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I. Neurohormonalna funkcja podwzgorza

W roku 1947 Green i Harris (1) sformutowali hipoteze mdéwiaca
0 podwzg6rzowej regulacji dziatania przysadki moézgowej. Wedtug tej hipo-
tezy podwzgdrze wydziela zwigzki zwane czynnikami albo hormonami,
ktére stymulujg lub hamujg wydzielanie poszczeg6lnych hormondéw przy-
sadki. Hipoteza wskazuje wiec na podwzgorze jako miejsce przeksztatcenia
informacji dostarczonej przez uktad nerwowy w informacje zawartg w hor-
monach. Te z kolei przenoszone przez uktad krwionosny reguluja meta-
bolizm catego organizmu. Nastepne lata przyniosty szereg danych potwier-
dzajagcych neurohormonalng funkcje podwzgdrza.

Tyreoliberyna — czynnik uwalniajacy tyreotropine (thyrotropin-relea-
sing factor, TRF), nazywany tez hormonem uwalniajgcym tyreotropine

*) Dr, Zaktad Biochemii, Centrum Medyczne Ksztalcenia Podyplomowego, ul. Ma-
rymoncka 99, 01-813 Warszawa

Wykaz stosowanych skrétow: DOPA — 3,4-dwuhydroksyfenyloalanina; BAL —
2,3-dwumerkaptopropanoL
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(thyrotropin releasing hormone, TRH) jest jednym z hormonoéw podwzgoé-
rza. Hormon ten stymuluje wydzielanie tyreotropiny (TSH) przez czes¢
gruczotowg przysadki mbézgowej a poprzez uwalnianie tego hormonu regu-
luje czynno$¢ wydzielnicza tarczycy. Ponadto stwierdzono stymulujacy
wptyw tyreoliberyny na wydzielanie prolaktyny. Wiadomo tez, ze jest ona
regulatorem okreslonych proceséw zachodzacych w samym maozgu.

Il. Metody oznaczania tyreoliberyny

Biologiczny test okreS$lania poziomu hormonu opracowano na podsta-
wie stymulacji uwalniania tyreotropiny z przysadki i w ten sposoéb pobu-
dzania czynnosci wydzielniczej komorek tarczycy. W tekscie tym badany
roztwor podaje sie zwierzeciu droga dozylng. Poziom tyreoliberyny wy-
licza sie najczeSciej na podstawie wzrostu ilosci tyreotropiny w surowicy
krwi, rzadziej wzrostu ilosci hormonoéw tarczycy lub wzrostu wigczania
znakowanego jodu do tych hormonéw (2, 3, 4). Ten przyzyciowy test ozna-
czania tyreoliberyny jest stosunkowo mato czuty. W zaleznosci od warun-
kow doswiadczenia tyreoliberyne oznacza sie w ilosciach nano- lub mikro-
gramowych.

Drugi, bardzo czuty test biologiczny przeprowadzany jest w warunkach
in vitro. W tekscie tym do zawiesiny przysadek lub hodowli komérek
czesci gruczotowej przysadki dodaje sie badany roztwdér. Nastepnie mierzy
sie przyrost ilosci tyreotropiny w komorkach i ptynie inkubacyjnym, kt6-
ry jest proporcjonalny do ilosci dodanej tyreoliberyny (5, 6). Obie te me-
tody opierajag sie na badaniu podstawowej aktywnos$ci biologicznej hor-
monu, to jest stymulacji wydzielania tyreotropiny. W pewnych pracach
badawczych stosuje sie podobne metody polegajace jednak na oznaczaniu
stymulacji wydzielania prolaktyny przez tyreoliberyne (2).

Nastepng metode oznaczania tyreoliberyny opracowano na podstawie
badan wigzania hormonu poprzez jego receptory w komoérkach przysadki.
Dodanie badanego roztworu tyreoliberyny do uktadu zawierajgcego recep-
tor i hormon radioaktywny zmniejsza ilos¢ radioaktywnosci zwiazanej
z receptorem. Z r6znicy tej mozna wyliczy¢ ilos¢ dodanej tyreoliberyny
z doktadnoscia rzedu pikogramdw. Ta metoda radioreceptorowa stosowana
jest dotychczas jedynie w pracach badawczych (7, 8), ale prawdopodobnie
w przysztosci moze byé standardowg metoda oznaczania tyreoliberyny.

Obok oznaczania aktywnosci biologicznej tyreoliberyny czesto oznacza
sie jej poziom metoda radioimmunologiczng. Metoda ta zblizona jest do
metody radioreceptorowej z tg rdznica, ze znakowany hormon wigze sie
z przeciwciatem przeciwko tyreoliberynie, a nie z receptorem. Nastepnie
po dodaniu badanego roztworu cze$s¢ hormonu znakowanego zostaje na za-
sadzie kompetycyjnej wyparta z kompleksu z przeciwciatem. Ilo$¢ niezna-
kowanego hormonu wylicza si¢ na podstawie rdznicy radioaktywnosci
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zwigzanej z przeciwciatem w nieobecnosci i obecnosci zwigzku nieradio-
aktywnego. Metoda radioimmunologiczng oznacza sie pikogramowe ilosci
tyreoliberyny (9, 10, 11).

I11. Struktura

Tyreoliberyne po raz pierwszy wyizolowali w roku 1966 Schally
i wsp. (12) z czesci gruczotowej podwzgdrza Swini. Nastepnie otrzymano
hormony z podwzgo6rzy wolu, owcy, Swini oraz podwzgérzy czlowieka
i w latach 1969—1970 ustalono ich strukture (13, 14, 15, 16, 17). Przepro-
wadzono wiec analize chemiczng produktdw kwasowej hydrolizy tyreoli-
beryny oraz analize widma masowego, w podczerwieni (IR) i jadrowego
rezonansu paramagnetycznego (NMR) zaréwno natywnej czasteczki jak
i produktdw jej degradacji. Stwierdzono, ze hormony wydzielone z pod-
wzgérzy réznych organizmoéw majg te sama prostg budowe. Sg one tréj-
peptydem z cyklicznym aminokwasem N-kohAcowym oraz grupg amidowa
dotagczong do aminokwasu C-koncowego. Tyreoliberyna jest amidem
(Wzor 1) L-piroglutamylo-L-histydylo-L-proliny (pGlu-His-ProNH2.

Juz w 1969 roku Burgus i wsp. zsyntetyzowali tyreoliberyne przez
amonolize estru metylowego peptydu pGlu-His-Pro, a w roku 1970
Gillessen dokonat pierwszej kompletnej syntezy hormonu (17, 18).

H H2 H2
e B B B T
0= C. c—C-N-c-c m/ ?H2
\ n/h i \h~ch?2
~ |
H c=0
/C=<\ |

Pierwsze badania syntetycznych hormonoéw i ich chemicznych pochodnych
miaty na celu stwierdzenie, czy hormon w formie czynnej biologicznie ma
te samg strukture pierwszorzedowg co hormon wyizolowany z tkanek oraz
zbadanie jaka jest konformacja natywnej czasteczki tyreoliberyny. Wyka-
zano, ze syntetyczny hormon ma taka samg aktywnos$¢ biologiczng co hor-
mon natywny (14). Analog niecykliczny Glu-His-ProNH2 natomiast posia-
da tylko I°/o aktywnoSci tyreoliberyny (19). Preparatyka nie prowadzi
wiec do zmiany struktury czasteczki hormonu.

Widmo NMR tyreoliberyny sugeruje mozliwo$¢é wewnatrzczasteczko-
wej stabilizacji struktury tréjpeptydu. Rowniez badania statej dysocjacji
pierscienia imidazolowego, tyreoliberyny i jej analogéw wskazujg na sta-
bilizacje czasteczki poprzez wigzanie wodorowe pomiedzy pierwszo- a trze-
ciorzedowym azotem histydyny (20). Wydaje sie jednak, ze chociaz cza-
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steczka hormonu po wyizolowaniu ma forme ustabilizowang, aktywna bio-
logicznie czasteczka moze mie¢ catkowitg swobode katéw rotacji. Wskazujg
na to wyniki doswiadczen Donzela i wsp. (21), ktérzy stwierdzili, ze
analog z grupg metylowg dotgczong do wigzania peptydowego miedzy kwa-
sem piroglutaminowym i histydyng (NaMe His) TRF, w ktérym nie ma
miejsca na wigzanie wodorowe, wykazuje takg sama aktywno$¢ biologicz-
ng co czasteczka natywnego hormonu. Podobnie uwazajg Sievertsson
i wsp. (22).

Obecnie sg syntetyzowane zardwno tyreoliberyna nieradioaktywna (23)
jak i radioaktywna. Hormon znakuje sie przeprowadzajgc synteze che-
miczng przy uzyciu H-proliny lub MC-histydyny (17, 24, 25). Drugg me-
todg otrzymania tyreoliberyny znakowanej jest wprowadzenie 15 metodg
chloranaminowg do gotowej czasteczki hormonu (26).

IV. Metabolizm tyreoliberyny
1V -1. Biosynteza

Stezenie tyreoliberyny w podwzgdrzu dziesieciokrotnie przewyzsza jej
stezenie w pozostatych czesSciach moézgowia (27). Metoda radioimmunolo-
giczng badano rozmieszczenie tyreoliberyny w réznych czeSciach pod-
wzg0lrza i stwierdzono, ze hormon wystepuje gtdwnie w wyniostosci po-
srodkowej, stanowigcej dolng czes$¢ tak zwanego lejka taczacego podwzgo-
rze z czescia nerwowgq przysadki. Stezenie tyreoliberyny w tej czesci
wynosi az 38ng/mg biatka (3,6ng/mg tkanki), a obecno$¢ hormonu wykry-
wa sie przede wszystkim w zakonczeniach nerwéw dochodzacych do na-
czyn przysadkowego krazenia wrotnego (28, 29).

Synteza tyreoliberyny zachodzi w komorkach podwzgérza. Bezposred-
nim dowodem na to sa wyniki do$wiadczen ze znakowanymi aminokwa-
sami. | tak MC-prolina dodana do mieszaniny inkubacyjnej zawierajacej
skrawki uzyskane z réznych czesci mozgu wigczana jest do tyreoliberyny
jedynie w skrawkach otrzymanych z podwzgérza. W podobnym doswiad-
czeniu stwierdzono, ze inne narzady, jak np. watroba nie syntetyzuja
w sposob niespecyficzny hormonu (30, 31). McKelvy i wsp. (32, 33, 34)
badali w jakiego typu komérkach w podwzgdrzu syntetyzowana jest ty-
reoliberyna. Autorzy hodowali izolowany fragment wyniostosci posrod-
kowej w ciggu 13 dni. W okresie tym badali zmiany morfologiczne w ko-
mérkach, stezenie tyreoliberyny w komdrkach i ptynie inkubacyjnym oraz
biosynteze hormonu. Biosynteze okre$lali na podstawie pomiaru wiaczania
H-proliny do tyreoliberyny. Badania morfologiczne wykazaty, ze podczas
13 dni hodowli zakorniczenia akson6w stopniowo degeneruja sie. Natomiast
struktura pozostatych komoérek, a w szczegdlnosci wysScidtkowych nie ule-
ga zmianie. W czasie tych 13 dni biosynteza tyreoliberyny znacznie sie
obnizyta, pomimo statej szybkosci wchtaniania znakowanych aminokwa-
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sow przez tkanke. Réwnolegle do degeneracji elementéw nerwowych malat
poziom tyreoliberyny poczatkowo w tkance, nastepnie zar6wno w tkance
jak i w Srodowisku inkubacyjnym. Fakt ten wskazuje na udziat elemen-
tow neuronalnych w wytwarzaniu tyreoliberyny. Wyniki doswiadczen
Benneta i wsp. (35 potwierdzity udziat neuronéw w biosyntezie hor-
monu. Autorzy ci izolowali synaptosomy z komérek podwzgdrza owiec,
lub synaptosomy tylko z komoérek wyniostosci posrodkowej. Stwierdzili,
ze zawiesina synaptosoméw wydziela tyreoliberyne do $rodowiska inkuba-
cyjnego, przy czym przez synaptosomy otrzymane z calego podwzgérza
wydzielana jest niewiele wieksza ilos¢ hormonu od iloSci wydzielanej
przez synaptosomy uzyskane z wyniostosci posrodkowe;j.

Wzrost wydzielania tyreoliberyny obserwowano po elektrycznej sty-
mulacji zakonczen nerwowych jak réwniez po dodaniu dopaminy do mie-
szaniny inkubacyjnej. Inhibitorami wydzielania tyreoliberyny sa dodane
do uktadu 5-hydroksytryptamina i reserpina (30, 31).

Wydaje sie, na podstawie powyzszych wynikéw, ze istniejg wystar-
czajgce dowody do stwierdzenia, ze biosynteza tyreoliberyny zachodzi
w zakonczeniach wtékien nerwowych dochodzacych do wyniostosci posrod-
kowej podwzgorza i ze proces ten jest regulowany przez osrodkowy uktad
nerwowy. Jednak obecno$¢ stosunkowo duzej ilosci tyreoliberyny w réz-
nych czesciach mézgu i przechodzenie podanego dokomorowo hormonu
z ptynu mdzgowo-rdzeniowego do wyniostosci posrodkowej uwazane jest
przez niektérych autoréw za wskazowke biosyntezy tyreoliberyny poza
wyniosto$cig posrodkowa (36, 37, 38).

Tyreoliberyne mozna zsyntetyzowaé w warunkach in vitro w uktadzie
zawierajgcym homogenat podwzgdrza, aminokwasy, ATP i jony magnezu.
Do czasteczki hormonu wigczane sg znakowane aminokwasy MC-kwas glu-
taminowy, MC-prolina i MC-histydyna, natomiast nie jest wigczany MC-
kwas piroglutaminowy. Cyklizacja zachodzi wiec juz po utworzeniu
czasteczki trojpeptydu. Mechanizm tej cyklizacji nie jest znany, wiadomo
jedynie, ze w tkance moézgowej wystepuje cyklaza kwasu glutaminowego
(30, 31).

Po jednorazowym podaniu znakowanego aminokwasu maksimum ra-
dioaktywnosci w tyreoliberynie wystepuje po 40 minutach reakcji w tem-
peraturze 37° i pH 7,7 (30, 31). Znakowane aminokwasy wiaczane sg do
tyreoliberyny réwniez w obecnosci puromycyny, cykloheksoimidu lub
chloramfenikolu (30, 31, 33). Tak wiec tyreoliberyna nie jest syntetyzo-
wana na polirybosomach. Reich lin i wsp. (30, 31) stwierdzili, ze enzy-
my syntetyzujace tyreoliberyne wystepujg w supernatancie po wirowaniu
homogenatu podwzgo6rza przy 100 000xg. Enzymy te sg wrazliwe na takie
inhibitory jak HgCI2i jodoacetamid, a niewrazliwe na dziatanie RN-azy.
Uktad enzymoéw syntetyzujacych tyreoliberyne zostal wydzielony z pod-
wzgorzy Swini i oczyszczony 3000 razy (31).

Podwzgdrze potaczone jest z przysadka mdzgowa bezposrednio poprzez
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uktad przysadkowego krgzenia wrotnego. Stwierdzono, ze poziom tyreoli-
beryny we krwi tego krazenia jest wyzszy niz jej poziom we krwi obwo-
dowej i ze wiasnie ta droga tyreoliberyna bardzo szybko przenoszona jest
do przysadki (36).

Na podstawie szybkosci znikania radioaktywnego hormonu po wstrzyk-
nieciu szczurom znakowanej tyreoliberyny Redding i Schally (40)
stwierdzili, ze okres potrwania tyreoliberyny we krwi wynosi okoto 4 mi-
nut. Inaktywacja hormonu jest procesem enzymatycznym, maksymalny
rozpad zachodzi w temp. 37° przy obojetnym pH. Pierwszym etapem kata-
bolizmu czasteczki jest jej deaminacja z wytworzeniem tréjpeptydu pGlu-
His-Pro. Nastepnie peptyd jest hydrolizowany z uwolnieniem poszczegél-
nych aminokwaséw (17). Podczas oznaczania poziomu hormonu w surowicy
degradacji tej, znacznie obnizajgcej wyniki, zapobiega sie poprzez natych-
miastowe dodanie odpowiednich inhibitoréw enzyméw np. 2,3-dwumetylo-
merkaptopropanolu (BAL) (9, 11). Natychmiastowe zamrozenie i nastepne
rozmrozenie badanej krwi (ale nie samej surowicy) prowadzi do zahamo-
wania degradacji hormonu przez deamidazy (41). By¢é moze w wyniku tej
procedury z krwinek uwalnia sie czynnik, ktéry uniemozliwia deami-
dacje.

Nadmiar hormonu w samym podwzg6rzu ulega szybko rozpadowi. Pro-
ces ten nie zalezy od stopnia degeneracji zakonczen nerwowych komérek
podwzgolrza a reakcja prawdopodobnie zachodzi w komdrkach wyscidtko-
wych (34). Po inkubacji frakcji biatek rozpuszczalnych otrzymanych z ho-
mogenatu podwzgdrzy szczura z (H-Pro)-tyreoliberyng w mieszaninie in-
kubacyjnej wykrywa sie pochodng zdeamidowang, a wiec taki sam pro-
dukt degradacji jak w surowicy krwi. Deamidaza wystepujagca w pod-
wzgorzu nie jest jednak identyczna z enzymem z krwi poniewaz inna jest
jej wrazliwos$¢ na specyficzny inhibitor pGlu-HisOCH3 Jezeli znakowana
tyreoliberyne dodaje sie do catego homogenatu podwzgdrza obok tego troj-
peptydu i H-proliny, produktu jego hydrolizy pojawia sie amid proliny
(42, 43). Tak wiec w podwzgérzu wystepujg inne niz w surowicy enzymy
degradujace tyreoliberyne.

1V-3. Regulacja metabolizmu hormonu

Biosynteze tyreoliberyny reguluje osrodkowy uktad nerwowy za po-
$rednictwem neurotransmiteréw — katecholamin. Czynnikiem $rodowis-
kowym znacznie stymulujacym biosynteze hormonu jest dtugotrwate dzia-
fanie niskiej temperatury na organizm zwierzecia. Poza tym biosynteza
tyreoliberyny podlega réwniez regulacji hormonalnej. Hormon wzrostu
i prolaktyna obnizaja jg, a kortyzon podwyzsza. Hormony te dzialajg jezeli
poda sie je w dawkach farmakologicznych, a wiec znacznie przewyzsza-
jacych ilosci wystepujace w organizmie. Nie jest wiec pewne, czy w wa-
runkach fizjologicznych sg one réwniez regulatorem biosyntezy. Natomiast
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hormonami, ktére w warunkach fizjologicznych regulujg biosynteze ty-
reoliberyny sa hormony tarczycy. Zachodzi tu zjawisko dodatniego sprze-
zenia zwrotnego. | tak biosynteza tyreoliberyny u zwierzat, ktére pozba-
wiono tarczycy obniza sie, a u zwierzat ze sztucznie wywotang hyperty-
reozg sie podwyzsza (30, 31, 44).

Aktywnos$é enzymow degradujacych tyreoliberyne réwniez jest nizsza
w surowicy krwi zwierzat w stanie hypotyreozy, w surowicy za$ zwierzat,
ktorym podawono tréjjodotyronine znacznie przewyzsza ich aktywnos$é
w surowicy zwierzat kontrolnych (45). W chwili obecnej trudno jest jeszcze
poda¢ znaczenie fizjologiczne powyzszego wptywu hormonéw tarczycy na
zmiany aktywnosci obu podstawowych enzymdw biorgcych udziat w me-
tabolizmie tyreoliberyny.

V. Aktywnos$¢ biologiczna tyreoliberyny
V-1. Uwalnianie tyreotropiny

Jeszcze przed ustaleniem struktury tyreoliberyny wiadomo byto, ze po
elektrycznej stymulacji podwzgérza wzrasta wydzielanie tyreotropiny
przez komérki przysadki moézgowej. Nastepnie Martin i Reichlin
(46) stwierdzili, ze stymulacja podobna do elektrycznej zachodzi po
wstrzyknieciu szczurom syntetycznej tyreoliberyny. W dosSwiadczeniach
z hodowlg komorek przysadki badano (47) zmiany ilosci tyreotropiny w ko-
mérkach i w piynie inkubacyjnym po dodaniu tyreoliberyny do uktadu.
Stwierdzono, ze tyreoliberyna stymuluje zaréwno biosynteze jak i wy-
dzielanie tyreotropiny i wyliczono, ze kilkaset czasteczek tego hormonu
powstaje w odpowiedzi na jedng czasteczke egzogennej tyreoliberyny.

Zaledwie 107g tyreoliberyny podane dozylnie cztowiekowi powoduje
wyrazny przyrost tyreotropiny we krwi (2). Wzrost ten obserwuje sie juz
w 3 minuty po podaniu hormonu, przy czym wzrost ten u kobiet jest sil-
niejszy niz u mezczyzn. Stymulacje wydzielania tyreotropiny po dozyl-
nym podaniu hormonu uwalniajgcego, jak réwniez po podaniu dokomoro-
wym, podskérnym i doustnym wykazali tez inni autorzy (48, 49, 50).

Inna reakcja organizmu kobiet i mezczyzn na egzogenng tyreoliberyne
wskazuje na pewien udziat hormonoéw piciowych w regulacji procesu
uwalniania tyreotropiny. Proces ten regulowany jest gtéwnie przez hormo-
ny tarczycy (48, 49, 51, 52) przy czym regulacja odbywa sie na zasadzie
sprzezenia zwrotnego to znaczy przy wzroscie poziomu hormonoéw tarczycy
we krwi, maleje ilos¢ uwalnianej tyreotropiny. W regulacji wydzielania
tyreotropiny biorg tez udziat prostaglandyny (53, 54).

Badanie stymulacji wydzielania tyreotropiny przez tyreoliberyne zna-
lazto bardzo szerokie zastosowanie w endokrynologii jako jeden z pod-
stawowych testow diagnostycznych. W warunkach standardowych (55)
test przeprowadza sie podajgc jednorazowo dozylnie 200jig tyreoliberyny
w 2ml roztworu soli fizjologicznej i mierzagc wyjsciowy poziom tyreotro-
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piny oraz w 20 i 60 minut po podaniu hormonu. Wynik tego testu pomaga
W rozpoznaniu i ustaleniu patogenezy poszczegdlnych chordb tarczycy.

Pierwszym etapem reakcji prowadzacych do uwolnienia tyreotropiny
jest potaczenie sie tyreoliberyny z receptorem komdrkowym. Receptor jest
biatkiem posiadajagcym zdolno$¢ wigzania okre$lonego hormonu i przeka-
zywania zawartej w nim informacji biochemicznej enzymom wewnatrz-
komdrkowym. Badano wigzanie znakowanej tyreoliberyny przez subfrak-
cje otrzymane z przysadek szczura i stwierdzono, ze najwiecej hormonu
wigze sie z frakcjg, ktorej enzymem markerowym jest 5-nukleotydaza,
a wiec z frakcjag bton komoérkowych (56). Oczyszczona przez wirowanie
w gradiencie sacharozy frakcja bton z przysadek szczura wigze hormon
40 razy silniej niz wyjSciowy homogenat (57). Poza frakcjg bton, frakcja
mikrosomalna i jagdrowa wigzg niewielkie iloSci H-tyreoliberyny. Zwie-
rzeta, ktdrym przez kilkanascie dni podaje sie pokarm z dodatkiem pro-
pylotiouracylu wigczajg wiecej znakowanego hormonu do komorek przy-
sadki niz zwierzeta kontrolne (56). Badania morfologiczne przysadek
pobranych ze zwierzat karmionych propylotiouracylem wykazujg specy-
ficzny wzrost komérek tyreotropowych to jest komorek w ktérych zacho-
dzi synteza tyreotropiny (58). Wyniki te wskazujg, ze receptory tyreolibe-
ryny nie sg rozmieszczone rownomiernie we wszystkich komaérkach przy-
sadki mézgowej lecz wystepuja na powierzchni bton komérkowych ko-
moérek tyreotropowych. Wyliczono, ze $rednio przypada 3,7 X105 miejsc
wigzacych tyreoliberyne w I(ig bton otrzymanych z hodowli niezmienio-
nych komoérek przysadki i 5X108 miejsc wigzacych w mikrogramie bton
otrzymanych z hodowli nowotworowych komérek tyreotropowych (7).

W wigzaniu tyreoliberyny przez receptor biorg udziat fosfolipidy. Do-
danie do mieszaniny inkubacyjnej zawierajgcej frakcje bton komdérek
przysadki fosfolipazy A i C, znacznie zmniejsza zdolno$¢ wigzania hormo-
nu przez preparat. W tych samych warunkach fosfolipaza D nie zmniejsza
wigzania hormonu. Réwniez dodanie detergentéw takich jak digitoniny
i lizofosfatydylocholiny, ktdre niszczg lipidowg strukture bton znacznie
obniza stopied wigzania hormonu (59).

Podczas inkubacji frakcji bton komérkowych z komdrek przysadki
ze znakowang tyreoliberyng czes¢ hormonu wigze sie¢ z receptorami. Je-
zeli nastepnie doda sie do mieszaniny inkubacyjnej hormon nieznakowany,
to na zasadzie wspdtzawodnictwa wypiera on cze$¢ hormonu radioaktyw-
nego ze zwigzku z receptorem. Radioaktywno$¢ zwiagzana z frakcjg
bton przy podaniu duzego nadmiaru hormonu ,zimnego” i nie ulegajgca
zmianie przy zwiekszeniu dawki tego hormonu odpowiada adsorbcji
niespecyficznej. Ze zmian ilosci znakowanego hormonu zwigzanego
z receptorem przy wzrastajgcych dawkach hormonu nieradioaktywnego
mozna wyliczy¢ ilo$¢ ,,zimnego” hormonu w badanych prébach i z tego
korzysta opisana w rozdziale Il radioreceptorowa metoda oznaczania ty-
reoliberyny. Ponadto na podstawie tych zmian mozna wykresli¢ krzywe
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Scatcharda czesciowo charakteryzujace kinetyke interakcji hormon — re-
ceptor. Na podstawie tych krzywych ustalono (8), ze w komdrkach przy-
sadki istniejg dwa typy receptoréw tyreliberyny rdznigce sie powino-
wactwem do czgsteczki hormonu. Wykazano ze preparat bton otrzymanych
z jednej przysadki szczura wigze 0,023 pikomola tyreoliberyny. W podob-
nym uktadzie doswiadczalnym inne hormony wigzg sie z frakcjg bton
z komorek przysadki jedynie w sposéb niespecyficzny (7, 60). Znaczne roz-
cienczenie mieszaniny inkubacyjnej zawierajgcej kompleks tyreolibery-
na — receptor prowadzi do jego szybkiej dysocjacji. Stata dysocjacji kom-
pleksu wynosi 4X10~8M (7).

Dodanie do mieszaniny inkubacyjnej, zawierajacej preparat bton, takich
zwigzkéw jak prostaglandyna PGEZP jej analog kwas 7-oksy-13-prostyno-
wy oraz tyroksyna nie wptywa na stopien wigzania tyreoliberyny z recep-
torem (56). Wydaje sie wiec, ze zwigzki te nie regulujg tworzenia komplek-
su a regulacja wydzielania tyreotropiny przez te zwigzki musi polega¢ na
modyfikacji ktérego$ z dalszych proceséw prowadzacych do wydzielania
hormonu. Zmiany w aktywnos$ci receptorowej obserwuje sie podczas ba-
dania bton z przysadek szczurdw, ktérym uprzednio podawano tyroksyne
lub z przysadek szczuréw, ktére pozbawiono jajnikow i podawano preparat
estradiolu. W pierwszym przypadku ilos¢ miejsc wigzacych we frakcji bton
maleje, w drugim wzrasta (56, 61). Dane te w odrdznieniu od poprzednich
wskazujg, ze estrogeny i hormony tarczycy moga zmienia¢ ilos¢ miejsc
wigzacych w btonach. Szczeg6towy mechanizm regulacji wydzielania tyreo-
tropiny przez hormony tarczycy i estrogeny wymaga kofAcowego wyjas-
nienia.

Aktywnos$¢ cyklazy adenylowej wykrywa sie w tych subfrakcjach ko-
morkowych komorek przysadki szczura, ktore wigzg tyreoliberyne (57).
Po dodaniu ekstraktu z podwzgoérza (62) lub tyreoliberyny (61) do miesza-
niny inkubacyjnej zawierajgcej zawiesine przysadek szczura zwigksza sie
ponad dwukrotnie ilos¢ cyklicznego AMP w ukladzie. Ponadto biosynteza
tyreotropiny wzrasta po dodaniu do uktadu teofiliny — inhibitora hydro-
lizy cyklicznego AMP lub po dodaniu dwubutyrylowej pochodnej cyklicz-
nego AMP. Labrie iwsp. (63) wykazali, ze rowniez po dodaniu do mie-
szaniny inkubacyjnej aktynomycyny, dwubutyrylo cykliczny AMP sty-
muluje zaréwno biosynteze jak i wydzielanie biatek syntetyzowanych
przez cze$¢ gruczotowa przysadki mdzgowej. Stymulacja przez cykliczny
AMP biosyntezy biatek i ich wydzielania zachodzi wiec prawdopodobnie
na poziomie translacji.

Powyzsze dane wskakujg na mechanizm dziatania tyreoliberyny zgodny
z mechanizmem Sutherlanda (64) to jest poprzez ukiad blonowej
cyklazy adenylowej. Wyniki otrzymane przez niektérych autoréw wska-
zujg jednak na réznice w dziataniu cyklicznego AMP na oba procesy: bio-
syntezy i wydzielania tyreotropiny (56, 65). Badajagc wydzielanie tyreotro-
piny do S$rodowiska inkubacyjnego przez zawiesine przysadek szczura
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Sundberg i wsp. (65 stwierdzili, ze ta sama ilo$¢ tyreotropiny pojawia
sie jezeli przysadki stymuluje sie tyreoliberyng jak i jej roztworem wzbo-
gaconym w cykliczny AMP. Rowniez po dodaniu do uktadu teofiliny lub
enterotoksyny cholery poziom tyreoliberyny w $rodowisku inkubacyjnym
nie ulega zmianie pomimo wzrostu poziomu cyklicznego AMP. Mozliwe
wiec, ze nie wszystkie efekty dziatania hormonu uwalniajgcego tyreotro-
pine sa bezposrednim wynikiem aktywacji cyklazy adenylowe;j.

Po potaczeniu sie tyreoliberyny z receptorem bionowym jednoczesnie
ze zmiang metabolizmu w komérkach przysadki zachodzg zmiany morfo-
logiczne. Komorki tyreotropowe i somatotropowe wzbogacajg sie w system
bton szorstkiego retikulum endoplazmatycznego i aparatu Golgiego. Po-
wiekszajg sie mitochondria i zwieksza sie ilos¢ ziaren wydzieliny. Ziarna
te czesto utozone sg obwodowo i mozna obserwowaé proces egzocytozy.
Pod wptywem dwubutyrylowej pochodnej cyklicznego AMP w komdérkach
zachodzg zmiany podobnego typu, jednak w komdrkach tyreotropowych
sg one mniej wyrazne niz po stymulacji tyreoliberyng (66). W obecnosci
tyreoliberyny wzrasta warto$¢ indeksu mitotycznego komérek przysadki
(67).

V-2. Uwalnianie prolaktyny

W 1971 roku Tashjian i wsp. (68) stwierdzili wzrost wydzielania
prolaktyny przez hodowle somatotropowych komorek nowotworowych
przysadki (klony GH3i GHj) po dodaniu tyreliberyny do $rodowiska inku-
bacyjnego. Wykazano nastepnie (17), ze rowniez normalne komorki przy-
sadek wyizolowane ze zdrowych zwierzgt w odpowiedzi na dodang tyreoli-
beryne zwiekszajg wydzielanie prolaktyny. Stymulacja komdrek zdro-
wych jest jednak stabsza niz komdérek nowotworowych.

Wzrost wydzielania prolaktyny w odpowiedzi na podang tyreoliberyne
stwierdzono réwniez w warunkach in vivo. Tyreoliberyng podana dozyl-
nie w ilosci 10|ig juz po 5 minutach powoduje wzrost stezenia prolaktyny
w surowicy krwi. Zwiekszenie dawki hormonu uwalniajgcego zwieksza
przyrost ilosci prolaktyny w surowicy. Ta stymulacja wydzielania prolak-
tyny jest silniejsza u kobiet niz u mezczyzn i w niektérych przypadkach
u kobiet mozna zaobserwowaé efekt juz po podaniu 3"g tyreoliberyny
(2, 69).

Tak szybki, bo obserwowany juz po 5 minutach wzrost stezenia prolak-
tyny w surowicy krwi moze by¢ wytgcznie wynikiem zwiekszonego uwal-
niania do krwi prolaktyny uprzednio zmagazynowanej w komérkach przy-
sadki. Na podstawie zawartosci prolaktyny w przysadce i jej przyrostu
w surowicy Bow ers i wsp. (2) wyliczyli, ze po dtuzszym czasie przyrost
ten musi by¢ wywotany réwniez zwiekszong synteza nowych czasteczek
hormonu. Wyniki doswiadczen prowadzonych w warunkach przyzycio-
wych wskazujg wiec na regulowanie przez tyreoliberyne zaréwno procesu
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biosyntezy jak i wydzielania prolaktyny. Doswiadczenia z hodowlami ko-
moérek przysadki potwierdzajg obie funkcje regulatorowe tyreoliberyny.
Dannies i Tashjian (70) prowadzili hodowle komérkowg w $rodo-
wisku H-leucyny i badali ilos¢ znakowanej prolaktyny wydzielonej do $ro-
dowiska. Stwierdzili, ze w hodowlach stymulowanych przez tyreoliberyne
wydziela sie do srodowiska cztery razy wiecej prolaktyny niz w hodowlach
kontrolnych. Stymulacja wydzielania prolaktyny do $rodowiska w hodowli
somatotropowych komérek nowotworowych (klon SDi) nie jest hamowana
przez cykloheksoimid (71).

Powyzsze dane z doSwiadczen przeprowadzonych in vitro wskazuja na
stymulacje przez tyreoliberyne procesu uwalniania prolaktyny. Dowodem
jej zwiekszonej biosyntezy jest wzrost w obecnosci tyreoliberyny wiacza-
nia MC-proliny do prolaktyny w hodowli komdrek SDi (71) i H-leucyny
w hodowli komoérek GH3 (70). Wzrost wigczania izotopu jest réwnolegly
do wzrostu poziomu hormonu, zachodzi tu wiec stymulacja biosyntezy,
a nie hamowanie rozpadu prolaktyny (70).

Znakowana tyreoliberyna wigzana jest przez btony komorkowe uzys-
kane z komérek typu GH3 (72, 73, 74). Ze wzrostem ilosci znakowanego
hormonu dodanego do zawiesiny komérek wzrasta ilos¢ hormonu zwigza-
nego przez komorki i rownolegle wzrasta ilos¢ wydzielanej prolaktyny.
Tak wiec odpowiedz biologiczna wynika bezposrednio z przytgczenia ty-
reoliberyny do btonowych receptoréw. Wyliczono, ze jedna komorka wigze
do 130 000 czasteczek tyreliberyny. Inhibitorami wigzania hormonu sg en-
zymy proteolityczne trypsyna i pronaza, fosfolipazy A i C oraz detergenty
zarbwno jonowe jak i niejonowe (73).

Przedstawione powyzej dane wskazujg na podobieAstwo receptoréw
wigzacych tyreoliberyne w komoérkach tyreotropowych i w komorkach
wydzielajagcych prolaktyne. W obu typach komoérek sg to receptory btono-
we, wykazujgce to samo powinowactwo do tyreoliberyny, a w wigzaniu
hormonu biorg udziat fosfolipidy. Doktadna charakterystyka biatka recep-
torowego z komoérek obu typoéw jest bardzo trudna, poniewaz receptory
tracg zdolno$¢ wigzania tyreoliberyny w momencie przeprowadzania ich
w forme rozpuszczalng z uzyciem detergentéw lub enzymow proteolitycz-
nych. Podobnie jak w komdrkach tyreotropowych, zwigzanie tyreoli-
beryny przez komérki GH3 powoduje wzrost wewnatrzkomorkowego po-
ziomu cyklicznego AMP. Wzrost ten jest wyrazny juz w 5 minut po doda-
niu hormonu, moze wiec wyprzedza¢ jego efekt biologiczny, jakim jest
wydzielanie prolaktyny. Wzrost stezenia cyklicznego AMP jest proporcjo-
nalny do ilosci tyreoliberyny dodanej do S$rodowiska inkubacyjnego,
a dwubutyrylowa pochodna cyklicznego AMP dodana do zawiesiny komo-
rek zwieksza ilos¢ wydzielanej prolaktyny (73). Powyzsze wyniki wskazuja
na udziat cyklazy adenylowej w przenoszeniu informacji zawartej w ty-
reoliberynie do wnetrza komorek GH3 Jednak nie jest ostatecznie wyjas-
nione, czy hipoteze cyklicznego AMP jako przenosnika informacji niesio-
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nej przez hormon mozna zastosowa¢ do wszystkich zmian w komdérkach
wydzielajgcych prolaktyne w odpowiedzi na dziatanie tyreoliberyny.
Stwierdzono bowiem réwniez, ze w pewnych warunkach tyreoliberyna
stymuluje wydzielanie prolaktyny mimo, ze nie zachodzi wzrost poziomu
cyklicznego AMP (73).

V-3. Uwalnianie hormonu wzrostu

Badania wptywu tyreoliberyny na wydzielanie hormonu wzrostu przez
komorki somatotropowe przysadki dajag kontrowersyjne wyniki. W do-
Swiadczeniach przeprowadzanych w warunkach in vivo stwierdzono, ze
tyreoliberyna nie wptywa lub wplywa stymulujgco na wydzielanie hor-
monu wzrostu (73). Natomiast w doswiadczeniach przeprowadzanych
w warunkach in vitro wykazano (73, 75), ze dodanie tyreoliberyny do
ptynu inkubacyjnego z zawiesing komérek GH3powoduje ponad dwukrot-
ne zmniejszenie produkcji hormonu wzrostu. Redukcja ta jest proporcjo-
nalna do stezenia tyreoliberyny i stymulacji uwalniania prolaktyny. Jed-
noczesnie wykazano, ze cykliczny AMP nie wpltywa na ten efekt poniewaz
ilos¢ hormonu wzrostu po dodaniu do mieszaniny inkubacyjnej dwubu-
tyrylowej pochodnej cyklicznego AMP nie ulega zmianie.

Wptyw tyreoliberyny na wydzielanie hormonu wzrostu zalezy od bez-
posredniej kontroli oSrodkowego uktadu nerwowego. Stwierdzono bowiem,
ze szczury, ktdrym usunieto przysadke a nastepnie przeszczepiono jg do
torebki nerkowej, a wiec w warunkach, gdy usunieto wptyw osrodkowego
uktadu nerwowego na metabolizm przysadki — po dodaniu tyreoliberyny
majg zwigkszony poziom hormonu wzrostu we krwi. Natomiast szczury
kontrolne w tych samych warunkach majg normalny poziom hormonu (76).
By¢ moze réwniez i obserwowang u cztowieka w pewnych stanach patolo-
gicznych stymulacje wydzielania hormonu wzrostu mozna wytlumaczy¢
brakiem kontroli dziatania przysadki przez osrodkowy ukiad nerwowy.

V-4. Dziatanie tyreoliberyny na osrodkowy uktad nerwowy

W 1972 roku Prange iwsp. (77) stwierdzili, ze tyreoliberyna podana
dozylnie w ilosci 0,5mg wykazuje dziatanie antydepresyjne. Podobny wy-
nik otrzymano u wielu pacjentéw, zaréwno kobiet jak i mezczyzn jednak
nie przy wszystkich schorzeniach osrodkowego uktadu nerwowego (78, 79,
80). W warunkach laboratoryjnych dziatanie tyreoliberyny na o$Srodkowy
uktad nerwowy bada sie testem ruchowym. Polega on na badaniu ruchli-
wosci myszy kontrolnych i myszy, ktérym podaje sie kolejno: inhibitor
oksydazy monoamin — pargyline i stymulator: 3,4-dwuhydroksyfenyloala-
ning (DOPA). taczne podanie DOPA i tyreoliberyny bardziej zwieksza
ruchliwos¢ myszy niz podanie samej DOPA (81). Obserwowano, ze efekt
stymulujacy tyreoliberyny wystepuje réwniez u myszy pozbawionych
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przysadki mézgowej lub pozbawionych tarczycy. Tak wiec dziatanie ty-
reoliberyny na mozg jest niezalezne od jej dziatania na uktad podwzgo-
rze—tarczyca. Czynnikiem hormonalnym, ktéry reguluje dziatanie tyreoli-
beryny na moézg moga by¢é hormony piciowe i ewentualnie parathormon.
Plotnikoff (82 stwierdzit bowiem, ze stymulacja testu ruchowego
przez tyreoliberyne obniza sie po usunieciu jajnikow, a podwyzsza w wy-
niku kastracji lub usuniecia przytarczyc badanym myszom.

Powyzsze wyniki wskazujg na zwigzek behawioralnego dziatania ty-
reoliberyny z metabolizmem katecholamin. Po dodaniu myszom tyreolibe-
ryny w ilosci wystarczajacej do stymulacji w tescie ruchowym nie obser-
wuje sie jednak zmian w ilosci dopaminy, noradrenaliny i serotoniny
w mozgu (82). Szczegdtowsze badania wykazaty, ze w warunkach tych
jednak wzrasta poziom 3-metoksy-4-hydroksyfenyloglikolu, gtdwnego
mébzgowego produktu katabolizmu noradrenaliny (83). Ponadto stwierdzo-
no (84), ze w moscie moézgu szczuréw, ktérym wstrzyknieto tyreoliberyne
i H-dopamine wykrywa sie mniej radioaktywnej dopaminy niz w moscie
mdzgu zwierzat kontrolnych, ktérym podano tylko 3H-dopamine. To obni-
zenie poziomu znakowanej noradrenaliny moze wynikac z jej przyspieszo-
nego katabolizmu. Tyreoliberyna w doswiadczeniach in vitro znacznie
hamuje aktywnos$¢ enzymu (3-hydroksylazy dopaminy (84), a wiec enzymu
katalizujgcego biosynteze noradrenaliny. Powyzsze wyniki wskazujg wy-
raznie, ze dziatanie tyreoliberyny na osrodkowy uktad nerwowy zachodzi
poprzez regulacje metabolizmu katecholamin przy czym szczegdtowy me-
chanizm tych zmian wymaga dalszego wyjasnienia (85). Nie wyjasniono
réwniez dlaczego, pomimo obnizenia aktywnos$ci (3-hydroksylazy dopaminy
i jednocze$nie zwiekszonego katabolizmu noradrenaliny, w obecnosci ty-
reoliberyny ilo$¢ noradrenaliny w mézgu nie ulega zmianie.

VI. Analogi tyreoliberyny

Czasteczka tyreoliberyny ma prostg budowe. Dzieki temu mozliwe byto,
bezposrednio po ustaleniu budowy natywnego hormonu otrzymanie go
drogg syntezy chemicznej. Nastepnym etapem bylo zsyntetyzowanie czg-
steczek hormonu zmodyfikowanych w okreslony sposob, to jest analogéw
tyreoliberyny. Do chwili obecnej zsyntetyzowano w wielu pracowniach
kilkadziesiat analogéw, a badanie aktywnosci tych pochodnych pomaga
odpowiedzie¢ na wiele pytan dotyczacych mechanizmu dziatania hormonu.
Ponadto badanie aktywnosci biologicznej analogbw ma wyrazny aspekt
praktyczny. Poszukiwane sg analogi, ktére mozna by bylo stosowaé
w testach diagnostycznych i w leczeniu schorzeri osi podwzgdérzowo-przy-
sadkowej a takze chorob psychicznych. Tak wiec poszukiwane sg analogi
0 wyzszej aktywnosci biologicznej niz hormon natywny oraz takie, ktore
obnizajg efekt biologiczny wywotany przez natywng tyreoliberyne.
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Aktywnos$¢ biologiczng analogéw tyreoliberyny badano w warunkach
in vivo mierzac poziom tyreoliberyny we krwi po dozylnym podaniu ana-
logu. In vitro badano wypieranie tyreoliberyny z kompleksu z receptorem
przez jej analog oraz stymulacje wydzielania tyreotropiny lub prolaktyny
do Srodowiska inkubacyjnego (21, 87). Rzadziej badano stymulacje wydzie-
lania tyreotropiny w ukfadzie zawierajgcym zar6éwno tyreoliberyne jak
i jej analog (88). Okreslono réwniez reakcje krzyzowa tyreoliberyny i jej
analogéw z przeciwciatem przeciwko tyreoliberynie (9, 89). Nie stosowano
natomiast dotychczas analogéw w badaniach behawioralnych.

Aktywnosci biologiczne analogéw tyreoliberyny podali Vale i wsp.
w swojej pracy przegladowej (17).

Przebadane zwigzki mozna podzieli¢ na kilka grup:

a. dwupeptydy stanowigce cze$¢ czasteczki hormonu. Zaden z przeba-
danych dwupeptydéw nie wykazuje aktywnosci hormonalnej (5);

b. stereoizomery optyczne. Jedynie pochodna i1-4-1 wykazuje aktyw-
nos¢ biologiczna (86);

c. modyfikacja reszty N-koncowej. Dotaczenie do pierscienia piroglu-
taminowego grupy metylowej tworzy pochodng o aktywnosci wynoszacej
zaledwie 1,7 procent aktywnos$ci natywnego hormonu. Zastgpienie histy-
dyny innymi aminokwasami daje analogi nieaktywne (17);

d. modyfikacja czasteczki histydyny. Pochodna z grupg metylowg
w pozycji 3 pierScienia histydyny jest jedynym analogiem, ktérego aktyw-
nos¢ biologiczna jest o$Smiokrotnie wyzsza niz aktywno$¢ natywnej ty-
reoliberyny. Natomiast dotgczenie grupy metylowej w pozycji 1 tworz”
-analog nieaktywny (17, 87);

e. zmiany aminokwasu C-koncowego. Podstawienie zamiast pierscienia
5-ciocztonowego proliny analogu z pierscieniem 4-rocztonowym powoduje
spadek aktywnosci do 1,6°/0 aktywnosci. Zamiana za$ aminokwasu nawet
z pozostawieniem reszty amidowej tworzy pochodne nieaktywne (17, 19, 87);

g. zmiana podstawnika przy grupie karboksylowej. Zastgpienie reszty
amidowej reszta metylowa pozostawia 10°/0 aktywnosci. ROwniez przediu-
zenie podstawnika przy grupie karboksylowej przez dotgczenie reszty, na
przyktad etylowej pozostawia czasteczce kilkanascie procent aktywnosci
(17, 19, 87);

h. modyfikacja wigzania peptydowego. Dolgczenie reszty metylowej do
wigzania peptydowego pomiedzy resztg kwasu piroglutaminowego i histy-
dyny nie zmienia aktywnosci hormonu (21);

i. niewielka zmiana budowy catej czasteczki. Badanie tych analogéw
doprowadzito do wykrycia inhibitora tyreoliberyny. Stwierdzono, bowiem,
ze taczne podanie amidu cyklopentenylokarbonylo-(3-2-tienylo-L-alanylo-
pirolidyny z tyreoliberyng znosi stymulacje wydzielania tyreotropiny (88).

Przewazajgca wiekszo$¢ pochodnych, ktérych aktywnos$¢ badano Kil-
koma metodami przejawia takg samag aktywnos$¢ biologiczna in vivo jak
i in vitro.
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Rowniez porownywalne jest dziatanie analogéw tyreoliberyny w sty-
mulacji obu regulowanych przez nig procesoéw, to jest wydzielania ty-
reotropiny i prolaktyny. Ponadto pochodne o nizszej aktywnosci biologicz-
nej sg stabiej wigzane przez receptory blonowe jak rowniez stabiej wia-
zane przez przeciwciato przeciwko tyreoliberynie (9, 17, 21, 87, 89). Jedy-
nymi analogami o wyraznie innej charakterystyce w badaniach in vivo
i in vitro sg analogi opisane przez Sievertssona i wsp. (22, 88). Ich
struktura rézni sie od tyreoliberyny w ten sposéb, ze sg rozpoznawane
przez receptor, ale nie przekazujg informacji o dziataniu biologicznym.

Badania analogéw wskazuja, ze aktywno$¢ biologiczna tyreoliberyny
zalezy od okreslonej konformacji catej czasteczki hormonu. Aktywna
czasteczka ma charakter hydrofobowy dzieki obecnosci pierscienia aroma-
tycznego (17). Jedyng reszta, ktdra prawdopodobnie nie bierze udziatu
w reakcji z receptorem jest grupa aminowa amidu proliny (Wzor I).

Od 1969 roku to jest od momentu ustalenia struktury tyreoliberyny
uzyskano wiele wynikéw wyjasniajgcych metabolizm i dziatanie biologicz-
ne tego hormonu. Tyreoliberyna jest obecnie powszechnie syntetyzowana
na drodze chemicznej, a test TRF stat sie standardowg metodg diagnos-
tyczng w endokrynologii. To szerokie zainteresowanie tyreoliberyng wy-
nika z podstawowej funkcji regulatorowej jakg hormon ten petni w orga-
nizmie cztowieka. Uzyskane dane nie pozwalajg jednak dotychczas stoso-
waé tyreoliberyny w terapii rutynowej. Tak wiec dalsze badanie tyreoli-
beryny obok wartoSci poznawczych moze przynies¢ wskazdwki w jakich
warunkach hormon lub jego analogi mogtyby znalez¢ zastosowanie pod-
czas leczenia choréb pionu podwzgdrze—tarczyca i choréb umystowych.

Artykut nadszedt 18.8.1976; po rewizji autorskiej otrzymano 8.9.1976
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WITOLD FILIPOWICZ *

Inicjacja translacji mRNA u organizméw
eukariotycznych

Initiation of mMRNA Translation in Eukaryotes

Spis tresci

I. Eukariotyczny mRNA
1-1. Modyfikacja konca 5' eukariotycznego mRNA
1-2. Sekwencja poli(A) w mRNA
1-3. Potaczenia mMRNA z biatkami
Il. Inicjatorowy tRNA
I11. Biatkowe czynniki inicjujgce i ich rola w powstawaniu kompleksu inicjujgcego
I11-1. Powstawanie kompleksu inicjujacego w obecnosci kodonu AUG
111-2. Powstawanie kompleksu inicjujagcego w obecnosci naturalnego mRNA
IV. Mechanizm rozpoznawania miejsca inicjujagcego w mRNA
IV-1. Rola zmodyfikowanego konica 5° mRNA
1V-2. Rola struktury mRNA w poblizu kodonu inicjujacego

Translacja informacyjnego RNA jest kohcowym etapem w procesie
ekspresji informacji genetycznej zawartej w sekwencji nukleotydéw kwa-
sow nukleinowych. Pierwszym a jednocze$nie najbardziej ztozonym eta-

*) Dr, Instytut Biochemii i Biofizyki PAN, ul. Rakowiecka 36, 02-532 Warszawa.

Wykaz stosowanych skrotéw: HnRNA — heterogenny jadrowy kwas rybonu-
kleinowy; mRNP — kompleksy rybonukleoproteidowe mRNA; tRNA~eti tRNAE£[et—
transportujgce RNA specyficzne dla metioniny, odpowiednio inicjatorowy i witacza-
jacy metionineg w pozycje wewnatrz polipeptydow; poli(A) — kwas poliadenylowy;
poli(X, Y — polirybonukleotydy zawierajace zasady wyszczegdlnione w nawiasach;
poli(A)(+) mRNA i poli(A)() mRNA —informacyjne RNA zawierajgce i nie za-
wierajace sekwencji poli(A); wirus EMC — wirus zapalenia moézgu i mie$nia serco-
wego (encephalomyocarditis); CPV — wirus cytoplazmatycznej poliedrozy owadéw
(z ang. cytoplasmic polyhedrosis virus); VSV — wirus pecherzykowatego zapalenia
jamy ustnej (vesicular stomatitis virus); STNV — satelitarny wirus nekrozy tytoniu
(z ang. satellite tobacco necrosis virus); BMV —wirus mozaiki stoktosy (z ang. brome
mosaic virus); TMV — wirus mozaiki tytoniowej (z ang. tobacco mosaic virus).

Skréty uzywane przez réznych autoréw dla oznaczenia eukariotycznych czynni-
kéw inicjujacych: IF-M1, IF-M2 itd. — z ang. initiation factor — mammalian; IF-E1,
IF-E2, itd. —z ang. initiation factor — eukaryotic; EIF-1 itd.—z ang. eukaryotic
initiation factor.
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pem translacji jest inicjacja biosyntezy polipeptydu. Etap ten decyduje
0 prawidtowym odczytaniu informacji zawartej w mRNA. Na poziomie
inicjacji dziata réwniez wiekszo$¢ znanych mechanizméw regulujacych
wydajnosé translacji r6znych mRNA lub réznych cistronéw obecnych w
jednej czasteczce policistronowego mRNA (D).

Tak u prokariontéw jak i u eukariontdw inicjacja biosyntezy biatka
przebiega w dwdch zasadniczych etapach. Najpierw powstaje kompleks
inicjujacy sktadajacy sie z inicjatorowego tRNA, mniejszej podjednostki
rybosomowej (30S u prokariontow, 40S u eukariontéw) oraz mRNA. Do
tego kompleksu przytgcza sie nastepnie wieksza podjednostka rybosomo-
wa (50S u prokariontow, 60S u eukariontow) i powstaje kompleks inicju-
jacy 70S w przypadku prokariontéw lub 80S w przypadku eukariontow.
W reakcji powstawania kompleksu inicjujgcego *uczestniczy caly szereg
biatkowych czynnikéw (faktoréw) inicjujagcych, GTP oraz — w przypadku
eukariontdw — ATP (2, 3, 4). Do kompleksu 70S (80S) przytaczyé sie moze
aminoacylo-tRNA. Powstanie pierwszego wigzania peptydowego rozpoczy-
na etap wydtuzania (elongacji) nowo powstajgcego taficucha polipeptydo-
wego.

Mechanizm inicjacji translacji informacyjnego RNA u bakterii zostat
dos¢ doktadnie poznany. Problemowi temu poswiecony jest caly szereg
artykutow przegladowych (2, 4, 5—9). Chociaz w og6lnym zarysie przebieg
inicjacji u prokariontéw i eukariontow wyglada podobnie, to wyniki do-
tychczasowych badan $wiadcza o tym, ze proces ten w komérkach organiz-
moéw wyzszych jest o wiele bardziej skomplikowany (2—4, 10, 11). Wska-
zuje na to, na przyktad, poréwnanie skiadu biatkowego prokariotycznego
1 eukariotycznego rybosomu — organellum komorkowego uczestniczacego
w biosyntezie biatka. Podczas gdy bakteryjne podjednostki rybosomowe
30S i 50S zawierajg odpowiednio 21 i 34 biatka (12, 13), to podjednostki
rybosomowe 40S i 60S Eukariota posiadajg ich odpowiednio 32 i 39 (13, 14).
Inicjacja translacji u eukariontow zawiera réwniez wiele elementéw zu-
petnie nieznanych u bakterii. Nalezg do nich m.in.: udziat ATP w inicjacji
(3), modyfikacja konca 5 w mRNA (15), istnienie duzej ilosci czynnikdéw
biatkowych — w tym czynnika EIF-3 o bardzo ztozonej budowie — po-
trzebnych dla przytagczenia mRNA do rybosomu (3, 10).

Ostatnie lata przyniosty znaczny postep w badaniach nad inicjacja
translacji mRNA eukariontdw. Miedzy innymi: 1). Oczyszczono i scha-
rakteryzowano wiele informacyjnych RNA, tak komérkowych jak i wi-
rusowych. Na koncach 5' i 3 mRNA eukariontéw stwierdzono obecno$é
struktur nie wystepujacych w informacyjnych RNA bakterii; 2). Wyizo-
lowano szereg biatkowych czynnikéw inicjujacych i poznano ich role
w tworzeniu sie kompleksu inicjujagcego 80S; 3). Wyjasniono niektdre pro-
rybosomy. Wspomniane wyzej trzy zagadnienia sg gtbwnym przedmiotem
tego artykutu.



[3] INICJACJA TRANSLACJI mRNA 23

Istotne znaczenie miato réwniez opracowanie aktywnych bezkomérko-
wych uktadéw biosyntezy biatka. Szczegolnie przydatne w badaniach ini-
cjacji u eukariontow okazaty sie systemy z retikulocytéw krolika (16, 17),
z zarodkéw pszenicy (16, 18), z komédrek rakow wysiekowych myszy (16,
17) oraz uktad taczacy sktadniki pochodzace z réznych organizmdéw opisany
przez Schreiera i Staehelina (19). Opracowano réwniez uktady
bezkomdrkowe z komérek ludzkich HelLa oraz z mysich komoérek L (16, 17),
ze skorupiaka Artemia salina (20) oraz szereg innych (16, 17).

Artykut ten omawia jedynie problemy dotyczace inicjacji biosyntezy
biatek w cytoplazmie komérek. Translacje mRNA w mitochondriach
i chloroplastach, posiadajgcg wiele cech wspdlnych z biosyntezg biatek
prokariontow, omawiajg inne prace przeglagdowe (21, 22).

I. Eukariotyczny mRNA

Istnieje szereg podstawowych réznic zaréwno w strukturze jak i funk-
cjonowaniu mRNA prokariontéw i eukariontéw. Wszystkie poznane mRNA
prokariontow to mRNA policistronowe, czyli zawierajace informacje wy-
starczajacg dla syntezy kilku polipeptydéw. Inicjacja syntezy tych poli-
peptydéw odbywa sie w r6znych miejscach na nici jednej czasteczki mRNA
(1, 23, 24). Wszystkie poznane dotychczas komdérkowe mRNA eukariontow
nalezg do klasy monocistronowych mRNA. Posiadajg one informacje wy-
starczajacg dla syntezy tylko jednego polipeptydu (1, 25—27). W przypad-
ku niektorych mRNA wirusowych (np. RNA wiruséw Polio, Mengo i EMC)
kodowany przez nie natywny polipeptyd jest bardzo diugi i ulega wtérnej
fragmentacji na kilka réznych aktywnych biologicznie biatek (16, 28—32).
Tak wiec, cho¢ RNA tych wirusow programujg synteze wielu biatek to
zawierajg one, podobnie jak komorkowe informacyjne RNA, tylko jedno
miejsce inicjujace, w ktérym rozpoczaé¢ sie moze synteza polipeptydu.

W przeciwienstwie do mRNA prokariontow, ktore majg okres pottrwa-
nia (T2 rzedu kilku minut (2, 33—35), mMRNA eukariontéw jest bardzo
stabilny. Stwierdzono np., ze w komodrkach HelLa okres péitrwania, zalez-
nie od klasy mRNA, wynosi 7 lub 24 godz. (36). Okres pottrwania 1 dzien
lub dtuzszy cechuje globinowy mRNA w retikulocytach krélika (37, 38)
oraz owoalbuminowy mRNA w jajowodach kury (39, 40).

Dalsze cechy charakteryzujace informacyjne RNA u eukariontow to,
omdwione ponizej: obecno$¢ zablokowanego, zmetylowanego korica 5', po-
liadenylacja konca 3' oraz wystepowanie mRNA w potaczeniach z biat-
kami.

1-1. Modyfikacja konca 5' eukariotycznego mRNA

W 1974 r. Perry i Kelley (41) oraz Desrosiers i wsp. (42
stwierdzili, ze mRNA z mysich komorek L oraz z hepatomy szczura za-
wiera zmetylowane nukleozydy. W nastepnym roku jednocze$nie w labo-
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ratoriach Miury i Furuichi (43,44), Shatkina (45)oraz Mossa
(46) wykryto, ze syntetyzowane in vitro mRNA wirus6w Reo, Vaccinia,
CPV i VSV zawierajg zablokowany, zmetylowany koniec 5' o strukturze
m7G/57ppp/5'/N, gdzie N oznacza nukleozyd lub 2'-0-metylonukleozyd.
Podobng strukture konca 5 RNA stwierdzono nastepnie w wielu innych
tak wirusowych jak i komérkach mRNA eukariontdw (15, 47). Budowe za-
blokowanego, metylowanego koiAca 5 w mRNA przedstawia schemat 1
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Schemat 1. Struktura 5'-koncowego rn7GpppN(m)pN (m)p.

Nastepujgce cechy stanowia o wyjatkowosci 5'-koncowego fragmentu

MRNA:

— koncowym blokujacym nukleozydem jest zawsze 7-metyloguanozyna
(m7G). Jest ona dotgczona do reszty czasteczki RNA poprzez 5' hydro-
ksyl rybozy. Powoduje to, ze tak zwany koniec ,,5” mRNA zawiera
wolng niezestryfikowang grupe 3'—OH w kohAcowej rybozie. Faktycz-
nie czasteczka zablokowanego mRNA ma wiec dwa kofice z wolnymi
grupami hydroksylowymi 2' i 3' w pozycjach cis.

— konicowa 7-metyloguanozyna faczy sie mostkiem tréjfosforanowym,
wigzaniem 5—5' z nastepnym nukleozydem tanicucha RNA. Ujemny
tadunek fosforandéw neutralizuje czeSciowo dodatni tadunek 7-metylo-
guanozyny.

— sasiadujace z 7-metyloguanozyng nukleozydy (pierwszy lub pierwszy
i drugi) réowniez moga by¢ zmetylowane, najczesciej w pozycji 2' ry-
bozy. Przedostatnim nukleozydem od konca 5 w niektérych komorko-
wych i wirusowych mRNA jest réwniez N62'-0-dwumetyloadenozyna.
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Wszystkie przebadane dotychczas komérkowe mRNA réznych Eukario-
ta posiadajg zablokowany, zmetylowany koniec 5' (Tabela 1). Dotyczy to
zarowno mRNA prymitywnych eukariontéw jak drozdze i Dictyostelium
discoideum, jak i wyzszych jak ptaki i ssaki. Zablokowany koniec 5' za-
wierajg réwniez specyficzne mRNA wszystkich przebadanych dotychczas
wiruséw zawierajacych DNA oraz wiekszosci zwierzecych i roslinnych wi-
rusow zawierajgcych RNA (Tabela 1). Jedynymi wirusami, ktérych RNA

Tabela 1
Komoérkowe i wirusowe mRNA zawierajace 5-kofcowa sekwencje m7GpppN
Rodzaj mRNA N Pismiennictwo

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

B. Wirusowe mRNA
DNA wirusy:
SV 40 Am mAm Gm 59
Adeno, typ 2 Am, mAm 53, 65
Vaccinia Am, Gm 43, 46
RNA wirusy:
Sindbis A 74
VSV Am mAm 63, 75
Reo Gm 45
CPV Am 44
Miesaka Rousa (RSV) Gm 76
Miesaka ptasiego (ASV-B77) Gm 7
Mozaiki lucerny (AMYV) G 78
Mozaiki tytoniu (TMV) G 79, 80
Mozaiki stoktosy (BMV) G 8l

nie posiadajg zmetylowanego konhca 5 sg zwierzece RNA-wirusy grupy
Picorna (wirusy Polio, EMC i Mengo) (48—50) oraz roslinny wirus STNV
(51, 52). W przypadku wirusa Polio stwierdzono, ze zarbwno RNA izolo-
wany z oczyszczonego wirusa, jak réwniez specyficzny wirusowy mRNA
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izolowany z funkcjonujacych w zakazonych komorkach polisoméw nie
majg koncowej 7-metyloguanozyny (48, 49).

Stwierdzono, ze réwniez heterogenny jadrowy RNA (HnRNA) izolo-
wany z jader komorek HelLa lub L zawiera zablokowany zmetylowany
koniec 5' (53—55). Grupa Buscha jeszcze przed wykryciem zabloko-
wanego konca 5 w mRNA wykazata obecnos¢ struktury m32G/57pp/57N
na koncu 5' niektérych niskoczasteczkowych RNA izolowanych z jader
komorek hepatomy Novikoffa (56).

Poza obecnoscia grup metylowych na koncu 5' czasteczki eukariotycz-
nego mMRNA stwierdzono réwniez wystepowanie zmetylowanych nukleo-
zydow, gtéwnie Ne-metyloadenozyny, wewnatrz tancuchow mRNA (42, 54,
57, 66—69). W przypadku mRNA z komorek HelLa ustalono, ze jedna
czasteczka mMRNA zawiera $Srednio 2—3 N6&metyloadenozyny i ze wyste-
pujg one zawsze w sekwencji .. (G lub A)pmApC.. wewnatrz tancucha
RNA (67). Nie wiadomo czy metyloadenozyny wystepuja w odcinkach
mRNA ttumaczonych w procesie translacji, czy tez we fragmentach mRNA
nie niosacych informacji genetycznej. Istniejg mMRNA, jak globinowy
mRNA kaczki, mRNA z Dictyostelium discoideum, oraz niektdre mRNA
wirusowe, ktére nie zawierajg wewnatrztancuchowych metylonukleozy-
déw (15, 70, 73). Ostatnio doniesiono, ze zawierajace poli(A) mRNA izolo-
wane z mitochondriéw chomiczych komérek BHK-21 prawdopodobnie nie
sg zmetylowane. Wydaje sie, ze nie posiadajg one ani zmetylowanego kon-
ca 5, ani nie zawierajg metylowanych nukleozydéw wewnatrz tancucha
mRNA (86).

Modyfikacja konca 5 mRNA odbywa sie po rozpoczeciu lub nawet po
ukonczeniu transkrypcji (15). Niewiele wiadomo o biogenezie konca 5
komorkowych informacyjnych RNA. Wyjasniono natomiast mechanizm
dofaczania guanozyny i metylacji 5'-koncowych nukleozydéw dla mRNA
wiruséw Reo, Vaccinia i VSV (15, 82—85). Modyfikacje tych mRNA ka-
talizujg enzymy bedace skiadnikami oczyszczonych czastek wirusowych.
Poniewaz wiriony Reo, Vaccinia i VSV zawierajg rowniez polimeraze RNA,
stanowig one prosty, naturalnie oczyszczony uktad, umozliwiajgcy badanie
syntezy i modyfikacji mRNA in vitro (15, 82—=85). W przypadku syntezy
mRNA wirusow Reo i Vaccinia stwierdzono, ze specyficzna fosfohydrolaza
odcina najpierw y-fosforan z 5'-kofncowego tréjfosfonukleozydu w nowo-
syntetyzowanym RNA. Do konca czasteczki RNA, ppNpN..., dotgczony
zostaje nastepnie GMP. Jego donorem jest GTP, a reakcje katalizuje en-
zym guanylilotransferaza, zwana takze enzymem blokujagcym (ang. capping
enzyme). Zablokowany koniec mRNA o strukturze GpppGpNp... jest
nastepnie metylowany przez dwie rozne transferazy, kolejno w pozy-
cjach N7 guanozyny oraz 2' rybozy drugiego nukleozydu (82—=84). Dono-
rem grup metylowych w tych reakcjach jest S-adenozylometionina. Do-
dajagc do mieszaniny reakcyjnej jej analog, S-adenozylohomocysteine,
bedaca ihibitorem metylacji, mozna otrzymaé niezmetylowane RNA
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0 strukturze 5' konica GpppN... lub (p)ppN... (15, 82). Informacyjne RNA
tego typu sa bardzo przydatne w badaniach roli zmienionego konca 5
w translacji (patrz rozdziat IV). Enzymy uczestniczagce w modyfikacji
mRNA wyizolowano ostatnio z czastek wirusa Vaccinia (83, 84).

1-2. Sekwencja poli(A) w mRNA

Wiekszo$¢ poznanych mRNA organizmow eukariotycznych zawiera
sekwencje poli(A) przytaczong kowalencyjnie do korica 3' mMRNA (87—91).
Rowniez heterogenny jadrowy RNA (HNRNA) uwazany za prekursora
cytoplazmatycznego mRNA, zawiera poli(A). (92, 93). Sekwencje poli(A)
znajdujace sie na koncu 3' w HnRNA lub mRNA nie sg kodowane przez
DNA komorki; sg one dotgczane do tancuchéw RNA po ukonczeniu trans-
krypcji.' Proces ten odbywaé sie moze zarowno w jadrze (92) jak i cyto-
plazmie komérki (94—96). Dtugos¢ sekwencji poli(A) komérkowych mRNA
waha sie od 50 nukleotydéw u nizszych eukariontéw jak drozdze (97) do
okoto 150—200 w mRNA ssakéw (98, 99). mRNA plesni Dictyostelium
discoideum zawiera dwa typy sekwencji poli(A) (100). Jedna z nich o dtu-
gosci okoto 25 nukleotydéw kodowana jest przez DNA, druga o diugosci
okoto 100 nukleotydéw dodawana jest do konca 3' mRNA po ukohiczeniu
transkrypcji, podobnie jak w innych organizmach. Te segmenty poli(A)
oddziela od siebie odcinek 10—40 nukleotydéw. Wirusowe RNA petnigce
po zakazeniu komorki role mRNA kodujacych biatka wirusowe, jak réw-
niez specyficzne wirusowe mRNA syntetyzowane w komoérkach po zain-
fekowaniu ich réznymi wirusami, réwniez posiadajg sekwencje poli(A)
(81, 101, 102). Przeglad komdrkowych i wirusowych mRNA, w ktérych
wykazano obecno$é poli(A) przedstawiony jest w pracy Greenberga
(103), oraz w artykule Brysch w Postepach Biochemii (104).

Do niedawna przyjmowano, ze jedynymi informacyjnymi RNA nie
posiadajgcymi sekwencji poli(A) s3 mMRNA kodujace histony (105) oraz
biatka reowirusa (106). Ostatnio Milcarek i wsp. (107) oraz Nemer
1wsp. (108) wykazali jednak, ze w komdrkach zarodkéw jezowca morskie-
go oraz w komérkach Hela okoto 30—40°/o komdérkowego mRNA, réznego
od histonowych mRNA, nie zawiera segmentu poli(A). Wyniki badan hy-
brydyzacji poli(A)(+) i poli(A)(— mRNA z DNA komplementarnym do
poli(A)(+) mRNA S$wiadczg o tym, ze obie klasy mMRNA posiadajg r6zne
sekwencje nukleotydowe (107, 108). Stwierdzono réwniez, ze az 70°/0 ak-
tywnego w ukitadzie in vitro mRNA skorupiaka Artemia salina nie zawiera
poli(A) (109). Ostatnio doniesiono, ze réwniez u Escherichia coli okoto 3°/o
szybko znakujgcego sie RNA o cechach mRNA zawiera sekwencje poli(A)
odtugosci 25—30 nukleotydéw (110). Stwierdzono ponadto, ze mRNA
izolowany z mitochondriéw drozdzy, owadow i ssakdéw posiada krétkie
sekwencje poli(A) (111, 112).

Istniejg sugestie, ze poli(A) odgrywa role w przeksztatlcaniu hetero-
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gennego jadrowego RNA (HnRNA) w mRNA oraz w transporcie mRNA
z jadra do cytoplazmy (92, 103, 113). Nie wyjasniono jednak dotad w petni
roli jakg petni fragment poli(A) w translacji mRNA. Globinowy mRNA,
ktéremu metodami enzymatycznymi usunieto segment poli(A) jest nadal
aktywng matryca zarowno w uktadach bezkomérkowych z watroby szczu-
ra, komérek raka wysiekowego Krebsa i zarodk6w pszenicy (114, 115) jak
i po wstrzyknieciu do oocytu ropuchy Xenopus laevis (116). Obecnos¢ seg-
mentu poli(A) moze jednak wptywaé na stabilnos¢ mRNA. Huez i wsp.
(116) stwierdzili, ze globinowy mRNA nie zawierajacy poli(A) wstrzyk-
niety do oocytu Xenopus laevis krécej zachowuje aktywnos$é w stymulo-
waniu syntezy globiny niz poliadenylowany mRNA. Autorzy ci przebadali
nastepnie stabilno$¢ preparatow globinowego mRNA, zawierajgcych od-
cinki poli(A) o réznej dtugosci. Okazato sie, ze mRNA zawierajacy 30 nu-
kleotydowy segment poli(A) jest odporny na degradacje na réwni z na-
tywnym mRNA posiadajacym segment poli(A) o dtugosci okoto 150 nukle-
otydéw. Dalsze skracanie segmentu poli(A) obnizato drastycznie stabilno$é
mRNA w oocytach Xenopus laevis (117). Obecnos¢ poli(A) moze zwiekszac
stabilnos¢ mRNA poprzez hamowanie aktywnosci rybonukleaz w komérce
(118). Stwierdzono, ze diugos¢ 3'-koncowego odcinka poli(A) zmniejsza sie
w miare ,,starzenia sie” mRNA w komdrce (98, 119, 120). Zjawisko to moze
mie¢ zwigzek z opisanymi powyzej zmianami w stabilnoSci mMRNA w za-
leznosci od diugosci segmentu poli(A). By¢é moze w komorce istniejg me-
chanizmy regulujace szybkos¢ trawienia poli(A) zwigzanego z mRNA. Za
tg mozliwos$cig przemawia doniesienie o wyizolowaniu z poptuczyn rybo-
somdéw nadnerczy S$winki morskiej inhibitora hamujacego degradacje
poli(A) (121).

Badajac zawarto$¢ poli(A)(+) i poli(A)(— mRNA w réznych klasach
polisoméw jezowca morskiego, Nemer i wsp. (122) stwierdzili, ze polia-
denylowany mRNA jest silniej wysycony rybosomami niz mRNA nie za-
wierajacy poli(A). Swiadczyé to moze o tym, ze inicjacja syntezy biatek
na poli(A)(— mRNA odbywa sie mniej wydajnie niz na mRNA poliade-
nylowanym. Do podobnego wniosku doszli Doel i Carey (123) badajac
translacje natywnego i deadenylowego owoalbuminowego mRNA w
uktadzie bezkomdérkowym z retikulocytow krdélika. Autorzy ci nie dostrze-
gli jednakze réznicy w aktywnosci obu preparatow mRNA w ukladzie
z zarodkow pszenicy, ktéry jest znacznie mniej aktywnym systemem bez-
komoérkowym niz uktad z retikulocytow (1, 16). Tak wiec, dla wiasciwej
oceny efektu poli(A) na proces translacji istotne jest stosowanie systemu
bezkomérkowego, w ktérym inicjacja syntezy polipeptyddw odbywa sie
z wydajnoscig zblizong do wydajnosci tego procesu w catych komorkach.
Niedawno stwierdzono, ze mRNA obecny w jajach jezowca morskiego jest
dodatkowo poliadenylowany po zaptodnieniu jaja (95, 96, 124). Poliadeny-
lacji ulega prawdopodobnie réwniez czes¢ mRNA obecnego w kryptobio-
tycznych cystach skorupiaka Artemia salina, w okresie gdy dochodzi do
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dalszego rozwoju jaja (109). Znaczenie tego procesu nie jest znane. Polia-
denylacja mRNA nie wpltywa prawdopodobnie na poziom syntezy biatka
w rozwijajagcych sie zarodkach poniewaz kordycepina (3'-dezoksyadeno-
zyna), hamujgca dotgczanie poli(A) do mRNA, nie hamuje biosyntezy bia-
tek (125, 126).

Obecnos¢ segmentu poli(A) utatwita znacznie identyfikacje i izolacje
czystych preparatow mRNA dzieki zastosowaniu do jego oczyszczania réz-
nych rodzajow chromatografii powinowactwa, m.in. chromatografii na
oligo(dT)-celulozie i poli(U)-Sepharozie (87, 104, 113, 127—129).

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

1-3. Potgczenia mRNA z biatkami

Cytoplazmatyczny mRNA nie zwiazany z rybosomami, jak réwniez
mRNA uwolniony z polisoméw dziataniem albo EDTA (130), albo puro-
mycyny i wysokiego stezenia soli (131), potaczony jest z biatkami (103,
113, 132—134). Kompleksy mRNA z biatkami — zwane informosomami lub
czastkami rybonukleoproteidowymi mRNP (z ang. messenger ribonucle-
oprotein partioles) — opisali po raz pierwszy Spirin i wsp. (133, 135
u zarodkdw ryby Misgurnus fossilis. Najlepiej scharakteryzowane zostaty
dotychczas polisomalne mRNP z retikulocytéw krolika i kaczki, zawie-
rajgce globinowy mRNA (131, 136, 137). Sg to czastki o statej sedymentacji
okoto 14—15S i tatwo jej oczysci¢ i oddzieli¢ od podjednostek rybosomo-
wych i wolnych biatek metodg wirowania w gradiencie sacharozy. B 1o -
bel (131) wykazat, ze globinowy mRNP z retikulocytéw krélika, podobnie
jak mRNP izolowane z polisoméw mysich komoérek L oraz hepatocytow
szczura, zawieraja gtownie dwa biatka 0o masach czasteczkowych 78 000
i 52 000. Inni autorzy stwierdzili wystepowanie biatek o identycznych lub
zblizonych ciezarach czasteczkowych w polisomalnych mRNP ludzkich
rakowych komdrek KB (138) i HeLa (139, 140), raka wysiekowego Ehrlicha
(141), moézgu zarodka kurczecia (142) oraz w mRNP zawierajgcych mRNA
kodujace krystaliny soczewki oka (143). Biatka takie stwierdzono réwniez
w izolowanym z retikulocytow krélika wolnym, nie zwigzanym z poliso-
mami globinowym mRNP (144). Blobel (145) oraz Brawerman
i Kwan (146) stwierdzili, ze jedno z bialek wystepujgcych w mRNP —
to o masie czasteczkowej 78 000 — przytgczone jest specyficznie do sek-
wencji poli(A) w mRNA. Oprécz dwoch gtownych biatek, w wigkszosci
omawianych powyzej preparatow mRNP znajdowano réwniez inne biatka
wystepujace jednak w mniejszych ilosciach. Nie rozstrzygnieto jeszcze czy
potaczenia mMRNA z biatkami wystepujg in vivo, czy tez sg one tylko arte-
faktami powstajagcymi podczas izolacji (147). Niewielka ilos¢ biatek zwig-
zanych z mRNP, jak rowniez stabilno$¢ tych komplekséw w obecnosci
stosunkowo wysokich stezeh soli (138) przemawiajg za ich specyficznoscia.
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Istniejg roznice w pogladach dotyczacych funkcji biatek zwiazanych
z mRNA. Nie ustalono réwniez ostatecznie czy biatka te sg potrzebne do
translacji mMRNA. Cashion i Stanley (148) wykazali, ze w czescio-
wo oczyszczonym uktadzie bezkomérkowym z retikulocytow kompleks
inicjujacy 80S wydajniej tworzy sie w obecnosci globinowego mRNP niz
w obecnosci odbiatczonego globinowego mRNA. Badania innych autoréw
sugerujg, ze wsérdéd biatek zwigzanych z mRNA obecne sg czynniki inicju-
jace potrzebne do translacji mRNA (130, 149). Ostatnio stwierdzono, ze
z globinowym mRNP z retikulocytow krélika zwiazany jest czynnik ini-
cjujacy IF—MP oraz, ze zwigzane z mMRNA biatko o masie czgsteczkowej
52 000 moze odpowiadac jednej z podjednostek tego czynnika (150). Z dru-
giej strony wiadomo jednak, ze w ukiadach bezkomoérkowych globinowy
(151, 156) lub krystalinowy (143) mRNP stymulujg synteze biatek z tg
samg wydajnoscig co odpowiednie odbialczone mRNA. Cho¢ wyniki te
przemawiajg przeciwko udziatowi biatek zwigzanych z mRNP w procesie
translacji, to nie eliminujag one tej mozliwosci ostatecznie. Uzywane we
wspomnianych wyzej doswiadczeniach uktady bezkomoérkowe zawierac
bowiem mogg w swoim skiadzie biatka potrzebne do odtworzenia funkcjo-
nalnych komplekséw mRNP.

Istniejg rowniez sugestie, ze potaczenia mMRNA z biatkami obecne w cy-
toplazmie komoérek sg formg przechowywania tych informacyjnych RNA,
ktérych translacja ma nastagpi¢ z pewnym opo6znieniem w stosunku do
czasu ich syntezy (133—135, 153). Dotyczy to w szczegdlnosci mRNA obec-
nych w nie zaptodnionych komdrkach jajowych réznych organizméw lub
w nasionach ro$lin (133, 134, 152, 154, 155). Wiadomo, ze takie mRNA
powstajag w czasie oogenezy i sg wykorzystywane dopiero w poczatko-
wych stadiach rozwoju zarodkéw. Biatka zwigzane z RNA miatyby zapo-
biega¢ przedwczesnej translacji mMRNA oraz, by¢ moze, jednocze$nie chro-
ni¢ go przed dziataniem komorkowych rybonukleaz (133, 135, 153). Pro-
blem ten omdwiony jest obszernie w artykule Jachymczyka w Po-
stepach Biochemii (134).

Il. Inicjatorowy tRNA

W cytoplazmie komoérek organizmoéw wyzszych znajduja sie dwa typy
tRNA specyficznego dla metioniny (157—160). Jeden z nich, metionylo-
tRNA”eS petni role inicjatorowego tRNA (161—163). W odréznieniu od
prokariontow gdzie inicjatorowym tRNA jest N-formylometionylo-tRNA/et
(2, 71), jego odpowiednik w komérkach eukariontéw nie zawiera zabloko-
wanej grupy aminowej metioniny. Przyczyng tego jest brak odpowiedniej
transformylazy w cytoplazmie komérek organizméw wyzszych (157). In
vitro, w obecnosci transformylazy z Escherichia coli oraz donora reszty
formylowej, inicjatorowy Met-tRNAfwiekszosci eukariontow ulega jednak
formylacji; nie formylujg sie w tych warunkach jedynie Met-tRNA,
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z wyzszych roslin (164—168) oraz skorupiaka Artemia salina (169). Taki
»hiefizjologiczny” eukariotyczny N-formylometionylo-tRNA/ moze row-
niez inicjowaé, choé mniej wydajnie, synteze tancucha polipeptydowego
w ukladach bezkomdrkowych z organizmow wyzszych (28, 29, 158,
170—172).

W cytoplazmie komorek eukariontdw wystepuje rowniez Met-tRNA~d
odpowiedzialny za wbudowywanie metioniny w pozycjach wewnatrz tan-
cuchéw polipeptydowych (158, 161, 163). Obydwa typy Met-tRNA rozpoz-
najg kodon AUG, ktéry podobnie jak u prokariontow, jest zaréwno kodo-
nem inicjujgcym jak i kodonem dla wewnatrztancuchowej metioniny
(158, 162, 163). Wyniki badan in vitro wskazujg, ze kodon GUG moze by¢
kodonem inicjujacym roéwniez u eukariontéw (162).

Ro6znice w strukturze miedzy Met-tRNA” i Met-tRNAmdecydujg o ich
wiasciwym wykorzystaniu w translacji. Met-tRNA” rozpoznawany jest
przez biatkowe faktory inicjujace i przenoszony do miejsca inicjatorowe-
go (P) na rybosomie (4, 10). Faktor elonogacyjny EF—I oddziatuje
z Met-tRNAmi przenosi go do miejsca akceptorowego (A) rybosomu (10,
167). Badania sekwencji nukleotydowej inicjatorowego tRNA rdznych
ssakéw wigcznie z cztowiekiem (174—176), tososia (177), drozdzy (173),
oraz zarodkéw pszenicy (178) wykazaly, ze zamiast sekwencji GT'FC obec-
nej w petli 1V (wedtug modelu liscia koniczyny) wszystkich innych tRNA
biorgcych udziat w syntezie biatka, zawiera on sekwencje GAUC lub
GAU*C (179—183). U prokariontéw (Escherichia coli, sinica Anacystis
nidulans, Mycoplasma mycoides) cechg odr6zniajacg inicjatorowy tRNA/16
od innych tRNA jest brak komplementacji sitami wigzan wodorowych
miedzy pierwszym nukleotydem od korica 5 i pigtym nukleotydem od
konca 3' w ramieniu akceptorowym (aminokwasowym) tRNA (183—186).
Zablokowanie grupy NHZ metioniny grupag formylowag w inicjatorowym
tRNA prokariontow dodatkowo uniemozliwia jego udziat w elongacji.

Ze wzgledoéw praktycznych interesujagce jest spostrzezenie, ze metio-
nylowa aminoacylo-tRNA syntetaza z Escherichia coli moze acylowac
eukariotyczny inicjatorowy t.RNA/et, nie przenosi natomiast reszty metio-
nylowej na eukariotyczny tRNA”et(187). Jedynym wyjatkiem jest tRNA“et
z drozdzy, ktory w pewnych warunkach moze byé acylowany przez enzym
bakteryjny (159, 160).

I11. Biatkowe czynniki inicjujgce i ich rola w powstawaniu kompleksu
inicjujgcego

W 1968 r. Miller i Schweet (188) stwierdzili, ze ptukanie rybo-
somow retikulocytéw krolika 0,5M KC1 usuwa z nich biatkowe czynniki
niezbedne do translacji naturalnego mRNA w ukfadzie in vitro. W na-

*) Pochodna U o nieznanej budowie.
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stepnych latach w kilku laboratoriach udato sie zidentyfikowac, a w nie-
ktorych przypadkach oczysci¢ i scharakteryzowac, szereg eukariotycznych
czynnikow inicjujagcych biorgcych udzial w tworzeniu sie kompleksu
[rybosom. Met-tRNAf. mMRNA]. Podczas gdy u bakterii w procesie tym
(2, 5 6), u eukariontéw ich liczbe ocenia sie na co najmniej 5—7 (3, 10,
170, 189). Wieksza ztozonos$¢ procesu inicjacji w komdrkach eukariontow
wynika z faktu, ze na tym etapie ekspresji informacji genetycznej dziata
wiele mechanizmdw regulacyjnych. Nie znany jest dokladny mechanizm
dziatania wszystkich czynnikéw biatkowych uczestniczacych w procesie
inicjacji. Zrozumienie tego procesu utrudnia dodatkowo brak jednolitej
nomenklatury czynnikéw inicjujagcych oraz doktadnie okre$lonych kry-
teriéw jakie biatko nalezy uznawaé za czynnik inicjujgcy a nie za np. biat-
ko rybosomalne wyptukane z rybosomoéw dziataniem wysokiego stezenia
soli.

W Tabeli 2 przedstawiony jest wykaz czynnikéw inicjujagcych wyizolo-
wanych z retikulocytow krdlika w pracowniach Andersona (170,
190—193) i Staehelina (3, 194) oraz ze skorupiaka Artemia salina
w pracowni Ochoa (10, 20, 60, 169, 195). W tabeli zachowano termino-
logie stosowang przez poszczegllne laboratoria. Biatka odpowiadajace
wiasnosciami niektérym z przedstawionych w tabeli 2 czynnikéw wyizolo-
wano rowniez w innych pracowniach; omoéwione bedg one w tekscie.

I11-1. Powstawanie kompleksu inicjujgcego w obecnosci kodonu AUG

Zastosowanie kodonu inicjujgcego AUG jako modelowego mRNA
upraszcza badanie in vitro etapdw tworzenia sie kompleksu inicjujgcego
ze wzgledu na wyeliminowanie z reakcji wszystkich czynnikéw inicjujg-
cych potrzebnych dla rozpoznania naturalnego mRNA. Badania z zastoso-
waniem oczyszczonych czynnikéw inicjujagcych z retikulocytow krélika
oraz z Artemia salina, prowadzone gtownie w pracowniach Andersona
i Ochoa (120, 196—198) wykazaty, ze w organizmach eukariotycznych
wystepuja dwie drogi tworzenia sie kompleksu inicjujgcego 80S, skiada-
jacego sie z rybosomu, kodonu AUG i inicjatorowego Met-tRNATF (Sche-
mat 2). Mechanizm pierwszy przebiega poprzez przytaczenie inicjatorowe-
go Met-tRNATf do podjednostki 40S w obecnosci kodonu AUG or*z czyn-
nika IF—MI z retikulocytéw, lub odpowiadajgcego mu czynnika EIF—1
z Artemia salina. Retikulocytowy czynnik inicjujacy IF—M2B stymuluje
reakcje w obecnosci czynnika IF—MI okoto 2-krotnie (196).

Biatko o wiasnosciach czynnika IF—MI wyizolowano z watroby szczu-
ra (199—202) i krolika (203), z komoérek raka wysiekowego Krebsa (204),
z retikulocytéw krélika (190, 205, 206) z Artemia salina (169, 195) oraz
z drozdzy (207). Oczyszczony czynnik z retikulocytéw krolika jest zdaniem
Merricka i Andersona (190) pojedynczym zasadowym polipep-

3 Postepy Biochemii



34 W. FILIPOWICZ [14

tydem o masie czasteczkowej 65 000. Biatko o podobnych wiasnosciach
wyizolowane z tego samego materiatu przez Cimadevilla i Har-
desty’ego (206) posiada mase czasteczkowg 50 000 i ztozone jest
z dwoch podjednostek o masach czasteczkowych 30 000 i 20 000. Aktywny
homogenny czynnik EIF—1 z Artemia salina jest dimerem ztozonym
z dwéch podjednostek o masie czasteczkowej 74 000 (195). Mimo tych r6z-
nic w budowie, biologiczne wiasnoséci czynnikéw izolowanych z réznych
organizmow sg bardzo zblizone. Biatka te stymulujg przytgczanie inicjato-

|F-MP
+
GTP
+
Met-tRNA¢
I F-M1
+
IF-M2B
s 3 +
|F-MP AUG
GTP +
LMet tRNA;J Met-tRNA¢
| T
IF-MP IF-Mt
GTP AUG
Met-tRNA¢ Met-tRNA¢
40S 40S
e R (IF-M2B)
— AUG ¥
| F- MZA
IF M2B
GTP
Met
AUG Schemat 2. Dwie drogi tworzenia kom-
KOMPLEKS INICJUJACY 80S pleksu inicjujacego w obecnos$ci kodonu
' ; : AUG (196).

rowego — prokariotycznego lub eukariotycznego — Met-tRNA lub fMet-
-tRNA, jak rowniez fenyloalanylo-tRNA lub N-acetylofenyloalanylo-tRNA
do podjednostki rybosomowej 40S. Przytgczanie to zalezy od obecnosci
odpowiedniej matrycy (AUG lub poli(U), nie zalezy za$ od obecnosci GTP
(190, 195, 200, 204, 206). O podobienstwie czynnika IF—M]I z retikulocytow
oraz EIF—1 z Artemia salina $wiadczy dodatkowo spostrzezenie, ze prze-
ciwciato przeciwko czynnikowi EIF—1 inaktywuje rowniez czynnik z reti-
kulocytow (208).
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Kompleks inicjujacy [40S. AUG. Met-tRNA. IF—MI] w obecnosci pod-
jednostki 60S, czynnikdw IF—M2A i IF—M2B z retikulocytéw oraz GTP
ulega przeksztatceniu w kompleks 80S (Schemat 2) zawierajgcy Met-tRNA
w miejscu P rybosomu, czyli w pozycji w ktérej moze on reagowac z pu-
romycyng lub innym aminoacylo-tRNA przytgczonym do rybosomu (196,
197). Czynnik IF—M2A oraz odpowiadajagcy mu faktor IF—E5 zostaty
wyizolowane z retikulocytéw krélika i oczyszczone do homogennosci (3,
192). Wedlug Merricka i wsp. (192) czynnik IF—M2A jest pojedyn-
czym polipeptydem o masie czasteczkowej okoto 125 000. W obecnosci ry-
bosoméw posiada on aktywno$¢ GTP-azy (3, 192). Frakcja biatkowa
o wiasnosciach czynnika IF—M2A zostata wyizolowana réwniez w innych
laboratoriach z retikulocytow krélika (209—211), komérek L (212) oraz
watroby szczura (213) i krélika (203). Jest ona — osobno lub w potgczeniu
z faktorem IF—M2B — okreslana czesto jak ,,czynnik tgczacy”, potrzebny
do polaczenia podjednostek 40S i 60S w procesie inicjacji (3, 192, 203, 211).

Czynnik IF—M2B z retikulacytow krolika, potrzebny réwniez dla
przeksztatcenia kompleksu inicjujacego 40S w kompleks 80S (196, 197)
zostat rozdzielony na dwie frakcje: IF—M2B-a i IF—M2B-(3 0 masach
czasteczkowych odpowiednio 15000 i 17 500 (214). Nie poznano jeszcze
doktadnie ich roli w procesie inicjacji. Jak wspomniano wyzej, czynnik
IF—M2B stymuluje réwniez tworzenie sie kompleksu inicjujagcego 40S
w obecnosci czynnika IF—MI z retikulocytéw (196). Czynnik IF—EI
oczyszczony do homogennos$ci przez Staehelina i wsp. (3) posiada
mase czasteczkowg 15 000 i odpowiada prawdopodobnie jednej z frakcji
czynnika IF—M2B.

Druga droga tworzenia sie kompleksu inicjujgcego przebiega w trzech
etapach (Schemat 2). Etap pierwszy to utworzenie kompleksu potrojnego
[Met-tRNA. czynnik IF—MP. GTP]. Dodatek podjednostki rybosomowe;j
40S prowadzi nastepnie do powstania kompleksu inicjujacego 40S (etap
drugi). Proces ten, w odréznieniu od mechanizmu przebiegajacego z udzia-
tem czynnika IF—MI, nie wymaga obecnosci kodonu AUG. Dodatek AUG,
czynnikow IF—M2A i IF—M2B oraz podjednostki 60S konieczny jest do
powstania kompleksu inicjujgcego 80S (etap trzeci) (196, 198).

Biatko o wiasnosciach czynnika IF—MP (IF—E2) wyizolowano m.in.
z retikulocytéow krélika (3, 191, 194, 209, 210, 215, 216), z komdrek L (217),
z zarodkéw pszenicy (218), z Artemia salina (20) oraz z komérek raka wy-
sieckowego Krebsa (219). Oczyszczony czynnik IF—MP z retikulocytow
krélika zbudowany jest wedtug Safera i wsp. (191) z dwdch podjed-
nostek o masach czgsteczkowych 34 000 i 52 000. Funkcjonuje on jako mo-
nomer o masie czasteczkowej 90 000 lub jako dimer o masie czgsteczkowej
180 000. Wedtug Staehelina i wsp. (3 retikulocytowy czynnik jest
biatkiem ztozonym z trzech podjednostek o masach czgsteczkowych 32 000,
47 000 i 50 000. Kompleks potrojny [Met-tRNA. IF—MP. GTP] zatrzymy-
wany jest na sgczkach miliporowych; stwierdzenie tego bardzo utatwito

3%
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identyfikacje i oczyszczanie czynnika IF—MP (3, 20, 191, 209, 216, 217).
Specyficznos¢ reakcji czynnika IF—MP z Artemia salina z r6znymi amino-
cylo-tRNA oraz wptyw GTP na ten proces przedstawiono w tabeli 3.
Kompleks potrojny tworzy sie wydajnie jedynie z eukariotycznym inicja-
torowym Met-tRNA,. Bakteryjny fMet-tRNA, lub Met-tRNAT, jak rowniez

Tabela 3
Aktywnos¢ czynnika IF—MP w tworzeniu kompleksu potréjnego z Met-tRNATf i GTP (20).

Aminoacylo-tRNA zwig-

Aminoacylo-tRNA 76 i
y ZrodIcI)Fczy'\r/llrlllka zany w kompleksie (pmole)
Rodzaj Zrodio -GTP +GTP Roznica
pSJMet-tRNAF A. salina A. salina \ 1,09
[14CIMet-tRNA, A. salina A. salina 0,98

pSJMet-tRNA, Retikulocyty
krolika A. salina 0]2 l@ Q«

f[3BS]Met-tRNAF Retikulocyty

krélika A. salina
[14AC]Met-tRNAmM Watroba krélika A. salina m tm.
[14CIMet-tRNAF E. coli A. salina 0,16
f[BS]Met-tRNA, E. coli A. salina
[14C]Fen-tRNA E. coli A. salina m
PS]Met-tRNAF A. salina Retikulocyty

krélika m 0,92 091

rézne nieinicjatorowe aminoacylo-tRNA nie tworzg kompleksu z czynni-
kiem IF—MP. Formylacja eukariotycznego Met-tRNATf obniza okoto dwu-
krotnie jego aktywno$¢ w tworzeniu kompleksu potrojnego. Czynnik
z Artemia salina rozpoznaje wydajnie Met-tRNAT z retikulocytéw. Podob-
nie czynnik IF—MP z retikulocytéw Kkrélika oddziatuje z Met-tRNAE
z Artemia salina. GTP stymuluje powstawanie kompleksu biatka z inicja-
torowym tRNA okoto 10-krotnie w przypadku czynnika z Artemia salina
oraz prawie 100-krotnie w przypadku czynnika z retikulocytéw (20). Po-
dobnag specyficzno$¢ czynnika IF—MP w stosunku do eukariotycznego
inicjatorowego Met-tRNA oraz zaleznos¢ powstawania kompleksu od obec-
nosci GTP opisano réwniez w innych pracach (209, 217, 219, 220).
Walton i Gili (221) doniesli ostatnio, ze w obecnosci czesciowo
oczyszczonego czynnika IF—MP z retikulocytow krélika rowniez ATP
i inne tréjfosforany nukleozydéw stymulujg tworzenie sie kompleksu po-
tréjnego. Podobne wyniki otrzymano réwniez z czynnikiem IF—MP z za-
rodkow pszenicy (218) i z Artemia salina (20). Trojfosforany nukleozydow
inne niz GTP nie uczestniczg jednakze bezposrednio w powstawaniu kom-
pleksu potréjnego. Sa one jedynie donorem fosforanu dla GDP w reakcji
katalizowanej przez kinaze dwufosfonukleozydéw (E.C. 2.7.4.6.) obecna
w czeSciowo oczyszczonych preparatach czynnika IF—MP (20, 221).
Stwierdzono, ze nawet oczyszczony do homogennosci czynnik IF—MP
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z retikulocytow krélika zawiera zwigzany z biatkiem GDP (222). Swiadczy
0 tym m.in. spostrzezenie, ze w reakcji tworzenia sie kompleksu potrdj-
nego GTP mozna zastapi¢ przez jednoczesny dodatek fosfoenolopirogro-
nianu i kinazy fosfoenolopirogronianu (222). Obecno$¢ kinazy dwufosfo-
nukleozydéw w poptuczu rybosomalnym oraz wysokie — okoto 100-krotnie
wyzsze od GTP — powinowactwo GDP do faktora IF—MP (221) przema-
wiajag za mozliwosciag, ze fosforylacja kompleksu [IF—MP. GDP] do
[IF—MP. GTP] przez kinaze dwufosfonukleozyddéw jest naturalng droga
regeneracji aktywnego czynnika w procesie inicjacji.

W obecnosci podjednostki rybosomowej 40S kompleks [Met-tRNA.
IF—MP. GTP] ulega przeksztatceniu w kompleks inicjujacy [40S. Met-
tRNA. IF—MP. GTP] (schemat 2) (20, 194, 196, 220). Zar6wno na etapie
tworzenia sie kompleksu potréjnego jak i podczas powstawania kompleksu
40S nie zachodzi hydroliza GTP, gdyz GTP moze by¢ zastgpiony w tych
reakcjach przez niehydrolizujagcy analog GMPPCP (20, 196, 212, 216, 220).
Safer iwsp. (220) stwierdzili, ze czynnik IF—MP z retikulocytéw kroé-
lika oddziatuje z Met-tRNA réwniez w nieobecnosci GTP oraz, ze kom-
pleks [IF—MP. Met-tRNA] moze reagowac¢ z podjednostkg 40S z ta samg
wydajnoscig co kompleks potréjny. Mozliwos¢ utworzenia kompleksu pod-
wéjnego [IF—MP. Met-tRNA] zalezata m.in. od Swiezosci preparatu czyn-
nika IF—MP oraz od stopnia oczyszczenia inicjatorowego tRNA (220).

Dodatek podjednostki 60S, kodonu AUG oraz czynnikdéw IF—M2A
1 IF—M2B prowadzi do przeksztatcenia kompleksu [40S. IF—MP. GTP.
Met-tRNA] w kompleks inicjujacy 80S zawierajacy Met-tRNA w pozycji
P rybosomu (196, 198). Mechanizm przytgczania si¢ podjednostki 60S z re-
tikulocytéw krdlika do kompleksu inicjujgcego 40S jest wiec podobny
niezaleznie od tego czy kompleks 40S powstaje via czynnik IF—MI czy
tez via czynnik IF—MP. Jedyng roznica jest to, ze w przypadku wyko-
rzystania czynnika IF—MP przytgczenie wiekszej podjednostki do kom-
pleksu 40S wymaga dodania na tym etapie kodonu AUG. Przeksztatceniu
kompleksu inicjujgcego 40S w kompleks 80S towarzyszy hydroliza GTP
(3, 10, 198).

Interesujgce wyniki dato poréwnanie aktywnosci podjednostek 60S
z retikulocytéw krolika i Artemia salina (197). Dla przeksztatcenia kom-
pleksu [40S. IF—MI. AUG. Met-tRNA] w funkcjonalny kompleks 80S
konieczne jest dodanie, obok podjednostki 60S z retikulocytéw, réwniez
czynnikdw IF—M2A i IF—M2B (Schemat 2). Zastosowanie podjednostki
rybosomowej 60S z Artemia salina eliminuje jednakze konieczno$¢ doda-
wania tych dwoch czynnikow; aktywny kompleks 80S powstaje w tych
warunkach w obecnosci tylko jednego czynnika inicjujgcego — IF—MI
(197). Z opisanych eksperymentow wyciggnieto wniosek, ze czynniki
IF—M2A i IF—M2B sa, by¢ moze, biatkami rybosomowymi usunietymi
z podjednostki 60S retikulocytéw podczas preparatyki (197). Gdy porow-
nano jednak tworzenie sie kompleksu inicjujgcego via czynnik IF—MP,
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okazato sie, ze niezaleznie od rodzaju stosowanej podjednostki 60S, dla
powstania funkcjonalnego kompleksu 80S potrzebne sg czynniki IF—M2A
i IF—M2B (197, 198).

I11-2. Powstawanie kompleksu inicjujgcego w obecnosci naturalnego mRNA

Tworzenie sie kompleksu inicjujgcego w obecnosci naturalnego mRNA
jest procesem bardziej ztozonym od omoéwionych powyzej mechanizmow
inicjacji w obecnosci AUG. Staehelin iwsp. (3) twierdza, ze w ukta-
dzie bezkomérkowym z retikulocytow krélika w procesie tym poza pod-
jednostkami rybosomowymi, globinowym mRNA oraz Met-tRNA, uczest-
niczy az szes¢ biatkowych czynnikéw inicjujagcych oraz ATP. Wedtug tych
autor6w pierwsze etapy procesu inicjacji przebiegajag podobnie jak w
przypadku opisanego AUG — zaleznego mechanizmu via czynnik IF—MP
(Schemat 3). Kompleks potrojny oddziatuje z podjednostka rybosomo-
wa 40S w nieobecnosci mRNA. Prowadzi to do powstania kompleksu ini-

IF-E2
Met-tRNA¢
GTP

405-vevtRNA,l
GTP

» Stabilizacja  ~

IF-E34~ > IF-EL
IF-E4

IF-E6 | mRNA
/X /_

ATP ADP + Pi 3
kOS%Am%QNAmeNA’
. GTP

IF=ES
— E — - GDP+ P .
} \ bRt Schemat 3. Powstawanie kompleksu

POS»MO(%QNA-JﬂRNéJ inicjujagcego 80S w obecnos$ci natu-
/ ralnego mRNA (3).

cjujgcego 40S zawierajgcego przytgczony do mniejszej podjednostki metio-
nylo-tRNA (Schemat 3). Kolejnym etapem jest dotgczenie mRNA do kom-
pleksu [Met-tRNA. 40S]. Reakcja ta przebiega w'obecnosci czynnikéw
IF—E3, IF—E4, i IF—E6 oraz ATP (3). Dodatkowo stymuluje ja okoto
dwukrotnie czynnik IF—EI (3). Staehelin i wsp. (3, 194) stwierdzili,
ze czynnik IF—E3, konieczny dla przytgczenia mRNA do podjednostki
40S, ma réwniez stabilizujgcy wptyw na sam kompleks [40S. Met-tRNA],
Przytgczenie podjednostki 60S do kompleksu [40S. mRNA. Met-tRNA] ka-
talizowane jest przez czynnik IF—E5 (3). Na tym etapie odbywa sie row-
niez hydroliza GTP (3).
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Trzy z czynnikéw (IF—EI, IF—E2 i IF—E5) bioracych udziat w two-
rzeniu sie kompleksu inicjujacego w obecnosci globinowego mRNA od-
powiadajg omoéwionym juz czynnikom IF—M2B, IF—MP i IF—M2A
(patrz Tabela 2). Z pozostatych na szczegdlng uwage zastuguje czynnik
IF—E3 uznawany za odpowiednik bakteryjnego czynnika IF—3 koniecz-
nego do translacji naturalnych mRNA u bakterii (2, 5 6). W przeciwieA-
stwie do czynnika bakteryjnego, ktdry jest pojedynczym polipeptydem
0 masie czasteczkowej okoto 25000 (2, 5 6) czynnik eukariotyczny jest
duzym kompleksem biatkowym o statej sedymentacji okoto 17S i masie
czasteczkowej ponad 500 000 daltonéw (3, 194). Analiza oczyszczonego
czynnika IF—E3 z retikulocytéw krolika metoda elektroforezy w zelu po-
liakryloamidowym w obecnosci SDS wykazata, ze sklada sie on z 9—10
podjednostek biatkowych (193). W zwigzku ze zlozonoscig budowy tego
czynnika Staehelin i wsp. (3) okreSlaja go nawet jako rodzaj ,orga-
nellum” komérkowego bioracego, by¢ moze, udziat w regulacji translacji
mRNA u eukariontow. Nie udato sie niestety do chwili obecnej oczyscié
podjednostek czynnika IF—E3 ani ustali¢ ich roli w procesie inicjacji.

Czynniki o wiasnosciach podobnych do czynnika IF—E3 wyizolowano
rébwniez w innych pracowniach (193, 203, 223—226). Heywood i wsp.
(225—227) stwierdzili, ze czynniki te wykazujg specyficzno$¢ w stosunku
do mRNA. Autorzy ci wyizolowali czynnik IF—E3 z mies$ni zarodkéw kur-
czat oraz z kurzych retikulocytow. W uktadzie in vitro synteza miozyny
w obecno$ci miozynowego mRNA stymulowana byta tylko przez czynnik
otrzymany z homologicznej tkanki miesniowej; globinowy mRNA thu-
maczony byt tylko w obecnosci czynnika z retikulocytow. Podobnie
Heywood i wsp. (225, 226) wykazali wystepowanie w migé$niach za-
rodkéw kurczecia czynnikdw specyficznych dla translacji miozynowego
1 mioglobinowego mRNA. Obecnos¢ czynnikéw inicjujacych stymuluja-
cych translacje okre$lonego rodzaju lub klasy mRNA stwierdzono réwniez
w tkankach owada Tenebrio molitor (228), w retikulocytach krolika (229)
oraz w komorkach raka wysiekowego Krebsa (230). Z drugiej strony wia-
domo jednak, ze w procesie translacji RNA wirusa EMC czynniki typu
IF—E3 z retikulocytéw lub watroby krolika moga zastepowa¢ homolo-
giczny czynnik z komdrek raka wysiekowego Krebsa (223). W ukladzie
bezkomdérkowym z komodrek raka wysiekowego Krebsa ten sam czynnik
stymuluje zaréwno translacje RNA wirusa EMC jak i globinowego mRNA
z retikulocytow (223). Przeciwko wystepowaniu biatkowych czynnikow
inicjujgcych rozpoznajgcych specyficznie okreSlone mRNA Swiadczg réow-
niez liczne przyktady translacji roznych mRNA w heterologicznych ukta-
dach bezkomérkowych (27, 231—236) lub w oocytach Xenopus laevis (237,
238). Osiagniecie wydajnej translacji nie wymagato dodania zadnych bia-
tek pochodzacych z materiatu, z ktérego izolowany byt badany mRNA.
Wyniki te oczywiscie nie wykluczaja ostatecznie mozliwosci wystepowania
czynnikow biatkowych specyficznych dla r6znych klas mRNA. Byé moze,
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Swiadcza one jedynie o tym, ze wspomniane wyzej ukilady do translacji

MRNA zawierajg caty komplet tego typu czynnikéw i nie mozna w nich

wykazaé réznic w translacji poszczeg6lnych mRNA. Pozostate dwa czyn-

nostki 40S retikulocytow to IF—E4 i IF—E6. Wedtug Staehelina i wsp. (3)

czynnik IF—E4 retikulocytdw krolika i komorek raka wysiekowego

Krebsa jest pojedynczym polipeptydem o masie czasteczkowej 50 000.

Biatko to jest identyczne z oczyszczonym uprzednio przez Weigle

i Smitha (230, 239) czynnikiem inicjujagcym IFEMC Autorzy ci stwier-

dzili, ze w uktadzie bezkomoérkowym z raka wysiekowego Krebsa czynnik

IFemc konieczny jest dla translacji RNA wirusa EMC, podczas gdy transla-

cja globinowego mRNA stymulowana jest przez niego tylko nieznacznie

(230). Wyniki ostatnich doswiadczen Staehelina i wsp. (3) $wiadcza

jednak o tym, ze translacja obu tych mRNA zalezna jest catkowicie od

obecnosci czynnika IF—E4; translacja RNA wirusa EMC wymaga jedynie
wyzszego stezenia tego biatka. Oczyszczony do homogennosci czynnik

IF—E6 z retikulocytéw krélika posiada mase czasteczkowg 80 000 (3).

Jego rola w przytaczaniu mRNA do podjednostki 40S taczy sie, by¢ moze,

z udziatem w tym procesie ATP. Czynnik ten posiada bowiem aktywnos$¢

ATP-azy. W nieobecnos$ci rybosoméw hydrolizuje on ATP do ADP i fos-

foranu nieorganicznego. Udzial ATP w procesie inicjacji syntezy tancucha

polipeptydowego u eukariontéw wykazano po raz pierwszy w ukiadzie
bezkomoérkowym z zarodkéw pszenicy (240, 241). W przypadku inicjacji

w uktadzie z retikulocytow krolika ATP potrzebny jest obok czynnikéw

IF—E3, IF—E4 i IF—E6 dla przytgczenia mRNA do kompleksu inicjujg-

cego [40S. Met-tRNA] (3). Reakcji tej towarzyszy zapewne hydroliza ATP

gdyz nie hydrolizujacy analog AMPPCP nie posiada aktywnosci ATP (3).

Udziat ATP w przytgczaniu mRNA do rybosomu jest jedng z podstawo-

wych cech roznigcych proces inicjacji biosyntezy biatka u eukariontdw

i prokariontéw. Czynnik inicjujacy IF—E6 bierze, by¢é moze, réwniez

udziatl w rozpoznawaniu zmodyfikowanego korica 5' w mRNA (242) (patrz

rozdziat 1V-1).

Nie wyjasniony jest ciaggle ostatecznie problem czy czynnik IF—MI
(EIF—1) uczestniczy w translacji naturalnego mRNA, a jesli tak to jaka
jest jego rzeczywista rola w tym procesie. Coraz wiecej faktéw przemawia
za tym, ze z dwdéch omowionych, zaleznych od AUG, mechanizmoéw inicja-
cji tylko drugi —via czynnik IF—MP — wykorzystywany jest podczas
translacji naturalnego mRNA w uki}adzie in vitro:

— W uktadach bezkomérkowych z Artemia salina (189) oraz z retikulocy-
tow krélika (3) udato sie wykazac¢ zalezno$¢ syntezy globiny od obec-
nosci egzogennego, oczyszczonego do homogennosci czynnika IF—MP
z retikulocytéw. Osiggniecie aktywnej translacji globinowego mRNA
nie wymagato dodatku egzogennego czynnika IF—MI. Co wiecej, pre-
inkubacja uktadu bezkomoérkowego z Artemia salina z przeciwciatem
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przeciwko oczyszczonemu czynnikowi EIF—1 nie obnizata poziomu
syntezy globiny, podczas gdy przeciwciato to hamowato reakcje przy-
tgczania Met-tRNA do podjednostki 40S katalizowang przez czynnik
EIF—1 obecny w uktadzie (189).

Z dwoéch czynnikéw stymulujgcych przytaczanie Met-tRNA do podjed-
nostki 40S jedynie czynnik IF—MP wykazuje duzg specyficznosé
w stosunku do eukariotycznego metionylo-tRNAf. Czynnik IF—MI jest
réwniez aktywny z bakteryjnym formylowanym lub nieformylowanym
metionylo-tRNATF. Istniejg sugestie, nie poparte do chwili obecnej zad-
nymi dowodami, ze czynnik IF—MI uczestniczy, by¢ moze, w mito-
chondrialnej biosyntezie biatka lub tez jest niewyeliminowang w czasie
ewolucji ,,pozostatoscig” po bakteryjnym czynniku IF—2 (189).
Podstawowg cechg roznigcg dwa mechanizmy przytgczania inicjatoro-
wego tRNA do podjednostki 40S jest wptyw AUG na ten proces. Przy-
faczanie katalizowane przez czynnik IF—MI wymaga obecnosci kodonu
AUG, podczas gdy przytaczanie via czynnik IF—MP jest od matrycy
catkowicie niezalezne. Stwierdzono, ze w lizacie retikulocytow krdlika
30—50% natywnych podjednostek rybosomowych 40S zwigzanych jest
z inicjatorowym metionylo-tRNA. Tylko niewielki procent tych kom-
plekséw zawiera rowniez dolgczony mRNA (243). Wyniki te $wiadczg
o tym, ze w lizacie retikulocytéw, podobnie jak w przypadku opisanego
wyzej mechanizmu inicjacji via czynnik IF—MP, przyfaczenie Met-
tRNA do podjednostki 40S nastepuje przed przytaczeniem do niej
informacyjnego RNA.

Do niedawna przyjmowano powszechnie, ze w procesie inicjacji u pro-
kariontow (Escherichia coli) przytaczenie fMet-tRNA do podjednostki
30S wymaga obecnosci mRNA (2, 5 6), analogicznie do inicjacji via
czynnik IF—MI u eukariontéw. Obecnie pojawito sie jednak szereg
doniesienn, ze réwniez u prokariontow przytaczenie inicjatorowego
tRNA do mniejszej podjednostki nastepuje przed przytgczeniem do
niej mMRNA (244—246). W uktadzie bezkomdrkowym z Escherichia coli
udato sie m.in. wykaza¢ tworzenie sie kompleksu inicjujgcego [30S.
fMet-tRNA], analogicznego z kompleksem [40S. Met-tRNA. IF—MP]
u eukariontow (245, 246). Wykazano ponadto, ze bakteryjny czynnik
IF—2 tworzy z inicjatorowym tRNA kompleks podobny do kompleksu
potrdjnego powstajacego w obecnosci czynnika IF—MP (247—250).
Wspomniane podobienstwa miedzy inicjacjag u prokariontéw oraz ini-
cjacja via czynnik IF—MP u eukariontow sg dodatkowym argumentem,
ze witasnie ten mechanizm funkcjonuje u organizméw wyzszych.

Mechanizm rozpoznawania miejsca inicjujacego w mRNA

Jednym z podstawowych problemdw w inicjacji biosyntezy biatka jest
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rym rozpocza¢ sie ma synteza polipeptydu. Aby informacja zawarta w
mRNA byta wiasciwie odczytana, translacja musi rozpocza¢ sie od tego
trypletu AUG (lub GUG), ktory jest rzeczywistym kodonem inicjujagcym.
Muszg istnie¢ mechanizmy zabezpieczajace przed inicjacjg syntezy od sek-
wencji AUG kodujagcych wewnatrzbiatkowe metioniny, lub niezgodnych
z wiasciwg ,,fazg” odczytywania mRNA. Z badan nad translacjag mRNA
u bakterii wiadomo, ze gtéwnym czynnikiem zapobiegajacym inicjacji
w niewtasciwym miejscu jest rozbudowana struktura przestrzenna samego
mMRNA (1, 23, 252, 253, 254, 255). Istotng role w przytgczaniu mRNA do
rybosomu odgrywa rowniez sekwencja nukleotyddw w poblizu kodonu
inicjujgcego. Badania struktury pierwszorzedowej bakteryjnych i bak-
teriofagowych mRNA wykazaty, ze w bliskim sasiedztwie kodonow ini-
cjujacych, w kierunku konca 5' czasteczki mRNA znajdujg sie sekwencje
ztozone z 3—8 nukleotyddw purynowych (1, 2, 256, 257). Shine i Dal-
garno (258, 259) zaproponowali, ze podczas inicjacji syntezy polipepty-
du, bogaty w puryny fragment mRNA faczy sie wigzaniami wodorowymi
z komplementarnym do niego, bogatym w nukleotydy pirymidynowe,
koncem 3' RNA 16S mniejszej podjednostki rybosomowej. Tego typu od-
dziatywanie miedzy koricem 3' rRNA 16S Escherichia coli oraz tym frag-
mentem RNA bakteriofaga R17, w ktdrym odbywa sie inicjacja syntezy
fagowego biatka A, zostato ostatnio udokumentowane przez Steitz
i Jakes (256). Nie poznano jeszcze w petni mechanizmu rozpoznawania
MRNA przez rybosom eukariontow. Obecnie mozna juz jednak stwier-
dzi¢, ze proces ten jest w komérkach organizmdéw wyzszych bardziej zto-
zony i ze, obok wielu cech wspolnych z prokariontami, istotng role od-
grywajag w nim rowniez reakcje nieznane u bakterii.

IV-1. Rola zmodyfikowanego korica 5° mRNA

Istotng role w inicjacji translacji eukariotycznego mRNA odgrywa
struktura m7GpppN znajdujaca sie na jego konhcu 5'. Istniejg dane, ze ten
fragment mRNA jest czeScig sekwencji rozpoznawanej w czasie inicjacji
przez rybosom lub czynniki inicjujagce. Wptyw obecnosci koncowej 7-me-
tyloguanozyny na translacje mRNA wykazano po raz pierwszy dla mRNA
wiruséw Reo i VSV, oraz dla mRNA z retikulocytéw krdélika (61, 260).
Both iwsp. (260) stwierdzili, ze w uktadzie bezkomo6rkowym z zarodkow
pszenicy wydajna translacja niezmetylowanego reowirusowego mMRNA
0 5'-koncowej strukturze typu GpppN... lub (p)ppN... moze odbywac sie
tylko po uprzednim zablokowaniu i zmetylowaniu korica 5 mRNA. Sama
obecno$¢ guanozyny przytaczonej wigzaniem 5—5' do reszty czasteczki
mRNA nie wystarcza dla osiggniecia wydajnej translacji; guanozyna musi
by¢ w tym celu zmetylowana w pozycji N7 Zgodnie z tym, dodatek inhi-
bitora metylacji, S-adenozylohomocysteiny, do ukitadu bezkomorkowego
zawierajgcego niezmetylowany mRNA hamuje proces translacji, podczas
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gdy nie ma on wplywu na translacje zmetylowanego mRNA (260, 264).
Podobne wyniki osiggnieto w przypadku translacji reowirusowego mRNA
w uktadzie bezkomérkowym z Artemia salina (72). Rezultaty te $wiadcza
réwniez o tym, ze uzywane do badania translacji uktady bezkomérkowe
z Artemia salina i z zarodkéw pszenicy zawierajg enzymy specyficznie
blokujace i metylujgce koniec 5° mRNA (61, 72, 260).

Wykorzystujac obecno$¢ w koncowej 7-metyloguanozynie dwoéch wol-
nych grup hydroksylowych w pozycjach 2' i 3, dziataniem kolejno nadjo-
danu i aniliny (reakcja R-eliminacji) mozna usung¢ 7-metyloguanozyne
z konca czasteczki mRNA (15, 61, 72, 260, 261). Poddane tej procedurze
mRNA wirusa Reo oraz mRNA z retikulacytow krolika i Artemia salina
tracq zdolno$¢ do wydajnego stymulowania syntezy biatek w uktadach
bezkomérkowych z zarodkdw pszenicy i Artemia salina (61, 72). W przy-
padku RNA wirusa BMV stwierdzono ostatnio, ze usuniecie 7-metylo-
guanozyny z RNA obniza jego aktywno$¢ w uktadzie bezkomdrkowym
z zarodkéw pszenicy, nie hamuje jej jednak catkowicie (263). Translacja
BMV RNA poddanego B-eliminacji obnizona byfa, w poréwnaniu z natyw-
nym RNA, okoto 8-krotnie przy niskim stezeniu RNA w uktadzie bezko-
maérkowym (10]j.g/ml) i tylko okoto 30°/0 przy wysokim stezeniu RNA
(100(ig/ml). Muthukrishnan iwsp. (263) zbadali wpltyw R-eliminacji
réznych wirusowych mRNA na ich aktywno$¢ w tworzeniu kompleksow
inicjujgcych 80S w uktadach bezkomdrkowych z retikulocytdw krélika
oraz z zarodkéw pszenicy. Autorzy ci stwierdzili, ze podczas gdy usuniecie
7-metyloguanozyny z mRNA wiruséw Reo i VSV uniemozliwia prawie
catkowicie przytgczenie mRNA do rybosomdw zarodkdéw pszenicy, to efekt
ten jest znacznie mniej wyrazny w przypadku rybosoméw retikulocytéw.
Poddane procedurze B-eliminacji mRNA wiruséw Reo i VSV przytaczaja
sie do rybosomoéw w uktadzie z retikulocytéw z wydajnos$cig odpowiednio
17°/o i 35°/0 w pordéwaniu z kontrolnymi mRNA zawierajgcymi koricowa
7-metyloguanozyne. Roéwniez Rose i Lodish (26) stwierdzili ostatnio,
ze usuniecie 7-metyloguanozyny z mRNA wirusa VSV ma tylko nieznacz-
ny wptyw na jego aktywnos$é w uktadzie bezkomérkowym z retikulocytéw
krolika. Wszystkie te wyniki $wiadcza o tym, ze translacja poszczeg6lnych
MRNA zalezy w r6znym stopniu od obecnosci 7-metyloguanozyny na kon-
cu 5" mRNA. Efekt 7-metyloguanozyny jest réwniez uzalezniony od ro-
dzaju uktadu bezkomoérkowego. Translacja mRNA w uktadach z zarodkow
pszenicy i z Artemia salina wydaje sie by¢ bardziej zalezna od obecnosci
7-metyloguanozyny w mRNA, niz translacja w ukfadzie z retikulocytéw
krolika. Omoéwione wyzej wyniki przemawiaja réwniez za tym, ze w infor-
macyjnym RNA eukariontéw koniec m7GpppN nie jest jedynym fragmen-
tem odpowiedzialnym za rozpoznanie miejsca inicjujgcego w mRNA przez
aparat biosyntezy biatka.

Both i wsp. (264) ustalili, ze w uktadzie z zarodkéw pszenicy zablo-
kowanie i metylacja konca 5 mRNA reowirusa potrzebne sg by mRNA
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magt wydajnie przytaczy¢ sie do kompleksu inicjujgcego 40S. Stwierdzono
réwniez, ze w kompleksach inicjujgcych 40S i 80S zawierajgcych reowi-
rusowe mRNA, struktura rybosomu chroni przed strawieniem przez ry-
bonukleaze 30—50-nukleotydowe fragmenty RNA zawierajgce 5'-kofncowg
7-metyloguanozyne (264, 265). Wyizolowane 5'-konncowe fragmenty o dtu-
gosci 30—50 nukleotyddw moga ponownie wydajnie przytaczaé sie do
rybosoméw (264). Jednakze krdtsze fragmenty mRNA, zawierajace tylko
8—10 nukleotydow z 7-metyloguanozyng na koncu 5, nie oddziatuja
z rybosomami zarodkéw pszenicy (264). Wyniki te potwierdzajg przypusz-
czenia, ze zablokowany koniec reowirusowego mRNA jest tylko czescig
dtuzszej sekwencji rozpoznawanej w czasie inicjacji przez rybosom lub
czynnik inicjujacy.

Z poptuczu rybosoméw Artemia salina wyizolowano ostatnio frakcje
biatkowa, ktéra moze odgrywac role w rozpoznawaniu zmetylowanego
konca 5 mRNA w procesie translacji (60). Frakcja ta, nazwana czynni-
kiem CBP (z ang. cap binding protein) oddziatuje z wyizolowanym frag-
mentem m7GpppGpC, tworzac kompleks zatrzymywany na sgczkach nitro-
celulozowych. Biatko CBP nie tworzy kompleksu ani z GpppGpC ani z ana-
logiem zawierajgcym otwarty pierscien 7-metyloguaniny, m7%GAppGpC.
Badania kompetycyjnego wptywu réznych RNA na powstawanie komplek-
su znakowanego [H]-m7GpppGpC z biatkiem wykazaly, ze czynnik CBP
przytacza sie réwniez do sekwencji m7%GpppN obecnej w strukturze natu-
ralnego informacyjnego mRNA. | tak np., stwierdzono powstawanie kom-
pleksu czynnika CBP z globinowym, reowirusowym oraz krystalinowym
mRNA (60). mMRNA nie zawierajgce zablokowanego konca 5', jak RNA wi-
rusow EMC i STNV, podobnie jak rybosomowe RNA z Artemia salina
i Escherichia coli, nie tworza kompleksu z biatkiem CBP (60). Zaden ze
znanych czynnikéw inicjujacych wyizolowanych z retikulocytéw krolika
i wyszczegllnionych w tabeli 2 nie tworzy specyficznego kompleksu
z mGpppGpC (60, 273). By¢ moze,'biatko CBP jest wiec dodatkowym
czynnikiem inicjujgcym, zaangazowanym w przytgczanie zmodyfikowa-
nego mRNA do rybosomu w czasie inicjacji. Za tg mozliwoscig przemawia
rébwniez spostrzezenie, ze dodatek frakcji CBP do uktadu bezkomorko-
lacje globinowego i reowirusowego mRNA (60).

@] roli koncowej 7-metyloguanozyny w inicjacji biosyntezy biatka
Swiadczg rowniez doniesienia o hamujacym wptywie analogéw konca 5
MRNA na translacje. 5'-monofosforan 7-metyloguanozyny (m7G5p), w ste-
zeniu 0,5—ImM, hamuje prawie catkowicie translacje mRNA z komorek
HelLa oraz mRNA reowirusowego i globinowego, w uktadach bezkomoér-
kowych z zarodkdéw pszenicy i z Artemia salina (60, 266). m7G5p nie jest
natomiast inhibitorem translacji in vitro RNA wiruséw STNV i EMC,
nie zawierajgcych zmetylowanego konca 5' (266, 267). Silniejszymi od
m7G5p inhibitorami translacji w uktadach z zarodkdw pszenicy i z Artemia
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sg MIGTP oraz mGpppAmi mGpppGm(60), podczas gdy 2'(3")-monofosfo-
ran 7-metyloguanozyny, 5'-monofosforan guanozyny, GpppG i GpppA nie
hamujg lub tez hamujg tylko nieznacznie biosynteze biatka (60, 266). Tak
wiec, obok grupy metylowej w pozycji N7guanozyny, obecno$¢ grup fosfo-
ranowych potaczonych wigzaniem estrowym z grupg 5-OH jest réwniez
istotna dla aktywnosci inhibitorowej zwiazku.

Ustalono, ze m7G5p hamuje translacje na etapie inicjacji. W obec-
nosci tego zwiazku obserwuje sie znaczne obnizenie przytgczania mRNA
do rybosomoéw (242, 266—268). Efekt ten jest specyficzny dla mRNA za-
wierajacych zablokowany koniec 5'; m7G5p nie ma wptywu na przytgcza-
nie RNA wirusa STNV do kompleksu inicjujgcego 80S (266, 268). Ostatnio
Shafritz i wsp. (242) stwierdzili, ze m7%G5p hamuje réwniez przyla-
czanie retikulocytowego czynnika inicjujgcego IF—M3 do mRNA. Podob-
nie jak w przypadku kompleksu mRNA — rybosom, m7#G5p hamuje od-
dziatywanie czynnika IF—M3 tylko z mRNA zawierajagcym zmetylowany
koniec 5' (242). Cho¢ spostrzezenie to przemawia za udziatem czynnika
IF—M3 w rozpoznawaniu zmodyfikowanego kofica 5 mRNA, inne dane
moga Swiadczy¢ przeciwko takiej mozliwosci. Wiadomo na przykiad, ze
czynnik IF—M3 lub odpowiadajagcy mu czynnik IF—E6 konieczny jest
dla translacji in vitro zardwno zmetylowanego, globinowego mRNA jak
i niezmetylowanego RNA wirusa EMC (3). Ponadto, jak wspomniano wy-
zej, czynnik IF—M3 nie tworzy, w przeciwienstwie do omoéwionego juz
biatka CBP, kompleksu z wyizolowanym koncem reowirusowego mRNA
o strukturze mGpppGpC (60). W chwili obecnej trudno ustali¢ czy istnieje
jakas relacja miedzy oddziatywaniem czynnika IF—M3 z mRNA a aktyw-
noscia biatka CBP w rozpoznawaniu zablokowanego konca 5' eukariotycz-
nego MRNA.

IV-2. Rola struktury mRNA w poblizu kodonu inicjujacego

Interesujacych wynikéw dostarczyty badania Botha i wsp. (269)
nad oddziatywaniem z rybosomami polirybonukleotydéw zawierajgcych
rézne konce 5'. Autorzy badali jednoczesnie wptyw skiadu nukleotydo-
wego polimerdéw na ich aktywno$¢ w przytgczaniu sie do podjednostki ry-
bosomowej 40S i rybosomu 80S z zarodkéw pszenicy. Do syntezy poliry-
bonukleotydéw o réznych 5' koncach uzyli oni fosforylazy polinukleoty-
dowej, stosujac jako ,,primery” szereg analogéw konca 5' reowirusowego
MRNA, m.in. mGpppGnpC, GpppGpC i ppGpC. Okazato sig, ze sama
obecno$¢ mGpppGnpC na koncu rybopolimeru o diugosci okoto 100 nu-
kleotydéw nie jest wystarczajgcym warunkiem dla przyfaczenia sie takie-
go modelowego mRNA do kompleksdw inicjujgcych biosynteze biatka
(Tabela 4). Aby zmodyfikowany, metylowany na koricu 5' polinukleotyd
przytaczyt sie do podjednostki 40S, zawiera¢ on musi sekwencje poli(U),
poli(U,C) lub poli(A,C). Dla utworzenia kompleksu inicjujagcego 80S wy-
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magana jest obecno$¢ fragmentéw bogatych w A i U (Tabela 4). Porédw-
nanie aktywnosci poli(A,U) lub poli(A2U2G) zawierajgcych i nie zawiera-
jacych 5'-koncowg sekwencje m7GpppGpC Swiadczy, ze obecno$é zmetylo-
wanego konca stymuluje przytaczanie polimeru do rybosoméw okoto
3—4-krotnie. Wyniki te wskazujg, ze dla wydajnego utworzenia komplek-
su inicjujacego 80S, modelowy mMRNA musi posiada¢ strukture
m7GpppGpC na konhcu 5' oraz sekwencje bogatg w nukleotydy A i U.

Tabela 4.

Wptyw modyfikacji korica 5' oraz sktadu zasad polirybonukleotydéw na ich oddziatywanie z ry-
bosomami zarodkéw pszenicy (269).

Rodzaj polirybonukleotydu B o
rroL.cm poiinuK.icoiyQu

Sktad zasad i i
Struktura Dotaczony ; zwigzany w kompleksie
Korica 5" I (stosunki molowe] 1
onca olimer ) . )
P Al C U G 105 80S
miGpppGnpC C 1 . 1 <1
A 1 — —. - <1 3
A G 1 — — 15 <1 <1
CG —_ 1 —_ 11 <1 <1
u-G — — 1 1.2 3 3
A UG 0.8 — 1 1.2 <1 6
A UCG 0.74 1.3 1 1.26 <1 5
u — — 1 — 38 7
A-C 1 16 — — 21 3
U-c¢ —_ 12 1 — 48 4
AU 0.82 — 1 — 1 58
a2-u 15 —a 1 — <1 46
a-u?2 1 — 26 — <1 68
A2:U2G 0.8 — 1 0.6 7 43
A3+U3G 2.34 — 3 1 7 64
GpppGpC U 5 <1
AU <1 17
A2:U2G 3 20
U <1 <1
ppGpC U- ¢ 3 <1
A-U <1 13
A2:U2G 2 17

Whniosek ten potwierdzajg badania Dasgupty i wsp. (81). Autorzy
ci wyizolowali z RNA 4 wirusa BMV fragment odpowiedzialny za oddzia-
tywanie tego mRNA z rybosomami z zarodkéw pszenicy. RNA 4 jest naj-
mniejszg z czterech czasteczek RNA obecnych w wirionach BMV. Jest on
monocistronowym mRNA i w ukiadzie bezkomérkowym z zarodkéw psze-
nicy stymuluje bardzo wydajnie synteze wirusowego biatka kapsydu. Ana-
liza struktury pierwszorzedowej 53-nukleotydowego fragmentu RNA
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przedstawionego na schemacie 4, dostarcza wielu interesujacych infor-
macji. Obecnos$¢ zablokowanego zmetylowanego korica 5 w sekwencji
inicjujacej RNA 4 jest kolejnym bezposrednim dowodem na role m7GpppN
w inicjacji translacji. Kodon AUG od ktorego rozpoczyna sie synteza biat-
ka kapsydu, oddalony jest tylko o 10 nukleotydéw od kohca 5' czasteczki
RNA. W mRNA prokariontow pierwszy funkcjonalny kodon inicjujacy
dzieli zwykle od konca 5' dystans od kilkudziesieciu do ponad stu nukleo-

| Met Ser Thr Ser Gly Thr Glu Glu Met Thr Arg Ala Gin Arg Arg

Schemat 4. Fragment RNA 4 wirusa BMV rozpoznawany przez rybosom (81).

Nad sekwencjg nukleotydéw przedstawiona jest sekwencja aminokwaséw N-koncowego od-
cinka biatka kapsydu wirusa BMV. Linig przerywana podkreslone sg palindromalne sekwencje
nukleotydow.

tydow (255, 270). Krotka sekwencja taczaca koniec 5 z kodonem AUG
w RNA 4 zawiera jako zasady wytgcznie adenine i uracyl. Sekwencja ta
jest prawdopodobnie dodatkowym ,sygnatem” rozpoznawanym przez ry-
bosom lub czynnik biatkowy w czasie inicjacji. Potwierdza to spostrze-
zenia Botha i wsp. (269), dotyczace roli A i U w dotgczaniu polirybonukleo-
tydow do rybosoméw 80S. Nalezy réwniez podkreslié, ze oligonukleotyd
UAAUAAUA, znajdujacy sie blisko korica 5' RNA 4, zawiera az sze$¢ zasad
komplementarnych do sekwencji AUCAUUACH obecno$¢ ktorej stwier-
dzono na koncu 3' rRNA 18S z mniejszej podjednostki rybosomowej euka-
riontéw (271, 272). By¢ moze wiec, podobnie jak u prokariontéw (258, 259)
do oddziatywania rRNA—mRNA, dochodzi réwniez podczas przyfgczania
sic mMRNA do rybosoméw eukariotycznych. Nieznana jest rola licznych
sekwencji palindromalnych wystepujacych w okolicy kodonu inicjujgcego
AUG (Schemat 4). Tego typu oligonukleotydy, o sekwencji niezaleznej od
kierunku odczytywania, wystepuja réwniez w miejscach inicjujacych
w prokariotycznych mRNA (274).

Dodatkowym elementem odgrywajagcym role w przytgczaniu ryboso-
moéw do mRNA w procesie inicjacji u eukariontow jest zapewne, podobnie
jak w przypadku translacji bakteriofagowych RNA (23, 252, 253, 255),
struktura uporzadkowana samego RNA. Swiadcza o tym wyniki badan
nad translacjg in vitro RNA izolowanych z czastek niektérych wirusow
roslinnych i zwierzecych (275—280). | tak, na przykfad stwierdzono, ze
RNA wirusa TMV stymuluje w ukfadach in vitro lub w oocytach Xenopus
laevis translacje dwoch polipeptydéw o masach czasteczkowych' 165 000
i 145000, ktore by¢ moze, odpowiadajg wirusowym replikazom RNA lub
ich podjednostkom (275, 281). RNA wirusa TMV nie stymuluje jednakze
w tych warunkach syntezy wirusowego biatka kapsydu, chociaz wiadomo,
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ze RNA ten zawiera sekwencje nukleotydowe kodujgce to biatko. Hun -
ter i wsp. (275) stwierdzili ostatnio, ze aktywna matrycg dla syntezy
biatka kapsydu jest wyizolowany z zainfekowanych wirusem lisci tytoniu
niskoczasteczkowy RNA 9S, pochodzacy z konca 3' wielkoczasteczkowego
RNA obecnego w wirionach TMV. Mechanizm tworzenia sie¢ RNA 9S w za-
infekowanych komérkach nie jest znany. By¢ moze, powstaje on w wy-
niku fragmentacji TMV#RNA przez nukleazy.

Podobne uzaleznienie ekspresji informacji zawartej w RNA od struk-
tury czasteczki zaobserwowano w przypadku wirusa BMV (276, 277).
Oprocz opisanego powyzej RNA 4, wirus ten zawiera réwniez czasteczki
wiekszego RNA 3, ktére posiadajg Informacje dla syntezy dwoch polipep-
tydow. Jednym z tych polipeptydéw jest biatko kapsydu, kodowane réw-
niez przez czasteczke RNA 4. Jednakze, w przeciwienstwie do RNA 4,
ktory bardzo wydajnie stymuluje tworzenie si¢ biatka kapsydu, w obec-
nosci RNA 3 syntetyzuja sie tylko nieznaczne ilosci tego biatka, a gtownym
produktem translacji in vitro jest drugi polipeptyd.

Tak wiec, cho¢é TMV RNA i BMV RNA 3 przypominajg strukturalnie
policistronowe mRNA wystepujgce u bakterii, to zachowujg sie one jak
mRNA o jednym aktywnym miejscu inicjujagcym biosynteze polipeptydu.
Wyniki swiadczace o tym, ze cistrony dla niektérych polipeptydéw moga
by¢ ,,zamaskowane” w strukturze czgsteczki wirusowych RNA, osiggnieto
rébwniez w przypadku zwierzecych wiruséw Sindbis i Semliki
(SFV) (278—280, 282).

Wydaje sie, ze przyczyng zablokowania czesci miejsc inicjujacych
w wirusowych RNA jest rozbudowana struktura przestrzenna RNA; wy-
ciecie zablokowanego cistronu z catej czasteczki RNA umozliwia jego wy-
dajng translacje. Istnieje rdwniez mozliwos¢, ze cistrony potozone blisko
koinca 3' omowionych wirusowych RNA nie sg ttumaczone z powodu ich
zbyt duzego oddalenia od zmodyfikowanego konca 5' czasteczki RNA.
Przeciwko temu moga jednakze przemawia¢ doniesienia, ze bliskie sa-
siedztwo konca 5' i kodonu inicjujgcego AUG nie jest bezwzglednym wa-
runkiem dla inicjacji biosyntezy biatka u eukariontéw. W Kkilku labora-
toriach (283—285) stwierdzono na przykiad, ze w eukariotycznych ukla-
dach bezkomdrkowych rybosomy wydajnie inicjujg translacje cistronu
bakteriofagowego biatka kapsydu oddalonego o ponad tysigc nukleotydow
od konca 5' RNA matych fagow Escherichia coli (Qfj, R17). Doswiadczenia
te wykazujg jednoczesnie, ze fagowe RNA, ktdre sa policistronowymi
mRNA i nie zawierajg zmodyfikowanego konca 5, mogg by¢é aktywnie
i wiernie ttumaczone réwniez w uktadach bezkomoérkowych pochodzenia
eukariotycznego.

Chociaz dane o mechanizmie przylgczania sie rybosoméw do mRNA
w procesie inicjacji sg ciggle fragmentaryczne i dotyczg tylko niewielkiej
ilosci r6znych mRNA, mozna juz w chwili obecnej stwierdzi¢, ze za kon-
cowy efekt w tej reakcji odpowiedzialny jest caly szereg rozmaitych od-
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dziatywan. Jak wspomniano wyzej, istnieja na przykitad mRNA, ktérych
translacja zalezy niemal catkowicie od obecnosci 7-metyloguanozyny na
koncu 5', podczas gdy translacja innych RNA (RNA wiruséw EMC, Polio,
STNV) nie wymaga modyfikacji konca czasteczki RNA. O przytaczeniu
niezmetylowanych RNA do rybosomu decydujg prawdopodobnie: obec-
nos¢ odpowiedniej sekwencji nukleotydéw obok kodonu inicjujgcego AUG,
komplementarno$¢ tego fragmentu do rybosomalnego RNA 18S, tatwa
dostepno$¢ miejsca inicjujagcego dla rybosomu lub wszystkie te czynniki
tacznie. Podobnie, translacja r6znych RNA moze zaleze¢ w réznym stop-
niu od bliskiego sasiedztwa kodonu inicjujgcego i zmodyfikowanego lub
niezmodyfikowanego korica 5' czasteczki mRNA.

W ostatnim okresie pojawito sie réwniez szereg prac postulujgcych
role niskoczgsteczkowego tcRNA (ang. translational control RNA) w ini-
cjacji translacji eukariotycznych mRNA (295—299). Tego typu RNA o ma-
sie czgsteczkowej 6000—11 000 wyizolowano miedzy innymi z migs$ni kur-
czecia (296, 297), z retikulocytow krolika (295) oraz z Artemia salina (299).
Heywood i wsp. (296, 297) twierdzg, ze tcRNA specyficznie stymuluje
translacje homologicznego mRNA, podczas gdy hamuje inicjacje syntezy
biatka w obecnosci mMRNA pochodzacego z tkanek innych niz stosowany
tcRNA. W innych laboratoriach nie stwierdzono jednakze zadnej specy-
ficznosci w dziataniu tcRNA (298, 299). Dalsze badania potrzebne sg dla
roztrzygniecia, jaka jest rola tcRNA w translacji.

Konsekwencjg istnienia szeregu réznych elementow w oddziatywaniu
mRNA—rybosom oraz tego, ze niektore mRNA moga prawdopodobnie
wykorzystywac tylko jeden z nich podczas gdy inne nawet kilka elemen-
tdw jednoczesnie, sg réznice w sile oddziatywania r6znych mRNA z rybo-
somami. Wieksze powinowactwo okre$lonego mRNA do rybosomu moze
z kolei decydowac o jego preferencyjnej translacji w stosunku do innych
informacyjnych RNA obecnych w komorce. Problem istnienia informa-
cyjnych RNA o réznym stopniu powinowactwa do rybosomoéw oraz rola
tego zjawiska w regulacji translacji mRNA u eukariontow omowione sg
szeroko w pracach Lodisha (286—289). Wedtug tego autora, kazde niespe-
cyficzne zahamowanie procesu inicjacji w uktadzie bezkomdrkowym lub
w catych komoérkach prowadzi¢ bedzie do obnizenia translacji przede
wszystkim tych mRNA, ktore stabo oddziatujg ze skiadnikami aparatu
biosyntezy biatka. Zmiany w intensywnosci procesu biosyntezy biatka
w komdrce moga w ten sposéb prowadzi¢ do zmian jakosciowych w pro-
filu wytwarzanych przez komorke biatek. Lodish i wsp. (286—288)
wykazali miedzy innymi, ze w uktadzie bezkomdérkowym z retikulocytéw
krolika translacja mRNA kodujacego fancuch (3-globiny jest przez rybo-
somy inicjowana znacznie wydajniej niz translacja a-globinowego mRNA.
Badacze ci przedstawiajg szereg dowodow, ze przyczyng tego zjawiska sa
cechy strukturalne samych informacyjnych RNA. Ostatnio pojawito sie
wiele doniesief (290—294) dotyczacych wydajnosci translacji réznych wi-
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rusowych i komdrkowych mRNA, potwierdzajgcych stuszno$¢ zatozen
Lodisha. W swoich pracach (1, 286) Lodish poddaje réwniez kry-
tyce koncepcje istnienia biatkowych czynnikéw inicjujgcych, specyficznie
rozpoznajacych okreslone rodzaje lub klasy mRNA podczas translacji
(patrz rozdz. Il1-2.). Twierdzi on, ze zmiany w translacji r6znych mRNA,
podobne do obserwowanych przez badaczy postulujgcych istnienie specy-
ficznych czynnikéw, mozna wyttumaczy¢ réwniez opierajac sie na hipo-
tezie o decydujacej roli oddziatywania mRNA—rybosom w regulacji
translacji. Zgodnie z nig, dodatek czynnika biatkowego stymulujgcego
w sposOb niespecyficzny proces translacji prowadzitby do zwiekszonej
translacji mMRNA o stabym powinowactwie do rybosomu, nie majagc wpty-
wu na translacje mRNA tlumaczonego wydajnie nawet w suboptymalnych
warunkach.

Artykut nadszedt 20.8.1976; po rewizji autorskiej otrzymano 30.9.1976.
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KATARZYNA GONTA-GRABIEC *

Rola poliprenoli w przenoszeniu reszt cukrowych

The Role of Polyprenols in Sugar Moiety Transfer

Spis tresci

. Udziat poliprenoli w biosyntezie sktadnikéw $cian bakteryjnych
1-1. Budowa $ciany bakteryjnej

1-2. Biosynteza polimannanu

1-3. Biosynteza peptydoglikanu

1-4. Biosynteza determinantéw O-antygenowych

1-5. Biosynteza polisacharydéw otoczki bakteryjnej

1-6. Biosynteza kwasow tejchowych.

I1. Biosynteza celulozy u Acetobacter xylinum

I11. Udziat poliprenoli w biosyntezie zwierzecych glikanéw

IV. Udziat poliprenoli w biosyntezie glikanéw u grzybow i roslin
IV-1. Biosynteza mannoproteidéw u drozdzy
1V-2. Biosynteza mannanu u Aspergillus niger
1V-3. Biosynteza ros$linnych glikanow

Zagadnienia budowy, rozmieszczenia, biosyntezy i czesciowo funkcji
poliprenoli oméwiono w Postepach Biochemii w 1971 r. (1), dla przypom-
nienia podano nizej krotka charakterystyke poliprenoli.

Poliprenole sg jednowodorotlenowymi alkoholami z weglowym szkie-
letem zbudowanym z potgczonych reszt izoprenoidowych, ktorych liczba
waha sie od 5 do 24 zaleznie od pochodzenia danego poliprenolu. Poszcze-
gélne zwiagzki roéznig sie miedzy sobg liczbg wiagzan podwaojnych i ich kon-
figuracjag. Na ogot poliprenole wystepujace w organizmach zywych nalezg
do jednej z dwéch grup: catkowicie irans-poliprenoli i cis, trans-polipre-
noli ().

* Mgr, Instytut Biochemii, Uniwersytet Warszawski, al. Zwirki i Wigury o3,
02-089 Warszawa.

Wykaz stosowanych skrétéw: GDP — guanozynodwufosforan; CMP — cytydyno-
monofosforan; CDP — cytydynodwufosforan; TDP — tymidynodwufosforan; UMP'—
urydynomonofosforan; UDP — urydynodwufosforan; P — reszta fosforanowa;
H2N-Glu — glutamina; NAcGlc — N-acetyloglukozoamina; NAcMur — kwas N-acety-
lomuraminowy; GIcUA — kwas glukuronowy; Gal— galaktoza; Ram — ramnoza;
Man — mannoza; Abe —abekwoza (3,6-dwudezoksy-D-galaktoza).
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W ciggu ostatnich kilku lat wzrosto zainteresowanie rolg poliprenoli
i ich pochodnych w biosyntezie polisacharydoéw i glikopeptydéw, sktadni-
kow bton i scian komoérkowych.

I. Udziat poliprenoli w biosyntezie sktadnikéw Scian bakteryjnych

1-1. Budowa S$ciany bakteryjnej.

Podstawowg strukturg Sciany komdrki bakteryjnej jest peptydoglikan
zwany mureing. Peptydoglikan jest heteropolimerem ztozonym z tanhcu-
chow, w ktérych N-acetyloglukozamina i kwas N-acetylomuraminowy 13-
czy sie na przemian wigzaniem (3-1,4-glikozydowym. Takie proste, nieroz-
gatezione tancuchy tworza rdzeh mureiny. Reszty kwasu N-acetylomura-
minowego #acza sie z aminokwasami tancuchéw peptydowych wigzaniem
amidowym. W skiad taricuchéw peptydowych mureiny wchodza nastepu-
jace aminokwasy: L-alanina, kwas D-glutaminowy, kwas mezodwuamino-
pimelinowy, L-lizyna oraz D-alanina. Kwasy dwuaminowe: kwas mezo-
dwuaminopimelinowy i L-lizyna odgrywajg wazng role w tworzeniu sieci
miedzyczgsteczkowej.

Tabela 1.

Podstawowe substancje wystepujgce w $cianach bakterii gramdodatnich
i gramujemnych (3)

S o Bakterie
Skiadniki $ciany bakteryjnej . .
Gramdodatnie Gramujemne

Glukozaminopeptydy +
Polisacharydy
Oligosacharydy
Kwasy tejchowe
Kwasy tejchouronowe
Glikolipidy i $luzy
Biatka -
Lipidy

Lipopolisacharydy

Lipoproteidy

+ 4+ + + + o+

+ o+ o+ o+

Druga grupa aminowa tych aminokwaséw moze tgczy¢ sie z koncowa
grupa karboksylowa sasiadujacych tancuchow peptydowych. Dzieki temu
dwa heteropolimeryczne tafcuchy wystepujacych na przemian N-acetylo-
glukozaminy i kwasu N-acetylomuraminowego potgczone sg wigzaniami
peptydowymi. W ten spos6b powstaje olbrzymia, workowata czasteczka —
woreczek mureinowy. Woreczek ten peini funkcje szkieletu podporowego
$ciany komorkowej. Bakterie gramdodatnie réznig sie od gramujemnych
zarowno budowag szkieletu podporowego jak i wystepowaniem substancji
dodatkowych na powierzchni $ciany komoérkowej (2). W tabeli 1 podano
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substancje wystepujace w S$cianach bakterii gramdodatnich i gramujem-
nych.

Na szczeg6lng uwage zastuguje fakt, ze w $cianie komoérkowej bakterii
wystepujg substancje nie spotykane w materiale zwierzecym i roslinnym.

Z dotychczasowych prac wynika, ze w biosyntezie przynajmniej szes-
ciu réznych glikanéw sciany bakteryjnej wystepuja produkty posrednie
potaczone z lipidem (4). W wigkszosci przypadkdw, bezposrednia analiza
chemiczna wykazata, ze lipidem tym jest fosforan undekaprenolu. Unde-
kaprenol, wyizolowany z komérek bakteryjnych jest poliprenolem zawie-
rajagcym dwa wigzania podwdjne o konfiguracji trans. W bakteriach wy-
stepujg rowniez niewielkie ilosci di-trcms-poZi-cis-prenoli o diugosci tan-
cucha odpowiadajgcej 10 i 12 jednostkom izoprenylowym (1, 4).

1-2. Biosynteza polimannanu.

Polimannan, skiadnik $cian bakteryjnych, jest rozgatezionym polisa-
charydem zbudowanym z reszt mannozy potgczonych wigzaniami glikozy-
dowymi 1—2, 1—3 i 1—6.

Lennarz iwsp. (5 6, 7) badajagc biosynteze polimannanu u Micro-
coccus lysodeikticus, otrzymali po inkubacji preparatu Sciany bakteryjnej
i endogennych lipidow, otrzymanego z tego mikroorganizmu z GDP
(MC)mannoza oprdcz (MC)polimannanu réwniez (MC)mannolipid. Na pod-
stawie wynikéw spektroskopii masowej i widma NMR stwierdzono, ze
czes$¢ lipidowa mannolipidu jest di-trans-polz-czs-prenolem-11 (undekapre-

undekaprenol - P Imannoza]

GDP ‘ndekaprenol-P-mannoza I mannoza | n

Ryc. 1. Biosynteza polimannanu u M. lysodeikticus (7).

nol) z niewielkimi domieszkami poliprenolu-10 (4°/0) i poliprenolu-12 (6°/0).
Inkubacja preparatu z undekaprenylo(3P)monofosforanem prowadzi do
utworzenia undekaprenylo(ZP)monofosfomannozy. Na podstawie powyz-
szych danych zaproponowano nastepujgcy schemat biosyntezy polimanna-
nu u M. lysodeikticus (Ryc. 1)

Ustalono, ze undekaprenylomonofosfomannoza wystepuje jako produkt
posredni jedynie w biosyntezie polimannanu poniewaz nie stwierdzono jej
wystepowania w biosyntezie dwumannozylodwuglicerydu i oligomanno-
zyddw wystepujacych rowniez u M. lysodeikticus. (4). Wykazano, ze do-
taczanie reszt mannozylowych do nieredukujgcego konca powstajacego
mannanu zachodzi podobnie jak w syntezie glikogenu i skrobi (8), a od-
wrotnie niz w syntezie O-antygenu, (poréwnaj rozdziat 1-4.) gdzie jed-
nostki cukrowe sg dotgczane do redukujgcego konca tancucha cukrowego.
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1-3. Biosynteza peptydoglikanu.

Strominger iwsp. (9—17) przeprowadzili liczne badania nad bio-
syntezg peptydoglikanu u Staphylococcus aureus, M. lysodeikticus i Lac-
tobacillus viridescens. Badania te w petni potwierdzity udziat undekapre-
nolu w biosyntezie peptydoglikanu u wymienionych wyzej mikroorganiz-
mow. Na rycinie 2 przedstawiono postulowany przez autoréw mechanizm
biosyntezy peptydoglikanu u S. aureus.

UDP
UDIID
NAC/Yur //p/ld NAcGlc UDP
Ala fl’
I UMP
Glu f’ i et \Gh //pl/d
| T P
Lys //NAclMur S .
/Illa a Ala N ',9
! NAcGlc-NAcMur
Ala Glu ik
AT P Lys I a\
! Glu \
Ala [ \
. ys e ’
/ Ala . \ _— +NH,+ATP
le/a \
lipid lipid Ala \ ——Clicylo-t- RNA

P AD
il
|
P
\% | i /
e \ !

1

P

{ NAcGlc-N. :
cGlc- AICM(?

Ala

~ |Gly |- -Lys
S d e y5 |y
»lila
Ala

I
lipid NH.,- Gl
I \ i
i
P

NAc Gic - NAcMur-NA cGlc-akceptor NAcGlc- akceptor
NAcGlc- NAcMur-NAcGlc-akceptor A'Ia NAcl\qur NAcl\fur
la NAcr\iur NkE‘-Gfu Alla Ala
NHy-GlIu AJ:a [ Glylp- I.Iys NH?—ﬁlu NHj- ﬁlu
I Gly Ig-Lf/s NH@-Giu A'Ia IGly |5-L|ys IGIyIO—L%/s
Ala- -iGIy[,-Liys Ala Ala Ala

Ala 1Gly I5- /¢iyls-

Ala /GlyL

lipid = undekaprenol
Ryc. 2. Biosynteza peptydoglikanu S. aureus (4; 16).
Natura chemiczna akceptora biorgcego udziat w biosyntezie peptydoglikanu nie zostata
jeszcze wyjasniona.
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Po poczatkowym przeniesieniu fosforanu N-acetylomuramylopenta-
peptydu z nukleotydowego donora na undekaprenylomonofosforan (etap a)
powstaje glikozydowe wigzanie (31-4 (etap b) miedzy kwasem N-acetylo-
muraminowym a N-acetyloglukozaming. Modyfikacja tafcucha peptydo-
wego (etap c) zachodzi przed powstaniem drugiego wigzania glikozydowe-
go (31-4 (etap d) i uwolnieniem undekaprenylodwufosforanu (17, 18). Mo-
dyfikacja ta polega na przeksztatceniu kwasu glutaminowego w glutamine
oraz na dofgczeniu do £-aminowej grupy lizyny kolejno pieciu reszt glicy-
ny. W etapie e nastepuje utworzenie pentaglicylowego mostka pomiedzy
alaning a lizyng sasiednich tancuchéw z odtgczeniem reszty alanylowej
(19). Undekaprenylodwufosforan uwolniony w etapie d jest defosforylo-
wany (etap f) i moze wejs¢ ponownie w cykl biosyntetyczny. Do tej pory
nie stwierdzono czy z udziatem prenylofosforanu zachodzi réwniez synteza
inicjujgcego tancucha N-acetylomuraminopentapeptydowego. Badania izo-
topowe z zastosowaniem radioaktywnego fosforanu wykazaty, ze nadmiar
UDP nie wptywa na kierunek reakcji etapu a, natomiast po dodaniu nad-
miaru UMP do mieszaniny inkubacyjnej reakcja ta przebiega w przeciw-
nym kierunku (20, 21). Sugeruje to dwufosforanowe potgczenie mie-
dzy undekaprenolem a N-acetylomuraminopentapeptydem. Za takim po-
taczeniem przemawia réwniez antybiotyczna aktywno$é bacytracyny (16,
22). Zwigzek ten hamuje biosynteze peptydoglikanu i prawdopodobnie
innych polimeréw S$ciany bakteryjnej. Inhibicja polega na tym, ze bacy-
tracyna taczy sie z dwufosforanem undekaprenolu, co powoduje zahamo-
wanie etapu f. Antybiotyk ten tgczac sie z dwufosforanami catkowicie
trans poliprenoli hamuje réwniez prenylacje prekursoréw ubichinonow
w bezkomorkowych preparatach watroby szczura i Rhodospirillum rubrum
(23). Nawet krotkotancuchowe poliprenylopirofosforany wystarczajgco sil-
nie wigzg sie z bacytracyng aby powodowa¢ zahamowanie biosyntezy
cholesterolu w preparatach z watroby szczura (4).

1-4. Biosynteza determinantéw O-antygenowych.

Wykazano, ze zwiazki poliprenylowe biorg réwniez udziat w biosynte-
zie determinantéw O-antygenowych u Salmonella typhimurium i S. ne-
wington (24—34). Determinanty O-antygenu mieszczg sie w polisachary-
dowej czesci komplekséw lipopolisacharydowych, bedacych sktadnikami
bton Salmonellae. O-antygenowy tancuch S. typhimurium sktada sie z roz-
gatezionych, czterocukrowych, powtarzajacych sie jednostek, ktére facza
sie z resztg glukozy lipopolisacharydowego rdzenia (Ryc. 3).

Na przykitadzie S. typhimurium przedstawiono kolejnos¢ reakcji pro-
wadzacych do syntezy O-antygenowego fancucha (Ryc. 4). W pierwszym
etape (a) biosyntezy nastepuje odwracalne przeniesienie galaktozylomono-
fosforanu z UDP galaktozy na undekaprenylomonofosforan, z uwolnieniem
UMP (24, 28). Kanegasaki i Wright (27) wykazali, przy zastoso-

5 Postepy Biochemii
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waniu preparatdw otoczki bakteryjnej S. anatum, ze egzogenny galakto-
zylodwufosfoundekaprenol stuzy jako akceptor ramnozy i mannozy (etap b
i ¢). W przypadku S. typhimurium nastepuje przytgczenie abekwozy do
utworzonego tréjcukru potaczonego z undekaprenolem. Podczas etapu d
zachodzi polimeryzacja, ktdra polega na przeniesieniu wczesniej utworzo-
nej jednostki cukrowej z undekaprenylodwufosforanu na koncowgq reszte

oC-abekwoza
It-()-marnoza-1, L-<i-ramnoza-\3-£-galaktoza-1 - \lipopolisacharydj
Determinant antygenowy Rdzeri Hpopolisacharydowy

Ryc. 3. Budowa lipopolisacharydowego antygenu S. typhimurium (35).

UDP-Gal +P-undekaprenol
lal

Cal-P- P-undekaprenol

L — TDP-Ram
lgi TP
Ram -Gal-P-P-undekaprenol
GDP. e CoP-Men
Man-Ram - Gal-P-P- undekaprenol
A}be ™ CDP-Abe Idl
Man-Ram-Gal-P-P-undekaprenol
""be lei
Man-Ram-Gal -P-P-undekaprenol
P-P-undekaprenol n1
"be Abe

Man-Ram-Gal -Man-Ram-Gal-P-P-undekaprenol
-1 . .
W-P-undekaprendl- -Rzeri hpopolisacharydowy o

i\be
Man-Ram-Gal - rdzefi Hpopolisacharydowy
n

Ryc. 4. Schemat syntezy O-antygenowego tancucha u S. typhimurium (36).

mannozy nowo utworzonego tréjcukru (25, 30, 31). Ostatnim etapem w bio-
syntezie O-antygenu jest przeniesienie utworzonych oligosacharydéw na
Hpopolisacharydowy rdzeri z jednoczesnym uwolnieniem dwufosforanu
undekaprenolu. Regeneracja monofosforanu undekaprenolu zachodzi przez
defosforylacje jego dwufosforanu (etap g). Reakcje te, podobnie jak to byto
w biosyntezie peptydoglikanu, hamuje bacytracyna (35).
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Podobny udziat undekaprenolu stwierdzono w biosyntezie zmodyfiko-
wanych tancuchéw O-antygenu u odmian A, B, Di, E Salmonellae (32, 33,
37—39).

1-5. Biosynteza polisacharydéw otoczki bakteryjnej.

Troy i wsp. (40) wykazali udziat zwigzkéw poliprenylowych w bio-
syntezie otoczkowego polisacharydu u Klebsiella (Aerobacter) aerogenes.
Polisacharyd ten zbudowany jest z powtarzajgcego sie trojcukru, galakto-
zylomannozylogalaktozy, z odgatezieniami kwasu glukuronowego:

Gal - Man - Cal

|
GlcuA Jn

Wz6r 1. Polisacharyd otoczki K. aerogenes (40).

Autorzy ci zauwazyli wzrost ilosci(M4C)galaktozy w fazie lipidowej
w wyniku inkubacji frakcji otoczki komérkowej z UDP(MC)galaktozg w
temperaturze 12°C. Na podstawie wynikéw spektroskopii masowej stwier-
dzono, ze akceptorem lipidowym galaktozy jest fosforan undekaprenolu.
Pierwszym etapem biosyntezy otoczkowego polisacharydu jest odwracalna
reakcja, w wyniku ktérej powstaje undekaprenylodwufosfogalaktoza,
z ktorg kolejno tacza sie mannoza i galaktoza. Przytgczenie kwasu gluku-
ronowego musi nastgpi¢ przed przytgczeniem kolejnej reszty galaktozy.
Wyizolowanie z kompleksu lipidowego oktasacharydu, ktéry skiadat sie
z dwoch czterocukrowych jednostek, byto jednocze$nie potwierdzeniem,
ze polimeryzacja zachodzi z udziatem fosforanu undekaprenolu. Do tej
pory nie poznano natury endogennego akceptora dla spolimeryzowanego
oligosacharydu.

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

1-6. Biosynteza kwasow tejchowych.

Wazng grupag polimerow wystepujacych w btonach cytoplazmatycz-
nych i scianach komdérkowych bakterii gramdodatnich sg kwasy tejchowe.

Douglas i Baddiley (42) zauwazyli u Staphylococcus lactis 13
gromadzenie sie kompleksu lipid-N-acetylo(#4C)glukozamina podczas bio-
syntezy kwasu tejchowego, ktory zbudowany jest z N-acetyloglukozaminy
i glicerolu potgczonych wigzaniem fosfodwuestrowym. Autorzy ci obser-
wowano réwniez przeniesienie aminocukru do kwasu tejchowego podczas
inkubacji przemytego preparatu z CDP-glicerolem. Na podstawie prze-
prowadzonych badan Baddiley i wsp. (43, 44) zaproponowali schemat
biosyntezy kwasu tejchowego u S. lactis 13 (Ryc. 5).

5»
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Lipid bioragcy udzial w powyzszej syntezie jak réwniez w biosyntezie
polimeru $ciany bakteryjnej S. lactis 2102 (45, 46) nie zostat w petni scha-
rakteryzowany, ale wstepna analiza chemiczna sugeruje, ze jest to unde-
kaprenol (47).

UDP UMP

|
NAW*~ //;lnd
2 (R cop
/ R \\ Glicerol
/I,I)ld NAcGlc

P

\

X

' |
& \ NAcGlc
akceptor !

akceptor Glicerol

1Glicerol - P- NACGIc- Plr Ryc. 5. Synteza kwasu tejcho-

wego u S. lactis 13 (44).

Jeszcze jednym dowodem przemawiajagcym za udziatem undekaprenolu
w biosyntezie kwaséw tejchowych sa badania przeprowadzone przez
Watkinsona i wsp. (47), ktorzy wykazali wspétzawodnictwo miedzy
syntezg kwaséw tejchowych a syntezg peptydoglikanu u S. lactis 13
W przeprowadzonym dosSwiadczeniu autorzy ci obserwowali wigczanie
w 83% substratu CDP(XMC) glicerolu do kwasu tejcbowego. Wartos¢ ta
ulegata obnizeniu do 65% w warunkach, w ktérych zachodzita réwnoczes-
nie synteza peptydoglikanu. Warto podkres$li¢, ze obydwie syntezy hamo-
wata bacytracyna (47—49). Podobne wsp6tzawodnictwo tych dwéch bio-
syntez obserwowano w bezkomérkowych preparatach Bacillus lichenifor-
mis (48, 49).

Il. Biosynteza celulozy u Acetobacter xylinum.

Celuloza nie wystepuje w $cianie komdrkowej bakterii. Istniejg jednak
nieliczne bakterie (Acetobacter xylinum, Sarcina ventriculi) zdolne do syn-
tezy celulozy, ale wytwarzajg ja tylko pozakomorkowo jako sktadnik Sluzu.
A. xylinum wydziela celuloze do $rodowiska w postaci delikatnych wio-
kienek ktore nadajg mu skorzastg zwartosc.
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Cooper i Manley (51—53) przedstawili dane doswiadczalne po-
pierajgce wczesniejsza sugestie, dotyczacg wystepowania produktéw po-
$rednich potgczonych z lipidem w biosyntezie celulozy u A. xylinum (50).
Problem ten wymaga jednak dalszych, bardziej szczeg6towych, badan.

I11. Udziat poliprenoli w biosyntezie zwierzecych glikanow.

Z danych przytoczonych w poprzednim rozdziale wynika, ze fosforany
poliprenoli petnig u bakterii zasadniczg role w przenoszeniu reszt cukro-
wych z nukleotydowych donoréw na wiele réznych akceptoréow. Tymi
akceptorami sg na ogot potaczone z btong lub $ciang komorkowa homopoli-
sacharydy, glikolipidy i glikopeptydy. Poniewaz w organizmach zwierze-
cych wystepuja glikany o podobnej strukturze oraz poliprenole przepro-
wadzono badania dotyczagce mozliwosci tworzenia pochodnych cukrowych
fosforanéw poliprenoli i ich funkcji w tkankach zwierzecych (przede
wszystkim ssakéw). Z tkanek zwierzecych wyizolowano poliprenole za-
wierajace od 17 do 21 jednostek prenylowych, ktdre nazwano dolicholami.
Nalezg one do grupy di-trans-poZi-czs-prenoli z tym, ze wigzanie w korco-
wej reszcie prenylowej zawierajacej grupe wodorotlenowg jest uwodoro-
wane (1, 4).

W 1969 roku Caccam i wsp. (54) zauwazyli powstawanie lipidu po-
taczonego z mannozg we frakcji gtadkich bton retikulum endoplazmatycz-
nego watroby krélika, katalizujgcej przeniesienie mannozy z GDPmanno-
zy do glikoproteidu. Badania in vitro nad szybko$cig wigczania mannozy
wykazaly, ze przeniesienie (¥C)mannozy z GDP(¥C)mannozy do lipidu
byto szybsze niz przeniesienie do biatka. Dodanie nieznakowanej GDP
mannozy do mieszaniny inkubacyjnej powodowato spadek radioaktywnosci
w (¥C)mannolipidzie i jej wzrost w glikoproteidzie, sugerujgc tym samym
wystepowanie lipidowego produktu posredniego w biosyntezie glikopro-
teidu. Stosunek heksozy do fosforanu w czesciowo oczyszczonym lipidzie
wahat sie w granicach od 1:1do 2: 1 Chromatograficzne witasnosci wyizo-
lowanego lipidu byty zblizone do undekaprenylofosfomannozy. Tworzenie
podobnego kompleksu lipidowego stwierdzono réwniez w mikrosomalnych
preparatach mdzgu myszy (55).

W Kkilka lat pdzniej przeprowadzono bardziej szczeg6towe badania nad
przeniesieniem mannozy do mannolipidu i glikoproteidu w mikrosomal-
nych preparatach watroby $wini (56). W wyniku inkubacji mikrosomalne-
go preparatu z GDP(MC)mannozg otrzymano okoto 40°/0 (¥C)mannozy w
mannolipidzie i okoto 3% (MC)mannozy w glikoproteidzie. Dodanie do mie-
szaniny egzogennego fosforanu dolicholu powodowato podwojenie tych
wartosci. Wstepna charakterystyka endogennego mannolipidu za pomoca
spektroskopii masowej, IR i analizy chemicznej wykazata, ze jest on
identyczny z syntetyczng dolichylofosfomannozg. Na tej podstawie
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Hemming i wsp. (56) zaproponowali ponizszy schemat przeniesienia
mannozy do biatka w watrobie $wini (Ryc. 6). Wystepowanie monofosfo-
ranowego potgczenia w dolichylomonofosfomannozie popiera fakt, ze do-
danie nadmiaru GDP do mieszaniny reakcyjnej powoduje odwrocenie
etapu a (Ryc. 6), podczas gdy nadmiar GMP nie zmienia kierunku reakcji.
Autorzy ci, badajac specyficznos¢ enzymu katalizujgcego etap a wykazali,
ze fosforan betulaprenolu (di-ircms-poZz-cis-prenole-6->-9) powoduje po-
dobnie jak egzogenny fosforan dolicholu 4-krotny wzrost ilosci mannozy
przeniesionej do lipidu, podczas gdy fosforan solanesolu (catkowicie-trcms-
poliprenol-9) byt jedynie w 65°%0 tak efektywny a fosforan fikaprenolu
(tri-Erans-poli-cis-prenole-9-»13) w 30%. Wynika z tego, ze enzym kata-
lizujacy te reakcje wykazuje niska specyficzno$é do konfiguracji wiazan

GDP-Va» Dolichot - P Man - biatko

P Dolichol -P-Man biatko

Ryc. 6. Udziat fosforanu dolicholu w przeniesieniu mannozy na biatko w watrobie
Swini (56).

podwdjnych, dlugosci taricucha oraz nasycenia reszt izoprenowych poli-
prenoli. Warto jednak podkresli¢, ze najbardziej efektywne z przebada-
nych poliprenoli byty di-Ercms-poli-czs-prenole (56, 57). Synteze podob-
nych mannolipidéw stwierdzono nastepnie w wielu tkankach zwierzecych
(58—67).

Wszechobecno$é fosforanow poliprenoli oraz ich cukrowych pochod-
nych w zywych komérkach sugeruje, ze poliprenylofosfomannoza odgrywa
zasadniczg role jako przenos$nik zaaktywowanej reszty mannozy.

Dalsze badania nad biosyntezg glikoproteidow w tkankach zwierzecych
skupity sie nad ustaleniem czy mannoza ulega bezposredniemu przeniesie-
niu z dolichylofosfomannozy na biatko, czy tez istnieje jaki$ inny akceptor
posredniczacy w tym procesie.

Waechter i wsp. (68) badajac biosynteze glikoproteidéw bton jajo-
wodu kury i tarczycy wotu obserwowali wigczanie mannozy z GDP-man-
nozy do trzech produktow. Najszybciej powstajacym produktem byta poli-
prenylofosfomannoza, podczas gdy pozostate dwa produkty powstawaty
duzo wolniej. Te dwa produkty nazwane przez autoréw s-akceptorem (so-
luble acceptor) i r-akceptorem (residual acceptor) mannozy roznity sie
znacznie rozpuszczalnos$cig. S-akceptor nie ulegal rozpuszczeniu w mie-
szanienie chloroform—metanol (2:1) i w wodzie, ale rozpuszczat sie w
mieszaninie chloroform—metanol—woda (1:1: 0,3). R-akcpetor natomiast
nie ulegat rozpuszczeniu w zadnym z wymienionych wyzej uktadéw roz-
puszczalnikéw. Dalsza analiza r-akceptora wykazata, ze jest on prawdo-
podobnie biatkiem albo mieszaning biatek. Na podstawie badan kinetyki
przeniesienia mannozy z GDP-mannozy na endogenne akceptory autorzy
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postulujg zalezno$¢ prekursor—produkt miedzy poliprenylofosfomannozg
a s- i r-akceptorami. W zwigzku z tym zaproponowali oni ponizszy sche-
mat biosyntezy glikoproteidu (Ryc. 7).

Ponadto na podstawie badan przeprowadzonych w innych laboratoriach
(69, 70) autorzy sugerujg, ze s-akceptor jest oligosacharydowym produk-
tem posrednim w biosyntezie glikoproteidu.

poliprenol - P s - akceptor
poliprenol - P-Man —4—=s-akceptor- Man —— Man - biatko
s - akceptor biatko

Ryc. 7. Schemat przeniesienia mannozy z poliprenylofosfomannozy na biatko (68).

Powyzszy wniosek potwierdzajg ostatnie prace nad udziatem zwiaz-
kow lipidowych w biosyntezie glikoproteidéw i oligosacharydéw (71—73).
Obecnie uwaza sie, ze biatka nie zawierajace reszt glikozylowych dajg po-
czatek btonie plazmatycznej a nastepnie w tym hydrofobowym $rodowisku
nastepuje wprowadzenie do biatek tancuchéw oligosacharydowych poprzez
przeniesienie olgosacharydu z kompleksu oligosacharyd—Ilipid (71—76).
Hemming i wsp. (72) zaproponowali nastepujaca kolejno$¢ przeniesie-
nia mannozy do biatka (Ryc. 8).

GDP—Man Dolichol—P—Man -* Dolichol—P—P—oligocukry -H nierozpuszczalny
polimer (biatko)

Ryc. 8. Kolejno$¢ reakcji przeniesienia mannozy na biatko (72).

Powyzszg kolejno$¢ potwierdzajg réwniez badania nad aktywnoscia
mannozylotransferazy dla ktorej donorem mannozy jest dolichylofosfo-
mannoza a akceptorem dolichylodwufosfooligosacharyd (4).

W dalszym toku badan podjeto proby scharakteryzowania oligosacha-
rydowej czesci kompleksu oligosacharyd—Iipid. Wykazano, ze oligosacha-
rydowy tancuch zawiera od 7 do 13 reszt cukrowych (71, 72) o podanej
nizej strukturze (76).

(a Man)n~P Man-(1 -> 4)|3 NAcGlc—( -> 4)NAcGlc
Wzér Il. Struktura oligosacharydowego tanncucha kompleksu oligosacharyd—Iipid (76).

Wystepowanie N-acetyloglukozaminy i mannozy w tych lipidowych
kompleksach potwierdzajg réwniez prace innych autoréw nad biosyntezg
tych zwiazkow w preparatach watroby szczura i jajowodu kury (77). Do
tej pory najmniej wiadomo na temat biatkowych akceptoréw tych oligo-
sacharydowych tancuchéw. Pless i wsp. (78) wyizolowali z preparatow
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jajowodu kury trzy akceptorowe biatka o nieznanej strukturze, ktérych
masa czasteczkowa wahata sie¢ od 25 000 do 75 000.

Behrens i Letoir (58, 69, 70, 79, 80, 81) wykazali udziat dolicholu
w biosyntezie innego glikolipidu, scharakteryzowanego jako dolichylofos-
foglukoza. Uzyte przez autoréw mikrosomalne preparaty z watroby szczura
katalizujg cigg reakcji przedstawionych na ponizszym schemacie (Ryc. 9):

UDP / Dolichol-P-Glc Dolichol-P-P-[GIc/
n
a b
UDP-Glc \ Dolichol - P Dolichol-P-P-|GlIc/ 4
ne+
biatko
c
biatko Dolichol -P-P
IGIcIn+1

Ryc. 9. Schemat syntezy glikoproteidu, katalizowanej przez mikrosomalne preparaty
z watroby szczura (123).

Powstawanie dolichylofosfoglukozy w etapie a potwierdzajg badania
Jankowskiego i Chojnackiego (82, 83). Ponadto autorzy ci
obserwowalfprzeniesienie glukozy na endogenny fosforan fikaprenolu, co
Swiadczy o niskiej specyficznosci odpowiedniej transferazy do fosforanu
poliprenolu.

Poniewaz stwierdzono, ze ostatecznym akceptorem glukozy jest biatko,
podjeto proby w celu ustalenia czy dolichylofosfoglukoza bierze udziat
w glukozylacji kolagenu i ceramidu (58, 84, 85). Badania te daty negatywny
wynik i jak do tej pory natura glikoproteidu ulegajacego glukozylacji przy
udziale dolichylofosfoglukozy pozostaje nieznana.

Istniejag dowody na to, ze pochodne poliprenoli biorg réwniez udziat
w przeniesieniu N-acetyloglukozaminy na akceptor biatkowy. Wykazano,
ze mikrosomalne preparaty watroby krolika katalizujg przeniesienie ami-
nocukru z nukleotydowych prekursoréw do endogennego lipidu. Hamowa-
nie tej reakcji zarbwno przez UMP jak i UDP oraz przenoszenie réwno-
molarnych ilosci SP i 4C z (P)UDP(MC)N-acetyloglukozaming na lipid, su-
geruje dwufosforanowe potgczenie miedzy N-acetyloglukozaming a lipi-
dem (dolicholem) (86, 87).

Leloir i wsp. (58) wykazali, ze egzogenny fosforan dolicholu moze
stuzy¢ jako akceptor dla N-acetyloglukozaminy. Rycina 10 ilustruje po-
wyzsze whnioski z tym, Zze mechanizm etapu a nie jest calkiem jasny.
Ostatnio zaproponowano, ze etap a (Ryc. 10) moze by¢ rowniez pierwszym
etapem w powstawaniu dolichylodwufosfooligosacharydéw o strukturze
zblizonej do przedstawionej wyzej (wzor 2) (88, 89).
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W ostatnich latach wykazano, ze fosforan retinolu bierze rowniez udziat
W przenoszeniu reszt cukrowych (61, 90—95). Stwierdzono miedzy innymi,
ze dodanie retinolu oraz ATP do mikrosomalnych preparatéw watroby
szczura z niedoborem witaminy A powoduje takie same przeniesienie man-
nozy z GDP-mannozy na lipid jakie obserwuje sie w preparatach otrzy-
manych z tkanek zdrowych szczuréw. Badania izotopowe utworzonego
lipidu wykazaty, ze zawiera on réwnomolarne ilosci retinolu i mannozy
oraz fosforan pochodzacy z ATP (93).

UDP-NACGIc . Doalichol - p NACGIc -biatko

fca
UVP =~ Dolichol - P-P-NAcGIc biatko

Ryc. 10. Przeniesienie N-acetyloglukozaminy na biatko przy udziale fosforanu doli-
cholu (87).

IV. Udziat poliprenoli w biosyntezie glikanéw u grzybéw i roslin.

Poza tkankami zwierzecymi dolichole wykryto w drozdzach Saccharo-
myces cerevisiae. G¥dwnym sktadnikiem jest tu dolichol o dtugosci tancu-
cha odpowiadajgcej 16 resztom izoprenowym. Najbardziej uwodorowane
poliprenole wyizolowano z grzybéw Aspergillus fumigatus i A. niger. Poli-
prenole te majg podobnie jak dolichole, uwodorowang koricowg reszte pre-
nylowa, zawierajacg grupe wodorotlenowg oraz dwie reszty prenylowe na
przeciwlegtym koncu tafncucha. Sa to heksahydropoliprenole zawierajace
dwa wigzania o konfiguracji trans, a pozostate wigzania o konfiguracji cis.
Dtugos¢ tancucha w tych zwigzkach waha si¢ od 19 do 23 jednostek preny-
lowych z wyrazna przewagg poliprenolu-21. U poliprenoli wyizolowanych
z A. niger stwierdzono wystepowanie dodatkowej grupy metylenowej na
weglowodorowym koricu faricucha (1, 4, 110).

IV-1. Biosynteza mannoproteidéw u drozdzy.

U drozdzy (Saccharomyces cerevisiae) wystepujg mannoproteidy zawie-
rajgce 50°/0 a nawet 90°/0 mannozy (96, 97). Wykazano, ze wigksza czesé
polimannanu tgczy sie z resztg asparaginy biatka poprzez N-acetylochito-
bioze (98). Ponadto przynajmniej cze$¢ tych biatek zawiera krotkie tancu-
chy oligomannozy zwigzane glikozydowo z resztami seryny i treoniny (99,
100).

Ostatnie badania wskazujg na udziat lipidowych produktéw posrednich
w biosyntezie mannoproteidéw u drozdzy (101—106). Produkty te scharak-
teryzowano jako pochodne fosforanu dolicholu (107). Warto podkresli¢, ze
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w biosyntezie oligomannozylowych jednostek zwigzanych z treoning i se-
ryna jedynie reszta mannozy bezposrednio zwigzana z aminokwasem jest
przenoszona za posrednictwem fosforanu dolicholu, podczas gdy donorem
pozostatych reszt mannozy jest bezposrednio GDP-mannoza (102, 108).

Ostatnio Lehle i Tanner (109) wykazali, ze preparaty bton droz-
dzy katalizujg wiacznie (MC)N-acetyloglukozaminy z UDP(MC)N-acetylo-
glukozaminy do glikolipidu i glikoproteidu. Okazato sie, ze wyizolowany
glikolipid sktadat sie z 3 sktadnikow. Dwa z nich scharakteryzowano jako
dolichylodwufosfo-N-acetyloglukozamine i dolichylodwufosfo-N-acetylo-
chitobioze. Obserwowano réwniez przenoszenie mannozy z GDP-mannozy
do drugiego skiadnika (109). Na podstawie pomiaru ciezaru czasteczkowego
stwierdzono, ze oligosacharydowa cze$¢ dolichylodwufosfooligosacharydu
zawiera dwie reszty mannozy i dwie reszty N-acetyloglukozaminy. Ponie-
waz wykazano, ze polisacharydowa cze$¢ glikoproteidu skiada sie z we-
wnetrznego rdzenia (okoto 15 jednostek cukrowych) i z dtuzszego zewnetrz-
nego tancucha, sugeruje sie, ze dolichylodwufosfooligosacharyd bierze
udziat jedynie w biosyntezie rdzenia, albo nawet tylko jego fragmentu,
podczas gdy donorem w biosyntezie wysoce rozgalezionej zewnetrznej
czesci jest GDP-mannoza.

IV-2. Biosynteza mannanu u Aspergillus niger

Po wykryciu poliprenoli u A. niger prowadzono badania nad ich ewen-
tualnym udziatem w przenoszeniu reszt cukrowych. Barr i Hemming
(111) wykazali, ze w skiad produktéw otrzymanych w wyniku inkubacji
preparatu A. niger z GDP(}-manonozg wchodzi mannolipid i mannan.
Na podstawie chromatograficznych wasnosci mannolipidu i jego labilnosci
w $rodowisku kwasowym scharakteryzowano go jako heksahydropolipre-
nylofosfomannoze. Powyzsze wyniki wskazujg na to, ze A. niger posiada
mannozylotransferazy dla ktérych akceptorem mannozy jest fosforan
heksahydropoliprenolu. Nastepnym etapem w biosyntezie mannanu byto-
by, zgodnie z tg sugestig, przeniesienie mannozy z powyzszego kompleksu
na mannan (Ryc. 11).

CDP-Man - prenylofosforan

GDP pranylofosfomannoza Imannozal

Ryc. 11. Schemat biosyntezy mannanu u A. niger (111).

1V-3. Biosynteza roslinnych glikandw.

W roslinach zachodzi biosynteza réznorodnych zwigzkow, w ktorych
sktad wchodzg reszty cukrowe. Sag to m.in. skrobia, celuloza, hemicelulozy,
pektyny i glikoproteidy bedace skiadnikami $cian komorkowych roslin.
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Ich struktura i biosynteza sg w tej chwili do$¢ dobrze poznane (112, 113).
Poniewaz u wielu ro$lin stwierdzono réwniez wystepowanie wolnych poli-
prenoli, takich jak solanesol (catkowicie-trans-poliprenol-9) oraz tri-trans-
poli-cis-prenole-9->13 (114, 117). wysunieto przypuszczenie, ze moga one
lub ich pochodne bra¢ udziat w transporcie reszt cukrowych analogicznym
do proceséw obserwowanych u bakterii, ssakow i grzybow.

W poczatkowym okresie badan nad tym problemem obserwowano prze-
niesienia (4C)mannozy z GDP(¥C)mannozy do endogennego lipidu w cza-
stkowych preparatach otrzymanych w wiekszosci przypadkéw z miodych
kietkéw fasoli (118—125). Wyizolowany mannolipid wykazywat wasnosci
chromatograficzne zblizone do undekaprenylomonofosfomannozy. lden-
tyczny chromatograficznie lipid wyodrebniono z preparatow grochu (124).

r o T '—_—_j
| |
10t LR L
/”"D‘/r
n)
i / ]
I .\
| o /,,/—A—‘jr
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‘ ;/5/
P | 4 Ryc. 12. Przebieg wtaczania (14C)ma-
1/A 1 nnozy z GDP (14C)mannozy do roz-
}3 R i nych zwigzkéw o preparacie enzy-
2 Sy =T . 1 matycznym z wiékien baweiny (130).
S
Produkty te zostaly scharakteryzo-
0 —ek eyl . wane jako kompleks oligocukier-liptd
0 10 20 30 (O— O), poliprenolofosfomannozy (A— A)
Czasiminl oraz glikoproteid (0—0O)

Poza przeniesieniem mannozy do lipidu, preparaty fasoli (Phaseolus
aureus) katalizujg rowniez przeniesienie mannozy do glikoproteidéw i po-
lisacharydéw (126). Szczeg6towe badania nad tym procesem prowadzili
Forsee i Elbein (127—130) stosujagc czastkowe preparaty otrzymy-
wane z dojrzatych widkien baweiny. Autorzy ci wykazali, ze powyzsze
preparaty katalizujg przeniesienie (¥C)mannozy z GDP(MC)mannozy do
oligosacharyddéw potgczonych z lipidem i do glikoproteidow. Wyizolowane
oligosacharydy z kompleksow oligosacharyd—Ilipid stanowity mieszanine
w ktérej-najkrétszymi oligosacharydami byty tréjcukry o budowie manno-
zylo-N-acetyloglukozamino-N-acetyloglukozamina a najdtuzsze skladaty
sie z okoto 10 jednostek cukrowych. Warto podkresli¢, ze kompleksy oligo-
sacharyd—Iipid o dtuzszym tancuchu cukrowym powstajagce w czasie po-
wtoérnej inkubacji preparatu wdkien bawetny z dodatkiem nieznakowanej
GDPmannozy zawieraty radioaktywne trojcukry (130). Rycina 12 przed-
stawia wiaczanie mannozy z GDP(¥C)mannozy do trzech réznych zwigz-
kow, katalizowane przez preparat enzymatyczny otrzymany z widkien ba-
weiny.



76 K. GONTA-GRABIEC [161

Czastkowe frakcje wiokien bawelny katalizujg réwniez przenoszenie
N-acetyloglukozaminy z UDP(#H)N-acetyloglukozaminy na lipidy i gliko-
proteidy. Gdy mieszanina inkubacyjna nie zawierata GDPmannozy za-
sadniczo cata N-acetyloglukozamina tgczyta sie z lipidem tworzac N,N'-
dwuacetylochitobiozylodwufosfolipid. Dodanie GDPmannozy do powyz-
szej mieszaniny powodowato spadek radioaktywnosci w lipidowym
kompleksie z towarzyszagcym mu pojawieniem sie radioaktywnosci w kom-
pleksie oligosacharyd—Iipid. Na tej podstawie wysunieto wniosek, ze kom-
pleks dwucukier—Ilipid stuzy jako akceptor reszt mannozy, po dotgczeniu
ktorych powstaje oligosacharyd—Ilipid. Rycina 13 ilustruje postulowany
mechanizm biosyntezy glikoproteidu.

GDP-Man UDP-NAcGIc

Man-P-poUprenol NAcGlc-NAcGlc-IPI-P-lipid
i y i

IMani - NAcGlc- NAcGlc-IPI-P- lipid

IManin - NAcGlc-NAcGlc- biatko
Ryc. 13. Biosynteza glikoproteidu katalizowana przez preparaty widkien baweiny (130).

Ostatnio réwniez Roberts i Pollard (131) wykazali wigczanie
N-acetyloglukozaminy z UDP-N-acetyloglukozaminy do glikolipidéw i gli—
koproteidéw w siewkach fasoli.

Z zestawienia danych na temat udziatu poliprenoli w biosyntezie gli-
kandw wynika, ze sa one niezbedne dla przebiegu tego procesu. W zwigzku
z niska polarnoscig wielu biatek bton komoérkowych (132) wydaje sie, ze
jedna z funkcji fosforanéw poliprenoli jest ,wytapywanie” cukrow w tym
Srodowisku, utatwiajgc tym samym dziatanie glikozylotransferaz zlokali-
zowanych w btonach (4). Uznanie powyzszych procesdw za ogolnobiologicz-
ny mechanizm biosyntezy glikanow wymaga jednak dalszych, bardziej
szczeg6towych badan.

Arktykut nadszedt 3.8.1976; po rewizji autorskiej otrzymano 18.9.1976.
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Syntetaza tymidylanowa

Thymidylate Synthetase
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IV. Mechanizm reakcji katalizowanej przez syntetaze tymidylanowg
V. Uwagi koncowe

. Wstep

W 1893 roku Kossel i Neumann (l)po raz pierwszy wyizolo-
wali z kwasnego hydrolizatu kwasu nukleinowego z grasicy pochodng pi-
rymidynowg i ze wzgledu na pochodzenie kwasu nukleinowego, od stowa
thymus, nazwali ten zwigzek tyming. Steudel (2) stwierdzit, ze odkry-
ta substancja ma budowe 5-metylouracylu. Dzi$§ wiemy, ze tymina wyste-
puje bardzo powszechnie, stanowigc sktadnik prawie wszystkich poznanych
DNA. Jedynie w niektérych fagach Bacillus subtilis zamiast tyminy wy-
stepuje uracyl lub inne jego 5-pochodne (3, 4, 5). Przypuszcza sie, ze me-
tylacja uracylu lub jego pochodnych in vivo pojawita sie w toku ewolucji
stosunkowo po6zno (6), zapewniajagc prawdopodobnie jaka$ nieznang prze-
wage ewolucyjng (6, 7), jakkolwiek zaktada sie réwniez wystepowanie pre-
biotycznej syntezy tyminy (8).

* Dr, Zaktad Biochemii Komorki, Instytut Biologii Doswiadczalnej im. M. Nenc-
kiego PAN, ul. Pasteura 3, 02-093 Warszawa

Wykaz stosowanych skrétéw: BrdUMP — 5-bromo-2'-dezoksyurydyno-5'-mono-
fosforan; dTMP — 2'-dezoksytymidyno-5'-monofosforan; dUMP — 2'dezoksyurydyno-
-5'-monofosforan; FAUMP — 5-fluoro-2/-dezoksyurydyno-5'-monofosforan; JdUMP —
5-jodo-2'-dezoksyurydyno-5'-monofosforan.

6 Postepy Biochemii
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Il. Rola biologiczna i wystepowanie syntetazy tymidylanowej

W organizmach zywych metylacja uracylu zachodzi na poziomie dezo-
ksynukleotydu i katalizuje ja enzym, syntetaza tymidylanowa, C-metylo-
transferaza NS5Bmetylenotetrahydrofolian:dezoksyurydyno-5'-monofosfo-
ran, E. C. 2.1.1.b (9). Reakcje te, taczaca przeniesienie grupy metylenowej
z N5Bmetylenotetrahydrofolianu na dUMP z jej redukcjg do grupy me-
tylenowej, przy jednoczesnym utlenieniu tetrahydrofolianu do dihydrofo-

0 g
N
o | 2
o HoC—N H
o- P O- CH2
+ =
O o=\ N
ﬁ‘ /<
OH H NHp
) 5,10 ’ X
dezoksyurydyno -5-mono- N -metylenotetrahydro-
fosforan folian

H
L_ Enzym —

produkt posredni zwigzany z enzymem

0 * R
HN/‘jcrg HNM
Yo b g

O-P-0-CHp + N
o o '
o= N
.
N
H NHp

OH
dezoksytymidyno -5 -mono- dwuhydrotolian
fosforan
? . .
R=©C—NH-CH-CH2<CH2-COOH Ryc. 1. Reakcja katalizowana przez
I

COOH syntetaze tymidylanowa.

lianu (10), przedstawia rycina 1. W reakcji oprécz syntetazy tymidylano-
wej bierze udziat dUMP, tetrahydrofolian oraz donor grupy jednoweglo-
wej. W badaniach in vitro jako donor grupy jednoweglowej stuzy formal-
dehyd, tworzacy z tetrahydrofolianem bez udziatu enzymu N510metyleno-
tetrahydrofolian. Zwigzek ten musi by¢ obecny w mieszaninie reakcyjnej
w stezeniu substratowym (11). In vivo donorem grupy jednoweglowej jest
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grupa hydroksymetylowa seryny (12), ktérej przeniesienie na tetrahydro-
folian katalizuje hydroksymetylotransferaza serynowa (E. C. 2.1.2.1). Syn-
tetaza tymidylanowa, hydroksymetylotransferaza serynowa oraz dehydro-

genaza tetrahydrofolianowa (E. C. 1.5.1.3), regenerujacg in vivo tetrahydro-
folian, katalizujg reakcje sktadowe tzw. cyklu syntezy tymidylanu (Ryc. 2).

Cykl ten wymaga jedynie katalitycznych ilosci tetrahydrofolianu (13),
regenerowanego przez dehydrogenaze tetrahydrofolianowg i hydroksyme-
tylowanego przez hydroksymetylotransferaze serynowa.

SYNTETAZA
TYMIDYLANOWA

dUMP dTMP
510
N -metyleno-
tetrahydrofolian dihydrofolian
glicyna NADPH - H*
HYDROKSYMETYLAZA DEHYDROGENAZA
SERYNOWA tetrahydro- TE TRAHYDROFOLIANOWA
folian
seryna NADP"

Ryc. 2. Cykl syntezy tymidylanu.

Aktywnos$¢ syntetazy tymidylanowej w komdrkach zmienia sie row-
nolegle z intensywnos$cig syntezy DNA. Wzrost aktywnoS$ci tego enzymu
nastepuje w komaorkach intensywnie dzielgcych sie, zarbwno w organiz-
mach prokariotycznych (14, 15) jak i eukariotycznych (16—27). Uwaza sig,
ze reakcja katalizowana przez syntetaze tymidylanowg moze by¢ etapem
ograniczajgcym synteze DNA (28), jakkolwiek role taka petni¢ moze takze
reakcja katalizowana przez reduktaze rybonukleozydodwufosforandw (29),
ze wzgledu na bardzo wysoki poziom kontroli allosterycznej tego enzymu
(30, 31). Jednakze, pomimo stwierdzenia powigzania indukcji syntetazy ty-
midylanowej z biosyntezag DNA, mechanizm tego zjawiska pozostaje dalej
nie znany.

I11. WHasciwosci syntetazy tymidylanowej oraz postepy w zakresie jej
oczyszczania

Tabela | przedstawia niektdre wiasciwosci syntetazy tymidylanowej z
réznego materiatu. Tylko w niektérych przypadkach przy badaniach dy-
sponowano oczyszczonymi preparatami enzymu. Powodem tego byla la-

6*
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bilnos¢ enzymu oraz jego niski poziom w komérkach i tkankach. Z punk-
tu widzenia oczyszczania syntetazy tymidylanowej sytuacja ta jest szcze-
gblnie niekorzystna w przypadku tkanek ssakow, czego przykiadem moga
by¢ komérki raka wysiekowego Ehrlicha (53, 57).

Syntetaza tymidylanowa pozostaje w centrum zainteresowania bioche-
mii klinicznej jako enzym docelowy niektérych antymetabolitow stosowa-
nych w chemioterapii nowotworéw (np. 6, 58). Pozadane wiec bytoby do-
ktadne zbadanie wiasciwosci i mechanizmu dziatania tego enzymu pocho-
dzenia nowotworowego, a szczeg6lnie réznic, o ile takie istniejg, pomiedzy
enzymem pochodzgcym z tkanek nowotworowych i z prawidtowych. W tym
celu potrzebna jest jednak metoda, pozwalajgca otrzymywac¢ wysoko o-
czyszczone preparaty enzymu z réznych materiatdw biologicznych przy
zachowaniu wysokiej wydajnosci.

W ostatnich latach préby opracowania takiej metody, opartej na tech-
nice chromatografii powinowactwa biologicznego, podjeto w kilku o$rod-
kach. Stosujac jako adsorbent biologicznie swoisty  unieruchomiony na
Sepharose substrat, dUMP (59, 60) lub jego analog, FAUMP (61, 62), opra-
cowano dwie metody umozliwiajace szybkie i wydajne izolowanie elektro-
foretycznie czystej syntetazy tymidylanowej z bakterii Lactobacillus casei
opornych na ametopteryne. Obie metody polegaty na adsorpcji enzymu na
adsorbencie biologicznie swoistym przy niskiej sile jonowej oraz jego elu-
cji, nastepujacej po wymyciu z adsorbenta biatek towarzyszacych, a powo-
dowanej podwyzszeniem sity jonowej eluentu. Podkresli¢ nalezy, ze bakte-
rie L. casei oporne na ametopteryne, w ktdérych poziom syntetazy tymidy-
lanowej jest okoto 200-krotnie podwyzszony (38) w poréwnaniu ze szcze-
pem dzikim, sg wyjatkowo bogatym zrédiem tego enzymu, co na pewno
nie pozostaje bez wptywu na wyniki jego oczyszczania. Dotychczas brak
jest informacji o pomys$inym zastosowaniu powyzszych metod przy izolo-
waniu syntetazy tymidylanowej z materiatu innego niz wspomniany szczep
L. casei. Stwierdzono wprawdzie, ze pierwsza metoda pozwala oczyscic¢
enzym z bakterii Escherichia coli, ale tylko w niewielkim stopniu (48), za
co wydawata sie odpowiadac niska swoistos¢ biologiczna stosowanego ukta-
du chromatograficznego.

Ostatnio opracowano metode izolowania syntetazy tymidylanowej (48,
63) oparta takze na chromatografii powinowactwa biologicznego, ktoéra
wydaje sie odpowiada¢ warunkowi ,uniwersalnosci”. Jako adsorbenta bio-
logicznie swoistego uzyto silnego inhibitora syntetazy tymidylanowej, te-
trahydroametopteryny, zwigzanego poprzez etylenodiamine z Sepharose
(Ryc. 3). Sorpcja enzymu na tym adsorbencie nastepowata jedynie w obec-
nosci dUMP, a wiec prawdopodobnie na zasadzie powstawania trojczastecz-

*) Terminy z zakresu chromatografii powinowactwa biologicznego stosowane
w tym artykule omoéwiono w artykule pt. ,,Oczyszczanie enzymoéw i biatek biologicz-
nie czynnych poprzez chromatografie na substancjach niskoczasteczkowych unieru-
chomionych w fazie statej”, Post. Biochem., 23, 113—127.
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kowego kompleksu unieruchomiony analog jednego substratu-enzym-drugi
substrat. Po wymyciu biatek towarzyszacych buforem o wysokiej sile jo-
nowej zawierajagcym dUMP, syntetaze tymidytanowg eluowano tym sa-
mym buforem bez substratu. Fakt uwiericzonego powodzeniem zastosowa-
nia tej metody przy izolowaniu syntetazy tymidylanowej z E. coli, grasicy
cielecej, migsaka 180 (sarcoma 180), limfiakomiesaka Gardnera (Gardner
lymphosarcoma) i jaj jedwabnika (48, 63) pozwala mie¢ nadzieje na mo-
zliwo$¢ jej powszechnego stosowania.

S) -NH-CH2-CH2-NH-¢-0 X | N*NHZ
y ¢he e
CHa chp f NH2
HO-C—Q~NH-CQ§ Ryc. 3. Tetrahydroametopte-
H CHj ryno-etylo-Sepharose

IV. Mechanizm reakcji katalizowanej przez syntetaze tymidylanowa

Rycina 4 przedstawia aktualne poglady na temat mechanizmu reakcji
katalizowanej przez syntetaze tymidylanowga. Oparto je gtéwnie na wyni-
kach badan nad enzymem z bakterii L. casei opornych na ametopteryne.
Na podstawie badan nad chemicznymi modelami reakcji katalizowanej przez
syntetaze tymidylanowg (64—68) uwaza sie, ze grupa o charakterze nukleo-
filowym, znajdujgca sie w centrum aktywnym enzymu, katalizuje reakcje
przez atak na pozycje 6 dUMP, w wyniku ktdrego powstaje aktywny, ko-
walencyjnie powigzany produkt posredni (Ryc. 4 reakcje a, b). Hipoteze te
poparto stwierdzenie powstawania w obecnosci N53-metylenotetrahydro-
folianu wigzania kowalencyjnego pomiedzy nukleofilowag grupg syntetazy
tymidylanowej i atomem wegla w pozycji 6 FAUMP (69—72), ktéry jest
bliskim analogiem strukturalnym dUMP. Duza stabilno$¢ tego wigzania
pozwala na enzymatyczne (73, 74, 75) lub chemiczne (76) odszczepienie
i wyizolowanie kompleksu fragmentu centrum aktywnego z FdUMP
i NSOmetylenotetrahydrofolianem. Analiza kompleksu wykazata, ze zwig-
zany w nim fragment centrum aktywnego zawiera trzy aminokwasy, kto-
rych reszty mogtyby odpowiadaé za atak nukleofilowy na pozycje 6
FAUMP lub, przez analogie, dUMP. Byly to: cysteina, treonina i histydyna.
Nie udato sie niestety stwierdzi¢, z ktorg z reszt zwigzany byt FAUMP, ale
na podstawie pozytywnej reakcji kompleksu z odczynnikiem Pauly’ego
przypuszcza sie, ze nie byta to prawdopodobnie reszta histydyny (75). Wyni-
Ki wczesniejszych badan z zastosowaniem inhibitoréw sulfhydrylowych (38,
77, 78) wskazywaly, ze przynajmniej jedna z czterech reszt cysteinowych
syntetazy tymidylanowej z L. casei reaguje z FAUMP. Wydaje sie wiec, ze
FAUMP wigze sie z czasteczkg enzymu poprzez reszte cysternowsg, odpo-



88 W. RODE (81

wiedzialng takze za atak nukleofilowy na pozycje 6 nukleotydu. O ile me-
chanizm odpowiada rzeczywistosci, to mozna sadzi¢, ze substrat, dUMP,
moégtby wigzaé sie z enzymem z ten sam sposob.

Nastepny etap reakcji (Ryc. 4 reakcja c) polega na uwolnieniu protonu
z pozycji 5 dUMP (6, 39, 68, 74). Lomax i Greenberg (79 wyko-
rzystali ten fakt, opracowujac bardzo czulg i powszechnie stosowang meto-
de oznaczania aktywnos$ci syntetazy tymidylanowej opartg na pomiarze
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Ryc. 4. Mechanizm reakcji katalizowanej przez syntetaze tymidylanowa.

ilosci trytu uwolnionego w wyniku reakcji enzymatycznej z 5-H-dUMP.
Gdy w pozycji 5 dUMP zamiast atomu wodoru znajduje sie atom fluoru
(w FAUMP), wigzanie C—F jest zbyt stabilne, aby jon fluorkowy mogt sie
uwolni¢ (73). Natomiast w przypadku BrdUMP i JAUMP nastepuje uwol-
nienie jonu Br- lub J~, dzieki czemu analogi te mogg stuzy¢ jako substra-

ty syntetazy tymidylanowej przy biosyntezie dTMP (80).
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Po uwolnieniu protonu zachodzi prawdopodobnie (3-eliminacja tetrahy-
drofolianu (Ryc. 4 reakcja d), prowadzaca do powstania wysoce reaktyw-
nego produktu posredniego, bedacego metylenowa pochodng dUMP. Oba
te zwigzki pozostajg w bliskim sgsiedztwie na czasteczce enzymu. W wy-
niku wewnatrzczasteczkowego przeniesienia jonu wodorkowego z tetra-
hydrofolianu na egzocykliczng grupe metylenowg powstajg dTMP, dihy-
drofolian i wolny enzym (Ryc. 4 reakcje e, f; 68).

Omdéwiony mechanizm nie rozstrzyga kolejnosci przytgczania do enzy-
mu substratow i uwalniania produktéw. Nieliczne dotychczas préby wy-
jasnienia tego zagadnienia poprzez badania kinetyczne daty wyniki niejed-
noznaczne i rozne w przypadku enzymu z réznych Zzrddet. Na podstawie
tych badan wydawato sie, ze reakcje syntetazy tymidylanowej ze Strepto-
coccus faecalis (41), raka wysiekowego Ehrlicha (54) i zarodka kurczecia
(49) charakteryzuje mechanizm uporzadkowany, a w dwoch ostatnich przy-
padkach — uporzadkowany sekwencyjny (badania enzymu z S. faecalis
nie daty odpowiedzi rozstrzygajgcej pomiedzy mechanizmem sekwencyj-
nym lub ,,ping — pong”). Do dwoéch pierwszych enzymoéw substraty przy-
taczalyby sie w kolejnosci N5IOmetylenotetrahydrofolian przed dUMP,
a do ostatniego — w kolejnosci odwrotnej.

Nowe $wiatto na zagadnienie kolejnosci wigzania sie substratow z syn-
tetazg tymidylanowa rzucity badania Slavika i wsp. (63), ktore umoz-
liwity opracowanie metody izolowania tego enzymu opartej na chromato-
grafii powinowactwa biologicznego (poréwnaj rozdziat Il1). Stwierdzony
fakt odwracalnego wigzania sie syntetazy tymidylanowej z unieruchomio-
nym analogiem substratu, tetrahydroametopteryng, jedynie w obecnosci
dUMP dowodzi powstawania tréjczasteczkowego kompleksu enzym-sub-
strat-analog drugiego substratu, okreslajac jednoczesnie kolejnos¢, w ja-
kiej niskoczasteczkowe sktadniki kompleksu reagujag z enzymem (dUMP
przed tetrahydroametopteryng). Powszechna, jak sie wydaje, stosowalno$c
wspomnianej metody wskazuje, ze powyzszy mechanizm cechuje syntetaze
tymidylanowg niezaleznie od jej pochodzenia. Za mechanizmem takim
przemawiaja takze wyniki Galivana i wsp. (81), ktérzy badajac wia-
zanie dUMP i 7,8-dihydrofolianu lub ametopteryny z syntetazg tymidyla-
nowg z L. casei opornych na ametopteryne metodg réwnowagi dializacyj-
nej stwierdzili, ze wspomniane pochodne i analogi folianu wigzaty sie z en-
zymem rowniez tylko w obecnosSci dUMP. Ten ostatni substrat wigzat sie
natomiast z syntetazg tymidylanowa takze pod nieobecno$¢ pochodnych
folianowych, co stwierdzono juz wczesniej na drodze pomiaréw dichroizmu
kotowego (78). Wykazany brak wigzania sie dihydrofolianu oraz ameto-
pteryny i jej uwodorowanej pochodnej z syntetazg tymidylanowg pod nie-
obecnos¢ dUMP, ze wzgledu na podobienstwo strukturalne tych zwiazkow
do N5Ometylenotetrahydrofolianu, trudno pogodzi¢ z kolejnoscig przyta-
czania sie substratow (N5I0metylenotetrahydrofolian przed dUMP) do en-
zymu ze S. faecalis i raka wysiekowego Ehrlicha, okreslong na podstawie
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badan kinetycznych (patrz wyzej). Podkresli¢ jednak nalezy, ze w ogrom-
nej wiekszosci badan nie stosowano dotychczas poliglutaminianowych po-
chodnych folianowych, a mozna dzi$ sadzi¢, ze taka witasnie pochodna
N5 metylenotetrahydrofolianu jest naturalnym substratem syntetazy ty-
midylanowej. Z badan Kisliuka iwsp. (82) oraz Friedkina i wsp.
(83) wynika rowniez, ze réznica w liczbie reszt glutaminianowych zwiaza-
nych z czasteczkg pochodnej folianowej moze zasadniczo zmienia¢ wias-
nosci czasteczki, nadajac jej na przyktad charakter inhibitora.

V. Uwagi koncowe.

Badania nad syntetazg tymidylanowga prowadzone sg juz od okoto dwu-
dziestu lat. Obszerny przeglad piSmiennictwa poswieconego temu enzy-
mowi zawierajg prace Friedkina (6 84) oraz Blakleya (85). Po-
mimo znacznego wysitku poswieconego poznaniu syntetazy tymidylanowej
wiedza na jej temat pozostaje nadal fragmentaryczna. Nieznany jest me-
chanizm regulacji aktywnosci syntetazy tymidylanowej w komérce, cho-
ciaz wielokrotnie udowodniono $cista zalezno$é pomiedzy jej wystepowa-
niem a stanem proliferacji komorek. Barii i wsp. (86) stwierdzili, ze
w komaorkach regenerujgcej watroby szczura okoto 50%> aktywnosci oma-
wianego enzymu wystepuje we frakcji bton gtadkich izolowanych z super-
natantu pomikrosomowego. W tej samej frak¢ji wykryto inne enzymy bio-
syntezy DNA: polimeraze Il DNA, reduktaze rybonukleozydodwufosfora-
néw i kinaze tymidylanowg. Sprawdzono, ze zwigzanie wspomnianych
enzymoOw z btonami nie jest wynikiem adsorpcji ani tez agregacji w wa-
runkach niskiej sity jonowej. Co wiecej, po rozpuszczeniu bton dziataniem
mieszaniny n-butanol—Triton X-100 enzymy te pozostawaty w dalszym
ciaggu zwigzane w postaci kompleksu multienzymatycznego. Wyniki te
wskazuja na mozliwos¢ istnienia multienzymatycznego kompleksu biosyn-
tezy DNA w komorkach eukariotycznych, a prawdopodobna obecno$¢ syn-
tetazy tymidylanowej w takim kompleksie przemawia za intensyfikacjg
zaniedbywanych dotychczas badan rozmieszczenia tego enzymu w komor-
kach.

Artykut nadszedt 20.8.1976; po rewizji autorskiej otrzymano 20.9.1976.
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IV. Uwagi koncowe

V. PiSmiennictwo

I. Wstep

Udziat hormonoéw sterydowych w mechanizmach regulujgcych prawi-
dtowg funkcje zywego ustroju oraz ich zastosowanie w klinice sprawiaja,

*) Doc. dr, Zaktad Biochemii, Instytut Psychoneurologiczny, Al. Sobieskiego 1/9,
02-957 Warszawa.

Wykaz stosowanych w artykule potocznych nazw sterydéw: Sterydy typu
A5 lub A4— zwigzki sterydowe z wigzaniem miedzy 5 i 6 lub 4 i 5 atomem
wegla; Kortyzol — 11|3,17a,21-tréjhydroksy-4-pregnen-3,20-dion; Kortykosteron —
113,21-dwuhydroksy-4-pregnen-3,20-dion; Korteksolon — 17|3,21-dwuhydroksy-4-
-pregnen-3,20-dion; Kortekson — 21-hydroksy-4-pregnen-3,20-dion; Aldosteron —
11|3,21-dwuhydroksy-4-pregnen-3,20-dion-18-al;  Testosteron — 17|3-hydroksy-4-an-
drosten-3-on, 5a-dwuhydrotestosteron — 17|3-hydroksy-5a-androstan-3-on; Andro-
stendion — 4-androsten-3,17-dion; Dehydroizoandrosteron — 3|3-hydroksy-5-andro-
sten-17-on, 16a-hydroksydehydroizoandrosteron — 3|3,16a-dwuhydroksy-5-androsten-
-17-on; Progesteron — 4-pregnen-3,20-dion, 17a-hydroksyprogesteron — 17a-hydro-
ksy-4-pregnen-3,20-dion; Pregnandiol — 3a,20a-dwuhydroksy-5|3-pregnan, 17a-hy-
droksypregnenolon — 3|3,17a-dwuhydroksy-5-pregnen-20-on; Pregnenolon — 3(3-hy-
droksy-5-pregnen-20-on; Estradiol-17|3 — 3,17|3-dwuhydroksy-1,3,5 (lO)-estratrien;
Estron — 3-hydroksy-1,3,5(10)-estratrien-17-on; Estriol — 3,16(3,17(3-tréjhydroksy-
-1,3,5(10)-estratrien; Cholesterol — 3|3-hydroksy-5-cholesten.
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ze zainteresowanie tg grupg zwigzkéw naturalnych jest nadal znaczne.
Prawie 130 lat po historycznym opisie przez Tomasza Addisona klinicz-
nych objawow niedoczynnos$ci kory nadnercza i 125 lat po przedstawieniu
przez Brown-Seguarda eksperymentalnych dowod6éw nieodzownosci kory
nadnerczy dla zycia ustroju — biochemia hormonéw sterydowych odgry-
wa nadal istotng role w badaniach nad zdolnoscig adaptacyjna cztowieka,
mechanizmami powstawania i rozwoju nowotwordéw, patogenezg cukrzy-
cy, nadci$nienia, otytosci, osteoporozy, niektérych chordb psychicznych
i innych. Poznanie reakcji skladajgcych sie na wieloetapowy proces syn-
tezy hormondéw sterydowych oraz topografii i wiasnosci enzymdéw kata-
lizujacych te reakcje zbliza nas do zrozumienia mechanizméw molekular-
nych, warunkujgcych wiele zjawisk patologicznych.

Procesy sekrecji hormonow sterydowych mozna bada¢ na réznych po-
ziomach, zaleznie od potrzeby oraz dokfadnosci pozostajagcych do dyspo-
zycji metod badawczych. Mozna je rozpatrywac¢ na poziomie narzagdu —
gruczotu (kora nadnerczy, jajniki, jadra, tozysko), tkanek wchodzacych
w sktad narzadu (tkanka $rédmigzszowa jadra, ciatko zéte), komoérek (ko-
morki tekalne pecherzyka jajnikowego), sktadnikéw komérkowych i orga-
nelli (siateczka endoplazmatyczna, mitochondria, ptyn komérkowy), ele-
mentow strukturalnych tych organelli (btony retikulum endoplazmatycz-
nego, wewnetrzna biona mitochondrialna) oraz na poziomie molekular-
nym.

Postepujacy rozw6j mikroskopii elektronowej oraz precyzyjnych me-
tod biochemicznych sprowadzit badania biosyntezy hormonéw o struk-
turze sterydowej na poziom struktur subkomoérkowych, ktére wydziela
sie za pomocg wirowania homogenatéw tkankowych (Ryc. 1).

Badanie pod mikroskopem elektronowym ujawnito w retikulum endo-
plazmatycznym dwa typy blon: 1 retikulum szorstkie (granularne, ziar-
niste) ztozone z bton lipoproteidowych pokrytych rybosomami. W wyniku
wirowania homogenatu tkankowego retikulum to daje frakcje zawiera-
jaca pecherzyki powstate z fragmentacji tych bton (tzw. frakcja mikro-
somalna szorstka, rough surjaced microsomal jraction — RSMF); 2. reti-
kulum gtadkie (agranularne), nie zawierajace mikrosoméw, z ktérego po
wirowaniu homogenatu tworzy sie tzw. frakcja mikrosomalna gtadka
(smooth surjaced microsomal jraction — SSMF).

Rozdzielanie frakcji mikrosomalnej na te podfrakcje mozna przepro-
wadzi¢ metoda ultrawirowania w gradiencie stezenia sacharozy (1, 2). Do-
danie 15mM chlorku cezu powoduje agregacje bton i ulatwia ich sedy-
mentacje (3).

Ogélnie mozna powiedzieé, ze enzymy sterydogenezy wystepujace
w siateczce endoplazmatycznej zwigzane sg gtownie z gtadkim retikulum
endoplazmatycznym a wiec po wirowaniu znajdujemy je we frakcji po-
wstatej w wyniku fragmentacji gtadkich bton retikulum.

W komoérkach tozyska, jajnika i ciatka zottego enzymy zsyntetyzowa-
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ne w rybosomach na powierzchni szorstkiego retikulum endoplazmatycz-
nego docierajg do retikulum gladkiego, gdzie zostajg zmetabolizowane
z szybkoscig zblizong do szybkosci ich biosyntezy.

W retikulum endoplazmatycznym komorek $rodmigzszowych jadra
i kory nadnerczy synteza enzymoOw sterydogenezy przebiega z mniejsza
szybkoscia, ale gromadzg sie one w retikulum gtadkim, ktére dzieki temu
dysponuje bogata pulg tych enzyméw.

W celu zbadania wewnatrzmitochondrialnych miejsc sterydogenezy,
wyodrebnione z homogenatéw komaérkowych wolne mitochondria poddaje
sie fragmentacji metodg osmotyczng (4) lub ultradZzwiekowg (5) a nastep-

GrucioThez torebki lacznokankowe

Homaogenizac/a

Homogena?
Wirowanie
800g, 20 min.
L Supernatant J Osad: frakeia jader
Komaorkowych
Wirowanie
104, 20 min.
[
Osaa. [ Sypernatont J
frakegia mirtochondriow
Wirowanie
105.10%, 60min

I |

Suypernatant, cylosol : 0‘”{'
Irokeo mikrosomalng

(
Zowiesina frakeli mikrosomal-
e/ w25 M roziworze sacio
rozy + 19mM £sC/

Wirowanre
25-10%g, 60min
Osad lekkr. Osad crezkr. |
tlementy glookiego retr - Flementy szorsikiego retity-
kulum endoplozmalyczrego lum enaoplozmalycznego

Ryc. 1. Schemat otrzymywania frakcji subkomaérkowych.
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nie rozdziela za pomocg wirowania w gradiencie gestosci na frakcje bton
wewnetrznych, bton zewnetrznych i matriks. Doktadnos$¢ rozdziatu spraw-
dza sie metodg mikroskopii elektronowej a nastepnie bada skiad enzy-
moéw i poziom ich aktywnosci w kazdej z otrzymanych frakcji. Okazuje
sig, ze mitochondrialne enzymy sterydogenezy zwigzane sg gtownie z we-
wnetrzng btong mitochondridéw.

Il. Rozmieszczenie enzymow w gruczotach wytwarzajgcych hormony
sterydowe

I1-1. Kora nadnerczy

Kora nadnerczy ludzi dorostych zawiera trzy zréznicowane warstwy
komorek. Ze wzgledu na swa budowe warstwa obwodowa nosi nazwe
kiebkowatej, $rodkowa — pasmowatej a przysrodkowa — siatkowatej.
Wszystkie warstwy uczestnicza w biosyntezie hormondéw sterydowych,
przy czym kortyzol, kortykosteron i androgeny nadnerczowe (androsten-
dion i dehydroizoandrosteron) mogg powstawa¢ w catej korze a aldosteron
tylko w warstwie pasmowatej, ktdra zawiera 18-hydroksylaze.

¢
HO ~=O0H
: - 20a-hydroksylaza cholesteroly Kortyzol
Wewnelrzno blona 20R-hydroksyloza cholesteroly i
mitochondriow C20-Z liaza 0

CHy

Wewnelrzna blona P
% ; 118-hyadroksyloza
milochonariow ki 4

|
Cc=0
Pregnenolon
{c@ﬁ ;
H =0

S ~OH
lodkie A%-3 8- KHyaroksysterydodelyarogenaza Aorteksoion
relikulum 2%-4% izomeraza 0
endoplozmalyezne o
(s Glodkre
=0 relikulom 21-hyaroksyloza
Progesteron endoplozmatyczne ?Ha
=0
0 --OH
17a-hyaroksy-
| 77a-hyaroksylaza | g progesteron
[ Glagkie retikulum endoplozmalyczne |

Ryc. 2. Etapy biosyntezy kortyzolu z cholesterolu.
We wzorze cholesterolu podano oznakowanie pier$cieni oraz numeracje atomoéw wegla.
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Etapy biosyntezy gtéwnego hormonu nadnerczowego — kortyzolu
z cholesterolu z zaznaczeniem uczestniczacych w tym enzyméw i ich roz-
mieszczenia w elementach subkomorkowych przedstawiono na rycinie 2.

Enzymy katalizujgce pierwszy etap biosyntezy kortyzolu, tj. 20a-hy-
droksylacje i 22R-hydroksylacje cholesterolu oraz odigczenie bocznego
tancucha, kt 'e przeksztatca cholesterol w pregnenolon, wystepujg na we-
wnetrznej bionie mitochondrialnej.

Kolejne reakcje biosyntezy prowadzace do powstania korteksolonu
z pregnenolonu, zachodza pod dziataniem enzymoéw wystepujacych w gtad-
kim retikulum endoplazmatycznym, natomiast I1(3-hydroksylaza, enzym
przeksztatcajgcy korteksolon w kortyzol — wystepuje w wewnetrznej bo-
nie mitochondrialne;j.

Ustalenie wewnatrzkomérkowej topografii uktadow enzymatycznych
doprowadzito do odkrycia drég transportu prekursoréw sterydowych mie-
dzy poszczeg6lnymi elementami strukturalnymi komorki produkujacej
hormony.

Chalestero/

Chalesterol Coory
_ jinne
substraty
Pregnenolag Progesteron
"Aodrgeny
Estrogeny
Kortyzol
Kortykosteron™|
Aldasteron

Korleksan, korteksolon

Jaaro
Komorkowe

Ryc. 3. Schematyczny obraz ,wedrowki” prekursoréw kortykosterydéw w komdérce
kory nadnerczy.

Rycina 3 pokazuje droge prekursorow sterydogenezy w komdrkach
gruczotéw podczas biosyntezy hormondéw. Cholesterol, spetniajacy role
prekursora hormonéw sterydowych, dociera z gtadkiego retikulum endo-
plazmatycznego i osocza do btony wewnetrznej mitochondriéw i tam
przeksztatca sie w pregnenolon w wyniku utraty tafcucha bocznego.

Pregnenolon przechodzi przez zewnetrzng btone mitochondrialng, do-
ciera do retikulum i pod wptywem obecnych w nim enzyméw ulega dal-
szym przemianom prowadzacym do powstania pochodnych nie zawiera-

7%
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jacych grupy hydroksylowej w pozycji 11 (dezoksykortykosteron, kortek-
solon, androgeny).

Jednakze ostateczne produkty biosyntezy: kortykosteron, kortyzol
i aldosteron nie mogg powsta¢ w retikulum, gdyz II(3-hydroksylaza i 18-
-hydroksylaza wystepuja w mitochondriach. Dlatego w komoérkach kory
nadnerczy odpowiednie ,,pétprodukty” hormonoéw (dezoksykortykosteron,
korteksolon), powstate w retikulum, musza wréci¢ do mitochondriow i tam
dopiero ulegajg przemianie we wiasciwe hormony.

i
=0
Progesteron
’ inzor«:
0 0y | C=0
HO~$ "

e ldosteron
Gladkie retikulum il
endoplazimalyczne

0
H20H
=0 Wewnelrzna blona 18-hydroksysterydo-
mitochondriow qgehydrogenaza
Dezoksykorlykasleron
H(\ (I;H‘ZOH
C=0
0 Ho. O
18- hydroksy-
korlykosteron
Wewngirzna blona | "/,(f"/ly(//"ﬂl’s‘y/dldl
> . ’ 0
mitochonariow

OrgOH

1 6=0 Wewnelrzna blona

HO a miochondrigw
Korlykosteron
0

Ryc. 4. Etapy biosyntezy aldosteronu z progesteronu.

W wewnetrznej btonie mitochondriow zachodzi réwniez 18-hydroksy-
lacja oraz utlenianie powstatej grupy alkoholowej do aldehydowej. Enzy-
my katalizujgce te reakcje: 18-hydroksylaza i 18-hydroksydehydrogenaza
przeksztatcajg kortykosteron w aldosteron — hormon regulujacy gospo-
darke mineralng ustroju. Jego biosynteze z progesteronu przedstawia ry-
cina 4.

11-2. Jadro, gruczot krokowy

Z uwagi na bardzo ztozong strukture komoérkowa jadra, na ktorg skia-
dajg sie spermatogonie, spermatocyty | i Il rzedu, spermatydy, plemniki,
Srodmigzszowe komorki Leydiga, komorki Sertoliego, komorki naczyn
krwionosnych oraz bton podstawowych, pierwszy etap badania jego funk-
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cji wydzielniczej polegat na ustaleniu, ktére z wymienionych komérek sg
miejscem biosyntezy hormondéw.

Naswietlanie jader szczura promieniami rentgenowskimi w dawce
1000 R niszczy spermatogeneze, nie zmienia natomiast komorek Sertoliego
i srddmigzszowych. Nie ulega réwniez zmianie ciezar pomocniczych na-
rzagdow piciowych (pecherzyki nasienne, gruczot krokowy). Podanie gona-
dotropiny kosmoéwkowej szczurom naswietlanym wywotuje przerost ko-
moérek $rédmigzszowych oraz przerost ciezaru pomocniczych narzadow
ptciowych, nie wptywa zas na komorki Sertoliego (6, 7). Inkubacja pro-
gestesteronu z oddzielonymi pod mikroskopem kanalikami nasiennymi
i tkankg $rédmigzszowa prowadzi do powstawania androgenow jedynie
w mieszaninie zawierajacej tkanke srodmigzszowa (8). Wreszcie guz ko-
morek Srédmigzszowych produkuje in vitro androgeny z réznych prekur-
sorow (9). Wskazuje to, ze wiasnie srédmigzszowe komorki jadra obda-
rzone sg zdolnoScig wydzielnicza. Z dalszych badan wynika, ze tylko one
sposrdd wszystkich komoérek sktadajacych sie na strukture jadra wypo-
sazone sg w ,zestaw” enzymatyczny niezbedny do produkcji meskich
hormondw piciowych (10). Miejscem wystepowania wszystkich enzymow
uczestniczacych w produkcji testosteronu z pregnenolonu jest gtadkie re-
tikulum endoplazmatyczne i to zaréwno u cztowieka jak i u innych ba-
danych zwierzat, tj. szczura, krélika, myszy i Swinki morskiej (11).

Intersujgce wnioski na temat rozmieszczenia enzymow syntetyzu-
jacych sterydy w strukturach subkomérkowych wyptywajag z badan
Inano i Tamaoki (12). Otéz w jadrach szczura pregnenolon ulega
przeksztatceniu wylacznie w progesteron. 17a-hydroksylacji nie podlega
on nawet w obecnosci nadmiaru NADPH i czasteczkowego tlenu, ktore
sprzyjaja dziataniu 17a-hydroksylazy a przeciwdziatajg przemianie stery-
déw szeregu ASw sterydy szeregu Ad

Progesteron wytworzony z pregnenolonu ulega bardzo fatwo dziataniu
17a-hydroksylazy, przeksztatcajac sie w 17a-hydroksyprogesteron. Ozna-
cza to, ze kolejno$¢ poszczeg6lnych etapéw biosyntezy hormonéw stery-
dowych w danym narzadzie jest $ciSle okre$lona i nie ulega zmianie pod
wptywem zmienionych warunkdw. Proba przesuniecia procesu biosyntezy
z toru Adna tor A5przez dodanie do frakcji mikrosomalnej jader szczura
7a-hydroksyandrostendionu, znanego inhibitora 3”-hydroksysterydode-
hydrogenazy i izomerazy, nie dato rédwniez spodziewanych efektow
W tych warunkach pregnenolon nie przeksztatcat sie ani w progesteron
ani w hydroksylowane metabolity typu A5

Badania gruczotu krokowego (prostaty) szczura pod wzgledem wystepo-
wania w nim enzymoéw modyfikujacych strukture hormonéw sterydo-
wych, doprowadzity do wykrycia aktywnos$ci 3a-hydroksysterydodehy-
drogenazy i A45a-reduktazy (13, 14). Oba enzymy uczestnicza w interkon-
wersji trzech waznych hormonéw androgennych: 5a-dwuhydrotestoste-
ronu, testosteronu i androstandiolu (15, 16). Rozdziat frakcji subkomaérko-
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wych zmodyfikowang metodg (17, 18) i ich badanie na obecno$¢ enzyméw
ujawnity, ze miejscem wystepowania obu enzymow jest — dos¢ nietypo-
wo — zewnetrzna btona jader komérkowych oraz, w mniejszym stopniu,
cytosol. Fizjologiczna rola tych enzymdw w prostacie nie jest dotychczas
znana, mozna jednak przypuszczaé, ze polega ona na kontroli i regulacji
wewnatrzkomadrkowego stezenia 5a-dwuhydrotestosteronu, ktdry jest naj-
silniej dziatajacym naturalnym androgenem (19).

11-3. Pecherzyk jajnikowy, ciatko zo6tte, macica

Jajnik, najogdlniej biorac, sktada sie z trzech elementow: pecherzykow
jajnikowych czyli pecherzykdw Graafa, ciatka zéttego oraz zrebu tgczno-
tkankowego. W pecherzyku jajnikowym mozna wyréznié nastepujace
elementy strukturalne: komorke jajowa, ostonke przejrzysta, ptyn peche-
rzykowy, btone ziarnista, btone podstawowg, warstwe wewnetrzng ostonki
pecherzyka jajnikowego zbudowang z tzw. komorek tekalnych (ostonko-
wych) oraz warstwe zewnetrzng ostonki pecherzyka jajnikowego. Czyn-
no$¢ dokrewna jajnika polega na produkcji hormondw estrogennych
(17|3-estradiol i estron), hormonow progestagennych (progesteron i 17a-hy-
droksyprogesteron) a takze niewielkich ilosci androgendw (testosteron
i androstendion).

Badania lat ostatnich daty odpowiedZz na pytanie, jakie komorki sa
miejscem powstawania poszczeg6lnych grup hormondéw oraz w jakich
strukturach subkomdrkowych wystepuja uktady enzymatyczne katalizu-
jace poszczegOlne etapy biosyntezy. Jedyng czynng wydzielniczo warstwa
komérek w pecherzyku jajnikowym sg komorki tekalne znajdujgce sie
w bezposrednim sasiedztwie naczyn krwionosnych. Dysponuja one zesta-
wem enzymoéw zdolnych do biosyntezy androgendw i przeksztatcenia ich
w estrogeny.

Jajeczkowanie zapoczatkowuje proces tworzenia sie ciatka z6tego,
w ktérym gtdwna role spetniajg nabtonkowe komorki btony ziarnistej.
Po owulacji zaczynajg sie one szybko rozrasta¢ i w ciggu kilku dni osia-
gajg duze rozmiary. Do warstwy tych komérek przenikajg komorki war-
stwy wewnetrznej ostonki pecherzyka jajnikowego a wraz z nimi naczyn-
ka witosowate powodujac niszczenie btony podstawowej i unaczynienie
komérek ziarnistych. W wyniku tych przemian komorki ziarniste nabie-
rajag zdolnosci sekrecyjnych.

Inkubowanie komorek warstwy ziarnistej ludzkiego ciatka z6tego
z H-pregnenolonem prowadzi do powstawania progesteronu i 17a-hydro-
ksyprogesteronu, nie zanotowano natomiast wyraznej przemiany w an-
drogeny i estrogeny. W komérkach tekalnych ciatka zottego za$, podobnie
jak w pecherzyku jajnikowym, z pregnenolonu tworzg sie androgeny
i estrogeny.
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Tak wiec estrogeny powstajg gtéwnie w komorkach tekalnych peche-
rzyka jajnikowego oraz w komorkach tekalnych ciatka zo6tego, ktére
w procesie powstawania corpus luteum wniknety do warstwy komérek
ziarnistych. Natomiast w komoérkach ziarnistych, wskutek deficytu CIF—
Cao-liazy, odtaczajacej tancuch boczny przy CI, konhcowym produktem
biosyntezy sterydéw sa 2 hormony progestagenne: progesteron i 17a-hy-
droksyprogesteron (Ryc. 5).

CIALKO ZOTE
Komorki warstwy ziamistej Komodrkitekatne
Octan Octan
I }
Pregnenoton Pregnenoton
t t
Progesteron 17-hydroksy-
| pregnencton
Homony ~ 17-hydroksy-
proyesteron
Dehydroepian-
drosteron
Androsfendion
Estr%diaj Androsfendion
geny Estron

v Ryc. 5. Dwa tory biosyntezy
Estradiol hormonéw w ciatku
z6ttym  (20).

Hormony estrogenne, w odréznieniu od innych grup hormonoéw stery-
dowych, zawierajg aromatyczny pierscien A, co nadaje grupie hydroksy-
lowej w pozycji 3 charakter fenolowy. Ich biosynteza polega na utlenianiu
w czgsteczkach androgendw wegla 19, usunieciu go w formie formalde-
hydu oraz aromatyzacji (dehydrogenacji) pierScienia A.

Enzymy Kkatalizujgce biosynteze hormondw estrogennych i progesto-
gennych, a wiec zaréwno uktad 3(3-hydroksysterydodehydrogenazy i A°>-A4
-izomerazy, przeksztatcajagcy zwigzki typu A53(3-hydroksy w hormony
progestagenne, jak i uktad aromatazy przeksztatcajgcy androgeny w hor-
mony estrogenne — zwigzane sg z gtadkim retikulum endoplazmatycznym
(Ryc. 6).

Na uwage zastugujg opublikowane ostatnio wyniki badan 17(3-hydro-
ksysterydodehydrogenazy wystepujacej w btonie $luzowej macicy (endo-
metrium) (21, 22, 23). Enzym ten katalizuje utlenianie grupy 17(3-hydro-
ksylowej zaréwno sterydow typu Ci8 (zbudowanych z 18 atoméw wegla)
jak i CDB (24, 25). Ciekawe, ze wykryto go zaréwno we frakcji rozpusz-
czalnej jak i frakcjach powstajacych z fragmentéw giadkiego retikulum
endoplazmatycznego, mitochondriow oraz jader komérkowych (21, 26).
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Enzym posiada grupy sulfhydrylowe, ktére sg elementem warunkujacym
jego aktywnos$¢. Metale ciezkie powodujg inaktywacje enzymu. Sterydy
typu Ci8z aromatycznym pierScieniem A (estrogeny), a wsrod nich estra-
diol-17|3, stanowiag wiasciwy, najbardziej reaktywny substrat.

Hormony androgenne moga réwniez by¢ substratami tej reakcji, ale
biegnie ona znacznie wolniej niz przy uzyciu estrogenow. Jedyny wyjatek

e hyadroksyprogesteron

Gladkie
retikulum C17C20 liaza
endoptazmatyczne
‘ 0
Androstendion
0
Ghdkie
retikulum 17j3-hydroksysterydodehydrogenaza
endoplazmafyczne
‘ OH
/1\k Testosteron
P~
Gladke
i szorstikie 19-hydroksylaza +
retikulum +ukiad aromatazy
endoptazmatyczne
* OH
| Estadiol172 Ryc. 6. Gtdwne etapy biosyn-

tezy estradiolu.

HO
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od tej reguly stanowi szybsza niz w przypadku estronu redukcja andro-
stendionu przez mitochondria nowotworowo zmienionej $luzéwki maci-
cy (21). Enzym o podobnych wiasnosciach wystepuje w tozysku (27, 28).

11-4. Lozysko

Znamienng cechg cigzy jest progresywny wzrost biosyntezy hormo-
néw estrogennych oraz wydalania z moczem ich metabolitéw. Odkrycie
Scistego zwigzku miedzy wydalaniem estriolu i rozwojem ptodu oraz wy-
dalaniem pregnandiolu i rozwojem tozyska wskazywato na wyrazny udziat
ptodu i tozyska w produkcji sterydéw wykrywanych w moczu matki.
Ptod i tozysko zachowujg sie jak dwa kompartmenty jednolitego zespotu
funkcjonalnego, ktéry nazwano jednostka ptodowo-tozyskowa (foeto-pla-
cental unit). Zaréwno substraty jak i uktady enzymatyczne biorgce udziat
w biosyntezie hormonow sterydowych wystepuja w obu kompartmentach
jednostki ptodowo-tozyskowej w sposdb wzajemnie sie uzupetniajacy (29).

Kore nadnerczy ptodu ludzkiego cechuje znaczny przerost tzw. ,war-
stwy ptodowej” mieszczacej sie w sgsiedztwie rdzenia nadnerczy, a wiec
na miejscu warstwy siatkowatej kory dojrzatej. We wczesnym okresie
rozwoju ptodowego kora nadnerczy rozwija sie szybciej niz inne narzady,
osiggajac najwieksze rozmiary w czwartym misigcu cigzy. U noworodka
nastepuje bardzo szybka inwolucja narzadu (powr6t do prawidtowych
rozmiaréw).

W pierwszej potowie cigzy kora nadnerczy ptodu ludzkiego wykazuje
deficyt 3(3-hydroksysterydodehydrogenazy i A5A4izomerazy, powodujacy
nasilong produkcje z pregnenolonu androgendéw typu A5 gtéwnie dehy-
droizoandrosteronu i 16a-hydroksydehyroizoandrosteronu. Ptodowe nad-
nercza mogg nie tylko syntetyzowac pregnenolon de novo, ale réwniez
przeksztatca¢ w androgeny pregnenolon wytworzony przez tozysko. Preg-
nenolon ulega najpierw hydroksylacji w pozycji 17 z utworzeniem 17a-hy-
droksypregnenolonu, ktory pod dziataniem liazy traci tancuch boczny,
przeksztatcajgc sie w dehydroizoandrosteron. Ten ostatni zwigzek moze
ulec hydroksylacji do 16a-hydroksydehydroizoandrosteronu.

W tozysku komorki trofoblastu, ktérych zadanie polega na zaopatry-
waniu zarodka w substancje odzywcze, rozrastajg sie w gtab btony $luzo-
wej macicy, réznicujac sie przy tym na warstwe zewnetrzna, czyli syncy-
tiotrofoblast oraz wewnetrzng — cytotrofoblast.

Enzymy sterydogenezy wykryto histochemicznie w syncycjotrofoblas-
cie. Zesp6t enzymdw odigczajacych taricuch boczny od czasteczki choleste-
rolu znajduje sie w mitochondriach a enzymy Kkatalizujgce reakcje
aromatyzacji androgenéw —w gtadkim retikulum endoplazmatycznym.
Ponadto tozysko zawiera enzymy potrzebne do syntezy cholesterolu z ak-
tywnego octanu. Wszystko wiec wskazuje na to, ze rozmieszczenie enzy-
mow Kkatalizujgcych biosynteze sterydéw w ultrastrukturach komorek
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tego narzadu oraz mechanizmy tych reakcji sg takie same jak w innych
gruczotach produkujgcych sterydy. Jedyny wyjgtek stanowi biosynteza
estrogenéw. W odrdznieniu od jajnika, tozysko nie moze produkowac ich
z octanu poprzez cholesterol i pregnenolon, lecz uzaleznione jest od dopty-
wu androgenéw powstajgcych w nadnerczach matki i ptodu.

W tabeli 1 zestawiono dane dotyczace subkomorkowego rozmieszcze-
nia enzymoéw sterydogenezy w réznych typach komérek produkujgcych
hormony sterydowe.

Wynika z niej, ze dwa zespoty enzymdw dziatajgce na wczesnych eta-
pach biosyntezy, wystepujg we wszystkich komérkach wytwarzajgcych
hormony sterydowe. Sa to: 1) mitochondrialny uktad obcinajacy tancuch
boczny cholesterolu, w ktérego skitad wchodza 20a i 22-hydroksylaza cho-
lesterolu oraz liaza 20, 22-dwuhydroksycholesterolu, 2) mikrosomalny
uktad przeksztatcajacy sterydy typu A53(3-hydroksy (grupa hydroksylo-
wa w pozycji 33 i wiazanie podwdjne miedzy 5i 6 atomem wegla) w ste-
rydy typu A43-keto (grupa ketonowa w pozycji 3 i wigzanie podwdjne
miedzy weglem 4 i 5). Zawiera on 3(3-hydroksysterydodehydrogenaze
i AdASizomeraze.

Inne enzymy sterydogenezy, ktére modyfikujg strukture hormonu
w kierunku zwiekszenia jej funkcjonalnej swoistosci, wystepuja tylko
w niektérych komorkach.

I11. Mechanizm hydroksylacji pierscienia sterydowego

W procesie biosyntezy hormonéw sterydowych zasadnicza role odgry-
waja reakcje hydroksylacji zachodzace w réznych pozycjach pierscienia
steranowego. Zalecana przez Komisje Stownictwa Biochemicznego (30)
nazwa enzymow katalizujgcych te procesy brzmi: hydroksylazy. Jednakze
w piSmiennictwie spotyka sie szereg innych, czesto mylgcych czytelnika,
okreslen jak oksygenazy, oksygenazy o funkcji mieszanej, oksydazy
o funkcji mieszanej czy monooksydazy.

Reakcje hydroksylacji zwigzkdéw o strukturze sterydowej sprzezone
sg ze specyficznym tancuchem przenoszenia elektronéw, zwigzanym z we-
whnetrzng btong mitochondriéw (31). Droga transportu elektronéw przy
13 i 18-hydroksylacji pochodnych pregnanu, a prawdopodobnie réwniez
przy 20- i 22-hydroksylacji cholesterolu, przedstawia rycina 7.

W procesie tym biorg udziatl dwa substraty ulegajgce utlenianiu: zwia-
zek sterydowy i NADPH. Do utworzenia grupy hydroksylowej, wprowa-
dzanej do pierscienia sterydowego, wykorzystany zostaje jeden atom tlenu
czasteczkowego. Z drugiego atomu tlenu tworzy sie czasteczka wody.

NADPH redukuje grupe prostetyczng flawoproteidu, a ten powoduje
redukcje adrenodoksyny, biatka zawierajgcego niehemowo zwigzane ze-
lazo (3). Adrenodoksyna redukuje cytochrom P-450, ktéry wigze tlen cza-
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steczkowy, tworzgc ,,aktywny kompleks tlenowy”. W wyniku reakcji tego
kompleksu z czasteczkg sterydu powstaje steryd uhydroksylowany oraz
utleniona forma cytochromu.

Hydroksylacje steryddéw sg procesami wysoce specyficznymi: grupy
hydroksylowe zostajg przytgczone do okreSlonych atoméw wegla i w $cisle
okre$lonej konfiguracji przestrzennej. Specyficzno$¢ pozycyjna i konfi-
guracyjna hydroksylacji pierscienia sterydowego zalezy prawdopodobnie
od wspotdziatania odpowiedniej hydroksylazy z cytochromem P-450.

NADPH+H+ NADP'*
FAD Flawoproteid FADH,
Biatko-Fe(H) Adrenodoksyna Fe (Il1)-Biatko
Cytochrom P-450 Fe (1) Fe(II) - Cytochrom P-45Q
Steryd
Uhydrok N
nyY sylowa 0,
Steryd
HZO

Cytochrom P—450
0

Ryc. 7. kancuch przenoszenia elektron6w uczestniczacy w reakcjach hydroksylacji

sterydow.
Adrenodoksyna —zelazoproteid nie posiadajacy grupy hemowej. Atomy zelaza tgczg sie bez-
posrednio z siarka grup sulfhydroksylowych cysteiny wchodzacych w sktad czesci biatkowej.
Flawoproteid —oksydo-reduktaza zawierajgca dwunukleotyd flawinoadeninowy jako grupe pro-
stetyczng.
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Uwaza sig, ze hydroksylacje pierscienia steranowego w réznych po-
zycjach przebiegaja z udziatem odrebnych cytochromoéw P-450 (32, 33).

Hydroksylazy wspotzawodnicza z tancuchem oddechowym zaréwno
o dawce elektronow (NADPH) jak i o tlen. Reakcje przez nie katalizowa-
ne sg wiec dla komérki energetycznie niekorzystne.

Nie zidentyfikowano dotad sktadnikéw uktadu przenoszenia elektro-
néw w retikulum endoplazmatycznym komdérek produkujacych hormony
sterydowe, gdzie zachodzg hydroksylacje w pozycji 21 i 17a. Badania me-
chanizmu hydroksylacji progesteronu i 17a-hydroksyprogesteronu w po-
zycji 21 przez retikulum endoplazmatyczne komorek kory nadnerczy (34)
wskazuja, ze do przebiegu tej reakcji potrzebny jest NADPH, tlen cza-
steczkowy, cytochrom P-450 i flawoproteid. W tym ukfadzie enzymatycz-
nym nie znaleziono natomiast adrenodoksyny. Przeciwnie, dodanie biatka
zawierajgcego zelazo zwigzane niehemowo do badanego ukiadu hamuje
21-hydroksylacje sterydow.

IV. Uwagi koncowe

Hormony sterydowe powstajg z cholesterolu w komorkach wysoko
wyspecjalizowanych tkanek zwierzecych: kory nadnerczy, jader, peche-
rzykéw jajnikowych i ciatka zottego a w okresie cigzy — tozyska. Enzymy
odpowiedzialne za przemiane cholesterolu w pregnenolon, czyli za pierw-
szy etap sterydogenezy, wystepuja w mitochondriach komdrek wymie-
nionych gruczotow. Ten zespdt enzymdw sktada sie z hydroksylaz oraz
uktadu transportujgcego elektrony, w ktérym bierze udziat NADPH,
FADH2 adrenodoksyna i cytochrom P-450.

Pregnenolon jest kluczowym prekursorem hormonéw sterydowych.
Enzymy, ktére przeksztalcajg go w hormony, zwigzane s, z wyjatkiem
dwéch, z retikulum endoplazmatycznym komérek gruczotowych. Te dwa
wyjatki to 11(3- i 18-hydroksylazy, ktére wystepujg w btonie wewnetrznej
mitochondriéw komdrek kory nadnerczy.

Dla pecherzyka jajnikowego, ciatka zo6ttego i tozyska charakterystycz-
ne jest wystepowanie zespotu enzyméw (19-hydroksylaza i tzw. aroma-
taza), przeksztatcajgcego androgeny w hormony estrogenne. Ta szczeg6lna
sytuacja, ze meskie hormony piciowe sg tworzywem stuzacym do budowy
substancji warunkujacych zenskie cechy organizmu, ma swoj legendarny
odpowiednik w opowiesci o powstaniu Ewy z zebra Adama, opisanej
w pierwszej ksiedze Starego Testamentu.

Osiagniecie znacznego postepu w poznaniu szlakéw biosyntezy hormo-
néw sterydowych a takze funkcji i wilasnosci enzymow katalizujacych
poszczegblne etapy biosyntezy doprowadzito do wykrycia i doktadnej cha-
rakterystyki réznych anomalii procesu sterydogenezy, warunkujacych
ciezkie zespoty kliniczne. Tak np. brak lub deficyt 113 i 21-hydroksylaz
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wywotuje grupe genetycznie uwarunkowanych schorzen znanych jako
zesp6t nadnerczowo-piciowy. Jeszcze grozniejsze skutki kliniczne pocigga
za sobg brak lub deficyt dehydrogenazy 3(3-hydroksysterydow.

Artykut nadszedt 14.5.1976; po rewizji autorskiej otrzymano 22.9.1976.
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WOJCIECH RODE *)

Oczyszczanie enzymow i innych biatek biologicznie czynnych
poprzez chromatografie na substancjach niskoczasteczkowych
unieruchomionych w fazie statej

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

Spis tresci:

I. Chromatografia powinowactwa biologicznego

1-1. Wiadomosci wstepne

1-2. Wybor afinantu

1-3. Wybér wysokoczasteczkowego nosnika

1-4. Wybér sposobu zwigzania afinantu z nos$nikiem

1-5. Wyboér warunkéw adsorpcji biologicznie swoistej

1-6. Wybor warunkdéw elucji izolowanego biatka

Il. Chromatografia powinowactwa hydrofobowego

I1l1. Chromatografia na unieruchomionych jonach metali ciezkich

Jednym z istotnych probleméw metodycznych wspotczesnej biochemii
jest rozwoj technik umozliwiajgcych jak najskuteczniejsze oczyszczanie
biatek biologicznie czynnych bez naruszania ich budowy oraz wiasciwosci.
Ponizej opisano trzy techniki, w ktorych rozdziat biatek zachodzi na za-
sadzie r6znego powinowactwa pomiedzy tymi biatkami a okreslonymi sub-
stancjami niskoczgsteczkowymi, unieruchomionymi w fazie statej. O wy-
borze tych technik do wspdlnego omoéwienia zdecydowato podobienstwo
budowy adsorbentéw chromatograficznych wykorzystywanych przez nie.
Adsorbent taki sklada sie z wysokoczasteczkowego, nierozpuszczalnego
nos$nika oraz zwiazanych z nim czasteczek ligandu, obdarzonego powino-
wactwem do oczyszczanego biatka. Kazda z opisanych technik wykorzy-
stuje inny typ powinowactwa miedzy ligandem a oczyszczanym biatkiem.
Nie nalezy jednak zapominaé, ze wystepowanie powinowactwa jednego

*) Dr, Zaktad Biochemii Komérki Instytutu Biologii Doswiadczalnej im. M. Nenc-
kiego PAN, ul. Pasteura 3, 02-093 Warszawa.
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typu pomiedzy okre$lonym ligandem a oczyszczanym biatkiem nie wy-
klucza wystepowania innego typu powinowactwa pomiedzy tymze ligan-
dem a biatkami innymi niz to oczyszczane. Dlatego wydaje sig, ze postu-
gujac sie ktérakolwiek z opisanych technik nalezy zna¢ podstawy kazdej
z nich.

I. Chromatografia powinowactwa biologicznego J

1-1. Wiadomosci wstepne

Technika ta, rozwinieta w biezagcym dziesiecioleciu, umozliwita znacz-
ny postep w dziedzinie izolowania enzyméw i innych biatek aktywnych
biologicznie. Wczeéniej stosowane ,klasyczne” techniki rozdzielajgce wy-
korzystywaty réznice w zakresie fizyko-chemicznych wiasnosci biatek.
Przewaga chromatografii powinowactwa biologicznego nad tymi techni-
kami wynika z wykorzystania indywidualnej wilasnosci oczyszczanego
biatka, jaka jest biologiczne powinowactwo do okreslonej substancji, sto-
sowanej jako afinant. Unieruchomienie afinantu w fazie statej (zwykle
przez zwigzanie kowalencyjne z wysokoczasteczkowym nosnikiem) oraz
znalezienie warunkéw umozliwiajagcych odwracalne wigzanie sie¢ z nim
oczyszczanego biatka moze pozwala¢ nawet na jednoetapowe uzyskiwanie
jego homogennych preparatéw z surowego wyciggu tkankowego. Afinan-
tem moze by¢ substancja wysokoczasteczkowa (biatko lub kwas nukleino-
wy) lub niskoczasteczkowa (substrat lub efektor enzymu). Dalsza czes¢
pracy traktowaé bedzie wytgcznie o tej drugiej sytuacji.

Pierwszym, ktdry zastosowat zasade chromatografii powinowactwa
biologicznego do izolowania enzymu, byt Starkenstein (1). Wyizo-
lowat on a-amylaze poprzez sorpcje na nierozpuszczalnej skrobi i elucje
roztworem rozpuszczalnej skrobi. Znacznie po6zniej skorzystano z kolum-
ny skrobiowej przy rozdziale a- i R-amylazy (2). Do prac prekursorskich
w zakresie omawianej techniki nalezaly takze oczyszczenie tyrozynazy
przy uzyciu aminofenolu zwigzanego z celulozg (3), oczyszczenie kinazy
flawinowej przy uzyciu pochodnej flawiny zwigzanej z celulozg (4) oraz
oczyszczenie oksydazy glikolanowej przy uzyciu flawinomonofosforanu
zwigzanego z celuloza (5).

Przetomu w zakresie rozpowszechnienia chromatografii powinowactwa
biologicznego dokonato zastosowanie przez Cuatrecasasa i wsp. (6)
agarozy (preparat firmy Pharmacia pod nazwg Sepharose), jako wysoko-
czasteczkowego nosnika wigzacego afinant. Stalo sie to mozliwe dzieki

* Ze wzgledu na brak ustalonego polskiego stownictwa w zakresie omawianej
techniki w pracy stosowano nastepujgce terminy: chromatografia powinowactwa bio-
logicznego (= bioaffinity chromatography (10,11), adsorbent biologicznie swoisty
(= affinity adsorbent (10), afinant (= affinant, ligand), odstepnik (= spacer-arm),
elucja biologicznie swoista (= bioelution).
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badaniom A xena i Poratha (7) nad aktywacjg cyjanohalogenkami
makroczasteczek polisacharydowych (typu Sephadex). Po opracowaniu
metod przeprowadzania nos$nikéw polisacharydowych w pochodne, umo-
zliwiajgce zwigzanie rdznego rodzaju afinantéw (8), technikg chromato-

Ryc. 1. Schemat budowy adsorbenta biologicznie swois-
tego.

grafii powinowactwa biologicznego zaczeto postugiwac sie bardzo pow-
szechnie przy oczyszczaniu réznych biatek czynnych (9).

Opracowanie metody oczyszczania enzymu technika chromatografii po-
winowactwa biologicznego wymaga wyboru odpowiedniego afinantu i wy-
sokoczgsteczkowego nosnika, wyboru sposobu zwigzania afinantu z nosni-
kiem oraz znalezienia warunkéw biologicznie swoistej adsorpcji enzymu
i jego elucji z adsorbenta. Schemat budowy adsorbenta biologicznie swois-
tego przedstawia rycina 1.

1-2. Wybor afinantu

Afinantem stosowanym przy chromatografii powinowactwa biologicz-
nego moze byé tylko zwiazek wykazujacy wysokie powinowactwo do izo-
lowanego biatka. Moze to by¢ analog substratu o charakterze inhibitora,
efektor, kofaktor lub w niektérych przypadkach substrat. Substrat moze
stuzyé jako afinant, o ile wigze enzym w warunkach nie sprzyjajacych
katalizie, na przyktad pod nieobecno$¢ aktywatora, gdy zaleznosci KM
i kkat od pH sg rézne czy tez w niskiej temperaturze. Enzym wymagajacy
dwdch substratow moze by¢ izolowany na unieruchomionym jednym z
substratéw, o ile zachowuje w stosunku do niego powinowactwo pod nie-
obecno$¢ drugiego substratu. Czasem mozna takze w takim przypadku
wykorzysta¢ powstawanie kompleksu enzym—substrat z drugim substra-
tem lub jego analogiem (10—15) — o ile kompleks taki jest w warunkach
chromatografii nieaktywny — przy czym jeden z niskoczasteczkowych
skfadnikow kompleksu musi pozostawa¢ unieruchomiony, a drugi powi-
nien by¢ obecny w buforze, z ktdrego adsorbowany jest enzym.

Zaklada sie, ze powinowactwo wybranego afinantu w stosunku do izo-
lowanego biatka powinno odpowiada¢ Ki lub KM<C10“4 (16). Ponadto
czasteczka afinantu musi posiada¢ grupe funkcyjna, umozliwiajacg zwig-

8
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zanie z wysokoczasteczkowym nosnikiem. Zablokowanie tej grupy nie
moze powodowaé zaniku powinowactwa afinantu do izolowanego biatka.
Jako afinant mozna zastosowac¢ takze zwigzek wykazujgcy powinowac-
two w stosunku do grupy enzymow, jako ich wspélny substrat lub kofak-
tor (na przykiad NAD+, ATP). Taki ,powszechny afinant” (= generat
Ugand), unieruchomiony, umozliwia biologicznie swoistg adsorpcje catej
grupy enzymow. lzolowanie poszczegélnych biatek wymaga wdwczas o-
pracowania warunkéw biologicznie swoistej elucji kazdego z nich (17).

1-3. Wybdér wysokoczgsteczkowego nosnika

Idealnym nos$nikiem z punktu widzenia chromatografii powinowactwa
biologicznego bytby taki, ktéry nie oddziatywatby z biatkami na zasadzie
sorpcji, wymiany jonowej czy tez sita molekularnego. Nosnik taki po-
winna cechowa¢ znaczna porowato$¢ (rzadkie usieciowanie), udostepnia-
jaca duzg powierzchnie dla wigzania afinantu i umozliwiajgca dostep do
afinantu duzym czasteczkom. Czastki nosnika winny by¢ kuliste, w celu
zapewnienia rdwnego upakowania kolumny oraz dobrego przeptywu. Wy-
magana jest zupetna nierozpuszczalno$¢ nosnika w wodzie przy znacznej
hydrofilno$ci oraz stabilno$¢ fizyko-chemiczna w warunkach zmiennosci
pH (w zakresie 2—12), sity jonowej, temperatury, a takze w obecnosci
substancji denaturujacych biatko (detergenty, mocznik, guanidyna). Nos-
nik musi mie¢ takze odpowiednio duza liczbe grup funkcyjnych, ktérych
aktywacja lub modyfikacja, w warunkach nie naruszajgcych struktury
no$nika, pozwala na chemiczne zwigzanie ligandu.

Zaden ze stosowanych dotychczas nos$nikéw, jak na przyktad celuloza
(3—5), liniowe kopolimery etylenu z bezwodnikiem maleinianowym (18),
polistyren (8, 19, 20), zele hydroksyalkilometakrylanowe (21) i poliakrylo-
amidowe (8,22), porowate kulki szklane (23) oraz agaroza (6, 23, 24) nie
spetnia wymagan stawianych nosnikowi idealnemu. Najblizsza ich speinie-
nia wydaje sie by¢ jednak najczesciej stosowana agaroza (Sepharose).

Doktadne opisy wiasciwosci poszczegblnych nosnikéw oraz sposobdéw
ich aktywacji znalez¢ mozna w pracach Cuatrecasasa (25), Guil-
forda (26), Weetalla (16), Par ikh a i wsp. (27), Poratha (28),
Turko vej (29, Weetalla i Fil berta (30) i Slavika(31).

1-4. Wybdr sposobu zwigzania afinantu z no$nikiem

Jednym z najbardziej rozpowszechnionych wsérdéd zainteresowanych
badaczy pogladow jest ten, ze niskoczasteczkowy afinant powinien by¢
zwigzany z wysokoczasteczkowym nosnikiem poprzez odstepnik, zapew-
niajacy zachowanie pewnej odlegtosci pomiedzy czasteczkg afinantu a nos-
nikiem (8, 16, 23—25). Odsuniecie afinantu od powierzchni nos$nika ma
by¢ konieczne dla umozliwienia jego swobodnego oddziatywania z izolo-
wanym biatkiem. Przekonanie o koniecznosci stosowania odstepnika po-
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chodzi stad, ze przy opracowywaniu metod izolowania kilku enzymow
stwierdzono wyrazng zalezno$¢ wystepowania adsorpcji enzymu od tego,
czy stosowany adsorbent swoisty posiadat afinant zwigzany z nosnikiem
bezposrednio czy tez przez odstepnik (6, 8, 32—34). Wykazano takze wy-
razny wptyw dlugosci odstepnika na efektywnos$é adsorpcji (33, 34). Na
przyktad w doswiadczeniu Steersa i wsp. (34) p-aminofenylo-(3-tioga-
laktopiranozyd (inhibitor (3-galaktozydazy) zwigzany z agarozg silnie ad-
sorbowat (3-galaktozydaze z wyciggu z E. coli dopiero wtedy, gdy od aga-
rozy oddzielony byt o$Smioweglowym, weglowodorowym odstepnikiem, o
dtugosci okoto 20 A.

Przy syntezie odstepnikéw stosuje sie zwykle weglowodory alifatyczne
lub aromatyczne, posiadajgce grupy funkcyjne (—NH2 —COOH, —SH,
—OH), ktére umozliwiajg tatwe dwustronne zwigzanie czgsteczki. Zwigzki
te mozna wigza¢ szeregowo, otrzymujac odstepnik pozadanej dtugosci (8,
24, 25). Zaczeto takze stosowac odstepniki wysokoczasteczkowe, na przy-
kiad polilizyne lub zdenaturowang albumine (35—38). Zaletg ich jest wie-
lopunktowe powigzanie z nosnikiem, obnizajace znacznie predkos$é wycie-
kania liganda (= Ugand, leakage) z adsorbenta swoistego biologicznie (36,
37, 39). Wyciekanie liganda jest zjawiskiem, z ktérym nalezy sie liczy¢
przy pracy z biologicznie swoistymi adsorbentami opartymi na agarozie
aktywowanej cyjanobromkiem. Powstajagce pomiedzy grupg —OH nos$nika
i grupa —NH2odstepnika powigzanie ma gtéwnie charakter N-podstawio-
nego izomocznika (Ryc. 2) i nie jest absolutnie trwate (40, 41).

Agaraza Agaroza
NH2
OH e -O—C*NH-—R Ryc. 2. N-podstawiony izomocznik, powstajgcy
oH oH w wyniku reakcji sprzegania aktywowanej cy-

janobromkiem agarozy z aminami.

Istniejg dwie drogi sprzegania afinantu z no$nikiem poprzez odstepnik.
Pierwsza polega na potgczeniu afinantu z odstepnikiem i sprzezeniu otrzy-
manego produktu z no$nikiem (6), druga — na sprzezeniu no$nika z od-
stepnikiem i przylgczeniu do otrzymanego produktu afinantu (8). Wada
pierwszego sposobu jest konieczno$é przeprowadzenia bardziej skompli-
kowanej syntezy organicznej, wadg drugiego — mozliwos¢ wykazywania
przez adsorbent biologicznie swoisty niepozgdanych wiasciwosci wymie-
niacza jonowego, wynikajacych z niepetnego wysycenia przez afinant grup
funkcyjnych odstepnika. Jednakze w przypadku adsorbentéw biologicznie
swoistych z no$nikiem agarozowym aktywowanym cyjanobromkiem, obec-
ne w nich ugrupowanie izomocznikowe (Ryc. 2) stwarza zawsze mozliwos¢
oddziatywan o charakterze wymiany jonowej (37, 37a). Poza tym obecnie
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wydaje sie, ze wptyw ewentualnych efektéw jonowymiennych na przebieg
chromatografii powinowactwa biologicznego jest niewielki i tatwo mu za-
pobiec dziataniem podwyzszonej sity jonowej eluentu (42). Dlatego god-
nym polecenia sposobem syntezy adsorbentow biologicznie swoistych jest
raczej prostszy sposob drugi.

Obszerny przeglad reakcji umozliwiajacych wigzanie afinantu z nosni-
kiem poprzez odstepnik zawierajg prace Weetalla (16), Cohena
(43), Inmana (44), Sundberga i Poratha (44a), Wilcheka
i Mirona (38) oraz Slavika (31).

W ostatnich latach pojawily sie prace, reprezetujgce odmienny, ostroz-
niejszy i chyba bardziej uzasadniony poglad na temat koniecznosci stoso-
wania odstepnika oraz jego charakteru. Er-el i wspétautorzy (45)
w trakcie opracowywania metody izolowania glikogenowej fosforylazy b
stwierdzili, ze aminooktylo-Sepharose adsorbuje ten enzym niezaleznie od
tego, czy z grupg aminooktylowg jest zwigzany glikogen. Wykazali oni, ze
adsorpcja enzymu jest skutkiem oddziatywan hydrofobowych pomiedzy
tancuchem weglowodorowym sprzezonym z Sepharose oraz biatkiem en-
zymatycznym. Praca Er-ela i wspotautoréw byta jedng z tych, ktére
daty poczatek nowej technice oczyszczania enzyméw — chromatografii
powinowactwa hydrofobowego (patrz rozdz. Il). Ostrzegata ona jedno-
cze$nie przed zbyt pochopnym, nie kontrolowanym stosowaniem odstepni-
kéw weglowodorowych w chromatografii powinowactwa biologicznego.
Warto wspomniec, ze prawie rownolegle podobny fakt hydrofobowej ad-
sorpcji syntetaz aminoacylo-tRNA na aminoheksylo-Sepharose stwierdzili
Jakubowski i Pawetkiewicz (46), stawiajgc tym samym pod
znakiem zapytania swoisto$¢ biologiczng opracowanej wczesniej metody
oczyszczania tych enzymow (47).

Bardzo staranng analize roli odstepnika podjeli O’Carra iwsp. (48).
Wykazali oni, ze zaprezentowana przez Steersa i wsp. (34) zalezno$¢
adsorpcji  (3-galaktozydazy na p-aminofenylo-|3-tiogalaktopiranozydzie
sprzezonym z agaroza od dlugosci odstepnika tgczacego inhibitor z nos$ni-
kiem byta skutkiem oddziatywan hydrofobowych. Oddziatywania tego
samego typu uniemozliwialy stosowanie adsorbenta, zawierajacego zwig-
zany NAD+, przy izolowaniu niektérych dehydrogenaz (49). Ponadto
O’Carra iwsp. (48) stwierdzili, ze w przypadku hydrofobowego afinan-
tu zwigzanego z nosnikiem poprzez hydrofobowy odstepnik zachodzi¢ mo-
ze prawdopodobnie zjawisko, polegajace na zwinieciu catej hydrofobowej
czasteczki. Taka ,okluzja konformacyjna”, (11) spowodowa¢ moze brak
dostepnosci afinantu dla izolowanego biatka. Wspomniani autorzy przyjeli
zatozenie, ze zastosowanie hydrofilowych odstepnikéw wyeliminowatoby
lub ostabito wiekszo$¢ zaobserwowanych niekorzystnych zjawisk (48).
Opracowali oni proste metody syntezy odstepnikdéw hydrofilowych rdznej
dtugosci (50). Odstepniki te, zastosowane zamiast wcze$niej wyprobowa-
nych odstepnikdw hydrofobowych tej samej dtugosci, rzeczywiscie nie
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wykazywaly biologicznie nieswoistej sorpcji biatek, nawet przy niskiej sile
jonowej (50). Na przyktad dehydrogenaze mleczanowg oczyszczano na ad-
sorbencie biologicznie swoistym, zawierajgcym analog substratu zwigzany
z Sepharose poprzez szescioweglowy analog substratu zwigzany z Sepha-
rose poprzez szescioweglowy odstepnik weglowodorowy. W obecnosci
NADH (w buforze eluujagcym biatka towarzyszace) enzym tworzyt z koen-
zymem oraz z analogiem substratu tréjczasteczkowy kompleks dysocjujacy,
o ile w eluencie zabrakto NADH. Wyeliminowanie nieswoistej biologicznie
adsorpcji biatek przez odstepnik wymagato wysokiego stezenia soli w elu-
encie (0,3—0,5M) i byto mozliwe tylko wtedy, gdy stezenie zwigzku od-
stepnik—afinant w zelu nie byto zbyt wysokie (51, 52). Po zastosowaniu
odstepnika hydrofilowego chromatografie mozna byto prowadzi¢ w roz-
cieficzonym buforze (50). Co wiecej, zardbwno w przypadku omoéwionej
metody jak i innych (50), wprowadzenie hydrofilowych odstepnikéw unie-
zaleznito biologicznie swoistg adsorpcje enzymu od diugosci odstepnika.

Po podsumowaniu przedstawionych pogladdw na temat roli odstepnika
wydaje sie, ze diugi odstepnik bywa potrzebny znacznie rzadziej niz to
dotychczas powszechnie i do$¢ bezkrytycznie zaktadano. W przypadku
stwierdzenia zaleznosci domniemanej adsorpcji swoistej izolowanego bial-
ka od dtugosci odstepnika, nalezy doktadnie sprawdzi¢ swoisto$¢ biologicz-
ng stosowanego uktadu chromatograficznego. Stosowaé przy tym mozna
jako kryteria chromatografie kontrolng na adsorbencie pozbawionym afi-
nantu oraz analize parametréw chromatograficznych (11).

Zalezno$¢ parametréw chromatograficznych przy rozdziale biologicznie
swoistym powinno w przypadku elucji biologicznie nieswoistej (patrz
Rozdz. 1-6) przedstawia¢ réwnanie 1

(i)
zas w przypadku elucji biologicznie swoistej (patrz Rozdz. 1-6) réwnanie 2

> \Y% K-kAT,

bio — i /m
J-Af AKATT KAF =)

gdzie poszczeg6lne symbole oznaczaja:

Rhio — wspdtczynnik przesuniecia chromatograficznego, bedacego wyni-
kiem wylgcznie powinowactwa biologicznego,

Af  — stezenie sfinantu,

KA — stata dysocjacji kompleksu enzym-unieruchomiony afinant,

kA  —stezenie ,kontrafinantu” (patrz Rozdz. 1-6) w eluencie,

KkAf — statla dysocjacji kompleksu enzym-,, kontrafinant”.

Nie zawsze korzystne jest zupeine wyeliminowanie oddziatywan bio-
logicznie nieswoistych pomiedzy izolowanym biatkiem i odstepnikiem, pod
warunkiem ze mozna ich site kontrolowa¢, na przykitad sitg jonowa eluen-
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tu. Stabg adsorpcje biologicznie swoista moga synergistycznie wzmocnic
oddziatywania hydrofobowe (11, 49) na zasadzie ,powinowactwa zwiaz-
ku” 2 (10, 11).

1-5. Wybdér warunkdéw adsorpcji biologicznie swoistej

Adsorpcje biatka prowadzi¢ nalezy w warunkach (stosowany bufor,
PH i sita jonowa) optymalnie sprzyjajacych oddziatywaniom pomiedzy
biatkiem i afinantem. Nalezy przy tym pamieta¢, ze nie zawsze pH opty-
malne dla katalizy enzymatycznej jest optymalne takze dla wigzania sub-
stratu lub inhibitora przez enzym. Adsorbent biologicznie swoisty mozna
stosowa¢ w formie kolumny lub jako zawiesine. Drugi sposob stosuje sie
gtébwnie przy adsorpcji biatek z surowych wyciggéw tkankowych, zawie-
rajacych czastki zatykajace kolumne. W przypadku stwierdzonej nieswois-
tej biologicznie adsorpcji biatek elucje izolowanego biatka nalezy poprze-
dzi¢ elucja biatek towarzyszacych (na przyktad w warunkach odpowiednio
podwyzszonej sity jonowej).

1-6. Wybdr warunkéw elucji oczyszczanego biatka

Wymywanie biatka z kolumny przebiega¢ moze na drodze elucji bio-
logicznie swoistej lub nieswoistej. Najbardziej wybiércza elucja swoista
polega na wprowadzeniu do eluentu ,kontrafinantu”, substancji wspot-
zawodniczacej z afinantem o miejsce wigzania na izolowanym biatku. Elu-
cja nieswoista polega¢ moze na dziataniu buforéw deformujgcych biatko
(na przykiad bufor fosforanowy) o wysokim stezeniu, zmian pH, tempera-
tury oraz sity jonowej (11). W niektérych przypadkach stosowano tez
substancje rozfatdowujace biatko, na przyktad 6M chlorowodorek guani-
dyny (53). Czasem moze tez by¢ korzystne usuniecie z kolumny nieaktyw-
nego kompleksu afinant—biatko. Mozna to osiggna¢ w stosunkowo tagod-
nych warunkach, o ile afinant sprzezony jest z no$nikiem poprzez wigza-
nie azowe, estrowe (kwasu karboksylowego) lub tioestrowe (8, 25).

Obszerne zestawienia enzyméw oczyszczanych technikg chromatografii
powinowactwa biologicznego zawierajg prace Wilcheka i Jako-
by’ego (9), Turkovej (29)i Slavik a (31).

Il. Chromatografia powinowactwa hydrofobowego 3>

Rozdzial biatek przy zastosowaniu tej techniki oparty jest na oddzia-
tywaniach hydrofobowych pomiedzy obszarami hydrofobowymi czasteczek
biatka i adsorbentem hydrofobowym, zbudowanym z no$nika wysokoczas-

2) Chodzi o powinowactwo zwigzku afinant—odstepnik do izolowanego biatka.

3>Ze wzgledu na brak ustalonego polskiego nazewnictwa w zakresie omawianej
techniki w pracy stosowano nastepujgce terminy: chromatografia powinowactwa
hydrofobowego (= hydrophobic chromatography), adsorbent hydrofobowy (= hydro-
phobic adsorbent), ligand (= hydrophobic ligand).
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teczkowego, z ktérym zwigzane sg czasteczki ligandu o charakterze lipo-
filnym (Ryc. 3). Grupy hydrofobowe biatka, jako jeden z czynnikéw wa-
runkujgcych jego trzeciorzedowa strukture (54), sa na og6t niedostepne
jako ulokowane wewnatrz czasteczki, jednak zaréwno enzymy (55—57)
jak i inne biatka (58—60) moga posiada¢ dostepne hydrofobowe miejsca
wigzace, petnigce okre$lone funkcje (na przykiad wigzanie substratu).

7 n'ysm‘\aczqs/ecz/(owy
nosnik Ryc. 3. Schemat budowy adsorbenta hydrofobowego.

Prace Er-ela i wspdtautoréw (45) oraz Yona (61) daty poczatek
szerokiemu wykorzystaniu chromatografii hydrofobowej przy oczyszcza-
niu réznego rodzaju biatek, jakkolwiek technike te stosowano juz wczes-
niej przy frakcjonowaniu tRNA (62—63) oraz biatek bton mitochondrial-
nych (64). Er-el i wspotautorzy (45), o wynikach ktérych wspomniano
juz (patrz Rozdz. 1-4), zsyntetyzowali homologiczng serie adsorbentow
0 og6lnym wzorze Sepharose—NH(CH2nH. Stwierdzili oni, ze ze wzrostem
n (od 1 do 6) adsorbenty te wigza coraz silniej glikogenowg fosforylaze b
z mieéni krolika. W wyniku chromatografii surowego wyciggu z mieséni
na kolumnie z bytulo-Sepharose uzyskali oni stukrotne oczyszozenie wspo-
mnianego enzymu. Enzym uwalniano z kolumny dziataniem buforu imida-
zolowo-cytrynianowego, wptywajagcego na konformacje biatka. Yon (61)
adsorbowat transkarbamoilaze asparaginianowg 2z surowego wyciggu
z kietkéw pszenicy na N-(3-karboksypropionylo)aminodekylo—Sepharose
1po wymyciu z kolumny duzej ilosci biatek towarzyszacych 0,2M chlor-
kiem sodu, uwalniat enzym dziataniem 0,2% dezoksycholanu sodu, 2% ace-
tonu lub przez zmiane pH z 8 na 10. Wyniki obu prac wskazywaty na
zdecydowang zalezno$¢ adsorpcji izolowanych biatek od obecnosci tancu-
chéw weglowodorowych w stosowanych adsorbentach. Sita wigzania biat-
ko-adsorbent zmieniata sie w zaleznosci od dtugosci tancucha weglowodo-
rowego oraz od tego, czy tancuch ten zakonczony byt grupg hydrofilowg
(45). Obecnos$¢ grupy hydrofilowej w ligandzie uzalezniata site wigzania
od pH.

Analiza opisanych doswiadczen prowadzi do wniosku, ze jakkolwiek

9 Postepy Biochemii
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oddziatywania hydrofobowe odgrywaty w nich role kluczowa, to w zad-
nym przypadku nie wystepowaty one w formie ,czystej”. Przy syntezie
adsorbentéw aktywowano Sepharose cyjanobromkiem, czego wynikiem
jest obecno$¢ tadunku dodatniego w miejscu zwigzania hydrofobowego
ligandu z nos$nikiem (patrz Rozdz. 1-4). Oczyszczona agaroza za$ moze po-
siada¢ tadunek ujemny (65). Stosowany przez Yona (61) ligand hydro-
fobowy byt takze zakohAczony grupa polarng. Niewatpliwie wiec w obydwu
przypadkach rozdziat chromatograficzny byt wynikiem zaréwno oddziaty-
wan hydrofobowych jak i hydrofitowych, przy czym te pierwsze warun-
kowaty swoistosé. W dalszym rozwoju omawianej techniki zarysowaly sie
dwa rézne podejscia, z ktdrych jedno cechowato dazenie do wyeliminowa-
nia oddziatywan elektrostatycznych, podczas gdy drugi — dazenie do jak
najlepszego wykorzystania tych oddziatywan, obok hydrofobowych, przy
rozdziale biatek.

.Najczystszg” forma chromatografii hydrofobowej bytaby ta, w ktorej
wyeliminowano by oddziatywania polarne. Ze wzgledu na powszechne
stosowanie Sepharose jako no$nika w chromatografii hydrofobowej, otrzy-
manie adsorbenta hydrofobowego pozbawionego tadunku wymagato opra-
cowania odpowiedniej metody sprzegania liganddw hydrofobowych z nos-
nikiem. Porath i wspotautorzy (66) oraz Hjerten i wspdtautorzy
(67) opisali rozne sposoby syntezy niepolarnych adsorbentéw z nos$nikiem
agarozowym (Sepharose). Adsorbenty te w warunkach wysokiej sity jono-
wej wigzg rézne biatka, przy czym charakteryzuje je olbrzymia pojemnos¢
(66). Adsorpcja biatek zalezy od stezenia ligandu hydrofobowego na nosni-
ku (68). Wymywajagc buforem o malejgcym gradiencie sity jonowej, obni-
zajagc polarnos¢ eluentu, podwyzszajagc pH (66, 67) lub temperature (67)
zaadsorbowane biatka mozna frakcjonowaé. Bardzo charakterystyczna jest
stymulacja powstawania oddziatywan hydrofobowych w warunkach wy-
sokiej sity jonowej. Zjawisko to, polegajace na wigzaniu przez czasteczki
soli czasteczek wody — utrudniajagcych powstawanie wigzahn hydrofobo-
wych (69, 70) — w istocie swej zblizone jest prawdopodobnie do wysalania
biatek. Podobnie jak przy wysalaniu nie jest tu obojetny rodzaj stosowa-
nej soli (68).

Obecnoé¢ tadunku na adsorbencie hydrofobowym komplikuje mecha-
nizm chromatografii zwiekszajac jednocze$nie jej rozdzielczos¢ (61, 71).
Adsorbent hydrofobowy moze zawieraé ugrupowanie polarne tylko w
miejscu sprzegniecia ligandu z Sepharose (po aktywacji CNBr) lub takze
na wolnym koncu ligandu. Przyktadem adsorbentow pierwszego typu jest
homologiczna seria Sepharose—NH+(CH2rH. Uwage zwraca fakt, ze ad-
sorbenty te budowg przypominajg detergenty. Stwierdzono, ze wigzg one
biatka na zasadzie kooperacji oddziatywan hydrofobowych i elektrosta-
tycznych (72, patrz tez Ryc. 2), przy czym udziat oddziatywan hydrofobo-
wych rosnie ze wzrostem dlugosci taincucha hydrofobowego (73) oraz ze
wzrostem stezenia ligandéw hydrofobowych na nosniku (74). Przypuszcza



[11] CHROMATOGRAFIA W FAZIE STALEJ 123

sie (75), ze hydrofobowy ligand penetruje powierzchnie biatka, powodujac
czesSciowe rozfatdowanie tafncucha polipeptydowego i odstaniajac grupy
0 charakterze anionowym tworzace silne wigzania jonowe z dodatnio na-
tadowanymi ugrupowaniami adsorbenta. W przypadku zbyt dilugiego
ligandu, w wyniku detergentowego dziatania adsorbenta dojs¢ moze do
nieodwracalnego zdeformowania czasteczek biatka (37, 70, 73). Doboru
odpowiedniego adsorbenta dokona¢ mozna stosujagc zestaw prébnych ko-
lumn, posiadajacych ligandy o roznej dtugosci (76).

Tabela 1.
Biatka izolowane technika chromatografii powinowactwa hydrofobowego
Izolowane biatko PiSmiennictwo

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

Obecno$¢ grupy polarnej na wolnym koncu ligandu (na przyktad Se-
pharose, NH—(CH2nNH2 pozwala na dodatkowg kontrole adsorpcji hy-
drofobowej. Zaleznie od tadunku tej grupy, pH $rodowiska i punktu izo-
elektrycznego wigzanego biatka, oddziatywanie hydrofobowe moze ulegaé
wzmocnieniu przez sity elektrostatycznego przyciagania (75, 77, 78) lub
ostabieniu przez sity elektrostatycznego odpychania (61, 79, 80).

Adsorpcja biatek na adsorbentach hydrofobowych zawierajgcych gru-
py polarne moze pod dziataniem soli w wysokim stezeniu ulega¢ stymu-

9*
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lacji (69, 70, 79), podobnie jak na adsorbentach pozbawionych tadunku.
Jako skutek oddzialywan elektrostatycznych moze wystepowaé jednak
sytuacja odwrotna, jezeli okreslone biatka wigzg sie z adsorbentem w nis-
kiej a uwalniajg w wysokiej sile jonowej (71, 74—76). Wynikiem oddzia-
tywan polarnych moze by¢ takze silne desorbujgce dziatanie zmian pH
eluentu (61, 71). Oczywiscie niezaleznie od obecnosci tadunku desorbuja-
cego dziata réwniez zwiekszenie hydrofobowosci eluentu (61, 71, 76), jak
i obecnos¢ detergentow (61, 71).

Tabela 1 zawiera przyktady bialek oczyszczonych omawiang technika.

I11. Chromatografia na unieruchomionych jonach metali ciezkich

Porath i wsp. (89) zaproponowali ostatnio wykorzystanie przy roz-
dziale biatek faktu tworzenia przez hystydyne i cysteine kompleksow
z jonami metali ciezkich. Kompleksy te, zwlaszcza w przypadku jonow
miedziowych i cynkowych, sg stosunkowo trwate. Wspomniani autorzy
unieruchomili jony Cu2f i Zn2+, stosujac w tym celu Sepharose zwigzang
z ligandem o wiasnos$ciach chelatujagcych i na tak przygotowanych adsor-
bentach prowadzili chromatografie biatek surowicy krwi, stosujac przy
elucji zmiany pH, sity jonowej oraz dodatek EDTA do eluentu. Uzyskane
wyniki wskazujg na przydatno$¢ proponowanej techniki przy rozdziale
biatek.

Artykut nadszedt 20.8.1976; po rewizji autorskiej otrzymano 27.9.1976.
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KOMUNIKAT

Zarzad Gtéwny Polskiego Towarzystwa Biochemicznego przyznat doroczne na-
grody za najlepsze publikacje z zakresu biochemii ogtoszone w 1975 r.

Nagrode im. Karola Jakuba Parnasa za najlepsza prace dosSwiadczalng przy-
znano zespotowi: Dawid Shugar, Mirostawa Piechowska i Anna Sottyk za dwa arty-
kuty pt. ,Fate of heterologous deoxyribonucleic acid in Bacillus subtilis” i ,,Hetero-
logous deoxyribonucleic acid uptake and complexing with cellular constituents” ogto-
szone w Journal of Bacterilogy (1975) tom 122 str. 610—622 i tom 124 str. 1429— 1438.

Nagrode im. Bolestawa Skarzynskiego za najlepszy artykut przegladowy opubli-
kowany w kwartalniku Postepy Biochemii otrzymal Witold Jachymczyk za prace pt.
»Rola komplekséow mRNA z biatkiem w regulacji procesu translacji”, Postepy Bio-
chemii (1975) tom 21, str. 119—147.
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XV posiedzenie Rady FEBS

(Hamburg, 25 i 31 lipca 1976 r.)

Najwyzsza wtadzg Federacji Europejskich Towarzystw Biochemicznych jest jej
Rada (FEBS Council), w skitad ktérej wchodza przedstawiciele wszystkich zrzeszo-
nych Towarzystw. Rada zbiera si¢ normalnie raz w roku, z reguly w czasie trwa-
nia dorocznych zjazdéw FEBS. Poniewaz w 1976 r. nie odbyt si¢ zjazd FEBS, Rada
zebrata sie na swe doroczne posiedzenie przy okazji X Miedzynarodowego Kongresu
Biochemicznego w Hamburgu. Posiedzenie rozpoczeto sie 25 lipca rano (przed otwar-
ciem Kongresu) i dokonczyto swych obrad po zamknieciu Kongresu, 31 lipca po po-
tudniu. W posiedzeniu wzieli udziat delegaci 21 towarzystw biochemicznych (nie
przystaly swych reprezentantéw towarzystwa biochemiczne Islandii, Irlandii, Por-
tugalii, Rumunii i Wegier), cztonkowie Komitetu Wykonawczego FEBS (Executive
Committee) oraz w charakterze obserwatoréw-G. Semenza (organizator | Sympozjum
FEBS), C. Liebecq (redaktor Eur. J. Biochem.) i W. J. Whelan (sekretarz generalny
IUB). Polskie Towarzystwo Biochemiczne reprezentowal na posiedzeniu Rady jego
prezes, Lech Wojtczak.

W pierwszym punkcie porzadku dziennego Rada przyjeta, z drobnymi popraw-
kami, protokét z poprzedniego zebrania, ktére odbyto sie w lipcu 1975 r. w Paryzu
(tekst protokotu zostat wcze$niej rozestany do zrzeszonych Towarzystw). W zwigzku
z powtarzajaca sie od szeregu lat nieobecnoscig przedstawicieli Portugalii i Rumunii
Rada postanowita zwréci¢ sie do towarzystw biochemicznych tych krajéow z apelem
0 zywszy udziat w pracach Federacji. Rada przyjeta nastepnie do wiadomosci decy-
zje dwdch towarzystw biochemicznych Grecji w sprawie wspolnego przedstawiciel-
stwa obu towarzystw w Federacji. Decyzja ta zakonczyta trwajacg od kilku lat nie-
jasng sytuacje greckich biochemikéw w FEBS. Prof. van Deenen, Sekretarz Gene-
ralny FEBS, poinformowat nastepnie o wstepnych rozmowach z biochemikami tu-
reckimi w sprawie ich akcesu do Federacji.

Prof. J. P. Ebel zlozyt ostateczne sprawozdanie z X Zjazdu FEBS w Paryzu
w 1975 r. W Zjezdzie wzieto udziat 2700 uczestnikdw; 35% uczestnikow miato ponizej
30 lat.

Rada zatwierdzita propozycje zjazdow Federacji az do 1981 roku. Przedstawiajg
sie one nastepujgco:
1977r. — X1 Zjazd w Danii (Kopenhaga) w dniach 14—19 sierpnia,

1978 r. — XII Zjazd w NRD (Drezno) w dniach 2—8 lipca,

1979 r. — Specjalny Zjazd w Jugostawii (kwiecien) poswiecony zagadnieniom prak-
tycznych zastosowan biochemii (w 1979 roku odbywaé sie bedzie X1 Mie-
dzynarodowy Kongres Biochemiczny w Toronto i dlatego zrezygnowano
z organizacji zwyczajnego zjazdu FEBS),

1980 r. — XIIl Zjazd w lzraelu w dniach 24—29 sierpnia,

1981 r. — XIV Zjazd w Wi ielkiej Brytanii.
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W latach 1982—1984 zjazdy FEBS odbeda sie prawdopodobnie w Belgii, Grecji
i ZSRR.

Przedstawiciele Dunskiego Towarzystwa Biochemicznego podali, ze wpisowe na
przyszty Zjazd wynosi¢ bedzie: normalne — 600 koron duniskich, ulgowe (dla stu-
dentéw i miodych biochemikéw) — 300 koron i dla oséb towarzyszacych (bez prawa
udziatu w czesci naukowej) — 50 koron. Organizatorzy planowali zamie$ci¢ w mate-
riatach zjazdowych jedynie streszczenia referatéw sympozjalnych, natomiast w przy-
padku doniesiern plakatowych ograniczy¢ sie wytacznie do podania ich tytutow.
Wywotato to zywy sprzeciw ogromnej wiekszosci Rady, ktoéra przegtosowata apel
do organizatoré6w o wydanie réwniez streszczen doniesien plakatowych.

Na dwa dni przed posiedzeniem Rady zakonczyto sie w Zurichu | Sympozjum
FEBS na temat biochemii transportu przez bitony biologiczne. Prof. Semenza ztozyt
sprawozdanie z przebiegu tego sympozjum. Przyjeto réwniez zgtoszenia sympozjéw
na 1977 r., m.in. w Pradze na temat antymetabolitéw i w Atenach na temat bio-
energetyki. Sekretarz Generalny FEBS podat nastepnie do wiadomos$ci kalendarzyk
odczytéw im. Ferdynanda Springera, wygtaszanych przez wybitnych biochemikéw
odwiedzajgcych kraje nalezagce do FEBS. M.in. Polske odwiedzi w listopadzie 1976 r.
dr J. P. Changeux z Instytutu Pasteura w Paryzu.

Prof. van Deenen poinformowat takze, ze Komitet Wykonawczy przyznatw 1976 r.
Dyplom Honorowy FEBS profesorowi Feodorowi Lynenowi. Dyplom ten, stanowigcy
rodzaj honorowego cztonkostwa FEBS, przyznawany jest za wybitne zastugi dla
Federacji. Rada postanowita, aby w przysztosci towarzystwa biochemiczne zrzeszone
w FEBS zgtaszaly kandydatury do Dyplomu, ktéry bedzie — jak dotychczas — przy-
znawany przez Komitet Wykonawczy. Poinformowano réwniez, ze Komitet Wyko-
nawczy postanowit przyznaé¢ doroczne Nagrody Jubileuszowe (FEBS Anniversary
Prizes) za wyrdzniajgce sie referaty sympozjalne wygtoszone na ubiegtorocznym
Zjezdzie E. M. Bradbury’emu (Portsmouth, Wielka Brytania) i G. Gerischowi (Ba-
zylea, Szwajcaria).

Prof. Max Gruber w imieniu Komisji Kurséw FEBS ztozyt sprawozdanie z dzia-
talnosci w zakresie organizacji kurséw. Od ostatniego zebrania Rady w lipcu 1975 r.
odbyto sie 6 kurséow. Na podstawie nadestanych do Komisji opinii uczestnikow
prof. Gruber pozytywnie ocenit m.in. kurs pod nazwg ,Bioenergetyka Mitochon-
driéw” zorganizowany w Warszawie w czerwcu 1976 r. Rada zaaprobowata réwniez
projekty kurséw na 1977 r. (wykaz kurséw na najblizszag przyszto$¢ ukaze sie w je-
siennym wydaniu Biuletynu FEBS).

Rada zaaprobowata sprawozdanie finansowe Federacji rozestane wczeéniej do
wszystkich Towarzystw cztonkowskich. Dochody Federacji z tytutu sktadek wpta-
canych przez towarzystwa biochemiczne wynosza okoto 2000 funtéw brytyjskich
rocznie. Skitadka ta obliczana jest w wysokos$ci 0,10 funta od kazdego czionka To-
warzystwa. Jest ona przeznaczana gtdwnie na optacenie druku i wysytki Biuletynu
FEBS otrzymywanego dwa razy do roku przez wszystkich biochemikéw zrzeszonych
w Towarzystwach cztonkowskich FEBS oraz na wydatki sekretariatu Federacji.
Znacznie wieksze sg wptywy z dwdch czasopism FEBS-u. European Journal of
Biochemistry odprowadzit do kasy Federacji za 1975 r. ponad 14.000 £, a FEBS
Letters ponad 20.000 £. Sumy te sg przeznaczone przede wszystkim na dofinansowy-
wanie kurséw FEBS, stypendia dla mitodych biochemikéw uczestniczagcych w tych
kursach oraz dotacje dla organizatoréw sympozjéw. Na cele kursow (FEBS Advanced
Courses) wydano w 1975 r. 7.000 £, a w pierwszym potroczu 1976 r. — 11.000 £. Na
stypendia dla mtodych biochemikéw (Youth Travel Fund) przeznaczono 7.000 t
w 1975 r. i tylez samo w pierwszym pdtroczu 1976 r. | Sympozjum FEBS w Zurichu
w 1976 r. kosztowato Federacje okoto 2.000 £. Ze stypendiéw w 1975 r. skorzystato
69 mtodych biochemikéow (w tym 4 z Polski), a w pierwszym p6troczu 1976 r. —
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50 oséb (jedna z Polski). Warto podkres$li¢, ze doroczne zjazdy FEBS sg w zasadzie
imprezami samowystarczalnymi finansowo i nie obcigzaja budzetu Federacji.

Prof. S. M. Rapoport, przewodniczacy Komitetu Wydawniczego, przedstawit
sprawozdanie z dziatalnosci obu wydawnictw Federacji. W 1975 r. w European
Journal of Biochemistry przyjeto do druku 757 prac, co stanowito 62% nadestanych
maszynopiséw. Sredni czas od otrzymania ostatecznej wersji do ukazania sie pracy
w druku wynosit 125 dni. Najwiecej wydrukowanych prac pochodzito z RFN (24%),
Francji (14%) i Wielkiej Brytanii (12,5%). Prace z Polski stanowity 1,1%, czyli nieco
mniej niz z Danii (1,2%), Finlandii (1,3%) i ZSRR (1,2%). FEBS Letters zamiescity
w 1975 r. 926 prac, co stanowito 56% nadestanych maszynopisow. Prac z Polski byto
1,55%.

W zwigzku z uplywajacg w przysztym roku kadencjg trzech cztonkéw Komitetu
Wykonawczego Rada dokonata wyboru ich nastepcéw. Na stanowisko Skarbnika
wybrany zostat jednomys$inie ponownie prof. S. D. Datta (Londyn). Na stanowisko
Sekretarza Generalnego (na miejsce prof. van Deenena urzedujgcego obecnie) szereg
towarzystw (m.in. Polskie Towarzystwo Biochemiczne) zgtosito kandydature prof.
J. P. Ebela z Francji, obecnego Przewodniczacego Federacji. Poniewaz jednak prof.
Ebel funkcji tej nie przyjat z powodu nadmiernego obcigzenia innymi obowigzkami
organizacyjnymi, Rada wybrata w wyniku dwukrotnego gtosowania prof. Yomtova
z Butgarii. Przewodniczacym Komisji Kurséw (Advanced Courses Committee) wy-
brany zostat cztonek tej Komisji, G. Bernardi z Paryza. Do Komisji postanowiono
rowniez dokooptowaé¢ prof. Kazimierza Zakrzewskiego z Polski.

Nastepne, siedemnaste posiedzenie Rady FEBS wyznaczono na 17 sierpnia 1977 r.
w Kopenhadze.

L. Wojtczak

111 Wszechzwiazkowe Sympozjum ,Struktura i funkcja aktywnych
centréw enzymow”

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

W dniach 9—12 sierpnia 1976 r. w Centrum Biologicznym w Puszczino odbyto
sie lll-cie Wszechzwigzkowe Sympozjum na temat budowy i funkcji aktywnych
miejsc enzymoéw. Organizatorem naukowym Sympozjum byt prof. A. E. Braunstein
z Instytutu Biologii Molekularnej w Moskwie. W sympozjum wzieto udziat okoto
100 pracownikéw naukowych z ZSRR oraz dziewieciu zaproszonych gosci z kilku
krajow europejskich. W czasie Sympozjum wygtoszono 15 referatéw oraz przedsta-
wiono 60 prac w formie plakatowej.

Zasadniczym tematem obrad byta struktura i mechanizm dziatania niektérych
oksydoreduktaz, hydrolaz i liaz. Ponadto referowano prace dotyczace wyznaczania
czasu przemian w aktywnym centrum enzymow, energii aktywacji, tworzenia kom-
plekséw enzymatycznych oraz dyskutowano udziat poszczegdlnych technik w bada-
niach enzymologicznych.

Zmiany elektronowe i konformacyjne w centrum aktywnym dehydrogenaz mo-
delowo zobrazowat C.—I. Branden (Szwecja). W przypadku tych enzymoéw postulo-
wano, ze zmiany konformacyjne sa wynikiem wigzania apoenzymu z koenzymem,
i ze sg to zmiany lokalne zachodzace w obszarze 3—4A. Wigzania wodorowe dehy-
drogenaz stanowig system przenoszacy elektrony (charge relay system) z hydrofobo-
wej czesSci na powierzchnie enzymu.

W referatach dotyczgcych hydrolaz wykazano, ze w aktywnym centrum pepsyny
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reszty kwasu asparaginowego zwigzane sa wigzaniami wodorowymi. Podstawienie
grup aminowych substratu grupami karboksylowymi powodowato zamiane substratu
w inhibitor tego enzymu (N. S. Andreeva i V. K. Antonov, ZSRR). Przy zastosowaniu
chemicznych modyfikacji zlokalizowano ugrupowania chromoforowe w asparagina-
zie z Escherichia coli i wykazano udziat tyrozyny (o pK 8) w aktywnym centrum
enzymu (R. A. Zhagats, ZSRR).

Tematykg Sympozjum objeto réwniez enzymy uczestniczace w biosyntezie biat-
ka. Scharakteryzowano wtasciwosci fizykochemiczne kinazy histonowej, wyizolo-
wano fragment aktywnego miejsca enzymu oraz okre$lono powierzchnie miejsca
katalitycznego i regulatorowego. W omawianiu mechanizmu dziatania kinazy histo-
nowej E. S. Severin (ZSRR) zasugerowal model budowy histonu. A. R. Fersht
(W. Brytania) wyjasnit mechanizm enzymatycznej hyperspecyficzno$ci w procesie
aminoacylacji tRNA, natomiast B. P. Gottkh i A. A. Krayevsky (ZSRR) zapropono-
wali schemat wigzania peptydylotransferazy w rybosomach.

Niezaleznie od charakterystyki poszczegélnych enzymoéw, podczas Sympozjum
analizowano kinetyczne (L. Dolapchiev, Buigaria) i energetyczne (D. S. Chernavskii,
ZSRR) aspekty katalizy enzymatycznej. Wiazanie substratu w aktywnym centrum
enzymow ma zasadnicze znaczenie w wytwarzaniu energii niezbednej do obnizenia
bariery aktywacji. Badania relaksacji pozwolity na oznaczenie czasu trwania przejs$-
ciowych komplekséw enzym—substrat, oraz umozliwily okreslenie czasu przemian
elektronowych i konformacyjnych (P. Fasella, Witochy). T. Keleti (Wegry) przedsta-
wit mozliwosci tworzenia wysokoczgsteczkowych komplekséw biatko—biatko odgry-
wajacych role w regulacji aktywnosci niektérych enzymow.

Duzo uwagi w obradach poswiecono kompleksowemu zastosowaniu wielu metod
i nowoczesnych technik fizykochemicznych takich jak: widma réznicowe, fluores-
cencja, fosforescencja, dichroizm kotowy, rentgenografia, chemiczne relaksacje oraz
elektronowy rezonans paramagnetyczny i jadrowy rezonans magnetyczny. Ponadto
dyskutowano znaczenie metod chemicznych modyfikacji i unieruchamiania enzymoéw
w badaniu mechanizmu katalizy enzymatycznej (G. Muszynska, Polska).

W koncowym etapie Sympozjum odbyta sie dyskusja dotyczaca réznic i podo-
bieAstw w strukturze aktywnych centréw enzyméw w roztworze i w stanie krysta-
licznym. Bezpos$rednim powodem tej dyskusji byly badania prowadzone w pracowni
B. L. Vallee (USA) wykazujgce wystepowanie, warunkujacego aktywnos$é, kompleksu
Zn—tyrozyna w aktywnym centrum karboksypeptydazy A. W stanie krystalicznym
enzymu cynk nie tworzy kompleksu z tyrozyna. Wyniki tych prac zmuszaja do za-
stanowienia sie do jakiego stopnia badania krystalograficzne odzwierciedlajg struk-
ture centrum aktywnego enzymu w roztworze.

Obrady odbywaly sie w przyjemnej atmosferze przy petnej frekwencji uczest-
nikow.

G. Muszynska

Kolokwium nt. ,,Biosynteza koenzymdw folianowych”

2—3 wrzes$nia 1976, Dublin, Irlandia

Przy okazji 564 Zjazdu Biochemical Society w Dublinie Dr John M. Scott zor-
ganizowat kolokwium zatytutowane ,Biosynteza koenzymoéw folianowych”, w ramy
ktérego wiaczono réwniez liczne kwestie metodyczne.

Inauguracyjny wyktad dr J. M. Scotta (Trinity College, Dublin, Irlandia) doty-
czyt identyfikacji wewngtrzkomoérkowych koenzyméw folianowych niektérych bak-
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terii i drozdzy. Referent zwrécit gtéwnag uwage na poliglutaminianowe pochodne, ktd-
rym przypisuje sie dzi$ szczegdlnie wazna role metaboliczng jako wiasciwym sub-
stratom lub inhibitorom, czynnym w interkonwersji fragmentéw jednoweglowych
zwigzanych z tetrahydrofolianem. Problem metabolicznej roli poliglutaminianowych
pochodnych tetrahydrofolianu podjat réwniez w swym referacie J. R. Bertino (Yale
University School of Medicine, New Haven, Conn., USA). J. C. Rabinowitz (Univer-
sity of California, Berkeley, California, USA) oméwit miedzy innymi dane wska-
zujace, ze w watrobie ssakéw wystepuje biatko, ktére — oczyszczone do homogen-
nosci— wykazuje wtasciwosci dehydrogenazy metylenotetrahydrofolianowej, cyklo-
hydrolazy metenylotetrahydrofolianowej i syntetazy formylotetrahydrofolianowej.
W materiale bakteryjnym sa to trzy odrebne biatka enzymatyczne.

Dr K. R. Harrap (Institute of Cancer Research, Belmont, Surrey, Anglia) omowit
zjawisko naturalnej odpornosci niektérych komoérek nowotworowych na dziatanie
Methotrexatu (ametopteryny), stosowanego w chemioterapii niektérych schorzen no-
wotworowych. Badanie kinetyki reakcji katalizowanej przez wysoko oczyszczone
preparaty reduktazy dihydrofolianowej z komdérek czterech linii wykazato, ze enzym
ten z komorek odpornych na obecno$¢ metotreksatu w $rodowisku cechuje wielo-
krotnie wyzsza stata inhibitorowa od statej enzymu z komérek nie odpornych na
dziatanie tego antyfolianu. Dr Harrap przedyskutowat tez problem ostony komérek
prawidtowych przed toksycznym dziataniem metotreksatu w drodze podawania koen-
zymatycznych form tetrahydrofolianu.

W ramach kolokwium wygtoszono ponadto kilkanascie doniesien. Dwa z nich
pochodzity z Zaktadu Biochemii Komoérki Instytutu Biologii DosSwiadczalnej im.
M. Nenckiego PAN — pierwszy n.t. regulacji syntetazy metioninowej w komor-
kach L przez witamine Bi2 folian i metionine przedstawita B. Grzelakowska-Szta-
bert, drugi n. t. oczyszczania syntetazy tymidylanowej przy pomocy chromatografii
powinowactwa na kolumnie z Sepharose sprzezonej poprzez aminoetylowy odstepnik
z tetrahydroametopteryng przedstawita nizej podpisana.

Ogétem uczestniczyto w posiedzeniach 60—70 oséb a zywa dyskusja $wiadczyta
0 duzym zainteresowaniu tematem kolokwium.

Z. Zielinska
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~Immunologische Arbeitsmethoden”
red. Helmut Friemal, VEB Gustav Fischer Verlag Jena, 1976, wyd. I, 496 stron,

116 ilustracji.

Ksigzka ta jest zbiorowym, przez 38 autoréw, opracowaniem podstawowych me-
tod stosowanych w immunologii. Zawiera 59 rozdziatéw, w ktérych opisano doktad-
nie techniki przeprowadzania testow serologicznych, oznaczania reakcji antygenéw
z przeciwciatami, rozdzielania i preparacji antygenéw, immunoglobulin i przeciw-
ciat, itp. Kazdy z rozdziatow zaopatrzony jest w krotki, jasno napisany wstep teore-
tyczny, jak rowniez odnos$niki literaturowe. Bardzo dobrze przedstawione sg réwniez
rézne metody elektroforetyczne i chromatograficzne w odniesieniu do biatek, cukréw
i lipidéw, jak réowniez w odniesieniu do komorek.

Ksigzka wydana jest bardzo starannie, na bardzo dobrym papierze. Materiat
zawarty w Kksigzce czyni jag godng polecenia kazdemu laboratorium Kklinicznemu,
zajmujgcemu sie immunologig kliniczng. Jest ona réwniez warta polecenia dla stu-
dentéw wyzszych lat wydziatu biologii (biochemia) oraz jako wygodny zbiér prze-
piséw dla instytutéw badawczych.

Jakkolwiek ksigzka wydana zostata w 1976 r., napisana zostata w 1973 r. Tak
dtugi okres wydawniczy sprawit, ze w miedzyczasie zostaty opracowane nowe testy,
ewentualnie usprawnienia dotychczasowych metod, ktdre nie zostaly zamieszczone

w omawianej ksigzce.
J. Lisowski

.Praktische Chemie fir Mediziner und Naturwissenschaftler”
red. H. G. Henning, W. Jugelt, G. Sauer, VEB Verlag Volk und Gesundheit —

Berlin 1976, 111 wydanie przerobione.

Recenzowana ksigzka opracowana jest przez zesp6t autoréw z Uniwersytetu
Humbolta w Berlinie. Kolejne poprzednie wydania ksigzki pochodza z roku 1966
i 1970. Obecne Ill wydanie jak podkreslajag we wstepie sami autorzy jest do$¢ znacz-
nie przerobione, przy czym przerdbki dotycza praktycznie wszystkich rozdziatéw
podrecznika.

Ksigzka zgodnie z intencjami autoréw jest przeznaczona dla medykéw i przy-
rodnikéw, ktérzy w programach nauczania chemii spotykaja sie z zagadnieniami
wszystkich dziedzin szerokiego przedmiotu i potrzebuja podrecznika ujmujgcego
problemy najczestsze i najistotniejsze w sposéb zwiezty niemal encyklopedyczny
ze szczegblnym uwzglednieniem strony praktycznej. Dlatego ksigazka ujmuje zwiezte,
praktyczne zagadnienia praw i proceséw chemicznych, problemy metodyczne, pod-
stawy analityczne i informacje o zwigzkach chemii nieorganicznej i organicznej
szczegb6lnie istotnych w nauczaniu biologii i medycyny.
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Ze wzgledu na zatozony praktyczny charakter ksigzki, szczegélny nacisk potozyli
autorzy na demonstracje i ¢wiczenia, czego wyrazem jest umieszczenie w teks$cie 442
¢wiczen. Ksigzka zawiera 5 rozdziatéw poswieconych:
| — wprowadzeniu do praktyki laboratoryjnej
Il — podstawom chemii fizycznej i nieorganicznej
Il —ilosciowym zagadnieniom reakcji chemicznych
IV — podstawom chemii organicznej i fizjologicznej
V — metodom analitycznym

Ksigzke zamyka dodatek z zestawem podstawowych tabel chemicznych, tabel
logarytmicznych i tablice z okresowym uktadem pierwiastkéw. Ksigzka omawia i in-
terpretuje prawa chemiczne, zawiera opisy sposobdw obliczern chemicznych, opisy
budowy stechiometrycznej zwigzkéw nieorganicznych i organicznych, podaje pod-
stawowe reakcje charakterystyczne dla poszczegdlnych grup zwigzkéw chemicznych
oraz zestawia szeroko reakcje istotne w analizie iloSciowej i jakoSciowej. Przejrzys-
cie i tadnie graficznie ilustruje najwazniejsze reakcje chemiczne, podstawy kinetyki
reakcji, praktyczne rozwigzania schematéow zestawdw laboratoryjnych i prostej apa-
ratury analitycznej. Ponadto w tek$cie umieszczone sg, po zakonczeniu omoéwienia
poszczeg6lnych dziatéw, pytania kontrolne.

Patrzac jednak na recenzowang ksigzke oczami polskiego odbiorcy, uznaé¢ na-
lezy zestaw zawartych w podreczniku informacji za mocno odbiegajacy od potrzeb
w nauczaniu naszych studentéw medycyny i biologii. Ksigzka zawiera wiele wia-
domosci, z ktérymi nasz student spotyka sie na szczeblu szkoly $redniej. Informacje
zatem o najbardziej podstawowym wyposazeniu laboratorium, zasadach pracy w la-
boratorium, podstawach obliczen —sg zbyteczne. Opis podstawowych metod anali-
tycznych jest czesto zbyt zwiezty dla wprowadzenia studenta w praktyczne aspekty
i trudnosci pracy laboratoryjnej. Traktujagc nawet encyklopedycznie informacje prak-
tyczne ksigzki, odczuwa sie, ze w opisie poszczegélnych zagadnien nalezatoby kosztem
omawiania elementarnych podstaw, rozwingé¢ szerzej niektére problemy coraz istot-
niejsze dla zrozumienia problemoéw chemii analitycznej i podstaw biologii mole-
kularnej, co w dzisiejszym ujeciu ksztatcenia medyka i biologa odgrywa podstawowg
role. Niewatpliwie wartoSciowym uzupetnieniem ksigzki bytaby szersza bibliografia
(ksigzka podaje 13 pozycji) co szczegdlnie dla odbiorcéow rozdziatu V podrecznika,
miatoby istotne znaczenie.

Recenzowana ksigzka moze by¢ bardzo warto$ciowym opracowaniem dla ksztal-
cenia pomaturalnego technikéw chemikéw i analitykow. Zwiezto$¢ i przejrzystosé
ksigzki pozwala szybko odnalezé interesujgce praktyczne zagadnienie i stosunkowo
tatwo przypomnie¢ sobie lub utrwali¢ niezbedne posiadane wiadomosci.

J. Gregorczyk
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Redakcja zastrzega sobie mozno$¢ skrocenia tekstu i wprowadzania
poprawek nie wptywajacych na tres¢ pracy.

PiSmiennictwo: W artykule nalezy cytowa¢ prace oryginalne z ostat-
nich kilku lat oraz najwazniejsze artykuly przegladowe omawiajgce
przedstawiong dziedzine z uwzglednieniem artykutéw opublikowanych
w ,,Postepach Biochemii”. W teks$cie nalezy podawaé jedynie nazwiska
badaczy, ktérych prace majg podstawowe znaczenie w przedstawianej
dziedzinie. Omawiane prace trzeba numerowaé¢ w kolejnosci ich cytowa-
nia w tekscie. Wykaz pismiennictwa zatem obejmuje prace opatrzone ko-
lejnymi numerami, ale nieuporzadkowane alfabetycznie. Odnos$niki biblio-
graficzne winny mie¢ forme zalecang przez Komisje Wydawcéw Czaso-
pism Biochemicznych Miedzynarodowej Unii Biochemikéw (IUB) wedtug
Biochim. Biophys. Acta, (1972), 276, (1) np.

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

181—184.

Cytujac wydawnictwa ksigzkowe podawaé nalezy kolejno: nazwisko(a)
inigjaty autora(éw), rok wydania, tytut ksigzki, nazwisko(a) i inicjaty
jej redaktoréw(a), tom, pierwsza i ostatnig strone cytowanej publikacji,
nazwe wydawnictwa oraz miejsce wydania, np.

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

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

Zataczniki: Kazdy zatacznik nalezy sporzadzic w 2 egz. na oddziel-
nych kartkach i opatrzy¢ kolejnym numerem odpowiadajgcym numerowi
uzytemu w tekscie, oraz oznaczy¢ (na goérze stronicy otowkiem) nazwis-
kiem pierwszego autora i poczatkowymi wyrazami tytutu pracy.

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

Ryciny, tj. wykresy, rysunki, schematy lub fotografie nalezy opatrzy¢
numeracjg w kolejnosci ich oméwienia w teks$cie. Przyjmuje sie zasade
numeracji rycin cyframi arabskimi, a wzory cyframi rzymskimi. Foto-
grafie czarno-biate (kontrastowe) powinny byé wykonane na papierze
matowym. Pozostate ryciny nalezy wykonaé¢ tuszem na biatym papierze
lub na kalce technicznej. Wymiar ryciny nie powinien by¢é mniejszy niz
10X15 cm, a naniesione linie nie powinny by¢ ciensze niz 1 mm. Ramki
ujmujgce wykresy mozna wykona¢ linig ciensza niz linie witasciwe wy-
kresu. Cyfry i litery stuzace do opisu rysunku powinny mie¢ wysokos$é
nie mniejszag niz 5 mm. Na rysunkach nie nalezy umieszcza¢ opisow
stownych, lecz postugiwaé sie skrotami. Osie wykresow natomiast win-
ny by¢ opatrzone napisem tatwo zrozumiatym. Dla oznaczenia punktéw
doswiadczalnych mozna stosowaé nastepujgce symbole: A O O A * ©.
Rycine nalezy opatrzyé na odwrocie oznaczeniem ,géra” i ,,dot’ (otéw-
kiem). Decyzje o stopniu zmniejszenia ryciny podejmuje wydawca.

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

Ze wzgledu na wewnetrzng spoisto$¢ artykutu zaleca sie autorom
konstruowanie oryginalnych rysunkéw i zbiorczych tabel na podstawie
danych z piSmiennictwa. Prawie wszystkie czasopisma zastrzegajg sobie
wytgcznos¢ druku prac wraz z ich dokumentacjg (Copyright). Przed
wigczeniem tabel, wykreséw czy schematéw do artykutu przeznaczonego
do publikacji w Postepach Biochemii nalezy uzyska¢ zgode na przedruk
i przedtozy¢ jg Redakcji.

Redakcja prosi o wtasciwe pakowanie artykutdw, aby zabezpieczyé
maszynopisy i ilustracje przed pogieciem.
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