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Streszczenie. Omoéwiono strukture i ekspresje genéw u Eucaryota. Zwr6cono szczegbélng uwage na
mechanizmy sktadania mRNA oraz inicjacje transkrypcji.

Summary. Structure and expression of eukaryotic genes are reviewed. Especially, the recent results
concerning the splicing of mMRNA and initation of transcription are described.

,T0 ogromnie trudno zmusi¢ jedno stowo,

zeby tyle znaczyto — powiedziata Alicja

popadajac w zadume”.
L. Caroll, ,O tym, co Alicja
odkryta po drugiej stronie lustra”

W biologii termin gen wystepuje w kilku znaczeniach [26, 41, 54, 67].
Poczatkowo definiowano go jako podstawowa jednostke zréznicowania feno-
typowego, zwigzang z jedng niepodzielng, pierwotng funkcjg metaboliczng czy
rozwojowg. Nastepnie gen rozumiano jako podstawowg jednostke dziedzicz-
nosci, niepodzielng ani przy rekombinacji, ani przy strukturalnej zmianie
chromosomu. W ostatnich latach za gen uwaza sie specyficzny liniowy uktad
nukleotydéw w DNA (lub RNA). Gen jest jednostka funkcjonalng, okreslajaca
dzieki zawartej w niej informacji genetycznej kolejnos¢ aminokwaséw
w okreslonym polipeptydzie albo kolejnosé nukletyddw w czgsteczkach RNA.

Znaczenie wielu terminéw w nauce ustala sie najczesciej przeprowadzajac

* Referat wygtoszony na XVII Konferencji Szkoleniowej z zakresu biologii komorki,
zorganizowanej przez Polskie Towarzystwo Anatomiczne, Polskie Towarzystwo Histochemikéw
i Cytochemikoéw oraz Redakcje Postepéw Biologii Komorki (Warszawa, 14 listopada 1987 r.).
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tzw. operacje testujaca. Innymi stowy: definicja opisuje czynnosci, ktdrych
wykonanie pozwala stwierdzi¢, czy jaki$ przedmiot podpada pod definiowane
pojecie.

W definicji pierwszej operacjg testujaca jest sprawdzenie, czy jaka$ cecha
(np. kolor kwiatéow lub ksztatt nasion) dziedziczy sie zgodnie z prawami
Mendla. W drugiej definicji operacjg testujacg sa testy rekombinacyjne,
a w trzeciej test komplementacyjny cis-trans. W dwu ostatnich testach metoda
identyfikacji genu polega na uzyskaniu jego form zmutowanych i analizie
efektow fenotypowych. Postepowanie takie umozliwia wyznaczenie funkcji
badanego genu.

Definicje operacyjne sg definicjami czastkowymi (niepetnymi). Czastkowy
charakter definicji powodowany jest prawie zawsze brakiem dostatecznej
wiedzy o danym przedmiocie. W wyniku rozwoju nauki wiele okreslen
czastkowych zostaje zastepowanych okre$leniami nowymi. Kazda nowo wpro-
wadzona definicja tworzy pojecie o zakresie szerszym niz zakres pojecia
tworzonego przez definicje poprzednia.

Wprowadzenie operacji testujgcych, opartych na nowych technikach ba-
dawczych, prowadzi do ujawnienia coraz to innych cech badanego przedmiotu.
Nowe metody badawcze typu klonowania fragmentow DNA czy oznaczania
ich sekwencji umozliwiajg identyfikacje specyficznego liniowego uktadu nu-
kleotydéow w DNA, odpowiedzialnego za synteze okreslonego polipeptydu.

Przez gen — jednostke funkcji — bedzie sie obecnie uwazato taka
sekwencje DNA, ktora zostanie wyznaczona przez sekwencje nukleotydowe
obecne w mRNA (RNA wyznaczajagcym kolejnos¢é aminokwaséw w kodowa-
nym polipeptydzie) lub w RNA typu rRNA, tRNA itd. [14, 20, 26]. Zidentyfi-
kowane w odpowiednim fragmencie DNA sekwencje nukleotydowe mRNA
pozwalajg wyznaczy¢ sekwencje kodujgce aminokwasy (eksony), sekwencje
niekodujgce (introny) oraz poczatek i koniec jednostki transkrypcji (rye. 1).

Uzycie nowego sposobu identyfikacji genéw ujawni wiele nowych i raczej
nieoczekiwanych cech. Okaze sie bowiem, ze geny zachodzg na siebie [49],
moga sie przemieszczaé¢ [26, 66], by¢ sktadane w coraz to wieksze jednostki
[30, 65], wystepowac w obrebie innych genéw [19, 20] itd. Warto wspomnieé
o pseudogenach — genach defektywnych nie ulegajgcych transkrypcji [68].
Przypuszcza sie, ze powstajg one w wyniku tzw. retrotranskrypcji. Transkrypt
pierwotny (pre-mRNA) lub mRNA stuzy jako matryca do syntezy komple-
mentarnego DNA (cDNA), ktéry w postaci jedno- lub dwuniciowej zostaje
nastepnie wbudowany do genomu [57]. W wigkszoSci przypadkow pseudo-
geny pozbawione sg intronow i, co oczywiste, nie majg sekwencji regulujgcych
typu promotoréw.

W tej krotkiej pracy, bedacej uzupetnieniem podstawowych artykutow
w polskim pismiennictwie [27, 28, 34], zwr6ce uwage na kilka nowych danych
dotyczacych struktury i ekspresji genéw eukariotycznych kodujacych biatka,
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a zwitaszcza na mechanizm skiadania mRNA i inicjacji transkrypcji. Ze
wzgledu na szeroki zakres poruszanej problematyki ogranicze sie wytgcznie do
zacytowania jedynie podstawowego pisSmiennictwa w tym zakresie.

RELACJA MIEDZY SEKWENCJAMI mRNA i DNA

SYGNAt POLIAOENYIACJI

POCZATEK GENU EKSONY INTPONY KONIEC GENU
(SEKWENCJE KOOUJACE) (SEKWENCJE N/EKODUJACE)

Rye. 1. Relacja miedzy sekwencjami mRNA i DNA. W wigkszosci przypadkéw poczatek i koniec

genu wyznaczajg sekwencje koricow 5' i 3' mRtyA. Sekwencje kodujace aminokwasy w mRNA

pozwalajg wyznaczy¢ eksony. m7G - metylowany koniec 5' transkryptu, AAA - poliadenylo-
wany koniec 3' transkryptu

Zdecydowana wiekszo$¢ genow eukariotycznych, poza np. genami histo-
néw, genami szoku cieplnego czy niektérych interferonéw, zawiera w obrebie
swoich sekwencji kodujgcych regiony, ktore nie biorg udziatlu w kodowaniu
aminokwaséw. W polskim piSmiennictwie [27, 28, 34] geny takie nazywane sg
genami mozaikowymi, genami w kawatkach lub genami nieciggtymi. Okresle-
nia te majg charakter chwiejny. Mimo wielu sekwencji niekodujgcych
(intronéw) gen zachowuje swoja integralng cato$¢ widoczng chociazby w
procesach transkrypcji.

Obecnos¢ introndw (w niektérych genach liczba ich przekracza 30) powo-
duje, ze najdtuzsze geny liczg 200-300 tys. nukleotydéw. Jeden z najwiekszych,
jak dotad, oznaczonych genéw to gen kodujacy tyreoglobuline wielkosci
300 tys. nukleotydéw [4],

Gen (a by¢ moze zespot genow), ktorego defekty prowadzg do choroby
zwanej dystrofig miesni Duchenne’a, ma wielkos¢ nawet 1000-2000 tys.
nukleotydéw [16]. Najwieksze zidentyfikowane introny to: liczacy 64 tys.
nukleotyddw intron w genie tyreoglobuliny [4] czy mierzacy 200 tys. nukleo-
tydow intron w onkogenie c-abl [10].

W intronach wielu genéw znajduje sie wiele sekwencji powtarzajgcych sie,
majacych charakter retrotranspozonéw, tzn. sekwencji wbudowanych do
genomu w wyniku retrotranskrypcji [5, 57]. Przypuszcza sie, ze w wyniku
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rekombinacji miedzy sekwencjami powtarzajgcymi sie w intronach moze
dochodzi¢ do rozlegtych delecji obejmujacych rowniez sekwencje kodujace
[40]. W genie receptora biatka transportujgcego cholesterol, tzw. lipoproteiny
0 niskiej gestosci (LDL), rekombinacja zachodzi miedzy powtarzajgcymi sie
sekwencjami Alu. Jedna z sekwencji Alu znajduje sie w intronie, a druga,
o odwroconej polarnosci wzgledem pierwszej, w eksonie zawierajagcym region
mRNA, ktéry nie ulega translacji [40]. Delecja prowadzi do powstania
defektywnego receptora LDL i w rezultacie do hypercholesterolemii i zmian
miazdzycowych.

Wielkos¢ sekwencji kodujgcych (eksonéw) rzadko przekracza 600 nukleo-
tydéw. Jeden z najmniejszych eksondw to liczacy 6 nukleotydéw ekson
troponiny miesnia sercowego [15]. Na podstawie analiz sekwencji symulowa-
nych komputerowo Senapathy [60] sugeruje, ze maksymalna wielko$¢ sek-
wencji majagcych przypadkowa, losowg faze odczytu, czyli sekwencji koduja-
cych statystycznie dowolne aminokwasy rozpoczynajgce sie od kodonu inicju-
jacego (ATG) i konczace sie jednym z trzech kodondéw terminujgcych (TAG,
TAA, TGA), wynosi okoto 600 nukleotydéw (200 kodonéw). Powstanie genéw,
liczacych zatem wiecej niz 200 kodon6w, moze zachodzi¢ poprzez ,sumowa-
nie” fazy odczytu wielu krétkich oddzielonych od siebie sekwencji kodujacych
aminokwasy (tzn. minigenéw), sekwencji, z ktérych tylko pierwsza bedzie miata
kodon inicjujacy, a ostatnia kodon terminujacy. Warto tu wspomnieé rowniez
koncepcje Hickey’a i Benkela [33] o powstawaniu intronéw w wyniku
retrotranskrypcji, a takze koncepcje Naory i wsp. [48] oraz Ohno [50]
odnosnie roli eksonéw w ewolucji.

Spostrzezenia Senapathy’ego [60] wydajg sie wiec potwierdza¢ wczesniejsze
uwagi Gilberta [29, 30] o zwigzku miedzy eksonami a tzw. domenami
(funkcjonalnymi lub strukturalnymi fragmentami biatek). Wiele danych wska-
zuje, ze eksony moga kodowaé poszczegdlne domeny biatek. Doskonatym
przykiadem sg lekkie i ciezkie tancuchy immunoglobulin, ktérych poszczegdlne
domeny sa kodowane przez odrebne eksony [71]. Domeny wigzagce NAD lub
ATP w takich enzymach jak kinaza pirogronianowa, dehydrogenaza alkoho-
lowa, kinaza fosfoglicerynianowa czy dehydrogenaza aldehydu 3-fosfoglicery-
nowego sa kodowane przez podobne eksony. Pozostate domeny w tych
enzymach sg natomiast kodowane przez rézne eksony [22].

W wielu przypadkach obserwuje sie kombinacyjne sktadanie wielu r6znych
grup eksonéw w wieksze catosci, np. gen receptora lipoproteiny o niskiej
gestosci (LDL) sktada sie m.in. z ekson6w kodujgcych prekursor nabtonko-
wego czynnika wzrostowego (EGF) i eksonéw komplementu C9 [65].

W procesie transformacji nowotworowej obserwuje sie czesto powstawanie
genéw fuzyjnych, sktadajacych sie z eksondw roznych genéw [11, 13, 45, 51].
Na przyktad onkogen trk (zidentyfikowany w raku okreznicy) skitada sie
z fragmentow kinazy tyrozyny i tropomiozyny [45].
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Sktadanie eksonéw w roznych kombinacjach (ang. exon-shuffing) moze
prowadzi¢ do powstawania biatek 0o nowym rozmieszczeniu domen i réwno-
cze$nie odmiennych czesto funkcjach [29].

Transkrypcja genu, ktédrego sekwencje kodujace sg poprzedzielane intro-
nami, prowadzi do syntezy transkryptu pierwotnego, tzw. pre-mRNA zawiera-
jacego sekwencje eksonéw i intronéw [14, 21]. Proces usuwania intronéw
i tgczenia we wiasciwej kolejnosci eksonéw nazywany jest w polskiej literaturze
sktadaniem mRNA (obrobka pre-mRNA, dojrzewaniem mRNA, ang. splicing).
Prawdopodobnie proces ten rozpoczyna sie od utworzenia przestrzennej
struktury RNA, zawierajgcej wypetlony intron [3, 61]. Powstanie takiej
struktury jest mozliwe dzieki swoistym rybonukleoproteidom (typu snRNP, tj.
drobnoczgsteczkowym, jadrowym RNA potgczonych z biatkami) rozpoczyna-
jacym swoiste sekwencje znajdujgce sie na granicy ekson-intron oraz co
niezmiernie wazne, krotkiej sekwencji znajdujacej sie w obrebie intronu zwanej
sekwencja rozgatezienia (ang. branch site) (rye. 2).

W wyniku upetlenia intronu jego koniec 5' zostaje przyblizony do
sekwencji rozgatezienia. Proces usuwania intronu rozpoczyna sie od jego
konca 5. Najpierw peka wigzanie G —G na granicy ekson-intron. Koniec 5'
intronu zostaje przytaczony do reszty 2' OH adeniny sekwencji rozgatezienia.
Reakcja tg jest niezmiernie swoista, a wigzanie, ktére powstaje, jest wigzaniem
2-5"' fosfodwuestrowym. W wyniku tej reakcji powstaje rozgateziony RNA
[25] (ryc. 3). Nastepnym etapem jest rozerwanie wigzan przy koncu 3' intronu
typu G-ekson (G nalezy do koncowego nukleotydu intronu) i potgczenie obu
konncow 5' i 3' eksonéw. Rozgateziony intron zostaje usuwany w postaci
kolistej czgsteczki RNA z liniowym koricem (ang. lariat). Mechanizm skiadania
MRNA jest zblizony do samosktadania pre-rRNA w Tetrahymena i przebiega
droga autokatalitycznego usuwania intronéw bez udziatlu enzymatycznych
biatek [17, 18].

Wiekszos$¢ reakcji wycinania intronu i tgczenia koncéw 5' i 3' eksonow
w pre-mRNA zachodzi w obrebie ztozonego kompleksu (ang. spliceosome)
réznego typu drobnoczasteczkowych, jadrowych RNA (snRNA) i potgczonych
z nimi biatek. Przypuszcza sig, ze rozne typy snRNP (drobnoczgsteczkowych,
jadrowych rybonukleoproteidéw) rozpoznajg korice 5 i 3' intronu, a takze
sekwencje rozgatezienia. Tzw. staby kompleks z UlsnRNP, ktory powstaje
w miejsce 5, prawdopodobnie chroni koniec 5" intronu przed RNA-azg Tt, ale
nie przed RNA-azag H. Rownie staby kompleks powstaje w miejscu 3' intronu
z snRNP, prawdopodobnie typu U5snRNP. W obecnosci ATP, w miejscu
rozgatezienia tworzy sie mocny kompleks z U2snRNP. Mocny réwniez
kompleks tworzy sie w miejscu 5' intronu. Obserwuje sie réwniez przytgczenie
do kompleksu U4/U6 snRNP.

Precyzyjne usuwanie intronu sugeruje wazng role sekwencji nukleotydo-
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wych w miejscu potaczen intron-ekson. Na przyktad mutacje nukleotydow AG
sekwencji konca 3' intronu Pyn NCAG znoszg catkowicie reakcje sktadania
mRNA. Mutacje te wplywajg zatem nie tylko na reakcje przy koncu 3', ale
takze na koncu 5 intronu, co potwierdza przypuszczenie, ze utworzenie
mocnego, stabilnego kompleksu 5'jest uzaleznione od uprzedniego utworzenia
kompleksu przy koncu 3.

Ryc. 2. Schemat usuwania intronu i tgczenia eksondéw (wg [61]). Na rycinie zaznaczono typowe

sekwencje wystepujace na granicy ekson-intron oraz intron-ekson. Zaznaczono réwniez sekwencje

rozgatezienia wystepujgcg w intronie. Py — nukleotydy pirymidynowe, N — dowolny nukleotyd,

p — reszta fosforanowa. Eksony zaznaczono podwéjnymi liniami, intron — pojedyncza.

W koétkach znajduje sie adenina biorgca udziat w reakcji powstawania ,,rozgatezionego” RN A oraz
reszty fosforanowe

Wiele analiz wskazuje wiec, ze skladanie mRNA zalezy od rodzajow
i typow sekwencji w miejscu 5 i 3' intronu, od sekwencji rozgatezienia, od
dtugosci i rodzajow sekwencji sasiadujgcych z intronem oraz od dtugosci
samego intronu (minimalng wielko$¢ oszacowano na okoto 80 nukleotydow).
Proces usuwania intronéw i tgczenia we wilasciwej kolejnosci eksonow
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przebiega w obrebie tej samej czasteczki prekursora mRNA. Reakcje tego typu
nazywane sg czesto reakcjami cis [3, 17, 18, 61].

U Trypanosoma proces wycinania i tgczenia ekson6w moze przebiegac
miedzy réznymi czasteczkami RN A. Reakcje te nazywane sa reakcjami trans
[62], Proces taki zaobserwowano réwniez u nicienia Caenorhabditis elegans,
gdzie pewna krdtka sekwencja zostaje przytgczona do r6znych mRNA (jako
tzw. sekwencja liderowa).

Ryc. 3. Schemat wigzania 2-5' fosfodwuestrowego i 3-5' fosfodwuestrowego w ,rozgatezionym”
RNA. A — adenina, G — guanina, Py — dowolna pirymidyna

Proces usuwania intronéw i tgczenia eksonéw moze odgrywac pewng role
w regulacji ekspresji genéw [21]. W réznych typach komdrek z tego samego
genu moga by¢ sktadane mRNA ro6znigce sie liczbg i kolejnoscig eksonow.
Sktadanie takie nazywa sie sktadaniem alternatywnym [15] (zob.ryc. 4). W
najprostszych przypadkach proces ten oparty jest na wyborze jednego
z dwéch promotoréow [7, 58]. mMRNA r6znig sie wtedy dtugoscig, a rdznica
dotyczy koncéw 5', np. izoformy lekkiego taricucha miozyny [6], Proces
alternatywnego sktadania mRNA oparty by¢ moze na wyborze jednego
z dwoch miejsc poliadenylacji.- Wéwczas mRNA r6znig sie koncami 3.
Przyktadem jest choéby skiadanie mRNA dla kalcitoniny i polipeptydu
zblizonego do kalcitoniny (ang. calcitonine gene-related protein, CGRP) [12].
Bardziej ztozony proces polega na kombinacyjnym wyborze eksonoéw [35, 38,
74] i obserwowany jest np. w formowaniu mRNA dla dwéch izoform
tropomiozyny. Jedna z tych form wystepuje w fibroblastach, a druga
w komorkach miesniowych [42]. W przypadku kombinacyjnego wyboru
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eksondéw tropomiozyny obserwuje sie wiele wariantbw mRNA rdznigcych sie
sktadem i liczbg eksondw [15]. Jesli n oznacza liczbe eksondw biorgcych udziat
w kombinacyjnym sktadaniu, to liczba réznych mRNA, otrzymanych z jednego
genu, wynosi 2". Na ogotjednak alternatywne sktadanie mMRNA ma charakter
mieszany: rézne warianty mRNA /?-tropomiozyny powstajg w wyniku kombi-
nacyjnego wyboru tylko paru eksonow (rye. 4C), inne eksony taczg sie ze soba
w sposOb naprzemienny (rye. 4E), a dodatkowo obserwuje sie wybdr miejsc
poliadenylacji (rye. 4B). Alternatywny sposob sktadania mRNA odgrywa
wazng role w tworzeniu swoistych pod wzgledem tkankowym izoform mRNA
i oczywiscie kodowanych przezen biatek. Mechanizm alternatywnego sktada-
nia nie jest jednak wyjasniony. Przypuszcza sie jedynie, ze wazng role
odgrywaja w nim swoiste tkankowo kombinacje snRNA i biatek.

Ryc. 4. Modele alternatywnego sktadania mRNA. State eksony zaznaczono czarnymi prostokg-
tami, a eksony ,,zmienne” za pomocg prostokatéw zakreskowanych. TATA — miejsca promoto-
rowe, AATAAA — sygnaly poliadenylacji

Doniesiono o do$¢ specyficznym ukitadzie dwéch zachodzacych na siebie
genéw [2, 32, 69]. Geny te, w przeciwienstwie do genéw zachodzacych na
siebie, zlokalizowanych w tej samej nici [49], znajdujg sie na dwoch niciach: na
tzw. nici sensownej i nici komplementarnej, antysensownej. Oba geny, oczy-
wiscie, sg transkrybowane w dwu réznych kierunkach. U szczura jeden koduje
hormon GnRH (ang. gonadotropin-releasing hormone) i jest aktywny
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transkrypcyjnie w komoérkach centralnego ukitadu nerwowego. Drugi, zwany
umownie SH, jest aktywny w komdrkach miesnia sercowego i koduje biatko
o nieznanej funkcji. Sekwencje eksonow obu gendw wydajg sie pokrywac ze
sobg [2].

Wiele danych wskazuje, ze transkrypcja gendéw eukariotycznych jest
inicjowana przez polimeraze RNA Il (B) w regionie DNA poprzedzajagcym
geny, zwanym promotorem. Miejsce terminacji transkrypcji, w przyblizeniu,
wyznacza rejon poliadenylacji zawierajacy sekwencje AATAAA [52]. W wielu
genach, ponizej sekwencji AATAA, znajduje sie sekwencja YGTGTTYY
(Y oznacza nukleotyd pirymidynowy), ktéra —jak sie przypuszcza — odgrywa
pewng role w terminacji transkrypcji [52]. Analizy sekwencyjne i odpowiednio
dobrane testy mutacyjne [36, 46] wskazujg, ze sekwencje promotorowe liczg
okoto 100 nukleotydéw i zawierajg kilka charakterystycznych sekwencji
dtugosci 8-12 nukleotydéw rozpoznawanych przez rézne biatka [23, 44].
W odlegtosci okoto 30 nukleotydéw od pierwszego nukleotydu, od ktérego
rozpoczyna sie transkrypcja, znajduja sie sekwencje TATA rozpoznawane
przez polimeraze RNA. Powyzej sekwencji TATA znajduje sie kilka innych
sekwencji (GGGCGG, CCAAT, GCCACACCC, ATGAAAT), ktére w rdz-
nych promotorach mogg wystepowaé¢ w rdéznych kombinacjach. Sekwencje te
prawdopodobnie mogg wigza¢ jedno lub wiecej biatek zwanych czynnikami
transkrypcji. Przypuszcza sig, ze czynniki transkrypcji umozliwiajg ,,usado-
wienie” potimerazy RNA w obrebie sekwencji promotorowych [64] (ryc. 5).

Ryc. 5. Model wigzania czynnikéw transkrypcyjnych z promotorem. Biatka wigzace si¢ z sekwen-
cjami swoistymi tworzg struktury przestrzenne ulatwiajace rozpoznanie przez polimeraze RNA
sekwencji TATA. Strzatka oznacza kierunek transkrypcji
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Niektdre z tych biatek (zwanych przez Dynana i Tjiana [23] biatkami Spl)
mogg oddziatywac tylko z promotorami niektdrych gendw, np. genéw wirusa
SV40, wirusa opryszczki, (herpes simplex) lub reduktazy dwuhydrofolanowej
myszy, poniewaz promotory te zawieraja sekwencje

GGC

G
GGGCGG
T AAT

ktére wigza swoiscie biatka Spl. Rozktad i ilos¢ sekwencji wigzacych bhiatka
Spl w tych promotorach nie wydaje sie jednak wskazywaé¢ na jaka$ swoistg
regularno$¢. W promotorach genéw szoku cieplnego wystepuje sekwencja typu
C..GAA.TTC..G (kropki oznaczajg dowolne nukleotydy), rozpoznawana przez
swoiste biatka zwane HSTF (ang. heat-shock transcription factor) [23].
Roéwniez i te biatka wigzac si¢ z promotorem umozliwiajag wtaSciwe usadowie-
nie polimerazy. Jak sie zdaje, niezaleznie od rodzaju promotoréow i typoéw
biatek wigzacych sie z nimi, biatka o charakterze czynnikéw transkrypcyjnych
tworzg w obrebie sekwencji promotorowych do$¢ skomplikowane struktury
przestrzenne, umozliwiajgce rozpoznanie przez polimeraze RNA sekwencji

TATA (ryc. 5). Biatka te maja kilka charakterystycznych domen: domene
bogatg w reszty cysteinowe, umozliwiajgca rozpoznanie sekwencji DNA (ryc.
6), domene zwigzang z aktywnoscig transkrypcyjng, a w przypadkach genéw
regulowanych hormonalnie, réwniez domeny wigzace hormony sterydowe. W
tym ostatnim wypadku czynniki transkrypcyjne sg receptorami hormonow
sterydowych [44].

Warto zwréci¢ uwage na pewng osobliwo$¢ struktury czynnikéw trans-
krypcyjnych. Uwazano dotgd, ze biatka o charakterze regulacyjnym majg
z reguty budowe dimeryczng oraz fragmenty helikalne pooddzielane fragmen-
tami niehelikalnymi. Biatka te wigzg sie z DNA wiasnie za posrednictwem
fragmentow helikalnych (ryc. 6A). Czynniki transkrypcyjne (jak dotad, najlepiej
zbadanym pod wzgledem strukturalnym jest TF Il A, czynnik transkrypcyjny
gendéw 5S RNA [47]) majg dos¢ charakterystyczng strukture Kilku powtarza-
jacych sie domen ztozonych z aminokwaséw cysteinowych i histydynowych,
wigzgcych jony Zn2+ (ryc. 6B) [8, 9]. Przypuszczalnie czynniki transkrypcyjne
wigzg sie z sekwencjami DNA koncami swych domen lub za pomoca
aminokwaséw mieszczacych sie miedzy domenami [8, 9].

Wiele danych wskazuje, ze oprocz sekwencji promotorowych, w obrebie
gendw (w ich intronach) bgadZ w rdéznej odlegtosci od gendw, i to zaré6wno
powyzej konca 5', jak 3' genu, wystepujg sekwencje, ktdre wigzac sie ze swoimi
biatkami wywierajg wielki wptyw na wydajno$¢ transkrypcji. Sa to sekwencje
modulujgce (wzmacniajace) procesy transkrypcji (ang. enhancer) [37, 39, 70,
72]. Sekwencje te pod wzgledem swoich wiasnosci przypominajg sekwencje
promotorowe (np. w wielu genach moga je zastepowac) i sadzi sie, ze rdéznig sie
od promotorow jedynie tym, ze mogg wptywac na transkrypcje niezaleznie od
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orientacji w stosunku do genu, jak i odlegtosci od niego (odlegtosci od genu
mogg by¢ nawet rzedu wielu tysiecy nukleotydow) [44], Przypuszczalnie tzw.
oddziatywanie na odlegto$¢ polega na utworzeniu ztozonego kompleksu
miedzy biatkami z sekwencjami promotorowymi i biatkami zwigzanymi
z sekwencjami wzmacniajagcymi [53, 55, 59]. Sekwencje DNA oddzielajgce
sekwencje promotorowe od sekwencji wzmacniajgcych zostaja wowczas
wypchniete z kompleksu biatkowego w postaci petli (ryc. 7). W sasiedztwie
niektérych gendéw wystepujg rowniez sekwencje wigzace biatka blokujgce
transkrypcje. Sekwencje te nazywane sg 'sekwencjami wyciszajgcymi trans-
krypcje (ang. silencer) [13a]. Jak sie zdaje, znosza one dziatanie sekwencji
modulujgcych (wzmacniajgcych).

Ryc. 6. (A) Model dimerycznego biatka zawierajacego fragmenty helikalne (oznaczone na rysunku

za pomocg cylindréw). Biatko takie wigze sie z DNA za pomocg swych fragmentéw helikalnych.

Fragment pierwszy wiagze si¢ wzduz helisy DNA, fragment drugi dopasowuje si¢ do duzego rowka

DNA. (B) Schemat struktury powtarzajacych sie domen czynnika transkrypcyjnego TFIIIA.

Czynniki transkrypcyjne posiadajgce strukture zblizong do TFIIIA wiazg sie z sekwencjami DNA

prawdopodobnie koncami swych domen lub za posrednictwem aminokwaséw znajdujacych sie
miedzy domenami (wg [8])

Wiele danych wskazuje, ze sekwencje wzmacniajgce transkrypcje ge-
noéw, ktorych aktywnos$¢ jest indukowana roznymi czynnikami, np. szokiem
cieplnym, metalami, czynnikami wzrostu czy hormonami sterydowymi, sg
miejscem wigzania swoistych biatek. Przypuszcza sie, ze niektére odpowiednio
zmodyfikowane w wyniku indukcji biatka stajg sie aktywatorami transkrypcji
(regulacja pozytywna) [44]. W przypadku indukcji niektdrych genow, np.
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B-interferomi, wydaje sie, ze aktywatory transkrypcji mogg wypiera¢ swoisty
represor blokujacy transkrypcje z sekwencji wzmacniajacych (regulacja nega-
tywna) (ryc. 8).

Ryc. 7. Model oddziatywania na odlegto$¢ czynnikéw transkrypcyjnych. Przedstawiono dwa typy
oddziatywan

W wypadku gendw, ktérych aktywnos$é jest wysoce swoista pod wzgledem
komdérkowym, np. gendow immunoglobulin, insuliny czy chymotrypsyny, sek-
wencje wzmacniajgce tych genéw sg miejscem wigzania biatek determinujacych
tkankowo swoistg transkrypcje [44]. Bardzo czesto przeniesienie genow
w sasiedztwo swoistych pod wzgledem tkankowych sekwencji wzmacniajgcych
powoduje ich transkrypcyjng aktywacje. Aktywacje onkogenu c-myc pod
wptywem sekwencji wzmacniajgcych genéw immunoglobulinowych obserwuje
sie w réznego typu chtoniakach [1, 11]. Aktywacja u myszy transgenicznych
genu transformacyjnego duzego antygenu T wirusa SV40 pod wpltywem
sekwencji wzmacniajacych genu insuliny Il szczura prowadzi do transformacji
nowotworowej i powstania insulinomatéw, nowotworéw wywodzacych sie
z komdrek wysepek Langerhansa [31]. U myszy transgenicznych zaobserwo-
wano réwniez wysoce swoistg pod wzgledem tkankowym aktywacje genu
transformujgcego duzego antygenu T wirusa SV40, przytgczonego do sek-
wencji regulujgcych genu krystaliny, prowadzacg do powstania nowotworéw
soczewek [43].
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Wydaje sie, ze badania mechanizméw regulacji ekspresji genéw eukario-
tycznych wkroczyty w nowgq faze. Przedmiotem badan nie sg liniowe struktury
w postaci sekwencji DNA, ale oddziatywania typu biatko-DNA, prowadzace
do powstania skomplikowanych struktur przestrzennych [24]. Struktury te,
ztozone z wielu biatek, okre$lajg topologie sekwencji promotorowych rozpo-

Ryc. 8. Modele aktywacji indukcyjnych promotoréw sekwencji wzmacniajacych (wg [44]). (A)

W wyniku indukcji czynnik transkrypcyjny ulega modyfikacji i przytgcza sie do swoistych

sekwencji promotora (sekwencji wzmacniajgcych). Prowadzi to do zwigzania polimerazy RNA

i transkrypcji genu (strzatka oznacza Kkierunek transkrypcji). (B) Czynnik transkrypcyjny —
w wyniku indukcji — moze roéwniez wypiera¢ represor blokujacy transkrypcje

znawanych przez polimeraze RNA, biorg udzial zarébwno w formowaniu
kompleksu inicjujagcego transkrypcje, jak i w samej transkrypcji [73]. Przed-
miotem badar staja si¢ wiec konformacyjne przeksztatcenia biatek i zwigzane
z nimi sekwencje DNA. Liniowy gen zaczyna sie wiec stawac coraz to bardziej
strukturg przestrzenng.

LITERATURA

[1] ADAMS J. M., HARRIS A. W., PINKERT C. A, CORCORON L. M., ALEXANDER
W. S, CORY S, PALMITER R. D., BRINSTER R. L., The c-myc oncogene driven by
immunoglobulin enhancer induces lymphoid malignancy in transgenic mice, Nature, 318:
533-538, 1985.



426

[2
(3]
(4]

(]

(6]

[7]

(8]

(9]

[10]

[11]
[12]

[13]

S. SZALA

ADELMAN J. P, BOND C. T,, DOUGLASS J,, HERBERT E., Two Mammalian Genes
Transcribed from Opposite Strands of the Some DNA Locus, Science, 235: 1514- 1517, 1987.
AEBI M., WEISSMANN C., Precision and orderliness in splicing, Trends in Genetics, 3:
102-107, 1987.

BAAS F., VAN OMMEN G.-J., BIKKER H., ARNBERG A. C., DE VIULDER Z.J. J. M,,
The human thyroglobulin gene is over 300 kb long and contains introns of up to 64 kb, Nucl.
Acid. Res., 14: 5171-5186, 1986.

BALTIMORE D., Retroviruses and Retrotransponsons: The role of Reverse Transcription in
Shaping the Eukaryotic Genome, Cell, 40: 481 482, 1985.

BARTON P.J. R, BUCKINGHAM M. E., The myosin alkali light chain proteins and their
genes, Biochem. J., 231: 249-261, 1985.

BENYATI C., SPOEREL N,, HAYMERLE H., ASHBURNER M., The Messenger RNA for
Alcohol Dehydrogenase in Drosophila melanogaster Differs in Its 5’End in Differential
Developmental Stages, Cell, 33: 125-133, 1983.

BERG J. M., More metal-binding fingers, Nature, 319: 264-265,1986.

— Potential Metal-Binding Domains in Nucleic Acid Binding Proteins, Science, 232:
485-487, 1986.

BERNARDS A, RUBIN C. M,, WESTBROOK C. A, PASKIND M., BALTIMORE D,,
The First Intron in the Human c-abl Gene Is at Least 200 Kilobases Long and Is a Target for
Translocations in Chronic Myelogenous Leukaemia, Mol. Cell. Biol., 7: 3231-3236, 1987.
BISHOP J. M., The Molecular Genetics of Cancer, Science, 235: 305-311, 1987.
BOVENBERG R. A. L, VAN DER MEERENDONK W. P. M, BAAS P. D,
STEENBERGH P. H., LIPS C.J. M., JANSZ H. S., Model for alternative RNA processing in
human calcition gene expression, Nucleic. Acids. Research, 14: 8785 8803, 1986.

BOVI P. D., BASILICO C., Isolation of rearranged human transforming gene following
transfection of Kaposi Sarcoma DNA, Proc. Natl. Acad. Sei. USA, 84: 5660-5664, 1987.

[13a] BRAND A. H., BREEDEN L., ABRAHAM J, STERNGLANZ R, NASMYTH K,

[14]

[15]

[16]
[17]

(18]
[19]

[20]
[21]

[22]
[23]
[24]

[25]

Characterization of a “Silencer” in Yeast: A DNA Sequence with Properties Opposite to
Those of a Transcriptional Enhancer, Cell, 41: 41-48.

BREATHNACH R.,, CHAMBON P., Organization and Expression of Eucaryotic Split
Genes Coding for Proteins, Ann. Rev. Biochem., 50: 349-383, 1981.

BREITBART R. E, ANDREADIS A, NADAL-GINARD B, Alternative splicing:
a ubiquitous mechanism for the generation of multiple protein isoforms from single genes,
Ann. Rev. Biochem., 56: 467 495, 1987.

BURMEISTER M., LENHRACH H., Long-range restriction map around the Duchenne
muscular dystrophy gene, Nature 324: 582-585, 1986.

CECH T. R, The Generality of Self-Splicing RNA: Relationship to Nuclear mRNA Splicing,
Cell, 44: 207-210, 1986.

— The Chemistry of Self-Splicing RNA and RNA Enzymes, Science, 236: 1532-1539, 1987.
CHEN C.,, MALONE T., BECKENDORF S. K, DAVIS R. L, At least two genes reside
within a large intron of the dunce gene of Drosophila, Nature, 325: 721-724, 1987.
DANCHIN A, SEONIMSKI P. P., Split genes, Endeavour, 9: 18-27, 1985.
DARNELL J. E, Varriety in the level of gene control in eukaryotic cells, Nature, 297:
365-371, 1982.

DARNELL J. E., DOOLITTLE W. F., Speculations onthe early course of evolution, Proc.
Natl. Acad. Sei. USA, 83: 1271-1275, 1986.

DYNAN W. S, and TJIAN R, Control of eukaryotic messenger RNA synthesis by se-
quence — specific DNA — binding proteins, Nature, 316: 774—778, 1985.

ECHOLS M., Multiple DNA — Protein Interactions Governing Hight — Precision DNA
Transactions, Science, 233: 1050-1056, 1986.

EDMONDS M., Branched RNA, Bioessays, 6:2212-216, 1987.



[26]
[27]
[28]

[29]
[30]

[31]

[32]

[33]

[34]

[35]

[36]

[37]
[38]

[39]

[40]

[41]
[42]

[43]

[44]

[45]

[46]
[47]
[48]

[49]

EKSPRESJA | BUDOWA GENU U EUCARYOTA 427

FALK R., The gene in search of an identify, Hum. Genet., 68: 195-204, 1984.
FILIPOWICZ W., Geny podzielone i sktadanie RNA, Kosmos, 34: 41-66, 1985.
FRONK J., Geny mozaikowe — struktura, ekspresja, ewolucja, Post. Biochem., 28: 3-24,
1982.

GILBERT W., Genes — in — Pieces Revisited, Science, 228: 823-824, 1985.
GILBERT W.,, MARCHIONNI M., McKNIGHT G., On the Antiquity of Introns, Cell, 46:
151-154, 1986.

HANAH D., Heritable formation of pancreatic B-cell tumors in transgenic mice expressing
recombinant insulin/simian virus 40 oncogenes, Nature, 315: 115-122, 1985.
HENIKOFF S, KEENE M. A, FECHTEL K., FRISTROM J. W., Gene within a Gene:
Nested Drosophila Genes Encode Unrelated Proteins on Opposite DNA Strands, Cell, 44:
32-42, 1986.

HICKEY D. A, BENKEL B, Introns as Relict Retrotransposons: Implications for the
Evolutionary Origin of Eucaryotic mMRNA Splicing Mechanism, J. Theor. Biol., 121: 283 291,
1986.

HUBNER H., DZWONKOWSKA A, OSIECKA R., Postepy w poznaniu struktury
materiatu genetycznego u Eukaryota. Il Struktura genéw, Post. Biologii Komorki, 9:
149-176, 1982.

INDIK Z, YEH H., ORNSTEIN-GOLDSTEIN N, SHEPPARD P., ANDERSON N,,
ROSENBLOOM J. C., PELTONEN L., ROSENBLOOM J.,, Alternative splicing of human
elastin mMRNA indicated by sequence analysis of cloned genomic and complementary DNA,
Proc. Natl. Acad. Sei. USA, 84: 5680-5684, 1987.

KELLY J. H.,, DARLINGTON G. J.,, Hybrid Genes: Molecular Approaches to Tissue —
Specific Gene Regulation, Ann. Rev. Genet., 19: 273-296, 1985.

KHOURY G., GRUSS P., Enhancer Elements, Cell, 33: 313-314, 1983.

KING C. R, PIATIGORSKY J., Alternative RNA Splicing of the Murine aA — Crystallin
Gene: Protein — Coding Information within an Intron, Cell, 32: 707-712, 1983.
LANG J. C., SPANDIDOS D. A, The Structure and Function of Eucaryotic Enhancer
Elements and Their Role in Oncogenesis, Anticancer Research, 6: 437 450. 1986.
LERMAN M. A, SCHNEIDER W. J,, SUDHOF T. C., BROWN M. S, GOLDSTEIN
J. L, RUSSELL D. W., Mutation in LDL Receptor: Alu-Alu Recomhbination Deletes Exons
Encoding Transmembranc and Cytoplasmic Domains, Science, 227: 140 146. 1985.
LEWIN B., Gene Expression, Vol. 2, Willey and Sons, New York, Chichester Birsbane,
Toronto 1980, 479-487.

MACLEOD A. R, Genetic Origin of Diversity of Human Cytoskeletal Tropomyosin,
Bioessays, 6: 208-212, 1987.

MAHON K. A, CHEPELINSKY A. B,, KHILLON J. S, OVERBEEK P., PIATIGORSKY
J., WESTPHAL H., Oncogenesis of the Lens in Transgenic Mice, Science, 235: 1622-1628,
1987.

MANIATIS T., GOODBOURN, FISCHER J. A, Regulation of Inducible and Tissue-
-Specific Gene Expression, Science, 236: 1237-1245, 1987.

MARTIN-ZANCA D., HUGHES S. H.,, BARBACID M., A human oncogene formed by the
fusion truncated tropomyosin and protein tyrosine kinase sequences, Nature, 319: 743-748,
1986.

McKNIGHT S. L, KINGSBURY R, Transcriptional Control Signals of a Eukaryotic
Protein — Coding Gene, Science, 217: 316- 324, 1982.

MILLER J., McCLACHLAN A. D., KLUG A, Repetitive zinc-binding domains in the protein
transcription factor Ill A from Xenopus oocytes, EMBO J.,, 4: 1609-1614, 1985.
NAORA H., MIYAHARA K. CURNOW R. N., Origin of noncoding DNA sequences:
Molecular fossils of genome evolution, Proc. Natl. Acad. Sei. USA, 84: 6195-6199, 1987.
NORMARK S, BERGSTROM S, EDLUND T, GRUNDSTROM T, JAURIN B,



428

[50]

[51]

[52]
[53]
[54]

[55]
[56]

[57]

[58]

[59]
[60]

[61]
[62]
[63]
[64]
[65]
[66]
[67]
[68]
[69]
[70]
[71]
[72]

[73]

S. SZALA

LINDBERG F. P.,, OLSSON O., Overlapping Genes, Ann. Rev. Genet., 17: 499-525, 1983.
OHNO S, Early genes that were oligomeric repeats generated a number of diverged domains
on their own, Proc. Natl. Acad. Sei. USA, 84: 6486-6490, 1987.

PARK M., DEAN M, COOPER C. S, SCHMIDT M,, O BRIEN S. J,, BLAIR D. G,
VANDE WOUDE G. F.,, Mechanism of met Oncogene Activation, Cell, 45: 895-904,
1986.

PLATT T., Transcription Termination and the Regulation of Gene Expression, Ann. Rev.
Biochem., 55: 339-37,2, 1986.

PTASHNE M., Gene regulation by proteins acting nearby and at a distance,Nature, 322:
697-701, 1986.

RIEGER R., MICHAELIS A, GREEN M. M,, Stownik terminéw genetycznych, PWRIL,
Warszawa 1974, 184-186.

ROBERTSON M., Specificity and flexbility, Nature, 327: 464-466, 1987..

ROGERS B. L, SAUNDERS G. E., Transcriptional Enhancers Play a Major Role in Gene
Expression, Bioessays, 4: 62-65, 1986.

ROGERS J. H,, The Origin and Evolution of Retroposons, Int. Res. Cytology, 93: 187-273,
1985.

SCHIBLER U.,, HAGENBUCKLE O., WELLAUER P. K,, PITTET A. C., Two Promotors
of Different Strenghts Control the Transcription of the Mouse Alpha — Amylase Gene Amy
— 1* in the Parotid Gland and the Liver, Cell, 33: 501-508, 1983.

SCHLEIF R., Why should DNA loop, Nature, 327: 365-370, 1987.

SENAPATHY P., Origin of eukaryotic introns: A hypothesis, based on codon distribution
statistics in genes, and its implications, Proc. Natl. Acad. Sei. USA, 83: 2133-2137,
1986.

SHARP P. A, Splicing of Messenger RNA Precursors, Science, 235: 766-771, 1987.
SHARP P. A, Trans Splicing: Variation on a Familiar Theme?, Cell, 55: 147-148,
1987.

SPENCER C. A, GIETZ R. D, HODGETTS R. B, Overlapping transcription units in the
dopa decarboxylase region of Drosophila, Nature, 322: 279-281, 1986.

STRUHL K., Promoters, Activator Proteins and the Mechanism of Transcriptional
Initiation in Yeast, Cell, 49: 295-297, 1987.

SUDHOF T. C,, GOLDSTEIN J. L,, BROWN M. S, RUSSEL D. W., The LDL Receptor
Gene: A Mosaic of Exons Shared with Different Proteins, Science, 228: 815-822, 1985.
SYVANEN M., The evolutionary implications of mobile genetic elements, Ann. Rev. Genet.,
18: 271-293, 1984.

URBANEK A., Rewolucja naukowa w biologii, Wiedza Powszechna, Warszawa 1973,
146-150.

VANIN E. F., Processed pseudogenes: characteristics and evolution, Ann. Rev. Genet., 19:
253-272, 1985.

WILLIAMS T., FRIED M., A mouse locus at which transcription from both DNA strands
produces mRNAs complementary at their 3’ ends, Nature, 322: 275-279, 1986.

VOSS S. D.,, SCHLOKAT U., GRUSS P., The role of enhancers in the regulation of
cell-type-specific transcriptional control, Trends in Biochem., Science, 11: 287-289, 1986.
YANCOPOULOS G. D., ALT I. W., Regulation of the Assembly and Expression of
Variable-Region Genes, Ann. Rev. Immunol., 4: 339-369, 1986.

YANIV M., Regulation of Eukaryotic Gene Expression by Transactivating Proteins and Cis
Acting DNA Elements, Biol. Cell.,, 50: 203-216, 194.

YANIV M., CEREGHINI S, Structure of Transcriptional Active Chromatin, Crit. Rev.
Biochem., 21: 1-26, 1986.



EKSPRESJA | BUDOWA GENU U EUCARYOTA 429

[74] ZARDI L., CARNEMOLLA B, SIRI A, PETERSON T. E, PAOLELLA G., SEBASTIO
G., BARALLE F. E., Transformed human cells produce a new tibronectin isoform by
preferential alternative splicing of a previously unobserved exon, EM BO J., 6: 2337-2342,
1987.

Adres autora: Wybrzeze Armii Czerwonej 15, 44-100 Gliwice.

Otrzymano: 11 stycznia 1988.
Przyjeto: 14 marca 1988.

2 - PBK 4/88



* SPRZET MEDYCZNY | LABORATORYINY

* MATERIALY DIAGNOSTYCZNE | ODCZYNNIKI LABORATORYJNE
* PRZECIWCIALA MONOKLONALNE 1 POLIKLONALNE

* KSIAZKI

Uprzejmie informujemy, ze ALAB Spotka z o.0. (02-055 Warszawa, ul. Filtrowa 67D m.
105/106, tel. 25-56-87), zajmujaca sie promocjg oraz wytwarzaniem sprzetu medycznego, laborato-
ryjnego oraz materiatbw do diagnostyki, oferuje mozliwos¢ zakupienia za ztotéwki powyzszych
materiatow z Il obszaru platniczego.

Stuzymy réwniez rada w rozwigzywaniu Panstwa probleméw zwigzanych z zakupem
materiatow diagnostycznych, a w szczegélnosci przeciwciat monoklonalnych (na zyczenie klienta
istnieje mozliwo$¢ przeszkolenia w zakresie uzywania tych przeciwciat).

ZAPEWNIAMY KROTKIE TERMINY DOSTAW!!!



POSTEPY BIOLOGII KOMORKI Tom 15, Nr 4, 1988 (431 450)

WODOR - METABOLIZM | PERSPEKTYWY
FOTOBIOLOGICZNEGO WYTWARZANIA*

HYDROGEN - METABOLISM AND PERSPECTIVES
OF PHOTOBIOLOGICAL PRODUCTION

Wactaw HENDRICH

Instytut Biochemii Uniwersytetu Wroctawskiego

Streszczenie: Omoéwiono wiasciwosci i mechanizm dziatania trzech enzymoéw, uczestniczacych we
wspobtzaleznych procesach wigzania azotu i metabolizmu wodoru: nitrogenazy, hydrogenazy
pochtaniajacej i hydrogenazy odwracalnej. Przedyskutowano mozliwosci wykorzystania immobi-
lizowanych chloroplastéw i hydrogenazy lub nieorganicznego katalizatora, platyny, do fotobiolo-
gicznego wytwarzania wodoru.

Summary: The properties as well as action mechanism of three enzymes: nitrogenase, uptake
hydrogenase and reversible hydrogenase have been presented. These enzymes participate in
correlated processes of nitrogen fixation and hydrogen metabolism. The perspectives of utilization
of immobilized chloroplasts and hydrogenase or inorganic catalyst, platinum, for photobiological
production of hydrogen have been discussed.

Wykaz stosowanych skrétow

ADP — adenozynodifosforan
ATP — adenozynotrifosforan
FAD, FADH2 — dinukleotyd flawinowoadeninowy (forma utleniona i zredukowana)

NAD +, NADH — dinukleotyd nikotynamidoadeninowy (forma utleniona i zredukowana)
NADP +, NADPH — fosforan dinukleotydu nikotynamidoadeninowego (forma utleniona
i zredukowana)

Qb — plastochinon, wtérny akceptor fotosystemu II.

* Praca wykonana w ramach realizacji Problemu CPB-P 02.11.
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WSTEP

Metabolizm wodoru i wigzanie azotu przez bakterie i glony sg procesami
wspotzaleznymi. Juz w latach 30 stwierdzono, ze wod6r hamuje selektywnie
wigzanie azotu w brodawkach koniczyny [76, 77]. Aktywnos$¢ hydrogenazowg
wykryto w zdolnych do wiazania azotu bakteroidach z brodawek Pisum
sativum [59] oraz w Azotobacter vinelandii', w tym ostatnim przypadku
aktywno$¢ hydrogenazowa ro$nie szczegllnie wyraznie, gdy wzrost bakterii
jest uzalezniony od N2 [46]. Bezpo$rednim dowodem na wsp6izaleznosé
wigzania azotu i metabolizmu wodoru byto stwierdzenie, ze bezkomdrkowe
preparaty nitrogenazy z Azotabacter katalizuja reakcje wigzania N2 z réwno-
czesnym wydzielaniem wodoru kosztem ATP i odpowiedniego reduktora [18,
19].

Proces wigzania azotu uznaje sie za drugi, po fotosyntezie, najwazniejszy
proces biologiczny. O znaczeniu tego procesu w biologii i w gospodarce
cztowieka mogg Swiadczy¢ nastepujace liczby: ocenia sie, ze bakterie i glony
wigzg rocznie 170—270-106 t azotu [70]. Réwnoczes$nie roczng produkcje
nawozow azotowych oceniato sie w 1974 r. na 30-106 t, przy czym
wyprodukowanie 1 kg nawozu azotowego wymagato energii 15 kg oleju
opatowego [20]. Warto réwniez zaznaczy¢, ze biologicznemu wigzaniu azotu
towarzyszyto (szacunkowo w 1980 r.) wydzielenie 2,1-4,4106 t wodoru [24].

Z tego krétkiego przegladu danych wynika, ze przy omawianiu mecha-
nizméw biologicznego wytwarzania wodoru nieodzowne jest rozpatrzenie
niektérych aspektdow mechanizmu wigzania azotu. Celem niniejszej pracy jest
przedstawienie zalezno$ci miedzy tymi procesami oraz perspektyw wykorzysta-
nia fragmentéw struktur naturalnych do fotochemicznej produkcji wodoru w
uktadach sztucznych. Intencjg autora byto réwniez uzupeinienie danych,
zawartych w pracy [39].

ENZYMY KATALIZUJACE WIAZANIE AZOTU | METABOLIZM WODORU

Procesy wigzania azotu i metabolizmu wodoru sg katalizowane gtéwnie
trzema enzymami: nitrogenazg, hydrogenazg pochtaniajgcg (uptake hydroge-
nase) i hydrogenazg odwracalng. Na uwage zastuguje fakt, ze wedtug autoréw
pracy [48] rozrdznienie hydrogenaz pochtaniajgcej i odwracalnej ma sens tylko
w warunkach in vivo. Po wyizolowaniu, w warunkach in vitro wszystkie
hydrogenazy sa odwracalne; w obecnosci odpowiednich mediatorow moga
pochtania¢ lub wydziela¢ H2.

Nitrogenazy nie stwierdzono w zadnych eukariotach, natomiast wystepuje
w niektérych gatunkach ro6znych rodzajow prokariotéw, m. in. w bakteriach
(zaréwno tlenowcach, fakultatywnych i bezwzglednych beztlenowcach), bakte-
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riach fotosyntetyzujacych, bakteriach zyjacych w symbiozie z ro$linami
i zwierzetami oraz w sinicach [14]. Na podkre$lenie zastuguje fakt, Zze
nitrogenazy izolowane z roznych zrédet majg podobne wiasciwosci fizyko-
chemiczne i katalityczne [78].

Nitrogenazy sa zbudowane z dwoch czesci: sktadnika | (dinitrogenaza,
molibdenoferredoksyna) oraz sktadnika Il (reduktaza dinitrogenazy). Skfadnik
| jest biatkiem o masie czgsteczkowej 180-270 kDa, zbudowanym z czterech
podjednostek (tx2B2)} Zawiera 18-36 gatoméw Fe, 1-2 gatomy Mo oraz labilng
siarke (nieco mniej niz Fe). Metoda spektroskopii absorpcyjnej promieni X
stwierdzono wystepowanie ligandéw typu Mo—S i Mo —Fe. Ugrupowanie
dwoéch atoméw Mo i 12-16 atomdw Fe tworzy prawdopodobnie centrum
aktywne enzymu. Pozostate atomy Fe i S tworzg ugrupowania typu 4Fe —4S,
nie zwigzane resztami cysteinowymi z nos$nikiem biatkowym [25]. Reduktaza
dinitrogenazy jest biatkiem o masie czgsteczkowej 55-65 kDa, zbudowanym
z dwoch identycznych podjednostek. W centrum aktywnym zawiera 4 atomy
Fe w formie jednego ugrupowania typu 4Fe —4S. Obydwa biatka sg kwasne.
W ich skfadzie aminokwasowym wystepuje duzo kwasu glutaminowego
i asparaginowego.

Mechanizm dziatania dwodch skitadnik6w nitrogenazy jest nastepujacy:
sktadnik Il przyjmuje elektrony od odpowiedniego donora (stwierdzono, ze
w heterocystach Anabaena variabilis gtdwnym Zzrodtem elektronéw dla nitro-
genazy jest oksydatywny cykl pentozo-fosforanowy: uwalniane w cyklu elek-
trony sg przenoszone do skiadnika Il nitrogenazy za posrednictwem
NADPIH, oksydoreduktazy NADPH: ferredoksyna i ferredoksyny, ktdra jest
bezposrednim donorem [15]; w warunkach niefizjologicznych donorem elek-
tronow dla nitrogenazy moze by¢ hydrosiarczyn), nastepnie wigze MgATP, co
powoduje zmiane konformacyjng biatka i obnizenie potencjatu redoks od
—280 do ok. —400 mV. W tym stanie skitadnik Il tworzy kompleks ze
sktadnikiem I. Przeniesieniu elektronu od sktadnika Il do | towarzyszy
hydroliza 2 MgATP do 2 MgADP. Zredukowany sktadnik 1 jest zdolny do
redukowania wielu substratow [14]. Biologicznie najwazniejszym substratem
jest azot czasteczkowy. Produktem redukcji jest NH3. Reakcja jest energe-
tycznie bardzo kosztowna, gdyz przeniesieniu 6 elektronow,

N2+ 6H+ + 6e~ -*2NH3,

towarzyszy hydroliza 12 czasteczek ATP.

Innymi substratami dla nitrogenazy sg: N3, N20, HCN, C2H 2 (redukcje
acetylenu w obecnos$ci ATP i hydrosiarczynu wykorzystano jako standardowg
metode oznaczania aktywnos$ci nitrogenazy) oraz H+. Redukcja H+ do H2
towarzyszy zawsze wigzaniu azotu przez nitrogenaze: w optymalnych warun-
kach stezenia ATP i przy wysokich ci$nieniach parcjalnych N2 ok. 25%
strumienia elektrondw, przeptywajagcego przez nitrogenaze, zuzywa sie na
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redukcje H+ [37]. W atmosferze pozbawionej N2 i srodowisku nie zawiera-
jacym akceptorow elektronéw jedyng reakcjg katalizowang przez nitrogenaze
jest redukcja H+. Procesowi temu, odkrytemu przez Gesta i Kamena [34],
przypisuje sie nastepujgcy mechanizm:

E+2e~--"?>Ex:2H.
2H

W S$rodowisku nie zawierajgcym azotu aktywny kompleks enzymu E x :2H
rozpada sie, wydzielajgc wodoér,

Ex:2H -»E + H2,
natomiast w obecnos$ci azotu przebiega reakcja
Ex:2H + N2-+Ex:N2+ H2,

dzieki ktorej wigzaniu azotu towarzyszy wydzielanie wodoru.

Nitrogenaza jest enzymem bardzo wrazliwym na dziatanie tlenu. Szczegol-
nie wrazliwy jest skiadnik II, ktéry nawet w obecnosci niskich cisnien
parcjalnych tlenu ulega szybkiej i nieodwracalnej dezaktywaciji.

Druga grupag enzyméw, odgrywajacych istotng role w metabolizmie wo-
doru, sg hydrogenazy. Jak wspomniano juz, podziat hydrogenaz na pochtania-
jace i odwracalne ma sens tylko w warunkach in vivo. Z przytoczonych nizej
danych wynika, ze kryterium podzialu nie moga by¢: lokalizacja, masa
czasteczkowa oraz sktad centrum aktywnego. Jedynym umownym Kryterium
podziatu moze by¢ szybko$¢ wydzielania wodoru w obecnosci odpowiedniego
donora (zredukowanego metylowiologenu).

Hydrogenazy pochtaniajgce, katalizujgce w warunkach in vivo reakcje
utleniania H2, wystepujag gtownie w bakteriach azotowych (np. w roznych
szczepach Azotobacter [74] i Rhizobium [4], bakteriach purpurowych (np. w
Rhodopseudomonas [23], niektérych bakteriach chemotroficznych, utleniaja-
cych H2[67, 68] oraz w sinicach [40]. Natomiast hydrogenazy odwracalne sg
bardziej specyficzne dla organizmow anaerobowych. Wystepujg czesto razem
z hydrogenazami pochtaniajgcymi w bakteriach fotosyntezujgcych i fermenta-
cyjnych oraz w wielu sinicach, zaréwno tworzacych heterocysty (niektére
szczepy Anabaena, Nostoc i Mastigocladus [45, 73]), jak i tworzacych tylko
komérki wegetatywne (niektére szczepy Spirulina [51] i Oscillatoria [8, 43].

Hydrogenazy pochtaniajgce sg integralnymi biatkami btonowymi. W sini-
cach sa zlokalizowane zawsze w heterocystach (sposréd organizméw nie
tworzacych heterocyst aktywnos$¢ hydrogenazy pochtaniajgcej stwierdzono
tylko w Anacystis nidulans [56, 57]). Z heterocystowej frakcji sinic mozna jg
uwolni¢ dziataniem detergentdw lub ultradZzwiekami.

W odr6znieniu od hydrogenaz pochtaniajgcych, odwracalne hydrogenazy
moga by¢ zlokalizowane w réznych przestrzeniach komorki, zaréwno
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w cytoplazmie, w przestrzeni peryplazmatycznej, jak i, jako biatko integralne,
w btonie wewnatrzkomdrkowej. W jednym organizmie moze wystepowac kilka
hydrogenaz. Tak np. w Desulfovibrio baculatus wykryto 3 hydrogenazy: jedna
jest integralnym biatkiem bltonowym, dwie pozostate sg rozpuszczalne
i wystepujg w przestrzeni peryplazmastycznej i w cytoplazmie [72]. Dwie
hydrogenazy (jedng bardziej hydrofobowag i prawdopodobnie wbudowang

w bione, i druga, rozpuszczalna, zlokalizowana w cytozolu) wykryto
w Methanobacterium formicicum [7].
Izolowane i oczyszczone enzymy majag masy czasteczkowe zawarte

w szerokim przedziale 900-50 kDa (tab. 1). Niskoczasteczkowe hydrogenazy
0 M < 60 kDa majg strukture monomeryczng, niezaleznie od tego, czy in vivo
miaty wiasciwosci hydrogenazy pochtaniajgcej, czy odwracalnej. Na przykiad
hydrogenaza pochtaniajgca izolowana z heterocyst Anabaena ma mase cz3as-
teczkowg 56 kDa [40], z bakteroidow Rhizobium japonicum — 63 kDa [4],
a hydrogenaza odwracalna z Spirulina maxima — 56 kDa [51], Wszystkie te
hydrogenazy sg monomerami, natomiast hydrogenazy o wiekszych masach
czasteczkowych majg strukture podjednostkowg, przy czym podjednostki majg
masy czasteczkowe w granicach 20-70 kDa (tab. 1)

W centrum aktywnym hydrogenaz zawsze wystepujg ugrupowania typu
2Fe —2S, 3Fe—xS lub 4Fe—4S, zawierajgce niehemowe zelazo i labilng
siarke. Liczba atomow Fe waha sie w granicach 4-12. Procz tego w centrum
aktywnym hydrogenaz wystepuje czesto Ni, a czasem Se w stosunku molowym
Ni:Se = 1:1 oraz pochodne flawiny. Skiad centrum aktywnego hydrogenaz,
wyizolowanych z réznych bakterii, podano w tab. 1

Wyniki badan widm EPR, jako funkcji potencjatu redoks medium, pro-
wadza do wniosku, ze zaréwno ugrupowania typu Fe —S, jak i Ni uczestnicza
bezposrednio w aktywowaniu czagsteczki H2, przy czym Ni prawdopodobnie
zmienia swojg wartosciowos¢ [2, 12, 47, 71].

W odréznieniu od hydrogenaz zawierajgcych w centrum aktywnym tylko
ugrupowanie typu Fe—S, hydrogenazy zawierajagce Ni sg po wyizolowaniu
nieaktywne.

Odwracalng inaktywacje przypisuje sie dziataniu tlenu, ktéry powoduje
przejscie centrum w stan utlenowany lub zmienia konformacje czesci biatkowej.
Proces aktywowania jest dwufazowy: w pierwszym, wolnym stadium, zacho-
dzacym pod wplywem H2 (w ciggu kilku godzin), CO, ukiadu oksydaza
glukozy + glukoza, lub tetrahemowego cytochromu c3 centrum uwalnia sie
od 0 2 lub przyjmuje prawidtowag konformacje. Ta ,,gotowa” forma enzymu
przechodzi pod dziataniem czynnikéw redukujacych (H2, hydrosiarczyn)
w drugim, szybkim stadium w forme aktywna [12].

Opisane tu trzy formy hydrogenazy (nieaktywna, gotowa i aktywna) réznig
sie sygnatami EPR [12].

Rozpatrywano dwa rdzne mechanizmy dziatania hydrogenazy: homo-
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lityczny i heterolityczny. W pierwszym z nich aktywowanie H2 nastepuje na
dwoch rownocennych centrach wedtug schematu:

2M"+ + H2-*2M" +1H,

natomiast w drugim pod wptywem enzymu H2 rozpada sie na proton ijon
wodorkowy, przytaczajace sie do dwoch nierdwnocennych centrow, z ktérych
jedno jest miejscem akceptorowym H+, a drugie — jonu H*“:

B: B:H +
E + H2-+ e\
H
(E oznacza enzym, B — miejsce akceptorowe protonu).

Termodynamicznie korzystniejszy jest rozpad heterolityczny (AG° = 155
kJ mol-1) od homolitycznego (dG° = 418 kJm ol-1) [72], totez przyjmuje
sie, ze aktywowanie H2 przez hydrogenazy zachodzi wedtug mechanizmu
heterolitycznego. Wedtug tego mechanizmu teoretycznie tylko jeden z wigza-
nych wodoréw moze swobodnie wymienia¢ si¢ z protonami medium.
W rzeczywisto$ci wymianie ulegajg obydwa jony, a szybko$¢ wymiany zalezy
od pKamiejsca wigzania protonu oraz od ligandéw miejsca wigzaniajonu H~.

Pomiary szybko$ci wymiany zwigzanych jonéw wodoru wykorzystano do
charakteryzowania hydrogenaz. Badania kinetyki reakcji wymiany izotopow,
odkrytej w 1978 r. [44], a szczegOlnie jej poczatkowych stadiow, mozna byto
prowadzi¢ dopiero po rozwinieciu odpowiedniej techniki spektroskopii ma-
sowej [10]. Gdy w fazie gazowej znajduje sie izotop D2, jego pochtanianiu
przez roztwér hydrogenazy towarzyszy wydzielanie HD i H2 wedtug nastepu-
jacych reakcji

B:H+ B:D +
E A + D2 + HD,
H - n H-
E " + HD
B:H+ B:D +
en + hd-+er + ha2
H~ H~

Stosunek szybkosci reakcji wydzielania H2:HD (czesto wyrazany réwniez
w postaci H2:(H2 + HD)) oraz zalezno$¢ tego stosunku szybkos$ci od pH jest
charakterystyczny dla hydrogenaz izolowanych z r6znych organizmoéw.

Druga charakterystyczng witasSciwoscig réznych hydrogenaz jest szybko$¢
wydzielania i pochtaniania wodoru (wyrazona w pmolach H2-mg biat-
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ka-1 mmin-1) oraz zalezno$¢ tych aktywnosci od pH. Analiza wynikéw takich
pomiarow przedstawionych w tab. 2 prowadzi do nastepujagcych wnioskow:

1 Dla niektérych enzyméw (np. hydrogenazy pochtaniajgcej, izolowanej
z bakteroidow brodawek soi [6], z Azotobacter vinelandii, hydrogenazy
peryplazmatycznej z DesulJ'ovibrio vulgaris oraz hydrogenazy cytoplazmatycz-
nej z Desulfovibrio baculatus [32]) szybko$¢ wydzielania H2 (z udziatem do-
nora — zredukowanego metylowiologenu) i szybko$¢ wymiany H+—D
osiggaja maksymalng wartos¢ w tym samym pH. Nalezy przypuszczaé, ze
najwolniejszym stadium reakcji katalizowanej przez te enzymy jest tworzenie
wigzania H —H lub uwalnianie produktu. Natomiast dla hydrogenazy pery-
plazmatycznej z Desulfovibrio gigas stwierdzono wspo6lne optimum pH dla
wymiany H+—D i pochtaniania H2, najwolniejszym stadium procesu jest wiec
prawdopodobnie aktywowanie H?2.

2. Stosunek szybkosci wydzielania H2do HD w reakcji wymiany D2—H +
w optymalnych warunkach pH przyjmuje dla niektérych hydrogenaz wartosci
wieksze od 1, dla pozostatych za$ mniejsze od 1 Do pierwszej grupy nalezg
m.in. hydrogenazy izolowane z Desulfovibrio salexigenes i D. baculatus, a do
drugiej — hydrogenazy z D. gigas i D. multispirans [71]. Na uwage zastuguje
fakt, ze hydrogenazy pierwszej grupy zawieraja w centrum aktywnym Ni i Se
w stosunku molowym 1:1, podczas gdy enzymy drugiej grupy nie zawierajg Se
(tab. 1). Wedtug autordw pracy [71] roznice stosunku szybkosci wydzielania
H2:HD mozna przypisa¢ mechanizmowi heterolitycznemu (stosunek szyb-
kosci wiekszy od 1) i homolitycznemu (stosunek szybko$ci mniejszy od 1), lub,
co bardziej prawdopodobne, specyficznemu wptywowi ligandéw (Ni—Fe lub
Ni—Se) na zréznicowanie wiasciwosci dwoch centréw aktywnych enzymu.

W warunkach in vivo donorem elektronéw dla hydrogenaz pochtaniaja-
cych jest H2, a akceptorami — zwigzki o potencjatach redoks wiekszych od
0 V (plastochinon, cytochrom b55(l, deazaflawina — koenzym F420). Natomiast
hydrogenazy odwracalne sg zdolne do przenoszenia elektrondw miedzy zwigz-
kami o nizszych potencjatach redoks (zredukowana ferredoksyna, NADH,
FADH?2, cytochrom ¢549) a wodorem [40].

Wyizolowane, oczyszczone enzymy r0znig sie szybkosciami wydzielania i
pochtaniania wodoru. Hydrogenaza pochtaniajgca z Rhizobium japonicum jest
zdolna do redukowania biekitu metylenowego, zelazicyjanku, 2,6-dwuchloro-
fenolindofenolu, cytochromu c¢ i benzochinonu, ale tylko z bardzo matg
szybkosciag metylowiologenu, ferredoksyny, NAD +, NADP+ i FAD [40].
Rowniez reakcja odwrotnego przeniesienia elektronu, od zredukowanego
metylowiologenu do H +, przebiega z bardzo matla szybkoscia, dlatego reakcje
te stosuje sie do rozréznienia hydrogenaz pochtaniajgcych i odwracalnych. Dla
tych ostatnich wydajnym donorem elektronéw, précz metylowiologenu, jest
rowniez benzylowiologen [40]. O pewnej specyficznosci dziatania hydrogenaz
odwracalnych moga $wiadczyé nastepujgce fakty: hydrogenazy typu FeNiSe sg
aktywniejsze w wydzielaniu wodoru, natomiast hydrogenazy typu Fe i FeNi sg
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znacznie aktywniejsze w procesie pochtaniania wodoru (tab. 2). Zaobserwo-
wano réwniez pewng specyficznosé substratowg: przyktadem mogag by¢ dwie
hydrogenazy z Methanobacterium formicicum, z ktdrych jedna, prawdopodob-
nie btonowa, jest zdolna do redukowania koenzymu F420 i metylowiologenu,
a druga, rozpuszczalna, redukuje tylko metylowiologen [7],

Hydrogenazy r6znig sie wrazliwoscig na dziatanie inhibitoréw i podwyz-
szonej temperatury. W warunkach in vivo hydrogenazy pochtaniajgce sg
hamowane czeSciowo przez NOJ, a silnie przez NH4 . Tlen pod niskimi
ci$nieniami parcjalnymi powoduje odwracalng inhibicje enzymu [5, 45];
wyzsze stezenia tlenu powodujg nieodwracalng dezaktywacje. Tak np. w
Anacystis nidulans zalezne od Swiatta pochtanianie wodoru jest hamowane
odwracalnie przez 1% 02, a 30 min inkubacja w atmosferze powietrza
dezaktywuje hydrogenaze w A. nidulans nieodwracalnie [56].

Charakterystyczne roznice wykazujg hydrogenazy izolowane z rdznych
szczepow Desulfovibrio: wszystkie trzy typy hydrogenaz zawierajgce w centrum
aktywnym précz siarki albo tylko Fe, albo Fe i Ni, lub wreszcie Fe, Ni i Se sg
bardzo wrazliwe na dziatanie NO; hydrogenazy typu Fe i FeNiSe sg rowniez
bardzo wrazliwe na dziatanie CO i N 02, natomiast hydrogenazy typu FeNi sg
stabo hamowane przez CO i niewrazliwe na dziatanie NOJ [11].

Hydrogenazy odwracalne sg odporniejsze na dziatanie powietrza od
hydrogenaz pochtaniajacych. Szczegd6lnie duza odpornos$cig cechujg sie enzy-
my, izolowane z Oscillatoria i Anabaena\ mozna je przechowywaé w atmosferze
powietrza, w stanie zamrozonym przez kilka miesiecy bez znacznej straty
aktywnosci [40]. Hydrogenazg z Methanosarcina barkeri zachowuje aktywno$¢
po 8 dniach przechowywania w atmosferze powietrza, w temperaturze 4°C.
Podobng odporno$¢ wykazujg hydrogenazy izolowane z niektérych szczepdw
Desulfovibrio [31], natomiast enzymy izolowane z Mastigocladus i Spirulina
traca w tych warunkach ok. 75% aktywnosci.

Zaobserwowano rowniez znaczne roznice odpornosci hydrogenaz na dzia-
tanie podwyzszonej temperatury. Hydrogenazy pochtaniajagce sg termolabilne
(po 12 min inkubacji w tmperaturze 70°C tracg 50% aktywnosci). Wsréd
hydrogenaz odwracalnych szczegdlna termostabilno$cig odznacza sie hydro-
genaza z Desulfovibrio gigas; po 2 godz., inkubacji w 65°C zachowuje 97%
aktywnosci, a w temperaturze 80°C — 47% aktywnosci [31],

FUNKCJA HYDROGENAZ IN VIVO

O biologicznej roli metabolizmu H2 i funkcji hydrogenaz mozna wniosko-
waé na podstawie wihasciwosci enzyméw uczestniczacych w metabolizmie
wodoru oraz na podstawie szlakéw metabolicznych, w ktérych hydrogenazy
moga by¢ donorami lub akceptorami elektronéw.

Szlaki metabolizmu wodoru sg dobrze zbadane w heterocystach (ryc.).
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W poréwnaniu z normalnymi, wegetatywnymi komo6rkami glonéw, hetero-
cysty wykazujg nastepujace szczegélne cechy:

maja grubsze S$ciany, tworzace czeSciowa bariere dyfuzyjng dla tlenu;
0 przenikaniu tlenu do wnetrza heterocyst moze $wiadczyé bardzo wydajny
uktad oddechowy [41], zakoriczony oksydazg cytochromowg a/a3, przekazu-
jaca elektrony na tlen [53];

nie zawierajg zespotu fotosystemu Il [1] lub zespdt ten jest mato aktywny;

majg czynny zesp6t fotosystemu |, zawierajgcy po stronie donorowej pule
plastochinonu, plastocyjanine, kompleks cytochromu b6/f oraz cytochrom c553
[1, 38, 42, 43, 69], a po stronie akceptorowej przenosniki elektronéw facznie z
rozpuszczalng ferredoksyng i reduktazg ferredoksyna: NADP+ [21].

Rye. 1 Szlaki metaboliczne w komdérkach wegetatywnych i heterocystach, zwigzane z metaboliz-

mem wodoru; Fd — ferredoksyna, FeS — pierwotny akceptor PSI z centrum aktywnym Fe-S,

PSI —fotosystem, I, PSU — fotosystem IlI, PQ — plastochinon, Q —akceptor PSII (opracowane
na podstawie [40])

W niektorych sinicach stwierdzono wystepowanie trzech réznych ferre-
doksyn: dwie z nich (Fdl i Fdll) sa zlokalizowane w heterocystach, trzecia —
w komérkach wegetatywnych. Badania ferredoksyn z Anabaena variabilis
dowiodty, ze Fdl rdézni sie od dwdch pozostatych wiasciwosciami fizykoche-
micznymi (sktad aminokwasowy, masa czgsteczkowa, punkt izoelektryczny,
potencjat redoks) [16]. Stwierdzono réwniez, ze tylko Fdl moze petnié funkcje
nosnika elektronéw do nitrogenazy [17];
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nie sa zdolne do wigzania C 02i nie zawierajg enzyméw cyklu Calvina [22,
791;

zawierajg aktywng nitrogenaze, hydrogenaze pochtaniajgcg oraz hydroge-
naze odwracalnag.

Hydrogenaza pochtaniajgca moze w tych warunkach uczestniczyé co
najmniej w dwdch procesach:

1 Jest zdolna do przekazywania elektronow od H2do nitrogenazy. Proces
ten przebiega tylko na S$wietle, z udziatem fotosystemu | i ferredoksyny jako
donora elektronéw dla nitrogenazy [13, 41]. Elektrony uwalniane z H2 przez
hydrogenaze sg wigczane do tancucha transportu elektrondw w sgsiedztwie
puli plastochinonu, dlatego przeniesieniu elektron6w towarzyszy synteza ATP,
wykorzystujgca gradient protonow tworzony przez co najmniej dwa miejsca
sprzezenia: jedno jest zwigzane z redukcja i powrotnym utlenieniem plastochi-
nonu, gdzie dzieki petli Q stosunek przeniesionych protonow do elektronow
jest rowny 2:1 [43]; drugie miejsce sprzezenia jest zwigzane z utlenieniem
cytochromu ¢553 przez oksydaze cytochromowg ze stosunkiem przeniesionych
protonéw do elektronow H+:e_ = 1:1 [58, 59]. Mozliwe, ze trzecie miejsce
sprzezenia jest zwigzane z utlenieniem NAD/P/H przez odpowiednig dehydro-
genaze [40].

2. Jest zdolna do katalizowania reakcji tleno-wodorowe;j:

024 2H2->H20 + ~ P.

Reakcja ta przebiega nie tylko w sinicach, ale jest waznym elementem
metabolizmu wodoru w bakteriach. Tlen nie reaguje bezposrednio z hydroge-
naza, w przeniesieniu elektron6w uczestniczy kilka posrednikéw, dzieki czemu
cze$¢ energii uwalnianej przy utlenianiu H2 jest magazynowana w formie
wigzah ATP. Pierwotnym akceptorem elektronu od zredukowanej hydroge-
nazy pochtaniajgcej w bakteroidach Rhizobium japonicum jest prawdopodobnie
cytochrom b559 [28]. W transporcie elektronowym uczestnicza tez skiadniki
tanicucha oddechowego; ubichinon, cytochromy b i ¢ oraz oksydaza cyto-
chromowa [29].

Funkcja hydrogenazy pochtaniajgcej przynosi bakteroidom i sinicom
nastepujace korzysci w warunkach in vivo:

a. obniza wewnatrzkomérkowy poziom 0 2, chronigc nitrogenaze przed
dezaktywacjg;

b. wigze uwalniany przez nitrogenaze wodér, zapobiegajagc konkurencyj-
nemu hamowaniu wigzania N2 przez H2

c. umozliwia wykorzystanie energii uwalnianej przy utlenianiu H2 do
syntezy ATP, niezbednego do wigzania N2 przez nitrogenaze.

W Swietle nowych badan [3] korzysSci te ograniczajg sie jednak gtdwnie do
wykorzystania energii uwalnianej przy utlenianiu H2 do syntezy ATP. Po-
réwnawcze doswiadczenia, przeprowadzone na szczepach Anabaena variabilis
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dowiodty, ze obecnos$¢ lub brak hydrogenazy pochtaniajgcej nie majg wptywu
na aktywnos$é nitrogenazy, ktéra musi by¢ chroniona innymi mechanizmami
przed dezaktywujacym dziataniem 0 2 i hamujacym dziataniem H2. Natomiast
fizjologiczna rola hydrogenazy odwracalnej jest obecnie tylko przedmiotem
domystow.

Sktonno$¢ hydrogenaz odwracalnych do wytwarzania lub pochtaniania H2
w warunkach fizjologicznych mozna ocenia¢ na podstawie szybkosci odpo-
wiednich reakcji i ich zaleznosci od pH oraz na podstawie wartosci Km.
Hydrogenaze odwracalng z Clostridium pasteurianum cechuje wysoka wartosé
K mdla wodoru (réwna 380 pM [30]). Mozna przypuszczaé, ze w warunkach in
vivo hydrogenaza ta katalizuje reakcje redukcji H+ kosztem reduktorow,
uwalniajgc w ten sposob organizm od nadmiaru redukujgcych produktéw
fermentacji. Dla wielu hydrogenaz odwracalnych warto$¢ Km jest jednak
znacznie nizsza (od 2,3 pM [40] do 7 pM [50]), co pozwala sadzi¢, ze
katalizujg one reakcje utleniania H2. Proces jest korzystny dla organizmow,
np. sinic, rozwijajgcych sie w warunkach anaerobowych, zwykle przy ograni-
czonym dostepie Swiatta. Energia promieniowania jest wtedy wykorzystywana
gtéwnie do syntezy ATP, sprzezonej z cyklicznym transportem elektronéw
wokot fotosystemu |, a czynnikoéw redukujacych, potrzebnych do procesow
metabolicznych, dostarcza reakcja utleniania H2, katalizowana hydrogenazg
odwracalna.

Podobng funkcje pochtaniania wodoru nalezatoby przypisa¢ wigkszosci
hydrogenaz odwracalnych na podstawie danych Kkinetycznych, zawartych
w tab. 2: w warunkach pH fizjologicznego pochtanianie H2 przebiega znacznie
szybciej niz jego wydzielanie. Ostateczny efekt aktywnos$ci hydrogenazy
odwracalnej zalezy jednak od organizmu i warunkéw jego rozwoju.
W bakteriach aerobowych (np. Azotobacter, Azospirillum) wodd6r egzogenny
lub wydzielany dzieki aktywnoS$ci nitrogenazy jest utleniany przez hydroge-
naze, stuzac jako donor elektronéw (i Zrédto ATP) do wigzania azotu.
Natomiast w bakteriach, takich jak Clostridium lub Klebsiella, rozwijajacych
sie w warunkach $cisle anaerobowych, oraz gdy jedynym akceptorem elektro-
noéw sg protony, hydrogenazy powodujg wydzielanie H2, uwalniajgc komarki
od nadmiaru czynnikéw redukujgcych [49].

Przeprowadzono doktadne badania metabolizmu wodoru w bakteriach
siarkowych Desulfovibrio i witasciwosci hydrogenaz, wystepujagcych w tych
mikroorganizmach [9, 12, 31, 32, 48, 49, 71, 72]. Metabolizm wodoru jest rézny
w roéznych szczepach tych bakterii, zalezy tez od warunkéw rozwoju.
W normalnych warunkach fizjologicznych aktywno$¢ hydrogenaz w szczepach
Desulfovibrio przejawia sie¢ gtdwnie w tendencji do pochtaniania wodoru,
jednak w szczegdlnych warunkach gtodu azotowego lub siarczanowego zaob-
serwowano odwrotny proces uwalniania wodoru [49].

W Desulfovibrio gigas wystepujg dwie odwracalne hydrogenazy, zlokalizo-
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wane w rdéznych czeSciach komérki (tab. 1). Zwigzkiem posredniczacym
w przeniesieniu elektronéw miedzy hydrogenazg peryplazmatyczng a utlenia-
czami jest specjalny cytochrom c3, dzieki ktoremu uwalniana przy utlenianiu H2
energia jest wykorzystywana w fosforylacji oksydatywnej [9], natomiast
hydrogenaza cytoplazmatyczna ma tendencje do redukowania jonow H4 do
wodoru kosztem endogennych reduktoréw. Funkcje utleniacza mogg penié
jony siarczanowe. W ten sposob redukcji siarczanéw do siarczynéw towa-
rzyszy cykliczna redukcja i utlenianie jonéw H+ miedzy zewnetrzng i we-
wnetrzng strona btony plazmatycznej [32].

PERSPEKTYWY WYKORZYSTANIA FRAGMENTOW UKLADOW BIOLOGICZNYCH
DO FOTOCHEMICZNEGO WYTWARZANIA WODORU

Podstawowym warunkiem praktycznego wykorzystania uktadéw biolo-
gicznych do wytwarzania wodoru jest zastosowanie prostego, tatwo dostep-
nego substratu. Sposréd omowionych juz tu donoréw elektron6w wymagania
te spetnia woda. Zdolnos$¢ fotoutleniania wody ma jednak tylko fotosystem 1l
wystepujacy w sinicach i chloroplastach roslin wyzszych. Badania prowadzone
na glonie Sinechococcus wykazaty, ze Zrédiem wydzielanego wodoru przy
stabym os$wietleniu jest zaré6wno woda, jak i endogenne, organiczne donory,
natomiast w warunkach nasycenia Swiattem jedynym Zrédtem wydzielanego
wodoru jest woda [64]. Woda jest réwniez gtéwnym zrédiem wodoru
wydzielanego przez Chlorella fusca [52].

W sinicach fotosystem Il jest zlokalizowany w komdérkach wegetatywnych,
a enzymy uczestniczagce w metabolizmie wodoru — w heterocystach. Meta-
bolizm wodoru w heterocystach jest bardzo ztozony, uczestnicza w nim
wszystkie trzy enzymy, hydrogenaza pochtaniajgca, hydrogenaza odwracalna
i nitrogenaza, ktéra w warunkach in vivo jest gtbwnym enzymem wytwarza-
jacym woddr (ryc. 1). Wyeliminowanie konkurencyjnego dziatania hydroge-
nazy pochtaniajgcej wzgledem dwoch pozostatych enzymow, duza wrazliwosc
nitrogenazy na tlen i stabilizowanie catego uktadu sa trudnos$ciami ograni-
czajagcymi mozliwosci wykorzystania sinic do wytwarzania wodoru. Mimo tych
trudnosci zagadnienie fotobiologicznego wytwarzania wodoru przy uzyciu
sinic w warunkach naturalnych jest tak atrakcyjne, ze trwajg poszukiwania
szczepOw najlepiej nadajacych sie do tego celu. Miedzy innymi obiecujgce
wyniki daty badania wytwarzania wodoru przez glony Oscillatoria sp Miami
BG 7 w warunkach oSwietlenia Swiattem stonecznym [60], oraz wptywu sktadu
wody morskiej (zawarto$¢ soli, kwasowo$¢, zawarto$¢ metali $ladowych) na ten
proces [61].

Inne problemy stwarzajg préby wykorzystania uktadu ztozonego z chloro-
plastow i hydrogenazy lub innego katalizatora. 1zolowane chloroplasty starzejg
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sie. Stwierdzono, ze chloroplasty izolowane z lisci grochu wedlug [54]
i inkubowane w ciemnos$ci w temperaturze 2°C tracg aktywnos$¢ fotosystemu |
(po 30 godz. w pH 7,5—50%), fotosystemu Il (po 20 godz. w pH 7,5—60%, po
30 godz. — 100%), oraz wykazujg istotne zmiany sktadu polipeptydowego (po
30 godz. inkubacji w pH 7,5 znacznie obniza sie zawarto$¢ biatek uktadu
wydzielajgcego tlen o masach 34, 24 i 17 kDa, prawie catkowicie znika frakcja
biatka 32 kDa, wigzacego akceptor QB (J. Kieleczawa, dane niepublikowane)).
Zmiany te sg jeszcze szybsze w alkalicznym pH 9,2. Procesy te mozna
przypisaé dziataniu endogennych proteaz [27, 65] oraz lipaz hydrolizujacych
lipidy i zmieniajagcych otoczenie komplekséw uczestniczacych w transporcie
elektronowym. Procesy starzenia mozna cze$ciowo zahamowaé dziataniem
czynnikéw sieciujacych [55]: dziatajac aldehydem glutarowym w optymalnych
warunkach mozna otrzymac¢ chloroplasty o aktywnos$ci wyjsciowej o 75%
nizszej od kontroli, ale utrzymujacej sie w ciemnosci przez 24 dni, tj. co
najmniej 6 razy dluzej od préby kontrolnej.

Lepsze wyniki uzyskano wbudowujac chloroplasty w film z alkoholu
poliwinylowego. Chloroplasty stabilizowane w filmie z niskospolimeryzowa-
nego alkoholu poliwinylowego zachowujg prawie petng aktywnos$¢ przez diugi
czas (co najmniej 5 tygodni [55]). W filmie z wysokospolimeryzowanego
alkoholu aktywnos$¢ wyjsciowa jest o ok. 75% nizsza od kontroli.

Zagadnieniom immobilizacji uktadow biologicznych (przy zachowaniu
mozliwie dobrej aktywnosci) poSwieca sie obecnie duzo uwagi. R6zne metody
immobilizacji uktadéw chloroplastowych i glonowych podali w pracach
przeglagdowych Rao i Hall [62, 63]. Odpowiednio dobrane metody immobili-
zacji pozwalajg uzyskac interesujgce wyniki dla uktadéw nie zawierajgcych
fotosystemu Il, a wiec wydzielajgcych wodor kosztem innego, poza wodg,
donora elektronéw. Tak np. opracowano reaktor [33], w ktérym immobili-
zowane komorki Rhodospirillum rubrum zachowywaty zdolnos$¢ do fotowytwa-
rzania wodoru kosztem substratu, mleczanu lub glutaranu przez ok. 3000 godz.
Stosunkowo znaczng szybko$¢ wytwarzania wodoru (18 —34 pl H2/mg suchej
masy/godz.) otrzymano dla komdrek immobilizowanych na peretkach z agaru.
Komorki immobilizowane na alginianie wapnia wykazywaly dwukrotnie
nizszg aktywnosé.

W odréznieniu od bakterii nie zawierajacych fotosystemu Il, immobilizo-
wanie alginianem wapnia uktadu chloroplasty — ferredoksyna — hydroge-
naza nie dato zadawalajacych wynikéw [80]. Przyczyna malej stabilnosSci
takiego uktadu sg m.in. wspomniane juz tu procesy inaktywacji hydrogenazy
oraz autoutlenianie ferredoksyny, dlatego podejmowane sg proby zastgpienia
tych dwéch biatek innymi, bardziej stabilnymi zwigzkami. Juz w 1980 r.
stwierdzono, ze hydrogenaze mozna zastapi¢ koloidalng platyng [35]. Przeka-
zywanie elektrondw od ferredoksyny (lub sztucznego przenos$nika elektro-
néw — metylowiologenu) do platyny jest jednak malo wydajne: tylko

3 - PBK 4/88
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10-20% strumienia elektronéw przeptywajacego przez ferredoksyne zuzywa
sie na wydzielanie wodoru, reszta jest kierowana z powrotem do fancucha
transportu elektronéw [66]. Przyczyng tego jest prawdopodobnie elektrosta-
tyczne oddzialywanie miedzy ujemnie natadowanym fragmentem kompleksu
fotosystemu | a dodatnio natadowanym zredukowanym przenos$nikiem elek-
tronéw (metylowiologen w formie zredukowanej ma wypadkowy tadunek
dodatni). Dzieki temu elektrostatycznemu oddziatywaniu zredukowana forma
przeno$nika elektronéw nie dyfunduje w kierunku katalizatora Pt, lecz
gromadzi sie w podwdjnej warstwie, przylegajacej do powierzchni kompleksu
fotosystemu |, zwiekszajagc prawdopodobiefAstwo skierowania elektronéw do
cyklicznego transportu. Celem unikniecia tego niekorzystnego zjawiska
w miejsce ferredoksyny lub metylowiologenu zastosowano przenos$niki elek-
tronéw, ktére w stanie zredukowanym majg wypadkowy tadunek ujemny [26].
Fotostacjonarne stezenie zredukowanej formy przenosnikow tego typu jest
znacznie wyzsze od stezenia zredukowanej formy metylowiologenu, przy ich
udziale otrzymano tez wyzsze wydajnosci wytwarzania wodoru. Sposréd
badanych zwigzkéw najlepsze wyniki uzyskano dla dikarboksyl-1,I'-cobaltici-
nium. W warunkach fotostacjonarnych stosunek formy utlenionej do zredu-
kowanej odpowiada potencjatowi redoks (obliczonemu z réwnania Nernsta)
rbwnemu — 724 mV. Zwigzek ten, zastosowany jako mediator miedzy
chloroplastami a koloidalng platyng umozliwia wydajne fotowytwarzanie
wodoru z optymalng szybkoscig rzedu 60 jimoli H2emg chlorofilu “ 1egodz“l.

Probe catkowitego wyeliminowania przenosnika elektronéw miedzy foto-
systemem | i katalizatorem, platyng, podjgt Greenbaum [36], Autor ten badat
fotowytwarzanie wodoru przez ukiad ztozony tylko z bion tylakoidowych
i platyny, osadzonych na bibule filtracyjnej. Stwierdzit, ze aktywny uktad
powstaje przez osadzenie na powierzchni tylakoidéw platyny z zobojetnionego
roztworu Pt(Cl)6_. Wytrgcenie platyny z roztworu Pt(NH3)4+ prowadzito do
uktadu niezdolnego do wytwarzania wodoru. Przyczyng byto prawdopodobnie
odpychanie elektrostatyczne lub przeszkody steryczne, uniemozliwiajace utwo-
rzenie kontaktu przenoszacego elektrony miedzy donorowg czescig fotosy-
stemu 1i platyng. Natomiast osadzenie platyny z roztworu Pt(Cl)e prowa-
dzito, dziegki specyficznemu powinowactwu chemicznemu lub jonowymianie, do
otrzymania stabilnego i do$¢ wydajnego uktadu, ktory jeszcze po 3 dniach
periodycznego osSwietlenia (Swiatto:ciemno$¢é = 2 godz.: 2 godz) zachowywat
10—20% aktywnos$ci poczatkowej.
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ODWROTNA KRZYZOWA WRAZLIWOSC DWOCH PODLINII
BIALACZKI MYSIEJ L5178Y NA PROMIENIOWANIA X i UVC

INVERSE CROSS-SENSITIVITY OF TWO SUBLINES OF MURINE
LYMPHOMA L5178Y TO X AND UVC RADIATIONS

Irena SZUMIEL

Zaktad Radiobiologii i Ochrony Zdrowia,
Instytut Chemii i Techniki Jadrowej, Warszawa

Streszczenie. Omowiono wyniki badan, stanowigce podstawe do sformutowania hipotezy roboczej,
wyjasniajacej odwrotng krzyzowga wrazliwos$¢ podlinii L5178Y (LY)-R i-S na promieniowania X
i UVC. Naprawa uszkodzen DNA w komérkach LY-S uzalezniona jest od ADP-rybozylacji
zarébwno po ekspozycji na promieniowanie X, jak i UVC. W podlinii LY-R obserwuje sie
uposledzenie naprawy z wycieciem po uszkodzeniu DNA promieniowaniem UVC, natomiast w
podlinii LY-S — spowolnione tgczenie peknie¢ podwdéjnych nici DNA. Defekty naprawy znajduja
odbicie na poziomie komoérkowym i subkomérkowym (chromosomu). Odmienne wrazliwosci
i inne cechy odpowiedzi komérkowej na promieniowania X i UVC mozna wyjasni¢, zaktadajac
réznice w organizacji chromatyny komoérek LY-R i LY-S. Nastepstwem tej r6znicy bytby defekt
funkcji endonukleazy UV w podlinii LY-R oraz niska podstawowa aktywnos¢ ligazy | w podlinii
LY-S. Wynika stagd nadwrazliwos¢ komérek LY-R na promieniowanie UVC oraz uzalezenienie
naprawy DNA w komérkach LY-S od ADP-rybozylacji, wobec koniecznosci aktywowania li-
gazy Il

Summary. Results are reviewed, on which a working hypothesis is based, that explains the inverse
cross-sensitivity of L5178Y (LY) -R and -S cells to X and UVC radiations. DNA repair in LY-S
cells depends on ADP-ribosylation after exposure both to X and UVC radiations. In these cells
reioining of double strand breaks is slower than in LY-R cells, whereas excision repair is impaired
in LY-R cells exposed to UVC radiation. These defects in repair are reflected at the cellular and
subcellular (chromosome) levels. Different sensitivities and other features of the cellular response to
X or UVC radiations can be explained by assuming a difference in chromatin organization of LY
sublines. Its consequence would be an impaired function of UV endonuclease in LY-R cells and a
low basal activity of ligase | in LY-S cells. Hence, extreme sensitivity of LY-R cells to UVC
radiation and dependence of DNA repair in LY-S cells on ADP-ribosylation because of the
necessity to activate ligase II.
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1 WSTEP

Komadrki L5178Y (LY) pochodzg z indukowanego w 1951 r. metylocholan-
trenem u myszy DBA/2 guza grasicy; przez nastepne lata byty one utrzymy-
wane in vivo przez wszczepianie dootrzewnowe, a od 1958 r. takze w hodowli
zawiesinowej w pozywce Fischera [17]. W 1961 r. zauwazono zmiane
promieniowrazliwos$ci komoérek LY po Kilkumiesiecznym wzroScie in vitro [2]
i wyodrebniono podlinie wrazliwszg na promieniowanie X od linii macierzys-
tej. Zostang opisane wiasciwosci odwrotnej krzyzowej wrazliwosci na promie-
niowania X i UVC (nadfioletowe, 254 nm), ktére odnoszg sie do tych witasnie 2
podlinii: macierzystej, LY-R, stabilnej in vivo, wrazliwej na promieniowanie
UVC, opornej na promieniowanie X oraz pochodzgcej od niej LY-S, stabilnej
in vitro, przeszczepialnej z bardzo niskg wydajnos$cig, opornej na promieniowa-
nie UVC, wrazliwej za$ na promieniowanie X. Historie obu podlinii, jej
pokrewienstwa z innymi podliniami L5178Y oraz opis przejscia LY-R ->LY-S
nastepujacego po dtuzszej hodowli komérek LY-R w zawiesinie podano w [5].

W ciggu ponad 20 lat badan podlinii LY-R i LY-S w Instytucie Badan
Jadrowych, a nastepnie w Instytucie Chemii i Techniki Jagdrowej w Warszawie
scharakteryzowano ich witasciwosci, odpowiedZ komdrkowa na promieniowa-
nia X i UVC oraz wrazliwo$¢ na liczne czynniki uszkadzajgce DNA i inne.
Zestawienie tych cech przedstawiono na rye. 1i w tab. 1 Sg one uzupetnione
danymi otrzymanymi w USA, gdzie obie podlinie badano w Narodowym
Biurze Przyrzagddw i Ochrony Radiologicznej (Rockville), oraz uniwersytetach
Texas (Houston) i Case Western (Cleveland).

Na rye. 1 przedstawiono m.in. r6znice dtugosci trwania faz cyklu

Rye. 1 Poréwnanie cyklu komérkowego in vitro i rozktadu liczby chromosoméw w komorkach
LY-R i LY-S (wg [5] i [36])
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TABELA 1

Wrazliwo$¢ komoérek LY na czynniki uszkadzajace

Czynnik uszkadzajacy,

Miara wrazliwosci,

453

warunki traktowania jednostka LY-R LY-S RIS Odsytacz
UVA, zbuforowana sol D37(1> [kJ/m 2] 260 660 0,39 [20]
fizjologiczna
UVC, pozywka Fischera, D0{2) [I/m2] 3,2 9,0 0,35 [36]
sol fizjologiczna 57 55 0,13 [5]
Ledakrin(d) 3h, 37°C DO [Fg/ml] 21 139 0,15 [38]
cis-PAD<> Ih, 37°C 25 58 0,43 [36]
Hydroksymocznik 10~4M, utamek przezywalnosci 0,53 0,81 0,65 [1]
5h, 37°C
A23187(5) 5 pg/ml, 5h, 37°C  utamek przezywalnos$ci 041 0,84 0,49 [43]
Ogrzewanie 43°C, 30 min WLK<§ po 30h 0,15 0,40 0,37 [6]
Kolchicyna 1 pg/ml, 48h, 37°C WLK po 48h 0,006 0,02 0,3 [12]
Oziebienie w pozywce z 92% WLK po 5 dniach 0,02 0,60 0,03 [24]
D20, 0°C, 290 min
H20 2 2h, 37°C D0 [MM] 9,5 22,6 0,42 ' [10]
KCN 1 mM, 3h, 37°C Odsetek komoérek 5 5 1 [U]
martwych w |h po
traktowaniu
Erytromycyna 100 pg/ml, 48h WLK po 48h 0,5 0,5 1 [12]
37°C
Adriamycyna 2 pg/ml, 48h, 0,018 0,018 1 [12]
37°C
Mizonidazol(7) 15mM, 3h, 37°C utamek przezywalnosci 1 1 1 [30]
Etanol 2% 48h, 37°C WLK po 48h 0,1 0,08 1,25 [12]
Nowobiocyna 70 pM, 37°C ~ WLK po 10 dniach 0,030 0,018 1,67 [26]
Triton X-100, 10 pg/ml, 48h, WLK po 48h 1 0,5 2 [12]
37°C
Trifiuoperazyna 10,4 pM, 37°C WLK po 10 dniach 0,050 0,0028 179 [26]
Neutrony 6,5 MeV, 20°C DOi Gy(@®) 0,42 0,42 1 [49]
X, 37°C 0,9-1,1 05 ok. 2 [43]
Gamma, 20°C 1,18 0,55 2 [47]
Iperyt azotowy Do [Pg/ml] 0,030 0,015 2 [18]
Dimetylomyleran, dawka 4,25 2,06 2,06
jednorazowa 37°C
EMS(@ Ih, 37°C DO [MM] 17,9 14,4 1,24 [16]
MNU"Q Ih, 37°C 0,88 0,23 383

<n DO, érednia dawka letalna (odwrotno$¢ nachylenia liniowej czesci krzywej przezywalnosci)
(@ D31, dawka odpowiadajgca 37% przezywalnosci
<3 ledakrin, I-nitro-9/3-dimetyloaminopropyloamino/-akrydyna
< cis-PAD, cis-dichlorobis/cyklopentyloamino/-platyna (l1)
< A23187, jonofor kationéw dwuwarto$ciowych (gtdwnie Ca2+ i Mg2+)
WLK, wzgledna liczba komdrek
<) mizonidazol, I-/2-nitro-l-imidazolilo/-3-metoksy-2-propanol
(8 Gy, dawka pochtonieta promieniowania jonizujagcego [J/kg]
9 EMS, etylometanosulfonian
(100 MNU, N-metylo-N-nitrozomocznik
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komdrkowego; jest on staty w komoérkach LY-S, natomiast ulega skrdceniu
w komérkach LY-R w miare uptywu czasu od przeniesienia z myszy do
hodowli zawiesinowej. Dlatego tez podano po 2 wartosci w przypadku podlinii
LY-R. Modalna liczba chromosomoéw ro6zni sie o 1, jednakze kariotypy obu
podlinii znacznie odbiegajg od kariotypu myszy DBA/2 [33]; zwilaszcza
w podlinii LY-S obserwuje sie bardzo liczne przemieszczenia miedzychromo-
somowe, brak niektdrych chromosomow oraz 7 chromosomow markerowych.
Kariotyp komédrek LY-R jest blizszy szczepu dzikiego.

Powtarzalnie obserwowanemu w réznych pracowniach przeksztatceniu-
LY-R->LY-S towarzyszy¢ moze zmiana modalnej liczby chromosomoéw [5];
kariotypu metoda barwienia pragzkowego w czasie przeksztatcenia nie badano,
jednak mozna sadzié, ze przemieszczenia materiatu genetycznego sg wynikiem
warunkéw in vitro i stwarzajg takie zmiany w rozmieszczeniu przestrzennym
grup gendéw, ktére pociggaja za sobag zmiane ich aktywnos$ci transkrypcyjnej.
Nastepstwem tego sg m.in. bardzo liczne réznice w odpowiedzi komdrek na
czynniki uszkadzajace, co ilustruje tab. 1. Wsrdd danych zebranych w tej tabeli
zwraca uwage krzyzowa wrazliwo$¢ komoérek LY-R na promieniowanie UVC,
h 20 2 oraz leki przeciwnowotworowe: cis-PAD i ledakrin. Obie podlinie sg
jednakowo wrazliwe na niektére leki nie uszkadzajgce DNA oraz na neutrony
predkie (6,5 MeV). Natomiast podlinia LY-S jest krzyzowo wrazliwa na
promieniowania X i gamma oraz czynniki alkilujgce.

Odwrotnej krzyzowej wrazliwosci komdrkowej na promieniowania X
i UVC, mierzonej przezywalnoscig, towarzyszy nizsza mutageneza w komor-
kach LY-S niz w komérkach LY-R niezaleznie od rodzaju czynnika mutagen-
nego i badanego locus [15, 16] (tab. 2). Cechy te powodujg, ze para podlinii

TABELA 2
Mutageneza w komérkach LY (wg [16])

Czynnik Locus Czesto$¢ mutacj po dawce D37
mutagenny LY-R LY-S
uvce ATP-aza Na+/K + 9,4 8,5
HGPRT 335 3
X HGPRT 18 5
EMS ATR-aza Na+/K + 22 3,6
HGPRT 235 3,8
MNU ATR-aza Na+/K + 42 10,5
HGPRT 375 35

D37 — dawka obnizajgca przezywalnos$¢ traktowanej populacji

komédrkowej do 37%
EMS — etylometanosulfonian

MNU — metylonitrozomocznik

ATP-aza Na+/K + — adenozynotrifosfataza zalezna od jonéw

Na+ i K+

HGPRT — fosforybozylotransferaza hipoksantyna: guanina
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LY-R i LY-S stanowi dogodny materiat do badania zaleznosci miedzy
uszkodzeniami DNA, ich naprawga, mutagenezg i przezywalnoscia.

W niniejszym opracowaniu podsumowano wiadomos$ci o podtozu czastecz-
kowym i komérkowym wrazliwosci na promieniowania X i UVC w obu
podliniach LY oraz podjeto probe wyjasnienia obserwowanych roéznic.

2. ODPOWIEDZ KOMORKOWA NA NAPROMIENIENIE PROMIENIOWANIEM X

Najwazniejsze cechy odpowiedzi komoérek LY-R i LY-S na promieniowanie
X zestawiono w tab. 3. W zestawieniu tym widoczna jest korelacja miedzy
wrazliwosciag komorkowag, efektem dawki podzielonej, czasem trwania op06z-
nienia mitotycznego (zahamowanie przechodzenia z fazy G2 do M w populacji
napromienionych komérek) i szybkosciag naprawy uszkodzen.

Komérki LY-R, oporniejsze od komorek LY-S, lepiej przezywaja napro-
mienienie dawkag podzielong niz jednorazowga, opd6znienie mitotyczne trwa
u nich krocej, podobnie jak naprawa uszkodzen DNA. Réznice w szybkosci
naprawy obserwowano metodg sedymentacji w alkalicznym gradiencie sa-

TABELA 3
Cechy odpowiedzi komérek LY na promieniowanie X

Cecha LY-R LY-S Odsytacz
Wrazliwo$¢ niska wysoka
Srednia dawka letalna 09-11 Gy 05 Gy [43]
Liczba z ekstrapolacji 15 10
Wspotczynnik wzmozenia tlenowego 2,7 2,7 [37]
Dziatanie dawki podzielonej oszczedzajace uczulajace [8]

Dziatanie niskiej mocy dawki
DO przy 0,88 Gy/min

_ 265 51 [7]
DO przy 0,00037 Gy/min
Op6znienie mitotyczne 4 h/Gy 10 h/Gy [36]
Zahamowanie syntezy DNA:
w warunkach utlenowania niewielkie znaczne [37]
w gtebokiej hipoksji nie wystepuje  nie wystepuje
Procent komorek z aberracjami 22 41 [41]
chromatydowymi, 18h po 1 Gy X
Czas potaczenia 50% peknigc:
2 lub 10 Gy (gamma) rozwijanie 5 min 4 min [23]
w pH 121
100 Gy(X) sedymentacja w zasado- 13 min 40 min [27]
wym gradiencie sacharozowym
30 Gy(X) wymywanie w pH 9,6 16 min 60 min [51]

Uczulenie przez kofeing nie tak [46]
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charozowym po duzej dawce promieniowania (100 Gy) [27] oraz — po
nizszych dawkach — metodg wymywania z sgczkéw w pH 9,6 [51]. Nie
wykrywano roznicy miedzy badanymi podliniami, stosujac rozwijanie nici
DNA [22] lub wymywanie z saczkéw [52] w pH zasadowym. Rozbieznosci te
wynikaja ze swoistosci i czutosci wymienionych metod. Z punktu widzenia
proces6w prowadzacych do S$mierci popromiennej istotna jest roznica
w faczeniu peknieé podwojnych nici DNA (mierzona wymywaniem z sgczkéw
w pH 9,6). Nie naprawione pekniecia podwdjne powodujg powstanie aberracji
chromatydowych widocznych w komdérkach mitotycznych od kilkunastu do
kilkudziesieciu godzin po napromienieniu [9, 41]. Jedna lub obie komérki
potomne, pochodzace od komorki z uszkodzonym chromosomem, sg niezdol-
ne do dalszych podziatéw ze wzgledu na utrate czesci materiatu genetycznego;
jesli utrata obejmuje maty obszar genomu poza genami czynnymi transkrypcyj-
nie, to komoérka moze przezyé. Jak podano w tab. 3, w populacjach
wrazliwszych na promieniowanie X komorek LY-S obserwuje sie wyzszg
czesto$¢ aberracji chromatydowych niz w oporniejszych LY-R.

Naprawa uszkodzen DNA jest procesem wieloetapowym, zalezacym m.in.
od rodzaju uszkodzenia. Ryc. 2 pokazuje uproszczony schemat naprawy, z
podkre$leniem etapdw wspo6lnych dla niektdrych drég naprawy. Czynniki

NACIECIE
PRZY
USZKODZENIU

VYCIECIE
ZKODZENIA

POLIMERYZACJA
W MIEJSCU
UBYTKU

Ryc. 2. Uproszczony schemat naprawy DNA po uszkodzeniach wywotanych promieniowaniem X
(lub gamma) i UVC. Czasteczka DNA przedstawiona jako drabinka, w. ktérej szczeblami sg pary
zasad potgczone mostkami wodorowymi. Naprawa peknie¢ nici moze zaj$¢ jednoetapowo, jesli
dostepne sg grupy 3'OH i 5'P04, lub w kilku etapach prowadzacych do rekonstrukcji odcinka
w taki sposéb, aby grupy te byly dostepne. Naprawa odcinka z uszkodzong zasada lub dimerem
pirymidynowym moze zaj$¢ z nacigciem nici i wycieciem uszkodzonego nukleotydu (jak na
schemacie) lub odcieciem zasady, nacieciem nici DNA, degradacjg fragmentu nici ijego odtworze-
niem wedtug matrycy, ktdrg jest przeciwlegta ni¢ DNA. Ligacja (przytaczenie) nowego odcinka jest
ostatnim etapem naprawy wszystkich typéw uszkodzen przedstawionych na schemacie
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uszkadzajace DNA wprowadzajg przerwy w niciach polinukleotydowych
bezposrednio (promieniowanie jonizujgce, wolne rodniki), lub powstajg one
w wyniku enzymatycznych nacie¢, poprzedzajgcych usuniecie uszkodzonego
odcinka.

Naciecie nici DNA aktywuje enzym polimeraze adenozynodifosforybozy
((ADPR),,P). Enzym ten, wykorzystujac NAD f jako substrat, przenosi reszty
ADPR na biatka chromatyny (ryc. 3); sam takze moze podlega¢ automodyfi-

Ryc. 3. Przeniesienie reszty ADP-rybozy na biatko akceptorowe przez polimeraze poli(ADP-
-rybozy). Substratem jest czasteczka NAD +

kacji. Zwiazek ADP —rybozylacji z naprawg DNA wydaje sie niewatpliwy,
chociaz proponowane sg r6zne mechanizmy udziatu (ADPR)nP w przywraca-
niu uszkodzonemu DNA ciggtosci i prawidtowej sekwencji nukleotydowej [4,
14, 21, 31, 35].

Wskutek aktywacji (ADPR)nP w komodrkach z uszkodzonym DNA obser-
wuje sie wzrost szybkosci obrotu (ADPR)ni zwigzany z nim spadek zawartosci
NAD+; zahamowanie (ADPR),P analogami strukturalnymi amidu kwasu
nikotynowego (np. benzamidem (Bz), 3-aminobenzamidem, 3-metoksybenza-
midem) na ogét powoduje w uszkodzonych komadérkach zaburzenia w tgczeniu
peknie¢ nici DNA, wzrost czestosci aberracji chromosomowych i spadek
przezywalno$ci. Wydawato sie celowe sprawdzenie, jaki jest zwigzek naprawy
DNA z czynnosciag (ADPR),,P w komoérkach LY-R i LY-S.

Obie podlinie zawierajg aktywng (ADPR)nP, w podobny sposéb aktywo-
wang przez naciecia nici DNA. Ryc. 4 przedstawia zalezno$¢ miedzy wiacza-
niem [3H] NAD do komorek poddanych permeabilizacji a liczbg peknieé nici
DNA mierzong metodg rozwijania w pH zasadowym [45]. Tworzenie peknigé
jest w tym przypadku nastepstwem aktywacji endogennych nukleaz, towarzy-
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szacym permeabilizacji, tzn. szokiem hipotonicznym w 0° C. W komérkach LY
powoduje to tak silng aktywacje (ADPR),,P, ze uniemozliwia pomiar aktyw-
nosci enzymu po wprowadzeniu dodatkowego czynnika uszkadzajacego [45].
Po napromienieniu promieniowaniem gamma w Srodowisku ubogim w amid
kwasu nikotynowego obserwuje sie natomiast réznice w zawartoscci NAD +
(rys. 5a). Spada ona w komorkach LY-S do nizszego poziomu niz w LY-R.
Moze to byé wynikiem zaréwno mniejszego stopnia aktywacji (ADPR),P
w komoérkach LY-R, jak i wigkszej zdolnosci do resyntezy NAD+ w poréw-
naniu z komorkami LY-S.

Ryc. 4. Zalezno$¢ miedzy aktywnos$cig polimerazy poli(ADP-rybozy) mierzong wiaczaniem 3H

z [3H] NAD+ do permeabilizowanych (uprzepuszczalnionych) komoérek a liczbg peknieé nici

DNA. Pekniecia powstaja w warunkach szoku hipotonicznego w 0°C, zapewne w wyniku
aktywacji nukleaz (wg [45], zmodyfikowane)

Hamowanie (ADPR)nP za pomocg 2 mM Bz uczula na promieniowanie X
tylko podlinie LY-S (rys. 5b), zwiekszajac jednocze$nie odsetek komérek
z aberracjami (rys. 5c). Naprawa DNA jest w obu podliniach spowolniona
w ciggu pierwszych 20 min po napromienieniu i inkubacji w pozywce
z dodatkiem Bz, jednakze dziatanie Bz jest znacznie silniejsze w komdrkach
LY-S niz LY-R [22, 41, 42],

Wyniki te mozna zinterpretowac, biorgc pod uwage proponowany przez
Shalla [35] oraz Jamesa i Lehmanna [21] mechanizm udzialu (ADPR),P
w naprawie DNA. Zgodnie z tg propozycja, ADP-rybozylacja niezbedna jest
do zaktywowania ligazy IlI, enzymu wystepujagcego w postaci latentnej
w komoérkach nie uszkodzonych. Ligaza 1, niezbedna m.in. w replikacji
potzachowawczej DNA, bierze udzial w ostatnim etapie procesu naprawy
z wycieciem (ryc. 2), jednakze w przypadku bardzo licznych uszkodzen
aktywowana jest ligaza II.

Mozna takze przyjac¢ [31, 35, 42], ze aktywacja nastepuje wtedy, gdy ligaza |
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z jakiego$ powodu wykazuje nizsza aktywno$é. Wiaczenie wowczas do
procesu naprawy ligazy Il nastepuje w znaczniejszym stopniu i/lub przy
nizszym poziomie uszkodzen. Tak wtasnie moze byé w przypadku komorek
LY-S, w ktorych proces naprawy DNA po napromienieniu promieniowaniem
jonizujacym wydaje sie silniej uzalezniony od ADP-rybozylacji niz w komor-

Ryc. 5. Poréwnanie niektérych cech odpowiedzi komérek LY-R i LY-S na promieniowanie X lub

gamma: a) zawarto$¢ NAD+ po napromienieniu gamma (5 Gy) i inkubacji w zbuforowanym

roztworze soli z 5% surowicg bydleca; b) przezywalno$¢ komérek LY napromienionych

i traktowanych (A, ) lub nie traktowanych (A, 0) 2 mM benzamidem; c) catkowita liczba aberracji

chromatydowych (100 komérek w populacjach komérek napromienionych (1 Gy X) i traktowa-

nych (A, ¢) lub nie traktowanych (A, 0) 2 mM benzamidem; (a) i (c) zmodyfikowane wg [41]; (b) —
wg [22]

kach LY-R. Dodatkowym argumentem przemawiajacym za niska aktywnoscig
ligazy 1 w komdrkach LY-S jest uderzajgca korelacja miedzy promienioopor-
noscig i aktywnoscig ligazy, opisana przez Sauciera i Lavala [34]. Poniewaz
zalozenie to dotyczy enzymu czynnego w naprawie zarowno uszkodzen
wywotywanych przez promieniowanie jonizujace, jak i nadfioletowe, nalezato
wiec zbada¢ zwigzek miedzy ADP-rybozylacjg a odpowiedzig komorkowga na
ten ostatni typ promieniowania.

3. ODPOWIEDZ KOMORKOWA NA NAPROMIENIENIE PROMIENIOWANIEM
NADFIOLETOWYM

Najwazniejsze cechy odpowiedzi komdrek LY-R i LY-S na promieniowanie
UVC zestawiono w tab. 4. Podobnie jak w przypadku promieniowania X,
widoczna jest zalezno$¢ miedzy wrazliwos$ciag na promieniowanie UVC
a dziataniem ekspozycji podzielonej i zdolnoScig naprawcza. Te ostatnig



460 I. SZUMIEL

TABELA 4
Cechy odpowiedzi komoérek LY na promieniowanie UVC

Cecha LY-R LY-S Odsytacz
Wrazliwos$¢ wysoka niska
$rednia ekspozycja letalna 2,8 J/m2 9,0 J/m2 [44]
w pozywce Fischera
liczba z ekstrapolacji 13 18
Dziatanie ekspozycji podzielonej uczulajace o0szczedzajace [8]
Procent komoérek z aberracjami chroma- 30 [10J/m2] 26 [30J/m2] [44]

tydowymi 20h po réwnotoksycznej
ekspozycji na UVC
Liczba peknie¢ po 2 h inkubacji w po-0,5/109 [Da] 1,7/109 Da [40]
zywce z araC 10~4M w komérkach
eksponowanych na 85J/m2 UVC
Uczulenie na UVC przez kofeine 0,75 mM nie tak [39,50]

araC, 1-R-D-arabinofuranozylocytozyna

oceniano na podstawie sedymentacji nukleoidow [48] lub oznaczania pekniec
nici DNA [40] w uszkodzonych komérkach, inkubowanych po napromienie-
niu w pozywce z araC. W komorkach zdolnych do naprawy z wycieciem
swoista endonukleaza nacina ni¢ w sasiedztwie uszkodzenia (gtownie typu
dimeru pirymidynowego); wskutek hamowania polimerazycji przez araC
naciecie takie pozostaje nie naprawione i mozna je oznaczy¢ [40, 48]. Takze
badania sedymentacji DNA znakowanego bromodeoksyurydyng i poddanego
fotolizie potwierdzajg defekt endonukleazy w komorkach LY-R, eksponowa-
nych na promieniowanie UVC [19]. Taki efekt naprawy wystepuje m.in.
w nadwrazliwych na $Swiatto komorkach u ludzi cierpigcych na xeroderma
pigmentosum (XP) [28]. Ekspozycja réwnotoksyczna, tj. dajgca zblizong
przezywalno$¢ powoduje uszkodzenie chromosoméw w zblizonym procencie
populacji. Zestawione wyniki skladajag sie zatem na do$¢ spoéjny obraz
mechanizmu wrazliwo$ci komoérek LY-R i LY-S na promieniowanie UVC.

Poniewaz (ADPR),P jest aktywowana przez obecno$¢ peknie¢ nici DNA,
mozna wiec byto w komoérkach LY-R, podobnie jak w XP, przewidywa¢ brak
wplywu promieniowania UVC na zawarto$¢ NAD +, jak rowniez jednakowg
przezywalnos$¢ i czestos¢ aberracji chromatydowych w obecnosci i nieobecnosci
benzamidu. Wyniki przeprowadzonych doswiadczen potwierdzity te przewi-
dywania (rys. 6a-c). Natomiast zdolne do naprawy z wycieciem komorki LY-S
zawieraty po napromienieniu UVC przejsciowo mniej NAD + (rys. 6a); byty tez
uczulane traktowaniem ciggtym za pomocg 2 mM Bz zar6wno na poziomie
komérki (rys. 6b), jak i chromosomu (rys. 6c).

Przedstawione w poprzednim podrozdziale wyjasnienie roli ADP-rybo-
zylacji w naprawie uszkodzeri wywotywanych przez promieniowanie jonizujace
nie jest sprzeczne z obserwacjami dotyczacymi odpowiedzi komdérek LY na
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promieniowanie UVC. W komdrkach LY-R, wobec braku naprawy z wycie-
ciem nukleotydu [19, 40, 44], hamowanie tego procesu nie ma znaczenia dla
przezywalnosci. Znajduje to odbicie w rozmiarach uszkodzehn chromosomow.
W komoérkach LY-S uczynione poprzednio zatozenie o koniecznos$ci aktywacji
ligazy Il znajduje zastosowanie takze w przypadku naprawy uszkodzen
wywotanych przez promieniowanie UVC. Zgodnie z przedstawionym schema-

Ryc. 6. Poréwnanie niektorych cech odpowiedzi komérek LY-R i LY-S na promieniowanie UVC:

a) zawarto$¢ NAD+ po ekspozycji na 15 J/m2 i inkubacji w zbuforowanym roztworze soli z 5%

surowica bydleca; b) przezywalno$¢ komérek LY napromienionych i traktowanych (A, ¢) lub nie

traktowanych (A, 0) 2 mM benzamidem; c) catkowita liczba aberracji chromatydowych/100

komdrek w populacjach komérek napromienionych (LY-R: 10 J/m2, LY-S: 30 J/m2) i traktowa-

nych (A. ¢) lub nie traktowanych (A, 0) 2 mM benzamidem; w b) i ¢) — ekspozycja komdrek
w pozywce Fischera; zmodyfikowane wedtug [44]

tem naprawy uszkodzen DNA (rys. 2), ligacja jest ostatnim etapem wszystkich
szlakow naprawy, wspolnym dla naprawy uszkodzen powodowanych przez
promieniowania X i UVC. Zahamowanie ADP-rybozylacji w komorkach
LY-S, poddanych dziataniu promieniowania UVC, bedzie zatem niekorzystne
dla procesu naprawy DNA i przejawi sie obnizong przezywalno$cig oraz
podwyzszong czestosScig uszkodzen chromosomdw (rys. 6b, c). Taka interpre-
tacja wynikow doswiadczen tlumaczy takze, dlaczego nastepuje uczulanie
komérek LY-S na promieniowanie UVC przez traktowanie 2 mM Bz w
przeciwiefAstwie do innych przebadanych linii komdrek zwierzecych [21].

4. UWAGI KONCOWE

Krzyzowa wrazliwo$¢ na promieniowania X i UVC jest czesto cechg
bakterii [3], natomiast krancowo promieniowrazliwe komorki ssakow, np.
pochodzace od ludzi chorych na ataxia telangiectasia, wykazuja normalna

4 - PBK 4/88
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wrazliwo$¢ na promieniowanie UVC [28]. Takze w komo6rkach XP nadwraz-
liwos¢ na UVC wystepuje wraz z normalng promieniowrazliwosciag [28].
Natomiast odwrotna krzyzowa wrazliwos¢, taka jak opisana w przypadku 2
podlinii LY, jest — jak dotychczas — wyjatkiem.

Biorgc pod uwage powtarzalne przeksztatcanie sie podlinii LY-R w LY-S in
vitro [5] i brak przewagi selekcyjnej ewentualnych spontanicznych mutantéw
ze zmieniong aktywnos$cig endonukleazy UV i ligazy |, wyjasnienia podtoza
réznic we wrazliwosci na czynniki uszkadzajace DNA nalezy szuka¢ w cechach
bardziej og6lnych. Cecha takag moze by¢é zmodyfikowana organizacja chroma-
tyny, ktora zmienia jej wasciwosci jako substratu dla tych enzymow napraw-
czych [29, 31]. Wydaje sie to bardziej prawdopodobne niz defekty w strukturze
enzyméw. Inng mozliwoscig jest zmiana potozenia gendw kodujgcych te
enzymy i ich odmienna aktywno$¢ transkrypcyjna w nastepstwie licznych
translokacji w obrebie kariotypu komérek LY-R [33].

Przypuszczenie o odmiennej organizacji chromatyny posrednio potwier-
dzajg badania nad inicjacjg replikacji DNA w komorkach LY poddanych
dziataniu promieniowania X; nastepuje wtedy zahamowanie witgczania 3H-ty-
midyny do DNA, spowodowane (w zakresie nizszych dawek, tj. rzedu kilku
Gy) przede wszystkim zaburzong inicjacja replikacji. Zahamowanie to, ktore-
mu towarzyszy rozluznienie superzwiniecia DNA [32], mozna odwro6ci¢ w obu
podliniach za pomocg supermidyny [46], natomiast innymi czynnikami
(A23187, kofeina, Bz) tylko w podlinii LY-S [43, 46]. Réwniez zahamowanie
syntezy DNA przez 15 min oraz ogrzanie w 43°C mozna odwr6ci¢ dziataniem
kofeiny tylko w komodrkach LY-S [25].

W zwigzku z tg obserwacjg wydaje sie istotne, ze takze nowobiocyna,
inhibitor topoizomerazy Il, hamuje inicjacje, i ze hamowanie to mozna znie$¢
przez traktowanie kofeing (dyskusja w [25]). Prace wskazujace na mozliwy
udziat topoizomerazy Il w naprawie peknie¢ podwoéjnych nici DNA omawiat
niedawno Collins [13]. Nie jest zatem wykluczone, ze topoizomeraza Il
w odmienny sposéb ksztattuje chromatyne w komorkach LY-R i LY-S,
przyczyniajac sie jednoczesnie do sprawniejszej naprawy peknie¢ podwdéjnych
w podlinii bardziej promienioopornej.

Poszukiwania roznic w organizacji chromatyny podlinii LY trwajg. Na
podstawie czestosci spontanicznych wymian chromatyd siostrzanych mozna
sadzié¢, ze replikony komorek LY-S sg $rednio okoto 3 razy mniejsze niz
komoérek LY-R [44], natomiast obszary superzwiniecia sg zblizone pod
wzgledem rozmiaru i udziatu procentowego [47].

Takie wyjasnienie podtoza odwrotnej krzyzowej wrazliwosci podlinii LY na
promieniowania X i UVC nalezy traktowac jako hipoteze robocza, wyznaczaja-
cg kierunek dalszych badan. Jest nim okres$lenie charakteru réznic w budowie
chromatyny i ich zwigzku ze zréznicowang wrazliwo$cig na czynniki uszka-
dzajace DNA.
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TROMBOMODULINA - KOFAKTOR SRODBLONKOWY BIALKA C,
JEJ WLASCIWOSCI BIOCHEMICZNE | ROLA W PROCESIE
HEMOSTAZY

THROMBOMODULIN - ENDOTHELIAL COFACTOR OF PROTEIN C,
ITS BIOCHEMICAL PROPERTIES AND ROLE IN HEMOSTASIS

Anna DMOSZYNSKA-GIANNOPOULOU

Klinika Hematologii, Instytut Choréb Wewnetrznych AM, Lublin

Streszczenie. System aktywacji biatka C jest uwazany za naturalny mechanizm kontrolujacy
krzepniecie krwi. Kluczowg role w aktywacji biatka C odgrywa jego $rédbtonkowy kofaktor —
trombomodulina. Trombomodulina tworzy kompleks z trombing, zmieniajgc dramatycznie jej
wiasciwosci enzymu prokoagulacyjnego na wiasciwosci antykoagulacyjne. Gtéwng czynnoscia
kompleksu trombina-trombomodulina jest aktywacja biatka C-wybidrczego inhibitora aktywnych
czynnikéw V i VIIl. Kompleks ten hamuje réwnocze$nie wszystkie czynnosci prokoagulacyjne
trombiny, takie jak: zdolno$¢ do rozczepiania fibrynogenu, agregacje krwinek ptytkowych,
aktywacje czynnikéw V i XIIl oraz aktywno$¢ samej trombiny, neutralizujac ja w obecnosci
AT Il1l. Ukfad biatko C — trombomodulina jest oprécz uktadu AT IIl — heparyna giownym
systemem zabezpieczajagcym organizm przed wewnagtrznaczyniowym wykrzepianiem. Znajomos$¢
mechanizmu dziatania tego uktadu pozwala lepiej zrozumie¢ proces krzepnigecia krwi.

Summary. The protein C activation system may be considered a natural mechanism for the control
of blood coagulation. Thrombomodulin its endothelial cofactor acts in this system to alter the
physiologic function of thrombin by neutralizing the procoagulant functions of thrombin and
initiating an anticoagulant response through the activation of protein C. The second anticoagulant
effect of thrombomodulin depends on polysaccharide chain covalently bound to a polypeptide
chain and appears as a rapid antitrombin activity. Thrombomodulin — protein C system offers
new experimental approaches to understanding the control of complex process of blood
coagulation.

W warunkach fizjologicznych aktywacji krzepniecia osoczowego zapobie-
gaja rézne, na poszczego6lnych etapach, mechanizmy unieczynniajace aktywne
biatka krzepniecia. Jednym z gtownych ukiadéow antykoagulacyjnych jest
uktad trombomodulina — biatko C [8]. Biatko C ré6zni sie od innych
inhibitorow proteaz tym, ze do wykazania swej czynnosci antykoagulacyjnej
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musi by¢é aktywowane. Proces aktywacji biatka C jest ztozony i wymaga
obecnosci kofaktorow zlokalizowanych na powierzchni srédbtonka [6, 17, 43].

W 1976 r. Stenflo [40] opisat strukture zwierzecego biatka C, ktore jest
witaminowo-K-zalezng glikoproteing o c.cz. ok. 62000 i skiada sie z taricucha
ciezkiego o c.cz. 41000 i lekkiego o c.cz. 21000, potgczonych pojedynczym
mostkiem dwusiarczkowym. Ludzkie biatko C zostalo wyizolowane przez
Kisiela [29] i wykazuje podobng strukture do biatka zwierzecego. Jego stezenie
we krwi wynosi 4 pg/ml. Trombina jest jedynym fizjologicznym aktywatorem
biatka C, ktérego aktywacja dokonuje sie przez odszczepienie matego peptydu
(12 reszt) z koficowej czesci aminokwasowej taricucha ciezkiego [18]. Zaréwno
zymogen, jak i aktywny enzym zachowujg budowe dwutanicuchowg. W obu
tancuchach biatka C stwierdza sie obecno$¢ reszt karboksylowych kwasu
y-glutaminowego, ktore uwazane sg za miejsca wigzace wapn, umozliwiajgce
wigzanie z btonami powierzchniowymi [41]. Oba tafcuchy moga wiec wyka-
zywac interakcje z biatkami powierzchniowymi [14, 17]. Antykoagulacyjne
wiasciwosci biatka C wyrazajg sie inaktywacjg aktywnych czynnikdw osoczo-
wych Vi VIII [13, 22, 31, 42] oraz wzmaganiem fibrynolizy przez hamowanie
inhibitora tkankowego aktywatora plazminogenu [2, 9, 23]. Doktadniej biatko
C ijego czynnosci opisano w pracy [14].

W 1981 r. Esmon i Owen z Uniwersytetu w Oklahomie [15] wykryli
zlokalizowany na powierzchni srédbtonka naczyniowego kofaktor dla trombi-
nozaleznej aktywacji biatka C. Kofaktor ten zostat nazwany przez odkrywcéw
trombomoduling. Trombomodulina wykazuje wysokie powinowacto do trom-
biny, tworzac z nig stechiometryczny kompleks. Rezultatem utworzenia tego
kompleksu jest przynajmniej 1000-krotne przyspieszenie aktywacji biatka C
[17].

Trombomodulina byta pierwotnie wyizolowana z ptuc krélika [15],
a nastepnie Salem i wsp. [39] dokonali oczyszczenia tego biatka z ludzkiego
tozyska. Proces otrzymywania trombomoduliny polega na sporzgdzaniu deter-
gentowych wyciggéw tkanki ptucnej lub tozyska i nastepowym oczyszczeniu
przez saczenie w zelach molekularnych (DEAE — Sepharose lub Phenyl —
Sepharose). Koncowy etap oczyszczania to chromatografia wysokiego powi-
nowactwa przy uzyciu trombiny unieruchomionej na Bio-Gelu 15 M lub
agarozie. Uzyskane tg technikg preparaty wykazujg bardzo wysoka aktywnos$é
specyficzng, wynoszacg od 800 do 1500 j.m./mg.

Trombomodulina jest jednotancuchowym biatkiem o c.cz. od 68000 do
88000 (zwierzece majg nizszy ciezar). Jest to biatko bardzo kwasne (pH 4,2), co
sugeruje, ze moze by¢ potaczona z heparynopodobnymi polisacharydami. Za
takg mozliwoscig przemawia jej duza wrazliwo$¢ na heparynaze [10] oraz
zdolno$¢ do przyspieszania inaktywacji trombiny przez antytrombine 111 (AT
I11) [7]. Trombomodulina jest biatkiem niezwykle opornym na denaturacje
przez: gotowanie, dodanie 1% roztworu siarczanu dodecylu czy inkubowanie z
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6M guanidyng [21, 39]. Aktywnos$¢ jej mozna zneutralizowac przez trawienie
pepsyna lub /i-merkaptopuryna [3, 4], Wskazuje to, ze aktywno$¢ biologiczna
jest zwigzana z elfugorzedowq strukturg tego biatka.

Maruyama i wsp.. [32, 33] stosujac poliklonalne przeciwciata przeciwko
ludzkiej trombomodulinie wykryli jej obecno$¢ w srodbtonku naczyn tetni-
czych, zylnych, limfatycznych oraz syncytiotrofoblascie tozyskowym. Lokali-
zacja ta potwierdza jej czynno$¢ kofaktora aktywacji biatka C, ktore jako jeden
z gtdwnych antykoagulantéw podtrzymuje ptynnos$¢ krwi. Rowniez jej obec-
no$¢ w naczyniach limfatycznych jest wazna z punktu widzenia fizjologii.
Wiadomo bowiem, ze chtonka zawiera czynniki krzepniecia, a zatem obecnos¢
trombomoduliny moze zapewnia¢ ptynno$¢ chtonki [6]. RAwniez syncytiotro-
foblast fozyskowy, bedac eksponowany na dosy¢ wolny przeptyw krwi, mégtby
by¢ miejscem aktywacji krzepniecia, ale obecno$¢ trombomoduliny w zatokach
krazenia matczynego przeciwdziata takiej mozliwosci [32]. Mozna réwniez
wysunaé przypuszczenie, ze trombomodulina odgrywa role w zaburzeniach
czynnosci tozyska prowadzacych do nawracajgcych poronien, aczkolwiek —
z uwagi na ztozone podtoze genetyczne tych zaburzen — jest to jedynie
sugestia.

De Bault i Esmonowie [11, 12] za pomoca techniki immunofluorescencji
okreslili umiejscowienie i wysycenie trombomoduling réznych tkanek i narza-
dow, stwierdzajac jg w srédbtonku naczyn duzych i matych wszystkich tkanek
i narzadow z wyjatkiem miesni gtadkich i komérek tkanki tacznej. Migzsz
narzagdow wewnetrznych, pozbawiony naczyn, nie wykazywat obecnosci trom-
bomoduiiny. W zwigzku z tym autorzy ci postulujg, aby uzna¢ trombomodu-
line markerem identyfikujagcym komorki $rédbtonka. Uwazajg oni m.in., ze
komérki tozyska, ktére zawieraja dwa charakterystyczne dla s$rédbtonka
antygeny: czynnik von Willebranda i trombomoduling, sg komdérkami endote-
lialnymi mimo ich znanej czynnosci endokrynnej. Problem dystrybucji trombo-
moduliny byt réwniez przedmiotem badaA Ishii i wsp. z Uniwersytetu
w Waszyngtonie [26], ktorzy potwierdzili jej wszechobecno$¢ w $rédbionku
naczyniowym. Nie stwierdzili jednak obecnosci trombomoduliny w $rodbton-
ku naczyn mozgowych (z wyjatkiem tetnicy szyjnej i podstawnej). Brak
trombomoduliny w naczyniach moézgowych tlumaczg oni odmienng czynnos$-
cig tego srédbtonka, wyrazajgca sie m.in. r0zng zawarto$cig enzymow, jonow
Na+ i K+ od pozostatej czeSci wyscidtki naczyniowej. Autorzy ci sugerujg, ze
brak trombomoduliny moze zabezpieczaé ustrdj przed krwotokami wewnatrz-
czaszkowymi.

W 1985 r. Ishii i Majerus [25] stosujac chromatografie wysokiego powi-
nowacta z uzyciem przeciwciat poliklonalnych przeciwko ludzkiej trombomo-
dulinie, unieruchomionych w zelu poliakrylamidowym z dodatkiem siarczanu
dodecylu, wyizolowali z osocza i moczu ludzkiego rozpuszczalne postaci
trombomoduliny. Czasteczki rozpuszczalnej trombomoduliny sg mniejsze niz
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komorkowej (c.cz. 54000 i 63000). Autorzy ci okreslili stezenie trombomo-
duliny w osoczu i w moczu, ktére wynosi odpowiednio 292+ 60 i 102+ 38
ng/ml. Obecnos$é rozpuszczalnych postaci mozna wyjasnie, dwojako:

1) wytwarzaniem przez odrebne komorki sekeecyjne i wydzielaniem do
krwi;

2) proteoliza z btony komorki $rédbtonkowej.

Za tg druga koncepcjg przemawia obserwacja, iz podobne peptydy mozna
uzyskaé przez traktowanie elastazg tozyskowej trombomoduliny. Obliczono, ze
cztowiek ma 6-1013 komorek endotelialnych i ze zawarto$¢ trombomoduliny
wynosi ok. 40000 czasteczek na 1 komorke, a zatem calkowita zawarto$é
trombomoduliny wynositaby ok. 300 mg, a zawarto$¢ postaci krazacej 0,8 mg
(0,3 pg/ml x 2600 ml osocza). Jest to oczywiscie obliczenie przyblizone, gdyz sg
trudnosci w pomiarze frakcji rozpuszczalnej z uwagi na obecnos¢ inhibitorow.

Wielu badaczy usitowato zidentyfikowac¢ region trombiny, ktéry odpo-
wiada za wigzanie trombomoduliny. W 1986 r. Hofsteenge i wsp. [24] badajac
wptyw trombomoduliny na kinetyke interakcji trombiny z jej substratami i
inhibitorami wykazali, ze enzymatyczne wilasciwosci kompleksu trombina-
trombomodulina sg zblizone do proteolitycznie zdegradowanych form trom-
biny (B iy). Formy te uzyskuje sie przez autodegradacje lub trypsynolize, a ich
aktywnos$é amidolityczna i kinetyka inaktywacji jest zblizona do natywnej
a-trombiny. W odréznieniu jednak od postaci natywnej postaci zdegradowane
nie rozczepiajg fibrynogenu i wykazujg niskie powinowactwo do hirudyny. Te
podobieAstwa enzymatyczne wskazujg, ze region B lub y trombiny moze by¢
miejscem wigzania trombomoduliny. Ci sami autorzy wykazali rowniez, ze
trombina w kompleksie z trombomoduling jest 8 razy szybciej inaktywowana
przez AT I1ll niz wolna trombina.

Najlepiej poznang czynnoscig kompleksu trombina-trombomodulina jest
aktywacja biatka C. Okazato sie jednak, ze trombomoduling nie jest wytgcz-
nym kofaktorem biatka C. W 1983 r. Salem i wsp. [38] stwierdzili ze lekki
tancuch czynnika Va (aktywowanego przez trombine) jest w stanie przyspieszac
aktywacje biatka C przez trombine. Efekt ten jest mniejszy niz w obecnosci
trombomoduliny. Istniejg jednak pewne réznice tych drég aktywacji biatka C.
Aktywacja przez taricuchy lekkie czynnika Va zachodzi jedynie w obecnoSci
reszt karboksylowych kwasu y-glutamylowego (GLA-domain), a jak wiadomo
reszty te sg miejscem wigzania jonéw wapnia. Okazalo sie jednak, ze do
rozpoznania regionu biatka C, zawierajgcego reszty GLA przez tancuchy lekkie
czynnika Va, obecnos¢ jondéw wapnia nie jest konieczna. Zwigzanie reszt GLA
jonami wapnia blokuje aktywacje biatka C przez tancuchy lekkie Va [35].
Réwnocze$nie wiadomo, ze jony Ca++ sg niezbedne do aktywacji biatka C
przez kompleks trombina-trombomodulina. Te wyrazne r6znice w aktywacji
biatka C rodza pytanie, czy te dwa systemy moga dziataé synergistycznie.
Salem i wsp. [37] usitujg wyjasni¢ te sprzecznos$ci i postulujg nastepujacy
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mechanizm aktywacji biatka C. Niski poziom tancuchow lekkich lub nieak-
tywny czynnik V stymulujg aktywno$¢é trombomoduliny i w konsekwencji
biatka C. Aktywne biatko C hydrolizuje ciezki tancuch czynnika V, pozosta-
wiajgc niejako z tytu wolny tafcuch lekki. W ten spos6b dochodzi do wzrostu
zawartosci tancuchow lekkich Va, ktére w nadmiarze hamujg aktywnos$¢
trombomoduliny, a w nastepstwie biatka C. Bylby to wiec mechanizm
sprzezenia zwrotnego.

W celu doktadniejszego ustalenia roli reszt GLA w ujawnianiu aktywnosci
antykoagulacyjnej biatka C Esmon i wsp. [20] uzyli nastepujgcego modelu
doswiadczalnego. Stosujgc wybiércza proteolize chymotrypsyng tancucha
lekkiego biatka C, pozbawili go reszt GLA. Uzyskane w ten sposéb biatko
nazwali GD-PC (GLA domainlessprotein C). GD-PC jest idealnym substratem
do badania roli reszt GLA w aktywacji biatka C. GD-PC moze by¢
aktywowane przez trombine i wykazuje petng aktywno$¢ proteazowa, lecz nie
wykazuje aktywnosci antykoagulacyjnej. Wydawa¢ by sie mogto, ze do akty-
wacji pozbawionej reszt GLA czasteczki biatka C obecno$¢ jonéw wapnia nie
bedzie konieczna (brak miejsc wigzacych Ca++), ale okazato sig, iz obecnosé
Cad 4jest niezbedna, gdyz GD-PC wykazuje takg samg kinetyke aktywacji jak
petne biatko C. Jedyng rdéznicg jest to, ze maksymalna aktywacja GD-PC
zachodzi przy stezeniu 50 pM Ca++, a petnej proteiny C przy 250 pM Ca++.
Dane te wskazujg, ze istnieje drugie GLA-niezalezne miejsce wigzace Ca+4 na
czasteczce biatka C. Jony Ca44 sg wiec niezbedne do aktywacji biatka C przez
kompleks trombina-trombomodulina, ale w przypadku braku trombomo-
duliny jony te hamujg aktywacje biatka C. Amphlett i wsp. [1] donieSli o
hamujacym wplywie jondw metali (Mn4d+, Sr+4 i Mg4+) na aktywacje biatka
C przez kompleks trombina-trombomodulina. Witasciwo$ci hamujgce jonow
metali korelujg ze zdolno$cig tych jonéw do zastepowania jonéw Ca44
w kompleksie biatko C-Ca++. Wedtug tych autoréw efekt hamujacy jonéw
metali polega na zastgpieniu miejsc wigzgcych jony Ca4 4 w czasteczce biatka
C. Opierajac sie na tych spostrzezeniach Johnson i wsp. [28] zaproponowali
model aktywacji biatka C, ktdry wyjasnia udziat jonéw Ca44 (ryc. 1).

Biatko C tatwo faczy sie z receptorem trombinowym, jesli brak jondéw
Ca4d+ (a), dostepnos¢ Cad4 prowadzi do zmian konformacyjnych czasteczki
biatka C (b) oraz biatko C nie moze dostosowac sie do miejsca aktywnego
kompleksu trombina-trombomodulina (c) do chwili, gdy miejsca wigzace jony
metali nie zostang zastgpione jonami Ca++.

Kolejne wiasciwosci trombomoduliny to jej dziatanie antytrombinowe
poprzez wzmaganie dziatania antytrombiny 111 (AT IIl) [7]. Ta jej wiasciwosc
wskazuje na zawarto$¢ w jej czasteczce struktur heparynopodobnych. Aby
przekona¢ sie, czy tak jest istotnie, wykonano doswiadczenia z uzyciem
zwigzkéw o dziataniu antyheparynowym: polibrenem, siarczanem protaminy
i izolowanym z plytek krwi biatkiem o dziataniu neutralizujgcym heparyne (PF 4).
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Ryc. 1 Aktywacja biatka C (BC) przez kompleks trombina (T) — trombomodulina (TM)
w obecnosci jondw Ca++ wg Johnsona i wsp. [28]

Kazdy z tych zwigzkéw dodany do ukladu trombina-rombomodulina
w obecnos$ci AT 11l hamuje catkowicie zdolno$¢ tej ostatniej do unieczynniania
kompleksu trombina —rombomodulina. A zatem zigczony z czasteczkg trom-
bomoduliny pojedynczy taricuch wielocukrowy (siarczanu heparanu?) mogtby
by¢ miejscem wigzania trombiny i odpowiadaé ze jej interakcje z AT Il [5].
Siarczany heparanu stanowig heterogenng rodzine proteoglikanéw z réz-
nymi noé$nikami biatkowymi i trombomodulina moze by¢ jednym z nich.
Oczywiscie nie wyklucza to istnienia trombomoduliny, ktérej brak tancucha
heparynowego. Znany juz np. receptor transferyny wystepuje w niektérych
komdrkach jako proteoglikan (np. w fibroblastach), a w innych komdérkach bez
tancucha polisacharydowego (ct. za [4]). W S$wietle przytoczonych danych
model strukturalny czgsteczki trombomoduliny przedstawia ryc. 2.
Wigzanie trombiny do tafcucha wielocukrowego moze odbywac sie zarow-
no w obecnosci, jak i nieobecnosci AT Ill. Przy braku AT IIl efektem

Ryc. 2. Hipotetyczna struktura trombomoduliny: a — faincuch polisacharydowy, T — trombina.
ATIIl — antytrombina Ill
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zwigzania trombomoduliny z fancuchem wielocukrowym trombomoduliny
bedzie hamowanie zdolnosci trombiny do rozczepiania fibrynogenu [27].
Przytgczenie AT Il do tego samego tancucha bardzo przyspiesza inaktywacje
trombiny [5].

Mozna przypuszczaé, ze skoro trombomodulina zmienia wtasciwosci kata-
lityczne trombiny, to poza wymienionymi juz wiasciwosciami kompleks
trombina-trombomodulina powinien hamowaé aktywacje krwinek ptytko-
wych wywotang trombing. Esmon i wsp. [19] doniesli, ze trombina
w kompleksie z trombomoduling nie wywotuje agregacji ani reakcji uwolnienia
krwinek ptytkowych oraz nie jest w stanie zwigzac¢ sie z powierzchnig krwinki
ptytkowej. Jesli natomiast trombina jest zwigzana z receptorem ptytkowym, to
w obecno$ci trombomoduliny traci powinowactwo do powierzchni biony
ptytkowej i rozmieszcza sie na trombomodulinie, hamujac jednoczes$nie akty-
wacje ptytek. Hamowaniu podlegajg tylko czynnos$ci zalezne od trombiny, gdyz
np. agregacja ptytek wywotana ADP czy kolagenem przebiega prawidtowo.

Jeszcze jedna wiasciwosé trombomoduliny opisali Polgar i wsp. [36]
wykazujac, ze hamuje ona konwersje XIII czynnika krzepniecia (cz. stabili-
zujagcego widknik) w aktywng transglutaminaze (XIlla). Przejscie czynnika
X1l w enzymatycznie czynng postaé Xllla odbywa sie przy wspotudziale
trombiny. W tabeli zestawiono witasciwosci biologiczne trombiny w poréw-
naniu z kompleksem trombina-trombomodulina.

Bardzo ciekawe wyniki przedstawili Marayama i wsp. [34]. Autorzy ci
wykazali, ze ekspozycja komorek $rodbtonka na trombine powoduje zwigzanie

TABELA
Poréwnanie czynnosci trombiny i kompleksu trombina-trombomodulina

Czynnosé Trombina Trombina -ktrombomodulina
Aktywacja biatka C wolna bardzo szybka
Czynnik V aktywacja inaktywacja i hamowanie
aktywacji
Czynnik VIl aktywacja hamowanie aktywacji (stabe)
Agregacja ptytlek wzmozona zahamowana

i reakcja uwolnienia

Transformacja cz. XIlI wzmozona zahamowana

Antytrombina Il inaktywacja wzmozenie inaktywacji

Jony Ca++ hamuja aktywacje biatka C wzmagajg aktywacje biatka C

Fibronogen rozczepianie brak rozczepiania

Tkankowy aktywator inaktywuje aktywuje przez hamowanie
plazminogenu inhibitora tkankowego akty-

watora plazminogenu
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jej z obecna na powierzchni komorek srédbtonka trobomoduling z nastepowg
endocytozg tego kompleksu. Trombina juz wewnatrzkomdérkowo ulega dalszej
degradacji do roznej wielkosci peptydéw, a trombomodulina wraca na
powierzchnie komérki. Endocytozg kompleksu trombina-trombomodulina
nastepuje po uprzedniej aktywacji biatka C przez ten kompleks. Ten udziat
trombomoduliny w klirensie trombiny moze by¢ bardzo istotny w regulowaiTiu
aktywacji biatka C.

Reasumujac, interakcja trombiny z trombomoduling dramatycznie zmienia
wiasciwosci trombiny, przeksztatcajgc enzym o wihasciwosciach prokoagulacyj-
nych w enzym antykoagulacyjny. Gtowna czynno$¢ antykoagulacyjna kom-
pleksu polega na aktywowaniu biatka C, wybidrczego inhibitora aktywnych
czynnikéw osoczowych V i VIII. Ponadto kompleks ten hamuje rozczepianie
fibrynogenu [27] i aktywacje czynnika V przez trombine [16], aktywacje
krwinek ptytkowych [19] i przeksztatcanie czynnika XIII w Xllla [36].
Oddzielng czynnoscia antykoagulacyjng zwigzang z obecnos$cig w czasteczce
trombomoduliny tancucha polisacharydowego jest przyspieszenie inaktywacji
trombiny przez AT 111 [30].

Sg watpliwosci odnos$nie mechanizmu dziatania trombomoduliny samej i w
kompleksie z trombing, ale mozna mie¢ nadzieje, ze nowe mozliwosci badaw-
cze, jakie stworzyto wykrycie postaci rozpuszczalnych [25] oraz metody jej
oznaczania in vivo przyczynig sie do wyjasnienia udziatu tego biatka
w ztozonym procesie hemostazy.
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CHARAKTERYSTYKA ROSLINNEGO SYSTEMU
CHOLINERGICZNEGO. ACETYLOCHOLINA*

CHARACTERIZATION OF PLANT CHOLINERGIC SYSTEM. ACETYLCHOLINE

Andrzej TRETYN i Matgorzata TRETYN

Uniwersytet im. Mikotaja Kopernika, Instytut Biologii, Zaktad Botaniki Ogo6lnej

Streszczenie. Stosujac r6zne metody oczyszczania i iloSciowego oznaczania, acetylocholine wykryto
w kilkudziesieciu gatunkach ros$lin nizszych i wyzszych. Obecnos$¢ acetylocholiny stwierdzono we
wszystkich organach ros$lin okrytonasiennych. Miejscami o najwyzszym poziomie tej substancji sa
mtode, rosngce czesci roslin. Synteza acetylocholiny u roslin zachodzi przypuszczalnie na terenie
cystern endoplazmatycznego retikulum pod kontrolg systemu fitochromowego. Podobnie jak
u zwierzat, w syntezie acetylocholiny u roslin uczestniczy acetylotransferaza cholinowa, natomiast
jej rozktad przeprowadza acetylocholinoesteraza.

Summary. Acetylcholine was detected in tissues of several tens species of lower and higher plants.
The presence of acetylcholine has been proved in all organs of angiosperms. The highest level of
this substance has been found in the young growing organs of plants. The synthesis of acetylcholine
in plants takes place presumably in cysternae of the endoplasmic reticulum under the control of
phytochrome system. Like in animals, acetylcholine is synthetized via choline acetyltransferase,
while its decomposition is catalyzed by acetylcholinesterase.

Wykaz stosowanych skrétow

ACh — acetylocholina

AChe — acetylocholinoesteraza

ATCh — acetylotransferaza cholinowa

FR — Swiatto dalekiej czerwieni (720 nm)
R — Swiatto czerwone (660 nm)

* Praca powstala w trakcie badan prowadzonych w ramach RP.I1.12.15.
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WSTEP

ACh, jeden ze zwierzecych neurotransmiteréow, wykryto ponad 70 lat temu
w strzepkach grzyba Claviceps purpurea [12]. Praca ta zapoczatkowata cykl
badan poswieconych izolacji ACh z organdéw roslinnych oraz jej identyfikacji.
Okazato sie, ze substancja ta — oprécz grzybow [12, 25, 57] — wystepuje
w komoérkach wielu bakterii [49, 51] i mszakéw [20, 21] oraz w tkankach
roslin nagonasiennych [43] i okrytonasiennych [5, 10, 22, 27, 33, 48, 53, 63,
71]. To powszechne wystepowanie ACh w krdlestwie roslin Swiadczy¢ moze
o jej fizjologicznym znaczeniu.

1 WLASCIWOSCI CHEMICZNE ACh

ACh [CH3CO —OCH2CH2N +(CH3)3] to ester kwasu octowego i choliny
— czwartorzedowej aminy. Jej masa molowa wynosi 146,2. W szerokim
zakresie pH czwartorzedowy azot amoniowy ACh ma dodatni tadunek (ryc. 1),

ch3
1+
HS)C— I"I— CH?— CH?—O— iZ-CHS

ch3 0

Ryc. 1 Wzoér strukturalny ACh

dzieki czemu zwigzek ten tatwo tworzy roéznego typu sole. Najczesciej
wystepujg chlorki, jodki i bromki ACh. Obecno$¢ dodatniego tadunku w
czasteczce ACh sprzyja jej rozpuszczeniu. Wszystkie sole ACh sg bardzo
dobrze rozpuszczalne w wodzie. Ich rozpuszczalno$¢ maleje wraz ze spadkiem
polarnosci rozpuszczalnika. Sole ACh sa nierozpuszczalne w rozpuszczalni-
kach apolarnych. Trwato$¢ ACh w roztworach zalezy od pH i temperatury.
W roztworach o pH 4 substancja ta jest maksymalnie trwata i moze by¢
sterylizowana na gorgco. Trwalo$¢ roztworéw ACh zmniejsza sie wraz ze
wzrostem pH; w roztworach alkalicznych substancja ta szybko hydrolizuje do
choliny. W temperaturze 25°C czas potowicznego rozpadu 0,1 M roztworu
ACh o pH 7,0 wynosi okoto 20 dni, natomiast przy pH 12 jedynie 12 [58].
Wystepowanie dodatniego tadunku przy czwartorzedowym azocie amonio-
wym, poza wptywem na jej rozpuszczalno$é, nadaje ACh wiasciwosci jedno-
wartosciowego kationu. Ponadto obecno$¢ tego tadunku oraz apolarnego
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tancucha weglowego powoduje, ze czgsteczki ACh majg wiasciwosci detergentu
[14]. Obie te wiasciwosci ujawniajg sie w uktadach biologicznych jedynie przy
wysokich stezeniach ACh [14].

2. EKSTRAKCJA, OCZYSZCZANIE | OZNACZANIE ACh

W poczatkowym okresie badahn nad ACh u roélin substancja ta intere-
sowata jedynie farmakologéw. Wprowadzili oni wiele metod ekstracji ACh
z tkanek roslinnych oraz metod jej oczyszczania i iloSciowego oznaczania.

21. EKSTRAKCJA ACh

Najprostszy sposéb ekstracji ACh polega na zalaniu roztartych tkanek
wodg. Po odwirowaniu homogenatu obecno$é ACh w supernatancie oznaczy¢
mozna przy uzyciu dowolnego biotestu [8, 28]. Do ekstrakcji omawianej
substancji z materiatu ro$linnego stosuje sie ptyn Ringera [33, 34, 43, 61],
metanol [2, 8, 20, 73, 74], mieszanine 80% etanolu i 2% kwasu octowego, [21],
etanol [73] oraz aceton [62]. Najczesciej ACh izoluje sie z materiatu
roslinnego przy uzyciu roztwordéw kwaséw: nadchlorowego [22, 53, 68],
solnego [62], mrowkowego [29] oraz mieszaniny kwasu mréwkowego
z acetonem [29, 30, 71] lub acetonitrylem [40].

Bardzo trudno przeprowadza sie izolacje ACh, gdy dysponuje sie matymi
probkami materiatu biologicznego. W tym wypadku stosuje sie réznego typu
zwigzki chemiczne wytrgcajgce ACh z roztworu. Do tego celu uzywa sie kwasu
chloroztotowego [12], kwasu fosforowolframowego [49], roztworu amonowej
soli Reinecka [21, 22, 49, 53, 71] lub roztworu J2+ KJ [16] oraz czterofenylo-
boranu sodowego [29]. Ostatnig z wymienionych metod zastosowano do
izolacji ACh z siewek Vigna sesquipedalis [29]. W wyniku reakcji ACh
z czterofenyloboranem sodowym powstaje nierozpuszczalny w wodzie kom-
pleks, ktory dobrze rozpuszcza sie w niektérych rozpuszczalnikach organicz-
nych [15]. ACh regeneruje sie z fazy organicznej, dodajac do niej odpowiednig
ilos¢ 0,4 M kwasu solnego, ktéry powoduje przejscie ACh do matej objetosci
fazy wodnej.

Do wytragcania ACh z roztworéw wodnych najczesciej uzywa sie amonowej
soli Reinecka. Nasycony roztwor tej soli, dodany do supernatantu zawieraja-
cego ACh, powoduje powstanie nierozpuszczalnego w wodzie kompleksu.
Kompleks ten rozpuszcza sie w rozpuszczalnikach organicznych, np. aceto-
nitrylu, natomiast ACh regeneruje sie przy uzyciu zywic jonowymiennych [19,
21] badz skuteczniej za pomoca roztworu p-toluenosulfonianu srebrowego
[38].
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Omoéwione metody izolacji ACh sg stosowane w materiale zwierzecym,
a ostatnio znalazty réwniez zastosowanie w materiale roslinnym [29, 53, 71].
Tretyn i wsp. [71] przebadali, ktéra z przedstawionych technik daje najlepsze
wyniki w przypadku tkanek* roslinnych. Stosujgc metode chromatografii
gazowej oraz magnetycznego rezonansu jgdrowego (IH —NMR) wykazali, ze
najczystsze ekstrakty otrzymuje sie w wyniku izolacji ACh z materiatu
roslinnego przy uzyciu acetonitrylu, a nastepnie jej wytrgcaniu roztworem
J24- KJ. Najwiekszy odzysk badanej substancji otrzymano stosujgc mieszaniny
kwasu mrowkowego i acetonu jako roztworu ekstrakcyjnego, z wytrgceniem
ACh z tego roztworu sola Reinecka [71].

22. OCZYSZCZANIE ACh

Wyekstrahowang ACh poddaje sie dalszemu oczyszczaniu i identyfikacji.
Procesy te na materiale zwierzecym prowadzi sie stosujac jedng z 4 metod
chromatograficznych. Wygodng jest elektroforeza bibutowa [24]. Przy jej
uzyciu tatwo rozdziela sie mieszanine réznych estréw cholinowych [44].
Rownie dobre wyniki przy oczyszczaniu ACh ekstrahowanej z tkanek zwie-
rzecych daje chromatografia bibutowa i cienkowarstwowa [58]. Wydajng
metode izolacji i oczyszczania ACh jest chromatografia jonowymienna. Roz-
cienczone roztwory ACh, podobnie jak i innych amin, izoluje sie i zateza na
zywicach kationitowych, zawierajgcych wolne grupy karboksylowe [58].

Z przedstawionych metod jedynie chromatografia bibutowa znalazta zasto-
sowanie w oczyszczaniu ACh izolowanej z roslin. Najczesciej do tego celu
stosowano bibute Whatman nr 1 [8, 33, 73] lub Whatman nr 3 MM [29, 30].
Chromatogramy rozwijano przy uzyciu eluentéow sktadajgcych sie z mieszaniny
kwasow, alkoholi i wody. NajczeSciej stosowano eluenty o nastepujgcym
sktadzie: butanol:etanol:kwas octowy:woda w stosunku objetoSciowym 8:2:1:3
[20, 62, 74], butanol:kwas octowy:woda (4:1:1) [29, 30, 62] lub pro-
panol:alkohol benzylowy:woda (5:2:2) [33]. Chromatogramy wywotane za
pomocg kwasu fosforomolibdenowego, chlorku cynowego [8], hydroksylami-
nianu zelaza (l11), w parach jodu [58] oraz przy uzyciu odczynnika dwupikry-
loaminowego [29, 74].

2.3. OZNACZANIE ACh
2.3.1. Metody spektrofotometryczne

Wyizolowang z materiatu biologicznego ACh mozna szybko w prosty
sposéb oznaczyé iloSciowo przy uzyciu metody opartej na reakcji ACh z
hydroksylaming. Reakcje te przeprowadza sie w pH 12-14, a w jej wyniku
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uzyskuje sie choling oraz acetylohydroksylaminian. W kolejnym etapiemie-
szanine reakcyjng doprowadza sie do pH 1-2 i wprowadza siechlorek
zelazowy. Trzy czasteczki acetylohydroksylaminianu #gczg sie z jonem zela-
zowym dajagc kompleks absorbujacy Swiatto przy 540 nm [26].

Metoda ta jedynie sporadycznie stosowana jest do oznaczania ACh
w ekstraktach roslinnych [49, 60]. Charakteryzuje sie ona duzg specyficz-
noscig, lecz stosunkowo matg czutoscig. Prég czutosci wynosi 0,01 pm ACh
w prébce [58]. Czuto$¢ tej metody mozna podwyzszy¢ po zastosowaniu
polarograficznego zamiast kolorymetrycznego oznaczania kompleksu acetylo-
hydroksylaminianu zelaza (I1l1) [52]. Hydroksylaminowg metode oznaczania
ACh mozna stosowa¢ po odbiatczeniu ekstraktow.

2.3.2. Biotesty

Jak dotad, do ilosciowego oznaczania ACh w materiale roslinnym naj-
czesciej stosowano biotesty. W metodach tych wykorzystuje sie wrazliwos¢
fragmentéw réznych organéw lub catych organizmoéw zwierzecych na dziatanie
ACh. Z reguly bada sie wplyw tego zwigzku na:

1) kontrakcje miesni szkieletowych lub miesnia sercowego,

2) skurcz réznych fragmentéw przewodu pokarmowego,

3) obnizanie cisnienia tetniczego krwi.

Do iloSciowego oznaczania ACh u roslin najczesciej stosowano miesien
prosty brzucha zaby [30, 33, 43, 48], serce zaby [20], lub mieczaka Mercenaria
mercenaria [33, 34, 61]. Czesto obecno$s¢ ACh w ekstraktach roslinnych
stwierdzano badajac ich wptyw na cisnienie tetnicze anestezjowanego kota [2, 8,
28, 62, 73], psa [2, 62] lub szczura [8, 74]. W sporadycznych przypadkach
badania prowadzono stosujac rézne biotesty [8, 28]. Devasankaraiah i wsp.
[8] oznaczali np. ACh w ekstraktach z nasion Carum copticum, stosujgc
jednoczesnie izolowane zotgdki, dwunastnice, jelito czcze, jelito krete i okreznice
szczura, a takze jelito krete Swinki morskiej i dwunastnice krolika.

Poza ACh réwniez inne farmakologicznie czynne substancje wystepujace
w organizmach roslinnych, np. histamina [2], wptywajg na czuto$¢ stosowa-
nych biotestdw. Istnieje wiec konieczno$¢ przeprowadzania dodatkowych
doswiadczen w celu potwierdzenia, ze substancjg aktywng w bioteScie jest
witasnie ACh. Najczesciej stosuje sie tzw. eserynizacje preparatu tkankowego
[30, 33, 43]. Umieszczenie go w roztworze eseryny — inhibitora AChE —
powoduje kilkakrotny wzrost jego wrazliwosci na dziatanie ACh [33]. Dziala-
jaca antagonistycznie w stosunku do ACh atropina wywotuje natomiast
spadek wrazliwos$ci biotestu [33]. Inaktywacje acetylocholinopodobnej aktyw-
nosci ekstraktu uzyskuje sie traktujac go AChE [33, 43] badz roztworem silngj
zasady [28, 30].
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2.3.3. Chromatografia gazowa

Omodwione juz tu biotesty stosowano powszechnie do oznaczania ACh u
zwierzat i roslin, gdyz zadna inna metoda nie mogta doréwnac ich czutosSci.
Dopiero opracowana przez Jenden i wsp. [37] metoda chromatograficznego
oznaczania ACh osiggneta czuto$¢ zblizong do biotestu. Przewaga metody
chromatograficznej nad biotestem polega na mozliwosci rownolegtego ozna-
czania Kilku estréow cholinowych oraz niewrazliwosci metody chromatogra-
ficznej na inne farmakologicznie czynne zwigzki wystepujace w roslinach.

Chromatograficzne oznaczanie czwartorzedowych amin, do ktérych zali-
czana jest ACh, wymaga uprzedniego przeprowadzenia ich w lotne pochodne.
Lotne pochodne ACh mozna uzyska¢ poprzez jej pirolize lub na drodze
N-demetylacji (ryc. 2).

cn3 /CH3 +CH3-S-® +Ncf+CI"
Cf +hLC-C-0-CH?-CH?N -0 L . Nr N ~C-CKKCH-fecN
o Ch3 0 f2N CH3+CH3-a

Ryc. 2. Dwa sposoby przeprowadzania ACh w lotny octan dwumetyloaminoetylowy: A —

Opracowana przez Salagyktylasjp, 67} pietirdastenmicznego (pirolitycznego)
rozktadu ACh jest powszechnie stosowana do oznaczania tej substancji
w ekstraktach z tkanek zwierzecych [4, 16, 23, 55]. Proces pirolizy przepro-
wadza sie w specjalnym urzadzeniu sprzezonym z chromatografem gazowym.
Prébke podgrzewa sie 15 s do temperatury 450°C w strumieniu azotu, ktory
powoduje przeniesienie powstajgcego lotnego produktu pirolizy — octanu
dwumetyloaminowego do kolumny chromatografu [16].

Pomimo prostoty i duzej czutoSci metoda pirolizy nie znalazta dotad
zastosowania do analizy estrow cholinowych izolowanych z roslin.

Przeksztalcenie ACh w lotny octan dwumetyloaminoetylowy przeprowadza
sie rowniez na drodze N-demetylacji (ryc. 2), ktéra wykonuje sie przy uzyciu
mieszaniny tiofenolu i tiofenolanu sodu. Obecne w mieszaninie jony tiofeno-
lanowe powodujg nukleofilowe przemieszczenie przy grupie N-metylowej ACh,
a nastepnie jej oderwanie [39]. Reakcje przeprowadza si¢ w atmosferze
beztlenowej w $rodowisku bezwodnego butanonu [39] lub acetonu [71].
W kolejnym etapie procedury usuwa sie zbedne produkty reakcji oraz
zageszcza sie i ekstrahuje do chloroformu lub dwuchlorometanu powstaty
octan dwumetyloaminoetylowy [71].

Po raz pierwszy metode chromatograficznego oznaczania ACh w ekstrak-
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tach roslinnych wprowadzili réwnolegle Devasankaraiah i wsp. [8] oraz
Hartmann i Kilbinger [21, 22]. Pierwszy z zespotéw wykazat ponadto, iz
wykrywana biotestami ACh wyizolowana z nasion Carum copticum moze by¢
rébwniez oznaczana przy uzyciu chromatografii gazowej. Hartmann i Kilbinger
[21, 22], a nastepnie Miura i Shih [53] oraz Tretyn i wsp. [70, 71] stosujgc
chromatografie gazowa stwierdzili obecno$¢ ACh w tkankach wielu gatunkéw
roslin. ldentyczno$¢ substancji izolowanej z roslin ze wzorcem ACh wykazano
za pomocg sprzezonego z chromatografem spektrografu masowego [53].

2.3.4. Inne metody

Poza spektroskopig masowg, sprzezong z chromatografiag gazows, obec-
no$¢ ACh w ekstraktach analizowano za pomocga tzw. polowej spektroskppii
masowej [29]. Substancja acetylocholinopodobna, wyizolowana z siewek
Vigna, poddana oczyszczaniu na kationicie, a nastepnie metodg chromatografii
bibutowej, charakteryzowata sie podobnym widmem spektroskopowym jak
wzorcowa ACh. Okazato sie rdwniez, ze w trakcie oczyszczania cze$¢ izolowa-
nej z tkanek roslinnych ACh ulega degradacji [29].

Obecnos¢ protonéw zrdéznicowanie zwigzanych z innymi atomami czastecz-
ki ACh umozliwia identyfikacja tego zwigzku za pomocg magnetycznego
rezonansu jadrowego (1IH —NMR) [71]. Protony zwigzane z trzema grupami
N-metylowymi choliny i ACh absorbujg promieniowanie radiowe o podobnym
dla obu tych zwigzkéw przesunieciu chemicznym. Obecno$¢ ACh w badanym
ekstrakcie roslinnym mozna stwierdzié¢ na podstawie ujawnienia sie sygnatu
protonéw zwigzanych z grupa octanowa zwigzku [71].

Poza opisanymi tu metodami stosuje sie wiele innych procedur chemicz-
nych stuzacych do6 iloSciowego oznaczania estrow cholinowych, wystepujacych
w materiale biologicznym. Ich przeglad mozna znalez¢ w monografii redago-
wanej przez Hanin [18]. Od czasu ukazania sie tej monografii opracowano
kilka nowych metod pozwalajgcych na doktadniejsze okreslanie poziomu ACh
w badanych prébkach [31, 64, 66]. W wypadku wielu z nich nie analizuje sie
bezposrednio ACh, lecz zwigzki uzyskane w wyniku jej degradacji, takie jak
etanol, kwas octowy, a przede wszystkim H20 2. Jedne z najlepszych rezulta-
tow uzyskuje sie w przypadku zastosowania wysokoci$nieniowej chromato-
grafii cieczowej HPLC. Po wstepnej izolacji czasteczki ACh rozktada sie przy
uzyciu AChE do choliny. Endogenng oraz uzyskang z enzymatycznego
rozktadu choline utlenia sie oksydazg cholinowg do betainy i H20 2.
Uwalniany H20 2 mierzy sie za pomocg wirujgcej elektrody platynowej.
Czutos$¢ tej metody wynosi 250 fM (fentamoli — 10“ 15 M) dla choliny oraz 500
fM dla ACh [6].
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3. SYNTEZA ACh W ROSLINACH

Powszechna obecno$s¢ ACh w tkankach roslinnych (tab. 1) wskazuje na
istnienie enzymow biorgcych udzial w syntezie tej substancji w roSlinach.
U zwierzat ACh syntetyzowana jest z acetylokoenzymu A (acetylo-CoA) oraz
choliny przy udziale acetylotransferazy cholinowej (ATCh, E.C. 2.3.1.6) [58].

U roslin, poza powszechnie wystepujacym acetylo-CoA, wykryto takze
obecnos$¢ choliny [7, 11, 32], Na tej podstawie przypuszczano, ze rowniez
u roslin enzymem zwigzanym z syntezg ACh jest ATCh.

31 ACETYLOTRANSFERAZA CHOLINOWA ROSLIN

Wstepne proby wykrycia ATCh u roslin zakohAczyty sie niepowodzeniem
[59]. Jako pierwsi obecno$¢ tego enzymu w tkankach roslinnych stwierdzili
Barlow i Dixon [3]. W badaniach postuzyli sie pakami i mtodymi lis¢mi
pokrzywy Urtica dioica — materiatem niezwykle bogatym w ACh [5, 10],
pozbawionym natomiast aktywno$ci AChE [9], enzymu rozktadajacego ACh
[69]. Aktywno$¢ ATCh u Urtica dioica oznaczano badajac tempo syntezy ACh
z jej prekursorébw — choliny i acetylo-CoA. Stezenie powstajagcej ACh
oznaczano przy uzyciu biotestu [3]. Zastosowanie o0czyszczonego enzymu
umozliwito bezposrednie badanie aktywnos$ci ATCh [65]. W wyniku przesg-
czenia wstepnie oczyszczonego ekstraktu roslinnego przez kolumne zawiera-
jacg Sefaroze 4B sprzezong z CoA-SH, a nastepnie usuniecie zaadsorbowanego
biatka roztworem NaCl (od 0,0 do 1,0 M), uzyskano 1500-krotne oczyszczenie
enzymu. Dysponujac preparatem oczyszczonego enzymu, aktywno$¢ ATCh
badano metodg radiometryczng, oznaczajac ilos¢ 3H-acetylo-CoA wiaczonego
w czasteczki ACh [65]. Aktywnos$¢ specyficzna enzymu wyizolowanego
z Urtica dioica wynosita 1067 mmoli zsyntetyzowanej ACh w ciggu jednej
minuty przez 1 mg biatka [65]. Maksimum aktywno$ci ATCh stwierdzono
w temp. 40°C [3, 65] i przy ph 9,0 [3]. Najwyzszg aktywno$¢ omawianego
enzymu miaty ekstrakty izolowane z najmtodszych czesci pokrzywy, tj. pgkéw
i miodych lisci [3, 65]. Aktywno$¢ specyficzna enzymu wyizolowanego
z miodych lisci tej rosliny byta zblizona do aktywnos$ci ATCh wystepujacej
w tkance nerwowej owadow [65],

Poza pokrzywa obecnos¢ ATCh stwierdzono w grochu Pisum sativum,
szpinaku Spinacia oleracea, stonecznika Helianthus annuus oraz sinicy Oscilla-
toria agardbii [65], jak rowniez w nasionach roslin z rodzaju Allium [17].
Aktywnos¢ specyficzna enzymu izolowanego z wymienionych roélin byta okoto
100 razy nizsza niz aktywno$¢ ATCh otrzymana z tkanek pokrzywy [65].

Oprdcz octanowych estrow choliny w tkankach niektérych roslin wykryto
obecnos$¢ estréw kwasu propionowego [54] oraz sinapinowego [42], Mecha-
nizm powstawania propionylocholiny u roélin nie zostat dotad poznany.
W przypadku sinapiny (estru choliny i kwasu sinapinowego) Hadacova i wsp.
[17] dowiedli, ze enzymem odpowiedzialnym za jej synteze moze by¢ ATCh.
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32. SUBKOMORKOWA LOKALIZACJA MIEJSC SYNTEZY ACh

Informacje dotyczace miejsc syntezy ACh w komdrkach ro$linnych sg
skromne. DoSwiadczenia dotyczace tego zagadnienia prowadzit dotad jedynie
Jaffe [35]. Stosujgc pecherzyki uzyskane z bton retikulum endoplazmatycznego
etiolowanych hypokotyli soi wykazat on zréznicowany wptyw R i FR na
synteze ACh. Okazato sie, ze pecherzyki naswietlane R znacznie szybciej
wigczaty znakowane prekursory ACh w poréwnaniu z pecherzykami podda-
nymi dziataniu FR. Wpltyw R na synteze ACh, w poréwnaniu z pecherzykami
nienaswietlanymi tg diugoscig Swiatta, byt okoto 100-krotnie wyzszy po
dodaniu do roztworu inkubacyjnego 0,5% Tritonu X-100 [35]. Na podstawie
przedstawionych wynikéw mozna przypuszczac, ze synteza ACh w komoérkach
roslinnych odbywa sie na terenie cystern endoplazmatycznego retikulum [35]
przy udziale kontrolowanej przez fitochrom [35] ATCh [3, 65].

Roshina i Mukhin [60] wysuneli hipoteze, ze miejscem syntezy ACh moga
by¢ chloroplasty. Jednakze hipoteza ta zostata oparta jedynie na stwierdzeniu
obecnosci AChE w tych organelach [60].

33, REGULACJA POZIOMU ACh U ROSLIN

Lin [48], a nastepnie Jaffe [33, 34] wykazali, ze najwyzsze stezenie ACh
wystepuje w miodych, rosnagcych czeSciach roslin. Poziom ACh podlega
wahaniom w zalezno$ci od fazy rozwojowej rosliny oraz warunkéw $rodowis-
kowych [33, 72]. Ustalono, ze stezenie ACh w tkankach fasoli jest znacznie
wyzsze w siewkach zielonych, a nizsze w etiolowanych. 5-minutowe naswietle-
nie izolowanych organéw tej rosliny R powoduje bardzo szybki wzrost
zawartosci ACh. FR, stosowane bezposrednio po R, znosi stymulacyjny wptyw
R powodujgc rownie szybki spadek poziomu ACh w wierzchotkach korzeni
fasoli [34]. Doswiadczenia prowadzone nad wptywem R i FR na synteze ACh
wykazaly, ze w wierzchotkach korzeni fasoli poziom tej substancji regulowany
jest przez fitochrom [33, 34]. Hartmann [20], a nastepnie Hartmann
i Kilbinger [21, 22] potwierdzili mozliwo$¢ udziatu fitochromu w regulacji
syntezy ACh u mszakow i roslin okrytonasiennych. Podobny system regulacji
zawarto$ci ACh u przedstawiciela roslin nagonasiennych, sosny, opisali Kop-
cewicz i wsp. [43].

Swiatto biate réwniez wywiera wpltyw na poziom endogennej ACh u roélin.
Miura i Shih [53] ustalili, ze w poréwnaniu z ros$linami nienaswietlanymi,
Swiatlo biate stymuluje wzrost poziomu ACh w lisciach oraz jego spadek
w pedach siewek fasoli. Podobny, stymulacyjny wpltyw Swiatla biatego na
stezenie ACh w etiolowanych i zielonych siewkach owsa opisat Tretyn i wsp.
[70, 72], wykazujac ponadto, ze zarowno S$wiatto biate, jak i R w podobny
spos6b wplywaja na tempo syntezy ACh w etiolowanych siewkach owsa (ryc.
3) [70].
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Wptyw Swiatta na synteze ACh u roélin pozostaje nieznany. JafTe [34]
opierajac sie na teoretycznych przestankach sugerowat mozliwo$¢é zrdznico-
wanego wptywu R i FR na aktywno$¢ AChE. Tretyn i Kwiatkowska [68]
stosujagc cytochemiczng metode Karnowskiego i Rootsa [41] wykazali, ze
w etiolowanych koleoptylach owsa AChE wystepuje po zewnetrznej stronie
bton komérkowych tych organéw. Naswietlaniu koleoptyli R towarzyszyto
zahamowanie aktywno$ci AChE, natomiast stosowane po R $wiatto dalekiej
czerwieni wptywato na wzrost aktywnos$ci omawianego enzymu [68].

Ryc. 3. Wptyw $wiatta biatego (stonecznego) — A oraz R — B na poziom ACh w etiolowanych

siewkach owsa. Oba typy $wiatta indukujg szybki wzrost stezenia ACh w pedach badanych roslin.

W siewkach naswietlanych R wzrost poziomu ACh obserwuje sie réwniez w nastepujacej po R
ciemnosci (D) [70]

R i FR moze réwniez regulowaé¢ poziom endogennej ACh w roslinach
poprzez kontrole aktywnosci ATCh. Na mozliwos$¢ istnienia tego typu ukiadu
kontrolnego wskazujg wyniki badahn nad wptywem R i FR na synteze ACh
w uktadach in vitro [35].

Na podstawie literatury mozna przypuszczaé, iz poziom ACh w roslinach
regulowany jest przez system fitochromowy na drodze zréznicowanego wpty-
wu R i FR na aktywno$¢ AChE i ATCh [35, 36, 68].

4. MIEJSCA WYSTEPOWANIA ACh W ROSLINACH

Obecno$¢ ACh stwierdzono w tkankach ponad 50 gatunkéw roslin
nalezagcych do wszystkich wazniejszych grup systematycznych (tab. 1). Substan-
cje te wykryto w strzepkach grzybow [12, 25, 57], plechach mszakéw [20, 21],
w czesciach nadziemnych [22, 33, 43, 45, 48, 53, 70, 72], w bulwach [50] oraz
korzeniach [9, 10, 22, 33, 34, 46, 48, 53] roslin wyzszych. W przypadku czesci
nadziemnych roslin okrytonasiennych ACh wykryto w todydze [9, 10, 22, 33,
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Wystepowanie acetylocholiny w ro$linach nasiennych. Wykaz rodzin i gatunkéw roslin, u ktérych
stwierdzono obecno$¢ tej substancji oraz miejsca jej wystepowania (na podstawie [14, 49],
zmodyfikowane i uzupeinione)

Rodzina

1

Altingiaceae
Amaranthaceae
Anacardiaceae
Aauifoliaceae
Betulaceae
Caprifoliaceae

Chenopodiaceae

Compositae

Cruciferae

Cucurbitaceae

Euphorbiaceae
Gramineae

Lemnaceae
Loranthaceae
Moraceae

Papilionaceae

Pinaceae
Plantaginaceae
Polygonaceae
Populaceae
Rosaceae

Smilacaceae

Gatunek

2

Liquidamber styracifua L.
Amaranthus caudatus L.
Rhus campallina L.

llex opaca Ait.

Betula pendula Roth.
Lonicera japonica Thunb.
Viburnum dilatatum Thunb.
Spinacia oleracea L.
Helianthus annuus L.
Porophyllum lanceolatum DC
Xanthium strumarium L.
Brassica oleracea v. gongylodes L.
Brassica campestris v. napobrassica L.
Capsella bursa pastoris L.
Sinapis alba L.

Cucumis anguria L.

Cucumis sativus L.
Cucurbita pepo L.

Codiaeum variegatum Blume.
Avena sativa L.

Stipa tenacissima L.

Zea mays L.

Lemna gibba G3 L.

Viscum album L.

Artocarpus champeden Merr.
Artocarpus integra Merr.
Albizzia julibrissin Durazz.
Phaseolus aureus Roxb.
Phaseolus vulgaris L.

Pisum sativum L.

Pinus silvestris L.

Plantago rugelii Deone.
Rumex obtusifolius L.
Populus grandidentata Michx.
Crataegus oryacantha L.
Digitalis ferrugina L.
Digitalis lauta L.

Digitalis purpurea L.

Prunus serotina Ehrh.

Smilax hispida Muhl.

Miejsce wystepowania

acetylocholiny
3

liscie
pedy
liscie
liscie
liscie
liscie
liscie
liscie,
pedy,
liscie,
pedy,
czesci
czesci
czescei
pedy,
czesci
czescei
pedy,
liscie
czescei
liscie
liscie
cate rosliny
pedy

liscie, nasiona,
liscie, nasiona,
liscie, nasiona

pedy
korzenie
pedy, korzenie
korzenie
nadziemne
nadziemne
nadziemne
korzenie
nadziemne
nadziemne
korzenie

nadziemne

owoce
owoce

pedy, korzenie, nasiona

pedy, korzenie
liscie, pedy, korzenie,
nasiona

czeéci nadziemne
liscie

cze$ci nadziemne
liscie

liscie, kwiaty, owoce
pedy

liscie

liscie

liscie

liscie

Literatura

4

[53]
[22]
[53]
[53]
[53]
[53]
[53]
[2, 22]
[22]
[28, 45]
[45]
[27]
[27]
cyt. za [49]
[22, 45]
[46]
[27, 74]
[22]
[53]
[70, 71]
[1]
[53]
[30]
cyt. za [49]
[48]
[47]
[61]
[33, 53]
[22]
[22, 34,
53, 60]
[43]
[53]
[46]
[53]
[13]
[73]
[56]
[56]
[53]
[53]



488 A TRETYN, M. TRETYN

cd. tab.

1 2 3 4
Solanaceae Solanum tuberosum L. bulwy [50, 57]
Umbelliferae Daucus carota v. sativa L. liscie [27]

Carum copticum Benth. nasiona [81
Urticaceae Girardina heterophylla Gandich. liscie [63]
Urtica dioica L. liscie,, pedy, korzenie [5, 10]
Urtica parviBora Roxb. liscie, wioski [62]
Urtica urens L. liscie, pedy, korzenie 91

34, 46, 48, 53], hypokotylu [29, 33, 34, 74], w lisciach [1, 2, 5, 9, 10, 13, 22, 28,
33, 34, 46, 48, 53, 56, 60, 61, 62, 63, 72, 74], w pakach szczytowych [33, 48] oraz
w kwiatach [13] i nasionach [8, 47, 53, 61].

Doktadne analizy rozmieszczenia ACh w roS$linie przeprowadzono u 4
gatunkoéw: Urtica dioica i U. urens [10], Artocarpus integra [48] oraz Phaseolus
aureus [33]. W przypadku Urtica urens stwierdzono zblizony poziom ACh we
wszystkich organach, natomiast u Urtica dioica stezenia ACh byto rézne
w poszczegOlnych organach rosliny. Najwyzszy poziom ACh, poza witoskami
parzacymi, odnotowano w korze pierwotnej i floemie, najnizsze za$ w rdzeniu
wierzchotkowych czesci peddéw pokrzywy [10].

U Artocarpus integra najwyzsze stezenie ACh wykryto w najmtodszych
lisSciach [48]. W pojedynczym lisciu wyzsze stezenie ACh obserwowano
w nerwie, a nizsze w blaszce. W obrebie bezlistnego pedu A. integra najwyzszy
poziom omawianej substancji stwierdzono w rdzeniu, najnizszy za$ na terenie
ksylemu. Natomiast w korzeniu najwyzsze stezenie ACh wystepowato we
floemie, nieco nizsze w korze zewnetrznej i zdecydowanie najnizsze w ksylemie
i rdzeniu. We wszystkich analizowanych organach A. integra zaobserwowano
wystepowanie korelacji miedzy poziomem ACh a wiekiem organéw. Zaréwno
w czesciach nadziemnych, jak i w korzeniach najwyzszy poziom ACh wyste-
powat w najmiodszych czes$ciach organow [48].

Sugestie Lina [48] o istnieniu gradientu stezenia ACh w nadziemnych
i podziemnych czes$ciach roélin potwierdzit Jaffe [33]. W badaniach prowa-
dzonych na siewkach Phaseolus aureus Jaffe stwierdzit, ze najwyzsze stezenie
ACh wystepuje w pakach szczytowych pedéw i wierzchotkach korzeni oraz
w najmtodszych lisciach.

Stezenie ACh w roslinach waha sie od utamkéw nanomoli (nanogramoéw)
[63] do setek mikromoli (mikrograméw) [33, 48] na gram S$wiezej masy
badanej tkanki. RoS$linami, u ktérych stwierdzono najwyzsze stezenie tej
substancji sq rézne gatunki pokrzywy [5, 9, 10, 62], a komorkami o najwyzszej
zawarto$ci ACh — wioski parzace [5, 62]. Duze ilosci ACh, poza pokrzywami,
zawiera wiele innych ros$lin leczniczych, jak np. Viscum album, Digitalis
purpurea, D. lanata [56], D. ferrugina [73] oraz Carum copticum [8]. A
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5. PODSUMOWANIE

Z dotychczas przeprowadzonych badan wynika, ze ACh wystepuje w
roslinach. Zwigzek ten wykryto we wszystkich grupach taksonomicznych
roslin, od bakterii do roslin okrytonasiennych. Miejscem syntezy ACh u roslin
sa prawdopodobnie miode liscie. W organach tych stwierdzono obecno$¢
ATCh. Enzym ten o witasciwosciach zblizonych do zwierzecej ATCh, uczestni-
czy prawdopdobnie w syntezie ACh zjej prekursorow —choliny i acetylo-CoA
(ryc. 4).

CoA-S-0-C-CH-, CoA-SH
cholina n J acetylocholina
VA acetylcholinotransferaza ~
(H3C)3N-CH 2-CH20H (H3C)3N-CH2-CH2-0-C-CH 3
~/~acetylcholinoesteraza 0
Chj,¢-OH hLO
0

Ryc. 4. Synteza oraz degradacja ACh w ro$linach. ACh syntetyzowana jest z acetylo-CoA i choliny
przy udziale ATCh, a rozktadana do choliny i kwasu octowego przez AChE

W tkankach roslinnych wystepuje réwniez AChE. Enzym ten rozkiada
ACh i ma wiasciwosci zblizone do zwierzecej AChE. Obecnos$¢ zaréwno ATCh,
jak i AChE w tkankach ros$linnych pozwala przypuszczaé, ze ACh w roslinach
podlega podobnemu metabolizmowi jak u zwierzat (ryc. 4). Pomimo braku
dowodow wystepowania w komdrkach roslinnych receptorow ACh przy-
puszcza sie, ze podobnie jak u zwierzat, rowniez u roslin wystepuje
i funkcjonuje 4-sktadnikowy system cholinergiczny [14, 53]. Nie $Swiadczy to
jednak, iz mechanizm dziatania ro$linnego i zwierzecego systemu choliner-
gicznego jest identyczny w obu tych grupach organizméw. Wydaje sie, ze
w przypadku ro$lin dziatanie systemu cholinergicznego zwigzane jest
z funkcjonowaniem fitochromu.

Autorzy serdecznie dziekujg prof, drowi hab. Janowi Kopcewiczowi i dr
Elzbiecie Bednarskiej za pomoc w przygotowaniu artykutu. Dziekujemy
rowniez prof, drowi hab. Jozefowi Surowiakowi, koordynatorowi RP.II, za
popieranie badan nad rolg ACh u roslin.
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Komisja Mikroskopii Elektronowej Komitetu Patofizjologii Komérki PAN organizuje
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FITOCHROM - OCZYSZCZANIE, STRUKTURA, BIOSYNTEZA
I WEASCIWOSCI MOLEKULARNE™

PHYTOCHROME - PURIFICATION, STRUCTURE, BIOSYNTHESIS
AND MOLECULAR PROPERTIES

Andrzej TRETYN, Jacek KESY i Jan KOPCEWICZ

Uniwersytet Mikotaja Kopernika. Instytut Biologii, Zaktad Botaniki Ogo6lnej

Streszczenie. Fitochrom (P) jest fotoreceptorem odgrywajagcym centralng role w kontroli wzrostu
i rozwoju ros$lin. Barwnik ten wystepuje w postaci dimeru, a kazdy monomer, w zaleznosci od
gatunku rodliny, zbudowany jest ze 120-127 kilodaltonowego polipeptydu zwigzanego kowalen-
cyjnie z otwartym tancuchem tetrapirolowym.

P wystepuje w dwu fotoodwracalnych formach: Pr —absorbujacej $wiatto czerwone (R) i Pfr —
absorbujacej $wiatto dalekiej czerwieni (FR). Badania immunocytochemiczne wykazaty, ze
w komdrkach roslin wyrostych w ciemnosci fitochrom Pr jest réwnomiernie rozmieszczony
w cytozolu. Po fotokonwersji Pr w Pfr, chromoprotcina ulega agregacji, tworzac liczne mikro-
obszary o powierzchni 1pm2. P syntetyzowany jest w formie Pr, ktérej czas potowicznego rozpadu
wynosi ok. 100 h. Po fotokonwersji Prw Pfrczas potowicznego rozpadu biatka P obniza sie ok. 100
razy.

Summary. Phytochrome is regulatory photoreceptor which plays a central role in the control of
plant growth and development. The phytochrome molecules is a dimeric chromoprotein. Each
monomer is composed of 124-127 kDa polipeptyde (depending on plant species) to which
covalently is linked a linear tetrapyrrole chromophore. Phytochrome exist in two photo-intercon-
vertible forms, a red light-absorbing form, Pr, and a far-red light-absorbing form, Pfr.

Immunocytochemical studies have demonstrated that phytochrome in dark-grown plants is
uniformly distributed throughout the cytosol. Following phytoconversion by red light of the Pr
form to Pfr, however, the chromoprotein becames sequestrated, forming in cytosol numerous
discrete amorphous areas about 1 pm2 size. Phytochrome is synthesized as Pr of a half-life about
100 hours. After fotoconversion of Printo Pfr the half-life of the phytochrome protein is reduced by
ca. 100 fold.

* Praca powstata w trakcie badan prowadzonych w ramach problemu CPBP 05.02.4.07.
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Wykaz stosowanych skrétow

FR — Swiatto dalekiej czerwieni (730 nm)
kDa — kilodaltony
P — fitochrom

Pfr — forma fitochromu absorbujgca $wiatto dalekiej czerwieni
Pr — forma fitochromu absorbujgca $wiatto czerwone
R — sSwiatlo czerwone (660 nm)

WSTEP

Swiatto jest waznym czynnikiem $rodowiskowym, wplywajacym na wzrost
i rozwo6j roslin. Stanowi ono dla nich podstawowe Zrédto energii wykorzysty-
wanej w procesie fotosyntezy. Swiatlo jest dla rosliny réwniez zrédiem
informacji o zmianach zachodzacych w otoczeniu. Sygnaty Swietlne odbierane
sg przez wyspecjalizowane receptory roslinne, z ktérych najlepiej poznany jest
fitochrom (P).

P odgrywa kluczowa role w kontroli wzrostu i rozwoju ro$lin [4, 15, 26,
65]. Czasteczka tego fotoreceptora jest rozpuszczalng w wodzie chromopro-
teing zbudowang z tancucha polipeptydowego, potgczonego konwalencyjnie
z grupg chromoforowa [43]. Grupe te stanowi otwarty tafcuch tetrapirolowy
[48, 49] zblizony do fikocyjanobiliny [13]. W zaleznosci od gatunku ciezar
natywnej czasteczki wynosi 120-127 kDa [63].

P wystepuje w dwdch formach molekularnych: Pr (o maksimum absorpcji
przy 660 nm) i Pfr (z maksimum absorpcji przy 730 nm). Stosujac naswietlanie
Swiattem o odpowiedniej diugosci fali mozna przeksztatci¢ jedng forme
w drugg wedlug nastepujacego schematu:

Po naswietleniu ro$liny monochromatycznym R lub FR ustala sie¢ tzw. stan
fotostacjonarny P, ktory jest przejSciowym stanem réwnowagi, charakteryzu-
jacym ilosciowy stosunek obu form Pr i Pfr fitochromu [37].

Fotokonwersji fitochromu z formy Pr w Pfr towarzyszy wyzwolenie wielu
réznorodnych odpowiedzi morfogenetycznych. Pr jest nieaktywna, a Pfr
aktywng fizjologicznie formg fitochromu. Przedstawiony juz schemat mozna
wiec rozszerzy¢ w nastepujgcy sposob [43]:

660 nm

Pr Pfr-+ odpowiedz morfogenetyczna.
730nm

Sama fotokonwersja Prw Pfrnie wystarcza do zapoczatkowania okreslonej
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odpowiedzi fotomorfogenetycznej. Istnieje skomplikowany taricuch zdarzen
zapoczatkowany fotokonwersjg fitochromu, a kornczacy sie okre$long odpo-
wiedzig biologiczng, np. kietkowaniem nasion czy inicjacjg kwitnienia [15, 65].
Poszczeg6lne ogniwa tego tafAcucha nie zostaly dotad doktadnie poznane.
Wydaje sie jednak, ze odkrycia ostatnich kilku lat pozwalajg lepiej zrozumieé
molekularne podstawy dziatania fitochromu.

1 OCZYSZCZANIE | OZNACZANIE FITOCHROMU

11 OCZYSZCZANIE FITOCHROMU

Doktadniejsze poznanie struktury i mechanizmu dziatania P byto wynikiem
rozwoju metod oczyszczania chromoproteiny. Pionierskie prace dotyczace
izolacji P podjat Butler i wsp. [5]. Wszystkie stosowane obecnie metody sg
w zasadzie rozwinieciem techniki zastosowanej przez tych autoréw.

1.1.1. Materiat

Obecnos¢ P stwierdzono w komdérkach glonéw, mszakéw, paprotnikdw
oraz u wszystkich gatunkoéw roslin wyzszych. Jednakze najlepszym Zrodtem
biata P sa etiolowane tkanki tylko kilku roslin wyzszych. Sg to przede
wszystkim owies (Avena sativa L.) [29, 59] oraz dynia (Cucurbita pepo L.) [61].
Tkanki etiolowane uzywane sg z dwu powoddéw: zawierajg znacznie wiekszg
ilos¢ P niz tkanki rosngce na Swietle (10-100 razy) oraz nie zawierajg
chlorofilu, ktéry uniemozliwia spektralny pomiar P w trakcie oczyszczania.
Ro$liny motylkowe, takie jak groch (Pisum sativum L.), me sa dobrym
materiatem, poniewaz zawierajg saponine — trojterpenoid, ktéry znieksztatca
wiasnosci spektralne chromoproteiny.

1.1.2. Ekstrakcja fitochromu

Dwoma gtownymi problemami w oczyszczaniu P sg wyjatkowa wrazliwo$¢
fitochromu na posthomogenizacyjng proteolize [57, 58] oraz fakt, ze rosliny
czesto zawierajg wysokie stezenia zwigzkéw fenolowych, ktére po homogeni-
zacji szybko modyfikujg fitochrom [16]. Chociaz problemy te wystepujg przy
oczyszczaniu wiekszosci biatek roslinnych, to jednak okazuje sie, ze P jest,
szczeg6lnie wrazliwy na dziatanie obu czynnikéw. W zwigzku z tym zachodzi
konieczno$¢ stosowania szczeg6lnych warunkow jego ekstrakcji, majagcych na
celu minimalizacje tych efektow.

Problem proteolitycznej modyfikacji P podczas oczyszczania zostat czes-
ciowo rozwigzany z chwilg wprowadzenia techniki szybkiej izolacji i identy-
fikacji tej chromoproteiny [57-59]. Obecnie wiadomo, ze P, wystepujacy
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w tkankach wszystkich przebadanych rodlin, jest wrazliwy na Pr-specyficzng
proteaze lub proteazy obecne w surowych ekstraktach roslinnych [57, 63].
Proteoliza ta modyfikuje N-koncowy fragment polipeptydu i jest tak szybka,
nawet w temperaturze 0°C , ze w normalnym czasie, koniecznym do oczysz-
czenia P, wigkszo$¢ czasteczek biatka ulega degradacji. W celu wyeliminowania
tych skutkéw stosuje sie:

1) przeksztatcenie P do bardziej proteolitycznie odpornej formy Pfr;

2) dodawanie do homogenatéw inhibitora proteaz, fluorku a-toluenosul-
fonylu (PMSF), ktdry hamuje odpowiednie proteazy;

3) wykonywanie czynno$ci zwigzanych z izolacjg w temperaturze bliskiej
0°C, w mozliwie najkrotszym czasie.

Modyfikacje przez fenole sg bardzo rozpowszechnionym, cho¢ czesto nie
docenianym problemem przy oczyszczaniu biatek roslinnych. Modyfikacje
takie moga silnie wptywa¢ na pomiar spektralny P oraz zmienia¢ inne jego
wiasciwosci [6]. Najpowszechniejsza metodg minimalizacji modyfikacji biatka
P przez zwiazki fenolowe jest dodawanie do roztworow ekstrakcyjnych
substancji redukujgcych, takich jak 2-merkaptoetanol lub wodorosiarczyn
sodowy. Zwigzki te przeciwdziatajag powstawaniu utleniajagcych warunkoéw,
w ktorych zachodzi tworzenie reaktywnych polifenoli.

1.1.3. Oczyszczanie fitochromu

Metody ekstrakcji P mozna podzieli¢ na trzy grupy:

1) metody konwencjonalne, stosowane przed 1983 r., prowadzace do
uzyskania czeSciowo zdegradowanego biatka o ciezarze czasteczkowym 60
i 120 kDa [10, 16, 33, 46]; 2) metody z zastosowaniem specjalnych warunkow
ekstrakcji (naswietlanie Swiattem czerwonym, stosowanie inhibitoréw proteaz),
dzieki ktéorym uzyskuje sie biatko niezdegradowane o ciezarze 124 kDa [59,
60]; 3) metody chromatograficzne z wykorzystaniem specyficznej immuno-
adsorpcji [20].

W pierwszym pracach dotyczacych oczyszczania P donoszono, ze ciezar
czasteczkowy tego biatka wynosi 60 kDa [10, 39] lub 120 kDa [16, 46],
Stosunkowo wcze$nie wykazano, ze 60 kDa czasteczka P jest produktem
proteolizy biatka o masie 120 kDa [46], Niedawno okazato sie, ze oba te
biatka powstajg w wyniku posthomogenizacyjnej modyfikacji natywnego P
0 masie 124 kDa [29, 59, 60].

Uzyskanie niezdegradowanego biatka P byto mozliwe dzigki zastosowaniu
specjalnych warunkoéw ekstrakcji, o ktérych juz tu pisano. Przykladowy
schemat takiej metody przedstawiono w tab. 1 Metoda ta polega na
wytrgcaniu biatek kolejno polietylenoiming oraz siarczanem amonowym.
Wytrgcone biatka poddaje sie nastepnie chromatografii na kolumnach z
hydroksyapatytem i Affi-Gel Blue (Bio-Rad) oraz sgczeniu na Biogel A1.5M
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TABELA 1
Oczyszczanie fitochromu o masie 124 kDa z 1 kg etiolowanych siewek owsa [59]

llos¢ llos¢ Wydajnos¢ Stopien
Etapy oczyszczania fitochromu biatka .
[%] oczyszczenia
A(AA)* [mg]
surowy ekstrakt 20,9 6820 100 1
supernant po wytraceniu biatek 17,7 5770 85 1
frakcjonowanie biatek siarczanem anionu 12,8 385 61 1
chromatografia na hydroksyapatycie 58 20,4 28 93
chromatografia na Affi-Gel Blue 39 8,0 19 163
chromatografia na Bio-Gel Al1.5M 2,7 41 13 220

* 1,118 A(AA) — 1 mg-cm 3 124 kDa fitochromu z etiolowanych siewek owsa [62]

[59]. Wszystkie stosowane roztwory buforowe zawierajg 2-merkaptoetanol
i PMSF. Preparaty otrzymywane tg metodg wykazujg catkowitg fotoodwra-
calno$¢ oraz brak ciemnej rewersji Prw Pfr, ktéra jest wskaznikiem denaturacji
biatka P.

12. OZNACZANIE FITOCHROMU

Stosowane obecnie metody oznaczania P dzielg sie¢ na dwie grupy. Sg to
techniki spektrofotometryczne i immunologiczne. Pierwsze opieraja sie na
unikatowych wtasciwosciach spektralnych tego fotoreceptora, drugie na moz-
liwosci uzyskiwania specyficznych przeciwciat do P.

1.2.1. Metody spektrofotometryczne

Poniewaz zar6wno forma Pr, jak i Pfr niezdegradowanego P absorbujg
Swiatto w zakresie widzialnym (ryc. 1), pomiary spektrofotometryczne umozli-
wiajg wiec szybkie oznaczanie tej chromoproteiny. Oznaczania mozna doko-
nywa¢ poprzez bezposredni pomiar absorpcji Swiatta, badz tez metoda
réznicowa, wykorzystujagcg szczeg6lng wiasnos¢ P, jakg jest zdolnos$¢ do
wykazywania fotoodwracalnych zmian absorpcji Swiatta [4].

Bezposredni pomiar absorpcji Swiatta jest najprostsza i tatwg w zastoso-
waniu metodg oznaczania P. Jednakze roztwory, w ktérych dokonuje sie
pomiaru, nie mogg zawieraé innych barwnikéw absorbujgcych w czerwonym
zakresie widma Swiatta biatego. Poniewaz wspdiczynnik ekstynkcji dla formy
Pr fitochromu przy 660 nm jest okoto 1,5 raza wyzszy niz dla formy Pfr przy
730 nm [29], metoda jest wiec bardziej czuta dla pierwszej z wymienionych
form P. Z bezpos$rednich pomiaréw mozna wyliczy¢ stezenie P, opierajac sie na
prawie Lamberta-Beera:

A = ale
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gdzie A — absorbancja proby, a — wspo6tczynnik ekstynkcji, / — dtugos¢ drogi
Swiatta przechodzacego przez prébe, ¢ — stezenie P.

Rye. 1. Widmo absorpcyjne natywnego 124 kDa fitochromu izolowanego z etiolowanych siewek
owsa. Linia ciggta — widmo fitochromu Pr (po naswietleniu $wiattem czerwonym), linia
przerywana — widmo fitochromu uzyskane po naswietleniu $wiattem dalekiej czerwieni [48]

Najczesciej stosowane spektralne oznaczenie P zwigzane jest z pomiarem
zmian absorpcji A (AA), ktére sg wynikiem fototransformacji P miedzy formami
Pri Pfr. Poniewaz P jest jedynym biatkiem roslinnym, wykazujagcym takie
zmiany absorpcji, pomiaréw jego stezenia mozna wiec dokonywaé nawet
wtedy, kiedy w roztworze znajdujg sie inne barwniki absorbujgce w tym
samym zakresie widma. Przy oznaczaniu wykorzystuje sie fakt, iz na skutek
indukowanej Swiattem czerwonym konwersji formy Pr w Pfr absorbancja P
przy 660 nm obniza sig, a wzrasta przy 730 nm (rye. 1). Naswietlanie $wiatlem
dalekiej czerwieni powoduje wzrost absorbancji przy 660 nm i spadek przy 730
nm. Stezenie oznaczonego w ten spos6b P jest proporcjonalne do podwojnej
roznicy absorpcji A (AA), ktéra wyrazona jest wzorem:

A(AA) = ("660 —"730) —("660 —"730)»

gdzie /4660—~730 — rdznica miedzy absorbancjg przy 660 i 730 nm po
naswietleniu proby FR, ~660 — 730 — r6znica miedzy absorbancjg przy 660
i 730 nm po naswietleniu proby R.

Spektrofotometria réznicowa ma te zalete, ze mozna ja stosowaé do
oznaczania P w prébach rozpraszajgcych, np. fragmentach tkanek czy tez
w zawiesinach.

Metody spektrofotometryczne maja kilka istotnych ograniczen. Przede
wszystkim metodami tymi nie mozna oznacza¢ fitochromu pozbawionego
grupy chromoforowej oraz fitochromu obecnego w zielonych tkankach, czy tez
ekstraktach zawierajgcych chlorofil.
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1.2.2. Metody immunochemiczne

Metody immunochemiczne sg znacznie czulsze od spektrofotometrycznych.
Ponadto przy ich stosowaniu nie wystepujg wymienione ograniczenia metod
spektrofotometrycznych. Najwiekszg wadg metod immunochemicznych jest
niemozno$¢ rozrézniania czasteczki pozbawionej od posiadajacej grupe chro-
moforowg. Duzg trudno$cig w stosowaniu metod immunochemicznych jest
réwniez otrzymywanie odpowiednich przeciwciat.

Istnieje kilka metod immunochemicznego oznaczania P. Dwiema najczes-
ciej uzywanymi metodami sg metody radioimmunochemiczne (RIA) [21] oraz
oznaczania z zastosowaniem przeciwciat sprzezonych z enzymami (ELISA) [38,
52]. Pomiar zawartosci P w ekstrakcie metodami radioimmunochemicznymi
polega na jego zdolnosci do wspotzawodniczenia z wyznakowanym oczysz-
czonym P w wigzaniu sie z ograniczong iloScig przeciwciata. W wyniku tego
wspoltzawodnictwa ilos¢ zwigzanego znakowanego P jest odwrotnie proporcjo-
nalna do ilosci P w analizowanym ekstrakcie. Czutos$¢ tej metody wynosi okoto
2 ng P w probce [21]. W odréznieniu od RIA, ilos¢ P metodg ELISA okres$la
sie na podstawie aktywnos$ci enzymatycznej enzymu sprzezonego z przeciw-
ciatem. Najczulszym wariantem metody ELISA do oznaczania P jest technika
sandwich (ryc. 2). W metodzie tej krolicze przeciwciata skierowane przeciw P

Ryc. 2. Oznaczanie fitochromu z zastosowaniem przeciwciat sprzezonych z enzymami (ELISA).

RAP — krdlicze przeciwciata przeciw fitochromowi, MAP — mysie przeciwciata przeciw

fitochromowi, GAM — kozie przeciwciata do mysich immunoglobulin G, AP — alkaliczna
fosfataza, P — fitochrom [62]

zaadsorbowane sg na powierzchni zagtebien (studzienek) specjalnej ptytki. Do
studzienki dodaje sie roztworu zawierajgcego P. Podczas inkubacji czagsteczki
P taczg sie z zaadsorbowanymi na S$ciankach studzienki przeciwciatami,
tworzagc kompleks antygen-przeciwciato. Po przeptukaniu plytek do stu-
dzienek wprowadza sie przeciwciato przeciwko P uzyskane od myszy,
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a nastepnie kozie przeciwciata przeciwko mysim immunoglobulinom. To
ostatnie przeciwciato sprzezone jest z enzymem. W ostatnim etapie procedury
do studzienki wprowadza sie substrat dla danego enzymu, a produkt reakcji
oznacza sie spektrofotometrycznie.

2. SYNTEZA FITOCHROMU

Poziom P podlega zmianom ontogenetycznym. Wewnatrzkomdrkowe
stezenie tej chromoproteiny regulowane jest czynnikami endo- i egzogennymi
[44]. W poczatkowych stadiach rozwojowych etiolowanych siewek owsa
czasteczki P syntetyzowane sg de novo i akumulowane w formie Pr. Ta
wzgledna stato$¢ poziomu P ustala sie w momencie wyréwnania szybkosci
syntezy i degradacji tego barwnika. W ciemnosci fitochrom w formie Pr
podlega powolnej destrukcji [21]. Naswietlaniu etiolowanych roélin Swiattem
biatym lub R towarzyszy szybki spadek poziomu P. Spadek ten jest rezultatem
fotokonwersji Pr w Pfr. Pfr ulega okoto 100 razy szybszej degradacji
w poréwnaniu z Pr. W tkankach ros$lin rosngcych na Swietle poziom P jest
okoto 98-99% nizszy w porOwnaniu ze stezeniem tego barwnika rejestrowa-
nym w siewkach roslin rosngcych w ciemnosci [21]. Po przeniesieniu ros$lin ze
Swiatta do ciemnosci nastepuje powolna reakumulacja P, wynikajagca ze
wzrostu tempa syntezy Pr [44].

Regulacja syntezy przez Swiatlo polega na kontroli tempa transkrypcji
fitochromowego mRNA i regulacji jego zywotnosci [43]. NaSwietlaniu ro$lin
Swiattem biatym lub czerwonym towarzyszy szybki spadek poziomu fitochro-
mowego mMRNA [7]. Krétki impuls (5 min) R powoduje w ciaggu 5 godz. ponad
90% spadek zawarto$ci wspomnianego mRNA [8]. W etiolowanych siewkach
owsa przeniesionych na Swiatto biatle poziom fitochromowego mRNA spada
do okoto 2% poziomu rejestrowanego w tkankach siewek owsa wyrostych
w ciemnosci [2]. Réwniez w przypadku etiolowanych siewek grochu, podda-
nych dziataniu $wiatta (1-2 godz.), nastepuje szybki, ponad 90% spadek RNA
[34]. Zardwno w przypadku siewek owsa, jak i grochu efekt dziatania R moze
by¢ zahamowany i odwrdcony w wyniku naswietlania tych roslin FR [8, 17,
34]. Odmienng, w poréwnaniu z wymienionymi tu gatunkami roélin, sytuacje
stwierdzono w siewkach dyni. W etiolowanych siewkach tej rosliny, naswiet-
lanych S$wiattem czerwonym lub biatym, obserwowano odpowiednio 40-50
i 60% spadek poziomu fitochromowego mRNA w poréwnaniu z roslinami
kontrolnymi [28]. Wywotany $wiatlem czerwonym spadek zawarto$ci bada-
nego mRNA nie podlegat rewersji w wyniku naswietlania siewek dyni $wiattem
dalekiej czerwieni.

Nie jest znany wpltyw P na aktywno$¢ transkrypcyjng wiasnych genow.
W genomie siewek owsa stwierdzono obecno$é co najmniej 4 genéw uczestni-
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czacych w syntezie tego barwnika [17, 18]. W wyniku poréwnania sekwencji
dwoch z tych genéw wykryto okoto 98% homologie nukleotydéw odcinkoéw
kodujacych oraz niepodlegajacych translacji odcinkéw 5-koricowych. Niepod-
legajace translacji odcinki 3'-koncowe wykazaty jedynie 34% homologie
sekwencji nukleotydéw [18]. Ta duza niehomologia fragmentow 3'-kohAcowych
rokuje nadzieje na mozliwo$¢ badania ekspresji poszczeg6lnych genéw u ow'sa
[45].

Pomimo matej ilosci danych oraz pewnych sprzecznosci wynikéw, mozna
przypuszczac¢, ze P reguluje wewngtrzkomdrkowy poziom swych wiasnych
czasteczek [7, 8, 34]. Regulacja syntezy tego barwnika moze odbywac sie na
poziomie transkrypcji, translacji i posttranslacyjnym [45].

3. STRUKTURA FITOCHROMU

Nastgpit znaczny postep w badaniach nad strukturg fitochromu. Wprowa-
dzenie zaréwno nowoczesnych metod fizykochemicznych, stosowanie kont-
rolowanej proteolizy i przeciwciat monoklonalnych, jak i techniki klonowania
i sekwencjonowania fitochromowego cDNA pozwolito stosunkowo dobrze
pozna¢ strukture i wiasciwosci chromoforowego oraz biatkowego sktadnika P.

31 GRUPA CHROMOFOROWA

Z obu sktadnikow P, tj. chromoforowego i biatkowego, pierwszy poznany
jest tylko w niewielkim stopniu. Juz ponad 20 lat temu ustalono, ze grupa
chromoforowa P syntetyzowana jest z kwasu n-aminolewulinowego — ALA
[2] i zbudowana jest z otwartego tafcucha tetrapirolowego [47]. Chromofo-
rowy skiadnik P swg budowg chemiczng zblizony jest do fikobiliny —
fotosyntetycznego barwnika niektérych glonéw, oraz biliwerdyny — niebies-
kiego barwnika zwierzat [3], To niezwykie podobiefistwo barwnikéw spetnia-
jacych odmienne funkcje u ro$lin i u zwierzagt pozwala wnioskowac
0 wspolnym ich pochodzeniu. Biosynteza grup chromoforowych P i fikobilin
moze w poczatkowych etapach przebiegaé podobnie jak biliwerdyny [3].
Prekursorem tych trzech barwnikéw wydaje si¢ hem, ktéry na drodze
oksydatywnego otwarcia pierscienia porfirynowego przeksztatca sie
w biliwerdyne I1Xa [1]. Biliwerdyna 1Xa po przeksztatceniu sie w fitochro-
mobiline [13] przytgczana jest kowalencyjnym wigzaniem tioeterowym do 321
aminokwasu tancucha polipeptydowego P [62], dajac czasteczke fitochromu
Pr-

Badania ostatnich lat wykazaty, ze syntezy biatkowego sktadnika i grupy
chromoforowej P moga odbywaé sie niezaleznie od siebie [13, 25]. Wykazano,
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ze gabakulina (kwas 5-amino-l,3-cykloheksadienylokarboksylowy) znacznie
skuteczniej hamuje biosynteze grupy chromoforowej w poréwnaniu z czescig
biatkowa P. Inhibicyjny wplyw gabakuliny na synteze P znoszony jest
w wyniku egzogennego podania ALA oraz biliwerdyny IXa [13]. Wyniki te

Ryc. 3. Przebieg biosyntezy grupy chromoforowej fitochromu (na podstawie [13], zmodyfikowane)

wskazujg na udziat obu tych zwigzkéw w syntezie grupy chromoforowej P, jak
rowniez na mozliwos¢ niezaleznej syntezy biatkowego i chromoforowego
sktadnika omawianego barwnika roslinnego. Na podstawie obecnie dostepnej
literatury mozna zaproponowaé szlak biosyntezy chromoforu P (ryc. 3).

32. BIALKO FITOCHROMU

Najlepiej dotagd poznano budowe P izolowanego z etiolowanych siewek
owsa. Biatko P uzyskane z siewek tej rosliny zbudowane jest z 1128
aminokwasow [17, 18]. Jego ciezar czasteczkowy wynosi 124 kDa [57, 58].
Dwie 124 kDa czasteczki P t3czac sie wigzaniami jonowymi i sitami elektro-
statycznymi tworzg dimer. Ciezar dimeru wynosi 253 kDa [23]. Czgasteczki
wchodzgce w sktad dimeru sg ze sobg luzno zwiazane i tatwo dysocjujg pod
wptywem roztwordéw o duzej sile jonowej. Podczas tego procesu nie obserwuje
sie zmian widma P [62]. Zastosowanie kontrolowanej proteolizy pozwolito
okresli¢, ktoére z obszaréw polipeptydu uczestniczg w procesie dimeryzacji.
Ustalono, ze w wyniku enzymatycznego trawienia czgsteczka P rozpada sie na
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Ryc. 4. Schemat ilustrujgcy budowe czasteczki fitochromu. Strzatki przedstawiajg miejsca wrazliwe
na dziatanie enzyméw proteolitycznych. Klamrami zaznaczono trzy typy determinantéw dla
przeciwciat monoklonalnych [45]

dwa nieréwne fragmenty (ryc. 4): wiekszy, globularny fragment N-koricowy
0 masie 74 kDa oraz wydtuzony odcinek C-koricowy o masie 55 kDa [23, 24].
W procesie dimeryzacji uczestniczg jedynie domeny C-koficowe, natomiast
globularne domeny N-koncowe wigzg grupy chromoforowe i odpowiadajg za
spektralne wiasciwosci P [62].

33, MOLEKULARNE ROZNICE MIEDZY Pr i Pfr

Do badania przestrzennej struktury P uzywa sie m.in. metode ograniczonej
proteolizy oraz przeciwciala monoklonalne skierowane przeciw réznym deter-
minantom chromoproteiny. Obecne w ekstraktach roslinnych enzymy proteo-
lityczne atakujg jedynie okreSlone miejsca polipeptydu [57, 63]. Miejscami
szczeg6lnie wrazliwymi na dziatanie proteaz sa N-koncowy oraz $rodkowy
odcinek czasteczki P. Enzymy te powodujg uwalnianie 6 badz 10 kDa
fragmentu N-koncowego oraz diuzszego 55 kDa odcinka C-kohAcowego (ryc.
4). Odszczepianie wspomnianych polipeptydéw nastepuje w wyniku proteoli-
tycznego ataku na 53, 91 i 648 aminokwas chromoproteiny [62]. Dziatanie
proteaz na czasteczki P zalezne jest od formy molekularnej, w jakiej wystepuje
ten barwnik. Proteolityczny atak na srodkowy 648 aminokwas polipeptydu jest
bardziej specyficzny dla Pfr, natomiast odszczepienie 6 kDa domeny N-konco-
wej charakteryzuje fitochrom w formie Pr [45]. 6 kDa N-koficowy fragment
chromoproteiny stanowi determinant (epitop) dla przeciwciat monoklonalnych
1 typu [45]. Oprécz wspomnianego determinantu wyr6zniono dwa dodat-
kowe, przytaczajace przeciwciata typu 2 i 3 (ryc. 4). Przeciwciata 1 typu
wykazujg 4-5-krotnie wieksze powinowacto do Prniz Pfr [9, 45]. Przeciwciata
monoklonalne typu 2 i 3 wykazujg podobne powinowactwo zarédwno do formy
Pr, jak i do Pfr czasteczek P izolowanego z siewek owsa [45].

Dane uzyskane na podstawie proteolitycznej degradacji P, stosowania
przeciwciat monoklonalnych i badan spektrofotometrycznych sugeruja, ze
podczas fotokonwersji P zachodzg konformacyjne zmiany w obrebie czesci
biatkowej i chromoforowej barwnika. W trakcie fotokonwersji Pr w Pfr
obserwuje sie 31° rotacje grupy chromoforowej wzgledem tancucha polipepty-
dowego [11] oraz przemieszczenie 6 kDa odcinka koficowego w gtgb czastecz-
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ki P [45]. N-koncowy, 6 kDa fragment czasteczki P wykazuje duza hydrofil-
no$¢ i odpowiada za wspoétdziatanie biatkowego i chromoforowego sktadnika
chromoproteiny [58-60]. Przypuszcza sie, ze ten powierzchniowy odcinek
czasteczki Pr fitochromu ochrania grupe chromoforowg przed zewnetrznym
$rodowiskiem wodnym [12, 53],

34. FITOCHROM W ROSLINACH ZIELONYCH

Badania P w roSlinach zielonych napotykajg ciggle wiele trudnosci [27].
Wynikajg one z obecnosci chlorofilu uniemozliwiajgcego spektrofotometryczne
mierzenie poziomu P [36] oraz z 50-100-krotnie nizszej jego zawartosci
w roélinach zielonych niz w etiolowanych [20, 21]. Wprowadzenie do badan
herbicydu SAN 9789, hamujacego biosynteze karotenoidéw i akumulacje chloro-
filu [22], metod szybkiej eliminacji chlorofilu z ekstraktéw [56] oraz przeciw-
ciat monoklonalnych [37] pozwolito doktadniej poznaé¢ molekularne wiasci-
wosci P roslin zielonych.

Okazato sie, ze czasteczki P izolowane z zielonych i etiolowanych siewek
owsa roéznig sie pod wieloma wzgledami. P zielonych siewek tej rosliny ma
ciezar czasteczkowy rzedu 118 kDa, a maksimum absorpcji dla formy Pr
przesuniete jest o 15 nm (z 667 w siewkach etiolowanych do 652 w zielonych)
[62].

4. LOKALIZACJA FITOCHROMU

Petne zrozumienie dziatania P wymaga poznania jego tkankowej i komar-
kowej lokalizacji. Duzy postep w badaniach rozmieszczenia tego barwnika
przyniosto wprowadzenie metod immunocytochemicznych. Metody te polegajg
na stosowaniu znakowanych przeciwciat przeciw biatkowemu skitadnikowi P
i pozwalajg na jego lokalizacje na poziomie mikroskopu S$wietlnego
i transmisyjnego mikroskopu elektronowego.

W ciggu kilku lat badari stosowano kilka odrebnych metod lokalizacji P.
Pierwotnie do tego celu stosowano wiele przeciwciat poliklonalnych, wyzna-
kowanych kompleksem peroksydaza-antyperoksydaza [39]. Ostatnio wpro-
wadzono do badan przeciwciata monoklonalne, skierowane przeciw okreslo-
nym determinantom czasteczki P, wyznakowane rodaming [50] badz
koloidalnym ziotem [32, 54].

Wykrywanie fitochromu w tkankach rosélinnych przedstawia ryc. 5. Utrwa-
lony materiat w zaleznosci od potrzeb przesyca sie roztworem sacharozy [50]
lub zatapia w zywicy, np. w Lowicrylu [31, 32, 54], Po uzyskaniu poétcienkich,
kriostatowych lub ultracienkich skrawk6éw barwi sie je przy uzyciu wcze$niej
wyznakowanego przeciwciata. Ostatnio stosuje sie wieloetapowg procedure
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Ryc. 5. Przebieg wieloetapowej procedury immunocytochemicznej lokalizacji fitochromu. Oznacze-
nia jak do ryc. 2

barwienia, polegajagcg na traktowaniu skrawkow roztworami kolejnych prze-
ciwciat. Obecny na powierzchni skrawka P (ryc. 5 etap 1) fgczy sie ze
specyficznymi, skierowanymi przeciw okreslonemu epitowi, monoklonalnymi
przeciwciatami mysimi (MAP, 1l etap). Do kompleksu tego przytacza sie
przeciwciata krolicze skierowane przeciw przeciwciatom mysim (MAP + RAM,
Il etap). W ostatnim etapie do drugiego, nie zablokowanego miejsca
przytagcza sie kozig immunoglobuling (MAP + RAAM + GAR, IV etap) w
zaleznosci od potrzeby wyznakowang barwnikiem fluorescencyjnym, np.
fluoresceing [50], badZz koloidalnym ztotem [32, 54].

41 TKANKOWA LOKALIZACJA FITOCHROMU

Wiekszos¢ dotychczas przeprowadzonych badan nad tkankowga lokalizacjg
P dotyczy etiolowanych pedow traw [39-41], Sporadycznie zajmowano sie
badaniem rozmieszczenia P w tkankach innych ro$lin nago- i okrytonasien-
nych [41]. Najwieksze ilosci P wystepuja w komdrkach powstajgcych bezpo-
Srednio z merystemdéw [40]. Komdrki merystematyczne oraz komdrki suba-
pikalnej strefy pedow traw zawierajg znacznie mniejsze ilosci P. Poza strefg
submerystematyczng wierzchotkéw koleoptyli owsa [41] P zlokalizowano
rébwniez w poblizu wezta etiolowanych siewek tych roslin, w miejscu potaczenia
koleoptyla z pierwszym lisciem i mezokotylem. Obecno$¢ P stwierdzono
rbwniez w czapeczce korzeniowej [41] oraz w otoczonych przez tkanki
korzenia pierwotnego wierzchotkach rozwijajacych sie korzeni przybyszowych
[41]-

Wyniki dotychczas przeprowadzonych badan zdajg sie wskazywac, ze
rozmieszczenie P moze by¢ cechg statg dla danej tkanki i gatunku [40, 41, 50].
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42. WEWNATRZKOMORKOWA LOKALIZACJA FITOCHROMU

Badania nad wewngtrzkomdrkowa lokalizacja P prowadzono przede
wszystkim na etiolowanych koleoptylach owsa [31, 32, 50, 54]. W badaniach
prowadzonych przy uzyciu transmisyjnego mikroskopu elektronowego [40]
wykazano, ze P w formie Pr jest rownomiernie rozmieszczony w cytozolu
komoérek etiolowanych koleoptyli owsa. Po naswietlaniu koleoptyli R za-
chodzg szybkie zmiany wewngtrzkomoérkowego rozmieszczenia P [30]. Stwier-
dzono, ze nawet krotkie, kilkunastosekundowe naswietlenie koleoptyli Swiat-
tem o tej dtugosci powoduje agregacje P. Proces ten, zwany sekwestracjg (ang.
sequestration) [30], odbywa sie na terenie cytoplazmy podstawowej. Naj-
nowsze badania [31, 54] wykazaly, ze proces ten zachodzi na terenie
niewielkich obszaréw cytoplazmy o wymiarach do 1 pm. W obrebie tych
struktur nie stwierdzono obecnosci membran [32, 54]. Wykazano, ze obser-
wowana in vitro tzw. osadzalno$¢ (ang. pelletability) P [35, 42] polega na
fagczeniu sie czgsteczek P z nie zidentyfikowanymi strukturami cytoplazma-
tycznymi. Struktury te, pozbawione membran, wyglagdem przypominajg
miejsca, w ktorych zachodzi sekwestracja P in vivo [32].

Zjawisko sekwestracji P obserwowano w komodrkach koleoptyli owsa,
pszenicy, kukurydzy [14] oraz grochu [50]. Coraz wiecej danych wskazuje, ze
proces ten zwigzany jest z degradacjg P [55].

Indukowana R sekwestracja Pfr wykazuje odwracalno$é pod wptywem
naswietlania badanych tkanek FR [31, 55]. Po 1-2 godz. od rozpoczecia
naswietlania P wystepuje ponownie w formie rozpuszczalnej, rozproszony
w cytoplazmie podstawowej komdrek koleoptyli owsa [31, 55].

5. DEGRADACJA FITOCHROMU

Specyficzne dziatanie P polega m.in. na szybkim usuwaniu tego barwnika
po odbiorze bodZca Swietlnego, inicjujgcego taricuch zdarzen prowadzacych do
powstania okreslonej odpowiedzi morfogenetycznej. Degradacja obu form P
charakteryzuje sie odmiennym przebiegiem i czasem trwania. Czas potowicz-
nego rozpadu czgsteczki Pr wynosi ok. 100 godz., natomiast po konwersji Pr
w Pfr spada ok 100 razy, czyli do 1 godz. [44]. Jak wspomniano w rozdziale
poswieconym izolacji P, czasteczki tej chromoproteiny podlegajg szybkiej
destrukcji pod wptywem enzyméw proteolitycznych. Proces proteolitycznego
rozktadu P zalezny jest od formy, w jakiej wystepuje barwnik. Czes$ciowa
degradacja 124 kDa czasteczki P do form o masach 118 i 114 kDa jest
specyficzna dla Pr, podczas gdy lezagce w srodkowej czesci polipeptydu miejsce
atakowane jest przez proteazy po konwersji Pr w Pfr (ryc. 4) [57, 58].
Czesciowa degradacja P, prowadzaca do powstania form o nizszym ciezarze
czasteczkowym, zachodzi prawdopodobnie w ekstraktach roslinnych po uwol-
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nieniu endogennych proteaz. Natomiast podczas destrukcji P in vivo ob-
serwuje sie powstanie form o wyzszym ciezarze czasteczkowym. Po nasSwiet-
leniu siewek owsa R stwierdzono pojawienie sie populacji biatek o ciezarze od
129 do 160 kDa. Ich powstawanie obserwuje sie juz 5 min po naswietleniu
siewek, a maksimum tego procesu rejestruje sie miedzy 90 a 180 min od
zakonczenia naSwietlania. Nastepnie pojawia sie biatko o coraz nizszym
ciezarze czasteczkowym. Vierstra i wsp. [64] wykazali, ze podobnie jak w
przypadku wiekszosci krotko zyjacych biatek zwierzecych [19], proces degra-
dacji P odbywa sie przy udziale ubikuityny (ang. ubiquitine). Obecnos$¢ tego
71l-aminokwasowego polipeptydu stwierdzono u wszystkich organizméw
zwierzecych i roslinnych [19, 64]. Po naswietleniu siewek owsa, do formy Pfr
fitochromu przytgczonych jest od 1 do 7 czasteczek tego biatka [51]. Proces
ten zachodzi w tych obszarach cytoplazmy, w ktérych obserwuje sie sekwe-
stracje P [54] i dostarcza sygnatu niezbednego do zapoczatkowania selektyw-
nej proteolizy Pfr [51].
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