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MAREK KANSKI

1918—1976

Smieré nagta, niespodziewana Marka
Karnskiego, Profesora i Kierownika Zaktadu
Chemii Fizjologicznej Wojskowej Akademii
Medycznej w todzi stanowi wielka strate dla
Uczelni, dla naszego Zaktadu Chemii Fizjolo-
gicznej w Lublinie, dla Polskiej Biochemii —
wywotata zal tych, ktérzy go znali, cenili
i kochali.

Marek Kanski nalezat do tego pokolenia,
ktore uzyskato dyplomy, stopnie i tytuty nau-
kowe juz w Polsce Ludowej. Urodzit sie 14.XI.
1918 r. w Radomiu w rodzinie inteligenckiej.
Egzamin dojrzatosci zdat w Bydgoszczy w
1937 r. i w tymze samym roku zostat przyjety
do Szkoty Podchorgzych Sanitarnych i na studia medyczne w Uniwersyte-
cie Warszawskim. We wrze$niu w 1939 r. otrzymat przydziat do szpitala
polowego po ukonczonym drugim roku studidw. Podczas okupacji pracowat
jako asystent lekarski w Miejskim Szpitalu w Lublinie do momentu wy-
zwolenia miasta w lipcu 1944 r. W sierpniu tegoz roku zgtosit sie do Lu-
dowego Wojska Polskiego uzyskujac przydziat do Szpitala Ewakuacyjnego
w charakterze instrumentariusza w bloku operacyjnym. Studia lekarskie
ukonczyt na Wydziale Lekarskim UMCS w Lublinie w 1945 r. W latach
1946—1963 kierowat Pracownig Analityczng w Szpitalu Wojskowym, a od
marca 1946 r. do wrze$nia 1963 r. pracowat ponadto w Zaktadzie Chemii
Fizjologicznej Wydziatu Lekarskiego UMCS i Akademii Medycznej w Lu-
blinie, jako starszy asystent, a po otrzymaniu stopnia doktora medycyny,
jako adiunkt. W 1956 roku na wniosek Uczelni uzyskat stopien i tytut do-
centa etatowego. W 1960 r. objat kierownictwo nowo utworzonego Zakla-
du Biochemii na Wydziale Farmaceutycznym; ponadto petnit obowigzki
Prodziekana Wydziatu Farmaceutycznego do momentu stuzbowego prze-
niesienia do Wojskowej Akademii Medycznej (WAM) w todzi na stano-
wisko Kierownika Katedry Chemii Fizjologicznej.

W Lublinie oprécz wymienionych juz funkcji brat czynny udziat w pra-
cach Senackich Komisji dydaktyczno-naukowej do spraw mitodziezy, in-
westycyjnej, byt przewodniczagcym Rady Pedagogicznej Il roku studiow le-
karskich, byt cztonkiem Podkomisji Chromatograficznej Polskiej Akademii
Nauk i cztonkiem korespondentem Lubelskiego Towarzystwa Naukowego.
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W Lodzi oprécz obowigzkéw Kierownika Katedry petnit przez kilka lat
obowigzki prorektora Uczelni do Spraw Nauki i Dydaktyki, byt cztonkiem
Rady Naukowej Ministerstwa Obrony Narodowej, delegatem Ministerstwa
Obrony Narodowej do Komitetu Biochemicznego PAN, przewodniczacym
t 6dzkiego Oddziatu Polskiego Towarzystwa Biochemicznego, oraz czton-
kiem Rad Naukowych Instytutow Wojskowych i Naczelnym Specjalistg
Wojska Polskiego do spraw Analityki Lekarskiej. Tytut profesora nadzwy-
czajnego otrzymat w 1972 roku. Otrzymat wiele odznaczen panstwowych
i spotecznych.

W Jego dorobku naukowym w obu o$rodkach lubelskim i t6dzkim znaj-
dujg sie prace doswiadczalne i monograficzne z dziedziny badan nad me-
tabolizmem bakteryjnym oraz w zakresie metod chromatograficznych
i innych stosowanych w biochemii, radiobiologii i analityce lekarskiej. Byt
wspotautorem zbiorowego wydania obszernej monografii pt. ,,Chromato-
grafia”. Byt promotorem kilku przewodéw doktorskich, recenzentem wie-
lu prac naukowych.

Marek Kanski nalezat do pierwszych asystentow lubelskiego Zakia-
du Chemii Fizjologicznej organizujacych wraz ze mng Zaktad od pierw-
szych poczatkéw jego istnienia. Pozostat w mojej pamieci jako najblizszy
wspotpracownik i przyjaciel, oddany bez reszty sprawom Zaktadu. W tych
pierwszych latach naszego uniwersytetu, w latach wielkiej improwizacji
trudno oceni¢ Jego wkiad staran o zaopatrzenie Zaktadu i Jego udziat w na-
szych badaniach nad metabolizmem bakteryjnym oraz przy wprowadze-
niu nowoczesnych metod elektroforezy i chromatografii. Wiele niedziel
i wieczordw spedziliSmy na opracowywaniu materiatéw do naszej ,,Chro-
matografii” wydanej przez PWN.

W zespole starszych i miodszych asystentow Marek wyr6zniat sie wy-
sokg kultura, wielkim taktem, kolezeriskim i serdecznym, czesto opiekun-
czym stosunkiem do kolegéw, a przy tym niezwyklg bezinteresownoscia.
Nie przypominam sobie, by kiedykolwiek zwrécit sie do mnie z jakimkol-
wiek dezyderatem osobistym. Jego wkiad do wszystkich prac zaktadowych
miat zawsze wysoki ciezar gatunkowy. Mimo wielkiego obcigzenia praca
nigdy nie odmowit kolegom pomocy w ich sprawach. Nigdy nie okazywat
zmeczenia, zdenerwowania, byt zawsze opanowany ale potrafit walczyé
gdy tego stusznos¢ sprawy wymagata.

Byt ceniony i tubiany przez wszystkich i we wszystkich $rodowiskach
pracy. Zmart 22 grudnia 1976 r.

J. Opienska-Blauth
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Struktura i funkcja btony purpurowej bakterii stonolubnych
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Structure and Function of Purple Membrane from Halophilic Bacteria
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I. Wstep

Przetwarzanie i magazynowanie energii w komorce jest procesem
szczegolnie istothym z punktu widzenia integracji przemian w niej zacho-
dzacych. Sam problem magazynowania energii zostat juz stosunkowo daw-
no rozwigzany (odkrycie i uznanie ATP za no$nik wigzan wysokoenerge-
tycznych), podczas gdy proces przetwarzania wykorzystywanej energii tzn.
fosforylacji ADP do ATP jest nadal niecatkowicie poznany. Odkrycie in
vitro sprzezenia miedzy transportem a fosforylacjg zaréwno w strukturach
btonowych mitochondrionu jak i chloroplastu pozwolito na sprecyzowanie
nowych pogladow probujacych opisa¢ mechanizm fosforylacji na poziomie
molekularnym, a wasciwie na poziomie btony biologicznej. Ten etap badan
i odkry¢ w bioenergetyce doprowadzit w rezultacie do szeregu nowych hi-
potez, z ktdrych na szczeg6lne zainteresowanie zastuguje hipoteza chemicz-
noosmotyczna Mitchella (1—4). Hipoteza ta postuluje mechanizm enzyma-
tycznej (enzymatyczny kompleks ATP-azy) fosforylacji ADP jako nastep-
stwo wyréwnywania sie (,wykonywania pracy”) gradientu pH wytworzo-
nego po przeciwnych stronach energizowanej btony zaréwno w mitochon-
driach jak i w chloroplastach (5—9). Proces energizacji btony zachodzi in
vivo na ogot podczas zmian oksydoredukcyjnych skfadnikdéw bton w cza-
sie transportu elektronéw i zalezy pierwotnie w mitochondriach od ste-
zenia dostarczanych substratow (fosforylacja oksydacyjna) i w chloropla-
stach od intensywnos$ci oswietlenia (fosforylacja fotosyntetyczna).

W odniesieniu do przedstawionej, w znacznym uproszczeniu, hipotezy
Mitchella szczeg6lne miejsce zajmuje nowy mechanizm fosforylacji odkry-
ty w latach 70-tych przez Stoeckeniusa (10, 11) i Oesterhelta
(11—14) u bakterii stonolubnych z rodzaju Halobacterium. Nowo poznany
mechanizm syntezy ATP zwigzany jest funkcjonalnie z tzw. btong purpu-
rowg bedacg czescig sktadowg (frakcja) btony komérkowej badanych bak-
terii. Btona purpurowa Halobacterium dzieki wystepowaniu w niej foto-
chemicznie aktywnego chromoproteidu spetnia w bionie komérkowej
bakterii funkcje zaleznej od Swiatta pompy protonowej i jest odpowiedzial-
na za synteze ATP na Swietle (15, 16).

Artykut ten poswiecony bedzie wiasnie tej frakcji btony komdrkowej
Halobacterium. Poglady dotyczace funkcji i struktury btony purpurowej
ze wzgledu na podobienstwo do znanych juz faktéw dotyczacych wspom-
nianej teorii Mitchella i procesu widzenia u kregowcéw omoéwione beda
takze w sposob poréwnawczy.

Wyniki badan procesu fotofosforylacji u Halobacterium mimo niezbyt
dtugiego czasu, jaki uptynat od momentu wykrycia, sg dobrze udokumento-
wane w pismiennictwie i doczekaty sie kilku artykutéw przegladowych
przedstawionych miedzy innymi przez Stoeckeniusa i Oester-
helta (15, 16, 16a).

W zwigzku z rosnacym zainteresowaniem bakteriami stonolubnymi
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pierwsze rozdziaty artykutu poswiecono witasnie tym organizmom, co jest
tylko pozornie nie zwigzane z jego tematyka, a zapozna czytelnika z no-
wym, ciekawym materialem biologicznym.

Il. Bakterie stonolubne z rodzaju Halobacterium

I1-1. Morfologia i sktad chemiczny komérki

Bakterie stonolubne z rodzaju Halobacterium (Halobacterium halobium,
H. cutirubrum, H. salinarum, H. trapicanum) odkryto w Skandynawii na
poczatku naszego wieku, znajdujgc je na suszonych solonych rybach (17).
Nalezg one do grupy bakterii gram-ujemnych (18). Do wzrostu i zachowa-
nia natywnej struktury wymagaja wysokiego stezenia soli. Obnizenie tego
stezenia powoduje poczatkowo zmiany ksztattu ich komorek z wydtuzone-
go o wymiarach 0,5 Mmi 5—10 p-m na kulisty, by w korncu doprowadzi¢ do
rozbicia komorki. Optymalne dla wzrostu bakterii jest nastepujgce stezenie
soli: 3—5 M NacCl, 0,1—0,5 M Mg++, 2X10-3 M K+ oraz $ladowe ilosci zela-
za, wapnia i manganu (19). Zastgpienie chlorku sodowego inng solag (NHACL,
KC1, LiCl) nawet o podobnym stezeniu hamuje wzrost komoérek w fazie lo-
garytmicznej, chociaz nie powoduje ich destrukcji (19—23).

Doktadne badania mikroskopowe wykazaty, ze komorki Halobacterium
majg strukture charakterystyczng dla komorki bakteryjnej (23), wyizolo-
wane z Halobacterium halobium rybosomy i DNA wykazujg takze wias-
ciwosci typowe dla tych struktur w innych organizmach Procaryota (24—
26). Jednak mimo morfologicznego podobienstwa Halobacterium do innych
rodzajow bakterii zbadany skiad chemiczny zaréwno catych komérek jak
i pewnych ich frakcji np.: ostonki komérkowej ($ciana+ btona komorkowa,
ang. envelope) okazat sie nietypowy i charakterystyczny, jak sie wydaje,
tylko dla tego rodzaju bakterii. W komérkach H. halobium, mianowicie,
nie znaleziono kwasu muraminowego, mukopeptydu ani kwasu dwuamino-
pimelinowego, a ostonka komérki sktada sie gtownie z biatek, nietypowych
lipidéw i niewielkiej ilosci niezidentyfkowanych weglowodanéw (18, 27,
28, 29). Dokladne badania frakcji lipidowej wykazaty, ze skiada sie ona
gtownie z dwueteropochodnych fosfatydyloglicerofosforanéw (30, 31),
a podstawione (w miejsce kwaséw tluszczowych) w pozycjach alfa i beta
glicerolu alkohole alifatyczne nie zawierajg w czasteczce wigzan podwoj-
nych i sg nasyconymi pochodnymi 20-weglowego alkoholu poliprenylowe-
go, fitolu (32).

Taki sktad frakcji lipidowej sugeruje, ze komérki bakterii stonolub-
nych nie majg wyksztalconego w peini uktadu syntezy kwaséw ttuszczo-
wych, a synteza zwiazkéw hydrofobowych zachodzi na drodze przemian
kwasu mewalonowego — prekursora zwigzkéw poliprenylowych (32).
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Ostatnio wykazano, ze w komoérkach H. cutirubrum istotnie zachodzi syn-
teza tego typu zwigzkow (33—35), a wsrdd nich zidentyfikowano: fyllochi-
non (wit. Kj), retynal (aldehyd wit. A), karotenoidy 40- i 50-weglowe (od-
powiednio beta-karoten i alfa-bakterioruberyna) oraz ich niektére pre-
kursory (36, 37).

11-2. Sciana i btona komérkowa

Zaskakujacy skiad frakcji lipidowej bakterii stonolubnych oraz brak
typowych sktadnikow bakteryjnej sciany komoérkowej, a co za tym idzie
trudnosci w interpretowaniu obrazéw w mikroskopie elektronowym do-
prowadzity pierwotnie do sugestii, ze bakterie z rodzaju Halobacterium
nie posiadajg Sciany komorkowej (19). Za stusznoS$cig tej sugestii przema-
wiaty takze wcze$niejsze obserwacje Stoeckeniusa (15), ktéry pod-
dajgc komarki H. halobium szokowi osmotycznemu w wodzie destylowanej
otrzymywat z ostonki komoérkowej jedynie podjednostki lipoproteidowe.
Dopiero zastosowanie specyficznych metod utrwalania preparatéw w mi-
kroskopii elektronowej — wprowadzone do badarn Halobacterium przez
Stoeckeniusa i Rowena (19, 38) — pozwolito ustali¢, ze bakterie
te majg glikoproteidowg $ciane komérkowa, a otrzymane podjednostki li-
poproteidowe powstajg podczas fragmentacji lipoproteidowej btony ko-
mérkowej (15, 39).

Badania nad poznaniem budowy ostonki komoérkowej Halobacterium
doprowadzity poza przedstawionymi faktami do innych zaskakujacych od-
kry¢. Jak wiadomo w czasie obnizania stezenia soli w zawiesinie bakterii
stonolubnych komorki ulegaja deformacji a nastepnie destrukcji, co wska-
zywaloby na zmiany elastycznosci, a wiec zmiany w strukturze biony
i Sciany komérkowej. Zaobserwowano, ze przeniesienie komérek H. halo-
bium do roztworu NaCl o stezeniu okoto 2 M powoduje powolne uptynnia-
nie sciany komdrkowej (15) i deformacje komorki. Dalsze obnizanie steze-
nia do 1 M powoduje destrukcje komorki i fragmentacje btony komaérko-
wej. Podobny efekt otrzymano przenoszac komorki do wody destylowanej
(15, 17, 18). Otrzymane fragmenty nie sg jednakowe pod wzgledem wiel-
kosci i mozna je frakcjonowa¢ metodg wirowania w gradiencie gestosci sa-
charozy (11, 40—42). Stosujgc te metode Stoeckenius i Kunau (41,
42) otrzymali i scharakteryzowali trzy frakcje fragmentéw btony komérko-
wej réznigce sie miedzy sobg gestoscia i zabarwieniem.

Pierwsza frakcja o najmniejszej gestosci i barwie czerwonopomaran-
czowej, zdecydowanie niejednorodna, charakteryzuje sie duzg zawartoscia
karotenoidu alfa-bakterioruberyny, barwnika, ktéry ochrania komorki Ha-
lobacterium przed letalnym dla nich wptywem $wiatta niebieskiego. Frak-
cja ta zawiera takze zwiazki typu cytochromoéw, flawoproteidy i inne
sktadniki tancucha oddechowego i jak wydaje sie spetnia ona role struktu-
ry odpowiedzialnej za oksydacyjng fosforylacje.
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Pozostate dwie frakcje sg bardziej jednorodne. Frakcja o najwiekszej
gestosci i zabarwieniu z6ttym sktada sie niemal wytgcznie z bton wakuoli
gazowych, organelli, ktére prawdopodobnie reguluja cisnienie wewnatrz
komorki w czasie przebywania bakterii na r6znych gtebokosciach.

Frakcja trzecia o gestosci posredniej i zabarwieniu purpurowym skiada
sie gtéwnie z biatek (75% suchej masy frakcji) i niewielkiej ilosci lipidow
(25°/0). Frakcja ta jakkolwiek zdecydowanie jednorodna czasami moze jed-
nak by¢ zanieczyszczona fragmentami frakcji z6tej i dlatego tez do badan
uzywa sie komorek zmutowanego gatunku H. halobium R ktore nie posia-
dajg wakuoli gazowych (41).

Poréwnawcze badania morfologiczne powierzchni nienaruszonej btony
komorkowej i otrzymanej frakcji btony purpurowej wykazaly, ze btona ta
nie wystepuje na catej powierzchni komérki lecz jedynie na pewnych
obszarach, stosunkowo fatwo rozrdznialna w mikroskopie elektronowym
dzieki charakterystycznej regularnosci rozmieszczenia w niej podjednostek
(15, 41,42).

I1l. Btona purpurowa
I11-1. Struktura

Jak juz pisano, frakcja btony purpurowej jest wyjgtkowo jednorodna
i sktada sie z mniej wiecej jednakowych owalnych ptytek btony o Srednicy
okoto 0,5 Mm Badania chemiczne wykazaty, ze fragmenty te sg komplek-
sami lipoproteidowymi, a stosunek molowy budujacych je lipidéw i biatek
wynosi 40 : 1 (15, 43). Sktad chemiczny btony purpurowej jest stosunkowo
prosty. Frakcje lipidowa stanowig zwigzki opisane wczesniej w rozdzia-
le 11-1. Frakcje biatkowg stanowig czasteczki jedynie o masie czgsteczko-
wej 26 000 daltondéw (11, 44).

Badania fizyczne prowadzone przez Blaurocka (10), Stoecke-
niusa (10, 44) i Hendersona (45, 46) nad rozpraszaniem promieni X
i elektronéw przez btone purpurowg wykazaty, ze regularnie powtarzaja-
cg sie podjednostke btony stanowi kompleks zbudowany z trzech czasteczek
biatka i 120 czasteczek lipidéw (40, 46). Ponadto ustalono, ze btona ma
strukture pseudokrystaliczng w formie dwuwymiarowej szesciokatnej kra-
ty, w narozach ktdrej znajdujg sie podjednostki biatkowo-lipidowe.

Regularno$¢ w utozeniu czagsteczek biatka w podjednostkach btony pur-
purowej sugeruje, ze czasteczki te majg charakter globularny. Hender -
son i Unwin (47) wykazali, ze bialtka te majg strukture lewoskretnej
superspirali ztozonej z siedmiu pojedynczych prawoskretnych helikoid
(mniej wiecej rownolegtych do siebie). Rozmiary takiej czasteczki biatka sg
nastepujace: 25X35X45 A, a wektor osi najdiuzszej jest prostopadty do
powierzchni btony. Wysoko$¢ czasteczki (45 A) stanowi jednocze$nie gru-
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bos¢ btony (48 A). Postulowany przez autorow prac (44—47) model struk-
turalny czasteczki biatka pozwala jednocze$nie wyjasni¢ utozenie czgste-
czek w podjednostce. Badania gestosci elektronowej btony wykazaty, ze
trzy z siedmiu helikoid kazdej czasteczki sg skierowane do $rodka podjed-
nostki i odlegte od siebie o okoto 10 A tworzac dziewieciocztonowy piers-
cien wewnetrzny. Cztery pozostate helikoidy w czgsteczce tworzg pier-
Scien zewnetrzny podjednostki (12-cztonowy).

Duza zawarto$¢ w czasteczkach biatka aminokwasow o charakterze hy-
drofobowym (62% sumy), oraz wyniki badan fizycznych sugerujg (10, 43,
47), ze czasteczki biatka sg zanurzone w fazie hydrofobowej btony. Usta-
lono ponadto, ze btona ta ma charakter asymetryczny w plaszczyznie pro-
stopadtej do powierzchni. Wyglad btony purpurowej, uwzgledniajgc do-
tychczas otrzymane wyniki przedstawiono schematycznie na rycinie 1
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Rye. 1. Schemat struktury btony pur- Ryc. 2. Synteza btony purpurowej
purowej u Halobacterium halobium i wzrostu komérek H. halobium-Ri.
Czarnymi koétkami przyktadowo zaznaczono Warto$é absorpcji 660 nm okresla gestos¢ za-
rozmieszczenie czasteczek biatka w podjed- wiesiny komérek w hodowli, zmiany absorp-
nostce szeSciokatnej kraty. (11, 16, 45). cji przy 560 nm w czasie posrednio okreslaja
szybko$¢ syntezy btony purpurowej w ho-

dowli (11).

Pokazana na rycinie 1 btona purpurowa jest jak gdyby potowg typowej
lipoproteidowej btony biologicznej, a jej regularna i stosunkowo prosta
struktura skianiajg do przypuszczenia, ze jest ona przyktadem typowej
modyfikacji funkcjonalnej. Problem ten jest szczegdlnie interesujacy
z punktu widzenia jej przepuszczalnosci oraz ewolucji bakterii stonolub-
nych (17, 48).

W komorkach Halobacterium synteza btony purpurowej zachodzi tylko
w czasie wzrostu komorek na Swietle i jest zwigzana z fazami rozwoju ho-
dowli (11, 49—51). Zalezno$¢ te przedstawiono na rycinie 2. Absorpcja
Swiatta o diugosci fali 560 nm, charakterystycznej dla btony purpurowej

- ——e-

[560 nm]
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gwattownie wzrasta pod koniec fazy logarytmicznej i osiaga poziom osta-
teczny w fazie stacjonarnej.

Opisane dotychczas wiasciwosci btony purpurowej Halobacterium, jak-
kolwiek wskazujg na jej zwigzek z czynnosciami zyciowymi komarki, nie
pozwalajg sadzi¢ o jej funkcjonowaniu czy ewentualnej roli w metaboliz-
mie tych bakterii. Dopiero scharakteryzowanie wchodzacego w jej sktad
chromoproteidu — bakteriorodopsyny pozwoli na sprecyzowanie tych za-
gadnien.

I11-2. Bakteriorodopsyna i jej cykl fotochemiczny

W badaniach nad strukturg i funkcjg btony purpurowej, ze wzgledu
na konieczno$¢ operowania frakcjg o duzej czystosci, do jej otrzymywania
zastosowano mutanty H. halobium niezawierajgce w komdrkach ani we-
wnatrzkomorkowych struktur btonowych (wakuole gazowe) ani karotenoi-
déw. Sg nimi odpowiednie mutanty H. halobium — R! oraz — RiMj i RiL3

(40, 41).
Charakterystyczna barwa, a takze intrygujgca struktura btony purpu-
rowej (poréwnaj rozdziat Il11-1) sugerowata badaczom jej wiasnosci foto-

recepcyjne (15, 43, 52, 53). Widmo absorpcyjne biony purpurowej przed-
stawiono na rycinie 3. Wykazuje ono charakterystyczne maksima pochta-

280 nm
1
10
9
8
\ 7
7 6 560 nm
'o 5
4
Ryc. 3. Widmo absorpcyjne btony purpurowej 3
wyizolowanej z H. halobium. 2 \
Wysoka warto$¢ absorpcji przy 280 nm wskazuje 7 \\
na biatkowy charakter btony purpurowej. Maksi-

mum absorpcji przy 560 nm jest wyrazone obec- 300 400 500 600 700
noscig grupy chromoforowej —retynalu potaczone- s
go z biatkiem (11). Dtugosc fali [nm]

niania przy dtugosciach fali 280 i 560 nm, a stosunek wartosci absorpcji
280 nm/560 nm wynosi okoto 2:1 (11). Widoczny na tej rycinie obraz wid-
ma absorpcji btony purpurowej wydaje sie uzasadniony z punktu widzenia
jej budowy, gtdwnie biatkowej. A
OesterheltiStoeckenius (11) opierajgc sie na skiadzie che-
micznym btony oraz na wynikach przeprowadzonych przez siebie badan
wykazali, ze za wiasciwosci fotochemiczne tej btony odpowiedzialny jest jej
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sktadnik biatkowy, tzn. opisane wczesniej (rozdziat I11-1) czasteczki biatka
0 masie czasteczkowej 26 000, ktérego grupa chromoforowg jest aldehyd
witaminy A — retynal. Wzory powszechnie wystepujgcych in vivo izome-
réw retynalu przedstawiajg wzory 1—A4.

70:3 ’fl 9

) AW N

N

(2) N

H-C«

~o
W N\
N
H-C<

(3) 0 ()]

Wyniki badan identyfikujagcych réznymi metodami retynal jako grupe
chromoforowg zestawiono w tabeli 1. Strukture tego chromoproteidu bada-
no metodami fizycznymi (10, 11, 54—56), stosujac miedzy innymi spektros-

Tabela 1.
Retynal jako grupa chromoforowg btony purpurowej (10)

Stosowana metoda harak ka ch ; harak K U lub
badania grupy C arab*terysty a chromoforu C ara_ terysty 2 (rjetynsu u
chromoforowej ony purpurowej jego pochodnyc

Ekstrakcja rozpusz- Maksimum absorpcji: Maksimum absorpcji retynalu:
czalnikami organ, 381 nm w etanolu 381 nm w etanolu

(eter naftowy:etanol 368 nm w eterze naftowym 368 nm w eterze naftowym
5:1 viv)

Reakcja z hydro- Maksimum absorpcji: Maksimum absorpcji oksymu
ksyloaming, eks- 355 nm w etanolu retynalu:
trakcja jak wyzej 355 nm w etanolu

Chromatografia Wartosci Rf (forma zredukowana): Wartosci Rf (retynol):
cienkowarstwowa 0,36 (gtéwne pasmo) 0,36 (izomer trans)

(10) 0,50 0,50 (izomer 13-cis)

Spektroskopia Masa czasteczkowa 286 Masa czasteczkowa retynalu 286

masowa (10) Wz6r empiryczny C20H300 Wz6r retynalu CaoHaoO
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kopie ramanowska w podczerwieni i ustalono, ze w czgsteczce biatka rety-
nal jest potgczony wigzaniem C= N (zasada Schiffa) z resztg lizynowa (10,
54). Ponadto wykazano, ze retynal w tym chromoproteidzie wystepuje wy-
facznie w postaci izomeréw 13-czs lub catkowicie-irans (10, 54, 55, 57, 58).
Wydaje sie jednak, ze w przemianach cyklu fotochemicznego bierze udziat
izomer catkowicie-trans (69, 88).

Duze podobienstwo struktury chemicznej oraz wiasciwosci fotochemicz-
nych barwnika purpurowego, do rodopsyny — fotoreceptora precikéw siat-
kéwki oka kregowcow, spowodowato, ze zaproponowano dla niego nazwe
bakteriorodopsyna (12).

Podobienstwo bakteriorodopsyny do purpury wzrokowej (rodopsyny)
posrednio sugeruje, ze jej funkcje w komorce majg zwigzek z jej charak-
terystycznymi wiaciwosciami fotochemicznymi. Przypisywanie jednak bak-
teriorodopsynie wytgcznie roli receptora odpowiedzialnego np.: za foto-
taksje komdrek Halobacterium wydaje sie niestuszne przynajmniej z dwéch
powodow: btona purpurowa (bakteriorodopsyna) stanowi az ponad 50%
powierzchni btony komdérkowej, podczas gdy u innych organizméw wrazli-
we receptory fototaktyczne zajmujg nieporéwnywalnie mniejszg po-
wierzchnie, bakteriorodopsyna nie ulega takze zadnym przemianom, ktére
mogtyby bezposrednio wywotywac reakcje fototaktyczna (15, 59). Wydaje
sie wiec, ze bakteriorodopsyna odgrywa w komorce Halobacterium role
raczej metaboliczng, a nie petni funkcji fototaktycznego receptora. Jednak
bakteriorodopsyna jako zwigzek bezposrednio odpowiedzialny za synteze
ATP w komérce na Swietle (poréwnaj rozdziat IV-2.) posrednio przez to
wptywa na ruch komérki Halobacterium.

Bakteriorodopsyna i purpura wzrokowa petnig zupetnie inne funkcje
fizjologiczne, a przyczyn tych réznic nalezy szukaé, przy duzym podobien-
stwie chemicznym obu chromoproteidéw, w konfiguracji grupy chromo-
forowej —retynalu. | tak w czynnej biologicznie rodopsynie mozliwe jest
przytgczenie do czasteczki biatka tylko retynalu 9-cis lub 11-cis, podczas
gdy w bakteriorodopsynie wystepuje izomer catkowicie-irans (60—65).

Jednak mimo tych rdznic poczatkowe procesy fotochemiczne, jakim
podlegajg badane barwniki, sg podobne (66). Kwant $wiatta absorbowany
przez grupe chromoforowg wywotuje zmiany nie tylko w samej czasteczce
chromoforu, ale takze w strukturze otaczajgcego go biatka. W przypadku
rodopsyny zmiany te zapoczatkowujg proces widzenia (pobudzenie nerwo-
we), podczas gdy w przypadku bakteriorodopsyny prowadzg do wytwo-
rzenia nieznanych zwigzkéw posrednich, ktére w bardzo krétkim czasie
(milisekundy) przeksztatcajg sie z powrotem w forme wyjsciowg. Tak wiec
przemiany bakteriorodopsyny sa przyktadem reakcji odwracalnej, podczas
gdy purpura wzrokowa ulega zasadniczo przemianom nieodwracalnym.
Réznice te najprawdopodobniej wynikaja z obecnosci w czasteczce rodop-
syny retynalu 11-czs, ktéry ulega indukowanej Swiattem izomeryzacji do
formy trans, a reakcja ta jest nieodwracalna (66, 67). Na rycinie 4 przed-
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KOMPLEKS PURPUROWY
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Ryc. 4. Cykl fotochemiczny bakteriorodopsyny u Halobacterium
kt i k. oznaczajg state szybko$ci odpowiednich reakcji; R—CH*“ oznacza retynal potaczony
z e-aminowg grupg lizyny (16).

stawiono cykl fotochemiczny bakteriorodopsyny z H. halobium, jako cykl
przemian réznych form chromoforu lub chromoproteidu po oswietleniu:
miedzy innymi kompleksu-560 nm i tzw. kompleksu-412 nm. Absorpcja
Swiatta przez kompleks-560 nm (forma wyjsciowa — molowy wspotczynnik
absorpcji eM= 63 000 litr/MolXcm) przy wydajnosci kwantowej < okoto
0,8 prowadzi do wytworzenia kompleksu o charakterystycznym maksimum
absorpcji przy 412 nm, najdtuzej trwajacej formy posredniej cyklu (68, 69).

0.2 F
560 nm

oy

O01f

0o

i
Ryc. 5. Widma absorpcyjne chromoforu ba-
kteriorodopsyny w dwéch réznych stanach (w

A ' 1

temperaturze —196°C) 1. Kompleks purpuro- 0 E T 5‘ .
wy-560 nm w ciemnosci; 2. kompleks-412 nm 0 oo 600 700
powstajacy na Swietle (16). Diugos$¢ fali [nm]

Stalg szybkosci tej reakcji wyraza wzdr ki = £Mp Charakterystyke spek-
tralng obu badanych komplekséw przedstawia rycina 5. Poza r6znicami
w widmie absorpcyjnym badanych komplekséw (Ryc. 5) wykazano ekspe-
rymentalnie inne wiasciwosci kompleksow-560 nm i -412 nm bakterioro-
dopsyny, przemawiajgce za r6znicami strukturalnymi w obrebie czasteczki
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barwnika. Stwierdzono mianowicie réznice w intensywnosci fluorescencji
reszt tryptofanu (70) oraz we wrazliwosci wigzania grup chromoforowych
obu komplekséw na hydroksyloamine (wytworzenie oksymu retynalu) oraz
redukcje wigzania zasady Schiffa (71—74). Ponadto ostatnie prace dotycza-
ce oddziatywan chromoforu z biatkiem w bakteriorodopsynie wykazaty
wystepowanie zmian konformacyjnych w czasteczce kompleksu-412 nm
umozliwiajagce wytworzenie nowych wigzan wodorowych miedzy atomem
azotu grupy s-aminowej lizyny, azotem imidazolowym histydyny biatka
i atomem wegla 18 retynalu, podobnie jak obserwuje sie to w czgsteczce
rodopsyny (75).

Przedstawiony na rycinie 4 cykl fotochemiczny bakteriorodopsyny do-
puszcza pojawienie sie w toku jej przemian innych, niezidentyfikowanych
jeszcze, form posrednich o bardzo krotkim czasie trwania. Nawet jezeli
wiecej niz dwie formy bakteriorodopsyny biorg udziat w jej przemianach
fotochemicznych, to state szybkos$ci tworzenia (kj) i rozpadu (k2 komplek-
su posredniego-412 nm pozwalajg na wyprowadzenie wzoru szybkosci re-
akcji catego cyklu V (16, 59, 76—78):

V= k2x [B]
L+ k!x sMx ox |
gdzie: eM — molowy wspotczynnik absorpcji kompleksu-560 nm

[B] — stezenie bakteriorodopsyny
I — natezenie Swiatla
(P — wydajnos$¢ kwantowa reakcji tworzenia kompleksu-412 nm

Szybko$¢ rozpadu kompleksu-412 nm okres$lona jest tylko przez jego ste-
zenie, podczas gdy szybkos¢ jego tworzenia zalezy od stezenia kompleksu
purpurowego-560 nm i natezenia Swiatta. Wzdr ten przypomina klasyczne
rébwnanie Michaelisa—Menten, mowigce o zaleznos$ci szybkosci reakcji en-
zymatycznej od stezenia substratu. W przypadku bakteriorodopsyny
w réwnaniu tym, stezenie substratu zastepuje warto$¢ natezenia Swiatta.
| tak, jezeli natezenie swiatta wzrasta, szybko$é reakcji zwieksza sie az do
osiggniecia wartosci Vnaks. = k2X[B], tzn. do warto$ci maksymalnej, nieza-
leznej od natezenia Swiatta (ale zaleznej od temperatury). Zaleznos¢ ta jest
analogiczna do liczby obrotéw enzymu i mozna jg wyrazi¢ jako wartos$¢
k2 W warunkach nasycenia Swiattem i w temperaturze fizjologicznej cykl
fotochemiczny bakteriorodopsyny powtarza sie 200 razy na sekunde (76, 79).

Wyniki badahn wiasciwosci fotochemicznych rodopsyny i bakteriorodop-
syny na poziomie molekularnym stwarzajg bardzo interesujacy problem,
ktory mozna postawi¢ w formie nastepujacego pytania: czy zmiany kon-
formacyjne zachodzace w czasteczkach chromoproteidow po absorpcji
energii Swietlnej wywotujg podobne zmiany w strukturze btony w skiad
ktérej wchodzg? Proby odpowiedzi na to pytanie sprowadzajg sie, miedzy
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innymi, do doktadnego poznania: struktur bton oraz ,,zachowania sie” wbu-
dowanych w nie czasteczek barwnikéw w czasie absorpcji promieniowania
(80). Jakkolwiek wyniki badan dotyczacych rodopsyny i bakteriorodopsy-
ny nie sg w tym aspekcie catkowicie jednoznaczne, to jednak pewne in-
formacje wydajg sie pomocne w zrozumieniu funkcjonowania bton: wzro-
kowej (81, 82) i purpurowej (80, 83). Badania rentgenograficzne wykazaty,
ze ich struktura jest zdecydowanie odmienna. Jak przedstawiono w roz-
dziale I111-1., blona purpurowa ma strukture pseudo-krystaliczng (ang.
erystal-like), a wiec regularng i sztywna. Btona wzrokowa precikow siat-
ki oka ma strukture ,ptynng” (ang. liquid-like), nieregularng z mozli-
woscig dyfuzji czasteczek rodopsyny wewnatrz fazy hydrofobowej (84, 85).
Opisane witasciwosci obu bton majg zwiazek z funkcjami, jakie przypisuje
sie tym strukturom. | tak sztywne umiejscowienie czasteczek bakterioro-
dopsyny w blonie pozwala na wektorowe tj. prostopadte do jej powierzchni
transportowanie protonéw na zewnatrz komérki w nastepstwie cyklu foto-
chemicznego (poréwnaj rozdziat IV.). Przypuszcza sie, ze mozliwos¢ dyfuzji
i rotacji (?) (81, 82) czasteczek rodopsyny wewnatrz btony moze by¢ pod-
stawg wytworzenia pobudzenia nerwowego jako nastepstwa absorpcji
Swiatta.

IV. Fotofosforylacja u Halobacterium
1V-1. Bakteriorodopsyna jako pompa protonowa uwarunkowana dziataniem S$wiatta

Zmiany konformacyjne bakteriorodopsyny podczas absorpcji $wiatta
przez jej grupe chromoforowa, tj. przejscie kompleksu-560 -> kompleks-
-412 nm, powodujg odtgczenie protonu od atomu azotu e-aminowej grupy
lizyny tworzgcej z retynalem wigzanie CAN (54, 55). Natomiast podczas
regeneracji formy wyjsciowej chromoproteidu z kompleksu przejSciowe-
go-412 nm nastepuje przytaczenie protonu do tego samego atomu (54, 55).
Tak wiec w cyklu fotochemicznym bakteriorodopsyny zachodzi ciagte uwal-
nianie i wigzanie protonéw (Ryc. 4).

Wykazano (16, 76, 86—90), ze uwalnianie i przytgczanie protonéw od-
bywa sie po przeciwnych stronach btony komérkowej H. halobium. Oswie-
tlanie zawiesiny nienaruszonych komoérek $wiattem o k= 560 nm powodu-
je szybkie, odwracalne w ciemnos$ci zakwaszenie Srodowiska zewnetrznego
komoarek (72, 88, 91, 92).

Absorbowana w czasie cyklu fotochemicznego energia Swietlna (okoto
50 kcal/mol) jest wiec rozdzielona miedzy bakteriorodopsyne i proton.
Cze$¢ z niej jest wykorzystywana w reakcji tworzenia kompleksu-412 nm,
podczas gdy reszta jest zamieniana (tworzac gradient pH) w rdznice poten-
cjatu elektrochemicznego (76, 92, 93). Jezeli wiec przyjaé, ze bakterioro-
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dopsyna nie jest utozona w btonie purpurowej dowolnie (poréwnaj roz-
dziat 111) to kazda czasteczka tego chromoproteidu (lub ich kompleksy) jest
molekularng pompa protonowa, tzn. bakteriorodopsyna dzieki swym wias-
ciwosciom fotochemicznym jest zdolna do przetwarzania absorbowanej
energii Swietlnej w energie potencjatu elektrochemicznego.

Taki obraz funkcji bakteriorodopsyny wskazuje, ze wytwarzana rdz-
nica potencjatu elektrochemicznego po przeciwnych stronach btony ko-
maérkowej, moze by¢ wykorzystana do syntezy ATP w komérce (94, 95),
zgodnie z zatozeniami teorii chemicznoosmotycznej Mitchella (1—4). Zara-
zem dobrze poznana budowa btony purpurowej oraz regularnos¢ z jaka
jest w nig wbudowana bakteriorodopsyna, pozwalajg zastosowac jg w ukta-
dzie sztucznych bton do badania wbudowanej w niej bakteriorodopsyny
jako pompy protonowej, symulujac jej dziatanie in vivo.

Racker i Stoeckenius (96) pierwsi wykazali, ze bakteriorodo-
psyne mozna ,wbudowac” w btone lipidowa w taki sposéb, by caly uktad
lipoproteidowy utworzyt w srodowisku hydrofilowym zamkniete pecherzy-
ki — proteoliposomy. Uzyskane w ten spos6b proteoliposomy dzieki odizo-
lowaniu w swym wnetrzu pewnej przestrzeni od srodowiska zewnetrznego,
mozna traktowa¢ jako modele komdrek. Podobne eksperymenty powiodty
sie takze innym badaczom (92, 93, 97—99).

Badania wykorzystujgce te metode doprowadzity do zaskakujacych re-
zultatéw, sprzecznych z uzyskanymi wcze$niej wynikami dosSwiadczen
z catymi nienaruszonymi komérkami H. halobium (42,100). Mianowicie 0$-
wietlanie zawiesiny proteoliposoméw powodowato alkalizacje $rodowiska,
zamiast jego zakwaszenia (poréwnaj wyzej). Proces ten byt odwracalny
w ciemnosci (96, 101). Poniewaz otrzymane proteoliposomy sg bardzo mate,
zmiany pH w ich wnetrzu w czasie naswietlania mierzono metodami po-
Srednimi (92, 93, 102—104). Uzywano do tego celu fluoryzujacych amin
(105, 106), ktére w formie pozbawionej protonu tatwo przenikajg przez
btony lipidowe, podczas gdy dla ich form uprotonowanych btony te sg nie-
przepuszczalne. Wyniki tych prac wykazaty jednoczesnie, ze wbudowana
w proteoliposomy bakteriorodopsyna spetnia wprawdzie funkcje pompy
protonowej, lecz transportuje protony z mniejsza wydajnoscig i w prze-
ciwnym kierunku (do wnetrza proteoliposomu) niz in vivo (92, 93, 96, 102—
104). Problem tego odwrotnego transportu H+ przez bakteriorodopsyne
wyjasnity badania strukturalne btony proteoliposomoéw (91, 96, 101). Wy-
kazaty one, ze czasteczki tego chromoproteidu sg zorientowane przeciwnie
niz w btonie purpurowej. Czasteczki bakteriorodopsyny znajdujg sie w bo-
nie proteoliposomdw po jej zewnetrznej stronie, a wiec inaczej niz w bto-
nie purpurowej (poréwnaj Ryc. 1).

Podczas oSwietlania zawiesiny proteoliposomoéw gradient pH jest wy-
twarzany tylko wtedy, gdy ,,pompowaniu” protonéw towarzyszy przeciw-
ny ruch innych kationéw, np.: K+, ktére jednocze$nie obnizajg efektyw-
nos¢ netto transportu H'; (16).

2 Pcstepy Biochemii 3/77
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Badania przepuszczalnosci bton Halobacterium dla jondw jednowartos-
ciowych, zwracajg uwage na ich ewentualny udziat w wytwarzaniu poten-
cjatu elektrochemicznego, a takze w syntezie ATP. Lanyi i wsp. wyka-
zali, ze chociaz btona komdrkowa H. halobium jest bardzo stabo przepusz-
czalna dla jondw K+ i Rb+, ich powolna dyfuzja w kierunku przeciwnym
do transportu H+ ogranicza szybko$¢ wytwarzania gradientu pH (20, 21,
101, 107—111).

Skulachev i wsp. (92, 102, 103) oraz Lozier i wsp. (112) whbu-
dowali bakteriorodopsyne w dwuczgsteczkowa btone lipidowga rozdzielajaca
roztwory elektrolitdw i oSwietlajgc tak otrzymang sztuczng btone zmierzy-
li wytworzony na Swietle potencjat elektrochemiczny. Jego warto$¢ zale-
zy od przepuszczalnosci tej btony dla jonéw K+ i wynosi dla btony niemo-
dyfikowanej okoto 300 mV (103).

Taka duza réznica potencjatu elektrochemicznego (~ 300 mV) jest wy-
starczajaca do syntezy ATP in vivo (16, 88). Z przyczyn metodycznych nie
udato sie zmierzy¢ dotychczas tego potencjatu wytwarzanego na Swietle
przez bakteriorodopsyne w nietknietej komoérce (88). Oesterhelt (16),
opierajgc sie na parametrach kinetycznych cyklu fotochemicznego bakte-
riorodopsyny (liczba obrotéw), na jej zawarto$ci w btonie komérkowej oraz
uwzgledniajgc objetosé komorki wyliczyt jednak, ze w warunkach nasyce-
nia Swiattem rdznica potencjatu ~ 300 mV moze powsta¢ po obu stronach
btony komorkowej w czasie mniejszym od milisekundy tzn. okoto 1000 ra-
zy szybciej niz szybko$¢ syntezy ATP (88).

IV-2. Synteza ATP

Synteza ATP u Halobacterium zachodzi w ciemnosci i na Swietle.
W ciemnosci ma miejsce fosforylacja oksydacyjna zalezna od transportu
elektronéw w tancuchu oddechowym (poréwnaj rozdziat 11-2), podczas gdy
fotofosforylacja funkcjonalnie zwiazana jest z bakteriorodopsyng. Zalez-
nos¢ syntezy ATP na S$wietle od btony purpurowej (= bakteriorodopsyna)
in vivo w komorkach H. halobium przedstawiono na rycinie 6. Na rycinie
tej porownano szybkos$¢ fotofosforylacji podczas naswietlania komorek
Swiattem o roznej dtugosci fali. Naintensywniejszg synteze ATP stwierdzo-
no przy dtugosciach fal swietlnych 560—570 nm (poréwnaj ryciny 3 i 5)
(15, 94).

Synteza ATP na Swietle charakteryzuje sie niewrazliwoscig na cyjanek
oraz wrazliwos$cig na zwigzki rozprzegajgce — zaburzajgce transport proto-
néw (np. CCCP), a takze na inhibitory ATP-azy (np. DCCD). Fotofosfory-
lacja u tych bakterii nie jest takze wrazliwa na inhibitory cyklicznego i nie-
cyklicznego transportu elektrondw w fotosyntezie (16, 88, 94). Fosforylacja
oksydacyjna, podobnie jak w mitochondriach, jest wrazliwa na cyjanek
i zwigzki rozprzegajace oraz na inhibitory ATP-azy (np.: powyzej wymie-
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Ryc. 6. Zalezno$¢ syntezy ATP od wtasnosci fotochemicznych btony purpurowej

Szybko$¢ syntezy ATP poréwnywano o$wietlajac komorki H. halobium $wiattem o réznej diu-
gosci fali. Widmo absorpcyjne zawiesiny komdrek H. halobium porédwnano takze z widmem
btony purpurowej wyizolowanej z bakterii tego gatunku. Najintensywniejsza synteze ATP
obserwowano po o$wietleniu komorek Swiattem o diugosci fali réwnej maksimum absorpcji
bakteriorodopsyny t.zn. 560 nm (15).

nione DCCD i CCCP) (88). Obserwacje te wskazujg na to, ze chociaz w ko-
morkach Halobacterium istniejg dwa uktady syntezy ATP, mechanizm obu
proceséw wydaje sie podobny, zgodny z teorig Mitchella. Dlatego tez pro-
blem fotofosforylacji u bakterii stonolubnych rozpatrzymy w aspekcie funk-
cjonowania bakteriorodopsyny jako generatora réznicy potencjatu elektro-
chemicznego po obu strofiach btony komérkowej, a wiec w aspekcie teorii
chemicznoosmotycznej.

Chemicznoosmotyczna hipoteza fosforylacji Mitchella opiera sie na
trzech zasadniczych zatozeniach, precyzujacych niezbedny sktad sprzezo-
nego uktadu (btony) fosforylujgcego. Uktad taki musi zawiera¢: zalezng
od transportu H+ odwracalng ATP-aze; ukiad transportujgcy H+ przez
btone (wytwarzajacy potencjat elektrochemiczny); nieprzepuszczalng lub
bardzo stabo przepuszczalng dla jonéw btone (1—4). W przypadku fotofo-
sforylacji u Halobacterium, btong ,sprzezong” jest btona komoérkowa (94,
95, 113, 114), a ukladem transportujgcym H+ jest zalezna od Swiatta bak-
teriorodopsyna.

Wczesniejsze badania Rackera i wsp. (115—117) wykazaty, ze pro-
teoliposomy zawierajagce w swej btonie fragmenty tancucha oddechowego
(uktad wytwarzajacy gradient protondw) oraz wrazliwg na oligomycyne
ATP-aze (118) w warunkach tlenowych syntetyzujg ATP z ADP i nieor-
ganicznego fosforanu.

Podobne doswiadczenia wykonali Racker i Stoeckenius (96)
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wbudowujac w btone proteoliposoméw ATP-aze (118) obok bakteriorodop-
syny z H. halobium. O$wietlanie zawiesiny takich proteoliposoméw powo-
duje synteze ATP. Ponadto zaobserwowano, ze walinomycyna, antybiotyk
zwiekszajacy przepuszczalno$¢ btony dla jonéw K+, oraz zwigzki rozprze-
gajace oksydacyjng fosforylacje wyraznie hamuja te synteze. Fosforylacji
nie obserwowano w ciemnosci. Spostrzezenia te zwracajg uwage na mozli-
wos$¢ sprzezenia miedzy zalezng od Swiatta bakteriorodopsyng a uktadem
enzymatycznym ATP-azy w fotofosforylacji in vivo.

Zgodnie z teorig chemicznoosmotyczng wytworzony w nastepstwie gra-
dientu pH tak wysoki potencjat elektrochemiczny (~ 300 mV) nie jest ko-
nieczny do zapoczatkowania syntezy ATP w komorce (16, 88).

Badania Oesterhelta i Stoeckeniusa (44) wykazaty, ze syn-
teza ATP na Swietle (transport H+ via ATP-aza) u H. halobium moze za-
chodzi¢ juz wtedy, gdy pH S$rodowiska zewnetrznego jest wieksze niz 5,5.
Poziom ATP stosunkowo szybko (sekundy) osigga poziom maksymalny
a kwasowos$¢ srodowiska zaleznie od sprawnosci pompy protonowej (a wiec
zaleznie np.: od przepuszczalnosci btony dla jondw jednowarto$ciowych
lub natezenia $wiatta) ustala sie przy bardziej lub mniej kwasnym odczy-
nie srodowiska. Tak wiec, szybkos¢ syntezy ATP potrzebna do utrzymania
jego maksymalnego poziomu i aktywno$é pompy protonowej determinuja
stezenie protonéw w Srodowisku zewnetrznym.

Jezeli takie rozumowanie jest stuszne, zahamowanie jednej z dwdch re-
akcji tego procesu (transportu H+ na zewnatrz lub syntezy ATP czyli tran-
sportu H+ via ATP-aza do wewnatrz) powinno zachwia¢ wytworzong row-
nowage funkcjonalng czyli znie$¢ sprzezenie. Sytuacje takg przedstawiono
na rycinie 7. Zahamowanie syntezy ATP przez dodanie (inhibitora ATP-
-azy) DCCD (= Ri) powoduje gwattowne zakwaszenie $rodowiska zewne-
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Ryc. 7. Rozprzezenie syntezy ATP zaleznej od dziatania pompy protonowej przez
DCCD (=Ri) oraz wptyw zwiekszajacych sie stezen CCCP (=R2) na indukowane
Swiatlem zmiany pH w S$rodowisku zewnetrznym os$wietlanych bakterii (16).
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trznego komorki, a powstajacy ciagle gradient pH jest wyréwnywany je-
dynie na drodze biernej dyfuzji protonéw przez btone. Nastepcze dodanie
do zawiesiny komorek zwigzku rozprzegajagcego CCCP (= R2 powoduje
zanikanie efektu funkcjonowania pompy protonowe;j.

Powyzsze badania wykazaty, ze w komoérkach Halobacterium wystepuje
sprzezenie miedzy zaleznym od Swiatla transportem protonéw a syntezg
ATP. Uklad wytwarzajgcy gradient pH — bakteriorodopsyna, podobnie jak
transport elektrondw w mitochondriach i chloroplastach, moze tworzy¢ po-
tencjat elektrochemiczny duzo wiekszy niz tego wymaga synteza ATP.

1V-3. Fotofosforylacja a oddychanie u H. halobium

Fotofosforylacja u Halobacterium moze zachodzi¢ takze in vivo w wa-
runkach beztlenowych lub po zahamowaniu oddychania (88, 94) (Ryc. 8).
W atmosferze azotu i w ciemnosci poziom ATP w komorkach H. halobium
gwattownie obniza sie do ~ 30% poziomu wyjsciowego Os$wietlenie komo-
rek zwieksza niemal natychmiast poziom ATP do okoto 100—110°0, pod-
czas gdy w ciemnosci synteze ATP mozna wywotaé, przenoszac komarki
w atmosfere tlenu lub powietrza (94). Ponadto zaobserwowano, ze oswietla-
nie bakterii w atmosferze tlenu nie zwieksza poziomu syntetyzowanego
ATP ponad 100°/o (poréwnaj Ryc. 8) (88, 94). Obserwacje te wskazuja, ze
chociaz za utrzymanie odpowiedniego poziomu ATP w komdrce odpowie-
dzialne sg zaréwno fotofosforylacja jak i fosforylacja oksydacyjna, to ich
funkcje sa rozdzielone w zaleznosci od panujacych warunkdéw.

Krippahl i Oesterhelt (88, 119), badajac zapotrzebowanie
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Ryc. 8. Wplyw tlenu i warunkéw oswietlenia na synteze ATP w komérkach H. ha-
lobium (95).
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kwantowe fotofosforylacji u H. halobium zaobserwowali, ze Swiatto hamu-
je oddychanie tych bakterii w okoto 70°/0. Warunkiem tej inhibicji jest
maksymalnie sprawny i wydajny proces oddychania. Poniewaz oba ukta-
dy, bakteriorodopsyna (wykorzystujac energie Swietlng) i tancuch odde-
chowy (wykorzystujac energie reakcji oksydoredukcji) dostarczajg komor-
ce wolnej energii chemicznej (ATP) muszg ,,wspétzawodniczyé” in vivo
ze sobg. Jakkolwiek rozumowanie takie wydaje sie stuszne, nie udato sie
sprecyzowa¢ mechanizmu wspoétzawodnictwa tego typu. Przedmiotem
wspotzawodnictwa fotofosforylacji i fosforylacji oksydacyjnej teoretycznie
moga by¢ trzy czynniki: ADP, stezenie H+ wewnatrz komorki i elektro-
chemiczny potencjat btonowy. Jak dotad tego problemu nie wyjasniono
jeszcze, chociaz wydaje sig, ze ADP i transport protondw nie odgrywajg
gtéwnej roli w tym wspétzawodnictwie.

Badania inhibicji oddychania H. halobium na Swietle wykazaly takze,
ze zahamowaniu ulega zaréwno zuzycie tlenu jak i substratow tancucha od-
dechowego, a za proces ten odpowiada fotochemicznie czynna bakterioro-
dopsyna. Wykazano bowiem, ze aksorpcja 36 kwantow energii $wietlnej
przez ten chromoproteid hamuje redukcje jednej czasteczki tlenu w tan-
cuchu oddechowym. Biorac pod uwage znane fakty, wydajnosci kwantowej
cyklu fotochemicznego bakteriorodopsyny (= 0,8) i stechiometrie reduk-
cji tlenu (12 H+/mol 0 2 obliczono przyblizong wydajno$¢ kwantowg bada-
nej inhibicji. Jest ona stosunkowo wysoka i wynosi dla danych warunkéw
okoto 0,5 (88).

Obserwowane zjawisko kontroli $wietlnej oddychania u Halobacterium
utatwi w przysztosci, jak sie wydaje, iloSciowe opisanie procesu przetwa-
rzania energii Swietlnej w chemiczng u tych bakterii. Zwraca ponadto uwa-
ge na mozliwo$¢ regulacji metabolizmu komérkowego przez Swiatto i tlen,
zaleznie od warunkéw zycia.

V. Uwagi koncowe

Badania procesdw bioenergetycznych przetwarzania energii in vivo sg
ogromnie trudne ze wzgledu na nierozerwalny zwigzek tych procesow
z catym skomplikowanym metabolizmem komérki. Z drugiej jednak stro-
ny stosowanie do badan in vitro sztucznych, prostych modeli doswiadczal-
nych zaweza obszar badan, o otrzymywane rezultaty zdeterminowane sg
praktycznie technicznymi mozliwosciami operowania sztucznym uktadem.
Z tych wzgledow dokiadne poznanie mechanizmu przetwarzania energii
Swietlnej u Halobacterium, ukladu stosunkowo prostego w swej budowie,
pozwoli, jak sie wydaje, wyjasni¢ wiele nierozwigzanych dotychczas pro-
bleméw bioenergetycznych. Ponadto, byé moze, pozwoli w przysztosci na
kontrolowanie tych proceséw (87) i wykorzystywanie absorbowanej przez
uktady biologiczne energii $wietlnej (stoneczna) do innych celéw. Przewi-
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duje sie np.: zastosowanie fotochemicznie czynnej btony purpurowej do
odsalania wody morskiej (76).

Struktura btony purpurowej i jej wiasnosci fotochemiczne in vitro zo-
staty juz dobrze poznane, jednak mechanizmdw jej funkcji w metabolizmie
energii w komoérkach Halobacterium jeszcze nie udato sie ostatecznie wy-
jasni¢. W artykule przedstawiono miedzy innymi rezultaty i poglady doty-
czace procesu fotofosforylacji u bakterii stonolubnych, a wiec procesu prze-
twarzania energii $wietlnej w chemiczng. Jednak mimo pewnych ustalen
mechanizm tego procesu nie jest jeszcze catkowicie zrozumiaty. Tak wiec
wiele obserwacji towarzyszacych fotofosforylacji, ze wzgledu na niewy-
starczajacq ilos¢ opublikowanych prac, nie zostato w artykule uwzglednio-
nych, jak np.: rola jonéw jednowartosciowych w tworzeniu gradientu pH,
aktywnos$é ATP-azowa in vivo, rola fosforylacji substratowej w przetwa-
rzaniu energii, czy funkcja nowych form ferredoksyny u H. halobium (120,
121). Do nierozwigzanych probleméw nalezy takze mechanizm kompetycji
(wspétzawodnictwa) proceséw fotofosforylacji i fosforylacji oksydacyjnej.
Podstawowym jednak problemem, ktory nie zostatl ostatecznie rozwigzany,
jest mechanizm molekularnego, zaleznego od bakteriorodopsyny transpor-
tu H+ przez btone komérkowg Halobacterium. Btona purpurowa wydaje
sie bardzo wygodnym modelem do badania tego typu zaleznosci, a doktad-
ne poznanie mechanizmu tej reakcji pozwoli na wykorzystanie otrzyma-
nych rezultatbw w wyjasnieniu mechanizmu transportu protonéw w in-
nych strukturach energetycznych komérki, by¢ moze, nawet u Eucaryota.
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Ryc. 9. Schemat przemian energetycznych zachodzacych w komérkach H. halo-
bium (15).

Btona komdrkowa zawiera bione purpurowa i skitadniki tancucha oddechowego. Zaréwno
Swiatto jak i tlen moga inicjowa¢ transport protonéw na zewnatrz komoérki, W Wyniku wy-
tworzenia gradientu pH, ATP-aza przenosi protony z powrotem do wnetrza komorki. (Reakcja
katalizowana przez ATP-aze jest odwracalna).
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Na rycinie 9 przedstawiono schematycznie, opisane w artykule procesy
bioenergetyczne zachodzace w komérkach H. halobium, zwigzane funkcjo-
nalnie miedzy innymi z btong purpurowg. Przedstawione na tej rycinie
szczegOty struktury i funkcji komdrki Halobacterium halobium obrazujg
jednocze$nie wspoétczesny stan badan bioenergetycznych z zastosowaniem
bakterii stonolubnych z rodzaju Halobacterium.

Panu Profesorowi dr Zbigniewowi Kaniudze autor dziekuje za krytyczne i po-
mocne uwagi przy przygotowaniu niniejszego artykutu.

Artykut nadszedt 24.1.1977; po rewizji autorskiej otrzymano 15.3.1977.
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Wczesne etapy oddzialywania kompetentnych bakterii z kwasami
nukleinowymi

Early Interactions of Competent Bacteria with Nucleic Acids
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I1-1. Kwasy dezoksyrybonukleinowe

11-2. Kwasy rybonukleinowe

11-3. Syntetyczne polinukleotydy

Oddziatywanie DNA z kompetentnymi komoérkami

I11-1. Odwracalne wigzanie DNA przez kompetentne bakterie
111-2. Nieodwracalne wigzanie DNA przez kompetentne bakterie
I11-3. Polarnos¢ i liniowo$¢ pobierania DNA

111-4. Komdrkowe receptory DNA

111-5. Lokalizacja DNA dawcy w czasie pobierania

. Los DNA dawcy po pobraniu przez kompetentne komérki

1V-1. Bacillus subtilis
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Il. Dependence of uptake and transformation upon properties of nucleic acids in-
teracting with component cells
11-1. Deoxyribonucleic acids
11-2. Ribonucleic acids
11-3. Synthetic polymers
I11. Interaction of DNA with competent cells
I11-1. Reversible binding
I11-2. Irreversible binding
111-3. Polarity and linearity of DNA uptake
111-4. DNA cell receptor sites
H1-5. Localization of donor DNA during the uptake
IV. Fate of donor DNA after uptake by competent cells
1V -1. Bacillus subtilis
IV-2. Diplococcus pneumoniae
IV-3. Haemophilus influenzae
V. Hipothetical mechanisms of DNA uptake by competent bacteria
V -1. Model by Lacks
V-2. ,Unmasking” model
V-3. ,,Replication” model

Oddziatywanie czasteczek kwasow nukleinowych zawierajgcych in-
formacje genetyczng z komoérkami bakterii moze wywotywac rézne efekty
biologiczne: transformacje (1), $mier¢ komorek (2), mutacje (3) lub tran-
sfekcje (4). Szczeg6lng wage majg doniesienia o wprowadzonych za pomo-
cg obcego DNA modyfikacjach w komérkach organizmdéw wyzszych (5—9),
a w tym, obserwowana transformacja nowotworowa (10).

Innym skutkiem oddziatywania kwaséw nukleinowych (dwuniciowego
RNA) z komoérkami jest indukcja interferonu w komdrkach zwierzecych
(11). Nie wymaga ona prawdopodobnie wnikniecia induktora do wnetrza
komorek a jedynie oddziatywania powierzchniowego (12).

Jednym 2z najprostszych modeli pozwalajgcych na badanie mechaniz-
moéw oddziatywania kwasow nukleinowych z komdrkami jest uktad trans-
formacji bakteryjnej. W skiad jego wchodza: a) bakterie znajdujace sie
w specjalnym stanie fizjologicznym okreSlanym mianem kompetencji i b)
kwas dezoksyrybonukleinowy. W wyniku oddziatywania tych dwu skiad-
nikéw uktadu, jesli sg spetnione warunki opisane w dalszej czesci pracy
moze, cho¢ nie musi, zaj$¢ pobranie kwasu nukleinowego ze $rodowiska
a nastepnie rekombinacja miedzy nim i chromosomem biorcy. W przypad-
ku, gdy reagujace kwasy nukleinowe posiadajg marker genetyczny, to
znaczy kodujg dwie przeciwstawne informacje, to w wyniku rekombinacji
moze nastgpi¢ dziedziczne, fenotypowe wyrazenie cechy wprowadzonej za
posrednictwem dodanego z zewnatrz DNA. Proces prowadzacy do tego na-
zywamy transformacja, a potomstwo transformowanej komdarki transfor-
mantami. Liczba transformantoéw przypadajaca na jedng komérke w ho-
dowli charakteryzuje kompetencje tej hodowli.

Oddziatywanie miedzy DNA i kompetentnymi komorkami w czasie
transformacji mozna traktowac¢ jako ogoIlng reakcje kompetentnych ko-
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morek z kwasami nukleinowymi. Nalezy podkresli¢, ze poniewaz jednym
z elementéw tego uktadu jest oczyszczony kwas nukleinowy, mozliwe jest
uzycie w doswiadczeniach kwasoéw nukleinowych radioaktywnie znako-
wanych, wyodrebnianych z réznych Zrodet lub tez modyfikowanych. Uktad
taki pozwala tez na wzglednie Sciste kontrolowanie warunkow reakcji.
Dzieki temu mozliwe jest bezposrednie okreSlanie zwigzku miedzy fizy-
ko-chemicznymi witasciwosciami kwaséw nukleinowych i ich sposobem od-
dziatywania z komdrkami.

W artykule scharakteryzowano kolejno oba sktadniki uktadu transfor-
macji a nastepnie przedstawiono wiadomosci dotyczace wczesnych etapow
ich odziatywania (adsorpcja, pobieranie oraz wybrane zagadnienia doty-
czace losu DNA po pobraniu) i w koicu opisano wspotczesne modele obra-
zujace mechanizm zachodzacych procesow.

Ograniczenie tresci artykutu do wymienionych zagadnien byto koniecz-
ne ze wzgledu na nagromadzenie ogromnego piSmiennictwa dotyczacego
réznych aspektéw transformacji oraz istnienia szeregu wczesniejszych prac
przegladowych omawiajgcych nie poruszone w tej pracy problemy
(13—20).

I. Kompetencja bakterii

I-1. Definicja i ogdlna charakterystyka kompetencji

Kompetencja to fizjologiczny stan bakterii w ktérym moga one nie-
odwracalnie wigza¢c DNA dodany do Srodowiska. Wigzanie DNA przez bak-
terie przejawia sie w ten sposéb, ze pewna jego ilos¢ nie daje sie odptukac
od bakterii a nastepnie staje sie niewrazliwa na dziatanie zewngtrzkomor-
kowych nukleaz. Takie wigzanie kwasow nukleinowych okreslane jest jako
nieodwracalne wigzanie lub pobieranie. Zatem o hodowli bakterii méwimy
skrotowo, ze jest kompetentna gdy znajdujg sie w niej komarki, ktére mo-
ga pobiera¢ DNA.

Zdolnos¢ osiggania stanu kompetencji przez komorki jest uwarunkowa-
na genetycznie (15). Jest to stan przejsciowy, ktory zaleznie od systemu
transformacji trwa od 15 minut (Diplococcus pneumoniae) (21) do 3—4 go-
dzin (Bacillus) (22, 23). Poszczeg6lne komdrki hodowli osiggaja kompeten-
cje niezupeinie synchronicznie (24) i nie wszystkie komérki w hodowli ko-
mpetentnej musza znajdowac sie w tym stanie. Jest prawie 100% komo-
rek kompetentnych w kompetentnych hodowlach Diplococcus pneumoniae
(25, 26) i Haemophilus influenzae (27, 28) ale tylko 10—20% w kompetent-
nych hodowlach Bacillus subtilis (26, 29, 30).

Komoérki réznych gatunkow bakterii osiggajg kompetencje w réznych
warunkach. Pojawianiu sie tego stanu towarzyszg liczne i r6znorodne zmia-
ny w samych komdrkach i w ich srodowisku. Zebrano dotychczas duzo fak-
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tow charakteryzujgcych wiasciwosci kompetentnych komérek i warunki
w ktorych stajg sie one kompetentne. Jednak faktéw tych nie potrafimy
dotychczas logicznie potaczy¢ w jeden mechanizm wspdélny dla wszystkich
znanych uktadoéw transformacyjnych.

1-2. Wiasciwosci kompetentnych komoérek

Osigganiu stanu kompetencji towarzysza znaczne zmiany fizjologiczne
i morfologiczne oraz zmiany fizycznych wiasciwosci komdrek.

Zmiany te sg rézne w poszczeg6lnych uktadach transformacji. Stan fi-
zjologiczny dwoinek zapalenia ptuc (Diplococcus pneumoniae) jest w okre-
sie kompetencji tylko nieznacznie zmieniony. Synteza biatek, RNA, DNA
jest podobna w kompetentnych i niekompetentnych hodowlach (31). Ko-
moérki kompetentne sg jednak bardziej wrazliwe niz niekompetentne na
dziatanie penicyliny, trypsyny, dezoksycholanu, KJ04 (cytowane wg 17).

W uktadzie transformacji B. subtilis komorki kompetentne sg mniejsze
(32), majg mniejsza gestos¢ (33, 34), zmienione sg tez ich wiasciwosci fizjo-
logiczne. Komdrki kompetentne charakteryzuje zwolniony metabolizm (22).
Przed osiggnieciem stanu kompetencji, spada w nich znacznie synteza RNA
i DNA (22, 35—38), i hamowanie replikacji DNA nie ma wptywu na rozwdj
kompetencji (39).

We wszystkich uktadach transformacyjnych zasadniczg sprawg dla wy-
tworzenia i utrzymania kompetencji jest synteza RNA i biatek (23, 40—42).
Wskazuje to, ze pobieranie DNA i transformacja wymagaja obecnosci spe-
cjalnych biatek.

Wydaje sie, ze istnieje zwigzek pomiedzy pojawianiem sie kompetencji
i zmianami w $cianach i btonach komérkowych B. subtilis i D. pneumoniae.
Zaobserwowano, ze w czasie powstawania stanu kompetencji B. subtilis
nastepuje gwattowny wzrost ujemnego fadunku powierzchniowego komo-
rek (24) i ze liczba otrzymanych transformantéw jest proporcjonalna do
tego tadunku. Wykazano tez pewne ilosciowe zmiany sktadu $cian komor-
kowych, towarzyszace kompetencji hodowli (43). Stwierdzono, miedzy in-
nymi, znaczne zmiany aktywnos$ci zwigzanego ze $ciang komorkowg enzy-
mu autolitycznego, zidentyfikowanego jako amidaza N-acylomuramino-L-
-alaninowa (44) i hydrolizujgcego amidowe wigzanie miedzy kwasem
muraminowym i L-alaning peptydow, ktdre tworzg krzyzowe potaczenia
miedzy tancuchami wielocukrow $ciany komérkowej (45, 46). Czasowy
zwigzek pomiedzy pojawianiem sie kompetencji i aktywnosci enzymu auto-
litycznego znaleziono tez w uktadach transformacji D. pneumoniae (47)
i paciorkowcow grupy serologicznej H (Streptococcus) (48). W obu tych
przypadkach enzym autolityczny dziatat w obszarze Srodkowym $ciany,
to znaczy obszarze jej wzrostu (48, 59). Oprdcz tego stwierdzono, ze pozba-
wienie kompetentnej hodowli D. pneumoniae choliny, ktéra jest sktadni-
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kiem kwasu tejchojowego tych bakterii lub zastgpienie jej analogiem —
etanolaming — prowadzito do utraty zdolnosci wigzania DNA przez bak-
terie (50, 51).

Wyniki ostatnich badan Lacksa i Neubergera (52) wskazuja,
ze w czasie osiggania kompetencji przez D. pneumoniae nastepujg zmiany
w zewnetrznych warstwach komdrek ($cianie lub btonie) utatwiajace pro-
toplastyzacje bakterii. Jednoczesnie wyniki te przemawiajg raczej prze-
ciwko aktywnej roli enzymu autolitycznego w tworzeniu stanu kompe-
tenciji.

W okresie kompetencji zahamowana jest synteza $ciany komadrkowej
B. subtilis o czym Swiadczy zmniejszona wrazliwo$¢ kompetentnych ko-
morek na dziatanie penicyliny (22, 29) oraz fakt, ze prekursory $ciany ko-
morkowej hamuja rozwdj kompetencji (45). Badania wptywu usuwania
$ciany komorkowej, za pomocg lizozymu, na pobieranie i wydajnos¢ trans-
formacji wykazaly, ze bardzo tagodne trawienie $Sciany moze prowadzic¢
do wzrostu kompetencji bakterii (53—55). Wynik ten przemawia za tym,
ze Sciana komorkowa moze stanowi¢ w pewnym stopniu przeszkode w od-
dziatywaniu obcego DNA z bakteriami. Z drugiej strony, catkowita pro-
toplastyzacja i zahamowanie syntezy $ciany komorkowej uniemozliwiaty
transformacje (54, 55). Wskazuje to, ze albo $ciana komorkowa jest nie-
zbedna do penetracji DNA do wnetrza komorki albo jej usuniecie unie-
mozliwia rozwdj transformantéw (np. ich replikacje lub podziat komérki),
ktére i tak majg znacznie zwolnione procesy biosyntetyczne w stosunku
do calej populacji (29).

Opisane wyzej modyfikacje w zewnetrznych warstwach kompetentnych
komérek moga by¢ przyczyna uwalniania komérkowego DNA do $rodo-
wiska przez D. 'pneumoniae i B. subtilis w czasie rozwoju ich kompetencji
lub juz po jej osiagnieciu (56, 57).

Rozwo6j kompetencji w hodowlach B. subtilis prowadzi do zmian mor-
fologicznych przejawiajgcych sie zwiekszeniem iloSci mezosomoéw, szczegél-
nie tych, ktére majg potgczenie zaréwno z btong komorkowg jak i obsza-
rem jgdrowym (58, 59).

1-2.1. Czynniki kompetencji

W niektorych uktadach transformacji D. pneumoniae (60) Streptococ-
cus (61), B. cereus (62), B. subtilis (63—66) znaleziono czynniki produko-
wane przez kompetentne bakterie, ktére dodane do niekompetentnych bak-
terii tego samego gatunku indukowaty ich kompetencje.

Najlepiej poznane sg czynniki kompetencji D. pneumoniae i Streptococ-
cus. Posiadajg one niektére wspolne wiasnosci: sa wrazliwe na dziatanie
enzymadw proteolitycznych, sg najprawdopodobniej sktadnikami zewnetrz-
nych warstw komorkowych, majg tadunek dodatni w fizjologicznym pH
i ciezary czasteczkowe rzedu 5—10 tysiecy daltonéw (52, 67).

3 Postepy Biochemii 3/77
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Nie wyjasniono dotychczas, co jest przyczyna rozpoczecia syntezy czyn-
nikow kompetencji przez bakterie ani nie okre$lono mechanizmu ich dzia-
fania. Stwierdzono, ze rozpoczecie syntezy czynnikow kompetencji przez
matg ilos¢ komorek wywotuje bardzo szybka ich produkcje w catej ho-
dowli, powodujgc synchroniczne prawie pojawienie sie kompetencji. Ma-
my tu wiec do czynienia z mechanizmem wprowadzajagcym fizjologiczng
homogennos¢ hodowli, ktdra staje sie przez to biologiczng jednostkg. Czyn-
nik kompetencji spetnia wiec role produktu koordynujacego wiasciwosci
fizjologiczne poszczeg6lnych komérek w hodowli, a wiec role podobna do
roli hormonéw w organizmach wyzszych (68).

Wyprodukowane przez komérke lub znajdujace sie w srodowisku czyn-
niki kompetencji D. pneumoniae i Streptococcus oddziatywujg z receptora-
mi komoérkowymi prawdopodobnie znajdujagcymi sie na btonie komérko-
wej (69, 70). Powoduje to zmiane powierzchni bakterii, a w konsekwencji
pojawienie sie specyficznych wilasciwosci antygenowych (71—73) i zdol-
nosci wigzania DNA (52, 74).

W uktadzie B. subtilis role czynnika kompetencji przypisywano bez-
posrednio enzymowi autolitycznemu (65). Wodny ekstrakt komoérkowy, za-
wierajacy ten enzym, przywracat kompetencje komoérkom, ktére jg utraci-
ty w wyniku ekstrakcji (64).

W innym laboratorium obserwowano, ze w czasie hodowli komorki
B. subtilis wydzielajg do pozywki niskoczasteczkowy, mato wrazliwy na
ogrzewanie i trawienie enzymami proteolitycznymi sktadnik, ktory przy-
spiesza pojawienie sie kompetencji w niekompetentnych hodowlach bak-
terii (66). Wywotywana w ten sposéb kompetencja utrzymywata sie jednak
tylko przez stosunkowo krétki okres czasu. Wskazuje to, ze do utrzyma-
nia kompetencji potrzebna jest stata obecno$¢ czynnika indukujacego.
W pozywce zawierajgcej ten czynnik nie wykrywano aktywnos$ci autoli-
tycznej. Problem powstawania stanu kompetencji i charakter substancji
wywotujacej ja w komoérkach B. subtilis jest wiec nadal w tym uktadzie
nie wyjasniony.

1-2.2. Aktywno$¢ nukleolityczna kompetentnych komérek

Wyniki prac z r6znych osrodkéw sugerowaty mozliwos¢ udziatu nukleaz
w transformacji (75). Pokazywano istnienie zwiazku pomiedzy aktywnos-
cig nukleolityczng a kompetencjg komdrek w hodowlach D. pneumoniae
(76—79) i Streptococcus (80—82). W obu uktadach znajdowano enzymy,
ktore miaty wiasnosci endonukleaz (76, 82, 83) i byty zwiazane z zewnetrz-
nymi warstwami komérek (54, 80, 82, 84, patrz tez rozdziaty IlI-1 i I11-2).

Rowniez w uktadzie B. subtilis stwierdzono, ze jedynie kompetentne
bakterie charakteryzuje aktywno$¢ egzonukleolityczna, degradujaca inten-
sywnie DNA dodany do hodowli (86). Wykryty enzym byt zwigzany praw-
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dopodobnie z zewnetrznymi warstwami komoérek, poniewaz nie znajdowa-
no jego aktywnos$ci w srodowisku bakterii w normalnych warunkach ho-
dowli, a protoplastyzacja komorek powodowata pojawianie sie aktywnosci
egzonukleazy w pozywce. Aktywnos¢ ta byta zalezna od obecnosci jondéw
dwuwartosciowych w srodowisku. Badania kinetyczne wykazaly, ze enzym
degraduje DNA dopiero po jego adsorpcji przez komorki, to znaczy po
jego odwracalnym wigzaniu, ale przed pobraniem.

Il. Zalezno$¢ pobierania i transformacji od witasciwosci kwasow
nukleinowj”ch reagujgcych z kompetentng hodowlg

I1-1. Kwasy dezoksyrybonukleinowe

I1-1.I. Wptyw homologii pomiedzy DNA dawcy i biorcy na pobieranie i transformacje

Kompetentne bakterie pobierajg na og6t dobrze DNA pochodzace z réz-
nych Zzrédet, zarbwno bakteryjnych jak fagowych (transfekcja) i zwierze-
cych (1, 13, 15, 17). Zaobserwowano jednak, ze w uktadzie transformacji
H. influenzae pochodzace z réznych Zrodet heterologiczne DNA rdznity sie
zdolnoscig do konkurowania z homologicznym DNA o receptory komorko-
we. Nie znaleziono zwigzku pomiedzy procentowym sktadem zasad bada-
nych DNA a ich zdolno$cig do wspoétzawodniczenia o receptory komorko-
we (86, 87) i dotychczas nie znane sg przyczyny obserwowanych rdznic.
Ostatnio wykazano, ze DNA fagéw T-parzystych, zawierajacy glukozylo-
wane 5-hydroksymetylocytozyny zamiast cytozyn byt bardzo Zle pobierany
i posiadat bardzo mate powinowactwo do receptorow komoérkowych B. sub-
tilis i D. challis (88, 89). Réwnolegte doswiadczenia w ktdrych porownywa-
no powinowactwo do receptoréw komérkowych i wielko$¢ pobierania dwu
DNA: DNA transformujgcego i DNA zawierajgcego nieglukozylowane 5-hy-
droksymetylocytozyny, wykazaty, ze w tym przypadku wielkosci te sg po-
dobne. Mozna wiec stwierdzi¢, ze obserwowana dyskryminacja byta spowo-
dowana obecnoscig podstawnikow glukozowych zlokalizowanych w duzym
rowku DNA fagéw T-parzystych.

Transformacja, w przeciwienstwie do pobierania DNA, wymaga podo-
bieristwa sekwencji miedzy DNA dawcy i biorcy. Réwnolegte badania wy-
dajnosci transformacji i homologii miedzy DNA dawcy i biorcy (przez po-
miar stopnia hybrydyzacji tych DNA (90) i temperatur topnienia otrzyma-
nych hydrydéw (91), wykazaty, ze mierzone technikami fizykochemiczny-
mi zmiany homologii odpowiadajg zmianom wydajnosci transformacji. Wy-
dajnos$¢ transformacji zalezy tez od rodzaju $ledzonego markera genetycz-
nego (90) i od sekwencji otaczajacych go a to z kolei ma zwigzek z pocho-
dzeniem tego markera w czasteczce DNA dawcy (28).

Wydajnos¢ transformacji miedzygatunkowej jest zwykle znacznie niz-
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sza niz transformacji w ktdrej DNA dawcy pochodzi z bakterii tego samego
gatunku co biorca. Moze to wynika¢ z nastepujacych przyczyn:

— restrykcji heterologicznego DNA zaraz po wniknieciu do komarki
lub juz po integracji (92—94),

— ograniczonej integracji na skutek réznic w sekwencji zasad miedzy
DNA dawcy i biorcy w obszarze parowania (95, 96),

— reperacji regionéw ztego sparowania po integracji, ale przed repli-
kacjg (94),

— zabijania kompetentnych komérek przez pobrany DNA (2, 97) na
skutek indukcji profagéw (98) lub wbudowania niewtasciwej in-
formacji (99),

— trudno$ci w wyrazaniu informacji pochodzacej z heterologicznego
DNA (20).

11-1.2. Struktura drugorzedowa DNA

Istotne znaczenie dla pobierania DNA przez kompetentne bakterie ma
jego drugorzedowa, helikalna struktura. W normalnych warunkach trans-
formacji, zdenaturowany DNA nie jest pobierany, lub jest bardzo Zzle po-
bierany przez kompetentne komorki i ma znacznie nizsze od natywnego
DNA powinowactwo do receptoréw komdrkowych (100—106). Wykazano,
ze transformacja otrzymywana przy uzyciu denaturowanego DNA byla
zawdzieczana biologicznej aktywnosci czasteczek DNA, ktdre na skutek
kowalencyjnych wigzan poprzecznych, nie zostaty catkowicie zdenaturo-
wane i zawieraty natywne odcinki (101, 105, 107).

Znaleziono jednak warunki (niskie pH i 1 mM EDTA) w ktérych kom-
petentne komorki B. subtilis (108, 109) i H. influenzae (110, 111) pobieraty
zdenaturowany DNA i ulegaty transformacji. Autorzy przypuszczali, ze
przyczyna dyskryminacji denaturowanego DNA w normalnych warunkach
transformacji mogta by¢ jego degradacja przez nukleazy (108). Nie wia-
domo jednak, jakie zmiany konformacji i specyficznosci receptoréw ko-
morkowych, poza hamowaniem aktywnosci nukleaz, mogty powodowac
zmodyfikowane warunki tym bardziej, ze pobieranie natywnego DNA
przez bakterie byto wtedy gorsze niz w warunkach normalnej transfor-
macji. Jednoczes$nie, wielko$¢ pobierania denaturowanego DNA w warun-
kach dla niego dobranych i tak byta nizsza od wielkosci pobierania natyw-
nego DNA w zwyklych warunkach (108).

11-1.3. Ciezar czasteczkowy

W czasie wyodrebniania DNA trudno unikna¢ dziatania sit powoduja-
cych tamanie tych czasteczek (sity scinajace) i catkowicie zahamowac we-
wnatrzkomorkowe nukleazy, dlatego uzywane do doswiadczen preparaty
DNA zawierajg fragmenty chromosomdéw komorek z ktorych je wyodreb-

t
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niono. Ciezar czasteczkowy tych fragmentdw waha sie na og6t w grani-
cach— 1—2X107 podczas gdy caty chromosom bakteryjny ma ciezar cza-
steczkowy rzedu 109 (112). Dodawanie DNA o0 coraz mniejszym ciezarze
czasteczkowym do hodowli komérek kompetentnych powoduje w kolejnos-
ci oddzielanie od siebie markeréw, wystepujacych poczatkowo na jednej
czasteczce i w wyniku spadek wydajnosci jednoczesnego ich przekazywa-
nia w transformacji, a nastepnie spadek wydajnosci transformacji poszcze-
goélnych markerow (15, 18).

Pobieranie DNA przez kompetentne bakterie zalezy od jego ciezaru
czasteczkowego w znacznie mniejszym stopniu niz transformacja (101, 113).
Szczegbétowe badania nad wpltywem zmian ciezaru czasteczkowego DNA
dawcy na wydajnos¢ transformacji w uktadzie transformacji D. pneumo-
niae (114) wykazaty, ze spadek ciezaru czgsteczkowego od 107 do 0,3X10®
powoduje 104krotny spadek wydajnosci transformacji. Przy tym samym
obnizeniu ciezaru czasteczkowego DNA dawcy, spadek pobierania DNA
przez komorki byt tylko 7-krotny. Pobieranie czasteczek DNA o ciezarze
czasteczkowym mniejszym niz 1X10® nie spadato do zera ale do wartosci
statej, odpowiadajacej okoto 15% pobierania DNA nie Scinanego. Podobne
wyniki otrzymano w uktadzie transformacji H. influenzae (115) i B. subti-
lis (116). Wyniki te Swiadczg o tym, ze utrata aktywnos$ci biologicznej DNA
przy obnizaniu jego ciezaru czgsteczkowego tylko czeSciowo jest wynikiem
jego zmniejszonego pobierania. W uktadzie transformacji B. subtilis wyka-
zano, ze aktywnos$¢ transformujaca DNA o ciezarze czasteczkowym ponizej
I X 10®jest juz na poziomie tta rewersji (116).

Inne badania wykazaly, ze aktywnos$¢ transformujgca DNA maleje
wraz ze spadkiem ciezaru czasteczkowego pojedynczych nici DNA (117—
121). Wydajnos$é pobierania DNA przez komérki w wyniku powstawania
peknie¢ w jednej tylko z dwu nici DNA nie zmienia sie w zasadniczy spo-
séb (117, 119).

Zdolno$¢ DNA do konkurencji o receptory komorkowe rowniez zalezy
od jego ciezaru czasteczkowego. Wykazano, ze zarbwno w uktadzie trans-
formacji H. influenzae jak i D. pneumoniae zdolno$¢ konkurencyjna DNA
spada w miare zmniejszania jego ciezaru czasteczkowego. Spadek ten jest
jednak ograniczony poniewaz nawet czgsteczki o ciezarze czasteczkowym
mniejszym niz 5X105 posiadajg skofnczone powinowactwo do receptorow
komérkowych (103, 114, 115).

11-2. Kwasy rybonukleinowe

Ukazato sie kilka doniesien o niestabilnej — to znaczy dziedzicznej je-
dynie przez kilka pokolen, transformacji wywotanej przez ekstrakty ko-
morkowe w ktorych czynnik transformujacy byt wrazliwy na RNaze
i DNaze. Na podstawie tych badan, prowadzonych na D. pneumoniae (122)
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oraz B. cereus i B. subtilis (123, 124) wnioskowano, ze transformacje te
powodowat kompleks RNA—DNA. Niestabilng transformacje wywotywa-
ng za pomocg hybrydu RNA—DNA (otrzymanego przez synteze RNA na
matrycy DNA polimeraza RNA) opisano réwniez w uktadzie transformacji
D. pneumoniae (125).

Badania wptywu catego komérkowego RNA lub wyodrebnionego t-RNA
na pobieranie radioaktywnego DNA lub transformacje D. pneumoniae (113,
126) wykazaty, ze RNA nie posiada powinowactwa do receptoréw komor-
kowych tych bakterii. Podobny wynik otrzymano w uktadzie transformacji
B. subtilis gdzie 23S rybosomalny RNA i t-RNA wyodrebnione z E. coli
nie powodowaty obnizenia pobierania homologicznego, radioaktywnego
DNA (127).

W tym samym uktadzie stwierdzono, ze dwuniciowy RNA, o helikalnej
drugorzedowej strukturze i wasciwosciach fizykochemicznych analogicz-
nych do wiasciwosci aktywnych biologicznie czasteczek DNA nie zostawat
pobierany przez komorki i nie miat powinowactwa do komérkowych re-
ceptorow DNA (127).

Ostatnie badania Lacksa (128) wskazujg, ze réwniez czasteczki hy-
brydowe RNA—DNA (0o wysokim ciezarze czgsteczkowym okoto 5X10®)
nie zostajg pobierane przez kompetentne D. pneumoniae.

Ro6znice wiasciwosci miedzy natywnym DNA z jednej strony, a hybry-
dami RNA—DNA i dwuniciowymi RNA z drugiej strony, sprowadzajg sie
do zmian wynikajacych z zastgpienia tyminy przez uracyl i dezoksyrybozy
przez ryboze w jednym lub dwu tancuchach czasteczek. Wynikiem tego
jest wyzsza stabilno$¢ temperaturowa drugorzedowej struktury hybrydéw
RNA—DNA i dwuniciowych RNA w poréwnaniu z DNA. (Wyraza sie to
stosunkowo wysoka temperaturg topnienia tych polimeréw). Wydaje sie
jednak, ze wysoka stabilnos¢ temperaturowa nie jest przyczyng obserwo-
wanej dyskryminacji hybrydow RNA—DNA i dwuniciowych RNA przez
komorki poniewaz dotychczasowe wyniki badan (86, 87) Swiadczg przeciw-
ko istnieniu zalezno$ci miedzy stabilno$cig temperaturowg kwaséw nukle-
inowych a ich powinowactwem do receptoréw komorkowych i pobieraniem
przez komorki.

Zastagpienie tyminy przez uracyl w czasteczkach badanych polimeréw
réwniez nie moze byé przyczyng dyskryminacji skoro znamy szereg fa-
gowych DNA zawierajgcych hydroksymetylouracyl zamiast tyminy, a jed-
nak pobieranych przez bakterie i wywotujacych transfekcje (4). Na skutek
obecnosci grupy 2-hydroksylowej w pierscieniu rybozy dwuniciowe RNA
i hybrydy RNA—DNA maja konformacje A i nie moga przyjmowac kon-
formacji B, charakterystycznej dla DNA w roztworze wodnym. Mozna
wiec wnioskowaé, ze obserwowana dyskryminacja dwuniciowych RNA
i hybrydow RNA—DNA przez komorki jest wynikiem rozpoznawania obec-
nosci grupy 2-hydroksylowej przez biatka bioragce udziat w pobieraniu
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DNA (127). Trudne wydaje sie pogodzenie wzmiankowanych wyzej prac
opisujagcych wywotywanie niestabilnej transformacji za pomocag hybrydu
RNA—DNA z tymi ostatnimi wynikami badan.

11-3. Syntetyczne polinukleotydy

Wyniki prac kilku autoréw (129—131) wskazuja, ze kompetentne ko-
morki B. subtilis, H. influenzae i D. pneumoniae pobierajg syntetyczne po-
lidezoksyrybonukleotydy, ale nie pobierajg polirybonukleotydéw ani hy-
brydowych polimeréw w ktérych jeden fancuch zawiera rybonukleotydy
a drugi dezoksyrybonukleotydy. Wyniki takie, podobnie jak ostatnie prace
Lacksa (128, patrz tez rozdziat 11-2) sg niezgodne z opisanymi wyzej do-
niesieniami o mozliwosci wywotywania niestabilnej transformacji za po-
moca hybrydu RNA—DNA.

I1l. Oddziatywanie miedzy DNA i komorkg kompetentng

I11-1. Odwracalne wigzanie DNA przez kompetentne bakterie

Analiza kinetyki transformacji wskazuje, ze oddziatywanie DNA z ko-
morka zaczyna sie od przypadkowego spotkania, po czym nastepuje bardzo
szybka ale odwracalna adsorpcja DNA na komérce (25, 132—134). Zalez-
no$¢ wiazania DNA od pH, stezenia jondw dwuwartosciowych, sity jono-
wej (101) sugeruje, ze to pierwotne oddziatywanie ma charakter jonowy.
Nie bez znaczenia jest tez obserwowana w czasie rozwoju kompetencji
B. subtilis zmiana tadunku powierzchniowego komorek (24). Czasteczki
DNA w ten sposéb zwigzane mogg by¢ tatwo usuwane przez odptukiwanie,
$cinanie mechaniczne, dziatanie DNazy, przeciwciata przeciwko natywne-
mu DNA (101, 113, 135).

Ostatnio (84) wykazano, ze DNA zwigzany z D. pneumoniae w sposob
wrazliwy na DNaze mozna uwolni¢ za pomocg 0,1 M NaOH lub stezonego
chlorowodorku guanidyny (84).

Odwracalne wigzanie DNA przez kompetentne komorki wymaga glu-
kozy a wiec zrédta energii (135).

Badania DubnauiCirigliano (136) wykazaty, ze bezposrednio
po zwigzaniu z kompetentnymi komdrkami B. subtilis, DNA dawcy jest
wrazliwy na dziatanie sit $cinajacych, powodujacych tamanie dtugich cza-
steczek DNA. Swiadczy to o tym, ze DNA znajduje sie na zewnatrz komo-
rek w rozciggnietej konfiguracji. Pojawiajgca sie szybko (po 30 sekundach)
niewrazliwos$¢ na dziatanie sit Scinajgcych wynika z obnizania ciezaru cza-
steczkowego DNA dawcy, ktory jest ciety do fragmentéw o ciezarze cza-
steczkowym okoto 9X106 (136—138). Pomiary ciezarow czasteczkowych
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DNA wyjsciowego, dodawanego do hodowli, i tego samego DNA juz po
zajsciu fragmentacji sugerowaty, ze fragmenty te powstajg przy udziale
endonukleazy, przecinajgcej obie nici DNA (137). Wyniki te potwierdzono
w uktadzie transformacji D. pneumoniae (84), w ktérym zaobserwowano,
ze przed osiggnieciem niewrazliwosci na dziatanie zewnatrzkomadrkowej
DNazy (to jest przed nieodwracalnym pobraniem DNA przez komorki),
DNA dawcy zostaje przycinany do fragmentéw odpowiedniej dtugosci. Na-
stepnie zachodzi transport DNA do wnetrza komérek juz bez udziatu dal-
szej redukcji ciezaru czasteczkowego. Wykazano tez (139, 140), ze dtugosé
fragmentdw DNA powstajgcych w pierwszym etapie pobierania zalezy od
ciezaru czasteczkowego DNA dawcy. DNA o niskim ciezarze czasteczko-
wym (ponizej 1X10°) ulega przecieciu na pét, podczas gdy z czasteczek
DNA o wysokim ciezarze czgsteczkowym odcinane sg fragmenty o ciezarze
czasteczkowym rzedu 4,4X10®.

Ostatnio Lacks i wsp. (141) stwierdzili, ze w czasie odwracalnego
wigzania DNA przez D. pneumoniae nastepuje nacinanie tylko jednej nici
DNA dawcy. Proces ten nie zalezy od obecnosci jonéw dwuwarto$ciowych.
Powstawanie dwuniciowych fragmentéw DNA dawcy opisane powyzej,
wydaje sie — na podstawie opisanych tu wynikéw badan — konieczne do
zapoczatkowania procesu pobierania DNA przez kompetentne bakterie.

I11-2. Nieodwracalne wigzanie DNA przez kompetentne bakterie

Po odwracalnym zwigzaniu DNA, moze nastapi¢ dalszy proces w wy-
niku ktérego DNA dawcy staje sie niewrazliwy na dziatanie zewngatrzko-
morkowych nukleaz. Proces ten nazywamy nieodwracalnym pobieraniem
DNA (lub w skrdcie pobieraniem).

Niewrazliwos¢ DNA dawcy na DNaze pojawia sie w réznym czasie po
zwigzaniu DNA przez komdérki, zaleznie od gatunku bakterii. W przypad-
ku H. influenzae wystarcza 3—6 sekund do osiggniecia opornosci na dzia-
tanie DNazy przez pierwsze czasteczki DNA (133). W przypadku B. sub-
tilis czas ten wynosi okoto 2 minut (142). W ukfadzie transformacji
D. pneumoniae obliczono predkos$¢ osiggania niewrazliwosci DNA dawcy
na DNaze — wynosi ona 80 nukleotyddw na sekunde w 25°C (84).

Nieodwracalne wigzanie DNA wykazuje ostre optimum pH, temperatu-
ry, sity jonowej i jest zalezne od proceséw energetycznych w komorce (101,
113, 133, 135), a wiec jest to proces aktywnego pobierania. Z drugiej stro-
ny, inhibitory syntezy RNA, DNA i biatek majg maty wptyw na pobiera-
nie DNA (143, 144).

Nieodwracalne pobieranie DNA, w przeciwienstwie do wczes$niejszego
etapu — odwracalnego wigzania (rozdziat I11-) — wymaga tez obecnosci
jonéw dwuwartosciowych. W uktadzie D. pneumoniae wykazano, ze zwigz-
ki wigzace jony dwuwarto$ciowe (EDTA) moga blokowa¢ pobieranie DNA
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i wtedy zwigzany DNA jest gromadzony na zewnatrz komorek w formie
wrazliwej na dziatanie DNazy (135, 141, 145). Obecno$¢ EDTA powoduje
tez obnizenie wydajnosci transformacji B. subtilis (108). W tym ukladzie
transformacji obecno$¢ jonéw dwuwartosciowych jest konieczna tylko
w momencie inicjacji nieodwracalnego pobierania DNA (146). (Po rozpo-
czeciu tego procesu dalsze pobieranie DNA moze przebiega¢ w obecnosci
EDTA).

Obserwowano, ze nieodwracalnemu pobieraniu DNA towarzyszy poja-
wianie sie w Srodowisku produktéow degradacji DNA dawcy (5-mononu-
kleotydow, nukleozydow i wolnych zasad) (139, 147—150).

Dane te wskazywaty na udziat nukleaz w pobieraniu DNA co wiecej
fakt, ze produkty degradacji usuwane byty do $rodowiska Swiadczyt, ze
enzym produkujacy je dziata na zewnatrz btony cytoplazmatycznej (137).

Ostatnio wyizolowano mutanty D. pneumoniae z uszkodzona aktywnos-
cig endonukleazy | (79, 83). Mutanty takie zachowywaty zdolno$¢ wigza-
nia DNA na zewnatrz komérek ale nie byty zdolne do jego pobierania.
Whnioskowano stad, ze akty-wos$¢ zwigzanej z btong komdrkowa endonukle-
azy D. pneumoniae (54) jest nieodzowna, aby mogto zajs¢ nieodwracalne
pobranie DNA.

Wykazano ponadto, ze procesem inicjujacym pobieranie DNA jest po-
wstawanie dwuniciowych fragmentdw DNA (141, patrz tez rozdziat I11-1).
Whiosek ten jest zgodny z wczes$niejszg sugestia Morrisona i Guil-
d a (139), ze do pobrania DNA konieczne jest przynajmniej jedno prze-
ciecie podwdjnego taricucha DNA.

Nie znamy dotad petnego mechanizmu pobierania DNA. Przedstawione
w dwu powyzszych rozdziatach dane, oraz omoéwione dalej wyniki badan
nad losem pobranego przez komérki DNA pozwolity jedynie na zbudowa-
nie kilku modeli pobierania (rozdziat V).

111-3. Polarno$¢ i liniowo$¢ pobierania DNA

Pobieranie DNA przez kompetentne komorki nastepuje liniowo wzdiuz
czasteczek. Do wniosku tego doprowadzity wyniki doswiadczen, w ktdrych
badano zwigzek pomiedzy odlegtoscia genéw (markerdéw genetycznych)
w czasteczce DNA i czasem koniecznym aby $ledzone markery zostaty po-
brane czyli, zgodnie z definicjg staly sie niewrazliwe na dziatanie zew-
natrzkomorkowych nukleaz. Zaobserwowano, ze czas ten byt diuzszy
w przypadku grupy markerdw niz w przypadku pojedyiAczych markeréw
i tym diuzszy im wieksza byta odlegtos¢ miedzy nimi (134, 136, 151).

@) polarnosci pobierania DNA wnioskowano na podstawie doswiadczen,
w ktdrych zastosowano, w ukfadzie transformacji B. subtilis, technike
marker rescue. Technika ta opiera sie na tym, ze mutacje wystepujgce
w réznych miejscach chromosomu faga zakazajacego kompetentng hodowle
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bakterii moga by¢ naprawiane w wyniku rekombinacji z pobieranymi ze
Srodowiska czasteczkami DNA pochodzacymi z niezmutowanych fagow.
Wykazano, ze im bardziej odlegta byta mutacja od jednego z koncow fa-
gowego DNA, tym dtuzszy byt czas pobierania czasteczek DNA konieczny
aby mutacja mogta zosta¢ ,,zreperowana”. Przedstawione wyniki wskazu-
ja jednak tylko na to, ze pewne fragmenty DNA sa pobierane wczes$niej
niz inne, co przy fragmentacji DNA juz na etapie wigzania z komorka, nie
musi mie¢ zwiagzku z liniowosScig pobierania DNA, a raczej z kolejnoscia
odcinania fragmentéw DNA. Ostatecznie liniowo$¢ pobierania DNA wy-
kazali w uktadzie transformacji D. pneumoniae Morrison i Guild
(84), stwierdzajac, ze wkrdtce po zwigzaniu DNA z komorka, diugos¢ cza-
steczek DNA, pobranych nieodwracalnie przez komorki, jest proporcjonal-
na do odstepu czasu miedzy dodaniem DNA i DNazy.

111-4. Komoérkowe receptory DNA

Na podstawie zaobserwowanych zalezno$ci predko$ci powstawania
transformantow od temperatury, stezenia dodanego transformujacego DNA
i liczby komérek w hodowli Fox i Hotchkiss (25) stwierdzili, ze
transformacje mozna interpretowaé jako zwyklg reakcje enzym—substrat.
Badacze ci przypuscili tez, ze na powierzchni kompetentnych komérek mo-
ga znajdowaé sie biatkowe receptory DNA. O istnieniu komoérkowych re-
ceptorébw DNA Swiadczyto tez stwierdzenie kompetytywnej konkurencji
pomiedzy transformujgcym i nietransformujgcym DNA (153) w warunkach,
w ktorych ilos¢ dodawanego DNA byta wystarczajgca do nasycenia wszyst-
kich miejsc wigzacych komérki (28). Poniewaz konkurencyjny DNA w jed-
nakowym stopniu obnizat transformacje jak i pobieranie badanego DNA,
mozna byto stwierdzié, ze konkurencja ma miejsce na poziomie receptoréow
powierzchniowych, odpowiedzialnych za pobieranie DNA (154).

Na podstawie kinetyki wigzania DNA lub badan autoradiograficznych
okreslono w przyblizeniu ilos¢ miejsc wigzacych DNA. H. influenzae po-
siadajg 1 do 4 miejsc wiazacych na komérke, D. pneumoniae 30 do 80
a B. subtilis 20 do'50 (133, 155).

Nieznana jest wielkos¢ i struktura receptorédw komérkowych, biorgcych
udziat w pobieraniu DNA, nie wiadomo tez czy ten sam receptor odpowie-
dzialny jest zaréwno za odwracalne jak i za nieodwracalne wigzanie DNA.

Wyniki badan immunologicznych wskazuja, ze tylko niewielka czes$¢
powierzchni bakterii (D. pneumoniae i Streptococcus) bierze udziat w wig-
zaniu DNA (156). Przeciwciata wytworzone przeciwko kompetentnym ko-
maérkom Pneumococcus, hamuja pobieranie DNx\ (156) przez te bakterie
(przeciwciata przeciwko niekompetentnym bakteriom nie majg tego dziata-
nia). Te same przeciwciata hamujg pobieranie DNA przez kompetentne ko-
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morki Streptococcus mimo, ze wiekszo$¢ wiasnosci antygenowych tych
dwu gatunkow bakterii jest rézna (71). Z danych tych mozna wnioskowac,
ze: po pierwsze — powierzchnia komorek, ktéra bierze udziat w pobie-
raniu DNA, jest modyfikowana w czasie osiggania kompetencji, po dru-
gie — mechanizm pobierania (receptory?) moze by¢ w réznych uktadach
transformacji podobny.

Produkowane w czasie rozwoju kompetencji Streptococcus i D. pneu-
moniae czynniki kompetencji indukujg zdolno$¢ komdérek do nieodwracal-
nego wigzania DNA (52, 74). Nasuwa to na mys$l mozliwos¢, ze czynniki
kompetencji moga spetnia¢ role receptorow komorkowych dla DNA. W u-
ktadzie z D. pneumoniae nie udato sie jednak wykazac istnienia bezposred-
nich oddziatywarn miedzy czynnikiem kompetencji i DNA (52). Nie wyklu-
cza to jednak mozliwosci ich udziatu w wigzaniu DNA w ukadzie in vivo
lub jako jednego ze sktadnikéw receptora.

Ostatnio (126, 157) sugerowano, ze:

— przynajmniej potowa zaadsorbowanych przez kompetentne komarki
czasteczek DNA jest zwigzana z receptorami na blonie cytoplaz-
matycznej,

— miejsca wiazace DNA o wiasnosciach przypominajgcych wiasnosci
receptorow w zywych komérkach (optimum pH i temperatury wia-
zania DNA) mozna wyodrebni¢ w kompleksie $ciany komoérkowej
z biong cytoplazmatyczna,

— rozdzielanie $ciany i btony komorkowej powoduje utrate recepto-
row DNA z badanych frakcji.

Sadzono, ze receptory komorkowe sa sktadnikami btony komérkowej

a obecnos¢ sciany komorkowej stabilizuje ich wigzanie z btong. Poniewaz
wyodrebnione kompleksy Sciany i btony komérkowej wigza wiecej DNA
niz odpowiadajgca im liczba komorek, przypuszczano, ze komoérkowe re-
ceptory DNA wystepujg rowniez w niekompetentnych komadrkach, ale do-
piero w czasie osiggania kompetencji cze$¢ receptoréw zostaje odstonieta.
Wyodrebnione kompleksy $ciany i btony komdrkowej wigza t-RNA, co
jest zgodne z wiasciwosdciami receptoréw w zywych komoérkach (patrz roz-
dziat 11-2), ale w przeciwienstwie do komoérek kompetentnych majg nieco
wieksze powinowactwo do denaturowanego DNA niz do natywnego. Opra-
cowano roéwniez metode ekstrakcji kompetentnych komérek D. pneumo-
niae prowadzacg do zaniku zdolno$ci wigzania DNA przez komérki i jed-
noczesnego pojawiania sie czynnikdw wigzacych DNA w ich $rodowisku
(157). Wnioskowano, ze to receptory komorkowe DNA ulegaty w tych wa-
runkach ekstrakcji z komdrek. Stwierdzono tez, ze czynnik wigzacy DNA
tracit swoja aktywno$é pod wptywem wysokiej temperatury, dziatania en-
zymow proteolitycznych, formaldehydu, oraz soli o wysokim stezeniu. Wy-
kazano ponadto, ze czynnik ten przejawiat powinowactwo do DNA, ale nie
miat go wobec RNA. W warunkach doswiadczenia wigzanie DNA zalezato
od pH $rodowiska, temperatury i czasu inkubacji. Wtasciwosci te wskazy-
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waty na biatkowy i enzymatyczny charakter wigzania. Catkowite wyjas-
nienie tego zagadnienia bedzie wymagato jednak oczyszczenia aktywnego
czynnika.

I11-5. Lokalizacja DNA dawcy w czasie pobierania

Wrazliwo$¢ DNA, w pierwszym etapie wigzania, na dziatanie sit $cina-
jacych Swiadczy, ze poczatkowo DNA jest wigzany na powierzchni komoér-
ki. Dotychczas jednak nie wiadomo, czy pojawiajgca sie po pewnym czasie
jego niewrazliwo$¢ na dziatanie DNazy jest skutkiem wnikania tego DNA
do wnetrza komérki przez btone cytoplazmatyczng. Caly szereg badan
Swiadczy o tym, ze pobrany DNA przez dtugi okres czasu pozostaje w zew-
netrznych warstwach komaorki.

Badania autoradiograficzne za pomoca 'mikroskopu elektronowego (58,
158) wykazaty, ze nieodwracalnie pobrany DNA pozostawat w regionie
Sciany i btony komérkowej przez znaczny okres czasu po pobraniu. Inne
badania prowadzone przy uzyciu mikroskopu elektronowego wskazywaty,
ze DNA wigzany przez B. subtilis znajduje sie w obszarze koncow tych ko-
mérek lub w ich Srodkowej czesdci (26, 159) i jest prawdopodobnie wigzany
przez mezosomy (58, 159). O tym, ze DNA pobierany przez B. subtilis i D.
pneumonicie znajduje sie przez dtuzszy czas blisko powierzchni komorki
Swiadczy mozliwos¢ hamowania transformacji za pomoca przeciwciat przy-
gotowanych przeciwko zdenaturowanemu DNA juz po osiggnieciu przez
DNA dawcy stadium oporno$ci na DNaze (19, 160). Co wiecej, w niektdrych
wypadkach traktowanie lizozymem komorek, ktore pobraty DNA, powo-
dowato utrate tego DNA (161).

Na podstawie powyzszych doswiadczen sugerowano, ze wiekszos¢ DNA
po pobraniu nieodwracalnym, zanim zostanie przetransportowana do wne-
trza komorki, pozostaje przez dluzszy czas zwigzana z btong komdrkowa
w przestrzeni peryplazmatycznej.

Po6zniejsze doswiadczenia (158, cytowane w 19) Swiadczyly, ze usuwanie
$ciany komorkowej lizozymem nie powoduje straty pobranego DNA, co
wskazuje na mocne zwigzanie DNA z btong komérkowa lub niestuszno$é
wyzej wzmiankowanego wniosku.

IV. Los DNA dawcy po pobraniu przez kompetentne hodowle

Badanie losu DNA pobranego przez kompetentne komdrki ma na celu
okreslenie mechanizmu pobierania i proceséw prowadzacych do rekom-
binacji.



[17] TRANSFORMACJA BAKTERYJNA 337
1V -1. Bacillus subtilis

Przez diugi czas, wyniki prowadzonych w réznych laboratoriach ba-
dan nad losem DNA pobranego przez kompetentne B. subtilis, nie dawaty
£ie ze sobg pogodzi¢. Nieintegrowany DNA dawcy znajdowano po pobraniu
w formie natywnej (150, 162, 163) lub zdenaturowanej (164, 165) lub w cze-
sciowo natywnej i czeSciowo zdenaturowanej formie (136, 137, 166). Ostat-
nio przeprowadzone badania wydajg sie uktada¢ obserwowane fakty w lo-
giczny cigg i godzi¢ dotychczasowe sprzecznosci.

W czasie gdy zwiazany z komoérka DNA dawcy staje sie niewrazliwy
na dziatanie zewnatrzkomdrkowych nukleaz, w $rodowisku pojawiajg sie
produkty jego degradacji i jednocze$nie fragmenty dwuniciowe DNA (patrz
rozdziat 111-2) zostajg przeksztatcone w forme jednoniciowg (164, 167, 168).
Wyniki dotychczasowych badan (164, 167) przemawiajg za tym, ze jedno-
taricuchowy DNA 13czy sie z chromosomem biorcy.

W wyniku integracji powstaja w DNA biorcy obszary hybrydowe, skia-
dajgce sie z jednej nici DNA biorcy i jednej nici DNA dawcy (150, 163,
166). Poczatkowo jednoniciowy fragment dawcy jest polgczony z DNA
biorcy niekowalencyjnie poprzez wigzania wodorowe miedzy zasadami dwu
nici hybrydu. Z pewnym opdznieniem nastepuje uzupetnienie wigzan fos-
fodwuestrowych, taczacych korice nowowbudowanego fragmentu nici DNA
z dalszymi odcinkami odpowiedniej nici DNA gospodarza (150, 160, 170).
W czasie wszystkich procesdéw, prowadzacych do integracji, okoto 60%
pobranego DNA zostaje zdegradowane (164, 167, 171) i usuniete z komarek.

Po pobraniu czes¢ DNA dawcy (zaréwno w przypadku pobierania ho-
mologicznego jak i heterologicznego DNA) znajdowano w kompleksie ze
sktadnikami komoérkowymi (138, 164, 165). Stwierdzono, ze kompleks ten
byt wyjatkowo trwaty skoro nie ulegat dysocjacji w roztworach o wysokim
pH, pod dziataniem soli o wysokim stezeniu i w 1% sarkozylu. Kompleks
byt czesciowo wrazliwy na dziatanie pronazy i lipazy. Jednak, dopiero
ogrzewanie w wysokim stezeniu soli prowadzito do jego dysocjacji; wtedy,
uwolniony DNA dawcy znajdowano w formie zdenaturowanej (164, 165).

Badania potgczenia DNA z btong komorkowg w czasie transformacji
(172, 173) ujawnity, ze DNA dawcy jest po pobraniu potgczony z btong ko-
morkowa i pozostaje z nig zwigzany az do integracji, po ktérej nieintegro-
wane fragmenty zostajg usuniete z kompleksu. Heterologiczny DNA E. coli,
podobnie jak transformujgcy DNA, znajdowano w kompleksie z btong ko-
morkowg (173). Ulegat on jednak szybkiej degradacji. Wskazuje to, ze 13-
czenie DNA dawcy z btong komérkowa jest zwiazane z procesami ,,przed-
integracyjnymi”.

Wiasciwosci opisanego kompleksu sugerujg mozliwos¢ jego identycz-
nosci z kompleksem btona komoérkowa — DNA dawcy.
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1V-2. Diplococcus pneumoniae

Wkrétce po pobraniu DNA przez kompetentne komaérki D. pneumoniae,
potowe DNA dawcy znajdowano w formie zdenaturowanej a reszte w po-
staci produktow degradacji (139, 147—149). Nastepnie zdenaturowany- DNA
zanikat a jego materiat znajdowano kowalencyjnie zwigzany z DNA biorcy
(147, 149). Byito to skutkiem integracji jednoniciowych fragmentow DNA
dawcy do chromosomu biorcy (148). Los heterologicznego DNA po pobra-
niu jest jakosciowo podobny. Obserwuje sie wbudowywanie materiatu po-
chodzacego z DNA dawcy do chromosomu biorcy, ale uwaza sie, ze nie jest
to wynik wbudowywania dtugich fragmentéw tego DNA jak w przypadku
homologicznego DNA, ale zuzywania produktéw degradacji DNA dawcy do
replikacji DNA biorcy (149).

1V-3. Haemophilus influenzae

Inaczej niz u B. subtilis i D. pneumoniae, w yktadzie transformacji
H. influenzae pobrany DNA znajdowano w formie natywnej (174, 175).
Stopniowo okoto 20% tego DNA ulegato degradacji do fragmentéw kwa-
sorozpuszczalnych (176—178). Obserwowana degradacja prawdopodobnie
dotyczyta catych czasteczek i nie miata zwigzku z procesem integracji (178).

Ostatnio doniesiono o wykryciu jednoniciowych krétkich fragmentow
pobranego DNA w komorkach H. influenzae (179). Nie mozna byto jednak
odnie$¢ ich pojawienia sie do ktéregokolwiek z etapéw pobierania lub re-
kombinacji. Wykrycie jednoniciowej formy pobranego DNA réwniez w tym
uktadzie jest dos¢ wazne, poniewaz upodabnia uktad transformacji H. in-
fluenzae, dotychczas uwazany za odmienny, do dwu ukitadéw opisanych
wyzej.

V. Modele pobierania DNA przez kompetentne bakterie

Na podstawie zgromadzonych danych doswiadczalnych, stworzono Kil-
ka modeli mechanizmoéw pobierania DNA przez kompetentne komarki.

V-1. Model Lacksa

Opierajac sie na fakcie, ze po pobraniu przez kompetentne komarki
D. pneumoniae, DNA dawcy jest w potowie zdegradowany a reszta jest
w postaci jednotancuchowej, Lacks (147) zaproponowat model w Kkto-
rym pobieranie jednego tancucha DNA i degradacja drugiego sg procesami
zsynchronizowanymi. Postulowat on obecno$¢ w btonie cytoplazmatycznej,
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egzonukleazy, ktéra hydrolizujgc jeden tanncuch DNA dawcy, jednoczes$nie
mogta by wcigga¢ drugi tancuch DNA do komorki. Postulowana nukleaza
miata by wiec dziata¢ jako translokaza DNA.

P6zniejsze badania, opisane w poprzednich rozdziatach, dostarczyly
wiekszej ilosci danych, ktére pozwolity rozwingé ten model wedtug obec-
nych pogladéw. Obraz wydarzerh prowadzgcych do pobrania DNA przed-
stawia sie nastepujgco (89, 141). Poczatkowo DNA ulega zwigzaniu na zew-
natrz komorek. Laczy sie z tym powstawanie nacie¢ pojedynczych nici cza-
steczek DNA w odstepach okoto 6000 zasad. Proces ten wymaga energii
i moze zachodzi¢ w obecnosci EDTA. Lacks przypuszcza, ze utworzenie
aparatu komorkowego dziatajacego w ten sposéb na DNA, moze warunko-
waé pojawianie sie stanu kompetencji bakterii. Lacks stawia tez hipoteze,
ze biatko biorace udziat w przecinaniu nici DNA moze sie trwale tgczyc
(kowalencyjnie?) z jednym z nowo powstatych koncow i w ten sposéb wia-
za¢ DNA dawcy z komdrka. Nastepnie biatko to mogto by spetnia¢ role
»przewodnika” nici DNA w czasie transportu przez btone komérkowa
a potem bra¢ udziat w rekombinacji.

Nastepnym obserwowanym przeksztalceniem DNA dawcy jest jego
fragmentacja .Proces ten, podobnie jak pobieranie w czasie ktérego naste-
puje przeksztatcenie fragmentow dwuniciowych w jednoniciowe z jedno-
czesnym pojawieniem sie w $srodowisku produktéw degradacji DNA, wy-
maga jonéw dwuwartosciowych i aktywnosci zwigzanej z btong komor-
kowa gtéwnej endonukleazy D. pneumoniae (endonukleaza 1) (54). Wydaje
sie prawdopodobne, ze fragmentacja DNA inicjuje jego pobieranie. Lacks
przypuszcza, ze endonukleaza moze produkowa¢ dwuniciowe fragmenty
DNA przecinajac jego tancuch na przeciwko naciecia powstatego przy wig-
zaniu DNA z komérka. Nie mozna jednak wykluczy¢ mozliwosci przecina-
nia podwdéjnej nici DNA, niezaleznie od nacie¢ powstajacych wczesniej.
Stworzony przez Lacksa model pobierania DNA zaktada, ze endonukleaza
stopniowo usuwa oligonukleotydy, rozpoczynajgc od nowowprowadzonych
nacie¢ i jednocze$nie wcigga zwigzang z biatkiem ,,przewodnikowym” dru-
ga ni¢ DNA do komdrki. Energia potrzebna do tego procesu mogtaby jak
sugeruje Lacks, pochodzi¢ witasnie z hydrolizy jednego z tancuchow DNA.
Dyskutujgc swéj model autor zwraca uwage, ze uzyskane wyniki nie sta-
nowig wystarczajgcego dowodu roli endonukleazy | w pobieraniu DNA
przez D. pneumoniae. Propozycja udziatlu endonukleazy | w pobieraniu
DNA opiera sig, jak wiemy z poprzednich rozdziatbw na wystepowaniu
czasowego zwigzku miedzy aktywnos$cig komorkowych nukleaz a stanem
kompetencji oraz na fakcie, ze uszkodzenie aktywnosci gtéwnej endonukle-
azy D. pneumoniae wigze sie z zablokowaniem nieodwracalnego pobiera-
nia DNA. Nie mozna wykluczy¢ wiec, ze badane mutacje powodowaty
uszkodzenie pobierania nie bezposrednio przez inaktywacje enzymu, ale na
skutek posrednio wprowadzonych zmian w btonie komdrkowej. Inng mozli-
woscig jest to, ze badane mutacje dotycza genu kontrolujacego zaréwno
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aktywnos$¢ endonukleazy | D. pneumoniae jak i ktory$ z etapdw pobierania
DNA (83).

Podobny model pobierania DNA w uktadzie transformacji B. subtilis
zaproponowat Dubnau (167).

V-2, Model ,,odstaniania”

Obecnos$¢ enzymu autolitycznego w dobrze transformowalnych szcze-
pach B. subtilis (46, 180, 181) i D. pneumoniae (182) oraz fakt znalezienia
zwigzku miedzy jego aktywnoscia i kompetencjg (181) pozwolity na wy-
suniecie hipotezy, ze dziatanie enzymu autolitycznego powodujgc rozluz-
nienie struktury ujemnie natadowanej $Sciany komorkowej umozliwia cza-
steczkom DNA, réwniez ujemnie natadowanym, przenikanie i oddziaty-
wanie z giebiej ulokowanymi receptorami komdrkowymi. Udziat czeScio-
wego usuwania lub ostabienia $ciany komérkowej w mechanizmie pobiera-
nia DNA byt sugerowany tez przez wczesniejsze badania, oméwione w roz-
dziale 1-2.

Biorgc pod uwage, ze DNA dawcy wiaze sie z komérkami biorcy w po-
blizu mezosoméw (56, 58, 68), Akrigg i wsp. (183) zaproponowali mo-
del wedtug ktoérego enzym autolityczny dziataé by miat na $ciane komor-
kowg w obszarze wystepowania mezosoméw. Na nich to mogtyby znajdo-
wac sie aktywne miejsca receptorowe dla DNA dawcy. W pierwszym eta-
pie DNA madgt by wnika¢ do mezosoméw (z ktérymi prawdopodobnie zwig-
zany jest DNA komorkowy (184, 185)), a nastepnie ulegat by transportowi
do wnetrza komarki. Transport DNA przez btone komérkowa zachodzié¢ by
mogt kosztem energii dostarczanej przez mezosomy z reakcji utleniania—
redukcji, za pomocg specjalnego nie okreSlonego mechanizmu transportu
umiejscowionego w mezosomach. Integracja DNA mogta by nastepowaé
w czasie replikacji, przy uzyciu istniejgcych na miejscu struktur, biorg-
cych udziat w syntezie DNA biorcy.

Udziat mezosoméw w wiazaniu DNA i transporcie do wnetrza komérki,
gdzie nastepuje rekombinacja, proponowano tez na podstawie badan auto-
radiograficznych z zastosowaniem mikroskopu elektronowego (159 i roz-
dziat 1-2).

Najbardziej szczeg6towy jest model proponowany przez Tomasza
i wsp. (51, 126, 157) dla uktadu transformacji D. pneumoniae. Zgodnie
z tym modelem kompetencje majg zapoczatkowa¢ zmiany zachodzace
w btonie komoérkowej i wynikajace z oddziatywania pomiedzy czasteczka-
mi czynnika kompetencji i receptorami btony cytoplazmatycznej (69), znaj-
dujacymi sie w obszarze wzrostu $ciany komérkowej (53). W wyniku tego
oddziatywania nastepowa¢ by miat wyciek autolizyny do przestrzeni pe-
ryplazmatycznej. Enzym ten trawigc czesSciowo Sciane komorkowa odsta-
nia¢ by madgt umiejscowione w (lub na) btonie komoérkowej biatkowe re-
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ceptory posiadajgce powinowactwo do DNA ale nie do RNA. Autorzy tego
modelu przypuszczaja, ze receptory te moga by¢ obecne zar6wno w kom-
petentnych jak i niekompetentnych komorkach, lecz niedostepne w tych
ostatnich dla zewnatrzkomérkowego DNA (126, 157).

V-3. Model replikacyjny

Badania Ericksona i wsp. (186, 187) wykazaty, ze istnieje zwig-
zek miedzy wydajnoscig transformacji markeréw i kolejnoscig ich replika-
cji. Wskazywato to na istnienie zaleznego od syntezy DNA biorcy etapu
transformacji. Badania te dostarczyly tez faktdw przemawiajacych za ta-
kim sposobem zwigzania pobranego nieodwracalnie DNA z komorka, ze
wigzania fosfodwuestrowe tafcucha wielocukrowego DNA sa zabezpieczo-
ne przed hydroliza enzymatyczna, podczas gdy zasady moga odziatywac
z przeciwciatami przeciw zdenaturowanemu DNA (187).

Na podstawie tych danych Erickson (19) zaproponowat model po-
bierania i rekombinacji DNA, w ktérym DNA dawcy miat by byé zwigzany
z btong komdrkowa w poblizu struktur odpowiedzialnych za replikacje
DNA biorcy. W wigzaniu tym zaproponowano udziat rdzenia cukrowofos-
foranowego DNA. Przesuwanie sie replikujgcego chromosomu gospodarza,
posiadajagcego w miejscu replikacji rozluzniong strukture drugorzedowa,
w poblizu punktu wigzania DNA dawcy, dawatoby mozliwo$¢ przywedro-
wania fragmentu tego chromosomu homologicznego do zwigzanego DNA.
Mogtoby to doprowadzi¢ do utworzenia wigzan wodorowych miedzy kom-
plementarnymi odcinkami a wiec do integracji. Nieprzerwane przesuwa-
nie sie replikujgcego chromosomu biorcy wzgledem miejsca replikacji au-
tomatycznie powodowato by wcigganie tego whudowanego odcinka DNA
do wnetrza komarki. W ten sposob proces integracji i transport DNA przez
btone komoérkowa mogtyby by¢ procesami jednoczesnymi. W przypadku
braku homologii, DNA dawcy moégtby by¢é wigzany przez btone komaérko-
wa, ale nie mogtby przez nig przenikac.

Proponowany mechanizm podwazaja jednak liczne wyniki badan
Swiadczacych o braku zwigzku miedzy replikacjg DNA gospodarza i pobie-
raniem czasteczek DNA ze Srodowiska (190) lub integracjg tego DNA do
chromosomu biorcy (38, 39, 149, 188—190).

Obecnie uwaza sie, ze opisane wyzej mechanizmy pobierania DNA,
w ktorych aktywna role odgrywac by miaty enzymy nukleolityczne i auto-
lityczne sg blizsze rzeczywistosci niz model ,replikacyjny”. Wydaje sie
rébwniez, ze mogg one stanowi¢ uzupetniajgce sie elementy jednego mecha-
nizmu.

Artykut nadszedt 27.11.1976; po rewizji autorskiej otrzymano 14.3.1977.
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I. Wstep

W roku 1959 Weiss i wsp. wyizolowali z watroby szczura (1) a na-
stepnie z komdrek bakteryjnych (2) enzym, ktéry na matrycy DNA Kkata-
lizowat polimeryzacje rybonukleozydotréjfosforanéw do wysokoczgstecz-
kowego produktu, o wiasnosciach typowych dla komérkowego RNA. En-
zym ten nazywano polimerazg RNA zalezng od DNA (E.C. 2.7.7.6.) lub
transkryptaza.

W przeciwienstwie do bakterii, gdzie ten sam enzym Kkatalizuje synteze
zarowno rybosomalnych, informacyjnych jak i przenoszacych RNA, ko-
morka eukariotyczna dysponuje zestawem réznych polimeraz, uczestnicza-
cych w syntezie poszczeg6lnych klas RNA. Podstawowe wiasnosci katali-
tyczne sg jednak wspdlne wszystkim polimerazom RNA, eukariotycznym
i prokariotycznym, gdyz katalizujg one reakcje przebiegajgce zgodnie z tym
samym schematem ogo6lnym (Schemat 1). Stad tez dla przebiegu reakcji
katalizowanych przez kazdg z tych polimeraz, niezbedna jest obecnos¢
czterech rybonukleozydo-5>-tréjfosforanéw, DNA i kationéw dwuwartos$-
ciowych, Mg2+ lub Mn2+ Szczeg6towy opis warunkéw optymalnych dla
aktywnoS$ci kazdej z nich rézni sie jednak znacznie. Sg to bowiem rdzne
biatka, o réznych wiasciwosciach fizyko-chemicznych i réznych, cho¢ po-
krewnych funkcjach biologicznych.

nt ATP AMP  ni
+
n2 GTP DNA GMP n2
+ + (rh + n2+ n3 + n4)PP,-
n3 UTP Mn2+ lub Mg2+ UMP n3
+
ru CTP CMP ru

Schemat 1. Sumaryczny wz6r reakcji katalizowanej przez polimerazy RNA

Przedmiotem niniejszego opracowania bedzie proba usystematyzowania
gromadzacych sie wcigz danych o wystepowaniu, charakterystyce i udziale
polimeraz w syntezie réznych frakcji komérkowego RNA w organizmach
eukariotycznych, ze szczeg6lnym uwzglednieniem roslin wyzszych. Cho-
ciaz ukazato sie ostatnio wiele prac przeglagdowych dotyczacych polimeraz
eukariontow (3, 4, 5, 6), w zadnej z nich nie poswiecono specjalnej uwagi
polimerazom ro$linnym.

Il. Réznorodnos¢ polimeraz i ich klasyfikacja
Trzy zasadnicze klasy polimeraz RNA zidentyfikowano w jadrze ko-

mérkowym organizmoéw eukariotycznych, ktérych odrebnos$¢ funkcjonalna
wigze sie z syntezg trzech gtéwnych klas komoérkowego RNA: rRNA,
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MRNA i tRNA. Polimerazy te réznig sie miedzy sobg wilasnosciami chro-
matograficznymi, wrazliwos$cig na pewne antybiotyki i inhibitory, miejs-
cem wystepowania w komorce, zapotrzebowaniem na kationy dwuwartos-
ciowe, jak réwniez wymaganiami matrycowymi. Dwie z nich wystepuja
w nukleoplazmie, a jedna w jaderku. Enzymy takich systeméw transkryp-
cyjnych jak chloroplast czy mitochondrion, chociaz na ogét majg witasci-
wosci zblizone do enzymoéw jadrowych, ze wzgledu na wrazliwo$¢ na pew-
ne antybiotyki, uwaza sie za enzymy bardziej spokrewnione z polimeraza
prokariontéw.
Nomenklatura polimeraz RNA eukariontéw jest dotad niejednolita. R6z-
ni autorzy stosowali bowiem rézne kryteria w klasyfikacji tych enzymow.
Chambon i wsp. (7, 8 zaproponowali terminologie opartag na wrazli-
wosci enzymdw w stosunku do a-amanityny, toksyny wyizolowanej z mu-
chomora sromotnikowego (Amanita phalloides) (9—11). W nomenklaturze
tej, zwanej potocznie ,europejska”, polimerazy eukariontéw podzielono
na trzy gtéwne klasy:
— enzymy klasy A —niewrazliwe na dziatanie a-amanityny nawet
w wysokich jej stezeniach

— enzymy klasy B — wrazliwe na dziatanie inhibitora zastosowanego
nawet w bardzo niskich stezeniach (10~9— 10-8 M).

— enzymy klasy C— wrazliwe na dziatanie a-amanityny przy wyso-
kich jej stezeniach (10~5— 10~4 M).

Enzymy poszczeg6lnych klas rozdzieli¢é mozna przy uzyciu wiasciwych
metod chromatograficznych na formy enzymu, rdznigce sie miedzy sobg
jedng z podjednostek. Poszczegdlne formy enzymu danej klasy oznaczane
sg przez dodanie za literg klasy kolejnej liczby rzymskiej np. enzym kla-
sy A wyizolowany z jader watroby szczura rozdzielono na dwa enzymy Al
i Ali (12, 13), podobnie enzymy klasy B grasicy cielecej czy watroby szczu-
ra rozdzielono na dwie formy, Bl i Bil (14, 15).

Nomenklatura zaproponowana przez Roedera i Ruttera (16, 17)
zwana potocznie ,,amerykanska” opiera sie gtéwnie na réznicach we wias-
ciwosciach chromatograficznych enzymoéw. Stosujgc DEAE-celuloze lub
DEAE-Sephadex, autorzy otrzymali trzy rozdzielone aktywnos$ci polime-
razowe z ekstraktdw jader watroby szczura. Enzym wymywajacy sie z ko-
lumny siarczanem amonowym 0 najnizszym stezeniu (0,15 M) nazwano
polimerazag RNA I, aktywno$¢ wymywang przez roztwér soli o wiekszym
stezeniu (0,22 M) polimerazg I, a enzym wymywany z kolumny jako trze-
ci (przy 0,27 M stezeniu soli) polimerazg Ill. Formy enzyméw uzyskiwane
po dalszym rozdzieleniu kazdej z tych trzech zasadniczych klas (I, 11 i Ill)
oznaczono przez dodanie za numeracja klasy kolejnej duzej litery alfabetu
np. 1A IBczy 1A 11B (18, 19).

Klasyfikacja oparta tylko na wiasciwos$ciach chromatograficznych en-
zymow moze, by¢é mylgca, poniewaz pozycja danej aktywnosci enzymatycz-
nej w profilu elucji moze byé odmienna dla réznych tkanek. Rowniez sy-
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stem klasyfikacji oparty li tylko na wrazliwosci enzymu w stosunku do
a-amanityny moze by¢ zawodny. Dla przyktadu — aktywno$é drozdzowej
polimerazy RNA Il jest hamowana tylko przy zastosowaniu wysokich ste-
zen inhibitora (20, 21), podczas gdy polimeraza Ill nie jest wrazliwa na
dziatanie a-amanityny nawet przy jej stezeniu siegajgcym 1 mg/ml (22).

Autorzy obu klasyfikacji zdajac sobie sprawe z niedoskonatosci kazdej
z nich podkreslaja, ze oprécz proponowanego przez nich tatwego kryterium
dla rozréznienia enzymow, nalezy bra¢ pod uwage réwniez inne rdzniace
je wiasciwosci funkcjonalne i strukturalne.

Obie nomenklatury powszechnie stosuje sie w literaturze fachowe;j.
Oprécz tych dwu sporadycznie spotka¢ mozna jeszcze inne terminologie
wprowadzane przez niektorych autoréw, np. Mondali wsp. (23) na-
zwali polimeraza Cl i Cll enzymy o aktywnosci polimerazowej, otrzymane
z ekstraktow orzecha kokosowego.

W pracy niniejszej stosowaé¢ bedziemy nomenklature Roedera (22),
ktora zaproponowat on ostatnio wprowadzajagc dodatkowe kryteria w kla-
syfikacji polimeraz (Tabela 1). Uwzgledniajac obok wiasciwosci chromato-
graficznych wrazliwo$¢ na a-amanityne, wystepowanie wewnatrz komorki
i inne wiasciwosci, zaszeregowat on wszystkie jadrowe polimerazy RNA do
trzech klas: 1, 1l i Ill, odpowiadajacych w zasadzie klasom A, B i C sy-
stematyki Chambona (europejskiej). Tak wiec cechami charakterys-
tycznymi enzymoéw klasy | jest:

— tatwos¢ ich elucji z kolumny chromatograficznej, brak wrazliwosci

na a-amanityne i wystepowanie w jaderku.

Klase Il wyrdznia:

— dalsza pozycja w chromatograficznym profilu elucji, duza wrazli-

wos¢é na a-amanityne i wystepowanie w nukleoplazmie.

Klase 111 charakteryzuje:

— opbzniony wyptyw z kolumny chromatograficznej, posrednia wra-

zliwo$¢ na a-amanityne i wystepowanie w nukleoplazmie.

Enzymy organellowe (pozajadrowe) klasyfikowane sg odzielnie jako
polimerazy chloroplastowe czy mitochondrialne.

I11. Charakterystyka eukariotycznych polimeraz RNA

Z wielu organizmdw eukariotycznych, nizszych i wyzszych, wyizolowa-
no, oczyszczono i scharakteryzowano polimerazy RNA zalezne od DNA
(3, 4, 24). Najlepiej poznane zostaty polimerazy zwierzece dzieki intensyw-
nym badaniom zespotdw Chambona (25—29), Roedera i Rut-
tera (16, 22, 30, 31), oraz Chestertona i Butterwortha (12,
18, 32, 33). Znaczny postep osiggnieto w badaniu struktury i funkcji poli-
meraz RNA drozdzy (20, 34—37). Roslinne polimerazy jako najbardziej
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labilne z polimeraz eukariotycznych, nalezg do tych, ktore jako ostatnie
otrzymano w stanie homogennym (38—40).

I11-1. Polimeraza RNA 1|

Polimeraza | reprezentuje jedng z trzech gtdwnych klas polimeraz RNA
znalezionych w jadrze komoérkowym eukariontéow (16, 41). Jej jaderkowe
wystepowanie sugeruje udziat w transkrypcji rybosomalnego RNA. Su-
gestia ta znajduje ostatnio coraz to petniejsze potwierdzenie doswiadczalne
(42—45). Mimo zdecydowanej przewagi ilosciowej rRNA w puli komérko-
wego RNA, aktywnos$¢ polimerazy | w wiekszosci badanych tkanek (tak
roslinnych jak i zwierzecych) jest stosunkowo niewielka. W zarodkach
pszenicy stanowi ona mniej niz 10% ogdlnej aktywnosci polimerazowej
(38), a niekiedy w ogdle nie mozna jej wykry¢ (46).

Enzym ten jest bardzo silnie zwigzany w kompleksie nukleoproteido-
wym w jaderku komarki i uwolnienie go wymaga zastosowania do$¢ dra-
stycznych metod ekstrakcji, takich jak uzycie roztworéw o wysokiej sile
jonowej (ok. 0,5 M siarczan amonowy), oraz sonifikacji. Tym nie mniej ja-
derkowy enzym oczyszczono wydajnie z wielu tkanek zwierzecych (gra-
sica cieleca (47), nowotworowe komorki myszy (48), watroba szczura (49))
oraz z komdrek wielu nizszych organizméw eukariotycznych: drozdzy
(20, 34, 50), plesni (51) i innych grzybow (52).

Izolacja i oczyszczanie enzymu z roslin wyzszych napotykaly na znacz-
ne trudno$ci w zwigzku z niestabilnoscig enzymu, zwiaszcza po uwolnieniu
go z kompleksu nukleoproteidowego, oraz ze wzgledu na stosunkowo niskie
jego aktywnosci (53—55). Dopiero w roku 1976 Key i wsp. (40) oczyscili
i scharakteryzowali polimeraze | z chromatyny hypokotyli soi traktowa-
nych auksyna.

Niezaleznie od pochodzenia i stopnia oczyszczenia, polimeraza | jest
enzymem nietrwatym w 0° mozna jg jednak przechowywaé przez dtugi
okres czasu (kilka miesiecy) w 50% glicerolu w — 180°C bez utraty aktyw-
nosci. Zwigzki sulfhydrylowe stabilizujg te enzymy (56). Podobnie jak
w przypadku innych polimeraz RNA, substratami polimerazy | sg rybo-
nukleozydo-5-tréjfosforany. Wartosci Ksdla UTP i CTP wynoszg w przy-
blizeniu 0,02 mM, a dla ATP i GTP — 0,04 i 0,03 mM (4).

Zapoczatkowanie i przebieg reakcji bezwzglednie wymaga obecnosci
w mieszaninie inkubacyjnej matrycy DNA. Oprocz DNA dobrymi matry-
cami sg rowniez syntetyczne dezoksypolinukleotydy pirymidynowe, po-
li(dT) i poli(dC) (40, 42, 49, 57). Nieuszkodzony, dwuniciowy DNA, pocho-
dzenia zwierzecego czy tez wirusowego, nie jest dobrg matryca dla polime-
raz zwierzecych. Przekonywujace dowody na to uzyskano stosujgc ma-
tryce o dobrze zdefiniowanej strukturze (DNA bakteriofagéw lub wiru-
s6w). Natywna, dwuniciowa struktura DNA faga T4 lub faga Xuniemozli-
wia inicjacje polimerazie RNA grasicy cielecej, chociaz enzym wigze sie
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z tym DNA. Zdenaturowany fagowy DNA jest natomiast transkrybowany.
Rowniez w znikomym stopniu, podobnie jak DNA fagowe, oczyszczone po-
limerazy zwierzece transkrybujg linearny, dwuniciowy DNA adenowiru-
sa 2 (58). Wydaje sie, ze zablokowanie transkrypcji nastepuje w miejscu
inicjacji, gdyz zdenaturowa*ny DNA adenowirusa, lub tez traktowaay de-
zoksyrybonukleazg trzustkowa, ulega wydajnej transkrypcji (59). Ciekawa
jest obserwacja, ze superhelikalny DNA wirusa SV 40 (Forma 1) o cyrku-
larnej dwuniciowej strukturze jest dobrg matrycg dla polimeraz grasico-
wych, natomiast otwarta, cyrkularna forma dwuniciowa (Forma Il), oraz
linearna forma dwuniciowa (Forma Il11) nie sg dobrymi matrycami.

Obserwacje te sugerowa¢ by mogtly, ze enzymy zwierzece moga inicjo-
waé reakcje na natywnym, dwuniciowym DNA. Nalezy jednak podkreslic,
ze superhelikalna forma DNA wirusa SV 40 nie jest idealnie dwuniciowa
i zawiera jako wynik konformacyjnych uwarunkowan nieliczne regiony
niesparowanych ze sobg zasad (60—=62). Wydaje sie wiec, ze nieodzownym
warunkiem zapoczatkowania syntezy RNA jest rozdzielenie na krdtkim
odcinku dwu nici DNA, celem odstonigcia miejsca inicjujgcego. Na takim
superhelikalnym DNA polimeraza | moze znalez¢ miejsce inicjacji i synte-
tyzowa¢ RNA, ktéry ma diugos¢ tancucha dwukrotnie wiekszg niz stoso-
wany DNA (26, 63). Wiekszos¢ RNA powstatego w ciggu 30 min. na tej
matrycy jest znacznie wieksza niz 28S rRNA.

Handlowy, natywny DNA jest dla enzymdéw pochodzenia zwierzecego
z reguly lepsza matryca niz DNA zdenaturowany. Pamietaé nalezy jed-
nak, ze taki natywny DNA izolowany np. metodg Marmura (64) nie
jest pozbawiony jednoniciowych fragmentéw i regionéw zdenaturowanych.
Stabe odczytywanie zdenaturowanego DNA przez polimeraze | zapewne
nie jest wynikiem braku inicjacji syntezy na tej matrycy, lecz efektem
syntezy bardzo krétkich tancuchéw (4).

Polimeraza | z soi (40) czy z ples$ni (65) transkrybuje rownie dobrze
natywny jak i zdenaturowany DNA, a z zarodkéw pszenicy (38) wykorzy-
stuje dwukrotnie lepiej zdenaturowany DNA niz natywny.

Polimerazy jaderkowe wykazujg optimum aktywnosci przy niskiej si-
le jonowej (ponizej 40 mM stezenie siarczanu amonowego). Stymulowane
sq przez jony Mn2+ jak i Mg2+ Wymagane stezenie tych kationow zalezy
znacznie od natury stosowanej matrycy jak i od jej koncentracji w $rodo-
wisku inkubowanym (56). W przypadku polimerazy | z soi maksymalna
jej aktywnos¢ obserwowano stosujagc 1—2 mM Mn2+, lub 5—10 mM Mg2+.
Te same optima obserwowaé mozna w przypadku jonéw obu tych metali
z natywnym i zdenaturowanym DNA jako matrycg. Jezeli jednak jako
matryce stosowano poli (dC), jony Mn2+ dawaly dwukrotnie wyzszg aktyw-
nos¢ enzymu niz jony Mg2+w optymalnych koncentracjach kazdego z nich.
Zmieniaty sie wowczas takze wymagania w stosunku do sity jonowej i na-
stepowato raptowne obnizenie aktywnosci enzymu juz po przekroczeniu
25 mM stezenia siarczanu amonowego w $rodowisku.
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Enzym jest aktywny w zakresie wartosci pH 7,0—8,5, z optimum w po-
blizu pH 8,0.

Miarg aktywnosci polimerazy |, jak i innych polimeraz RNA, jest ilos¢
prekursora wecielonego do produktu reakcji, wytrgcanego 5°0 kwasem
tréjchlorooctowym lub w innych warunkach gwarantujacych nierozpusz-
czalnos¢ RNA. Z uwagi na niskg wydajnos$é syntezy, stosuje sie w badaniu
aktywnosci polimeraz metody izotopowe. Pomiar radioaktywnosci produk-
tu wytragconego po zakonczeniu inkubacji $wiadczy o aktywnosci enzyma-
tycznej testowanego preparatu.

Polimerazy jaderkowe pochodzace z r6znych Zzrédet, nawet po oczysz-
czeniu do stanu homogennego, charakteryzuja sie roznymi aktywnos$ciami
specyficznymi. Poréwnawcze dane w tym zakresie zestawiono w tabeli 2

Tabela 2.
Poréwnanie aktywnosci specyficznych oczyszczonej RNA polimerazy |
z réznych zrodet
Zrédto enzymu A_ktywnosc specyf_iczna _\/Varunk_l_ Autor
(jednostek*/mg biatka) inkubacji

Drozdze 250 10 min., 30°C (34, 50)
Physarum polycephalum 700 10 min., 25°C (51)
Mucor rouxii 9 1 min., 30°C (52)
Hypokotyl soi 200—300 30 min., 28“C (40)
Grasica cieleca 200 10 min., 37°C (70)
Nowotworowe komorki
myszy, MOPC 315 400—500 20 min.,37°C 48) 1

3 [H]JUTP jako prekursora), do frakcji kwasonierozpuszczalnej, w warunkach wyszczeg6lnionych w rubryce 3.

a-amanityna nie hamuje aktywnosci polimeraz RNA nalezacych do
klasy I. Rowniez rifampicyna, znany inhibitor polimeraz prokariotycznych,
nie ma wptywu na aktywnos$¢ tych enzymoéw. Niektore pdisyntetyczne po-
chodne rifamycyny, takie jak AF/05 i AF/013 hamujg aktywno$¢ polime-
razy | (jak i Il), lecz dopiero w znacznie wyzszych stezeniach, niz stezenia
potrzebne do zahamowania aktywnos$ci enzymu bakteryjnego (66). Mimo,
ze zwigzki te uwaza sie za niespecyficzne inhibitory zaleznych od DNA po-
limeraz RNA (67), stosuje sie je w badaniach transkrypcji in vitro. Wy-
kazano, ze AF/05 i AF/013 hamujg selektywnie inicjacje tancucha poliry-
bonukleotydowego na natywnym DNA (66, 68).

Przeprowadzono analize strukturalng wielu enzymoéw zaliczanych do
klasy | polimeraz RNA takich jak: grasicy cielecej (69), watroby szczura
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(33), komorek nowotworowych szpiku kostnego myszy (48), hypokotyli soi
(40). Analiza w gradiencie glicerolowym lub tez sacharozowym wykazata,
ze enzymy te sedymentujg nieco szybciej niz ,rdzen” polimerazy RNA
E. coli (ciezar czasteczkowy okoto 380—400 000). Obserwowana stata se-
dymentacji okoto 14—15S pozwala na wniosek, ze ciezar czgsteczkowy po-
limerazy | wynosi okoto 500 000. Analiza elektroforetyczna w zelu polia-
kryloamidowym w warunkach denaturujgcych wykazata, ze enzym ten
sklada sie z dwu duzych podjednostek, o ciezarze czasteczkowym powyzej
100 000 i szeregu mniejszych podjednostek, ktorych liczba i wielkos¢ jest
zmienna. Stosunki molowe dwu wiekszych podjednostek sg we wszystkich
przypadkach jednakowe (1 : 1), podczas gdy podjednostki mniejsze wyste-
puja w roéznych proporcjach w enzymach z réznych Zrddet. Zaleznosci te
ilustruje tabela 3. Enzymy jaderkowe pochodzace z réznych zrédet majg
nieco inny sktad podjednostkowy, mimo to, przypisuje sie im podobiefstwo
pod wzgledem strukturalnym. Potwierdzeniem tego sa wyniki testow im-
munologicznych. Przeciwciata wytworzone przy uzyciu polimerazy | gra-
sicy cielecej inhibujg czesciowo oczyszczong polimeraze | watroby szczura
(70). Nie obserwowano natomiast reakcji pomiedzy przeciwciatami dla
czystej polimerazy | grasicy cielecej i oczyszczonego enzymu klasy Il z te-
go materiatu. Przemawia to zdecydowanie za rdéznorodnoscig polimeraz
RNA poszczeg6lnych klas enzymow, a przeczy zatozeniu Chestertona
i Butterwortha (12) o mozliwosci wzajemnej wymiany podjedno-
stek pomiedzy enzymami nalezagcymi do odrebnych klas.

Tabela 3.
Poréwnanie budowy molekularnej polimerazy RNA | z réznych Zzrodet
Physarum . Komorki
Zrédio enzymu Drozdze polycep- Mucqr Hypolfotyl G.raswa nowotworo-
halum rouxii soi cieleca we
MOPC 315
Ciezar czasteczk. 530* 445 ok. 400 400-500 550 465
190 (1,0)** 200 (1,0) 210 (1,0) 183 197 (1,0) 195 (1,0)
135 (1,0) 135 (1,0) 125 (1,0) 136 126 (1,0) 117 (1,0)
Sktad podjed- 48 45 (1,00 38 (0,5) 50 51 (1,0) 60 (1,0)
nostkowy 41 24 (2,0) 25 (0,5) 46 44 (1,0) 50 (1,0)
' 29 17 (1,0) 19 (1,0) 40 25 (2,0) 27 (1,0
16 33 16,5 (2,0) 16,5 (1,0)
j Wspétczynnik
sedymentacji (S) 18 131 14,6 13 14,5 13
PiSmiennictwo (20, 34) (51) (52) (40) (5, 70) (48)

* — ciezar czasteczkowy x 10"3

** — w nawiasach podano znane proporcje molowe podjednostek
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W niektérych tkankach znaleziono tylko jedna forme polimerazy 1 (17,
71), w innych natomiast dwie lub wiecej form molekularnych (13, 72). Ze-
stawienie zidentyfikowanych dotychczas form polimeraz RNA klasy | po-
dane jest w tabeli 1 Znaczenie ré6znorodnosci form polimeraz RNA w ra-
mach tej klasy nie zostato dotychczas wyjasnione.

111-2. Polimeraza RNA 11

Polimerazy RNA Il wystepujg w nukleoplazmie. Syntetyzujg one frak-
cje RNA o wysokim ciezarze czgsteczkowym i sktadzie nukleotydowym po-
dobnym do skiadu komérkowego DNA, ktére stanowig przypuszczalnie
prekursor mRNA (42, 43). Polimeraze Il wyodrebniono z réznych Zrddet,
w tym z grasicy cielecej (8, 73), watroby szczura (73, 74), komérek nowo-
tworowych myszy (19), komoérek KB i HeLa (59), Xenopus laevis (31), za-
rodkéw pszenicy (38), kallusa pietruszki (75) oraz drozdzy (20, 76).

Enzym ten wystepuje w stosunkowo duzych ilosciach w wiekszosci
dotychczas badanych tkanek. Dla przyktadu w zarodkach pszenicy stanowi
90% ogélnej aktywnosci polimeraz komoérkowych (38). Stosunkowo fatwo
przechodzi w forme rozpuszczalng przy tagodnych wyrunkach ekstrakcji.
Jendrisak i Burgess (39) podali ostatnio metode oczyszczania po-
limerazy Il z zarodkéw pszenicy na duzg skale, uzyskujac 25—30 mg ho-
mogennego enzymu z 1 kg zarodkdw.

Enzymatyczne i fizyczne wiasciwosci polimeraz tej klasy, izolowanych
z réznych zrédet, sg podobne. Enzym jest wrazliwy na dziatanie a-amani-
tyny juz przy niskich jej stezeniach (10-9—10-8 M), mozna go eluowa¢ z ko-
lumny DEAE-celulozowej lub DEAE-Sephadex przy wyzszej sile jonowej
niz polimeraze | (okoto 0,2—0,27 M siarczanem amonowym), wykorzystuje
zdenaturowany DNA lepiej niz natywny jako matryce i jest bardziej ak-
tywny w obecnosci Mn2+ niz Mg2+ Wartosci Ksdla UTP i CTP wynoszg
okoto 0,02 mM, a dla ATP i GTP — 0,08 i 0,07 mM (4). Dla optymalnego
dziatania polimerazy Il potrzebujg wyzszej sity jonowej w $rodowisku in-
kubacyjnym niz polimerazy | (0,1—0,125 M siarczan amonu). Preparaty
pochodzace z réznych zrédet, o podobnym stopniu oczyszczenia i badane
w optymalnych warunkach wykazujg jednak rézne aktywnosci specyficz-
ne (Tabela 4).

Strukture molekularng polimeraz tej klasy poznano stosunkowo dobrze,
gtéwnie dzieki badaniom oczyszczonych enzymoéw zwierzecych wyizolo-
wanych z grasicy cielecej i watroby szczura (8, 32, 69, 74). Stabilno$¢ po-
limerazy Il podczas procesu oczyszczania, oraz znaczna jej zawartosé
w tkankach, utatwity otrzymanie wystarczajacej ilosci homogennego en-
zymu do badan, majacych na celu wyjasnienie jego struktury. Analiza
sedymentacyjna preparatéw tych dwu zwierzecych polimeraz RNA Il wy-
kazata poczatkowo, ze ciezar czasteczkowy enzymu (zakladajac globular-
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ny ksztat), wyliczony ze statej sedymentacji 14,5—15,5S, wynosi co naj-
mniej 400 000 (73). Dalsza charakterystyka sedymentacyjna i analiza den-
sytometryczna pozwolita na okre$lenie ich ciezaru czasteczkowego na 500—
700 000 (69, 74). Analiza sktadu podjednostkowego polimerazy Il z r6znych
zrodet wykazata, ze enzym sklada sie z dwu duzych podjednostek (ciezar
czasteczkowy okoto 200 000 i 150 000), oraz szeregu podjednostek mniej-
szych, o ciezarze czasteczkowym ponizej 50 000 (Tabela 5).

Tabela 4.
Poréwnanie aktywnosci specyficznych oczyszczonej RNA polimerazy Il z réznych zrédet

Aktywnosé
specyficzna

Zrédio enzymu . Warunki inkubacji Pismiennictwo
(jednostek* /mg
biatka)
Drozdze 1400 1 godz., 30°C (20, 36)
Drozdze 6000 1 godz., 30°C
Euglena gracilis 140 15 min., 30°C (170)
Jadra komorek endospermy 16 1 godz., 37°C (23)
orzecha kokosowego
Liscie kukurydzy 360 1 godz., 37°C (128)
Zarodki pszenicy 2,5 15 min., 25°C (39)
Zarodki zyta « 383 30 min., 30°C (55)
Grasica cieleca 300—500 10 min., 37°C (14, 15)

* — definicja jednostki aktywnosci jak w Tabeli 2.

Podobnie jak w przypadku polimerazy I, w ramach klasy Il wyrdznia
sie takze kilka form polimeraz RNA (patrz Tabela 1 i 5). Ich odrebnos¢
molekularna i funkcjonalna jest jednak nadal kontrowersyjna. W szczegol-
nosci nie ustalono dotychczas czy rézne formy polimerazy 1l sa produktami
réznych gendéw czy tez pojawiajg sie na skutek dalszych przeksztatcen
preenzymu.

Niektorzy autorzy sugerujg (73), ze liczne formy tej polimerazy w tkan-
kach zwierzecych moga powstawaé podczas proteolizy. Ciezsza podjednost-
ka prekursora molekuty enzymu moze by¢ modyfikowana specyficznie,
dajac duzag podjednostke innej formy, tak jak to obserwowano w przypad-
ku podjednostki 190 000, przechodzacej w podjednostke 170 000 w enzy-
mie watroby. Mimo, Ze hipoteze te wielu autoréw uznato za mato prawdo-
podobng (5, 15, 70), ostatnio podobny przyktad opisata Dezelee i wsp.

5 Postepy Biochemii 3/77
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z drozdzy (37). Drozdze, podobnie jak wyzsze organizmy eukariotyczne,
zawierajg polimerazy RNA wielu klas i form (21, 35, 76—79). Ostatnie
badania Dezelee iwsp. (37) wskazujg na to, ze polimeraza Il wystepuje
w komérkach drozdzy w dwu formach I1Ai 1B Forma Il1Abardzo tatwo ulega
proteolizie, jej oczyszczenie przeto wymagato zabezpieczenia przed dziata-
niem enzymow proteolitycznych (enzym oczyszczano w obecnosci fenylo-
-metylo-sulfonylo-fluorku). Poréwnujac ruchliwosé elektroforetyczng obu
form enzymu stwierdzono, ze ciezary czasteczkowe formy I1Ai formy IIB
niewiele sie r6znig i wynoszg odpowiednio 465 000 i 435 000. Analiza pod-
jednostek, rozdzielonych elektroforetycznie w zelu poliakryloamidowym
w obecnosci SDS wykazata, ze roznice ciezaru czasteczkowego tych dwu
form enzymu wynikajg z réznego ciezaru czasteczkowego ich ciezszych
podjednostek, ktéry w przypadku formy IIAwynosi 220 000, a w przypad-
ku formy 11B 180 000. Pozostate podjednostki sg takie same w czgsteczkach
obu form enzymu (patrz Tabela 3). Stwierdzono takze, ze drozdzowa pro-
teaza moze in vito przeprowadza¢ oczyszczong forme polimerazy I1Aw for-
me 11B Niewykluczone przeto, ze forma IIB jest jedynie artefaktem. Stad
tez, dla usci$lenia nomenklatury form polimeraz RNA wewnatrz klasy Il
niezbedne sg dalsze badania. .

111-3. Polimeraza RNA 111

Enzymy nalezace do polimeraz RNA klasy Il wystepujag gtownie
w nukleoplazmie, jednak znajduje sie je takze w cytoplazmie (22). Ucze-
stniczg one w transkrypcji gendw tRNA i 55 RNA (43—45).

W odr6znieniu do polimerazy | i Il, ktére zostaty wykryte nieomal we
wszystkich typach komorek, polimeraze Il stwierdzono tylko w niekto-
rych komorkach. Naleza do nich oocyty i somatyczne komorki zaby (31),
komorki zarodkéw jezowca morskiego (16), nowotworowe komorki myszy
(22), plesnie (80), oraz komérki zarodkéw zyta (55). Nie znaleziono polime-
razy Il w komorkach grasicy cielecej, ktdra, jak wiadomo, jest jednym
z najbogatszych zrédet dwu pierwszych polimeraz. Mozliwe, ze enzym ten
jest niestabilny w pewnych typach komorek (tkanek), lub tez stosowane
metody nie byty wystarczajgco subtelne.

Polimeraze 111 mozna catkowicie oddzieli¢ od polimerazy | przez chro-
matografie na DEAE-Sephadex, a od polimerazy Il na CM-Sephadex.
. Z fosfocelulozy wyptywa w eluacie przed polimerazg |, lecz z DEAE-celu-
lozy obie polimerazy 111 i | wymywajg sie fgcznie. Dlatego tez aktywnos$c
polimerazy Il moze czasami ulec zamaskowaniu przez wyzsza aktywnos$é
polimerazy I.

Trudnosé otrzymania tego enzymu w dostatecznej ilosci stwarzata prze-
szkody w analizowaniu jego struktury i funkcji. Ostatnio Schwartz
i wsp. (81), wybrali do izolacji wiekszej ilosci enzymu nowotworowe ko-
morki szpiku kostnego myszy (MOPC 315). Komérki te dzielg sie z duzg

3*
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czestotliwoscig, mozna sie wiec byto spodziewaé w nich wysokiego pozio-
mu enzymoéw. Co wiecej, komorki mozna otrzymaé jako homogenng po-
pulacje, co eliminuje mozliwg zmienno$¢ polimeraz RNA, zalezng od roz-
nych typéw komérek. W komoérkach stwierdzono dwie formy enzymu za-
liczane do klasy 11l polimeraz, Il1Ai I1IB Oba enzymy wiasciwoSciami
przypominajg polimerazy klasy Il z innych Zrddet. Sg niewrazliwe na nis-
kie stezenia a-amanityny (0,5 ixg/ml), lecz hamowane kompletnie przy jej
wysokich stezeniach (400 t-ig/ml).

Badanie wptywu sity jonowej na aktywnos$¢ obu polimeraz Il wyka-
zato, ze w zaleznosci od stosowanej matrycy, otrzymuje sie odmienne pro-
file aktywacji enzymow. | tak w przypadku stosowania jako matrycy DNA
grasicy cielecej, profil aktywacji obu polimeraz miat charakter dwufa-
zowy, z optimum przy 0,055 M i 0,17 M stezeniu siarczanu amonowego.
Gdy jako matryce stosowano poli d(A—T), profile byty monofazowe z opti-
mum przy 0,055 M stezeniu soli. Nalezy tu wspomnie¢, ze profile aktywacji
polimerazy | i Il zarowno w obecnosci DNA grasicy jak i poli d(A—T) byty
monofazowe, z optimum odpowiednio przy 0,05 M i 0,09 M.

Optymalne stezenie Mn2+ jest 2 mM. Z jonami Mg2+ aktywnos$é poli-
merazy Il jest w przyblizeniu dwukrotnie nizsza.

Polimeraza IIIAwystepuje gtownie we frakcji nukleoplazmatycznej, na-
tomiast polimeraza Il11Bwe frakcji cytoplazmatycznej. Znaleziono jg réw-
niez w surowych frakcjach jadrowych, lecz nie wykryto w oczyszczonych
jadrach. Jest mozliwe, ze enzym ten moze by¢ gubiony podczas oczyszcza-
nia jader, jak i to, ze jest on cytoplazmatycznego pochodzenia. Sefart
i wsp. (82, 83), opisali cytoplazmatyczng polimeraze komorek watroby
szczura, ktora przypomina swymi wiasciwosciami chromatograficznymi
i matg wrazliwoscig w stosunku do a-amanityny polimeraze 11l Xenopus
laevis i komérek szpiczaka. Nadal wiec pozostaje sprawa otwarta, czy po-
limeraza Il1Bjest enzymem jadrowym, jak i to, czy jej dziatanie jest takie
samo jak polimerazy IHA

Badania strukturalne oczyszczonych polimeraz klasy 11l z komérek no-
wotworowych myszy (MOPC 315) i Xenopus laevis wykazaty (22), ze en-
zym ten jest znacznie wigkszy (620—670 000) od polimerazy 11 (500 000)
i od polimerazy | (470 000) z tego samego zrodta. Analiza elektroforetyczna
wykazata, ze polimeraza Il podobnie jak polimerazy 1i Il, sktada sie z dwu
duzych podjednostek wystepujacych w proporcji 1:1, oraz z kilku mniej-
szych podjednostek o zmiennych proporcjach molowych (0,6—1,5) (Tabe-
la 6). Ciezary czasteczkowe poszczegdlnych podjednostek polimeraz RNA
tych trzech klas r6znig sie znacznie (poréwnaj Tabele 2, 5i 6). Natomiast
nie ma roznic w skiadzie podjednostek polimeraz RNA klasy Ill z dwu
réznych zrodet (pomiedzy polimerazg Xenopus laevis i komorek szpiczaka),
jak i pomiedzy dwiema formami enzymu Il1Ai Il1IBz tego samego Zré-
dta (22).
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Tabela 6.

Skfad podjednostkowy polimeraz RNA 111 Xenopus
laevis i komérek nowotworowych myszy, MOPC 315

(22)

Oznaczenie Ciezar czasteczkowy x 10“3
podjednostek  Xenopus laevis MOPC 315

llia 155 155

m b 137 138

Illc 92 89

1id 68 70

1H* 52 52

Ir 42 43 (i), 41 (f2

g 33 34

IHh 29 29

11 19 19

Podobienstwo strukturalne polimeraz klasy Il ptazéw i komdrek nowo-
tworowych myszy sugeruje, ze enzymy wszystkich eukariontéw moga byé
podobne, tak jak to stwierdzono w przypadkach enzymoéw klasy | i enzy-
mow klasy Il. Nie mozna natomiast wyprowadzi¢ uogdlnienia co do funkcji
obu polimeraz RNA 11l w transkrypcji genomu eukariotycznego i przypi-
sywac specyficzng role katalizowania syntezy tRNA przez jedng z nich
a 5S RNA przez druga.

I11-4. Polimerazy mitochondrialne

Od wielu lat znany jest fakt, ze w izolowanych mitochondriach zacho-
dzi synteza RNA zalezna od DNA (84—88). Jednakze ze wzgledu na trud-
nos$¢ uwolnienia polimerazy z kompleksu, w ktérym jest ona silnie zwigza-
na (membrana—DNA—biatko—RNA) (89), oraz niezwyktg jej labilnos¢,
dopiero niedawno udato sie oczysci¢ i scharakteryzowac polimeraze mito-
chondriow Neurospora crassa (90), Xenopus laevis (91) i watroby szczura
(92, 93),

W mitochondriach Neurospora crassa oraz watroby szczura wystepuje
tylko jedna polimeraza RNA, podczas gdy w mitochondriach drozdzy wy-
stepujg dwie polimerazy (94). Ostatnio Eccleshall i Criddle (95
opisali trzy formy polimeraz RNA izolowanych z mitochondriéw drozdzy
(M1, MIL i M.

Wszystkie, dotad wyizolowane, mitochondrialne polimerazy RNA sg
typowymi zaleznymi od DNA polimerazami RNA. Wymagaja one matrycy
DNA, wszystkich czterech nukleozydotréjfosforanéw i jondw dwuwartos-
ciowych. Z wyjatkiem enzymu Neurospora crassa, wszystkie preferuja de-
naturowane DNA od natywnego. Mitochondrialne DNA (szczeg6lnie DNA
forma I, t.j. superhelikalna, zamknieta, cyrkularna forma DNA), jest tran-
skrybowana réwnie dobrze jak jednoniciowe DNA z grasicy cielecej (90).
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Dobrg matryca jest rdwniez poli d(A—T). Wiekszos¢ dotychczasowych da-
nych wskazuje na to, ze mitochondrialne polimerazy preferujg swe homolo-
giczne matryce. Nalezy wzig¢ jednak pod uwage, ze w wiekszosci przypad-
kéw zastosowany jako matryca DNA mitochondrialny nie zostat wczesniej
nalezycie scharakteryzowany. Nie analizowano réwniez produktu reakcji.
Nie jest wiec pewne, czy preferencyjna transkrypcja mitochondrialnego
DNA wynika ze specyficznego rozpoznawania sekwencji rzeczywistego
promotora przez mitochondrialne enzymy, czy tez zalezy od strukturalnych
cech mitochondrialnych matryc. Jesli bowiem mitochondrialne DNA za-
wiera regiony bogate w AT, to na tych odcinkach inicjacja syntezy RNA
mogtaby by¢ utatwiona (96, 97). Selektywnos¢ transkrypcji na jednej ciez-
kiej nici natywnego, mitochondrialnego DNA Xenopus laevis nasuwa row-
niez watpliwosci, poniewaz in vivo transkrypcja mitochondrialnego DNA
jest symetryczna, jak sadzi Bor st (97).

Prawie wszystkie mitochondrialne polimerazy wykazujg znaczng pre-
ferencje do Mg2+ wyrdzniajac sie ta cechg od jadrowych polimeraz, ktére
na ogét Mn2+ w optymalnych stezeniach aktywuje silniej. Rdznig sie takze
pod wzgledem wymagan co do sity jonowej. Niskie stezenia soli nie akty-
wujg enzymu, a wyzsze powodujg silng inhibicje.

Mitochondrialne polimerazy nie sg wrazliwe na dziatanie inhibitora po-
limeraz nukleoplazmy, a-amanityny (wyjatek stanowi jeden z trzech en-
zymoéw mitochondridw drozdzy, MII). Sprzeczne sg natomiast dane co do
inhibicji enzymow mitochondrialnych przez rifampicyne (97, 98), specy-
ficzny inhibitor polimerazy bakteryjnej. Nalezy podkresli¢, ze we wszyst-
kich przypadkach, w ktérych obserwowano wrazliwo$¢ enzymu na rifam-
picyne, nalezato zastosowa¢ znacznie wyzsze stezenia inbibitora aby zaha-
mowac aktywnos$ci enzymu mitochondrialnego niz badajac enzym bakte-
ryjny. Nawet przy zastosowaniu bardzo wysokich stezen rifampicyny, nie
stwierdzono catkowitej inhibicji aktywnos$ci polimeraz (i tu wyjatek stano-
wi enzym z Neurospora crassa). Fakt, ze jedna grupa badaczy znajduje
w mitochondriach enzym wrazliwy na rifampicyne, a druga niewrazliwy,
sugeruje, ze albo mitochondria zawierajg dwie zalezne od DNA polimerazy
RNA, wrazliwg i oporng na dziatanie antybiotyku, lub tez, ze wrazliwos¢
w stosunku do rifampicyny moze zaleze¢ od konformacji enzymu, ktdrg
uzyskuje sie przy zastosowaniu pewnych technik izolacji i oczysz-
czania (98).

Inne antybiotyki, ktére hamujg aktywnos$¢ polimerazy bakteryjnej nie
majg wptywu na aktywnos$¢ mitochondrialnych enzymow bez wzgledu na
to, z jakiego Zrddta enzymy te pochodzg (94, 97).

Inhibicja mitochondrialnych polimeraz Xenopus laevis (91), oraz droz-
dzy (95), przez pochodng rifamycyny, AF/013, jest prawdopodobnie niespe-
cyficzna, tak jak to stwierdzono w przypadku hamowania aktywnosci ja-
drowych enzymow drozdzy (36).

Mitochondrialne polimerazy RNA (Neurospora crassa, Xenopus laevis),
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agreguja w niskiej sile jonowej podczas gdy w wysokiej tworza formy mo-
nomeryczne sedymentujac w gradiencie glicerolowym przy statej sedymen-
tacji 6,2—6,3S. Przy tej wartosci S— oznaczony w przyblizeniu ciezar cza-
steczkowy enzymu wynosi 74 000 wg Kiintzel (90) i 100—150 000 wg
Wu (92).

Rozdziat czystego enzymu Neurospora crassa w zelu poliakryloamido-
wym w obecnosci SDS wykazat, ze enzym ten sklada sie tylko z jednego
peptydu o ciezarze czasteczkowym 64 000 (90). Podobny rozdziat oczyszczo-
nej polimerazy Xenopus laevis pozwolit na okreSlenie ciezaru czasteczko-
wego enzymu na 46 000. Ciezar czgsteczkowy mitochondrialnej polimerazy
watroby szczura wyliczono jako 64—68 000 (93).

Na podstawie powyzszych danych moznaby wywnioskowaé, ze mito-
chondrialne enzymy majg podobng budowe molekularng. Tymczasem da-
ne na temat struktury mitochondrialnych polimeraz sg sprzeczne. Dotyczy
to gtéwnie mitochondrialnych polimeraz drozdzowych, jedni autorzy bowiem
podaja ciezar czasteczkowy dla tego enzymu 60—100 000 (96), podczas gdy
inni znajduja w mitochondriach enzym podobny do polimeraz jadrowych
(95). Ciezar czasteczkowy tego enzymu wyliczajg na 500 000, i znajdujg
w jego skladzie, podobnie jak w polimerazach jagdrowych, dwie podjed-
nostki duze (190 i 150 000), oraz szereg podjednostek mniejszych.

Pozostaje wiec nadal sprawa otwarta, czy podawane przez niektorych
badaczy ciezary czasteczkowe mitochondrialnych polimeraz odnoszg sie
tylko do wiekszych podjednostek ztozonej czasteczki enzymu, czy tez mito-
chondrialna polimeraza drozdzowa o wysokim ciezarze czgsteczkowym, jest
po prostu jagdrowym zanieczyszczeniem.

Mitochondrialna polimeraza RNA powstaje w cytoplazmie a nie w mi-
tochondriach (94, 99, 100). Wskazuje na to fakt, ze mitochondria mutanta
drozdzowego ,,petite””, nie majace uktadu syntetyzujacego biatko, majg
aktywng polimeraze mitochondrialng. Wyniki powyzsze wskazujg, ze mito-
chondrialna polimeraza jest kodowana przez geny jadrowe.

111-5. Polimerazy chloroplastowe

Synteze RNA w chloroplastach obserwowano od dawna (101—104). Ba-
dania Gibbs dostarczyty danych, ze wiekszo$¢ chloroplastowego RNA
syntetyzowana jest wewnatrz tej organelli na matrycy DNA chloroplastéw
(105, 106). Wykazano ponadto (107), ze chloroplasty syntetyzujg rRNA
i tRNA. Eksperymenty z hybrydyzacjg potwierdzity dalej, ze DNA chloro-
plastow moze kodowaé 23S i 16S rRNA (108, 109), jak réwniez niektdre
tRNA (110, 111). Nie ma natomiast doswiadczalnych dowodéw na to, ze
niesie on informacje dla jakiegokolwiek mMRNA czy specyficznego biatka.

Biatko zaleznej od DNA polimerazy RNA chloroplastow jest bardzo sil-
nie zwigzane z DNA w lamelarnych membranach chloroplastéw (112—114).
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Poczatkowo aktywnos$¢ tego enzymu oznaczano w agregatach, bez uwolnie-
nia enzymu z komplesu nukleoproteidowego. Dopiero w latach siedemdzie-
sigtych wprowadzono metody uwalniania enzymu ze struktur komorko-
wych, przeprowadzania go w forme rozpuszczalng i czeSciowego oczyszcza-
nia (115—117).

Polimeraza chloroplastéw generalnie przypomina wiasciwosciami enzy-
my mitochondrialne. Wymaga matrycy DNA, wszystkich czterech rybo-
nukleozydotréjfosforandw i jondw dwuwartosciowych. Odr6zniajace jg od
pozostatych polimeraz wilasciwosci dotycza gtéwnie znacznej preferencji
wobec chloroplastowego DNA, lepszej aktywacji przez Mg2+ niz przez
Mnst (112, 115), wiekszej wrazliwosci enzymu na dziatanie ultradzwiekow,
oraz nieco innej wrazliwosci na jony metali (118). Wedlug niektorych auto-
réw, cecha najbardziej wyrdzniajacg polimerazy chloroplastowe od innych
polimeraz, jest ich wrazliwo$¢ na dziatanie rifampicyny (114, 119). Sprawa
tej wrazliwosci jest jednak kontrowersyjna, gdyz nie wszystkie dotad opi-
sane polimerazy chloroplastéw wykazuja wrazliwo$¢ na ten antybiotyk
(115, 116, 120, 121). Nie jest wiadomo, w jakim zakresie zréznicowana in-
hibicja jest wynikiem réznic w strukturze enzymow, czystosci preparatow
stosowanych do badan, czy tez nawet jakosci stosowanej matrycy. Podob-
nie jak w przypadku enzymu mitochondrialnego, jesli nastepowata inhi-
bicja w obecnosci rifampicyny, nalezato zastosowac znacznie wigksze ste-
zenia inhibitora niz do zahamowania polimerazy bakteryjnej.

Chloroplastowy enzym rézni sie od innych znanych polimeraz RNA za-
dziwiajgco wysokim optimum temperatury (45—50°C). W przeciwienstwie
do enzyméw jadrowych, nie jest on aktywniejszy przy zwiekszeniu sity
jonowej, a wyzsze stezenia soli (0,1 M KC1 lub 0,03 M (NH4Z 04, mocno
hamujg jego aktywnos¢.

Polimeraza chloroplastow wykazuje wyzsza aktywno$¢ na zdenaturo-
wanej matrycy DNA niz na natywnej, jednakze preferencja wobec jedno-
niciowej matrycy zmienia sie wobec DNA z r6znych Zzrédet, w zaleznosci
od stopnia oczyszczenia enzymu.

Ciezar czasteczkowy oczyszczonego preparatu z chloroplastéw kuku-
rydzy, oznaczony na podstawie statej sedymentacji w gradiencie glicerolo-
wym (18S), wyliczono na 400—500 000.

IV. Rola polimeraz RNA w regulacji transkrypcji

1V-1. Mechanizmy regulacji transkrypcji u cukariontéw

Jednym z wazniejszych problemdw wspdiczesnej biologii jest regulacja
syntezy RNA. U eukariontéw regulacja ta wymaga selektywnej transkryp-
cji réznych czesci genomu, w odpowiedzi na bodzce dziatajace w réznym
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czasie (indukcja i represja), jak i bodzce dziatajgce stale (réznicowanie).
Przyjmuje sie, ze regulacja moze przebiegaé dwiema réznymi drogami.
Mianowicie, albo czynniki regulacyjne moga dziata¢ na matryce, okresla-
jac, ktéra cze$¢ genomu bedzie dostepna transkrypcji przez niespecyficzng
polimeraze RNA, albo faktory regulatorowe dziatajagc na polimeraze RNA
moga wyznaczac, ktore partie genomu bedzie ona transkrybowac.

W pierwszym przypadku selektywna transkrypcja gendéw jest wyni-
kiem specyficznosci samej matrycy, a aktywnos¢ poszczeg6lnych genow
jest regulowana przez makromolekuty towarzyszace DNA w chromatyno-
wym kompleksie. W takim przypadku, specyficzno$¢ polimerazy RNA
ogranicza sie tylko do rozpoznania nukleotydowych substratow i miejsca
inicjacji na matrycy DNA. Najbardziej przekonywajgcym dowodem, prze-
mawiajagcym za tym typem regulacji, jest wykazanie wyraznej specyficz-
nosci transkrypcyjnej chromatyny, przy zastosowaniu polimerazy bakte-
ryjnej jako enzymu transkrybujacego (122).

Przy rozpatrywaniu alternatywnej mozliwosci, szereg réznych miejsc
na chromospmie jest wymaganych dla zapoczatkowania transkrypcji.
Miejsca te mogg by¢ rozrézniane przez poszczegblne polimerazy RNA
z rozng specyficznoscig w stosunku do miejsc zapoczatkowujacych tran-
skrypcje, lub przez jedng polimeraze, z licznymi podjednostkami regula-
torowymi, okre$lajacymi specyficzno$¢ odczytywania matrycy. Ten drugi
mechanizm mogtby ttumaczy¢ regulacje transkrypcji cistronéw pewnych
klas. Postuzymy sie przyktadem. Chromosomy prokariontéw nie majg
skomplikowanej chromosomalnej matrycy, lecz mimo to cechuje je swo-
istos¢ transkrypcji (faktory wspotdziatajace z ,,rdzeniem” enzymu nadaja
mu specyficznos¢). Co wiecej, obecnos¢ licznych form polimeraz RNA eu-
kariontéw, z ré6znym miejscem wystepowania, oraz specyficzna ich rola
fizjologiczna sugeruja, ze ekspresja genu w tych organizmach moze podle-
ga¢ przynajmniej czesciowo regulacji poprzez rézne enzymy, ktore wybior-
€zo moga transkrybowaé rozne geny czy zespoty genéw. Nie ma wprawdzie
dowodow na to, ze genomy organizméw eukariotycznych zawierajg miejsca
regulatorowe (podobne do prokariotycznego promotora), ktére to miejsca
rézne polimerazy mogtyby specyficznie rozpozna¢ po sekwencji charakte-
rystycznej dla danego zespotu genéw (123, 124). Jednakze podobieristwo
strukturalne wszystkich polimeraz RNA, zaréwno prokariontdw jak i eu-
kariontow sugeruje, ze i pewne mechanizmy regulatorowe mogg byé po-
dobne. Wobec tego mozna przypuszczac, ze rézne enzymy eukariotyczne
moglyby takze odgrywac pozytywng role w regulacji ekspresji informacji
genetycznej. Stad tez, obserwacje dotyczace sie zachowania polimeraz RNA
w warunkach prowadzacych do zmian intensywnoS$ci i wybidrczosci tran-
skrypcji genomu komorki moga mie¢ istotne znaczenie dla zrozumienia
mechanizmu regulacji syntezy RNA. Obserwacje te zostang omoéwione po-
nizej na przyktadzie roslinnych polimeraz RNA.
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1V-2. Udziat roslinnych polimeraz w regulacji syntezy RNA

Podstawowe dziatanie polimeraz RNA w komorce roslinnej jest takie
samo jak w przypadku innych eukariontéw. Jednakze z uwagi na specy-
fike metabolizmu ustroju roslinnego, uwarunkowang jego autotrofizmem,
a takze unikalnymi dla $wiata roslin etapami rozwojowymi (stan spoczyn-
ku i kietkowania nasion), roslinne polimerazy dziatajg w szczegdlnych
warunkach metabolicznych, nieznanych z wystepowania u innych euka-
riontow. Warunki te znajdujg swe odbicie w mechanizmach regulujacych
intensywnos$¢ i specyficzno$¢ transkrypcji, a co za tym idzie i aktywnosci
polimeraz w komorce roslinnej. Mimo intensywnych badahn opublikowane
dotychczas dane w tej dziedzinie sg jednak skape i fragmentaryczne.

Postep badan nad mechanizmem regulacji transkrypcji zalezy w istotny
spos6b od poznania enzymoéw, ktdre moga mie¢ swoj udziat w tej regula-
cji. Dlatego tez celowym wydaje sie krotkie podsumowanie danych na te-
mat roslinnych polimeraz RNA.

Znaczne trudnosci metodyczne w zakresie izolacji i oczyszczania powo-
duja, ze jak dotychczas opisano nieliczne przyktady dobrze zdefiniowanych
polimeraz RNA pochodzenia roslinnego. Mimo, ze juz w roku 1960 wy-
kryto w roslinach aktywnos$¢ polimerazy RNA zaleznej od DNA, przez na-
stepnych 14 lat nie uzyskano homogennego enzymu z zadnego materiatu
roslinnego. Wiekszo$¢ badan dotyczyta wystepowania jednej lub dwu
aktywnoS$ci polimerazowej w surowych lub czeSciowo oczyszczonych ho-
mogenatach (23, 115, 116, 126, 127). Dopiero w roku 1973 uzyskano w sta-
nie homogennym polimeraze RNA Il z kukurydzy (128), a w rok pozniej
z zarodk6w pszenicy (38). Ostatnio w pracowni Key’a otrzymano homo-
genny preparat polimerazy RNA | z hypokotyli soi (40). Jedno z doniesien
mowi o wystepowaniu polimerazy Il w zarodkach zyta (55). Ogtoszone do-
tychczas dane o izolacji i oczyszczaniu ro$linnych polimeraz zestawiono
w tabeli 7, str. 371

Zmiany aktywnosci specyficznej polimeraz RNA moga regulowaé szyb-
kos¢ syntezy RNA w komdérce; na przyktad poprzez przytaczenie specyficz-
nego aktywatora czy inhibitora, przez zmiany pozioméw polimeraz, a takze
badz na drodze represji, badz to derepresji odpowiednich odcinkéw geno-
mu szybko$¢ syntezy RNA moze ulega¢ zmianie. Determinanty warunku-
jace intensywnos¢ i specyficzno$¢ transkrypcji nie tkwig jjednak jedynie
wewnatrz struktury polimeraz RNA czy tez samych gendéw. Prawdopodob-
nie potrzebne sa takze inne czynniki regulacyjne, ktére wspotdziatajg z en-
zymem, matryca, lub jednym i drugim. Znaczny postep w zakresie pozna-
nia mechanizmdw regulacji intensywnosci syntezy RNA w komorkach ros-
linnych osiagnieto dzieki badaniom kolejnych stadiéw rozwojowych rosliny,
jak réwniez dzieki badaniom, w ktérych jej intensywno$¢ zmieniano dos-
wiadczalnie, na przyktad przez traktowanie fitohormonami.

Hormony roslinne, auksyny, gibereliny czy kininy, bezposrednio, lub
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w sposOb posredni sprawujg role regulatorowag w komorce poprzez wpltyw
na synteze kwasoéw nukleinowych. Od dawna wiadomo, ze zawarto$¢ kwa-
sow nukleinowych w licznych tkankach ro$linnych znacznie wzrasta w wy-
niku traktowania ich jednym ze znanych fitohormonoéw (129—138). Mecha-
nizm stymulowanej hormonami syntezy jest przedmiotem intensywnych
badan. W pracy przegladowej, na temat wptywu hormonoéw roslinnych na
metabolizm kwaséw nukleinowych, Key (139) podaje taka interpretacje
wszystkich zebranych wynikéw: w regulacji transkrypcji hormony wpty-
waja na indukcje syntezy tylko pewnych rodzajow RNA, ktére mogg stu-
zy¢ jako matryce dla syntezy biatek, niezbednych dla fizjologicznej odpo-
wiedzi organizmu (czy tkanki) na dziatanie hormonu. Dane dosSwiadczalne
przemawiajgce za takim przebiegiem regulacji przez hormon sg posrednie
i fragmentaryczne. Wykrycie matej populacji molekut RNA na tle catego
komorkowego RNA jest niemal niemozliwe. PosSrednie dowody opierajg sie
gtéwnie na badaniu mechanizmu zwigkszania przez hormon syntezy RNA
w izolowanych jadrach czy chromatynie.

O’Brien i wsp. (140) wysuwajg przypuszczenie, ze auksyna 2,4-D,
moze byé efektorem lub koefektorem, ktdry reagujac z chromatyna powo-
duje indukcje syntezy polimerazy RNA. Enzym w zwiekszonej ilosci, ta-
czac sie z DNA chromatyny, transkrybuje dostepne uprzednio, lecz nie wy-
korzystane z braku enzymu, miejsca matrycowe na DNA. W obecnosci
suboptymalnych stezen auksyny, produkowana jest tylko niewielka ilos¢
enzymu, co zezwala na nieznaczng tylko synteze RNA i w konsekwencji
matg produkcje biatka. Przypuszczenie swoje opart O’Brien takze na
znanym od dawna fakcie (141), ze auksyna powoduje kilkukrotne zwiek-
szenie akumulacji kwaséw nukleinowych, gdy podawana jest siewkom
in vivo.

Etiolowane siewki soi, traktowane auksyng 2,4-D, miaty 5—8 krotnie
wyzszg aktywnos$é polimerazy | niz siewki nie traktowane hormonem (142).
Nie obserwowano natomiast wptywu hormonu na aktywno$¢ polimerazy
Il. Podwyzszenie aktywnos$ci polimerazy | autorzy poczytujg jako wynik
zmiany aktywnosci, a nie ilosci enzymu (143). Przypuszcza sie wiec, ze
auksyna kontroluje aktywnos$¢ samego enzymu (polimerazy 1), a nie ma-
trycy.

Arens i Stout (144) obserwowali zwiekszenie przez auksyne
2,4-D aktywnoSci polimerazy Il izolowanej z siewek kukurydzy. Poniewaz
w tym przypadku zwigkszenie aktywno$ci dotyczyto enzymu nie zwigzane-
go z chromatyng, tylko z tak zwang rozpuszczalng formag enzymu, ewi-
dentny wydaje sie wptyw hormonu na samg czasteczke enzymu.

Har din i wsp. (145) z kolei, podajg, ze wzrost aktywnosci polime-
razy Il po traktowaniu chromatyny soi auksyna, jest spowodowany wspot-
dziataniem enzymu z receptorem, uwalnianym przez hormon z btony pla-
zmatycznej. Chemiczna natura tego receptora nie zostata dotychczas okres-
lona, a jego rola jest przedmiotem spekulacji.
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Dalszych dowoddw popierajgcych poglad, ze auksyny oddziatywujg na
aktywnos$¢ polimeraz i na ich poziom w tkankach roslin, dostarczyty wyni-
ki opublikowanych ostatnio prac grupy Key’a (40, 142). Po traktowaniu
auksyna hypokotyli soi, autorzy zaobserwowali zwigkszenie poziomu po-
limerazy jaderkowej jak i zwiekszenie jej stabilnosci. Dzieki wiec zasto-
sowaniu auksyn, mozliwym bylo otrzymanie dostatecznej ilosci enzymu
w materiale wyjsciowym dla izolacji i oczyszczenia po raz pierwszy poli-
merazy RNA | z materiatu rodlinnego.

Inna auksyna, kwas indolilo-3-octowy, w dwojaki sposéb wpltywa na
metabolizm RNA i bialek w tkankach roslin wyzszych (146). Przy krétkiej
ekspozycji na dziatanie hormonu (2 godz.) auksyna ta powoduje przyspie-
szenie syntezy HnRNA i polisomalnego mMRNA o krotkim okresie potrwa-
nia. Przy dtuzszym okresie dzialania hormonu, nastepuje znaczna stymu-
lacja syntezy rRNA i specyficznych biatek (147). Ten dwojaki wptyw hor-
monu na aktywnos$¢ chromatyny izolowanej z tkanek traktowanych auksy-
ng jest zapewne wynikiem oddziatywania na dwa rézne mechanizmy. Pod-
wyzszenie syntezy HnRNA i mRNA moze by¢ spowodowane derepresjg
pewnych genéw (148), podczas gdy stymulacje syntezy rRNA w efekcie
dtugiego dziatania hormonu mozna przynajmniej czesciowo ttumaczyé przez
stymulacje jagderkowej polimerazy RNA. W stymulacji tego rodzaju, po-
$rednig role odgrywaé moga swoiste biatka niehistonowe, uzyskane w czes-
ciowo oczyszczonej postaci przez Mondala i wsp. (23), ktdre po pota-
czeniu z IAA zwiekszajg aktywno$¢é polimerazy |I.

Inny hormon roslinny, kwas giberelinowy, stymuluje synteze kwasow
nukleinowych w wielu tkankach i organellach roslin; w izolowanych jg-
drach z siewek grochu (149), izolowanej chromatynie (150), w warstwie
aleuronowej jeczmienia (151), w protoplastach i siewkach kukurydzy
(152, 153).

Wyniki dwu ostatnich prac wskazujg na to, ze GA3 powoduje przede
wszystkim przyspieszenie syntezy molekut informacyjnego RNA, oraz
wptywa réwniez na proces poliadenylacji nowo utworzonych prekursorow
mRNA. Dane te wskazujg, ze GA3dziata¢ moze albo na polimeraze RNA 1l
poprzez interakcje z jej czasteczka, albo na chromatynowg matryce, udo-
stepniajgc miejsca na matrycy DNA rozpoznawane specyficznie przez ten
enzym. Juz po ukoniczeniu procesu transkrypcji, GA3 dziata na enzym
adenylujacy (E.C. 2.7.7.19), indukujac pojawianie sie wiekszej liczby mo-
lekut mMRNA zawierajgcych poli(A). Nowo syntetyzowany mRNA pojawia
sie we frakcji polirybosomalnej, w nastepstwie czego wzmaga sie synteza
biatek. W przeciwienstwie do siewek, w izolowanych tarczkach nasion ku-
kurydzy (154) GA3stymuluje preferencyjnie synteze rRNA i wzmaga pro-
ces metylacji RNA.

Kwas abscyzynowy (155), dodany do srodowiska ekstrakcyjnego lisci
kukurydzy, powoduje obnizanie aktywnosci polimerazy RNA (formy roz-
puszczalnej, a wiec przypuszczalnie polimerazy Il). Hormon ten oddziaty-
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wuje prawdopodobnie na enzym w sposob posredni przez wspotdziatanie
z czasteczkg aktywatora, gdyz nie ma on wplywu na czesciowo oczyszczo-
ny preparat tej polimerazy.

Przytoczone wyzej prace wskazujg na plejotropowe dziatanie fitohor-
mondw na synteze i metabolizm kwaséw nukleinowych roslin. Dziatanie
to jest uzaleznione takze od szeregu czynnikéw, ktdrych wptyw{@ na gos-
podarke hormonalng i uprzywilejowanie syntezy pewnych makromolekut
nie nalezy pomijaé. Rodzaj tkanki, stadium rozwojowe, warunki wzrostu
rosliny (temperatura, wilgotno$¢, naswietlenie), jak i czas dziatania hor-
monu, moga wptywaé w istotny sposob na regulacje syntezy RNA przez
hormony.

Szczegdlne zainteresowanie budzi ostatnio udziat polimeraz RNA w ak-
tywacji proceséw transkrypcji w zarodkach nasion poddanych kietkowa-
niu. Po przerwaniu stanu spoczynkowego nasion, mamy bowiem do czynie-
nia z naturalng synchronizacjg proceséw rozwojowych, co stwarza dogodne
warunki dla obserwacji kolejnosci procesow molekularnych, lezacych u ich
podstaw. W procesach tych gtéwna role odgrywa synteza RNA, ktéra
przynajmniej w przypadku ziarna pszenicy i pokrewnych gatunkéw zhoz,
rozpoczyna sie niemal natychmiast po umieszczeniu nasion w optymalnych
warunkach kietkowania (156—161). Nadal istnieje jednak kontrowersja co
do produktéw powstajacych we wczesnej fazie transkrypcji. Wedtug jed-
nych autoréw (158, 159, 162), w najwczesniejszej fazie kietkowania roz-
poczyna sie selektywna transkrypcja sekwencji rybosomalnych, wediug
drugich — w pierwszej kolejnosci wznawia sie transkrypcja unikalnych
sekwencji DNA (157, 163, 164, 165, 166), a wedtug trzecich — synteza pre-
-rRNA i pre-mRNA zaczyna sie rownocze$nie (161) lub niemal réwnoczes-
nie (160).

Powstate rozbieznosci wynika¢ moga z trudnosci izolacji i identyfikacji
powstajgcych in vivo wczesnych produktéw transkrypcji. Dlatego tez, is-
totny wkiad do wyjasnienia tego spornego zagadnienia wnie$¢ moga bada-
nia aktywnosci polimeraz RNA w czasie indukcji procesu kietkowania,
z ktorych polimeraza I, jak wiadomo, jest zwiazana z transkrypcja sekwen-
cji rybosomalnych, a polimeraza Il-sekwencji unikalnych.

Pomiary aktywnosci og6lnej polimeraz RNA wykazaly, ze jest ona dos¢
wysoka w wyciggach z suchych zarodkéw pszenicy i stopniowo wzrasta
w czasie kietkowania (127). Aktywno$¢ znajdowana w suchych zarodkach
nalezy gtéwnie (55, 167), lub wytgcznie (168) do polimerazy RNA Il. Obser-
wowany za$ przyrost aktywnosci w pierwszych godzinach kietkowania
przypada gtownie na polimeraze | (46). Zastosowanie znakowanych amino-
kwaséw pozwolito na stwierdzenie, ze przyrost aktywnosci polimerazy |
jest wynikiem syntezy de novo tego enzymu.

Powyzsze informacje prowadzg do wniosku, ze polimeraza Il zachowana
jest w suchych zarodkach by katalizowac synteze pre-mRNA natychmiast
po przerwaniu stanu spoczynkowego, podczas gdy polimeraza | zaczyna od-
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grywac znaczaca role w transkrypcji genomu dopiero po zaktywowaniu
cytoplazmatycznego warsztatu biosyntezy biatka. W ten sposdb, wysoka
aktywnos$é polimerazy Il, przy braku lub znikomej aktywnos$ci polimera-
zy |, decydowaé moze o wybhidrczej transkrypcji unikalnych sekwencji
DNA w bezposredniej odpowiedzi zarodka pszenicy na zewnetrzne czyn-
niki kietkowania. P6zniejszy wzrost aktywnosci polimerazy I, uzalezniony
przypuszczalnie od jej syntezy de novo, umozliwiaé moze w kolejnej fazie
kietkowania synteze takze i rRNA. Regulowana w ten sposéb stopniowa
aktywacja transkrypcji genomu, chroni¢ moze ziarno pszenicy przed na-
tychmiastowym uruchomieniem masowej syntezy RNA w czasie przypad-
kowego i krétkotrwatego nawilgotnienia.

V. Podsumowanie i wnioski korncowe

W przeciwienstwie do Prokaryota, gdzie jeden enzym katalizuje synte-
ze wszystkich rodzajow molekularnych komérkowego RNA, u Eucaryota
wystepuje kilka polimeraz RNA o podobnych wiasciwos$ciach katalitycz-
nych lecz r6znej budowie i réznych funkcjach szczeg6towych. Polimerazy
RNA organizmoéw eukariotycznych stanowig dzi$ wzglednie dobrze pozna-
ng grupe enzymow. Informacje o ich budowie i funkcjach pochodzg gtow-
nie z badan oczyszczonych preparatow pochodzenia zwierzecego i w mniej-
szym stopniu roslinnego. Do najlepiej poznanych nalezg polimeraza | i Il.

Polimeraza klasy | wystepuje w jaderku i katalizuje transkrypcje sek-
wencji rybosomalnych. Jest to biatko ztozone z pieciu lub wiecej podjedno-
stek o0 og6lnym ciezarze czasteczkowym wahajgcym sie w granicach od
400 000 do 550 000 zaleznie od pochodzenia. Enzym klasy Il wystepuje
w nukleoplazmie, katalizuje transkrypcje unikalnych sekwencji DNA i cha-
rakteryzuje sie szczeg6lng wrazliwoscig na a-amanityne. Podobnie jak po-
limeraza |, jest biatkiem o bardzo wysokim ciezarze czgsteczkowym
(400 000 do 500 000), ztozonym z kilku réznigcych sie miedzy sobg podjed-
nostek. Mniej poznang jest polimeraza Ill, katalizujgca przypuszczalnie
synteze tRNA i 55 RNA, oraz polimerazy organellowe, wystepujgce w mi-
tochondriach i plastydach. W ramach kazdej z klas wyrd6znia sie indywi-
dualne formy polimeraz, ktérych odrebno$¢ molekularna i funkcjonalna
nie zostaty jednak dotychczas wystarczajgco udokumentowane.

Ro6znorodno$é klas i form polimeraz RNA w komorce eukariotycznej
ma zapewne zwigzek ze ztozonoscig budowy aparatu genetycznego i regula-
cji transkrypcji w organizmach wyzszych. Wspditczesny stan wiedzy, mimo
szybkiego postepu badan, nie pozwala jeszcze okre$li€ na czym polega
udziat polimeraz RNA w regulacji ekspresji genéw w komdérce eukario-
tycznej. Tym niemniej pozwala z calym przekonaniem utrzymywacé, ze
enzymy te, obok innych biatek jgdrowych, hormonéw oraz innych czynni-
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kéw biatkowych i niebiatkowych, sg integralnym sktadnikiem komorkowe-
go systemu regulacji intensywnosci i specyficznosci transkrypcji w cyklu
zyciowym komorki i w rozwoju ustroju eukariotycznego. Co wiecej, jak
to wynika z danych uzyskanych w badaniach materiatu zwierzecego, od-
rebne uogdlnienia mozna formutowaé dla polimerazy Il i odrebne dla po-
limerazy | i Ill. Katalizujgc synteze mRNA, polimeraza Il jest niewatpli-
wie najwazniejszym z enzymoOw uczestniczacych w przekazywaniu infor-
macji genetycznej z jadra komorkowego do miejsca syntezy biatka w cy-
toplazmie. Polimeraza | i Ill natomiast decydujg o transkrypcji genow,
ktorych produkty -rRNA i tRNA, cho¢ nie niosg informacji genetycznej, to
stanowig postawowe skladniki cytoplazmatycznego warsztatu syntezy
biatka. W ten spos6b, posrednio wptywaé mogg takze i na ekspresje genow
strukturalnych.

Mimo znacznych trudnosci metodycznych w zakresie izolowania i oczy-
szczania polimeraz RNA z roslin wyzszych, badania tego materiatu pozwo-
lity w istotny sposéb uzupetni¢ informacje o roli polimerazy | i Il w regu-
lacji intensywnosci i specyficznosci transkrypcji w komorce eukariotycz-
nej. Materiat ro$linny pozwala bowiem bada¢ polimerazy w specjalnych
warunkach metabolicznych, jakich nie mozna obserwowaé¢ w przypadku

Tabela 7.

Zestawienie danych o identyfikacji i oczyszczaniu polimeraz RNA z roslin wyzszych

Klasa enzymu Zrédto Pismiennictwo

| LiScie pszenicy 138—Kkrotny (117)

| Hypokotyl soi do homogennosci (40)

1 LiScie pszenicy 18—krotny (117)

] Zarodki zyta 760—krotny (55)

1 Zarodki pszenicy do homogennosci (39)

(ok. 4000 razy)
nv
1 Kallus pietruszki prawie do homogennosci (75)
1 Liscie kukurydzy do homogennosci (128)
(ok. 3500 razy)

i Zarodki zyta brak danych (39)
organellowy Chloroplasty lisci do homogennosci (125)
(chloroplastéw) kukurydzy

Chloroplasty lisci 11—krotny (116, 117)

pszenicy
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komérek zwierzecych. Nalezy tu w szczeg6lnosci mozliwos¢ badania zmian
aktywnosci polimeraz w wyniku przerwania stanu spoczynkowego nasion,
lub w odpowiedzi na traktowanie réznymi fitohormonami.

Wyniki uzyskane z badan na materiale roslinnym pozwolity na szersze

udokumentowanie odrebnosci funkcjonalnej polimerazy | i Il niz to byto
mozliwe opierajac sie jedynie na badaniach tkanek zwierzecych i komoérek
nizszych eukariontéw. Dalszy rozwoj tych badan pozwoli zapewne $cisle
okresli¢ mechanizm udziatu polimeraz RNA w kontroli ekspresji genéw
w dowolnym ustroju eukariotycznym.

Artykut nadszedt 19.11.1976; po rewizji autorskiej otrzymano 20.2.1977.
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Niehistonowe biatka chromatyny jako endogenne substraty
jadrowych kinaz biatkowych

Non-histone Chromatin Proteins — Endogenous Substrates
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Przypuszczenie, ze wiekszo$¢ hormonéw odziatywuje na funkcje ko-
morki poprzez kinazy biatkowe zalezne od cAMP, tlumaczy duze zainte-
resowanie badaczy endogennymi substratami tych enzymow. Kinazy wy-
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Wykaz stosowanych skrotéw: cAMP — 3’5-adenozynomonofosforan; dATP —
2’-dezoksyadenozynotrojfosforan; db-cAMP — dwubutyrylo 3’5-adenozynomonofosfo-
ran; pCMB — parachlororteciobenzoesan; GTP, ITP, CTP, UTP — odpowiednio gu-
anozyno-, inozyno-, cytydyno-, urydynotrdjfosforany; UMP — urydynomonofosforan.
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stepujg we wszystkich frakcjach komdarki, przy czym wiele z nich jest
zwigzanych ze strukturami btonowymi (1, 2, 3, 4, 5, 6), lub z chromatyng
(7, 8). Prawdopodobnie endogennymi substratami tych enzyméw sg biat-
ka charakterystyczne dla danej struktury badz frakcji komorkowej, a wy-
bidrczos¢ fosforylacji uwarunkowana jest wystepowaniem kinazy w danej
strukturze.

Wystepowanie fosfoproteidow stwierdzono we wszystkich strukturach
komorkowych roznych badanych tkanek (10—11). Grupy fosforanowe
potgczone sg wigzaniami estrowymi z resztami seryny i treoniny. Wéréd
biatek jadrowych biatka niehistonowe zawierajg dziesieciokrotnie wiecej
fosforu niz histony i biatka nukleoplazmy. Wiaczanie fosforanu znakowa-
nego SP do frakcji niehistonowej, zaréwno in vivo jak i in vitro, odbywa
sie bardzo szybko (12, 13, 14, 15, 16). Fosforylacja wymaga udziatu ATP,
ale zachodzi niezaleznie od syntezy biatka (17, 18). Swiadczy to o obecnosci
w jadrze kinaz wybiérczo fosforylujacych biatka niehistonowe.

W ostatnich latach uzyskano wiele danych wskazujacych na udziat nie-
histonowych biatek chromatyny w regulacji genetycznej u Eucaryota. Biat-
ka te cechuje swoistos¢ tkankowa, specyficzno$¢ oddziatywan z DNA oraz
zdolnos$¢ do regulacji aktywnosci matrycowej chromatyny (19, 20). Ponad-
to zmiany ilosciowe i jakoSciowe biatek niehistonowych towarzyszg zawsze
aktywacji genomu, zachodzacej na przyktad w toku cyklu komoérkowego,
procesu réznicowania i rozwoju oraz rakowacenia komorek (19, 20). Po-
znanie przeto substratéw kinaz biatkowych w chromatynie wydaje sie
szczeg6lnie wazne.

I. Jadrowe kinazy biatkowe

Pierwsze prace nad kinazami fosforylujgcymi biatka jadrowe prowadzo-
ne przez Langa na (21, 22, 23) dotyczyty fosforylacji histonéw. Szcze-
gbtowe badania in vivo i in vitro pozwolity stwierdzié, ze wiaczanie fos-
foranu do histonéw katalizuje kinaza cytosolowa o duzej specyficznosci
substratowej (21). Aktywno$¢ tej kinazy podlega regulacji przez cAMP
i hormony peptydowe (22, 23).

W roku 1966 Kleinsmith przedstawit wyniki wskazujgce na to, ze
w nienaruszonych jadrach zachodzi wigczanie [8P]fosforanu do biatek ja-
drowych. Wstepne rozfrakcjonowanie materiatu jadrowego pozwolito
stwierdzi¢ ze 90°/0 wigczonego [3P]fosforanu znajduje sie w biatkach nie-
histonowych (17). Najlepszym donorem reszt fosforanowych kinaz jadro-
wych okazat sie ATP i dATP. Przyjmujgc wigczenie [3P]fosforanu do
biatek niehistonowych w obecnosci ATP lub dATP za 100%, przydatnosé
substratowa innych nukloetydéw przedstawia sie nastepujgco: GTP —
70°/0, ITP — 38%, CTP — 24%, UTP — 7%, ADP — 3% (18). Inkubujac
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oczyszczong frakcje biatek niehistonowych z y [PJATP w obecnosci Mg2+
obserwuje sie fosforylacje bez udziatu egzogennej kinazy (18). Wiasciwosé
endogennego wigczania [3P]fosforanu towarzyszyta tej frakcji podczas
wszystkich etapéw oczyszczania. W przypadku biatek niehistonowych
z jader hepatocytéw szczura, Desjardins (25 26) i Takeda (27)
stosujgc chromatografie na zelu Sephadex lub fosfocelulozie wyizolowali
dwie frakcje o aktywnosci kinazy. Stosujgc dodatkowo elektroforeze moz-
na rozdzieli¢ otrzymane preparaty na dwie lub trzy dodatkowe frakcje wy-
kazujace zdolno$¢ wigczania [3P]fosforanu (28). Natomiast Kish
i Kleinsmith (7) rozdzielajgc biatka niehistonowe z jgder hepatocy-
tow wotu przy uzyciu fosfocelulozy w skokowym gradiencie chlorku sodo-
wego wykazali obecno$¢ dwunastu odrebnych kinaz biatkowych (Rye. 1).
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Ryc. 1. Rozdziat kinaz biatkowych z chromatyny hepatocytéw wotu przy pomocy

fosfocelulozy (7)
Dodatkowe objasnienia w tekscie

Sposrod owych dwunastu trzy frakcje oznaczone jako Il, VI, IX, zawie-
raty biatko enzymatyczne, ktérego absorpcje mierzono przy 280 nm. W po-
zostatych frakcjach ilosci biatek byty mniejsze od czutosci metody, co przy
wysokim poziomie wigczania [IP]fosforanu wskazuje na duzg aktywnosc
kinaz w tych frakcjach. Elektroforeza w zelu poliakryloamidowym frakcji
Il wykazata, ze znaleziong tam aktywno$¢ mozna przypisaé czterem kina-
zom. Profile elektroforetyczne niehistonowych biatek inkubowanych
z frakcjami 11, VI, VIII, IX, X i znakowanym y [ZP]JATP przedstawiajg
inne rozmieszczenie pietna wiaczonego [3P]fosforanu, co wskazuje na réz-
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Odlegtoé¢ od startu [mmJ

Ryc. 2. Fosforylacja biatek niehistonowych przez rézne frakcje kinaz jgdrowych (7)
Objasnienia w tekscie

Numer frakcji

Ryc. 3. Wplyw cAMP na aktywno$¢ jadrowych kinaz biatkowych (7)
Za 100% przyjeto aktywnos$¢ enzymatyczng poszczeg6lnych frakcji przed dodaniem cAMP
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ng specyficzno$¢ tych enzyméw w stosunku do endogennego substratu
(Ryc. 2).

Charakterystyczng cechg preparatéw kinaz jadrowych jest aktywne
fosforylowanie kwasnych biatek jadrowych oraz kazeiny i fosfofityny (7),
natomiast tylko w niewielkim stopniu histonéw (29, 30).

Endogenna fosforylacja biatek w nienaruszonych jadrach, badz w pre-
paratach biatek niehistonowych nie jest ilosciowo stymulowana w sposéb
znaczacy przez cAMP (13, 31, 32, 33). Niemniej jednak stwierdzono w ja-
drze obecno$¢ biatek wigzacych cykliczne nukleotydy (34, 35, 36), a we
frakcjach nr. I, 111, IV, VIII, X, otrzymanych przez Kish i Kleins-
mitha cAMP stymulowal endogenng fosforylacje (7) (Ryc. 3).

W przypadku fosforylacji in vivo dziatanie cAMP dotyczy jedynie se-
lektywnej stymulacji fosforylacji pewnych biatek niehistonowych (13, 37).

Rikans i Ruddon (38) wyizolowali z chromatyny watroby szczu-
ra kinaze aktywowang przez cAMP o duzej specyficznosci wobec biatek
niehistonowych. Zwigzane z chromatyng biatka niehistonowe sg lepszymi
substratami niz wyizolowane. Rozmieszczenie pietna [3P]fosforanu w biat-
kach uzytych jako substraty jest podobne do znakowania in vivo, co moze
Swiadczy¢ o tym, ze enzym zwiazany jest z chromatyng, a biatka niehis-
tonowe sg najprawdopodobniej jego endogennymi substratami.

Wystepowanie znacznej ilosci fosfoproteidbw w euchromatynowych
fragmentach chromosomow (39) moze wskazywac na to, ze kinazy sg roz-
mieszczone w odcinkach chromatyny o duzej aktywnos$ci matrycowej. Sto-
sujagc wirowanie w gradiencie stezenn sacharozy i saczenie na kolumnie
z ECTHAM-celulozy rozdzielono chromatyne z jajowodow kurczecia na
frakcje o réznej aktywnosci matrycowej (8). Poréwnujac wiaczanie [*fos-
foranu do tych frakcji, stwierdzono obecno$¢ duzej aktywnosci kinaz we
fragmentach tzw. ,,aktywnej chromatyny” (8). Specyficznos¢ substratowa
tych enzymow byta charakterystyczna dla kinaz jgdrowych. Fosforylowa-
ty one zaréwno substraty egzogenne — kazeine i fosfofityne, jak i endo-
genne biatka kwasne. Obszarem chromatyny o duzej intensywnosci syntezy
RNA jest takze chromatyna jaderka (40, 41). Wiaczanie [3P]fosforanu
z y [SP]ATP do biatek tej frakcji jadra obserwowano in vitro. Poréwnanie
aktywnosci kinaz jadrowych i jaderkowych in vivo i in vitro oraz analiza
elektroforetyczna znakowanych substratdw endogennych wykazuje w ja-
derku obecno$é specyficznych kinaz. Enzymy te Katalizujg wiaczenie
[3P]fosforanu do biatek zwigzanych z satelitarnym DNA (42, 43), natomiast
stabo fosforylujg biatka czastek prerybosomalnych (44).

Przedstawione powyzej dane dotyczace izolowania i oczyszczania kinaz
zwigzanych z chromatyng wskazujg na ich r6zng odpowiedz na cAMP oraz
specyficznos¢ substratowg uwarunkowang umiejscowieniem enzymow.
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Il. Fosforylacja biatek niehistonowych — wptyw hormonéw i cAMP

I1-1. Metabolizm biatek niehistonowych podczas aktywacji genéw przez hormony.

Wigzanie i uwalnianie fosforanu z jgdrowych fosfoproteidéw stanowi
jeden z gtownych typéw przeksztatcen metabolicznych tych biatek (13, 17,
18, 24). Badanie wigczenia [3P]fosforanu do biatek niehistonowych rozdzie-
lanych elektroforetycznie w zelu poliakryloamidowym w obecnosci SDS
wskazuje na zréznicowane rozmieszczenie pietna fosforu w polipeptydach.
Poréwnanie elektroforograméw biatek izolowanych z watroby i nerek
szczura wskazuje na ich tkankowa odmienno$¢ znakowania (14, 45) (Ryc. 4).
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Ryc. 4. Rozmieszczenie witaczonego in vivo [¥P] fosforanu we frakcjach biatek nie-
histonowych z watroby (A) i nerek (B) (14)

Wydaje sig, ze specyficznos¢ ta wynika z kontroli hormonalnej syntezy
i fosforylacji poszczegélnych biatek niehistonowych (46, 47). W watrobie
szczura na przykiad kortyzol selektywnie stymuluje synteze bialek nie-
histonowych o ciezarze czgsteczkowym 41 000 (48). Podanie glukagonu po-
woduje zwiekszone wigczanie [MCJleucyny do biatek z tej frakcji o cieza-
rze 60 000 i 80 000 (14). Ten typ odpowiedzi ujawnia sie po kilku godzinach,
podczas gdy duzo szybsze zmiany obserwuje sie we wigczaniu [SP]fosfo-
ranu do biatek niehistonowych (14). Fosforylacja tych biatek z watroby
zachodzi juz po pieciu minutach od podania kortyzolu (14). Badanie kine-
tyki wigczania [3PJfosforanu do poszczeg6lnych kwasnych biatek jadro-
wych ukazuje skomplikowany obraz ich fosforylacji i defosforylacji. Pod-
wyzszonie tempo fosforylacji biatek o wyzszym ciezarze czgsteczkowym
jest wyrazna po 15 minutach, pézniej spada do okoto 50°0, podczas gdy
niektére polipeptydy o nizszym ciezarze wykazujg podwyzszone znakowa-
nie dopiero po oSmiokrotnie dtuzszym okresie dziatania hormonéw. By¢
moze rdznice te wiazg sie ze stymulacjg syntezy réznych typéw RNA przez
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kortyzol (49, 50). Korelacje pomiedzy aktywacjag genéw przez hormony,
a fosforylacjg biatek niehistonowych zostaty stwierdzone w takich przy-
padkach jak: stymulacja komoérek prostaty przez testosteron (51, 52), sty-
mulacja gruczotéw mlecznych ssakéw przez prolaktyne (53), odziatywanie
kortyzolu i kortykosterolu na watrobe (14, 54, 55), aldosteronu na nerki
(56), czy trojjodotyroniny na miesien sercowy i watrobe (57).

Podanie tréjjodotyroniny szczurom zwieksza aktywnos$¢ kinazy zwigza-
nej z chromatyng komorek watroby (58), przy czym stwierdza sie, ze hor-
mon ten wigze sie z biatkami niehistonowymi (59). W cytosolu nie obserwo-
wano natomiast zmian aktywnos$ci kinaz zaréwno po podaniu egzogennej
tréjjodotyroniny, jak i po usunieciu tarczycy (58). Resekcja gruczotow tar-
czycy pocigga za sobg obnizenie fosforylacji biatek jagdrowych w hepato-
cytach. Prawdopodobnie stymulacja kinaz przez ten hormon polega na
ich indukcji w jadrze. Analiza elektroforograméw znakowanych substra-
tow (biatek niehistonowych) oraz wptywu denaturacji cieplnej i hamowa-
nia fosforylacji przez pCMB wykazata, ze enzym wyizolowany z chroma-
tyny poddanej dziataniu tréjjodotyroniny in vivo rdzni sie od enzymu
otrzymanego z watroby zwierzat, ktérym nie podawano hormondw (58).
W przypadku stymulacji narzadéw rozrodczych kurczat przez estrogen
obserwuje sie rowniez wzrost aktywnoS$ci kinaz jadrowych (36).

Stogien specyficznosci odpowiedzi narzadow i tkanek na hormony mo-
zna wykaza¢ badajac kinetyke fosforylacji biatek niehistonowych. Wptyw
aldosteronu na wigczanie [3P]fosforanu in vivo do izolowanych nastepnie
jader z serca, nerek i watroby najwyrazniej ujawnia sie w nerkach (56),
(Hyc. 5).

Dane te wskazuja na udziat fosforylacji w oddziatywaniu hormon6éw na
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Ryc. 5. Wptyw aldosteronu na fosforylacje biatek niehistonowych in vivo w sercu
(A), nerkach (B) i watrobie (C) szczura (54, zmodyfikowane)
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funkcje komdrki. Wydaje sie wiec, ze proces ten jest w wysokim stopniu
specyficzny dla hormonéw i tkanki docelowej oraz powodowaé moze funk-
cjonalne zmiany chromatyny.

11-2. Wptyw cAMP na fosforylacje biatek niehistonowych w watrobie.

Podanie db-cAMP szczurom pozbawionym kory nadnerczy zmienia
charakter znakowania [3P]fosforanem biatek niehistonowych w watrobie
(13, 14). Zmiany znakowania [3P]fosforanem obserwuje sie takze w fosfo-
rylacji histonow (13, 23). In vivo wptyw cAMP jest szybki i ztozony. Po 15
minutach od podania obserwuje sie zwiekszone o okoto 30°/0 w stosunku
do kontroli wigczanie [3P]fosforanu przy czym niektére biatka wykazuja
stymulacje tego procesu rzedu 200% (13), Ryc. 6.
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Ryc. 6. Wptyw cAMP na fosforylacje biatek niehistonowych in vivo w watrobie (13)

Najbardziej widoczne zmiany wiaczania [8P]fosforanu wystepujg
w biatkach o ciezarze 15 000—40 000 i 60 000—85 000. Znakowanie wielu
biatek nie jest stymulowane, szczegélnie o ciezarze 58 000, ktéra to frakcja
wykazujgca najwieksze wigczenie pozostaje na niezmienionym poziomie.
llosciowe zmiany znakowania in vitro sg mniejsze niz in vivo, natomiast
zachowana jest specyficzna stymulacja znakowania biatek o ciezarze 70 000
(13) (Ryc. 7).
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Ryc. 7. Wptyw cAMP na fosforylacje biatek niehistonowych w izolowanych jadrach
komérek watroby (13)

Rozktad pietna [3P]fosforanu w biatkach niehistonowych znakowanych
in vivo i in vitro rézni sie nieznacznie, co wynika z utraty kinaz podczas
preparatyki oraz zbyt krotkiego czasu inkubacji (4 minuty), ktéry nie po-
zwala na uzyskanie rownowagi pomiedzy kinazami a fosfatazg (15, 60). In
vivo stymulacja fosforylacji przez cAMP towarzyszy innym zjawiskom in-
dukowanym przez ten nukleotyd, takim jak synteza niektérych enzymoéw
(61) i wzrost syntezy RNA (62). Procesy te wymagajg udziatu ukladow
regulacji genetycznej, a estryfikacja tancuchow biatka resztami fosfora-

nowymi przez kinazy jest by¢ moze mechanizmem modyfikujgcym ich
funkcije.

11-3. Inne zwiazki stymulujgce fosforylacje

Rownolegtosé pomiedzy fosforylacja a aktywacja gendow mozna obser-
wowac stosujgc zwigzki o wiasciwosciach powodujacych rézne zmiany ko-
morkowe, takie jak: synteza uktadéw enzymatycznych, zmiany morfolo-
giczne, rakowacenie itp. Wykazano to w gruczotach slinowych po podaniu
izoproterenolu (63, 64), podczas karcinogenezy wywotanej zwigzkami azo-
wymi (65) oraz w watrobie po podaniu luminalu (66). W tym ostatnim przy-
padku obserwowano stymulacje wigczania [3P]fosforanu do biatek nie-
histonowych od dwdch do szesciu godzin po podaniu leku. Maksimum
fosforylacji nastepowato po 24 godzinach i osiggato 48°/0 w stosunku do
kontroli. Zjawisko to obserwowano tylko w przypadku biatek niehisto-
nowych. Najwieksze znakowanie wykrywano w biatkach o ciezarze
15 000—40 000 i 60 000—85 000, podobnie jak w przypadku stymulacji te-
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go procesu przez cAMP (13). Stymulacja fosforylacji biatek niehistonowych
w ciggu dwoch do szesciu godzin po podaniu luminalu naktada sie na udziat
tego leku w indukcji syntezy cytochromu P—450 i w zmianach morfolo-
gicznych watroby. Pojawienie sie nowych enzymow zachodzi w czasie sze$¢
do dwunastu godzin (67). Zwiekszenie aktywnos$ci mitotycznej i gwattowny
wzrost tkanki watrobowej obserwuje sie po 24 godzinach (68). Wydaje sie
prawdopodobne, ze stymulacja fosforylacji jest zwigzana z przyspiesze-
niem tempa podziatow komérkowych, a selektywne wiaczanie [3P]fosfo-
ranu mozna odnie$¢ do aktywacji gendw odpowiedzialnych za indukcje
syntezy pewnych enzymow.

Interesujgcym modelem chemicznie indukowanej aktywacji genomu
jest wpltyw izoproterenolu na gruczoty S$linowe, zwigzku wiazgcego sie
z P-adrenalgicznymi receptorami btony komaérkowej (64). Podanie tego leku
stymuluje podzialy komérek, powoduje hypertrofie tkanki (69) oraz wpty-
wa na wzrost syntezy kwaséw nukleinowych. Maksimum syntezy RNA
nastepuje po 18 godzinach (70), natomiast wzrost syntezy DNA obserwowa-
ny jest po 20 godzinach (69). Jednorazowa iniekcja izoproterenolu powo-
duje zmiane aktywnosci kinazy biatkowej zwigzanej z chromatyng komo-
rek slinianek. Aktywnos$¢ tego enzymu obniza sie do okoto 70°/0 po dwdch
godzinach od podania leku, nastepnie wyraznie zwieksza sie po czterech
godzinach i osigga maksimum stymulacji tj. okoto 100% w stosunku do
kontroli po 12—16 godzinach. Po uptywie dwoch dni aktywno$é kinazy
powraca do stanu poczatkowego. Badania, w ktorych zastosowano akty-
nomycyne i chloramfenikol wykazaty, ze obserwowane zmiany sg spo-
wodowane synteza kinazy de novo (64). Podobne wnioski mozna wyciagnaé
z obserwacji dotyczacych wptywu dwuchloroizoproterenolu, ktéry hamuje
dziatanie izoproterenolu na $linianki, blokujac wigzanie sie leku z (3-adre-
nalgicznymi receptorami bton komérkowych tej tkanki (64). Uzyskane wy-
niki wykazuja $cista zalezno$¢ czasowa pomiedzy wzrostem aktywnosci Ki-
nazy, a charakterystycznymi zmianami w metaboliZzmie DNA i RNA
w okresie premitotycznym, a synteza kinazy de novo jest prawdopodobnie
zwigzana z aktywacjg chromatyny. Fakt oddziatywania izoproterenolu na
aktywno$¢ enzymow jadrowych poprzez (5-adrenalgiczne receptory znajdu-
jace sie w btonie komdrkowej, sugeruje udziat cAMP w tym procesie
w sposob charakterystyczny dla modelu dziatania hormonéw peptydowych
(71, 72).

I1l. Fosforylacja bialek niehistonowych w czasie cyklu komdrkowego

Charakter proceséw zachodzacych podczas cyklu komérkowego zalezy
miedzy innymi od endogennych uktadéw regulujagcych metabolizm kwa-
séw nukleinowych i bialek. Zastosowanie do badan zsynchronizowanych
in vitro hodowli komérkowych daje mozliwos$¢ analizy czynnikow odpo-
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wiedzialnych za regulacje aktywnosci genomu, co mozna przenie$¢ na pro-
ces wzrostu i rozwoju organizmu.

Podczas cyklu komorkowego zachodzg zmiany w aktywnosci matryco-
wej chromatyny. Z badania synchronicznie dzielacej sie kultury komoérko-
wej wiadomo, ze synteza histonowego mRNA przypada na p6zng faze Gx
i wczesng S (73, 74), podczas gdy proces ten jest zablokowany w mitozie
(75, 76). Nagromadzenie biatek niehistonowych w jadrach komdrek HelLa
obserwuje sie przed rozpoczeciem syntezy DNA (77, 78). Wstepne badania
dotyczace fosforylacji tych biatek wykazaty, ze najwiecej [3P]fosforanu
zostaje wigczone podczas wczesnej fazy S. Duzo nizsza fosforylacja zacho-
dzi w poznej fazie S i G2 kiedy to réwnolegle zmiejsza sie synteza RNA
(14) i stezenie komdrkowego cAMP (79). Rozmieszczenie pietna [3P] ufosfo-
rylowanych biatek niehistonowych rézni sie zasadniczo w preparatach
otrzymanych z komorek zsynchronizowanych hodowli, bedacych w rdz-
nych fazach cyklu komérkowego, podczas gdy profil elektroforetyczny
tych biatek nie ulega zmianie (80). Zroznicowany obraz wigczenia [3P]fos-
foranu jest spowodowany specyficzng fosforylacja okreslonych biatek, a nie
zmianami w ich puli. Wynika to stad ze wymiana [3P]fosforanu w ciggu
12 godzin osigga 65°0, a [MC]leucyny jedynie 20%. Najwyzsze wigczenie
znakowanego fosforanu zachodzi podczas fazy S i wczesnej Gx i uwidacz-
nia sie wr polipeptydach o ciezarze czasteczkowym 40 000—47 000, 50 000—
90 000 i 160 000. Zmiany w tempie wymiany fosforanu obserwuje sie
w biatkach o ciezarze czgsteczkowym 28 000, 49 000, 55 000, gdzie pdtokres
trwania [3P]fosforanu wynosi odpowiednio 6, 12 i 9 godzin (80). Jednoczes-
nie aktywnos$¢ kinaz cytosolowych oraz pula komérkowego ATP nie zmie-
nia sie (80). Kleinsmith (81) stosujgc uktad doswiadczalny opracowa-
ny w laboratorium Karna (80) uzyskat wyniki réznigce sie od opisanych
powyzej. Maksimum fosforylacji biatek niehistonowych obserwowat w fa-
zie Gxi G2 Wigczenie [3P]fosforanu do tych biatek zmniejszato sie w fazie
S, natomiast podczas mitozy fosforylacja biatek niehistonowych w zasadzie
nie zachodzita. W fazach w ktérych obserwowano maksimum wigczenia
[@P]fosforanu, gtownie fosforylowane byty biatka o $rednim i wysokim
ciezarze czasteczkowym (81). Charakterystyczne znakowanie poszczegol-
nych kwasnych biatek jadrowych podczas cyklu komdrkowego, wydaje sie
by¢ powszechne dla tego typu modyfikacji chromatyny w organizmach
wyzszych. Stwierdzono to w preparatach otrzymanych z kultur komoérko-
wych fibroblastow kurczecia (82), komoérek BHK21 C13 (chomika) (83, 84),
nefrocytow z regenerujacych nerek (85) i statycznej hodowli skrawkéw
watroby (86). Wykazano, ze fosforylacja biatek niehistonowych zachodzi
duzo intensywniej w komorkach dzielgcych sie niz w komorkach hodowli
z fazy stacjonarnej. Maksimum wigczenia [IP]fosforanu obserwuje sie
w fazie Gj i S (82, 83, 84), przed osiagnieciem maksimum syntezy DNA
i RNA (Ryc. 8).

Znakowanie kwasnych biatek jadrowych wskazuje na podobienstwa

7 Postepy Biochemii 3/77
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Ryc. 8. Synteza DNA ........., synteza RNA i fosforylacja biatek niehistonowych —
w komoérkach BHK 21 C13 chomika z hodowli w fazie logarytmicznego wzrostu (83)

w fosforylacji i syntezie biatek niehistonowych w réznych fazach cyklu ko-
mdrkowego, pomimo zasadniczych réznic filogenetycznych badanych tka-
nek. W komérkach nie dzielgcych sie gtéwne wigczenie [ZP]fosforanu znaj-
dowano w biatkach o niskim ciezarze czasteczkowym (82, 86). Wzrost cze-
stotliwos$ci mitoz przejawia sie w biatkach niehistonowych wzrostem fosfo-
rylacji bialek o ciezarze czasteczkowym 40 000 (82, 83, 84, 85), natomiast
w péznej fazie G! i w potowie fazy S zwiekszone znakowanie pojawia sie
w biatkach o wyzszym ciezarze (82, 83, 86). Najszybszg wymiane fosforanu
obserwuje sie w biatkach o niskim ciezarze czasteczkowym, przy czym
wymiana znakowanych aminokwaséw wskazuje na duzg stabilno$¢ meta-
boliczng tej frakcji (82).

Podwyzszenie fosforylacji biatek niehistonowych mozna tlumaczyc¢
dwojako. Po pierwsze zachodzi¢ moga modyfikacje ich struktury prze-
strzennej, powodujace wyeksponowanie reszt serynowych i treoninowych.
Po drugie moze wzrasta¢ aktywnos$¢ jadrowych kinaz biatkowych. Fosfo-
rylacja kwasnych biatek przez kinazy z jader komoérek BHK21 C13 jest
okoto 50% wyzsza w przypadku otrzymania tej frakcji z hodowli dzielgcej
sie (83). Analiza elektroforetyczna biatek niehistonowych z tych komoérek
wykazata obecno$¢ pieciu odrebnych kinaz fosforylujacych fosfofityne (84,
85). Dwie z nich wykazywaty wzrost aktywnosci rzedu 200—300%, jezeli
izolowane byty z komorek znajdujacych sie w fazie Gx (83, 84).

Podwyzszenie aktywnosci kinaz biatkowych w chromatynie komorek
dzielacych sie ttumaczy wzrost fosforylacji biatek niehistonowych zacho-
dzacy w takich warunkach. Specyficzno$¢ enzymdéw w stosunku do tych
biatek jest kilkakrotnie wyzsza niz w przypadku fosfofityny stosowanej
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jako substrat egzogenny (83). Maksimum aktywnosci kinaz i szybkie wia-
czenie fosforanu do biatek niehistonowych obserwuje sie na ogét przed roz-
poczeciem syntezy RNA i DNA. Mozna przypuscié, ze modyfikacja tej
frakcji biatek jgdra ma znaczenie w procesach regulacji i synchronizacji
czasowej przemian chromatyny dzielagcych sie komorek.

IV. Wptyw cAMP i kinaz biatkowych na synteze RNA oraz na fosforylacje
biatek z frakcji polimerazy RNA.

Badajac uktad zawierajacy DNA oraz polimeraze RNA wrazliwg na
a-amanityne, wyizolowang z homologicznej tkanki, obserwuje sie stymula-
cje syntezy RNA po dodaniu jadrowych fosfoproteidéw (87). Ilos¢ wiaczo-
nego w tych warunkach [MCJUMP jest $ciSle zalezna od zawartoSci biatko-
wego fosforanu we frakcji biatek niehistonowych. Tabela 1 ilustruje sty-

Tabela 1.
Wplyw jadrowych biatek niehistonowych z watroby szczura na syn-
teze RNA in vitro (87)

Uktad reakcyjny Wiaczenie [14CJUMP  Biatkowy P

% kontroli % wagowy
DNA+ polimeraza 100
DNA+polimeraza+eks-
trakt kwasnych biatek
chromatyny 130 0,4
DNA+ polimeraza+ jadro-
I we biatka niehistonowe
oczyszczone (frakcja bo-
gata w fosfoproteidy) 250 1,2

mulacje syntezy RNA w zaleznosci od stopnia oczyszczenia frakcji fosfo-
proteidow. Istotny jest fakt, ze stymulacja syntezy RNA przez jadrowe fos-
foproteidy zachodzi tylko w przypadku gdy DNA i biatka niehistonowe po-
chodzg z tego samego organizmu. W obecnosci DNA pochodzgcego z innych
organizmoOw niz biatka niehistonowe nie obserwuje sie zmian we wigcza-
niu [MCJUMP (87).

Ufosforylowane biatka niehistonowe czesciowo odwracajg hamujacy
efekt dziatania histondw na synteze RNA (88, 89). W uktadzie zawierajg-
cym DNA, histony oraz polimeraze bakteryjng dodanie fosfoproteidéw po-
chodzacych z tego samego organizmu co DNA, zwieksza aktywno$¢ matry-
cowg. Odwrocenie inhibicji syntezy RNA zalezy od zawartosci biatkowego
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fosforanu a defosforylacja biatek niehistonowych powoduje spadek aktyw-
nosci matrycowej zrekonstruowanej chromatyny o 50°/0 (88).

Przedstawione dane wskazujg na wysoka specyficznos¢ oddziatywan
fosfoproteidow z DNA i histonami, przy czym fosforylacja tych biatek wy-
daje sie by¢ nieodzowna dla regulacji syntezy RNA.

Z badania wptywu fosfoproteidow i CAMP na synteze RNA wynika, ze
jadrowe kinazy biatkowe regulujg ja na poziomie polimerazy RNA. Zaob-
serwowano mianowicie, ze w obecnosci 1 mM db-cAMP wigczanie znako-
wanego trytem UMP do izolowanych jader zwieksza sie 0 45% powyzej
kontroli (90). Podobne wyniki uzyskano dla wyizolowanej chromatyny (90).
Sugeruje to, ze cCAMP moze regulowaé synteze RNA dziatajac prawdopo-
dobnie za pos$rednictwem kinaz biatkowych. Rozdzielajgc biatka niehistono-
we z jader hepatocytow szczura na kolumnie z zelu DEAE-Sephadex w cig-
gtym gradiencie stezen siarczanu amonu otrzymuje sie dwie frakcje fos-
fokinaz oraz dwie frakcje biatkowe o aktywnosci polimerazy RNA (90, 91).
Wstepna charakterystyka rozdzielonych enzyméw wykazata, ze tzw. kinazy
I i Il fosforylujg kazeine. Frakcje polimeraz zostaty zidentyfikowane na
podstawie wrazliwosci na a-amanityne jako polimeraza | — jagderkowa i po-
limeraza Il —jadrowa (92). Martelo i Hirsch (90) stwierdzili, ze
w uktadzie zawierajgcym DNA z watroby szczura i homologiczng polime-
raze, kinaza | stymuluje wyraznie synteze RNA (Tabela 2). Z kolei cAMP
stymuluje fosforylacje polimerazy 1 i Il. Elektroforeza ufosforylowanego
preparatu polimerazy | wykazata, ze frakcja odznaczajgca sie najwyzszg
aktywnos$cig syntezy RNA zawiera najwiecej tgczonego [3P]fosforanu.

Tabela 2.
Wplyw kinazy | na synteze RNA (90)

Wiaczenie [BHJUMP (pmole) Wiaczenie

Uktad reakcyjny . . . [32P]fosforanu
DNA z watroby szczura DNA z grasicy cielecej (pmole)

Polimeraza | 14 3,2 3,2
Polimeraza | 5,6 3,0 11 (-cAMP)
-fkinaza 1 9,0 (+cAMP)
Polimeraza | 2,7 3,0
+ kinaza Il
Polimeraza Il 14,0 21,0 0,0
Polimeraza 11 30 (-cAMP)
+ kinaza | 20,0 18,0 6,5 (+cAMP)
Polimeraza 11

+ Kinaza Il 14,0 20,0
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Kleinsmith i wsp. uzyskali interesujgce dane dotyczgce wptywu
CAMP na synteze RNA w obecnosci histondéw i preparatu polimerazy Il,
wykazujacego jednoczesnie endogenng aktywnosé kinazy (16). W obecnosci
tego nukleotydu obserwowano odwrdcenie hamujacego wptywu histonéw
na aktywno$¢ matrycowa DNA. Analiza elektroforetyczna znakowanych
[3P]fosforanem polipeptydéw preparatu polimerazy wykazata, ze cAMP
specyficznie hamuje fosforylacje jednej z rozdzielonych frakcji (16).

Poréwnanie przedstawionych danych dotyczacych wpltywu cAMP i ki-
naz biatkowych na synteze RNA jest trudne ze wzgledu na niejednoznacz-
ny charakter otrzymanych wynikéw. Regulacja aktywynosci polimeraz
przez cAMP za posrednictwem kinaz jest wysoce prawdopodobna. Wydaje
sie, ze fosforylacja frakcji biatek Scisle zwigzanych z syntezg RNA nie za-
lezy od fosforylacji innych frakcji biatek niehistonowych. Fakt zwieksza-
nia przez cAMP aktywnosci matrycowej w ukiadzie: DNA, histony, poli-
meraza Il moze $wiadczy¢ o istnieniu specyficznej kinazy dziatajacej bez-
posrednio na poziomie syntezy RNA. Niestety nie stwierdzono czy jest to
enzym wystepujacy we frakcji polimerazy, czy jeden z wielu zwigzanych
z biatkami niehistonowymi. Na tym tle wynikajg rozbieznosci dotyczace
umiejscowienia efektu dziatania kinaz w ukfadzie syntetyzujagcym RNA.

V. Uwagi koncowe

Uzyskane dotad dane dotyczace regulacji i aktywnosci kinaz (93) po-
zwalajg przypuszczaé, ze aktywno$¢é wiekszosci tych enzymoéw jest kon-
trolowana przez hormony. Jezeli fosforylacja biatek jest ostatnim etapem
dziatania czynnikow posredniczacych miedzy hormonem a komorka, to
mozna zatozy¢, ze proces ten powinien przebiega¢ wediug nastepujgcego
schematu:

— Hormon wigzac sie z receptorami komoérkowymi wptywa na aktyw-

no$¢ cyklazy adenylowej zmieniajac stezenie cAMP.

— Ten sam hormon w spos6b posredni moze wptywac na synteze no-
wych kinaz.

— Whplyw cAMP lub synteza nowych enzymoéw powoduje zwigkszone
lub specyficznie zmodyfikowane wiaczenie fosforanu do substratow
kinaz biatkowych.

— Ufosforylowanie endogennego substratu powinno zmienia¢ jego
wiasciwosci biologiczne.

— Specyficzna fosfataza moze odwracaé ten proces.

Wydaje sie, ze w przypadku kinaz jagdrowych mozna znalez¢ przyktady
potwierdzajgce przypuszczenie zawarte w powyzszym schemacie. Wyka-
zano bowiem synteze tych enzyméw de novo pod wpltywem hormonu —
tréjjodotyroniny (58), ktory wigze sie z biatkami jadrowymi (59) oraz mo-
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dulatora chemicznego wigzacego sie z receptorami (i-adrenalgicznymi (64).
Zroznicowany obraz wigczania [3P]fosforanu do bialek niehistonowych
w obecnosci CAMP jak i pod wptywem hormondw wskazuje na specyficz-
nos¢ jadrowych kinaz w stosunku do biatek tej frakcji. Znaczacy jest fakt,
ze enzymy te zwigzane sg z euchromatynowymi odcinkami chromosoméw
(8, 42, 43).

Przedstawione w rozdziale IV badania ukazujg w interesujacym Swietle
role kinaz i ich ufosforylowanych substratdw w regulacji syntezy RNA
(87, 94). Prawdopodobnie za posrednictwem tych biatek hormony stymu-
lujg synteze specyficznych typéw mRNA. Poziom fosforanu we frakcji bia-
tek niehistonowych moze byé regulowany przez jadrowe i jaderkowe fosfa-
tazy (15, 60, 95) a takze przez histony i poliaminy ktore stymulujg fosfo-
rylacje tych biatek (14, 96, 97).

W s$wiele wynikow badan metabolizmu biatek niehistonowych podczas
aktywacji genomu, cyklu komérkowego i embriogenezy fosforylacja tych
biatek okazuje sie zjawiskiem powszechnym w kontrolowaniu rozwoju
i roznicowania sie organizmow (80—=86, 98, 99). Specyficznos$é sktadu i zna-
kowania [3P]fosforanem biatek niehistonowych stwierdzono dla preparatéw
otrzymanych z wielu tkanek (14, 100—102). Wyniki tych obserwacji wska-
zuja na biatka niehistonowe jako interesujacy obiekt do badan nad rolg
kinaz biatkowych i ich substratow.

Autor dziekuje Panu prof. Zbigniewowi Kaniudze za zachecenie do napisania ni-
niejszego artykutu oraz za pomocne uwagi w trakcie pracy.

Artykut nadszedt 27.12.1976; po rewizji autorskiej otrzymano 28.2.1977.
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Poliaminy sg zwigzkami wystepujagcymi w réznorodnym materiale bio-
logicznym. Liczne dane wskazujg, ze moga by¢é one czynnikami reguluja-
cymi synteze kwaséw nukleinowych i biatek. Obecnie pojawia sie coraz

*) Dr, Zaktad Biologii Molekularnej, Instytut Mikrobiologii i Biochemii Uniwer-
sytetu im. M. Curie-Sktodowskiej, ul. Akademicka 19, 20—033 Lublin

Wykaz stosowanych skrotéw: Fen-tRNA —fenyloalanylo-tRNA; N-ac-Fen-
-tRNA — N-acetylofenyloalanylo-tRNA; Met-tRNAf— metionylo-tRNA ulegajacy for-
mylacji; ppGpp — guanozyno-3'-dwufosforan-5‘'-dwufosforan.
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wiecej prac podkresSlajacych korelacje miedzy poziomem poliamin w ko-
mdrce a proliferacjg i transformacjag nowotworowg w tkankach zwierze-
cych. Podobng zaleznos¢ obserwuje sie w hodowlach drobnoustrojow. Ni-
niejszy artykut stanowi przeglad aktualnych doniesief na ten temat ze
szczegllnym uwzglednieniem wplywu poliamin na procesy transkrypcji
i translacji.

I. Biosynteza poliamin

Najbardziej rozpowszechnione w przyrodzie poliaminy to spermina (I)r
spermidyna (I) i putrescyna (Il1):

NH2CH2ANH(CHANH(CHINH?2 (1
NHZACH2NH(CHINH?2 ()
NHACH)MNH2 (1)

Dane zgromadzone przez Bachracha (1) i Beera i wsp. (2) wska-
zuja, ze poliaminy znaleziono we wszystkich badanych komérkach. W grzy-
bach, bakteriach gram-ujemnych i wirusach wystepuje putrescyna i sper-
mina, brak w nich natomiast spermidyny. Stezenie poliamin w komaérkach
drobnoustrojow zalezy od fazy wzrostu i warunkow hodowli; waha sie ono
od 5—20 vimoli putrescyny i 1,5—5 umoli spermidyny na gram Swiezej ma-
sy bakteryjnej. Minimalne ilosci sperminy (0,1—0,5 j¢mola/g Swiezej masy)
moga pochodzi¢ z podtoza. Wysoka zawartoscig poliamin charakteryzuja
sie wirusy. Suma stezeA putrescyny i spermidyny u faga T4 dochodzi do
250 vimoli na gram $wiezej masy, co jest najwyzsza stwierdzong dotad za-
wartoscig poliamin w materiale biologicznym.

Komoérki eukariotyczne zawierajg przede wszystkim spermine i spermi-
dyne. Zwraca uwage wysoka zawarto$¢ poliamin w tkankach systemu ner-
wowego i narzadach rozmnazania ssakow. Szczeg6towe dane iloSciowe na
ten temat mozna znalez¢ w monografii Bachracha (1) i artykule Be-
era i wsp. (2.

Poliaminy powstajg na drodze dekarboksylacji aminokwasow, gtownie
ornityny (putrescyna) i metioniny (spermidyna i spermina). Dekarboksyla-
za ornitynowa (E.C. 4.1.1.17) jest enzymem o wysokiej specyficznosci sub-
stratowej, wymaga fosforanu pirydoksalu jako koenzymu i aktywowana
jest przez zwigzki zawierajace grupy SH (3, 4, 5). Donatorem grup propylo-
aminowych w syntezie spermidyny i sperminy jest zdekarboksylowana
S-adenozylometionina, ktéra powstaje w wyniku dziatania dekarboksylazy
S-adenozylometioniny (E.C. 4.1.1.50). Dekarboksylaza S-adenozylometio-
niny z tkanek zwierzecych aktywowana jest przez putrescyne
(6, 7). Specyficzna propyloaminotransferaza, syntetaza spermidyny
przenosi grupy propyloaminowe na putrescyne. Syntetaza sperminy przy-
facza te grupy do spermidyny, co prowadzi do utworzenia sperminy (8, 9).
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Kolejnos¢ dziatania enzyméw uczestniczacych w syntezie poliamin w ko-
morkach zwierzecych przedstawiono na schemacie 1

1. Dekarboksylaza ornitynowa:
L-ornityna------mmmae-- *mputrescyna+Co02

2. Dekarboksylaza S-adenozylometioniny:
S-adenozylometionina = --------------- —»zdekarboksylowana S-adenozylometionina+C02

3. Syntetaza spermidyny:
zdekarboksylowana S-adenozylometionina+ putrescyna ->spermidyna+ 5-metylotio-
adenozyna + H+

4. Syntetaza sperminy:
spermidyna+zdekarboksylowana S-adenozylometionina ----------- -* spermina + 5-me-
tylotioadenozyna-fH+

Schemat 1. Enzymy biosyntezy poliamin

W komorkach pewnych bakterii i roslin wyzszych dekarboksylacja ar-
gininy moze prowadzi¢ przez agmatyne(NH

NH2£:—NH/CH2/4NH2) do wytworze-
nia putrescyny. Natomiast w tkankach zwierzecych nie obserwuje sie tego
procesu (10, 11). Ponadto u bakterii mozliwa jest przemiana enzymatycz-
na argininy przez ornityne w putrescyne (cyt. wg 2).

Enzym ATP: adenozylotransferaza L-metioniny katalizujacy w obec-
nosci Mg2+ synteze S-adenozylometioniny z ATP i L-izomeru tego amino-
kwasu limituje biosynteze spermidyny i sperminy (12). Kluczowym punk-
tem regulacji wewnetrzkomdérkowego poziomu poliamin sg zmiany aktyw-
nosci dwoch zasadniczych dla biosyntezy tych zwigzkéw dekarboksylaz:
dekarboksylazy ornitynowej i dekarboksylazy S-adenozylometioniny. Zna-
miennym jest fakt, ze réwnolegle z szybka synteza RNA i biatka nastepu-
je bardzo szybki wzrost poziomu aktywnoS$ci obu tych enzyméw (13—16).
Prowadzi to do zwiekszenia ilosci poliamin m.in. w regenerujacej watrobie
(17, 18), w hypertrofii miesnia sercowego (19), podczas rozwoju zarodkow
szczurzych (20) i komorek raka Ehrlicha (21, 22). Natomiast w powoli ros-
nacych tkankach narzaddw takich jak: ptuca, $ledziona czy mieénie szkie-
letowe, aktywnos¢ dekarboksylazy ornitynowej i dekarboksylazy S-adeno-
zylometioniny pozostaje na statym, stosunkowo niskim poziomie (13, 16).

Il. Dziatanie poliamin na poziomie molekularnym

Poliaminy wigzg sie z lipidami i kwasami nukleinowymi. Niekowalentne
potgczenie zasadowych grup poliaminowych z resztami fosforanowymi
kwaséw nukleinowych stabilizuje drugorzedowa strukture DNA (23—26)
oraz petlowe odcinki struktury tRNA (27, 28). Wykazano in vitro, ze polia-
miny w odpowiednich stezeniach moga powodowaé przeksztatcenie konfi-
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guracji tRNA z formy nieaktywnej w forme aktywng przez wzmacnianie
dwupasmowej struktury (29, 30). Poliaminy reaguja réwniez zaréwno z na-
turalnym mRNA jak i z pojedyficzymi pasmami syntetycznych polinukleo-
tydéw jak poliU i poliA, co wykazano przez obserwacje profiléw termicz-
nej denaturacji (31, 32). Stwierdzono, ze spermina i spermidyna w stezeniu
0,1 mM podwyzsza temperature topnienia syntetycznych dwupasmowych
rybopolinukleotydéw jak polil:C (33). Pozwala to przypuszcza¢, ze polia-
miny moga petnic role nieswoistego inhibitora proceséw degradacji mRNA,
rRNA czy tRNA. Wykazano ponadto, ze degradujgca rybosomy RNaza wy-
kazuje mniejsza aktywnos$¢ hydrolityczng w obecnosci sperminy lub sper-
midyny (34, 35). Powyzsze dane mogg czeSciowo wyjasniaC ochraniajgce
przed denaturacjg termiczng i degradacja enzymatyczng oddziatywanie
poliamin na kwasy nukleinowe (36—39), z czym zwigzane jest stabilizowa-
nie takich elementéw subkomérkowych jak rybosomy (40, 41) i jadra (42,
43). Natomiast stabilizowanie catych komdrek bakteryjnych, protoplastéw,
retikulocytow, mitochondriow czy czastek fagowych zwigzane jest z mniej-
szg wrazliwoscia bton cytoplasmatycznych na zmiany cisnienia osmotycz-
nego w obecnosci poliamin (44—49).

I1-1. Wptyw poliamin na procesy transkrypcji

Powszechnie obserwowany zwigzek miedzy poziomem poliamin a syn-
teza RNA sugeruje, ze poliaminy mogg regulowaé synteze RNA i biatka.
W stezeniach milimolarnych poliaminy stymulujg procesy transkrypcji
miedzy innymi zabezpieczajgc RNA przed degradacja (36, 38, 39) czy wspot-
zawodniczgc z takimi czynnikami toksycznymi jak chinina, atebryna (50)
i leworfanol (51). W wyzszych stezeniach (50 mM i powyzej) poliaminy ha-
muja synteze RNA powodujac powstawanie zarowno niekorzystnej kon-
formacji matrycy (32) jak i tendencji do agregacji (52) lub formowania
produktéw toksycznych (53). Fakt, ze w tkankach szybkorosngcych wzrost
poziomu RNA i poliamin zachodzi réwnolegle (14—16, 54, 55) potwierdza
obserwacje wskazujace, ze oddziatywanie poliamin na intensywno$¢ pro-
cesOw transkrypcji zalezy od ich stezenia.

Strukturalne i funkcjonalne réznice genomu organizmdéw prokariotycz-
nych i eukariotycznych pozwalajg przypuszczaé, ze mechanizm dziatania
poliamin na poziomie transkrypcji jest rozny u tych dwoch grup orga-
nizmow.

Prokariotyczna transkrypcja in vitro stymulowana jest przez poliami-
ny w milimolarnych stezeniach. Moze to wynikaé zaréwno ze wzrostu po-
ziomu aktywnosci polimerazy RNA zaleznej od DNA (56—58), jak i z in-
terakcji poliamin z nowopowstajgcym RNA co prowadzi do uwolnienia go
z kompleksu DNA—enzym—nowopowstaty RNA (56, 57, 59, 60).
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W organizmach eukariotycznych, wptyw poliamin na proces transkryp-

cji in vitro moze dotyczy¢:

— niespecyficznego wplywu sperminy czy spermidyny w stezeniach
milimolarnych na aktywno$¢ polimerazy RNA na etapie inicjacji
syntezy RNA co prowadzi do uwalniania tancuchéw nowopowstate-
go RNA z kompleksu DNA—enzym—RNA (61). By¢ moze obecno$¢
poliamin w stezeniach milimolarnych zabezpiecza nowoutworzony
RNA przed degradacja (62). Ponadto poliaminy w zakresie stezen
od 0.1 do 2 mM stymulujg elongacje RNA (63—65);

— wysoce specyficznego oddziatywania sperminy w stezeniu mikro-
molarnym na dostepno$¢ matrycy DNA dla formy B polimerazy
RNA (65). By¢é moze spermina w stezeniu 1 y-M specyficznie stabi-
lizuje miejsca wigzania enzymu z matryca badZz powoduje zmiany
drugorzedowej struktury przez zmiane reorientacji histonéw lub
biatek niehistonowych (65).

Stymulacja acetylacji histonéw przez poliaminy stwierdzona in vivo

i in vitro (66, 67) wskazuje na udziat poliamin w jadrowych modyfikacjach
chromatyny. Wykazano, ze podczas tworzenia kompleksu DNA—nukleo-
histon, spermina wspétzawodniczy z kazdg z frakcji histonu o miejsce wig-
zania z matryca (68). Natomiast alifatyczne dwuaminy zwiekszajg synteze
DNA przez odszczepienie histonu z kompleksu nukleohistonowego (69).
Metylacja histonéw hamowana jest przez spermine i spermidyne (70). Po-
liaminy w fizjologicznych stezeniach stymulujg in vitro fosforylacje nie-
histonowych biatek chromatyny (71) lecz wykazuja zréznicowany wpityw
na aktywno$¢ kinaz biatkowych (72). Putrescyna, spermidyna i spermina
w stezeniach milimolarnych mogg hamowaé in vitro aktywnos$¢ kinazy
fosforylujgcej histon, zaleznej od cyklicznego AMP, ale stymulujg fosfory-
lacje kazeiny niezalezng od cyklicznego AMP. Nie wyjasniono dotad czy
akumulacja poliamin in vivo moze powodowaé modyfikacje kinaz biatko-
wych.

11-2. Wptyw poliamin na procesy translacji

Zaobhserwowano, ze dodanie poliamin do ukfadéw bezkomédrkowych in
vitro pozwolg na zastosowanie magnezu w nizszych stezeniach (ang. mag-
nesium shift) (34, 73—77) z zachowaniem intensywnosci syntezy biatka
charakterystycznej dla warunkéw optymalnych (74, 77—79); nie mozna
jednak catkowicie usung¢ Mg+2 z uktadu. Liczne dane pozwalajg przypusz-
czaé, ze stymulujacy synteze biatka wptyw poliamin moze dotyczy¢ nie
tylko bezposredniego oddziatywania elektrostatycznego lecz i specyficzne-
go udziatu tych zwigzkdw w procesach zachodzacych na rybosomach jak
i w powstawaniu aminoacylo-tRNA.



404 B. WOLSKA-MITASZKO [6]
11-2.1. Stabilizacja i zmiany konformacyjne rybosomoéw

Poliaminy stabilizujg rybosomy przez interakcje z kwasami nukleino-
wymi. Sadzi sie, ze poliaminy mogg zajmowac te same miejsca co Mg2+ lub
przynajmniej cze$¢ miejsc ,,magnezowych” w strukturze rybosomu, przy
czym najsilniejsze jest oddziatywanie czterech protonowych grup sper-
miny (80). Poliaminy moga neutralizowaé¢ przynajmniej 1/3 reszt fosfora-
nowych rRNA u bakterii (81). Rola poliamin i jonéw magnezu w utrzy-
maniu funkcji rybosoméw nie jest rownowazna. Zastgpienie wiecej niz
70% Mg+ zwigzanego z rybosomami E. coli prowadzi do utraty ich aktyw-
nosci w reakcji polimeryzacji fenyloalaniny (78). Prawdopodobnie dla
utrzymania biologicznej aktywnos$ci rybosoméw niezbedny jest pewien
krytyczny poziom magnezu, ktérego nie mozna zastgpi¢ jakimkolwiek in-
nym kationem organicznym lub nieorganicznym. Niemniej obecno$¢ po-
liamin w surowych preparatach rybosomoéw, tatwos$é wigzania sie doda-
wanych z zewnatrz poliamin z rybosomami i stymulacja inkorporacji
aminokwaséw in vitro, pozwalajg przypuszcza¢, ze poliaminy stanowig
sktadniki rybosoméw niezbedne dla maksymalnej syntezy polipeptyddw.
Wysunieto przypuszczenia, ze stabilizowanie rybosoméw przez polia-
miny moze polega¢ na takiej zmianie konformacji rybosomu, ktéra za-
bezpiecza rRNA przed uszkadzajagcym dziataniem nukleaz. Wykazano, ze
poliaminy w niskich stezeniach (0,0—1 mM) hamuja autodegradacje rybo-
somoOw przez stabilizacje takiej konformacji rybosoméw, ktéra utrzymuje
w stanie zamaskowanym zasocjowang z rybosomami rybonukleaze | (41).
Mozliwo$¢ powstawania zmian konformacyjnych rybosoméw wywotanych
obecnoscig poliamin potwierdzajg doswiadczenia, w ktorych rybosomy
E. coli preinkubowane (w 37°C) ze sperming ulegajg wyraznym zmianom
wyrazajgcym sie odmiennym powinowactwem do erytromycyny i dwuhy-
drostreptomycyny (85, 86). Zmianom powinowactwa pod dziataniem sper-
miny towarzyszy zahamowanie aktywnosci transferazy peptydylowej, in-
tegralnego skiadnika duzej podjednostki rybosomowej. Ten hamujacy
wplyw sperminy mozna catkowicie odwroci¢ przez zastosowanie NHi
w wysokich stezeniach (200 mM). Mozna przypuszczaé, ze poliaminy w od-
powiednich stezeniach moga powodowac¢ zmiane konformacji rybosomu na
optymalng dla syntezy biatka in vitro. Stwierdzono, ze kompleksy rybo-
som—poli U—N-ac-Fen-tRNA nasladujgce naturalne kompleksy typu ry-
bosom—peptydylo-tRNA (87), wykazujg w obecnosci sperminy wyzszg sta-
bilno$¢ termiczng i mniejszg podatno$¢ na degradacje w temperaturze 50°
(Ryc. 1).

Badanie zdolnosci rybosomdw do tworzenia wyzej wymienionych kom-
plekséw po preinkubacji ze sperming w rdznych temperaturach wskazuje
przy braku aktywno$ci RNazowej w uktadzie, ze rybosomy sg miejscem za-
bezpieczanym przez spermine (Tabela 1).
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Ryc. 1. Stabilno$¢ kompleksu rybosom—poli U—N-ac-3H-Fen-tRNA w temperaturze
50°C (87).

O----mm-- O kompleks wytworzony w obecnosci 04 mM sperminy,

L * kompleks wytworzony w nieobecno$ci sperminy. stezenie Mg2+wynosito 30 mM. Wy-

tworzone kompleksy ogrzewano w tazni wodnej w temperaturze 50°C, ozigbiano i saczono przez
filtry miliporowe. Radioaktywnos$¢ oznaczano w liczniku scyntylacyjnym f-my Packard.

Tabela 1.

Wplyw preinkubacji rybosomoéw na zdolno$¢ tworzenia komplekséw
rybosom—poliU—N-ac-Fen-tRNA (87)

Wigzanie N-ac[3H]-Fen-tRNA (imp/min)

Zmienne sktadniki Temperatura preinkubacji

preinkubacji

30°C 45°C
5 mM Mg2+
0,4 mM spermina 1000 500
5 mM Mg2+ 920 250
0,4 mM spermina 260 240

Mieszanina uzyta do preinkubacji zawierata okoto 200 j¢g rybosomoéw. Prébki pre-
‘'nkubowano2 min. w 30°C lub 45°C. Nastepnie stezenie Mg2* doprowadzono do kori-
cowego stezenia 10 mM, dodawano spermine, jesli brak jej byto podczas preinkubacji,
i dodawano N-ac[3H]Fen-tRNA. Inkubacje kontynuowano w 30°C przez 20 min.

8 Postepy Biochemii 3/77
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11-2.2. Przytaczanie aminoacylo-tRNA do rybosoméw

Podczas badania wptywu poliamin na poszczegdlne etapy procesu elon-
gacji polipeptydu w uktadzie z E. coli wykazano, ze spermidyna stymuluje
jedynie reakcje przytgczania Fen-tRNA do rybosomoéw (34). Poliaminy
w stezeniach optymalnych dla procesu polimeryzacji fenyloalaniny nie sty-
mulowaty ani reakcji translokacji ani syntezy wigzania peptydowego. Do-
Swiadczenia przeprowadzone w bezkomoérkowym uktadzie z drozdzy (77)
réwniez wskazuja, ze poliaminy bardzo wyraznie stymulujg reakcje przy-
faczania aminoacylo- i N-acetyloaminoacylo-tRNA do rybosomu za$ nie-
znacznie wptywajg na powstawanie N-ac-Fen—puromycyny. Badajac po-
wstawanie N-ac-Fen—puromycyny w bezkomorkowym uktadzie z E. coli,
wykazano ze wzrost ilosci syntetyzowanego produktu wynikat ze stymu-
lacji przez spermine pierwszego etapu reakcji tj. wigzania acetylowej po-
chodnej do rybosoméw E. coli (85). ROwniez nieenzymatyczne przyfacza-
nie Fen-tRNA do rybosomoéw drozdzy stymulowane byto przez spermi-
ne (88).

11-2.3. Asocjacja podjednostek rybosomowych

Spontaniczna asocjacja podjednostek rybosomowych zalezy od obecnos-
ci jonbw magnezu w odpowiednim stezeniu. Poliaminy réwniez mogg in-
dukowaé asocjacje podjednostek rybosomowych in vitro (89—91). Wykaza-
no, ze izolowane z bakterii i organizmoéw eukariotycznych biatkowe czyn-
niki (82—83) asocjujg podjednostki rybosomowe przy niskim stezeniu ma-
gnezu. Badania Garcia-Patronei wsp. (94) z laboratorium Algra-
natiego wykazaty, ze spermina i spermidyna sg aktywnymi sktadnikami
czynnika asocjujacego podjednostki rybosomowe z Bacillus ste-
arothermophilus. Asocjacja podjednostek moze byé jednym z fizjo-
logicznych efektéw dziatania poliamin. Dos$wiadczenia z radioaktywng
spermidyng (95) wskazuja, ze poliaminy wigzg sie z obiema podjednostka-
mi rybosomowymi, ale jedynie wiazanie [H]spermidyny z podjednostka
30S prowadzi do utworzenia aktywnych potgczen 30S—50S (Tabela 2).

Dalsze badania Algranatiego i wsp. (96) nad auksotroficznymi
mutantami E. coli z zablokowang syntezg putrescyny potwierdzajg przy-
puszczenia, ze poliaminy dziatajg asocjujaco na podjednostki rybosomowe
in vivo. Przypuszczalnie brak poliamin in vivo moze powodowa¢ zmiane
proporcji czastek rybosomowych wynikajaca z naruszenia rownowagi mie-
dzy iloscia wolnych podjednostek a iloSciag monomeréw 70S w komérce
(Ryc. 2).

Profile sedymentacji rybosomoéw z lizatow komérek E. coli nie zawie-
rajacych poliamin oraz z komorek rosngcych w $Srodowisku zawierajgcym
putrescyne réznia sie znacznie. Profil sedymentacji rybosomoéw z lizatu
komérek E. coli nie zawierajgcej poliamin charakteryzuje sie malg iloscia
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[9]

Tabela 2.

Wigzanie [3H] spermidyny do podjednostek rybosomowych i tworzenie
par 30S—50S (95)

Warunki etapu wigzania Zwigzane
Stezeni T ¢ czgsteczki Asociaci
zenie emperatura -
' Podjednostki €z MPEratura - permidyny  Asocjacia
. spermidyny inkubacji . (%)
I rybosomowe (mM) (oC) na podjed-
nostke
30 S 0,5 25 0,8 0
2,0 25 2,4 0
05 < 1,2 48
2,0 65 3,3 46
50 S 0,5 25 1,7 0
2,0 25 4,2 0
0,5 65 3,6 0
2,0 65 8,3 0
70S 50S 30S 70S 50S 30S

Yo foed

| o

04
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0,1+ -
1 : 1 s B 1 Il | 1
0 | 2 ! + T2 1

Numer frakcji

Ryc. 2. Zmiana proporcji czastek rybosomowych w komoérkach E.coli pod wptywem

poliamin (96).

Ekstrakty komoérkowe analizowano po ultrawirowaniu w gradiencie gestos$ci sacharozy.

A. Profil sedymentacji rybosomoéw z lizatu komdrek E. coli rosnacych w podtozu nie zawiera-
jacym poliamin.

B. Profil sedymentacji rybosoméw z bakterii, do ktérych dodano putrescyne na 30 min. przed
przerwaniem hodowli.

8
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rybosomow 70S i podjednostek 30S w poréwnaniu z duza iloscig podjedno-
stek 50S (Rye. 2A). Wykazano, ze specyficzny dla braku poliamih stan czg-
stek rybosomowych w komorce E. coli nie zalezy od braku Zrédta wegla
(glukozy) czy azotu. Dodanie putrescyny do hodowli komoérek E. coli nie
zawierajgcych tej poliaminy powodowato juz po 30 minutach gwaltowng
zmiane profilu sedymentacji rybosoméw charakteryzujgca sie wzrostem
ilosci monomeréw 70S i prawidtowym stosunkiem miedzy iloScig podjed-
nostek (Rye. 2B). Tq zmiane proporcji czastek rybosomowych wystepujaca
zanim nastgpig zmiany szybkosci wzrostu hodowli, in vitro mozna uzyskac
przez dialize wobec spermidyny. Oznacza to, ze poliaminy mogg bezpo-
$rednio wplywaé na réwnowage miedzy potaczeniami 30S—50S a iloscig
wolnych podjednostek rybosomowych in vivo. Wykazano ponadto, ze od-
dziatywanie poliamin nie jest w tym wypadku zalezne od procesu tran-
skrypcji a miejscem dziatania poliamin sg rybosomy (97). Nienormalny
stan proporcji czastek rybosomowych w komérkach E. coli nie zawierajg-
cych poliamin wynika prawdopodobnie z zaktéceh w biosyntezie lub aku-
mulacji podjednostek 30S podczas gtodu poliaminowego.

-
samis

o

Ryc. 3. Autoradiogram biatek znakowanych [¥S]-metioning utworzonych w bezko-
morkowrej syntezie in vitro (98).

Mieszanina reakcyjna zawierata:

. surowe czynniki inicjujgce +3 mM Mg“ minus mRNA,

. surowe czynniki inicjujace +2 mM Mg- +0,25 mM spermidyna minus mRNA,

. surowe czynniki inicjujagce +2 mM Mg2++0,25 mM spermidyna + mRNA z soczewki oka,

. dializowane czynniki inicjujgce +3 mM Mg2 minus mRNA,

. dializowane czynniki inicjujace +2 mM Mg2+1 mM spermidyna minus mRNA,

. dializowane czynniki inicjujgce +2 mM Mg2+1 mM spermidyna + mRNA

Elektroferaze przeprowadzono w zelu poliakrylamidowym w obecnosci SDS. Klisze $wiatto-
czutg eksponowano przez zetkniecie z suchym zelem przez okres 2 dni.

IEMMUO®>
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11-2.4. Inicjacja translacji

Ostatnie doniesienia (84, 98) wskazujg, ze poliaminy moga réwniez od-
grywaé pewng role w inicjacji syntezy biatka. Frakcja bialkowa wymywa-
na z rybosomoéw retikulocytow krélika 0,5 M KC1 zawiera dajace sie oddia-
lizowa¢ sktadniki niezbedne dla maksymalnej syntezy globiny in vitro,
ktore zidentyfikowano jako spermine i spermidyne (84). Dodanie poliamin
do przedializowanej frakcji poptuczyn rybosomowych (ang. ribosomal salt
icash) moze przywracaé jej aktywno$¢ w syntezie biatka in vitro, przy
czym uzyskuje sie dwukrotnie wyzsze wbudowywanie radioaktywnych
aminokwaséw mimo obnizenia stezenia jonéw magnezu ponizej poziomu
charakterystycznego dla procesu inicjacji. Efekt ten dotyczy syntezy kie-
rowanej zaréwno przez poliU jak i przez naturalny mRNA globiny. Wy-
kazano ponadto, ze na rybosomach retikulocytow zachodzi kompetytywna
inhibicja miedzy spermidyng a edeing, antybiotykiem selektywnie hamu-
jacym inicjacje.

Salden i Bloemendal (98) réwniez zaobserwowali, ze dodanie
poliamin przywraca aktywnos$¢ przedializowanej frakcji surowych czyn-
nikéw inicjujgcych z rybosomdw retikulocytow. Spermidyng w stezeniu
1 mM przywracata aktywnos$¢ przedializowanym czynnikom inicjujacym

|-Spermina +Spermina
805I 50'5
.S
E7%°T  _tRNA A - tRNA
q =y 1 72
£ i
1 1
& 200\ i |
: . |
> |
oy |
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3TR o |+tRNA
‘lb% i I b bhdq
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S ¢ 1 ofb%"’ i 1 | 5
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Numer frakcji

Ryc. 4. Powstawanie kompleksu inicjujgcego 80S—Met-tRNAf—AUG (99).
Kompleksy analizowano po ultrawirowaniu w gradiencie gesto$ci sacharozy.
O -0 powstawanie kompleksu inicjujacego w obecno$ci 5 pmoli tRNA-Leu

————————— powstawanie kompleksu inicjujacego w nieobecnosci zdeacylowanego tRNA

Mieszanina inkubacyjna zawierata 5 mM MgCI2 05 pmola [E]Met-tRNAf (15000 imp/min.) ste-
zenie sperminy wynosito 04 mM.
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w stopniu poréwnywalnym z frakcjg niedializowana (Ryc. 3B i 3H). Wias-
ciwosci oddializowanej frakcji (niski ciezar czasteczkowy, zachowanie
aktywnos$ci po traktowaniu alkaliami i RNazg z trzustki, niewytrgcanie
etanolem i odporno$¢é na wysoka temperature) pozwalajg przypuszczaé, ze
poliaminy moga wchodzi¢ w sktad surowej frakcji czynnikéw inicjujacych.

Na udziat poliamin w inicjacji translacji wskazujg takze badania po-
wstawania kompleksu inicjujagcego AUG—Met-tRNAf—rybosomy 80S
w obecnosci poliamin w bezkomdrkowym uktadzie z watroby szczura (89).
Dodanie sperminy znosi w znacznym stopniu inhibicje powstawania tego
kompleksu powodowang przez zdeacylowany tRNA (Ryc. 4).

Fakt, ze poliaminy mogg stabilizowa¢ lub zmienia¢ konformacje rybo-
somdéw najprawdopodobniej w miejscu P (78, 82, 105), w spos6b ktory
zmniejsza powinowactwo do zdeacylowanego tRNA przy zwigkszeniu po-
winowactwa do inicjatorowego aminoacylo-tRNA (99), oraz sugestie co do
regulujacej roli zdeacylowanego tRNA w inicjacji syntezy biatka (100—
104) moga wskazywa¢ na bezposredni udziat poliamin w tworzeniu kom-
plekséw inicjujacych.

11-2.5. Powstawanie aminoacylo-tRNA

Spermina, spermidyna i putrescyna mogg zastepowa¢ Mg2+ podczas
powstawania réznych aminoacylo-tRNA, takich jak izoleucylo-, leucylo-,
lizylo-, czy fenyloalanylo-tRNA w bezkomérkowych uktadach z E. coli
i watroby szczura (30, 105—107) przy udziale wysokooczyszczonych amino-
acylo-tRNA syntetaz (108—110). Powyzsze dane pozwolity przypuszczac,
ze mechanizm aminoacylacji stymulowanej przez poliaminy moze r6zni¢
sie od aminoacylacji zachodzacej w obecnosci Mg2+ (111—113). Wykazano,
ze w aminoacylacji stymulowanej przez poliaminy nie zachodzi zalezna
od aminokwasu reakcja wymiany [3P]PP z [BP]ATP.

Nie mozna bylto jednak wykluczy¢, ze mozliwo$¢ zastepowania Mg2+
przez poliaminy podczas aminoacylacji wynika z zanieczyszczenia prepa-
ratbw tRNA jonami Mg2+ (114—116). DosSwiadczenia przeprowadzone
z [UC]spermidyng wykazaty, ze moze ona zastepowaé Mg2+ zwigzany
z tRNA, podczas gdy Mg2+ nie zastepuje zwigzanych wczesniej poliamin
(117). Bardzo doktadne pomiary ilosci magnezu zwigzanego z tRNA i po-
zostatymi sktadnikami reakcji aminoacylacji przeprowadzone przy pomo-
cy spektrofotometru absorpcji atomowej wykazaty, ze poliaminy moga
zastepowa¢ Mg2+ podczas powstawania aminoacylo-tRNA (118). Nie wyjas-
niono nadal czy w warunkach fizjologicznych, in vivo, aminoacylacja
w obecnosci poliamin moze zachodzi¢ bez tworzenia intermediatu jakim
jest aminoacylo-AMP—enzym.

Opr6cz wyzej przedstawionych mozliwosci regulujgcego wptywu po-
liamin na uktad syntetyzujacy biatko wykazano, ze stymulacja inkorporacji
aminokwasoéw przez poliaminy moze zaleze¢ od rodzaju uzytego mRNA,
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a przede wszystkim od ilosci zawartych w nim reszt uracylowych (119).
Moze to oznaczaé, ze podczas syntezy biatka zachodzi specyficzna inter-
akcja poliamin z matrycowym RNA.

Proby sprawdzenia wplywu poliamin w uktadach zawierajacych na-
turalny mRNA sg nieliczne a wyniki niejednoznaczne (76). W ukitadach
bezkomorkowych z tkanek ssakdéw kierowanych przez rdzne naturalne
mMRNA (jak mRNA z komoérek infekowanych adenowirusem typ 2, mRNA
globinowy 9S i RNA bakteriofagéw QB, MS2 i R17) poliaminy specyficz-
nie wzmagajg synteze poszczegllnych peptyddéw w réznym stopniu (120).
W bezkomdrkowych ekstraktach z kietkdw pszenicy spermina wzmaga
translacje naturalnych mRNA ze szczegblng preferencjg dotyczaca syn-
tezy duzych peptydow (121).

Nie ma rowniez wielu danych co do bezpos$redniej funkcji poliamin in
vivo. Uzycie mutantéw E. coli z obnizong zdolnoScig do syntezy poliamin
pozwolito wykaza¢, ze zaréwno szybkos¢ syntezy mRNA dla (3-galaktozy-
dazy jak i szybko$¢ syntezy samego enzymu sg obnizone o 35—40°/o (122).
W efekcie glodu aminokwasowego w komdrkach E. coli szczepu stringent
(124) nastepuje obnizenie syntezy poliamin a przede wszystkim spermi-
dyny w wyniku zahamowania aktywnos$ci dekarboksylazy ornitynowej
przez guanozyno-czterofosforan (ppGpp). Nukleotyd ten bierze udziat w re-
gulacji syntezy RNA (125—127) i biatka (128). To réwniez pozwala przy-
puszczaé, ze synteza poliamin zwigzana jest z synteza kwasow nukleino-
wych i syntezg biatka.

I11. Uwagi koncowe

Korelacja miedzy intensywnos$cig syntezy RNA a poziomem poliamin
sugeruje, ze poliaminy reguluja synteze RNA a wiec posrednio synteze
biatka i procesy wzrostu komoérek. Z drugiej strony wiele danych wska-
zuje na bezposredni udziat poliamin w regulacji syntezy biatka poprzez
oddzialtywanie na etap translacji. Wiekszo$¢ badan dotyczy jednakze dzia-
tania poliamin in vitro. Chociaz wiadomo, ze in vivo poliaminy dzialajg
jako biologiczne stymulatory wzrostu wielu mikroorganizmow, tkanek ro-
Slinnych i zwierzecych, mechanizm ich dziatania nie jest dostatecznie wy-
jasniony.

Fakt, ze poliaminy wystepuja w najwyzszych stezeniach w tkankach
0 wysokiej zawartosci RNA i aktywnie syntetyzujgcych biatko, jak réw-
niez bardzo szybki wzrost poziomu aktywnosci enzymow bioracych udziat
w syntezie poliamin w komorkach ulegajacych transformacji nowotworo-
wej, potwierdza regulujacy wptyw poliamin na synteze biatka in vivo.
Obecnie gromadzi sie coraz wiecej prac na temat Scistego powigzania bio-
syntezy poliamin z transformacjg nowotworowg komérek. Zagadnienie to
wymagatoby jednak odrebnego opracowania.

Artykut nadszedt 28.2.1977; po rewizji autorskiej otrzymano 27.3.1977.
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Wykaz stosowanych skrétéw: hem (I1), hem (I11) — hemy z Zzelazem dwuwartos-
ciowym i tréjwartosciowym; Hb, Hb02— hemoglobina A odtlenowana i utlenowana;
HbCO — hemoglobina tlenkoweglowa; Hb (I1l) — methemoglobina; Hb (11l H20) —
forma H2 (kwa$na) methemoglobiny; Hb (IIl OH) —forma OH (zasadowa) methe-
moglobiny; Hb (IIICN) — cyjanomethemoglobina; a” 10ONP2, «2P1i11 CN— hybrydy tancu-
chéw cyjanomethemoglobiny z tancuchami wigzacymi tlen; — hybrydy
tancuchéw zawierajacych zelazo tréjwartosciowe z tancuchami wigzacymi* tlen; P50—
cisnienie parcjalne tlenu odpowiadajgce nasyceniu ligandem, y = 0,5; n5o— wspdtczyn-
nik interakcji hemoéw w reakcji utlenowania hemoglobiny odpowiadajacy nasyceniu
ligandem w 50®%: Em— potencjat oksydacyjno-redukcyjny przy utlenieniu zwiazku
w 50%; 2,3-DPG — 2,3-dwufosfoglicerynian; IHP — sze$ciofosforan inozytolu; T, R —
konformacje czwartorzedowe Hb (tense) i Hb02 (relaxed); t, r— konformacje trzecio-
rzedowe tancuchéw w Hb i Hb02; e.p.r. — elektronowy rezonans paramagnetyczny.
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11-2. The models of homotropic interactions
11-3 The conformation of hemoglobin and homotropic interactions
I1-4. The properties of valency hybrids and hcme-modified hybrid hemoglobins
I11. The changes in equilibrium of R and T states in hereditary variants of hemo-
globin A
IV. The oxidation of hemoglobin and properties cf mcthemoglobin. Binding of
allostcric ligands to methcmoglobin

Hemoglobina byta przedmiotem badan i analiz z najrozmaitszych pun-
ktéw widzenia i z zastosowaniem wyjatkowo szerokiego wachlarza metod
(1). Na tamach Postepéw Biochemii czynnos$¢ i budowe hemoglobiny przed-
stawiata Kwiatkowska (2),a heterotropowe oddziatywania zwigzkéw
fosforowych — Pawlak (3) i Gondko (4). Leyko i wsp. przedsta-
wili ostatnio analize mechanizmdw czynnosci hemoglobiny w konteksScie
poznanych wiasciwosci innych biatek oddechowych (4a). Obecne oméwie-
nie opiera sie przede wszystkim na nowszych doniesieniach dotyczgcych
wiasciwosci hemoglobiny i w szerszym zakresie uwzglednia modele reak-
cji allosterycznych przydatne do interpretacji mechanizméw czynnosci he-
moglobiny.

I. Budowa ludzkiej hemoglobiny A

Ludzka hemoglobina A (adult = typu dorostego) skiada sie z czterech
tancuchéw polipeptydowych zawierajgcych po jednej grupie hemowej.
W czasteczce hemoglobiny wystepuja dwa rodzaje tancuchéw: a i p réznig-
ce sie sktadem aminokwasow (141 w tancuchu a i 146 w fancuchu P) i ko-
dowane przez odrebne, niesprzezone geny strukturowe.

Informacje o przestrzennej budowie hemoglobiny, uzyskane w wyni-
ku badan prowadzonych przez Perutza i wsp. bez przerwy od roku
1937, stanowig obecnie podstawe do wyciggania szczeg6towych wnioskow
0 zwigzkach pomiedzy budowg a czynnoScig tego biatka. Waznymi etapa-
mi w tym zakresie byto poznanie przy pomocy dyfrakcji promieni rentge-
nowskich z dokladnoscia do 2,8 A budowy przestrzennej utlenowanej
(HbO2 hemoglobiny konskiej (5, 6), a nastepnie jej formy nieutlenowa-
nej (Hb) (7).

Pozycje kazdego aminokwasu w tancuchach polipeptydowych oznacza
sie w dwojaki sposob: kolejng cyfrg od konca NH2oraz kolejnoscig w ozna-
czonych duzymi literami alfabetu odcinkach tancuchéw polipeptydowych
wyréznionych na podstawie budowy drugorzedowej (a-heliks lub forma
przypadkowego zwiniecia). Okreslenie pozycji aminokwasu w odcinkach
taricucha (od A do H) informuje w przyblizeniu o potozeniu tej reszty
w tréjwymiarowym modelu czasteczki. Grupa hemowa w kazdym tancu-
chu wigze sie kowalentnie z resztg histydyny okreslang jako proksymal-
na — F8 (87 a i 92 (3; identyczna pozycja tej reszty w odcinku F jest wy-
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razem homologii w budowie fancuchdéw a i (J. Miejsce wigzace ligand w obu
rodzajach fancuchow tworzy hem z sagsiednig resztg histydyny — E7 (58 a
i 63 |3, oraz waliny — Eli (62 a i 67 (i). W hemoglobinie utlenowanej cza-
steczka tlenu tgczy sie z atomem zelaza w sposdb asymetryczny, to znaczy
dwa atomy tlenu znajdujg sie w réznych odlegtosciach od atomu zelaza
(8, 9). W zaleznosci od stanu warto$ciowosci zelaza hemu, hemoglobina wig-
ze nastepujace ligandy: Oz CO, NO (zelazo zredukowane) lub HD, OH-.
F-, NJ, CH~ (zelazo trojwartosciowe). Poglady na charakter wigzania po-
miedzy tymi ligandami (zwlaszcza 02 a zelazem zostaty przedstawione
w rozdziale IV.

Pozostate wigzania pomiedzy hemem a globing (w liczbie okoto 60) od-
grywajg wazng role w stabilizacji czasteczki globiny oraz w przenoszeniu
zmiany konformacji hemu na sasiednie tancuchy (10).

Wiasciwosci roznych form hemoglobiny (hemoglobiny zwigzanej z réz-
nymi ligandami) czesto sg zwigzane ze spinem zelaza. Spin Fe zalezy od

\.\'\ /u
C 2
F"\i“’A——-"”\}- B
Y
LI

Ryc. 1. Schemat wigzania hemu w hemoglobinie
X oznacza C, N lub O. tadunek dodatni X jest stabilizowany wigzaniem z pierScieniem
imidazolowymdystalnej histydyny, w ktérym azot jest donorem elektronu a X —akceptorem (14)

Tabela 1.
Formy hemoglobiny A i ich spiny
Hemoglobina Ligand Fe Spin
Fe(ll)
Hemoglobina utlenowana (Hb02) 02 0
Hemoglobina tlenkoweglowa (HbCO) Cco 0
Hemoglobina ze zwigzanym tlenkiem azotu (HbNO) NO 0
Hemoglobina odtlenowana (Hb) — 2
Fe(lll)
Methemoglobina kwasna (Hb 11l Ha0) h 20 5/2
Methemoglobina zasadowa (Hb Il OH) OH- 1/2, 5/2
Fluoromethemoglobina (Hb IIl F) F- 5/2
Azydek methemoglobiny (Hb 111 N3 Ns 1/2

Cyjanomethemoglobina (Hb II1 CN) CN- 1/2
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Tabela 2.
Konfiguracje spinéw elektronéw 3d i odpowiadajace im wartosci spinu Fe

Wigzanie z ligandem Konfiguracja elektronéw 3d Catkowity spin
(Fe-+)(3d)6 ftitT T1 71t 2
' jonowe
(Fe3+)(3d)5 111n « 1r |t i 5/2
(Fe2+)(3d)6 u ditiicias 1 1 0

kowalencyjne
(Fe3+)(3d)5 itnt it i j 1/2

sparowania elektronéw 3d, przy czym Fe(ll) posiada 6 elektronéw 3d, na-
tomiast Fe(lll) — 5 elektronéw 3d. W tabeli 2 przedstawiono stany sparo-
wania tych elektronéw i odpowiadajgce im stany spinu atomu Fe. Wartosci
spinéw réznych form hemoglobiny podano w tabeli 1. Wysokos¢ spinu Fe
wyznacza paramagnetyczne wiasciwosci hemoglobiny. Poniewaz globina
jest diamagnetyczna, hemoglobina utlenowana jest rowniez diamagnetycz-
na ze wzgledu na konformacje hemu. Formy hemoglobiny — odtlenowana
i zwigzana z ligandem réznig sie budowa przestrzenng zarbwno w zakresie
struktury trzeciorzedowej fancuchdéw, jak konformacji tetrameru.

Stany konformacji fancuchéw struktury trzeciorzedowej oznacza P e -
rutz symbolami t (tense — napieta struktura formy odtlenowanej) oraz
r (relaxed — struktura formy utlenowanej mniej zmieniona w poroéwna-
niu z izolowanymi tafcuchami). Szereg wiasciwosci struktury trzeciorze-
dowej ma okre$lone znaczenie w reakcji wigzania ligandow hemu przez he-
moglobine. W p t kieszonka hemowa jest za ciasna aby zmiesci¢ ligand,
podczas gdy w kieszonce a t jest dosy¢ miejsca na czgsteczke 0 2— wiasci-
wosci te odgrywajg role w kolejnosci utlenowania tancuchéw a przed tan-
cuchami @3 Przedostatnie aminokwasy w taricuchach a i (— tyrozyny 140 a
i 145 Bw konformacji t znajdujg sie w kieszonkach pomiedzy spiralami
F i H odpowiednich tancuchéw. W konformacji r zostajag one wypchniete
z tych kieszonek, co pociaga za sobg przemieszczenie sie koncowych amino-
kwasoéw Arg 141 a i His 146 @i zerwania wigzan tgczacych tancuchy, a wiec
zmiane struktury czwartorzedowej.

Struktura czwartorzedowa hemoglobiny to utozenie dwoch tancuchéw
a i dwoch tancuchéw @ wzgledem siebie oraz ich wzajemne powigzanie.
Opisana budowa przestrzenna Hb i HbO, odpowiada dwém stanom struk-
tury czwartorzedowej: T i R. W obu stanach konformacyjnych hemoglo-
bina jest symetryczna, co oznacza istnienie osi, wokot ktorej obrdt czastecz-
ki o0 180° powoduje natozenie na siebie pozycji jednoimiennych tancuchéw.
Ro6znice pomiedzy obydwoma stanami konformacyjnymi wyrazajga sie mie-
dzy innymi odlegto$ciami pomiedzy atomami zelaza —réznymi w Hb
i Hb02 (Tabela 3).
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Tabela 3.

Odlegtosci pomiedzy atomami zelaza w hemoglobinie

koniskiej (W A) (11)

i Hb HbOz
1
Fe —Fe@ 39,9 33,4
Feat—Fea2 34,9 36,0
FePx—Feaal
Fe(32—Feal 24,1 250
Feax—Fe
Fea2—Fe 36,9 350

Wigzania pomiedzy tancuchami w hemoglobinie majg w wiekszosci cha-
rakter niepolarny; poza tym wystepujg wigzania jonowe i wodorowe, nie
ma natomiast wigzan kowalencyjnych. Niepolarne reszty aminokwasowe
poza plaszczyznami kontaktu tancuchéw wystepujag w kieszonce hemowej.
Szczegbtowo poznane zmiany wigzahn jonowych pomiedzy taficuchami he-
moglobiny sprzezone z transformacja T -> R zostang omowione w rozdziale
11-3 w kontekscie sekwencji zmian proponowanej przez Perutza (10).

Wigzania pomiedzy tafncuchami réznig sie trwatoScig i w roztworach
w warunkach fizjologicznych tetramer znajduje sie w réwnowadze dyso-
cjacji z dimerami o sktadzie a3 Dla oznaczania ptaszczyzny dysocjacji
w tetramerze stosujemy notacje dysocjujacych dimeréw: a?li a2®2 Kon-
takty pomiedzy tancuchami mozna opisa¢ symbolami: al— filw odniesieniu
do kontaktu tafAcuchow tworzacych dimer i odpowiednio al—fi2 oraz
al— a2 na okreS$lenie kontaktéw pomiedzy tancuchami dysocjujacych di-
merdw. Dysocjacja tetrameru na dimery jest w HbOz okoto 3X104 razy
wieksza anizeli w Hb odtlenowanej. Oznacza to, ze ta ostatnia w warun-
kach fizjologicznych wystepuje prawie wytgcznie jako tetramer (12).

I1. Czynno$¢ hemoglobiny A

Hemoglobina nie jest enzymem, jednak wiasciwos$é swoistego i odwra-
calnego wigzania ligandow hemu odpowiada reakcji wigzania substratu
przez enzym. Badania tej reakcji hemoglobiny w znacznym stopniu przy-
czynity sie do powstawania koncepcji allosterycznej regulacji funkcji bia-
tek. Zaawansowanie badan czynnosci i budowy hemoglobiny sprawia, ze
interpretacja tych danych jest podstawa tworzenia modeli czynnosci he-
moglobiny, ktére sg przydatne réwniez do oceny allosterycznych mecha-
nizméw wystepujagcych w innych biatkach.

9 Postepy Biochemii 3/77
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Nastepujace pojecia z zakresu regulacji allosterycznej czynnosci biatek
beda przydatne w opisie wiasciwosci hemoglobiny (13):

— konformacja biatka — przecietne pozycje atoméw w stanie réw-
nowagi termodynamicznej czasteczki;

— zmiana konformacji — dotyczy tych zmian pozycji atoméw, ktére
nie tworza i nie zrywaja wigzan kowalencyjnych, zwykle rozwaza
sie zmiany odwracalne w warunkach doswiadczalnych;

— ligand — czasteczka wigzaca sie w sposéb odwracalny ze swoistym
miejscem aktywnym w czasteczce biatka; jon wodorowy jest ligan-
dem, w aspekcie przytgczania do okreSlonych atoméw w biatku;

— efekt allosteryczny — oddzialywanie nie przylegajacych do siebie
miejsc aktywnych w biatku; miejsca te i zwigzane z nimi ligandy
nie maja bezposredniego kontaktu i nie oddzialywujg na drodze
elektrostatycznej; oddziatywanie zachodzi poprzez zmiane konfor-
macji biatka;

— biatko allosteryczne — zawiera wzajemnie oddziatywujgce nieprzy-
legajace do siebie miejsca aktywne;

— efektor — ligand, ktéry poprzez swoje miejsce wigzania oddziaty-
wuje na nieprzylegajgce miejsca biatka;

— odziatywanie homotropowe — oddziatywanie pomiedzy identycznymi
miejscami aktywnymi, ktore wigzg takie same czasteczki liganda;

— oddziatywanie heterotropowe — oddziatywanie pomiedzy nieprzyle-
gajacymi miejscami aktywnymi réznigcymi sie budowa i rodzajem
wigzanego liganda.

I1-1. Homotropowe i heterotropowe mechanizmy regulacji przenoszenia 02 i C02
przez hemoglobine

Ro6znice pomiedzy wiasciwosciami heméw w tancuchach a i @ (10, 14)
sugerujg, ze termin interakcja homotropowa nie jest w peini adekwatny
na okre$lenie interakcji pomiedzy hemami w Hb. Niemniej stosowane zgod-
nie z tradycjg okreslenie to wyrd6znia wspomniang interakcje od wptywu
na reakcje utlenowania takich afektoréw heterotropowych, jak 2,3-dwu-
fosfoglicerynian (2,3-DPG), H+, C02

Interakcje homotropowe pomiedzy hemami objawiajg sie sigmoidal-
nym wykresem wigzania tlenu w funkcji stezenia liganda (Ryc. 2), co od-
réznia reakcje allosteryczng od reakcji przebiegajacych zgodnie z prawem
réwnowagi mas charakteryzujacych sie hiperbolicznym przebiegiem krzy-
wej. Fizjologiczne znaczenie interakcji hemoéw polega na utatwieniu prze-
noszenia tlenu przez hemoglobing poniewaz oznacza duze zmiany wysy-
cenia hemoglobiny przy stosunkowo niewielkich zmianach p02 Sigmoidal-
ny ksztatt krzywej wiazania tlenu przez Hb sprawia, ze w zakresie fizjolo-
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Ryc. 2. Krzywe wigzania tlenu przez hemoglobine w krwinkach czerwonych; wplyw
zmian powinowactwa (pso) na wydajno$¢ przenoszenia tlenu przez krwinki czer-
wone (3)

gicznych wartosci cisnienia tlenu, zmniejszenie powinowactwa Hb do tlenu
zwieksza rdéznice utlenowania hemoglobiny pomiedzy krwig tetniczag
a krwig zylna, a tym samym zwieksza wydajnos¢ przenoszenia tlenu przez
krwinki czerwone. Alternatywny mechanizm zwiekszenia tej wydajnosci
poprzez obnizenie ci$nienia tlenu w tkankach jest przewaznie niepozadany.
Wyjasnia to znaczenie fizjologicznej regulacji przenoszenia 0 2 przez hete-
rotropowe efektory, jak H+, C02i 2,3-DPG, ktére zmniejszajg powinowac-
two hemoglobiny do tlenu (Ryc. 2).

Ocene wydajnosci przenoszenia tlenu przez hemoglobing wykazujacg
prawidtowg interakcje hemoéw mozna opiera¢ na warto$ciach p302 to
znaczy cisnienia parcjalnego tlenu, przy ktérym Hb jest utlenowana
w 50°/0. Przy zmienionej interakcji hemow nalezy uwzglednia¢ to, ze wy-
dajno$¢ przenoszenia tlenu in vivo zalezy przede wszystkim od ksztattu
krzywej wigzania tlenu w zakresie wartosci wysycenia hemoglobiny jakie
stwierdza sie in vivo (3).

Pierwszym heterotropowym efektem opisanym w hemoglobinie byt
efekt Bohra, ktdry dotyczyt zmian powinowactwa tlenowego (p3) pod
wpltywem zmian pCO02 (15). P6Zniej wytlumaczono te zmiany wplywem
pH, nie odrézniajac go od wptywu CO, i od tego czasu nazwa efekt Boh-
ra jest uzywana na okreslenie wptywu H+ na wigzanie Oz przez hemo-
globine.

Powinowactwo Hb do tlenu jest najnizsze przy pH okoto 6,5 i wzrasta
przy wzroscie pH (alkaliczny efekt Bohra) oraz przy obnizeniu wartosci pH
(kwasny efekt Bohra). Alkaliczny efekt Bohra jest mechanizmem fizjolo-
gicznym i jako taki budzi wieksze zainteresowanie anizeli kwasny.

W roku 1914 Christiansen, Douglas i Haldane stwierdzili
wigzanie wiekszej ilosci jondw H+ przez Hb w poréwnaniu z Hb02 Stad
odnoszace sie do zasadowego efektu Bohra okreslenie, ze Hb02jest silniej-
szym kwasem anizeli Hb, jest nazwane efektem Haldane’a (16).

o*
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Zmodyfikowana hemoglobina pozbawiona grupy His 146 6— des (His
146 (3Hb wykazuje alkaliczny efekt Bohra zmniejszony do potowy (17).
Grupa imidazolowa His 146 @determinuje 50°/0 alkalicznego efektu Bohra.
Zidentyfikowano jeszcze jedna reszte: Val 1 a, ktérej wigzanie H+ jest sil-
niejsze w Hb anizeli w Hb02i ktéra odpowiada za 25% efektu Bohra w za-
kresie zasadowym. Efekt Bohra jest bardziej zwigzany z trzeciorzedows
anizeli z czwartorzedowg budowg Hb. Swiadczg o tym: wystepowanie efek-
tu Bohra w izolowanych tancuchach a i @ (18), oraz szybko$¢ uwalniania
protonéw w reakcji utlenowania (19, 20, 21). Kwasny efekt Bohra wydaje
sie w catosci zaleze¢ od trzeciorzedowej struktury farficuchéw (18).

Hemoglobina przyczynia sie do transportu COa poprzez krazenie krwi
w dwojaki sposéb: neutralizuje H2ZC03 za posrednictwem efektu Bohra,
oraz wigzac C02bezposrednio do grup aminowych Val 1a i Val 1 3 Wia-
zanie bezposrednie zachodzi w reakcji:

R—NH2+C02= R- NHCOCT+ H+

zachodzacej tylko pomiedzy niezjonizowanymi grupami aminowymi i C02
przy czym produktem sg karbaminiany. Badania hemoglobin z zablokowa-
nymi grupami Val 1a lub Val 1 @wykazaty, ze grupy aminowe Val 1 @3
warunkujg wiekszg cze$¢ obnizenia powinowactwa hemoglobiny pod wpty-
wem CO02(22). Tworzenie karbaminianu Val 1 @ jest szybsze (23) i silniej
sprzezone z odtlenowaniem (24), anizeli tworzenie karbaminianu Val 1 a.
Val 1a wigze nie tylko C02 ale réwniez H+, co oznacza wspo6tzawodnicze-
nie tych dwoch efektorow o to miejsce. W oddziatywaniu z Val 1 BC02
wspotzawodniczy z 2,3-DPG. Pomimo tego wspoétzawodnictwa 2,3-DPG
zwieksza wydajnos$¢ catkowitego transportu COz zwiekszajac efekt Bohra
hemoglobiny. W obecnosci fizjologicznych stezeh 2,3-DPG tylko 12%
transportu (netto) odbywa sie w formie karbaminianéw, podczas gdy przy
obnizonym stezeniu 2,3-DPG ta forma stanowi 30% transportu (25).

Stosunkowo niedawno zidentyfikowano trzecig klase heterotropowych
efektordw obnizajacych powinowactwo hemoglobiny do tlenu (26,27). Sa to
zwiagzki fosforowe: 2,3-DPG w krwinkach czerwonych ssakéw i szeSciofos-
foran inozytolu (IHP) w krwinkach czerwonych ptakéw. Badania czynnos-
ciowe wykazaly, ze Hb wigze te zwigzki silniej od Hb02i Zze wigzanie na-
stepuje w proporcji 1 czasteczka efektora na tetramer.

Miejsce wigzania 2,3-DPG w szczelinie pomiedzy taricuchami |3 sugero-
wane przez Perutza (10) zostatlo potwierdzone bezposrednio badaniami
krystalograficznymi kompleksu Hb-DPG (28). Miejsce to nie wystepuje
w Hb02 His 143(3 okazuje sie waznym miejscem wigzania pomiedzy Hb
a 2,3-DPG, poniewaz brak tej reszty w hemoglobinie ptodowej (Hb F)
znacznie obniza wigzanie tego efektora, co jest przyczyng zwiekszonego
powinowactwa krwi ptodowej do tlenu w poréwnaniu z krwig cztowieka
dorostego (29). Wptyw ATP na wigzanie tlenu przez Hb jest bardzo zblizo-
ny do wptywu 2,3-DPG (30). Niemniej w krwinkach czerwonych ATP wy-
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stepuje gtéwnie w formie kompleksu z Mg2+ ktéry nie wptywa na powi-
nowactwo Hb do tlenu (31).

Wszystkie efekty heterotropowe w hemoglobinie oprécz zmiany wigza-
nia 02 oddziatywujg na siebie wzajemnie. Oddzialywanie to moze by¢
rozpatrywane w kategoriach funkcji sprzezonych opisanych przez Wy-
mana (32):

[ IdlogaY \  _ j [dzHbX\
UlogaX/zY I AZHbY /ax

gdzie X i Y oznacza ligandy hemoglobiny, a oznacza aktywnos$¢ (liganda
w roztworze), zHb — frakcje hemoglobiny zwigzang z ligandem. Prawi-
dtowa krew w procesie odtlenowania wigze okoto 0,5 H+/02 dwutlenek
wegla w formie karbaminianéw uwalnia protony z hemoglobiny odtleno-
wanej i w ten spos6b obniza wymieniony wskaznik do 0,4 H+/02 2,3-DPG
wigze dodatkowe protony i dlatego zwieksza efekt Bohra do 0,8 H+/02 (33).

11-2. Modele oddziatywan homotropowych

Interakcja hemdw w reakcji wigzania tlenu przez hemoglobine obja-
wia sie sigmoidalnym przebiegiem krzywej nasycenia.

Pierwsza hipoteze na temat mechanizmoéw wyjasniajagcych to zjawisko
podat H i1l (34), proponujac sprzezony charakter wigzania tlenu do n
miejsc w czgsteczce hemoglobiny, co opisat wzorem:

gdzie K oznacza statg réwnowagi reakcji, a p — ci$nienie tlenu. Dane dos-
wiadczalne w zakresie wartosci 0,1 <Cy <C0,9 wskazujg na wielko$¢ n okoto
3. Mechanizm proponowany przez Hilla nie znalazt potwierdzenia w dal-
szych badaniach wykazujgcych cztery miejsca aktywne w czgsteczce hemo-
globiny (35), wartosci n zblizajace sie do 1 przy kraficowych warto$ciach
y (36) oraz Kkinetyke wigzania liganda nie potwierdzajgcg wystepowania
reakcji wyzszego rzedu (37). Niemniej wartos¢ n z wzoru Hilla jest nadal
uzywana jako ilosciowy wskaznik interakcji hemow. Sigmoidalny wykres
zaleznosci pomiedzy wigzaniem tlenu przez Hb a stezeniem 02 mozna
przedstawi¢ inaczej w formie wykresu réwnania Hilla:

Iog——X——— = nlogp + logK
l-y

Roztwory Hb A ijej odmian wykazujg w tym wykresie prostoliniowe zmia-
ny parametréw w zakresie wartosci y od 0,1 do 0,9. Nachylenie tej linii jest
miarg interakcji hemow (n).

Schemat Adaira (38), ktory zastgpit hipoteze Hilla wprowadzit od-
dzielne state réwnowagi dla wiazania liganda z poszczegdlnymi hemami.
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Ma on charakter wytgcznie fenomenologiczny i nie sugeruje nic w odnie-
sieniu do strukturalnych mechanizméw reakcji. Wzdr Adaira ma postac:

K lp + 2K 1K 2p2+ 3K 1K 2K 3p3+ 4K 1K 2K 3K 4p4
41+ Kip + KiK2p2+ KiK 2K 3p3+ KiK2K3K4p4)

przy czym state rownowagi Kj odpowiadajg etapom reakcji:
Hb(02i_i+02  Hb(0i

dla i = 1—4, a p— oznacza cisnienie parcjalne 02 Kj zalezy od statej
wigzania (ki) i statej dysocjacji (ki):
ki
K; = o

W prawidtowej hemoglobinie interakcja hemdéw wyraza sie wartosScia-
mi K4300X wiekszymi od Kx(39).

State Kxi K4oznaczono na podstawie odpowiednio szybkosci poczatko-
wej reakcji utlenowania oraz szybkosci reakcji wymiany 0 2na CO mierzo-
nych metoda stop flow. Statg k'4 oznaczano przy pomocy fotolizy tahcuchow
hemoglobiny zwigzanych z CO w roztworze HbOz zawierajgcym niewielkg
ilos¢ hemow (CO). Poniewaz w roztworze tym p02znacznie przewyzszato
pCO po fotolizie heméw (CO) reagowaty one z 02 a kinetyka tej reakcji
byta funkcjg k4 (40). Statg kaw najprostszy sposdb mozna zmierzy¢ do-
dajac malg ilos¢ Oz do roztworu Hb z podsiarczynem sodowym. Bezposred-
nio po zmieszaniu powstaje niewielka ilos¢ Hb02 ktdra dysocjuje wsku-
tek obnizenia p02przez podsiarczyn. Szybkos¢ dysocjacji hemow (02 jest
wyznaczona stalg ki (41).

W zakresie strukturalnych mechanizmdw interakcji heméw w hemo-
globinie proponowane modele mozna podzieli¢ na dwie grupy. Pierwsza
opiera sie na zatozeniu, ze powinowactwo tlenowe czasteczki hemoglobiny
jest wyznaczone liczbg hemdw wysyconych ligandem, a koricowe etapy re-
akcji sa utatwione pod wptywem hemdw utlenowanych. Nalezg tutaj mo-
dele Paulinga (42) oraz Koshlanda, Nemethy i Filme-
ra (K—N—F) (43). Ten ostatni jest okre$lony jako model wielostopnio-
wych zmian konformacji (sequential model), lub jako model wzbudzonego
dopasowania (induced fit) (Ryc. 3b). Do drugiej grupy nalezy model dwéch
konformacji Monod —Wyman —Changeux (13), ktéry w prze-
ciwienstwie do modelu K—N—F zak#tada, ze powinowactwo nie zalezy bez-
posrednio od ilosci miejsc aktywnych wysyconych ligandem tylko od row-
nowagi dwoch konformacji czwartorzedowych o réznym powinowactwie.
W odniesieniu do biatek zawierajgcych kilka podjednostek jest to model
sprzezonych zmian konformacji fafcuchéw (concerted model) (Ryc. 3a).

W oderwaniu od mechanizéw interakcji heméw mozna twierdzi¢ za-
réwno, ze pierwsza czasteczka liganda utatwia wigzanie nastepnych, jak
réwniez, ze wigzanie pierwszej czasteczki liganda jest utrudnione z powo-
du interakcji heméw w odtlenowanej Hb. Pierwszg mozliwos¢ ilustruje
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Ryc. 3. Modele mechanizméw interakcji homotropowych.

(a) Model dwéch konformacji (Monod, Wyman, Changeux) (13).
Kwadraty i kota symbolizujg trzeciorzedowg strukture podjednostek. Wszystkie podjednostki
danej czasteczki biatka przyjmuja te samag konformacje (wg 101)

(b) Model wzbudzonego dopasowania (Koshland, Nemethy, Filmer) (43).
Kwadraty i kota przedstawiajg strukture trzeciorzedowa podjednostek, ktéra wyznacza powino-
wactwo do liganda A. Zgodnie z modelem jako zwigzki posrednie wystepuja formy przed-
stawione na przekatnej. Formy przedstawione w kolumnach wystepowatyby przy zmianie kon-
formacji zgodnej ze schematem M-W-C (wg 101)

(c) ,,Og6lny” model interakcji homotropowych w hemoglobinie (Herzfeld i Stan-
ley, 19T4) w zestawieniu z mechanizmami proponowanymi przez Monoda i in., (13)
oraz Perutza (10), ktore zostaty przedstawione jako szczeg6lne przypadki ,,0g6l-
nego” modelu

Symbole: as —wigzanie substratu; t—struktura trzeciorzedowa; q —struktura czwartorzedowa.

Linia taczaca ciggta oznacza interakcje, a linia taczaca podwdjna i wpisanie w ramke oznaczaja
niezwykle silne oddziatywanie (sprzezenie).

mechanizm oddziatywania typu wzbudzonego dopasowania (model
K—N—F), druga odpowiada modelowi dwoch konformacji (M—W—C).
W odniesieniu do hemoglobiny Wyman juz w roku 1949 zauwazyt, ze
wysokie powinowactwo do tlenu hemoglobiny zdysocjowanej w roztwo-
rach mocznika przemawia za drugim mechanizmem odzialywania, to zna-
czy, ze powinowactwo podjednostek jest wieksze od powinowactwa tetra-
meru (32).

Szereg biatek allosterycznych zachowuje sie zgodnie z modelem
K—N—F i niektore zjawiska, jak obnizenie wspétczynnika interakcji po-



428 A. L. PAWLAK [12]

nizej 1 (negative cooperativity) mozna wyjasnia¢ wytacznie w kategoriach
tego modelu.

Wiekszos¢ danych doswiadczalnych dotyczacych hemoglobiny mozna
jednak wyjasni¢ w kategoriach modelu dwdéch konformacji (M—W—C).
Opis roznic pomiedzy budowa krysztatbw hemoglobiny odtlenowanej
i zwigzanej z ligandem (44) zainspirowat stworzenie tego modelu. W prze-
ciwieAstwie do modelu K—N—F, model dwoch konformacji zaktada, ze
w stanie konformacji T (tense) biatka wystepujg przeszkody w wigzaniu
liganda, ktérych nie ma w konformacji R (relaxed). W odniesieniu do he-
moglobiny zatozenie to zostato potwierdzone i badania krystalograficzne
0 zwiegkszonej rozdzielczosci wykazaty ograniczenie dostepu ligandow do
heméw w stanie T (rozdz. 11-3). Stad postulowane przez Peru tza (10)
molekularne mechanizmy interakcji hemoéw, jak réwniez interpretacje me-
chanizméw zmiany réwnowagi reakcji (45) rozbudowujg podstawowe kon-
cepcje modelu dwoch konformacji. Dla wyjasnienia zachowania hemoglo-
biny w obecnosci organicznych fosforanéw (2,3-DPG, IHP) postuluje sie
model trzech stanéw konformacji hemoglobiny réznigcych sie powinowac-
twem do ligandéw: stanu T bez fosforanu, stanu T z fosforanem i stanu
R (46).

Schemat dwdch stanéw konformacyjnych nie ttumaczy wiasciwosci hy-
brydéw hemoglobiny z jednym rodzajem tancuchéw w formie cyjanomet
(47, rozdz. 11-4). Przydatno$¢ modelu zwieksza sie po uwzglednieniu réznic
w reaktywnosci tancuchow a i @ Za dalszym skomplikowaniem modelu
przemawia postulat Per utza (10), ze oddziatywanie liganda na geome-
trie hemu znaczaco zmienia konformacje faficuchéw, co oznacza mechanizm
wzbudzonego dopasowania wspdtistniejacy z mechanizmami sprzezonej
zmiany struktury czwartorzedowej. Z drugiej strony energia oddziatywa-
nia zelaza z hemem okazuje sie zbyt mata, aby postulowa¢ bezposrednig
»interakcje heméw” (48, 49, rozdz. I1-3).

Herzfeld i Stanley (50) zaproponowali, jako wyjasnienie wy-
mienionych wiasciwosci hemoglobiny ,,0g6lny” model interakcji homo-
tropowych wystepujacych w czasteczce hemoglobiny. Model ten zaklada,
ze oddziatywania hemu z tancuchem globiny oraz oddziatywania pomiedzy
strukturg trzeciorzedowg a czwartorzedowg hemoglobiny sg réwnorzedne
pod wzgledem wptywu na cato$¢ interakcji homotropowej. Na rycinie 3c
przedstawiono schemat mechanizmow interakcji heméw tych autoréw,
przy czym modele M—W—C, K—N—F i Perutza zostaly przedsta-
wione jako szczeg6lne przypadki ,,0g96lnego” modelu.

11-3. Budowa przestrzenna hemoglobiny a mechanizmy oddziatywan homotropowych

Dostepne metody badania, w szczegdlnosci pomiary rezonansu magne-
tycznego wykonywane w roztworach hemoglobiny oraz na krysztatach Hb
1HbOz nie wykazujg réznic w konformacji tych form hemoglobiny w za-
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leznosci od stanu: krystalicznego czy w roztworze (51). Poznane konfor-
macje Hb i HbO, wystepujg wiec w roztworach.

Zmiany w strukturze czwartorzedowej hemoglobiny sprzezone z wigza-
niem liganda moga by¢ w skrécie opisane zmianami odlegtosci atomow ze-
laza; odlegtos¢ pomiedzy atomami zelaza w tancuchach @ zwigksza sie
0 1,1 A (tabela 3). Przemieszczenia atomow Zzelaza sa spowodowane obrotem
podjednostek wzgledem siebie. W obrebie kontaktu al— (3L wyraza sie to
niewielkim tylko (do 1 A) przesunieciem atomoéw. Na tej podstawie uwaza
sie, ze ten kontakt nie odgrywa czynnej roli w interakcji heméw. W obre-
bie kontaktu al— (@przesuniecia siegaja 7 A. Oznacza to, ze w plaszczyznie
kontaktu al— fi2 wigzania pomiedzy faricuchami roznig sie w zaleznosci
od stanu utlenowania hemoglobiny. Rycina 4 przedstawia jak sprzezone
z utlenowaniem przemieszczenie w obrebie tej plaszczyzny zmienia wigza-
nie stabilizujgce konformacje odtlenowang (Tyr 42 aj — Asp 99 2 na wia-
zanie stabilizujace konformacje R (Asp 94 — Asn 102 P). Schemat ten
uwidacznia réwniez mechanizm stabilizacji okre$lonych konformacji he-
moglobiny.

tancuch a

Tyr C7(42a) Asp Gl (94a)
Q T Hb

Asn G4 (1024)

7 Asp Gl (995D,

% , Z fanicuch a>

7/, tancuch
Tyr C7 (42)ZAsp G1 (94 a),

HbO;
Asn G4 (1025

O Rsp 61993
777/ dancuch 7,
Ryc. 4. Sprzezone z utlenowaniem hemoglobiny zmiany wigzan wodorowych pomiedzy
tancuchami «i i @ (100).

W oparciu o budowe hemoglobiny w formach odtlenowanej i utlenowa-
nej Perutz (10) zaproponowat hipotetyczng sekwencje zmian konformacji
towarzyszacych wigzaniu tlenu. Dodatkowg przestankg w proponowanym
przez niego modelu byto stwierdzenie, ze walina Eli fi stanowi w konfor-
macji T przeszkode dla wigzania liganda z hemami |3 natomiast w hemach
a taka przeszkoda nie wystepuje. Uzasadnito to zatozenie, ze tancuchy
w tetramerze sg utlenowane w kolejnosci a przed $ i zasugerowato wyste-
powanie okre$lonych form hemoglobiny czesSciowo utlenowane;j.

Powinowactwo tafcuchéw hemoglobiny do tlenu maleje w stanie kon-
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formacji T zaréwno w wyniku bezposredniego odziatywania na hemy, jak
i ograniczenia dostepu liganda do miejsca wigzania (52). Badania hybrydow
zawierajacych rozne (proto- i mezo-)porfiryny wykazaty, ze w odtlenowa-
nej Hb A bezpos$rednie oddziatywanie na hemy, czyli zwigzane z konforma-
cja T napiecia w strukturze wystepuja tylko w tancuchach a (53). Wedtug
nowszych danych ograniczenie dostepu ligandéw do hemu zachodzi w kon-
formacji T zarbwno w taincuchach a jak |3 W tancuchach a wigzanie ligan-
da musi by¢ poprzedzone usunieciem czasteczki wody zwigzanej z dystalng
histydyng (ale nie z zelazem hemu) (54). W tancuchach fresztg ogranicza-
jaca dostep do hemu jest Val Eli (55). Przypuszczenia Perutza o kolejnosci
utlenowania tancuchéw a przed tancuchami @byty wiec oparte na niepet-
nych danych o strukturze hemoglobiny (10), niemniej znalazty potwierdze-
nie w wynikach badan wykonanych z zastosowaniem techniki znacznikéw
spinowych (58). Dalszym warunkiem zmiany konformacji hemu polegajg-
cej na sprzezonym z wigzaniem liganda przemieszczeniu zelaza w kierun-
ku ptaszczyzny pierScienia porfirynowego sg zmiany struktury trzeciorze-
dowej tancuchoéw. Zmianom tym przeciwdziatajg wigzania stabilizujgce
konformacje T, ktdére narzucajg tancuchom konformacje t (52). Z drugiej
strony konformacja R nie przeszkadza w przyjmowaniu przez podjednostki
konformacji t.

Ograniczenia stwarzane przez konformacje T i utrzymujgce tancuchy
w konformacji t malejg w wyniku wigzania kolejnych czesteczek tlenu
z hemoglobing. Perutz (10) wyrdznit nastepujace etapy zmian wigzan
stabilizujgcych konformacje T w przebiegu wigzania tlenu z hemoglobina:

— Szersza kieszonka hemowa w fancuchach a umozliwia wigzanie li-
ganda z hemem; powoduje to zmiane spinu i przemieszczenie zelaza
w plaszczyzne pierScienia porfirynowego (tabela 4) oraz wigze sie
z dalszymi zmianami struktury trzeciorzedowej tego fancucha.

— Zmniejszenie odlegtosci pomiedzy heliksami F i H usuwa z tej prze-
strzeni reszte tyrozyny 140 a; przemieszczenie tej ostatniej pocigga
za sobg sasiednig arginine 141 a, ktéra jako koncowy aminokwas
tworzy w Hb dwa wigzania jonowe z Val lii Asp 126 sgsiedniego
taficucha a; przemieszczenie Arg 141 powoduje zerwanie tych wig-
zan stabilizujgcych konformacje T i zmiane struktury czwartorze-
dowej (transformacja T -> R).

— Wigzanie liganda z hemami 3 wystepuje po utlenowaniu tancuchow
a, jednak oddziatywanie zmiany konformacji hemu na strukture
trzeciorzedowg tego tancucha jest podobne; zmniejszenie odlegtosci
pomiedzy heliksami F i G w tancuchu @Xusuwa z tej przestrzeni Tyr
145, powodujac przemieszczenie His 146 (BXi zerwanie mostka jono-
wego z Asp 94 Ru stabilizujgcego konformacje t tancuchow.

Waznym elementem budowy hemoglobiny, ktéry zdaniem Perutza wy-

jasnia (10) mechanizm interakcji homotropowych sg witasciwosci zelaza
i konformacja heméw w Hb i Hb02 Wiasciwosci zelaza w formach hemo-
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globiny, w ktérych nie stwierdza sie réznic w przestrzennej budowie he-
moéw w taincuchach a i @ zostaty przedstawione w tabeli 4.

Tabela 4.
Wiasciwosci zelaza w formach hemoglobiny nie wykazujacych réznic w przestrzennej budowie
heméw pomiedzy tancuchami a i ii (10)
) . Hb (111 CN) Hb (111H00)
Formy hemoglobiny HBcd ™ mbaungy  Hb au R
Wartosciowos¢ Fef* Fe b+t
llos¢ wigzan koordynacyjnych VI \Y VI VI
Odlegto$¢ od ptaszczyzny hemu w kierunku
proksymalnej histydyny (A) 0 0,75 0 0,3
Diugos$¢ wigzania z proksymalng histydyng (A) 2,0 2,15
Spin 0 2 1/2 5/2

Srednica atomu zelaza jest w Hb o 0,12 A wigksza anizeli w Hb (Ill
H2) (10). Zmiana $rednicy atomu zelaza potaczona ze zmiang konformacji
hemu jest zdaniem Perutza bodzcem wywotujgcym interakcje hemow za
posrednictwem zmian konformacji biatka. Opisany mechanizm oddziatywa-
nia liganda na hemoglobing nalezy do interakcji allosterycznych typu
wzbudzonego dopasowania (model K—N—F). Koncepcji tej przeciwstawit
sie jednak Shulman iin., (48) wskazujagc na stosunkowo matg energie
zwigzang ze zmianami konformacji hemow. Ostatnio grupa Shulmana
wykazata, ze energia zmiany wigzania zelaza hemu stanowi mniej niz 4%
zmiany energii czasteczki hemoglobiny zwigzanej z interakcjg homotropo-
wa (49). Sugeruje to, ze oddziatywania typu wzbudzonego dopasowania nie
odgrywajg wiekszej roli w czynnosci hemoglobiny, ktdrg w pierwszym
przyblizeniu mozna opisa¢é w kategoriach modelu dwdch konformacji
(M—W—C).

Asa kura (56) na podstawie badan hemoglobiny zawierajgcej hemy
zwigzane ze znacznikami spinowymi postuluje réwniez bezposredni zwia-
zek pomiedzy strukturg kieszonki hemowej warunkujaca dostep liganda do
hemu a powinowactwem hemoglobiny do ligandéw. W badaniach tych am-
plituda zmiany sygnatu elektronowego rezonansu paramagnetycznego wy-
przedzata zmiane absorpcji Swiatta sprzezong z wigzaniem liganda (02.
Autor wyjasnia to zaktadajac, ze e.p.r. wykazuje zmiany konformacji, kté-
re nie zmieniajagc absorpcji Swiatta powodujg zwiekszenie powinowactwa
hemoglobiny do liganda. Wyniki te podwazaja mozliwo$¢ interpretaciji
czynnosci hemoglobiny w kategoriach modelu wzbudzonego dopasowania.
Jednocze$nie, poniewaz zmiany spinu nie wykazujg punktéw isobestycz-
nych, mozna przyja€, ze otoczenie hemu przyjmuje w przebiegu utlenowa-
nie posrednie konformacje (w zakresie struktury trzeciorzedowej), ktoére
nie odpowiadajg wiasciwosciom typowych stanéw konformacji Hb i Hb02
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Na podstawie proporcjonalnych zmian wigzania tlenu i takich wskaz-
nikéw konformacji jak reaktywno$¢ grup SH przypuszczano, ze w stanie
réwnowagi reakcji formy hemoglobiny czeSciowo utlenowanej wystepujg
w nieduzych stezeniach (57). Przy pomocy metody znacznikow paramagne-
tycznych wykazano jednak, ze przy stezeniu HbOz okoto 25°/0 utlenowane
sg gtownie fancuchy a (58).

11-4. Wtasciwosci hybrydow roéznigcych sie ligandami lub budowg hemow przy
tancuchach a i p

Budowa hemoglobiny, na ktdrg sktadajg sie dwa rodzaje tancuchow: a
i [3 stwarza mozliwo$¢ modyfikacji miejsc wigzania tlenu w jednym tylko
rodzaju tancuchéw. W badaniach tych, skierowanych na ocene czynnosci
poszczegOlnych tancuchéw w hybrydach, postugiwano sie kilkoma rodzaja-
mi modyfikacji.

Semihemoglobiny, w ktorych jeden typ taficucha wcale nie zawiera he-
mu, swoimi wiasciwosciami udokumentowaty réznice pomiedzy tancucha-
mi w ksztattowaniu wiasciwosci tetrameru (59).

Prawidtowa budowa hemu odgrywa wazng role w interakcjach hemo-
tropowych w hemoglobinie. Badano znaczenie modyfikacji grup hemowych
polegajacych na substytucji grup winylowych potaczonych z pier$cieniem
porfirynowym w prawidtowym hemie (protohem) grupami etylowymi (me-
zohem) lub wodorem (deutroohem). Wszystkie hemoglobiny zawierajgce
zmodyfikowane hemy odznaczaja sie obnizong interakcjg heméw. Mody-
fikacje te nie zmieniajg rownowagi konformacji T i R, tylko reaktywnos$¢
poszczegblnych konformacji (60). Hemoglobiny zawierajgce wymienione
zmodyfikowane hemy wykazujg rézne szczyty absorpcji $wiatta. W oparciu
o te wihasciwos$é, badajac hybrydy zawierajgce rézne zmodyfikowane hemy
w tancuchach a i G Sugita (53) zmierzyt zmiane absorpcji towarzyszaca
tworzeniu takich hybrydéw z izolowanych fadcuchéw. Wykazat on, ze
w odroznieniu od ograniczenia dostepu liganda do hemu, bezpos$rednie od-
dziatywanie konformacji T na hemy wystepuje tylko w tafcuchach a.

Sposrod hybrydow wartosciowosci (valency hybrids), to znaczy réznia-
cych sie wartosciowoscia zelaza w hemach zwigzanych z tafcuchami a i 5
najwieksze znaczenie majg odznaczajgce sie stabilnoscig formy zawierajgce
taricuchy (I11) o niskim spinie, najczesciej zwigzane z CN. Zmiana spinu
hemdw (Ill) w tych hybrydach wplywa na powinowactwo do tlenu tancu-

chéw (II). Formy o nizszym spinie (111 N3i Il CN) wykazywaly wyzsze
powinowactwo do tlenu, anizeli formy o wyzszym spinie (Il H2 i Ill
F) (61).

Ro6znice pomiedzy wiasciwosciami hybrydow a“1N i Nbyty in-

terpretowane w kategoriach réwnowagi konformacji R i T. Poniewaz
miejsce wigzania o duzym powinowactwie do 2,3-DPG wystepuje tylko
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w Hb a nie w HbO, (rozdz. II-1) wigzanie tego zwigzku i jego analogéw
(np. zwigzanych ze znacznikiem spinowym) stuzy jako wskaZznik réwnowa-
gi konformacji T i R w stosunkowo stabilnych hybrydach cyjanomet. Wy-
niki przedstawione w tabeli 5wykazuja, ze w formie odtlenowanej hybryd
a,ncN@ ma konformacje bardziej zblizong do T anizeli hybryd aZ3ncN
Wyniki te potwierdzajg koncepcje, ze réznice w czynnosci fancuchow a i @
objawiajg sie silniejszym oddziatywaniem #tanicuchéw |3 na konformacje
tancuchéw a w poréwnaniu z oddziatywaniem skierowanym przeciw-
nie (62).

Tabela 5.

Wiasciwosci hybrydéw cyjanomet/dezoksy hemoglobiny A odnoszace sie do ich
struktury czwartorzedowej

Forma hemoglobiny; Zawe}rtoéé konfor-  Wzrost p50 State asocjacji z 2,3—DPG
hemy(ll) odtleno- ~ Macii T napod-  pod wply- (65)
wane stawie badan e.p.r. wem 2 mM
(64) 2,3-DPG (47) pH 6,0 pH 7,0
a2Pa 1 2,7x 3,8x104 15x105
alu CNp, 0,67 3,5x 1,4x10* 4,5 X104
a2pillCN 0,09 1,7x 3,0x103 1,8x104

Zgodno$¢ przedstawionych w tabeli 5 wynikéw uzyskanych nezaleznie
roznymi metodami podwaza obserwacje Caldwella i Nagela (63),
ktorzy badajac te same typy hybrydéw nie stwierdzili pomiedzy nimi
réznic.

Na podstawie analizy opisanych wiasciwosci hybrydéw zawierajgcych
tancuchy (I11) o niskim spinie Fe zwigzane z tafcuchem (ll) stwierdzono,
ze oddziatywanie tafcuchow P na strukture trzeciorzedowg tancuchéw a
oraz na strukture czwartorzedowg hemoglobiny jest silniejsze od odpowied-
nich oddziatywan fancuchow a (66).

Jeszcze bardziej przekonywujgce w odniesieniu do oddziatywan homo-
tropowych w przebiegu wiazania tlenu przez hemoglobine sg wiasciwosci
hybrydow a*INCfi2i a2 ND, w ktérych hemy nie wigzace tlenu zawierajg
zelazo dwuwartosciowe. W hybrydach a” ND  stwierdzono mianowicie
zmiane widma e.p.r. hemoéw NO sprzezong z przytgczeniem CO do hemdw
P. W hybrydach ND zmiana taka nie wystepuje. Wskazuje to na prze-
wage oddziatywania tancuchéw @na taincuchy a nad oddziatywaniem skie-
rowanym w przeciwnym kierunku (62).

Z dwéch typow hybrydéw NO: a*0™ 0 i a™°pf° tylko drugi wykazy-
wat duze zmiany absorpcji Swiatta pod wpltywem IHP. Porownanie tych
zmian z amplitudg zmian absorpcji Swiatta stwierdzanych pod wpltywem
IHP w HbNO sugeruje, ze zmiany widma w HbNO zalezg gtéwnie od wias-
ciwosci tancuchéw a (67).
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Il. Zmiany réwnowagi konformacji R i T w przypadkach dziedzicznie
uwarunkowanych odmian hemoglobiny A

Ro6zne odmiany hemoglobiny wystepujgce w zyciu osobniczym, jak row-
niez genetycznie uwarunkowane odmiany hemoglobiny réznig sie budowg
czesci biatkowej, natomiast zawierajg zawsze takie same czgsteczki hemu.

Wiekszos$¢ dziedzicznie uwarunkowanych odmian hemoglobiny jest spo-
wodowana przez substytucje pojedynczych aminokwaséw. Zmiany czyn-
nosci tych odmian zaleza od lokalizacji substytucji oraz od tego w jakim
stopniu podstawiony aminokwas rozni sie od wystepujagcego w hemoglo-
binie A.

Zmiany wigzania hemu z globing moga powodowaé: (1) ostabienie wia-
zania hemu potgczone z labilnoscig (przyspieszong denaturacja), wytraca-
niem sie hemoglobiny patologicznej i niedokrwistoscia hemolityczna; (2)
zmiane wigzania liganda, najczesciej w wyniku substytucji histydyny pro-
ksymalnej lub dystalnej, przy czym w zmienionych tancuchach zelazo wy-
stepuje w formie trojwartoSciowej — sg to hemoglobiny M, ktérych wias-
ciwosci zostaty przedstawione w tabeli 6. Stwierdzenie réznic pomiedzy
wiasciwosciami hemoglobin M ze zmienionym taficuchem a (Boston i lwate)
a hemoglobinami M ze zmienionym taincuchem @ (Saskatoon i Hyde Park)
byto jedng z pierwszych przestanek réznic w czynnosci tych tancuchow
w Hb (68, 69). Wyrazem tych réznic jest prawie niezmienione powinowac-
two do tlenu hemow (1) i wspdtczynnik interakcji hemoéw 1,3 w odmianach
fancucha P, w zestawieniu ze zmniejszonym powinowactwem tlenowym
i brakiem interakcji heméw w odmianach tancucha a. W przypadku Hb M
Boston a (substytucja His dystalnej) po zredukowaniu tafcuchéw a obser-
wowano prawidtowg interakcje heméw. Efektu tego nie stwierdzono po
zredukowaniu tancuchéw a w Hb M Iwate (substytucja His proksymalnej)
(72). Widmo absorpcji swiatta przez taricuchy (ll11) w hemoglobinach M od-
biega od widma Hb (Ill), co jest wyrazem zmienionego otoczenia hemow
(1) w hemoglobinach M (73).

Zmiany zlokalizowane w ptaszczyznie kontaktu al— @ nie powodujg
wiekszych zaburzen czynnosci, z wyjatkiem substancji w hemoglobinie
Philly (Tyr 35 Q-> Phe).

Zmiany w zakresie kontaktu al— P2 nie powodujg labilnosci hemoglo-
bin, poniewaz utlenowana HbA prawidtowo dysocjuje w tej plaszczyZnie.
Do tej grupy substytucji nalezy szereg hemoglobin patologicznych odzna-
czajacych sie zmieniong réwnowaga konformacji R i T.

Struktura czwartorzedowa zmienia sie z T na R przy réznych stopniach
wysycenia hemoglobin, w zaleznosci od rownowagi konformacji: Hb A
zmienia konformacje po przytaczeniu drugiego liganda (74); Hb Kansas
(Asn 102 (3->Thr) po przytaczeniu trzeciego liganda (75, 76) i Hb Chesa-
peake (Arg 92 a, FG4 Leu) po przylaczeniu pierwszego liganda (45).
W Hb Chesapeake stwierdzono zmiany tylko w konformacji T a nie w kon-
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Tabela 6.
Substytucje dystalnej (E7) i proksymalnej (F8) histydyny u czlowieka

HbM Boston HbM Iwate Hb M Saskatoon HbM Hyde Park

(79) (68) (71) (69)
substytucja a58(E7) a87(F8) (363(E7) P92/F8
His -> Tyr His “m Tyr His “mTyr His -+ Tyr
Pso obnizone obnizone normalne normalne
n 1,2 u 1,2 13
efekt Bohra obnizony obnizony normalny prawie normalny
reakcja z KCN; transfor- wolna b. wolna szybka wolna

macja zmienionych fancu-
chéw(lll) w (Il CN)

formacji R. Interesujace jest poréwnanie wiasciwosci Hb Chesapeake z ho-
mologiczng substytucjg w tancuchach |3 Hb Malmé (His 97 P, FG4-> Gin),
w ktdrej zmieniona jest konformacja r, przy czym réwnowaga konformacji
R i T nie ulega zaburzeniu (77). Potwierdza to réznice w czynnosci tancu-
chéw a i G Hb Iwate wiazac ligand wcale nie zmienia konformacji T (78).

Oddziatywanie organicznych fosforanéw na ten typ dziedzicznie uwa-
runkowanych odmian hemoglobiny (z zaburzong réwnowagg T — R) jest
zmienione w poréwnaniu z Hb A. W Hb A transformacja T R jest proce-
sem szybkim i sprzezonym z wigzaniem liganda hemu. Zmiany absorpcji
Swiatta przez HbOa wystepujace pod wptywem 2,3-DPG (79) zaleza praw-
dopodobnie od asocjacji dimeréw (80). Z drugiej strony w przypadkach he-
moglobin Kansas i Bethesda (Tabela 7), jak rowniez w niektérych zmody-
fikowanych hemoglobinach zmiany struktury czwartorzedowej zachodza
wolniej. Te odmiany hemoglobiny umozliwiajg scharakteryzowanie zmian
zaleznych od transformacji T -> R w oderwaniu od zmian zaleznych w he-
moglobinie od wigzania liganda.

W HDbO02i HbCO wigzanie IHP modyfikuje strukture R, ale nie indu-
kuje petnej transformacji do struktury T.

Hemoglobina Kansas (Asn 102 P— Thr) odznacza sie obnizonym po-
winowactwem do tlenu i przesunieciem réwnowagi konformacji w kierun-
ku konformacji T (81). Jest to spowodowane brakiem jednego z wigzan
stabilizujgcych konformacje R (Asp 94 ¢c*-COO“—NH2Asn-102 P2. Do-
danie IHP do stezonych roztworéw formy utlenowanej tej hemoglobiny in-
dukuje petng transformacje do konformacji T, co uwidacznia sie poprzez
przesuniecie szczytow absorpcji Swiatla widzialnego w kierunku podczer-
wieni (82). W tabeli 7 przedstawiono wiasciwosci Hb Kansas w zestawieniu
z whasciwosciami Hb Bethesda (Tyr 145 (3—»His) i Hb Kempsey (Asp
99 P-> Asn), w ktorych wystepuje brak jednego lub dwdch wigzan stabi-
lizujgcych konformacje T. Krysztaly odtlenowanej Hb Kempsey majg
strukture R.

Obnizong stabilizacje konformacji T stwierdzono réwniez w Hb York
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Tabela 7.
Zmiany wigzan stabilizujgcych konformacje T i R w przypadkach hemoglobin patologicznych (82)
Utrata stabilizacji

konformacji R, Hb02
moze przyja¢ konfor-

Utrata stabilizacji konformacji T,
Hb moze przyja¢ konformacje

Specyficzne wigzania jonowe R macje T
i wodorowe stabilizujgce kon-
formacje T i R Hb Bethesda
(Tyr—145[3 -> Hb Kempsey Hb Kansas
-> His) (Asp-99(3-*-Asn)  (Asn—102p -* Thr)
(bez 2,3-DPG)

Konformacja T :
Tyr 145p OH OoC Vval _ + +
—98p
PO;- +NH3—Val—1p . + +
+NH3—Lys—82(3
Tyr—42 —OH--—--- OOC—Asp— + . +
-99 0a
Konformacja R:
Asp—94 ax—COO-—NH2—Asn— + + —_

102 p2

(His 146 6-> Pro) oraz w Hb Hiroshima (His 146 3-> Asp), co tgczy sie ze
zwiekszonym powinowactwem do tlenu. Brak w tych hemoglobinach His
146 P powoduje niemoznos¢ wytworzenia dwdch wigzan, ktére w Hb A
stabilizujg konformacje T: @ 146 His NH+—COO- Asp 94 P i |3 146 His
COO-—NH2Lys e 40 a, a takze obnizenie efektu Bohra o 50°0 (83).

Badania kinetyczne reakcji odtlenowania Hb A wykazujg dwufazowy
przebieg (41). Autor rozwazat dwa mechanizmy powstawania takiej hete-
rogennosci: (1) rézne powinowactwo konformacji T i R wystepujacych
w roztworze lub (2) réznice w powinowactwie pomiedzy tancuchami a i 3
Badania Hb Kansas, ktéra po zwigzaniu z IHP przyjmuje konformacje T
niezaleznie od stanu zwigzania hemdw z ligandem, a kinetyka reakcji od-
tlenowania nie wykazuje w tych warunkach fazy wolnej (charakteryzuja-
cej zgodnie z pierwszym mechanizmem konformacje R) potwierdzily, ze
dwufazowy charakter kinetyki odtlenowania zalezy od réwnowagi konfor-
macji T i R (80). Potwierdza to przydatno$¢ allosterycznego modelu Monod,
Wyman i Changeux w interpretacji czynnosci hemoglobiny.

IV. Powstawanie i wasciwosci methemoglobiny. Interakcja methemoglo-
biny z Ugandami allosterycznymi

Powszechnie przyjeta nomenklatura zaktada, ze w HDbO2 zelazo jest
dwuwartosciowe, jednak bezsprzeczne jest tylko stwierdzenie, ze w wy-
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niku dysocjacji liganda powstaje Hb z dwuwartosciowym zelazem. W wy-
niku utleniania zelaza hemoglobiny do Fe (l1l) powstaje methemoglobina,
ktora nie przechodzi w Hb bez zastosowania czynnikéw redukujacych. Met-
hemoglobing mozna okresla¢ jako produkt utleniania hemoglobiny w kto-
rym szdsta pozycja koordynacyjna Fe (lll) jest zwigzana z HD (kwasna
forma) lub OH- (forma zasadowa), przy czym kazda z tych form odznacza
sie charakterystycznym widmem absorpcji Swiatta (84).

Na podstawie podobienstwa widma absorpcji Hb (11l OH) i Hb02 wy-
sunieto hipoteze, ze konfiguracja elektronowa zelaza jest podobna w Hb02
i Hb (111 OH) (85). Na podstawie badar elektronowego rezonansu parama-
gnetycznego postulowano, ze zelazo w HbOz wystepuje jako Fe (Il LS)
(84). Zwolennicy tego pogladu uwazajg, ze methemoglobina powstaje po
wytworzeniu anionorodnika ponadtlenkowego (OJ) zwigzanego z Fe (l11),
a nastepnie dysocjacji tego wigzania.

Koncepcji tej przeciwstawiali sie Caughey i inni (86) przedstawia-
jac dowody, ze wigzanie tlenu przedstawia sie nastepujgco:

Fe=07,0

przy czym pod wptywem dystalnej histydyny wigzanie przyjmuje polarny
charakter (Ryc. 1). Jako mechanizm powstawania methemoglobiny autorzy
ci zaproponowali reakcje podstawienia jonu Ol przez aniony nukleofilo-
we — w warunkach fizjologicznych przede wszystkim CI-. Wyjasniajac
mechanizm nasilonego powstawania methemoglobiny w przypadkach sub-
stytucji aminokwaséw w kieszonce hemowej badacze ci sugeruja, ze np.
Hb Zirich (63 B His  Arg) charakteryzuje sie przewaga niepolarnego ty-
pu wigzania tlenu, ktére po przytgczeniu elektronu jest bardziej podatne
na reakcje wymiany OJ z anionami anizeli przewazajace w Hb A polarne
wigzanie z ktérego powstaje jon 0 +—O— stabilizowany wigzaniem z dys-
talng histydyna (87).

Przy pomocy hemoglobiny zawierajagcej hemy zwigzane ze znacznikami
spinowymi wykazano, ze w zakresie konformacji otoczenia hemu, Hb02
rézni sie od Hb (I11) (56), co potwierdza proponowane przez Caughey’a
mechanizmy wigzania tlenu w HbOaoraz powstawania methemoglobiny.

Reakcja utleniania hemoglobiny wykazuje efekty allosteryczne podob-
ne do tych, ktére opisano w oméwieniu reakcji utlenowania (rozdz. I1-I).
Najwyzsze wartosci wspotczynnika interakcji heméw w reakcji utleniania:
n = 2,5 stwierdza w pH 9,0. Z efektordw heterotropowych reakcji utlenia-
nia hemoglobiny badano gtéwnie wptyw pH i organicznych fosforandw.

Efekt Bohra utleniania hemoglobiny jest mierzony poprzez miareczko-
wanie methemoglobiny z pomiarami zmian pH, albo poprzez pomiary po-
tencjatu oksydacyjno-redukcyjnego (Em) w warunkach réznych wartosci
pH. Wyniki pomiaréw wykonanych tymi dwoma metodami sg zgodne. Ce-
cha odrdzniajaca efekt Bohra utleniania hemoglobiny od efektu Bohra utle-
nowania jest towarzyszace temu pierwszemu w warunkach pH ponizej 7,0

10 . Postepy Biochemii 3/77
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znaczne obnizenie interakcji heméw do wartosci n w zakresie od 1,5 do
1,2 (88).

Brunori iwsp. (89) wysuneli hipoteze, ze omawiane obnizenie inte-
rakcji heméw w zakresie wartosci pH od 6,0 do 7,0 moze by¢ spowodowane
odmienng reaktywnos$cig dwoch, wystepujacych w hemoglobinie typéw
fancuchdw (a i fi) w zakresie utleniania i redukcji. Watts-Tobin (90)
sugerowat, ze zjawisko to moze by¢ spowodowane przez odmienny przebieg
reakcji utleniania hemoglobiny w roztworze kwasnym:

Hb(Fe)4+ 4H20 -* (Hb(Fr+eH20 )4+ 4e~
i w roztworze alkalicznym:
Hb(Fe)4+ 40H~ -» (Hb(Fe)+OH-)4+ de~

W odniesieniu do molekularnych mechanizméw postulowanego oddziaty-
wania tadunkow, autor ten ograniczyt sie do tezy, ze odbiegajag one od mo-
delu dwoch konformacii.

MacQuarrie i Gibson (91) wykazali, ze kolejnos¢ utleniania
tancuchow hemoglobiny nie zmienia sie w zakresie pH od 6,1 do 8,7, co
podwaza hipoteze Brunoriego i wsp. (89). Perutz i wsp. (92, 93)
uwazaja, ze obnizenie interakcji hemdw w reakcji utleniania moze byé
spowodowane stabilizacjag methemoglobiny w konformacji T. Skorelowane
wystgpienie tych dwdéch zmian obserwowano pod wptywem IHP.

Nawigzuje to do oddziatywania na methemoglobine drugiego typu efek-
torow heterotropowych reakcji utleniania hemoglobiny: zwigzkéw fosforu.
Potencjat oksydacyjno-redukcyjny hemoglobiny zostaje podwyzszony pod
wptywem 2,3-DPG i fosforanéw nieorganicznych (57). IHP jak wspomnia-
no dodatkowo obniza interakcje hemoéw w reakcji utleniania hemoglobi-
ny (92).

Kilmartin (94) oraz Perutz, Fersht iin., (92) zwrécili uwage
na podobieAstwo pomiedzy zmiang konformacji methemoglobiny spowodo-
wang dziataniem IHP a zmiang konformacji towarzyszacg odtlenowaniu
hemoglobiny utlenowanej. Ci ostatni autorzy udokumentowali postulowane
podobieristwo takimi wskaznikami zmiany konformacji czwartorzedowej,
jak zmiany absorpcji Swiatta zalezne od Tyr 42 a i Trp 37 j3 r6znica krzy-
wej dichroizmu kotowego przy 287 nm oraz kinetyka wigzania p-rtecio-
benzoesanu. Podjeto wiec dalsze badania interakcji IHP z methemoglobing
celem wyjasnienia mechanizméw tej reakcji allosterycznej.

Analiza zmian statych dysocjacji tetrameréw hemoglobiny i methemo-
globiny w zaleznoSci od stezenia IHP wykazata, ze methemoglobina w obec-
nosci IHP dysocjuje na dimery znacznie bardziej anizeli hemoglobina od-
tlenowana w konformacji T (96). Oznacza to, ze zakres postulowanej trans-
formacji R -> T zachodzacej w Hb (1) pod wptywem IHP jest mniejszy
od zmiany konformacji obserwowanej przy odtlenowaniu Hb. Poréwnujac
wptyw IHP na Hb (Il OH) stwierdzono podobne zmiany dysocjacji (96),
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co podwazyto teze Perutza (92, 95), ze transformacja R -> T wystepuje
tylko w methemoglobinie o wysokim spinie, w ktérej obserwuje sie sprze-
zone ze zmiang konformacji zmiany spinu.

H,0

t

Ryc. 5. Wptyw konformacji taricuchéw(111) w Hb(l1l) na konformacje hemoéw(l1l H2)
(95).

Badania metodg dichroizmu kotowego oraz badania widma Ramana
sugeruja, ze IHP zmienia strukture czwartorzedowg methemoglobiny z kie-
runku R —T, nie zmieniajac struktury trzeciorzedowej, ktdra pozostaje r
(97) co podwazatoby interpretacje Perutza w odniesieniu do struktury
trzeciorzedowej (Ryc. 5).

Oprocz swoistych wskaznikow zmiany struktury czwartorzedowej
Hb (I Kilmartin (94) oraz Perutziin. (92) opisali rowniez rozni-
ce widma absorpcji Swiatta wywotang wigzaniem IHP z Hb (Ill). Perutz
i in., uwazali, ze roznica ta jest spowodowana transformacjg R -> T.

Podobne widmo réznicowe pod wptywem zwigzkéw fosforowych wyka-
zuje rowniez Hb02 (79), a badania kinetyczne tej zmiany absorpcji suge-
rowaty, ze zalezy ona w wiekszym stopniu od asocjacji dimeréw anizeli od
transformacji R T (80). Spektrofotometryczne badania kinetyki wigza-
nia IHP z methemoglobing wykazaly istnienie dwoch typéw zmian konfor-
macji methemoglobiny towarzyszacych tej reakcji, przy czym amplitudy
tych procesd6w zmieniajg sie niezaleznie w funkcji pH (98). W warunkach
stosowanych przez Perutza iFershta iin., oraz przez Hensley’a
i Edelsteina (99) (w pH okolo 6) badano przede wszystkim widma
zalezne od procesu o szybkiej kinetyce, scharakteryzowanego przez O 1-
sona jako zmiana konformacji tancuchow P i wzrost spinu heméw P (llI)
bezposrednio spowodowane wigzaniem IHP. Ten sam autor opisuje réznice
absorpcji powstajaca wolniej i wyraznie zaznaczong w warunkach wyz-
szych warto$ci pH, ktérej mechanizm przypisuje zmianie konformacji
czwartorzedowej przypominajacej transformacje R —T. W odr6znieniu od
réznicy absorpcji fazy szybkiej, zmiana widma towarzyszaca tej zmody-
fikowanej transformacji R -> T zalezy od zmiany absorpcji Swiatta przez
tancuchy a.

Opisane roznice w interakcji Hb (111) z IHP w zalezno$ci od liganda he-
méw (HD czy OH-) nawigzujg do zmienionej interakcji z IHP jaka cha-

10*



440 A. L. PAWLAK [24]

rakteryzuje Hb (Il NO). Badania przy pomocy absorpcji swiatta w pod-
czerwieni oraz epr wykazaty, ze w tafncuchach a w Hb (1l NO), z powodu
ostabienia wigzania zelaza z proksymalng histydyng przez bardzo krétkie
i silne wigzanie zelaza z NO, stabe wigzanie Fe — His zostaje zerwane
w konformacji T indukowanej wigzaniem IHP. Zmienia to liczbe koordy-
nacyjnych wiazan zelaza z VI na V i powoduje charakterystyczne zmiany
absorpcji Swiatta (14, 52). Badania kinetyczne wykazujg, ze indukowane
przez IHP zmiany absorpcji Swiatta przez Hb (11l NO) spowodowane zer-
waniem wigzar pomiedzy Fe a His 87 a F 8 sg wolniejsze od zmian reak-
tywnosci cysteiny @ 93 sygnalizujacych zmiane struktury czwartorzedo-
wej (67).

W Hb A zwigzane z konformacjg T napiecia w strukturze hemu wyste-
puja tylko w tancuchach a (53). W przypadku heméw (lll) nie mozna wy-
taczy¢ oddziatywania konformacji T rowniez na hemy w tancuchach P,
poniewaz przejscie Hb M Milwaukee (P 98 Val -> Glu) z konformacji R do
T jest polgczone z przesunieciem szczytu absorpcji hemow (111) (620 nm)
w kierunku dtuzszych fal Swietlnych, co Swiadczy, ze w tym przypadku
konformacja tancuchéw Goddziatywuje bezposrednio na strukture heméw
(1) (93, 95). Réznica pomiedzy HbA a Hb M Milwaukee (p Il1) prawdopo-
dobnie jest spowodowana réznym potozeniem zelaza w stosunku do ptasz-
czyzny hemu w hemach odtlenowanych i hemach (Il1) (Tabela 4).

Artykut nadszedt 13.12.1976; po rewizji autorskiej otrzymano 20.3.1977.
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Wstep

Chemiluminescencja, a zwilaszcza szczeg6lny jej przypadek — biolumi-
nescencja znajdujg w ostatnich latach coraz szersze zastosowanie analitycz-
ne, obejmujace przede wszystkim biochemie i dziedziny pokrewne. Skia-
dajg sie na to cztery powody:

— Do wystapienia zjawiska bioluminescencji lub chemiluminescencji

niezbedne sg tak powszechnie wystepujace i wazne substancje, jak
ATP, NADH2 NADPH2 FMNH2 02 i HD 2 oraz odpowiednie en-
zymy. Uczestniczg one bezposrednio lub posrednio w wiekszosci
przemian biochemicznych. Dlatego tez istnieje mozliwo$¢ oznacza-
nia duzej liczby substratow i enzymdw metodami bio- i chemilumi-
nescencji.

— Bardzo duza czuto$¢ wspétczesnych urzadzen optycznoelektronicz-
nych do detekcji stabych promieniowan. Niektore techniki, np. me-
toda zliczania pojedynczych fotonéw (ang. single photon counting)
realizowana za pomoca licznikow scyntylacyjnych umozliwia ozna-
czanie substratow lub enzymoéw reakcji bioluminescencyjnych
w ilosciach rzedu 10-18 mola. Jest to czutos¢ z trudem osiggalna Kil-
koma zaledwie innymi metodami.

— Walory ,,ekonomiczne” metod analitycznych, wykorzystujgcych bio-
luminescencje i chemiluminescencje. Oznaczenia tego typu sprowa-
dzajg sie w zasadzie do pomiaru natezenia Swiatta. Odznaczajg sie
przedto szybkosScig i prostota wykonywania, czuto$cig oraz minimal-
nym zuzyciem odczynnikéw. Z powodzeniem stosowane sg coraz
powszechniej w laboratoriach biochemicznych liczniki scyntylacyjne
lub proste fotometry chemiluminescencyjne.

— Od kilku lat sg dostepne w handlu zestawy odczynnikdéw zawiera-
jace preparaty niezbedne do reakcji bioluminescencji. Stato sie to
dzieki poznaniu struktury kilku lucyferyn, ktére sg substratami bio-
luminescencji, postepowi w hodowli wydajnie Swiecgcych gatunkdéw
i opracowaniu metod otrzymywania aktywnych preparatow lucyfe-
raz bedacych enzymami reakcji bioluminescenciji.

Wymienione czynniki nie wyczerpujg aspektéw zastosowania zjawisk
bioluminescencji i chemiluminescencji w biochemii. Nalezy chocby tylko
wspomnieé o ich wykorzystaniu do badania energetyki i kinetyki przemian
biochemicznych, zwiaszcza ich egzoergicznych stadiéw z udziatem stanéw
elektronowo wzbudzonych lub wolnych rodnikéw. Badania bioluminescen-
cji pomagajg wyjasni¢ mechanizmy dziatania enzyméw, a w szczegdlnosci
subtelne zmiany konformacji i fizyko—chemicznych wiasciwosci ich cen-
trow aktywnych (1, 2).

Aktualny i otwarty jest takze problem informacyjnej roli biolumines-
cencji np. ,pakietow” impulsow Swietlnych, emitowanych przez komorki
bakteryjne (3). Jednakze blizsze omowienie tych réznorodnych zagadnien
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przekracza ramy jednego opracowania. Artykut niniejszy ogranicza sie za-
tem do przeglagdu najnowszych metod i najciekawszych technik analitycz-
nych, wykorzystujagcych bioluminescencje i chemiluminescencje, moga-
cych zainteresowac szersze kregi biochemikdw.

Podstawy teoretyczne zjawiska bio- i chemiluminescencji oméwiono
bardzo pobieznie, w zakresie niezbednym dla zrozumienia tresci dalszych
rozdziatow. Obszerniejsze opracowania na ten temat znalezé mozna w in-
nych pracach (4—9).

Pominieto tez zastosowania ultrastabych Swiecenn biologicznych (bio-
chemiluminescencji) w biochemii, fizjologii roslin, medycynie i rolnictwie
4, 5, 10, 12).

I. Mechanizmy bioluminescencji i chemiluminescencji niektérych
uktadow stosowanych w analizie

Swiecenie towarzyszace reakcjom chemicznym okreslane jest jako che-
miluminescencja, gdy za$ wystepuje ono w zywych organizmach z udzia-
tem ukladéw enzymatycznych, znane jest jako bioluminescencja. Te dwa
rodzaje luminescencji powstajg w elementarnych egzoergicznych stadiach
reakcji, najczesciej utleniania, gdy tworzg sie elektronowo (rzadziej oscyla-
cyjnie) wzbudzone czasteczki produktéw reakcji. W procesie chemilumi-
nescencji sg wiec zawsze dwa etapy:

— Etap chemiczny tj. powstawanie wzbudzonej czasteczki produktu P

reakcji:

S1+ S2+... -+P* )

gdzie Si i S2— substraty reakcji.

— Etap fizyczny, tzn. dezaktywacja promienista ze wzbudzonego stanu
singletowego (R*) lub tripletowego 43*) do stanu podstawowego (JP),
a wiec odpowiednio fluorescencja lub fosforescencja.

P*-P + hvp (2)

Natezenie Swiecenia (1), tj. liczba kwantéw emitowanych w jednostce
czasu zalezy od szybkosci reakcji (w) tworzenia czasteczek wzbudzonych
PH(réwnanie 1) oraz od wydajnosci kwantowej generowania czasteczek
wzbudzonych (<Dxb) i wydajnosci kwantowej luminescencji ($1, rowna-
nie 3):

I = <)pzb 0 L-w = OCL-w 3)

gdzie ¢Q.— ogo6lna catkowita wydajnos¢ kwantowa chemiluminescenciji.
Jak zobaczymy dalej, zalezno$¢ ta znajduje praktyczne zastosowanie w ana-
lizie chemiluminescencyjnej.
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Niekiedy wzbudzona czesteczka P* nie ulega bezposrednio dezaktywa-
cji promienistej, lecz nadmiar energii przekazuje innej czesteczce, np. A
(réwnanie 4). Jesli czasteczka akceptora energii A odznacza sie duzg wy-
dajnoscig kwantowg fluorescencji $a,1, to moze mie¢ miejsce proces chemi-
luminescencji sensybilizowanej:

P*+A >P+A* 4
A*—A + hvA 5)

Procesy tego typu wystepuja w niektérych przypadkach bioluminescencji
(patrz nizej). Ich znajomo$¢ moze by¢ wykorzystana do zwiekszenia czu-
fosci oznaczen chemiluminescencyjnych np. przez dodatek sensybilizatora
zwiekszajacego wartos¢ ~Q ($al> ~PL). Zasadnicza réznica miedzy che-
miluminescencjg a bioluminescencjg polega na tym, ze w przypadku bio-
luminescencji zaréwno stadium wzbudzenia jak i luminescencji zachodzi
pod dziataniem enzymoéw w specjalnych strukturach zwanych lumisomami.
Omoéwimy teraz krotko kilka reakcji bioluminescencji i chemiluminescen-
cji, ktére znajdujg szersze zastosowania analityczne.

I-1. Bioluminescencja

Organizmy zywe takie jak Swietliki, skorupiaki, bakterie i grzyby wy-
sytajag promieniowanie w zakresie 420—750 nm. Najcze$ciej sg to organiz-
my morskie. Natezenie bioluminescencji jest bardzo rdzne, np. chrzgszcz
Photinus sp. emituje okoto 102 kwantéw/sek, za$ komdrka bakterii Photo-
bacterium wysyta 102—103kwantéw/sek (1, 3, 14). Bioluminescencjg towa-
rzyszy reakcjom utleniania tlenem czasteczkowym cieptotrwatych substra-
tow, zwanych od czaséw Dubois (1885 r) lucyferynami (LH2, w obec-
nosci termolabilnych enzymoéw, objetych wsp6lng nazwa lucyferaz. W tym
przypadku reakcje bioluminescencji mozna zapisa¢ nastepujaco:

LH~+°2 iSSIT Produkty* —>produkty + hv (6)

Struktura lucyferyn jest w wielu przypadkach znana (1, 6, 9, 12, 13). Wzo-
ry strukturalne lucyferyn omawianych dalej uktadéw Swiecgcych podano
na rycinie 1

W kontrolowanej enzymatycznie reakcji utleniania lucyferyn (LH2
uczestniczy labilny atom wodoru H, ktéry jest wigzany przez kwas adeny-
lowy lub OOH- oraz tlen czasteczkowy. W przypadku bioluminescencji
bakterii zredukowany nukleotyd flawinowy (FMNH2 lucyferyna bakteryj-
na) tworzy z tlenem w obecnosci lucyferazy utleniong forme FMN, ktéra
nastepnie reagujagc z aldehydem np. dodekanalem wytwarza czasteczki
wzbudzone, emitujgce Swiatto (14, 15) co zilustrowano na rycinie 2.
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® CH,—-Ph
‘ )
COOH RYb | Dy
\ N
L LCE X
C/ N CH;~Ph
HO
(i, frmnh?2)

NH—CO— - —Biatko

(1Vv),forma utleniona

Ryc. 1. Wzory strukturalne lucyferyn nastepujacych uktadoéw Swiecgcych: chrzagszcza
Photinus pyralis (1), bakterii Photobacterium fisheri i Achromobacter (Il), bratkéw
morskich (pierscienice) Renilla reniformis (l11), oraz meduzy Aeauorea (1V) (1, 6,

12, 13)
Ph — grupa fenylowa.

T I \f-] En2ym OO I Enzym
N NH
'I
‘\

|
H

I ——— Bwym4
=492 nm <'CI=0,1

Ryc. 2. Mechanizm bioluminescencji bakterii (14, 15).

Widmo bioluminescencji odpowiada fluorescencji uprotonowanej formy
FMNH+ co wskazuje, ze FMN jest zwigzany z silnie kwasowym centrum
enzymu (14, 16). Utlenianie lucyferyn (1) i (l1l) $wiecacego chrzaszcza
i bratkbw morskich jest reakcja oksydacyjnej dekarboksylacji, w ktérej

AP ADP H(ﬂ

N i"C-O-AMP o e D
BEzymM2+ - 74
(n M ixcoz < T_E”Z”m

c
"Trex- 562 <~ 10

Ryc. 3. Mechanizm oksydacyjnej dekarboksylacji lucyferyny chrzaszcza Photinus

pyralis (2, 6).
X —zasada, wiazaca labilny atom wodoru w czasteczce LH,.
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uczestniczg réwnomolowe ilosci O, i C02 oraz labilny atom H, wigzany
przez zasade (2, 6, 13). Mechanizm reakcji podajg ryciny 3 i 4. Symbole
R, Rj i R2 oznaczajg czes¢ czasteczki LH2nie ulegajgcg zmianie. W przy-
padku bioluminescencji Renilla reniformis, zwanych bratkami morskimi,
in vivo obserwuje sie widmo emisji z maksimum przy 509 nm. Zaktada sie

wiec przeniesienie energii ze wzbudzonej oksylucyferyny na sensybiliza-
tor—chromoproteid emitujacy zielone $wiatto (9, 17).

- - -
_OH y M
0 (o] 0
/‘
H—OHR
BT oH_.f
ekyjay L --Enzym , - —-Enzym
R'I N/ R2
Y \

Cco2
L I- e 0
Ry

¢max=490nm¢(jn vitro)
G —0,04

RR2=CH2-Ph
R = Fh—H

Ryc. 4. Mechanizm oksydacyjnej dekarboksylacji w procesie bioluminescencji brat-
kéw morskich Renilla reniformis (13, 17).

Ciekawy uktad Swiecacy posiada meduza z rodzaju Aequorea. Funkcje
zarowno lucyferyny jak i enzymu lucyferazy spetnia niebiesko fluoryzuja-
ce biatko tzw. ekwaryna (BE), kt6ra reaguje z jonami Ca2+ przypuszczalnie
bez udzialu 02 Wzbudzenie nastepuje w reakcji przeniesienia elektronu
z donora B na akceptor Ca2+, przy czym w warunkach in vivo energia

wzbudzenia przenoszona jest na emitujacq zielone Swiatto czasteczke biat-
ka (BA (4, 9, 18):

zredu-
kowana (I1V)...BE+ Ca2+ > [IV..BE—Ca]*""-(1V)...BE+ Ca+ hv
torma >W = 467 nm

|r_1 B,

wo

|
[IV..BE-Ca] + B* -> BA+ hv
Xrex = 515nm, <00~0,14

Jest to wiec klasyczny przykiad bioluminescencji aktywowanej (sensybi-
lizowanej).
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Nasuwa sie pytanie, dlaczego oksydacyjna dekarboksylacja lucyferyny
prowadzi do tworzenia produktéw elektronowo wzbudzonych (P*)? Wedtug
Adama (13), Mc Capra (6) i Whitea (19) w omawianych procesach tworzg
sie przejSciowe czterocztonowe pierscienie dwuoksyetanowe (V) lub a-pe-
roksylaktanowe (VI). (Ryc. 5). Rozpadajgc sie w synchronicznej, egzoer-

B
9h3
ch3 9 v~? ~ ch3—c=o0 9 9 ~ ~c=o
ch3 c™ -o ch3 c= O* ch3 c—o a7 G/K*
| | 1 OB
ch3 CH3| CH3 CH3-C =0 +hy
o) } V1)
~ >
O—H—CIZ= 0+ h,
ch3
L 02

Ryc. 5. Schemat termicznego rozpadu czterometylodwuoksyetanu na dwie czasteczki
acetonu w stanie elektronowo wzbudzonym (*) (A) i podstawowym (B) (6, 13).

gicznej reakcji (—AH = 350—420 kJ/mol) do produktéw karbonylowych,
efektywnie przeksztatcajg energie wigzan O—O i C—C w energie wzbu-
dzenia elektronowego. Jako przykiad stuzy¢ moze termiczny rozpad cztero-
metylodwuoksyetanu na dwie czasteczki acetonu (Ryc. 5). W przypadku
utleniania LH2Photinus pyralis postulowano reakcje pokazane na rycinie 6
(2, 6, 20). Przez R oznaczono reszte czasteczki lucyferyny, nie biorgca
udziatu w przemianie.

Duze prawdopodobienstwo tworzenia zwiazku karbonylowego np. ace-
tonu z czterometylodwuoksyetanu (V) lub oksylucyferyny z lucyferyny (I)
chrzgszcza Photinus sp. w stanie elektronowo wzbudzonym. Turro
iLechtken (7) wyjasniaja duzg wartoscig entalpii rozpadu (—AH~ 350
kJ/mol) i (lub) oscylacyjnie inicjowanym sprzezeniem spinowo-orbitalnym
w grupie karbonylowej. Rycina 7 przedstawia oddziatywania tadunkow
elektrycznych orbitali czasteczki a-peroksylaktonu, powodujace rozpad
pierScienia z rownoczesng rewersjg spinu S (Il, 1I*)~ T (n, I1*). Przyczyng

0 I!
||

STELIRL Y
ol i T

Ryc. 6. Tworzenie sie i rozpad pierscienia dwuoksyetanowego podczas oksydacyjnej
dekarboksylacji lucyferyny chrzgszcza Photinus pyralis (2, 6, 20).
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Ryc. 7. Oscylacyjnie indukowane sprzezenia spinowo-orbitalne w a-peroksylaktonach
(13). W czasteczce a-peroksylaktonu spiny elektronéw sg skompensowane i wypad-
kowa multipletowo$¢ wynosi 2s+ 1 = 1

1 — w wyniku obrotu (strzatka) orbitali lewego atomu tlenu o 90° nastepuje inwersja spinu.
Rownoczes$nie pekaja wigzania a C—C i O—O. Tworzy sie czasteczka ketonu z dwoma niespa-
rowanymi elektronami (2s+ 1= 3) a wiec w stanie tripletowym T (n, n*) oraz czasteczka CO.
w stanie singletowym (2s + 1= 1) podstawowym.

2 — oscylacja wzdtuz stabego wigzania a 0 —0 powoduje deformacje czterocztonowego pierscie-
nia, a nastepnie pekniecie tego wigzania.

3—rotacja orbitali px i py tlenu o 90° (strzatka) i pekniecie wigzania 0C—C daje keton w sta-
nie T (n, n*) oraz CO. w stanie singletowym podstawowym.

duzej warto$ci catkowitej wydajnosci kwantowej bioluminescencji $Q_jest
specyficzna rola enzymu lucyferazy. Zmniejsza on prawdopodobienstwo
dezaktywacji bezpromienistej (gaszenia) wzbudzonego produktu (P*).
Wiasciwosci lucyferaz sg intensywnie badane; niektére z nich wyodreb-
niono juz w stanie krystalicznym, zbadano mase czesteczkowg, wyznaczono
state dysocjacji kompleksu LH2Ilucyferaza i podjednostek lucyferazy bak-
teryjnej, zlokalizowano centra aktywne wigzace LH2 ATP i Mg2+ (9, 12,
15, 16). Jednakze struktura lucyferaz jest nadal nieznana.

1-2. Chemiluminescencja

Z posrdd licznych reakcji chemiluminescencji, jedng z najlepiej pozna-
nych i wydajnych jest utlenianie luminolu (hydrazydu kwasu 5-amino-
-o-ftalowego) w roztworze zasadowym (6, 8, 21, 22) (Ryc. 8). Najczesciej
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nh2 o NH; |Oi.
NH z c—0
0y (010 G
NH OH o
0 ICl) = 427 nm
$ Cl = 0,0214
(vi) (viIn)

Ryc. 8. Mechanizm chemiluminescencji hydrazydu kwasu 5-amino-o-ftalowego lumi-
nolu (VI1) (8, 21, 22).

uzywanym utleniaczem jest H2 2w obecnosci jondw OH- i katalizatoréw,
jak np. jony metali o zmiennej warto$ciowosci Mentl , hemoglobina, pero-
ksydazy i kompleksy metali ciezkich. Utlenianie (VII) przebiega przez sta-
dia wolnorodnikowe i dlatego Mentl oraz inhibitory reakcji rodnikowych
silnie wptywaja na szybkos$¢ reakcji i natezenie chemiluminescencji. Wid-
mo chemiluminescencji luminolu pokrywa sie z widmem fluorescencji
kwasu 5-amino-ftalowego (VIII) od pH jest taka sama jak w przypadku
chemiluminescencji luminolu (23). Wskazuje to, ze emiterem chemilumi-
nescencji jest dwuanion (VII) w wzbudzonym stanie singletowym S.
Liczne zastosowania analityczne chemiluminescencji luminolu bedag zilu-
strowane dalej.

Innym zwigzkiem wykazujgcym silng chemiluminescencje jest azotan
N,N’-dwumetylo-9,9’-dwuakrydylu, lucygenina (IX) (Ryc. 9). Widmo che-

£Hs : CHy
=~ N
NS I | —~ NO3_
+ HyOz+0H™ B
P R e (i Y
2NOy
NS £
I l NO3
N4 = mc(=470pm
' CIZH J =107
(x) (5§

Ryc. 9. Mechanizm chemiluminescencji azotanu N,N’-dwumetylo-9-9’-dwuakrydylu
(I1X) (6, 24).

miluminescencji lucygeniny jest identyczne z widmem fluorescencji N-me-
tyloakrydonu (X), co wskazuje, ze emiter ten tworzy sie w stanie elektro-
nowo wzbudzonym w procesie utleniajgcego rozerwania wigzania 9, 10
w czgsteczce lucygeniny (IX) (24).

Reakcji Trautza-Schorigina tj. reakcji utleniania pirogalolu i HCHO
przez stezony roztwor HD 2+ K2 03towarzyszy pomaraiczowe promienio-
wanie (25). Dla celéw analitycznych zostata ona zmodyfikowana przez za-

11 Postepy Biochemii 3/77
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stagpienie pirogalolu kwasem galusowym oraz uzycie mniejszych stezeh re-
agentéw (26). W pierwszym stadium reakcji H2D 2+ HCHO tworzg nietrwa-
ty a-hydroksymetylohydronadtlenek (XI), ktéry ulega kompetycyjnym re-
akcjom rozpadu (26, 27, 28, 29) (Ryc. 10). Nadtlenek (XI) i powstajacy tlen

HCOOH +H20+H2 (reakcja ciemna)

=0=H on
H /00 5
X)
e hegtan ;’gzsmu\raqa* HCHO+ HOOOH2+HR20 +02
q#ﬂ
(X1) A

Ryc. 10. Kompetycyjny rozpad hydronadtlenku a-hydroksymetylu (XI1) (28, 31).

02 reagujg z polifenolem utleniajgc go w szeregu nastepujacych po sobie
reakcji do prostych kwasow alifatycznych (28, 30). W tych egzotermicznych
reakcjach utleniania tworza sie czasteczki wzbudzone. Przypuszcza sie, ze
emiterami pomaranczowego promieniowania i chemiluminescencji o wy-
dajno$ci 0 A—10~4i Arex = 635—705 nm sg dimery singletowego tlenu cza-
steczkowego (27, 28, 31):

~(Oa)*, 1Sg(02272% -02+hv
lub kompleksy ~(O ~, R2¢(022---D, gdzie D— przejsciowy produkt
utleniania polifenolu, niebiesko zabarwiony anion semichinonu (XII).
Struktury graniczne anionu semichinonu pokazano na rycinie 11

H. H.
Vi (e
0O OH 9: 710
0 OH 0 OH
S —, J D
07
0 A (0 =
R=H, COO

Ryc. 11. Struktury rezonansowe anionu semichinonu purpurogaliny (XI1) (26, 28).

Il. Podstawy zastosowanh analitycznych
I1-1. Kinetyka chemiluminescencji a stezenie substratow
U podstaw analizy chemiluminescencyjnej i bioluminescencyjnej lezy

zwigzek miedzy natezeniem chemiluminescencji IQLw czasie t, a stezeniem
substratéw uczestniczacych w elementarnej reakcji:

W«)=* ¢ "
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gdzie jest wydajnoscig chemiluminescencji, dc(t) —zmiang stezenia
. . .. dc - .
substratbw w danym momencie reakcji, — ------ szybkoscig reakcji ge-

nerujacej elektronowo wzbudzone czgsteczki, emitujgce promieniowanie.
Wielkos¢ $Q zalezy od dwdéch czynnikow:

— wydajnosci kwantowej wzbudzenia 3ec = ﬂp;i )]

— wydajnosci kwantowej luminescencji ©))

gdzie Nhv oznacza liczbe emitowanych fotonéw, a NR oraz N? oznaczaja
odpowiednio liczbe czasteczek, ktdre przereagowaty oraz liczbe czasteczek
wzbudzonych. Warto$¢ $ec i zalezy od energetyki elementarnej reakcji
i uktadu poziomdw energetycznych wzbudzonego elektronowo produktu,
zatem od takich wiasciwosci $rodowiska jak polarnos¢, lepkosé, tempera-
tura, pH itp. Dla reakcji bioluminescencji warto$¢ $cl wynosi od 0,04 do
0,88. Tak duze wartosci $Q zapewniajg wysokg czuto$¢ bioluminescencyj-
nych metod analitycznych, ktdra jest zasadniczo limitowana szybkos$cia

reakcji  ¢fj/ »czutoscig uktadu pomiarowego, a najczesciej czystoscig od-

czynnikéw.
Natezenie chemiluminescencji 1A mozna mierzy¢ w funkcji czasu jako
krzywg kinetyczng 1A= f(t) lub tez mierzy¢ sume Swietlng *]lw w prze-
t

dziale czasu tGdo t jako réwng catce

= jlcdt
t to

Typowg krzywg kinetyczng bioluminescencji podano na rycinie 12. Po zmie-
szaniu substratow niezbednych dla procesu bioluminescencji, natezenie
Swiecenia przechodzi przez kilka faz: ,faze powolng” (okres indukcji),
wzrost 1A, maksimum 1L i faze zaniku Swiecenia. Krzywa kinetyczng che-
miluminescencji lub bioluminescencji mozna opisa¢ za pomocga kilku para-
metrow (32):

— | — czasu trwania ,fazy powolnej” tj. odcinka miedzy po-
czatkiem reakcji (t = 0), a przecieciem osi t z linig
prostg, prowadzong przez punkt na krzywej 1Q(t), gdzie
szybkos$¢ wzrostu I jest maksymalna,

\ IdG‘/ — maksymalna szybkos$¢ wzrostu 1Q,
t/.
— Imax — maksymalne natezenie chemiluminescencji (wysokos¢

szczytu),

n*



456 D. i J. SLAWINSCY [12]

e
:

'S

<

3

©

_‘S’ Imux

S

g

Q

S 3

2

g

$ (‘”CL

.

3 9t Jmax

<

g

3 |l ~

2 ~

2 1.5
- i T

0O 02 OA

Czas po zmieszaniu reagentéw [s]

Ryc. 12. Typowa krzywa kinetyczna bioluminescencji Photinus pyralis (lc1 — f(t)).
1—tto uktadu pomiarowego,
2—chemiluminescencja roztworu kontrolnego zawierajacego lucyferyne, lucyferaze, O., Mgn

i bufor,
3—krzywa kinetyczna chemiluminescencji roztworu zawierajgcego lucyferyne, lucyferaze, Ot,

Mg*+ bufor i ATP,

— It — natezenie chemiluminescencji po t sekundach od zapo-
czatkowania reakcji,

7 - ;7 , - t
— lav — Srednia warto$¢ 1A, okre$lona jako t

Czas trwania oznaczen, powtarzalno$¢ wynikéw i czutos¢ metody zaleza
od wyboru odpowiedniego parametru dla oznaczen analitycznych a takze
od techniki mieszania i rejestrowania sygnatu chemiluminescencji.

Pomiar parametru 1, tj. czasu trwania ,fazy powolnej” znalazt do-
tychczas zastosowanie analityczne jedynie w przypadku oznaczania steze-
nia CN~ (21).

W analizie biochemicznej najczesciej wykorzystuje sie zaleznosci:

O . 3
(_dt R )max —t(C) 1 Imax ! f(C)

d!(?l,
dt
wprost proporcjonalna do stezenia np. w przypadku ATP zaréwno dla
oczyszczonych jak i nieoczyszczonych preparatow lucyferyny Photinus
pyralis. Réwniez obecnos¢ innych nukleotydéw jak ADP, GTP, ADP+ GTP

gdzie ¢ —stezenie oznaczonego substratu. Wartoéé( ) oraz Imex jest
max

o . - . i dI
oraz jonéw Mn2+ znacznie mniej narusza proporcjonalno$é mledzy(~d°t“)
max

lub Imax a stezeniem ATP niz miedzy 2tl lub Iti lava [ATP] (32, 33). Para-
metr Imax odpowiada maksymalnej szybkosci reakcji, a wiec najwiekszemu



[13] CHEMILUMINESCENCJA W BIOCHEMII 457

natezeniu Swiecenia. Pomiar Imax pozwala uzyska¢ maksymalng czutosé
oznaczen, co jest istotne np. podczas oznaczania ATP i FMN w pojedyn-
czych komorkach (14, 32).

Pomiary parametru\/t I w czasie catkowania od 10 do 150 s od momentu

zmieszania reagentéw moga stanowi¢ czesto wygodny sposob sporzadzania
krzywej kalibracji \{I = f(c). Nalezy jednak upewni¢ sie, czy w wybra-

nym przedziale czasowym t catkowania natezenia chemiluminescencji nie
zachodzg reakcje naruszajgce proporcjonalnosé miedzy\i I a (c). Do reakcji

takich nalezy np. powolne tworzenie sie ATP w reakcjach (15, 32, 34).

kinazy nukleozydo

ADP+ GTP (CTP, UTP, ITP) - dwfsfoaby ~ ATP + GDP (CDP, UDP, IDP)
Zaletg oznaczen wykorzystujagcych pomiar parametru | jest mozliwos¢
t

dokonywania pomiaréw po uptywie kilku sekund od mieszania reagentow,
a wiec zbednos$¢ urzadzen do szybkiego wstrzykiwania roztworéw. Dlatego
tez pomiary V | sg szeroko stosowane w przypadku analiz wykonywanych

t
za pomoca licznikéw scyntylacyjnych (35, 36) oraz seryjnie produkowanych
fotometréw chemiluminescencyjnych.

Innym sposobem catkowania IQ jest pomiar stacjonarnego natezenia
chemiluminescencji 1Q.—const technikg przeptywowsa. Dobierajgc odpo-
wiednio stata predkos$¢ przeptywu Swiecacego roztworu, mozna otrzymac
Icl ~ const w dowolnej fazie kinetyki chemiluminescencji. Metoda ta po-
siadajgca wiele zalet wymaga jednak wiekszego zuzycia reagentéw oraz
odpowiedniej pompy dozujacej. Zilustrujemy teraz technike pomiaréw pa-
rametrow Kinetyki chemiluminescencji przyktadami wybranymi pod ka-
tem powszechnosci stosowania, oryginalnosci rozwigzan lub innych walo-
réw analitycznych, jak np. czuto$ci oznaczen.

I1-2. Techniki pomiarowe i aparatura

Wyb6r techniki pomiarowej i aparatury zalezy od rodzaju mierzonego
parametru kinetycznego, pozadanej czutosci oznaczen, rodzaju analizowa-
nego uktadu Swiecgcego, ilosci materiatu itp. Ogdlna zasada sprowadza sie
do pomiaru natezenia $wiecenia za pomocg uktadu fotoelektrycznego, kto-
rego schemat podaje rycina 13. Tego rodzaju ukiad, w zaleznosci od szcze-
gotéw konstrukcyjnych i dodatkowego wyposazenia np. w filtry optyczne,
monochromator, kuwete przeptywowa itp., moze by¢ przyrzadem uniwer-
salnym, przystosowanym do réznych technik i réznych wymogdéw analizy
biochemicznej.

Nizej oméwimy najbardziej rozpowszechnione lub najciekawsze tech-
niki pomiaréw kinetyki chemiluminescencji.
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Ryc. 13. Schemat uktadu fotoelektrycznego do pomiaréw chemiluminescencji i bio-
luminescencji metodg pradowg (wzmacnianie i rejestracja pradu statego) na przykia-
dzie oznaczania ATP.

Z — przystony, KS — komora $wiattoszczelna, PT — ptaszcz termostatujacy kuwete, K — ku-
weta, w ktérej zachodzi reakcja generujaca chemiluminescencje, O — okienko w naczyniu
Dewara (nieposrebrzana cze$¢ szklanych lub kwarcowych $écianek), D — naczynie Dewara zawie-
rajace ciekty azot (CN) z zanurzonym fotopowielaczem, DN — dzielnik napigcia i wtérnik,
W — wzmacniacz, ZNN — zasilacz niskiego napiecia, ZWN — zasilacz wysokiego napiecia
600—2000 V, R — rejestrator, UT — ultratermostat.

Pomiary sumy Swietlnej bioluminescencji licznikami scyntylacyj-

t

nymi, jakich uzywa sie do okres$lenia aktywnosci ~-promieniotworczych
izotopow, jak T, [KC], [8P], [&Ce], [13IX] zastosowano do oznaczania piko-
molowych (10“12M) stezen ATP, ADP, FMN, NADP, adenozyno-3’-fosfora-
no-5’-fosforanu (PAP) i 3’-fosfoadenozyno-5’-fosfosiarczanu (PAPS) (15, 35,
36, 37). Oznaczenia przeprowadzono w licznikach typu Tri-Carb Liquid
Scintillation Spectrometer — Packarda IS 133, Backmana lub Mark Il —
Nuclear Chicago, wykorzystujac reakcje bioluminescencji uktadéw Swieca-
cych Photinus pyralis, Photobacterium fisheri i Renilla reniformis. Zasad-
nicze zalety uzycia licznikéw scyntylacyjnych w bioluminescencyjnych
analizach ilosciowych sg nastepujace:

— niski poziom szumoéw selekcjonowanych fotopowielaczy umozliwia
pomiary w temperaturze pokojowej, odpowiedniej dla reakcji en-
zymatycznych,

— geometria stosowanego uktadu optycznego (prébka — fotopowiela-
cze — reflektory) zapewnia wysoka sprawno$¢ zbierania Swiatta
e> 90°/0), co z kolei warunkuje duzg czuto$é oznaczen,

— rejestracja liczby impulséw czyli pomiar metodg zliczania po-

t
jedynczych fotondéw daje wyniki lepsze statystycznie niz ¢“miar
Imax, a poza tym szybko$¢ mieszania reagentéw nie ma tak duz/ go
wplywu na te wyniki,
— odpowiedni dob6r napiecia fotopowielacza, wzmocnienia i dyskry-
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minacji umozliwia optymalizacje warunkéw zliczania impulséw tj.
maksymalng szybkos$¢ zliczania impulséw dla maksymalnego sto-
sunku sygnat — szum,

— mozliwa jest automatyczna, programowana zmiana probek,

— sprzezenie licznika scyntylacyjnego z komputerem umozliwia szyb-
kie opracowanie wynikéw pod wzgledem kinetycznym i statystycz-
nym. Schemat uktadu pomiarowego typowego licznika scyntylacyj-
nego podano na rycinie 14.
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Ryc. 14. Schemat blokowy licznika scyntylacyjnego, wykorzystanego do analizy

chemiluminescencyjnej.

P — naczynie ze S$wiecagcym roztworem, B — otowiany blok licznika scyntylacyjnego, Ft
i Fj — fotopowielacze, WN — wneka pomiarowa, ZWF — zasilacz wielofunkcyjny, UK — uktad
koincydencyjny (wytaczony), 2 — sumator impulséw, WAAT — wielokanatowy analizator
amplitudy impulséw, PE — przelicznik elektronowy impulséw. Urzadzenia rejestrujace, stoso-
wane alternatywnie, zaleznie od metod obrébki danych doswiadczalnych: Rx_y — rejestrator,
TM — zapis wynikéw na tasmie magnetycznej, DzT — dziurkarka tasmy, DzK — dziurkarka
kart, L — lister, DP — dalekopis.

Od kilku lat znane sg proste urzadzenia do automatycznego wstrzykiwania

reagentéw do naczynek scyntylacyjnych co pozwala mierzy¢ nie tylko

wartos$ci parametru y 1Q lecz takze Imex oraz $ledzi¢ kinetyke chemilumi-
t

nescencji (35, 37). Zastosowanie tych urzadzen pozwala doktadniej sporza-
dzi¢ krzywa kaliberacji, a tym samym zwigkszy¢ czuto$¢ oznaczen.
Zalety analitycznych metod chemiluminescencyjnych i ich szybko
wzrastajgca popularno$¢ spowodowaty opracowanie prostych fotometréw.
Sa to niewielkie aparaty, czesto przenos$ne z elektronicznymi obwodami
scalonymi. Analogowa lub cyfrowa skala przyrzadu umozliwia zwykle po-
miary yg I dlat= 60 s lub Imex- Mozna je rowniez wykorzystaé do wyko-

nywania analiz opartych o chemiluminescencje luminolu lub lucygeniny.
Firmy prowadzace dystrybucje takich prostych przyrzadéw, jak np. Amin-
co-Bowman Chemiluminescent Photometer, Lab-Line ATP Photometer
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9140 lub JRB Inc. San Diego Photometer, dostarczajg rowniez zestawy nie-
zbednych odczynnikéw. Fotometry te sa coraz powszechniej stosowane do
seryjnych oznaczehn enzyméw, metabolitow, analiz bakteriologicznych wo-
dy, sciekdw, produktéw spozywczych, ptynéw ustrojowych, okreslania pro-
dukcji biomasy itp. Do oznaczania subfentomolowych (<C 10~ stezeri ATP
Wattermark i Stymne (32) opracowali finezyjng technike pomia-

dl \
(_dl /[ **meX Rycina przedstawia schemat

uktadu pomiarowego. Zawiera on takie elementy jak zdalnie sterowane
urzadzenie do szybkiego wstrzykiwania (<C0,8 sek) mikrolitrowych obje-
tosci reagentéw, uktad optyczny o duzej aperturze i chtodzony fotopowie-
lacz o niskim poziomie szuméw, rzedu 8 impulséw na sekunde, pracujgcy
metodga zliczania pojedyniczych fotonéw oraz wielokanatowy analizator am-
plitudy z pamiecig magnetyczng. Dzieki zastosowaniu odczynnikéw o wy-

HYT

R rHTSWPA~H-PD-
SA > PM

PSTIE e v jHi1  fTi
DR OR

r—
Lo

Ryc. 15. Uktad pomiarowy do oznaczania subfentomolowych stezen ATP (54).

DR — pomieszczenie zaciemnione, OR — pomieszczenie niezaciemnione, HYT — hydrauliczne
urzadzenie uruchamiajgce automatyczng strzykawke magnetyczng IN, SA — kuweta reakcyjna
ze Swiecacym roztworem, SH — przystona, LS — uktad soczewek, HW — ogrzewane okienko
kwarcowe, CH — Kkriostat dla chiodzenia fotopowielacza PM, MR — pierécien magnetyczny
zmniejszajacy prad ciemny fotopowielacza, HY — zasilacz stabilizowany wysokiego napiecia,
U — wieloczynnos$ciowy analizator, PS — uktad formowania impulséw, PA — wzmacniacz
amplitudy impulséw, PD — dyskryminator amplitudy impulséw, SC — licznik impulsow,
T — czasoster, 1024 CM — wielokanatowy analizator amplitudy impuséw z pamiecia, MD — ekran
oscyloskopu do graficznego odtwarzania danych z pamieci analizatora.

sokim stopniu czystosci, zwilaszcza preparatéw lucyferazy z Photinus py-
ralis i sterylnosci roztworow (ostona heksanowa) udato sie oznaczy¢ ste-
zenie ATP w pojedynczych komdrkach infusorii, wiciowcdw i makrofagéw.
Uzycie bardzo czystych preparatow lucyferaz z bakterii Achromobacter
fisheri pozwala rowniez analizowa¢ fentomolowe stezenia NAD(P)H2
(14, 34).

Do pomiar6éw wartosci parametru I- jy ) Rhee i wsp. (33) wyko-
\

/ max

rzystali technike zatrzymanego strumienia (ang. stopped-flow), wprovva-
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dzong przez Chance do badania kinetyki szybkich reakcji enzymatycz-

. dia . . . . e
nych. Pomiar - ,. - w ciggu 2 sek po zmieszaniu reagentow umozliwia

rozdzielenie w czasie szybkiej reakcji zuzycia ATP od powolnych reakcji
tworzenia ATP z ADP i trojfosforandw nukleotyddw.

Pomystowg technike rejestracji kinetyki kilkusekundowych btyskéw
Swietlnych opracowali Bowling i wsp. (38). Skonstruowali oni analiza-
tor — dysk wirujacy z predkoscig 1 000 obrotéw/min. Sita odSrodkowa po-
woduje szybkie zmieszanie reagentow w 16 kuwetach, a natezenie chemi-
luminescencji emitowanej z kazdej kuwety jest rejestrowane przez foto-
powielacz 40 razy w ciggu 2,5 sek i notowane w pamieci komputera. Tech-
nike te zastosowano do oznaczania jonéw Cr3+ i CrH* w wodach natural-
nych, wykorzystujac katalityczny wptyw Cr3+ na chemiluminescencje lu-
minolu. Moze ona by¢ z powodzeniem uzyta rowniez do analiz biolumines-
cencyjnych. Metoda ta pozwala w ciggu 2 do 5 sek wykonaé analize che-
miluminescencyjng jedenastu prdébek, czterech roztworéw wzorcowych
i jednego roztworu ,tha”, przy czym objetos¢ jednej prébki wynosi tylko
0,3 ml.

Hercules, Seitz i wsp. opracowali metody chemiluminescencyj-
ne wykorzystujace technike przeptywowgq do analizy wielu zwigzkéw waz-
nych w biochemii, farmacji i ochronie $rodowiska (22, 39, 40). Techniki te
wykorzystujgce chemiluminescencje luminolu ilustruje rycina 16 na przy-
ktadzie oznaczania glukozy we krwi (40).

Zasade oznaczania glukozy objasniono blizej w nastepnym rozdziale,

ZL

A
Plle]

Luminol
<)
K3Fe (CN)G

Ryc. 16. Schemat analizy chemiluminescencyjnej technikg przeptywowa na przykia-
dzie oznaczania glukozy w osoczu krwi (40).

4 mM bufor octanowy o pH = 5.6, S — strzykawka lub mikropipeta dla wprowadzania badanej
probki, Z — zawér teflonowy; wilaczajacy-wytaczajacy przeptyw roztworu buforowego Ilub
prébki, p — badana prébka, K — kolumna z glukooksydaza (E.C. 1.1.3.4) zwigzang na Sepharose,
N2 — doptyw azotu dla mieszania roztworéw w kuwecie, C — kuweta reakcyjna, PM — foto-
powielacz, Z — odptyw zuzytych roztworéw. Na rysunku pominieto pompe dozujaca.

N2
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a obecnie omowimy tylko aspekty techniczne. Pompa dozujaca i uktad
strzykawek wytwarzajg stacjonarny przeptyw badanych roztworéow w ku-
wecie przeptywowej, ktére po zmieszaniu reaguja chemicznie. Natezenie
Swiecenia jest funkcjg szybkosci przeptywu. Predkos¢ przeptywu dobiera
sie tak, aby fotopowielacz rejestrowat Swiecenie mieszaniny reakcyjnej
w kuwecie, odpowiadajace okreslonej fazie reakcji, zwykle 1max- Najczes-
ciej stosuje sie przeptyw z predkoscig od 4 do 10 ml/min. Tak wiec zasad-
niczg zaleta metody przeptywowej jest tatwosé wyboru optymalnego para-
metru kinetyki i utrzymania statej jego wartoSci w czasie. Ponadto tto
uktadu reagujacego tj. emisja z wszystkich odczynnikéw zawartych w roz-
tworze, za wyjatkiem analizowanej substancji stanowi caty uktad odniesie-
nia, limitujacy z reguty czuto$¢ metody. Technika przeptywowa nadaje sie
do seryjnych, automatycznych oznaczen, w szczegélnosci analizy wyciekow
z kolumn chromatograficznych. Wymaga ona jednak duzych ilosci odczyn-
nikdéw, a zatem jest kosztowna. Zuzycie roztworéw jest znacznie wieksze
niz w innych metodach, a objeto$¢ analizowanej prdébki wynosi 1—3 ml.

1. Przyktady zastosowan

Zastosowanie bioluminescencji i chemiluminescencji do iloSciowego
oznaczania réznych zwigzkéw chemicznych i materiatu biologicznego zilu-
strujemy kilkoma przyktadami. Wyb6r ich uzasadniony jest uzytecznos-
cig oznaczen. Uwzgledniono tez aspekty analityczne obecnie moze mniej
znane, lecz posiadajagce duze perspektywy zastosowania do oznaczeh np.
tlenu singletowego lub ,,sond chemiluminescencyjnych”.

I11-1. Biolumincscencja

Uktad swiecacy chrzaszczy Photinus pyralis, Photuris i Luciola jest
szeroko stosowany do oznaczen ATP. W typowej analizie uzywa sie lucy-
feryny (LH2 1,0 mg/ml, lucyferazy (E) 1,0 mg/ml i 0,01 M Mg2+ w nasyco-
nym powietrzem ([04” 0,5°0) 0,05 M buforze Tris o pH 7,4. Dodajac prob-
ke zawierajagcg ATP do nadmiaru wymienionych odczynnikéw, uzyskuje
sie krzywa Swiecenia 1= f(t) podobng jak na rycinie 12. Natezenie bio-
luminescencji zmniejsza sie eksponencjalnie w czasie i dla oczyszczonych
preparatéw lucyferyny i lucyferazy jest wprost proporcjonalne do steze-
nia ATP w zakresie od 2*10-9 Mg/ml do 30 ing/ml. Poniewaz ATP obecny
jest we wszystkich komoérkach, zaréwno auto- jak i heterotroféw, przeto
oznaczanie ATP jest jedng z metod wykrywania zycia typu ziemskiego
w przestrzeni kosmicznej, stosowang w satelitach, sondach i stacjach kos-
micznych (1, 15, 22). Szczeg6ty dotyczace ekstrakcji lucyferyny, lucyferazy
ATP z komérek i tkanek, sporzadzania i oczyszczania roztwordw oraz
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wplywu substancji towarzyszacych znalezé mozna w obszernej literaturze
(12, 15, 16, 32, 34, 35, 36). W tabeli 1 zestawiono zastosowania uktadu lu-
cyferyny—Ilucyferaza—ATP w analizie biochemicznej i pokrewnych dzie-
dzinach. Na uwage zastugujg zwlaszcza dwa oznaczenia:
— calkowitej masy zywych komérek, czyli biomasy,
— glicerolu.
Okreslenie biomasy np. bakterii, glonéw, drozdzy i innych mikroorganiz-
méw w ptynach ustrojowych, wodach powierzchniowych, ptynach fermen-
tacyjnych itp. opiera sie na zatozeniach:
— ATP wystepuje wytgcznie w zywych organizmach,
— stosunek ATP do innych skfadnikdw komorki jest wzglednie staty
np. $rednia zawarto$¢ ATP w bakteriach morskich stanowi 0,4°/0
wegla komorki, a w glonach 0,35% (15, 41, 42).

Tabela 1.

Analityczne zastosowania bioluminescencji uktadu ATP—LH2—lucyferaza

Oznaczenie Dziedzina zastosowan  Pi$miennictwo 1

Substratéow bioluminescencji ATP, ADP, AMP, biochemia, egzobiolo- 12, 15,

c-AMP, fosfoenolopirogronianu, fosfokreatyny, gia 36, 37
nukleozydotréjfosforanow

Enzymoéw: heksokinazy, kinazy pirogronianowej biochemia, genetyka, 1, 35, 36
i kinazy fosfokreatyny, ATP — kinazy siarczanu biochemia kliniczna
adeniny

PPi. [Od], szybkosci fosforylacji biochemia, egzobiologia 1, 12, 44

Analiza mikrobiologiczna wéd, badanie taficucha po- ekologia, limnologia 14,42
karmowego i produkcji biomasy i oceanografia

Analiza bakteryjna $ciekéw, wod kanalizacyjnych, zaktady utylizacji od- 45
liczebnos$¢ kolonii padkéw i Sciekow,

stacje sanitarno-
epidemiologiczne
Bakterii w ptynie mézgowo-rdzeniowym, moczu, o- laboratoria kliniczne, 41, 46

kreslanie sterylnosci, wykrywanie anaerobéw surowic i szczepionek
Kontrola produkcji biomasy (bakterie, drozdze) przemyst spozywczy 22
w procesach fermentacyjnych produkcja napojéw,
uzywek, przemyst
farmaceutyczny
Zywotnosci (przezywalnosci) czerwonych krwinek  medycyna, stacje 47
krwiodawstwa
Zanieczyszczei wody i gleby biocydami Ochrona $rodowiska 42
Poszukiwanie zt6z ropy naftowej, badanie osadéw geologia 48

geologicznych

Zalezno$¢: [ATP] = f(C) lub log[ATP] = f(log liczby komorek) wykazuje
wysoki wspoétczynnik korelacji 0,93 (Ryc. 17). Oznaczenia biomasy za po-
mocg bioluminescencji uktadu lucyferyny—Iucyferaza—ATP jest znacz-
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nie prostsze niz pracochtonna klasyczna technika liczenia liczby mikroor-
ganizméw i dlatego znajduje bardzo szerokie zastosowania w praktyce.
W przypadku planktonu wod powierzchniowych mozna oblicza¢ relacje
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Ryc. 17. Zalezno$¢ miedzy stezeniem ATP i wegla w komdérkach mikroorganizmow (42).

miedzy heterotrofami i autotrofami na podstawie zawartosci wegla w ich
organizmach: [CAIF]- [Cdilordfil] = [Cheteratroficzny.

Do oznaczania glicerolu stosowano dotychczas m.in. dwie enzymatycz-
ne metody posrednie z udziatem NADH+ H+->NAD+ (43):

1. glicerol+ ATP >glicerofosforan + ADP
ADP + PEP--->pirogronian + ATP
pirogroniantNADH + H+ +PH -»mleczan + NAD+
2. glicerol + ATP—--»glicerofosforan + ADP

glicerofosforan + NAD+— ——>fosforan dwuhydroksy acetonu+
+NADH++H+

gdzie GK — kinaza glicerolowa (E.C. 2.7.1.30), PK — kinaza pirogroniano-
wa (E.C. 1.2.7.40), GDH — dehydrogenaza glicerofosforanu (E.C. 1.1.1.6),
PEP — kwas fosfoenolopirogronowy. Shechan i Hercules (43) do-
konali modyfikacji tych metod stosujgc znane poczatkowe stezenie ATP
wieksze od stechiometrycznego. Nadmiar niezuzytego w powyzszych reak-
cjach ATP oznaczali w standardowej reakcji:

ATP+ LH,+02-— Produkty+ hv

przy czym stezenie glicerolu = [ATP]0—[ATP]amty. Metoda ta daje liniowg
zalezno$¢ miedzy a stezeniem glicerolu w zakresie 10-12— 10~5 g/ml
60s

oraz jest tansza od metody wykorzystujacej uktad NADH + H+ —=NAD+,
Bakteryjne uktady Swiecagce Photobacterium fisheri i Achromobacter
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Tabela 2.

Poréwnanie czutosci réznych metod wykrywania nukleotydu flawinowego FMNH2 (22)

Metoda oznaczania FMNH., Minimalne wykrywalne stezenie FMNH*

i¢.9/100fzl
Chromatografia bibutowa 102
Reduktaza cytochromowa (E.C. 1.6.2.3) 10*
Oksydaza mleczanowa (E.C. 1.1.3.2) 1
Fluorescencja 10¢
Bioluminescencja bakterii 10-5

wykazujg wysoka czutos¢ i specyficznos¢ w stosunku do FMNH2 Jak wi-
da¢ z Tabeli 2 uktady bakteryjne wykazujg najnizsza granice wykrywal-
nosci FMNH2 Zblizong czuto$ciag metoda fluorescencyjna jest mniej spe-
cyficzna — wiele zwiazkéw zawartych w ekstraktach tkankowych zaktéca
oznaczenia fluorymetryczne. Liniowa zalezno$¢ miedzy Imex lub 21CL
a [FMNH,] utrzymuje sie w zakresie 10“4— 1 yg/ml. Bioluminescencje
wykazuje wylgcznie zredukowana forma FMNH2 (redukcja NaBH4 lub
NADH + H+). Lucyferaza bakteryjna uzywana jest zwykle w stezeniach

Tabela 3.
Analityczne zastosowania bioluminescencji bakterii
232::::(;: Uktad reakcyjny PiSmiennictwo
NAD + NAD++EtOH NADH+H+ +aldehyd 15, 49
Maleinian maleinian |-N AD + ——>szczawiooctan+ NADH + H + 1,36
Glukoza glukoza+ NADP+ -» NADPH + H + 15, 49
reakcja sprzezona z udzialem HK.-DG
NADH+H+ 2NADH +H+ ir-FMN — >2NAD++FMNHg 15, 49
NADPH + H + enzymatyczne, selektywne utlenianie nieoznaczonego
nukleotydu — forma utleniania nie daje biolumi-
nescencji
NOr NOr+NADH + H+ (nadmiar) — ->NOJ+NAD+ +
+h 20
NADH+ + H++ FMN — -*NAD++FMNH,
Szczawiooctan szczawiooctan+ NADH -> matonian+NAD + 11, 15, 28,
29, 35, 36
Wykrywanie nar- hamowanie bioluminescencji bakterii w wyniku dezak-
kotykéw (hero- tywacji lucyferyny bakteryjnej

ina) i promienio-
wania jonizuja-
cego

AD — dehydrogenaza alkoholanowa (E.C. 1.1.1.1); SC — semikarbazyd, H — hydrazyna; E — dehydrogenaza
NADH(E.C. 1.1.1); E’— reduktaza azotanowa (E.C. 1.6.6.2); E” — oksydaza NADH2 (E. C. 1.6.1.1))
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Tabela 4.
Aktywnos$¢ nukleotydéw w bioluminescencji Renilla reniformis (17, 22, 35)

Aktywator Wzgledna aktywno$é
Adenozyno*3\ 5*-dwufosforan 100
Adenozyno-2’, 5-dwufosforan 1
Koenzym A 7
Aktywny siarczan fosforan 5°’— siarczanu adeniny (PAPS) 15—98*
ATP 0

* — Zalezy od stopnia kwasnej hydrolizy PAPS do PAP
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Ryc. 18. Zalezno$¢ natezenia bioluminescencji uktadu Swiecacego Renilla reniformis
in vitro od czasu reakcji (A) i krzywa kalibracji (B) oznaczania adenozyno 3’-fosfo-
rano-5’-fosforanu (PAP), (35).

(A) —strzatkami oznaczano kolejno$¢ dodawania sktadnikéw (sekwencjg reakcji): 2 ml roztworu
buforowego o pH 7,5;

1 — dodatek 50 ul uktadu $wiecacego Renilla reniformis, zawierajacego PAP o0 nieznanym steze-
niu 1—100 pM,

2 — wprowadzenie standardu wewnetrznego, tj.: 10-w M roztworu PAP w objetosci < 50 ul;

U dotu (B) pokazano krzywa kalibracji oznaczania PAP w uktadzie wspétrzednych: szybkos$¢
reakcji utleniania lucyferyny (I11) a stezenie PAP.

1 Mg/ml w 0,05 M buforze o pH 7,4 a aldehyd dodecylowy w postaci kom-
pleksu z dwusiarczynem. Szczeg6ty na temat ekstrakcji i oczyszczania LH 2
i lucyferazy oraz procedur analitycznych podano w pracach (3, 12, 14, 15,



[23] CHEMILUMINESCENCJA W BIOCHEMII 467

16, 36). Bioluminescencja uktadéw bakteryjnych znajduje podobne zastoso-
wania analityczne, jak ATP, np. automatyczna, ciggta kontrola zakazen
bakteryjnych, wykrywanie anestetykdw, badania egzobiologiczne itp. Inne
zastosowania $wiecacych uktadéw bakterii zestawiono w tabeli 3.

Swiecacy uktad enzymatyczny pierécienic morskich Renilla reniformis,
stuzy do oznaczania niektorych nukleotydéw — aktywatoréw biolumines-
cencji R. reniformis (Tabela 4). Stanley (35) opracowat metode ozna-
czania pikomolowych stezeh PAP (adenozyno-3’-fosforano-5’-fosforanu) sto-
sujac licznik scyntylacyjny. Rycina 18 ilustruje sekwencje reakcji oraz
krzywa kalibracji oznaczania PAP. Uzywajac roztwor6w o znanym steze-
niu substratow PAP lub 3’-fosfoadenozyno-5*-fosfosiarczanu (PAPS) mozna
z kolei mierzy¢ aktywno$¢ enzymdw: ATP — kinazy siarczanu adeniny
(E.C. 2.7.7.4) i ATP — kinazy fosforanu siarczanu adeniny (E.C. 2.7.1.25).
Bioluminescencja meduzy Aeguerea i Halistaura ma znaczenie analityczne
jako czuty wskaznik jonéw Ca2+. Stwierdzono (18), ze stymulujace biolu-
minescencje dziatanie kationow zalezy od ich rodzaju i stezenia: [Ca2+] =
= 10 [Y3+ Las+]”™ 100 [Sr*+]. Kationy NHi, K+, Mg2+, Ba2+, Mn2+, Fes+,
Fe2+ i Zn2+ nie wykazujg efektu, a stabg stymulacje bioluminescencji jo-
noéw Co2+, Cu2+, Cd2+ Pb2+ i Hg2+ hamuje dwumetylodwutiokarbaminian.
Poniewaz w uktadach biologicznych stezenie Ca2+ jest znacznie wieksze
niz innych kationéw, przeto uktad swiecagcy meduzy jest praktycznie selek-
tywny. Czuto$¢ mikrooznaczen w tkankach nerwowych, miesniowych
i w ekstraktach wynosi 10-13 mola Ca2+.

111-2. Chemiluminesceneja

Oméwione tu zostang jedynie najnowsze przyktady analiz, stosowane
w badaniach biochemicznych, gdyz wcze$niejsze opracowania opisane sg
w tatwo dostepnej literaturze (21, 22, 51).

Szczegllnie atrakcyjne metody wykorzystujgce chemiluminescencje lu-
minolu sprzezong z reakcjami enzymatycznymi opracowujg Hercules,
Seitziwsp. (22, 39, 40). Przyktadem moze stuzy¢ mikrooznaczanie glu-
kozy w krwi (52, 53) i w moczu (45) opisang juz technikg przeptywowg
(Ryc. 5). Wykorzystano tu uktad sprzezonych reakcji:

glukoza + 02+ HD — ——---»kwas glukonowy+ HD 2
HD 2+ luminol + KFe(CN)6+ OH~-— »produkty + hv

gdzie OG jest eksydazg glukozowa (E.C. 1.1.3.4) zwigzang z Sepharose,
umieszczong w kolumnie przeptywowej (Ryc. 15). Istnieje liniowa zalez-
nos¢ miedzy stezeniem glukozy a I w zakresie 1X10-8—10-4 M/I. Jedno
oznaczenie, wykonywane metodg przeptywowg zajmuje kilka minut i zu-
zywa objetos¢ 100 vt probki (osocza krwi). Metoda chemiluminescencyjna
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oznaczania glukozy we krwi daje maty rozrzut, w poréwnaniu z innymi
technikami oznaczania tego zwigzku. W przypadku oznaczania glukozy
W moczu, usuwa sie przeszkadzajacy kwas moczowy przez adsorpcje na
Ba(OH)2+ ZnS04 Biad oznaczen nie przekracza 5°%0. W nowoproponowanej
metodzie oznaczania witaminy B12tj. cyjanokobalaminy wykorzystano ka-
talityczny efekt Co2+ na chemiluminescencje luminolu (43):

Bp— Co3_ much —.B, _ Co
BR2— Co8++ luminol+ HD 2+ C)H~--------- » produkty+hr

Siadowe ilosci innych metali, ktére mogtyby katalizowaé chemiluminis-
cencje luminolu, usuwa sie za pomocg EDTA. Wszystkie operacje przepro-
wadza sie w atmosferze azotu, gdyz obecnos¢ tlenu powoduje przejscie
Co2+ do Co3+, ktdry nie katalizuje chemiluminescencji luminolu. Jest to
niewatpliwie duzy mankament metody. Najnizsze oznaczalne stezenie wi-
taminy B12 wynosi 5-10~9mola, a liniowa zalezno$¢ 1Q_od jej stezenia wy-
stepuje od 10-6 mola. Metoda ta jest szczegllnie przydatna do oznaczen
aktywnosci witaminy B2 w preparatach farmaceutycznych.

Chemiluminescencja luminolu, bedgc silnie katalizowana kompleksami
zelazo-porfirynowymi stosuje sie ponadto w badaniach egzobiologicznych.
W radzieckich laboratoriach planetarnych, Swiecenie ukiadu luminol —
H2D 2— OH- — Zelazoporfiryny jest jedng z trzech metod wykrywania zy-
cia w przestrzeni pozaziemskiej. Czuto$¢ oznaczania potgczen zelazoporfi-
rynowych, zawartych w ewentualnie wystepujacych mikroorganizmach
na powierzchni badanej planety wynosi 1,3X10~7g cytochromu ¢ na 1 ml
ekstraktu (54).

Chemiluminescencje luminolu silnie hamuja zwigzki polifenolowe
i aminy, co zostato wykorzystane do szybkiego ich oznaczania (21). Z innych
uktadéw o znaczeniu biochemicznym wykazujacych chemiluminescencje
wymieni¢ nalezy uktad ryboflawina — H2 2 Emisje Swiatta inicjuje do-
datek reduktoréw np. kwasu askorbinowego, a takze naswietlanie Swiattem
widzialnym (55, 56). Tak indukowang chemiluminescencje szczeg6lnie sil-
nie aktywujg jony Cu2+, co znalazto zastosowanie do ich selektywnego
oznaczania (56).

Mozliwosci analitycznych zastosowan chemiluminescencji lucygeniny
sg przypuszczalnie duze, jednak dotychczas opracowano kilka metod ozna-
czania Bi3+, Cr8+2+, Os8+6+4+ i Th4+ (57, 58).

Réznorodne zastosowanie analityczne daje zmodyfikowana reakcja
Trautza-Schorigina. Reakcji Trautza-Schorigina towarzyszy pomaranczo-
wa chemiluminescencja o stosunkowo duzym natezeniu. Jest to reakcja
pomiedzy stezonym, alkalicznym roztworem H2 2 formaldehydem i pi-
rogalolem. Zmodyfikowanie reakcji Trautza-Schorigina, aby byta wygod-
niejsza do zastosowan analitycznych, polega na stosowaniu roztworéw
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znacznie rozcieficzonych i zastgpieniu pirogalolu innym polifenolem — kwa-
sem galusowym. Podany wyzej uktad charakteryzuje sie silng zaleznoscig
natezenia chemiluminescencji od stezenia formaldehydu. Glutation i biat-
ka, jak Y-globuliny osocza krwi, kazeina i zelatyna wiaza formaldehyd.
Wiasnos¢ ta zostata wykorzystana do opracowania chemiluminescyjnej me-
tody oznaczania biatek (59). Zasada oznaczania biatek jest nastepujgca.
Biatko reaguje z formaldehydem tworzgc nierozpuszczalny osad. Propor-
cjonalnie do stezenia biatka [cB] maleje stezenie formaldehydu c Hcho, kt6-
ry jest niezbednym sktadnikiem $wiecacej mieszaniny i proporcjonalnie
do ubytku stezenia HCHO zmniejsza sie natezenie chemiluminescencji

Al< AChKCHO' '[Cb]

Zastgpienie kwasu galusowego garbnikami roslinnymi daje Swiecenie, kt6-
rego Imaex jest proporcjonalne do stezenia garbnika w zakresie 0,01%—4%.
Chemiluminescencyjne oznaczanie garbnikOw jest znacznie szybsze, pro-
stsze i tansze niz innymi metodami, a $redni blagd wzgledny oznaczen nie
przekracza 1,8% (60). Zalezno$¢ Inmex i 2 I chemiluminescencji zmodyfi-
kowanej reakcji Trautza-Schorigina jest liniowa wzlgedem HCHO w prze-
dziale 10-7—10~2 M HCHO. Umozliwito to opracowanie szybkiej i czulej
metody oznaczania HCHO w wodach. Oznaczenia mozna wykonywacé
w ukladzie statycznym (26) lub znacznie korzystniej — technika przepty-
wowg (31). Nalezy zaznaczy¢, ze reakcje tworzenia a-hydroksy-hydronad-
tlenkow z HD 2 i HCHO oraz ich rozpadu rozpatrywane sg jako prosty
model procesdéw peroksydatywnego utleniania lipidow w btonach mito-
chondriow i mikrosoméw (29). Z tego wzgledu chemiluminescencja uktadu
Trautza-Schorigina moze znalez¢ szersze zastosowanie w biochemii. Mozli-
we, ze reakcje biochemiczne wytwarzajgce takie reaktywne nadtlenki po-
trafimy sprzegac z silng chemiluminescencjg. Wykorzystujagc wydajnie fluo-
ryzujace zwigzki endogenne, jak np. FMN, FAD, adrenolutin lub chlorofil
jako akceptory — emitery, lub tez wprowadzajgc egzogenne zwigzki typu
aktywatorow, mozna by otrzymaé swego rodzaju ,,sondy chemiluminescen-
cyjne”. Obecnie juz znane sg reakcje dysmutacji rodnikéw nadtlenowych,
w ktérych energie wzbudzenia mozna efektywnie przenosi¢ na silnie fluo-
ryzujace akceptory, np. chelaty europu, rutenu lub bromonaftalen (61, 62).

Sondy chemiluminescencyjne pozwolityby wykrywaé bardzo wczesne
stadia niektérych proceséw, poprzedzajgcych np. uszkodzenia bton mito-
chondriow i mikrosomoéw, rozkojarzenie oksydacyjnej fosforylacji i oddy-
chania itp. Zaletg tych sond w stosunku do obecnie stosowanych sond flu-
orescencyjnych bytoby m.in. wyeliminowanie silnego Swiatta wzbudzaja-
cego fluorescencje, ktéra niewatpliwie zaburza badany obiekt. Ponadto wy-
kazywataby duza czuto$é nie tylko na zmiany fizyko-chemicznych wiasci-
wosci mikrosrodowiska, jak np. statej dielektrycznej, pH, lepkosci, ale
przede wszystkim na stan energetyczny (transport Oz, ATP, OH-, nad-
tlenkéw itp).

12 postepy Biochemii 3/77
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Interesujaco przedstawia sie zastosowanie chemiluminescencji do ozna-
czania tlenu czasteczkowego we wzbudzonych elektronowo stanach single-
towych oznaczanych termami *Agi 42 ,. Okazuje sie, ze w wielu reakcjach,
jak np. rozpadu nadtlenkéw nienasyconych kwasow ttuszczowych (10, 29),
utleniania adrenaliny (63, 64), polifenoli (65), ksantyny w obecnosci ksan-
tynooksydazy (66), NADPH w obecno$ci cytochromu c i reduktazy adre-
nodoksyny (67) z udziatem 0 2oraz podczas radiolizy wody nasyconej tle-
nem (68) tworzy sie tlen singletowy *02 (“Ag). Czasteczki J0 2i ich dimery
w kombinowanych stanach *Ag*2”~ jako czasteczki elektronowo wzbudzone
wykazujg zwiekszong reaktywnos$é. Z tatwoscig utleniajg nienasycone kwa-
sy tluszczowe, biatka, DNA, barwniki, uszkadzajg btony mitochondriow
(67), powodujac nieenzymatyczne hydroksylacje (2, 29), efekt fotodyna-
miczny itd. Czes¢ *02, ktora nie przereagowata, ulega dezaktywacji pro-
mienistej w postaci chemiluminescencji:

substraty + -»Utlenianie DNA,
T lipidéw
*OA-) ZAHIES-. QA9 'SI). Hydroksylacje
karcinogenéw
Efekty ,foto-
dynamiczne”
Aktywno$¢ przeciw-
bakteryjna

w stanie podstawowym

0 2(3Sg ) -fhu chemiluminescencja

Dezaktywacja promienista elektronowo wzbudzonych czgsteczek tlenu
singletowego manifestuje sie jako chemiluminescencja w szerokim zakre-
sie spektralnym, poczawszy od ultrafioletu az do podczerwieni. Zaobser-
wowano kilkanascie pasm emisji; najczesciej obserwowane pasma dla re-
akcji o znaczeniu biologicznym maja maksymalne natezenie przy dtugos-
ciach fali 382, 478, 580, 635, 703, 1070 i 1270 nm. Pasma emisji z X0 2
a zwiaszcza stosunkowo silne $wiecenie w zakresie czerwieni, mozna wy-
odrebnié za pomoca filtrow optycznych. Pomiary natezenia tych pasm po-
zwalaja wnioskowaé o szybkosci generowania i konsumpcji 0 2w badanym
uktadzie. Jak wida¢ z powyzszego schematu reakcji, procesy destrukcji
skfadnikdw komorkowych, utleniania metabolitdéw i niektére inne zwia-
zane ze zjawiskami odpornoSciowymi (pokazane w prawej czesci schematu)
wspotzawodnicza o tlen singletowy z dezaktywacja promienistg (che-
miluminescencjg). Dlatego pomiary natezenia chemiluminescencji z tlenu
singletowego stanowig bardzo czula i specyficzng metode jakosciows i ilos-
ciowa okre$lania rodzaju i szybkoSci proces6w utleniania. Zagadnienia
zwigzane z tworzeniem tlenu singletowego w reakcjach enzymatycznych,
procesach sensybilizowanego fotoutleniania oraz z rolg 0 2w uktadach bio-
logicznych sa obecnie obiektem bardzo intensywnych badan, w ktérych
metody chemiluminescencyjne spetniajg nieposlednig role.
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Tlen czasteczkowy w stanie tripletowym (podstawowym) 3 2 wydziela-
ny w procesie fotosyntezy, a w szczeg6lnosci w reakcji Hilla, moze by¢
oznaczany w spos6b ciggty za pomocag chemiluminescencji luminolu. Me-
toda ta pozwala oznacza¢ szybko$¢ wydzielania 02 rzedu 10-12 molals
(69, 70).

Na zakonczenie warto wspomnie¢, ze peroksydazy katalizujgce rozktad
H2z wzmagajg silnie chemiluminescencje zwigzkéw polifenolowych (71).
Zastosowanie purpurogaliny (2,3,4,6-czterohydroksy-5H-cykloheptabenzo-
-5-onu) jako substratu oraz pomiar maksymalnego natezenia chemilumi-
nescencji Inmex technika zliczania pojedynczych fotonéw pozwala oznaczy¢
nawet 10~4 moli peroksydazy chrzanu w preparatach tego enzymu (72)
oraz 10~9mola peroksydazy w ekstraktach z tkanek roslinnych (73).

Nalezy oczekiwa¢ dalszego postepu w opracowaniu nowych i dosko-
naleniu juz istniejgcych metod wykorzystujgcych bioluminescencje i che-
miluminescencje do celédw analitycznych. Bedzie on uwarunkowany roz-
wojem wiedzy o mechanizmach bio- i chemiluminescencji, otrzymywa-
niem coraz aktywniejszych lucyferaz oraz doskonaleniem uktadow elek-
tronicznych, stuzagcych do detekcji i analizy stabych $wiecen.

Artykut nadszedt 4.10.1975; po rewizji autorskiej otrzymano 16.3.1977.
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RECENZJE

Biochmistry of collagen, red. G. N. Ramachandran i A. H. Reddi,

Plenum Press, New York i London, 1976, stron 536

Kolagen, powszechnie wystepujgce zwierzece biatko strukturalne, budzi rosnace
zainteresowanie ze wzgledu na niezwykte cechy jego struktury i ponadmolekularnej
organizacji a takze z powodu szybko gromadzacych si¢ dowodéw znaczenia tego biat-
ka w patogenezie niektédrych schorzen.

Recenzowana ksigzka podsumowuje najnowszg, niezwykle szybko postepujaca
w ostatnich latach wiedze o strukturze, biosyntezie, degradacji i immunologii kolage-
nu. Przedstawia takze perspektywy i nakre$la kierunki dalszych badahA. Napisana
jest przez zesp6t wybitnych specjalistow od wielu lat pracujacych doswiadczalnie
nad kolagenem a jednym =z jej redaktoréw jest znany badacz struktury biatek —
G. N. Ramachandran.

Praca zawiera 10 rozdziatébw. W pierwszym z nich K. Piez omawia najnowsze
badania | rzedowej struktury roéznych typéw genetycznych kolagenu. Poznana jest
dzisiaj catkowita sekwencja jednego z polipeptydowych « tancuchéw kolagenu typu
I. Lancuch ten zawiera 1052 reszty aminokwasow i jest najwiekszym z bialek o po-
znanej catkowicie strukturze I-rzedowej. W kolejnym rozdziale G. N. Ramachandran
i C. Ramakrishnan zajmujg sie molekularng strukturg kolagenu prezentujgc wyni-
ki wtasnych badan nad konformacjg jego tancuchéw polipeptydowych.

Kolagen w przestrzeniach miedzykomérkowych wystepuje gtéwnie w postaci nie-
rozpuszczalnych wiékien. Dwa kolejne rozdziaty ksigzki napisane przez A. Millera
i M. L. Tanzera poswiecone sg budowie tych wibékien oraz naturze wigzan poprzecz-
nych wewnatrz i miedzytancuchowych stabilizujgcych ich strukture. Tanzer szcze-
goétowo omawia typy wigzan poprzecznych, mechanizm ich powstawania oraz ich
umiejscowienie w tancuchach polipeptydowych kolagenu.

Biosynteza kolagenu jest bardzo dokiadnie omoéwiona przez D. J. Prockopa,
R. A. Berga, K. I. Kivirikko i J. Uitto. Szczeg6lny nacisk potozono na potranslacyjnag
modyfikacje czasteczek kolagenu a wiec na hydroksylacje proliny i lizyny oraz
glikozylacje i oksydacyjng deaminacje lizyny. Autorzy omawiajg réwniez wtasnosci
i funkcje prokolagenu, rozpuszczalnego prekursora monomeru kolagenu.

Nie wyjasniono dotad w catosci mechanizmu fizjologicznej resorpcji kolagenu
ani tez procesbw wzmozonego katabolizmu tego biatka w niektérych schorzeniach.
Wiadomo jednak, ze enzymami uczestniczacymi w degradacji kolagenu sa kolagenazy
tkankowe. Enzymom tym poswiecony jest rozdziat VI napisany przez J. Grossa.
Autor ten przed kilkunastu laty po raz pierwszy donidést o istnieniu kolagenaz tkan-
kowych. W rozdziale tym omawia metody izolowania i oczyszczania kolagenaz oraz
ich swoisto$¢ substratowg i mechanizm dziatania. Dyskutuje ponadto mozliwe mecha-
nizmy regulacji aktywnosci kolagenaz podkres$lajgc znaczenie biosyntezy tych enzy-
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moéw w postaci nieaktywnych prekursoréw i aktywacje tych ostatnich, a takze wptyw
inhibitoréw i aktywatoréw tkankowych oraz hormondw.

W pewnych patologicznych stanach obserwuje sie nieprawidtowg synteze ko-
lagenu. Polega ona najczes$ciej na nadmiernej, niekontrolowanej produkcji tego biatka,
na niedostatecznym wytwarzaniu wigzah poprzecznych lub ich nadmiernej liczbie, lub
na zaburzeniu przemiany prokolagenu w kolagen. Zagadnieniom tym poswiecony jest
rozdziat napisany przez C. M. Lapiera i B. Nusgens.

Pozostate trzy rozdziaty dotyczag immunologii kolagenu (R. Timpl), roli kolagenu
w procesie roznicowania tkanek (A. H. Reddi) oraz syntetycznych modeli polipepty-
dowych tancuchéw o sekwencji kolagenu i zastosowaniu ich do badahn struktury
i syntezy tego biatka (R. S. Bhatnagar i R. S. Rapaka).

Ksigzka jest napisana z doskonalg znajomoscig przedmiotu. W jasny i ciekawy
spos6b przedstawia najbardziej aktualne problemy, z uwzglednieniem ostatnich nie-
opublikowanych wynikéw doswiadczen autoréw, a obszerne piSmiennictwo (w tym
takze prace polskich autoréw) zawiera pozycje z 1976 roku a wiec z roku wydania
ksigzki.

Pozycja ta niewatpliwie wzbudzi duze zainteresowanie biologdw roznych spe-
cjalnosci.

. Sopata,
E. Wojtecka-tukasik

Horizons in Biochemistry and Biophysics

Tom 2, red. E. Quagliariello, F. Palmicri, T. P. Singer, Addison-Wesley Publishing
Company (Advanced Book Program) Reading, Mass., str. 340+ XVI, 1976

Tom drugi tej nowej serii, ktdra wedtug zatozen redaktorow ma by¢ ,,prébg na-
wigzania kontaktu miedzy naukowcami a studentami” ukazat si¢ po dwu latach od
wydania tomu pierwszego.

Tematyka tomu drugiego, zawierajagcego 9 artykutdw, jest szersza niz poprzed-
niego. Omawiane sa nastepujace zagadnienia:

— Metodologia stosowania mutantéw w badaniu transportu cukréw (H. L. Korn-

berg i P. I. F. Henderson),

— Lipaza i kolipaza trzustkowa jako przykitad heterogennej biokatalizy (M. Se-

meriva i P. Desnuelle),

— Transport metabolitébw w mitochondriach za pos$rednictwem przenosnikow

(A. Fonyo, F. Palmieri i E. Quagliariello),

— Transport cukréw i aminokwaséw w komérkach zwierzecych (U. Hopfer),

— Gosciec a regulacja biosyntezy puryn (M. S. Hershfield i E. Seegmiller),

— Transport substratéw poprzez otoczke chloroplastu (H. W. Heldt),

— Praktyczne zastosowania i teoria optycznych wskaznikéw spektroskopowych

(G. Weber),

— Molekularne aspekty elektrycznego wzbudzenia w lipidowych btonach dwu-

warstwowych i btonach komérkowych (P. Mueller),

— Ekspresja genéw w czasie cyklu zyciowego komorki (P. Volpe).

Zgodnie z zatozeniami redaktoréw, w poszczegélnych artykutach przedstawiono
W przystepny i interesujacy sposéb obecny stan wiedzy z danego zakresu, bez zbyt
drobiazgowego wnikania w szczegoty, ktdre mogtyby zaciemni¢ ogélny obraz oma-
wianego zagadnienia. Schematy, tabele oraz literatura podane sg z umiarem i dotycza
najbardziej istotnych faktéw.
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Znaczna cze$¢ tomu, bo az 4 artykutly, poswiecona jest zagadnieniu transportu
metabolitdw przez btony biologiczne. Szczegdlnie interesujgce jest poréwnanie danych
0 transporcie metabolitow przez btone mitochondrialng i ostonke chloroplastéw. W ar-
tykule o lipazie trzustkowej przedstawiono modelowy ukiad interakcji biatko-biatko
w $rodowisku lipidowym. W artykule ,,Gosciec a regulacja biosyntezy puryn” stwier-
dzono, ze regulacja mechanizmu biosyntezy puryn w patogenezie gosca ma wiele
odniesien do poznanej wczesSniej tej regulacji u drobnoustrojow. Ostatni artykut
w omawianym zbiorze jest préba przedstawienia znacznej ilosci informacji o ekspresji
genow w czasie cyklu komérkowego komdrek HelLa. Sposobem przedstawienia wy-
kracza jednak poza profil pozostatych artykutéow, gtdwnie ze wzgledu na ztozonos$¢
problemu i stosowang terminologie.

Tom 2 ,,Horyzontéw” jest wartosciowg pozycja i sadze, ze speini przedstawione
we wstepie zatozenia jego redaktordw, stwarzajgc pomost miedzy najnowszymi osig-
gnieciami laboratoriow badawczych a zainteresowaniem studentéw i innych czytel-
nikow.

Z. Kaniuga

Iron and Copper Proteins \

red. K. T. Yasounobu, H. F. Mower i O. Hayaishi

tom 75 Advances in Experimental Medicine and Biology* Plenum Press, Nowy York
1 Londyn, 1976

Tom zawiera materiaty z odbytego na Hawajach w grudniu 1975 roku sympozjum
na temat biatek zwigzanych z zelazem lub miedzig. Cato$¢ zostata podzielona na 4
czesci poswiecone kolejno:

— Biatkom ,,zelazowo-siarkowym?™, czyli niemitochondrialnym biatkom transpor-
tujacym elektrony;

— Biatkom wchodzacym w skiad mitochondrialnego uktadu transportujgcego
elektrony, a wiec reduktazie NADH i NADPH-ubichinon, dehydrogenazie bur-
sztynianowej, oksydazie cytochromowej i innym flawoproteidom Fe—sS;

— Innym biatkom zawierajacym zelazo w ukfadzie hemowym i niehemowym,

np. systemowi hydroksylazy i monooksydazy kamforowej, cytochromowi
P—450, 2,3-dwuoksygenazie indoleaminowej i tryptofanowej oraz transferynie
i peroksydazom;

— Biatkom zawierajgcym miedz.

Metaloproteidy stanowig obecnie ogromny dziat biochemii. Sg to bowiem biatka
0 podstawowym znaczeniu dla funkcji zyciowych, przede wszystkim oddechowych, za-
réwno organizméw zwierzecych jak roslinnych. Badania nad metaloproteidami znala-
zty swoje miejsce réwniez w biochemii klinicznej — nieprawidtowos$ci w budowie lub
funkcjonowaniu czasteczek metaloproteidowych enzymoéw stanowig bowiem moleku-
larne przyczyny licznych zjawisk patogenetycznych w klinice cztowieka. Badania me-
taloproteidéw odgrywaja takze duzg role w diagnostyce biochemicznej szeregu
schorzen.

Stad tez wyniki badan nad biatkami zawierajgcymi zelazo lub miedZ interesu-
ja specjalistéw wielu dziedzin.

Omawiany tom zawiera zbiér prac oryginalnych. Brak jakichkolwiek zestawien
przegladowych oraz podstawowych czesci wstepnych w poszczegdlnych artykutach
sprawia, ze ksigzka moze stuzy¢ tylko biochemikom wprowadzonym gteboko w oma-
wiane problemy i pracujacym w dziedzinie metaloproteidéw. Ksigzka stanowi kopal-

13 Postepy Biochemii 3/77
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nie informacji wynikajgcych z rzetelnych, nowoczesnymi metodami przeprowadzonych
eksperymentéw.

Przyktadowo warto wymieni¢ kilka prac zastugujacych na uwage ze wzgledu na
bogactwo materialu w nich zawartego. Tak wiec praca J. Druma, K. T. Yasounobu
i R. E. Cramera (str. 16) przynosi doktadny opis struktury (z sekwencjg aminokwaséw)
7 dwuzelazowych ferredoksyn pochodzacych z réznych zrédet. Ferredoksyny stanowiag
klase biatek o podstawowym znaczeniu dla reakcji przenoszenia elektronéw w ukta-
dach pozamitochondrialnych réznych gatunkéw wyzszych roélin, bakterii, a takze
w nadnerczach zwierzat. Szczeg6lnie interesujaca jest struktura centrum aktywnego
tych enzyméw, zawierajgcego atomy zelaza i siarki w potgczeniu z resztami cysteiny.
Autorzy na podstawie badan dyfrakcji rentgenowskiej przedstawiajg modele struk-
turalne tych enzymoéw w aspekcie ich zdolnosci do petnienia funkcji przenoszenia
elektronu.

Piekne badania nad strukturg dwuoksygenaz zawierajgcych zelazo niehemowe —
bardzo rozpowszechnionych w przyrodzie enzymoéw katalizujagcych przytaczanie 2 ato-
mow molekularnego tlenu do réznych substratow — przedstawione sg w pracy M. No-
zaki i wsp. (str. 127).

H. Beinert (str. 137) zaproponowat nowoczesny schemat tancucha oddechowegc
w mitochondriach oparty o najnowsze wyniki badan nad rolg biatek zawierajgcych
zelazo i siarke w systemie przenoszenia elektronéw. W potgczeniu ze wspomniang
wyzej praca o strukturze i funkcji niemitochondrialnych biatek Fe—S (ferredoksyn)
badania te stanowia podstawe do syntetycznego ujecia wspdiczesnej wiedzy o jedno-
litoSci systemow przenoszacych elektrony w komérkach.

Sposrod kilku prac dotyczacych cytochromu P—450 szczeg6lnie obiecujace wy-
niki przedstawit Saprin (str. 314) na temat udziatu cytochromu P—450 w mikrosomal-
nym mechanizmie zapobiegania rozrostom nowotworowym w watrobie pod wptywem
niektérych karcinogenéw chemicznych. Z innych prac o duzym znaczeniu dla bio-
chemii klinicznej warto wymieni¢ prace G. W. Batesa i G. Grahama (str. 400) wyka-
zujaca, ze w procesie przenoszenia zelaza przez transferyne specyficznie niezbedny
jest jej rownoczesny zwigzek z anionem, np. z reszta weglanowg. Catkowicie nowych
danych o funkcji enzymatycznej ceruloplazminy dostarcza obszerna praca E. Fried-
mana i H. S. Hsieh (str. 505).

W sumie nalezy stwierdzi¢, ze prace zebrane w tomie ,Iron and Copper Pro-
teins” reprezentujg wysoki poziom i stanowia przeglad aktualnych wynikéw osig-
gnietych w szeregu wyspecjalizowanych w tej dziedzinie pracowni calego niemal
Swiata.

Jest to ksigzka bardzo pozyteczna, a jej pozornie waska tematyka posiada ogrom-
ne ogo6lnobiologiczne znaczenie.

Z. Kuratowska

Biological Roles of Sialic Acid

red. A. Rosenberg i C.-L. Schengrund, 1976, Plenum Press,

New York, London

Wybitni naukowcy w dziedzinie badan kwasu sjalowego przedstawili w omawia-
nej ksigzce najnowsze osiggniecia dotyczace organizméw zwierzecych.

Powszechnie znanym faktem jest to, ze kwas sjalowy stanowi komponente homo-
lub heterocukrowcow, glikoprotein i glikolipidow wchodzacych w skiad bton po-
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wierzchniowych komdrek zwierzecych, bton $rédkomdrkowych, wydzielin zewnatrz-
komoérkowych, czy tez synaptycznych struktur centralnego ukfadu nerwowego.

Autorzy poszczegolnych rozdziatbw omawiajg szczegétowo takie zagadnienia jak
wystepowanie w przyrodzie, biochemie i biologiczng funkcje kwasu sjalowego, stara-
jac sie uporzadkowaé¢ dotychczasowe wyniki badan i w miare mozliwosci wyciggna¢
whnioski o roli kwasu sjalowego.

Pierwsze rozdzialy ksigzki traktuja o pochodnych kwasu neuraminowego wy-
krywanych w materiale biologicznym, sposobach izolowania i analizach chemicznych.
Nastepnie autorzy przedstawiajg krotki przeglad dotyczacy wystepowania kwasu
sjalowego w organizmach zywych poczawszy od wiruséw poprzez bakterie, bezkre-
gowce do kregowcoéw wiacznie, oraz rozmieszczenie tego zwigzku w obrebie komoérki
i w ptynach ustrojowych. W podsumowaniu autorzy wyrazajg przypuszczenie, ze chy-
ba nie ma takiego systemu bton komdérkowych, ktéry bytby pozbawiony kwasu
sjalowego.

Szeroko omawianym zagadnieniem sa procesy anaboliczne obejmujgce biosynteze
kwasow sjatowych, jak réwniez polimeréw, glikoprotein, mucyn i glikolipidéow za-
wierajacych kwas sjalowy. Ciekawie i wyczerpujaco omoéwiono rowniez drogi degra-
dacji komponent zawierajgcych kwas sjalowy. Wydaje sie, ze dla pewnych funkcji
biologicznych glikoprotein obecno$¢ kwasu sjalowego jest niezbedna. Usuniecie reszt
kwasu sjalowego z erytroprotein, czy hormonéw o charakterze sjaloglikoprotein nisz-
czy ich aktywno$¢ biologiczng. W wielu chorobach, réwniez nowotworowych, obser-
wowany jest wzrost poziomu kwasu sjalowego w surowicy. Wazng role odgrywa
kwas sjalowy w kierowaniu limfocytdw do weztdw chionnych. Ciekawe zagadnienie
stanowi kwas sjalowy jako receptor dla lektyn, czgsteczek wiruséw, hormondéw i prze-
ciwciat.

Szczegdblnie interesujace jest poréwnanie danych dotyczacych metabolizmu kom-
ponent zawierajgcych kwas sjalowy w komérkach normalnych, zto$liwych czy stran-
sformowanych. Konsekwencja transformacji komérek jest specyficzny blok w bio-
syntezie gangliozydu, a co za tym idzie redukcja tancucha oligosacharydu. W zwigzku
z powyzszym btony plazmatyczne komorek stransformowanych, jak roéwniez inne
frakcje bton (mitochondrialne, mikrosomalne) cechuje mniejsza zawarto$¢ kwasu
sjalowego w poréwnaniu z btonami komoérek normalnych.

Rola kwasu sjalowego przejawia sie réwniez we wzajemnym oddziatywaniu ko-
moérki na komérke, przyleganiu do szkta, w transporcie aminokwaséw i biatek w ko-
maérkach nowotworowych.

Ostatni rozdziat omawianej monografii zawiera informacje na temat sjalidaz
pochodzenia bakteryjnego, wirusowego i zwierzecego oraz ich role w procesach roz-
mnazania, w zmianach okresu péttrwania krazacych sjaloglikoprotein, w tworzeniu sig
zakrzepdw, w przysytaniu sygnatow przez nerwy, we wzajemnym odziatywaniu ko-
moérki na komoérke, w transformacji komdrek.

Z uwagi na wazno$¢ zagadnien poruszonych w tej ksigzce moze ona i powinna
zainteresowa¢ zaréwno biologéw jak i biochemikéw, lekarzy i neurofizjologéw.

Recenzowana ksigzka zostata opracowana bardzo starannie, tekst poparty jest
licznymi rycinami, zestawieniami i wzorami omawianych reakcji, a kazdy z rozdziatéw
zaopatrzony jest w spis cytowanej literatury do 1970 roku wigcznie.

B. Kedzierska

13*
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XVn Suplement Acta Histockemica

wyd. Gustav Fischer, Jena

Biomorphose von Zellorganellen und Methoden ihrer submikroskopishen Unter-
suchung, red. prof. dr med. habil. Gunther Geyer, Instytut Anatomiczny Uniwersy-
tetu Fryderyka Shillera w Jenie

Dobrg tradycjg biologbw w NRD zajmujacych sie ultrastrukturg i cytochemia
stato sie organizowanie dorocznych sympozjoéw, ktérych materialy sg nastepnie pu-
blikowane jako suplementy czasopisma Acta Histochemica. Ostatni tom tej serii, wy-
dany w 1976 r., zawiera materiaty z Sympozjum poswieconego biomorfozie organelli
komoérkowych i metodom ich submikroskopowego badania. Sympozjum to zorganizo-
waty Towarzystwo dla Badan Topochemicznych i mikroskopowo-elektronowych
i zajmujacy sie rowniez., mikroskopig elektronowa oddziat Toworzystwa Fizycznego
NRD. Mimo, ze byt to zjazd o charakterze roboczej konferencji krajowej, ws$rod
uczestnikéw spotyka sie rowniez nazwiska gosci z zagranicy, jak np. z Butgarii, Polski,
Wegier i ZSRR.

Tom zawierajgcy materiaty z tego sympozjum jest obszerny, liczy 390 stron i jest
bogato ilustrowany bardzo dobrymi pod wzgledem technicznym zdjeciami. Daje on
przeglad probleméw i mozliwosci badawczych mikroskopii elektronowej tym cenniej-
szy, ze z jednoczesnym wskazaniem laboratoriéw i autoréw, ktérzy w danym polu
maja juz pewne osiggniecia. Poruszane zagadnienia dotycza morfogenezy komorki
zwierzecej — badanej na poziomie mikroskopii elektronowej — zaréwno w warun-
kach rozwoju prawidtowego, jak i zachodzacego pod wptywem stanéw patolo-
gicznych.

W recenzowanym tomie wyrézni¢ mozna zwartg grupe referatbw moéwiagcych
o strukturze funkcjonalnej komdrki roslinnej (np. o strukturze plastydéw), a takze
0 charakterze kwaséw7 nukleinowych wystepujgcych w chloroplastach.

Doniesienia dotyczgce spraw metodycznych grupujg sie gtdwnie wokoét zagadnien
immunocytochemii, autoradiografii (oczywiscie wszystko na poziomie mikroskopu
elektronowego), techniki kriorytowania, krioultramikrotomii, analizy rentgenowskiej
1 oceny stereologicznej elektrograméw. Wybranie tych zagadnieh byto niewatpliwie
Swiadome a zatgczone referaty $wiadczg o tym, ze w technikach zwigzanych z tak
zwana niekonwencjonalng mikroskopig elektronowa nasi koledzy z NRD osiggneli

wielu przypadkach wysoki poziom.

A. Przelecka

Methods in Membrane Biology, 7.
Red. Edward D. Korn, Plenum Press, New York and London, 1976, str. 267.

Tom VII wydawnictwa ,,Metody stosowane w biologii bton” redagowanego przez
E. D. Korna zawiera artykuly dotyczace zagadnieh organizacji ultrastrukturalnej bto-
ny, rozmieszczenia w niej fosfolipidéw oraz charakteru chemicznego jej warstwy po-
wierzchniowej. Pierwszemu zagadnieniu poswiecony jest obszerny artykut omawia-
jacy rézne metody badania bton przy pomocy mikroskopu elektronowego. Przeglad
ten autorzy poprzedzajg zwiezle i przejrzysScie podanym opisem zasad dziatania mi-
kroskopu elektronowego. Nazbyt czesty brak znajomosci tych zasad, wg redaktora
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tomu, bywa nie rzadko przyczyng btedéw popetnianych przy interpretacji uzyskiwa-
nych elektronogramoéw. Tym cenniejsze sg zatem podane w artykule informacje do-
tyczgce zaréwno elementéw optyki elektronowej, jak i teoretycznych podstaw przy-
gotowywania materiatu biologicznego do tego typu badan. Poza metodami konwen-
cjonalnymi, autorzy omawiajg technike kriorytowania, autoradiografie oraz metody
cytochemiczne z uwzglednieniem immunocytochemii i mikroanalizy rentgenowskiej.
Catos¢ jest dobrze ilustrowana przyktadami wynikéw uzyskanych przy pomocy wy-
mienionych metod.

Metodyka badania rozmieszczenia fosfolipidow w btonie omawiana jest w dwdch
artykutach dotyczacych techniki stosowania fosfolipaz i techniki przeprowadzania
wymiany fosfolipidéw miedzy btonami o réznym charakterze. Obie te techniki stuzag
badaniu asymetrii w rozmieszczeniu fosfolipidéw w btonach biologicznych, ktéra
ostatnio coraz czes$ciej przyciaga uwage badaczy. Podobnie jak w poprzednio oméwio-
nym artykule, jasne przedstawienie metodyki badan i szeregu szczegétéw technicz-
nych, dobranie ilustrujgcych ja przyktadéw oraz staranne zestawienie odnosnej li-
teratury decyduje o duzej wartosci tych artykutéw. Takie same uwagi nasuwajg sie
po przeczytaniu rozdzialu traktujgcego o znakowaniu zwigzkami radioaktywnymi
weglowodanéw wchodzacych w sktad warstwy powierzchniowej btony.

Zarowno problemy poruszane w recenzowanym tomie, jak i sposéb ich przed-
stawienia sprawiaja, ze wielu biologdw zainteresowanych strukturg molekularng
bton biologicznych bedzie do niej czesto zagladac.

A. Przetecka

Reflections on Biochemistry. In honour of Severo Ochoa.
Red.: A. Kornberg, B. L. Horecker, L. Cornudella i J. Oro, Pergamon Press, Oxford,
New York, Toronto, Sydney, Paris, Frankfurt, 1976, str. 465.

»Reflections on Biochemistry” — to ksigzka wydana dla uczczenia Profesora Se-
vero Ochoa w jego siedemdziesigta rocznice urodzin. We wrze$niu 1975 odbyto sie
z tej okazji w Madrycie sympozjum. W ramach sze$ciu kolokwiow omoéwiono dziedzi-
ny biochemii, ktérych rozwéj wiele zawdziecza jubilatowi. Najogdlniej moéwigc sg to
bioenergetyka, metabolizm lipidéw i sacharydéw, regulacje metaboliczne, struktura
i funkcja kwasow nukleinowych, kod genetyczny, biosynteza biatek i pewne aspekty
biologii komérki.

Przeglad dziatalnosci naukowej S. Ochoa obrazuje nie tylko zakres problematy-
ki, ktérag osobiscie interesowat sie jubilat, lecz wskazuje takze o$rodki badawcze in-
spirujace rozwdéj biochemii w ciggu pieédziesieciolecia. S. Ochoa bowiem pojawiat sie
jako wyjatkowo utalentowany i twérczy badacz w laboratoriach, w ktérych witasnie
w jego czasie aktywno$é naukowa osiggata najznakomitsze wyniki.

Publikowanie referatow wygtaszanych podczas spotkan naukowych organizowa-
nych ku czci wybitnych uczonych stato si¢ niemal regutg. Teksty jednak zebrane
w recenzowanym tomie majg swoisty charakter. Sg to mianowicie eseje obrazujagce
w autobiograficznym Swietle rozwéj badan, koncepcji i sposobéw podejscia ekspery-
mentalnego o duzej réznorodnosci ujec, tonu i formy poszczeg6lnych artykutéw. Ksigz-
ka dzieki temu moéwi nie tylko o rozwoju i aktualnych problemach biochemii, lecz
mowi tez wiele o tych, ktdrzy w jej rozwoju mieli szczegdlny udziat.

Wsréd wybitnych, az dziesieciu, autoréw zebranych w tomie esejow byto — jak
i sam jubilat — odznaczonych nagroda Nobla. Nic wiec dziwnego, ze dzieki kompe-
tencji, erudycji autoréw ksigzka daje fascynujacy wglad w pétwiecze dynamicznego
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rozwoju biochemii. Obrazuje ona trudnos$ci techniczne badan w latach dwudziestych,
streszcza obecny stan wiedzy i sygnalizuje liczne problemy czekajace na swe rozwig-
zanie. Z tych wiasciwie wzgledéw ksigzka stanowi niespotykanie zajmujgcg lekture
dla wszystkich interesujgcych si¢ biochemia. Oktadke tomu zdobi barwny rysunek
Salvadora Dali.

Z. Zielinska

W zwigzku z recenzjg ksigzki pt. ,,Chemia Fizyczna dla przyrodnikéw”
(Post. Biochem. t. 22 (4), 551—555, 1976). Redakcja otrzymata nastepujaca wypowiedz
Autorow:

W numerze 4 (1976) Postepoéw Biochemii ukazata sie recenzja pt. ,,Dla kogo ta
chemia fizyczna”, piéra Kazimierza Zakrzewskiego, w ktoérej Recenzent poirytowany
afirmacjg autoréw stara sie zdyskwalifikowaé napisang przez nas ksigzke pt. ,,Che-
mia fizyczna dla przyrodnikéw” (PWN, W-wa 1975). Aby nie pozostawi¢ watpliwosci
co do zaangazowania i pewnej egzaltacji, nawet pozytywne (niezawinione przez auto-
row) cechy podrecznika Recenzent obrocit przeciwko autorom.

Nie podejmujemy dyskusji z Recenzentem co do tych punktéw, w ktérych wy-
raza on niemerytoryczne poglady i wrazenia o tresci ksiazki np. czy peptydy nalezy
traktowa¢ jako ciato state (czy jako co?), czy istniejg roztwory koloidalne, czy ich
nie ma itp. Wszelako nie sposéb jednej rzeczy podkresli¢: ksigzka byta nie tylko
pisana ale i wielokrotnie przeredagowywana wtasnie z mysla o przyrodnikach (réow-
niez biochemikach). MieliSmy jednak stale na uwadze tylko chemie fizyczna. Ani pro-
gram ksztatcenia, ani kompetencje autoréw, ani tez chyba rzeczywiste potrzeby dy-
daktyczne, nie stwarzaty potrzeby zajmowania sie w ksiazce niczym innym jak chemia
fizyczng. A podstawy chemii fizycznej to przede wszystkim metody termodynamiczne
podbudowane informacjami o strukturze molekut. Pretensje Recenzenta co do szczu-
ptej, a nawet lapidarnej tresci aspektéw biochemicznych sg nader dyskusyjne, jezeli
zdawac sobie sprawe czym jest, a czym nie jest (ani biochemia, ani biofizykg) chemia
fizyczna jako dyscyplina spetniajac funkcje dydaktyczne. Niestety Recenzent ani
w jednym miejscu nie ustosunkowat sie do tej podstawowej funkcji dydaktycznej;
chyba ze uwzglednimy akapit w ktérym pomylit termodynamike statystyczng z ter-
modynamika proces6w nieodwracalnych.

Naczelng zasadag ktérg kierowali sie autorzy (moze nie zawsze dostatecznie kon-
sekwentnie) w trakcie pisania podrecznika, byto podawanie informacji, ktére wyni-
katyby w sposéb udokumentowany z podstawowych praw fizyki. Niestety ten sposéb,
bardzo wazny z punktu widzenia dydaktyki, powoduje pewne ograniczenie. Przykita-
dowo: wspoétczynnik dyfuzji (a nie jak nazywa Recenzent te wielko$¢ ,,stata dyfuzji”)
wyznacza sie w oparciu o tzw. drugie prawo Ficka, ktére w symetrii seminieskon-
czonej dyfuzji liniowej posiada postac:

8C(x, t) S2C(x, t)
St =D 8x2

Rozwigzanie tego réwnania wymaga obszernych wiadomosci z zakresu teorii réwnan
rézniczkowych i transformacji Laplace’a, ktérych studenci ani biologii ani biochemii
nie posiadaja.

Podobnie z wprowadzeniem pojecia transportu aktywnego. Sciste rozwazanie te-
go sposobu transportu zwigzane jest z do$¢ obszerna znajomoscia termodynamiki
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proceséw nieodwracalnych, a poniewaz tej ostatniej do podrecznika nie wprowadzono
(by¢ moze niestusznie) autorzy woleli zagadnienie poming¢ anizeli podawa¢ je jedynie
w sposéb opisowy.

Recenzent twierdzi, ze w podreczniku pominieto teorie elektroforezy; jako zja-
wisko przeciwne do elektroosmozy mogto by¢é z matematycznego punktu widzenia po-
traktowane bardziej skrétowo, gdyz wyrazenia na ruchliwo$¢ elektroforetyczng i elek-
troosmotyczng sa identyczne.

Zastosowanie elektroforezy do rozdziatu, identyfikacji i otrzymania w stanie
czystym biatek jest juz domeng czysto biochemiczng — podobnie jak krzywe ruchli-
wosci przedstawiajgce zaleznosci ruchliwos$ci czgstek koloidalnych od pH roztworu.

W catej recenzji wiecej jest mowy o tym czego nie ma, niz o tym co jest w ksigz-
ce; a przeciez* ksigzka ta liczy sobie 581 stron; jest to objeto$¢ — jak na dyscypline
pomocniczg — i tak zbyt chyba obszerna (wystarczy poréwnaé¢ obowigzujgcy program).
Pytanie w tej sytuacji czy opisywa¢ metody rezonansowe tylko jako podstawy fizycz-
ne zjawiska, czy tez rozwija¢ wszystkie teoretyczne i praktyczne aspekty metody,
wydaje sie co najmniej dyskusyjne. Pytah tego typu jest zresztg wiele. Uwzglednie-
nie tylko dezyderatéw Recenzenta zwiekszytoby dwukrotnie objeto$¢ ksigzki. A wie-
my, ze dezyderatéw takich mozna by postawi¢ znacznie wiecej.

Na koniec chcieliby$smy sie ustosunkowa¢ do nader kontrowersyjnego stanowiska
Recenzenta przejawiajacego sie niemal w catej recenzji. Dotyczy ono sposobu trakto-
wania biopolimeréw w réznych warunkach. Czym one sg w stanie czystym, a czym
w roztworze, jak powinny by¢ traktowane w przypadku gdy spetniajg role kataliza-
tora itd.? Ot6z z czysto termodynamicznego punktu widzenia roztwory mogg by¢
traktowane jako rzeczywiste wtedy, gdy w opisie ich entalpii swobodnej do pomi-
niecia sg potencjaly miedzyfazowe, a wiec wyraz odS. Potrzeba traktowania biopo-
limeréw jako roztworéw nierzeczywistych wynika takze z réznych zjawisk fizycz-
nych np. rozpraszania $wiatta, proceséw kinetycznych, elektrokinetycznych itd. A pro-
cesy enzymatyczne? Rzeczywiscie, rownania kinetyczne majg posta¢, w ktérej ,hete-
rofazowo$é” nie ujawnia sie. Scislej — dla opisu ilociowego problem w jakiej po-
staci wystepujag czasteczki enzymu nie wystepuje. Czy nie zachodzi jednak potrzeba
zastanowienia si¢ nad fizycznym modelem oddzialywania? Ot6z model oddziatywa-
nia substrat — enzym jako czasteczka koloidalna wydaje sie najrozsadniejszy. Wszyst-
ko to co wiemy o katalizie heterofazowej moze by¢ z powodzeniem zastosowane do
proceséw enzymatycznych z jednag istotng roéznica, ze miejsca aktywne na czastce
enzymu maja najprawdopodobniej zdolno$¢ dynamicznego sterycznego dopasowywa-
nia sie. Ale rola sterycznego czynnika w katalizie heterofazowej byta znana od dawna.

PodjeliSmy dyskusje w sprawie naszego podrecznika na tamach Postepow Bio-
chemii z duzymi oporami, gdyz ton recenzji i autorytatywno$¢ stwierdzen bynajmniej
nie zachecatly do wypowiedzi. Zagadnienia dydaktyki na kierunkach biologicznych
wydaja sie jednak zbyt wazne, aby mozna byto zniecheci¢ fizyko-chemikéw do udzia-
tu w procesie ksztatcenia biologéw.

Lucjan Sobczyk
Adolf Kiszg

List do Redakcji zostat opublikowany w formie przystanej przez Autoréw.

OdpowiedZz Recenzenta

Nie mozna nie zgodzi¢ sie z twierdzeniem autoréw podrecznika ,,Chemia fizyczna
dla przyrodnikéw”, ze chemia fizyczna nie jest ani biochemiag ani biofizykg. Nie
oznacza to jednak, ze podrecznik chemii fizycznej dla przyrodnikéw ma by¢ taki sam,
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jak podrecznik przeznaczony dla np. chemikdw-organikéw czy metalurgéw. Truiz-
mem za$ jest, ze podrecznik z zakresu jednej dyscypliny naukowej pisany dla stu-
dentéw czy specjalistow z innej — musi uwzglednia¢ specyficzne potrzeby i proble-
matyke potencjalnych czytelnikéw. Przeciez chyba to mieli Autorzy na mysli, piszac
Swéj podrecznik i ,,wielokrotnie” go przeredagowujac.

Podobnie, nie budzi zastrzezen zasada, jasno sformutowana w liscie Autoréw —
ze w podreczniku nalezy podawaé informacje, ktéore w sposéb udokumentowany wy-
nikaja z praw fizyki. Ale i tu — cho¢ jest to rzecza rzadszg w naukach S$cistych niz
w innych dziedzinach zycia — interpretacja zasady moze catkowicie wypaczy¢ jej
sens.. Wida¢ to z repliki Autoréw na niektore zarzuty, zawarte w recenzji. Drugie
prawo Ficka bez watpienia wynika z praw fizyki, ale w teks$cie podrecznika zostato
pominiete. Jak sie obecnie okazuje, przyczyng tego byly zbyt trudne tperacje mate-
matyczne, konieczne dla przeksztatcenia podstawowego réwnania roézniczkowego
we wzor ostateczny. Czy trzeba zapewniaé Autoréw, ze czytelnik wiecej skorzysta,
jezeli otrzyma ten wzér wraz z uwaga, ze jego wyprowadzenie przekracza zakres
podrecznika (i ew. z jakich powodéw), niz jezeli pominie sie milczeniem istnienie
prawa z ktérego czesto korzysta sie zaréwno w pracach doswiadczalnych jak m.in.
w analityce przemystowej?

List rowniez wyjasnia, ze z podobnych przyczyn cenzurg objeto transport aktyw-
ny. W tym jednak przypadku trudno zgodzi¢ sie z argumentacjg Autoréw. W Swoim
podreczniku omowili przeciez i pojecie swobodnej energii i potencjatu chemicznego.
Nic wiec nie stato na przeszkodzie, by na 1/2 — 1 stronie tekstu wyjasni¢ istote trans-
portu aktywnego przy pomocy 4—5 rownan (w ktérych nb. nie wystgpi inne dziatanie
jak dodawanie i odejmowanie). A wtedy bardziej dociekliwy czytelnik nie pomysli,
ze stezenia sodu i potasu w komodrce ustalajg sie wbrew Il prawu termodynamiki.
Zrozumie natomiast, jak sprzezenie reakcji o wysokiej ujemnej zmianie swobodnej
energii z reakcja o zmianie dodatniej pozwala komérce nagromadzaé substancje
przeciwko gradientowi stezen, pozostajac w petnej zgodnosci z prawami termodynami-
ki. Piszac podrecznik chemii fizycznej dla przyrodnikéw, trzeba pamietaé¢ iz takie
sprzezone reakcje lezg u podfoza wszelkich zjawisk biologicznych, a w podrecznikach
biochemii czy biologii ogdlnej sg na ogdt opisywane tylko w pojeciach fenomenolo-
gicznych.

Ciekawy i wartosciowy jest podany w Liscie wywdd o mechanizmie reakcji en-
zymatycznych. Gdyby zostat on nieco rozbudowany, to bez watpienia z pozytkiem za-
stapitby to co o tym zagadnieniu napisano w podreczniku. Natomiast replika w spra-
wie teorii elektroforezy jest kolejnym przykiadem niedostosowania podrecznika do
potrzeb przyrodnikéw. Oczywiscie, ze elektroforeza jest odwréceniem elektroosmozy,
rzadko jednak takie uproszczenie jest bogate w tre$¢ informacyjng. Biopolimery sa
polielektrolitami, wok6t ich czasteczki wytwarza sie wiec atmosfera jonowa, unie-
mozliwiajgca zastosowanie prostego wzoru na elektroosmoze do przebiegu elektrofo-
rezy. Konieczne staje sie wprowadzenie t.zw. funkcji Henry’ego, w podreczniku po-
minietej (pomimo ze teoria Debye-Hiickel jest om6wiona). | ta poprawka jednak oka-
zala sie niewystarczajgca, w wyniku czego juz dawno temu zaniechano stosowania
elektroforezy do badania wtasnosci elektrochemicznych biopolimeréw. Wzrosto jed-
nak jej znaczenie jako jednej z najlepszych metod rozdziatowych, lecz tu — elektro-
foreza swobodna zostata prawie catkowicie wyparta przez elektroforeze na podtozach
stabilizujacych. W tej ostatniej za$ zachodza ztozone procesy elektrochemiczne i hy-
drodynamiczne, ktérych wyjasnienia ma prawo biolog oczekiwa¢ od podrecznika dla
niego przeznaczonego.

Autorzy z ubolewaniem stwierdzajg, ze recenzja nie ustosunkowata sie do funkcji
dydaktycznej ich podrecznika. Wykaz usterek, sporzadzony z punktu widzenia
adresata podrecznika, zwalniat chyba z tego obowigzku. A przeciez lista ta nie byta
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kompletna. Np. watpi¢ wolno czy spotka sie z szerokg aprobatg sposéb wytozenia
podstaw termodynamiki, zawierajgcy na 94 stronicach tekstu az 220 wzor6éw i row-
nan. A na 184 pytania kontrolne, bardzo cenne narzedzie dydaktyczne, tylko 11 moz-
na byto (czasem z pewnym trudem) uznaé¢ za nawigzujace do problematyki biologicz-
nej. Dydaktyka jest w duzym stopniu wiedzg $cistg, ale w niemniejszym — sztuka...

Obawiam sie, ze nic innego zrobi¢ nie mozna, jak zgodzi¢ sie, ze sie nie zgadzamy
co do oceny podrecznika ,,Chemia fizyczna dla przyrodnikéw”. Pragne jednak za-
pewni¢ Autoréw, dla ktérych wiedzy mam gieboki szacunek, ze celem moim nie byto
»Zniecheci¢ fizykochemikéw do udzialu w procesie ksztatcenia biologow”. Celem
moim byto, przeciwnie, zacheci¢ wybitnych fizykochemikéw — aby mozliwie gtebo-
ko wnikneli w problematyke biologiczng przed przystgpieniem do pisania podreczni-
ka, przeznaczonego dla przyrodnikow.

Kazimierz Zakrzewski
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Redakcja zastrzega sobie moznos$¢ skrocenia tekstu i wprowadzania
poprawek nie wplywajgcych na tre$¢ pracy.

PiSmiennictwo: W artykule nalezy cytowaé prace oryginalne z ostat-
nich kilku lat oraz najwazniejsze artykuty przegladowe omawiajgce
przedstawiong dziedzine z uwzglednieniem artykutow opublikowanych
w ,Postepach Biochemii”. W teksécie nalezy podawaé jedynie nazwiska
badaczy, ktérych prace majg podstawowe znaczenie w przedstawianej
dziedzinie. Omawiane prace trzeba numerowaé w kolejnosci ich cytowa-
nia w tekscie. Wykaz piSmiennictwa zatem obejmuje prace opatrzone ko-
lejnymi numerami, ale nieuporzadkowane alfabetycznie. Odno$niki biblio-
graficzne winny mie¢ forme zalecang przez Komisje Wydawcdw Czaso-
pism Biochemicznych Miedzynarodowej Unii Biochemikéw (IUB) wedtug
Biochim. Biophys. Acta, (1972), 276, (1) np.

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

181—184.

Cytujagc wydawnictwa ksigzkowe podawaé nalezy kolejno: nazwisko(a)
inicjaty autora(éw), rok wydania, tytut ksigzki, nazwisko(a) i inicjaty
jej redaktoréw(a), tom, pierwszg i ostatnig strone cytowanej publikacji,
nazwe wydawnictwa oraz miejsce wydania, np.

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

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

Zataczniki: Kazdy zalgcznik nalezy sporzadzi¢ w 2 egz. na oddziel-
nych kartkach i opatrzy¢ kolejnym numerem odpowiadajgcym numerowi
uzytemu w teks$cie, oraz oznaczy¢ (na gorze stronicy otdwkiem) nazwis-
kiem pierwszego autora i poczagtkowymi wyrazami tytutu pracy.

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

Ryciny, tj. wykresy, rysunki, schematy lub fotografie nalezy opatrzy¢
numeracjg w kolejnosci ich omdwienia w tekscie. Przyjmuje sie zasade
numeracji rycin cyframi arabskimi, a wzory cyframi rzymskimi. Foto-
grafie czarno-biate (kontrastowe) powinny by¢ wykonane na papierze
matowym. Pozostate ryciny nalezy wykonaé¢ tuszem na biatym papierze
lub na kalce technicznej. Wymiar ryciny nie powinien by¢ mniejszy niz
10X15 cm, a naniesione linie nie powinny by¢ ciefisze niz 1 mm. Ramki
ujmujace wykresy mozna wykonaé linig ciefisza niz linie wiasciwe wy-
kresu. Cyfry i litery stuzace do opisu rysunku powinny mie¢ wysoko$é
nie mniejszg niz 5 mm. Na rysunkach nie nalezy umieszczaé opiséw
stownych, lecz postugiwaé sie skrétami. Osie wykreséw natomiast win-
ny by¢ opatrzone napisem tatwo zrozumiatym. Dla oznaczenia punktow
doswiadczalnych mozna stosowaé nastepujgce symbole: @
Rycine nalezy opatrzyé na odwrocie oznaczeniem ,gora” i ,,dét” (otow-
kiem). Decyzje o stopniu zmniejszenia ryciny podejmuje wydawca.

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

Ze wzgledu na wewnetrzng spoistos¢ artykutu zaleca sie autorom
konstruowanie oryginalnych rysunkéw i zbiorczych tabel na podstawie
danych z piSmiennictwa. Prawie wszystkie czasopisma zastrzegajg sobie
wytgcznos¢ druku prac wraz z ich dokumentacjg (Copyright). Przed
wigczeniem tabel, wykreséw czy schematéw do artykutu przeznaczonego
do publikacji w Postepach Biochemii nalezy uzyska¢ zgode na przedruk
i przediozy¢ jg Redakcji.

Redakcja prosi o wtasciwe pakowanie artykutéw, aby zabezpieczyé
maszynopisy i ilustracje przed pogieciem.
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