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WSKAZÓWKI DLA AUTORÓW

Kwartalnik „Postępy Biochemii” publikuje artykuły przeglądowe 
z biochemii i nauk pokrewnych. Artykuły winny obejmować syntetyczny 
przegląd postępu wiedzy w  omawianej dziedzinie opracowany na podsta
wie piśmiennictwa z kilku ostatnich lat. Przekazanie artykułu do Re
dakcji jest równoznaczne z oświadczeniem, że nadesłana praca nie była 
i nie będzie publikowana w  innym czasopiśmie, jeżeli zostanie ogłoszona 
w  „Postępach Biochemii”. Autorzy artykułu odpowiadają za prawidłowość 
i ścisłość podawanych informacji. Autorów obowiązuje korekta autorska. 
Koszty zmian tekstu w  korecie (poza poprawieniem błędów drukarskich) 
ponoszą autorzy. Artykuły honoruje się według obowiązujących stawek. 
Autorzy otrzymują bezpłatnie 25 odbitek swego artykułu; zamówienia na 
dodatkowe odbitki (płatne) należy zgłosić pisemnie odsyłając pracę po ko
rekcie autorskiej.

Redakcja prosi autorów o przestrzeganie następujących wskazówek:
Forma maszynopisu: maszynopis pracy i wszelkie załączniki należy 

nadsyłać w  dwu egzemplarzach. Maszynopis powinien być napisany jed
nostronnie, z podwójną interlinią, z marginesem ok. 4 cm po lewej i ok. 
1 cm po prawej stronie; nie może zawierać więcej niż 60 znaków w  jed
nym wierszu nie więcej niż 30 mierszy na stronie zgodnie z Normą 
Polską.

Układ maszynopisu: strona okładkowa nienumerowana zawiera imio
na i nazwisko(a) autora(ów), adres(y) Zakładu((ów) w  języku polskim  
i angielskim, w których pracują autorzy, adres pocztowy, na który autorzy 
życzą sobie otrzymywać korespondencję, adres prywatny, telefon miejsca 
pracy, tytuł artykułu (w języku polskim i angielskim), oraz — w  prawym  
dolnym rogu — liczbę stron, liczbę rycin, wzorów i tabel oraz skrót 
tytułu (nie więcej niż 25 znaków drukarskich).

Strona tytułowa (1) imiona (w pełnym brzmieniu) i nazwisko(a) auto- 
ra(ów), tytuł pracy w  języku polskim i angielskim, rzeczowy spis treści 
w języku polskim i angielskim, tytuł naukowy autora(ów) i jego (ich) 
miejsce(a) pracy, wykaz skrótów stosowanych w  pracy.

Strona 2 i następne obejmują tekst pracy do spisu piśmiennictwa 
włącznie, tabele, spis rycin, wzorów oraz tytuły i objaśnienia do rycin na 
stronach końcowych.

Dla przejrzystości tekstu obowiązuje podział artykułu na rozdziały 
i podrodziały, których tytuły rzeczowo winny informować o przedsta
wianych treściach. Rzeczowy spis treści publikujemy bezpośrednio po ty
tule pracy. Rozdziały numerujemy liczbami rzymskimi, a podrozdziały 
odpowiednią rzymską i arabską (np. I—1.). Tytułów podrozdziałów nie 
wydzielonych z tekstu nie trzeba numerować. W tekście ni-e należy sto
sować żadnych podkreśleń ani rozstrzelonego druku. Ewentualne sugestie 
autorskie co do charakteru czcionki drukarskiej należy zaznaczyć ołów
kiem na marginesie maszynopisu. W przypadku umieszczenia w  tekście 
liter alfabetu greckiego należy na marginesie wpisać ołówkiem ich fone
tyczne brzmienie. Tabele i ryciny numerujemy cyrfami arabskimi a wzory 
rzymskimi. W tekście nie należy umieszczać żadnych tablic, rycin czy 
wzorów, lecz w  żądanym miejscu pozostawić wolny wiersz i zaznaczyć: 
Tabela 1, Ryc. 1, Wzór I itp. Numerację wzoru w  tekście należy podawać 
po nazwie związku np. kwas glutaminowy (I).

Redakcja prosi autorów o zwródenie szczególnej uwagi na popraw
ność językową tekstu a także na ścisłość i jasność sformułowań, unikanie 
gwary laboratoryjnej oraz o niewprowadzanie do tekstu tworzonych do
raźnie skrótów, nawet jeśli niektóre z nich bywają używane w  pracach 
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Post.  Biochem.,  24, 131—149 (1978)

JANINA KWIATKOWSKA *>

Rozwój poglądów na mechanizmy regulacji metabolicznych** 

Mechanisms of Metabolic Regulation: Development of Concepts
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Wykaz stosowanych skrótów: ATP — trójfosforan adenozyny; cAMP — cykliczny 
nukleotyd adenylowy; cGMP — cykliczny nukleotyd guanylowy; Glu-6-P — gluko- 
zo-6-fosforan; UTP — trójfosforan cytydyny; UDPG — urydylodwufosfoglukoza; NAD 
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III-2. The role of steroid hormones
III-3. The concept of a functional gene unit
III-4. Influence of nerve impulses

IV. Regulation of cell growth by serum factors

I. Wstęp

W niniejszym artykule pokazano ogólny obraz mechanizmów i spo
sobów, wykorzystywanych w regulacji przemian w organizmach eukario
tycznych. Należy uprzedzić czytelnika, że nie przedstawiono tu  rozwoju 
naszych obecnych pojęć o regulacji w formie systematycznego, chrono
logicznego przeglądu kolejnych odkryć i powstałych na ich podstawie 
teorii i hipotez. Starano się natomiast podkreślić pewne właściwe proce
som regulacyjnym cechy, kształtujące nasze poglądy. Pierwszą z tych 
cech, ułatwiającą poznanie, lecz prowadzącą często do uproszczeń, jest 
jedność i powszechność mechanizmów regulacyjnych. Takie same mecha
nizmy kontrolne występują bowiem nie tylko w różnych ciągach meta
bolicznych, ale i w różnych typach regulacji, a więc zarówno w kontroli 
aktywności, jak i syntezy poszczególnych enzymów, czy aktywności en
zymu i transportu produktów jego działania przez błony. Zazwyczaj wy
krycie jakiegoś określonego sposobu regulacji powoduje napływ infor
macji o występowaniu tego mechanizmu w wielu procesach metabolicz
nych. Często jednak w ślad za pierwszymi sukcesami zaczynają się mnożyć 
spostrzeżenia, powodujące powstanie rys na klarownym — jak się zdawa
ło — obrazie. Przeważnie nie podważają one istoty danego mechanizmu, 
ale nakazują ostrożność w ocenie jego wagi w całokształcie zagadnień re
gulacji i przestrzegają przed pochopnymi uogólnieniami.

Dochodzi tu  do głosu druga cecha biologicznych układów regulatoro
wych, która czyni je niezmiernie precyzyjnymi i elastycznymi, ale zara
zem i bardzo skomplikowanymi. Cecha ta wyraża się zaopatrzeniem 
głównych układów regulacji w nadrzędne, lub równoległe mechanizmy 
kontroli. Nauka dostrzega je naogół później, w sposób mniej pełny, pełen 
luk i niedomówień. O ileż później niż same harmony poznano regulację 
ich syntezy, a także regulację wydzielania hormonów przez czynniki pod
wzgórza. Do kontroli regulacji należy, zaliczyć układy usuwające regula
tory oraz ich „wtórne sygnały” (np. cykliczne nukleotydy) z komórek 
i płynów ustrojowych. Należą tu  też mechanizmy, powodujące powrót 
cząsteczki białkowej, zmienionej przez regulator, do stanu wyjściowego 
(np. fosfatazy enzymów regulowanych przez fosforylację).

Omawiając różne „techniki” regulacyjne pominięto działanie jonów. 
Różnorodność i powszechność ich działania we wszystkich procesach me
tabolicznych uniemożliwia wprowadzenie tego zagadnienia do niniejszego 
artykułu bez szkody dla jego jasności. Udział jonów w regulacji powinien 
stanowić temat odrębnego przeglądu.
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II. Regulacja aktywności białek

Na rycinie 1. pokazano prosty schemat mechanizmów regulujących 
aktywność białek. Wyróżnić w nim można działania nieodwracalne, pole
gające na ograniczonej proteolizie, oraz odwracalne, takie jak regulacja 
allosteryczna, agregacja czy modyfikacja kowalencyjna.

ko w a len cy jn a

Ryc. 1. Główne mechanizmy kontrolne aktywności enzymatycznej (1, zmodyfikowane).

II-1. Ograniczona proteoliza

Aktywowanie proenzymów, prohormonów oraz innych nieczynnych 
białek w drodze hydrolizy określonych wiązań peptydowych okazało się 
daleko bardziej rozpowszechnione, niż sądzono do niedawna. Liczba zna
nych białek uczynnianych w ten sposób wzrasta bardzo szybko (patrz. 
Tabela 1).

Biorąc pod uwagę niedoskonałość metod wydzielania białek z materia
łu biologicznego można przypuszczać, że wiele enzymów otrzymujemy 
już po proteolizie. Ulegają jej na ogół wiązania peptydowe, umieszczone 
N-terminalnie w stosunku do obszaru aktywnego białka, położone w pęt
lach znajdujących się na powierzchni cząsteczki. Aktywacja zymogenów 
jest często dodatkowo kontrolowana przez umieszczenie zymogenu i akty
watora w różnych częściach komórki, a nawet w różnych tkankach, 
Aktywacja nosi charakter jedno- lub wielostopniowy. Przykładem dwu
stopniowej aktywacji jest uczynnianie chymotrypsynogenu, proela- 
stazy, prokarboksypeptydazy i profosfolipazy przez trypsynę, powstałą 
uprzednio z protrypsyny pod wpływem enterokinazy. Wielostopniowe 
kaskady, podległe samoregulacji mają miejsce w procesie krzepnienia 
i w układzie komplementu. Proteoliza może też zachodzić dwukrotnie 
w jednej uczynnianej cząsteczce, tak jak to się dzieje w przypadku 
preproenzymów i preprohormonów trzustki. Dodatkowy peptyd na 
N-końcu łańcucha polipeptydowego ulega odszczepieniu przy przejściu 
przez błonę endoplazmatyczną i w wyniku tej proteolizy powstaje pro- 
enzym.
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134 J .  K W IA T K O W S K A [4]

Usunięcie peptydu z proenzymu narusza, jak się wydaje równowagę 
sił, dyktującą określoną konformację cząsteczki. Umożliwia to przyjęcie 
przez białko konformacji, dogodnej dla wyrażenia się aktywności. Pro- 
teoliza może też usuwać przeszkodę przestrzenną, uniemożliwiającą do
stęp substratów do obszaru aktywnego proenzymu (1).

Tabela 1
Przykłady zymogenów, przekształcanych w aktywne białka drogą ograniczonej proteolizy

(1, zmodyfikowane).

Enzymy

Protyrozynaza, profenylooksydaza, prorenina, dehydrogenaza 
glukozo-6-fosforanowa leukocytów, kinaza pirogronianowa ery
trocytów, pepsynogen, trypsynogen, chymotrypsynogen, prochy- 
mozyna, prokarboksylaza, profosfolipaza, proelastaza

Hormony Proinsulina, proparathormon, proglukagon

Substancje naczyniowo ak
tywne

Angiotensynogen, prokalikreina, kininogen

Czynniki krzepnienia czynnik VII, czynnik IX, czynnik X, protrombina, fVIII, fibryno- 
gen

Czynniki fibrynolizy Proaktywator plazminogenu, plazminogen

Układ komplementu Propedryna, czynnik C3 i C5

Czynniki rozwoju Syntetaza prochityny, prokokonaza, prokolagenaza, proakrozyna, 
prokolagen

Jak wynika z obserwacji poczynionych w badaniu enzymów krwinek 
czerwonych, ograniczona proteoliza może brać udział w powstawaniu róż
nych form molekularnych enzymów. Dehydrogenaza glukozo-6-fosfora- 
nowa jest u człowieka kodowana przez jeden gen, ale w leukocytach i ery
trocytach występują odmienne formy enzymu. Różnią się one od siebie 
ruchliwością eletkroforetyczną, punktem izoelektrycznym i właściwościami 
kinetycznymi. Formę erytrocytarną można uzyskać trawiąc enzym z leu
kocytów za pomocą karboksypeptydazy B, usuwającej C-terminalne resz
ty  lizyny i leucyny. Forma leukocytarna jest, jak się wydaje, natyw- 
nym enzymem. Występuje ona też w retikulocytach. W miarę ich dojrze
wania, obok tej rodzimej formy pojawia się enzym właściwy krwinkom 
czerwonym, o C-terminalnej sekwencji Gly-Ala. Dominuje on w starych 
krwinkach czerwonych (2).

Kinaza pirogronianowa występuje w erytrocytach jako homotetramer 
zbudowany z 4 identycznych podjednostek, oraz heterotetram er, składa
jący się z dwu podjednostek typu L i dwu — wykazujących większy ciężar
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cząsteczkowy. Te ostatnie przechodzą po proteolizie w podjednostki for
my L. Można sądzić, że kinaza pirogronianowa powstaje w krwinkach 
czerwonych jako prekursor, który drogą ograniczonej proteolizy prze
kształca się w formę L enzymu (3).

Przypuszcza się, że głównym czynnikiem kontrolującym ilość enzymu 
w komórce jest jego synteza. Nie jest jednak wykluczone, że ma również 
znaczenie rozkład cząsteczek białkowych w drodze proteolizy. Zachowanie 
równowagi między degradacją i powstawaniem cząsteczek jest ważne 
zwłaszcza w przypadkach, gdy czas półtrwania białka jest krótki. Tak 
rzecz ma się z enzymami glikolitycznymi mięśni szkieletowych. Warto 
zwrócić uwagę, że okres półtrwania fosfofruktokinazy — enzymu pełnią
cego kluczową rolę w regulacji glikolizy — jest o połowę krótszy, niż 
innych enzymów tego cyklu. Podobnie też zawartość fosfofruktokinazy jest 
mniejsza niż innych enzymów glikolitycznych. Wynosi ona 1,5 ¡¿mola/kg 
mięśni, podczas gdy ilość izomerazy fosfoheksozowej wynosi 4,5 i^mo- 
la/kg, a kinazy pirogronianowej 17,0—63,0 fimola/kg. Podatność białek 
na degradację może zależeć od stopnia ich agregacji. Monomery i dimery 
fosfofruktokinazy ulegają proteolizie daleko łatwiej, niż tetram ery. Aso
cjacja i dysocjacja podjednostek fosfofrutokinazy zależy od stężeń meta
bolitów, pH, tem peratury i stężenia białka. W arunki sprzyjające dysocjacji 
enzymu będą zatym powodować wzmożoną proteolizę fosfofruktokinazy 
i zmniejszać jej zawartość w komórce (4).

W mięśniach gładkich i szkieletowych, a także w śluzówce jelit wystę
pują proteazy działające wybiórczo na enzymy, których koenzymem jest 
fosfopirydoksal. Aktywność tych proteaz jest kontrolowana przez hormo
ny, zależy także od diety. Na przykład proteaza rozkładająca fosforylazę 
mięśniową wykazuje silną aktywność przy diecie ubogiej w białko. Obec
ność fosfopirydoksalu i fosfopirydoksaloaminy chroni enzym przed tra 
wieniem. W tkankach występują swoiste inhibitory białkowe proteaz, 
utrzymujące je w stanie nieczynnym. Znaleziono także proteazy, działa
jące wybiórczo na enzymy związane z koenzymami pirydynowymi (5).

II-2. Regulacja allosteryczna

Efekty allosteryczne były przewodnim tematem badań nad regulacją 
metaboliczną od chwili wykrycia tego zjawiska. Możliwość zastosowania 
hemoglobiny w badaniach modelowych, opracowanie metod pomiarów ki
netycznych i ich interpretacji, a także wydzielenie wielu enzymów regu
latorowych w czystej postaci przyczyniły się do szybkiego postępu w tej 
dziedzinie. Obraz powstały w wyniku badań zachwycał swą zbornością, 
logiką i ekonomicznością. Metabolity i koenzymy, powszechnie występują
ce w różnych ciągach przemian, jak ATP, ADP, AMP, NAD, NADH, 
cytrynian, acetylo-CoA i inne są zarazem substratam i czy produktami oraz
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regulatoram i tych ciągów. Regulacja allosteryczna powoduje na ogół 
zmianę powinowactwa enzymu do substratu, a nie zmianę szybkości m ak
symalnej reakcji, co pozwala na bardzo precyzyjną regulację na styku 
przemian, gdy enzymy współzawodniczą o ten sam substrat. Jak się wy
dawało, zmiana stężeń wymienionych wyżej metabolitów może być przy
czyną błyskawicznego włączania i wyłączania z działania takich ciągów 
metabolicznych jak glikoliza, glikoneogeneza, synteza kwasów tłuszczo
wych i cykl kwasów trójkarboksylowych.

Z czasem zaczęto jednak przyglądać się bardziej krytycznie warunkom 
oznaczeń i kwestionować bezwzględne przenoszenie wyników doświadczeń 
in vitro na układy fizjologiczne żywej komórki. Badania prowadzono czę
sto w niefizjologicznych stężeniach substratów i metabolitów, albo w ukła
dach zbyt czystych, izolowanych od składników obecnych zawsze w żywej 
komórce. Co więcej, w komórkach stężenie składników ulega stałym zmia
nom, czego nie uwzględniano w doświadczeniach. Przykładem rewizji po
glądów na regulację allosteryczną mogą służyć prace nad syntetazą cytry- 
nianową. Enzym ten, katalizujący pierwszą reakcję cyklu kwasu cytryno
wego stanowi doskonały punkt kontrolny całego cyklu. Wiadomo 
było, że syntetaza cytrynianowa jest bardzo podatna na działanie efekto- 
rów, do których zalicza się palmitylo-CoA., ATP, ADP, NADH, a-keto- 
glutaran, bursztynylo-CoA, jony Mg2+, K +. Występują przy tym wyraźne 
różnice gatunkowe. Zależnie od rodzaju inhibitorów sklasyfikowano syn- 
tetazy cytrynianowe, występujące w przyrodzie na trzy grupy: 1) hamowa
ne przez NADH i a-ketoglutaran, 2) hamowane przez NADH i chronione 
przez AMP, 3) hamowane przez ATP. Do grupy pierwszej należą syntetazy 
wydzielone z bakterii gram-ujemnych, do drugiej — z pewnych szczepów 
bakteryjnych, do trzeciej — z organizmów eukariotycznych i bakterii 
gram-dodatnich. Okazało się jednak, że można tak dobrać warunki (np. 
niskie, lecz leżące w zakresie fizjologicznym stężenie szczawiooctanu), 
że syntetaza cytrynianowa z wątroby szczura jest hamowana przez NADH 
i ketoglutaran. W fizjologicznych stężeniach magnezu nie zachodzi ha
mowanie enzymu wątrobowego przez ATP; enzym z Escherichia coli nie 
jest hamowany przez a-ketoglutaran w fizjologicznych stężeniach potasu. 
Hamowanie przez palmitylo-CoA nie może zachodzić w takich stężeniach 
enzymu i substratu, jakie występują w komórce. Stężenie jabłczanu ma 
duży wpływ na działanie efektorów, co może mieć istotne znaczenie wo
bec stosowania dehydrogenazy jabłczanowej w testach przy oznaczeniu 
aktywności syntetazy cytrynianowej (6).

Ulepszenie metod badawczych pozwala na wyeliminowanie wielu błę
dów, czynionych dawniej; drastyczny przykład syntetazy cytrynianowej 
wykazuje jak bardzo ostrożnym należy być przy interpretowaniu wyni
ków doświadczeń in vitro. Działanie efektorów allosterycznych jest bardzo 
złożone i zależy ono od obecności wielu składników i czynników istnie
jących aktualnie w komórce. Czynniki te zmieniają się nieustannie, mo
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dyfikując efekt allosteryczny: potęgując go, osłabiając lub znosząc cał
kowicie.

W tym miejscu należy wspomnieć o regulacji aktywności enzymów za 
pomocą agregacji i dysocjacji cząsteczek i podjednostek. Zjawisko to wią
że się często z efektami allosterycznymi. W pewnych przypadkach odpo
wiedni stan agregacji jest warunkiem działania enzymu. Na przykład nie
aktywne monomery karboksylazy acetylo-CoA ulegają polimeryzacji je
dynie w obecności dodatnich efektorów (cytrynianu i izocytrynianu) 
przechodząc w spolimeryzowany stan aktywny. Jak się wydaje, wiele 
enzymów może występować w różnych stopniach agregacji podjednostek 
lub cząsteczek, wykazując zależnie od tego całą gamę wartości aktywności 
swoistej. Fosfofruktokinaza z mięśni tworzy aktywne agregaty o ciężarze 
cząsteczkowym od 360 000 do 2 milionów, a z erytrocytów — agregaty 
od 380 000 do kilku lub kilkunastu milionów. Agregaty te różnią się mię
dzy sobą aktywnością, powinowactwem do fruktozo-6-fosforanu, współ
czynnikiem Hilla, podatnością na działanie ATP jako inhibitora alloste- 
rycznego. Stan agregacji zależy od stężenia białka, od pH, stężenia sub
stratów i efektorów i od tem peratury. Kinaza pirogronianowa, wydzie
lona z komórek wysiękowego raka Ehrlicha (typ K enzymu), występuje 
w postaci subaktywnego dimeru i wysoce aktywnego tetram eru. Wza
jemne przejście obu form zachodzi bardzo wolno. Alanina, która jest 
allosterycznym inhibitorem kinazy pirogronianowej przesuwa równowagę 
dimer — tetram er w stronę dimeru (7).

II-3. Transport metabolitów przez błony biologiczne

Efektorowe działanie metabolitów zależy od ich stężenia w określonej 
strukturze subkomórkowej. Stężenie to zmienia się nie tylko wskutek 
powstania i rozpadu w przebiegu przemian, ale i wskutek transportu 
przez błony. Błona cytoplazmatyczna i błony ograniczające organelle ko
mórkowe, zwłaszcza mitochondria, są wyposażone w szereg nośników, czyli 
translokaz, kierujących metabolity do wnętrza i na zewnątrz błony w spo
sób ściśle kontrolowany. Nośniki te działają na ogół systemem „handlu 
wiązanego”: przejście określonej substancji lub jonu przez błonę zacho
dzi równocześnie z przesunięciem „przeciwjonów” w kierunku przeciwnym. 
Na przykład translokaza kwasów dwukarboksylowych przenosi burszty- 
nian lub jabłczan do wnętrza błony mitochondrialnej wzamian za ion 
fosforanowy, przenoszony na zewnątrz; translokaza kwasów trójkarbo- 
ksylowych przenosi cytrynian wzamian za jabłczan; a-ketoglutaran „wy
mieniany” jest za jabłczan i fosforan, asparaginian za glutaminian i tak 
dalej. Sprzężona akcja dwu lub kilku translokaz umożliwia jednoczesne 
przenoszenie przez błonę substancji, nie mających wspólnego nośnika 
(patrz, Ryc. 2).
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Jak widać, sumaryczny efekt przeniesienia a-ketoglutaranu na ze
wnątrz i izocytrynianu — do wnętrza mitochondrium zachodzi z udziałem 
dwu nośników, dla których „przeciwjonem” jest jabłczan. W łańcuch 
takich sprzężonych działań transportowych włączają się także enzymy 
umieszczone w cytoplazmie i w mitochondriach, co umożliwia zmianę 
stężeń po obu stronach błony takich metabolitów, które nie posiadają 
nośników. Przykładem może być tu szczawiooctan. Cytoplazmatyczny izo- 
enzym dehydrogenazy jabłczanowej przekształca szczawiooctan w jabłczan, 
który po przeniesieniu do wnętrza mitochondrionu ulega utlenieniu

W e w n ą trz  \ B łona \ N a ze w n ą trz

Ryc. 2. Transport a-ketoglutaranu i izocytrynianu przez błoną mitochondrialną 
1 — translokaza a lfa-ketoglu taran  : kw as dw ukarboksylow y, 2 — translokaza kw as trójkarboksy-

low y  : jabłczan.

z udziałem mitochondrialnego izoenzymu. Powstały szczawiooctan może 
ulegać transaminacji i transportowi w formie asparaginianu, ten zaś w cy
toplazmie przechodzi znów w szczawiooctan. Odpowiednia transaminaza 
znajduje się zarówno w mitochondriach jak i w cytoplazmie.

Ponieważ przenoszone metabolity są nie tylko substratami, ale i efekto- 
rami enzymów, kontrolowany transport jest dodatkowym regulatorem 
efektów allosterycznych. Jako przykład może służyć transport cytrynia
nu do cytoplazmy. Staje się on tam  nie tylko substratem liazy cytrynia- 
nowej, dostarczającej acetylo-CoA dla syntezy kwasów tłuszczowych, ale 
i aktywatorem pierwszego enzymu tej syntezy: karboksylazy acetylo-CoA. 
W mitochondriach cytrynian hamuje dehydrogenazę pirogronianu, a więc 
usunięcie jego nadmiaru do cytoplazmy będzie pobudzać powstawanie 
mitochondrialnego acetylo-CoA. Translokaza cytrynianu podlega działaniu 
efektorów. Jej inhibitorem jest acylo-CoA o długim łańcuchu węglowym. 
Wzrost zawartości wysokich kwasów tłuszczowych w cytoplazmie powo
duje zmniejszenie powinowactwa translokazy do cytrynianu, wyrażające 
się 2 — 3-krotnym wzrostem wartości Km. Nagromadzenie aktywnych 
kwasów tłuszczowych w cytoplazmie, mające miejsce w cukrzycy i u gło
dzonych zwierząt będzie zatem hamować syntezę tych kwasów, zarówno 
przez pozbawienie jej wyjściowego substratu, jak i dodatniego efektora — 
cytrynianu. W mitochondriach nastąpi zmniejszenie produkcji acetylo-CoA 
wskutek nagromadzenia cytrynianu (8).
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II-4. Modyfikacja kowalencyjna

Odkrycie modyfikacji kowalencyjnej jako mechanizmu regulacji ak
tywności enzymatycznej stało się kolejnym wielkim wydarzeniem w bio
chemii. Aktywacja i hamowanie czynności enzymów przez fosforylację 
cząsteczki, udział cyklicznego AMP jako „drugiego sygnału” działania 
hormonów w tym procesie, obecność swoistych receptorów hormonów 
w błonach komórkowych — wszystko to otworzyło nowy rozdział w nauce
0 regulacji. Pomimo wielostopniowego i kaskadowego przebiegu regu
lacji, ogólny jej obraz wydawał się początkowo prosty i jasny. Stęże
nie cyklicznego AMP, jego synteza pod wpływem cyklazy adenylowej
1 rozpad z udziałem fosfodiesterazy zdawały się decydować o przebiegu 
głównych ciągów przemian. Mechanizm aktywacji, polegający na przy
łączeniu cyklicznego AMP do pod jednostki regulatorowej i uwolnieniu 
aktywnej pod jednostki katalitycznej okazał się wspólny dla wszystkich 
kinaz białkowych. We wszystkich znanych enzymach i białkach, ulegają
cych fosforylacji pod wpływem kinaz białkowych stwierdzono istnienie 
podobnych sekwencji aminokwasowych, położonych N-terminalnie od fos- 
forylowanej seryny. Zawsze znajdują się tam co najmniej dwie kolejno 
po sobie następujące reszty aminokwasów zasadowych. Dla przykładu 
podano poniżej kilka takich sekwencji (9, 10):
Kinaza fosforylazy, podjednostka beta: Arg—Lys—Arg—Ser—Gly—

100

Ser—P....
20

Kinaza fosforylazy, podjednostka alfa: Phe—Arg—Arg—Leu—Ser—P....
35

Kinaza pirogronianowa: Leu—Arg—Arg—Ala—Ser—P....
' ’ 30

Inhibitor fosfatazy białkowej: Arg—Arg—Arg—Arg—Pro—Thr—P
80

Syntetaza glikogenu (obszar 2): Lys—Arg—Ala—Ser—P....
Arg

50
Histon H2B: Lys—Lys—Arg—Lys—Arg—Ser—P....

'■ 20

Histon 1: Phe—Arg—Arg—Leu—Ser—P....

Także fosfataza białkowa okazała się wspólną dla wszystkich enzy
mów i białek ufosforylowanych pod wpływem kinaz. Jeśli nawet istnie
ją różne formy molekularne tej fosfatazy (zwanej fosfatazą III), zawie
rają one identyczną podjednostkę katalityczną, różnią się zaś rodzajem 
inhibitora białkowego, związanego z tą podjednostką (11).

Stopniowo zaczęto odkrywać dodatkowe mechanizmy, uzupełniające 
model działania przez fosforylację i defosforylację, a stwarzające nowe 
możliwości regulacji. Na rycinie 3 przedstawiono schemat regulacji aktyw
ności fosforylazy i syntetazy glikogenu.
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Aktywacja fosforylazy glikogenu przez hormony, pobudzające syntezę 
cyklicznego AMP zachodzi dłuższą i złożoną drogą niż jednoczesne 
hamowanie syntetazy glikogenu przez te hormony. W jej układ, obok ki
nazy białkowej, wchodzi odrębna kinaza fosforylazy. Aktywacja tej k i
nazy przez kinazę białkową zawiera elementy samokontroli, zapobiega
jącej zbyt intensywnemu rozpadowi glikogenu. Polega to na zróżnicowanej

Ryc. 3. Schemat regulacji aktywności fosforylazy i syntetazy glikogenu (9, zmody
fikowany).

a — form a w ysoce aktyw na; b — form a m niej aktyw na, K i, I i i  I2 — inhibitory białkowe*

fosforylacji i defosforylacji podjednostek kinazy fosforylazy. Enzym ten 
jest tetramerem, składającym się z trzech różnych podjednostek: (a ¡3 y)4. 
Podjednostka beta ulega fosforylacji w pierwszym rzędzie. Zachodzi to 
bardzo szybko i energicznie, powodując 40-krotny wzrost aktywności ki
nazy fosforylazy. Gdy co najmniej dwie podjednostki beta uległy fosfory
lacji, zachodzi powolna fosforylacja podjednostek a. Ma to wpływ na 
konformację podjednostek (3, które stają się bardziej podatne na działanie 
fosfatazy III. Zachodzi wtedy defosorylacja podjednostek (3, a tym samym
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spada aktywność kinazy fosforylazy (12). Ale to ograniczenie działania cy
klicznego AMP na aktywację fosforylazy może być odraczane dzięki fos
fatazie II, defosforylującej wyłącznie podjednostki alfa kinazy fosfory
lazy. Z fosfatazą II współdziała funkcjonalnie także inhibitor białkowy 
fosfatazy III. Zahamowanie funkcji tej fosfatazy przedłuża okres wysokiej 
aktywności kinazy fosforylazy oraz fosforylazy. Inhibitor—1 fosfatazy 
jest sterowany przez cykliczny AMP. Pod wpływem kinazy białkowej, 
zależnej od cAMP inhibitor—1 ulega fosforylacji. W tej formie hamuje 
on aktywność fosfatazy III. Po defosforylacji inhibitor—1 traci zdolność 
hamowania fosfatazy (9).

Fosfataza III jest uczynniana przez glukozę, stąd też w hyperglikemii 
fosforylaza glikogenu ma tendencję przechodzenia w nieaktywną, zde- 
fosforylowaną formę b.

Układ syntetazy glikogenu nie zawiera odrębnej kinazy syntetazy i syn- 
tetaza jest fosforylowana bezpośrednio przez kinazę białkową, zależną 
od cAMP. W syntetazie tej istnieją jednak dwa obszary: 1 i 2, ulegające 
fosforylacji. Jedynie fosforylacja obszaru 2 powoduje spadek aktywności 
syntetazy. Obszar 1 ulega bardzo powolnej fosforylacji, która nie ma 
wpływu na aktywność enzymu. Występują tu więc pewne podobieństwa 
ze zróżnicowaną fosforylacją pod jednostek a i (3 kinazy fosforylazy i nie 
jest wykluczone, że obecność dwu obszarów fosforylacji w syntetazie gli
kogenu ma też znaczenie regulacyjne (10). Syntetaza ulega fosforylacji 
nie tylko pod wpływem kinazy białkowej, zależnej od cAMP. Także i od
rębny enzym, niezależny od cAMP fosforyluje aktywną formę a (I), prze
kształcając ją w nieaktywną formę b2 (D2). Z kolei b2 jest odmienną formą 
od bj (D^, różni się od niej stałą aktywacji Ka wobec glukozo-6-fosforanu, 
oraz współczynikiem aktywności w obecności i nieobecności tego 
efektora.

Syntetaza glikogenu podlega też regulacji lokalnej, niezależnej od hor
monów, lecz od warunków energetycznych, panujących w komórce. Akty
wacja formy b (D) przez Glu-6-P i UDPG sprawia, że w warunkach 
wysokoergicznych trzeba bardzo silnego bodźca adrenaliny, by unieczyn- 
nić syntetazę glikogenu. Hamowanie formy a (I) przez AMP, ADP i UDP 
utrudnia działanie insuliny w warunkach ubogich w energię. Podobnie 
fosforylaza mięśniowa b jest aktywowana przez AMP.

Fosforylacja jest jak się wydaje bardzo powszechnym mechanizmem 
regulacji aktywności enzymów przemiany cukrowej i tłuszczowej. Nie 
tylko fosforylaza, syntetaza glikogenu i lipaza, ale i fosfofruktokinaza, 
kinaza pirogronianowa, dehydrogenaza pirogronianowa, syntetaza kwasów 
tłuszczowych, karboksylaza acetylo-CoA i inne enzymy występują w for
mach fosfo- i defosfo- o różnej aktywności. Kinaza białkowa, niezależna 
od cAMP i fosfataza białkowa wchodzą w skład kompleksu dehydrogena
zy pirogronianowej ssaków.

Fosforylacja jest najlepiej zbadaną modyfikacją kowalencyjną białek.
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Nie ulega jednak wątpliwości, że także i metylacja i acetylacja zmie
niają aktwność enzymów. Połączenie białka z RNA zmienia aktywność ki
nazy pirogronianowej M z mięśni ludzkich (13).

III. Regulacja syntezy białka 

ni-1. Modyfikacja kowalencyjna

Badania prowadzone intensywnie w ciągu ostatnich lat wykazały, 
że modyfikacja kowalencyjna białek cytoplazmy, rybosomów i jądra jest 
czynnikiem regulującym różne etapy syntezy białka. Stosunkowo dobrze 
poznano układ aktywacji i inhibicji inicjacji syntezy głobiny w retykulo- 
cytach. Białkowy czynnik inicjacji eukariotycznych organizmów — IF-E2 
może występować w postaci ufosforylowanej i defosforylowanej. Jedynie 
forma defosfo- uczestniczy aktywnie w procesie inicjacji i aktywuje go. 
Forma fosforylowana jest nieczynna. Wydzielono i oczyszczono kinazę 
białkową, niezależną od cAMP, która katalizuje fosforylację czynnika 
IF-E2, oraz fosfatazę, która usuwa fosforan. Obydwa enzymy znajdują się 
pod kontrolą heminy. Hemina aktywuje fosfatazę, a hamuje kinazę czyn
nika IF-E2, tym samym pobudzając syntezę globiny w retykulocytach (14). 
Hamowanie kinazy jest częściowo znoszone przez globinę (15). Schemat 
działania heminy przedstawia rycina 4:

Hemina

N ie a k ty w n a ^  - A k ty w n a  t
fo s fa ta za -------------- ---------: fo s fa ta z a  :

N ie a k ty w n a ^  ;  A k ty w n a  |
k inaza -------- 1 . k in aza  * 

A  t f

Hemina

Ryc. 4. Regulacja inicjacji syntezy białka przez heminę (14, 15, zmodyfikowane).
P—IF—Ez — n ieczyn n y czynnik  in icjacji z  organizm ów  eukariotycznych , (ufosforylow any);

IF—E2 — ak tyw ny czynnik in icjacji.

Kinazę fosforylującą czynnik IF-E2 wydzielono także z komórek wą
troby. Wydaje się, że regulacja inicjacji przez fosforylację jest mecha
nizmem ogólnym, a nie tylko związanym z syntezą globiny. Aktywacja 
inicjacji przez heminę zachodzi w komórkach HeLa, wysiękowego raka 
Ehrlicha, płytkach krw i i innych komórkach (16).
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Wydzielono też inną kinazę białkową, zależną od cAMP. Jest ona luź
nie związana z rybosomami i katalizuje fosforylację białek podjednostki 
rybosomalnej 40S. Nie działa ona na czynnik IF-E2. Oddzielna fosfataza 
przeprowadza defosforylację białek podjednostki 40 S (17). Fosforylacja 
białek rybosomów powoduje zmniejszenie syntezy białka. Natomiast ace- 
tylacja tych białek poprzedza i przyśpiesza proces translacji (18). Nie jest 
wykluczone, że hamujące działanie glukagonu na elongację i terminację 
łańcucha polipeptydowego polega na jego wpływie na modyfikację czyn
ników białkowych, uczestniczących w tych procesach (19).

Metylacja, acetylacja i fosforylacja białek histonowych są niezbędne 
dla transportu tych białek do jądra komórki oraz dla utworzenia zorgani
zowanej struktury  chromatyny. Kowalencyjna modyfikacja histonów oraz 
białek niehistonowych ma związek z aktywacją i wyrażaniem genów i syn
tezą mRNA. W wielu przypadkach zachodzi też korelacja między dzia
łaniem hormonów na procesy transkrypcji a modyfikacją białek niehisto
nowych jądra (20). Kolejność procesów acetylacji i fosforylacji, kontrolo
wana przez aldosteron ma wpływ na aktywność polimerazy RNA. 
Obserwowano współzależność między fazami cyklu komórkowego i mito
zą a modyfikacją białek chromatyny (18).

Współczesny stan wiedzy pozwala na stwierdzenie niewątpliwego udzia
łu modyfikacji białek w złożonych procesach zachodzących w jądrze ko
mórkowym, nie wyjaśnia jednak dokładnego mechanizmu regulującego 
to zjawisko. Na przeszkodzie stoi złożoność budowy chromatyny i rozmai
tość białek niehistonowych jądra, zbyt słabo dotychczas zcharakteryzo- 
wanych.

m -2 . Udział hormonów sterydowych w  syntezie białka

W ciągu ostatnich lat nastąpił burzliwy rozwój nauki o mechaniź- 
mie działania hormonów sterydowych na syntezę białka (21). W zasa
dzie można mówić o znajomości przebiegu procesu wybiórczego wiązania 
cząsteczki hormonu w cytoplazmie. Znów mamy tu do czynienia z jedno
litym modelem dla wszystkich hormonów sterydowych i wszystkich ko
mórek posiadających receptory. Nic więc dziwnego, że wykrycie recepto
rów estrogenu w cytoplazmie komórek macicy sprowokowało serię badań 
nad innymi hormonami i, że badania te zostały uwieńczone powodzeniem. 
Wydzielone receptory, niezależnie od ich pochodzenia tkankowego i ro
dzaju hormonu wykazują bardzo duże podobieństwa wzajemne pod wzlgę- 
dem budowy, właściwości, kinetyki wiązania hormonu i transformacji 
cząsteczki zachodzącej po przyłączeniu hormonu. Istniejące różnice 
nie są istotne i związane są ze specyfiką tkankową (22).
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Należy podkreślić, że wobec dostępności efektora — hormonu ste
rydowego — dla całego organizmu, punkt ciężkości regulacji wybiórcze
go jego działania jest przesunięty w stronę obecności odpowiednich re
ceptorów w komórkach. Podobnie rzecz ma się w przypadku hormo
nów posiadających receptory w błonach komórkowych i działających przez 
cAMP.

Mechanizm działania kompleksu receptor-hormon po wniknięciu do 
jądra jest wciąż niejasny i kontrowersyjny. W wielu przypadkach # 
stwierdzono, że kompleks ten wiąże się wybiórczo z frakcją białek nie- 
histonowych, określanych jako AP3. Przeniesienie białek tej frakcji 
z chromatyny komórek wrażliwych na określony hormon do chromatyny 
komórek niewrażliwych, nie wykazującej zdolności wiązania kompleksu 
receptor—hormon, nadaje tej chromatynie zdolność akceptorową wzglę
dem kompleksu. Usunięcie frakcji AP3 z izolowanej chromatyny, pocho
dzącej z komórek wrażliwych na hormon, pozbawia ją zdolności wiązania 
kompleksu receptor—hormon. Stwierdzono, że kompleks receptor— 
hormon wnika do jądra jako dimer, w którym obie podjednostki 
cząsteczki białkowego receptora są związane z hormonem. Funkcja obu 
podjednostek jest jednak odmienna. Okazało się, że po dysocjacji 
dimeru podjednostka B wykazuje powinowactwo do frakcji A P3 chroma
tyny, a podjednostka A — do DNA pozbawionego białek. Dało to podło
że dla hipotezy, zgodnie z którą dimer łączy się z frakcją AP3 
przez podjednostkę B, po czym uwalnia się podjednostka A. Łączy się 
ona z odcinkiem DNA, „wskazanym” przez odpowiednio zlokalizowane 
białko frakcji AP3, po czym następuje wyrażenie się genu.

Także tyroksyna ma w chromatynie białko akceptorowe. Nie zostało 
ono jeszcze wydzielone i zcharakteryzowane, ale wiadomo, że wiąże 
się ono z wolną tyroksyną i jej pochodnymi, a nie z kompleksem rece
ptorowym z cytoplazmy. Przeprowadzono interesujące badania modelo
we wiązania tyroksyny z prealbuminą. Jest to jedno z dwu białek suro
wicy krwi, odznaczających się wysokim powinowactwem do tyroksyny. 
Prealbumina ma dwa obszary wiążące hormon, umieszczone wewnątrz 
kanału biegnącego wzdłuż cząsteczki. Inne obszary wiążące wykazują sil
ne powinowactwo do DNA, wiążąc się z odcinkiem 10—12 par nukleoty- 
dów o określonej sekwencji. Istnieje duże prawdopodobieństwo, że również 
akceptor jądrowy tyroksyny posiada centra wiążące tyroksynę i odcinek 
DNA, a przyłączenie hormonu wpływa na odsłonięcie genu (23).

Innym możliwym akceptorem wolnych hormonów lub kompleksów re
ceptor—hormon są rybonukleinowe cząstki (RNP) jądra, zawierające pre- 
kursory mRNA. Wiążą one androgeny, estrony, glukokortykoidy i tyro
ksynę. Nie ustalono, czy hormony wiążą się alternatywnie albo z białkami 
chromatyny, albo z RNP, czy też najpierw z chromatyną, a następnie 
z RNP (24).
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III-3. Koncepcja „funkcjonalnej jednostki genetycznej”

Badania przeprowadzone w wielu pracowniach wykazują, że w orga
nizmach eukariotycznych zachodzi równoczesna, zapewne wspólnie regu
lowana represja i derepresja kilku lub kilkunastu enzymów, działają
cych w jednym cyklu przemian. Zjawiska takie mają miejsce przy ada
ptacji organizmu do diety i warunków środowiska, przy przejściu od 
życia płodowego do pozapłodowego, w regenerujących tkankach, a także 
w rosnących tkankach nowotworowych. Nie ulega wątpliwości, że chodzi 
tu  o regulację syntezy białek, a nie ich aktywności. Dotyczy to zarów
no oddzielnych enzymów, jak i izoenzymów. Wydaje się, że w organizmach 
eukariotycznych nie ma jednostek strukturalnych, odpowiadających ope- 
ronom bakteryjnym. Często obserwuje się jednoczesne sterowanie synte
zą kilku enzymów, których geny znajdują się w różnych chromosomach. 
Weber wprowadził pojęcie „funkcjonalnej jednostki genetycznej”. Jako 
jeden z pierwszych wykazał on, że synteza węzłowych enzymów przemia
ny cukrowej i nukleotydowej zachodzi równocześnie, z jednakową inten
sywnością, w obrębie jednego toru metabolicznego w przebiegu ontoge- 
nezy. Wszystkie enzymy glikolizy, zwłaszcza enzymy regulatorowe wyka
zują niskie stężenie w wątrobie płodu. Przy urodzeniu szczura poziom 
ich wynosi około połowę wartości występującej w wątrobie dorosłych 
zwierząt. Proces syntezy tych enzymów nasila się gwałtownie w wie
ku 18—21 dni, zawartość ich w wątrobie osiąga normę około 60 dni po 
urodzeniu. Odwrotnie, enzymy glukonoegenezy (karboksylaza pirogronia- 
nowa, fosfataza fruktozo-1, 6-bis-fosforanowa, fosfataza glukozo-6-fosfo- 
ranowa) są energicznie syntetyzowane w wątrobie płodu, szczyt nasile
nia syntezy wszystkich tych enzymów przypada na 5-ty dzień życia 
pozapłodowego, po czym następuje spadek syntezy. W tej jednoczes
nej represji i derepresji enzymów biorą zapewne udział hormony. Po 
wywołaniu cukrzycy u zwierząt dorosłych następuje gwałtowny spadek 
ilości enzymów glikolitycznych i wzrost — glukoneogenetycznych. Poda
nie insuliny wywołuje odwrotny efekt. W e b e r  obserwował też podobne 
regularności w syntezie enzymów rozpadu i syntezy kwasów nukleino
wych podczas ontogenezy i wzrostu nowotworów (25). Spostrzeżenia We
bera znalazły potwierdzenie w bardzo wielu pracach, w których badano 
ekspresję genów u rosnących organizmów, w różnych tkankach no
wotworowych i u nosicieli guzów. Istnieje wyraźna zależność między jed
noczesną represją izoenzymów całego ciągu przemian, na przykład gliko
lizy, charakterystycznych dla tkanki dorosłej i derepresją form płodo
wych, a stopniem zróżnicowania tkanki i złośliwością nowotworów (26, 
27).

Jak jednak zachodzi taka regulacja, skoro nie ma mowy o dosłownym 
strukturalnym  odpowiedniku operonu? Na ten tem at istnieją jedynie 
mniej lub bardziej pomysłowe hipotezy, brak jednak faktycznych danych.
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Koncepcja B r i t t e n a  i D a v i d s o n a  zakłada istnienie specjalnych 
odcinków DNA, tzw. obszarów sensorowych, które są pobudzane przez 
efektory, na przykład hormony. Po przyłączeniu efektora do sensora na
stępuje odblokowanie innej części łańcucha DNA — integratora, na ma
trycy którego powstaje swoisty RNA. Ten RNA dopiero pobudza właści
wy gen strukturalny. Jednoczesne działanie efektora na kilka genów 
strukturalnych mogłoby zachodzić dzięki wpływowi jednego sensora na 
kilka integratorów (28).

D I-4. Wpływ impulsów nerwowych na syntezę białka

Nerwowa regulacja przemian znana była w fizjologii już w początkach 
jej rozwoju, ale molekularne mechanizmy tego procesu, zwłaszcza jeśli 
chodzi o regulację syntezy enzymów, są nadal bardzo mało poznane. Wia
domo, że w dorosłej tkance mięśniowej przecięcie nerwów wywołuje po
wrót do profilu enzymatycznego, obserwowanego w mięśniach płodów. 
W tkance mięśniowej płodu aktywność heksokinazy, dehydrogenazy glu- 
kozo-6-fosforanowej i 6-fosfoglukonianowej jest znacznie wyższa niż 
w mięśniach dorosłych zwierząt. Jest ona zlokalizowana u płodu głównie 
w cytoplazmie komórek mięśniowych, u dorosłych zaś w mitochondriach. 
Po przecięciu nerwów obserwuje się wzrost aktywności wymienionych 
enzymów głównie w frakcji cytoplazamtycznej. Efekt ten nie zachodzi 
po podaniu aktynomycyny D (29). Zmiana profilu enzymatycznego zacho
dzi też po unerwieniu mięśni „szybkich”, takich jak vastus, rectus femoris 
i inne nerwami mięśni „powolnych”, na przykład soleus. Mięśnie „powol
ne” charakteryzuje wysoka aktywność enzymów cyklu Krebsa i (3-oksy- 
dacji kwasów tłuszczowych oraz niska — enzymów glikolizy i glikogeno- 
lizy. Mięśnie „szybkie” zawierają duże stężenia enzymów glikolitycznych, 
niskie zaś — utleniających. Po inerwacji krzyżowej mięśnie „szybkie” 
wykazują wysoką aktywność enzymów cyklu Krebsa i niską — glikoli
tycznych, zaś mięśnie „powolne” — wzrost aktywności enzymów glikoli
zy i spadek — enzymów procesów tlenowych (4).

IV. Regulacja wzrostu komórek przez czynniki surowicze

Pomimo znacznego postępu w nauce o regulacjach metabolicznych, 
wiedza o kontroli procesów tak złożonych jak wzrost, podział i różnico
wanie tkanek znajdują się w pierwszych etapach poznania. Nie ulega 
wątpliwości, że procesy te zależą w dużej mierze od hormonu wzrostu, 
ale wielostronność jego działania z jednej strony i brak precyzyjnych me
tod badania z drugiej — utrudniają wyjaśnienie mechanizmu jego czyn
ności. Ostatnio dopiero poczyniono pewien postęp w tej dziedzinie. Wy-
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kryto mianowicie czynniki peptydowe surowicy krwi, będące pośredni
kami działania hormonu wzrostu. Już dawniej było wiadomo, że surowica 
zawiera „insulinopodobne” ciała, działające podobnie jak insulina na 
przemianę tkanki tłuszczowej, lecz znacznie silniej od niej pobudzające 
wzrost kultur tkankowych. Dodanie surowicy do kultury fibroblastów 
powoduje wzrost pobierania glukozy i wcielanie znakowanego uracylu 
w RNA, tyminy — w DNA, aminokwasów — w polipeptydy i siarczanu — 
w sulfoglikany, a także zwiększenie intensywności syntezy DNA. Pod 
wpływem surowicy następuje też spadek ilości cAMP i wzrost — cGMP 
w komórkach; cGMP pobudza komórki do mitozy, natomiast cAMP ha
muje wzrost komórek we wczesnej fazie Gx i G2 (30).

Wydzielone peptydy nazwano somatomedynami A, A u B, C albo pep- 
tydami o działaniu NSILA (nonsuppressible insulin-like activity). Sub
stancje te mają swoiste receptory w błonach komórkowych. Opracowana 
przez Halla radioreceptorowa metoda pozwala na ilościowe oznaczenie 
zawartości somatomedyn w surowicy. Jak się okazało, ich ilość jest niższa 
od prawidłowej w niedoczynności przysadki, a u osób cierpiących na akro- 
megalię przekracza 10-krotnie poziom prawidłowy (31). Stosując do są
czenia molekularnego Sephadex G-75 i Dowex 50, oraz wysokonapięciową 
elektroforezę oczyszczono sornatomedynę A. Jest ona obojętnym polipep- 
tydem o masie cząsteczkowej około 7000 daltonów, działającym na kul
tu ry  fibroblastów podobnie jak cała surowica. Somatomedyna B o masie 
cząsteczkowej 5000 daltonów jest kwaśnym polipeptydem (32). W innej 
pracowni wydzielono sornatomedynę C, polipeptyd bogaty w argininę, po
budzający komórki do mitozy i wcielanie tyminy w DNA (33). Receptory 
somatomedyn są odmienne od receptorów insulinowych w błonach ko
mórek. Opisane przez wielu autorów „insulinopodobne” działanie suro
wicy nie jest hamowane przez przeciwciała antyinsulinowe i ma związek 
z polipeptydami o budowie podobnej do insuliny, lecz o odmiennych re
ceptorach błonowych. Połowa pierwszych 30 reszt aminokwasowych pep- 
tydu o działaniu NSILA, wydzielonego z surowicy jest identyczna z ami
nokwasami łańcucha B cząsteczki insuliny. W odróżnieniu od somatome
dyn polipeptydy o działaniu NSILA nie pobudzają wbudowywania 
siarczanu w sulfoglikany chrząstki. To kryterium  różnicowania somato
medyn i peptydów o działaniu NSILA stało się jednak mało istotne, gdyż 
okazało się, że oczyszczone somatomedyny okazują jedynie słaby wpływ 
na ten proces, a z kolei peptydy o działaniu NSILA nabywają tę cechę 
pod wpływem czynnika zawartego w surowicy. Jak się więc wydaje, 
wcielanie siarczanu zależy od innego niż somatomedyny i peptydy o dzia
łaniu NSILA, czynnika surowiczego stanowiącego zanieczyszczenie suro
wych preparatów. Można przypuszczać, że somatomedyny i peptydy
o działaniu NSILA są ze sobą blisko spokrewnione, a może stanowią od
miany tej samej cząsteczki. Peptydy o działaniu NSILA, somatomedyny 
A i C mają w surowicy nośnik białkowy, z którym się wiążą. Identycz
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ność, względnie podobieństwa strukturalne somatomedyn zostaną praw
dziwie poznane dopiero po oznaczeniu pełnej sekwencji aminokwasowej 
tych polipeptydów (34).

Odkrycie i wydzielenie tych substancji jest bez wątpienia krokiem 
w przód w tej dziedzinie nauki i budzi nadzieję, że ułatw i zrozumienie 
mechanizmów regulujących procesy wzrostu.
A r ty k u ł  o trzym an o  26.11.1977; po re w iz j i  au torsk ie j  p r z y ję to  23.12.1977.
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INFORMACJA W SPRAWIE STYPENDIÓW NA UDZIAŁ 
W XI MIĘDZYNARODOWYM KONGRESIE BIOCHEMICZNYM

Międzynarodowa Unia Biochemiczna i Komitet Organizacyjny XI Międzynarodo
wego Kongresu Biochemicznego (Toronto, 8—14 lipca 1979 r.) zawiadamiają, że istnieje 
możliwość uzyskania przez młodych biochemików częściowego pokrycia kosztów prze
jazdu i uczestnictwa w  Kongresie. Stypendium obejmować będzie w  zasadzie zwrot 
połowy kosztów podróży (samolot, klasa ekonomiczna) oraz pewną sumę na koszty 
pobytu w  Toronto. Ponadto osoby, którym przyznano stypendia, zwolnione będą 
z wpisowego.

Podania o przyznanie stypendium należy kierować w  3 egzemplarzach nie później 
niż do 1 października 1978 r. na adres:

Professor S. P. Datta 
Department of Biochemistry 
University College London 
Gower Street 
London WC1 6BT 
Anglia

Podania powinny zawierać następujące informacje:
1. Imię, nazwisko i datę urodzenia
2. Narodowość
3. Miejsce pracy i pełny adres
4. Rodzaj pracy (nature of work)
5. Listę publikacji
6. Czy kandydat spodziewa się pomocy finansowej z innych źródeł (np. zwrot kosz

tów przejazdu)
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I. Wstęp

Badania nad kontrolą ekspresji genów u bakterii pozwoliły na dokład
ne wyjaśnienie niektórych mechanizmów genetycznej regulacji metabo
lizmu na poziomie molekularnym. Modele negatywnej regulacji operonu 
laktozy (1), czy też pozytywnej regulacji operonu arabinozy (2) stały się 
już klasyką biologii molekularnej (patrz prace przeglądowe 3, 4, 5). Mimo 
uniwersalności kodu genetycznego oraz powszechności schematu przeka
zywania z DNA przez mRNA informacji genetycznej do sekwencji ami
nokwasów w białkach, brak jest wystarczających danych, aby wyjaśnić 
mechanizmy regulacyjne występujące w organizmach wyższych na pod
stawie modeli opracowanych dla bakterii.

Zaawansowanie badań nad genetyczną kontrolą metabolizmu u bak
terii wynika przede wszystkim z wprowadzenia do prac biochemicznych 
całego szeregu metod genetycznych na ogół niedostępnych badaniom or
ganizmów wyższych. Spośród eukariontów bardzo dogodnym i ciekawym 
obiektem tego rodzaju badań są niższe grzyby takie, jak: Saccharomyces, 
Neurospora i Aspergillus.

Drożdże, Saccharomyces cerevisiae, są jednokomórkowymi organizma
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mi eukariotycznymi, ale pod względem złożoności budowy ich komórki 
nie różnią się od komórek wyższych organizmów (6). Podobnie zaś jak 
bakterie charakteryzuje je krótki czas generacji. Drożdże można hodować 
na podłożach płynnych i. stałych o ściśle zdefiniowanym składzie, łatwo 
otrzymuje się ich czyste linie komórkowe. W badaniach drożdży można 
stosować podstawowe metody genetyczne np. mutagenezę, stemplowanie 
czy mikromanipulację, ich system genetyczny pozwala na stosowanie te
stów dominacji i komplementacji. Wszystkie te cechy czynią drożdże pra
wie równie dogodnym materiałem do badań genetycznych jak bakterie.

W komórkach drożdży występują dwa systemy genetyczne, jądrowy 
i mitochondrialny, oba stosunkowo dobrze scharakteryzowane (7, 8, 8a). 
Masa DNA w jądrze haploidalnej komórki drożdży wynosi 1,2—1,3 XIO10 
daltonów, a więc wielkość genomu jądrowego w komórkach drożdży wy
nosi około 1,2 XIO7 par nukleotydów. Przy założeniu, że 1000 par zasad 
koduje łańcuch polipeptydowy o masie cząsteczkowej około 35000, obli
czono, że genom S. cerevisiae może kodować około 12000 białek (9). W ją
drze komórkowym S. cerevisiae jest 17 chromosomów. Badania nad skon
struowaniem mapy genetycznej chromosomów drożdży rozpoczął w roku 
1949 L i n d e g r e n  (10) i są one prowadzone po dzień dzisiejszy, głównie 
przez M o r t i m e r a  i H a w t h o r n e ’a (7). Dotychczas ustalono pozy
cję, czyli zmapowano około 180 genów w chromosomach jądrowych. 
Zidentyfikowano enzymy kodowane przez ponad 60 genów, w wielu przy
padkach produkty zmapowanych genów są nieznane. Opisano również wiele 
mutacji, których pozycja na mapie genetycznej nie została ustalona (11). 
Niemniej jednak na podstawie obecnie dostępnych danych widać, że 
funkcjonalnie pokrewne geny, poza nielicznymi wyjątkami jak np. region 
TRP 5 (12), HIS4 (13) czy GAL7-10-1 (14) są rozmieszczone w różnych 
miejscach genomu. Podobną sytuację zaobserwowano u Neurospora crassa 
i Aspergillus nidulans (15, 16). Pomimo występowania genów kodujących 
enzymy katalizujące poszczególne przemiany w różnych chromosomach, 
w wielu wypadkach synteza tych enzymów podlega wspólnej regulacji.

W niniejszym artykule na przykładzie dwóch przemian: katabolizmu 
galaktozy i biosyntezy histydyny starano się przedstawić możliwe mecha
nizmy genetycznej kontroli procesów indukcji i represji syntezy enzy
mów u S. cerevisiae. Omówiono również zjawisko represji glukozowej, 
która stanowi przykład mechanizmu współregulującego różne przemiany.

II. Katabolizm galaktozy

Fermentacja galaktozy przez drożdże jest jedną z najlepiej scharak
teryzowanych genetycznie przemian u eukariontów.
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II-1. Geny struktury

Wykorzystanie galaktozy jako źródła węgla przez komórki drożdży 
jest procesem indukowalnym. Poniżej przedstawiono uproszczony ciąg 
reakcji przemiany galaktozy do glukozo-6-fosforanu:

a-D-Galaktoza+ATP G ALll  a-D-Galaktozo-1-fosforan+ ADP +  H+ (1)

a-D-Galaktozo-1-fosforan+ UDPglukoza G ALI  a-D-Glukozo-1-fosforan+  
+  UDPgalaktoza (2)

UDPgalaktoza | GALIO UDPglukoza (3)

a-D-Glukozo-6-fosforan (4)a-D-Glukozo-1 -fosforan GAL5

Reakcje te katalizowane są przez cztery enzymy: 1) galaktokinazę (fosfo- 
transferaza ATP : galaktoza EC. 2.7.1.6.1), 2) transferazę (urydyilotrans- 
feraza UTP : a-D-galaktozo-l-fosforan E.C. 2.7.7.10), 3) epimerazę 
(4-epimeraza UDP-glukozy E.C. 5. 1.3.2) i 4) fosfoglukomutazę (ury- 
dyilotransferaza UDP-glukoza: a-D-galaktozo-l-fosforan E.C. 2.7.7.12). 
Przemiana galaktozy wymaga również współdziałania specyficznej per- 
meazy. Syntezę trzech pierwszych enzymów oraz permeazy indukuje ga
laktoza dodana do środowiska, natomiast synteza fosfoglukomutazy nie 
zależy od obecności induktora, jest więc konstytutywna (14, 17, 18, 19).

Zidentyfikowano geny struktury  wszystkich wymienionych enzymów, 
są to odpowiednio: GALI, G A LI, GALIO, GAL5, GAL2. Geny kodujące 
galaktokinazę GALI, transferazę GALI  oraz epimerazę GALIO są ściśle 
sprzężone i znajdują się w chromosomie II. Na podstawie wyników analizy 
genetycznej ustalono następującą kolejność genów w chromosomie: cen- 
tromer—GAL7— GALIO—GALI  (20). Geny kodujące permeazę GAL2 oraz 
fosfoglukomutazę GAL5 znajdują się odpowiednio w chromosomie XII 
oraz we fragmencie F6 (7).

II-2. Genetyczna regulacja indukcji enzymów katabolizujących galaktozę

Regulacja ekspresji zgrupowania genów GALI—GALIO— GALI  pod 
wieloma względami przypomina regulację indukowalnej syntezy enzymów 
u bakterii (2, 3, 4).

Indukcja enzymów katabolizujących galaktozę u S. cerevisiae jest 
wynikiem interakcji czterech genów regulatorowych: GAL3, ż+, c oraz 
GAL4. Pierwszym zidentyfikowanym genem regulatorowym omawianej 
przemiany był GAL3. M utanty w tym  genie, gal3, zostały opisane przez 
W i n g e  i R o b e r t s a  w roku 1948 (22). W komórkach drożdży o nie- 
zmutowanych allelach GAL3 indukcja syntezy enzymów galaktozowych 
zachodzi zaledwie w ciągu 6 minut po dodaniu galaktozy do podłoża,

http://rcin.org.pl



[5] G E N E T Y C Z N A  R E G U L A C JA  M E T A B O L IZ M U 155

podczas gdy w komórkach mutanta gal3 aktywność tych enzymów poja
wia się dopiero po 24—36 godzinach. M utanty gal3 nazwano zatem mu
tantam i o przedłużonym okresie adaptacji (long term adaptation). Zaha
mowanie aktywności oddechowej komórek niosących mutację gal3 przez 
wprowadzenie mutacji rho~ (delecja w mitochondrialnym DNA) całko
wicie uniemożliwa wzrost podwójnych mutantów gal3rho~ na podłożu 
zawierającym galaktozę. Stosując jako szczep wyjściowy podwójny mu
tant gal3rho~ poszukiwano jego rew ertantów  zdolnych do szybkiego 
wzrostu na podłożu zawierającym galaktozę, ale nie będących rewertan- 
tami mutacji ga\3 (23). Opisana wyżej metoda pozytywnej selekcji po
zwoliła na otrzymanie całego szeregu mutantów, które wykazywały stały 
niezależny od obecności induktora, poziom enzymów kodowanych przez 
geny GAL7, GALIO, GALI.  Konstytutywna synteza tych enzymów wy
wołana była mutacją i~ w genie ż+, nazywanym tak przez analogię do 
genu regulatorowego i operonu laktozy u E. coli (3). Analiza genetyczna 
mutantów i~ wykazała, że gen i nie jest sprzężony z kompleksem genów 
G ALI GALIO GALI, ani też z genami GAL2 i GAL3. Mutacja i~ jest 
recesywna w stosunku do allelu i+. Wnioskowano, że tak jak w przypad
ku systemu laktozowego i galaktozowego u E. coli, gen i+ u S. cerevisiae 
odpowiedzialny jest za syntezę represora (23) Istnietnie kompleksu ge
nów GAL7 GALIO GALI, znajdujących się pod wspólną kontrolą genu 
i+, pozwoliło na wysunięcie atrakcyjnej hipotezy, iż kompleks ten jest 
operonem. Logicznym następstwem tego założenia było poszukiwanie mu
tantów operatorowych. Przez analogię do operonów bakteryjnych D o u 
g l a s  i H a w t h o r n e  (21) spodziewali się znaleźć m utanty drożdży 
typu 0C, cis-dominujące o konstytutywnym  poziomie enzymów kodowa
nych przez geny GAL7, GALIO, GALI  oraz m utanty typu 0°, w których 
nie powinna zachodzić synteza białek kodowanych przez hipotetyczny 
operon galaktozowy. Stosunkowo łatwo otrzymano m utanty niezdolne do 
wykorzystywania galaktozy jako źródła węgla. Pojedyncza mutacja, na
zwana gal4, powodowała jednoczesny brak aktywności wszystkich trzech 
enzymów kodowanych przez geny GAL7, GALIO, GALI.  Jednakże nie 
była to mutacja typu 0° ponieważ gen GAL4 nie jest sprzężony z genami 
struktury  kodującymi enzymy katabolizujące galaktozę. Brak syntezy 
enzymów kodowanych przez geny GAL7, GALIO, GALI  na skutek m uta
cji w genie GAL4 świadczy, że produkt tego genu jest niezbędny dla eks
presji genów kodujących enzymy galaktozowe. D o u g l a s  i H a w t 
h o r n e  wyizolowali również m utanty nazwane m utantam i C, nie alleli- 
czne z i+, o konstytutywnym  poziomie galaktokinazy, transferazy i epime- 
razy. Mutacje C mapują się bardzo blisko locus GAL4 lub w jego obrębie 
i wykazują dominację w stosunku do allelu dzikiego typu GAL4 tylko 
wtedy, gdy znajdują się w pozycji -cis.

D o u g l a s  i H a w t h o r n e  (21, 24) opisali po raz pierwszy u eu- 
kariontów strukturę analogiczną do operonu bakteryjnego, w którym  gen
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GAL4 koduje białko, a ekspresję tego genu reguluje miejsce operato
rowe c. Według tych autorów operator c jest miejscem przyłączenia re 
presora kodowanego przez gen i+ a operon cGAL4 podlega negatywnej 
kontroli. Jeżeli zależność pomiędzy omówionymi powyżej genami i+ oraz 
c jest taka, jak to proponowano w przypadku operonów bakteryjnych, 
zależność typu: gen regulatorowy-operator — gen (y) struktury, wówczas 
należy oczekiwać w locus i+ mutacji powodujących niezdolność do indu- 
kowalnej syntezy enzymów, analogicznych do mutacji regulatorowych 
operonu laktozy is (25) i galaktozy Rs (26) u E. coli. Mutacje typu 
is powodują syntezę zmienionego represora o zwiększonym powinowac
twie do operatora. Takie m utanty drożdży wyizolowano i tak, jak u bak
terii mutacja ¿s jest dominująca w stosunku do alleli i+ oraz i~ (24).

II-3. Funkcja genu GAL4

Mechanizm regulacji syntezy enzymów katabolizujących galaktozę 
przez produkt genu GAL4 nie został dotychczas wyjaśniony. Produkt ge
nu GAL4  jest niezbędny dla ekspresji genów G A L I, GALIO, GALI  a więc 
działanie tych genów podlega pozytywnej kontroli (27). Nie ma jednak do
tychczas żadnego dowodu, iż geny struktury  G A L I, GALIO, GALI  stano-
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Ryc. 1. Schemat genetycznej regulacji katabolizmu galaktozy i melibiozy w  komór
kach Saccharomyces cerevisiae.
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wią jednostkę transkrypcji. Przeciwnie, fakt, że mutacje nonsensowne 
otrzymane w którymkolwiek z trzech loci zgrupowania genów GAL  nie 
mają efektu polarnego, czyli nie powodują zablokowania syntezy enzy
mów przez niezmutowane geny, wydaje się świadczyć, że odcinek DNA 
kodujący enzymy katabolizujące galaktozę składa się z trzech niezależ
nie transkrybowanych genów (28). Dotychczas nie znaleziono również 
miejsca receptorowego dla produktu genu GAL4.

W komórkach drożdży, enzymy katabolizujące galaktozę występują 
w postaci agregatu. Według poglądów T s u y u m u  i A d a m s a  (28) 
produkt genu GAL4 może stanowić element strukturalny tego agregatu 
ułatw iający jego formowanie lub stabilizujący strukturę. Hipotezę tę 
podważają wyniki ostatnich doświadczeń K e w  i D o u g l a s a  (29), 
którzy wykazali, że gen GAL4 kontroluje również system fermentacji 
melibiozy przez komórki drożdży. Indukcja tego systemu jest niezależna 
od obecności genów struk tury  przemiany galaktozowej, zależy zaś od obec
ności niezmutowanego allelu genu regulatorowego dla przemiany meli
biozy, MELI. Być może poznanie funkcji genu MELI pozwoli na wyjaś
nienie mechanizmu działania produktu genu GAL4.

Na rycinie 1 przedstawiono model regulacji indukowalnej syntezy en
zymów, opracowany na podstawie omówionych powyżej danych.

I I -4. Funkcja genu GAL3

Proponowany przez D o u g l a s a  i H a w t h o r n e’a model regula
cji indukowalnej syntezy enzymów katabolizmu galaktozy nie uwzględnia 
udziału produktu genu GAL3 w tym procesie.

Jak już wspomniano na początku rozdziału, mutacje w tym właśnie 
genie były pierwszymi opisanymi mutacjami regulatorowymi zmieniają
cymi kinetykę indukcji enzymów galaktozowych (22). Dotychczas jednak 
nie znana jest funkcja genu GAL3. T s u y u m u  i A d a m s  (30) zaob
serwowali, że jeżeli w komórkach szczepu gal3 rho+ zaindukowane zosta
ną enzymy katabolizujące galaktozę, to komórki takie są zdolne do dal
szego wzrostu na pożywce z galaktozą po przeprowadzeniu ich w nieak
tywną oddechowo formę rho~. Jak już wspomniano, komórki szczepu 
gal3 rho~ nie rosną na galaktozie. Usunięcie galaktozy z podłoża i zastą
pienie jej glukozą powoduje proces deindukcji i komórki niosące podwój
ną mutację: gal3 rho~ tracą zdolność ponownego wzrostu na galaktozie. 
Autorzy ci wysunęli hipotezę, według której produkt genu GAL3 jest 
niezbędny tylko do zainicjowania procesu indukcji enzymów katabolizu- 
jących galaktozę. W procesie regulacji syntezy enzymów przemiany ga
laktozowej obok galaktozy bierze udział endogenny koinduktor, powsta
jący w procesie degradacji tego cukru. Takim koinduktorem może być
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UDP-glukoza, która powstaje w wyniku działania epimerazy. W szczepie 
dzikim musi więc istnieć alternatywna droga powstawania tego związku 
z glukozo-1 -fosforanu i UTP w reakcji katalizowanej przez urydylotrans- 
ferazę specyficzną dla systemu galaktozowego a m utanty gal3 zmieniają 
ten właśnie enzym. Należy przypuszczać, że indukcja enzymów kataboli- 
zujących galaktozę w mutantach gal3 zależy od resztkowej aktywności 
specyficznej transferazy lub od wykorzystania UDP-glukozy powstają
cej w reakcjach katalizowanych przez enzymy nie związane z systemem 
galaktozowym. Podobne zjawisko endogennej indukcji operonu galaktozy 
opisane zostało u E. coli (31).

W proponowanym przez T s u y u m u  i A d a m s a  wyjaśnieniu 
funkcji genu GAL3 nie została uwzględniona rola mitochondriów. Po
nadto autorzy ci oparli się na założeniu, że produkt genu GAL3 jest spe
cyficznym koinduktorem w przemianie galaktozy. Badania innych auto
rów wskazują, że mutacja gal3 opóźnia fermentację nie tylko galaktozy 
ale również i innych cukrów np. melibiozy i maltozy. Możliwy pleiotro- 
powy efekt mutacji gal3 jest nadal przedmiotem dyskusji i wiąże się 
z nie mniej kontrowersyjnym problemem udziału mitochondriów w re
gulacji omawianej przemiany (32—36).

Temat ten zostanie omówiony w rozdziale poświęconym katabolicznej 
represji glukozowej.

III. Biosynteza histydyny

U grzybów Saccharomyces, Neurospora i Aspergillus biosynteza histy
dyny przebiega identycznie jak w komórkach bakterii Salmonella ty-  
phimurium. Histydyna powstaje z 5-fosfo-a-D-rybozylo-pirofosforanu 
i ATP w wyniku dziesięciu reakcji enzymatycznych. Schemat tej prze
miany przedstawiono na rycinie 2.

III-l. Geny struktury

W S. cerevisiae zidentyfikowano i zmapowano geny struktury wszyst
kich enzymów szlaku biosyntezy histydyny (Ryc. 2) (13, 37). Podczas gdy 
w komórkach bakterii S. typhimurium  geny te są zgrupowane w jednym 
odcinku chromosomu tworząc operon histydynowy (38), w drożdżach 
stwierdzono obecność siedmiu niezależnie segregujących genów odpowie
dzialnych za biosyntezę histydyny. Reakcje 2, 3 i 10 są kontrolowane przez 
jeden locus zwany regionem HIS4 (13). Podobnie w komórkach Neuros
pora Crassa (39, 40) i Aspergillus nidulans (41), te etapy biosyntezy histy
dyny kodowane są również przez jeden locus.
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(1) j H I S i  | — T ra n s fe ra z a  A TP: fo s fo ry b o zy lo -p iro fo sfo ran  E. C. 2.4.2.17

(2) I H1S4B  I — P iro fo sfo ry la z a  fosfo rybozy lo -A M P

(3) | H I S 4 A  J — C y k lo h y d ro laza  fo sfo rybozy lo -A M P, E. C. 3.5.4.19

(4) | H1S6 j  — Izom eraza  N -5 '-fo s fo ry b o zy lo -fo rm im in o -A IC -R -P  E. C. 5.3.1.16

(5,6) j  H1S7  | — enzym  (y) k a ta liz u ją c y  p rzem ian ę  fo sfo ry b u lo zy lo -fo rm im in o -A IC -R -P  w  im id azo lo g lice ro fo sfo ran  i A IC -R -P

(7) j H1S3  | — h y d ro lia za  D -e r y tr o im id a z o lo -g lic e r o lo fo s fo r a n u  E. C. 4.2.1.19

(8) | H1S5  | — a m in o tra n sfe ra z a  L -h is ty d y n y lo fo sfo ran : 2 o k so g lu ta ra n  E. C. 2.6.1.9

(9) | H IS2  | — fo s fo h y d ro la za  L -h is ty d y n o lo -fo sfo r a n u  E. C. 3.1.3.15 

CIO) I H IS4C  — oksydoreduktaza L -h is ty d y n o l: NAD E. C. 1.1.1.23
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III-2. Charakterystyka regionu HIS4

Region HIS4 obejmuje odcinek 2250 par nukleotydów (15). Znajduje 
się on w trzecim chromosomie w pobliżu centromeru. Badania genetyczne 
i biochemiczne mutantów h is4 pozwoliły na skonstruowanie szczegółowej 
mapy genetycznej tego regionu (Ryc. 3) (13, 42, 43, 44).

Region HIS4 ma wiele własności wspólnych z operonami bakteryj
nymi. M utanty his4 typu missens można podzielić na trzy klasy ozna
czone symbolami his4A, his4B i his4C. M utanty te komplementują mię
dzy sobą tak, jakby region HIS4 obejmował trzy sąsiadujące cistrony 
HIS4A, HIS4B i HIS4C, kodujące odpowiednio enzymy: cyklohydrolazę 
PR-AMP, pirofosforylazę PR-AMP i dehydrogenazę histydynolową (Ryc.
2). Mutacje his4A, his4B i his4C formują nieprzerwany szereg na mapie 
genetycznej. W locus HIS4 wyizolowano i zmapowano- ponad 50 mutacji 
nonsensownych (13, 15, 42). Efekty mutacji nonsensownych w regionie 
H1S4A zbliżone są do efektów mutacji 0° w operonie laktozy u E. coli (3). 
Mutacje nonsensowne his4A przejawiają się całkowitym brakiem aktyw
ności wszystkich trzech enzymów kodowanych przez region HIS4. M uta
cje te są całkowicie polarne, co oznacza, że przerwanie odczytywania kodu 
genetycznego w miejscu takiej mutacji blokuje syntezę enzymów kodo
wanych przez niezmutowane regiony HIS4B i HIS4C. M utanty nonsen
sowne his4A nie komplementują z m utantam i typu missens his4B i his4C. 
W mutantach nonsensownych his4C poziom aktywności cyklohydrolazy 
PR-AMP i pirofosforylazy PR-AMP jest taki sam jak w komórkach szcze
pu dzikiego. M utanty nonsensowne his4C komplementują z missensowny- 
mi m utantam i his4A i his4B. Omówione własności mutantów nonsensow
nych wskazują, że region HIS4 stanowi funkcjonalną jednostkę, a kodo
wane przezeń enzymy są produktem policistronowego mRNA, którego 
translacja przebiega od regionu HIS4A do HIS4C. Mamy więc do czynie
nia z inną sytuacją niż w przypadku zgrupowania genów G A L I , GALIO, 
GALI, gdzie mutacje nonsensowne w jednym z tych genów nie miały 
wpływu na dwa pozostałe. Polarność mutacji nonsensownych jest cechą 
charakterystyczną operonów bakteryjnych (3), jednakże nie jest ona cał
kowita, tak jak ma to miejsce w przypadku nonsensownych m utacji his4A.

Dotychczas w obrębie locus HIS4 nie udało się zidentyfikować ani 
miejsca operatorowego ani promotorowego, których obecność świadczy
łaby, że regiony HIS4A, HIS4B i HIS4C tworzą klasyczny operon.

Całkowitą polarność mutacji nonsensownych na całej długości odcin
ka obszaru HIS4A można wyjaśnić przy założeniu, że produktem locus 
H1S4 jest mRNA nie policistronowy, lecz monocistronowy, a w procesie 
translacji syntetyzowany jest pojedynczy polipeptyd o trzech aktywnoś- 
ciach enzymatycznych.

Enzymy kodowane przez region HIS4 tworzą trwały kompleks; nie 
udało się ich rozdzielić pomimo wielokrotnego oczyszczenia (42). Dla
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sprawdzenia, czy produktem locus HIS4 jest pojedynczy polipeptyd, zba
dano wpływ mutacji nonsensownych zlokalizowanych w różnych miej
scach regionu HIS4C, na ciężar cząsteczkowy polipeptydu o zachowanej 
aktywności cyklohydrolazy PR-AMP i pirofosforylazy PR-AMP (15, 42). 
Ciężar cząsteczkowy kompleksu trzech enzymów w szczepie dzikim wy
nosi 95 000. Przy założeniu, że produktem regionu HIS4 jest jeden poli
peptyd, w wyniku mutacji nonsensownych his4C powinny być syntety
zowane polipeptydy o różnym ciężarze cząsteczkowym, zależnym od po
zycji mutacji (Ryc. 3). Oznaczone ciężary cząsteczkowe białek, o zacho
wanej aktywności cyklohydrolazy PR-AMP i pirofosforylazy PR-AMP

H IS  4 A — * M a p a  g en etyczn a  
locus H IS  4

; 4B I
______________ j

^  1150
864 702 25 52 1176 

1100 Liczba par
I " *
I 86  300

n u k le o ty d o w y c h

4 5  0 0 0 ,

i ------------ 4 7 Q D Q . I ----------------^  h j s  4 C  8 6 4

4 5  0 0 0 1

c----------S L S ^ tL ,---------- + ------- > - his 4 C  7 0 2

4 5  0 0 0 1

L--fia-0üaj_ _*l¡_____ j
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his 4 C  2 5
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c ząs tec zko w e

ła ń c u c h ó w
p o lip e p ty d o w y c h
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Z ____6513001 * 1  his 4C—  r ----------------► 1176_

Ryc. 3. Mapa genetyczna regionu HIS4 Saccharomyces cerevisiae (15, 42).
Odcinek HIS4A koduje cyklohydrolazę-PR -A M P, HIS4B — pirofosforylazę PR-AM P  

a HIS4C — dehydrogenazę h istydynolow ą. W odcinku HIS4C zaznaczono num eram i pozycje
m utacji nonsensow nych.

----------------  przew idyw ane ciężary cząsteczkow e łańcuchów  polipeptydow ych, które pow inny
być syntetyzow ane przez poszczególne m utanty  nonsensow ne his4C, obliczone przy 
założeniu, że produktem  obszaru HIS4 jest pojedynczy łańcuch polipeptydow y. 

----------------  oznaczono dośw iadczaln ie ciężary cząsteczkow e zbadanych polipeptydów .

w pięciu mutantach były identyczne i wynosiły 45 000. Ten wynik jest 
sprzeczny z założeniem, że mamy do czynienia z pojedynczym polipep- 
tydem. O funkcjonalnej autonomii produktów regionów HIS4A, HIS4B 
i HIS4C świadczy także fakt, iż w komórkach drożdży niosących mutację 
nonsensowną, znajdującą się w środku locus HIS4 np. mutację his4-864, 
(Rys. 3), aktywność cyklohydrolazy PR-AMP i pirofosforylazy PR-AMP 
była identyczna, jak aktywność tych enzymów w niezmutowanych komór
kach. Fakt otrzymania mutantów delecyjnych, w których zachowana zo
stała aktywność dehydrogenazy histydynolowej pomimo utraty odcinka 
DNA obejmującego regiony HIS4A  i HIS4B, może być łatwiej wytłum a
czony przy założeniu, że produktem locus HIS4 są odrębne polipeptydy
(44).
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Dane doświadczalne przemawiające za hipotezą, iż produktem regionu 
HIS4 jest policistronowy mRNA są równie przekonywujące, jak dane 
świadczące, że produktem tego regionu jest monocistronowy mRNA. Obie 
te hipotezy można połączyć zakładając, że region HIS4 koduje pojedynczy 
polipeptyd, który następnie specyficzne enzymy proteoliczne dzielą na 
trzy odrębne polipeptydy tworzące trw ały kompleks (42) (patrz Ryc. 
4D). Zjawisko takie zachodzi np. w czasie syntezy białek wirusa polio
(45).

W ekstraktach z komórek drożdży wykazano obecność proteazy, która 
odszczepia z kompleksu omawianych enzymów polipeptyd o ciężarze 
cząsteczkowym 35 000, co pociąga za sobą utratę aktywności cyklohydro- 
lazy PR-AMP i pirofosforylazy PR-AMP przy zachowanej aktywności 
dehydrogenazy histydynolowej, której ciężar cząsteczkowy wynosił 60 000 
(15).

Ostatnie badania F i n k a  i wsp. (F i n k nieopubl.) potwierdziły hi
potezę, iż produktem locus HIS4 jest pojedynczy polipeptyd. Zastosowa
nie przeciwciał o wysokiej specyficzności w stosunku do produktu genu 
HIS4 wydaje się wskazywać, że w komórkach dzikiego szczepu funkcjo
nuje on jako jedno białko o trzech aktywnościach enzymatycznych, a nie 
jako kompleks trzech enzymów. Niektóre fragmenty tego ^białka, powstałe

T r a n s k r y p c j a -----------------

Trans lacja

D N A

T ran s kryp c ja

Trans lacja

&
x y z x y z

c3 &
D

Ryc. 4. Modele powstawania kompleksów enzymatycznych kodowanych przez zgru
powania genów.

A . W w yniku  transkrypcji genów  x, y,  z  pow stają trzy różne mRNA dające w  procesie  
translacji trzy białka (np. G A L 7 GALIO GALI).

B. W w yniku transkrypcji genów  x, y ,  z  pow staje policistronow y mRNA, który przy 
translacji daje trzy odrębne białka.

C. W w yniku  transkrypcji genu obejm ującego obszary x, y ,  z  pow staje m onocistronow y  
mRNA, dający w  procesie translacji pojedynczy polipeptyd  o trzech aktyw nościach  enzym a
tycznych  (np. HIS4).

D. W w yniku  transkrypcji genu obejm ującego obszary x, y ,  z  pow staje pojedynczy poli
peptyd, który m oże u legać traw ieniu  przez sp ecyficzn e enzym y p roteolityczne co pow oduje  
p ow stanie odrębnych białek.
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w wyniku działania enzymów proteolitycznych lub w wyniku mutacji 
nonsensownej powodującej syntezę krótszego łańcucha polipeptydowego, 
zachowują nadal aktywność enzymatyczną: fragmenty o ciężarze cząstecz
kowym 45 000 wykazują aktywność cyklohydrolazy PR-AMP i pirofosfo- 
rylazy PR-AMP, natomiast o ciężarze cząsteczkowym 60 000 aktywność 
dehydrogenazy histydynolowej.

Występowanie trwałych kompleksów enzymatycznych jest cechą cha
rakterystyczną niższych eukariontów. Przypuszcza się, że kompleksy te 
odgrywają znaczną rolę w regulacji metabolizmu (15, 16). Istnieją różne 
możliwości mechanizmów powstawania trwałych kompleksów enzyma
tycznych polipeptydy wchodzące w skład takiego kompleksu enzymatycz
nego mogą być kodowane w różnych miejscach genomu lub w jednym 
odcinku DNA (Ryc. 4). Jeżeli za syntezę kompleksu odpowiedzialny jest 
jeden odcinek DNA, to może być on złożony z kilku ściśle sprzężonych 
genów lub być tylko jednym genem. W wyniku transkrypcji zgrupowa
nia genów mogą powstawać odrębne mRNA lub jeden, policistronowy 
mRNA, na którym syntetyzowane są odrębne łańcuchy polipeptydowe 
(model A i B, Ryc. 4). U eukariontów jednak nie udało się dotychczas 
wykazać obecności policistronowego mRNA. W przypadku transkrypcji 
pojedynczego genu powstaje jeden polipeptyd o kilku aktywnościach en
zymatycznych. (model C, Ryc. 4), który dzielić mogą następnie specyficz
ne proteazy na krótsze polipeptydy, każdy o jednej aktywności enzyma
tycznej (model D, Ryc. 4).

III-3. Regulacja biosyntezy histydyny

Biosynteza histydyny w komórkach drożdży S. cerevisiae, podobnie 
jak w komórkach bakterii S. typhimurium  podlega kontroli na poziomie 
aktywności enzymatycznej — na drodze hamowania zwrotnego, oraz na 
poziomie syntezy enzymów — na drodze represji.

n i - 3 - l .  Hamowania zwrotne

W komórkach dzikiego szczepu drożdży, histydyna hamuje aktywność 
pierwszego enzymu szlaku swej biosyntezy (46, 47). Badania kinetyczne 
wykazały, że inhibicja ta ma charakter niekompetycyjny, co wskazuje na 
istnienie w cząsteczce tego enzymu swoistego centrum  przyłączającego 
histydynę, odmiennego od centrum katalitycznego. M e s s e n g u y  
i F i n k (46) otrzymali m utanty, w których nie zachodziło hamowanie 
zwrotne biosyntezy histydyny. Zastosowali oni metodę selekcji, polega
jącą na poszukiwaniu mutantów opornych na toksyczny, strukturalny 
analog histydyny l,2,4-triazolo-3-alaninę. Przebadano ponad 100 m utan
tów zdolnych do wzrostu w obecności tego związku. Większość z nich sta
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nowiły recesywne m utanty permeazowe. W 18 mutantach stwierdzono, 
że cecha oporności jest dominująca. M utanty te tworzyły jedną klasę 
nazwaną TRA1. Mutacje TRA1 występują w locus HIS1 (gen struktury  
pierwszego enzymu biosyntezy histydyny, Ryc. 2). Testy enzymatyczne 
wykazały, że w mutantach TRA-1 aktywność fosforybozylo: ATP trans- 
ferazy jest taka sama jak w dzikim szczepie, lecz nie ulega hamowaniu 
przez histydynę. Doświadczenia te wskazują, że mutacja TRA1 powoduje 
zmianę miejsca regulatorowego przy zachowaniu niezmiennego centrum 
katalitycznego. Brak hamowania zwrotnego w mutantach TRA-1 przy 
zachowanej aktywności enzymatycznej powoduje utratę zdolności do re 
gulacji wewnątrzkomórkowej puli histydyny. W komórkach mutantów 
TRA-1 wewnątrzkomórkowe stężenie histydyny było 3 do 15 razy więk
sze aniżeli w szczepie dzikim, a niektóre z mutantów nawet wydzielały 
histydynę do podłoża. Ponieważ hamujące działanie l,2,4-triazolo-3-ala- 
niny w szczepie dzikim jest odwracane przez dodanie histydyny w nie
wielkich stężeniach, oporność mutantów TRA-1 na ten analog histydyny 
może być wynikiem jego rozcieńczenia przez histydynę obecną w komór
kach w zwiększonym stężeniu.

III-3-2. Represja syntezy enzymów biosyntezy histydyny

W komórkach drożdży, tak jak i w komórkach bakterii, niskie we
wnątrzkomórkowe stężenie histydyny jest sygnałem, który wywołuje 
zwiększoną produkcję enzymów syntetyzujących ten aminokwas (42, 46, 
48). Wykazano, że trzykrotne zmniejszenie stężenia wewnątrzkomórko
wego histydyny powoduje około dziesięciokrotną derepresję enzymów 
biosyntezy histydyny (46).

W badaniach nad mechanizmami regulującymi represję operonu histy- 
dynowego w S. typhimurium  stwierdzono, że w wyniku mutacji powo
dującej oporność na inhibicję zwrotną ulegała zmianie również i kinetyka 
represji. Według K o v a c h a  i wsp. (49) pierwszy enzym biosyntezy 
histydyny bierze udział także w regulacji syntezy enzymów kodowanych 
przez operon histydynowy. Ponieważ represja operonu histydynowego 
w tych bakteriach wymaga udziału histydylo-tRNA uważa się, że ele
mentem kontrolującym biosyntezę histydyny jest kompleks pierwszego 
enzymu z histydylo-tRNA. Pierwszy enzym może spełniać funkcję apore- 
presora łączącego się z korepresorem — tRNAHIS (52). M e s s e n g u y  
i F i n k (46) stwierdzili, że w drożdżach, podobnie jak w 5. typhimurium, 
m utanty TRA1, w których aktywność pierwszego enzymu biosyntezy 
histydyny nie podlega hamowaniu zwrotnemu mają zmniejszoną zdol
ność do derepresji enzymów biosyntezy histydyny. Obniżenie wewnątrz
komórkowego stężenia histydyny do poziomu, który w szczepie kontrol
nym powodował piętnastokrotną derepresję enzymów biosyntezy histy-
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dyny w mutantach TRA1 powodował tylko dwukrotną derepresję powyż
szych enzymów. Dalsze badania prowadzone przez tych autorów wyka
zały istnienie m utacji w locus HIS1, które powodowały brak derepresji 
enzymów biosyntezy histydyny w zmutowanych komórkach. Wydaje się 
więc, że i w drożdżach pierwszy enzym biosyntezy histydyny może spra
wować podwójną rolę w procesie hamowania zwrotnego i represji biosyn
tezy enzymów szlaku histydynowego.

Dotychczas nie wysunięto żadnych hipotez dotyczących możliwego 
mechanizmu kontroli represji enzymów biosyntezy histydyny przez pro
dukt genu HIS1. W doświadczeniach analogicznych do przeprowadzonych 
na bakteriach S. typhimurium  nie wykazano udziału histydylo-tRNA 
w tym procesie.

IV. Genetyczna współregulacja biosyntezy aminokwasów 
w komórkach S. cerevisiae

W komórkach Neurospora crassa (53, 54) i w Saccharomyces cerevisiae 
(48, 55) zaobserwowano, że niedobór jednego z czterech aminokwasów: 
histydyny, argininy, tryptofanu lub lizyny prowadzi do jednoczesnej de
represji enzymów katalizujących syntezę wszystkich czterech amino
kwasów. Obserwowana derepresja nie wynikała z ogólnego zaburzenia 
metabolizmu w komórce. Stwierdzono, że aktywność innych reprymo- 
walnych enzymów, nie związanych z syntezą tych czterech aminokwasów 
pozostawała bez zmian. Zjawisko to wskazuje na istnienie nadrzędnego 
mechanizmu kontrolującego biosyntezę jednocześnie kilku aminokwasów. 
Otrzymanie szczepów drożdży, w których pojedyncze mutacje powodo
wały konstytutywną syntezę lub niezdolność do derepresji enzymów 
czterech szlaków metabolicznych w pełni potwierdza tę sugestię, (48, 55, 
56, 57).

IV-1. Mutanty o konstytutywnym poziomie enzymów biosyntezy histydyny, argininy, 
tryptofanu i lizyny

W o l f n e r  i wsp. (48) otrzymali cały szereg mutantów opornych na 
toksyczne działanie l,2,4-triazolo-3-alaniny, w których enzymy biorące 
udział w biosyntezie histydyny, argininy, tryptofanu i lizyny posiadały 
stały zdereprymowany poziom aktywności. M utanty te tworzyły dwie 
klasy, które oznaczono symbolami tra3 i tra5. Mutacje tra3 i tra5 są rece- 
sywne. Geny TRA3 i TRA5  nie są sprzężone ze sobą ani też z żadnym ze 
znanych genów struktury  przemian tych czterech aminokwasów. W mu
tantach tra stwierdzono zaburzenia w cyklu podziałowym komórki. Są 
one mutantami temperaturowrażliwymi a w temp. 37°C nie zachodzi 
w nich synteza DNA i związana z tym inicjacja cyklu podziałowego ko
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mórki. Cecha temperaturowrażliwości jest również recesywna. Badania 
genetyczne wykazały, że mutacja odpowiedzialna za tem peraturowrażli- 
wość znajduje się w genach TRA  lub jest z nimi ściśle sprzężona.

IV-2. Mutanty niezdolne do derepresji enzymów biosyntezy histydyny, argininy,
tryptofanu i lizyny

Wzrost niektórych szczepów drożdży można zahamować przez dodanie 
do podłoża 5-metylo-tryptofanu. Okazało się, że w komórkach drożdży, 
nadwrażliwych na działanie tego analogu aminokwasowego, nie zachodzi 
derepresja enzymów syntetyzujących histydynę, argininę tryptofan i li
zynę (48, 56). Niezdolność do ich derepresji powodowały mutacje nazwane 
aas, w trzech genach regulatorowych oznaczonych symbolami AAS1, 
AAS2  i AAS3. M utanty aas otrzymano jako m utanty nadwrażliwe na 
działanie analogów aminokwasowych (amino acids analog sensitivity). 
Tak jak m utanty tra3 i tra5 mutacje aasl, aas2 i aas3 są recesywne i wy
stępują w różnych miejscach genomu (48). Otrzymano podwójne mutanty 
aasltra3, aasltra5 oraz aas2tra3 i aas2tra5. We wszystkich przypadkach 
mutacja tra była epistatyczna w stosunku do mutacji aas tzn. podwójne 
m utanty aas tra wykazywały stały, wysoki poziom enzymów, katalizu
jących syntezę tych czterech aminokwasów. Epistatyczny efekt mutacji 
tra w stosunku do mutacji aas świadczy o współdziałaniu genów TRA  
i A A S  w regulacji syntezy aminokwasów.

IV-3. Model genetycznej współregulacji biosyntezy aminokwasów w  komórkach
S. cerevisiae

W o l f n e r  i wsp. (48) zaproponowali model, przedstawiony na rycinie 5, 
wyjaśniający możliwy mechanizm współdziałania produktów genów TRA3  
i AAS1  w regulacji biosyntezy różnych aminokwasów. Zgodnie z tym mo
delem produkt genu TRA3  jest elementem kontroli negatywnej, który nie 
pozwala na ekspresję genów struktury  enzymów katalizujących syntezę 
histydyny, lizyny, tryptofanu i argininy. Produkt genu AAS1  stanowi 
element kontroli pozytywnej, to znaczy w warunkach niedoboru w komór
ce jednego z aminokwasów — argininy, histydyny, lizyny lub trypto
fanu, produkt genu AA S  może się łączyć z produktem genu TRA  i w ten 
sposób go inaktywować, umożliwiając tym samym ekspresję genów znaj
dujących się pod kontrolą genu TRA3. W przypadku wysokiego stężenia 
wewnątrzkomórkowego wszystkich czterech aminokwasów produkt genu 
AAS1  ulega inaktywacji przez te aminokwasy i nie może łączyć się z pro
duktem genu TRA3. Zmieniony w wyniku m utacji aas produkt genu AAS  
występuje w formie nieaktywnej. Model ten,wyjaśnia również epistatycz
ny charakter mutacji tra3. Zmieniony produkt syntetyzowany przez zmu
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towany allel tra3 występuje w formie nieaktywnej bez względu na obec
ność aktywnego lub nieaktywnego produktu genu AAS.

Nie ma żadnych danych, które mogłyby wyjaśnić, w jaki sposób po
jedyncza mutacja tra wpływa na ekspresję co najmniej 30 genów kodują
cych enzymy katalizujące syntezę argininy, histydyny i tryptofanu. Więk
szość tych genów znajduje się w różnych chromosomach. Nie wiadomo czy 
regulacja odbywa się na poziomie translacji czy transkrypcji. Nieznane są 
miejsca receptorowe wiążące produkt genów TRA, niewyjaśniono również 
współzależności pomiędzy genami TRA3  i TRA5  oraz trzema genami AAS. 
Nie wyjaśniono dotychczas w jaki sposób produkt genu TRA  bierze udział 
w regulacji cyklu podziałowego komórki (porównaj rozdział IV-1).

A . RE PR ESJA

n ie a k ty w n y  
p ro d u k t gen u  A A S

B. D E R E PR E SJA

~L L_

ł
t Ta

L_
1 nieaktywny  
J represor 
^  ; aktywny

ł '
‘aŚI

p ro d u k t g en u  A A S

Ryc. 5. Schemat współdziałania pro
duktów genów AAS  i TRA  w  regu
lacji biosyntezy aminokwasów (48).

A. R epresja — arginina, h istydyna, 
lizyna i tryptofan , w ystęp u jące w  k o
m órce w  dużych stężeniach  pow odują  
inaktyw ację produktu genu A A S.  A k
tyw n y  produkt genu TR A  b lokuje ek s
presję genów  struktury enzym ów  b io
syntezy tych  am inokw asów .

B. D erepresja — na skutek n iedobo
ru w  kom órce jednego z czterech am ino
kw asów  produkt genu AA S  w ystęp u je w  
form ie aktyw nej i in aktyw uje produkt 
genu TR A  um ożliw iając tym  sam ym  jed 
noczesną derepresję syntezy czterech  
am inokw asów .

V. Kataboliczna represja glukozowa

Jednym z ważniejszych aspektów genetycznej regulacji metabolizmu 
jest występowanie w komórkach nadrzędnych systemów kontroli, współ- 
regulujących wiele pozornie odległych przemian. Klasycznym przykładem 
tego rodzaju kontroli jest regulacja indukowalnej syntezy enzymów na 
drodze katabolicznej represji glukozowej i amonowej. Zjawisko represji 
amonowej w grzybach omówiono już na łamach Postępów Biochemii (57a).

Występujące w mikroorganizmach zjawisko represji glukozowej polega 
na hamowaniu indukcji całego szeregu enzymów katabolicznych przez 
egzogenną glukozę i niektóre inne cukry. Zahamowaniu ulega synteza 
enzymów, których obecność nie jest konieczna dla życia komórki w czasie 
jej wzrostu na podłożach zawierających glukozę, jako źródło węgla.

Badania nad mechanizmami genetycznej regulacji represji glukozowej
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w komórkach bakterii pozwoliły na wyjaśnienie , w jaki sposób egzogen
ne cukry kontrolują ekspresję genów u niektórych Enterobacteriaceae 
i ułatwiły poszukiwanie mechanizmów genetycznej kontroli represji glu
kozowej w innych organizmach.

v - l .  Pozytywna kontrola indukowalnej syntezy enzymów u bakterii

Punktem wyjściowym w badaniach, które doprowadziły do wyjaśnie
nia mechanizmu represji katabolicznej w niektórych bakteriach była obser
wacja M a k m a n a  i S u t h e r l a n d a  (58), że egzogenna glukoza obni
ża stężenie cyklicznego 3, 5-adenozynomonofosforanu (cAMP) w komór
kach E. coli. Stwierdzono, że dodanie cAMP do komórek hodowanych na 
podłożach z glukozą odwraca efekt represji glukozowej (59). Wyizolowano 
m utanty w komórkach których nie zachodziła indukowalna synteza enzy
mów. Efekt mutacji był pleiotropowy, co sugerowało, że zmieniony jest 
ogólny system regulacji niezbędny dla ekspresji genów wrażliwych na 
represję kataboliczną. M utanty te można podzielić na dwie klasy: 
cya~ — nie syntetyzują cAMP na skutek mutacji w genie struktury  cy- 

klazy adenylowej, efekt tej mutacji może być odwrócony przez 
dodanie egzogennego cAMP (60) 

crp~ — nie syntetyzują białka wiążącego cAMP. Produktem tego genu 
jest oligomeryczne białko nazwane CRP (cAMP receptor protein) 
(61) lub CAP (catabolite activator protein) (62). Fenotyp m uta
cji crp~ nie jest odwracany przez cAMP.

Wyizolowano również m utanty bakterii, w których synteza induko- 
walnych enzymów nie podlegała kontroli glukozowej. Ta niewrażliwość 
na działanie glukozy była swoista i dotyczyła enzymów jednego tylko 
operonu. Testy genetyczne wykazały, że mutacje tego typu znajdują się 
w regionach promotorowych operonów (63, 64, 65).

Własności omówionych wyżej mutantów wskazują, że cAMP w połącze
niu z białkiem wiążącym, CRP, jest w komórkach bakterii elementem kon
troli pozytywnej, umożliwiającym indukowalną syntezę enzymów podle
gających represji. Występowanie mutacji promotorowych o zmienionej 
wrażliwości na represję glukozową świadczy, że regulacja odbywa się na 
poziomie transkrypcji.

Wyniki badań in vitro nad transkrypcją operonów galaktozy i laktozy 
w systemach bezkomórkowych potwierdziły, iż interakcja kompleksu 
cAMP—białko wiążące CRP z miejscem promotorowym umożliwia ini
cjację transkrypcji operonów wrażliwych na represję glukozową (66, 67).

Mechanizm kontrolujący wewnątrzkomórkowe stężenie cAMP przez 
glukozę został dokładniej poznany w ciągu ostatnich czterech lat (patrz 
artykuły przeglądowe 68, 69). Wykazano, że w procesach katabolicznej 
represji w E. coli i S. typhimurium  zaangażowany jest system aktywnego
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transportu cukrów do komórki po angielsku zwany phosphoenolopyruva- 
te: sugar phosphoteranspherase system, w skrócie PTS. Stwierdzono, 
że efekt katabolicznej represji wywołują cukry lub ich niemetabolizowa- 
ne pochodne np. 2-dezoksyglukoza, które są pobierane przez komórki przy 
udziale układu fosfotransferaz PTS. Enzymy wchodzące w skład tego 
układu spełniają w komórce wiele funkcji regulatorowych, między innymi 
regulują one aktywność cyklazy adenylowej (70, 71). Przypuszcza się, że 
produkt genu crr (będącego składnikiem układu aktywnego transportu 
cukrów) jest odpowiedzialny za represję enzymów katabolicznych. M uta
cje w tym genie całkowicie znoszą efekt represji glukozowej (72).

Nie wydaje się jednak, aby udział cAMP w procesie regulacji syntezy 
enzymów miał charakter uniwersalny (73). I tak na przykład nie wykryto 
obecności cAMP w komórkach Bacillus subtilis (74), nie stwierdzono rów
nież w tych bakteriach korelacji pomiędzy aktywnym transportem cukrów 
przy udziale fosfotransferaz a stopniem represji katabolicznej (75). Nie 
ma dotychczas przekonywujących danych, które mogłyby świadczyć
o udziale cAMP w regulacji represji glukozowej w drożdżach. W komór
kach drożdży stwierdzono obecność cAMP, cyklazy adenylowej i białka 
wiążącego ten nukleotyd, jednakże wyniki dotyczące możliwej korelacji 
pomiędzy wewnątrzkomórkowym stężeniem tego nukleotydu a stopniem 
represji są sprzeczne (76—79). Według Z i m m e r m a n n a  (nieopubl.) 
w drożdżach nie występuje wolny cAMP i jest co najmniej pięć różnych 
białek specyficznie wiążących ten nukleotyd, co praktycznie uniemożli
wia otrzymanie mutantów typu crp~.

V-2. Genetyczna kontrola katabolicznej represji glukozowej w Saccharomyces ce
revisiae

Intensywne badania nad represją glukozową w S. cerevisiae zapocząt
kowały prace S ł o n i m s k i e g o  (80) i E p h r u s s i e g o  (81), którzy 
opisali występowanie w drożdżach efektu przeciwnego efektowi Pasteura, 
zwanego też efektem Crabtree (82). W czasie aerobowego wzrostu drożdży 
na podłożu zawierającym glukozę w wysokim stężeniu katabolizm tego cu
kru przebiega wyłącznie na drodze fermentacji, tak jak ma to miejsce 
w komórkach hodowanych anaerobowo, równocześnie zahamowana zo
staje aktywność oddechowa, która pojawia się dopiero po wyczerpaniu 
glukozy.

Omówienie represji katabolicznej enzymów biorących udział w trans
porcie elektronów, fosforylacji oksydacyjnej i wiążącego się z tym pro
blemem funkcji oraz biogenezy mitochondriów wymagałoby osobnego 
opracowania, nie mieszczącego się w ramach niniejszego artykułu. Zain
teresowanych czytelników odsyłamy do artykułów przeglądowych (83, 84).

W komórkach drożdży, poza zahamowaniem syntezy enzymów odde
chowych (85, 86), podobnie jak w bakteriach, glukoza i inne szybko fer-
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mentowalne cukry, jak np. mannoza i fruktoza, dodane do podłoża powo
dują zahamowanie indukcji enzymów biorących udział w wykorzystywa
niu innych źródeł węgla np. enzymów katabolizujących galaktozę (14) lub 
maltozę (87, 88). W warunkach represji glukozowej obniżona jest również 
synteza enzymów cyklu glioksalowego, cyklu kwasów trójkarboksylowych
i enzymów biorących udział w procesie glukoneogenezy (90—93).

Chociaż historia odkrycia zjawiska represji glukozowej u drożdży jest 
niemal równie dawna jak u bakterii, badania nad mechanizmami gene
tycznej regulacji katabolicznej represji są daleko mniej zaawansowane. 
Wynika to przede wszystkim z braku danych dotyczących specyficznej 
genetycznej kontroli syntezy i aktywności enzymów biorących udział 
w poszczególnych przemianach. Biosynteza niektórych enzymów podle
gających represji wymaga współdziałania dwóch systemów genetycznych: 
jądrowego i mitochondrialnego. Dodatkowym utrudnieniem jest hamowa
nie przez glukozę i pokrewne cukry aktywności większości enzymów pod
legających represji glukozowej (94).

Pomimo tych wszystkich trudności w kilku pracowniach podjęto syste
matyczne badania nad opracowaniem metod selekcji i poszukiwania mu
tantów, które mogłyby przyczynić się do wyjaśnienia genetycznego pod
łoża zjawiska represji katabolicznej u drożdży (95, 96, 97).

Przez analogię do bakterii należy spodziewać się następujących trzech 
klas m utacji powodujących zmianę wrażliwości na represję kataboliczną:

1) dotyczących syntezy jednego enzymu, takich jak mutacje w miejscu 
promotorowym operonu laktozy czy arabinozy u E. coli;

2) zmniejszających lub znoszących efekt represji glukozowej o feno
typie m utacji crr,

3) powodujących niezdolność do indukcji syntezy enzymów o efek
tach analogicznych do mutacji cya~ i crp~.

W klasie 1) otrzymano m utanty o niewrażliwej na represję glukozową 
syntezie maltazy (88, 98), inwertazy (78), katalazy (95) i jednego z izoen- 
zymów dehydrogenazy alkoholowej — ADH II. Tylko w jednym przypad
ku m utacji oznaczonej symbolem ADR-3c, znoszącej wrażliwość syntezy 
dehydrogenazy alkoholowej ADH II na represję glukozową wykazano, że 
jest to mutacja typu promotorowego. Należy podkreślić, że własności 
mutanta ADR-3c stanowią pierwszy bezpośredni dowód istnienia u drożdży 
miejsc regulatorowych zaangażowanych w katabolicznej represji gluko
zowej. Wyniki prac C i r i a c y e g o  (99—101) dotyczące genetycznej re
gulacji syntezy dehydrogenaz alkoholowych u drożdży wskazują, iż syn
teza izoenzymu ADH II podlega regulacji pozytywnej.

Do klasy 2) zaliczyć można m utanta wyizolowanego przez S c h a m -  
h a r ' t a  i wsp. (79), w którym  pojedyncza mutacja powodowała oporność 
na represję kataboliczną syntezy maltazy, alfa-metylo-glukozydazy, in
wertazy i dehydrogenazy bursztynianowej. Otrzymano również mutanta, 
który w warunkach represji glukozowej charakteryzuje się wysoką aktyw
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nością katalazy i zdeprymowanym poziomem cytochromów ( B i l i ń s k i ,  
niepubl.). Prowadzone obecnie badania genetyczne i biochemiczne nad tym 
mutantem wydają się świadczyć, że istnieje wspólny system regulujący 
biosyntezę hemoproteidów.

Z i m m e r m a n n  i wsp. (96) oraz C i r i a c y (97) poszukiwali szcze
pów drożdży, w których pojedyncza mutacja powodowałaby nieinduko- 
walność syntezy enzymów w warunkach braku represji. Opracowana przez 
Zimmermanna metoda selekcji mutantów oparta jest na założeniu, że 
m utanty te nie powinny rosnąć na niefermentowalnych źródłach węgla, 
ponieważ ich metabolizm wymaga czynnego współudziału takich procesów 
jak transport elektronów, oksydacyjna fosforylacja, glukoneogeneza oraz 
funkcjonującego cyklu glioksalowego, a enzymy katalizujące te procesy 
podlegają represji katabolicznej. Brak indukcji tych enzymów powodo
wałby więc fenotyp m utacji oddechowej. I rzeczywiście autorzy (96) otrzy
mali m utanta, w którym pojedyncza mutacja nazwana catl-1 wywoływa
ła brak derepresji liazy izocytrynianowej, fruktozo-l,6-dwufosfatazy i mal
tazy. Znacznie opóźniona była derepresja dehydrogenazy jabłczanowej, 
natomiast kinetyka derepresji enzymów oddechowych pozostała taka jak 
w szczepie wyjściowym o niezmutowanym allelu CAT1. Otrzymano rów
nież dwa rewertanty, w których przywrócenie zdolności do wzrostu na 
glicerolu spowodowane było wtórnymi mutacjami regulatorowymi. Na 
podstawie analizy genetycznej i biochemicznej tych szczepów zapropono
wano, iż u drożdży zahamowanie syntezy enzymów w warunkach represji 
oraz inicjacja derepresji jest kontrolowana przez odrębne geny regulato
rowe.

V-3. Udział mitochondriów w procesie derepresji

M utanty oddechowe drożdży, rho~ pozbawione funkcji mitochondrial- 
nych na skutek delecji w mitochondrialnym DNA są niezdolne do wzrostu 
na niefermentowalnych źródłach węgla, takich jak glicerol czy etanol, 
mogą one natomiast rosnąć na glukozie czerpiąc energię z procesów fer
mentacji. Wydawałoby się, że powinny one również rosnąć na innych 
fermentowalnych źródłach węgla takich jak galaktoza, melibioza, mal
toza czy rafinoza. Wyniki licznych prac wskazują, że w wielu przypad
kach m utanty oddechowe nie ferm entują tych cukrów (22, 32, 33, 98, 102) 
np. omówione w poprzednich rozdziałach m utanty gal3 rho~.

Wspólną cechą przemian wyżej wymienionych cukrów w komórkach 
drożdży jest to, że synteza enzymów katabolizujących galaktozę, melibiozę, 
maltozę i rafinozę podlega podwójnej kontroli: jest indukowana przez 
swoiste koinduktory oraz podlega represji glukozowej. Dotychczasowe ba
dania zjawiska utraty  zdolności fermentacji niektórych cukrów przez mu
tanty  rho~ miały na celu wyjaśnienie, które z procesów zachodzących
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w mitochondriach są niezbędne dla indukcji enzymów katabolizujących 
wyżej wymienione cukry.

E v a n s  i W i l k i e  (102) zaproponowali, że informacja zawarta 
w mitochondrialnym DNA odpowiedzialna jest za syntezę czynników re
gulujących ekspresję genów jądrowych odpowiedzialnych za metabolizm 
poszczególnych cukrów. Na podstawie zaś obserwacji, że erytromycyna 
inhibitor mitochondrialnej syntezy białek może hamować wykorzystywa
nie galaktozy przez m utanty gal3, P u g l i s i  i A l g e r i  (92) sugerują, 
że decydującym czynnikiem w procesie indukcji enzymów katabolizują
cych galaktozę jest synteza białek mitochondrialnych. Przeciw obu przed
stawionym powyżej hipotezom świadczą następujące fakty: otrzymano 
m utanty w mitochondrialnym DNA, w których zachowana została synteza 
białek mitochondrialnych przy jednoczesnej utracie zdolności do wzrostu 
na galaktozie (103). Zahamowanie poszczególnych funkcji mitochondriów, 
takich jak transport elektronów czy fosforylacja oksydacyjna przy nie
zmienionej replikacji DNA i syntezie białek mitochondrialnych, również 
uniemożliwia indukcję enzymów katabolizmu galaktozy w niektórych 
szczepach drożdży (104).

Udział mitochondriów w procesie indukcji enzymów katabolicznych 
jak się wydaje nie zostanie wyjaśniony jeżeli proces indukcji będzie się 
nadal rozpatrywać niezależnie od represji katabolicznej. Regulacja syn
tezy enzymów na drodze represji katabolicznej jest bowiem nadrzędna 
w stosunku do indukcji. Indukcja enzymów nie zachodzi w warunkach 
represji glukozowej. Według Zimmermanna i inn. (96) indukcję enzymów 
poprzedza faza derepresji, w której następuje usunięcie lub inaktywacja 
hipotetycznego represora (represorów) syntetyzowanego w czasie represji 
glukozowej.

W poprzednim podrozdziale omówiono własności m utanta catl-1. Zmu
towany szczep nie rósł na maltozie na skutek mutacji powodującej nie
zdolność derepresji niektórych enzymów katabolicznych a między innymi
i maltazy. Dane przedstawione przez Zimmermanna świadczą, że w genie 
CAT1 można otrzymać mutacje, które nie będą powodowały całkowitego 
zahamowania derepresji lecz jej opóźnienie. Fenotyp takiej mutacji przy
pomina więc fenotyp mutacji gal3. Być może przedłużony okres adaptacji 
poprzedzający indukcję enzymów katabolizmu galaktozy w mutantach 
typu gal3 jest wynikiem opóźnienia procesu derepresji. Badania nad kine
tyką derepresji katalazy A w mutantach oddechowych drożdży wskazują, 
że obserwowany brak syntezy niektórych enzymów podlegających represji 
w komórkach drożdży o zaburzonych funkcjach mitochondrialnych może 
być skutkiem braku źródła energii niezbędnego dla inicjacji i kontynuacji 
procesu derepresji (105). Na podstawie tej obserwacji można przypuszczać, 
że brak indukcji enzymów katabolizujących galaktozę w mutantach gal3 
rho~ również jest skutkiem braku źródła energii niezbędnej dla procesu 
derepresji. Wyizolowanie nowych mutantów w genach kontrolujących
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nadrzędne systemy regulacyjne jest warunkiem poznania współzależności 
między procesami represji, derepresji i indukcji w drożdżach.

Mechanizmy regulacji genetycznej pozwalają komórkom na dostoso
wanie syntezy białek do aktualnych warunków środowiska. Podstawowy
mi elementami genetycznego systemu regulatorowego są geny struktury 
kodujące sekwencję aminokwasów białek o funkcjach katalitycznych lub 
strukturalnych oraz geny regulatorowe kodujące sekwencję aminokwasów 
białek regulujących ekspresję innych genów. Układ podlegający regulacji 
składa się z genu (genów) struktury  oraz odcinków DNA o funkcji regu
lacyjnej będących miejscami receptorowymi dla produktów genów regu
latorowych. W genotypie eukariontów w wielu przypadkach zidentyfiko
wano geny struktury  i geny regulatorowe, natomiast w nielicznych tylko 
przypadkach wykazano obecność miejsc receptorowych typu promotoro- 
wego lub operatorowego.

A r ty k u ł  o trzym an o  1.10.1977; po re w iz j i  au torsk ie j  p r z y ję to  14.12.1977.
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I. Proces erytropoezy u ptaków

Podczas dojrzewania komórek erytroidalnych ptaków następuje prak
tycznie całkowita inaktywacja ich genomu, przy czym nie zanika jądro 
komórkowe, tak jak ma to miejsce w erytropoezie u ssaków. Równocześnie 
w całej komórce zachodzą typowe dla poszczególnych form różnicowania 
komórkowego znaczne zmiany morfologiczne i biochemiczne, prowadzące 
do zaniku pewnych funkcji metabolicznych (Ryc. 1).

LEB SEB EPE MPE LPE MF
Objętość komórki 16 8 4 2 1 1 1 1

§
I______Sgnteza DNA__________

I______Synteza R N A _____________________
Synteza białek 1

I Biatka nieheinogiobinowe _̂_______Hem oglobina

Ryc. 1. Schemat procesu erytropoezy u ptaków (1).
LEB — duży erytroblast; SEB — m ały erytroblast; EPE — w czesny erytrocyt polichrom atyczny; 
MPE — średni erytrocyt polichrom atyczny; LPE — późny erytrocyt polichrom atyczny; ME —

dojrzały erytrocyt.

Tylko najmłodsze formy komórek erytroidalnych ptaków (komórki 
układu erytroblastycznego) mają zdolność podziału i syntezy DNA (1, 2, 
3, 4). Ich komórki potomne — erytrocyty polichromatyczne — wysoce wy
specjalizowane w syntezie hemoglobiny, są już formami niedzielącymi się. 
Podczas różnicowania maleje zdolność komórek do syntezy RNA i białka 
(5, 6, 7, 8). Niemniej jednak w dojrzałych erytrocytach włączana jest jesz
cze do RNA niewielka ilość [sH]urydyny i [S2P]ortofosforanu, wykazano 
też w tych komórkach obecność aktywnej polimerazy RNA (9, 10). Inakty- 
wacji genomu komórkowego, wyrażającej się zahamowaniem syntezy 
DNA, RNA i białek, towarzyszy postępująca kondensacja chromatyny 
oraz zmniejszanie się objętości i suchej masy jądra komórkowego (11,
12, 13).

Skondensowana chromatyna w znacznej swej części występuje w nie
aktywnej genetycznie formie już w komórkach z wczesnych stadiów ery
tropoezy. Różnice w suchej masie jądra erytroblastów i komórek w póź
niejszych stadiach rozwoju mogą wynikać częściowo przynajmniej z faktu, 
że większość erytroblastów znajduje się w fazach S oraz G2 cyklu komór
kowego, a więc charakteryzuje je wyższa średnia zawartość DNA niż póź
ne erytrocyty polichromatyczne i dojrzałe erytrocyty, będące w fazie Gx 
(1). Stosunek suchej masy jądra do zawartości DNA zmniejsza się jednak 
w komórkach erytroidalnych podczas erytropoezy nawet po utracie przez 
nie zdolności syntezy DNA, co można tłumaczyć przede wszystkim obni
żeniem zawartości składnika białkowego tych komórek (Tabela 1).

Wydaje się, że białka aparatu genetycznego — histony i białka niehi-
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stonowe — mogące regulować funkcje chromatyny poprzez oddziaływanie 
na jej strukturę, zdolność syntezy RNA i specyficzną transkrypcję genów, 
odgrywają znaczną rolę w inaktywacji genomu komórek erytroidalnych 
w procesie erytropoezy.

Tabela 1
Skład chemiczny jąder komórek erytroidalnych kaczki (3).
Wartości przedstawiają stosunek wagowy RNA oraz białek do DNA.

Typ komórki 
erytroidalnej

RNA Białko
całkowite

Histony Białko
niehistonowe

Mały i duży erytroblast oraz 
wczesny erytrocyt polichro- 
matyczny 0,32 2,34 0,97 1,37

Wczesny erytrocyt polichro- 
matyczny 0,17 1,81 0,96 0,88

,

Średni erytrocyt polichroma- 
tyczny 0,12 1,50 0,99 0,51

Późny erytrocyt polichroma- 
tyczny 0,08 1,30 0,90 0,40

Dojrzały erytrocyt 0,06 1,13 0,91 0,23

II. H istony komórek erytroidalnych ptaków  

II-l. Niejednorodność

Oprócz pięciu frakcji histonowych występujących powszechnie w ko
mórkach eukariotycznych (HI — histon silnie lizynowy; H2A i H2B — 
histony umiarkowanie lizynowe; H3 i H4 — histony argininowe) histony 
erytrocytów ptaków, a także płazów i ryb zawierają specyficzną frakcję 
H5, której obecności nie wykazano dotychczas w innych komórkach orga
nizmów eukariotycznych (14—20, 38). Histon H5 występuje w dwóch for
mach izomorficznych różniących się jednym aminokwasem w pozycji 15 
łańcucha polipeptydowego. W erytrocytach kaczki formy te stanowią od
powiednio 35 i 65°/o frakcji H5 (21—23). Badania struktury pierwszorzę- 
dowej histonu H5 wykazały, że jest to 197—aminokwasowy łańcuch poli- 
peptydowy o masie cząsteczkowej 21 450, ..charakteryzujący się wysoką 
zawartością lizyny (24, 25). W 1976 r. S a u t i e r e  i wsp. (26) podali se
kwencję pierwszych 111 aminokwasów w cząsteczce histonu H5 erytro
cytów kurcząt (Ryc. 2).

Aminokwasem N-końcowym w tym histonie jest treonina, a C-termi- 
nalnym lizyna. W sekwencji N-końcowej części łańcucha zlokalizowane
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są wszystkie reszty aminokwasów aromatycznych i większość hydrofobo
wych, C-terminalna część białka ma natomiast charakter zasadowy. 
Wśród 86 reszt aminokwasowych, których sekewncji dotychczas nie ozna
czono, znajdują się 32 lizyny i 13 arginin.

T H R -G LU -S E R -L E U -V A L -L E U - S E R - P R 0 - A L A - P R 0 -A L A - L Y S - P R 0 - L Y S - ! ? n r - V A L - L Y S  -1 10 AKb
A L A - S E R -A R G -A R G -S E R -A L A - S E R -H IS -P R O -T H R -T Y R - S E R -G L U -M E T - l lE -A L A -A L A -  

20 30

A L A - IL E -A R G -A L A -G L U -L Y S -S E R -A R G -G L Y -G L Y -S E R - S E R -A R G -G L N -S E R - IL E -G L N -  
40  50

L Y S - T Y R - IL E - L Y S - S E R - H IS - T Y R - L Y S - V A L - G L Y -H IS -A S N - A  L A -A S P -L E U -G L N -I LE -
60

LYS —LEU—SE R —I L E -A R G -A R G -L E U -L E U -A L A -A L A -G L Y -V A L -L E U -L Y S -G L N -T H R -L Y S  -  
70 80

G L Y - V A L -G L Y -A L A -G L Y -S E R - S E R -P H E -A R G -L E U -A L A -L Y 5 -5 E R -A 5 P -L Y S -A L A -L Y S -  
90 )00

a r g - s e r - p r o - g l y - l y s - l y 5 - l y s - a l a - l y s - [ t h r3 ,5 E r 8 , p r o 10( g ly2 , a l a i6 ,v a l3 ,

lys32, arg)3]

Ryc. 2. Sekwencja aminokwasowa N-końcowego fragmentu histonu H5 erytrocytów
kurczęcia (26).

Histon H5 erytrocytów ptaków wykazuje znaczne podobieństwo do hi
stonu HI komórek innych tkanek pod względem składu aminokwasowego, 
masy cząsteczkowej, a szczególnie rozmieszczenia hydrofobowych i zasa
dowych reszt aminokwasowych w cząsteczkach. Znaczna homologia 
sekwencji aminokwasowej N-końcowej części histonu H5 oraz histonu HI 
innych tkanek zwierzęcych (grasica cielęcia i królika, gruczoły jądrowe 
pstrąga) sugeruje, że geny odpowiadające tym frakcjom histonowym mo
gły ewoluować ze wspólnego pragenu, a różnice w rozmiarach cząsteczek 
histonu HI i H5 mogą wynikać z delecji lub duplikacji pewnych regionów 
genów (27—29).

Frakcja H5, stanowiąca od 10—28°/o histonu całkowitego erytrocytów, 
zastępuje prawdopodobnie w komórkach erytroidalnych frakcję silnie lizy- 
nową HI (3,30—36). Stwierdzono, że histon HI nie występuje w erytrocy
tach żaby Rana catesbeiana i ryby Caranx hippos (18) natomiast D i c k
i J o h n s  (30) zaobserwowali jego znaczny 5-krotny spadek w erytrocy
tach kaczki w porównaniu z zawartością HI grasicy cielęcia.

Histon HI komórek erytroidalnych charakteryzuje się znaczną niejed
norodnością. Zarówno w żelu poliakryloamidowym, jak i w toku chroma
tografii jonowymiennej można go rozdzielić na 5—6 frakcji, wykazują
cych specyficzność tkankową i gatunkową. Zawartość histonu HI w ery
trocytach kurcząt jest mniejsza niż w chromatynie innych tkanek. 
Jakościowo jest on odmienny od histonu HI innych tkanek kręgowców, 
pomimo niewielkich różnic w składzie aminokwasowym (23, 34, 37). Pozo
stałe frakcje histonowe z erytrocytów, podobnie jak w przypadku innych
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tkanek, wykazują znaczną konserwatywność ewolucyjną struktury  pierw- 
szorzędowej (38).

Podczas erytropoezy całkowita ilość histonów w chromatynie komórek 
erytroidalnych pozostaje praktycznie stała (Tabela 1) (3, 31), zmienia się 
natomiast względna zawartość poszczególnych frakcji histonowych. 
Stwierdzono około 2-krotny wzrost ilości histonu H5 (3, 30, 31, 33, 39, 40). 
Kontrowersyjne są jednak dane odnośnie zawartości pozostałych frakcji 
histonowych (30—33). Ostatnio wykazano, że poza histonem H2A, któ
rego ilość nieznacznie wzrasta w dojrzałych erytrocytach, zawartość po
zostałych frakcji histonowych maleje podczas erytropoezy (3) (Ryc. 3).

&
*O

+ EPE
Komórki erytroidalne

Ryc. 3. Zmiany w udziale ilościowym poszcze
gólnych histonów podczas erytropoezy u kacz

ki (3).
W artości w yliczon o  jako % całkow itej gęstości op
tycznej przy 615 mm. N om enklatura k lejnych  form  

kom órek erytroidalnych jak na ryc. 1.

Sugerowano, że specyficzny dla komórek erytroidalnych ptaków histon 
H5 odpowiedzialny jest za inaktywację genomu (41—45) i kondensację 
chromatyny erytrocytów (12, 46—48) (nie stwierdzono występowania tej 
frakcji histonowej w komórkach erytroidalnych tracących jądro podczas 
erytropoezy (49)). Jednakże obecność tego histonu już w najmłodszych 
formach komórek erytroidalnych ptaków podważa hipotezę o bezpośred
niej zależności między represją genomu i występowaniem histonu H5. 
Ponadto jakościowe i ilościowe różnice w obrębie tej frakcji, obserwowane 
w komórkach różnych gatunków ptaków nie dadzą się skorelować ani 
z metabolicznym ani strukturalnym  zróżnicowaniem erytrocytów. Pozwa
la to przypuszczać, że za inaktywację genomu odpowiedzialna jest nie 
bezwzględna zawartość histonu H5, ale szybkość jego syntezy oraz zdol
ność do interakcji z DNA.

Mechanizmami, dzięki którym histony mogą odgrywać zasadniczą rolę
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w zmianach struktury i funkcji chromatyny, mogą być modyfikacje en
zymatyczne ich struktury  pierwszorzędowej, zmieniające ładunek elek
tryczny cząsteczki, co w efekcie prowadzi do zmiany w oddziaływaniu 
DNA-histon. Uważa się, że modyfikacje struktury  pierwszorzędowej, które 
obniżają dodatni ładunek histonu (fosforylacja, acetylacja) sprzyjają „roz
proszeniu” chromatyny i wzrostowi jej zaangażowania w procesach tran
skrypcji, podczas gdy modyfikacje, w wyniku których ulega podwyższeniu 
dodatni ładunek histonu (metylacja), wydają się sprzyjać kondensacji 
chromatyny i przeciwdziałać transkrypcji (38).

II-2. Synteza

Erytroblasty ptaków są jedynymi krwinkami syntetyzującymi wszyst
kie frakcje histonowe. Już po 1-minutowej inkubacji z [3H]leucyną lub 
[3H] lizyną komórek erytroidalnych szpiku anemizowanych kaczek, można 
otrzymać z jąder komórkowych znakowane histony. Świadczy to zarówno
o dużej szybkości elongacji łańcucha peptydowego, jak i o dużej szybkości 
transportu histonów z miejsc syntezy w cytoplazmie do jądra (50). Szyb
kość włączania znakowanych aminokwasów w poszczególne frakcje histo
nowe jest najwyższa w przypadku histonu H5 (2). W przeciwieństwie do 
pozostałych frakcji histonowych, synteza tego specyficznego dla komórek 
erytroidalnych ptaków histonu, trw a jeszcze w niedzielących się erytro
cytach polichromatycznych (Ryc. 4) (23, 51—53).

Ryc. 4. Synteza histonów w  procesie erytropoezy 
u kaczki (23).

Brak włączania [3H]leucyny w obecności inhibitorów syntezy DNA do 
wszystkich frakcji histonowych poza H5 wskazuje, że podobnie jak w in
nych tkankach eukariotów, synteza histonów HI, H2A, H2B, H3 i H4 
komórek erytroidalnych ptaków ma związek z syntezą DNA. Fakt, że inhi

+EPE

Komórki erytroidalne
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bitory syntezy DNA (np. hydroksymocznik) blokują syntezę wszystkich 
histonów z wyjątkiem H5, sugeruje odrębny mechanizm regulacji trans
krypcji jego matrycy (23). •

II-3. Fosforylacja

Wykazano różny stopień ufosforylowania poszczególnych frakcji histo- 
nowych komórek erytroidalnych oraz zależność ilości włączonego izotopu 
od stopnia zróżnicowania krwinek. Radioaktywny fosfor włączany jest 
w histony erytroblastów od 2 do 6 razy intensywniej niż w histony retiku- 
locytów. Histony tych ostatnich fosforylowane są w nieznacznie tylko 
wyższym stopniu w porównaniu z odpowiednimi białkami erytrocytów. 
Sugeruje się, że fosforylacja większości frakcji histonowych komórek, nie
zbędna do transportu nowosyntetyzowanych peptydów z cytoplazmy do 
jądra, wyprzedza syntezę DNA. W yjątek stanowią histony H2A i H5, 
których fosforylacja przebiega niezależnie od replikacji DNA chromatyny 
(2, 54, 55). Natomiast w retikulocytach (średnie i późne erytrocyty poli
chromatyczne) poza histonem H5 fosforylacji ulega także histon H2B (53). 
Wydaje się, że również histon H5 fosforylowany jest jedynie w erytro- 
blastach (23). Natomiast fosforylacja histonu H2A przebiega intensywnie 
jeszcze w późniejszych stadiach dojrzewania komórek erytroidalnych.

Progresywny spadek zawartości fosforu we frakcji H5 podczas dojrze
wania erytrocytów ptaków, może być przejawem jednego z mechanizmów 
odpowiedzialnych in vivo za przekształcenie chromatyny w formę trans- 
krypcyjnie nieaktywną (2, 36, 48, 55—57). W erytroblastach około 70— 
80% cząsteczek histonu H5 jest ufosforylowanych, podczas gdy w erytro
cytach polichromatycznych — tylko około 50°/o. Ilość ufosforylowanych 
reszt seryny w nowozsyntetyzowanych cząsteczkach histonu H5 niedoj
rzałych form jest równa lub mniejsza od dziewięciu (36). W histonie H5 
dojrzałych erytrocytów stwierdzono natomiast tylko 4 miejsca fosfory
lacji, są nimi: Ser 45 (lub 46), Ser 49, Ser 91 (lub 92) oraz seryna lub 
treonina we fragmencie łańcucha między 111 i 200 resztą aminokwaso- 
wą (58). Niższa zawartość fosforu w histonach dojrzałych form może 
odzwierciedlać mniej aktyw ny proces fosforylacji lub wyższy stopień de- 
fosforylacji, bądź też być wypadkową obydwu procesów jednocześnie. 
Sugeruje się że defosforylacja histonu H5 podczas erytropoezy prowadzi 
do przekształcenia tego białka w „super—represor” (36, 59).

II-4. Acetylacja

Histony komórek erytroidalnych ptaków, niezależnie od stadium zróż
nicowania komórek, mają zdolność włączania radioaktywnego octanu. Ace
tylacja histonów w miarę postępu erytropoezy nie ma zatem związku ani
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z ich syntezą ani replikacją DNA. Jednak podczas dojrzewania krwinek 
obserwowano 4—5-krotne zmniejszenie stopnia acetylacji histonów (3, 23), 
przy równoczesnym wzroście aktywności deacetylazy histonowej (60).

Podobnie jak w innych tkankach frakcjami mającymi największą zdol
ność włączania [3H] lub [14C] octanu są histony argininowe, tj. H3 i H4. 
W histonie H3 obok form niezacetylowanych można wyróżnić formy za
wierające jedną oraz dwie reszty t-N-acetylolizyny. Histon H4 zaś, poza 
N-acetyloseryną zawiera jeszcze trzy reszty lizyny zdolne do acetylacji. 
Rozbicie cząsteczki znakowanego histonu H2B za pomocą bromocyjanu 
oraz termolizyny ujawnia obecność co najmniej dwóch miejsc acetylacji 
w obrębie zasadowej, N-końcowej części jego łańcucha polipeptydowego 
(60).

Niskie włączanie radioaktywnego octanu przez histony HI i H2A w y
nika prawdopodobnie z acetylacji N-końcowej seryny. Acetylacja N-koń- 
cowego aminokwasu tych histonów nie byłaby zatem modyfikacją wtórną 
ich cząsteczek, ale związana byłaby z inicjacją syntezy łańcuchów poli- 
peptydowych (23). W 1977 r. S u n g  i wsp. (53) wykazali jednak, że za
blokowanie syntezy białka cykloheksoimidem nie wpływa na zahamowa
nie acetylacji histonu H2A, podczas gdy histony HI i H5 prawdopodobnie 
nie ulegają acetylacji.

Równocześnie ze zmniejszeniem stopnia acetylacji histonów podczas 
erytropoezy maleje aktywność matrycowa chromatyny komórek erytro- 
idalnych w syntezie RNA in vitro. W doświadczeniach z użyciem inhibi
torów polimerazy RNA ( a-amanityny, aktynomycyny D, ryfamycyny 
AF/013) wykazano jednak, że acetylacja histonów H3 i H4 przebiega pod
czas zahamowanej syntezy RNA (23). Mechanizmy kontrolujące syntezę 
RNA i acetylację histonów nie są zatem ściśle powiązane.

Konieczne są dalsze badania, które mogłyby wykazać czy acetylacja 
i deacetylacja histonów, prowadząca do zmiany ładunku w obrębie zasa
dowych obszarów cząsteczek białka na skutek enzymatycznej modyfikacji 
¿-aminowych grup lizyny, a więc do zmiany w oddziaływaniu histonów 
z DNA, może być jednym z mechanizmów regulujących dostępność DNA 
dla transkrypcji podczas erytropoezy.

II-5. Metylacja

Metylacji ulegają jedynie histony argininowe, tj. H3 i H4 w komórkach 
każdego ze stadiów różnicowania krwinki czerwonej (53). Stopień mety
lacji tych histonów jest jednak 3-krotnie wyższy w erytroblastach niż 
w retikulocytach. W nieaktywnych metabolicznie erytrocytach nie obser
wuje się w ogóle włączania grupy metylowej [14CH3] metioniny.
Analiza aminokwasowa wykazała jednak, że histony H3 retikulocytów
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i erytrocytów zawierają prawie identyczną liczbę zmetylowanych reszt 
lizyny, co sugeruje, że histony argininowe skondensowanej chromatyny 
erytrocytów podlegają metylacji.

III. Białka niehistonowe chrom atyny komórek erytroidalnych ptaków  

III-l. Niejednorodność

Erytrocyty ptaków w porównaniu z innymi tkankami charakteryzują 
się wyjątkowo niską zawartością białek niehistonowych, co pozosta
je prawdopodobnie w związku z niską aktywnością matrycową chroma
tyny tych komórek w syntezie RNA i białka. Stosunek białek niehisto
nowych do DNA waha się w granicach od 0,2 do 0,5 (61—64). Białka 
niehistonowe erytrocytów w porównaniu z analogicznymi białkami komó
rek innych tkanek wykazują znacznie niższą niejednorodność. Oprócz 
frakcji białek niehistonowych typowych tylko dla erytrocytów występują 
w ich chromatynie również frakcje spotykane w białkach niehistonowych 
innych tkanek. Być może są to enzymy katalizujące procesy metabolicz
ne zachodzące w jądrze komórkowym oraz białka strukturalne chroma
tyny. Niemniej jednak obserwuje się różnice w ilościowej zawartości tych 
frakcji białkowych w jądrach komórkowych tkanki erytroidalnej i nie- 
erytroidalnej.

Analiza elektroforetyczna białek niehistonowych (rozpuszczalnych 
w fenolu o pH 8,4 oraz 9,4) z erytrocytów gęsi wykazała obecność około 
17 frakcji w ekstrakcie o pH 8,4 i 12 frakcji w pH 9,4. W analogicznych 
białkach wątroby obserwowano natomiast odpowiednio 23 i 22 frakcje. 
Białka niehistonowe komórek erytroidalnych charakteryzują się wyższą 
zawartością frakcji o masach cząsteczkowych w granicach 80 000—146 000, 
podczas gdy w białkach niehistonowych wątroby dominują frakcje o ma
sach w zakresie od 20 000 do 80 000 daltonów (45, 62). Według E 1 g i n a 
i B o n n e r a  (65) frakcja białek niehistonowych o masie cząsteczkowej 
146 000 jest charakterystyczna dla erytrocytów.

Porównano rozpuszczalne w 0,35 M roztworze chlorku sodu białka 
niehistonowe erytrocytów kurcząt oraz grasicy cielęcia (66). Ekstrahujące 
się w tych warunkach białka niehistonowe erytrocytów charakteryzowały 
się występowaniem frakcji o wysokich masach cząsteczkowych, których 
aż 95°/o strącało się za pomocą 2°/o roztworu kwasu trójchlorooctowego 
(w przypadku innych tkanek tylko ok. 50%>). Elektroferogramy białka 
erytrocytów wytrąconego 10°/o roztworem kwasu trójchlorooctowego 
nie wykazywały obecności frakcji odpowiadających analogicznym białkom 
grasicy cielęcia i owcy, wątroby szczura oraz komórek nowotworowych. 
Dominowała w nich frakcja o masie cząsteczkowej około 35 000, podczas
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gdy w grasicy cielęcia pod względem ilościowym najsilniej reprezento
wana była frakcja o masie 25 000 daltonów. G o o d w i n i wsp. (67) su
gerują, że fj-akcja białek niehistonowych ekstrahująca się 0,35 M roztwo
rem NaCl występuje w nukleosomach aktywnych transkrypcyjnie rejo 
nów chromatyny.

Stosując do izolowania białek niehistonowych metody pozwalające na 
otrzymanie praktycznie całej puli tych białek wykazano (68), że białka 
niehistonowe erytrocytów i retikulocytów kaczki są białkami o charakte
rze kwaśnym. Stosunek aminokwasów kwaśnych do zasadowych wynosi 
w przypadku erytrocytów 1,53, a retikulocytów 1,46. W wyniku elektro
forezy w żelu poliakryloamidowym, zawierającym SDS, białka te rozdzie
lały się na 16—26 frakcji o masach cząsteczkowych od 12 500 do 150 000. 
Zależnie od metod dysocjacji chromatyny oraz izolowania z niej białek 
niehistonowych obserwowano w ich obrazie elektroforetycznym przewagę 
bądź frakcji wysokocząsteczkowych (72 000 i 150 000) (69, 70), średnio- 
cząsteczkowych (50 000, 65 000 i 70 000) (3, 72), bądź niskocząsteczkowych 
w zakresie 13 000—20 000 daltonów (71).

Stosowanie różnych technik izolowania białek niehistonowych z ma
teriału biologicznego utrudnia porównanie wyników nawet w obrębie tej 
samej tkanki.

Analiza składu chemicznego zarówno jąder komórkowych jak i chro
matyny ptasich komórek erytroidalnych wykazała, że podczas erytropo- 
ezy następuje progresywne zubożenie chromatyny tych komórek w biał
ko, spowodowane znacznym obniżeniem ogólnej zawartości białek nie
histonowych (3, 72, 73) (Tabela 1). Białka niehistonowe dojrzałych form 
są mniej niejednorodne, a zmianom podczas erytropoezy podlegają w y
biórczo tylko niektóre ich frakcje. Zmiany w elektroferogramach białek 
niehistonowych zróżnicowanych metabolicznie komórek erytroidalnych 
kaczki mają charakter głównie ilościowy. Dotyczą one przede wszystkim 
frakcji o stosunkowo niskich masach cząsteczkowych (26 000 i 28 000 dal
tonów) (3). Podczas erytropoezy komórek erytroidalnych kur zaznacza 
się zmniejszenie zawartości frakcji białek niehistonowych o masach cząs
teczkowych około 23 000 i 86 000 (73). Porównując obrazy elektrofore- 
tyczne białek niehistonowych chromatyny erytrocytów i erytroblastów 
gołębia wykazano przede wszystkim występowanie różnic jakościowych. 
Dojrzewaniu komórki erytroidalnej gołębia towarzyszy zanik frakcji
o masach cząsteczkowych powyżej 68 000, z równoczesnym pojawie
niem się 2—3 dodatkowych frakcji nie występujących w erytroblas- 
tach (74).

Przypuszcza się, że dające się wykazać na elektroferogramach ilościo
we i jakościowe zmiany w składzie białek niehistonowych podczas erytro
poezy, mogą być wynikiem zróżnicowania metabolicznego komórek ery
troidalnych.
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W komórkach erytroidalnych intensywność syntezy białek niehisto- 
nowych znacznie maleje w miarę dojrzewania komórki (3, 75). W przeci
wieństwie więc do większości frakcji histonowych synteza białek niehis- 
tonowych odbywa si^ głównie w fazie Gx, tj. wyprzedza replikację DNA 
(76).

Mimo, że erytroblasty charakteryzują się wyższym tempem syntezy 
białek niehistonowych w porównaniu z bardziej dojrzałymi formami, to 
jednak te same frakcje białkowe syntetyzowane są przez erytroblasty 
i wczesne erytrocyty polichromatyczne (wielobarwliwe). W późnych ery
trocytach polichromatycznych kaczki obserwuje się syntezę białek nie
histonowych o masach w zakresie od 54 000 do 130 000 daltonów. Synteza 
białek tej grupy nie zachodzi w erytrocytach, a niska ich zawartość 
w chromatynie tych komórek świadczy, że nie są one gromadzone w doj
rzałych formach krwinek (23). W niedojrzałych komórkach erytroidal
nych kurcząt występuje natomiast frakcja o masie cząsteczkowej około 
81 000, której syntezy nie obserwuje się w erytrocytach (75).

III-2. S y n te z a

Ryc. 5. Synteza białek niehistonowych chro
matyny w procesie erytropoezy u kaczki. 

W ykresy densytom etryczne rozdziałów  w  żelu po- 
liakryloam idow ym  białek n ieh iston ow ych  rozpusz

czalnych w  l°/o SDS o pH 8,0 (23).

Hasa cząsteczkowa x 103

Długość żelu (mm)

Być może, te frakcje białkowe pojawiające się w chromatynie późnych 
erytrocytów polichromatycznych odgrywają istotną rolę w „superrepresji” 
aktywności jądrowej dojrzałych erytrocytów (Ryc. 5).
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III-3. Fosforylacja

Fosforylacja białek niehistonowych chromatyny komórek erytroidal
nych ptaków jest różna w komórkach o różnym stopniu zróżnicowania 
(77, 78). Ilość znakowanego fosforu włączanego do białek jądrowych reti- 
kulocytów kaczki jest ponad 4-krotnie wyższa niż w dojrzałych komór
kach. Po zahamowaniu syntezy białek komórkowych puromycyną w yka
zano, że włączanie fosforu polega na fosforylacji uprzednio zsyntetyzo- 
wanych łańcuchów polipeptydowych. Fosforylacja białek niehistonowych 
może zachodzić przy zahamowanej syntezie DNA i RNA (79). Równolegle 
ze zmniejszeniem stopnia ufosforylowania białek niehistonowych i ich 
defosforylacją następuje spadek aktywności kinazy fosfoproteidowej. Su
geruje się, że defosforylacja silnie związanych z DNA białek niehistono
wych (nie ekstrahujących się 0,35 M roztworem NaCl) jest jedną z przy
czyn inaktywacji genomu podczas erytropoezy (59).

Łatwość zanieczyszczenia frakcji jądrowej komórek erytroidalnych 
ptaków błonami cytoplazmatycznymi może spowodować błędną interpre
tację wyników badań nad fosforylacją białek niehistonowych chromatyny 
tych komórek. Chociaż białka niehistonowe erytrocytów kurcząt (rozpu
szczalne w 8 M moczniku) zawierają około 12 razy więcej fosforu niż biał
ka błon, to jednak zdolność fosforylacji tych ostatnich jest 3-krotnie wyż
sza (79).

IV. W pływ histonów i białek niehistonow ych na aktywność matrycową  
chrom atyny komórek erytroidalnych ptaków.

Aktywność matrycowa chromatyny erytroblastów gołębia w syntezie 
RNA stanowi około 5°/o aktywności matrycowej DNA pozbawionego bia
łek. W przypadku erytrocytów jest ona 8—10 razy niższa. Aktywność 
matrycowa wyizolowanej chromatyny erytroblastów i erytrocytów sta
nowi natomiast odpowiednio 12—15°/o oraz 2—3°/o aktywności DNA (42, 
80).

Niska aktywność matrycowa chromatyny dojrzałych erytrocytów w po
równaniu z chromatyną młodszych form (2, 41, 42, 44, 52, 80—85), a także 
innymi tkankami ptaków (45, 61, 81) czy ssaków (44, 82) wynika naj
prawdopodobniej ze zmian jakościowych i ilościowych w obrębie białek 
chromatyny. Rekonstruowana chromatyna zawierająca DNA grasicy cie
lęcia i białka chromatynowe erytrocytów ma niższą zdolność transkryp- 
cyjną niż chromatyna zawierająca DNA erytrocytów i białka chromatyny 
grasicy (44).

Badania aktywności matrycowej chromatyny erytrocytów, z której 
usuwano selektywnie, na drodze kwaśnej ekstrakcji, poszczególne histony 
wykazały, że usunięcie histonu HI pozostaje bez wpływu na ten proces.
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Usunięcie zaś histonu H5 podwyższa zdolność transkrypcyjną chromatyny
0 około 50% w stosunku do chromatyny pozbawionej całko
wicie histonów. Usunięcie białek niehistonowych powoduje dalszy wzrost 
aktywności matrycowej o około 21—25°/o w stosunku do aktywności DNA 
pozbawionego białek (41, 43, 44). Chromatyna dojrzałych erytrocytów za
wiera 5—6 razy mniej miejsc wiązania bromku etydyny niż DNA. Liczba 
miejsc wiążących barwnik wzrasta najwyraźniej po oddysocjowaniu 
z chromatyny histonu H5 (43, 86).

Wydaje się, że w komórkach erytroidalnych histony są w większym 
stopniu odpowiedzialne za ograniczenie aktywności matrycowej chroma
tyny niż w innych tkankach. Najwyraźniejszy wzrost aktywności m atry
cowej chromatyny erytrocytów obserwuje się po ekstrakcji histonów HI
1 H5 (0,6 M NaCl), podcza‘s gdy w przypadku chromatyny wątroby — po 
ekstrakcji białek niehistonowych (Tabela 2) (45).

Tabela 2

Zmiany właściwości chromatyny erytrocytów i wątroby kurczęcia po 
ekstrakcji roztworem chlorku sodu (45).

Aktywność matrycową wyliczono w stosunku do aktywności matrycowej DNA, przy
jętej jako 100%.

j Stężenie 
i  NaCl 

(M)

Białko/DNA Aktywność matrycowa

erytrocyty wątroba erytrocyty wątroba

0,1 1,05 2,25 2,1 9,6

0,4 0,85 1,71 2,9 14,6

0,6 0,64 1,55 33,3 32,6

1,0 0,44 0,85 37,6 45,3

2,0 0,24 0,60 84,9 64,0

Wyniki badań struktury  chromatyny sugerują istotny udział histonu 
H5 w inaktywacji genomu erytrocytów. Po przeprowadzeniu rozdziału 
chromatograficznego chromatyny erytrocytów na ECTHAM-celulozie 
okazało się, że nie zawiera ona obszarów pozbawionych histonu H5, ana
logicznych do rejonów pozbawionych histonu HI w chromatynie tkanek 
nieerytroidalnych (87).

Wydaje się, że nie tylko histon H5 bierze udział w „superrepresji” 
genomu erytrocytów. Białka niehistonowe chromatyny erytroblastów, 
w układzie pozakomórkowym, zwiększają około 3-krotnie aktywność m a
trycową chromatyny erytrocytów w syntezie RNA. Dodanie białek nie
histonowych erytrocytów pozostaje bez wpływu na ten proces lub nawet
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go hamuje. Syntezę RNA stymulują głównie białka niehistonowe erytro- 
blastów rozpuszczalne w 0,35 M roztworze NaCl (Ryc. 6) (74).

Technika hybrydyzacji globinowego mRNA z komplementarnym DNA 
(cDNA), otrzymanym na m atrycy globinowego mRNA z użyciem odwrot
nej transkryptazy, pozwoliła bliżej scharakteryzować nowosyntetyzowane 
produkty transkrypcji hybrydów chromatynowych. W wyniku jej zasto-

Ryc. 6. Wpływ białek niehistonowych chromatyny erytrocytów i erytroblastów go
łębia na aktywność matrycową chromatyny erytrocytów w  obecności polimerazy

RNA z E. coli (74).
1 — białka n ieh istonow e erytrocytów , 2 — białka n ieh istonow e erytrob lastów  rozpuszczalne  

w  0,35 M NaCl, 3 — białka n ieh istonow e erytrob lastów  nierozpuszczalne w  0,35 M NaCl.

sowania sugeruje się, że za specyficzną transkrypcję genu globiny, pod
stawowego białka powstającego w komórkach erytroidalnych, odpowie
dzialne są właśnie białka niehistonowe. Synteza RNA analogicznego z glo- 
binowym mRNA zachodzi tylko w układzie zawierającym chromatynę 
otrzymaną z retikulocytów. Nie stwierdza się jej w przypadku chromatyny 

, wątroby lub DNA retikulocytów pozbawionego białek (88). Sekwencje 
nukleotydowe swoiste dla globinowego mRNA syntetyzują się tylko na 
rekonstruowanej chromatynie retikulocytów zawierającej białka niehisto
nowe retikulocytów (podstawienie ich białkami niehistonowymi wątroby 
uniemożliwia syntezę globiny) (89). Według C h i  u i wsp. (90) za roz
poznawanie sekwencji nukleotydowej genu globinowego odpowiedzialna 
jest frakcja białek niehistonowych o wysokim powinowactwie do DNA, # 
podczas gdy białka niehistonowe luźno związane z DNA oraz histony tej 
cechy nie wykazują. Chromatyna rekonstruowana z DNA, histonów i „luź
no” związanych z DNA białek niehistonowych mózgu kurczęcia oraz bia
łek niehistonowych o wysokim powinowactwie do DNA pochodzącym z re
tikulocytów, syntetyzuje globinowe mRNA z taką samą efektywnością co 
chromatyna rekonstruowana z DNA i białek retikulocytów.

V. U wagi końcowe

Wydaje się, że na poziomie transkrypcji należy szukać przyczyn mor
fologicznych, biochemicznych i funkcjonalnych zmian fenotypu komórek 
erytroidalnych podczas erytropoezy. Procesowi różnicowania i dojrzewa-
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nia krwinek czerwonych towarzyszą zmiany właściwości fizykochemicz
nych i cytochemicznych kompleksu DNA-białko w chromatynie. W miarę 
różnicowania się ptasich komórek erytroidalnych ich chromatyna traci 
zdolność wiązania barwników zasadowych, prawdopodobnie na skutek 
maskowania ujemnie naładowanych grup fosforanowych DNA przez biał
ka (12). Obserwuje się wzrost odporności chromatyny na denaturację te r
miczną i kwaśną hydrolizę w reakcji Feulgena. Równolegle maleje w ko
mórkach erytroidalnych aktywność polimerazy RNA (39, 80, 91), a akty
wność polimerazy DNA i kinazy tymidynowej wykrywa się jedynie 
w komórkach najmłodszych form zachowujących zdolność podziału i syn
tezy DNA (92, 93).

Chociaż charakterystyczny dla komórek erytroidalnych ptaków his
ton H5 obecny jest w komórkach wszystkich stadiów rozwojowych, to je
go zawartość w chromatynie wzrasta wraz z postępującym zróżnicowa
niem komórki i kondensacją chromatyny. Przy ogromnej konserwatywno- 
ści ewolucyjnej histonów pojawienie się w komórkach erytroidalnych 
frakcji H5 musi mieć zapewne związek z pełnieniem przez nią ściśle okre
ślonej funkcji. Zmniejszenie zawartości jak i stopnia niejednorodności 
białek niehistonowych chromatyny w komórkach erytroidalnych w czasie 
erytropoezy u ptaków, sugerują, że są one konieczne do utrzymania chro
m atyny w stanie rozproszonym oraz aktywnej transkrypcji genomu. Obni
żenie stopnia enzymatycznych postsyntetycznych modyfikacji struktury  
pierwszorzędowej histonów i białek niehistonowych wpływa prawdopo
dobnie w konsekwencji na zmiany struktury  i funkcji chromatyny.

Nie bez znaczenia są też zapewne zmiany w składzie jonowym środo
wiska, akum ulacja hemoglobiny i obniżona zawartość wody w przestrzeni 
jądrowej, mogące w niespecyficzny sposób ograniczać aktywność m atry
cową chromatyny (2, 83, 84, 94).

Fakt, że nieczynne metabolicznie jądro erytrocytu może ulec reakty
wacji (95, 96) w warunkach in vitro (po połączeniu go w heterokariony 
z aktywnymi metabolicznie komórkami przy udziale wirusa Sendai) być 
może przyczyni się do wyjaśnienia procesu inaktywacji genomu podczas 
erytropoezy.
A r ty k u ł o trzym a n o  1.8.1977; po r e w iz ji  a u to rsk ie j p r z y ję to  19.12.1977.
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Podczas pierwszej ciąży zwierzęcia gruczoł mleczny ulega przemianom 
prowadzącym do podjęcia przez ten narząd wydzielania mleka. Dzieje się 
to na skutek przekształcenia komórek nabłonkowych w komórki typowo 
wydzielnicze o aktywnym metabolizmie. W przekształconych komórkach 
nabłonkowych zachodzi synteza charakteryzujących laktację białek mle
ka. Zespół procesów prowadzących do podjęcia syntezy białek oraz po
zostałych składników mleka określa się jako laktogenezę. Już w trzy
dziestych latach naszego stulecia pojawiły się prace wskazujące, że pro
cesy te są indukowane a następnie sterowane hormonalnie. Do hormo
nów bezpośrednio uczestniczących w regulacji laktogenetzy zalicza się: 
insulinę, prolaktynę, hormon laktogenny z łożyska i glukokortykoidy 
(1, 2, 3, 4, 5, 6). Można sądzić, że kluczową rolę w laktogenezie odgrywają 
zmiany w odczytywaniu informacji genetycznej zawartej w matrycy 
chromatynowej (zmiany transkrypcji), u podłoża których leżą oddziały
wania hormonów. Regulacja transkrypcji w gruczole mlecznym podobnie 
jak i w innych tkankach nie została dotąd szczegółowo poznana. Istnieje 
jednak szereg danych, na podstawie których można przedstawić schemat 
pokazujący przynajmniej część wzajemnie powiązanych dróg oddziaływań 
hormonów i innych substancji na proces transkrypcji w omawianym na
rządzie.

II. Zmiany układu transkrypcji w  gruczole m lecznym  podczas 
laktogenezy

II-1. Synteza RNA in vivo

W okresie ciąży obserwuje się w gruczole mlecznym znaczne ożywie
nie procesów anabolicznych, w tym  syntezy RNA (7, 8, 9). Wzrost aktyw 
ności syntezy RNA zachodzi szczególnie intensywnie w drugiej połowie

Ryc. 1. Włączanie [14C] urydyny do RNA 
w gruczole mlecznym myszy w  okresie 

ciąży (C) i laktacji (L) (7).
M yszom w strzyk iw ano 20 uCi [UC] u ry

dyny i po 1 godz. oznaczano rad ioak tyw 
ność w łączoną do RNA. W yniki podano w  
im p/m in w  p rzeliczen iu  na mg tkanki gru

czołu  m lecznego.
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ciąży i w początkowym okresie laktacji. Ilustruje to rycina 1, na której 
przedstawiono włączanie in vivo [41C] urydyny do RNA w gruczole mlecz
nym myszy. Podobne zależności stwierdzono również u szczura (10).

Aktywacja syntezy RNA w gruczole mlecznym poprzedzona jest wzro
stem aktywności enzymów biorących udział w reutylizacji puryn, fosfo- 
rybozylotransferazy purynowej (E.C. 2.4.2.7.) i nukleozydofosforylazy pu- 
rynowej (E.C. 2.4.2.1.) (7). Wzrost aktywności transkarbamylazy aspara- 
ginianowej (E.C. 2.1.3.5.) — pierwszego enzymu cyklu syntezy pirymi- 
dyn — zachodzi równolegle ze wzrostem syntezy RNA (11).

Ryc. 2. Profil sedymentacyjny (A) i aktywność matrycowa mRNA (B) izolowanego 
z laktującego gruczołu mlecznego (2 2 ).

F rakcję m RNA z gruczołu m lecznego ow cy użyto  jako m atrycą w  bezkom órkow ym  ukła
dzie z retik u locytów  królika, oznaczając m etodą im m unoprecypitacji ilość zsyntetyzow anych

[UC] kazein  — a, |3, x.

W wyniku zwiększonej aktywności syntezy RNA i spadku poziomu 
rybonukleaz (12, 13), w tkance gruczołu mlecznego podczas laktogenezy 
wzrasta zawartość RNA. Podwyższenie poziomu RNA w tym  okresie roz
wojowym wykazano w gruczole mlecznym myszy (14, 15), szczura (16, 17, 
18) i owcy (16). Porównanie preparatów RNA izolowanych w okresie 
ciąży i laktacji wykazało, że w okresie laktacji następuje wzrost zawar
tości rybosomowego RNA. RNA ekstrahowany z gruczołu mlecznego kró
lika, w okresie ciąży zawiera do 60% rRNA, a w okresie laktacji 70—80% 
rRNA, niezależnie od metody izolowania RNA (fenol-SDS, fenol) i sposo
bu analizy (wirowanie w gradiencie sacharozy, elektroforeza w żelu po-
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liakryloamidowym, selektywne wytrącanie) (19). Wzrostowi poziomu RNA 
w gruczole mlecznym w czasie laktogenezy towarzyszą jakościowe zmiany 
RNA. Za pomocą hybrydyzacji wykazano, że w okresie tym zachodzą zmia
ny w populacji szybkoznakującego się RNA (20). C a m p b e l l  i wsp. (21) 
stwierdzili w tkance gruczołu mlecznego w okresie laktacji obecność RNA
o stałej sedymentacji 10—11 S i właściwościach mRNA. Wykazano na
stępnie, że jest to grupa mRNA kodujących syntezę kazein a, |3, x oraz 
laktoalbuminę i '(3-laktoglobulinę (22,23). Masę cząsteczkową badanych 
mRNA ustalono na około 3,5XIO5 daltonów, co odpowiada łańcuchowi za
wierającemu 900 nukleotydów. Uzyskana wartość jest wyższa niż wyni
kałoby to z wyliczeń długości mRNA na podstawie mas cząsteczkowych 
białek mleka. Wskazuje to, że mRNA białek mleka zawiera, podobnie jak 
inne mRNA, sekwencje nie ulegające translacji.

II-2. Zmiany aktywności polimeraz RNA

Zmiany syntezy RNA mierzone in vivo znajdują swoje odbicie w zmia
nach aktywności układów bezkomórkowych izolowanych z gruczołu mlecz
nego. Intensywność syntezy RNA w jądrach komórkowych gruczołu mlecz
nego królika jest około dwukrotnie wyższa w okresie laktacji w porówna
niu z okresem ciąży (24). Jednocześnie w okresie ciąży około 60°/o, 
a w okresie laktacji 40% aktywności syntetycznej jąder hamowane jest

Tabela 1

Aktywność polimerazy A i polimerazy B w gruczole mlecznym królika w okresie 
późnej ciąży i w początkowym okresie laktacji (26).

Stan fizjologiczny

Aktywność polimerazy 
RNA pmole [3H] UTP/mg 

tkanki 
A B

Procentowy udział 
polimerazy

A B

ciąża — 2 1 dni 21 51 29 71
ciąża — 25 dni 14 41 25 75
laktacja — 4 dni 34 56 37 62
laktacja — 5 dni 91 50 65 35

przez a-amanitynę. A n d e r s  on i wsp. (25) badając zależną od DNA 
polimerazę RNA (EC. 2.7.7.6.) stwierdzili obecność w gruczole mlecznym 
dwu głównych klas polimerazy RNA; polimeraę A niewrażliwą na a-ama
nitynę, syntetyzującą rRNA i polimerazę B wrażliwą na działanie a-ama- 
nityny, syntetyzującą mRNA. Stwierdzono ponadto obecność niewielkiej 
ilości polimerazy C. Przyrost aktywności polimerazy A w jądrach izolo
wanych w okresie laktacji świadczy więc o wzroście syntezy rRNA. Po
dobne wyniki uzyskano oznaczając aktywność preparatów polimerazy
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RNA izolowanych z gruczołu mlecznego królika, przy zastosowaniu jako 
matrycy DNA z grasicy cielęcej (26). Pomiędzy końcowym okresem ciąży 
i początkiem laktacji aktywność polimerazy A wzrasta około czterokrot
nie, natomiast aktywność polimerazy B utrzym uje się na tym  samym po
ziomie (Tabela 1). Wyniki te świadczą o możliwości regulacji transkrypcji 
poprzez zmianę aktywności polimerazy RNA w ciągu laktogenezy.

II-3. Budowa i aktywność matrycowa chromatyny

W piśmiennictwie istnieje szereg danych na temat zmian w budowie 
chromatyny podczas wzrostu i różnicowania się tkanek zwierzęcych, 
w szczególności zaś na temat zmian w składzie białek niehistonowych (27, 
28, 29). Podobne zmiany obserwowano w czasie rozwoju gruczołu mlecz
nego. Rozdziały elektroforetyczne w żelu poliakryloamidowym białek nie
histonowych izolowanych z chromatyny komórek nabłonkowych gruczołu

Tabela 2
Zawartość histonów i białek niehistonowych w chromatynie 
komórek nabłonkowych gruczołu mlecznego podczas lakoto- 
genezy (Chomczyński P., dane niepublikowane).

Gru
czoł

mlecz
ny

Stan fizjologiczny

Białka chromatynowe 
mg/mg DNA 

histony białka
niehistonowe

okres dziewiczy 0,97 0,51
ciąża — 10  dni 1,04 0,52

myszy ,, — 16 dni 0,95 0,72
,, — 19 dni 1,09 0,79

laktacja 1 dzień 1 ,0 2 1,19
„ — 7 dni 1,07 1,27

okres dziewiczy 1,18 0,69
ciąża — 17 dni 1 ,2 2 0,78

kró ,, — 24 dni 1 ,2 0 0,87
lika ,, — 29 dni 1 ,2 0 1,03

laktacja 1 dzień 1,15 1,09
,, — 7 dni 1,16 1,13

mlecznego myszy i szczura wykazały, że frakcja białek niehistonowych 
izolowana z gruczołu w okresie laktacji różni się od frakcji izolowanej 
z gruczołu dziewiczego (30). W czasie laktogenezy, obok zmian jakościo
wych obserwuje się również wzrost zawartości białek niehistonowych 
w chromatynie komórek nabłonkowych gruczołu mlecznego (Tabela 2).

Natomiast zawartość histonów (ogólna liczba oraz ilość histonów po
szczególnych frakcji) nie ulega w tym okresie istotnym zmianom (31, 32).
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Przyjm uje się, że frakcja białek niehistonowych zawiera specyficzne ak
tyw atory genów (27, 33, 34). Można więc przypuszczać, że zmiany jakoś
ciowe i ilościowe białek niehistonowych obserwowane podczas laktoge- 
nezy mają związek z aktywnością transkrypcji genów w chromatynie gru
czołu mlecznego.

Oznaczenia aktywności matrycowej chromatyny gruczołu mlecznego 
szczura przeprowadzone przez B a r k e r a  i L u d w i c k a  (35) wyka
zały, że w okresie laktogenezy następuje około dwukrotny wzrost tej ak
tywności (Ryc. 3).

Ryc. 3. Aktywność matrycowa chromatyny gruczołu mlecznego szczura w  okresie
ciąży i laktacji (35).

A ktyw ność chrom atyny oznaczano przez w łączan ie [14C] ATP do RNA w obec polirrjerazy
RNA z E scherichia coli.

Okresem szczególnie intensywnego wzrostu aktywności matrycowej 
(80% przyrostu aktywności) był koniec ciąży i początek laktacji. W tym 
samym czasie liczba odcinków DNA w chromatynie zawierających wolne 
grupy fosforanowe (nie zablokowane białkami, głównie histonami), będą
cych miejscem syntezy RNA nie zmienia się w sposób istotny. Badając 
białka niehistonowe chromatyny za pomocą metody elektroforezy w żelu 
poliakryloamidowym stwierdzono, że w okresie późnej ciąży i wczesnej 
laktacji skład białek niehistonowych nie ulegał zmianom. Zaobserwowano 
natomiast wzrost ilości tych białek o około 30%. Wydaje się, że przebu
dowa chromatyny wraz ze zmianami w składzie białek niehistonowych 
wykazanymi przez K a d o h a m ę  i T u r k i n g t o n a  (30), zachodzi 
wcześniej niż w końcowym okresie ciąży.

Interesującym faktem jest stwierdzenie obecności mRNA kazein, jak 
również kazein w gruczole mlecznym królika w środkowym okresie ciąży
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(23, 37, 38). Świadczy to o rozpoczęciu ekspresji genów białek mleka już 
we wczesnym okresie rozwoju gruczołu mlecznego. Odblokowanie genów 
białek mleka może zachodzić w środkowym okresie ciąży podczas ,,kry
tycznej mitozy”. Terminem tym  określono podział mitotyczny, po którym 
komórki nabłonkowe gruczołu mlecznego stają się wrażliwe na laktogenne 
działanie prolaktyny i wchodzą w okres intensywnych podziałów i różni
cowania (38, 39). W świetle przytoczonych faktów wydaje się, że chroma- 
tyna komórek nabłonkowych gruczołu mlecznego przygotowana jest do 
transkrypcji genów kodujących białka mleka znacznie wcześniej niż zosta
je podjęta przez gruczoł mleczny funkcja wydzielania mleka. W okresie 
bezpośrednio poprzedzającym laktację zachodzą jedynie modyfikacje 
chromatyny prowadzące do zwiększenia aktywności transkrypcji uprzed
nio odblokowanych genów. Modyfikacje te polegać mogą na przyroście 
ilościowym białek niehistonowych oraz na fosforylacji lub acetylacji bia
łek chromatynowych. Wykazano, że pod wpływem insuliny następuje 
w tkance gruczołu mlecznego acetylacja histonów H4 i H2A (6). Badania 
fosforylacji histonów i białek niehistonowych w chromatynie gruczołu 
mlecznego wykazały, że fosforylacji ulegają reszty seryny i treoniny. Pro
ces ten kontrolowany jest przez hormony. Insulina dodana do hodowli 
tkanki gruczołu mlecznego stymuluje włączanie 32P do białek chromaty
nowych około dziesięciokrotnie. Podobny efekt wywołuje prolaktyna 
(5, 40).

III. Oddziaływanie hormonów i innych związków biologicznie czynnych  
na transkrypcję w  gruczole m lecznym

Przedstawione w poprzednim rozdziale wyniki wskazują, że podczas 
laktogenezy w gruczole mlecznym zachodzą przeobrażenia układu tran 
skrypcji, mające na celu nie tylko pobudzenie ogólnej aktywności syntezy 
RNA, lecz także rozpoczęcie transkrypcji nowych genów. Jak już wspom
niano na wstępie hormony odgrywają decydującą rolę sterując przebieg 
procesów zachodzących podczas laktogenezy. W wielu przypadkach dla 
zadziałania impulsu hormonalnego potrzebne jest współdziałanie innych 
hormonów. Jednym z przykładów jest hormonalna indukcja laktacji. Pod 
skoordynowanym działaniem insuliny, prolaktyny i glukokortykoidów 
następuje w gruczole mlecznym intensyfikacja procesów związanych 
z laktacją. W ostatnich latach ukazało się szereg badań dotyczących dzia
łania insuliny, prolaktyny i glukokortykoidów jako regulatorów tran 
skrypcji w gruczole mlecznym. Badania te w większości wykonywane 
były przy użyciu hodowli tkanki gruczołu mlecznego i tylko w nielicznych 
przypadkach badano działanie hormonów na transkrypcję w układach 
bezkomórkowych. Poznanie niektórych mechanizmów hormonalnej regu
lacji transkrypcji w gruczole mlecznym było możliwe dzięki znacznemu
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postępowi wiedzy o działaniu hormonów, jaki dokonał się w ubiegłym 
dziesięcioleciu. Złożyło się na to poznanie roli cyklazy adenylowej (E. C. 
4.6.1.1.) i cAMP, wykrycie specyficznych receptorów hormonów białko
wych w błonie komórkowej i receptorów hormonów sterydowych w cyto- 
plazmie oraz poznanie niektórych funkcji receptorów (41).

III-l. Insulina

Komórki nabłonkowe gruczołu mlecznego myszy dziewiczej lub szczu
ra są niewrażliwe na działanie insuliny. Wrażliwość komórek na ten hor
mon pojawia się w drugim dniu ciąży podczas przejściowego, znacznego 
wzrostu stężenia prolaktyny we krwi (42). Wrażliwość tę można również 
wywołać przez wstrzyknięcie dziewiczemu zwierzęciu prolaktyny (43). 
W hodowli tkanki gruczołu mlecznego myszy dziewiczej wrażliwość na 
insulinę pojawia się po 24 godz. niezależnie od obecności w płynie hodo
wlanym prolaktyny (44).

Przypuszcza się, że przyczyną omawianych zmian wrażliwości komórek 
nabłonkowych gruczołu mlecznego na działanie insuliny są zmiany aktyw 
ności receptora znajdującego się na powierzchni komórek (45).

Wraz z pojawieniem się wrażliwości komórek nabłonkowych na dzia
łanie insuliny zapoczątkowany zostaje proces laktogenezy. Pod wpływem 
insuliny wzrasta aktywność syntezy DNA, RNA i białek i tym samym 
rozpoczyna się rozrost tkanki (46). Jednak pierwszym efektem oddziały
wania insuliny na komórki gruczołu mlecznego jest stymulacja syntezy 
RNA. Inkubacja skrawków gruczołu mlecznego w obecności insuliny pro
wadzi bowiem do wzrostu syntezy RNA już po pół godzinie od momentu 
dodania hormonu (47, 48). Stwierdzono, że insulina stymuluje syntezę za
równo prerybosomowego 45S RNA jak i wysokomolekularnego, hetero- 
gennego RNA o stałej sedymentacji od 47S do 100S i składzie zasad zbli
żonym do DNA (Ryc. 4). Po zahamowaniu transkrypcji przez aktynom y- 
cynę D 45S RNA ulega przemianom do 32S, 28S i 18S RNA, a heterogenny 
RNA ulega szybkiemu rozkładowi (48). Oddziaływanie insuliny na in
tensywność syntezy RNA zaznacza się najsilniej podczas pierwszych 
24 godzin hodowli tkanki gruczołu mlecznego. W późniejszym okresie 
hodowli maksymalny efekt działania insuliny można uzyskać jedynie 
w obecności prolaktyny i hydrokortyzonu (49, 50).

W szeregu przypadkach oddziaływanie insuliny na intensywność pro
cesów metabolicznych sprowadza się do zmian w szybkości pobierania 
przez komórki substratów danych reakcji enzymatycznych (51, 52). Rów
nież w hodowli tkanki gruczołu mlecznego stwierdzono, że insulina zwięk
sza tempo pobierania urydyny przez komórki (53, 54). Zjawisko to ma 
związek jednak ze wzmożoną fosforylacją urydyny, a nie z bezpośrednim 
oddziaływaniem hormonu na transport urydyny przez błonę komórkową.
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Ponadto stwierdzono, że stymulujące działanie insuliny na intensywność 
syntezy RNA zachodzi niezależnie od wpływu hormonu na pobieranie 
urydyny (54).

Według schematu zaproponowanego przez T u r k i n g t o n a  (55) 
wpływ insuliny na intensywność syntezy RNA, w gruczole mlecznym 
zachodzi poprzez interakcję insuliny z receptorem w błonie komórkowej, 
bez wnikania hormonu do wnętrza komórki, zgodnie z przyjętym poglą
dem na mechanizm działania hormonów peptydowych (41, 56). Cząsteczki 
hormonu wychwytywane przez receptory działają następnie na znajdu-

Ryc. 4. Profil sedymentacyjny [3H] RNA utworzonego 
po 20 min. znakowania [3H] urydyną skrawków gru
czołu mlecznego hodowanych uprzednio przez 20 godz. 
bez hormonów — B lub w  obecności insuliny — A 

(48 zmodyfikowane).
RNA w irow ano przez 14 godz. przy 22 000 obr/m in (gło

w ica Spinco nr 25.1.), w  izokinetycznym  gradiencie (gradient 
krzyw olin iow y zapew niający stałą szybkość sedym entacji)

5—27,9% sacharozy.

jący się w błonie komórkowej układ enzymatyczny (cyklaza adenylowa) 
pośredniczący w przekazywaniu impulsu hormonalnego do wnętrza ko
mórki. W przeprowadzonych doświadczeniach Turkington stosował insu
linę związaną kowalencyjnie z Sepharose 2 B (średnica cząstki ok. 150 M-m) 
■co powinno zapobiec ewentualnemu wniknięciu hormonu do komórki. 
Stwierdził on, że insulina związana i insulina wolna posiadają tę samą

\
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zdolność oddziaływania na syntezę RNA w hodowli komórek nabłonko
wych gruczołu mlecznego (około 200°/o stymulacji przez obie formy hor
monu). Wskazywało to na możliwość wpływu insuliny na syntezę RNA bez 
wnikania hormonu do wnętrza komórki. Interpretacja tych wyników zo
stała jednak zakwestionowana przez O k ę  i T o p p e r a  (57). Badacze 
ci wykazali, że połączenie insuliny z Sepharose dodane do hodowli tkanki 
gruczołu mlecznego częściowo ulega rozkładowi i w podłożu hodowlanym 
znajduje się wolny hormon. Co więcej, uwolniony hormon odznaczał się 
zwiększoną aktywnością biologiczną (tzw. superinsulina) (58, 59, 60). Na 
podstawie wyników doświadczeń O k i  i T o p p e r a  nie można jednak 
wykluczyć możliwości wpływu insuliny na metabolizm komórki poprzez 
działanie na układy enzymatyczne w błonie komórkowej. Wydaje się, że 
przynajmniej jeden z mechanizmów działania insuliny jako regulatora 
procesu transkrypcji w gruczole mlecznym polega na aktywacji cyklazy 
adenylowej (patrz III-4).

W 1976 r. G o l d f i n e  i S m i t h  (61) wykazali, że jądra komórkowe 
wątroby szczura wiążą [125J] insulinę. Ilość związanego znakowanego hor
monu obniżona jest przez nanogramowe ilości nieznakowanej insuliny lub 
proinsulinę natomiast glukagon, hormon wzrostu, prolaktyna i tyreotro- 
pina nie wpływa na ilość związanej [125J] insuliny. Świadczy to o obec
ności specyficznego receptora insuliny w jądrze komórkowym. Rola re
ceptora jądrowego jest jeszcze niezbadana, lecz jego istnienie wskazuje na 
możliwość bezpośredniego działania na procesy zachodzące w jądrze ko
mórkowym.

III-2. Prolaktyna

W błonie komórek nabłonkowych gruczołu mlecznego znajduje się 
wspólny receptor prolaktyny i hormonu laktogennego z łożyska (62, 63, 
64, 65). Podczas laktogenezy aktywność receptorowa gruczołu mlecznego 
wobec prolaktyny wzrasta (66, 67) i wzrost ten zależy od poziomu prolak
tyny we krw i (68). Wpływ prolaktyny na intensywność syntezy RNA 
w gruczole mlecznym stwierdzony został w 1965 r. przez E l i a s a  i wsp. 
(2), oraz przez innych badaczy (69—73). Prolaktyno-zależny wzrost aktyw
ności syntezy RNA jest niezbędnym warunkiem syntezy białek mleka. 
Takie samo działanie wykazuje fizjologiczny analog prolaktyny — hormon 
laktogenny z łożyska (69). W hodowli tkanki gruczołu mlecznego najwyż
szy wzrost intensywności syntezy RNA pod wpływem prolaktyny obser
wuje się w obecności insuliny i glukokortykoidów (49). Odpowiedź gruczo
łu mlecznego na działanie prolaktyny jest bardzo szybka (48, 74, 75). Sty
mulację syntezy RNA można obserwować już po 30 min od chwili dodania 
prolaktyny do hodowli tkanki gruczołu mlecznego myszy (48). Prolaktyna, 
podobnie jak insulina, stymuluje syntezę wszystkich klas RNA (48, 74).
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Specyficznym efektem prolaktyny stwierdzonym po raz pierwszy przez 
Houdebine i wsp. (76, 77) jest stymulacja syntezy mRNA właściwych dla 
białek mleka. Autorzy ci zaobserwowali, że podczas hormonalnie wzbu
dzonej laktogenezy w gruczole mlecznym królika prolaktyna indukuje 
syntezę mRNA kazein (Ryc. 5). Działanie prolaktyny ulega zahamowaniu 
gdy zwierzęciu wraz z prolaktyną wstrzyknięty zostanie progesteron. Me
chanizm blokowania inkubacji mRNA kazein przez progesteron pozostaje 
nieznany.

Dodanie prolaktyny do hodowli tkanki gruczołu mlecznego powoduje 
wzrost aktywności polimeraz A i B (78). Natomiast in vivo wstrzyknięcie 
prolaktyny zwierzętom z usuniętą przysadką prowadzi do wzrostu aktyw
ności polimerazy A i spadku aktywności polimerazy B (79). W omawianych

Ryc. 5. Indukcja mRNA kazeiny w  gruczole mlecznym królika po wstrzyknięciu pro
laktyny (76, 77).

o — synteza kazein  w  bezkom órkow ym  układzie z retik u locy tów  na m atrycy mRNA izo
low an ego  z polisom ów  gruczołu  m lecznego; • — hybrydyzacja  RNA z gruczołu m lecznego z ka
zeinow ym  kom plem entarnym  D NA, r — stężen ie RNA, t — czas h y b r y d y z a c j i.-------------- w strzyk

n ięcie  prolaktyny i progesteronu.

doświadczeniach aktywność polimeraz oznaczano w izolowanych jądrach 
komórkowych. Uzyskane wyniki świadczą, że działanie prolaktyny w gru
czole mlecznym może uwidaczniać się poprzez zmianę aktywności polime
raz RNA.

Różnorodność efektów wywoływanych przez prolaktynę wskazuje na 
możliwość co najmniej dwu sposobów działania tego hormonu na układ 
transkrypcji. Możliwe jest po pierwsze, że prolaktyna oddziaływuje na 
metabolizm komórki bez wnikania do jej wnętrza. Mechanizm ten sugero
wał T u r k i n g t o n  (55) na podstawie wyników uzyskanych w doświad
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czeniach z prolaktyną związaną z Sepharose. Połączenie prolaktyna-Se- 
pharose wywierało takie samo działanie na komórki nabłonkowe gruczołu 
mlecznego jak prolaktyna nie związana. Jednak podobnie jak w przypadku 
insuliny wykazano, że podczas inkubacji związku prolaktyno-Sepharose 
następuje uwalnianie się prolaktyny (80). Innym możliwym mechanizmem 
działania prolaktyny jest jej bezpośredni udział w regulacji syntezy RNA 
w jądrze komórkowym. Wykazano, że prolaktyna stymuluje syntezę RNA 
w izolowanych jądrach komórkowych gruczołu mlecznego myszy, szczura 
i królika (24, 81). Podobne działanie wykazuje hormon laktogenny z ło
żyska (81). Stymulacji ulega zarówno synteza RNA zachodząca przy udziale 
polimerazy A jak i przy udziale polimerazy B (Ryc. 6). W omawianych 
doświadczeniach stwierdzono ponadto, że hormon nie wywierał wpływu na 
intensywność syntezy RNA w jądrach izolowanych z wątroby i nerki, co 
wskazywało na specyficzność tkankową w jego działaniu. Stężenie pro
laktyny (80 nM), przy którym uzyskano największą stymulację syntezy

% A
60- HPL Pr

HPL Pr

Ryc. 6 . Stymulacja syntezy RNA w  izolowanych jądrach komórkowych gruczołu 
mlecznego szczura (I, II) i  myszy (III, IV) przez hormon laktogenny z łożyska ludz

kiego (HPL) i prolaktynę (Pr) (93).
Syntezę RNA m ierzono ilością  w łączonego [*H] UTP przez kom órkow e jądra izolow ane  

z gruczołu  m lecznego zw ierząt w  okresie ciąży (I, III) i lak tacji (II, IV). W yniki podano jako  
procent przyrostu w  odn iesien iu  do w artości kontrolnej (w łączenie [*H] UTP w  n ieobecności

horm onu);
Q  — aktyw ność polim erazy A, ^ — aktyw ność polim erazy B.

RNA w jądrach gruczołu mlecznego mieściło się w granicach stężeń fizjo
logicznych i było zbliżone do stężenia indukującego syntezę kazein w ho
dowli tkanki gruczołu mlecznego (82). Specyficzność tkankowa oraz fizjo
logiczne stężenie prolaktyny konieczne dla uzyskania masymalnego efektu 
w warunkach in vitro świadczą, że działanie prolaktyny obserowane w izo
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lowanych jądrach komórkowych może odzwierciedlać proces zachodzący 
in vivo.

III-3. Glukokortykoidy

Spadek poziomu glukokortykoidów we krwi myszy po usunięciu nad
nerczy prowadzi do obniżenia intensywności syntezy RNA w gruczole 
mlecznym, podczas gdy wstrzyknięcie tym zwierzętom hydrokortyzonu 
powoduje wzrost intensywności syntezy RNA. Zmiany te są bardzo wyraź
ne u myszy laktującej, natomiast u myszy w ciąży wahania intensywności 
syntezy RNA zawierają się w granicach 20%. W badaniach radioautogra- 
ficznych stwierdzono, że zmiany aktywności syntezy RNA zachodziły 
głównie w jąderkach (miejsce syntezy rRNA) (85).

Ryc. 7. Rozdział w  żelu poliakryloamidowym  
[8H] RNA izolowanego z hodowli tkanki gru
czołu mlecznego myszy po 2 godz. znakowania 
[3H] urydyną w  obecności insuliny i prolak
tyny ( • ---------• )  lub insuliny, prolaktyny

i hydrokortyzonu (O---------O) (78).
T o p p e r  i O k a  (83, 84) wykazali, że podczas laktogenezy gluko

kortykoidy stym ulują przyłączanie rybosomów do błony retikulum  endo- 
plazmatycznego (tworzenie szorstkiego retikulum endoplazmatycznego).

W hodowlach tkanki gruczołu mlecznego wykazano, że wpływ gluko
kortykoidów na syntezę RNA zależy od obecności innych hormonów. Po
danie samego hydrokortyzonu lub hydrokortyzonu wraz z insuliną prowa
dziło do niewielkiego spadku aktywności syntezy RNA i obniżenia pozio
mu RNA w tkance gruczołu mlecznego (49, 50, 74, 86), natomiast dodanie 
hydrokortyzonu w obecności prolaktyny powodowało stymulację syntezy
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oraz wzrost poziomu RNA (50, 87, 88). Stosując elektroforezę w żelu po- 
liakryloamidowym stwierdzono, że w obecności insuliny i prolaktyny hy- 
drokortyzon powodował wzrost poziomu heterogennego, wielkocząsteczko
wego RNA, m. cz. 5—10 min., migrującego wolno, a obniżenie poziomu 
szybciej migrującego RNA zajmującego pozycję na elektroforogramie po
między 18S i 4S RNA (Ryc. 7).

Według obecnych poglądów na mechanizm działania hormonów stery
dowych wnikają one do cytoplazmy komórki docelowej łącząc się ze spe
cyficznym receptorem białkowym. Utworzony kompleks wędruje do jądra 
komórkowego, gdzie po przyłączeniu do miejsc akceptorowych w chroma
tynie oddziaływuje na proces transkrypcji (89, 90, 91, 92). Można sądzić, 
że działanie glukokortykoidów w gruczole mlecznym przebiega według te
go samego mechanizmu. T u c k e r  i wsp. (93) wykazali rzeczywiście 
obecność w komórkach nabłonkowych gruczołu mlecznego krowy czynnika 
wiążącego specyficznie glukokortykoidy. Charakterystyka analogicznego 
czynnika z gruczołu mlecznego myszy (94, 95) i szczura wykazała, że jest 
to typowe białko receptorowe. Kompleks receptor—glukokortykoid wią
zany jest w jądrze komórkowym (97). Stężenie receptora w gruczole mlecz
nym zmienia się podczas laktogenezy osiągając najwyższą wartość w okre
sie późnej ciąży (95).

Możliwość udziału kompleksu glukokortykoid receptor w regulacji 
transkrypcji w gruczole mlecznym zbadano w układzie in vitro stosując 
izolowane jądra komórkowe oraz deksametazon (syntetyczny glukokorty
koid) (98). Utworzony in vitro kompleks deksametazon—receptor stym u
lował syntezę katalizowaną przez polimerazę B (o 40—50%) nie wpływa
jąc na syntezę katalizowaną przez polimerazę A. Działanie kompleksu 
można było obserwować tylko w przypadku użycia jąder o niskiej inten
sywności syntezy RNA. Przedstawione wyniki wskazują, że glukokorty
koidy po związaniu się z receptorem mogą oddziaływać bezpośrednio na 
proces transkrypcji w gruczole mlecznym.

III-4. Cykliczne nukleotydy

Cyklicznym nukleotydom przypisuje się rolę pośredników w oddzia
ływaniu hormonów na metabolizm komórki (na przykład 99, 100, 101). 
Podczas laktogenezy cAMP bierze udział w regulacji procesów związa
nych z funkcją wydzielniczą gruczołu: syntezy kazein, laktozy i kwasów 
tłuszczowych (102, 103, 104). Poziom cAMP oraz aktywność cyklazy ade- 
nylowej w tkance gruczołu mlecznego wzrasta w ciągu laktogenezy osią
gając maksimum w ostatnich dniach ciąży (86, 105, 106) lub w pierwszych 
dniach laktacji (107). W okresie tym równocześnie wzrasta intensywność 
syntezy RNA w gruczole mlecznym (patrz rozdz. II). Stosując hodowlę 
tkanki gruczołu mlecznego wykazano stymulację syntezy RNA przez
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cAMP (w stężeniu 5 (¿M) (108). W hodowli tkanki efekt jego jest krótko
trw ały (trwa około 2 godz.) ze względu na rozkład przez komórkowe fosfo- 
dwuesterazy. Przedłużenie działania cAMP (do około 24 godz.) można 
osiągnąć stosując dwubutyrylową pochodną cAMP (DBcAMP) odporną na 
działanie fosfodwuesteraz (108).

Stymulacja syntezy RNA przez cAMP zachodzi również w bezkomór- 
kowym układzie zawierającym jądra komórkowe gruczołu mlecznego kró
lika (109). Największe efekty działania osiągnięto dodając do układu cAMP 
w stężeniu 0,l|u-M—UiM. Wzrost syntezy RNA pod wpływem cAMP w izo
lowanych jądrach komórkowych jest konsekwencją stymulacji reakcji ka
talizowanych przez polimerazy A i B (Ryc. 8).

20l— -------------------------------------------------------------------------- ^
I I I  I I I  IV

Ryc. 8 . Wpływ stężenia cAMP na aktywność polimerazy A (□ )  i polimerazy B ( |§ )  
v/ izolowanych jądrach komórkowych gruczołu mlecznego królika (109).

W yniki podano jako  procent przyrostu  lub  ham ow ania w  odniesien iu  do kontroli bez  
cAMP. Stężenia cAMP: 1 — 0,1 nM, 11 — 1,0 nM, III — 10 |xM, IV — 20 nM.

Użycie większych stężeń cAMP prowadziło do zaniku stymulacji i pojawie
nia się nieznacznego efektu hamującego syntezę RNA. Podobnie w hodowli 
tkanki gruczołu mlecznego użycie cAMP w wysokim stężeniu (mM) powo
dowało hamowanie syntezy RNA (103).

Istnieje szereg danych wskazujących, że działanie cAMP jako czynnika 
regulującego przebieg transkrypcji polega na aktywacji kinaz białkowych

6 P ostęp y  Biochem ii
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(E.C. 2. 7. 1. 37) fosforylujących białka chromatynowe. Aktywacja tych 
enzymów następuje poprzez odszczepienie podjednostki wiążącej cAMP 
(110, 111). W cytoplazmie i jądrze komórek gruczołu mlecznego stwierdzo
no stosunkowo dużą zawartość dwu kinaz białkowych oraz kilka innych 
występujących w ilościach śladowych (112, 113). Jedna z dwu głównych 
kinaz białkowych aktywowana była przez cAMP. Jej aktywność oraz 
aktywność białka wiążącego cAMP kilkakrotnie wzrasta podczas laktoge
nezy. W hodowli tkanki gruczołu mlecznego myszy ciężarnej indukcja ak
tywowanej przez cAMP kinazy białkowej zachodziła pod wpływem insuli
ny i prolaktyny. Przy czym oba hormony działały synergicznie indukując 
kinazę białkową, natomiast indukcja białka wiążącego cAMP znajdowała 
się pod wyłączną kontrolą prolaktyny (5, 114). Zaktywowana przez cAMP 
kinaza białkowa modyfikuje następnie białka chromatynowe prowadząc 
do stymulacji syntezy RNA (115).

Inną drogą oddziaływania cAMP na pracę transkrypcji jest wpływ 
kompleksu białko receptorowe-cAMP na syntezę RNA, co wykazano 
w układach bakteryjnych (116). Sugerowano też działanie podobnego me
chanizmu u zwierząt (47, 117). Na poparcie tej hipotezy można przyto
czyć doświadczenia wykonane przez A n d e r s o n a  i wsp. (25). Autorzy 
ci przeprowadzili syntezę RNA in vitro stosując matrycę DNA z grasicy 
cielęcej i polimerazy RNA z gruczołu mlecznego szczura. W układzie tym 
cAMP stymulowła syntezę RNA prowadzoną przez polimerazę A i hamował 
syntezę prowadzoną przez polimerazę B. Stosowane w doświadczeniach 
preparaty polimeraz wykazywały bowiem zdolność wiązania cAMP, nato
miast nie wykrywano w nich kinaz białkowych aktywowanych przez 
cAMP. Świadczy to, że wpływ cAMP na syntezę RNA nie zawsze jest 
związany z aktywacją kinaz białkowych.

Przedstawione wyniki wskazują na aktywny udział cAMP w regulacji 
transkrypcji w gruczole mlecznym. Dotychczasowe wyniki badań nie po
zwalają jednakże stwierdzić, który z hormonów indukujących laktację 
działa za pośrednictwem cyklazy adenylowej i cAMP. Niektórzy autorzy 
donosili o aktywacji przez prolaktynę i insulinę preparatu cyklazy adeny
lowej izolowanej z gruczołu mlecznego (106). Większość autorów stwierdza
ła jednak, że obecność insuliny, prolaktyny lub hydrokortyzonu w układzie 
bezkomórkowym nie wpływała na aktywność cyklazy adenylowej (86, 112, 
118). Hormonalną aktywację ^cyklazy adenylowej udawało się natomiast 
uzyskać w hodowli tkanki gruczołu mlecznego (86). Do aktywacji potrzeba 
obecności wszystkich trzech hormonów zespołu laktogennego, tj. insuliny, 
prolaktyny i hydrokortyzonu (Tabela 3). Wykazując stymulację cyklazy 
adenylowej przez hormony stwierdzono jednocześnie, że nie aktywują one 
fosfodwuesterazy (E.C. 3. 1. 4. 17) w tkance gruczołu mlecznego. Można 
zatem sądzić, że w wyniku połączonego działania insuliny, prolaktyny 
i hydrokortyzonu dochodzi do wzrostu wewnątrzkomórkowego stężenia 
cAMP a w konsekwencji do zmian intensywności transkrypcji. Nie jest
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jasne, czy aktywacja cyklazy adenylowej ma związek z wpływem hormo
nów na transkrypcję. Opierając się na danych z doświadczeń wykonanych 
przy użyciu tkanki tłuszczowej można przypuszczać, że hormonem działa
jącym na etap transkrypcji jest hydrokortyzon. Wpływ glukokortykoidów 
na tkankę tłuszczową przejawia się m.in. w kontroli aktywacji cyklazy 
adenylowej poprzez stymulację syntezy mRNA receptora adrenokorty- 
kotropiny będącego częścią układu cyklazy adenylowej (119).

Tabela 3
Aktywacja cyklazy adenylowej w hodowli tkanki gru
czołu mlecznego myszy przez zespół trzech hormonów: 
insulinę, prolaktynę i hydrokortyzon (86).

Warunki
hodowli

Aktywność 
cyklazy adenylo

wej nmole 
[3H] cAMP/min

P Procent

Bez hormonów 1,95 ±0,27 — 10 0

+  insulina 2,43 ±0,24 nieistotna —
+ insulina,

prolaktyna 2,50±0,21 nieistotna —
+ insulina,

hydrokorty
zon 1,97±0,18 nieistotna —

+ insulina,
prolaktyna,
hydrokorty
zon 4,08 ±0,42 > 0,99 209

Istotność różnicy wyznaczano testem t Studenta (P)

Działanie cGMP w gruczole mlecznym było przedmiotem tylko nielicz
nych opracowań. Wykazano, że poziom cGMP w gruczole mlecznym myszy 
wzrasta w ciągu laktogenezy, osiągając maksimum w okresie laktacji (107). 
W układzie bezkomórkowym zawierającym jądra komórkowe lub prepa
rat polimerazy RNA izolowany z gruczołu mlecznego cGMP stymuluje 
aktywność polimerazy B (25, 109). Stwierdzono, że cGMP wywiera podob
ny do prolaktyny wpływ na syntezę RNA, co mogło sugerować pośredni
czenie tego nukleotydu w działaniu prolaktyny (120). Dodanie do hodowli 
tkanki gruczołu mlecznego cGMP zamiast prolaktyny nie było jednak wys
tarczające do osiągnięcia końcowego efektu działania prolaktyny, a miano
wicie indukcji białek mleka (104).

III-5. Spermidyna

Spermidynie i sperminie występującym w gruczole mlecznym (121) 
przypisuje się między innymi rolę w regulacji syntezy RNA (122). Jak 
wykazano spermidyna stymuluje rozwój szorstkiego retikulum endoplaz-
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matycznego, a wraz z insuliną stymuluje aktywność glukozo-6-fosfode- 
hydrogenazy (E.C. 1. 1. 1. 49), wywołując tym samym efekty przypisywane 
glukokortykoidom (123, 124, 125). Putrescyna, spermina i jony Mg2+ nie- 
wywołują tych efektów. Oka i P erry  przedstawiają rolę spermidyny jako 
wewnątrzkomórkowego pośrednika akcji gliukokortykoidów. Pod kontrolą 
tych hormonów sterydowych znajduje się dekarboksylaza S-adenozylo- 
metioniny (E.C. 4. 1. 1. 50), enzym katalizujący syntezę spermidyny z pu-

Ryc. 9. Stymulacja aktywności polimerazy 
B (B) i' hamowanie przez spermidynę ak
tywności polimerazy A (A) w  izolowanych 
jądrach komórkowych gruczołu mlecznego 

królika w okresie ciąży (129). 
Syntezę RNA m ierzono ilością w łączonego  

[3Hl UTP przez jądra. W yniki podano jako pro
cent przyrostu lub  ham ow ania w  odniesien iu  
do w artości kontrolnej (w łączanie [3H] UTP  
w nieobecności sperm idyny).

Mechanizm oddziaływania spermidyny na transkrypcję polega na sty
mulacji lub hamowaniu (zależnie od stężenia) aktywności polimeraz RNA 
(122, 126). Wpływ spermidyny na aktywność polimeraz RNA w jądrach 
komórkowych izolowanych z gruczołu mlecznego królika przedstawia 
Ryc. 9. Jak widać spermidyna w stężeniu 1,0 jxM i 1,0 mM stymuluje syn
tezę RNA katalizowaną przez polimerazę B, natomiast hamuje syntezę ka
talizowaną przez polimerazę A. W świetle przytoczonych faktów można 
sądzić, że spermidyna pełni rolę związku wzmacniającego oddziaływanie 
glukokortykoidów na transkrypcję w gruczole mlecznym.

Kontrolowana przez glukokortykoidy ostatnia reakcja szlaku biosyn
tezy spermidyny może mieć istotne znaczenie w utrzym aniu odpowied

trescyny i S-adenozylometioniny.

http://rcin.org.pl



[19] R E G U L A C JA  T R A N S K R Y P C JI 21 3

niego stężenia spermidyny podczas laktogenezy. Należy jednak zaznaczyć, 
że również insulina i prolaktyna mogą regulować syntezę spermidyny. 
Prolaktyna mianowicie stymulując aktywność arginazy (E.C. 3. 5. 3. 1.) 
zwiększa przemianę argininy w ornitynę, a insulina stymulując aktywność 
dekarboksylazy ornitynowej (E.C. 4. 1. 1. 17.) zwiększa przemianę ornityny 
w putrescynę (128, 129).

IV. Schem at regulacji transkrypcji w gruczole m lecznym  
podczas laktogenezy

Przedstawione w niniejszym przeglądzie wyniki prac wskazują na wie- 
lostopniowość regulacji transkrypcji w gruczole mlecznym podczas la
ktogenezy. W działaniu tym zaangażowane są przynajmniej trzy hormo
ny: prolaktyna (lub zastępczo hormon laktogenny z łożyska), insulina 
i hormony sterydowe z grupy glukokortykoidów. Niektóre efekty wymie
nionych hormonów mogą być realizowane poprzez związki pośredniczące — 
cAMP i spermidynę. Schematyczny przebieg przekazywania impulsów 
hormonalnych do układu transkrypcji w gruczole mlecznym przedstawiono 
na rycinie 10. Centralnym hormonem, posiadającym największe możliwoś
ci oddziaływania jest prolaktyna. Bierze ona udział w kontroli kilku ele
mentów na drodze oddziaływania cAMP, aktywuje receptor insuliny, 
współdziała w kontroli syntezy spermidyny i być może posiada zdolność 
bezpośredniego oddziaływania na transkrypcję. Rola insuliny w regulacji 
transkrypcji w gruczole mlecznym jest mniej jasna. Oprócz wpływu na 
syntezę spermidyny, jedyny zaproponowany mechanizm działania ma 
związek z udziałem insuliny w aktywacji cyklazy adenylowej i kinazy 
białkowej. Pod kontrolą prolaktyny i insuliny znajdują się reakcje kata
lizowane przez polimerazy A i B.

W odróżnieniu od hormonów białkowych pierwszym etapem oddziały
wania glukokortykoidów na transkrypcję w gruczole mlecznym jest in ter
akcja z receptorem cytoplazatycznym. Utworzony kompleks glukokorty- 
koid-receptor wpływa następnie na transkrypcję prowadzoną przez poli- 
merazę B. Prawdopodobnie na tym etapie realizuje się wpływ glukokor
tykoidów na syntezę spermidyny. Należy podkreślić, że ich działanie na 
syntezę spermidyny jest drugim miejscem istotnym dla regulacji tran 
skrypcji, obok aktywacji cyklazy adenylowej, gdzie zbiegają się wpływy 
prolaktyny, insuliny i glukokortykoidów.

W omawianym schemacie nie umieszczono polimerazy C z uwagi na 
zupełny brak danych o możliwości jej udziału w regulacji transkrypcji. 
Jedynymi wzmiankami w literaturze na tem at polimerazy C z gruczołu 
mlecznego jest jej ilościowo niewielki udział w syntezie RNA (25, 26). 
Również rola cGMP jako pośrednika działania hormonów oraz mecha-
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nizm działania progesteronu w gruczole mlecznym pozostają niewyjaś
nione.

V. U wagi końcowe

Prezentowany schemat regulacji transkrypcji obejmuje tylko frag
menty oddziaływania hormonów i innych związków biologicznie czyn
nych w gruczole mlecznym podczas laktogenezy. Przestawienie komórek 
nabłonkowych gruczołu ze stanu spoczynkowego w stan aktywności wy- 
dzielniczej odbija się na całokształcie przemian metabolicznych komórki 
i wymaga odpowiednich zmian nie tylko na poziomie transkrypcji lecz 
również na poziomie translacji i replikacji. Hormonalnie indukowane 
zmiany syntezy RNA są wstępem do zmian w syntezie DNA i białka, 
a wzajemne sprzężenia tych procesów w arunkują prawidłowy przebieg 
laktogenezy (130). Stosunkowo dobra znajomość hormonów określających 
przebieg omawianych przemian, specyficzny, łatwy do uchwycenia pro
dukt końcowy jakimi są białka mleka oraz możliwość odtworzenia lakto
genezy w warunkach hodowli tkanki sprawia, że gruczoł mleczny jest 
jednym z dogodniejszych obiektów do badań nad mechanizmem regulacji 
metabolizmu w komórce zwierzęcej.
A r t y k u ł  o tr z y m a n o  1.8.1977; p o  r e w iz j i  a u to r s k ie j  p r z y ję to  22.12.1977.
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KOMUNIKAT

Uchwały Komisji Słownictwa Biochemicznego 
Polskiego Towarzystwa Biochemicznego 
podjęte na posiedzeniu w dniu 3.IV.1978 r.

1. Oprócz nazwy „białko” dopuszcza się stosowanie nazwy „proteina” jako syno
nimu. Zaleca się zaniechanie nazwy „proteid” i formy — proteid jako drugiego członu 
w nazwach białek złożonych. Zamiast tego zaleca się stosowanie członu — proteina, 
a więc: hemoproteina, nukleoproteina itd., zamiast hemoproteid, nukleoproteid. S to
sowanie tej formy należy ograniczać do tych przypadków, gdy pierwszy człon nazwy 
ma również formę łacińską lub grecką. W pozostałych przypadkach należy używać 
polskiej formy białko (na przykład białka żelazowe, a nie żelazoproteiny).

Komisja uzasadnia swą decyzję tym, że forma — proteid jest pozostałością dawnej 
klasyfikacji białek na proteiny i proteidy, przy czym to ostatnie pojęcie oznaczało 
białka złożone. Wydaje się, że obecnie nie zachodzi potrzeba wyodrębniania takiej 
klasy białek jako całości, gdyż bardzo duża liczba typowych białek zawiera składniki 
nieaminokwasowe. Zarówno anglosaskie jak i niemieckie piśmiennictwo zarzuciło for
m ę — proteid, stosując tylko formę — protein.

2. Na określenie enzymów zawierających metale można używać nazw: metalo- 
-enzymy, cynko-enzymy, molibdeno-enzymy itp. Wartościowość metalu określa się 
cyframi rzymskimi w nawiasie, na przykład żelazo (Il)-enzymy.

3. Nie należy dążyć do dosłownego tłumaczenia określenia „particulate enzyme’’. 
W języku polskim określenia „cząsteczka” i „cząstka” nie są jednoznaczne, stąd też 
pochodzące od nich przymiotniki, mające określić nazwę „particulate” są nieprecy
zyjne i mylące.

4. Określenie „liczba obrotów” jest coraz rzadziej używane. Aktywność enzymu, 
wyrażona na jednostkę masy nosi nazwę aktywności a wyrażona na 1 mol — aktyw 
ności molarnej.

'5. Przy wprowadzaniu skrótów, wyprowadzonych z nazw angielskich zgodnie 
z zaleceniami Komisji Nomenklatury IUPAC-IUB, zaleca się obok podania pełnej 
nazwy w języku polskim, także informacji (w nawiasie) o pełnym brzmieniu angiel
skim danego terminu.

6 . Na określenie masy cząsteczki używa się albo pojęcia „masa cząsteczkowa”, 
albo „ciężar cząsteczkowy”.

Masę cząsteczkową wyraża się w atomowych jednostkach masy (daltonach). Ato
mowa jednostka masy (1,66043 ±0,00007X10-27 kg) równa się 1/12 części masy 
węgla [ “ C].

Ciężar cząsteczkowy jest to stosunek ciężaru cząsteczki do ciężaru 1/12 atomu 
[12C], a więc jest wielkością bezwymiarową.
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Niektóre białka cechuje zdolność swoistego wiązania cukrów lub sub
stancji zawierających cukry. Białka o tej właściwości otrzymane z bakterii 
(1), bezkręgowców (2), ryb (3) i ssaków (4, 5) nazywano aglutyninami, w y
dzielone zaś z tkanek roślinnych — fitoaglutyninami, fitohemagluty-

*) Dr, Zakład Biochemii, Instytut Chemii Organicznej i Fizycznej, Politechnika 
Wrocławska, Wybrzeże Wyspiańskiego 27, 50-370 Wrocław.

Wykaz stosowanych skrótów: Con A — konkanawalina A; WGA — lektyna z k ieł
ków pszenicy; SB A — lektyna soi; PHA — lektyna fasoli; CBA — lektyna rącznika; 
STA — lektyna ziemniaka; Gic — glukoza; Man — mannoza; Fuk — fukoza; Ksy — 
ksyloza; Ara — arabinoza; Gal — galaktoza; GlcN — glukozamina; GlcNAc — N -ace-  
tyloglukozamina; SDS — siarczan dodecylu (sól sodowa).
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ninami lub lektynami (6, 7). Wprowadzenie term inu „lektyny”, służyć 
miało określaniu tylko tych białek roślinnych, które aglutynują swoiście 
erytrocyty określonych grup i podgrup krwi ludzkiej (6). Z biegiem czasu 
jednak, lektynami zaczęto nazywać wszystkie białka roślinne wykazujące 
aktywność aglutynującą i mitogenną.

I. W ystępowanie lektyn

Obecność lektyn stwierdzono w glonach (8), porostach (8), grzybach (8, 
9, 10) i roślinach nasiennych (8, 11—40). W poszukiwaniu lektyn swoistych 
wobec erytrocytów krwi ludzkiej przebadano spośród roślin niższych 24

Tabela 1

Występowanie lektyn.

Rodziny i gatunki roślin Nazwa angielska lektyny 
i skrót stosowany w piśmiennictwie

Piśmiennictwo

Papilionaceae
Canavalia ertsiformis Concaitavalina A — Con A 11, 12, 13, 14

(jack bean agglutinin)
Glycine maxima SBA (soy bean agglutinin) 12, 13, 15—17
Phaseolus limensis PHA (lima bean agglutinin) 12, 13
Phaseolus vulgaris PHA (black kidney bean agglutinin) 12, 13, 18, 19 9 9

(red kidney bean agglutinin) 12, 13, 20
(yellow kidney bean agglutinin) 12, 13, 21, 22

Pisum sativum 13, 23—25
Lens culinaris 12, 13, 26
Robinia pseudoaccacia 13, 27, 28
Ulex europeus 29
Lotus tetragonolobus 13, 30, 31
Sophora japónica 32

Crotolaria juncea 33
Euforbiaceae

Ricinus communis CBA (castor bean agglutinin) 12, 13
Solanaceae

Solanum tuberosum STA (solanum tuberosum agglutinin) 34, 35, 36, 37
Gramineae

Triticum vulgare WGA (wheat germ agglutinin) 12, 13, 38, 39
Oryza sativa 40

Agaricaceae
Agaricus campestris 9, 10

gatunki glonów (8), 100 gatunków porostów (8) i około 870 gatunków grzy
bów (8, 9, 10). Lektyny jednak roślin niższych w większości przypadków 
okazały się nieswoiste wobec erytrocytów krwi ludzkiej. Obecność lektyn. 
wykazano w glonach następujących gatunków: Lynbia majuscula (sinice),
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Codium isthmocladum  (zielenice), Dictyota bartayresii, D. Divaricata, 
D. cervicornis, D. deliculata, Padina vickersiae, Sargassum natans, S. vi- 
ridulum, Turbinaria turbinata (brunatnice), Spyridia filamentosa (krasno- 
rosty) (8); w porostach: Parmelia stenophylla, Cetraria juniperina, Clado- 
nia rangiferina, C. furcata i Ramalina complanata (8). Lektyny znaleziono 
też w grzybach 232 gatunków, lecz tylko nieliczne z nich zawierały lekty
ny o aktywności swoistej wobec erytrocytów krwi ludzkiej. Do gatunków 
takich należały: Amanita solitaria, A. muscaria, Hygrophorus hypotejus, 
Psilocybe spodicea, Clitocybe nebularis, Fomes fomentarius (8). Powszech
nie występujące grzyby jak: Aspergillus flavus, A. niger, Candida albicans, 
Saccharomyces cerevisiae, Mucor, Pénicillium, Rhodotorula, Rhizopus, nie 
zawierają lektyn (8). W roślinach nasiennych z przebadanych 2663 gatun
ków, tylko w roślinach 800 gatunków występowały lektyny, przy czym 
aż 600 z tych gatunków zaliczamy do rodziny motylkowatych (7, 8, 11— 
42). W roślinach jednoliściennych, lektyny wykazano w Triticum vulgare 
(12, 13, 38, 39) i Oryza sativa (40). W Tabeli 1 zestawiono gatunki roślin, 
z których wyizolowano najdokładniej poznane obecnie lektyny. Z roślin 
nasiennych lektyny wyodrębnia się głównie z nasion i organów zapaso
wych. W liściach bowiem, łodydze, korze, czy korzeniach zawartość lektyn 
jest zbyt niska (7, 12, 13).

II. Budowa lektyn

Lektyny, poza nielicznymi wyjątkami, są glikoproteidami. Komponen
ta cukrowa stanowi od 5 do 50°/o masy cząsteczki. Cukrami najczęściej 
występującymi w lektynach są: mannoza, galaktoza, arabinoza, ksyloza 
i N-acetyloglukozamina (Tabela 2). Konkanawalina A (43), lektyny z Tri
ticum vulgare (44—46) i z Pisum sativum  (12) nie zawierają cukru.

Analiza składu aminokwasowego lektyn z Triticum vulgare i Solanum  
tuberosum  wykazała (47) wysoką, w porównaniu z innymi lektynami, za
wartość aminokwasów siarkowych. W lektynie z Triticum vulgare (38, 45) 
cysteina stanowi 18—20%, a w lektynie z Solanum tuberosum  (34) 11,5% 
składu aminokwasowego.

Masy cząsteczkowe lektyn, składniki cukrowe oraz liczby podjednostek 
zestawiono w Tabeli 2.

Lektyny występujące pod postacią różnych form molekularnych na
zwano izolektynami (12). Obecność izolektyn stwierdzono w nasionach 
Phaseolus vulgaris (53, 56), Lens culinaris (55), Lotus tetragonolobus (31), 
Pisum sativum  (57) i Triticum vulgaris (45).

Najdokładniej poznaną lektyną jest konkanawalina A (14, 58—60). Czą
steczka konkanawaliny A zbudowana jest z czterech jednakowych pod
jednostek, zwanych protomerami. Protomer ma kształt elipsoidy z jedną 
charakterystyczną wnęką. Wymiary protomeru wynoszą 42X40X39 Ä, zaś
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jego masa cząsteczkowa — 25 000 (14, 49). W zależności od pH środowiska 
protomery tworzą di-, tri- lub tetramerowe układy asocjująco-dysocjujące 
(14, 61, 62). W środowisku o pH poniżej 6 konkanawalina A występuje 
w formie dimeru, powyżej pH 7 głównie w formie tetram eru (63). Łańcuch

Tabela 2
Właściwości fizyko-chemiczne lektyn (13).

Gatunki roślin Masa
cząsteczkowa

Liczba
podjednostek

Komponenta cukrowa

zawartość
procentowa

skład
chemiczny

Catiavalia ertsiformis+ 1 0 0 .0 0 0 4 0

Glycine maxima 1 2 0 .0 0 0 4 5 D-GlcNAc,
D-Man

Lens culinaris+ I 42.000 2 2 GlcN, Gic
II 69.000

Lotus tetragortolobus I 1 2 0 .0 0 0 9,4 GlcN
II 58.000 4,8 GlcN

III 117.000 9,2 GlcN
Phaseolus limensis 269.000 8 4 GlcN, Man, Fuk
Phaseolus vulgaris

{black kidney bean) 128.000 5,7 Man, Ksy
(wax kidney bean) 132.000 10,4 Man, Gic
(red kidney bean) I 138.000 8 8,9 Man, GlcN

II 98.000 4 4,1 Man, GlcN
Pisum sativum+ 53.000 4 /0 ,3 Gic/?
Robinia pseudoaccacia 90.000 10,7 Man, Fuk, Ksy
Ulex europens I 170.000 5,2 GlcN, Man

II 21,7 GlcN, Ara, Gal
Ricinus communis+ 1 2 0 .0 0 0 4 4
Triticum vulgare+ 26.000 /4,5 Gic, Ksy/?
Oryzci sativa 10.400 Gic
Agaricus campestris 64.000 4 4
Sohmum tuberosum

w/g 13,36 2 0 .0 0 0 5,2 Ara
w/g 37 2 0 .0 0 0 16,7 Ara
w/g 34 1 0 0 .0 0 0 51 Ara, Gal, Gic,

GlcNAc

+ otrzymana w formie krystalicznej
cyfry rzymskie, odnoszą się do różnych form molekularnych otrzymawanych z tego samego gatunku roślin

polipeptydowy protomeru, zbudowany jest z 237 reszt aminokwasowych
o znanej sekwencji (49, 58, 59, 64, 65). Aminokwasem N-końcowym kon- 
kanawaliny A jest alanina, C-końcowym — asparagina (14, 58—60). W po
bliżu N-końca łańcucha polipeptydowego znajdują się reszty aminokwasów 
kwaśnych, uczestniczące w wiązaniu metali w cząsteczce konkanawaliny A; 
w pobliżu C-końca skupione są reszty aminokwasów hydrofobowych, two
rzące rdzeń protomeru (14, 58—60).
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Budowę drugorzędową protomeru konkanawaliny A charakteryzują 
dwa duże obszary (3-struktury (14, 58—60). Jeden obszar, tworzący wnękę 
protomeru, zawiera 58 reszt aminokwasowych, uszeregowanych w sześciu 
antyrównoległych łańcuchach oraz dziewięć reszt aminokwasowych 
w krótkich pętlach. Drugi obszar |3-struktury tworzy siedem antyrówno
ległych łańcuchów polipeptydowych zbudowanych z 57 reszt aminokwa
sowych. Reszty aminokwasowe od 80 do 85 stanowią jedyny fragment 
a-spirali w protomerze konkanawaliny A (14, 66).

Każdy protomer konkanawaliny A zawiera atom manganu, atom wap
nia i jedno miejsce wiążące cukier (67—69). Odległość pomiędzy atomami 
metali wynosi 5,4 A, a każdy z nich związany jest z czterema resztami 
aminokwasowymi łańcucha polipeptydowego lektyny i dwiema cząstecz
kami wody, co w rezultacie tworzy oktaedryczny układ metal—ligandy 
(14) (Ryc. 1).

Ryc. 1. Schemat koordynacyjnego wiązania jo
nów metali w  protomerze konkanawaliny A (14).

Ryc. 2. Konkanawalina A.

Początkowo przypuszczano, że miejsca wiążące cukier w cząsteczce 
konkanawaliny A znajdują się we wnękach protomerów w odległości 30 A 
od miejsc wiążących metale (70—74). Pomiary jądrowego rezonansu mag
netycznego (75—77) i analiza krystalograficzna wykazały jednak, że miej
sca te znajdują się poza wnękami protomerów w odległości 10—13 A od 
miejsc wiążących metale (49, 78) (Ryc. 2).

W lektynach często występującymi metalami są mangan i wapń (14, 49, 
52, 67, 79, 80), rzadziej spotyka się cynk, miedź i magnez (40). Rola metali 
w aktywności biologicznej lektyn jest nadal niejasna. Przypuszcza się, że 
uczestniczą one w procesie swoistego wiązania cukrów przez cząsteczki 
lektyn (67, 68). Wykazano bowiem, że lektyny pozbawione metali tracą 
równocześnie właściwość wiązania cukrów (62, 70, 78, 80—82).
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III. Aktywność biologiczna lektyn

III-l. Aglutynacja prawidłowych i nowotworowych komórek zwierzęcych o rozmiesz
czenie receptorów lektynowych

Lektyny wiążą się swoiście z cukrami błon komórek zwierzęcych, wy
wołując różnorodne odpowiedzi w zależności od typu komórki i rodzaju 
lektyny. Lektyna z Vicia graminea aglutynuje swoiście erytrocyty grupy 
N, a lektyna z Ulex europeus — erytrocyty grupy A2 (8). W przeciwień
stwie do lektyn izolowanych z roślin motylkowatych, lektyny z Agaricus 
campestris, Triticum vulgare i Ricinus communis pozbawione są właści
wości mitogennych (13, 83). Lektyna z Agaricus campestris wyróżnia się 
tym spośród innych, że uwalnia insulinę z komórek trzustki (84). Oprócz 
erytrocytów, lektyny aglutynują także komórki embrionalne, płytki krwi 
i komórki stransformowane. W pewnych przypadkach obserwowano ha
mowanie wzrostu tkanek nowotworowych pod wpływem lektyn (53, 85— 
90). Lektyny wiążą się również z błonami wewnątrzkomórkowymi (12, 
13). Konkanawalina A, lektyny z Triticum vulgare i Ricinus communis 
w stężeniu 1 ¡ig/ml aglutynują jądra komórkowe wątroby szczura, a w stę
żeniu 40 (¿g/ml — mitochondria. Na powierzchni 1 |im2 jądra komórkowego 
wątroby szczura wiązać się może 3,8 XIO4 cząsteczek konkanawaliny A lub 
8,6X102 cząsteczek lektyny Ricinus communis (91).

Według obecnie przyjętego modelu błon komórkowych (modelu płyn
nej mozaiki, Ryc. 3) błony komórkowe buduje dwuwarstwowa lipidowa 
matriks, w płaszczyźnie której przemieszczają się białka i glikoproteidy. 
Możliwość przemieszczania się białek i glikoproteidów zależy od stopnia 
powiązania tych składników z wewnątrzkomórkowymi elementami szkie
letowymi — mikrofilamentami i mikrotubulami, jak również od składu 
chemicznego i struk tury  warstwy lipidowej (92—97). Receptorami ko
mórkowymi lektyn są cukry glikoproteidów, znajdujących się po ze
wnętrznej, hydrofilowej stronie błony komórkowej (92). Rozmieszczenie 
receptorów lektynowych na powierzchni błon zależy od mikrofilamen- 
tów i mikrotubul (83, 92, 93, 98, 103-—106). Cytochalazyna B, kolchi- 
cyna i winblastyna, obniżają podatność komórek na aglutynację, ponie
waż zaburzają wewnątrzkomórkowy system elementów szkieletowych 
(107—109).

Aby prawidłowe komórki zwierzęce mogły ulec aglutynacji potrzeba 
znacznie wyższych stężeń lektyny niż w przypadku ich stransformowanych 
odpowiedników (93, 110—116). Lektyna z Ricinus communis w stężeniu
1 M-g/ml aglutynuje mysie fibroblasty 3T3 i komórki BHK chomika, pod
czas gdy te same komórki po transformacji nowotworowej aglutynują przy 
niższym o rząd stężeniu lektyny (117). Odmienny stopień aglutynacji ko
mórek nowotworowych, nie wynika ze wzrostu liczby receptorów lecz 
z odmiennego ich rozmieszczenia na powierzchni błon komórek prawidło
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wych i nowotworowych (86, 118—126). Receptory prawidłowych fibro- 
blastów mysich 3T3 po związaniu z konkanawaliną A pozostają równo
miernie rozmieszczone na powierzchni błon. Receptory fibroblastów stran- 
sformowanych w początkowej fazie działania lektyny tworzą drobne sku
piska tzw. „clusters”, przechodzące w większe „patches” a w końcu w bie
gunowe zagęszczenia „cups” (92, 93, 127—130). Zjawisko przemieszczania

MT

Ryc. 3. Model mozaikowej struktury błon komórkowych (92).
GP — glikoproteidy; B — białka; L — lipidy; MT — m ikrotubule; MF — m ikrofilam enty.

się receptorów w błonach komórek stransformowanych opisano również 
w fibroblastach chomika (131, 132), myszy (122, 113, 130,133), szczura (134)
i kurczęcia (135). Wzmożoną ruchliwość receptorów lektynowych 
większość autorów tłumaczy zwiększoną płynnością błon komórek strans
formowanych (93, 112—116, 124, 136—144), nie we wszystkich jednak 
przypadkach obserwowano wzrost płynności błon po transformacji nowo
tworowej. W prawidłowych i stransformowanych wirusami fibroblastach 
mysich 3T3 nie wykazano różnic w płynności błon (145—147). W przypad
ku fibroblastów kurczęcia obserwowano nawet obniżenie płynności błon 
komórek stransformowanych wirusowo w porównaniu z płynnością błon 
komórek macierzystych (148).

Zwiększona ruchliwość receptorów lektynowych jest tylko jednym
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z objawów towarzyszących łatwiejszej aglutynacji komórek nowotworo
wych. Na stopień aglutynacji ma również istotny wpływ ilość nukleoty- 
dów cyklicznych w komórkach aglutynowanych (95, 149—151).

Istotnym warunkiem wywoływania aglutynacji komórek zwierzęcych 
jest wielo wartościowość lektyn, wynikająca z ich pod jednostkowej bu
dowy. Dysocjacja natywnej, czteropodjednostkowej cząsteczki konkana- 
waliny A zachodzi w niskich temperaturach albo w wyniku modyfikacji 
bezwodnikiem kwasu bursztynowego. Zdysocjowana konkanawalina A nie 
aglutynuje komórek nowotworowych, 10-krotnie słabiej aglutynuje limfo
cyty myszy, a 500-krotnie słabiej erytrocyty owcy (120, 149, 152—156). 
Polimeryzacja kompletnych cząsteczek lektyn z utworzeniem wielkoczą
steczkowych kompleksów zwiększa właściwości aglutynujące lektyn (157).

Ostatnio wiele uwagi poświęca się izolacji i oczyszczaniu receptorów 
lektynowych. Porównanie struktury  oczyszczonych receptorów wyizolo
wanych z błon komórek prawidłowych i nowotworowych umożliwia śle
dzenie zmian zachodzących w błonach w czasie transformacji nowotworo
wej. Metodą chromatografii powinowactwa wydzielono receptory kon- 
kanawaliny A z błon limfocytów T królika (158), nowotworowych 
limfocytów myszy (159), erytrocytów szczura (160). Za pomocą tej samej 
techniki wyizolowano również z komórek białaczki mysiej L1210 receptory 
lektyny z Triticum vulgare (161, 162). Receptory lektynowe erytrocytów 
ludzkich izolowano przez ekstrakcję białek błon do buforów o niskiej si
le jonowej, a następnie rozdzielano metodą elektroforezy w żelu polia- 
kryloamidowym w obecności SDS (96, 163, 164). Okazało się, że wśród 
uzyskanych frakcji białkowych błon erytrocytów, komponenta [zwana też 
komponentą III (165, 166)] zawierała receptory konkanawaliny A i lektyny 
z Ricinus communis, a główny sjaloglikoproteid, tzw. glikoproteid MN 
(167—170) zawierał receptory lektyn Triticum vulgare, Phaseolus vulgare
i Lens culinaris. Wszystkie wyizolowane dotychczas receptory lektynowe 
są glikoproteidami.

III-2. Aglutynacja erytrocytów pod wpływem lektyn

Aglutynację erytrocytów ludzkich i zwierzęcych wywołaną lektynami 
zaobserwowano już w roku 1888. Późniejsze badania wykazały odmienną 
swoistość lektyn wobec erytrocytów różnych gatunków zwierząt. Na przy
kład lektyna ziemniaka aglutynuje erytrocyty szczura 2000 razy silniej 
niż erytrocyty konia (36). Wykryto także lektyny o wysokiej swoistości 
wobec głównych substancji grupowych i podgrupo wy ch erytrocytów ludz
kich (100—102, 171) (Tabela 3). Warto wspomnieć, że lektyny z roślin róż
nych gatunków tego samego rodzaju może cechować odmienna swoistość 
wobec erytrocytów: lektyna z nasion Vicia craca jest swoista wobec deter
minanty krwinek grupy A, lektyna z Vicia graminea aglutynuje tylko
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Tabela 3
Swoistość lektyn wobec erytrocytów niektórych grup krwi 

(8 , 12, 13, 172, 173).

Gatunek roślin Grupa krwi

Lathy rus si Ives tris
Crotolaria aegyptica, C. mucronata
Phaseolus' limensis, Ph. calcaratus
Vicia cracca, V. villosa, V. dumetorum, V. hirsuta, V. peregrina
Bauchinia purpurea
Hibiscus aesculentus
Urena lobata
Amphicarpaea bracteate
Astragalus onobrychis
Caragana brevispina, C. decorticans
Pueraria lobata
Trapeolum majus
Evonymus alatus, E. atropurpureus
Tecoma stans .
Hyptis suaveolens 
Musa textilis 
Amorphophallus variabilis

A

Dolichos biflorus A t

Ulex europeus 
Pinangua kuhli

a 2

Marasmus oreades 
Aristolochia galeata 
Bixa orellana 
Bandeireae simplicifolia 
Alysicarpus vaginalis 
Crotolaria intermedia 
Phaseolus riaciardiarus 
Vitis aestivalis 
Cytharexylum spinosum 
Holmskiodia sanguínea 
Phaeomeria speciosa
Evonymus planipes, E. alatus, E. bungaena, E. japónica, E. latifolia,
E. mackii, E. sachalinensis, E. sacrosancta, E. sieboldiana, E. verrucosa

B

Phlomis fruticosa 
Sophora japónica 
Coronilla varia 
Phyllantus dibiculatus 
Bandeiraea simplicifolia 
Cassia fistula 
Calpurina aurea
Crotalaria composita, C. intermedia, C. sattania, C. striata, C. usarmoensis, 
Dolichos lablab
Lathy rus pratensis, L. silvestris 
Phaseolus lunatus, Ph. phaseoloides 
Vicia catjang 
Swetenia candollei 
Malphigia punicifolia 
Cryptostegia madagascarensis 
Tabernaementana coronaria

A +B

Cytisus sessilifolius 
Laburnum alpinum 
Lotus tetragonolobus 
Ehretia buxifolia

H(O)
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Brownea hybrida 
Bauchinia monandra 
Cochlospermum gossypium

Cerastium tomentosum
Acalypha balfourii, A. hispida, A. macrostachys 
Caesalpinia mimosoides
Cytisus albus, C. benehoacensis, C. canariensis, C. causasicus,
C. hirsutans, C. lusitanicus, C. nigricans, C. osmarensis, C. praecox,

H

C. ratisbonensis, C. biflorus, C. sessilifolius
Galactia aneistrocarpa, G. anglica, G. aristata, G. clavata,
G. germanica, G. hórrida, G. monosperma, G. radiata, G. triacanthos,
G. umbellata
Genistella sagittalis
Laburnum falcobergense, L. wat ere i
Lens nigricans, L. peruviana,
Lespedeza bicolor, L 
Lonchocarpus discolor 
Lotus biflorus, L. corniculatus 
Ononis spinosa 
Petteria ramentacea 
Tetragonolobus paleestinus
Ulex densus, U. galli, U. jussiaci, U. nanus, U. velursiani 
Vigna divaricata, V. oroboides
Evonymus europaeus, E. latifolia, E. phellomana, E. yedonensis

Iberis gibraltarica
Bauchinia bonantiana, B. candicans, B. purpurea, B. variegata, 
Vicia gramínea

N

Iberis amara, I. sempervivens, I. umbellata 
Vicia leganyana

M

Arachis hypogea
Tephrosia hookeriana
Termophis caroliniana, T. montana

T

Salvia sclarea T„

krwinki grupy N, natomiast lektyna z Vicia faba ma chrakter nieswois
ty (12).

Aglutynacja erytrocytów, podobnie jak i innych komórek zwierzęcych 
jest następstwem wiązania się lektyn z receptorami błon komórkowych. 
Obliczono, że na powierzchni erytrocytu zmieścić się może około 100 000 
cząsteczek konkanawaliny A (174). Poliwalentny charakter lektyn umożli
wia wiązanie się ich z receptorami wielu komórek (98). Wiązanie się lek
tyn z receptorami błon zależy od rozmieszczenia i aktualnej dostępności 
receptorów, konformacji cukrów receptorowych oraz rodzaju substancji 
bezpośrednio związanych z receptorami. Wpływ konformacji cukrów re
ceptorowych na wystąpienie aglutynacji erytrocytów wykazano na przy
kładzie lektyny z grzyba Fomes fomentarius. Lektyna ta aglutynuje ery
trocyty grupy B, charakteryzujące się obecnością reszt a-galaktozylowych. 
Erytrocyty innych grup krwi, obfitujące w ugrupowania P-galaktozylowe 
nie ulegają aglutynacji w obecności tej lektyny.

Cukry lub polipeptydy, związane bezpośrednio z cukrem receptorowym 
mają również wpływ na przebieg reakcji aglutynacji. Lektyna z Glycine
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maxima swoiście wiąże a-N-acetylogalaktozaminę. Związek ten jest deter
minantą grupową erytrocytów grupy A oraz występuje w ścianach ko
mórkowych bakterii rodzaju Streptococcus. W erytrocytach a-N-galaktoza- 
mina łączy się z galaktozą, w Streptococcus — z ramnozą. Bezpośrednie 
sąsiedztwo ramnozy pozwala na aglutynację bakterii, podczas gdy krwinki 
grupy A, w których cukier receptorowy lektyny z Glycine maxima łączy 
się z galaktozą nie ulegają aglutynacji (173).

Rozmieszczenie i dostępność receptorów lektynowych na powierzchni 
błon ma także istotne znaczenie dla przebiegu aglutynacji. Wykazano, że 
traktowanie erytrocytów neuraminidazą, powoduje zmiany w stopniu wią
zania różnych lektyn. Erytrocyty poddane uprzednio działaniu neurami- 
nidazy wiążą więcej cząsteczek lektyny z Glycine maxima, mniej cząste
czek lektyny z Triticum vulgare i niezmienną ilość cząsteczek konkanawa- 
ilny A. Wzrost intensywności wiązania lektyny z Glycine maxima, po 
odszczepieniu kwasu sjalowego, wiążącego się z cukrami receptorowymi 
te j lektyny wskazuje, że cząsteczka lektyny łatwiej reaguje z cukrami 
receptorowymi wówczas, gdy zajmują one końcowe pozycje w łańcuchach 
polipeptydowych błon erytrocytów (175, 176).

Lektyny pozbawione swoistości grupowej nazwano panaglutyninami 
(12). Do panaglutynin należą lektyny wydzielone z nasion Canavalia ensi-

Tabela 4
Cukry hamujące aktywność aglutynującą lektyn (103).

Rodzaj cukru Źródło lektyn
Enzymy inaktywujące 
receptory komórkowe 

lektyn

N-acetylo-a-D-galaktozamina

•

Bauchinia purpurea 
Phaseolus limensis 
Vicia cracca 
Dolichos biflorus

N-acetylo-a-D-galaktoza-
minidaza
oksydaza galaktozowa

a-L-fukoza Ulex europeus 
Lotus tetragonolobus

a-L-fukozydaza

D-galaktoza, D-fukoza, 
N-acetylo-D-galaktozamina

Ricinus communis 
Soja hospida 
Viscum album

oksydaza galaktozowa

a-D-mannopyranoza
a-N-acetyloglukozamina

Lens culinaris 
Canavalis ensiformis 
Pis um sativum

L-D-mannozydaza
N-acetylo-L-glukozami-
nidaza

N-acetylo-/?-D-glukozamina Solanum tuberosum 
Triticum vulgare 
Datura stramonium

N-acetylo-/S-D-glukozami-
nidaza
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formis, Ricinus communis, Lens culinaris, Vicia faba, Triticum vulgare, 
Glycine maxima oraz z bulw Solanum tuberosum. Panaglutyniny wiążą 
się również z cukrowymi receptorami erytrocytów, odmiennymi jednak od 
determinant grupowych krwi (100).

Tabela 5
Czynne biologicznie substancje oczyszczone techniką chromatografii powinowactwa z wykorzy

staniem unieruchomionej konkanawaliny A (7, 32, 182—191).

Typ substancji Nazwa substancji

Enzymy lizosomalna arylosulfataza mózgu 
a-glutamylotransferaza nerki szczura 
j8-hydrolaza dopaminy 
syntetaza glikogenu 
egzonukleaza z jadu węża 
kwaśna hydrolaza łożyska 
/3-galaktozydaza wątroby ludzkiej 
hialuronidaza spermy byka

Hormony ludzka gonadotropina kosmówkowa 
ludzki hormon luteinizujący 
hormon pęcherzykowy

Lektyny lektyna fasoli (wax bean)

Białka surowicy ocj-antytrypsyna
immunoglobuliny

Receptory błon komórkowych z: L-komórek myszy
komórek rakowych wątroby szczura 
limfocytów kurczęcia
prawidłowych i stransformowanych fibroblastów 
myszy
erytrocytów ludzkich 
płytek krwi ludzkiej 
mikrosomalnych błon wątroby

Inne interferon
kwas teichojowy z Bacillus subtilis 
polisacharydy mykobakteryjne

Aglutynację erytrocytów wywoływaną lektynami hamują cukry. Na 
podstawie hamowania aglutynacji erytrocytów grupy H/0/ i A a-L-fukozą
i N-acetylo-D-galaktozaminą określono im munodeterminanty H/0/ i A (161, 
177). Aktywność aglutynującą lektyn z Triticum vulgare i Solanum tube
rosum  hamują oligosacharydy zawierające N-acetylo-D-glukozaminę, przy 
czym stopień hamowania zależy od liczby reszt cukrowych łańcucha oligo- 
sacharydowego (34, 46). Monomeryczne cząsteczki N-acetylo-D-glukozami-
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ny 3000 razy słabiej hamują aglutynację erytrocytów wywołaną lektyną 
z Triticum vulgare niż trójsacharyd zbudowany z reszt N-acetylo-D-glu- 
kozaminy. Aglutynację erytrocytów wywołaną konkanawaliną A hamują 
a-D-glukoza, a-mannopiranoza i a-N-acetylo-D-glukozamina (71) (Tabe
la 4).

Bardziej skutecznie niż cukry hamują aktywność erytroaglutynującą 
receptory lektynowe izolowane z błon erytrocytów. Tak np. oczyszczone 
receptory lektyny z Lens culinaris 60 000 razy silniej hamują aglutynację 
erytrocytów niż cukier uważany za swoisty dla tej lektyny (117, 162, 178, 
179, 180).

Właściwość swoistego wiązania cukrów przez lektyny wykorzystuje się 
z powodzeniem w chromatografii powinowactwa. Konkanawalina A, swo
ista wobec reszt a- i ß-D-fruktofuranozylowych, a-D-arabinofuranozylo- 
wych i a-D-mannopiranozylowych (181) znajduje szerokie zastosowanie 
w badaniach struktury  cukrów, glikoproteidów i błon komórkowych (Ta
bela 5).

III-3. Właściwości mitogenne lektyn

Lektyny o właściwościach mitogennych stwierdzono tylko w roślinach 
motylkowych jak na przykład w Canavalia ensiformis (192), Phaseolus 
limensis (177), Phaseolus vulgaris (red kidney bean), Lens culinaris i Pisum  
sativum  (190).

Ze względu na swoiste wiązanie cukrów rozróżnia się lektyny mitogen
ne wiążące a-D-glukozę i a-D-mannozę oraz wiążące N-acetylo-D-galakto- 
zaminę. Do pierwszej grupy lektyn zalicza się konkanawalinę A, lektyny 
z Lens culinaris i Pisum sativum  (193) — z drugiej zaś lektyny z Phaseolus 
vulgaris i Ph. limensis (194).

Lektyny mitogenne przekształcają limfocyty krwi obwodowej w duże 
komórki blastoidalne (192, 193, 195—198). Stopień tego przekształcania 
(stymulacji) limfocytów zależy od rodzaju lektyny i jej stężenia. Lektyna 
z Phaseolus vulgaris przejawia maksymalny efekt stymulacji w stężeniu
1—10 M-g/ml, konkanawalina A — 5 M-g/ml, lektyna z Lens culinaris — 
50 M-g/ml (12). Stymulacja limfocytów, podobnie jak i inne efekty wywoły
wane lektynami w komórkach zwierzęcych, wynika z powierzchniowego 
oddziaływania lektyn z błonami, bez wnikania do wnętrza komórki. Kon
kanawalina A i lektyna z Phaseolus vulgaris, unieruchomione na nośni
kach stałych stymulowały limfocyty w takim samym stopniu jak wolne 
(199, 200). Usunięcie lektyny z zawiesiny stymulowanych limfocytów, co
fało natychmiast wszystkie efekty, natomiast ponowne jej dodanie przy
wracało stymulację (201). Limfocyty stymulowane lektynami różnią się od 
wyjściowych kształtem komórek, wzrostem zasadofilności cytoplazmy, 
pojawieniem się licznych wakuoli, luźną strukturą jądra (202, 203). Zmia
ny morfologiczne limfocytów są wyrazem wzmożonego metabolizmu ob-
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serwowanego w krótkim czasie po podaniu mitogennej lektyny. W pierw 
szej kolejności wzrasta pobieranie jonów potasu, wapnia i nukleozydów 
(204), cukrów (205) i fosforanów nieorganicznych (206). Następstwem tych 
procesów jest wzmożenie syntezy kwasów nukleinowych (195, 197, 207— 
209), białek (195, 207—210), węglowodanów (211) i fosfolipidów (212). Syn
teza DNA rozpoczyna się po około 24 godzinach inkubacji limfocytów 
z lektynami i osiąga maksymalną szybkość po upływie 50—60 godzin, po 
czym spada i ponownie wzrasta po 70 godzinach inkubacji (213). Znacznie 
wcześniej, bo już po dwóch godzinach od podania lektyny do hodowli lim 
focytów wzrasta synteza rybosomowego RNA, po 20 godzinach zaś prze
wyższa 50—100-krotnie poziom syntezy w limfocytach niestymulowanych 
(214—216). Równocześnie obserwuje się nagromadzenie nowo syntetyzo
wanych rybosomów (217). Synteza DNA w limfocytach stymulowanych 
lektynami przebiega cyklicznie (213), podczas gdy syntez^ RNA i białek 
zanika jedynie w czasie mitozy komórek. W metabolizmie węglowodanów 
obserwowano wzrost poziomu glikogenu w pierwszych 24 godzinach sty
mulacji a następnie powolny, aż do zaniku, spadek zawartości glikogenu 
(220). Obserwowano również wzmożenie cyklu pentozowego, związane 
z intensywniejszą przemianą kwasów nukleinowych (211). Niezwykle 
szybko, bo już po 10 minutowej inkubacji limfocytów z lektynami mito- 
gennymi, obserwuje się trzykrotnie intensywniejsze w stosunku do kontro
li wbudowywanie znakowanych oleinianów w lecytyny (91). W procesie 
stymulacji obserwuje się również wzmożenie aktywności fosfolipazy A, 
polimerazy DNA i RNA, fosforylazy i kinazy urydylowej (91, 221).

IV. Rola lektyn w roślinach

Jak dotąd nie wiele wiadomo na tem at roli lektyn w roślinach. Lektyny 
występują głównie w organach generatywnych i zapasowych roślin oraz 
w znacznie mniejszych ilościach w liściach, łodygach, korzeniach i korze 
(13, 71). Zaobserwowano korelację pomiędzy spadkiem poziomu lektyn 
w liściach a równoczesnym wzrostem ich ilości w nasionach. Przypuszcza 
się więc, że synteza lektyn przebiega w liściach a gromadzenie w cyto- 
plazmie zarodków i liścieni (222, 223). W czasie kiełkowania nasion równo
cześnie z wyczerpywaniem się białek zapasowych obniża się również po
ziom lektyn (224, 225). Obserwacje te, jak i wysokie powinowactwo lek
tyn względem cukrów, nasuwają przypuszczenia o możliwości udziału 
lektyn w magazynowaniu węglowodanów w nasionach i organach zapaso
wych roślin.

Inna hipoteza przypisuje lektynom właściwości grzybobójcze. Zaobser
wowano, że zawarta w kiełkach Triticum vulgare lektyna hamowała wzrost 
zarodników grzyba Trichoderma viridae. W tym przypadku rola lektyn
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polegała być może na ochronie kiełkujących nasion przed grzybami i bak
teriami gnilnymi (226).

Lektynom przypisuje się także istotne znaczenie w symbiozie bakterii 
brodawkowych z rodzaju Rhizobium  z korzeniami roślin motylkowatych 
(227—229). Analiza zawartości lektyn w różnych fragmentach korzeni wy
kazała, że prawie całą lektynę korzeni wykrywa się w brodawkach korze
niowych i krótkich odcinkach włośników, tuż pod brodawkami. Równo
cześnie wiadomo, że aglutynację bakterii brodawkowych może wywołać 
tylko taka lektyna, która pochodzi z rośliny żyjącej w symbiozie z danym 
szczepem bakterii. Lektyna wyizolowana z Glycine maxima aglutynuje 
tylko Rhizobium japonicum, z Pisum sativum  — Rh. leguminosarum, 
z Phaseolus vulgaris — Rh. phaseoli (230). Zjawisko to wynika prawdo
podobnie z właściwości swoistego wiązania antygenów 0 określonych 
szczepów Rhizobium przez lektyny wyizolowane z roślin, żyjących w sym
biozie z danym szczepem bakteryjnym  (229).

Autorka wyraża wdzięczność prof, dr hab. Bronisławie Morawieckiej za kry tycz
ną dyskusję w  trakcie przygotowywania niniejszego artykułu.

A rty k u ł o trzym a n o  10.4.1976; po re w iz ji au torsk ie j p r zy ję to  23.11.1977.
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K O M U N I K A T

W ramach Polskiego Towarzystwa Histochemików i Cytochemików 
powstała Sekcja Tkanki Łącznej.

Celem Sekcji jest między innymi 1) zbieranie informacji na temat 
badań prowadzonych w kraju w zakresie biologii i patologii tkanki łącz
nej 2) inspirowanie tych badań, 3) organizowanie sympozjum naukowych, 
4) współpraca z odpowiednimi organizacjami i ośrodkami zagranicznymi.

Sekcja Tkanki łącznej P:T.H.C. planuje zorganizowanie wiosną 1979 r. 
Sympozjum na temat biologii i patologii tkanki kostnej z udziałem uczest
ników z CSRS i NRD.

Ośrodki i osoby zajmujące się w kraju problematyką tkanki łącznej 
proszone są o łaskawe przesłanie informacji zawierających nazwisk kie
rowników i nazwiska wykonawców prac oraz ich tematów. W/w. infor
macje umożliwą sporządzenie ewidencji badań nad tkanką łączną.

Wspomniane informacje prosimy przesyłać na adres:

Prof. dr hab. med. Eugeniusz Małdyk
Instytut Reumatologiczny 
02-623 Warszawa 
ul. Spartańska 1
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*> Dr, Zakład Biochemii, Instytut Biologii Medycznej Akademii Medycznej 
w Gdańsku, ul. Dębinki 1, 80—211 Gdańsk.

Wykaz stosowanych krótów: EDTA — sól sodowa kwasu etyleno-dwuaminoczte- 
rooctowego; 5'-formycyna — 9-(l'-(3-D-rybopentafuranozylo)-6-N-amino-pirazolopiry- 
midyno-5'-fosforan; N6OHNH-AMP — 6-N-hydroksy-9-(l'-|3-D-rybopentafuranozylo)- 
-a-denino-5'-fosforan; Ara-AMP—9-(r-|3-D-arabinopentafuranozylo)-adenino-'5'-fosfo- 
ran; NH2-AMP — 2-amino-9-(r~|3-D-rybopentafuranozylo)-adenino-5/-fosforan; N9- 
-metylo-AM P — e-N-m etylo-g-d^P-D-rybopentafuranozylo-adenino-S^fosforan; N1-  
-metylo-AM P — l-N -m ety lo-9-(r-|3 -D-rybopentafuranozylo)-adenino-5'-fosforan; 3-
-izo-A M P -----9-(3'-|3-D-rybopentafuranozylo)-adenino-5'-fosforan; Adenozyno-5'-mo-
nosiarczan — 9-(l'-P-D-rybopentafuranozylo)-adenino-5'-siarczan; Adenozyno-5'-fo- 
sforamid — 9 -(l'-P -D-rybopentafuranozylo)-adenino-5'-fosforamid; fruktozo-l,6 -P 2 — 
fruktozo-l,6 -dwufosforan; Kwas 2P-glicerynowy — kwas 2-fosfoglicerynowy; Kwas 
3P-glicerynowy — kwas 3-fosfoglicerynowy: Kwas 2,3P2-glicerynowy — kwas 2,3-dwu- 
fosfoglicerynowy.

8* http://rcin.org.pl
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[3] D E Z A M IN A Z A  A M P 24 5

W roku 1928 Gerard S c h m i d t  z pracowni Embdena wykazał, że 
uwalnianie amoniaku w mięśniu katalizuje przede wszystkim enzym 
specyficzny wobec 5'-AMP, nazwany wówczas dezaminazą adenylową 
(1, 2). Jego obecna nazwa według obowiązującej klasyfikacji i nomenkla
tu ry  enzymów brzmi dezaminaza AMP (B.C. 3.5.4.6). Katalizuje ona re 
akcję hydrolitycznego odszczepienia amoniaku od cząsteczki AMP ulega- 
tury enzymów brzmi dezaminaza AMP (E.C. 3.5.4.6). Katalizuje ona re
akcja ta jest nieodwracalna. Od czasu odkrycia Schmidta wielu badaczy 
podejmowało trud oczyszczenia i badania właściwości dezaminazy AMP 
z różnych źródeł. Obszerne wcześniejsze piśmiennictwo tego przedmiotu 
zebrano w kilku pracach przeglądowych (3—9).

Dezaminaza AMP jest enzymem bardzo rozpowszechnionym; występuje 
ona nie tylko w tkankach wyższych zwierząt (10—14), lecz również w tkan
kach bezkręgowców (15), roślin (16, 17) i w bakteriach (18). Tkanką naj
bogatszą w enzym są mięśnie szkieletowe, przy czym preparaty enzymu 
izolowane z mięśni wyższych zwierząt odznaczają się zdecydowanie wyż
szą aktywnością właściwą dającą się mierzyć w niskich stężeniach substra
tu, w porównaniu z preparatam i enzymu izolowanego z mięśni raka i tka
nek pozamięśniowych wyższych zwierząt (Tabela 1), w przypadku których 
aktywność enzymu można zmierzyć jedynie w wysokich, niekiedy wysy
cających, stężeniach AMP.

I. Wstęp

II. Ogólne właściwości mięśniowej dezaminazy AMP

Uzyskanie jednorodnych preparatów dezaminazy AMP z mięśni szkie
letowych kilku gatunków zwierząt pozwoliło na szczegółowe zbadanie 
właściwości cząsteczki enzymu, a także przeprowadzenie badań porów
nawczych dotyczących mechanizmów regulacji enzymu. Skład aminokwa- 
sowy dezaminazy z mięśni kruczęcia, królika i szczura wykazuje daleko 
idące podobieństwo (Tabela 2). Także masy cząsteczkowe preparatów en
zymu mięśniowego różnych gatunków zwierząt są zbliżone, podobnie jak 
struktura pod jednostkowa enzymu (Tabela 3).

Przyjm uje się obecnie, że dezaminaza mięśniowa jest tetram erem
0 masie cząsteczkowej około 280 000. Warto przy tym zwrócić uwagę, że 
dezaminaza izolowana z mięśni kury jest jednym z nielicznych enzymów 
uzyskanych w postaci dwóch jednorodnych form enzymu, różniących się 
stałą sedymentacji i odpowiadających zapewne formie teramerycznej
1 mono-, lub dimerycznej enzymu (Tabela 3).

W tkankach szczura znaleziono kilka molekularnych form enzymu 
różniących się m.in. cechami immunologicznymi, kinetyką reakcji, powi

http://rcin.org.pl
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nowactwem wobec substratu, odpornością na denaturację cieplną i op ti
mum pH (14, 31—34). Forma A enzymu znaleziona została w mięśniach 
szkieletowych, forma B w nerce i w wątrobie, forma C zaś w mięśniu 
sercowym. W mózgu szczura występuje pięć izoenzymów B i C oraz trzy 
będące hybrydami B i C. W dotychczasowych badaniach dezaminazy mięś
niowej izolowano ją najczęściej z mięśni czerwonych ograniczając się do

Tabela 2

Skład aminokwasowy dezaminazy AMP z mięśni szkieletowych 
(mole/mol enzymu).

Aminokwas
Źródło

Szczur* Królikb Kurczęb

Lizyna 184 162 164
Histydyna 76 57 88

Arginina 1 1 2 87 132
Kw. asparagi
nowy 252 261 248
Treonina 12 0 1 1 2 108
Seryna 164 178 152
Kw. glutamino
wy 260 306 268
Prolina 132 158 124
Glicyna 1 1 2 142 116
Alanina 152 195 168
1/2 Cysteina 32 32 32
Walina 116 12 0 136
Metionina 76 82 64
Izoleucyna 108 133 96
Leucyna 224 268 216
Tyrozyna 12 0 125 132
Fenyloalanina 132 127 1 2 0

Tryptofan 2 0 16 24

a Cytowane wg. 23, 
b Cytowane wg. 24.

stwierdzenia, że źródłem enzymu był mięsień szkieletowy. Ostatnio opu
blikowano jednak doniesienie wskazujące na występowanie różnych mole
kularnych form dezaminazy AMP w mięśniach czerwonych i białych kró
lika (35). Wskazuje to na konieczność określania typu mięśnia z jakiego 
izoluje się dezaminazę.

Dezaminazy AMP z różnych źródeł cechuje różne optimum pH (4,0— 
8,4); zakres optimum pH enzymów mięśniowych okazał się jednak znacz
nie węższy (6,4—7,0). Punkty izoelektryczne dezaminaz AMP nie zostały 
dotychczas oznaczone.

Reakcję katalizowaną przez dezaminazę AMP hamują związki bloku

http://rcin.org.pl
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jące grupy sulfhydrylowe (SH) (19, 28, 52, 66, 67, 72). Systematyczne bada
nia dotyczące tego zagadnienia przeprowadzono stosując jednorodny pre
parat dezaminazy AMP z mięśni królika (23, 74, 75). Wykazano występo
wanie kilku „rodzajów” grup SH o różnej dostępności i różnym znaczeniu 
dla aktywności enzymatycznej. I tak 12 grup SH/mol można było podsta
wić przez kwas 5,5'ditiobis (2-nitrobenzoesowy (DTNB) bez utraty  aktyw
ności enzymatycznej. Tak zmodyfikowany preparat odznaczał się jednak

Tabela 3
Masa cząsteczkowa, stała sedymentacji i struktura podjednostkowa dezaminazy AMP.

Źródło enzymu masa
cząsteczkowa

m. cząst. 
podjednostki

st. sedymentacji 
x 1 0 ~ 13

Piśmien
nictwo

sandacza 10,2 S 2 0

żaby 259 000 9,8 S 2 0

kurya 10,2 S 
5,2 S

2 0

kurczęcia 276 000 69 000 24
kurczęcia 278 000 69—73 000 27

mięśnie królika 320 000 12,3 S 25
królika 280 0 0 0 73—81 000 26
królika 12,5 S 13
królika 270 000 1 1 ,1  Sb 28
szczura 290 000 12,2 S 23
szczura 238 000 59 500 29
człowieka 248 000 9,5 S 2 0

limfocyty człowieka 340 000 30

a W czasie ultrawirowania oczyszczonej dezaminazy AMP z mięśni kury uzyskuje się rozdział na dwa jednorodne 
białka różniące się stałą sedymentacji, prawdopodobnie odpowiadają one formom tetramerycznej i dimerycznej, lub mo- 
nomerycznej enzymu.

b Współczynnik dyfuzji w czasie ultrawirowania ma wartość 3.75 x 10~7.

zmienioną wrażliwością na regulacyjne działanie KC1. Krzywa zależności 
szybkości reakcji od stężenia substratu przy niskim 15 mM stężeniu KC1 
przybierała charakter hiperboliczny, podczas gdy w przypadku enzymu 
natywnego przy tym stężeniu KC1 miała przebieg sigmoidalny. Następne 
16—18 grup SH przyłączało cząsteczki DTNB dopiero po usunięciu z en
zymu jonów metali dwuwartościowych drogą chelatowania. W przypadku 
zablokowania tych grup SH w cząsteczce apoenzymu jego reaktywacja 
przez cynk była znacznie upośledzona. Wreszcie, traktowanie DTNB de
zaminazy zdenaturowanej podczas dializy wobec mocznika 6.9 M ujawniło 
w jej cząsteczce ogółem 30—32 grup SH. Można przypuszczać, że rolą wol
nych grup SH jest modyfikowanie regulacyjnego wpływu jonów potasu 
na enzym, a także wiązanie jonów cynku, a być może również udział w sta
bilizacji struk tury  czwartorzędowej cząsteczki dezaminazy.

Na udział mostków dwusiarczkowych w strukturze dezaminazy wska-
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żuje hamowanie jej aktywności przez związki redukujące. Merkaptoetanol 
i ditioerytritol w stężeniu 1 mM oraz 10 mM cysteina nie wywierają 
wprawdzie wpływu na aktywność enzymu w obecności KC1, jednakże 
40 mM merkaptoetanol w obecności KC1 i 1 mM merkaptoetanol oraz 
ditioerytritol w nieobecności KC1 silnie hamują szybkość reakcji katali
zowanej przez dezaminazę AMP (5, 76).

Dezaminaza AMP jest dogodnym modelem pozwalającym na badanie 
wpływu tem peratury na kinetykę reakcji enzymatycznej. Enzym izolo
wany z mięśni człowieka odznacza się największym powinowactwem wo
bec substratu w temperaturze 25° C, a szybkość maksymalna reakcji w zra
sta około 14-krotnie przy wzroście tem peratury środowiska od 10° C do 
45° C. Stała szybkości reakcji I-go rzędu osiąga maksymalną wartość 
w temperaturze 35° C (44). Regulacyjny wpływ tem peratury na powino
wactwo enzymu do substratu i szybkość maksymalną reakcji jest większy 
w przypadku dezaminaz izolowanych z mięśni zwierząt stałocieplnych 
(36—39). Wpływ tem peratury na kinetykę reakcji katalizowanej przez 
dezaminazy mięśniowe izolowane z tkanek płodów kurczęcia (40) i szczura
(41) oraz z mięśni dorosłych osobników zmiennocieplnych jest podobny. 
Cechy charakteryzujące enzym zwierzęcia stałocieplnego pojawiają się 
dopiero w czasie rozwoju postnatalnego. Sugeruje to występowanie odręb
nych form enzymu w tkankach płodowych i w tkankach osobników doro
słych. Wniosek ten wspierają obserwacje dotyczące aktywności dezami
nazy AMP w mięśniach szkieletowych kończyn królika i w sercu kurczęcia 
w rozwoju płodowym i postnatalnym. Aktywność dezaminazy w mięś
niach kończyn królika jest niska bezpośrednio po urodzeniu i wzrasta 
gwałtownie między 5, a 15 dniem życia do wartości obserwowanych 
w mięśniach kończyn zwierząt dorosłych. Aktywność dezaminazy w mięś
niu przepony jest niska w okresie płodowym i wzrasta na 4—5 dni przed 
urodzeniem, osiągając wartość maksymalną bezpośrednio po urodzeniu
(42). Może to wskazywać na przystosowanie się mięśnia przepony, jeszcze 
pod koniec życia płodowego, do podjęcia pracy oddechowej oraz na stop
niowe przystosowywanie się mięśni kończyn do zwiększającej się po uro
dzeniu ruchliwości zwierząt. Wniosek ten wydaje się prawidłowy, nie 
należy jednak zapominać, że bezpośredni związek dezaminazy AMP ze 
skurczem mięśnia uważa się na ogół za wątpliwy. Wysoka początkowo 
aktywność dezaminazy AMP w sercu zarodka kurczęcia maleje po wy
kluciu się pisklęcia do około 1/3 poprzedniej wartości, osiągając minimum 
w 18 dniu życia kurczęcia, po czym ponownie powoli wzrasta osiągając 
w mięśniu serca kury dorosłej wartości zbliżone do wartości cechujących 
mięsień zarodkowy (43). Próba interpretacji tych badań, poprzez wiązanie 
otrzymanych wyników z fizjologicznym obciążeniem pracą mięśnia serco
wego kurczęcia w różnych okresach życia płodowego i postnatalnego wy
magałaby jednak szczegółowych informacji fizjologicznych na ten temat, 
co przekracza ramy artykułu.
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III. Regulacja aktywności dezaminazy AMP

Wykazano, że dezaminaza AMP posiada właściwości białka allosterycz- 
nego i poznano szereg efektorów allosterycznych, które regulują aktyw
ność enzymu. Wykres zależności szybkości reakcji od stężenia substratu 
ma przebieg sigmoidalny, co oznacza, że wysokie stężenia substratu ak
tywują enzym. Wartość stałej Michaelisa enzymu mięśniowego jest bliska 
wartości stałej substratowej. Wydaje się, że powinowactwo dezaminazy 
z mięśni wyższych zwierząt do substratu jest wyższe niż powinowactwo 
enzymu z mięśni raka i tkanek pozamięśniowych (Tabela 4).

Sugeruje się występowanie in vivo form nieaktywnej i aktywnej enzy
mu, przy czym aktywacja odbywa się przypuszczalnie pod wpływem sub
stratu (46). Wykazano również, że produkty reakcji, IMP i amoniak, ha
mują aktywność preparatu z mięśni królika, hamowanie przez IMP ma 
charakter kompetycyjny w stosunku do AMP, a hamowanie przez amoniak 
ma charakter mieszany — kompetycyjny i niekompetycyjny (45).

Efektorami allosterycznymi dezaminazy są jony potasu, ATP i ADP 
(10, 21, 23, 47—49), fosforan nieorganiczny (21, 53), GTP (23, 49, 54, 55), 
fosfokreatyna (23), oraz izo-AMP (5). Aktywatorami są także kationy in
nych metali jednowartościowych (10, 23, 36, 48, 50—52). Z punktu widze
nia fizjologicznych mechanizmów regulacji aktywności dezaminazy inte
resujące jest spostrzeżenie, że jej aktywność hamuje alanina (64, 65).

Przykładowe dane z piśmiennictwa ilustrujące aktywację dezaminazy 
AMP przez kationy jednowartościowe przedstawiono w Tabeli 5, uszere- 
gowując je według malejącego wpływu na aktywność enzymatyczną.

Najbardziej efektywnym w aktywowaniu enzymu mięśniowego jest 
jon potasowy, podczas gdy jony litu najskuteczniej aktywują preparaty 
dezaminazy izolowanej z tkanek pozamięśniowych.

Zjawiska aktywacji i inhibicji dezaminazy AMP przez nukleotydy pu- 
rynowe i pirymidynowe ilustruje Tabela 6.

Niektóre z nich są efektorami allosterycznymi enzymu i rozważany 
jest ich udział w regulacji enzymu in vivo. ATP w stężeniach milimolo- 
wych aktywuje enzym z mięśni szczura, natomiast w stężeniach mikro- 
molowych hamuje szybkość reakcji, przy czym efekt ten zależy od stę
żenia obecnego w środowisku reakcji KC1. W środowiskach o niższym 
stężeniu KC1 hamujący efekt ATP jest większy (23, 47, 55, 62). GTP z ko
lei silnie hamujący aktywność enzymu z oczyszczonych preparatów deza
minazy AMP, aktywuje enzym badany w nieoczyszczonych ekstraktach 
(49). Badając szybkość reakcji mięśniowych dezaminaz AMP w obecności 
dwóch podstawowych aktywatorów enzymu: ATP i KC1 stwierdzono, że 
w optymalnym stężeniu jednego z nich dodanie do środowiska inkubacji 
drugiego nie ma wpływu na szybkość reakcji. Odmiennie zachowuje się 
dezaminaza oczyszczona z serca świni. W obecności optymalnego stężenia 
chlorku potasu zależność szybkości reakcji katalizowanej przez ten enzym
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[11] DEZAM INA ZA AMP 253

od stężenia substratu miała przebieg sigmoidalny i dopiero dodanie ATP 
powodowało dalszy wzrost aktywności enzymu i hiperbolizację krzywej 
Michaelisa (63). W cząsteczce dezaminazy AMP z mięśni królika zidenty
fikowano co najmniej 4 miejsca wiążące specyficznie ATP i dwa miejsca 
specyficzne wobec GTP (66). Dezaminaza z mięśni szczura wiąże 6—7 cząs
teczek 5’fosforanu pirydoksalu na jedną cząsteczkę enzymu. Tak zmody
fikowany preparat, o aktywności wynoszącej 30°/o w porównaniu z prepa
ratem natywnym, odznacza się niezmienioną szybkością maksymalną reak
cji i czterokrotnie mniejszym powinowactwem do substratu, oraz jest 
całkowicie niewrażliwy na działanie ATP i GTP. ATP i GTP chroniły de- 
zaminazę AMP przed inhibicją wywołaną przyłączeniem fosforanu pirydo
ksalu, przy czym efekt ten był specyficzny i nie wykazywały go inne inhi
bitory allosteryczne dezaminazy (62). Wiązanie fosforanu pirydoksalu przez 
cząsteczkę dezaminazy następowało za pośrednictwem amidowych grup li
zyny w, lub w pobliżu, miejsc wiążących ATP i GTP. W miejscu wiążącym 
GTP znajdują się także grupy SH cysteiny podlegające działaniu związ
ków blokujących. Ich zablokowanie przez kwas p-rtęciobenzoesowy pro
wadziło do wybiórczej niewrażliwości enzymu na działanie GTP (66, 67). 
Bardziej szczegółowe rozważania na temat związku regulacji dezaminazy 
AMP przez nukleotydy z jej udziałem w regulacji przemian pośrednich 
znajdzie czytelnik w dwóch pracach przeglądowych poświęconych m eta
bolizmowi związków adeninowych w sercu (60) i cyklowi nukleotydów 
purynowych (61).

Na podstawie wyżej podanych informacji na temat regulacji aktywności 
dezaminazy AMP można sobie wyobrazić następujący iej schemat (Ry
cina 1).

Dezaminaza jako jeden z trzech enzymów uczestniczy w tzw. cyklu 
nukleotydów purynowych (68—71). Jon potasowy w stężeniu 100—150 mM, 
zbliżonym do fizjologicznych stężeń w komórkach, stabilizuje cząsteczkę 
dezaminazy AMP w takiej konformacji, w której jest ona zdolna do przy
łączania fizjologicznych ligandów — AMP, ATP, GTP i Pj. Enzym jest 
aktywowany przez substrat i hamowany przez produkty reakcji. GTP 
hamuje enzym zwrotnie jako produkt cyklu przemian, na którego drodze 
znajduje się m.in. dezaminaza AMP. Hamowanie przez GTP reakcji deza
minazy może mieć również znaczenie w uniemożliwianiu przebiegu cyklu 
nukleotydów purynowych jako cyklu daremnego, bowiem GTP jest ko- 
substratem  reakcji syntetazy adenylobursztynianowej, enzymu współ
uczestniczącego w reaminacji IMP do AMP (Rycina 1).

ATP przyspiesza dezaminację AMP zapobiegając w ten sposób obniże
niu wartości tzw. ładunku energetycznego zawartego w puli nukleotydów 
adeninowych poprzez przesunięcie równowagi w tej puli w kierunku ATP 
i ADP, co jak wiadomo przyspiesza szybkość przemian anabolicznych. 
Z kolei zużycie ATP w przemianach anabolicznych prowadzi do uwolnie
nia znacznych ilości fosforanu nieorganicznego, hamującego dezaminazę
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25 4 A. STA N K IEW ICZ [12]

AMP, oraz do obniżenia bezwzględnej ilości ATP w komórce; przy niskich 
zaś stężeniach ATP hamując dezaminazę wespół z fosforanem zapobiega 
nadmiernemu obniżeniu całkowitej puli nukleotydów adeninowych w ko
mórce. Działanie fosforanu nieorganicznego i ATP w niskich stężeniach 
modyfikuje także aktywację dezaminazy przez zwiększone stężenia AMP. 
który pojawia się jako produkt reakcji aktywacji aminokwasów i kwasów

Fum aran

A d e n y lo b u rs z ty n ia n

NH,

A T P

G D P + P ;

G TP  +  a sp a  
raginian

pod w yższo ny obn iżony poziom  
poziom  y a t p  w  kom órce

A M
//

Ryc. 1. — Cykl nukleotydów purynowych Lowensteina oraz regulacja aktywności
dezaminazy AMP.

1. D ezam inaza AMP (E.C. 3.5.4.6), 2. Ligaza IMP: L -asparaginian (GDP), (syntetaza adeny- 
lobursztynianow a), (E.C. 6.3.4.4), 3. AM P-liaza adenylobursztynianow a (liaza adenylobursztyn ia-

now a), (E.C. 4.3.2.2).
Linią przeryw aną zaznaczono ham ow anie dezam inazy AMP, lin ią  kropkow aną jej ak ty

w ow anie.

tłuszczowych. W świetle powyższych rozważań bardzo prawdopodobny wy
daje się wniosek, że głównym czynnikiem regulującym aktywność deza
minazy AMP jest stosunek stężeń nukleotydów adeninowych, a nie bez
względne stężenia poszczególnych nukleotydów w komórce. Można więc 
wnioskować, że w konsekwencji istotne znaczenie ma wielkość ładunku 
energetycznego zawartego w puli nukleotydów adeninowych. Wykazano, 
że w fizjologicznym zakresie wartości tego ładunku: 0,75—0,95 aktywność 
dezaminazy spada liniowo wraz ze wzrostem jego wartości (71a).

Niektóre pochodne glikolizy m.in. glukozo-6-fosforan, fruktozo-l,6-P?y 
kwasy 2-P-glicerynowy, 3-P-glicerynowy, 2,3-P2-glicerynowy i fosfo- 
enolopirogronowy hamują aktywność dezaminazy izolowanej z różnych 
tkanek zwierzęcych. Obserwowane oscylacje stężeń metabolitów glikolizy 
i ich związek z regulacją aktywności dezaminazy AMP, a poprzez nią ak
tywności cyklu nukleotydów purynowych omówione są obszernie w innej 
pracy przeglądowej (61).
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IV. Metale dwuwartościowe, a aktywność dezaminazy AMP

Hamowanie dezaminazy AMP przez jony fluorkowe nasuwało podej
rzenie, że funkcje katalityczne enzymu wymagają obecności jonów metali 
dwuwartościowych (10, 52, 53, 72, 73, 77). Inaktywacja dezaminazy AMP 
z mięśni królika przez szereg typowych chelatorów takich jak o-fenantro- 
lina, EDTA, merkaptoetanol, zależna od obecności efektorów dezaminazy 
KCL i ADP, utwierdziła to przekonanie (5, 78). Hamujący wpływ niektó
rych kwasów karboksylowych zależny od obecności KCL przypisywano 
także słabym właściwościom chelatującym tych kwasów. Metodą spektro
fotometrii atomowo-absorpcyjnej wykazano, że enzym z mięśni królika 
zawiera 2—3 gramoatomów cynku na mol jednorodnego białka, a także 
pewne ilości wapnia, magnezu i żelaza. Apodezaminaza AMP z mięśni kró
lika uzyskana w wyniku dializy enzymu wobec EDTA dawała się reakty
wować przez dodanie jonów cynku, kobaltu, manganu i żelaza. Analogiczne 
doświadczenia wykonano z enzymem izolowanym z mięśni szczura, czło
wieka i kury, oraz z łożyska ludzkiego (Tabela 7).

Tabela 7

Aktywność dezaminazy AMP w obecności jonów metali dwuwartościowych po 
uprzedniej dializie enzymów wobec EDTA.

Jony Me2 +
Źródło enzymu

karpia
Mięśnie szkieletowe 

kury 1 królika | szczura człowieka
Łożysko

człowieka

Zn2+ 91 91 80 98 80 10 0

Co2+ 74 47 70 25 72 55
Mn2+ 81 44 40 31 69 43
Cu2+ 55 56 1 7 69 2 0

Fe2+ 18 74 60 19 58 0

Mg2+ 80 60 1 1 56 0

Ni2+ 46 28 1 1 56 —
Ca2+ 67 40 — 1 52 0

Cd2 + 17 28 1 1 30 11

Enzymy dializowano wobec I mM EDTA uzyskując całkowitą utratę aktywności. Dodanie do 
środowiska pomiaru jonów Me2+ bezpośrednio przed pomiarem aktywności przywracało w różnym 
stopniu aktywność enzymatyczną. Liczby są wartościami względnymi informującymi o aktywności 
enzymu w obecności danego jonu jeżeli za 100 przyjmie się aktywność tego samego preparatu enzyma
tycznego w stanie natywnym, nie poddawanego dializie wobec EDTA. Stężenia jonów zastosowane 
w poszczególnych dośwadczeniach były następujące: w przypadku enzymu z mięśni karpia (79), kury 
(79), królika (5), szczura (80) i człowieka (79)— 10 |j.M, w przypadku enzymu z łożyska ludzkiego

(22) — 50 |aM.

W badaniach enzymu z mięśni człowieka stwierdziliśmy równoległość 
wiązania radioizotopu cynku, lub żelaza przez apoenzym i przywracania 
aktywności enzymatycznej. Zastosowanie spektrofotometru atomowo-ab- 
sorpcyjnego pozwoliło wykazać różnice w zawartości cynku w preparatach
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256 A. STA N K IEW ICZ [14]

dezaminazy inaktywowanej przez chelatory w porównaniu z preparatem  
natywnym i rekonstytuowanym przez cynk (79). Zakładając, że masa cząs
teczkowa dezaminazy ludzkiej wynosi 280 000 wyliczyliśmy, że w wyniku 
dializy wobec EDTA enzym ludzki traci jedynie 1 gramoatom cynku na 
mol, podczas gdy drugi atom pozostaje nadal związany z białkiem i jest 
niedostępny dla chelatora. Jest to zjawisko opisywane również w przypad
ku innych enzymów zawierających cynk. Dla przykładu dehydrogenaza al
koholowa z wątroby konia zawiera 2 gramoatomy cynku na podjednostkę,

10,0

9  P

£
“  3,0 £ ’

2,0

1,0

15 25 35 45

T e m p e r a  K ir a  (C* )

Ryc. 2. Wpływ temperatury na stałą Michaelisa (Km) i szybkość maksymalną reakcji
(Vmax) katalizowanej przez dezaminazę AMP: natywną • ---------•  rekonstytuowaną

przez cynk O---------O, oraz rekonstytuowaną przez kadm A------- A.
Prędkość początkow ą reakcji w yrażano w  ^molach NH3 na m inutę i ob liczano z ilości 

uw alnianego am oniaku przy następujących  stężeniach  substratu: 1 mM, 2 mM, 4 mM, 6 mM
i 10 mM. Km i Vmax obliczano graficzn ie z w ykresu  L inew eavera-B urka. Każdy z punktów  
odpow iada w artości średniej z 3—6 dośw iadczeń w ykonanych w  dw óch próbach rów noległych .

Średni błąd średniej arytm etycznej nie przekracza 15% (84).

z których jeden, dostępny chelatowaniu, jest niezbędny dla aktywności 
katalitycznej, podobnie jak to ma miejsce w przypadku dezaminazy, drugi 
zaś, nie dający się usunąć z cząsteczki w tych samych warunkach, ma 
związek przede wszystkim ze stabilizacją struktury  białka umożliwiając 
między innymi jego reaktywację przez dodanie jonów metali dwuwar- 
tościowych (81).

Odrębne zagadnienie stanowi wpływ kationów metali dwuwartościo- 
wych na aktywność natywnej dezaminazy AMP. Magnez i mangan akty
wują dezaminazę AMP z mózgu cielęcia (82), wapń aktywuje niespecy
ficzną dezaminazę nukleotydów adenylowych z glonów (16). Wapń, magnez 
i mangan w stężeniach 30—60 mM hamują dezaminazę AMP z mięśni 
człowieka (79), być może polega to na blokowaniu wolnych grup sulfhy- 
drylowych w cząsteczce enzymu.

Pomyślne wyniki doświadczeń, w których podjęto próbę wymiany cyn
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ku na inny metal dwuwartościowy pozwoliły na porównanie niektórych 
właściwości tak zmienionych preparatów. Preparaty dezaminazy z mięśni 
królika zawierające w swojej cząsteczce cynk, kobalt lub mangan wykazu
ją niewielkie jedynie różnice w wartościach stałej Michaelisa i szybkości 
maksymalnej reakcji (78). Podobne obserwacje poczyniono w naszej pra
cowni badając natywną i rekonstytuowaną przez cynk (Zn-enzym), żela
zo (Fe-enzym), lub kadm (Cd-enzym) dezaminazę AMP z mięśni człowieka 
(79). Preparat dezaminazy ludzkiej rekonstytuowany przez jony kadmu 
odznaczał się większą opornością na denaturację cieplną (79), a także 
większą wrażliwością reakcji na regulacyjny wpływ tem peratury. Zmiany 
szybkości maksymalnej reakcji i stałej Michaelisa wraz ze zmianą tempe
ratu ry  środowiska były znacznie większe w przypadku enzymu rekonsty
tuowanego kadmem, niż w przypadku enzymu natywnego i rekonstytuo
wanego przez cynk (Rycina 2).

Ryc. 3. Wpływ temperatury na stosunek szybkości początkowej reakcji w  danej tem
peraturze (vt) do szybkości początkowej reakcji w  temperaturze 10° C (vio°).
A — natyw na dezam inaza AMP, B — dezam inaza AMP rekonstytuow ana cyn k iem , C — de- 

zam inaza AMP rekonstytu tow ana kadm em , w  obecności chlorku potasu w  stężeniach:
8 mM • -----------• ,  25mM A -----------A  i 150 mM O-----------O. Każdy z punktów  odpow iada w artości
średniej z 3—5 dośw iadczeń w  dw óch próbach rów noległych . Średni błąd średniej arytm etycz

nej n ie przekracza 15°/o (84).

W badaniach szybkości początkowej reakcji w różnych tem peraturach 
i w różnych stężeniach KCL wykazano, że enzym rekonstytuowany kad
mem jest praktycznie niewrażliwy na zmiany stężenia KCL w tych wa
runkach (Rycina 3).

Względna łatwość uzyskiwania preparatów dezaminazy z wbudowa
nymi do cząsteczki jonami innych niż cynk metali dwuwartościowych stwa
rza możliwość wykorzystania tak uzyskanych aktywnych form enzymu do 
badań nad udziałem metali w czynnościach katalitycznych tego enzymu.
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V. Specyficzność substratowa i mechanizm reakcji dezam inazy AMP

Badania specyficzności substratowej dezaminazy AMP mają na celu 
po pierwsze ustalenie sposobu wiązania się cząsteczki substratu z centrum  
aktywnym enzymu, a następnie poznanie mechanizmu dezaminacji AMP. 
Najbardziej prawdopodobny jest prosty mechanizm hydrolitycznego od- 
szczepienia amoniaku. Przemawiają za nim między innymi badania deza
minacji N6-metylo-AMP przez preparat dezaminazy z mięśni królika. Jako 
produkty dezaminacji tego substratu zidentyfikowano bowiem IMP i me
tyloaminę (5, 83). Szybkość dezaminacji pochodnych o zmodyfikowanych: 
zasadzie, reszcie cukrowej, bądź podstawniku 5’ do pewnego stopnia su
gerować może sposób wiązania się substratu z centrum aktywnym enzymu 
(Tabela 8).

Tabela 8

Specyficzność substratowa dezaminazy AMP.

l
Źródło enzymu Substrat Szybkość

dezaminacji
Piśmien
nictwo

królika N 6-metylo-AMP 2 0 ,0 83
dAMP 18,0
adenozyno-5’-fosforamid 73,0
adenozyno-5’-monosiarczan 13,0
adenozyna 1 ,0

ADP 1,0

Mięśnie szczura dAMP 7,7 33
adenozyno-5’-monosiarczan 15,6
adenozyno-5 ’-fosforamid 11,7

człowieka 5’-formycyna 59,4 84
N 6-OHNH-AMP 51,8
Arabinizo-AMP 5,0
dAMP 3,9
NH2-AMP 1,3

Liczby wskazują względną szybkość dezaminacji poszczególnych substratów, przy czym szybkość dezaminacj 
5’AMP w każdym przypadku przyjęto za 100.

Najbardziej istotny wpływ na aktywność dezaminazy wywiera podsta
wienie substratu w pozycjach 2, 2’ oraz 5’. Łatwość dezaminacji 5’-for- 
mycyny wskazuje, że pierścień imidazolowy puryny nie odgrywa istotnej 
roli w wiązaniu substratu przez enzym i w przebiegu katalizy. Propono
wany mechanizm dezaminacji AMP zakłada dwie możliwości (Rycina 4).

W pierwszej z nich (Model I) przyjmuje się, że jon cynku działa jako 
kwas Levisa kompleksując cząsteczkę wody (85), co warunkuje wzrost 
elektrofilowości atomu wodoru w cząsteczce wody i czyni go bardziej po
datnym na nukleofilowy atak grupy NH2. Warunkiem takiej sekwencji 
wydarzeń jest nukleofilowość ligandu C, elementu centrum aktywnego
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enzymu uczestniczącego w wiązaniu substratu. Model II zakłada, że cząs
teczka wody wiązana jest przez nukleofilowy ligand D stanowiący element 
struktury centrum aktywnego enzymu, atom cynku zaś uczestniczy bez
pośrednio w wiązaniu substratu zachowując się jak elektrofilowy kwas 
Levisa w stosunku do atomu azotu N2 przyczyniając się do osłabienia wią
zania C-N i umożliwiając nukleofilowy atak cząsteczki wody na to wią
zanie. Oba zaproponowane przeze mnie mechanizmy mają charakter spe-

Rycirta 4

'J

Ryc. 4. Proponowane mechanizmy hydrolitycznego odszczepienia cząsteczki amoniaku 
w reakcji katalizowanej przez dezaminazę AMP.

A, B, C, D — grupy fun k cyjn e w  centrum  kata litycznym  enzym u uczestniczące w  w iąza
niu cząstek substratu i w ody.

kulacyjny. Dla udowodnienia któregokolwiek z nich należałoby między 
innymi stwierdzić: jakie konkretnie ligandy uczestniczą w wiązaniu cynku
i substratu w centrum aktywnym dezaminazy, w jaki sposób wiązana jest 
w nim cząsteczka wody, a także prześledzić przebieg reakcji z zastoso
waniem spektralnych metod badania szybkich procesów enzymatycznych.

VI. Uwagi końcowe

Pomimo wieloletnich badań nie stwierdzono bezpośredniego związku 
między skurczem mięśnia, a reakcją katalizowaną przez dezaminazę. Wy
kluczony został również związek dezaminazy AMP ze stabilizajcą struktu
ry miozyny, czy też z reakcją miozyny z aktyną (85a—87). Jednakże zwią
zek dezaminazy AMP z metabolizmem mięśnia szkieletowego jest nie
wątpliwy. Wiadomo, że aktywność tego enzymu wzrasta w mięśniach 
w wyniku długotrwałego drażnienia włókien mięśniowych prądem elek
trycznym (88), są też dane wskazujące, że w wyniku treningu obniżeniu
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ulegała aktywność dezaminazy AMP we włóknach czerwonych mięśni 
szczura równolegle z obniżeniem aktywności fosfofruktokinazy, we włók
nach zaś białych mięśni szczura aktywność obu enzymów pozostawała 
w tych warunkach bez zmian (91). Skądinąd wiadomo, że aktywność de
zaminazy AMP jest niższa w mięśniach o przewadze włókien białych, ani
żeli w mięśniach czerwonych (12). Ponadto aktywność enzymu malała 
w mięśniach myszy dystroficznych (92, 93), w mięśniach człowieka ulegają
cych dystrofii (94), oraz w mięśniach człowieka w efekcie paraliżu hipo- 
kaliemicznego (95). Wiadomo również, że aktywność dezaminazy AMP 
wzrasta w wątrobie w stanach przednowotworowych wywołanych synte
tycznymi karcinogenami (90) i w niektórych nowotworach pierwotnych 
tego narządu (89). Opisane powyżej doniesienia w różny sposób związane 
są z fizjologią i patofizjologią mięśnia i wątroby, mają one jednak cha
rakter przyczynków i nie mogą posłużyć do wysnucia bardziej ogólnych 
wniosków. Dość liczne są natomiast próby interpretacji znaczenia cyklu 
nukleotydów purynowych Lowensteina, w którym uczestniczy między in
nymi dezaminaza AMP (Rycina 1). Podkreśla się udział wątrobowej deza
minazy AMP w stabilizacji tzw. ładunku energetycznego zawartego w puli 
nukleotydów adenylowych oraz w zapobieganiu nadmiernemu obniżeniu 
całkowitej ilości tych nukleotydów w komórce (96). Pogląd ten wsparty 
jest przez opublikowane ostatnio doniesienie dotyczące hamowania deza
minazy AMP z mózgu i wątroby wołu przez oleiło-, palmitylo- i stearylo- 
-CoA. Efekt ten może być wyrazem zapobiegania obniżeniu ładunku ener
getycznego i puli nukleotydów adenylowych w czasie zużycia acyli kwaso
wych jako substratów oddechowych (97). Tak więc dezaminaza AMP 
może być uznana za jeden z głównych enzymów regulujących poziom nu
kleotydów adenylowych w komórce.

Bezpośrednim donorem grupy aminowej AMP podczas jego syntezy 
w cyklu Lowensteina jest asparaginian, jednakże dzięki transaminacji 
innych aminokwasów ze szczawiooctanem, ich grupy aminowe mogą być 
za pośrednictwem asparaginianu prekursorami grupy aminowej AMP. 
Z kolei dezaminaza AMP uwalnia amoniak z AMP. Ponieważ aktywność 
dehydrogenazy glutaminianowej w mięśniu szkieletowym jest bardzo nis
ka przypuszcza się, że w tkance tej uwalnianie amoniaku z aminokwasów 
przebiega z udziałem cyklu nukleotydów purynowych (68—70). Jedno
cześnie cykl ten można brać pod uwagę jako jedno ze źródeł amoniaku do 
wątrobowej syntezy mocznika (98) i w amoniogenezie nerkowej, zwłaszcza 
w stanach kwasicy i hipopotasemii (99, 100). Bardziej szczegółowe rozwa
żania na temat hipotez związanych z cyklem nukleotydów purynowych 
znajdzie czytelnik w odrębnej pracy przeglądowej (61).

Dalszych badań wymaga niewątpliwie kwestia zmienności form de
zaminazy AMP w rozwoju ontogenetycznym i filogenetycznym zwierząt. 
Mogą one wzbogacić naszą wiedzę o, wciąż w niewielkim tylko stopniu po
znanej, ewolucji enzymów. Obok wspomnianych wyżej „metabolicznych”
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aspektów związanych z dezaminazą AMP warto podkreślić, że enzym ten 
jest bardzo dogodnym w podstawowych badaniach enzymologicznych. 
Względna łatwość uzyskiwania jednorodnych preparatów dezaminazy, 
a także jej trwałość pozwalają na zastosowanie jej do badań nad rolą cyn
ku w katalizie, a także w badaniach regulacyjnego wpływu tem peratury 
na kinetykę reakcji enzymatycznej. Możność uzyskania aktywnych i trw a
łych form enzymu z wbudowanym do cząsteczki innym niż cynk metalem 
stanowić może wstęp do badań nad metabolicznymi konsekwencjami takich 
„wymian”. Powyższe uzasadnia coraz większe zainteresowanie jakie budzi 
dezaminaza AMP w szeregu pracowni na świecie, czego dowodem jest 
między innymi wciąż rosnąca liczba publikacji na jej temat.

A r ty k u ł o trzym a n o  12.3.1977; po re w iz ji  a u to rsk ie j p r zy ję to  13.12.1977.
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Z ŻYCIA POLSKIEGO TOWARZYSTWA BIOCHEMICZNEGO

Sprawozdanie K om itetu Naukowo-Organizacyjnego z przebiegu 
XV Zjazdu Polskiego Towarzystwa Biochemicznego

XV Zjazd Polskiego Towarzystwa Biochemicznego odbywał się w dniach 22— 
24 września 1977 roku w Instytucie Biologii Medycznej Akademii Medycznej w Gdań
sku. Powołanym przez władze Oddziału Gdańskiego PTBioch. Komitetem Nauko- 
wo-Organizacyjnym Zjazdu kierował prof. dr Leon Żelewski.

Uroczyste otwarcie Zjazdu połączono z wmurowaniem tablicy pamiątkowej po
święconej nieżyjącemu prof. dr Włodzimierzowi Mozołowskiemu — honorowemu człon
kowi PTBioch., którego imię nosić będzie oddana do użytku w dniu otwarcia Zjazdu 
nowa sala wykładowa Instytutu Biologii Medycznej Akademii Medycznej w  Gdańsku. 
Prof. dr Tadeusz Chojnacki — Z-ca Prezesa Zarządu Głównego PTBioch. ogłosił w y
niki konkursów na najlepszą pracę eksperymentalną, przeglądową oraz prace w y
konane przez młodych biochemików. Wykład inauguracyjny pt. „Rozwój poglądów 
na regulacje metaboliczne” wygłosiła doc. dr Janina Kwiatkowska.

W obradach Zjazdu wzięły udział łącznie 473 osoby, w  tym 266 członków PTBioch. 
Tematyka naukowa koncentrowała się wokół dwóch zagadnień wiodących, jakimi 

były budowa i przemiany sterydów i poliprenoli oraz swoistość metaboliczna tkanek. 
W ramach Zjazdu odbyły się następujące sympozja:
— Sympozjum „Sterydy i Poliprenole” — organizator prof. dr Leon Żelewski (10 refe

ratów oraz 20 komunikatów),
— Sympozjum „Swoistość metaboliczna tkanek — tkanka łączna” — organizator prof. 

dr Antoni Dancewicz (4 referaty oraz 10 komunikatów),
— Sympozjum „Swoistość metaboliczna tkanek — m ięśnie” — organizator prof. dr Ma

riusz Zydowo (3 referaty oraz 13 komunikatów),
— Sympozjum „Swoistość metaboliczna tkanek — nerka” — organizator prof. dr Ste

fan Angielski (6  referatów oraz 14 komunikatów).
Zorganizowano też sesję doniesień referatowych, która stanowiła wspólne forum 

do publicznego przedstawienia i dyskusji prac doświadczalnych wykonanych przez 
młodych biochemików kandydujących do nagrody im. Włodzimierza Mozołowskiego. 
Wygłoszono łącznie 21 komunikatów. Pozostałe prace spełniające warunki regulami
nu nagrody, których tematyka łączyła się z tematyką sympozjów, zaprezentowane 
były na sesjach sympozjalnych.

Podczas sesji doniesień plakatowych przedstawiono łącznie 190 doniesień. Łącznie 
w trakcie obrad Zjazdu przedstawiono 23 referaty sympozjalne oraz 305 komuni
katów.

Streszczenia doniesień i referatów, w  formie podanej przez autorów, zostały opu
blikowane drukiem w tomie streszczeń XV Zjazdu PTBioch., który otrzymał każdy 
uczestnik Zjazdu.

W trakcie trwania obrad odbyły się ekspozycje sprzętu laboratoryjnego oraz 
odczynników chemicznych prezentowane przez następujące firmy: LKB (Szwecja, 
Pharmacia (Szwecja), Eppendorf (RFN), Beckman (Austria), Zakład Konstrukcji 
Aparatury Naukowej PAN (Warszawa), Polskie Odczynniki Chemiczne (Gliwice),
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Zjednoczenie Surowic i Szczepionek (Warszawa), Organon (Holandia) i Miles Inter
national (USA).

Uczestnikom Zjazdu zapewniono zakwaterowanie w hotelach I i II kategorii oraz 
w hotelu studenckim zgodnie z życzeniami (ponadto Komitet Organizacyjny dyspono
wał również noclegami o niższym standarcie w Domach Akademickich). Chętnym  
zapewniono wyżywienie w  restauracjach „Orbis” oraz tańsze obiady w  restaura
cji „Domu Technika” w Gdańsku. W miejscu obrad zorganizowano zimny bufet. 
Zorganizowano dowóz uczestników Zjazdu autokarami z dalej położonych hoteli do 
miejsca obrad, oraz dowóz na obiady. W trakcie Zjazdu odbyło się także spotkanie 
towarzyskie w salach Domu Technika. Za pośrednictwem placówki Orbisu w  Biurze 
Zjazdu chętni mogli zaopatrzyć się w  bilety kolejowe i lotnicze oraz uczestniczyć 
w wycieczkach po Trójmieście i okolicach.

L. Zelewski

Sprawozdanie Zarządu G łównego Polskiego Towarzystwa Biochem icznego  
za okres VIII kadencji (5.9.1974 — 23.9.1977) przedstawionego na W alnym  
Zebraniu w  Gdańsku w  dniu 23 września 1977 r.

Towarzystwo nasze liczy obecnie 1078 członków zrzeszonych w 12 oddziałach 
terenowych (Białystok — 40, Gdańsk — 46, Kraków — 73, Lublin — 6 8 , Łódź — 105, 
Olsztyn — 41, Poznań — 99, Szczecin — 45, Śląsk — 63, Toruń — 25, Warszawa — 370 
i Wrocław — 97, oraz 6 członków zagranicznych). W stosunku do stanu sprzed 3 lat 
Polskie Towarzystwo Biochemiczne powiększyło się nieznacznie, bo tylko o 40 osób. 
Faktycznie jednak przyjęliśmy w poczet członków 126 osób. Jednocześnie Zarząd 
Główny zmuszony był, zgodnie ze statutem, skreślić z listy członków około 80 osób 
zalegających od kilku lat ze składkami.

W skład Polskiego Towarzystwa Biochemicznego wchodzą dwie sekcje, a miano
wicie Sekcja Fotobiologii i powstała w czasie kadencji ustępującego Zarządu Sekcja 
Bioenergetyki. Sekcja Fotobiologii ma znaczną autonomię w ramach Towarzystwa 
i rzeczywiście jest organizacją „międzytowarzystwową”, ponieważ jej członkowie 
w liczbie około 80 rekrutują się nie tylko z naszego Towarzystwa lecz także z Pol
skiego Towarzystwa Biofizycznego i Polskiego Towarzystwa Botanicznego. Sekcja ta 
jest członkiem Międzynarodowego Stowarzyszenia Fotobiologii. Sekcja Bioenergetyki 
nie jest ściśle wyodrębniona. Jej rada składa się z czterech osób powołanych przez 
Zarząd Główny. Utworzenie tej Sekcji umożliwiło naszemu Towarzystwu przystąpie
nie do Międzynarodowej Grupy Bioenergetycznej. •

Dochody Towarzystwa pochodzą z trzech źródeł: składki członkowskie przynoszą 
rocznie około 2 0 .0 0 0  zł, wpisowe na zjazdy około 60 0 00 zł, wreszcie coroczna dotacja 
Polskiej Akademii Nauk — 200 000 zł. Po stronie wydatków głównymi pozycjami są: 
organizacja zjazdów Towarzystwa — około 120.000 zł rocznie, podróże (zwrot kosztów  
udziału w  zajzdach Towarzystwa, przejazdy prelegentów na zebrania naukowe od
działów, zebrania Zarządu Głównego i komisji Towarzystwa itp.) — około 40 000 zł, 
uposażenia personelu biura Towarzystwa w  Warszawie (3 osoby na niepełnych eta
tach) — 44 500 zł i nagrody naukowe — 32.000 zł rocznie.

Najważniejszą formą działalności Towarzystwa są coroczne zjazdy naukowe. 
Uczestniczyło w  nich każdorazowo około 500 osób. Na program zjazdów składały się 
jedno lub kilka sympozjów oraz sekcje doniesień wolnych. Tematyka sympozjów  
zjazdowych przedstawiała się następująco: XIII Zjazd w Toruniu (1975) — fotosynteza, 
XIV Zjazd w  Lublinie (1976) — 1. poliformizm białek, 2. biosynteza białek i 3. bio
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energetyka, XV Zjazd w Gdańsku (1977) — 1. sterydy i poliprenole i 2. swoistość 
metaboliczna tkanek: tkanka łączna, mięśnie i nerka.

Oprócz zjazdów odbyły się w  okresie sprawozdawczym następujące imprezy 
naukowe zorganizowane przy współudziale naszego Towarzystwa: 1. krajowa konfe
rencja bioenergetyczna (Warszawa, 1975) zorganizowana przez Sekcję Bioenergetyki,
2. międzynarodowy kurs FEBS, na temat bioenergetyki mitochondriów (Warszawa, 
1976), 3. szkoła na temat spektroskopii w  badaniach biologicznych (Kołobrzeg, 1977) 
zorganizowana przez Sekcję Fotobiologii, 4. międzynarodowe sympozjum pod nazwą 
„Translacja syntetycznych i naturalnych polinukleotydów” (Błażejewko pod Pozna
niem, 1977) i '5. VII międzynarodowe kolokwium „Bioenergetyka i mitochondria” 
(Gdańsk, 1977).

W oddziałach Towarzystwa odbyło się w  okresie sprawozdawczym ponad 150 ze
brań naukowych. Zorganizowano również z pomocą firmy Pharmacia z Uppsali 
10 kursów metod chromatograficznych. Ponadto w  Oddziale Warszawskim odbyły 
się przy współudziale Centrum Medycznego Kształcenia Podyplomowego dwa kursy 
pomiaru promieniowania jonizującego przy pomocy ciekłych scyntylatorów.

Ważną domeną działalności Towarzystwa jest wydawanie kwartalnika „Postępy 
Biochemii” oraz „Monografii Biochemicznych”. W ciągu minionych 3 lat ukazały się 
w „Postępach Biochemii” 72 artykuły. Dbając o poziom pisma, Redakcja stosuje 
dość ostrą selekcję nadsyłanych materiałów. W okresie sprawzdawczym nie zakwali
fikowano do druku 28 maszynopisów. „Monografie Biochemiczne” są wydawnictwem  
ukazującym się nieregularnie, w  miarę napływu materiału. W okresie sprawozdaw
czym ukazał się jeden zeszyt, a mianowicie „Polskie Słownictwo Biochemiczne” pod 
redakcją A. Morawieckiego. Pod koniec 1977 r. spodziewane jest wydanie monografii 
pod redakcją A. Chorążego pod tytułem „Genom Organizmów Zwierzęcych, Struk
tura i Transkrypcja”. Trzecia monografia, autorstwa L. W asilewskiej, pod tytułem  
„Regulacja Syntezy RNA w Tkankach Roślinnych” została już złożona do druku.

Inną formą popularyzacji biochemii są nagrody Towarzystwa. Nagroda im. Ja
kuba Karola Parnasa przyznawana jest corocznie za najlepszą pracę doświadczalną 
wykonaną w  Polsce, a nagroda im. Bolesława Skarżyńskiego — za najlepszy artykuł 
przeglądowy w  „Postępach Biochemii”. Staraliśmy się utrzymać wysoką rangę obu 
nagród i kandydatury do nich były szczególnie skrupulatnie rozpatrywane. Trzecim 
rodzajem nagród były nagrody i wyróżnienia za najlepsze prace przedstawiane przez 
młodych biochemików na dorocznych zjazdach Towarzystwa. Nagrodom tym nada
liśmy w 1975 r. imię Włodzimierza Mozołowskiego. Przyznano ich w  sumie w okresie 
sprawozdawczym 25.

Na arenie międzynarodowej Towarzystwo nasze należy do Federacji Europejskich 
Towarzystw Biochemicznych a ponadto — przez odpowiednie sekcje Towarzystwa — 
do Międzynarodowego Stowarzyszenia Fotobiologii i do Międzynarodowej Grupy Bio
energetycznej. Dzięki przynależności do FEBS członkowie naszego Towarzystwa 
otrzymują bezpłatnie dwa razy do roku biuletyn tej Federacji zawierający infor
macje o planowanych zjazdach, konferencjach, kursach itp. w  całej Europie. Przy
należność do FEBS daje możność polskim biochemikom uczestniczenia na pełnych 
prawach w  dorocznych zjazdach tej Federacji, będących największym forum spotkań 
biochemików w Europie, a także w  sympozjach i kursach FEBS. Corocznie kilku 
młodych biochemików z Polski korzysta ze stypendiów FEBS na pokrycie kosztów 
uczestnictwa w kursach Federacji.

Ustępujący Zarząd Główny dziękuje swym członkom i sympatykom, którzy w  mi
nionym trzyletnim okresie przyczynili się do osiągnięć Towarzystwa, a przyszłym  
władzom Towarzystwa życzy owocnej działalności z pożytkiem dla polskiej bio
chemii.

Lech Wojtczak

l
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Protokół z IX W alnego Zebrania Polskiego Towarzystwa Biochemicznego  
odbytego w dniu 23 września 1977 r. w  Gdańsku

Zebranie otworzył prezes Towarzystwa, prof. Lech Wojtczak, proponując na prze
wodniczącego Zebrania prof. Mariusza Żydowo a na sekretarza dr Zenona Aleksan
drowicza. Propozycja została zatwierdzona przez aklamację. Obejmując przewod
nictwo, prof. Żydowo stwierdził prawomocność Zebrania. Ze względu na brak 
quorum w pierwszym terminie. Zebranie rozpoczyna się w drugim terminie przy 
obecności 113 osób uprawnionych do głosowania. Zaproponowany porządek obrad 
został przez zebranych przyjęty:

1. Otwarcie, wybór przewodniczącego i sekretarza zebrania oraz powołanie Ko
misji Wnioskowej i Komisji Skrutacyjnej

2. Przyjęcie protokółu z VIII walnego Zebrania w dniu 5.9.1974 r.
3. Sprawozdanie z działalności Towarzystwa w  okresie VIII kadencji od 5.9.1974 

do 23.9.1977
4. Sprawozdanie Komisji Rewizyjnej
5. Dyskusja nad sprawozdaniami
6 . Wniosek o absolutorium dla ustępującego Zarządu
7. Wybór nowych władz Towarzystwa
8 . Nadanie godności członków honorowych Towarzystwa
9. Dyskusja na temat dotychczasowej i przyszłej działalności Towarzystwa, wnioski 

i podjęcie uchwał
10. Wolne wnioski

Ad 1. Komisję Skrutacyjną powołano w składzie: prof. Tadeusz Chojnacki (prze
wodniczący), dr J. Preiss i dr W. Bogusławski, zaś Komisję Wnioskową w składzie: 
prof. L. Kłyszejko-Stefanowicz (przewodnicząca), prof. A. Legocki i doc. J. Kwiat
kowska.

Ad 2. W zastępstwie nieobecnego sekretarza Zarządu Głównego protokół z po
przedniego walnego zebrania przedstawiła prof. L. Kłyszejko-Stefanowicz. Protokół 
został przyjęty.

Ad 3. i 4. Prof. L. Wojtczak złożył sprawozdanie z działalności Zarządu Głównego 
w okresie VIII kadencji, a prof. T. Borkowski przedstawił protokół z posiedzenia 
Komisji Rewizyjnej z dnia 2.9.1977 r. i zgłosił wniosek o udzielenie absolutorium  
ustępującemu Zarządowi.

Ad 5. W dyskusji nad sprawozdaniem zabierali głos: prof. W. Niemierko, prof.
S. Niemierko, prof. T. Borkowski i prof. L. Wojtczak.

Ad 6 . Wniosek o udzielenie absolutorium został przyjęty przy 5 głosach wstrzy
mujących się (członkowie ustępującego Zarządu).

Ad 7. Ustępujący Zarząd zaproponował kandydatury prezesa, vice-prezesa i 14 
członków Zarządu. Zebrani dodali jeszcze dwie kandydatury na członków Zarządu 
i zaproponowali 3 kandydatury do Komisji Rewizyjnej. W wyniku tajnego głosowania 
do władz Towarzystwa wybrani zostali: prezes — prof. L. Wojtczak, vice-prezes — 
prof. L. Kłyszejko-Stefanowicz, członkowie Zarządu Głównego: doc. W. Ardelt, prof. 
J. Chmielowski, dr B. Czartoryska, prof. L. Działoszyński, prof. A. Legocki, doc. Z. Ma- 
choy, dr G. Palamarczyk, doc. E. Sikorska, dr B. Skoczylas, doc. Z. Wojciechowski, 
doc. E. Wolna, doc. W. Zagórski, doc. A. Krawczyk i dr Z. Aleksandrowicz; Komisja 
Rewizyjna: prof. Z. Zielińska, doc. H. Panusz, prof. M. Sarnecka-Keller.

Ad 8 . Ustępujący Zarząd zgłosił wniosek o nadanie godności członków honoro
wych Towarzystwa prof, dr Irenie Mochnackiej i prof. dr Davidowi Shugarowi.
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Motywację wniosku przedstawili prof. Z. Zielińska i prof. L. Wojtczak. W dyskusji 
obie kandydatury gorąco poprali prof. S. Niemierko, prof. I. Chmielewska, prof. 
W. Niemierko i doc. H. Panusz. W tajnym głosowaniu zebrani wypowiedzieli się 
olbrzymią większością głosów za nadaniem godności członka honorowego Towarzystwa 
obu kandydatom.

Ad 9. W dyskusji głos zabierali: doc. H. Panusz, prof. M. Żydowo, prof. L. Wojt
czak, prof. T. Borkowski, prof. I. Chmielewska i prof. Z. Zielińska. Przyjęto w ięk
szością głosów lub jednomyślnie następujące wnioski:
1. zobowiązujący Zarząd Główny do interwencji wobec odpowiednich czynników  
w sprawie poprawy zaopatrzenia placówek badawczych w  niezbędne odczynniki 
importowane i radioizotopy a także części zamienne oraz w sprawie obsługi serwiso
wej aparatury importowanej,
2. podwyższający składkę członkowską do 40 zł rocznie,
3. Zalecający coroczne organizowanie ogólnego zjazdu Towarzystwa lub jednego albo 
kilku specjalistycznych sympozjów,
4. Roprawy rozpowszechniania i udostępniania Monografii Biochemicznych.

Ad 10. Wolnych wniosków nie zgłoszono.

M. Zydowo  
Z. Aleksandrowicz
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M olecular and Biological Aspects of the Acute Allergic Reaction, 

red. S.G.O. Johansson, Kjell Strandberg and Börje Uvnäs,
1976, Plenum Press, New York, London. Nobel Foundation Symposium 33, str. 463.

Książka stanowi zbiór referatów przygotowanych i wygłoszonych przez w ybit
nych specjalistów na sympozjum poświęconym molekularnym i biologicznym aspek
tom ostrych reakcji alergicznych, organizowanym przez Fundację Nobla w marcu 
1976 roku w Sztokholmie. Po każdym referacie zamieszczone jest aktualne piśm ien
nictwo oraz dyskusje dotyczące poruszanego w  referacie zagadnienia.

W sumie książka zawiera 22 referaty a przedstawione w nich zagadnienia do
tyczą:

— struktury alerganów,
— genetyki, struktury i regulacji immunologicznej odpowiedzi immunoglobulin 

klasy IgE,
— eksperymentalnego modelu badania immunoglobin klasy IgE u szczurów,
— mechanizmów uwalniania mediatorów,
— roli mastocytów w ostrych reakcjach alergicznych,
— relacji mastocyt — komplement i system kinin,
— komórkowej odporności immunologicznej.
Przedstawione w referatach zagadnienia są jasno i nowocześnie sformułowane, 

rozwinięte i poparte własnymi wynikami. Dokumentacja wyników i sposób ich przed
stawienia jest bardzo dobra. Schematy obrazujące niektóre immunologiczne i bio
chemiczne mechanizmy reakcji biologicznych w  ostrych odczynach alergicznych są 
doskonałe i ułatwiają czytającemu szybkie zrozumienie nawet najbardziej skompli
kowanych reakcji — począwszy od procesów indukcji do reakcji efektorowej oraz 
procesów regulacyjnych.

Na wyróżnienie zasługują referaty:
Lichtensteina — The Interdependence of Allergic and Inflammatory Processes, 
Austena i wsp. — Mast Cell-Derived Mediators: Structural and Functional Diversity 
and Regulation of Expression, Goetzla i Austena — Specificity and Modulation of the 
Eosimophil Polymorphonuclear Leukocyte Response to the Eosinophil Chemotactic 
Factor of Anaphylaxis (ECF — A).

Z. Wieczorek
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John Daly, Cyclic N ucleotides in the Nervous System  

Plenum Press, New York and London, 1977, str. 402.

Książka J. Daly pt.: „Cyclic Nucleotides in the Nervous System ” jest krytycz
nym opracowaniem na temat tworzenia, degradacji i funkcji cyklicznych nukleoty
dów w  ośrodkowym i obwodowym układzie nerwowym. Autor omawia prace doty
czące dwóch cyklicznych nukleotydów, a mianowicie AMP i GMP, opierając się na 
ponad 1200 pozycjach piśmiennictwa od 1961 roku do kwietnia 1976. Materiał zawarty 
na około 300 stronach książki jest przedstawiony w  trzech rozdziałach: 1 — Synteza 
enzymatyczna, rozpad i działanie cyklicznych nukleotydów, 2 — Nagromadzanie cy
klicznych nukleotydów, 3 — Funkcjonalne znaczenie cyklicznych nukleotydów. 
enzymów związanych z ich metabolizmem w różnych częściach układu nerwowego 

W pierwszej części autor omawia występowanie cyklicznych nukleotydów oraz 
enzymów związanych z ich metabolizmem w różnych częściach układu nerwowego 
a także ich rozmieszczenie wewnątrzkomórkowe. Zajmuje się wnikliwie czynnikami 
regulującymi aktywność enzymów: cyklaz, fosfodwuesteraz, kinaz i fosfataz białko
wych. Przedstawia zmiany ilości cyklicznych nukleotydów i aktywności cyklaz w roz
woju różnych zwierząt.

Drugi rozdział poświęcony jest gromadzeniu cyklicznych nukleotydów w  tkance 
nerwowej. Autor przedstawia tu wyniki badań prowadzonych na skrawkach mózgu, 
izolowanych zwojach i nerwach obwodowych różnych zwierząt. Zajmuje się szcze
gółowo metodami pomiarów ilości i szybkości syntezy cyklicznych nukleotydów. 
Omawia również wpływ neurotransmiterów (oraz związków zmieniających ich poziom 
lub metabolizm), hormonów, i jonów na gromadzenie się cyklicznych nukleotydów.

W trzeciej części autor zajmuje się rolą cyklicznych nukleotydów w  układzie 
nerwowym. Przedstawia szereg danych dotyczących korelacji zaburzeń poziomu cy
klicznych nukleotydów z zaburzeniami: szlaków metabolicznych, podziałów komór
kowych, funkcjonowania błon, zachowania zwierząt. Omawia też działanie środków 
czynnych farmakologicznie na poziom cyklicznych nukleotydów. Ponadto zajmuje 
się wpływem cyklicznych nukleotydów na metabolizm neurotransmiterów.

Omawiana książka ze względu na olbrzymi ładunek wiadomości, często bardzo 
szczegółowych, jest pozycją trudną, zwłaszcza dla początkujących biochemików czy 
neurochemików. Niewątpliwie jest ona bardzo przydatna dla osób zajmujących się 
cyklicznymi nukleotydami jako swego rodzaju indeks piśmiennictwa. Jest napisana 
zwięzłym językiem. Układ książki jest przejrzysty, umożliwiający szybkie znalezienie 
interesujących odnośników. Czytelne schematy, wyczerpujące tabele oraz appendix 
zawierający wzory chemiczne wszystkich omawianych substancji podnoszą wartość 
tej pozycji.

A. Potempska

Protein m etabolism of the brain

Red.: A. V. Palladin, Y. V. Belik i N. M. Polyakova, 1977, 
Consultant Bureau, New York, London str. 335.

Książka „Protein metabolism of the brain” to przetłumaczona na język angielski 
rosyjska monografia, której autorami są znani badacze — A. V. Palladin, Y. V. Belik  
i N. M. Polyakova.
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Czytelnik polski miał możność zapoznać się dużo wcześniej z rosyjskim orygina
łem, wydanym w 1972 roku. Zrozumiałe jest zatem, że tak długi okres, który 
upłynął od chwili pierwszego wydania a ukazaniem się książki w wersji angielskiej, 
sprawił, że nie omawia ona najnowszych osiągnięć w dziedzinie badań metabolizmu 
białek mózgu.

Tym niemniej 1800 pozycji piśmiennictwa daje czytelnikowi możność zapoznania 
się z rozwojem wiedzy o białkach układu nerwowego. Szczególnie bogato reprezento
wane są prace autorów radzieckich, co dla czytelnika rzadko sięgającego do czaso
pism wydawanych w  języku rosyjskim czy ukraińskim, jest niezwykle cenne.

W ośmiu rozdziałach przedstawiono w sposób jasny i wyczerpujący najbardziej 
istotne zagadnienia:
— kierunki badań nad białkami układu nerwowego i ich metabolizmem
— frakcjonowanie białek oraz fizykochemiczne i biologiczne własności niektórych 

frakcji białkowych
— bariera krew—mózg i transport aminokwasów poprzez błony komórkowe
— niektóre morfologiczne, biochemiczne i funkcjonalne właściwości układu nerwo

wego
— odnowa białek układu nerwowego i jego struktur subkomórkowych
— metabolizm białek tkanki nerwowej w różnych stanach funkcjonalnych
— metabolizm białek mózgowych w czasie rozwoju
— katabolizm białek układu nerwowego.

Wielką zaletą książki jest krytyczne omówienie badań nad metabolizmem białek 
mózgu. Ukazuje ono wszystkie trudności nad badaniem dynamicznych przemian bia
łek mózgu przy stosowaniu radioaktywnych prekursorów i niebezpieczeństwo błędów  
w intepretacji wyników. Szczególnie ciekawy jest rozdział poświęcony zmianom skła
du białkowego i metabolizmu białek w czasie rozwoju ontogenetycznego, zarówno 
w  poszczególnych strukturach mózgu jak i we frakcjach subkomórkowych. Pewnym  
niedostatkiem opracowania jest zbyt skromny i nie zawsze przejrzysty materiał ilu 
stracyjny. Należy żałować, że tak użyteczna książka trafia do odbiorcy czytającego 
w  języku angielskim z tak wielkim  opóźnieniem.

J. Skangiel-Kramska

Structure of Biological Membranes

Red. S. Abrahamsson i I. Pascher, 1977, 
Plenum Press, New York, London, str. 580.

W czerwcu 1976 r. odbyło się w Skovde w Szwecji XXXIV Sympozjum Fundacji 
Nobla poświęcone błonom biologicznym. Wzięło w  nim udział około 50 wybitnych  
specjalistów z całego świata i przedstawiono 30 referatów. Teksty tych referatów  
składają się na omawiane wydawnictwo. Tematykę Sympozjum można ująć w  na
stępujących punktach: 1. lipidy i właściwości fizyczne błon, 2. białka błon, 3. oddzia
ływania między lipidami a białkami, 4. węglowodany błon, 5. zjawiska dynamiczne 
w  błonach, 6 . zjawiska elektrostatyczne, 7. transport przez błony, 8 . przetwarzanie 
energii, 9. modele błon. Spośród omawianych rodzajów błon wymienić można: endo- 
plazmatyczne retikulum, błony mitochondrialne, chloroplasty, błony erytrocytów, 
mielinę, błony plazmatyczne i szereg innych. Do szczególnie ciekawych artykułów  
zaliczyłbym następujące: M. Avrona (Rehovot) na temat transportu protonów w chlo
roplastach, D. Chapmana (Londyn) o przejściach fazowych, agregacji białek i płyn-
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ności fazy lipidowej błon biologicznych, L. L. M. van Deenena (Utrecht) omawiający 
lipidową strukturę błon erytrocytów, L. Ernstera (Sztokholm) na temat naturalnego 
inhibitora mitochondrialnej ATP-azy, C. R. Hackenbrocka (Dallas, Teksas) o m ole
kularnej organizacji wewnętrznej błony mitochondrialnej. Yu. A. Ovchinnikova (Mo
skwa) na temat jonoforów peptydowych, J. C. Skou (Aarhus) traktujący o transporcie 
jonów sodu i potasu i W. Stoeckeniusa (San Francisco) o transporcie protonów w  bło
nach modelowych zawierających wbudowaną bakteriorodopsynę.

W sumie książka zawiera niezwykle cenny materiał dla wszystkich interesujących 
się biochemią i biofizyką błon biologicznych.

L. Wojtczak

Nucleic Acids and Protein Synthesis in Plants,

red. L. Bogorada i J. H. Weila, 1977, Plenum Press,
New York, London, seria A: Life Sciences vol. 12,
NATO Advanced Study Institutes Series, str. 417.

W lipcu 1976 r. w  Strasburgu odbyło się kolokwium połączone ze specjalistycz
nym kursem na temat kwasów nukleinowych i syntezy białka u roślin. Plonem  
konferencji były dwie cenne publikacje: „Acides Nucléiques et Synthèse des Protéines 
cher les Végétaux” wyd. C.N.R.S. Paris 1977 oraz pozycja recenzowana. Redaktorami 
obydwu tomów byli L. Bogorad i J. H. Weil. Pierwsza publikacja zawiera ponad 
10 0  przedstawionych w  syntetycznej formie komunikatów i doniesień referowanych 
w ramach kolokwium, druga zaś 24 obszerne artykuły wygłoszone w ramach kursu 
i ułożonych w książce w następujących działach:

— Organizacja i replikacja genomów jądrowych i chloroplastowych
— Transkrypcja
— Translacja: aparat syntezy białka
— Synteza kwasów nukleinowych i białka przez organelle: zależności organel- 

la-jądro
— Kontrola syntezy kwasów nukleinowych i białka przez hormony i czynniki 

środowiska
— DNA obcy w komórkach roślinnych: wirusy roślinne
W zasadzie wszystkie artykuły mają charakter prac doświadczalnych opartych 

głównie na pracach własnych autorów, choć każdy z nich zawiera użyteczne wpro
wadzenie literaturowe. Problematyka poszczególnych rozdziałów dobrze odzwiercie
dla aktualne kierunki w badaniach nad biosyntezą białka i metabolizmem kwasów  
nukleinowych. Wydawcom udało się zebrać zespół znakomitych autorów, co sprawia, 
że poziom naukowy tomu jest bardzo wysoki.

Stosunkowo najszczuplej potraktowany jest rozdział dotyczący charakterystyki 
genomu roślinnego (H. Stern, K. K. Tewari i in.). Wynika to zapewne z niewielkiego  
jeszcze rozwinięcia badań nad właściwościami i organizacją DNA u roślin. Dotych
czasowe badania, co znajduje wyraz w  powyższych artykułach, koncentrowały się 
głównie na DNA chloroplastów, które scharakteryzowano typowymi metodami fizycz
nymi a także poprzez analizę fragmentów otrzymanych po alkalicznej hydrolizie. 
Należy oczekiwać jednak, że zastosowanie enzymów restrykcyjnych pozwoli na zma- 
powanie poszczególnych genów, a co za tym idzie przybliży zrozumienie organizacji 
i replikacji genomu tych organelli.

Obszerniejszy natomiast jest rozdział o transkrypcji oraz o właściwościach za
leżnych od DNA polimeraz RNA. W większości przebadanych dotąd układów roślin
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nych wykryto obecność polimeraz typu I i II, których aktywności zależą, jak to w y
kazano na przykładzie soji, zarówno od warunków wzrostu rośliny, jak też obecności 
substancji wzrostowych (artykuł J. L. Key i in.).

Do frapujących od dawna zależności regulacyjnych w świecie roślin należy w za
jemne powiązanie metabolizmu i systemów kontrolnych jądra, cytoplazmy i orga
nelli komórki. Problem ten przewija się przez szereg artykułów omawiających prze
bieg syntezy rybosomalnych RNA (G. Richter i in.), właściwości i specyficzność 
organellowych tRNA i syntetaz aminoacylo-tRNA (J. H. Weil i in.), a także ryboso
mów i białkowych czynników elongacyjnych (O. Ciferri i in.). Istotny postęp w  ba
daniach funkcji organellowych systemów genetycznych przyniosło opracowanie mo
delowych układów bezkomórkowych syntetyzujących białko. Układy takie opraco
wano zarówno dla chloroplastów (R. J. Ellis) jak i mitochondriów (C. J. Leaver i in.). 
Jak wiadomo rybosomy organelli organizmów wyższych wykazują typowe cechy 
rybosomów prokariotycznych, jakkolwiek wykryto subtelne różnice w budowie 
i właściwościach m.in. niskocząsteczkowych rRNA (artykuł T. A. Dyera i in.).

Dodatkowa atrakcyjność śledzenia poszczególnych stadiów przekazywania infor
macji genetycznej w układach roślinnych leży w  ich unikalnej podatności na zmiany 
morfogenetyczne. Zmiany takie mogą mieć charakter zarówno naturalny (wzrost 
i różnicowanie roślin) jak też indukowany czynnikami fizycznymi (światło) czy też 
substancjami o działaniu hormonalnym. Jakkolwiek obecnie daleko jeszcze do pełnego 
zrozumienia tych złożonych procesów regulacyjnych, nagromadzony zwłaszcza 
w ostatnich latach obszerny materiał doświadczalny pozwala już na wyciągnięcie 
pierwszych wniosków n.t. syntezy określonych, funkcjonalnych i zapasowych białek 
roślinnych. Zagadnieniom tym poświęconych jest w  książce szereg artykułów na
pisanych m.in. przez J. Varnera, L. S. Dure III i in. H. Mohra i in., D. Boultera,
A. Trewavasa i in.

W osobnym rozdziale ujęte są wybrane zagadnienia dotyczące syntezy w ko
mórkach roślinnych białek pochodzenia wirusowego. Ten ważny kierunek badawczy 
dostarczył wielu dogodnych modeli dla poznania szczegółowego przebiegu różnych 
etapów przekazywania informacji genetycznej (artykuły J. B. Briand i in., T. O. Die- 
ner, L. van Vloten-Doting i in.).

Staranny dobór przez redaktorów wydania zagadnień powierzonych do opraco
wania najbardziej kompetentnemu gronu autorów sprawia, że książka jest jednym  
z najlepszych zbiorów artykułów monograficznych na temat kwasów nukleinowych 
i syntezy białka u roślin, jaki ukazał się na przestrzeni kilku ostatnich lat. Taki 
charakter wydawnictwa zakreśla jednocześnie jego zasięg jak i też dobiera czytel
ników, którymi będą biologowie i biochemicy o ukierunkowanych zainteresowaniach 
i o pewnym już zaawansowaniu w problematyce. Niezwykle staranna szata graficzna 
i przejrzystość układu są dodatkową godną odnotowania cechą tej cennej pozycji.

A. Legocki

Comprehensive Virology

Vol. 7, Reproduction — Bacterial DNA Viruses, Red. H. Fraenkel-Conrat, R. R. 
Wagner, 1977, Plenum Press, New York, London, str. 300;
Vol. 8, Regulation and Genetics — Bacterial DNA Viruses, Red. H. Fraenkel-Conrat, 
R. R. Wagner, 1977, Plenum Press, New York, London, str. 350;

Dwa recenzowane tomy Comprehensive Virology stanowią tomy 7 i 8 serii w y
dawniczej, które według założenia w  około 25 tomach ma przedstawić współczesną 
więdzę i poglądy ze wszystkich dyscyplin współczesnej wirusologii. Reprodukcji w i
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rusów poświęcono cztery tomy, z których jeden — recenzowany tom 7 — przedsta
wia zagadnienia związane z reprodukcją bakteriofagów. Kolejne rozdziały tego tomu 
opisują grupy fagów, różniące się znacznie właściwościami genetycznymi.

Rozdział 1 (104 strony, 24 ryciny, około 300 pozycji literatury) napisany przez
D. T. Denhardta, poświęcony jest reprodukcji izometrycznych bakteriofagów, zawie
rających DNA jednoniciowy. Autor tego rozdziału jest autorytetem w  dziedzinie teorii 
replikacji DNA, jak również w zakresie badań nad reprodukcją faga $X174 — kla
sycznego przedstawiciela grupy fagów, opisywanych w tym rozdziale. Na przykładzie 
tego faga przedstawiono szczegółowo kolejne etapy namnażania faga w komórce ba
kteryjnej, mechanizmy regulacyjne, działające na poszczególnych etapach replikacji 
jago informacji genetycznej, transkrypcji i translacji oraz dane na temat rekombi
nacji genetycznej.

Rozdział 2 (75 stron, 20 rycin, ponad 200 pozycji literatury) omawia reprodukcję 
bakteriofagów nitkowatych z genomem w postaci jednoniciowego DNA. Autorem tomu 
jest D. S. Ray — autor cyklu prac na temat reprodukcji faga M13. Autor wymienia 
fagi zaliczane do opisywanej grupy, przedstawia ich cechy morfologiczne oraz w łaści
wości fizykochemiczne i biochemiczne. Proces reprodukcji opisano szczegółowo na 
przykładzie bakteriofagów z grupy colifagów Ff — tak zwanych fagów płciowych, 
które mają zdolność infekowania komórek, posiadających fimbrie płciowe typu F. 
Dotychczasowe dane na temat reprodukcji fagów nitkowatych z jednoniciowym DNA 
dotyczą bowiem, niemal wyłącznie fagów tej grupy. Na zakończenie rozdziału autor 
przedstawia najważniejsze problemy, czekające swego rozwiązania, podkreślając mo
żliwość poznania, w bliskiej przyszłości, struktury pierwszorzędowej DNA tych fagów.

Rozdział 3 (116 stron, 11 rycin, około 500 pozycji literatury) napisał C. K. Mat
hews. Przedstawiono w  nim reprodukcję dużych fagów wirulentnych. We wstępie 
omówiono ogólne właściwości tej dużej i niejednorodnej grupy oraz ich niektóre ce
chy morfologiczne i biochemiczne. Następnie przedstawiono szczegółowo właściwości 
genetyczne colifaga T4, jego mapę fizyczną i genetyczną (z listą wszystkich znanych 
genów) oraz cykl życiowy tego typowego przedstawiciela tzw. fagów T-parzystych. 
W kolejnych częściach rozdziału Czytelnik znajdzie dane na temat reprodukcji coli
fagów z grupy T-nieparzystych oraz bakteriofagów wirulentnych dla Bacillus subti- 
lis. Dane dotyczące tej ostatniej grupy fagów przedstawia jednak pobieżnie, odsyła
jąc Czytelników do innych, niedawno publikowanych prac przeglądowych.

Chociaż rozdziały tego tomu są obszernymi pracami monograficznymi, przedsta
wiającymi bardzo szczegółowo poszczególne etapy namnażania bakteriofagów, to je
dnak książka nie straciła cech dobrego podręcznika, z którego mogą korzystać za
równo studenci, jak i naukowcy, zajmujący się poruszanymi w  niej problemami.

Procesom regulacyjnym i genetyce wirusów poświęcono w  serii Comprehensive 
Virology cztery tomy. Tom 8 poświęcono procesom regulacji i genetyki bakteriofa
gów. Cztery kolejne rozdziały przedstawiają regulację aktywności genów w  grupach 
bakteriofagów, różniących się sposobem wzajemnego oddziaływania: bakteriofag — ko
mórka gospodarza.

M rozdziale 1 (196 stron, 11 rycin, około 1000 pozycjf literatury) D. Rabussay 
i E. P. Geiduschek przedstawiają regulację aktywności genów w rozwoju fagów li
tycznych. Rozdział ten podzielony jest na kilka części, w których autorzy przedstawia
ją regulację aktywności genów fagów: T7 i T3, fagów Bacillus subtilis, zawierających 
hydroksymetylouracyl, fagów T-parzystych na przykładzie faga T4, faga T5 oraz 
bardzo charakterystyczny sposób oddziaływania na aktywność transkrypcyjną gospo
darza — fagów N4 i PBS2. Ostatnia część, stanowiąca niejako komentarz autorów do 
rozdziału, podsumowuje złożone zależności fag lizujący — komórka gospodarza oraz 
przedstawia pewne mechanizmy regulacyjne jako prototypy podobnych mechaniz
mów, spotykanych u wyżej zorganizowanych organizmów.

Rozdział 2 (62 strony, 7 rycin, około 200 pozycji literatury) napisany został przez
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R. A. Weisberg, S. Gottesman i M. E. Gottesman i przedstawia rozwój fagów lizo- 
gennych na przykładzie faga lambda. Fag ten jest najlepiej poznanym fagiem ła
godnym E. coli. Autorzy przedstawiają krótko jego właściwości fizyczne a następnie 
bardzo szczegółowo opisują kolejne etapy ustalania się stanu lizogenii, mechanizm  
wbudowywania się do chromosomu bakteryjnego, wyłączania z chromosomu wraz 
z genetycznymi konsekwencjami tych procesów oraz współoddziaływanie informacji 
genetycznej komórki gospodarza i własnej informacji faga w tych procesach.

W rozdziale 3 (70 stron, 16 rycin, około 200 pozycji literatury) A. Campbell opisuje 
właściwości genetyczne fagów defektywnych, metody ich namnażania w komórkach 
bakteryjnych oraz mechnizmy, dzięki którym tego rodzaju struktury mogą powsta
wać. Bardzo interesująca jest część rozdziału poświęcona rozważaniom na temat zna
czenia defektywnych bakteriofagów w ewolucji. Część ta jest bardzo oryginalnym  
uzupełnieniem hipotez (często ostatnio przedstawianych) na temat roli pozachromoso- 
mowych elementów w ewolucji.

Ostatni, czwarty rozdział (16 stron, 4 ryciny, 54 pozycje literatury) napisany 
został przez R. Calendar, J. Geisselsoder, M. G. Sunshine, E. W. Six i B. H. Lind- 
qvist. Poświęcony on został niezwykle interesującym oddziaływaniom między fagami 
E. coli P2 i P4, czyli tak zwanemu systemowi transaktywacji. W rozdziale tym auto
rzy opisują kolejno cykle życiowe fagów P2 i P4 a następnie wzajemne oddziaływania 
ich genomów na poszczególnych etapach rozwoju.

W tomach siódmym i ósmym pewne informacje powtarzają się (np. mapa gene
tyczna faga T4 i lista jego genów). Dzięki temu jednak, każdy z tych tomów stanowi 
pewną całość i dla zrozumienia problemów w nich zawartych, nie trzeba odwoływać 
się do inych tomów. Bardzo cenne jest również ogólne wprowadzenie, ułatwiające 
zrozumienie bardzo trudnych problemów genetycznych przedstawionych w  tych opra
cowaniach (np. na pierwszych 27 stronach ósmego tomu przedstawiono opis m echa
nizmów kontrolujących transkrypcję i translację w  komórkach bakteryjnych nie za
każonych bakteriofagami. Cytowana literatura jest bardzo starannie dobrana i obej
muje najnowsze odkrycia w dziedzinach poruszanych w  poszczególnych rozdziałach. 
W uzupełnieniach dodanych w czasie przygotowania wydawnictwa cytowana jest li
teratura nawet z roku 1977.

Wszystkie te cechy składają się na to, że książki te można polecić wirusologom, 
bakteriologom, genetykom oraz ewolucjonistom. Informacje i pewne syntezy w  nich 
zawarte wykraczają bowiem znacznie poza zakres jednej dziedziny, mogą być jednak 
zrozumiałe dla przedstawicieli dziedzin pokrewnych. Przede wszystkim książki te 
można polecić wykładowcom genetyki molekularnej na kierunkach mikrobiologicz
nych, jako cenne uzupełnienie dotychczas dostępnej literatury przeglądowej.

St. Cebrat

Red. M.A.Q. Khan

Pesticides in aquatic environm ents

Environmental Science Research t. 10, 1977. Plenum Press, Nowy Jork i Londyn, 
str. XIV +  257.

Jednym z bardziej aktualnych problemów współczesnej cywilizacji jest zapobie
ganie chemicznym skażeniom naszego środowiska i ich zwalczanie. Toteż spośród
10 wydanych dotychczas tomów serii Environmental Science Research aż 6 poświę
cono różnym aspektom toksykologii środowiskowej w ogóle, a pestycydom w szcze
gólności; należy do nich również recenzowany obecnie tom dziesiąty. Zawiera on
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materiały sympozjum, które odbyło się w  ramach Międzynarodowego Kongresu En
tomologicznego (sierpień 1976, Waszyngton).

Materiał zgrupowano w  trzech częściach:
I. Pestycydy w środowisku wodnym

M.in. oceniono źródła zanieczyszczeń pestycydami wód śródlądowych, sklasyfi
kowano poszczególne grupy pestycydów pod względem stopnia ich szkodliwości 
i przedstawiono dalsze losy pesytcydów w środowisku wodnym (C. A. Edwards). 
Wskazano także na fizykochemiczne cechy pestycydów determinujących te losy 
(R. Hague i in.).

II. Pestycydy w organizmach wodnych
Przedstawiono wyniki bardzo wielostronnych studiów nad absorpcją pestycydów  
przez organizmy wodne, ich przemianami i usuwaniem, rezultatem czego jest os
tateczny poziom pestycydu w  organizmie (bioakumulacja). Badania te, prowadzo
ne w laboratoryjnych modelach ekosystemów, objęły również szeroki wachlarz 
czynników modyfikujących powyższe procesy (doniesienia F. Matsumury, M. A. 
Q. Khana i R. L. Metcalfa).

III. Degradacja pestycydów przez organizmy wodne
Omówiono badania in vivo  i in vitro  przemian, którym podlegają pestycydy 
w organizmach, zarówno morskich, jak i słodkowodnych. Charakter tych prze
mian jest bardzo różnorodny, ponieważ pestycydy obejmują bardzo szeroką 
i zróżnicowaną grupę organicznych związków chemicznych, a także ponieważ 
jest w iele czynników (ekologiczne, fizjologiczne, taksonomiczne) modyfikujących 
te przemiany. Metabolit nie musi być mniej toksyczny od związku wyjściowego 
(doniesienia L. S. Harta oraz M. O. Jamesa i in.). Niezwykle cenną pozycją jest 
przedstawienie aktualnego Stanu wiedzy o metabolizmie pestycydów w  orga
nizmach wodnych (Przegląd literatury M. A. Q. Khana i in).
Niewątpliwą zaletę tego zbioru prac widzę w  oderwaniu się od statycznego po

dejścia do zagadnienia (nie ograniczono się do interpretowania połówkowych stężeń 
letalnych, LC50). Skoncentrowano się natomiast na ważkich procesach zachodzących 
nie tylko w pojedynczych organizmach, lecz także w  całych sieciach troficznych. 
Było to możliwe dzięki pogodzeniu metodologii chemicznych, biochemicznych, toksy
kologicznych i ekologicznych wreszcie; dla Czytelników tych specjalności omawiana 
książka będzie wysoce interesująca, mimo, że nie omawia szeregu istotnych aspektów  
działania pestycydów w środowisku wodnym. Kombinowane działanie trucizn (np. 
synergiczne, antagonistyczne) zostało tylko zaanonsowane. Pominięto zupełnie za
gadnienie wpływu pestycydów na funkcje życiowe hydrobiontów; jest ono praktycz
nie ważne dla wczesnej detekcji (biologiczny monitoring) subanalitycznych stężeń 
pestycydów. Te ograniczenia wynikają zapewne z ograniczonego grona jej Autorów  
(prawie wszyscy z U. S. A. i Kanady). To samo ograniczenie tyczy (obszernego 
zresztą) zestawu piśmiennictwa.

E. Kamler
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