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WSKAZOWKI DLA AUTOROW

Kwartalnik ,,Postepy biochemii” publikuje artykuty z biochemii i nauk pokrewnych. Artykuty
winny w sposdb syntetyczny omawia¢ wybrany temat na podstawie mozliwie petnego pismiennictwa
z kilku ostatnich lat. Objeto$¢ artykutéw nie powinna przekracza¢ 20 stron maszynopisu (nie liczac
ilustracji i piSmiennictwa) . Kwartalnik publikuje takze artykuty typu minireviews, do 10 stron
maszynopisu, z dziedziny zainteresowan autora, opracowane na podstawie najnowszego pismien-
nictwa, wystarczajacego dla zilustrowania problemu. Ponadto kwartalnik publikuje krétkie noty do
5 stron maszynopisu, informujagce o nowych, interesujgcych osiggnieciach biochemii i nauk
pokrewnych, oraz noty przyblizajace historie badan w zakresie réznych dziedzin biochemii.
Przekazanie artykutu do Redakcjijest rownoznaczne z o$wiadczeniem, ze nadestana praca nie byta i
nie bedzie publikowana w innych czasopismach, jesli zostanie ogtoszona w ,,Postepach Biochemii”.
Autorzy artykutu odpowiadajg za prawidtowos¢ i $cisto$¢ podanych informacji. Autoréw obowigzuje
korekta autorska. Koszty zmian tekstu w korekcie (poza poprawianiem btedéw drukarskich)
ponosza autorzy. Artykuty honoruje sie wedtug obowigzujacyh stawek. Autorzy otrzymujg 25
odbitek swego artykutu.

Redakcja prosi autoréw o przestrzeganie nastepujacych wskazéwek:

Forma maszynopisu: maszynopis pracy i wszelkie zatgczniki nalezy odsyta¢ w dwu egzempla-
rzach. Maszynopis powinien by¢ napisany jednostronnie, czcionka wielkosci standardowej, z
podwdjng interlinig, z marginesem okoto 4 cm po lewej i ok. 1 cm po prawej stronie. Maszynopis
powinien zawiera¢ (zgodnie z Normg Polska) nie wiecej niz 30 wierszy na stronie oraz 60 znakow w
jednym wierszu (co odpowiada sumie liter i odstepéw). Odstepy pomiedzy wyrazami powinny
odpowiadaé jednemu znakowi. Wydawnictwo nie przyjmuje wydrukéw komputerowych z czcionka
obca, drobng i sporzadzong linig punktowa.

Uktad maszynopisu: strona informacyjna nienumerowana zawiera imiona i nazwiskowa)
autora(6w), adres(y) Zaktadu(6w) w jezyku polskim i angielskim, w ktérych pracujg autorzy, adres
pocztowy, na ktéry autorzy zycza sobie otrzymywaé korespodencje, adres prywatny, telefon miejsca
pracy, tytut artykutu (wjezyku polskim i angielskim) oraz— w prawym dolnym rogu— liczbe stron,
liczbe rycin, wzordw i tabel oraz skrot tytutu (nie wiecej niz 25 znakéw drukarskich).

Strona 1, tytutowa, obejmuje imiona (w petnym brzmieniu) i nazwisko(a) autora(éw), tytuty pracy
w jezyku polskim i angielskim, rzeczowy spis tresci w jezyku polskim i angielskim, tytut naukowy
autora(ow) i ich miejsce(a) pracy, wykaz skrotow stosowanych w pracy.

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

Dla przejrzystosci tekstu obowigzuje podziat artykutu na rozdziaty i podrozdziaty, ktérych
tytuty informowac rzeczowo winny o przedstawionych tresciach. Rzeczowy spis tresci publikujemy
bezposrednio po tytule pracy. Rozdziaty numerujemy rzymskimi, a podrozdziaty odpowiednia
rzymska i arabska (np. 1-1). Tytutéw podrozdziatéw nie wydzielonych z tekstu nie trzeba numerowac.
W teksScie nie nalezy stosowac zadnych podkre$len ani rozstrzelonego druku. Ewentualne sugestie
autorskie co do charakteru czcionki drukarskiej nalezy zaznaczy¢ otdwkiem na marginesie
maszynopisu. W przypadku umieszczenia w tekscie liter alfabetu greckiego nalezy na marginesie
wpisa¢ otéwkiem ich fonetyczne brzmienie. Tabele i ryciny numerujemy cyframi arabskimi a wzory
rzymskimi. W teksécie nie nalezy umieszcza¢ zadnych tablic, rycin czy wzoréw, lecz w zadanym
miejscu pozostawic¢ wolny wiersz i zaznaczy¢. Tabela 1. Ryc. 1. Wzér 1itp. Numeracje wzoru w tekscie
nalezy podawaé po nazwie zwiazku, np. kwas glutaminowy (1).

Redakcja prosi autoréw o zwracanie szczeg6lnej uwagi na poprawnos¢ jezykowag tekstu, a takze
na $cisto$¢ i jasnos$¢ sformutowan, unikanie gwary laboratoryjnej oraz niewprowadzanie do tekstu
tworzonych doraznie skrétéw, nawet jesli niektore z nich bywaja uzywane w pracach obcojezycz-

nych.
Redakcja zastrzega sobie mozno$¢ skrécenia tekstu i wprowadzania poprawek nie wptywaja-

cych na tres¢ pracy.
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Z HISTORII BIOCHEMII

STELLA NIEMIERKO*»

Z historii siedemdziesiecioletniej dziatalnosci**}
Instytutu Biologii DoSwiadczalnej
imienia Marcelego Nenckiego

The Nencki Institute of Experimental Biology: seventy years of activity

Instytut Biologii Doswiadczalnej im. Marcelego Nenckiego, mieszczacy sie w
duzym gmachu przy ul. Pasteura 3 w Warszawie, liczy obecnie ponad 340
pracownikéw, w tym okoto 130 pracownikéw naukowych. Wiele jednak czasu
uptyneto, i wymagato pracy kilku pokolen naukowych, nim Instytut stat sie tak
duzg i znang placéwka badawcza.

Trudno jest doktadnie podac¢ date powstania Instytutu. Mys$l o utworzeniu
placowki poswieconej badaniom doswiadczalnym w zakresie biologii powstata
wkrotce po Smierci Marcelego Nenckiego (1847— 1901). Pragnieniem Jego
licznych uczniéw i wspotpracownikdw byto uczczenie pamieci ich Nauczyciela
przez nadanie Jego imienia polskiej placéwce, w ktérej rozwijano by chocby
niektdre kierunki badawcze Jego ogromnej spuscizny naukowej.

Marceli Nencki***’ urodzit sie w Boczkach koto Sieradza. Gimnazjum
ukonczyt w Piotrkowie Trybunalskim. Udziat w Powstaniu Styczniowym
uniemozliwit Mu wstep na Uniwersytet Warszawski, przeniost sie wiec do
Krakowa, gdzie rozpoczat studia w zakresie filozofii i filologii klasyczne;j.
Wkroétce jednak okazato sie, ze i w Galicji, bedacej wéwczas pod zaborem
austriackim, nie czut sie bezpieczny.

Zmuszony do opuszczenia Polski kontynuowat studia w Berlinie. Jednak
przerwat wybrany kierunek studiéow i zafascynowany naukami przyrodniczymi,
by¢ moze pod wptywem swych przyjaciot mtodych medykdéw, wstapit na Wydziat
Lekarski z mocnym postanowieniem prowadzenia w przyszto$ci badan proce-
sOw chemicznych zachodzacych w organizmie zywym. W zwigzku ze swymi
planami naukowymi Nencki pogtebiat studia w zakresie chemii, pracujgc pod

* prof. dr. Instytut Biologii Doswiadczalnej im. M. Nenckiego, Pasteura 3, 02-093 Warszawa
**’ Najwazniejsze zrédta
1 Grzelakowska-Sztabert B. (1972), Intern. J. Biochem. 3, 125— 137.
2. Piecdziesiat lat dziatalnosci Instytutu Biologii Doswiadczalnej im. M. Nenckiego. 1918— 1968.
Red. Adler H. Warszawa, 1968, PWN ss. 184.
3. Niemierko S. (1987), Acta Bioch. Polon. 34, 239—252.

4. Zielinski K. (1978), Nauka Polska 19. 33—80.
**** Szwejcerowa A., 1977. Marceli Nencki, str. 137, Interpress, Warszawa.
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kierunkiem stynnego chemika Adolfa Bayera. Jeszcze jako student Nencki, wraz
ze swym przyjacielem Otto Szultzenem, opublikowat wyniki badar nad powsta-
waniem mocznika oraz nad budowg kwasu moczowego. W roku 1870 Nencki
otrzymat stopienn doktora medycyny na podstawie pracy na temat ,,Utlenianie
zwigzkdw aromatycznych w ustroju zwierzecym”. W 1872 r. objat stanowisko
asystenta w Zaktadzie Patologii Uniwersytetu w Bernie (Szwajcaria); w r. 1877
zaproponowano Mu objecie Katedry Chemii Lekarskiej, specjalnie dla Niego
utworzonej. Warto nadmieni¢, ze Katedry Chemii Fizjologicznej istniaty
wowczas tylko w Strasburgu, kierowal nig znakomity Hoppe-Seyler, i w
Warszawie, gdzie kierownikiem byt profesor Bolestaw Fudakowski. W ciagu
osiemnastu lat Nencki prowadzit w Bernie intensywng dziatalno$¢ badawczg,
dydaktyczng i organizacyjno-naukowg. Badania Jego ceniono bardzo wysoko;
wybitni badacze z calej Europy odwiedzali Jego Zaktad. Nencki wyksztatcit
wielkie grono wspétpracownikéw, wsréd ktorych byto wielu Polakow, otaczat
ich szczegélnie troskliwg opieka. Niektdrzy z nich po uzyskaniu przez Polske
niepodlegtosci objeli katedry uniwersyteckie. Pomimo wielu sukceséw nauko-
wych w Szwajcarii, Nencki zgodzit sie zorganizowac i obja¢ kierownictwo Dziatu
Chemii w nowopowstatym Instytucie Medycyny Eksperymentalnej w Petersbur-
gu. Warunki, ktére Mu proponowano, byly wyjatkowo necace: nowy gmach,
wybudowany wedtug wtasnych Jego planéw; wyposazenie pracowni— wspania-
te jak na owe czasy; mozno$¢ zabrania ze sobg wspotpracownikéw z Berna;
swoboda w wyborze tematyki badawczej; wspoipraca z lwanem Piotrowiczem
Pawtowem, wybitnym fizjologiem rosyjskim, Dyrektorem Instytutu; brak obcia-
zeh dydaktycznych ze studentami. Wszystko to sprawito, ze dziesigcioletni okres
pracy badawczej Nenckiego w Petersburgu okazat sie niezwykle owocny.
Niestety zmart przedwcze$nie, w wieku 54 lat.

Imponujaca spuscizne naukowga Nenckiego opracowali jego najblizsi wsp6t-
pracownicy, Nadiezda Sieber-Szumowa i Jan Zaleski, w postaci dwoch tomow,
kazdy po ponad osiemset stron pod wsp6lnym tytutem ,Opera Omnia”;
zawierajg one wilasne prace Nenckiego oraz prace Jego licznych uczniéw.

Badania Nenckiego, prowadzone w drugiej potowie XI1X wieku, wyprzedzaty
znacznie dotychczasowe statyczne podejscie do problemoéw biochemicznych.
Nenckiego pasjonowaty zagadnienia dynamiki procesow chemicznych zacho-
dzacych w organizmie, powstawania niektérych sktadnikéw ustroju — mozna
Go wiec zaliczyé do protagonistéw nowoczesnej biochemii.

Zagadnienia opracowywane przez Nenckiego iJego wspotpracownikow byty
bardzo rd6znorodne. Nie miejsce tu omawiaé¢ szczegbtowo Jego osiggniecia.
Ogranicze sie wiec do wskazania gtdwnych kierunkédw badawczych. Szereg
zagadnien interesowato Nenckiego przez cate Jego zycie; np. utlenianie kwaséw
aromatycznych, budowa puryn, a zwaszcza kwasu moczowego. Do waznych
osiggnie¢ Nenckiego nalezy wykazanie, ze mocznik nie jest preformowany w
czasteczce biatka, lecz powstaje zaminokwasOw ize procesowi temu towarzyszy
wigzanie dwutlenku wegla. We wspotpracy z I. P. Pawtowem wykazat on, ze
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miejscem powstawania mocznika jest watroba. Ogromng stawe przyniosty
Nenckiemu wyniki wiasnych badan i mtodego biochemika polskiego, pracuja-
cego wdwczas w Anglii Leona Marchlewskiego. Badania te wyraZznie wskazywa-
ty na pokrewienstwo chemiczne dwdch biologicznie waznych barwnikdéw:
hemoglobiny i chlorofilu. Powazny byt tez wkiad Nenckiego w zagadnienia
syntezy kwasOw ttuszczowych, ktéry p6zniej doprowadzit Knoopa do wyjasnie-
nia drég utlenienia kwasow tluszczowych. Nencki nie ograniczat sie do
zagadnien teoretycznych: w razie potrzeby wiaczat sie do pracy, ktdra przynosita
bezposredni pozytek, jak np. zwalczanie ksiegosuszu u bydta na potudniu Rosji.
Wiele pracy poswiecit Nencki badaniom farmakologicznym, byt jednym z
pionieréw mikrobiologii biochemicznej.

Nencki nigdy nie pracowatl w Polsce, utrzymywat jednak ze swojg Ojczyzng
bliskie kontakty: byt cztonkiem Akademii Umiejetnosci w Krakowie, doktorem
honoris causa Uniwersytetu Jagiellofiskiego, cztonkiem wielu towarzystw nau-
kowych m.in. Towarzystwa Lekarskiego Krakowskiego, wygtaszat w Polsce
referaty jak np. ostatni jego stynny odczyt w r. 1900 na Zjezdzie Lekarzy i
Przyrodnikéw w Krakowie (p. str. 23). Odczyt ten powszechnie uwaza sie za
testament naukowy Nenckiego. Ogtaszat takze artykuly w czasopismach
polskich. Nencki czut sie Polakiem. Zgodnie z Jego wolg pochowany zostat w
Warszawie.

Ze wzgledu na warunki polityczne Polski poczatek XX wieku byt bardzo
trudny dla rozwoju Nauki Polskiej. Wszelkie starania warszawskich sfer
naukowych, chcacych uczci¢ pamie¢ Nenckiego przez stworzenie Towarzystwa
Jego imienia, ktérego celem bytoby popieranie rozwoju nauk $cistych i stosowa-
nych— niestety nie udawaty sie na skutek zakazéw witadz rosyjskich. Dopiero
ruchy rewolucyjne 1905 r. zmienity nieco sytuacje: wczesniej odrzucane zabiegi
warszawskich cztonkéw Polskiej Akademii Umiejetnosci doczekaty sie pomysl-
nego zakonczenia i w 1907 r. zarejestrowano Towarzystwo Naukowe Warszaw-
skie (TNW). Skupiato ono gtéwnie wyktadowcow i bytych wychowankow Szkoty
Gtéwnej. Jednym z celéw Towarzystwa byto tworzenie wiasnych pracowni
naukowych, wséréd nich Pracowni, ktore byty zalazkiem przysztych zaktadéw
Instytutu imienia Marcelego Nenckiego. TNW utrzymywato sie z fundacji
spotecznych, trudnosci finansowe byly wiec ogromne. Dlatego tez wielkie
znaczenie miat dokonany w 1909 r. zapis Nadiezdy Sieber-Szumowej, dtugolet-
niej wspoétpracowniczki M. Nenckiego. Zapis ten w kwocie 50.000 rbl. przezna-
czony byt dla przysztego Instytutu. Takze w gmachu przy ul. Sniadeckich 8,
obecnej siedzibie Instytutu Matematycznego PAN, darze J6zefa Potockiego dla
TNW, przewidziano lokal dla Instytutu. Jednakze dopiero po odzyskaniu przez
Polske niepodlegtosci kierownicy zaktadéw biologicznych TNW mogli ponowié
starania o utworzenie Instytutu im. Marcelego Nenckiego, ktore zostaty
zaaprobowane. Rok 1918 mozna wiec uwazac za poczatek dziatalnosci Instytutu.

Pierwszym Dyrektorem Instytutu zostat Kazimierz Biataszewicz. Dzigki Jego
szerokiej wiedzy, energii, zdolnoSciom organizacyjnym i oddaniu wszystkich
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swych sit dla dobra rozwoju Nauki Polskiej Instytut w krétkim czasie stat sie
przodujaca placéwka w zakresie doswiadczalnych nauk biologicznych, ktéra
przyciagata do wspotpracy, bardziej lub mniej Scistej, badaczy z calej Polski.

Kazimierz Biataszewicz urodzit sie w 1882 r. w Suwatkach. Po ukonczeniu
gimnazjum wstapit na Uniwersytet Warszawski gdzie studiowat zoologie. Jeszcze
jako student wykonat prace z zakresu histogenezy hydry, prace te nagrodzono
ztotym medalem. W 1905 r. za udziat w walkach rewolucyjnych zostat wyrzucony
z Uniwersytetu i musiat opuscié¢ Warszawe, podobnie jak ponad 40 lat wczesniej
Nencki. Dwa lata spedzit w Niemczech pracujgc w rdéznych laboratoriach
biologicznych. P6Zniej studiowal w Uniwersytecie Jagielloiskim pod kierun-
kiem Swietnego biologa prof. Emila Godlewskiego, jra. Tam Biataszewicz
doktoryzowalt sie na podstawie pracy z dziedziny fizjologii wzrostu ptazéw. Juz
wtedy zainteresowania Biataszewicza skierowane byty na procesy metabolizmu
w tkankach zwierzecych — gtéwny problem wiekszosci Jego prac. Przez pare lat
pracowatjako asystent w Zaktadzie Zoologii Uniwersytetu w Saratowie. W 1913
r. powrdcit do Warszawy i objagt stanowisko asystenta w Pracowni Fizjologii
Zwierzat przy TNW kierowanej przez Jana Sosnowskiego, ktérej kierownictwo
objat w 1916 r. po habilitacji w Uniwersytecie Jagiellonskim. Pracownia ta byta
zalgzkiem poOzniejszego Zaktadu Fizjologii Instytutu Nenckiego. Tak wiec od r.
1913 az do konca swego zycia (1943) Kazimierz Biataszewicz byt zwigzany z
Instytutem, ktéremu oddat catg swa pasje zyciowg. Od r. 1918 Biataszewicz byt
kierownikiem Zaktadu Fizjologii tworzacego sie Instytutu im. Nenckiego. W r.
1920 zostat mianowany profesorem Fizjologii Zwierzat na Uniwersytecie
Warszawskim. Byta to pierwsza w Polsce Katedra Fizjologii na Wydziale Nauk
Przyrodniczych, réwniez i w innych krajach Europy byto ich wowczas niewiele.

Zaktad Fizjologii Zwierzat U.W. przez wiele lat korzystat z pomieszczen
Zaktadu Fizjologii Instytutu Nenckiego przy ul. Sniadeckich 8. Takze gdy w 1934
r. otrzymat wiasny lokal przy ul. Wawelskiej w budynkach Instytutu Radowe-
go— zwigzek miedzy Instytutem a zaktadem uniwersyteckim byt bardzo Scisty,
poniewaz Zaklad Fizjologii Instytutu zostat przeniesiony do tego samego
budynku, w najblizszym sasiedztwie obecnego gmachu Instytutu im. Marcelego
Nenckiego.

Zaktady Instytutu ze wzgledu na trudng sytuacje finansowg nie mogty
zatrudniaé licznego personelu. Najwiekszy z Zaktadéw — Zaktad Fizjologii —
liczyt nie wiecej niz 6 do 8 o0s6b statego personelu. Kierownik Zaktadu nie
pobierat gazy z Instytutu, lecz tylko z Uniwersytetu Warszawskiego. Pozostali
pracownicy, to wolontariusze. W$r6d nich liczng grupe stanowili studenci, a
takze osoby, ktére zarabiaty w inny sposob, gtdwnie jako nauczyciele. Ich pasjg
zyciowg byly badania dosSwiadczalne, stwarzalo to szczeg6lng atmosfere, tak
bardzo sprzyjajgca wytezonej pracy naukowej.

Zadanie jakie stawiat sobie Instytut od poczatku ,,byto skupienie wjego tonie
grona specjalistbw w zakresie najwazniejszych dziatbw biologii”*. Liczba

** Instytut imienia Nenckiego przy Towarzystwie Naukowym Warszawskiem. 1920— 1927.
Organizacja, Dziatalnosé, Srodki, Warszawa, 1928.
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zaktaddéw zmieniata sie, zarowno ze wzgledow finansowych jak i ze wzgledéw
personalnych. Jedne musiaty ulec likwidacji lub czasowemu zawieszeniu. Bez
przerwy do wybuchu Il Wojny Swiatowej funkcjonowaty: Zaktad Fizjologii pod
kierunkiem Kazimierza Biataszewicza, Zaktad Biologii Ogo6lnej — kierownik
Romuald Minkiewicz. Zaktad Morfologii DosSwiadczalnej, kierowany przez
Jana Dembowskiego, utworzony zostat w 1927 r., jego dziatalno$¢ zostata
zawieszona w 1934 r. ze wzgledu na objecie przez J. Dembowskiego Katedry
Biologii na Uniwersytecie Stefana Batorego w Wilnie. Zaktad Biometrii pod
kierunkiem Jerzego Sptawa-Neymana powstat w 1928 r.. Dziatalno$¢ tego
zaktadu rozwijata sie w Scistej wspotpracy z placowkami z poza Instytutu
podejmujacymi zblizong tematyke naukowga. Zaktad Neurobiologii objat po
$mierci prof. E. Flataua prof. K. Orzechowski.

Gldwnym tematem badawczym Zaktadu Biologii byta analiza przystosowan
czynnych ustroju jako catosci do Srodowiska. Badania doswiadczalne dotyczyty
réznych przystosowan. W zakresie morfologicznych na pierwszy plan wybijaty
sie klasyczne prace Stanistawy Dembowskiej nad morfodynamika aparatu
rzeskowego Stylonychia w czasie regeneracji. Przystosowania fizjologiczne
opracowywali m.in. Jan i Stanistawa Dembowscy. Badali oni wptyw réznych
czynnikéw na pobieranie pokarmu przez wymoczki, wptyw réznego ksztattu
kropli na ruchy orzeskéw, wptyw Swiatta barwnego na szybko$¢ podziatéw tych
pierwotniakéw. Trzecig grupe zagadnief obejmowaty przystosowania etologicz-
ne, pod ktérymi nalezy rozumiec¢ procesy psychofizjologiczne (w rozumieniu z lat
dwudziestych) — a wiec instynkty, pamieé, orientacje przestrzenna, stosunki z
innymi organizmami, jak symbioza, nasladownictwo itp.. Sg to gtdwnie prace
Romualda Minkiewicza i wspotpracownikéw nad rozpoznawaniem i pamiecig
ksztattdw oraz barw. Inne prace dotyczyty zagadnien etologicznych, ktére i
znacznie pdzniej opracowywano w Instytucie Nenckiego np.: budowa domkow
przez larwy chruscika, zagadnienia symbiozy, rytmy biologiczne. W Zaktadzie
Biologii wprowadzano tez nowe metody badan, jak np. barwienie przyzyciowe.
Czes¢ wymienionych zagadnieh opracowywanych przez Jana i Stanistawe
Dembowskich weszta p6zniej do tematyki Zaktadu Morfologii Doswiadczalnej.

Nieco wiecej uwagi poswiece problematyce Zaktadu Fizjologii, poniewaz z
niego powstaty po wojnie dwa duze Zaktady Instytutu: Zaktad Biochemii i
Zaktad Neurofizjologii. Tematyka Zaktadu, wprowadzona przez Bialaszewicza i
kontynuowana przez Jego uczniéw, dotyczyta zagadnien przemiany materii i
energii z punktu widzenia poréwnawczego. W szczeg6lnosci badano metabolizm
réznych skiadnikéw ciata w czasie gtodu u przedstawicieli wielu gatunkéw
zwierzat, zaro6wno kregowych jak i bezkregowych. Caty cykl prac poswiecono
zagadnieniom biochemii rozwoju, ze szczeg6lnym uwzglednieniem proceséw
zachodzgcych w czasie wzrostu i metamorfozy u owadéw. Przemiane mineralng
badano z réznych punktéw widzenia: sktad mineralny jaj, miesni i cieczy ciata
zwierzat morskich w zaleznosci od sktadu mineralnego $rodowiska, w ktérym
hodowano zwierzeta; przemiany mineralne w czasie gtodu, chtonienie skiadni-
kow mineralnych w jelicie psa i steku kury. W zakresie fizjologii mig$ni badano
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przepuszczalno$¢ miesni dla elektrolitéw; role ttuszcz6w w pracy miesnia, ciepto
spalania mie$nia. Oddzielny kierunek badawczy, wprowadzony przez Kazimie-
rza Biataszewicza w latach trzydziestych, to fizjologia pracy fizycznej u cztowie-
ka. Profesor Biataszewicz opracowat szczegétowo metodyke badan ergometrycz-
nych, wymiany oddechowej, przy czym caty szereg aparatéw byt Jego wiasnego
pomystu.

W latach trzydziestych tematyka badawcza Zaktadu Fizjologii poszerzyta sie
dzieki wprowadzeniu zagadnien z fizjologii uktadu nerwowego i wyzszych
czynnosci nerwowych. Tematyka tg zajmowali sie Liliana Lubinska oraz Jerzy
Konorski i Stefan Miller. Byt to jeszcze jeden przykiad otwartosci profesora
Biataszewicza na nowe zagadnienia — chetnie godzit sie na prowadzenie badan
nie bedacych w zasiegu Jego bezposrednich zainteresowan — pod warunkiem
jednak, ze prace sg pozyteczne dla rozwoju nauki.

Szereg 0s6b majacych zwiagzek z Zaktadem Fizjologii Instytutu objeto jeszcze
przed wojng kierownicze stanowiska w roznych placéwkach naukowych
(np. Mieczystaw Bogucki, Bolestaw Gutowski, Stanistaw Przytecki, Witold
Rawita-Witanowski). Te liste mozna poszerzy¢ nazwiskami bezpos$rednich
ucznidw Kazimierza Biataszewicza, ktdrzy po wojnie zajeli szereg powaznych
stanowisk (Michat Laskowski, Stella Niemierko, Wtodzimierz Niemierko, Alina
Perlberg-Szumlewicz, Bronistaw Zawadzki, Genowefa Szwejkowska), rowniez
kilka os6b ktére przed wojng mialy zaawansowane prace magisterskie lub
ukonczone wywodzg sie z Zaktadu Fizjologii Zwierzat U.W. (Maria Dydynska,
Zofia Kiernik-Zielinska, Paulina Wtodawer, Marian Rybicki). Jedng z waznych
dziatalnosci naukowych Zaktadu Fizjologii byty zebrania naukowe, w ktérych
poza statymi pracownikami, brali udziat réwniez studenci, wykonujacy prace
doktorskie, jak i szereg oséb z poza Instytutu. Te zebrania, cieszace sie duza
frekwencjg, mozna uwaza¢ na zalgzek Polskiego Towarzystwa Fizjologicznego,
ktérego gtéwnym organizatorem i pierwszym Przewodniczacym byt Profesor
Biataszewicz. Znow wiec Instytut odegrat wazng role w integracji zycia
naukowego w Polsce. Nalezy podkreslié, ze Polskie Towarzystwo Fizjologiczne
skupiato nie tylko fizjologéw, lecz réwniez biochemikow, farmakologow itp.
Wsrod cztonkow zatozycieli PTBiochem. jest wielu dawnych cztonkéw To-
warzystwa Fizjologicznego.

Précz Zaktadéw naukowych Instytut posiadal Stacje terenowe. Byito to
zgodne z celami Instytutu im. Nenckiego zrzeszania biologéw polskich réznych
specjalnos$ci. Stacje miaty swojg wiasng problematyke, ale stuzyty one rowniez
jako miejsce badan dla szerokich rzesz biologéw. Prowadzono tam rowniez
kursy szkoleniowe dla studentéw i miodych pracownikéw naukowych. Jak
bardzo wazng role dla rozwoju biologii w Polsce stanowity Stacje Instytutu moze
stuzy¢ spis nazwisk ludzi, ktérzy przewijali sie przez Stacje, znajdujacy sie w
sprawozdaniach z dziatalnosci Instytutu. Stacji byto trzy. Stacja Hydrobiologicz-
na na Wigrach, kierowana przez Alfreda Litynskiego od r. 1920, Stacja Morska w
Helu, Kierownik — Mieczystaw Bogucki i wreszcie Stacja Potamologiczna nad
Prypecia, prowadzona przez miodego biologa, Jerzego Wiszniewskiego, roz-
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poczynajaca dziatalno$é tuz przed Il Wojng Swiatowg. Ponadto Instytut
posiadat Centralng Biblioteke w Warszawie, dostepna dla kazdego, ktéremu
ksiegozbidr byt potrzebny. Biblioteka prowadzita szerokg wymiane czasopism z
zagranicg. Ksiegozhior jej zostat znacznie powiekszony przez prywatna bibliote-
ke Nenckiego, ktérg Instytut Medycyny Eksperymentalnej w Petersburgu
ofiarowat Instytutowi. Biblioteka Instytutu byta najwiekszg bibliotekg biologicz-
ng w Polsce, tuz przed wojng liczyta 30000 woluminéw. Byfa wzorowo
prowadzona i cieszyla sie zastuzonym uznaniem.

Od samego poczatku swego istnienia Instytut prowadzit ozywiong dziatal-
no$¢ wydawnicza. Poczagtkowo wydawat ,,Prace Instytutu im. Nenckiego” (od .
1921/1922). Od r. 1926 zaczeto wychodzi¢ Archiwum Hydrobiologii i Rybactwa
pod redakcjg Alfreda LityAskiego i Mieczystawa Boguckiego, od 1928 r. Instytut
zaczat wydawac¢ Acta Biologiae Experimentalis. Redaktorem i inicjatorem tego
czasopisma byt profesor Biataszewicz. W ,,Acta” drukowano prace z catej Polski,
warto nadmieni¢, ze juz wéwczas prace ogtaszane byly nie tylko w jezyku
polskim, lecz réwniez w jezyku angielskim, francuskim i niemieckim.

Na zakoriczenie tego rysu dziejéw Instytutu przed Il Wojng Swiatowa warto
podkresli¢ rzecz trudng do opisania lecz bardzo wazng — to jest atmosfere, jaka
panowata w Instytucie. Atmosfera rzetelnej pracy naukowej, ktérej inne sprawy
byty podporzadkowane. Stosunki kolezeriskie, ktére sprawialy, ze sukcesy
jednych byty rados$cig pozostatych, a zmartwienia — wspolnymi zmartwieniami.
Kazdy pracownik czut sie dumny, zejest pracownikiem Instytutu im. Nenckiego.

Niestety, przyszta wojna i Instytut podzielit los wszystkich placéwek
naukowych i kulturalnych: praktycznie caly dobytek materialny albo zostat
zniszczony w czasie oblezenia Warszawy, albo w czasie Powstania Warszaw-
skiego. Biblioteka Instytutu, jego duma, poszta zdymem, aparatura albo zabrana
przez Niemcow albo zniszczona pomimo usilnych staran garstki bytych pracow-
nikow. Pozostaty tylko cudem uratowane niektdre ksigzki zdawnym Exlibrisem
Instytutu, majace juz teraz warto$¢ historyczng. Ale jak zwykle przy takich
kataklizmach, najwieksze straty — to ludzie. Ludzie, ktérzy zgineli bagdz zamor-
dowani przez hitlerowcow, badz zabici przez kule, badz zmarli $miercig
przedwczesng ze wzgledu na wyniszczajagce warunki bytowania. Sposérdéd praco-
wnikow Instytutu nie doczekali kofica wojny: Kazimierz Biataszewicz, Natan
Balsam, Maks Chejfec, Olga Krauze, Zygmunt Kozminski, Alfred Litynski,
Stefan Miller, Romuald Minkiewicz, Halina Rosenberg, Stanistaw Suminski,
Witold Rawita-Witanowski, Jerzy Wiszniewski, Mirostaw Zielinski i inni.

Natychmiast po wojnie grono bytych pracownikéw Instytutu podjeto
starania odbudowy Instytutu. Pierwsze kroki poczynili w Moskwie profesor Jan
Dembowski, ktory w czasie wojny sprawowat funkcje attache kulturalnego w
Ambasadzie Polskiej w Moskwie, Stanistawa Dembowska, Jerzy Konorski i
Liliana Lubinska, (ktérzy wojne przezyli w Zwigzku Radzieckim, pracujac w
Zaktadzie Fizjologii w Suchumi). Wiosng 1945 r. po powrocie do Polski
Konorskiego i Lubiniskiej powstat Komitet Organizacyjny, do ktdrego nalezaty
poczatkowo 4 osoby — Jerzy Konorski, Liliana Lubinska, Stella Niemierko i
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Wtodzimierz Niemierko; po powrocie do Kraju, jesienig 1947 r. dotgczyli sie Jan i
Stanistawa Dembowscy. Pierwszg sprawg byto ustalenie tymczasowej siedziby
Instytutu. Ze wzgledu na zniszczenia w Warszawie byto niemozliwe nawet mysle¢
o Stolicy. Wybrano wiec £6dZ, ktéra byta praktycznie nie zniszczona. Organizo-
wano tam Uniwersytet i Rektor Profesor Tadeusz Kotarbifiski zaproponowat
Katedre Fizjologii Zwierzat mojemu mezowi, Wiodzimierzowi Niemierce, a
Jerzemu Konarskiemu — Katedre Neurofizjologii. Byto to bardzo wazne, po-
niewaz zdawaliSmy sobie sprawe, ze jednym z najwazniejszych zadan stojgcych
przed nami—jest przygotowanie mtodych kadr naukowych, ktérych brak byt
oczywisty. Ogrom trudu, ktéry stat przed nami moégtby nawet przerazac¢: ze
Swietnie prosperujacej placowki nie zostato dostownie nic. Trzeba byto zaczynac
od poczatku. Jednakze byt to okres niezwyklego entuzjazmu, ktory ogarniajgc
prawie wszystkich pomagat w urzeczywistnieniu spraw wydajgcych sie niemo-
zliwymi do wykonania. Nie byto wéwczas rozbudowanej biurokracji i jeden
drugiemu starat sie poméc. W stosunkowo krotkim czasie otrzymano gmach
przy ul. Potudniowej 66, po adaptacji mogtjuz on stuzyé za siedzibe Instytutu, w
ktorym miaty funkcjonowaé trzy zaktady: Biochemii (Kierownik Profesor
Witodzimierz Niemierko), Biologii (Kierownik Profesor Jan Dembowski) i
Neurofizjologii (Kierownik Profesor Jerzy Konorski). Jeszcze za czaséw pier-
wszej przejsciowej siedziby Instytutu w todzi przy ul. Kopernika 65 starali$my
sie najrézniejszymi sposobami o aparature (m.in. dary z UNRRA, UNESCO i
Zw. Radzieckiego), a takze prébujac zamawiac prostsze urzadzenia u najrézniej-
szych rzemie$lnikow lub kupowaé¢ poniemieckie (a moze polskie?) aparaty,
ktorych Niemcy nie zdazyli wywiez¢. Instytut podlegat wéwczas Wydziatowi
Nauki Ministerstwa OSwiaty; TNW nie istniato jeszcze. Do Instytutu, rozpoczy-
najacego swa dziatalnos¢, zaczeli sie zgtaszac jego dawni pracownicy: Genowefa
Szwejkowska, Antoni Wojtczak, Aniela Szwejcerowa — przedwojenna bibliote-
karka, ktora nie tylko zgodzita sie zorganizowac Biblioteke Instytutu zupetnie od
nowa, lecz zajmowata sie wieloma sprawami biurowymi. Kazdy robit wtedy to co
byto potrzebne. Zjawili sie tez dawni magistranci profesora Biataszewicza (Maria
Dydynska, Zofia Kiernik-Zielinska, Paulina W#todawer), rozpoczynali oni
stopniowo prace w Instytucie w Zaktadzie Biochemii. Ponadto angazowano
mtodziez studencka z U.L., ktdra studiujac jednocze$nie pomagata przy organi-
zacji Instytutu i stopniowo zaczynata prace doswiadczalng. W Zaktadzie
Biochemii pracowali: Czestaw Kurowski, Lech Wojtczak, Anna Wojtczak, Irena
Kakol, Witold Drabikowski. Personel techniczny witasciwie nie istniat. Trzeba
byto wiec samemu uczy¢ mtode, pojetne i manualnie sprawne osoby; do takich
nalezata np. Maria Bednarek. Stopniowo Zakiad zaczynat funkcjonowac i
przygotowywalismy sie intensywnie do pracy dosSwiadczalnej. Podobnie dziato
sie w dwoch pozostatych Zaktadach Instytutu, ktérego Dyrektorem od 1948 r.
byt profesor Dembowski.

Problematyka Instytutu od poczatku dziatalnoSci powojennej obejmowata
zagadnienia wspoétzalezno$ci budowy i funkcji oraz mechanizméw regulacyjnych
na poziomie subkomérkowym, komérkowym oraz catego organizmu. Gtéwny
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trzon badan pozostat dotychczas ten sam. Zmienito sie natomiast i zmienia sie
ustawicznie wraz z postepami w nauce i mozliwosciami technicznymi podejscie
do rozwigzywania problemdéw oraz ich wybér, ktére badZz ze wzgledéw
poznawczych, badZz z punktu widzenia uzytecznosci wydaja sie wazne. Rozwdj
pracy w znacznym stopniu zalezat od warunkoéw lokalowych, wyposazenia w
aparature, zwiekszenia kadry naukowej i nawigzania stosunkow z placéwkami
zagranicznymi. To wszystko mogto nastapi¢ dopiero po otrzymaniu przez
Instytut nowego budynku. Budowe jego rozpoczeto w Warszawie przy ul.
Pasteura 3. W r. 1952 nowopowstata Polska Akademia Nauk przejeta Instytut
jako jedna z pierwszych swych placéwek. Dyrektorami Instytutu po Janie
Dembowskim byli: Wtodzimierz Niemierko (1961— 1967), Jerzy Konorski
(1968—1973) i Kazimierz Zielinski od r. 1973. Zaktady Instytutu stopniowo
przenosity sie do Warszawy w latach 1953— 1955. W pracach zwigzanych z
organizacja Instytutu brato juz bardzo czynny udziat rdwniez nastepne pokole-
nie naukowe Instytutu.

W nowym gmachu Instytutu w Warszawie utworzony zostat w 1953 r. Zaktad
Hydrobiologii Eksperymentalnej (Kierownik Romuald Klekowski). W latach
1951— 1961 do Instytutu, zgodnie z jego tradycjami, nalezata takze Stacja
Hydrobiologiczna w Mikotajkach przyjeta nastepnie przez Instytut Ekologii
PAN, podobnie jak i Zaktad Hydrobiologii w r. 1974. W latach 1955— 1961 w
sktad Instytutu wchodzit takze Zaktad Psychologii (Kierownik Eugeniusz
Geblewicz), ktéry przeszedt potem do U.W.

W dalszym ciggu opracowania przedstawie jedynie w gtownych zarysach
tematyke obecnie dziatajagcych Zaktadow Instytutu, poSwiecajac nieco uwagi
Zaktadowi Biochemii.

Problematyka badawcza Zaktadu Biochemii, we wczesnym okresie powojen-
nym, dotyczyta w pierwszym rzedzie biochemii owaddéw. Byla to kontynuacja
badan Kazimierza Biataszewicza i Wtodzimierza Niemierki. Opracowywano
metabolizm fosforowy, lipidowy, azotowy, weglowodanowy, jak réwniez fosfo-
rylacje oksydacyjng w réznych okresach zycia i stanach fizjologicznych u mola
woskowego, a pézniej i jedwabnika. Wprowadzano nowe metody badawcze
m.in. cytochemiczne. Otrzymano szereg waznych wynikéw, niektore zdobyty
rozgtos Swiatowy. Wprowadzono prace zespotowga, dawniej nie stosowang w
Instytucie. Data ona bardzo dobre wyniki: przyspieszenie postepdw w rozwig-
zywaniu zagadnien i nawiazywanie dobrych stosunkéw kolezenskich, z ktorych
Instytut styngt. W miare powiekszania kadry naukowej poza biochemig owaddw,
rozpoczeto badania w zakresie biochemii mieéni i biatek mie$niowych, ktére w
latach p6zniejszych rozwinety sie bardzo dobrze pod kierunkiem przedwczesnie
zmartego Witolda Drabikowskiego. Duze osiagniecia zdobyto w zakresie
biochemii lipidow (cykl prac Wiodzimierza Niemierki i Pauliny Wtodawer ze
wspoétpracownikami). Badania fosforylacji oksydacyjnej stopniowo doprowadzi-
ty do badan bioenergetycznych zespotu profesora Lecha Wojtczaka. Profesor
Zofia Zielinska wprowadzita do Zaktadu technike hodowli narzagdow przezywa-
jacych, a profesor Aleksandra Przetecka r6zne metody cytologiczne, w tym
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mikroskopii elektronowej. Trudno w do$¢ krotkim artykule uwzgledni¢ caly
dtugoletni dorobek Zaktadu Biochemii. Wydaje sie waznym, ze tworzenie
nowych pracowni, podejmowanie nowych zagadnied nastepowalo w miare
potrzeb Zaktadu, przygotowania personelu naukowego, czesto zagranicg, wypo-
sazenia aparaturowego. Na poczatku lat 60-tych stworzono Pracownie Neuro-
chemiczng (Kierownik Stella Niemierko), ktora poczatkowo zajmowata sie
zagadnieniem transportu w aksonie. Badania we wspdtpracy z Liliang Lubinska
daty ciekawe, szeroko cytowane wyniki. Zaktad Biochemii w korcu lat 60-tych
podzielit sie na dwa Zaktady: Biochemii Komérki (Kierownik Zofia Zielifiska) i
Uktadu Nerwowego i Migéni (Kierownik Witold Drabikowski). Obecnie istnieje
Zaktad Biochemii Komorki (Kierownik Barbara Grzelakowska-Sztabert) i
Zaktad Biochemii Mieéni (Kierownik Hanna Strzelecka-Gotaszewska). W
kazdym z nich jest kilka pracowni. Gtdwne Kkierunki badawcze Zaktadow
Biochemii to rézne aspekty bioenergetyki, metabolizmu iczynno$ci enzymatycz-
nych na poziomie subkomérkowym, w komoérkach normalnych i nowotworo-
wych. M.in. sg to badania bioenergetyki mitochondriow (Lech Wojtczak);
regulacja metabolizmu (Anna Wojtczak); regulacja biosyntezy fosfolipidow
(J6zef Zborowski); metabolizm folianéw i antyfoliandw w komorkach normal-
nych i nowotworowych oraz wplyw poliamin na ekspresje genéw w cyklu
komorkowym (Barbara Grzelakowska-Sztabert); syntaza tymidylanowa jako
enzym docelowy w chemoterapii (Wojciech Rode). Badania biochemii migéni
dotyczg biatek kurczliwych, biatek regulujgcych procesy skurczu oraz wasciwos-
ci bton mieséni i niektérych tkanek niemie$niowych. W szczeg6lnosci bada sie
zalezno$¢ pomiedzy strukturg i funkcjg miozyny i aktyny oraz rézne aspekty
interakcji tych dwéch biatek (Hanna Strzelecka-Gotaszewska); mechanizmy
zaleznej od wapnia regulacji cyklu skurczowo-rozkurczowego miesni szkieleto-
wych igtadkich oraz procesy regulacji ruchliwo$ci w komdrkach niemie$niowych
(Renata Dabrowska); strukture i funkcje biatek transportujgcych wapn (Jacek
KuzZnicki). Ponadto prowadzi sie¢ prace nad budowg chemiczng i metabolizmem
niektérych sktadnikéw bton komdrkowych miesni. Wreszcie prowadzone sg
badania nad rolg lekkich tancuchéw miozyny w migéniach szkieletowych w
procesach skurczu miesniowego (Irena Kakol). Badania z neurochemii obejmujg
zagadnienia odnowy po uszkodzeniach mézgu, roli gangliozydéw i czynnikéw
neurotropowych po uszkodzeniach struktur limbicznych (Barbara Oderfeld-No-
wak) oraz wplywu deprywacji ocznej na uktady neuroprzekaznikowe (Jolanta
Skangiel-Kramska). W wydzielonej Pracowni Metabolizmu Biatek (Anna Puka)
bada sie wptyw réznych czynnikéw, m.in. zmian w unerwieniu na ultrastrukture i
metabolizm miegs$ni szkieletowych.

Zaktad Biologii Komorki (Maria Jerka-Dziadosz) ma tradycyjnie za obiekt
doSwiadczen gtéwnie pierwotniaki. Wazniejsze problemy badahn to: ruchy
ameboidalne i ptyniecie cytoplazmy (Andrzej Grebecki); wptyw jondw na
zjawiska wrazliwosci komorki (Stanistaw Dryl); aspekty strukturalne cytoszkie-
letu w doswiadczalnie zmienionej morfogenezie (Maria Jerka-Dziadosz); bada-
nia uktadéw ruchliwych u pierwotniakdw (Leszek KuzZnicki); funkcjonalne
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aspekty struktury bton komérkowych i okolicy subplazmatycznej (Aleksandra
Przetecka). Stosuje sie nowoczesne metody, m.in. mikromanipulacyjne, cytoche-
miczne, mikroskopowo-elektronowe, immunocytochemiczne, biochemiczne, ele-
ktrofizjologiczne, kinematograficzne.

Zaktad Neurofizjologii (Bogustaw Zernicki) stosujac podejécie miedzydyscy-
plinarne, metody elektrofizjologiczne, behawioralne, anatomiczne, psycho-fizjo-
logiczne, neurochemiczne, etologiczne bada organizacje mézgu ijego plastycz-
nos$¢ u zwierzat dorostych iw czasie rozwoju. Najwiekszy z Zaktadéw Instytutu
posiada 11 pracowni, ktérych nazwy ilustrujg kierunki badawcze: Percepcji
wzrokowej (Bogustaw Zernicki); Uktadéw Aferentnych (Remigiusz Tarnecki);
Psychofizjologii (Wanda Budohoska); Obronnych Odruchéw Warunkowych
(Kazimierz Zielinski); Uktadu Limbicznego (Elzbieta Fonberg); Etologii (Piotr
Korda); Neuroanatomii (Anna Kosmal); Fizjologii Pamieci (lrena Lukaszew-
ska); Neurochemii (Barbara Oderfeld-Nowak).

Poza zaktadami Instytut posiada Biblioteke, liczagcg 60.000 wolumindw oraz
dwie Pracownie Srodowiskowe: Mikroskopii Elektronowej (Elzbieta Wyroba)
oraz Hodowli Komoérek i Tkanek (Leszek Kaczmarek) i kilka pracowni
ustugowych, w tym Komputerowa, lzotopowa oraz Warsztat Mechaniczny i
Szklarski.

Instytut wydaje czasopisma wjezyku angielskim: wznowione po wojnie ,,Acta
Biologiae Experimentalis” zmieniono w r. 1970 na Acta Neurobiologiae
Experimentalis (Redaktor Bogustaw Zarnicki) i Acta Protozoologica (Redakto-
rzy: Stanistaw Dryl i Stanistaw Kazubski).

Na zakonczenie warto sie zastanowié, co z dawnego przedwojennego
Instytutu zachowato sie do dni dzisiejszych? Wydaje sie, ze pomimo tylu lat,
ktére dzielg nas od ,,dawnego” Instytutu, kataklizmow dziejowych, ogromnych
strat ludzkich, zmiany pokolen, zmiany przynalezno$ci (TNW, Ministerstwo
Oswiaty, PAN), Instytut im. M. Nenckiego nie tylko nadal zyje, lecz sie
wspaniale rozwingt, zachowujac swojg indywidualnosé — placéwki poswieconej
podstawowym badaniom doswiadczalnym w dziedzinie biologii. Jest to placow-
ka otwarta na postepy wiedzy, na nowe techniki badawcze. Instytut nadal stara
sie o integracje biologédw, m.in. przez koordynacje planéw badawczych, wydawa-
nie czasopism, udostepnianie pracowni $rodowiskowych, urzgdzanie zebran,
organizacje sympozjow krajowych i miedzynarodowych. Stara sie, wspdipracu-
jac z oSrodkami zagranicznymi i ksztatcagc nowe kadry naukowe — propagowac
Nauke Polskg. Wiele prac obecnie prowadzonych ma swoje korzenie w dawnych,
nawet przedwojennych badaniach.

Wydaje mi sig, ze warto tu przytoczy¢ kilka mys$li Marcelego Nenckiego,
ktére wciaz aktualne, moga stuzy¢ jako drogowskaz dzisiejszym i przysztym
pracownikom Instytutu Jego imienia. ...,,Z czasem i to, co nam prawie do
osiggniecia wydawato sie niemozebnym, wpadto w nasze rece, lecz my, dazac
ciaggle naprzdd juz inne trudniejsze do wypetnienia mamy zyczenia. Nie watpie, ze
te zamiary przez nowe pokolenia badaczy zostang osiggniete, ze nasi nastepcy
znowu bedg mieli cele, ktdrych my nie, przeczuwamy... Zadan, czekajgcych na
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rozwigzanie jest nieskonczona ilos¢ i pojedyiczy badacz .. widzi jak jedne
pokolenia po drugich dalej kroczy¢ i pracowaé musza, a kofica badan nie ujrza.
Za to wiedza nasza bedzie coraz obszerniejsza i gtebsza, a korzy$¢ praktyczna ..
coraz wieksza”*’

Z okazji Jubileuszu Instytutu im. M. Nenckiego wptyneto do Redakcji
naszego Kwartalnika kilkanascie artykutdw z réznych dziedzin biochemii.
Pierwsze trzy publikujemy juz w tym zeszycie. Nastepne ukazg sie w zeszytach
monotematycznych poswieconych regulacyjnej funkcji proceséw fosforylacji
biatek (zeszyt 2, tomu 35, 1989) i transportowi przez btony biologiczne (zeszyt 3,
tomu 35, 1989).

M. Nencki, 1900, Przeglad Lekarski XXXIX, Nr. 31.



Post. Biochem., 35, 15-28, 1989

ARTYKULY

Pamieci profesora Witodzimierza Niemierki
- wsiedemdziesieciolecie Instytutu im. Nenckiego
prace te poswiecaja autorzy

JOLANTA BARANSKA*, JOZEF ZBOROWSKI**

Biosynteza i transport kwasu fosfatydowego
w komérkach zwierzecych

Biosynthesis and transport of phosphatidic acid in animal cells

Spis tresci

. Wstep
1l. Biosynteza kwasu fosfatydowego

111, Transport kwasu fosfatydowego w uktadach modelowych bton sztucznych oraz naturalnych in vitro
I11-1. Transport spontaniczny

111-2. Transport przy udziale biatka przenoszacego
IV. Transport kwasu fosfatydowego in vivo
V. Kwas fosfatydowy jako jonofor

Contents

I. Introduction
1l. Biosynthesis of phosphatidic acid
I1l. Transport of phosphatidic acid in vitro in model systems of artifical and natural membranes
I11-1. Spontaneous transport
I111-2. Protein-mediated transport
IV. Transport of phosphatidic acid in vivo
V. Phosphatidic acid as ionophor

l. Wstep

Kwas fosfatydowy jest fosfolipidem wystepujacym zaré6wno w komorkach
organizmow eukariotycznych jak i prokariotycznych jedynie w iloSciach
Sladowych. Jest on jednak zwigzkiem kluczowym w biosyntezie ztozonych
lipidow we wszystkich organizmach zywych (patrz artykuty przegladowe [1, 2]).
Ulegajac defosforylacji do diacyloglicerolu jest prekursorem fosfatydylocholiny,
fosfatydyloetanoloaminy i triacyloglicerolu, a reagujac z CTP przeksztatca sie w
CDP-diacyloglycerol, ktéry jest prekursorem takich fosfolipidow jak fosfaty-

* Dr hab., ** doc. dr hab., Zaktad Biochemii Komorki, Instytut Biologii Doswiadczalnej im.
M. Nenckiego PAN, ul. Pasteura 3, 02-093 Warszawa
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dyloinozytol i fosfatydyloglicerol; z tego ostatniego powstaje nastepnie kardio-
lipina — specyficzny fosfolipid wewnetrznej btony mitochondrialnej.

W zwigzku z kluczowg rolg jakg kwas fosfatydowy odgrywa w syntezie
lipidow wydaja sie byc¢ istotne nie tylko badania dotyczace jego przeksztatcen
metabolicznych, lecz takze i takie, ktdre dotycza jego transportu pomiedzy
strukturami komoérkowymi. Obecny artykut zajmuje sie wybranymi zagadnie-
niami z zakresu biosyntezy kwasu fosfatydowego w komodrkach zwierzecych,
oraz jego transportem in vitro i in vivo. Omawia takze, wydajgce sie autorom
ciekawe, nowe doniesienia dotyczace roli kwasu fosfatydowego jako jonoforu
jonéw wapnia.

Il. Biosynteza kwasu fosfatydowego

W komorkach zwierzecych kwas fosfatydowy jest gtownie syntetyzowany
poprzez estryfikacje sn-glicero-3-fosforanu lub fosforanu dihydroksyacetonu.
Estryfikacja sn-glicero-3-fosforanu, po raz pierwszy opisana przez Korn-
berga i Pricera w 1953 r [3] jest procesem dwuetapowym (Rye. 1). Pierw-
szg reakcje estryfikacji Kkatalizuje acylotransferaza sn-glicero-3-fosforanu
(EC.2.3.1.15) wykorzystujaca gtéwnie dtugotaricuchowe nasycone acylowe po-
chodne CoA, estryfikacje drugg — acylotransferaza l-acylo-sn-glicero-3-fosfora-
nu (EC.2.3.1.51) wykorzystujagca wytacznie nienasycone estry CoA [4, 5].
Powstajace w ten sposOb okreSlone czastki kwasu fosfatydowego (rodzaje
molekularne) nie determinujg jednak w peini skiadu kwaséw ttuszczowych
innych fosfolipidéw tkankowych [6].

Funkcja fosforanu dihydroksyacetonu jako akceptora dtugotancuchowych
acylowych pochodnych CoA zostata wykazana w p6znych latach 60-tych [7, 8].
Synteze acylowej pochodnej fosforanu dihydroksyacetonu katalizuje specyficzna
acylotransferaza (EC.2.3.1.42). Zwiazek ten jest prekursorem lipidéw eterowych
ale moze by¢ takze redukowany przy udziale NADPH do 1-acylo-sn-glice-
ro-3-fosforanu (kwas lizofosfatydowy), z ktérego w wyniku kolejnej acylacji
tworzy sie kwas fosfatydowy (Rye. 1).

Ponadto, kwas fosfatydowy moze powstawaé poprzez fosforylacje L-1,2-di-
-acylo-glicerolu przy udziale ATP, w reakcji katalizowanej przez kinaze diacylo-
glicerolowg (EC. 2.7.1.31) [9], rye. L Enzym ten wystepuje zaréwno w btonach
jak i we frakcji rozpuszczalnej watroby [10], czy moézgu [11, 12]. W mobzgu
(zaréwno w endoplazmatycznym retikulum jak i we frakcji rozpuszczalnej) [11,
12], a szczeg6lnie w btonach erytrocytow (ghosts) [13], aktywno$¢ tego enzymu
znacznie przekracza aktywno$¢ acylotransferazy sn-glicero-3-fosforanu, co
wskazuje na jego znaczenie.

W odrdznieniu od kinazy diacyloglicerolowej, acylotransferazy sn-gli-
cero-3-fosforanu i fosforanu dihydroksyacetonu sg w komorkach zwierzecych
wytacznie enzymami btonami. Poczatkowo sadzono, ze acylotransferaza fosfora-
nu dihydroksyacetonu, w zaleznosci od rodzaju tkanki, wystepuje badz w
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Ryc. 1. Gtdwne drogi biosyntezy kwasu fosfatydowego.

Szlak I: GP, sn-glicero-3-fosforan; LPA, I-acylo-sn-glicero-3-fosforan (kwas lizofosfatydowy); PA,
kwas fosfatydowy. Szlak Il: DHAP, fosforan dihydroksyacetonu; Acylo-DHAP, acylowa pochodna
fosforanu dihydroksyacetonu; LPA, PA, jak wyzej. Szlak Ill: DG, diacyloglicerol; PA,jak wyzej. Inne
skroty: PC, fosfatydylocholina; PE, fosfatydyloetanoloamina; TG, triacyloglicerol; CDP-DG, CDP-
-diacyloglicerol; PI, fosfatydyloinozytol; PG, fosfatydyloglicerol; CL, kardiolipina.

mitochondriach [14, 15] badZz w endoplazmatycznym retikulum [16], jednakze
doktadniejsze badania Jonesa i Hajry [17— 19] wykazaly, ze enzym ten jest
zlokalizowany w peroksysomach. Aktywnos¢ jego jest bowiem Scisle skorelowa-
na z aktywnoscig urykazy, enzymu ,,znacznikowego” peroksysomoéw.

W mikrosomach gtownym produktem acylacji sn-glicero-3-fosforanu jest
kwas fosfatydowy [20, 21], podczas gdy w mitochondriach sg nimi kwas
lizofosfatydowy i fosfatydowy [21, 22]. Skiad kwasow ttuszczowych mito-
chondrialnego i mikrosomalnego kwasu fosfatydowego rézni sie miedzy soba
[23]. W mitochondriach acylotransferaza sn-glicero-3-fosforanu wystepuje w
zewnetrznej btonie mitochondrialnej [24—27]. Wedlug Pullmana i wsp.
[27] mikrosomalne i mitochondrialne acylotransferazy sn-glicero-3-fosforanu
sg izoenzymami. Ich witasciwosci okreslone dla enzymdw tkanki watrobowej
zestawiono w Tabeli 1

Jak wida¢ z Tabeli 1, acylotransferazy mikrosomalna i mitochondrialna
réznig sie miedzy sobg specyficznoscia wzgledem wykorzystywanych estrow
dtugotancuchowych kwasow ttuszczowych, inng odpowiedzig na dziatanie
temperatury, enzymow proteolitycznych, czynnikéw reagujacych z grupami SH,

2 Postepy Biochemii 1—2/89
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Acylotransferazy sn-glicero-3-fosforanu w subfrakcjach komoérek watroby

(4]

Tabela 1

Lp. Wiasciwosc Mikrosomy Mitochondria PisSmiennictwo
1 Specyficzno$¢ wzgledem nasyco- brak specyficz- wykorzystywa- [5, 21, 22,
nych i nienasyconych diugotancu- nosci ne sa wytacznie 27— 30]
chowych estrow CoA estry nasycone
2. Optimum pH 7,0 6,6—8,5 [28]
3. Kmwzgledem glicero-3-fosforanu 0,33 mM 0,18 mM [29]
4. Wplyw N-etylomaleimidu (NEM) inaktywuje brak wptywu [28, 30, 31]
5. Trawienie enzymami proteolitycz- inaktywuje brak wptywu [31]
nymi
6.  Wplyw temperatury
a) przetrzymywanie w 4°C inaktywuje brak wptywu [28, 29]
b) przetrzymywanie w 15°C inaktywuje mniejszy [28, 29]
wplyw niz w
przypadku en-
zymu mikroso-
malnego
7. Traktowanie polimyksyna B inaktywuje staba stymula- [31]
cja

a takze polimyksyny B. Wykazujg tez odmienng pozorng stata Kmwzgledem
sn-glicero-3-fosforanu oraz r6zne optima pH.

W ostatnich latach zajeto sie rowniez kwestig asymetrycznego rozmieszcze-
nia acylotransferaz w ptaszczyznie poprzecznej btony mikrosomalnej i mito-
chondrialnej. W badaniach uzyto enzymow proteolitycznych [31—33]. Okazato
sie, ze pronaza, trypsyna, bromelaina i papaina hamowaty aktywno$¢ enzymu
mitochondrialnego tylko woéwczas, gdy struktury te poddawano uprzednio
dziataniu detergentdw, takich jak dezoksycholan lub Triton X-100. W przypad-
ku acylotransferazy mikrpsomalnej, enzymy proteolityczne hamowaty jej aktyw-
nos¢ niezaleznie od obecnosci detergentow [31]. Wyniki te wskazywalyby, ze
centrum aktywne mikrosomalnej acylotransferazy znajduje sie po cytoplazma
tycznej stronie biony, podczas gdy enzym mitochondrialny jest eksponowany po
stronie wewnetrznej btony zewnetrznej mitochondrium. Jednakze pézniejsze
badania tych autoréw [33] nie wskazujg jednoznacznie na takg lokalizacje
enzymu mitochondrialnego. W zaleznoSci bowiem od $rodowiska i jego sity
jonowej enzym byt lub nie byt hamowany przez proteazy, co zdaniem autoréw
sugeruje, ze jest on umieszczony prostopadle w stosunku do ptaszczyzny
poprzecznej btony. Natomiast enzym katalizujgcy nastepng reakcje acylacji, t.j.
acylotransferaza I-acylo-sn-glicero-3- fosforanu, a Sciélej jego centrum aktywne,
znajduje sie najpewniej po wewnetrznej stronie zewnetrznej btony mitochond-
rialnej (informacja prywatna uzyskana na XIV Miedzynarodowym Kongresie
Biochemicznym, Praga, 1988).

Poréwnujac udziat ilosciowy acylotransferaz sn-glicero-3-fosforanu wyste-
pujacych w mitochondriach i endoplazmatycznym retikulum w syntezie kwasu
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fosfatydowego w réznych tkankach u ré6znych zwierzat wykazano, ze w watrobie
szczura, krélika i wotu, mitochondrialne acylotransferazy odpowiadajg za 50%
produkcji tego zwigzku w komorce [22, 29, 34]. W narzadach takich jak serce,
nerka, nadnercze [34], a takze w tkance tluszczowej [35], tylko 10% komdrko-
wego kwasu fosfatydowego jest produkowane w mitochondriach. Udziat
mitochondrialnej acylotransferazy w watrobie Swinki morskiej [36] i komorkach
nowotworowych raka Ehrlicha [34] jest jeszcze mniejszy. Biorgc to pod uwage
mozna wnosié, ze mitochondria tkanek o niskich zdolnosciach do syntezy kwasu
fosfatydowego otrzymujg go z endoplazmatycznego retikulum na drodze
transportu. Podobnie, kwas fosfatydowy musi byé transportowany z zewnetrznej
btony mitochondrialnej do btony wewnetrznej tych organelli, gdzie zachodzi
synteza kardiolipiny. Mozliwe mechanizmy transportu kwasu fosfatydowego
zachodzace w komorkach zwierzecych sg przedstawione w nastepnych rozdzia-
fach niniejszego artykutu.

I11. Transport kwasu fosfatydowego w uktadach modelowych bton sztucznych oraz
naturalnych in vitro

Transport fosfolipidow w komdérkach organizmdéw zywych jest od dtuzszego
czasu obiektem specjalnego zainteresowania badaczy. W latach 70-tych wyizolo-
wano z frakcji cytoplazmatycznej komérek wielu tkanek zwierzat, a takze roslin,
rozpuszczalne biatka posiadajgce zdolno$¢ wigzania i przenoszenia fosfolipidow
pomiedzy btonami (patrz artykuty przegladowe w Postepach Biochemii [37,38]).
Lipidy mogg by¢jednak réwniez, cho¢ wielokrotnie wolniej, transportowane bez
udziatu biatek przenoszacych. Zjawisko to nosi nazwe transportu spontanicz-
nego.

I11-1. Transport spontaniczny

Spontaniczny transport lipidow jest od kilku ostatnich lat przedmiotem
intensywnych badan. Na podstawie dotychczasowych danych postuluje sie
istnienie dwoch od siebie niezaleznych mechanizméw odpowiedzialnych za ten
proces, a mianowicie transport:

1) jako wynik kolizji dwéch bton: dawcy i biorcy [39, 40],

2) jako wynik przejécia fosfolipidu w postaci monomeru lub micelli z btony

dawcy do btony biorcy w procesie dyfuzji przez faze wodng [41—50],

Mechanizm pierwszy zaktada, ze btony naturalne lub sztuczne wchodza na
pewien okres w $cisty kontakt pomiedzy sobg. Kontakt ten powoduje znaczne
zmniejszenie lub prawie zupetne znikniecie przylegajacej do czesci grup polar-
nych fosfolipidow izolujacej warstwy wody, przez co zostaje utatwione wyjscie
czgsteczki lipidu z jednego rodzaju btony i wnikniecie do drugiego rodzaju.
Mozliwa jest takze fuzja bton, zachodzaca rowniez na krotki okres czasu, w
ktérym to fosfolipidy z dwoch bton wymieniajg sie, a nastepnie rozchodzg w obu
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btonach w wyniku dyfuzji lateralnej. Natomiast mechanizm drugi zaktada
wyjscie monomeru z btony dawcy idyfuzje przez faze wodng, az do przypadko-
wego spotkania i wnikniecia do btony akceptorowej.

Oba mechanizmy majg swoich zwolennikéw, jednakze najnowsze badania
przemawiaja za prawdziwo$ciag mechanizmu drugiego. Badania Kkinetyczne
wykazaty bowiem, ze w przypadku réwnego stezenia obu bton, dawcy i biorcy,
reakcja przejscia monomeru lipidu przez faze wodng jest reakcjg pierwszego
rzedu [45, 46]. Nalezy zatem sadzi¢, ze czynnikiem ograniczajagcym w procesie
transportu jest wyjScie czgsteczki z btony do fazy wodnej a nie wejscie do btony
akceptorowej [45, 46]. Przeprowadzono réwniez inne, proste doSwiadczenia
pozwalajgce na rozrdznienie miedzy obu mechanizmami. W doswiadczeniach
tych inkubowano statg ilo$¢ bton dawcy z wzrastajgcymi stezeniami bton biorcy.
W przypadku kolizji bton transport fosfolipidéw bytby wprost proporcjonalny
do dodanych ilosci bton akceptorowych, a w przypadku dyfuzji fosfolipidéw
stezenie tych bton bytoby bez wptywu na transport. Doswiadczenia prowadzone
w uktadach bion sztucznych wykazaty brak wptywu stezenia bion biorcy na
transport, co wskazuje na prawdziwo$¢ drugiego mechanizmu [43, 44, 46].

Spontaniczny transport monomeréw kwasnych fosfolipidow przez faze
wodng zostat rowniez wykazany przez grupe belgijska [47, 48, 50] w pomysto-
wych doswiadczeniach, w ktérych wykorzystano metode swobodnej przeptywo-
wej elektroforezy (free-flow electrophoresis). W doswiadczeniach tych uzywano
dwoch rodzajow pecherzykéw liposomalnych, jednych o tadunku obojetnym
zbudowanych z fosfatydylocholiny oraz drugich zbudowanych z fosfatydylo-
choliny i [3H]-fosfatydyloglicerolu [47]. Pecherzyki pierwszego rodzaju byty w
polu elektrycznym inertne, podczas gdy drugie wedrowaty do anody. Po
zmieszaniu razem, w czasie inkubacji, liposomy zawierajgce poczgtkowo wylgcz-
nie fosfatydylocholine stawaly sie coraz bardziej natadowane, podczas gdy
pecherzyki drugiego rodzaju byly coraz mniej ujemne. Obserwacje te potwier-
dzato takze przemieszczenie pietna. Po czterech godzinach inkubacji populacja
pecherzykow stata sie homogenna. Doswiadczenie to $Swiadczy o stopniowym
przechodzeniu fosfatydyloglicerolu przez faze wodng do liposomoéw zawierajg-
cych poczatkowo wytgcznie fosfatydylocholine. Gdyby transport odbywat sie
droga kolizji moznaby byto spodziewac sie wielu réznych populacji pecherzykéw
liposomalnych juz od pierwszych minut inkubacji. De Cuyper i wsp. [47,
48, 50] badali ponadto zdolno$¢ i innych fosfolipidéw do przemieszczania sie
pomiedzy sztucznymi btonami. Najwydajniejszy ich transport zachodzit, gdy
btona dawcy posiadata tadunek ujemny, a btona biorcy tadunek obojetny. Wéréd
wszystkich fosfolipidow, ktérych transport badano, kwas fosfatydowy byt
transportowany z najwiekszg wydajnoscig, a jego przejScie zalezato od pH
$rodowiska. Mianowicie w pH 4,5-7,0, w ktérym kwas fosfatydowy jest
czasteczka jednoujemna, jego potowiczny czas przejscia wynosit 150 min, w pH
ponizej 4,5, w ktdrym nie jest on zdysocjowany, a wiec silnie zwigzany bfong,
kilka godzin; natomiast w pH powyzej 7, w ktérym kwas fosfatydowy tworzy
anion dwuujemny, co prawdopodobnie zwieksza jego hydrofilnos¢, jego poto-
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wiczny czas przejscia stawat sie bardzo szybki (ponizej 10 min). Badania te
wskazujg na role hydrofitowej grupy fosfolipidéw w transporcie spontanicznym.
Poprzednio zwracano uwage jedynie na role hydrofobowej czesci fosfolipidow
[43, 51], przypuszczajac nawet, ze budowa ich czesci polarnej (hydrofilowej) jest
mniej istotna [51].

Wszystkie powyzej przedstawione badania byty prowadzone na btonach
sztucznych. Stuhne-Sekalec i Stanacev [52] wykazalijednak znaczny
transport kwasu fosfatydowego w nieobecnosci rozpuszczalnych biatek cyto-
plazmatycznych miedzy frakcjg mikrosomalng a mitochondrialng watroby
swinki morskiej. Podobny transport byt obserwowany przez Baranskag i
Wojtczaka [53] miedzy frakcja mikrosomalng (dawca) a mitochondrialng
(biorca) watroby szczura. W czasie 1godz., w Srodowisku o wysokiej sile jonowej
(100 mM KC1), spontaniczny transport radioaktywnego, [32P] kwasu fosfatydo-
wego wynosit od 20 do 30%, podczas gdy podobny, bez udziatu biatek
transportujgcych, transport fosfatydylocholiny wynosit 2,5%. Transport kwasu
fosfatydowego nie byt wprost proporcjonalny do zwiekszajgcego sie stezenia
bton akceptorowych, co wskazuje na mechanizm dyfuzji tego fosfolipidu przez
faze wodna.

111-2. Transport przy udziale biatek przenoszacych

Rozpuszczalne biatka frakcji cytoplazmatycznej charakteryzujg sie réznym
stopniem specyficznosci wobec transportowanych fosfolipidow [37, 38, 54, 55].
Oprécz biatek specyficznie przenoszacych fosfolipidy, np. fosfatydyloinozytol
czy fosfatydylocholine, sg takze niskoczgsteczkowe biatka niespecyficzne przeno-
szgce wiekszosc fosfolipidow, a takze cholesterol i glikolipidy [56]. Biatko takie
zostato po raz pierwszy oczyszczone iopisane przez Bloja i Zilversmita
w 1977 r [57]. Oprocz watroby szczura wystepujg one takze i w innych tkankach.

Niskoczasteczkowe biatka, ktérych obecno$¢ wykazano w cytoplazmie
watroby wotu [58] i$winki morskiej [52] testowane byly rowniez pod wzgledem
zdolno$ci do transportu kwasu fosfatydowego i zdolno$é te wykazywaty.
Baranska i Wojtczak [59] wykazali zalezno$¢ transportu kwasu fosfaty-
dowego (z frakcji mikrosomalnej do mitochondridw watroby szczura) od
obecnosci biatka przenoszacego jedynie w niskiej sile jonowej $rodowiska. W
wysokiej sile jonowej (100 mM KC1), transport spontaniczny kwasu fosfatydo-
wego byt natomiast tak duzy, ze dodatek frakcji cytoplazmatycznej zawierajgcej
niespecyficzne biatko transportujgce fosfolipidy nie wptywat juz na przejscie
kwasu fosfatydowego pomiedzy btonami. Zdolno$¢ do transportu i wigzania
kwasu fosfatydowego posiadato jedynie niespecyficzne biatko cytoplazmatyczne.
Biatka rozpuszczalne w przestrzeni miedzybtonowej mitochondriow, oraz
wnetrza mitochondrium (matriks) nie byty do tego zdolne [59],

Zestawiajgc dane dotyczgce biosyntezy i transportu in vitro kwasu fosfaty-
dowego mozna przyjac, ze fosfolipid ten syntezowany po cytoplazmatycznej
stronie endoplazmatycznego retikulum moze byé przenoszony do innych
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struktur komérkowych (mitochondria). Transport przebiega przy udziale biatka
przenoszacego, a takze bez jego udziatu w wyniku transportu spontanicznego.
Wystepujagca w komdrkach in vivo sita.jonowa jest dostatecznie wysoka aby
sadzi¢, ze za przejScie kwasu fosfatydowego pomiedzy btonami jest odpowie-
dzialny w znacznej mierze transport spontaniczny. W mitochondriach kwas
fosfatydowy jest syntetyzowany po wewnetrznej stronie btony zewnetrznej, a w
przestrzeni miedzybtonowej nie stwierdzono biatek przenoszacych. Mozna wiec
przypuszczac, ze transport kwasu fosfatydowego z zewnetrznej do wewnetrznej
btony mitochondrialnej, konieczny dla syntezy kardiolipiny, zachodzi badz
drogg dyfuzji monomeru poprzez faze wodng, badz dyfuzji lateralnej w miejscu
zetkniecia sie obu bton mitochondrialnych.

IV. Transport kwasu fosfatydowego in vivo

Prace przedstawione w tym rozdziale pochodzg z jednego tylko laborator-
ium. Jest to laboratorium amerykarskie, kierowane przez Pagano, w ktérym
do badan transportu fosfolipidéow wewnatrz zywej komdrki zastosowano
unikalng metode. Polega ona na inkubacji komo6rek hodowanych wjednowarst-
wowych kulturach z liposomami zawierajgcymi fluorescencyjne analogi fosfoli-
pidéw [60]. Fosfolipidowe analogi wnikajg do btony plazmatycznej komorek, a
nastepnie przechodza do réznych struktur subkomaérkowych. Pietnowanie w
czasie réznych struktur subkomadrkowych, bedgce wynikiem przemieszczenia
fosfolipidéw, ogladano we fluorescencyjnym mikroskopie (high resolution
fluorescence microscopy) i fotografowano. Do badan uzywano fibroblastow
chomika a fluorescencyjne analogi fosfolipidéw zawieraty w miejscu jednego z
tancuchéw kwaséw ttuszczowych podstawnik fluorescencyjny C6-NBD.
Skrot ten oznacza kwas N-(4-nitrobenzo-2-oxo-1,3-diazolo)aminokapronowy.
Liposomy zbudowane byty bagdZz z C6-NBD-kwasu fosfatydowego, bgdz z innych
C6-NBD-fosfolipidéw i zawieraty ponadto pewng ilo$¢ znakowanej rodaming
fosfatydyloetanoloaminy. Inkubacje prowadzono 30—60 min w temp. 2°C, aby
zapobiec endocytozie. Nastepnie komorki odmywano od zewnatrznego medium
i inkubowano dalej, bez liposoméw, w temp. 37°C w czasie 1 godz. W tak
przeprowadzonym doswiadczeniu mozna wyr6zni¢ 3 stadia przejs¢ fosfolipidu:

1) przejscie fosfolipidu z liposomu do btony plazmatycznej komoérki,

2) translokacja fosfolipidu poprzez bione plazmatyczna,

3) transport fosfolipidu wewnatrz komorki.

Przejscie fosfolipidu z liposomoéw do btony plazmatycznej przebiegato droga
dyfuzji monomeru fosfolipidu przez faze wodng (transport spontaniczny).
Swiadczy o tym fakt, ze w blonie komérek fibroblastéw nie znajdowano
znakowanej rodaming fosfatydyloetanoloaminy, ktéra winna réwniez sie tam
znajdowac, gdyby transport odbywat sie zgodnie z mechanizmem kolizji [61,62],

W przypadku gdy komorki fibroblastdw inkubowano w temp. 2°C z

liposomami zawierajgcymi fluorescencyjne analogi fosfatydylocholiny [61, 64],
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fosfatydyloetanoloaminy [61, 64] lub fosfatydyloseryny [64] stwierdzano przej-
Scie tych zwigzkéw jedynie do btony plazmatycznej, wnetrze komorki nie
wykazywato fluorescencji. Po podwyzszeniu temperatury do 37°C, C6-NBD-fos-
fatydyloseryna i C6-NBD-fosfatydyloetanoloamina przemieszczaty sie z listka
zewnetrznego dwuwarstwy lipidowej btony do jej listka wewnetrznego, a
nastepnie do r6znych struktur wewnatrzkomérkowych. W przypadku C6-NBD-
-fosfatydylocholiny, podwyzszenie temperatury powodowato odrywanie peche-
rzykow zbudowanych z btony plazmatycznej, ktére w wyniku endocytozy
pojawiaty sie w cytoplazmie komérek.

Odmienne wyniki otrzymano w przypadku C6-NBD-kwasu fosfatydowego
[65], W temp. 2°C, fosfolipid ten wnikat poprzez btone plazmatyczng do struktur
wewnatrzkomdrkowych. W rezultacie obserwowano fluorescencje bton endo-
plazmatycznego retikulum, btony jadrowej i zewnetrznej btony mitochondrial-
nej, a nie jak w przypadku poprzednio omoéwionych fosfolipidéw tylko btony
plazmatycznej. Po podwyzszeniu temp. do 37°C, fluorescencja endoplazmatycz-
nego retikulum zanikata, a Swiecenie pojawiato sie w miejscach odpowiadajgcym
kropelkom lipidéw zapasowych w cytoplazmie. Badania biochemiczne [66, 67]
wykazaty, ze podczas znakowania komaérki prawie caty C6-NBD-kwas fosfaty-
dowy ulegat defosforylacji do C6-NBD-diacyloglicerolu (80—90%), ktéry w
temp. 37°C przeksztalcat sie dalej w C6-NBD-triacylglicerol i C6-NBD-fosfaty-
dylocholine.

Dla zbadania blizej mechanizmu wnikania kwasu fosfatydowego do komorki
fibroblastow uzyto [62] takze innych fluorescencyjnych analogéw kwasu
fosfatydowego, a mianowicie analogu nie poddajgcego sie defosforylacji (a wiec
zwigzku, z ktdérego nie moze powstawac diacyloglicerol) oraz analogu, ktéry
ulegat defosforylacji, ale nie mdgt by¢ ponownie re-fosforylowany (budowa tych
analog6w, patrz [62]). Badania prowadzono w temp. 2°C. Analog fluorescencyj-
ny kwasu fosfatydowego nie podlegajacy hydrolizie do diacyloglicerolu wnikat
do btony plazmatycznej komdrek, ale nie ulegat translokacji w ptaszczyznie
poprzecznej tej btony i nie przechodzit do wnetrza komérki. Kiedy z kolei
inkubowano komorki z analogiem ulegajagcym defosforylacji do diacyloglycero-
lu, ale nie poddajagcym sie ponownej re-fosforylacji stwierdzono znakowanie
fluorescencyjne bton struktur subkomoérkowych. W tych samych warunkach
liposomalna C6-NBD-fosfatydylocholina nie wnikata do wnetrza komérek.
Poddanie tych ostatnich komorek dziataniu fosfolipazy C (odszczepiajacej
fosforylocholine i prowadzacej do powstania C6-NBD-diacyloglicerolu) powo-
dowato wzrastajacg w czasie fluorescencje bton wewnatrzkomoérkowych [62].

Na podstawie tych danych zaproponowano hipoteze dotyczacg przebiegu
transportu kwasu fosfatydowego w komdrce fibroblastow ([62], ryc. 2). Zaktada
on co nastepuje: kwas fosfatydowy wnika do btony plazmatycznej komorki, jej
zewnetrznego listka (I), gdzie ulega defosforylacji do diacyloglicerolu (Il); przez
btone przemieszcza sie diacyloglicerol (111); nastepnie diacyloglicerol z we-
wnetrznego listka btony plazmatycznej przechodzi do cytoplazmy i struktur
wewnatrzkomdrkowych na drodze dyfuzji (transport spontaniczny), lub przy
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Ryc. 2. Wnikanie i transport kwasu fosfatydowego oraz jego metabolitbw w komdrce, wg [64].
Szczegdbtowy opis rycin w tekscie artykutu. L-liposomy; MITO-mitochondria; ER-endoplazmatyczne
retikulum; PA kwas fosfatydowy; DG, diacyloglicerol; TG, triacyloglicerol; PC, fosfatydylocholina.

udziale niespecyficznego biatka transportujacego fosfolipidy (IV). W endoplaz-
matycznym retikulum diacyloglicerol ulega dalszym przeksztatceniom do tria-
cyloglicerolu i/lub fosfatydylocholiny (VI). Moze on takze ulega¢ re-fosforylacji
do kwasu fosfatydowego bedgcego po ponownej hydrolizie zrédtem diacyloglice-
rolu (V). Linig przerywana na schemacie zaznaczono szlaki przeksztatcen
mozliwe, ale nie wykazane doswiadczalnie, a mianowicie fosforylacje diacylogli-
cerolu do kwasu fosfatydowego w wewnetrznym listku dwuwarstwy lipidowej
btony plazmatycznej ijego transport do wnetrza komaorki.

Powyzsza hipoteza postuluje zatem, ze forme transportowg kwasu fosfatydo-
wego stanowi diacyloglicerol. Zwigzek ten, w odr6znieniu od kwasu fosfatydo-
wego, tatwo przemieszcza sie w ptaszczyznie poprzecznej btony plazmatycznej
komorek fibroblastdw. Wyniki te sg zgodne z obserwacjami innych badaczy
dotyczacych translokacji* fluorescencyjnego analogu kwasu fosfatydowego w
btonie erytrocytow. Zwiazek ten, podobnie jak fosfatydylocholina, a w odroz-
nieniu od fosfatydyloseryny i fosfatydyloetanoloaminy, ulega translokacji bar-
dzo wolno [68]. Natomiast endogenny diacyloglicerol jest szybko przemieszcza-
ny w btonach ludzkich erytrocytow [69].

*

Przemieszczanie sig fosfolipidu z listka zewnetrznego dwuwarstwy lipidowej btony do jej listka
wewnetrznego nosi nazwe w angielskiej terminologii "flip — flop“.



[11] KWAS FOSFATYDOWY— BIOSYNTEZA | TRANSPORT 25

Na podstawie przedstawionych doSwiadczern mozna wnosic, ze kwas fosfaty-
dowy syntetyzowany po stronie cytoplazmatycznej endoplazmatycznego retiku-
tum moze by¢ takze w warunkach in vivo transportowany do innych bton. W
mitochondriach, kwas fosfatydowy syntetyzowany po wewnetrznej stronie btony
zewnetrznej maégtby by¢ transportowany jedynie do btony wewnetrznej tych
organelli. Azeby natomiast przemiesci¢ sie poprzez btone zewnetrzng i byc¢
~wyeksportowany” do innych struktur subkomaérkowych, by¢ moze, musi ulec
najpierw defosforylacji do diacyloglicerolu. Poniewaz jednak w wielu tkankach
zarbwno endoplazmatyczne retikulum jak i mitochondria syntetyzujg kwas
fosfatydowy, jest mozliwe, ze nie zachodzi w ogdle potrzeba jego transportu
pomiedzy tymi strukturami. Wyjatkiem bytyby komérki (patrz rozdziat 1), w
ktérych synteza mitochondrialnego kwasu fosfatydowego jest niska.

Reasumujac, mimo intensywnych badan prowadzonych w wielu pracow-
niach na Swiecie, problem transportu kwasu fosfatydowego w komdrce pozostaje
nadal sprawag otwartg. Nowe S$wiatlo na to zagadnienie rzucajg badania
dotyczace roli kwasu fosfatydowego jako jonoforu.

V. Kwas fosfatydowy jako jonofor

Oprécz transportu spontanicznego badz katalizowanego przez biatka prze-
noszace, dodatkowym mechanizmem transportu polarnych czasteczek przez
hydrofobowa bariere, jakg stanowi btona, bytaby mozliwo$¢ wykorzystania ich
zdolnosci jonoforowych. Pojecie jonoforu odnosi sie zazwyczaj do organicznych
czasteczek, ktére moga wigzaé i przenosi¢ kationy przez btony [70]. W
przypadku jednak kiedy jonofory sg zwigzkami amfifilicznymi, jakimi sg
fosfolipidy, kation moze odgrywaé role czynnika inicjujgcego transport.

Dziatajac jako jonofor kwas fosfatydowy tworzy kompleks sktadajgcy sie z
dwéch czasteczek wigzacych jedng czasteczke wapnia o$Smioma wigzaniami
koordynacyjnymi pochodzgcymi z atomow tlenu grup fosforanowych ikarbony-
lowych (po cztery wigzania z kazdej czgsteczki kwasu fosfatydowego). Zewnetrz-
ng warstwe kompleksu stanowi hydrofobowy pierScien sktadajgcy sie z czterech
tancuchéw kwasoéw ttuszczowych umozliwiajacy dyfuzje poprzez hydrofobowa
warstwe btony.

Takg budowe kompleksu kwasu fosfatydowego zjonem wapniowym postu-
luje miedzy innymi Reusch [71] opierajac sie na doswiadczeniach, w ktérych
wytrzgsata wodny roztwoOr zawierajacy radioaktywny 45CaCl2, oraz zdysper-
sowany radioaktywny [32P]kwas fosfatydowy z rozpuszczalnikami organicz-
nymi. Analiza fazy organicznej wykazata, ze proporcja kwasu fosfatydowego do
wapnia wynosita 2:1, a zatem wzo6r powstatego kompleksu mozna przedstawic
jako Ca(PA)2. Podobnie, kwas fosfatydowy wigzat i przenosit Mn2+, nie
reagowat natomiast zjonami Mg2+, Sr2+, Na + i K+.Zastosowany tu uktad fazy
wodnej i organicznej mozna za Reusch [71] przyja¢ jako prosty model
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doswiadczalny biologicznego uktadu cytoplazma-btona. Znajdujace sie w fazie
wodnej (cytozplazmie czy przestrzeni miedzykomérkowej) monomery kwasu
fosfatydowego w obecnosci jondw wapnia tworzg kompleks, ktdry moze tatwo
wnikaé i przechodzié przez btone. W ten sposéb Ca2+ petni funkcje inicjujaca
powstanie kompleksu i moze by¢ uwazany za sprawce translokacji kwasu
fosfatydowego.

Warto jednak dodaé, ze przejscie fosfolipidu wraz z jonem wapnia z fazy
wodnej do organicznej ograniczone byto jedynie do kwasu fosfatydowego.
Zdyspersowana fosfatydylocholina badz fosfatydyloetanoloamina nie mialy
wiasciwosci tworzenia kompleksu z jonami wapnia i nie przechodzity do fazy
organicznej. Natomiast w mieszaninie z kwasem fosfatydowym fosfolipidy te
tworzyty kompleks zjonami Ca2+ i przedostawaty sie do warstwy organicznej w
proporcji 1:1:1. Na tej podstawie, Reusch [71] wyciggneta wniosek, ze kwas
fosfatydowy w obecnosci Ca2+ moze utatwi¢ wnikanie do btony i innym
fosfolipidom, ktore tworzytyby jonoforowo dziatajacy kompleks: kwas fosfaty-
dowy-wapn-fosfolipid.

Ta ostatnia sugestia jest kwestionowana przez Brockerhoffa i wsp.
[72]. Wedtug tych autoréw jedynie dwie czastki kwasu fosfatydowego zwiazane
z jonem Ca2+ mogg tworzy¢ czasteczke jonoforu. Badacze ci uzywali jednak
innego modelu doswiadczalnego. Prowadzili doSwiadczenia na zbudowanych z
réznych fosfolipidéw liposomach, w ktérych wnetrzu zamkniety byt barwny
zwigzek arsenazo Ill, posiadajacy zdolno$¢ wigzania jonu wapnia. Tak zbudo-
wane liposomy inkubowano z podanym zewnetrznie Ca2+, a nastepnie badano
jego przejScie do wnetrza. Podobny model doswiadczalny byt uzywany w
badaniach grupy holenderskiej dotyczacych miedzy innymi wptywu réznych
kwasow ttuszczowych obecnych w czasteczce kwasu fosfatydowego na tworzenie
kompleksu Ca(PA)2ijego wiasciwosci [73].

Brockerhoff i wsp. [72] wykazali, ze jedynie znajdujacy sie w btonie
liposomow kwas fosfatydowy tworzytjonofor dla jondw Ca2+ i pozwalat im na
wejscie do wnetrza pecherzyka. Zaleznos¢ transportu wapnia od pH $rodowiska
pozwala przypuszczaé, ze najwieksze zdolnosci jonoforowe posiada kompleks
dwuujemny (Ca(PA)2-2) wystepujacy w fizjologicznym pH. Inkubacja liposo-
méw zbudowanych z kwasu fosfatydowego z dodatkiem innych fosfolipidéw np.
fosfatydylocholiny, powodowata tworzenie kompleksu: kwas fosfatydowy-
-wapn-fosfatydylocholina, ktéry nie wykazywat jednak wiasciwosci jonoforo-
wych.

Przedstawione powyzej badania wskazujg na role kwasu fosfatydowego w
wigzaniu i przenoszeniu Ca2+. Najciekawsze z nich wydajg sie jednak sugestie
wskazujace na ufatwienie przejscia przez btone kwasu fosfatydowego wtedy, gdy
wystepuje on w postaci kompleksu z Ca2+.

W poprzednim rozdziale przedstawiono dane $wiadczace o nikltych mozli-
wosciach transportowych in vivo czgsteczki kwasu fosfatydowego przez btone
bez jego uprzedniej defosforylacji. Byé moze utworzenie kompleksu z Ca2+
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stanowi droge alternatywng. Badania zwigzane z jonoforowg funkcjg kwasu
fosfatydowego sg nowe. Najblizsze lata przyniosag napewno rozwigzanie tego
interesujgcego problemu.

Autorzy sktadaja serdeczne podzigkowanie dr R. E. Pagano oraz American Society of Biological
Chemists Inc. za zgode na reprodukcje ryciny zamieszczonej w artykule jako Ryc. 2.
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l. Wstep

We wszystkich zywych organizmach wiekszo$¢é proceséw biochemicznych i
biofizycznych zachodzacych w komoérce zalezy od budowy i funkcjonowania
bton. Kazda btona biologiczna charakteryzuje sie okreSlonym, czesto specyficz-
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nym, sktadem strukturalnych fosfolipidow i biatek, ktérych wzajemne interakcje
warunkuja wiasciwosci fizykochemiczne i biologiczne.

Biosynteza réznych klas fosfolipidow zachodzi w oddzielnych przedziatach
subkomérkowych. I tak, w komérkach ssakéw podstawowe fosfolipidy: fosfaty-
dylocholina (PC), fosfatydyloetanoloamina (PE), fosfatydyloseryna (PS) i fosfaty-
dyloinozytol (PI) sg syntetyzowane wendoplazmatycznym retikulum [ 1], a tylko
niektére, jak kardiolipina (CL) w mitochondriach [1, 2]. Te ostatnie organelle
zawierajg jednak PE i PC jako swoje podstawowe fosfolipidy. Pozostaje nadal
kwestig otwartg wyjasnienie, w jaki sposob odbywa sie przemieszczanie tych
fosfolipidéw prowadzgce do utrzymania ich statego skiadu w btonach mito-
chondriow.

Oprocz badan zmierzajgcych do wyjasnienia i zrozumienia ztoznosci orga-
nizacji bton wyzszych organizmoéw eukariotycznych prowadzone sg doswiad-
czenia z uzyciem komorek drozdzy piekarniczych, Saccharomyces cerevisiae.
Wyniki tych badan dotyczace lipidowej komponenty bton sg przedmiotem
niniejszego artykutu.

Il. Rozmieszczenie i metabolizm fosfolipidow w blonach komorek drozdzy

11-1. Frakcje subkomorkowe i fosfolipidowy sktad blon

Jednym z warunkéw umozliwiajgcych badanie metabolizmu fosfolipidéw w
komdérkach drozdzy byto uzyskanie czystych frakcji subkomérkowych [3].
Oprdcz typowego preparatu mikrosomalnego uzywano frakcji wzbogaconych w
szorstkie endoplazmatyczne retikulum (charakteryzujace sie aktywna inkor-
poracja UDP-N-acetylo[U-14Clglukozoaminy) i gtadkie endoplazmatyczne
retikulum (enzym znacznikowy: reduktaza NADPH-cytochrom EC 1.6.2.4) [3].
Znana jest tez metoda subfrakcjonowania mitochondriéw drozdzy [4]. Stopien
czystosci otrzymanych frakcji okre$lano stosujgc enzymatyczne testy ,,znaczni-
kowe”, elektroforeze w zelu poliakryloamidowym i kontrole za pomoca przeciw-
ciat monoklonalnych. Z mitochondriow po ich rozfrakcjonowaniu uzyskano:
frakcje zawierajacg fragmenty btony wewnetrznej (enzym znacznikowy: oksy-
daza cytochromu c, EC 1.9.3.1); frakcje zawierajgca fragmenty btony zewnetrznej
(enzym oraz biatko znacznikowe: 3-monooksygenaza kinureninowa, EC 1.14.
13.9; poryna A— 29 kDa polipeptyd); frakcje odpowiadajgcg przestrzeni miedzy-
btonowej (enzym oraz biatko znacznikowe: peroksydaza cytochromu ¢, EC
1.11.1.5; cytochrom b?2),a takze frakcje odpowiadajgcg matriks mitochondrialnej
(enzym znacznikowy: hydrataza fumaranowa, EC 4.2.1.2).

Maksymalna kontaminacja badanych frakcji fragmentami innych bton
wynosita od 0.1 do 10%, z wyjatkiem frakcji zewnetrznej btony mitochondrialnej
zanieczyszczonej w 25% frakcjg odpowiadajgcg przestrzeni miedzybtonowej.

Procentowa zawarto$¢ gtéwnych fosfolipidow w stosunku do ich catkowitej
ilosci jest w réznych btonach (btony plazmatyczne, mitochondria, endoplazma-
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tyczne retikulum) komdrek szczepu dzikiego Saccharomyces cerevisiae podobna i
przedstawia sie nastepujaco: PC (34—41%), PE (19—34%), Pl (8—26%), PS
(3—10%) [5]. Kardiolipina (CL), fosfolipid charakterystyczny dla wewnetrznej
btony mitochondrialnej (13%), jest obecna rdéwniez w zewnetrznej btonie
mitochondrialnej (5%), a takze w nieznacznym procencie w innych btonach.

Skiad podtoza wzrostowego i warunki hodowli drozdzy, takie jak natlenienie
i temperatura, w wyrazny sposéb wptywajg na zawarto$¢ ergosterolu (sterolu
charakterystycznego dla bton drozdzowych) i fosfolipidéw w btonach mitochon-
drialnych. Catkowicie dojrzate mitochondria z komérek drozdzy rosngcych w
warunkach tlenowych zawieraja znaczne ilosci ergosterolu [6], Natomiast
promitochondria wykazujg nizszg zawarto$¢ ergosterolu, PE i CL, a wyzszg PI,
PS i PC. Mitochondria termofilnych (cieptolubnych) szczepéw drozdzy rosng-
cych wtemperaturze 25 do 45°C, na przyktad Torulopsis bovina, sg bardzo bogate
w CL (25%), z wyjatkiem szczepu Candida sloojfii, ktéry nie posiada w ogdle tego
fosfolipidu przy réwnoczes$nie zwiekszonych ilosciach PI, PS i PA [7]. Szczep ten
charakteryzuje sie uposledzonym oddychaniem ibrakiem oksydazy cytochromu
¢, ktérej aktywnos$¢ zalezy od obecnosci CL/W mutantach ,petite” z uposledzo-
nym oddychaniem [8] obserwowano podobne zmiany w sktadzie fosfolipidow,
chociaz zawarto$¢ CL nie byla w nich az tak zredukowana, jak u szczepu C.
slooffii. Mitochondria szczepéw psychrofilnych (wilgociolubnych) rosngcych w
temperaturze —2do +20°C, takich jak Leucosporidiumfrigidum i Leucosporidium
nivalis, wykazujg zwiekszong PE (43%) w stosunku do oznaczonej w mito-
chondriach komorek szczepu dzikiego. Sugeruje sie, ze grupa aminowa PE
tworzy wigzania wodorowe z polarnymi czasteczkami wody uniemozliwiajgc w
ten spos6b powstawanie w btonach punktéw zamarzania. Uzywajgc do badan
szczepu S. uvarum rosngcego na podtozu bez inozytolu zaobserwowano zmiany
w fosfolipidowym sktadzie obydwu bton mitochondrialnych i obnizenie stosun-
ku masy fosfolipidow do masy biatek o okoto 12— 14%. Jest to spowodowane
zmniejszeniem ilosci Pl i CL, a tylko czesSciowym zwiekszeniem zawartos-
ci pozostatych fosfolipidéow [9]. W innej pracowni wykazano, ze stosunek
masy fosfolipiddow do masy biatek zmienia sie¢ nieznacznie w obydwu bto-
nach mitochondrialnych auksotrofa drozdzy ino —16(Hohengasser i
wspo6tpr., dane niepublikowane, cytowane w/g [5]) rosngcego na podtozu bez
inozytolu. W mitochondriach tego auksotrofa zmniejszenie zawartosci Pl jest
kompensowane zwiekszeniem ilosci PE.

Procentowa zawartos$¢ steroli w zewnetrznej i wewnetrznej btonie mitochon-
drialnej S. cervisiae jest odmienna w stosunku do oznaczonej w komdrkach
innych organizmdéw. Badania wykonane przy uzyciu preparatéw btonowych
izolowanych z komaérek auksotrofow wyselekcjonowanego szczepu drozdzy erg
N-sp3 (Hohengasser i wspotpr., dane niepublikowane, cytowane w/g
[5] z mutacjg prowadzgcg do znacznego obnizenia zawartosci steroli (25— 30%
w stosunku do kontroli) wykazaty, ze ilo$¢ ergosterolu w wewnetrznej btonie
mitochondrialnej jest zdecydowanie wieksza niz w btonie zewnetrznej. Zastoso-
wane ostatnio [10, 11] metody enzymatycznej degradacji fosfolipidow przez
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fosfolipazy i chemicznej modyfikacji za pomocg kwasu trinitrobenzenosulfono-
wego (TNBS) (patrz artykut przeglagdowy [12]) umozliwity stwierdzenie asyme-
trycznego rozmieszczenia fosfolipidéw w ptaszczyznie poprzecznej obydwu bton
mitochondrialnych. Wyniki tych badan ilustruje rycina 1
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Ryc. 1. Asymetryczne rozmieszczenie fosfolipidéw w btonach mitochondriéw komérek drozdzy [9,
10]. Objasnienia skrétéw: IM — btona wewnetrzna; O M — btona zewnetrzna; w— listek wew-
netrzny dwuwarstwy lipidowej btony; z— listek zewnetrzny; PC — fosfatydylocholina; P |— fosfa-
tydyloinozytol; CL —kardiolipina; PS — fosfatydyloseryna; PE — fosfatydyloetanoloamina.

Odmiennosé obydwu bton mitochondrialnych wykazano badajgc ich ptyn-
nos¢ przy uzyciu sondy fluorescencyjnej, difenyloheksatrienu. Btona zewnetrzna
charakteryzujaca sie nizszym wsp6iczynnikiem ergosterol/fosfolipidy (0, 021) i
wyzszym wspo6tczynnikiem fosfolipidy/biatka (1, 20) wykazuje nizszg anizotropie
(a wiec wiekszg ruchliwos¢ lipidow) w stosunku do btony wewnetrznej charakte-
ryzujacej sie znacznie wyzszym wspotczynnikiem ergosterol/fosfolipidy (0, 070)

[10].

11-2. Drogi biosyntezy fosfolipidow w komoérkach drozdzy i ich regulacja

Szlaki metaboliczne gtéwnych fosfolipidow w komérkach drozdzy przed-
stawiono na rycinie 2. Droga biosyntezy PS w komérkach drozdzy wyréznia je
spos$réd innych organizmoéw eukariotycznych. Fosfolipid ten syntetyzowany jest
z wykorzystaniem CPD-DG jako posrednika zaréwno w mikrosomach jak i
mitochondriach [13, 14]. Potwierdzono to w badaniach in vitro z uzyciem
[32P]-CDP-DG i zimnej L-seryny [15], podobnie jak w komdrkach innych
grzyboéw i bakterii [16—21]. Natomiast w komdrkach wyzszych organizmow
eukariotycznych, PS syntetyzowana jest gtéwnie w reakcjach wymiany zasady
zachodzacych z udziatem endogennych PC i PE oraz L-seryny (Ryc. 2, patrz
artykut przeglagdowy [12]). W komoérkach zwierzecych PS moze powstawac
réwniez w reakcji wykorzystujgcej kwas 1, 2-diacyloglicerolopirofosfatydowy
[22] (Ryc. 2). Jest on substratem enzymu, wrazliwego na inhibitory grup -SH,
przenoszacego reszte wolnej L-seryny. Czy reakcja ta zachodzi w komérkach
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drozdzy nie jest wiadomo. Ostatnio stwierdzono [23], ze mikrosomy watroby
szczura wykorzystujg CDP-S jako posrednik do biosyntezy réznych rodzajow
molekularnych PS (Ryc. 2). Oznacza to, ze w wytworzonej juz inng drogg PS
nastepuje wymiana kwasoéw ttuszczowych w wyniku przemian odmiennych niz
powszechnie spotykane reakcje deacylacji przy udziale fosfolipaz i reacylacji przy
udziale specyficznych acylotransferaz. Czy w biosyntezie PS komorek drozdzy,
podobnie jak w organizmach wyzszych moze by¢ wykorzystywana CDP-S
zgodnie z zaproponowang przez Infantego hipotezg [24] pozostaje kwestig
otwartg.

PE i PC sa syntetyzowane w endoplazmatycznym retikulum komorek
drozdzy gtownie drogg opisang przez Kennedy’ego 2z udziatem odpo-
wiadajagcych im CDP-pochodnych [13,14], analogicznie jak w komérkach wielu
bakterii. W komdérkach Eukarionta wyzszych ewolucyjnie oprécz szlaku wy-
mienionego powyzej PE i PC mogg powstawaé w wyniku reakcji wymiany zasad
[12]. W mitochondriach komdrek drozdzy, podobnie jak u wyzszych Euka-
rionta, zachodzi dekarboksylacja PS do PE. Stopniowg metylacje PE, tak samo
jak u organizmoéw wyzszych ewolucyjnie, katalizujg enzymy obecne w frakcji
mikrosomalnej.

CL syntetyzowana jest de novo w mitochondriach drozdzy [14], tak jak w
komorkach zwierzecych z CDP-DG w sekwencji reakcji podanych na rycinie 2.
Natomiast Pl powstaje w mitochondriach i mikrosomach drozdzy [25], podczas
gdy w komdrkach ssakdéw tylko w mikrosomach.

Kwas fosfatydowy (PA) oprdcz drogi pokazanej na rycinie 2 moze byc¢ takze
syntetyzowany z diacyloglicerolu w reakcji katalizowanej przez specyficzng
kinaze (EC 2.7.1.-). Enzym ten we frakcji bton komorek drozdzy wykorzystuje
CTP [26], a nie ATP jak w komaérkach bakteryjnych i zwierzecych.

Wykorzystujgc czynniki mutagenne, techniki krzyzowania i klonowania
otrzymano wiele szczep6w drozdzy, charakteryzujacych sie specyficznymi
mutacjami w genach strukturalnych rdznych enzyméw uczestniczagcych w
biosyntezie fosfolipidéw [15] lub wiasciwych im genach regulatorowych [27].
Pojedyncza mutacja w genie strukturalnym CHO 1 syntazy fosfatydylosery-
nowej [15] auksotroféw mutanta cho 1 powoduje catkowity brak zdolnosci
whbudowywania [ 14Clseryny do PS zar6wno in vivo jak in vitro, a nie wptywa na
synteze znakowanych PE i PC. Sugeruje sie wiec, ze biosynteza tych fosfolipidow
przebiega z utworzeniem CDP-seryny (CDP-S)jako posrednika, analogicznie do
tworzenia CDP-etanoloaminy, CDP-monometyloetanoloaminy, CDP-dimety-
loetanoloaminy i CDP-choliny [15].

Badania poroéwnawcze z uzyciem auksotroféw réznych mutantéw oraz
szczepu dzikiego umozliwity lepsze poznanie drog metabolicznych fosfolipidow i
zbadanie wiasciwoséci niektérych enzyméw [28—31]. Stwierdzono miedzy
innymi, ze cytydylilotransferaza fosfatydanowa [32], syntaza fosfatydyloseryno-
wa [33, 34], dekarboksylaza fosfatydyloserynowa [35] oraz metylotransferazy
fosfatydyloetanoloaminowe [36,37] (w sekwencji reakcji oznaczonych na rycinie
2 grubymi strzatkami) sg regulowane kompleksowo [38]. W komdrkach szczepu

3 Postepy Biochemii 1— 2/89
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dzikiego hodowanych na podtozu wzrostowym wzbogaconym w wolne amino-
alkohole: etanoloamine, L-seryne i jej strukturalne analogi D-seryne, glicyne,
L-cysteine enzymy te ulegaja represji (jednoczes$nie obniza sie ich aktywnosc¢)
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Ryc. 2. Objasnienie na str. 35
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tylko w obecnosci inozytolu lub derepresji wjego nieobecno$ci. Sama L-seryna
dodana do poditoza nie powoduje w btonach tych komorek zmiany skiadu
fosfolipidowego. Nieobecno$é jednego z aminoalkoholi w podtozu i dodanie
inozytolu powoduje czeSciowg represje omawianych wyzej enzyméw. W tych
warunkach inozytol podany wraz z etanolamina, choling [34, 39] lub L-serynag
[38] nie wptywa na aktywnos$¢ enzymu 3-fosfatydylotransferaza CDP-diacylo-
glicerol — inozytol (EC 2.7.8.11). W obecnosci inozytolu ulega natomiast represji
w komorkach szczepu dzikiego syntaza m/o-inozytolo-l-fosforanowa (EC
5.5.1.4) [40]. Produkt jej reakcji po zdefosforylowaniu stuzy do syntezy PI. W
celu wyjasnienia mechanizmu dziatania inozytolu na aktywnos$¢ enzymow
syntezy PS, PE i PC wyselekcjonowano kilka mutantéw regulatorowych
biosyntezy inozytolu. Sg to szczepy: ino 2, ino 4— wykazujgce uszkodzenie
genéw INO 2, INO 4, ktérych natywne produkty stymulujg ekspresje syntazy
m/o-inozytolo-I-fosforanowej oraz szczep opi 1— z uszkodzonym genem OPI 1,
produkty ktérego hamujg ekspresje tego enzymu. W komorkach omawianych
mutantéw, enzymy szlaku biosyntezy PC wykorzystujagce CDP-DG jako
substrat wyjSciowy (rycina 2, droga oznaczona grubymi strzatkami) nie sg
regulowane. Sugeruje sie, ze represja enzymoOw przez inozytol wraz z L-seryng
zalezy od syntezy inozytolu. Ani inozytol ani L-seryna, ani ich mieszanina nie
wptywajag bezposrednio na aktywnos$¢ oczyszczonych do homogennosci enzy-
mow[38]: cytydylilotransferazy fosfatydanowej (Kelly i Carman, cytowa-
ne wedtug [38]), syntazy fosfatydyloserynowej [41] i 3-fosfatydylotransferazy
CDPdiacyloglicerol-inozytol [42]. Zastosowanie techniki immunoblotingu z
uzyciem poliklonalnych przeciwciat wykazato, ze inozytol wraz z L-seryng
regulujg synteze wymienionych enzymow. Ekspresja gendw kodujgcych poszcze-
go6lne enzymy jest kontrolowana przez wspélny mechanizm regulatorowy [43].
W komoadrkach szczepu dzikiego i mutantach ino 2, ino 4, opi 1, cho 1aktywnos¢
syntazy fosfatydyloserynowej jest zalezna od ilosci kopii okreslonego fragmentu
mRNA [44].

Ryc. 2. Drogi metaboliczne fosfolipidow w komérkach drozdzy. Linig przerywang (----------- —)
oznaczono drogi biosyntezy fosfolipidéw w komaérkach drozdzy; linig kropkowang (.......)oznaczono
drogi biosyntezy fosfolipiddw w komérkach wyzszych organizmdw eukariotycznych; ramkami
objeto kluczowe posredniki w biosyntezie fosfolipidow. Skroéty: G-3.P — sn-glicerolo-3-fosforan;
DHAP — fosfodihydroksyaceton; AcDHAP — acylofosfodihydroksyaceton; AcG-3-P — monoacy-
loglicero-3-fosforan; PA — kwas fosfatydowy; PPA — kwas 1,2-diacylopirofosfatydowy; DG* — di-
acyloglicerol powstajgcy w wyniku defosforylacji kwasu fosfatydowego jest wykorzystywany w
biosyntezie PE i PC drogg Kennedy’ego; CDP-DG—cytydynodwufosforan diacyloglicerolu;
PGP — fosfatydyloglicerofosforan; PG — fosfatydyloglicerol; CL — kardiolipina; P |— fosfatydy-
loinozytol; PS — fosfatydyloseryna; PE — fosfatydyloetanoloamina; PC — fosfatydylocholina;
SAM — S-adenozylometionina; SAH — S-adenozylohomocysteina; CDP-E — cytydynodwufosfo-
ran etanoloaminy; CDP-C — cytydynodwufosforan choliny; CDP-S — cytydynodwufosforan se-
ryny; EP — fosforyloetanoloamina; CP — fosforylocholina; E—etanoloamina; S— L-seryna;
C —cholina; GPS —glicerofosforyloseryna; CoA— koenzym A
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11-3. Lokalizacja gtéwnych enzyméw szlakdw metabolicznych fosfolipidéw w komoérce

Jak opisano w podrozdziale 11-2 reakcje biosyntezy fosfolipidéw zachodzg w
drozdzach w endoplazmatycznym retikulum i w mitochondriach. Niektore
procesy, jak dekarboksylacja PS i synteza CL zachodzg wylgcznie w mito-
chondriach inne, jak reakcja metylacji PE wytgcznie w endoplazmatycznym
retikulum.

Wzgledng aktywno$¢ enzyméw oraz ich rozmieszczenie w plaszczyznie
poprzecznej bion przedstawiono odpowiednio w tabeli 1ina rycinie 3. Jak wida¢
w tabeli 1, pewne enzymy, miedzy innymi acylotransferazy fosforanu dihydro-
ksyacetonu i glicerofosforanowa oraz syntaza fosfatydyloserynowa sg bardziej
aktywne w zewnetrznej btonie mitochondrialnej, anizeli w endoplazmatycznym
retikulum. Lokalizacje w ptaszczyZnie poprzecznej bton (Ryc. 3) dwdch ostatnich
enzymow, a takze dekarboksylazy fosfatydyloserynowej i innych ustalono w
wyniku proteolizy natywnych mitochondriéw, mitochondriéw pozbawionych
btony zewnetrznej i prawidtowo zorientowanych pecherzykéw uzyskanych po
fragmentacji btony zewnetrznej [3]. W przypadku pecherzykéw wskaznikiem
dla prawidtowej ich orientacji byta obecno$¢ biatka o wzglednym ciezarze
molekularnym 70-kDa (jednego z 10 charakterystycznych biatek btony zewnetrz-
nej) w listku zewnetrznym dwuwarstwy lipidowej btony, wykazana przy uzyciu
specyficznych przeciwciat [45]. Sposréd enzymow zaangazowanych w meta-
bolizm fosfolipidéw serynowych, syntaze fosfatydyloserynowg zlokalizowano w
listku zewnetrznym dwuwarstwy lipidowej blony zewnetrznej, a enzym de-
karboksylujacy w zewnetrznym listku btony wewnetrznej.

Tabela 1

Rozmieszczenie w komérkach drozdzy enzyméw biorgcych udziat w syntezie fosfolipidow

Numer Nazwa enzvmu Numer Aktywno$¢ enzymu*
reakcji y EC IM OM  MIC
1 acylotransferaza glicerofosforanowa 23115 - +++ + o+
2. acylotransferaza fosforanu dihydroksyacetonu 23.1.42 - ++ + o+
3. acylotransferaza acyloglicerofosforanowa 231— - + + +
4, cytydylilotransferaza fosfatydanowa 27741  + + + + +
5. fosfatydylotransferaza glicerofosforanowa 2.7.85 + 4+ 4+ - +

6. glicerofosfotransferaza CDP-glicerolowa 27812 +++ - -
7. 3-fosfatydylotransferaza CDP-diacyloglicerol- 2.78.11 +++ + 4+
inozytol
. syntaza fosfatydyloserynowa 2788. — ++ 4+ o+ o+
9. dekarboksylaza fosfatydyloserynowa 41165 + + + - —
10. metylotransferaza fosfatydyloetanoloaminowa 21117 - - + + +
11 fosfotransferaza cholinowa 2.7.8.2 — + + + +
* -f + 4- wysoka aktywno$¢ specyficzna; + +, $rednia; +, niska; —, brak aktywnos$ci. IM — btona wewnetrzna, OM — btona

zewnetrzna, MIC endoplazmatyczne retikulum. Numery reakcji zamieszczone w pierwszej kolumnie tabeli sa zgodne z podanymi
na rycinie 2.
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Mitochondria Endoplazmatyczne
IM oM retikulum MIC

Cytoplazma

e L

Matriks

Ryc. 3. Wewnatrzkomorkowa i wewnatrzmitochondrialna lokalizacja enzymoéw syntetyzujac
fosfolipidy w komérkach drozdzy [3, 5]. IM —btona wewnetrzna; OM — btona zewnetrzna.
Numery podane na rycinie odpowiadajg zamieszczonym w tabeli 1 enzymom. W przypadku
enzymoéw 4, 10 i 11 nie udato sie w petni okresli¢ ich lokalizacji w ptaszczyznie poprzecznej badanej
btony. By¢é moze sa to biatka integralne, stad oznakowanie kotkami petnymi i przerywanymi.

Na podstawie badan kinetycznych stwierdza sie, ze enzymy wystepujace
zarowno w endoplazmatycznym retikulum jak i w mitochondriach komaérek
drozdzy majg bardzo podobne wilasciwosci i mogag by¢ uwazane za izoen-
zymy [3],

I11. Mechanizmy transportu fosfolipidéw w drozdzach

W komorkach drozdzy (Daum G., dane niepublikowane, cytowane wedtug
[3]) wykazano, ze syntetyzowana in vivo w endoplazmatycznym retikulum drogg
metylacji PC szybko wbudowuje sie do bton mitochondrialnych. Podobnie PE
powstajgca droga dekarboksylacji PS w wewnetrznej btonie mitochondrialnej
szybko pojawia sie w endoplazmatycznym retikulum. Te dwie obserwacje
sugerujg przemieszczanie sie fosfolipidow w obrebie btony i miedzy btonami (dla
zapewnienia im stanu réwnowagi). Inne biony komoérek drozdzy, takie jak
wakuole, jadro i btony plazmatyczne nie syntetyzujg fosfolipidéw. Lipidowe
sktadniki sg im dostarczane z endoplazmatycznego retikulum, mitochondriéw
lub obydwu organelli. Istniejg obecnie trzy hipotezy wyjasniajace przemieszcze-
nie sie fosfolipidow. Bedg one omdéwione w kolejnych podrozdziatach.
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I11-1. Transport fosfolipidéw z udziatem biatek transportujgcych

Udziat specyficznych i niespecyficznych biatek w transporcie fosfolipidow
pomiedzy réznymi btonami jest szeroko postulowany. Obecno$¢ biatek trans-
portujagcych wykazano w komérkach drozdzy [25], komdrkach zwierzecych [46,
47], roSlinnych [48], eukoriotycznych i prokariotycznych mikroorganizmach
[49] (patrz artykut przegladowy w Postepach Biochemii [50]).

W badaniach kinetycznych stwierdzono, ze biatka transportujace katalizujg
dwukierunkowg reakcje przeniesienia (wymiany) poszczegdlnych fosfolipidow
pomiedzy dwiema btonami [51, 52]. Mechanizm reakcji, w ktorej substratami sg
donorowe i akceptorowe fosfolipidy jest porownywalny z mechanizmem dwu-
substratowej reakcji enzymatycznej Il-rzedu, w ktérym nadmiar jednego z
substratow powoduje hamowanie katalizy [51]. Wydajnos$¢ reakcji przeniesienia
zalezy od fizykochemicznych witasciwosci bton donorowych i akceptorowych
wynikajgcych z ich fosfolipidowego skiadu.

W badaniach in vitro przy uzyciu frakcji cytoplazmatycznej otrzymywanej z
komédrek drozdzy wykazano, ze fosfolipidy: PA, PI, PE, PS, PC i CL sa
transportowane w nastepujagcym stosunku 2,7:2:2:1,3 :1:1 [53]. Wyizolowano
i zbadano witasciwosci niespecyficznego cytosolowego biatka transportujacego
PC i Pl [53] (o ciezarze molekularnym 35 kDa, pl 4,6). Badajac transport
znakowanych pyrenem fosfolipidéw z blon donorowych pecherzykéw do
nieznakowanych bton pecherzykéw akceptorowych potwierdzono, ze cytopla-
zmatyczne biatko transportujgce (oczyszczone 3000 razy) przenosi gtéwnie PC, a
w mniejszym stopniu Pl [54], Niskie stezenia Pl hamujg zalezny od biatka
transport PC prawdopodobnie w wyniku wspétzawodnictwa o miejsce wigzace.
Podobnie, PE, PS i PA mimo, ze nie sg transportowane przez to biatko, hamuja
reakcje przeniesienia PC.

Ostatnio w innej pracowni wyizolowano i oczyszczono z komérek drozdzy 2
biatka transportujagce o podobnym ciezarze molekularnym okoto 33,4 kDa, ale
réznigce sie punktem izoelektrycznym 6,3 i 6,1 [55, 56]. Biatko o pi 6,3 moze
ulegac ograniczonej proteolizie (degradacji ulegajg niektore reszty asparaginowe
lub glutaminowe). W wyniku opisanych przemian powstaje biatko o pi 6,1.
Uzywajgc jako donorowych duzych, jednowarstwowych liposoméw zbudo-
wanych z PC, PE, Pl i PS w stosunkach molarnych 4:3:2:1 i zawierajgcych
jeden z tych fosfolipidow pietnowany oraz jako akceptorowych, liposomoéw
wielowarstwowych zbudowanych z fosfolipidow w tych samych proporcjach ale
nieznakowanych, wykazano identyczng specyficznos¢ substratowg obydwu
biatek [56]. Ich specyficzno$¢ wzgledem przenoszonych fosfolipidéw jest na-
stepujaca: PC > PE > Pl > PS. Proporcjonalnie w stosunku do zawartosci
w liposomach donorowych przenoszone sg tylko PC i Pl. Widac wiec, ze skiad
liposoméw donorowych i akceptorowych jest czynnikiem ograniczajgcym
transport fosfolipidow. W przypadku obecnosci PE wraz z Pl lub PS w
wielowarstwowych pecherzykach akceptorowych mozliwe jest utworzenie mie-
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dzy ich powierzchnig a biatkiem kompleksu warunkujgcego przeniesienie
fosfolipidéw z liposoméw donorowych.

Zdolno$¢ omawianych biatek do katalizowania transportu fosfolipidow
miedzy btonami naturalnymi i sztucznymi sugeruje, ze odgrywajg one te samg
role in vivo w komérce.

Wykazano, ze aktywno$¢ biatka transportujgcego fosfolipidy zalezy zaréwno
od stadium rozwoju drozdzy jak i zrodta metabolizowanego wegla. Aktywnos$¢
biatka transportujacego w komdrkach drozdzy hodowanych na podiozu z
glukozga jest znacznie nizsza w stosunku do oznaczonej w komérkach hodo-
wlanych na podtozu z glicerolem (w tych samych stadiach wzrostu komorek). By¢
moze inny skiad podtoza wzrostowego, w tym obecno$é mleczanu [53], badz
glukozy lub glicerolu [55, 56], jest przyczyng odmiennych wiasciwosci izo-
lowanych w réznych pracowniach biatek transportujgcych fosfolipidy.

Obserwowany in vitro spontaniczny transport fosfolipidéw pomiedzy bto-
nami zachodzi wolniej niz przy udziale biatka transportujgcego. Wykazano
jednak [57], ze strukturalny analog PC, fosfatydylopropylo-N,N-dimetyloeta-
noloamina, ktéra niejest transportowana przez biatko transportujgce fosfolipidy
przemieszcza sie szybciej in vivo miedzy endoplazmatycznym retikulum a
mitochondriami niz wskazuje na to jej wolny transport spontaniczny in vitro.

111-2. Transport fosfolipidéw drogg dyfuzji lateralnej

W mitochondrialnej przestrzeni miedzybtonowej komorek drozdzy (a takze
w matriks) (Daum G., dane niepublikowane cytowane wediug [5]) nie
stwierdzono obecnos$ci biatka transportujgcego fosfolipidy. Oprécz transportu
spontanicznego inng mozliwoscig przenoszenia fosfolipidéw jest dyfuzja la-
teralna w ptaszczyZnie poprzecznej w miejscu kontaktowym. Wykazano wy-
stepowanie przejéciowych (joining) i statych (tight junction) miejsc kontaktowych
pomiedzy obiema btonami mitochondrialnymi [45]. Uzywajac w do$wiadcze-
niach in vitro znakowanej seryny i stosujgc metode lokalizacji fosfolipidow przy
uzyciu TNBS odnajdowano nowosyntetyzowang radioaktywng PS w wew-
netrznym listku zewnetrznej btony natywnych mitochondriéw [58]. Fosfolipid
ten przenoszony jest nastgpnie do blony wewnetrznej, gdzie ulega dekarbo-
ksylacji do PE. Utworzong PE znajdowano w listku zewnetrznym btony
zewnetrznej, co Swiadczy o przechodzeniu lipidu przez miejsca "tight junction™.
W przypadku mitochondriow poddanych warunkom szoku osmotycznego [59]
radioaktywna PE pojawia sie we fragmentach btony zewnetrznej (obecno$é
ktérych wykazano stosujgc przeciwciata przeciwko porynie A) Scisle przy-
legajacych do btony wewnetrznej. Uzywajgc tego samego materiatu biologicz-
nego stwierdzono, ze wchodzace w skiad pecherzykéw liposomalnych zna-
kowane PC i Pl przemieszczajg sie bez udziatu biatka transportujgcego przez
btone zewnetrzna w miejscach ”tight junction” do btony wewnetrznej [59].
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Pozamitochondrialny transport fosfolipidéw i jego mechanizm omdéwiony
bedzie w nastepnym podrozdziale.

U1-3. Pecherzyki lipidowe jako forma transportu

W doswiadczeniach in vivo [60] przy uzyciu komdrek szczepu dzikiego
drozdzy, ktérym do podtoza podawano pulsowo [3H]seryne wykazano, ze
radioaktywna PS powstaje w endoplazmatycznym retikulum i mitochondriach,
ale tylko w mitochondriach jest dekarboksylowana do [3H]PE. Suma radio-
aktywnej PE pojawiajgcej sie w endoplazmatycznym retikulum i utworzonej z
niej PC jest miarg przeniesienia nowosyntetyzowanej PE z miejsca syntezy do
miejsca metylacji. Z kolei ilos¢ radioaktywnej PC powstajacej wytacznie w
endoplazmatycznym retikulum z podanej komdérkom [metylo-3H] metioniny
umozliwita okreslenie wydajnosci transportu tego fosfolipidu do mitochondridw.

Badajac transport fosfolipidéow w komérkach drozdzy wyjasniono, ze jest to
proces zalezny od energii [60]. Po krétkiej, 10 min inkubacji komdrek z
radioaktywna seryna, choling badz metylometioning hamowano przeptyw
elektronéw w taricuchu oddechowym podajagc mieszanine CN~, F~, NJ (w
stezeniach 5 mM kazdy) i kontynuujac inkubacje w czasie do 90 min. Wykazano,
ze ilos¢ radioaktywnej PS, w przypadku podanej znakowanej seryny, zwieksza
sie w czasie zaré6wno w mitochondriach jak i mikrosomach. Jest to trudne do
wyttumaczenia biorgc pod uwage, ze w komorkach drozdzy nie zachodzi reakcja
wymiany seryny. Roéwnoczes$nie ilos¢ pietnowanej PE w mitochondriach wzras-
ta, gdyz dekarboksylaza fosfatydyloserynowa nie wymaga dostarczania energii
(ATP). Natomiast zawartos¢ PE w mikrosomach utrzymuje sie na statym
poziomie, co $wiadczy o zablokowaniu jej przemieszczania sie miedzy organel-
lami w komérce. Dodanie mieszaniny CN-, F-, NJ hamujgc synteze PC w
endoplazmatycznym retikulum. Z obnizenia specyficznej radioaktywnos$ci mi-
krosomalnej PC i rownolegtego zwiekszenia mitochondrialnej PC, autorzy [60]
wnioskuja o przeniesieniu tego fosfolipidu miedzy organellami w warunkach
zablokowanego mitochondrialnego tancucha oddechowego.

W komérkach drozdzy, podobnie jak w wyzszych Eukarionta, fosfolipidy
obecne w btonach plazmatycznych pochodzg z bton wewngtrzkomérkowych. W
badaniach in vivo [60] komdrki mutanta drozdzy sec 18 [61] (charakte-
ryzujacego sie wytwarzaniem duzych pecherzykéw bionowych zawierajacych
biatka i lipidy) i odpowiadajgcego im szczepu dzikiego (S. cerevisiae X 2810-1 A)
hodowano w obecnosci [3H]I. Wykazano, ze przeniesienie komorek z tempe-
ratury permisywnej (23°C) do restrykcyjnej (37°C) hamuje przeptyw peche-
rzykéw uczestniczacych w sekrecji biatek, ale nie wptywa na transport fosfo-
lipidéw: PC i Pl do bton plazmatycznych. Ich przejScie z przedziatow we-
wnatrzkomdrkowych do bton plazmatycznych mierzy sie posrednio metoda
oznaczania uwalnianych, do podtoza, znakowanych glicerofosfosfocholiny i
glicerofosfoinozytolu. Te fosfodiestry powstajg w wyniku deacylacji PC i Pl
katalizowanej przez fosfolipaze B (A,) obecng w warstwie zewnetrznej biony
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plazmatycznej [62]. Poniewaz radioaktywno$é odnajdowana w podtozu hodow-
lanym pochodzi ze znakowanych PC i Pl obecnych w btonach plazmatycznych,
mozna wnioskowa¢ o przeniesieniu tych fosfolipidéw z bton wewnatrzko-
morkowych (miejsca syntezy) do bton plazmatycznych (miejsca ich deacylacji).

p—PS

+—PE 2KT GPC
v P
| V
¥

Pt —>PC

Endoplazmatycz Btona Srodowiska

Mitochondria refikulum plazmatyczna| hodowli

Ryc. 4. Miedzybtonowy transport fosfolipidbw w komérkach drozdzy [59, 60], Za pomocg ©
oznaczono zalezny od ATP transport pecherzykéw zawierajgcych PE z donorowych blon
mitochondrialnych. Linig kropkowang oznaczono transport fosfolipidéw w obrebie warstwy
monomolekularnej w miejscu "tight junction” (dyfuzja lateralna) lub w dwuwarstwie (angielski
termin: flip-flop). KT — kwasy ttuszczowe; pozostate oznaczenia jak na rycinach 1i 2

Na podstawie przedstawionych wyzej wynikéw, a takze innych zapropo-
nowano nastepujacy schemat transportu fosfolipidéw w komorkach drozdzy
[59,60] (Ryc. 4). Zaktada on zalezne od energii przemieszczanie sie PE pomiedzy
zewnetrzng btong mitochondrialng a endoplazmatycznym retikulum. Transport
innych fosfolipidow (PS, PC) pomiedzy btonami odbywa sie przy udziale biatek
transportujgcych badz drogg dyfuzji lateralnej. Transport PE za posrednictwem
pecherzykéw lipidowych wydaje sie by¢ jedyng z mozliwych drog, biorac pod
uwage niezaleznos$¢ od energii (ATP) funkcjonowania biatek transportujgcych
fosfolipidy w komorce.

Artykut otrzymano 8 lipca 1988 r.
Zaakceptowano do druku 7 wrze$nia 1988 r.
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Bazy danych w biochemii — zastosowanie do analizy
oraz przewidywania cech i funkcji biatek

Data bases in biochemistry — applications to analysis and prediction of protein
properties and functions
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l. Wstep

Od Kkilku lat stato sie mozliwe konstruowanie nowych i modyfikowanie
naturalnych enzyméw w celu zmiany ich specyficzno$ci czy zwiekszenia sta-
bilnosci lub aktywnos$ci. Zajmuje sie tym nowo powstata dziedzina wiedzy,
inzynieria biatkowa, tgczaca planowanie zmian wasciwosci biatka z inzynierig
genetyczng [1]. Dzi$ w tej dziedzinie, podobnie jak od kilkunastu lat w
mikroelektronice, trwa intensywny wyscig naukowy, ktérego stawka jest opano-
wanie nowych technologii i tgczace sie z tym miliardowe zyski. Na przykiad
subtylizyna, enzym produkowany na skale przemystowa i wykorzystywany w
proszkach do prania, ulega denaturacji pod wpltywem temperatury wyzszej niz
60° C. Zwiegkszenie termostabilno$ci subtilizyny, poprzez zaproponowanie

*Mgr, **dr, ***mgr, Zaktad Biofizyki, Instytut Fizyki Doswiadczalnej, Uniwersytet
Warszawski, ul. Zwirki i Wigury 93, 02-089 Warszawa
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odpowiednich mutacji, a nastepnie wprowadzenie ich do sekwencji aminokwaso-
wej jest celem intensywnych prac kilku grup badawczych. [2],

Badania prowadzone w ostatnim trzydziestoleciu umozliwity sformutowanie
hipotezy, ze sekwencja aminokwasowa biatek decyduje o ich witasciwos$ciach i
funkcji [3]. Dotychczas nie opracowano jednak zadnej metody przewidujgcej te
wiasciwosci wytgcznie w oparciu o informacje zawarte w sekwencji biatka.
Mozna sformutowac ten problem wjezyku fizyki i rozwigzywaé go przy pomocy
praw obowigzujagcych w $wiecie molekularnym. Uktad jest jednak niezmiernie
skomplikowany, a rozwigzanie réwnan, ktére z tych praw wynikajg jest
niemozliwe na obecnym poziomie wiedzy i techniki komputerowej.

Wspbiczesna biochemia zgromadzita ogromng ilo$¢ informacji o wielu
biatkach i analiza tych danych moze dostarczy¢ potrzebnego narzedzia ba-
dawczego. Kiedy projektuje sie mutacje jakiego$ enzymu, mozna wykorzystaé
whnioski z analizy innego enzymu o podobnej funkcji, przenoszac pozadane cechy
zjednego uktadu do drugiego. Formutuje sie réwniez wiele empirycznych regut

( START )

/ czy znana < poszukiwanie od- zostata wykonanie kompleksowej
jest sekwencja powiedniej sekwen-| znaleziona analizy sekwencji
homologiczna cji w banku (przewidywanie str. dru-
gorzedowej itp.)
tak
tak
przyporzgdkowa -
nie doktadna me-
todq

mozliwos¢ przewi-
dywania klasy stru-
kturalnej i wiasci-

wosci biatka A

€2y rozpoznano
tak / funkcjonalny (pattern)

fagment sekwencji

czy podobienistwo
dotyczy catej sekwencj
czy tylko jednego fra-

gmentu dalej analizujemy 5
tylko ten frag - a ;
tak ment (domene) odpowiedzi

czy znana jest
struktura trojwy-
miarowa biatka wzor-
cowego

nie

tak

mozliwosé przewidy -
wania struktury i who-
Sciwosci biatka

Rye. 1. Schemat postepowania przy analizie sekwencji, wzorowany na rycinie 10 z rozdziatu XII
ksigzki “Nucleid acids and protein sequence analysis, a practical approach.” [14],
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taczacych sekwencje i wiasciwosci biatek. Reguty te nie dajac wyjasnienia
zadowalajgcego dla celéw poznawczych, pozwalajg jednak na przewidywanie
skutkow planowanych mutacji.

Analize sekwencji biatka rozpoczyna sie zwykle od poszukiwania innych
biatek o podobnej sekwencji, ktére majg najprawdopodobniej analogiczne
wilasciwosci i funkcje. Gdy takie biatka nie sg znane, mozna korzysta¢ z
algorytméw przewidywania struktury drugorzedowej, identyfikacji szczeg6l-
nych uktadéw aminokwaséw itd. Efektywna analiza jest mozliwa jedynie wtedy,
gdy informacje o sekwencjach aminokwasowych i witasciwosciach fizykoche-
micznych bialek sg tatwo dostepne w postaci tzw. komputerowych baz lub
bankow danych. Tworzeniem, a nastepnie statym uaktualnieniem takich bankdw
zajmujg sie wyspecjalizowane instytucje, np. National Institut of Health (NIH) i
National Biomedical Research Foundation (NBRF) w Stanach Zjednoczonych
oraz European Molecular Biology Laboratory (EMBL) w Europie.

Celem tego artykutu jest spopularyzowanie teoretycznej analizy sekwencji
biatek jako efektywnego narzedzia badawczego. Zaprezentujemy tutaj za-
stosowanie rozmaitych metod do przyktadowego problemu. Algorytm analizy
sekwencji dowolnego biatka pokazano na rycinie 1, doktadniejsze omowienie
wymienionych tam metod znajduje sie w tekscie artykutu. Biatkiem, ktérego
sekwencje i strukture bedziemy wykorzystywali we wszystkich przyktadach, jest
zalezne od witaminy D biatko wigzace jony wapnia z jelit wotowych, oznaczone
skrotem ICBP [4]. Wszystkie zamieszczone w pracy rysunki i przykiady
pochodzg z przygotowywanych do druku prac autorow. Oczywiscie te same
techniki moga by¢ zastosowane przy rozwigzywaniu innych problemoéw.

Zebranie tak réznorodnego materiatu w jednym artykule daje szczeg6lng
perspektywe — pozwala zobaczyé, jak poprzez sztuczne granice specjalizacji
przebijajg sie autentyczne, pasjonujgce problemy. Fascynacja nimi moze fizyka
zaprowadzi¢ do biochemii, biochemika do informatyki. Niech ta fascynacja
bedzie naszym usprawiedliwieniem przed zarzutem nadmiernych uprosz-
czen — na temat kazdej ze wspomnianych tutaj metod mozna napisac (i napisano
juz) niejedng monografie.

Il. Porownywanie sekwencji aminokwasowych biatek, problem podobienstwa
sekwencji

Pierwszym etapem przewidywania witasciwosci biatka na podstawie jego
sekwencji moze by¢ odnalezienie innego biatka (innych biatek) o podobnej
strukturze pierwszorzednej. Jak jednak zdefiniowa¢ podobienstwo dwdch sek-
wencji aminokwasowych i jak odnalezé, wsrod Kkilku tysiecy sekwencji, te
podobng do analizowanej?

Pierwszg mozliwoscig jest potraktowanie aminokwaséw jako liter pewnego
alfabetu i porownywanie biatek tak jak stéw zapisanych w tym alfabecie. To, ze
jaka$ litera oznacza aminokwas o konkretnych witasciwosciach nie ma tu
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Rye. 2. Graficzne przedstawienie
¢ 1 macierzy podobieristwa (similari-
T — () Malrix) sekwencji biatek ICBP i
2 = T T | PaV. Kolumny indeksowane sg
kolejnymi aminokwasami PaV,
- wiersze aminokwasami ICBP. Na
przecieciu wiersza i kolumny ry-
- sujemy kropke gdy odpowiednie
aminokwasy sg identyczne. Licz-
- * . by n, in2podane w gérnej ramce
to tzw. filtry, identyczno$¢ amino-
L . kwasow traktowana jest jako nie-
g przypadkowa, gdy wérdd n, sasia-
L déw (z obu stron) danego amino-
; kwasu wystepuje n2 identycznos-
ci.
a.n =0, n2=1
trowania); b. n, =
n, =9,n2= 6.

(nie ma fil-
2, n2=3; ¢
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zadnego znaczenia, podobne metody stosuje sie do poréwnywania sygnatow
telekomunikacyjnych. Rozpoczynamy od konstrukcji macierzy podobieristwa,
ktérej kolumny indeksowane sg kolejnymi aminokwasami jednego biatka, a
wiersze — aminokwasami drugiego. Na przecieciu dowolnego wiersza i kolumny
umieszczamy jedynke (lub kropke w reprezentacji graficznej), gdy odpowiednie
aminokwasy sg identyczne, a zero (lub puste miejsce), jesli sa rozne. Macierz
podobienstwa dla pordwnania biatek ICBP i parwalbuminy z migsni karpia
(PaV) [5] przedstawiono graficznie na rycinie 2a. Mimo, iz sg to biatka
homologiczne, na rysunku dominujg szumy, czyli przypadkowe zgodnosci
pojedynczych aminokwaséw. Uwzglednienie lokalnej gestosci zliczeri umozliwia
pozbycie sie szumoéw (proces ten nazywa sie filtrowaniem) i podobienstwo biatek
uwidacznia sie na rycinie jako kropkowane ukos$ne linie w poblizu przekatnej
(Ryc. 2b i 2c). Dodatkowe linie poza przekatng odzwierciedlajag podobiefistwa
fragmentdéw biatka (ICBP, skiada sie z dwéch, a PaV z trzech wzajemnie
homologicznych pojednostek).

Dla szybkiego porownania wybranej sekwencji z wieloma innymi, lub dla
uzyskania iloSciowej miary podobienstwa stosuje sie rézne aglorytmy, ktére
eliminuja potrzebe wizualnej analizy macierzy podobienstwa, tak jak w metodzie
graficznej. Takie witasnie podejscie jest np. podstawg algorytméw Needelma-
na-Wunscha [6] iSmitha-Watermana [7]. Do bardzo szybkiego
poszukiwania homologii, np. wybranej sekwencji z calg bazg danych stuzy
algorytm Lipmana-Pearsona [8] (program FASTP). Przy jego wyko-
rzystaniu porownanie sekwencji ICBP z catym bankiem sekwencji SWISSPROT
5.0 [9] trwa ok. 1 min. na komputerze VAX-780.

Przy doktadniejszej analizie wspomniang powyzej “zero-jedynkowg” punk-
tacje w macierzy podobienstwa zastepuje sie punktacjg uwzgledniajgcg pre-
ferencje pewnych aminokwaséw do zamiany na inne. Najczesciej wykorzystuje
sie dane statystyczne zebrane w postaci tzw. macierzy Dayhoff [10]. W tym
samym celu mozna wykorzysta¢ podobiefistwa aminokwaséw i zdefiniowane
poprzez ich witasciwosci fizykochemiczne [11, 12] np. traktowanie leucyny
izoleucyny jako tego samego aminokwasu. Nie jest to jednak pozbawione
elementéw arbitralnosci — nie wiadomo ktére wiasciwosci aminokwaséw sg
istotne z punktu widzenia ich podobienstwa.

Kazda z wymienionych powyzej metod pozwala ilosciowo oceni¢ po-
dobienstwo sekwencji, oraz wzajemne przyporzadkowanie (alignment) amino-
kwaséw w obu sekwencjach. PodobiefAstwo sekwencji wyrazone jest najczesciej
w procentach (100% sekwencje identyczne, ok. 10— 15% sekwencje przypadko-
we). Modyfikujac nieco powyzsze metody mozna poszukiwac przyporzadkowa-
nia sekwencji aminokwasowych nie catych biatek, lecz wspolnych fragmentéw,
zwanych czasem domenami [13]. We wszystkich metodach analizy podo-
bienstwa sekwencji stosuje sie arbitralnie przyjmowane parametry, za pomoca
ktérych opisuje sie delecje i insercje w sekwencji. Swoboda ich wyboru sprawia,
ze spotyka sie czasem rdzne przyporzgdkowania sekwencji aminokwasowych
tych samych biatek.

4 Postepy Biochemii 1— 2/K9
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40 63 := -

42 30 eemesssssss=s====

44 3] e=sssssssnsanaman

46 36

48 48

50 22 imEmmssss=mss

52 18 ======m===

54 12 ======

56 6 :mmm

58 6 | mem—m

60 2 =

62 3 im=m

64 8 (mm==

66 2 =

68 2 =

70 1 =

72 5 (mm=

74 1 =

76 1 =

78 0

80 3 pem-
> 80 7 rmmm-

1337974 res 5205 sequences, mean score: 24 5 (6.93)

769 scores better than 32 saved, ktup: 1, fact: 4 scan time: 0:01:11.93
The best scores are init, opt
>CABISBOVIN DE VITAMIN D-DEPENDENT CALCIUM-BINDING PROT 347, 347
>CABIS$PIG DE VITAMIN D-DEPENDENT CALCIUM-BINDING PROT 318, 318
>CABISRAT DE VITAMIN D-DEPENDENT CALCIUM-BINDING PROT 299, 301
>S10A$BOVIN DE S-100 PROTEIN, ALPHA CHAIN. 111, 167
>S10B$RAT DE S-100 PROTEIN, BETA CHAIN. 101, 154
>S10B$SHUMAN DE S-100 PROTEIN, BETA CHAIN. 100, 154
>siob$bovin DE S-100 PROTEIN, BETA CHAIN. 98, 154
>TPCCSHUMAN DE TROPONIN C, CARDIAC MUSCLE (TN-C). 79, 91
>TPCC$RABIT DE TROPONIN C, SLOW SKELETAL AND CARDIAC MU 79, 91
>TPCC$BOVIN DE TROPONIN C, CARDIAC MUSCLE (TN-C). 79, 91
>CFAG$HUMAN DE CYSTIC FIBROSIS ANTIGEN (CFAG). 76, 137
>CL1L$PIG DE CALPACTIN 1 LIGHT CHAIN (P10 PROTEIN). 74, 122
>TPCS$CHICK DE TROPONIN C, SKELETAL MUSCLE. 71, 90
>TPCS$RABIT DE TROPONIN C, SKELETAL MUSCLE. 71, 91
>TPCS$RANES DE TROPONIN C, SKELETAL MUSCLE. 71, 89
>TPCSSHUMAN DE TROPONIN C, SKELETAL MUSCLE. 71, 91
>TPCS$PIG DE TROPONIN C, SKELETAL MUSCLE. 71, 91
>CALLS$CAEEL DE CALMODULIN-LIKE PROTEIN (GENE NAME: CAL- 69, 7
>CALMS$TETPY DE CALMODULIN (PHOSPHORYLASE KINASE DELTA C 68, 89
>RP02 $YEAST DE DNA-DIRECTED RNA POLYMERASE Il (EC 2.7.7 68, 74

Ryc. 3. Przyktad wyniku poréwnania sekwencji ICBP (wystepujgcego pod nazwa

CABIBOVINE ww banku sekwencji SWISSPROTS5), uzyskany przy pomocy programu FASTP [8],
Oprocz podania najbardziej podobnych biatek, program podaje histogram wynikéw porédwnania.
Na osi pionowej wystepuje miara podobieristwa sekwencji (score), na osi poziomej odpowiednia
liczba znalezionych sekwencji. Powyzej score = 60 wystepujg biatka spokrewnione z ICBP.
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BESTFIT of: Cabi$Bovin check: 6660 from: 2 to: 73

ID CABI$BOVIN STANDARD; PRT; 75 AA.
AC P02633;

DT 21-JUL-1986 (ADAPTED FROM A PIR ENTRY)
DT 20-MAR-1987 (ANNOTATIONS EDITED)

DT  13-AUG-1987 (ANNOTATIONS EDITED)

to: Tpcs$Chick check: 9597 from: 94 to: 161

ID TPCS$CHICK STANDARD; PRT; 162 AA.
AC  P02588;

DT 21-JUL-1986 (ADAPTED FROM A PIR ENTRY)

DT 13-AUG-1987 (FT LINES EDITED)

DE  TROPONIN C, SKELETAL MUSCLE.

Symbol comparison table: GenDataBase:SWGapPep.Cmp CompCheck: 1254

Gap Weight: 5.000 Average Match: 0.540
Length Weight: 0.300 Average Mismatch: -0.396
Quality: 33.6 Length: 72

Ratio: 0.494 Gaps: 1

Percent Similarity: 48.529

Cabi$Bovin x Tpcs$Chick October 22, 1987 18:37

2 SPEELKGIFEKYAAKEGDPNQLSKEELKLLLQTEFPSLLKGPSTLDELFE 51

| e Il 1 I [
94 SEEELADCFRIFDKNADGFIDIEELGEILRATGEHV....TEEDIEDLMK 139

52 ELDKNGDGEVSFEEFQVLVKKI 73
| Fer e |

140 DSDKNNDGRIDFDEFLKMMEGV 161

Ryc. 4. Wynik poréwnania sekwencji ICBP i PaV za pomocg programu BESTFIT (pakiet

UWGCG), wykorzystujagcego algorytm Smitha-Watermana [7]. Pionowe kreski oznaczajg, ze na

odpowiednich miejscach w obu sekwencjach wystapity takie same lub zblizone (wg skali przyjetej w

danych wejsciowych do programu) aminokwasy.

Dla naszego przyktadu, analiza programem FASTP wykazata, ze ICBP
nalezy do rodziny homologicznych biatek wigzacych jony wapnia, bowiem
wiekszo$¢ biatek z tej rodziny ma sekwencje aminokwasowe podobne do ICBP
(Ryc. 3). Jak wida¢ na przyktadzie przyporzadkowania dla ICPB i PaV
wykonanego doktadniejszym algorytmem [7] (Ryc. 4), podobiefAstwo obejmuje
réwniez fragmenty wiazace jony Ca2+, wzmacniajac przypuszczenie o podobnej
funkcji obu biatek.

Na temat poszukiwania podobiefnstwa sekwencji istnieje bogata literatura
[14, 15, 16]. Analiza podobienstwa sekwencji jest znacznie tatwiejsza przy
korzystaniu z komputerowego banku danych i staje sie dziataniem rutynowym,
jesli korzystamy z gotowych pakietéw programoéw do analizy sekwencji
aminokwasowych biatek. Do najbardziej znanych nalezg pakiety Uniwersytetu z
Wisconsin (UWGCG) [17] na komputer VAX i firmy Genofit SA Genewa
(PCGene) [18] na komputer IBM PC.
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I11. Poszukiwanie zaleznosci pomiedzy sekwencjg aminokwasowg a strukturg
drugorzedowg biatek

Na podstawie analizy sekwencji aminokwasowej, struktury przestrzennej i
innych wiasciwosci znanych bialek sformutowano wiele statystycznych pra-
widtowosci wiagzacych poszczegélne “uktady” aminokwaséw ze strukturg lub
funkcjami biatka. Najbardziej og6lnym zastosowaniem powyzszych analiz sg
proby przewidywania struktury drugorzedowej w oparciu o statystyczng analize
preferencji poszczegélnych aminokwaséw do wystepowania w rozmaitych
strukturach drugorzedowych. Do najczesciej stosowanych naleza metody:
Garniera iwsp. [19],Chou i Fasmana [20], oraz Kabscha i Saudera
[20a]. Algorytm Lima [22] dla sekwencji hydrofobowych aminokwaséw typu
X..XX..XX..X (gdzie x— oznacza aminokwas hydrofobowy a.— oznacza dowolny
aminokwas) przewiduje alfa helise. Nalezy on juz do metod typu ”pattern
matching”, ktére bezposrednio poszukujg wspomnianych wczesniej szczegél-
nych “uktadéw” aminokwaséw. Dla niektorych typéw skretow [22], rejonow
oddziatujgcych z DNA [23] oraz miejsc wiazacych nukleotydy [24] réwniez
zidentyfikowano charakterystyczny wzor aminokwasow. Metody “pattern ma-
tching” z zatozenia dotyczg tylko pojedynczych funkcji, lecz w miare wzbo-
gacania sie zestawu rozpoznawanych elementéw strukturalnych beda na pewno
zyskiwa¢ na popularnosci i by¢ moze stang sie podstawg analizy nowych
sekwencji.

Nastepnym etapem rozwoju metod typu “pattern maching” jest objecie
analizag nie tylko samej sekwencji, ale réwniez (przewidywanej) struktury
drugorzedowej. Szczeg6lnie chodzi tu o rozpoznawanie wigkszych fragmentow
struktury (tzw. supersecondary structure, patrz rozdziat nastepny). Opracowano
tez kilka metod analizujgcych rozmieszczenie aminokwasdéw o okreslonych
wiasdciwosciach. W potaczeniu z przewidywaniem struktury drugorzedowej,
pozwala to na bardzo przyblizone przewidywanie struktury trzeciorzedowej.
Wyniki analizy tego typu moga by¢ wykorzystane do poszukiwania homologii
na poziomie wyzszym niz sekwencyjny, co w sprzyjajacych okoliczno$ciach moze
doprowadzi¢ do zidentyfikowania funkcji biatka, nawet gdy nie jest ono
spokrewnione z zadnym znanym biatkiem. Przy takim podejsSciu czesto wy-
korzystuje siejezyki programowania najnowszych generacji (co czasami nazywa
sie technikami sztucznej inteligencji) [25, 26], a kierunek ten jest najbardziej
obiecujacy, ale i najstabiej rozwiniety z omawianych dotychczas.

Przyktad kompleksowej analizy sekwencji aminokwasowej biatka ICBP, z
zastosowaniem wielu sposr6d omodwionych tu metod, pokazuje rycina 5,
uzyskana za pomocg programu PEPPLOT z pakietu UWGCG [27].

IV. Analiza i poréwnywanie struktur trzeciorzedowych biatek

Jezeli przy uzyciu opisanych w rozdziale Il metod znaleziono w bazie danych
dobrze zbadane biatko o bardzo zblizonej sekwencji aminokwasowej, dalsze
postepowanie jest juz znacznie tatwiejsze, a w kazdym razie nie ma juz
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watpliwosci co do funkcji biologicznej analizowanego biatka. W najkorzyst-
niejszym przypadku, gdy znana jest struktura przestrzenna homologicznego
biatka, mozna nawet prébowac przewidzie¢ strukture nowego biatka metoda
mechaniki molekularnej [28]. Dotychczasowe préby przewidywania struktury
nie zawsze konczyty sie sukcesem [29, 30], gdyz zbyt stabo jeszcze rozumiemy
czynniki decydujace o powstawaniu i stabilizacji struktury przestrzennej biatka.

Ryc. 6. Graficzne natozenie na siebie struktur ICBP i PaV na podstawie wynikéw programu
HOMSTR [32], Przedstawione sg jedynie odpowiadajgce sobie fragmenty. Duze sfery oznaczajg
jony wapnia. Podobiefistwo strukturalne obejmuje fragmenty wigzace jony wapnia wraz z
sgsiadujagcymi helisami.

Poréwnawcza analiza struktury dobrze poznanych, a jednoczes$nie blisko
spokrewnionych, biatek dostarcza wielu informacji, ktérymi mozna wzbogacic¢
przewidywania oparte na metodach fizyki. Biatka, ktorych sekwencje amino-
kwasowe sg podobne w ponad 50%, majg na ogot bardzo zblizone struktury
tréjwymiarowe [31] i mozna prébowac ,,natozy¢”je na siebie (Ryc. 6). Uzyskuje
sie wtedy dodatkowa weryfikacje przyporzadkowania uzyskanego jedng z metod
wymienionych w rozdziale Il, a rownocze$nie mozna badac jak rdznice w
sekwencji wptywajg na przestrzenne utozenie sie biatka. Analizujgc rycing 51i 6
widzimy, ze podobiefstwo strukturalne ICBP i PaV obejmuje fragment taficucha
uczestniczgcy w wigzaniu wapnia wraz z sasiednimi elementami struktury
drugorzedowej (helisami).

Opisujac biatka wjezyku struktury drugorzedowej mozemy przekonac sie, ze
wiele odlegtych ewolucyjnie biatek o zupetnie niepodobnej sekwencji posiada
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fragmenty o podobnej budowie, np. dwie nastepujagce po sobie alfa helisy
(alfa-alfa), fragment beta, alfa helise i znowu fragment beta (beta-alfa-beta).
Tworzg one tzw. strukture superdrugorzedowga [33]. Analiza podobienstw i
réznic w sekwencjach aminokwasowych takich fragmentéw dostarcza réwniez
wielu informacji o roli poszczegdlnych rodzajow aminokwasdéw w powstawaniu
struktury trzeciorzedowej biatek.

W obu omodwionych powyzej przykiadach istotng role odgrywato po-
dobienstwo strukturalne badanych biatek. Jakimi metodami mozna zidentyfiko-
wac podobne biatka czy ich fragmenty ? Grafika komputerowa [34] ulatwia
poréwnywanie struktur przestrzennych biatek umozliwiajgc na ptaskim ekranie
rowniez ogladanie rysunkéw stereo. Z powod6w technicznych nie mozna
zamiesci¢ takich ilustracji w tym artykule. Inna metoda polega na analizie
odlegtosci pomiedzy atomami w czasteczce biatka. Konstruuje sie macierz

3ICB "all or nothing" contact map 5. A cut off

T T T

P AUN“OOBNORALN OB NBR AN OB NGAAUN“OOBONBRAUN“OOB NGO AUN“OOBNORAUNOOBNORAE LN -

NN

Ryc. 7. Objasnienia na stronie 57
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Ryc. 7. Uproszczone, graficzne przedstawienie macierzy odlegtosci ICBP i PaV (na rycinie
oznaczone 3ICB i 1CPV), te forme przedstawienia nazywa si¢ czasem mapg kontaktow. Czarny
kwadracik w pozycji wyznaczonej przez aminokwasy n i m oznacza, ze przynajmniej jeden atom
aminokwasu n znajduje sie w odlegto$ci mniejszej niz 5 A od jednego z atomdéw aminokwasu m.
Zageszczenie czarnych kwadracikéw w poblizu przekatnej odpowiada kontaktom atomoéw naleza-
cych do najblizszych sasiadow. Najwiecej takich kontaktéw wystepuje w alfa helisach. Mapy
kontaktéw mozna stosowaé do rozpoznania elementéw struktury drugorzednej.

odlegtosci (ang. distance matrix), ktérej kolumny i wiersze indeksowane sg
poprzez kolejne atomy w biatku, a ktérej wyrazy sa odlegtoSciami pomiedzy
odpowiednimi atomami. Dzieki analizie macierzy odlegto$ci mozna miedzy
innymi: wyszukiwac¢ odrebne domeny lub podjednostki w czasteczce biatka [35],
czy poszukiwa¢ ,klucza” pasujgcego do znanego fragmentu biatka [36].
Uproszczone graficzne przedstawienie macierzy odlegtosci dla ICBP i PaV
znajduje sie na rycinie 7. Podobienstwo obu macierzy (a wiec i struktur) jest
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wyrazne. Dzieki tym rysunkom mozna tatwo zidentyfikowaé aminokwasy
odgrywajace kluczowg role w utrzymaniu wiasciwej struktury obu biatek [37].

V. Zastosowanie metod fizyki teoretycznej do analizy struktur biatek

Poznanie struktury przestrzennej biatka umozliwia rozpoczecie kolejnego
etapu jego analizy. Jest nim szczegdtowe badanie funkcji i wiasciwosci biatka
przy pomocy teoretycznych metod fizyki molekularnej. W najbardziej podsta-
wowym ujeciu biatko jest uktadem jader i elektronéw tworzacych bardziej lub
mniej stabilng strukture kowalencyjng silnie oddziatujgcg ze swoim otoczeniem
tzn. woda, jonami i zwiazkami niskoczasteczkowymi. Energetyke i dynamike
proceséw zachodzacych w biatku okres$laja jedynie oddzialywanie elektro-
magnetyczne. W celu obliczenia wszystkich witasciwosci fizykochemicznych
takiego uktadu nalezatoby rozwigza¢ odpowiednie dla niego réwnania me-
chaniki kwantowej. Na razie jest to jednak niemozliwe, obecnie najwieksze
badane w ten sposdb uktady nie przekraczaja kilkunastu atoméw. Pojawia sie
stagd konieczno$¢ wprowadzania uproszczen, ktore dotyczg zaréwno definicji
uktadu, jak i sposobu obliczenia jego energii.

Ro6znorodnosé stosowanych przyblizen zilustrowana zostanie na przyktadzie
dwoch problemdw: pierwszy dotyczy opisu wptywu otoczenia biatkowego na pK
tanicuchow bocznych, a drugi wigzania ligandéw przez biatko.

1. Poczatkowo w pracach dotyczgcych wptywu grup natadowanych na-pK
wybranego tancucha bocznego [38] traktowano biatko jako jednorodne kuliste
medium o niskiej statej dielektrycznej zanurzone w roztworze o wysokiej statej
dielektrycznej. Jony wystepujace w roztworze opisywane sg poprzez model
Debye-Hueckla. tadunki biatka wystepujag tam na powierzchni sfery.
Nowsze modele uwzgledniajg rowniez niejednorodne otoczenie biatka poprzez
obliczanie powierzchni dostepnej przez czasteczki rozpuszczalnika [39]. W
jeszcze bardziej skomplikowanych modelach rozpuszczalnik ma wewnetrzng
strukture ztozong z jonow, ktérych rozktad oblicza sie poprzez rozwigzywanie
rébwnania Poissona-Boltzmana [40]. Pole elektryczne modyfikujace pK
badanego fancucha bocznego obliczane moze by¢ réwniez w tzw. modelu
mikrodielektrycznym [41]. W tym modelu biatko oraz otaczajgcy solwent ma
bogatsza strukture wewnetrzng ztozong z tadunkéw elektrycznych i polary-
zowalnych dipoli atomowych. Najnowsze prace sugerujg, ze do prawidtowego
opisu pola elektrycznego w biatku nalezatoby uwzgledni¢ lokalne fluktuacje
potozehn atomow, czyli dynamike biatka [42].

2. Ukitad ztozony z biatka i matej czasteczki oddziatujgcej z nim (ligandu)
analizowany moze by¢ przez rozwigzywania réwnan mechaniki kwantowej
wybranych fragmentéw biatka [43], lub poprzez symulacje catego biatka wraz z
otaczajagcym je rozpuszczalnikiem, lecz przy uzyciu prostszego sposobu obli-
czania energii [44]. Do obliczania energii catego biatka o okre$lonej strukturze
przestrzennej stosuje sie proste analityczne potencjaty typu atom-atom. Dla
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powyzszego modelu przyjeta sie nazwa mechanika molekularna, gdyz stosowane
rownania sg analogiczne do tych, ktore nalezatoby rozwigza¢ gdyby biatko byto
uktadem oddziatujgcych kulek i sprezynek. Bardziej skomplikowane modele
uwzgledniaja wiasciwosci dielektryczne biatka [45, 46]. WiasSciwosci termo-
dynamiczne, takie jak energia swobodna, entropia, $rednie potozenia i fluktuacje
atomodw, state wigzania ligandow itp., obliczane sg nastepnie w wyniku
usSredniania interesujgcych wielkosci (Monte Carlo lub dynamika molekularna).

Zwiekszajgca sie dostepnos¢ komputerow o duzej mocy obliczeniowej
umozliwia powstawanie modeli teoretycznych opisujgcych coraz doktadniej
analizowane zjawisko fizykochemiczne w biatku. Z uwagi na skomplikowanie
problemu omawianego na poczatku tego rozdziatu podejscie ,,bez przyblizen”
nie bedzie pomimo to realne w najblizszej przysztosci.

Umiejetno$¢ takiego sformutowania pytania i doboru wiasciwej metody, aby
jej biedy mozliwie mato wplynety na otrzymane wyniki, jest prawdziwym
wyzwaniem dla biofizyki molekularnej. W celu znajdowania systematycznych
prawidtowosci determinujacych wasciwosci biatek niezbedne jest oparcie sie na
tatwo dostepnych danych. Sg to zaréwno dane strukturalne takie jak te zawarte
w Protein Data Bank [47], jak i inne (sekwencje, dane fizykochemiczne),
znajdujace sie np. w banku SWISSPROT, czy w innych bazach danych.

Przyktadem zastosowania takiej metody badwczej jest sformutowanie przez
Hola [48] koncepcji dipola alfa helisy (fadunek -0.5e na C-koficu i 0.5e na
N-koncu helisy). Koncepcja ta byta nastepnie analizowana za pomoca metod
mechaniki kwantowej [49]. Prace te uzasadniajg stosowanie takich modeli, w
ktérych pole elektrostatyczne biatka przyblizano poprzez pole pochodzace od
jego drugorzedowych fragmentéw [50].

Jednym z kierunkéw rozwoju biofizyki molekularnej jest niewatpliwie
formutowanie regut i prawidtowosci dotyczacych struktury i funkcji biatek. Nie
zastepujg one podstawowych praw fizyki, ktére determinujg wtasciwosci makro-
czasteczek, lecz utatwiaja powstawanie coraz lepszych modeli przyblizonych.

VI. Uwagi koncowe

Przedstawiono tutaj wiele metod stosowanych do teoretycznej analizy
sekwencji i struktur biatek. Metody te, badajac biatko na rézne sposoby, tworzg
pewng cato$¢, ktorg chcielibySmy tu przedstawi¢ godzac sie z gory na wiele
uproszczen. Wiele z przedstawionych metod powstato poza tradycyjng bio-
chemig ibiologig iz tego powodu sg w tych srodowiskach czesto nie znane i nie
doceniane. Metody te stosowane sg od kilku lat przez autoro6w w badaniach nad
grupg biatek wigzacych jony wapnia. Chociaz jest to specyficzny problem, to
proponowane metody mogg by¢ z powodzeniem stosowane do innych za-
gadniefr. Wierzymy, ze artykut przyczyni sie choé troche do ich popularyzaciji.
Wsp6lng cecha oméwionych tutaj podejsé jest intensywne zastosowanie kom-
puterajako narzedzia pracy. Nie sposOb inaczej przeprowadzaé¢ analizy duzych i



60 A GODZIK, G BOGUTA, T. WESOLOWSKI [16]

skomplikowanych uktaddw, opracowywac duze zbiory danych. Na szczescie, ito
czyni te tematyke tak atrakcyjna, nie potrzeba do takiej analizy niedostepnych
dla nas superkomputeréw. Dla wielu zastosowan wystarczy dobry mikro-
komputer (np klasy IBM AT), czyli sprzet coraz tatwiej dostepny w Polsce.
Wszystkich zainteresowanych tg tematyka, i/lub zamierzajgcych wykorzystaé
opisane powyzej metody do wiasnych problemoéw zapraszamy do nawigzania
kontaktu z autorami.

Dziekujemy prof. C. Sanderowi i personelowi EMBL w Heidelbergu za wiele cennych uwag i
wszechstronng pomoc. Cze$¢ zamieszczonych w pracy wynikéw uzyskano za pomocg niedostepnych
w Polsce programéw idanych (UWGCG, HOMSTR oraz dane Protein Data Bank) podczas pobytu
jednego z nas (AG) w EMBL [37],

Opracowanie wykonano w ramach Programu CPBR 3.13.

Artykut nadestano 17 marca 1988 r.
Zaakceptowano do druku 28 maja 1988 r.
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. Wstep — rola i wtasciwosci kalmoduliny

Kalmodulina (CaM) zaliczana jest do grupy homologicznych biatek wigzg-
cych wapn [1]. Jest to kwasny (pi 4.2), termostabilny polipeptyd o masie 17 kDa
zawierajacy cztery domeny wiazace jony wapnia (Rye. 1) [2,3]. Wigzanie jonow
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Ryc. 1. Pierwszorzedowa struktura kalmoduliny. Prostokatami oznaczono rejony tworzace a-helise.
Stosowane jednoliterowa skroty nazw aminokwasdw: A-Ala; B-Asx; C-Cys; D-Asp; E-Glu; F-Phe;
G-Gly; H-His; I-lle; K-Lys; L-Leu; M-Met; N-Asn; P-Pro; Q-GlIn; R-Arg; S-Ser; T-Thr; V-Val;
W-Trp; Y-Tyr; Z-GIx

wapnia inicjuje zmiane konformacji kalmoduliny wyrazajaca sie wzrostem
zawartosci a-helisy w jej strukturze drugorzedowej [4,5], z r6éwnoczesnym
wyeksponowaniem hydrofobowych rejondw czasteczki [6], Wywotane przez
waph zmiany w strukturze kalmoduliny umozliwiajg jej interakcje z wieloma
enzymami oraz biatkami nieenzymatycznymi. Tylko nieliczne biatka sg zdolne
wigza¢ kalmoduling rowniez w nieobecnosci jonéw wapnia [7,8]. Zwigzanie
kalmoduliny z enzymem powoduje stymulacje jego aktywnos$ci. W ten sposob,
bezposrednio, lub przez aktywacje niektérych kinaz i fosfataz, kalmodulina moze
wplywaé na aktywnos$é wielu enzymdw, a co za tym idzie na przebieg réznych
proceséw biologicznych (Tab. 1). Szerzej struktura i funkcja kalmoduliny zostaty
omdwione w pracach przegladowych [9, 10,11, 12]. Od kilku lat znana jest takze
struktura krystalograficzna kalmoduliny [13].
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Enzymy

fosfodwuesteraza
nukleotydéw
cyklaza adenylowa

cyklicznych

cyklaza guanidylowa

Ca2+-ATPazy z bton plazmatycz-
nych

kalcyneuryna [fosfotaza biatko-
wa)

ATPaza dyneiny

oksydaza NADPH
oksydoreduktaza NADPH semi-
hydroaskorbinian

metylaza fosfolipidowa

kanat potasowy zalezny od wap-
nia (99, 100)

kinaza lekkich tancuchéw miozy-
ny

kinaza ciezkich tancuchéw mio-
zyny

fosfofruktokinaza (147)
kinaza fosforylazy
kinaza dolicholi

kinaza NAD

kinaza zalezna od wapnia i kal-
moduliny

Biatka nieenzymatyczne

Map-2(*)

tubulina (*)

czynnik tau (*)
pasmo |

lipovitellina
synapsyna | (*)
spektryna (fodryna)(*)

kaldesman(*)

Postepy Biochemii 1—2/89

Biatka docelowe kalmoduliny

Wystepowanie

kregowce, bezkregowce,
pierwotniaki, rosliny
ssaki, bakterie

pierwotniaki

ssaki, rosliny

ssaki

kregowce, bezkregowce,
pierwotniaki, rosliny

ssaki (neutrofile)
ssaki (aparat Golgiego)

grzyby

pierwotniaki

kregowce, bezkregowce

grzyby

ssaki

ssaki
pierwotniaki
rodliny

kregowce, rosliny

kregowce (mézg, nadner-
cza, erytrocyty)

kregowce, bezkregowce,
rosliny, pierwotniaki

kregowce

[65]

Tabela 1

Proces metaboliczny
modulowany w wyniku interakcji

metabolizm cyklicznych nukleo-

tydow

regulacja stezenia jonéw wapnia

w komaérce

defosforylacja biatek

ruchliwo$¢ wici, rzesek

procesy oksydoredukcyjne

metylacja fosfolipidéw

rbwnowaga jonowa

regulacja aktywnosci
aktomiozynowej

ATPazy

glikoliza

glikogenoliza
biosynteza glikoprotein
synteza NADP

fosforylacja biatek

organizacja cytoszkieletu

organizacja cytoszkieletu oraz
wpltyw na aktywnos¢ ATPazy ak-
tomiozynowej
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c.d. tabeli 1
. Proces metaboliczny
Enzym Wystepowanie
Zymy ysiep modulowany w wyniku interakcji
fosfolamban(*) ssaki (miesnie) regulacja stezenia jondw wapnia
w sarkoplazmie
regulatorowa podjednostka ki- ssaki (mdzg) regulacja aktywnosci kinazy

nazy zal. od cAMP

peptyd inhibitorowy ATPazy mi- ssaki (mitochondria) ?
tochondrialnej
zasadowe biatko mielinowe(*) ssaki (mdzg) obserwowana in vitro interakcja

nie ma prawdopodobnie fizjolo-
gicznego znaczenia
troponina | ssaki (miesnie)
histony kregowce
(*) — biatka te ulegajg réwniez fosforylacji przez kinaze zalezng od CaM. W tabeli uwzgledniono tylko te biatka, ktérych funk-

cjaw organizmie lub fizjologiczne znaczenie interakcji z CaM sa znane. Tabele opracowano na podstawie danych z pracy Manalan

i Klee (9], z niewielkimi zmianami i uzupetnieniami.

Roéwnolegle z badaniami nad strukturg oraz biologiczng rolg kalmoduliny
rozwijaty sie badania nad molekularnym mechanizmem jej interakcji z biatkami
docelowymi. Rycina 2 przedstawia wysunietg w 1982 roku hipoteze dziatania
kalmoduliny [14]. Wedtug tej hipotezy enzymy aktywowane przez CaM
zawierajg w swojej czgsteczce odcinek peptydowy ostaniajagcy centrum aktywne i

®

inhibitor

077777

trypsyna CA ] CA — centrum aktywne
enzymu

®

Ryc. 2. Hipotetyczny schemat aktywacji i inhibicji enzymoéw zaleznych od kalmoduliny. 1 W
natywnym enzymie centrum aktywne zablokowane jest przez domene inhibitorowa. 2. Przytaczenie
CaM powoduje odblokowanie centrum aktywnego. 3. Zwigzanie CaM z inhibitorem uniemozliwia
jej interakcje z enzymem. 4. Odtrawienie domeny inhibitorowej powoduje nieodwracalng aktywacje
enzymu.
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tym samym powodujacy autoinhibicje enzymu. Kalmodulina wigze sie z tym
fragmentem i powoduje wzrost aktywnos$ci enzymu prawdopodobnie poprzez
wywotanie takich zmian w konformacji odcinka inhibitorowego, ktére powo-
duja odstoniecie centrum aktywnego. Wigzanie kalmoduliny z enzymem jest
stabilizowane przez oddziatywania o charakterze hydrofobowym i jonowym.
tagodna proteoliza moze powodowac odtrawienie domeny inhibitorowej co
prowadzi do niezaleznej od CaM, nieodwracalnej aktywacji enzymu. Hydrofo-
bowe, dodatnio natadowane inhibitory wigzg sie z kalmoduling uniemozliwiajac
jej interakcje z enzymem. Przedstawiona wyzej hipoteza oparta byta na
nastepujacych faktach doswiadczalnych:

1 Niektore, rézne pod wzgledem budowy chemicznej substancje (takie jak
pochodne fenotiazyny, lokalne anestetyki, niektére alkaloidy) o charakterze
hydrofobowym i wypadkowym tadunku dodatnim, hamujg zalezng od kalmo-
duliny stymulacje aktywnos$ci enzymoéw [14— 17].

2. W nieobecnosci wapnia kwasne fosfolipidy i nienasycone kwasy ttuszczo-
we (czyli zwiazki majace, podobnie jak kalmodulina, hydrofobowy charakter i
tadunek ujemny) moga stymulowaé aktywno$¢ enzyméw zaleznych od kalmo-
duliny [18—22],

3. Interakcja kalmoduliny z enzymami zalezy od pH i sity jonowej $rodo-
wiska [23].

4. tagodna proteoliza enzyméw zaleznych od kalmoduliny powoduje ich
nieodwracalng aktywacje powigzang z utratg wrazliwosci na kalmoduline [14,
24—31].

Przedstawiona wyzej hipoteza nie wyjasniajednak wielu kwestii dotyczgcych
molekularnych aspektow interakcji kalmoduliny zjej biatkami docelowymi. Nie
wiadomo na przyktad czym spowodowane sg obserwowane in vitro réznice w
powinowactwie enzyméw do kalmoduliny. Wysunieto przypuszczenie, ze pewne
enzymy moga oddziatywac z kalmoduling, ktéra ma zwigzane trzy jony wapnia,
podczas gdy inne wymagajg do interakcji kalmoduliny w kompleksie z czterema
jonami wapnia [32, 33]. Mogtoby to powodowac in vivo sekwencyjne ,,wigczanie
sie” proceséw zaleznych od kalmoduliny w miare wzrostu stezenia wapnia w
komdrce. Nie wiadomo rowniez ktory i czy zawsze ten sam rejon czasteczki
kalmoduliny odpowiedzialny jest za wigzanie poszczeg6lnych enzyméw? Czy
odpowiada mu zawsze taki sam, czy tez ré6zny odcinek tancucha polipeptydo-
wego w biatkach docelowych? Jaki aspekt struktury CaM odpowiedzialny jest za
specyficzne wiasciwosci wyrdzniajace jg sposrod innych biatek wigzacych wapn?
Teiinne zagadnienia dotyczgce molekularnego mechanizmu dziatania kalmodu-
liny staty sie w ostatnich kilku latach przedmiotem wnikliwych badan przy
uzyciu metod chemicznych, biochemicznych, genetycznych i immunologicznych.
Artykut ten ma na celu oméwienie badan nad interakcja kalmoduliny z biatkami
docelowymi ze szczegélnym uwzglednieniem najnowszych osiggnie¢ w tej
dziedzinie.
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Il. Zastosowanie chemicznie zmodyfikowanej kalmoduliny w badaniach jej
interakcji z enzymami

Jedng z metod badania interakcji kalmoduliny z aktywowanymi przez nig
enzymami stanowi wykorzystanie chemicznie zmodyfikowanej kalmoduliny.
Poréwnanie biologicznej aktywnos$ci natywnej i zmodyfikowanej kalmoduliny
pozwala wnioskowaé¢ o wptywie wprowadzonej zmiany, a zatem o roli zmody-
fikowanej reszty aminokwasowej w interakcji kalmoduliny z enzymem. Metoda
ta ma liczne ograniczenia wynikajace chociazby ze stabej reaktywnos$ci amino-
kwaséw hydrofobowych oraz trudnos$ci w uzyskaniu specyficznej modyfikacji
okre$lonych reszt aminokwasowych. Jej stosowanie stwarza rowniez pewng
trudno$¢ w interpretacji wynikéw. Czesto trudno jest bowiem rozstrzygng¢ czy
zaobserwowane zmiany w aktywno$ci CaM sg bezpoSrednim nastepstwem
zablokowania grup funkcyjnych aminokwaséw, czy tez wynikajg z wtérnych
zmian struktury CaM, albo tez— zwitaszcza w przypadku duzych podstawnikow
aromatycznych — sg skutkiem sterycznej przeszkody, jaka dla interakcji stanowi
wprowadzony zwigzek.

11-1. Niespecyficznie zmodyfikowana kalmodulina

Wiekszos¢ dotychczas stosowanych metod chemicznej modyfikacji kalmo-
duliny prowadzi do niespecyficznej modyfikacji jednego rodzaju aminokwasu. Z
doswiadczen z tak zmodyfikowang kalmoduling wynika, ze jedyna reszta
histydyny (His 107) oraz dwie reszty tyrozynowe (Tyr 99 i Tyr 138) w czasteczce
kalmoduliny nie sg prawdopodobnie bezposrednio zaangazowane w wigzaniu i
aktywacji badanych enzymdéw. Kalmodulina zawierajgca karboetoksylowg
pochodng histydyny lub znitrowane reszty tyrozynowe nie wykazuje zmian w
aktywacji fosfodwuesterazy cyklicznych nukleotydéw (PDE) z serca wotu [34] i
cyklazy adenylowej z mézgu [35]. ROwniez kalmodulina zawierajgca azydkowga
pochodng arylowg zwigzang z jedng lub dwiema resztami tyrozyny oraz CaM
znakowana jodem w reszcie tyrozynowej stymulujg PDE w tym samym stopniu
co CaM natywna [36, 37]. Kalmodulina znakowana jodem zachowuje zdolno$¢
wigzania sie z wieloma biatkami docelowymi ijest powszechnie wykorzystywana
do wykrywania biatek wigzacych kalmoduline w homogenatach tkanek [37, 38].
Modyfikacja reszt argininy [34, 39], lizyny [34, 35, 40, 41], metioniny [34, 35]
oraz aminokwasow kwasnych [34, 35] w czasteczce CaM powoduje natomiast
znaczne zmiany w jej biologicznej aktywnos$ci. Efekt modyfikacji zalezy od
rodzaju wprowadzonego podstawnika oraz liczby zmodyfikowanych reszt
danego aminokwasu w czasteczce [34, 39] i moze sie wyraza¢ zmiang powino-
wactwa CaM do enzymu, zmiang maksymalnego poziomu stymulacji aktywnos-
ci enzymatycznej, a w skrajnych przypadkach, nawet utratg zdolno$ci wigzania
lub aktywacji enzymu. Nalezy przy tym podkresli¢, ze modyfikacja nie powodu-
jaca zmiany tadunku reszty aminokwasowej, np. guanidylacja reszt lizyny, ma
tagodniejsze skutki niz modyfikacja wywotujgca jego zmiane lub neutralizacje
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[34,40,41]. Wptyw niektdrych modyfikacji na biologiczng aktywnos$¢ kalmodu-
liny przedstawia tabela 2. Okazuje sie, ze ta sama modyfikacja kalmoduliny moze
mie¢ zupetnie rézny efekt na jej powinowactwo i zdolno$¢ do aktywacji r6znych
enzyméw. Obserwacje te zwrocity uwage na rdznice w interakcji CaM z
poszczegbélnymi biatkami docelowymi.

11-2. Specyficznie zmodyfikowana kalmodulina

Specyficzng modyfikacje jednej lub kilku $cisle okreslonych reszt aminokwa-
sowych w czasteczce kalmoduliny mozna uzyska¢ wykorzystujagc chemicznie
reaktywne pochodne réznych zwigzkéw o charakterze hydrofobowym. Ta
specyficznos¢ modyfikacji wynika prawdopodobnie z faktu, ze zwigzki te
wykazujg powinowactwo wobec hydrofobowych rejonéw czasteczki, a ich
chemicznie reaktywne pochodne reagujg z resztami aminokwasowymi znajduja-
cymi sie w tych rejonach lub ich najblizszym sasiedztwie [42]. WSszystkie
stosowane dotychczas zwiagzki o charakterze hydrofobowym specyficznie znako-
walty reszty lizyny w pozycji 75,148 oraz 21 [42—45] lub potozone w ich poblizu
reszty metioniny [46], a wiec te rejony czasteczki CaM, ktére uczestniczag w
niekowalencyjnym wigzaniu fenotiazyn i innych hydrofobowych inhibitoréow
[47—49]. Niezmiernie interesujgce wyniki przyniosty badania nad biologiczng
aktywno$cig kalmoduliny z kowalencyjnie zwigzanymi pochodnymi fenotiazyn
[42,45, 50— 53]. Fenotiazyny (najlepiej poznana grupa inhibitoréw CaM) wigzg
siezCaM w obecnoscijondw wapnia w stosunku 2:1 ikompetycyjnie hamuja jej
interakcje z biatkami docelowymi [54, 55]. Na tej podstawie sadzi sie, ze moga
one wigza¢ sie z tymi samymi co enzymy rejonami czasteczki kalmoduliny.
Jednak kowalencyjne zwigzanie jednej czgsteczki fenotiazyny nie uniemozliwia
wigzania sie kalmoduliny z enzymami i dopiero zwigzanie drugiej czasteczki
fenotiazyny hamuje interakcje [51—53], lub drastycznie zmniejsza powinowac-
two kalmoduliny do enzyméw [50]. Kowalencyjne zwigzanie fenotiazyn ma
natomiast zasadniczy wptyw na zdolno$¢ CaM do wywotania stymulacji
aktywnosci badanych enzymdw [42,45,50—53] (Tab. 2). Przytgczenie czasteczki
norchloropromazyny do lizyny 75 powoduje, ze CaM nie stymuluje aktywnosci
PDE i kinazy lekkich tancuchéw miozyny (MLCK) [51, 52], stymuluje
aktywnos$¢ kalcyneuryny (CaN) tylko do 50% szybkosci maksymalnej [52],
natomiast w petni aktywuje kinaze fosforylazy [53], kinaze biatkowg [53],
Ca2+-ATPaze z bton erytrocytéw [45] ibakteryjng cyklaze adenylowg [45], Z
kolei modyfikacja reszty lizyny w pozycji 148 [42] sprawia, ze kalmodulina jest
zupetnie nieaktywna w stosunku do roslinnej kinazy NAD, ale jednoczes$nie jej
aktywno$¢é w stosunku do Ca2+-ATPazy oraz PDE pozostaje praktycznie
niezmieniona i dopiero zwigzanie drugiej czasteczki fenotiazyny powoduje
dramatyczny spadek powinowactwa CaM do tych enzyméw [50]. Wskazuje to
na réznice w interakcji CaM z poszczeg6lnymi enzymami. Jedng z mozliwych
interpretacji tego zjawiska jest zatozenie, ze r6zne enzymy rozpoznaja inne
miejsca wigzania w czasteczce CaM [50]. Jak jednak wytlumaczy¢ fakt, ze
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zmodyfikowana CaM wigze sie zenzymem z wysokim powinowactwem, tak jak
w przypadku MLCK i PDE, ale nie powoduje stymulacji aktywnosci enzyma-
tycznej [51, 52]? Oczywiste jest, ze samo zwigzanie sie kalmoduliny z enzymem
nie wystarcza do jego aktywacji. Prawdopodobnie spetniony musi zostac
dodatkowy warunek lub warunki aby kalmodulina mogta w petni przejawic
swoja aktywno$¢ biologiczng. By¢ moze zmiana konformacji CaM, jaka
zaobserwowano podczas jej interakcji z niektorymi peptydami [56, 57] lub
inhibitorami [58], ma réwniez istotne znaczenie w interakcji z enzymami. W
przypadku CaM zmodyfikowanej przez kowalencyjne zwigzanie fenotiazyny,
wigzanie to moze uniemozliwia¢ przyjecie przez nig okreslonej konformacji
koniecznej dla interakcji z okreslonym enzymem. Ta sama CaM zachowuje
jednak zdolno$¢ do maksymalnej stymulacji aktywnos$ci innych enzymoéw co
sugeruje, ze mogg one oddziatywac z inng konformacyjng forma kalmoduliny.
Poparcie hipotezy o r6znicach w konformacji CaM mogg stanowi¢ wyniki
doswiadczeh z przeciwciatem, ktére z réznym powinowactwem rozpoznaje
kalmoduline w kompleksie z r6znymi enzymami [59].

11-3. Chemiczna modyfikacja kalmoduliny w kompleksie z enzymem

Cenne informacje o rejonach kalmoduliny zaangazowanych w interakcje z
enzymami przynosza doswiadczenia nad chemiczng modyfikacjg kalmoduliny
przeprowadzong w obecnosci lub nieobecnosci zwiagzanego z nig enzymu.
Pozwalajg one bowiem poréwnaé reaktywnos$¢ okreslonych reszt aminokwaso-
wych w czasteczce kalmoduliny, gdy jest ona w féormie wolnej lub zwigzanej z
enzymem. Dotychczas zbadano w ten sposéb wptyw kalcyneuryny [40] oraz
MLCK [60] na acetylacje reszt lizyny. Kalmodulina w kompleksie z tymi
enzymami jest mniej podatna na acetylacje w poréwnaniu z kalmoduling wolna.
W szczeg6lnosci zmniejsza sie podatno$é na acetylacje lizyny w pozycji 75, a
takze reszt lizyny w pozycjach 21 i 148 [40,60]. Rowniez zwigzanie P-endorfiny i
tréjfluoroperazyny przez CaM zmniejsza mozliwos¢ acetylacji lizyn w pozycjach
75 i 148 [61]. Nie wiadomo czy spadek reaktywnosci reszt lizyny w czasteczce
CaM wynika z ich ,,zastoniecia” przez zwigzany enzym czy tez jest to skutek
zmiany konformacji kalmoduliny wywotanej zwigzaniem enzymu. Zmniejszona
reaktywnos¢ lizyn w pozycjach 21, 75, i 148 pozostaje w zgodzie z wynikami
badan krystalograficznych, z ktérych wynika, ze C-kohcowy fragment kalmo-
duliny zawierajacy lizyne 148 znajduje sie w sasiedztwie centralnej a-helisy
zawierajacej lizyne 75 [12]. Inne badania dostarczajg dowodéw na to ze,
zwigzanie ligandu powoduje zblizenie sie do siebie N- i C- koncowych rejonéw
czasteczki CaM [62]. Za ewentualnym udziatem lizyny 75 w interakcji z
enzymami przemawia réwniez fakt, ze ta reszta aminokwasowa jest 25 razy
bardziej podatna na modyfikacje wéwczas gdy CaM ma zwigzany wapn, a wiec
gdy jest w formie aktywnej [44, 60].
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11-4. Zastosowanie azydkowych pochodnych kalmoduliny

Innym, ciekawym podejSciem do badania miejsc interakcji kalmoduliny z
biatkami docelowymi jest wykorzystanie fotoczutych azydkowych pochodnych
kalmoduliny. Grupa azydkowa pod wptywem promieni UV moze reagowac z
grupami =C-H, -O-H,=N-H zwytworzeniem kowalencyjnych wigzan miedzy-
czasteczkowych i powstaniem nitrenu [63]. Dotychczas metoda ta byta szeroko
stosowana do wykrywania interakcji zachodzacych miedzy dwoma biatkami
[64], w tym rédwniez miedzy kalmoduling ijej biatkami docelowymi [65, 66].
Metode te mozna réwniez wykorzysta¢ do lokalizowania miejsc interakcji, o ile
fotoczuta grupa azydkowa znajduje sie w znanym miejscu tancucha polipep-
tydowego badanego biatka. Azydkowa pochodna kalmoduliny w ktorej fotoczu-
fa grupa zwigzana jest z tyrozyng w pozycji 99 tworzy kowalencyjne wigzanie z
troponing | (TNI), PDE i MLCK, natomiast kalmodulina z grupg azydkowg
zwigzang z tyrozyng 138 reaguje z TNI i PDE, ale nie reaguje z MLCK [36].
Wydajnos¢ sieciowania pomiedzy TNI1 i PDE atyrozyng 99jest znacznie wyzsza,
niz pomiedzy tymi biatkami a tyrozyng 138. Wynika to prawdopodobnie z
wiekszej odlegtosci Tyr 138 od miejsca wigzania enzymu, chociaz nie bez wptywu
jest zapewne to, ze Tyr 138 schowana w ,kieszeni hydrofobowej” jest mniej
dostepna niz Tyr 99 [12]. DoSwiadczenia z uzyciem przeciwciata skierowanego
przeciwko liczacemu siedem aminokwasow fragmentowi tanicucha polipepty-
dowego kalmoduliny, obejmujacemu reszte tyrozyny w pozycji 138 wykazaty, ze
fragment ten nie stanowi miejsca wigzania PDE i kinazy fosforylazy [67].
Stosujac CaM z kowalencyjnie zwigzang biotyng uzyskano rowniez wyniki
Swiadczace o tym, ze Lys 75, Lys 94 oraz Tyr 99 znajdujg sie blizej miejsca
wigzania PDE niz Tyr 138 [45]. Z kolei doswiadczenia przeprowadzone tg sama
metoda w badaniu ATPazy dyneiny z rzestek Tetrahymena [68] iinnych biatek
[37] wykazuja, ze moga one miec inne niz PDE miejsca wigzania w czasteczce
kalmoduliny.

I11. Biologiczna aktywno$¢ naturalnie wystepujacych izoform oraz genetycznie
zmienionej kalmoduliny

Zanim mozliwa stata sie ingerencja w pierwszorzedowg strukture kalmodu-
liny zgromadzono wiele danych o funkcjonalnych réznicach pomiedzy CaM
pochodzgcg z réznych organizméw. Nalezy zaznaczy¢, ze kalmodulina jest
biatkiem konserwatywnym. CaM wyizolowana z tkanek ssakéw, ptakéw i
ptazoéw rézni sie jedynie stopniem amidacji [69, 70— 74], a otrzymana z organu
elektrycznego wegorza ma tylko jeden zamieniony aminokwas [75]. Od kilku do
kilkunastu zmian w sekwencji aminokwasowej w poréwnaniu z CaM kregow-
cow wykazuje kalmodulina pochodzaca z Tetrahymena [76], Chlamydomonas
reinhardtii [77, 78], Dictyostelium discoideum [79], Metridium senile [80],
Paramecium [81] oraz CaM z roélin [82,83]. Najwiecej réznic w sekwencji i tylko
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60% homologii z kalmoduling kregowcéw wykazuje CaM wyizolowana z
drozdzy [84]. Wiekszos¢ réznic w sekwencji aminokwasowej CaM powstata na
skutek zmiany jednej zasady w tr6jkowym kodonie DNA [82].

Kalmoduliny pochodzgce ze szpinaku [85], owsa [83], orzeszka ziemnego
[86], Chlamydomonas [87], Dictyostelium [79] i drozdzy [88] stymuluja
aktywnos¢ fosfodwuesterazy cyklicznych nukleodytéw w identycznym stopniu
jak kalmoduliny kregowcéw jakkolwiek z r6znym powinowactwem. Natomiast
znaczne roznice w biologicznej aktywnos$ci kalmodulin otrzymanych z réznych
zrédet wykazano poréwnujac ich zdolno$¢ do stymulowania aktywnos$ci MLCK
z zotadka kury [89], roslinnej kinazy NAD [79, 89—91], cyklazy guanidylowej z
Paramecium [92], cyklazy guanidylowej z Tetrahymena [93] oraz kanatu
potasowego zaleznego od wapnia ze zmutowanej formy Paramecium [81, 94].
Tylko w niewielu wypadkach wiadomo jaka zmiana w strukturze pierwszorze-
dowej CaM odpowiedzialnajest za r6znice wjej biologicznej aktywnosci. Defekt
aktywnosci kanatu potasowego zaobserwowany u mutanta Paramecium spowo-
dowany jest tym, ze CaM pochodzaca z tego mutanta r6zni sie od CaM ze
szczepu dzikiego jedng resztg aminokwasowa [95]. Defekt aktywnosci kanatu
moze by¢ usuniety przez wstrzykniecie do komérki kalmoduliny ze szczepu
dzikiego [96], natomiast kalmodulina pochodzaca z innych organizméw tylko w
niewielkim stopniu lub w ogéle nie jest w stanie wywota¢ tego efektu [81].
Zmiang wjednej reszcie aminokwasowej CaM spowodowane sg takze réznice w
jej zdolnosci do stymulowania aktywnosci kinazy NAD. | tak, r6zne kalmodu-
liny, ktérych wspdlng cechg jest obecno$¢ w pozycji 115 lizyny z wolng grupa
8-aminowg moga stymulowac aktywnosé tego enzymu do kilkukrotnie wyzszego
poziomu [79, 89—91]. W czasteczce kalmoduliny kregowcéw i kalmoduliny
pochodzacej z wielu innych organizmoéw w pozycji tej znajduje sie tréjmetyloli-
zyna. Fizjologiczne znaczenie metylacji lizyny 115 nie zostato w peini wyjasnione
[97], jakkolwiek sugeruje sie, ze ta posttranslacyjna modyfikacja moze chroni¢
kalmoduline przed proteoliza [79, 98, 99]. Przeprowadzona in vitro metylacja
lizyny w pozycji 115 nie zmienia poziomu aktywacji PDE, natomiast trzykrotnie
obniza zdolno$¢ CaM do stymulacji aktywnosci kinazy NAD [100]. Zamiana
lizyny 115 na arginine nie powoduje natomiast zadnych zmian we wiasciwos-
ciach CaM [100].

Zastosowanie metod inzynierii genetycznej w badaniach kalmoduliny i jej
interakcji z biatkami datuje sie dopiero od niedawna. Metody te, z zastosowa-
niem cDNA komplementarnego do mRNA CaM, przyczynity sie miedzy innymi
do poznania pierwszorzedowej struktury kalmoduliny pochodzacej z r6znych
zrédet [69, 91, 101, 102], Zastosowanie techniki rekombinacji i mutagenezy
pozwala réwniez na ingerencje w sekwencje cDNA lub sztucznie zsyntetyzowa-
nego DNA kodujgcego kalmoduline, co umozliwia uzyskiwanie zmian w jej
strukturze pierwszorzedowej. Poréwnanie aktywnosci kalmoduliny zawierajacej
okre$lone substytucje aminokwasowe z CaM natywng dostarcza wielu informa-
cji o roli poszczegdlnych reszt aminokwasowych w oddziatywaniach z enzymami
[103— 105]. Metody, inzynierii genetycznej majg zasadniczg przewage nad
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opisang wczesniej chemiczng modyfikacja kalmoduliny, poniewaz pozwalajg na
dokonanie zamiany wybranej reszty aminokwasowej; wykluczajg takze mozli-
wos$¢ ewentualnych zaburzen w interakcji spowodowanych przez steryczne
przeszkody, jakimi mogg by¢ podstawniki w chemicznie zmodyfikowanej
kalmodulinie.

Poprzez rekombinacje klonowanego w bakteriach genu CaM kury z
pseudogenem zawierajgcym 19 substytucji aminokwasowych otrzymano kalmo-
duline zawierajgcg odpowiednio 3 (CaM-3), 16 [CaM-16) i 19 (CaM-19)
substytucji aminokwasowych w czgsteczce w poréwnaniu z kalmoduling kury
[104], Aktywnos$¢ biologiczna CaM-3 jest taka sama jak natywnej kalmoduliny.
CaM-16 i CaM-19 stymulujg aktywnosé PDE i MLCK z mies$ni szkieletowych i
gtadkich do takiej samej szybko$ci maksymalnej jak natywna kalmodulina
wykazujacniewielki, bo trzykrotny spadek powinowactwa wobec tych enzyméw.
Jednoczes$nie CaM 16 oraz CaM 19 sg w stanie spowodowaé wzrost aktywnosci
kalcyneuryny, kinazy biatkowej i kinazy fosforylazy tylko o 50, 60 i 10% [104]
(Tab. 2). Inng zmiang w pierwszorzedowej strukturze CaM jaka udatlo sie
wywotaé stosujgc metody inzynierii genetycznej byto zastgpienie trzech ujemnie
natadowanych reszt kwasu glutaminowego w pozycji 82-84 przez trzy reszty
lizyny (VU-8 CaM) [105]. Tak zmieniona kalmodulina zachowuje zdolno$¢
maksymalnej stymulacji PDE. MLCK stymuluje tylko do 30% szybkoSci
maksymalnej i nie jest w stanie aktywowa¢ kinazy NAD. W tym ostatnim
przypadku CaM prawdopodobnie w ogéle nie wigze sie z enzymem [105].
Opisane wyzej przyktady wskazujg, ze zamiana jednego lub kilku aminokwasow
w czagsteczce CaM moze mieé zasadniczy wpltyw na jej interakcje z pewnymi
enzymami, nie majac prawdopodobnie zadnego efektu na interakcje z innymi
enzymami. Nie wiadomo jednak czy réznice w biologicznej aktywno$ci CaM w
stosunku do réznych biatek docelowych wynikaja bezposrednio ze zmiany
istotnej reszty aminokwasowej, czy tez sg rezultatem zmian konformacji
kalmoduliny wywotanych zmianami w jej strukturze pierwszorzedowej [104,
105]. Rdznice te moga wiec wynika¢ z innych miejsc wigzania tych biatek lub/i z
réznic w optymalnej dla kazdego enzymu konformacji kalmoduliny.

IV. Struktura i biologiczna aktywnos$¢ fragmentéw kalmoduliny

Poddajgc kalmoduline dziataniu trypsyny w kontrolowanych warunkach
mozna doprowadzi¢ do jej strawienia na fragmenty (106, 107). Jezeli trawienie
przeprowadza sie w obecnos$ci jonow wapnia to hydrolizie ulega wiazanie Lys
77-Met 78 w wyniku czego powstajg dwa fragmenty: N-koricowy fragment 1-77 i
C-koncowy fragment 78-148, odpowiadajgce niemal doktadnie dwdém potdw-
kom czasteczki kalmoduliny. Kazdy z tych fragmentéw zawiera dwie domeny
wigzace wapn. W nieobecnosci jondw wapnia trawienie ma miejsce pomiedzy
argining 106 a histydyna 107. Powstaje wowczas fragment 1-106 zawierajacy trzy
domeny wapniowe, przy czym domena Ill jest niekompletna, oraz fragment
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107-148 zjedng domena wigzacg wapn [106, 107]. Liczne badania wykazaty, ze
fragmenty 1-77 i 78-148 zachowujg strukture takg, jakg miaty w natywnej
czasteczce kalmoduliny [108— 111], moga wiec by¢é uwazane za odpowiedniki
tych rejondw natywnej kalmoduliny i w zwigzku z tym stanowi¢ doskonaty
instrument badan nad lokalizacjag miejsc wigzania enzyméw z kalmodulinag.
Poczatkowo prace z uzyciem fragmentow dotyczyty gtdwnie ich zdolnos$ci do
stymulowania aktywnosci enzymoéw zaleznych od CaM [107, 112— 114].
Stwierdzono wdweczas, ze powinowactwo fragmentow kalmoduliny do enzymow
jest wielokronie, czasami nawet o kilka rzedéw wielko$ci nizsze niz natywnej
kalmoduliny. Dlatego tez w niektérych przypadkach aktywacja enzymu widocz-
na przy wysokich stezeniach fragmentu mogta by¢ spowodowana minimalnym
nawet zanieczyszczeniem preparatu fragmentu niestrawiong kalmoduling. Trud-
nosci z interpretacjg takich wynikéw spowodowaty pewien impas w badaniach z
uzyciem fragmentéw kalmoduliny. Do jego przetamania przyczynito sie zastoso-
wanie HPLC do rozdzielania fragmentéw. Dato to gwarancje usuniecia $lado-
wych ilosci kalmoduliny [115]. Rozpoczeto takze badania nad wigzaniem sie
fragmentoéw kalmoduliny z jej biatkami docelowymi [115— 117]. W ten sposéb
mozna byto wykazac interakcje fragmentu CaM z enzymem nawet wowczas, gdy
nie wyrazata sie ona wzrostem aktywnosci enzymu.

Wyniki doswiadczen nad wigzaniem sie fragmentow kalmoduliny i ich
zdolnoscig do aktywacji niektérych enzymdéw przedstawia tabela 3. Fragment

Tabela 3

Zdolno$¢ proteolitycznych fragmentéw CaM do interakcji z biatkami docelowymi

Fragment 1--77 78--148 1— 106 Pigmiennictwo
Enzym W A W A w A
Ca2+-ATPaza (erytrocyty) + - + + + + 116, 118
PDE + - + - 115, 117
kalcyneuryna - - + - 115, 117
MLCK (mie$nie gtadkie) - - + - 37, 116, 117
kinaza fosforylazy + + + 113
kinaza zal. od CaM - + 117
kinaza fosfolambanu z SR
serca 121
cyklaza guanidylowa z
Paramecium + + + 119
fodryna - + 117
melityna + + 120

+ , — oznaczaja odpowiednio wystepowanie lub brak wiagzania (W) lub aktywacji (A) enzymu
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78-148 zachowuje zdolno$¢ wigzania si¢ ze wszystkimi badanymi biatkami
docelowymi kalmoduliny, a wiec w tej czesci czasteczki kalmoduliny znajduje sie
miejsce (miejsca) interakcji z biatkami docelowymi. Fragment 1-77 natomiast ma
zdolno$¢é wigzania sie tylko z niektérymi sposréd badanych biatek. Posréd
zbadanych dotychczas enzymdw sa takie, ktorych aktywno$é wzrasta pod
wpltywem zwigzania fragmentu, np. Ca2+-ATPaza z erytrocytéow [116, 118],
kinaza fosforylazy [113], cyklaza guanidylowa z Paramecium [119] oraz inne np.
MLCK [114, 116], PDE [115], kalcyneuryna [115], w przypadku ktorych
zwigzanie fragmentu kalmoduliny nie jest warunkiem wystarczajagcym do
stymulacji aktywnosci.

Zdolnos¢ interakcji niektérych enzyméw zaréwno z fragmentem 1-77 jak i
78-148 stanowi bezposredni dowdd obecnosci co najmniej dwéch miejsc
wigzania enzymdw w czasteczce kalmoduliny. Nizsze niz w przypadku kalmo-
duliny state wigzania kompleksu enzym-fragment $wiadczg, ze pomimo zacho-
wania miejsca lub miejsc wigzania, powinowactwo fragmentéw kalmoduliny do
jej enzymow docelowych drastycznie spada. Mozna wiec sadzi¢, ze w natywnej
czasteczce CaM, procesowi wigzania z enzymem towarzyszy silna pozytywna
kooperacja pomiedzy réznymi rejonami czasteczki. Kooperacje takg zaobser-
wowano w procesie wigzania sie kalmoduliny z niektorymi inhibitorami [122,
123] i peptydami [124]. Efekt kooperacji nie wystepuje w przypadku interakcji
enzym-fragment, co moze by¢ przyczyng spadku powinowactwa.

V. Struktura i wiasciwosci krétkich peptydéw wigzacych kalmoduline

Ze wzgledu na trudnosci zwigzane z sekwencjonowaniem duzych czgsteczek
biatkowych, przez szereg lat nie wiedziano praktycznie nic o strukturze domen
odpowiedzialnych za wiazanie kalmoduliny w aktywowanych przez nig enzy-
mach. Dlatego tez niezwykle interesujgce i wazne byto spostrzezenie, ze hormon
adrenokortykotropowy (ACTH) oraz (3-endorfina, jeden z peptydéw opioido-
wych, hamowaly aktywacje PDE wspdtzawodniczac z enzymem o kalmoduline
[125]. W bardzo krotkim czasie poznano szereg innych biologicznie aktywnych
peptydéw wigzacych sie z CaM in vitro. Nalezg do nich peptydy takie jak:
glukagon, sekretyna, peptyd jelitowy (VIP), peptyd zotagdkowy (GIP)[126, 127],
dynorfiny [127,128], melityna — sktadnik jadu pszcz6+t [129,130] oraz mastopa-
rany — sktadniki jadu os [130— 132], Og6tem opisano dotychczas okoto 50
takich peptyddw [133]. Wigzg sie one z kalmoduling w obecnos$ci jonéw wapnia
ze statymi dysocjacji od kilku mikromoli (P-endorfma) do kilku nawet dziesig-
tych czesci nanomola w przypadku mastoparandw i melityny [129, 131, 133].
W tym ostatnim przypadku state dysocjacji porownywalne sg ze statymi
dysocjacji kompleksu CaM-enzym. Stechiometria wigzania peptydu z kalmodu-
ling wynosi 1:1 i 2:1 odpowiednio dla peptydow o wysokim i niskim
powinowactwie. Krétkie peptydy majg réwniez zdolno$s¢ hamowania in vitro
wywotanej przez kalmoduline aktywacji enzymow [129— 131, 134].
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Ze wzgledu na niewielkg dtugos¢ i znang sekwencje aminokwasowg opisane
wyzej peptydy okazaty sie bardzo uzytecznym narzedziem w badaniach procesu
wigzania kalmoduliny z biatkami. Statlo sie bowiem jasne, ze w ich prostej
strukturze zawarte sg wszystkie elementy niezbedne do interakcji z kalmoduling i
prawdopodobnie charakterystyczne rowniez dla domen wigzagcych CaM w
biatkach. Jednym z celéw badar nad tymi peptydami byto okreslenie minimal-
nego odcinka aminokwasowego zdolnego do wigzania kalmoduliny z wysokim
powinowactwem. Poréwnujac state wigzania pomiedzy kalmoduling a fragmen-
tami ACTH [135], p-endorfiny [135, 136] i dynorfiny [128, 131, 135] ustalono
pewne charakterystyczne elementy strukturalne wspdélne dla wszystkich tych
fragmentow. Fragmenty badanych peptydéow wigzace CaM z Kd< 10 [|iM
cechowata uderzajgco niska zawarto$¢ reszt kwasu glutaminowego, podczas gdy
zawarto$¢ glutaminy, argininy i lizyny byta wyzsza niz przecigtna [127, 133].
Wysunieto przypuszczenie, ze do wigzania kalmoduliny niezbedna jest obecno$¢
trzech zasadowych reszt aminokwasowych i, potozonych o dwie pozycje dalej,
dwdch reszt aminokwaséw hydrofobowych [126]. Taka struktura odpowia-
da—jezeli chodzi o rozktad tadunkéw i rejonéw hydrofobowych — strukturze
najbardziej efektywnie wigzacych kalmoduline fenotiazyn i innych zwigzkow
farmakologicznych [137]. Jakkolwiek nie wszystkie peptydy wigzace CaM
posiadajag takag wt#asnie strukture to charakteryzuje je pewna regularnosé
wystepowania reszt aminokwaséw zasadowych i hydrofobowych (Ryc. 3). Szereg

Stefa
dysocjacji (nM)

1 I Ni[kla TAA 1 alk k|i 1 0.3
2 i nwlklg iaamalk ki I 0.9
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U 1k k|1 LfKIL 1|k k]I I[k11 3.0
5 MAVIK KIY LNS 1L N 50
6 ilrlagd fvnwillaqgq 70
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Ryc. 3. Sekwencja aminokwasowa niektérych peptydéw wigzacych kalmoduline. 1 mastoparan; 2.
mastoparan X; 3. melityna; 4. syntetyczny peptyd LK2 5. VIP; 6. GIP; 7. P-endorfina (13— 18) 8.
ACTH (14—27); 9. glukagon (14—27). Kwadratami oznaczone zostaly reszty aminokwasow
zasadowych.

obserwacji potwierdzito istotno$¢ dodatnich tadunkéw w peptydach w ich
interakcji z kalmoduling. Na przyktad fragmenty P-endorfiny pozbawione kilku
reszt aminokwaséw zasadowych znacznie stabiej antagonizowaly aktywacje
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PDE przez CaM [136] za$ acetylacja reszt lizyny w melitynie i mastoparanie
powodowata znaczny spadek ich powinowactwa wobec kalmoduliny [128,133].
Stwierdzono, ze niektore zasadowe peptydy wykazujg zdolno$¢ wigzania sie z
CaM [138] jakkolwiek inne, np. polilizyna nie majg tej wiasciwosci [126].
Mozna wiec sadzi¢, ze obecno$¢ aminokwaséw zasadowych jest koniecznym, ale
nie wystarczajgcym warunkiem, aby peptyd wigzat kalmoduline.

Badania nad interakcja CaM z mastoparanami i melityna wzbogacity
dotychczasowe wiadomos$ci o nowe dane. Wyro6zniajacg cechg tych peptyddw
jest ich zdolno$¢ przybierania konformacji a-helisy w obecnosci CaM. W
strukturze drugorzedowej melityny w formie a-helisy wystepuje tylko 5%
taricucha aminokwasowego; pod wplywem zwigzania z CaM udziat a-helisy
wzrasta do 70% [139]. Powstajagca w melitynie po zwigzaniu z kalmoduling
a-helisa ma charakter amfifilowy, tzn. aminokwasy zasadowe i hydrofobowe
umieszczone sg po przeciwnych stronach struktury helikalnej. Odpowiada to
takiej strukturze pierwszorzedowej, w ktorej reszty aminokwaséw zasadowych i
hydrofobowych wystepujg $rednio co -3.6 pozycji. Strukture a-helisy pod
wptywem wigzania z CaM tworzg rowniez mastoparany, VIP, GIP i sekretyna
[140]. Zsyntetyzowano sztuczne peptydy o takiej sekwencji, ktdra determinuje
powstanie idealnej amfifilowej a-helisy. Liczacy siedem aminokwaséw peptyd
Leu-Lys-Lys Leu-Leu-Lys-Leu jest zbyt kréotki by utworzy¢ stabilng a-helise i w
zwigzku z tym stabo wigze CaM, natomiast dwa razy diuzszy peptyd o takiej
samej sekwencji wigze CaM ze statg wigzania poréwnywalng do melityny [141,
142]. Inny syntetyczny peptyd o strukturze amfifilowej a-helisy, ale o charakterze
kwasnym w ogéle nie oddziatywuje z CaM, podczas gdy 5-hemolizyna, tworzgca
a-helise o charakterze neutralnym, wykazuje stabg interakcje [141,142]. Autorzy
sugerujg, ze amfifilowa helisa peptyddw moze wigzac sie z jedng z kwasnych

Ryc. 4. Schemat interakcji pomiedzy amfifilowymi peptydami (LK2)ijednym z fragmentéw a-helisy
kalmoduliny. Elektrostatyczne oddziatywania pomiedzy przeciwnie natadowanymi helisami sta-
bilizowane sg dehydracjg reszt aminokwaséw hydrofobowych. Znaki +, — oznaczajg dodatnio i
ujemnie natadowane reszty aminokwasowe.
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a-helis w czasteczce CaM, poprzez elektrostatyczne oddziatywania pomiedzy
przeciwnie natadowanymi helisami, stabilizowane dehydracjg reszt hydrofobo-
wych [142]. Ze wzgleddw energetycznych najkorzystniejsze jest antyrownolegte
utozenie struktur helikalnych. Przyktad takiej interakcji przedstawia rycina 4.
Jednak przyktady p-endorfmy [125], gramicydyny S [124] oraz innych pepty-
déw wigzacych kalmoduline, a nie tworzacych a-helisy wykazuja, ze struktura ta
nie jest niezbednym warunkiem umozliwiajagcym wigzanie, niemniej jednak
stanowi jeden z czynnikow determinujacych wysokie powinowactwo peptydu do
kalmoduliny.

VI. Domeny wigzgce kalmoduling w biatkach docelowych

Logiczng konsekwencjg poznania sekwencji krotkich peptydow wigzacych
kalmoduline i okre$lenia ich wspo6lnych witasciwosci umozliwiajgcych to wigza-
nie, staty sie poszukiwania analogicznych rejonéw aminokwasowych w biatkach
wigzacych kalmoduline. Badania takie rozpoczeto dopiero Kkilka lat temu, ale
znane sg juz w Kilku enzymach i biatkach nieenzyrtiatycznych sekwencje
fragmentow wigzacych kalmoduline.

Stosujac rézne metody trawienia wyizolowano i okre$lono sekwencje
fragmentéw wigzacych CaM z kinazy lekkich tancuchéw miozyny (MLCK) z
miesni szkieletowych [143], MLCK z miesni gtadkich [144], fosfofruktokinazy
[145] oraz Ca2+-ATPazy z erytrocytow [146]. Z kolei, znajac sekwencje
aminokwasowg lub sekwencje zasad DNA czy cDNA, znaleziono analogiczne
fragmenty w czasteczce y-podjednostki kinazy fosforylazy [144], CaM-zaleznej
kinazy Il [147], MLCK z mieéni gtadkich [148] oraz termostabilnego biatko-
wego inhibitora kinazy zaleznej od cAMP [149]. Wykazano, ze w przypadku
kazdego z wymienionych biatek, sztuczne peptydy o sekwencjach odpowiadaja-
cych takim fragmentom wigzg CaM ze statymi dysocjacji wynoszacymi od kilku
do kilkudziesieciu nanomoli oraz hamujg wywotang przez kalmoduline aktywa-
cje natywnych enzymoéw.

Rycina 5 przedstawia poznane dotychczas sekwencje domen wigzacych
kalmoduline z r6znych biatek. Pomimo pewnych wspdlnych cech sekwencje te
nie wykazujg bezposredniej homologii. Charakteryzujg sie one duzg zawartoscig
aminokwaséw zasadowych i hydrofobowych, brakiem lub niska czestoScig
wystepowania reszt proliny oraz aminokwasow kwasnych. Wymienione cechy
wskazujg na wysokie prawdopodobieAstwo przyjmowania przez te fragmenty
konformacji a-helisy. Powstawanie takiej struktury w obecnosci CaM wykazano
doswiadczalnie dla fragmentu MLCK z mie$ni szkieletowych [57].

Doskonatag sondga stuzaca do wykrywania analogicznych fragmentéw wigza-
cych CaM w innych biatkach i okreslania stopnia ich podobienstwa sg oczywiscie
przeciwciata. Poliklonalne przeciwciato przeciwko melitynie rozpoznaje niektdre
biatka wigzgce kalmoduline z organu elektrycznego wegorza [150]. Natomiast
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Ryc. 5. Sekwencje aminokwasowe domen wigzacych CaM w biatkach. 1. MLCK z mieéni gtadkich
(146,150); 2. MLCK z mie$ni szkieletowych (145); 3. Kinaza zalezna od CaM (149); 4. y-podjednostka
kinazy fosforylazy (146); 5. fosfofruktokinaza (147); 6. Ca2+-ATPaza z erytrocytow (148); 7. inhibitor
kinazy zaleznej od cAMP (151). Kwadratami oznaczone zostaty reszty aminokwaséw zasadowych.

monoklonalne przeciwciato skierowane przeciwko wigzagcej CaM domenie z
MLCK migéni szkieletowych nie rozpoznaje zadnego innego enzymu, czy
peptydu [151]. Dalsze badania z uzyciem przeciwciat pozwola zapewne na
rozstrzygniecie, czy i w jakim stopniu domeny wiazace kalmoduline w réznych
biatkach wykazujg strukturalne podobiefstwa. By¢ moze r6znice w strukturze
tych domen sg bezposrednia przyczyng réznic w powinowactwie enzymow do
CaM.

Ostatnie badania zwré6city uwage na pewien ciekawy aspekt budowy
fragmentéw wigzacych kalmoduline w czgsteczce MLCK z migéni szkieletowych
i gtadkich. Wykazano mianowicie ich podobieAstwo do substratu MLCK czyli
lekkich tancuchéw miozyny [152, 153]. Syntetyczny peptyd wzorowany na
domenie wigzacej CaM z MLCK miesni szkieletowych nie tylko wspétzawodni-
czy z enzymem o kalmoduline, ale rowniez hamuje aktywnos$¢ niezaleznego juz
od CaM, chymotrypsynowego fragmentu tego enzymu, wspo6tzawodniczac z
wiasciwypi substratem o centrum aktywne (z wartoscia Kj zblizong do wartosci
Km substratu) [152]. Co wiecej, zastgpienie trzech aminokwaséw w tym
fragmencie trzema resztami seryny sprawia, ze moze on by¢ fosforylowany przez
MLCK, chociaz aktywno$¢ specyficzna enzymu jest wéwczas 1000-krotnie
mniejsza niz dla wtasciwego substratu. Dodanie CaM hamuje inhibicje enzymu i
fosforylacje fragmentu [152]. Podobne wyniki uzyskano badajagc MLCK z
mie$ni gtadkich [153]. Autorzy sugeruja, ze zjawisko autoinhibicji przez
fragment enzymu o budowie pseudosubstratu moze cechowac nie tylko enzymy
aktywowane przez CaM.

Fragmenty pochodzgce z réznych biatek docelowych kalmoduliny mogag, jak
wyzej wykazano, mie¢ zdolno$¢ zaréwno wigzania CaM jak i hamowania
aktywacji enzyméw. Niektore wyniki sugerujg, ze mozna z nich wyréznié¢ dwie
rézne, sasiadujgce ze sobg domeny, z ktorych jedna odpowiedzialna jest za

6 Postepy Biochemii 1—2/89
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wigzanie CaM, a druga stanowi wasciwg domene inhibitorowa. W przypadku
Ca2+-ATPazy z erytrocytéw [154, 155] i PDE z mdzgu [156] wykazano, ze na
pewnym etapie proteolizy wzrostowi ich aktywnos$ci nie towarzyszy utrata
zdolnos$ci wigzania CaM [154, 156]. Sugeruje to, ze odtrawieniu ulega najpierw
fragment inhibitorowy. Natomiast tagodna proteoliza MLCK z migéni gtadkich
prowadzi do uzyskania nieaktywnego, niewrazliwego na CaM enzymu, ktory
staje sie aktywny pod wptywem dalszego trawienia [157,158]. W tym przapadku
odtrawieniu ulega najpierw fragment wigzagcy CaM a nastepnie fragment
blokujacy centrum aktywne enzymu.

VIl. Podsumowanie

Kalmodulina wigze sie ze $ciSle okreSlonym odcinkiem w faricuchu amino-
kwasowym biatka docelowego. Odcinek ten ma dtugo$¢ 20— 30 aminokwasow,
co odpowiada masie ok. 3—4 kDa. Fragmenty wigzgce kalmoduline z r6znych
biatek charakteryzujg sie wysoka zawarto$cig aminokwaséw hydrofobowych i
zasadowych oraz zdolnoscig do tworzenia amfifilowej a-helisy, ale ich sekwencje
aminokwasowe nie sg identyczne. Potozenie tych fragmentéw w fancuchu
aminokwasowym biatka docelowego jest r6zne w réznych biatkach.

Lokalizacja miejsc(a) wigzania enzymo6w w czgsteczce CaM pozostaje nadal
nieznana. Wiele danych doswiadczalnych wskazuje na obecno$¢ w czasteczce
kalmoduliny wiecej niz jednego miejsca wigzania z biatkami. Prawdopodobnie
tworzeniu sie kompleksu kalmoduliny z biatkiem docelowym towarzyszy
pozytywna kooperacja pomiedzy tymi miejscami. Sugeruje sie rowniez, ze rézne
enzymy moga rozpoznawaé r6zne miejsca wigzania w czasteczce kalmoduliny.
Najczeséciej postuluje sie, ze w interakcji z enzymami zaangazowane sa,
rozpoznawane réwniez przez inhibitory, dwie hydrofobowe domeny w N-korico-
wej i C-koncowej czesci czagsteczki CaM. Innym ciekawym aspektem tworzenia
sie kompleksu CaM-enzym jest zachodzgca wowczas zmiana konformacji
kalmoduliny i jej znaczenie dla interakcji. O catej ztozonoS$ci i r6znorodnosci
interakcji CaM z jej biatkami docelowymi moze $wiadczy¢ fakt, ze kazdy ze
zbadanych dotychczas enzymoOw reaguje w inny spos6b na zmiany w strukturze
CaM (Tab. 2).

Nalezy doda¢, ze na tworzenie sie kompleksu CaM-enzym in vivo wptywaé
moze wiele réznych czynnikéw. Znany jest na przyktad efekt wzrostu powino-
wactwa kalmoduliny wobec enzymu, gdy enzym ten ma zwigzany substrat [159].
Z kolei obecnosé enzymu zwieksza powinowactwo CaM wobec wapnia i utatwia
jego wiazanie [62, 160, 161]. W ten sposdb obecno$¢ substratu danego enzymu
moze powodowaé preferencyjne wigzanie sie kalmoduliny z tym wi#asnie
enzymem. Czynnikami regulujgcymi interakcje CaM-enzym moga okazac sie
fosforylacja [167, 168], karboksymetylacja [169— 171] i inne posttranslacyjne
modyfikacje kalmoduliny. Wymienione powyzej czynniki, jak i zapewne wiele
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innych modulatoréw dziatania kalmoduliny tworza w efekcie bardzo elastyczny
system reagujacy réznokierunkowo na minimalne nawet zmiany wewnatrzko-
maorkowego stezenia jonow wapnia.

Artykut nadestano 18 kwietnia 1988 r.
Zaakceptowano do druku 9 wrze$nia j988 r.
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. Wstep

Kalmodulina (CaM) jest niskoczasteczkowym, regulatorowym biatkiem,
ktére zachowujac znaczny stopien strukturalnej homologii, powszechnie wy-
stepuje u eukariontow. Jako jedno z biatek wigzgcych Ca2+, kalmodulina
wchodzi w odwracalne interakcje z Ca2+tworzac kompleks biatko-Ca2+, ktéry z
jednej strony moduluje aktywnos$¢ wielu enzyméw, z drugiej za$ podlega
regulacji poprzez zmiany stezenia Ca2+ w komorce. Ze wzgledu na to, ze zmiany
stezenia Ca2+, zgodnie z hipoteza przekaznika Il rzedu, sg efektem dziatania
bodzcow zewnetrznych, kalmoduline uznano za czynnik odgrywajacy zasadni-
czg role w regulacji czynnosci komarki.

Kalmoduline odkryli w 1970 roku niezaleznie od siebie Cheung [1,2] oraz
Kakiuchiiin. [3] iopisali jako termostabilne biatko odpowiedzialne za
wysokag aktywnos$¢ fosfodwuesterazy cyklicznych nukleotydow modzgu w obec-
nosci Ca2+. Nastepnie Te o i Wang [4] wykazali, ze jest ono niskoczastecz-
kowym biatkiem wigzacym Ca2+. Zdolno$¢ aktywowania fosfodwuesterazy
CAMP, wigzania Ca2+ i inne wiasciwosci fizyko-chemiczne aktywatora
odkrytego w mézgu staty sie podstawgjego identyfikacji z pewnymi biatkami [5].
Wyizolowano je i oczyszczono z rozmaitych tkanek rdznych zwierzat oraz
charakteryzowano jako biatka wigzgce Ca2+ albo tez zalezne od Ca2+
aktywatory okreslonych enzymdéw. Rola kalmoduliny w regulacji proceséw
metabolicznych u zwierzat byta przedmiotem artykutu KuzZznickiego i
Drabikowskiego z 1980 roku [6].

Dopiero po paru latach od odkrycia kalmoduliny w tkankach zwierzat
wykazano, ze biatko to wystepuje réwniez w ro$linach. W 1977 roku,
Muto i Miyachi [7] stwierdzili, ze czeSciowo oczyszczona kinaza NAD
grochu podlega stymulacji pod wptywem endogennego, termostabilnego biatka.
Nastepnie Anderson i Cormier [8] wykazali, ze aktywacja enzymu
zachodzi jedynie w obecnosci Ca2+. Dalsze badania Andersona i in. [9]
doprowadzity do identyfikacji aktywatora kinazy NAD z kalmoduling. Jak sie
pézniej okazato, kalmodulina wystepuje zaré6wno w roslinach wyzszych jak i
nizszych oraz reguluje aktywnos$¢ przynajmniej kilku r6znych enzymoéw roslin-
nych.

Odzwierciedleniem historii badan nad kalmoduling byto stownictwo
stosowane dla okreslenia nowo odkrytego biatka [5]. Poczatkowo nazywano je
uwzgledniajac jedyna z jego molekularnych lub funkcjonalnych wiasciwosci.
Wraz z naptywem informacji wskazujgcych na wielofunkcyjny charakter biatka,
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zaczeto okre$laé je np. jako zalezny od wapnia regulator (ang. calcium
dependented regulator). W kohAcu przyjeto nazwe zaproponowang przez
Cheunga iin. [10]: kalmodulina (ang. calmodulin), ktéra pochodzi od stéw:
calcium-dependent modulator protein.

I1. Wystepowanie kalmoduliny

Od czasu odkrycia kalmoduliny w siewkach grochu [7], kalmoduline lub
aktywno$¢ podobng do aktywnos$ci kalmoduliny wykryto w wiekszosci przeba-
danych roslin zaliczanych do réznych grup systematycznych (Tab. 1), przy czym z
niektorych roslin biatko to zostato wyizolowane, oczyszczone i przynajmniej
czesciowo scharakteryzowane [13— 17, 19, 20, 23—25]. Kalmodulina wystepuje
prawdopodobnie takze w organizmach prokariotycznych. Stwierdzono bowiem
wystepowanie biatka podobnego do kalmoduliny w Bacillus subtilis [26] i
Myxococcus xanthus [27] oraz wykazano aktywnos$¢ podobng do aktywnosci
kalmoduliny w Escherichia coli [28].

Kalmoduline wyizolowano z réznych organéw roslin okrytonasiennych
[25]. Oznaczono takze jej zawarto$¢ za pomocg metody radioimmunologicznej
w roznych tkankach etiolowanych oraz zielonych roélin grochu [22]. Wyniki
badan, wyrazone w |ig kalmoduliny/mg DNA wskazujg na to, ze kalmodulina
wystepuje najobficiej w mtodych, dzielgcych sie i rosngcych tkankach etio-
lowanych siewek oraz aktywnych fotosyntetycznie tkankach roélin zielonych,

Tabela 1
Rosliny, w ktérych wykryto kalmoduline
Grupa L
Gatunek PiSmiennictwo
systematyczna

Glony Euglena gracilis u
Chlamydomonas 13. 14
Mougeotia 13, 5, 15

Sluzorosla Physarum polycephalum 11, 14, 12
Dictyostelium discoideum 14

Grzyby nizsze Blastocladiella emersonii 12

Grzyby wyzsze Neurospora crassa 5, 13, 16
Saccharomyces cerevisiae 14
Russula 17
Cortinarius 17
Agaricus bisporus 17

Mchy 5

Paprocie Anemia phyllitidis 18
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c.d. tabeli 1
Grupa o
systematyczna Gatunek PiSmiennictwo

Okrytonasienne Jeczmien 5, 13, 19, 20

Pszenica 21

Kukurydza 5, 13, 22

Owies 19

Brokuty 5

Rzepa 5

Burak 5

Ziemniak 5

Ogérek 5

Groch 5, 12, 21, 22

Fasola 12

Marchew 12

Orzeszki ziemne 5, 13, 19

Szpinak 5, 13, 21, 19, 22, 23

Cukinia 5, 13, 16

Bawetna 5

Kapusta 5

Tyton 24

Citrus sinensis 25

Tabela 2

Rozmieszczenie kalmoduliny w komaérkach liscia pszenicy [13]

Zawarto$¢ kalmoduliny w %

Frakcja catkowitej ilosci kalmoduliny
Cystosol 90
Mitochondria 5—9
Chloroplasty 1—2
Mikrosomy <1

przy czym zawarto$¢ kalmoduliny w liSciach jest o wiele nizsza od tej jaka
oznaczono w czesci wierzchotkowej roslin etiolowanych. Wyzsza zawartos¢
kalmoduliny w dzielgcych sie komdérkach w poréwnaniu z innymi badanymi
tkankami stwierdzono takze u kukurydzy i szpinaku stosujgc metode im-
munohistochemiczng [29]. Obserwacje te ttumaczy sie udziatem kalmoduliny w
regulowaniu fotosyntezy oraz procesu podziatu komorek [22].

W tabeli 2 przedstawiono wyniki badan nad rozmieszczeniem kalmoduliny w
komorece ro$linnej. Nalezy je traktowaé ostroznie, poniewaz wykazano, ze
zaleznie od warunkéw doswiadczenia uzyskuje sie r6zne dane na temat ilosci
kalmoduliny w btonach, cytoplazmie i organellach [5,13]. Biorgc pod uwage
informacje zawarte w tabeli 2 oraz doniesienia o obecnosci kalmoduliny wjadrze
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komorki roslinnej [13,30] mozna przypuszczaé, ze biatko to jest zwigzane ze
wszystkimi organellami komdrkowymi. Kalmodulina wystepuje jednak gtownie
w cytosolu, gdzie jej stezenie wynosi okoto 1— 10 |iM [13].

I1l. Budowa i wiasciwosci kalmoduliny

111-1. Masa czasteczkowa

Masy czasteczkowe kalmoduliny z roé$lin zaliczanych do réznych grup
systematycznych sg zblizone (Tab. 3). Dostepne dane wskazujg na to, ze
kalmodulina jest biatkiem monomerycznym [6,31], chociaz biorgc pod uwage
mase czasteczkowg kalmoduliny zwierzecej wyznaczong metodg saczenia na
sitach molekularnych dopuszcza sie mozliwo$¢é powstawania dimeru tego biatka
z udziatem innych wigzan niz dwusiarczkowe (brak cysteiny w czgsteczce) [6].
W przypadku kalmoduliny roslinnej kwestig nierozstrzygnietg jest nie tylko
tworzenie dimeru, ale takze ewentualna rola reszt cysteiny w tym procesie
(obecnos¢ cysteiny w czasteczce; por. Tab. 3).

Tabela 3

Masy czasteczkowe kalmoduliny z r6znego materiatu roslinnego*

Zrodio Wzgledne masy czasteczkowe L
kalmoduliny + Cas —Caz Pismiennictwo
Mougeotia 14,000 16,500 15
Anemia phyllitidis 14,000 15,000 18
Cukinia 14,500 17,000 15, 16, 25
Citrus sinensis 14,500 17,000 25
Nicotiana tabacum Im 15,000 18,000 24
Serce wotu 16,500 21,000 24
Mo6zg wotu** 16,000 19,000 15, 16, 25

* Wartos$ci otrzymano stosujac elektroforeze kalmoduliny w SDS-zelu poliakryloamidowym w obecnosci i pod nieobecnos¢
Ca2+ (+ Ca2+/ —Ca2+). R6znice miedzy warto$ciami uzyskanymi w obecnosci i pod nieobecno$¢ CaJ+ sag prawdopodobnie wynikiem
wiekszej podatnosci kalmoduliny na dziatanie czynnikéw denaturujacych w poréwnaniu z kompleksem Ca2+-kalmodulina (patrz
Rozdz. 111-3).

** Mcz kalmoduliny z mézgu wotu obliczona na podstawie sekwencji aminokwasowej wynosi okoto 17000 daltonéw [6, 12],

111-2. Struktura pierwszorzedowa

Obecnie znany jest skfad aminokwasowy kalmoduliny wielu nizszych i
wyzszych roélin [13,14, 23,25, 32] (Tab. 4). Wiadomo, ze taficuch polipeptydowy
kalmoduliny sktada sie z okoto 150 aminokwasow, z czego znaczng czes¢ (ponad
30%) stanowig kwas glutaminowy i asparaginowy lub ich pochodne amidowe.
Wysoka zawarto$¢ aminokwaséw kwasnych i niska aminokwaséw zasadowych
w kalmodulinie sprawiajg, ze ma ona niski punkt izoeletryczny (Tab. 5). Z kolei
brak tryptofanu, niska zawarto$¢ tyrozyny i stosunkowo duza zawartos¢
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Tabela 4

Sktad aminokwasowy kalmoduliny szpinaku [23]

Aminokwasy Liczba reszt/15680 g“
Asp 23,5
Thr 73
Ser 5,6
Glu 29,7
Pro 18
Gly 10,3
Ala 10,5
Cys n.d.
Val 4,9
Met 7,0
lle 5,0
Leu 10,5
Tyr 1,0
Phe 75
His 0,9
TM-Lys 1,0
Lys 7,7
Trp 0
Arg 4,3

a— wzgledna masa czasteczkowa kalmoduliny szpinaku wyzna-
czona metodg  elektroforezy w zelu poliakryloamidowym
TM-Lys-N-e-tréjmetylolizyna
n.d. — nie oznaczana
fenyloalaniny powodujg, ze widmo absorpcyjne kalmoduliny w zakresie ultra-
fioletu wykazuje pasma absorpcji charakterystyczne dla fenyloalaniny. Kon-
sekwencjg sktadu aminokwasowego kalmoduliny jest takze niski wspotczynnik
absorpcji np. e » mkalmoduliny roslin wyzszych wynosi 0,9 [25].

W kalmodulinie wielu organizméw roslinnych i zwierzecych stwierdzono
obecnos¢ nietypowego aminokwasu tj. tréjmetylolizyny. Natomiast nie wykryto
tego aminokwasu np. w kalmodulinie grzybéw, $luzoro$li (Tab. 6), a takze glonu
Chlamydomonas [14]. Brak tréjmetylolizyny nie jest jednak cecha charakte-



Punkty izoelektryczne kalmoduliny réznego pochodzenia

Punkt

Zrédto kalmoduliny izoelektryczny

Neurospora crassa 3,9
4,04
Tyton 3,85
Cukinia 3,9
Citrus sinensis 3,7
Dzdzownica 4,0
Ré6zne tkanki wotu 3,9—4,;3
Mézg wotu 4,0
39
43

Tabela 5

Pis$miennictwo

16
14

24

16

25

16

Tabela 6

Roznice w sktadzie aminokwasowym kalmoduliny réznych roélin i kalmoduliny zwierzecej

Zrédio kalmoduliny

Ser Pro 1> Cys
Dictyostelium discoideum 6 4 5 0
Neurospora crassa 1 3 1 0
Saccharomyces cerevisiae 15 1 0 0
Podstawczaki n 10 3 n.d.
Jeczmien 9,9a 5,0a 3,2a n.d.

5,5b 2,2b 1,3b n.d.
Orzeszki ziemne 5 2 1 1
Kukurydza 6 2 1 n.d.
Cukinia 5 2 1 1
Citrus sinensis 5 2 1 1
Mézg wotu 4 2 2 0

TM-Lys-N-e-tré6jmetylolizyna

n.d. — nie oznaczano

a— $rednia dla 2 preparatow (mol aminokwasu/mol kalmoduliny)
b— mol/16700 g

[9s]

Liczba reszt aminokwaséw w czasteczce

TM-Lys

0

Oa

I,1b

PiSmiennictwo

14

14

32

14

17

20

25

13

25

25

13
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rystyczng kalmoduliny organizméw nizszych, poniewaz aminokwas ten wy-
stepuje w kalmodulinie pierwotniakéw oraz bezkregowcéw [14]. Wedtug
niektorych danych réwniez kalmodulinajeczmienia nie zawiera tréjmetylolizyny
(Tab. 6). Nie potwierdzajg tego jednak inne doniesienia na ten temat (Tab. 6). Nie
ma tez danych, ktére wskazywatyby na wystepowanie dwéch form tego
regulatorowego biatka w roslinach a jednocze$nie wyjasniaty sprzeczno$c
wynikéw sktadu aminokwasowego kalmoduliny jeczmienia. R6znice budowy
kalmoduliny réznych rodlin oraz kalmoduliny ro$linnej i zwierzecej dotyczg
takze innych aminokwaséw (Tab. 6).

Dotychczas okre$lono prawie kompletng sekwencje aminokwasowg kalmo-
duliny szpinaku tj. pozycje 13—21 i 30— 148 [13] oraz czeSciowo zsekwencjo-
wano kalmoduline jeczmienia [20] i fasoli (Phaseolus aureus ) [30]. Pewnych
informacji na temat struktury pierwszorzedowej kalmoduliny roslinnej do-
starczyty badania przeprowadzone z zastosowaniem techniki daktyloskopii [14]
oraz metod immunologicznych [12, 20, 22, 31].

Liczne doSwiadczenia wykazaty, ze sktad aminokwasowy, sekwencje amino-
kwasowe, mapy peptydéw ,trypsynowych” kalmoduliny r6znego pochodzenia
sg podobne. Mowi sie wiec o duzej homologii kalmoduliny roslin wyzszych,
kregowcdw i pierwotniakéw [20] oraz wysokiej konserwatywnosci tego biatka
wsréd eukariontow [23].

111-3. Wigzanie Ca2+ przez kalmodulineg i jej struktura drugorzedowa

Znamienng cechg kalmoduliny jest zdolno$¢ wigzania jonéw wapnia.
Zaktadajac, ze masa czasteczkowa kalmoduliny wynosi 17000 i stosujgc
rGwnowagowga chromatografie zelowa wykazano, ze 1 mol kalmoduliny wyizo-
lowanej z r6znych organizmdw moze przytaczy¢ nastepujace ilosci moli Ca2+:
kalmodulina mézgu wotu— 3,3 [19], miesni owada— 3,5 [19], Neurospora
crassa— 3,0 [19], cukini — 3,3 [19], 3,5 [13]. Wyniki te wskazujg, ze w czgsteczce
kalmoduliny sg 4 miejsca wigzania Ca2+. Nie jest to jednak regutg, poniewaz
wykazano obecno$¢ tylko 3 miejsc wigzania Ca2+ w czasteczce kalmoduliny
drozdzy [32]. Kwestig nierozstrzygnietg jest czy miejsca te majg jednakowe, czy
tez r6zne powinowactwo wzgledem Ca2+ [5, 6, 33]. Kalmodulina moze wigzac
takze jony M g2+, przy czym miejsca wigzania M g2+ sg rézne od miejsc wigzania
Ca2+ [33].

Hipoteza na temat struktury drugorzedowej kalmoduliny [5, 6, 12, 33]
przewiduje usytuowanie miejsc wigzania Ca2+ w kalmodulinie. Wedtug tej
hipotezy czagsteczka kalmoduliny zbudowana jest z 4 domen, a kazda z nich
sktada sie z 2 odcinkéw o strukturze a-heliksu itgczacej je petli, w ktérej znajduja
sie aminokwasy koordynacyjnie wigzgce Ca2+.

Przytgczenie Ca2+ przez kalmoduline powoduje zmiane niektérych jej
wiasciwosci, a mianowicie: zmniejsza sie podatnos¢ pewnych aminokwasow w
czasteczce kalmoduliny na dziatanie czynnikéw modyfikujacych [6]; zwieksza
sie odpornos$¢ kalmoduliny na proteolityczna inaktywacje [5, 6], zwieksza sie
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intensywnos¢ fluorescencji tyrozyny [6, 13]; pojawia sie zdolno$¢ kalmoduliny
do tworzenia potgczen ze zwigzkiem, ktéry wchodzi w interakcje z hydro-
fobowymi czesSciami biatek [34]; wzrasta stata sedymentacji oraz zmniejsza sie
promien Stokesa [5]. Ponadto stwierdzono, ze wigzanie Ca2+ wywotuje zmiane
widma dichroizmu kotowego, przy czym w przypadku kalmoduliny mézgu wotu,
cukini [19] i Neurospora crassa [14] zaobserwowano podobne zmiany widma w
dalekim ultrafiolecie oraz nieco odmienne w bliskim ultrafiolecie. R6znice te
ttumaczy sie niejednakowg zawartoscig tyrozyny w kalmodulinie roslinnej i
zwierzecej. Przedstawione dane wskazujg, ze zwigzanie jonow Ca2+ przez
kalmoduline powoduje wzrost uporzadkowania, z wartosci i stabilnosci biatka
[5] oraz odstoniecie hydrofobowych czesci kalmoduliny [34]. Obecnie wiadomo
réwniez, ze zmiany konformacyjne towarzysza przytaczaniu kolejnych jonow
Ca2+ przez czasteczke kalmoduliny [33].

111-4. WHasciwosci biochemiczne

Kalmodulina reguluje aktywno$¢ wielu enzymow w obecnosci jonéw Ca2+.
Przeprowadzono badania, w ktorych poréwnywano wptyw kalmoduliny roslin-
nej i zwierzecej na aktywnos$¢ jednego z enzymoéw wspoétdziatajagcych z Ca2+ i
kalmoduling, przy czym stosowano enzym roélinny (kinaza NAD) lub zwierzecy
(fosfodwuesteraza cyklicznych nukleotydéw, kinaza lekkiego tancucha miozyny).
Wyniki tych badah sg sprzeczne. | tak, jedne wskazuja na podobng zdolnos¢
kalmoduliny ro$linnej i zwierzecej do aktywowania enzymu roslinnego [13, 20,
24, 25, 30], inne za$ na znacznie nizszg zdolno$¢ kalmoduliny roslinnej do
aktywowania enzymu zwierzecego [14, 17, 32] oraz znacznie nizszg zdolno$¢
kalmoduliny zwierzecej do aktywowania enzymu roslinnego [13]. Nie wiadomo,
jaki jest powdd tych sprzecznosci. Przypuszcza sie, ze sa one spowodowane
réznymi biochemicznymi wiasciwosciami preparatéw kalmoduliny [13, 24].
Niektérzy jednak sugerujg, ze kalmodulina réznego pochodzenia moze mieé
rézne powinowactwo do poszczegdlnych enzymoéw ijest to wynikiem, blizej na
razie nieokres$lonych, réznic strukturalnych [14, 25],

IV. Ewolucja kalmoduliny

Badania nad strukturg wystepujacych u zwierzagt homologicznych biatek
wigzgcych Ca2+ doprowadzity do sformutowania hipotezy, wedlug ktorej
podstawowagjednostkg ewolucji byta domena wigzgca Ca2+ [5], a pojawienie si¢
kalmoduliny poprzedzity dwie kolejne duplikacje pierwotnego genu kodujgcego
te domene [5, 12]. Natomiast poréwnanie witasciwosci kalmodulin rdéznego
pochodzenia skionito do przypuszczen, ze kalmodulina powstata jako jedno z
pierwszych biatek wigzacych Ca2+ [5], ewoluowata nadzwyczaj wolno do
momentu pojawienia sie ro$lin wyzszych i zwierzat naczelnych [20], a w
mikroorganizmach gen kodujgcy kalmoduline byt poddany wigkszej liczbie
punktowych mujacji niz u zwierzat i roslin [14].

7 Postepy Biochemii 1—2/89
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V. Mechanizm dziatania kalmoduliny

Aktywacja enzymoOw przez kalmoduline wymaga obecnosci Ca2” [12].
Zalezno$¢ te tlumaczy wielostopniowy przebieg interakcji kalmoduliny z
regulowanymi przez nig enzymami [5, 12, 31], ktéry mozna zilustrowaé za
pomocga 2 réwnan:

(1) CaM + nCa2+ CaM «Ca2+ CaMxsCa+

nieaktywna aktywna
(2) CaMxeCa2++ Enz (CaMxeCa2+)¢Enz * (CaMxeCa2+)Enz*
aktywna aktywny

gdzie: CaM — kalmodulina; Enz — enzym; x— nowa konformacja

Po zwigzaniu jonéw Ca2+, kalmodulina przyjmuje konformacje aktywng
biologicznie tj. taka, ktdra pozwala na jej potaczenie z enzymem [5, 12, 31].
PodkreSla sie przy tym, ze ekspozycja grup hydrofobowych w kompleksie
Ca2+-kalmodulina jest istotna dla zajScia tego procesu [34, 35]. Z kolei
przytagczenie kompleksu Ca2+-kalmodulina do nieaktywnego lub czesSciowo
aktywnego enzymu powoduje zmiane jego konformacji, ktorej z reguty towa-
rzyszy wzrost aktywnosci [5, 12, 31]. Taki mechanizm dziatania kalmoduliny
zaproponowano na podstawie badan nad stymulacjg fosfodwuesterazy cyklicz-
nych nukleotydéw [5, 31], a nastepnie potwierdzono w doswiadczeniach z
innymi zaleznymi od Ca2+ i kalmoduliny enzymami m.in. kinazg NAD [31].

Wyjatek stanowi enzym zwierzecy — kinaza fosforylazy b, ktéry podlega
dwojakiego rodzaju regulacji [5, 12, 31]. Kalmodulina jako podjednostka
wigzgca Ca2+ asocjuje z pozostatymi podjednostkami (a, p, y) w sposob
niezalezny od Ca2+. Natomiast egzogenna kalmodulina moze w obecnosci Ca2+
dodatkowo stymulowaé¢ enzym zgodnie z mechanizmem regulacji innych
enzymow. W trakcie badania fosforylacji biatek koleoptyli kukurydzy wynikty
problemy z usunieciem endogennej kalmoduliny [36], ktore mozna by wy-
ttumaczy¢ zaktadajgc istnienie podwojnego mechanizmu regulacji rowniez w
przypadku zaleznych od Ca2+ i kalmoduliny kinaz biatkowych.

Mechanizm wielofunkcyjnosci kalmoduliny pozostaje na razie w sferze
domystdéw, przy czym rozpatruje sie m.in. nastepujgce mozliwosci:

1) Rbézne enzymy posiadajg podobne domeny [5, 12] lub regiony hydro-
fobowe [34], ktére wchodzg w interakcje z tymi samymi miejscami [5, 12] lub
grupami hydrofobowymi [34] kompleksu Ca2+-kalmodulina.

2) ROzne enzymy reagujg z réznymi regionami kompleksu Ca2+-kalmo-
dulina [12].

3) R6zne biatka lub grupy biatek rozpoznajg rdézne stechiometrycznie
kompleksy kalmoduliny z jonami Ca2+ [12, 13].

Wedtug niektorych danych [33], dopiero po zwigzaniu trzech jonow Ca2+
przez czasteczke kalmoduliny staje sie mozliwa interakcja regulatorowego biatka
z enzymami. Z kolei, poréwnujac wptyw eksperymentalnie zmutowanej kalmo-
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duliny na aktywno$¢ trzech wybranych enzyméw (kinaza NAD, fosfodwuestera-
za cyklicznych nukleotydéw, kinaza lekkiego taricucha miozyny), stwierdzono, ze
miejsca interakcji réznych enzyméw z kalmoduling nie sg jednakowe [33].

VI. Enzymy roélinne zalezne od Ca2+ i kalmoduliny

Badania nad rolg kalmoduliny w ro$linach przeprowadza sie¢ wykorzystujac
oczyszczone enzymy, albo tez preparaty enzymatyczne pozbawione endogennej
kalmoduliny. Dokonuje sie rowniez doSwiadczen na surowych ekstraktach
roslinnych, a nawet nienaruszonych tkankach. W tych ostatnich dwu przy-
padkach stosuje sie $rodki inaktywujgce kalmoduling zwane inhibitorami lub
antagonistami kalmoduliny. Zalicza sie do nich m.in. niektore leki anty-
psychotyczne, takie jak chlorpromazina, fluphenazina, ktore wigzg sie od-
wracalnie z kalmoduling w sposéb zalezny od Ca2+ [15]. Antagonisci regu-
latorowego biatka moga jednak oddziatywac niespecyficznie na badane procesy
[15, 35, 37, 38, 39], dlatego tez wyniki doswiadczen z ich zastosowaniem nalezy
interpretowac bardzo ostroznie.

VI-1. Kinaza NAD

Kinaza NAD wspotdziatajgca z Ca2+ i kalmoduling jest typowo roslinnym
enzymem, bowiem nie udato sie jej wykry¢ u zwierzat z wyjatkiem jaj morskiego
jezowca [12, 31]. W komorce roslinnej wystepuje prawdopodobnie zalezna i
niezalezna od Ca2+ i kalmoduliny forma kinazy NAD [13], przy czym
wykazano, ze kinaza NAD regulowana przez kalmoduline stanowi przynajmniej
95% kinazy NAD wystepujacej w grochu [37]. Dane dotyczace subkomaorkowej
lokalizacji enzymu czesto sg sprzeczne ze sobg. Muto iin. [40] stwierdzili, ze w
przypadku 5-ciu (z 6-ciu przebadanych) gatunkéw roslin wiekszo$¢ zawartej w
komérce kinazy NAD znajduje sie w chloroplastach. W doswiadczeniach tych
nie sprawdzono jednak, czy enzym podlega regulacji przez Ca2+ i kalmoduline.
Jarret i in. [37], na podstawie badan protoplastéw grochu, réwniez uznali
chloroplasty za gtéwne miejsce wystepowania kinazy NAD w komdrce, a
ponadto wykazali, ze wystepujgca w stromie kinaza NAD jest zalezna od Ca2+ i
kalmoduliny. BadaniaSimona iin.nachloroplastach szpinaku [41] igrochu
[42] potwierdzity powyzsze wyniki tylko odno$nie obecnos$ci kinazy NAD w
chloroplastach. Wykazano bowiem, ze w chloroplastach szpinaku wystepuje
niezalezna od Ca2+ i kalmoduliny kinaza NAD, a w stromie i btonach
chloroplastdw grochu znajdujg sie rdzne formy tego enzymu, przy czym
regulowana przez Ca2+ i kalmoduline kinaza NAD zasocjowana jest z zew-
netrzng btong chloroplastéw. Z kolei badajagc koleoptyle kukurydzy stwier-
dzono, ze prawie cata aktywno$¢ kinazy NAD zasocjowana jest z zewnetrzg
btong mitochondrialng i aktywno$¢ ta podlega stymulacji przez Ca2+ i
kalmoduline [13]. Kinaze NAD wykryto takze w mitochondriach korzeni
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kukurydzy, ale tym razem stwierdzono, ze forma zalezna od Ca2+ i kalmoduliny
wystepuje zardwno w zewnetrznej jak i wewnetrznej btonie mitochondrium [41].
Kinaze NAD wspoidziatajagcg z Ca2+ i kalmoduling znaleziono ponadto w
cytoplazmatycznej frakcji szpinaku [41], grochu [8] i cukini [13].

Kontrowersje na temat lokalizacji regulowanej przez Ca2+ i kalmoduline
kinazy NAD wynikajg przypuszczalnie z tego, ze w niektérych badaniach
stosowano prawdopodobnie preparaty kinazy NAD, ktére ze wzgledu na duze
powinowactwo kinazy do kalmoduliny, zawieraty enzym w postaci kompleksu z
kalmoduling. To bowiem powoduje, ze nie mozna wykaza¢ wspotdziatania
enzymu z dodang kalmoduling [30].

Kinaza NAD jest jedynym znanym enzymem, ktéry katalizuje fosforylacje
NAD w obecnosci ATP [13]. Enzym ten wyr6znia sie wérdd innych enzymow
wspotdziatajgcych z Ca2+ i kalmoduling. Oczyszczona kinaza NAD ulega
bowiem aktywacji pod wptywem okoto 50 razy mniejszej iloSci kalmoduliny niz
enzymy zwierzece regulowane przez kalmoduline [37]. Wiadomo réwniez, ze jej
aktywnos$¢ moze zwiekszy¢ sie okoto 100-krotnie [37], a np. fosfodwuesterazy
cyklicznych nukleotyddéw tylko 6-15-krotnie [12] pod wptywem kalmoduliny.
Ponadto nie stwierdzono, zeby kinaza NAD, w odr6znieniu od niektérych
innych enzymow zaleznych od Ca2+ i kalmoduliny, ulegata aktywacji pod
wptywem lipidéw, czy proteaz [37].

VI-2. ATPazy btonowe

Pierwsze dowody na istnienie zaleznej od kalmoduliny i Ca2+ ATPazy
btonowej w komdérkach roélin pochodzity z doswiadczehn nad aktywng akumu-
lacjg wapnia w pecherzykach btonowych tworzacych frakcje mikrosomalng lub
tzw. frakcje mikrosomalng wzbogacong w btony plazmatyczne [13, 16, 44—46].
Tego typu badania ujawnity, ze kalmodulina stymuluje zalezny od ATP
transport Ca2+do mikrosomoéw iaktywuje mikrosomalng Ca2+, Mg2+-ATPaze
[13, 16, 44, 45]. Bardziej bezposSrednim dowodem na istnienie transportujgcej
Ca2+ ATPazy regulowanej przez kalmoduline byta udana prdéba czesciowego
oczyszczenia ATPazy z mikrosomalnej frakcji koleoptyli kukurydzy metodg
chromatografii powinowactwa, z kalmoduling jako ligandem [45]. Wykazano
przy tym, ze czeSciowo oczyszczony enzym jest odpowiedzialny za stymulowany
przez kalmoduline transport Ca2+, jaki obserwowano w mikrosomach. Przy-
puszcza sie, ze ATPaza regulowana przez kalmoduling wystepuje w blonie
plazmatycznej i jest elementem systemu transportu wydalajgcego Ca2+ na
zewnatrz komaérki [13, 44—46].

Ca2+, Mg2+-ATPaze wspoétdziatajacg z Ca2+ i kalmoduling odkryto
réwniez w otoczce chloroplastéw szpinaku [21] i etioplastéw owsa [47],
jednakze funkcja tej ATPazy nie jest znana. Odkryta ATPaza wystepuje
najprawdopodobniej w wewnetrznej btonie chloroplastéw, w zwiazku z czym
badania wskazujgce na to, ze Mg ATP2- wplywa na transport polipeptydéw po
cytosolowej stronie chloroplastéw, wykluczajag mozliwo$¢ udziatu tego enzymu
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w transporcie polipeptydéw [47], co pierwotnie brano pod uwage [21]. Tak wiec
mozna przypuszczaé, ze ATPaza stanowi element aktywnego mechanizmu
wprzegnietego w wyptyw H +, transport K+ lub wywotany $wiattem transport
Ca2+ przez btony chloroplastéw [21].

Ponadto stwierdzono [13], ze aktywnos$¢ transportujagcej H+ATPazy,
zwigzana z tonoplastem, jest hamowana przez kalmoduling w obecno$ci Ca2+, a
antagonisci kalmoduliny stymulujg wydzielanie H + i powoduja hiperpolaryza-
cje transmembranowego potencjatlu w nienaruszonych tkankach ros$linnych.
Zatem nalezy sie spodziewa¢ odkrycia nowej regulatorowej funkcji kalmoduliny.

VI-3. Kinaza asparaginianowa

Kinaza asparaginianowa (4-fosfotransferaza ATPiasparaginian) — enzym
wystepujacy w bakteriach i roslinach wyzszych — katalizuje reakcje fosforylacji
asparaginianu do aspartylofosforanu, ktdra jest pierwszym etapem w bhiosyntezie
aminokwasow: izoleucyny, lizyny, treoniny i metioniny. Znane sg trzy izo-
funkcjonalne formy tego enzymu rdzniace sie podatnoscig na hamujace dziatanie
treoniny, lizyny i S-adenozylometioniny. Sane i in. [48] wykazali, ze kinaza
asparaginianowa z lisci kilku gatunkéw roslin podlega stymulacji pod wptywem
czynnika biatkowego, ktory pozniej zidentyfikowano jako kalmodulina.
Kochhar i in. [48, 49] stwierdzili nastepnie, ze z dwéch form kinazy
asparaginianowej, jakie udato sie im rozdzieli¢ (wrazliwa na treonine i wrazliwa
na lizyne), tylko izoenzym hamowany przez treoninge wspotdziata z Ca2+ i
kalmoduling. Wyniki te sg zgodne z obserwacjami Bonnera i in. [50], ktorzy
wykazali, ze kalmodulina nie bierze udziatu w regulowaniu aktywnos$ci kinazy
asparaginianowej wrazliwej na lizyne.

VI-4. Enzymy lipolityczne

Doswiadczenia, w ktdrych zaobserwowano, ze jonofor Ca2+ (A 23187)
wzmaga a inhibitor kalmoduliny op6znia degradacje bton lisci grochu oraz, ze
aktywnos$¢ fosfolipazy w mitochondriach kalafiora i frakcjach organelli bulw
ziemniaka jest skutecznie hamowana przez inhibitor kalmoduliny [51], zapo-
czatkowaty badania nad rolg kalmoduliny w regulacji enzymow lipolitycznych.
Wykazano, ze inhibitory kalmoduliny hamujg, a egzogenna kalmodulina
stymuluje hydrolize fosfatydylocholiny w homogenatach lisci ziemniaka [51].
Badania kontynuowano stosujgc trzy frakcje subkomadrkowe lisci ziemniaka
(supernatant po wirowaniu przy 13000 x g oraz osad i supernatant po wirowaniu
supernatantu 13000 x g przy 100000 x g) i analog fluorescencyjny fosfatydylo-
choliny jako substrat [52]. Wykazano w ten sposéb, ze kalmodulina stymuluje
fosfolipaze zlokalizowang we frakcji rozpuszczalnej. Przedstawiono ponadto
dane wskazujgce na to, ze fosfolipaza podlega in vivo regulacji poprzez
mechanizm typu fosforylacja-defosforylacja, a kalmodulina aktywuje fosfolipaze
za posrednictwem kinazy biatkowej.
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Prowadzgc nastepnie badania na homogenatach z bulw ziemniaka, uzyskano
odmienne wyniki od poprzednich [53].
Egzogenna kalmodulina nie miata wptywu na szybkos$¢ degradacji bton, ani, w
odréznieniu od egzogennych jondw Ca2+, na hydrolize fosfatydylocholiny.
Ponadto inhibitory kalmoduliny w zaleznosci od stezenia dziataty hamujaco
badz stymulujaco na hydrolize fosfatydylocholiny. Obserwacje te jednak nie
obalajg tezy o udziale kalmoduliny w regulowaniu aktywnos$ci fosfolipazy,
poniewaz homogenat ziemniaka zawierat endogenng kalmoduling, a inhibitory o
wiasciwosciach hydrofobowych prawdopodobnie oddziatywaly na hydrolize
fosfatydylocholiny w sposdb niespecyficzny.

VI-5. Reduktaza azotanowa

Reduktaza azotanowa jako kompleks enzymatyczny katalizuje redukcje
azotanow do azotynow. Wykazanie zaleznoSci metabolizmu azotanéw od
zawartosci wapnia i obecnosci Ca2+ w lisciach sktonito do badaA nad
mechanizmem dziatania Ca2+ w procesie asymilacji azotandw [54], Badania te
doprowadzity do stwierdzenia, ze reduktaza azotanowa wyizolowana z lisci
Amaranthus ulega aktywacji pod wptywem kalmoduliny w obecnosci Ca2+ [54],
Wykazano ponadto, ze miejscem dziatania kalmoduliny jest ta czes¢ kompleksu
reduktazy azotanowej, ktorej grupe prostetyczng stanowi FMN.

VI-6. Kinazy biatkowe

Mozna wyréznié¢ 3 grupy ro$linnych kinaz biatkowych: 1) kinazy niezalezne
od Ca2+, 2) kinazy zalezne od Ca2+, 3) kinazy zalezne od Ca2+ i kalmoduliny
[38]. Biorac pod uwage doniesienia [45,46] o niedawno odkrytym mechamizmie
regulacji aktywnosci tych enzymoéw, nalezatoby wyodrebni¢ dodatkowo grupe 4)
zalezne od Ca2+ i fosfolipidu.

Pierwsze informacje na temat kinaz zaliczanych do trzeciej grupy pochodzg z
badan nad fosforylacjg biatek frakcji btonowych izolowanych z r6znych tkanek
rozmaitych ro$lin [13, 36, 45, 55]. W niektérych przypadkach stwierdzono
jedynie, ze kalmodulina stymuluje fosforylacje biatek btonowych [12, 36], w
innych natomiast udato sie okresli¢ ilos¢ i mase czasteczkowg peptydow
fosforylowanych w sposob zalezny od Ca2+ i kalmoduliny [13, 45, 55]. Z badan
przeprowadzonych na frakcjach mikrosomalnych wynika ponadto, ze wigkszo$¢,
sposrod duzej liczby biatek ulegajacych fosforylacji, stanowia biatka, ktére sg
fosforylowane w procesie niezaleznym od Ca2+ a tylko kilka z nich podlega
dziataniu kinaz wspétdziatajacych z Ca2+ ikalmoduling [56, 57]. Okazato sie, ze
proces fosforylacji przebiega inaczej w wysoce oczyszczonych preparatach
tonoplastu, bowiem w tym przypadku dotyczy on ograniczonego zespotu
polipeptydéw i jest zalezny gtéwnie od Ca2+ i kalmoduliny [56]. Poza tym
stwierdzono, ze kalmodulina bierze udziat w regulowaniu procesu fosforylacji
biatek rozpuszczalnych koleoptyli kukurydzy [36].
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Przedmiotem zainteresowan byto takze jadro komorki roslinnej, poniewaz
zachodzi w nim intensywna fosforylacja biatek przez endogenne kinazy [57].
Wyniki badan z zastosowaniem inhibitoréw kalmoduliny, Ca2+ i EGTA
sugeruja, ze kalmodulina moze by¢ zaangazowana w fosforylacje biatek jadro-
wych [39]. Skadingd wiadomo, ze czeSciowo oczyszczona kinaza histonowa
pszenicy ulega aktywacji pod wptywem kompleksu Ca2+-kalmodulina [13].

Ze wzgledu na to, ze w wiekszosci badahn stosowano tylko preperaty
mikrosomoéw, rozmieszczenie kinaz biatkowych wspdidziatajgcych z Ca2+ i
kalmoduling i ich substratow w komorce nie jest znane [56]. Oczyszczenie
preparatéw btonowych cukini pozwolito jedynie stwierdzi¢, ze biatka fosforylo-
wane przez te kinazy sg specyficznie zlokalizowane w retikulum endoplazmatycz-
nym, mitochondriach, plazmalemmie [13, 57]. Poza tym w badanych prepara-
tach stwierdzono obecno$¢ trudnej do usuniecia endogennej kalmoduliny, co
czesto uniemozliwiato okreslenie biatek fosforylowanych w spos6b zalezny od
kalmoduliny [36] i mogto by¢ przyczyng tylko nieznacznej stymulacji aktyw-
nosci kinaz biatkowych przez egzogenng kalmoduline [38]. Problem komplikuje
sie w Swietle informacji wskazujacych na to, ze stezenie kalmoduliny stymulujgce
fosforylacje moze roznié sie w zaleznosci od biatka bedacego substratem [36].
Nie rozwigzuje go zastosowanie inhibitorow regulatorowego biatka. Z badan
przeprowadzonych na koleoptylach kukurydzy [36] wynika bowiem, ze dziatajg
one hamujaco na fosforylacje w stezeniach zbyt wysokich, aby mozna byto uznac
specyficznos$¢ inhibicji, a z badan przeprowadzonych na rajgrasie [56], ze
zastosowane w bardzo wysokich stezeniach mogg stymulowac fosforylacje
biatek.

Dotychczas zidentyfikowano w ro$linach wiele zaleznych od Ca2+ i kalmo-
duliny kinaz biatkowych wigcznie z tymi, ktdre udato sie oczysci¢ i czeSciowo
scharakteryzowac [39]. Jednakze nie znane sg substraty tych kinaz z wyjatkiem
oksydoreduktazy chinian: NAD+ [39]. Jest ona typowo ro$linnym enzymem,
ktory katalizuje reakcje: chinon ~ dehydrochinon, przy czym jedynie ufosforylo-
wana oksydoreduktaza stanowi forme aktywng enzymu [13, 16, 57]. Do
odkrycia mechanizmu regulacji aktywno$ci oksydoreduktazy przyczynito sie
doswiadczenie, ktére wykazato, ze pozbawiony kalmoduliny, nieaktywny pre-
parat enzymu staje sie aktywny w obecnosci ATP, Ca2+ i kalmoduliny jako
niezbednych sktadnikow procesu reaktywacji [13, 16, 57]. Te obserwacje
sugerowaty, ze za aktywacje oksydoreduktazy odpowiedzialna jest kinaza
biatkowa zalezna od Ca2+ikalmoduliny [13,16, 57], co nastepnie potwierdzono
oczyszczajagc enzym fosforylujacy oksydoreduktaze metodg chromatografii
powinowactwa z kalmoduling jako ligandem [57], Tak wiec oksydoreduktaza
chinian: NAD + podlega dwustopniowemu systemowi regulacji, ktdry obejmuje
zalezng od stezenia Ca2+ aktywacje kinazy biatkowej przez kalmoduline (etap 1)
oraz aktywacje oksydoreduktazy na skutek fosforylacji katalizowanej przez
aktywng forme kinazy (etap 2) [57]. Zgodnie z tym mechanizmem przebiega
aktywacja oksydoreduktazy w zawiesinowych kulturach tkankowych marchwi
rosngcych na S$wietle, natomiast w komérkach hodowanych w ciemnosci,
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oksydoreduktaza podlega bezposredniej aktywacji przez Ca2+, prawdopodob-
nie dzieki przytgczeniu dodatkowej podjednostki, ktorej obecnosé stwierdzono w
wyizolowanym enzymie [13, 57].

VI-7. Syntaza a-galaktozylo-1 -» I-glicero-3-fosforanu

Kurczenie komérek Poterioochromonas malhamensis umieszczonych w roz-
tworze hipertonicznym powoduje wzrost aktywnosci syntazy odpowiedzialnej za
regulacje ci$nienia osmotycznego. Okazato sie, ze mechanizm aktywacji tego
enzymu obejmuje zalezne od Ca2+ procesy btonowe oraz wywotang przez nie
aktywacje proteazy, ktdéra jest bezposrednim aktywatorem enzymu [46, 58].
Wprowadzajagc kalmoduling moézgu wotu lub komérek glonu ijony Ca2+ do
homogenatéw z komoérek o standardowej objetosci wykazano, ze Ca2+ wplywa
na aktywacje syntazy za posrednictwem kalmoduliny [46, 58].

VIl. Rola Ca2+ i kalmoduliny w $wietle hipotezy przekaznika Il-rzedu

Jednym z mechanizméw ttumaczacych zdolnos$ci adaptacyjne organizmu do
Srodowiska zewnetrznego jest mechanizm opisany pod postacig hipotezy
przekaznika Il rzedu. Dane Swiadczgce o wzroScie stezenia Ca2+ pod wptywem
stymulacji nerwowej lub hormonalnej, a takze obecnos¢ biatek wigzgcych Ca2+
takich jak kalmodulina w tkankach zwierzecych sugerowaty, ze jony Ca2+
funkcjonujg jako przekaznik Il-rzedu u zwierzat [6]. Odkrycie kalmoduliny w
roslinach przemawiato za tym, ze jony Ca2+ moga petni¢ podobnag role w
komaorkach roslinnych. Obecnie powszechnie uznaje sie Ca2+ za istotny element
systemu przenoszenia bodzcéw [13, 16, 31].

W komoérce roslinnej spetnione sg warunki niezbedne do funkcjonowania
takiego systemu regulacji. PoSrednie dane wskazujg bowiem, ze stezenie wolnych
jonow Ca2+ w cytosolu niestymulowanych komorek ro$lin wyzszych jest niskie
(ponizej 1]iM), [13, 30,41]. Ponadto z badan nad transportem Ca2+ wynika, ze
komérki roslinne sag wyposazone w system kontroli iregulacji stezenia Ca2+ [13,
33, 44, 45],

Istniejg przestanki by sadzié, ze w roSlinach rzeczywiscie zachodzi regulacja
wedtug mechanizmu przekaznika Il rzedu z udziatem Ca2+. Wykazano bowiem,
ze Swiatto i niektére hormony zmieniajg wiasciwosci transportu Ca2+w réznych
frakcjach subkomorkowych [13, 16, 44—46]. Poza tym pewne badania nad
wpltywem bodzcow takich jak hormony, S$wiatto, fitotoksyczne substancje
grzybowe, grawitacja na procesy fizjologiczne [13, 16, 38, 46, 59] sugerujg, ze
istnieje zwigzek miedzy percepcja bodZca, wzrostem stezenia Ca2+a obserwowa-
ng reakcja fizjologiczng. W niektérych przypadkach stwierdzono, ze Ca2+ w
podwyzszonym stezeniu moze oddziatywaé na badane procesy za posrednic-
twem kalmoduliny [13, 15, 38], Najbardziej przekonywajgcym argumentem za
takim mechanizmem przenoszenia bodzcow jest aktywacja kinazy NAD pod
wplywem $wiatta w nienaruszonych tkankach [13, 16].
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Ryc. 1. Schemat udziatu Ca2+ i kalmoduliny w regulacji metabolizmu komérki roslinnej [13].
Objasnienia: © ®oddziatywanie hamujace, © ®oddziatywanie stymulujace, ?— oddziatywanie
niedostatecznie poparte danymi doswiadczalnymi, -Ca— wapn zwigzany przez btone plazmatyczna,
CaM — kalmodulina, Ca-CaM*— kompleks Ca2+— kalmodulina (aktywna forma kalmoduliny),
Ca-CaMx enzym* — kompleks aktywnej kalmoduliny z enzymem, x— zmieniona konformacja.

Udziat Ca2+ i kalmoduliny w regulacji metabolizmu komdrki, zgodny z
hipotezg przekaznika Il rzedu, zostat przedstawiony na rycinie 1. Pod wplywem
bodzcow zewnetrznych (przekazniki | rzedu) stezenie wolnych jonéw Ca2+ w
cytoplazmie rosnie, prawdopodobnie z 0,1 |[iM do 1— IOMM [13]. Przypuszcza
sig, ze zjawisko to moze by¢ spowodowane:

— whnikaniem Ca2+ ze $rodowiska komérki przez kanaty wapniowe, ktdre sg
otwierane na skutek dziatania bodzcow [13, 45],

— uwalnianiem Ca2+ przez organelle komdérkowe takie jak retikulum endo-
plazmatyczne, wakuole i mitochondria [38] oraz cysterny wapniowe, ktére
wystepujg w komdrkach niektérych glonéw [38, 60], sluzowcéw i mimozy [60],
— uwalnianiem wapnia zwigzanego [13],

— zmniejszeniem aktywnos$ci transportu Ca2+ na zewnatrz cytoplazmy [13,
16], obnizeniem aktywnosci zaleznej od Ca2+ i kalmoduliny ATPazy btonowej,
ktora traci wrazliwos$¢ na kalmoduline pod wptywem Swiatta [33]. Molekularny
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mechanizm oddziatywania bodzcéw na elementy systemu transportu zaangazo-
wane w przeptyw Ca2+ nie jest jeszcze wyjasniony.

Stezenie Ca2+ w cytoplazmie komorki niepodlegajacej dziataniu bodZcow
jest, z uwagi na KDwigzania Ca2+ przez kalmoduline, zbyt niskie, zeby
aktywowac biatko, dlatego tez enzymy zalezne od Ca2+ i kalmoduliny sg
nieaktywne lub tylko w niewielkim stopniu aktywne [13]. Pod wplywem
stymulacji stezenie Ca2+ w cytoplazmie staje sie wyzsze od wartosci KDdla
wigzania Ca2+ przez kalmoduline, co powoduje utworzenie aktywnego komp-
leksu Ca2+-kalmodulina [13]. Przypuszcza sig, ze Ca2+ w stezeniu wyzszym niz
1(iM jest w stanie zaktywowac wiekszo$¢ komadrkowej kalmoduliny [39]. Z kolei
aktywny kompleks Ca2+-kalmodulina tgczac sie z enzymem wywotuje reakcje
biochemiczne, ktére majg istotne znaczenie dla fizjologicznej odpowiedzi
komérki na dziatajgce bodZce [13, 21].

Obecnosé kalmoduliny w réznych przedziatach komérkowych, gdzie naj-
prawdopodobniej spetnia funkcje regulatorowe, nasuwa przypuszczenie, ze w
organellach maja miejsce zmiany stezenia jonow Ca2+ i zachodzi regulacja
aktywnosci enzymow wedlug mechanizmu zaproponowanego dla enzymow
cytoplazmy [13]. Pewnym potwierdzeniem tej tezy sg wyniki ktore wskazuja, ze
stezenie Ca2+ w stromie chloroplastéw zwieksza sie pod wplywem Swiatta
wskutek transportu Ca2+ z cytoplazmy [37, 44] albo uwalniania Ca2+ z
wewnetrznych przestrzeni tylakoidéw [30].

Kalmodulina wykazuje zdoIlno$¢ do stymulowania akumulacji jonéw wapnia
w wakuolach, retikulum endoplazmatycznym, cysternach mikrosomalnych, a
takze transportu Ca2+ na zewnatrz komorki [13]. Obserwacje te sugeruja, ze
kalmodulina nie tylko odbiera sygnat jakim jest wzrost stezenia Ca2+, ale ma
rowniez wpltyw na intensywnos$¢ i czas trwania tegoz sygnatu [5] oraz bierze
udziat w regulowaniu swej witasnej aktywnosci [13]. Ponadto wraz z odkryciem
naturalnych inhibitoréw kalmoduliny w jabtkach [61] pojawia sie mozliwo$¢
wystepowania innego niz poprzez zmiany stezenia Ca2+ mechanizmu regulo-
wania aktywnos$ci kalmoduliny.

Pragne podziekowaé Panu Prof. Zbigniewowi Kaniudze za pomoc w przygotowaniu niniejszego
artykutu.
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Addendum

Ostatnio wyizolowano kalmoduline z owocéw awokado [62], lisci Papaver
somniferum i Euphorbia lathyris [63] oraz okre$lono niektore jej wiasciwosci.
Przedstawiono takze nowe dane na temat ATPazy stymulowanej przez Ca2+ i
kalmoduline [64, 65] oraz wyniki badan nad wptywem glinu na aktywno$¢
zaleznej i niezaleznej od Ca2+ikalmoduliny kinazy NAD w korzeniach pszenicy
[66]. Ponadto odkryto inhibitor kalmoduliny i wykazano zmiany jego poziomu
jak réwniez poziomu kalmoduliny w zarodkach rzodkiewki podczas wczesnych
faz kietkowania nasion [67]. Interesujagcy przeglad aktualnych informacji
dotyczgcych roli Ca2+ i kalmoduliny w przenoszeniu sygnatow zostat zaprezen-
towany przez Dietera Marme [68].
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Wykaz stosowanych skrotéw: bakteroid — nowa forma bakterii Rhizobium zdolnych do przyswa-
jania azotu atmosferycznego, zlokalizowanych w komérce roslinnej, oddzielonych od cytoplazmy
roéliny gospodarza btong bakteroidowa; sekwencja promotorowa, promotor — region DNA, zwykle
w kierunku 5' od kodonu inicjujagcego, zawierajgcy zachowawcze odcinki DNA niezbedne dla
optymalnej transkrypcji genu eukariotycznego: CAT — acetylotransferaza chloramfenikolu; gen
kodujgcy CAT — najczesciej stosowany obecnie w transferach genowych jako tzw. ,,reporter gene” ze
wzgledu na prostg i szybka metode identyfikacji tego enzymu. Pojawienie sie aktywnosci CAT w
stransformowanej roslinie jest Swiadectwem ekspresji chimerycznego genu; pseudogen — gen nie
ulegajacy ekspresji ze wzgledu na mutacje w waznych dlajego transkrypcji regionach DNA; Lb, gen
Lb — leghemoglobina, gen leghemoglobinowy; p.z. — par zasad.

l. Wstep

Symbioza bakterii glebowych rodzaju Rhizobium iroélin z rodziny motylko-
watych prowadzi do wytworzenia wysoce wyspecjalizowanego organu — bro-
dawki korzeniowej. W brodawkach tych odbywa sie wigzanie azotu atmosferycz-
nego po uprzedniej jego redukcji przez enzym bakteryjny — nitrogenaze.
Zakazenie komoérek korzenia bakteriami Rhizobium zapoczatkowuje szereg
proceséw warunkujgcych morfogeneze brodawki. W trakcie jej rozwoju powsta-
je okoto 20— 30 polipeptydéw (nodulin) nieobecnych w niezakazonym korzeniu
[1—5]. Jednym z nich jest zwigzek posiadajacy, jak wykazano juz w 1939 r,,
wiasciwosci hemoglobiny [6]. Poniewaz wystepuje w roslinach motylkowych
— Lequminosae nazwano go leghemoglobing.

Lata siedemdziesigte przyniosty wiele nowych informacji dotyczgcych tego
interesujgcego biatka. Wiadomo, ze leghemoglobina uczestniczy w wigzaniu
azotu atmosferycznego przez utrzymanie odpowiedniego ci$nienia parcjalnego
tlenu w otoczeniu bakteroidu, w ktorym majg miejsce intensywne procesy
oddychania, fosforylacji i przyswajania azotu. Cisnienie tlenu utrzymywane jest
przez leghemoglobine na takim poziomie, aby chroni¢ przed uszkodzeniem
wrazliwy na tlen kompleks nitrogenazy, ajednoczes$nie zapewni¢ odpowiedni dla
procesow fosforylacji ioddychania doptyw tlenu do bakteroidu. Biatko to spetnia
wiec podwaojng role. Jest to mozliwe dzieki temu, ze wykazuje ono niezwykle
wysokie powinowactwo do tlenu, znacznie wyzsze niz np. mioglobina czy
hemoglobina [7].

Obecne badania zmierzajg w kierunku poznania molekularnego mechaniz-
mu regulacji ekspresji genéw leghemoglobinowych i identyfikacji sygnatu
odpowiedzialnego za ich aktywacje w brodawkach korzeniowych. Wyjasnienie
tego problemu moze by¢ pomocne w uzyskaniu, drogg manipulacji genetycz-
nych, nowych uzytecznych rodzajéw symbiozy. Jest bowiem leghemoglobina
elementem naturalnych uktadéw symbiotycznych: rosliny motylkowate — bak-
terie Rhizobium.

Celem tego artykutu jest ukazanie miejsca i funkcji leghemoglobiny w
symbiotycznym wigzaniu azotu atmosferycznego, a takze przedyskutowanie
najnowszych pogladéw nt. regulacji transkrypcji genéw Lb. O ile zwierzece geny



[3] LEGHEMOGLOBINY 111

globinowe zostaly opisane w artykule przeglgdowym w tym czasopismie [8], o
tyle geny roslinne nie doczekatly sie takiego opracowania w jezyku polskim,
chociaz w literaturze Swiatowej byto ich kilka [7, 9, 10].

Il. Leghemoglobina

11-1. Wystepowanie

Obecnie nie ulega watpliwosci, ze Lb znajduje sie w brodawkach wszystkich
roslin przyswajajacych azot. Wiadomo, ze niektére mutanty Rhizobium moga
indukowa¢ wytwarzanie brodawek korzeniowych zawierajgcych leghemoglo-
bine, ale niezdolnych do wigzania azotu [3, 11, 12], nie znana jest natomiast
sytuacja odwrotna, tzn. istnienie brodawek pozbawionych leghemoglobiny i
przyswajajacych azot. Swiadczy to o jej kluczowej roli w procesie asymilacji
azotu. Nalezy odnotowadé, ze znane sg réwniez, wspotzyjace z Rhizobium rosliny
motylkowate, np. Aeschynomene i Sesbania, ktdére wytwarzajg zawierajgce
leghemoglobine brodawki nie tylko na korzeniach, ale rowniez na todygach [13].

Ostatnio pojawity sie doniesienia o wystepowaniu hemoglobiny w ro$linach
innych niz motylkowate [14, 15]. Wigzgca azot atmosferyczny Parasponia
andersonii z rodziny Ulmaceae (rzad Utricales) ulega zakazeniu przez niektére
bakterie Rhizobium. Jej brodawki zawierajg dimeryczng hemoglobine, ktéra
dziata podobnie do leghemoglobiny petnigc role przenos$nika tlenu.

Doktadna analiza spektrofotometryczna skrawkéw brodawek wykazata
obecnos$¢ hemoglobiny w brodawkach kilku roslin np. Casuarina cunninghaniana
i Myrica gale [10, 15], zdolnych do przyswajania azotu w asocjacji z grzybami
(Actinomycetes) rodzaju Frankia [16]. Stosujac metode hybrydyzacji DNA -
DNA, znaleziono sekwencje DNA homologiczne do genéw Lb u czterech innych
roslin z tej rodziny: Alnus glutinosa, Casuarina glauca, Ceanotus americanus i
Elaeagnus pungens [17]. Sugeruje to mozliwo$¢ wystepowania hemoglobiny
réwniez i w tych roslinach. Naptywajgce informacje wskazujg, ze globiny sg
znacznie bardziej rozpowszechnione w $wiecie roslin niz dotagd sadzono.

Dotychczas wyodrebniono leghemoglobine z soi i fasoli [7], bobu [18],
grochu [18, 19], lucerny [20], koniczyny [21], Sesbania [13] i tubinu [7, 20].
Zastosowanie metody izoelektroogniskowania pozwolito na wykazanie, ze u
wiekszosci roslin leghemoglobina wystepuje w kilku formach monomerycznych.
Na przyktad w sktad Lb soi wchodzg cztery komponenty gtdwne: a, cl5¢2, c3i
cztery uboczne: b, dv d2, d3, ktore sg produktami potranslacyjnej modyfikacji
komponentéw gtdwnych [23]. Otwarta jest kwestia liczby komponentow Lb w
tubinie. Niektérzy autorzy znajdujg dwa [24, 25], inni trzy [22, 26]. Obserwuje
sie zmiany stosunkow iloSciowych poszczegbélnych komponentow w trakcie
rozwoju brodawki [27, 28]. Rézne jest takze ich powinowactwo do tlenu:
komponenty Lb powstajgce gtéwnie w brodawkach starszych majg wyzsze
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powinowactwo do tlenu niz syntetyzowane w brodawkach miodych [19].
Wzgledne zmiany ilosciowe poszczegdlnych komponentéw, zachodzace w
rozwijajacych sie brodawkach moga wiec wptywaé na zaopatrzenie bakteroidow
w tlen, a zatem moga sprzyja¢ zwiekszeniu efektywnosci wiazania azotu.

11-2. Analiza sekwencji aminokwasowej

Dotychczas zostata oznaczona sekwencja aminokwasow dwu leghemoglo-
bin, Lbl i Lbll, ztubinu [24,25], Lba [29] i Lbc2[30] z soi, Lba z fasoli [31], Lbl
zgrochu [32] ibobu [33] oraz hemoglobiny z Casuarina [34]. Ponadto poznana
zostata sekwencja DNA gendw: Lba, Lbcx[35], Lbc2i Lbc3[36] z soi, Lb z fasoli
[37], Lb2 i Lb3 z Sesbania [38], hemoglobiny z Parasponia [39] oraz cDNA Lbl i
Lbll z tubinu [40, 41]. Poznanie sekwencji nukleotydowej DNA pozwolito na
wydedukowanie sekwencji aminokwasowej biatek i ewentualne jej skorygowanie
(w przypadku soi i tubinu).

Porownanie sekwencji aminokwasowej poszczegélnych komponentéw w
obrebie gatunku wskazuje, ze r6znice miedzy nimi sg niewielkie. Na przyktad Lbl
i Lbll z tubinu (obie majg po 153 reszty aminokwasowe) rdéznig sie 18
aminokwasami. Bardziej r6znig sie leghemoglobiny pochodzace z r6znych roslin:
hemoglobina z Parasponia rézni sie od Lb z roslin motylkowych potowga swoich
aminokwasow. Jesli natomiast poré6wnamy wszystkie globiny roslinne i zwierze-
ce, wiaczajac w to réwniez niedawno wyizolowang hemoglobine bakteryjna
[42], to okaze sig, ze tylko dwa aminokwasy znajdujg sie w tym samym miejscu
we wszystkich globinach. Sg to histydyna, ktdra tgczy sie kowalencyjnie z grupg
hemowa i fenyloalanina utrzymujgca grupe hemowa w jej hydrofobowym
»gniazdku”. Zadziwiajgce jest, ze mimo tak znacznych rdznic w sekwencji
aminokwasowej, konformacja tafcucha polipeptydowego globin jest bardzo
podobna. Wykazata to analiza komputerowa globin [43] ianaliza rentgenogra-
ficzna krysztatu leghemoglobiny z tubinu [44]. Na podstawie uzyskanych
danych zaproponowano hipoteze, ze wszystkie biatka globinowe, w tym takze
roslinne, pochodzace od jednego wspdlnego genu globinowego. Konkluzja ta
zostanie omowiona w dalszej czesci artykutu (rozdz. V).

11-3. Rozmieszczenie w komorkach brodawki

Na ten temat do niedawna zdania byly podzielone. Niektérzy autorzy
twierdzili, ze leghemoglobina znajduje sie wytgcznie w cytpolazmie komorek
roslinnych zakazonych Rhizobium, i nie jest transportowana poprzez btone
otaczajgcg bakteroidy (tzw. ,peribacteroid membrane™) [45, 46]. Inni utrzymy-
wali, ze leghemoglobina znajduje sie po obu stronach tej btony, tzn. zaréwno w
cytoplazmie jak i wewnatrz otoczki zamykajacej bakteroid lub niewielkg grupe
bakteroidéw [47, 48]. Autorom tym zarzucano jednak, ze otrzymany rezultat
moze by¢ artefaktem, wynikajagcym z uszkodzenia btony otaczajgcej bakteroid w
trakcie przygotowywania prébek mikroskopowych.
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Rozwigzanie tego problemu nastgpito dzieki zastosowaniu techniki barwie-
nia skrawkéw brodawek ztotem, po reakcji z przeciwciatem skierowanym
przeciw leghemoglobinie. Metoda ta precyzyjnie wykazano, ze leghemoglobina
znajduje sie w cytoplazmie ijadrach komérek zakazonych, a nie w przestrzeni
otaczajacej bakteroidy [49]. Wynik ten jest zgodny z wynikami wczes$niejszych
badann nad syntezg in vitro leghemoglobiny, ktére wykazatly, ze powstajacy
tancuch peptydowy Lb soi [27], a takze tubinu [50] nie zawiera sekwencji
sygnatowej, umozliwiajgcej ewentualny transport tego biatka przez btone
otaczajaca bakteroid. Nie gdzie indziej, jak tylko w cytoplazmie komdrek rosliny
gospodarza zlokalizowano takze niektére enzymy niezbedne do utrzymania
leghemoglobiny w stanie aktywnym (zredukowanym) [51]. W Swietle uzyska-
nych danych kwestia lokalizacji Lb w cytoplazmie komdrek zakazonych wydaje
sie przesadzona. Pozostaje jednak niewyjasnione czy Lb spetniajakakolwiek role
w jadrach tych komérek, dokad moze przemiesci¢ sie na drodze dyfuzji.

I11. Geny leghemoglobinowe
I11-1. Struktura genéw Lb

Appleby zauwazyt, ze leghemoglobina moze by¢ kodowana przez genom
roslinny, a nie bakteryjny [9]. Jego sugestia byla oparta na doswiadczeniach
polegajacych na zakazeniu wybranych roslin ré6znymi szczepami Rhizobium i
identyfikacji pojawiajgcej sie leghemoglobiny. Niezaleznie od tego jakim szcze-
pem bakterii zakazona jest roslina, zawsze powstaje w brodawkach ta sama,
specyficzna dla niej leghemoglobina. Inaczej méwiac biosynteza Lb kontrolowa-
na jest przez rosline, a nie przez jej mikrosymbionta Rhizobium. Konkluzja ta
zostala w petni potwierdzona na poziomie molekularnym. Translacja in vitro
poli(A) mMRNA z brodawek soi [52], a takze tubinu [50], prowadzi do syntezy
apoleghemoglobiny. cDNA przygotowany na matrycy tego mRNA hybrydyzuje
wytgcznie z ro$linnym DNA a nie z DNA Rhizobium [53, 54].

Poczatek lat osiemdziesatych przyni6st znaczny postep w badaniach genéw
roslinnych. Sposréd genéw leghemoglobinowych najlepiej poznane zostaty geny
Lb soi. Stanowig one niewielka rodzine liczacg conajmniej osiem gendw. Cztery z
nich koduja gtéwne komponenty leghemoglobiny: a, cl5¢c2ic3[36, 37]. Ponadto
wyizolowano cztery inne geny, ktdre nie sa funkcjonalne. Sg to dwa pseudogeny:
vJ/,Lb, zmutowany w regionie istothym dla transkrypcji, \W2Lb posiadajgcy
kodon terminujgcy w drugim eksonie [56] oraz dwa niekompletne geny (Tp T2)
[63—58].

Struktura wszystkich poznanych gendw jest nastepujaca (Ryc. 1) cztery
eksony sg przedzielone trzema sekwencjami intronowymi (IVS) [59]. Dwa z
trzech intronéw (IVS-1 i IVS-3) znajdujg sie doktadnie w takich samych
miejscach jak w genach zwierzecych, tzn. miedzy kodonami 32 i 33 oraz 103 i 104.
Natomiast trzeci intron (IVS-2), ktorego brak we wspotczesnych genach
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Ryc. 1. Porownanie budowy roslinnych (A) i zwierzecych (B) genéw globinowych (na podstawie
[55—59]) i ich relacja do jednostek strukturalnych znalezionych w globinach [60]. Sekwencje
kodujgce oznaczono biatymi prostokatami; sekwencje niekodujace linig ciggtg. Zaznaczono regiony,
ktéorym przypisuje sie znaczenie w regulacji transkrypcji. Liczby podajg numery kodonéw miedzy
ktérymi znajdujg sie introny (IVS). OS —region DNA odpowiedzialny za tkankowo-specyficzna
ekspresje genéw Lb zidentyfikowany na podstawie analizy promotora (“deletion analysis”), wg [78];
BS-1, BS-2 —elementy DNA oddziatywujace specyficznie z czynnikami biatkowymi z brodawek, wg
[81].

kodujacych globine zwierzecg, znajduje sie miedzy 68 i 69 kodonem. Jego pozycja
zostata zadziwiajgco doktadnie przewidziana na podstawie analizy komputero-
wej struktury globiny, ktéra wykazata w globinach zwierzecych cztery jednostki
strukturalne (Ryc. 1) [60]. Na tej podstawie wysunieto hipoteze, ze centralny
ekson w zwierzecych genach globinowych moze by¢ wynikiem fuzji dwu eksondw
prymitywnego genu globinowego.

Dtugos¢ sekwencji intronowych IVS-1 waha sie od 94 do 169 p.z., a dtugos¢
IVS-2 od 100 do 234 p.z. Wyjatkiem jest tu pseudogen \\il Lb, ktéry ma IVS o
dtugosci 1370 p.z. Dtugos$¢ 1VS-3 waha sie od 147 do 778 p.z. Analiza sekwencji
zkacz intron-ekson ujawnita, ze sekwencje intronowe rozpoczynajg sie dwu-
nukleotydem GT, natomiast konczg sie AG, podobnie jak ma to miejsce w
innych genach [61]. Geny leghemoglobinowe zawierajg domniemane sekwencje
regulatorowe, identyczne lub bardzo podobne do tych znalezionych w genach
innych organizmoéw eukariotycznych: sekwencje -CAAG- (tzw. ,CAAT-box”),
sekwencje -TATA- (tzw. ,,TATA-box”)oraz piecionukleotyd -CCAAG-, ktdremu
réwniez przypisuje sie udziat w inicjacji transkrypcji (Ryc. 1). Ponadto sugeruje
sie (Rozdz. IV.3.), ze niektdre fragmenty DNA promotora leghemoglobinowego
odpowiedzialne sg prawdopodobnie za organospecyficzng ekspresje gendw Lb w
brodawkach korzeniowych. Od strony 3' transkrypty genéw leghemoglobino-
wych zawieraja niekodujacy region zakonczony sekwencjg poli(A). Miejsce
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przytaczenia poli(A) poprzedza charakterystyczna sekwencja -AATAAA- odpo-
wiedzialna, jak sie wydaje za poliadenylacje (Ryc. 1).

111-2. Chromosomalne rozmieszczenie genéw rodziny Lb

Rodzina genoéw Lb jest rozmieszczona na chromosomie w czterech regionach
(Ryc. 2) [62,63]. W regionie pierwszym (I) cztery geny utozone sg w nastepujacym
porzadku: 5'-Lba-Lbclv/1Lb-Lbc3-3". Drugi region (Il) zawiera dwa geny:
5-i|/2Lb-Lbc2-3'. Dwa pozostate niekompletne geny Lb zostaty zlokalizowane na

dwéch roznych fragmentach DNA (Il i IV) nie potgczonych ze sobg [63].
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Ryc. 2. Rozmieszczenie genéw leghemoglobinowych na chromosomie soi, wg [62, 63], Opis w
tekscie.

Odlegto$¢ miedzy poszczeg6lnymi genami w regionie | i Il wynosi 2000— 3000
p.z. We wszystkich regionach (I—IV) poza genami Lb w kierunku 5 i 3
znaleziono sekwencje DNA (ozn. AiSna Ryc. 2), ktore ulegaja ekspresji nie tylko
w brodawkach jak leghemoglobina, ale réwniez w lisciach i w korzeniach
niezakazonych. Oznacza to, ze elementy DNA odpowiedzialne za organospecy-
ficzng ekspresje leghemoglobiny znajdujg sie w bardzo bliskim sasiedztwie
genéw Lb. Ich roli zostanie poswiecona dalsza cze$¢ artykutu (Rozdz. 1V.3).
Dotychczas nie znaleziono genéw innych nodulin, lezagcych na chromosomie
blisko genéw Lb. Jest wiec prawdopodobne, ze jesli te geny znajdujg sie na tym
samym chromosomie, to sg ,przemieszane” z genami podlegajacymi ekspresji
takze winnych tkankach rosliny, a mechanizm kontrolujacy ich skoordynowang
transkrypcje moze by¢ niezwykle skomplikowany.
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IV. Regulacja ekspresji genéw leghemoglobinowych

IV-1. Ekspresja genéw Lb w trakcie rozwoju brodawki korzeniowej

Ekspresja niemal wszystkich poznanych zwierzecych genéw globinowych
podlega zmianom w trakcie rozwoju organizmu [8]. Geny te utozone sa na
chromosomie w kolejnosci zgodnej z kolejnoscia ich ekspresji w trakcie rozwoju
organizmu. | tak np., w rodzinie gendéw typu a ekspresja genu kodujgcego
hemoglobine zarodkowa Cnastepuje tylko w pierwszych tygodniach rozwoju w
pecherzyku zéttkowym embrionu. P6Zniej nastepuje ekspresja niemal identycz-
nych gendw at i a2 kodujacych polipeptydy hemoglobiny ptodowej i dorostej.
Gen kodujacy polipeptyd t,znajduje sie na chromosomie w kierunku 5' od gendw

ia2

Inaczej nastepuje ekspresja genoéw leghemoglobinowych, chociaz pierwsze
obserwacje zmian zawartosci apoleghemoglobiny w brodawkach wskazywaty na
pewne podobienstwa [27, 28]. Dopiero doktadna analiza zawartosci mRNA
kodujgcego leghemoglobine w trakcie rozwoju brodawki wykazata, ze geny Lb
soi ulegajg aktywacji w kierunku odwrotnym do ich utozenia na chromosomie
[56]. We wczesnej fazie rozwoju brodawki soi (7—8 dni po zakazeniu) aktywacji
ulegajg geny Lbc3iLbcj. Niemal wtym samym czasie aktywowany jest gen Lbc2.
Po kilku dniach, aktywacji ulega gen Lba i biatko Lba dominuje w dojrzatych
brodawkach [27]. Okoto 12 dni po zakazeniu nastepuje skoordynowany wzrost
transkrypcji gendw Lba, LbcH Lbc3, a takze w mniejszym stopniu Lbc2
Transkrypcja wszystkich genéw pozostaje na niezmienionym poziomie przez
niemal caly okres wegetacji rosliny, co takze odréznia je od genéw globin
zwierzecych. Przedstawione dane wskazuja, ze regulacja ekspresji genéw Lb
nastepuje wedtug innego mechanizmu niz ekspresja hemoglobiny u kregowcow.

Wykazano réwniez, ze transkrypcja genéw leghemoglobinowych nastepuje
przed pojawieniem sie¢ aktywnoS$ci nitrogenazy w brodawkach [9, 56, 64, 65].
Okazato sie takze, ze transkrypcja genow Lb isynteza Lb nastepuje niezaleznie
od tego czy nitrogenaza jest obecna w brodawkach czy tez nie [3, 11, 12]. Mozna
wiec sgdzi¢, ze zmiany zachodzgce w tworzacych sie bakteroidach, polegajace na
przestawieniu sie metabolizmu bakterii na redukcje azotu atmosferycznego,
pozostaja bez wptywu na transkrypcje genéw Lb.

IV-2. Udziat Rhizobium w indukcji genéw Lb

1V-2.1 Geny Rhizobium biorace udziat w indukcji genéw Lb

Mechanizm aktywacji genéw Lb jest nieznany, ale powszechnie przyjmuje
sig, ze indukcja nastepuje na sygnat pochodzacy z Rhizobium. Jak dotychczas nie
ma doniesien, ktére by przeczyly tej hipotezie. Agrobacterium tumefaciens,
bakterie blisko spokrewnione z Rhizobium, indukujg powstawanie guzowatosci
szyjki korzeniowej u roslin dwuliSciennych. W guzach tych nie stwierdzono
obecnosci zadnych nodulin ani mRNA kodujacego noduliny [66], Réwniez
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warunki fizjologiczne symulujgce procesy zachodzace w otoczeniu bakteroidu
(niskie stezenie tlenu) nie indukuja ekspresji genéw nodulinowych w korzeniach
grochu [67].

Z powyzszych danych mozna wywnioskowac, ze mechanizm indukcji genow
nodulinowych, w tym rowniez genéw Lb, nie jest zwigzany jedynie z reakcjq
obronng rosliny przed organizmami patogennymi (np. Agrobacterium tumefa-
ciens), czy warunkami stresowymi panujagcymi w brodawkach, takimi jak np.
niski poziom tlenu. Nie ulega watpliwosci, ze sygnat, ktéry bezposrednio lub
posrednio uczestniczy w indukcji genéw nodulinowych pochodzi od Rhizobium.

W celu wyjasnienia, ktore geny bakteryjne (lub ich produkty) sg odpowie-
dzialne za aktywacje genéw nodulinowych i leghemoglobinowych zastosowano
podejscie eksperymentalne, ktore warte jest omowienia [68]. Punktem wyjscia
byta obserwacja ze w szybko rosngcych szczepach Rhizobium, geny biorgce
udziat w procesie symbiozy mieszczg sie na tzw. plazmidzie symbiotycznym
(,Sym” plazmid, megaplazmid) [69]. Fragment tego plazmidu, zawierajgcy
region DNA niezbedny dla zajscia procesu brodawkowania (,nod region”)
sklonowano i przeniesiono do szczepu Rhizobium, ktéry wczesniej zostat
pozbawiony tego plazmidu. Szczep biorcy odzyskuje wtedy zdolno$¢ brodawko-
wania, jednakze utworzone brodawki nie przaswajajg azotu, poniewaz brakuje
odpowiedniego regionu DNA odpowiedzialnego za wigzanie azotu (tzw. regionu
Lnif” i fix”) [70]. Autorzy wspomnianej pracy zakazili rosliny grochu takim
wiasnie szczepem Rhizobium i wykazali, ze w utworzonych brodawkach obecne
sg wszystkie noduliny, w tym rowniez leghemoglobina. Konkluzja jest wiec
nastepujgca: poza regionem ,nod”, regiony ,,nif" i ,fix”, a takze inne geny obecne
na megaplazmidzie nie biorg udziatu w indukcji genéw nodulinowych. Mozna
wiec z duzym prawdopodobienistwem powiedzieé, ze sygnat aktywujacy geny
nodulinowe pochodzi z regionu ,,nod” plazmidu symbiotycznego Rhizobium,
chociaz nie mozna wykluczy¢, ze réwniez inne geny umiejscowione na chomoso-
mie Rhizobium mogg bra¢ udziat w tym procesie.

IV-2.2. Czy grupa hemowa indukuje synteze Lb

Do niedawna sadzono, ze gtéwnym czynnikiem stymulujacym synteze
leghemoglobiny moze by¢ czasteczka hemu, stanowigca grupe prostetyczng
leghemoglobin. Przypuszczenia te oparte byly na obserwacji, ze grup'a hemowa
niezbedna do utworzenia funkcjonalnej Lb jest syntetyzowana przez Rhizobium
[9, 71], szczegOlnie intensywnie w warunkach podobnych do tych, jakie panujg w
rozwijajgcych sie brodawkach korzeniowych (niskie stezenie tlenu) [72]. P0z-
niejsze doniesienia nie potwierdzity tej hipotezy. Ot6z w brodawkach utworzo-
nych po zakazeniu soi zmutowanym szczepem Rhizobium japonicum, w ktérym
endogenny poziom hemu jest znacznie nizszy niz w szczepie dzikim, stezenie
leghemoglobiny w cytoplazmie, nie odbiega od normy [73].

Stwierdzono ponadto, ze transkrypcja chimerycznego genu, sktadajgcego sie
zpromotora leghemoglobinowego iznajdujgcego sie pod jego kontrolg genu tzw.
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»reporter gene” kodujacego fosfotransferaze neomycyny (NPTII) nie jest, jak sie
spodziewano, indukowana przez podanie hemu [74]. Ekspresje tego genu
badano w drozdzach, gdzie funkcjonuje kilka hemoprotein, ktérych synteza jest
kontrolowana na poziomie transkrypcji przez wewngtrzkomdrkowy hem. Na
marginesie nalezy dodac, ze ci sami autorzy postuluja, iz ekspresja wspomnia-
nego genu chimerycznego jest regulowana przez hem na poziomie translacji.
Brak jednak dowodow, ze podobny mechanizm regulacji za posrednictwem
hemu dziata w warunkach naturalnych, tzn. w brodawkach korzeniowych soi.
Problem udziatu hemu w indukcji genéw Lb pozostaje wiec nadal otwarty.

1V-3. Analiza regiondbw DNA kontrolujgcych ekspresje genéw Lb

Pojawienie sie nodulin wytgcznie w brodawkach korzeniowych, a nie w
innych czeSciach roslin jest przyktadem tkankowo-specyficznej ekspresji genow
eukariotycznych. W literaturze opisane zostaty przykiady tego typu ekspresji
niektdrych gendw roslinnych [75]. Chociaz doktadny mechanizm regulacji nie
zostat poznany, wykazano np., ze ekspresja genow biorgcych udziat w fotosynte-
zie indukowana jest przez $wiatto, dzieki obecnosci Swiattoczutych sekwencji w
obrebie ich regionu promotorowego [76]. Te krdétkie odcinki DNA (sekwencje
cis) zdolne sg do oddzialywania z aktywatorem (,,trans-acting factor”), ktéry
moze kontrolowac proces transkrypcji okreslonego genu.

Dzieki osiggnieciom inzynierii genetycznej mozna obecnie zidentyfikowac te
fragmenty genu, ktére biorg udziat w regulacji transkrypcji i decydujg o jego
organospecyficznej ekspresji. Mozliwe jest bowiem wprowadzenie do chromoso-
mu rosliny obcego genu ibadanie jego aktywnosci in vivo. | tak w celu znalezienia
regiond0w DNA odpowiedzialnych za tkankowo-specyficzng ekspresje genow
Lbc3soi, skonstruowano chimeryczny gen o nastepujgcej strukturze: 5'-niekodu-
jaca sekwencja Lbc3 (ok. 2000 p.z.)--sekwencja kodujagca CAT-3'-niekodujgcy
region Lbc3 (ok. 1000 p.z.) [77]. Gen ten zostat wprowadzony do genomu innej
ro$liny motylkowatej Lotuscorniculatus za pomocg plazmidu Rijako wektora.
Dzieki obecnos$ci sekwencji kodujagcej CAT mozna byto tatwo monitorowac jego
aktywnos$¢. Autorzy wykazali, ze ekspresja nowego genu zachodzi wylgcznie w
brodawkach stransformowanej rosliny (a nie w innych jej tkankach) i jest
regulowana na poziomie RNA. Co wiecej, sekwencja promotorowa Lbc3
kontroluje rowniez prawidtowa ekspresje chimerycznego genu w trakcie rozwoju
brodawki. Ekspresja nastepuje bowiem przed pojawieniem sie aktywnoSci
nitrogenazy, podobnie jak to ma miejsce w przypadku Lbc3 w macierzystej soi.

Doktadna analiza réznych fragmentdéw regionu promotorowego (,,deletion
analysis”) wykazata, ze za tkankowo-specyficzng ekspresje genu Lbc3 w strans-
formowanych roslinach odpowiedzialny jest fragment DNA o dtugosci 37 p.z.,
ktéry znajduje sie w odlegtosci 102 p.z. w kierunku 5' od kodonu inicjatorowego
[78]. Region ten obecny jest rowniez w innych genach Lb i nodulinowych,
ktérych sekwencja zostata poznana. By¢ moze ten witasnie fragment promotora
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stanowi miejsce receptorowe dla czasteczki aktywatora pozytywnie kontroluja-
cego skoordynowang ekspresje tej grupy gendw w brodawkach. Jak wiadomo,
transkrypcja genow kodujacych Lb i niektére noduliny w soi [79], a takze w
tubinie [65] zachodzi niemal jednocze$nie. Jest wiec prawdopodobne, ze ich
ekspresja moze by¢ kontrolowana przez jedng czasteczke aktywatora. Z
najnowszych badan wynika réwniez, ze takie czynniki aktywujace sg obecne w
brodawkach soi. Wykazano bowiem, ze inkubacja jgder izolowanych z zarod-
kéw soi z ekstraktem z brodawek prowadzi do indukcji gendw Lb i dwu innych
nodulin [80]. Aktywacja nastepuje pod wptywem czynnika zawartego w
brodawkach, poniewaz ekstrakty z innych czesci ro$lin nie daty takiego efektu.
Co wiecej, badanie komplekséw typu DNA-biatko, pozwolito na precyzyjne
okres$lenie, z ktérym regionem genu Lbc3 oddziatywuja domniemane czynniki
aktywujace z brodawek [81]. Sg to dwa elementy promotora o dtugosci 24 i 16
p.z. znajdujace sie w odlegtosci 223 i 169 nukleotydow w kierunku 5' od kodonu
ATG (Ryc. 1).Jak siejednak okazuje, zaden z tych fagmentéw niejest identyczny
z regionem DNA odpowiedzialnym za tkankowo-specyficzng ekspresje genu
Lbc3, znalezionym na podstawie badan promotora (,,deletion analysis™).

Reasumujac mozna jednak powiedzieé, ze uzyskane rezultaty potwierdzaja
istnienie w brodawkach korzeniowych czynnikéw biatkowych zdolnych do
specyficznego oddziatywania z regionem promotorowym genéw leghemoglobi-
nowych. Zostaty réwniez zidentyfikowane te fragmenty promotora Lb, ktore
majg znaczenie dla jego ekspresji w brodawkach. Mozna oczekiwaé, ze
oczyszczenie czynnikéw aktywujacych transkrypcje, poznanie ich budowy i
mechanizmu oddziatywania z elementami cis DNA bedzie nastepnym krokiem
zmierzajacym do wyjasnienia, jak nastepuje tkankowo-specyficzna ekspresja
tych gendw.

V. Ewolucja genéw leghemoglobinowych

Biatka globinowe sg szeroko rozpowszechnione w przyrodzie. Znana jest
tetrametryczna hemoglobina u wyzszych kregowcéw, monomeryczna jej forma u
niektérych strunowcdw i réznych bezkregowcdw, monomeryczna mioglobina i
leghemoglobina. Ostatnio znaleziono takze hemoglobine u ro$lin niemotylkowa-
tych [14, 15], bakterii [42] i owaddw [82]. Komputerowa analiza sekwencji
aminokwasow poznanych globin zwierzecych i roslinnych wykazata ich podo-
bieAstwo strukturalne [43]. Na tej podstawie wysunieto sugestie, ze wszystkie
globiny pochodzag od wspolnej pierwotnej praglobiny.

Poréwnanie sekwencji DNA roélinnych i zwierzecych genéw globinowych
pozwolito na sformutowanie dalszych uogélnien. Po pierwsze — réznicowanie
sie tych dwu grup gendéw rozpoczeto sie w przyblizeniu 1400 milionéw lat temu
(przy zatozeniu, ze szybkosé procesow ewolucyjnych zachodzacych w obu
grupach organizméw byta taka sama). Po drugie — geny roS$linne podlegaty



120 A KONIECZNY [12]

ewolucji w podobny sposéb jak geny zwierzece. Czesto$¢ zmian nukleotydow
(addycje, delecje i substytucje) w regionie kodujgcym jest zblizona, a struktura
introndw jest podobna [83]. Obecnos$¢ krotkich sekwencji potwarzajacych sie
(,,direct repeat”) wobrebie intronéw nasuwa przypuszczenie o udziale elementéw
mobilnych w tworzeniu tej struktury. Po trzecie — obecno$¢ dwu bardzo
podobnych regionéw zawierajgcych geny Lb (region 1'i Il, Ryc. 2) wskazuje, ze w
rozwoju ewolucyjnym soi zaszta duplikacja duzych regionéw chromosomu.
Poniewaz soja jest rosling tetraploidalng [84], obie grupy genéw mogty powstaé
przez duplikacje genomu w prymitywnym gatunku soi, ale mogta tez nastagpic
duplikacja tylko czesci chromosomu zawierajgcej geny Lb.

Do niedawna sadzono, ze leghemoglobina wystepuje jedynie w roslinach
motylkowatych, ktére pojawity sie ok. 200 milionéw lat temu [9]. Powstato w
zwigzku z tym kilka interesujacych teorii, prébujacych wyjasni¢ w jaki sposéb
rosliny motylkowate nabyty gen globinowy. Warto przytoczy¢ niektore z nich
chociaz w Swietle dzisiejszych danych wydajg sie mato prawdopodobne.

Jeffreys [85] zasugerowal, ze gen Lb zostat przeniesiony ze Swiata
zwierzat za posrednictwem wirusa jako wektora. Zroédtem genu — dawca, miaty
by¢ wg. autora np. owady. Jednakze niedawno okazato sie, ze struktura genu
globinowego z Chironomus (ochotek) jest zupetnie niepodobna do struktury
genéw Lb: brak jej intronéw [82]. Czyni to mato prawdopodobng teorie
»transferu horyzontalnego”.

Appleby [9] wysunat interesujgcg sugestie, ze gen globinopodobny (np.
kodujacy biatko oddechowe) zostat przeniesiony z Rhizobium do genomu
prymitywnej rosliny motylkowatej, po czym zmiany ewolucyjne doprowadzity
do powstania wspoiczesnej Lb. Teoretycznie mozliwe bytoby przeniesienie
fragmentu DNA z bakterii do genomu ros$linnego w podobny sposéb jak to czyni
Agrobacterium tumefaciens. Do niedawna sgdzono, ze globiny sg biatkami
eukariotycznymi, ale ostatnio opisano takie biatko w bakteriach [42], co
mogtoby przemawiaé za opisang mozliwoscia. Jednakze obecno$é sekwencji
intronowych w genach Lb $wiadczy przeciwko tej hipotezie, gdyz w organizmach
prokariotycznych powszechne jest wystepowanie gendw bez introndw.

Mozna tez przyjmowaé, ze pojawienie sie leghemoglobiny w roS$linach
motylkowatych jest wynikiem ewolucji zbieznej (“convergent”). Wedtug tej teorii
gen Lb miatby powstaé przez rekombinacje istniejgcych w ro$linach dwoch
eksonéw kodujacych domeny biatkowe wigzace hem idwéch innych elementéw
roslinnego DNA. Podobng hipoteze proponuje Bla ke dla wyjasnienia duzej
heterogennosci biatek wigzacych hem [86]. Co wiecej, dane o wystepowaniu
genéw globinowych w roslinach niemotylkowatych (Rozdz. Il), pozwalaja
uwazaé za prawdopodobne, ze leghemoglobina, taka jakg odnajdujemy w
roslinach motylkowych jest produktem ekspresji genu obecnego w $wiecie roslin
od momentu kiedy wszystkie organizmy eukariotyczne miaty wspdlnego przod-
ka. W toku ewolucji gen ten zostat byé moze usuniety zgenomu niektérych roslin
lub nie podlega w nich ekspresji.
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Nie ulega watpliwosci, ze dalsze badania struktury i mechanizmu ekspresji

genéw globinowych w ro$linach powinny utatwi¢ zrozumienie proceséw ewolu-
cyjnych, ktore doprowadzity do symbiotycznego wigzania azotu.

Artykut otrzymano 16 wrze$nia 1987 r.
Zaakceptowano do druku 6 wrze$nia 1988 r.
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Struktura i biosynteza glikoprotein rodlinnych potaczonych
N-glikozydowo

Structure and biosynthesis of plant N-linked glycoproteins
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Wykaz stosowanych skrotéw: Asn — asparagina, Dol-P  fosforan dolicholu, Dol-PP  difos-
foran dolicholu, Fuc — fukoza, Gal —galaktoza, Gic —glukoza, GIcNAc— N-acetyloglukozo-
amina, Man — mannoza, SA — kwas N-acetyloneuraminowy, Xyl — ksyloza, UDP-GIcNAc — ury-
dylodifosfo-N-acetyloglukozoamina

l. Wstep

Glikoproteiny, to liczne, zréznicowane strukturalnie i funkcjonalnie biatka.
Sg wérdd nich m.in. enzymy, hormony, immunoglobuliny, biatka osocza krwi,
wydzielin $§luzowych, bton biologicznych i wiele innych [1—4]. Na ich konfor-
macje i funkcje biologiczng w roznym stopniu wptywaja oligosacharydowe grupy
prostetyczne. Sadzi sie, ze te ostatnie wjakiejs mierze decydujg o takich waznych
zjawiskach biologicznych, jak: rozpoznanie miedzykomdrkowe i adhezja ko-

* Doc. dr hab., Zaktad Biochemii i Metabolizmu Lekoéw, Akademia Medyczna, ul. Lubartow-
ska 85, 20-123 Lublin
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morek, réznicowanie komoérkowe, rozpoznawanie zewngtrzkomorkowych sy-
gnatow iich transmisja do komorek, wewnatrzkomorkowy transport isegregacja
biatek, czy tez usuwanie glikoprotein z krwi [5].

Jednostki cukrowe glikoprotein wykazujg znaczne zréznicowanie, jesli
chodzi o ich wielko$¢ i strukture, poczynajac od mono- i disacharydow, do
rozgatezionych oligosacharydéw zawierajagcych na ogo6t nie wiecej niz 20 reszt
monosacharydowych. Zawarto$¢ tych jednostek w poszczegolnych glikoprote-
inach moze by¢ jakosciowo i iloSciowo rézna. Podobna heterogenno$¢ moze
wystepowa¢ w obrebie ich struktury oligomerycznej.

Intensywne badania, prowadzone przy uzyciu zaréwno klasycznych, jak i
nowych metod odszczepiania i analizy sktadnika cukrowego, pozwolity poznac,
zwilaszcza w ostatnim dziesiecioleciu, kilkaset struktur oligosacharydowych
wystepujacych w glikoproteinach [6]. W og6lnym zarysie poznano réwniez ich
biosynteze [1, 2]. Szczego6lnie interesujgca i ztozona okazata sie biosynteza
oligosacharydéw wchodzacych w sktad glikoprotein potagczonych N-glikozydo-
wo. Na 0g6t obejmuje ona trzy etapy: formowanie sie prekursorowego oligosa-
charydu na no$niku lipidowym, jego przeniesienie na biatko i przetwarzanie
(processing). W tych badaniach cenne ustugi oddaty nowoodkryte naturalne i
syntetyczne inhibitory biosyntezy glikoprotein [7, 8].

Strukture i biosynteze glikoprotein poznano, badajac gtéwnie materiat
pochodzenia zwierzecego i drozdze. Pod tym wzgledem rosliny byly badane
niesystematycznie i w sposéb raczej powierzchowny, co znalazto wyraz we
wczesniejszych artykutach przegladowych [9,10]. Niniejszy artykut przedstawia,
w Swietle dotychczasowych badan, zagadnienia struktury i biosyntezy glikopro-
tein roslinnych potgczonych N-glikozydowo.

Il. Struktura glikoprotein

Istotnym elementem struktury glikoprotein jest rodzaj wigzania kowalencyj-
nego tgczacego czes¢ cukrowg z tancuchem polipeptydowym. Glikoproteiny
szczegdlnie szeroko rozpowszechnione w organizmach eukariotycznych zawie-
rajg wigzanie N-glikozydowe miedzy resztg N-acetyloglukozoaminy (GIcNACc) i
asparaginy. W innych glikoproteinach takich, jak np. mucyna i substancje
grupowe krwi, wystepujg wigzania O-glikozydowe, ktdre tworzg reszty N-acety-
logalaktozoaminy i seryny lub treoniny. Te, i inne, mniej rozpowszechnione
O-glikoproteiny nie bedg omawiane w niniejszym artykule. Warto doda¢, ze w
czasteczce pojedynczej glikoproteiny moga wystepowaé réwnoczesnie O- i
N-glikozydowo potgczone oligosacharydy.

Analiza poznanych dotad kilkuset tancuchdéw oligosacharydowych N-gliko-
protein komorek zwierzecych pozwolita zakwalifikowac je, pomimo jej znacznej
heterogennosci, do trzech podstawowych typoéw strukturalnych. Mianowicie do
oligosacharyddw: polimannozowych (high-mannose type), ztozonych (complex
type) i mieszanych (hybride type). Wspdlnym elementem struktury wszystkich



[3] GLIKOPROTEINY ROSLINNE 127

trzech typdéw jest pentasacharyd Manal-3/Manal-6/-Manpi-4GIcNAcpl-4-
GIcNAc-Asn — okreslany jako rdzen (core) [11].

Oligosacharydy polimannozowe zawieraja w swojej czasteczce, oprocz
rdzenia, od dwéch do 6-ciu dalszych a-glikozydowo potaczonych reszt mannozo-
wych, wobec czego oligosacharydy te mozna przedstawi¢ wzorem sumarycznym:
Man5_9GIcNAc/2[12]. W oligosacharydach ztozonych wystepujg dodatkowo,
obok Man i GIcNAc, reszty galaktozy (Gal), fukozy (Fuc) i kwasu N-acetyloneu-
raminowego (SA). Ich struktura jest mniej lub bardziej rozgateziona, a ilo$¢
odgatezien (anten) moze wahac¢ sie od 2 do 6-ciu. Liczne przykiady tych
ztozonych struktur znajdzie Czytelnik w pracach przegladowych [2,6], Oligosa-
charydy mieszane charakteryzujg sie obecnoscig elementéw obydwu poprzed-
nich struktur.

Badania strukturalne N-glikoprotein roslinnych datujg sie od roku 1964,

Tabela 1

Glikoproteiny roslinne potagczone N-glikozydowo

Glikoproteiny Skiad Strukiura Pismiennictwo

monosacharydowy zbadana

Lektyny

Erythrina cristagalli GlIcNAc, Man, nie 14
Fuc Xyl

Glycine maxima (soy bean agglutinin)  GIcNAc, Man tak 15

GrifTonia simplicifolia GIcNAc, Man, nie 16
Fuc Xyl

Phaseolus limensis (lima bean) GIcNAc, Man, tak 17
Fuc.

Phaseolus vulgaris (fitohemaglutynina) GIcNAc, Man, tak 19
Fuc Xyl

Sophora japonica GlcNAc, Man, tak 20
Fuc Xyl

Vicia graminea GlIcNAc, Man, nie 21
Fuc Xyl

Biatka zapasowe

Biatko 7S GlIcNAc, Man nie 22

Fazeolina GlIcNAc, Man, tak 23
Xyl

Wicilina GIcNAc, Man nie 25, 31

Enzymy

a-amylaza (ryz) GIcNAc, Man, nie 26
Fuc

Bromelaina GlcNAc, Man, tak 27, 32
Fuc Xyl

Lakaza (jawor) GIcNAc, Man, tak 28
Fuc Xyl, Gal

Peroksydaza GlcNAc, Man, nie 29
Fuc Xyl, Ara

Taka-amylaza GIcNAc, Man tak 30
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kiedy to w pracowni Sharona [13] poraz pierwszy zidentyfikowano potgcze-
nie asparaginylo-oligosacharydowe w hemaglutyninie z soi. Dalszy postep w tej
dziedzinie osiggnieto jednak dopiero w roku 1975, opisujac pierwszg strukture
oligosacharydowa N-glikoproteiny roslinnej, bromelainy z drzewa ananasowe-
go. Na przetomie lat 70/80 poznano kompletng strukture szeregu dalszych
oligosacharydéw, a w niektdrych przypadkach zdotano przynajmiej ustali¢ ich
sktad jakosciowy. Scharakteryzowane oligosacharydy wystepujg w lektynach,
biatkach zapasowych ienzymach roslinnych (Tabela I). We wszystkich oligosa-
charydach znaleziono GIcNAc i Man, u wiekszos$ci réwniez Fuc i ksyloze (Xyl), w
jednym przypadku (lakaza) — Gal i wjednym (peroksydaza) — arabinoze (Ara).

Rye. 1 przedstawia wybrane struktury oligosacharydowe niektérych gliko-
protein roslinnych. Lektyna z soi (soy bean agglutinin) zawiera typowy
oligosacharyd polimannozowy o sktadzie Man9GIcNAc/2 (Ryc. la). Podobny
oligosacharyd znaleziono w lektynie z Phaseolus vulgaris (tora bean). Zwraca tu
jednak uwage obecno$é zwigzanych z rdzeniem reszt Fuc i Xyl (Ryc. Ib). Dwa
oligosacharydy wyizolowane z bromelainy sg catkowicie pozbawione odgatezie-
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Ryc. 1. Struktury oligosacharydowe N-glikoprotein roslinnych a. Lektyna soi; b. Lektyna fasoli
(tora bean); ¢ i d. bromelaina ananasa.
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Ryc. 2. Oligosacharydy laktazy Acer pseudoplatanus.

nia a 1,3 przy (3-mannozie. Z ta ostatnig jest natomiast potgczona (31,2-glikozy-
dowo — Xyl (Ryc. Icd).

W 1986 roku Takahashi i wsp. [28] po raz pierwszy wykazali w
glikoproteinach roslinnych struktury oligosacharydowe ztozone dwuantenowe.
Znalezli je w lakazie z drzewa jaworowego Acer pseudoplatanus (Ryc. 2).
Wystepuje w nich ksyloza, ktéra powigzana jest pi,2-glikozydowo z p-mannoza,
podobnie jak to ma miejsce w bromelainie i lektynie fasoli (tora bean). Warto tu
podkresli¢, ze obecno$¢ ksylozy jest charakterystyczng cecha glikoprotein
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roslinnych. Monosacharyd ten w glikoproteinach zwierzecych znaleziono tylko
w jednym przypadku-a-hemocyjaniny hemolimfy slimaka (Helix pomatia) [33].
Inng, godng uwagi cechg oligosacharydéw lakazy (a takze wymienionych wyzej
dwoéch dalszych glikoprotein roslinnych) jest powigzanie Fuc z terminalng
GIcNAc wigzaniem al,3-glikozydowym, a nie, jak to jest w oligosacharydach
glikoprotein zwierzecych, wigzaniem al,6-glikozydowym.

Reasumujac, dotychczasowe wyniki badan strukturalnych wykazaty, ze w
materiale ros$linnym wystepujg glikoproteiny zawierajgce oligosacharydy o
réznej budowie, podobnie jak to ma miejsce w przypadku glikoprotein
zwierzecych. Réznice pomiedzy oligosacharydami z tych dwéch Zrddet dotycza
jedynie Kkilku cech. Tak wiec oligosacharydy roslinne sa znacznie mniej
rozgatezione i nie wystepujg w nich typowe dla zwierzecych — reszty sjalowe. Z
kolei ksyloza jest w oligosacharydach ro$linnych szeroko rozpowszechniona,
podczas gdy w zwierzecych znaleziono jg, jak dotychczas, tylko w jednym
przypadku. Wreszcie w tych pierwszych fukoza jest powigzana z terminalng
GIcNAc wigzaniem al,3-glikozydowym, za$ w tych drugich — wigzaniem
al,6-glikozydowym. Natomiast wystepowanie w obu grupach oligosacharyddéw
identycznego pentasacharydowego rdzenia sugeruje, ze ich biosynteza, przy-
najmniej na pewnym etapie, przebiega podobnie.

I11. Udziat poliprenoli w biosyntezie prekursorowego oligosacharydu glikoprotein

111-1. Poliprenylofosfomonosacharydy

W latach 1969—71 pojawito sie szereg prac, w ktérych autorzy obserwowali
w réznych organizmach eukariotycznych przeniesienie radioaktywnych mon-
osacharydow — mannozy, glukozy i N-acetyloglukozoaminy — z ich potgczen
nukleotydowych do frakcji lipidowej. Wkrétce udato sie udowodnic¢, ze powstate
w ten sposéb glikolipidy to odpowiednio: poliprenylofosfomannoza — iglukoza,
oraz poliprenylodifosfo-N-acetyloglukozoamina. Badania te dotycza gtéwnie
materiatu zwierzecego iomowiono je wartykule przeglagdowym opublikowanym
w Postepach Biochemii [34], Biosynteza prenylofosfomannozy u roélin (prepara-
ty z kietkéw fasoli i wiokien bawelny) omoéwiona réwniez we wspomnianym
artykule, byta przedmiotem badan gtéwnie w pracowniach E lbeina i
Villameza. Prace te nie doprowadzity jednak do wyizolowania poszczeg6l-
nych mannolipidéw iustalenia ich struktury. Biorgc ponadto pod uwage fakt, ze
przeniesienie mannozy z GDP-mannozy do frakcji lipidowej stymulowat
zarowno fikaprenylofosforan, jak dolichylofosforan, trudno jest w tej chwili
powiedzie¢, ktore typy poliprenoli (nasycone czy nienasycone) sg naturalnymi
akceptorami reszt mannozowych iniezbedne sg dalsze badania w tym kierunku.
Nic nie wiadomo réwniez o mannozylotransferazie katalizujgcej synteze manno-
lipiddw roslinnych.

Powstawanie glukolipidu przy udziale UDP-glukozy i endogennego akcep-
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tora lipidowego poraz pierwszy obserwowano w mikrosomach witokien bawetny
[9]. Wyizolowany z soi akceptor lipidowy glukozy przypominat swoimi
wiasnosciami nasycony prenylomonofosforan [10]. Z kolei w wyniku inkubacji
mikrosomalnych preparatéw grochu z izopentenylodifosforanem otrzymano
dolichylofosforan (Dol-P). Ten, byt akceptorem reszt glukozy z UDP-glukozy,
dajagc Dol-P-glukoze. Co do tego ostatniego produktu istnieje jednak kon-
trowersja, gdyz byt on réwniez identyfikowany jako dolichylodifosfoglukoza
(Dol-PP-glukoza) [ref. 9].

Przeniesienie GIcNAc-1-P z UDP-GIcNAc na endogenny akceptor lipidowy
katalizowaty preparaty mikrosomalne z réznych gatunkéw roslin [ref. 9, 10]. W
reakcji tej uczestniczy odpowiednia GIcNAc-1-P transferaza, ktorg zsolubilizo-
wano Tritonem X-100 z rosngcych w zawiesinie komérek soi [36]. Enzym
wykazywat optimum pH 7.6, byt hamowany przez EDTA iaktywowany jonami
Mg2+. Jego dziatanie byto stymulowane przez fosfatydyloglicerol i fosfatydylo-
inozytol. Podobnie jak odpowiedni enzym u zwierzat, byt on silnie hamowany
przez tunikamycyne — nukleozydowy antybiotyk pochodzenia grzybowego [7].

111-2. Poliprenylodifosfooligosacharydy

Biosynteza poliprenylodifosfooligosacharydow oraz ich udziat w glikolizacji
biatek u drozdzy i zwierzat zostata oméwiona w artykule opublikowanym w
Postepach Biochemii [4]. Tutaj zostanie przedstawiona biosynteza tych zwigz-
kéw w materiale roslinnym.

Procesy biosyntezy oligosacharydéw na nos$nikach poliprenoidowych oraz
przeniesienie tych oligosacharyddw na r6zne biatka akceptorowe sa juz dobrze
udokumentowane. W biosyntezie bierze udziat szereg enzymow, glikozylotran-
sferaz, zwigzanych z retikulum endoplazmatycznym, ktore kolejno dokonuja
przeniesienia 2 reszt GICNAc, 9 reszt Man i 3 reszt Gic z ich polaczen
nukleotydowych lub lipidowych na Dol-P, tworzac GIlc3Man9GIcNAc2-PP-
-Dol. Cze$¢ oligosacharydowa jest nastepnie przenoszona w catosci na akceptor
biatkowy. U zwierzat poszczegdlne reakcje szlaku dolicholowego ijego metaboli-
ty zostaly w duzym stopniu poznane [1, 2]. U roélin przemiana ta wystepuje
rowniez, lecz wiele jej cztonow nie zostato dostatecznie scharakteryzowanych.
Tym niemniej koricowy oligosacharyd zostat wyizolowany z materiatu roélin-
nego ijego struktura zostata poznana.

Reakcjg inicjujacg szlaku dolicholowego jest wymienione juz w poprzednim
rozdziale przeniesienie GIcNAc-IP z UDP-GIcNAc na Dol-P i wytworzenie
GIcNAc-PP-Dol. Ten, jest akceptorem drugiej reszty GIcNAc, dajac GIcNAc-
GIcNAc-PP-Dol. Odpowiednig transferaze przenoszacg druga reszte GICNAc
wyekstrahowano i czeSciowo oczyszczono z mikrosomow kietkdw fasoli [37].
Enzym wykazywat optimum pH 7.4—7.6, byt aktywowany jonami Mg2+ oraz
niejonowymi detergentami Noidet P-40 i Trition X-100. Nukleotydy urydylowe
silnie hamowaty enzym, przy czym UDP i UDP-Glc byly silniejszymi inhibito-
rami anizeli UMP i UTP.
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W kolejnej reakcji szlaku dolicholowego z udziatem GDP-mannozy tworzy
sie Man J3-GIcNAc2-PP-Dol. Reakcje te katalizowaty mikrosomalne preparaty z
widkien bawetny iekstrakty z Phaseolus aureus [ref. 9]. Dol-P-mannoza nie byta
donorem reszt mannozowych w tej reakcji. Enzym — (3-mannozylotransferaze
otrzymano z frakcji mikrosomalnej aorty [38], zostat on réwniez znaleziony w
komérkach soi (G.P. Kaushal, doniesienie ustne).

Jednym z produktéw tworzacych sie in vitro podczas inkubacji preparatow
btonnych pochodzenia zwierzecego z donorami cukréw jest Man5GIcNAc2-
PP-Dol [1,9]. Donorem wszystkich reszt mannozowych jest tu GDP-mannoza
[39, 40]. Preparaty enzymatyczne z nasion soi i wtokien bawetny [41], liscieni
grochu i fasoli [42—44] oraz kietkéw fasoli [45] réwniez syntetyzowaty rézne
oligosacharydy zwigzane z poliprenoidami. Istnieje przekonanie, ze takze u
roslin dawcg pierwszych 5-ciu reszt mannozowych dla prekursorowego oligosa-
charydu jest GDP-mannoza. Swiadczg o tym wyniki do$wiadczen z uzyciem
EDTA lub afomycyny — zwigzkéw blokujacych synteze Dol-P-mannozy. So-
lubilizowane preparaty frakcji mikrosomalnej komorek soi, zdolne do synte-
zy szeregu oligosacharydéw od ManGIcNAc2 do Man8GIcNAc2, w obec-
nosci wspomnianych inhibitorow syntetyzowaly jedynie Man3GIcNAc2 i
Man5GIcNAc2[41]. W komdrkach zwierzecych heptasacharyd moze byé dalej
wydtuzany przy udziale Dol-P-mannozy i Dol-P-glukozy, az do wytworzenia
Glc3Man9GIcNAc2 [1]. U roslin ten ostatni zwigzek wyizolowano z kietkow
koniczyny [46], oraz hodowli komdrek tytoniu [47] isoi [48]. Natomiast sam
proces wydtuzania oligosacharydu o 3 reszty Gic nie byt przedmiotem badan.

IV. Przeniesienie oligosacharydu z nosnika lipidowego na biatko

Glikolyzacja biatek jest na og6t procesem kotranslacyjnym i polega na
przeniesieniu en bloc kompletnego tancucha oligosacharydowego z donora
lipidowego na rosnacy polipeptyd akceptorowy [1]. W procesie tym oligosacha-
rylotransferaza (dolichylodifosfooligosacharyd: biatko oligosacharylotranse-
raza) zlokalizowana w retikulum endoplazmatycznym wchodzi w interakcje ze
znajdujgcym sie w tym samym $rodowisku oligosacharydo-lipidem oraz two-
rzagcym sie na polisomach taricuchem polipeptydowym. Mechanizm tej reakcji
jest jeszcze stabo poznany. Istnieje przekonanie, ze specyficzno$¢ glikozylacji jest
przede wszystkim zwigzana z budowg czgsteczkowg biatka akceptorowego, a w
mniejszym stopniu z budowgq oligosacharydu [49].

Glikozylacja reszt asparaginy odbywa sie w obrebie tzw. ,,sekwencji marke-
rowej” Asn-X-Ser/Thr [11]. Mechanizm reakcji zwigzany jest z wytworzeniem
wigzania wodorowego miedzy grupg amidowg asparaginy igrupg hydroksylowg
hydroksyaminokwasu, co zwieksza reaktywnos$¢ tej pierwszej w stosunku do
donora reszt glikozylowych [50]. Tworzeniu sie tego wigzania sprzyja konfor-
macja typu petli (loop) lub zgiecia (P-turn) w okolicy ,,sekwencji markerowej” i
fakt ten zostat potwierdzony statystycznie [11].
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Badania wielu autoréow [ref. 2] Swiadcza, ze obecno$é reszt glukozy w
tancuchu oligosacharydu powiazanego z lipidem znacznie utatwia przeniesienie
tego oligosacharydu na czasteczke biatka poprzez obnizenie wartosci Km w
stosunku do donora reszt glikozylowych. Jednakze obecno$¢ reszt glukozowych
nie jest warunkiem sine qua non przeniesienia. Tak na przykad uzyskano szereg
mutantéw komoérek drozdzowych, deficytowych na wielu etapach syntezy
oligosacharydo-lipidu i stwierdzono, ze nieglukozylowane olligosacharydy o
dtugosci od Mant_2GlcNAc2do Man9GIcNAc2 byty przenoszone na biatko.
Podobne zjawisko obserwowano u pierwotniakéw, a ostatnio réwniez u zwierzat
[52]. Sadzi sie rowniez, ze glukozylacja chroni oligosacharyd przed enzymatycz-
ng degradacjag [2].

O ile reszty glukozy ulatwiajg przeniesienie oligosacharydu na biatko,
o tyle reszty mannozy wydaja sie nie wptywac¢ na ten proces. Dla przykiadu
usuniecie pereferyjnych reszt mannozowych z prekursorowego oligosacha-
rydu przy pomocy a-mannozydazy nie wpilywato na aktywnos$¢ donorowgq
glikolipidu. Zielone wiciowce Volvox carteri syntetyzowaly oligosacharyd
GlcMan5GIcNAc2, ktéry byt przenoszony na biatko. Podobnie komorki
organizmow eukariotycznych inkubowane w obecnos$ci inhibitoréw wy-
wotujacych deficyt energetyczny (CCCP, antymycyna A) sytetyzowaty
GlcMan5GIcNAc2, ktéry brat udziat w glikozylacji biatek [ref. 2].

Badan nad przeniesieniem oligosacharydu z donora lipidowego na biatko w
materiale roslinnym nie prowadzono, jedynie w jednej pracy stwierdzono, ze
przeniesienie oligosacharydu o nieznanym blizej sktadzie na zdenaturowanag
rybonukleaze A katalizowata frakcja mikrosomalna z kietkéw racznika [53].
Jednakze wystepowaniu tej reakcji u roslin Swiadczy wykazanie prekursorowego
oligosacharydu zwigzanego z biatkiem. Nie opisano tez oligosacharylotransfe-
razy ro$linnej. Natomiast enzym ten wyizolowano z materiatu zwierzecego [49].

V. Przetwarzanie (processing) oligosacharydu N-glikoprotein

Oligosacharyd po przeniesieniu na biatko ulega przetwarzaniu. [1, 2].
Zasadniczo dokonuje sie ono w dwoch fazach: w pierwszej — nastepuje skrécenie
tancucha przy pomocy Kkilku specyficznych glikozydaz (trimming) i w dru-
giej— odbywa sie dodawanie nowych reszt monosacharydowych przy udziale
swoistych glikozylotransferaz (dojrzewanie).

Reakcje przetwarzania byty badane przy uzyciu komérek soi [55]. Zawiesine
komorek inkubowano najpierw z /2-3H/-mannozg, a nastepnie z nieznaczong
mannozg. W réznych odstepach czasu komdrki trawiono pronazg i ciezar
czasteczkowy uzyskiwanych glikopeptyddéw oznaczono przy pomocy kalibrowa-
nej kolumny Biogel P-4. Obserwowano stopniowe usuwanie wszystkich reszt
glukozy, a takze jednej lub dwu reszt mannozy. W przypadku aglutyniny soi
usuwane bylty jedynie reszty glukozowe, dajagc Man9GIcNAc2 wystepujagcy w
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dojrzatym biatku [16]. Potwierdza to przypuszczenie, ze przetwarzanie gliko-
protein roslinnych przebiega podobnie jak u zwierzat.

Wczesniejsze obserwacje Davies i Delmer [56] wskazujg na wystepo-
wanie u roslin reakcji charakterystycznej dla p6znej fazy przetwarzania.
Wymienieni autorzy wykazali obecno$¢ niewrazliwej na tunikamycyne reakcji
przeniesienia GIcNAc z UDP-GIcNAc na nieredukujgcy koniec oligosachary-
dow glikoprotein endogennych w Phaseolus aureus. Reszte GIcCNAc mozna byto
nastepnie usungc¢ przez traktowanie glikoprotein P-N-acetyloglukozoaminidazg.
Jednakze autorzy ci nie ustalili struktury oligosacharydéw bedacych akcepto-
rami reszt GIcNAc. Vitale i Chrispeels [57] badali synteze fitohemaglu-
tyniny w Phaseolus vulgaris i stwierdzili, ze biatko to bylo akceptorem reszt
GIcNAc, za$ reakcja transferazowa przebiegata w aparacie Golgiego. Fitohema-
glutynina byta nastepnie transportowana do ziaren aleuronowych (protein
bodies), stanowigcych w pewnym sensie odpowiedniki lizosomdw zwierzecych,
gdzie reszty GIcNAc byly nastepnie usuwane przez obecng tam p-N-acetylo-
glukozoaminidaze.

Innym, bezposrednim podejSciem do badania reakcji przetwarzania byty
dosSwiadczenia z uzyciem zdefiniowanego substratu Glc3Man9GIcNAcl 2 i
preparatéw btonowych réznych tkanek, jako zroédta enzyméw. Uwolnienie
jednej lub wiecej reszt glikozylowych bylo miarg aktywnosci enzymatycznej i
umozliwito $ledzenie procesu oczyszczania glikozydaz izolowanych z frakcji
mikrosomalnej.

Reakcje przetwarzania inicjuje specyficzna al,2-glikozydaza, zwana glukozy-
dazg |, ktora odszczepia terminalng reszte glukozowg [58, 59]. Aktywnos¢
glukozydazy | znaleziono w mikrosomach kietkéw fasoli i po solubilizacji
Tritonem X-100 oczyszczono ten enzym ok. 200 razy [60]. Enzym usuwat jedng
reszte glukozy z GIc3Man9GIcNAc i byt hamowany przez kojibioze (kojibiose)
— disacharyd glukozy potaczony wigzaniem a-1,2-glikozydowym. Inne, badane
disacharydy zawierajace glukoze, jak: nigeroza, maltoza i izomaltoza, nie byty
inhibitorami glukozydazy I. Enzym byt rowniez bardzo wrazliwy na dziatanie
znanych silnych inhibitoréw zwierzecej glukozydazy | — kastanosperminy (cast-
anospermine) i deoksynojirimycyny (deoxynojirimycin). Analogiczny enzym
otrzymano w stanie hamogennym z watroby cielecej [61].

Kolejne dwie reszty glukozy w oligosacharydach sa potgczone wigzaniem
al,3-glikozydowym. Hydrolize tych wigzan katalizuje jeden enzym glukozydaza
Il. Enzym ten otrzymano z watroby szczura [62] i kietkow Phaseolus aureus [60].
Glukozydaza zwierzeca dziatata na GICj _2Man9GIcNAc2, p-nitrofenylo-a-D-
glukopyranozyd, 4-metyloumbeliferylo-a-D-glukopyranozyd i maltoze, za$ glu-
kozydaza ros$linna tylko na ten pierwszy zwigzek. Oba enzymy sg przypuszczal-
nie glikoproteinami.

Nastepnym etapem przetwarzania jest odszczepienie z Man9GIcNAc2
czterech reszt mannozy potaczonych al,2-glikozydowo i wytworzenie
Man5GIcNAc2. U zwierzat reakcje te katalizujg trzy enzymy: oc-mannozydaza
retikulum endoplazmatycznego oraz mannozydazy 1A i IB, ktére to enzymy
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odszczepiajg w aparacie Golgiego trzy dalsze reszty mannozowe [63—66].
Szumilo i wsp. [67] wyizolowali mannozydaze | z frakcji mikrosomalnej
Phaseolus aureus, ktéra odcinata wszystkie cztery jednostki mannozowe. En-
zym wymagat dla swojej aktywnosci jonéw Ca2+ i dziatat jedynie na
Man9GIcNAc, _2. Na jego budowe glikoproteinowg wskazuje zdolno$¢ wigza-
nia sie z konkanawaling A— lektyng z Canavalia ensiformis.

Man5GIcNAc2 jest akceptorem reszt GIcNAc z UDP-GIcNAc w reakcji
katalizowanej przez GIcNAc-transferaze I, dajagc GIcNAcMan5GIcNAc2 [68],
Produkt ten gromadzit sie w mieszaninie inkubacyjnej zawierajgcej solubilizo-
wane preparaty z Phaseolus aureus oraz swainsonine (swainsonine) ktdra
blokujgc mannozydaze Il, zapobiegata dalszemu odszczepieniu reszt mannozo-
wych i tworzeniu sie dalszych produktéow tej przemiany [69]. Na utworzony
oligosacharyd GIcNAcMan5GIcNAc2 dziata z kolei mannozydaza 11, ktora
odcina kolejne dwie reszty mannozowe potgczone wigzaniami glikozydowymi
al,3 i ocl,6 [68], Oczyszczony preparat z kietkdw fasoli ztocistej wykazywat
optimum pH 6.0, byt aktywowany Tritonem X-100 i hamowany przez swainso-
nine— alkaloid z Astragalus sp., a takze przez tréjmannozyd zawierajacy
wigzania glikozydowe al,3 [70].

Produkt mannozydazy Il— GIcNAcMan3GIcNAc2—jest akceptorem
nowej reszty GIcNAc, dajagc GIcNAc2Man3GIcNAc2. Uczestniczgca w tej reakcji
GlcNAc-transferaza Il zostata najpierw znaleziona i scharakteryzowana u
zwierzat [71], a nastepnie u roslin [72]. Oczyszczony 3400 razy enzym z frakcji
mikrosomalnej Phaseolus aureus przenosit reszte GIcNAc na mannoze potgczong
wigzaniem al,6-glikozydowym z P-mannozg; wykazywat absolutng zalezno$¢ od
jonébw Mn2+ [72].

W organizmach zwierzecych szereg dalszych GIcNAc-transferaz oznaczo-
nych numerami od Ill do VI dodaje do tego ostatniego oligosacharydu nowe
reszty GIcNAc inicjujgce formowanie sie struktur wieloantenowych [ 11]. Z kolei
wydtuzanie sie rozgatezien o reszty galaktozy, fukozy czy kwasu sjalowego
odbywa sie przy udziale specyficznych glikozylotransferaz zlokalizowanych w
aparacie Golgiego. Cukry te sg przenoszone na rosngcy glikosacharyd z
odpowiednich potaczen nukleotydowych, tj. UDP-galaktozy, GDP-fukozy i
CMP-kwasu sjalowego [11]. U roslin reakcje te sg jeszcze mato poznane.

Badania wewnatrzkomorkowego rozmieszczenia enzymow przetwarzania
glikoprotein roslinnych (glikozydaz i glikozylotransferaz) zostaty przeprowadzo-
ne w liScieniach Phaseolus vulgaris [73]. Wykazaty one, ze glukozydazy I i Il
wystepujg w retikulum endoplazmatycznym, natomiast wszystkie pozostate — w
aparacie Golgiego. Te ostatnie byty jednolicie rozmieszczone w obrebie aparatu
Golgiego [73].

Wyniki dotychczasowych badan przeprowadzonych przez zesp6t Elbeina
wskazujg, ze przetwarzanie oligosacharydowych tancuchéw N-glikoprotein
roslinnych i zwierzecych biegnie szlakiem analogicznym az do etapu wytworze-
nia GIcNAc2Man3GIcNAc2 (Ryc.'3). Uzupetnieniem irozwinieciem tych badan
sq prace grupy Chrispeelsa wyjasniajgce strukture i biosynteze fitohemaglutyni-
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Ryc. 3. Reakcje przetwarzania prekursorowego oligosacharydu N-glikoprotein obserwowane w
preparatach fasoli. 0 — N-acetyloglukozoamina; O — mannoza; A— glukoza; F — fukoza; F-T —
— fukozylotransferaza; X — ksyloza; X-T — ksylozylotransferaza.

ny i fazeoliny — dwoch glikoprotein zapasowych, gromadzonych w ziarnach
aleuronowych liscieni Phaseolus vulgaris [23, 25, 74].

Fitohemaglutynina jest tetramerem, w ktorym kazdy tancuch polipeptydowy
zawiera dwa oligosacharydy zwigzane N-glikozydowo: jeden — polimannozowy
i drugi — zmodyfikowany. W retikulum endoplazmatycznym kazdy z czterech
polipeptydédw otrzymuje kotranslacyjne dwa oligosacharydy polimannozowe
[74]. Nastepnie jeden oligosacharyd z kazdej pary ulega w aparacie Golgiego
obrdébce polegajacej na skrdceniu tafncuch ioraz uzyskaniu przezen reszt fukozy,
ksylozy oraz peryferyjnych reszt GIcNAc. Podstawienie fukoza moze od-
bywa¢ sie na poziomie GIcNAcMan5GIcNAc2 GIcNAcMan3GIcNAc2 i
GIcNAc2Man3GIcNAc2, za$ ksyloza — tylko na poziomie dwoch ostatnich
oligosacharydow [74],
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Inne, takze tetrametryczne biatko zapasowe Phaseolus uulyaris— fazeo-
lina zawiera trzy rodzaje N-glikozydowo zwigzanych oligosacharydéw:
Man9GIcNAc2, Man7GIcNAc2 i Xyl-Man3GIcNAc2 [23]. Interesujgcym jest
fakt, ze przetwarzanie oligosacharydu 3-ciego dokonuje sie (z wyjatkiem reakcji
glukozydaz) w aparacie Golgiego, podczas gdy usuwanie dwéch reszt mannozo-
wych w oligosacharydzie 2-gim ma miejsce dopiero w ziarnach aleuronowych
[23].

Warto podkresli¢, ze preparaty mikrosomalne z fasoli nie byly zdolne do
katalizowania przeniesienia dalszych reszt GIcNAc na GIcNAc2Man3GIcNAc2,
co $wiadczytoby, ze nie zawierajg one aktywnosci GIcNAc-transferaz 11 i IV.
Brak tych enzymoéw bytby przeszkodg w syntezie u roslin oligosacharydow
tréjantenowych oraz oligosacharydow posiadajagcych dodatkowg reszte GIcNAc
przy centralnej (3-mannozie w rdzeniu (bisected). W istocie, takich oligosachary-
dow dotad u roslin nie stwierdzono.

Kimura i wsp. [75] w oparciu o analize strukturalng szeregu oligosa-
charyddw lektyn Ricinus communis zaproponowali odmienny szlak ich przetwa-
rzania. Nie uwzglednia on ani reakcji glikozydazowych pierwszej fazy (trim-
ming), ani tez udziatu w tym procesie GIcN Ac-transferaz 1i ll. W odczuciu autora
szlak ten Swiadczy raczej o dalszej hydrolitycznej modyfikacji oligosacharydow
w ziarnach aleuronowych po ich uprzednim przetworzeniu w retikulum endo-
plazmatycznym i aparacie Golgiego.

Z badan Chrispeels i wsp. [57] wynika, ze obie peryferyjne reszty
GIcNAc w zmodyfikowanym tancuchu oligosacharydowym fitohemaglutyniny
ulegajg odszczepieniu w ziarnach aleuronowych, gdzie biatko to gromadzi sie
jako materiat zapasowy. To samo zjawisko obserwowano rowniez w przypadku
fazeoliny [23]. Mozna jedynie spekulowac, czy reszty te nie spetniajg przypad-
kiem funkcji sygnatu decydujgcego o transporcie glikoprotein do ziaren aleuro-
nowych. W przypadku hydrolaz lizosomow zwierzecych funkcje te petni reszta
mannozo-6-fosforanowa [2], Taka rola wydaje sie jednak mato prawdopodob-
na, poniewaz tunikamycyna — silny inhibitor glikolizacji bialek na poziomie
GIcNAc-1-P transferazy przemiany dolicholowej — nie hamuje transportu nie-
glikozylowanej fitohemaglutyniny do ziaren aleuronowych [76]. Ponadto, w
strukturach tych wystepuja biatka nie bedgce glikoproteinami (glicynina soi,
legumina grochu). Raczej mozna przypuszczac, ze terminalne reszty GIcNAc
petnig funkcje sygnatowe decydujace o przebiegu péznych reakcji przetwarzania
oligosacharydéw w aparacie Golgiego (np. fukozylacji i ksylozylaciji).

W oparciu o dotychczasowe badania mozna stwierdzi¢, ze w N-glikoprote-
inach roslinnych wystepuja struktury oligosacharydowe charakterystyczne dla
glikoprotein zwierzecych. Sg one jednak znacznie mniej rozgalezione, nie
zawierajg typowych dla zwierzecych reszt sjalowych, lecz sg bogate w reszty
ksylozowe, ktore z kolei w zwierzecych glikoproteinach wystepujg niezwykle
rzadko.

Biosynteza oligosacharydéw u roslin obejmuje, podobnie jak u zwierzat, trzy
fazy: formowanie sie prekursor*wego oligosacharydu na nos$niku polipreno-
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idowym, jego przeniesienie na biatko i przetwarzanie. Réwniez wewnatrzkomar-
kowa organizacja biosyntezy jest podobna: reakcje dwdch pierwszych faz sg
zlokalizowane w rektikulum endoplazmatycznym, trzeciej — zainicjowane w
retikulum endoplazmatycznym, przebiegajg gtdwnie w aparacie Golgiego. W
przypadku N-glikoprotein zapasowych roslin koica hydolityczna modyfikacja
oligosacharydéw moze odbywaé sie w ziarnach aleuronowych.

Autor wyraza serdeczne podziekowanie Prof. dr Alanowi D. Elbeinowi z Health Science Center
at San Antonio, USA, za przyznanie stypendium i mozliwo$¢ odbycia 2-letniego stazu w Jego
laboratorium, gdzie wykonano badania cytowane w niniejszym artykule.

Artykut otrzymano 13 pazdziernika 1987 r.
Zaakceptowano do druku 9 wrzesnia 1988 r.
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Biatka i peptydy wigzgce metale ciezkie

Proteins and peptides binding heavy metals

Spis tresci

I. Wstep

1l. Biatka wigzace metale ciezkie u zwierzat i mikroorganizméw roslinnych
I1-1. Metalotioneiny**
11-2. Biatka ubogie w cysteine wigzace metale ciezkie

I1l. Biatka wigzace metale ciezkie u roslin wyzszych

IV. Fitochelatyny

V. Homo-fitochelatyny

VI. Uwagi koncowe

Contents

I. Introduction

Il. Heavy metal-binding proteins in animals and plant microorganisms
I1-1. Metalothioneins
11-2. Heavy metal-binding proteins with low cysteine content

11l. Heavy metal-binding proteins in higher plants

IV. Phytochelatins

V. Homo-phytochelatins

VI. Concluding remarks

Wykaz stosowanych skrotow: Cd-BP — biatko wigzace kadm (cadmium binding protein),
D — dalton, kD — kilodalton, GSH = /y-glu-cys / gly — glutation, h-GSH = y-glu-cys / 0-ala—
— homo-glutation.

l. Wstep

W zrost ro$lin w Srodowiskach skazonych metalami ciezkimi, jest zjawiskiem
szeroko rozpowszechnionym, a zarazem przyktadem ewolucji na drodze natural-
nej selekcji [1]. Towarzyszy temu wytwarzanie ekotypow roslinnych adaptuja-

* Dr, Instytut Biologii, Zaktad Fizjologii Roslin, Uniwersytet Marii Curie-Sktodowskiej, ul.
Akademicka 19, 20-033 Lublin

** Na temat metalotioneiny ukazat sie w 1976 roku obszerny artykut przeglagdowy: Pio -
trowski J. K, Mogilnicka E M. (1976), Post. Biochem., 22, 401—419.



142 A TUKENDORK [2]

cych sie do przezywania takich warunkdw bez objawow toksycznosci, a ekotypy
te okresla sie mianem tolerancyjnych.

Mechanizmy pozwalajgce roslinom przezywa¢ w $rodowiskach zanieczysz-
czonych metalami ciezkimi sa bardzo rézne [2]. Polegajg one miedzy innymi na
wydzielaniu przez korzenie nadmiaru pobranych jonéw [3], unieruchamianiu
metali w $cianach komdrkowych [4, 5] lub wakuolach [6—8]. Czesto spotykang
adaptacjg sga zmiany enzymatyczne, polegajagce badZz na syntezie nowych
enzymow, bgdZ dotyczace ilosci czy intensywnosci ich wytwarzania [9], Bardzo
powszechnym sposobem detoksykacji organizméw roslinnych jest wigzanie
wolnych toksycznych jonow metali ciezkich w nietoksyczne kompleksy ze
sktadnikami chemicznymi komorek. Wzrostowi stezenia jondw pewnych metali
(zwtaszcza cynku iniklu) w srodowisku odzywczym roslin towarzyszy wzmozona
synteza kwasu jabtkowego i malonowego w cytoplazmie oraz kwasu szczawio-
wego w wakuoli [6, 8, 10, 11]. Kwasy te, sg czynnikami wigzgcymi jony metali w
tych przedziatach komoérkowych, eliminujgc tym samym jony z og6lnego
metabolizmu. Znang odpowiedzig na wzrost wewnatrzkomérkowego stezenia
jonow miedzi jest wigzanie jej z aminokwasami, zwtaszcza takimi jak cysteina i
histydyna. Powstajgce kompleksy petnig role zar6wno w unieruchamianiu
wolnych toksycznych jondw miedzi oraz sg potgczeniami, w postaci ktorych
miedZ jest transportowana w ro$linie przez floem [12].

Inng, najbardziej chyba powszechng, formg znoszenia toksycznego dziatania
jonoéw metali ciezkich u roslin sg ich potaczenia z biatkami. Biatka te, to badz
peptydy obecne w komdrkach w naturalnych warunkach [13— 16], badz tez
peptydy indukowane przez jony metali [17—21].

Szerszemu omoOwieniu tego ostatniego zagadnienia, poswiecony jest obecny
artykut.

Il. Biatka wigzgce metale ciezkie u zwierzat i mikroorganizmow roslinnych

11-1. Metalotionemy

W 1957 roku Margoshes i Vallee [22] wyizolowali z koniskiej nerki
biatko zwigzane z kadmem. Po doktadnym oczyszczeniu i scharakteryzowaniu
[23, 24] nazwane zostalo metalotioneing, z powodu stwierdzonych w nim
niezwykle duzych ilosci metalu i siarki. Dalsze badania wykazaty, ze metalotio-
neiny sg obecne w niektorych tkankach zwierzecych w warunkach fizjologicz-
nych. Niewielkie ich ilosci stwierdzono w watrobie, nerkach i szpiku kostnym,
gdzie funkcjonujg jako gtéwne formy przechowywania niezbednych $ladowych
pierwiastkow, gtdwnie Zn2+ i Cu2+, lub sg formga wigzania toksycznych jondw,
np. Cd2+ w celu wytaczenia ich zogblnego metabolizmu. Zwiekszenie wewnatrz-
komérkowego stezenia jonéw metali ciezkich, indukuje w nich intensywnos$¢
syntezy metalotionein. Taka zdolnos$¢, wytwarzania zwiekszonych ilosci biatek
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chelatujgcych toksyczne wolne jony, jest fizjologiczng podstawg zmniejszenia
wrazliwosci na metale ciezkie u zwierzat [25].

Stata obecno$¢ metalotionein w niektérych tkankach zwierzecych, wyklucza
poglad, ze rola metalotionein jest wytgcznie protekcyjna. Metalotioneinom
przypisuje sie tez udziat w zewnatrzkomdrkowej (homeostatycznej) i wewnatrz-
komoérkowej regulacji metabolizmu pierwiastkéw $ladowych w organizmie w
odpowiedzi na zewngtrzkomoérkowe zmiany ich stezen. Te, zwykle , krotko
zyjace” potaczenia, mogg po degradacji uwalnia¢ jony metali niezbednych dla
potrzeb metaloenzymoéw, zapewniajagc organizmowi homeostaze w gospodarce
mikroelementami [25, 26].

Metalotioneiny, oraz inne metaloproteiny o wasciwosciach podobnych do
metalotioneiny wyizolowanej z konfskiej nerki, spotyka sie u sinic [17], grzybow
[18—20], bezkregowcdw [27, 28] i zwierzat kregowych [22, 23, 29, 30, 31].
Kompleksy takie, niezaleznie od organizmu zjakiego pochodza, oraz niezaleznie
od rodzaju jonu ktory je indukuje, charakteryzuje wiele wspélnych cech:

1) sa to biatka termostabilne, ktérych masa czgsteczkowa wyliczona na
podstawie skfadu aminokwasowego wynosi 6—7 kD, a oznaczona metodg
filtracji zelowej wynosi 10 kD,

2) sg indukowane przez wiele metali, a zwtaszcza Cd2+, Cu2+,Zn2+, Ni2+,
Pb2+, Co2+, Bi3+, Hg+, Au+, Ag+,

3) duza ilo$¢ zawartej w nich siarki jest wynikiem obecnoSci cysteiny, ktdra
stanowi okoto 33% catkowitej zawartosci reszt aminokwasowych budujacych
tancuch polipeptydowy ztozony z 61—62 reszt aminokwasowych,

4) w l-rzedowej strukturze biatka metalotionein zwraca uwage powtarzajgca
sie sekwencja cysteina-X-cysteina, gdzie X jest aminokwasem innym niz cysteina
(najczesciej sa to lizyna, arginina lub seryna),

5) sekwencja cysteina-X-cysteina sg miejscami wigzania jonéw metali z
biatkiem a wigzania te majg charakter potgczen typu merkaptydowego,

6) stosunek molarny zawartej w polipeptydzie cysteiny do iloSci wigzanych
przez jej reszty jonéw metali dwuwarto$ciowych wynosi 3:1,

7) brak, lub bardzo niska zawarto$¢ w sktadzie aminokwasowym amino-
kwaséw aromatycznych i histydyny,

8) merkaptydowe wigzanie metalu z cysteing oraz brak aminokwaséw
aromatycznych powoduja, ze metalotioneiny charakteryzuje wysoka absorban-
cja przy 250 nm, a niska przy 280 nm. W zwierzecych metalotioneinach stosunek
A25d/ A 280 wynosi okoto 10.

Metalotioneiny sa kodowane przez geny strukturalne, ktérych ekspresje i
transkrypcje regulujg wewnatrzkomdérkowe zmiany stezen jonéw metali. Wyka-
zano ponadto, ze u zwierzat czynniki stresowe itowarzyszacy im wzrost poziomu
hormonéw glukokortykosterydowych, moga wzmaga¢ intensywno$¢ syntezy
watrobowych metalotionein. Podobny wptyw, na zwigkszenie ilosci metalotio-
nein w organizmach zwierzecych, ma injekcja bakteryjnego lipopolisacharydu
[32—35]. Roéwniez infekcje wirusowe wywotujg wzrost poziomu transkrypcji
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gendw metalotionein, a za indukcje te odpowiada prawdopodobnie interferon
syntetyzowany w odpowiedzi na infekcje [35, 36].

U ro$lin obecno$¢ metalotionein ograniczona jest wytgcznie do niektérych
mikroorganizmdw. Jony miedzi, obecne w $rodowisku wzrostu drozdzy Sac-
charomyces cerevisiae, indukujg wytwarzanie w komorkach tego grzyba biatka
wiagzgcego metal, a wiasciwosci tego kompleksu pozwalajg zaliczy¢ go do
miedziotionein. Wyizolowane biatko ma mase czgsteczkowg 10 kD, w skiadzie
aminokwasowym zawiera 24,3% cysteiny i wigze 10 atoméw metalu [18].
Kompleks, o wasciwosciach podobnych do tych jakie cechujg metalotioneiny
zwierzece, izolowano réwniez z komorek grzyba Neurospora crassa rosngcego w
obecnos$ci znacznej zawartosSci jonéw miedzi w podtozu [19, 20]. Wydaje sie, ze
rowniez i u tego mikroorganizmu roslinnego, zdolno$¢ przezywania w takich
warunkach moze by¢ wynikiem mozliwosci syntezy miedzioproteiny. Miedzio-
proteine te nazwano miedziotioneing, mimo wielu odmiennych jej wasciwosci
réznigcych jg od metalotionein zwierzecych. Tioneine Neurospora crassa charak-
teryzuje, podobnie jak metalotioneiny zwierzece, wysoka zawarto$¢ cysteiny
(28%). tancuch polipeptydowy zbudowany jest tu jednak nie z 61 (jak u
zwierzat), ale z 25 reszt aminokwasowych, czego konsekwencjg jest, znacznie
nizsza niz u zwierzat, masa czasteczkowa kompleksu (2.2 kD). ROéwniez w
komdérkach sinicy Synechococcus sp., rosngcej w srodowisku o zwiekszonej
zawartosci kadmu, wykryto obecno$é kadmotioneiny o masie czgsteczkowej 8.54
kD i zawartosci cysteiny wynoszacej 11.4% [17].

11-2. Biatka ubogie w cysteinge wigzace metale ciezkie

U zwierzat bezkregowych i niektérych grzyboéw, spotyka sie rowniez biatka
wigzace metale ciezkie, lecz nie charakteryzujace sie jednak, tak jak metalotio-
neiny, wysoka zawartoscig cysteiny. Kompleksy te posiadajg tez catkowicie
odmienne wiasciwosci. U trabika Buccinum tenuissimum stwierdzono obecno$¢
dwu (Fllai Fllb)plazmatycznych glikoprotein wigzgcych kadm [37]. Glikopro-
teina FI1Azawiera ok. 80% biatka i ok. 20% cukréw (ws$réd ktérych przewazaja
glukoza, fruktoza, galaktoza, mannoza, glukozamina i galaktozamina). Masa
czasteczkowa tej glikoproteiny wynosi 8 kD i wigze ona 6 atomoéw kadmu.
Glikoproteina FIIB ztozona z ok. 92% biatka i ok. 8% podobnych rodzajow
cukréw, wigze 8 atomow kadmu. W obu glikoproteinach stwierdza sie jedynie
Sladowe ilosci cysteiny.

Podobng glikoproteing, zwigzang zjonami kadmu, a zawierajgcg nieznaczne
ilosci cysteiny, wykazano u larwy owada Pteronarcys californica [38].

W gruczotach trawiennych mieczaka Pecten maximus, wykryto zawierajgce
jony kadmu biatko o masie czasteczkowej 55 kD [39]. Biatko to zawiera réwniez
pewne ilosci weglowodanéw i moznaje uwazac za glikoproteine. Zawartos¢ reszt
cysteinowych w sktadzie aminokwasowym wynosi okoto 9%.

Réwniez i w komorkach grzybéw, rosnagcych w obecnosci jonéw kadmu,
stwierdza sie obecno$é fosfoglikoproteiny wigzacej ten metal. U grzyba Agaricus
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macrosporus taki Cd-fosfoglikoproteinowy kompleks nazwano mykofosfatyng.
Nie wykazano w nim obecnosci cysteiny a w wigzaniu metalu uczestniczg reszty
fosfoseryny [40], Witasciwosci mykofosfatyny poréwnywane sg z wtasciwosciami
biatek uczestniczagcych w transporcie wapnia u zwierzat [41]. Przypuszczalna
rola tej kadmoproteiny grzybdw polega na gromadzeniu jonéw kadmu, ktérego
obecnos$¢ wielokrotnie wykazano, stymuluje wzrost mycélium [42],

I11. Biatka wigzace metale ciezkie u roslin wyzszych

Lata 80-te przyniosty bardzo duzo doniesien o, podobnym jak u zwierzat,
mechanizmie detoksykacji organizméw roslinnych narazonych na wzrost w
Srodowiskach skazonych metalami ciezkimi. W 1980 roku Rauser i Cur-
vetto [21] opisali wiasciwosci metaloprotreiny, ktérg wyizolowali z korzeni
trawy Agrostis gigantea rosngcej w warunkach skazonego miedzig podtoza.
Autorzy nazwali odkryty kompleks miedziotioneing wykazujac, ze to roslinne
biatko ma wilasciwosci charakterystyczne dla metalotionein zwierzecych. Prze-
mawiaty za tym termostabilno$¢ i niska masa czasteczkowa miedzioproteiny
oraz wysoka zawarto$¢ cysteiny w jej sktadzie aminokwasowym. Synteze tego
biatka de novo indukowat wzrost stezenia jonéw miedzi w podtozu, a obecnosci
jego nie stwierdzano u roslin nie narazonych na dziatanie niefizjologicznych
dawek metalu.

Odkrycie R-ausera i Curvetto, metalotioneiny w tkankach roslin
wyzszej, zainspirowato wielu badaczy doszukania potwierdzenia, ze w organiz-
mach ros$lin wyzszych istnieje, podobny jak u zwierzat, mechanizm detoksykacji.
Wynikiem tego, byto pojawienie sie¢ w ostatnich kilku latach, bardzo duzej ilosci
publikacji w ktérych opisywano wiasciwosci wyizolowanych z tkanek roslin
wyzszych metaloprotein, tworzacych sie w obecnosci metali ciezkich. Ich
obecnos¢ stwierdzono w korzeniach trawy Agrostis gigantea [43—45], kukury-
dzy [46], pomidora [47], fasoli [48, 49], soi [50], Silene cucubalus [51], tytoniu
[52], ryzu [53] i w lisciach kapusty [54].

Wykrywane metaloproteiny ro$lin wyzszych, wielu autoréw nie nazywato
jednak metalotioneinami, lecz kompleksami podobnymi do metalotionein
(,,metallothionein-like complexes”), ze wzgledu na znaczace roznice ich skiadu
aminokwasowego w poréwnaniu z metalotioneinami zwierzecymi. Charaktery-
zuje je wprawdzie wysoka zawarto$¢ cysteiny [25—40%], jednak stwierdza sie w
ich sktadzie aminokwasowym niezwykle duzg zawarto$¢ kwasu glutaminowego
[20—54%].

Masy czasteczkowe tych roslinnych metaloprotein okreslano jako podobne
do mas czagsteczkowych metalotionein zwierzecych. Zwracano jednak uwage, ze
wyznaczanie mas czgsteczkowych roslinnych metaloprotein zalezne jest w
duzym stopniu od sposobu ich izolowania z tkanek [16, 45, 55, 56]. Obecnos¢
duzej zawartosci kwasu glutaminowego w budowie ro$linnych metaloprotein
sprawia, ze majg one charakter anionowy i przez to wykazujg wysokie
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powinowactwo wzgledem DEAE-zasadowych jonowymieniaczy uzywanych do
ich rozdziatu. Niezbedne staje sie wiec stosowanie buforéw o znacznie wyzszej,
niz w przypadku metalotionein zwierzecych, sile jonowej do elucji roslinnych
kompleksdw z zasadowych wymieniaczy jonowych. Zastosowanie za$ buforéw o
niskiej sile jonowej, sprzyja agregacji lub oligomeryzacji czasteczek o aniono-
wych tadunkach, co moze by¢ powodem, ze oznaczone masy czasteczkowe sg
znacznie wyzsze niz w rzeczywistosci. Po uwzglednieniu odpowiednich warun-
kéw preparatyki okazato sie, ze masy czgsteczkowe, prawie wszystkich opisa-
nych dotagd metaloprotein roslin wyzszych, sg znacznie nizsze (600—4000) niz
metalotionein zwierzecych (10000).

W naszej pracowni wykryliSmy miedzioproteiny w korzeniach owsa [13] i
szpinaku [14, 15] w warunkach wzrostu w $srodowisku 0 znacznej zawartosci
miedzi. Nie wykazaliSmy jednak, aby biatka wigzace powstawaty de novo i miaty
wilasciwosci metalotionein zwierzecych. Stwierdzamy, ze sa to biatka cytosolu
komorek majagce zdolno$¢ wigzania metalu przez grupy sulfhydrylowe. Ich
anionowy charakter sprawiat nam réwniez trudno$ci w wyznaczaniu masy
czasteczkowej metodg filtracji zelowej. Zastosowanie buforow o wysokiej sile
jonowej do elucji wskazuje, ze ich masy czasteczkowe majg warto$¢ okoto 2000.

Badania ostatnich lat wydajg sie dodatkowo potwierdza¢ rdznice we
wiasciwosciach metaloprotein roslinnych i zwierzecych, a réznice te sktaniaja
wielu autorow do kwestionowania obecno$ci metalotionein typu zwierzecego u
roslin wyzszych [16, 55, 57—59].

IV. Fitochelatyny

Poczgwszy od 1985 roku, pojawito sie w literaturze wiele informacji o
peptydach wigzgcych metale ciezkie w tkankach roslin wyzszych. Synteza tych
peptydéw oraz ich witasciwosci, réznig je znacznie od metalotionein zwierzat i
mikroorganizmow ros$linnych, oraz od metaloprotein opisanych dotad u roslin.
Ponadto ich struktura znakomicie uzasadnita, stwierdzang dotychczas przez
wielu autoréw, wysoka zawarto$¢ cysteiny i kwasu glutaminowego w budowie
metaloprotein roslinnych, oraz ich niskag mase czgsteczkowga. Peptydy te
nazwano fitochelatynami [59].

Fitochelatyny wigzg najczesciej kationy takie jak: Cd2+, Zn2+, Cu2+, Pb2+,
Ni2+, Sb3+, Ag+, a takze aniony AsO”"' i SeO2-. Nie obserwowano syntezy
fitochelatyn pod wpltywem streséw, np. temperaturowych, ktore wywotujg
wytwarzanie specyficznych biatek w organizmach zwierzecych. Synteza fito-
chelatyn nie jest indukowana przez metale de novo, lecz tworzg sie one z
wykorzystaniem, powszechnie wystepujgcego w komdrkach tréjpeptydu — glu-
tationu [16, 60— 62].

Glutation jest syntetyzowany w komdrkach roslinnych gtéwnie w chloro-
plastach i cytoplazmie [63—65]. W stanie zredukowanym (GSH) dziata w
komdrkach jako czynnik utrzymujgcy reszty cysteinowe biatek w formie
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zredukowanej [66, 67], petni rote w redukcji toksycznych rodnikéw tlenowych
[66, 67], neutralizowaniu toksycznego dziatania herbicydow [68], jest rdwniez
najpowszechniejsza forma transportowania siarki w roslinach [69—72].

Glutation jest trojpeptydem, zbudowanym z kwasu L-glutaminowego,
L-cysteiny i L-glicyny powigzanych dwoma wigzaniami peptydowymi. Chara-
kterystyczny jest sposdb powigzania grupy karboksylowej L-glutaminianu z
grupa aminowg L-cysteiny. Jest to wigzanie typu y-karboksyamidowego a nie,
jak zwykle w peptydach, a-karboksyamidowe. Dlatego tez skrécona forma
wzoru glutationu ma posta¢ y-L-glu-L-cys-gly (Ryc. 1A).

a) £-1-glutaminian Fcysteina L-GLICYNA
| 1 ]

9 9
2HOOC-ch2-ch2-c|h -£-n|-|ch -c-n-ch2-cooh

nh2 h ch2sh h

b) | A-L-GLUTAMIN AN | L-CYSTEINAi _1SEALANINA
J

0 0

2HOOC-CH7-CH,-CH-C -n - ch- € -n-ch-cooh
| 1 11
nh2 h ch2sh h ch3

Ryc. 1 Struktura glutationu /A/ i homo-glutationu /B/.

Fitochelatyny, podobnie jak glutation, w sktadzie aminokwasowym wykazu-
jg obecnos¢ tylko trzech r6znych aminokwaséw, tzn. L-glutaminianu, L-cysteiny
i L-glicyny. Sg one liniowymi polimeramijednostki y-glu-cys, bedacej fragmen-
tem glutationu i podobnie jak w czasteczce glutationu, aminokwasy tego
fragmentu t3czg sie wigzaniem y-karboksyamidowym. Aminokwasem terminal-
nym w tancuchu fitochelatyn jest, podobnie jak w glutationie, glicyna. Fitochela-
tyny nazywane sa czesto poli (y-glu-cys)mgly, gdzie n moze mie¢ warto$¢ 2— 11, co
daje tancuch peptydowy ztozony z 5—23 aminokwasow [60],

Tego rodzaju peptydy izolowano z komérek drozdzy Schizosaccharomyces
pombe [61, 73, 74] w ktdrych, po dodaniu do hodowli CdCI2, stwierdzono
obecnos$¢ dwu rodzajow biatek wiazacych kadm (Cd-BPI i Cd-BP2) o masach
czasteczkowych 18 i 4 kD. Nazwano je kadystyng A i kadystyng B, a po
doktadnej analizie ich skiadu aminokwasowego, zaproponowano dla nich
nastepujaca budowe:

KADYSTYNA A
(NH3)-Y-GLU-CYS-V-GLU-CYS-'i-GLU-CYS-GLY-COO"
KADYSTYNA B
(NH3)-V-GLU-CYS-V-GLU - CYS -GLY-COCT
Ryc. 2. Struktura tancuchéw peptydowych kadystyny A i kadystyny B wigzacych jony kadmu w

komérkach Schizosaccharomyces pombe [74].

10’
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Od czasu odkrycia fitochelatyn w tkankach ro$lin wyzszych przez Grilla i
wsp. [59], obecno$é peptydéw o budowie poli(y-glu-cys)gly wigzgcych metale
ciezkie, potwierdzono u tych organizmow wielokrotnie. Stwierdzono je w
badaniach kultur komoérkowych wielu gatunkéw roslin okrytonasiennych
hodowanych w obecnos$ci jondw kadmu [55, 57, 59, 75— 77]. Opisano tez
fitochelatyny wigzace kadm, wykryte w korzeniach wielu gatunkach roslin
jedno- i dwulisciennych [78—80], oraz wigzace miedZz w korzeniach Mimulus
guttatus [81, 82]. Wszystkie, z opisanych dotychczas fitochelatyn, majg niskg
mase czgsteczkowg a ich sktad aminokwasowy pozwala na zaproponowanie
struktury ich fancuchéw peptydowych.

Skoro, jak uwaza wielu autoréw, glutation jest bezposrednio zaangazowany
w synteze fitochelatyn, intensywnos$¢ syntezy i zuzywania glutationu komérko-
wego powinna ulega¢ zmianie w obecnos$ci toksycznych stezen metali cigezkich.
Przypuszczenia te poparty ostatnie badania réwnoczesnego okreslania poziomu
komorkowego glutationu i tworzonych fitochelatyn w obecnosci metali ciezkich
[16, 62]. ROwnocze$nie z syntezg peptyddw wigzacych metale spada zawarto$¢
glutationu w komérkach. Woéwczas, najszybciej tworzy sie fitochelatyna o
najkrotszym ‘tanicuchu, tzn. (y-glu-cys)2gly. Fitochelatyny o dtuzszych tahcu-
chach powstajg pdzniej.

Za udziatem glutationu w syntezie fitochelatyn przemawia tez fakt, ze po
zastosowaniu inhibitoréw syntezy glutationu, nie obserwuje sie wytwarzania
metalopeptydéw [16, 76, 77]. Specyficznym inhibitorem syntetazy y-glutamylo-
cysteinowej jest preparat o nazwie buthionin sulfoximin. Inhibitor ten, uzyty w
stezeniu 2 mM powoduje, ze w komdrkach Rauvolfia serpentina, rosngcych w
obecnosci toksycznych stezefA jondw srebra, obserwuje sie 94% spadek produkcji
fitochelatyn [16].

Fitochelatyny, podobnie jak glutation, nie sg syntetyzowane na drodze
ekspresji genow strukturalnych w obecnos$ci metali ciezkich. Rdwniez obecnos$é
wigzan y-karboksyamidowych w ich budowie wyklucza mozliwo$¢ kodowania
tego peptydu przez geny strukturalne [55, 57, 58]. Regulacyjna funkcja jonéw
metali ciezkich w biosyntezie fitochelatyn, moze sie przejawia¢ wptywem na
aktywno$é enzymoéw uczestniczacych w wytwarzaniu prekursora tych metalo-
peptydow— glutationu [62, 81].

V. Homo-fitochelatyny

Wytwarzanie peptyddw wigzacych jony Cd2+, podobnych, lecz nie identycz-
nych z fitochelatynami, zaobserwowano w obecnosci jonow kadmu w tkankach
ro$lin niektérych gatunkéw rzedu Fabales (np. fasoli, soi, koniczyny). Okazato
sie, ze znalezione peptydy sg homologami fitochelatyn, a prekursorem ich syntezy
jest nie glutation, leczjego homolog zwany homo-glutationem (h-GSH) [60]. Po
raz pierwszy jego obecno$¢ w roélinach stwierdzono w 1963 roku [83], ale wobec
nieznajomos$ci budowy chemicznej, otrzymat on wodwczas nazwe faseotion
(izolowany z rosélin fasoli zwiagzek bogaty w siarke).
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Homoglutation jest trojpeptydem ztozonym z L-glutaminianu i L-cysteiny
potaczonych, podobnie jak w GSH, wigzaniem y-karboksyamidowym, lecz w
odréznieniu od GSH, terminalnym aminokwasem w jego czasteczce jest
(5-alanina. (Ryc. 1B). Ogdlny wzo6r homo-fitochelatyn, pochodnych homo-gluta-
tionu, ma postac¢ (y-glu-cys)nP-ala, gdzie n = 2—7.

Wystepowanie w homo-fitochelatynach wigzan y-karboksyamidowych, oraz
obecnos$¢ P-alaniny (dla ktdrej nie istnieje kodujacy triplet na m-RNA) przema-
wiajg za tym, ze homo-fitochelatyny nie mogag by¢ syntezowane de novo na
drodze ekspresji genow strukturalnych. Synteza tych metalopeptydéw przebiega
réwnolegle ze zuzyciem komoérkowego h-GSH [16, 60].

Nie wszystkie rosliny z rzedu Fabales majg zdolno$¢ wytwarzania homo-fito-
chelatyn, wiele z nich wytwarza fitochelatyny. Okazato sie, ze rodzaj prekursora
obecnego w komérkach, determinuje tworzenie fito- czy homo-fitochelatyn.
Rosliny fasoli, soi i koniczyny, zawierajg w komorkach tylko homo-glutation i
syntezujg tylko homo-fitochelatyny. Inne pokrewne rosliny, zawierajace tylko
GSH, tworza wytacznie fitochelatyny, a te, u ktérych obecny jest GSH i h-GSH,
wytwarzajg oba rodzaje peptydéw wigzacych metale [60].

Homo-fitochelatyny, podobnie jak fitochelatyny, dzieki zdolnosci wigzania
jonéw metali, uczestniczg w detoksykacji organizméw ros$linnych rosngcych w
$rodowiskach skazonych metalami ciezkimi. Petnig rowniez role w prawidtowej
gospodarce mikroelementami, unieruchamiajgc jony w warunkach wzrostu ich
wewngatrzkomorkowego stezenia, lub uwalniajac je z metalopeptydéw dla
potrzeb komarki [60].

V1. Uwagi koncowe

Metalotioneiny, czyli proteiny wigzgce metale ciezkie, wystepujg powszech-
nie w organizmach zwierzat. Dotad rowniez nie zakwestionowano ich obecnosci
w komorkach mikroorganizmow roslinnych.

Rosliny wyzsze wytwarzajg peptydy wigzace metale ciezkie, ktére sa
funkcjonalnymi analogami metalotionein zwierzecych, ale znacznie rézniq sie od
nich sposobem powstawania i budowg. Opisane metalotioneiny czy ,,metallo-
thionein-like complexes” u roslin wyzszych, po ponownych badaniach, okazaty
sie fitochelatynami lub homo-fitochelatynami.

Nie mozna jednak chyba zupetnie popiera¢ pogladu niektérych autoréw, ze
organizmy roslinne, poczawszy od jednokomérkowych glonédw az do roslin
okrytonasiennych, wytwarzajg wytgcznie chelatyny w odpowiedzi na skazenie
Srodowiska metalami ciezkimi. Przyktadem mogg by¢ komdrki Datura innoxia w
ktérych, po dziataniu jonéw kadmu, stwierdzono dwa rodzaje metalopeptydow.
[55]. Jeden z nich, wigzacy ponad 80% pobranego przez komérki kadmu, jest
fitochelatyng o masie czgsteczkowej 600—800 D i strukturze (y-glu-cys)2gly—
(y-glu-cys)3gly. Jednak, okoto 15% wnikajacego do komdrek Datura innoxia
kadmu, wiaze sie z polipeptydem o wiasciwosciach metalotionein zwierzecych.
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Dwa rodzaje biatek, wigzacych kadm w komorkach Datura innoxia, pozwalaja
przypuszczac, ze ro$liny, w odpowiedzi na skazenie $rodowiska metalami
ciezkimi, moga wytwarzaé r6zne rodzaje kompleksow metaloproteinowych.

Réwniez, stwierdzonego w korzeniach Agrostis gigantea [84] biatka wigzace-
go kadm, nie mozna zaliczy¢ ani do polaczen o budowie chelatyn, ani do
metalotionein. By¢ moze, kompleksy metalobiatkowe traw, posiadajg odmienne
wiasciwosci od tych, jakie charakteryzujg tego rodzaju potgczenia u innych roslin
jednolisciennych czy dwulisciennych. Bytoby to podstawga do przypuszczen, ze
rodzaje tworzonych komplekséw zalezg réwniez od gatunku ros$liny.

Opracowanie wykonano w ramach programu CPBP 05.02.
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KRYSTYNA JANAS*

Regulacja aktywnosci amoniakoliazy L-fenyloalaniny
i poziomu czerwonych pigmentow w roslinach
przez kwas l-amino-2-fenyloetylofosfoniowy

Control of L-phenylalanine ammonia-lyase activity and red pigments level in
higher plants by l-amino-2-phenylethylphosphonic acid
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Wykaz stosowanych skrotéw: PAL —amoniakoliaza L-fenyloalaniny, AOPP — kwas L-a-
-aminooksy-(3-fenylopropionowy, Phe — L-fenyloalanina, PheP — kwas l-amino-2-fenyloetylofos-
foniowy

I. Wstep

Amoniakoliaza L-fenyloalaniny (PAL; EC 4.3.1.5) jest enzymem zajmujgcym
centralng pozycje w biosyntezie zwigzkéw fenylopropanowych i ich pochod-
nych,m.in. lignin. Zwiazki te zaliczamy do kategorii substancji zwanych me-
tabolitami wtérnymi, chociaz wiele z nich (np. fitohormony, fitoaleksyny, i inne)

* Dr, Pracownia Regulatorow Wzrostu Roslin, Instytut Fizjologii i Cytologii, Uniwersytet
L odzki, ul. Banacha 12/16, 90-237 £6dz
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nie odgrywa roli drugorzednej, zwtaszcza w procesach regulacyjnych [6]. PAL
jest ogniwem #gczacym przemiany podstawowe fenyloalaniny z metabolizmem
wtérnym. Enzym ten katalizuje reakcje dezaminacji Phe do kwasu trans-cyna-
monowego z wydzieleniem amoniaku.

W zwigzku z duzym znaczeniem fizjologicznym PAL, enzym ten jest
intensywnie badany zarowno przez biochemikéw jak i fizjologéw, tak
w warunkach in vitro jak i in vivo. Badania prowadzone in vitro majg
na celu gtéwnie rozszyfrowanie struktury enzymu, poznanie aktywnych centrow
katalitycznych oraz mechanizméw wspotdziatania podjednostek strukturalnych
w ramach natywnej molekuty, ztozonej na ogét z 4 podjednostek [5]. W
analizach tych duzy postep zanotowano dzieki zastosowaniu mniej lub bardziej
wyhiérczych inhibitorow aktywno$ci enzymu, takich, jak np. kwas
L-a-aminooksy-P-fenylopropionowy (AOPP). W 1977 roku Amrhein i
Goedecke wykazali wptyw AOPP, hydroksyaminowego analogu Phe na
aktywnos¢ PAL in vitro i in vivo. Stwierdzili oni, iz zwigzek ten jest
kompetycyjnym inhibitorem PAL w ekstraktach z Rhodotorula glutinis oraz w
hypokotylach gryki, Fagopyrum esculentum M oench. [1].

Badania nad aktywnos$cig PAL in vivo koncentrujg sie gtdwnie na poznaniu
mechanizméw endogennej regulacji aktywnosci enzymu przez takie czynnikijak
Swiatto, fotoperiod, temperatura, fitohormony, a takze inhibitory wzrostu oraz
endogenne biatkowe inhibitory PAL [11]. W tym ostatnim przypadku znéw
duze ustugi oddaje technika wybiorczych, syntetycznych inhibitorow enzymu jak
AOPP.

Duze znaczenie fizjologiczne PAL powoduje, iz syntetyzuje sie substancje o
dziataniu inhibitorowym lub stymulatorowym dla PAL. Szczegélnie istotna jest
synteza inhibitordw kompetycyjnych enzymu. Jednym z takich inhibitorow jest
wzmiankowany juz L-AOPP, analog strukturalny L-Phe, ktéry w zakresie
stezen od 10"8do 10“7 M kompetycyjnie hamuje aktywno$¢ PAL in vitro [1].

W latach 70-dziesiatych zostat zsyntetyzowany inny analog strukturalny Phe,
kwas l-amino-2-fenyloetylofosfoniowy (PheP)*

oot
QC——C—PO;H;

1o

H o NH.

Wzér I. Kwas I-amino-2-fenyloetylofosfoniowego (PheP).

D, L-PheP jest inhibitorem kompetycyjnym syntetazy fenyloalanylo-tRNA
(Kj = 17 |iM), z kasztanowca zwyczajnego (Aeculus hippocastanum L.) i kaszta-

* W roku 1981 grupa chemikéw z Instytutu Chemii Organicznej i Fizycznej Politechniki
Wroctawskiej kierowana przez prof. Przemystawa Mastalerza opracowata oryginalng metode
syntezy szeregu fosfonowych i fosfoniowych pochodnych aminokwaséw w tym réwniez analogi L- i
D-Phe, miedzy innymi PheP (I). Substancja ta zostata réwniez zsyntetyzowana w laboratoriach firmy
Ciba-Geigy.
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nowca drobnokwiatowego (A. parviflora L.) [3], Zadziwiajace, ze inne syntetazy
aminoacylo-tRNA z A. hippocastanum nie sg wrazliwe na fosfoniowe analogi ich
naturalnych substratéw aminokwasowych. Stwierdzono tez, iz PheP w zalez-
nosci od stezenia wptywa stymulujaco lub hamujgco na kinaze pirogronianowg z
miesni krolika [3].

D, L-PheP powoduje silny wzrost aktywnosci lybonukleazy (RNazy) w
rolinie wodnej hodowanej w warunkach in vitro, Spirodela oligorrhiza (Kurz)
Hegelm., przy czym pojawia sie RNaza o MW okoto 60000, ktora nie wystepuje
w ros$linach kontrolnych [17].

PheP w stezeniach wyzszych 10"3 M dziata hamujaco na wzrost S.
oligorrhiza i powoduje zmiany morfologiczne. Stare cztony pedowe stajg sie
ciemnozielone w porownaniu z kontrolnymi, podczas gdy mtode sgjasnozielone.
Poniewaz nowe cztony pedowe nie oddzielajg sie od matecznych, rosliny tworzg
»grona” (zlepki: ang. clusters) ztozone z wielu potomnych cztonéw pedowych.
PheP w stezeniach nizszych stabo wptywa na wzrost roslin [12, 14].

W siewkach soi (Glycine max. L. Merill cv. Harosoy 63) porazonych
zoosporami zjadliwego szczepu Phytophtora megasperma f. sp. glycinea (Pmg 1) L
PheP obniza zawarto$¢ gliceoliny (jest to fitoaleksyna, ktéra gromadzi sie w
siewkach soi, po porazeniu fitopatogenami np. grzybami). PheP nie jest
toksyczna ani dla siewek soi ani zoosor P. megasperma [16].

Poniewaz PheP jest pochodng Phe, podobnie jak AOPP, nasuneto sie
przypuszczenie, iz PheP moze dziataé na PAL jako jej kompetycyjny inhibitor. O
wplywie tej substancji na aktywnos$¢ PAL in vitro bedzie mowa w rozdziale Il.

Il. Wptyw PheP na aktywno$¢ PAL in vitro

W badaniach wptywu PheP na aktywno$¢ PAL in vitro uzywano ekstraktow
z bulw ziemniaka pokrojonych w cienkie plastry i hodowanych na $wietle biatym
[7]1, Stwierdzono, iz forma lewoskretna PheP jest bardziej efektywna niz
prawoskretna. Racemat (D, L)-PheP hamuje aktywnos$¢ PAL posrednio miedzy
formg D-i L. Podobne rezultaty nad wptywem réznych form optycznych PheP na
aktywno$¢ PAL z 6-dniowych hypokotyli Fagopyrum esculentum Moench,
naswietlanych $wiattem biatym, otrzymat La ber [14]. D- i L-PheP hamuja
rowniez aktywnos$¢ PAL in vitro w nieoczyszczonych homogenatach z korzeni
soi porazonych Phytophtora megasperma f.sp. glycinea (Pmg 1) [16].

D- i L-PheP moga dziata¢ zaréwno jako kompetycyjne, jak i jako nie-
kompetycyjne inhibitory PAL, w zaleznosci od stosunku stezeri L-Phe do PheP i
od stezenia PheP (przy statym stezeniu L-Phe). W stezeniach L.Phe rzedu 10“3
M, PheP w stezeniu 10 5 M jest inhibitorem kompetycyjnym PAL [9].

W zaleznosci od stezenia PheP, krzywe obrazujgce szybkos¢ reakcji enzyma-
tycznej (v) do stezenia substratu (s) sg wygiete w gore, co wskazuje, iz PAL nie
stosuje sie do praw kinetyki enzymatycznej opisanej przez Michaelisa-Menten
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PheP, uM

8

a:D-PheP

1 | 1
0 1 2 3 4

[L-Fenylolanina], mM

Ryc. 1 Krzywa szybko$ci reakcji enzymatycznej (v) do stezenia substratu (1), uzyskana w typowych
doswiadczeniach nad zahamowaniem aktywnosci PAL przed D- (a) i L- (b) enancjomery PheP.

Tabela 1
Poziomy K; dla D-, L-, D,L-PheP
Wartos$¢ Kj
Enancjomer PheP
Solanum tuberosum Fagopyrum esculentum
D- 33x 10-5M 116 x 10~5M
L- 6,5x 10-5M 15x 10-5M
D,L- (racemat) 16x 10~5M 26xlir5M

PAL wyekstrahowano z bulw ziemniaka (Solanum tuberosum) pocietych na cienkie plastry i hodowanych na $wietle biatym [9]
oraz hypokotyli gryki (Fagopyrum esculentum) [14].

(Ryc. 1) [15, 9], W pewnym jednak ograniczonym zakresie stezeh mozna PAL
traktowac tak, jak gdyby byt to enzym typu ,Michaelisowskiego” i wyliczyé
przyblizong warto$¢ Kj. Wartos¢ Kj dla PAL z roslin dwéch gatunkow
przedstawiono w Tabeli 1

D, L-PheP hamuje réwniez aktywno$¢ PAL in vitro i z innych gatunkow
roélin, np. Spirodela oligorrhiza. Efektywno$¢ D, L-PheP zmniejsza si¢ wraz ze
wzrostem stezenia inhibitora [12].
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1. Wplyw PheP na aktywno$¢ PAL in ivo

I111-1. Okotodobowe zmiany aktywnosci PAL

Badania wptywu PheP na aktywno$¢ PAL in vivo w S. oligorrhiza wykazaty,
iz enzym ten podlega cyklicznym 48-godz. zmianom. W obecnos$ci PheP juz po
pierwszej dobie obserwuje sie wzrost aktywnosci PAL oraz zniesienie endogennej
fluktuacji aktywnosci tego enzymu [13]. Przy czym wzrost oraz czas utrzy-
mywania sie wyzszej aktywnosci PAL zalezg od stezenia podanego inhibitora
oraz od tego, czy zastosowano jego D-, czy L- enancjomer (gdy roéliny rosng w
obecnosci D, L-PheP w stezeniu 10“4 M stymulacja aktywnosci zanika po 4
dniach hodowli) [12].

W siewkach szartatu, Amaranthus caudatus L., etiolowanych i wzbudzonych
Swiattem biatym stwierdzono bardzo wyrazng fluktuacje aktywnos$ci PAL [4].
Odpowiednie analizy wykazaty, ze fluktuacje aktywnosci PAL wystepuja
réwniez w 3-dniowych siewkach szartatu po indukcji $wiattem biatym, przy czym
D, L-PheP silnie podwyzsza aktywnos$¢ enzymu w ciemnosci i na $wietle (dane
wiasne, nie publikowane).

111-2. Poziom antocyjanéw i endogennej Phe

PAL zapoczatkowuje cigg przemian prowadzacych od L-Phe do zwigzkow
fenolowych o szkielecie fenylopropanowym C6 C 3, takich jak garbniki, ligniny,
flawonoidy (w tym m. innymi antocyjany oraz betalainy, w skiad ktérych
wchodzi amarantyna). Specyficzna interferencja PheP z PAL in vivo prowadzi do
zmniejszenia poziomu zwigzkow fenylopropanoidowych, m. innymi antocy-

Tabela 2

Poziom fenyloalaniny w siewkach i lisciach réznych gatunkéw roslin po
24-h inkubacji na roztworze D, L-PheP, 1 mM [14]

Zawarto$¢ fenyloalaniny

Gatunek (fimol g~ sw. masy)
-PheP + PheP

liscie

szpinak 0,26 4,01
pszenica 0,21 1,35
kukurydza 0,32 1,55
pomidor 0,15 2,80
heban 0,85 1,73
cate rosliny

gryka 0,03 1,33
fasola 111 2,92
szarfatl 0,09 0,67
S. oligorrhizal 0,11 0,30

1 dane wtasne, nie publikowane
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janoéw i innych flawonoidéw oraz do wzrostu Phe wystepujacej w roslinach.
PheP powoduje obnizenie poziomu antocyjanéw w siewkach ro$lin réznych
gatunkdéw jak np. w hypokotylach gryki (Fagopyrum esculentum L.), kapusty
czerwonej (Brassica oleracea var. capitata), kalarepy (Brassica oleracea var.
caulo-rapa) [12, 14] oraz w znacznie stabszym stopniu nastepuje obnizenie
poziomu amarantyny w siewkach szartatu (Amaranthus caudatus L.). Obnizenie
poziomu antocyjanow jest wspdtzalezne ze stopniem zdolnosci do hamowania
aktywnosci PAL in vitro w siewkach kalarepy [14].

D, L-PheP powoduje silny wzrost poziomu wolnej fenyloalaniny w lisciach
pomidora, szpinaku, pszenicy, kukurydzy oraz hebana [14] i siewkach roslin
kilku gatunkéw jak np. gryki, fasoli [14], szartatu oraz Spirodela oligorrhiza
[dane wiasne, nie publikowane] (Tabela 2).

IV. Uwagi koncowe

PheP powoduje ,,superindukcje”, tj. kilkakrotny wzrost aktywnos$ci PAL in
vivo, towarzyszy temu silne obnizenie aktywnosci enzymu in vitro. Wyjatek
stanowig tylko siewki kapusty czerwonej, w ktorej PheP nie powoduje wzrostu
aktywnos$ci PAL in vivo, a przeciwnie — obserwuje sie obnizenie aktywnoSci
enzymu. W siewkach tych stosunkowo stabemu zahamowaniu aktywnosci PAL
towarzyszy znacznie silniejszy spadek zawartosci antocyjanéw [12].

Dane uzyskane w mojej pracowni zasadniczo podobne sg do tych, ktdre
zostaty stwierdzone przez Labera. Na podstawie spadku antocyjanow z jedno-
czesnym silnym podwyzszeniem zawartosci Phe wywnioskowano, iz PheP
hamuje aktywno$¢ PAL in vivo [14], Jezeli stuszne jest, iz od aktywnosci PAL
zalezy poziom wolnej Phe iodwrotnie to powyzsze wyniki sa pozornie sprzeczne.
Wydaje sie mozliwe, ze PheP hamuje aktywnos$¢ PAL in vivo tworzac labilny
kompleks, ktory rozpada sie podczas ekstrakcji tkanek, w warunkach in vitro.
Zatozenie o tworzeniu sie labilnego, tatwo rozpadajgcego sie kompleksu
mogtaby wyjasni¢ zjawisko ,superindukcji”. Za stusznosciag wyzej wymienionej
hipotezy przemawia posrednio spadek witgczania 14C leucyny do biatek S.
oligorrhiza po 24 godz. hodowli w obecnosci D, L-PheP. Stuszno$¢ tego zatozenia
mozna bytoby sprawdzi¢ oznaczajgc aktywno$¢ PAL metoda in vivo, wpro-
wadzajac L-[3~3H] fenyloalanine do catych komorek [2].

Artykut otrzymano 14 czerwca 1988 r.
Zaakceptowano do druku 15 paZdziernika 1988 r.
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SEOWNICTWO

I. Stownictwo prenoli

Opracowano na podstawie dokumentu Wsp6lnej Komisji IUPAC-IUB Nomenklatury Bio-
chemicznej (JCBN): "Prenol Nomenclature, Recommendations 1986), opublikowanego w Eur. J.
Biochem., 167, 181— 184, (1987) i w innych czasopismach.

Opracowat Zdzistaw A. Wojciechowski

Komisja Stownictwa Biochemicznego uprzejmie dziekuje profesorowi dr Osmanowi Achmato-
wiczowi za konsultacje przy opracowaniu dokumentu

Spis tresci

Wstep
Nazwy ogélne
Pr-1. Prenol
Pr-2. Poliprenol
Pr-3. Estry i ich pochodne
Pr-4. Liczba reszt
Stereochemia
Pr-5. Podwojne wigzania
Pr-6. Kolejnos$¢ przedrostkéw stereochemicznych
Pr-7. Przedrostki zwielokratniajgce
Specyficzne zwigzki
Pr-8. Nazwy zwyczajowe
Pr-9. Difosforan izopentenylu
Pr-10. Relacja pomiedzy poliprenolami i izoprenoidami
Pr-11. Hormony juwenilne
Pr-12. Dolichole

Wstep

Aktualna praktyka w zakresie stownictwa prenoli w niewielkim tylko stopniu
uwzglednia stereochemie tych zwigzkéw. Komisja uznata wiec za celowe
dokonanie przegladu istniejgcych zasad stownictwa i uzupetnienie ich zale-
ceniami co do sposobu okreslania stereochemii. Niektore z tych zalecen zostaty
juz uwzglednione w nomenklaturze enzymoéw [1],

Nazwy og6lne

Pr-1. Prenol

Szeroko juz obecnie uzywang nazwe prenol (patrz m.in. [2, 3, 5, 6]) zaleca si¢
dla zwigzkéw o budowie przedstawionej wzorem |. Nazwa ta stanowi skroét
okreslenia: alkohol izoprenoidowy (ang. isoprenoid alcohol) [2].
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CH5— C=CH — CH5 -OH

CH

Atomy wegla numeruje sie wzdtuz gtdwnego tancucha poczynajgc od C-I, tj.

od atomu wegla do ktérego dotgczona jest grupa hydroksylowa (por. z reguig
C-15.11 w [8]). Grupa metylowa zwigzana z atomem C-3 zawiera atom C-31a
grupa metylowa przy C-l zawiera atom C-71itd.
Uwaga: Uzycie wskaznika liczbowego u gory odpowiada zaleceniu dla
stownictwa tetrapiroli ujetemu regutg TP-2.1 [9]. Powtarzajacg sie jednostke
C5H8 (ujeta we wzorze | w nawias) okresla sie jako jednostke lub reszte
izoprenowa. Prenole iich estry sa prekursorami wielu ré6znych zwigzkéw, w tym
takze terpendow i steroidow, u ktérych znaczna czes¢ szkieletu weglowego
pozostaje bez zmian. Zwiazki te okresla sie jako izoprenoidy.

Pr-2. Poliprenol

Poliprenole stanowig podgrupe w obrebie prenoli. Nazwe poliprenol, ktéra
jest juz w powszechnym uzyciu (np. [2]), zaleca sie stosowa¢ do zwigzkéw o
budowie odpowiadajgcej wzorowi I, gdzie n wynosi wiecej niz 4.

Pr-3. Estry i ich pochodne

Powszechnie juz stosowane nazwy difosforan prenylu (lub difosfoprenol)
oraz difosforan poliprenylu (lub difosfopoliprenol) zaleca sie dla estrow | z
kwasem difosforowym a takze dla soli i anionéw tych estréw. Zalecenie to jest
zgodne z zasadami przyjetymi w stownictwie zwigzkow zawierajgcych fosfor [7].

Pr-4. Liczba reszt

Liczbe reszt izoprenowych w czasteczce danego poliprenolu lub jego
pochodnej, tj. warto$¢ n we wzorze 1, wskazuje sie za pomocg odpowiedniego
przedrostka okreslajgcego krotnos$¢ [10], ktéry zastepuje majacy ogdlne zna-
czenie przedrostek poli- (patrz reguta Pr-2), np. heksaprenol, difosforan
heptaprenylu.

Stereochemia

Pr-5. Podwdjne wigzania

Podwdjne wigzania wystepujace w danej reszcie izoprenowej okreéla sie jako
cis lub trans w zaleznosci od tego czy wok6t tego wigzania gtdwny fancuch
przyjmuje konfiguracje cis czy trans. Reszte zawierajgcg wigzanie podwdjne cis
mozna nazwacé resztg cis a reszte zawierajaca wigzanie podwdjne trans — resztg
trans.
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Oznaczenia cis lub trans odnosza sie do konfiguracji gtéwnego tancucha
woko6t wigzania podwojnego idlatego, w odrdznieniu od oznaczen Z i £ [11], nie
wptywajg na nie zadne ewentualne podstawienia wystepujace w czgsteczce.
Zalecenie powyzsze nie wyklucza stosowania oznaczen Z i E.

Pr-6. Kolejno$¢ przedrostkéw okreslajacych stereochemie

Reszte najbardziej oddalong od grupy hydroksylowej okresla sie jako reszte
0 a oznaczenia stereochemiczne podaje w kolejnosci od reszty bezposrednio
sgsiadujagcej z resztg cdo reszty zawierajacej grupe hydroksylowa, np. ditrans,
po/icis-undekaprenol ().

3!

(|:H3 c[H3 (iHJ
b TR - Co .. oM c
B ) Pl SEP il N 3
gH]/ CH  ICH, o CH, ClH Clk
2
CH

3 n
Cs

2 >

. c

I~
CH h

OH
Uwagi:

1 W przypadku reszty o nie istniejg formy cis i trans o ile jedna z grup
metylowych nie jest podstawiona. Oznaczenia stereochemiczne podaje sie wiec
poczynajgc od reszty sagsiadujgcej z resztg .

2. Nie zaleca sie pomijania oznaczen stereochemicznych gdyz moze to
prowadzi¢ do wieloznacznosci. Nazwa difosforan heptaprenylu, ktdrg sto-
sowano w odniesieniu do wystepujagcego w bakteriach zwigzku all-trans [12]
mogta by by¢ mylaca w odniesieniu do difosforanu ditrans, po/ids-heptaprenylu
wykrytego w brzozie i w innych ros$linach wyzszych [13]. Z kolei nazwe
difosforan undekaprenylu uzywano w odniesieniu do bakteryjnych zwigzkéw
ditrans, policis- [14] i uzycie tej nazwy w odniesieniu do zwigzku tritrans, policis-
wystepujgcego w lisciach roslin wyzszych [15] mogto by prowadzi¢ do
nieporozumien.

3. Jakkolwiek w wyniku kolejnego przytgczania nowych reszt, z ktérych
kazda moze by¢ resztg cis lub trans, powstawa¢ moga liczne stereoizomery
(Rys.l), najbardziej rozpowszechnione prenole ograniczajg sie do czterech
podstawowych grup (Ryc.2), tj. do: I) all-trans-prenoli, I1) ditrans, policis-prenoli,
1) tritrans, po/ids-prenoli i 1V) a//-ci's-prenoli. Wystepujace na Ryc. 2 literowe
symbole W, T i C a takze czwarty symbol S, stanowig wygodny zestaw stuzgcy do
skrotowego oznaczania budowy poliprenoli (patrz Tablica 1).

W zwigzkach grupy | all-trans oznacza, ze wszystkie reszty, z wyjatkiem
reszty co, znajdujg sie w konfiguracji trans. W zwigzkach grup Il i lll reszty trans
sg zgrupowane w sasiedztwie reszty co. Zwigzki grupy IV sg stabiej poznane lecz
wystepujg prawdopodobnie jako prekursory naturalnego kauczuku.
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Tabela 1
Symbol Znaczenie
W reszta @
T reszta trans
C reszta cis
S reszta nasycona (dihydro)

4. Zalecenie aby przedrostki okre$lajagce stereochemie podawac¢ w kolejnosci
odwrotnej do odpowiednich lokantéw jest zaleceniem przeciwstawnym wobec
zalecen przyjetych w innych przypadkach. O takim jego sformutowaniu zade-
cydowaly jednak nastepujace wzgledy: 1)jest ono juz w praktyce powszechnie
stosowane, 2) odpowiada powszechnie przyjetemu sposobowi przedstawiania z
lewej strony ku prawej wzoréw i symbolicznych zapiséw budowy prenoli i ich
difosforanow oraz 3) zgodnie z tym zaleceniem wigzania podwojne powstajgce w
procesie biosyntezy na poczatku jest tym wigzaniem podwoéjnym, ktérego
stereochemie okresla sie w pierwszej kolejnosci.

Przyktady:

Nazwa all-trans-nonaprenol oznacza wystepujagcy w roslinach tzw. sola-
nesol — prenol zawierajacy dziewieé reszt izoprenowych, z ktérych osiem jest
resztami trans a dziewigta jest resztg co.

Pr-7. Przedrostki zwielokratniajgce

Przedrostek poli— mozna zastapi¢ odpowiednim przedrostkiem okres$laja-
cym krotno$¢ — np. wystepujacy w bakteriach baktoprenol nalezy raczej
okresli¢ jako ditrans, o/ciacis-undekaprenol niz jako ditrans, po/ids-undekapre-
nol. Przy stosowaniu sie do tego zalecenia nie radzi sie pomijaé przedrostkow
okreslajacych ogdlng liczbe reszt wystepujacych w czasteczce — nawet wtedy gdy
utworzona nazwa zawiera w sobie nadmierng ilo$¢ informacji. Na przyktad w
czasteczce ditrans, o/ciacis-undekaprenolu, t.j. prenolu zawierajgcego jedng reszte
oo, dwie reszty trans i osiem reszt cis, ogotem musi wystapi¢ jedenascie reszt.

Specyficzne zwiazki

Pr-8. Nazwy zwyczajowe

Niektore prenole krotkotancuchowe majg swoje nazwy zwyczajowe. Na
przyktad difosforany prenoli zawierajacych od jednej do pieciu reszt izo-
prenowych majg nazwy zwyczajowe podane w Tablicy 2.

Nazwy takie jak difosforan dimetyloallilu (cisle: difosforan 3,3-dimetyloalli-
lu), difosforan geranylu i difosforan nerylu okreslajg odpowiednie zwigzki w
sposéb catkowicie jednoznaczny, bez koniecznosci podawania oznaczen stereo-
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Tabela 2
Liczba reszt Stereochemia Nazwa zwyczajowa
1 brak difosforan
dimetyloallilu
2 trans difosforan geranylu
cis difosforan nerylu
3 2-trans. 6-trans
2-cis, 6-trans difosforan
2-trans, 6-cis farnezylu
2-cis, 6-cis
4 2-trans, 6-trans. \O-trans difosforan
geranylogeranylu
2-cis, 6-trans, 10-trans difosforan
geranylonerylu
5 2-trans, 6-trans, 10-trans, 14-trans
2-cis, 6-trans, 10-trans, 14-trans difosforan
2-trans, 6-cis, 10-trans, 14-trans geranylofarnezylu
2-cis, 6-cis, 10-trans, \4-trans
chemicznych. Nazwa dimetyloallil, ktéra jest zwyczajowg nazwg 3-metylo-

but-2-enylu, nie odpowiada zasadom przyjetym w [8] ijest niejednoznaczna gdy
stosuje jg bez biochemicznego kontekstu.

Nazwa difosforan farnezylu obejmuje cztery stereoizomery C 15. Izomery te
przyjeto okre$lajac jako trans,trans, cis,trans, trans,cis, i cis,cis, przy czym
pierwsze oznaczenie odnosi sie do C-2 a drugie do C-6 [16] — t.j. w odwrotnej
kolejnos$ci niz przyjeto dla poliprenoli (patrz reguta Pr-6), co moze by¢ mylace.
Zaleca sie wiec aby, dla uniknigcia ewentualnych nieporozumien, podawac
odpowiednie lokanty — np. difosforan 2-cis,6-trans-farnezy\u (czgsteczka tego
zwigzku tworzy w wydtuzajacym sie poliprenolu kraniec oo stajgc sie trans,cis).

CH, 0—POP ?HJ ?—POP CH3*H H CH, 0—POP
Y DR Nl
s, S 2 O = 2 N
R—CH c” boH» AA—\C/ & read Cc ¢ JOF
HV_ ' /\ |
H H H H H H H* H

Ryc. 1. Etap wydtuzania tancucha podczas biosyntezy prenoli.

Dwie jednostki prenylowe C20 okres$la sie jako geranylogeranyl i gera-
nyloneryl. W jednostkach tych druga, liczac od atomu tlenu, reszta izoprenowa
jest zawsze trans, tzn. obie omawiane jednostki sg 6-trans. Stosowanie
wymienionych nazw zwyczajowych jest tak powszechne itak silnie ugruntowane,
ze ich odrzucenie spowodowato by prawdopodobnie zatamanie zalecanych
zmian. Pozostatym zwigzkom nalezy jednak nadawa¢ nazwy stosownie do regut
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Pr-4 — Pr-7. Tak na przyktad zwigzek o stereochemii 2-trans, 6, 10-dicis nalezy
nazwac difosforanem dicis,trans-lelra.preny\u.

Uwaga: Komisja uwaza iz stownictwo zalecane dla poliprenoli (reguty Pr-4-Pr-7)
mogtoby by¢ bez szkody stosowane réwniez w odniesieniu do zwigzkéw C20
poprzez okreSlenie ich jako tetraprenoli. Wyeliminowato by to niezgodnos¢
polegajaca na odwrdceniu kolejnosci oznaczen stereochemicznych dla zwigzkow
0 liczbie reszt izoprenowych mniejszej niz piec.

WTTTTn-POP
all - trans - polipreny-
lo-

Grupa 1
11,30,33,
wtTT-POP
geranylogeranylo - POP
(all - trans)

11,%9,30,33»
mi-POP ' tritranvs\/T;Zﬁg-SP—ODPO -
trans, trans - far- |iprer1y|’0'
nezylo - POP Grupa 11, rp. Fikapreny-
10,11,29 lo-FOP

wT-POP wtTC- POP
geranylo - POl geranylonerylo - POP
(2- trans) (2-cis,-6, W -ditrans)

mec-POP wTTCcCcn- POP
2_cis. 6-trans far- ditrans, policis - polipre-
nezylo -POP nylo -
Grupa Ill, np. baktopre-
nylo-POP i dehydrodo-
W-POP lichylo -
dimetyloallilo - POP

28\. WC-
" mery'rg)-%l:’
(2-cis) WCC-POP
cis, cis - farnezylo - POP

wcccen-POP
all -cis -poliprenylo-POP
Grupa IV

Ryc. 2. Stereochemia biosyntezy poliprenoli. Kazda strzatka symbolizuje przeksztatcenie typu
przedstawionego na Ryc. 1 Strzatki skierowane ku gérze symbolizuja przylaczenie trans reszty
pochodzacej z difosforanu izopentenylu (patrz reguta Pr-9), strzatki skierowane do dotu symbolizuja
przytaczenie cis. Liczby arabskie przy strzatkach odpowiadajg enzymom katalizujagcym dane reakcje
wymienionym pod tg liczbg w grupie EC 2.5.1 w zalecanym nazewnictwie enzymoéw [1]  np. enzym
EC 25.1.11 Kkatalizuje przeksztatcenie geranylo-POP w trans,trans-{arne7.y\o-POP. Grupy wy-
mienione w kolumnie po prawej stronie odpowiadajg gtdwnym grupom poliprenoli podanym w
uwadze 3 do reguty Pr-6. Tam gdzie podaje si¢ lokanty, przedrostki wymienione sg w kolejnosci
odpowiadajacej lokantom (reguta Pr-8) a nie w kolejnosci ,,0od lewej do prawej” (reguta Pr-6). W
skroétowych zapisach budowy W oznacza reszte oo, T  reszte trans a C — reszte cis.
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Pr-9. Difosforan izopentenylu

Difosforan izopentenylu (I11), t.j. difosforan 3-metylobut-3-en-l-olu (alkoho-
lu izopentenylowego), jest waznym izomerem difosforanu dimetyloallilu. Stano-
wi on uniwersalng jednostke budulcowg izoprenoidéw; difosforan prenylu
reagujac z difosforanem izopentenylu traci reszte difosforanowg i wydiuza sie o
jedng reszte izoprenowg (patrz Ryc. 1 i 2). Nazwe difosforan izopentenylu
nalezato by wiec zachowac.

3
CH,

9+1,—c3|:—<lzt+,—9+,—0—P—0— p n
Uwagi:

1 Grupa CH = alkoholu izopentenylowego zawiera C-4 (patrz zalecenie
C-13.1 I(b) w [8]). Jest to wygodne poniewaz C-4 difosforanu izopentenylu staje
sie C-4 wydtuzajacej sie w procesie biosyntezy czasteczki prenolu (Ryc. 1).

2. Nazwe izopentenyl zaleca sie stosowaé tylko w biochemii. Nazwa ta nie
odpowiada zasadom stownictwa chemicznego (patrz [8]) ijest niejednoznaczna
gdy uzywa sie jej w kontekscie nie zwigzanym z biochemig lub z prenolami.
Nazwa izopentenyl jest zwyczajowym okresleniem 3-metylobut-3-enylu.

Pr-10. Relacja pomiedzy poliprenolami i izoprenoidami

Nazwy pochodnych izoprenoidéw podaje Tablica 3.

Tabela 3

Prekursor prenolowy

(np. w postaci difosforanu) Klasa terpenoidow

Liczba reszt

1 alkohol dimetyloallilowy hemiterpenoid

2 geraniol lub nerol monoterpenoid

3 farnezol seskwiterpenoid

4 geranylogeraniol diterpenoid

5 geranylofarnezol sesterpenoid

6 farnezol3 triterpenoida

8 geranylogeraniol6 tetraterpenoid (lub karotenoidb)
liczne kauczuk (all-cis)

gutaperka (all-trans)

* Triterpenoidy powstajg ze skwalenu, ktéry z kolei jest wytwarzany z dwéch czasteczek difosforanu farnezylu.
h Karotenoidy powstajg z fitoenu, ktéry z kolei jest wytwarzany z dwéch czasteczek difosforanu geranylogeranylu.

Pr-11. Hormony juwenilne

Farnezol jest prenolem, ktdrego szkielet weglowy odpowiada szkieletowi
najprostszego hormonu juwenilnego. Pozostate zwiazki z grupy hormonéw
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juwenilnych zawierajg reszte etylowg w miejsce grupy metylowej przy C-3 i (lub)
przy C-7 i (lub) przy C-ll. Mozna je wiec uzna¢ jako pochodne metylowe
farnezolu, w ktérych stereochemie reszty izoprenowej copodaje sie (tam gdzie to
konieczne) poprzez wskazanie podstawionej grupy metylowej.

Przyktady:

CH— oy s

[ CH*°H v
CH3 CH CH2 CH CH2 cH

ditrans -111-metylofarnezol

CH3 CH3—CH2 ch3

cr cH2 ¢c» CH, C. ch2oh
CH3— CH2 CH CH2 CH CH2 CH

ditrans -71,12-dimetylofarnezol

Pr-12. Dolichole

Dolichole sa grupa pochodnych prenoli. Nazwe tg, aktualnie szeroko
stosowang (np. [2]), zaleca sie dla zwigzkéw o budowie okreslonej wzorem |,
gdzie n jest wieksze niz 4 i gdzie reszta zawierajgca grupe hydroksylowg jest
nasycona, tj. dla 2,3-dihydropoliprenoli. Poniewaz dolichole sag pochodnymi
prenoli nie nalezy ich obejmowa¢ 0gd6lng nazwa prenole o ile nie zostanie to
wyraznie zaznaczone.

Opracowanie otrzymano 21 czerwca 1988 r.
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I1. Stownictwo retinoidéw

Opracowano na podstawie dokumentu Wsp6lnej Komisji IUPAC-IUB Nomenklatury Bio-
chemicznej (JCBN): "Nomenclature of Retinoids, Recommendations 1981” opublikowanego w Eur.
J. Biochem., 129, 1—5, (1982) i w innych czasopismach.

Opracowat Zdzistaw A. Wojciechowski

Komisja Stownictwa Biochemicznego uprzejmie dziekuje profesorowi dr Osmanowi Achma-
towiczowi za konsultacje przy opracowaniu dokumentu

Spis tresci

Wstep
Ret-1 Definicja klasy zwigzkéw
11 Witamina A
Ret-2 Zwiazki o macierzystej stereochemii
2.1 Retinol
2.2 Retinal
2.3 Kwas retinowy
Ret-3 Numerowanie atoméw wegla
Ret-4 Modyfikacje zwigzkdw o macierzystej stereochemii
41 Weglowodér podstawowy
«4.2 Zamiana grupy funkcyjnej
4.2.1 Pochodne weglowodoru podstawowego
4.2.2 Pochodne retinalu
4.2.3 Pochodne kwasu retinowego
4.3 Zmiany stopnia uwodorowania
4.4 Podstawione retinoidy
4.5 Seko retinoidy
4.6 Nor retinoidy
4.7 Retro retinoidy
4.8 Inne modyfikacje
Ret-5 Stereochemia
51 Grupy chiralne
5.2 Wiazania podwdjne
Dodatek: Niektore pokrewne terpenoidy zawierajgce mniej niz 20 atoméw wegla
PiSmiennictwo

Wstep

W 1912 r. Funk [1] zaproponowal okreSlenie terminem ,witamina”
niezbednego dla zycia czynnika wzrostowego wystepujgcego w pokarmie.
Okazato sie nastepnie, ze takich czynnikéw istnieje wiecej i McCollum [2]
podzielitje na dwie Kklasy: ,,rozpuszczalne w ttuszczach — A” i ,rozpuszczalne w
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wodzie— B”. Z kolei Drummond [3] okreslit wyrdznione przez
McColluma klasy odpowiednio jako witaming A i witaming B oraz
zaproponowatl, aby dalsze podobne czynniki nazywa¢ witaminami C, D itd. W
1934 r. W a 1d [4] wyodrebnit ze zwierzecej siatkéwki zwigzek, ktdremu nadat
nazwe “retinen”. Morton [5] wysungl przypuszczenie, ze zwigzek ten jest
aldehydem witaminy A iokres$lit go jako retinaldehyd (lub retinal) [6], Poprawng
budowe chemiczng witaminy A wyjasnit w 1931 r. Karrer [7] proponujac
nazwanie jej ,akseroftolem” (niem. Axerophtol) [8] w oparciu o dziatanie
zapobiegajgce chorobie oczu zwanej kseroftalemig. Drugg z witamin A, wy-
odrebniong przez M ortona iwspotpracownikdéw, nazwano witaming A2 [9].

W 1960 r. zostaty ogtoszone przez IUPAC zalecenia stownictwa witamin
[10]. W zaleceniach tych znalazty sie nazwy trzech zwigzkéw macierzystych, tj.
retinolu, retinalu i kwasu retinowego a takze ich 3-dehydro pochodnych.
Poszerzona i poprawiona wersja tych zaleceA zostata ogtoszona przez Komisje
IUPAC-IUB Nomenklatury Biochemicznej (CBN) w 1965 r. [11]. W zwigzku z
opublikowaniem przez Komisje ITUPAC Nomenklatury Chemii Ograniczonej
(CNOC) i Komisje IUB Nomenklatury Biochemicznej (CBN) ,,Nazewnictwa
Karotenoidéw” [ 13] a takze opublikowaniem przez CNOC Dziatu F (substancje
naturalne i pokrewne zwiazki) [14] ,Nomenklatury Zwigzkéw Organicznych”
[15], Wspo6lna Komisja IUPAC-IUB Nomenklatury Biochemicznej (JCBN)
podjeta decyzje opracowania oddzielnego dokumentu poszerzajgcego rozdziat
M-I w wymienionym wyzej opracowaniu z 1965 r. Ponizsze zalecenia opra-
cowano w oparciu o wstepny projekt przygotowany przez G.P. Mossa w
porozumieniu z niektérymi badaczami aktywnie zajmujacymi sie retinoidami
oraz w porozumieniu z CNOC.

Zalecenia
Ret-1. Definicja klasy zwigzkow

Retinoidy sg klasg zwigzkéw zawierajacych cztery jednostki izoprenoidowe
potaczone ze sobg w sposob ,,gtowa-ogon”. Wszystkie retinoidy mozna formalnie
wywies¢ od monocyklicznego zwigzku macierzystego zawierajgcego pie¢ pod-
wojnych wigzan wegiel-wegiel oraz grupe funkcyjng znajdujgcag sie na koncu
acyklicznego fragmentu czgsteczki. Dla unikniecia sprzecznosci z nazewnictwem
stosowanym poprzednio nie okre$la sie nazwg odpowiedniego weglowodoru
macierzystego (patrz reguta Ret-4.1).

11 Witamina A

Nazwa ,witamina A” powinna by¢ uzywana jako rodzajowe okreslenie tych
retinoidow, ktore jakosciowo wykazujg aktywnos$¢ biologiczng retinolu. Okres-
lenie to nalezy stosowaé¢ w nazwach pochodnych takich jak: ,aktywnos¢
witaminy A”, ,niedobér witaminy A”, ,antagonista witaminy A” [16].
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Ret-2. Zwigzki o macierzystej stereochemii

Przez macierzysty stereozwiazek rozumie sie zwigzek macierzysty, ktérego
nazwa implikuje okreslong stereochemie — w zwigzku z czym nie ma potrzeby
szczegOtowo tej stereochemii okreslac.

We wzorach przedstawiajacych szkielety retinoidéw wygodnie jest pomijac
szczegb6towe przedstawienie poszczegdélnych atomédw C i H, tak jak podano
ponizej:

(1) R=CH20H (6) r=ch2nh2
(2) R=CHO (7) R=CH-NOH
(3) R=CO2H (8) R=CH-N[CH24CHNH2C02H
(4) R=CH3 (9) R=C02C2H5

(5) R=CH20COCH3

HOoAM N\ o_

H 0 —CO—

OH

2.1. Retinol

Zwigzek (1), tj. (2E, 4E, 6£, 8E)-3,7-dimetylo-9-(2,6,6-trimetylocyklo-
heks-l-en-l1-ylo)nona-2,4,6,8-tetraen-l1-oll, znany takze pod nazwami: witamina
A, alkohol witaminy A, witamina Al, alkohol witaminy At, akseroftol i akserol,
nalezy okreslac¢ jako retinol2.

2.2. Retinal

Zwiazek (2),zwany réwniez aldehydem witaminy A, aldehydem witaminy \ I,
retinenem lub retinenem” nalezy okresla¢ jako retinal.

2.3. Kwas retinowy

Zwiazek (3), znany réwniez pod nazwami: tretinoina2, kwas witaminy A lub kwas
witaminy At, nalezy okresla¢ jako kwas retinowy.

1 System numerowania atomow w przypadku podawania nazwy systematycznej jest odmienny
od systemu opisanego wyzej (patrz reguta Ret-3).
2 Nazwa zaakceptowana przez WHO
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Ret-3. Numerowanie atoméw wegla

Podstawowy spos6b numerowania atoméw wegla pokazano na wzorach
1—9. Jest on zgodny z systemem przyjetym dla karotenoidéw (patrz reguty Car-4
i Car-12.4 w [13]).

Ret-4. Modyfikacje zwigzk6bw 0 macierzystej stereochemii

4.1. Weglowodoér podstawowy

Weglowoddr (4), znany rowniez jako akseroften, nalezy okre$la¢ jako
deoksyretinol3. Weglowodér ten nie powinien by¢ traktowany jako macierzysty
stereozwigzek dla rdzenia "retin-" poniewaz nalezatoby mu wtedy nadac¢ nazwe
retinen” — co mogtoby prowadzi¢ do nieporozumieri gdyz nazwe tg stosowano
poprzednio jako synonim nazwy ”retinal” (patrz regutaRet-2.2). Z kolei nazwa
“retinan” nie bytaby witasciwa poniewaz implikowataby ona nasycony charakter
tego weglowodoru (patrz reguta F-2.3 w [14]).

4.2. Zmiana grupy funkcyjnej

4.2.1. Podstawienie weglowodoru podstawowego w pozycji 15 grupg
funkcyjng zaznacza sie stosujgc grupowe nazwy retinyl (R na wzorze oznacza
CH2-) lub retinyliden (R oznacza CH =) przy czym zachowuje sie numeracje
atomoéw weglajak wweglowodorze podstawowym. Na przyktad (5) przedstawia
octan retinylu a (6) — retinyloamine.

4.2.2. Pochodng retinalu mozna okresla¢ albo jako pochodng aldehydu
(zgodnie z regutami C-842, C-922 lub C-982 [15]) albo jako zwigzek podstawiony
dwuwarto$ciowg grupg— retinylidenem (patrz reguta A-41 w [15]). Na
przyktad (7) przedstawia oksym retinalu a (8)— N 6-retinylideno-L-lizyne.

4.2.3. Pochodnym kwasu retinowego nadaje sie nazwy tak jak pochodnym
innych kwaséw karboksylowych tj. zgodnie z regutami C-4.6 i C-403 [15]. Na.
przyktad (9) przedstawia retinian etylu a (10) — kwas 1-O-retinoilo-/?-D-glukopi-
ranuronowy.

4.3. Zmiany stopnia uwodorowania

Retinoidom, ktore réznig sie od odpowiednich, okreslonych regutg Ret-2
zwigzkobw o0 macierzystej stereochemii stopniem uwodorowania, nadaje sie
nazwy stosujgc przedrostki ,,hydro” lub ,,dehydro” z rownoczesnym podaniem
lokantow wskazujgcych atomy wegla, przy ktérych nastgpito przytgczenie lub

3 Przedrostek ,,deoksy” moze by¢ pisany facznie lub oddzielany tacznikiem (patrz reguta
C-16.11 [15]). W niniejszym opracowaniu jest on pisany tacznie i, poniewaz nie ma potrzeby
podawania lokanta 15, przedrostek ten zwigzany jest bezposrednio z rdzeniem nazwy.
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odtgczenie atomow wodoru. Przedrostki te pisze sie tgcznie i, jesli oba wystepuja
w tej samej nazwie, przedrostek ,dehydro” podaje sie przed przedrostkiem
»hydro” (przedrostki okreSlajagce krotno$¢ nie wpitywajg na podang kolej-
no$¢)— patrz reguta Car-6 [13]. Przykiady:

T O e OH
: 1

i

3,4-Didehydroretinol (znany réwniez jako de-
hydroretinol4 lub witamina A2)

B N NS OH

5 1l
u

4,5-Didehydro-5,6 -dihydroretinol (znany

réwniez jako oc-witamina A)

4.4. Podstawione retinoidy

Podstawionym pochodnym retinoidow nadaje sie,nazwy stosujagc odpo-
wiednie przedrostki zgodnie z zasadami ogélnymi stownictwa zwiazkéw orga-
nicznych (patrz reguta C-0.1 w [15]). Uzycie przyrostkdw nie jest mozliwe
poniewaz nazwy zwigzkdw o macierzystej stereochemii zdefiniowane regulg
Ret-2 zawierajg juz przyrostek zwigzany z obecnoscig grupy funkcyjnej przy
C-15. Przyktady:

R S e A OH

5,6-Epoksy-5,6-dihydroretinol (znany takze
jako hepaksantyna)

0C,Hs
A e % 2 N

<

12 - Fluororetinian etylu

4 Nazwa zalecana w pracach z zakresu zywienia [16].
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4.5. Seko retinoidy

Rozszczepienie pierscienia z przytgczeniem jednego lub wiecej atomoéw
wodoru do kazdej z powstatych grup krancowych zaznacza sie przedrostkiem
,»,5eko” przy czym zachowuje sie numeracje atoméw wegla jak w wyjsciowym
retinoidzie (patrz reguta F-4.7 w [14]).

;
" PR R R T

2 OH

Vi

1,6 - Seko-1,2-didehydroretinol (znany takze jako ~-wi-
tamina A)

4.6. Nor retinoidy

Eliminacje z czasteczki retinoidu grupy CH3,CH2,CH lub C zaznacza sie za
pomocg przedrostka ,,nor” poprzedzonego lokantem usunietego atomu wegla.
Wtedy gdy istnieje kilka mozliwosci wybiera sie lokant najwyzszy z mozliwych
przy czym zachowuje sie spos6b numerowania atoméw wegla w retinoidzie.
Przedrostek ,,nor” jest nieroztagczny (patrz reguly F-4.2 i F-4.4 w [14]). Nalezy tu
zwréci¢ uwage, ze powyzsze zalecenie odpowiada raczej regutom F-4.2 i F-4.4 niz
zaleceniom stownictwa karotenoidéw (reguta Car-5.1 w [13]), ktore to zalecenia
nakazujg wybor lokanta najnizszego z mozliwych. Nalezato by wiec, przy okazji
kolejnej rewizji zasad stownictwa karotenoidéw, zmodyfikowa¢ regute Car-5.1,
tak aby odpowiadata ona ogdlniejszej praktyce.

R

2 N XN Y

CH-,0 Vil

R=NHC2H5 N- Etylo-3-metoksy-2-metylo-17-nor-1R,3(»-tetra-
dehydroretinamid (znany takze jako motretinid2)

R=0C2H5 3-Metoksy-2-metylo-17-nor-1,2,3,4-tetradehydrore-
tinian etylu (znany takze jako etretinian2)

VI

Kwas 5-acetylo-A ,18-dinor- retinowy

12 Postepy Biochemii I 2/89
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4.7. Retro retinoidy

Przedrostek ,,retro” (pisany kursywa), wraz z parg lokantdw, wskazuje na
przesuniecie sprzezonego uktadu polienowego o0 jedng pozycje pomiedzy
pozycjami okreslonymi przez te lokanty. Pierwszy lokant wskazuje atom wegla,
ktory utracit proton a drugi — atom wegla, ktéry zyskat proton. Przedrostek
,»retro” jest nieroztgczny (patrz reguta Car-9 w [13]). Przykiady:

15

WSS N N

1%

B IX
u

¢,5- Didehydro-15,5 - retro- deoksyretinol
(zwany takze anhydrowitaming A)

Uwaga: Podana wyzej nazwa semisystematyczna jest bardziej witasciwa niz
»14,15-didehydro-4,14-reiro-deoksyretinol” gdyz wystepuje w niej zestaw
nizszych lokantéw (patrz reguty A-2.2 i C-13.11 w [15]).

N N OCOCH;

%

u

Octan UA~L-retro- retinylu

4.8. Inne modyfikacje

Inne modyfikacje mozna zaznaczaé w nazwie za pomocg odpowiednich
przedrostkéw. Na przykiad: ,cyklo” — patrz reguta F-4.1 w [14]; ,homo”—
patrz reguta F-4.5 w [14]; heteroatomy — patrz reguta F-4.11w [12]; dodatkowe
pierscienie — patrz reguta 2S w ,,Dodatku”, w [17].

Ret-5. Stereochemia

5.1. Grupy chiralne

Konfiguracje absolutng centréw chiralnosci okresla sie za pomocg konwencji
RS, podajac symbole, wraz z odpowiednimi lokantami, przed nazwg retinoidu
(patrz reguta E-4.9 w [18]).
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Przyktady:
AN A Z N OH
RO
R=H (3/?)-3-Hydroksyretinol

R=COCH3 (3fl)-3-Acetoksyretinol

5.2. Wiagzania podwojne

Nazwa zwigzku o macierzystej stereochemii okre$lonego reguig Ret-2
oznacza konfiguracje trans wokét wszystkich wigzan podwojnych tancucha
polienowego (o ile nie podano, ze jest inaczej). Obecno$é podwdjnych wigzan cis
wskazuje sie po okresleniu konfiguracji absolutnej (jesli to niezbedne). Mozna w
tym celu stosowaé stereochemiczne symbole E i Z (patrz reguta E-2 w [18]).
Symbole te nalezy stosowac zawsze wtedy, gdy oznaczenia cis lub trans mogty by
powodowac niejednoznacznos$é. Trzeba jednak zwrdci¢ uwage na to, ze podsta-
wienie czasteczki retinoidu moze prowadzi¢ do zmiany konfiguracji E i Z lub
odwrotnie — nawet wtedy, gdy nie nastepuje zmiana konfiguracji taricucha
polienowego w odniesieniu do zwigzku o macierzystej stereochemii. Z tego
powodu, w przypadku stosowania symboli E lub Z, zaleca sie podawanie
stereochemii wszystkich wigzah podwdéjnych. Na przykiad zwigzek (9) jest
(a/l-E)-retinianem etylu. Zastgpienie wodoru przy C-12 fluorem daje zwigzek
podany jako przykitad ilustrujgcy regute Ret-4.4, ktory mozna okresli¢ jako (7E,
9E, 11Z, 13E)-12-fluororetinian etylu.

Przykiady:

13
SN RN N AN
R
R=CH20H 13-c/s-Retinol lub (7E, 9E, 11E.13Z7)-
- retinol (znany takze jako neowitamina A)

R=CC2H Kwas 13-os-retinowy lub kwas [7E,9E,~E,
13Z)-retinowy (znany takze jako izotretinoina2)

Oksym (6E,8E,10E,12E,152)-4 14 -retro-retinalu

12«
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Uwaga: Jesli zachodzi koniecznos¢ okreslenia w retro-retinoidzie stereochemii
wigzania podwdéjnego 6 (7), nalezy to uczyni¢ tak, aby, na przyktad, zwigzek
wymieniony w regule Ret-4.7 zostal nazwany octanem (6Z, 8E, 10E, 12£)-4,
14-refro-retinylu.

Dodatek
Niektore pokrewne terpenoidy zawierajagce mniej niz 20 atomow wegla

Termin ,karotenoid” ogranicza sie zazwyczaj do terpenoidéw, ktére zacho-
waty dwie centralnie potozone grupy metylowe macierzystego zwigzku C40. Tym
niemniej reguty Car-1 i Car-10 [13] zezwalaja na rozszerzenie tego terminu,
poprzez zastosowanie przedrostka ,,apo”, réwniez na retinoidy (na przyktad
retinal mozna by okresli¢ jako 15-apo-(3-karoten-15-al) oraz wiele innych
terpenoidéw o nieduzych czasteczkach. Wiele tych terpenoidéw wykazuje
aktywnos$é hormonéw roslinnych lub stanowi wazne sktadniki olejkow eterycz-
nych. Ponizszg liste nazw zwyczajowych niektérych zwigzkéw z tej grupy

podano dla wygody — nie oznacza to jednak oficjalnego uznania tych nazw.

Nazwa zwyczajowa
(+)-Abscysowy kwas

(-)-Aktynidiolid
Aktynidol
Blumenol A
Blumenol B
Blumenol C
P-Cyklocytral
P-Cyklogeraniol
P-Cyklogeranowy kwas
Damascenon
Digiprolakton
Fazeowy kwas

(+)-cis-a-lron
(-)-fréins-a-Iron
(+)-j3-Iron

(-1-)-a-Jonon

P-Jonon

(-)-y-Jonon

'‘P-Jonon
P-Jonylidenoaeetaldehyd
P-Jonylidenooctowy kwas
p-Jonylidenoetanol
Keton konika polnego
Romalea microptera
(-)-Ksantoksyna

Nazwa semisystematyczna

kwas (7£, 92)-(6S)-6-hydroksy-3-okso-I I-apo-£-karoten-I 1-owy
(5f1)-3,4-didehydro-5,8-dihydro-8-apo-P-karoten-8,5-olid
5,8-epoksy-3,4-didehydro-5,8-dihydro-9-apo-P-karoten-9-ol

(6S, 9/?)-6,9-dihydroksy-9-apo-e-karoten-3-on

(6S, 9K)-6,9-dihydroksy-7,8-dihydro-9-apo-e-karoten-3-on
9-hydroksy-7,8-dihydro-9-apo-e-karoten-3-on
7-apo-P-karoten-7-al

7-apo-P-karoten-7-ol

kwas 7-apo-P-karoten-7-owy
(8E)-3,4,8,9,-tetradehydro-7,8-dihydro-9-apo-P-karoten-7-on
patrz Loliolid

kwas (7E, 92)-(1/?, 5R, 6S)-5,16-epoksy-6-hydroksy-3-okso-5,6-di-
hydro-11-apo-P-karoten-I 1-owy

(2R, 6S)-2-metylo-9-apo-e-karoten-9-on

(2R, 6K)-2-metylo-9-apo-e-karoten-9-on
(2/?)-2-metylo-9-apo-P-karoten-9-on

(6/?)-9-apo-e-karoten-9-on

9-apo-P-karoten-9-on

(6S)-9-apo-y-karoten-9-on

9-apo-4,-karoten-9-on

11-apo-P-karoten-I 1-al

kwas 11-apo-P-karoten-1 1-owy

11-apo-P-karoten-I I-ol

(3S, 5R, 6R)-3,5-dihydroksy-6,7-didehydro-
-5,6-dihydro-9-apo-P-karoten-9-on

(7£, 92)-(3S, 5R, 6S)-5,6-epoksy-3-hydroksy-5,6-dihydro-I 1-apo-P-
-karoten-11-al
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(-)-Loliolid (3S, 5/?)-3-hydroksy-5,8-dihydro-8-apo-p-karoten-8,5-olid
Lucyferyna z Latia mréwczan (9£)-7,8-dihydro-10-apo-P-karoten-10-ylu
Pseudojonon patrz HMonon
Safranal 3,4-didehydro-7-apo-(3-karoten-7-al
(-)-Teaspiron (6S, 9S)-6,9-epoksy-7,8-dihydro-9-apo-e-karoten-3-on
Trisporol B (1S)-16-hydroksy-11,12-dihydro-13-apo-P-karoten-
-4,13-dion
Trisporol C (1S, 13R)-13,16-dihydroksy-11,12-dihydro-13-apo-P-karoten-4-on
Trisporon (1S)-11,16-dihydroksy-1l-apo-P-karoten-4-on
Trisporowy B kwas kwas (1S)-4,13-diokso-1 1,12-dihydro-13-apo-P-karoten-16-owy
Trisporowy C kwas kwas (1S, 13K)-13-hydroksy-4-okso-I 1,12-dihydro-13-apo-P-karo-
ten-16-owy
Womifoliol patrz Blumenol A

Opracowanie otrzymano 21 czerwca 1988 r.

PISMIENNICTWO

S©OPXND A ®WN R

=

[y
=

12,

13.

14.

15.

16.

17.

Funk, K., (1912), J. State Med., 20, 341—368.

McCollum E. V, Kennedy C., (1916), J. Biol. Chem.,. 24, 491—502.
Drummond J C. (1920), Bioch. J., 14, 660.

Wald G., (1934), Nature (Lond.), 134, 65.

Morton R.A., (1944), Nature (Lond), 153, 69—71.

Morton R A,Goodwin T.W, (1944), Nature (Lond.), 153, 405—406.

Karrer P, Morf R, Schoepp K. (1931), Helv. Chim. Acta, 14, 1431—1436.

v. Euler H, Karrer P, Solmssen U, (1938), Helv. Chim. Acta, 21, 211—222.
Edisbury J R, Morton R A,Simkins G.W.,, (1937), Nature (Lond.), 140, 234.

. IUPAC Commission on the Nomenclature of Biological Chemistry (1960) Definitive rules for the

nomenclature of vitamins, J. Am. Chem. Soc., 82, 5581—5583.

. ITUPAC-IUB Commission on Biochemical Nomenclature (CBN), Tentative rules, section on

Trivial names of miscellaneous compounds of importance in biochemistry (1967), Eur. J.
Biochem., 2, 1—2. Nowe Polskie Stownictwo Biochemiczne (red. A. Morawiecki), PWN,
Warszawa 1983, str. 265—267.

International Union of Biochemistry (1978) Biochemical Nomenclature and Related Documents,
The Biochemical Society, London.

IUPAC Commission on the Nomenclature of Organic Chemistry (CNOC). Tentative rules for
the nomenclature of carotenoids (1972), Eur. J. Biochem., 25, 397—407.

Nowe Polskie Stownictwo Biochemiczne (red A. Morawiecki), PWN, Warszawa 1983, str.
205—230.

IUPAC Commission on the Nomenclutare of Organic Chemistry (CNOC), Nomenclature of
Organic Chemistry, Section F: Natural products and related compounds, Recommendations
1976 (1978) Eur. J. Biochem., 86, 1—8. Patrz takze str. 19—26 w [12] i str. 491—511 w [15].
International Union of Pure and Applied Chemistry (1979) Nomenclature of Organic Chemistry,
Sections A, B, C, D, E, F and H. Pergamon Press, Oxford.

Polskie Towarzystwo Chemiczne. Nomenklatura Zwigzkéw Organicznych. Czesci A i B, PWN,
Warszawa-t6dz 1978, Cze$¢ C i E, PWN, Warszawa-L6dz 1979, Cze$¢ D, PWN, Warsza-
wa-t6dz 1981.

International Union of Nutritional Sciences, Committee 1/1, Nomenclature (1978) Nutr. Abstr.
Rev., 48A, 831—835.

IUPAC Commission on the Nomenclature of Organic Chemistry (CNOC) and IUPAC-IUB
Commission on Biochemical Nomenclature (CBN), The nomenclature of steroids, Revised
tentative rules— 1967 (1969) Eur. J. Biochem., 10, 1—19. Patrz takze str. 133— 153 w [12],



182

18.

SLOWNICTWO [20]

Polskie Towarzystwo Chemiczne. Nomenklatura Zwigzkdw Organicznych. Steroidy i cyklitole
(zalecenia), PWN, Warszawa-t.6dz 1979.

IUPAC Commission on the Nomenclature of Organie Chemistry (CNOC), Rules for the
nomenclature of organic chemistry, Section E: Stereochemistry, Recommendations— 1974
(1976) Pure Appl. Chem., 45, 11—30. Patrz takze str. 1—18 w [12] i str. 473—490 w [15].
Polskie Towarzystwo Chemiczne. Nomenklatura Zwigzkéw Organicznych. Cze$¢ E, PWN,
Warszawa-£6dz 1979.



[21] SLOWNICTWO 183

I11. Stownictwo i symbole kwasu foliowego i zwigzkow
pokrewnych

Opracowano na podstawie dokumentu Wsp6lnej Komisji Nomenklatury Biochemicznej (JCNB)
IUPAC-IUB: “Nomenclature and symbols for folic acid and related compounds. Recommendations
1986, opublikowano w Eur. J. Biochem., (1987), 168, 251—253.

opracowata Barbara Rzeszotarska

Komisja Stownictwa Biochemicznego uprzejmie dziekuje profesorowi Osmanowi Achmato-
wiczowi za konsultacje przy opracowaniu dokumentu.

Spis tresci

1. Wstep
2. Skorygowane zalecenia
2.1. Zwigzek macierzysty
2.2. Numerowanie
2.3. Glutaminowe pochodne kwasu foliowego
2.4. Folian i kwas foliowy
2.5. Rodzajowe uzycie terminu foliany
2.6. Zwigzki uwodorowane
2.7. Podstawniki
2.8. Symbole i skréty
3. Pi$miennictwo

1. Wstep

Foliany stanowig grupe zwigzkdw heterocyklicznych zawierajacych szkielet
kwasu 4-[(pterydyn-6-ylometylo) amino] benzoesowego (Ryc. 1) zwigzany z
resztg lub resztami glutaminianowymi. Przedstawiony dokument jest skorygo-
wang wersjg zalecen Komisji Nomenklatury Biochemicznej IUPAC-IUB,
sporzgdzonych w 1964 r. [ 1]. Gtéwne zmiany sg konsekwencjg wzrostu wiedzy o
stereochemii folianéw. Dokument zawiera takze zalecane stownictwo zwigzkéw
uwodorowanych i podstawnikéw, jak rowniez symbole i skroty.

0
o, @ zh
N 9/ CcoO
A
HN3 > 5\6 CH,
8
h2n N N

Ryc. 1. Kwas pteroinowy
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2. Skorygowane zalecenia

2.1. Zwigzek macierzysty

Podstawe grupy zwigzkéw, o ktérych mowa stanowi kwas pteroinowy (Ryc.
1). Sole tego kwasu nazywa sie pteroinianami, a grupe acylowg — pteroilem.
Uwagi:

1) Struktura pokazana na rycinie 1 ma nazwe systematyczng: Kwas
4-{[(2-amino-3,4-dihydro-4-oksopterydyn-6-ylo) metylo] amino} benzoesowy.
Morfem “dihydro” w tej systematycznej nazwie macierzystego, nieuwodorowa-
nego zwigzku powinien by¢ starannie odr6zniany od morfemu “dihydro” w
nazwach pochodnych uwodorowanych (paragraf 2.6).

2) W biologicznie waznych pochodnych wystepuje réwniez 2-aminoptery-
dyn-4(3H)-on, ktéry mozna nazwac pteryna.

2.2. Numerowanie

Numerowanie atoméw pokazuje Ryc. 1
Uwaga: Numery 58, i 10 jednoznacznie okre$lajg pozycje atomow azotu w
czasteczce. Nie nalezy zatem wprowadza¢ symbolu N do nazwy przy wskazywa-
niu podstawnikéw przy tych atomach. Atomy wegla wspoélne dla dwoch
pierscieni numeruje sie 4a i 8a, co umozliwia opisanie zwigzkéw uwodorowanych
w tych pozycjach.

2.3. Glutaminianowe pochodne kwasu foliowego

Zwiazki, w ktérych kwas pteroinowy zwigzany jest z resztg lub resztami
L-glutaminianowymi nazywa sie pteroiloglutaminianem, pteroilodiglutaminia-
nem itd (nie uzywa sie nazwy pteroilomonoglutaminian; patrz réwniez paragraf
2.4)). Przyjmuje sie, ze druga i kazda nastepna reszta glutaminianowa taczy sie z
poprzedzajaca wigzaniem y-peptydowym, zatem:

Pteroil-NH-CH- CH2-CH2-CO-NH-CH- CH2-CH2-CO-NH...itd.

Powyzsze nazwy mozna réwniez stosowaé w sensie rodzajowym. Tak wiec
“pteroiloheksaglutaminian” moze by¢ uzyty do oznaczenia jakiegokolwiek
zwigzku o tej podstawowej strukturze lub ich mieszaniny bez wzgledu na star
uwodorowania pierscienia pterydynowego lub jego jednoweglowe podstawniki.
Termin “pteroilopoliglutaminiany” ma jeszcze szerszg konotacje i stosuje sie do
wszystkich zwigzkéw z wiecej niz jedng resztg glutaminianowa.

2.4. Folian i kwas foliowy

Nazwy: folian i kwas foliowy sg uprzywilejowanymi synonimami pteroilo-
glutaminianu i kwasu pteroiloglutaminowego.
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2.5. Rodzajowe uzycie terminu foliany

Termin foliany mozna stosowac¢ w sensie rodzajowym do nazwania jakiego-
kolwiek zwigzku z grupy pteroiloglutaminianéw lub ich mieszaniny niezalezne
od stopnia uwodorowania pierécienia pterydynowego, jednoweglowych pod-
stawnikéw i liczby reszt glutaminianowych.

2.6. Zwiazki uwodorowane

Zwigzki uwodorowane oznacza sie przedrostkami “dihydro-”, “tetrahydro-”
itd., z cyframi wskazujacymi pozycje dodatkowych atoméw wodoru, o ile pozycje
te sg znane. Przyjmuje sig, ze pochodna tetrahydro- jest uwodorowana w
pozycjach 5, 6, 7, i 8, a dihydro- w pozycjach 7i 8, o ile nie zaznaczono inaczej.

Skoro absolutna konfiguracja atomu C-6 naturalnych sterecizomerow
tetrahydropteroiloglutaminiandw jest znana, zawsze kiedy mozliwe nalezy
uzywa¢ symboli R, S lub ambo-. (Przedrostek ambo- oznacza mieszanine
czasteczek, z ktérych jedne maja konfiguracje R a drugie S na atomie, do ktérego
symbol ten sie odnosi; jest on szczeg6lnie uzyteczny przy nierbwnym udziale
sktadnikéw, wynikajagcym z obecnos$ci w czgsteczce innych centréw chiralnych,
jak centra reszt glutaminianowych. Doktadniejsze wyjasnienia znajdujg sie w
rozdziatach 3AA-13.2 i 3AA-19.2 dokumentu cytowanego w punkcie 2 spisu
piSmiennictwa). Wszystkie znane naturalne sterecizomery maja te samg konfi-
guracje jak (6S)-tetrahydrofolian, a w ich wzorach przedstawionych tak jak na
rycinie latom wodoru przy C-6 umieszczony jest ponizej ptaszczyzny papieru. Sg
one jednak oznaczane raz jako R, a raz jako S w zaleznosci od regut
pierwszernistwa (uzupetnienie 2 w dokumencie cytowanym w punkcie 3 spisu
pismiennictwa). Przyktady podano ponizej w paragrafie 2.8.(f). Jedli konfiguracja
przy C-6 zwigzku majgcego wodor przy tym atomie jest nieznana, mozna uzy¢
symboli (+),(-), lub (+), aby wskazaé¢ aktywno$¢ optyczna.

2.7. Podstawniki

Pospolite podstawniki okre$la sie przedrostkami, pochodzacymi z ogélnych
regut stownictwa zwigzkéw organicznych (3-6), wraz z numerami wskazujgcymi
podstawione pozycje. Przedrostek oznacza, ze podstawnik zastepuje jeden atom
wodoru w macierzystej strukturze w przypadku formylu, metylu lub grupy
formiminowej, lub dwa takie atomy w przypadku metenylu. Powyzsze trzeba
mie¢ na uwadze w bilansowaniu rownan zawierajgcych tetrahydrofoliany.
Metylen (CH2) i metenyl (CH) (patrz Tabela) tworza mostek miedzy atomem
azotu 5a 10 folianéw uwodorowanych. W przypadku metenylu tadunek dodatni
umieszcza sie w obrebie struktury N ......... CH ... N.

Dla wygody, przedrostek okreslajagcy uwodorowanie (dihydro- lub tetrahy-
dro) traktuje sie jako nieroztaczny (odnosnik (5), reguta C-16.1) i jako taki
umieszcza bezposrednio przed rdzeniem nazwy (folian, pteroiloglutaminian).
Przedrostki okreSlajgce inne podstawniki umieszcza sie przed dihydro- lub
tetrahydro-.



186 SEOWNICTWO [24]

Tabela 1
Podstawnik Symbol Wz6r strukturalny
Formimino*) NHCH— HN=CH-—
Formyl HCO 0=CH
Metyl ch3— ch3—
Metylen ch?2 ch?2
Metenyl*) —CH+— —CH= w formach mezomerycznych

[>N—CH =N +<<->)N+=C H —NK<]

*) Systematycznymi nazwami HN=CH — i —CH =sg iminometyl (lub formimidoil) i metyliden. Podano
jednak nazwy powszechnie uzywane w praktyce biochemicznej. Formimino nie nalezy myli¢ z formyloimino
(HC(O)N-.

2.8. Symbole i skroty

Czesto dla wygody, przede wszystkim, aby skroci¢ dtugie nazwy w réwna-
niach, tabelach i na rycinach, omawiane tu zwigzki oznacza sie symbolami. We
wszystkich przypadkach, w ktérych moga powsta¢ watpliwosci, symbole nalezy
zdefiniowa¢ lub nazwy zwigzkéw podaé¢ w peinym brzmieniu. Zaleca sie
stosowanie nastepujacych zasad:

a) Przedkiada sie nazwe folian nad nazwe kwas foliowy. Poniewaz termin
folian jest krétki, nie nalezy go skracac.

b) Pteroinian (lub pteroil lub kwas pteroinowy) okresla sie tréjliterowym
symbolem Pte.

¢) Kwasy pteroiloglutaminowe lub ich sole oznacza sie symbolami PteGlu,
PteGlu2, PteGlu3itd. Liczby wskazujg liczbe reszt glutaminianowych. (Symbol
Glu pochodzi ze standardowych symboli aminokwasow [2]. W serii folianow
Glu oznacza kwas glutaminowy dotgczony w sposéb oméwiony w paragrafie 2.3,
o ile nie podano inaczej).

d) Uwodorowanie pochodnych okre$lajg przedrostki H2 i H4 umieszczone
przed gtéwnym symbolem ze wskazaniem pozycji, o ile to potrzebne, np.
H 2folian, H4PteGlu3. Nie powinno sie uzywa¢ symboli DH i TH.

e) Podstawniki oznacza sie symbolami pochodzacymi od ich wzorow
strukturalnych, jak pokazano w tabeli 1. Pozycje podstawnika podaje sie przed
symbolem jego nazwy.

f) Przedrostki H2, H4 i inne mozna uzywa¢ z terminem “foliany” lub
“pteroiloglutaminiany” majagc na mysli zwigzki uwodorowane i/lub zmodyfiko-
wane (bez okre$lenia liczby reszt kwasu glutaminowego w czasteczce).

Ponizej podano przyktady naturalnych stereocizomerow:

(6S)-H4folian (6S)-5,6,7,8-tetrahydrofolian
(6S)-5,6,7,8-tetrahydropteroiloglutaminian
(6R)-5,10-CH2-H 4folian (6/?)-5,10-metylenotetrahydrofolian
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(6S)-5-CH3-H4PteGlu3 (6S)-5-metylotetrahydropteroilotriglutaminian

(6/2HO-HCO-H4PteGlun (6R)-10-formylotetrahydrofolian, (lub (6K)-10-formylotetrahydropte-
roilopoliglutaminian, jezeli wyklucza sie¢ n = 1)

(6R)-5,10-CH +-H 4folian (6R)-5,10-metenylotetrahydrofolian

(6S)-5-CHO-H4folian (6S)-5-formylotetrahydrofolian

Ponizej podano przyktad mieszaniny stereocizomerow:

(6-ambo)-5-CHO-H4folian (6-ambo-5-formylotetrahydrofolian

Opracowanie otrzymano 8 lipca 1988 r.
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SPRAWOZDANIA

Miedzynarodowa Letnia Szkota na temat ,,Nowe Techniki i Kierunki Badan w
Pracach nad Fotosyntezg” — NATO/FEBS Summer School

“Techniques and New Developments in Photosynthesis” (Spetsai, Grecja 31 lipca— 13 sierpnia 1988)

Tegoroczna Letnia Szkota Biochemiczna poswiecona fotosyntezie byta kolejnym tego typu
spotkaniem. Pierwsze z nich odbyto sie w tym samym miejscu 10 lat temu. Jednym z gtéwnych
organizatorow kursu byt woéwczas George Akoyunoglou (Grecja). W biezacym roku zjazd
dedykowano jego pamieci. W komitecie organizacyjnym Szkoty znalezli sie: Jim Barber (Anglia),
Richard Malkin (USA) i Roland Douce (Francja). W spotkaniu wzieto udziat ponad 120 os6b z 21
krajow $wiata. Najliczniej reprezentowane byly: Anglia, Stany Zjednoczone, RFN i Grecja.

Szkote otworzyt wyktadem inauguracyjnym pt. ,Energia stoneczna, jej wychwytywanie i
wykorzystanie” profesor Sir George Porter (Anglia), laureat nagrody Nobla. W czasie kursu 20
innych wyktadowcéw z czotowych osrodkéw biochemicznych $wiata wygtosito 46 godzinnych
wyktadow poswieconych fotosyntezie. Byli to: B. Andersson (Szwecja), J. Barber (Anglia), J.Joyard
(Francja), T. A. Dyer (Anglia), K. Gounaris (Anglia), J. C. Gray (Anglia), M. C. Guerrero (Hiszpania),
U. Heber (RFN), R. Malkin (USA), B. A. Melandri (Witochy), H. Michel (RFN), E. Nabedryk
(Francja), I. Ohad (lzrael), L. Packer (USA), G. C. Papageorgiu (Grecja), B. Ramage (USA), M. Stitt
(RFN), W. Vermaas (USA), D. A. Walker (Anglia), C. A. Wright (USA).

Poza tym odbywato sie 7 tzw. ,,dyskusji okragtego stotu™ oraz prezentacja wynikéw w czasie sesji
plakatowych. Problematyka zaje¢ obejmowata kilka grup tematycznych:

1) Absorpcja $wiatta, struktura komplekséw chlorofilowo-biatkowych i przekazywanie energii.

2) Struktura bton fotosyntetycznych i zmiany w nich zachodzace pod wpltywem czynnikéw
stresowych.

3) Struktura i funkcja fotosyntetycznego centrum reakcji.

4) Wydzielanie tlenu, funkcje chinonéw, kompleks cytochrom b6/f.

5) Fosforylacja i mechanizm sprzezenia energetycznego.

6) Metabolizm dwutlenku wegla ijego regulacja.

7) Biologia molekularna aparatu fotosyntetycznego.

Wielka zastuga organizatorow byto wydanie materiatéw zjazdowych i to nie tylko streszczen
plakatow, ale i wykladéw. Ponadto komunikaty majg ukaza¢ sie¢ w formie rozszerzonych,
kilkustronicowych prac, ktérych maszynopisy uczestnicy Szkoly przekazali organizatorom w czasie
jej trwania. Mitym urozmaiceniem kursu byto kilka wycieczek do innej czesci wyspy oraz na pobliski
Peloponez.

Letnia Szkota na temat Fotosyntezy na pewno pozostanie na dlugo w pamieci jej uczestnikéw
dzieki zdobytej tu wiedzy oraz nawigzaniu nowych kontaktéw naukowych.

Joanna Gemel
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IV Sympozjum Fluorowe Polskiego Towarzystwa Biochemicznego w Szczecinie

IV Sympozjum Fluorowe zorganizowane przez Oddziat Szczecinski Polskiego Towarzystwa
Biochemicznego odbyto sie w dniach 1—2 wrze$nia 1988 roku na terenie Pomorskiej Akademii
Medycznej, w ramach obchod6w 40-lecia istnienia Uczelni. W obradach brato udziat okoto 80 oséb,
chociaz nie wszyscy wspotautorzy prac, zwlaszcza zamiejscowi, mogli przyby¢é na obrady. Na
program Sympozjum ztozyo sie 10 referatéw i 30 plakatéw. Pierwszego dnia w sesji przedpotudnio-
wej przedstawiono 6 referatéw, a w godzinach popotudniowych miata miejsce prezentacja plakatow.
W drugim dniu wygtoszono 4 referaty. Kolejno$¢ referatow byta nastepujgca:

1 Czy istnieje gtod fluorowy u ludzi (Z. Machoy, Szczecin);

2. Najnowsze kierunki w chemii i technologii fluoru (U. Glabisz, Szczecin);

3. Rola biologiczna fluorowanych nukleozydéw i nukleotydéw (K. Jacyszyn, Wroctaw);

4. Przypadki ostrych $miertelnych zatrué¢ zwigzkami fluoru w praktyce Instytutu Ekspertyz
Sadowych (J. Markiewicz, J. Sadlik, Krakéw);

5. Przewlekte narazenie cztowieka na zwiazki fluoru na terenach uprzemystowionych iniektére
zwigzane z tym zmiany enzymatyczne oraz konsekwencje zdrowotne (M. Guminska, Krakéw);

6. Fluoride accumulation in antarctic Krill and consequences to its natural predators (D.
Adelung, Kiel, RFN);

7. Different sensitivities to fluoride in humans and animals. An overview (H. Runge, J. Franke,
Halle — Erfurt, NRD);

8. Diagnostyka kliniczna fluorozy przemystowej (E. Czerwinski, Krakow);

9. Experimental fluorosis in rat: sodium fluoride induced changes of bone and cartilage (M. Bely,
T. Pinter, A. Apathy, Budapest, Wegry);

10. Effects of fluoride emmissions in the vicinity of industry (Ch. Schmit, NRD);

Dyskusje odbywaty sie po kazdym z referatéw. Na zakoriczenie obrad zorganizowane zostato,
pod kierownictwem prof. Guminskiej, spotkanie autoréw plakatéw. Miato ono na celu przedyskuto-
wanie przedstawionych plakatow, wystuchanie uwag, komentarzy, wyjasnien izarzutéw merytorycz-
nych. Stanowito wiec wazng cze$¢ tego interdyscyplinarnego sympozjum. A oto kilka z wybranych
stwierdzen. Fluor, ktéry bytjednym z pierwszych znanych inhibitoréw wielu reakcji enzymatycznych,
oddziatywuje wedtug réznorodnych mechanizméw. Najogdlniej méwigc, doprowadza on do
wyeliminowania z organizméw wplywéw wielu podstawowych kationéw. Jego penetracja, nie tylko
do tkanek twardych, ale takze do tkanek miekkich jest zastanawiajgca i btyskawiczna. Dramaturgia
kilku ostrych zatru¢ byta przedstawiona w referacie prof. Markiewicza. Do poznanych juz wcze$niej
negatywnych wptywoéw fluoru na szlaki metaboliczne cukrow, biatek, lipidéw i wytwarzania energii
dochodzg oddziatywania immunologiczne, o ktérych dotychczas mato byto wiadomo. Na uwage
zastuguje doniesienie A. Wedzisz i wspét., ze przy podawaniu matych dawek fluorkéw ich kumulacja
w kosciach izebach jest w przyblizeniu jednakowa, ale przy zwiekszonych dawkach fluorkow wiecej
ich gromadzi sie w ko$ciach niz w zebach. Moze to mie¢ praktyczne znaczenie dla stomatologéw w ich
programach profilaktycznych zwalczania prdéchnicy zebdw poprzez fluorkowanie wody pitnej.
Jeszcze ciekawiej wyglada przemieszczanie sie fluoru u antarktycznego kryla. Po jego odtowieniu, w
temperaturze ponizej 0JC, ma miejsce szybka proteoliza i przemieszczanie sie fluoru z pancerza do
tkanek miekkich, co bardzo obniza warto$¢ uzytkowa jego biatka. Tym i innym wypowiedziom
zostanie poswiecone osobne opracowanie w wydawnictwie specjalistycznym.

W czasie ogdélnej dyskusji sprecyzowano pewne postulaty dotyczace opracowania ponownej
weryfikacji metod analitycznych w zakresie diagnostyki badan pracownikéw zatrudnionych w
zaktadach przemystowych, przerabiajgcych materiaty zawierajace zwigzki fluoru. Organizatorom
sympozjum sugerowano zorientowanie sie w mozliwos$ciach utworzenia w Polsce filii Miedzynaro-
dowego Towarzystwa Badania Fluorkéw (ISFR).

10-letni okres czasu, w ktérym odbyly sie w Szczecinie cztery sympozja fluorowe sktania do
oceny ich znaczenia naukowego. Organizatorzy | Sympozjum w 1979 roku nie przypuszczali, ze
przeksztatca sie¢ one w regularne spotkania naukowe. Wydawato sie, ze fluor jako pierwiastek nie
stanowi dostatecznie duzego obszaru dla dziatalno$ci naukowej. Obecnie jednak przemianami fluoru
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zajmuja sie specjalisci wielu gatezi nauki. Jest to wynikiem szczegélnych wiasciwosci fluoru, ktéry
odgrywa znaczng role nie tylko w chemii, gtdwnie w roéznych procesach syntezy i technologii
chemicznej, lecz réwniez w stomatologii, medycynie, weterynarii, toksykologii, biochemii, rolnictwie i
wielu innych dziedzinach. Najwieksze zainteresowanie fluorem wykazuja toksykolodzy, ktorzy w
zatruciach przewleklych, by¢ moze bardziej niz w zatruciach ostrych, widzg narastajgce niebezpie-
czenstwo ekologiczne. Polska ma szczegblne powody ku temu, by bacznie obserwowaé skutki
wywotane rozprzestrzenianiem sie zwiazkoéw fluoru w atmosferze, a poprzez nia oddziatywanie na
wode, glebe, rosliny, zwierzeta i ludzi. Ujemne skutki obserwuje sie juz nie tylko wokot duzych
zaktadéw przemystowych, ale na ogromnych obszarach nieuprzemystowionych z powodu spalania
ogromnych iloéci wegla niskogatunkowego, zawierajgcego zwiazki fluoru. Wegiel zapewne jeszcze
dtugo bedzie w Polsce gtéwnym Zrédtem energii, co nie napawa ekologéw optymizmem. Znaczne
ilosci fluoru sg wprowadzane do gleby takze z nawozami sztucznymi.

Zainteresowanie dotychczasowymi sympozjami fluorowymi obrazuje zatgczona tabela, ktora
informuje o ilosci prac pochodzacych z réznych osrodkdéw.

Obszerniejsze i doktadniejsze sprawozdania z sympozjoéw byly publikowane w czasopismach
krajowych (Bromatologia i Chemia Toksykologiczna, Czasopismo Stomatologiczne) izagranicznych
(Fluoride). Dzieki wydaniu ksigzkowych materiatéw zjazdowych z 1, Il i IV Sympozjum i
skréconego opracowania z Il Sympozjum, opublikowanego w Czasopi$mie Stomatologicznym,
kazdy zainteresowany problematyka fluorowg znajdzie w nich sporo informacji. Wydawnictwa te
zostaty zamowione przez liczne biblioteki krajowe i informacyjne centra zagraniczne (zawieraja
tytuty i streszczenia w jezyku angielskim). Coraz czesciej odzywajg sie glosy, aby szczecinskim

sympozjom fluorowym nada¢ range spotkan miedzynarodowych.
Zygmunt Machoy

Tabela 1
Sympozja fluorowe w Szczecinie i ilo$¢ zgtoszonych prac w poszczegélnych latach
Lp. Osérodek 1979 1983 1986 1988
1  Biatystok 1 5 —_ —_
2. Jabtonna — 1 — —
3. Jelenia Goéra 1 1 1 1
4. Krakow 5 8 6 5
5. Kielce — — 1 —
6. Kornik 1 1 1 1
7. Lublin 4 2 1 1
8. Lodz 2 3 3 5
9. Olsztyn-Kortowo — — — 2
10. Poznan 5 3 5 —
11.  Putawy — — 2 2
12.  Slask-Sosnowiec 7 — 1 3
13.  Szczecin 26 18 18 17
14, Warszawa 1 — — —
15.  Wroctaw 4 2 1 1
16. USA (San Francisco, Warren) 1 1 — —
17. NRD (Erfurt, Cottbus, Heide-
nau, Halle) - 1 2 3
18. RFN (Wuxrzburg, Kiel) — 1 1 1
19. Czechostowacja (Ceske Budejo-
wice) — — 1 —
20. Dania (Odense) — — 1 —
21.  Wegry (Budapest) — — — 1
22.  Turcja (Ankara) — — — 1

13  Postepy Biochemii 1—2/89
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Tabele nalezy kolejno numerowac cyframi arabskimi. Tytuty tabel i nagtéwki rubryk powinny
jasno opisywac ich tre$¢ zaznaczajac z jakich(jakiej) prac(y) pochodza informacje podane w tabeli.

Ryciny, tj. wykresy, rysunki, schematy lub fotografie nalezy opatrzy¢ numeracjg w kolejnosci ich
omoéwienia w tekscie. Przyjmuje sie zasade numeracji rycin cyframi arabskimi, a wzorow cyframi
rzymskimi. Fotografie czarno-biate (kontrastowe) powinny by¢ wykonane na papierze matowym.
Pozostate ryciny nalezy wykonac¢ tuszem na biatym papierze lub na kalce technicznej. Wymiar ryciny
nie powinien by¢ mniejszy niz 10 x 15cm, a naniesione linie nie powinny by¢ ciefisze niz 1mm. Ramki
ujmujace wykresy mozna wykonac linig ciefszg niz linie wtasciwe wykresu. Cyfry i litery stuzace do
opisu rysunku powinny mie¢ wysoko$¢ nie mniejszg niz 5 mm. Na rysunkach nie nalezy umieszczac
opiséw stownych, lecz postugiwaé sie skrétami. Osie wykreséw natomiast winny by¢ opatrzone
napisem tatwo zrozumiatym. Dla oznaczenia punktdw doswiadczalnych mozna stosowac nastepu-
jace symbole: O O A ® m A. Rycine nalezy opatrzy¢ na odwrocie oznaczeniem ,,géra” i ,,dot”
(otéwkiem). Decyzje o stopniu zmniejszenia ryciny podejmie wydawca.

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

Ze wzgledu na wewnetrzng spoistos¢ artykutu zaleca sie autorom konstruowanie oryginalnych
rysunkéw i zhiorczych tabel na podstawie danych z pi$miennictwa. Prawie wszystkie czasopisma
zastrzegaja sobie wylgcznos$¢ druku prac wraz z ich dokumentacjg (Copyright). Przed wigczeniem
tabel, wykreséw czy schematéw do artykutu przeznaczonego do publikacji w ,,Postepach Biochemii*
nalezy uzyska¢ zgode na przedruk i przedtozy¢ ja Redakcji.

Pismiennictwo: w artykule nalezy cytowac prace oryginalne z ostatnich Kkilku lat oraz
najwazniejsze artykuty przeglagdowe omawiajac przedstawiong dziedzine z uwzglednieniem artyku-
téw opublikowanych w,,Postepach Biochemii”. W tekscie nalezy podawac jedynie nazwiska badaczy,
ktérych prace majg podstawowe znaczenie w przedstawionej dziedzinie. Omawiane prace trzeba
numerowaé w kolejnosci ich cytowania w tekscie. Wykaz piSmiennictwa obejmuje zatem prace
opatrzone kolejnymi numerami, ale nie uporzadkowane alfabetycznie. Odno$niki bibliograficzne
winny mie¢ forme zalecang przez Komisje wydawcéw Czasopism Biochemicznych Miedzynarodowej
Unii Biochemikéw (IUB). Spos6b cytowania czasopism (1), monografii (2), rozdziatéw z ksigzek
jednotomowych (3), rozdziatéw z tomoéw serii opracowanej przez tych samych redaktorow (4),
rozdziatow z tomow serii opracowanych przez réznych redaktoréw (5)— podane na nastepujacych
przyktadach:

1 Hildenbrandt G. R. Aronson N.N., (1980), Biochim. Biophys. Acta. 631, 499-502.

2. Bostock C.J., Sumner A.T., (1978). The Eukaryotic Chromosome, str. 233-268; North-Hol-

land, Amsterdam.

3. Norbeth T., Piscator M., (1979), w Handbook on the Toxicology of Metals (red. Friberg L.,

Nordberg G. F., Vonk V.B.,), str. 541-553; Elsevier North-Holland, Amsterdam.

4. De Ley J., Kersters., (1975), w Comprehensive Biochemistry, (red. Florkin M., Stotz E.H.,),

tom 29 B. str. 1-77; Elsevier, Amsterdam.

5. Franks N.P., Lieb W. R., (1981), w Research Monographs in Cell and Tissue Physiology, tom

7 (red. Knight C. G.), str. 243-272; Elsevier/North-Holland, Amsterdam.
Zatgczniki: kazdy zatacznik nalezy sporzadzi¢ w 2 egz. na oddzielnych kartkach i opatrzy¢ kolejnym
numerem odpowiadajgcym numerowi uzytemu w tekscie oraz oznaczy¢ (na gorze stronicy otéwkiem)
nazwiskiem pierwszego autora i poczagtkowymi wyrazami tytutu pracy.
Redakcja prosi o wiasciwe pakowanie artykutdw, aby zabezpieczy¢ maszynopis i ilustracje przed
pogieciem.
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