP-syntetaza glutaminowa (81)
Aminotransferaza histydynylofosforanowa (82)
Białko J wiążące histydynę (83)
Dehydrataza treoninowa (79)
Dehydrogenaza glutaminianowa (84)
Dehydrogenaza I kinaza asparaginianowa I-homoseryna (69)
Dehydrogenaza maleinianowa (84)
Enzym deurydylujący białko Pn (81)
Fosfataza fosforylazowa (74)
Fosforylaza glikogenowa a (85)
Fosforylaza glikogenowa b (45, 74)
Fosforylaza maltodekstrynowa (86)
jS-galaktozydaza (69, 79)
Galaktozylotransferaza UDPgalaktoza-glukoza (87)
Inhibitor trypsyny (66)
Karbamoilotransferaza asparaginianowa (61, 80)
Kinaza białkowa zależna od 3', 5'-cAMP (74)
Kinaza fosforylazowa (74)
Klostrypaina (88)
Kolagenaza (88)
Syntetaza glikogenowa (74, 83)
Syntetaza glutaminowa (81)
Syntetaza tymidylanowa (13, 15)
Syntetazy aminoacylo-tRNA (46)
Tryptofanaza (69)
Urydylilotransferaza UTP—białko P (81)

Obecność grupy polarnej na wolnym końcu ligandu (na przykład Se- 
pharose, NH—(CH2)nNH2) pozwala na dodatkową kontrolę adsorpcji hy
drofobowej. Zależnie od ładunku tej grupy, pH środowiska i punktu izo- 
elektrycznego wiązanego białka, oddziaływanie hydrofobowe może ulegać 
wzmocnieniu przez siły elektrostatycznego przyciągania (75, 77, 78) lub 
osłabieniu przez siły elektrostatycznego odpychania (61, 79, 80).

Adsorpcja białek na adsorbentach hydrofobowych zawierających gru
py polarne może pod działaniem soli w wysokim stężeniu ulegać stym u
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lacji (69, 70, 79), podobnie jak na adsorbentach pozbawionych ładunku. 
Jako skutek oddziaływań elektrostatycznych może występować jednak 
sytuacja odwrotna, jeżeli określone białka wiążą się z adsorbentem w nis- 
kiej a uwalniają w wysokiej sile jonowej (71, 74—76). Wynikiem oddzia
ływań polarnych może być także silne desorbujące działanie zmian pH 
eluentu (61, 71). Oczywiście niezależnie od obecności ładunku desorbują- 
cego działa również zwiększenie hydrofobowości eluentu (61, 71, 76), jak
i obecność detergentów (61, 71).

Tabela 1 zawiera przykłady białek oczyszczonych omawianą techniką.

III. Chromatografia na unieruchomionych jonach metali ciężkich

P o r a t h i wsp. (89) zaproponowali ostatnio wykorzystanie przy roz
dziale białek faktu tworzenia przez hystydynę i cysteinę kompleksów 
z jonami metali ciężkich. Kompleksy te, zwłaszcza w przypadku jonów 
miedziowych i cynkowych, są stosunkowo trwałe. Wspomniani autorzy 
unieruchomili jony Cu2 f i Zn2+, stosując w tym celu Sepharose związaną 
z ligandem o własnościach chelatujących i na tak przygotowanych adsor
bentach prowadzili chromatografię białek surowicy krwi, stosując przy 
elucji zmiany pH, siły jonowej oraz dodatek EDTA do eluentu. Uzyskane 
wyniki wskazują na przydatność proponowanej techniki przy rozdziale 
białek.

A rtyk u ł  nadszedł 20.8.1976; po rew iz j i  autorskiej o trzym an o  27.9.1976.
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KOMUNIKAT

Zarząd G łówny P olskiego T ow arzystw a B iochem icznego przyznał doroczne na
grody za najlepsze publikacje z zakresu biochem ii ogłoszone w  1975 r.

Nagrodę im. Karola Jakuba Parnasa za najlepszą pracę dośw iadczalną przy
znano zespołowi: D awid Shugar, M irosława P iechow ska i A nna Sołtyk za dwa arty 
kuły pt. „Fate of heterologous deoxyribonucleic acid in Bacillus subtil is” i „H etero
logous deoxyribonucleic acid uptake and com plexing w ith cellular constituents” ogło
szone w  Journal of B acterilogy  (1975) tom 122 str. 610—622 i tom 124 str. 1429— 1438.

Nagrodę im. B olesław a Skarżyńskiego za najlepszy artykuł przeglądow y opubli
kow any w  kw artalniku P ostępy  Biochemii otrzym ał W itold Jachym czyk za pracę pt. 
„Rola kom pleksów  mRNA z białkiem  w  regulacji procesu translacji”, P ostępy  B io 
chemii  (1975) tom 21, str. 119— 147.

i
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SPRAWOZDANIA

XVI posiedzenie Rady FEBS 

(Hamburg, 25 i 31 lipca 1976 r.)

N ajw yższą władzą Federacji Europejskich Tow arzystw  Biochem icznych jest jej 
Rada (FEBS Council), w  skład której wchodzą przedstaw iciele w szystk ich  zrzeszo
nych T ow arzystw . Rada zbiera się norm alnie raz w  roku, z reguły w  czasie trw a
nia dorocznych zjazdów  FEBS. P oniew aż w  1976 r. n ie odbył się zjazd FEBS, Rada 
zebrała się na sw e doroczne posiedzenie przy okazji X  M iędzynarodowego K ongresu  
B iochem icznego w  Hamburgu. Posiedzenie rozpoczęło się 25 lipca rano (przed otw ar
ciem K ongresu) i dokończyło sw ych obrad po zam knięciu K ongresu, 31 lipca po po
łudniu. W posiedzeniu w zięli udział delegaci 21 tow arzystw  biochem icznych (nie 
przysłały sw ych reprezentantów  tow arzystw a biochem iczne Islandii, Irlandii, P or
tugalii, R um unii i W ęgier), członkow ie K om itetu W ykonawczego FEBS (E xecutive  
Com m ittee) oraz w  charakterze obserw atorów -G . Sem enza (organizator I Sym pozjum  
FEBS), C. L iebecq (redaktor Eur. J. Biochem.)  i W. J. W helan (sekretarz generalny  
IUB). P olsk ie Tow arzystw o B iochem iczne reprezentow ał na posiedzeniu Rady jego  
prezes, Lech W ojtczak.

W pierw szym  punkcie porządku dziennego Rada przyjęła, z drobnym i popraw 
kami, protokół z poprzedniego zebrania, które odbyło się w  lipcu 1975 r. w  Paryżu  
(tekst protokółu został w cześniej rozesłany do zrzeszonych Towarzystw). W zw iązku  
z powtarzającą się od szeregu lat n ieobecnością przedstaw icieli Portugalii i R um unii 
Rada postanow iła zw rócić się do tow arzystw  biochem icznych tych krajów  z apelem
o żyw szy udział w  pracach Federacji. Rada przyjęła następnie do w iadom ości d ecy
zję dwóch tow arzystw  biochem icznych G recji w  spraw ie w spólnego przedstaw iciel
stw a obu tow arzystw  w  Federacji. D ecyzja ta zakończyła trw ającą od kilku la t n ie 
jasną sytuację greckich b iochem ików  w  FEBS. Prof. van D eenen, Sekretarz G ene
ralny FEBS, poinform ow ał następnie o w stępnych rozm owach z biochem ikam i tu 
reckim i w  spraw ie ich akcesu do Federacji.

Prof. J. P. Ebel złożył ostateczne spraw ozdanie z X  Zjazdu FEBS w  Paryżu  
w  1975 r. W Zjezdzie w zięło udział 2700 uczestników ; 35% uczestników  m iało poniżej 
30 lat.

Rada zatw ierdziła  propozycje zjazdów  Federacji aż do 1981 roku. P rzedstaw iają  
się one następująco:
1977 r. — X I Zjazd w  D anii (Kopenhaga) w  dniach 14— 19 sierpnia,
1978 r. — X II Zjazd w  NRD (Drezno) w  dniach 2—8 lipca,
1979 r. — Specjalny Zjazd w  Jugosław ii (kw iecień) pośw ięcony zagadnieniom  prak

tycznych zastosow ań biochem ii (w 1979 roku odbyw ać się będzie X I M ię
dzynarodow y K ongres Biochem iczny w  Toronto i dlatego zrezygnow ano  
z organizacji zw yczajnego zjazdu FEBS),

1980 r. — X III Zjazd w  Izraelu w  dniach 24—29 sierpnia,
1981 r. — X IV  Zjazd w  W ielkiej Brytanii.
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W latach 1982—1984 zjazdy FEBS odbędą się prawdopodobnie w  B elgii, Grecji 
i ZSRR.

P rzedstaw iciele D uńskiego Tow arzystw a B iochem icznego podali, że w p isow e na 
przyszły Zjazd w ynosić będzie: norm alne — 600 koron duńskich, ulgow e (dla stu 
dentów  i m łodych biochem ików ) — 300 koron i dla osób tow arzyszących (bez prawa  
udziału w  części naukow ej) — 50 koron. Organizatorzy planow ali zam ieścić w  m ate
riałach zjazdow ych jedynie streszczenia referatów  sym pozjalnych, natom iast w  przy
padku doniesień plakatow ych ograniczyć się w yłączn ie do podania ich tytułów . 
W yw ołało to żyw y sprzeciw  ogromnej w iększości Rady, która przegłosow ała apel 
do organizatorów o w ydanie rów nież streszczeń doniesień plakatowych.

Na dwa dni przed posiedzeniem  Rady zakończyło się w  Zurichu I Sym pozjum  
FEBS na tem at b iochem ii transportu przez błony biologiczne. Prof. Sem enza złożył 
spraw ozdanie z przebiegu tego sym pozjum . Przyjęto rów nież zgłoszenia sym pozjów  
na 1977 r., m.in. w  Pradze na tem at antym etabolitów  i w  A tenach na tem at b io
energetyki. Sekretarz G eneralny FEBS podał następnie do w iadom ości kalendarzyk  
odczytów  im. Ferdynanda Springera, w ygłaszanych przez w ybitnych biochem ików  
odw iedzających kraje należące do FEBS. M.in. P olskę odw iedzi w  listopadzie 1976 r. 
dr J. P. C hangeux z Instytutu  Pasteura w  Paryżu.

Prof. van D eenen poinform ow ał także, że K om itet W ykonaw czy przyznał w  1976 r. 
D yplom  H onorowy FEBS profesorowi Feodorowi Lynenow i. Dyplom  ten, stanow iący  
rodzaj honorowego członkostw a FEBS, przyznaw any jest za w ybitne zasługi dla 
Federacji. Rada postanow iła, aby w  przyszłości tow arzystw a biochem iczne zrzeszone 
w  FEBS zgłaszały kandydatury do Dyplom u, który będzie — jak dotychczas — przy
znaw any przez K om itet W ykonawczy. Poinform ow ano rów nież, że K om itet W yko
naw czy postanow ił przyznać doroczne N agrody Jubileuszow e (FEBS A nniversary  
Prizes) za w yróżniające się referaty sym pozjalne w ygłoszone na ubiegłorocznym  
Zjeździe E. M. Bradbury’em u (Portsm outh, W ielka Brytania) i G. G erischow i (Ba- 
zylea, Szwajcaria).

Prof. M ax Gruber w  im ieniu  K om isji K ursów  FEBS złożył spraw ozdanie z dzia
łalności w  zakresie organizacji kursów. Od ostatniego zebrania Rady w  lipcu 1975 r. 
odbyło się 6 kursów. Na podstaw ie nadesłanych do K om isji opinii uczestn ików  
prof. Gruber pozytyw nie ocenił m.in. kurs pod nazw ą „Bioenergetyka M itochon- 
driów ” zorganizow any w  W arszaw ie w  czerw cu 1976 r. Rada zaaprobowała rów nież 
projekty kursów  na 1977 r. (wykaz kursów  na najbliższą przyszłość ukaże się w  je 
siennym  w ydaniu B iu letynu  FEBS).

Rada zaaprobowała spraw ozdanie finansow e Federacji rozesłane w cześniej do 
w szystkich Tow arzystw  członkow skich. Dochody Federacji z tytułu składek w p ła 
canych przez tow arzystw a biochem iczne w ynoszą około 2000 fun tów  brytyjskich  
rocznie. Składka ta obliczana jest w  w ysokości 0,10 funta od każdego członka T o
w arzystw a. Jest ona przeznaczana głów nie na opłacenie druku i w ysyłk i B iu letynu  
FEBS otrzym yw anego dwa razy do roku przez w szystkich  biochem ików  zrzeszonych  
w  Tow arzystw ach członkow skich FEBS oraz na w ydatki sekretariatu Federacji. 
Znacznie w iększe są w p ływ y z dwóch czasopism  FEBS-u. European Journal of 
B iochem istry  odprowadził do kasy Federacji za 1975 r. ponad 14.000 Ł, a FEBS  
L etters  ponad 20.000 Ł. Sum y te są przeznaczone przede w szystk im  na dofinansow y
w anie kursów  FEBS, stypendia dla m łodych biochem ików  uczestniczących w  tych  
kursach oraz dotacje dla organizatorów  sym pozjów. Na cele kursów  (FEBS A dvanced  
Courses) wydano w  1975 r. 7.000 Ł, a w  pierw szym  półroczu 1976 r. — 11.000 Ł. Na 
stypendia dla m łodych biochem ików  (Youth Travel Fund) przeznaczono 7.000 Ł 
w  1975 r. i tyleż samo w  pierw szym  półroczu 1976 r. I Sym pozjum  FEBS w  Zurichu  
w  1976 r. kosztowało Federację około 2.000 Ł. Ze stypendiów  w  1975 r. skorzystało  
•69 m łodych biochem ików  (w tym  4 z Polski), a w  pierw szym  półroczu 1976 r. —
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50 osób (jedna z Polski). Warto podkreślić, że doroczne zjazdy FEBS są w  zasadzie 
im prezam i sam ow ystarczalnym i finansow o i n ie obciążają budżetu Federacji.

Prof. S. M. Rapoport, przew odniczący K om itetu W ydaw niczego, przedstawił 
spraw ozdanie z działalności obu w ydaw nictw  Federacji. W 1975 r. w  European  
Journal of B iochem istry  przyjęto do druku 757 prac, co stanow iło 62% nadesłanych  
m aszynopisów . Średni czas od otrzym ania ostatecznej w ersji do ukazania się pracy 
w  druku w ynosił 125 dni. N ajw ięcej w ydrukow anych prac pochodziło z RFN (24%), 
Francji (14%) i W ielkiej B rytanii (12,5%). Prace z P olski stanow iły 1,1%, czyli nieco  
m niej niż z D anii (1,2%), F inlandii (1,3%) i ZSRR (1,2%). FEBS L etters zam ieściły  
w  1975 r. 926 prac, co stanow iło 56% nadesłanych m aszynopisów . Prac z Polski było  
1,55%.

W zw iązku z upływ ającą w  przyszłym  roku kadencją trzech członków  K om itetu  
W ykonaw czego Rada dokonała w yboru ich następców . Na stanow isko Skarbnika  
w ybrany został jednom yślnie ponow nie prof. S. D. D atta (Londyn). Na stanow isko  
Sekretarza G eneralnego (na m iejsce prof. van D eenena urzędującego obecnie) szereg  
tow arzystw  (m.in. P olsk ie Tow arzystw o B iochem iczne) zgłosiło kandydaturę prof. 
J. P. Ebela z Francji, obecnego Przew odniczącego Federacji. P oniew aż jednak prof. 
Ebel funkcji tej nie przyjął z powodu nadm iernego obciążenia innym i obow iązkam i 
organizacyjnym i, Rada w ybrała w  w yniku dw ukrotnego głosow ania prof. Yom tova 
z Bułgarii. Przew odniczącym  K om isji K ursów  (Advanced Courses Committee) w y 
brany został członek tej K om isji, G. Bernardi z Paryża. Do K om isji postanowiono  
rów nież dokooptować prof. K azim ierza Z akrzew skiego z Polski.

N astępne, siedem naste posiedzenie Rady FEBS w yznaczono na 17 sierpnia 1977 r. 
w  Kopenhadze.

L. W ojtczak

III Wszechz wiązko we Sympozjum „Struktura i funkcja aktywnych 
centrów enzymów”

Puszczino nad Oką (ZSRR), 9—12 sierpnia, 1976 r.

W dniach 9— 12 sierpnia 1976 r. w  Centrum  B iologicznym  w  Puszczino odbyło  
się III-c ie  W szechzw iązkow e Sym pozjum  na tem at budow y i funkcji aktyw nych  
m iejsc enzym ów . Organizatorem naukow ym  Sym pozjum  był prof. A. E. Braunstein  
z Instytutu  B iologii M olekularnej w  M oskwie. W sym pozjum  w zięło  udział około  
100 pracow ników  naukow ych z ZSRR oraz dziew ięciu zaproszonych gości z kilku  
krajów  europejskich. W czasie Sym pozjum  w ygłoszono 15 referatów  oraz przedsta
w iono 60 prac w  form ie plakatow ej.

Zasadniczym  tem atem  obrad była struktura i m echanizm  działania niektórych  
oksydoreduktaz, hydrolaz i liaz. Ponadto referow ano prace dotyczące w yznaczania  
czasu przem ian w  aktyw nym  centrum  enzym ów , energii aktyw acji, tw orzenia kom 
pleksów  enzym atycznych oraz dyskutow ano udział poszczególnych technik w  bada
niach enzym ologicznych.

Zm iany elektronow e i konform acyjne w  centrum  aktyw nym  dehydrogenaz m o
delow o zobrazow ał C.—I. Bränden (Szwecja). W przypadku tych enzym ów  postu lo
wano, że zm iany konform acyjne są w ynikiem  w iązania apoenzym u z koenzym em , 
i że są to zm iany lokalne zachodzące w  obszarze 3— 4Ä. W iązania wodorowe dehy
drogenaz stanow ią system  przenoszący elektrony (charge re lay  s y s te m ) z hydrofobo
w ej części na pow ierzchnię enzym u.

W referatach dotyczących hydrolaz w ykazano, że w  aktyw nym  centrum  pepsyny
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reszty kw asu asparaginowego zw iązane są w iązaniam i w odorow ym i. P odstaw ien ie  
grup am inowych substratu grupami karboksylow ym i pow odowało zam ianę substratu  
w  inhibitor tego enzym u (N. S. A ndreeva i V. K. Antonov, ZSRR). Przy zastosow aniu  
chem icznych m odyfikacji zlokalizow ano ugrupow ania chrom oforowe w  asparagina- 
zie z Escherichia coli  i w ykazano udział tyrozyny (o pK 8) w  aktyw nym  centrum  
enzym u (R. A. Zhagats, ZSRR).

Tem atyką Sym pozjum  objęto rów nież enzym y uczestniczące w  b iosyntezie  b ia ł
ka. Scharakteryzow ano w łaściw ości fizykochem iczne kinazy histonow ej, w y izo lo 
w ano fragm ent aktyw nego m iejsca enzym u oraz określono pow ierzchnię m iejsca  
katalitycznego i regulatorowego. W om aw ianiu m echanizm u działania k inazy h is to 
now ej E. S. Severin (ZSRR) zasugerow ał m odel budow y histonu. A. R. F ersht 
(W. Brytania) w yjaśn ił m echanizm  enzym atycznej hyperspecyficzności w  procesie  
am inoacylacji tRNA, natom iast B. P. Gottkh i A. A. K rayevsky (ZSRR) zapropono
w ali schem at w iązania peptydylotransferazy w  rybosom ach.

N iezależnie od charakterystyki poszczególnych enzym ów , podczas Sym pozjum  
analizow ano kinetyczne (L. D olapchiev, Bułgaria) i energetyczne (D. S. C hernavskii, 
ZSRR) aspekty katalizy enzym atycznej. W iązanie substratu w  aktyw nym  centrum  
enzym ów  ma zasadnicze znaczenie w  w ytw arzaniu  energii niezbędnej do obniżenia  
bariery aktyw acji. Badania relaksacji pozw oliły na oznaczenie czasu trw ania p rzejś
ciow ych kom pleksów  enzym —substrat, oraz um ożliw iły określenie czasu przem ian  
elektronow ych i konform acyjnych (P. Fasella, W łochy). T. K eleti (Węgry) przedsta
w ił m ożliw ości tw orzenia w ysokocząsteczkow ych kom pleksów  białko—białko od gry
w ających rolę w  regulacji aktyw ności niektórych enzym ów.

Dużo uwagi w  obradach pośw ięcono kom pleksow em u zastosow aniu w ie lu  m etod  
i now oczesnych technik fizykochem icznych takich jak: w idm a różnicow e, flu ores-  
cencja, fosforescencja, dichroizm kołow y, rentgenografia, chem iczne relaksacje oraz 
elektronow y rezonans param agnetyczny i jądrow y rezonans m agnetyczny. Ponadto  
dyskutow ano znaczenie m etod chem icznych m odyfikacji i unierucham iania enzym ów  
w  badaniu m echanizm u katalizy enzym atycznej (G. M uszyńska, Polska).

W końcow ym  etapie Sym pozjum  odbyła się dyskusja dotycząca różnic i podo
bieństw  w  strukturze aktyw nych centrów  enzym ów  w  roztw orze i w  stan ie k rysta 
licznym . Bezpośrednim  powodem  tej dyskusji były badania prowadzone w  pracow ni 
B. L. V allee (USA) w ykazujące w ystępow anie, w arunkującego aktyw ność, kom pleksu  
Zn—tyrozyna w  aktyw nym  centrum  karboksypeptydazy A. W stanie krysta liczn ym  
enzym u cynk nie tw orzy kom pleksu z tyrozyną. W yniki tych prac zm uszają do za 
stanow ienia się do jakiego stopnia badania krystalograficzne odzw ierciedlają stru k 
turę centrum  aktyw nego enzym u w  roztworze.

Obrady odbyw ały się w  przyjem nej atm osferze przy pełnej frekw encji uczest
ników .

G. M uszyńska

Kolokwium nt. „Biosynteza koenzymów folianowych”

2—3 w rześnia 1976, Dublin, Irlandia

Przy okazji 564 Zjazdu Biochem ical Society w  D ublinie Dr John M. Scott zor
ganizow ał kolokw ium  zatytułow ane „Biosynteza koenzym ów  folianow ych”, w  ram y  
którego w łączono rów nież liczne kw estie  m etodyczne.

Inauguracyjny w ykład dr J. M. Scotta (Trinity College, D ublin, Irlandia) doty
czył identyfikacji w ew nątrzkom órkow ych koenzym ów  folianow ych n iektórych bak
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terii i drożdży. R eferent zw rócił głów ną uw agę na poliglutam inianow e pochodne, k tó 
rym  przypisuje się dziś szczególnie w ażną rolę m etaboliczną jako w łaściw ym  sub- 
stratom  lub inhibitorom , czynnym  w  interkonw ersji fragm entów  jednow ęglow ych  
zw iązanych z tetrahydrofolianem . Problem  m etabolicznej roli poliglutam inianow ych  
pochodnych tetrahydrofolianu podjął rów nież w  sw ym  referacie J. R. Bertino (Yale 
U niversity School of M edicine, N ew  H aven, Conn., USA). J. C. R abinow itz (U niver
sity of California, B erkeley, California, USA) om ów ił m iędzy innym i dane w sk a
zujące, że w  w ątrobie ssaków  w ystępuje białko, które — oczyszczone do hom ogen
n o śc i— w ykazuje w łaściw ości dehydrogenazy m etylenotetrahydrofolianow ej, cyk lo- 
hydrolazy m etenylotetrahydrofolianow ej i syntetazy form ylotetrahydrofolianow ej. 
W m ateriale bakteryjnym  są to trzy odrębne białka enzym atyczne.

Dr K. R. Harrap (Institute of Cancer Research, Belm ont, Surrey, A nglia) om ów ił 
zjaw isko naturalnej odporności niektórych kom órek now otw orow ych na działanie  
M ethotrexatu (am etopteryny), stosow anego w  chem ioterapii niektórych schorzeń no
w otworow ych. B adanie k inetyk i reakcji katalizow anej przez w ysoko oczyszczone 
preparaty reduktazy dihydrofolianow ej z kom órek czterech lin ii w ykazało, że enzym  
ten z kom órek odpornych na obecność m etotreksatu w  środow isku cechuje w ie lo 
krotnie w yższa stała inhibitorow a od stałej enzym u z kom órek nie odpornych na 
działanie tego antyfolianu. Dr Harrap przedyskutow ał też problem  osłony kom órek  
praw idłow ych przed toksycznym  działaniem  m etotreksatu w  drodze podaw ania koen- 
zym atycznych form  tetrahydrofolianu.

W ramach kolokw ium  w ygłoszono ponadto kilkanaście doniesień. Dwa z nich  
pochodziły z Zakładu B iochem ii Kom órki Instytutu  B iologii D oświadczalnej im. 
M. N enckiego PAN  — pierw szy n.t. regulacji syntetazy m etioninow ej w  kom ór
kach L przez w itam inę B i2, folian  i m etioninę przedstaw iła B. G rzelakow ska-Szta- 
bert, drugi n. t. oczyszczania syntetazy tym idylanow ej przy pomocy chrom atografii 
pow inow actw a na kolum nie z Sepharose sprzężonej poprzez am inoetylow y odstępnik  
z tetrahydroam etopteryną przedstaw iła niżej podpisana.

Ogółem uczestniczyło w  posiedzeniach 60—70 osób a żyw a dyskusja św iadczyła
o dużym zainteresow aniu  tem atem  kolokwium .

Z. Zielińska
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„Immunologische Arbeitsmethoden”
red. Helm ut Friem al, VEB G ustav Fischer Verlag Jena, 1976, w yd. I, 496 stron, 
116 ilustracji.

Książka ta jest zbiorow ym , przez 38 autorów , opracow aniem  podstaw ow ych m e
tod stosow anych w  im m unologii. Z awiera 59 rozdziałów, w  których opisano dokład
nie techniki przeprowadzania testów  serologicznych, oznaczania reakcji antygenów  
z przeciw ciałam i, rozdzielania i preparacji antygenów , im m unoglobulin i przeciw 
ciał, itp. Każdy z rozdziałów  zaopatrzony jest w  krótki, jasno napisany w stęp  teore
tyczny, jak rów nież odnośniki literaturow e. Bardzo dobrze przedstaw ione są również 
różne m etody elektroforetyczne i chrom atograficzne w  odniesieniu do b iałek , cukrów  
i lipidów , jak rów nież w  odniesien iu  do komórek.

Książka w ydana jest bardzo starannie, na bardzo dobrym papierze. M ateriał 
zaw arty w  książce czyni ją godną polecenia każdem u laboratorium  klinicznem u, 
zajm ującem u się im m unologią kliniczną. Jest ona rów nież warta polecenia dla s tu 
dentów  w yższych lat w ydziału  biologii (biochemia) oraz jako w ygodny zbiór prze
pisów  dla instytutów  badawczych.

Jakkolw iek  książka w ydana została w  1976 r., napisana została w  1973 r. Tak 
długi okres w ydaw niczy spraw ił, że w  m iędzyczasie zostały opracowane now e testy, 
ew entualn ie uspraw nienia dotychczasow ych m etod, które nie zostały zam ieszczone 
w  om aw ianej książce.

J. Lisowski

„Praktische Chemie für Mediziner und Naturwissenschaftler” 
red. H. G. H enning, W. Jugelt, G. Sauer, VEB Verlag Volk und G esundheit —
Berlin 1976, III w ydanie przerobione.

Recenzowana książka opracowana jest przez zespół autorów  z U niw ersytetu  
Hum bolta w  B erlinie. K olejne poprzednie w ydania książki pochodzą z roku 1966 
i 1970. Obecne III w ydanie jak podkreślają w e w stępie sam i autorzy jest dość znacz
nie przerobione, przy czym  przeróbki dotyczą praktycznie w szystkich  rozdziałów  
podręcznika.

K siążka zgodnie z intencjam i autorów  jest przeznaczona dla m edyków  i przy
rodników, którzy w  program ach nauczania chem ii spotykają się z zagadnieniam i 
w szystkich dziedzin szerokiego przedm iotu i potrzebują podręcznika ujm ującego  
problem y najczęstsze i najistotn iejsze w  sposób zw ięzły  n iem al encyklopedyczny  
ze szczególnym  uw zględnieniem  strony praktycznej. D latego książka ujm uje zw ięzłe , 
praktyczne zagadnienia praw  i procesów  chem icznych, problem y m etodyczne, pod
staw y analityczne i inform acje o zw iązkach chem ii nieorganicznej i organicznej 
szczególnie istotnych w  nauczaniu b iologii i m edycyny.
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Ze w zględu na założony praktyczny charakter książki, szczególny nacisk położyli 
autorzy na dem onstracje i ćw iczenia, czego w yrazem  jest um ieszczenie w  tekście 442 
ćwiczeń. Książka zaw iera 5 rozdziałów  pośw ięconych:
I — wprowadzeniu do praktyki laboratoryjnej
II — podstawom  chem ii fizycznej i nieorganicznej
III — ilościow ym  zagadnieniom  reakcji chem icznych
IV — podstawom  chem ii organicznej i fizjologicznej
V — metodom analitycznym

Książkę zam yka dodatek z zestaw em  podstaw ow ych tabel chem icznych, tabel 
logarytm icznych i tablicę z okresow ym  układem  pierw iastków . Książka om aw ia i in 
terpretuje prawa chem iczne, zaw iera opisy sposobów  obliczeń chem icznych, opisy  
budowy stechiom etrycznej zw iązków  nieorganicznych i organicznych, podaje pod
staw ow e reakcje charakterystyczne dla poszczególnych grup zw iązków  chem icznych  
oraz zestaw ia szeroko reakcje istotne w  analizie ilościow ej i jakościow ej. P rzejrzyś
cie i ładnie graficznie ilustruje najw ażniejsze reakcje chem iczne, podstaw y kinetyki 
reakcji, praktyczne rozw iązania schem atów  zestaw ów  laboratoryjnych i prostej apa
ratury analitycznej. Ponadto w  tekście um ieszczone są, po zakończeniu om ów ienia  
poszczególnych działów, pytania kontrolne.

Patrząc jednak na recenzow aną książkę oczam i polskiego odbiorcy, uznać n a 
leży zestaw  zaw artych w  podręczniku inform acji za mocno odbiegający od potrzeb 
w  nauczaniu naszych studentów  m edycyny i biologii. Książka zaw iera w ie le  w ia 
domości, z którym i nasz student spotyka się na szczeblu szkoły średniej. Inform acje  
zatem  o najbardziej podstaw ow ym  w yposażeniu laboratorium , zasadach pracy w  la 
boratorium, podstawach obliczeń — są zbyteczne. Opis podstaw ow ych m etod an ali
tycznych jest często zbyt zw ięzły  dla w prow adzenia studenta w  praktyczne aspekty
i trudności pracy laboratoryjnej. Traktując n aw et encyklopedycznie inform acje prak
tyczne książki, odczuwa się, że w  opisie poszczególnych zagadnień należałoby kosztem  
om aw iania elem entarnych podstaw, rozw inąć szerzej n iektóre problem y coraz is to t
niejsze dla zrozum ienia problem ów  chem ii analitycznej i podstaw  biologii m ole
kularnej, co w  dzisiejszym  ujęciu kształcenia m edyka i biologa odgryw a podstaw ow ą  
rolę. N iew ątp liw ie w artościow ym  uzupełn ieniem  książki byłaby szersza bibliografia  
(książka podaje 13 pozycji) co szczególn ie dla odbiorców  rozdziału V podręcznika, 
m iałoby istotne znaczenie.

R ecenzowana książka może być bardzo w artościow ym  opracow aniem  dla kszta ł
cenia pom aturalnego techników  chem ików  i analityków . Z w ięzłość i przejrzystość 
książki pozw ala szybko odnaleźć interesujące praktyczne zagadnienie i stosunkow o  
łatw o przypom nieć sobie lub utrw alić n iezbędne posiadane w iadom ości.

J. G regorczyk
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Redakcja zastrzega sobie możność skrócenia tekstu i wprowadzania  
poprawek nie w pływ ających na treść pracy.

P iśm iennictw o: W artykule należy cytow ać prace oryginalne z ostat
nich kilku lat oraz najw ażniejsze artykuły przeglądow e om aw iające  
przedstawioną dziedzinę z uw zględnieniem  artykułów  opublikowanych  
w  „Postępach B iochem ii”. W tekście należy podawać jedynie nazw iska  
badaczy, których prace m ają podstaw ow e znaczenie w  przedstawianej 
dziedzinie. O m awiane prace trzeba num erować w  kolejności ich cytow a
nia w  tekście. Wykaz p iśm iennictw a zatem  obejm uje prace opatrzone ko
lejnym i num eram i, ale nieuporządkow ane alfabetycznie. Odnośniki b ib lio
graficzne w inny m ieć form ę zalecaną przez K om isję W ydaw ców  Czaso
pism  Biochem icznych M iędzynarodowej U nii B iochem ików  (IUB) w edług  
Biochim. Biophys. Acta,  (1972), 276, (1) np.

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

Cytując w ydaw nictw a książkow e podawać należy kolejno: nazwisko(a) 
iniqjały autora(ów), rok w ydania, tytu ł książki, nazwisko(a) i in icjały  
jej redaktorów(a), tom, pierw szą i ostatnią stronę cytow anej publikacji, 
nazw ę w ydaw nictw a oraz m iejsce w ydania, np.

D ixon M., Webb E. C., (1964), Enzymes, 2 wyd., str. 565, Longmans 
Green and Co, London;

Grant J. K., (1969) w  Essays in  Biochem istry, red. Cam pbell P. N„ 
G reville G. D., t. 5, str. 1—58, A cadem ic Press, London

Załączniki: Każdy załącznik należy sporządzić w  2 egz. na oddziel
nych kartkach i opatrzyć kolejnym  num erem  odpow iadającym  num erow i 
użytem u w  tekście, oraz oznaczyć (na górze stronicy ołów kiem ) nazw is
kiem  pierw szego autora i początkow ym i w yrazam i tytu łu  pracy.

T abele należy kolejno num erow ać cyfram i arabskim i. T ytuł tabeli
i nagłów ki rubryk w inny jasno opisyw ać ich treść zaznaczając, z jakich  
(jakiej) prac(y) pochodzą inform acje podane w  tabeli.

R yciny, tj. w ykresy, rysunki, schem aty lub fotografie należy opatrzyć 
num eracją w  kolejności ich om ów ienia w  tekście. Przyjm uje się zasadę 
num eracji rycin cyfram i arabskim i, a wzory cyfram i rzym skim i. F oto
grafie czarno-białe (kontrastowe) pow inny być w ykonane na papierze 
m atowym . Pozostałe ryciny należy w ykonać tuszem  na białym  papierze  
lub na kalce technicznej. W ymiar ryciny n ie pow inien być m niejszy niż 
10X15 cm, a naniesione lin ie  n ie pow inny być cieńsze niż 1 mm. Ramki 
ujm ujące w ykresy można w ykonać lin ią cieńszą niż lin ie w łaściw e w y 
kresu. Cyfry i litery służące do opisu rysunku pow inny m ieć w ysokość  
nie m niejszą niż 5 mm. Na rysunkach n ie należy um ieszczać opisów  
słownych, lecz posługiw ać się skrótami. Osie w ykresów  natom iast w in 
ny być opatrzone napisem  łatw o zrozumiałym . Dla oznaczenia punktów  
dośw iadczalnych można stosować następujące sym bole: A  □  O  A  *  ©. 
Rycinę należy opatrzyć na odw rocie oznaczeniem  „góra” i „dół” (ołów 
kiem). D ecyzję o stopniu zm niejszenia ryciny podejm uje w ydaw ca.

Podpisy i objaśnienia pod rycinam i pow inny być dołączone na od
dzielnej kartce. Oznaczenia, których n ie można w pisać na m aszynie, 
należy w yraźnie nanieść czarnym  tuszem.

Ze w zględu na w ew nętrzną spoistość artykułu zaleca się autorom  
konstruow anie oryginalnych rysunków  i zbiorczych tabel na podstawie 
danych z piśm iennictw a. P raw ie w szystk ie czasopism a zastrzegają sobie 
w yłączność druku prac w raz z ich dokum entacją (C opyrigh t). Przed  
w łączeniem  tabel, w ykresów  czy schem atów  do artykułu przeznaczonego 
do publikacji w  Postępach Biochemii  należy uzyskać zgodę na przedruk
i przedłożyć ją Redakcji.

Redakcja prosi o w łaściw e pakow anie artykułów, aby zabezpieczyć 
m aszynopisy i ilustracje przed pogięciem .
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