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WSKAZÓWKI DLA AUTORÓW

K w artaln ik  „Postępy Biochemii” publikuje artykuły  m onograficzne omawiające 
wąskie tem aty  oraz artykuły  przeglądowe referu jące szersze zagadnienia z biochemii 
i nauk pokrewnych. A rtykuły  pierwszego typu w inny obejmować syntetyczny prze­
gląd postępu wiedzy w  omawianej dziedzinie opracowany na podstaw ie piśm ien­
nictw a z k ilku  ostatnich lat, a artyku ły  drugiego typu jedynie piśm iennictwo z ostat­
niego roku lub  dwu lat. K w artaln ik  publikuje także krótkie noty inform ujące o no­
wych i w ażniejszych osiągnięciach biochemii. P rzekazanie artyku łu  do Redakcji jest 
równoznaczne z oświadczeniem, że nadesłana praca nie była i nie będzie publikow a­
na w innym  czasopiśmie, jeżeli zostanie ogłoszona w  „Postępach Biochemii”. Autorzy 
artyku łu  odpowiadają za prawidłowość i ścisłość podanych inform acji. A utorów  obo­
w iązuje korek ta  autorska. Koszty zm ian tekstu  w  korekcie (poza poprawieniem  
błędów drukarskich) ponoszą autorzy. A rtykuły  honoruje się według obow iązują­
cych stawek. A utorzy otrzym ują bezpłatnie 25 odbitek swego artyku łu ; zam ówienia 
na dodatkowe odbitki (płatne) należy zgłosić pisem nie odsyłając pracę po ko­
rekcie autorskiej.

R edakcja prosi autorów  o przestrzeganie następujących wskazówek:
Form a m aszynopisu: maszynopis pracy i wszelkie załączniki należy nadsyłać 

w  dwu egzem plarzach. Maszynopis powinien być napisany jednostronnie, z podwójną 
in terlin ią , z m arginesem  ok. 4 cm po lewej i ok. 1 cm po praw ej stronie; nie może 
zaw ierać więcej niż 60 znaków w  jednym  w ierszu nie więcej niż 30 w ierszy na stronie 
zgodnie z N orm ą Polską.

U kład m aszynopisu: strona okładkowa nienum erow ana zaw iera im iona i na- 
zwisko(a) autora(ów), adres(y) Zakładu(ów) w  języku polskim i angielskim , w których 
pracu ją autorzy, adres pocztowy, na który autorzy życzą sobie otrzym ywać kores­
pondencję, adres pryw atny, telefon m iejsca pracy, ty tu ł a rtyku łu  (w języku polskim 
i angielskim), oraz — w praw ym  dolnym rogu — liczbę stron, liczbę rycin, wzorów 
i tabel oraz skrót ty tu łu  (nie więcej niż 25 znaków drukarskich).

S trona ty tu łow a (1) im iona (w pełnym  brzm ieniu) i nazwisko(a) autora(ów), ty tu ł 
pracy w  języku polskim i angielskim, rzeczowy spis treści w  języku polskim i angiel­
skim, ty tu ł naukow y autora(ów) i jego (ich) miejsce(a) pracy, wykaz skrótów  stoso­
w anych w pracy.

S trona 2 i następne obejm ują tekst pracy do spisu piśm iennictw a włącznie, tabele, 
spis rycin, wzorów oraz tytu ły  i objaśnienia do rycin  na stronach końcowych.

Dla przejrzystości tekstu  obowiązuje podział a rtyku łu  na rozdziały i podrozdzia­
ły, k tórych ty tu ły  rzeczowo w inny inform ować o przedstaw ianych treściach. Rze­
czowy spis treści publikujem y bezpośrednio po ty tu le pracy. Rozdziały num erujem y 
liczbami rzym skim i, a podrozdziały odpowiednią rzym ską i arabską (np. 1-1.). T ytu­
łów podrozdziałów nie wydzielonych z tekstu  nie trzeba numerowa6. W tekście nie 
należy stosować żadnych podkreśleń ani rozstrzelonego druku. Ew entualne sugestie 
autorskie co do charak teru  czcionki d rukarskiej należy zaznaczyć ołówkiem na 
m arginesie m aszynopisu. W przypadku umieszczenia w  tekście liter alfabetu  greckie­
go należy na m arginesie wpisać ołówkiem ich fonetyczne brzmienie. Tabele i ryciny 
num erujem y cyfram i arabskim i a wzory rzym skim i. W tekście nie należy umieszczać 
żadnych tablic, rycin czy wzorów, lecz w  żądanym  m iejscu pozostawić wolny wiersz 
i zaznaczyć: Tabela 1, Ryc. 1, Wzór I itp. N um erację wzoru w  tekście należy podawać 
po nazwie związku np. kwas glutam inow y (I).

Redakcja prosi autorów  o zwrócenie szczególnej uwagi na poprawność językową 
tekstu  a także na ścisłość i jasność sform ułowań, unikanie gw ary laboratoryjnej oraz
o niewprow adzanie do tekstu  tworzonych doraźnie skrótów, naw et jeśli niektóre z nich 
byw ają używane w  pracach obcojęzycznych.
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(13.04.1921—3.04.1978)

W dniu 3 kw ietnia zmarł m gr W ładysław Więckowski, w ieloletni na­
uczyciel akademicki, starszy wykładowca w Zakładzie Biochemii In sty tu tu  
Fizjologii i Biochemii Akademii M edycznej w Łodzi.

W ładysław Więckowski rozpoczął pracę w K atedrze Chemii Ogólnej 
i Fizjologicznej A.M. w Łodzi w roku 1951 i z placówką tą  pozostał zwią­
zany do końca. W roku akadem ickim  1974/75 pełnił obowiązki K ierow nika 
Zakładu Biochemii. Ogółowi nauczających i studiujących biochemię znany 
jest jako w spółautor cenionych, cieszących się powodzeniem podręczników 
i skryptów . Był aktyw nym  członkiem Polskiego Tow arzystw a Biochemicz­
nego. Prowadził również żywą działalność w ram ach Związku Zawodowe­
go Pracow ników Służby Zdrowia i podejm ował liczne inicjatyw y społeczne 
w miejscu zamieszkania.

Odszedł od nas Człowiek o dużej i szerokiej wiedzy, obdarzony orygi­
nalnym  i krytycznym  umysłem, talen tem  pedagogicznym i pasją wycho­
wawczą połączoną z intuicją i olbrzym im  doświadczeniem. Służył nimi 
swym kolegom i młodzieży studenckiej bardziej niż dbał o w łasny doro­
bek naukowy. Był człowiekiem niecierpliwego, wielkiego i gorącego serca 
i znaczył nim w szystko to co robił. Pozostanie w naszej pamięci Człowie­
kiem o ogromnej i niezwykłej rzetelności i prawości. Człowiekiem, k tó re­
mu ludzie zawdzięczają o wiele więcej niż On im.

Marek Gniazdowski

Władysław Więckowski
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Anons Redakcji

Od drugiego zeszytu bieżącego tom u oprócz artykułów  
monograficznych, om awiających wąskie tem aty, oraz 
artykułów przeglądowych, referujących szersze zagadnie­
nia na podstawie m ateriałów  z ostatniego roku lub dwu 
lat, publikować będziemy krótkie noty inform ujące o no­
wych i ważniejszych osiągnięciach biochemii.

W znawiam y też kronikę z życia Polskiego Towarzystwa 
Biochemicznego, utrzym ując oczywiście publikację spra­
wozdań ze zjazdów i konferencji, a także recenzji książek.
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ROMUALD SKÓRKO *>

Enzymatyczne przyłączanie reszt ADP-rybozylowych do białek 

Enzymatic Binding of ADP-ribosyl Moiety to Proteins
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Wykaz stosowanych skrótów : NAD+ — form a utleniona d inukleotydu n ikotyno- 
am idoadeninowego; AMP — m ononukleotyd adeninowy; GTP — trifosforan  guanozyny; 
NMN — m ononukleotyd nikotynoam idow y; ADP-Rib — adenozynodw ufosforyboza; 
EF-2 — am inoacylotransferaza II (czynnik elongacyjny2); P -R ib-A M P — 2 '(fosfo -5 '-ry - 
bozylo)-5'-m ononukleotyd adeninow y; P -5 '-R ib  — fosfo-5'-ryboza.
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R. SKÓRKO [2]

I. Wstęp

Proces przyłączania reszty  ADP-rybozylowej lub poli A D P-rybozylo- 
wej do białek jest szeroko rozpowszechnioną w przyrodzie drogą m odyfi­
kacji ich s tru k tu ry  i funkcji. Wiadomo, że zmodyfikowane w ten  sposób 
białka biorą udział w regulacji procesów zachodzących w jądrze komórki. 
Stwierdzono również, że w kom órkach bakterii zakażonych wirusem  taka 
modyfikacja białek może powodować zmienioną transkrypcję  DNA za­
równo gospodarza jak  i bakteriofaga. Obecność enzym u katalizującego 
reakcję przyłączania tych reszt w ykryto  również w m itochondriach oraz 
we frakcji białek rybosomowych. Znane są także silne egzotoksyny bak te­
ryjne, których działanie na tkankę polega na enzym atycznym  przyłącza­
niu reszty  AD P-rybozylowej do niektórych jej białek. We wszystkich tu  
wym ienionych m odyfikacjach białek dawcą reszt ADP-rybozylowych jest 
NAD. Odszczepianie reszt A D P-rybozylowych od NAD, omawiane b a r­
dziej szczegółowo w części II i III tego artyku łu , zachodzi poprzez enzy­
m atyczne odłączenie od NAD am idu kwasu nikotynowego. Tak pow stała 
reszta ADP-rybozylowa przenoszona jest przy udziale enzym u na odpo­
wiednie białko akceptorowe. (Ryc. 1).

Transferaza

B -R ib  -A D P  - f  amid kwasu n ikotynowego+H ©

Ryc, 1. R eakcja m odyfikacji białka przez przyłączenie do niego reszty  A D P-rybo­
zylowej. B — białko akceptorowe. Przy w iązaniach w ysokoenergetycznych (~ ) podano

w artości energii hydrolizy.

Reakcję tę katalizuje enzym A D P-rybozylotransferaza NAD: biał­
ko (E.C.2.7.8). Om awiana reakcja nie wym aga dodatkowego źródła energii, 
gdyż w ykorzystuje energię hydrolizy wiązania N-glikozydowego (por. 
Ryc. 1) (1). W zależności od swoistości enzym u katalizującego reakcję 
białka akceceptorowe mogą przyłączać jedną lub więcej reszt A D P-rybo­
zylowych.

W ostatnich latach obserw uje się znaczne zainteresow anie tym  proce-
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[3] ADP-RYBOZYLOWANIE BIAŁEK 7

sem, co znajduje odzwierciedlenie w coraz to większej ilości opublikowa­
nych prac badawczych oraz artykułów  przeglądowych (2, 3). Uzyskiwane 
inform acje m ają ważne znaczenie zarówno przy badaniu mechanizmów 
replikacji i reperacji DNA u eukariontów , jak  przy badaniu regulacji 
tran sk rypc ji DNA bak terii i bakteriofagów, czy też śledzeniu i ew en­
tualn ie zapobieganiu działania pew nych toksyn bakteryjnych.

W niniejszym  artyku le  przedstaw iono w skrócie wiadomości na tem at 
enzymów biorących udział w procesie przyłączania reszt ADP-rybozylo- 
wych do białek zarówno w organizmach prokariotycznych i eukario­
tycznych. Podano również niektóre własności chemiczne produktów  dzia­
łania tych enzymów: związków mono A D P-rybozy i poli A D P-rybozy 
z m odyfikowanym i białkami. Na tle  tych danych omówiono dotychczaso­
we inform acje o biologicznym sensie m odyfikacji białek przez ich ADP- 
rybozylowanie.

II. ADP-rybozylotransferazy NAD^: białko w organizmach prokariotycz­
nych

Niektóre toksyny wydzielane na zew nątrz przez bakterie posiadają 
zdolność enzym atycznego przyłączania reszty  ADP-rybozylowej do okreś­
lonego białka enzym atycznego kom órki (czynnika EF-2 lub cyklazy ade- 
nylowej). Działają one na tkanki organizmów eukariotycznych. Toksyny 
te  składają się z dwu elem entów  białkowych: fragm entu  A i fragm entu B. 
F ragm ent B adsorbuje się na powierzchni kom órki i umożliwia penetrację 
toksyny, bądź też samego fragm entu A do jej w nętrza. F ragm ent A z kolei 
działa w ew nątrz kom órki powodując A D P-rybozylowanie czynnika EF-2 
lub cyklazy adenylow ej, w zależności od rodzaju toksyny. W ostatecznym  
efekcie doprowadza to do blokady funkcji życiowych komórki.

Po zakażeniu kom órek E. coli w irusem  bak tery jnym  T4, DNA zależna 
polim eraza RNA gospodarza ulega m odyfikacji. Dokładniejsze badania 
wykazały, że zostaje ona zmodyfikowana przez przyłączenie reszty  ADP- 
rybozylowej. Proces ten  katalizują dwa enzym y pochodzące od faga za­
każającego komórkę. O statnio w ykryto również analogiczną A D P-rybozy- 
lotransferazę syntetyzow aną przez bakteriofag N4. Dokładne badania 
ekstrak tu  z niezakażonych kom órek bak tery jnych  E. coli wykazały, że 
zawiera on również enzym  katalizujący reakcję przyłączania reszt mono 
ADP-rybozylowych do szeregu białek bakteryjnych.

II-l. Egzotoksyny bakteryjne

Toksyny produkow ane przez Corynebacterium  diphteriae, Vibrio 
cholerae i Pseudomonas aeruginosa, mimo odmiennego mechanizm u dzia­
łania fizjologicznego, charakteryzują  się wspólną cechą, a mianowicie po
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8 R. SKÓRKO [4]

wniknięciu do w nętrza kom órki w ykazują aktyw ność ADP-rybozylo- 
transferazy. Z wym ienionych toksyn najdokładniej przebadano toksynę 
błonicy. Jest to toksyna produkow ana przez lizogenny szczep Coryne- 
bacterium diphteriae  zaw ierający profaga (3. Badania U c h i d a i wsp. (4) 
wykazały, że toksyna ta jest produktem  genu fagowego. Zbudowana jest 
z pojedynczego łańcucha polipeptydowego o masie cząsteczkowej około 
63 000 (5). Enzym atycznie aktyw ną częścią jej częsteczki jest jedynie frag­
m ent A o masie cząsteczkowej 24 000, pow stały po redukcji łańcucha poli­
peptydowego toksyny ditiotreitolem  i łagodnej hydrolizie trypsyną (6, 7).

Znany od 1959 roku fakt, że toksyna ta  powoduje zaham owanie biosyn­
tezy białek w kom órkach HeLa (8) został ostatnio w yjaśniony (9— 11). 
Zahamowanie procesu biosyntezy białka pow staje w w yniku zablokowa­
nia am inoacylotransferazy II — enzym u odpowiedzialnego za translokację 
peptydylo tRNA na rybosom ie (tzw. czynnik EF-2), przez przyłączenie do 
niego pojedynczej reszty  AD P-rybozy wg reakcji:

fragm ent A toksyny 
błonicy

NAD+ +  EF-2 —- i EF-2-rybozylo-ADP +  am id kw asu nikotynow ego+ H +

Reakcja ta jest odwracalna; inkubacja toksyny z amidem kwasu nikoty­
nowego oraz zm odyfikowanym  białkiem  EF-2 doprowadza do odtworzenia 
cząsteczki NAD+ oraz odzyskania aktyw ności czynnika EF-2 (13).

Analiza czynników EF-2 wydzielonych z tkanek  różnych ssaków w y­
kazała ich znaczne podobieństwo w budowie (13). Można więc przypusz­
czać, że podany powyżej m echnizm  inaktyw acji czynnika EF-2 z w ątroby 
szczura ma charak ter bardziej ogólny. Do chwili obecnej nie wiadomo, do 
którego am inokwasu łańcucha polipeptydowego czynnika EF-2 przyłącza 
się reszta ADP-rybozy. Analiza sekwencji am inokwasów odcinka czynnika 
EF-2, przyłączającego resztę AD P-rybozy sugeruje, że jest to praw do­
podobnie słabo zasadowy am inokwas o s truk tu rze  odmiennej od am ino­
kwasów powszechnie w ystępujących w przyrodzie (14). Wyizolowany 
fragm ent A toksyny podany do organizmu zwierzącego wyw ołuje zni­
komy efekt toksyczny, co może być spowodowane trudnością jego w ni­
kania do kom órki (15, 16). Ta obserwacja skłoniła 'do badań nad biologicz­
ną funkcją fragm entu  B. Stwierdzono, że łączy się on z błoną kom órko­
wą (17), co prawdopodobnie umożliwia przeniknięcie toksyny lub jej 
fragm entu  A do w nętrza kom órki (18). Chemiczna m odyfikacja am inokw a­
sów fragm entu A wskazuje, że istotną rolę w jego centrum  aktyw nym  
odgrywa reszta tyrozyny (19).

Biologiczny sens A D P-rybozylowania czynnika EF-2 nie jest poznany. 
Mimo u tra ty  zdolności do udziału w biosyntezie białka, zm odyfikowany 
czynnik EF-2 u trzym uje nadal niektóre właściwości charakterystyczne dla
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[5] ADP-RYBOZYLOWANIE BIAŁEK 9

form y ak tyw nej: zachowuje zdolność wiązania się z rybosomem (20) oraz 
wiązania GTP. Kom pleksy z GTP tw orzy zarówno ADP-rybozylowa po­
chodna czynnika EF-2 pochodzącego z m ateriału  zwierzęcego (21), jak  
i roślinnego, i to w stopniu niezależnym  od obecności rybosomów (22). 
Przyłączenie reszty  ADP-rybozylowej do czynnika EF-2 powoduje 
jednak u tra tę  jego zdolności do wiązania się z rybosomowym RNA 
(23).

Toksyna produkow ana przez Pseudomonas aeruginosa, mimo odm ien­
nych sym ptom ów klinicznych oraz własności m olekularnych i imm unolo­
gicznych w porów naniu z toksyną błonicy, wykazuje identyczny m echa­
nizm działania wew nątrzkom órkowego. Blokuje ona biosyntezę białek 
w kom órkach eukariontów  poprzez inaktyw ację czynnika elongacji EF-2, 
w sposób analogiczny przenosząc reszty  ADP-rybozylowe z NAD na biał­
ko EF-2 (24).

M echanizm działania toksyny Vibrio cholerae, często zwanej cholera- 
genem, różni się od m echanizm u działania toksyn omówionych poprzed- 
dnio. Toksyna ta, jak  w ykazał G i l i  (25), ak tyw uje cyklazę adenylow ą 
(E.C. 4.6 .1.1.) poprzez enzym atyczne przeniesienie reszty  A D P-rybozy­
lowej z NAD na białko akceptorowe cyklazy adenylow ej (26). Sama tok­
syna może również ulegać takiej m odyfikacji (27). Z choleragenu, podob­
nie jak  z toksyny błonicy, można wyizolować podjednostki A i B. W tym  
celu w ystarcza sączenie m olekularne w roztworze 6,5 M mocznika (26). 
W obecności czynników redukujących obserw uje się dalszą fragm entację 
polipeptydu A (o m.cz. 28 000) na jednostki Aj (4000—4500) i A 2 (20 000— 
24 000) (28).

Podjednostka A toksyny jest czynnikiem  aktyw ującym  cyklazę adeny­
lową, zaś podjednostka B wiąże się specyficznie z receptorem  powierzch­
niowym kom órki — m onosjalogangliozydem  GMj i, podobnie jak  w przy­
padku toksyny błonicy, ułatw ia przenikanie podjednostki A do nieuszko­
dzonej kom órki (29, 30). Dotychczasowe badania m echanizm u działania 
choleragenu wykazały, że przyłącza on resztę ADP-rybozylową do reszty 
argininowej białka receptorow ego (31).

II-2. ADP-rybozylotransferazy wirusów bakteryjnych

W genomie bakteriofaga T4 zakodowane są dwie transferazy  zdolne 
do przenoszenia reszty  A D P-rybozylowej z NAD na swoiste białka (32). 
Jedna z nich jest „białkiem  w ew nętrznym ” dojrzałego faga T4, praw dopo­
dobnie zlokalizowanym  w jego główce (33). Druga transferaza w ystępuje 
tylko w komórce bak tery jnej i jest syntetyzow ana w pierwszych m inu­
tach po zakażeniu kom órki fagiem  T4. W czasie zakażenia enzym pierwszy 
przenika do kom órki bakterii łącznie z w irusow ym  DNA. W komórce 
następuje enzym atyczne przyłączanie reszty  ADP-rybozylowej do pod-
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jednostek bak tery jnej polim erazy RNA oraz do innych, niezidentyfiko­
w anych dotąd białek baktery jnych . W śród białek zm odyfikowanych znaj­
duje się również omawiana transferaza  (34). W yniki analizy chrom ato­
graficznej wykazały, że tylko jedna podjednostka a polim erazy RNA ulega 
m odyfikacji przez przyłączenie jednej reszty  AD P-rybozylowej (34, 35, 
36, 37, 38). Podjednostki (3, (3' i czynnik o polim erazy są znacznie słabszymi 
akceptoram i niż podjednostka a; ty lko ich niewielki procent jest m odyfi­
kowany. Reakcja ta w w arunkach in  vivo  jest odwracalna, prawdopodob­
nie przy udziale dodatkowego enzym u, glikohydrolazy (38).

A D P-rybozylotransferaza zaw arta w fagu T4 jest pojedynczym  poli- 
peptydem  o m.cz. 70 000. W ykazuje m aksim um  aktyw ności w m inutę po 
zakażeniu bak terii w irusem  (34) niezależnie od intensyw ności syntezy 
białka w zakażonej komórce gospodarza (38). P rzem iany w komórce bak­
te ry jn e j spowodowane czynnością jej nazw ane zostały alteracją.

Po upływ ie dwóch m inu t od m om entu zakażenia, w kom órkach w y­
kryw a się aktyw ność drugiej A D P-rybozylotransferazy. C harakteryzuje 
się ona bardzo dużą wybiórczością; m odyfikuje wyłącznie dwa rodzaje 
białek: podjednostkę a polim erazy RNA i polipeptyd o m.cz. ok. 13 000 (39). 
Największą aktyw ność A D P-rybozylotransferaza druga w ykazuje w czte­
ry  m inu ty  po zakażeniu bakterii fagiem , po czym jej aktyw ność szybko 
m aleje spadając w ciągu dalszych sześciu m inu t do około 10%  swej m ak­
sym alnej wartości. M odyfikuje ona obie podjenostki a polim erazy RNA. 
Przem iany w komórce gospodarza spowodowane jej aktyw nością nazwa­
no m odyfikacją.

Transferaza katalizująca proces m odyfikacji jest zbudowana na j­
prawdopodobniej z pojedynczego łańcucha polipeptydowego o m.cz. 25— 
26 000. Je j trzykro tn ie  m niejsza m asa cząsteczkowa w porów naniu z enzy­
mem  powodującym  alterację  umożliwia ominięcie zawady przestrzennej 
istniejącej w kompleksie podjednostek polim erazy RNA i m odyfikację obu 
cząsteczek a.

Mimo różnic w swoistości działania transferaz  pow odujących procesy 
a lterac ji i m odyfikacji, enzym y te posiadają szereg cech wspólnych. Po­
dobnie do innych poznanych enzymów w irusow ych są bardzo wrażliwe 
na wzrost siły jonowej: optym alne stężenie soli jest dla nich znacznie 
niższe od wartości wym aganej przez enzym y bak tery jne  i nie przekracza 
20 mM. Oba enzym y charak teryzu je  jednakow e optim um  pH wynoszące 
7,5 oraz zbliżona w artość K M (dla enzym u „alterującego” K M =  0,5 X10~4 M 
zaś dla enzym u „m odyfikującego” K M =  1,4X10-4 M). Inhibitorem  kom- 
petetyw nym  obu enzymów jest p rodukt rozszczepienia NAD — amid kw a­
su nikotynowego. Omawiane enzym y nie w ym agają obecności jonów Mg+2, 
są w pełni aktyw ne w obecności EDTA, a związki redukujące działają na 
nie stabilizująco. Oba enzym y w układach bezkom órkowych są wrażliwe 
na działanie podwyższonej tem pera tu ry . Enzym  katalizujący proces alte-
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racji po inkubacji przez 15 m inut w temp. 37°C traci 40°/o swej ak tyw ­
ności w yjściow ej. W związku z tym  aktyw ność obu enzymów należy badać 
w przedziale tem pera tu r od 15— 20°C.

Z w yników  analizy „finger p rin ting” po hydrolizie enzym atycznej moż­
na wnioskować, że zarówno w procesie a lteracji jak  i m odyfikacji reszta 
A D P-rybozy przyłączana zostaje tylko do jednego miejsca podjednostki a 
polim erazy RNA (39, 40) przy czym reszta ADP-rybozylowa wiąże się n a j­
prawdopodobniej z grupą guanidynow ą reszty  argininy w sposób podany 
na ryc. 2.

OH OH •
Ryc. 2. P roponow any przebieg reakcji m odyfikacji podjednostki polim erazy RNA 

przez przyłączanie reszty ADP-Rib do grupy guanidynowej reszty  argininy (39).

Amid kw asu nikotynowego dodany do układu zawierającego zmodyfiko­
waną podjednostkę a oraz którąkolw iek z om awianych transferaz nie usu­
wa reszty  AD P-rybozylowej z białka, tak  jak  ma to  m iejsce w przypadku 
toksyny błonicy. W skazuje to na nieodwracalność reakcji m odyfikacji (39).

A D P-rybozylotransferazę w ykryto  również w dojrzałym  bakteriofa­
gu N4. Enzym  ten, podobnie jak  u faga T4, jest białkiem  w ew nętrznym  
w irusa i katalizuje reakcje przenoszenia reszty ADP-rybozylowej z NAD 
na około 30 różnych białek bakteryjnych. W odróżnieniu jednak od AD P- 
rybozylotransferazy faga T4 to białko enzym atyczne nie m odyfikuje pod- 
jednostek polim erazy RNA (42, 43).

http://rcin.org.pl



12 R. SKÓRKO 18}

II-3. ADP-rybozylowanie białek w  niezakażonych komórkach E. coli

W trakcie badań szczepu E. coli B /r zakażonego fagiem T4 oprócz 
aktyw ności transferazy  pochodzenia wirusowego stw ierdzono także obec­
ność podobnej aktyw ności enzym atycznej pochodzenia bakteryjnego (39, 
44). Enzym bak tery jny  katalizuje reakcję  rozszczepiania NAD+ i prze­
noszenia powstałej reszty  AD P-rybozylow ej na szereg białek b ak te ry j­
nych, a w układzie in vitro  również na lizozym jaja  kurzego. Podobnie jak  
enzym faga N4, nie przyłącza on reszt A D P-rybozylowych do żądanej 
z podjednostek polim erazy RNA i jest ham ow any przez amid kwasu niko­
tynowego. Nie wym aga ponadto obecności jonów dwuwartościowych 
a czynniki redukujące stabilizują jego aktywność. Dla u trzym ania pełnej 
aktyw ności tego enzym u potrzeba natom iast większego niż w przypadku 
enzymów fagowych stężenia soli (rzędu 200 mM). Podobnie jak  enzym y 
fagowe jest on w rażliw y na podwyższoną tem peraturę .

II-4. Znaczenie biologiczne modyfikacji białek pod wpływem ADP-rybozylotransferaz 
prokariontów

M olekularny m echanizm  działania A D P-rybozylotransferaz w kom ór­
ce w zależności od ich pochodzenia byw a różny. Enzym y te, jak  na przy­
kład toksyny baktery jne, mogą powodować blokadę biosyntezy białka 
w kom órkach zakażonych zwierząt poprzez inaktyw ację am inoacylotrans- 
ferazy II, bądź też powodować szybki rozkład nagrom adzonych w ko­
mórce związków w ysokoenergetycznych (z grupy nukleotydotrójfosfora- 
nów) przez znaczne uaktyw nienie cyklazy adenylow ej. Oba te procesy 
prowadzą do śmierci komórki.

A D P-rybozylotransferazy faga T4 (a być może i enzym  z niezakażo­
nych bakterii E. coli) w ykazują inny m echanizm  działania. Polega on na 
regulacji i ukierunkow yw aniu pew nych procesów biochem icznych (45, 46). 
Zm odyfikowanie przez te enzym y podjednostki a polim erazy RNA powo­
duje, że kompleks enzym atyczny podjednostek azmoci.p0' polim erazy w y­
kazuje zmniejszone powinowactwo do czynnika o (36) i zmienione oddzia­
ływ anie z białkiem  term inatorow ym  q (47). N astępstw a tej m odyfikacji 
nie zostały jeszcze w pełni zbadane. Jednakże w układzie in vitro  udało 
się wykazać w yraźne różnice działania norm alnej i zmodyfikowanej poli­
m erazy RNA, które uw idaczniają się przy  badaniu swoistości transkrypcji: 
polim eraza zmodyfikowana odczytuje wolniej inform ację genetyczną za­
w artą  w DNA kom órek E. coli niż niezm ieniona polim eraza, lecz proces 
ten  przebiega z norm alną szybkością w genomie faga T4 (48). Są również 
dane wskazujące, że może ona odczytywać naw et większą ilość tak  zwa­
nych ,,nie wczesnych” i „późnych” genów faga T4 w porów naniu z nie­
zmienioną polim erazą (48, 49). Z jawisko to bywa tłum aczone różną zdol­
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nością polim erazy RNA do tw orzenia kompleksów w m iejscach promo- 
torow ych DNA. Miejsca prom otorow e DNA mogą się różnić m iędzy sobą 
trw ałością tw orzonych kom pleksów DNA—polim eraza RNA (50). Mody­
fikacja polim erazy RNA może powodować zmiany u trudn iające tworzenie 
kom pleksów ze „słabym i” prom otoram i E. coli (tj. z sekw encjam i nukleo- 
tydów w m iejscu prom otorow ym  charakteryzujących się tworzeniem  
nietrw ałych kompleksów z polim erazą) (51). Natom iast w przypadku DNA 
faga T4, o k tórym  wiadomo, że posiada tzw. ,,silne” m iejsca promotorowe, 
m odyfikacja polim erazy RNA nie powoduje zm niejszenia zdolności jej 
wiązania z DNA fagowym, co pozwala na transkrypcję  nowych genów.

III. Modyfikacja białek przez przyłączanie reszt poli ADP-rybozylowych

M echanizm  m odyfikacji białek polegający na przyłączaniu do nich 
reszt A D P-rybozylow ych jes t różny u prokariontów  i eukariontów . 
W organizm ach prokariotycznych nie posiadających wykształconego ją ­
dra komórkowego, m odyfikacja białek polega na przyłączaniu wyłącznie 
m onomerów ADP-rybozy. O rganizm y wyżej zorganizowane mogą nato­
m iast m odyfikować swe białka również przez przyłączanie reszt poli 
AD P-rybozylowych. Do chwili obecnej nie zostało jeszcze stw ierdzone ile 
enzym ów bierze udział w procesie poli A D P-rybozylowania białek. 
W reakcji tej mogą brać udział ligaza i transferaza (Rye. 3A) bądź też 
dwie lub więcej transferaz (Rye. 3B). Za układem  dwu lub wieloenzyma- 
tycznym  przem aw iają dwie w artości K M reakcji poli ADP-rybozylowa- 
nia przebiegającej w jądrach  kom órek HeLa przy użyciu NAD jako sub- 
s tra tu  (52), a także odm ienne w artości K M w reakcjach syntezy krótkich 
i długich łańcuchów poli A D P-rybozy (53). W tw orzeniu poli AD P-rybozy 
z A D P-rybozy i przyłączaniu utworzonego polim eru do białka można w y­
różnić conajm niej dwa różne typy  wiązań chemicznych, co przem awia 
również za udziałem  w tej reakcji złożonego układu enzymatycznego 
(55, 56).

Doświadczenia przeprowadzone in vitro  z użyciem oczyszczonej trans- 
ferazy poli ADP-rybozylowej oraz w obecności DNA, jako czynnika s ty ­
m ulującego, sugerują jednak, że reakcję przyłączania do białka kolejnych 
reszt AD P-rybozylowych przeprow adza jeden enzym  (Rye. 3C) (57, 58). 
W doświadczeniach in vitro  dobrze oczyszczony enzym  syntetyzuje poli­
m er AD P-rybozy tylko w obecności DNA i NAD (59). W ykryto przy tym  
pow staw anie oligomeru A D P-rybozy kowalencyjnie związanego z biał­
kiem  enzym atycznym  naw et po bardzo krótkim  okresie inkubacji. W ydaje 
się zatem, że ta reakcja może przebiegać w obecności tylko jednego enzy­
mu (Rye. 3C). W ysunięto przypuszczenie, że proces przyłączania reszty 
poli ADP-rybozylowej do białek przebiega najpierw  poprzez przyłączenie
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pojedynczej reszty  AD P-rybozylowej do białka, a następnie przez dołą­
czanie do niej dalszych reszt A D P-rybozylow ych (60). W przypadku braku 
odpowiednich akceptorów białkowych polim ery ADP-rybozylowe synte­
tyzow ane są na białku enzym atycznym  i in vitro, mogą być od niego od­
czepiane w środowisku alkalicznym. Uw olniony enzym  może katalizować 
następną reakcję polim eryzacji (58, 59).

Badania K una i wsp. wykazały, że cząsteczka AD P-rybozy może łączyć 
się z grupą e  aminową reszty  lizyny bez udziału enzym u tworząc wiązanie 
typu  zasady Schiffa (61). Tak więc inicjacja reakcji poli ADP-rybozylowa- 
nia białka, polegająca prawdopodobnie na przyłączeniu do niego poje­
dynczej cząsteczki ADP-rybozy, może zachodzić w drodze nieenzym a- 
tycznej (Rye. 3D). M odyfikacji przez przyłączanie reszty  poli A D P-ry­
bozylowej mogą ulegać białka histonowe (62— 65) i białka niehistonowe 
(66), a wśród nich niektóre enzym y jądra  komórkowego (67, 68).

Do chwili obecnej nie wiadomo do jakich am inokwasów ulegają przy­
łączeniu reszty  poli ADP-rybozy. W yniki analiz zmodyfikowanego histo- 
nu H x z jądra kom órki w ątroby szczura wskazują, że w wiązaniu tym  
mogą brać udział grupy karboksylowe reszt kwasu asparaginowego bądź 
glutam inowego (3), albo też reszta seryny  (67). Nie znana jest również 
m aksym alna długość łańcuchów -poli A D P-rybozy syntetyzow anych in 
vivo. W jądrach kom órek HeLa w ykryto  połączenie polim eru zawierające 
15 jednostek A D P-rybozy z dwoma łańcucham i białka histonowego Hi (69). 
W w arunkach in vitro  udało się uzyskać polim ery zaw ierające aż 38 reszt 
A D P-rybozy (70).

III-l. Właściwości chemiczne i struktura łańcucha poli ADP-rybozy

Dłuższe łańcuchy poli A D P-rybozy od 20 do 30 jednostek monomero­
wych rozpuszczalne są wprawdzie w wodzie i roztw orach zasadowych, ale 
łatw o jest je w ytrącić z roztw oru w środowisku kwaśnym , co pozwala na 
oddzielenie ich od krótkich oligomerów, pozostających w tych w arunkach 
w roztworze (71). Procesowi w ytrącania sprzyja obecność jonów M g+2 (72).

Łańcuchy poli ADP-rybozy, w przeciw ieństw ie do m onomerów są od­
porne na działanie zasad natom iast łatwo hydrolizują w IN roztworze 
kw asu solnego (73). Stwierdzono, że polim ery te są odporne na działanie 
takich enzymów jak  DNA-aza I, DNA-za II (z trzustki), RNA-za I, RNA- 
za II, nukleaza z Micrococcus sp., pirofosfataza nukleotydow a z ziemniaka 
oraz fosfodwuesteraza ze śledziony (73), a ulegają hydrolizie tylko pod 
wpływem  fosfodw uesterazy jadu grzechotnika (71) i fosfodw uesterazy 
w ątroby  szczura (74) z w ytw orzeniem  AMP, P-rybozo-AM P oraz P -5 '-ry - 
bozy (Ryc. 4). Ponadto poli A D P-ryboza ulega również rozkładowi do 
m onomerów AD P-rybozy pod wpływem  swoistej glikohydrolizy, zwykle 
towarzyszącej w kom órce transferazie poli ADP-rybozylowej-
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Ryc. 3. Schem aty przebiegu reakcji poli A D P-rybozylow ania białek z udziałem  wielu 
enzymów (A, B) lub  jednego enzym u (C, D). Omówienie w tekście.

[15]
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Dane te, oraz inne bardziej szczegółowe badania chemiczne, pozwoliły 
na określenie s tru k tu ry  polim eru, przedstaw ionej na Ryc. 4

Jak  widać na Ryc. 4 poli ADP-ryboza posiada budowę łańcuchową o ho­
mologicznych sekw encjach jednostek ADP-rybozylowych połączonych ze 
sobą liniowo wiązaniam i glikozydowymi

P - 5 - R ib  P -R ib -A M P

A D P -R ib

Ryc. 4. Budowa poli (ADP-Rib).
---------------- ► m iejsce działania fosfodw uesterazy jadu w ęża
---------------► m iejsce działania specyficznej glikohydrolazy

III-2. Występowanie i właściwości transferazy ADP-rybozylowej NAD + : poli ADP' 
ryboza (EC 2.4.99.—)

Transferaza ADP-rybozylowa NAD+: poli ADP-ryboza nosi również 
nazwę polim erazy poli ADP-rybozylowej bądź też, niezbyt zgodnie z zasa­
dami klasyfikacji system atycznej enzymów, syntetazy  poli A D P-ry- 
bozylowej. Jak  już wspomniano, w ystępuje ona wyłącznie w organizmach 
m ających wykształcone jądro komórkowe. Po raz pierw szy w ykryto ją 
we frakcji jąder kom órek w ątroby ku ry  i szczura (73, 75). Obecność 
transferazy  poli AD P-rybozylowej w ykryto również w jądrach  kom órek 
innych organów szczura, jednakże najw iększą jej aktyw ność wykazyw ały 
p repara ty  z w ątroby (73). Dalsze badania doprowadziły do w ykrycia tego 
enzym u w kom órkach wielu innych organizmów zarówno zwierzęcych jak 
i roślinnych (2).
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T ransferaza poli ADP-rybozylowa w ystępuje w jądrze w połączeniu 
z chrom atyną (60, 76), zaś w cytoplazm ie kom órek HeLa ze struk turam i 
rybosom owym i (77). Paza jądrem  kom órkowym  udało się ją odnaleźć także 
w m itochondriach (76).

Poznane dotychczas transferazy  poli ADP-rybozylowe są białkam i zbu­
dowanym i z pojedynczego łańcucha polipeptydowego o stosunkowo dużej 
masie cząsteczkowej (72, 79, 80). W trakcie oczyszczania preparatu  drogą 
sączenia m olekularnego enzym  w ystępuje zwykle w paru  szczytach, w sku­
tek  skłonności do agregacji (81).

Reakcja przyłączania reszt poli AD P-rybozylowych przez transferazę 
poli A D P-rybozylową jest nieodw racalna (73).

O ptym alne stężenie jonów wodorowych w reakcji polim eryzacji ka­
talizow anej przez transferazy  w yodrębniane z różnych organizmów od­
powiada wartości pH około 8. T ransferaza charakterystyczna dla kom órek 
eukariontów , w przeciw ieństw ie do transferazy  mono ADP-rybozylowej 
prokariontów , w ym agają obecności w środowisku reakcji jonów M g+2 
a czasami M n+2 (82), przy czym optym alne stężenie jonów Mg+2 może 
być uzależnione od stężenia NAD (83). W celu zapewnienia optym alnych 
w arunków  reakcji w doświadczeniach in vitro  wym agana jest również 
obecność substancji redukujących jak  ditiotreitol (83).

Om awiany enzym charak teryzu je  się dużą wybiórczością substratow ą. 
Tylko dwa związki: |3NAD+ i 4'dezoksy(3NAD+ mogą być przez niego w y­
korzystyw ane jak  substra t (84). Analogi tych związków, takie jak  
(3NAD H 2, aNAD+ czy też NADP nie są w ykorzystyw ane przez enzym ja ­
ko dawcy grup ADP-rybozylowych, a ich obecność w środowisku reakcji 
ham uje aktywność badanego enzym u. T ransferaza poli ADP-rybozylowa 
ham ow ana jest również przez am id kwasu nikotynowego — produkt re ­
akcji AD P-rybozylowania oraz przez jego analogi (kwas nikotynowy, 
NMN, 3-acetylopirydyna) a także tym idynę i jej analogi (dezoksytymi- 
dyna, brom odezoksyurydyna, brom ourydyna, rybozotym idyna) (86).

O ptym alna tem peratu ra  reakcji syntezy poli A D P-rybozy prowadzo­
nej w doświadczeniach in vitro  jest przew ażnie o 10— 15°C niższa od tem ­
pera tu ry , w której norm alnie rozw ijają się kom órki w ytw arzające daną 
transferazę i wynosi od 10—25°C.

DNA oraz białka histonowe silnie pobudzają aktyw ność transferazy  
poli AD P-rybozylowej (2, 3), a oddziaływanie DNA zachodzi w sposób na­
stępujący. Om awiany enzym może istnieć w dwu różnych stanach kon- 
form acyjnych: jednym , zapew niającym  mu pełną aktyw ność i niezależ­
ność od obecności DNA oraz drugim , nieaktyw nym . Ten drugi stan  kon- 
form acyjny ulega przekształceniu w postać aktyw ną dopiero w obecności 
p repara tu  DNA (87).

Funkcja białek histonowych w procesie zwiększania aktyw ności oma-
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w ianej transferazy  nie została dotąd wyjaśniona. Być może pełnią one 
rolę akceptora białkowego dla reszt AD P-rybozylowych, jednakże w uk ła­
dach in  vitro  zaw ierających dobrze oczyszczone p repara ty  enzym atyczne 
zarówno reakcja przyłączania pierw szych reszt AD P-rybozylow ych jak 
i dalszy proces polim eryzacji przebiega w obrębie cząsteczek samej tra n s­
ferazy, bez udziału histonów (58, 59). Przypuszcza się więc, że białka hi- 
stonowe stym ulują omawianą reakcję enzym atyczną poprzez oddziaływa­
nie na cząsteczki enzym u, szczególnie gdy jest on w kompleksie z DNA 
(57).

III-3. Znaczenie biologiczne modyfikacji białek resztami poli ADP-rybozylowymi

Istnieje wiele danych k tó re  wskazują, że poli A D P-rybozylowanie 
białek jest jednym  z podstaw owych procesów regulacji replikacji i tran s­
krypcji w organizmach eukariontycznych. W ykryto, że w jądrach kom órek 
ssaków praktycznie wszystkie reszty  ADP-rybozylowe są kow alencyjnie 
powiązane z białkam i (88). F ak t ten  sugeruje, że A D P-rybozylowanie bia­
łek stanow i nowy typ regulacji aktyw ności wew nątrzkom órkow ej, k tó ry  
jest realizow any poprzez zm iany konform acji i funkcji białek, przede 
wszystkim  białek jądra  komórkowego, w sposób analogiczny jak  w przy­
padku ich fosforylacji, m etylacji czy acetylacji.

Zważywszy na fakt, że wiele biologicznie ważnych białek ulega takiej 
m odyfikacji (62, 68), można przypuszczać, że jest to proces o szerokim za­
kresie działania. Przem aw ia za tym  również obecność transferazy  poli 
ADP-rybozylowej nie tylko w jądrze komórkowym, ale również w izolo­
w anej frakcji rybosom ów oraz m itochondriach (77, 76). Wiadomo, że 
wśród białek jąd ra  ulegają takiej m odyfikacji endonukleazy zależne od 
Ca+2 i Mg+2, tracąc przy tym  aktyw ność (67). AD P-rybozylowanie białek 
może mieć także związek z rep likacją DNA. Jak  wiadomo, najw iększą 
aktyw ność transferazy  poli A D P-rybozylowej w ykryw a się w jądrze ko­
mórkowym, gdzie jest ona stym ulow ana przez białka histonowe i DNA.
O współzależności procesów replikacji i rybozylowania białek dodatkowo 
mogą świadczyć obserwowane zm iany aktyw ności tej transferazy  w za­
leżności od fazy jej cyklu komórkowego. Najwyższa aktyw ność tran sfe ra ­
zy w ystępuje w kom órkach po zakończeniu biosyntezy DNA (faza G2), 
natom iast w czasie biosyntezy DNA (to jest w fazie S) aktyw ność tego 
enzym u jest najniższa (89). Bardzo praw dopodobny jest także udział tra n s­
ferazy poli AD P-rybozylowej w procesie reperacji DNA (90). P rzem a­
w iają za tym  następujące obserwacje: a) W reakcji prowadzonej in vitro  
fragm enty  DNA bardziej stym ulują aktyw ność transferazy  poli A D P-ry­
bozylowej niż natyw ne cząsteczki DNA (91). b) Dodanie do m ieszaniny 
reakcyjnej, zaw ierającej jąd ra  kom órek HeLa, DNA-zy I lub nukleazy 
z Micrococcus powoduje cztero— sześciokrotny wzrost aktyw ności tej
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transferazy  (92). W ykrycie w jądrach  kom órek HeLa kompleksów poli 
A D P-rybozy z cząsteczkam i histonu Hi nasuwa również przypuszczenie, 
że polim er ów może brać udział w sieciowaniu włókien chrom atyny, lub 
wpływać na lokalne zm iany jej s tru k tu ry  z bardziej na m niej rozproszo­
ną, u trudn ia jącą  transk rypc ję  i replikację (69).

M odyfikacja białek na drodze poli AD P-rybozylowania może być od­
w racalna in vivo. T ransferazom  poli AD P-rybozylowym  towarzyszą zwy­
kle w komórce swoiste glikohydrolazy, zdolne do hydrolizy przyłączo­
nych łańcuchów  poli A D P-rybozylow ych i uw alniania zablokowanych 
białek enzym atycznych (93— 99).

Zatem  układ  swoistych transferaz  AD P-rybozylowych i glikohydrolaz 
w ydaje się być jeszcze jednym  elem entem  układu regulującego funkcje 
genomu komórkowego a być może także czynności rybosomów i m ito- 
chondriów.
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W ykaz stosowanych skrótów: SV40 — w irus m ałpi 40 (z ang. sim ian virus 40); 
ts SV40 — m utan t SV40 w rażliw y na podwyższoną tem peraturę; antygen T i t — an ty ­
geny nowotworowe (z ang. tum or antigen); TSTA — antygen transp lan tacy jny  (z ang. 
tum or-specific transp lan ta tion  antigen); VP — białko kapsydu (z ang. virus protein; 
fragm enty  Hind — fragm enty  DNA uzyskane po traw ieniu  genomu SV40 enzymami 
restrykcyjnym i wyizolowanymi z H aem ophilus influenzae  typ d; Eco RI — Escherichia  
coli RTF I; poli(A) — kw as poliadenylowy; RI — miejsce inicjacji rep likacji w iruso­
wego DNA (z ang. initiation of replication).
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W irus SV40 jest od dawna przedm iotem  intensyw nych badań jako 
model organizacji i ekspresji genów w kom órkach zakażanych w irusam i 
nowotworowymi, których genom zbudowany jest z DNA. Poznanie m e­
chanizmu procesów transk rypcji genomu SV40 i tw orzenia inform acyj­
nych wirusowych RNA może być również pomocne w badaniach kontroli 
ekspresji genów w układach eukariotycznych.

I. Właściwości wirusa SV40

W irus SV40 należy do g rupy wirusów wyw ołujących now otw ory 
u zw ierząt w w arunkach laboratoryjnych. Fizyczne właściwości w irusa 
SV40 przedstaw ia Tabela 1.

Tabela 1
Fizyczne właściwości wirusa SV40

wielkość wirionu 45 mjjL (1)
symetria dwudziestościan równoboczny (1)
liczba białkowych podjednostek w kap-
sydzie 420 (1)
liczba kapsomerów 72 (1)
ciężar cząsteczkowy wirionu 28 x106 (1)
ciężar cząsteczkowy DNA 3,6x10* (2,3)
konformacja DNA a) Jbrma I — zamknięty kołowy dwuniciowy, su- 

perspiralny DNA (21S)
b) forma II — otwarty kołowy dwuniciowy DNA 

(16S) (4)
białka rdzenia wirionu pochodzą z czterech histonów komórkowych H2A, 

H2B, H3, H4 (5—7)
białka kapsydu wirionu VP-1 C. cząst. — 43.000 

VP-2 C. cząst. — 39.000 
VP-3 C. cząst. — 39.000 (5,8,9)

W nawiasach podano odnośniki do piśmiennictwa.

W irus SV40 w zależności od rodzaju kom órek zakażanych przez wi­
rusa w w arunkach hodowli in vitro  przechodzi 2 rodzaje cyklu życiowego 
różniącego się ekspresją funkcji wirusowych. Tabela 2 przedstaw ia syste­
m y komórkowe najczęściej stosowane w badaniach SV40.

Zakażenie kom órek w rażliw ych (perm isyjnych) prowadzi do cyklu 
litycznego wirusa, k tóry  przebiega w dwóch fazach. Faza wczesna trw a 
do m om entu rozpoczęcia replikacji wirusowego DNA tj. 12 do 20 godzin 
od zakażenia komórki. W tym  okresie w komórce stw ierdza się obecność 
trzech wirusow ych białek: antygenów  T i U w jądrze kom órkowym  (12, 
13) i an tygenu transplan tacyjnego (TSTA) na powierzchni zakażonej ko­
m órki (14). W momencie rozpoczęcia syntezy wirusowego DNA zaczyna
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się okres późny cyklu litycznego, k tó ry  kończy się lizą kom órki w 36— 90 
godzin po zakażeniu. Okres późny charakteryzuje się wzrostem  ak tyw ­
ności enzymów biorących udział w replikacji DNA (10) oraz znaczną s ty ­
m ulacją szybkości syntezy komórkowego DNA (15) i histonów (7, 16).

Tabela 2
Wrażliwość komórek różnych gatunków zwierząt na zakażenie wirusem SV40 (10,11)

Gatunek i linia komórkowa Rodzaj wrażliwości

Małpa (AGMK)
! Mysz (3T3)
! Człowiek (WI—38) 

Chomik 
I Szczur 

Królik

permisyjne
niepermisyjne
półpermisyjne
półpermisyjne
nie — lub półpermisyjne
nie — lub półpermisyjne

Komórki permisyjne są to takie komórki w których po zakażeniu wirusem zachodzi produkcja wirionów, a proces z-a 
każenia kończy się lizą komórki.
Komórki niepermisyjne — brak produkcji wirionów.
Komórki półpermisyjne — tylko w pewnej części komórek zachodzi produkcja wirionów.

Histony kom órki w połączeniu z DNA wirusow ym ’ i zsyntetyzow anym i 
w późnym okresie białkam i struk tu ra lnym i w irusa (antygen V) nagro­
madzają się na terenie jądra  tworząc dojrzałe zakaźne wiriony (17). W i­
rusow y DNA zorganizowany jest z histonam i kom órkowymi w zw arty n u -  
kleoproteinowy kompleks, k tó ry  po uw olnieniu histonu HI tw orzy chro- 
m atyno-podobną s tru k tu rę  zwaną minichromosomem zawierającą 21 ± 2  
nukleosomów (18—20). Kom órki niew rażliwe (nieperm isyjne) są poron­
nie zakażane wirusem  SV40. W tego rodzaju zakażeniu dochodzi do eks­
presji tylko wczesnych funkcji w irusow ych i większość kom órek pozo­
staje  żywa. Pew na zm ienna część poronnie zakażonych kom órek zostaje 
trw ale transform ow ana i wówczas m am y do czynienia z cyklem tran sfo r­
m acyjnym  w irusa SV40.

II. Organizacja genomu SV40

Podstawą skonstruow ania m apy genomu SV40 była analiza fragm en­
tów powstałych w w yniku traw ienia wirusowego DNA enzym am i re s try k ­
cyjnym i. Enzym y restrykcyjne, w większości wyizolowane z bakterii, 
rozpoznają specyficzny układ sekw encji DNA na ogół o długości 4—6 p a r 
zasad i traw ią w tych  m iejscach obie nici DNA (21—23). Analiza pow sta­
łych w w yniku traw ienia specyficznych fragm entów  DNA, jak  rów nież 
uzyskanych z nich w reakcji transk rypcji in  vitro  kom plem entarnych 
RNA, pozwoliła na określenie kolejności 5224 par zasad DNA SV40 oraz
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na zlokalizowanie na mapie genetycznej w irusa n iektórych jego funkcji 
biologicznych.

Powszechnie p rzy jętą  jest m apa opracowana na podstawie analizy 13 
fragm entów  wirusowego DNA, oznaczanych Hind od A do M, pow stałych 
po traw ieniu  genomu SV40 enzym am i restrykcy jnym i Hind 11 + III w y­
izolowanymi z Haemophilus in fluenzae  typ d (24—26), (Rye. 1).

Ryc. 1. M apa genomu SV40 i rozm iesz­
czenie głównych funkcji biologicznych.
M iejsce endonukleolitycznego rozbicia DNA  
przez enzym  restrykcyjny Eco RI przyjęto  
jako punkt zerow y na mapie podzielonej na 
100 jednostek (pierścień w ew nętrzny). L ite­
rami od A do M w  pierścieniu zew nętrznym  
oznaczono położenie restrykcyjnych  frag­
m entów  Hind II+ III.
RI w skazuje początek replikacji w irusow ego  
DNA.
Pozycje pięciu białek  kodow anych przez w i­
rus oznaczono blokam i zakończonym i strzał­
kami; lin ią przeryw aną oznaczono regiony, 
których dokładna pozycja nie jest znana.

Miejsce endonukleolitycznego rozbicia wirusowego DNA przez enzym  
Eco RI z Escherichia coli RTF I, przyjęto jako punkt zerowy; począwszy 
od niego genom SV40 um ownie podzielono zgodnie z ruchem  wskazówek 
zegara na 100 jednostek (27, 28). Na mapie zaznaczono jako punk t RI 
w pozycji 0,663 początek dw ukierunkow ej replikacji wirusowego DNA 
(20). Połowa genomu w irusa od pozycji 0,67 do 0,17 obejm ująca fragm en­
ty  Hind C, L, M, D, E, K, F, J, G ulega replikacji i transk rypcji zgodnie 
z ruchem  wskazówek zegara i jest określana jako późny region DNA 
SV40, a segm ent replikujący i transkrybow any w stronę przeciw ną od 
0,67 do 0,17 jednostki — fragm enty  A, H, I, B — nazywa się wczesnym 
regionem  genomu.

Lokalizację genów kodujących poszczególne białka wirusowe określo­
no na podstawie danych genetycznych (analiza kom plem entacyjna m u­
tantów  delecyjnych SV40 z zm ianam i określonych funkcji biologicznych) 
oraz m etodą hybrydyzacji inform acyjnych w irusow ych RNA z fragm en­
tam i DNA SV40, połączonej transk rypcji — translac ji poszczególnych 
fragm entów  DNA SV40 w system ie bezkomórkowym i analizą sekw encji 
nukleotydow ych genomu SV40.

W rażliwe na podwyższoną tem peratu rę  m utan ty  SV40 zmienione 
w wczesnej funkcji odpowiadają grupie kom plem entacyjnej A i zostały 
zaznaczone na mapie w pozycji od 0,32 do 0,43 jednostki w fragm entach 
H ind H i I (30, 31). W czesny region genomu SV40 zwany także genem A
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zaw iera inform ację o syntezie dwóch pokrew nych immunologicznie bia­
łek; dużego antygenu T o ciężarze cząsteczkowym 90.000— 100.000 i m ałe­
go antygenu t o ciężarze cząsteczkowym  15.000— 20.000 (32— 34), (Rye. 1). 
Część kodująca oba białka zaczyna się w pozycji 0,65 wspólnym  kodonem 
inicjacji. A ntygen t kodowany jest przez odcinek DNA SV40 od 0,65 do 
0,55 jednostek m apy (35, 36), a sekwencje nukleotydowe kodujące an ty ­
gen T zaw arte są w dwóch oddalonych fragm entach genu A od 0,65 do 
0,59 i od 0,54 do 0,18 jednostki m apy (34, 37). Insercja w genie A obejm uje 
odcinek 346 par zasad od 0,54 do 0,59 jednostki.

Produkt genu A jest białkiem  o oddziaływaniu w ielokierunkow ym  
(ang. pleiotropic protein). W kom órkach perm isyjnych funkcjonalny an ty ­
gen  T jest konieczny do replikacji w irusowego DNA i stym ulacji funkcji 
kom órkowych (38, 39), w kom órkach nieperm isyjnych jest niezbędny do 
in icjacji i u trzym ania stanu  transform acji kom órki (40, 41). Obecnie nie­
wiele jest wiadomo o funkcji biologicznej antygenu t, znana jest jedynie 
jego rola w transform acji polegająca na zmianie cech wzrostu kom órek 
transform ow anych (33, 42). Poza tym  inform acja genetyczna środkowej 
i dystalnej części wczesnego regionu wirusowego DNA jest odpowiedzial­
na za w ystępowanie antygenów  TSTA i U oraz za wzrost ludzkich adeno- 
w irusów  w kom órkach m ałpy (11, 43).

P rodukt genu A m a charak ter au toregulatora — reguluje swoją syn­
tezę na zasadzie ujem nego sprzężenia zwrotnego (44—46).

W późnym regionie genomu SV40 znaleziono 3 klasy m utacji delecyj- 
nych (30). K om plem entacja m iędzy m utan tam i B i C jest w ew nątrzgeno- 
wa a gen B/C obejm ujący fragm en ty  K, F, J, G koduje główne białko 
s truk tu ra lne  w irusa VPi (47), którego ciężar cząsteczkowy, oznaczony 
elektroforetycznie, wynosi 43.000— 48.000. Delecyjne m utan ty  grupy D 
produkują zmienione dwa m niejsze białka struk tu ra lne  w irusa V P2 i V P3
o ciężarach cząsteczkowych odpowiednio 39.000 i 27.000. M utanty  te zlo­
kalizowano w fragm entach E i K (31, 47). Delecje m utantów  grupy E 
m ają miejsce w fragm encie Hind D i w yw ołują zmiany białka V P2.

Gen kodujący główne białko s tru k tu ra ln e  w irusa V P X zaczyna się 
w pozycji 0,941 blisko m iejsca połączenia fragm entów  E/K, a kończy 
w pozycji 0,161 w fragm encie G (48, 49), (Rye. 1). Inform acja o syntezie 
V P2 zaw arta jest w regionie DNA od 0,77 do 0,97 jednostki m apy (35, 48), 
a sekwencje kodujące V P3 zaczynają się w ew nątrz regionu kodującego 
V P2 w fragm encie D i kończą kodonem  term inacji wspólnym  z V P2 po­
łożonym w początkowej części genu VPi (35, 48).

III. Schemat transkrypcji genomu SV40 podczas cyklu litycznego

T ranskrypcja genom u SV40 w zakażonych litycznie kom órkach perm i­
syjnych odbywa się w  dwóch fazach. W wczesnym okresie cyklu litycz­
nego transkrybow ane jest 45— 50°/o długości jednej nici DNA określanej
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jako nić m inus lub E (ang. early). W późnym  okresie cyklu litycznego 
wczesna transkrypcja  trw a nadal i tow arzyszy jej synteza now ych ro­
dzajów wirusowego RNA będących transk ryp tam i z 50—55%> długości 
drugiej nici DNA SV40 oznaczanej jako nić plus lub L (ang. late), (Ryc. 2), 
(50— 52). T ranskrypcji ulega zatem  ekw iw alent jednej nici w irusow ego 
DNA.

Ryc. 2. Schem at transkrypcji genom u 
SV40.

R egion późny (fragm enty Hind C, D, E, K, 
F, J, G n ici plus) ulega transkrypcji od po­
zycji 0,67 do 0,175 w  kierunku zgodnym  
z ruchem  w skazów ek zegara, natom iast re­
gion w czesny (fragm enty A, H, I, B nici 
m inus) ulega transkrypcji w  kierunku prze-

Term iny „wczesna tran sk ry p c ja” i „wczesny RNA” są używ ane na 
określenie transkrypcji wczesnego regionu genomu SV40 (fragm enty  A,
H, I, B) i pochodzących z niego transk ryp tów  (powstających rów nież 
w późnej fazie cyklu litycznego); term inem  „późna tran sk rypc ja” i „póź­
ne RNA” określam y transkrypcję  późnego regionu genomu SV40 tj. frag­
m entów  C, D, E, K, F, J, G i transkrybow anych z nich RNA (Ryc. 2). 
Schem at powyższy jest jedynie obrazem  sy tuacji na terenie cytoplazm y 
w zakażonych kom órkach, gdyż uwzględnia on tylko stabilne inform a­
cyjne RNA swoiste dla w irusa SV40. W rzeczywistości transkrypcja  SV40 
jest zjawiskiem  o wiele bardziej złożonym — transk rypcji ulegają rów ­
nież niekodujące (antysensow ne) regiony genomu SV40 — a w procesach 
regulacji biorą udział nie tylko elem enty  kontroli na poziomie tran s­
krypcji, lecz również m echanizm y po transkrypcyjnych  przekształceń 
pierw otnych transkryptów  i być może aktyw nego transportu  dojrzałych 
w irusow ych mRNA.

IV. Jądrowe wirusowe RNA

W wczesnym okresie cyklu litycznego synteza wirusowego RNA sta ­
nowi zaledwie 0,01°/o całkow itej syntezy RNA w komórce (53, 54) co 
stw arza istotne trudności w badaniach cechującego się szybką syntezą 
pierwotnego transk ryp tu . Uważa się, że zawiera on ty lko jeden rodzaj
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cząsteczek wirusowego RNA, o stałej sedym entacji 19S i ciężarze cząstecz­
kowym 0,7—0 ,8 X 10* odpowiadający transkryp tow i z połowy długości jed ­
nej nici DNA SV40 (53). Ten szybkoznakujący się RNA w ydaje się być 
identyczny pod względem wielkości i sekwencji nukleotydow ych z wcze­
snym  w irusow ym  RNA izolowanym z cytoplazmy.

W późnym  okresie cyklu litycznego około 20°/o jądrowego wirusow e­
go RNA sedym entuje jako heterogenne cząsteczki od 28S do 60S (55, 56), 
(Ryc. 3). W ysokocząsteczkowe tran sk ryp ty  o wielkości 1,9— 10X10® dal- 
tonów, a więc znacznie przekraczające wielkość genomu SV40, oprócz 
sekw encji kodowanych przez w irus zaw ierają sekwencje komórkowego 
RNA kow alentnie związane z RNA w irusow ym  (57, 58). Ten rodzaj czą­
steczek może powstać w w yniku transk rypcji genomu w irusa zaw iera­
jącego włączone fragm enty  DNA komórkowego, bądź też jako ciągły 
tran sk ry p t z zintegrowanego w cyklu litycznym  wirusowego DNA i są­
siednich sekw encji DNA gospodarza (59). Większość wirusowego RNA 
izolowanego z jąder w późnym okresie cyklu, sedym entuje w gradiencie 
sacharozy jako cząsteczki dające oddzielne szczyty o stałych sedym en­
tac ji 26S, 24S i 19S (55, 56), (Ryc. 3).

Ryc. 3. Profil sedym entacji jądrow ego w irusowego RNA (56).
48 godzin po zakażeniu kom órek w irusem  SV40, RNA znakow ano przez okres 20 m inut i w iro­
w ano w  lin iow ym  gradiencie 15—30°/t sacharozy a następnie poszczególne frakcje hybrydyzow ano  
z DNA SV40.
(O) — całkow ita ilość im pulsów
( • )  — ilość im pulsów  w  hybrydzie RNA—DNA SV40 
Strzałkam i zaznaczono pozycje m arkerów 18S i 28S rRNA.

Klasę 26S o ciężarze cząsteczkowym 1,5X10® można porównać z tran s- 
k ryptem  z całego genomu SV40. Badając pochodzenie cząsteczek w iruso­
wego RNA w poszczególnych klasach wielkości stwierdzono, że od 5°/o do 
9°/o RNA każdej klasy jest kom plem entarne wobec nici m inus DNA SV40, 
a aż 91%— 95°/o hybrydyzuje z nicią plus (55, 56). W jądrze kom órki za­
każonej SV40 w późnym okresie cyklu te dwa rodzaje wirusowych tran s-
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kryptów  w ystępują zatem  w różnych stężeniach; transkryp tów  z nici 
plus jest 20 razy więcej niż transk ryp tów  z nici m inus. Poza tym , czą­
steczki jądrowego wirusowego RNA mogą tw orzyć stabilne, oporne na 
działanie rybonukleazy s tru k tu ry  dwuniciowe o długości rów nej cząstecz­
ce DNA SV40 (56), co pozwala przypuszczać, że w późnym okresie cyklu 
litycznego cały genom SV40 ulega transk rypc ji sym etrycznej (60, 61).

Istn ieje również ew entualność, że sym etrycznie transkrybow ana jest 
tylko część genomu SV40. H ybrydyzując późny jądrow y RNA z frag­
m entam i Hind II, III obu nici DNA SV40 stwierdzono, że zawiera on se­
kwencje kom plem entarne wobec wszystkich fragm entów  nici plus i tylko 
wobec fragm entów  A, H, I, B, i C nici m inus (52). Nie można jednak w y­
kluczyć, że przyczyną braku  hybrydyzacji z pozostałymi fragm entam i 
nici m inus była hybrydyzacja RNA—RNA pomiędzy cząsteczkami „anty- 
późnym i” a w ystępującym i w dużym  stężeniu rzeczywistym i późnym i 
cząsteczkami wirusowego RNA.

V. Wczesny wirusowy mRNA

W wczesnym okresie cyklu litycznego w cytoplazm ie zakażonych ko­
m órek obecny jest jeden rodzaj wirusowego RNA o stałej sedym entacji 
19S i ciężarze cząsteczkowym 900.000 (61). Jest on kom plem entarny z frag­
m entam i Hind II, III A, H, I, B a więc wobec całego wczesnego regionu

Ryc. 4. Rozmieszczenie wczesnych i 
późnych w irusow ych mRNA na m apie 

genomu SV40.
Kodujące regiony mRNA zaznaczone są b lo­
kam i zakończonym i strzałkam i, regiony nie  
ulegające translacji — lin iam i ciągłym i. Li­
nie zygzakow ate oznaczają sekw encje n ie  
w ystępujące w  w irusow ych mRNA, lin ie  
przeryw ane — odcinki, których dokładna 
pozycja jest nieznana. Sekw encje poli (A) 
przy końcu 3' zaznaczono lin iam i fa listym i.

nici m inus DNA SV40 (52, 63). W późnym okresie cyklu tran sk ry p t 
z wczesnego regionu genomu SV40 reprezen tu je  w cytoplazm ie 2°/o w iru­
sowego RNA (56). W czesny w irusow y mRNA jest poliadenylow any przy
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końcu 3' gdzie znajduje się 130— 150 reszt kwasu adenylowego (64), a ko­
niec 5' tego RNA zawiera zm etylow ane nukleotydy typu m 7G(5)ppp(5')Nm, 
k tóre tw orzą charakterystyczną sekwencję „cap”, (65). Koniec 5' wczesne­
go RNA zaznaczono na m apie genomu SV40 w fragm encie C przy pozycji 
0,67 (36, 66, 67), a koniec 3' zczytyw any jest z nukleotydów  fragm entu  G 
przy 0,16 jednostki (36, 37), (Ryc. 4). W czesny wirusow y mRNA jest tran s- 
k ryp tem  pow stającym  z dwóch oddzielnych segmentów wczesnego re ­
gionu genomu SV40 — nie zawiera tran sk ryp tu  346 par zasad z odcinka 
0,54— 0,59 (34, 36). W system ie translac ji in vitro  19S RNA kieruje syn­
tezą antygenów  T i t (33). A nalizując produkty  genu A syntetyzow ane 
przez m u tan ty  SV40 z delecjam i w różnych częściach wczesnego regionu 
DNA stwierdzono, że delecje w segmencie 0,54—0,59 zm ieniają s truk tu rę  
an tygenu t nie w yw ołując zm ian w antygenie T, natom iast m u tan ty  
SV40 z delęcją w dystalnej części wczesnego regionu produkują zmie­
niony T pozostając bez w pływ u na s tru k tu rę  małego antygenu t (34). 
F ak ty  powyższe może tłum aczyć obecność dwóch wczesnych mRNA (34, 
36), (Ryc. 5). Inform acyjny RNA antygenu T zawiera sekwencje kom ple-

0.67 0.16
l  DNA iA -== ' - ■ ■ ■ ■■■--■ ■= . -  = = -—

mRNA--------- _g_ ^ -----------------------------------
0.65 0.59 0.54 Du  ̂ T O-18

Ryc. 5. Schem at organizacji i ekspresji t ■:--------- UẐ —  ....... . —I
N Csekwencji nukleotydowych kodujących  ̂^  ^

antygeny duży — T (A) i m ały — t (B) R )______________ DNA______________
(34).

mRNA
Trójkątem  zaznaczono brakujący fragm ent -------------------
w  mRNA antygenu T. Cyfry są jednostkam i  ̂
m apy fizycznej genom u SV40. L iteram i ozna- 1 
czono N i C  końce polipeptydów . N C

m entarne do regionu 0,67—0,59 połączone z transk ryp tem  z regionu 
0,54—0,16, natom iast mRNA antygenu t jest transkrybow any z całego 
wczesnego regionu DNA SV40 od 0,67 do 0,16 jednostki mapy. Jak  w y­
nika z w stępnych doniesień, również w mRNA antygenu t b rakuje  tran s­
k ryp tu  z regionu 0,58—0,54 o długości około 50 nukleotydów. W spólny 
dla obu białek kodon in icju jący ich syntezę znajduje się w pozycji 0,65 
na mapie (Ryc. 5) — w efekcie oba an tygeny m ają wspólne N -term inalne 
sekwencje aminokwasowe pochodzące z regionu 0,65—0,59, co tłum aczy 
ich pokrew ieństwo immunologiczne. A ntygen t jest kodowany przez 174 
nukleotydy zakończone kodonem term inacji w pozycji 0,55; kodon ter- 
m inacji dla an tygenu T znajduje  się w pozycji 0,18. Poza regionam i ko­
dującym i, wczesny w irusow y mRNA zawiera przy końcach 5' i 3' sekwen­
cje nie ulegające translac ji (Ryc. 4), (35—37).
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VI. Późny wirusowy mRNA
W cytoplazmie zakażonych kom órek, w późnym okresie cyklu litycz­

nego w ystępują 2 klasy cząsteczek wirusowego RNA o stałych sedym en­
tacji 19S i 16S i ciężarach cząsteczkowych odpowiednio 900.000 i 600.000 
(Ryc. 6), (56).

Ryc. 6. P rofil sedym entacji późnego wirusowego mRNA (56).
RNA znakow ano od 43 do 48 godziny po zakażeniu kom órek w irusem , w irow ano w  lin iow ym  
gradiencie 15—30% sacharozy i poszczególne frakcje hybrydyzow ano z DNA SV40.
(O) — całkow ita ilość im pulsów
( • )  — ilość im pulsów  w  hybrydzie RNA—DNA SV40 
Strzałka oznacza pozycję markera 18S rRNA.

W irusowy RNA o stałej sedym entacji 16S jest kom plem entarny wo­
bec fragm entów  K, F, J, G nici plus, a więc wobec części późnego regio­
nu (56, 63, 68). K lasa 19S zawiera 2 rodzaje cząsteczek wirusowego RNA. 
Jeden  z nich odpowiada transkryp tow i z wczesnego regionu syntetyzo­
w anem u w późnym okresie cyklu, natom iast cząsteczki drugiego rodzaju, 
w ystępujące w 40—50 krotnym  nadm iarze w stosunku do wczesnego, hy- 
brydyzują  z wszystkim i fragm entam i Hind C, D, E, K, F, J, G nici plus 
(52, 56, 63, 68) — a więc rep rezen tu ją  tran sk ryp ty  z całego późnego re ­
gionu. Oba późne wirusowe RNA są poliadenylowane, a ich końce 5' za­
w ierają s tru k tu ry  „cap” typu m 7GpppAm i m7Gppm6Am (69), przy czym 
w ydaje się, że drugi typ  w ystępuje głównie w 16S RNA (70). 19S i 16S 
późne RNA zaw ierają również zm etylow ane nukleotydy w ew nątrz czą­
steczki (69, 71). Późne tran sk ry p ty  cytoplazm atyczne zaznaczono na m a­
pie genomu SV40: 19S w rejonie 0,77—0,17 (72, 73) a 16S od 0,95— 0,17 
(72—75). Oba późne RNA zaw ierają wspólne sekwencje przy  końcu 3' czą­
steczek. H ybrydyzacja poliadenylow anych w irusow ych RNA z fragm en­
tam i późnego regionu SV40 wykazała również obecność w cytoplazm ie 
cząsteczek RNA kom plem entarnych z fragm entam i C, L, M regionu 0,67—
0,76 (76), a więc wobec regionu leżącego poza zaznaczonymi na m apie 5' 
końcami 16S i 19S późnych RNA. Analiza zm etylow anych końców 5' 
i przylegających do nich sekw encji z 16S i 19S późnych RNA w ykazała,
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że s tru k tu ry  „cap” i sąsiadujące z nimi odcinki RNA pochodzą z frag­
m entów  0,72—0,76 (76— 78). Sekw encje poprzedzające kodującą część czą­
steczki RNA, pochodzące z odcinków DNA oddalonych od genu, noszą 
nazwę sekw encji liderowych. Są one wspólne w obu późnych RNA, a ich 
wielkość wynosi 170—200 nukleotydów . Dokładna pozycja końców 5' nie 
jest znana.

16S późny wirusow y RNA jest wspólnym  transkryp tem  z dwóch od­
dzielnych segm entów późnego regionu: nie ulegających translacji sek­
w encji liderow ych i głównej części inform acyjnego RNA, w której po­
czątkowe 40 nukleotydów  rów nież nie ulega translacji (71), (Ryc. 4). 16S 
RNA zawiera inform ację o syntezie głównego białka strukturalnego — 
VPj (79, 80). Kodon in icju jący VPi znajduje się w odległości 15 nukleoty­
dów od połączenia fragm entów  Hind E/K (71, 81). Dalej w ystępuje 361 
sensow nych trip letów  zakończonych kodonem term inacji położonym w od­
ległości 80 nukleotydów  od połączenia Hind G/B (71, 82, 83). Za kodonem 
term inacji w 16S RNA znajduje się 80 nukleotydów  niekodujących, które 
kończą się sekw encjam i poli A dokładnie w pozycji 0,175 (49). 19S późny 
RNA jest rów nież transkrybow any  z dwóch oddzielnych segmentów póź­
nego regionu DNA SV40; m iędzy sekw encjam i liderowym i a kodonem 
inicjującym  V P2 b raku je  tran sk ry p tu  z odcinka DNA o długości około 
40 nukleotydów  (Ryc. 4), (71, 84, 85). W system ie bezkomórkowej tran s­
lacji 19S RNA k ieru je  syntezą białka V P2 (86) oraz zawiera inform ację
o syntezie V P3. Część kodująca V P2 obejm uje 351 kodonów (87, 88), wśród 
których w fragm encie D w odległości 834 nukleotydów  od RI znajduje się 
także kodon inicju jący syntezę 233 am inokwasów białka V P3 (35, 36). 
Inform acja o syntezie V P2 i V P3 jest zczytyw ana w tej samej fazie i koń­
czy się wspólnym  kodonem term inacji znajdującym  się w odległości 22 
nukleotydów  od kodonu inicjującego V PX. Sekwencje kodujące VPi od­
czytyw ane są w innej fazie (88). Ten przykład „w ew nątrzpenetrujących” 
genów jest wyrazem  m aksym alizacji w ykorzystania inform acji genetycz­
nej w SV40. Nie wiadomo czy V P2 i V P3 są syntetyzow ane na jednym  
mRNA, czy też istnieje oddzielny RNA kodujący V P3 jak  18S RNA w przy­
padku pokrewnego w irusa Polyom a (89). In teresu jący  jest również brak  
ekspresji inform acji o syntezie VPj przez 19S mRNA. Przyczyną tego mo­
że być duża odległość kodonu inicjacji VPn od s tru k tu ry  „cap” przy koń­
cu 5', bądź też obecność s tru k tu ry  typu „hairp in” , którą zidentyfikowano 
w regionie kodonu inicjacji VPj (48).

VII. Kontrola transkrypcji genomu SV40

M echanizmy regulujące proces tran sk rypc ji genomu SV40 są nieznane, 
niem niej szereg zjaw isk obserw owanych w trakcie transk rypcji świadczy
o kontroli tego procesu zarówno na etapie sam ej transk rypcji jak  i po-
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transkrypcy jnych  przekształceń obejm ujących redukcję wielkości i se­
lekcję składu sekwencji cząsteczek wirusowego RNA. Jak  już wspom nia­
no, w późnym okresie cyklu litycznego w jądrze kom órki zakażonej obser­
w uje się 20-krotną przewagę ilości późnych transkryp tów  nad wczesnymi, 
a w cytoplazmie przewaga ta  jeszcze ulega zwiększeniu do 50-krotnej. 
Główną przyczyną preferencyjnego nagrom adzenia się późnych tra n s­
kryptów  jest zwiększona szybkość transk rypcji z nici plus (90); za różnicę 
zaś stężeń późnych RNA m iędzy jądrem  a cytoplazm ą mogą być odpowie­
dzialne m echanizm y selektyw nego transportu . Zarów no w jądrze jak 
i w cytoplazmie kom órek zakażonych wirusem  SV40 muszą przebiegać 
procesy degradacji przekształcające duże pierw otne tran sk ryp ty  w czą­
steczki mniejsze, stanowiące właściwe cząsteczki inform acyjnego RNA. 
W jądrze znajdują się tran sk ry p ty  zawierające sekwencje kom plem en­
tarne  wobec regionów kodujących wirusa połączone z sekwencjam i po­
chodzącymi z regionów antysensow nych (sekwencje późne i „antyw czes- 
ne”), natom iast nie stw ierdza się obecności tego rodzaju cząsteczek na te ­
ren ie cytoplazmy. Jak  w ynika z badań nad stabilnością m etaboliczną po­
szczególnych klas jądrowego wirusowego RNA, duże tran sk ryp ty  w iruso­
we o stałych sedym entacji 26S i 24S mogą być prekursoram i bardziej od 
nich stabilnych cząsteczek klasy 19S (55). Uważa się również, że cząsteczki 
cytoplazm atycznego wirusowego RNA klasy 16S pow stają w w yniku de­
gradacji 19S późnego RNA, lub też pochodzą z wspólnej cząsteczki p rekur-

Ryc. 7. Krzywe rozpadu późnych w iruso­
wych mRNA (55)

czas (godz.)
(O) — 16S RNA  
( • )  — 19S RNA

sorowej. K inetyka rozpadu cząsteczek późnego mRNA obu klas w skazuje 
na istnienie między nim i zależności typu prekursor—produkt (55). W ko­
m órkach pozbawionych jąder, a więc w układzie, w którym  nie zachodzi 
synteza RNA de novo, okres półtrw ania cząsteczek 19S RNA wynosi około 
3 godzin, a ich rozpad przebiega zgodnie z kinetyką reakcji pierwszorzędo- 
wej (Ryc. 7). Okres półtrw ania dla 16S RNA wynosi 6 godzin, a krzyw a 
rozpadu wykazuje początkowy wzrost, k tó ry  może wynikać z przejścio­
wego powiększenia się puli cząsteczek 16S RNA o cząsteczki pochodzące 
z degradacji 19S RNA. Cząsteczki k lasy 19S w ystępują zarówno na teren ie
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jądra, jak  i cytoplazmy, zaś 16S RNA w ystępuje tylko w cytoplazmie. Poza 
tym , jak  już wspomniano, późne RNA o stałej sedym entacji 16S i 19S m ają 
takie same sekwencje przy końcu 5' (liderowe) i część sekwencji kodu­
jących. Powyższe fakty  mogą sugerować, że przekształcenie tych wiruso­
wych RNA przebiega w cytoplazmie, gdzie zachodzić ma połączenie — 
„splicing” obu typów sekwencji. Jak i jest jednak mechanizm i powód 
„splicingu” : czy rzeczywiście jest on wynikiem  procesów wycięcia i łącze­
nia cząsteczek wirusowego RNA czy też konsekwencją „skakania” poli- 
m erazy w trakcie transkrypcji? W każdym razie m usi to być proces nie­
zwykle precyzyjny, a zwłaszcza w przypadku wczesnego RNA, gdzie do­
tyczy regionów kodujących. Na poszczególne fazy kontroli transk rypcji 
genomu SV40 zapewne m ają wpływ takie elem enty jak  powinowactwo 
polim erazy do m atrycy, specyficzne układy sekwencji DNA SV40 oraz 
konform acja m atrycy.

VIII. Oddziaływanie polimeraz RNA z DNA SV40

Zakażenie kom órek wirusem  SV40 stym uluje aktyw ność kom órko­
wych DNA-zależnych polimeraz RNA. M aksym alny wzrost aktyw ności 
przypada na okres syntezy późnych wirusowych RNA i dotyczy w głów­
nym  stopniu polim erazy II (91). O udziale polim erazy II w procesie tra n s­
krypcji genomu SV40 świadczy wrażliwość syntezy późnych wirusow ych 
RNA na a-am anitynę (92). Nie wiadomo jednak czy polim eraza z kom órek 
zakażonych jest identyczna z enzymem kom órek norm alnych. Niewiele 
również można powiedzieć na tem at specyfiki inicjacji i selekcji nici 
podczas transk rypcji in vivo. Wiadomo, że w w arunkach in vitro  form a 
I DNA SV40 jest m atrycą znacznie bardziej w ydajną dla polimeraz zwie­
rzęcych niż DNA kołowy czy o tw arty  (93). In vitro  polim eraza II tran sk ry - 
buje genom SV40 sym etrycznie a powstałe produkty  są heterogenne, m ają 
jednakże graniczną wielkość 18S— 20S, podczas gdy polim eraza I prze­
chodzi własne miejsce inicjacji dając cząsteczki RNA kilkakrotnie większe 
od m atrycy  (94, 95). Form a I DNA SV40 posiada około 3 miejsc wiążących 
polim erazę II. Enzym i cząsteczka DNA w konform acji superhelisy mogą 
tw orzyć stabilny kompleks, co jest niemożliwe w przypadku form y linio­
wej DNA SV40 (96). Przypuszcza się, że superhelikalna konform acja DNA 
powoduje tw orzenie regionów słabo sparow anych, ułatw iających wiązanie 
się enzym u z m atrycą (93, 96). W większości badań nad specyfiką in te r­
akcji enzymu z m atrycą używano polim erazę baktery jną. Enzym z E. coli 
wybiórczo transk rybu je  nić m inus DNA SV40 (97). W w arunkach obniżo­
nej tem pera tu ry  w irusow y DNA zawiera preferow ane miejsce inicjacji 
w  pozycji 0,17, na granicy fragm entów  G/B (98, 99). W w arunkach s tan ­
dardow ych zidentyfikowano na DNA SV40 aż 9 miejsc wiążących enzym  
b ak tery jny  (100). Term inacja tran sk rypc ji w ydaje się być niespecyficz­
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na — uzyskuje się p rodukty  o wielkości od 4S do 4-krotnie większej od 
DNA SV40 (101). Można jednak  w w arunkach obniżonego stężenia sub- 
s tra tu  otrzym ać cząsteczki o wielkości nieprzekraczającej 11S (102). Jako 
nukleotydy inicjujące syntezę wirusowego RNA przy pomocy polim erazy 
bak tery jnej, służą ATP i GTP, przy czym włącza się 2 razy więcej ATP niż 
GTP (103). W cząsteczce SV40 istnieje 5 głównych miejsc inicjacji w k tó­
rych  synteza RNA rozpoczyna się przyłączeniem  ATP (103); jedno odpo­
wiada uprzednio zidentyfikow anem u preferow anem u miejscu leżącemu 
w odległości 30 nukleotydów  od połączenia G/B. Cztery inne miejsca znaj­
dują  się w fragm encie A. Poza tym  w fragm entach D, E, F, G zidentyfi­
kowano cztery miejsca w k tórych nukleotydem  inicjującym  syntezę w iru­
sowego RNA jest GTP (100). Jak  w ynika z badań wpływ u różnych stężeń 
rifam picyny na wysycanie m atrycy  przez cząsteczki polim erazy wszystkie 
te miejsca wiązania charak teryzu je  jednakow e powinowactwo do enzymu. 
Preferow ana inicjacja w pozycji 0,17 może być wynikiem  bliskiego są­
siedztwa dwóch m iejsc wiązania dla ATP i GTP. C harakterystyczne jest 
położenie m iejsc inicjacji na genomie SV40. W większości znajdują się 
w regionach DNA mogących tworzyć s tru k tu ry  dwupasmowe typu 
„hairp in” (104). Jednakże nie wiadomo czy i w jakim  stopniu te właści­
wości mogą wpływać na rozpoznanie, wiązanie enzym u i inicjację tra n ­
skrypcji.

IX. Regiony niekodujące w genomie SV40

DNA SV40 zawiera bloki sekw encji o podwójnej osi sym etrii, k tórych 
układ pozwala na pow staw anie s tru k tu r typu „hairp in” — takie same 
s tru k tu ry  mogą powstawać na transk ryp tach  pochodzących z tych regio­
nów. Przypuszczając, że tego typu s tru k tu ry  mogą mieć znaczenie w re ­
gulacji transk rypcji i po transkrypcyjnych  przekształceń w irusow ych RNA, 
analizowano rozmieszczenie charakterystycznych układów sekw encji w ge­
nom ie SV40. Okazało się, że s tru k tu ry  typu „hairp in” tworzą się w regio­
nach, które można określić jako tzw. „miejsca strategiczne” (105, 106).

Takim interesującym  regionem  jest segm ent m iędzy genam i V P2 i T. 
Odcinek ten, o długości 622 nukleotydów , nie koduje żadnego białka, gdyż 
we Wszystkich trzech fazach zczytywania w ystępują w nim kodony te r-  
m inacji (107). F ragm ent ten  zawiera inform ację o replikacji wirusowego 
DNA oraz prawdopodobnie o inicjacji wczesnej i późnej transkrypcji,
o w iązaniu rybosom u i inicjacji translacji, a także, być może, degradacji 
RNA. Oczywiście te „biologiczne sygnały” mogą zachodzić na siebie lub 
na część s truk tu ra lnych  genów. N ajbardziej charakterystyczną cechą tego 
fragm entu  jest obecność długiego palindrom u zawierającego 17 nukleoty­
dów AT położonych między sekw encjam i GC (108). S tru k tu ra  typu GC- 
AT-GC jest podobna do układu sekw encji DNA SV40 w m iejscu wiązania
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polim erazy E. coli. Możliwe, że te  sekwencje służą również jako „promo­
to r” polim erazie eukariotycznej. Ponadto region ten  zawiera układy sek­
w encji typu  „odwróconych pow tórzeń” (ang. inverted  repeated sequen­
ces)— tzw. praw dziw e palindrom y, które mogą być sygnałem  dla „pro­
cessing” (106, 108). W cytoplazm ie stw ierdza także się niewielką ilość RNA 
pochodzącego z fragm entu  0,64— 0,7 (107, 108). C harakterystyczną cechą 
tego regionu jest wysoka zaw artość par AT rozmieszczonych asym etrycz­
nie (tzn. w jednej nici DNA SV40), (35, 36). Wysoką zawartością par AT 
odznaczają się również insercje w DNA SV40. Insercja w wczesnym regio­
nie zawiera 82°/o par AT z czego 18 środkowych to wyłącznie AT. Podob­
nie, odcinki m iędzy sekw encjam i liderow ym i a częścią kodującą w póź­
nych mRNA są bogate w AT (35, 36). Czy ma to jakieś znaczenie w m e­
chanizm ie „splicing” — trudno  obecnie powiedzieć.

In teresu jącym  regionem  niekodującym  jest odcinek DNA SV40, w k tó ­
rym  zachodzą na siebie końce 3' wczesnych i późnych mRNA (37, 49, 82, 
109). S tru k tu rę  tego regionu przedstaw ia Ryc. 8.

Ryc. 8. Schemat struktury regionu DNA SV40 między genami T i VPi.
R egion n iekodujący zaczyna się przy 292 nukleotydzie w  fragm encie G (kodon term inacji dla

się  przy 394 nukleotydzie w  fragm encie B (kodon term inacji dla T). K oniec 3' w czesnego RNA  
zlokalizow any jest przy nukleotydzie 300, a koniec 3' późnego RNA przy nukleotydzie 380. 
Zachodzące na siebie odcinki obu mRNA o d ługości ok. 80 nukleotydów  narysow ane są grubszą  
lin ią. Na obu mRNA zaznaczono strzałkam i położenie sekw encji AAUAAA i układu 6 1 7  
reszt U.

Za kodonem term inacji UGA w późnym w irusow ym  RNA znajduje się 
odcinek zaw ierający 83 niekodujące nukleotydy (37, 49). W ystępuje w nim  
heksanukleotyd AAUAAA oddalony o około 20 nukleotydów  od fragm en­
tu  3' poli (A) znajdującego się przy końcu 3'. Nie ulegająca translacji część 
wczesnego RNA przy  końcu 3' to odcinek o długości około 65 nukleotydów  
zaw ierający dw ukrotne pow tórzenie powyższych sekwencji. H eksanu­
kleotyd AAUAAA w ystępuje we w szystkich eukariotycznych mRNA jako 
układ  poprzedzający o około 20 nukleotydów  sekwencje poli (A). Nie w y­
daje się jednak, aby  ten  heksanukleotyd był w ystarczającym  sygnałem  
determ inującym  położenie poliadenylow anego końca 3' RNA, gdyż w y­
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VPt), obejm uje połączenie fragm entów Hind 11 + III G/B (zaznaczone strzałką) i kończy
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stępuje również w środkowej części wczesnego mRNA. Drugą charak te­
rystyczną cechą tego regionu jest uk ład  6 i 7 kolejnych reszt U poprzedzo­
nych sekwencjam i bogatym i w GC (35, 110). Tego typu  układy są charak­
terystyczne dla m iejsc term inacji u organizmów prokariotycznych. Poza 
tym  region końców 3' w irusow ych RNA odznacza się wysoką zawartością 
pa r AT (75%), (37), co ułatw ia tw orzenie się jednoniciow ych s tru k tu r  — 
a więc m iejsc wrażliwych na nukleazę Si (49). Mimo wysokiego składu AT 
środkowa część tego regionu tw orzy bardzo stabilne s tru k tu ry  typu 
„hairp in” (48, 97). U kłady sekw encji typu  „odwróconych pow tórzeń” w y­
stępu ją  również na początku i końcu regionu kodującego V P3 (105). S tru k ­
tu ry  te w ystępując przy końcach 3' i 5' w szystkich w irusow ych mRNA 
mogą funkcjonować w procesach degradacji jako sygnały rozpoznawcze 
dla enzymów „processingu” na p ierw otnym  transkrypcie  lub na 19S 
mRNA.

X. Wirusowy kompleks transkrypcyjny

W mechanizmie determ inującym  różną szybkość transk rypcji wczes­
nych i późnych RNA, dużą rolę może odgrywać topologia m atrycy, tzn. czy 
w czasie procesu tran k ry p cji w irusow y DNA jest zintegrow any z DNA 
kom órkowym, czy też transk rypcja  zachodzi na wolnych cząsteczkach 
DNA SV40. Jeżeli zachodzi na wolnych cząsteczkach, to z kolei czy w y­
stępują one w form ie superhelisow ej czy kołowej, oraz czy m atryce na 
k tórych  zachodzi wczesna i późna transkrypcja  są jednakow e. W yniki 
badań nad zależnością później tran sk rypc ji od rep likacji wirusowego DNA 
m ogły sugerować, że późne RNA są transkrybow ane z replikujących się 
cząsteczek DNA SV40. Inhib itory  syntezy DNA (arabinozyd cytozyny, 
fluorodezoksyurydyna, aktynom ycyna D) dodane w niewielkich stęże­
niach do ku ltu r bezpośrednio po zakażeniu kom órek w irusem  SV40, un ie­
m ożliw iają początek replikacji DNA SV40 i transkrypcję  późnych w i­
rusow ych RNA, nie w yw ierając w pływ u na syntezę wczesnego RNA 
i wczesnych białek (111— 113). F ak ty  te mogły więc implikować, że poja­
w ienie się m atryc dla transk rypcji późnych RNA jest konsekwencją rep li­
kacji wirusowego DNA. Również w kom órkach zakażonych m utantem  
tsA30 SV40 ekspresja genu A i inicjacja replikacji wirusowego DNA są 
niezbędne dla inicjacji późnej transkrypcji; natom iast dla jej kontynuacji 
(już po zainicjowaniu) ani stała ekspresja genu A ani synteza DNA SV40 
nie są już konieczne (114). Jednakże w toku dalszych badań nad zależnoś­
cią późnej transk rypcji od replikacji w irusowego DNA okazało się, że 
w kom órkach zakażonych SV40 i poddanych działaniu inhibitorów  syntezy 
DNA obserw uje się w prawdzie znaczny spadek transk rypc ji późnych RNA, 
ale zarówno w jądrze jak  i w cytoplazm ie w ystępują sekwencje RNA 
kom plem entarne wobec późnej nici DNA SV40 (115). Obecność tych póź­
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nych w irusow ych RNA może być konsekwencją niecałkowitej inhibicji 
syntezy DNA SV40 lub też inicjacja późnej transk rypcji jest niezależna 
od replikacji wirusowego DNA. Problem  ten pomogły wyjaśnić badania 
wirusowego kom pleksu transkrypcyinego — VTC (ang. viral transcrip tion 
complex). VTC zawiera związane z m atrycą cząsteczki endogennej poli- 
m erazy, k tó ra  zainicjowała proces transk rypcji in vivo  i k tóry  można 
kontynuow ać in vitro  (116). K inetyka reakcji w obecności (NH4)2S 0 4, jo­
nów M g++ i M n++ oraz w pływ  na reakcję transkrypcji a-am anityny po­
tw ierdza udział polim erazy II w procesie wczesnej i późnej transkrypcji 
DNA SV40 (117, 118). Tylko część cząsteczek z całej puli DNA służy jako 
m atryca do transkrypcji; VTC ma stałą sedym entacji 26S (117— 120), pod­
czas gdy przew ażająca część wirusowego DNA znajduje się w rejonie 2lS. 
Rozpuszczalny w sarkosylu kom pleks syntetyzuje 70—90°/o wirusowego 
RNA co wskazuje, że m atrycą jest w olny DNA SV40 a nie genom wirusa 
zintegrow any z kom órkowym  DNA (118, 120). RNA zsyntetyzow any przez 
późny VTC jest heterogenny, o stałej sedym entacji od 4 do 25S, z główną 
frakcją  cząsteczek 20S (118, 120). Część RNA (około 10%) po usunięciu 
białka tw orzy z m atrycą stabilne s tru k tu ry  oporne na działanie rybo- 
nukleazy. Są to końce 3' RNA długości 35—200 nukleotydów, połączone 
w iązaniam i wodorowym i z m atrycą. Ten stabilny hybryd  DNA—RNA wi­
row any w obecności brom ku etydyny  zachowuje się jak  dwuniciowa, ko- 
w alentnie zam knięta cząsteczka z u jem nym i skrętam i superhelisy (121), 
co wskazuje, że form a I DNA SV40 służy jako m atryca do transkrypcji 
w późnej fazie cyklu litycznego. Od 3— 7°/o wirusowego RNA zsyntetyzo- 
wanego in vitro  przez późny VTC jest kom plem entarne wobec nici m inus 
DNA SV40, a 93—97°/o do nici plus (117), co jest zgodne z obserwacjami 
in  vivo. W śród produktów  transk rypcji, oprócz sekwencji kom plem entar­
nych wobec wczesnych i późnych regionów DNA SV40, znajdują się rów ­
nież „antyw czesne” i „antypóźne RNA” (122, 123). T ranskrypcja regionów 
niekodujących może być w yrazem  sym etrycznej transk rypcji genomu 
SV40, nie można jednak  wykluczyć usuw ania przez sarkosyl czynników 
niezbędnych dla term inacji transkrypcji.

Nieoczekiwane natom iast okazały się wyniki analizy produktów  tran s­
k rypcji wczesnego VTC (123). W irusowe RNA zsyntetyzow ane przez kom­
pleksy transkrypcy jne pochodzące z zakażonych komórek, w których re ­
p likacja wirusowego DNA była zaham owana (komórki w wczesnej fazie 
cyklu litycznego oraz kom órki zakażane m utantem  ts A58 w tem peraturze 
n ieperm isyjnej) zaw ierały m ianowicie 10—20°/o późnego RNA, przy czym 
były  to sekwencje kom plem entarne zarówno wobec regionu kodującego 
jak  i „antyw czesne”.

Obecność transkryp tów  z nici plus w wczesnym VTC potwierdza ini­
cjację późnej transk rypc ji niezależnie od replikacji DNA; wirusowa trans- 
k rypcja  jest inicjow ana na nici plus i m inus przed rozpoczęciem synteey
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DNA SV40. Można zatem  przypuszczać, że istotne różnice między wczes­
nym i a późnymi kom pleksam i transk rypcy jnym i są raczej ilościowe, a nie 
jakościowe; RNA transkrybow ane przez wczesne VTC pochodzą głównie 
(90°/o) z nici m inus, podczas gdy późne VTC w ydają się syntetyzować 
przede wszystkim  RNA kom plem entarne wobec nici plus. Sugeruje się, 
że za tego typu różnice może odpowiadać funkcjonalny  antygen T, k tóry  
regulu je poziom syntezy wczesnego RNA (123). Przeniesienie kom órek 
zakażonych m utantem  ts A58 do tem p era tu ry  nieperm isyjnej w yw ołuje 
ogólny wzrost poziomu transk rypc ji przez VTC, przy  czym znacznie wyż­
szy jest wzrost transkrypcji z nici m inus (3-krotnie zwiększa się stosunek 
transk rypcji m inus do plus w porów naniu z tem pera tu rą  perm isyjną), 
(122). Zakażenie kom órek m utan tam i SV40 z defektem  syntezy funkcjo­
nalnego antygenu T wyw ołuje zwiększenie sym etrycznej transk rypcji 
przez VTC (124).

Biorąc pod uwagę powyższe dane można zaproponować następujący 
model „przejścia” z wczesnej do późnej tran sk rypc ji (123). W nieobecności 
funkcjonalnego antygenu T inicjacja wczesnej transk rypcji jest bardziej 
w ydajna niż późnej. Z ograniczonej liczby m atryc DNA SV40 we wczes­
nym  okresie cyklu litycznego transkrybow ana jest m ała liczba cząsteczek 
RNA SV40, z czego większość to wczesny RNA. Po rozpoczęciu syntezy 
antygenu T następuje inicjacja rep likacji w irusowego DNA i ograniczenie 
wczesnej transkrypcji, natom iast w zrasta w ydajność transk rypcji późnej. 
Część zsyntetyzow anych cząsteczek DNA może wchodzić do puli trans- 
krypcyjnej zwiększając liczbę m atryc, na k tórych  zachodzi transkrypcja  
głównie późnego RNA. Nie wiadomo jednak  czy inicjacja replikacji w i­
rusowego DNA jak również obecność funkcjonalnego antygenu T są ko­
nieczne dla dom inacji (a nie inicjacji) późnej transkrypcji. Czy te same 
cząsteczki wirusowego DNA służą jako m atryca jednocześnie do tran s­
krypcji wczesnych i późnych RNA? W ydaje się interesującą w stępna iden­
tyfikacja dwóch rodzajów wczesnego kom pleksu transkrypcyjnego (123). 
Kom pleks lżejszy, o stałej sedym entacji 16—25S syntetyzuje RNA kom ­
plem entarny  wobec obu nici wirusowego DNA (podobnie jak  późny VTC), 
podczas gdy kompleks cięższy o stałej sedym entacji powyżej 45S, syn­
tetyzuje  najpraw dopodobniej tylko wczesny RNA. Aktywność tran sk ryp - 
cyjna związana z kom pleksem  45S może reprezentow ać transkrypcję  
z innej m atrycy, różniącej się konfiguracją DNA lub też zaasocjowanymi 
z nim  białkami. Nie należy zapominać, że DNA SV40 w ystępuje in vivo  
w postaci nukleoproteinowego kom pleksu. Ja k  stwierdzono, kompleks 
tak i w czasie reakcji transk rypcji in vitro  pozostaje zaasocjowany z biał­
kami zarówno gdy służy polim erazie RNA z E. coli jako m atryca (125), 
jak  i polimerazie endogennej (126— 128). Co więcej, endogenna polim eraza 
w optym alnych w arunkach może syntetyzow ać na nukleoproteinow ym  
kompleksie niew ielką część cząsteczek wirusowego RNA o długości odpo­
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w iadającej transkryp tow i z całego genomu SV40, które pozostają zwią­
zane z minichrom osom em  SV40. Chrom atyna SV40 jest jednak m atrycą
o wiele m niej w ydajną niż DNA SV40. Najpraw dopodobniej nukleosom y 
ograniczają szybkość tran sk rypc ji w w arunkach in  vitro  (128). Stym ulący 
wpływ na przebieg rekacji tran sk rypc ji in vitro  w yw iera siarczan amonu, 
przy czym w ydaje się, że efek t ten  jest w yw ołany raczej zmianam i kon- 
form acyjnym i w struk tu rze  chrom atyny niż dysocjacją białek (127). N aj­
praw dopodobniej proces tran sk rypc ji minichromosomu SV40 in vivo  w y­
maga również ciągłej m odyfikacji nukleosomów.
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I. Wstęp

W licznych badaniach stw ierdzono zarówno in vivo, jak  i in vitro  
w yraźny wpływ niektórych am inokwasów na m etabolizm  kom órek pro- 
kariotycznych i eukariotycznych. W hodowli kom órek zwierzęcych naw et 
niew ielkie zm iany składu środowiska, np. obniżenie stężenia jednego nie­
zbędnego aminokwasu, powodują daleko posunięte i różnorodne konsek­
wencje m etaboliczne. Można przypuszczać, że pow stają one w w yniku 
zm ian wew nątrzkom órkow ej puli aminokwasów, która z kolei wyw iera 
w pływ  na intensywność w kom órce syntezy białek, RNA i DNA (1). Są­
dzi się, że zapotrzebowanie kom órek na określone am inokwasy może w y­
nikać niejednokrotnie z upośledzenia biosyntezy danego aminokwasu. 

Jednym  z ważniejszych aminokwasów, z uwagi na udział w cyklu

*) Doc. d r hab., **) m gr chem., Zakład Chem ii Nieorganicznej, In sty tu t Chemii
i Biofizyki, A kadem ia Medyczna, M ickiewicza 2, 15-230 B iałystok
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mocznikowym i rolę we wzroście kom órek jest arginina, której działanie 
uzależnione jest od w arunków  doświadczalnych, a także od rodzaju i typu 
komórek. A rginina jest niezbędna w diecie młodego, szybko rosnącego 
zwierzęcia, gdyż ilość syntetyzow anego am inokwasu in vivo  jest niew y­
starczająca do zapew nienia norm alnego jego rozwoju. Przy braku arg i­
niny obserw uje się zmniejszenie tem pa w zrostu organizmu.

Przeżywalność in vitro  n iektórych kom órek zwierzęcych, ich wzrost
i mnożenie w yraźnie zależy od obecności argininy w środowisku hodowla­
nym. Dotyczy to zwłaszcza kom órek HeLa, kom órek chłoniakomięsaka 
myszy L5178 i L1210 oraz kom órek chłoniaka B urkitta  (2—4).

W niniejszym  artyku le  omówiony został wpływ argininy na wzrost 
wirusów oraz na funkcje kom órek, zwłaszcza kom órek nowotworowych; 
ponadto przedstaw iono dane dotyczące roli argininy w regulacji ak tyw ­
ności niektórych enzymów cyklu mocznikowego oraz jej wpływu na w y­
dzielanie pewnych hormonów.

II. Wpływ argininy na wzrost niektórych wirusów oraz na wzrost ko­
mórek prawidłowych i nowotworowych ssaków.

Stwierdzono, że wzrost niektórych wirusów w kom órkach zależy od 
właściwego stężenia argininy. I tak, w nieobecności argininy w środowisku 
hodowlanym  wzrost w irusa krow ianki (Vaccinia virus) w kom órkach linii 
KB jest całkowicie zaham owany. Ilość zsyntetyzowanego wirusowego 
DNA wynosi jednak aż 70°/o ilości wirusowego DNA syntetyzow anego 
w obecności argininy (5). Sugeruje to, że arginina jest niezbędna w póź­
niejszych etapach cyklu wzrostu w irusa. P rzy braku argininy w środo­
wisku hodowlanym  kom órek linii KB stw ierdza się tylko syntezę wczes­
nego mRNA. W ydaje się, że w przypadku w zrostu w irusa krow ianki w ko­
m órek KB etapem  w ym agającym  argininy jest proces syntezy późnego 
mRNA. Można zatem  wnioskować, że w kom órkach KB poziom argininy 
(obok innych czynników) regulu je  syntezę wirusowego mRNA.

Opisany wpływ argininy na w zrost w irusa krow ianki ogranicza się do 
komórek KB. Stwierdzono bowiem, że w hodowli kom órek linia HeLa 
zainfekowanych tym  samym  w irusem  w nieobecności argininy następuje 
zahamowanie syntezy wirusowego DNA (cyt. za 5).

W zrost onkogennych adenowirusów typu SA7 w ludzkich kom órkach 
em brionalnych nerki i kom órkach m ałpich linii HDC-17 zależy również 
od stężenia argininy w środowisku hodowlanym  (6). W yciągi z kom órek 
zainfekow anych tym  wirusem  w nieobecności argininy w ykazyw ały 
m niejszy poziom adenowirusów niż wyciągi z kom órek zainfekow anych 
w środowisku hodowlanym  bogatym  w argininę. Nie zaobserwowano jed­
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nak w środow isku hodow lanym  w takich w arunkach defektyw nych form  
adenowirusów.

A denow irusy typu 12 w ym agają prawidłowego stężenia argininy w śro­
dowisku hodowlanym  do biosyntezy swoistych białek wirusowych, speł­
niających głównie funkcje antygenów , w kom órkach linii KB (7). S tw ier­
dzono, że w adenow irusach typu  2 w ystępują białka bogate w argininę, 
jeśli środowisko hodowlane kom órek linii KB zawiera nadm iar argini­
ny (8). Zakażenie kom órek zarodków myszy w irusam i polyoma i wakuoli- 
zującym  w irusem  m ałpim  SV 40, wym aga również argininy. Przy braku 
argininy w środowisku dochodzi do zahamowania biosyntezy wirusowych 
białek bogatych w argininę (9).

W zrost w irusów  opryszczki (Herpes sim plex ) w fibroblastach zarodków 
kurczęcia i w m ałpich kom órkach nerek zależy również od stężenia 
argininy. Am inokwas ten  jest konieczny do inicjacji biosyntezy specyficz­
nych białek wirusowych, spełniających funkcje antygenów  (10).

W kom órkach zwierzęcych hodowanych w w arunkach niedoboru cho­
ciażby jednego z niezbędnych aminokwasów pojaw iają się bardzo często 
zm iany degeneracyjne (11— 13). W kom órkach wyhodowanych z jajnika 
chomika chińskiego na przykład przy niedoborze w środowisku argininy, 
pojaw iają się liczne aberacje chromosomalne, k tórych ilość zwiększa 
się w m iarę w ydłużania okresu niedoboru tego aminokwasu (12). Również 
w ludzkich leukocytach hodow anych w środowisku pozbawionym argi­
niny przez okres 3 dni stw ierdzono pęknięcia chromosomów oraz dwu­
krotnie zmniejszony indeks m itotyczny. Dodanie argininy do środowi­
ska zapobiega tym  zmianom (14). Jąderka  m ioblastów i fibroblastów za­
rodków kurczęcia hodowane w środowisku pozbawionym argininy przy­
bierają postać, określaną jako jąderkow e naszyjniki (15). Twory te  po­
w stające w w yniku zwolnienia tem pa biosyntezy białek jąderkow ych za­
w ierają białka, RNA i ślady DNA. Dodanie argininy do środowiska hodo­
wlanego tych kom órek przyw raca jąderkom  ich praw idłow ą form ę (15).

W ostatnich latach stw ierdzono, że podczas cyklu podziałowego komó­
rek  HeLa S— 3, a także i innych kom órek ssaków, zachodzą zmiany w po­
w ierzchniowych składnikach błon. W fazie S, G2 i M w zrasta znacznie 
ilość reszt arginylow ych w glikoproteidach um iejscowionych na po­
w ierzchni kom órek (16). Wiąże się to z pojaw ianiem  się białka bogatego 
w argininę o znacznej liczbie grup guanidynowych, co zwiększa ilość do­
datnich ładunków  na powierzchni kom órek podczas ich podziału. Zablo­
kowanie reszt arginylow ych glikoproteidów fenyloglioksalem  — odczyn­
nikiem  reagującym  specyficznie z grupam i guanidynow ym i argininy — 
przyczynia się do zaham owania podziałów kom órkowych (17). Zatem  
m ożna sądzić, że resz ty  arginylow e glikoproteidów na powierzchni ko­
m órek HeLa S— 3 są niezbędne do prawidłowego ich wzrostu. Badania 
w ykazały, że w obecności fenyloglioksalu kom órki HeLa, będące w fazie
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Gi przechodziły z praw idłow ą szybkością w fazę S, jednakże synteza 
DNA była w tych w arunkach  zaham owana i kom órki nie dzieliły się. 
Natom iast enzym atyczne jodowanie laktoperoksydazą tyrozyny, zaw artej 
w białkach na powierzchni kom órek, nie hamowało wzrostu kom órek (18). 
Dlatego też S t e i n  i B e r e s t e c k y  uw ażają, że ham ujące wzrost ko­
m órek HeLa działanie fenyloglioksalu powoduje „m askowanie” reszt 
arginylow ych w glikoproteidach błon kom órkowych, co z kolei ham uje 
syntezę DNA (16).

Poglądy na tem at w pływ u argininy na wzrost kom órek nowotworo­
wych nie są jednolite. W ykazywano w prawdzie w badaniach in vivo  i in 
vitro  zahamowanie w zrostu komórek nowotworowych przy braku  arg in i­
ny. Stwierdzono jednak również przeciw staw ne działanie tego am inokwasu 
na kom órki zwierzęce in vivo. U zwierząt żywionych dietą wzbogacaną 
w argininę (dieta zawierała 5°/o l-argininy i 15°/o kazeiny m leka) docho­
dziło do ham owania wzrostu guzów gruczołu piersiowego szczura wywo­
ływ anych przez 7,12-dw um etylobenzantracen (DMBA) (19). Ponadto 
obserwowano zmniejszenie szybkości indukcji guzów i ich liczby, a ba­
dania histologiczne w ykazały znacznie m niejszą ich złośliwość. Usunięcie 
argininy z diety przyśpieszało u 80°/o badanych zw ierząt indukcję guzów, 
wzbudzanych przez DMBA. Podobne działanie l-argininy na wzrost szpi- 
czaka u m yszy zaobserwowali inni autorzy (20). H am ujący w pływ  arg i­
niny na wzrost guzów zaobserwowano także w przypadku kilku innych 
doświadczalnych nowotworów, jak  mięsaka Emge u szczurów (21), w łók- 
niakom ięsaka UCLA, m ięsaka Jensena (22) i m ięsakoraka W alkera 
u szczurów (23) oraz m ięsaka 180 u m yszy (24).

W yniki badań większości autorów  w skazują jednak, że arginina jest 
niezbędna do w zrostu kom órek nowotworowych tak  in vivo  jak  i in vitro. 
Badania in vitro  kom órek chłoniakomięsaka m yszy L I 210 i L5178Y w y­
kazały, że inkubacja ich z arginazą lub ekstrak tem  w ątrobow ym  o ak tyw ­
ności arginazowej, powodowała całkowite ich zniszczenie w ciągu 24 go­
dzin (3). Proces rozpadu kom órek można było zahamować przez doda­
nie do środowiska hodowlanego argininy, a także częściowo przez dodanie 
prekursorów  argininy takich jak kwas arginino-bursztynow y, cy tru lina
i ornityna. K rytyczne stężenie argininy w środowisku wynosiło 8 m-M; 
poniżej tego stężenia następow ała szybka i dość znaczna destrukcja  ko­
m órek guza. Obecność argininy była konieczna naw et wówczas w środo­
wisku hodowlanym  populacji komórek chłoniakomięsaka, gdy były one 
w stanie stacjonarnym . Pomimo, że prekursory  argininy m ogły w pew ­
nym  stopniu zapobiegać stanom  destrukcyjnym , to jednak  kom órki te 
bardzo szybko ginęły. Badania włączania znakowanej 8H -tym idyny
i *H-urydyny do DNA kom órek chłoniakomięsaka wykazały, że przy nie­
doborze argininy w środowisku inkorporacja znakowanych nukleozydów 
w m akrocząsteczki jest nieznaczna (3).
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Arginaza ham uje także in vivo  w zrost nowotworów W alkera 256. Jed ­
norazowe podanie arginazy powodowało dość w yraźne zahamowanie wzro­
stu  guza u szczurów (25). Praw idłow e kom órki zwierzące są praw dopo­
dobnie m niej czułe na niedobór arg in iny  niż kom órki nowotworów. Po­
wyższą sugestię potw ierdzają dane doświadczalne, w których wykazano, 
że pomimo tego, iż poziom arg in iny  we krw i myszy obniżał się na skutek 
ich zainfekow ania pierw otniakam i z rodzaju Schistosoma  praw ie do zera, 
to jednak m yszy przeżyw ały okres wielu tygodni (26).

W ykazano również, że niedobór arg in iny  w m edium  ham uje transfo r­
m ację lim focytów, wzbudzaną przez fitohem aglutyninę lub inne związki 
karcinogenne (27). Z badań nad wpływ em  argininy na aktyw ność proli- 
feracyjną kom órek chłoniaka B urkitta  wynikało, że przy niedoborze arg i­
n iny w środowisku dochodziło do zaham owania wzrostu tych kom órek
i ham ow ania biosyntezy białek  receptorow ych na powierzchni błon ko­
m órkowych. W zrost kom órek ulegał zaham owaniu w fazie G! cyklu po­
działowego. Inni autorzy inkubując 3H -tym idynę, 8H -urydynę i 14C-ami- 
nokwasy w środowisku pozbawionym  argininy z lim focytam i B urkitta  
EB3 uzyskali podobne wyniki. Zaobserwowano w yraźne zmniejszenie w łą­
czania znakowanych prekursorów  w DNA, RNA i białka komórkowe (28). 
A rginina jest więc niezbędna tym  kom órkom  do rozpoczęcia procesu bio­
syntezy DNA w fazie S.

Badania nad wpływem  arg in iny  na szybkość w zrostu przeszczepial- 
nego nabłoniaka G uerin w m ięśniach szkieletowych szczura wykazały, że 
arginina znacznie przyśpiesza wzrost tkanki nowotworowej (29). P rzeja­
wia się to w większej masie guzów oraz w liczniejszych i rozleglejszych 
przerzutach. Po dodaniu arg in iny  w ilości 0,111 mg/g wagi szczura stw ier­
dza się znacznie więcej niepraw idłow ych podziałów komórkowych.

Spośród aminokwasów zasadowych 14C-arginina jest najszybciej w łą­
czana w białka guza W alkera, m ięsaka Jensena i raka wysiękowego Ehrli- 
cha (30, 31). W łączanie tego am inokwasu w białka cytosolu nabłoniaka 
G uerin jest również znacznie szybsze niż w białka błony śluzowej m a­
cicy, z której wywodzi się ten  nowotwór (32). Znaczna ilość 14C-argininy 
w ykorzystyw ana jest do biosyntezy białek cytosolu tego nowotworu, 
wśród których znajdują się białka zasadowe bogate w argininę (32, 33). 
Białka te nie w ystępują natom iast w cytosolu tkank i kontrolnej, k tórą 
stanow i błona śluzowa macicy (32). H am ując transport i włączanie amino­
kwasów do białek chłoniakomięsaka P I 798 myszy zaobserwowano, że oba 
procesy dotyczą w najw iększym  stopniu aminokwasów zasadowych, arg i­
n iny  i lizyny (34).

Nasuwa się pytanie z jakich źródeł pochodzi arginina służąca do bio­
syntezy białek zasadowych bogatych w ten  aminokwas w kom órkach no­
wotworowych. W ydaje się, że jest ona częściowo „w ychw ytyw ana” z k rą ­
żenia; zaobserwowano bowiem spadek poziomu wolnej argininy w suro­
wicy krw i zwierząt z doświadczalnym i nowotworam i (32, 35, 36). Ponadto
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w kom órkach nabłoniaka G uerin  b rak  jest arginazy (32), a aktywność 
am inotransferazy argininy jest niezm iernie niska (37). Wolna arginina 
może pochodzić również z proteolizy w ew nątrzkom órkow ych białek, 
zwłaszcza że stw ierdzono zwiększoną szybkość ich degradacji w porów­
naniu z białkam i tkanek  praw idłow ych (38, 39).

W łaściwy m echanizm  działania arg in iny  na w zrost kom órek nowotwo­
row ych pozostaje nadal niew yjaśniony. N ajbardziej prawdopodobna w y­
daje się hipoteza wskazująca powiązania m iędzy argininą a intensywnością 
biosyntezy poliam in (19), które są konieczne do szybkiego w zrostu tkanek 
w tym  również tkanek  now otw orow ych (40—44).

III. Wpływ argininy na aktywność niektórych enzymów

Szczególnie ważne jest oddziaływanie arg in iny  z enzym am i cyklu 
mocznikowego. W cyklu tym  bowiem zachodzi synteza argininy a także 
jej rozpad z odszczepieniem mocznika. Rycina 1 ilu stru je  schem atycznie 
cykl mocznikowy.

karbamylofosforan
cytrulina kwas

asparaginowy

omityna kwas arginino- 
bursztynowy

kwas 
fumarowy

Ryc. 1. Schem at cyklu mocznikowego w  m itochondriach w ątroby ssaków.

W m itochondriach w ątroby szczurów w ystępuje acetylotransferaza 
glutam inianow a (EC 2.3.1.1), syntetyzująca kwas N -acetyloglutam inow y 
(45). Enzym ten  różni się od innych enzymów acylujących aminokwasy 
dwiema charakterystycznym i właściwościami, a mianowicie: ścisłą specy­
ficznością substratow ą wobec kwasu 1-glutaminowego i acetylo-CoA oraz 
tym , że jest stym ulow any przez l-argininę. Inne związki zawierające g ru ­
py aminowe i guanidynow e nie stym ulują  aktyw ności tego enzymu. 
Stwierdzono (45), że w obecności 2 mM argininy synteza kwasu N-acetylo- 
glutam inowego w m itochondriach w ątroby ssaków była około 10 razy 
większa niż w próbie kontrolnej bez argininy. Pow stający kwas N -acety­
loglutam inowy, wiążąc jony am onowe przy udziale syntetazy karbam ylo-
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fosforanowej (EC 2.7.2.5) tw orzy karbam ylofosforan, k tó ry  reagując z gru­
pą am inową w pozycji 8 o rn ityny  przekształca się w argininę (Ryc. 2).

Jak  przedstaw iono na Rycinie 2 arginina wpływa stym ulująco na in­
tensyw ność biosyntezy kw asu N-acetyloglutam inowego i karbam ylofo- 
sforanu, k tóre odgryw ają w ażną rolę w kontroli biosyntezy argininy
i mocznika. S tym ulacja biosyntezy kwasu N-acetyloglutam inowego i kar- 
bam ylofosforanu przez argininę może tłum aczyć także ochronny jej wpływ 
wobec toksycznego działania nadm iaru  amoniaku, jak i wykazano w do­
świadczeniach in vivo  (46, 47).

— ► kierunek reakcji 
stymulacja

Ryc. 2. Schemat regulacji cyklu mocznikowego przez argininę w mitochondriach
wątroby szczura (45).

K ontrola biosyntezy arg in iny  odbywa się również poprzez zmianę 
aktyw ności innych enzym ów cyklu mocznikowego. U szczurów żywio­
nych dietą pozbawioną arg in iny  stw ierdzono ponad dw ukrotny wzrost 
poziomu pierwszych czterech enzymów związanych z biosyntezą argininy, 
podczas gdy aktyw ność arginazy, enzym u katabolizującego argininę, po­
zostaje niezmieniona (48). Przyczyniać się to może w znacznym stopniu 
do utrzym ania stałego, praw idłowego poziomu argininy w organizmie.

W pływ arg in iny  na aktyw ność w spom nianych enzymów, został po­
tw ierdzony innym i badaniam i (49). Gdy inkubowano kom órki w ątroby 
w środowisku hodow lanym  w obecności argininy w różnych, stopniowo 
m alejących stężeniach, aktyw ność enzymów biorących udział w przem ia­
nie cy tru liny  w argininę, w yraźnie zwiększyła się. Zwiększenie stężenia 
cy tru liny  natom iast nie powodowało wzrostu aktyw ności obu wymienio­
nych enzymów.

Rogers i wsp. (50) uw ażają, że u szczurów nie tylko w ątroba ale i n er­
ki odgrywają ważną rolę w biosyntezie argininy. W w ątrobie szczurów 
synteza cy tru liny  zachodzi z dużą wydajnością, jednak tylko część cy tru ­
liny ulega przem ianie w argininę bezpośrednio w wątrobie, reszta zaś

KWAS GLUTAMINOWY +  
ACE " ‘

NH3+C 02+2ATP

K A R B A M YLO FO SFO R A N

BIAŁKO
KOMÓRKI
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transportow ana jest przez układ  krw ionośny do nerek, gdzie jest prze­
tw arzana w argininę. Większość produkow anej w w ątrobie arg in iny  ulega 
tu  rozkładowi przez arginazę do mocznika i o rn ityny  (51, 52). N erki w yka­
zują m niejszą aktyw ność enzymów cyklu mocznikowego niż w ątroba, jed ­
nakże stosunek aktyw ności arginazy do aktyw ności enzymów syntetyzu-* 
jących argininę jest w nerkach niższy niż w w ątrobie. Nerki głównie uzu­
pełniają zapotrzebowanie organizm u na argininę (50, 53).

Rola argininy w przem ianach m etabolicznych nie ogranicza się tylko 
do regulacji cyklu mocznikowego. Stwierdzono, że arginina jest ważnym  
źródłem proliny i kwasu glutam inowego w gruczole piersiowym  ssaków 
w okresie laktacji (54). Schem at biosyntezy proliny i kwasu glutam ino­
wego z argininy ilu s tru jt rycina 3, a dane liczbowe dotyczące biosyntezy 
obu aminokwasów podczas cyklu laktacyjnego przedstaw ia tabela 1.

COOH

(c h 2)2
c h- n h 2
COOH 

Kwas glutaminowy

.NH
C ^  NH,

NH2 ,
NH mocznik (CH2)2

_A. '

(c h 2)2
CH-NH.
COOH

Semialdehyd kwasu 
y-glutaminowego

CH — CH2
I I
CH CH-COOH
'S T

Kwas A -pyrolino- 
5-karboksylowy

(CH2)2 
CH-NH 2
COOH

Arginina

CH-NH2
COOH

Ornityna

COOH
(Ćh2)2
CH-OH
COOH

COOH 

+  (CH2)2
c h - n h2
COOH

Kwas glutaminowy

CH— CH2
I I
CH2 CH-COOH

Y
H

Prolina

Kwas cc-hydroksy 
glutarowy

R y c. 3. S c h e m a t b io sy n tezy  k w a su  g lu tam in o w e g o  i p ro lin y  z a rg in in y .

Tabela 1.
Powstawanie kwasu glutaminowego i proliny w komórkach gruczołów piersiowych 
szczurów z 14C-argininy po jednorazowym jej podaniu (54).

Badane aminokwasy

Dzień laktacji

8 11 15 19
względna specyficzna radioaktywność 

c.p.m./jumol

arginina 0,56 0,40 0,61 0,39
ornityna 0,87 0,88 0,66 1,15
prolina 0,016 0,014 0,086 0,052
kwas glutaminowy 0,006 0,005 0,023 0,023
stosunek radioaktywności proliny
w gruczole i osoczu 1,9 — 4,9 3,0

Równomiernie znakowaną ł4C-argininę podano w ilości 25/t*Ci.
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Jak  przedstaw iono w tabeli 1 podanie znakowanej 14C-argininy w cza­
sie cyklu  laktacyjnego powoduje wzrost aktyw ności enzymów doprowa­
dzających do biosyntezy proliny i kwasu glutaminowego. W ystępujący 
w gruczole piersiowym  izoenzym arginazy jest odpowiedzialny za syntezę 
tych am inokwasów. Nie tow arzyszą mu inne enzym y cyklu mocznikowe­
go (55— 57), o czym świadczy fakt, że znakowana ornityna nie ulegała 
przem ianie w cy tru linę (54). W okresie lak tacji kom órki gruczołu piersio­
wego kóz pobierają z krążenia więcej argininy a m niej proliny i kwasu 
glutam inow ego niż w ydzielają z białkiem  m leka (58). Arginina jest w ko­
m órkach gruczołu szybko katabolizowana do kwasu glutaminowego i pro­
liny, uzupełniając ich niedobór (59).

W zrost ilości kw asu glutam inowego w kom órkach w ątroby szczurów 
pow oduje w tórne zwiększenie zawartości kwasu asparaginowego i alani­
ny, w efekcie transam inacji, zachodzących przy udziale kwasu szczawio­
wego i pirogronowego (60). Po jednorazow ym  podaniu szczurom dootrzew- 
nowo argininy, już po 20 m inutach dochodzi do wzrostu ilości wyżej w y­
m ienionych am inokwasów (60).

IV. Rola argininy w regulacji wydzielania niektórych hormonów

Mimo licznych badań nad wpływem  argininy na wydzielanie insuliny, 
nieznany jest jeszcze m echanizm  stym ulującego działania tego am inokwa­
su na kom órki (3-trztistki. Na podstaw ie wyników in vivo  u ludzi p rzy j­
m uje się, że arginina może wpływać na wydzielanie insuliny nie przez bez­
pośrednie oddziaływanie na kom órki (3-trzustki lecz poprzez wzmaganie 
insulinogennego sygnału wywołanego uprzednio przez glukozę (61—63). 
Insulinogenny efekt arg in iny  w ystępuje przy odpowiednim stężeniu glu­
kozy we krwi, a synergizm  działania argininy i glukozy pojawia się tylko 
wówczas, gdy obecność samej glukozy wystarcza, by spowodować uwol­
nienie insuliny. Zaproponowano następujący schem at „m odulującego” 
w pływ u argininy na wydzielanie insuliny (63) (Ryc. 4).

A rginina, podobnie jak  pochodna sulfonylotiomocznika — tolbutam id, 
środek leczniczy o działaniu hypoglikemicznym, stosowany u ludzi przy 
zm niejszonym  w ydzielaniu insuliny, może wzmagać wydzielanie horm o­
nu, wyw ołane glukozą (63).

Badania przeprowadzone in vitro  nie w pełni potw ierdzają dane uzy­
skane in vivo  nad wpływem  argininy na wydzielanie insuliny. Stw ierdzo­
no, że arginina stym uluje  uw alnianie insuliny naw et w nieobecności 
glukozy (64—68). E fekt ten jednak jest nieznaczny w porównaniu z in ten ­
sywnością pobudzania wydzielania insuliny przez glukozę. Można przy­
puszczać, że glukoza i arginina oddziaływują na wydzielanie insuliny po­
przez różne m echanizm y (69—72). B rak współzawodnictwa między tym i 
związkam i sugeruje, że nie działają one na ten  sam receptor um iejsco­
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wiony w kom órkach ^-trzustki. Hipoteza istnienia receptorów  arginino- 
w ych w kom órkach (3 stała się bardzo praw dopodobna po stw ierdzeniu, 
że niem etabolizowane analogi arg in iny  także mogą stym ulować wyzwa­
lanie insuliny (73).

Ryc. 4. Hipotetyczna regulacja wydzielania 
insuliny.

1 — sp ecyficzn y  receptor glukozy, 2 — Jednost­
ka przenosząca sygnał, 3 — cyklaza adenylow a,
4 — fosfodw uesteraza, 5 — Jednostka uw aln ia­
jąca insulinę. L inie przeryw ane w skazują m iej­
sca, w  których sygnał łańcucha m oże być „m o­
du low any”.

In terp re tac ja  wyników uzyskanych in  vitro  wym aga jednak dużej 
ostrożności. W ydaje się, że arginina i glukoza w stężeniach fizjologicz­
nych (odpowiednio <  2 i <  5,5 mM) stym ulu ją  w bardzo niewielkim  stop­
niu wydzielanie insuliny, lecz znacznie w pływ ają na wydzielanie gluka- 
gonu. Niemniej jednak dużą rolę w wydzielaniu insuliny u szczurów, być 
może i u ludzi (74), przypisuje się synergicznem u działaniu glukozy i nie­
k tórych  aminokwasów (67—75).

A rginina może również stym ulow ać w yzw alanie ludzkiego horm onu 
wzrostowego (HGH). Od czasu opracowania pierwszego testu  pozw alają­
cego na stw ierdzenie stym ulacji w yzw alania ludzkiego horm onu wzro­
stowego przez różne am inokwasy, a szczególnie przez argininę (76), na­
gromadzono wiele danych na tem at tego zjawiska (77, 78). Stwierdzono, 
że ogólna zawartość horm onu wzrostowego w osoczu jest wyższa u ko­
biet niż u mężczyzn i że odpowiedź tego horm onu na stym ulujące działa­
nie argininy zależy od ilości estrogenów w organizmie (79). W ydzielanie 
osoczowego horm onu wzrostowego pod wpływem  argininy jest zm niej­
szone u osobników otyłych, a spadek wagi przyw raca jej stym ulującą 
właściwość (78).

V. Uwagi końcowe

A rginina jest konieczna do rozwoju niektórych onkogennych wirusów
i praw idłow ych kom órek zwierzęcych w hodowlach tkankow ych. U zwie­
rzą t żywionych dietą pozbawioną argininy, wzrost nowotworów jak  chło-
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niakom ięsaka myszy, chłoniaka B urkitta  oraz innych nowotworów jest 
upośledzony.

A rginina ponadto posiada znaczenie w regulacji m etabolizmu kom ór­
kowego w pływ ając na aktyw ność enzymów cyklu mocznikowego oraz na 
wydzielanie insuliny, glukagonu i horm onu wzrostowego.

W ostatnich latach pojaw iły się dane, na podstawie których można są­
dzić, że guanidynow e grupy argininy odgryw ają ważną rolę w specyficz­
nym  „rozpoznawaniu” kwasów nukleinow ych przez białka (80, 81) i że 
m etylacja grup guanidynow ych może wpływać na stabilność pow stają­
cego kom pleksu (82).
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KOM UNIKATY POLSKIEGO TOWARZYSTWA BIOCHEMICZNEGO

Nowi profesorowie
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fesora następującym  biochemikom:

ty tu ł profesora zwyczajnego — prof. nadzw. Jerzem u Buchowiczowi, 
prof. nadzw. Kazimierzowi Kleczkowskiemu, prof. nadzw. Janow i Szar- 
kowskiemu, prof. nadzw. Kazim ierzowi Lechowi W ierzchowskiemu z In ­
s ty tu tu  Biochemii i Biofizyki PAN w W arszawie, prof. nadzw. Józefowi 
Lisowskiem u z In sty tu tu  Imm unologii i Terapii Doświadczalnej im. H irsz­
felda, PAN we W rocławiu, prof. nadzw. Danucie Frąckow iak z Politech­
niki Poznańskiej, prof. nadzw. Stanisław owi Przestalskiem u z Akadem ii 
Rolniczej we W rocławiu, prof. nadzw. Tadeuszowi Lachowiczowi z Uni­
w ersy te tu  W rocławskiego;

ty tu ł profesora nadzwyczajnego — doc. dr hab. M arii Piechowskiej 
z In sty tu tu  Biochemii i Biofizyki PAN w W arszawie.

Nagrody im. Włodzimierza Mozołowskiego

N agrody im. W łodzimierza Mozołowskiego za najlepsze doniesienia 
przedstaw ione na XVI Zjeździe Polskiego Tow arzystw a Biochemicznego 
w Łodzi we wrześniu 1978 r. otrzym ali:
1. M arek Dominiczak (Gdańsk),
2. Andrzej Joachim iak (Poznań),
3. H enryk Luboń (Kielce),
4. Elżbieta M edyńska (Toruń),
5. Jo lan ta  Szyszko (Warszawa),
6 . Tadeusz Zw ierzyński (Poznań).

XIII Zjazd FEBS w Jerozolimie (1980)

XIII Zjazd Federacji Europejskich Tow arzystw  Biochemicznych od­
będzie się w sierpniu 1980 r. w Jerozolim ie. Ponieważ Zarząd Główny 
Polskiego Tow arzystw a Biochemicznego otrzym ał jedynie ograniczoną 
liczbę egzem plarzy pierwszego kom unikatu, nie będzie on rozesłany do 
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nie. Osoby interesujące się Zjazdem  proszone są zatem  o pisem ne zgło­
szenie na adres Zarządu Głównego (ul. F reta  16, 00-227 W arszawa) chęci 
otrzym ania pierwszego kom unikatu. K om unikat zawiera również form u­
larz  wstępnego zgłoszenia uczestnictwa, co zapewnia otrzym anie dalszych 
inform acji o Zjeździe.
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IV. Synthesis of acetyl residue of acetylcholine 
IV-1. Intramitochondrial acetyl-CoA synthesis
IV-2. Intermediate acetyl groups transport from mitochondria to cytoplasm in 

the nervous system
IV-3. The role citrate lyase in acetyl-CoA transport from mitochondria to 

cytoplasm
V. Bioenergetics of storage and release of acetylcholine

VI. Concluding remarks

Acetylocholina (ACh) jest substancją przekaźnikow ą (neuro transm ite- 
rem) w ystępującą w obwodowym i ośrodkowym układzie nerw owym  zwie­
rząt różnych gatunków . W ytw arzają ją specjalne g rupy  kom órek nerw o­
wych zwanych neuronam i cholinergicznym i. C harakterystyczną cechą 
przewodnictwa bodźców w układzie cholinergicznym  jest wydzielanie ace­
tylocholiny z zakończeń nerw owych, które są jednocześnie głównym  
miejscem jej syntezy (1, 2). D latego też zakończenia nerwowe izolowane 
z tkanki nerwowej stanowią dobry m ateriał doświadczalny do badań nad 
syntezą i wydzielaniem  acetylocholiny.

Szereg zagadnień związanych z m etabolizm em  acetylocholiny omówio­
no już na łam ach Postępów Biochemii (3). Obecnie szczególną uwagę zw ró­
cono na biosyntezę reszt acetylow ych acetylocholiny, na k tó ry  to tem at 
opublikowano wiele sprzecznych doniesień.

I. Izolowanie zakończeń nerwowych z mózgu

W trakcie homogenizacji mózgu w izotonicznych roztw orach sacha­
rozy lub m annitolu, zakończenia w ypustek kom órek nerw owych ulegają 
oderw aniu od włókna aksonu tworząc zam knięte błoną plazm atyczną 
tw ory — synaptosom y, które stosunkowo łatw o można oddzielić od innych 
s tru k tu r subkom órkowych mózgu. Osiąga się to  przez w irowanie różni­
cowe oraz wirowanie w gradiencie stężeń sacharozy (4, 5) lub polim erów 
takich, jak  Ficoll i diatrizoat (6, 7, 8). Dobre w yniki można też uzyskać 
przez flotację surowej frakcji m itochondrialnej w nieciągłym  grad ien ­
c ie — Ficoll w izoosmotycznej sacharozie (9) lub m annitolu (10). S ynap­
tosomy, po odwirowaniu w gradiencie roztworów o różnym  ciężarze w łaś­
ciwym, znajdują się m iędzy lekką, bogatą w lipidy frakcją m ielinową 
a cięższymi od nich m itochondriam i, pochodzącymi głównie z rozbitych 
kom órek glejowych i w m niejszym  stopniu z ciał kom órek nerw ow ych 
(perikarionów) (11, 12).

Synaptosom y m ają średnicę od 0,5 do 5 |a,m, zaw ierają jeden lub kilka 
mitochondriów, które zajm ują około 24°/o objętości, pęcherzyki synap­
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tyczne (4°/o objętości), synaptoplazm ę (64°/o objętości) i błonę plazm atyczną 
(8%  objętości) (11) (Ryc. 1). Można je zatem uważać za m iniaturow e bez- 
jądrzaste  kom órki o wysoce wyspecjalizowanej czynności, jaką jest syn­
teza neuro transm itera  (13).

Synaptosom y cholinergiczne stanowią niewielką część zakończeń ner­
wowych mózgu (14, 15). D latego też dąży się do zastosowania m etod po­
zw alających na uzyskanie z mózgu synaptosomów o możliwie dużej za-

Ryc. 1. Obraz frakcji synaptosom alnej mózgu szczura uzyskanej przez flotację frakcji 
surow ych m itochondriów  w nieciągłym  gradiencie — Ficoll w izotonicznym man>

nitolu (10).
P ow iększen ie około 70 000 razy.

w artości zakończeń cholinergicznych. W tym  celu stosuje się na przykład 
rozdział frakcji surow ych m itochondriów przez w irowanie w gradiencie 
ciągłym  (16) lub wielostopniowym. Uzyskane taką drogą dane są jednak 
rozbieżne i budzą wątpliwości (11, 17, 18).

Inną możliwością uzyskania frakcji synaptosom alnej bogatej w za­
kończenia cholinergiczne jest izolowanie jej ze s tru k tu r  mózgu takich 
jak  prążkowie, które zawiera około 15% synaps cholinergicznych (19, 20) 
Bardzo dogodnym m ateriałem  do badań modelowych metabolizmu acety­
locholiny jest narząd elektryczny ryb z rodziny Torpedinidae zaw iera­
jący  niem al wyłącznie (95%) synaps cholinergicznych (21). Ostatnio opra­
cowano metodę otrzym yw ania synaptosom ów z narządu elektrycznego, 
k tó ra  stw arza dalsze możliwości badań (22, 23).
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II. Acetylotransferaza cholinowa (EC 2.3.1.6)

II-1. Regulacja aktywności <

Reakcję biosyntezy acetylocholiny katalizuje specyficzny enzym  ace­
ty lo transferaza cholinowa. W artości jej K m wobec choliny w ahają się 
od 150 do 900 jiM, a wobec acetylo-CoA od 11 do 26 fxM, w ykazując w yraź­
ną zależność od stężenia KC1 w środowisku (24— 28). Stężenie choliny 
w tkance mózgowej jest niskie rzędu 25— 50 (28, 29), a stężenie acety-
10-CoA 5— 11 jiM (29—31). Dlatego niektórzy autorzy sugerują że dostęp­
ność w cytoplazmie synaptosom ów cholinergicznych choliny i acetylo- 
CoA może regulować szybkość syntezy acetylocholiny (32). Wiadomo 
jednak, że stężenie choliny w neuronach cholinergicznych jest wyższe 
(33) niżby to wynikało z danych dotyczących całej tkanki mózgowej 
(28— 30).

P roduk ty  reakcji ham ują aktyw ność acety lo transferazy  cholinowej. 
Jednakże w przypadku acetylocholiny inhibicja przez produkty  nie ma 
istotnego znaczenia dla regulacji jej aktyw ności. S tała inhibitorow a ace­
tylocholiny jest bowiem rzędu kilkudziesięciu mM (34, 35), natom iast jej 
stężenie w całym  mózgu nie przekracza 40 ^M (36— 38). Sytuacji nie zmie­
nia fakt, że rzeczywiste stężenie acetylocholiny w cytoplazmie synapto­
somów cholinergicznych jest znacznie wyższe i wynosi od 0,5 do kil­
ku mM. Trzeba bowiem pam iętać, że zakończenia cholinergiczne stanow ią 
zaledwie l°/o objętości tkanki mózgowej (11, 14), a cała acetylocholina 
mózgowa w ystępuje w tych  zakończeniach (39— 41). Koenzym A, drugi 
p rodukt reakcji, jest silnym  inhibitorem  aktyw ności enzym u (Kj — 16 jxM), 
kom petycyjnym  w stosunku do acetylo-CoA (24). Stężenie CoA w mózgu 
jes t 10—20 razy wyższe niż stężenie acetylo-CoA (31). Dlatego też zmiana 
stężenia lub stosunku stężeń CoA/acetylo-CoA może mieć istotny w pływ  
na szybkość biosyntezy acetylocholiny (42). Dotychczas jednak nie ma 
danych o stężeniach tych  substancji w neuronach cholinergicznych.

W artość stałej równowagi reakcji katalizow anej przez acety lo transfe- 
razę cholinową wynosi 12—41 (43, 44), co oznacza przesunięcie reakcji 
w  k ierunku syntezy acetylocholiny. Porów nanie w artości stałej rów no­
wagi ze stężeniam i substratów  i produktów  acetylotransferazy w mózgu 
wskazuje, że szybkość syntezy acetylocholiny in vivo  może podlegać re ­
gulacji na zasadzie praw a działania mas (24).

11-2. Wewnątrzkomórkowe rozmieszczenie

Badania aktyw ności i subkomórkowego rozmieszczenia acety lo trans­
ferazy  cholinowej w różnych częściach mózgu, pozwoliły ustalić, że 
15— 25°/o całkowitej aktyw ności tego enzym u znajduje się w aksonach
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i dendrytach, a około 70% w synaptosom ach (1), natom iast w ciałach ko­
m órek nerw ow ych jedynie 5%. Takie rozmieszczenie aktyw ności może 
w ynikać z fak tu , że acety lo transferaza cholinowa syntetyzow ana w pe- 
rikarionach  przemieszcza się dzięki transportow i aksonalnem u do zakoń­
czeń nerw ow ych (45, 46).

Rozmieszczenie acety lo transferazy  cholinowej w obrębie synaptoso- 
mów było przedm iotem  w ielu kontrow ersji. Zostały one w yjaśnione przez 
F o n n u m  i w s p .  (1, 3, 35, 47), k tórzy w ykazali istnienie kilku form  
m olekularnych acety lo transferazy  o różnych punktach  izoelektrycznych. 
W zależności od stopnia dysocjacji poszczególne form y enzym u wiążą się 
mocniej lub słabiej z błonam i plazm atycznym i. W iązanie to jest odwracal­
ne i łatw o ulega dysocjacji w  roztw orach o wysokiej sile jonowej. Obec­
nie uważa się, że acety lo transferaza cholinowa w ystępuje w cytoplazmie 
synaptosom ów, gdzie zachodzi biosynteza acetylocholiny (1). W ytworzona 
w cytoplazm ie acetylocholina gromadzi się w pęcherzykach (1). W ydaje 
się, że proces akum ulacji neuro transm itera  w pęcherzykach jest istotnym  
czynnikiem  regulującym  szybkość syntezy acetylocholiny poprzez usu­
wanie jednego z produktów  reakcji z synaptoplazm y.

III. Transport choliny

III-l. Układy transportu choliny

Acetylocholina wydzielona do szczeliny synaptycznej rozkłada się przy 
udziale esterazy acetylocholinow ej (EC 3.1.1.7). W w yniku reakcji po­
w staje cholina i octan (1, 11). Tkanka mózgowa ma ograniczoną zdolność 
syntezy choliny (48, 49). Również ilość wolnej choliny w ystępującej 
w mózgu jest niewielka (28, 29). Synaptosom y cholinergiczne nie wychw y­
tu ją  też acetylocholiny z otoczenia (50, 51). Dlatego też istotne znaczenie 
dla syntezy acetylocholiny m a tran spo rt do w nętrza synaptosom ów wolnej 
choliny z krw i (52—55) lub ze szczeliny synaptycznej (zjawisko tzw. po­
w tórnego w ychw ytu choliny) (2, 3).

Fakt, że w ykres zależności szybkości gromadzenia się choliny od jej 
stężenia ma przebieg dw ufazow y świadczy o istnieniu w synaptosom ach 
dwóch układów transpo rtu  choliny, o wysokim (Km 1—4 |xM) i o niskim 
powinowactwie do choliny (Km 40— 200 j^M) (56— 59).

A ktywność układu o wysokim  powinowactwie zależy od obecności jo­
nów sodowych. Cyjanek, ouabaina oraz obniżenie tem pera tu ry  ham ują 
układ transportu  o w ysokim  powinowactwie do choliny (56, 57, 59, 60). 
W ymienione czynniki nie w pływ ają natom iast na aktyw ność układu o n i­
skim powinowactwie do choliny. Analog s tru k tu ra ln y  choliny hemicho-
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linium — 3 ham uje aktyw ność układu o wysokim  powinowactwie do cho­
liny (Ki — 0,01 fxM) znacznie silniej niż aktyw ność układu o niskim  po­
winowactwie (Ki — 50 m-M) (56, 61).

Tabela 1.
Parametry kinetyczne transportu choliny w układzie nerwowym zwierząt różnych gatunków

Preparat Zwierzę

Układy trans

Wysokie
powinowactwo

portu choliny

Niskie
powinowactwo

Piśmien­
nictwo

Km Vmftx Km i v m„

1. Synaptosomy:
Płat wzrokowy Ośmiornica 2 280 38 330 59

Loligo pealii
Narząd elektryczny Torpedo mar- 2 600 0 0 23

morata
Przodomózgowie Szczur 4—8 — 40 — 56
Prążkowie » 4 3** 0 0 61
Hipokamp 0,3 6,5 — —
Prążkowie 99 — 17,0 — — 62
Podwzgórze — 2,4 — —

Kora 4,0 67 40 —

Pień mózgu Świnka 3,3 45 40 — 66
Móżdżek morska 2,9 24 40 —

2. Homogenaty:
Prążkowie 1,4 50 93 190
Kora Szczur 3,1 30 33 80 57
Móżdżek 0 0 . 41 50

3. Izolowane tkanki:
Nerw żreniczno-rzęskowy Kura 2 0,5 200 16* 58
Zwój rzęskowy » 0 0 71 47* 63

Wartości K m wyrażono w tiM, a wartości Vm«t w pmolach/min/mg białka.
•  Vnai wyrażono w pmolach/min/preparat.
** Vmai wyrażono w nmolach/min/jedn. międzynarodową acetylotransferazy cholinowej.
„—” nie badano, , , 0 ” nie wykryto.

III-2. Transport choliny w  układzie chollnergicznym

Wiele danych w skazuje na to, że układ  transportu  o wysokim  powino­
wactwie do choliny w ystępuje wyłącznie w synaptosom ach cholinergicz- 
nych.

W ymienione już poprzednio inhibitory transportu  choliny, jak  również 
atropina i leki o podobnym  działaniu (55) oraz pentobarb ital i wodzian 
chloralu (62) powodują spadek szybkości syntezy acetylocholiny propor­
cjonalny do stopnia zaham owania tran spo rtu  o wysokim powinowactwie. 

Synaptosom y z narządu elektrycznego Torpedo, stanow iące niem al
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czystą populację zakończeń cholinergicznych, m ają tylko jeden układ 
tran sp o rtu  choliny o wysokiej aktyw ności (Km =  2 ¡iM) (23) (Tabela 1). 
Z kolei, w ciałach neuronów  cholinergicznych zwoju rzęskowego w ykaza­
no jedynie obecność układu o niskim powinowactwie do choliny (63).

Zaobserw owano korelację między aktyw nością acetylotransferazy cho- 
linowej i stężeniem  acetylocholiny w różnych obszarach mózgu, odmien­
nych gatunków  zw ierząt a aktyw nością transportu  o Wysokim powino­
wactwie do choliny (57, 64, 65).

Znaczna część choliny w ychw ytyw anej przez synaptosom y prążkowia 
ulega acety lacji do acetylocholiny. Synaptosom y móżdżku, k tóry  zawiera 
tylko niew ielką ilość zakończeń cholinergicznych, nie syntetyzują acetylo­
choliny z w ychw ytyw anej choliny (66).

Uszkodzenie środkowej części przegrody mózgu powoduje wraz z dege­
neracją  cholinergicznych zakończeń nerw owych w hipokampie u tra tę  ak­
tyw ności układu transportow ego o wysokim powinowactwie do choliny, 
przy nieznacznych tylko zm ianach w układzie o niskim  powinowactwie 
(64).

P rzy  niskich stężeniach choliny (1—3 |xM) szybkości jej w ychw ytu 
i acetylacji przez synaptosom y są niem al równe (19, 57). P rzy w zrasta ją­
cych stężeniach choliny, k tó re  ak tyw ują układ o niskim powinowactwie, 
zm niejsza się proporcja choliny acetylow anej w synaptosomach, w sto­
sunku do choliny zużyw anej do syntezy lipidów (57, 67, 69, 70).

Cholina zużywana do syntezy acetylocholiny dostaje się do zakończeń 
nerw ow ych wyłącznie przez układ o wysokim powinowactwie do choli­
ny (2). T ransport może być zatem  etapem  ograniczającym  szybkość jej 
syntezy. Układ tran spo rtu  o niskim  powinowactwie do choliny w ystępuje 
w różnych częściach mózgu, niezależnie od zawartości neuronów choliner­
gicznych (64, 68).

III-3. Metabolizm energetyczny a transport choliny

Niedotlenienie w yw ołane cyjankiem  lub azotynem  sodowym powoduje 
zablokowanie syntezy acetylocholiny oraz układu transportu  o wysokim 
powinowactwie do choliny (56, 57, 60). Z kolei jednak dwunitrofenol, k tó ­
ry  ham uje syntezę acetylocholiny, nieznacznie tylko obniża w ychw ytyw a­
nie choliny przez synaptosom y (56, 60). H am ujący wpływ ouabainy na 
tran sp o rt choliny jes t tru d n y  do in terp re tac ji gdyż jednocześnie obser­
w uje  się wzmożenie wydzielania acetylocholiny (71, 72). Związek pomię­
dzy transportem  choliny a procesam i energetycznym i nie jest jeszcze 
jasny. W ymienione inhibitory w pływ ają bowiem jednocześnie na we- 
w nątrzm itochondrialną przem ianę pirogronianu, a więc i na szybkość 
syntezy acetylo-CoA, drugiego substra tu  niezbędnego do syntezy acetylo­
choliny.

5 P ostępy B iochem ii
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IV. Synteza reszty acetylowej acetylocholiny

IV-1. Wewnątrzmitochondrialna synteza acetylo-CoA

Głównym  substratem  energetycznym  mózgu dorosłych zwierząt jest 
glukoza (73), która za pośrednictw em  pirogronianu, stanow i również pod­
staw ow y prekursor reszt acetylow ych do syntezy acetylocholiny.

M aksym alna szybkość syntezy acetylocholiny w skraw kach kory móz­
gu oraz prążkowiu szczura wynosi odpowiednio 0,14 i 0,6 fimola/godz/g 
tkanki, co stanow i 5% m aksym alnej aktyw ności acetylotransferazy choli- 
nowej w tych częściach mózgu (64, 74—76). Sugeruje to, że etap ograni­
czający syntezę acetylocholiny może znajdować się między powstającym  
w ew nątrz kom órki pirogronianem  a acetylo-CoA w ystępującym  w synap- 
toplazmie. Dotychczasowe badania w ykazują bowiem, że szybkość biosyn­
tezy acetylocholiny jest 100—200 razy  m niejsza od szybkości zużycia glu­
kozy lub pirogronianu przez mózg (74). Pomimo tak  znacznej różnicy 
w szybkościach tych procesów na korzyść układu wytw arzającego acetylo- 
CoA, istnieje ścisła zależność m iędzy szybkością utleniania pirogronianu 
a szybkością biosyntezy acetylocholiny. G i b s o n  i w s p .  (77) wykazali, 
że inhibitory dehydrogenazy pirogronianow ej (EC 1.2.4.1) takie jak  2-ke- 
tom aślan, 3-brom opirogronian, czy też barb iturany , w podobnym stopniu 
ham ują utlenianie pirogronianu oraz biosyntezę acetylocholiny w mózgu 
(75, 78).

Analogiczne zjawisko obserw uje się w hipoksji lub po podaniu tró j- 
peridolu (78), jak  również w doświadczalnych stanach niedoboru tiam iny

Tabela 2.
Wpływ'inhibitorów dehydrogenazy pirogronianowej i dehydrogenazy^ oksoglutaranowej na szyb­
kość syntezy ACh z pirogronianu (75—77).

Inhibitor
Stężenie

Aktywność
dehydrogenazy
pirogroniano­

wej

Aktywność
dehydrogenazy
2-oksoglutara-

nowej

Szybkość
syntezy

acetylocholiny

mM V/o V/o %

3—broraopirogronian 0,5 16 16
amobarbital 1,0 26 — 19
2—oksomaślan 20,0 20 — 26
trójperidol*) 0,2 70 — 20
2—oksoizowalerianian 2,0 99 23 64
Mieszanina oksokwasów o roz­
gałęzionym łańcuchu

2,0 83 56 54

•) 1-3-4-fluorobenzoilo propylo -4-3-trójfIuorometyIofenylo-piperydyno-4-ol
Aktywność enzymów, lub szybkość syntezy ACh w nieobecności inhibitorów przyjęto za 100%.
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u zwierząt, k tó re  prowadzą do spadku aktyw ności dehydrogenazy pirogro- 
nianow ej (79, 80). Genetycznie uw arunkow anym  stanom  jej niedoboru 
u ludzi tow arzyszą objaw y neurologiczne, które mogą mieć związek z za­
burzeniam i syntezy acetylocholiny (81). Z drugiej jednak strony ketoana- 
logi am inokwasów o rozgałęzionym  łańcuchu węglowym, w stężeniach, 
które nie powodują inhibicji dehydrogenazy pirogronianowej, ham ują syn­
tezę acetylocholiny w około 40%  (76) (Tabela 2). W spomniane związki są 
znanym i inhibitoram i dehydrogenazy oksoglutaranow ej (EC 1.2.4.2) (82). 
Świadczy to o tym , że do zapew nienia odpowiedniej szybkości dostarcza­
nia reszt acetylow ych do syntezy acetylocholiny w cytoplazmie potrzebne 
jes t nie ty lko praw idłowe w ytw arzanie acetylo-CoA z pirogronianu w mi- 
tochondriach, ale również synteza jego akceptora.

Omówioną wyżej ścisłą zależność syntezy acetylocholiny od przem iany

F} P2 P3 s3 A B C  Bs Bp Fi P2 P3 S3 A B C  Bs B p

Ryc. 2. Subkomórkowe rozmieszczenie enzymów związanych z metabolizmem ace-
tylo-CoA w  mózgu szczura.

Zawartość enzym u w  pojedynczej frakcji w yrażono jako procent sum y aktyw ności w e frak­
cjach . Oznaczenia frakcji subkom órkow ych w g W h l t t a k e r a  (11) z m ałym i m odyfikacjam i
(109, 117):

I — Frakcje p ierw szorzędow e: P „ frakcja jąder kom órkow ych i strzępów  tkanki; P„ frakcja  
surow ych m itochondriów ; P„ frakcja m ikrosom alna; Sj, frakcja cytoplazm atyczna (gle- 
jocyty  i ciała neurocytów ).

II — Frakcje drugorzędow e (rozdział frakcji P t): A, frakcja m ielinow a; B, frakcja synapto- 
som alna; C, frakcja m itochondriów  całego mózgu.

III — Frakcje trzeciorzędow e (rozdział frakcji B): B p, frakcja cytoplazm atyczna synaptosom ów ;
Bs, frakcja elem entów  upostaciow anych synaptosom ów . '

Pozostałe skróty: CS, syntaza cytrynianow a; CaAT, acetylotransferaza karnitynow a; HAC, hy- 
drolaza acetylo-C oA CCE, liaza A T P-cytrynianow a; ACS, syntetaza acetylo-C oA; ChAT, ace­
tylotransferaza cholinow a.
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pirogronianu można w yjaśnić następująco. D ekarboksylacja oksydacyjna 
pirogronianu zachodzi we wszystkich typach  kom órek mózgu, a synteza 
acetylocholiny głównie w obrębie synaptosom ów cholinergicznych. 1 g 
m ózgu szczura zużywa w ciągu godziny około 30 ¡imoli glukozy (73, 83, 84). 
Z tej ilości około 10% m etabolizuje się w cyklu pentozowym  (73), a z pozo­
stałej części w ytw arza się około 50 [¿moli pirogronianu. Większość p irogro­
n ianu  ulega w m itochondriach dekarboksylacji do acetylo-CoA, a tylko 
niew ielka część m etabolizuje się do m leczanu, alaniny lub szczawiooctanu. 
Zużycie pirogronianu w różnych kom partam entach  mózgu jest proporcjo­
nalne do aktyw ności znajdującej się w nich dehydrogenazy pirogroniano- 
w ej (10, 85) (Ryc. 2). Ponieważ w m itochondriach w ew nątrzsynaptosom al- 
nych znajduje się tylko 30% całkow itej aktyw ności dehydrogenazy piro- 
gronianowej mózgu, dlatego to jedynie 15— 20 fxmoli pirogronianu może 
ulegać dekarboksylacji w synaptosom ach (Ryc. 2). 70% aktyw ności enzy­
m u w mózgu w ystępuje w m itochondriach pozasynaptosom alnych (10, 12, 
88). Można więc obliczyć, że w synaptosom ach cholinergicznych, które 
stanow ią tylko 5—10%  całej populacji synaptosom ów mózgu, szybkość 
przem iany pirogronianu wynosi przypuszczalnie 1,5—2,0 ^moli/godz/g 
tkank i (14, 15). Jak  w ynika z tych obliczeń w synaptosom ach cholinergicz­
nych nie 0,5— 1,0%  a około 10%  reszt acetylow ych pow stających z p iro­
gronianu powinno być zużywane do syntezy acetylocholiny. W św ietle 
takiego ujęcia bardziej oczywista sta je  się ścisła zależność szybkości syn ­
tezy  acetylocholiny od aktyw ności dehydrogenazy pirogronianow ej (78, 78).

IV-2. Transport acetylo-CoA z mitochondriów do cytoplazmy w  układzie nerwowym

Biosynteza acetylocholiny zachodzi w cytoplazm ie neuronów  choliner­
gicznych (1). Reszty acetylo-CoA w ytw arzają  się z pirogronianu w ew nątrz 
m itochondriów, k tórych błona jest względnie nieprzepuszczalna dla ace- 
tylo-CoA (87, 88). W związku z tym  reszta acetylow ą z acetylo-CoA m usi 
być transportow ana do cytoplazm y za pośrednictw em  innych m etaboli­
tów, które w cytoplazmie mogą zregenerow ać acetylo-CoA. Rycina 3 
przedstaw ia potencjalne możliwości tran sp o rtu  reszt acetylow ych przez 
błonę m itochondrialną. Jedną z możliwych dróg jest przem iana acetylo- 
CoA do cy trynianu  w reakcji katalizow anej przez syntazę cytrynianow ą 
(EC 4.1.3.7), a następnie transport cy tryn ianu  do cytoplazmy, gdzie dzięki 
działaniu liazy cytrynianow ej (EC 4.1.3.8) odtw arza się acetylo-CoA:

Mg2+
A TP + c y try n ia n + C o A  ^  ADP +  P t + szczaw iooctan+ acety lo-C oA  (1)

C ytryn ian  w m itochondriach jest również m etabolizowany do 2-oksoglu- 
ta ran u  i glutam inianu, które po przejściu do cytoplazm y mogą ponownie 
przechodzić w cy tryn ian  (89). Inna możliwość to hydroliza acetylo-CoA
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w ew nątrz m itochondriów przy  udziale hydrolazy acetylo-CoA (EC 3.1.2.1) 
i tran spo rt powstałego octanu do cytoplazm y. W cytoplazmie w reakcji 
katalizow anej przez syntetazę acetylo-CoA (EC 6.2.1.1) odtwarza się ace- 
tylo-CoA (87). T ransport reszty  acetylow ej pochodzącej z acetylo-CoA 
może zachodzić również w  postaci N -acetyloasparaginianu (patrz reakcja
7, 8 Ryc. 3) (90). Trzecia możliwość wreszcie to transport za pośrednictw em  
acety lokarn ityny  poprzez reakcję  katalizow aną przez znajdującą się w bło­
nie m itochondriów, acetylotransferazę karnitynow ą (EC 2.3.1.7) (91, 92).

Ryc. 3. Drogi tran sp o rtu  pośredniego reszt acetylowych z acetylo-CoA z m itochon­
driów  do cytoplazm y w  mózgu.

Poszczególne reakcje enzym atyczne oznaczono num eram i: 1. dehydrogenaza pirogronianow a  
(EC 1.2.4.1., oksydoreduktaza pirogronian:liponian, acetylująca akceptor); 2. syntaza cytryn ia- 
now a (EC 4.1.3.7., szczaw iooctano-liaza cytrynianu(pro-3S-CH 2COO acetylo-CoA)); 3. hydrataza  
akonitanow a (EC 4.2.1.3., hydro-liaza cytrynianu); dehydrogenaza izocytrynianow a (EC 1.1.1.41., 
oksydoreduktaza treo -D s-izocytrynian:N A D (dekarboksylująca); dehydrogenaza izocytrynianow a  
(NADP) (EC 1.1.1.42., oksydoreduktaza treo-D s-izocytrynian:N A D P(dekarboksylująca)); 4. liaza cy -  
trynianow a (EC 4.I.3.8., szczaw iooctano-liaza ATP:cytrynian(pro-3S-CHsCOO -*■ acetylo-C oA , de- 
fosforylująca ATP)); 5. syntetaza acetoacetylo-C oA  lub CoA-transferaza 3-ketokw asów  (EC 
2.8.3.5., CoA-transferaza sukcynylo-C oA :3-oksokw as); 6 . tiolaza acetoacetylo-C oA  (EC 2.3.I.9., 
C -A cetylotransferaza acetylo-C oA :acetylo-C oA ); 7. N -acetylotransferaza asparaginianowa (EC 
2.3.1.a., N -acetylotransferaza acetylo-C oA :L -asparaginian); 8 . am inohydrolaza N -acyloasparagi- 
nianu (EC 3.5.1.15.; 9. hydrolaza acetylo-C oA  (EC 3.1.24.); 10. syntetaza acetylo-C oA  (EC 6.2.I.I., 
ligaza octan:CoA(AMP)); 11. acetylotransferaza karnitynow a (EC 2.3.I.7., O -acetylotransferaza  
acetylo-C oA :karnityna); 12. acetylotransferaza cholinow a (EC 2.3.1.6., O -A cetylotransferaza ace- 
tylo-C oA :cholina).

W mózgu zw ierząt m łodych oprócz glukozy źródłem  szkieletów węglo­
w ych są również ciała ketonowe (83, 93). Acetylo-CoA z acetooctanu może 
powstawać zarów no w ew nątrz m itochondriów, jak  i w cytoplazmie w re ­
akcjach katalizow anych przez C oA -transferazę 3-ketokwasów (EC 2.8.3.5)
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lub  syntetazę acetoacetylo-CoA (patrz reakcja 5, Ryc. 3). Pow stały aceto- 
acetylo-CoA rozkłada się w reakcji katalizow anej przez tiolazę acetoace- 
tylo-CoA (EC 2.3.1.9) (94, 95, 96).

Drogi transportu  acetylo-CoA zużywanego do syntezy acetylocholiny 
w mózgu są jednak nadal przedm iotem  dyskusji. W edług danych T u ć k a 
(86, 97) aktyw ności liazy cytrynianow ej i syntetazy  acetylo-CoA w móz­
gach zw ierząt różnych gatunków  są w ielokrotnie niższe od aktywności 
acety lo transferazy  cholinowej (Tabela 3).

Tabela 3
Porównanie aktywności enzymów związanych z metabolizmem acetylo-CoA w mózgu.

Enzym
Piśmien­

nictwo
Próbka Zwierzę CCE ACS ChAT PDH

|xmole/godz/g tkanki

Mózg H
s3

Szczur 30.5
9,8

18,9
4,3

7,4
1,9

114 10, 117

Mózg H Świnka morska 27,1 — — — 117
Jądro ogoniaste H Owca 1,8 1,4 24,0 28 86, 97
Przodomózgowie H Świnka morska 1,7 2,5 9,6 — 97
Mózg S3*> Szczur 1,6 — — — 89
Mózg S3 99 4,8 5,2 — — 94
Mózg H*> 99 — 27,2 — — 148
Mózg H*> 99 — 17,4 — — 102
Mózg H*> Zarodek kurzy 19 dni 17,5 — 2,4 — 109
Mózg H Szczur — — 7,5 — 113
Kora H 99 — — 6,0 — 114
Kora H 99 — — — 150 80
Mózg H* 99 — — — 135 149

Użyte skróty: CCE, liaza ATP-cytrynianowa; ACS, syntetaza acetylo-CoA; ChAT, acetylotransferaza cholinowa; PDH  
dehydrogenaza pirogronianowa.
H , homogenat; S3, frakcja cytoplazmatyczna 100 000xg (60 min).

Preparat uzyskany przez homogenizację całego mózgu (razem z móżdżkiem).

W takim  jednak przypadku, szybkość syntezy acetylo-CoA w cytoplazmie 
byłaby m niejsza niż szybkość tw orzenia się acetylocholiny w mózgu. Wy­
kazano również (92, 98), że w strzyknięte do kom ór mózgu szczura, znako­
w ane węglem 14C, glukoza, pirogronian lub m leczan bardzo łatwo wbudo­
w ują się do acetylocholiny, co przedstaw ia się wysoką radioaktyw nością 
specyficzną reszty  acetylow ej acetylocholiny. Zużycie acetooctanu, octanu 
i cy tryn ianu  do syntezy reszty  acetylow ej acetylocholiny jest natom iast 
od kilku do kilkudziesięciu razy niższe (92, 98). W ymienione związki nie 
ham ują również syntezy acetylocholiny z radioaktyw nego pirogronianu 
lub glukozy. Podobne w yniki uzyskano inkubując in vitro  skraw ki mózgu 
szczura (99). Dane te  są zgodne ze stw ierdzoną wcześniej niską aktyw ­
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nością liazy cytrynianow ej i syntetazy  acetylo-CoA w mózgu (86, 97). 
W świetle tych badań droga transportu  reszt acetylo-CoA do syntezy ace­
tylocholiny pozostaje niew yjaśniona. Jak  dotychczas, nie wykazano żadnej 
innej a lte rnatyw nej drogi transportu . Stwierdzono jednak, że pirogronian 
i glukoza stosunkowo łatwo w budow ują się do cytrynianu. Doświadczenia 
te nie pozwalają jednak wykluczyć udziału cytrynianu powstającego w ko­
mórce w transporcie reszt acetylow ych do syntezy acetylocholiny (92, 99). 
Różnice, m iędzy w budow ywaniem  się jednostek dwuwęglowych, pocho­
dzących z glukozy i cy tryn ianu  do acetylocholiny, mogą wynikać z od­
m iennej penetrac ji obu m etabolitów  przez błony różnych kom órek mózgu 
(100). Błona plazm atyczna synaptosom ów posiada układ transportu  o w y­
sokim powinowactwie do glukozy (100). Jak  dotychczas nie wykazano 
transportu  cy tryn ianu  przez błonę synaptosom ów (101). Słabe wbudowy­
wanie się octanu do acetylocholiny może wynikać z faktu, że syntetaza 
acetylo-CoA w mózgu szczura znajduje się poza synaptoplazm ą (97, 102) 
(Ryc. 2), (Tabela 4).

Tabela 4
Względne aktywności specyficzne liazy cytrynianowej, syntetazy acetylo-CoA, acetylotransferazy 
cholinowej i dehydrogenazy mleczanowej we frakcjach rozpuszczalnych z mózgów zwierząt różnych 
gatunków (*97, 117, 150).

Enzym
Szczur Świnka morska Zarodek kurzy

S3 Bs s3 Bs s3 Bs

Liaza ATP-cytrynianowa 1,50 2,43 2,72 4,21 0,97 1,97
Acetylotransferaza cholino-
wa 1,09 0,96 2,48 5,91 1,06 2,50

Syntetaza acetylo-CoA 0,89 0,25 1,05 1,20* ___ —

Dehydrogenaza mleczanowa 2,26 2,66 4,32 5,75 1,55 1,65

S3 frakcja cytoplazmatyczna 100 000xg Bs, frakcja cytoplazmatyczna synaptosomów.

Octan nie w ykazuje również zdolności wiązania się z synaptosom am i (103). 
Sollenberg i Sórbo (104), z kolei, wykazali, że radioaktyw ny węgiel 
614C-glukozy znacznie łatw iej w budow uje się do reszty  acetylowej acetylo­
choliny niż try t  z 63H-glukozy. W skazuje to na w ew nątrzm itochondrialną 
przem ianę acetylo-CoA do cy tryn ianu  powodującą u tra tę  3H przed w bu­
dowaniem  do acetylocholiny.

W ykazano, że w nerw ach ruchow ych odnóży hom ara i narządzie elek­
trycznym  Torpedo reszty acetylow e acetylocholiny pochodzą głównie 
z octanu, którego aktyw acja zachodzi w cytoplazmie dzięki wysokiej ak­
tywności cytoplazm atycznej syntetazy  acetylo-CoA (105—108). Synteza 
acetylocholiny z cy tryn ianu  i pirogronianu jest w tych tkankach o rząd
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wielkości niższa niż octanu. Mimo to synteza acetylocholiny z cy trynianu  
jest tam  dużo w ydajniejsza niż w mózgu ssaków, co wskazuje na obec­
ność liazy cytrynianow ej.

A

IV-3. Aktywność enzymów związanych z metabolizmem acetylo-CoA w mózgu

W ykonane w ostatnich latach przez S z u t o w i c z a  i w s p .  (10, 
109— 111) i przez R e i j n i e r s e  i w s p .  (102) badania wskazują, że 
aktyw ności liazy cytrynianow ej i syntetazy  acetylo-CoA w mózgach zwie­
rząt różnych gatunków  są w ielokrotnie wyższe niż to sądzono poprzednio 
(Tabela 3, 5). Można zatem  przypuszczać, że aktyw ność omawianych enzy­
mów nie ogranicza podaży acetylo-CoA do syntezy acetylocholiny. Niskie 
wartości aktyw ności tych enzymów podawane we wcześniejszych pracach 
mogą wynikać ze stosowania m etodyki oznaczania, k tóra nie zapewniała 
całkowitego pom iaru pow stających produktów  reakcji (112).

Synaptosomy cholinergiczne zużywają znaczną część reszt acetylowych 
do syntezy acetylocholiny (Rozdz. IV-1), pow inny zatem  posiadać w ydajny 
mechanizm transportu  acetylo-CoA do cytoplazmy. Móżdżek zawiera zni­
komą ilość elem entów cholinergicznych (57, 64), dlatego też aktywność 
acetylotransferazy cholinowej oraz stężenie acetylocholiny są w nim  5— 10 
razy niższe niż w innych częściach mózgu (2, 64, 75, 113— 115), (Tabela 5). 
Podobnych różnic można by się spodziewać w aktywnościach enzymów 
syntetyzujących acetylo-CoA. Aktywności dehydrogenazy pirogronianowej,

Tabela 5.
Aktywności enzymów związanych z metabolizmem acetylo-CoA w różnych częściach 
mózgu szczura (117).

Enzym
Prążkowie Półkule Móżdżek

nmole/min/mg białka

Dehydrogenaza pirogro- 
nianowa
Syntaza cytrynianowa 
Hydrolaza acetylo-CoA 
Acetylotransferaza karni- 
tynowa
Liaza cytrynianowa 
Syntetaza acetylo-CoA 
Acetylotransferaza choli- 
nowa

19.8 ±1,1

423 + 47 
1,4 ±0,1

14,0 + 1,8

6,1 ±0,3*
3.8 ±0,8

2,7 ±0,2*

18,0±1,6

500 ±30 
1,8 ±0,2

16,9 ± 1,4

5,6±0,3* 
3,3 ±0,2

1,1 ±0,1*

15,8 ±2,5

474 ±49 
1,8 ±0,2

16,2 ±1,2

1,6 ±0,5 
3,5 ±0,5

0,2 ±0,02

Liczby są wartościami średnimi z 3— 15 doświadczeń ±  błąd standardowy średniej. Podobne wartości dla dehydroge­
nazy pirogronianowej i acetylotransferazy cholinowej podano w pracach: 80, 113.
^Różnica istotna statystycznie pomiędzy aktywnościami enzymu acetylotransferazy cholinowej w prążkowiu i pół­
kulach mózgu a aktywnością enzymu w móżdżku.
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syntazy cytrynianow ej, syntetazy  acetylo-CoA i acetylotransferazy karn i- 
tynowej w móżdżku są jednak  podobne jak  w innych częściach mózgu 
(Tabela 5). Jedynie  aktyw ność liazy cytrynianow ej w móżdżku jest około 
4 razy niższa niż w prążkow iu i półkulach mózgu (Tabela 5). Świadczy to
o szczególnej roli tego enzym u w neuronach cholinergicznych.

Należy jednak  pamiętać, że liaza cytrynianow a dostarcza reszty  acety- 
lowe z cy tryn ianu  również do syntezy kwasów tłuszczowych (89). Szyb­
kość syntezy kwasów tłuszczowych i aktyw ność syntetazy kwasów7 tłusz­
czowych podczas dojrzew ania mózgu m aleją w znacznym  stopniu w związ­
ku z zakończeniem procesu m ielinizacji (89, 117— 119) (Ryc. 4). W tym

A B

Ryc. 4. Przebieg postnatalnych zm ian aktyw ności liazy cytrynianow ej (CCE) ( • ) ,  
acety lo transferazy cholinowej (ChAT) (A), syntezy kw asów  tłuszczowych (FAS) (A) 

w  mózgu i móżdżku szczura (110, 177).
Suma aktyw ności ChAT i FAS oznaczona lin ią przeryw aną. Inne skróty: D, szczury dorosłe. 
A ktyw ności enzym ów  w yrażono w  następujących  jednostkach:
CCE, nm ole szczaw iooctanu zsyntetyzow anego /m in/m g białka,
ChAT, nm ole ACh zsyntetyzow anej /m in/m g białka,
FAS, nm ole NADPH utlenionego /m in/m g białka.

samym  okresie szybkość biosyntezy acetylocholiny w zrasta kilkanaście 
razy, proporcjonalnie do w zrostu aktyw ności acetylotransferazy cholino­
wej (120— 123) (Ryc. 4). W efekcie całkowite zapotrzebowanie na reszty 
acetylowe w rozw ijającym  się mózgu zmienia się nieznacznie czemu od­
powiada stała w tym  okresie aktyw ność liazy cytrynianow ej (Ryc. 4). 
W rozw ijającym  się móżdżku aktyw ność acetylotransferazy u trzym uje się 
na stałym , niskim  poziomie (117, 124). Natom iast aktyw ność syntetazy 
kwasów tłuszczowych spada podobnie jak  w mózgu tj. o około 70%. Można 
więć przyjąć, że zapotrzebow anie tej części mózgowia na reszty acetylo- 
CoA zależy jedynie od zmian szybkości syntezy lipidów. Aktywność liazy 
cytrynianow ej w móżdżku obniża się w tym  czasie o około 70% równo­
legle ze zmianam i aktyw ności syntetazy  kwasów tłuszczowych (Ryc. 4). 
S tąd też różnice w przebiegu zmian aktyw ności liazy w dojrzewającym
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móżdżku i mózgu można przypisyw ać różnicom w  rozw oju neuronów  
cholinergicznych w obu tych  częściach mózgowia.

W ystępowanie liazy cytrynianow ej i acetylotransferazy cholinowej we 
frakcjach  subkom órkowych mózgu są podobne (97, 110, 117) (Ryc. 2)a 
(Tabela 4). Po rozdziale frakcji surow ych m itochondriów, przez w irow anie 
w  gradiencie stężeń sacharozy, ponad 70% aktyw ności obu enzymów 
stw ierdzono we frakcji synaptosom alnej (B) (Ryc. 2). W zględna aktyw ność 
specyficzna liazy w synaptoplazm ie (Bs) jest około dw ukrotnie wyższa niż 
w cytoplazm ie pochodzącej z kom órek glejowych i perikarionów  neuro- 
cytów  (S3) (97, 109, 117) (Tabela 4). F ak t ten  w skazuje na istotną rolę liazy 
cytrynianow ej w biosyntezie acetylo-CoA potrzebnego do synaptosom al­
nej biosyntezy acetylocholiny. D rugi enzym  związany z biosyntezą ace- 
tylo-CoA, syntetaza acetylo-CoA w ystępuje głównie w m itochondriach 
glejocytów  (102), a więc nie bierze udziału w syntezie cytoplazm atycznej 
acetylo-CoA. Jego aktyw ność w synaptoplazm ie mózgu szczura jest przy  
tym  cztery razy  niższa niż w cytoplazm ie S3 (117) (Tabela 4). D ehydroge­
naza pirogronianowa, synteza cytrynianow a i acety lo transferaza karn i- 
tynow a w ystępują głównie we frakcji m itochondriów glejocytarnych  (C) 
oraz we frakcji Bp zaw ierającej m itochondia synaptosom alne (Ryc. 2), 
(97, 117).

Ryc. 5. Porów nanie aktyw ności enzym ów związanych z m etabolizm em  acetylo-CoA 
we frakcji synaptosom alnej (B) z aktyw nościam i obliczonymi dla synaptosom ów

cholinergicznych.
K olum ny puste, całkow ita aktyw ność enzym ów  w e frakcji synaptosom alnej (B); kolum ny za- 
kreskow ane, obliczona aktyw ność enzym ów  w  synaptosom ach cholinergicznych (110, 117). 
S rkóty  jak  dla rys. 4 i tab. 3. A ktyw ność syntazy  cytrynianonow ej oznaczono po stronie pra­
w ej w ykresu. A ktyw ność pozostałych enzym ów  podano po lew ej stronie w ykresu .
A k tyw n ości enzym ów  w yrażono w  następujących  jednostkach: PDH, (^mole NAD zredukow a­
nego  /godz/g tkanki; CS, (¿imole CoA pow stającego /godz/g tkanki; CCE, (umole szczaw iooctanu  
zsyntetyzow anego /godz/g tkanki; HAC, (umole CoA pow stającego /godz/g tkanki; ACS, umole 
acetylo-C oA  zsyntetyzow anego /godz/g tkanki; CaAT, (umole CoA pow stającego /godz/g tkanki; 
ChAT, (umole zsyntetyzow anej ACh /godz/g tkanki.
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Całkow ita aktyw ność liazy cytrynianow ej we frakcji zakończeń n e r­
wowych jest ponad dw ukrotnie wyższa od aktyw ności acetylotransferazy 
cholinowej i ponad pięciokrotnie od aktyw ności syntetazy acetylo-CoA 
(Hyc. 5). W ysoka aktyw ność syntazy cytrynianow ej pozwala przypuszczać, 
że przy praw idłow ej podaży szczawiooctanu w mózgu in vivo, w ew nątrz- 
m itochondrialny acetylo-CoA ulega przem ianie głównie do cytrynianu 
(10, 116, 117, 125, 126) (Ryc. 5).

Należy jednak  pam iętać, że tylko 10% frakcji zakończeń nerw owych 
stanow ią synaptosom y cholinergiczne (14, 15), które zaw ierają całą ak tyw ­
ność acety lo transferazy  cholinowej a tylko część aktyw ności innych enzy­
mów, związanych z m etabolizm em  acetylo-CoA w mózgu. Synteza acetylo­
choliny zależy od aktyw ności enzym ów w ystępujących w synaptosom ach 
cholinergicznych. W przypadku liazy cytrynianow ej należy przyjąć, że 
90°/o populacji synaptosom ów mózgu, to synaptosom y niecholinergiczne, 
które m ają aktyw ność liazy taką  jak  móżdżek (117) (Tabela 5). Można więc 
obliczyć, że tylko 20%  aktyw ności liazy cytrynianow ej w ystępuje w sy­
naptosom ach niecholinergicznych, a pozostałe 80% w cholinergicznych 
Ryc. 5) (117). A ktywności innych enzymów związanych z metabolizmem  
acetylo-CoA w mózgu i móżdżku są podobne (Tabela 5). Można więc p rzy­
jąć, że ty lko 10%  ich aktyw ności całkow itej we frakcji zakończeń nerw o­
wych w ystępuje w synaptosom ach cholinergicznych (Ryc. 5).

IV-4. Rola liazy cytrynianowej w transporcie acetylo-CoA z mitochondriów do cy­
toplazmy

Z poprzedniego rozdziału w ynika, że aktyw ność liazy cytrynianow ej 
nie stanow i czynnika ograniczającego szybkość syntezy acetylocholiny, 
tym  bardziej, że m itochondria synaptosom alne mogą syntetyzować i tra n s ­
portow ać do synaptoplazm y odpowiednią ilość cy trynianu  (10). W takim  
razie zaham owanie aktyw ności liazy cytrynianow ej powinno zwiększać, 
a jej aktyw acja zmniejszać szybkość akum ulacji cy tryn ianu  przez synap­
tosom y m etabolizujące pirogronian. W ykazano, że aktyw acja liazy po po­
daniu M gATP2- powoduje znaczny (80%) spadek szybkości gromadzenia 
cy trynianu . W tych w arunkach dodanie (—)hydroksycytrynianu, k tó ry  
jest wysoce specyficznym  inhibitorem  liazy (10, 127), powoduje k ilkakro t­
ny wzrost akum ulacji cy tryn ianu  (Tabela 6).

Podobne zjawisko obserw uje się gdy substratem  jest glukoza (117). 
M itochondria całego mózgu, zawierającego śladowe ilości liazy cy tryn ia­
nowej, nie reagują  zm ianą szybkości gromadzenia się cy trynianu  na do­
danie tych efektorów  (10, 117) (Tabela 6). W yniki tych doświadczeń w ska­
zują, że liaza cytrynianow a spełnia istotną rolę w metabolizmie cy tryn ia­
nu będącego produktem  przem iany pirogronianiu w m itochondriach 
synaptosom alnych.

Całkowita aktyw ność liazy cytrynianow ej w synaptosom ach choliner-
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gicznych (5,1 fimoli/godz/g tkanki) (Ryc. 5) jest około 30 razy wyższa od 
m aksym alnej szybkości syntezy acetylocholiny z pirogronianu (19, 77). 
Różnica szybkości akum ulacji cy tryn ianu  m iędzy stanam i inhibicji i a k ty ­
w acji liazy wynosi 1,7 ^imola/godz/g tkanki (porównaj tabelę 6) i może być 
m iarą wydajności przem iany pirogronianu do synaptoplazm atycznego

Tabela 6.
Wpływ (—)hydroksycytrynianu na syntezę cytrynianu przez synaptosomy i mitochondria mózgu 
szczura (10, 117).

Frakcja Substraty*

MgCl2 ( 
ATP

-~)Hydroksy-
cytrynian

Zużycie
tlenu

Synteza
cytrynianu

(5 mM) (1 mM)
[Agat/min/ 
mg białka

(/.mole/min/ 
mg białka

Synaptosomy Pirogronian+ ___ __ 36 ± 3 2,5 ±0,3
Jabłczan

— + 42 ± 2 3,0 ±0,2
+ — 38 ± 3 0,6±0,06+
+ + 43 ± 4 2,0 ±0,3++

Synaptosomy Glukoza+ — ___ 21 ± 2 0,3 ±0,05
Jablczan

— + 25 ±3 0,9 ±0,20+
+ — 39 ±7 0,1 ±0,03
+ + 43 + 7 0,7 ± 0,05+ +

Mitochondria Pirogronian+ — _ 35 ±3 9,1 ±1,1
Jabłczan

— + 34±9 9,1 ±0,6
+ — 173 ±13 7,5 ±0,5
+ + 161 ±22 8,7 ±0,4

Wyniki są wartościami średnimi z 3—9 doświadczeń ±  standardowy błąd średniej.
* Substraty dodawano w stężeniach 2.5 mM.
* Różnica istotna statystycznie w porównaniu z wartością kontrolną.
** Różnica istotna statystycznie w porównaniu z wartością uzyskaną w obecności MgCl2 i ATP.

acetylo-CoA za pośrednictw em  tego m etabolitu. Można więc obliczyć, że 
m aksym alna w ydajność tej drogi m etabolicznej w synaptosom ach choli­
nergicznych wynosi 0,17 j.imola/godz/g tkanki. Jest to w artość zbliżona do 
m aksym alnej szybkości syntezy acetylocholiny w synaptosom ach lub roz­
drobnionym  mózgu (19, 75, 77), dlatego też etapem  ograniczającym  szyb­
kość syntezy acetylo-CoA w cytoplazmie przez liazę cytrynianow ą jes t 
prawdopodobnie transport cy trynianu  przez błonę m itochondriów  synap­
tycznych. Nie wyklucza to udziału innych m etabolitów  w transporcie  
resz ty  acetylow ej acetylocholiny. W ykazano bowiem, że całkow ite zaha­
m owanie aktyw ności liazy przez (—)hydroksycytrynian (10, 127) powoduje 
ty lko 40°/o spadek syntezy acetylocholiny (dane nieopublikowane). Można
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przypuszczać, że część resz t acetylow ych może być transportow ana za 
pośrednictw em  acety lokarn ityny  (128) lub też niezidentyfikowanego m e­
tabolitu  drobnocząsteczkowego, którego synteza i transport w ym agają 
obecności synaptoplazm y i jonów  wapniowych (112).

T ransport jednego m ola acetylo-CoA za pośrednictw em  cytrynianu 
powoduje rozkład jednego m ola ATP w reakcji katalizowanej przez liazę 
cytrynianow ą. Synaptosom y cholinergiczne zużywają około 10°/o tlenu 
zużywanego przez całą frakcję  synaptosom alną (4 ngat/m in/m g białka) 
i syn tetyzu ją  około 12 nm oli/m in/m g białka wysokoenergetycznych wią­
zań ATP. Resynteza 0,14 nm oli/m in/m g białka acetylo-CoA z cytrynianu 
(Tabela 6) zużywałaby więc zaledwie 1% ATP syntetyzow anego w synap- 
tosom ach cholinergicznych. Dlatego też w ydaje się, że dostępność ATP 
nie jest czynnikiem  regulu jącym  szybkość syntezy reszty  acetylowej ace­
tylocholiny. Potw ierdzają to dane wykazujące, że um iarkow ana hipoksja, 
k tóra nie powoduje zmian ładunku energetycznego układu adenylowego, 
w yw ołuje spadek biosyntezy acetylocholiny (78). Istnieje natom iast ko­
relacja między stopniem  zaham owania syntezy acetylocholiny, a wzrostem 
stężenia m leczanu i spadkiem  stosunku NAD/NADH w cytoplazmie (78).

V. Bioenergetyczne aspekty magazynowania i wydzielania acetylocholiny

Isto tną rolę w procesie m agazynow ania acetylocholiny w pęcherzykach 
spełnia, jak  się w ydaje, specyficzne białko o charakterze kwaśnym , wesi- 
kulina, a także ATP tw orzące z acetylocholiną kom pleksy umożliwiające 
jej koncentrację do stężeń rzędu 100— 1000 mM (24, 129, 130, 131). Doda­
nie ATP do środowiska inkubacyjnego zwiększa am plitudę wyładowań 
narządu elektrycznego Torpedo (41, 65), dostarczając energii do akum u­
lacji acetylocholiny w pęcherzykach (132). Z kolei rozkojarzenie fosfo­
ry lac ji oksydacyjnej za pomocą dw unitrofenolu powoduje spadek ilości 
pęcherzyków  i acetylocholiny. I s r a e l  (133) wykazał, że oscylacyjne 
zm iany stężenia acetylocholiny w narządzie elektrycznym  Torpedo wiążą 
się z jednoczesnym i i jednokierunkow ym i zmianam i stężenia ATP. Sto­
sunek stężeń acetylocholiny i ATP w pęcherzykach synaptycznych z nie- 
drażnionego narządu elektrycznego wynosi 5:1, co w przybliżeniu równo­
waży przeciw staw ne ładunki obu m etabolitów  (129, 134).

Enzym em  katalizującym  rozkład ATP, a co za tym  idzie prawdopodob­
nie inicjującym  proces wydzielania acetylocholiny, może być specyficzna, 
aktyw ow ana przez acetylocholinę ATP-aza pęcherzyków synaptycznych 
w ym agająca obecności jonów Mg2+ (135, 136). Leki o działaniu przeciw- 
drgaw kow ym  ham ują aktyw ność tego enzym u nie wpływając na zależną 
od jonów Mg2++ ATP-azową aktyw ność m itochondriów i błon plazmatycz- 
nych (135). ATP jednak  nie rozkłada się podczas wydzielania acetylocho­
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liny  z pęcherzyków (137). Sugeruje to, że ATP-aza dostarcza energii nie­
zbędnej do m agazynowania i u trzym ania gradientu  stężeń acetylocholiny, 
a nie do jej wydzielania z pęcherzyków  (136).

Inną rolę w wydzielaniu acetylocholiny zdaje się spełniać N +—K + 
A TP-aza w ystępująca w błonie presynaptycznej synaptosom ów (138). 
Zaham ow anie jej aktyw ności przez zwiększenie stężenia jonów potaso­
wych, lub ouabainę, N -etylom aleim id, p-chlorom erkurobenzoesan itp. po­
woduje wzrost wydzielania acetylocholiny (139, 140). Do stym ulacji w y­
dzielania acetylocholiny przez te  inhibitory  nie jest konieczna obecność 
jonów wapnia w środowisku, będącego fizjologicznym inhibitorem  N a+— 
K + ATP-azy (140). W skazuje to, że czynnikiem  istotnym  w w ydzielaniu 
acetylocholiny jest spadek aktyw ności ATP-azy, a nie sposób w jak i zo­
stał on w yw ołany (140). S tym ulacja N a+—K + ATP-azy, czy to przez 
ATP, czy też am iny katecholowe powoduje, z kolei, zaham owanie wydzie­
lania acetylocholiny przez synaptosom y (139, 141). Sugeruje to, że energia 
uzyskiw ana z rozkładu ATP jest niezbędna do utrzym ania różnicy stężeń 
acetylocholiny m iędzy w nętrzem  synaptosom u a szczeliną synaptyczną. 
N iektóre z leków przeciw drgaw kow ych ham ują aktyw ność N a+—K + 
ATP-azy. Równocześnie jednak obserw uje się spadek w ydzielania acety­
locholiny zamiast oczekiwanego wzrostu. Paradoks ten  można w ytłum a­
czyć jednoczesnym  ham ow aniem  aktyw ności zależnej od jonów Mg2+ 
A TP-azy pęcherzykowej przez te związki (135).

In tensyw ne drażnienie bodźcami elektrycznym i powoduje spadek ilości 
pęcherzyków, zawartości acetylocholiny i ATP w narządzie elektrycznym  
Torpedo (142). Z drugiej jednak strony  w okresie powrotu do równowagi 
wzrost ilości pęcherzyków i zawartości acetylocholiny zachodzi znacznie 
szybciej niż wzrost stężenia ATP (143). Stosunek acetylocholiny do ATP 
w pęcherzykach izolowanych w tym  okresie wynosi 9:1. Ten względny 
niedobór ATP w nowo utw orzonych pęcherzykach próbuje się tłum aczyć 
jego zużyciem w procesie akum ulacji acetylocholiny. Nie wiadomo jednak, 
czy do akum ulacji acetylocholiny potrzebne jest ATP w ew nątrzpęcherzy- 
kowe czy też cytoplazm atyczne (65). Niska zawartość ATP w „m łodych” 
pęcherzykach może tłum aczyć ich zwiększoną labilność i wrażliwość na 
bodźce. W ykazano bowiem, że wydzielona pod wpływem  różnych bodźców 
acetylocholina ma radioaktyw ność specyficzną niem al rów ną rad ioak tyw ­
ności specyficznej prekursora  użytego do jej syntezy (19) i dużo wyższą 
od radioaktyw ności acetylocholiny pozostającej w pęcherzykach synap­
tycznych (23, 144, 145). Z i m m e r m a n  (146) wyizolował, z uprzednio 
drażnionego bodźcami elektrycznym i, narządu elektrycznego Torpedo, k tó­
ry  inkubow7ał w obecności m etylo-3H~choliny, dwie pule pęcherzyków  
synaptycznych różniące się ciężarem właściwym, zdolnością do akum ulacji 
dekstranu, oraz radioaktyw nością specyficzną znajdującej się w nich ace­
tylocholiny. Badania w mikroskopie elektronow ym  zdają się wskazywać,
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że w zakończeniach obwodowego układu nerwowego ssaków można rów ­
nież rozróżnić kilka klas pęcherzyków znajdujących się prawdopodobnie 
w różnych stanach czynnościowych (147).

VI. Podsumowanie

W m etabolizmie acetylocholiny w obrębie zakończeń neuronów choli- 
nergicznych można wyróżnić szereg etapów  takich jak: transport i synteza 
prekursorów  acetylocholiny, biosynteza, m agazynowanie i wydzielanie 
acetylocholiny. Bezspornym  faktem  jest ścisła zależność syntezy acetylo­
choliny ,*a raczej n iektórych jego etapów, od m etabolizm u energetycznego 
tkank i mózgowej i synaptosomów.

Stosunkowo dobrze poznano układ transportu  o wysokim powino­
wactwie do choliny, k tó ry  w ystępuje wyłącznie w synaptosom ach choli- 
nergicznych. Jednakże duża ostrożność jest wskazana przy in terpretacji 
wyników badań nad pochodzeniem reszty  acetylowej acetylocholiny 
w mózgu ssaków, gdzie synaptosom y cholinergiczne stanow ią niewielki 
procent zakończeń nerwowych. M etabolizm reszt acetylow ych w różnych 
typach  kom órek mózgu przebiega bowiem identycznym i drogami jak 
w neuronach cholinergicznych. Ilościowa ocena jest więc możliwa jedynie 
na podstawie pośrednich podejść eksperym entalnych. Dobrym  modelem 
doświadczalnym  pomocnym w w yjaśnianiu tego zagadnienia mogą okazać 
się synaptosom y cholinergiczne narządu elektrycznego Torpedo mimo 
różnic jakościowych w porów naniu z synaptosom am i mózgu zwierząt wyż­
szych.

A utor serdecznie dziękuje Panu  Prof. Stefanow i Angielskiemu, k tóry  swoim zain­
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dziękuje również P anu  Dr A ndrzejowi Roszkiewiczowi za w ykonanie zdjęć frakcji 
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I. Wstęp

Związki siarki w ystępujące w przyrodzie w postaci siarczanów, siar­
czynów lub substancji organicznych zaw ierających siarkę podlegają w wa­
runkach  natu ralnych  wielu przem ianom , głównie dzięki m ikroorganiz­
mom. Zależnie od rodzaju m ikroorganizm u i w arunków  zewnętrznych, 
związki siarki mogą być u tlen iane (siarczki) lub redukow ane (siarczany). 
Biologiczna redukcja, w szczególności siarczanów, jest procesem bardzo 
rozpowszechnionym (1—4) i może przebiegać dwoma odrębnym i szlaka­
mi m etabolicznym i, z k tórych  pierw szy nosi nazwę drogi asym ilacyjnej 
(5— 9), a drugi dysym ilacyjnej (10— 12). A sym ilacyjna redukcja siarcza­
nów ma na celu dostarczenie kom órce zredukow anych związków siarki 
potrzebnych do biosyntezy am inokwasów siarkowych i zachodzi u więk­
szości mikroorganizm ów, grzybów i roślin. Obecność aminokwasów siar­
kowych w podłożu, m etioniny czy cysteiny powoduje represję te j prze­
m iany (13).

Dysym ilacyjna redukcja siarczanów  natom iast ograniczona jest do 
niew ielkiej liczby bakterii, w k tórych  m ineralne związki siarki pełnią rolę 
akceptora elektronów  w procesach oksydoredukcyjnych (14— 16). W przy­
padku redukcji typu dysym ilacyjnego następuje wydzielanie siarkowo­
doru do środowiska zewnętrznego, przy czym ilość wydzielonego siarko­
wodoru jest proporcjonalna do ilości zużytego substra tu  organicznego 
(17— 19). Ponadto intensyw ność dysym ilacyjnej redukcji nie ulega zm niej­
szaniu po w prowadzeniu do podłoża am inokwasów siarkowych. M echa­
nizm dysym ilacyjnej redukcji nie został dotychczas w pełni w yjaśniony.

A rtyku ł dotyczy jedynie procesu dysym ilacyjnej redukcji siarczanów. 
Proces asym ilacji m ineralnych związków siarki jest przedm iotem  innych 
prac (20, 21).

II. Aktywacja siarczanów

II- l. Aspekt termodynamiczny

Z obliczeń term odynam icznych w ynika, że redukcja siarki 6-cio do­
datniej do 2-wu ujem nej jest reakcją  wysoce endoergiczną. Przeprow a­
dzona przez m ikroorganizm y redukcja  siarczanów w siarczki, uw arynko-
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wana beztlenow ym  środowiskiem  i obecnością silnego reduktora, jakim  
może być np. wodór m olekularny, pow stający w w yniku m etabolizm u 
substratów  organicznych może zachodzić według egzoergicznej reakcji:

S O + 4H2 -> 4H20  + S2-  (1)

Zm iana en talp ii (AGq) reakcji, oszacowana według dostępnych danych 
term odynam icznych, posiada wartość ujem ną i wynosi AGÓ <C — 31 [kcal* 
•m ol-1] (22). Należy zatem  przyjąć, że niektóre organizmy dostosowały się 
do w ykorzystania pow stającej energii chemicznej przekształcając ją 
w energię zużywaną w procesach biologicznych. Z badań izotopowych 
wynika (23), że w redukcji siarczanów, która rozpoczęła się przed 800 m i­
lionami lat, czynnikiem  redukującym  jest wodór w ytw arzany w w yni­
ku utlenienia substratów  organicznych (24). Zaobserwowano ponadto, że 
bakterie Desulfovibrio desulfuricans  posiadają zdolność wzrostu na pod­
łożach nie zaw ierających siarczanów (25), chociaż wówczas wzrost jest na 
ogół słabszy w porów naniu z ich wzrostem  w pożywkach zaw ierających 
S02~ (24). Szybszy w zrost bakterii w pożywkach zaw ierających siarczany 
jest oczywiście uw arunkow any term odynam icznym  uprzyw ilejow aniem  
redukcji (reakcja 1). W zrost w nieobecności jonów siarczanowych zacho­
dzi na podłożu zaw ierającym  pirogronian, którego częściowe utlenienie 
związane jest z wydzieleniem  wodoru m olekularnego:

CH3COCOO- + H20  -> CH3COO- + C 0 2 +  H 2 (2)

H
HCH 

2 HC-OH
ĆOOH Wzrost

SO4
Ryc. 1. Model dysym ilacyjnej przem iany siarczanów  (27).
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W arto przypomnieć, że podczas u tlen ian ia  jednego mola pirogronianu po­
w staje  tylko jeden mol ATP, a proces można zilustrow ać następująco:

¿O
CH3CO ~  SCoA + CH 3C -  P  +  HS -  CoA (3)

CH3C ~  P  + ADP ^  ATP + CH3COO- (4)

Odpowiedni schem at powstania wysokoenergetycznego ATP przedstaw io­
no na rycinie 1.

Na podłożach zaw ierających jony siarczanowe pełniące rolę akceptora 
elektronów  masa m ikroorganizm ów przyrasta  z większą wydajnością. 
W przypadku tym  m am y do czynienia z funkcjonow aniem  nietypowego 
łańcucha oddechowego, w k tórym  do syntezy ATP na drodze fosforylacji 
oksydacyjnej (26— 28), w ykorzystana jest energia pochodząca z u tleniania 
wodoru.

H-2. Synteza adenozyno-5'-fosfosiarczanu

Siarczan pobrany przez m ikroorganizm y przechodzi w form ę aktyw ną 
zanim ulegnie redukcji. W poznanych dotychczas przypadkach aktyw acja 
polega na utw orzeniu adenozyno-5'-fosfosiarczanu (od ang. adenosine-5'- 
phosphosulphate, czyli APS). Syntezę aktyw nego siarczanu katalizuje 
enzym  sulfurylaza ATP (adenylotransferaza ATP; siarczan, E.C. 2.7.7.4). 
Schem atycznie proces można zilustrować następująco:

ATP + SO|~ APS + P ~ P ,  (5)

W ydzielany w powyższej reakcji pirofosforan ulega w obecności pirofo- 
sfatazy natychm iastow em u rozkładowi na dwa mole fosforanu. W ytwo­
rzony adenozyno-5'-fosfosiarczan jest nukleotydem  zaw ierającym  wyso­
koenergetyczne wiązanie P —O—S (17) typu mieszanego bezwodnika kw a­
sowego, którego rozpad powoduje uwolnienie ok. 18 kcal.

Biosynteza adenozyno-5'-fosfosiarczanu odgrywa bardzo dużą rolę 
w m etabolizmie bak terii autotroficznych oraz siarkow ych bak terii foto- 
syntetyzujących (32). Ostatnio opracowano nową technikę pom iaru ak tyw ­
ności sulfurylazy ATP (33), polegającą na w ykorzystaniu różnic rozpusz­
czalności adenozyno-5'-fosfosiarczanu oraz SO |~ w wodnych roztw orach 
etanolu. W ten  sposób można obydwa związki oddzielić od siebie a na­
stępnie oznaczyć m etodam i konwencjonalnym i.

W drodze asym ilacyjnej zachodzi drugi stopień aktyw acji siarczanów 
(29, 30) polegający na dalszym ufosforylow aniu adenozyno-5'-fosfosiarcza- 
nu pod wpływem  kinazy adenozyno-5'-fosfosiarczanowej (5 '-fosfotransfe- 
raza ATP: adenylosiarczan, E.C. 2.7.1.25). A denozyno-5'-fosfosiarczan 
pełni rolę prekursora 3 '-fosforanu adenozyno-5'-fosfosiarczanu, z którego
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dopiero grupa siarczanowa może zostać przeniesiona na fenole, węglowo­
dany i lipidy w obecności enzym ów określanych potocznie jako sulfokina- 
zy, czyli transferazy  reszt siarczanow ych (31).

III. Metabolizm adenozyno-5'-fosfosiarczanu

III-l. Redukcja adenozyno-5'-fosfosiarczanu do H SO j:

Proces redukcji adenozyno-5'-fosfosiarczanu do H S O i u bakterii De- 
sulfovibrio  i Desulfotomaculum  katalizuje enzym  (11) określany potocznie 
jako reduktaza APS (E.C. 1.8.99.2). Przebieg reakcji można przedstaw ić 
rów naniam i:

reduktaza APS
APS + 2e —  AMP + SOI" (6)

S05~ +  H20  HSOj +  OH- (7)

Enzym  został w yodrębniony z bakterii Desulfovibrio vulgaris i D. desul- 
furicans. Oczyszczony p repara t enzym atyczny charakteryzuje się wysoką 
specyficznością wyłącznie wobec adenozyno-5'-fosfosiarczanu. Masa czą­
steczkowa enzym u otrzym anego z Desuljovibrio vulgaris (34) wynosi oko­
ło 220 000 daltonów. G rupę prostetyczną stanow i FAD, k tóry  z wodoro- 
siarczynem  tw orzy złożony związek pośredni.

Opierając się na w ynikach badań absorpcji prom ieniowania elektro­
m agnetycznego stw ierdzono (34), że jedna gramocząsteczka reduk tazy  
A PS zawiera od 6 do 8 gram oatom ów żelaza nie związanego z hemem. Na 
tej podstawie przyjęto (35), że enzym  ten  należy zaliczyć do klasy zło­
żonych białek określanych jako m etaloflaw oproteiny.

III-2. Rola reduktazy adenozyno-5'-fosfosiarczanu u bakterii autotroficznych

Jak  w ynika z badań (36, 37) reakcja przedstaw iona na schemacie 6, 
katalizow ana przez reduktazę A PS jest procesem odwracalnym. Chociaż 
w przypadku bakterii Desulfovibrio  i Desulfotomaculum  znaczenie fizjo­
logiczne odwracalnej reakcji 6 jes t niewielkie, to jednak wzbudza ona za­
interesow anie w związku z w yodrębnieniem  enzymu z kom órek bakterii 
chem iautotroficznych i fotosyntezujących, takich jak  Thiobacillus, Chro-  
m atium  oraz Chlorobium  (38—41).

Reduktaza APS wyizolowana zarówno z bak terii Desulfovibrio desul- 
furicans  jak  i Thiobacillus thioparus  katalizować może syntezę adenozy- 
no-5'-fosfosiarczanu z AMP oraz H S O J, np. w obecności sześciocyjanoże-
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lazianu (żelazicyjanku), k tó ry  okazał się w badaniach in vitro  odpowied­
nim  akceptorem  elektronów . Proces m ożna zilustrować równaniem :

r6duktdZ3 APS
AMP2“ + SOi" +  2[Fe(CN)6]3" A PS2" +  2[FN(CN)6]4-  (8)

Synteza adenozyno-5'-fosfosiarczanu podana w uproszczonym rów naniu 8 , 
w rzeczywistości zachodzi w sposób bardzo skomplikowany, z utw orze­
niem  wielu związków pośrednich, pomimo, że redukcję adenozyno-5'-fo- 
sfosiarczanu jak  i jego pow staw anie katalizuje to samo białko enzym a­
tyczne (15). Proces tworzenia adenozyno-5'-fosfosiarczanu przedstaw iony 
w schemacie 8 ma w wielu organizm ach podstawowe znaczenie fizjologicz­
ne (32, 39—41), ponieważ umożliwia syntezę związków wysokoenerge­
tycznych (głównie ADP i ATP). W ich syntezie organizm  w ykorzystuje 
energię chemiczną pow stającą podczas u tleniania związków siarki takich 
jak  siarczki, tiosiarczany, siarczyny lub siarka elem entarna. W ytworzo­
ny  w organizmach adenozyno-5'-fosfosiarczan ulega przemianom, które 
prowadzą do pow staw ania ATP, co ilu stru ją  rów nania:

sulfurylaza ADp
APS +  Pi ^ ..... -— - ADP + SO2- (9)

kinaza adenylowa
2A D P------------------ * ATP + AMP (10)

Oznacza to, że w w ym ienionych m ikroorganizm ach w ystępuje szczegól­
nego typu fosforylacja, w której energia potrzebna do syntezy wiązań w y­
sokoenergetycznych pochodzi z u tlen ian ia  np. siarczków, co można przed­
staw ić następująco:

S2_ +  202 -» SO4- +  E (związana w ATP) (11)

IV. Redukcja HSOj do HS"

IV -1. Reduktaza wodorosiarczynowa

W organizmach, gdzie zachodzi jedynie proces asym ilacyjny, prze­
m iana siarczynu do siarczku przebiega jednoetapow o (42, 43). Kom pleks 
reduk tazy  siarczynowej może także katalizować proces redukcji azoty­
nów, hydroksylam iny, sześciocyjanożelazianu (żelazicyjanku), cytochro- 
m u c oraz niektórych chinonów (44, 45). Dysym ilacyjna redukcja zilustro­
w ana ogólnym opisem:

HSOj + 3H2 -  HS- + 3H20  (12)

je s t procesem  złożonym. W ykazano (46), że zachodzi ona w obecności 
uk ładu  enzym atycznego składającego się przynajm niej z trzech odręb­
nych enzymów. Po rozfrakcjonow aniu układu ustalono, że poszczególny 
enzym  katalizuje tworzenie innego związku siarki, przy czym zbadano, że

http://rcin.org.pl



17] R E D U K C JA  S IA R C Z A N Ó W 91

podczas dysym ilacyjnej redukcji (schem at 12) pośrednio pow stają tró jtio - 
nian i tiosiarczan. Przebieg procesu można zatem  zapisać następująco:

2 e -  2 e -  2 e_
3(H)SOj -> S30 |-  -> S2Oi" -► S2" (13)

N  2 -  ^  2 -SO3  SO3

Właściwości enzym u katalizującego przem ianę siarczynu w tró jtion ian  
tzw . reduktazę wodorosiarczynową poznano (47, 48) już dość dobrze. K a­
talizuje ona reakcję:

reduktaza H S0 3

3H SO j +  H 2 -------------- . S3Og +  2H 20  +  OH" (14)

W arto jeszcze zaznaczyć, że reduktaza wodorosiarczynowa jest najczęś­
ciej identyczna z zielonym pigm entem  białkowym  określanym  popularnie 
jako desulfow irydyna (49— 51) i w ystępującym  w znacznych ilościach 
u bakterii Desulfovibrio (52). Wiadomo (53—55), że jest ona zawsze specy­
ficzna wobec jonu H SO J, przy czym nie katalizuje przem iany tró jtion ianu  
czy tiosiarczanu (35). Bardziej szczegółowe badania pozwoliły ustalić (56), 
że enzym w yodrębniony z bakterii Desuljovibrio  składa się z dwu róż­
nych łańcuchów polipeptydow ych o m asach cząsteczkowych 45000 i 55000 
daltonów. W arto także odnotować, że żyjący w w arunkach naturalnych  
m utan t D. desulfuricans  posiadający cytochrom  c3, a nie m ający desulfo- 
w irydyny (57), zwany szczepem norweskim , prowadzi dysym ilacyjną re ­
dukcję siarczanów, ponieważ zawiera enzym, k tó ry  jest identyczny z de- 
sulforubidyną, czyli czerwonym  pigm entem  białkowym  w ystępującym  
wyłącznie w m utancie. Na podstawie przeprow adzonych badań w ykaza­
no (58, 59), że desulforubidyna katalizuje redukcję HSOJ do S306~.

W bakteriach Desulfotomaculum  nie m ających ani cytochrom u c3, ani 
desulfow irydyny (czy ew entualnie desulforubidyny) stw ierdzono (54) w y­
stępowanie brązowego pigm entu białkowego posiadającego również zdol­
ność katalizowania redukcji HSOJ (60, 61). Tę reduktazę wodorosiarczy­
nową nazwano białkiem  P-582 (60, 61).

Z przedstaw ionych powyżej danych wynika, że niezależnie od różnic 
poszczególnych pigm entów  białkowych ich rola fizjologiczna jest zawsze 
taka sama i polega na katalizow aniu procesu redukcji HSOJ do S jO l-  (62, 
63). Sądzi się, że różnice w własnościach fizykochemicznych tych  pigm en­
tów m ające obraz w odm iennej zdolności do absorpcji promieniowania 
elektrom agnetycznego, nie są w yw ołane obecnością różnych grup pro- 
stetycznych, ale odmiennością apoenzymów. W grupach prostetycznych, 
zarówno asym ilacyjnej reduk tazy  siarczynowej (E.C. 1.8.1.2) wyizolowa­
nej z Escherichia coli, jak  i desulfow irydyny otrzym anej z Desulfovibrio 
gigas czy białka P-582 wyizolowanego z Desulfotomaculum nigrificans, 
w ystępuje szczególny typ ugrupow ania hemowego (64, 65) nazwany że- 
lazotetrahydroporfiryną. S tru k tu ra  tej grupy prostetycznej przedstaw ia 
się następującym  wzorem:
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COOH
CH2 COOH» i

H2ć  ¿ h 2
HOOC COOH

Ryc. 2. Wzór chemiczny żelazotetrahydroporfiryny.

Dlatego różne p rodukty  redukcji wyw ołane reduktazą typu asym ilacyjne- 
go lub reduktazą wodorosiarczynową typu dysym ilacyjnego spowodowane 
są wyłącznie odmiennością apoenzymów.

IV-2. Reduktaza trójtionianowa

Produktem  redukcji H SO j katalizowanej najczęściej przez desulfowi- 
rydynę jest tró jtionian, k tó ry  w obecności reduktazy  tró jtionianow ej mo­
że być dalej redukow any do tiosiarczanu. Enzym nie jest dotychczas bli­
żej scharakteryzow any, a o jego obecności świadczy aktyw ność ekstrak­
tów  otrzym anych po rozbiciu kom órek Desulfovibrio (66). Okazuje się, że 
n iektóre frakcje (zaw ierające ty lko desulfowirydynę) katalizują wyłącz­
nie proces powstawania tró jtionianu, a inne prowadzą bezpośrednio 
do pow stania tiosiarczanu. Oznacza to, że w układzie tworzącym  tiosiar­
czan, oprócz reduktazy wodorosiarczynowej (najczęściej desulfow irydy- 
na) m usi znajdować się aktyw na reduktaza trójtionianow a.

IV-3. Reduktaza tiosiarczanowa

Przem iana tiosiarczanu do wodorosiarczku jest katalizow ana (67—70) 
przez reduktazę tiosiarczanową. Enzym wyizolowano z bakterii Desulfo­
vibrio vulgaris (71) i Desulfovibrio gigas (72). Stwierdzono, że jego masa 
cząsteczkowa wynosi około 220000 daltonów i że jest on niestabilny pod­
czas przechowywania. Enzym jest bardzo w rażliw y na utleniacze oraz 
związki reagujące z grupam i tiolowymi. Inhibitorem  tego enzym u jest 
rów nież siarczyn. - \ -
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V. Hydrogenaza

Hydrogenaza jest enzymem  wyodrębnionym  z kom órek rozm aitych ga­
tunków  bakterii (73, 74). Enzym katalizuje (75, 76) w szeregu biologicz­
nych układach oksydoredukcyjnych redukcję natu ra lnych  akceptorów 
elektronów  albo utlenienie natu ra lnych  donorów elektronów . Efektem  
utlenienia naturalnych  donorów elektronów  jest pow staw anie wodoru 
m olekularnego. Przem iany te  można przedstaw ić w następujący sposób:

hydrogenaza
H2 +  utleniony przenośnik elektronów .......—̂

zredukowany przenośnik

Stwierdzono (77), że hydrogenaza w ystępuje w kom órkach wszystkich 
bak terii Desulfovibrio i Desulfotomaculum, przy  czy w zależności od ro ­
dzaju bak terii (78) różni się ona specyficznością wobec określonego sub- 
s tra tu  (przenośnika elektronowego). Tak np. hydrogenaza w yodrębniona 
z bak terii Desulfovibrio jest specyficzna wobec cytochrom u c3 (oksydore­
duktaza H 2: ferricytochrom  c3, E.C. 1.12.2.1), k tó ry  nie w ystępuje w bac- 
teriach  Desulfotomaculum  (79). Czystą hydrogenazę wyodrębniono z De­
sulfovibrio desulfuricans (80), Desulfovibrio vulgaris (81) i Desulfovibrio 
gigas (82). Stwierdzono, że ciężar cząsteczkowy enzym u wyizolowanego 
z Desulfovibrio vulgaris wynosi 89000 i, że jest on dim erem  składającym  
się z dwu różnych podjednostek o m asach cząsteczkowych wynoszących 
odpowiednio 59000 i 28000 (78). Na uwagę zasługuje także wysoka s ta ­
bilność tego enzymu, k tóry  w niew ielkim  stopniu stracił swoją aktyw ność 
w obecności takich środków koagulujących jak  np. mocznik zastosowany 
w wysokich stężeniach (78). W 9 M roztworze mocznika jego aktyw ność 
nie spadła poniżej 20% , a po rozcieńczeniu wodą następowało przyw ró­
cenie pierw otnej (100% ) atkywności.

Badania morfologiczne w ykazały (82), że enzym  w ystępuje w obsza­
rze periplazm atycznym  kom órki (to znaczy w obszarze położonym m ię­
dzy ścianą komórkową a m em braną cytoplazm atyczną).

VI. Fosforylacja oksydacyjna. Przenośniki elektronowe łańcucha oddecho­
wego

Przez długi okres czasu, opierając się głównie na uproszczonych m o­
delach przem ian enzym atycznych i na analogiach z innym i układam i są­
dzono (77), że u bakterii Desulfovibrio i Desulfotomaculum  w ystępuje 
bardzo prosty  system  przenoszenia elektronów  (electron transport s y ­
s tem  — ETS). Obecnie wiadomo (35), że w bakteriach Desulfovibrio i De­
sulfotomaculum  funkcjonuje bardzo złożony łańcuch przenośników elek­
tronow ych. Łańcuch ten  jest swoisty dla w ym ienionych bakterii z uw agi
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na fakt, że funkcjonuje przy bardzo niskich potencjałach oksydoreduk- 
cyjnych. Nie znam y jednak dotąd an i m echanizm u szczegółowego oraz ty ­
pu wszystkich przenośników elektronów . Wiadomo ty lko (27, 35, 77), że 
b ak terie  rosną w obecności SOl~ w łaśnie w w yniku działania powyższego 
łańcucha przenośników (ETS) i dlatego synteza A TP zachodzi w nich 
nie tylko w rezultacie fosforylacji substratow ej (83), ale także na drodze 
fosforylacji oksydacyjnej. Stw ierdzono (35, 77), że w łańcuchu przenośni­
ków uczestniczy wiele związków, a szczególnie specjalnego typu  białka, 
k tó rych  funkcja fizjologiczna polega w yłącznie na przenoszeniu elek tro­
nów.

VI-1. Flawodoksyna

Flaw odoksyny są białkam i należącym i do klasy flaw oprotein, k tó re  
spełn iają rolę przenośników elektronow ych. W ykazano (84, 85), że w ich 
skład nie wchodzą m etale i że nie są one aktyw ow ane jonam i m etali. Cen­
tru m  aktyw nym  flaw oprotein jest FM N związany z łańcuchem  polipepty- 
dowym  za pomocą oddziaływań wodorowych (86—88). Sugeruje się (89), 
że jedna cząsteczka białka wiąże ty lko jeden mol FMN. Flaw odoksyna 
wyizolowana z Desulfovibrio vulgaris jest pierwszą flaw oproteiną z ozna­
czoną (90) s tru k tu rą  pierwszo- i trzecio-rzędową. Identyfikacji s tru k tu ra l­
nej dokonano na podstawie badań ren tgenostruk tu ra lnych  przy  zdolności 
rozdzielczej rów nej 2,5 A (91) oraz 2 A (86). Stw ierdzono (92), że pod 
w pływ em  związków rtęcioorganicznych następuje łatw o oddysocjowanie 
g rupy  aktyw nej jaką jest FMN. Osobliwością flawodoksyny wyizolowa­
nej z Desulfovibrio vulgaris jest stosunkow o wysoka zawartość reszt cy­
sternowych w łańcuchu w porów naniu z flawodoksynam i w yodrębniony­
m i z bakterii innych rodzajów. Z badań w ynika (93), że flaw odoksyna 
uczestniczy w przem ianie pirogronianu do acetylofosforanu u bak terii 
Desulfovibrio vulgaris. W tej przem ianie niezbędny jest rów nież udział 
cytochrom u c3, k tó ry  przenosi elek trony  na układ  hydrogenazy. Schem at 
przepływ u elektronów  obrazowo można przedstaw ić następująco:

CH3COCOO- -► kompleks dehydrogenazy pirogronianowej -» 
flawodoksyna -* cytochrom c3 -> hydrogenaza -► H +

Jo n y  wodorowe zostają następnie związane przez układ  reduktazy. Pod­
czas niedoboru jonów siarczanow ych w podłożu system  przenośników  
elektronow ych przestaje  funkcjonow ać i wówczas reakcja zatrzym uje się 
na wydzielaniu do środowiska wodoru m olekularnego (klasyczna ferm en­
tacja).

D rugą funkcją flaw odoksyny jest przenoszenie elektronów  na układ  
reduk tazy  trójtionianow ej. Donorem  elektronów  w tym  przypadku jest 
zredukow any cytochrom  c3, którego redukcja następuje pod w pływ em
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hydrogenazy. Przenoszenie elektronów  w takim  przypadku można zapi­
sać następująco (92):

H 2 -► hydrogenaza -*• cytochrom c3 -+

ireduktuza
* \wodorosiarczynowa ^ 0 3

flawodoksyna • {t7 ójtk,nianowa -  i 0 « '

ireduktaza <J n2_
* (tiosiarczanowa 2 3

HS-

Wiadomo również (94), że flawodoksyna może w pew nych reakcjach enzy­
m atycznych zastąpić inny typ białka przenoszącego elektrony, a m iano­
wicie ferredoksynę.

Stężenie flawodoksyny w kom órce wielu organizmów zależy od stę­
żenia jonów żelaza w pożywce, przy  czym niskie ich stężenie sprzyja jej 
intensyw nej biosyntezie, ale nagrom adzenie się jej w komórce prowadzi 
do zaprzestania dalszej biosyntezy na drodze zaham owania zwrotnego. Ta­
kie zjawisko zaobserwowano na przykładzie bakterii Desulfovibrio vu l­
garis (92).

VI-2. Ferredoksyna

Ferredoksyny są białkam i o niew ielkiej masie cząsteczkowej, których 
rola fizjologiczna związana jest wyłącznie z przenoszeniem  elektronów . 
W ystępują one (94, 95) u w szystkich organizmów fotosyntetyzujących
i ty lko w nielicznych heterotroficznych beztlenowcach. Oprócz łańcucha 
polipeptydowego w cząsteczce ferredoksyny w ystępuje w ekwim olarnych 
ilościach żelazo i siarka, które są składnikam i specjalnego typu układu 
strukturalnego. W skład powyższego układu w ferredoksynach wyizolo­
w anych z bakterii Desulfovibrio wchodzą 4 atom y Fe i 4 atom y S. P rzy j­
m uje się, że układ  struk turow y powyższych atom ów pełni funkcję cen­
tru m  aktywnego.

Podobnie jak  flawodoksyny tak  i ferredoksyny otrzym ane z bak terii 
Desuljovibrio były przedm iotem  licznych badań (96— 101). Stwierdzono, 
że ich centrum  aktyw ne jest bardzo niestabilne i że pod wpływem  zakw a­
szenia (lub zalkalizowania) następu je  ich rozkład z wydzieleniem  siarko­
wodoru. Ogólnie przyjm uje się, że fizjologiczna rola ferredoksyn spro­
wadza się do funkcji analogicznych do tych, jakie pełni flawodoksyna. 
Pogląd ten  wym aga jednak pew nej w eryfikacji, k tóra będzie możliwa 
wówczas, gdy zostaną wyizolowane i całkowicie oczyszczone p repara ty  
enzym atyczne oraz białka przenoszące elektrony (35).
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VI-3. Inne przenośniki elektronów

Znaczenie cytochrom u c3 w łańcuchu przenośników omówiono krótko 
podczas charakteryzow ania flaw odoksyny. Ze względu na powszechne 
w ystępowanie cytochrom u c3 i dość dobrą znajomość jego właściwości fi­
zykochemicznych, nie będziem y omawiać go szczegółowo. Należy jedy­
nie dodać, że w ystępują znaczne różnice sekwencji am inokwasów w łań ­
cuchu w zależności od badanego szczepu bakterii (77, 102—104). Nato­
m iast rola fizjologiczna rubredoksyny czyli żelazoproteiny filogenetycz­
nie związanej zarówno z flaw odoksyną i ferredoksyną, obecnie nie jest 
wyjaśniona (105— 108). Podobnie niew iele wiemy o fizjologicznej roli w i­
tam iny  K 2, która w znacznych ilościach (1,7 ^M/g biomasy bak tery jnej) 
w ystępuje w bakteriach Desulfovibrio vulgaris i Desulfovibrio gigas 
(109— 110). Znaczenie fizjologiczne oraz własności fizykochemiczne prze­
nośników szczegółowo omówił L e G a l l  i wsp. (77). W ykorzystując co­
raz lepsze m etody badawcze w yodrębniono w ostatnim  czasie (98— 100) 
z bakterii Desulfovibrio gigas trzy  form y ferredoksyny i stw ierdzono, że 
składają się one z identycznych łańcuchów  polipeptydow ych różniących 
się ty lko stopniem  agregacji. F ak t ten , rzecz zrozumiała, pociąga za sobą 
zmianę własności fizykochem icznych i w konsekw encji zróżnicowanie 
fizjologiczne tych form  (98).

Nad w yjaśnieniem  działania przenośników  elektronow ych prowadzo­
ne są dalsze intensyw ne badania i m am y nadzieję, że w ysiłki badaczy 
doprowadzają do poznania m olekularnych i elektronow ych mechanizmów, 
leżących u podstaw procesów dysym ilacyjnej redukcji siarczanów.
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SPRAW OZDANIE

Zjazd Europejskiego Towarzystwa Hodowli Tkankowej 

2—5 lipiec 1978, Glasgow, Wielka Brytania

W dniach 2—5 lipca 1978 roku odbyw ał się w  Glasgow Zjazd Europejskiego To­
w arzystw a Hodowli Tkankow ej. Tow arzystwo to istnieje już la t trzydzieści ale, według 
opinii przewodniczącego d r Johna P au la (Beatson Institu te  of Cancer Research , 
Glasgow), rozwój i aktywność Tow arzystw a nie są w spółm ierne z rozwojem te j dzie­
dziny biologii — szczególnie w  porów naniu z analogicznym Towarzystwem  am ery­
kańskim . W te j chwili Europejskie Towarzystwo liczy 202 członków (w tym  tro je 
z Polski). Zjazd w  Glasgow m iał być okazją nie tylko do w ym iany doświadczeń nau ­
kowych ale także do ożywienia działalności Tow arzystw a m.in. przez zm ianę sta tu tu , 
naw iązanie w spółpracy z Towarzystwem  am erykańskim  itp. P lanu je  się organizowa­
nie corocznych zjazdów naukowych.

W bieżącym roku udział w Zjeździe wzięło 188 osób; najliczniejszą grupę — prócz 
B rytyjczyków  (84 osoby) stanow ili F rancuzi (23 osoby), Niemcy (RFN — 14 osób) 
i Włosi (13 osób); z k rajów  socjalistycznych były tylko trzy  osoby (Czechosłowacja, 
Jugosław ia i Polska); gośćmi Zjazdu było sześcioro Am erykanów.

W ram ach Zjazdu odbyły się trzy  sympozja i osiem „w arsztatów ”, były to sym ­
pozja pt.:
I Różnicowanie kom órek erytroleukem ii F rienda i teratocarcinom a (5 referatów),
II  G enetyka kom órek som atycznych (4 referaty)
III  C harak terystyka kom órek rakow ych in  vitro  (5 referatów ) 

oraz „w arszta ty” pt.:
1) Hodowla na dużą skalę oraz techniki perfuzyjne,
2) In terakc ja  komórkowa,
3) T ransfer genów,
4) P om iary  cytotoksyczności,
5) Rozdział kom órek i klonowanie,
6) T ransform acja,
7) P ierw otne kolonie kom órek rakow ych i nabłonkowych,
8) K ontrola cyklu komórkowego,
jedna sesja doniesień laboratoryjnych oraz doniesienia plakatowe. (72 doniesienia)

W ram ach Ii-g o  sympozjum szczególnie in teresu jący  był re fe ra t C. T. Caskey’a 
i wsp. (Houston, USA) na tem at charak terystyk i biochemicznej m utantów  induko­
w anych, S. J. Gossa (Oxford, W. B rytania) o zastosow aniu do m apowania chromoso­
mów hybryd otrzym anych przez fuzję kom órek ludzkich, w  których w  w yniku napro­
m ienienia w yw ołano pękanie chromosomów, z norm alnym i fibroblastam i niektórych 
gryzoni oraz K. W illecka i wsp. (Kolonia, RFN) na tem at międzykomórkowego p rze­
kazyw ania m ateria łu  genetycznego bez fuzji komórkowej. Spośród referatów  wygło­
szonych w  czasie III  sympozjum na uw agę zasługuje praca J. Pontena (Uppsala, 
Szwecja) nad kontro lą w zrostu kom órek glejowych norm alnych oraz kom órek glejo- 
m y; au to r uważa, że czynnikiem  pow odującym  tzw. „contact inhibition” jest czynnik
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w ew nątrzkom órkow y (nie powierzchniowy) „w yłączający” wrażliwość kom órki na 
czynnik w zrostu (grow factor) — w ynikiem  jego uszkodzenia jest p ro liferacja now o­
tworowa.

Spośród prac przedstaw ionych w  form ie plakatow ej najw ięcej dotyczyło w aru n ­
ków hodowli oraz w pływ u składu pożyw ki i dodania np. horm onów (Priestley, E dyn­
burg), leków (Dosida i wsp., M ediolan, Włochy), m etali ciężkich (Skreb, Zagrzeb, 
Jugosław ia) itp. na w zrost i morfologię różnego typu kom órek norm alnych (pochodzą­
cych z rozm aitych narządów  — gleju,w ątroby, nerki, m ięśni, soczewki oka), tran sfo r­
mowanych in vitro  lub  pochodzących z guzów nowotworowych (glejoma, te ra to ca r- 
cinoma, rak  nerk i itp.). K ilkanaście prac dotyczyło zachow ania przez kom órki hodo­
w ane in  vitro  swoistych właściwości kom órek rodzicielskich ip. w ydzielanie album iny 
i alfafetoproteiny przez hodowane kom órki hepatom a (Poliard, Bruksela, Belgia), 
synteza hem u i globiny przez kom órki F rienda (Ruthefurd, Oxford, W. B rytania), 
w ydalanie swoistego lipoproteidu przez kom órki HeLa, HEP-2 i in. (Wieczorek, Mo­
nachium , RFN). K ilka pracow ni przedstaw iło  dane nt. zm ian powierzchni kom órek 
transform ow anych (Perry  i Hawkes, B arkeley, USA) lub innych niepraw idłow ych 
np. hodowanych kom órek trzustk i pochodzącej od chorych na wrodzoną, oporną na 
leki hypoglikem ię (Aubery i Holand, P aryż, Francja). Szeroki w achlarz prac przed­
staw ili genetycy — od badań kw asów  nukleinow ych np. mRNA poszczególnych ko­
m órek m etodą hybrydyzacji ze znakow aną cząsteczką kom plem entarną (Godard 
i Jones, Edynburg, W. B rytania) po badan ia biochemicznych różnic w  cząsteczce enzy­
mu (HGPRT) m utantów  opornych na 8-azaguam inę (Fox, M enchester, W. B rytania) 
oraz zastosow ania fuzji kom órkow ej do m apow ania chromosomów (Cianfriglia i wsp., 
C alabria, Włochy). „W arsztaty” były forum  ożywionej dyskusji na tem aty metodyczne.

D yskusje — jak  to zw ykle byw a na tego rodzaju  spotkaniach — toczyły się dalej 
w  kuluarach , w  stołówce uniw ersyteckiej, czy wspólnych śniadań w  hotelu akade­
mickim, gdzie większość uczestników m ieszkała.

O kazją do w ym iany doświadczeń i poglądów nie tylko na tem aty  związane z ho­
dowlą kom órkow ą było uroczyste o tw arcie Zjazdu, przyjęcie, na k tó re  zaprosił do 
wspaniałego ratusza w szystkich uczestników  Zjazdu Lord P révost Glasgow (prześlicz­
ne, pełne tem peram entu  i g racji tańce szkockie, obfity bufet, orkiestra, zw iedzanie 
ratusza) oraz bankiet szkocki w stylu średniow iecznym , na k tóry  w ybrała się do 
C am busnethan P riory  (część bogatyszych) uczestników  Zjazdu.

Myślę, że Zjazd zostanie w  dobrej pam ięci jego uczestników  zarówno ze względu 
na ciekawy i obfity program  naukow y jak  i na w yjątkow o serdeczną i gościnną 
atm osferę, jaką  potrafili nam  stworzyć nasi szkoccy gospodarcze.

B. Czartoryska
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Bioenergetics at M itochondrial and Cellular Levels

Red. L. W ojtczak, E. Lenartowicz, J. Zborowski, In sty tu t Biologii Doświadczalnej 
im. M. Nenckiego, W arszawa 1978, stron  198.

W dniach 4—7 w rześnia 1977 roku odbyło się w  G dańsku VII Kolokwium na 
tem at „B ioenergetyki i m itochondriów ”, zorganizowane przez Zakład Biochemii 
Klinicznej A kadem ii Medycznej w  G dańsku i Zakład Biochemii Kom órki Insty tu tu  
Biologii Doświadczalnej im. M. Nenckiego PAN. Siedem spośród siedem nastu re fe ­
ra tów  wygłoszonych przez zaproszonych prelegentów  z Polski (5), krajów  socjali­
stycznych (6) i zachodnich (6) zostało opublikowanych nakładem  insty tu tu  Biologii 
Doświadczalnej im. M. Nenckiego PAN.

Tem atyka referatów  zamieszczonych w  recenzowanej książce dotyczy następu­
jących zagadnień:
— M itochondrialne układy transportu  fosforanu i pośredników  cyklu K rebsa (F. P a l-  

m ieri i E. Quagliariello, Włochy),
— M itochondrialny nośnik transportu jący  pirogronian: kinetyka, specyficzność, w raż­

liwość na inhibitory  i regulacja (G. Paradies i S. Papa, Włochy),
— Rola transportu  anionów w regulacji oksydacyjnej fosforylacji (G. Bbhme, K. J. 

H artung i W. Kunz, N.R.D.),
— M iejsca w iązania nukleotydów  adeninowych kom pleksu m itochondrialnej A TP-azy 

(A. Kemp, Holandia),
— T ransport kationów  dw uw artościowych przez błonę m itochondriów  w ątroby i jego 

znaczenie fizjologiczne (R. Dargel, N.R.D.),
— Zależność między w ytw arzaniem  energii a regulacją m etabolizm u w izolowanych 

kom órkach płuc szczura (R. P a rrilla  i wsp., Hiszpania),
— Znaczenie u tleniania kwasów tłuszczowych w regulacji syntezy białka w  w ątrobie 

(M. S. A yuso-Parrilla  i wsp., Hiszpania).
Znaczna część książki, bo aż 4 artykuły , jest poświęcona zagadnieniu transpo rtu  

przez błonę m itochondrialną. Część ta  dobrze odzwierciedla obecny stan  wiedzy do­
tyczący tego złożonego problem u. Na uwagę zasługuje omówienie aspektów  regu la­
cyjnych transportu  anionów i dw uw artościowych kationów  w  m etabolizm ie kom ór­
kowym, a w szczególności hipoteza dotycząca roli kationów  dw uw artościowych w kon­
tro li m etabolizm u kom órek w ątroby przez insulinę i glukagon. In teresujący jest po­
stęp  badań nad s tru k tu rą  składnika Fi kom pleksu A TP-azy oraz wiązaniem  ATP 
i ADP, opisany przez A. Kem pa z laboratorium  E. C. S latera, jednego z przodujących 
ośrodków  zajm ujących się zagadnieniem  m echanizm u w ytw arzania energii w  procesie 
oksydacyjnej fosforylacji. C harak terystyka izolowanych kom órek płuc zwraca uwagę 
na wysoką aktywność m etaboliczną tej tkanki, niewiele jeszcze zbadanej pod w zglę­
dem  regulacji przem ian w niej zachodzących. Ciekawe w ydaje się również stw ier­
dzenie zależności m iędzy szybkością katabolizm u kw asów  tłuszczowych a  procesem 
biosyntezy białka, obserw ow ane po raz pierwszy w  kom órkach w ątroby szczura.
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Publikow anie refera tów  w ygłaszanych podczas spotkań naukow ych jest obecnie 
powszechnie praktykow ane. Dobrze się stało, że m ateriały  V II Kolokwium na tem at 
„B ioenergetyki i m itochondriów ” zostały opublikowane. N ależy jednak żałować, że 
w  m ateria łach  nie znalazły się teksty  w szystkich referatów  wygłoszonych w  czasie 
Kolokwium, co umożliwiłoby zainteresow anym  czytelnikom poznanie całości om aw ia­
nych zagadnień.

J. B ryła

Ergebnisse der experimentallen Medizin, tom 28 
Effects and Metabolism of Insulin and Cyclic Nucleotides

Red. H. Frunder, Wyd. VEB Verlag Volk und Gesundheit, Berlin 1978, stron 232, 
rycin 128, tabel 46, cena 26 M.

Recenzowana książka stanow i zbiór w ybranych referatów  przeglądowych i p rac 
doświadczalnych przedstaw ionych w  1975 roku na trzecim  wspólnym  Sympozjum 
W szechzwiązkowego Tow arzystwa Biochemicznego ZSRR i Tow arzystw a Biochemicz­
nego NRD. Tem atyka artykułów  obejm uje 3 zagadnienia: 1) niektóre m echanizm y 
regulacji metabolizm u, 2) m etabolizm  i działanie insuliny oraz 3) syntezę, działanie 
i oznaczanie cyklicznych nukleotydów.

Spośród artykułów  dotyczących regulacji metabolizm u na uw agę zasługuje a r ty ­
kuł S. Rapoporta poświęcony w ykorzystaniu różnych dróg metabolicznych w  re tik u - 
locytach. Bardzo in teresu jący  jest rów nież a rtyku ł V. N. Sm irnova i w spółautorów  
na tem at transpo rtu  energii z m itochondriów  do cytoplazmy w  kom órkach serca 
w postaci fosfokreatyny. Pozostałe artyku ły  tej grupy om aw iają rolę jonów magnezu 
i w apnia w  procesie glikolizy w  ery trocytach oraz w ielostronnie u ję tą  regulację 
aktyw ności kinazy kreatynow ej w różnych kom órkach zwierzęcych.

W zakresie m etabolizm u insuliny poruszono następujące problem y: 1) regulację 
syntezy i w ydzielania insuliny, 2) m echanizm  konw ersji proinsuliny w insulinę, 3) róż­
nice w w ytw arzaniu  insuliny przy różnych w arunkach pokarm owych, 4) m echanizm  
degradacji insuliny w  w ysepkach trzustkow ych, 5) działanie enzymów w ątrobow ych 
inaktyw ujących insulinę.

Działanie insuliny przedstaw iono w  czterech aspektach: 1) w iązanie insuliny do 
adipocytów  i jej w pływ  na u tlenianie glukozy i konw ersję glukozy w  trójglicerydy,
2) działanie insuliny na u tlenianie glukozy w  m ięśniach na drodze zm ian w  ak tyw ­
ności fosfofruktokinazy, 3) korelacja m iędzy poziomem insuliny w e krw i a szyb­
kością odbudowy glikogenu w  różnych tkankach, 4) w pływ  insuliny na konform ację 
oczyszczonych enzymów (heksokinazy i dehydrogenazy glutam inianow ej).

O statn ią część książki poświęconą cyklicznym nukleotydom  rozpoczyna bardzo 
dobry arty k u ł A. W ollenbergera w prow adzający we współczesną problem atykę w za­
kresie syntezy, rozpadu i działania tych związków. Część ta  obok w ielu krótkich  do­
niesień zaw iera trzy obszerniejsze prace: 1) o dw ojakim  m echanizm ie działania k a -  
techolam in: za pośrednictw m  cyklicznego AMP oraz jonów w apnia (M. N. P ertsew a 
i w spółautorzy), 2) o izolacji i w łasnościach zależnej od cyklicznego AMP kinazy histo- 
nowej z mózgu świni (E. S. Sew erin i współautorzy), 3) o w pływ ie cyklicznego AMP 
na aktyw ność enzymów katalizujących syntezę prkursorów  DNA oraz na aktyw ność 
fosforylazy polirybonukleotydow ej w w ątrob ie szczura (S. S. Debov i współautorzy). 
W części m etodycznej na uwagę zasługuje opis metody oznaczania cyklicznego GMP, 
przy zastosow aniu szczególnie aktyw nej, zależnej od cyklicznego GMP kinazy p ro ­
teinow ej z ciała tłuszczowego jedwabników .
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K siążka ta  niew ątpliw ie stanow i in teresu jącą pozycję dla biochem ików za jm u­
jących się regulacją  m etabolizm u i cyklicznymi nukleotydam i, jak  również, w  pew nej 
mierze, d la endokrynologów.

E. Lenartow icz

Phosphate Metabolism

Red. Massry, S. H., Ritz E. 1977, wyd. Plenum Press, New York, London, str. X III+636, 
tabel 71, rycin 210, cena $ 49,50

K siążka „M etabolizm fosforanów ” stanow i kolejny, 81 tom  serii „Postępy w  M e­
dycynie Doświadczalnej i Biologii”. O bejm uje ona m ateriały  zjazdowe drugiego sym ­
pozjum  poświęconego zagadnieniom  m etabolizm u fosforanów i w apnia, k tóre odbyło 
się w  H eidelbergu w  roku 1976.

Idea organizacji sym pozjum  tego typu zrodziła się w  roku 1974 jako próba in te ­
gracji w ielodyscyplinarnych badań i w ym iany doświadczeń w  tem atyce m etabolizm u 
fosforanów  i innych m inerałów . Do chwili obecnej odbyły się trzy  sym pozja: w  Paryżu 
w  1975 roku, w  H eidelbergu w  1976 (na podstaw ie którego pow stała om aw iana książka) 
oraz w  M adrycie w  1977, następne odbędzie się w  S trasbourgu w  roku 1979. M ateriały  
zjazdowe obejm ują 59 p relekcji o charak terze w ykładów  instruktyw nych i referatów , 
w  których  autorzy  p rezen tu ją i dyskutu ją w yniki prac własnych.

W tem atyce zjazdu znalazły się doniesienia referu jące postępy i najnow sze u s ta ­
lenia dotyczące patofizjologii homeostazy fosforanowej oraz w  m niejszym  stopniu 
wapniow ej. Zagadnienia te  podzielono na cztery grupy tem atyczne:
— G ospodarka fosforanów  i innych jonów w  nerce
— Znaczenie fosforanów  w  regulacji metabolizm u w itam iny D
— T ranspo rt fosforanów  i ich udział w patofizjologii jednostek chorobowych
— Znaczenie fosforanów  w  osteodystrofii nerkow ej

R anga sym pozjum  i jego poziom cieszy się ustaloną wysoką opinią w śród specja­
listów. Nie zaskakuje też fak t, że większość zagadnień prezentow anych w  recenzow a­
nej książce dotyczy problem ów  stanowiących przedm iot potencjalnego zain teresow a­
nia lekarzy, endokrynologów  i fizjologów. Do najciekaw szych pozycji należy zaliczyć 
badania z pracowni K noxa nad m echanizm em  działania para thorm onu w  kanaliku  
nerkow ym , oraz prace z pracow ni Fleischa i S teela odnośnie m echanizm ów adap ta­
cyjnych w  reabsorpcji fosforanów  w  nerce funkcjonujące bez udziału parathorm onu.

W badaniach m etabolizm u w itam iny D zgodnie z w ieloletnią już tradyc ją  w iodącą 
rolę spełn iają prace pochodzące z pracow ni De Luci i Norm ana. W iele w  nich m iejsca 
poświęcono regulacji m etabolizm u w itam iny D przez estrogeny oraz m echanizm  dzia­
łan ia l-hydroksylazy-25-hydroksycholekalciferolu i 24-hydroksylazy-25-hydroksycho- 
lekalciferolu.

W referacie K urokaw y, k tó ry  stanow ił podsum owanie badań w łasnych i „ak tua l­
nego stanu wiedzy” odnośnie m echanizm u działania parathorm onu na poziomie ko­
m órkow ym  szeroko omówiono rolę w apnia, cyklicznego AMP oraz rów now agi kw aso- 
w o-zasadow ej w  m echanizm ie działania parathorm onu.

D la pełniejszego obrazu należy również wspomnieć, że w  książę znalazły miejsce 
p race kliniczne dotyczące udziału fosforanów  w  etiopatogenezie krzywic opornych na 
w itam inę D, krzywic hypofosfatem icznych oraz osteadystrofii nerkow ej.
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O m awiana książka stanow i cenne podsum ow anie osiągnięć w  tem atyce m etabo­
lizm u wapniowo-fosforanowego.

R. Lorenc

Biological Reactive Interm ediates, Form ation, Toxicity and Inactivation

Red. Jollow  D. J., Kocsis J. J., Snyder R. and  Vainio H. 1977, Wyd. P lenum  Press, 
N ew  York i London, str. 514, cena $ 59,50

W recenzowanym  tomie opublikow ane są m ateriały  z m iędzynarodowej konfe­
rencji, k tóra odbyła się w  1975 r. w Turku, F in landia, na tem at pow stawania, toksycz­
ności oraz mechanizm ów inaktyw acji tzw. aktyw nych interm ediatów , to je s t związ­
ków  chemicznych powstających na drodze ak tyw acji in  vivo.

B adania tych zagadnień rozpoczęte na początku obecnego wieku a zintensyfiko­
w ane począwszy od la t trzydziestych, doprow adziły do powszechnie uznawanego po­
glądu, że oddziaływanie reaktyw nych in term ediatów  z podstaw owym i składnikam i 
kom órki stanow i bezpośrednią przyczynę toksycznego działania w ielu związków che­
micznych. Na tom składa się sześć rozdziałów:
— Reaktyw ne in term ediaty  w  toksykologii i karcinogenezie; ro la w iązań kow alen­

cyjnych
— Pow staw anie reaktyw nych interm ediatów
— Inaktyw acja reaktyw nych in term ediatów
— Specyficzne reak tyw ne in term ediaty
— R eaktyw ne in term ediaty  a peroksydacja lipidów
— Rola reaktyw nych in term ediatów  w  karcinogenezie.

Zakres om awianych zagadnień w  recenzow anej m onografii jest bardzo szeroki; 
oto n iek tóre z nich:

— Biochemiczne aspekty działania reak tyw nych interm ediatów , a w  szczególności 
m echanizm  i k inetyka ich w iązania w  kom órce z DNA, RNA i białkam i. Problem  ten 
om aw iano w kilku  referatach , au torstw a m iędzy innym i Jam esa i Elizabeth M illerów, 
k tórzy  jako jedni z pierwszych w skazali na udział oksydaz m ikrosom alnych w prze­
m ianach związków chemicznych w  reak tyw ne in term ediaty  oraz udowodnili, że wiele 
karcinogenów  i czynników m utagennych ulega przem ianie w  elektrofilne m etabolity.

— M echanizmy działania enzymów odpowiedzialnych za przem iany związków che­
micznych w reaktyw ne interm ediaty, w  szczególności zaś m ikrosom alnych m onooksy- 
daz oraz hydroksylazy węglowodorów arom atycznych:
— Inak tyw acja reaktyw nych interm ediatów  w  w yniku działania takich  enzymów jak  

U D P-glukuronylotransferaza, S -transferazy  glutanionu i hydrataza epoksydowa
— A ktyw acja in  vivo  hydrazyn, benzenu, benzopirenu, p-ksy lenu  itp. prow adząca do 

pow stania reaktyw nych m etabolitów  oraz przypuszczalne mechanizm y ich działania
— In terakc ja  niektórych karcinogenów  z DNA ludzkich kom órek
— Znaczenie w iązań kow alencyjnych w  karcinogenezie
— Udział enzymów m ikrosom alnych w  chemicznej onkogenezie.

K siążka w ydana jest bardzo starannie . Każdy rozdział posiada obszerny przegląd 
ak tualnego piśm iennictw a oraz syntetycznie opracow aną dyskusję. Tom zam yka k ró t­
k ie podsum ow anie całego Sympozjum , lis ta  jego uczestników oraz w yczerpujący 
indeks rzeczowy. Książka stanow i cenną pozycję dla farm akologów, biologów i bio­
chem ików  oraz wszystkich zainteresow anych problem am i b io transform acji związków 
chemicznych.

B. G rzelakow ska-Sztabert
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Methods in Immunology

Red. J. S. Garvey, N. E. Cremer, D. H. Sussdorf

1977, Wyd. W. A. Benjamin, Inc., Advanced Book Program, Reading, Massachusetts, 
str. 23 +  545, 70 rycin, 50 tabel, cena $ 27.50

Im m unologia jako nauka o zjaw iskach odpornościowych korzysta z wielu nauk 
podstawowych. Rozwój tej dziedziny z jej rozgałęzieniam i (immunochemia, im m uno- 
biologia, im m unogenetyka, im m unofarm akologia, immunopatologia) jest szybki co 
zm usza do opracow yw ania nowych metod, względnie udoskonalania już istniejących. 
Zrozum iałe jest także, że są pewne podstawowe metody, k tó re  w ytrzym ują próbę 
czasu i nadal są stosowane.

Recenzow ana książka stanow i trzecie w ydanie, poszerzone i uzupełnione nowymi 
osiągnięciam i. Książka składa się z sześciu części om awiających bardzo szczegółowo 
następujące zagadnienia:

I — podstaw owe m etody
II — przygotow yw anie antygenów

III — przygotow yw anie surowic odpornościowych
IV — izolowanie im m unoglobulin, przeciwciał i ich podjednostek 
V — reakcje  imm unologiczne

VI — przygotow yw anie podstaw owych odczynników
Obecne wydanie, w porów naniu z poprzednim  z roku 1970, nie zaw iera opisu 

m etod rzadko używanych, natom iast inne m etody zostały podane w  form ie zm odyfi­
kow anej, są łatw iejsze do w ykonania, bardziej precyzyjne, w ym agają m niejszych 
ilości m ateria łu  potrzebnego do badań.

W okresie siedm iu lat, dzielących w ydanie om awianej książki od poprzedniego 
w ydania, zaszły poważne zm iany w  różnych dziedzinach immunologii, a mianowicie 
pow stało  szereg nowych m etod w badaniach imm unochemicznych, w izolowaniu czyn­
ników  odpornościowych, w  biologicznych m etodach służących do oznaczania funkcji 
kom órki. Opracowano rów nież tak ie  metody jak  ogniskowanie izoelektryczne (iso­
electric focusing) i chrom atografię pow inow actw a (a ffin ity  chromatography) służące 
do izolowania m akrocząsteczek. Dla oceny ilościowej antygenów  i przeciwciał opisano 
elektroforezę w żelu zaw ierającym  przeciw ciała (rocket electrophoresis) i im m uno- 
dyfuzję rad ia lną (radial im m unodiffusion).

W obecnym w ydaniu uwzględniono badania podjednostek przeciwciała, izolowa­
nie łańcuchów  ciężkich (H) oraz lekkich (L). O pracowano nowy rozdział dotyczący 
badań  kom órek B, łącznie z takim i m etodam i jak  test hem olizy w  żelu (hem olysis in  
gel) — próba Je rn e ’go, z jego m odyfikacją w  pojedynczej w arstw ie (hem olysis in  
m onolayer) — próba K ennedy’ego, czy techniki pracy z przeciw ciałam i oznakowanymi 
barw nikam i fluorescencyjnym i (fluorescent antibody technique). W ażnym zagadnie­
niem  jest badanie w iązania antygenu przez pojedyncze kom órki m etodą rozetkową 
pośrednią, czy w ykazyw anie obecności antygenów  błon kom órkowych w  teście cyto- 
toksycznym , w  obecności przeciw ciał i kom plem entu. P rzedstaw iono również metody 
badania nadw rażliw ości typu  komórkowego (późnego) in  vivo  i in  vitro, a mianowicie 
uczulenia kontaktow ego, biernego przenoszenia reakcji tuberkulinow ej, zaham owania 
m igracji m akrofagów, odporności transp lan tacy jnej, m ieszanych hodowli limfocytów.

R easum ując recenzow ana książka w prow adza biologów, biochemików i lekarzy 
w  podstaw ow e pojęcia im m unologii, podstaw y i m echanizm y reakcji immunologicz­
nych oraz ich przebieg w  w arunkach  in  vitro  i in  vivo. Każdy rozdział poprzedzony 
został wprowadzeniem , po którym  podany jest szczegółowy sposób w ykonania metody 
i odnośniki literatu row e (do 1977 roku włącznie). Tekst jest dobrą prezentacją myśli 
i m etodyki w  im m unologii ostatnich lat.
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K siążka ta  pow inna zainteresow ać pracow ników  placów ek naukowych, klinicy­
stów, jak  również studentów  wyższych la t biologii, m edycyny i w eterynarii.

B. Kędzierska

XVI Supplement Acta Histochemica

Red. Christoph Pilgrim; wyd. Gustay Fischer, Jena

Suplem ent XVI czasopisma „Acta H istochem ica” zaw ierający m ateria ły  XVII 
Sym pozjum  organizowanego przez Tow arzystw o H istochem iczne w  zam ku K orb, 
koło Bolzano, Italia, w  październiku 1974 r. Tem at Sym pozjum : S tandaryzacja 
i O biektyw izacja W yników Badań H istochem icznych”.

Chociaż minęło parę la t od czasu, gdy odbyło się Sympozjum , m ateria ły  z te ­
go Sym pozjum  nie straciły  nic na ważności ipozostają nadal aktualne. O bejm ują 
one refera ty  wygłoszone na czterech sesjach program ow ych poświęconych następu­
jącym  zagadnieniom : au toradiografia ilościowa, cytofotom etria impulsowa, m orfo- 
m etria  tkanek, ry tm ika dobowa procesów biologicznych. O statnią, piątą grupę s ta ­
nowią re fe ra ty  na tem aty  dowolne, w  znacznym stopniu związane jednak również 
z zasadniczą m yślą przewodnią Sympozjum . Każdą sesję program ow ą rozpoczynały 
re fera ty  wygłoszone przez w ybitnych specjalistów  z danej dziedziny, k tó re  zaznaja­
m iały słuchaczy zarówno z osiągnięciam i technicznym i, jak  i z możliwościami zasto­
sow ania danej metody. Dla przykładu, zastosowanie odpowiednich standardów , od­
czytanie (m etodą fotom etryczną) i przetw orzenie w yników  uzyskanych przy użyciu 
au torad iografii pozwala nie tylko na w gląd w  ogólną dynam ikę syntezy różnych 
związków w  komórce, lecz także na określenie liczby w yznakowanych cząstek w  danej 
struk turze . P rzy  pomocy cytofotom etrii im pulsow ej re je s tru je  się sygnały w ysyłane 
pod w pływ em  prom ieniow ania UV przez przepływ ającą zawiesinę komórek, k tórych 
DNA został naznaczony związkam i fluoryzującym i (najczęściej w  w yniku reakcji 
typu r. Feulgena). Ponieważ sygnały te  (impulsy) podlegają jednocześnie k lasyfikacji, 
zależnie od stopnia intensyw ności św iatła, otrzym uje się gotowe histogram y. Pozw a­
la ją  one na szybkie zorientow anie się, jaka  jest w  danej populacji częstość w ystępo­
w ania kom órek o zwiększonej zaw artości DNA jądrow ego, czyli o pobudzonej syn­
tezie tego związku. Badania takie m ają  podstaw owe znaczenie przy rozpoznaw aniu 
bardzo wczesnych stadiów  zm ian nowotworowych.

O m aw iana na trzeciej sesji m orfom etria jest m etodą zapożyczoną do badań m or­
fologicznych z geologii. Opiera się ona na zasadzie stereologicznej, sform ułow anej 
w  1847 r. przez Delesse’a, wg k tórej w danej form acji geologicznej procent pow ierzch­
n i zajętej przez widoczne na jej przekro ju  inkluzje w  przybliżeniu odpowiada pro­
centow i objętości przez te inkluzje zajm ow anej. P rzeniesienie powyższej zasady do 
analizy zdjęć przekrojów  kom órki uzyskanych w  m ikroskopie elektronow ym  pozwala 
na ilościową ocenę zróżnicowania s truk tu ra lnego  kom órki.

U zyskanie obiektyw nych w yników  — w przypadku wym ienionych trzech różnych 
technik  — zależy przede wszystkim  od zastosowanego ap a ra tu  badawczego. R eferaty  
sesji poświęconej rytm ice dobowej zwróciły uwagę na cechę w łaściwą sam ym  obiek­
tom badań, k tórej istnienie należy uwzględnić, jeżeli w yniki badań m ają odpowiadać 
praw u „standaryzacji i obiektyw izacji”. Z pośród w ielu przykładów  świadczących
o zm ianach natężenia różnych procesów m etabolicznych w  organizmie, związanych 
z ry tm iką dobową, in teresu jącą ilustrację  stanow i stw ierdzona w  kom órkach różnych 
narządów  szczura ry tm ika procesów autofagicznych. W yniki te uzyskano przy pomocy
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oceny m orfom etrycznej powierzchni i objętości w akuolek autofagicznych widocznych 
na elektronogram ach z danych narządów. R ezultaty  tych badań dobitn ie świadczą
o tym, jak  duże znaczenie ma ry tm ika  pracy biologa (pobieranie prób, czas w ykona­
nia eksperym entu) dostosowana odpowiednio do ry tm ik i badanego przez niego obiek­
tu! N atom iast zamieszczenie tych rezultatów  w  grupie referatów  na tzw. tem aty  do­
wolne świadczy o tym, jak  bardzo organizatorzy Sympozjum zadbali o zachow anie 
jego głównej lin ii tem atycznej.

Całość m ateria łów  w ydana jest bardzo starannie , bogato ilustrow ana schem atam i, 
w ykresam i i zdjęciam i na wysokim poziomie technicznym. W zestaw ie b ibliografii 
histochemicznej recenzowany tom stanow i w artościow ą pozycję.

A . Przełęcka

F. P liąuett, M. K. Solncev 
Therm olum ineszentz biologischer O bjekte

Seria Fortschritte der experimentalen und theoretischen Biophysik. Red. W. Beier;
1978, VEB Georg Thieme. Leipzig, stron 92, rycin 40, tabel 3, cena 29 M.

Tom 22 Postępów E ksperym entalnej i Teoretycznej Biofizyki poświęcony jest pod­
stawom  teoretycznym  i technice doświadczalnej term olum inescencji oraz przykładom  
zastosowania term olum inescencji do badania obiektów biologicznych. P ow stał on 
w  w yniku w spółpracy specjalistów  z dwóch renom owanych ośrodków biofizycznych — 
Insty tu tu  Biofizyki U niw ersytetu im. K arola M arksa w  L ipsku i K atedry  Biofizyki 
W ydziału F izyki MGU w Moskwie.

Zjawisko term olum inescencji w iąże się z transform acją, m agazynowaniem  i prze­
kazywaniem  energii, posiada więc kap italne znaczenie w biofizyce. Zasada pom iarów  
term olum inescencji jest prosta: badaną próbkę oziębioną do niskiej tem peratu ry  
np. ciekłego azotu wzbudza się prom ieniow aniem  UV, X lub y. Następnie po p rze rw a­
niu wzbudzenia, re je s tru je  się świecenie w tórne (nachstrahlung) w  tej sam ej tem pe­
raturze. Z kolei podwyższa się tem peratu rę próbki T ze stałą prędkością, przy czym 
w  określonych zakresach tem peratury , charakterystycznych dla danej próbki, obser­
w uje się m aksim a term olum inescencji. Położenie m aksim ów krzyw ych term olum i- 
nsscencji I =  f(T) na skali T dostarcza inform acji o energii aktyw nej, szerokości pas­
ma przewodzenia, a skład widmowy i k inetyka zaniku lum inescencji oraz param etry  
m aksim um  jak  np. am plituda i sum a św ietlna charak teryzują szybkość, w ydajność 
i energetykę procesów wzbudzenia elektronowego i em isji prom ieniow ania. Term o- 
lum inescencja posiada więc duże w alory poznawcze, jednak  w prak tyce je j pom iary 
w ym agają raczej skom plikow anej ap a ra tu ry  i precyzyjnej kontroli param etrów  do­
świadczenia.

Całość książki została podzielona na 6 rozdziałów. Zgodnie z założeniam i autorów  
i ograniczoną objętością książki, w sposób kró tk i lecz przystępny przedstaw iono obec­
ny stan  wiedzy z danego zakresu, bez zbyt drobiazgowego w nikania w  szczegóły, 
k tóre mogłyby zaciem niać ogólny obraz omawianego zagadnienia. Rów nania, rysunki 
i tabele podane są z um iarem  i dotyczą bardziej istotnych faktów . Na pierw szych 
13 stronach pracy treściw ie i przejrzyście podano w prow adzenie i teoretyczne pod­
staw y term olum inescencji. Opis bazuje na schemacie poziomów elektronow ych J a ­
błońskiego i modelu pasm ow ym  kryształu. Zarów no stan  wzbudzony jak  i podstaw o­
wy zaw arte są w  obszarze energii wzbronionych. A utorzy podają tok rozum ow ania, 
prowadzącego do w yprow adzenia podstaw owych rów nań opisujących natężenie, k ine­
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tykę i energetykę term olum inescencji. Zgodność teorii z doświadczeniem zilustrow ana 
jest krzyw ą term olum inescencji siarczanu adeniny. Na uw agę zasługuje przystępny 
opis m etody frakcjonow anej term olum inescencji, w  k tó rej próbkę poddaje się perio­
dycznym cyklom ogrzewania i oziębiania, naniesionym  na liniowo w zrastającą tem pe­
ra tu rę  próbki. M etoda ta, chociaż posiada w ybitne w alory poznawcze, nie znalazła 
szerszego zastosowania w  biofizyce, głównie ze względu na wysoki stopień kom pli­
kacji technicznych. Część teoretyczną zam ykają kró tk ie podrozdziały na tem at ga­
szenia lum inescencji, efektów  tunelow ych oraz czułości, dyspersji i zdolności rozdziel­
czej pom iarów  term olum inescencji.

Technika eksperym entalna zajm uje 17 stron trzeciego rozdziału książki. Podano 
dokładne opisy i przejrzyste rysunki i fotografie elem entów  aparatury , szczególnie 
k ryostatu  i pojem nika na próbki. Dalej omówiono w ym agania staw iane poszczególnym 
układom : próżniowemu, chłodząco-ogrzewającem u, wzbudzenia optycznego oraz u k ła­
dom rejestrac ji krzyw ych T =  f(t), I =  f(T) i I =  f(t). Rozdział ten zamyka obszerny 
opis techniki przygotow yw ania próbek, przeprow adzania pom iarów oraz w pływ u w a­
runków  doświadczenia na param etry  kinetyczne krzyw ych term olum inescencji. Należy 
zdać sobie sprawę, że ap a ra tu ra  do pom iarów term olum inescencji, sk ładająca się 
z 28 zasadniczych podzespołów, nie należy do prostych. Je j zestaw ienie i eksploatacja 
w ym aga dobrego przygotow ania z zakresu elektroniki, optyki, techniki niskich tem ­
pera tu r i wysokiej próżni. Należy do tego dodać wysokie w ym agania staw iane m a­
teriałom , pracującym  w  ekstrem alnych w arunkach i dużych gradientach.

Rozdział 4 omawia charakterystyczne właściwości term olum inescencji, tak ie  jak  
w idm a wzbudzenia i lum inescencji, „zużyw anie” się próbki (erschópiung) podczas 
w ielokrotnych cykli pom iarów  w  w yniku reakcji fotochemicznych, efekty nasycania 
sygnału, obserwowane dla w iększych natężeń prom ieniow ania wzbudzającego oraz 
efekty gaszenia. Te ostatn ie w ynikają z tw orzenia asocjatów  w stężonych roztw orach 
np. powyżej 10-3 M ADP i ATP lub z kom pleksow ania organiczych ligandów np. czą­
steczek ATP jonam i m etali np. Mn2+. Gaszenie stężeniowe i gaszenie jonam i o zm ien­
nej wartościowości in te rp re tow ane jest jako m igracja energii w  obrębie asocjatów  
lub kompleksów, analogicznie do gaszenia fosforescencji. W ostatnich dwóch p a ra ­
grafach tego rozdziału omówiono krótko zależność między prom ieniowaniem  w tórnym  
(nachstrahlung) a term olum inescencją oraz szerokość połówkową m aksim ów term o­
lum inescencji. Rozdział ten  rep rezen tu je  dużą w artość metodyczną i dydaktyczną. 
P aram etry  krzyw ych term olum inescencji zależą bowiem nie tylko od właściwości b a ­
danej substancji, lecz także od w arunków  pom iaru, sposobu przygotowania i h istorii 
próbki. Stanow i to równocześnie zaletę i w adę term olum inescencji jako metody b a ­
dawczej. Możliwość zm iany w ielu param etrów  zwiększa pojemność inform acyjną m e­
tody; wym aga jednak precyzyjnej kontroli tych param etrów , co kom plikuje m etodę 
pod względem technicznym.

N ajobszerniejszy jest rozdział piąty, om awiający w yniki badania term olum i­
nescencji układów  biologicznych. Zajm uje on 19 stron druku i obejm uje term olu- 
m inescencję białek i kw asów  nukleinow ych oraz ich składników , tkanek  zwierzęcych 
i roślinnych. Zestawiono to ponad 40 pozycji tabelarycznych, charakteryzujących te r-  
m olum inescencję zasad azotowych, nukleozydów, nukleotydów  i kwasów nukleino­
wych. N iestety b rak  hipotez czy uogólnień syntetycznie ujm ujących m ateria ł do­
św iadczalny i literaturow y. Znacznie lepiej u ję te  są dane dotyczące term olum i­
nescencji am inokwasów i białek zwłaszcza arom atycznych. Spektroskopowe, k inetycz­
ne i term odynam iczne właściwości term olum inescencji tych związków autorzy in te r­
p re tu ją  w  oparciu o schem at energii potencjalnej Jabłońskiego w  ram ach teorii 
H alperina i B ranera, opisującej m ono- i b i-m olekularne procesy term olum inescencji 
zgodnie z modelem pasm owym  fizyki ciała stałego. Podano tu  również schem at po­
ziomów energetycznych w yjaśniający term olum inescencję tyrozyny, ekscytonow ą in ­
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te rp re tac ję  zjaw iska oraz zwrócono uwagę na możliwość zachodzenia procesów foto­
chemicznych, prow adzących do chem ilum inescencji.

K olejne dw a podrozdziały charak teryzu ją term olum inescencję tkanek  zw ierzę­
cych, roślinnych oraz k u ltu r erytrocytów , limfocytów, drożdży i kom órek now otw o­
rowych. Dość obszernie omówiono term olum inescencję tkanek  organizmów fotosynte- 
tyzujących, w  szczególności chloroplastów , k tóra okazała się pomocną w in terp re tac ji 
procesów zachodzących w I i II  układzie fotosyntetycznym.

O statni, szósty rozdział (3 strony) w skazuje na możliwości aplikacyjne metody 
term olum inescencji. Z najdu je ona zastosowanie w  fizyce ciała stałego, archeologii d la 
określenia w ieku wykopalisk, dozym etrii prom ieniow ania jonizującego i w badaniach 
biofizycznych. W tym  ostatnim  przypadku stanowić może m etodę pomocniczą, uzupeł­
n ia jącą badania spektralne, ERP, CD i inne. W szczególności term olum inescencja jest 
predysponow ana do badania energetyki i k inetyki pierw otnych procesów fizyko-che­
micznych w oddziaływ aniu prom ieniow ania jonizującego z obiektam i biologicznymi, 
w  procesie fotosyntezy, w łaściwości energetycznych błon biologicznych i biolum ines- 
cencji, a więc wszędzie tam, gdzie istotną rolę odgryw ają procesy transform acji i m i­
gracji energii. Przeszkodę w  szerszym  zastosowaniu m etody term olum inescencji s ta ­
nowi n iew ątpliw ie b rak  w ysokiej klasy ap a ra tu ry  dostępnej w  handlu (pom ijając 
proste daw kom ierze term olum inescencyjne).

K siążka jest napisana z dobrą znajom ością przedm iotu i podaje obszerną lite ra ­
tu rę , liczącą 117 pozycji (w tym  także cytowane są prace polskich autorów). Pow inna 
wzbudzić zainteresow anie w śród biofizyków i biologów różnych specjalności.

J. S ław iński
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Redakcja zastrzega sobie możność skrócenia tekstu  i w prow adzania popraw ek 
nie w pływ ających na treść pracy.

Piśmiennictwo: w artykule należy cytować prace oryginalne z ostatnich kilku 
lat oraz najważniejsze artykuły przeglądowe omawiające przedstawioną dziedzinę 
z uwzględnieniem artykułów opublikowanych w  „Postępach Biochemii”. W tekście 
należy podawać jedynie nazwiska badaczy, których prace mają podstawowe znacze­
nie w  przedstawionej dziedzinie. Omawiane prace trzeba numerować w  kolejności ich 
cytowania w tekście. Wykaz piśmiennictwa zatem obejmuje prace opatrzone kolej­
nymi numerami, ale nieuporządkowane alfabetycznie. Odnośniki bibliograficzne w in­
ny mieć formę zalecaną przez Komisję Wydawców Czasopism Biochemicznych Mię­
dzynarodowej Unii Biochemików (IUB) według Biochim. Biophys. Acta,  (1972), 276, 
(1) np.

Pipa J. P., Buchanan F. M., (1971), Biochim. Biophys. Acta,  247, 181—184.
Cytując wydawnictwa książkowe podawać należy kolejno: nazwisko(a) inicjały auto- 
ra(ów), rok wydania, tytuł książki, nazwisko(a) i inicjały jej redaktorów(a), tom, 
pierwszą i ostatnią stronę cytowanej publikacji, nazwę wydawnictwa oraz miejsce 
wydania, np.

Dixon M., Webb E. C., (1964), Enzymes, 2 wyd., str. 565, Longmans Green and Co., 
London;

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

Załączniki: każdy załącznik należy sporządzić w  2 egz. na oddzielnych kartkach 
i opatrzyć kolejnym numerem odpowiadającym numerowi użytemu w  tekście, oraz 
oznaczyć (na górze stronicy ołówkiem) nazwiskiem pierwszego autora i początkowymi 
wyrazami tytułu pracy.

Tabele należy kolejno numerować cyframi arabskimi. Tytuł tabeli i nagłówki 
rubryk powinny jasno opisywać ich treść zaznaczając, z jakich (jakiej) prac(y) po­
chodzą informacje podane w  tabeli.

Ryciny, tj. wykresy, rysunki, schematy lub fotografie należy opatrzyć numeracją 
w kolejności ich omówienia w  tekście. Przyjmuje się zasadę numeracji rycin cyframi 
arabskimi, a wzory cyframi rzymskimi. Fotografie czarno-białe (kontrastowe) po­
winny być wykonane na papierze matowym. Pozostałe ryciny należy wykonać tu­
szem na białym papierze lub na kalce technicznej. Wymiar ryciny nie powinien być 
mniejszy niż 10X15 cm, a naniesione linie nie powinny być cieńsze niż 1 mm. Ramki 
ujmujące wykresy można wykonać linią cieńszą niż linie właściwe wykresu. Cyfry 
i litery służące do opisu rysunku powinny mieć wysokość nie mniejszą niż 5 mm. Na 
rysunkach nie należy umieszczać opisów słownych, lecz posługiwać się skrótami. Osie 
wykresów natomiast winny być opatrzone napisem łatwo zrozumiałym. Dla oznacze­
nia punktów doświadczalnych można stosować następujące symbole: O □  A ® |  A.  
Rycinę należy opatrzyć na odwrocie oznaczeniem „góra” i „dół” (ołówkiem). Decyzję
0 stopniu zmniejszenia ryciny podejmuje wydawca.

Podpisy i objaśnienia pod rycinami powinny być dołączone na oddzielnej kartce. 
Oznaczenia, których nie można wpisać na maszynie, należy wyraźnie nanieść czar­
nym tuszem.

Ze względu na wewnętrzną spoistość artykułu zaleca się autorom konstruowanie 
oryginalnych rysunków i zbiorczych tabel na podstawie danych z piśmiennictwa. 
Prawie wszystkie czasopisma zastrzegają sobie wyłączność druku prac wraz z ich 
dokumentacją (C opyrigh t). Przed włączeniem tabel, wykresów czy schematów do 
artykułu przeznaczonego do publikacji w Postępach Biochemii należy uzyskać zgodę 
na przedruk i przedłożyć ją Redakcji.

Redakcja prosi o właściwe pakowanie artykułów, aby zabezpieczyć maszynopisy
1 ilustracje przed pogięciem.
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