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POSTĘPY BIO LO GII K OM Ó RKI Tom 15, Nr 4, 1988(413-430)

EK SPRESJA  I BU D O W A  G E N U  U  EUCARYOTA*

GEN E STRUCTURE AND EXPRESSION

Stanisław SZALA

Zakład Biologii Nowotworów, Centrum Onkologii, Instytut im. M. Skłodowskiej-Curie,
Oddział w Gliwicach

Streszczenie. Omówiono strukturę i ekspresję genów u Eucaryota. Zwrócono szczególną uwagę na 
mechanizmy składania mRNA oraz inicjację transkrypcji.

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

„To ogromnie trudno zmusić jedno słowo, 
żeby tyle znaczyło — powiedziała Alicja 
popadając w zadumę”.

L. Caroll, „O tym, co Alicja 
odkryła po drugiej stronie lustra”

W biologii term in gen występuje w kilku znaczeniach [26, 41, 54, 67]. 
Początkow o definiowano go jak o  podstaw ow ą jednostkę zróżnicow ania feno- 
typowego, związaną z jedną niepodzielną, p ierw otną funkcją m etaboliczną czy 
rozwojową. N astępnie gen rozum iano jak o  podstaw ow ą jednostkę dziedzicz
ności, niepodzielną ani przy rekom binacji, ani przy strukturalnej zmianie 
chrom osom u. W ostatnich latach za gen uw aża się specyficzny liniowy układ 
nukleotydów  w D N A  (lub RNA). Gen jest jednostką  funkcjonalną, określającą 
dzięki zawartej w niej informacji genetycznej kolejność am inokw asów  
w określonym  polipeptydzie albo kolejność nukletydów  w cząsteczkach RNA. 

Znaczenie wielu term inów w nauce ustala się najczęściej przeprow adzając

* Referat wygłoszony na XVII Konferencji Szkoleniowej z zakresu biologii komórki, 
zorganizowanej przez Polskie Towarzystwo Anatomiczne, Polskie Towarzystwo Histochemików 
i Cytochemików oraz Redakcję Postępów Biologii Komórki (Warszawa, 14 listopada 1987 r.).
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414 S. SZALA

tzw. operację testującą. Innymi słowy: definicja opisuje czynności, których 
wykonanie pozwala stwierdzić, czy jakiś przedm iot podpada pod definiowane 
pojęcie.

W definicji pierwszej operacją testującą jest sprawdzenie, czy jakaś cecha 
(np. kolor kwiatów lub kształt nasion) dziedziczy się zgodnie z prawam i 
M endla. W drugiej definicji operacją testującą są testy rekom binacyjne, 
a w trzeciej test komplem entacyjny cis-trans. W dwu ostatnich testach m etoda 
identyfikacji genu polega na uzyskaniu jego form zm utow anych i analizie 
efektów fenotypowych. Postępowanie takie umożliwia wyznaczenie funkcji 
badanego genu.

Definicje operacyjne są definicjami cząstkowymi (niepełnymi). Cząstkowy 
charakter definicji pow odowany jest prawie zawsze brakiem  dostatecznej 
wiedzy o danym  przedmiocie. W wyniku rozwoju nauki wiele określeń 
cząstkowych zostaje zastępowanych określeniami nowymi. K ażda nowo w pro
wadzona definicja tworzy pojęcie o zakresie szerszym niż zakres pojęcia 
tworzonego przez definicję poprzednią.

W prowadzenie operacji testujących, opartych na nowych technikach b a
dawczych, prowadzi do ujawnienia coraz to innych cech badanego przedm iotu. 
Nowe metody badawcze typu klonow ania fragm entów DNA czy oznaczania 
ich sekwencji umożliwiają identyfikację specyficznego liniowego układu nu- 
kleotydów w DNA, odpowiedzialnego za syntezę określonego polipeptydu.

Przez gen — jednostkę funkcji — będzie się obecnie uważało taką 
sekwencję DNA, k tóra zostanie wyznaczona przez sekwencje nukleotydowe 
obecne w mRNA (RNA wyznaczającym kolejność am inokwasów w kodow a
nym polipeptydzie) lub w RNA typu rRNA, tRNA itd. [14, 20, 26]. Zidentyfi
kowane w odpowiednim  fragmencie DNA sekwencje nukleotydowe m RNA 
pozwalają wyznaczyć sekwencje kodujące am inokwasy (eksony), sekwencje 
niekodujące (introny) oraz początek i koniec jednostki transkrypcji (rye. 1).

Użycie nowego sposobu identyfikacji genów ujawni wiele nowych i raczej 
nieoczekiwanych cech. Okaże się bowiem, że geny zachodzą na siebie [49], 
mogą się przemieszczać [26, 66], być składane w coraz to większe jednostki 
[30, 65], występować w obrębie innych genów [19, 20] itd. W arto  wspomnieć 
o pseudogenach — genach defektywnych nie ulegających transkrypcji [68]. 
Przypuszcza się, że pow stają one w wyniku tzw. retrotranskrypcji. T ranskrypt 
pierwotny (pre-mRNA) lub mRNA służy jako  m atryca do syntezy kom ple
m entarnego DNA (cDNA), który w postaci jedno- lub dwuniciowej zostaje 
następnie w budowany do genomu [57]. W większości przypadków  pseudo- 
geny pozbawione są intronów  i, co oczywiste, nie m ają sekwencji regulujących 
typu prom otorów .

W tej krótkiej pracy, będącej uzupełnieniem podstawowych artykułów  
w polskim piśmiennictwie [27, 28, 34], zwrócę uwagę na kilka nowych danych 
dotyczących struktury  i ekspresji genów eukariotycznych kodujących białka,
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E K SPR E SJA  I. B U D O W A  G E N U  U EU CA R Y O TA 415

a zwłaszcza na mechanizm składania m RNA i inicjacji transkrypcji. Ze 
względu na szeroki zakres poruszanej problem atyki ograniczę się wyłącznie do 
zacytow ania jedynie podstawowego piśmiennictwa w tym zakresie.

RELACJA MIĘDZY SEKWENCJAMI mRNA i DNA

PO C Z Ą TE K  GENU

SYGNAł POLIAOENYIACJI

E K S O N Y  
(SEKWENCJE KOOUJĄCE)

I  NTPONY  
( SEKWENCJE N/EKODUJĄCE)

KONIEC GENU

Rye. 1. Relacja między sekwencjami mRNA i DNA. W większości przypadków początek i koniec 
genu wyznaczają sekwencje końców 5' i 3' mRtyA. Sekwencje kodujące aminokwasy w mRNA 
pozwalają wyznaczyć eksony. m 7G -  metylowany koniec 5' transkryptu, AAA -  poliadenylo-

wany koniec 3' transkryptu

Zdecydow ana większość genów eukariotycznych, poza np. genami histo- 
nów, genami szoku cieplnego czy niektórych interferonów, zawiera w obrębie 
swoich sekwencji kodujących regiony, które nie biorą udziału w kodowaniu 
am inokwasów. W polskim piśmiennictwie [27, 28, 34] geny takie nazywane są 
genami mozaikowymi, genami w kawałkach lub genami nieciągłymi. Określe
nia te mają charak ter chwiejny. M imo wielu sekwencji niekodujących 
(intronów) gen zachowuje swoją integralną całość widoczną chociażby w 
procesach transkrypcji.

Obecność intronów  (w niektórych genach liczba ich przekracza 30) powo
duje, że najdłuższe geny liczą 200-300 tys. nukleotydów. Jeden z największych, 
jak  dotąd, oznaczonych genów to gen kodujący tyreoglobulinę wielkości 
300 tys. nukleotydów [4],

G en (a być może zespół genów), którego defekty prow adzą do choroby 
zwanej dystrofią mięśni D uchenne’a, ma wielkość nawet 1000-2000 tys. 
nukleotydów  [16]. Największe zidentyfikowane introny to: liczący 64 tys. 
nukleotydów  intron w genie tyreoglobuliny [4] czy mierzący 200 tys. nukleo
tydów intron w onkogenie c-abl [10].

W intronach wielu genów znajduje się wiele sekwencji pow tarzających się, 
mających charakter retrotranspozonów , tzn. sekwencji wbudowanych do 
genom u w wyniku retrotranskrypcji [5, 57]. Przypuszcza się, że w wyniku
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416 S. SZALA

rekombinacji między sekwencjami pow tarzającym i się w intronach może 
dochodzić do rozległych delecji obejmujących również sekwencje kodujące 
[40]. W genie receptora białka transportującego cholesterol, tzw. lipoproteiny 
o niskiej gęstości (LDL), rekom binacja zachodzi między powtarzającym i się 
sekwencjami Alu. Jedna z sekwencji Alu znajduje się w intronie, a druga, 
o odwróconej polarności względem pierwszej, w eksonie zawierającym region 
mRNA, który nie ulega translacji [40]. Delecja prowadzi do pow stania 
defektywnego receptora LD L i w rezultacie do hypercholesterolemii i zmian 
miażdżycowych.

W ielkość sekwencji kodujących (eksonów) rzadko przekracza 600 nukleo- 
tydów. Jeden z najmniejszych eksonów to liczący 6 nukleotydów  ekson 
troponiny mięśnia sercowego [15]. N a podstawie analiz sekwencji sym ulowa
nych kom puterow o Senapathy [60] sugeruje, że m aksym alna wielkość sek
wencji mających przypadkow ą, losową fazę odczytu, czyli sekwencji kodują
cych statystycznie dowolne am inokwasy rozpoczynające się od kodonu inicju
jącego (ATG) i kończące się jednym  z trzech kodonów  term inujących (TAG, 
TAA, TGA), wynosi około 600 nukleotydów  (200 kodonów). Powstanie genów, 
liczących zatem więcej niż 200 kodonów , może zachodzić poprzez „sum owa
nie” fazy odczytu wielu krótkich oddzielonych od siebie sekwencji kodujących 
am inokwasy (tzn. minigenów), sekwencji, z których tylko pierwsza będzie m iała 
kodon inicjujący, a ostatn ia kodon terminujący. W arto  tu wspomnieć również 
koncepcję Hickey’a i Benkela [33] o pow stawaniu intronów  w wyniku 
retrotranskrypcji, a także koncepcje N aory i wsp. [48] oraz O hno [50] 
odnośnie roli eksonów w ewolucji.

Spostrzeżenia Senapathy’ego [60] wydają się więc potwierdzać wcześniejsze 
uwagi G ilberta [29, 30] o związku między eksonam i a tzw. dom enam i 
(funkcjonalnymi lub strukturalnym i fragm entam i białek). Wiele danych wska
zuje, że eksony m ogą kodow ać poszczególne dom eny białek. Doskonałym  
przykładem  są lekkie i ciężkie łańcuchy im munoglobulin, których poszczególne 
dom eny są kodow ane przez odrębne eksony [71]. Dom eny wiążące N A D  lub 
A TP w takich enzymach jak  kinaza pirogronianow a, dehydrogenaza alkoho
lowa, kinaza fosfoglicerynianowa czy dehydrogenaza aldehydu 3-fosfoglicery- 
nowego są kodow ane przez podobne eksony. Pozostałe dom eny w tych 
enzymach są natom iast kodow ane przez różne eksony [22].

W wielu przypadkach obserwuje się kom binacyjne składanie wielu różnych 
grup eksonów w większe całości, np. gen receptora lipoproteiny o niskiej 
gęstości (LDL) składa się m.in. z eksonów kodujących prekursor nabłonko
wego czynnika wzrostowego (EG F) i eksonów kom plem entu C9 [65].

W procesie transform acji nowotworowej obserwuje się często powstawanie 
genów fuzyjnych, składających się z eksonów różnych genów [11, 13, 45, 51]. 
N a przykład onkogen trk (zidentyfikowany w raku okrężnicy) składa się 
z fragmentów kinazy tyrozyny i tropom iozyny [45].
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Składanie eksonów w różnych kom binacjach (ang. exon-shuffing) może 
prow adzić do pow staw ania białek o nowym rozmieszczeniu dom en i rów no
cześnie odm iennych często funkcjach [29].

T ranskrypcja genu, którego sekwencje kodujące są poprzedzielane intro- 
nam i, prowadzi do syntezy transkryptu  pierwotnego, tzw. pre-m RN A zawiera
jącego sekwencje eksonów i intronów  [14, 21]. Proces usuwania intronów 
i łączenia we właściwej kolejności eksonów nazywany jest w polskiej literaturze 
składaniem  m RNA (obróbką pre-m RN A, dojrzewaniem mRNA, ang. splicing). 
Praw dopodobnie proces ten rozpoczyna się od utworzenia przestrzennej 
struk tu ry  RNA, zawierającej wypętlony in tron [3, 61]. Powstanie takiej 
s truk tu ry  jest możliwe dzięki swoistym rybonukleoproteidom  (typu snRN P, tj. 
drobnocząsteczkow ym , jądrow ym  RNA połączonych z białkami) rozpoczyna
jącym  swoiste sekwencje znajdujące się na granicy ekson-intron oraz co 
niezmiernie ważne, krótkiej sekwencji znajdującej się w obrębie intronu zwanej 
sekwencją rozgałęzienia (ang. branch site) (rye. 2).

W wyniku upętlenia intronu jego koniec 5' zostaje przybliżony do 
sekwencji rozgałęzienia. Proces usuw ania intronu rozpoczyna się od jego 
końca 5'. Najpierw  pęka wiązanie G  —G  na granicy ekson-in tron. Koniec 5' 
in tronu  zostaje przyłączony do reszty 2' O H  adeniny sekwencji rozgałęzienia. 
Reakcja tą  jest niezmiernie swoista, a wiązanie, które powstaje, jest wiązaniem 
2 - 5 ' fosfodwuestrowym. W wyniku tej reakcji powstaje rozgałęziony RNA 
[25] (ryc. 3). N astępnym  etapem  jest rozerwanie wiązań przy końcu 3' intronu 
typu G-ekson (G należy do końcowego nukleotydu intronu) i połączenie obu 
końców  5' i 3' eksonów. Rozgałęziony intron zostaje usuwany w postaci 
kolistej cząsteczki RNA z liniowym końcem (ang. lariat). M echanizm składania 
m R N A  jest zbliżony do sam oskładania pre-rRNA w Tetrahym ena i przebiega 
d rogą autokatalitycznego usuwania intronów  bez udziału enzymatycznych 
białek [17, 18].

Większość reakcji wycinania in tronu i łączenia końców 5' i 3' eksonów 
w pre-m RN A  zachodzi w obrębie złożonego kom pleksu (ang. spliceosome) 
różnego typu drobnocząsteczkowych, jądrow ych RNA (snRNA) i połączonych 
z nimi białek. Przypuszcza się, że różne typy snR N P (drobnocząsteczkowych, 
jądrow ych rybonukleoproteidów ) rozpoznają końce 5' i 3' in tronu, a także 
sekwencję rozgałęzienia. Tzw. słaby kom pleks z U lsn R N P , który powstaje 
w miejsce 5', praw dopodobnie chroni koniec 5' in tronu  przed RNA-azą T t , ale 
nie przed RNA-azą H. Równie słaby kom pleks powstaje w miejscu 3' in tronu 
z snR N P, praw dopodobnie typu U 5snRN P. W obecności ATP, w miejscu 
rozgałęzienia tworzy się m ocny kom pleks z U2snRNP. M ocny również 
kom pleks tworzy się w miejscu 5' intronu. Obserwuje się również przyłączenie 
do kom pleksu U 4/U 6 snRN P.

Precyzyjne usuwanie in tronu sugeruje ważną rolę sekwencji nukleotydo-
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418 S. SZA LA

wych w miejscu połączeń intron-ekson. N a przykład mutacje nukleotydów  AG 
sekwencji końca 3' in tronu P y n  N C A G  znoszą całkowicie reakcje składania 
mRNA. M utacje te wpływają zatem nie tylko na reakcję przy końcu 3', ale 
także na końcu 5' intronu, co potw ierdza przypuszczenie, że utworzenie 
mocnego, stabilnego kom pleksu 5' jest uzależnione od uprzedniego utw orzenia 
kom pleksu przy końcu 3'.

Ryc. 2. Schemat usuwania intronu i łączenia eksonów (wg [61]). Na rycinie zaznaczono typowe 
sekwencje występujące na granicy ekson-intron oraz intron-ekson. Zaznaczono również sekwencję 
rozgałęzienia występującą w intronie. Py — nukleotydy pirymidynowe, N — dowolny nukleotyd, 
p — reszta fosforanowa. Eksony zaznaczono podwójnymi liniami, intron — pojedynczą. 
W kółkach znajduje się adenina biorąca udział w reakcji powstawania „rozgałęzionego” RN A oraz

reszty fosforanowe

Wiele analiz wskazuje więc, że składanie m RNA  zależy od rodzajów 
i typów sekwencji w miejscu 5' i 3' intronu, od sekwencji rozgałęzienia, od 
długości i rodzajów sekwencji sąsiadujących z intronem  oraz od długości 
samego intronu (minimalną wielkość oszacowano na około 80 nukleotydów).

Proces usuw ania intronów  i łączenia we właściwej kolejności eksonów
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przebiega w obrębie tej samej cząsteczki prekursora mRNA. Reakcje tego typu 
nazywane są często reakcjami cis [3, 17, 18, 61].

U Trypanosom a proces wycinania i łączenia eksonów może przebiegać 
między różnymi cząsteczkami RN A. Reakcje te nazywane są reakcjami trans 
[62], Proces taki zaobserwow ano również u nicienia Caenorhabditis elegans, 
gdzie pewna k ró tka sekwencja zostaje przyłączona do różnych mRNA (jako 
tzw. sekwencja liderowa).

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

Proces usuwania intronów  i łączenia eksonów może odgrywać pewną rolę 
w regulacji ekspresji genów [21]. W różnych typach kom órek z tego samego 
genu m ogą być składane m RNA różniące się liczbą i kolejnością eksonów. 
Składanie takie nazywa się składaniem  alternatywnym  [15] (zob.ryc. 4). W 
najprostszych przypadkach proces ten oparty jest na wyborze jednego 
z dwóch prom otorów  [7, 58]. mRNA różnią się wtedy długością, a różnica 
dotyczy końców 5', np. izoformy lekkiego łańcucha miozyny [6], Proces 
alternatywnego składania m RNA oparty być może na wyborze jednego 
z dwóch miejsc poliadenylacji.- Wówczas m RNA różnią się końcami 3'. 
Przykładem  jest choćby składanie mRNA dla kalcitoniny i polipeptydu 
zbliżonego do kalcitoniny (ang. calcitonine gene-related protein, C G RP) [12]. 
Bardziej złożony proces polega na kom binacyjnym  wyborze eksonów [35, 38, 
74] i obserwowany jest np. w form ow aniu m RNA dla dwóch izoform 
tropom iozyny. Jedna z tych form występuje w fibroblastach, a druga 
w kom órkach mięśniowych [42]. W przypadku kom binacyjnego wyboru

http://rcin.org.pl



420 S. SZALA

eksonów tropom iozyny obserwuje się wiele w ariantów  m RNA różniących się 
składem  i liczbą eksonów [15]. Jeśli n oznacza liczbę eksonów biorących udział 
w kom binacyjnym  składaniu, to liczba różnych mRNA, otrzym anych z jednego 
genu, wynosi 2". N a ogół jednak  alternatyw ne składanie m RNA m a charak ter 
mieszany: różne w arianty m RNA /?-tropomiozyny pow stają w wyniku kom bi
nacyjnego wyboru tylko paru  eksonów (rye. 4C), inne eksony łączą się ze sobą 
w sposób naprzem ienny (rye. 4E), a dodatkow o obserwuje się w ybór miejsc 
poliadenylacji (rye. 4B). Alternatywny sposób składania m RNA odgryw a 
ważną rolę w tworzeniu swoistych pod względem tkankow ym  izoform m RNA 
i oczywiście kodow anych przezeń białek. M echanizm  alternatyw nego składa
nia nie jest jednak wyjaśniony. Przypuszcza się jedynie, że ważną rolę 
odgrywają w nim swoiste tkankow o kom binacje snRNA i białek.

Ryc. 4. Modele alternatywnego składania mRNA. Stałe eksony zaznaczono czarnymi prostoką
tami, a eksony „zmienne” za pomocą prostokątów zakreskowanych. TATA — miejsca promoto- 

rowe, AATAAA — sygnały poliadenylacji

Doniesiono o dość specyficznym układzie dwóch zachodzących na siebie 
genów [2, 32, 69]. Geny te, w przeciwieństwie do genów zachodzących na 
siebie, zlokalizowanych w tej samej nici [49], znajdują się na dwóch niciach: na 
tzw. nici sensownej i nici kom plem entarnej, anty sensownej. O ba geny, oczy
wiście, są transkrybow ane w dwu różnych kierunkach. U  szczura jeden koduje 
horm on G nR H  (ang. gonadotropin-releasing horm one) i jest aktywny
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transkrypcyjnie w kom órkach centralnego układu nerwowego. Drugi, zwany 
um ownie SH, jest aktywny w kom órkach m ięśnia sercowego i koduje białko 
o nieznanej funkcji. Sekwencje eksonów obu genów wydają się pokryw ać ze 
sobą [2].

*

Wiele danych wskazuje, że transkrypcja genów eukariotycznych jest 
inicjow ana przez polim erazę RNA II (B) w regionie D N A  poprzedzającym  
geny, zwanym prom otorem . Miejsce term inacji transkrypcji, w przybliżeniu, 
wyznacza rejon poliadenylacji zawierający sekwencję AATAAA [52]. W wielu 
genach, poniżej sekwencji AATAA, znajduje się sekwencja Y GTGTTYY 
(Y oznacza nukleotyd pirymidynowy), k tó ra  — jak  się przypuszcza — odgrywa 
pew ną rolę w term inacji transkrypcji [52]. Analizy sekwencyjne i odpowiednio 
dobrane testy m utacyjne [36, 46] wskazują, że sekwencje prom otorow e liczą 
około  100 nukleotydów  i zawierają kilka charakterystycznych sekwencji 
długości 8-12 nukleotydów  rozpoznaw anych przez różne białka [23, 44]. 
W  odległości około 30 nukleotydów  od pierwszego nukleotydu, od którego 
rozpoczyna się transkrypcja, znajdują się sekwencje TATA rozpoznaw ane 
przez polimerazę R N  A. Powyżej sekwencji TATA znajduje się kilka innych 
sekwencji (G G G C G G , CCAAT, GCCACACCC, ATGAAAT), które w róż
nych prom otorach  m ogą występować w różnych kom binacjach. Sekwencje te 
p raw dopodobnie m ogą wiązać jedno lub więcej białek zwanych czynnikami 
transkrypcji. Przypuszcza się, że czynniki transkrypcji umożliwiają „usado
wienie” połimerazy RNA w obrębie sekwencji prom otorow ych [64] (ryc. 5).

Ryc. 5. Model wiązania czynników transkrypcyjnych z promotorem. Białka wiążące się z sekwen
cjami swoistymi tworzą struktury przestrzenne ułatwiające rozpoznanie przez polimerazę RNA 

sekwencji TATA. Strzałka oznacza kierunek transkrypcji
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N iektóre z tych białek (zwanych przez D ynana i Tjiana [23] białkami Spl) 
mogą oddziaływać tylko z prom otoram i niektórych genów, np. genów wirusa 
SV40, wirusa opryszczki, (herpes sim plex) lub reduktazy dwuhydrofolanowej 
myszy, ponieważ prom otory  te zawierają sekwencje

G G G C
G G G C G G  

T AAT

które wiążą swoiście białka Spl. Rozkład i ilość sekwencji wiążących białka 
Spl w tych prom otorach nie wydaje się jednak wskazywać na jakąś swoistą 
regularność. W prom otorach genów szoku cieplnego występuje sekwencja typu 
C..GAA..TTC..G (kropki oznaczają dowolne nukleotydy), rozpoznaw ana przez 
swoiste białka zwane H STF (ang. heat-shock transcription factor) [23]. 
Również i te białka wiążąc się z prom otorem  umożliwiają właściwe usadowie
nie polimerazy. Jak się zdaje, niezależnie od rodzaju prom otorów  i typów 
białek wiążących się z nimi, białka o charakterze czynników transkrypcyjnych 
tworzą w obrębie sekwencji prom otorow ych dość skom plikow ane struktury  
przestrzenne, umożliwiające rozpoznanie przez polimerazę RNA sekwencji 
TATA (ryc. 5). Białka te m ają kilka charakterystycznych domen: dom enę 
bogatą w reszty cysteinowe, um ożliwiającą rozpoznanie sekwencji DNA (ryc. 
6), dom enę związaną z aktywnością transkrypcyjną, a w przypadkach genów 
regulowanych horm onalnie, również dom eny wiążące horm ony sterydowe. W 
tym ostatnim  w ypadku czynniki transkrypcyjne są receptoram i horm onów  
sterydowych [44].

W arto zwrócić uwagę na pewną osobliwość struktury  czynników trans
krypcyjnych. Uw ażano dotąd, że białka o charakterze regulacyjnym mają 
z reguły budowę dim eryczną oraz fragmenty helikalne pooddzielane fragmen
tami niehelikalnymi. Białka te wiążą się z DNA właśnie za pośrednictwem 
fragmentów helikalnych (ryc. 6A). Czynniki transkrypcyjne (jak dotąd, najlepiej 
zbadanym  pod względem strukturalnym  jest T F  III A, czynnik transkrypcyjny 
genów 5S RNA [47]) m ają dość charakterystyczną strukturę kilku pow tarza
jących się dom en złożonych z am inokwasów cysteinowych i histydynowych, 
wiążących jony Z n 2+ (ryc. 6B) [8, 9]. Przypuszczalnie czynniki transkrypcyjne 
wiążą się z sekwencjami DNA końcami swych dom en lub za pom ocą 
aminokwasów mieszczących się między dom enam i [8, 9].

Wiele danych wskazuje, że oprócz sekwencji prom otorow ych, w obrębie 
genów (w ich intronach) bądź w różnej odległości od genów, i to zarówno 
powyżej końca 5', jak  3' genu, występują sekwencje, które wiążąc się ze swoimi 
białkami wywierają wielki wpływ na wydajność transkrypcji. Są to sekwencje 
m odulujące (wzmacniające) procesy transkrypcji (ang. enhancer) [37, 39, 70, 
72]. Sekwencje te pod względem swoich własności przypom inają sekwencje 
prom otorow e (np. w wielu genach m ogą je zastępować) i sądzi się, że różnią się 
od prom otorów  jedynie tym, że m ogą wpływać na transkrypcję niezależnie od
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orientacji w stosunku do genu, jak  i odległości od niego (odległości od genu 
m ogą być nawet rzędu wielu tysięcy nukleotydów) [44], Przypuszczalnie tzw. 
oddziaływanie na odległość polega na utworzeniu złożonego kompleksu 
między białkam i z sekwencjami prom otorow ym i i białkam i związanymi 
z sekwencjami wzmacniającymi [53, 55, 59]. Sekwencje DNA oddzielające 
sekwencje prom otorow e od sekwencji wzmacniających zostają wówczas 
wypchnięte z kom pleksu białkowego w postaci pętli (ryc. 7). W sąsiedztwie 
niektórych genów występują również sekwencje wiążące białka blokujące 
transkrypcję. Sekwencje te nazywane są 'sekwencjami wyciszającymi trans
krypcję (ang. silencer) [13a]. Jak się zdaje, znoszą one działanie sekwencji 
m odulujących (wzmacniających).

Ryc. 6. (A) Model dimerycznego białka zawierającego fragmenty helikalne (oznaczone na rysunku 
za pomocą cylindrów). Białko takie wiąże się z DNA za pomocą swych fragmentów helikalnych. 
Fragment pierwszy wiąże się wzdłuż helisy DNA, fragment drugi dopasowuje się do dużego rowka 
DNA. (B) Schemat struktury powtarzających się domen czynnika transkrypcyjnego TFIIIA. 
Czynniki transkrypcyjne posiadające strukturę zbliżoną do TFIIIA wiążą się z sekwencjami DNA 
prawdopodobnie końcami swych domen lub za pośrednictwem aminokwasów znajdujących się

między domenami (wg [8])

Wiele danych wskazuje, że sekwencje wzmacniające transkrypcję ge
nów, których aktyw ność jest indukow ana różnymi czynnikami, np. szokiem 
cieplnym, m etalami, czynnikam i wzrostu czy horm onam i sterydowymi, są 
miejscem wiązania swoistych białek. Przypuszcza się, że niektóre odpowiednio 
zm odyfikowane w wyniku indukcji białka stają się aktyw atoram i transkrypcji 
(regulacja pozytywna) [44]. W przypadku indukcji niektórych genów, np.
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ß-interferomi, wydaje się, że aktyw atory transkrypcji m ogą wypierać swoisty 
represor blokujący transkrypcję z sekwencji wzmacniających (regulacja nega
tywna) (ryc. 8).

Ryc. 7. Model oddziaływania na odległość czynników transkrypcyjnych. Przedstawiono dwa typy
oddziaływań

W w ypadku genów, których aktywność jest wysoce swoista pod względem 
kom órkowym , np. genów im m unoglobulin, insuliny czy chym otrypsyny, sek
wencje wzmacniające tych genów są miejscem wiązania białek determ inujących 
tkankow o swoistą transkrypcję [44]. Bardzo często przeniesienie genów 
w sąsiedztwo swoistych pod względem tkankow ych sekwencji wzmacniających 
powoduje ich transkrypcyjną aktywację. Aktywację onkogenu c-myc pod 
wpływem sekwencji wzmacniających genów im m unoglobulinowych obserwuje 
się w różnego typu chłoniakach [1, 11]. Aktywacja u myszy transgenicznych 
genu transform acyjnego dużego antygenu T wirusa SV40 pod wpływem 
sekwencji wzmacniających genu insuliny II szczura prowadzi do transformacji 
nowotworowej i pow stania insulinom atów , now otw orów  wywodzących się 
z kom órek wysepek Langerhansa [31]. U myszy transgenicznych zaobserwo
wano również wysoce swoistą pod względem tkankow ym  aktywację genu 
transform ującego dużego antygenu T wirusa SV40, przyłączonego do sek
wencji regulujących genu krystaliny, prow adzącą do pow stania nowotworów 
soczewek [43].
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W ydaje się, że badania m echanizm ów regulacji ekspresji genów eukario
tycznych wkroczyły w nową fazę. Przedm iotem  badań nie są liniowe struktury 
w postaci sekwencji DNA, ale oddziaływania typu b iałko-D N A , prowadzące 
do pow stania skom plikow anych struk tu r przestrzennych [24]. S truktury te, 
złożone z wielu białek, określają topologię sekwencji prom otorow ych rozpo-

Ryc. 8. Modele aktywacji indukcyjnych promotorów sekwencji wzmacniających (wg [44]). (A) 
W wyniku indukcji czynnik transkrypcyjny ulega modyfikacji i przyłącza się do swoistych 
sekwencji prom otora (sekwencji wzmacniających). Prowadzi to do związania polimerazy RNA 
i transkrypcji genu (strzałka oznacza kierunek transkrypcji). (B) Czynnik transkrypcyjny — 

w wyniku indukcji — może również wypierać represor blokujący transkrypcję

znawanych przez polimerazę RNA, biorą udział zarów no w formowaniu 
kom pleksu inicjującego transkrypcję, jak  i w samej transkrypcji [73]. Przed
m iotem  badań  stają się więc konform acyjne przekształcenia białek i związane 
z nimi sekwencje DNA. Liniowy gen zaczyna się więc stawać coraz to bardziej 
stru k tu rą  przestrzenną.
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* SPRZĘT MEDYCZNY I LABORATORYJNY

* MATERIAŁY DIAGNOSTYCZNE I ODCZYNNIKI LABORATORYJNE

* PRZECIWCIAŁA M O NO KLONALNE 1 POLIKLONALNE

* KSIĄŻKI

Uprzejmie informujemy, że ALAB Spółka z o.o. (02 -055 Warszawa, ul. Filtrowa 67D m. 
105/106, tel. 25-56-87), zajmująca się promocją oraz wytwarzaniem sprzętu medycznego, laborato
ryjnego oraz materiałów do diagnostyki, oferuje możliwość zakupienia za złotówki powyższych 
materiałów z II obszaru płatniczego.

Służymy również radą w rozwiązywaniu Państwa problemów związanych z zakupem 
materiałów diagnostycznych, a w szczególności przeciwciał monoklonalnych (na życzenie klienta 
istnieje możliwość przeszkolenia w zakresie używania tych przeciwciał).

ZAPEWNIAMY KRÓTKIE TERMINY DOSTAW!!!
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W O D Ó R  -  M ETA B O LIZM  I PERSPEK TY W Y  
F O T O  B IO L O G IC Z N E G O  W YTW ARZANIA*

HYDROGEN -  METABOLISM AND PERSPECTIVES 
O F PHOTOBIOLOGICAL PROD UCTIO N

Wacław HENDRICH 

Instytut Biochemii Uniwersytetu Wrocławskiego

Streszczenie: Omówiono właściwości i mechanizm działania trzech enzymów, uczestniczących we 
współzależnych procesach wiązania azotu i metabolizmu wodoru: nitrogenazy, hydrogenazy 
pochłaniającej i hydrogenazy odwracalnej. Przedyskutowano możliwości wykorzystania immobi- 
lizowanych chloroplastów 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 skrótów

A DP — adenozynodifosforan 
ATP — adenozynotrifosforan
FAD, FA DH 2 — dinukleotyd flawinowoadeninowy (forma utleniona i zredukowana)
NAD + , NADH — dinukleotyd nikotynamidoadeninowy (forma utleniona i zredukowana) 
N AD P + , NADPH — fosforan dinukleotydu nikotynamidoadeninowego (forma utleniona 

i zredukowana)
Q b — plastochinon, wtórny akceptor fotosystemu II.

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

M etabolizm  w odoru i wiązanie azotu przez bakterie i glony są procesami 
współzależnymi. Już w latach 30 stwierdzono, że w odór ham uje selektywnie 
wiązanie azotu w brodaw kach koniczyny [76, 77]. Aktywność hydrogenazow ą 
w ykryto w zdolnych do wiązania azotu bakteroidach z brodawek Pisum  
sativum  [59] oraz w A zotobacter vinelandii', w tym ostatnim  przypadku 
aktywność hydrogenazowa rośnie szczególnie wyraźnie, gdy wzrost bakterii 
jest uzależniony od N 2 [46]. Bezpośrednim dowodem  na współzależność 
wiązania azotu i m etabolizm u w odoru było stwierdzenie, że bezkom órkow e 
preparaty  nitrogenazy z A zotabacter  katalizują reakcję wiązania N 2 z rów no
czesnym wydzielaniem w odoru kosztem  A TP i odpowiedniego reduk tora [18, 
19].

Proces wiązania azotu uznaje się za drugi, po fotosyntezie, najważniejszy 
proces biologiczny. O  znaczeniu tego procesu w biologii i w gospodarce 
człowieka m ogą świadczyć następujące liczby: ocenia się, że bakterie i glony 
wiążą rocznie 170 — 2 7 0 -106 t azotu [70]. Równocześnie roczną produkcję 
nawozów azotowych oceniało się w 1974 r. na 30-106 t, przy czym 
w yprodukow anie 1 kg naw ozu azotowego wymagało energii 1,5 kg oleju 
opałowego [20]. W arto również zaznaczyć, że biologicznemu wiązaniu azotu 
towarzyszyło (szacunkowo w 1980 r.) wydzielenie 2 ,1 -4 ,4 1 0 6 t w odoru [24].

Z tego krótkiego przeglądu danych wynika, że przy om awianiu m echa
nizmów biologicznego wytwarzania wodoru nieodzowne jest rozpatrzenie 
niektórych aspektów m echanizm u wiązania azotu. Celem niniejszej pracy jest 
przedstawienie zależności między tymi procesami oraz perspektyw w ykorzysta
nia fragmentów struk tu r naturalnych do fotochemicznej produkcji w odoru w 
układach sztucznych. Intencją au to ra  było również uzupełnienie danych, 
zaw artych w pracy [39].

ENZYMY KATALIZUJĄCE WIĄZANIE AZOTU I METABOLIZM W ODORU

Procesy wiązania azotu i m etabolizm u w odoru są katalizow ane głównie 
trzem a enzymami: nitrogenazą, hydrogenazą pochłaniającą (uptake hydroge- 
nase) i hydrogenazą odw racalną. N a uwagę zasługuje fakt, że według autorów  
pracy [48] rozróżnienie hydrogenaz pochłaniającej i odwracalnej ma sens tylko 
w w arunkach in vivo. Po wyizolowaniu, w w arunkach in vitro wszystkie 
hydrogenazy są odwracalne; w obecności odpowiednich m ediatorów  mogą 
pochłaniać lub wydzielać H 2.

Nitrogenazy nie stw ierdzono w żadnych eukariotach, natom iast występuje 
w niektórych gatunkach różnych rodzajów prokariotów , m. in. w bakteriach 
(zarówno tlenowcach, fakultatyw nych i bezwzględnych beztlenowcach), bak te
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riach fotosyntetyzujących, bakteriach żyjących w symbiozie z roślinami 
i zwierzętami oraz w sinicach [14]. N a podkreślenie zasługuje fakt, że 
nitrogenazy izolowane z różnych źródeł m ają podobne właściwości fizyko
chemiczne i katalityczne [78].

N itrogenazy są zbudow ane z dwóch części: składnika I (dinitrogenaza, 
m olibdenoferredoksyna) oraz składnika II (reduktaza dinitrogenazy). Składnik 
I jest białkiem o masie cząsteczkowej 180-270 kDa, zbudow anym  z czterech 
podjednostek (tx2ß 2)• Zaw iera 18-36 gatom ów Fe, 1-2 gatom y M o oraz labilną 
siarkę (nieco mniej niż Fe). M etodą spektroskopii absorpcyjnej promieni X 
stw ierdzono występowanie ligandów typu M o —S i M o —Fe. Ugrupowanie 
dwóch atom ów  M o i 12-16 atom ów  Fe tworzy praw dopodobnie centrum  
aktyw ne enzymu. Pozostałe atom y Fe i S tworzą ugrupow ania typu 4Fe —4S, 
nie związane resztami cysteinowymi z nośnikiem białkowym [25]. Reduktaza 
dinitrogenazy jest białkiem o masie cząsteczkowej 55-65 kD a, zbudow anym  
z dwóch identycznych podjednostek. W centrum  aktywnym  zawiera 4 atom y 
Fe w formie jednego ugrupow ania typu 4Fe — 4S. Obydw a białka są kwaśne. 
W ich składzie aminokwasowym  występuje dużo kwasu glutaminowego 
i asparaginowego.

M echanizm działania dwóch składników  nitrogenazy jest następujący: 
składnik II przyjmuje elektrony od odpowiedniego donora (stwierdzono, że 
w heterocystach Anabaena variabilis głównym źródłem elektronów dla n itro
genazy jest oksydatywny cykl pentozo-fosforanowy: uwalniane w cyklu elek
trony są przenoszone do składnika II nitrogenazy za pośrednictwem 
N A D P IH , oksydoreduktazy N A D PH : ferredoksyna i ferredoksyny, k tóra jest 
bezpośrednim  donorem  [15]; w w arunkach niefizjologicznych donorem  elek
tronów  dla nitrogenazy może być hydrosiarczyn), następnie wiąże M gATP, co 
pow oduje zmianę konform acyjną białka i obniżenie potencjału redoks od 
— 280 do ok. —400 mV. W tym stanie składnik II tworzy kompleks ze 
składnikiem  I. Przeniesieniu elektronu od składnika II do I towarzyszy 
hydroliza 2 M gATP do 2 M gADP. Zredukow any składnik I jest zdolny do 
redukow ania wielu substratów  [14]. Biologicznie najważniejszym substratem  
jest azot cząsteczkowy. P roduktem  redukcji jest N H 3. Reakcja jest energe
tycznie bardzo kosztowna, gdyż przeniesieniu 6 elektronów,

N 2 +  6 H + +  6e~ -* 2 N H 3,

towarzyszy hydroliza 12 cząsteczek ATP.
Innymi substratam i dla nitrogenazy są: N 3 , N 20 ,  H CN , C 2H 2 (redukcję 

acetylenu w obecności A TP i hydrosiarczynu w ykorzystano jako  standardow ą 
m etodę oznaczania aktywności nitrogenazy) oraz H + . Redukcja H + do H 2 
towarzyszy zawsze wiązaniu azotu przez nitrogenazę: w optym alnych w arun
kach stężenia A TP i przy wysokich ciśnieniach parcjalnych N 2 ok. 25%  
strum ienia elektronów, przepływającego przez nitrogenazę, zużywa się na
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redukcję H + [37]. W atmosferze pozbawionej N 2 i środowisku nie zaw iera
jącym  akceptorów  elektronów  jedyną reakcją katalizow aną przez nitrogenazę 
jest redukcja H + . Procesowi temu, odkrytem u przez Gęsta i K am ena [34], 
przypisuje się następujący mechanizm:

E +  2 e ~ - - ^ ? > E x :2 H .
2H

W środowisku nie zawierającym azotu aktywny kom pleks enzymu E x :2H  
rozpada się, wydzielając wodór,

E x : 2H  -» E +  H 2, 

natom iast w obecności azotu przebiega reakcja

E x :2 H  +  N 2 - + E x :N 2 +  H 2,

dzięki której w iązaniu azotu towarzyszy wydzielanie wodoru.
N itrogenaza jest enzymem bardzo wrażliwym na działanie tlenu. Szczegól

nie wrażliwy jest składnik II, k tóry nawet w obecności niskich ciśnień 
parcjalnych tlenu ulega szybkiej i nieodwracalnej dezaktywacji.

D rugą grupą enzymów, odgrywających isto tną rolę w m etabolizm ie wo
doru, są hydrogenazy. Jak w spom niano już, podział hydrogenaz na pochłania
jące i odwracalne m a sens tylko w w arunkach in vivo. Z przytoczonych niżej 
danych wynika, że kryterium  podziału nie m ogą być: lokalizacja, m asa 
cząsteczkowa oraz skład centrum  aktywnego. Jedynym um ownym  kryterium  
podziału może być szybkość wydzielania w odoru w obecności odpowiedniego 
donora (zredukowanego metylowiologenu).

Hydrogenazy pochłaniające, katalizujące w w arunkach in vivo reakcję 
utleniania H 2, występują głównie w bakteriach azotowych (np. w różnych 
szczepach A zotobacter  [74] i Rhizobium  [4], bakteriach purpurow ych (np. w 
Rhodopseudomonas [23], niektórych bakteriach chemotroficznych, utleniają
cych H 2 [67, 68] oraz w sinicach [40]. N atom iast hydrogenazy odwracalne są 
bardziej specyficzne dla organizm ów anaerobowych. W ystępują często razem 
z hydrogenazam i pochłaniającym i w bakteriach fotosyntezujących i ferm enta
cyjnych oraz w wielu sinicach, zarów no tworzących heterocysty (niektóre 
szczepy Anabaena, N ostoc  i M astigocladus [45, 73]), jak  i tworzących tylko 
kom órki wegetatywne (niektóre szczepy Spirulina [51] i Oscillatoria [8, 43].

H ydrogenazy pochłaniające są integralnym i białkam i błonowymi. W sini
cach są zlokalizowane zawsze w heterocystach (spośród organizm ów nie 
tworzących heterocyst aktywność hydrogenazy pochłaniającej stw ierdzono 
tylko w Anacystis nidulans [56, 57]). Z heterocystowej frakcji sinic m ożna ją 
uwolnić działaniem detergentów lub ultradźwiękami.

W odróżnieniu od hydrogenaz pochłaniających, odwracalne hydrogenazy 
m ogą być zlokalizowane w różnych przestrzeniach kom órki, zarów no
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w cytoplazmie, w przestrzeni peryplazmatycznej, jak  i, jako  białko integralne, 
w błonie wewnątrzkom órkowej. W jednym  organizm ie może występować kilka 
hydrogenaz. Tak np. w Desulfovibrio baculatus wykryto 3 hydrogenazy: jedna 
jest integralnym  białkiem błonowym, dwie pozostałe są rozpuszczalne 
i występują w przestrzeni peryplazmastycznej i w cytoplazmie [72]. Dwie 
hydrogenazy (jedną bardziej hydrofobową i praw dopodobnie w budow aną 
w błonę, i drugą, rozpuszczalną, zlokalizowaną w cytozolu) wykryto 
w M ethanobacterium  formicicum  [7].

Izolow ane i oczyszczone enzymy mają masy cząsteczkowe zawarte 
w szerokim przedziale 900-50 kD a (tab. 1). N iskocząsteczkowe hydrogenazy 
o M <  60 kD a m ają strukturę m onom eryczną, niezależnie od tego, czy in vivo 
miały właściwości hydrogenazy pochłaniającej, czy odwracalnej. N a przykład 
hydrogenaza pochłaniająca izolowana z heterocyst Anabaena ma masę cząs
teczkową 56 kD a [40], z bakteroidów  Rhizobium japonicum  — 63 kD a [4], 
a hydrogenaza odwracalna z Spirulina maxima — 56 kD a [51], Wszystkie te 
hydrogenazy są m onom eram i, natom iast hydrogenazy o większych masach 
cząsteczkowych m ają strukturę podjednostkow ą, przy czym podjednostki mają 
masy cząsteczkowe w granicach 20-70 kD a (tab. 1).

W centrum  aktywnym  hydrogenaz zawsze występują ugrupow ania typu 
2 Fe — 2S, 3 Fe — xS  lub 4 Fe — 4S, zawierające niehemowe żelazo i labilną 
siarkę. Liczba atom ów  Fe waha się w granicach 4-12. Prócz tego w centrum  
aktywnym  hydrogenaz występuje często Ni, a czasem Se w stosunku molowym 
N i : Se =  1:1 oraz pochodne flawiny. Skład centrum  aktywnego hydrogenaz, 
wyizolowanych z różnych bakterii, podano w tab. 1.

W yniki badań widm EPR, jako  funkcji potencjału redoks medium, pro
wadzą do wniosku, że zarów no ugrupow ania typu Fe —S, jak  i Ni uczestniczą 
bezpośrednio w aktywow aniu cząsteczki H 2, przy czym Ni praw dopodobnie 
zmienia swoją wartościowość [2, 12, 47, 71].

W odróżnieniu od hydrogenaz zawierających w centrum  aktywnym tylko 
ugrupowanie typu Fe — S, hydrogenazy zawierające Ni są po wyizolowaniu 
nieaktywne.

O dw racalną inaktywację przypisuje się działaniu tlenu, który powoduje 
przejście centrum  w stan utlenowany lub zmienia konform ację części białkowej. 
Proces aktyw ow ania jest dwufazowy: w pierwszym, wolnym stadium, zacho
dzącym pod wpływem H 2 (w ciągu kilku godzin), CO, układu oksydaza 
glukozy +  glukoza, lub tetrahem owego cytochrom u c3 centrum  uwalnia się 
od 0 2 lub przyjmuje praw idłow ą konformację. Ta „gotow a” forma enzymu 
przechodzi pod działaniem czynników redukujących (H 2, hydrosiarczyn) 
w drugim, szybkim stadium  w formę aktyw ną [12].

Opisane tu trzy formy hydrogenazy (nieaktywna, gotow a i aktywna) różnią 
się sygnałami EPR [12].

Rozpatryw ano dwa różne mechanizmy działania hydrogenazy: homo-
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lityczny i heterolityczny. W pierwszym z nich aktywowanie H 2 następuje na 
dwóch równocennych centrach według schematu:

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

natom iast w drugim  pod wpływem enzymu H 2 rozpada się na pro ton  i jon  
wodorkow y, przyłączające się do dwóch nierów nocennych centrów, z których 
jedno  jest miejscem akceptorow ym  H + , a drugie — jonu  H “ :

,B: B:H +
E +  H 2 -+ e (

\
H "

(E oznacza enzym, B — miejsce akceptorow e protonu).
Termodynamicznie korzystniejszy jest rozpad heterolityczny (AG° =  155 

kJ m o l-1 ) od hom olitycznego (dG° =  418 k J m o l -1 ) [72], toteż przyjmuje 
się, że aktyw ow anie H 2 przez hydrogenazy zachodzi według m echanizm u 
heterolitycznego. W edług tego mechanizm u teoretycznie tylko jeden z w iąza
nych wodorów  może swobodnie wymieniać się z protonam i medium. 
W rzeczywistości wymianie ulegają obydwa jony, a szybkość wymiany zależy 
od p K a miejsca wiązania p ro tonu  oraz od ligandów miejsca wiązania jonu  H ~.

Pom iary  szybkości wymiany związanych jonów  w odoru w ykorzystano do 
charakteryzow ania hydrogenaz. Badania kinetyki reakcji wymiany izotopów, 
odkrytej w 1978 r. [44], a szczególnie jej początkowych stadiów, m ożna było 
prow adzić dopiero po rozwinięciu odpowiedniej techniki spektroskopii m a
sowej [10]. G dy w fazie gazowej znajduje się izotop D 2, jego pochłanianiu 
przez roztw ór hydrogenazy towarzyszy wydzielanie H D  i H 2 według następu
jących reakcji

B :H + B :D  +
E ^  +  D 2 +  H D ,

H -  n  H -

E ^  +  H D  

B :H + B :D  +
e(^  + h d - + e(^  + h 2.

H~ H~
Stosunek szybkości reakcji wydzielania H 2 : H D  (często wyrażany również 

w postaci H 2 :(H 2 +  HD)) oraz zależność tego stosunku szybkości od pH  jest 
charakterystyczny dla hydrogenaz izolowanych z różnych organizmów.

D rugą charakterystyczną właściwością różnych hydrogenaz jest szybkość 
wydzielania i pochłaniania w odoru (wyrażona w pm olach H 2 -mg biał-
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k a -1 ■ m in -1 ) oraz zależność tych aktywności od pH. Analiza wyników takich 
pom iarów przedstawionych w tab. 2 prowadzi do następujących wniosków:

1. Dla niektórych enzymów (np. hydrogenazy pochłaniającej, izolowanej 
z bakteroidów  brodawek soi [6], z A zotobacter vinelandii, hydrogenazy 
peryplazmatycznej z DesulJ'ovibrio vulgaris oraz hydrogenazy cytoplazm atycz- 
nej z Desulfovibrio baculatus [32]) szybkość wydzielania H 2 (z udziałem d o 
nora — zredukow anego metylowiologenu) i szybkość wymiany H + — D 
osiągają m aksym alną wartość w tym samym pH. Należy przypuszczać, że 
najwolniejszym stadium  reakcji katalizowanej przez te enzymy jest tworzenie 
wiązania H —H lub uwalnianie produktu. N atom iast dla hydrogenazy pery
plazmatycznej z Desulfovibrio gigas stwierdzono wspólne optim um  pH dla 
wymiany H + — D i pochłaniania H 2, najwolniejszym stadium  procesu jest więc 
praw dopodobnie aktywow anie H 2.

2. Stosunek szybkości wydzielania H 2 do H D  w reakcji wymiany D 2 —H + 
w optym alnych w arunkach pH przyjmuje dla niektórych hydrogenaz wartości 
większe od 1, dla pozostałych zaś mniejsze od 1. Do pierwszej grupy należą 
m.in. hydrogenazy izolowane z Desulfovibrio salexigenes i D. baculatus, a do 
drugiej — hydrogenazy z D. gigas i D. multispirans [71]. N a uwagę zasługuje 
fakt, że hydrogenazy pierwszej grupy zawierają w centrum  aktywnym  Ni i Se 
w stosunku molowym 1:1, podczas gdy enzymy drugiej grupy nie zawierają Se 
(tab. 1). W edług autorów  pracy [71] różnice stosunku szybkości wydzielania 
H 2 :H D  m ożna przypisać mechanizmowi heterolitycznem u (stosunek szyb
kości większy od 1) i hom olitycznem u (stosunek szybkości mniejszy od 1), lub, 
co bardziej praw dopodobne, specyficznemu wpływowi ligandów (Ni —Fe lub 
Ni —Se) na zróżnicowanie właściwości dwóch centrów aktywnych enzymu.

W w arunkach in vivo donorem  elektronów  dla hydrogenaz pochłaniają
cych jest H 2, a akceptoram i — związki o potencjałach redoks większych od 
0 V (plastochinon, cytochrom  b 55(l, deazaflawina — koenzym F 420). N atom iast 
hydrogenazy odwracalne są zdolne do przenoszenia elektronów  między związ
kami o niższych potencjałach redoks (zredukowana ferredoksyna, N A D H , 
F A D H 2, cytochrom  c549) a wodorem  [40].

W yizolowane, oczyszczone enzymy różnią się szybkościami wydzielania i 
pochłaniania wodoru. H ydrogenaza pochłaniająca z Rhizobium japonicum  jest 
zdolna do redukow ania błękitu metylenowego, żelazicyjanku, 2,6-dwuchloro- 
fenolindofenolu, cytochrom u c i benzochinonu, ale tylko z bardzo małą 
szybkością metylowiologenu, ferredoksyny, N A D  + , N A D P + i FAD  [40]. 
Również reakcja odw rotnego przeniesienia elektronu, od zredukow anego 
metylowiologenu do H + , przebiega z bardzo m ałą szybkością, dlatego reakcję 
tę stosuje się do rozróżnienia hydrogenaz pochłaniających i odwracalnych. Dla 
tych ostatnich wydajnym donorem  elektronów, prócz metylowiologenu, jest 
również benzylowiologen [40]. O pewnej specyficzności działania hydrogenaz 
odwracalnych m ogą świadczyć następujące fakty: hydrogenazy typu FeNiSe są 
aktywniejsze w wydzielaniu wodoru, natom iast hydrogenazy typu Fe i FeNi są
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znacznie aktywniejsze w procesie pochłaniania w odoru (tab. 2). Zaobserw o
wano również pewną specyficzność substratow ą: przykładem  mogą być dwie 
hydrogenazy z M ethanobacterium  form icicum , z których jedna, praw dopodob
nie błonowa, jest zdolna do redukow ania koenzymu F 420 i metylowiologenu, 
a druga, rozpuszczalna, redukuje tylko metylowiologen [7],

Hydrogenazy różnią się wrażliwością na działanie inhibitorów  i podwyż
szonej tem peratury. W w arunkach in vivo hydrogenazy pochłaniające są 
ham owane częściowo przez N O J ,  a silnie przez N H 4 . Tlen pod niskimi 
ciśnieniami parcjalnymi powoduje odw racalną inhibicję enzymu [5, 45]; 
wyższe stężenia tlenu pow odują nieodw racalną dezaktywację. Tak np. w 
Anacystis nidulans zależne od światła pochłanianie w odoru jest ham owane 
odwracalnie przez 1% 0 2, a 30 min inkubacja w atmosferze powietrza 
dezaktywuje hydrogenazę w A. nidulans nieodwracalnie [56].

C harakterystyczne różnice wykazują hydrogenazy izolowane z różnych 
szczepów Desulfovibrio: wszystkie trzy typy hydrogenaz zawierające w centrum  
aktywnym prócz siarki albo tylko Fe, albo Fe i Ni, lub wreszcie Fe, Ni i Se są 
bardzo wrażliwe na działanie N O; hydrogenazy typu Fe i FeNiSe są również 
bardzo wrażliwe na działanie CO i N 0 2 , natom iast hydrogenazy typu FeNi są 
słabo ham owane przez C O  i niewrażliwe na działanie N O J  [11].

Hydrogenazy odwracalne są odporniejsze na działanie powietrza od 
hydrogenaz pochłaniających. Szczególnie dużą odpornością cechują się enzy
my, izolowane z Oscillatoria i Anabaena\ m ożna je przechowywać w atmosferze 
powietrza, w stanie zam rożonym  przez kilka miesięcy bez znacznej straty 
aktywności [40]. Hydrogenazą z M ethanosarcina barkeri zachowuje aktywność 
po 8 dniach przechowywania w atmosferze powietrza, w tem peraturze 4°C. 
Podobną odporność wykazują hydrogenazy izolowane z niektórych szczepów 
Desulfovibrio [31], natom iast enzymy izolowane z M astigocladus i Spirulina 
tracą w tych warunkach ok. 75% aktywności.

Zaobserwowano również znaczne różnice odporności hydrogenaz na dzia
łanie podwyższonej tem peratury. H ydrogenazy pochłaniające są term olabilne 
(po 12 min inkubacji w tm peraturze 70°C tracą 50% aktywności). Wśród 
hydrogenaz odwracalnych szczególną term ostabilnością odznacza się hydro- 
genaza z Desulfovibrio gigas; po 2 godz., inkubacji w 65°C zachowuje 97% 
aktywności, a w tem peraturze 80°C — 47%  aktywności [31],

FUNKCJA HYDROGENAZ IN VIVO

O biologicznej roli m etabolizm u H 2 i funkcji hydrogenaz m ożna wniosko
wać na podstawie właściwości enzymów uczestniczących w metabolizmie 
wodoru oraz na podstawie szlaków metabolicznych, w których hydrogenazy 
mogą być donoram i lub akceptoram i elektronów.

Szlaki m etabolizm u w odoru są dobrze zbadane w heterocystach (ryc.).
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W porów naniu z norm alnym i, wegetatywnymi kom órkam i glonów, hetero- 
cysty wykazują następujące szczególne cechy:

m ają grubsze ściany, tworzące częściową barierę dyfuzyjną dla tlenu; 
o przenikaniu tlenu do wnętrza heterocyst może świadczyć bardzo wydajny 
układ oddechowy [41], zakończony oksydazą cytochrom ow ą a /a 3, p rzekazu
jącą elektrony na tlen [53];

nie zawierają zespołu fotosystemu II [1] lub zespół ten jest mało aktywny; 
mają czynny zespół fotosystemu I, zawierający po stronie donorowej pulę 

plastochinonu, plastocyjaninę, kom pleks cytochrom u b 6/f oraz cytochrom  c 553 
[1, 38, 42, 43, 69], a po stronie akceptorowej przenośniki elektronów łącznie z 
rozpuszczalną ferredoksyną i reduktazą ferredoksyna: N A D P + [21].

Rye. 1. Szlaki metaboliczne w komórkach wegetatywnych i heterocystach, związane z metaboliz
mem wodoru; Fd — ferredoksyna, FeS — pierwotny akceptor PSI z centrum aktywnym Fe-S, 
PSI — fotosystem, I, PSU — fotosystem II, PQ — plastochinon, Q — akceptor PSII (opracowane

na podstawie [40])

W niektórych sinicach stw ierdzono występowanie trzech różnych ferre- 
doksyn: dwie z nich (Fdl i F d ll) są zlokalizowane w heterocystach, trzecia — 
w kom órkach wegetatywnych. Badania ferredoksyn z Anabaena variabilis 
dowiodły, że F d l różni się od dwóch pozostałych właściwościami fizykoche
micznymi (skład am inokwasowy, m asa cząsteczkowa, punkt izoelektryczny, 
potencjał redoks) [16]. Stw ierdzono również, że tylko F d l może pełnić funkcję 
nośnika elektronów  do nitrogenazy [17];
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nie są zdolne do wiązania C 0 2 i nie zawierają enzymów cyklu Calvina [22, 
79];

zaw ierają aktyw ną nitrogenazę, hydrogenazę pochłaniającą oraz hydroge
nazę odw racalną.

H ydrogenaza pochłaniająca może w tych warunkach uczestniczyć co 
najmniej w dwóch procesach:

1. Jest zdolna do przekazywania elektronów od H 2 do nitrogenazy. Proces 
ten przebiega tylko na świetle, z udziałem fotosystemu I i ferredoksyny jako  
donora elektronów  dla nitrogenazy [13, 41]. E lektrony uwalniane z H 2 przez 
hydrogenazę są włączane do łańcucha transportu  elektronów  w sąsiedztwie 
puli plastochinonu, dlatego przeniesieniu elektronów towarzyszy synteza ATP, 
w ykorzystująca gradient protonów  tworzony przez co najmniej dwa miejsca 
sprzężenia: jedno  jest związane z redukcją i pow rotnym  utlenieniem plastochi
nonu, gdzie dzięki pętli Q stosunek przeniesionych protonów  do elektronów 
jest równy 2 :1  [43]; drugie miejsce sprzężenia jest związane z utlenieniem 
cytochrom u c553 przez oksydazę cytochrom ow ą ze stosunkiem  przeniesionych 
protonów  do elektronów H + : e _ =  1:1 [58, 59]. Możliwe, że trzecie miejsce 
sprzężenia jest związane z utlenieniem N A D /P /H  przez odpow iednią dehydro
genazę [40].

2. Jest zdolna do katalizow ania reakcji tleno-wodorowej:

0 2 4- 2 H 2 -> H 20  +  ~  P.

Reakcja ta przebiega nie tylko w sinicach, ale jest ważnym elementem 
m etabolizm u w odoru w bakteriach. Tlen nie reaguje bezpośrednio z hydroge- 
nazą, w przeniesieniu elektronów uczestniczy kilka pośredników, dzięki czemu 
część energii uwalnianej przy utlenianiu H 2 jest m agazynow ana w formie 
wiązań ATP. Pierwotnym  akceptorem  elektronu od zredukowanej hydroge
nazy pochłaniającej w bakteroidach Rhizobium japonicum  jest praw dopodobnie 
cytochrom  b 559 [28]. W transporcie elektronowym  uczestniczą też składniki 
łańcucha oddechowego; ubichinon, cytochrom y b i c oraz oksydaza cyto- 
chrom ow a [29].

Funkcja hydrogenazy pochłaniającej przynosi bakteroidom  i sinicom 
następujące korzyści w w arunkach in vivo:

a. obniża w ewnątrzkom órkow y poziom 0 2, chroniąc nitrogenazę przed 
dezaktywacją;

b. wiąże uwalniany przez nitrogenazę wodór, zapobiegając konkurencyj
nem u ham ow aniu wiązania N 2 przez H 2;

c. umożliwia wykorzystanie energii uwalnianej przy utlenianiu H 2 do 
syntezy ATP, niezbędnego do wiązania N 2 przez nitrogenazę.

W świetle nowych badań [3] korzyści te ograniczają się jednak głównie do 
wykorzystania energii uwalnianej przy utlenianiu H 2 do syntezy ATP. Po
równawcze doświadczenia, przeprowadzone na szczepach Anabaena variabilis
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dowiodły, że obecność lub brak hydrogenazy pochłaniającej nie m ają wpływu 
na aktyw ność nitrogenazy, k tóra musi być chroniona innymi m echanizm am i 
przed dezaktywującym  działaniem 0 2 i ham ującym  działaniem  H 2. N atom iast 
fizjologiczna rola hydrogenazy odwracalnej jest obecnie tylko przedm iotem  
domysłów.

Skłonność hydrogenaz odwracalnych do wytwarzania lub pochłaniania H 2 
w w arunkach fizjologicznych m ożna oceniać na podstawie szybkości o d p o 
wiednich reakcji i ich zależności od pH oraz na podstawie wartości K m. 
H ydrogenazę odw racalną z Clostridium pasteurianum  cechuje wysoka wartość 
K m dla w odoru (równa 380 pM  [30]). M ożna przypuszczać, że w w arunkach in 
vivo hydrogenaza ta katalizuje reakcję redukcji H + kosztem reduktorów , 
uw alniając w ten sposób organizm  od nadm iaru redukujących produktów  
fermentacji. D la wielu hydrogenaz odwracalnych wartość K m jest jednak 
znacznie niższa (od 2,3 pM  [40] do 7 pM  [50]), co pozw ala sądzić, że 
katalizują one reakcję utleniania H 2. Proces jest korzystny dla organizm ów, 
np. sinic, rozwijających się w w arunkach anaerobowych, zwykle przy ograni
czonym dostępie światła. Energia prom ieniow ania jest wtedy w ykorzystywana 
głównie do syntezy ATP, sprzężonej z cyklicznym transportem  elektronów 
wokół fotosystem u I, a czynników redukujących, potrzebnych do procesów 
metabolicznych, dostarcza reakcja utleniania H 2, katalizow ana hydrogenazą 
odw racalną.

P odobną funkcję pochłaniania wodoru należałoby przypisać większości 
hydrogenaz odwracalnych na podstawie danych kinetycznych, zawartych 
w tab. 2: w w arunkach pH fizjologicznego pochłanianie H 2 przebiega znacznie 
szybciej niż jego wydzielanie. Ostateczny efekt aktywności hydrogenazy 
odwracalnej zależy jednak od organizm u i w arunków  jego rozwoju. 
W bakteriach aerobowych (np. Azotobacter, Azospirillum ) w odór egzogenny 
lub wydzielany dzięki aktywności nitrogenazy jest utleniany przez hydroge
nazę, służąc jako  donor elektronów  (i źródło ATP) do wiązania azotu. 
N atom iast w bakteriach, takich jak  Clostridium  lub Klebsiella, rozwijających 
się w w arunkach ściśle anaerobowych, oraz gdy jedynym  akceptorem  elektro
nów są protony, hydrogenazy pow odują wydzielanie H 2, uwalniając kom órki 
od nadm iaru czynników redukujących [49].

Przeprow adzono dokładne badania m etabolizm u w odoru w bakteriach 
siarkowych Desulfovibrio i właściwości hydrogenaz, występujących w tych 
m ikroorganizm ach [9, 12, 31, 32, 48, 49, 71, 72]. M etabolizm  w odoru jest różny 
w różnych szczepach tych bakterii, zależy też od w arunków  rozwoju. 
W norm alnych w arunkach fizjologicznych aktywność hydrogenaz w szczepach 
Desulfovibrio przejawia się głównie w tendencji do pochłaniania wodoru, 
jednak  w szczególnych w arunkach głodu azotowego lub siarczanowego zaob
serwowano odw rotny proces uwalniania w odoru [49].

W Desulfovibrio gigas występują dwie odwracalne hydrogenazy, zlokalizo-
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wane w różnych częściach kom órki (tab. 1). Związkiem pośredniczącym  
w przeniesieniu elektronów  między hydrogenazą peryplazm atyczną a utlenia
czami jest specjalny cytochrom  c3, dzięki którem u uwalniana przy utlenianiu H 2 
energia jest wykorzystywana w fosforylacji oksydatywnej [9], natom iast 
hydrogenaza cytoplazm atyczna m a tendencję do redukow ania jonów  H 4 do 
w odoru kosztem  endogennych reduktorów . Funkcję utleniacza m ogą pełnić 
jony siarczanowe. W ten sposób redukcji siarczanów do siarczynów tow a
rzyszy cykliczna redukcja i utlenianie jonów  H + między zewnętrzną i we
wnętrzną stroną błony plazmatycznej [32].

PERSPEKTYWY WYKORZYSTANIA FRAGM ENTÓW  UKŁADÓW  BIOLOGICZNYCH 
DO FO TO C H EM IC ZN EG O  WYTWARZANIA W ODORU

Podstaw ow ym  w arunkiem  praktycznego w ykorzystania układów biolo
gicznych do w ytw arzania w odoru jest zastosow anie prostego, łatwo dostęp
nego substratu. Spośród om ówionych już tu donorów  elektronów  wymagania 
te spełnia woda. Zdolność fotoutleniania wody m a jednak  tylko fotosystem II 
występujący w sinicach i chloroplastach roślin wyższych. B adania prow adzone 
na glonie Sinechococcus wykazały, że źródłem wydzielanego wodoru przy 
słabym oświetleniu jest zarów no woda, jak  i endogenne, organiczne donory, 
natom iast w w arunkach nasycenia światłem jedynym  źródłem  wydzielanego 
w odoru jest woda [64]. W oda jest również głównym źródłem  wodoru 
wydzielanego przez Chlorella fusca  [52].

W sinicach fotosystem II jest zlokalizow any w kom órkach wegetatywnych, 
a enzymy uczestniczące w metabolizm ie w odoru — w heterocystach. M eta
bolizm w odoru w heterocystach jest bardzo złożony, uczestniczą w nim 
wszystkie trzy enzymy, hydrogenaza pochłaniająca, hydrogenaza odwracalna 
i nitrogenaza, k tóra w w arunkach in vivo jest głównym enzymem wytwarza
jącym  w odór (ryc. 1). W yeliminowanie konkurencyjnego działania hydroge
nazy pochłaniającej względem dwóch pozostałych enzymów, duża wrażliwość 
nitrogenazy na tlen i stabilizowanie całego układu są trudnościam i ograni
czającymi możliwości w ykorzystania sinic do wytwarzania w odoru. M im o tych 
trudności zagadnienie fotobiologicznego w ytwarzania w odoru przy użyciu 
sinic w w arunkach naturalnych jest tak atrakcyjne, że trw ają poszukiwania 
szczepów najlepiej nadających się do tego celu. M iędzy innymi obiecujące 
wyniki dały badania w ytw arzania w odoru przez glony Oscillatoria  sp Miami 
BG 7 w w arunkach oświetlenia światłem słonecznym [60], oraz wpływu składu 
wody morskiej (zawartość soli, kwasowość, zaw artość metali śladowych) na ten 
proces [61].

Inne problem y stw arzają próby w ykorzystania układu złożonego z chloro
plastów i hydrogenazy lub innego katalizatora. Izolowane chloroplasty starzeją
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się. Stwierdzono, że chloroplasty izolowane z liści grochu według [54] 
i inkubow ane w ciemności w tem peraturze 2°C tracą aktywność fotosystemu I 
(po 30 godz. w pH 7,5 — 50%), fotosystemu II (po 20 godz. w pH 7,5 — 60% , po 
30 godz. — 100%), oraz wykazują istotne zm iany składu polipeptydowego (po 
30 godz. inkubacji w pH 7,5 znacznie obniża się zawartość białek układu 
wydzielającego tlen o masach 34, 24 i 17 kDa, prawie całkowicie znika frakcja 
białka 32 kDa, wiążącego akceptor Q B (J. Kieleczawa, dane niepublikowane)). 
Zm iany te są jeszcze szybsze w alkalicznym pH 9,2. Procesy te m ożna 
przypisać działaniu endogennych proteaz [27, 65] oraz lipaz hydrolizujących 
lipidy i zmieniających otoczenie kom pleksów uczestniczących w transporcie 
elektronowym . Procesy starzenia m ożna częściowo zaham ow ać działaniem 
czynników sieciujących [55]: działając aldehydem glutarow ym  w optym alnych 
w arunkach m ożna otrzym ać chloroplasty o aktywności wyjściowej o 75% 
niższej od kontroli, ale utrzymującej się w ciemności przez 24 dni, tj. co 
najmniej 6 razy dłużej od próby kontrolnej.

Lepsze wyniki uzyskano w budowując chloroplasty w film z alkoholu 
poliwinylowego. C hloroplasty stabilizowane w filmie z niskospolimeryzowa- 
nego alkoholu poliwinylowego zachowują prawie pełną aktywność przez długi 
czas (co najmniej 5 tygodni [55]). W filmie z wysokospolimeryzowanego 
alkoholu aktywność wyjściowa jest o ok. 75% niższa od kontroli.

Zagadnieniom  immobilizacji układów biologicznych (przy zachowaniu 
możliwie dobrej aktywności) poświęca się obecnie dużo uwagi. Różne metody 
immobilizacji układów chloroplastowych i glonowych podali w pracach 
przeglądowych Rao i Hall [62, 63]. Odpowiednio dobrane m etody immobili
zacji pozwalają uzyskać interesujące wyniki dla układów nie zawierających 
fotosystemu II, a więc wydzielających w odór kosztem innego, poza wodą, 
donora elektronów. Tak np. opracow ano reaktor [33], w którym  immobili- 
zowane kom órki Rhodospirillum rubrum zachowywały zdolność do fotowytwa- 
rzania w odoru kosztem substratu, m leczanu lub g lutaranu przez ok. 3000 godz. 
Stosunkow o znaczną szybkość wytwarzania w odoru (18 — 34 pl H 2/m g suchej 
masy/godz.) otrzym ano dla kom órek immobilizowanych na perełkach z agaru. 
K om órki im mobilizowane na alginianie wapnia wykazywały dwukrotnie 
niższą aktywność.

W odróżnieniu od bakterii nie zawierających fotosystemu II, immobilizo- 
wanie alginianem wapnia układu chloroplasty — ferredoksyna — hydroge- 
naza nie dało zadawalających wyników [80]. Przyczyną malej stabilności 
takiego układu są m.in. wspom niane już tu procesy inaktywacji hydrogenazy 
oraz autoutlenianie ferredoksyny, dlatego podejm ow ane są próby zastąpienia 
tych dwóch białek innymi, bardziej stabilnymi związkami. Już w 1980 r. 
stwierdzono, że hydrogenazę m ożna zastąpić koloidalną platyną [35]. Przeka
zywanie elektronów  od ferredoksyny (lub sztucznego przenośnika elektro
nów — metylowiologenu) do platyny jest jednak m ało wydajne: tylko

3 -  PBK 4/88
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1 0 -2 0 %  strum ienia elektronów  przepływającego przez ferredoksynę zużywa 
się na wydzielanie w odoru, reszta jest kierow ana z pow rotem  do łańcucha 
transportu  elektronów  [66]. Przyczyną tego jest praw dopodobnie elektrosta
tyczne oddziaływanie między ujemnie naładow anym  fragmentem kom pleksu 
fotosystemu I a dodatnio  naładow anym  zredukow anym  przenośnikiem  elek
tronów (metylowiologen w formie zredukowanej m a wypadkowy ładunek 
dodatni). Dzięki temu elektrostatycznem u oddziaływaniu zredukow ana forma 
przenośnika elektronów nie dyfunduje w kierunku kataliza tora Pt, lecz 
gromadzi się w podwójnej warstwie, przylegającej do powierzchni kom pleksu 
fotosystemu I, zwiększając praw dopodobieństw o skierowania elektronów  do 
cyklicznego transportu . Celem uniknięcia tego niekorzystnego zjawiska 
w miejsce ferredoksyny lub metylowiologenu zastosow ano przenośniki elek
tronów, które w stanie zredukow anym  mają wypadkowy ładunek ujemny [26]. 
Fotostacjonarne stężenie zredukowanej formy przenośników tego typu jest 
znacznie wyższe od stężenia zredukowanej formy metylowiologenu, przy ich 
udziale otrzym ano też wyższe wydajności wytwarzania wodoru. Spośród 
badanych związków najlepsze wyniki uzyskano dla d ikarboksyl-l,l'-cobaltici- 
nium. W w arunkach fotostacjonarnych stosunek formy utlenionej do zredu
kowanej odpow iada potencjałowi redoks (obliczonemu z rów nania Nernsta) 
równemu — 724 mV. Związek ten, zastosow any jako  m ediator między 
chloroplastam i a koloidalną platyną umożliwia wydajne fotowytwarzanie 
wodoru z optym alną szybkością rzędu 60 jimoli H 2 • mg chlorofilu “ 1 • godz“ l .

Próbę całkowitego wyeliminowania przenośnika elektronów między foto- 
systemem I i katalizatorem , platyną, podjął G reenbaum  [36], A utor ten badał 
fotowytwarzanie w odoru przez układ złożony tylko z błon tylakoidowych 
i platyny, osadzonych na bibule filtracyjnej. Stwierdził, że aktywny układ 
powstaje przez osadzenie na powierzchni tylakoidów platyny z zobojętnionego 
roztw oru Pt(Cl)ö_ . W ytrącenie platyny z roztw oru P t(N H 3)4 + prowadziło do 
układu niezdolnego do wytwarzania wodoru. Przyczyną było praw dopodobnie 
odpychanie elektrostatyczne lub przeszkody steryczne, uniemożliwiające utw o
rzenie kon tak tu  przenoszącego elektrony między donorow ą częścią fotosy
stemu 1 i platyną. N atom iast osadzenie platyny z roztw oru Pt(Cl)e prow a
dziło, dzięki specyficznemu powinowactwu chemicznemu lub jonowym ianie, do 
otrzym ania stabilnego i dość wydajnego układu, który jeszcze po 3 dniach 
periodycznego oświetlenia (św iatło : ciemność =  2 godz.: 2 godz) zachowywał 
10 — 20% aktywności początkowej.
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O D W R O T N A  K RZYŻOW A  W RAŻLIW OŚĆ D W Ó C H  P O D L IN II 
BIA ŁA CZK I M YSIEJ L5178Y NA P R O M IE N IO W A N IA  X i UVC

INVERSE CROSS-SENSITIVITY O F TWO SUBLINES O F M URINE 
LYM PHOM A L5178Y TO X AND UVC RADIATIONS

Irena SZUM IEL

Zakład Radiobiologii i Ochrony Zdrowia,
Instytut Chemii i Techniki Jądrowej, Warszawa

Streszczenie. Omówiono wyniki badań, stanowiące podstawę do sformułowania hipotezy roboczej, 
wyjaśniającej odwrotną krzyżową wrażliwość podlinii L5178Y (LY)-R i -S na promieniowania X 
i UVC. N aprawa uszkodzeń DNA w komórkach LY-S uzależniona jest od ADP-rybozylacji 
zarówno po ekspozycji na promieniowanie X, jak i UVC. W podlinii LY-R obserwuje się 
upośledzenie naprawy z wycięciem po uszkodzeniu DNA promieniowaniem UVC, natomiast w 
podlinii LY-S — spowolnione łączenie pęknięć podwójnych nici DNA. Defekty naprawy znajdują 
odbicie na poziomie komórkowym i subkomórkowym (chromosomu). Odmienne wrażliwości 
i inne cechy odpowiedzi komórkowej na promieniowania X i UVC można wyjaśnić, zakładając 
różnicę w organizacji chromatyny komórek LY-R i LY-S. Następstwem tej różnicy byłby defekt 
funkcji endonukleazy UV w podlinii LY-R oraz niska podstawowa aktywność ligazy I w podlinii 
LY-S. Wynika stąd nadwrażliwość komórek LY-R na promieniowanie UVC oraz uzależenienie 
naprawy DNA w komórkach LY-S od ADP-rybozylacji, wobec konieczności aktywowania li
gazy II.

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 I 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. WSTĘP

K om órki L5178Y (LY) pochodzą z indukow anego w 1951 r. m etylocholan- 
trenem  u myszy DBA/2 guza grasicy; przez następne lata były one utrzym y
wane in vivo przez wszczepianie dootrzewnowe, a od 1958 r. także w hodowli 
zawiesinowej w pożywce Fischera [17]. W 1961 r. zauw ażono zm ianę 
prom ieniowrażliwości kom órek LY po kilkumiesięcznym wzroście in vitro [2] 
i w yodrębniono podlinię wrażliwszą na prom ieniowanie X od linii m acierzys
tej. Z ostaną opisane właściwości odwrotnej krzyżowej wrażliwości na prom ie
niow ania X i UVC (nadfioletowe, 254 nm), które odnoszą się do tych właśnie 2 
podlinii: macierzystej, LY-R, stabilnej in vivo, wrażliwej na prom ieniowanie 
UVC, opornej na prom ieniowanie X oraz pochodzącej od niej LY-S, stabilnej 
in vitro, przeszczepialnej z bardzo niską wydajnością, opornej na prom ieniow a
nie UVC, wrażliwej zaś na prom ieniowanie X. H istorię obu podlinii, jej 
pokrew ieństwa z innymi podliniami L5178Y oraz opis przejścia LY-R -> LY-S 
następującego po dłuższej hodowli kom órek LY-R w zawiesinie podano w [5].

W ciągu ponad 20 lat badań podlinii LY-R i LY-S w Instytucie Badań 
Jądrow ych, a następnie w Instytucie Chemii i Techniki Jądrowej w W arszawie 
scharakteryzow ano ich właściwości, odpowiedź kom órkow ą na prom ieniow a
nia X i UVC oraz wrażliwość na liczne czynniki uszkadzające DN A i inne. 
Zestawienie tych cech przedstaw iono na rye. 1 i w tab. 1. Są one uzupełnione 
danym i otrzym anym i w USA, gdzie obie podlinie badano  w N arodow ym  
Biurze Przyrządów  i O chrony Radiologicznej (Rockville), oraz uniwersytetach 
Texas (Houston) i Case W estern (Cleveland).

N a rye. 1 przedstaw iono m.in. różnice długości trw ania faz cyklu

Rye. 1. Porównanie cyklu komórkowego in vitro i rozkładu liczby chromosomów w komórkach
LY-R i LY-S (wg [5] i [36])
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TABELA 1

Wrażliwość komórek LY na czynniki uszkadzające

<n D0, średnia dawka letalna (odwrotność nachylenia liniowej części krzywej przeżywalności)
(2) D31, dawka odpowiadająca 37% przeżywalności 
<3) ledakrin, l-nitro-9/3-dimetyloaminopropyloamino/-akrydyna 
<4) cis-PAD, cis-dichlorobis/cyklopentyloamino/-platyna (II)
<5) A23187, jonofor kationów dwuwartościowych (głównie C a2+ i M g2+)

WLK, względna liczba komórek 
<7) mizonidazol, l-/2-nitro-l-imidazolilo/-3-metoksy-2-propanol
(8) Gy, dawka pochłonięta promieniowania jonizującego [J/kg]
(9) EMS, etylometanosulfonian

(10) MNU, N-metylo-N-nitrozomocznik

Czynnik uszkadzający, 
warunki traktowania

Miara wrażliwości, 
jednostka LY-R LY-S R/S Odsyłacz

UVA, zbuforowana sól D37(1> [kJ/m 2] 260 660 0,39 [20]
fizjologiczna

UVC, pożywka Fischera, D0{2) [J /m 2] 3,2 9,0 0,35 [36]
sól fizjologiczna 5,7 5,5 0,13 [5]

Ledakrin(3) 3h, 37°C D0 [Fg/ml] 2,1 13,9 0,15 [38]
cis-PAD<4> lh, 37°C 2,5 5,8 0,43 [36]
Hydroksymocznik 10~4M, ułamek przeżywalności 0,53 0,81 0,65 [1]

5h, 37°C
A23187(5) 5 pg/ml, 5h, 37°C ułamek przeżywalności 0,41 0,84 0,49 [43]
Ogrzewanie 43°C, 30 min W LK <6) 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]
Oziębienie w pożywce z 92% WLK po 5 dniach 0,02 0,60 0,03 [24]

D 20 , 0°C, 290 min
H 20 2 2h, 37°C D0 [MM] 9,5 22,6 0,42 ' [10]
KCN 1 mM, 3h, 37°C Odsetek komórek 

martwych w lh po 
traktowaniu

5 5 1 [U ]

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 ułamek przeżywalności 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 17,9 [26]
Neutrony 6,5 MeV, 20°C D0i G y(8) 0,42 0,42 1 [49]
X, 37°C 0,9-1,1 0,5 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
EM S(9' lh, 37°C D0 [m M ] 17,9 14,4 1,24 [16]
M N U "01 lh, 37°C 0,88 0,23 3,83

http://rcin.org.pl



454 I. S Z U M IE L

komórkowego; jest on stały w kom órkach LY-S, natom iast ulega skróceniu 
w kom órkach LY-R w miarę upływu czasu od przeniesienia z myszy do 
hodowli zawiesinowej. D latego też podano po 2 wartości w przypadku podlinii 
LY-R. M odalna liczba chrom osom ów  różni się o 1, jednakże kariotypy obu 
podlinii znacznie odbiegają od kariotypu myszy DBA/2 [33]; zwłaszcza 
w podlinii LY-S obserwuje się bardzo liczne przemieszczenia międzychrom o- 
somowe, brak niektórych chrom osom ów  oraz 7 chrom osom ów  m arkerowych. 
K ariotyp kom órek LY-R jest bliższy szczepu dzikiego.

Powtarzalnie obserwowanem u w różnych pracow niach przekształceniu- 
L Y -R -> LY-S towarzyszyć może zm iana modalnej liczby chrom osom ów  [5]; 
kariotypu m etodą barwienia prążkowego w czasie przekształcenia nie badano, 
jednak m ożna sądzić, że przemieszczenia m ateriału genetycznego są wynikiem 
warunków in vitro i stwarzają takie zmiany w rozmieszczeniu przestrzennym  
grup genów, które pociągają za sobą zmianę ich aktywności transkrypcyjnej. 
Następstw em  tego są m.in. bardzo liczne różnice w odpowiedzi kom órek na 
czynniki uszkadzające, co ilustruje tab. 1. W śród danych zebranych w tej tabeli 
zwraca uwagę krzyżowa wrażliwość kom órek LY-R na prom ieniow anie UVC, 
h 2o 2 oraz leki przeciwnowotworowe: cis-PAD i ledakrin. Obie podlinie są 
jednakow o wrażliwe na niektóre leki nie uszkadzające DNA oraz na neutrony 
prędkie (6,5 MeV). N atom iast podlinia LY-S jest krzyżowo wrażliwa na 
prom ieniow ania X i gam m a oraz czynniki alkilujące.

Odwrotnej krzyżowej wrażliwości kom órkowej na prom ieniow ania X 
i UVC, mierzonej przeżywalnością, towarzyszy niższa m utageneza w kom ór
kach LY-S niż w kom órkach LY-R niezależnie od rodzaju czynnika m utagen
nego i badanego locus [15, 16] (tab. 2). Cechy te pow odują, że para podlinii

TABELA 2

Mutageneza w komórkach LY (wg [16])

Czynnik
mutagenny Locus Częstość mutacj 

LY-R
po dawce D37 

LY-S

UVC ATP-aza N a+/K  + 9,4 8,5
HGPRT 335 3

X H GPRT 18 5
EMS ATR-aza N a +/K  + 22 3,6

H GPRT 235 3,8
MNU ATR-aza N a+/K  + 42 10,5

HGPRT 375 3,5
D37 — dawka obniżająca przeżywalność traktowanej populacji 

komórkowej do 37%
EMS — etylometanosulfonian 
MNU — metylonitrozomocznik
ATP-aza N a +/K + — adenozynotrifosfataza zależna od jonów 

N a+ i K +
HGPRT — fosforybozylotransferaza hipoksantyna: guanina
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LY-R i LY-S stanowi dogodny m ateriał do badania zależności między 
uszkodzeniami DNA, ich napraw ą, m utagenezą i przeżywalnością.

W niniejszym opracow aniu podsum ow ano wiadomości o podłożu cząstecz
kowym i kom órkowym  wrażliwości na prom ieniow ania X i UVC w obu 
podliniach LY oraz podjęto próbę wyjaśnienia obserwowanych różnic.

2. O D PO W IED Ź KOM ÓRKOW A NA N APROM IENIEN IE PROM IENIOW ANIEM  X

Najważniejsze cechy odpowiedzi kom órek LY-R i LY-S na prom ieniowanie 
X zestawiono w tab. 3. W zestawieniu tym widoczna jest korelacja między 
wrażliwością kom órkow ą, efektem dawki podzielonej, czasem trw ania opóź
nienia m itotycznego (zaham owanie przechodzenia z fazy G2 do M w populacji 
naprom ienionych kom órek) i szybkością naprawy uszkodzeń.

K om órki LY-R, oporniejsze od kom órek LY-S, lepiej przeżywają nap ro 
mienienie daw ką podzieloną niż jednorazow ą, opóźnienie m itotyczne trwa 
u nich krócej, podobnie jak  napraw a uszkodzeń DNA. Różnicę w szybkości 
naprawy obserw ow ano m etodą sedymentacji w alkalicznym gradiencie sa-

TABELA 3

Cechy odpowiedzi komórek LY na promieniowanie X

Cecha LY-R LY-S Odsyłacz

Wrażliwość niska wysoka
Średnia dawka letalna 0,9-1,1 Gy 0,5 Gy [43]
Liczba z ekstrapolacji 1,5 1,0
Współczynnik wzmożenia tlenowego 2,7 2,7 [37]
Działanie dawki podzielonej oszczędzające uczulające [8]
Działanie niskiej mocy dawki

D0 przy 0,88 Gy/min 

D0 przy 0,00037 Gy/min
26,5 5,1 [7]

Opóźnienie mitotyczne 4 h/Gy 10 h/Gy [36]

Zahamowanie syntezy DNA:
w warunkach utlenowania niewielkie znaczne [37]
w głębokiej hipoksji nie występuje nie występuje

Procent komórek z aberracjami 22 41 [41]
chromatydowymi, 18 h po 1 Gy X

Czas połączenia 50% pęknięć:
2 lub 10 Gy (gamma) rozwijanie 5 min 4 min [23]
w pH 12,1
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 kofeinę nie tak [46]
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charozowym  po dużej dawce prom ieniow ania (100 Gy) [27] oraz — po 
niższych daw kach — m etodą wymywania z sączków w pH  9,6 [51]. Nie 
wykrywano różnicy między badanym i podliniami, stosując rozwijanie nici 
DNA [22] lub wymywanie z sączków [52] w pH zasadowym. Rozbieżności te 
wynikają ze swoistości i czułości wymienionych metod. Z punktu  widzenia 
procesów prowadzących do śmierci poprom iennej isto tna jest różnica 
w łączeniu pęknięć podwójnych nici DN A (mierzona wymywaniem z sączków 
w pH 9,6). Nie napraw ione pęknięcia podwójne pow odują pow stanie aberracji 
chrom atydow ych widocznych w kom órkach m itotycznych od kilkunastu do 
kilkudziesięciu godzin po naprom ienieniu [9, 41]. Jedna lub obie kom órki 
potom ne, pochodzące od kom órki z uszkodzonym  chrom osom em , są niezdol
ne do dalszych podziałów ze względu na u tratę części m ateriału genetycznego; 
jeśli u tra ta  obejmuje mały obszar genomu poza genami czynnymi transkrypcyj- 
nie, to kom órka może przeżyć. Jak podano w tab. 3, w populacjach 
wrażliwszych na prom ieniowanie X kom órek LY-S obserwuje się wyższą 
częstość aberracji chrom atydow ych niż w oporniejszych LY-R.

N apraw a uszkodzeń D N A  jest procesem wieloetapowym, zależącym m.in. 
od rodzaju uszkodzenia. Ryc. 2 pokazuje uproszczony schem at napraw y, z 
podkreśleniem etapów  wspólnych dla niektórych dróg naprawy. Czynniki

N A C IĘ C IE
PRZY

U S ZK O D ZE N IU

VYCIECIE
ZKODZENIA

POLIM ER YZA C JA  
W M IE J S C U  

U B Y T K U

Ryc. 2. Uproszczony schemat naprawy DNA po uszkodzeniach wywołanych promieniowaniem X 
(lub gamma) i UVC. Cząsteczka DNA przedstawiona jako drabinka, w. której szczeblami są pary 
zasad połączone mostkami wodorowymi. Naprawa pęknięć nici może zajść jednoetapowo, jeśli 
dostępne są grupy 3'OH i 5 'P 0 4, lub w kilku etapach prowadzących do rekonstrukcji odcinka 
w taki sposób, aby grupy te były dostępne. Naprawa odcinka z uszkodzoną zasadą lub dimerem 
pirymidynowym może zajść z nacięciem nici i wycięciem uszkodzonego nukleotydu (jak na 
schemacie) lub odcięciem zasady, nacięciem nici DNA, degradacją fragmentu nici i jego odtworze
niem według matrycy, którą jest przeciwległa nić DNA. Ligacja (przyłączenie) nowego odcinka jest 

ostatnim etapem naprawy wszystkich typów uszkodzeń przedstawionych na schemacie
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uszkadzające D NA w prow adzają przerwy w niciach polinukleotydow ych 
bezpośrednio (promieniowanie jonizujące, wolne rodniki), lub powstają one 
w wyniku enzymatycznych nacięć, poprzedzających usunięcie uszkodzonego 
odcinka.

Nacięcie nici DNA aktywuje enzym polimerazę adenozynodifosforybozy 
((ADPR)„P). Enzym ten, wykorzystując N A D  f jako  substrat, przenosi reszty 
AD PR na białka chrom atyny (ryc. 3); sam także może podlegać automodyfi-

Ryc. 3. Przeniesienie reszty ADP-rybozy na białko akceptorowe przez polimerazę poli(ADP- 
-rybozy). Substratem jest cząsteczka NAD +

kacji. Związek A D P —rybozylacji z napraw ą DNA  wydaje się niewątpliwy, 
chociaż proponow ane są różne m echanizmy udziału (A D PR)nP w przywraca
niu uszkodzonem u DNA  ciągłości i prawidłowej sekwencji nukleotydowej [4, 
14, 21, 31, 35].

W skutek aktywacji (ADPR)nP w kom órkach z uszkodzonym  DNA  obser
wuje się wzrost szybkości obro tu  (ADPR)n i związany z nim spadek zawartości 
N A D +; zaham ow anie (AD PR)„P analogam i strukturalnym i am idu kwasu 
nikotynow ego (np. benzam idem  (Bz), 3-aminobenzam idem , 3-metoksybenza- 
midem) na ogół pow oduje w uszkodzonych kom órkach zaburzenia w łączeniu 
pęknięć nici DNA, wzrost częstości aberracji chrom osom owych i spadek 
przeżywalności. W ydawało się celowe sprawdzenie, jaki jest związek napraw y 
D NA z czynnością (AD PR)„P w kom órkach LY-R i LY-S.

Obie podlinie zawierają aktyw ną (A D PR)nP, w podobny sposób aktyw o
waną przez nacięcia nici DNA. Ryc. 4 przedstaw ia zależność między włącza
niem [ 3H ] N A D  do kom órek poddanych permeabilizacji a liczbą pęknięć nici 
D N A  m ierzoną m etodą rozwijania w pH  zasadowym  [45]. Tworzenie pęknięć 
jest w tym przypadku następstwem  aktywacji endogennych nukleaz, towarzy
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szącym permeabilizacji, tzn. szokiem hipotonicznym  w 0° C. W kom órkach LY 
powoduje to tak silną aktywację (ADPR)„P, że uniemożliwia pom iar aktyw 
ności enzymu po w prow adzeniu dodatkow ego czynnika uszkadzającego [45]. 
Po naprom ienieniu prom ieniowaniem  gam m a w środow isku ubogim w am id 
kwasu nikotynowego obserwuje się natom iast różnicę w zawartoścci N A D  + 
(rys. 5a). Spada ona w kom órkach LY-S do niższego poziom u niż w LY-R. 
M oże to być wynikiem zarów no mniejszego stopnia aktywacji (ADPR)„P 
w kom órkach LY-R, jak  i większej zdolności do resyntezy N A D + w porów 
naniu z kom órkam i LY-S.

Ryc. 4. Zależność między aktywnością polimerazy poli(ADP-rybozy) mierzoną włączaniem 3H 
z [3H] N A D + do permeabilizowanych (uprzepuszczalnionych) komórek a liczbą pęknięć nici 
DNA. Pęknięcia powstają w warunkach szoku hipotonicznego w 0°C, zapewne w wyniku 

aktywacji nukleaz (wg [45], zmodyfikowane)

Ham ow anie (ADPR)nP za pom ocą 2 mM  Bz uczula na prom ieniowanie X 
tylko podlinię LY-S (rys. 5b), zwiększając jednocześnie odsetek kom órek 
z aberracjam i (rys. 5c). N apraw a DNA jest w obu podliniach spowolniona 
w ciągu pierwszych 20 min po naprom ienieniu i inkubacji w pożywce 
z dodatkiem  Bz, jednakże działanie Bz jest znacznie silniejsze w kom órkach 
LY-S niż LY-R [22, 41, 42],

Wyniki te m ożna zinterpretow ać, biorąc pod uwagę proponow any przez 
Shalla [35] oraz Jam esa i Lehm anna [21] mechanizm udziału (ADPR)„P 
w naprawie DNA. Zgodnie z tą  propozycją, A D P-rybozylacja niezbędna jest 
do zaktyw ow ania ligazy II, enzymu występującego w postaci latentnej 
w kom órkach nie uszkodzonych. Ligaza I, niezbędna m.in. w replikacji 
półzachowawczej DNA, bierze udział w ostatnim  etapie procesu napraw y 
z wycięciem (ryc. 2), jednakże w przypadku bardzo licznych uszkodzeń 
aktyw ow ana jest ligaza II.

M ożna także przyjąć [31, 35, 42], że aktywacja następuje wtedy, gdy ligaza I
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z jakiegoś pow odu wykazuje niższą aktywność. W łączenie wówczas do 
procesu napraw y ligazy II następuje w znaczniejszym stopniu i/lub przy 
niższym poziomie uszkodzeń. Tak właśnie może być w przypadku kom órek 
LY-S, w których proces naprawy DNA po naprom ienieniu promieniowaniem 
jonizującym  wydaje się silniej uzależniony od ADP-rybozylacji niż w kom ór-

Ryc. 5. Porównanie niektórych cech odpowiedzi komórek LY-R i LY-S na promieniowanie X lub 
gamma: a) zawartość N A D + po napromienieniu gamma (5 Gy) i inkubacji w zbuforowanym 
roztworze soli z 5% surowicą bydlęcą; b) przeżywalność komórek LY napromienionych 
i traktowanych (A, •) lub nie traktowanych (A, o) 2 mM benzamidem; c) całkowita liczba aberracji 
chromatydowych (100 komórek w populacjach komórek napromienionych (1 Gy X) i traktowa
nych (A, •) lub nie traktowanych (A, o) 2 mM benzamidem; (a) i (c) zmodyfikowane wg [41]; (b) —

wg [22]

kach LY-R. D odatkow ym  argum entem  przem awiającym  za niską aktywnością 
ligazy I w kom órkach LY-S jest uderzająca korelacja między prom ienioopor- 
nością i aktywnością ligazy, opisana przez Sauciera i Lavala [34]. Ponieważ 
założenie to dotyczy enzymu czynnego w napraw ie zarów no uszkodzeń 
wywoływanych przez prom ieniowanie jonizujące, jak  i nadfioletowe, należało 
więc zbadać związek między A D P-rybozylacją a odpowiedzią kom órkow ą na 
ten ostatn i typ prom ieniowania.

3. O D PO W IED Ź KOM ÓRKOW A NA N APRO M IEN IEN IE PROM IENIOW ANIEM
NADFIOLETOW YM

Najważniejsze cechy odpowiedzi kom órek LY-R i LY-S na prom ieniowanie 
UVC zestawiono w tab. 4. Podobnie jak  w przypadku prom ieniowania X, 
widoczna jest zależność między wrażliwością na prom ieniowanie UVC 
a działaniem  ekspozycji podzielonej i zdolnością naprawczą. Tę ostatnią
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TABELA 4

Cechy odpowiedzi komórek LY na promieniowanie UVC

Cecha LY-R LY-S Odsyłacz

Wrażliwość wysoka niska
średnia ekspozycja letalna 2,8 J/m 2 9,0 J/m 2 [44]
w pożywce Fischera
liczba z ekstrapolacji 1,3 1,8

Działanie ekspozycji podzielonej uczulające oszczędzające [8]
Procent komórek z aberracjami chroma- 30 [10J/m 2] 26 [30J/m 2] [44]

tydowymi 20h po równotoksycznej
ekspozycji na UVC

Liczba pęknięć po 2 h inkubacji w po 0,5/109 [D a] 1,7/109 Da [40]
żywce z araC 10~4 M w komórkach
eksponowanych na 85J/m 2 UVC

Uczulenie na UVC przez kofeinę 0,75 mM nie tak [39,50]
araC, 1-ß-D-arabinofuranozylocytozyna

oceniano na podstawie sedymentacji nukleoidów [48] lub oznaczania pęknięć 
nici D N A  [40] w uszkodzonych kom órkach, inkubowanych po naprom ienie
niu w pożywce z araC. W kom órkach zdolnych do napraw y z wycięciem 
swoista endonukleaza nacina nić w sąsiedztwie uszkodzenia (głównie typu 
dim eru pirymidynowego); wskutek ham ow ania polimerazycji przez araC  
nacięcie takie pozostaje nie napraw ione i m ożna je oznaczyć [40, 48]. Także 
badania sedymentacji D N A  znakow anego brom odeoksyurydyną i poddanego 
fotolizie potw ierdzają defekt endonukleazy w kom órkach LY-R, eksponow a
nych na prom ieniowanie UVC [19]. Taki efekt napraw y występuje m.in. 
w nadwrażliwych na światło kom órkach u ludzi cierpiących na xeroderm a 
pigm entosum  (XP) [28]. Ekspozycja równotoksyczna, tj. dająca zbliżoną 
przeżywalność powoduje uszkodzenie chrom osom ów  w zbliżonym procencie 
populacji. Zestaw ione wyniki składają się zatem  na dość spójny obraz 
mechanizm u wrażliwości kom órek LY-R i LY-S na prom ieniowanie UVC.

Ponieważ (ADPR)„P jest aktyw ow ana przez obecność pęknięć nici DNA, 
m ożna więc było w kom órkach LY-R, podobnie jak  w XP, przewidywać brak 
wpływu prom ieniow ania UVC na zaw artość N A D  + , jak  również jednakow ą 
przeżywalność i częstość aberracji chrom atydow ych w obecności i nieobecności 
benzamidu. W yniki przeprow adzonych doświadczeń potwierdziły te przewi
dywania (rys. 6a-c). N atom iast zdolne do napraw y z wycięciem kom órki LY-S 
zawierały po naprom ienieniu UVC przejściowo mniej N A D + (rys. 6a); były też 
uczulane traktow aniem  ciągłym za pom ocą 2 m M  Bz zarów no na poziomie 
kom órki (rys. 6b), jak  i chrom osom u (rys. 6c).

Przedstawione w poprzednim  podrozdziale wyjaśnienie roli A D P-rybo- 
zylacji w napraw ie uszkodzeń wywoływanych przez prom ieniowanie jonizujące 
nie jest sprzeczne z obserwacjami dotyczącymi odpowiedzi kom órek LY na
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prom ieniow anie UVC. W kom órkach LY-R, wobec braku napraw y z wycię
ciem nukleotydu [19, 40, 44], ham ow anie tego procesu nie m a znaczenia dla 
przeżywalności. Znajduje to odbicie w rozm iarach uszkodzeń chromosom ów. 
W kom órkach LY-S uczynione poprzednio założenie o konieczności aktywacji 
ligazy II znajduje zastosowanie także w przypadku napraw y uszkodzeń 
wywołanych przez prom ieniow anie UVC. Zgodnie z przedstawionym  schema-

Ryc. 6. Porównanie niektórych cech odpowiedzi komórek LY-R i LY-S na promieniowanie UVC: 
a) zawartość N A D + po ekspozycji na 15 J/m 2 i inkubacji w zbuforowanym roztworze soli z 5% 
surowicą bydlęcą; b) przeżywalność komórek LY napromienionych i traktowanych (A, •) lub nie 
traktowanych (A, o) 2 mM benzamidem; c) całkowita liczba aberracji chromatydowych/100 
komórek w populacjach komórek napromienionych (LY-R: 10 J/m 2; LY-S: 30 J/m 2) i traktowa
nych (A. •) lub nie traktowanych (A, o) 2 mM benzamidem; w b) i c) — ekspozycja komórek 

w pożywce Fischera; zmodyfikowane według [44]

tem napraw y uszkodzeń DNA (rys. 2), ligacja jest ostatnim  etapem  wszystkich 
szlaków napraw y, wspólnym dla napraw y uszkodzeń powodow anych przez 
prom ieniow ania X i UVC. Zaham ow anie ADP-rybozylacji w kom órkach 
LY-S, poddanych działaniu prom ieniow ania UVC, będzie zatem niekorzystne 
dla procesu napraw y DNA  i przejawi się obniżoną przeżywalnością oraz 
podw yższoną częstością uszkodzeń chrom osom ów  (rys. 6b, c). T aka in terpre
tacja wyników doświadczeń tłumaczy także, dlaczego następuje uczulanie 
kom órek LY-S na prom ieniow anie UVC przez traktow anie 2 mM  Bz w 
przeciwieństwie do innych przebadanych linii kom órek zwierzęcych [21].

4. UWAGI KOŃCOW E

Krzyżowa wrażliwość na prom ieniowania X i UVC jest często cechą 
bakterii [3], natom iast krańcow o prom ieniowrażliwe kom órki ssaków, np. 
pochodzące od ludzi chorych na ataxia telangiectasia, wykazują norm alną

4 -  PBK 4/88
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wrażliwość na prom ieniow anie U VC [28]. Także w kom órkach XP nadw raż
liwość na UVC występuje wraz z norm alną prom ieniowrażliwością [28]. 
N atom iast odw rotna krzyżowa wrażliwość, taka jak  opisana w przypadku 2 
podlinii LY, jest — jak  dotychczas — wyjątkiem.

Biorąc pod uwagę pow tarzalne przekształcanie się podlinii LY-R w LY-S in 
vitro [5] i brak przewagi selekcyjnej ewentualnych spontanicznych m utantów  
ze zmienioną aktyw nością endonukleazy UV i ligazy I, wyjaśnienia podłoża 
różnic we wrażliwości na czynniki uszkadzające DNA należy szukać w cechach 
bardziej ogólnych. Cechą taką może być zm odyfikowana organizacja chrom a- 
tyny, k tóra zmienia jej właściwości jako  substratu  dla tych enzymów napraw 
czych [29, 31]. W ydaje się to  bardziej praw dopodobne niż defekty w strukturze 
enzymów. Inną możliwością jest zm iana położenia genów kodujących te 
enzymy i ich odm ienna aktywność transkrypcyjna w następstwie licznych 
translokacji w obrębie kario typu kom órek LY-R [33].

Przypuszczenie o odmiennej organizacji chrom atyny pośrednio potw ier
dzają badania nad inicjacją replikacji D N A  w kom órkach LY poddanych 
działaniu prom ieniow ania X; następuje wtedy zaham ow anie włączania 3 H -ty
midyny do DNA, spowodowane (w zakresie niższych dawek, tj. rzędu kilku 
Gy) przede wszystkim zaburzoną inicjacją replikacji. Zaham ow anie to, k tó re
mu towarzyszy rozluźnienie superzwinięcia D N A  [32], m ożna odwrócić w obu 
podliniach za pom ocą superm idyny [46], natom iast innymi czynnikami 
(A23187, kofeina, Bz) tylko w podlinii LY-S [43, 46]. Również zaham ow anie 
syntezy D N A  przez 15 min oraz ogrzanie w 43°C m ożna odwrócić działaniem 
kofeiny tylko w kom órkach LY-S [25].

W związku z tą obserwacją wydaje się istotne, że także nowobiocyna, 
inhibitor topoizom erazy II, ham uje inicjację, i że ham owanie to  m ożna znieść 
przez traktow anie kofeiną (dyskusja w [25]). Prace wskazujące na możliwy 
udział topoizom erazy II w napraw ie pęknięć podwójnych nici DNA om awiał 
niedawno Collins [13]. Nie jest zatem wykluczone, że topoizom eraza II 
w odm ienny sposób kształtuje chrom atynę w kom órkach LY-R i LY-S, 
przyczyniając się jednocześnie do sprawniejszej napraw y pęknięć podwójnych 
w podlinii bardziej prom ienioopornej.

Poszukiw ania różnic w organizacji chrom atyny podlinii LY trwają. N a 
podstawie częstości spontanicznych wymian chrom atyd siostrzanych m ożna 
sądzić, że replikony kom órek LY-S są średnio około 3 razy mniejsze niż 
kom órek LY-R [44], natom iast obszary superzwinięcia są zbliżone pod 
względem rozm iaru i udziału procentowego [47].

Takie wyjaśnienie podłoża odwrotnej krzyżowej wrażliwości podlinii LY na 
promieniowania X i UVC należy traktow ać jako  hipotezę roboczą, wyznaczają
cą kierunek dalszych badań. Jest nim określenie charakteru różnic w budowie 
chrom atyny i ich związku ze zróżnicow aną wrażliwością na czynniki uszka
dzające DNA.
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T R O M B O M O D U L IN A  -  K O FA K T O R  ŚR Ó D B Ł O N K O W Y  BIAŁKA C, 
JEJ W ŁA ŚCIW OŚCI B IO C H E M IC Z N E  I ROLA W PR O C ESIE

H EM O STA ZY

THRO M BOM O DU LIN  -  ENDOTHELIAL COFACTOR O F PROTEIN C,
ITS BIOCHEMICAL PROPERTIES AND ROLE IN HEMOSTASIS

Anna DM OSZYŃSKA-GIANNOPOULOU 

Klinika Hematologii, Instytut Chorób Wewnętrznych AM, Lublin

Streszczenie. System aktywacji białka C jest uważany za naturalny mechanizm kontrolujący 
krzepnięcie krwi. Kluczową rolę w aktywacji białka C odgrywa jego śródbłonkowy kofaktor — 
trombomodulina. Trombomodulina tworzy kompleks z trombiną, zmieniając dramatycznie jej 
właściwości enzymu prokoagulacyjnego na właściwości antykoagulacyjne. Główną czynnością 
kompleksu trom bina-trom bom odulina jest aktywacja białka C-wybiórczego inhibitora aktywnych 
czynników V i VIII. Kompleks ten hamuje równocześnie wszystkie czynności prokoagulacyjne 
trombiny, takie jak: zdolność do rozczepiania fibrynogenu, agregację krwinek płytkowych, 
aktywację czynników V i XIII oraz aktywność samej trombiny, neutralizując ją  w obecności 
AT III. Układ białko C — trombomodulina jest oprócz układu AT III — heparyna głównym 
systemem zabezpieczającym organizm przed wewnątrznaczyniowym wykrzepianiem. Znajomość 
mechanizmu działania tego układu pozwala lepiej zrozumieć proces krzepnięcia 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 w arunkach fizjologicznych aktywacji krzepnięcia osoczowego zapobie
gają różne, na poszczególnych etapach, m echanizmy unieczynniające aktywne 
białka krzepnięcia. Jednym  z głównych układów  antykoagulacyjnych jest 
układ trom bom odulina — białko C [8]. Białko C różni się od innych 
inhibitorów  proteaz tym, że do wykazania swej czynności antykoagulacyjnej
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musi być aktywowane. Proces aktywacji białka C jest złożony i wymaga 
obecności kofaktorów  zlokalizowanych na powierzchni śródbłonka [6, 17, 43].

W 1976 r. Stenflo [40] opisał strukturę zwierzęcego białka C, które jest 
w itam inowo-K-zależną glikoproteiną o c.cz. ok. 62000 i składa się z łańcucha 
ciężkiego o c.cz. 41000 i lekkiego o c.cz. 21000, połączonych pojedynczym 
mostkiem dwusiarczkowym. Ludzkie białko C zostało wyizolowane przez 
Kisiela [29] i wykazuje podobną strukturę do białka zwierzęcego. Jego stężenie 
we krwi wynosi 4 pg/ml. T rom bina jest jedynym  fizjologicznym aktyw atorem  
białka C, którego aktywacja dokonuje się przez odszczepienie małego peptydu 
(12 reszt) z końcowej części aminokwasowej łańcucha ciężkiego [18]. Zarów no 
zymogen, jak  i aktyw ny enzym zachowują budowę dwułańcuchową. W obu 
łańcuchach białka C stwierdza się obecność reszt karboksylowych kwasu 
y-glutaminowego, które uważane są za miejsca wiążące wapń, umożliwiające 
wiązanie z błonam i powierzchniowymi [41]. O ba łańcuchy m ogą więc w yka
zywać interakcję z białkam i powierzchniowymi [14, 17]. Antykoagulacyjne 
właściwości białka C wyrażają się inaktywacją aktywnych czynników osoczo- 
wych V i VIII [13, 22, 31, 42] oraz wzmaganiem fibrynolizy przez ham owanie 
inhibitora tkankow ego aktyw atora plazm inogenu [2, 9, 23]. Dokładniej białko 
C i jego czynności opisano w pracy [14].

W 1981 r. Esm on i Owen z Uniwersytetu w O klahom ie [15] wykryli 
zlokalizowany na powierzchni śródbłonka naczyniowego kofaktor dla trom bi- 
nozależnej aktywacji białka C. K ofaktor ten został nazwany przez odkrywców 
trom bom oduliną. T rom bom odulina wykazuje wysokie powinow acto do trom - 
biny, tworząc z nią stechiom etryczny kompleks. Rezultatem  utworzenia tego 
kom pleksu jest przynajmniej 1000-krotne przyspieszenie aktywacji białka C 
[17].

T rom bom odulina była pierw otnie wyizolowana z płuc królika [15], 
a następnie Salem i wsp. [39] dokonali oczyszczenia tego białka z ludzkiego 
łożyska. Proces otrzym yw ania trom bom oduliny polega na sporządzaniu deter
gentowych wyciągów tkanki płucnej lub łożyska i następowym  oczyszczeniu 
przez sączenie w żelach m olekularnych (DEAE — Sepharose lub Phenyl — 
Sepharose). Końcowy etap  oczyszczania to chrom atografia wysokiego powi
now actw a przy użyciu trom biny unieruchom ionej na Bio-Gelu 1,5 M lub 
agarozie. Uzyskane tą techniką preparaty  wykazują bardzo wysoką aktywność 
specyficzną, wynoszącą od 800 do 1500 j.m./mg.

Trom bom odulina jest jednołańcuchow ym  białkiem o c.cz. od 68000 do 
88000 (zwierzęce m ają niższy ciężar). Jest to białko bardzo kwaśne (pH 4,2), co 
sugeruje, że może być połączona z heparynopodobnym i polisacharydam i. Za 
taką możliwością przem awia jej duża wrażliwość na heparynazę [10] oraz 
zdolność do przyspieszania inaktywacji trom biny przez antytrom binę III (AT 
III) [7]. T rom bom odulina jest białkiem niezwykle opornym  na denaturację 
przez: gotowanie, dodanie 1% roztw oru siarczanu dodecylu czy inkubowanie z
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6M guanidyną [21, 39]. Aktywność jej m ożna zneutralizować przez trawienie 
pepsyną lub /i-m erkaptopuryną [3, 4], W skazuje to, że aktyw ność biologiczna 
jest zw iązana z ęlfugorzędową struk turą  tego białka.

M aruyam a i wsp.. [32, 33] stosując poliklonalne przeciwciała przeciwko 
ludzkiej trom bom odulinie wykryli jej obecność w śródbłonku naczyń tętni
czych, żylnych, limfatycznych oraz syncytiotrofoblaście łożyskowym. Lokali
zacja ta potw ierdza jej czynność kofaktora aktywacji białka C, które jako  jeden 
z głównych antykoagulantów  podtrzym uje płynność krwi. Również jej obec
ność w naczyniach limfatycznych jest ważna z punktu  widzenia fizjologii. 
W iadom o bowiem, że chłonka zawiera czynniki krzepnięcia, a zatem obecność 
trom bom oduliny może zapewniać płynność chłonki [6]. Również syncytiotro- 
foblast łożyskowy, będąc eksponow any na dosyć wolny przepływ krwi, mógłby 
być miejscem aktywacji krzepnięcia, ale obecność trom bom oduliny w zatokach 
krążenia matczynego przeciwdziała takiej możliwości [32]. M ożna również 
wysunąć przypuszczenie, że trom bom odulina odgrywa rolę w zaburzeniach 
czynności łożyska prowadzących do nawracających poronień, aczkolwiek — 
z uwagi na złożone podłoże genetyczne tych zaburzeń — jest to jedynie 
sugestia.

De Bault i Esm onowie [11, 12] za pom ocą techniki immunofluorescencji 
określili umiejscowienie i wysycenie trom bom oduliną różnych tkanek i narzą
dów, stw ierdzając ją  w śródbłonku naczyń dużych i małych wszystkich tkanek 
i narządów  z wyjątkiem mięśni gładkich i kom órek tkanki łącznej. Miąższ 
narządów  wewnętrznych, pozbaw iony naczyń, nie wykazywał obecności trom - 
bom oduiiny. W związku z tym autorzy ci postulują, aby uznać trom bom odu- 
linę m arkerem  identyfikującym kom órki śródbłonka. Uw ażają oni m.in., że 
kom órki łożyska, które zawierają dwa charakterystyczne dla śródbłonka 
antygeny: czynnik von W illebranda i trom bom odulinę, są kom órkam i endote- 
lialnymi mimo ich znanej czynności endokrynnej. Problem  dystrybucji trom bo
m oduliny był również przedm iotem  badań Ishii i wsp. z Uniwersytetu 
w W aszyngtonie [26], którzy potwierdzili jej wszechobecność w śródbłonku 
naczyniowym. Nie stwierdzili jednak  obecności trom bom oduliny w śródbłon
ku naczyń mózgowych (z wyjątkiem tętnicy szyjnej i podstawnej). Brak 
trom bom oduliny w naczyniach mózgowych tłum aczą oni odm ienną czynnoś
cią tego śródbłonka, wyrażającą się m.in. różną zaw artością enzymów, jonów  
N a + i K + od pozostałej części wyściółki naczyniowej. A utorzy ci sugerują, że 
brak trom bom oduliny może zabezpieczać ustrój przed krw otokam i wewnątrz- 
czaszkowymi.

W 1985 r. Ishii i M ajerus [25] stosując chrom atografię wysokiego powi- 
now acta z użyciem przeciwciał poliklonalnych przeciwko ludzkiej trom bom o
dulinie, unieruchom ionych w żelu poliakrylam idowym  z dodatkiem  siarczanu 
dodecylu, wyizolowali z osocza i moczu ludzkiego rozpuszczalne postaci 
trom bom oduliny. Cząsteczki rozpuszczalnej trom bom oduliny są mniejsze niż
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kom órkowej (c.cz. 54000 i 63000). Autorzy ci określili stężenie trom bom o- 
duliny w osoczu i w moczu, k tóre wynosi odpow iednio 292 +  60 i 102 +  38 
ng/ml. O becność rozpuszczalnych postaci m ożna wyjaśnię, dwojako:

1) wytwarzaniem  przez odrębne kom órki sekęecyjne i wydzielaniem do 
krwi;

2) proteolizą z błony kom órki śródbłonkowej.
Za tą drugą koncepcją przem awia obserwacja, iż podobne peptydy m ożna 

uzyskać przez traktow anie elastazą łożyskowej trom bom oduliny. O bliczono, że 
człowiek m a 6 - 1013 kom órek endotelialnych i że zaw artość trom bom oduliny 
wynosi ok. 40000 cząsteczek na 1 kom órkę, a zatem całkow ita zaw artość 
trom bom oduliny wynosiłaby ok. 300 mg, a zaw artość postaci krążącej 0,8 mg 
(0,3 pg/ml x 2600 ml osocza). Jest to oczywiście obliczenie przybliżone, gdyż są 
trudności w pom iarze frakcji rozpuszczalnej z uwagi na obecność inhibitorów .

Wielu badaczy usiłowało zidentyfikować region trom biny, który odpo
wiada za wiązanie trom bom oduliny. W 1986 r. Hofsteenge i wsp. [24] badając 
wpływ trom bom oduliny na kinetykę interakcji trom biny z jej substratam i i 
inhibitoram i wykazali, że enzymatyczne właściwości kom pleksu tro m b in a- 
trom bom odulina są zbliżone do proteolitycznie zdegradow anych form trom 
biny (ß  i y). Form y te uzyskuje się przez autodegradację lub trypsynolizę, a ich 
aktywność am idolityczna i kinetyka inaktywacji jest zbliżona do natywnej 
a-trom biny. W odróżnieniu jednak  od postaci natywnej postaci zdegradow ane 
nie rozczepiają fibrynogenu i wykazują niskie powinowactwo do hirudyny. Te 
podobieństw a enzymatyczne wskazują, że region ß  lub y trom biny może być 
miejscem wiązania trom bom oduliny. Ci sami autorzy wykazali również, że 
trom bina w kompleksie z trom bom oduliną jest 8 razy szybciej inaktyw ow ana 
przez AT III niż wolna trom bina.

Najlepiej poznaną czynnością kom pleksu trom bina-trom bom odulina  jest 
aktywacja białka C. O kazało się jednak, że trom bom oduliną nie jest wyłącz
nym kofaktorem  białka C. W 1983 r. Salem i wsp. [38] stwierdzili że lekki 
łańcuch czynnika Va (aktyw owanego przez trom binę) jest w stanie przyspieszać 
aktywację białka C przez trom binę. Efekt ten jest mniejszy niż w obecności 
trom bom oduliny. Istnieją jednak pewne różnice tych dróg aktywacji białka C. 
Aktywacja przez łańcuchy lekkie czynnika Va zachodzi jedynie w obecności 
reszt karboksylow ych kwasu y-glutamylowego (GLA-dom ain), a jak  wiadom o 
reszty te są miejscem w iązania jonów  wapnia. O kazało się jednak, że do 
rozpoznania regionu białka C, zawierającego reszty GLA przez łańcuchy lekkie 
czynnika Va, obecność jonów  w apnia nie jest konieczna. Związanie reszt GLA 
jonam i wapnia blokuje aktywację białka C przez łańcuchy lekkie Va [35]. 
Równocześnie w iadom o, że jony C a ++ są niezbędne do aktywacji białka C 
przez kom pleks trom bina-trom bom odulina . Te wyraźne różnice w aktywacji 
białka C rodzą pytanie, czy te dwa systemy m ogą działać synergistycznie. 
Salem i wsp. [37] usiłują wyjaśnić te sprzeczności i postulują następujący
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m echanizm aktywacji białka C. Niski poziom łańcuchów lekkich lub nieak
tywny czynnik V stym ulują aktywność trom bom oduliny i w konsekwencji 
białka C. Aktywne białko C hydrolizuje ciężki łańcuch czynnika V, pozosta
wiając niejako z tyłu wolny łańcuch lekki. W ten sposób dochodzi do wzrostu 
zawartości łańcuchów lekkich Va, które w nadm iarze ham ują aktywność 
trom bom oduliny, a w następstwie białka C. Byłby to więc mechanizm 
sprzężenia zwrotnego.

W celu dokładniejszego ustalenia roli reszt GLA w ujaw nianiu aktywności 
antykoagulacyjnej białka C Esm on i wsp. [20] użyli następującego modelu 
doświadczalnego. Stosując wybiórczą proteolizę chym otrypsyną łańcucha 
lekkiego białka C, pozbawili go reszt GLA. Uzyskane w ten sposób białko 
nazwali G D -P C  (GLA dom ainlessprotein C). G D -PC  jest idealnym  substratem  
do badania roli reszt GLA w aktywacji białka C. G D -PC  może być 
aktyw ow ane przez trom binę i wykazuje pełną aktywność proteazową, lecz nie 
wykazuje aktywności antykoagulacyjnej. W ydawać by się mogło, że do akty
wacji pozbawionej reszt GLA cząsteczki białka C obecność jonów  wapnia nie 
będzie konieczna (brak miejsc wiążących C a ++), ale okazało się, iż obecność 
C a 4 4 jest niezbędna, gdyż G D -PC  wykazuje taką sam ą kinetykę aktywacji jak  
pełne białko C. Jedyną różnicą jest to, że m aksym alna aktywacja G D -PC  
zachodzi przy stężeniu 50 pM  C a ++, a pełnej proteiny C przy 250 pM  C a ++ . 
D ane te wskazują, że istnieje drugie GLA-niezależne miejsce wiążące C a + 4 na 
cząsteczce białka C. Jony C a 4 4 są więc niezbędne do aktywacji białka C przez 
kom pleks trom bina-trom bom odulina, ale w przypadku braku trom bom o
duliny jony te ham ują aktywację białka C. Amphlett i wsp. [1] donieśli o 
ham ującym  wpływie jonów  metali (M n 4 +, S r+ 4 i M g 4 +) na aktywację białka 
C przez kom pleks trom bina-trom bom odulina . Właściwości ham ujące jonów  
metali korelują ze zdolnością tych jonów  do zastępow ania jonów  C a 44 
w kompleksie białko C -C a ++ . W edług tych autorów  efekt ham ujący jonów  
metali polega na zastąpieniu miejsc wiążących jony C a 4 4 w cząsteczce białka 
C. O pierając się na tych spostrzeżeniach Johnson i wsp. [28] zaproponow ali 
model aktywacji białka C, k tóry wyjaśnia udział jonów  C a 44 (ryc. 1).

Białko C łatwo łączy się z receptorem  trom binow ym , jeśli brak jonów  
C a 4 + (a), dostępność C a 44 prowadzi do zmian konformacyjnych cząsteczki 
białka C (b) oraz białko C nie może dostosow ać się do miejsca aktywnego 
kom pleksu trom bina-trom bom odulina (c) do chwili, gdy miejsca wiążące jony 
metali nie zostaną zastąpione jonam i C a ++ .

Kolejne właściwości trom bom oduliny to jej działanie antytrom binow e 
poprzez wzmaganie działania antytrom biny III (AT III) [7]. Ta jej właściwość 
wskazuje na zaw artość w jej cząsteczce struk tu r heparynopodobnych. Aby 
przekonać się, czy tak jest istotnie, w ykonano doświadczenia z użyciem 
związków o działaniu antyheparynowym : polibrenem, siarczanem protam iny 
i izolowanym z płytek krwi białkiem o działaniu neutralizującym heparynę (PF 4).
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Ryc. 1. Aktywacja białka C (BC) przez kompleks trombina (T) — trombomodulina (TM) 
w obecności jonów C a++ wg Johnsona i wsp. [28]

Każdy z tych związków dodany do układu tro m b in a -ro m b o m o d u lin a  
w obecności AT III ham uje całkowicie zdolność tej ostatniej do unieczynniania 
kom pleksu trom bina —rom bom odulina. A zatem  złączony z cząsteczką trom - 
bom oduliny pojedynczy łańcuch wielocukrowy (siarczanu heparanu?) mógłby 
być miejscem wiązania trom biny i odpow iadać ze jej interakcję z AT III [5].

Siarczany heparanu stanow ią heterogenną rodzinę proteoglikanów  z róż
nymi nośnikam i białkowymi i trom bom odulina może być jednym  z nich. 
Oczywiście nie wyklucza to istnienia trom bom oduliny, której brak  łańcucha 
heparynowego. Z nany już np. receptor transferyny występuje w niektórych 
kom órkach jako  proteoglikan (np. w fibroblastach), a w innych kom órkach bez 
łańcucha polisacharydow ego (ct. za [4]). W świetle przytoczonych danych 
model strukturalny cząsteczki trom bom oduliny przedstawia ryc. 2.

W iązanie trom biny do łańcucha wielocukrowego może odbywać się zarów 
no w obecności, jak  i nieobecności AT III. Przy braku AT III efektem

Ryc. 2. Hipotetyczna struktura trombomoduliny: a — łańcuch polisacharydowy, T — trombina.
ATIII — antytrombina III
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związania trom bom oduliny z łańcuchem  wielocukrowym trom bom oduliny 
będzie ham ow anie zdolności trom biny do rozczepiania fibrynogenu [27]. 
Przyłączenie AT III do tego samego łańcucha bardzo przyspiesza inaktywację 
trom biny [5].

M ożna przypuszczać, że skoro trom bom odulina zmienia właściwości k a ta 
lityczne trom biny, to poza wymienionymi już właściwościami kom pleks 
trom bina-trom bom odulina  powinien ham ować aktywację krwinek płytko
wych wywołaną trom biną. Esm on i wsp. [19] donieśli, że trom bina 
w kompleksie z trom bom oduliną nie wywołuje agregacji ani reakcji uwolnienia 
krwinek płytkowych oraz nie jest w stanie związać się z powierzchnią krwinki 
płytkowej. Jeśli natom iast trom bina jest zw iązana z receptorem  płytkowym, to 
w obecności trom bom oduliny traci powinowactwo do powierzchni błony 
płytkowej i rozmieszcza się na trom bom odulinie, ham ując jednocześnie ak ty 
wację płytek. H am ow aniu podlegają tylko czynności zależne od trom biny, gdyż 
np. agregacja płytek wywołana A D P czy kolagenem  przebiega prawidłowo.

Jeszcze jedną właściwość trom bom oduliny opisali Polgar i wsp. [36] 
wykazując, że ham uje ona konwersję XIII czynnika krzepnięcia (cz. stabili
zującego włóknik) w aktyw ną transglutam inazę (X llla). Przejście czynnika 
XIII w enzymatycznie czynną postać X llla  odbywa się przy współudziale 
trom biny. W tabeli zestawiono właściwości biologiczne trom biny w porów 
naniu z kom pleksem  trom bina-trom bom odulina .

Bardzo ciekawe wyniki przedstawili M arayam a i wsp. [34]. Autorzy ci 
wykazali, że ekspozycja kom órek śródbłonka na trom binę powoduje związanie

TABELA

Porównanie czynności trombiny i kompleksu trombina-trombomodulina

Czynność Trombina Trombina -1- trombomodulina

Aktywacja białka C wolna bardzo szybka
Czynnik V aktywacja inaktywacja i hamowanie 

aktywacji
Czynnik VIII

Agregacja płytlek 
i reakcja uwolnienia

aktywacja hamowanie aktywacji (słabe)

wzmożona zahamowana

Transformacja cz. XIII wzmożona zahamowana
Antytrombina III inaktywacja wzmożenie inaktywacji

Jony C a+ + hamują aktywację białka C wzmagają aktywację białka C

Fibronogen rozczepianie brak rozczepiania
Tkankowy aktywator inaktywuje aktywuje przez hamowanie

plazminogenu inhibitora tkankowego akty
watora plazminogenu
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jej z obecną na powierzchni kom órek śródbłonka trobom oduliną z następow ą 
endocytozą tego kompleksu. T rom bina już w ew nątrzkom órkow o ulega dalszej 
degradacji do różnej wielkości peptydów, a trom bom odulina wraca na 
powierzchnię kom órki. Endocytozą kom pleksu trom bina-trom bom odulina 
następuje po uprzedniej aktywacji białka C przez ten kompleks. Ten udział 
trom bom oduliny w klirensie trom biny może być bardzo istotny w regulowaiTiu 
aktywacji białka C.

Reasumując, interakcja trom biny z trom bom oduliną dram atycznie zmienia 
właściwości trom biny, przekształcając enzym o właściwościach prokoagulacyj- 
nych w enzym antykoagulacyjny. G łów na czynność antykoagulacyjna kom 
pleksu polega na aktyw ow aniu białka C, wybiórczego inhibitora aktywnych 
czynników osoczowych V i VIII. P onad to  kom pleks ten ham uje rozczepianie 
fibrynogenu [27] i aktywację czynnika V przez trom binę [16], aktywację 
krwinek płytkowych [19] i przekształcanie czynnika XIII w X llla  [36]. 
Oddzielną czynnością antykoagulacyjną zw iązaną z obecnością w cząsteczce 
trom bom oduliny łańcucha polisacharydowego jest przyspieszenie inaktywacji 
trom biny przez AT III [30].

Są wątpliwości odnośnie m echanizm u działania trom bom oduliny samej i w 
kompleksie z trom biną, ale m ożna mieć nadzieję, że nowe możliwości badaw 
cze, jakie stworzyło wykrycie postaci rozpuszczalnych [25] oraz m etody jej 
oznaczania in vivo przyczynią się do wyjaśnienia udziału tego białka 
w złożonym  procesie hemostazy.
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CHARAK TERYSTY K A  R O ŚL IN N E G O  SYSTEM U 
C H O L IN E R G IC Z N E G O . A CETY LO CH O LIN A *

CHARACTERIZATION O F PLANT CHO LINERGIC SYSTEM. ACETYLCHOLINE

Andrzej TRETYN i M ałgorzata TRETYN 

Uniwersytet im. Mikołaja Kopernika, Instytut Biologii, Zakład Botaniki Ogólnej

Streszczenie. Stosując różne metody oczyszczania i ilościowego oznaczania, acetylocholinę wykryto 
w kilkudziesięciu gatunkach roślin niższych i wyższych. Obecność acetylocholiny stwierdzono we 
wszystkich organach roślin okrytonasiennych. Miejscami o najwyższym poziomie tej substancji są 
młode, rosnące części roślin. Synteza acetylocholiny u roślin zachodzi przypuszczalnie na terenie 
cystern endoplazmatycznego retikulum pod kontrolą systemu fitochromowego. Podobnie jak 
u zwierząt, w syntezie acetylocholiny u roślin uczestniczy acetylotransferaza cholinowa, natomiast 
jej rozkład 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 skrótów

ACh — acetylocholina 
AChe — acetylocholinoesteraza 
ATCh — acetylotransferaza cholinowa 
FR  — światło dalekiej czerwieni (720 nm)
R — światło czerwone (660 nm)

* Praca powstała w trakcie badań prowadzonych w ramach RP.II.12.15.
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WSTĘP

ACh, jeden ze zwierzęcych neurotransm iterów , wykryto ponad  70 lat temu 
w strzępkach grzyba Claviceps purpurea [12]. P raca ta zapoczątkow ała cykl 
badań poświęconych izolacji ACh z organów roślinnych oraz jej identyfikacji. 
O kazało się, że substancja ta — oprócz grzybów [12, 25, 57] — występuje 
w kom órkach wielu bakterii [49, 51] i m szaków [20, 21] oraz w tkankach 
roślin nagonasiennych [43] i okrytonasiennych [5, 10, 22, 27, 33, 48, 53, 63, 
71]. To powszechne występowanie ACh w królestwie roślin świadczyć może 
o jej fizjologicznym znaczeniu.

1. WŁAŚCIWOŚCI CHEM ICZNE ACh

ACh [CH3CO —OCH2CH 2N +(CH3)3] to  ester kwasu octowego i choliny 
— czwartorzędowej aminy. Jej m asa molowa wynosi 146,2. W szerokim 
zakresie pH  czwartorzędowy azot am oniowy ACh m a dodatni ładunek (ryc. 1),

c h 3
I+HoC— N— CH?— CH?— 0 — C - C H 3 3 I 2 2 i,
ch3 o

Ryc. 1. Wzór strukturalny ACh

dzięki czemu związek ten łatwo tworzy różnego typu sole. Najczęściej 
występują chlorki, jodki i brom ki ACh. Obecność dodatniego ładunku w 
cząsteczce ACh sprzyja jej rozpuszczeniu. Wszystkie sole ACh są bardzo 
dobrze rozpuszczalne w wodzie. Ich rozpuszczalność maleje wraz ze spadkiem  
polarności rozpuszczalnika. Sole ACh są nierozpuszczalne w rozpuszczalni
kach apolarnych. Trwałość ACh w roztw orach zależy od pH i tem peratury. 
W roztw orach o pH  4 substancja ta  jest m aksym alnie trw ała i może być 
sterylizowana na gorąco. Trw ałość roztw orów ACh zmniejsza się wraz ze 
wzrostem pH; w roztw orach alkalicznych substancja ta szybko hydrolizuje do 
choliny. W tem peraturze 25° C czas połowicznego rozpadu 0,1 M roztw oru 
ACh o pH 7,0 wynosi około 20 dni, natom iast przy pH  12 jedynie 12 [58]. 
W ystępowanie dodatniego ładunku przy czwartorzędowym  azocie am onio
wym, poza wpływem na jej rozpuszczalność, nadaje ACh właściwości jedno- 
wartościowego kationu. P onad to  obecność tego ładunku oraz apolarnego
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łańcucha węglowego powoduje, że cząsteczki ACh mają właściwości detergentu 
[14]. Obie te właściwości ujawniają się w układach biologicznych jedynie przy 
wysokich stężeniach ACh [14].

2. EKSTRAKCJA, OCZYSZCZANIE I OZNACZANIE ACh

W początkowym  okresie badań nad ACh u roślin substancja ta intere
sow ała jedynie farmakologów. W prowadzili oni wiele m etod ekstracji ACh 
z tkanek roślinnych oraz m etod jej oczyszczania i ilościowego oznaczania.

2.1. EKSTRAKCJA ACh

N ajprostszy sposób ekstracji ACh polega na zalaniu roztartych tkanek 
wodą. Po odwirow aniu hom ogenatu obecność ACh w supernatancie oznaczyć 
m ożna przy użyciu dowolnego biotestu [8, 28]. Do ekstrakcji omawianej 
substancji z m ateriału roślinnego stosuje się płyn Ringera [33, 34, 43, 61], 
m etanol [2, 8, 20, 73, 74], mieszaninę 80% etanolu i 2%  kwasu octowego, [21], 
e tanol [73] oraz aceton [62]. Najczęściej ACh izoluje się z m ateriału 
roślinnego przy użyciu roztw orów  kwasów: nadchlorowego [22, 53, 68],
solnego [62], mrówkowego [29] oraz mieszaniny kwasu mrówkowego 
z acetonem  [29, 30, 71] lub acetonitrylem  [40].

Bardzo trudno przeprow adza się izolację ACh, gdy dysponuje się małymi 
próbkam i m ateriału  biologicznego. W tym w ypadku stosuje się różnego typu 
związki chemiczne wytrącające ACh z roztw oru. Do tego celu używa się kwasu 
chlorozłotow ego [12], kwasu fosforowolframowego [49], roztw oru amonowej 
soli Reinecka [21, 22, 49, 53, 71] lub roztw oru J 2 +  KJ [16] oraz czterofenylo- 
boranu  sodowego [29]. O statn ią z wymienionych m etod zastosow ano do 
izolacji ACh z siewek Vigna sesquipedalis [29]. W wyniku reakcji ACh 
z czterofenyloboranem  sodowym powstaje nierozpuszczalny w wodzie kom 
pleks, który dobrze rozpuszcza się w niektórych rozpuszczalnikach organicz
nych [15]. ACh regeneruje się z fazy organicznej, dodając do niej odpowiednią 
ilość 0,4 M kwasu solnego, który powoduje przejście ACh do małej objętości 
fazy wodnej.

D o w ytrącania ACh z roztw orów wodnych najczęściej używa się amonowej 
soli Reinecka. Nasycony roztw ór tej soli, dodany do supernatan tu  zawierają
cego ACh, pow oduje powstanie nierozpuszczalnego w wodzie kompleksu. 
Kom pleks ten rozpuszcza się w rozpuszczalnikach organicznych, np. aceto- 
nitrylu, natom iast ACh regeneruje się przy użyciu żywic jonowym iennych [19, 
21] bądź skuteczniej za pom ocą roztw oru p-toluenosulfonianu srebrowego 
[38].
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Om ów ione m etody izolacji ACh są stosowane w m ateriale zwierzęcym, 
a ostatnio znalazły również zastosowanie w m ateriale roślinnym  [29, 53, 71]. 
Tretyn i wsp. [71] przebadali, k tó ra  z przedstawionych technik daje najlepsze 
wyniki w przypadku tkanek* roślinnych. Stosując m etodę chrom atografii 
gazowej oraz m agnetycznego rezonansu jądrow ego (1H — N M R) wykazali, że 
najczystsze ekstrakty otrzym uje się w wyniku izolacji ACh z m ateriału  
roślinnego przy użyciu acetonitrylu, a następnie jej w ytrącaniu roztw orem  
J 2 4- KJ. Największy odzysk badanej substancji otrzym ano stosując m ieszaniny 
kwasu m rówkowego i acetonu jako  roztw oru ekstrakcyjnego, z wytrąceniem  
ACh z tego roztw oru solą Reinecka [71].

2.2. OCZYSZCZANIE ACh

W yekstrahow aną ACh poddaje się dalszemu oczyszczaniu i identyfikacji. 
Procesy te na m ateriale zwierzęcym prowadzi się stosując jedną z 4 m etod 
chrom atograficznych. W ygodną jest elektroforeza bibułowa [24]. Przy jej 
użyciu łatwo rozdziela się mieszaninę różnych estrów cholino wy ch [44]. 
Równie dobre wyniki przy oczyszczaniu ACh ekstrahow anej z tkanek zwie
rzęcych daje chrom atografia bibułow a i cienkow arstwowa [58]. W ydajną 
m etodę izolacji i oczyszczania ACh jest chrom atografia jonow ym ienna. Roz
cieńczone roztwory ACh, podobnie jak  i innych amin, izoluje się i zatęża na 
żywicach kationitow ych, zawierających wolne grupy karboksylow e [58].

Z przedstawionych m etod jedynie chrom atografia bibułowa znalazła zasto
sowanie w oczyszczaniu ACh izolowanej z roślin. Najczęściej do tego celu 
stosow ano bibułę W hatm an nr 1 [8, 33, 73] lub W hatm an nr 3 M M  [29, 30]. 
C hrom atogram y rozwijano przy użyciu eluentów składających się z m ieszaniny 
kwasów, alkoholi i wody. Najczęściej stosowano eluenty o następującym  
składzie: bu tano l: e tano l: kwas octow y: woda w stosunku objętościowym 8 :2 :1 :3  
[20, 62, 74], bu tan o l:k w as octow y:w oda (4 :1 :1 ) [29, 30, 62] lub p ro 
p a n o l: alkohol benzylow y: w oda (5 :2 :2 ) [33]. C hrom atogram y wywołane za 
pom ocą kwasu fosforomolibdenowego, chlorku cynowego [8], hydroksylam i- 
nianu żelaza (III), w parach jodu  [58] oraz przy użyciu odczynnika dwupikry- 
loam inowego [29, 74].

2.3. OZNACZANIE ACh

2.3.1. M etody spektrofotom etryczne

W yizolowaną z m ateriału biologicznego ACh m ożna szybko w prosty 
sposób oznaczyć ilościowo przy użyciu m etody opartej na reakcji ACh z 
hydroksylam iną. Reakcję tę przeprow adza się w pH  12-14, a w jej wyniku
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uzyskuje się cholinę oraz acetylohydroksylam inian. W kolejnym etapie mie
szaninę reakcyjną doprow adza się do pH 1-2 i wprow adza się chlorek
żelazowy. Trzy cząsteczki acetylohydroksylam inianu łączą się z jonem  żela
zowym dając kom pleks absorbujący światło przy 540 nm [26].

M etoda ta jedynie sporadycznie stosow ana jest do oznaczania ACh 
w ekstraktach roślinnych [49, 60]. Charakteryzuje się ona dużą specyficz
nością, lecz stosunkow o m ałą czułością. Próg czułości wynosi 0,01 pm ACh 
w próbce [58]. Czułość tej m etody m ożna podwyższyć po zastosow aniu 
polarograficznego zamiast kolorym etrycznego oznaczania kom pleksu acetylo
hydroksylam inianu żelaza (III) [52]. H ydroksylam inow ą metodę oznaczania 
ACh m ożna stosować po odbiałczeniu ekstraktów .

2.3.2. Biotesty

Jak dotąd, do ilościowego oznaczania ACh w m ateriale roślinnym naj
częściej stosowano biotesty. W m etodach tych wykorzystuje się wrażliwość 
fragmentów różnych organów  lub całych organizm ów zwierzęcych na działanie 
ACh. Z reguły bada się wpływ tego związku na:

1) kontrakcję mięśni szkieletowych lub mięśnia sercowego,
2) skurcz różnych fragmentów przewodu pokarm ow ego,
3) obniżanie ciśnienia tętniczego krwi.
Do ilościowego oznaczania ACh u roślin najczęściej stosowano mięsień 

prosty brzucha żaby [30, 33, 43, 48], serce żaby [20], lub mięczaka M ercenaria  
mercenaria [33, 34, 61]. Często obecność ACh w ekstraktach roślinnych 
stwierdzano badając ich wpływ na ciśnienie tętnicze anestezjowanego kota [2, 8, 
28, 62, 73], psa [2, 62] lub szczura [8, 74]. W sporadycznych przypadkach 
badania prow adzono stosując różne biotesty [8, 28]. D evasankaraiah i wsp. 
[8] oznaczali np. ACh w ekstraktach z nasion Carum copticum, stosując 
jednocześnie izolowane żołądki, dwunastnice, jelito czcze, jelito kręte i okrężnice 
szczura, a także jelito kręte świnki morskiej i dw unastnicę królika.

Poza ACh również inne farm akologicznie czynne substancje występujące 
w organizm ach roślinnych, np. histam ina [2], wpływają na czułość stosow a
nych biotestów. Istnieje więc konieczność przeprow adzania dodatkow ych 
doświadczeń w celu potwierdzenia, że substancją aktyw ną w bioteście jest 
właśnie ACh. Najczęściej stosuje się tzw. eserynizację preparatu  tkankowego 
[30, 33, 43]. Umieszczenie go w roztw orze eseryny — inhibitora AChE — 
powoduje k ilkakrotny wzrost jego wrażliwości na działanie ACh [33]. D ziała
jąca antagonistycznie w stosunku do ACh atrop ina wywołuje natom iast 
spadek wrażliwości biotestu [33]. Inaktyw ację acetylocholinopodobnej aktyw 
ności ekstraktu  uzyskuje się trak tu jąc go AChE [33, 43] bądź roztw orem  silnej 
zasady [28, 30].
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2.3.3. C hrom atografia gazowa

Om ówione już tu biotesty stosow ano powszechnie do oznaczania ACh u 
zwierząt i roślin, gdyż żadna inna m etoda nie m ogła dorów nać ich czułości. 
D opiero opracow ana przez Jenden i wsp. [37] m etoda chrom atograficznego 
oznaczania ACh osiągnęła czułość zbliżoną do biotestu. Przewaga m etody 
chromatograficznej nad biotestem  polega na możliwości równoległego ozna
czania kilku estrów cholinowych oraz niewrażliwości m etody chrom atogra
ficznej na inne farm akologicznie czynne związki występujące w roślinach.

Chrom atograficzne oznaczanie czwartorzędowych amin, do których zali
czana jest ACh, wymaga uprzedniego przeprow adzenia ich w lotne pochodne. 
Lotne pochodne ACh m ożna uzyskać poprzez jej pirolizę lub na drodze 
N-demetylacji (ryc. 2).

c n 3 /CH3 + CH3-S -®  + Ncf + Cl"

C f  + hLC-C-0-CH?-CH?- N - O L  „ n r  ^  ^C-CKKCH-fcN
o Ćh3 Ö f 2 N CH3 + CH3- a

Ryc. 2. Dwa sposoby przeprowadzania ACh w lotny octan dwumetyloaminoetylowy: A —
N-demetylacja, B — piroliza AChO pracow ana przez Szilagyi i wsp. [67] m etoda termicznego (pirolitycznego) 

rozkładu ACh jest powszechnie stosow ana do oznaczania tej substancji 
w ekstraktach z tkanek zwierzęcych [4, 16, 23, 55]. Proces pirolizy przepro
wadza się w specjalnym urządzeniu sprzężonym z chrom atografem  gazowym. 
Próbkę podgrzewa się 15 s do tem peratury 450° C w strum ieniu azotu, który 
powoduje przeniesienie powstającego lotnego produktu  pirolizy — octanu 
dwum etyloam inowego do kolum ny chrom atografu [16].

Pom im o prostoty  i dużej czułości m etoda pirolizy nie znalazła dotąd  
zastosow ania do analizy estrów cholinowych izolowanych z roślin.

Przekształcenie ACh w lotny octan dw um etyloam inoetylowy przeprow adza 
się również na drodze N-demetylacji (ryc. 2), k tó rą wykonuje się przy użyciu 
mieszaniny tiofenolu i tiofenolanu sodu. Obecne w mieszaninie jony tiofeno- 
lanowe pow odują nukleofilowe przemieszczenie przy grupie N-metylowej ACh, 
a następnie jej oderwanie [39]. Reakcję przeprow adza się w atmosferze 
beztlenowej w środowisku bezwodnego butanonu  [39] lub acetonu [71]. 
W kolejnym etapie procedury usuwa się zbędne produkty  reakcji oraz 
zagęszcza się i ekstrahuje do chloroform u lub dw uchlorom etanu powstały 
octan dwum etyloam inoetylowy [71].

Po raz pierwszy m etodę chrom atograficznego oznaczania ACh w ekstrak
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tach roślinnych wprowadzili równolegle D evasankaraiah i wsp. [8] oraz 
H artm ann  i Kilbinger [21, 22]. Pierwszy z zespołów wykazał ponadto, iż 
wykryw ana biotestam i ACh wyizolowana z nasion Carum copticum  może być 
również oznaczana przy użyciu chrom atografii gazowej. H artm ann  i Kilbinger 
[21, 22], a następnie M iura i Shih [53] oraz Tretyn i wsp. [70, 71] stosując 
chrom atografię gazową stwierdzili obecność ACh w tkankach wielu gatunków 
roślin. Identyczność substancji izolowanej z roślin ze wzorcem ACh wykazano 
za pom ocą sprzężonego z chrom atografem  spektrografu masowego [53].

2.3.4. Inne metody

Poza spektroskopią masową, sprzężoną z chrom atografią gazową, obec
ność ACh w ekstraktach analizowano za pom ocą tzw. polowej spektroskppii 
masowej [29]. Substancja acetylocholinopodobna, wyizolowana z siewek 
Vigna , poddana oczyszczaniu na kationicie, a następnie m etodą chrom atografii 
bibułowej, charakteryzow ała się podobnym  widmem spektroskopow ym  jak  
wzorcowa ACh. O kazało się również, że w trakcie oczyszczania część izolowa
nej z tkanek roślinnych ACh ulega degradacji [29].

O becność protonów  zróżnicowanie związanych z innymi atom am i cząstecz
ki ACh umożliwia identyfikacja tego związku za pom ocą magnetycznego 
rezonansu jądrow ego (1H —NM R) [71]. Protony związane z trzem a grupami 
N-m etylowym i choliny i ACh absorbują prom ieniowanie radiowe o podobnym  
dla obu tych związków przesunięciu chemicznym. Obecność ACh w badanym  
ekstrakcie roślinnym  m ożna stwierdzić na podstawie ujawnienia się sygnału 
protonów  związanych z grupą octanow ą związku [71].

Poza opisanym i tu m etodam i stosuje się wiele innych procedur chemicz
nych służących dó ilościowego oznaczania estrów cholinowych, występujących 
w m ateriale biologicznym. Ich przegląd m ożna znaleźć w monografii redago
wanej przez H anin [18]. O d czasu ukazania się tej monografii opracow ano 
kilka nowych m etod pozwalających na dokładniejsze określanie poziomu ACh 
w badanych próbkach [31, 64, 66]. W w ypadku wielu z nich nie analizuje się 
bezpośrednio ACh, lecz związki uzyskane w wyniku jej degradacji, takie jak  
etanol, kwas octowy, a przede wszystkim H 20 2. Jedne z najlepszych rezulta
tów uzyskuje się w przypadku zastosow ania wysokociśnieniowej chrom ato
grafii cieczowej H PLC . Po wstępnej izolacji cząsteczki ACh rozkłada się przy 
użyciu AChE do choliny. Endogenną oraz uzyskaną z enzymatycznego 
rozkładu cholinę utlenia się oksydazą cholinową do betainy i H 20 2. 
U walniany H 20 2 mierzy się za pom ocą wirującej elektrody platynowej. 
Czułość tej m etody wynosi 250 fM (fentamoli — 10“ 15 M) dla choliny oraz 500 
fM dla ACh [6].
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3. SYNTEZA ACh W ROŚLINACH

Powszechna obecność ACh w tkankach roślinnych (tab. 1) wskazuje na 
istnienie enzymów biorących udział w syntezie tej substancji w roślinach. 
U zwierząt ACh syntetyzowana jest z acetylokoenzym u A (acetylo-CoA) oraz 
choliny przy udziale acetylotransferazy cholinowej (ATCh, E.C. 2.3.1.6) [58].

U roślin, poza powszechnie występującym acetylo-CoA, w ykryto także 
obecność choliny [7, 11, 32], N a tej podstawie przypuszczano, że również 
u roślin enzymem związanym z syntezą ACh jest ATCh.

3.1. ACETYLOTRANSFERAZA CHOLINOW A ROŚLIN

W stępne próby wykrycia ATCh u roślin zakończyły się niepowodzeniem  
[59]. Jako pierwsi obecność tego enzymu w tkankach roślinnych stwierdzili 
Barlow i D ixon [3]. W badaniach posłużyli się pąkam i i m łodymi liśćmi 
pokrzywy U rtica dioica — m ateriałem  niezwykle bogatym  w ACh [5, 10], 
pozbawionym  natom iast aktywności AChE [9], enzymu rozkładającego ACh 
[69]. Aktywność ATCh u U rtica dioica oznaczano badając tem po syntezy ACh 
z jej prekursorów  — choliny i acetylo-CoA. Stężenie powstającej ACh 
oznaczano przy użyciu biotestu [3]. Zastosowanie oczyszczonego enzymu 
umożliwiło bezpośrednie badanie aktywności ATCh [65]. W wyniku przesą
czenia wstępnie oczyszczonego ekstraktu  roślinnego przez kolum nę zaw iera
jącą Sefarozę 4B sprzężoną z CoA-SH, a następnie usunięcie zaadsorbow anego 
białka roztw orem  N aCl (od 0,0 do 1,0 M), uzyskano 1500-krotne oczyszczenie 
enzymu. D ysponując preparatem  oczyszczonego enzymu, aktyw ność ATCh 
badano m etodą radiom etryczną, oznaczając ilość 3H-acetylo-CoA włączonego 
w cząsteczki ACh [65]. Aktywność specyficzna enzymu wyizolowanego 
z Urtica dioica wynosiła 1067 mmoli zsyntetyzowanej ACh w ciągu jednej 
minuty przez 1 mg białka [65]. M aksim um  aktywności ATCh stwierdzono 
w temp. 40°C [3, 65] i przy ph 9,0 [3]. Najwyższą aktywność om awianego 
enzymu miały ekstrakty izolowane z najmłodszych części pokrzywy, tj. pąków 
i młodych liści [3, 65]. Aktywność specyficzna enzymu wyizolowanego 
z młodych liści tej rośliny była zbliżona do aktywności ATCh występującej 
w tkance nerwowej owadów [65],

Poza pokrzywą obecność ATCh stwierdzono w grochu Pisum sativum, 
szpinaku Spinacia oleracea, słonecznika Helianthus annuus oraz sinicy Oscilla- 
toria agardbii [65], jak  również w nasionach roślin z rodzaju Allium  [17]. 
Aktywność specyficzna enzymu izolowanego z wymienionych roślin była około 
100 razy niższa niż aktywność ATCh otrzym ana z tkanek pokrzywy [65].

O prócz octanow ych estrów choliny w tkankach niektórych roślin wykryto 
obecność estrów kwasu propionowego [54] oraz sinapinowęgo [42], M echa
nizm pow staw ania propionylocholiny u roślin nie został do tąd  poznany. 
W przypadku sinapiny (estru choliny i kwasu sinapinowęgo) H adacovä i wsp. 
[17] dowiedli, że enzymem odpowiedzialnym  za jej syntezę może być ATCh.
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Informacje dotyczące miejsc syntezy ACh w kom órkach roślinnych są 
skromne. Doświadczenia dotyczące tego zagadnienia prow adził dotąd jedynie 
Jaffe [35]. Stosując pęcherzyki uzyskane z błon retikulum  endoplazm atycznego 
etiolowanych hypokotyli soi wykazał on zróżnicowany wpływ R i FR na 
syntezę ACh. O kazało się, że pęcherzyki naświetlane R znacznie szybciej 
włączały znakow ane prekursory ACh w porów naniu z pęcherzykami podda
nymi działaniu FR. Wpływ R na syntezę ACh, w porów naniu z pęcherzykami 
nienaświetlanymi tą długością światła, był około 100-krotnie wyższy po 
dodaniu do roztw oru inkubacyjnego 0,5% T ritonu X-100 [35]. N a podstawie 
przedstawionych wyników m ożna przypuszczać, że synteza ACh w kom órkach 
roślinnych odbyw a się na terenie cystern endoplazm atycznego retikulum  [35] 
przy udziale kontrolow anej przez fitochrom  [35] ATCh [3, 65].

R oshina i M ukhin [60] wysunęli hipotezę, że miejscem syntezy ACh mogą 
być chloroplasty. Jednakże hipoteza ta została oparta  jedynie na stwierdzeniu 
obecności AChE w tych organelach [60].

3.3. REGULACJA POZIOM U ACh U ROŚLIN

Lin [48], a następnie Jaffe [33, 34] wykazali, że najwyższe stężenie ACh 
występuje w młodych, rosnących częściach roślin. Poziom  ACh podlega 
wahaniom  w zależności od fazy rozwojowej rośliny oraz w arunków  środowis
kowych [33, 72]. U stalono, że stężenie ACh w tkankach fasoli jest znacznie 
wyższe w siewkach zielonych, a niższe w etiolowanych. 5-minutowe naświetle
nie izolowanych organów  tej rośliny R powoduje bardzo szybki wzrost 
zawartości ACh. FR, stosowane bezpośrednio po R, znosi stymulacyjny wpływ 
R pow odując równie szybki spadek poziom u ACh w wierzchołkach korzeni 
fasoli [34]. Doświadczenia prow adzone nad wpływem R i FR na syntezę ACh 
wykazały, że w wierzchołkach korzeni fasoli poziom tej substancji regulowany 
jest przez fitochrom  [33, 34]. H artm ann [20], a następnie H artm ann 
i Kilbinger [21, 22] potwierdzili możliwość udziału fitochrom u w regulacji 
syntezy ACh u m szaków i roślin okrytonasiennych. Podobny system regulacji 
zawartości ACh u przedstawiciela roślin nagonasiennych, sosny, opisali Kop- 
cewicz i wsp. [43].

Światło białe również wywiera wpływ na poziom endogennej ACh u roślin. 
M iura i Shih [53] ustalili, że w porów naniu z roślinami nienaświetlanymi, 
światło białe stymuluje wzrost poziom u ACh w liściach oraz jego spadek 
w pędach siewek fasoli. Podobny, stymulacyjny wpływ światła białego na 
stężenie ACh w etiolowanych i zielonych siewkach owsa opisał Tretyn i wsp. 
[70, 72], wykazując ponadto , że zarówno światło białe, jak  i R w podobny 
sposób wpływają na tem po syntezy ACh w etiolowanych siewkach owsa (ryc.
3) [70].
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Wpływ światła na syntezę ACh u roślin pozostaje nieznany. JafTe [34] 
opierając się na teoretycznych przesłankach sugerował możliwość zróżnico
wanego wpływu R i FR na aktywność AChE. Tretyn i K w iatkow ska [68] 
stosując cytochem iczną m etodę K arnowskiego i R ootsa [41] wykazali, że 
w etiolowanych koleoptylach owsa AChE występuje po zewnętrznej stronie 
błon kom órkowych tych organów. Naśw ietlaniu koleoptyli R towarzyszyło 
zaham ow anie aktywności AChE, natom iast stosow ane po R światło dalekiej 
czerwieni wpływało na wzrost aktywności om awianego enzymu [68].

Ryc. 3. Wpływ światła białego (słonecznego) — A oraz R — B na poziom ACh w etiolowanych 
siewkach owsa. Oba typy światła indukują szybki wzrost stężenia ACh w pędach badanych roślin. 
W siewkach naświetlanych R wzrost poziomu ACh obserwuje się również w następującej po R

ciemności (D) [70]

R i FR może również regulować poziom endogennej ACh w roślinach 
poprzez kontrolę aktywności ATCh. N a możliwość istnienia tego typu układu 
kontrolnego wskazują wyniki badań nad wpływem R i FR na syntezę ACh 
w układach in vitro [35].

N a podstawie literatury m ożna przypuszczać, iż poziom  ACh w roślinach 
regulowany jest przez system fitochrom owy na drodze zróżnicowanego wpły
wu R i FR na aktywność AChE i ATCh [35, 36, 68].

4. MIEJSCA WYSTĘPOWANIA ACh W ROŚLINACH

Obecność ACh stwierdzono w tkankach ponad  50 gatunków  roślin 
należących do wszystkich ważniejszych grup systematycznych (tab. 1). Substan
cję tę wykryto w strzępkach grzybów [12, 25, 57], plechach mszaków [20, 21], 
w częściach nadziem nych [22, 33, 43, 45, 48, 53, 70, 72], w bulwach [50] oraz 
korzeniach [9, 10, 22, 33, 34, 46, 48, 53] roślin wyższych. W przypadku części 
nadziemnych roślin okrytonasiennych ACh wykryto w łodydze [9, 10, 22, 33,
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TABELA

Występowanie acetylocholiny w roślinach nasiennych. Wykaz rodzin i gatunków roślin, u których 
stwierdzono obecność tej substancji oraz miejsca jej występowania (na podstawie [14, 49],

zmodyfikowane i uzupełnione)

Rodzina Gatunek Miejsce występowania 
acetylocholiny Literatura

1 2 3 4

Altingiaceae Liquidamber styracißua L. liście [53]
Amaranthaceae Amar ant hus caudatus L. pędy [22]
Anacardiaceae Rhus campallina L. liście [53]
Aąuifoliaceae Ilex opaca Ait. liście [53]
Betulaceae Betula pendula Roth. liście [53]
Caprifoliaceae Lonicera japonica Thunb. liście [53]

Viburnum dilatatum Thunb. liście [53]
Chenopodiaceae Spinacia oleracea L. liście, pędy [2, 22]
Compositae Helianthus annuus L. pędy, korzenie [22]

Porophyllum lanceolatum DC liście, pędy, korzenie [28, 45]
Xanthium strumarium L. pędy, korzenie [45]

Cruciferae Brassica oleracea v. gongylodes L. części nadziemne [27]
Brassica campestris v. napobrassica L. części nadziemne [27]
Capsella bursa pastoris L. części nadziemne cyt. za [49]
Sinapis alba L. pędy, korzenie [22, 45]

Cucurbitaceae Cucumis anguria L. części nadziemne [46]
Cucumis sativus L. części nadziemne [27, 74]
Cucurbita pepo L. pędy, korzenie [22]

Euphorbiaceae Codiaeum variegatum Blume. liście [53]
Gramineae Avena sativa L. części nadziemne [70, 71]

Stipa tenacissima L. liście [1]
Zea mays L. liście [53]

Lemnaceae Lemna gibba G3 L. całe rośliny [30]
Loranthaceae Viscum album L. pędy cyt. za [49]
Moraceae Artocarpus champeden Merr. liście, nasiona, owoce [48]

Artocarpus integra Merr. liście, nasiona, owoce [47]
Papilionaceae Albizzia julibrissin Durazz. liście, nasiona [61]

Phaseolus aureus Roxb. pędy, korzenie, nasiona [33, 53]
Phaseolus vulgaris L. pędy, korzenie [22]
Pisum sativum L. liście, pędy, korzenie, 

nasiona
[22, 34, 
53, 60]

Pinaceae Pinus silvestris L. części nadziemne [43]
Plantaginaceae Plantago rugelii Deone. liście [53]
Polygonaceae Rumex obtusifolius L. części nadziemne [46]
Populaceae Populus grandidentata Michx. liście [53]
Rosaceae Crataegus oryacantha L. liście, kwiaty, owoce [13]

Digitalis ferrugina L. pędy [73]
Digitalis lauta L. liście [56]
Digitalis purpurea L. liście [56]
Prunus serotina Ehrh. liście [53]

Smilacaceae Smilax hispida Muhl. liście [53]
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c.d. tab.

1 2 3 4

Solanaceae Solanum tuberosum L. bulwy [50, 57]
Umbelliferae Daucus carota v. sativa L. liście [27]

Carum copticum Benth. nasiona [8]
Urticaceae Girardina heterophylla Gandich. liście [63]

Urtica dioica L. liście,, pędy, korzenie [5, 10]
Urtica parvißora Roxb. liście, włoski [62]
Urtica urens L. liście, pędy, korzenie [9]

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

D okładne analizy rozmieszczenia ACh w roślinie przeprow adzono u 4 
gatunków: U rtica dioica i U. urens [10], Artocarpus integra [48] oraz Phaseolus 
aureus [33]. W przypadku U rtica urens stw ierdzono zbliżony poziom  ACh we 
wszystkich organach, natom iast u U rtica dioica stężenia ACh było różne 
w poszczególnych organach rośliny. Najwyższy poziom  ACh, poza włoskami 
parzącymi, odnotow ano w korze pierwotnej i floemie, najniższe zaś w rdzeniu 
wierzchołkowych części pędów pokrzywy [10].

U Artocarpus integra najwyższe stężenie ACh wykryto w najm łodszych 
liściach [48]. W pojedynczym liściu wyższe stężenie ACh obserw ow ano 
w nerwie, a niższe w blaszce. W obrębie bezlistnego pędu A. integra najwyższy 
poziom omawianej substancji stw ierdzono w rdzeniu, najniższy zaś na terenie 
ksylemu. N atom iast w korzeniu najwyższe stężenie ACh występowało we 
floemie, nieco niższe w korze zewnętrznej i zdecydowanie najniższe w ksylemie 
i rdzeniu. We wszystkich analizowanych organach A. integra zaobserw ow ano 
występowanie korelacji między poziomem ACh a wiekiem organów. Z arów no 
w częściach nadziemnych, jak  i w korzeniach najwyższy poziom  ACh wystę
pował w najm łodszych częściach organów  [48].

Sugestie Lina [48] o istnieniu gradientu stężenia ACh w nadziem nych 
i podziemnych częściach roślin potwierdził Jaffe [33]. W badaniach prow a
dzonych na siewkach Phaseolus aureus Jaffe stwierdził, że najwyższe stężenie 
ACh występuje w pąkach szczytowych pędów i wierzchołkach korzeni oraz 
w najmłodszych liściach.

Stężenie ACh w roślinach waha się od ułam ków nanom oli (nanogram ów ) 
[53] do setek m ikrom oli (m ikrogram ów) [33, 48] na gram  świeżej masy 
badanej tkanki. Roślinami, u których stwierdzono najwyższe stężenie tej 
substancji są różne gatunki pokrzywy [5, 9, 10, 62], a kom órkam i o najwyższej 
zawartości ACh — włoski parzące [5, 62]. Duże ilości ACh, poza pokrzywam i, 
zawiera wiele innych roślin leczniczych, jak  np. Viscum album, Digitalis 
purpurea, D. lanata [56], D. ferrugina  [73] oraz Carum copticum  [8]. ^
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5. PODSUM OW ANIE

Z dotychczas przeprow adzonych badań wynika, że ACh występuje w 
roślinach. Związek ten w ykryto we wszystkich grupach taksonom icznych 
roślin, od bakterii do roślin okrytonasiennych. Miejscem syntezy ACh u roślin 
są praw dopodobnie młode liście. W organach tych stw ierdzono obecność 
ATCh. Enzym ten o właściwościach zbliżonych do zwierzęcej ATCh, uczestni
czy praw dopdobnie w syntezie ACh z jej prekursorów  — choliny i acetylo-CoA 
(ryc. 4).

C o A -S -0 -C -C H -, CoA-SH
c h o l in a  ^  J  a c e t y lo c h o lin a

V ^ acety lch o lin o tran sferaza  ^

(H3C)3 N -C H 2-CH 2OH ______________  (H3C)3 N -C H 2-C H 2- 0 - C - C H 3
^ / ^ a c e ty lc h o lin o e s te r a z a  0

ChLC-OH hLOj| i z

0
Ryc. 4. Synteza oraz degradacja ACh w roślinach. ACh syntetyzowana jest z acetylo-CoA i choliny 

przy udziale ATCh, a rozkładana do choliny i kwasu octowego przez AChE

W tkankach  roślinnych występuje również AChE. Enzym ten rozkłada 
ACh i m a właściwości zbliżone do zwierzęcej AChE. Obecność zarów no ATCh, 
jak  i A ChE w tkankach  roślinnych pozwala przypuszczać, że ACh w roślinach 
podlega podobnem u metabolizm owi jak  u zwierząt (ryc. 4). Pom im o braku 
dow odów  w ystępowania w kom órkach roślinnych receptorów  ACh przy
puszcza się, że podobnie jak  u zwierząt, również u roślin występuje 
i funkcjonuje 4-składnikowy system cholinergiczny [14, 53]. Nie świadczy to 
jednak, iż mechanizm  działania roślinnego i zwierzęcego systemu choliner- 
gicznego jest identyczny w obu tych grupach organizmów. W ydaje się, że 
w przypadku roślin działanie systemu cholinergicznego związane jest 
z funkcjonow aniem  fitochromu.

Autorzy serdecznie dziękują prof, drowi hab. Janowi Kopcewiczowi i dr 
Elżbiecie Bednarskiej za pom oc w przygotow aniu artykułu. Dziękujemy 
również prof, drowi hab. Józefowi Surowiakowi, koordynatorow i RP.II, za 
popieranie badań nad rolą ACh u roślin.
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K O M U N I K A T

Komisja Mikroskopii Elektronowej Komitetu Patofizjologii Komórki PAN organizuje 
XIX Konferencję Naukową, która odbędzie się 11-12 września 1989 r. w Porąbce-Kozubniku 
k. Bielska.

Program Konferencji będzie obejmował referaty plenarne i doniesienia plakatowe. Przewiduje 
się, że głównymi tematami Konferencji będą struktura i funkcja jądra komórkowego oraz 
zastosowania mikroskopii elektronowej w biologii i medycynie.

Zgłoszenia udziału w Konferencji z podaniem wstępnego tytułu plakatu prosimy przesyłać 
pod adresem Komitetu Organizacyjnego:

Zakład Cytochemii i U ltrastruktury Komórki 
Centrum Onkologii, Oddział w Gliwicach 
Wybrzeże Armii Czerwonej 15 
44-100 Gliwice

Następne komunikaty otrzymają ci, którzy prześlą wstępne zgłoszenia do 31 grudnia 1988 r.
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F IT O C H R O M  -  O C ZY SZC ZA N IE, STRU K TU RA , BIOSYNTEZA 
I W ŁA ŚCIW O ŚCI M O L E K U L A R N E *

PH YTOCH RO M E -  PURIFICATION, STRUCTURE, BIOSYNTHESIS 
AND MOLECULAR PROPERTIES

Andrzej TRETYN, Jacek KĘSY i Jan KOPCEW ICZ

Uniwersytet Mikołaja Kopernika. Instytut Biologii, Zakład Botaniki Ogólnej

Streszczenie. Fitochrom (P) jest fotoreceptorem odgrywającym centralną rolę w kontroli wzrostu 
i rozwoju roślin. Barwnik ten występuje w postaci dimeru, a każdy monomer, w zależności od 
gatunku rośliny, zbudowany jest ze 120-127 kilodaltonowego polipeptydu związanego kowalen
cyjnie z otwartym łańcuchem tetrapirolowym.

P występuje w dwu fotoodwracalnych formach: P r — absorbującej światło czerwone (R) i Pfr — 
absorbującej światło dalekiej czerwieni (FR). Badania immunocytochemiczne wykazały, że 
w komórkach roślin wyrosłych w ciemności fitochrom Pr jest równomiernie rozmieszczony 
w cytozolu. Po fotokonwersji P r w Pfr, chromoprotcina ulega agregacji, tworząc liczne mikro- 
obszary o powierzchni 1 pm 2. P syntetyzowany jest w formie P r, której czas połowicznego rozpadu 
wynosi ok. 100 h. Po fotokonwersji P r w Pfr czas połowicznego rozpadu białka P obniża się 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, P r, and a far-red light-absorbing form, P fr.

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

* Praca powstała w trakcie badań prowadzonych w ramach problemu CPBP 05.02.4.07.
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Wykaz stosowanych skrótów

FR  — światło dalekiej czerwieni (730 nm) 
kD a — kilodaltony 
P  — fitochrom
P fr — form a fitochrom u absorbująca światło dalekiej czerwieni 
P r — forma fitochrom u absorbująca światło czerwone 
R — światło czerwone (660 nm)

WSTĘP

Światło jest ważnym czynnikiem środowiskowym, wpływającym na wzrost 
i rozwój roślin. Stanowi ono dla nich podstaw ow e źródło energii w ykorzysty
wanej w procesie fotosyntezy. Światło jest dla rośliny również źródłem  
informacji o zm ianach zachodzących w otoczeniu. Sygnały świetlne odbierane 
są przez wyspecjalizowane receptory roślinne, z których najlepiej poznany jest 
fitochrom  (P).

P  odgrywa kluczow ą rolę w kontroli wzrostu i rozwoju roślin [4, 15, 26, 
65]. Cząsteczka tego fotoreceptora jest rozpuszczalną w wodzie chrom opro- 
teiną zbudow aną z łańcucha polipeptydowego, połączonego konwalencyjnie 
z grupą chrom oforow ą [43]. G rupę tę stanowi otw arty łańcuch tetrapirolow y 
[48, 49] zbliżony do fikocyjanobiliny [13]. W zależności od gatunku ciężar 
natywnej cząsteczki wynosi 120-127 kD a [63].

P występuje w dwóch form ach molekularnych: P r ( o m aksim um  absorpcji 
przy 660 nm) i P fr ( z m aksim um  absorpcji przy 730 nm). Stosując naświetlanie 
światłem o odpowiedniej długości fali m ożna przekształcić jedną formę 
w drugą według następującego schematu:

Po naświetleniu rośliny m onochrom atycznym  R lub FR ustala się tzw. stan 
fotostacjonarny P, k tóry  jest przejściowym stanem równowagi, charakteryzu
jącym  ilościowy stosunek obu form P r i P fr fitochrom u [37].

Fotokonw ersji fitochrom u z formy P r w P fr towarzyszy wyzwolenie wielu 
różnorodnych odpowiedzi morfogenetycznych. P r jest nieaktywną, a P fr 
aktyw ną fizjologicznie form ą fitochrom u. Przedstaw iony już schem at m ożna 
więc rozszerzyć w następujący sposób [43]:

660  nm
P r P fr -+ odpowiedź morfogenetyczna.

7 3 0 nm

Sama fotokonw ersja P r w P fr nie wystarcza do zapoczątkow ania określonej
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odpowiedzi fotomorfogenetycznej. Istnieje skom plikow any łańcuch zdarzeń 
zapoczątkow any fotokonwersją fitochrom u, a kończący się określoną odpo
wiedzią biologiczną, np. kiełkowaniem nasion czy inicjacją kwitnienia [15, 65]. 
Poszczególne ogniwa tego łańcucha nie zostały do tąd  dokładnie poznane. 
W ydaje się jednak, że odkrycia ostatnich kilku lat pozw alają lepiej zrozumieć 
m olekularne podstaw y działania fitochromu.

1. OCZYSZCZANIE I OZNACZANIE FITO CH ROM U

1.1. OCZYSZCZANIE FITO CHRO M U

Dokładniejsze poznanie struktury  i m echanizmu działania P  było wynikiem 
rozwoju m etod oczyszczania chrom oproteiny. Pionierskie prace dotyczące 
izolacji P podjął Butler i wsp. [5]. W szystkie stosowane obecnie m etody są 
w zasadzie rozwinięciem techniki zastosowanej przez tych autorów .

1.1.1. M ateriał

Obecność P stwierdzono w kom órkach glonów, mszaków, paprotników  
oraz u wszystkich gatunków  roślin wyższych. Jednakże najlepszym źródłem 
biała P są etiolowane tkanki tylko kilku roślin wyższych. Są to przede 
wszystkim owies (Avena sativa  L.) [29, 59] oraz dynia (Cucurbita pepo  L.) [61]. 
Tkanki etiolowane używane są z dwu powodów: zawierają znacznie większą 
ilość P  niż tkanki rosnące na świetle (10-100 razy) oraz nie zawierają 
chlorofilu, który uniemożliwia spektralny pom iar P w trakcie oczyszczania. 
Rośliny motylkowe, takie jak  groch (Pisum sativum  L.), me są dobrym  
materiałem , ponieważ zawierają saponinę — trój terpenoid, k tóry  zniekształca 
własności spektralne chrom oproteiny.

1.1.2. Ekstrakcja fitochrom u

Dw om a głównymi problem am i w oczyszczaniu P  są w yjątkow a wrażliwość 
fitochrom u na posthom ogenizacyjną proteolizę [57, 58] oraz fakt, że rośliny 
często zawierają wysokie stężenia związków fenolowych, k tóre po hom ogeni
zacji szybko modyfikują fitochrom  [16]. Chociaż problem y te występują przy 
oczyszczaniu większości białek roślinnych, to jednak okazuje się, że P jest, 
szczególnie wrażliwy na działanie obu czynników. W związku z tym zachodzi 
konieczność stosow ania szczególnych warunków  jego ekstrakcji, mających na 
celu minimalizację tych efektów.

Problem  proteolitycznej modyfikacji P  podczas oczyszczania został częś
ciowo rozwiązany z chwilą w prow adzenia techniki szybkiej izolacji i identy
fikacji tej chrom oproteiny [57-59]. Obecnie wiadom o, że P, występujący

http://rcin.org.pl



498 A. T R E T Y N , J. KĘSY, J. K O P C E W IC Z

w tkankach wszystkich przebadanych roślin, jest wrażliwy na P r-specyficzną 
proteazę lub proteazy obecne w surowych ekstraktach roślinnych [57, 63]. 
Proteoliza ta modyfikuje N -końcowy fragment polipeptydu i jest tak  szybka, 
nawet w tem peraturze 0°C , że w norm alnym  czasie, koniecznym do oczysz
czenia P, większość cząsteczek białka ulega degradacji. W celu wyelim inowania 
tych skutków stosuje się:

1) przekształcenie P do bardziej proteolitycznie odpornej formy P fr;
2) dodaw anie do hom ogenatów  inhibitora proteaz, fluorku a-toluenosul- 

fonylu (PM SF), który ham uje odpowiednie proteazy;
3) wykonywanie czynności związanych z izolacją w tem peraturze bliskiej 

0°C, w możliwie najkrótszym  czasie.
Modyfikacje przez fenole są bardzo rozpowszechnionym, choć często nie 

docenianym  problem em  przy oczyszczaniu białek roślinnych. M odyfikacje 
takie m ogą silnie wpływać na pom iar spektralny P oraz zmieniać inne jego 
właściwości [6]. Najpowszechniejszą m etodą minimalizacji modyfikacji białka 
P  przez związki fenolowe jest dodaw anie do roztw orów ekstrakcyjnych 
substancji redukujących, takich jak  2-m erkaptoetanol lub w odorosiarczyn 
sodowy. Związki te przeciwdziałają powstawaniu utleniających w arunków , 
w których zachodzi tworzenie reaktywnych polifenoli.

1.1.3. Oczyszczanie fitochrom u

M etody ekstrakcji P m ożna podzielić na trzy grupy:
1) m etody konwencjonalne, stosowane przed 1983 r., prow adzące do 

uzyskania częściowo zdegradow anego białka o ciężarze cząsteczkowym 60 
i 120 kD a [10, 16, 33, 46]; 2) m etody z zastosowaniem  specjalnych w arunków  
ekstrakcji (naświetlanie światłem czerwonym, stosowanie inhibitorów  proteaz), 
dzięki którym  uzyskuje się białko niezdegradow ane o ciężarze 124 kD a [59, 
60]; 3) metody chrom atograficzne z wykorzystaniem  specyficznej im m uno- 
adsorpcji [20].

W pierwszym pracach dotyczących oczyszczania P donoszono, że ciężar 
cząsteczkowy tego białka wynosi 60 kD a [10, 39] lub 120 kD a [16, 46], 
Stosunkow o wcześnie wykazano, że 60 kD a cząsteczka P  jest produktem  
proteolizy białka o masie 120 kD a [46], N iedaw no okazało się, że oba te 
białka powstają w wyniku posthom ogenizacyjnej modyfikacji natyw nego P 
o masie 124 kD a [29, 59, 60].

Uzyskanie niezdegradowanego białka P było możliwe dzięki zastosow aniu 
specjalnych w arunków  ekstrakcji, o których już tu pisano. Przykładow y 
schemat takiej m etody przedstaw iono w tab. 1. M etoda ta polega na 
w ytrącaniu białek kolejno polietylenoiminą oraz siarczanem am onowym . 
W ytrącone białka poddaje się następnie chrom atografii na kolum nach z 
hydroksyapatytem  i Affi-Gel Blue (Bio-Rad) oraz sączeniu na Biogel A1.5M
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TABELA 1

Oczyszczanie fitochromu o masie 124 kDa z 1 kg etiolowanych siewek owsa [59]

Etapy oczyszczania
Ilość

fitochromu
A(AA)*

Ilość
białka
[mg]

Wydajność
[% ]

Stopień
oczyszczenia

surowy ekstrakt 20,9 6820 100 1
supernant po wytrąceniu białek 17,7 5770 85 1
frakcjonowanie białek siarczanem anionu 12,8 385 61 11
chromatografia na hydroksyapatycie 5,8 20,4 28 93
chromatografia na Affi-Gel Blue 3,9 8,0 19 163
chromatografia na Bio-Gel A1.5M 2,7 4,1 13 220

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

[59]. W szystkie stosow ane roztw ory buforowe zawierają 2-m erkaptoetanol 
i PM SF. P reparaty  otrzym ywane tą m etodą wykazują całkow itą fotoodwra- 
calność oraz brak  ciemnej rewersji P r w P fr, k tó ra jest wskaźnikiem denaturacji 
białka P.

1.2. OZNACZANIE FITO CHRO M U

Stosow ane obecnie m etody oznaczania P dzielą się na dwie grupy. Są to 
techniki spektrofotom etryczne i immunologiczne. Pierwsze opierają się na 
unikatow ych właściwościach spektralnych tego fotoreceptora, drugie na m oż
liwości uzyskiw ania specyficznych przeciwciał do P.

1.2.1. M etody spektrofotom etryczne

Poniew aż zarów no forma P r, jak  i Pfr niezdegradowanego P absorbują 
światło w zakresie widzialnym (ryc. 1), pom iary spektrofotom etryczne um ożli
wiają więc szybkie oznaczanie tej chrom oproteiny. O znaczania m ożna doko
nywać poprzez bezpośredni pom iar absorpcji światła, bądź też m etodą 
różnicową, w ykorzystującą szczególną własność P, jak ą  jest zdolność do 
wykazywania fotoodwracalnych zmian absorpcji światła [4].

Bezpośredni pom iar absorpcji światła jest najprostszą i łatwą w zastoso
waniu m etodą oznaczania P. Jednakże roztwory, w których dokonuje się 
pom iaru, nie m ogą zawierać innych barwników absorbujących w czerwonym 
zakresie w idm a światła białego. Ponieważ współczynnik ekstynkcji dla formy 
P r fitochrom u przy 660 nm jest około 1,5 raza wyższy niż dla formy P fr przy 
730 nm [29], m etoda jest więc bardziej czuła dla pierwszej z wymienionych 
form P. Z bezpośrednich pom iarów  m ożna wyliczyć stężenie P, opierając się na 
prawie Lam berta-Beera:

A =  ale
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gdzie A — absorbancja próby, a — współczynnik ekstynkcji, / — długość drogi 
światła przechodzącego przez próbę, c — stężenie P.

Rye. 1. Widmo absorpcyjne natywnego 124 kDa fitochromu izolowanego z etiolowanych siewek 
owsa. Linia ciągła — widmo fitochromu P r (po naświetleniu światłem czerwonym), linia 
przerywana — widmo fitochromu uzyskane po naświetleniu światłem dalekiej czerwieni [48]

Najczęściej stosowane spektralne oznaczenie P związane jest z pomiarem 
zmian absorpcji A (A A), które są wynikiem fototransformacji P między formami 
Pr i Pfr. Ponieważ P jest jedynym białkiem roślinnym, wykazującym takie 
zmiany absorpcji, pomiarów jego stężenia można więc dokonywać nawet 
wtedy, kiedy w roztworze znajdują się inne barwniki absorbujące w tym 
samym zakresie widma. Przy oznaczaniu wykorzystuje się fakt, iż na skutek 
indukowanej światłem czerwonym konwersji formy Pr w Pfr absorbancja P 
przy 660 nm obniża się, a wzrasta przy 730 nm (rye. 1). Naświetlanie światłem 
dalekiej czerwieni powoduje wzrost absorbancji przy 660 nm i spadek przy 730 
nm. Stężenie oznaczonego w ten sposób P jest proporcjonalne do podwójnej 
różnicy absorpcji A (A A), która wyrażona jest wzorem:

A(AA) =  (^660 —^73o) —(^660 —^73o)»

gdzie /4660 — ̂ 7 3 0  — różnica między absorbancją przy 660 i 730 nm po 
naświetleniu próby FR, ^ 6 6 0  — ̂ 7 3 0  — różnica między absorbancją przy 660 
i 730 nm po naświetleniu próby R.

Spektrofotometria różnicowa ma tę zaletę, że można ją stosować do 
oznaczania P w próbach rozpraszających, np. fragmentach tkanek czy też 
w zawiesinach.

Metody spektrofotometryczne mają kilka istotnych ograniczeń. Przede 
wszystkim metodami tymi nie można oznaczać fitochromu pozbawionego 
grupy chromoforowej oraz fitochromu obecnego w zielonych tkankach, czy też 
ekstraktach zawierających chlorofil.
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1.2.2. M etody im munochem iczne

M etody immunochem iczne są znacznie czulsze od spektrofotom etrycznych. 
P onad to  przy ich stosow aniu nie występują wymienione ograniczenia m etod 
spektrofotom etrycznych. Największą wadą m etod immunochemicznych jest 
niem ożność rozróżniania cząsteczki pozbawionej od posiadającej grupę chro- 
m oforową. D użą trudnością w stosow aniu m etod immunochemicznych jest 
również otrzym ywanie odpowiednich przeciwciał.

Istnieje kilka m etod im munochem icznego oznaczania P. Dwiema najczęś
ciej używanymi m etodam i są m etody radioim m unochem iczne (RIA) [21] oraz 
oznaczania z zastosow aniem  przeciwciał sprzężonych z enzymami (ELISA) [38, 
52]. Pom iar zawartości P w ekstrakcie m etodam i radioim m unochem icznymi 
polega na jego zdolności do współzawodniczenia z wyznakowanym  oczysz
czonym P w wiązaniu się z ograniczoną ilością przeciwciała. W wyniku tego 
w spółzawodnictw a ilość związanego znakow anego P  jest odw rotnie proporcjo
nalna do ilości P w analizowanym  ekstrakcie. Czułość tej m etody wynosi około 
2 ng P  w próbce [21]. W odróżnieniu od RIA, ilość P  m etodą ELISA określa 
się na podstawie aktywności enzymatycznej enzymu sprzężonego z przeciw
ciałem. Najczulszym w ariantem  m etody ELISA do oznaczania P  jest technika 
sandwich (ryc. 2). W metodzie tej królicze przeciwciała skierowane przeciw P

Ryc. 2. Oznaczanie fitochromu z zastosowaniem przeciwciał sprzężonych z enzymami (ELISA). 
RAP — królicze przeciwciała przeciw fitochromowi, MAP — mysie przeciwciała przeciw 
fitochromowi, GAM — kozie przeciwciała do mysich immunoglobulin G, AP — alkaliczna

fosfataza, P — fitochrom [62]

zaadsorbow ane są na powierzchni zagłębień (studzienek) specjalnej płytki. Do 
studzienki dodaje się roztw oru zawierającego P. Podczas inkubacji cząsteczki 
P  łączą się z zaadsorbow anym i na ściankach studzienki przeciwciałami, 
tw orząc kom pleks antygen-przeciwciało. Po przepłukaniu płytek do stu
dzienek wprow adza się przeciwciało przeciwko P uzyskane od myszy,
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a następnie kozie przeciwciała przeciwko mysim im m unoglobulinom . To 
ostatnie przeciwciało sprzężone jest z enzymem. W ostatnim  etapie procedury 
do studzienki w prow adza się substrat dla danego enzymu, a p rodukt reakcji 
oznacza się spektrofotom etrycznie.

2. SYNTEZA FITO CH ROM U

Poziom P podlega zm ianom  ontogenetycznym. W ew nątrzkom órkow e 
stężenie tej chrom oproteiny regulowane jest czynnikami endo- i egzogennymi
[44]. W początkowych stadiach rozwojowych etiolowanych siewek owsa 
cząsteczki P syntetyzowane są de novo i akum ulow ane w formie P r. Ta 
względna stałość poziom u P ustala się w momencie wyrównania szybkości 
syntezy i degradacji tego barwnika. W ciemności fitochrom  w formie P r 
podlega powolnej destrukcji [21]. N aśw ietlaniu etiolowanych roślin światłem 
białym lub R towarzyszy szybki spadek poziom u P. Spadek ten jest rezultatem  
fotokonwersji P r w P fr. P fr ulega około 100 razy szybszej degradacji 
w porów naniu z P r. W tkankach roślin rosnących na świetle poziom P jest 
około 98-99%  niższy w porów naniu ze stężeniem tego barw nika rejestrow a
nym  w siewkach roślin rosnących w ciemności [21]. Po przeniesieniu roślin ze 
światła do ciemności następuje powolna reakum ulacja P, wynikająca ze 
wzrostu tem pa syntezy P r [44].

Regulacja syntezy przez światło polega na kontroli tem pa transkrypcji 
fitochrom owego m RNA i regulacji jego żywotności [43]. Naśw ietlaniu roślin 
światłem białym lub czerwonym towarzyszy szybki spadek poziom u fitochro
mowego m RNA [7]. K rótki impuls (5 min) R powoduje w ciągu 5 godz. ponad 
90%  spadek zawartości wspom nianego m RNA [8]. W etiolowanych siewkach 
ow sa przeniesionych na światło białe poziom fitochrom owego mRNA spada 
do około 2%  poziom u rejestrowanego w tkankach siewek owsa wyrosłych 
w ciemności [2]. Również w przypadku etiolowanych siewek grochu, podda
nych działaniu światła (1-2 godz.), następuje szybki, ponad 90%  spadek RNA 
[34]. Zarów no w przypadku siewek owsa, jak  i grochu efekt działania R może 
być zaham ow any i odw rócony w wyniku naświetlania tych roślin FR [8, 17, 
34]. Odm ienną, w porów naniu z wymienionymi tu gatunkam i roślin, sytuację 
stw ierdzono w siewkach dyni. W etiolowanych siewkach tej rośliny, naświet
lanych światłem czerwonym lub białym, obserwowano odpowiednio 40-50 
i 60% spadek poziom u fitochrom owego m RNA w porów naniu z roślinami 
kontrolnym i [28]. W ywołany światłem czerwonym spadek zawartości bada
nego m RNA nie podlegał rewersji w wyniku naświetlania siewek dyni światłem 
dalekiej czerwieni.

Nie jest znany wpływ P na aktywność transkrypcyjną własnych genów. 
W genomie siewek owsa stwierdzono obecność co najmniej 4 genów uczestni
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czących w syntezie tego barw nika [17, 18]. W wyniku porów nania sekwencji 
dwóch z tych genów wykryto około 98%  homologię nukleotydów odcinków 
kodujących oraz niepodlegających translacji odcinków 5-końcowych. N iepod- 
legające translacji odcinki 3'-końcowe wykazały jedynie 34% homologię 
sekwencji nukleotydów [18]. Ta duża niehom ologia fragmentów 3'-końcowych 
rokuje nadzieje na możliwość badania ekspresji poszczególnych genów u ow'sa
[45].

Pom im o małej ilości danych oraz pewnych sprzeczności wyników, m ożna 
przypuszczać, że P reguluje wewnątrzkom órkow y poziom swych własnych 
cząsteczek [7, 8, 34]. Regulacja syntezy tego barw nika może odbywać się na 
poziom ie transkrypcji, translacji i posttranslacyjnym  [45].

3. STRUKTURA FITO CH ROM U

N astąpił znaczny postęp w badaniach nad strukturą fitochromu. W prowa
dzenie zarówno nowoczesnych metod fizykochemicznych, stosowanie kont
rolowanej proteolizy i przeciwciał monoklonalnych, jak  i techniki klonowania 
i sekwencjonowania fitochromowego cDNA pozwoliło stosunkowo dobrze 
poznać strukturę i właściwości chromoforowego oraz białkowego składnika P.

3.1. GRUPA CHROM OFOROW A

Z obu składników  P, tj. chrom oforowego i białkowego, pierwszy poznany 
jest tylko w niewielkim stopniu. Już ponad 20 lat temu ustalono, że grupa 
chrom oforow a P syntetyzowana jest z kwasu ń-aminolewulinowego — ALA 
[2] i zbudow ana jest z otw artego łańcucha tetrapirolow ego [47]. Chrom ofo- 
rowy składnik P swą budow ą chemiczną zbliżony jest do fikobiliny — 
fotosyntetycznego barw nika niektórych glonów, oraz biliwerdyny — niebies
kiego barw nika zwierząt [3], To niezwykłe podobieństw o barwników  spełnia
jących odm ienne funkcje u roślin i u zwierząt pozwala wnioskować 
o wspólnym ich pochodzeniu. Biosynteza grup chrom oforowych P i fikobilin 
może w początkowych etapach przebiegać podobnie jak  biliwerdyny [3]. 
Prekursorem  tych trzech barwników wydaje się hem, który na drodze 
oksydatywnego otw arcia pierścienia porfirynowego przekształca się 
w biliwerdynę IX a [1]. Biliwerdyna IX a po przekształceniu się w fitochro- 
m obilinę [13] przyłączana jest kowalencyjnym wiązaniem tioeterowym  do 321 
am inokw asu łańcucha polipeptydowego P [62], dając cząsteczkę fitochrom u 
P r -

Badania ostatnich lat wykazały, że syntezy białkowego składnika i grupy 
chromoforowej P m ogą odbywać się niezależnie od siebie [13, 25]. W ykazano,
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że gabakulina (kwas 5-am ino-l,3-cykloheksadienylokarboksylowy) znacznie 
skuteczniej ham uje biosyntezę grupy chromoforowej w porów naniu z częścią 
białkową P. Inhibicyjny wpływ gabakuliny na syntezę P znoszony jest 
w wyniku egzogennego podania ALA oraz biliwerdyny IX a [13]. W yniki te

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

wskazują na udział obu tych związków w syntezie grupy chromoforowej P, jak  
również na możliwość niezależnej syntezy białkowego i chrom oforow ego 
składnika om awianego barw nika roślinnego. N a podstaw ie obecnie dostępnej 
literatury można zaproponow ać szlak biosyntezy chrom oforu P (ryc. 3).

3.2. BIAŁKO FITO CHRO M U

Najlepiej dotąd poznano budowę P izolowanego z etiolowanych siewek 
owsa. Białko P  uzyskane z siewek tej rośliny zbudow ane jest z 1128 
am inokwasów [17, 18]. Jego ciężar cząsteczkowy wynosi 124 kD a [57, 58]. 
Dwie 124 kD a cząsteczki P łącząc się wiązaniami jonowym i i siłami elektro
statycznymi tw orzą dimer. Ciężar dim eru wynosi 253 kD a [23]. Cząsteczki 
wchodzące w skład dim eru są ze sobą luźno związane i łatw o dysocjują pod 
wpływem roztw orów  o dużej sile jonowej. Podczas tego procesu nie obserwuje 
się zmian widma P [62]. Zastosow anie kontrolow anej proteolizy pozwoliło 
określić, które z obszarów  polipeptydu uczestniczą w procesie dimeryzacji. 
U stalono, że w wyniku enzymatycznego traw ienia cząsteczka P  rozpada się na
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Ryc. 4. Schemat ilustrujący budowę cząsteczki fitochromu. Strzałki przedstawiają miejsca wrażliwe 
na działanie enzymów proteolitycznych. Klamrami zaznaczono trzy typy determinantów dla

przeciwciał monoklonalnych [45]

dwa nierówne fragm enty (ryc. 4): większy, globularny fragm ent N-końcowy 
o masie 74 kD a oraz wydłużony odcinek C-końcow y o masie 55 kD a [23, 24]. 
W procesie dimeryzacji uczestniczą jedynie dom eny C-końcowe, natom iast 
globularne dom eny N -końcow e wiążą grupy chrom oforow e i odpow iadają za 
spektralne właściwości P  [62].

Do badania przestrzennej struktury  P  używa się m.in. m etodę ograniczonej 
proteolizy oraz przeciwciała m onoklonalne skierowane przeciw różnym deter
m inantom  chrom oproteiny. Obecne w ekstraktach roślinnych enzymy proteo
lityczne atakują jedynie określone miejsca polipeptydu [57, 63]. Miejscami 
szczególnie wrażliwymi na działanie proteaz są N-końcow y oraz środkowy 
odcinek cząsteczki P. Enzymy te pow odują uwalnianie 6 bądź 10 kD a 
fragm entu N-końcowego oraz dłuższego 55 kD a odcinka C-końcowego (ryc.
4). Odszczepianie wspom nianych polipeptydów następuje w wyniku proteoli
tycznego a taku  na 53, 91 i 648 am inokw as chrom oproteiny [62]. Działanie 
proteaz na cząsteczki P  zależne jest od formy m olekularnej, w jakiej występuje 
ten barwnik. Proteolityczny atak na środkow y 648 am inokwas polipeptydu jest 
bardziej specyficzny dla P fr, natom iast odszczepienie 6 kD a dom eny N-końco- 
wej charakteryzuje fitochrom  w formie P r [45]. 6 kD a N-końcowy fragment 
chrom oproteiny stanowi determ inant (epitop) dla przeciwciał m onoklonalnych 
1 typu [45]. O prócz wspom nianego determ inantu w yróżniono dwa d odat
kowe, przyłączające przeciwciała typu 2 i 3 (ryc. 4). Przeciwciała 1 typu 
wykazują 4-5-kro tn ie większe powinow acto do P r niż P fr [9, 45]. Przeciwciała 
m onoklonalne typu 2 i 3 wykazują podobne powinowactwo zarów no do formy 
P r, jak  i do P fr cząsteczek P  izolowanego z siewek owsa [45].

D ane uzyskane na podstawie proteolitycznej degradacji P, stosow ania 
przeciwciał m onoklonalnych i badań spektrofotom etrycznych sugerują, że 
podczas fotokonwersji P  zachodzą konform acyjne zmiany w obrębie części 
białkowej i chromoforowej barwnika. W trakcie fotokonwersji P r w P fr 
obserwuje się 31° rotację grupy chromoforowej względem łańcucha polipepty- 
dowego [11] oraz przemieszczenie 6 kD a odcinka końcowego w głąb cząstecz

3.3. M OLEKULARNE RÓŻNICE MIĘDZY Pr i Pfr
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ki P [45]. N-końcowy, 6 kD a fragment cząsteczki P wykazuje dużą hydrofil- 
ność i odpow iada za współdziałanie białkowego i chrom oforowego składnika 
chrom oproteiny [58-60]. Przypuszcza się, że ten powierzchniowy odcinek 
cząsteczki P r fitochrom u ochrania grupę chrom oforow ą przed zewnętrznym 
środowiskiem wodnym [12, 53],

3.4. FITOCHROM  W ROŚLINACH ZIELONYCH

Badania P w roślinach zielonych napotykają ciągle wiele trudności [27]. 
W ynikają one z obecności chlorofilu uniemożliwiającego spektrofotom etryczne 
mierzenie poziom u P [36] oraz z 50-100-krotnie niższej jego zawartości 
w roślinach zielonych niż w etiolowanych [20, 21]. W prowadzenie do badań 
herbicydu SAN 9789, hamującego biosyntezę karotenoidów i akumulację chloro
filu [22], m etod szybkiej eliminacji chlorofilu z ekstraktów  [56] oraz przeciw
ciał m onoklonalnych [37] pozwoliło dokładniej poznać m olekularne właści
wości P roślin zielonych.

O kazało się, że cząsteczki P izolowane z zielonych i etiolowanych siewek 
owsa różnią się pod wieloma względami. P zielonych siewek tej rośliny ma 
ciężar cząsteczkowy rzędu 118 kDa, a maksim um  absorpcji dla formy P r 
przesunięte jest o 15 nm (z 667 w siewkach etiolowanych do 652 w zielonych) 
[62].

4. LOKALIZACJA FITO CH ROM U

Pełne zrozumienie działania P wymaga poznania jego tkankowej i kom ór
kowej lokalizacji. Duży postęp w badaniach rozmieszczenia tego barw nika 
przyniosło wprowadzenie m etod immunocytochemicznych. M etody te polegają 
na stosowaniu znakowanych przeciwciał przeciw białkowem u składnikowi P 
i pozwalają na jego lokalizację na poziomie m ikroskopu świetlnego 
i transm isyjnego m ikroskopu elektronowego.

W ciągu kilku lat badań stosow ano kilka odrębnych m etod lokalizacji P. 
Pierwotnie do tego celu stosow ano wiele przeciwciał poliklonalnych, wyzna
kowanych kompleksem peroksydaza-antyperoksydaza [39]. O statn io  w pro
wadzono do badań przeciwciała m onoklonalne, skierowane przeciw określo
nym determ inantom  cząsteczki P, wyznakowane rodam iną [50] bądź 
koloidalnym  złotem [32, 54].

W ykrywanie fitochrom u w tkankach roślinnych przedstaw ia ryc. 5. U trw a
lony m ateriał w zależności od potrzeb przesyca się roztworem  sacharozy [50] 
lub zatapia w żywicy, np. w Lowicrylu [31, 32, 54], Po uzyskaniu półcienkich, 
kriostatow ych lub ultracienkich skrawków barwi się je przy użyciu wcześniej 
wyznakowanego przeciwciała. O statn io  stosuje się wieloetapową procedurę
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Ryc. 5. Przebieg wieloetapowej procedury immunocytochemicznej lokalizacji fitochromu. Oznacze
nia jak do ryc. 2

barwienia, polegającą na traktow aniu  skrawków roztw oram i kolejnych prze
ciwciał. Obecny na powierzchni skraw ka P (ryc. 5, etap I) łączy się ze 
specyficznymi, skierowanymi przeciw określonem u epitowi, m onoklonalnym i 
przeciwciałami mysimi (M AP, II etap). Do kom pleksu tego przyłącza się 
przeciwciała królicze skierowane przeciw przeciwciałom mysim (M AP +  RAM, 
III etap). W ostatnim  etapie do drugiego, nie zablokow anego miejsca 
przyłącza się kozią im m unoglobulinę (M AP +  RAAM +  GAR, IV etap) w 
zależności od potrzeby w yznakow aną barwnikiem  fluorescencyjnym, np. 
fluoresceiną [50], bądź koloidalnym  złotem [32, 54].

4.1. TKANKOW A LOKALIZACJA FITOCHROM U

Większość dotychczas przeprowadzonych badań nad tkankow ą lokalizacją 
P dotyczy etiolowanych pędów traw  [39-41], Sporadycznie zajm owano się 
badaniem  rozmieszczenia P w tkankach innych roślin nago- i okrytonasien
nych [41]. Największe ilości P występują w kom órkach powstających bezpo
średnio z merystemów [40]. K om órki merystem atyczne oraz kom órki suba- 
pikalnej strefy pędów traw  zawierają znacznie mniejsze ilości P. Poza strefą 
subm erystem atyczną wierzchołków koleoptyli owsa [41] P zlokalizowano 
również w pobliżu węzła etiolowanych siewek tych roślin, w miejscu połączenia 
koleoptyla z pierwszym liściem i mezokotylem. Obecność P stwierdzono 
również w czapeczce korzeniowej [41] oraz w otoczonych przez tkanki 
korzenia pierw otnego wierzchołkach rozwijających się korzeni przybyszowych
[41]-

Wyniki dotychczas przeprow adzonych badań zdają się wskazywać, że 
rozmieszczenie P może być cechą stałą dla danej tkanki i gatunku [40, 41, 50].
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4.2. W EW NĄTRZKOM ÓRKOW A LOKALIZACJA FITOCHROM U

Badania nad w ew nątrzkom órkow ą lokalizacją P prow adzono przede 
wszystkim na etiolowanych koleoptylach owsa [31, 32, 50, 54]. W badaniach 
prow adzonych przy użyciu transm isyjnego m ikroskopu elektronow ego [40] 
wykazano, że P w formie P r jest równom iernie rozmieszczony w cytozolu 
kom órek etiolowanych koleoptyli owsa. Po naświetlaniu koleoptyli R za
chodzą szybkie zm iany wewnątrzkom órkowego rozmieszczenia P [30]. Stw ier
dzono, że nawet krótkie, kilkunastosekundow e naświetlenie koleoptyli św iat
łem o tej długości pow oduje agregację P. Proces ten, zwany sekwestracją (ang. 
sequestration) [30], odbywa się na terenie cytoplazmy podstawowej. N a j
nowsze badania [31, 54] wykazały, że proces ten zachodzi na terenie 
niewielkich obszarów cytoplazm y o wymiarach do 1 pm. W obrębie tych 
struk tu r nie stw ierdzono obecności m em bran [32, 54]. W ykazano, że obser
wowana in vitro tzw. osadzalność (ang. pelletability) P  [35, 42] polega na 
łączeniu się cząsteczek P  z nie zidentyfikowanymi strukturam i cytoplazm a- 
tycznymi. S truktury te, pozbawione m em bran, wyglądem przypom inają 
miejsca, w których zachodzi sekwestracja P  in vivo [32].

Zjawisko sekwestracji P  obserwowano w kom órkach koleoptyli owsa, 
pszenicy, kukurydzy [14] oraz grochu [50]. C oraz więcej danych wskazuje, że 
proces ten związany jest z degradacją P [55].

Indukow ana R sekwestracja P fr wykazuje odw racalność pod wpływem 
naświetlania badanych tkanek FR [31, 55]. Po 1-2 godz. od rozpoczęcia 
naświetlania P występuje ponownie w formie rozpuszczalnej, rozproszony 
w cytoplazmie podstawowej kom órek koleoptyli owsa [31, 55].

5. DEGRADACJA FITO CH ROM U

Specyficzne działanie P polega m.in. na szybkim usuwaniu tego barw nika 
po odbiorze bodźca świetlnego, inicjującego łańcuch zdarzeń prow adzących do 
pow stania określonej odpowiedzi morfogenetycznej. D egradacja obu  form P 
charakteryzuje się odm iennym  przebiegiem i czasem trwania. Czas połowicz
nego rozpadu cząsteczki P r wynosi ok. 100 godz., natom iast po konwersji P r 
w Pfr spada ok 100 razy, czyli do 1 godz. [44]. Jak w spom niano w rozdziale 
poświęconym izolacji P, cząsteczki tej chrom oproteiny podlegają szybkiej 
destrukcji pod wpływem enzymów proteolitycznych. Proces proteolitycznego 
rozkładu P  zależny jest od formy, w jakiej występuje barwnik. Częściowa 
degradacja 124 kD a cząsteczki P  do form o m asach 118 i 114 k D a jest 
specyficzna dla P r, podczas gdy leżące w środkowej części polipeptydu miejsce 
atakow ane jest przez proteazy po konwersji P r w P fr (ryc. 4) [57, 58]. 
Częściowa degradacja P, prow adząca do pow stania form o niższym ciężarze 
cząsteczkowym, zachodzi praw dopodobnie w ekstraktach roślinnych po uwol
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nieniu endogennych proteaz. N atom iast podczas destrukcji P  in vivo ob
serwuje się powstanie form o wyższym ciężarze cząsteczkowym. Po naświet
leniu siewek owsa R stwierdzono pojawienie się populacji białek o ciężarze od 
129 do 160 kDa. Ich powstawanie obserwuje się już 5 min po naświetleniu 
siewek, a m aksim um  tego procesu rejestruje się między 90 a 180 min od 
zakończenia naświetlania. Następnie pojaw ia się białko o coraz niższym 
ciężarze cząsteczkowym. Vierstra i wsp. [64] wykazali, że podobnie jak  w 
przypadku większości kró tko  żyjących białek zwierzęcych [19], proces degra
dacji P  odbyw a się przy udziale ubikuityny (ang. ubiquitine). Obecność tego 
71-aminokwasowego polipeptydu stwierdzono u wszystkich organizmów 
zwierzęcych i roślinnych [19, 64]. Po naświetleniu siewek owsa, do formy P fr 
fitochrom u przyłączonych jest od 1 do 7 cząsteczek tego białka [51]. Proces 
ten zachodzi w tych obszarach cytoplazmy, w których obserwuje się sekwe- 
strację P  [54] i dostarcza sygnału niezbędnego do zapoczątkow ania selektyw
nej proteolizy P fr [51].
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