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WSKAZÓWKI DLA AUTORÓW

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

R edakcja prosi autorów o przestrzeganie następujących w skazówek:
Forma m aszynopisu: M aszynopis pracy i w szelk ie załączniki należy  

nadsyłać w  dw u egzemplarzach. M aszynopis pow inien być napisany jed 
nostronnie, z podwójną interlinią, z m arginesem  ok. 4 cm po lew ej i ok.
1 cm po prawej stronie; nie może zaw ierać w ięcej niż 60 znaków  w  jed 
nym  w ierszu nie w ięcej niż 30 w ierszy na stronie zgodnie z Normą 
Polską.

U kład maszynopisu: strona okładkowa nienum erow ana zaw iera im io
na i nazwisko(a) autora(ów), adres(y) Zakładu(ów) w  języku polskim  
i angielskim , w  których pracują autorzy, adres pocztowy, na który autorzy 
życzą sobie otrzym ywać korespondencję, adres pryw atny, telefon  m iejsca  
pracy, tytu ł artykułu (w  języku polskim  i angielskim ) oraz — w  praw ym  
dolnym  rogu — liczbę stron, liczbę rycin, w zorów  i tabel oraz skrót 
tytułu (nie w ięcej niż 25 znaków  drukarskich).

Strona tytułow a (1) im iona (w pełnym  brzmieniu) i nazwisko(a) auto- 
ra(ów), tytu ł pracy w  języku polskim  i angielskim , rzeczow y spis treści 
w  języku polskim  i angielskim , tytuł naukow y autora(ów) i jego (ich) 
m iejsce(a) pracy, w ykaz skrótów  stosow anych w pracy.

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

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

Redakcja prosi autorów o zw rócenie szczególnej uw agi na popraw 
ność językow ą tekstu a także na ścisłość i jasność sform ułow ań, unikanie 
gw ary laboratoryjnej oraz o niew prow adzanie do tekstu tworzonych do
raźnie skrótów, naw et jeśli niektóre z nich byw ają używ ane w  pracach  
obcojęzycznych.
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Post.  Blochem.,  23, 295—296, (1977).

MAREK KAŃSKI

1918—1976
Śmierć nagła, niespodziewana Marka 

Kańskiego, Profesora i Kierownika Zakładu 
Chemii Fizjologicznej Wojskowej Akademii 
Medycznej w Łodzi stanowi wielką stratę dla 
Uczelni, dla naszego Zakładu Chemii Fizjolo
gicznej w Lublinie, dla Polskiej Biochemii — 
wywołała żal tych, którzy go znali, cenili 
i kochali.

Marek Kański należał do tego pokolenia, 
które uzyskało dyplomy, stopnie i tytuły nau
kowe już w Polsce Ludowej. Urodził się 14.XI.
1918 r. w Radomiu w rodzinie inteligenckiej.
Egzamin dojrzałości zdał w Bydgoszczy w 
1937 r. i w tymże samym roku został przyjęty 
do Szkoły Podchorążych Sanitarnych i na studia medyczne w Uniwersyte
cie Warszawskim. We wrześniu w 1939 r. otrzymał przydział do szpitala 
polowego po ukończonym drugim roku studiów. Podczas okupacji pracował 
jako asystent lekarski w Miejskim Szpitalu w Lublinie do momentu wy
zwolenia miasta w lipcu 1944 r. W sierpniu tegoż roku zgłosił się do Lu
dowego Wojska Polskiego uzyskując przydział do Szpitala Ewakuacyjnego 
w charakterze instrumentariusza w bloku operacyjnym. Studia lekarskie 
ukończył na Wydziale Lekarskim UMCS w Lublinie w 1945 r. W latach 
1946—1963 kierował Pracownią Analityczną w Szpitalu Wojskowym, a od 
marca 1946 r. do września 1963 r. pracował ponadto w Zakładzie Chemii 
Fizjologicznej Wydziału 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 uzyskał stopień i tytuł do
centa etatowego. W 1960 r. objął kierownictwo nowo utworzonego Zakła
du Biochemii na Wydziale Farmaceutycznym; ponadto pełnił obowiązki 
Prodziekana Wydziału Farmaceutycznego do momentu służbowego prze
niesienia do Wojskowej Akademii Medycznej (WAM) w Łodzi na stano
wisko Kierownika Katedry Chemii Fizjologicznej.

W Lublinie oprócz wymienionych już funkcji brał czynny udział w pra
cach Senackich Komisji dydaktyczno-naukowej do spraw młodzieży, in
westycyjnej, był przewodniczącym Rady Pedagogicznej II roku studiów le
karskich, był członkiem Podkomisji Chromatograficznej Polskiej Akademii 
Nauk i członkiem korespondentem Lubelskiego Towarzystwa Naukowego.
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296 M. K A Ń SK I [2]

W Łodzi oprócz obowiązków Kierownika K atedry pełnił przez kilka lat 
obowiązki prorektora Uczelni do Spraw Nauki i Dydaktyki, był członkiem 
Rady Naukowej Ministerstwa Obrony Narodowej, delegatem Ministerstwa 
Obrony Narodowej do Komitetu Biochemicznego PAN, przewodniczącym 
Łódzkiego Oddziału Polskiego Towarzystwa Biochemicznego, oraz człon
kiem Rad Naukowych Instytutów Wojskowych i Naczelnym Specjalistą 
Wojska Polskiego do spraw Analityki Lekarskiej. Tytuł profesora nadzwy
czajnego otrzymał w 1972 roku. Otrzymał wiele odznaczeń państwowych 
i społecznych.

W Jego dorobku naukowym w obu ośrodkach lubelskim i łódzkim znaj
dują się prace doświadczalne i monograficzne z dziedziny badań nad me
tabolizmem bakteryjnym oraz w zakresie metod chromatograficznych 
i innych stosowanych w biochemii, radiobiologii i analityce lekarskiej. Był 
współautorem zbiorowego wydania obszernej monografii pt. „Chromato
grafia”. Był promotorem kilku przewodów doktorskich, recenzentem wie
lu prac naukowych.

Marek Kański należał do pierwszych asystentów lubelskiego Zakła
du Chemii Fizjologicznej organizujących wraz ze mną Zakład od pierw
szych początków jego istnienia. Pozostał w mojej pamięci jako najbliższy 
współpracownik i przyjaciel, oddany bez reszty sprawom Zakładu. W tych 
pierwszych latach naszego uniwersytetu, w latach wielkiej improwizacji 
trudno ocenić Jego wkład starań o zaopatrzenie Zakładu i Jego udział w na
szych badaniach nad metabolizmem bakteryjnym  oraz przy wprowadze
niu nowoczesnych metod elektroforezy i chromatografii. Wiele niedziel 
i wieczorów spędziliśmy na opracowywaniu materiałów do naszej „Chro
matografii” wydanej przez PWN.

W zespole starszych i młodszych asystentów Marek wyróżniał się wy
soką kulturą, wielkim taktem, koleżeńskim i serdecznym, często opiekuń
czym stosunkiem do kolegów, a przy tym niezwykłą bezinteresownością. 
Nie przypominam sobie, by kiedykolwiek zwrócił się do mnie z jakimkol
wiek dezyderatem osobistym. Jego wkład do wszystkich prac zakładowych 
miał zawsze wysoki ciężar gatunkowy. Mimo wielkiego obciążenia pracą 
nigdy nie odmówił kolegom pomocy w ich sprawach. Nigdy nie okazywał 
zmęczenia, zdenerwowania, był zawsze opanowany ale potrafił walczyć 
gdy tego słuszność sprawy wymagała.

Był ceniony i łubiany przez wszystkich i we wszystkich środowiskach 
pracy. Zmarł 22 grudnia 1976 r.

J. Opieńska-Blauth
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WOJCIECH PIOTR MICHALSKI *

Struktura i funkcja błony purpurowej bakterii słonolubnych 
z rodzaju Halobacterium

Structure and Function of Purple Membrane from Halophilic Bacteria
of Halobacterium  Strain
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*) Mgr, Zakład E nzym atyki, Instytut Biochem ii, U niw ersytet W arszawski, Al. 
Ż w irki i W igury 93, 02-089 W arszawa

W ykaz stosow anych skrótów: DCCD — dw ucykloheksylokarbodw uim id; CCCP — 
karbonylocyjanek 3-chlorofenylohydrazonu
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298 W. P. M ICH ALSK I [2]

I. Wstęp

Przetwarzanie i magazynowanie energii w komórce jest procesem 
szczególnie istotnym z punktu widzenia integracji przemian w niej zacho
dzących. Sam problem magazynowania energii został już stosunkowo daw
no rozwiązany (odkrycie i uznanie ATP za nośnik wiązań wysokoenerge
tycznych), podczas gdy proces przetwarzania wykorzystywanej energii tzn. 
fosforylacji ADP do ATP jest nadal niecałkowicie poznany. Odkrycie in 
vitro sprzężenia między transportem a fosforylacją zarówno w strukturach 
błonowych mitochondrionu jak i chloroplastu pozwoliło na sprecyzowanie 
nowych poglądów próbujących opisać mechanizm fosforylacji na poziomie 
molekularnym, a właściwie na poziomie błony biologicznej. Ten etap badań 
i odkryć w bioenergetyce doprowadził w rezultacie do szeregu nowych hi
potez, z których na szczególne zainteresowanie zasługuje hipoteza chemicz- 
noosmotyczna Mitchella (1—4). Hipoteza ta postuluje mechanizm enzyma
tycznej (enzymatyczny kompleks ATP-azy) fosforylacji ADP jako następ
stwo wyrównywania się („wykonywania pracy”) gradientu pH wytworzo
nego po przeciwnych stronach energizowanej błony zarówno w mitochon- 
driach jak i w chloroplastach (5—9). Proces energizacji błony zachodzi in 
vivo na ogół podczas zmian oksydoredukcyjnych składników błon w cza
sie transportu elektronów i zależy pierwotnie w mitochondriach od stę
żenia dostarczanych substratów (fosforylacja oksydacyjna) i w chloropla
stach od intensywności oświetlenia (fosforylacja fotosyntetyczna).

W odniesieniu do przedstawionej, w znacznym uproszczeniu, hipotezy 
Mitchella szczególne miejsce zajmuje nowy mechanizm fosforylacji odkry
ty w latach 70-tych przez S t o e c k e n i u s a  (10, 11) i O e s t e r h e l t a  
(11—14) u bakterii słonolubnych z rodzaju Halobacterium. Nowo poznany 
mechanizm syntezy ATP związany jest funkcjonalnie z tzw. błoną purpu
rową będącą częścią składową (frakcją) błony komórkowej badanych bak
terii. Błona purpurowa Halobacterium dzięki występowaniu w niej foto
chemicznie aktywnego chromoproteidu spełnia w błonie komórkowej 
bakterii funkcję zależnej od światła pompy protonowej i jest odpowiedzial
na za syntezę ATP na świetle (15, 16).

Artykuł ten poświęcony będzie właśnie tej frakcji błony komórkowej 
Halobacterium. Poglądy dotyczące funkcji i struktury błony purpurowej 
ze względu na podobieństwo do znanych już faktów dotyczących wspom
nianej teorii Mitchella i procesu widzenia u kręgowców omówione będą 
także w sposób porównawczy.

Wyniki badań procesu fotofosforylacji u Halobacterium  mimo niezbyt 
długiego czasu, jaki upłynął od momentu wykrycia, są dobrze udokumento
wane w piśmiennictwie i doczekały się kilku artykułów przeglądowych 
przedstawionych między innymi przez S t o e c k e n i u s a  i O e s t e r 
h e l t a  (15, 16, 16a).

W związku z rosnącym zainteresowaniem bakteriami słonolubnymi
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13] B ŁO N A  PU R P U R O W A 299

pierwsze rozdziały artykułu poświęcono właśnie tym organizmom, co jest 
tylko pozornie nie związane z jego tematyką, a zapozna czytelnika z no
wym, ciekawym materiałem biologicznym.

II. Bakterie słonolubne z rodzaju Halobacterium

I I - l .  M orfologia i skład chem iczny kom órki

Bakterie słonolubne z rodzaju Halobacterium (Halobacterium halobium ,
H. cutirubrum, H. salinarum, H. trapicanum) odkryto w Skandynawii na 
początku naszego wieku, znajdując je na suszonych solonych rybach (17). 
Należą one do grupy bakterii gram-ujemnych (18). Do wzrostu i zachowa
nia natywnej struktury wymagają wysokiego stężenia soli. Obniżenie tego 
stężenia powoduje początkowo zmiany kształtu ich komórek z wydłużone
go o wymiarach 0,5 M-m i 5—10 p-m na kulisty, by w końcu doprowadzić do 
rozbicia komórki. Optymalne dla wzrostu bakterii jest następujące stężenie 
soli: 3—5 M NaCl, 0,1—0,5 M Mg++, 2X10-3 M K + oraz śladowe ilości żela
za, wapnia i manganu (19). Zastąpienie chlorku sodowego inną solą (NH4C1, 
KC1, LiCl) nawet o podobnym stężeniu hamuje wzrost komórek w fazie lo
garytmicznej, chociaż nie powoduje ich destrukcji (19—23).

Dokładne badania mikroskopowe wykazały, że komórki Halobacterium 
mają strukturę charakterystyczną dla komórki bakteryjnej (23), wyizolo
wane z Halobacterium halobium rybosomy i DNA wykazują także właś
ciwości typowe dla tych struktur w innych organizmach Procaryota (24— 
26). Jednak mimo morfologicznego podobieństwa Halobacterium do innych 
rodzajów bakterii zbadany skład chemiczny zarówno całych komórek jak 
i pewnych ich frakcji np.: osłonki komórkowej (ściana +  błona komórkowa, 
ang. envelope) okazał się nietypowy i charakterystyczny, jak się wydaje, 
tylko dla tego rodzaju bakterii. W komórkach H. halobium, mianowicie, 
nie znaleziono kwasu muraminowego, mukopeptydu ani kwasu dwuamino- 
pimelinowego, a osłonka komórki składa się głównie z białek, nietypowych 
lipidów i niewielkiej ilości niezidentyfkowanych węglowodanów (18, 27, 
28, 29). Dokładne badania frakcji lipidowej wykazały, że składa się ona 
głównie z dwueteropochodnych fosfatydyloglicerofosforanów (30, 31), 
a podstawione (w miejsce kwasów tłuszczowych) w pozycjach alfa i beta 
glicerolu alkohole alifatyczne nie zawierają w cząsteczce wiązań podwój
nych i są nasyconymi pochodnymi 20-węglowego alkoholu poliprenylowe- 
go, fitolu (32).

Taki skład frakcji lipidowej sugeruje, że komórki bakterii słonolub- 
nych nie mają wykształconego w pełni układu syntezy kwasów tłuszczo
wych, a synteza związków hydrofobowych zachodzi na drodze przemian 
kwasu mewalonowego — prekursora związków poliprenylowych (32).
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Ostatnio wykazano, że w komórkach H. cutirubrum  istotnie zachodzi syn
teza tego typu związków (33—35), a wśród nich zidentyfikowano: fyllochi- 
non (wit. Kj), retynal (aldehyd wit. A), karotenoidy 40- i 50-węglowe (od
powiednio beta-karoten i alfa-bakterioruberyna) oraz ich niektóre pre- 
kursory (36, 37).

II-2. Ściana i błona kom órkowa

Zaskakujący skład frakcji lipidowej bakterii słonolubnych oraz brak 
typowych składników bakteryjnej ściany komórkowej, a co za tym idzie 
trudności w interpretowaniu obrazów w mikroskopie elektronowym do
prowadziły pierwotnie do sugestii, że bakterie z rodzaju Halobacterium 
nie posiadają ściany komórkowej (19). Za słusznością tej sugestii przema
wiały także wcześniejsze obserwacje S t o e c k e n i u s a  (15), który pod
dając komórki H. halobium  szokowi osmotycznemu w wodzie destylowanej 
otrzymywał z osłonki komórkowej jedynie podjednostki lipoproteidowe. 
Dopiero zastosowanie specyficznych metod utrwalania preparatów w mi
kroskopii elektronowej — wprowadzone do badań Halobacterium  przez 
S t o e c k e n i u s a  i R o w e n a  (19, 38) — pozwoliło ustalić, że bakterie 
te mają glikoproteidową ścianę komórkową, a otrzymane podjednostki li
poproteidowe powstają podczas fragmentacji lipoproteidowej błony ko
mórkowej (15, 39).

Badania nad poznaniem budowy osłonki komórkowej Halobacterium 
doprowadziły poza przedstawionymi faktami do innych zaskakujących od
kryć. Jak wiadomo w czasie obniżania stężenia soli w zawiesinie bakterii 
słonolubnych komórki ulegają deformacji a następnie destrukcji, co wska
zywałoby na zmiany elastyczności, a więc zmiany w strukturze błony 
i ściany komórkowej. Zaobserwowano, że przeniesienie komórek H. halo
bium do roztworu NaCl o stężeniu około 2 M powoduje powolne upłynnia
nie ściany komórkowej (15) i deformację komórki. Dalsze obniżanie stęże
nia do 1 M powoduje destrukcję komórki i fragmentację błony komórko
wej. Podobny efekt otrzymano przenosząc komórki do wody destylowanej 
(15, 17, 18). Otrzymane fragmenty nie są jednakowe pod względem wiel
kości i można je frakcjonować metodą wirowania w gradiencie gęstości sa
charozy (11, 40—42). Stosując tę metodę S t o e c k e n i u s  i K u n a u  (41, 
42) otrzymali i scharakteryzowali trzy frakcje fragmentów błony komórko
wej różniące się między sobą gęstością i zabarwieniem.

Pierwsza frakcja o najmniejszej gęstości i barwie czerwonopomarań- 
czowej, zdecydowanie niejednorodna, charakteryzuje się dużą zawartością 
karotenoidu alfa-bakterioruberyny, barwnika, który ochrania komórki Ha
lobacterium  przed letalnym dla nich wpływem światła niebieskiego. Frak
cja ta zawiera także związki typu cytochromów, flawoproteidy i inne 
składniki łańcucha oddechowego i jak wydaje się spełnia ona rolę struktu
ry odpowiedzialnej za oksydacyjną fosforylację.
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Pozostałe dwie frakcje są bardziej jednorodne. Frakcja o największej 
gęstości i zabarwieniu żółtym składa się niemal wyłącznie z błon wakuoli 
gazowych, organelli, które prawdopodobnie regulują ciśnienie wewnątrz 
komórki w czasie przebywania bakterii na różnych głębokościach.

Frakcja trzecia o gęstości pośredniej i zabarwieniu purpurowym składa 
się głównie z białek (75% suchej masy frakcji) i niewielkiej ilości lipidów 
(25°/o). Frakcja ta jakkolwiek zdecydowanie jednorodna czasami może jed
nak być zanieczyszczona fragmentami frakcji żółtej i dlatego też do badań 
używa się komórek zmutowanego gatunku H. halobium  R1? które nie posia
dają wakuoli gazowych (41).

Porównawcze badania morfologiczne powierzchni nienaruszonej błony 
komórkowej i otrzymanej frakcji błony purpurowej wykazały, że błona ta 
nie występuje na całej powierzchni komórki lecz jedynie na pewnych 
obszarach, stosunkowo łatwo rozróżnialna w mikroskopie elektronowym 
dzięki charakterystycznej regularności rozmieszczenia w niej podjednostek 
(15, 41,42).

III. Błona purpurowa

I I I - l . Struktura

Jak już pisano, frakcja błony purpurowej jest wyjątkowo jednorodna 
i składa się z mniej więcej jednakowych owalnych płytek błony o średnicy 
około 0,5 M.m. Badania chemiczne wykazały, że fragmenty te są komplek
sami lipoproteidowymi, a stosunek molowy budujących je lipidów i białek 
wynosi 40 : 1 (15, 43). Skład chemiczny błony purpurowej jest stosunkowo 
prosty. Frakcję lipidową stanowią związki opisane wcześniej w rozdzia
le II-l. Frakcję białkową stanowią cząsteczki jedynie o masie cząsteczko
wej 26 000 daltonów (11, 44).

Badania fizyczne prowadzone przez B l a u r o c k a  (10), S t o e c k e -  
n i u s a (10, 44) i H e n d e r s o n a  (45, 46) nad rozpraszaniem promieni X 
i elektronów przez błonę purpurową wykazały, że regularnie powtarzają
cą się podjednostkę błony stanowi kompleks zbudowany z trzech cząsteczek 
białka i 120 cząsteczek lipidów (40, 46). Ponadto ustalono, że błona ma 
strukturę pseudokrystaliczną w formie dwuwymiarowej sześciokątnej kra
ty, w narożach której znajdują się podjednostki białkowo-lipidowe.

Regularność w ułożeniu cząsteczek białka w podjednostkach błony pur
purowej sugeruje, że cząsteczki te mają charakter globularny. H e n d e r 
s o n  i U n w i n  (47) wykazali, że białka te mają strukturę lewoskrętnej 
superspirali złożonej z siedmiu pojedyńczych prawoskrętnych helikoid 
(mniej więcej równoległych do siebie). Rozmiary takiej cząsteczki białka są 
następujące: 25X35X45 A, a wektor osi najdłuższej jest prostopadły do 
powierzchni błony. Wysokość cząsteczki (45 A) stanowi jednocześnie gru-

http://rcin.org.pl



302 W. P . M ICH ALSK I [6]

bość błony (48 A). Postulowany przez autorów prac (44—47) model struk
turalny cząsteczki białka pozwala jednocześnie wyjaśnić ułożenie cząste
czek w podjednostce. Badania gęstości elektronowej błony wykazały, że 
trzy z siedmiu helikoid każdej cząsteczki są skierowane do środka pod jed
nostki i odległe od siebie o około 10 A tworząc dziewięcioczłonowy pierś
cień wewnętrzny. Cztery pozostałe helikoidy w cząsteczce tworzą pier
ścień zewnętrzny podjednostki (12-członowy).

Duża zawartość w cząsteczkach białka aminokwasów o charakterze hy
drofobowym (62% sumy), oraz wyniki badań fizycznych sugerują (10, 43, 
47), że cząsteczki białka są zanurzone w fazie hydrofobowej błony. Usta
lono ponadto, że błona ta ma charakter asymetryczny w płaszczyźnie pro
stopadłej do powierzchni. Wygląd błony purpurowej, uwzględniając do
tychczas otrzymane wyniki przedstawiono schematycznie na rycinie 1.

Rye. 1. Schem at struktury błony pur
purowej u H alobacterium halobium  
Czarnymi kółkam i przykładow o zaznaczono  
rozm ieszczenie cząsteczek białka w  podjed
nostce sześciokątnej kraty. (11, 16, 45).

Ryc. 2. Synteza błony purpurowej 
i w zrostu kom órek H. halobium-Ri.  
W artość absorpcji 660 nm określa gęstość za
w iesiny  kom órek w  hodow li, zm iany absorp
cji przy 560 nm w  czasie pośrednio określają  
szybkość syn tezy  b łony purpurowej w  ho
dow li (11).

Pokazana na rycinie 1 błona purpurowa jest jak gdyby połową typowej 
lipoproteidowej błony biologicznej, a jej regularna i stosunkowo prosta 
struktura skłaniają do przypuszczenia, że jest ona przykładem typowej 
modyfikacji funkcjonalnej. Problem ten jest szczególnie interesujący 
z punktu widzenia jej przepuszczalności oraz ewolucji bakterii słonolub- 
nych (17, 48).

W komórkach Halobacterium synteza błony purpurowej zachodzi tylko 
w czasie wzrostu komórek na świetle i jest związana z fazami rozwoju ho
dowli (11, 49—51). Zależność tę przedstawiono na rycinie 2. Absorpcja 
światła o długości fali 560 nm, charakterystycznej dla błony purpurowej
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gwałtownie wzrasta pod koniec fazy logarytmicznej i osiąga poziom osta
teczny w fazie stacjonarnej.

Opisane dotychczas właściwości błony purpurowej Halobacterium, jak
kolwiek wskazują na jej związek z cżynnościami życiowymi komórki, nie 
pozwalają sądzić o jej funkcjonowaniu czy ewentualnej roli w metaboliz
mie tych bakterii. Dopiero scharakteryzowanie wchodzącego w jej skład 
chromoproteidu — bakteriorodopsyny pozwoli na sprecyzowanie tych za
gadnień.

III-2. B akteriorodopsyna i jej cykl fotochem iczny

W badaniach nad strukturą i funkcją błony purpurowej, ze względu 
na konieczność operowania frakcją o dużej czystości, do jej otrzymywania 
zastosowano mutanty H. halobium niezawierające w komórkach ani we
wnątrzkomórkowych struktur błonowych (wakuole gazowe) ani karotenoi- 
dów. Są nimi odpowiednie m utanty H. halobium — R! oraz — RiMj i RiL3 
(40, 41).

Charakterystyczna barwa, a także intrygująca struktura błony purpu
rowej (porównaj rozdział III-l) sugerowała badaczom jej własności foto- 
recepcyjne (15, 43, 52, 53). Widmo absorpcyjne błony purpurowej przed
stawiono na rycinie 3. Wykazuje ono charakterystyczne maksima pochła-

11 
10 
9 
8

\  7 
7 6
'o 5 

4
Ryc. 3. W idmo absorpcyjne błony purpurowej 3
w yizolow anej z H. halobium. 2
W ysoka w artość absorpcji przy 280 nm w skazuje 7
na b iałkow y charakter błony purpurowej. M aksi
m um  absorpcji przy 560 nm jest w yrażone obec
nością grupy chrom oforow ej — retynalu  połączone
go z białkiem  (11).

niania przy długościach fali 280 i 560 nm, a stosunek wartości absorpcji 
280 nm/560 nm wynosi około 2 :1  (11). Widoczny na tej rycinie obraz wid
ma absorpcji błony purpurowej wydaje się uzasadniony z punktu widzenia 
jej budowy, głównie białkowej. ^

O e s t e r h e l t i S t o e c k e n i u s  (11) opierając się na składzie che
micznym błony oraz na wynikach przeprowadzonych przez siebie badań 
wykazali, że za właściwości fotochemiczne tej błony odpowiedzialny jest jej
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składnik białkowy, tzn. opisane wcześniej (rozdział III-l) cząsteczki białka
o masie cząsteczkowej 26 000, którego grupą chromoforową jest aldehyd 
witaminy A — retynal. Wzory powszechnie występujących in vivo izome
rów retynalu przedstawiają wzory 1—4.

(U)

Wyniki badań identyfikujących różnymi metodami retynal jako grupę 
chromoforową zestawiono w tabeli 1. S trukturę tego chromoproteidu bada
no metodami fizycznymi (10, 11, 54—56), stosując między innymi spektros-

Tabela 1.

Retynal jako grupa chromoforową błony purpurowej (10)

Stosowana metoda 
badania grupy 

chromoforowej

Charakterystyka chromoforu 
błony purpurowej

Charakterystyka retynalu lub 
jego pochodnych

Ekstrakcja rozpusz
czalnikami organ, 

(eter naftowy:etanol 
5:1 v/v)

Maksimum absorpcji:
381 nm w etanolu
368 nm w eterze naftowym

Maksimum absorpcji retynalu: 
381 nm w etanolu 
368 nm w eterze naftowym

Reakcja z hydro
ksyloaminą, eks
trakcja jak wyżej

Maksimum absorpcji: 
355 nm w etanolu

Maksimum absorpcji oksymu 
retynalu:
355 nm w etanolu

Chromatografia
cienkowarstwowa
(10)

Wartości Rf (forma zredukowana): 
0,36 (główne pasmo)
0,50

Wartości Rf (retynol): 
0,36 (izomer trans) 
0,50 (izomer 13-cis)

Spektroskopia 
masowa (10)

Masa cząsteczkowa 286 
Wzór empiryczny C20H30O

Masa cząsteczkowa retynalu 286 
Wzór retynalu CaoHaoO
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kopię ramanowską w podczerwieni i ustalono, że w cząsteczce białka rety- 
nal jest połączony wiązaniem C =  N (zasada Schiffa) z resztą lizynową (10, 
54). Ponadto wykazano, że retynal w tym chromoproteidzie występuje wy
łącznie w postaci izomerów 13-cżs lub całkowicie-irans (10, 54, 55, 57, 58). 
Wydaje się jednak, że w przemianach cyklu fotochemicznego bierze udział 
izomer całkowicie-trans (69, 88).

Duże podobieństwo struktury chemicznej oraz właściwości fotochemicz
nych barwnika purpurowego, do rodopsyny — fotoreceptora pręcików siat
kówki oka kręgowców, spowodowało, że zaproponowano dla niego nazwę 
bakteriorodopsyna (12).

Podobieństwo bakteriorodopsyny do purpury wzrokowej (rodopsyny) 
pośrednio sugeruje, że jej funkcje w komórce mają związek z jej charak
terystycznymi właciwościami fotochemicznymi. Przypisywanie jednak bak- 
teriorodopsynie wyłącznie roli receptora odpowiedzialnego np.: za foto- 
taksję komórek Halobacterium wydaje się niesłuszne przynajmniej z dwóch 
powodów: błona purpurowa (bakteriorodopsyna) stanowi aż ponad 50% 
powierzchni błony komórkowej, podczas gdy u innych organizmów wrażli
we receptory fototaktyczne zajmują nieporównywalnie mniejszą po
wierzchnię, bakteriorodopsyna nie ulega także żadnym przemianom, które 
mogłyby bezpośrednio wywoływać reakcję fototaktyczną (15, 59). Wydaje 
się więc, że bakteriorodopsyna odgrywa w komórce Halobacterium rolę 
raczej metaboliczną, a nie pełni funkcji fototaktycznego receptora. Jednak 
bakteriorodopsyna jako związek bezpośrednio odpowiedzialny za syntezę 
ATP w komórce na świetle (porównaj rozdział IV-2.) pośrednio przez to 
wpływa na ruch komórki Halobacterium.

Bakteriorodopsyna i purpura wzrokowa pełnią zupełnie inne funkcje 
fizjologiczne, a przyczyn tych różnic należy szukać, przy dużym podobień
stwie chemicznym obu chromoproteidów, w konfiguracji grupy chromo- 
forowej — retynalu. I tak w czynnej biologicznie rodopsynie możliwe jest 
przyłączenie do cząsteczki białka tylko retynalu 9-cis lub 11-cis, podczas — 
gdy w bakteriorodopsynie występuje izomer całkowicie-irans (60—65).

Jednak mimo tych różnic początkowe procesy fotochemiczne, jakim 
podlegają badane barwniki, są podobne (66). Kwant światła absorbowany 
przez grupę chromoforową wywołuje zmiany nie tylko w samej cząsteczce 
chromoforu, ale także w strukturze otaczającego go białka. W przypadku 
rodopsyny zmiany te zapoczątkowują proces widzenia (pobudzenie nerwo
we), podczas gdy w przypadku bakteriorodopsyny prowadzą do wytwo
rzenia nieznanych związków pośrednich, które w bardzo krótkim czasie 
(milisekundy) przekształcają się z powrotem w formę wyjściową. Tak więc 
przemiany bakteriorodopsyny są przykładem reakcji odwracalnej, podczas 
gdy purpura wzrokowa ulega zasadniczo przemianom nieodwracalnym. 
Różnice te najprawdopodobniej wynikają z obecności w cząsteczce rodop
syny retynalu 11-cżs, który ulega indukowanej światłem izomeryzacji do 
formy trans, a reakcja ta jest nieodwracalna (66, 67). Na rycinie 4 przed-
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K O M PL E KS  PURPUROWY 
¡ 56 0  n m ]

R -  C H = N  — B i a ł k oI
H

FORMY Bakter iorodopsyna
POŚREDNI E

FORMY

POŚREDNI E

R -  CH=N  -  B i a ł k o

K O M P L E K S  POŚREDNI  
¡1.12 nm ]

Ryc. 4. Cykl fotochem iczny bakteriorodopsyny u Halobacter ium
kt i k . oznaczają sta łe szybkości odpow iednich reakcji; R—CH“ oznacza retynal połączony  
z e-aminową grupą lizyn y  (16).

stawiono cykl fotochemiczny bakteriorodopsyny z H. halobium, jako cykl 
przemian różnych form chromoforu lub chromoproteidu po oświetleniu: 
między innymi kompleksu-560 nm i tzw. kompleksu-412 nm. Absorpcja 
światła przez kompleks-560 nm (forma wyjściowa — molowy współczynnik 
absorpcji eM =  63 000 litr/MolXcm) przy wydajności kwantowej <p około
0,8 prowadzi do wytworzenia kompleksu o charakterystycznym maksimum 
absorpcji przy 412 nm, najdłużej trwającej formy pośredniej cyklu (68, 69).

0.2

o'■—Vo
O- 0,1 
o
o 
'i

Ryc. 5. W idma absorpcyjne chromoforu ba
kteriorodopsyny w  dwóch różnych stanach (w  
tem peraturze — 196°C) 1. K om pleks purpuro- 0
w y-560 nm w  ciem ności; 2. kom pleks-412 nm  
pow stający na św ietle  (16). D ł u g o ś ć  f a l i  [ n m ]

Stałą szybkości tej reakcji wyraża wzór ki =  £Mqp. Charakterystykę spek
tralną obu badanych kompleksów przedstawia rycina 5. Poza różnicami 
w widmie absorpcyjnym badanych kompleksów (Ryc. 5) wykazano ekspe
rymentalnie inne właściwości kompleksów-560 nm i -412 nm bakterioro
dopsyny, przemawiające za różnicami strukturalnym i w obrębie cząsteczki
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barwnika. Stwierdzono mianowicie różnice w intensywności fluorescencji 
reszt tryptofanu (70) oraz we wrażliwości wiązania grup chromoforowych 
obu kompleksów na hydroksyloaminę (wytworzenie oksymu retynalu) oraz 
redukcję wiązania zasady Schiffa (71—74). Ponadto ostatnie prace dotyczą
ce oddziaływań chromoforu z białkiem w bakteriorodopsynie wykazały 
występowanie zmian konformacyjnych w cząsteczce kompleksu-412 nm 
umożliwiające wytworzenie nowych wiązań wodorowych między atomem 
azotu grupy s-aminowej lizyny, azotem imidazolowym histydyny białka 
i atomem węgla 18 retynalu, podobnie jak obserwuje się to w cząsteczce 
rodopsyny (75).

Przedstawiony na rycinie 4 cykl fotochemiczny bakteriorodopsyny do
puszcza pojawienie się w toku jej przemian innych, niezidentyfikowanych 
jeszcze, form pośrednich o bardzo krótkim czasie trwania. Nawet jeżeli 
więcej niż dwie formy bakteriorodopsyny biorą udział w jej przemianach 
fotochemicznych, to stałe szybkości tworzenia (kj) i rozpadu (k2) komplek
su pośredniego-412 nm pozwalają na wyprowadzenie wzoru szybkości re
akcji całego cyklu V (16, 59, 76—78):

V = k2 x [B]

1 + k ! x sM x cp x I

gdzie: eM — molowy współczynnik absorpcji kompleksu-560 nm
[B] — stężenie bakteriorodopsyny
I — natężenie światła
(p — wydajność kwantowa reakcji tworzenia kompleksu-412 nm

Szybkość rozpadu kompleksu-412 nm określona jest tylko przez jego stę
żenie, podczas gdy szybkość jego tworzenia zależy od stężenia kompleksu 
purpurowego-560 nm i natężenia światła. Wzór ten przypomina klasyczne 
równanie Michaelisa—Menten, mówiące o zależności szybkości reakcji en
zymatycznej od stężenia substratu. W przypadku bakteriorodopsyny 
w równaniu tym, stężenie substratu zastępuje wartość natężenia światła. 
I tak, jeżeli natężenie światła wzrasta, szybkość reakcji zwiększa się aż do 
osiągnięcia wartości Vmaks. =  k2X[B], tzn. do wartości maksymalnej, nieza
leżnej od natężenia światła (ale zależnej od temperatury). Zależność ta jest 
analogiczna do liczby obrotów enzymu i można ją wyrazić jako wartość 
k2. W warunkach nasycenia światłem i w temperaturze fizjologicznej cykl 
fotochemiczny bakteriorodopsyny powtarza się 200 razy na sekundę (76, 79).

Wyniki badań właściwości fotochemicznych rodopsyny i bakteriorodop
syny na poziomie molekularnym stwarzają bardzo interesujący problem, 
który można postawić w formie następującego pytania: czy zmiany kon- 
formacyjne zachodzące w cząsteczkach chromoproteidów po absorpcji 
energii świetlnej wywołują podobne zmiany w strukturze błony w skład 
której wchodzą? Próby odpowiedzi na to pytanie sprowadzają się, między
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innymi, do dokładnego poznania: struktur błon oraz „zachowania się” wbu
dowanych w nie cząsteczek barwników w czasie absorpcji promieniowania 
(80). Jakkolwiek wyniki badań dotyczących rodopsyny i bakteriorodopsy- 
ny nie są w tym aspekcie całkowicie jednoznaczne, to jednak pewne in
formacje wydają się pomocne w zrozumieniu funkcjonowania błon: wzro
kowej (81, 82) i purpurowej (80, 83). Badania rentgenograficzne wykazały, 
że ich struktura jest zdecydowanie odmienna. Jak przedstawiono w roz
dziale III-I., błona purpurowa ma strukturę pseudo-krystaliczną (ang. 
ery stal-like), a więc regularną i sztywną. Błona wzrokowa pręcików siat
ki oka ma strukturę „płynną” (ang. liquid-like), nieregularną z możli
wością dyfuzji cząsteczek rodopsyny wewnątrz fazy hydrofobowej (84, 85). 
Opisane właściwości obu błon mają związek z funkcjami, jakie przypisuje 
się tym strukturom. I tak sztywne umiejscowienie cząsteczek bakterioro- 
dopsyny w błonie pozwala na wektorowe tj. prostopadłe do jej powierzchni 
transportowanie protonów na zewnątrz komórki w następstwie cyklu foto
chemicznego (porównaj rozdział IV.). Przypuszcza się, że możliwość dyfuzji 
i rotacji (?) (81, 82) cząsteczek rodopsyny wewnątrz błony może być pod
stawą wytworzenia pobudzenia nerwowego jako następstwa absorpcji 
światła.

IV. Fotofosforylacja u Halobacterium

IV -1. Bakteriorodopsyna jako pompa protonowa uw arunkow ana działaniem  św iatła

Zmiany konformacyjne bakteriorodopsyny podczas absorpcji światła 
przez jej grupę chromoforową, tj. przejście kompleksu-560 -> kompleks- 
-412 nm, powodują odłączenie protonu od atomu azotu e-aminowej grupy 
lizyny tworzącej z retynalem wiązanie C ^ N  (54, 55). Natomiast podczas 
regeneracji formy wyjściowej chromoproteidu z kompleksu przejściowe- 
go-412 nm następuje przyłączenie protonu do tego samego atomu (54, 55). 
Tak więc w cyklu fotochemicznym bakteriorodopsyny zachodzi ciągłe uwal
nianie i wiązanie protonów (Ryc. 4).

Wykazano (16, 76, 86—90), że uwalnianie i przyłączanie protonów od
bywa się po przeciwnych stronach błony komórkowej H. halobium. Oświe
tlanie zawiesiny nienaruszonych komórek światłem o 'k =  560 nm powodu
je szybkie, odwracalne w ciemności zakwaszenie środowiska zewnętrznego 
komórek (72, 88, 91, 92).

Absorbowana w czasie cyklu fotochemicznego energia świetlna (około 
50 kcal/mol) jest więc rozdzielona między bakteriorodopsynę i proton. 
Część z niej jest wykorzystywana w reakcji tworzenia kompleksu-412 nm, 
podczas gdy reszta jest zamieniana (tworząc gradient pH) w różnicę poten
cjału elektrochemicznego (76, 92, 93). Jeżeli więc przyjąć, że bakterioro-
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dopsyna nie jest ułożona w błonie purpurowej dowolnie (porównaj roz
dział III) to każda cząsteczka tego chromoproteidu (lub ich kompleksy) jest 
molekularną pompą protonową, tzn. bakteriorodopsyna dzięki swym właś
ciwościom fotochemicznym jest zdolna do przetwarzania absorbowanej 
energii świetlnej w energię potencjału elektrochemicznego.

Taki obraz funkcji bakteriorodopsyny wskazuje, że wytwarzana róż
nica potencjału elektrochemicznego po przeciwnych stronach błony ko
mórkowej, może być wykorzystana do syntezy ATP w komórce (94, 95), 
zgodnie z założeniami teorii chemicznoosmotycznej Mitchella (1—4). Zara
zem dobrze poznana budowa błony purpurowej oraz regularność z jaką 
jest w nią wbudowana bakteriorodopsyna, pozwalają zastosować ją w ukła
dzie sztucznych błon do badania wbudowanej w niej bakteriorodopsyny 
jako pompy protonowej, symulując jej działanie in vivo.

R a c k e r  i S t o e c k e n i u s  (96) pierwsi wykazali, że bakteriorodo- 
psynę można „wbudować” w błonę lipidową w taki sposób, by cały układ 
lipoproteidowy utworzył w środowisku hydrofilowym zamknięte pęcherzy
ki — proteoliposomy. Uzyskane w ten sposób proteoliposomy dzięki odizo
lowaniu w swym wnętrzu pewnej przestrzeni od środowiska zewnętrznego, 
można traktować jako modele komórek. Podobne eksperymenty powiodły 
się także innym badaczom (92, 93, 97—99).

Badania wykorzystujące tę metodę doprowadziły do zaskakujących re
zultatów, sprzecznych z uzyskanymi wcześniej wynikami doświadczeń 
z całymi nienaruszonymi komórkami H. halobium (42,100). Mianowicie oś
wietlanie zawiesiny proteoliposomów powodowało alkalizację środowiska, 
zamiast jego zakwaszenia (porównaj wyżej). Proces ten był odwracalny 
w ciemności (96, 101). Ponieważ otrzymane proteoliposomy są bardzo małe, 
zmiany pH w ich wnętrzu w czasie naświetlania mierzono metodami po
średnimi (92, 93, 102—104). Używano do tego celu fluoryzujących amin 
(105, 106), które w formie pozbawionej protonu łatwo przenikają przez 
błony lipidowe, podczas gdy dla ich form u protonowa nych błony te są nie
przepuszczalne. Wyniki tych prac wykazały jednocześnie, że wbudowana 
w proteoliposomy bakteriorodopsyna spełnia wprawdzie funkcję pompy 
protonowej, lecz transportuje protony z mniejszą wydajnością i w prze
ciwnym kierunku (do wnętrza proteoliposomu) niż in vivo (92, 93, 96, 102— 
104). Problem tego odwrotnego transportu H+ przez bakteriorodopsynę 
wyjaśniły badania strukturalne błony proteoliposomów (91, 96, 101). Wy
kazały one, że cząsteczki tego chromoproteidu są zorientowane przeciwnie 
niż w błonie purpurowej. Cząsteczki bakteriorodopsyny znajdują się w bło
nie proteoliposomów po jej zewnętrznej stronie, a więc inaczej niż w bło
nie purpurowej (porównaj Ryc. 1).

Podczas oświetlania zawiesiny proteoliposomów gradient pH jest wy
twarzany tylko wtedy, gdy „pompowaniu” protonów towarzyszy przeciw
ny ruch innych kationów, np.: K +, które jednocześnie obniżają efektyw
ność netto transportu H'; (16).
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Badania przepuszczalności błon Halobacterium dla jonów jednowartoś- 
ciowych, zwracają uwagę na ich ewentualny udział w wytwarzaniu poten
cjału elektrochemicznego, a także w syntezie ATP. L a n y i i wsp. wyka
zali, że chociaż błona komórkowa H. halobium jest bardzo słabo przepusz
czalna dla jonów K + i Rb+, ich powolna dyfuzja w kierunku przeciwnym 
do transportu H + ogranicza szybkość wytwarzania gradientu pH (20, 21, 
101, 107—111).

S k u l a c h e v  i wsp. (92, 102, 103) oraz L o z i e r  i wsp. (112) wbu
dowali bakteriorodopsynę w dwucząsteczkową błonę lipidową rozdzielającą 
roztwory elektrolitów i oświetlając tak otrzymaną sztuczną błonę zmierzy
li wytworzony na świetle potencjał elektrochemiczny. Jego wartość zale
ży od przepuszczalności tej błony dla jonów K + i wynosi dla błony niemo- 
dyfikowanej około 300 mV (103).

Taka duża różnica potencjału elektrochemicznego (~  300 mV) jest wy
starczająca do syntezy ATP in vivo (16, 88). Z przyczyn metodycznych nie 
udało się zmierzyć dotychczas tego potencjału wytwarzanego na świetle 
przez bakteriorodopsynę w nietkniętej komórce (88). O e s t e r h e l t  (16), 
opierając się na parametrach kinetycznych cyklu fotochemicznego bakte- 
riorodopsyny (liczba obrotów), na jej zawartości w błonie komórkowej oraz 
uwzględniając objętość komórki wyliczył jednak, że w warunkach nasyce
nia światłem różnica potencjału ~  300 mV może powstać po obu stronach 
błony komórkowej w czasie mniejszym od milisekundy tzn. około 1000 ra
zy szybciej niż szybkość syntezy ATP (88).

IV-2. Synteza ATP

Synteza ATP u Halobacterium zachodzi w ciemności i na świetle. 
W ciemności ma miejsce fosforylacja oksydacyjna zależna od transportu 
elektronów w łańcuchu oddechowym (porównaj rozdział II-2), podczas gdy 
fotofosforylacja funkcjonalnie związana jest z bakteriorodopsyną. Zależ
ność syntezy ATP na świetle od błony purpurowej (=  bakteriorodopsyna) 
in vivo w komórkach H. halobium  przedstawiono na rycinie 6. Na rycinie 
tej porównano szybkość fotofosforylacji podczas naświetlania komórek 
światłem o różnej długości fali. Naintensywniejszą syntezę ATP stwierdzo
no przy długościach fal świetlnych 560—570 nm (porównaj ryciny 3 i 5) 
(15, 94).

Synteza ATP na świetle charakteryzuje się niewrażliwością na cyjanek 
oraz wrażliwością na związki rozprzęgające — zaburzające transport proto
nów (np. CCCP), a także na inhibitory ATP-azy (np. DCCD). Fotofosfory
lacja u tych bakterii nie jest także wrażliwa na inhibitory cyklicznego i nie
cyklicznego transportu elektronów w fotosyntezie (16, 88, 94). Fosforylacja 
oksydacyjna, podobnie jak w mitochondriach, jest wrażliwa na cyjanek 
i związki rozprzęgające oraz na inhibitory ATP-azy (np.: powyżej wymię-
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R y c . 6. Zależność syntezy ATP od w łasności fotochem icznych błony purpurowej 
Szybkość syntezy ATP porów nyw ano ośw ietlając kom órki H. halobium  św iatłem  o różnej d łu
gości fali. W idmo absorpcyjne zaw iesiny kom órek H. halobium  porów nano także z w idm em  
błony purpurowej w yizolow anej z bakterii tego gatunku. N ajintensyw niejszą  syntezę ATP  
obserw ow ano po ośw ietlen iu  kom órek św iatłem  o d ługości fa li rów nej m aksim um  absorpcji 
bakteriorodopsyny t.zn. 560 nm (15).

nione DCCD i CCCP) (88). Obserwacje te wskazują na to, że chociaż w ko
mórkach Halobacterium  istnieją dwa układy syntezy ATP, mechanizm obu 
procesów wydaje się podobny, zgodny z teorią Mitchella. Dlatego też pro
blem fotofosforylacji u bakterii słonolubnych rozpatrzymy w aspekcie funk
cjonowania bakteriorodopsyny jako generatora różnicy potencjału elektro
chemicznego po obu strofiach błony komórkowej, a więc w aspekcie teorii 
chemicznoosmoty czne j .

Chemicznoosmotyczna hipoteza fosforylacji Mitchella opiera się na 
trzech zasadniczych założeniach, precyzujących niezbędny skład sprzężo
nego układu (błony) fosforylującego. Układ taki musi zawierać: zależną 
od transportu H+ odwracalną ATP-azę; układ transportujący H+ przez 
błonę (wytwarzający potencjał elektrochemiczny); nieprzepuszczalną lub 
bardzo słabo przepuszczalną dla jonów błonę (1—4). W przypadku fotofo
sforylacji u Halobacterium, błoną „sprzężoną” jest błona komórkowa (94, 
95, 113, 114), a układem transportującym H+ jest zależna od światła bak- 
teriorodopsyna.

Wcześniejsze badania R a c k e r a  i wsp. (115—117) wykazały, że pro- 
teoliposomy zawierające w swej błonie fragmenty łańcucha oddechowego 
(układ wytwarzający gradient protonów) oraz wrażliwą na oligomycynę 
ATP-azę (118) w warunkach tlenowych syntetyzują ATP z ADP i nieor
ganicznego fosforanu.

Podobne doświadczenia wykonali R a c k e r  i S t o e c k e n i u s  (96)
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wbudowując w błonę proteoliposomów ATP-azę (118) obok bakteriorodop
syny z H. halobium. Oświetlanie zawiesiny takich proteoliposomów powo
duje syntezę ATP. Ponadto zaobserwowano, że walinomycyna, antybiotyk 
zwiększający przepuszczalność błony dla jonów K+, oraz związki rozprzę- 
gające oksydacyjną fosforylację wyraźnie hamują tę syntezę. Fosforylacji 
nie obserwowano w ciemności. Spostrzeżenia te zwracają uwagę na możli
wość sprzężenia między zależną od światła bakteriorodopsyną a układem 
enzymatycznym ATP-azy w fotofosforylacji in vivo.

Zgodnie z teorią chemicznoosmotyczną wytworzony w następstwie gra
dientu pH tak wysoki potencjał elektrochemiczny ( ~  300 mV) nie jest ko
nieczny do zapoczątkowania syntezy ATP w komórce (16, 88).

Badania O e s t e r h e l t a  i S t o e c k e n i u s a  (44) wykazały, że syn
teza ATP na świetle (transport H+ via ATP-aza) u H. halobium  może za
chodzić już wtedy, gdy pH środowiska zewnętrznego jest większe niż 5,5. 
Poziom ATP stosunkowo szybko (sekundy) osiąga poziom maksymalny 
a kwasowość środowiska zależnie od sprawności pompy protonowej (a więc 
zależnie np.: od przepuszczalności błony dla jonów jednowartościowych 
lub natężenia światła) ustala się przy bardziej lub mniej kwaśnym odczy
nie środowiska. Tak więc, szybkość syntezy ATP potrzebna do utrzymania 
jego maksymalnego poziomu i aktywność pompy protonowej determinują 
stężenie protonów w środowisku zewnętrznym.

Jeżeli takie rozumowanie jest słuszne, zahamowanie jednej z dwóch re
akcji tego procesu (transportu H+ na zewnątrz lub syntezy ATP czyli tran
sportu H + via ATP-aza do wewnątrz) powinno zachwiać wytworzoną rów
nowagę funkcjonalną czyli znieść sprzężenie. Sytuację taką przedstawiono 
na rycinie 7. Zahamowanie syntezy ATP przez dodanie (inhibitora ATP- 
-azy) DCCD (=  Ri) powoduje gwałtowne zakwaszenie środowiska zewnę-

Ryc. 7. Rozprzężenie syntezy A TP zależnej od działania pom py protonowej przez 
DCCD (= R i) oraz w p ływ  zw iększających się stężeń CCCP ( =  R 2) na indukow ane 
św iatłem  zm iany pH w  środow isku zew nętrznym  ośw ietlanych bakterii (16).
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trznego komórki, a powstający ciągle gradient pH jest wyrównywany je
dynie na drodze biernej dyfuzji protonów przez błonę. Następcze dodanie 
do zawiesiny komórek związku rozprzęgającego CCCP (=  R2) powoduje 
zanikanie efektu funkcjonowania pompy protonowej.

Powyższe badania wykazały, że w komórkach Halobacterium występuje 
sprzężenie między zależnym od światła transportem protonów a syntezą 
ATP. Układ wytwarzający gradient pH — bakteriorodopsyna, podobnie jak 
transport elektronów w mitochondriach i chloroplastach, może tworzyć po
tencjał elektrochemiczny dużo większy niż tego wymaga synteza ATP.

IV -3. Fotofosforylacja a oddychanie u H. halobium

Fotofosforylacja u Halobacterium  może zachodzić także in vivo w wa
runkach beztlenowych lub po zahamowaniu oddychania (88, 94) (Ryc. 8). 
W atmosferze azotu i w ciemności poziom ATP w komórkach H. halobium  
gwałtownie obniża się do ~  30% poziomu wyjściowego Oświetlenie komó
rek zwiększa niemal natychmiast poziom ATP do około 100—110°/o, pod
czas gdy w ciemności syntezę ATP można wywołać, przenosząc komórki 
w atmosferę tlenu lub powietrza (94). Ponadto zaobserwowano, że oświetla
nie bakterii w atmosferze tlenu nie zwiększa poziomu syntetyzowanego 
ATP ponad 100°/o (porównaj Ryc. 8) (88, 94). Obserwacje te wskazują, że 
chociaż za utrzymanie odpowiedniego poziomu ATP w komórce odpowie
dzialne są zarówno fotofosforylacja jak i fosforylacja oksydacyjna, to ich 
funkcje są rozdzielone w zależności od panujących warunków.

K r i p p a h l  i O e s t e r h e l t  (88, 119), badając zapotrzebowanie
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kwantowe fotofosforylacji u H. halobium zaobserwowali, że światło ham u
je oddychanie tych bakterii w około 70°/o. Warunkiem tej inhibicji jest 
maksymalnie sprawny i wydajny proces oddychania. Ponieważ oba ukła
dy, bakteriorodopsyna (wykorzystując energię świetlną) i łańcuch odde
chowy (wykorzystując energię reakcji oksydoredukcji) dostarczają komór
ce wolnej energii chemicznej (ATP) muszą „współzawodniczyć” in vivo 
ze sobą. Jakkolwiek rozumowanie takie wydaje się słuszne, nie udało się 
sprecyzować mechanizmu współzawodnictwa tego typu. Przedmiotem 
współzawodnictwa fotofosforylacji i fosforylacji oksydacyjnej teoretycznie 
mogą być trzy czynniki: ADP, stężenie H+ wewnątrz komórki i elektro
chemiczny potencjał błonowy. Jak dotąd tego problemu nie wyjaśniono 
jeszcze, chociaż wydaje się, że ADP i transport protonów nie odgrywają 
głównej roli w tym współzawodnictwie.

Badania inhibicji oddychania H. halobium  na świetle wykazały także, 
że zahamowaniu ulega zarówno zużycie tlenu jak i substratów łańcucha od
dechowego, a za proces ten odpowiada fotochemicznie czynna bakterioro
dopsyna. Wykazano bowiem, że aksorpcja 36 kwantów energii świetlnej 
przez ten chromoproteid hamuje redukcję jednej cząsteczki tlenu w łań
cuchu oddechowym. Biorąc pod uwagę znane fakty, wydajności kwantowej 
cyklu fotochemicznego bakteriorodopsyny (qp =  0,8) i stechiometrię reduk
cji tlenu (12 H +/mol 0 2) obliczono przybliżoną wydajność kwantową bada
nej inhibicji. Jest ona stosunkowo wysoka i wynosi dla danych warunków 
około 0,5 (88).

Obserwowane zjawisko kontroli świetlnej oddychania u Halobacterium  
ułatwi w przyszłości, jak się wydaje, ilościowe opisanie procesu przetwa
rzania energii świetlnej w chemiczną u tych bakterii. Zwraca ponadto uwa
gę na możliwość regulacji metabolizmu komórkowego przez światło i tlen, 
zależnie od warunków życia.

V. Uwagi końcowe

Badania procesów bioenergetycznych przetwarzania energii in vivo są 
ogromnie trudne ze względu na nierozerwalny związek tych procesów 
z całym skomplikowanym metabolizmem komórki. Z drugiej jednak stro
ny stosowanie do badań in vitro sztucznych, prostych modeli doświadczal
nych zawęża obszar badań, o otrzymywane rezultaty zdeterminowane są 
praktycznie technicznymi możliwościami operowania sztucznym układem. 
Z tych względów dokładne poznanie mechanizmu przetwarzania energii 
świetlnej u Halobacterium, układu stosunkowo prostego w swej budowie, 
pozwoli, jak się wydaje, wyjaśnić wiele nierozwiązanych dotychczas pro
blemów bioenergetycznych. Ponadto, być może, pozwoli w przyszłości na 
kontrolowanie tych procesów (87) i wykorzystywanie absorbowanej przez 
układy biologiczne energii świetlnej (słoneczna) do innych celów. Przewi
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duje się np.: zastosowanie fotochemicznie czynnej błony purpurowej do 
odsalania wody morskiej (76).

Struktura błony purpurowej i jej własności fotochemiczne in vitro zo
stały już dobrze poznane, jednak mechanizmów jej funkcji w metabolizmie 
energii w komórkach Halobacterium jeszcze nie udało się ostatecznie wy
jaśnić. W artykule przedstawiono między innymi rezultaty i poglądy doty
czące procesu fotofosforylacji u bakterii słonolubnych, a więc procesu prze
twarzania energii świetlnej w chemiczną. Jednak mimo pewnych ustaleń 
mechanizm tego procesu nie jest jeszcze całkowicie zrozumiały. Tak więc 
wiele obserwacji towarzyszących fotofosforylacji, ze względu na niewy
starczającą ilość opublikowanych prac, nie zostało w artykule uwzględnio
nych, jak np.: rola jonów jednowartościowych w tworzeniu gradientu pH, 
aktywność ATP-azowa in vivo, rola fosforylacji substratowej w przetwa
rzaniu energii, czy funkcja nowych form ferredoksyny u H. halobium (120, 
121). Do nierozwiązanych problemów należy także mechanizm kompetycji 
(współzawodnictwa) procesów fotofosforylacji i fosforylacji oksydacyjnej. 
Podstawowym jednak problemem, który nie został ostatecznie rozwiązany, 
jest mechanizm molekularnego, zależnego od bakteriorodopsyny transpor
tu H + przez błonę komórkową Halobacterium. Błona purpurowa wydaje 
się bardzo wygodnym modelem do badania tego typu zależności, a dokład
ne poznanie mechanizmu tej reakcji pozwoli na wykorzystanie otrzyma
nych rezultatów w wyjaśnieniu mechanizmu transportu protonów w in
nych strukturach energetycznych komórki, być może, nawet u Eucaryota.

Ryc. 9. Schem at przem ian energetycznych zachodzących w  komórkach H. halo
bium  (15).

Błona kom órkow a zaw iera błonę purpurową i sk ładnik i łańcucha oddechow ego. Zarówno  
św iatło  jak i tlen  m ogą in icjow ać transport protonów  na zew nątrz kom órki, w  Wyniku w y 
tw orzenia gradientu pH, ATP-aza przenosi protony z pow rotem  do w nętrza kom órki. (Reakcja  
katalizow ana przez A TP-azę jest odwracalna).

ŚCIANA ¡-j*
KOMÓRKOWA 4

ŁAŃCUCH
ODDECHOWY

Ś w ia t ło BŁONA
PURPUROWA
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Na rycinie 9 przedstawiono schematycznie, opisane w artykule procesy 
bioenergetyczne zachodzące w komórkach H. halobium, związane funkcjo
nalnie między innymi z błoną purpurową. Przedstawione na tej rycinie 
szczegóły struktury i funkcji komórki Halobacterium halobium obrazują 
jednocześnie współczesny stan badań bioenergetycznych z zastosowaniem 
bakterii słonolubnych z rodzaju Halobacterium.

Panu Profesorowi dr Z b ign iew ow i K aniudze  autor dzięku je  za k ry ty c zn e  i po
mocne uwagi przy  przygo tow an iu  niniejszego artykułu.

A r ty k u ł  nadszedł 24.1.1977; po rew iz j i  au torsk ie j  o trzym an o  15.3.1977.
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III-4. K om órkowe receptory DNA
III-5. Lokalizacja D NA  daw cy w  czasie pobierania

IV. Los DNA daw cy po pobraniu przez kom petentne kom órki
IV -1. Bacillus subtilis
IV -2. Diplococcus pneumoniae  
TV-3. Haemophilus influenzae

V. M odele pobierania DNA przez kom petentne bakterie
V -l. M odel Lacksa
V-2. M odel „odsłaniania”
V-3. M odel replikacyjny

Contents

I. Com petencc of Bacteria
1-1. D efin ition  and generał characteristics of com petencc
1-2. Propcrties of com petent cells

*) Dr, Instytut Onkologii, ul. W aw elska 15, 02-034 W arszawa

W ykaz stosow anych skrótów: DNA — kw as dezoksyrybonukleinow y, RNA — kw as 
rybonukleinow y, EDTA — kw as etylenodw uam inoczterooctow y, DNaza — dezoksyry- 
bonukleaza, RNaza — rybonukleaza, t-R N A  — przenoszący RNA.
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II. D ependence of uptake and transform ation upon properties of nucleic acids in 
teracting w ith  com ponent cells
I I -1. D eoxyribonucleic acids
II-2. R ibonucleic acids
II-3. Synthetic polym ers

III. Interaction of DNA w ith  com petent cells
II I - l .  R eversible binding
II I -2. Irreversible binding
III-3. Polarity and linearity  of DNA uptake
III-4. DNA cell receptor sites
H I-5. Localization of donor DNA during the uptake

IV. Fate of donor DNA after uptake by com petent cells
IV -1. Bacillus subtilis
IV-2. Diplococcus pneumoniae
IV-3. Haemophilus influenzae

V. H ipothetical m echanism s of DNA uptake by com petent bacteria
V - l.  M odel by Lacks
V-2. „U nm asking” model
V -3. „R eplication” model

Oddziaływanie cząsteczek kwasów nukleinowych zawierających in
formację genetyczną z komórkami bakterii może wywoływać różne efekty 
biologiczne: transformację (1), śmierć komórek (2), mutację (3) lub tran- 
sfekcję (4). Szczególną wagę mają doniesienia o wprowadzonych za pomo
cą obcego DNA modyfikacjach w komórkach organizmów wyższych (5—9), 
a w tym, obserwowana transformacja nowotworowa (10).

Innym skutkiem oddziaływania kwasów nukleinowych (dwuniciowego 
RNA) z komórkami jest indukcja interferonu w komórkach zwierzęcych 
(11). Nie wymaga ona prawdopodobnie wniknięcia induktora do wnętrza 
komórek a jedynie oddziaływania powierzchniowego (12).

Jednym ż najprostszych modeli pozwalających na badanie mechaniz
mów oddziaływania kwasów nukleinowych z komórkami jest układ trans
formacji bakteryjnej. W skład jego wchodzą: a) bakterie znajdujące się 
w specjalnym stanie fizjologicznym określanym mianem kompetencji i b) 
kwas dezoksyrybonukleinowy. W wyniku oddziaływania tych dwu skład
ników układu, jeśli są spełnione warunki opisane w dalszej części pracy 
może, choć nie musi, zajść pobranie kwasu nukleinowego ze środowiska 
a następnie rekombinacja między nim i chromosomem biorcy. W przypad
ku, gdy reagujące kwasy nukleinowe posiadają marker genetyczny, to 
znaczy kodują dwie przeciwstawne informacje, to w wyniku rekombinacji 
może nastąpić dziedziczne, fenotypowe wyrażenie cechy wprowadzonej za 
pośrednictwem dodanego z zewnątrz DNA. Proces prowadzący do tego na
zywamy transformacją, a potomstwo transformowanej komórki transfor- 
mantami. Liczba transformantów przypadająca na jedną komórkę w ho
dowli charakteryzuje kompetencję tej hodowli.

Oddziaływanie między DNA i kompetentnymi komórkami w czasie 
transformacji można traktować jako ogólną reakcję kompetentnych ko
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mórek z kwasami nukleinowymi. Należy podkreślić, że ponieważ jednym 
z elementów tego układu jest oczyszczony kwas nukleinowy, możliwe jest 
użycie w doświadczeniach kwasów nukleinowych radioaktywnie znako
wanych, wyodrębnianych z różnych źródeł lub też modyfikowanych. Układ 
taki pozwala też na względnie ścisłe kontrolowanie warunków reakcji. 
Dzięki temu możliwe jest bezpośrednie określanie związku między fizy- 
ko-chemicznymi właściwościami kwasów nukleinowych i ich sposobem od
działywania z komórkami.

W artykule scharakteryzowano kolejno oba składniki układu transfor
macji a następnie przedstawiono wiadomości dotyczące wczesnych etapów 
ich odziaływania (adsorpcja, pobieranie oraz wybrane zagadnienia doty
czące losu DNA po pobraniu) i w końcu opisano współczesne modele obra
zujące mechanizm zachodzących procesów.

Ograniczenie treści artykułu do wymienionych zagadnień było koniecz
ne ze względu na nagromadzenie ogromnego piśmiennictwa dotyczącego 
różnych aspektów transformacji oraz istnienia szeregu wcześniejszych prac 
przeglądowych omawiających nie poruszone w tej pracy problemy 
(13—20).

I. Kompetencja bakterii

I - l .  D efinicja i ogólna charakterystyka kom petencji

Kompetencja to fizjologiczny stan bakterii w którym mogą one nie
odwracalnie wiązać DNA dodany do środowiska. Wiązanie DNA przez bak
terie przejawia się w ten sposób, że pewna jego ilość nie daje się odpłukać 
od bakterii a następnie staje się niewrażliwa na działanie zewnątrzkomór- 
kowych nukleaz. Takie wiązanie kwasów nukleinowych określane jest jako 
nieodwracalne wiązanie lub pobieranie. Zatem o hodowli bakterii mówimy 
skrótowo, że jest kompetentna gdy znajdują się w niej komórki, które mo
gą pobierać DNA.

Zdolność osiągania stanu kompetencji przez komórki jest uwarunkowa
na genetycznie (15). Jest to stan przejściowy, który zależnie od systemu 
transformacji trwa od 15 minut (Diplococcus pneumoniae) (21) do 3—4 go
dzin (Bacillus) (22, 23). Poszczególne komórki hodowli osiągają kompeten
cję niezupełnie synchronicznie (24) i nie wszystkie komórki w hodowli ko
mpetentnej muszą znajdować się w tym stanie. Jest prawie 100% komó
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).

Komórki różnych gatunków bakterii osiągają kompetencję w różnych 
warunkach. Pojawianiu się tego stanu towarzyszą liczne i różnorodne zmia
ny w samych komórkach i w ich środowisku. Zebrano dotychczas dużo fak
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tów charakteryzujących właściwości kompetentnych komórek i warunki 
w których stają się one kompetentne. Jednak faktów tych nie potrafimy 
dotychczas logicznie połączyć w jeden mechanizm wspólny dla wszystkich 
znanych układów transformacyjnych.

1-2. W łaściw ości kom petentnych komórek

Osiąganiu stanu kompetencji towarzyszą znaczne zmiany fizjologiczne 
i morfologiczne oraz zmiany fizycznych właściwości komórek.

Zmiany te są różne w poszczególnych układach transformacji. Stan fi
zjologiczny dwoinek zapalenia płuc (Diplococcus pneumoniae) jest w okre
sie kompetencji tylko nieznacznie zmieniony. Synteza białek, RNA, DNA 
jest podobna w kompetentnych i niekompetentnych hodowlach (31). Ko
mórki kompetentne są jednak bardziej wrażliwe niż niekompetentne na 
działanie penicyliny, trypsyny, dezoksycholanu, K J0 4 (cytowane wg 17).

W układzie transformacji B. subtilis komórki kompetentne są mniejsze 
(32), mają mniejszą gęstość (33, 34), zmienione są też ich właściwości fizjo
logiczne. Komórki kompetentne charakteryzuje zwolniony metabolizm (22). 
Przed osiągnięciem stanu kompetencji, spada w nich znacznie synteza RNA 
i DNA (22, 35—38), i hamowanie replikacji DNA nie ma wpływu na rozwój 
kompetencji (39).

We wszystkich układach transformacyjnych zasadniczą sprawą dla wy
tworzenia i utrzymania kompetencji jest synteza RNA i białek (23, 40—42). 
Wskazuje to, że pobieranie DNA i transformacja wymagają obecności spe
cjalnych białek.

Wydaje się, że istnieje związek pomiędzy pojawianiem się kompetencji 
i zmianami w ścianach i błonach komórkowych B. subtilis i D. pneumoniae. 
Zaobserwowano, że w czasie powstawania stanu kompetencji B. subtilis 
następuje gwałtowny wzrost ujemnego ładunku powierzchniowego komó
rek (24) i że liczba otrzymanych transformantów jest proporcjonalna do 
tego ładunku. Wykazano też pewne ilościowe zmiany składu ścian komór
kowych, towarzyszące kompetencji hodowli (43). Stwierdzono, między in
nymi, znaczne zmiany aktywności związanego ze ścianą komórkową enzy
mu autolitycznego, zidentyfikowanego jako amidaza N-acylomuramino-L- 
-alaninowa (44) i hydrolizującego amidowe wiązanie między kwasem 
muraminowym i L-alaniną peptydów, które tworzą krzyżowe połączenia 
między łańcuchami wielocukrów ściany komórkowej (45, 46). Czasowy 
związek pomiędzy pojawianiem się kompetencji i aktywności enzymu auto
litycznego znaleziono też w układach transformacji D. pneumoniae (47) 
i paciorkowców grupy serologicznej H (Streptococcus) (48). W obu tych 
przypadkach enzym autolityczny działał w obszarze środkowym ściany, 
to znaczy obszarze jej wzrostu (48, 59). Oprócz tego stwierdzono, że pozba
wienie kompetentnej hodowli D. pneumoniae choliny, która jest składni
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kiem kwasu tejchojowego tych bakterii lub zastąpienie jej analogiem — 
etanolaminą — prowadziło do utraty zdolności wiązania DNA przez bak
terie (50, 51).

Wyniki ostatnich badań L a c k s a  i N e u b e r g e r a  (52) wskazują, 
że w czasie osiągania kompetencji przez D. pneumoniae następują zmiany 
w zewnętrznych warstwach komórek (ścianie lub błonie) ułatwiające pro- 
toplastyzację bakterii. Jednocześnie wyniki te przemawiają raczej prze
ciwko aktywnej roli enzymu autolitycznego w tworzeniu stanu kompe
tencji.

W okresie kompetencji zahamowana jest synteza ściany komórkowej 
B. subtilis o czym świadczy zmniejszona wrażliwość kompetentnych ko
mórek na działanie penicyliny (22, 29) oraz fakt, że prekursory ściany ko
mórkowej hamują rozwój kompetencji (45). Badania wpływu usuwania 
ściany komórkowej, za pomocą lizozymu, na pobieranie i wydajność trans
formacji wykazały, że bardzo łagodne trawienie ściany może prowadzić 
do wzrostu kompetencji bakterii (53—55). Wynik ten przemawia za tym, 
że ściana komórkowa może stanowić w pewnym stopniu przeszkodę w od
działywaniu obcego DNA z bakteriami. Z drugiej strony, całkowita pro- 
toplastyzacja i zahamowanie syntezy ściany komórkowej uniemożliwiały 
transformację (54, 55). Wskazuje to, że albo ściana komórkowa jest nie
zbędna do penetracji DNA do wnętrza komórki albo jej usunięcie unie
możliwia rozwój transformantów (np. ich replikację lub podział komórki), 
które i tak mają znacznie zwolnione procesy biosyntetyczne w stosunku 
do całej populacji (29).

Opisane wyżej modyfikacje w zewnętrznych warstwach kompetentnych 
komórek mogą być przyczyną uwalniania komórkowego DNA do środo
wiska przez D. 'pneumoniae i B. subtilis w czasie rozwoju ich kompetencji 
lub już po jej osiągnięciu (56, 57).

Rozwój kompetencji w hodowlach B. subtilis prowadzi do zmian mor
fologicznych przejawiających się zwiększeniem ilości mezosomów, szczegól
nie tych, które mają połączenie zarówno z błoną komórkową jak i obsza
rem jądrowym (58, 59).

1-2.1. Czynniki kom petencji

W niektórych układach transformacji D. pneumoniae (60) Streptococ- 
cus (61), B. cereus (62), B. subtilis (63—66) znaleziono czynniki produko
wane przez kompetentne bakterie, które dodane do niekompetentnych bak
terii tego samego gatunku indukowały ich kompetencję.

Najlepiej poznane są czynniki kompetencji D. pneumoniae i Streptococ- 
cus. Posiadają one niektóre wspólne własności: są wrażliwe na działanie 
enzymów proteolitycznych, są najprawdopodobniej składnikami zewnętrz
nych warstw komórkowych, mają ładunek dodatni w fizjologicznym pH 
i ciężary cząsteczkowe rzędu 5—10 tysięcy daltonów (52, 67).
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Nie wyjaśniono dotychczas, co jest przyczyną rozpoczęcia syntezy czyn
ników kompetencji przez bakterie ani nie określono mechanizmu ich dzia
łania. Stwierdzono, że rozpoczęcie syntezy czynników kompetencji przez 
małą ilość komórek wywołuje bardzo szybką ich produkcję w całej ho
dowli, powodując synchroniczne prawie pojawienie się kompetencji. Ma
my tu więc do czynienia z mechanizmem wprowadzającym fizjologiczną 
homogenność hodowli, która staje się przez to biologiczną jednostką. Czyn
nik kompetencji spełnia więc rolę produktu koordynującego właściwości 
fizjologiczne poszczególnych komórek w hodowli, a więc rolę podobną do 
roli hormonów w organizmach wyższych (68).

Wyprodukowane przez komórkę lub znajdujące się w środowisku czyn
niki kompetencji D. pneumoniae i Streptococcus oddziaływują z receptora
mi komórkowymi prawdopodobnie znajdującymi się na błonie komórko
wej (69, 70). Powoduje to zmianę powierzchni bakterii, a w konsekwencji 
pojawienie się specyficznych właściwości antygenowych (71—73) i zdol
ności wiązania DNA (52, 74).

W układzie B. subtilis rolę czynnika kompetencji przypisywano bez
pośrednio enzymowi autolitycznemu (65). Wodny ekstrakt komórkowy, za
wierający ten enzym, przywracał kompetencję komórkom, które ją utraci
ły w wyniku ekstrakcji (64).

W innym laboratorium obserwowano, że w czasie hodowli komórki 
B. subtilis wydzielają do pożywki niskocząsteczkowy, mało wrażliwy na 
ogrzewanie i trawienie enzymami proteolitycznymi składnik, który przy
spiesza pojawienie się kompetencji w niekompetentnych hodowlach bak
terii (66). Wywoływana w ten sposób kompetencja utrzymywała się jednak 
tylko przez stosunkowo krótki okres czasu. Wskazuje to, że do utrzym a
nia kompetencji potrzebna jest stała obecność czynnika indukującego. 
W pożywce zawierającej ten czynnik nie wykrywano aktywności autoli- 
tycznej. Problem powstawania stanu kompetencji i charakter substancji 
wywołującej ją  w komórkach B. subtilis jest więc nadal w tym układzie 
nie wyjaśniony.

,  1-2.2. A ktyw ność nuk leolityczna kom petentnych  kom órek

Wyniki prac z różnych ośrodków sugerowały możliwość udziału nukleaz 
w transformacji (75). Pokazywano istnienie związku pomiędzy aktywnoś
cią nukleolityczną a kompetencją komórek w hodowlach D. pneumoniae 
(76—79) i Streptococcus (80—82). W obu układach znajdowano enzymy, 
które miały własności endonukleaz (76, 82, 83) i były związane z zewnętrz
nymi warstwami komórek (54, 80, 82, 84, patrz też rozdziały III-l i III-2).

Również w układzie B. subtilis stwierdzono, że jedynie kompetentne 
bakterie charakteryzuje aktywność egzonukleolityczna, degradująca inten
sywnie DNA dodany do hodowli (86). W ykryty enzym był związany praw-
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dopodobnie z zewnętrznymi warstwami komórek, ponieważ nie znajdowa
no jego aktywności w środowisku bakterii w normalnych warunkach ho
dowli, a protoplastyzacja komórek powodowała pojawianie się aktywności 
egzonukleazy w pożywce. Aktywność ta była zależna od obecności jonów 
dwuwartościowych w środowisku. Badania kinetyczne wykazały, że enzym 
degraduje DNA dopiero po jego adsorpcji przez komórki, to znaczy po 
jego odwracalnym wiązaniu, ale przed pobraniem.

II. Zależność pobierania i transformacji od właściwości kwasów 
nukleinowj^ch reagujących z kompetentną hodowlą

I I - l .  K w asy dezoksyrybonukleinow e

II-l.l. W pływ hom ologii pom iędzy DNA daw cy i biorcy na pobieranie i transform ację

Kompetentne bakterie pobierają na ogół dobrze DNA pochodzące z róż
nych źródeł, zarówno bakteryjnych jak fagowych (transfekcja) i zwierzę
cych (1, 13, 15, 17). Zaobserwowano jednak, że w układzie transformacji 
H. influenzae pochodzące z różnych źródeł heterologiczne DNA różniły się 
zdolnością do konkurowania z homologicznym DNA o receptory komórko
we. Nie znaleziono związku pomiędzy procentowym składem zasad bada
nych DNA a ich zdolnością do współzawodniczenia o receptory komórko
we (86, 87) i dotychczas nie znane są przyczyny obserwowanych różnic. 
Ostatnio wykazano, że DNA fagów T-parzystych, zawierający glukozylo- 
wane 5-hydroksymetylocytozyny zamiast cytozyn był bardzo źle pobierany 
i posiadał bardzo małe powinowactwo do receptorów komórkowych B. sub- 
tilis i D. challis (88, 89). Równoległe doświadczenia w których porównywa
no powinowactwo do receptorów komórkowych i wielkość pobierania dwu 
DNA: DNA transformującego i DNA zawierającego nieglukozylowane 5-hy
droksymetylocytozyny, wykazały, że w tym przypadku wielkości te są po
dobne. Można więc stwierdzić, że obserwowana dyskryminacja była spowo
dowana obecnością podstawników glukozowych zlokalizowanych w dużym 
rowku DNA fagów T-parzystych.

Transformacja, w przeciwieństwie do pobierania DNA, wymaga podo
bieństwa sekwencji między DNA dawcy i biorcy. Równoległe badania wy
dajności transformacji i homologii między DNA dawcy i biorcy (przez po
miar stopnia hybrydyzacji tych DNA (90) i tem peratur topnienia otrzyma
nych hydrydów (91), wykazały, że mierzone technikami fizykochemiczny
mi zmiany homologii odpowiadają zmianom wydajności transformacji. Wy
dajność transformacji zależy też od rodzaju śledzonego markera genetycz
nego (90) i od sekwencji otaczających go a to z kolei ma związek z pocho
dzeniem tego markera w cząsteczce DNA dawcy (28).

Wydajność transformacji międzygatunkowej jest zwykle znacznie niż

http://rcin.org.pl



328 A . SO ŁTYK [8]

sza niż transformacji w której DNA dawcy pochodzi z bakterii tego samego 
gatunku co biorca. Może to wynikać z następujących przyczyn:

— restrykcji heterologicznego DNA zaraz po wniknięciu do komórki 
lub już po integracji (92—94),

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

— reperacji regionów złego sparowania po integracji, ale przed repli- 
kacją (94),

— zabijania kompetentnych komórek przez pobrany DNA (2, 97) na 
skutek indukcji profagów (98) lub wbudowania niewłaściwej in
formacji (99),

— trudności w wyrażaniu informacji pochodzącej z heterologicznego 
DNA (20).

II-1.2. Struktura drugorzędowa DNA

Istotne znaczenie dla pobierania DNA przez kompetentne bakterie ma 
jego drugorzędowa, helikalna struktura. W normalnych warunkach trans
formacji, zdenaturowany DNA nie jest pobierany, lub jest bardzo źle po
bierany przez kompetentne komórki i ma znacznie niższe od natywnego 
DNA powinowactwo do receptorów komórkowych (100—106). Wykazano, 
że transformacja otrzymywana przy użyciu denaturowanego DNA była 
zawdzięczana biologicznej aktywności cząsteczek DNA, które na skutek 
kowalencyjnych wiązań poprzecznych, nie zostały całkowicie zdenaturo- 
wane i zawierały natywne odcinki (101, 105, 107).

Znaleziono jednak warunki (niskie pH i 1 mM EDTA) w których kom
petentne komórki B. subtilis (108, 109) i H. influenzae (110, 111) pobierały 
zdenaturowany DNA i ulegały transformacji. Autorzy przypuszczali, że 
przyczyną dyskryminacji denaturowanego DNA w normalnych warunkach 
transformacji mogła być jego degradacja przez nukleazy (108). Nie wia
domo jednak, jakie zmiany konformacji i specyficzności receptorów ko
mórkowych, poza hamowaniem aktywności nukleaz, mogły powodować 
zmodyfikowane warunki tym bardziej, że pobieranie natywnego DNA 
przez bakterie było wtedy gorsze niż w warunkach normalnej transfor
macji. Jednocześnie, wielkość pobierania denaturowanego DNA w warun
kach dla niego dobranych i tak była niższa od wielkości pobierania natyw
nego DNA w zwykłych warunkach (108).

II-1.3. Ciężar cząsteczkow y

W czasie wyodrębniania DNA trudno uniknąć działania sił powodują
cych łamanie tych cząsteczek (siły ścinające) i całkowicie zahamować we
wnątrzkomórkowe nukleazy, dlatego używane do doświadczeń preparaty 
DNA zawierają fragmenty chromosomów komórek z których je wyodręb-
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niono. Ciężar cząsteczkowy tych fragmentów waha się na ogół w grani
cach— 1—2X107, podczas gdy cały chromosom bakteryjny ma ciężar czą
steczkowy rzędu 109 (112). Dodawanie DNA o coraz mniejszym ciężarze 
cząsteczkowym do hodowli komórek kompetentnych powoduje w kolejnoś
ci oddzielanie od siebie markerów, występujących początkowo na jednej 
cząsteczce i w wyniku spadek wydajności jednoczesnego ich przekazywa
nia w transformacji, a następnie spadek wydajności transformacji poszcze
gólnych markerów (15, 18).

Pobieranie DNA przez kompetentne bakterie zależy od jego ciężaru 
cząsteczkowego w znacznie mniejszym stopniu niż transformacja (101, 113). 
Szczegółowe badania nad wpływem zmian ciężaru cząsteczkowego DNA 
dawcy na wydajność transformacji w układzie transformacji D. pneumo
niae (114) wykazały, że spadek ciężaru cząsteczkowego od 107 do 0,3X10® 
powoduje 104-krotny spadek wydajności transformacji. Przy tym samym 
obniżeniu ciężaru cząsteczkowego DNA dawcy, spadek pobierania DNA 
przez komórki był tylko 7-krotny. Pobieranie cząsteczek DNA o ciężarze 
cząsteczkowym mniejszym niż 1X10® nie spadało do zera ale do wartości 
stałej, odpowiadającej około 15% pobierania DNA nie ścinanego. Podobne 
wyniki otrzymano w układzie transformacji H. influenzae (115) i B. subti- 
lis (116). Wyniki te świadczą o tym, że utrata aktywności biologicznej DNA 
przy obniżaniu jego ciężaru cząsteczkowego tylko częściowo jest wynikiem 
jego zmniejszonego pobierania. W układzie transformacji B. subtilis wyka
zano, że aktywność transformująca DNA o ciężarze cząsteczkowym poniżej 
I X 10® jest już na poziomie tła rewersji (116).

Inne badania wykazały, że aktywność transformująca DNA maleje 
wraz ze spadkiem ciężaru cząsteczkowego pojedyńczych nici DNA (117— 
121). Wydajność pobierania DNA przez komórki w wyniku powstawania 
pęknięć w jednej tylko z dwu nici DNA nie zmienia się w zasadniczy spo
sób (117, 119).

Zdolność DNA do konkurencji o receptory komórkowe również zależy 
od jego ciężaru cząsteczkowego. Wykazano, że zarówno w układzie trans
formacji H. influenzae jak i D. pneumoniae zdolność konkurencyjna DNA 
spada w miarę zmniejszania jego ciężaru cząsteczkowego. Spadek ten jest 
jednak ograniczony ponieważ nawet cząsteczki o ciężarze cząsteczkowym 
mniejszym niż 5X105 posiadają skończone powinowactwo do receptorów 
komórkowych (103, 114, 115).

II-2. K w asy rybonukleinow e

Ukazało się kilka doniesień o niestabilnej — to znaczy dziedzicznej je
dynie przez kilka pokoleń, transformacji wywołanej przez ekstrakty ko
mórkowe w których czynnik transformujący był wrażliwy na RNazę 
i DNazę. Na podstawie tych badań, prowadzonych na D. pneumoniae (122)
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oraz B. cereus i B. subtilis (123, 124) wnioskowano, że transformację tę 
powodował kompleks RNA—DNA. Niestabilną transformację wywoływa
ną za pomocą hybrydu RNA—DNA (otrzymanego przez syntezę RNA na 
matrycy DNA polimerazą RNA) opisano również w układzie transformacji 
D. pneumoniae (125).

Badania wpływu całego komórkowego RNA lub wyodrębnionego t-RNA 
na pobieranie radioaktywnego DNA lub transformację D. pneumoniae (113, 
126) wykazały, że RNA nie posiada powinowactwa do receptorów komór
kowych tych bakterii. Podobny wynik otrzymano w układzie transformacji 
B. subtilis gdzie 23S rybosomalny RNA i t-RNA wyodrębnione z E. coli 
nie powodowały obniżenia pobierania homologicznego, radioaktywnego 
DNA (127).

W tym samym układzie stwierdzono, że dwuniciowy RNA, o helikalnej 
drugorzędowej strukturze i właściwościach fizykochemicznych analogicz
nych do właściwości aktywnych biologicznie cząsteczek DNA nie zostawał 
pobierany przez komórki i nie miał powinowactwa do komórkowych re 
ceptorów DNA (127).

Ostatnie badania L a c k s a  (128) wskazują, że również cząsteczki hy
brydowe RNA—DNA (o wysokim ciężarze cząsteczkowym około 5X10®) 
nie zostają pobierane przez kompetentne D. pneumoniae.

Różnice właściwości między natywnym DNA z jednej strony, a hybry
dami RNA—DNA i dwuniciowymi RNA z drugiej strony, sprowadzają się 
do zmian wynikających z zastąpienia tyminy przez uracyl i dezoksyrybozy 
przez rybozę w jednym lub dwu łańcuchach cząsteczek. Wynikiem tego 
jest wyższa stabilność temperaturowa drugorzędowej struktury hybrydów 
RNA—DNA i dwuniciowych RNA w porównaniu z DNA. (Wyraża się to 
stosunkowo wysoką temperaturą topnienia tych polimerów). Wydaje się 
jednak, że wysoka stabilność temperaturowa nie jest przyczyną obserwo
wanej dyskryminacji hybrydów RNA—DNA i dwuniciowych RNA przez 
komórki ponieważ dotychczasowe wyniki badań (86, 87) świadczą przeciw
ko istnieniu zależności między stabilnością temperaturową kwasów nukle
inowych a ich powinowactwem do receptorów komórkowych i pobieraniem 
przez komórki.

Zastąpienie tyminy przez uracyl w cząsteczkach badanych polimerów 
również nie może być przyczyną dyskryminacji skoro znamy szereg fa- 
gowych DNA zawierających hydroksymetylouracyl zamiast tyminy, a jed
nak pobieranych przez bakterie i wywołujących transfekcję (4). Na skutek 
obecności grupy 2’-hydroksylowej w pierścieniu rybozy dwuniciowe RNA 
i hybrydy RNA—DNA mają konformację A i nie mogą przyjmować kon
formacji B, charakterystycznej dla DNA w roztworze wodnym. Można 
więc wnioskować, że obserwowana dyskryminacja dwuniciowych RNA 
i hybrydów RNA—DNA przez komórki jest wynikiem rozpoznawania obec
ności grupy 2’-hydroksylowej przez białka biorące udział w pobieraniu
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DNA (127). Trudne wydaje się pogodzenie wzmiankowanych wyżej prac 
opisujących wywoływanie niestabilnej transformacji za pomocą hybrydu 
RNA—DNA z tymi ostatnimi wynikami badań.

II-3. Syntetyczne polinukleotydy

Wyniki prac kilku autorów (129—131) wskazują, że kompetentne ko
mórki B. subtilis, H. influenzae i D. pneumoniae pobierają syntetyczne po- 
lidezoksyrybonukleotydy, ale nie pobierają polirybonukleotydów ani hy
brydowych polimerów w których jeden łańcuch zawiera rybonukleotydy 
a drugi dezoksyrybonukleotydy. Wyniki takie, podobnie jak ostatnie prace 
L a c k s a  (128, patrz też rozdział II-2) są niezgodne z opisanymi wyżej do
niesieniami o możliwości wywoływania niestabilnej transformacji za po
mocą hybrydu RNA—DNA.

III. Oddziaływanie między DNA i komórką kompetentną

III-I. Odwracalne w iązanie DNA przez kom petentne bakterie

Analiza kinetyki transformacji wskazuje, że oddziaływanie DNA z ko
mórką zaczyna się od przypadkowego spotkania, po czym następuje bardzo 
szybka ale odwracalna adsorpcja DNA na komórce (25, 132—134). Zależ
ność wiązania DNA od pH, stężenia jonów dwuwartościowych, siły jono
wej (101) sugeruje, że to pierwotne oddziaływanie ma charakter jonowy. 
Nie bez znaczenia jest też obserwowana w czasie rozwoju kompetencji 
B. subtilis zmiana ładunku powierzchniowego komórek (24). Cząsteczki 
DNA w ten sposób związane mogą być łatwo usuwane przez odpłukiwanie, 
ścinanie mechaniczne, działanie DNazy, przeciwciała przeciwko natywne- 
mu DNA (101, 113, 135).

Ostatnio (84) wykazano, że DNA związany z D. pneumoniae w sposób 
wrażliwy na DNazę można uwolnić za pomocą 0,1 M NaOH lub stężonego 
chlorowodorku guanidyny (84).

Odwracalne wiązanie DNA przez kompetentne komórki wymaga glu
kozy a więc źródła energii (135).

Badania D u b n a u i C i r i g l i a n o  (136) wykazały, że bezpośrednio 
po związaniu z kompetentnymi komórkami B. subtilis, DNA dawcy jest 
wrażliwy na działanie sił ścinających, powodujących łamanie długich czą
steczek DNA. Świadczy to o tym, że DNA znajduje się na zewnątrz komó
rek w rozciągniętej konfiguracji. Pojawiająca się szybko (po 30 sekundach) 
nie wrażliwość na działanie sił ścinających wynika z obniżania ciężaru czą
steczkowego DNA dawcy, który jest cięty do fragmentów o ciężarze czą
steczkowym około 9X106 (136—138). Pomiary ciężarów cząsteczkowych
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DNA wyjściowego, dodawanego do hodowli, i tego samego DNA już po 
zajściu fragmentacji sugerowały, że fragmenty te powstają przy udziale 
endonukleazy, przecinającej obie nici DNA (137). Wyniki te potwierdzono 
w układzie transformacji D. pneumoniae (84), w którym zaobserwowano, 
że przed osiągnięciem niewrażliwości na działanie zewnątrzkomórkowej 
DNazy (to jest przed nieodwracalnym pobraniem DNA przez komórki), 
DNA dawcy zostaje przycinany do fragmentów odpowiedniej długości. Na
stępnie zachodzi transport DNA do wnętrza komórek już bez udziału dal
szej redukcji ciężaru cząsteczkowego. Wykazano też (139, 140), że długość 
fragmentów DNA powstających w pierwszym etapie pobierania zależy od 
ciężaru cząsteczkowego DNA dawcy. DNA o niskim ciężarze cząsteczko
wym (poniżej 1X10°) ulega przecięciu na pół, podczas gdy z cząsteczek 
DNA o wysokim ciężarze cząsteczkowym odcinane są fragmenty o ciężarze 
cząsteczkowym rzędu 4,4X10®.

Ostatnio L a c k s  i wsp. (141) stwierdzili, że w czasie odwracalnego 
wiązania DNA przez D. pneumoniae następuje nacinanie tylko jednej nici 
DNA dawcy. Proces ten nie zależy od obecności jonów dwuwartościowych. 
Powstawanie dwuniciowych fragmentów DNA dawcy opisane powyżej, 
wydaje się — na podstawie opisanych tu wyników badań — konieczne do 
zapoczątkowania procesu pobierania DNA przez kompetentne bakterie.

III-2. N ieodw racalne w iązanie DNA przez kom petentne bakterie

Po odwracalnym związaniu DNA, może nastąpić dalszy proces w wy
niku którego DNA dawcy staje się niewrażliwy na działanie zewnątrzko- 
mórkowych nukleaz. Proces ten nazywamy nieodwracalnym pobieraniem 
DNA (lub w skrócie pobieraniem).

Niewrażliwość DNA dawcy na DNazę pojawia się w różnym czasie po 
związaniu DNA przez komórki, zależnie od gatunku bakterii. W przypad
ku H. influenzae wystarcza 3—6 sekund do osiągnięcia oporności na dzia
łanie DNazy przez pierwsze cząsteczki DNA (133). W przypadku B. sub
tilis czas ten wynosi około 2 minut (142). W układzie transformacji 
D. pneumoniae obliczono prędkość osiągania niewrażliwości DNA dawcy 
na DNazę — wynosi ona 80 nukleotydów na sekundę w 25°C (84).

Nieodwracalne wiązanie DNA wykazuje ostre optimum pH, temperatu
ry, siły jonowej i jest zależne od procesów energetycznych w komórce (101, 
113, 133, 135), a więc jest to proces aktywnego pobierania. Z drugiej stro
ny, inhibitory syntezy RNA, DNA i białek mają mały wpływ na pobiera
nie DNA (143, 144).

Nieodwracalne pobieranie DNA, w przeciwieństwie do wcześniejszego 
etapu — odwracalnego wiązania (rozdział III-l) — wymaga też obecności 
jonów dwuwartościowych. W układzie D. pneumoniae wykazano, że związ
ki wiążące jony dwuwartościowe (EDTA) mogą blokować pobieranie DNA
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i wtedy związany DNA jest gromadzony na zewnątrz komórek w formie 
wrażliwej na działanie DNazy (135, 141, 145). Obecność EDTA powoduje 
też obniżenie wydajności transformacji B. subtilis (108). W tym układzie 
transformacji obecność jonów dwuwartościowych jest konieczna tylko 
w momencie inicjacji nieodwracalnego pobierania DNA (146). (Po rozpo
częciu tego procesu dalsze pobieranie DNA może przebiegać w obecności 
EDTA).

Obserwowano, że nieodwracalnemu pobieraniu DNA towarzyszy poja
wianie się w środowisku produktów degradacji DNA dawcy (5’-mononu- 
kleotydów, nukleozydów i wolnych zasad) (139, 147—150).

Dane te wskazywały na udział nukleaz w pobieraniu DNA co więcej 
fakt, że produkty degradacji usuwane były do środowiska świadczył, że 
enzym produkujący je działa na zewnątrz błony cytoplazmatycznej (137).

Ostatnio wyizolowano mutanty D. pneumoniae z uszkodzoną aktywnoś
cią endonukleazy I (79, 83). Mutanty takie zachowywały zdolność wiąza
nia DNA na zewnątrz komórek ale nie były zdolne do jego pobierania. 
Wnioskowano stąd, że akty-wość związanej z błoną komórkową endonukle
azy D. pneumoniae (54) jest nieodzowna, aby mogło zajść nieodwracalne 
pobranie DNA.

Wykazano ponadto, że procesem inicjującym pobieranie DNA jest po
wstawanie dwuniciowych fragmentów DNA (141, patrz też rozdział III-l). 
Wniosek ten jest zgodny z wcześniejszą sugestią M o r r i s o n a  i G u i 1 - 
d a (139), że do pobrania DNA konieczne jest przynajmniej jedno prze
cięcie podwójnego łańcucha DNA.

Nie znamy dotąd pełnego mechanizmu pobierania DNA. Przedstawione 
w dwu powyższych rozdziałach dane, oraz omówione dalej wyniki badań 
nad losem pobranego przez komórki DNA pozwoliły jedynie na zbudowa
nie kilku modeli pobierania (rozdział V).

III-3. Polarność i lin iow ość pobierania DNA

Pobieranie DNA przez kompetentne komórki następuje liniowo wzdłuż 
cząsteczek. Do wniosku tego doprowadziły wyniki doświadczeń, w których 
badano związek pomiędzy odległością genów (markerów genetycznych) 
w cząsteczce DNA i czasem koniecznym aby śledzone markery zostały po
brane czyli, zgodnie z definicją stały się niewrażliwe na działanie zew- 
nątrzkomórkowych nukleaz. Zaobserwowano, że czas ten był dłuższy 
w przypadku grupy markerów niż w przypadku pojedyńczych markerów 
i tym dłuższy im większa była odległość między nimi (134, 136, 151).

O polarności pobierania DNA wnioskowano na podstawie doświadczeń, 
w których zastosowano, w układzie transformacji B. subtilis, technikę 
marker rescue. Technika ta opiera się na tym, że mutacje występujące 
w różnych miejscach chromosomu faga zakażającego kompetentną hodowlę
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bakterii mogą być naprawiane w wyniku rekombinacji z pobieranymi ze 
środowiska cząsteczkami DNA pochodzącymi z niezmutowanych fagów. 
Wykazano, że im bardziej odległa była mutacja od jednego z końców fa- 
gowego DNA, tym dłuższy był czas pobierania cząsteczek DNA konieczny 
aby mutacja mogła zostać „zreperowana”. Przedstawione wyniki wskazu
ją jednak tylko na to, że pewne fragmenty DNA są pobierane wcześniej 
niż inne, co przy fragmentacji DNA już na etapie wiązania z komórką, nie 
musi mieć związku z liniowością pobierania DNA, a raczej z kolejnością 
odcinania fragmentów DNA. Ostatecznie liniowość pobierania DNA wy
kazali w układzie transformacji D. pneumoniae M o r r i s o n  i G u i l d  
(84), stwierdzając, że wkrótce po związaniu DNA z komórką, długość czą
steczek DNA, pobranych nieodwracalnie przez komórki, jest proporcjonal
na do odstępu czasu między dodaniem DNA i DNazy.

III-4. K om órkowe receptory DNA

Na podstawie zaobserwowanych zależności prędkości powstawania 
transformantów od temperatury, stężenia dodanego transformującego DNA 
i liczby komórek w hodowli F o x  i H o t c h k i s s  (25) stwierdzili, że 
transformację można interpretować jako zwykłą reakcję enzym—substrat. 
Badacze ci przypuścili też, że na powierzchni kompetentnych komórek mo
gą znajdować się białkowe receptory DNA. O istnieniu komórkowych re
ceptorów DNA świadczyło też stwierdzenie kompetytywnej konkurencji 
pomiędzy transformującym i nie transformującym DNA (153) w warunkach, 
w których ilość dodawanego DNA była wystarczająca do nasycenia wszyst
kich miejsc wiążących komórki (28). Ponieważ konkurencyjny DNA w jed
nakowym stopniu obniżał transformację jak i pobieranie badanego DNA, 
można było stwierdzić, że konkurencja ma miejsce na poziomie receptorów 
powierzchniowych, odpowiedzialnych za pobieranie DNA (154).

Na podstawie kinetyki wiązania DNA lub badań autoradiograficznych 
określono w przybliżeniu ilość miejsc wiążących DNA. H. influenzae po
siadają 1 do 4 miejsc wiążących na komórkę, D. pneumoniae 30 do 80 
a B. subtilis 20 do'50 (133, 155).

Nieznana jest wielkość i struktura receptorów komórkowych, biorących 
udział w pobieraniu DNA, nie wiadomo też czy ten sam receptor odpowie
dzialny jest zarówno za odwracalne jak i za nieodwracalne wiązanie DNA.

Wyniki badań immunologicznych wskazują, że tylko niewielka część 
powierzchni bakterii (D. pneumoniae i Streptococcus) bierze udział w wią
zaniu DNA (156). Przeciwciała wytworzone przeciwko kompetentnym ko
mórkom Pneumococcus, hamują pobieranie DNx\ (156) przez te bakterie 
(przeciwciała przeciwko niekompetentnym bakteriom nie mają tego działa
nia). Te same przeciwciała hamują pobieranie DNA przez kompetentne ko
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mórki Streptococcus mimo, że większość własności antygenowych tych 
dwu gatunków bakterii jest różna (71). Z danych tych można wnioskować, 
że: po pierwsze — powierzchnia komórek, która bierze udział w pobie
raniu DNA, jest modyfikowana w czasie osiągania kompetencji, po dru
gie — mechanizm pobierania (receptory?) może być w różnych układach 
transformacji podobny.

Produkowane w czasie rozwoju kompetencji Streptococcus i D. pneu
moniae czynniki kompetencji indukują zdolność komórek do nieodwracal
nego wiązania DNA (52, 74). Nasuwa to na myśl możliwość, że czynniki 
kompetencji mogą spełniać rolę receptorów komórkowych dla DNA. W u- 
kładzie z D. pneumoniae nie udało się jednak wykazać istnienia bezpośred
nich oddziaływań między czynnikiem kompetencji i DNA (52). Nie wyklu
cza to jednak możliwości ich udziału w wiązaniu DNA w układzie in vivo 
lub jako jednego ze składników receptora.

Ostatnio (126, 157) sugerowano, że:
— przynajmniej połowa zaadsorbowanych przez kompetentne komórki 

cząsteczek DNA jest związana z receptorami na błonie cytoplaz- 
ma tycznej,

— miejsca wiążące DNA o własnościach przypominających własności 
receptorów w żywych komórkach (optimum pH i temperatury wią
zania DNA) można wyodrębnić w kompleksie ściany komórkowej 
z błoną cytoplazmatyczną,

— rozdzielanie ściany i błony komórkowej powoduje utratę recepto
rów DNA z badanych frakcji.

Sądzono, że receptory komórkowe są składnikami błony komórkowej 
a obecność ściany komórkowej stabilizuje ich wiązanie z błoną. Ponieważ 
wyodrębnione kompleksy ściany i błony komórkowej wiążą więcej DNA 
niż odpowiadająca im liczba komórek, przypuszczano, że komórkowe re
ceptory DNA występują również w niekompetentnych komórkach, ale do
piero w czasie osiągania kompetencji część receptorów zostaje odsłonięta. 
Wyodrębnione kompleksy ściany i błony komórkowej wiążą t-RNA, co 
jest zgodne z właściwościami receptorów w żywych komórkach (patrz roz
dział II-2), ale w przeciwieństwie do komórek kompetentnych mają nieco 
większe powinowactwo do denaturowanego DNA niż do natywnego. Opra
cowano również metodę ekstrakcji kompetentnych komórek D. pneumo
niae prowadzącą do zaniku zdolności wiązania DNA przez komórki i jed
noczesnego pojawiania się czynników wiążących DNA w ich środowisku 
(157). Wnioskowano, że to receptory komórkowe DNA ulegały w tych wa
runkach ekstrakcji z komórek. Stwierdzono też, że czynnik wiążący DNA 
tracił swoją aktywność pod wpływem wysokiej temperatury, działania en
zymów proteolitycznych, formaldehydu, oraz soli o wysokim stężeniu. Wy
kazano ponadto, że czynnik ten przejawiał powinowactwo do DNA, ale nie 
miał go wobec RNA. W warunkach doświadczenia wiązanie DNA zależało 
od pH środowiska, temperatury i czasu inkubacji. Właściwości te wskazy
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wały na białkowy i enzymatyczny charakter wiązania. Całkowite wyjaś
nienie tego zagadnienia będzie wymagało jednak oczyszczenia aktywnego 
czynnika.

III-5. Lokalizacja DNA daw cy w  czasie pobierania

Wrażliwość DNA, w pierwszym etapie wiązania, na działanie sił ścina
jących świadczy, że początkowo DNA jest wiązany na powierzchni komór
ki. Dotychczas jednak nie wiadomo, czy pojawiająca się po pewnym czasie 
jego niewrażliwość na działanie DNazy jest skutkiem wnikania tego DNA 
do wnętrza komórki przez błonę cytoplazmatyczną. Cały szereg badań 
świadczy o tym, że pobrany DNA przez długi okres czasu pozostaje w zew
nętrznych warstwach komórki.

Badania autoradiograficzne za pomocą 'mikroskopu elektronowego (58, 
158) wykazały, że nieodwracalnie pobrany DNA pozostawał w regionie 
ściany i błony komórkowej przez znaczny okres czasu po pobraniu. Inne 
badania prowadzone przy użyciu mikroskopu elektronowego wskazywały, 
że DNA wiązany przez B. subtilis znajduje się w obszarze końców tych ko
mórek lub w ich środkowej części (26, 159) i jest prawdopodobnie wiązany 
przez mezosomy (58, 159). O tym, że DNA pobierany przez B. subtilis i D. 
pneumonicie znajduje się przez dłuższy czas blisko powierzchni komórki 
świadczy możliwość hamowania transformacji za pomocą przeciwciał przy
gotowanych przeciwko zdenaturowanemu DNA już po osiągnięciu przez 
DNA dawcy stadium oporności na DNazę (19, 160). Co więcej, w niektórych 
wypadkach traktowanie lizozymem komórek, które pobrały DNA, powo
dowało utratę tego DNA (161).

Na podstawie powyższych doświadczeń sugerowano, że większość DNA 
po pobraniu nieodwracalnym, zanim zostanie przetransportowana do wnę
trza komórki, pozostaje przez dłuższy czas związana z błoną komórkową 
w przestrzeni peryplazmatycznej.

Późniejsze doświadczenia (158, cytowane w 19) świadczyły, że usuwanie 
ściany komórkowej lizozymem nie powoduje straty pobranego DNA, co 
wskazuje na mocne związanie DNA z błoną komórkową lub niesłuszność 
wyżej wzmiankowanego wniosku.

IV. Los DNA dawcy po pobraniu przez kompetentne hodowle

Badanie losu DNA pobranego przez kompetentne komórki ma na celu 
określenie mechanizmu pobierania i procesów prowadzących do rekom
binacji.
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IV -1. Bacillus subtil is

Przez długi czas, wyniki prowadzonych w różnych laboratoriach ba
dań nad losem DNA pobranego przez kompetentne B. subtilis, nie dawały 
£ię ze sobą pogodzić. Nieintegrowany DNA dawcy znajdowano po pobraniu 
w formie natywnej (150, 162, 163) lub zdenaturowanej (164, 165) lub w czę
ściowo natywnej i częściowo zdenaturowanej formie (136, 137, 166). Ostat
nio przeprowadzone badania wydają się układać obserwowane fakty w lo
giczny ciąg i godzić dotychczasowe sprzeczności.

W czasie gdy związany z komórką DNA dawcy staje się niewrażliwy 
na działanie zewnątrzkomórkowych nukleaz, w środowisku pojawiają się 
produkty jego degradacji i jednocześnie fragmenty dwuniciowe DNA (patrz 
rozdział III-2) zostają przekształcone w formę jednoniciową (164, 167, 168). 
Wyniki dotychczasowych badań (164, 167) przemawiają za tym, że jedno- 
łańcuchowy DNA łączy się z chromosomem biorcy.

W wyniku integracji powstają w DNA biorcy obszary hybrydowe, skła
dające się z jednej nici DNA biorcy i jednej nici DNA dawcy (150, 163, 
166). Początkowo jedńoniciowy fragment dawcy jest połączony z DNA 
biorcy niekowalencyjnie poprzez wiązania wodorowe między zasadami dwu 
nici hybrydu. Z pewnym opóźnieniem następuje uzupełnienie wiązań fos- 
fodwuestrowych, łączących końce nowowbudowanego fragmentu nici DNA 
z dalszymi odcinkami odpowiedniej nici DNA gospodarza (150, 160, 170). 
W czasie wszystkich procesów, prowadzących do integracji, około 60% 
pobranego DNA zostaje zdegradowane (164, 167, 171) i usunięte z komórek.

Po pobraniu część DNA dawcy (zarówno w przypadku pobierania ho
mologicznego jak i heterologicznego DNA) znajdowano w kompleksie ze 
składnikami komórkowymi (138, 164, 165). Stwierdzono, że kompleks ten 
był wyjątkowo trwały skoro nie ulegał dysocjacji w roztworach o wysokim 
pH, pod działaniem soli o wysokim stężeniu i w 1% sarkozylu. Kompleks 
był częściowo wrażliwy na działanie pronazy i lipazy. Jednak, dopiero 
ogrzewanie w wysokim stężeniu soli prowadziło do jego dysocjacji; wtedy, 
uwolniony DNA dawcy znajdowano w formie zdenaturowanej (164, 165).

Badania połączenia DNA z błoną komórkową w czasie transformacji 
(172, 173) ujawniły, że DNA dawcy jest po pobraniu połączony z błoną ko
mórkową i pozostaje z nią związany aż do integracji, po której nieintegro- 
wane fragmenty zostają usunięte z kompleksu. Heterologiczny DNA E. coli, 
podobnie jak transformujący DNA, znajdowano w kompleksie z błoną ko
mórkową (173). Ulegał on jednak szybkiej degradacji. Wskazuje to, że łą
czenie DNA dawcy z błoną komórkową jest związane z procesami „przed- 
integracyjnymi”.

Właściwości opisanego kompleksu sugerują możliwość jego identycz
ności z kompleksem błona komórkowa — DNA dawcy.
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IV-2. Diplococcus pneumoniae

Wkrótce po pobraniu DNA przez kompetentne komórki D. pneumoniae, 
połowę DNA dawcy znajdowano w formie zdenaturowanej a resztę w po
staci produktów degradacji (139, 147—149). Następnie zdenaturowany- DNA 
zanikał a jego materiał znajdowano kowalencyjnie związany z DNA biorcy 
(147, 149). Było to skutkiem integracji jednoniciowych fragmentów DNA 
dawcy do chromosomu biorcy (148). Los heterologicznego DNA po pobra
niu jest jakościowo podobny. Obserwuje się wbudowywanie materiału po
chodzącego z DNA dawcy do chromosomu biorcy, ale uważa się, że nie jest 
to wynik wbudowywania długich fragmentów tego DNA jak w przypadku 
homologicznego DNA, ale zużywania produktów degradacji DNA dawcy do 
replikacji DNA biorcy (149).

IV-3. Haemophilus influenzae

Inaczej niż u B. subtilis i D. pneumoniae, w ykładzie transformacji 
H. influenzae pobrany DNA znajdowano w formie natywnej (174, 175). 
Stopniowo około 20% tego DNA ulegało degradacji do fragmentów kwa- 
sorozpuszczalnych (176—178). Obserwowana degradacja prawdopodobnie 
dotyczyła całych cząsteczek i nie miała związku z procesem integracji (178).

Ostatnio doniesiono o wykryciu jednoniciowych krótkich fragmentów 
pobranego DNA w komórkach H. influenzae (179). Nie można było jednak 
odnieść ich pojawienia się do któregokolwiek z etapów pobierania lub re
kombinacji. Wykrycie jednoniciowej formy pobranego DNA również w tym 
układzie jest dość ważne, ponieważ upodabnia układ transformacji H. in
fluenzae, dotychczas uważany za odmienny, do dwu układów opisanych 
wyżej.

V. Modele pobierania DNA przez kompetentne bakterie

Na podstawie zgromadzonych danych doświadczalnych, stworzono kil
ka modeli mechanizmów pobierania DNA przez kompetentne komórki.

V -1. Model Lacksa

Opierając się na fakcie, że po pobraniu przez kompetentne komórki 
D. pneumoniae, DNA dawcy jest w połowie zdegradowany a reszta jest 
w postaci jednołańcuchowej, L a c k s  (147) zaproponował model w któ
rym  pobieranie jednego łańcucha DNA i degradacja drugiego są procesami 
zsynchronizowanymi. Postulował on obecność w błonie cytoplazmatycznej,
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egzonukleazy, która hydrolizując jeden łańcuch DNA dawcy, jednocześnie 
mogła by wciągać drugi łańcuch DNA do komórki. Postulowana nukleaza 
miała by więc działać jako translokaza DNA.

Późniejsze badania, opisane w poprzednich rozdziałach, dostarczyły 
większej ilości danych, które pozwoliły rozwinąć ten model według obec
nych poglądów. Obraz wydarzeń prowadzących do pobrania DNA przed
stawia się następująco (89, 141). Początkowo DNA ulega związaniu na zew
nątrz komórek. Łączy się z tym powstawanie nacięć pojedyńczych nici czą
steczek DNA w odstępach około 6000 zasad. Proces ten wymaga energii
i może zachodzić w obecności EDTA. Lacks przypuszcza, że utworzenie 
aparatu komórkowego działającego w ten sposób na DNA, może warunko
wać pojawianie się stanu kompetencji bakterii. Lacks stawia też hipotezę, 
że białko biorące udział w przecinaniu nici DNA może się trwale łączyć 
(kowalencyjnie?) z jednym z nowo powstałych końców i w ten sposób wią
zać DNA dawcy z komórką. Następnie białko to mogło by spełniać rolę 
„przewodnika” nici DNA w czasie transportu przez błonę komórkową 
a potem brać udział w rekombinacji.

Następnym obserwowanym przekształceniem DNA dawcy jest jego 
fragmentacja .Proces ten, podobnie jak pobieranie w czasie którego nastę
puje przekształcenie fragmentów dwuniciowych w jednoniciowe z jedno
czesnym pojawieniem się w środowisku produktów degradacji DNA, wy
maga jonów dwuwartościowych i aktywności związanej z błoną komór
kową głównej endonukleazy D. pneumoniae (endonukleaza I) (54). Wydaje 
się prawdopodobne, że fragmentacja DNA inicjuje jego pobieranie. Lacks 
przypuszcza, że endonukleaza może produkować dwuniciowe fragmenty 
DNA przecinając jego łańcuch na przeciwko nacięcia powstałego przy wią
zaniu DNA z komórką. Nie można jednak wykluczyć możliwości przecina
nia podwójnej nici DNA, niezależnie od nacięć powstających wcześniej. 
Stworzony przez Lacksa model pobierania DNA zakłada, że endonukleaza 
stopniowo usuwa oligonukleotydy, rozpoczynając od nowowprowadzonych 
nacięć i jednocześnie wciąga związaną z białkiem „przewodnikowym” dru
gą nić DNA do komórki. Energia potrzebna do tego procesu mogłaby jak 
sugeruje Lacks, pochodzić właśnie z hydrolizy jednego z łańcuchów DNA. 
Dyskutując swój model autor zwraca uwagę, że uzyskane wyniki nie sta
nowią wystarczającego dowodu roli endonukleazy I w pobieraniu DNA 
przez D. pneumoniae. Propozycja udziału endonukleazy I w pobieraniu 
DNA opiera się, jak wiemy z poprzednich rozdziałów na występowaniu 
czasowego związku między aktywnością komórkowych nukleaz a stanem 
kompetencji oraz na fakcie, że uszkodzenie aktywności głównej endonukle
azy D. pneumoniae wiąże się z zablokowaniem nieodwracalnego pobiera
nia DNA. Nie można wykluczyć więc, że badane mutacje powodowały 
uszkodzenie pobierania nie bezpośrednio przez inaktywację enzymu, ale na 
skutek pośrednio wprowadzonych zmian w błonie komórkowej. Inną możli
wością jest to, że badane mutacje dotyczą genu kontrolującego zarówno
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aktywność endonukleazy I D. pneumoniae jak i któryś z etapów pobierania 
DNA (83).

Podobny model pobierania DNA w układzie transformacji B. subtilis 
zaproponował D u b n a u (167).

V-2, M odel „odsłaniania”

Obecność enzymu autolitycznego w dobrze transformowalnych szcze
pach B. subtilis (46, 180, 181) i D. pneumoniae (182) oraz fakt znalezienia 
związku między jego aktywnością i kompetencją (181) pozwoliły na w y
sunięcie hipotezy, że działanie enzymu autolitycznego powodując rozluź
nienie struktury ujemnie naładowanej ściany komórkowej umożliwia czą
steczkom DNA, również ujemnie naładowanym, przenikanie i oddziały
wanie z głębiej ulokowanymi receptorami komórkowymi. Udział częścio
wego usuwania lub osłabienia ściany komórkowej w mechanizmie pobiera
nia DNA był sugerowany też przez wcześniejsze badania, omówione w roz
dziale 1-2.

Biorąc pod uwagę, że DNA dawcy wiąże się z komórkami biorcy w po
bliżu mezosomów (56, 58, 68), A k r i g g  i wsp. (183) zaproponowali mo
del według którego enzym autolityczny działać by miał na ścianę komór
kową w obszarze występowania mezosomów. Na nich to mogłyby znajdo
wać się aktywne miejsca receptorowe dla DNA dawcy. W pierwszym eta
pie DNA mógł by wnikać do mezosomów (z którymi prawdopodobnie zwią
zany jest DNA komórkowy (184, 185)), a następnie ulegał by transportowi 
do wnętrza komórki. Transport DNA przez błonę komórkową zachodzić by 
mógł kosztem energii dostarczanej przez mezosomy z reakcji utleniania— 
redukcji, za pomocą specjalnego nie określonego mechanizmu transportu 
umiejscowionego w mezosomach. Integracja DNA mogła by następować 
w czasie replikacji, przy użyciu istniejących na miejscu struktur, biorą
cych udział w syntezie DNA biorcy.

Udział mezosomów w wiązaniu DNA i transporcie do wnętrza komórki, 
gdzie następuje rekombinacja, proponowano też na podstawie badań auto- 
radiograficznych z zastosowaniem mikroskopu elektronowego (159 i roz
dział 1-2).

Najbardziej szczegółowy jest model proponowany przez T o m a s z a
i wsp. (51, 126, 157) dla układu transformacji D. pneumoniae. Zgodnie 
z tym modelem kompetencję mają zapoczątkować zmiany zachodzące 
w błonie komórkowej i wynikające z oddziaływania pomiędzy cząsteczka
mi czynnika kompetencji i receptorami błony cytoplazmatycznej (69), znaj
dującymi się w obszarze wzrostu ściany komórkowej (53). W wyniku tego 
oddziaływania następować by miał wyciek autolizyny do przestrzeni pe- 
ryplazmatycznej. Enzym ten trawiąc częściowo ścianę komórkową odsła
niać by mógł umiejscowione w (lub na) błonie komórkowej białkowe re
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ceptory posiadające powinowactwo do DNA ale nie do RNA. Autorzy tego 
modelu przypuszczają, że receptory te mogą być obecne zarówno w kom
petentnych jak i niekompetentnych komórkach, lecz niedostępne w tych 
ostatnich dla zewnątrzkomórkowego DNA (126, 157).

V -3. M odel replikacyjny

Badania E r i c k s o n a  i wsp. (186, 187) wykazały, że istnieje zwią
zek między wydajnością transformacji markerów i kolejnością ich replika
cji. Wskazywało to na istnienie zależnego od syntezy DNA biorcy etapu 
transformacji. Badania te dostarczyły też faktów przemawiających za ta
kim sposobem związania pobranego nieodwracalnie DNA z komórką, że 
wiązania fosfodwuestrowe łańcucha wielocukrowego DNA są zabezpieczo
ne przed hydrolizą enzymatyczną, podczas gdy zasady mogą odziaływać 
z przeciwciałami przeciw zdenaturowanemu DNA (187).

Na podstawie tych danych E r i c k s o n  (19) zaproponował model po
bierania i rekombinacji DNA, w którym DNA dawcy miał by być związany 
z błoną komórkową w pobliżu struktur odpowiedzialnych za replikację 
DNA biorcy. W wiązaniu tym zaproponowano udział rdzenia cukrowofos- 
foranowego DNA. Przesuwanie się replikującego chromosomu gospodarza, 
posiadającego w miejscu replikacji rozluźnioną strukturę drugorzędową, 
w pobliżu punktu wiązania DNA dawcy, dawałoby możliwość przywędro
wania fragmentu tego chromosomu homologicznego do związanego DNA. 
Mogłoby to doprowadzić do utworzenia wiązań wodorowych między kom
plementarnymi odcinkami a więc do integracji. Nieprzerwane przesuwa
nie się replikującego chromosomu biorcy względem miejsca replikacji au
tomatycznie powodowało by wciąganie tego wbudowanego odcinka DNA 
do wnętrza komórki. W ten sposób proces integracji i transport DNA przez 
błonę komórkową mogłyby być procesami jednoczesnymi. W przypadku 
braku homologii, DNA dawcy mógłby być wiązany przez błonę komórko
wą, ale nie mógłby przez nią przenikać.

Proponowany mechanizm podważają jednak liczne wyniki badań 
świadczących o braku związku między replikacją DNA gospodarza i pobie
raniem cząsteczek DNA ze środowiska (190) lub integracją tego DNA do 
chromosomu biorcy (38, 39, 149, 188—190).

Obecnie uważa się, że opisane wyżej mechanizmy pobierania DNA, 
w których aktywną rolę odgrywać by miały enzymy nukleolityczne i auto- 
lityczne są bliższe rzeczywistości niż model „replikacyjny”. Wydaje się 
również, że mogą one stanowić uzupełniające się elementy jednego mecha
nizmu.

A r ty k u ł  nadszedł  27.11.1976; po re w iz j i  au torsk ie j  o trzym an o  14.3.1977.
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I. W stęp

W roku 1959 W e i s s  i wsp. wyizolowali z wątroby szczura (1) a na
stępnie z komórek bakteryjnych (2) enzym, który na matrycy DNA kata
lizował polimeryzację rybonukleozydotrójfosforanów do wysokocząstecz- 
kowego produktu, o własnościach typowych dla komórkowego RNA. En
zym ten nazywano polimerazą RNA zależną od DNA (E.C. 2.7.7.6.) lub 
transkryptazą.

W przeciwieństwie do bakterii, gdzie ten sam enzym katalizuje syntezę 
zarówno rybosomalnych, informacyjnych jak i przenoszących RNA, ko
mórka eukariotyczna dysponuje zestawem różnych polimeraz, uczestniczą
cych w syntezie poszczególnych klas RNA. Podstawowe własności katali
tyczne są jednak wspólne wszystkim polimerazom RNA, eukariotycznym 
i prokariotycznym, gdyż katalizują one reakcje przebiegające zgodnie z tym 
samym schematem ogólnym (Schemat 1). Stąd też dla przebiegu reakcji 
katalizowanych przez każdą z tych polimeraz, niezbędna jest obecność 
czterech rybonukleozydo-5’-trójfosforanów, DNA i kationów dwuwartoś- 
ciowych, Mg2+ lub Mn2+. Szczegółowy opis warunków optymalnych dla 
aktywności każdej z nich różni się jednak znacznie. Są to bowiem różne 
białka, o różnych właściwościach fizyko-chemicznych i różnych, choć po
krewnych funkcjach biologicznych.

+  (rh +  n 2 +  n3 +  n4)PP,-

n t A T P A M P ni

+
n 2 G TP D N A G M P n2

+ - ..............

n3 U T P M n 2+ lub M g 2+ U M P n3
+

ru  C TP C M P ru

Przedmiotem niniejszego opracowania będzie próba usystematyzowania 
gromadzących się wciąż danych o występowaniu, charakterystyce i udziale 
polimeraz w syntezie różnych frakcji komórkowego RNA w organizmach 
eukariotycznych, ze szczególnym uwzględnieniem roślin wyższych. Cho
ciaż ukazało się ostatnio wiele prac przeglądowych dotyczących polimeraz 
eukariontów (3, 4, 5, 6), w żadnej z nich nie poświęcono specjalnej uwagi 
polimerazom roślinnym.

II. Różnorodność polimeraz i ich klasyfikacja

Trzy zasadnicze klasy polimeraz RNA zidentyfikowano w jądrze ko
mórkowym organizmów eukariotycznych, których odrębność funkcjonalna 
wiąże się z syntezą trzech głównych klas komórkowego RNA: rRNA,

&

Schem at 1. Sum aryczny wzór reakcji katalizow anej przez polim erazy RN A
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mRNA i tRNA. Polimerazy te różnią się między sobą własnościami chro
matograficznymi, wrażliwością na pewne antybiotyki i inhibitory, miejs
cem występowania w komórce, zapotrzebowaniem na kationy dwuwartoś- 
ciowe, jak również wymaganiami matrycowymi. Dwie z nich występują 
w nukleoplazmie, a jedna w jąderku. Enzymy takich systemów transkryp- 
cyjnych jak chloroplast czy mitochondrion, chociaż na ogół mają właści
wości zbliżone do enzymów jądrowych, ze względu na wrażliwość na pew
ne antybiotyki, uważa się za enzymy bardziej spokrewnione z polimerazą 
prokariontów.

Nomenklatura polimeraz RNA eukariontów jest dotąd niejednolita. Róż
ni autorzy stosowali bowiem różne kryteria w klasyfikacji tych enzymów. 
C h a m b o n  i wsp. (7, 8) zaproponowali terminologię opartą na wrażli
wości enzymów w stosunku do a-amanityny, toksyny wyizolowanej z mu
chomora sromotnikowego (Amanita phalloides) (9—11). W nomenklaturze 
tej, zwanej potocznie „europejską”, polimerazy eukariontów podzielono 
na trzy główne klasy:

— enzymy klasy A — niewrażliwe na działanie a-amanityny nawet 
w wysokich jej stężeniach

— enzymy klasy B — wrażliwe na działanie inhibitora zastosowanego 
nawet w bardzo niskich stężeniach (10~9 — 10-8 M).

— enzymy klasy C — wrażliwe na działanie a-amanityny przy wyso
kich jej stężeniach (10~5— 10~4 M).

Enzymy poszczególnych klas rozdzielić można przy użyciu właściwych 
metod chromatograficznych na formy enzymu, różniące się między sobą 
jedną z podjednostek. Poszczególne formy enzymu danej klasy oznaczane 
są przez dodanie za literą klasy kolejnej liczby rzymskiej np. enzym kla
sy A wyizolowany z jąder wątroby szczura rozdzielono na dwa enzymy Al
i A li (12, 13), podobnie enzymy klasy B grasicy cielęcej czy wątroby szczu
ra rozdzielono na dwie formy, BI i Bil (14, 15).

Nomenklatura zaproponowana przez R o e d e r a  i R u t t e r a  (16, 17) 
zwana potocznie „amerykańską” opiera się głównie na różnicach we właś
ciwościach chromatograficznych enzymów. Stosując DEAE-celulozę lub 
DEAE-Sephadex, autorzy otrzymali trzy rozdzielone aktywności polime- 
razowe z ekstraktów jąder wątroby szczura. Enzym wymywający się z ko
lumny siarczanem amonowym o najniższym stężeniu (0,15 M) nazwano 
polimerazą RNA I, aktywność wymywaną przez roztwór soli o większym 
stężeniu (0,22 M) polimerazą II, a enzym wymywany z kolumny jako trze
ci (przy 0,27 M stężeniu soli) polimerazą III. Formy enzymów uzyskiwane 
po dalszym rozdzieleniu każdej z tych trzech zasadniczych klas (I, II i III) 
oznaczono przez dodanie za numeracją klasy kolejnej dużej litery alfabetu 
np. IA, IB czy IIA, IIB (18, 19).

Klasyfikacja oparta tylko na właściwościach chromatograficznych en
zymów może, być myląca, ponieważ pozycja danej aktywności enzymatycz
nej w profilu elucji może być odmienna dla różnych tkanek. Również sy-
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[5] PO LIM ER A ZY  R N A 351

stem klasyfikacji oparty li tylko na wrażliwości enzymu w stosunku do 
a-amanityny może być zawodny. Dla przykładu — aktywność drożdżowej 
polimerazy RNA II jest hamowana tylko przy zastosowaniu wysokich stę
żeń inhibitora (20, 21), podczas gdy polimeraza III nie jest wrażliwa na 
działanie a-amanityny nawet przy jej stężeniu sięgającym 1 mg/ml (22).

Autorzy obu klasyfikacji zdając sobie sprawę z niedoskonałości każdej 
z nich podkreślają, że oprócz proponowanego przez nich łatwego kryterium 
dla rozróżnienia enzymów, należy brać pod uwagę również inne różniące 
je właściwości funkcjonalne i strukturalne.

Obie nomenklatury powszechnie stosuje się w literaturze fachowej. 
Oprócz tych dwu sporadycznie spotkać można jeszcze inne terminologie 
wprowadzane przez niektórych autorów, np. M o n d a 1 i wsp. (23) na
zwali polimerazą CI i CII enzymy o aktywności polimerazowej, otrzymane 
z ekstraktów orzecha kokosowego.

W pracy niniejszej stosować będziemy nomenklaturę R o e d e r a (22), 
którą zaproponował on ostatnio wprowadzając dodatkowe kryteria w kla
syfikacji polimeraz (Tabela 1). Uwzględniając obok właściwości chromato
graficznych wrażliwość na a-amanitynę, występowanie wewnątrz komórki 
i inne właściwości, zaszeregował on wszystkie jądrowe polimerazy RNA do 
trzech klas: I, II i III, odpowiadających w zasadzie klasom A, B i C sy
stematyki C h a m b o n a  (europejskiej). Tak więc cechami charakterys
tycznymi enzymów klasy I jest:

— łatwość ich elucji z kolumny chromatograficznej, brak wrażliwości 
na a-amanitynę i występowanie w jąderku.

Klasę II wyróżnia:
— dalsza pozycja w chromatograficznym profilu elucji, duża wrażli

wość na a-amanitynę i występowanie w nukleoplazmie.
Klasę III charakteryzuje:
— opóźniony wypływ z kolumny chromatograficznej, pośrednia w ra

żliwość na a-amanitynę i występowanie w nukleoplazmie.
Enzymy organellowe (pozajądrowe) klasyfikowane są odzielnie jako 

polimerazy chloroplastowe czy mitochondrialne.

III. Charakterystyka eukariotycznych polimeraz RNA

Z wielu organizmów eukariotycznych, niższych i wyższych, wyizolowa
no, oczyszczono i scharakteryzowano polimerazy RNA zależne od DNA 
(3, 4, 24). Najlepiej poznane zostały polimerazy zwierzęce dzięki intensyw
nym badaniom zespołów C h a m b o n a  (25—29), R o e d e r a  i R u t -  
t e r a  (16, 22, 30, 31), oraz C h e s t e r t o n a  i B u t t e r w o r t h a  (12, 
18, 32, 33). Znaczny postęp osiągnięto w badaniu struktury  i funkcji poli
meraz RNA drożdży (20, 34—37). Roślinne polimerazy jako najbardziej
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labilne z polimeraz eukariotycznych, należą do tych, które jako ostatnie 
otrzymano w stanie homogennym (38—40).

I I I - l .  Polim eraza RNA I

Polimeraza I reprezentuje jedną z trzech głównych klas polimeraz RNA 
znalezionych w jądrze komórkowym eukariontów (16, 41). Jej jąderkowe 
występowanie sugeruje udział w transkrypcji rybosomalnego RNA. Su
gestia ta znajduje ostatnio coraz to pełniejsze potwierdzenie doświadczalne 
(42—45). Mimo zdecydowanej przewagi ilościowej rRNA w puli komórko
wego RNA, aktywność polimerazy I w większości badanych tkanek (tak 
roślinnych jak i zwierzęcych) jest stosunkowo niewielka. W zarodkach 
pszenicy stanowi ona mniej niż 10% ogólnej aktywności polimerazowej 
(38), a niekiedy w ogóle nie można jej wykryć (46).

Enzym ten jest bardzo silnie związany w kompleksie nukleoproteido- 
wym w jąderku komórki i uwolnienie go wymaga zastosowania dość d ra
stycznych metod ekstrakcji, takich jak użycie roztworów o wysokiej sile 
jonowej (ok. 0,5 M siarczan amonowy), oraz sonifikacji. Tym nie mniej ją- 
derkowy enzym oczyszczono wydajnie z wielu tkanek zwierzęcych (gra
sica cielęca (47), nowotworowe komórki myszy (48), wątroba szczura (49)) 
oraz z komórek wielu niższych organizmów eukariotycznych: drożdży 
(20, 34, 50), pleśni (51) i innych grzybów (52).

Izolacja i oczyszczanie enzymu z roślin wyższych napotykały na znacz
ne trudności w związku z niestabilnością enzymu, zwłaszcza po uwolnieniu 
go z kompleksu nukleoproteidowego, oraz ze względu na stosunkowo niskie 
jego aktywności (53—55). Dopiero w roku 1976 K e y  i wsp. (40) oczyścili 
i scharakteryzowali polimerazę I z chromatyny hypokotyli soi traktowa
nych auksyną.

Niezależnie od pochodzenia i stopnia oczyszczenia, polimeraza I jest 
enzymem nietrwałym w 0°, można ją jednak przechowywać przez długi 
okres czasu (kilka miesięcy) w 50% glicerolu w — 180°C bez utraty  aktyw 
ności. Związki sulfhydrylowe stabilizują te enzymy (56). Podobnie jak 
w przypadku innych polimeraz RNA, substratami polimerazy I są rybo- 
nukleozydo-5’-trójfosforany. Wartości Ks dla UTP i CTP wynoszą w przy
bliżeniu 0,02 mM, a dla ATP i GTP — 0,04 i 0,03 mM (4).

Zapoczątkowanie i przebieg reakcji bezwzględnie wymaga obecności 
w mieszaninie inkubacyjnej matrycy DNA. Oprócz DNA dobrymi m atry
cami są również syntetyczne dezoksypolinukleotydy pirymidynowe, po- 
li(dT) i poli(dC) (40, 42, 49, 57). Nieuszkodzony, dwuniciowy DNA, pocho
dzenia zwierzęcego czy też wirusowego, nie jest dobrą matrycą dla polime
raz zwierzęcych. Przekonywujące dowody na to uzyskano stosując ma
tryce o dobrze zdefiniowanej strukturze (DNA bakteriofagów lub w iru
sów). Natywna, dwuniciowa struktura DNA faga T4 lub faga X uniemożli
wia inicjację polimerazie RNA grasicy cielęcej, chociaż enzym wiąże się
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z tym DNA. Zdenaturowany fagowy DNA jest natomiast transkrybowany. 
Również w znikomym stopniu, podobnie jak DNA fagowe, oczyszczone po- 
limerazy zwierzęce transkrybują linearny, dwuniciowy DNA adenowiru- 
sa 2 (58). Wydaje się, że zablokowanie transkrypcji następuje w miejscu 
inicjacji, gdyż zdenaturowa*ny DNA adenowirusa, lub też traktowaay de- 
zoksyrybonukleazą trzustkową, ulega wydajnej transkrypcji (59). Ciekawą 
jest obserwacja, że superhelikalny DNA wirusa SV 40 (Forma I) o cyrku
larnej dwuniciowej strukturze jest dobrą matrycą dla polimeraz grasico- 
wych, natomiast otwarta, cyrkularna forma dwuniciowa (Forma II), oraz 
linearna forma dwuniciowa (Forma III) nie są dobrymi matrycami.

Obserwacje te sugerować by mogły, że enzymy zwierzęce mogą inicjo
wać reakcję na natywnym, dwuniciowym DNA. Należy jednak podkreślić, 
że superhelikalna forma DNA wirusa SV 40 nie jest idealnie dwuniciowa 
i zawiera jako wynik konformacyjnych uwarunkowań nieliczne regiony 
niesparowanych ze sobą zasad (60-—62). Wydaje się więc, że nieodzownym 
warunkiem zapoczątkowania syntezy RNA jest rozdzielenie na krótkim 
odcinku dwu nici DNA, celem odsłonięcia miejsca inicjującego. Na takim 
superhelikalnym DNA polimeraza I może znaleźć miejsce inicjacji i synte
tyzować RNA, który ma długość łańcucha dwukrotnie większą niż stoso
wany DNA (26, 63). Większość RNA powstałego w ciągu 30 min. na tej 
matrycy jest znacznie większa niż 28S rRNA.

Handlowy, natywny DNA jest dla enzymów pochodzenia zwierzęcego 
z reguły lepszą matrycą niż DNA zdenaturowany. Pamiętać należy jed
nak, że taki natywny DNA izolowany np. metodą M a r m u r a (64) nie 
jest pozbawiony jednoniciowych fragmentów i regionów zdenaturowanych. 
Słabe odczytywanie zdenaturowanego DNA przez polimerazę I zapewne 
nie jest wynikiem braku inicjacji syntezy na tej matrycy, lecz efektem 
syntezy bardzo krótkich łańcuchów (4).

Polimeraza I z soi (40) czy z pleśni (65) transkrybuje równie dobrze 
natywny jak i zdenaturowany DNA, a z zarodków pszenicy (38) wykorzy
stuje dwukrotnie lepiej zdenaturowany DNA niż natywny.

Polimerazy jąderkowe wykazują optimum aktywności przy niskiej si
le jonowej (poniżej 40 mM stężenie siarczanu amonowego). Stymulowane 
są przez jony Mn2+ jak i Mg2+. Wymagane stężenie tych kationów zależy 
znacznie od natury stosowanej matrycy jak i od jej koncentracji w środo
wisku inkubowanym (56). W przypadku polimerazy I z soi maksymalną 
jej aktywność obserwowano stosując 1—2 mM Mn2+, lub 5—10 mM Mg2+. 
Te same optima obserwować można w przypadku jonów obu tych metali 
z natywnym i zdenaturowanym DNA jako matrycą. Jeżeli jednak jako 
matrycę stosowano poli (dC), jony Mn2+ dawały dwukrotnie wyższą aktyw 
ność enzymu niż jony Mg2+ w optymalnych koncentracjach każdego z nich. 
Zmieniały się wówczas także wymagania w stosunku do siły jonowej i na
stępowało raptowne obniżenie aktywności enzymu już po przekroczeniu 
25 mM stężenia siarczanu amonowego w środowisku.
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Enzym jest aktywny w zakresie wartości pH 7,0—8,5, z optimum w po
bliżu pH 8,0.

Miarą aktywności polimerazy I, jak i innych polimeraz RNA, jest ilość 
prekursora wcielonego do produktu reakcji, wytrącanego 5°/o kwasem 
trój chlorooctowym lub w innych warunkach gwarantujących nierozpusz- 
czalność RNA. Z uwagi na niską wydajność syntezy, stosuje się w badaniu 
aktywności polimeraz metody izotopowe. Pomiar radioaktywności produk
tu wytrąconego po zakończeniu inkubacji świadczy o aktywności enzyma
tycznej testowanego preparatu.

Polimerazy jąderkowe pochodzące z różnych źródeł, nawet po oczysz
czeniu do stanu homogennego, charakteryzują się różnymi aktywnościami 
specyficznymi. Porównawcze dane w tym zakresie zestawiono w tabeli 2.

Tabela 2.
Porównanie aktywności specyficznych oczyszczonej RNA polimerazy I

z różnych źródeł

Źródło enzymu Aktywność specyficzna 
(jednostek*/mg białka)

Warunki
inkubacji

I
Autor

Drożdże 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 cielęca 200 10 min., 37°C (70)

Nowotworowe komórki 
myszy, MOPC 315 400—500 20 min.,37°C (48) 1

* —  Jedna jednostka  odpow iada takiej ilości enzym u, k tó ra  katalizuje wcielanie 1 nm ola U M P  (przy za stosow aniu  
3 [H ]U T P jako  prekursora), do frakcji kw asonierozpuszczalnej, w w arunkach w yszczególnionych w rubryce 3.

a-amanityna nie hamuje aktywności polimeraz RNA należących do 
klasy I. Również rifampicyna, znany inhibitor polimeraz prokariotycznych, 
nie ma wpływu na aktywność tych enzymów. Niektóre półsyntetyczne po
chodne rifamycyny, takie jak AF/05 i AF/013 hamują aktywność polime
razy I (jak i II), lecz dopiero w znacznie wyższych stężeniach, niż stężenia 
potrzebne do zahamowania aktywności enzymu bakteryjnego (66). Mimo, 
że związki te uważa się za niespecyficzne inhibitory zależnych od DNA po
limeraz RNA (67), stosuje się je w badaniach transkrypcji in vitro. Wy
kazano, że AF/05 i AF/013 hamują selektywnie inicjację łańcucha poliry- 
bonukleotydowego na natywnym DNA (66, 68).

Przeprowadzono analizę strukturalną wielu enzymów zaliczanych do 
klasy I polimeraz RNA takich jak: grasicy cielęcej (69), wątroby szczura
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(33), komórek nowotworowych szpiku kostnego myszy (48), hypokotyli soi 
(40). Analiza w gradiencie glicerolowym lub też sacharozowym wykazała, 
że enzymy te sedymentują nieco szybciej niż „rdzeń” polimerazy RNA 
E. coli (ciężar cząsteczkowy około 380—400 000). Obserwowana stała se
dymentacji około 14—15S pozwala na wniosek, że ciężar cząsteczkowy po
limerazy I wynosi około 500 000. Analiza elektroforetyczna w żelu polia- 
kryloamidowym w warunkach denaturujących wykazała, że enzym ten 
składa się z dwu dużych podjednostek, o ciężarze cząsteczkowym powyżej 
100 000 i szeregu mniejszych podjednostek, których liczba i wielkość jest 
zmienna. Stosunki molowe dwu większych podjednostek są we wszystkich 
przypadkach jednakowe (1 : 1), podczas gdy podjednostki mniejsze wystę
pują w różnych proporcjach w enzymach z różnych źródeł. Zależności te 
ilustruje tabela 3. Enzymy jąderkowe pochodzące z różnych źródeł mają 
nieco inny skład podjednostkowy, mimo to, przypisuje się im podobieństwo 
pod względem strukturalnym . Potwierdzeniem tego są wyniki testów im
munologicznych. Przeciwciała wytworzone przy użyciu polimerazy I gra
sicy cielęcej inhibują częściowo oczyszczoną polimerazę I wątroby szczura 
(70). Nie obserwowano natomiast reakcji pomiędzy przeciwciałami dla 
czystej polimerazy I grasicy cielęcej i oczyszczonego enzymu klasy II z te
go materiału. Przemawia to zdecydowanie za różnorodnością polimeraz 
RNA poszczególnych klas enzymów, a przeczy założeniu C h e s t e r t o n a  
i B u t t e r w o r t h a  (12) o możliwości wzajemnej wymiany podjedno
stek pomiędzy enzymami należącymi do odrębnych klas.

Tabela 3.
Porównanie budowy molekularnej polimerazy RNA I z różnych źródeł

Źródło enzymu Drożdże
Physarum
polycep-

halum

Mucor
rouxii

Hypokotyl
soi

Grasica
cielęca

Komórki
nowotworo

we
MOPC 315

Ciężar cząsteczk. 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)

Skład podjed 48 45 (1,0) 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 Współczynnik
sedymentacji (S) 18 13,1 14,6 13 14,5 13

Piśmiennictwo (20, 34) (51) (52) (40) (5, 70) (48)

* — ciężar cząsteczkowy x 10" 3
** —  w naw iasach podano  znane p roporcje  m olowe pod jednostek
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W niektórych tkankach znaleziono tylko jedną formę polimerazy I (17, 
71), w innych natomiast dwie lub więcej form molekularnych (13, 72). Ze
stawienie zidentyfikowanych dotychczas form polimeraz RN A klasy I po
dane jest w tabeli 1. Znaczenie różnorodności form polimeraz RN A w ra 
mach tej klasy nie zostało dotychczas wyjaśnione.

III-2. Polim eraza RNA II

Polimerazy RNA II występują w nukleoplazmie. Syntetyzują one frak
cje RNA o wysokim ciężarze cząsteczkowym i składzie nukleotydowym po
dobnym do składu komórkowego DNA, które stanowią przypuszczalnie 
prekursor mRNA (42, 43). Polimerazę II wyodrębniono z różnych źródeł, 
w tym z grasicy cielęcej (8, 73), wątroby szczura (73, 74), komórek nowo
tworowych myszy (19), komórek KB i HeLa (59), Xenopus laevis (31), za
rodków pszenicy (38), kallusa pietruszki (75) oraz drożdży (20, 76).

Enzym ten występuje w stosunkowo dużych ilościach w większości 
dotychczas badanych tkanek. Dla przykładu w zarodkach pszenicy stanowi 
90% ogólnej aktywności polimeraz komórkowych (38). Stosunkowo łatwo 
przechodzi w formę rozpuszczalną przy łagodnych wyrunkach ekstrakcji. 
J e n d r i s a k  i B u r g e s s  (39) podali ostatnio metodę oczyszczania po
limerazy II z zarodków pszenicy na dużą skalę, uzyskując 25—30 mg ho- 
mogennego enzymu z 1 kg zarodków.

Enzymatyczne i fizyczne właściwości polimeraz tej klasy, izolowanych 
z różnych źródeł, są podobne. Enzym jest wrażliwy na działanie a-amani- 
tyny już przy niskich jej stężeniach (10-9—10-8 M), można go eluować z ko
lumny DEAE-celulozowej lub DEAE-Sephadex przy wyższej sile jonowej 
niż polimerazę I (około 0,2—0,27 M siarczanem amonowym), wykorzystuje 
zdenaturowany DNA lepiej niż natywny jako matrycę i jest bardziej ak
tywny w obecności Mn2+ niż Mg2+. Wartości Ks dla UTP i CTP wynoszą 
około 0,02 mM, a dla ATP i GTP — 0,08 i 0,07 mM (4). Dla optymalnego 
działania polimerazy II potrzebują wyższej siły jonowej w środowisku in- 
kubacyjnym niż polimerazy I (0,1—0,125 M siarczan amonu). Preparaty 
pochodzące z różnych źródeł, o podobnym stopniu oczyszczenia i badane 
w optymalnych warunkach wykazują jednak różne aktywności specyficz
ne (Tabela 4).

S trukturę molekularną polimeraz tej klasy poznano stosunkowo dobrze, 
głównie dzięki badaniom oczyszczonych enzymów zwierzęcych wyizolo
wanych z grasicy cielęcej i wątroby szczura (8, 32, 69, 74). Stabilność po
limerazy II podczas procesu oczyszczania, oraz znaczna jej zawartość 
w tkankach, ułatwiły otrzymanie wystarczającej ilości homogennego en
zymu do badań, mających na celu wyjaśnienie jego struktury. Analiza 
sedymentacyjna preparatów tych dwu zwierzęcych polimeraz RNA II wy
kazała początkowo, że ciężar cząsteczkowy enzymu (zakładając globular-
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ny kształt), wyliczony ze stałej sedymentacji 14,5—15,5S, wynosi co naj
mniej 400 000 (73). Dalsza charakterystyka sedymentacyjna i analiza den- 
sytometryczna pozwoliła na określenie ich ciężaru cząsteczkowego na 500— 
700 000 (69, 74). Analiza składu podjednostkowego polimerazy II z różnych 
źródeł wykazała, że enzym składa się z dwu dużych podjednostek (ciężar 
cząsteczkowy około 200 000 i 150 000), oraz szeregu podjednostek mniej
szych, o ciężarze cząsteczkowym poniżej 50 000 (Tabela 5).

Tabela 4.
Porównanie aktywności specyficznych oczyszczonej RNA polimerazy II z różnych źródeł

Źródło enzymu

Aktywność 
specyficzna 

(jednostek* /mg 
białka)

Warunki inkubacji Piśmiennictwo

Drożdże 1400 1 godz., 30°C (20, 36)
Drożdże 6000 1 godz., 30°C

Euglena gracilis 140 15 min., 30°C (170)

Jądra komórek endospermy 
orzecha kokosowego

16 1 godz., 37°C (23)

Liście kukurydzy 360 1 godz., 37°C (128)

Zarodki pszenicy 2,5 15 min., 25°C (39)

Zarodki żyta • 3,83 30 min., 30°C (55)

Grasica cielęca 300—500 10 min., 37°C (14, 15)

* —  definicja jednostk i aktyw ności ja k  w Tabeli 2.

Podobnie jak w przypadku polimerazy I, w ramach klasy II wyróżnia 
się także kilka form polimeraz RNA (patrz Tabela 1 i 5). Ich odrębność 
molekularna i funkcjonalna jest jednak nadal kontrowersyjna. W szczegól
ności nie ustalono dotychczas czy różne formy polimerazy II są produktami 
różnych genów czy też pojawiają się na skutek dalszych przekształceń 
preenzymu.

Niektórzy autorzy sugerują (73), że liczne formy tej polimerazy w tkan
kach zwierzęcych mogą powstawać podczas proteolizy. Cięższa podjednost- 
ka prekursora molekuły enzymu może być modyfikowana specyficznie, 
dając dużą pod jednostkę innej formy, tak jak to obserwowano w przypad
ku podjednostki 190 000, przechodzącej w podjednostkę 170 000 w enzy
mie wątroby. Mimo, że hipotezę tę wielu autorów uznało za mało prawdo
podobną (5, 15, 70), ostatnio podobny przykład opisała D e z e l e e  i wsp.

5 P ostępy B iochem ii 3/77
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z drożdży (37). Drożdże, podobnie jak wyższe organizmy eukariotyczne, 
zawierają polimerazy RNA wielu klas i form (21, 35, 76—79). Ostatnie 
badania D e z e l e e  i wsp. (37) wskazują na to, że polimeraza II występuje 
w komórkach drożdży w dwu formach IIA i IIB. Forma IIA bardzo łatwo ulega 
proteolizie, jej oczyszczenie przeto wymagało zabezpieczenia przed działa
niem enzymów proteolitycznych (enzym oczyszczano w obecności fenylo- 
-metylo-sulfonylo-fluorku). Porównując ruchliwość elektroforetyczną obu 
form enzymu stwierdzono, że ciężary cząsteczkowe formy IIA i formy IIB 
niewiele się różnią i wynoszą odpowiednio 465 000 i 435 000. Analiza pod- 
jednostek, rozdzielonych elektroforetycznie w żelu poliakryloamidowym 
w obecności SDS wykazała, że różnice ciężaru cząsteczkowego tych dwu 
form enzymu wynikają z różnego ciężaru cząsteczkowego ich cięższych 
podjednostek, który w przypadku formy IIA wynosi 220 000, a w przypad
ku formy IIB 180 000. Pozostałe podjednostki są takie same w cząsteczkach 
obu form enzymu (patrz Tabela 3). Stwierdzono także, że drożdżowa pro- 
teaza może in vito przeprowadzać oczyszczoną formę polimerazy IIA w for
mę IIB. Niewykluczone przeto, że forma IIB jest jedynie artefaktem. Stąd 
też, dla uściślenia nomenklatury form polimeraz RNA wewnątrz klasy II 
niezbędne są dalsze badania. •

III-3. Polim eraza RNA III

Enzymy należące do polimeraz RNA klasy III występują głównie 
w nukleoplazmie, jednak znajduje się je także w cytoplazmie (22). Ucze
stniczą one w transkrypcji genów tRNA i 5S RNA (43—45).

W odróżnieniu do polimerazy I i II, które zostały wykryte nieomal we 
wszystkich typach komórek, polimerazę III stwierdzono tylko w niektó
rych komórkach. Należą do nich oocyty i somatyczne komórki żaby (31), 
komórki zarodków jeżowca morskiego (16), nowotworowe komórki myszy 
(22), pleśnie (80), oraz komórki zarodków żyta (55). Nie znaleziono polime
razy III w komórkach grasicy cielęcej, która, jak wiadomo, jest jednym 
z najbogatszych źródeł dwu pierwszych polimeraz. Możliwe, że enzym ten 
jest niestabilny w pewnych typach komórek (tkanek), lub też stosowane 
metody nie były wystarczająco subtelne.

Polimerazę III można całkowicie oddzielić od polimerazy I przez chro
matografię na DEAE-Sephadex, a od polimerazy II na CM-Sephadex.

. Z fosfocelulozy wypływa w eluacie przed polimerazą I, lecz z DEAE-celu- 
lozy obie polimerazy III i I wymywają się łącznie. Dlatego też aktywność 
polimerazy III może czasami ulec zamaskowaniu przez wyższą aktywność 
polimerazy I.

Trudność otrzymania tego enzymu w dostatecznej ilości stwarzała prze
szkody w analizowaniu jego struktury  i funkcji. Ostatnio S c h w a r t z  
i wsp. (81), wybrali do izolacji większej ilości enzymu nowotworowe ko
mórki szpiku kostnego myszy (MOPC 315). Komórki te dzielą się z dużą
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częstotliwością, można się więc było spodziewać w nich wysokiego pozio
mu enzymów. Co więcej, komórki można otrzymać jako homogenną po
pulację, co eliminuje możliwą zmienność polimeraz RNA, zależną od róż
nych typów komórek. W komórkach stwierdzono dwie formy enzymu za
liczane do klasy III polimeraz, IIIA i IIIB. Oba enzymy właściwościami 
przypominają polimerazy klasy III z innych źródeł. Są niewrażliwe na nis
kie stężenia a-amanityny (0,5 ixg/ml), lecz hamowane kompletnie przy jej 
wysokich stężeniach (400 t-ig/ml).

Badanie wpływu siły jonowej na aktywność obu polimeraz III wyka
zało, że w zależności od stosowanej matrycy, otrzymuje się odmienne pro
file aktywacji enzymów. I tak w przypadku stosowania jako matrycy DNA 
grasicy cielęcej, profil aktywacji obu polimeraz miał charakter dwufa
zowy, z optimum przy 0,055 M i 0,17 M stężeniu siarczanu amonowego. 
Gdy jako matrycę stosowano poli d(A—T), profile były monofazowe z opti
mum przy 0,055 M stężeniu soli. Należy tu wspomnieć, że profile aktywacji 
polimerazy I i II zarówno w obecności DNA grasicy jak i poli d(A—T) były 
monofazowe, z optimum odpowiednio przy 0,05 M i 0,09 M.

Optymalne stężenie Mn2+ jest 2 mM. Z jonami Mg2+ aktywność poli
merazy III jest w przybliżeniu dwukrotnie niższa.

Polimeraza IIIA występuje głównie we frakcji nukleoplazmatycznej, na
tomiast polimeraza IIIB we frakcji cytoplazmatycznej. Znaleziono ją rów
nież w surowych frakcjach jądrowych, lecz nie wykryto w oczyszczonych 
jądrach. Jest możliwe, że enzym ten może być gubiony podczas oczyszcza
nia jąder, jak i to, że jest on cytoplazmatycznego pochodzenia. S e f a r t  
i wsp. (82, 83), opisali cytoplazmatyczną polimerazę komórek wątroby 
szczura, która przypomina swymi właściwościami chromatograficznymi 
i małą wrażliwością w stosunku do a-am anityny polimerazę III Xenopus 
laevis i komórek szpiczaka. Nadal więc pozostaje sprawa otwarta, czy po
limeraza IIIB jest enzymem jądrowym, jak i to, czy jej działanie jest takie 
samo jak polimerazy IIIA.

Badania strukturalne oczyszczonych polimeraz klasy III z komórek no
wotworowych myszy (MOPC 315) i Xenopus laevis wykazały (22), że en
zym ten jest znacznie większy (620—670 000) od polimerazy II (500 000) 
i od polimerazy I (470 000) z tego samego źródła. Analiza elektroforetyczna 
wykazała, że polimeraza III podobnie jak polimerazy I i II, składa się z dwu 
dużych podjednostek występujących w proporcji 1: 1,  oraz z kilku mniej
szych podjednostek o zmiennych proporcjach molowych (0,6—1,5) (Tabe
la 6). Ciężary cząsteczkowe poszczególnych podjednostek polimeraz RNA 
tych trzech klas różnią się znacznie (porównaj Tabele 2, 5 i 6). Natomiast 
nie ma różnic w składzie podjednostek polimeraz RNA klasy III z dwu 
różnych źródeł (pomiędzy polimerazą Xenopus laevis i komórek szpiczaka), 
jak i pomiędzy dwiema formami enzymu IIIA i IIIB z tego samego źró
dła (22).
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Tabela 6.

Skład podjednostkowy polimeraz RNA III Xenopus 
laevis i komórek nowotworowych myszy, MOPC 315 

(22)

Oznaczenie
podjednostek

Ciężar cząsteczkowy x 10“3
Xenopus laevis MOPC 315

Ilia 155 155
m b 137 138
IIIc 92 89
Illd 68 70
III* 52 52
lllr 42 43 (/i) , 41 (f2)
IIIg 33 34
IHh 29 29
III. 19 19

Podobieństwo strukturalne polimeraz klasy III płazów i komórek nowo
tworowych myszy sugeruje, że enzymy wszystkich eukariontów mogą być 
podobne, tak jak to stwierdzono w przypadkach enzymów klasy I i enzy
mów klasy II. Nie można natomiast wyprowadzić uogólnienia co do funkcji 
obu polimeraz RNA III w transkrypcji genomu eukariotycznego i przypi
sywać specyficzną rolę katalizowania syntezy tRNA przez jedną z nich 
a 5S RNA przez drugą.

III-4. Polim erazy m itochondrialne

Od wielu lat znany jest fakt, że w izolowanych mitochondriach zacho
dzi synteza RNA zależna od DNA (84—88). Jednakże ze względu na trud
ność uwolnienia polimerazy z kompleksu, w którym jest ona silnie związa
na (membrana—DNA—białko—RNA) (89), oraz niezwykłą jej labilność, 
dopiero niedawno udało się oczyścić i scharakteryzować polimerazę mito- 
chondriów N eurospora crassa (90), Xenopus laevis (91) i wątroby szczura 
(92, 93),

W mitochondriach Neurospora crassa oraz wątroby szczura występuje 
tylko jedna polimeraza RNA, podczas gdy w mitochondriach drożdży wy
stępują dwie polimerazy (94). Ostatnio E c c l e s h a l l  i C r i d d l e  (95) 
opisali trzy formy polimeraz RNA izolowanych z mitochondriów drożdży 
(MI, MII i MIII).

Wszystkie, dotąd wyizolowane, mitochondrialne polimerazy RNA są 
typowymi zależnymi od DNA polimerazami RNA. Wymagają one matrycy 
DNA, wszystkich czterech nukleozydotrójfosforanów i jonów dwuwartoś- 
ciowych. Z wyjątkiem enzymu Neurospora crassa, wszystkie preferują de
naturowane DNA od natywnego. Mitochondrialne DNA (szczególnie DNA 
forma I, t.j. superhelikalna, zamknięta, cyrkularna forma DNA), jest tran- 
skrybowana równie dobrze jak jednoniciowe DNA z grasicy cielęcej (90).
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Dobrą matrycą jest również poli d(A—T). Większość dotychczasowych da
nych wskazuje na to, że mitochondrialne polimerazy preferują swe homolo
giczne matryce. Należy wziąć jednak pod uwagę, że w większości przypad
ków zastosowany jako matryca DNA mitochondrialny nie został wcześniej 
należycie scharakteryzowany. Nie analizowano również produktu reakcji. 
Nie jest więc pewne, czy preferencyjna transkrypcja mitochondrialnego 
DNA wynika ze specyficznego rozpoznawania sekwencji rzeczywistego 
promotora przez mitochondrialne enzymy, czy też zależy od strukturalnych 
cech mitochondrialnych matryc. Jeśli bowiem mitochondrialne DNA za
wiera regiony bogate w AT, to na tych odcinkach inicjacja syntezy RNA 
mogłaby być ułatwiona (96, 97). Selektywność transkrypcji na jednej cięż
kiej nici natywnego, mitochondrialnego DNA Xenopus laevis nasuwa rów
nież wątpliwości, ponieważ in vivo transkrypcja mitochondrialnego DNA 
jest symetryczna, jak sądzi B o r s t (97).

Prawie wszystkie mitochondrialne polimerazy wykazują znaczną pre
ferencję do Mg2+, wyróżniając się tą cechą od jądrowych polimeraz, które 
na ogół Mn2+ w optymalnych stężeniach aktywuje silniej. Różnią się także 
pod względem wymagań co do siły jonowej. Niskie stężenia soli nie akty
wują enzymu, a wyższe powodują silną inhibicję.

Mitochondrialne polimerazy nie są wrażliwe na działanie inhibitora po
limeraz nukleoplazmy, a-amanityny (wyjątek stanowi jeden z trzech en
zymów mitochondriów drożdży, MII). Sprzeczne są natomiast dane co do 
inhibicji enzymów mitochondrialnych przez rifampicynę (97, 98), specy
ficzny inhibitor polimerazy bakteryjnej. Należy podkreślić, że we wszyst
kich przypadkach, w których obserwowano wrażliwość enzymu na rifam 
picynę, należało zastosować znacznie wyższe stężenia inbibitora aby zaha
mować aktywności enzymu mitochondrialnego niż badając enzym bakte
ryjny. Nawet przy zastosowaniu bardzo wysokich stężeń rifampicyny, nie 
stwierdzono całkowitej inhibicji aktywności polimeraz (i tu wyjątek stano
wi enzym z Neurospora crassa). Fakt, że jedna grupa badaczy znajduje 
w mitochondriach enzym wrażliwy na rifampicynę, a druga niewrażliwy, 
sugeruje, że albo mitochondria zawierają dwie zależne od DNA polimerazy 
RNA, wrażliwą i oporną na działanie antybiotyku, lub też, że wrażliwość 
w stosunku do rifampicyny może zależeć od konformacji enzymu, którą 
uzyskuje się przy zastosowaniu pewnych technik izolacji i oczysz
czania (98).

Inne antybiotyki, które hamują aktywność polimerazy bakteryjnej nie 
mają wpływu na aktywność mitochondrialnych enzymów bez względu na 
to, z jakiego źródła enzymy te pochodzą (94, 97).

Inhibicja mitochondrialnych polimeraz Xenopus laevis (91), oraz droż
dży (95), przez pochodną rifamycyny, AF/013, jest prawdopodobnie niespe
cyficzna, tak jak to stwierdzono w przypadku hamowania aktywności ją
drowych enzymów drożdży (36).

Mitochondrialne polimerazy RNA (Neurospora crassa, Xenopus laevis),
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agregują w niskiej sile jonowej podczas gdy w wysokiej tworzą formy mo- 
nomeryczne sedymentując w gradiencie glicerolowym przy stałej sedymen
tacji 6,2—6,3S. Przy tej wartości S — oznaczony w przybliżeniu ciężar czą
steczkowy enzymu wynosi 74 000 wg K i i n t z e l  (90) i 100—150 000 wg 
W u (91).

Rozdział czystego enzymu Neurospora crassa w żelu poliakryloamido- 
wym w obecności SDS wykazał, że enzym ten składa się tylko z jednego 
peptydu o ciężarze cząsteczkowym 64 000 (90). Podobny rozdział oczyszczo
nej polimerazy Xenopus laevis pozwolił na określenie ciężaru cząsteczko
wego enzymu na 46 000. Ciężar cząsteczkowy mitochondrialnej polimerazy 
wątroby szczura wyliczono jako 64—68 000 (93).

Na podstawie powyższych danych możnaby wywnioskować, że mito- 
chondrialne enzymy mają podobną budowę molekularną. Tymczasem da
ne na tem at struktury  mitochondrialnych polimeraz są sprzeczne. Dotyczy 
to głównie mitochondrialnych polimeraz drożdżowych, jedni autorzy bowiem 
podają ciężar cząsteczkowy dla tego enzymu 60—100 000 (96), podczas gdy 
inni znajdują w mitochondriach enzym podobny do polimeraz jądrowych 
(95). Ciężar cząsteczkowy tego enzymu wyliczają na 500 000, i znajdują 
w jego składzie, podobnie jak w polimerazach jądrowych, dwie podjed- 
nostki duże (190 i 150 000), oraz szereg podjednostek mniejszych.

Pozostaje więc nadal sprawa otwarta, czy podawane przez niektórych 
badaczy ciężary cząsteczkowe mitochondrialnych polimeraz odnoszą się 
tylko do większych podjednostek złożonej cząsteczki enzymu, czy też mito- 
chondrialna polimeraza drożdżowa o wysokim ciężarze cząsteczkowym, jest 
po prostu jądrowym zanieczyszczeniem.

Mitochondrialna polimeraza RNA powstaje w cytoplazmie a nie w mi
tochondriach (94, 99, 100). Wskazuje na to fakt, że mitochondria mutanta 
drożdżowego „petite”, nie mające układu syntetyzującego białko, mają 
aktywną polimerazę mitochondrialną. Wyniki powyższe wskazują, że mito
chondrialna polimeraza jest kodowana przez geny jądrowe.

III-5 . Polim erazy chloroplastow e

Syntezę RNA w chloroplastach obserwowano od dawna (101—104). Ba
dania G i b b s dostarczyły danych, że większość chloroplastowego RNA 
syntetyzowana jest wewnątrz tej organelli na matrycy DNA chloroplastów 
(105, 106). Wykazano ponadto (107), że chloroplasty syntetyzują rRNA 
i tRNA. Eksperymenty z hybrydyzacją potwierdziły dalej, że DNA chloro
plastów może kodować 23S i 16S rRNA (108, 109), jak również niektóre 
tRNA (110, 111). Nie ma natomiast doświadczalnych dowodów na to, że 
niesie on informację dla jakiegokolwiek mRNA czy specyficznego białka.

Białko zależnej od DNA polimerazy RNA chloroplastów jest bardzo sil
nie związane z DNA w lamelarnych membranach chloroplastów (112—114).
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Początkowo aktywność tego enzymu oznaczano w agregatach, bez uwolnie
nia enzymu z komplesu nukleoproteidowego. Dopiero w latach siedemdzie
siątych wprowadzono metody uwalniania enzymu ze struktur komórko
wych, przeprowadzania go w formę rozpuszczalną i częściowego oczyszcza
nia (115—117).

Polimeraza chloroplastów generalnie przypomina właściwościami enzy
my mitochondrialne. Wymaga matrycy DNA, wszystkich czterech rybo- 
nukleozydotrójfosforanów i jonów dwuwartościowych. Odróżniające ją od 
pozostałych polimeraz właściwości dotyczą głównie znacznej preferencji 
wobec chloroplastowego DNA, lepszej aktywacji przez Mg2+ niż przez 
Mnsł (112, 115), większej wrażliwości enzymu na działanie ultradźwięków, 
oraz nieco innej wrażliwości na jony metali (118). Według niektórych auto
rów, cechą najbardziej wyróżniającą polimerazy chloroplastowe od innych 
polimeraz, jest ich wrażliwość na działanie rifampicyny (114, 119). Sprawa 
tej wrażliwości jest jednak kontrowersyjna, gdyż nie wszystkie dotąd opi
sane polimerazy chloroplastów wykazują wrażliwość na ten antybiotyk 
(115, 116, 120, 121). Nie jest wiadomo, w jakim zakresie zróżnicowana in
hibicja jest wynikiem różnic w strukturze enzymów, czystości preparatów 
stosowanych do badań, czy też nawet jakości stosowanej matrycy. Podob
nie jak w przypadku enzymu mitochondrialnego, jeśli następowała inhi
bicja w obecności rifampicyny, należało zastosować znacznie większe stę
żenia inhibitora niż do zahamowania polimerazy bakteryjnej.

Chloroplastowy enzym różni się od innych znanych polimeraz RNA za
dziwiająco wysokim optimum tem peratury (45—50°C). W przeciwieństwie 
do enzymów jądrowych, nie jest on aktywniejszy przy zwiększeniu siły 
jonowej, a wyższe stężenia soli (0,1 M KC1 lub 0,03 M (NH4)2S 0 4), mocno 
hamują jego aktywność.

Polimeraza chloroplastów wykazuje wyższą aktywność na zdenaturo- 
wanej matrycy DNA niż na natywnej, jednakże preferencja wobec jedno- 
niciowej matrycy zmienia się wobec DNA z różnych źródeł, w zależności 
od stopnia oczyszczenia enzymu.

Ciężar cząsteczkowy oczyszczonego preparatu z chloroplastów kuku
rydzy, oznaczony na podstawie stałej sedymentacji w gradiencie glicerolo- 
wym (18S), wyliczono na 400—500 000.

IV. Rola polimeraz RNA w regulacji transkrypcji

IV -1. M echanizm y regulacji transkrypcji u cukariontów

Jednym z ważniejszych problemów współczesnej biologii jest regulacja 
syntezy RNA. U eukariontów regulacja ta wymaga selektywnej transkryp
cji różnych części genomu, w odpowiedzi na bodźce działające w różnym
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czasie (indukcja i represja), jak i bodźce działające stale (różnicowanie). 
Przyjmuje się, że regulacja może przebiegać dwiema różnymi drogami. 
Mianowicie, albo czynniki regulacyjne mogą działać na matrycę, określa
jąc, która część genomu będzie dostępna transkrypcji przez niespecyficzną 
polimerazę RNA, albo faktory regulatorowe działając na polimerazę RNA 
mogą wyznaczać, które partie genomu będzie ona transkrybować.

W pierwszym przypadku selektywna transkrypcja genów jest wyni
kiem specyficzności samej matrycy, a aktywność poszczególnych genów 
jest regulowana przez makromolekuły towarzyszące DNA w chromatyno- 
wym kompleksie. W takim przypadku, specyficzność polimerazy RNA 
ogranicza się tylko do rozpoznania nukleotydowych substratów i miejsca 
inicjacji na matrycy DNA. Najbardziej przekonywającym dowodem, prze
mawiającym za tym typem regulacji, jest wykazanie wyraźnej specyficz
ności transkrypcyjnej chromatyny, przy zastosowaniu polimerazy bakte- 
ryjnej jako enzymu transkrybującego (122).

Przy rozpatrywaniu alternatywnej możliwości, szereg różnych miejsc 
na chromospmie jest wymaganych dla zapoczątkowania transkrypcji. 
Miejsca te mogą być rozróżniane przez poszczególne polimerazy RNA 
z różną specyficznością w stosunku do miejsc zapoczątkowujących tran
skrypcję, lub przez jedną polimerazę, z licznymi pod jednostkami regula
torowymi, określającymi specyficzność odczytywania matrycy. Ten drugi 
mechanizm mógłby tłumaczyć regulację transkrypcji cistronów pewnych 
klas. Posłużymy się przykładem. Chromosomy prokariontów nie mają 
skomplikowanej chromosomalnej matrycy, lecz mimo to cechuje je swo
istość transkrypcji (faktory współdziałające z „rdzeniem” enzymu nadają 
mu specyficzność). Co więcej, obecność licznych form polimeraz RNA eu
kariontów, z różnym miejscem występowania, oraz specyficzna ich rola 
fizjologiczna sugerują, że ekspresja genu w tych organizmach może podle
gać przynajmniej częściowo regulacji poprzez różne enzymy, które wybiór
czo mogą transkrybować różne geny czy zespoły genów. Nie ma wprawdzie 
dowodów na to, że genomy organizmów eukariotycznych zawierają miejsca 
regulatorowe (podobne do prokariotycznego promotora), które to miejsca 
różne polimerazy mogłyby specyficznie rozpoznać po sekwencji charakte
rystycznej dla danego zespołu genów (123, 124). Jednakże podobieństwo 
strukturalne wszystkich polimeraz RNA, zarówno prokariontów jak i eu
kariontów sugeruje, że i pewne mechanizmy regulatorowe mogą być po
dobne. Wobec tego można przypuszczać, że różne enzymy eukariotyczne 
mogłyby także odgrywać pozytywną rolę w regulacji ekspresji informacji 
genetycznej. Stąd też, obserwacje dotyczące się zachowania polimeraz RNA 
w warunkach prowadzących do zmian intensywności i wybiórczości tran
skrypcji genomu komórki mogą mieć istotne znaczenie dla zrozumienia 
mechanizmu regulacji syntezy RNA. Obserwacje te zostaną omówione po
niżej na przykładzie roślinnych polimeraz RNA.
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IV-2. U dział roślinnych polim eraz w  regulacji syntezy RNA

Podstawowe działanie polimeraz RNA w komórce roślinnej jest takie 
samo jak w przypadku innych eukariontów. Jednakże z uwagi na specy
fikę metabolizmu ustroju roślinnego, uwarunkowaną jego autotrofizmem, 
a także unikalnymi dla świata roślin etapami rozwojowymi (stan spoczyn
ku i kiełkowania nasion), roślinne polimerazy działają w szczególnych 
warunkach metabolicznych, nieznanych z występowania u innych euka
riontów. Warunki te znajdują swe odbicie w mechanizmach regulujących 
intensywność i specyficzność transkrypcji, a co za tym idzie i aktywności 
polimeraz w komórce roślinnej. Mimo intensywnych badań opublikowane 
dotychczas dane w tej dziedzinie są jednak skąpe i fragmentaryczne.

Postęp badań nad mechanizmem regulacji transkrypcji zależy w istotny 
sposób od poznania enzymów, które mogą mieć swój udział w tej regula
cji. Dlatego też celowym wydaje się krótkie podsumowanie danych na te
mat roślinnych polimeraz RNA.

Znaczne trudności metodyczne w zakresie izolacji i oczyszczania powo
dują, że jak dotychczas opisano nieliczne przykłady dobrze zdefiniowanych 
polimeraz RNA pochodzenia roślinnego. Mimo, że już w roku 1960 wy
kryto w roślinach aktywność polimerazy RNA zależnej od DNA, przez na
stępnych 14 lat nie uzyskano homogennego enzymu z żadnego materiału 
roślinnego. Większość badań dotyczyła występowania jednej lub dwu 
aktywności polimerazowej w surowych lub częściowo oczyszczonych ho- 
mogenatach (23, 115, 116, 126, 127). Dopiero w roku 1973 uzyskano w sta
nie homogennym polimerazę RNA II z kukurydzy (128), a w rok później 
z zarodków pszenicy (38). Ostatnio w pracowni K e y ’ a otrzymano homo- 
genny preparat polimerazy RNA I z hypokotyli soi (40). Jedno z doniesień 
mówi o występowaniu polimerazy III w zarodkach żyta (55). Ogłoszone do
tychczas dane o izolacji i oczyszczaniu roślinnych polimeraz zestawiono 
w tabeli 7, str. 371.

Zmiany aktywności specyficznej polimeraz RNA mogą regulować szyb
kość syntezy RNA w komórce; na przykład poprzez przyłączenie specyficz
nego aktywatora czy inhibitora, przez zmiany poziomów polimeraz, a także 
bądź na drodze represji, bądź to derepresji odpowiednich odcinków geno
mu szybkość syntezy RNA może ulegać zmianie. Determinanty w arunku
jące intensywność i specyficzność transkrypcji nie tkwią jjednak jedynie 
wewnątrz struktury polimeraz RNA czy też samych genów. Prawdopodob
nie potrzebne są także inne czynniki regulacyjne, które współdziałają z en
zymem, matrycą, lub jednym i drugim. Znaczny postęp w zakresie pozna
nia mechanizmów regulacji intensywności syntezy RNA w komórkach roś
linnych osiągnięto dzięki badaniom kolejnych stadiów rozwojowych rośliny, 
jak również dzięki badaniom, w których jej intensywność zmieniano doś
wiadczalnie, na przykład przez traktowanie fitohormonami.

Hormony roślinne, auksyny, gibereliny czy kininy, bezpośrednio, lub
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w sposób pośredni sprawują rolę regulatorową w komórce poprzez wpływ 
na syntezę kwasów nukleinowych. Od dawna wiadomo, że zawartość kwa
sów nukleinowych w licznych tkankach roślinnych znacznie wzrasta w wy
niku traktowania ich jednym ze znanych fitohormonów (129—138). Mecha
nizm stymulowanej hormonami syntezy jest przedmiotem intensywnych 
badań. W pracy przeglądowej, na temat wpływu hormonów roślinnych na 
metabolizm kwasów nukleinowych, K e y  (139) podaje taką interpretację 
wszystkich zebranych wyników: w regulacji transkrypcji hormony wpły
wają na indukcję syntezy tylko pewnych rodzajów RNA, które mogą słu
żyć jako matryce dla syntezy białek, niezbędnych dla fizjologicznej odpo
wiedzi organizmu (czy tkanki) na działanie hormonu. Dane doświadczalne 
przemawiające za takim przebiegiem regulacji przez hormon są pośrednie 
i fragmentaryczne. Wykrycie małej populacji molekuł RNA na tle całego 
komórkowego RNA jest niemal niemożliwe. Pośrednie dowody opierają się 
głównie na badaniu mechanizmu zwiększania przez hormon syntezy RNA 
w izolowanych jądrach czy chromatynie.

O’ B r i e n i wsp. (140) wysuwają przypuszczenie, że auksyna 2,4-D, 
może być efektorem lub koefektorem, który reagując z chromatyną powo
duje indukcję syntezy polimerazy RNA. Enzym w zwiększonej ilości, łą
cząc się z DNA chromatyny, transkrybuje dostępne uprzednio, lecz nie wy
korzystane z braku enzymu, miejsca matrycowe na DNA. W obecności 
suboptymalnych stężeń auksyny, produkowana jest tylko niewielka ilość 
enzymu, co zezwala na nieznaczną tylko syntezę RNA i w konsekwencji 
małą produkcję białka. Przypuszczenie swoje oparł O’ B r i e n także na 
znanym od dawna fakcie (141), że auksyna powoduje kilkukrotne zwięk
szenie akumulacji kwasów nukleinowych, gdy podawana jest siewkom 
in vivo.

Etiolowane siewki soi, traktowane auksyną 2,4-D, miały 5—8 krotnie 
wyższą aktywność polimerazy I niż siewki nie traktowane hormonem (142). 
Nie obserwowano natomiast wpływu hormonu na aktywność polimerazy 
II. Podwyższenie aktywności polimerazy I autorzy poczytują jako wynik 
zmiany aktywności, a nie ilości enzymu (143). Przypuszcza się więc, że 
auksyna kontroluje aktywność samego enzymu (polimerazy I), a nie ma
trycy.

A r e n s  i S t o u t  (144) obserwowali zwiększenie przez auksynę 
2,4-D aktywności polimerazy II izolowanej z siewek kukurydzy. Ponieważ 
w tym przypadku zwiększenie aktywności dotyczyło enzymu nie związane
go z chromatyną, tylko z tak zwaną rozpuszczalną formą enzymu, ewi
dentny wydaje się wpływ hormonu na samą cząsteczkę enzymu.

H a r  d i n  i wsp. (145) z kolei, podają, że wzrost aktywności polime
razy II po traktowaniu chromatyny soi auksyną, jest spowodowany współ
działaniem enzymu z receptorem, uwalnianym przez hormon z błony pla- 
zmatycznej. Chemiczna natura tego receptora nie została dotychczas okreś
lona, a jego rola jest przedmiotem spekulacji.
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Dalszych dowodów popierających pogląd, że auksyny oddziaływują na 
aktywność polimeraz i na ich poziom w tkankach roślin, dostarczyły wyni
ki opublikowanych ostatnio prac grupy K e y ’ a (40, 142). Po traktowaniu 
auksyną hypokotyli soi, autorzy zaobserwowali zwiększenie poziomu po
limerazy jąderkowej jak i zwiększenie jej stabilności. Dzięki więc zasto
sowaniu auksyn, możliwym było otrzymanie dostatecznej ilości enzymu 
w materiale wyjściowym dla izolacji i oczyszczenia po raz pierwszy poli
merazy RNA I z materiału roślinnego.

Inna auksyna, kwas indolilo-3-octowy, w dwojaki sposób wpływa na 
metabolizm RNA i białek w tkankach roślin wyższych (146). Przy krótkiej 
ekspozycji na działanie hormonu (2 godz.) auksyna ta powoduje przyspie
szenie syntezy HnRNA i polisomalnego mRNA o krótkim okresie półtrwa- 
nia. Przy dłuższym okresie działania hormonu, następuje znaczna stym u
lacja syntezy rRNA i specyficznych białek (147). Ten dwojaki wpływ hor
monu na aktywność chromatyny izolowanej z tkanek traktowanych auksy
ną jest zapewne wynikiem oddziaływania na dwa różne mechanizmy. Pod
wyższenie syntezy HnRNA i mRNA może być spowodowane derepresją 
pewnych genów (148), podczas gdy stymulację syntezy rRNA w efekcie 
długiego działania hormonu można przynajmniej częściowo tłumaczyć przez 
stymulację jąderkowej polimerazy RNA. W stymulacji tego rodzaju, po
średnią rolę odgrywać mogą swoiste białka niehistonowe, uzyskane w częś
ciowo oczyszczonej postaci przez M o n d a l a  i wsp. (23), które po połą
czeniu z IAA zwiększają aktywność polimerazy I.

Inny hormon roślinny, kwas giberelinowy, stymuluje syntezę kwasów 
nukleinowych w wielu tkankach i organellach roślin; w izolowanych ją
drach z siewek grochu (149), izolowanej chromatynie (150), w warstwie 
aleuronowej jęczmienia (151), w protoplastach i siewkach kukurydzy 
(152, 153).

Wyniki dwu ostatnich prac wskazują na to, że GA3 powoduje przede 
wszystkim przyspieszenie syntezy molekuł informacyjnego RNA, oraz 
wpływa również na proces poliadenylacji nowo utworzonych prekursorów 
mRNA. Dane te wskazują, że GA3 działać może albo na polimerazę RNA II 
poprzez interakcję z jej cząsteczką, albo na chromatynową matrycę, udo
stępniając miejsca na matrycy DNA rozpoznawane specyficznie przez ten 
enzym. Już po ukończeniu procesu transkrypcji, GA3 działa na enzym 
adenylujący (E.C. 2.7.7.19), indukując pojawianie się większej liczby mo
lekuł mRNA zawierających poli(A). Nowo syntetyzowany mRNA pojawia 
się we frakcji polirybosomalnej, w następstwie czego wzmaga się synteza 
białek. W przeciwieństwie do siewek, w izolowanych tarczkach nasion ku
kurydzy (154) GA3 stymuluje preferencyjnie syntezę rRNA i wzmaga pro
ces metylacji RNA.

Kwas abscyzynowy (155), dodany do środowiska ekstrakcyjnego liści 
kukurydzy, powoduje obniżanie aktywności polimerazy RNA (formy roz
puszczalnej, a więc przypuszczalnie polimerazy II). Hormon ten oddziały-
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wuje prawdopodobnie na enzym w sposób pośredni przez współdziałanie 
z cząsteczką aktywatora, gdyż nie ma on wpływu na częściowo oczyszczo
ny preparat tej polimerazy.

Przytoczone wyżej prace wskazują na plejotropowe działanie fitohor- 
monów na syntezę i metabolizm kwasów nukleinowych roślin. Działanie 
to jest uzależnione także od szeregu czynników, których wpływ(u na gos
podarkę hormonalną i uprzywilejowanie syntezy pewnych makromolekuł 
nie należy pomijać. Rodzaj tkanki, stadium rozwojowe, warunki wzrostu 
rośliny (temperatura, wilgotność, naświetlenie), jak i czas działania hor
monu, mogą wpływać w istotny sposób na regulację syntezy RNA przez 
hormony.

Szczególne zainteresowanie budzi ostatnio udział polimeraz RNA w ak
tywacji procesów transkrypcji w zarodkach nasion poddanych kiełkowa
niu. Po przerwaniu stanu spoczynkowego nasion, mamy bowiem do czynie
nia z naturalną synchronizacją procesów rozwojowych, co stwarza dogodne 
warunki dla obserwacji kolejności procesów molekularnych, leżących u ich 
podstaw. W procesach tych główną rolę odgrywa synteza RNA, która 
przynajmniej w przypadku ziarna pszenicy i pokrewnych gatunków zbóż, 
rozpoczyna się niemal natychmiast po umieszczeniu nasion w optymalnych 
warunkach kiełkowania (156—161). Nadal istnieje jednak kontrowersja co 
do produktów powstających we wczesnej fazie transkrypcji. Według jed
nych autorów (158, 159, 162), w najwcześniejszej fazie kiełkowania roz
poczyna się selektywna transkrypcja sekwencji rybosomalnych, według 
drugich — w pierwszej kolejności wznawia się transkrypcja unikalnych 
sekwencji DNA (157, 163, 164, 165, 166), a według trzecich — synteza pre- 
-rRNA i pre-mRNA zaczyna się równocześnie (161) lub niemal równocześ
nie (160).

Powstałe rozbieżności wynikać mogą z trudności izolacji i identyfikacji 
powstających in vivo wczesnych produktów transkrypcji. Dlatego też, is
totny wkład do wyjaśnienia tego spornego zagadnienia wnieść mogą bada
nia aktywności polimeraz RNA w czasie indukcji procesu kiełkowania, 
z których polimeraza I, jak wiadomo, jest związana z transkrypcją sekwen
cji rybosomalnych, a polimeraza II-sekwencji unikalnych.

Pomiary aktywności ogólnej polimeraz RNA wykazały, że jest ona dość 
wysoka w wyciągach z suchych zarodków pszenicy i stopniowo wzrasta 
w czasie kiełkowania (127). Aktywność znajdowana w suchych zarodkach 
należy głównie (55, 167), lub wyłącznie (168) do polimerazy RNA II. Obser
wowany zaś przyrost aktywności w pierwszych godzinach kiełkowania 
przypada głównie na polimerazę I (46). Zastosowanie znakowanych amino
kwasów pozwoliło na stwierdzenie, że przyrost aktywności polimerazy I 
jest wynikiem syntezy de novo tego enzymu.

Powyższe informacje prowadzą do wniosku, że polimeraza II zachowana 
jest w suchych zarodkach by katalizować syntezę pre-mRNA natychmiast 
po przerwaniu stanu spoczynkowego, podczas gdy polimeraza I zaczyna od
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grywać znaczącą rolę w transkrypcji genomu dopiero po zaktywowaniu 
cytoplazmatycznego warsztatu biosyntezy białka. W ten sposób, wysoka 
aktywność polimerazy II, przy braku lub znikomej aktywności polimera
zy I, decydować może o wybiórczej transkrypcji unikalnych sekwencji 
DNA w bezpośredniej odpowiedzi zarodka pszenicy na zewnętrzne czyn
niki kiełkowania. Późniejszy wzrost aktywności polimerazy I, uzależniony 
przypuszczalnie od jej syntezy de novo, umożliwiać może w kolejnej fazie 
kiełkowania syntezę także i rRNA. Regulowana w ten sposób stopniowa 
aktywacja transkrypcji genomu, chronić może ziarno pszenicy przed na
tychmiastowym uruchomieniem masowej syntezy RNA w czasie przypad
kowego i krótkotrwałego na wilgotnienia.

V. Podsumowanie i wnioski końcowe

W przeciwieństwie do Prokaryota, gdzie jeden enzym katalizuje synte
zę wszystkich rodzajów molekularnych komórkowego RNA, u Eucaryota 
występuje kilka polimeraz RNA o podobnych właściwościach katalitycz
nych lecz różnej budowie i różnych funkcjach szczegółowych. Polimerazy 
RNA organizmów eukariotycznych stanowią dziś względnie dobrze pozna
ną grupę enzymów. Informacje o ich budowie i funkcjach pochodzą głów
nie z badań oczyszczonych preparatów pochodzenia zwierzęcego i w mniej
szym stopniu roślinnego. Do najlepiej poznanych należą polimeraza I i II.

Polimeraza klasy I występuje w jąderku i katalizuje transkrypcję sek
wencji rybosomalnych. Jest to białko złożone z pięciu lub więcej podjedno
stek o ogólnym ciężarze cząsteczkowym wahającym się w granicach od 
400 000 do 550 000 zależnie od pochodzenia. Enzym klasy II występuje 
w nukleoplazmie, katalizuje transkrypcję unikalnych sekwencji DNA i cha
rakteryzuje się szczególną wrażliwością na a-amanitynę. Podobnie jak po
limeraza I, jest białkiem o bardzo wysokim ciężarze cząsteczkowym 
(400 000 do 500 000), złożonym z kilku różniących się między sobą podjed
nostek. Mniej poznaną jest polimeraza III, katalizująca przypuszczalnie 
syntezę tRNA i 5S RNA, oraz polimerazy organellowe, występujące w mi- 
tochondriach i plastydach. W ramach każdej z klas wyróżnia się indywi
dualne formy polimeraz, których odrębność molekularna i funkcjonalna 
nie zostały jednak dotychczas wystarczająco udokumentowane.

Różnorodność klas i form polimeraz RNA w komórce eukariotycznej 
ma zapewne związek ze złożonością budowy aparatu genetycznego i regula
cji transkrypcji w organizmach wyższych. Współczesny stan wiedzy, mimo 
szybkiego postępu badań, nie pozwala jeszcze określić na czym polega 
udział polimeraz RNA w regulacji ekspresji genów w komórce eukario
tycznej. Tym niemniej pozwala z całym przekonaniem utrzymywać, że 
enzymy te, obok innych białek jądrowych, hormonów oraz innych czynni
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ków białkowych i niebiałkowych, są integralnym składnikiem komórkowe
go systemu regulacji intensywności i specyficzności transkrypcji w cyklu 
życiowym komórki i w rozwoju ustroju eukariotycznego. Co więcej, jak 
to wynika z danych uzyskanych w badaniach materiału zwierzęcego, od
rębne uogólnienia można formułować dla polimerazy II i odrębne dla po
limerazy I i III. Katalizując syntezę mRNA, polimeraza II jest niewątpli
wie najważniejszym z enzymów uczestniczących w przekazywaniu infor
macji genetycznej z jądra komórkowego do miejsca syntezy białka w cy- 
toplazmie. Polimeraza I i III natomiast decydują o transkrypcji genów, 
których produkty -rRNA i tRNA, choć nie niosą informacji genetycznej, to 
stanowią postawowe składniki cytoplazmatycznego warsztatu syntezy 
białka. W ten sposób, pośrednio wpływać mogą także i na ekspresję genów 
strukturalnych.

Mimo znacznych trudności metodycznych w zakresie izolowania i oczy
szczania polimeraz RNA z roślin wyższych, badania tego materiału pozwo
liły w istotny sposób uzupełnić informacje o roli polimerazy I i II w regu
lacji intensywności i specyficzności transkrypcji w komórce eukariotycz
nej. Materiał roślinny pozwala bowiem badać polimerazy w specjalnych 
warunkach metabolicznych, jakich nie można obserwować w przypadku

Tabela 7.

Zestawienie danych o identyfikacji i oczyszczaniu polimeraz RNA z roślin wyższych

Klasa enzymu Źródło Piśmiennictwo

I Liście pszenicy 138—krotny (117)

I Hypokotyl soi do homogenności (40)

II Liście pszenicy 18—krotny (117)

II Zarodki żyta 760—krotny (55)

II Zarodki pszenicy

nuV

do homogenności 
(ok. 4000 razy)

(39)

II Kallus pietruszki prawie do homogenności (75)

II Liście kukurydzy do homogenności 
(ok. 3500 razy)

(128)

III Zarodki żyta brak danych (39)

organellowy
(chloroplastów)

Chloroplasty liści 
kukurydzy

do homogenności (125)

' , Chloroplasty liści 
pszenicy

11—krotny (116, 117)
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komórek zwierzęcych. Należy tu w szczególności możliwość badania zmian 
aktywności polimeraz w wyniku przerwania stanu spoczynkowego nasion, 
lub w odpowiedzi na traktowanie różnymi fitohormonami.

Wyniki uzyskane z badań na materiale roślinnym pozwoliły na szersze 
udokumentowanie odrębności funkcjonalnej polimerazy I i II niż to było 
możliwe opierając się jedynie na badaniach tkanek zwierzęcych i komórek 
niższych eukariontów. Dalszy rozwój tych badań pozwoli zapewne ściśle 
określić mechanizm udziału polimeraz RNA w kontroli ekspresji genów 
w dowolnym ustroju eukariotycznym.

A rty k u ł n adszed ł 19.11.1976; po re w iz ji  au torsk ie j o trzym a n o  20.2.1977.
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KONRAD STANISŁAW FAMULSKI *>

Niehistonowe białka chromatyny jako endogenne substraty 
jądrowych kinaz białkowych

Non-histone Chromatin Proteins — Endogenous Substrates 
for Nuclear Protein Kinases

Spis  treści

I. Jądrow e kinazy białkowe
II. Fosforylacja białek n iehistonow ych — w p ływ  horm onów i cAMP

I I -1. M etabolizm  białek niehistonow ych podczas aktyw acji genów  przez hormony  
II-2. W pływ  cAM P na fosforylację białek n iehistonow ych w  wątrobie 
II-3. Inne zw iązki stym ulujące fosforylację

III. F osforylacja białek niehistonow ych w  czasie cyklu kom órkowego
IV. W pływ  cAM P i kinaz b iałkow ych na syntezę RNA oraz na fosforylację białek  

z frakcji polim erazy RNA
V. U w agi końcow e

C ontents

I. N uclear protein k inases
II. N on-histone proteins phosphorylation — stim ulation by horm ones and cAMP  

I I - l .  N on-histonc proteins m etabolism  in tim e of gene activation by hormones 
II-2. Influence of cAM P on non-histone proteins phosphorylation in liver  
II-3. Other com pounds w hich altered phosphorylation

III. N on-histone proteins phosphorylation during cell cycle
IV. Influence of cAM P and protein k inases on RNA synthesis, and on phosphory

lation of proteins from  polim erase RNA fraction
V. Concluding rem arks

Przypuszczenie, że większość hormonów odziaływuje na funkcje ko
mórki poprzez kinazy białkowe zależne od cAMP, tłumaczy duże zainte
resowanie badaczy endogennymi substratami tych enzymów. Kinazy wy

*) Mgr, Zakład Enzym atyki, Instytut Biochem ii, U niw ersytet W arszawski, 
ul. Żwirki i W igury 93, 02—0&9 W arszawa

W ykaz stosow anych skrótów: cAM P — 3’,5’-adenozynom onofosforan; dATP — 
2’-dezoksyadenozynotrójfosforan; db-cA M P — dw ubutyrylo 3’,5’-adenozynom onofosfo- 
ran; pCMB — parachlorortęciobenzoesan; GTP, ITP, CTP, UTP — odpowiednio gu- 
anozyno-, inozyno-, cytydyno-, urydynotrójfosforany; UM P — urydynom onofosforan.
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stępują we wszystkich frakcjach komórki, przy czym wiele z nich jest 
związanych ze strukturam i błonowymi (1, 2, 3, 4, 5, 6), lub z chromatyną 
(7, 8). Prawdopodobnie endogennymi substratami tych enzymów są biał
ka charakterystyczne dla danej struktury bądź frakcji komórkowej, a wy
biórczość fosforylacji uwarunkowana jest występowaniem kinazy w danej 
strukturze.

Występowanie fosfoproteidów stwierdzono we wszystkich strukturach 
komórkowych różnych badanych tkanek (10—11). Grupy fosforanowe 
połączone są wiązaniami estrowymi z resztami seryny i treoniny. Wśród 
białek jądrowych białka niehistonowe zawierają dziesięciokrotnie więcej 
fosforu niż histony i białka nukleoplazmy. Włączanie fosforanu znakowa
nego S2P do frakcji niehistonowej, zarówno in vivo jak i in vitro, odbywa 
się bardzo szybko (12, 13, 14, 15, 16). Fosforylacja wymaga udziału ATP, 
ale zachodzi niezależnie od syntezy białka (17, 18). Świadczy to o obecności 
w jądrze kinaz wybiórczo fosforylujących białka niehistonowe.

W ostatnich latach uzyskano wiele danych wskazujących na udział nie- 
histonowych białek chromatyny w regulacji genetycznej u Eucaryota. Biał
ka te cechuje swoistość tkankowa, specyficzność oddziaływań z DNA oraz 
zdolność do regulacji aktywności matrycowej chromatyny (19, 20). Ponad
to zmiany ilościowe i jakościowe białek niehistonowych towarzyszą zawsze 
aktywacji genomu, zachodzącej na przykład w toku cyklu komórkowego, 
procesu różnicowania i rozwoju oraz rakowacenia komórek (19, 20). Po
znanie przeto substratów kinaz białkowych w chromatynie wydaje się 
szczególnie ważne.

I. Jądrowe kinazy białkowe

Pierwsze prace nad kinazami fosforylującymi białka jądrowe prowadzo
ne przez L a n g a  n a  (21, 22, 23) dotyczyły fosforylacji histonów. Szcze
gółowe badania in vivo i in vitro pozwoliły stwierdzić, że włączanie fos
foranu do histonów katalizuje kinaza cytosolowa o dużej specyficzności 
substratowej (21). Aktywność tej kinazy podlega regulacji przez cAMP 
i hormony peptydowe (22, 23).

W roku 1966 K l e i n s m i t h  przedstawił wyniki wskazujące na to, że 
w nienaruszonych jądrach zachodzi włączanie [82P]fosforanu do białek ją
drowych. Wstępne rozfrakcjonowanie materiału jądrowego pozwoliło 
stwierdzić że 90°/o włączonego [32P]fosforanu znajduje się w białkach nie
histonowych (17). Najlepszym donorem reszt fosforanowych kinaz jądro
wych okazał się ATP i dATP. Przyjmując włączenie [32P] fosfora nu do 
białek niehistonowych w obecności ATP lub dATP za 100%, przydatność 
substratowa innych nukloetydów przedstawia się następująco: GTP — 
70°/o, ITP — 38%, CTP — 24%, UTP — 7%, ADP — 3% (18). Inkubując
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oczyszczoną frakcję białek niehistonowych z y [32P]ATP w obecności Mg2+ 
obserwuje się fosforylację bez udziału egzogennej kinazy (18). Właściwość 
endogennego włączania [32P]fosforanu towarzyszyła tej frakcji podczas 
wszystkich etapów oczyszczania. W przypadku białek niehistonowych 
z jąder hepatocytów szczura, D e s j a r d i n s  (25, 26) i T a k e d a (27) 
stosując chromatografię na żelu Sephadex lub fosfocelulozie wyizolowali 
dwie frakcje o aktywności kinazy. Stosując dodatkowo elektroforezę moż
na rozdzielić otrzymane preparaty na dwie lub trzy dodatkowe frakcje wy
kazujące zdolność włączania [32P]fosforanu (28). Natomiast K i s h 
i K l e i n s m i t h  (7) rozdzielając białka niehistonowe z jąder hepatocy
tów wołu przy użyciu fosfocelulozy w skokowym gradiencie chlorku sodo
wego wykazali obecność dwunastu odrębnych kinaz białkowych (Rye. 1).

0.3 M 0.6 M 1.0 M
Na Cl Na Cl Na Cl

1 1 1

Ryc. 1. Rozdział kinaz b iałkow ych z chrom atyny hepatocytów  w ołu  przy pomocy 
fosfocelulozy (7)
D odatkow e objaśnienia w  tekście

Spośród owych dwunastu trzy frakcje oznaczone jako II, VI, IX, zawie
rały białko enzymatyczne, którego absorpcję mierzono przy 280 nm. W po
zostałych frakcjach ilości białek były mniejsze od czułości metody, co przy 
wysokim poziomie włączania [32P]fosforanu wskazuje na dużą aktywność 
kinaz w tych frakcjach. Elektroforeza w żelu poliakryloamidowym frakcji
II wykazała, że znalezioną tam aktywność można przypisać czterem kina
zom. Profile elektroforetyczne niehistonowych białek inkubowanych 
z frakcjami II, VI, VIII, IX, X i znakowanym y [32P]ATP przedstawiają 
inne rozmieszczenie piętna włączonego [32P]fosforanu, co wskazuje na róż-
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Odległość od s ta rtu  [m m  J

Ryc. 2. Fosforylacja białek niehistonow ych przez różne frakcje kinaz jądrow ych (7) 
O bjaśnienia w  tekście

N u m e r  f r a k c j i

Ryc. 3. W pływ  cAM P na aktyw ność jądrow ych kinaz b iałkow ych (7)
Za 100% przyjęto aktyw ność enzym atyczną poszczególnych  frakcji przed dodaniem  cAMP

http://rcin.org.pl



[51 N IE H ISTO N O W E B IA Ł K A  A K IN A Z Y  BIA ŁK O W E 383

ną specyficzność tych enzymów w stosunku do endogennego substratu 
(Ryc. 2).

Charakterystyczną cechą preparatów kinaz jądrowych jest aktywne 
fosforylowanie kwaśnych białek jądrowych oraz kazeiny i fosfofityny (7), 
natomiast tylko w niewielkim stopniu histonów (29, 30).

Endogenna fosforylacja białek w nienaruszonych jądrach, bądź w pre
paratach białek niehistonowych nie jest ilościowo stymulowana w sposób 
znaczący przez cAMP (13, 31, 32, 33). Niemniej jednak stwierdzono w ją
drze obecność białek wiążących cykliczne nukleotydy (34, 35, 36), a we 
frakcjach nr. I, III, IV, VIII, X, otrzymanych przez K i s h  i K l e i n s -  
m i t h a  cAMP stymulował endogenną fosforylację (7) (Ryc. 3).

W przypadku fosforylacji in vivo działanie cAMP dotyczy jedynie se
lektywnej stymulacji fosforylacji pewnych białek niehistonowych (13, 37).

R i k a n s  i R u d d o n  (38) wyizolowali z chromatyny wątroby szczu
ra kinazę aktywowaną przez cAMP o dużej specyficzności wobec białek 
niehistonowych. Związane z chromatyną białka niehistonowe są lepszymi 
substratami niż wyizolowane. Rozmieszczenie piętna [32P]fosforanu w biał
kach użytych jako substraty jest podobne do znakowania in vivo, co może 
świadczyć o tym, że enzym związany jest z chromatyną, a białka niehis
tonowe są najprawdopodobniej jego endogennymi substratami.

Występowanie znacznej ilości fosfoproteidów w euchromatynowych 
fragmentach chromosomów (39) może wskazywać na to, że kinazy są roz
mieszczone w odcinkach chromatyny o dużej aktywności matrycowej. Sto
sując wirowanie w gradiencie stężeń sacharozy i sączenie na kolumnie 
z ECTHAM-celulozy rozdzielono chromatynę z jajowodów kurczęcia na 
frakcje o różnej aktywności matrycowej (8). Porównując włączanie [’̂ f o s 
foranu do tych frakcji, stwierdzono obecność dużej aktywności kinaz we 
fragmentach tzw. „aktywnej chromatyny” (8). Specyficzność substratowa 
tych enzymów była charakterystyczna dla kinaz jądrowych. Fosforylowa
ły one zarówno substraty egzogenne — kazeinę i fosfofitynę, jak i endo
genne białka kwaśne. Obszarem chromatyny o dużej intensywności syntezy 
RNA jest także chromatyna jąderka (40, 41). Włączanie [32P]fosforanu 
z y [S2P]ATP do białek tej frakcji jądra obserwowano in vitro. Porównanie 
aktywności kinaz jądrowych i jąderkowych in vivo i in vitro oraz analiza 
elektroforetyczna znakowanych substratów endogennych wykazuje w ją- 
derku obecność specyficznych kinaz. Enzymy te katalizują włączenie 
[32P] fosfora nu do białek związanych z satelitarnym DNA (42, 43), natomiast 
słabo fosforylują białka cząstek prerybosomalnych (44).

Przedstawione powyżej dane dotyczące izolowania i oczyszczania kinaz 
związanych z chromatyną wskazują na ich różną odpowiedź na cAMP oraz 
specyficzność substratową uwarunkowaną umiejscowieniem enzymów.
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II. Fosforylacja białek niehistonowych — wpływ hormonów i cAMP

I I - l .  M etabolizm  białek niehistonow ych podczas aktyw acji genów  przez horm ony.

Wiązanie i uwalnianie fosforanu z jądrowych fosfoproteidów stanowi 
jeden z głównych typów przekształceń metabolicznych tych białek (13, 17, 
18, 24). Badanie włączenia [32P]fosforanu do białek niehistonowych rozdzie
lanych elektroforetycznie w żelu poliakryloamidowym w obecności SDS 
wskazuje na zróżnicowane rozmieszczenie piętna fosforu w polipeptydach. 
Porównanie elektroforogramów białek izolowanych z wątroby i nerek 
szczura wskazuje na ich tkankową odmienność znakowania (14, 45) (Ryc. 4).

Odległość od S ta rtu  [m m]

Ryc. 4. Rozm ieszczenie w łączonego in v ivo  [32P] fosforanu w e frakcjach białek n ie
histonow ych z wątroby (A) i nerek (B) (14)

Wydaje się, że specyficzność ta wynika z kontroli hormonalnej syntezy 
i fosforylacji poszczególnych białek niehistonowych (46, 47). W wątrobie 
szczura na przykład kortyzol selektywnie stymuluje syntezę białek nie
histonowych o ciężarze cząsteczkowym 41 000 (48). Podanie glukagonu po
woduje zwiększone włączanie [14CJleucyny do białek z tej frakcji o cięża
rze 60 000 i 80 000 (14). Ten typ odpowiedzi ujawnia się po kilku godzinach, 
podczas gdy dużo szybsze zmiany obserwuje się we włączaniu [S2P]fosfo
ranu do białek niehistonowych (14). Fosforylacja tych białek z wątroby 
zachodzi już po pięciu minutach od podania kortyzolu (14). Badanie kine
tyki włączania [32PJfosforanu do poszczególnych kwaśnych białek jądro
wych ukazuje skomplikowany obraz ich fosforylacji i defosforylacji. Pod- 
wyższonie tempo fosforylacji białek o wyższym ciężarze cząsteczkowym 
jest wyraźna po 15 minutach, później spada do około 50°/o, podczas gdy 
niektóre polipeptydy o niższym ciężarze wykazują podwyższone znakowa
nie dopiero po ośmiokrotnie dłuższym okresie działania hormonów. Być 
może różnice te wiążą się ze stymulacją syntezy różnych typów RNA przez
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kortyzol (49, 50). Korelacje pomiędzy aktywacją genów przez hormony, 
a fosforylacją białek niehistonowych zostały stwierdzone w takich przy
padkach jak: stymulacja komórek prostaty przez testosteron (51, 52), sty
mulacja gruczołów mlecznych ssaków przez prolaktynę (53), odziaływanie 
kortyzolu i kortykosterolu na wątrobę (14, 54, 55), aldosteronu na nerki 
(56), czy trójjodotyroniny na mięsień sercowy i wątrobę (57).

Podanie trójjodotyroniny szczurom zwiększa aktywność kinazy związa
nej z chromatyną komórek wątroby (58), przy czym stwierdza się, że hor
mon ten wiąże się z białkami niehistonowymi (59). W cytosolu nie obserwo
wano natomiast zmian aktywności kinaz zarówno po podaniu egzogennej 
trójjodotyroniny, jak i po usunięciu tarczycy (58). Resekcja gruczołów tar
czycy pociąga za sobą obniżenie fosforylacji białek jądrowych w hepato- 
cytach. Prawdopodobnie stymulacja kinaz przez ten hormon polega na 
ich indukcji w jądrze. Analiza elektroforogramów znakowanych substra
tów (białek niehistonowych) oraz wpływu denaturacji cieplnej i hamowa
nia fosforylacji przez pCMB wykazała, że enzym wyizolowany z chroma
tyny poddanej działaniu trójjodotyroniny in vivo różni się od enzymu 
otrzymanego z wątroby zwierząt, którym nie podawano hormonów (58). 
W przypadku stymulacji narządów rozrodczych kurcząt przez estrogen 
obserwuje się również wzrost aktywności kinaż jądrowych (36).

Stogień specyficzności odpowiedzi narządów i tkanek na hormony mo
żna wykazać badając kinetykę fosforylacji białek niehistonowych. Wpływ 
aldosteronu na włączanie [32P]fosforanu in vivo do izolowanych następnie 
jąder z serca, nerek i wątroby najwyraźniej ujawnia się w nerkach (56), 
(Hyc. 5).

Dane te wskazują na udział fosforylacji w oddziaływaniu hormonów na

Czas od m om entu podan ia  
a ld o s te ro n u  [m in ]

Ryc. 5. W pływ  aldosteronu na fosforylację białek niehistonow ych in v ivo  w  sercu 
(A), nerkach (B) i w ątrobie (C) szczura (54, zm odyfikow ane)
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funkcje komórki. Wydaje się więc, że proces ten jest w wysokim stopniu 
specyficzny dla hormonów i tkanki docelowej oraz powodować może funk
cjonalne zmiany chroma ty ny.

I I -2. W pływ  cAMP na fosforylację białek n iehistonow ych w  w ątrobie.

Podanie db-cAMP szczurom pozbawionym kory nadnerczy zmienia 
charakter znakowania [32P]fosforanem białek niehistonowych w wątrobie 
(13, 14). Zmiany znakowania [32P]fosforanem obserwuje się także w fosfo
rylacji histonów (13, 23). In vivo wpływ cAMP jest szybki i złożony. Po 15 
minutach od podania obserwuje się zwiększone o około 30°/o w stosunku 
do kontroli włączanie [32P] fosforanu przy czym niektóre białka wykazują 
stymulację tego procesu rzędu 200% (13), Ryc. 6.

Odległość od s ta rtu  [m m ]

Ryc. 6. W pływ  cAMP na fosforylację białek niehistonow ych in v ivo  w  w ątrobie (13)
------ +  cAM P
----- ---  cAMP

Najbardziej widoczne zmiany włączania [82P]fosforanu w ystępują 
w białkach o ciężarze 15 000—40 000 i 60 000—85 000. Znakowanie wielu 
białek nie jest stymulowane, szczególnie o ciężarze 58 000, która to frakcja 
wykazująca największe włączenie pozostaje na niezmienionym poziomie. 
Ilościowe zmiany znakowania in vitro są mniejsze niż in vivo, natomiast 
zachowana jest specyficzna stymulacja znakowania białek o ciężarze 70 000
(13) (Ryc. 7).
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Odiegtość od s ta r tu  [m m ]

Ryc. 7. W pływ  cAM P na fosforylację białek niehistonow ych w  izolow anych jądrach  
kom órek wątroby (13)

Rozkład piętna [32P]fosforanu w białkach niehistonowych znakowanych 
in vivo i in vitro różni się nieznacznie, co wynika z utraty kinaz podczas 
preparatyki oraz zbyt krótkiego czasu inkubacji (4 minuty), który nie po
zwala na uzyskanie równowagi pomiędzy kinazami a fosfatazą (15, 60). In 
vivo stymulacja fosforylacji przez cAMP towarzyszy innym zjawiskom in
dukowanym przez ten nukleotyd, takim jak synteza niektórych enzymów 
(61) i wzrost syntezy RNA (62). Procesy te wymagają udziału układów 
regulacji genetycznej, a estryfikacja łańcuchów białka resztami fosfora
nowymi przez kinazy jest być może mechanizmem modyfikującym ich 
funkcję.

II-3. Inne związki stym ulujące fosforylację

Równoległość pomiędzy fosforylacją a aktywacją genów można obser
wować stosując związki o właściwościach powodujących różne zmiany ko
mórkowe, takie jak: synteza układów enzymatycznych, zmiany morfolo
giczne, rakowacenie itp. Wykazano to w gruczołach ślinowych po podaniu 
izoproterenolu (63, 64), podczas karcinogenezy wywołanej związkami azo
wymi (65) oraz w wątrobie po podaniu luminalu (66). W tym ostatnim przy
padku obserwowano stymulację włączania [32P]fosforanu do białek nie
histonowych od dwóch do sześciu godzin po podaniu leku. Maksimum 
fosforylacji następowało po 24 godzinach i osiągało 48°/o w stosunku do 
kontroli. Zjawisko to obserwowano tylko w przypadku białek niehisto
nowych. Największe znakowanie wykrywano w białkach o ciężarze 
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 białek niehistonowych 
w ciągu dwóch do sześciu godzin po podaniu luminalu nakłada się na udział 
tego leku w indukcji syntezy cytochromu P—450 i w zmianach morfolo
gicznych wątroby. Pojawienie się nowych enzymów zachodzi w czasie sześć 
do dwunastu godzin (67). Zwiększenie aktywności mitotycznej i gwałtowny 
wzrost tkanki wątrobowej obserwuje się po 24 godzinach (68). Wydaje się 
prawdopodobne, że stymulacja fosforylacji jest związana z przyspiesze
niem tempa podziałów komórkowych, a selektywne włączanie [32P]fosfo- 
ranu można odnieść do aktywacji genów odpowiedzialnych za indukcję 
syntezy pewnych enzymów.

Interesującym modelem chemicznie indukowanej aktywacji genomu 
jest wpływ izoproterenolu na gruczoły ślinowe, związku wiążącego się 
z P-adrenalgicznymi receptorami błony komórkowej (64). Podanie tego leku 
stymuluje podziały komórek, powoduje hypertrofię tkanki (69) oraz wpły
wa na wzrost syntezy kwasów nukleinowych. Maksimum syntezy RNA 
następuje po 18 godzinach (70), natomiast wzrost syntezy DNA obserwowa
ny jest po 20 godzinach (69). Jednorazowa iniekcja izoproterenolu powo
duje zmianę aktywności kinazy białkowej związanej z chromatyną komó
rek ślinianek. Aktywność tego enzymu obniża się do około 70°/o po dwóch 
godzinach od podania leku, następnie wyraźnie zwiększa się po czterech 
godzinach i osiąga maksimum stymulacji tj. około 100% w stosunku do 
kontroli po 12—16 godzinach. Po upływie dwóch dni aktywność kinazy 
powraca do stanu początkowego. Badania, w których zastosowano akty- 
nomycynę i chloramfenikol wykazały, że obserwowane zmiany są spo
wodowane syntezą kinazy de novo (64). Podobne wnioski można wyciągnąć 
z obserwacji dotyczących wpływu dwuchloroizoproterenolu, który hamuje 
działanie izoproterenolu na ślinianki, blokując wiązanie się leku z (3-adre- 
nalgicznymi receptorami błon komórkowych tej tkanki (64). Uzyskane wy
niki wykazują ścisłą zależność czasową pomiędzy wzrostem aktywności ki
nazy, a charakterystycznymi zmianami w metaboliźmie DNA i RNA 
w okresie premitotycznym, a synteza kinazy de novo jest prawdopodobnie 
związana z aktywacją chromatyny. Fakt oddziaływania izoproterenolu na 
aktywność enzymów jądrowych poprzez (5-adrenalgiczne receptory znajdu
jące się w błonie komórkowej, sugeruje udział cAMP w tym procesie 
w sposób charakterystyczny dla modelu działania hormonów peptydowych 
(71, 72).

III. Fosforylacja białek niehistonowych w czasie cyklu komórkowego

Charakter procesów zachodzących podczas cyklu komórkowego zależy 
między innymi od endogennych układów regulujących metabolizm kwa
sów nukleinowych i białek. Zastosowanie do badań zsynchronizowanych 
in vitro hodowli komórkowych daje możliwość analizy czynników odpo
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wiedzialnych za regulację aktywności genomu, co można przenieść na pro
ces wzrostu i rozwoju organizmu.

Podczas cyklu komórkowego zachodzą zmiany w aktywności matryco
wej chromatyny. Z badania synchronicznie dzielącej się kultury komórko
wej wiadomo, że synteza histonowego mRNA przypada na późną fazę Gx 
i wczesną S (73, 74), podczas gdy proces ten jest zablokowany w mitozie 
(75, 76). Nagromadzenie białek niehistonowych w jądrach komórek HeLa 
obserwuje się przed rozpoczęciem syntezy DNA (77, 78). Wstępne badania 
dotyczące fosforylacji tych białek wykazały, że najwięcej [32P] fosforanu 
zostaje włączone podczas wczesnej fazy S. Dużo niższa fosforylacja zacho
dzi w późnej fazie S i G2, kiedy to równolegle zmiejsza się synteza RNA
(14) i stężenie komórkowego cAMP (79). Rozmieszczenie piętna [32P] ufosfo- 
rylowanych białek niehistonowych różni się zasadniczo w preparatach 
otrzymanych z komórek zsynchronizowanych hodowli, będących w róż
nych fazach cyklu komórkowego, podczas gdy profil elektroforetyczny 
tych białek nie ulega zmianie (80). Zróżnicowany obraz włączenia [32P]fos- 
foranu jest spowodowany specyficzną fosforylacją określonych białek, a nie 
zmianami w ich puli. Wynika to stąd że wymiana [32P]fosforanu w ciągu
12 godzin osiąga 65°/o, a [14C]leucyny jedynie 20%. Najwyższe włączenie 
znakowanego fosforanu zachodzi podczas fazy S i wczesnej Gx i uwidacz
nia się wr polipeptydach o ciężarze cząsteczkowym 40 000—47 000, 50 000— 
90 000 i 160 000. Zmiany w tempie wymiany fosforanu obserwuje się 
w białkach o ciężarze cząsteczkowym 28 000, 49 000, 55 000, gdzie półokres 
trwania [32P]fosforanu wynosi odpowiednio 6, 12 i 9 godzin (80). Jednocześ
nie aktywność kinaz cytosolowych oraz pula komórkowego ATP nie zmie
nia się (80). K l e i n s m i t h  (81) stosując układ doświadczalny opracowa
ny w laboratorium K a r n a  (80) uzyskał wyniki różniące się od opisanych 
powyżej. Maksimum fosforylacji białek niehistonowych obserwował w fa
zie Gx i G2. Włączenie [32P]fosforanu do tych białek zmniejszało się w fazie 
S, natomiast podczas mitozy fosforylacja białek niehistonowych w zasadzie 
nie zachodziła. W fazach w których obserwowano maksimum włączenia 
[32P]fosforanu, głównie fosforylowane były białka o średnim i wysokim 
ciężarze cząsteczkowym (81). Charakterystyczne znakowanie poszczegól
nych kwaśnych białek jądrowych podczas cyklu komórkowego, wydaje się 
być powszechne dla tego typu modyfikacji chromatyny w organizmach 
wyższych. Stwierdzono to w preparatach otrzymanych z kultur komórko
wych fibroblastów kurczęcia (82), komórek BHK21 C13 (chomika) (83, 84), 
nefrocytów z regenerujących nerek (85) i statycznej hodowli skrawków 
wątroby (86). Wykazano, że fosforylacja białek niehistonowych zachodzi 
dużo intensywniej w komórkach dzielących się niż w komórkach hodowli 
z fazy stacjonarnej. Maksimum włączenia [32P]fosforanu obserwuje się 
w fazie Gj i S (82, 83, 84), przed osiągnięciem maksimum syntezy DNA 
i RNA (Ryc. 8).

Znakowanie kwaśnych białek jądrowych wskazuje na podobieństwa
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Wiek hodowli [g o d z in y ]

Ryc. 8. Synteza D N A ......... , synteza RNA i fosforylacja białek n iehistonow ych —
w  komórkach BHK 21 C13 chom ika z hodow li w  fazie logarytm icznego w zrostu (83)

w fosforylacji i syntezie białek niehistonowych w różnych fazach cyklu ko
mórkowego, pomimo zasadniczych różnic filogenetycznych badanych tka
nek. W komórkach nie dzielących się główne włączenie [32P]fosforanu znaj
dowano w białkach o niskim ciężarze cząsteczkowym (82, 86). Wzrost czę
stotliwości mitoz przejawia się w białkach niehistonowych wzrostem fosfo
rylacji białek o ciężarze cząsteczkowym 40 000 (82, 83, 84, 85), natomiast 
w późnej fazie G! i w połowie fazy S zwiększone znakowanie pojawia się 
w białkach o wyższym ciężarze (82, 83, 86). Najszybszą wymianę fosforanu 
obserwuje się w białkach o niskim ciężarze cząsteczkowym, przy czym 
wymiana znakowanych aminokwasów wskazuje na dużą stabilność meta
boliczną tej frakcji (82).

Podwyższenie fosforylacji białek niehistonowych można tłumaczyć 
dwojako. Po pierwsze zachodzić mogą modyfikacje ich struktury prze
strzennej, powodujące wyeksponowanie reszt serynowych i treoninowych. 
Po drugie może wzrastać aktywność jądrowych kinaz białkowych. Fosfo
rylacja kwaśnych białek przez kinazy z jąder komórek BHK21 C13 jest 
około 50% wyższa w przypadku otrzymania tej frakcji z hodowli dzielącej 
się (83). Analiza elektroforetyczna białek niehistonowych z tych komórek 
wykazała obecność pięciu odrębnych kinaz fosforylujących fosfofitynę (84, 
85). Dwie z nich wykazywały wzrost aktywności rzędu 200—300%, jeżeli 
izolowane były z komórek znajdujących się w fazie Gx (83, 84).

Podwyższenie aktywności kinaz białkowych w chromatynie komórek 
dzielących się tłumaczy wzrost fosforylacji białek niehistonowych zacho
dzący w takich warunkach. Specyficzność enzymów w stosunku do tych 
białek jest kilkakrotnie wyższa niż w przypadku fosfofityny stosowanej
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jako substrat egzogenny (83). Maksimum aktywności kinaz i szybkie włą
czenie fosforanu do białek niehistonowych obserwuje się na ogół przed roz
poczęciem syntezy RNA i DNA. Można przypuścić, że modyfikacja tej 
frakcji białek jądra ma znaczenie w procesach regulacji i synchronizacji 
czasowej przemian chromatyny dzielących się komórek.

IV. Wpływ cAMP i kinaz białkowych na syntezę RNA oraz na fosforylację 
białek z frakcji polimerazy RNA.

Badając układ zawierający DNA oraz polimerazę RNA wrażliwą na 
a-amanitynę, wyizolowaną z homologicznej tkanki, obserwuje się stymula
cję syntezy RNA po dodaniu jądrowych fosfoproteidów (87). Ilość włączo
nego w tych warunkach [14C]UMP jest ściśle zależna od zawartości białko
wego fosforanu we frakcji białek niehistonowych. Tabela 1 ilustruje sty-

Tabela 1.

Wpływ jądrowych białek niehistonowych z wątroby szczura na syn
tezę RNA in vitro (87)

Układ reakcyjny Włączenie [14C]UMP 
% kontroli

Białkowy P 
% wagowy

D N A + polimeraza 100

DNA+polimeraza+eks- 
trakt kwaśnych białek 
chromatyny 130 0,4

D N A +  polimeraza+ jądro- 
! we białka niehistonowe 

oczyszczone (frakcja bo
gata w fosfoproteidy) 250 1,2

mulację syntezy RNA w zależności od stopnia oczyszczenia frakcji fosfo
proteidów. Istotny jest fakt, że stymulacja syntezy RNA przez jądrowe fos- 
foproteidy zachodzi tylko w przypadku gdy DNA i białka niehistonowe po
chodzą z tego samego organizmu. W obecności DNA pochodzącego z innych 
organizmów niż białka niehistonowe nie obserwuje się zmian we włącza
niu [14C]UMP (87).

Ufosforylowane białka niehistonowe częściowo odwracają hamujący 
efekt działania histonów na syntezę RNA (88, 89). W układzie zawierają
cym DNA, histony oraz polimerazę bakteryjną dodanie fosfoproteidów po
chodzących z tego samego organizmu co DNA, zwiększa aktywność m atry
cową. Odwrócenie inhibicji syntezy RNA zależy od zawartości białkowego
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fosforanu a defosforylacja białek niehistonowych powoduje spadek aktyw
ności matrycowej zrekonstruowanej chromatyny o 50°/o (88).

Przedstawione dane wskazują na wysoką specyficzność oddziaływań 
fosfoproteidów z DNA i histonami, przy czym fosforylacja tych białek wy
daje się być nieodzowna dla regulacji syntezy RNA.

Z badania wpływu fosfoproteidów i cAMP na syntezę RNA wynika, że 
jądrowe kinazy białkowe regulują ją na poziomie polimerazy RNA. Zaob
serwowano mianowicie, że w obecności 1 mM db-cAMP włączanie znako
wanego trytem  UMP do izolowanych jąder zwiększa się o 45% powyżej 
kontroli (90). Podobne wyniki uzyskano dla wyizolowanej chromatyny (90). 
Sugeruje to, że cAMP może regulować syntezę RNA działając prawdopo
dobnie za pośrednictwem kinaz białkowych. Rozdzielając białka niehistono
we z jąder hepatocytów szczura na kolumnie z żelu DEAE-Sephadex w cią
głym gradiencie stężeń siarczanu amonu otrzymuje się dwie frakcje fos- 
fokinaz oraz dwie frakcje białkowe o aktywności polimerazy RNA (90, 91). 
Wstępna charakterystyka rozdzielonych enzymów wykazała, że tzw. kinazy 
I i II fosforylują kazeinę. Frakcje polimeraz zostały zidentyfikowane na 
podstawie wrażliwości na a-amanitynę jako polimeraza I — jąderkowa i po
limeraza II — jądrowa (92). M a r t e l o  i H i r s c h  (90) stwierdzili, że 
w układzie zawierającym DNA z wątroby szczura i homologiczną polime- 
razę, kinaza I stymuluje wyraźnie syntezę RNA (Tabela 2). Z kolei cAMP 
stymuluje fosforylację polimerazy I i II. Elektroforeza ufosforylowanego 
preparatu polimerazy I wykazała, że frakcja odznaczająca się najwyższą 
aktywnością syntezy RNA zawiera najwięcej łączonego [32P]fosforanu.

Tabela 2.

Wpływ kinazy I na syntezę RNA (90)

Włączenie [3H]UMP (pmole) Włączenie
Układ reakcyjny

DNA z wątroby szczura DNA z grasicy cielęcej
[32P]fosforanu

(pmole)

Polimeraza I 1,4 3,2 3,2

Polimeraza I 
-f kinaza I

5,6 3,0 1,1 (-cA M P )  
9,0 (+cAM P)

Polimeraza I 
+  kinaza II

2,7 3,0

Polimeraza II 14,0 21,0 0,0

Polimeraza II 
+ kinaza I 20,0 18,0

3,0 (-cA M P )  
6,5 (+cAM P)

Polimeraza II 
+ kinaza II 14,0 20,0
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K l e i n s m i t h  i wsp. uzyskali interesujące dane dotyczące wpływu 
cAMP na syntezę RNA w obecności histonów i preparatu polimerazy II, 
wykazującego jednocześnie endogenną aktywność kinazy (16). W obecności 
tego nukleotydu obserwowano odwrócenie hamującego wpływu histonów 
na aktywność matrycową DNA. Analiza elektroforetyczna znakowanych 
[32P]fosforanem polipeptydów preparatu polimerazy wykazała, że cAMP 
specyficznie hamuje fosforylację jednej z rozdzielonych frakcji (16).

Porównanie przedstawionych danych dotyczących wpływu cAMP i ki
naz białkowych na syntezę RNA jest trudne ze względu na niejednoznacz
ny charakter otrzymanych wyników. Regulacja aktywyności polimeraz 
przez cAMP za pośrednictwem kinaz jest wysoce prawdopodobna. Wydaje 
się, że fosforylacja frakcji białek ściśle związanych z syntezą RNA nie za
leży od fosforylacji innych frakcji białek niehistonowych. Fakt zwiększa
nia przez cAMP aktywności matrycowej w układzie: DNA, histony, poli
meraza II może świadczyć o istnieniu specyficznej kinazy działającej bez
pośrednio na poziomie syntezy RNA. Niestety nie stwierdzono czy jest to 
enzym występujący we frakcji polimerazy, czy jeden z wielu związanych 
z białkami niehistonowymi. Na tym tle wynikają rozbieżności dotyczące 
umiejscowienia efektu działania kinaz w układzie syntetyzującym RNA.

V. Uwagi końcowe

Uzyskane dotąd dane dotyczące regulacji i aktywności kinaz (93) po
zwalają przypuszczać, że aktywność większości tych enzymów jest kon
trolowana przez hormony. Jeżeli fosforylacja białek jest ostatnim etapem 
działania czynników pośredniczących między hormonem a komórką, to 
można założyć, że proces ten powinien przebiegać według następującego 
schematu:

— Hormon wiążąc się z receptorami komórkowymi wpływa na aktyw
ność cyklazy adenylowej zmieniając stężenie cAMP.

— Ten sam hormon w sposób pośredni może wpływać na syntezę no
wych kinaz.

— Wpływ cAMP lub synteza nowych enzymów powoduje zwiększone 
lub specyficznie zmodyfikowane włączenie fosforanu do substratów 
kinaz białkowych.

— Ufosforylowanie endogennego substratu powinno zmieniać jego 
właściwości biologiczne.

— Specyficzna fosfataza może odwracać ten proces.
Wydaje się, że w przypadku kinaz jądrowych można znaleźć przykłady 

potwierdzające przypuszczenie zawarte w powyższym schemacie. Wyka
zano bowiem syntezę tych enzymów de novo pod wpływem hormonu — 
trójjodotyroniny (58), który wiąże się z białkami jądrowymi (59) oraz mo
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dulatora chemicznego wiążącego się z receptorami (i-adrenalgicznymi (64). 
Zróżnicowany obraz włączania [32P] fosforanu do białek niehistonowych 
w obecności cAMP jak i pod wpływem hormonów wskazuje na specyficz
ność jądrowych kinaz w stosunku do białek tej frakcji. Znaczący jest fakt, 
że enzymy te związane są z euchromatynowymi odcinkami chromosomów 
(8, 42, 43).

Przedstawione w rozdziale IV badania ukazują w interesującym świetle 
rolę kinaz i ich ufosforylowanych substratów w regulacji syntezy RNA 
(87, 94). Prawdopodobnie za pośrednictwem tych białek hormony stym u
lują syntezę specyficznych typów mRNA. Poziom fosforanu we frakcji bia
łek niehistonowych może być regulowany przez jądrowe i jąderkowe fosfa
tazy (15, 60, 95) a także przez histony i poliaminy które stymulują fosfo
rylację tych białek (14, 96, 97).

W świele wyników badań metabolizmu białek niehistonowych podczas 
aktywacji genomu, cyklu komórkowego i embriogenezy fosforylacja tych 
białek okazuje się zjawiskiem powszechnym w kontrolowaniu rozwoju 
i różnicowania się organizmów (80—86, 98, 99). Specyficzność składu i zna
kowania [32P]fosforanem białek niehistonowych stwierdzono dla preparatów 
otrzymanych z wielu tkanek (14, 100—102). Wyniki tych obserwacji wska
zują na białka niehistonowe jako interesujący obiekt do badań nad rolą 
kinaz białkowych i ich substratów.

Autor dziękuje  Panu prof. Z b ign iew ow i Kaniudze  za zachęcenie do napisania n i
niejszego ar tyk u łu  oraz za pomocne uw agi w  trakcie  pracy.

A r ty k u ł n adszedł 27.12.1976; po  re w iz j i  a u to rsk ie j o trzym a n o  28.2.1977.
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Rola poliamin w syntezie białka

The Role of Polyamines in Protein Biosynthesis
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I. B iosynthesis of polyam ines
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III. C oncluding rem arks

Poliaminy są związkami występującymi w różnorodnym materiale bio
logicznym. Liczne dane wskazują, że mogą być one czynnikami regulują
cymi syntezę kwasów nukleinowych i białek. Obecnie pojawia się coraz

*) Dr, Zakład Biologii M olekularnej, Instytut M ikrobiologii i B iochem ii U niw er
sytetu  im. M. C urie-Skłodow skiej, ul. A kadem icka 19, 20—033 Lublin

W ykaz stosow anych skrótów: Fen-tR N A  — fenyloalanylo-tR N A ; N -ac-F en -  
-tR N A  — N -acetylofenyloalanylo-tR N A ; M et-tR N A f — m etionylo-tR N A  ulegający for- 
m ylacji; ppGpp — guanozyno-3'-dw ufosforan-5'-dw ufosforan.
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więcej prac podkreślających korelację między poziomem poliamin w ko
mórce a proliferacją i transformacją nowotworową w tkankach zwierzę
cych. Podobną zależność obserwuje się w hodowlach drobnoustrojów. Ni
niejszy artykuł stanowi przegląd aktualnych doniesień na ten temat ze 
szczególnym uwzględnieniem wpływu poliamin na procesy transkrypcji 
i translacji.

I. Biosynteza poliamin

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

Dane zgromadzone przez B a c h r a c h a  (1) i B e e r a  i wsp. (2) wska
zują, że poliaminy znaleziono we wszystkich badanych komórkach. W grzy
bach, bakteriach gram-ujemnych i wirusach występuje putrescyna i sper
mina, brak w nich natomiast spermidyny. Stężenie poliamin w komórkach 
drobnoustrojów zależy od fazy wzrostu i warunków hodowli; waha się ono 
od 5—20 vimoli putrescyny i 1,5—5 umoli spermidyny na gram świeżej ma
sy bakteryjnej. Minimalne ilości sperminy (0,1—0,5 ¡¿mola/g świeżej masy) 
mogą pochodzić z podłoża. Wysoką zawartością poliamin charakteryzują 
się wirusy. Suma stężeń putrescyny i spermidyny u faga T4 dochodzi do 
250 vimoli na gram świeżej masy, co jest najwyższą stwierdzoną dotąd za
wartością poliamin w materiale biologicznym.

Komórki eukariotyczne zawierają przede wszystkim sperminę i spermi- 
dynę. Zwraca uwagę wysoka zawartość poliamin w tkankach systemu ner
wowego i narządach rozmnażania ssaków. Szczegółowe dane ilościowe na 
ten tem at można znaleźć w monografii B a c h r a c h a  (1) i artykule B e 
e r a  i wsp. (2).

Poliaminy powstają na drodze dekarboksylacji aminokwasów, głównie 
ornityny (putrescyna) i metioniny (spermidyna i spermina). Dekarboksyla- 
za ornitynowa (E.C. 4.1.1.17) jest enzymem o wysokiej specyficzności sub
stratowej, wymaga fosforanu pirydoksalu jako koenzymu i aktywowana 
jest przez związki zawierające grupy SH (3, 4, 5). Donatorem grup propylo- 
aminowych w syntezie spermidyny i sperminy jest zdekarboksylowana 
S-adenozylometionina, która powstaje w wyniku działania dekarboksylazy 
S-adenozylometioniny (E.C. 4.1.1.50). Dekarboksylaza S-adenozylometio- 
niny z tkanek zwierzęcych aktywowana jest przez putrescynę 
(6, 7). Specyficzna propyloaminotransferaza, syntetaza spermidyny 
przenosi grupy propyloaminowe na putrescynę. Syntetaza sperminy przy
łącza te grupy do spermidyny, co prowadzi do utworzenia sperminy (8, 9).

NH2(CH2)3NH(CH2)4NH(CH2)3NH2
NH2(CH2)3NH(CH2)4NH2
NH2(CH2)4NH2

(I)
(II) 

(III)
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Kolejność działania enzymów uczestniczących w syntezie poliamin w ko
mórkach zwierzęcych przedstawiono na schemacie 1.

1. D ekarboksylaza ornitynowa:
L - o r n i t y n a -------------------*■ p u trescy n a + C 0 2

2. Dekarboksylaza S-adenozylom etioniny:
S-adenozylom etionina --------------- —► zdekarboksylow ana S -ad en ozy lom etion in a+ C 02

3. Syntetaza sperm idyny:
zdekarboksylow ana S-adenozylom etion ina+  putrescyna -> sperm idyna +  5’-m etylotio-

adenozyna +  H +

4. Syntetaza sperm iny:
sperm idyna +zdekarboksylow ana S-adenozylom etionina ----------- -*  sperm ina +  5’-m e-

tylotioadenozyna-f H +

Schem at 1. Enzym y biosyntezy poliam in

W komórkach pewnych bakterii i roślin wyższych dekarboksylacja a r
gininy może prowadzić przez agmatynę(NH

li
NH2C—NH/CH2/4NH2) do wytworze- 

nia putrescyny. Natomiast w tkankach zwierzęcych nie obserwuje się tego 
procesu (10, 11). Ponadto u bakterii możliwa jest przemiana enzymatycz
na argininy przez ornitynę w putrescynę (cyt. wg 2).

Enzym ATP: adenozylotransferaza L-metioniny katalizujący w obec
ności Mg2+ syntezę S-adenozylometioniny z ATP i L-izomeru tego amino
kwasu limituje biosyntezę spermidyny i sperminy (12). Kluczowym punk
tem regulacji wewnętrzkomórkowego poziomu poliamin są zmiany aktyw 
ności dwóch zasadniczych dla biosyntezy tych związków dekarboksylaz: 
dekarboksylazy ornitynowej i dekarboksylazy S-adenozylometioniny. Zna
miennym jest fakt, że równolegle z szybką syntezą RNA i białka następu
je bardzo szybki wzrost poziomu aktywności obu tych enzymów (13—16). 
Prowadzi to do zwiększenia ilości poliamin m.in. w regenerującej wątrobie 
(17, 18), w hypertrofii mięśnia sercowego (19), podczas rozwoju zarodków 
szczurzych (20) i komórek raka Ehrlicha (21, 22). Natomiast w powoli ros
nących tkankach narządów takich jak: płuca, śledziona czy mięśnie szkie
letowe, aktywność dekarboksylazy ornitynowej i dekarboksylazy S-adeno- 
zylometioniny pozostaje na stałym, stosunkowo niskim poziomie (13, 16).

II. Działanie poliamin na poziomie molekularnym

Poliaminy wiążą się z lipidami i kwasami nukleinowymi. Niekowalentne 
połączenie zasadowych grup poliaminowych z resztami fosforanowymi 
kwasów nukleinowych stabilizuje drugorzędową strukturę DNA (23—26) 
oraz pętlowe odcinki struktury  tRNA (27, 28). Wykazano in vitro, że polia
miny w odpowiednich stężeniach mogą powodować przekształcenie konfi
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guracji tRNA z formy nieaktywnej w formę aktywną przez wzmacnianie 
dwupasmowej struktury (29, 30). Poliaminy reagują również zarówno z na
turalnym  mRNA jak i z pojedyńczymi pasmami syntetycznych polinukleo- 
tydów jak poliU i poliA, co wykazano przez obserwację profilów termicz
nej denaturacji (31, 32). Stwierdzono, że spermina i spermidyna w stężeniu
0,1 mM podwyższa temperaturę topnienia syntetycznych dwupasmowych 
rybopolinukleotydów jak poliI:C (33). Pozwala to przypuszczać, że polia
miny mogą pełnić rolę nieswoistego inhibitora procesów degradacji mRNA, 
rRNA czy tRNA. Wykazano ponadto, że degradująca rybosomy RNaza wy
kazuje mniejszą aktywność hydrolityczną w obecności sperminy lub sper- 
midyny (34, 35). Powyższe dane mogą częściowo wyjaśniać ochraniające 
przed denaturacją termiczną i degradacją enzymatyczną oddziaływanie 
poliamin na kwasy nukleinowe (36—39), z czym związane jest stabilizowa
nie takich elementów subkomórkowych jak rybosomy (40, 41) i jądra (42, 
43). Natomiast stabilizowanie całych komórek bakteryjnych, protoplastów, 
retikulocytów, mitochondriów czy cząstek fagowych związane jest z mniej
szą wrażliwością błon cytoplasmatycznych na zmiany ciśnienia osmotycz- 
nego w obecności poliamin (44—49).

I I - l .  W pływ  poliam in na procesy transkrypcji

Powszechnie obserwowany związek między poziomem poliamin a syn
tezą RNA sugeruje, że poliaminy mogą regulować syntezę RNA i białka. 
W stężeniach milimolarnych poliaminy stymulują procesy transkrypcji 
między innymi zabezpieczając RNA przed degradacją (36, 38, 39) czy współ
zawodnicząc z takimi czynnikami toksycznymi jak chinina, atebryna (50) 
i leworfanol (51). W wyższych stężeniach (50 mM i powyżej) poliaminy ha
mują syntezę RNA powodując powstawanie zarówno niekorzystnej kon
formacji matrycy (32) jak i tendencji do agregacji (52) lub formowania 
produktów toksycznych (53). Fakt, że w tkankach szybkorosnących wzrost 
poziomu RNA i poliamin zachodzi równolegle (14—16, 54, 55) potwierdza 
obserwacje wskazujące, że oddziaływanie poliamin na intensywność pro
cesów transkrypcji zależy od ich stężenia.

Strukturalne i funkcjonalne różnice genomu organizmów prokariotycz- 
nych i eukariotycznych pozwalają przypuszczać, że mechanizm działania 
poliamin na poziomie transkrypcji jest różny u tych dwóch grup orga
nizmów.

Prokariotyczna transkrypcja in vitro stymulowana jest przez poliami
ny w milimolarnych stężeniach. Może to wynikać zarówno ze wzrostu po
ziomu aktywności polimerazy RNA zależnej od DNA (56—58), jak i z in
terakcji poliamin z nowopowstającym RNA co prowadzi do uwolnienia go 
z kompleksu DNA—enzym—nowopowstały RNA (56, 57, 59, 60).
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W organizmach eukariotycznych, wpływ poliamin na proces transkryp
cji in vitro może dotyczyć:

— niespecyficznego wpływu sperminy czy spermidyny w stężeniach 
milimolarnych na aktywność polimerazy RNA na etapie inicjacji 
syntezy RNA co prowadzi do uwalniania łańcuchów nowopowstałe
go RNA z kompleksu DNA—enzym—RNA (61). Być może obecność 
poliamin w stężeniach milimolarnych zabezpiecza nowoutworzony 
RNA przed degradacją (62). Ponadto poliaminy w zakresie stężeń 
od 0.1 do 2 mM stymulują elongację RNA (63—65);

— wysoce specyficznego oddziaływania sperminy w stężeniu mikro- 
molarnym na dostępność matrycy DNA dla formy B polimerazy 
RNA (65). Być może spermina w stężeniu 1 y-M specyficznie stabi
lizuje miejsca wiązania enzymu z matrycą bądź powoduje zmiany 
drugorzędowej struktury przez zmianę reorientacji histonów lub 
białek niehistonowych (65).

Stymulacja acetylacji histonów przez poliaminy stwierdzona in vivo 
i in vitro (66, 67) wskazuje na udział poliamin w jądrowych modyfikacjach 
chromatyny. Wykazano, że podczas tworzenia kompleksu DNA—nukleo- 
histon, spermina współzawodniczy z każdą z frakcji histonu o miejsce wią
zania z matrycą (68). Natomiast alifatyczne dwuaminy zwiększają syntezę 
DNA przez odszczepienie histonu z kompleksu nukleohistonowego (69). 
Metylacja histonów hamowana jest przez sperminę i spermidynę (70). Po
liaminy w fizjologicznych stężeniach stymulują in vitro fosforylację nie
histonowych białek chromatyny (71) lecz wykazują zróżnicowany wpływ 
na aktywność kinaz białkowych (72). Putrescyna, spermidyna i spermina 
w stężeniach milimolarnych mogą hamować in vitro aktywność kinazy 
fosforylującej histon, zależnej od cyklicznego AMP, ale stymulują fosfory
lację kazeiny niezależną od cyklicznego AMP. Nie wyjaśniono dotąd czy 
akumulacja poliamin in vivo może powodować modyfikację kinaz białko
wych.

II-2. W pływ poliam in na procesy translacji

Zaobserwowano, że dodanie poliamin do układów bezkomórkowych in 
vitro pozwolą na zastosowanie magnezu w niższych stężeniach (ang. mag
nesium shift) (34, 73—77) z zachowaniem intensywności syntezy białka 
charakterystycznej dla warunków optymalnych (74, 77—79); nie można 
jednak całkowicie usunąć Mg+2 z układu. Liczne dane pozwalają przypusz
czać, że stymulujący syntezę białka wpływ poliamin może dotyczyć nie 
tylko bezpośredniego oddziaływania elektrostatycznego lecz i specyficzne
go udziału tych związków w procesach zachodzących na rybosomach jak 
i w powstawaniu aminoacylo-tRNA.
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II-2.1. Stabilizacja i zm iany konform acyjne rybosom ów

Poliaminy stabilizują rybosomy przez interakcję z kwasami nukleino
wymi. Sądzi się, że poliaminy mogą zajmować te same miejsca co Mg2+ lub 
przynajmniej część miejsc „magnezowych” w strukturze rybosomu, przy 
czym najsilniejsze jest oddziaływanie czterech protonowych grup sper
miny (80). Poliaminy mogą neutralizować przynajmniej 1/3 reszt fosfora
nowych rRNA u bakterii (81). Rola poliamin i jonów magnezu w utrzy
maniu funkcji rybosomów nie jest równoważna. Zastąpienie więcej niż 
70% Mg24- związanego z rybosomami E. coli prowadzi do utraty ich aktyw 
ności w reakcji polimeryzacji fenyloalaniny (78). Prawdopodobnie dla 
utrzymania biologicznej aktywności rybosomów niezbędny jest pewien 
krytyczny poziom magnezu, którego nie można zastąpić jakimkolwiek in
nym kationem organicznym lub nieorganicznym. Niemniej obecność po
liamin w surowych preparatach rybosomów, łatwość wiązania się doda
wanych z zewnątrz poliamin z rybosomami i stymulacja inkorporacji 
aminokwasów in vitro, pozwalają przypuszczać, że poliaminy stanowią 
składniki rybosomów niezbędne dla maksymalnej syntezy polipeptydów. 
Wysunięto przypuszczenia, że stabilizowanie rybosomów przez polia
miny może polegać na takiej zmianie konformacji rybosomu, która za
bezpiecza rRNA przed uszkadzającym działaniem nukleaz. Wykazano, że 
poliaminy w niskich stężeniach (0,1—1 mM) hamują autodegradację rybo
somów przez stabilizację takiej konformacji rybosomów, która utrzym uje 
w stanie zamaskowanym zasocjowaną z rybosomami rybonukleazę I (41). 
Możliwość powstawania zmian konformacyjnych rybosomów wywołanych 
obecnością poliamin potwierdzają doświadczenia, w których rybosomy 
E. coli preinkubowane (w 37°C) ze sperminą ulegają wyraźnym zmianom 
wyrażającym się odmiennym powinowactwem do erytromycyny i dwuhy- 
drostreptomycyny (85, 86). Zmianom powinowactwa pod działaniem sper
miny towarzyszy zahamowanie aktywności transferazy peptydylowej, in
tegralnego składnika dużej podjednostki rybosomowej. Ten hamujący 
wpływ sperminy można całkowicie odwrócić przez zastosowanie N Hi 
w wysokich stężeniach (200 mM). Można przypuszczać, że poliaminy w od
powiednich stężeniach mogą powodować zmianę konformacji rybosomu na 
optymalną dla syntezy białka in vitro. Stwierdzono, że kompleksy rybo- 
som—poli U—N-ac-Fen-tRNA naśladujące naturalne kompleksy typu ry- 
bosom—peptydylo-tRNA (87), wykazują w obecności sperminy wyższą sta
bilność termiczną i mniejszą podatność na degradację w temperaturze 50° 
(Ryc. 1).

Badanie zdolności rybosomów do tworzenia wyżej wymienionych kom
pleksów po preinkubacji ze sperminą w różnych temperaturach wskazuje 
przy braku aktywności RNazowej w układzie, że rybosomy są miejscem za
bezpieczanym przez sperminę (Tabela 1).
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Czas ogrzewania /m in /

R yc . 1. Stabilność kom pleksu rybosom —poli U —N -a c -3H -Fen-tR N A  w  tem peraturze 
50°C (87).
O--------O kom pleks w ytw orzony w  obecności 0,4 mM sperm iny,
• --------•  kom pleks w ytw orzony w  nieobecności sperm iny. s tęże n ie  Mg2+ w ynosiło  30 mM. W y
tw orzone kom pleksy ogrzew ano w  łaźni wodnej w  tem peraturze 50°C, oziębiano i sączono przez 
f iltry  m iliporow e. R adioaktyw ność oznaczano w  liczn iku  scynty lacyjn ym  f-m y  Packard.

Tabela 1.

Wpływ preinkubacji rybosomów na zdolność tworzenia kompleksów 
rybosom—poliU—N-ac-Fen-tRNA (87)

Zmienne składniki 
preinkubacji

Wiązanie N-ac[3H]-Fen-tRNA (imp/min)
Temperatura preinkubacji
30°C 45°C

5 mM Mg'2+
0,4 mM spermina 1000 500

5 mM Mg2+ 920 250

0,4 mM spermina 260 240

M ieszanina użyta do preinkubacji zaw ierała oko ło  200 ¡¿g rybosom ów . P róbk i pre- 
'n k u b o w a n o 2 m in. w 30°C lub 45°C. N astępnie stężenie M g2*- doprow adzono do ko ń 
cowego stężenia 10 m M , dodaw ano  sperm inę, jeśli b rak  jej było podczas preinkubacji, 
i dodaw ano N -ac[3H ]Fen-tR N A . Inkubację kon tynuow ano w 30°C przez 20 m in.
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II-2.2. Przyłączanie am inoacylo-tR N A  do rybosom ów

Podczas badania wpływu poliamin na poszczególne etapy procesu elon- 
gacji polipeptydu w układzie z E. coli wykazano, że spermidyna stymuluje 
jedynie reakcję przyłączania Fen-tRNA do rybosomów (34). Poliaminy 
w stężeniach optymalnych dla procesu polimeryzacji fenyloalaniny nie sty
mulowały ani reakcji translokacji ani syntezy wiązania peptydowego. Do
świadczenia przeprowadzone w bezkomórkowym układzie z drożdży (77) 
również wskazują, że poliaminy bardzo wyraźnie stymulują reakcję przy
łączania aminoacylo- i N-acetyloaminoacylo-tRNA do rybosomu zaś nie
znacznie wpływają na powstawanie N-ac-Fen—puromycyny. Badając po
wstawanie N-ac-Fen—puromycyny w bezkomórkowym układzie z E. coli, 
wykazano że wzrost ilości syntetyzowanego produktu wynikał ze stymu
lacji przez sperminę pierwszego etapu reakcji tj. wiązania acetylowej po
chodnej do rybosomów E. coli (85). Również nieenzymatyczne przyłącza
nie Fen-tRNA do rybosomów drożdży stymulowane było przez spermi
nę (88).

II-2.3. A socjacja podjednostek rybosom ow ych

Spontaniczna asocjacja podjednostek rybosomowych zależy od obecnoś
ci jonów magnezu w odpowiednim stężeniu. Poliaminy również mogą in
dukować asocjację podjednostek rybosomowych in vitro (89—91). Wykaza
no, że izolowane z bakterii i organizmów eukariotycznych białkowe czyn
niki (82—83) asocjują podjednostki rybosomowe przy niskim stężeniu ma
gnezu. Badania G a r c i a - P a t r o n e i  wsp. (94) z laboratorium A l g r a -  
n a t i e g o wykazały, że spermina i spermidyna są aktywnymi składnikami 
czynnika asocjującego podjednostki rybosomowe z Bacillus ste- 
arothermophilus. Asocjacja podjednostek może być jednym z fizjo
logicznych efektów działania poliamin. Doświadczenia z radioaktywną 
spermidyną (95) wskazują, że poliaminy wiążą się z obiema podjednostka- 
mi rybosomowymi, ale jedynie wiązanie [3H]spermidyny z podjednostką 
30S prowadzi do utworzenia aktywnych połączeń 30S—50S (Tabela 2).

Dalsze badania A l g r a n a t i e g o  i wsp. (96) nad aukso troficzny mi 
mutantami E. coli z zablokowaną syntezą putrescyny potwierdzają przy
puszczenia, że poliaminy działają asocjująco na podjednostki rybosomowe 
in vivo. Przypuszczalnie brak poliamin in vivo może powodować zmianę 
proporcji cząstek rybosomowych wynikającą z naruszenia równowagi mię
dzy ilością wolnych podjednostek a ilością monomerów 70S w komórce 
(Ryc. 2).

Profile sedymentacji rybosomów z lizatów komórek E. coli nie zawie
rających poliamin oraz z komórek rosnących w środowisku zawierającym 
putrescynę różnią się znacznie. Profil sedymentacji rybosomów z lizatu 
komórek E. coli nie zawierającej poliamin charakteryzuje się małą ilością
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Tabela 2.

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

Warunki etapu wiązania Związane 
cząsteczki 
spermidyny 
na podjed- 

nostkę

Asocjacja
(%)

' Podjednostki 
i rybosomowe

Stężenie
spermidyny

(mM)

Temperatura
inkubacji

(°c)

30 S 0,5 25 0,8 0
2,0 25 2,4 0
0,5 <65 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

Numer fra k c ji

Ryc. 2. Zmiana proporcji cząstek rybosom owych w  komórkach E.coli pod w pływ em  
poliam in (96).
E kstrakty kom órkow e analizow ano po u ltraw irow aniu w  gradiencie gęstości sacharozy.
A. P rofil sedym entacji rybosom ów  z lizatu kom órek E. coli rosnących w  podłożu n ie zaw iera

jącym  poliam in.
B. P rofil sedym en tacji rybosom ów  z bakterii, do których  dodano putrescynę na 30 m in. przed  

przerw aniem  hodowli.
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rybosomów 70S i podjednostek 30S w porównaniu z dużą ilością podjedno- 
stek 50S (Rye. 2A). Wykazano, że specyficzny dla braku poliamih stan czą
stek rybosomowych w komórce E. coli nie zależy od braku źródła węgla 
(glukozy) czy azotu. Dodanie putrescyny do hodowli komórek E. coli nie 
zawierających tej poliaminy powodowało już po 30 minutach gwałtowną 
zmianę profilu sedymentacji rybosomów charakteryzującą się wzrostem 
ilości monomerów 70S i prawidłowym stosunkiem między ilością podjed
nostek (Rye. 2B). Tą zmianę proporcji cząstek rybosomowych występującą 
zanim nastąpią zmiany szybkości wzrostu hodowli, in vitro można uzyskać 
przez dializę wobec spermidyny. Oznacza to, że poliaminy mogą bezpo
średnio wpływać na równowagę między połączeniami 30S—50S a ilością 
wolnych podjednostek rybosomowych in vivo. Wykazano ponadto, że od
działywanie poliamin nie jest w tym wypadku zależne od procesu tran 
skrypcji a miejscem działania poliamin są rybosomy (97). Nienormalny 
stan proporcji cząstek rybosomowych w komórkach E. coli nie zawierają
cych poliamin wynika prawdopodobnie z zakłóceń w biosyntezie lub aku
mulacji podjednostek 30S podczas głodu poliaminowego.

a b c d e f  g h

R yc. 3. Autoradiogram  białek znakow anych [35S]-m etioniną utworzonych w  bezko- 
mórkowrej syntezie in vitro  (98).
M ieszanina reakcyjna zawierała:
A. surow e czynniki in icju jące +3 mM Mg“  m inus mRNA,
B. surow e czynniki in icjujące +3 mM Mg2++m R NA z soczew ki oka,
C. surow e czynniki in icju jące +2 mM M g- +0,25 mM sperm idyna m inus mRNA,
D. surow e czynniki in icju jące +2 mM Mg2+ +0,25 mM sperm idyna +  mRNA z soczew ki oka,
E. d ializow ane czynniki in icju jące +3 mM Mg2+ m inus mRNA,
F. d ializow ane czynniki in icju jące +3 mM M ^ + m R N A  z soczew ki oka,
G. d ializow ane czynniki in icju jące +2 mM Mg2++1 mM sperm idyna m inus mRNA,
H. d ializow ane czynniki in icju jące +2 mM Mg2++1 mM sperm idyna +  mRNA
Elektroferazę przeprowadzono w  żelu poliakrylam idow ym  w  obecności SDS. K liszę św ia tło 
czułą eksponow ano przez zetkn ięcie  z suchym  żelem  przez okres 2 dni.

http://rcin.org.pl



[11] P O LIA M IN Y  W SY N T E Z IE  B IA Ł K A 409

II-2.4. In icjacja translacji

Ostatnie doniesienia (84, 98) wskazują, że poliaminy mogą również od
grywać pewną rolę w inicjacji syntezy białka. Frakcja białkowa wymywa
na z rybosomów retikulocytów królika 0,5 M KC1 zawiera dające się oddia- 
lizować składniki niezbędne dla maksymalnej syntezy globiny in vitro, 
które zidentyfikowano jako sperminę i spermidynę (84). Dodanie poliamin 
do przedializowanej frakcji popłuczyn rybosomowych (ang. ribosomal salt 
icash) może przywracać jej aktywność w syntezie białka in vitro , przy 
czym uzyskuje się dwukrotnie wyższe wbudowywanie radioaktywnych 
aminokwasów mimo obniżenia stężenia jonów magnezu poniżej poziomu 
charakterystycznego dla procesu inicjacji. Efekt ten dotyczy syntezy kie
rowanej zarówno przez poliU jak i przez naturalny mRNA globiny. Wy
kazano ponadto, że na rybosomach retikulocytów zachodzi kompetytywna 
inhibicja między spermidyną a edeiną, antybiotykiem selektywnie hamu
jącym inicjację.

S a l d e n  i B l o e m e n d a l  (98) również zaobserwowali, że dodanie 
poliamin przywraca aktywność przedializowanej frakcji surowych czyn
ników inicjujących z rybosomów retikulocytów. Spermidyną w stężeniu 
1 mM przywracała aktywność przedializowanym czynnikom inicjującym

0 5 10 15 0 5 10 15 20 
Numer f ra k c ji

Ryc. 4. P ow staw anie kom pleksu inicjującego 80S—M et-tR N A f—AUG (99).
K om pleksy analizow ano po ultraw irow aniu w  gradiencie gęstości sacharozy.
O -----O pow staw anie kom pleksu in icju jącego w  obecności 5 pm oli tRNA-Leu
• --------•  pow staw anie kom pleksu in icju jącego  w  n ieobecności zdeacylow anego tRNA
M ieszanina inkubacyjna zaw ierała 5 mM MgCl2, 0,5 pm ola [35S]M et-tR N A f (15 000 im p/m in.) s t ę 
żenie sperm iny w ynosiło  0,4 mM.
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w stopniu porównywalnym z frakcją niedializowaną (Ryc. 3B i 3H). Właś
ciwości oddializowanej frakcji (niski ciężar cząsteczkowy, zachowanie 
aktywności po traktowaniu alkaliami i RNazą z trzustki, niewytrącanie 
etanolem i odporność na wysoką temperaturę) pozwalają przypuszczać, że 
poliaminy mogą wchodzić w skład surowej frakcji czynników inicjujących.

Na udział poliamin w inicjacji translacji wskazują także badania po
wstawania kompleksu inicjującego AUG—Met-tRNAf—rybosomy 80S 
w obecności poliamin w bezkomórkowym układzie z wątroby szczura (89). 
Dodanie sperminy znosi w znacznym stopniu inhibicję powstawania tego 
kompleksu powodowaną przez zdeacylowany tRNA (Ryc. 4).

Fakt, że poliaminy mogą stabilizować lub zmieniać konformację rybo
somów najprawdopodobniej w miejscu P (78, 82, 105), w sposób który 
zmniejsza powinowactwo do zdeacylowanego tRNA przy zwiększeniu po
winowactwa do inicjatorowego aminoacylo-tRNA (99), oraz sugestie co do 
regulującej roli zdeacylowanego tRNA w inicjacji syntezy białka (100— 
104) mogą wskazywać na bezpośredni udział poliamin w tworzeniu kom
pleksów inicjujących.

II-2.5. Pow staw anie am inoacylo-tR N A

Spermina, spermidyna i putrescyna mogą zastępować Mg2+ podczas 
powstawania różnych aminoacylo-tRNA, takich jak izoleucylo-, leucylo-, 
lizylo-, czy fenyloalanylo-tRNA w bezkomórkowych układach z E. coli 
i wątroby szczura (30, 105—107) przy udziale wysokooczyszczonych amino
acylo-tRNA syntetaz (108—110). Powyższe dane pozwoliły przypuszczać, 
że mechanizm aminoacylacji stymulowanej przez poliaminy może różnić 
się od aminoacylacji zachodzącej w obecności Mg2+ (111—113). Wykazano, 
że w aminoacylacji stymulowanej przez poliaminy nie zachodzi zależna 
od aminokwasu reakcja wymiany [32P]PP z [82P]ATP.

Nie można było jednak wykluczyć, że możliwość zastępowania Mg2+ 
przez poliaminy podczas aminoacylacji wynika z zanieczyszczenia prepa
ratów tRNA jonami Mg2+ (114—116). Doświadczenia przeprowadzone 
z [14C]spermidyną wykazały, że może ona zastępować Mg2+ związany 
z tRNA, podczas gdy Mg2+ nie zastępuje związanych wcześniej poliamin 
(117). Bardzo dokładne pomiary ilości magnezu związanego z tRNA i po
zostałymi składnikami reakcji aminoacylacji przeprowadzone przy pomo
cy spektrofotometru absorpcji atomowej wykazały, że poliaminy mogą 
zastępować Mg2+ podczas powstawania aminoacylo-tRNA (118). Nie wyjaś
niono nadal czy w warunkach fizjologicznych, in vivo, aminoacylacja 
w obecności poliamin może zachodzić bez tworzenia intermediatu jakim 
jest aminoacylo-AMP—enzym.

Oprócz wyżej przedstawionych możliwości regulującego wpływu po
liamin na układ syntetyzujący białko wykazano, że stymulacja inkorporacji 
aminokwasów przez poliaminy może zależeć od rodzaju użytego mRNA,
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a przede wszystkim od ilości zawartych w nim reszt uracylowych (119). 
Może to oznaczać, że podczas syntezy białka zachodzi specyficzna inter
akcja poliamin z matrycowym RNA.

Próby sprawdzenia wpływu poliamin w układach zawierających na
turalny mRNA są nieliczne a wyniki niejednoznaczne (76). W układach 
bezkomórkowych z tkanek ssaków kierowanych przez różne naturalne 
mRNA (jak mRNA z komórek infekowanych adenowirusem typ 2, mRNA 
globinowy 9S i RNA bakteriofagów QB, MS2 i R17) poliaminy specyficz
nie wzmagają syntezę poszczególnych peptydów w różnym stopniu (120). 
W bezkomórkowych ekstraktach z kiełków pszenicy spermina wzmaga 
translację naturalnych mRNA ze szczególną preferencją dotyczącą syn
tezy dużych peptydów (121).

Nie ma również wielu danych co do bezpośredniej funkcji poliamin in 
vivo. Użycie mutantów E. coli z obniżoną zdolnością do syntezy poliamin 
pozwoliło wykazać, że zarówno szybkość syntezy mRNA dla (3-galaktozy- 
dazy jak i szybkość syntezy samego enzymu są obniżone o 35—40°/o (122). 
W efekcie głodu aminokwasowego w komórkach E. coli szczepu stringent 
(124) następuje obniżenie syntezy poliamin a przede wszystkim spermi- 
dyny w wyniku zahamowania aktywności dekarboksylazy ornitynowej 
przez guanozyno-czterofosforan (ppGpp). Nukleotyd ten bierze udział w re
gulacji syntezy RNA (125—127) i białka (128). To również pozwala przy
puszczać, że synteza poliamin związana jest z syntezą kwasów nukleino
wych i syntezą białka.

III. Uwagi końcowe

Korelacja między intensywnością syntezy RNA a poziomem poliamin 
sugeruje, że poliaminy regulują syntezę RNA a więc pośrednio syntezę 
białka i procesy wzrostu komórek. Z drugiej strony wiele danych wska
zuje na bezpośredni udział poliamin w regulacji syntezy białka poprzez 
oddziaływanie na etap translacji. Większość badań dotyczy jednakże dzia
łania poliamin in vitro. Chociaż wiadomo, że in vivo poliaminy działają 
jako biologiczne stymulatory wzrostu wielu mikroorganizmów, tkanek ro
ślinnych i zwierzęcych, mechanizm ich działania nie jest dostatecznie wy
jaśniony.

Fakt, że poliaminy występują w najwyższych stężeniach w tkankach
o wysokiej zawartości RNA i aktywnie syntetyzujących białko, jak rów
nież bardzo szybki wzrost poziomu aktywności enzymów biorących udział 
w syntezie poliamin w komórkach ulegających transformacji nowotworo
wej, potwierdza regulujący wpływ poliamin na syntezę białka in vivo. 
Obecnie gromadzi się coraz więcej prac na temat ścisłego powiązania bio
syntezy poliamin z transformacją nowotworową komórek. Zagadnienie to 
wymagałoby jednak odrębnego opracowania.

A r ty k u ł n adszed ł 28.2.1977; po re w iz ji  a u to rsk ie j o trzym a n o  27.3.1977.
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ANDRZEJ L. PAWLAK *)

Homotropowe i heterotropowe oddziaływania w ludzkiej 
hemoglobinie A

Homotropic and Heterotropic in Human Hemoglobin A

Spis treści

I. Budowa ludzkiej hem oglobiny A
II. Czynności hem oglobiny A

I I - l .  Hom otropowe i heterotropowc m echanizm y regulacji przenoszenia 0 2 i C 0 2 
przez hem oglobinę 

II-2. M odele oddziaływań hom otropowych
II-3. Budowa przestrzenna hem oglobiny a m echanizm y oddziaływań hom otropo

w ych
II-4. W łaściw ości hybrydów  różniących się ligandam i lub budową hem ów  przy

III. Zm iany rów now agi konform acji R i T w  przypadkach dziedzicznie uw arunko
w anych odmian hem oglobiny A

IV. P ow staw anie i w łaściw ości m ethem oglobiny. Interakcja m ethem oglobiny z lig a n 
dami allosterycznym i

I. The structure of hum an hem oglobin A
II. The function of hem oglobin A

I I - l .  The hom otropic and heterotropic regulation of 0 2 and C 0 2 transport by 
hem oglobin

*) Dr, Zakład G enetyki Człowieka PAN, ul. Św ięcickiego 6, 60-781 Poznań.
W ykaz stosow anych skrótów: hem (II), hem  (III) — hem y z żelazem  dw uw artoś- 

ciow ym  i trójw artościow ym ; Hb, H b 0 2 — hem oglobina A odtlenowana i utlenow ana; 
HbCO — hem oglobina tlenkow ęglow a; Hb (III) — m ethem oglobina; Hb (III H 20 )  —  
form a H 20  (kwaśna) m ethem oglobiny; Hb (III OH) — form a OH (zasadowa) m eth e
m oglobiny; Hb (IIICN) — cyjanom ethem oglobina; a ” 1 CNP2, «2P111 CN— hybrydy łań cu 
chów  cyjanom ethem oglobiny z łańcucham i w iążącym i tlen; — hybrydy  
łańcuchów  zaw ierających żelazo trójw artościow e z łańcucham i wiążącymi" tlen; P50 —  
ciśnienie parcjalne tlenu odpow iadające nasyceniu ligandem , y =  0,5; n5o — w sp ółczyn 
nik interakcji hem ów  w  reakcji utlenow ania hem oglobiny odpow iadający nasyceniu  
ligandem  w  50®/#: Em — potencjał oksydacyjno-redukcyjny przy utlenieniu zw iązku  
w  50%; 2,3-DPG — 2,3-dw ufosfoglicerynian; IHP — sześciofosforan inozytolu; T, R —  
konform acje czw artorzędowe Hb (tense) i H b 0 2 (relaxed);  t, r — konform acje trzecio
rzędow e łańcuchów  w  Hb i H b 0 2; e.p.r. — elektronow y rezonans param agnetyczny.

łańcuchach a i (3
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II-2. The models of hom otropic interactions
II-3 The conform ation of hem oglobin and hom otropic interactions
II-4. The properties of va lency hybrids and hcm e-m odified  hybrid hem oglobins

III. The changes in equilibrium  of R and T states in hereditary variants of hem o
globin A

IV. The oxidation of hem oglobin and properties cf m cthem oglobin. Binding of 
allostcric ligands to m ethcm oglobin

Hemoglobina była przedmiotem badań i analiz z najrozmaitszych pun
któw widzenia i z zastosowaniem wyjątkowo szerokiego wachlarza metod 
(1). Na łamach Postępów Biochemii czynność i budowę hemoglobiny przed
stawiała K w i a t k o w s k a  (2), a heterotropowe oddziaływania związków 
fosforowych — P a w l a k  (3) i Gondko (4). L e y k o i wsp. przedsta
wili ostatnio analizę mechanizmów czynności hemoglobiny w kontekście 
poznanych właściwości innych białek oddechowych (4a). Obecne omówie
nie opiera się przede wszystkim na nowszych doniesieniach dotyczących 
właściwości hemoglobiny i w szerszym zakresie uwzględnia modele reak
cji allosterycznych przydatne do interpretacji mechanizmów czynności he
moglobiny.

I. Budowa ludzkiej hemoglobiny A

Ludzka hemoglobina A (adult =  typu dorosłego) składa się z czterech 
łańcuchów polipeptydowych zawierających po jednej grupie hemowej. 
W cząsteczce hemoglobiny występują dwa rodzaje łańcuchów: a i p różnią
ce się składem aminokwasów (141 w łańcuchu a i 146 w łańcuchu P) i ko
dowane przez odrębne, niesprzężone geny strukturowe.

Informacje o przestrzennej budowie hemoglobiny, uzyskane w wyni
ku badań prowadzonych przez P e r u t z a  i wsp. bez przerwy od roku 
1937, stanowią obecnie podstawę do wyciągania szczegółowych wniosków
o związkach pomiędzy budową a czynnością tego białka. Ważnymi etapa
mi w tym zakresie było poznanie przy pomocy dyfrakcji promieni rentge
nowskich z dokładnością do 2,8 A budowy przestrzennej utlenowanej 
(HbOz) hemoglobiny końskiej (5, 6), a następnie jej formy nieutlenowa- 
nej (Hb) (7).

Pozycję każdego aminokwasu w łańcuchach polipeptydowych oznacza 
się w dwojaki sposób: kolejną cyfrą od końca NH2 oraz kolejnością w ozna
czonych dużymi literami alfabetu odcinkach łańcuchów polipeptydowych 
wyróżnionych na podstawie budowy drugorzędowej (a-heliks lub forma 
przypadkowego zwinięcia). Określenie pozycji aminokwasu w odcinkach 
łańcucha (od A do H) informuje w przybliżeniu o położeniu tej reszty 
w trójwymiarowym modelu cząsteczki. Grupa hemowa w każdym łańcu
chu wiąże się kowalentnie z resztą histydyny określaną 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 łańcuchów a i (J. Miejsce wiążące ligand w obu 
rodzajach łańcuchów tworzy hem z sąsiednią resztą histydyny — E7 (58 a 
i 63 |3), oraz waliny — E li (62 a i 67 (i). W hemoglobinie utlenowanej czą
steczka tlenu łączy się z atomem żelaza w sposób asymetryczny, to znaczy 
dwa atomy tlenu znajdują się w różnych odległościach od atomu żelaza 
(8, 9). W zależności od stanu wartościowości żelaza hemu, hemoglobina wią
że następujące ligandy: Oz, CO, NO (żelazo zredukowane) lub H20 , OH- . 
F - , NJ , CH~ (żelazo trójwartościowe). Poglądy na charakter wiązania po
między tymi ligandami (zwłaszcza 0 2) a żelazem zostały przedstawione 
w rozdziale IV.

Pozostałe wiązania pomiędzy hemem a globiną (w liczbie około 60) od
grywają ważną rolę w stabilizacji cząsteczki globiny oraz w przenoszeniu 
zmiany konformacji hemu na sąsiednie łańcuchy (10).

Właściwości różnych form hemoglobiny (hemoglobiny związanej z róż
nymi ligandami) często są związane ze spinem żelaza. Spin Fe zależy od

Ryc. 1. Schem at w iązania hem u w  hem oglobinie
X oznacza C, N lub O. Ładunek dodatni X jest stab ilizow any w iązaniem  z p ierścien iem  
im idazolow ym dystalnej h istydyny, w  którym  azot jest donorem  elektronu a X — akceptorem  (14)

Tabela 1.

Form y hem oglobiny A  i ich  spiny

Hemoglobina Ligand Fe Spin

F e (II)
Hem oglobina utlenowana (H b 0 2) o 2 0
Hem oglobina tlenkowęglowa (H bC O ) CO 0
Hem oglobina ze związanym tlenkiem azotu (H b N O ) N O 0
Hem oglobina odtlenowana (H b ) — 2

F e ( III)
M ethem oglobina kwaśna (H b  I I I  H aO) h 2o 5/2
Methem oglobina zasadowa (H b  I I I  O H ) O H - 1/2, 5/2
Fluorom ethem oglobina (H b  I I I  F ) F - 5/2
Azydek methem oglobiny (H b  I I I  N 3) Ns 1/2
Cyjanomethemoglobina (H b  I I I  C N ) C N - 1/2
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Tabela 2.

4 2 0  A - L - P A W L A K  [4]

Konfiguracje spinów elektronów 3d i odpowiadające im  wartości spinu Fe

Wiązanie z ligandem K onfiguracja  elektronów 3d C a łkow ity  spin

(Fe -+)(3d)6 | t  i 1 T T I T 1 t 2
.

(Fe3+)(3d)5
jonowe

1 1 1 n t 1 r  | t  i 5/2

(Fe2+)(3d)6

(Fe3+)(3d)5
kowalencyjne

u  i i t  ii 
i t  n t  i

t  i 1 1 1 

t l i j

0

1/2

sparowania elektronów 3d, przy czym Fe(II) posiada 6 elektronów 3d, na
tomiast Fe(III) — 5 elektronów 3d. W tabeli 2 przedstawiono stany sparo
wania tych elektronów i odpowiadające im stany spinu atomu Fe. Wartości 
spinów różnych form hemoglobiny podano w tabeli 1. Wysokość spinu Fe 
wyznacza paramagnetyczne właściwości hemoglobiny. Ponieważ globina 
jest diamagnetyczna, hemoglobina utlenowana jest również diamagnetycz- 
na ze względu na konformację hemu. Formy hemoglobiny — odtlenowana 
i związana z ligandem różnią się budową przestrzenną zarówno w zakresie 
struktury trzeciorzędowej łańcuchów, jak konformacji tetrameru.

Stany konformacji łańcuchów struktury trzeciorzędowej oznacza P e - 
r u t z symbolami t (tense — napięta struktura formy odtlenowanej) oraz 
r (relaxed — struktura formy utlenowanej mniej zmieniona w porówna
niu z izolowanymi łańcuchami). Szereg właściwości struktury trzeciorzę
dowej ma określone znaczenie w reakcji wiązania ligandów hemu przez he
moglobinę. W p t kieszonka hemowa jest za ciasna aby zmieścić ligand, 
podczas gdy w kieszonce a t jest dosyć miejsca na cząsteczkę 0 2 — właści
wości te odgrywają rolę w kolejności utlenowania łańcuchów a przed łań
cuchami (3. Przedostatnie aminokwasy w łańcuchach a i (i — tyrozyny 140 a 
i 145 [3 w konformacji t znajdują się w kieszonkach pomiędzy spiralami 
F i H odpowiednich łańcuchów. W konformacji r zostają one wypchnięte 
z tych kieszonek, co pociąga za sobą przemieszczenie się końcowych amino
kwasów Arg 141 a i His 146 (3 i zerwania wiązań łączących łańcuchy, a więc 
zmianę struktury czwartorzędowej.

Struktura czwartorzędowa hemoglobiny to ułożenie dwóch łańcuchów 
a i dwóch łańcuchów (3 względem siebie oraz ich wzajemne powiązanie. 
Opisana budowa przestrzenna Hb i HbO, odpowiada dwóm stanom struk
tury czwartorzędowej: T i R. W obu stanach konformacyjnych hemoglo
bina jest symetryczna, co oznacza istnienie osi, wokół której obrót cząstecz
ki o 180° powoduje nałożenie na siebie pozycji jednoimiennych łańcuchów. 
Różnice pomiędzy obydwoma stanami konformacyjnymi wyrażają się mię
dzy innymi odległościami pomiędzy atomami żelaza — różnymi w Hb 
i H b02 (Tabela 3).
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Tabela 3.

Odległości pomiędzy atomami żelaza w hemoglobinie 
końskiej (w A) (11)

Hb
i

HbOz

Fe —Fe (32 39,9 33,4
F eat —Fea2 34,9 36,0
FePx—Feaal 
Fe(32—F eaJ 24,7 25,0

Fe ax—Fe 
Fea2—Fe 36,9 35,0

Wiązania pomiędzy łańcuchami w hemoglobinie mają w większości cha
rakter niepolarny; poza tym występują wiązania jonowe i wodorowe, nie 
ma natomiast wiązań kowalencyjnych. Niepolarne reszty aminokwasowe 
poza płaszczyznami kontaktu łańcuchów występują w kieszonce hemowej. 
Szczegółowo poznane zmiany wiązań jonowych pomiędzy łańcuchami he
moglobiny sprzężone z transformacją T -> R zostaną omówione w rozdziale 
II-3 w kontekście sekwencji zmian proponowanej przez P e r u t z a  (10).

Wiązania pomiędzy łańcuchami różnią się trwałością i w roztworach 
w warunkach fizjologicznych tetram er znajduje się w równowadze dyso- 
cjacji z dimerami o składzie a(3. Dla oznaczania płaszczyzny dysocjacji 
w tetram erze stosujemy notację dysocjujących dimerów: a1̂ 1 i a2(52. Kon
takty pomiędzy łańcuchami można opisać symbolami: a1 — fi1 w odniesieniu 
do kontaktu łańcuchów tworzących dimer i odpowiednio a1—fi2 oraz 
a1 — a2 na określenie kontaktów pomiędzy łańcuchami dysocjujących di
merów. Dysocjacja tetram eru na dimery jest w HbOz około 3X104 razy 
większa aniżeli w Hb odtlenowanej. Oznacza to, że ta  ostatnia w w arun
kach fizjologicznych występuje prawie wyłącznie jako tetram er (12).

II. Czynność hemoglobiny A

Hemoglobina nie jest enzymem, jednak właściwość swoistego i odwra
calnego wiązania ligandów hemu odpowiada reakcji wiązania substratu 
przez enzym. Badania tej reakcji hemoglobiny w znacznym stopniu przy
czyniły się do powstawania koncepcji allosterycznej regulacji funkcji bia
łek. Zaawansowanie badań czynności i budowy hemoglobiny sprawia, że 
interpretacja tych danych jest podstawą tworzenia modeli czynności he
moglobiny, które są przydatne również do oceny allosterycznych mecha
nizmów występujących w innych białkach.

9 P ostępy B iochem ii 3/77 http://rcin.org.pl
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Następujące pojęcia z zakresu regulacji allosterycznej czynności białek 
będą przydatne w opisie właściwości hemoglobiny (13):

— konformacja białka — przeciętne pozycje atomów w stanie rów
nowagi termodynamicznej cząsteczki;

— zmiana konformacji — dotyczy tych zmian pozycji atomów, które 
nie tworzą i nie zrywają wiązań kowalencyjnych, zwykle rozważa 
się zmiany odwracalne w warunkach doświadczalnych;

— ligand — cząsteczka wiążąca się w sposób odwracalny ze swoistym 
miejscem aktywnym w cząsteczce białka; jon wodorowy jest ligan- 
dem, w aspekcie przyłączania do określonych atomów w białku;

— efekt allosteryczny — oddziaływanie nie przylegających do siebie 
miejsc aktywnych w białku; miejsca te i związane z nimi ligandy 
nie mają bezpośredniego kontaktu i nie oddziaływują na drodze 
elektrostatycznej; oddziaływanie zachodzi poprzez zmianę konfor
macji białka;

— białko allosteryczne — zawiera wzajemnie oddziaływujące nieprzy- 
legające do siebie miejsca aktywne;

— efektor — ligand, który poprzez swoje miejsce wiązania oddziały- 
wuje na nieprzylegające miejsca białka;

— odziaływanie homotropowe — oddziaływanie pomiędzy identycznymi 
miejscami aktywnymi, które wiążą takie same cząsteczki liganda;

— oddziaływanie heterotropowe — oddziaływanie pomiędzy nieprzyle- 
gającymi miejscami aktywnymi różniącymi się budową i rodzajem 
wiązanego liganda.

I I - l .  Hom otropowe i heterotropowe m echanizm y regulacji przenoszenia 0 2 i C 0 2 
przez hem oglobinę

Różnice pomiędzy właściwościami hemów w łańcuchach a i (3 (10, 14) 
sugerują, że termin interakcja homotropowa nie jest w pełni adekwatny 
na określenie interakcji pomiędzy hemami w Hb. Niemniej stosowane zgod
nie z tradycją określenie to wyróżnia wspomnianą interakcję od wpływu 
na reakcję utlenowania takich afektorów heterotropowych, jak 2,3-dwu- 
fosfoglicerynian (2,3-DPG), H +, C 02.

Interakcje homotropowe pomiędzy hemami objawiają się sigmoidal- 
nym wykresem wiązania tlenu w funkcji stężenia liganda (Ryc. 2), co od
różnia reakcję allosteryczną od reakcji przebiegających zgodnie z prawem 
równowagi mas charakteryzujących się hiperbolicznym przebiegiem krzy
wej. Fizjologiczne znaczenie interakcji hemów polega na ułatwieniu prze
noszenia tlenu przez hemoglobinę ponieważ oznacza duże zmiany wysy- 
cenia hemoglobiny przy stosunkowo niewielkich zmianach p 0 2. Sigmoidal- 
ny kształt krzywej wiązania tlenu przez Hb sprawia, że w zakresie fizjolo-
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Ryc. 2. K rzyw e w iązania tlenu przez hem oglobinę w  krw inkach czerwonych; w p ływ  
zm ian pow inow actw a (pso) na w ydajność przenoszenia tlenu przez krw inki czer
w one (3)

gicznych wartości ciśnienia tlenu, zmniejszenie powinowactwa Hb do tlenu 
zwiększa różnicę utlenowania hemoglobiny pomiędzy krwią tętniczą 
a krwią żylną, a tym samym zwiększa wydajność przenoszenia tlenu przez 
krwinki czerwone. Alternatywny mechanizm zwiększenia tej wydajności 
poprzez obniżenie ciśnienia tlenu w tkankach jest przeważnie niepożądany. 
Wyjaśnia to znaczenie fizjologicznej regulacji przenoszenia 0 2 przez hete- 
rotropowe efektory, jak H+, C 02 i 2,3-DPG, które zmniejszają powinowac
two hemoglobiny do tlenu (Ryc. 2).

Ocenę wydajności przenoszenia tlenu przez hemoglobinę wykazującą 
prawidłową interakcję hemów można opierać na wartościach p50O2, to 
znaczy ciśnienia parcjalnego tlenu, przy którym Hb jest utlenowana 
w 50°/o. Przy zmienionej interakcji hemów należy uwzględniać to, że wy
dajność przenoszenia tlenu in vivo zależy przede wszystkim od kształtu 
krzywej wiązania tlenu w zakresie wartości wysycenia hemoglobiny jakie 
stwierdza się in vivo (3).

Pierwszym heterotropowym efektem opisanym w hemoglobinie był 
efekt Bohra, który dotyczył zmian powinowactwa tlenowego (p50) pod 
wpływem zmian pC 02 (15). Później wytłumaczono te zmiany wpływem 
pH, nie odróżniając go od wpływu CO, i od tego czasu nazwa efekt Boh
ra jest używana na określenie wpływu H + na wiązanie Oz przez hemo
globinę.

Powinowactwo Hb do tlenu jest najniższe przy pH około 6,5 i wzrasta 
przy wzroście pH (alkaliczny efekt Bohra) oraz przy obniżeniu wartości pH 
(kwaśny efekt Bohra). Alkaliczny efekt Bohra jest mechanizmem fizjolo
gicznym i jako taki budzi większe zainteresowanie aniżeli kwaśny.

W roku 1914 C h r i s t i a n s e n ,  D o u g l a s  i H a l d a n e  stwierdzili 
wiązanie większej ilości jonów H+ przez Hb w porównaniu z H b02. Stąd 
odnoszące się do zasadowego efektu Bohra określenie, że H b02 jest silniej
szym kwasem aniżeli Hb, jest nazwane efektem Haldane’a (16).
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Zmodyfikowana hemoglobina pozbawiona grupy His 146 (5 — des (His 
146 (3)Hb wykazuje alkaliczny efekt Bohra zmniejszony do połowy (17). 
Grupa imidazolowa His 146 (3 determinuje 50°/o alkalicznego efektu Bohra. 
Zidentyfikowano jeszcze jedną resztę: Val 1 a, której wiązanie H+- jest sil- 
niejsze w Hb aniżeli w H b02 i która odpowiada za 25% efektu Bohra w za
kresie zasadowym. Efekt Bohra jest bardziej związany z trzeciorzędową 
aniżeli z czwartorzędową budową Hb. Świadczą o tym: występowanie efek
tu Bohra w izolowanych łańcuchach a i (3 (18), oraz szybkość uwalniania 
protonów w reakcji utlenowania (19, 20, 21). Kwaśny efekt Bohra wydaje 
się w całości zależeć od trzeciorzędowej struktury łańcuchów (18).

Hemoglobina przyczynia się do transportu COa poprzez krążenie krwi 
w dwojaki sposób: neutralizuje H2C 0 3 za pośrednictwem efektu Bohra, 
oraz wiążąc C 0 2 bezpośrednio do grup aminowych Val 1 a i Val 1 (3. Wią
zanie bezpośrednie zachodzi w reakcji:

R — NH2 +  C 0 2 =  R -  NHCOCT +  H+

zachodzącej tylko pomiędzy niezjonizowanymi grupami aminowymi i C 0 2, 
przy czym produktem są karbaminiany. Badania hemoglobin z zablokowa
nymi grupami Val 1 a lub Val 1 (3 wykazały, że grupy aminowe Val 1 (3 
w arunkują większą część obniżenia powinowactwa hemoglobiny pod wpły
wem C 02 (22). Tworzenie karbaminianu Val 1 (3 jest szybsze (23) i silniej 
sprzężone z odtlenowaniem (24), aniżeli tworzenie karbaminianu Val 1 a. 
Val 1 a wiąże nie tylko C 02, ale również H+, co oznacza współzawodnicze
nie tych dwóch efektorów o to miejsce. W oddziaływaniu z Val 1 13 C 02 
współzawodniczy z 2,3-DPG. Pomimo tego współzawodnictwa 2,3-DPG 
zwiększa wydajność całkowitego transportu COz zwiększając efekt Bohra 
hemoglobiny. W obecności fizjologicznych stężeń 2,3-DPG tylko 12% 
transportu (netto) odbywa się w formie karbaminianów, podczas gdy przy 
obniżonym stężeniu 2,3-DPG ta forma stanowi 30% transportu (25).

Stosunkowo niedawno zidentyfikowano trzecią klasę heterotropowych 
efektorów obniżających powinowactwo hemoglobiny do tlenu (26,27). Są to 
związki fosforowe: 2,3-DPG w krwinkach czerwonych ssaków i sześciofos- 
foran inozytolu (IHP) w krwinkach czerwonych ptaków. Badania czynnoś
ciowe wykazały, że Hb wiąże te związki silniej od H b02 i że wiązanie na
stępuje w proporcji 1 cząsteczka efektora na tetramer.

Miejsce wiązania 2,3-DPG w szczelinie pomiędzy łańcuchami |3, sugero
wane przez P e r u t z a  (10) zostało potwierdzone bezpośrednio badaniami 
krystalograficznymi kompleksu Hb-DPG (28). Miejsce to nie występuje 
w H b02. His 143(3 okazuje się ważnym miejscem wiązania pomiędzy Hb 
a 2,3-DPG, ponieważ brak tej reszty w hemoglobinie płodowej (Hb F) 
znacznie obniża wiązanie tego efektora, co jest przyczyną zwiększonego 
powinowactwa krwi płodowej do tlenu w porównaniu z krwią człowieka 
dorosłego (29). Wpływ ATP na wiązanie tlenu przez Hb jest bardzo zbliżo
ny do wpływu 2,3-DPG (30). Niemniej w krwinkach czerwonych ATP wy
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stępuje głównie w formie kompleksu z Mg2+, który nie wpływa na powi
nowactwo Hb do tlenu (31).

Wszystkie efekty heterotropowe w hemoglobinie oprócz zmiany wiąza
nia 0 2 oddziaływują na siebie wzajemnie. Oddziaływanie to może być 
rozpatrywane w kategoriach funkcji sprzężonych opisanych przez Wy- 
mana (32):

/  /dlogaY \ _  j /JzHbX \
U lo g a X /z Y  l  AźHbY  / ax

gdzie X i Y oznacza ligandy hemoglobiny, a oznacza aktywność (liganda 
w roztworze), zHb — frakcję hemoglobiny związaną z ligandem. Praw i
dłowa krew w procesie odtlenowania wiąże około 0,5 H + /02; dwutlenek 
węgla w formie karbaminianów uwalnia protony z hemoglobiny odtleno- 
wanej i w ten sposób obniża wymieniony wskaźnik do 0,4 H + /02; 2,3-DPG 
wiąże dodatkowe protony i dlatego zwiększa efekt Bohra do 0,8 H + /02 (33).

II-2. M odele oddziaływań hom otropowych

Interakcja hemów w reakcji wiązania tlenu przez hemoglobinę obja
wia się sigmoidalnym przebiegiem krzywej nasycenia.

Pierwszą hipotezę na temat mechanizmów wyjaśniających to zjawisko 
podał H i 11 (34), proponując sprzężony charakter wiązania tlenu do n 
miejsc w cząsteczce hemoglobiny, co opisał wzorem:

gdzie K oznacza stałą równowagi reakcji, a p — ciśnienie tlenu. Dane doś
wiadczalne w zakresie wartości 0,1 <C y <C 0,9 wskazują na wielkość n około 
3. Mechanizm proponowany przez Hilla nie znalazł potwierdzenia w dal
szych badaniach wykazujących cztery miejsca aktywne w cząsteczce hemo
globiny (35), wartości n zbliżające się do 1 przy krańcowych wartościach 
y (36) oraz kinetykę wiązania liganda nie potwierdzającą występowania 
reakcji wyższego rzędu (37). Niemniej wartość n z wzoru Hilla jest nadal 
używana jako ilościowy wskaźnik interakcji hemów. Sigmoidalny wykres 
zależności pomiędzy wiązaniem tlenu przez Hb a stężeniem 0 2 można 
przedstawić inaczej w formie wykresu równania Hilla:

y
lo g ------- =  n lo g p  +  logK

1 - y

Roztwory Hb A i jej odmian wykazują w tym wykresie prostoliniowe zmia
ny parametrów w zakresie wartości y od 0,1 do 0,9. Nachylenie tej linii jest 
miarą interakcji hemów (n).

Schemat A d a i r a (38), który zastąpił hipotezę Hilla wprowadził od
dzielne stałe równowagi dla wiązania liganda z poszczególnymi hemami.
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Ma on charakter wyłącznie fenomenologiczny i nie sugeruje nic w odnie
sieniu do strukturalnych mechanizmów reakcji. Wzór Adaira ma postać:

K 1p +  2K1K 2p2 +  3K1K2K3p3 +  4K 1K 2K 3K4p4
4(1 +  Kip +  K iK 2p2 +  K iK 2K 3p3 +  K iK 2K3K4p4)

przy czym stałe równowagi Kj odpowiadają etapom reakcji:
H b (02)i_ i +  0 2 H b (02)i

dla i =  1 —4, a p — oznacza ciśnienie parcjalne 0 2, Kj zależy od stałej 
wiązania (ki) i stałej dysocjacji (ki):

W prawidłowej hemoglobinie interakcja hemów wyraża się wartościa
mi K 4 300 X większymi od K x (39).

Stałe K x i K 4 oznaczono na podstawie odpowiednio szybkości początko
wej reakcji utlenowania oraz szybkości reakcji wymiany 0 2 na CO mierzo
nych metodą stop flow. Stałą k'4 oznaczano przy pomocy fotolizy łańcuchów 
hemoglobiny związanych z CO w roztworze HbOz zawierającym niewielką 
ilość hemów (CO). Ponieważ w roztworze tym p 0 2 znacznie przewyższało 
pCO po fotolizie hemów (CO) reagowały one z 0 2, a kinetyka tej reakcji 
była funkcją k 4 (40). Stałą ka w najprostszy sposób można zmierzyć do
dając małą ilość Oz do roztworu Hb z podsiarczynem sodowym. Bezpośred
nio po zmieszaniu powstaje niewielka ilość H b02, która dysocjuje wsku
tek obniżenia p 0 2 przez podsiarczyn. Szybkość dysocjacji hemów (0 2) jest 
wyznaczona stałą ki (41).

W zakresie strukturalnych mechanizmów interakcji hemów w hemo
globinie proponowane modele można podzielić na dwie grupy. Pierwsza 
opiera się na założeniu, że powinowactwo tlenowe cząsteczki hemoglobiny 
jest wyznaczone liczbą hemów wysyconych ligandem, a końcowe etapy re
akcji są ułatwione pod wpływem hemów utlenowanych. Należą tutaj mo
dele P a u 1 i n g a (42) oraz K o s h l a n d a ,  N e m e t h y  i F i l m e -  
r a (K—N—F) (43). Ten ostatni jest określony jako model wielostopnio
wych zmian konformacji (sequential model), lub jako model wzbudzonego 
dopasowania (induced fit) (Ryc. 3b). Do drugiej grupy należy model dwóch 
konformacji M o n o d  — W y m a n  — C h a n g e u x  (13), który w prze
ciwieństwie do modelu K—N—F zakłada, że powinowactwo nie zależy bez
pośrednio od ilości miejsc aktywnych wysyconych ligandem tylko od rów
nowagi dwóch konformacji czwartorzędowych o różnym powinowactwie. 
W odniesieniu do białek zawierających kilka podjednostek jest to model 
sprzężonych zmian konformacji łańcuchów (concerted model) (Ryc. 3a).

W oderwaniu od mechanizów interakcji hemów można twierdzić za
równo, że pierwsza cząsteczka liganda ułatwia wiązanie następnych, jak 
również, że wiązanie pierwszej cząsteczki liganda jest utrudnione z powo
du interakcji hemów w odtlenowanej Hb. Pierwszą możliwość ilustruje
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R yc. 3. M odele m echanizm ów  interakcji hom otropowych.
(a) M odel dw óch konform acji ( M o n o d ,  W y m a n ,  C h a n g e u x )  (13).
K w adraty i koła sym bolizują trzeciorzędow ą strukturę podjednostek. W szystkie podjednostk i 
danej cząsteczki białka przyjm ują tę  samą konform ację (wg 101)
(b) M odel w zbudzonego dopasow ania ( K o s h l a n d ,  N e m e t h y ,  F i l m e r )  (43). 
K wadraty i koła przedstaw iają strukturę trzeciorzędow ą podjednostek, która w yznacza pow ino
w actw o do liganda A. Zgodnie z m odelem  jako zw iązki pośrednie w ystępują form y przed
staw ione na przekątnej. Form y przedstaw ione w  kolum nach w ystępow ałyby przy zm ianie kon
form acji zgodnej ze schem atem  M-W-C (wg 101)
(c) „Ogólny” m odel interakcji hom otropowych w  hem oglobinie ( H e r z f e l d  i S t a n 
l e y ,  19T4) w  zestaw ieniu  z m echanizm am i proponow anym i przez M o n o d a i in., (13) 
oraz P e r u t z a (10), które zostały przedstaw ione jako szczególne przypadki „ogól
nego” modelu
Sym bole: as — w iązanie substratu; t — struktura trzeciorzędow a; q — struktura czw artorzędow a. 
Linia łącząca ciągła oznacza interakcję, a lin ia łącząca podw ójna i w pisanie w  ram kę oznaczają  
n iezw yk le silne oddziaływ anie (sprzężenie).

mechanizm oddziaływania typu wzbudzonego dopasowania (model 
K—-N—F), druga odpowiada modelowi dwóch konformacji (M—W—C). 
W odniesieniu do hemoglobiny W y m a n  już w roku 1949 zauważył, że 
wysokie powinowactwo do tlenu hemoglobiny zdysocjowanej w roztwo
rach mocznika przemawia za drugim mechanizmem odziaływania, to zna
czy, że powinowactwo podjednostek jest większe od powinowactwa tetra- 
meru (32).

Szereg białek allosterycznych zachowuje się zgodnie z modelem 
K—N—F i niektóre zjawiska, jak obniżenie współczynnika interakcji po
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niżej 1 (negative cooperativity) można wyjaśniać wyłącznie w kategoriach 
tego modelu.

Większość danych doświadczalnych dotyczących hemoglobiny można 
jednak wyjaśnić w kategoriach modelu dwóch konformacji (M—W—C). 
Opis różnic pomiędzy budową kryształów hemoglobiny odtlenowanej 
i związanej z ligandem (44) zainspirował stworzenie tego modelu. W prze
ciwieństwie do modelu K—N—F, model dwóch konformacji zakłada, że 
w stanie konformacji T (tense) białka występują przeszkody w wiązaniu 
liganda, których nie ma w konformacji R (relaxed). W odniesieniu do he
moglobiny założenie to zostało potwierdzone i badania krystalograficzne
0 zwiększonej rozdzielczości wykazały ograniczenie dostępu ligandów do 
hemów w stanie T (rozdz. II-3). Stąd postulowane przez P e r u  t z a  (10) 
molekularne mechanizmy interakcji hemów, jak również interpretacje me
chanizmów zmiany równowagi reakcji (45) rozbudowują podstawowe kon
cepcje modelu dwóch konformacji. Dla wyjaśnienia zachowania hemoglo
biny w obecności organicznych fosforanów (2,3-DPG, IHP) postuluje się 
model trzech stanów konformacji hemoglobiny różniących się powinowac
twem do ligandów: stanu T bez fosforanu, stanu T z fosforanem i stanu 
R (46).

Schemat dwóch stanów konformacyjnych nie tłumaczy właściwości hy
brydów hemoglobiny z jednym rodzajem łańcuchów w formie cyjanomet 
(47, rozdz. II-4). Przydatność modelu zwiększa się po uwzględnieniu różnic 
w reaktywności łańcuchów a i (3. Za dalszym skomplikowaniem modelu 
przemawia postulat P e r  u t za  (10), że oddziaływanie liganda na geome
trię hemu znacząco zmienia konformację łańcuchów, co oznacza mechanizm 
wzbudzonego dopasowania współistniejący z mechanizmami sprzężonej 
zmiany struktury czwartorzędowej. Z drugiej strony energia oddziaływa
nia żelaza z hemem okazuje się zbyt mała, aby postulować bezpośrednią 
„interakcję hemów” (48, 49, rozdz. II-3).

H e r z f e l d  i  S t a n l e y  (50) zaproponowali, jako wyjaśnienie wy
mienionych właściwości hemoglobiny „ogólny” model interakcji homo- 
tropowych występujących w cząsteczce hemoglobiny. Model ten zakłada, 
że oddziaływania hemu z łańcuchem globiny oraz oddziaływania pomiędzy 
strukturą trzeciorzędową a czwartorzędową hemoglobiny są równorzędne 
pod względem wpływu na całość interakcji homo tropowej. Na rycinie 3c 
przedstawiono schemat mechanizmów interakcji hemów tych autorów, 
przy czym modele M—W—C, K—N—F i P e r u t z a  zostały przedsta
wione jako szczególne przypadki „ogólnego” modelu.

II-3. Budowa przestrzenna hem oglobiny a m echanizm y oddziaływań hom otropow ych

Dostępne metody badania, w szczególności pomiary rezonansu magne
tycznego wykonywane w roztworach hemoglobiny oraz na kryształach Hb
1 HbOz nie wykazują różnic w konformacji tych form hemoglobiny w za
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leżności od stanu: krystalicznego czy w roztworze (51). Poznane konfor
macje Hb i HbO, występują więc w roztworach.

Zmiany w strukturze czwartorzędowej hemoglobiny sprzężone z wiąza
niem liganda mogą być w skrócie opisane zmianami odległości atomów że
laza; odległość pomiędzy atomami żelaza w łańcuchach (3 zwiększa się
o 1,1 A (tabela 3). Przemieszczenia atomów żelaza są spowodowane obrotem 
podjednostek względem siebie. W obrębie kontaktu a1 — (31 wyraża się to 
niewielkim tylko (do 1 A) przesunięciem atomów. Na tej podstawie uważa 
się, że ten kontakt nie odgrywa czynnej roli w interakcji hemów. W obrę
bie kontaktu a1 — (32 przesunięcia sięgają 7 A. Oznacza to, że w płaszczyźnie 
kontaktu a1 — fi2 wiązania pomiędzy łańcuchami różnią się w zależności 
od stanu utlenowania hemoglobiny. Rycina 4 przedstawia jak sprzężone 
z utlenowaniem przemieszczenie w obrębie tej płaszczyzny zmienia wiąza
nie stabilizujące konformację odtlenowaną (Tyr 42 aj — Asp 99 f32) na wią
zanie stabilizujące konformację R (Asp 94 — Asn 102 P2). Schemat ten 
uwidacznia również mechanizm stabilizacji określonych konformacji he
moglobiny.

R yc. 4. Sprzężone z utlenow aniem  hem oglobiny zm iany wiązań w odorow ych pom iędzy  
łańcucham i «i i (32 (100).

W oparciu o budowę hemoglobiny w formach odtlenowanej i utlenowa- 
nej Perutz (10) zaproponował hipotetyczną sekwencję zmian konformacji 
towarzyszących wiązaniu tlenu. Dodatkową przesłanką w proponowanym 
przez niego modelu było stwierdzenie, że walina E li fi stanowi w konfor
macji T przeszkodę dla wiązania liganda z hemami |3, natomiast w hemach 
a taka przeszkoda nie występuje. Uzasadniło to założenie, że łańcuchy 
w tetramerze są utlenowane w kolejności a przed $ i zasugerowało wystę
powanie określonych form hemoglobiny częściowo utlenowanej.

Powinowactwo łańcuchów hemoglobiny do tlenu maleje w stanie kon
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formacji T zarówno w wyniku bezpośredniego odziaływania na hemy, jak 
i ograniczenia dostępu liganda do miejsca wiązania (52). Badania hybrydów 
zawierających różne (proto- i mezo-)porfiryny wykazały, że w odtlenowa- 
nej Hb A bezpośrednie oddziaływanie na hemy, czyli związane z konforma
cją T napięcia w strukturze występują tylko w łańcuchach a (53). Według 
nowszych danych ograniczenie dostępu ligandów do hemu zachodzi w kon
formacji T zarówno w łańcuchach a jak |3. W łańcuchach a wiązanie ligan
da musi być poprzedzone usunięciem cząsteczki wody związanej z dystalną 
histydyną (ale nie z żelazem hemu) (54). W łańcuchach {3 resztą ogranicza
jącą dostęp do hemu jest Val E l i  (55). Przypuszczenia Perutza o kolejności 
utlenowania łańcuchów a przed łańcuchami (3 były więc oparte na niepeł
nych danych o strukturze hemoglobiny (10), niemniej znalazły potwierdze
nie w wynikach badań wykonanych z zastosowaniem techniki znaczników 
spinowych (58). Dalszym warunkiem zmiany konformacji hemu polegają
cej na sprzężonym z wiązaniem liganda przemieszczeniu żelaza w kierun
ku płaszczyzny pierścienia porfirynowego są zmiany struktury trzeciorzę
dowej łańcuchów. Zmianom tym przeciwdziałają wiązania stabilizujące 
konformację T, które narzucają łańcuchom konformację t (52). Z drugiej 
strony konformacja R nie przeszkadza w przyjmowaniu przez podjednostki 
konformacji t.

Ograniczenia stwarzane przez konformację T i utrzymujące łańcuchy 
w konformacji t maleją w wyniku wiązania kolejnych częsteczek tlenu 
z hemoglobiną. P e r u t z  (10) wyróżnił następujące etapy zmian wiązań 
stabilizujących konformację T w przebiegu wiązania tlenu z hemoglobiną:

— Szersza kieszonka hemowa w łańcuchach a umożliwia wiązanie li
ganda z hemem; powoduje to zmianę spinu i przemieszczenie żelaza 
w płaszczyznę pierścienia porfirynowego (tabela 4) oraz wiąże się 
z dalszymi zmianami struktury trzeciorzędowej tego łańcucha.

— Zmniejszenie odległości pomiędzy heliksami F i H usuwa z tej prze
strzeni resztę tyrozyny 140 a; przemieszczenie tej ostatniej pociąga 
za sobą sąsiednią argininę 141 a, która jako końcowy aminokwas 
tworzy w Hb dwa wiązania jonowe z Val l i i  Asp 126 sąsiedniego 
łańcucha a; przemieszczenie Arg 141 powoduje zerwanie tych wią
zań stabilizujących konformację T i zmianę struktury  czwartorzę
dowej (transformacja T -> R).

—- Wiązanie liganda z hemami ¡3 występuje po utlenowaniu łańcuchów 
a, jednak oddziaływanie zmiany konformacji hemu na strukturę 
trzeciorzędową tego łańcucha jest podobne; zmniejszenie odległości 
pomiędzy heliksami F i G w łańcuchu (3X usuwa z tej przestrzeni Tyr 
145, powodując przemieszczenie His 146 (5X i zerwanie mostka jono
wego z Asp 94 Pu stabilizującego konformację t łańcuchów.

Ważnym elementem budowy hemoglobiny, który zdaniem Perutza wy
jaśnia (10) mechanizm interakcji homo tropowych są właściwości żelaza 
i konformacja hemów w Hb i H b02. Właściwości żelaza w formach hemo
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globiny, w których nie stwierdza się różnic w przestrzennej budowie he- 
mów w łańcuchach a i (3, zostały przedstawione w tabeli 4.

Tabela 4.

Właściwości żelaza w formach hemoglobiny nie wykazujących różnic w przestrzennej budowie 
hemów pomiędzy łańcuchami a i ii (10)

Formy hemoglobiny Hb° 2 Hb 
HbCOl

Hb (III CN) Hb (IIIHoO) 
Hb (III N 3) Hb (III F)

Wartościowość Fe f + Fe ł- + +

Ilość wiązań koordynacyjnych VI V VI VI
Odległość od płaszczyzny hemu w kierunku

proksymalnej histydyny (A) 0 0,75 0 0,3
Długość wiązania z proksymalną histydyną (A) 2,0 2,15
Spin 0 2 1/2 5/2

Średnica atomu żelaza jest w Hb o 0,12 A większa aniżeli w Hb (III 
H20 ) (10). Zmiana średnicy atomu żelaza połączona ze zmianą konformacji 
hemu jest zdaniem Perutza bodźcem wywołującym interakcję hemów za 
pośrednictwem zmian konformacji białka. Opisany mechanizm oddziaływa
nia liganda na hemoglobinę należy do interakcji allosterycznych typu 
wzbudzonego dopasowania (model K—N—F). Koncepcji tej przeciwstawił 
się jednak S h u 1 m a n i in., (48) wskazując na stosunkowo małą energię 
związaną ze zmianami konformacji hemów. Ostatnio grupa S h u l m a n a  
wykazała, że energia zmiany wiązania żelaza hemu stanowi mniej niż 4% 
zmiany energii cząsteczki hemoglobiny związanej z interakcją homotropo- 
wą (49). Sugeruje to, że oddziaływania typu wzbudzonego dopasowania nie 
odgrywają większej roli w czynności hemoglobiny, którą w pierwszym 
przybliżeniu można opisać w kategoriach modelu dwóch konformacji 
(M—W—C).

A s a  k u r a  (56) na podstawie badań hemoglobiny zawierającej hemy 
związane ze znacznikami spinowymi postuluje również bezpośredni zwią
zek pomiędzy strukturą kieszonki hemowej warunkującą dostęp liganda do 
hemu a powinowactwem hemoglobiny do ligandów. W badaniach tych am 
plituda zmiany sygnału elektronowego rezonansu paramagnetycznego wy
przedzała zmianę absorpcji światła sprzężoną z wiązaniem liganda (0 2). 
Autor wyjaśnia to zakładając, że e.p.r. wykazuje zmiany konformacji, któ
re nie zmieniając absorpcji światła powodują zwiększenie powinowactwa 
hemoglobiny do liganda. Wyniki te podważają możliwość interpretacji 
czynności hemoglobiny w kategoriach modelu wzbudzonego dopasowania. 
Jednocześnie, ponieważ zmiany spinu nie wykazują punktów isobestycz- 
nych, można przyjąć, że otoczenie hemu przyjm uje w przebiegu utlenowa- 
nie pośrednie konformacje (w zakresie struktury  trzeciorzędowej), które 
nie odpowiadają właściwościom typowych stanów konformacji Hb i H b 0 2.
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Na podstawie proporcjonalnych zmian wiązania tlenu i takich wskaź
ników konformacji jak reaktywność grup SH przypuszczano, że w stanie 
równowagi reakcji formy hemoglobiny częściowo utlenowanej występują 
w niedużych stężeniach (57). Przy pomocy metody znaczników paramagne
tycznych wykazano jednak, że przy stężeniu HbOz około 25°/o utlenowane 
są głównie łańcuchy a (58).

II-4. W łaściw ości hybrydów  różniących się ligandam i lub budową hem ów  przy 
łańcuchach a i p

Budowa hemoglobiny, na którą składają się dwa rodzaje łańcuchów: a 
i [3, stwarza możliwość modyfikacji miejsc wiązania tlenu w jednym tylko 
rodzaju łańcuchów. W badaniach tych, skierowanych na ocenę czynności 
poszczególnych łańcuchów w hybrydach, posługiwano się kilkoma rodzaja
mi modyfikacji.

Semihemoglobiny, w których jeden typ łańcucha wcale nie zawiera he
mu, swoimi właściwościami udokumentowały różnice pomiędzy łańcucha
mi w kształtowaniu właściwości tetram eru (59).

Prawidłowa budowa hemu odgrywa ważną rolę w interakcjach hemo- 
tropowych w hemoglobinie. Badano znaczenie modyfikacji grup hemowych 
polegających na substytucji grup winylowych połączonych z pierścieniem 
porfirynowym w prawidłowym hemie (protohem) grupami etylowymi (me- 
zohem) lub wodorem (deutroohem). Wszystkie hemoglobiny zawierające 
zmodyfikowane hemy odznaczają się obniżoną interakcją hemów. Mody
fikacje te nie zmieniają równowagi konformacji T i R, tylko reaktywność 
poszczególnych konformacji (60). Hemoglobiny zawierające wymienione 
zmodyfikowane hemy wykazują różne szczyty absorpcji światła. W oparciu
o tę właściwość, badając hybrydy zawierające różne zmodyfikowane hemy 
w łańcuchach a i (5, Sugita (53) zmierzył zmianę absorpcji towarzyszącą 
tworzeniu takich hybrydów z izolowanych łańcuchów. Wykazał on, że 
w odróżnieniu od ograniczenia dostępu liganda do hemu, bezpośrednie od
działywanie konformacji T na hemy występuje tylko w łańcuchach a.

Spośród hybrydów wartościowości (valency hybrids), to znaczy różnią
cych się wartościowością żelaza w hemach związanych z łańcuchami a i f5, 
największe znaczenie mają odznaczające się stabilnością formy zawierające 
łańcuchy (III) o niskim spinie, najczęściej związane z CN. Zmiana spinu 
hemów (III) w tych hybrydach wpływa na powinowactwo do tlenu łańcu
chów (II). Formy o niższym spinie (III N3 i III CN) wykazywały wyższe 
powinowactwo do tlenu, aniżeli formy o wyższym spinie (III HzO i III 
F) (61).

Różnice pomiędzy właściwościami hybrydów a“1 CN(32 i CN były in
terpretowane w kategoriach równowagi konformacji R i T. Ponieważ 
miejsce wiązania o dużym powinowactwie do 2,3-DPG występuje tylko
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w Hb a nie w HbO, (rozdz. II-l) wiązanie tego związku i jego analogów 
(np. związanych ze znacznikiem spinowym) służy jako wskaźnik równowa
gi konformacji T i R w stosunkowo stabilnych hybrydach cyjanomet. Wy
niki przedstawione w tabeli 5 wykazują, że w formie odtlenowanej hybryd 
a ,ncN(32 ma konformację bardziej zbliżoną do T aniżeli hybryd a2(3incN 
Wyniki te potwierdzają koncepcję, że różnice w czynności łańcuchów a i (3 
objawiają się silniejszym oddziaływaniem łańcuchów |3 na konformację 
łańcuchów a w porównaniu z oddziaływaniem skierowanym przeciw
nie (62).

Tabela 5.

Właściwości hybrydów cyjanomet/dezoksy hemoglobiny A odnoszące się do ich
struktury czwartorzędowej

Forma hemoglobiny; 
hemy(II) odtleno- 

wane

Zawartość konfor
macji T na pod

stawie badań e.p.r.

Wzrost p50 
pod wpły

wem 2 mM

Stałe asocjacji z 2,3—DPG 
(65)

(64) 2,3-DPG (47) pH 6,0 pH 7,0

a2 Pa 1 2,7x 3,8 x l0 4 1,5 x l0 5
a.\u  CNp, 0,67 3,5x 1,4x10* 4,5 X104
a2piIICN 0,09 l,7x 3,0 x l0 3 1,8 x l0 4

Zgodność przedstawionych w tabeli 5 wyników uzyskanych nezależnie 
różnymi metodami podważa obserwacje C a l d w e l l a  i N a g e l a  (63), 
którzy badając te same typy hybrydów nie stwierdzili pomiędzy nimi 
różnic.

Na podstawie analizy opisanych właściwości hybrydów zawierających 
łańcuchy (III) o niskim spinie Fe związane z łańcuchem (II) stwierdzono, 
że oddziaływanie łańcuchów P na strukturę trzeciorzędową łańcuchów a 
oraz na strukturę czwartorzędową hemoglobiny jest silniejsze od odpowied
nich oddziaływań łańcuchów a (66).

Jeszcze bardziej przekonywujące w odniesieniu do oddziaływań homo- 
tropowych w przebiegu wiązania tlenu przez hemoglobinę są właściwości 
hybrydów a*1 NOfi2 i a 2̂ " NO , w których hemy nie wiążące tlenu zawierają 
żelazo dwuwartościowe. W hybrydach a ” NO stwierdzono mianowicie 
zmianę widma e.p.r. hemów NO sprzężoną z przyłączeniem CO do hemów 
P. W hybrydach NO zmiana taka nie występuje. Wskazuje to na prze
wagę oddziaływania łańcuchów (3 na łańcuchy a nad oddziaływaniem skie
rowanym w przeciwnym kierunku (62).

Z dwóch typów hybrydów NO: a^0^ 0 i a^°pf° tylko drugi wykazy
wał duże zmiany absorpcji światła pod wpływem IHP. Porównanie tych 
zmian z amplitudą zmian absorpcji światła stwierdzanych pod wpływem 
IHP w HbNO sugeruje, że zmiany widma w HbNO zależą głównie od właś
ciwości łańcuchów a (67).
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III. Zmiany równowagi konformacji R i T w przypadkach dziedzicznie 
uwarunkowanych odmian hemoglobiny A

Różne odmiany hemoglobiny występujące w życiu osobniczym, jak rów
nież genetycznie uwarunkowane odmiany hemoglobiny różnią się budową 
części białkowej, natomiast zawierają zawsze takie same cząsteczki hemu.

Większość dziedzicznie uwarunkowanych odmian hemoglobiny jest spo
wodowana przez substytucje pojedyńczych aminokwasów. Zmiany czyn
ności tych odmian zależą od lokalizacji substytucji oraz od tego w jakim 
stopniu podstawiony aminokwas różni się od występującego w hemoglo
binie A.

Zmiany wiązania hemu z globiną mogą powodować: (1) osłabienie wią
zania hemu połączone z labilnością (przyspieszoną denaturacją), wytrąca
niem się hemoglobiny patologicznej i niedokrwistością hemolityczną; (2) 
zmianę wiązania liganda, najczęściej w wyniku substytucji histydyny pro- 
ksymalnej lub dystalnej, przy czym w zmienionych łańcuchach żelazo wy
stępuje w formie trójwartościowej — są to hemoglobiny M, których właś
ciwości zostały przedstawione w tabeli 6. Stwierdzenie różnic pomiędzy 
właściwościami hemoglobin M ze zmienionym łańcuchem a (Boston i Iwate) 
a hemoglobinami M ze zmienionym łańcuchem (3 (Saskatoon i Hyde Park) 
było jedną z pierwszych przesłanek różnic w czynności tych łańcuchów 
w Hb (68, 69). Wyrazem tych różnic jest prawie niezmienione powinowac
two do tlenu hemów (II) i współczynnik interakcji hemów 1,3 w odmianach 
łańcucha P, w zestawieniu ze zmniejszonym powinowactwem tlenowym 
i brakiem interakcji hemów w odmianach łańcucha a. W przypadku Hb M 
Boston a (substytucja His dystalnej) po zredukowaniu łańcuchów a obser
wowano prawidłową interakcję hemów. Efektu tego nie stwierdzono po 
zredukowaniu łańcuchów a w Hb M Iwate (substytucja His proksymalnej) 
(72). Widmo absorpcji światła przez łańcuchy (III) w hemoglobinach M od
biega od widma Hb (III), co jest wyrazem zmienionego otoczenia hemów 
(III) w hemoglobinach M (73).

Zmiany zlokalizowane w płaszczyźnie kontaktu a1 — (31 nie powodują 
większych zaburzeń czynności, z wyjątkiem substancji w hemoglobinie 
Philly (Tyr 35 (J -> Phe).

Zmiany w zakresie kontaktu a1 — P2 nie powodują labilności hemoglo
bin, ponieważ utlenowana HbA prawidłowo dysocjuje w tej płaszczyźnie. 
Do tej grupy substytucji należy szereg hemoglobin patologicznych odzna
czających się zmienioną równowagą konformacji R i T.

Struktura czwartorzędowa zmienia się z T na R przy różnych stopniach 
wysycenia hemoglobin, w zależności od równowagi konformacji: Hb A 
zmienia konformację po przyłączeniu drugiego liganda (74); Hb Kansas 
(Asn 102 (3->Thr) po przyłączeniu trzeciego liganda (75, 76) i Hb Chesa- 
peake (Arg 92 a, FG4 Leu) po przyłączeniu 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  proksym alnej (F8) h istydyny u człowieka

H b M  Boston H b M  Iwate H b M  Saskatoon H b M  Hyde Park
(79) (68) (71) (69)

substytucja a58(E7) a87(F8) (363(E7) P92/F8
H is  -> T y r H is -*■ T y r H is -*■ T y r H is -+ T y r

Pso obniżone obniżone normalne normalne
n 1,2 U 1,2 1,3
efekt Bohra obniżony obniżony norm alny prawie norm alny
reakcja z K C N ; transfo r
macja zm ienionych łańcu- 
c h ó w (III)  w  ( I I I  C N )

wolna b. wolna szybka wolna

formacji R. Interesujące jest porównanie właściwości Hb Chesapeake z ho
mologiczną substytucją w łańcuchach |3: Hb Malmó (His 97 P, FG4-> Gin), 
w której zmieniona jest konformacja r, przy czym równowaga konformacji 
R i T nie ulega zaburzeniu (77). Potwierdza to różnice w czynności łańcu
chów a i (5. Hb Iwate wiążąc ligand wcale nie zmienia konformacji T (78).

Oddziaływanie organicznych fosforanów na ten typ dziedzicznie uwa
runkowanych odmian hemoglobiny (z zaburzoną równowagą T — R) jest 
zmienione w porównaniu z Hb A. W Hb A transformacja T R jest proce
sem szybkim i sprzężonym z wiązaniem liganda hemu. Zmiany absorpcji 
światła przez HbOa występujące pod wpływem 2,3-DPG (79) zależą praw 
dopodobnie od asocjacji dimerów (80). Z drugiej strony w przypadkach he
moglobin Kansas i Bethesda (Tabela 7), jak również w niektórych zmody
fikowanych hemoglobinach zmiany struktury czwartorzędowej zachodzą 
wolniej. Te odmiany hemoglobiny umożliwiają scharakteryzowanie zmian 
zależnych od transformacji T -> R w oderwaniu od zmian zależnych w he
moglobinie od wiązania liganda.

W H b02 i HbCO wiązanie IHP modyfikuje strukturę R, ale nie indu
kuje pełnej transformacji do struktury T.

Hemoglobina Kansas (Asn 102 P — Thr) odznacza się obniżonym po
winowactwem do tlenu i przesunięciem równowagi konformacji w kierun
ku konformacji T (81). Jest to spowodowane brakiem jednego z wiązań 
stabilizujących konformację R (Asp 94 c^-COO“—NH2-Asn-102 P2). Do
danie IHP do stężonych roztworów formy utlenowanej tej hemoglobiny in
dukuje pełną transformację do konformacji T, co uwidacznia się poprzez 
przesunięcie szczytów absorpcji światła widzialnego w kierunku podczer
wieni (82). W tabeli 7 przedstawiono właściwości Hb Kansas w zestawieniu 
z właściwościami Hb Bethesda (Tyr 145 (3—►His) i Hb Kempsey (Asp 
99 P -> Asn), w których występuje brak jednego lub dwóch wiązań stabi
lizujących konformację T. Kryształy odtlenowanej Hb Kempsey mają 
strukturę R.

Obniżoną stabilizację konformacji T stwierdzono również w Hb York
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Tabela 7.
Zmiany wiązań stabilizujących konformacje T i R w przypadkach hemoglobin patologicznych (82)

Specyficzne wiązania jonowe 
i wodorowe stabilizujące kon

formację T i R

Utrata stabilizacji konformacji T, 
Hb może przyjąć konformację 

R

Utrata stabilizacji 
konformacji R, H b02 
może przyjąć konfor

mację T

Hb Bethesda 
(Tyr—145[3 -> 

-> His)
(bez 2,3-DPG)

Hb Kempsey 
(Asp-99(3-*-Asn)

Hb Kansas 
(Asn—102 p -*• Thr)

Konformacja T :
Tyr 145p OH OC Val 
—98 p

— + +

PO;- +N H 3—Val— 1 p 
+N H3—Lys—82(3

— + +

Tyr—42 —OH------OOC—Asp—
- 9 9  0a

+ — +

Konformacja R:
Asp—94 ax—COO-—NH2—Asn— 
- 1 0 2  p2

+ + —

(His 146 (5 -> Pro) oraz w Hb Hiroshima (His 146 (3 -> Asp), co łączy się ze 
zwiększonym powinowactwem do tlenu. Brak w tych hemoglobinach His 
146 P powoduje niemożność wytworzenia dwóch wiązań, które w Hb A 
stabilizują konformację T: (3 146 His NH+—COO-  Asp 94 P i |3 146 His 
COO- —NH2 Lys e 40 a, a także obniżenie efektu Bohra o 50°/o (83).

Badania kinetyczne reakcji odtlenowania Hb A wykazują dwufazowy 
przebieg (41). Autor rozważał dwa mechanizmy powstawania takiej hete- 
rogenności: (1) różne powinowactwo konformacji T i R występujących 
w roztworze lub (2) różnice w powinowactwie pomiędzy łańcuchami a i (3. 
Badania Hb Kansas, która po związaniu z IHP przyjmuje konformację T 
niezależnie od stanu związania hemów z ligandem, a kinetyka reakcji od
tlenowania nie wykazuje w tych warunkach fazy wolnej (charakteryzują
cej zgodnie z pierwszym mechanizmem konformację R) potwierdziły, że 
dwufazowy charakter kinetyki odtlenowania zależy od równowagi konfor
macji T i R (80). Potwierdza to przydatność allosterycznego modelu Monod, 
Wyman i Changeux w interpretacji czynności hemoglobiny.

IV. Powstawanie i właściwości methemoglobiny. Interakcja methemoglo
biny z Ugandami allosterycznymi

Powszechnie przyjęta nomenklatura zakłada, że w H b02 żelazo jest 
dwuwartościowe, jednak bezsprzeczne jest tylko stwierdzenie, że w w y
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niku dysocjacji liganda powstaje Hb z dwuwartościowym żelazem. W wy
niku utleniania żelaza hemoglobiny do Fe (III) powstaje methemoglobina, 
która nie przechodzi w Hb bez zastosowania czynników redukujących. Met
hemoglobinę można określać jako produkt utleniania hemoglobiny w któ
rym szósta pozycja koordynacyjna Fe (III) jest związana z H20  (kwaśna 
forma) lub OH-  (forma zasadowa), przy czym każda z tych form odznacza 
się charakterystycznym widmem absorpcji światła (84).

Na podstawie podobieństwa widma absorpcji Hb (III OH) i H b 0 2 wy
sunięto hipotezę, że konfiguracja elektronowa żelaza jest podobna w H b02
i Hb (III OH) (85). Na podstawie badań elektronowego rezonansu parama
gnetycznego postulowano, że żelazo w HbOz występuje jako Fe (III LS) 
(84). Zwolennicy tego poglądu uważają, że methemoglobina powstaje po 
wytworzeniu anionorodnika ponadtlenkowego (OJ ) związanego z Fe (III), 
a następnie dysocjacji tego wiązania.

Koncepcji tej przeciwstawiali się C a u g h e y i inni (86) przedstawia
jąc dowody, że wiązanie tlenu przedstawia się następująco:

F e= 0 ^ ,0

przy czym pod wpływem dystalnej histydyny wiązanie przyjmuje polarny 
charakter (Ryc. 1). Jako mechanizm powstawania methemoglobiny autorzy 
ci zaproponowali reakcję podstawienia jonu Ol przez aniony nukleofilo- 
we — w warunkach fizjologicznych przede wszystkim Cl- . Wyjaśniając 
mechanizm nasilonego powstawania methemoglobiny w przypadkach sub
stytucji aminokwasów w kieszonce hem owej badacze ci sugerują, że np. 
Hb Zürich (63 ß His Arg) charakteryzuje się przewagą niepolarnego ty
pu wiązania tlenu, które po przyłączeniu elektronu jest bardziej podatne 
na reakcje wymiany OJ z anionami aniżeli przeważające w Hb A polarne 
wiązanie z którego powstaje jon 0 +—O— stabilizowany wiązaniem z dys- 
talną histydyną (87).

Przy pomocy hemoglobiny zawierającej hemy związane ze znacznikami 
spinowymi wykazano, że w zakresie konformacji otoczenia hemu, H b02 
różni się od Hb (III) (56), co potwierdza proponowane przez C a u g h e y ’a 
mechanizmy wiązania tlenu w HbOa oraz powstawania methemoglobiny.

Reakcja utleniania hemoglobiny wykazuje efekty allosteryczne podob
ne do tych, które opisano w omówieniu reakcji utlenowania (rozdz. II-l). 
Najwyższe wartości współczynnika interakcji hemów w reakcji utleniania: 
n =  2,5 stwierdza w pH 9,0. Z efektorów heterotropowych reakcji utlenia
nia hemoglobiny badano głównie wpływ pH i organicznych fosforanów.

Efekt Bohra utleniania hemoglobiny jest mierzony poprzez miareczko
wanie methemoglobiny z pomiarami zmian pH, albo poprzez pomiary po
tencjału oksydacyjno-redukcyjnego (Em) w warunkach różnych wartości 
pH. Wyniki pomiarów wykonanych tymi dwoma metodami są zgodne. Ce
chą odróżniającą efekt Bohra utleniania hemoglobiny od efektu Bohra utle
nowania jest towarzyszące temu pierwszemu w warunkach pH poniżej 7,0
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znaczne obniżenie interakcji hemów do wartości n w zakresie od 1,5 do 
1,2 (88).

B r u n o r i  i wsp. (89) wysunęli hipotezę, że omawiane obniżenie inte
rakcji hemów w zakresie wartości pH od 6,0 do 7,0 może być spowodowane 
odmienną reaktywnością dwóch, występujących w hemoglobinie typów 
łańcuchów (a i fi) w zakresie utleniania i redukcji. W a t t s - T o b i n  (90) 
sugerował, że zjawisko to może być spowodowane przez odmienny przebieg 
reakcji utleniania hemoglobiny w roztworze kwaśnym:

Hb(Fe)4 + 4H20  -* (Hb(Fr+ • H20 ) 4 + 4e~

i w roztworze alkalicznym:

Hb(Fe)4 + 40H ~ -» (Hb(Fe)+OH-)4 +  4e~

W odniesieniu do molekularnych mechanizmów postulowanego oddziały
wania ładunków, autor ten ograniczył się do tezy, że odbiegają one od mo
delu dwóch konformacji.

M a c Q u a r r i e  i G i b s o n  (91) wykazali, że kolejność utleniania 
łańcuchów hemoglobiny nie zmienia się w zakresie pH od 6,1 do 8,7, co 
podważa hipotezę B r u n o r i e g o  i wsp. (89). P e r u t z i wsp. (92, 93) 
uważają, że obniżenie interakcji hemów w reakcji utleniania może być 
spowodowane stabilizacją methemoglobiny w konformacji T. Skorelowane 
wystąpienie tych dwóch zmian obserwowano pod wpływem IHP.

Nawiązuje to do oddziaływania na methemoglobinę drugiego typu efek
torów heterotropowych reakcji utleniania hemoglobiny: związków fosforu. 
Potencjał oksydacyjno-redukcyjny hemoglobiny zostaje podwyższony pod 
wpływem 2,3-DPG i fosforanów nieorganicznych (57). IHP jak wspomnia
no dodatkowo obniża interakcję hemów w reakcji utleniania hemoglobi
ny (92).

K i l m a r t i n  (94) oraz P e r u t z ,  F e r s h t  i in., (92) zwrócili uwagę 
na podobieństwo pomiędzy zmianą konformacji methemoglobiny spowodo
waną działaniem IHP a zmianą konformacji towarzyszącą odtlenowaniu 
hemoglobiny utlenowanej. Ci ostatni autorzy udokumentowali postulowane 
podobieństwo takimi wskaźnikami zmiany konformacji czwartorzędowej, 
jak zmiany absorpcji światła zależne od Tyr 42 a i Trp 37 j3, różnica krzy
wej dichroizmu kołowego przy 287 nm oraz kinetyka wiązania p-rtęcio- 
benzoesanu. Podjęto więc dalsze badania interakcji IHP z methemoglobiną 
celem wyjaśnienia mechanizmów tej reakcji allosterycznej.

Analiza zmian stałych dysocjacji tetramerów hemoglobiny i methemo
globiny w zależności od stężenia IHP wykazała, że methemoglobina w obec
ności IHP dysocjuje na dimery znacznie bardziej aniżeli hemoglobina od- 
tlenowana w konformacji T (96). Oznacza to, że zakres postulowanej trans
formacji R -> T zachodzącej w Hb (III) pod wpływem IHP jest mniejszy 
od zmiany konformacji obserwowanej przy odtlenowaniu Hb. Porównując 
wpływ IHP na Hb (III OH) stwierdzono podobne zmiany dysocjacji (96),
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co podważyło tezę P e r u t z a  (92, 95), że transformacja R -> T występuje 
tylko w methemoglobinie o wysokim spinie, w której obserwuje się sprzę
żone ze zmianą konformacji zmiany spinu.

Ryc. 5. W pływ  konform acji łańcuchów (III) w  Hb(III) na konform ację hem ów(III H 20 )  
(95).

Badania metodą dichroizmu kołowego oraz badania widma Ramana 
sugerują, że IHP zmienia strukturę czwartorzędową methemoglobiny z kie
runku R —*■ T, nie zmieniając struktury trzeciorzędowej, która pozostaje r 
(97) co podważałoby interpretację P e r u t z a  w odniesieniu do struktury  
trzeciorzędowej (Ryc. 5).

Oprócz swoistych wskaźników zmiany struktury czwartorzędowej 
Hb (III) K i l m a r t i n  (94) oraz P e r u t z i in. (92) opisali również różni
cę widma absorpcji światła wywołaną wiązaniem IHP z Hb (III). Perutz
i in., uważali, że różnica ta jest spowodowana transformacją R -> T.

Podobne widmo różnicowe pod wpływem związków fosforowych wyka
zuje również H b02 (79), a badania kinetyczne tej zmiany absorpcji suge
rowały, że zależy ona w większym stopniu od asocjacji dimerów aniżeli od 
transformacji R T (80). Spektrofotometryczne badania kinetyki wiąza
nia IHP z methemoglobiną wykazały istnienie dwóch typów zmian konfor
macji methemoglobiny towarzyszących tej reakcji, przy czym am plitudy 
tych procesów zmieniają się niezależnie w funkcji pH (98). W warunkach 
stosowanych przez P e r u t z a  i F e r s h t a  i in., oraz przez H e n s 1 e y ’ a
i E d e l s t e i n a  (99) (w pH około 6) badano przede wszystkim widma 
zależne od procesu o szybkiej kinetyce, scharakteryzowanego przez O 1 - 
s o n a  jako zmiana konformacji łańcuchów P i wzrost spinu hemów P (III) 
bezpośrednio spowodowane wiązaniem IHP. Ten sam autor opisuje różnicę 
absorpcji powstającą wolniej i wyraźnie zaznaczoną w warunkach wyż
szych wartości pH, której mechanizm przypisuje zmianie konformacji 
czwartorzędowej przypominającej transformację R —> T. W odróżnieniu od 
różnicy absorpcji fazy szybkiej, zmiana widma towarzysząca tej zmody
fikowanej transform acji R -> T zależy od zmiany absorpcji światła przez 
łańcuchy a.

Opisane różnice w interakcji Hb (III) z IHP w zależności od liganda he
mów (H20  czy OH- ) nawiązują do zmienionej interakcji z IHP jaką cha
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rakteryzuje Hb (III NO). Badania przy pomocy absorpcji światła w pod
czerwieni oraz epr wykazały, że w łańcuchach a w Hb (III NO), z powodu 
osłabienia wiązania żelaza z proksymalną histydyną przez bardzo krótkie
i silne wiązanie żelaza z NO, słabe wiązanie Fe — His zostaje zerwane 
w konformacji T indukowanej wiązaniem IHP. Zmienia to liczbę koordy
nacyjnych wiązań żelaza z VI na V i powoduje charakterystyczne zmiany 
absorpcji światła (14, 52). Badania kinetyczne wykazują, że indukowane 
przez IHP zmiany absorpcji światła przez Hb (III NO) spowodowane zer
waniem wiązań pomiędzy Fe a His 87 a F 8 są wolniejsze od zmian reak
tywności cysteiny (3 93 sygnalizujących zmianę struktury  czwartorzędo
wej (67).

W Hb A związane z konformacją T napięcia w strukturze hemu wystę
pują tylko w łańcuchach a (53). W przypadku hemów (III) nie można wy
łączyć oddziaływania konformacji T również na hemy w łańcuchach P, 
ponieważ przejście Hb M Milwaukee (P 98 Val -> Glu) z konformacji R do 
T jest połączone z przesunięciem szczytu absorpcji hemów (III) (620 nm) 
w kierunku dłuższych fal świetlnych, co świadczy, że w tym przypadku 
konformacja łańcuchów (5 oddziaływuje bezpośrednio na strukturę hemów 
(III) (93, 95). Różnica pomiędzy HbA a Hb M Milwaukee (p III) prawdopo
dobnie jest spowodowana różnym położeniem żelaza w stosunku do płasz
czyzny hemu w hemach odtlenowanych i hemach (III) (Tabela 4).
A r ty k u ł n adszed ł 13.12.1976; po re w iz ji au to rsk ie j o trzym a n o  20.3.1977.
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w ied n io — adenozyny, cytydyny, guanozyny, inozyny i urydyny; ADP, CDP, GDP, IDP, 
U D P  — dw ufosforany odpow iednio — adenozyny, cytydyny, guanozyny, inozyny i ury
dyny; FMN i FM NH2— nukleotyd flaw inow y i jego form a zredukowana; N A D t  
i N A D H + H +  — dw unukleotyd nikotynoam idoadeninow y i jego form a zredukowana; 
FA D  — dw unukleotyd flaw inoadeninow y; PPi — pirofosforan nieorganiczny; LH2 —  
lucyferyna; EDTA — etylenodw uam inoczterooctan.
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Wstęp

Chemiluminescencja, a zwłaszcza szczególny jej przypadek — biolumi- 
nescencja znajdują w ostatnich latach coraz szersze zastosowanie analitycz
ne, obejmujące przede wszystkim biochemię i dziedziny pokrewne. Skła
dają się na to cztery powody:

— Do wystąpienia zjawiska bioluminescencji lub chemiluminescencji 
niezbędne są tak powszechnie występujące i ważne substancje, jak 
ATP, NADH2, NADPH2, FMNH2, 0 2, i H20 2 oraz odpowiednie en
zymy. Uczestniczą one bezpośrednio lub pośrednio w większości 
przemian biochemicznych. Dlatego też istnieje możliwość oznacza
nia dużej liczby substratów i enzymów metodami bio- i chemilumi
nescencji.

— Bardzo duża czułość współczesnych urządzeń optycznoelektronicz- 
nych do detekcji słabych promieniowań. Niektóre techniki, np. me
toda zliczania pojedyńczych fotonów (ang. single photon counting) 
realizowana za pomocą liczników scyntylacyjnych umożliwia ozna
czanie substratów lub enzymów reakcji bioluminescencyjnych 
w ilościach rzędu 10-18 mola. Jest to czułość z trudem osiągalna kil
koma zaledwie innymi metodami.

— Walory „ekonomiczne” metod analitycznych, wykorzystujących bio- 
luminescencję i chemiluminescencję. Oznaczenia tego typu sprowa
dzają się w zasadzie do pomiaru natężenia światła. Odznaczają się 
przedto szybkością i prostotą wykonywania, czułością oraz minimal
nym zużyciem odczynników. Z powodzeniem stosowane są coraz 
powszechniej w laboratoriach biochemicznych liczniki scyntylacyjne 
lub proste fotometry chemiluminescencyjne.

— Od kilku lat są dostępne w handlu zestawy odczynników zawiera
jące preparaty niezbędne do reakcji bioluminescencji. Stało się to 
dzięki poznaniu struktury kilku lucyferyn, które są substratam i bio
luminescencji, postępowi w hodowli wydajnie świecących gatunków 
i opracowaniu metod otrzymywania aktywnych preparatów lucyfe- 
raz będących enzymami reakcji bioluminescencji.

Wymienione czynniki nie wyczerpują aspektów zastosowania zjawisk 
bioluminescencji i chemiluminescencji w biochemii. Należy choćby tylko 
wspomnieć o ich wykorzystaniu do badania energetyki i kinetyki przemian 
biochemicznych, zwłaszcza ich egzoergicznych stadiów z udziałem stanów 
elektronowo wzbudzonych lub wolnych rodników. Badania bioluminescen
cji pomagają wyjaśnić mechanizmy działania enzymów, a w szczególności 
subtelne zmiany konformacji i fizyko—chemicznych właściwości ich cen
trów aktywnych (1, 2).

Aktualny i otwarty jest także problem informacyjnej roli biolumines
cencji np. „pakietów” impulsów świetlnych, emitowanych przez komórki 
bakteryjne (3). Jednakże bliższe omówienie tych różnorodnych zagadnień
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przekracza ramy jednego opracowania. A rtykuł niniejszy ogranicza się za
tem do przeglądu najnowszych metod i najciekawszych technik analitycz
nych, wykorzystujących bioluminescencję i chemiluminescencję, mogą
cych zainteresować szersze kręgi biochemików.

Podstawy teoretyczne zjawiska bio- i chemiluminescencji omówiono 
bardzo pobieżnie, w zakresie niezbędnym dla zrozumienia treści dalszych 
rozdziałów. Obszerniejsze opracowania na ten temat znaleźć można w in
nych pracach (4—9).

Pominięto też zastosowania ultrasłabych świeceń biologicznych (bio- 
chemiluminescencji) w biochemii, fizjologii roślin, medycynie i rolnictwie 
(4, 5, 10, 11).

I. Mechanizmy bioluminescencji i chemiluminescencji niektórych 
układów stosowanych w analizie

Świecenie towarzyszące reakcjom chemicznym określane jest jako che- 
miluminescencja, gdy zaś występuje ono w żywych organizmach z udzia
łem układów enzymatycznych, znane jest jako bioluminescencja. Te dwa 
rodzaje luminescencji powstają w elementarnych egzoergicznych stadiach 
reakcji, najczęściej utleniania, gdy tworzą się elektronowo (rzadziej oscyla
cyjnie) wzbudzone cząsteczki produktów reakcji. W procesie chemilumi
nescencji są więc zawsze dwa etapy:

— Etap chemiczny tj. powstawanie wzbudzonej cząsteczki produktu P 
reakcji:

S1 + S2+ ... -+P* (1)
gdzie Si i S2 — substraty reakcji.

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

P * - P  +  hvp (2)

Natężenie świecenia (I), tj. liczba kwantów emitowanych w jednostce 
czasu zależy od szybkości reakcji (w) tworzenia cząsteczek wzbudzonych 
P H (równanie 1) oraz od wydajności kwantowej generowania cząsteczek 
wzbudzonych (<Dpzb) i wydajności kwantowej luminescencji ($l, równa
nie 3):

I =  <l)pzb 0 L-w =  O CL-w (3)

gdzie (t CL — ogólna całkowita wydajność kwantowa chemiluminescencji. 
Jak zobaczymy dalej, zależność ta znajduje praktyczne zastosowanie w ana
lizie chemiluminescencyjnej.
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Niekiedy wzbudzona częsteczka P* nie ulega bezpośrednio dezaktywa
cji promienistej, lecz nadmiar energii przekazuje innej częsteczce, np. A 
(równanie 4). Jeśli cząsteczka akceptora energii A odznacza się dużą wy
dajnością kwantową fluorescencji $ a,l, to może mieć miejsce proces chemi- 
luminescencji sensybilizowanej:

P* + A -> P + A* (4

A*—A + hvA (5)

Procesy tego typu występują w niektórych przypadkach bioluminescencji 
(patrz niżej). Ich znajomość może być wykorzystana do zwiększenia czu
łości oznaczeń chemiluminescencyjnych np. przez dodatek sensybilizatora 
zwiększającego wartość ^ Cl ($a,l >  ^ P,L). Zasadnicza różnica między che- 
miluminescencją a bioluminescencją polega na tym, że w przypadku bio
luminescencji zarówno stadium wzbudzenia jak i luminescencji zachodzi 
pod działaniem enzymów w specjalnych strukturach zwanych lumisomami. 
Omówimy teraz krótko kilka reakcji bioluminescencji i chemiluminescen- 
cji, które znajdują szersze zastosowania analityczne.

I - l .  B iolum inescencją

Organizmy żywe takie jak świetliki, skorupiaki, bakterie i grzyby wy
syłają promieniowanie w zakresie 420—750 nm. Najczęściej są to organiz
my morskie. Natężenie bioluminescencji jest bardzo różne, np. chrząszcz 
Photinus sp. emituje około 1012 kwantów/sek, zaś komórka bakterii Photo- 
bacterium  wysyła 102—103 kwantów/sek (1, 3, 14). Bioluminescencją towa
rzyszy reakcjom utleniania tlenem cząsteczkowym ciepłotrwałych substra
tów, zwanych od czasów D u b o i s  (1885 r) lucyferynami (LH2), w obec
ności termolabilnych enzymów, objętych wspólną nazwą lucyferaz. W tym 
przypadku reakcje bioluminescencji można zapisać następująco:

L H  ̂+  ° 2  i S S l T  Produkty* —> produkty +  hv (6)

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

W kontrolowanej enzymatycznie reakcji utleniania lucyferyn (LH2) 
uczestniczy labilny atom wodoru H, który jest wiązany przez kwas adeny- 
lowy lub OOH-  oraz tlen cząsteczkowy. W przypadku bioluminescencji 
bakterii zredukowany nukleotyd flawinowy (FMNH2, lucyferyna bakteryj
na) tworzy z tlenem w obecności lucyferazy utlenioną formę FMN, która 
następnie reagując z aldehydem np. dodekanalem wytwarza cząsteczki 
wzbudzone, emitujące światło (14, 15) co zilustrowano na rycinie 2.
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(ii,fmnh2)

( IV),forma utleniona

Ryc. 1. Wzory strukturalne lucyferyn następujących układów  św iecących: chrząszcza  
Photinus pyralis  (I), bakterii P hotobacterium  fisheri  i A chromobacter  (II), bratków  
m orskich (pierścienice) Renilla reniform is  (III), oraz m eduzy Aeąuorea  (IV) (1, 6,
12, 13)
Ph — grupa fenylow a.

En2ym RCHO

Enzym 4-

R-COOH

I
W

Enzym
NH

=492 nm <I'CI=0,1

R yc. 2. M echanizm biolum inescencji bakterii (14, 15).

Widmo bioluminescencji odpowiada fluorescencji uprotonowanej formy 
FMNH+ co wskazuje, że FMN jest związany z silnie kwasowym centrum 
enzymu (14, 16). Utlenianie lucyferyn (I) i (III) świecącego chrząszcza 
i bratków morskich jest reakcją oksydacyjnej dekarboksylacji, w której

(n

ATP ADP

Enzym,Mg2+

0
H II 

N i^C-O-AMP

---------Enzym
02

-HX-CO2

,0

--------Enzym

''•Tnax-  562 <I>c( -  1,0

Ryc. 3. M echanizm oksydacyjnej dekarboksylacji lucyferyny chrząszcza Photinus  
pyralis  (2, 6).
X  — zasada, wiążąca lab ilny atom wodoru w  cząsteczce LH,.
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uczestniczą równomolowe ilości O, i C 0 2 oraz labilny atom H, wiązany 
przez zasadę (2, 6, 13). Mechanizm reakcji podają ryciny 3 i 4. Symbole 
R, Rj i R2 oznaczają część cząsteczki LH2 nie ulegającą zmianie. W przy
padku bioluminescencji Renilla reniformis, zwanych bratkami morskimi, 
in vivo obserwuje się widmo emisji z maksimum przy 509 nm. Zakłada się 
więc przeniesienie energii ze wzbudzonej oksylucyferyny na sensybiliza- 
tor—chromoproteid emitujący zielone światło (9, 17).

EnzymO?
nukleotyd

aktywujący

R,R2=CH2-Ph 
R, = Ph — OH

C02

H20

¿max= 490nm(¡n vitro) 
({>Ci — 0,04

Ryc. 4. M echanizm oksydacyjnej dekarboksylacji w  procesie biolum inescencji brat
ków  morskich Renilla reniformis  (13, 17).

Ciekawy układ świecący posiada meduza z rodzaju Aequorea. Funkcję 
zarówno lucyferyny jak i enzymu lucyferazy spełnia niebiesko fluoryzują
ce białko tzw. ekwaryna (BE), która reaguje z jonami Ca2+ przypuszczalnie 
bez udziału 0 2. Wzbudzenie następuje w reakcji przeniesienia elektronu 
z donora B na akceptor Ca2+, przy czym w warunkach in vivo energia 
wzbudzenia przenoszona jest na emitującą zielone światło cząsteczkę biał
ka (BA) (4, 9, 18):

zredu
kowana (IV)...BE + Ca2+ -> [IV...BE—C a ]* ^ ^ - ( IV ) .. .B E + Ca + hv 
torma

in
>W = 467 nm

B,
vivo

l
[IV...BE-C a] + B* -> BA + hv

Xmax = 515 nm, <DCL~0,14

Jest to więc klasyczny przykład bioluminescencji aktywowanej (sensybi- 
lizowanej).
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Nasuwa się pytanie, dlaczego oksydacyjna dekarboksylacja lucyferyny 
prowadzi do tworzenia produktów elektronowo wzbudzonych (P*)? Według 
Adama (13), Mc Capra (6) i Whitea (19) w omawianych procesach tworzą 
się przejściowe czteroczłonowe pierścienie dwuoksyetanowe (V) lub a-pe- 
roksylaktanowe (VI). (Ryc. 5). Rozpadając się w synchronicznej, egzoer-

B
9 h3

ch3 9 v ?  ____^ ch3— c=o 9 9 ____̂  ^c=o

ch3- c^ - o ch3- c =  0* ch3- c — o CH37 CVh°*
I I 1 CH3

ch3 CH3| CH3 CH3- C = 0  + hy
CV) ł (VI)

ĈL ~ >
CH-i— C =  0 +  h„

I
ch3

ĈL” 0’2
Ryc. 5. Schem at term icznego rozpadu czterom etylodw uoksyetanu na dw ie cząsteczki 
acetonu w  stanie elektronowo w zbudzonym  (*) (A) i podstaw ow ym  (B) (6, 13).

gicznej reakcji ( — AH =  350—420 kJ/mol) do produktów karbonylowych, 
efektywnie przekształcają energię wiązań O—O i C—C w energię wzbu
dzenia elektronowego. Jako przykład służyć może termiczny rozpad cztero
metylodwuoksyetanu na dwie cząsteczki acetonu (Ryc. 5). W przypadku 
utleniania LH2 Photinus pyralis postulowano reakcje pokazane na rycinie 6 
(2, 6, 20). Przez R oznaczono resztę cząsteczki lucyferyny, nie biorącą 
udziału w przemianie.

Duże prawdopodobieństwo tworzenia związku karbonylowego np. ace
tonu z czterometylodwuoksyetanu (V) lub oksylucyferyny z lucyferyny (I) 
chrząszcza Photinus sp. w stanie elektronowo wzbudzonym. T u r  r o
i L e c h t k e n (7) wyjaśniają dużą wartością entalpii rozpadu (—AH ^  350 
kJ/mol) i (lub) oscylacyjnie inicjowanym sprzężeniem spinowo-orbitalnym 
w grupie karbonylowej. Rycina 7 przedstawia oddziaływania ładunków 
elektrycznych orbitali cząsteczki a-peroksylaktonu, powodujące rozpad 
pierścienia z równoczesną rewersją spinu S (II, II*) ^  T (n, II*). Przyczyną

Ryc. 6. Tworzenie się i rozpad p ierścienia dw uoksyetanow ego podczas oksydacyjnej 
dekarboksylacji lucyferyny chrząszcza Photinus pyra lis  (2, 6, 20).
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Ryc. 7. O scylacyjnie indukow ane sprzężenia spinow o-orbitalne w  a-peroksylaktonach  
(13). W cząsteczce a-peroksylaktonu spiny elektronów  są skom pensow ane i w ypad
kow a m ultipletow ość w ynosi 2s +  l =  1.
1 — w  w yniku obrotu (strzałka) orbitali lew ego atom u tlenu o 90° następuje inw ersja spinu. 
R ów nocześn ie pękają w iązania a C—C i O—O. Tw orzy się cząsteczka ketonu z dwom a niespa- 
row anym i elektronam i (2s +  1 =  3) a w ięc w  stan ie tripletow ym  T (n, n*)  oraz cząsteczka CO. 
w  stan ie singletow ym  (2s +  1 =  1) podstaw ow ym .
2 — oscylacja  wzdłuż słabego w iązania a 0 —0  pow oduje deform ację czteroczłonow ego p ierście
n ia, a następnie pękn ięcie  tego wiązania.
3 — rotacja orbitali px i p y tlenu  o 90° (strzałka) i pęknięcie wiązania o C —C daje keton  w  sta 
nie T (n, n*) oraz CO. w  stanie singletow ym  podstaw ow ym .

dużej wartości całkowitej wydajności kwantowej bioluminescencji $ CL jest 
specyficzna rola enzymu lucyferazy. Zmniejsza on prawdopodobieństwo 
dezaktywacji bezpromienistej (gaszenia) wzbudzonego produktu (P*). 
Właściwości lucyferaz są intensywnie badane; niektóre z nich wyodręb
niono już w stanie krystalicznym, zbadano masę częsteczkową, wyznaczono 
stałe dysocjacji kompleksu LH2-lucyferaza i podjednostek lucyferazy bak
teryjnej, zlokalizowano centra aktywne wiążące LH2, ATP i Mg2+ (9, 12,
15, 16). Jednakże struktura lucyferaz jest nadal nieznana.

1-2. C hem ilum inescencja

Z pośród licznych reakcji chemiluminescencji, jedną z najlepiej pozna
nych i wydajnych jest utlenianie luminolu (hydrazydu kwasu 5-amino- 
-o-ftalowego) w roztworze zasadowym (6, 8, 21, 22) (Ryc. 8). Najczęściej
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nh2 o

=  427 nm
$ CI =  0,0214

Ryc. 8. M echanizm chem ilum inescencji hydrazydu kw asu 5-am ino-o-fta low ego lu m i-  
nolu (VII) (8, 21, 22).

używanym utleniaczem jest H20 2 w obecności jonów OH-  i katalizatorów, 
jak np. jony metali o zmiennej wartościowości Men±1 , hemoglobina, pero- 
ksydazy i kompleksy metali ciężkich. Utlenianie (VII) przebiega przez sta
dia wolnorodnikowe i dlatego Men±1 oraz inhibitory reakcji rodnikowych 
silnie wpływają na szybkość reakcji i natężenie chemiluminescencji. Wid
mo chemiluminescencji luminolu pokrywa się z widmem fluorescencji 
kwasu 5-amino-ftalowego (VIII) od pH jest taka sama jak w przypadku 
chemiluminescencji luminolu (23). Wskazuje to, że emiterem chemilumi
nescencji jest dwuanion (VIII) w wzbudzonym stanie singletowym S. 
Liczne zastosowania analityczne chemiluminescencji luminolu będą zilu
strowane dalej.

Innym związkiem wykazującym silną chemiluminescencję jest azotan 
N,N’-dwumetylo-9,9’-dwuakrydylu, lucygenina (IX) (Ryc. 9). Widmo che-

Ryc. 9. M echanizm  chem ilum inescencji azotanu N ,N ’-d w u m ety lo -9 -9 ’-dw uakrydyIu  
(IX) (6, 24).

miluminescencji lucygeniny jest identyczne z widmem fluorescencji N-me- 
tyloakrydonu (X), co wskazuje, że emiter ten tworzy się w stanie elektro
nowo wzbudzonym w procesie utleniającego rozerwania wiązania 9, 10 
w cząsteczce lucygeniny (IX) (24).

Reakcji Trautza-Schorigina tj. reakcji utleniania pirogalolu i HCHO 
przez stężony roztwór H20 2 +  K 2C 0 3 towarzyszy pomarańczowe promienio
wanie (25). Dla celów analitycznych została ona zmodyfikowana przez za-
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stąpienie pirogalolu kwasem galusowym oraz użycie mniejszych stężeń re
agentów (26). W pierwszym stadium reakcji H 20 2 +  HCH0 tworzą nietrwa
ły a-hydroksymetylohydronadtlenek (XI), który ulega kompetycyjnym re
akcjom rozpadu (26, 27, 28, 29) (Ryc. 10). Nadtlenek (XI) i powstający tlen

HCOOH + H2O +H 2 (reakcja ciemna)

HCH0+ HCOOH2+H2 0 +02
(XI) ■"■***/

Ryc. 10. K om petycyjny rozpad hydronadtlenku a-hydroksym etylu  (XI) (28, 31).

O2 reagują z polifenolem utleniając go w szeregu następujących po sobie 
reakcji do prostych kwasów alifatycznych (28, 30). W tych egzotermicznych 
reakcjach utleniania tworzą się cząsteczki wzbudzone. Przypuszcza się, że 
emiterami pomarańczowego promieniowania i chemiluminescencji o wy
dajności 0 CL—10~4 i A.max =  635—705 nm są dimery singletowego tlenu czą
steczkowego (27, 28, 31):

^ (O a )* , 1Sg+(02)2 ^ 2 % - 0 2 + hv

lub kompleksy ^ ( O ^ ,  12 g+(0 2)2----- -D, gdzie D — przejściowy produkt
utleniania polifenolu, niebiesko zabarwiony anion semichinonu (XII). 
S truktury graniczne anionu semichinonu pokazano na rycinie 11.

Ryc. 11. Struktury

II. Podstawy zastosowań analitycznych

I I - l. Kinetyka chemiluminescencji a stężenie substratów

U podstaw analizy chemiluminescencyjnej i bioluminescencyjnej leży 
związek między natężeniem chemiluminescencji ICL w czasie t, a stężeniem 
substratów uczestniczących w elementarnej reakcji:

W «) =  * c ^

R = H, COO 

rezonansow e anionu sem ichinonu purpurogaliny (XII) (26, 28).
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gdzie jest wydajnością chemiluminescencji, dc(t) — zmianą stężenia
dc(t)

substratów w danym momencie reakcji, — ------szybkością reakcji ge

nerującej elektronowo wzbudzone cząsteczki, emitujące promieniowanie. 
Wielkość $ Cl zależy od dwóch czynników:

N *— wydajności kwantowej wzbudzenia 3>exc =  — p— (8)

— wydajności kwantowej luminescencji (9)

gdzie Nhv oznacza liczbę emitowanych fotonów, a NR oraz N? oznaczają 
odpowiednio liczbę cząsteczek, które przereagowały oraz liczbę cząsteczek 
wzbudzonych. Wartość $ exc i zależy od energetyki elementarnej reakcji 
i układu poziomów energetycznych wzbudzonego elektronowo produktu, 
zatem od takich właściwości środowiska jak polarność, lepkość, tempera
tura, pH itp. Dla reakcji bioluminescencji wartość $ cl wynosi od 0,04 do 
0,88. Tak duże wartości $ Cl zapewniają wysoką czułość bioluminescencyj- 
nych metod analitycznych, która jest zasadniczo limitowana szybkością

reakcji ¿fj/ » czułością układu pomiarowego, a najczęściej czystością od

czynników.
Natężenie chemiluminescencji ICl można mierzyć w funkcji czasu jako

krzywą kinetyczną ICL =  f(t) lub też mierzyć sumę świetlną ^]Iw w prze-
t

dziale czasu tG do t jako równą całce

= j Icd t
t  to

Typową krzywą kinetyczną bioluminescencji podano na rycinie 12. Po zmie
szaniu substratów niezbędnych dla procesu bioluminescencji, natężenie 
świecenia przechodzi przez kilka faz: „fazę powolną” (okres indukcji), 
wzrost ICl, maksimum ICL i fazę zaniku świecenia. Krzywą kinetyczną che
miluminescencji lub bioluminescencji można opisać za pomocą kilku para
metrów (32):

— I — czasu trwania „fazy powolnej” tj. odcinka między po
czątkiem reakcji (t =  0), a przecięciem osi t z linią 
prostą, prowadzoną przez punkt na krzywej ICL(t), gdzie 
szybkość wzrostu ICL jest maksymalna,

ICŁ — maksymalna szybkość wzrostu ICl,
\ d t /.

— Imax — maksymalne natężenie chemiluminescencji (wysokość 
szczytu),

n*
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O 0,2 OA ' 10 20 30 40 50 60 70 
Czas po zmieszaniu reagentów [s]

Ryc. 12. Typowa krzyw a kinetyczna b iolum inescencji Photinus pyralis  (Icl — f(t)).
1 — tło układu pom iarow ego,
2 — chem ilum inescencja  roztw oru kontrolnego zaw ierającego  lucyferynę, lu cyferazę, O., Mgn
i bufor,
3 — krzyw a k inetyczna ch em ilum inescencji roztw oru zaw ierającego lucyferynę, lu cyferazę, Ot, 
Mg*+, bufor i ATP,

— It — natężenie chemiluminescencji po t sekundach od zapo-

Czas trwania oznaczeń, powtarzalność wyników i czułość metody zależą 
od wyboru odpowiedniego param etru dla oznaczeń analitycznych a także 
od techniki mieszania i rejestrowania sygnału chemiluminescencji.

Pomiar param etru 1, tj. czasu trwania „fazy powolnej” znalazł do
tychczas zastosowanie analityczne jedynie w przypadku oznaczania stęże
nia CN~ (21).

W analizie biochemicznej najczęściej wykorzystuje się zależności:

gdzie c — stężenie oznaczonego substratu. Wartość oraz Imax jest

wprost proporcjonalna do stężenia np. w przypadku ATP zarówno dla 
oczyszczonych jak i nieoczyszczonych preparatów lucyferyny Photinus 
pyralis. Również obecność innych nukleotydów jak ADP, GTP, ADP +  GTP

oraz jonów Mn2+ znacznie mniej narusza proporcjonalność między

lub Imax a stężeniem ATP niż między 2 tI lub I t i Iav a [ATP] (32, 33). Para
metr Imax odpowiada maksymalnej szybkości reakcji, a więc największemu

czątkowania reakcji,

— Iav — średnia wartość ICL, określona jako t
t

max

m a x
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natężeniu świecenia. Pomiar Imax pozwala uzyskać maksymalną czułość 
oznaczeń, co jest istotne np. podczas oznaczania ATP i FMN w pojedyń
czych komórkach (14, 32).

Pomiary parametru V  I w czasie całkowania od 10 do 150 s od momentu 
t

zmieszania reagentów mogą stanowić często wygodny sposób sporządzania
krzywej kalibracji V I  =  f(c). Należy jednak upewnić się, czy w wybra- 

t
nym przedziale czasowym t całkowania natężenia chemiluminescencji nie
zachodzą reakcje naruszające proporcjonalność między Y  I a (c). Do reakcji

t
takich należy np. powolne tworzenie się ATP w reakcjach (15, 32, 34).

kinazy nukleozydo

ADP +  GTP (CTP, UTP, ITP) - dwuf0sforan6w ATP +  GDP (CDP, UDP, IDP)

Zaletą oznaczeń wykorzystujących pomiar parametru I jest możliwość
t

dokonywania pomiarów po upływie kilku sekund od mieszania reagentów,
a więc zbędność urządzeń do szybkiego wstrzykiwania roztworów. Dlatego
też pomiary V I  są szeroko stosowane w przypadku analiz wykonywanych 

t

za pomocą liczników scyntylacyjnych (35, 36) oraz seryjnie produkowanych 
fotometrów chemiluminescencyjnych.

Innym sposobem całkowania ICL jest pomiar stacjonarnego natężenia 
chemiluminescencji ICL — const techniką przepływową. Dobierając odpo
wiednio stałą prędkość przepływu świecącego roztworu, można otrzymać 
Icl ~  const w dowolnej fazie kinetyki chemiluminescencji. Metoda ta po
siadająca wiele zalet wymaga jednak większego zużycia reagentów oraz 
odpowiedniej pompy dozującej. Zilustrujemy teraz technikę pomiarów pa
rametrów kinetyki chemiluminescencji przykładami wybranymi pod ką
tem powszechności stosowania, oryginalności rozwiązań lub innych walo
rów analitycznych, jak np. czułości oznaczeń.

II-2. T echniki pom iarowe i aparatura

Wybór techniki pomiarowej i aparatury zależy od rodzaju mierzonego 
param etru kinetycznego, pożądanej czułości oznaczeń, rodzaju analizowa
nego układu świecącego, ilości materiału itp. Ogólna zasada sprowadza się 
do pomiaru natężenia świecenia za pomocą układu fotoelektrycznego, któ
rego schemat podaje rycina 13. Tego rodzaju układ, w zależności od szcze
gółów konstrukcyjnych i dodatkowego wyposażenia np. w filtry optyczne, 
monochromator, kuwetę przepływową itp., może być przyrządem uniwer
salnym, przystosowanym do różnych technik i różnych wymogów analizy 
biochemicznej.

Niżej omówimy najbardziej rozpowszechnione lub najciekawsze tech
niki pomiarów kinetyki chemiluminescencji.

http://rcin.org.pl
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Bufor

Ryc. 13. Schem at układu fotoelektrycznego do pomiarów chem ilum inescencji i bio- 
lum inescencji m etodą prądową (w zm acnianie i rejestracja prądu stałego) na przykła
dzie oznaczania ATP.
Z — przysłony, KS — kom ora św iatłoszczelna, PT — płaszcz term ostatu jący kuw etę, K — ku
w eta , w  której zachodzi reakcja generująca chem ilum inescencję, O — okienko w  naczyniu  
D ew ara (nieposrebrzana część szklanych lub kw arcow ych ścianek), D — naczynie Dewara zaw ie
rające c iek ły  azot (CN) z zanurzonym  fotopow ielaczem , DN — dzieln ik  napięcia i w tórnik, 
W — w zm acniacz, ZNN — zasilacz n isk iego napięcia, ZWN — zasilacz w ysokiego napięcia  
600—2000 V, R — rejestrator, UT — ultraterm ostat.

Pomiary sumy świetlnej bioluminescencji licznikami scyntylacyj-
t

nymi, jakich używa się do określenia aktywności ^-promieniotwórczych 
izotopów, jak T, [14C], [82P], [45Ce], [131X] zastosowano do oznaczania piko- 
molowych (10“12M) stężeń 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 II — 
Nuclear Chicago, wykorzystując reakcje bioluminescencji układów świecą
cych Photinus pyralis, Photobacterium fisheri i Renilla reniformis. Zasad
nicze zalety użycia liczników scyntylacyjnych w bioluminescencyjnych 
analizach ilościowych są następujące:

— niski poziom szumów selekcjonowanych fotopowielaczy umożliwia 
pomiary w temperaturze pokojowej, odpowiedniej dla reakcji en
zymatycznych,

— geometria stosowanego układu optycznego (próbka — fotopowiela- 
cze — reflektory) zapewnia wysoką sprawność zbierania światła 
ę>  90°/o), co z kolei warunkuje dużą czułość oznaczeń,

— rejestracja liczby impulsów czyli pomiar metodą zliczania po-
t

jedyńczych fotonów daje wyniki lepsze statystycznie niż ¿^m iar 
Imax, a poza tym szybkość mieszania reagentów nie ma tak duz/ go 
wpływu na te wyniki,

— odpowiedni dobór napięcia fotopowielacza, wzmocnienia i dyskry
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minacji umożliwia optymalizację warunków zliczania impulsów tj. 
maksymalną szybkość zliczania impulsów dla maksymalnego sto
sunku sygnał — szum,

— możliwa jest automatyczna, programowana zmiana próbek,
— sprzężenie licznika scyntylacyjnego z komputerem umożliwia szyb

kie opracowanie wyników pod względem kinetycznym i statystycz
nym. Schemat układu pomiarowego typowego licznika scyntylacyj
nego podano na rycinie 14.

Ryc. 14. Schem at blokow y licznika scyntylacyjnego, w ykorzystanego do analizy  
chem ilum inescencyjnej.
P — n aczyn ie ze św iecącym  roztw orem , B — ołow ian y  blok licznika scynty lacy jn ego , F t 
i Fj — fotopow ielacze, WN — w nęka pom iarow a, ZWF — zasilacz w ie lo fu nk cyjn y , UK — układ  
k o in cyd en cyjn y  (w yłączony), 2  — sum ator im pulsów , WAAT — w ielokanałow y analizator  
am plitudy im pulsów , PE — przelicznik  elek tronow y im pulsów . Urządzenia rejestrujące, sto so 
w ane a lternatyw nie, zależnie od m etod obróbki danych dośw iadczalnych: Rx_ y — rejestrator, 
TM — zapis w yn ików  na taśm ie m agnetycznej, DzT — dziurkarka taśm y, DzK — dziurkarka  
kart, L — lister, DP — dalekopis.

Od kilku lat znane są proste urządzenia do automatycznego wstrzykiwania
reagentów do naczynek scyntylacyjnych co pozwala mierzyć nie tylko
wartości parametru y  ICL lecz także Imax oraz śledzić kinetykę chemilumi- 

t
nescencji (35, 37). Zastosowanie tych urządzeń pozwala dokładniej sporzą
dzić krzywą kaliberacji, a tym samym zwiększyć czułość oznaczeń.

Zalety analitycznych metod chemiluminescencyjnych i ich szybko 
wzrastająca popularność spowodowały opracowanie prostych fotometrów. 
Są to niewielkie aparaty, często przenośne z elektronicznymi obwodami 
scalonymi. Analogowa lub cyfrowa skala przyrządu umożliwia zwykle po
miary y] I dla t =  60 s lub Imax- Można je również wykorzystać do wyko- 

t
nywania analiz opartych o chemiluminescencję luminolu lub lucygeniny. 
Firmy prowadzące dystrybucję takich prostych przyrządów, jak np. Am in- 
co-Bowman Chemiluminescent Photometer, Lab-Line ATP Photometer
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9140 lub JRB Inc. San Diego Photometer, dostarczają również zestawy nie
zbędnych odczynników. Fotometry te są coraz powszechniej stosowane do 
seryjnych oznaczeń enzymów, metabolitów, analiz bakteriologicznych wo
dy, ścieków, produktów spożywczych, płynów ustrojowych, określania pro
dukcji biomasy itp. Do oznaczania subfentomolowych (<C 10~15) stężeń ATP 
W a t t e r m a r k  i S t y m n e  (32) opracowali finezyjną technikę pomia-

(
dl \

_ dl / * *max' Rycina przedstawia schemat

układu pomiarowego. Zawiera on takie elementy jak zdalnie sterowane 
urządzenie do szybkiego wstrzykiwania (<C 0,8 sek) mikrolitrowych obję
tości reagentów, układ optyczny o dużej aperturze i chłodzony fotopowie- 
lacz o niskim poziomie szumów, rzędu 8 impulsów na sekundę, pracujący 
metodą zliczania pojedyńczych fotonów oraz wielokanałowy analizator am
plitudy z pamięcią magnetyczną. Dzięki zastosowaniu odczynników o wy-

! □  i c  -m d”

CH

DR

HYT

rH T ŚW PA ~H ~PD~

Y  |j Hb i fTi
j

OR

Ryc. 15. U kład pom iarowy do oznaczania subfentom olow ych stężeń A TP (54).
DR — pom ieszczenie zaciem nione, OR — pom ieszczenie niezaciem nione, HYT — hydrauliczne  
urządzenie urucham iające autom atyczną strzykaw kę m agnetyczną IN, SA — kuw eta reakcyjna  
ze św iecącym  roztworem , SH — przysłona, LS — układ soczew ek, HW — ogrzew ane okienko  
kw arcow e, CH — kriostat dla chłodzenia fotopow ielacza PM, MR — p ierścień  m agnetyczny  
zm niejszający prąd ciem ny fotopow ielacza, HY — zasilacz stab ilizow any w ysokiego  napięcia, 
U — w ieloczynnościow y analizator, PS — układ form owania im pulsów , PA  — w zm acniacz  
am plitudy im pulsów , PD — dyskrym inator am plitudy im pulsów , SC — liczn ik  im pulsów , 
T — czasoster, 1024 CM — w ielokanałow y analizator am plitudy im pusów  z pam ięcią, MD — ekran  
oscyloskopu do graficznego odtw arzania danych z pam ięci analizatora.

sokim stopniu czystości, zwłaszcza preparatów lucyferazy z Photinus py- 
ralis i sterylności roztworów (osłona heksanowa) udało się oznaczyć stę
żenie ATP w pojedyńczych komórkach infusorii, wiciowców i makrofagów. 
Użycie bardzo czystych preparatów lucyferaz z bakterii Achromobacter 
fisheri pozwala również analizować fentomolowe stężenia NAD(P)H2 
(14, 34).

Do pomiarów wartości param etru I- jy  ) R h e e  i wsp. (33) wyko-
\ /  max

rzystali technikę zatrzymanego strumienia (ang. stopped-flow), wprovva-
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dzoną przez C h a n c e  do badania kinetyki szybkich reakcji enzymatycz-
dICLnych. Pomiar - ,. - w ciągu 2 sek po zmieszaniu reagentów umożliwia

m ax

rozdzielenie w czasie szybkiej reakcji zużycia ATP od powolnych reakcji 
tworzenia ATP z ADP i trójfosforanów nukleotydów.

Pomysłową technikę rejestracji kinetyki kilkusekundowych błysków 
świetlnych opracowali B o w l i n g  i wsp. (38). Skonstruowali oni analiza
tor — dysk wirujący z prędkością 1 000 obrotów/min. Siła odśrodkowa po
woduje szybkie zmieszanie reagentów w 16 kuwetach, a natężenie chemi
luminescencji emitowanej z każdej kuwety jest rejestrowane przez foto- 
powielacz 40 razy w ciągu 2,5 sek i notowane w pamięci komputera. Tech
nikę tę zastosowano do oznaczania jonów Cr3+ i Cr9+ w wodach natural
nych, wykorzystując katalityczny wpływ Cr3+ na chemiluminescencję lu- 
minolu. Może ona być z powodzeniem użyta również do analiz biolumines- 
cencyjnych. Metoda ta pozwala w ciągu 2 do 5 sek wykonać analizę che- 
miluminescencyjną jedenastu próbek, czterech roztworów wzorcowych 
i jednego roztworu „tła”, przy czym objętość jednej próbki wynosi tylko
0,3 ml.

H e r c u l e s ,  S e i t z  i wsp. opracowali metody chemiluminescencyj- 
ne wykorzystujące technikę przepływową do analizy wielu związków waż
nych w biochemii, farmacji i ochronie środowiska (22, 39, 40). Techniki te 
wykorzystujące chemiluminescencję luminolu ilustruje rycina 16 na przy
kładzie oznaczania glukozy we krwi (40).

Zasadę oznaczania glukozy objaśniono bliżej w następnym rozdziale,

Ryc. 16. Schem at analizy chem ilum inescencyjnej techniką przepływ ow ą na przykła
dzie oznaczania glukozy w  osoczu krw i (40).
4 mM bufor octanow y o pH =  5.6, S — strzykaw ka lub m ikropipeta dla wprowadzania badanej 
próbki, Z — zawór teflonowy; w łączający-w yłączający  przepływ  roztw oru buforow ego lub  
próbki, p  — badana próbka, K — kolum na z glukooksydazą (E.C. 1.1.3.4) zw iązaną na Sepharose, 
N 2 — dopływ  azotu dla m ieszania roztw orów  w  k uw ecie, C — kuw eta reakcyjna, PM — fo to -  
pow ielacz, Z — odpływ  zużytych  roztw orów . Na rysunku pom inięto pom pę dozującą.
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a obecnie omówimy tylko aspekty techniczne. Pompa dozująca i układ 
strzykawek wytwarzają stacjonarny przepływ badanych roztworów w ku
wecie przepływowej, które po zmieszaniu reagują chemicznie. Natężenie 
świecenia jest funkcją szybkości przepływu. Prędkość przepływu dobiera 
się tak, aby fotopowielacz rejestrował świecenie mieszaniny reakcyjnej 
w kuwecie, odpowiadające określonej fazie reakcji, zwykle I m ax- Najczęś
ciej stosuje się przepływ z prędkością od 4 do 10 ml/min. Tak więc zasad
niczą zaletą metody przepływowej jest łatwość wyboru optymalnego para
metru kinetyki i utrzymania stałej jego wartości w czasie. Ponadto tło 
układu reagującego tj. emisja z wszystkich odczynników zawartych w roz
tworze, za wyjątkiem analizowanej substancji stanowi cały układ odniesie
nia, limitujący z reguły czułość metody. Technika przepływowa nadaje się 
do seryjnych, automatycznych oznaczeń, w szczególności analizy wycieków 
z kolumn chromatograficznych. Wymaga ona jednak dużych ilości odczyn
ników, a zatem jest kosztowna. Zużycie roztworów jest znacznie większe 
niż w innych metodach, a objętość analizowanej próbki wynosi 1—3 ml.

III. Przykłady zastosowań

Zastosowanie bioluminescencji i chemiluminescencji do ilościowego 
oznaczania różnych związków chemicznych i materiału biologicznego zilu
strujemy kilkoma przykładami. Wybór ich uzasadniony jest użytecznoś
cią oznaczeń. Uwzględniono też aspekty analityczne obecnie może mniej 
znane, lecz posiadające duże perspektywy zastosowania do oznaczeń np. 
tlenu singletowego lub „sond chemiluminescencyjnych”.

III-l. Biolumincscencja

Układ świecący chrząszczy Photinus pyralis, Photuris i Luciola jest 
szeroko stosowany do oznaczeń ATP. W typowej analizie używa się lucy- 
feryny (LH2) 1,0 mg/ml, lucyferazy (E) 1,0 mg/ml i 0,01 M Mg2+ w nasyco
nym powietrzem ([02] ^  0,5°/o) 0,05 M buforze Tris o pH 7,4. Dodając prób
kę zawierającą ATP do nadmiaru wymienionych odczynników, uzyskuje 
się krzywą świecenia I CL =  f(t) podobną jak na rycinie 12. Natężenie bio
luminescencji zmniejsza się eksponencjalnie w czasie i dla oczyszczonych 
preparatów lucyferyny i lucyferazy jest wprost proporcjonalne do stęże
nia ATP w zakresie od 2*10-9 M-g/ml do 30 ing/ml. Ponieważ ATP obecny 
jest we wszystkich komórkach, zarówno auto- jak i heterotrofów, przeto 
oznaczanie ATP jest jedną z metod wykrywania życia typu ziemskiego 
w przestrzeni kosmicznej, stosowaną w satelitach, sondach i stacjach kos
micznych (1, 15, 22). Szczegóły dotyczące ekstrakcji lucyferyny, lucyferazy 
ATP z komórek i tkanek, sporządzania i oczyszczania roztworów oraz
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wpływu substancji towarzyszących znaleźć można w obszernej literaturze 
(12, 15, 16, 32, 34, 35, 36). W tabeli 1 zestawiono zastosowania układu lu- 
cyferyny—lucyferaza—ATP w analizie biochemicznej i pokrewnych dzie
dzinach. Na uwagę zasługują zwłaszcza dwa oznaczenia:

— całkowitej masy żywych komórek, czyli biomasy,
— glicerolu.

Określenie biomasy np. bakterii, glonów, drożdży i innych mikroorganiz
mów w płynach ustrojowych, wodach powierzchniowych, płynach fermen
tacyjnych itp. opiera się na założeniach:

— ATP występuje wyłącznie w żywych organizmach,
— stosunek ATP do innych składników komórki jest względnie stały 

np. średnia zawartość ATP w bakteriach morskich stanowi 0,4°/o 
węgla komórki, a w glonach 0,35% (15, 41, 42).

Tabela 1.

Analityczne zastosowania bioluminescencji układu ATP—LH2—lucyferaza

Oznaczenie Dziedzina zastosowań Piśmiennictwo 1

Substratów bioluminescencji ATP, ADP, AMP, biochemia, egzobiolo 12, 15,
c-AMP, fosfoenolopirogronianu, fosfokreatyny, gia 36, 37
nukleozydotrójfosforanów

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

PPi. [Oa], szybkości fosforylacji biochemia, egzobiologia 1, 12, 44
Analiza mikrobiologiczna wód, badanie łańcucha po ekologia, limnología 14,42

karmowego i produkcji biomasy i oceanografia
Analiza bakteryjna ścieków, wód kanalizacyjnych, zakłady utylizacji od 45

liczebność kolonii padków i ścieków,

Bakterii w płynie mózgowo-rdzeniowym, moczu, o-

stacje sanitarno- 
epidemiologiczne 

laboratoria kliniczne, 41, 46
kreślanie sterylności, wykrywanie anaerobów surowic i szczepionek

Kontrola produkcji biomasy (bakterie, drożdże) przemysł spożywczy 22
w procesach fermentacyjnych produkcja napojów,

Żywotności (przeżywalności) czerwonych krwinek

używek, przemysł 
farmaceutyczny 

medycyna, stacje 47

Zanieczyszczeń wody i gleby biocydami
krwiodawstwa 

Ochrona środowiska 42
Poszukiwanie złóż ropy naftowej, badanie osadów geologia 48

geologicznych

Zależność: [ATP] =  f(C) lub log [ATP] =  f(log liczby komórek) wykazuje 
wysoki współczynnik korelacji 0,93 (Ryc. 17). Oznaczenia biomasy za po
mocą bioluminescencji układu lucyferyny—lucyferaza—ATP jest znacz-
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nie prostsze niż pracochłonna klasyczna technika liczenia liczby mikroor
ganizmów i dlatego znajduje bardzo szerokie zastosowania w praktyce. 
W przypadku planktonu wód powierzchniowych można obliczać relacje

Ryc. 17. Zależność m iędzy stężeniem  ATP i w ęgla  w  komórkach m ikroorganizm ów  (42).

między heterotrofami i autotrofami na podstawie zawartości węgla w ich 
organizmach: [CATP] -  [Cchlorofil] =  [Cheterotroficzny].

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

OK1. glicerol +  ATP >glicerofosforan +  ADP
PkTADP +  PEP------> pirogronian +  ATP

pirogronian+NADH +  H + ŁPH -»mleczan +  NAD+
2. glicerol +  ATP—---»glicerofosf oran +  ADP

glicerofosforan +  NAD+ — ——> fosforan dwuhydroksy acetonu +
+N A D H ++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. S h e c h a n  i H e r c u l e s  (43) do
konali modyfikacji tych metod stosując znane początkowe stężenie ATP 
większe od stechiometrycznego. Nadmiar niezużytego w powyższych reak
cjach ATP oznaczali w standardowej reakcji:

ATP +  LH, +  0 2---- Produkty+ hv

przy czym stężenie glicerolu =  [ATP]0 —[ATP]zużyty. Metoda ta daje liniową 
zależność między a stężeniem glicerolu w zakresie 10-12 — 10~5 g/ml

60s

oraz jest tańsza od metody wykorzystującej układ NADH +  H + —>- NAD+. 
Bakteryjne układy świecące Photobacterium fisheri i Achromobacter
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Tabela 2.

Porównanie czułości różnych metod wykrywania nukleotydu flaw inowego F M N H 2 (22)

M etoda oznaczania FM N H ., M in im alne wykrywalne stężenie F M N H * 
¡¿g/100fzl

C hrom atogra fia  bibułowa 
Reduktaza cytochrom owa (E.C. 1.6.2.3) 
Oksydaza mleczanowa (E.C. 1.1.3.2) 
Fluorescencja 
Bioluminescencja bakterii

102
10*

1
10“
10~5

wykazują wysoką czułość i specyficzność w stosunku do FMNH2. Jak wi
dać z Tabeli 2 układy bakteryjne wykazują najniższą granicę wykrywal
ności FMNH2. Zbliżoną czułością metoda fluorescencyjna jest mniej spe
cyficzna — wiele związków zawartych w ekstraktach tkankowych zakłóca 
oznaczenia fluorymetryczne. Liniowa zależność między Imax lub 2 lCL 
a [FMNH,] utrzym uje się w zakresie 10“4— 1 yg/ml. Bioluminescencję 
wykazuje wyłącznie zredukowana forma FMNH2 (redukcja NaBH4 lub 
NADH +  H+). Lucyferaza bakteryjna używana jest zwykle w stężeniach

Tabela 3.

Analityczne zastosowania biolum inescencji bakterii

Oznaczana U k ład  reakcyjny Piśm iennictwo
substancja

N A D + N A D + + E tO H  N A D H + H +  +a ldehyd 15, 49

M aleinian maleinian | -N A D + ——>szczawiooctan +  N A D H  +  H + 1,36

G lukoza g lukoza+  N A D P +  -»• N A D P H  +  H  + 
reakcja sprzężona z udziałem H K .-D G

15, 49

N A D H + H + 2N  A D H  +- H + i- F M N  — -> 2 N A D +  + F M N H g 15, 49

N A D P H  +  H  + enzymatyczne, selektywne utlenianie nieoznaczonego 
nukleotydu —  fo rm a utleniania nie daje b io lu m i
nescencji

N O r N O r + N A D H  +  H + (nadm iar) — -> N O J + N A D +  +

+  h 2o

N A D H +  +  H  + +  F M N  —  -*  N A D + + F M N H ,

Szczawiooctan szczawiooctan +  N A D H  -> m a ło n ia n + N A D + 11, 15, 28,
29, 35, 36

W ykryw anie nar hamowanie biolum inescencji bakterii w w yn iku  dezak
ko tyków  (hero tywacji lucyferyny bakteryjnej
ina) i p rom ien io
wania jo n izu ją 
cego

A D  —  dehydrogenaza a lkoholanow a (E. C. 1.1.1.1); SC —  sem ikarbazyd, H  —  hydrazyna; E —  dehydrogenaza 
N A D H (E .C . 1.1.1); E ’ —  reduk taza azo tanow a (E .C . 1.6.6.2); E ”  —  oksydaza N A D H 2 (E. C. 1.6.1.1.)
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Tabela 4.

Aktywność nukleotydów w bioluminescencji Renilla reniformis (17, 22, 35)

Aktywator Względna aktywność

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

* —  Zależy od  stopn ia kwaśnej hydrolizy PAPS do PA P

Ryc. 18. Zależność natężenia biolum inescencji układu św iecącego Renilla ren iform is  
in v itro  od czasu reakcji (A) i krzywa kalibracji (B) oznaczania adenozyno 3’-fo s fo -  
rano-5’-fosforanu (PAP), (35).
(A) — strzałkam i oznaczano kolejność dodawania składników  (sekw encją reakcji): 2 m l roztw oru  
buforow ego o pH 7,5;
1 — dodatek 50 ul układu św iecącego R enilla  ren iform is, zaw ierającego PA P o n ieznanym  stęże
niu 1—100 pM,
2 — w prow adzenie standardu w ew nętrznego, tj.: 10-w M roztw oru PAP w  ob jętości <  50 ul;
U dołu  (B) pokazano krzywą kalibracji oznaczania PAP w  układzie w spółrzędnych: szybkość  
reakcji utleniania lu cy feryn y  (III) a stężenie PAP.

1 M-g/ml w 0,05 M buforze o pH 7,4 a aldehyd dodecylowy w postaci kom
pleksu z dwusiarczynem. Szczegóły na temat ekstrakcji i oczyszczania LH 2 
i lucyferazy oraz procedur analitycznych podano w pracach (3, 12, 14, 15,
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16, 36). Bioluminescencja układów bakteryjnych znajduje podobne zastoso
wania analityczne, jak ATP, np. automatyczna, ciągła kontrola zakażeń 
bakteryjnych, wykrywanie anestetyków, badania egzobiologiczne itp. Inne 
zastosowania świecących układów bakterii zestawiono w tabeli 3.

Świecący układ enzymatyczny pierścienic morskich Renilla reniformis, 
służy do oznaczania niektórych nukleotydów — aktywatorów biolumines- 
cencji R. reniformis (Tabela 4). S t a n l e y  (35) opracował metodę ozna
czania pikomolowych stężeń PAP (adenozyno-3’-fosforano-5’-fosforanu) sto
sując licznik scyntylacyjny. Rycina 18 ilustruje sekwencję reakcji oraz 
krzywą kalibracji oznaczania PAP. Używając roztworów o znanym stęże
niu substratów PAP lub 3’-fosfoadenozyno-5’-fosfosiarczanu (PAPS) można 
z kolei mierzyć aktywność enzymów: ATP — kinazy siarczanu adeniny 
(E.C. 2.7.7.4) i ATP — kinazy fosforanu siarczanu adeniny (E.C. 2.7.1.25). 
Bioluminescencja meduzy Aeąuerea i Halistaura ma znaczenie analityczne 
jako czuły wskaźnik jonów Ca2+. Stwierdzono (18), że stymulujące biolu- 
minescencje działanie kationów zależy od ich rodzaju i stężenia: [Ca2+] =  
=  10 [Y3+, Las+] ^  100 [Sr*+]. Kationy N H i, K +, Mg2+, Ba2+, Mn2+, Fes+, 
Fe2+ i Zn2+ nie wykazują efektu, a słabą stymulację bioluminescencji jo
nów Co2+, Cu2+, Cd2+, Pb2+ i Hg2+ hamuje dwumetylodwutiokarbaminian. 
Ponieważ w układach biologicznych stężenie Ca2+ jest znacznie większe 
niż innych kationów, przeto układ świecący meduzy jest praktycznie selek
tywny. Czułość mikrooznaczeń w tkankach nerwowych, mięśniowych 
i w ekstraktach wynosi 10-13 mola Ca2+.

III-2. C hem ilum inesceneja

Omówione tu zostaną jedynie najnowsze przykłady analiz, stosowane 
w badaniach biochemicznych, gdyż wcześniejsze opracowania opisane są 
w łatwo dostępnej literaturze (21, 22, 51).

Szczególnie atrakcyjne metody wykorzystujące chemiluminescencję lu- 
minolu sprzężoną z reakcjami enzymatycznymi opracowują H e r c u l e s ,  
S e i t z i wsp. (22, 39, 40). Przykładem może służyć mikrooznaczanie glu
kozy w krwi (52, 53) i w moczu (45) opisaną już techniką przepływową 
(Ryc. 5). Wykorzystano tu układ sprzężonych reakcji:

glukoza + 0 2 +  H20 — ——-----»kwas glukonowy+ H20 2
H20 2 +  luminol +  K 3Fe(CN)6 +  O H ~---- >• produkty +  hv

gdzie OG jest eksydazą glukozową (E.C. 1.1.3.4) związaną z Sepharose, 
umieszczoną w kolumnie przepływowej (Ryc. 15). Istnieje liniowa zależ
ność między stężeniem glukozy a ICL w zakresie 1X10-8 —10-4 M/l. Jedno 
oznaczenie, wykonywane metodą przepływową zajmuje kilka minut i zu
żywa objętość 100 vtł próbki (osocza krwi). Metoda chemiluminescencyjna
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oznaczania glukozy we krwi daje mały rozrzut, w porównaniu z innymi 
technikami oznaczania tego związku. W przypadku oznaczania glukozy 
w moczu, usuwa się przeszkadzający kwas moczowy przez adsorpcję na 
Ba(0H)2 +  Z nS 04. Błąd oznaczeń nie przekracza 5°/o. W nowoproponowanej 
metodzie oznaczania witaminy B12 tj. cyjanokobalaminy wykorzystano ka
talityczny efekt Co2+ na chemiluminescencję luminolu (43):

B12 — Co3+ _ re(>ukcja —„ B __ Co2+
11 Z n -a m alg a m at 1i

B12 — Co8+ +  luminol +  H20 2 +  C)H~---------►produkty+hr

Siadowe ilości innych metali, które mogłyby katalizować chemiluminis- 
cencję luminolu, usuwa się za pomocą EDTA. Wszystkie operacje przepro
wadza się w atmosferze azotu, gdyż obecność tlenu powoduje przejście 
Co2+ do Co3+, który nie katalizuje chemiluminescencji luminolu. Jest to 
niewątpliwie duży mankament metody. Najniższe oznaczalne stężenie wi
taminy B12 wynosi 5-10~9 mola, a liniowa zależność ICL od jej stężenia wy
stępuje od 10-6 mola. Metoda ta jest szczególnie przydatna do oznaczeń 
aktywności witaminy B12 w preparatach farmaceutycznych.

Chemiluminescencja luminolu, będąc silnie katalizowana kompleksami 
żelazo-porfirynowymi stosuje się ponadto w badaniach egzobiologicznych. 
W radzieckich laboratoriach planetarnych, świecenie układu luminol — 
H20 2 — OH -  — żelazoporfiryny jest jedną z trzech metod wykrywania ży
cia w przestrzeni pozaziemskiej. Czułość oznaczania połączeń żelazoporfi- 
rynowych, zawartych w ewentualnie występujących mikroorganizmach 
na powierzchni badanej planety wynosi 1,3X10~7 g cytochromu c na 1 ml 
ekstraktu (54).

Chemiluminescencję luminolu silnie hamują związki polifenolowe 
i aminy, co zostało wykorzystane do szybkiego ich oznaczania (21). Z innych 
układów o znaczeniu biochemicznym wykazujących chemiluminescencję 
wymienić należy układ ryboflawina — H20 2. Emisję światła inicjuje do
datek reduktorów np. kwasu askorbinowego, a także naświetlanie światłem 
widzialnym (55, 56). Tak indukowaną chemiluminescencję szczególnie sil
nie aktyw ują jony Cu2+, co znalazło zastosowanie do ich selektywnego 
oznaczania (56).

Możliwości analitycznych zastosowań chemiluminescencji lucygeniny 
są przypuszczalnie duże, jednak dotychczas opracowano kilka metod ozna
czania Bi3+, Cr8+.2+, Os8+.6+.4+ i Th4+ (57, 58).

Różnorodne zastosowanie analityczne daje zmodyfikowana reakcja 
Trautza-Schorigina. Reakcji Trautza-Schorigina towarzyszy pomarańczo
wa chemiluminescencja o stosunkowo dużym natężeniu. Jest to reakcja 
pomiędzy stężonym, alkalicznym roztworem H20 2, formaldehydem i pi- 
rogalolem. Zmodyfikowanie reakcji Trautza-Schorigina, aby była wygod
niejsza do zastosowań analitycznych, polega na stosowaniu roztworów
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znacznie rozcieńczonych i zastąpieniu pirogalolu innym polifenolem — kwa
sem galusowym. Podany wyżej układ charakteryzuje się silną zależnością 
natężenia chemiluminescencji od stężenia formaldehydu. Glutation i biał
ka, jak Y-globuliny osocza krwi, kazeina i żelatyna wiążą formaldehyd. 
Własność ta została wykorzystana do opracowania chemiluminescyjnej me
tody oznaczania białek (59). Zasada oznaczania białek jest następująca. 
Białko reaguje z formaldehydem tworząc nierozpuszczalny osad. Propor
cjonalnie do stężenia białka [ C B] maleje stężenie formaldehydu C Hcho, któ
ry jest niezbędnym składnikiem świecącej mieszaniny i proporcjonalnie 
do ubytku stężenia HCHO zmniejsza się natężenie chemiluminescencji

A I < A C h CHO ' ' [ C b]

Zastąpienie kwasu galusowego garbnikami roślinnymi daje świecenie, któ
rego Imax jest proporcjonalne do stężenia garbnika w zakresie 0,01%—4%. 
Chemiluminescencyjne oznaczanie garbników jest znacznie szybsze, pro
stsze i tańsze niż innymi metodami, a średni błąd względny oznaczeń nie 
przekracza 1,8% (60). Zależność Imax i 2  ICL chemiluminescencji zmodyfi
kowanej reakcji Trautza-Schorigina jest liniowa wzlgędem HCHO w prze
dziale 10-7—10~2 M HCHO. Umożliwiło to opracowanie szybkiej i czułej 
metody oznaczania HCHO w wodach. Oznaczenia można wykonywać 
w układzie statycznym (26) lub znacznie korzystniej — techniką przepły
wową (31). Należy zaznaczyć, że reakcje tworzenia a-hydroksy-hydronad- 
tlenków z H20 2 i HCHO oraz ich rozpadu rozpatrywane są jako prosty 
model procesów peroksydatywnego utleniania lipidów w błonach mito- 
chondriów i mikrosomów (29). Z tego względu chemiluminescencja układu 
Trautza-Schorigina może znaleźć szersze zastosowanie w biochemii. Możli
we, że reakcje biochemiczne wytwarzające takie reaktywne nadtlenki po
trafimy sprzęgać z silną chemiluminescencją. Wykorzystując wydajnie fluo
ryzujące związki endogenne, jak np. FMN, FAD, adrenolutin lub chlorofil 
jako akceptory — emitery, lub też wprowadzając egzogenne związki typu 
aktywatorów, można by otrzymać swego rodzaju „sondy chemiluminescen
cyjne”. Obecnie już znane są reakcje dysmutacji rodników nadtlenowych, 
w których energię wzbudzenia można efektywnie przenosić na silnie fluo
ryzujące akceptory, np. chelaty europu, rutenu lub bromonaftalen (61, 62).

Sondy chemiluminescencyjne pozwoliłyby wykrywać bardzo wczesne 
stadia niektórych procesów, poprzedzających np. uszkodzenia błon mito- 
chondriów i mikrosomów, rozkojarzenie oksydacyjnej fosforylacji i oddy
chania itp. Zaletą tych sond w stosunku do obecnie stosowanych sond flu
orescencyjnych byłoby m.in. wyeliminowanie silnego światła wzbudzają
cego fluorescencję, która niewątpliwie zaburza badany obiekt. Ponadto wy
kazywałaby dużą czułość nie tylko na zmiany fizyko-chemicznych właści
wości mikrośrodowiska, jak np. stałej dielektrycznej, pH, lepkości, ale 
przede wszystkim na stan energetyczny (transport Oz, ATP, OH- , nad
tlenków itp).
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Interesująco przedstawia się zastosowanie chemiluminescencji do ozna
czania tlenu cząsteczkowego we wzbudzonych elektronowo stanach single- 
towych oznaczanych termami *Ag i ł2 , . Okazuje się, że w wielu reakcjach, 
jak np. rozpadu nadtlenków nienasyconych kwasów tłuszczowych (10, 29), 
utleniania adrenaliny (63, 64), polifenoli (65), ksantyny w obecności ksan- 
tynooksydazy (66), NADPH w obecności cytochromu c i reduktazy adre- 
nodoksyny (67) z udziałem 0 2 oraz podczas radiolizy wody nasyconej tle
nem (68) tworzy się tlen singletowy *02 (̂ Ag). Cząsteczki J0 2 i ich dimery 
w kombinowanych stanach *Ag *2^ jako cząsteczki elektronowo wzbudzone 
wykazują zwiększoną reaktywność. Z łatwością utleniają nienasycone kwa
sy tłuszczowe, białka, DNA, barwniki, uszkadzają błony mitochondriów 
(67), powodując nieenzymatyczne hydroksylacje (2, 29), efekt fotodyna- 
miczny itd. Część *02, która nie przereagowała, ulega dezaktywacji pro
mienistej w postaci chemiluminescencji:

substraty +

+ O Ą -)  2ÎHÏ£!5~. 
w stanie podstaw ow ym

Q 2(1A g) ‘ S J ) .

-»Utlenianie DNA, 
lipidów  
H ydroksylacje 
karcinogenów  
Efekty „foto- 
dynam iczne” 
A ktyw ność przeciw- 
bakteryjna

0 2(3Sg ) -fhu chem ilum inescencja

Dezaktywacja promienista elektronowo wzbudzonych cząsteczek tlenu 
singletowego manifestuje się jako chemiluminescencja w szerokim zakre
sie spektralnym, począwszy od ultrafioletu aż do podczerwieni. Zaobser
wowano kilkanaście pasm emisji; najczęściej obserwowane pasma dla re
akcji o znaczeniu biologicznym mają maksymalne natężenie przy długoś
ciach fali 382, 478, 580, 635, 703, 1070 i 1270 nm. Pasma emisji z x0 2, 
a zwłaszcza stosunkowo silne świecenie w zakresie czerwieni, można wy
odrębnić za pomocą filtrów optycznych. Pomiary natężenia tych pasm po
zwalają wnioskować o szybkości generowania i konsumpcji J0 2 w badanym 
układzie. Jak widać z powyższego schematu reakcji, procesy destrukcji 
składników komórkowych, utleniania metabolitów i niektóre inne zwią
zane ze zjawiskami odpornościowymi (pokazane w prawej części schematu) 
współzawodniczą o tlen singletowy z dezaktywacją promienistą (che- 
miluminescencją). Dlatego pomiary natężenia chemiluminescencji z tlenu 
singletowego stanowią bardzo czułą i specyficzną metodę jakościową i iloś
ciową określania rodzaju i szybkości procesów utleniania. Zagadnienia 
związane z tworzeniem tlenu singletowego w reakcjach enzymatycznych, 
procesach sensybilizowanego fotoutleniania oraz z rolą x0 2 w układach bio
logicznych są obecnie obiektem bardzo intensywnych badań, w których 
metody chemiluminescencyjne spełniają niepoślednią rolę.
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Tlen cząsteczkowy w stanie tripletowym (podstawowym) 30 2, wydziela
ny w procesie fotosyntezy, a w szczególności w reakcji Hilla, może być 
oznaczany w sposób ciągły za pomocą chemiluminescencji luminolu. Me
toda ta pozwala oznaczać szybkość wydzielania 0 2 rzędu 10-12 mola/s 
(69, 70).

Na zakończenie warto wspomnieć, że peroksydazy katalizujące rozkład 
H2Oz wzmagają silnie chemiluminescencję związków polifenolowych (71). 
Zastosowanie purpurogaliny (2,3,4,6-czterohydroksy-5H-cykloheptabenzo- 
-5-onu) jako substratu oraz pomiar maksymalnego natężenia chemilumi
nescencji Imax techniką zliczania pojedynczych fotonów pozwala oznaczyć 
nawet 10~14 moli peroksydazy chrzanu w preparatach tego enzymu (72) 
oraz 10~9 mola peroksydazy w ekstraktach z tkanek roślinnych (73).

Należy oczekiwać dalszego postępu w opracowaniu nowych i dosko
naleniu już istniejących metod wykorzystujących bioluminescencję i che- 
miluminescencję do celów analitycznych. Będzie on uwarunkowany roz
wojem wiedzy o mechanizmach bio- i chemiluminescencji, otrzymywa
niem coraz aktywniejszych lucyferaz oraz doskonaleniem układów elek
tronicznych, służących do detekcji i analizy słabych świeceń.

A rty k u ł n adszed ł 4.10.1975; po re w iz ji au to rsk ie j o trzym a n o  16.3.1977.
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RECENZJE

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

Plenum  Press, N ew  York i London, 1976, stron 536

Kolagen, pow szechnie w ystępujące zw ierzęce białko strukturalne, budzi rosnące 
zainteresow anie ze w zględu na n iezw ykłe cechy jego struktury i ponadm olekularnej 
organizacji a także z powodu szybko grom adzących się dowodów znaczenia tego b ia ł
ka w  patogenezie niektórych schorzeń.

R ecenzowana książka podsum ow uje najnowszą, niezw ykle szybko postępującą  
w  ostatnich latach w iedzę o strukturze, biosyntezie, degradacji i im m unologii ko lage
nu. Przedstaw ia także perspektyw y i nakreśla kierunki dalszych badań. Napisana  
jest przez zespół w ybitnych specjalistów  od w ielu  lat pracujących dośw iadczalnie  
nad kolagenem  a jednym  z jej redaktorów  jest znany badacz struktury białek —
G. N. Ramachandran.

Praca zaw iera 10 rozdziałów. W pierw szym  z nich K. Piez om awia najnow sze  
badania I rzędow ej struktury różnych typów  genetycznych kolagenu. Poznana jest 
dzisiaj całkow ita sekw encja jednego z polipeptydow ych « łańcuchów  kolagenu typu  
I. Łańcuch ten zaw iera 1052 reszty am inokw asów  i jest najw iększym  z białek o p o
znanej całkow icie strukturze I-rzędow ej. W kolejnym  rozdziale G. N. Ram achandran  
i C. R am akrishnan zajm ują się m olekularną strukturą kolagenu prezentując w y n i
ki w łasnych badań nad konform acją jego łańcuchów  polipeptydow ych.

K olagen w  przestrzeniach m iędzykom órkow ych w ystępuje głów nie w  postaci n ie 
rozpuszczalnych w łókien. Dwa kolejne rozdziały książki napisane przez A. M illera  
i M. L. Tanzera pośw ięcone są budow ie tych w łókien  oraz naturze wiązań poprzecz
nych w ew nątrz i m iędzyłańcuchow ych stabilizujących ich strukturę. Tanzer szcze
gółow o om aw ia typy wiązań poprzecznych, m echanizm  ich pow staw ania oraz ich 
um iejscow ienie w łańcuchach polipeptydow ych kolagenu.

Biosynteza kolagenu jest bardzo dokładnie om ówiona przez D. J. Prockopa, 
R. A. Berga, K. I. K ivirikko i J. Uitto. Szczególny nacisk położono na potranslacyjną  
m odyfikację cząsteczek kolagenu a w ięc na hydroksylację proliny i lizyny oraz 
glikozylację i oksydacyjną deam inację lizyny. Autorzy om aw iają również w łasności 
i funkcję prokolagenu, rozpuszczalnego prekursora monom eru kolagenu.

N ie w yjaśniono dotąd w  całości m echanizm u fizjologicznej resorpcji kolagenu  
ani też procesów  w zm ożonego katabolizm u tego białka w niektórych schorzeniach. 
Wiadomo jednak, że enzym am i uczestniczącym i w  degradacji kolagenu są kolagenazy  
tkankow e. Enzymom tym  pośw ięcony jest rozdział VI napisany przez J. Grossa. 
Autor ten przed kilkunastu laty po raz pierw szy doniósł o istnieniu kolagenaz tkan
kow ych. W rozdziale tym om aw ia m etody izolow ania i oczyszczania kolagenaz oraz 
ich sw oistość substratow ą i m echanizm  działania. D yskutuje ponadto m ożliw e m echa
nizm y regulacji aktyw ności kolagenaz podkreślając znaczenie biosyntezy tych enzy

http://rcin.org.pl



4 76 R E C E N Z JE [2]

m ów  w  postaci n ieaktyw nych prekursorów i aktyw ację tych ostatnich, a także w pływ  
inhibitorów  i aktyw atorów  tkankow ych oraz hormonów.

W pew nych patologicznych stanach obserw uje się niepraw idłow ą syntezę ko
lagenu. Polega ona najczęściej na nadm iernej, niekontrolow anej produkcji tego białka, 
na niedostatecznym  w ytw arzaniu wiązań poprzecznych lub ich nadm iernej liczbie, lub 
na zaburzeniu przem iany prokolagenu w kolagen. Zagadnieniom  tym pośw ięcony jest 
rozdział napisany przez C. M. Lapiera i B. Nusgens.

Pozostałe trzy rozdziały dotyczą im m unologii kolagenu (R. Timpl), roli kolagenu  
w  procesie różnicow ania tkanek (A. H. Reddi) oraz syntetycznych m odeli polipepty- 
dowych łańcuchów  o sekw encji kolagenu i zastosow aniu ich do badań struktury 
i syntezy tego białka (R. S. Bhatnagar i R. S. Rapaka).

Książka jest napisana z doskonałą znajom ością przedmiotu. W jasny i ciekaw y  
sposób przedstaw ia najbardziej aktualne problem y, z uw zględnieniem  ostatnich nie- 
opublikow anych w yników  dośw iadczeń autorów, a obszerne p iśm iennictw o (w tym  
także prace polskich autorów) zaw iera pozycje z 1976 roku a w ięc z roku wydania  
książki.

Pozycja ta n iew ątp liw ie wzbudzi duże zainteresow anie biologów różnych spe
cjalności.

I. Sopata,
E. W o jtecka-Ł u kasik

Horizons in Biochemistry and Biophysics

Tom 2, red. E. Quagliariello, F. Palm icri, T. P. Singer, A ddison-W esley Publishing  
Com pany (A dvanced Book Program) Reading, Mass., str. 340 + XVI, 1976

Tom drugi tej nowej serii, która w edług założeń redaktorów  ma być „próbą na
w iązania kontaktu m iędzy naukow cam i a studentam i” ukazał się po dwu latach od 
w ydania tomu pierwszego.

Tem atyka tomu drugiego, zaw ierającego 9 artykułów , jest szersza niż poprzed
niego. O m aw iane są następujące zagadnienia:

— M etodologia stosowania m utantów  w  badaniu transportu cukrów (H. L. Korn- 
berg i P. I. F. Henderson),

— Lipaza i kolipaza trzustkowa jako przykład heterogennej biokatalizy (M. Se- 
m eriva i P. Desnuelle),

— Transport m etabolitów  w m itochondriach za pośrednictw em  przenośników  
(A. Fonyó, F. Palm ieri i E. Q uagliariello),

— Transport cukrów  i am inokw asów  w  kom órkach zw ierzęcych (U. Hopfer),
— Gościec a regulacja biosyntezy puryn (M. S. H ershfield  i E. Seegm iller),
— Transport substratów  poprzez otoczkę chloroplastu (H. W. Heldt),
— Praktyczne zastosowania i teoria optycznych w skaźników  spektroskopowych  

(G. W eber),
— M olekularne aspekty elektrycznego w zbudzenia w  lip idow ych błonach dw u

w arstw ow ych  i błonach kom órkow ych (P. M ueller),
— Ekspresja genów  w  czasie cyklu życiow ego kom órki (P. Volpe).
Zgodnie z założeniam i redaktorów , w  poszczególnych artykułach przedstawiono  

w  przystępny i interesujący sposób obecny stan w iedzy z danego zakresu, bez zbyt 
drobiazgowego w nikania w  szczegóły, które m ogłyby zaciem nić ogólny obraz om a
w ianego zagadnienia. Schem aty, tabele oraz literatura podane są z um iarem  i dotyczą 
najbardziej istotnych faktów.
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Znaczna część tom u, bo aż 4 artykuły, pośw ięcona jest zagadnieniu transportu  
m etabolitów  przez błony biologiczne. Szczególnie interesujące jest porów nanie danych
0 transporcie m etabolitów  przez błonę m itochondrialną i osłonkę chloroplastów. W ar
tyk u le o lipazie trzustkow ej przedstawiono m odelow y układ interakcji b iałko-białko  
w  środow isku lipidow ym . W artykule „Gościec a regulacja biosyntezy puryn” stw ier
dzono, że regulacja m echanizm u biosyntezy puryn w  patogenezie gośca ma w iele  
odniesień do poznanej w cześniej tej regulacji u drobnoustrojów. O statni artykuł 
w  om aw ianym  zbiorze jest próbą przedstaw ienia znacznej ilości inform acji o ekspresji 
genów  w  czasie cyklu kom órkowego kom órek HeLa. Sposobem  przedstaw ienia w y 
kracza jednak poza profil pozostałych artykułów , głów nie ze w zględu na złożoność 
problem u i stosowaną term inologię.

Tom 2 „Horyzontów” jest w artościow ą pozycją i sądzę, że spełni przedstaw ione  
w e w stęp ie  założenia jego redaktorów, stwarzając pomost m iędzy najnow szym i o sią 
gnięciam i laboratoriów  badaw czych a zainteresow aniem  studentów  i innych czy te l
ników.

Z. Kaniuga

Iron and Copper Proteins \ 

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

tom  75 A dvances in E xperim ental M edicine and Biology* Plenum  Press, N ow y York
1 Londyn, 1976

Tom zaw iera m ateriały z odbytego na Haw ajach w grudniu 1975 roku sym pozjum  
na tem at białek związanych z żelazem  lub miedzią. Całość została podzielona na 4 
części pośw ięcone kolejno:

— Białkom  „żelazow o-siarkow ym ”, czyli niem itochondrialnym  białkom transpor
tującym  elektrony;

— Białkom  wchodzącym  w  skład m itochondrialnego układu transportującego  
elektrony, a w ięc reduktazie NADH i N A D PH -ubichinon, dehydrogenazie bur- 
sztynianow ej, oksydazie cytochrom owej i innym  flaw oproteidom  Fe—S;

— Innym  białkom  zaw ierającym  żelazo w  układzie hem ow ym  i niehem ow ym , 
np. system ow i hydroksylazy i m onooksydazy kam forow ej, cytochrom ow i 
P—450, 2,3-dw uoksygenazie indoleam inow ej i tryptofanow ej oraz transferynie  
i peroksydazom ;

— Białkom  zaw ierającym  miedź.
M etaloproteidy stanowią obecnie ogrom ny dział biochem ii. Są to bowiem  białka

o podstaw ow ym  znaczeniu dla funkcji życiow ych, przede w szystkim  oddechowych, za 
równo organizm ów zw ierzęcych jak roślinnych. Badania nad m etaloproteidam i znala
zły sw oje m iejsce również w  biochem ii klinicznej — niepraw idłow ości w  budow ie lub  
funkcjonow aniu  cząsteczek m etaloproteidow ych enzym ów  stanowią bow iem  m oleku
larne przyczyny licznych zjaw isk patogenetycznych w  k lin ice człow ieka. Badania m e- 
taloproteidów  odgrywają także dużą rolę w  diagnostyce biochem icznej szeregu  
schorzeń.

Stąd też w yniki badań nad białkam i zaw ierającym i żelazo lub miedź in teresu 
ją specjalistów  w ielu  dziedzin.

O m awiany tom zawiera zbiór prac oryginalnych. Brak jakichkolw iek zestaw ień  
przeglądow ych oraz podstaw ow ych części w stępnych w  poszczególnych artykułach  
sprawia, że książka może służyć tylko biochem ikom  w prowadzonym  głęboko w  om a
w iane problem y i pracującym  w  dziedzinie m etaloproteidów. Książka stanowi kopal-
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nię inform acji w ynikających z rzetelnych, now oczesnym i m etodam i przeprowadzonych  
eksperym entów .

Przykładowo warto w ym ienić kilka prac zasługujących na uw agę ze w zględu na 
bogactw o m ateriału w  nich zaw artego. Tak w ięc praca J. Druma, K. T. Yasounobu  
i R. E. Cramera (str. 16) przynosi dokładny opis struktury (z sekw encją am inokwasów) 
7 dw użelazow ych ferredoksyn pochodzących z różnych źródeł. Ferredoksyny stanow ią  
klasę białek o podstawow ym  znaczeniu dla reakcji przenoszenia elektronów  w  ukła
dach pozam itochondrialnych różnych gatunków  w yższych roślin, bakterii, a także 
w  nadnerczach zwierząt. Szczególnie interesująca jest struktura centrum  aktyw nego  
tych enzym ów, zaw ierającego atom y żelaza i siarki w  połączeniu z resztam i cysteiny. 
Autorzy na podstaw ie badań dyfrakcji rentgenow skiej przedstaw iają m odele struk
turalne tych enzym ów  w aspekcie ich zdolności do pełnienia funkcji przenoszenia  
elektronu.

P iękne badania nad strukturą dw uoksygenaz zaw ierających żelazo niehem ow e — 
bardzo rozpow szechnionych w  przyrodzie enzym ów  katalizujących przyłączanie 2 ato
m ów  m olekularnego tlenu do różnych substratów  — przedstaw ione są w  pracy M. N o- 
zaki i wsp. (str. 127).

H. B einert (str. 137) zaproponował now oczesny schem at łańcucha oddechow ego  
w  m itochondriach oparty o najnow sze w yniki badań nad rolą białek zaw ierających  
żelazo i siarkę w  system ie przenoszenia elektronów . W połączeniu ze w spom nianą  
w yżej pracą o strukturze i funkcji n iem itochondrialnych białek Fe—S (ferredoksyn) 
badania te stanowią podstawę do syntetycznego ujęcia w spółczesnej w iedzy o jedno
litośc i system ów  przenoszących elektrony w  kom órkach.

Spośród kilku prac dotyczących cytochrom u P—450 szczególnie obiecujące w y
niki przedstaw ił Saprin (str. 314) na tem at udziału cytochrom u P—450 w  m ikrosom al- 
nym  m echanizm ie zapobiegania rozrostom now otw orow ym  w  w ątrobie pod w pływ em  
niektórych karcinogenów  chem icznych. Z innych prac o dużym znaczeniu dla bio
chem ii klinicznej warto w ym ienić pracę G. W. B atesa i G. Graham a (str. 400) w yk a
zującą, że w procesie przenoszenia żelaza przez transferynę specyficznie niezbędny  
jest jej równoczesny zw iązek z anionem , np. z resztą w ęglanow ą. C ałkow icie nowych  
danych o funkcji enzym atycznej ceruloplazm iny dostarcza obszerna praca E. Fried
m ana i H. S. H sieh (str. 505).

W sum ie należy stwierdzić, że prace zebrane w  tom ie „Iron and Copper P ro
te in s” reprezentują w ysoki poziom i stanowią przegląd aktualnych w yników  osią
gniętych w szeregu w yspecjalizow anych w  tej dziedzinie pracow ni całego niem al 
św iata.

Jest to książka bardzo pożyteczna, a jej pozornie w ąska tem atyka posiada ogrom 
ne ogólnobiologiczne znaczenie.

Z. K u ra tow ska

Biological Roles of Sialic Acid

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

N ew  York, London

W ybitni naukow cy w  dziedzinie badań kw asu sjalow ego przedstaw ili w  om aw ia
nej książce najnow sze osiągnięcia dotyczące organizm ów  zw ierzęcych.

Pow szechnie znanym  faktem  jest to, że kw as sja low y stanow i kom ponentę hom o- 
lub heterocukrow ców, glikoprotein i glikolip idów  wchodzących w  skład błon po-
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w ierzchniow ych kom órek zw ierzęcych, błon śródkom órkowych, w ydzielin  zew nątrz- 
kom órkow ych, czy też synaptycznych struktur centralnego układu nerwowego.

Autorzy poszczególnych rozdziałów  om aw iają szczegółowo takie zagadnienia jak  
w ystępow anie w  przyrodzie, biochem ię i biologiczną funkcję kw asu sjalow ego, stara
jąc się uporządkować dotychczasow e w yniki badań i w  miarę m ożliw ości w yciągnąć  
w nioski o roli kw asu sjalow ego.

P ierw sze rozdziały książki traktują o pochodnych kw asu neuram inowego w y 
kryw anych w  m ateriale biologicznym , sposobach izolow ania i analizach chem icznych. 
N astępnie autorzy przedstaw iają krótki przegląd dotyczący w ystępow ania kw asu  
sjalow ego w  organizm ach żyw ych począwszy od w irusów  poprzez bakterie, bezkrę
gow ce do kręgow ców  w łącznie, oraz rozm ieszczenie tego zw iązku w  obrębie komórki 
i w  płynach ustrojowych. W podsum owaniu autorzy w yrażają przypuszczenie, że chy
ba nie ma takiego system u błon kom órkowych, który byłby pozbawiony kw asu  
sjalow ego.

Szeroko om aw ianym  zagadnieniem  są procesy anaboliczne obejm ujące biosyntezę  
kw asów  sjałow ych, jak rów nież polim erów, glikoprotein, m ucyn i glikolipidów  za
w ierających kw as sjalow y. C iekaw ie i w yczerpująco om ówiono rów nież drogi degra
dacji kom ponent zaw ierających kw as sjalow y. W ydaje się, że dla pew nych funkcji 
biologicznych glikoprotein obecność kw asu sjalow ego jest niezbędna. U sunięcie reszt 
kw asu sjalow ego z erytroprotein, czy horm onów o charakterze sjaloglikoprotein n isz
czy ich aktyw ność biologiczną. W w ielu  chorobach, rów nież now otworow ych, obser
w ow any jest w zrost poziom u kw asu sjalow ego w  surow icy. Ważną rolę odgryw a  
kw as sjalow y w  kierow aniu lim focytów  do w ęzłów  chłonnych. C iekaw e zagadnienie  
stanow i kw as sjalow y jako receptor dla lektyn, cząsteczek wirusów , horm onów i prze
ciw ciał.

Szczególnie interesujące jest porów nanie danych dotyczących m etabolizm u kom 
ponent zaw ierających kw as sja low y w  komórkach norm alnych, złośliw ych czy stran- 
sform ow anych. K onsekw encją transform acji kom órek jest specyficzny blok w  bio
syntezie gangliozydu, a co za tym  idzie redukcja łańcucha oligosacharydu. W zw iązku  
z pow yższym  błony plazm atyczne kom órek stransform ow anych, jak również inne  
frakcje błon (m itochondrialne, m ikrosom alne) cechuje m niejsza zaw artość kw asu  
sjalow ego w  porównaniu z błonam i kom órek norm alnych.

Rola kw asu sjalow ego przejaw ia się rów nież w e w zajem nym  oddziaływaniu ko
m órki na komórkę, przyleganiu do szkła, w  transporcie am inokw asów  i białek w  ko
m órkach now otworow ych.

O statni rozdział om aw ianej m onografii zaw iera inform acje na tem at sjalidaz  
pochodzenia bakteryjnego, w irusow ego i zw ierzęcego oraz ich rolę w  procesach roz
m nażania, w  zm ianach okresu półtrw ania krążących sjaloglikoprotein, w  tw orzeniu się 
zakrzepów , w  przysyłaniu sygnałów  przez nerwy, w e w zajem nym  odziaływ aniu ko
m órki na komórkę, w  transform acji komórek.

Z uw agi na ważność zagadnień poruszonych w  tej książce m oże ona i pow inna  
zainteresow ać zarówno biologów  jak i biochem ików , lekarzy i neurofizjologów .

R ecenzowana książka została opracowana bardzo starannie, tekst poparty jest 
licznym i rycinam i, zestaw ieniam i i w zoram i om aw ianych reakcji, a każdy z rozdziałów  
zaopatrzony jest w  spis cytow anej literatury do 1970 roku w łącznie.

B. K ędzierska
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X V n Suplement Acta Histockemica 

w yd. G ustav Fischer, Jena
Biom orphose von Z ellorganellen und M ethoden ihrer subm ikroskopishen U nter
suchung, red. prof. dr med. habil. Günther Geyer, Instytut A natom iczny U niw ersy
tetu F ryderyka Shillera w Jenie

Dobrą tradycją biologów  w  NRD zajm ujących się ultrastrukturą i cytochem ią  
stało się organizow anie dorocznych sym pozjów, których m ateriały są następnie pu
blikow ane jako suplem enty czasopism a Acta  Histochemica.  O statni tom tej serii, w y 
dany w  1976 r., zaw iera m ateriały z Sym pozjum  pośw ięconego biom orfozie organelli 
kom órkow ych i m etodom  ich subm ikroskopow ego badania. Sym pozjum  to zorganizo
w ały  T ow arzystw o dla Badań Topochem icznych i m ikroskopow o-elektronow ych  
i zajm ujący się również., m ikroskopią elektronową oddział T oworzystwa Fizycznego  
NRD. Mimo, że był to zjazd o charakterze roboczej konferencji krajow ej, wśród 
uczestn ików  spotyka się rów nież nazw iska gości z zagranicy, jak np. z Bułgarii, Polski, 
W ęgier i ZSRR.

Tom zaw ierający m ateriały z tego sym pozjum  jest obszerny, liczy 390 stron i jest 
bogato ilustrow any bardzo dobrym i pod w zględem  technicznym  zdjęciam i. Daje on 
przegląd problem ów  i m ożliw ości badaw czych m ikroskopii elektronow ej tym  cenniej
szy, że z jednoczesnym  w skazaniem  laboratoriów  i autorów, którzy w  danym polu 
m ają już pew ne osiągnięcia. Poruszane zagadnienia dotyczą m orfogenezy komórki 
zw ierzęcej —  badanej na poziom ie m ikroskopii elektronow ej — zarówno w  w arun
kach rozw oju praw idłow ego, jak i zachodzącego pod w pływ em  stanów  patolo
gicznych.

W recenzow anym  tom ie w yróżnić można zwartą grupę referatów  m ów iących
o strukturze funkcjonalnej kom órki roślinnej (np. o strukturze plastydów), a także
0 charakterze kwasów7 nukleinow ych w ystępujących w  chloroplastach.

D oniesien ia dotyczące spraw m etodycznych grupują się głów nie w okół zagadnień  
im m unocytochem ii, autoradiografii (oczyw iście w szystko na poziom ie mikroskopu  
elektronow ego), techniki kriorytowania, krioultram ikrotom ii, analizy rentgenow skiej
1 oceny stereologicznej elektrogram ów. W ybranie tych zagadnień było niew ątpliw ie  
św iadom e a załączone referaty św iadczą o tym, że w  technikach zw iązanych z tak  
zw aną niekonw encjonalną mikroskopią elektronową nasi koledzy z NRD osiągnęli

w ielu  przypadkach w ysoki poziom.

A. Przelęcka

Methods in Membrane Biology, 7.
Red. Edward D. Korn, P lenum  Press, N ew  York and London, 1976, str. 267.

Tom VII w ydaw nictw a „Metody stosow ane w  biologii błon” redagowanego przez 
E. D. Korna zaw iera artykuły dotyczące zagadnień organizacji ultrastrukturalnej b ło
ny, rozm ieszczenia w  niej fosfolip idów  oraz charakteru chem icznego jej w arstw y po
w ierzchniow ej. P ierw szem u zagadnieniu pośw ięcony jest obszerny artykuł om aw ia
jący różne m etody badania błon przy pomocy mikroskopu elektronowego. Przegląd  
ten autorzy poprzedzają zw ięźle i przejrzyście podanym opisem  zasad działania m i
kroskopu elektronow ego. Nazbyt częsty brak znajom ości tych zasad, wg redaktora

http://rcin.org.pl



[7] R E C E N Z J E 481

tom u, byw a nie rzadko przyczyną błędów  popełnianych przy interpretacji uzysk iw a
nych elektronogram ów . Tym cenniejsze są zatem  podane w  artykule in form acje do
tyczące zarówno elem entów  optyki elektronowej, jak i teoretycznych podstaw  p rzy
gotow yw ania m ateriału  biologicznego do tego typu badań. Poza m etodam i k onw en
cjonalnym i, autorzy om aw iają technikę kriorytowania, autoradiografię oraz m etody  
cytochem iczne z uw zględnieniem  im m unocytochem ii i m ikroanalizy rentgenow skiej. 
Całość jest dobrze ilustrow ana przykładam i w yników  uzyskanych przy pom ocy w y 
m ienionych metod.

M etodyka badania rozm ieszczenia fosfolip idów  w  błonie om aw iana jest w  dwóch  
artykułach dotyczących techniki stosowania fosfolipaz i techniki przeprow adzania  
w ym iany fosfolip idów  m iędzy błonam i o różnym  charakterze. Obie te techniki służą  
badaniu asym etrii w  rozm ieszczeniu fosfolip idów  w  błonach biologicznych, która  
ostatnio coraz częściej przyciąga uw agę badaczy. Podobnie jak w  poprzednio om ów io
nym  artykule, jasne przedstaw ienie m etodyki badań i szeregu szczegółów  technicz
nych, dobranie ilustrujących ją przykładów  oraz staranne zestaw ien ie odnośnej l i 
teratury decyduje o dużej w artości tych artykułów . Takie sam e uw agi nasuw ają się  
po przeczytaniu rozdziału traktującego o znakow aniu zw iązkam i radioaktyw nym i 
w ęglow odanów  w chodzących w  skład w arstw y pow ierzchniow ej błony.

Zarówno problem y poruszane w  recenzow anym  tom ie, jak i sposób ich przed
staw ien ia  sprawiają, że w ielu  biologów  zainteresow anych strukturą m olekularną  
błon biologicznych będzie do niej często zaglądać.

A. P rze łęcka

Reflections on Biochemistry. In honour of Severo Ochoa.
Red.: A. Kornberg, B. L. H orecker, L. Cornudella i J. Oro, Pergam on Press, O xford, 
N ew  York, Toronto, Sydney, Paris, Frankfurt, 1976, str. 465.

„R eflections on B iochem istry” — to książka w ydana dla uczczenia P rofesora S e 
vero Ochoa w  jego siedem dziesiątą rocznicę urodzin. We w rześniu 1975 odbyło się  
z tej okazji w  M adrycie sym pozjum . W ram ach sześciu kolokw iów  om ów iono dziedzi
ny biochem ii, których rozwój w ie le  zaw dzięcza jubilatow i. N ajogólniej m ów iąc są to 
bioenergetyka, m etabolizm  lip idów  i sacharydów, regulacje m etaboliczne, struktura
i funkcja kw asów  nukleinow ych, kod genetyczny, biosynteza białek i p ew n e aspekty  
biologii komórki.

Przegląd działalności naukow ej S. Ochoa obrazuje nie tylko zakres problem aty
ki, którą osobiście interesow ał się jubilat, lecz w skazuje także ośrodki badaw cze in 
spirujące rozwój biochem ii w  ciągu p ięćdziesięciolecia. S. Ochoa bow iem  pojaw iał się  
jako w yjątkow o utalentow any i tw órczy badacz w  laboratoriach, w  których w łaśn ie  
w  jego czasie aktyw ność naukow a osiągała najznakom itsze wyniki.

Publikow anie referatów  w ygłaszanych podczas spotkań naukow ych organizow a
nych ku czci w ybitnych uczonych stało się n iem al regułą. T eksty jednak zebrane 
w  recenzow anym  tom ie mają sw oisty  charakter. Są to m ianow icie eseje  obrazujące 
w autobiograficznym  św ietle  rozw ój badań, koncepcji i sposobów  podejścia ekspery
m entalnego o dużej różnorodności ujęć, tonu i form y poszczególnych artykułów . K siąż
ka dzięki tem u m ówi nie tylko o rozw oju i aktualnych problem ach biochem ii, lecz  
m ów i też w ie le  o tych, którzy w  jej rozwoju m ieli szczególny udział.

Wśród w ybitnych, aż dziesięciu , autorów  zebranych w  tom ie esejów  było — jak
i sam jubilat — odznaczonych nagrodą Nobla. N ic w ięc dziwnego, że dzięki kom pe
tencji, erudycji autorów  książka daje fascynujący w gląd w  półw iecze dynam icznego
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rozw oju biochem ii. Obrazuje ona trudności techniczne badań w  latach dw udziestych, 
streszcza obecny stan w iedzy i sygnalizuje liczne problem y czekające na sw e rozw ią
zanie. Z tych w łaściw ie w zględów  książka stanow i n iespotykanie zajm ującą lekturę  
dla w szystk ich  interesujących się biochem ią. Okładkę tomu zdobi barwny rysunek  
Salvadora Dali.

Z. Zielińska

W związku z recenzją książki pt. „Chemia Fizyczna dla przyrodników” 
(Post. B iochem . t. 22 (4), 551—555, 1976). Redakcja otrzym ała następującą w ypow iedź  
A utorów:

W num erze 4 (1976) P ostępów  Biochemii  ukazała się recenzja pt. „Dla kogo ta 
chem ia fizyczna”, pióra Kazim ierza Zakrzewskiego, w  której R ecenzent poirytowany  
afirm acją autorów  stara się zdyskw alifikow ać napisaną przez nas książkę pt. „Che
m ia fizyczna dla przyrodników ” (PWN, W -w a 1975). Aby nie pozostawić w ątpliw ości 
co do zaangażow ania i pew nej egzaltacji, naw et pozytyw ne (niezawinione przez auto
rów) cechy podręcznika R ecenzent obrócił przeciwko autorom.

N ie  podejm ujem y dyskusji z R ecenzentem  co do tych punktów, w  których w y 
raża on n iem erytoryczne poglądy i w rażenia o treści książki np. czy peptydy należy 
traktow ać jako ciało stałe (czy jako co?), czy istnieją roztwory koloidalne, czy ich 
nie ma itp. W szelako n ie sposób jednej rzeczy podkreślić: książka była nie tylko  
pisana ale i w ielokrotnie przeredagow yw ana w łaśn ie z m yślą o przyrodnikach (rów 
nież biochem ikach). M ieliśm y jednak stale na uwadze tylko chem ię fizyczną. A ni pro
gram  kształcenia, ani kom petencje autorów, ani też chyba rzeczyw iste potrzeby dy
daktyczne, nie stw arzały potrzeby zajm owania się w  książce niczym  innym  jak chem ią  
fizyczną. A podstawy chem ii fizycznej to przede w szystkim  m etody term odynam iczne 
podbudowane inform acjam i o strukturze m olekuł. Pretensje Recenzenta co do szczu
płej, a naw et lapidarnej treści aspektów  biochem icznych są nader dyskusyjne, jeżeli 
zdaw ać sobie spraw ę czym  jest, a czym  nie jest (ani biochem ią, ani biofizyką) chem ia 
fizyczna jako dyscyplina spełniając funkcje dydaktyczne. N iestety  R ecenzent ani 
w  jednym  m iejscu nie ustosunkow ał się do tej podstaw ow ej funkcji dydaktycznej; 
chyba że uw zględnim y akapit w  którym  pom ylił term odynam ikę statystyczną z ter
m odynam iką procesów  nieodw racalnych.

N aczelną zasadą którą kierow ali się autorzy (może nie zaw sze dostatecznie kon
sekw entnie) w  trakcie pisania podręcznika, było podaw anie inform acji, które w y n i
kałyby w  sposób udokum entow any z podstaw ow ych praw fizyki. N iestety  ten sposób, 
bardzo w ażny z punktu w idzenia dydaktyki, powoduje pew ne ograniczenie. P rzyk ła
dowo: w spółczynnik dyfuzji (a nie jak nazyw a R ecenzent tę w ielkość „stała dyfuzji”) 
w yznacza się w  oparciu o tzw. drugie prawo Ficka, które w  sym etrii sem inieskoń- 
czonej dyfuzji lin iow ej posiada postać:

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

R ozw iązanie tego rów nania w ym aga obszernych w iadom ości z zakresu teorii rów nań  
różniczkow ych i transform acji Laplace’a, których studenci ani b iologii ani biochem ii 
nie posiadają.

Podobnie z w prow adzeniem  pojęcia transportu aktyw nego. Ś cisłe rozw ażanie te 
go sposobu transportu zw iązane jest z dość obszerną znajom ością term odynam iki
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procesów  nieodw racalnych, a poniew aż tej ostatniej do podręcznika nie w prowadzono  
(być m oże niesłusznie) autorzy w oleli zagadnienie pom inąć aniżeli podawać je jedynie  
w  sposób opisowy.

R ecenzent tw ierdzi, że w  podręczniku pom inięto teorię elektroforezy; jako z ja 
w isko przeciw ne do elektroosm ozy m ogło być z m atem atycznego punktu w idzenia p o
traktow ane bardziej skrótowo, gdyż w yrażenia na ruchliw ość elektroforetyczną i e lek - 
troosm otyczną są identyczne.

Zastosow anie elektroforezy do rozdziału, identyfikacji i otrzym ania w  stan ie  
czystym  białek  jest już domeną czysto biochem iczną — podobnie jak krzyw e ruch li
w ości przedstaw iające zależności ruchliw ości cząstek koloidalnych od pH roztworu.

W całej recenzji w ięcej jest m owy o tym  czego nie ma, niż o tym  co jest w  książ
ce; a przecież* książka ta liczy sobie 581 stron; jest to objętość — jak na dyscyplinę  
pom ocniczą — i tak zbyt chyba obszerna (w ystarczy porównać obow iązujący program). 
P ytan ie w  tej sytuacji czy opisyw ać metody rezonansow e tylko jako podstaw y fizycz
ne zjaw iska, czy też rozw ijać w szystk ie teoretyczne i praktyczne aspekty m etody, 
w ydaje się co najm niej dyskusyjne. Pytań tego typu jest zresztą w iele . U w zględ n ie
nie tylko dezyderatów  R ecenzenta zw iększyłoby dw ukrotnie objętość książki. A w ie 
my, że dezyderatów  takich m ożna by postaw ić znacznie w ięcej.

Na koniec chcielibyśm y się ustosunkow ać do nader kontrow ersyjnego stanow iska  
R ecenzenta przejaw iającego się niem al w  całej recenzji. Dotyczy ono sposobu trakto
w ania biopolim erów  w  różnych w arunkach. Czym one są w  stanie czystym , a czym  
w  roztw orze, jak pow inny być traktow ane w  przypadku gdy spełniają rolę k ata liza
tora itd.? Otóż z czysto term odynam icznego punktu w idzenia roztwory mogą być 
traktow ane jako rzeczyw iste w tedy, gdy w  opisie ich entalpii swobodnej do pom i
nięcia są potencjały m iędzyfazow e, a w ięc w yraz odS. Potrzeba traktow ania b iopo
lim erów  jako roztw orów  n ierzeczyw istych  w ynika także z różnych zjaw isk  fizycz
nych np. rozpraszania św iatła, procesów  kinetycznych, elektrokinetycznych itd. A pro
cesy enzym atyczne? R zeczyw iście, rów nania kinetyczne m ają postać, w  której „hete- 
rofazow ość” nie ujaw nia się. Ściślej — dla opisu ilościow ego problem  w  jakiej po
staci w ystępują cząsteczki enzym u nie w ystępuje. Czy nie zachodzi jednak potrzeba  
zastanow ienia się nad fizycznym  m odelem  oddziaływania? Otóż m odel oddziaływ a
nia substrat — enzym  jako cząsteczka koloidalna w ydaje się najrozsądniejszy. W szyst
ko to co w iem y o katalizie heterofazow ej m oże być z pow odzeniem  zastosow ane do 
procesów  enzym atycznych z jedną istotną różnicą, że m iejsca aktyw ne na cząstce  
enzym u m ają najpraw dopodobniej zdolność dynam icznego sterycznego dopasow yw a
nia się. A le  rola sterycznego czynnika w  katalizie heterofazow ej była znana od dawna.

Podjęliśm y dyskusję w  spraw ie naszego podręcznika na łam ach P ostępó w  Bio
chemii  z dużym i oporami, gdyż ton recenzji i autorytatyw ność stw ierdzeń bynajm niej 
nie zachęcały do w ypow iedzi. Zagadnienia dydaktyki na kierunkach biologicznych  
w ydają się jednak zbyt w ażne, aby można było zniechęcić fizyko-chem ików  do u dzia
łu  w  procesie kształcenia biologów.

Lucjan Sobczyk  
A d o lf  K iszą

List do Redakcji  został opu b likow any  w  form ie  przysłanej przez  A utorów .

Odpowiedź Recenzenta

N ie m ożna nie zgodzić się z tw ierdzeniem  autorów  podręcznika „Chemia fizyczna  
dla przyrodników ”, że chem ia fizyczna nie jest ani biochem ią ani biofizyką. N ie  
oznacza to jednak, że podręcznik chem ii fizycznej dla przyrodników  ma być taki sam ,
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jak podręcznik przeznaczony dla np. chem ików -organików  czy m etalurgów . Truiz
mem zaś jest, że podręcznik z zakresu jednej dyscypliny naukowej pisany dla stu
dentów  czy specjalistów  z innej — musi uw zględniać specyficzne potrzeby i proble
m atykę potencjalnych czytelników . Przecież chyba to m ieli Autorzy na m yśli, pisząc 
Swój podręcznik i „w ielokrotnie” go przeredagowując.

Podobnie, n ie budzi zastrzeżeń zasada, jasno sform ułow ana w  liście  A utorów  — 
że w  podręczniku należy podawać inform acje, które w  sposób udokum entow any w y
nikają z praw fizyki. A le i tu — choć jest to rzeczą rzadszą w  naukach ścisłych niż 
w  innych dziedzinach życia — interpretacja zasady może całkow icie w ypaczyć jej 
sens.. W idać to z repliki A utorów  na niektóre zarzuty, zaw arte w  recenzji. Drugie 
prawo Ficka bez w ątpienia wynika z praw fizyki, a le w tekście podręcznika zostało 
pom inięte. Jak się obecnie okazuje, przyczyną tego były zbyt trudne tperacje m ate
m atyczne, konieczne dla przekształcenia podstaw ow ego rów nania różniczkowego  
we wzór ostateczny. Czy trzeba zapewniać A utorów , że czytelnik  w ięcej skorzysta, 
jeżeli otrzym a ten wzór w raz z uwagą, że jego w yprow adzenie przekracza zakres 
podręcznika (i ew. z jakich powodów), niż jeżeli pom inie się m ilczeniem  istnienie  
prawa z którego często korzysta się zarówno w  pracach dośw iadczalnych jak m.in. 
w  analityce przem ysłow ej?

List rów nież w yjaśnia, że z podobnych przyczyn cenzurą objęto transport aktyw 
ny. W tym  jednak przypadku trudno zgodzić się z argum entacją Autorów. W Swoim  
podręczniku om ów ili przecież i pojęcie swobodnej energii i potencjału chemicznego. 
Nic w ięc nie stało na przeszkodzie, by na 1/2 — 1 stronie tekstu w yjaśnić istotę trans
portu aktyw nego przy pom ocy 4—5 równań (w których nb. nie w ystąp i inne działanie 
jak dodaw anie i odejm owanie). A w tedy bardziej dociekliw y czytelnik nie pom yśli, 
że stężenia sodu i potasu w  komórce ustalają się w brew  II prawu term odynam iki. 
Zrozumie natom iast, jak sprzężenie reakcji o w ysokiej ujem nej zm ianie swobodnej 
energii z reakcją o zm ianie dodatniej pozw ala kom órce nagromadzać substancje 
przeciwko gradientow i stężeń, pozostając w  pełnej zgodności z praw am i term odynam i
ki. Pisząc podręcznik chem ii fizycznej dla przyrodników , trzeba pam iętać iż takie 
sprzężone reakcje leżą u podłoża wszelkich zjaw isk  biologicznych, a w  podręcznikach  
biochem ii czy biologii ogólnej są na ogół opisyw ane tylko w  pojęciach fenom enolo
gicznych.

C iekaw y i w artościow y jest podany w  L iście w yw ód o m echanizm ie reakcji en 
zym atycznych. Gdyby został on nieco rozbudowany, to bez w ątpienia z pożytkiem  za
stąpiłby to co o tym  zagadnieniu napisano w  podręczniku. N atom iast replika w  spra
w ie teorii elektroforezy jest kolejnym  przykładem  niedostosow ania podręcznika do 
potrzeb przyrodników. O czyw iście, że elektroforeza jest odw róceniem  elektroosm ozy, 
rzadko jednak takie uproszczenie jest bogate w  treść inform acyjną. B iopolim ery są 
polielektrolitam i, w okół ich cząsteczki w ytw arza się w ięc atm osfera jonowa, un ie
m ożliw iająca zastosow anie prostego wzoru na elektroosm ozę do przebiegu elektrofo
rezy. K onieczne staje się w prowadzenie t.zw. funkcji H enry’ego, w  podręczniku po
m iniętej (pomimo że teoria D ebye-H iickel jest om ówiona). I ta poprawka jednak oka
zała się n iew ystarczająca, w  w yniku czego już dawno tem u zaniechano stosowania  
elektroforezy do badania w łasności elektrochem icznych biopolim erów. Wzrosło jed
nak jej znaczenie jako jednej z najlepszych m etod rozdziałowych, lecz tu — elektro
foreza swobodna została praw ie całkow icie w yparta przez elektroforezę na podłożach  
stabilizujących. W tej ostatniej zaś zachodzą złożone procesy elektrochem iczne i h y 
drodynam iczne, których w yjaśnienia ma prawo biolog oczekiw ać od podręcznika dla 
niego przeznaczonego.

Autorzy z ubolew aniem  stwierdzają, że recenzja n ie  ustosunkow ała się do funkcji 
dydaktycznej ich podręcznika. Wykaz usterek, sporządzony z punktu w idzenia  
adresata podręcznika, zw aln iał chyba z tego obowiązku. A przecież lista ta nie była
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kom pletna. Np. w ątpić wolno czy spotka się z szeroką aprobatą sposób w yłożenia  
podstaw  term odynam iki, zaw ierający na 94 stronicach tekstu  aż 220 wzorów i rów 
nań. A na 184 pytania kontrolne, bardzo cenne narzędzie dydaktyczne, tylko 11 m oż
na było (czasem z pew nym  trudem ) uznać za naw iązujące do problem atyki b iologicz
nej. D ydaktyka jest w  dużym stopniu wiedzą ścisłą, ale w  niem niejszym  — sztuką...

Obawiam  się, że nic innego zrobić nie można, jak zgodzić się, że się nie zgadzam y  
co do oceny podręcznika „Chemia fizyczna dla przyrodników ”. Pragnę jednak za
pew nić A utorów, dla których w iedzy mam głęboki szacunek, że celem  moim nie było  
„zniechęcić fizykochem ików  do udziału w  procesie kształcenia biologów ”. Celem  
moim było, przeciw nie, zachęcić w ybitnych fizykochem ików  — aby m ożliw ie g łębo
ko w niknęli w  problem atykę biologiczną przed przystąpieniem  do pisania podręczni
ka, przeznaczonego dla przyrodników.

K a zim ierz  Z ak rzew sk i
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Redakcja zastrzega sobie możność skrócenia tekstu i wprowadzania
poprawek nie wpływających na treść pracy.

Piśmiennictwo: W artykule należy cytować prace oryginalne z ostat
nich kilku lat oraz najważniejsze artykuły przeglądowe omawiające 
przedstawioną dziedzinę z uwzględnieniem artykułów opublikowanych 
w „Postępach Biochemii”. W tekście należy podawać jedynie nazwiska 
badaczy, których prace mają podstawowe znaczenie w przedstawianej 
dziedzinie. Omawiane prace trzeba numerować w kolejności ich cytowa
nia w tekście. Wykaz piśmiennictwa zatem obejmuje prace opatrzone ko
lejnymi numerami, ale nieuporządkowane alfabetycznie. Odnośniki biblio
graficzne winny mieć formę zalecaną przez Komisję Wydawców Czaso
pism Biochemicznych Międzynarodowej Unii Biochemików (IUB) według 
B ioch im . B iophys. A cta, (1972), 276, (1) np.

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

Cytując wydawnictwa książkowe podawać należy kolejno: nazwisko(a) 
inicjały autora(ów), rok wydania, tytuł książki, nazwisko(a) i inicjały 
jej redaktorów(a), tom, pierwszą i ostatnią stronę cytowanej publikacji, 
nazwę 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

Załączniki: Każdy załącznik należy sporządzić w 2 egz. na oddziel
nych kartkach i opatrzyć kolejnym numerem odpowiadającym numerowi 
użytemu w tekście, oraz oznaczyć (na górze stronicy ołówkiem) nazwis
kiem pierwszego autora i początkowymi wyrazami tytułu pracy.

Tabele należy kolejno numerować cyframi arabskimi. Tytuł tabeli
i nagłówki rubryk winny jasno opisywać ich treść zaznaczając, z jakich 
(jakiej) prac(y) pochodzą informacje podane w tabeli.

Ryciny, tj. wykresy, rysunki, schematy lub fotografie należy opatrzyć 
numeracją w kolejności ich omówienia w tekście. Przyjmuje się zasadę 
numeracji rycin cyframi arabskimi, a wzory cyframi rzymskimi. Foto
grafie czarno-białe (kontrastowe) powinny być wykonane na papierze 
matowym. Pozostałe ryciny należy wykonać tuszem na białym papierze 
lub na kalce technicznej. Wymiar ryciny nie powinien być mniejszy niż 
10X15 cm, a naniesione linie nie powinny być cieńsze niż 1 mm. Ramki 
ujmujące wykresy można wykonać linią cieńszą niż linie właściwe wy
kresu. Cyfry i litery służące do opisu rysunku powinny mieć wysokość 
nie mniejszą niż 5 mm. Na rysunkach nie należy umieszczać opisów 
słownych, lecz posługiwać się skrótami. Osie wykresów natomiast w in
ny być opatrzone napisem łatwo zrozumiałym. Dla oznaczenia punktów 
doświadczalnych można stosować następujące symbole: @
Rycinę należy opatrzyć na odwrocie oznaczeniem „góra” i „dół” (ołów
kiem). Decyzję o stopniu zmniejszenia ryciny podejmuje wydawca.

Podpisy i objaśnienia pod rycinami powinny być dołączone na od
dzielnej kartce. Oznaczenia, których nie można wpisać na maszynie, 
należy wyraźnie nanieść czarnym tuszem.

Ze względu na wewnętrzną spoistość artykułu zaleca się autorom 
konstruowanie oryginalnych rysunków i zbiorczych tabel na podstawie 
danych z piśmiennictwa. Prawie wszystkie czasopisma zastrzegają sobie 
wyłączność druku prac wraz z ich dokumentacją (C o pyrig h t). Przed 
włączeniem tabel, wykresów czy schematów do artykułu przeznaczonego 
do publikacji w Postępach B iochem ii należy uzyskać zgodę na przedruk
i przedłożyć ją Redakcji.

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