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WSKAZOWKI DLA AUTOROW

Kwartalnik ,,Postepy Biochemii” publikuje artykuty monograficzne omawiajgce
waskie tematy oraz artykuty przeglgdowe referujgce szersze zagadnienia z biochemii
i nauk pokrewnych. Artykuty pierwszego typu winny obejmowac syntetyczny prze-
glad postepu wiedzy w omawianej dziedzinie opracowany na podstawie piSmien-
nictwa z kilku ostatnich lat, a artykuty drugiego typu jedynie piSmiennictwo z ostat-
niego roku lub dwu lat. Kwartalnik publikuje takze krétkie noty informujgce o no-
wych i wazniejszych osiggnieciach biochemii. Przekazanie artykutu do Redakcji jest
robwnoznaczne z o$wiadczeniem, ze nadestana praca nie byta i nie bedzie publikowa-
na w innym czasopi$mie, jezeli zostanie ogtoszona w ,,Postepach Biochemii”. Autorzy
artykutu odpowiadajg za prawidtowos$¢ i Scistos¢ podanych informacji. Autoréw obo-
wigzuje korekta autorska. Koszty zmian tekstu w korekcie (poza poprawieniem
btedéw drukarskich) ponoszg autorzy. Artykuty honoruje sie wedtug obowigzuja-
cych stawek. Autorzy otrzymujg bezptatnie 25 odbitek swego artykutu; zamowienia
na dodatkowe odbitki (ptatne) nalezy zgtosi¢ pisemnie odsytajagc prace po ko-
rekcie autorskiej.

Redakcja prosi autorow o przestrzeganie nastepujacych wskazowek:

Forma maszynopisu: maszynopis pracy i wszelkie zatgczniki nalezy nadsytac
w dwu egzemplarzach. Maszynopis powinien by¢ napisany jednostronnie, z podwdjng
interlinig, z marginesem ok. 4 cm po lewej i ok. 1 cm po prawej stronie; nie moze
zawieraC wiecej niz 60 znakdw w jednym wierszu nie wiecej niz 30 wierszy na stronie
zgodnie z Norma Polska.

Uktad maszynopisu: strona oktadkowa nienumerowana zawiera imiona i na-
zwisko(a) autora(6w), adres(y) Zaktadu(6w) w jezyku polskim i angielskim, w ktérych
pracujg autorzy, adres pocztowy, na ktory autorzy zycza sobie otrzymywaé kores-
pondencje, adres prywatny, telefon miejsca pracy, tytut artykutu (w jezyku polskim
i angielskim), oraz—w prawym dolnym rogu — liczbe stron, liczbe rycin, wzoréw
i tabel oraz skrét tytutu (nie wiecej niz 25 znak6éw drukarskich).

Strona tytutowa (1) imiona (w peitnym brzmieniu) i nazwisko(a) autora(ow), tytut
pracy w jezyku polskim i angielskim, rzeczowy spis tre$ci w jezyku polskim i angiel-
skim, tytut naukowy autora(éw) i jego (ich) miejsce(a) pracy, wykaz skrétéw stoso-
wanych w pracy.

Strona 2 i nastepne obejmuja tekst pracy do spisu pismiennictwa wiacznie, tabele,
spis rycin, wzoréw oraz tytuty i objasnienia do rycin na stronach konAcowych.

Dla przejrzystosci tekstu obowigzuje podziat artykutu na rozdziaty i podrozdzia-
ty, ktérych tytuty rzeczowo winny informowaé o przedstawianych tre$ciach. Rze-
czowy spis tresci publikujemy bezposrednio po tytule pracy. Rozdzialy numerujemy
liczbami rzymskimi, a podrozdziaty odpowiednig rzymska i arabskg (np. 1-1.). Tytu-
téw podrozdziatdw nie wydzielonych z tekstu nie trzeba numerowa6. W tek$cie nie
nalezy stosowac¢ zadnych podkreslen ani rozstrzelonego druku. Ewentualne sugestie
autorskie co do charakteru czcionki drukarskiej nalezy zaznaczy¢ otéwkiem na
marginesie maszynopisu. W przypadku umieszczenia w tekscie liter alfabetu greckie-
go nalezy na marginesie wpisa¢ otéwkiem ich fonetyczne brzmienie. Tabele i ryciny
numerujemy cyframi arabskimi a wzory rzymskimi. W tekscie nie nalezy umieszczac
zadnych tablic, rycin czy wzoréw, lecz w zgdanym miejscu pozostawi¢ wolny wiersz
i zaznaczy¢: Tabela 1, Ryc. 1, Wzoér | itp. Numeracje wzoru w tekscie nalezy podawac
po nazwie zwigzku np. kwas glutaminowy (I).

Redakcja prosi autoréw o zwrd6cenie szczeg6lnej uwagi na poprawno$¢ jezykowa
tekstu a takze na $cisto$¢ i jasnos¢ sformutowan, unikanie gwary laboratoryjnej oraz
o niewprowadzanie do tekstu tworzonych doraznie skrotow, nawet jesli niektére z nich

bywajg uzywane w pracach obcojezycznych.
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Wiadystaw Wieckowski

(13.04.1921—3.04.1978)

W dniu 3 kwietnia zmart mgr Wiadystaw Wieckowski, wieloletni na-
uczyciel akademicki, starszy wyktadowca w Zaktadzie Biochemii Instytutu
Fizjologii i Biochemii Akademii Medycznej w todzi.

Wiadystaw Wieckowski rozpoczat prace w Katedrze Chemii Ogdlnej
i Fizjologicznej A.M. w todzi w roku 1951 i z placéwka ta pozostal zwia-
zany do konca. W roku akademickim 1974/75 petnit obowigzki Kierownika
Zaktadu Biochemii. Ogdtowi nauczajacych i studiujagcych biochemie znany
jest jako wspdétautor cenionych, cieszacych sie powodzeniem podrecznikéw
i skryptow. Byt aktywnym cztonkiem Polskiego Towarzystwa Biochemicz-
nego. Prowadzit rowniez zywg dziatalno$¢ w ramach Zwigzku Zawodowe-
go Pracownikow Stuzby Zdrowia i podejmowat liczne inicjatywy spoteczne
W miejscu zamieszkania.

Odszedt od nas Cztowiek o duzej i szerokiej wiedzy, obdarzony orygi-
nalnym i krytycznym umystem, talentem pedagogicznym i pasjg wycho-
wawczg potaczong z intuicjg i olbrzymim doswiadczeniem. Stuzyt nimi
swym kolegom i mtodziezy studenckiej bardziej niz dbat o wiasny doro-
bek naukowy. Byt cztowiekiem niecierpliwego, wielkiego i gorgcego serca
i znaczyt nim wszystko to co robit. Pozostanie w naszej pamieci Cztowie-
kiem o ogromnej i niezwyktej rzetelnos$ci i prawos$ci. Cztowiekiem, ktore-
mu ludzie zawdzieczajg o wiele wiecej niz On im.

Marek Gniazdowski



Anons Redakcji

Od drugiego zeszytu biezacego tomu oprocz artykutow
monograficznych, omawiajacych waskie tematy, oraz
artykutdw przegladowych, referujgcych szersze zagadnie-
nia na podstawie materiatéw z ostatniego roku lub dwu
lat, publikowaé¢ bedziemy krotkie noty informujgce o no-
wych i wazniejszych osiggnieciach biochemii.

Wznawiamy tez kronike z zycia Polskiego Towarzystwa
Biochemicznego, utrzymujgc oczywiscie publikacje spra-
wozdan ze zjazdow i konferencji, a takze recenzji ksigzek.
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Enzymatyczne przylaczanie reszt ADP-rybozylowych do biatek

Enzymatic Binding of ADP-ribosyl Moiety to Proteins
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Wykaz stosowanych skrétow: NAD+ —forma utleniona dinukleotydu nikotyno-
amidoadeninowego; AMP — mononukleotyd adeninowy; GTP —trifosforan guanozyny;
NMN — mononukleotyd nikotynoamidowy; ADP-Rib — adenozynodwufosforyboza;
EF-2 —aminoacylotransferaza Il (czynnik elongacyjny?; P-Rib-AMP — 2'(fosfo-5'-ry-
bozylo)-5'-mononukleotyd adeninowy; P-5'-Rib — fosfo-5'-ryboza.
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l. Wstep

Proces przytaczania reszty ADP-rybozylowej lub poli ADP-rybozylo-
wej do biatek jest szeroko rozpowszechniong w przyrodzie drogg modyfi-
kacji ich struktury i funkcji. Wiadomo, ze zmodyfikowane w ten sposéb
biatka biorg udziat w regulacji proceséw zachodzacych w jadrze komorki.
Stwierdzono réwniez, ze w komorkach bakterii zakazonych wirusem taka
modyfikacja biatek moze powodowa¢ zmieniong transkrypcje DNA za-
rowno gospodarza jak i bakteriofaga. Obecno$¢ enzymu Kkatalizujgcego
reakcje przytaczania tych reszt wykryto rédwniez w mitochondriach oraz
we frakcji biatek rybosomowych. Znane sg takze silne egzotoksyny bakte-
ryjne, ktédrych dziatanie na tkanke polega na enzymatycznym przytgcza-
niu reszty ADP-rybozylowej do niektérych jej biatek. We wszystkich tu
wymienionych modyfikacjach biatek dawcg reszt ADP-rybozylowych jest
NAD. Odszczepianie reszt ADP-rybozylowych od NAD, omawiane bar-
dziej szczeg6towo w czesci Il i Il tego artykutu, zachodzi poprzez enzy-
matyczne odtaczenie od NAD amidu kwasu nikotynowego. Tak powstata
reszta ADP-rybozylowa przenoszona jest przy udziale enzymu na odpo-
wiednie biatko akceptorowe. (Ryc. 1).

NH2
0
N //
S8 s
\ g g \@ NH,
N N Il Il N
CH;—0—P~0~P—0—CH; B2 Kaal/M
| | OH 0
e°| &°
OH OH
L 7 Kceal/M
ADP-Rib+B
Transferaza

B-Rib -ADP -f amid kwasu nikotynowego+H©

Ryc, 1. Reakcja modyfikacji biatka przez przytaczenie do niego reszty ADP-rybo-
zylowej. B —biatko akceptorowe. Przy wigzaniach wysokoenergetycznych (~) podano
wartosci energii hydrolizy.

Reakcje te katalizuje enzym ADP-rybozylotransferaza NAD: biat-
ko (E.C.2.7.8). Omawiana reakcja nie wymaga dodatkowego Zrddta energii,
gdyz wykorzystuje energie hydrolizy wigzania N-glikozydowego (por.
Ryc. 1) (1). W zaleznos$ci od swoisto$ci enzymu katalizujagcego reakcje
biatka akceceptorowe moga przytacza¢ jedna lub wiecej reszt ADP-rybo-
zylowych.

W ostatnich latach obserwuje sie znaczne zainteresowanie tym proce-
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sem, co znajduje odzwierciedlenie w coraz to wiekszej ilosci opublikowa-
nych prac badawczych oraz artykutéw przegladowych (2, 3). Uzyskiwane
informacje majg wazne znaczenie zaro6wno przy badaniu mechanizmdw
replikacji i reperacji DNA u eukariontéw, jak przy badaniu regulacji
transkrypcji DNA bakterii i bakteriofagow, czy tez $ledzeniu i ewen-
tualnie zapobieganiu dziatania pewnych toksyn bakteryjnych.

W niniejszym artykule przedstawiono w skrocie wiadomosci na temat
enzymodw biorgcych udziat w procesie przytaczania reszt ADP-rybozylo-
wych do biatek zarébwno w organizmach prokariotycznych i eukario-
tycznych. Podano réwniez niektére wiasnosci chemiczne produktéow dzia-
tania tych enzymdw: zwigzkdw mono ADP-rybozy i poli ADP-rybozy
z modyfikowanymi biatkami. Na tle tych danych oméwiono dotychczaso-
we informacje o biologicznym sensie modyfikacji biatek przez ich ADP-
rybozylowanie.

Il. ADP-rybozylotransferazy NAD”: biatko w organizmach prokariotycz-
nych

Niektére toksyny wydzielane na zewnatrz przez bakterie posiadajg
zdolno$¢ enzymatycznego przytaczania reszty ADP-rybozylowej do okres-
lonego biatka enzymatycznego komorki (czynnika EF-2 lub cyklazy ade-
nylowej). Dziatajg one na tkanki organizméw eukariotycznych. Toksyny
te sktadajg sie z dwu elementéw biatkowych: fragmentu A i fragmentu B.
Fragment B adsorbuje sie na powierzchni komdrki i umozliwia penetracje
toksyny, badz tez samego fragmentu A do jej wnetrza. Fragment A z kolei
dziata wewnatrz komorki powodujgc ADP-rybozylowanie czynnika EF-2
lub cyklazy adenylowej, w zaleznos$ci od rodzaju toksyny. W ostatecznym
efekcie doprowadza to do blokady funkcji zyciowych komorki.

Po zakazeniu komérek E. coli wirusem bakteryjnym T4, DNA zalezna
polimeraza RNA gospodarza ulega modyfikacji. Doktadniejsze badania
wykazaty, ze zostaje ona zmodyfikowana przez przytgczenie reszty ADP-
rybozylowej. Proces ten katalizujg dwa enzymy pochodzace od faga za-
kazajgcego komdrke. Ostatnio wykryto réwniez analogiczng ADP-rybozy-
lotransferaze syntetyzowang przez bakteriofag N4. Doktadne badania
ekstraktu z niezakazonych komérek bakteryjnych E. coli wykazaty, ze
zawiera on réwniez enzym katalizujacy reakcje przytgczania reszt mono
ADP-rybozylowych do szeregu biatek bakteryjnych.

I1-1. Egzotoksyny bakteryjne

Toksyny produkowane przez Corynebacterium diphteriae, Vibrio
cholerae i Pseudomonas aeruginosa, mimo odmiennego mechanizmu dzia-
tania fizjologicznego, charakteryzuja sie wspolng cechg, a mianowicie po
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whniknieciu do wnetrza komdrki wykazujg aktywno$¢ ADP-rybozylo-
transferazy. Z wymienionych toksyn najdoktadniej przebadano toksyne
btonicy. Jest to toksyna produkowana przez lizogenny szczep Coryne-
bacterium diphteriae zawierajgcy profaga 3 Badania Uchida iwsp. (4)
wykazaty, ze toksyna ta jest produktem genu fagowego. Zbudowana jest
z pojedynczego taricucha polipeptydowego o masie czasteczkowej okoto
63 000 (5). Enzymatycznie aktywna czescig jej czesteczki jest jedynie frag-
ment A o masie czasteczkowej 24 000, powstaty po redukcji tafcucha poli-
peptydowego toksyny ditiotreitolem i tagodnej hydrolizie trypsyna (6, 7).

Znany od 1959 roku fakt, ze toksyna ta powoduje zahamowanie biosyn-
tezy biatek w komdrkach HelLa (8) zostat ostatnio wyjasniony (9—11).
Zahamowanie procesu biosyntezy biatka powstaje w wyniku zablokowa-
nia aminoacylotransferazy Il — enzymu odpowiedzialnego za translokacje
peptydylo tRNA na rybosomie (tzw. czynnik EF-2), przez przytgczenie do
niego pojedynczej reszty ADP-rybozy wg reakcji:

fragment A toksyny
btonicy
NAD++ EF-2 — i EF-2-rybozylo-ADP + amid kwasu nikotynowego+ H+

Reakcja ta jest odwracalna; inkubacja toksyny z amidem kwasu nikoty-
nowego oraz zmodyfikowanym biatkiem EF-2 doprowadza do odtworzenia
czasteczki NAD+ oraz odzyskania aktywnosci czynnika EF-2 (13).

Analiza czynnikéw EF-2 wydzielonych z tkanek r6znych ssakéw wy-
kazata ich znaczne podobienstwo w budowie (13). Mozna wiec przypusz-
czaé, ze podany powyzej mechnizm inaktywacji czynnika EF-2 z watroby
szczura ma charakter bardziej ogdlny. Do chwili obecnej nie wiadomo, do
ktorego aminokwasu tancucha polipeptydowego czynnika EF-2 przytacza
sie reszta ADP-rybozy. Analiza sekwencji aminokwasow odcinka czynnika
EF-2, przytaczajgcego reszte ADP-rybozy sugeruje, ze jest to prawdo-
podobnie stabo zasadowy aminokwas o strukturze odmiennej od amino-
kwaséw powszechnie wystepujacych w przyrodzie (14). Wyizolowany
fragment A toksyny podany do organizmu zwierzagcego wywotuje zni-
komy efekt toksyczny, co moze by¢ spowodowane trudnos$cig jego wni-
kania do komérki (15, 16). Ta obserwacja sktonita'do badan nad biologicz-
ng funkcjg fragmentu B. Stwierdzono, ze tgczy sie on z btong komorko-
wg (17), co prawdopodobnie umozliwia przenikniecie toksyny lub jej
fragmentu A do wnetrza komorki (18). Chemiczna modyfikacja aminokwa-
sow fragmentu A wskazuje, ze istotng role w jego centrum aktywnym
odgrywa reszta tyrozyny (19).

Biologiczny sens ADP-rybozylowania czynnika EF-2 nie jest poznany.
Mimo utraty zdolnosci do udziatu w biosyntezie biatka, zmodyfikowany
czynnik EF-2 utrzymuje nadal niektére witasciwosci charakterystyczne dla
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formy aktywnej: zachowuje zdolno$¢ wiazania sie z rybosomem (20) oraz
wigzania GTP. Kompleksy z GTP tworzy zarbwno ADP-rybozylowa po-
chodna czynnika EF-2 pochodzgcego z materiatlu zwierzecego (21), jak
i roslinnego, i to w stopniu niezaleznym od obecnos$ci rybosoméw (22).
Przytaczenie reszty ADP-rybozylowej do czynnika EF-2 powoduje
jednak utrate jego zdolnoSci do wigzania sie z rybosomowym RNA
(23).

Toksyna produkowana przez Pseudomonas aeruginosa, mimo odmien-
nych symptoméw klinicznych oraz wtasnosci molekularnych i immunolo-
gicznych w pordwnaniu z toksyng btonicy, wykazuje identyczny mecha-
nizm dziatania wewnatrzkomoérkowego. Blokuje ona biosynteze biatek
w komorkach eukariontow poprzez inaktywacje czynnika elongacji EF-2,
w sposlb analogiczny przenoszac reszty ADP-rybozylowe z NAD na biat-
ko EF-2 (24).

Mechanizm dziatania toksyny Vibrio cholerae, czesto zwanej cholera-
genem, r6zni sie od mechanizmu dziatania toksyn omoéwionych poprzed-
dnio. Toksyna ta, jak wykazat Gili (25), aktywuje cyklaze adenylowg
(E.C. 4.6.1.1) poprzez enzymatyczne przeniesienie reszty ADP-rybozy-
lowej z NAD na biatko akceptorowe cyklazy adenylowej (26). Sama tok-
syna moze réwniez ulega¢ takiej modyfikacji (27). Z choleragenu, podob-
nie jak z toksyny btonicy, mozna wyizolowac¢ podjednostki A i B. W tym
celu wystarcza saczenie molekularne w roztworze 6,5 M mocznika (26).
W obecnosci czynnikéw redukujacych obserwuje sie dalsza fragmentacje
polipeptydu A (o m.cz. 28 000) na jednostki Aj (4000—4500) i A2 (20 000—
24 000) (28).

Podjednostka A toksyny jest czynnikiem aktywujgcym cyklaze adeny-
lowa, za$ podjednostka B wigze sie specyficznie z receptorem powierzch-
niowym komorki — monosjalogangliozydem GMj i, podobnie jak w przy-
padku toksyny btonicy, utatwia przenikanie podjednostki A do nieuszko-
dzonej komorki (29, 30). Dotychczasowe badania mechanizmu dziatania
choleragenu wykazaty, ze przytgcza on reszte ADP-rybozylowg do reszty
argininowej biatka receptorowego (31).

11-2. ADP-rybozylotransferazy wiruséw bakteryjnych

W genomie bakteriofaga T4 zakodowane s3g dwie transferazy zdolne
do przenoszenia reszty ADP-rybozylowej z NAD na swoiste biatka (32).
Jedna z nich jest ,biatkiem wewnetrznym” dojrzatego faga T4, prawdopo-
dobnie zlokalizowanym w jego gtdwce (33). Druga transferaza wystepuje
tylko w komorce bakteryjnej i jest syntetyzowana w pierwszych minu-
tach po zakazeniu komdrki fagiem T4. W czasie zakazenia enzym pierwszy
przenika do komorki bakterii tgcznie z wirusowym DNA. W komérce
nastepuje enzymatyczne przytgczanie reszty ADP-rybozylowej do pod-
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jednostek bakteryjnej polimerazy RNA oraz do innych, niezidentyfiko-
wanych dotad biatek bakteryjnych. Wsréd biatek zmodyfikowanych znaj-
duje sie réwniez omawiana transferaza (34). Wyniki analizy chromato-
graficznej wykazaly, ze tylko jedna podjednostka a polimerazy RNA ulega
modyfikacji przez przytaczenie jednej reszty ADP-rybozylowej (34, 35,
36, 37, 38). Podjednostki 3 (3 i czynnik o polimerazy sg znacznie stabszymi
akceptorami niz podjednostka a; tylko ich niewielki procent jest modyfi-
kowany. Reakcja ta w warunkach in vivo jest odwracalna, prawdopodob-
nie przy udziale dodatkowego enzymu, glikohydrolazy (38).

ADP-rybozylotransferaza zawarta w fagu T4 jest pojedynczym poli-
peptydem o m.cz. 70 000. Wykazuje maksimum aktywnosci w minute po
zakazeniu bakterii wirusem (34) niezaleznie od intensywnos$ci syntezy
biatka w zakazonej komdrce gospodarza (38). Przemiany w komdrce bak-
teryjnej spowodowane czynnosScig jej nazwane zostaly alteracja.

Po uptywie dwdch minut od momentu zakazenia, w komdrkach wy-
krywa sie aktywno$¢ drugiej ADP-rybozylotransferazy. Charakteryzuje
sie ona bardzo duza wybiorczoscia; modyfikuje wytgcznie dwa rodzaje
biatek: podjednostke a polimerazy RNA i polipeptyd o m.cz. ok. 13 000 (39).
Najwiekszg aktywnos¢ ADP-rybozylotransferaza druga wykazuje w czte-
ry minuty po zakazeniu bakterii fagiem, po czym jej aktywno$¢ szybko
maleje spadajac w ciggu dalszych szesciu minut do okoto 10% swej mak-
symalnej warto$ci. Modyfikuje ona obie podjenostki a polimerazy RNA.
Przemiany w komorce gospodarza spowodowane jej aktywnos$cig nazwa-
no modyfikacja.

Transferaza katalizujgca proces modyfikacji jest zbudowana naj-
prawdopodobniej z pojedynczego taricucha polipeptydowego o m.cz. 25—
26 000. Jej trzykrotnie mniejsza masa czasteczkowa w poréwnaniu z enzy-
mem powodujacym alteracje umozliwia ominigecie zawady przestrzennej
istniejgcej w kompleksie podjednostek polimerazy RNA i modyfikacje obu
czasteczek a.

Mimo réznic w swoistos$ci dziatania transferaz powodujacych procesy
alteracji i modyfikacji, enzymy te posiadajg szereg cech wspdélnych. Po-
dobnie do innych poznanych enzyméw wirusowych sg bardzo wrazliwe
na wzrost sity jonowej: optymalne stezenie soli jest dla nich znacznie
nizsze od wartosci wymaganej przez enzymy bakteryjne i nie przekracza
20 mM. Oba enzymy charakteryzuje jednakowe optimum pH wynoszace
7,5 oraz zblizona warto$¢ KM(dla enzymu ,alterujgcego” KM= 0,5X10~4M
za$ dla enzymu ,,modyfikujgcego” KM= 1,4X10-4 M). Inhibitorem kom-
petetywnym obu enzymoOw jest produkt rozszczepienia NAD — amid kwa-
su nikotynowego. Omawiane enzymy nie wymagajg obecnosci jondw Mg+2,
sq w petni aktywne w obecnosci EDTA, a zwiagzki redukujace dziatajg na
nie stabilizujgco. Oba enzymy w uktadach bezkomorkowych sg wrazliwe
na dziatanie podwyzszonej temperatury. Enzym katalizujacy proces alte-
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racji po inkubacji przez 15 minut w temp. 37°C traci 40°/0 swej aktyw-
nosci wyjsciowej. W zwigzku z tym aktywno$¢ obu enzymoéw nalezy badaé
w przedziale temperatur od 15—20°C.

Z wynikow analizy ,finger printing” po hydrolizie enzymatycznej moz-
na wnioskowaé, ze zaréwno w procesie alteracji jak i modyfikacji reszta
ADP-rybozy przytagczana zostaje tylko do jednego miejsca podjednostki a
polimerazy RNA (39, 40) przy czym reszta ADP-rybozylowa wigze sie naj-
prawdopodobniej z grupg guanidynowg reszty argininy w sposéb podany
na ryc. 2.
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Ryc. 2. Proponowany przebieg reakcji modyfikacji podjednostki polimerazy RNA
przez przytgczanie reszty ADP-Rib do grupy guanidynowej reszty argininy (39).

Amid kwasu nikotynowego dodany do uktadu zawierajgcego zmodyfiko-
wang podjednostke a oraz ktorgkolwiek z omawianych transferaz nie usu-
wa reszty ADP-rybozylowej z biatka, tak jak ma to miejsce w przypadku
toksyny btonicy. Wskazuje to na nieodwracalno$¢ reakcji modyfikacji (39).

ADP-rybozylotransferaze wykryto rowniez w dojrzatym bakteriofa-
gu N4. Enzym ten, podobnie jak u faga T4, jest biatkiem wewnetrznym
wirusa i katalizuje reakcje przenoszenia reszty ADP-rybozylowej z NAD
na okoto 30 r6znych biatek bakteryjnych. W odr6znieniu jednak od ADP-
rybozylotransferazy faga T4 to biatko enzymatyczne nie modyfikuje pod-
jednostek polimerazy RNA (42, 43).
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11-3. ADP-rybozylowanie biatek w niezakazonych komérkach E. coli

W trakcie badan szczepu E. coli B/r zakazonego fagiem T4 oprécz
aktywnosci transferazy pochodzenia wirusowego stwierdzono takze obec-
no$¢ podobnej aktywnosci enzymatycznej pochodzenia bakteryjnego (39,
44). Enzym bakteryjny katalizuje reakcje rozszczepiania NAD+ i prze-
noszenia powstatej reszty ADP-rybozylowej na szereg biatek bakteryj-
nych, a w uktadzie in vitro rowniez na lizozym jaja kurzego. Podobnie jak
enzym faga N4, nie przytagcza on reszt ADP-rybozylowych do zadanej
z podjednostek polimerazy RNA i jest hamowany przez amid kwasu niko-
tynowego. Nie wymaga ponadto obecnosci jondéw dwuwartosciowych
a czynniki redukujagce stabilizujg jego aktywno$é. Dla utrzymania peinej
aktywnosci tego enzymu potrzeba natomiast wiekszego niz w przypadku
enzymow fagowych stezenia soli (rzedu 200 mM). Podobnie jak enzymy
fagowe jest on wrazliwy na podwyzszong temperature.

I1-4. Znaczenie biologiczne modyfikacji biatek pod wptywem ADP-rybozylotransferaz
prokariontéw

Molekularny mechanizm dziatania ADP-rybozylotransferaz w komor-
ce w zaleznosci od ich pochodzenia bywa rézny. Enzymy te, jak na przy-
ktad toksyny bakteryjne, mogg powodowaé blokade biosyntezy biatka
w komédrkach zakazonych zwierzat poprzez inaktywacje aminoacylotrans-
ferazy Il, badz tez powodowaé szybki rozktad nagromadzonych w ko-
morce zwigzkow wysokoenergetycznych (z grupy nukleotydotréjfosfora-
néw) przez znaczne uaktywnienie cyklazy adenylowej. Oba te procesy
prowadza do $mierci komorki.

ADP-rybozylotransferazy faga T4 (a by¢ moze i enzym z niezakazo-
nych bakterii E. coli) wykazujg inny mechanizm dziatania. Polega on na
regulacji i ukierunkowywaniu pewnych proceséw biochemicznych (45, 46).
Zmodyfikowanie przez te enzymy podjednostki a polimerazy RNA powo-
duje, ze kompleks enzymatyczny podjednostek azmuwd.p0 polimerazy wy-
kazuje zmniejszone powinowactwo do czynnika o (36) i zmienione oddzia-
tywanie z biatkiem terminatorowym q (47). Nastepstwa tej modyfikacji
nie zostaly jeszcze w peini zbadane. Jednakze w uktadzie in vitro udato
sie wykaza¢ wyrazne r6znice dziatania normalnej i zmodyfikowanej poli-
merazy RNA, ktére uwidaczniajg sie przy badaniu swoistosci transkrypcji:
polimeraza zmodyfikowana odczytuje wolniej informacje genetyczng za-
wartg w DNA komoérek E. coli niz niezmieniona polimeraza, lecz proces
ten przebiega z normalng szybko$cig w genomie faga T4 (48). Sa réwniez
dane wskazujgce, ze moze ona odczytywaé nawet wieksza ilos¢ tak zwa-
nych ,,nie wczesnych” i ,pdZznych” genéw faga T4 w poréwnaniu z nie-
zmieniong polimerazg (48, 49). Zjawisko to bywa ttumaczone rézng zdol-
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noscig polimerazy RNA do tworzenia kompleksow w miejscach promo-
torowych DNA. Miejsca promotorowe DNA mogg sie r6zni¢ miedzy sobg
trwatoscig tworzonych kompleksbw DNA—polimeraza RNA (50). Mody-
fikacja polimerazy RNA moze powodowaé zmiany utrudniajgce tworzenie
komplekséw ze ,stabymi” promotorami E. coli (tj. z sekwencjami nukleo-
tydéw w miejscu promotorowym charakteryzujacych sie tworzeniem
nietrwatych komplekséw z polimerazg) (51). Natomiast w przypadku DNA
faga T4, o ktérym wiadomo, ze posiada tzw. ,silne” miejsca promotorowe,
modyfikacja polimerazy RNA nie powoduje zmniejszenia zdolnosci jej
wigzania z DNA fagowym, co pozwala na transkrypcje nowych gendw.

I1l. Modyfikacja biatek przez przytaczanie reszt poli ADP-rybozylowych

Mechanizm modyfikacji biatek polegajacy na przytaczaniu do nich
reszt ADP-rybozylowych jest rdzny u prokariontow i eukariontow.
W organizmach prokariotycznych nie posiadajgcych wyksztatconego ja-
dra komérkowego, modyfikacja biatek polega na przytgczaniu wytgcznie
monomerow ADP-rybozy. Organizmy wyzZej zorganizowane mogg nato-
miast modyfikowa¢ swe biatka rowniez przez przytaczanie reszt poli
ADP-rybozylowych. Do chwili obecnej nie zostato jeszcze stwierdzone ile
enzymoéw bierze udziat w procesie poli ADP-rybozylowania biatek.
W reakcji tej moga braé¢ udziat ligaza i transferaza (Rye. 3A) badz tez
dwie lub wiecej transferaz (Rye. 3B). Za uktadem dwu lub wieloenzyma-
tycznym przemawiajg dwie wartosci KM reakcji poli ADP-rybozylowa-
nia przebiegajgcej w jadrach komdrek HelLa przy uzyciu NAD jako sub-
stratu (52), a takze odmienne wartoSci KMw reakcjach syntezy krétkich
i dtugich tancuchow poli ADP-rybozy (53). W tworzeniu poli ADP-rybozy
z ADP-rybozy i przytgczaniu utworzonego polimeru do biatka mozna wy-
rézni¢ conajmniej dwa rézne typy wigzan chemicznych, co przemawia
rowniez za udziatem w tej reakcji ztozonego uktadu enzymatycznego
(55, 56).

Doswiadczenia przeprowadzone in vitro z uzyciem oczyszczonej trans-
ferazy poli ADP-rybozylowej oraz w obecno$ci DNA, jako czynnika sty-
mulujgcego, sugerujg jednak, ze reakcje przytgczania do biatka kolejnych
reszt ADP-rybozylowych przeprowadza jeden enzym (Rye. 3C) (57, 58).
W doswiadczeniach in vitro dobrze oczyszczony enzym syntetyzuje poli-
mer ADP-rybozy tylko w obecnosci DNA i NAD (59). Wykryto przy tym
powstawanie oligomeru ADP-rybozy kowalencyjnie zwigzanego z biat-
kiem enzymatycznym nawet po bardzo krétkim okresie inkubacji. Wydaje
sie zatem, ze ta reakcja moze przebiega¢ w obecnosci tylko jednego enzy-
mu (Rye. 3C). Wysunieto przypuszczenie, ze proces przytgczania reszty
poli ADP-rybozylowej do biatek przebiega najpierw poprzez przytgczenie
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pojedynczej reszty ADP-rybozylowej do biatka, a nastepnie przez doig-
czanie do niej dalszych reszt ADP-rybozylowych (60). W przypadku braku
odpowiednich akceptoréw biatkowych polimery ADP-rybozylowe synte-
tyzowane sg na biatku enzymatycznym i in vitro, moga by¢ od niego od-
czepiane w srodowisku alkalicznym. Uwolniony enzym moze katalizowac
nastepng reakcje polimeryzacji (58, 59).

Badania Kuna i wsp. wykazaly, ze czgsteczka ADP-rybozy moze tgczy¢
sie z grupg . aminowag reszty lizyny bez udziatu enzymu tworzac wigzanie
typu zasady Schiffa (61). Tak wiec inicjacja reakcji poli ADP-rybozylowa-
nia biatka, polegajaca prawdopodobnie na przytgczeniu do niego poje-
dynczej czasteczki ADP-rybozy, moze zachodzi¢ w drodze nieenzyma-
tycznej (Rye. 3D). Modyfikacji przez przytgczanie reszty poli ADP-ry-
bozylowej moga ulega¢ biatka histonowe (62—65) i biatka niehistonowe
(66), a wsrdd nich niektére enzymy jadra komdrkowego (67, 68).

Do chwili obecnej nie wiadomo do jakich aminokwasow ulegajg przy-
taczeniu reszty poli ADP-rybozy. Wyniki analiz zmodyfikowanego histo-
nu Hxz jadra komorki watroby szczura wskazuja, ze w wigzaniu tym
mogg bra¢ udziat grupy karboksylowe reszt kwasu asparaginowego badz
glutaminowego (3), albo tez reszta seryny (67). Nie znana jest réwniez
maksymalna dtugos¢ taricuchéw -poli ADP-rybozy syntetyzowanych in
vivo. W jadrach komoérek HelLa wykryto potagczenie polimeru zawierajgce
15 jednostek ADP-rybozy z dwoma taricuchami biatka histonowego Hi (69).
W warunkach in vitro udato sie uzyska¢ polimery zawierajgce az 38 reszt
ADP-rybozy (70).

111-1. WHasciwosci chemiczne i struktura tancucha poli ADP-rybozy

Dtuzsze tancuchy poli ADP-rybozy od 20 do 30 jednostek monomero-
wych rozpuszczalne sg wprawdzie w wodzie i roztworach zasadowych, ale
tatwo jest je wytrgci¢ z roztworu w Srodowisku kwasnym, co pozwala na
oddzielenie ich od krotkich oligomeroéw, pozostajgcych w tych warunkach
w roztworze (71). Procesowi wytracania sprzyja obecno$é jondw Mg+2 (72).

tancuchy poli ADP-rybozy, w przeciwieAstwie do monomerdéw sg od-
porne na dziatanie zasad natomiast tatwo hydrolizujg w IN roztworze
kwasu solnego (73). Stwierdzono, ze polimery te sag odporne na dziatanie
takich enzyméw jak DNA-aza I, DNA-za Il (z trzustki), RNA-za I, RNA-
za Il, nukleaza z Micrococcus sp., pirofosfataza nukleotydowa z ziemniaka
oraz fosfodwuesteraza ze $ledziony (73), a ulegajg hydrolizie tylko pod
wptywem fosfodwuesterazy jadu grzechotnika (71) i fosfodwuesterazy
watroby szczura (74) z wytworzeniem AMP, P-rybozo-AMP oraz P-5'-ry-
bozy (Ryc. 4). Ponadto poli ADP-ryboza ulega réwniez rozktadowi do
monomerow ADP-rybozy pod wptywem swoistej glikohydrolizy, zwykle
towarzyszacej w komorce transferazie poli ADP-rybozylowej-
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Dane te, oraz inne bardziej szczeg6towe badania chemiczne, pozwolity
na okreslenie struktury polimeru, przedstawionej na Ryc. 4

Jak wida¢ na Ryc. 4 poli ADP-ryboza posiada budowe fancuchowa o ho-
mologicznych sekwencjach jednostek ADP-rybozylowych potgczonych ze
sobg liniowo wigzaniami glikozydowymi
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Ryc. 4. Budowa poli (ADP-Rib).
———————————————— »miejsce dziatania fosfodwuesterazy jadu weza
--------------- »miejsce dziatania specyficznej glikohydrolazy

111-2. Wystepowanie i wasciwosci transferazy ADP-rybozylowej NAD +: poli ADP*
ryboza (EC 2.4.99.—)

Transferaza ADP-rybozylowa NAD+: poli ADP-ryboza nosi réwniez
nazwe polimerazy poli ADP-rybozylowej badz tez, niezbyt zgodnie z zasa-
dami klasyfikacji systematycznej enzymoéw, syntetazy poli ADP-ry-
bozylowej. Jak juz wspomniano, wystepuje ona wytacznie w organizmach
majacych wyksztatcone jadro komdérkowe. Po raz pierwszy wykryto jg
we frakcji jader komdrek watroby kury i szczura (73, 75). Obecno$¢
transferazy poli ADP-rybozylowej wykryto réwniez w jadrach komdrek
innych organ6w szczura, jednakze najwiekszg jej aktywnosé wykazywaty
preparaty z watroby (73). Dalsze badania doprowadzity do wykrycia tego
enzymu w komdrkach wielu innych organizméw zaréwno zwierzecych jak
i roslinnych (2).
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Transferaza poli ADP-rybozylowa wystepuje w jgdrze w potgczeniu
z chromatyng (60, 76), zas w cytoplazmie komérek HelLa ze strukturami
rybosomowymi (77). Paza jadrem komdrkowym udato sie jag odnalez¢ takze
w mitochondriach (76).

Poznane dotychczas transferazy poli ADP-rybozylowe sg biatkami zbu-
dowanymi z pojedynczego taficucha polipeptydowego o stosunkowo duzej
masie czasteczkowej (72, 79, 80). W trakcie oczyszczania preparatu droga
sgczenia molekularnego enzym wystepuje zwykle w paru szczytach, wsku-
tek sktonnosci do agregacji (81).

Reakcja przytagczania reszt poli ADP-rybozylowych przez transferaze
poli ADP-rybozylowa jest nieodwracalna (73).

Optymalne stezenie jonéw wodorowych w reakcji polimeryzacji ka-
talizowanej przez transferazy wyodrebniane z r6znych organizméw od-
powiada wartosci pH okoto 8. Transferaza charakterystyczna dla komérek
eukariontéw, w przeciwienstwie do transferazy mono ADP-rybozylowej
prokariontéw, wymagajag obecnosSci w Srodowisku reakcji jondbw Mg+2
a czasami Mn+2 (82), przy czym optymalne stezenie jonéw Mg+2 moze
by¢ uzaleznione od stezenia NAD (83). W celu zapewnienia optymalnych
warunkéw reakcji w doswiadczeniach in vitro wymagana jest réwniez
obecnos$¢ substancji redukujgcych jak ditiotreitol (83).

Omawiany enzym charakteryzuje sie duzg wybidrczoscig substratowa.
Tylko dwa zwigzki: [3NAD+ i 4'dezoksy(3NAD+ mogg by¢ przez niego wy-
korzystywane jak substrat (84). Analogi tych zwigzkéw, takie jak
(3NAD H2 aNAD+ czy tez NADP nie sg wykorzystywane przez enzym ja-
ko dawcy grup ADP-rybozylowych, a ich obecno$¢ w Srodowisku reakcji
hamuje aktywno$¢ badanego enzymu. Transferaza poli ADP-rybozylowa
hamowana jest rowniez przez amid kwasu nikotynowego — produkt re-
akcji ADP-rybozylowania oraz przez jego analogi (kwas nikotynowy,
NMN, 3-acetylopirydyna) a takze tymidyne i jej analogi (dezoksytymi-
dyna, bromodezoksyurydyna, bromourydyna, rybozotymidyna) (86).

Optymalna temperatura reakcji syntezy poli ADP-rybozy prowadzo-
nej w doswiadczeniach in vitro jest przewaznie o 10—15°C nizsza od tem-
peratury, w ktorej normalnie rozwijajg sie komorki wytwarzajgce dana
transferaze i wynosi od 10—25°C.

DNA oraz biatka histonowe silnie pobudzajg aktywno$¢ transferazy
poli ADP-rybozylowej (2, 3), a oddziatywanie DNA zachodzi w sposob na-
stepujacy. Omawiany enzym moze istnie¢ w dwu réznych stanach kon-
formacyjnych: jednym, zapewniajagcym mu peing aktywnos$¢ i niezalez-
no$¢ od obecnosci DNA oraz drugim, nieaktywnym. Ten drugi stan kon-
formacyjny ulega przeksztatceniu w posta¢ aktywna dopiero w obecnosci
preparatu DNA (87).

Funkcja biatek histonowych w procesie zwiekszania aktywno$ci oma-

2 Postepy Biochemii
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wianej transferazy nie zostata dotad wyjasniona. By¢ moze peinig one
role akceptora biatkowego dla reszt ADP-rybozylowych, jednakze w ukta-
dach in vitro zawierajgcych dobrze oczyszczone preparaty enzymatyczne
zar6wno reakcja przytgczania pierwszych reszt ADP-rybozylowych jak
i dalszy proces polimeryzacji przebiega w obrebie czasteczek samej trans-
ferazy, bez udziatu histonéw (58, 59). Przypuszcza sie wiec, ze biatka hi-
stonowe stymulujg omawiang reakcje enzymatyczng poprzez oddziatywa-
nie na czasteczki enzymu, szczegdlnie gdy jest on w kompleksie z DNA
(57).

111-3. Znaczenie biologiczne modyfikacji biatek resztami poli ADP-rybozylowymi

Istnieje wiele danych ktore wskazujg, ze poli ADP-rybozylowanie
biatek jest jednym z podstawowych proceséw regulacji replikacji i trans-
krypcji w organizmach eukariontycznych. Wykryto, ze w jagdrach komorek
ssakow praktycznie wszystkie reszty ADP-rybozylowe sa kowalencyjnie
powigzane z biatkami (88). Fakt ten sugeruje, ze ADP-rybozylowanie bia-
tek stanowi nowy typ regulacji aktywnosci wewnatrzkomorkowej, ktory
jest realizowany poprzez zmiany konformacji i funkcji bialek, przede
wszystkim biatek jadra komérkowego, w sposéb analogiczny jak w przy-
padku ich fosforylacji, metylacji czy acetylacji.

Zwazywszy na fakt, ze wiele biologicznie waznych biatek ulega takiej
modyfikacji (62, 68), mozna przypuszczac, ze jest to proces o szerokim za-
kresie dzialania. Przemawia za tym rowniez obecno$¢ transferazy poli
ADP-rybozylowej nie tylko w jadrze komdérkowym, ale réwniez w izolo-
wanej frakcji rybosomow oraz mitochondriach (77, 76). Wiadomo, ze
wsérdd biatek jadra ulegaja takiej modyfikacji endonukleazy zalezne od
Cat2 i Mg+2, tracac przy tym aktywnos$¢ (67). ADP-rybozylowanie biatek
moze mieé takze zwiazek z replikacja DNA. Jak wiadomo, najwiekszg
aktywno$¢ transferazy poli ADP-rybozylowej wykrywa sie w jadrze ko-
morkowym, gdzie jest ona stymulowana przez biatka histonowe i DNA.
O wspotzaleznosci proceséw replikacji i rybozylowania biatek dodatkowo
mogg Swiadczy¢ obserwowane zmiany aktywnos$ci tej transferazy w za-
leznosci od fazy jej cyklu komoérkowego. Najwyzsza aktywnos$¢ transfera-
zy wystepuje w komorkach po zakohczeniu biosyntezy DNA (faza G2),
natomiast w czasie biosyntezy DNA (to jest w fazie S) aktywno$¢ tego
enzymu jest najnizsza (89). Bardzo prawdopodobny jest takze udziat trans-
ferazy poli ADP-rybozylowej w procesie reperacji DNA (90). Przema-
wiajag za tym nastepujace obserwacje: a) W reakcji prowadzonej in vitro
fragmenty DNA bardziej stymulujg aktywnos$¢ transferazy poli ADP-ry-
bozylowej niz natywne czasteczki DNA (91). b) Dodanie do mieszaniny
reakcyjnej, zawierajgcej jadra komdrek HelLa, DNA-zy | lub nukleazy
z Micrococcus powoduje cztero—szeSciokrotny wzrost aktywnosci tej
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transferazy (92). Wykrycie w jadrach komoérek HelLa komplekséw poli
ADP-rybozy z czasteczkami histonu Hi nasuwa réwniez przypuszczenie,
ze polimer 6w moze bra¢ udziat w sieciowaniu wiédkien chromatyny, lub
wpitywac na lokalne zmiany jej struktury z bardziej na mniej rozproszo-
na, utrudniajaca transkrypcje i replikacje (69).

Modyfikacja biatek na drodze poli ADP-rybozylowania moze by¢ od-
wracalna in vivo. Transferazom poli ADP-rybozylowym towarzyszg zwy-
kle w komérce swoiste glikohydrolazy, zdolne do hydrolizy przytaczo-
nych tancuchéw poli ADP-rybozylowych i uwalniania zablokowanych
biatek enzymatycznych (93—99).

Zatem uktad swoistych transferaz ADP-rybozylowych i glikohydrolaz
wydaje sie by¢ jeszcze jednym elementem uktadu regulujgcego funkcje
genomu komdrkowego a by¢ moze takze czynnosci rybosomoéw i mito-
chondriow.

Zaakceptowano do druku 7.9.1978
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Wykaz stosowanych skrotow: SV40 —wirus matpi 40 (z ang. simian virus 40);
ts SV40 — mutant SV40 wrazliwy na podwyzszong temperature; antygen T i t—anty-
geny nowotworowe (z ang. tumor antigen); TSTA —antygen transplantacyjny (z ang.
tumor-specific transplantation antigen); VP —biatko kapsydu (z ang. virus protein;
fragmenty Hind — fragmenty DNA uzyskane po trawieniu genomu SV40 enzymami
restrykcyjnymi wyizolowanymi z Haemophilus influenzae typ d; Eco Rl — Escherichia
coli RTF I; poli(A) —kwas poliadenylowy; Rl —miejsce inicjacji replikacji wiruso-
wego DNA (z ang. initiation of replication).
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Wirus SV40 jest od dawna przedmiotem intensywnych badan jako
model organizacji i ekspresji genow w komodrkach zakazanych wirusami
nowotworowymi, ktéorych genom zbudowany jest z DNA. Poznanie me-
chanizmu proceséw transkrypcji genomu SV40 i tworzenia informacyj-
nych wirusowych RNA moze by¢ réwniez pomocne w badaniach kontroli
ekspresji genow w uktadach eukariotycznych.

. Wtasciwosci wirusa SV40

Wirus SV40 nalezy do grupy wiruséw wywotujagcych nowotwory
u zwierzagt w warunkach laboratoryjnych. Fizyczne wiasciwosci wirusa
SV40 przedstawia Tabela 1.

Tabela 1
Fizyczne wiasciwosci wirusa SV40
wielko$¢ wirionu 45 njiL (2)
symetria dwudziestoscian réwnoboczny (1)
liczba biatkowych podjednostek w kap-
sydzie 420 (1)
liczba kapsomerow 72 (1)
ciezar czasteczkowy wirionu 28x106 (1)
ciezar czasteczkowy DNA 3,6x10* (2,3)
konformacja DNA a)Jbrma | — zamkniety kotowy dwuniciowy, su-
perspiralny DNA (21S)
b) forma Il — otwarty kotowy dwuniciowy DNA
(165) (4)
biatka rdzenia wirionu pochodzg z czterech histonéw komérkowych H2A,
H2B, H3, H4 (5—7)
biatka kapsydu wirionu VP-1 C. czast. — 43.000

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

W nawiasach podano odno$niki do pi$miennictwa.

Wirus SV40 w zaleznos$ci od rodzaju komorek zakazanych przez wi-
rusa w warunkach hodowli in vitro przechodzi 2 rodzaje cyklu zyciowego
réznigcego sie ekspresjg funkcji wirusowych. Tabela 2 przedstawia syste-
my komdrkowe najczesciej stosowane w badaniach SV40.

Zakazenie komoérek wrazliwych (permisyjnych) prowadzi do cyklu
litycznego wirusa, ktéry przebiega w dwéch fazach. Faza wczesna trwa
do momentu rozpoczecia replikacji wirusowego DNA tj. 12 do 20 godzin
od zakazenia komorki. W tym okresie w komorce stwierdza sie obecnosc
trzech wirusowych biatek: antygenéw T i U w jadrze komorkowym (12,
13) i antygenu transplantacyjnego (TSTA) na powierzchni zakazonej ko-
marki (14). W momencie rozpoczecia syntezy wirusowego DNA zaczyna
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sie okres pozny cyklu litycznego, ktéry korczy sie lizg komérki w 36— 90
godzin po zakazeniu. Okres p6zny charakteryzuje sie wzrostem aktyw-
nosci enzymow biorgcych udziat w replikacji DNA (10) oraz znaczng sty-
mulacjg szybkos$ci syntezy komérkowego DNA (15) i histonéw (7, 16).

Tabela 2
Wrazliwos¢ komérek réznych gatunkédw zwierzat na zakazenie wirusem SV40 (10,11)

Gatunek i linia komdrkowa Rodzaj wrazliwosci
Matpa (AGMK) permisyjne
I Mysz (3T3) niepermisyjne
I Cztowiek (WI1—38) potpermisyjne
Chomik potpermisyjne
| Szczur nie — lub po6tpermisyjne
Krolik nie — lub po6tpermisyjne

Komérki permisyjne sg to takie komérki w ktérych po zakazeniu wirusem zachodzi produkcja wirionéw, a proces z-a
kazenia konczy sie liza komorki.

Komérki niepermisyjne — brak produkcji wirionéw.

Komoérki pétpermisyjne — tylko w pewnej czesci komérek zachodzi produkcja wirionéw.

Histony komérki w potaczeniu z DNA wirusowym’i zsyntetyzowanymi
w poznym okresie biatkami strukturalnymi wirusa (antygen V) nagro-
madzajg sie na terenie jadra tworzac dojrzate zakazne wiriony (17). Wi-
rusowy DNA zorganizowany jest z histonami komdérkowymi w zwarty nu-
kleoproteinowy kompleks, ktéry po uwolnieniu histonu HI tworzy chro-
matyno-podobng strukture zwang minichromosomem zawierajgcg 21 +2
nukleosomow (18—20). Komorki niewrazliwe (niepermisyjne) sg poron-
nie zakazane wirusem SV40. W tego rodzaju zakazeniu dochodzi do eks-
presji tylko wczesnych funkcji wirusowych i wiekszos¢ komarek pozo-
staje zywa. Pewna zmienna cze$¢ poronnie zakazonych komodrek zostaje
trwale transformowana i wéwczas mamy do czynienia z cyklem transfor-
macyjnym wirusa SV40.

I1. Organizacja genomu SV40

Podstawg skonstruowania mapy genomu SV40 byta analiza fragmen-
tow powstatych w wyniku trawienia wirusowego DNA enzymami restryk-
cyjnymi. Enzymy restrykcyjne, w wiekszosci wyizolowane z bakterii,
rozpoznajg specyficzny uktad sekwencji DNA na og6t o dtugosci 4—6 par
zasad i trawig w tych miejscach obie nici DNA (21—23). Analiza powsta-
tych w wyniku trawienia specyficznych fragmentéw DNA, jak réwniez
uzyskanych z nich w reakcji transkrypcji in vitro komplementarnych
RNA, pozwolita na okreslenie kolejnosci 5224 par zasad DNA SV40 oraz
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na zlokalizowanie na mapie genetycznej wirusa niektérych jego funkcji
biologicznych.

Powszechnie przyjeta jest mapa opracowana na podstawie analizy 13
fragmentow wirusowego DNA, oznaczanych Hind od A do M, powstatych
po trawieniu genomu SV40 enzymami restrykcyjnymi Hind 1+ I wy-
izolowanymi z Haemophilus influenzae typ d (24—26), (Rye. 1).

Ryc. 1. Mapa genomu SV40 i rozmiesz-
czenie gtownych funkcji biologicznych.
Miejsce endonukleolitycznego rozbicia DNA
przez enzym restrykcyjny Eco RI przyjeto
jako punkt zerowy na mapie podzielonej na
100 jednostek (piersScien wewnetrzny). Lite-
rami od A do M w pierscieniu zewnetrznym
oznaczono potozenie restrykcyjnych frag-
mentéw Hind 11+111.

RI wskazuje poczatek replikacji wirusowego
DNA.

Pozycje pieciu biatek kodowanych przez wi-
rus oznaczono blokami zakonczonymi strzat-
kami; linig przerywana oznaczono regiony,
ktéorych doktadna pozycja nie jest znana.

Miejsce endonukleolitycznego rozbicia wirusowego DNA przez enzym
Eco Rl z Escherichia coli RTF I, przyjeto jako punkt zerowy; poczgwszy
od niego genom SV40 umownie podzielono zgodnie z ruchem wskazowek
zegara na 100 jednostek (27, 28). Na mapie zaznaczono jako punkt RI
w pozycji 0,663 poczatek dwukierunkowej replikacji wirusowego DNA
(20). Potowa genomu wirusa od pozycji 0,67 do 0,17 obejmujgca fragmen-
ty Hind C, L, M, D, E, K, F, J, G ulega replikacji i transkrypcji zgodnie
z ruchem wskazéwek zegara i jest okres$lana jako pdzny region DNA
SV40, a segment replikujacy i transkrybowany w strone przeciwng od
0,67 do 0,17 jednostki— fragmenty A, H, I, B— nazywa sie wczesnym
regionem genomu.

Lokalizacje genéw kodujgcych poszczegdlne biatka wirusowe okreslo-
no na podstawie danych genetycznych (analiza komplementacyjna mu-
tantow delecyjnych SV40 z zmianami okreslonych funkcji biologicznych)
oraz metodg hybrydyzacji informacyjnych wirusowych RNA z fragmen-
tami DNA SV40, potaczonej transkrypcji — translacji poszczeg6lnych
fragmentow DNA SV40 w systemie bezkomdrkowym i analizg sekwencji
nukleotydowych genomu SV40.

Wrazliwe na podwyzszong temperature mutanty SV40 zmienione
w wczesnej funkcji odpowiadajg grupie komplementacyjnej A i zostaly
zaznaczone na mapie w pozycji od 0,32 do 0,43 jednostki w fragmentach
Hind H i I (30, 31). Wczesny region genomu SV40 zwany takze genem A
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zawiera informacje o syntezie dwoch pokrewnych immunologicznie bia-
tek; duzego antygenu T o ciezarze czasteczkowym 90.000—100.000 i mate-
go antygenu t o ciezarze czasteczkowym 15.000—20.000 (32—34), (Rye. 1).
Cze$¢ kodujgca oba biatka zaczyna sie w pozycji 0,65 wsp6lnym kodonem
inicjacji. Antygen t kodowany jest przez odcinek DNA SV40 od 0,65 do
0,55 jednostek mapy (35, 36), a sekwencje nukleotydowe kodujace anty-
gen T zawarte sg w dwodch oddalonych fragmentach genu A od 0,65 do
0,59 i od 0,54 do 0,18 jednostki mapy (34, 37). Insercja w genie A obejmuje
odcinek 346 par zasad od 0,54 do 0,59 jednostki.

Produkt genu A jest biatkiem o oddziatywaniu wielokierunkowym
(ang. pleiotropic protein). W komorkach permisyjnych funkcjonalny anty-
gen T jest konieczny do replikacji wirusowego DNA i stymulacji funkcji
komoérkowych (38, 39), w komdrkach niepermisyjnych jest niezbedny do
inicjacji i utrzymania stanu transformacji komorki (40, 41). Obecnie nie-
wiele jest wiadomo o funkcji biologicznej antygenu t, znana jest jedynie
jego rola w transformacji polegajaca na zmianie cech wzrostu komorek
transformowanych (33, 42). Poza tym informacja genetyczna $rodkowej
i dystalnej czesci wczesnego regionu wirusowego DNA jest odpowiedzial-
na za wystepowanie antygenéw TSTA i U oraz za wzrost ludzkich adeno-
wirus6w w komdérkach matpy (11, 43).

Produkt genu A ma charakter autoregulatora — reguluje swojg syn-
teze na zasadzie ujemnego sprzezenia zwrotnego (44—46).

W péznym regionie genomu SV40 znaleziono 3 klasy mutacji delecyj-
nych (30). Komplementacja miedzy mutantami B i C jest wewnatrzgeno-
wa a gen B/C obejmujacy fragmenty K, F, J, G koduje gtéwne biatko
strukturalne wirusa VPi (47), ktdrego ciezar czasteczkowy, oznaczony
elektroforetycznie, wynosi 43.000—48.000. Delecyjne mutanty grupy D
produkujg zmienione dwa mniejsze biatka strukturalne wirusa VP2i VP3
o ciezarach czasteczkowych odpowiednio 39.000 i 27.000. Mutanty te zlo-
kalizowano w fragmentach E i K (31, 47). Delecje mutantéw grupy E
majg miejsce w fragmencie Hind D i wywotujg zmiany biatka VP2

Gen kodujgcy gtéwne biatko strukturalne wirusa VPXzaczyna sie
w pozycji 0,941 blisko miejsca potgczenia fragmentéw E/K, a konAczy
w pozycji 0,161 w fragmencie G (48, 49), (Rye. 1). Informacja o syntezie
VP2zawarta jest w regionie DNA od 0,77 do 0,97 jednostki mapy (35, 48),
a sekwencje kodujgce VP3 zaczynajg sie wewngtrz regionu kodujgcego
VP2w fragmencie D i kocza kodonem terminacji wspélnym z VP2 po-
tozonym w poczatkowej czesci genu VPi (35, 48).

I11. Schemat transkrypcji genomu SV40 podczas cyklu litycznego

Transkrypcja genomu SV40 w zakazonych litycznie komérkach permi-
syjnych odbywa sie w dwdch fazach. W wczesnym okresie cyklu litycz-
nego transkrybowane jest 45—50°/0 dtugosci jednej nici DNA okreslanej
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jako ni¢ minus lub E (ang. early). W p6Znym okresie cyklu litycznego
wczesna transkrypcja trwa nadal i towarzyszy jej synteza nowych ro-
dzajow wirusowego RNA bedacych transkryptami z 50—55%> dtugosci
drugiej nici DNA SV40 oznaczanej jako ni¢ plus lub L (ang. late), (Ryc. 2),
(50—52). Transkrypcji ulega zatem ekwiwalent jednej nici wirusowego
DNA.

Ryc. 2. Schemat transkrypcji genomu
SV40.

Region po6zny (fragmenty Hind C, D, E, K,

F, J, G nici plus) ulega transkrypcji od po-

zycji 067 do 0175 w kierunku zgodnym

z ruchem wskazéwek zegara, natomiast re-

gion wczesny (fragmenty A, H, I, B nici

NG _,.—«’/ : minus) ulega transkrypcji w kierunku prze-
Wczesna transkrypcja

Terminy ,wczesna transkrypcja” i ,wczesny RNA” sg uzywane na
okreSlenie transkrypcji wczesnego regionu genomu SV40 (fragmenty A,
H, I, B) i pochodzacych z niego transkryptow (powstajagcych rowniez
w pbznej fazie cyklu litycznego); terminem ,pd6zna transkrypcja” i ,,p0z-
ne RNA” okre$lamy transkrypcje pdéznego regionu genomu SV40 tj. frag-
mentéw C, D, E, K, F, J, G i transkrybowanych z nich RNA (Ryc. 2).
Schemat powyzszy jest jedynie obrazem sytuacji na terenie cytoplazmy
w zakazonych komdrkach, gdyz uwzglednia on tylko stabilne informa-
cyjne RNA swoiste dla wirusa SV40. W rzeczywistosci transkrypcja SV40
jest zjawiskiem o wiele bardziej ztozonym — transkrypcji ulegajg réw-
niez niekodujgce (antysensowne) regiony genomu SV40 — a w procesach
regulacji biorg udzial nie tylko elementy kontroli na poziomie trans-
krypcji, lecz rowniez mechanizmy potranskrypcyjnych przeksztatcen
pierwotnych transkryptéw i by¢ moze aktywnego transportu dojrzatych
wirusowych mRNA.

IV. Jadrowe wirusowe RNA

W wczesnym okresie cyklu litycznego synteza wirusowego RNA sta-
nowi zaledwie 0,01°/0 catkowitej syntezy RNA w komédrce (53, 54) co
stwarza istotne trudnosci w badaniach cechujgcego sie szybkg syntezg
pierwotnego transkryptu. Uwaza sie, ze zawiera on tylko jeden rodzaj
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czasteczek wirusowego RNA, o statej sedymentacji 19S i ciezarze czastecz-
kowym 0,7—0,8 X 10*odpowiadajacy transkryptowi z potowy ditugosci jed-
nej nici DNA SV40 (53). Ten szybkoznakujacy sie RNA wydaje sie by¢
identyczny pod wzgledem wielkosci i sekwencji nukleotydowych z wcze-
snym wirusowym RNA izolowanym z cytoplazmy.

W po6znym okresie cyklu litycznego okoto 20°/o jgdrowego wirusowe-
go RNA sedymentuje jako heterogenne czasteczki od 28S do 60S (55, 56),
(Ryc. 3). Wysokoczgsteczkowe transkrypty o wielko$ci 1,9—10X10® dal-
tondéw, a wiec znacznie przekraczajgce wielkos¢ genomu SV40, oprocz
sekwencji kodowanych przez wirus zawierajg sekwencje komorkowego
RNA kowalentnie zwigzane z RNA wirusowym (57, 58). Ten rodzaj cza-
steczek moze powsta¢ w wyniku transkrypcji genomu wirusa zawiera-
jacego wiaczone fragmenty DNA komérkowego, badz tez jako ciagly
transkrypt z zintegrowanego w cyklu litycznym wirusowego DNA i s3-
siednich sekwencji DNA gospodarza (59). Wiekszo$¢ wirusowego RNA
izolowanego z jagder w poznym okresie cyklu, sedymentuje w gradiencie
sacharozy jako czgsteczki dajgce oddzielne szczyty o statych sedymen-
tacji 26S, 24S i 19S (55, 56), (Ryc. 3).
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Ryc. 3. Profil sedymentacji jadrowego wirusowego RNA (56).

48 godzin po zakazeniu komoérek wirusem SV40, RNA znakowano przez okres 20 minut i wiro-
wano w liniowym gradiencie 15—30°%t sacharozy a nastepnie poszczegdlne frakcje hybrydyzowano
z DNA SV40.

(O) — catkowita ilos¢ impulsow

(+) —ilo$¢ impulséow w hybrydzie RNA—DNA SV40

Strzatkami zaznaczono pozycje markerdéw 185 i 285 rRNA.

Klase 26S o ciezarze czgsteczkowym 1,5X10® mozna pordwnac z trans-
kryptem z catego genomu SV40. Badajac pochodzenie czgsteczek wiruso-
wego RNA w poszczegolnych klasach wielkoSci stwierdzono, ze od 5°0o do
9°/o RNA kazdej klasy jest komplementarne wobec nici minus DNA SV40,
a az 91%—95°/0 hybrydyzuje z nicig plus (55, 56). W jadrze komorki za-
kazonej SV40 w pdznym okresie cyklu te dwa rodzaje wirusowych trans-
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kryptow wystepujg zatem w rdznych stezeniach; transkryptéow z nici
plus jest 20 razy wiecej niz transkryptéw z nici minus. Poza tym, cza-
steczki jgdrowego wirusowego RNA moga tworzy¢ stabilne, oporne na
dziatanie rybonukleazy struktury dwuniciowe o dtugos$ci rownej czgstecz-
ce DNA SV40 (56), co pozwala przypuszczaé, ze w p6znym okresie cyklu
litycznego caty genom SV40 ulega transkrypcji symetrycznej (60, 61).

Istnieje rowniez ewentualno$¢, ze symetrycznie transkrybowana jest
tylko cze$¢ genomu SV40. Hybrydyzujgc pozny jadrowy RNA z frag-
mentami Hind I, 11l obu nici DNA SV40 stwierdzono, ze zawiera on se-
kwencje komplementarne wobec wszystkich fragmentéw nici plus i tylko
wobec fragmentow A, H, I, B, i C nici minus (52). Nie mozna jednak wy-
kluczy¢, ze przyczyna braku hybrydyzacji z pozostatymi fragmentami
nici minus byta hybrydyzacja RNA—RNA pomiedzy czgsteczkami ,,anty-
péznymi” a wystepujacymi w duzym stezeniu rzeczywistymi poznymi
czasteczkami wirusowego RNA.

V. Wczesny wirusowy mRNA

W wczesnym okresie cyklu litycznego w cytoplazmie zakazonych ko-
morek obecny jest jeden rodzaj wirusowego RNA o statej sedymentacji
19S i ciezarze czasteczkowym 900.000 (61). Jest on komplementarny z frag-
mentami Hind II, Il A, H, I, B a wiec wobec catego wczesnego regionu

Ryc. 4. Rozmieszczenie wczesnych i
péznych wirusowych mRNA na mapie
genomu SV40.

Kodujagce regiony mRNA zaznaczone sa blo-
kami zakonczonymi strzatkami, regiony nie
ulegajace translacji — liniami ciggtymi. Li-
nie zygzakowate oznaczajg sekwencje nie
wystepujace w wirusowych mRNA, linie
przerywane — odcinki, ktérych doktadna
pozycja jest nieznana. Sekwencje poli (A)
przy koncu 3' zaznaczono liniami falistymi.

nici minus DNA SV40 (52, 63). W poéznym okresie cyklu transkrypt
z wczeshego regionu genomu SV40 reprezentuje w cytoplazmie 2°/0 wiru-
sowego RNA (56). Wczesny wirusowy mRNA jest poliadenylowany przy
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koricu 3' gdzie znajduje sie 130— 150 reszt kwasu adenylowego (64), a ko-
niec 5' tego RNA zawiera zmetylowane nukleotydy typu m7G(5)ppp(5)Nm,
ktdre tworzg charakterystyczng sekwencje ,,cap”, (65). Koniec 5 wczesne-
go RNA zaznaczono na mapie genomu SV40 w fragmencie C przy pozycji
0,67 (36, 66, 67), a koniec 3' zczytywany jest z nukleotydéw fragmentu G
przy 0,16 jednostki (36, 37), (Ryc. 4). Wczesny wirusowy mRNA jest trans-
kryptem powstajagcym z dwoch oddzielnych segmentéw wczesnego re-
gionu genomu SV40 — nie zawiera transkryptu 346 par zasad z odcinka
0,54—0,59 (34, 36). W systemie translacji in vitro 19S RNA kieruje syn-
tezg antygendw T i t (33). Analizujac produkty genu A syntetyzowane
przez mutanty SV40 z delecjami w réznych czes$ciach wczesnego regionu
DNA stwierdzono, ze delecje w segmencie 0,54—0,59 zmieniaja strukture
antygenu t nie wywotujgc zmian w antygenie T, natomiast mutanty
SV40 z delecjag w dystalnej czeSci wczesnego regionu produkujg zmie-
niony T pozostajagc bez wptywu na strukture matego antygenu t (34).
Fakty powyzsze moze ttumaczyé obecno$é dwoéch wczesnych mRNA (34,
36), (Ryc. 5). Informacyjny RNA antygenu T zawiera sekwencje komple-

[ DNA i
g A mMRNA '

065 059 054 DUt T 018

Ryc. 5. Schemat organizacji i ekspresji t - ur— . —1
sekwencji nukleotydowych kodujacych AN f
antygeny duzy — T (A) i maty —t (B) R ) DNA
(34).

- . mRNA
Trojkatem zaznaczono brakujacy fragment — —--eeemeeemeee
w mRNA antygenu T. Cyfry sa jednostkami n
mapy fizycznej genomu SV40. Literami ozna- 1
czono N iC kohce polipeptydow. N C

mentarne do regionu 0,67—0,59 potaczone z transkryptem z regionu
0,54—0,16, natomiast mRNA antygenu t jest transkrybowany z catego
wczesnego regionu DNA SV40 od 0,67 do 0,16 jednostki mapy. Jak wy-
nika z wstepnych doniesief, rdwniez w mRNA antygenu t brakuje trans-
kryptu z regionu 0,58—0,54 o diugosci okoto 50 nukleotydéw. Wspdlny
dla obu biatek kodon inicjujacy ich synteze znajduje sie w pozycji 0,65
na mapie (Ryc. 5)— w efekcie oba antygeny maja wspo6lne N-terminalne
sekwencje aminokwasowe pochodzace z regionu 0,65—0,59, co tlumaczy
ich pokrewienstwo immunologiczne. Antygen t jest kodowany przez 174
nukleotydy zakonczone kodonem terminacji w pozycji 0,55; kodon ter-
minacji dla antygenu T znajduje sie w pozycji 0,18. Poza regionami ko-
dujacymi, wczesny wirusowy mRNA zawiera przy koncach 5 i 3' sekwen-
cje nie ulegajace translacji (Ryc. 4), (35—37).
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V1. Pdzny wirusowy mRNA

W cytoplazmie zakazonych komorek, w pdznym okresie cyklu litycz-
nego wystepujg 2 klasy czasteczek wirusowego RNA o statych sedymen-
tacji 19S i 16S i ciezarach czasteczkowych odpowiednio 900.000 i 600.000
(Ryc. 6), (56).
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Ryc. 6. Profil sedymentacji p6Zznego wirusowego mRNA (56).

RNA znakowano od 43 do 48 godziny po zakazeniu komérek wirusem, wirowano w liniowym
gradiencie 15—30% sacharozy i poszczeg6lne frakcje hybrydyzowano z DNA SV40.

(O) — catkowita ilo$¢ impulsow

(¢) — ilo$¢ impulséw w hybrydzie RNA—DNA SV40

Strzatka oznacza pozycje markera 18S rRNA.

Wirusowy RNA o statej sedymentacji 16S jest komplementarny wo-
bec fragmentow K, F, J, G nici plus, a wiec wobec czesci péznego regio-
nu (56, 63, 68). Klasa 19S zawiera 2 rodzaje czasteczek wirusowego RNA.
Jeden z nich odpowiada transkryptowi z wczesnego regionu syntetyzo-
wanemu w pdznym okresie cyklu, natomiast czgsteczki drugiego rodzaju,
wystepujagce w 40—50 krotnym nadmiarze w stosunku do wczesnego, hy-
brydyzujg z wszystkimi fragmentami Hind C, D, E, K, F, J, G nici plus
(52, 56, 63, 68) — a wiec reprezentujg transkrypty z catego p6znego re-
gionu. Oba p6zne wirusowe RNA sg poliadenylowane, a ich konice 5' za-
wierajg struktury ,,cap” typu m7GpppAm i mGppm6Am (69), przy czym
wydaje sie, ze drugi typ wystepuje gtéwnie w 16S RNA (70). 19S i 16S
pézne RNA zawierajg rowniez zmetylowane nukleotydy wewnatrz cza-
steczki (69, 71). Pdzne transkrypty cytoplazmatyczne zaznaczono na ma-
pie genomu SV40: 19S w rejonie 0,77—0,17 (72, 73) a 16S od 0,95—0,17
(72—75). Oba pdzne RNA zawierajg wspdlne sekwencje przy koncu 3' czg-
steczek. Hybrydyzacja poliadenylowanych wirusowych RNA z fragmen-
tami pdéznego regionu SV40 wykazata réwniez obecno$¢ w cytoplazmie
czasteczek RNA komplementarnych z fragmentami C, L, M regionu 0,67—
0,76 (76), a wiec wobec regionu lezacego poza zaznaczonymi na mapie 5
koficami 16S i 19S p6znych RNA. Analiza zmetylowanych koncéw 5'
i przylegajacych do nich sekwencji z 16S i 19S péznych RNA wykazala,
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ze struktury ,cap” i sasiadujagce z nimi odcinki RNA pochodzg z frag-
mentéw 0,72—0,76 (76— 78). Sekwencje poprzedzajagce kodujgcag czes¢ cza-
steczki RNA, pochodzace z odcinkéw DNA oddalonych od genu, noszg
nazwe sekwencji liderowych. Sg one wspd6lne w obu pdznych RNA, a ich
wielko$¢ wynosi 170—200 nukleotydéw. Doktadna pozycja koricow 5' nie
jest znana.

16S pbézny wirusowy RNA jest wspolnym transkryptem z dwoéch od-
dzielnych segmentéw pédZznego regionu: nie ulegajacych translacji sek-
wencji liderowych i gtownej czesci informacyjnego RNA, w ktorej po-
czatkowe 40 nukleotydow rowniez nie ulega translacji (71), (Ryc. 4). 16S
RNA zawiera informacje o syntezie gtéwnego biatka strukturalnego —
VPj (79, 80). Kodon inicjujacy VPi znajduje sie w odlegtosci 15 nukleoty-
dow od potaczenia fragmentéw Hind E/K (71, 81). Dalej wystepuje 361
sensownych tripletéw zakonczonych kodonem terminacji potozonym w od-
legtosci 80 nukleotydéw od potgczenia Hind G/B (71, 82, 83). Za kodonem
terminacji w 16S RNA znajduje sie 80 nukleotyddw niekodujacych, ktore
konczg sie sekwencjami poli A doktadnie w pozycji 0,175 (49). 19S pdzny
RNA jest réwniez transkrybowany z dwdch oddzielnych segmentéw pdz-
nego regionu DNA SV40; miedzy sekwencjami liderowymi a kodonem
inicjujacym VP2 brakuje transkryptu z odcinka DNA o diugosci okoto
40 nukleotydéw (Ryc. 4), (71, 84, 85). W systemie bezkomadrkowej trans-
lacji 19S RNA kieruje synteza biatka VP2 (86) oraz zawiera informacje
o syntezie VP3 Cze$¢ kodujaca VP2 obejmuje 351 kodonéw (87, 88), wsrod
ktérych w fragmencie D w odlegtosci 834 nukleotyddéw od RI znajduje sie
takze kodon inicjujagcy synteze 233 aminokwaséw biatka VP3 (35, 36).
Informacja o syntezie VP2i VP3jest zczytywana w tej samej fazie i kon-
czy sie wspélnym kodonem terminacji znajdujacym sie w odlegtosci 22
nukleotydow od kodonu inicjujgcego VPX Sekwencje kodujgce VPi od-
czytywane sg w innej fazie (88). Ten przyktad ,wewngtrzpenetrujgcych”
genow jest wyrazem maksymalizacji wykorzystania informacji genetycz-
nej w SV40. Nie wiadomo czy VP2i VP3sg syntetyzowane na jednym
MRNA, czy tez istnieje oddzielny RNA kodujgcy VP3jak 185 RNA w przy-
padku pokrewnego wirusa Polyoma (89). Interesujacy jest réwniez brak
ekspresji informacji o syntezie VPj przez 19S mRNA. Przyczyng tego mo-
ze by¢ duza odlegto$¢ kodonu inicjacji VPn od struktury ,cap” przy koh-
cu 5', badz tez obecnos¢ struktury typu ,hairpin”, ktérg zidentyfikowano
w regionie kodonu inicjacji VPj (48).

VII. Kontrola transkrypcji genomu SV40

Mechanizmy regulujgce proces transkrypcji genomu SV40 sg nieznane,
niemniej szereg zjawisk obserwowanych w trakcie transkrypcji $wiadczy
o kontroli tego procesu zardwno na etapie samej transkrypcji jak i po-

3 Postepy Biochemii
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transkrypcyjnych przeksztatcen obejmujgcych redukcje wielkoSci i se-
lekcje sktadu sekwencji czasteczek wirusowego RNA. Jak juz wspomnia-
no, w péznym okresie cyklu litycznego w jadrze komarki zakazonej obser-
wuje sie 20-krotng przewage ilosci péZznych transkryptéw nad wczesnymi,
a w cytoplazmie przewaga ta jeszcze ulega zwiekszeniu do 50-krotnej.
Gtéwng przyczyng preferencyjnego nagromadzenia sie pdznych trans-
kryptow jest zwiekszona szybkos$¢ transkrypcji z nici plus (90); za réznice
za$ stezen p6znych RNA miedzy jadrem a cytoplazma moga by¢ odpowie-
dzialne mechanizmy selektywnego transportu. Zaréwno w jadrze jak
i w cytoplazmie komorek zakazonych wirusem SV40 musza przebiegaé
procesy degradacji przeksztatcajace duze pierwotne transkrypty w cza-
steczki mniejsze, stanowiagce witasciwe czasteczki informacyjnego RNA.
W jadrze znajdujg sie transkrypty zawierajgce sekwencje komplemen-
tarne wobec regionéw kodujagcych wirusa potaczone z sekwencjami po-
chodzacymi z regiondéw antysensownych (sekwencje p6zne i ,,antywczes-
ne”), natomiast nie stwierdza sie obecnosci tego rodzaju czasteczek na te-
renie cytoplazmy. Jak wynika z badan nad stabilno$cig metaboliczng po-
szczeg6lnych klas jadrowego wirusowego RNA, duze transkrypty wiruso-
we o statych sedymentacji 26S i 24S moga by¢ prekursorami bardziej od
nich stabilnych czasteczek klasy 19S (55). Uwaza sie réwniez, ze czasteczki
cytoplazmatycznego wirusowego RNA klasy 16S powstajg w wyniku de-
gradacji 19S péznego RNA, lub tez pochodzg z wspdlnej czasteczki prekur-
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Ryc. 7. Krzywe rozpadu p6znych wiruso-
wych mRNA (55)
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sorowej. Kinetyka rozpadu czasteczek p6znego mRNA obu klas wskazuje
na istnienie miedzy nimi zaleznosci typu prekursor—produkt (55). W ko-
maérkach pozbawionych jader, a wiec w uktadzie, w ktérym nie zachodzi
synteza RNA de novo, okres pdttrwania czgsteczek 19S RNA wynosi okoto
3 godzin, a ich rozpad przebiega zgodnie z kinetyka reakcji pierwszorzedo-
wej (Ryc. 7). Okres poétrwania dla 16S RNA wynosi 6 godzin, a krzywa
rozpadu wykazuje poczatkowy wzrost, ktéry moze wynika¢ z przejscio-
wego powiekszenia sie puli czasteczek 16S RNA o czasteczki pochodzace
z degradacji 19S RNA. Czasteczki klasy 19S wystepuja zaréwno na terenie
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jadra, jak icytoplazmy, za$ 16S RNA wystepuje tylko w cytoplazmie. Poza
tym, jak juz wspomniano, p6Zzne RNA o statej sedymentacji 16S i 19S maja
takie same sekwencje przy koncu 5' (liderowe) i czes¢ sekwencji kodu-
jacych. Powyzsze fakty moga sugerowac, ze przeksztatcenie tych wiruso-
wych RNA przebiega w cytoplazmie, gdzie zachodzi¢é ma potaczenie —
»splicing” obu typow sekwencji. Jaki jest jednak mechanizm i powdd
»Splicingu”: czy rzeczywiscie jest on wynikiem proces6w wyciecia i tacze-
nia czasteczek wirusowego RNA czy tez konsekwencjg ,,skakania” poli-
merazy w trakcie transkrypcji? W kazdym razie musi to byé proces nie-
zwykle precyzyjny, a zwilaszcza w przypadku wczesnego RNA, gdzie do-
tyczy regiondéw kodujacych. Na poszczegdlne fazy kontroli transkrypcji
genomu SV40 zapewne majg wplyw takie elementy jak powinowactwo
polimerazy do matrycy, specyficzne uktady sekwencji DNA SV40 oraz
konformacja matrycy.

VI1Il. Oddziatywanie polimeraz RNA z DNA SV40

Zakazenie komoérek wirusem SV40 stymuluje aktywno$¢ komérko-
wych DNA-zaleznych polimeraz RNA. Maksymalny wzrost aktywnosci
przypada na okres syntezy p6znych wirusowych RNA i dotyczy w gtow-
nym stopniu polimerazy Il (91). O udziale polimerazy Il w procesie trans-
krypcji genomu SV40 $wiadczy wrazliwos$¢ syntezy p6Zznych wirusowych
RNA na a-amanityne (92). Nie wiadomo jednak czy polimeraza z komaérek
zakazonych jest identyczna z enzymem komorek normalnych. Niewiele
rowniez mozna powiedzie¢ na temat specyfiki inicjacji i selekcji nici
podczas transkrypcji in vivo. Wiadomo, ze w warunkach in vitro forma
I DNA SV40 jest matryca znacznie bardziej wydajng dla polimeraz zwie-
rzecych niz DNA kotowy czy otwarty (93). In vitro polimeraza Il transkry-
buje genom SV40 symetrycznie a powstate produkty sg heterogenne, maja
jednakze graniczng wielko$¢ 185—20S, podczas gdy polimeraza | prze-
chodzi wiasne miejsce inicjacji dajac czgsteczki RNA kilkakrotnie wigksze
od matrycy (94, 95). Forma | DNA SV40 posiada okoto 3 miejsc wigzgcych
polimeraze Il. Enzym i czgsteczka DNA w konformacji superhelisy moga
tworzy¢ stabilny kompleks, co jest niemozliwe w przypadku formy linio-
wej DNA SV40 (96). Przypuszcza sie, ze superhelikalna konformacja DNA
powoduje tworzenie regiondw stabo sparowanych, utatwiajgcych wigzanie
sie enzymu z matrycg (93, 96). W wiekszosci badarn nad specyfikg inter-
akcji enzymu z matrycg uzywano polimeraze bakteryjng. Enzym z E. coli
wybiorczo transkrybuje ni¢ minus DNA SV40 (97). W warunkach obnizo-
nej temperatury wirusowy DNA zawiera preferowane miejsce inicjacji
w pozycji 0,17, na granicy fragmentow G/B (98, 99). W warunkach stan-
dardowych zidentyfikowano na DNA SV40 az 9 miejsc wigzacych enzym
bakteryjny (100). Terminacja transkrypcji wydaje sie by¢ niespecyficz-
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na — uzyskuje sie produkty o wielkosci od 4S do 4-krotnie wiekszej od
DNA SV40 (101). Mozna jednak w warunkach obnizonego stezenia sub-
stratu otrzymac czasteczki o wielkoSci nieprzekraczajgcej 11S (102). Jako
nukleotydy inicjujgce synteze wirusowego RNA przy pomocy polimerazy
bakteryjnej, stuzga ATP i GTP, przy czym wiacza sie 2 razy wiecej ATP niz
GTP (103). W czasteczce SV40 istnieje 5 gtdwnych miejsc inicjacji w kto-
rych synteza RNA rozpoczyna sie przytgczeniem ATP (103); jedno odpo-
wiada uprzednio zidentyfikowanemu preferowanemu miejscu lezgcemu
w odlegtosci 30 nukleotydéw od potgczenia G/B. Cztery inne miejsca znaj-
dujg sie w fragmencie A. Poza tym w fragmentach D, E, F, G zidentyfi-
kowano cztery miejsca w ktorych nukleotydem inicjujgcym synteze wiru-
sowego RNA jest GTP (100). Jak wynika z badan wptywu réznych stezen
rifampicyny na wysycanie matrycy przez czasteczki polimerazy wszystkie
te miejsca wigzania charakteryzuje jednakowe powinowactwo do enzymu.
Preferowana inicjacja w pozycji 0,17 moze by¢ wynikiem bliskiego sa-
siedztwa dwdch miejsc wigzania dla ATP i GTP. Charakterystyczne jest
potozenie miejsc inicjacji na genomie SV40. W wiekszosci znajdujg sie
w regionach DNA mogacych tworzy¢ struktury dwupasmowe typu
»hairpin” (104). Jednakze nie wiadomo czy i w jakim stopniu te wiasci-
wosci mogg wptywaé na rozpoznanie, wigzanie enzymu i inicjacje tran-
skrypciji.

IX. Regiony niekodujace w genomie SV40

DNA SV40 zawiera bloki sekwencji o podwdjnej osi symetrii, ktdrych
uktad pozwala na powstawanie struktur typu ,hairpin” — takie same
struktury moga powstawac na transkryptach pochodzacych z tych regio-
néw. Przypuszczajac, ze tego typu struktury moga mie¢ znaczenie w re-
gulacji transkrypcji i potranskrypcyjnych przeksztatcen wirusowych RNA,
analizowano rozmieszczenie charakterystycznych uktadéw sekwencji w ge-
nomie SV40. Okazato sie, ze struktury typu ,hairpin” tworzg sie w regio-
nach, ktore mozna okre$li¢ jako tzw. ,,miejsca strategiczne” (105, 106).

Takim interesujgcym regionem jest segment miedzy genami VP2i T.
Odcinek ten, o dtugosci 622 nukleotyddw, nie koduje zadnego biatka, gdyz
we Wszystkich trzech fazach zczytywania wystepuja w nim kodony ter-
minacji (107). Fragment ten zawiera informacje o replikacji wirusowego
DNA oraz prawdopodobnie o inicjacji wczesnej i pdznej transkrypcji,
0 wigzaniu rybosomu i inicjacji translacji, a takze, by¢ moze, degradacji
RNA. Oczywiscie te ,biologiczne sygnaly” mogag zachodzi¢ na siebie lub
na czes¢ strukturalnych gendw. Najbardziej charakterystyczng cechg tego
fragmentu jest obecno$¢ diugiego palindromu zawierajagcego 17 nukleoty-
dow AT potozonych miedzy sekwencjami GC (108). Struktura typu GC-
AT-GC jest podobna do uktadu sekwencji DNA SV40 w miejscu wigzania
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polimerazy E. coli. Mozliwe, ze te sekwencje stuzg rowniez jako ,promo-
tor” polimerazie eukariotycznej. Ponadto region ten zawiera uktady sek-
wencji typu ,,odwréconych powtdrzen” (ang. inverted repeated sequen-
ces)— tzw. prawdziwe palindromy, ktére moga by¢ sygnatem dla ,,pro-
cessing” (106, 108). W cytoplazmie stwierdza takze sie niewielka ilos§¢ RNA
pochodzacego z fragmentu 0,64—0,7 (107, 108). Charakterystyczng cechg
tego regionu jest wysoka zawarto$é par AT rozmieszczonych asymetrycz-
nie (tzn. w jednej nici DNA SV40), (35, 36). Wysoka zawartoScig par AT
odznaczajg sie rowniez insercje w DNA SV40. Insercja w wczesnym regio-
nie zawiera 82°/o par AT z czego 18 $Srodkowych to wytacznie AT. Podob-
nie, odcinki miedzy sekwencjami liderowymi a czescig kodujacg w pdz-
nych mRNA sg bogate w AT (35, 36). Czy ma to jakie$ znaczenie w me-
chanizmie ,splicing” — trudno obecnie powiedziec.

Interesujgcym regionem niekodujagcym jest odcinek DNA SV40, w kté-
rym zachodzag na siebie kornice 3' wczesnych i pdznych mRNA (37, 49, 82,
109). Strukture tego regionu przedstawia Ryc. 8.

} Hind~G Hindll Hind-B
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76%dG+dC
TCA 66 —--eomeeeeeee AATARAA* « - 65 STTTTTT
— P6zny mRNA —
80
Ly I T miiczesny mRNA
TTr*AAATAA*-29-+- 56 AAT
10 AAATAA

Ryc. 8. Schemat struktury regionu DNA SV40 miedzy genami T i VPi.

Region niekodujacy zaczyna sie przy 292 nukleotydzie w fragmencie G (kodon terminacji dla
VPt), obejmuje potaczenie fragmentéw Hind 11+ 11l G/B (zaznaczone strzatkg) i konczy
sie przy 39 nukleotydzie w fragmencie B (kodon terminacji dla T). Koniec 3' wczesnego RNA
zlokalizowany jest przy nukleotydzie 300, a koniec 3' p6Zznego RNA przy nukleotydzie 380.
Zachodzace na siebie odcinki obu mRNA o diugosci ok. 80 nukleotydéw narysowane sg grubsza
linia. Na obu mRNA zaznaczono strzatkami potozenie sekwencji AAUAAA i ukiadu 6 17
reszt U.

Za kodonem terminacji UGA w p6znym wirusowym RNA znajduje sie
odcinek zawierajacy 83 niekodujgce nukleotydy (37, 49). Wystepuje w nim
heksanukleotyd AAUAAA oddalony o okoto 20 nukleotydéw od fragmen-
tu 3' poli (A) znajdujgcego sie przy koncu 3'. Nie ulegajgca translacji czes¢
wczesnego RNA przy koncu 3' to odcinek o dtugosci okoto 65 nukleotyddéw
zawierajagcy dwukrotne powtérzenie powyzszych sekwencji. Heksanu-
kleotyd AAUAAA wystepuje we wszystkich eukariotycznych mRNA jako
uktad poprzedzajacy o okoto 20 nukleotydow sekwencje poli (A). Nie wy-
daje sie jednak, aby ten heksanukleotyd byt wystarczajacym sygnatem
determinujgcym potozenie poliadenylowanego kofica 3' RNA, gdyz wy-
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stepuje réwniez w $Srodkowej czesSci wczesnego mRNA. Druga charakte-
rystyczng cechg tego regionu jest uktad 6 i 7 kolejnych reszt U poprzedzo-
nych sekwencjami bogatymi w GC (35, 110). Tego typu uktady sg charak-
terystyczne dla miejsc terminacji u organizmoéw prokariotycznych. Poza
tym region koncow 3' wirusowych RNA odznacza sie wysoka zawartos$cia
par AT (75%), (37), co utatwia tworzenie sie jednoniciowych struktur —
a wiec miejsc wrazliwych na nukleaze Si (49). Mimo wysokiego skfadu AT
Srodkowa cze$¢ tego regionu tworzy bardzo stabilne struktury typu
,hairpin” (48, 97). Uktady sekwencji typu ,,odwréconych powtérzen” wy-
stepuja réwniez na poczatku i kohcu regionu kodujagcego VP3(105). Struk-
tury te wystepujac przy koncach 3' i 5 wszystkich wirusowych mRNA
moga funkcjonowaé¢ w procesach degradacji jako sygnaty rozpoznawcze
dla enzyméw ,processingu” na pierwotnym transkrypcie lub na 19S
MRNA.

X. Wirusowy kompleks transkrypcyjny

W mechanizmie determinujagcym rd6zng szybkos$¢ transkrypcji wczes-
nych i péznych RNA, duzg role moze odgrywac topologia matrycy, tzn. czy
w czasie procesu trankrypcji wirusowy DNA jest zintegrowany z DNA
komérkowym, czy tez transkrypcja zachodzi na wolnych czasteczkach
DNA SV40. Jezeli zachodzi na wolnych czasteczkach, to z kolei czy wy-
stepujag one w formie superhelisowej czy kotowej, oraz czy matryce na
ktérych zachodzi wczesna i pdzna transkrypcja sg jednakowe. Wyniki
badan nad zaleznoscig pozniej transkrypcji od replikacji wirusowego DNA
mogty sugerowaé, ze pdézne RNA sg transkrybowane z replikujgcych sie
czasteczek DNA SV40. Inhibitory syntezy DNA (arabinozyd cytozyny,
fluorodezoksyurydyna, aktynomycyna D) dodane w niewielkich steze-
niach do kultur bezposrednio po zakazeniu komoérek wirusem SV40, unie-
mozliwiaja poczatek replikacji DNA SV40 i transkrypcje p6znych wi-
rusowych RNA, nie wywierajac wptywu na synteze wczesnego RNA
i wczesnych biatek (111—113). Fakty te mogty wiec implikowa¢, ze poja-
wienie sie matryc dla transkrypcji pé6znych RNA jest konsekwencja repli-
kacji wirusowego DNA. Rdéwniez w komodrkach zakazonych mutantem
tsSA30 SV40 ekspresja genu A i inicjacja replikacji wirusowego DNA sg
niezbedne dla inicjacji p6znej transkrypcji; natomiast dla jej kontynuacji
(juz po zainicjowaniu) ani stata ekspresja genu A ani synteza DNA SV40
nie sg juz konieczne (114). Jednakze w toku dalszych badan nad zalezno$-
cig po6znej transkrypcji od replikacji wirusowego DNA okazato sie, ze
w komdérkach zakazonych SV40 i poddanych dziataniu inhibitoréw syntezy
DNA obserwuje sie wprawdzie znaczny spadek transkrypcji pé6znych RNA,
ale zarébwno w jadrze jak i w cytoplazmie wystepujg sekwencje RNA
komplementarne wobec p6znej nici DNA SV40 (115). Obecnos¢ tych po6z-
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nych wirusowych RNA moze byé konsekwencjg niecatkowitej inhibicji
syntezy DNA SV40 lub tez inicjacja pdznej transkrypcji jest niezalezna
od replikacji wirusowego DNA. Problem ten pomogty wyjasni¢ badania
wirusowego kompleksu transkrypcyinego — VTC (ang. viral transcription
complex). VTC zawiera zwigzane z matrycg czgsteczki endogennej poli-
merazy, ktéra zainicjowala proces transkrypcji in vivo i ktéry mozna
kontynuowaé in vitro (116). Kinetyka reakcji w obecnosci (NH492504, jo-
néw Mg++ i Mn++ oraz wptyw na reakcje transkrypcji a-amanityny po-
twierdza udziat polimerazy Il w procesie wczesnej i péznej transkrypcji
DNA SV40 (117, 118). Tylko cze$¢ czasteczek z catej puli DNA stuzy jako
matryca do transkrypcji; VTC ma statg sedymentacji 26S (117—120), pod-
czas gdy przewazajgca czes¢ wirusowego DNA znajduje sie w rejonie 2IS.
Rozpuszczalny w sarkosylu kompleks syntetyzuje 70—90°/0 wirusowego
RNA co wskazuje, ze matrycg jest wolny DNA SV40 a nie genom wirusa
zintegrowany z komdrkowym DNA (118, 120). RNA zsyntetyzowany przez
pézny VTC jest heterogenny, o statej sedymentacji od 4 do 25S, z gtéwng
frakcja czgsteczek 20S (118, 120). Cze$¢ RNA (okoto 10%) po usunieciu
biatka tworzy z matrycg stabilne struktury oporne na dziatanie rybo-
nukleazy. Sa to konce 3' RNA diugosci 35—200 nukleotyddw, potgczone
wigzaniami wodorowymi z matrycg. Ten stabilny hybryd DNA—RNA wi-
rowany w obecno$ci bromku etydyny zachowuje sie jak dwuniciowa, ko-
walentnie zamknieta czasteczka z ujemnymi skretami superhelisy (121),
co wskazuje, ze forma | DNA SV40 stuzy jako matryca do transkrypcji
w péznej fazie cyklu litycznego. Od 3—7°/0 wirusowego RNA zsyntetyzo-
wanego in vitro przez pézny VTC jest komplementarne wobec nici minus
DNA SV40, a 93—97°/o do nici plus (117), co jest zgodne z obserwacjami
in vivo. Wsrod produktéw transkrypcji, oprocz sekwencji komplementar-
nych wobec wczesnych i péznych regionéw DNA SV40, znajduja sie row-
niez ,antywczesne” i ,antyp6zne RNA” (122, 123). Transkrypcja regiondw
niekodujagcych moze by¢ wyrazem symetrycznej transkrypcji genomu
SV40, nie mozna jednak wykluczy¢ usuwania przez sarkosyl czynnikéw
niezbednych dla terminacji transkrypcji.

Nieoczekiwane natomiast okazaty sie wyniki analizy produktéw trans-
krypcji wczesnego VTC (123). Wirusowe RNA zsyntetyzowane przez kom-
pleksy transkrypcyjne pochodzace z zakazonych komoérek, w ktérych re-
plikacja wirusowego DNA byta zahamowana (komérki w wczesnej fazie
cyklu litycznego oraz komorki zakazane mutantem ts A58 w temperaturze
niepermisyjnej) zawieraty mianowicie 10—20°0 p6Zznego RNA, przy czym
byty to sekwencje komplementarne zaré6wno wobec regionu kodujgcego
jak i ,antywczesne”.

Obecnos$é transkryptow z nici plus w wczesnym VTC potwierdza ini-
cjacje poéznej transkrypcji niezaleznie od replikacji DNA; wirusowa trans-
krypcja jest inicjowana na nici plus i minus przed rozpoczeciem synteey
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DNA SV40. Mozna zatem przypuszczaé, ze istotne réznice miedzy wczes-
nymi a poznymi kompleksami transkrypcyjnymi sg raczej ilosciowe, a nie
jakosciowe; RNA transkrybowane przez wczesne VTC pochodzag gtéwnie
(90°/0) z nici minus, podczas gdy pézne VTC wydajg sie syntetyzowac
przede wszystkim RNA komplementarne wobec nici plus. Sugeruje sie,
ze za tego typu réznice moze odpowiada¢ funkcjonalny antygen T, ktéry
reguluje poziom syntezy wczesnego RNA (123). Przeniesienie komadrek
zakazonych mutantem ts A58 do temperatury niepermisyjnej wywotuje
0gélny wzrost poziomu transkrypcji przez VTC, przy czym znacznie wyz-
szy jest wzrost transkrypcji z nici minus (3-krotnie zwieksza sie stosunek
transkrypcji minus do plus w poréwnaniu z temperaturg permisyjng),
(122). Zakazenie komdérek mutantami SV40 z defektem syntezy funkcjo-
nalnego antygenu T wywotuje zwiekszenie symetrycznej transkrypcji
przez VTC (124).

Biorgc pod uwage powyzsze dane mozna zaproponowac nastepujacy
model ,,przejscia” z wczesnej do p6znej transkrypcji (123). W nieobecnosci
funkcjonalnego antygenu T inicjacja wczesnej transkrypcji jest bardziej
wydajna niz p6znej. Z ograniczonej liczby matryc DNA SV40 we wczes-
nym okresie cyklu litycznego transkrybowana jest mata liczba czasteczek
RNA SV40, z czego wiekszo$¢ to wczesny RNA. Po rozpoczeciu syntezy
antygenu T nastepuje inicjacja replikacji wirusowego DNA i ograniczenie
wczesnej transkrypcji, natomiast wzrasta wydajnos$¢ transkrypcji pdznej.
Cze$é zsyntetyzowanych czasteczek DNA moze wchodzié do puli trans-
krypcyjnej zwiekszajac liczbe matryc, na ktorych zachodzi transkrypcja
gtéwnie p6znego RNA. Nie wiadomo jednak czy inicjacja replikacji wi-
rusowego DNA jak réwniez obecnos¢ funkcjonalnego antygenu T sg ko-
nieczne dla dominacji (a nie inicjacji) péznej transkrypcji. Czy te same
czasteczki wirusowego DNA stuzg jako matryca jednoczes$nie do trans-
krypcji wczesnych i pdznych RNA? Wydaje sie interesujgcg wstepna iden-
tyfikacja dwéch rodzajow wczesnego kompleksu transkrypcyjnego (123).
Kompleks lzejszy, o statej sedymentacji 16—25S syntetyzuje RNA kom-
plementarny wobec obu nici wirusowego DNA (podobnie jak p6zny VTC),
podczas gdy kompleks ciezszy o statej sedymentacji powyzej 45S, syn-
tetyzuje najprawdopodobniej tylko wczesny RNA. Aktywno$¢ transkryp-
cyjna zwigzana z kompleksem 45S moze reprezentowaé transkrypcje
z innej matrycy, réznigcej sie konfiguracja DNA lub tez zaasocjowanymi
z nim biatkami. Nie nalezy zapomina¢, ze DNA SV40 wystepuje in vivo
w postaci nukleoproteinowego kompleksu. Jak stwierdzono, kompleks
taki w czasie reakcji transkrypcji in vitro pozostaje zaasocjowany z biat-
kami zaré6wno gdy stuzy polimerazie RNA z E. coli jako matryca (125),
jak i polimerazie endogennej (126—128). Co wiecej, endogenna polimeraza
w optymalnych warunkach moze syntetyzowa¢ na nukleoproteinowym
kompleksie niewielka cze$¢ czgsteczek wirusowego RNA o diugosci odpo-
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wiadajgcej transkryptowi z catego genomu SV40, ktdre pozostajg zwia-
zane z minichromosomem SV40. Chromatyna SV40 jest jednak matryca
o wiele mniej wydajng niz DNA SV40. Najprawdopodobniej nukleosomy
ograniczajg szybkos$¢ transkrypcji w warunkach in vitro (128). Stymulacy
wplyw na przebieg rekacji transkrypcji in vitro wywiera siarczan amonu,
przy czym wydaje sie, ze efekt ten jest wywotany raczej zmianami kon-
formacyjnymi w strukturze chromatyny niz dysocjacjg biatek (127). Naj-
prawdopodobniej proces transkrypcji minichromosomu SV40 in vivo wy-
maga réwniez ciggtej modyfikacji nukleosomow.

Zaakceptowano do druku 23.9.1978
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1. Wstep

W licznych badaniach stwierdzono zaréwno in vivo, jak i in vitro
wyrazny wptyw niektérych aminokwaséw na metabolizm komérek pro-
kariotycznych i eukariotycznych. W hodowli komérek zwierzecych nawet
niewielkie zmiany sktadu $rodowiska, np. obnizenie stezenia jednego nie-
zbednego aminokwasu, powodujg daleko posuniete i r6znorodne konsek-
wencje metaboliczne. Mozna przypuszcza¢, ze powstajg one w wyniku
zmian wewnatrzkomorkowej puli aminokwaséw, ktéra z kolei wywiera
wptyw na intensywnos$¢ w komorce syntezy biatek, RNA i DNA (1). Sa-
dzi sie, ze zapotrzebowanie komérek na okreslone aminokwasy moze wy-
nika¢ niejednokrotnie z upos$ledzenia biosyntezy danego aminokwasu.

Jednym z wazniejszych aminokwasdw, z uwagi na udziat w cyklu

*) Doc. dr hab., *) mgr chem., Zaktad Chemii Nieorganicznej, Instytut Chemii
i Biofizyki, Akademia Medyczna, Mickiewicza 2, 15-230 Biatystok
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mocznikowym i role we wzroscie komorek jest arginina, ktorej dziatanie
uzaleznione jest od warunkéw doswiadczalnych, a takze od rodzaju i typu
komdérek. Arginina jest niezbedna w diecie miodego, szybko rosngcego
zwierzecia, gdyz ilos¢ syntetyzowanego aminokwasu in vivo jest niewy-
starczajgca do zapewnienia normalnego jego rozwoju. Przy braku argi-
niny obserwuje sie zmniejszenie tempa wzrostu organizmu.

Przezywalno$¢ in vitro niektorych komdrek zwierzecych, ich wzrost
i mnozenie wyraznie zalezy od obecnosci argininy w $rodowisku hodowla-
nym. Dotyczy to zwiaszcza komérek Hela, komérek chioniakomigsaka
myszy L5178 i L1210 oraz komorek chioniaka Burkitta (2—4).

W niniejszym artykule omdéwiony zostat wptyw argininy na wzrost
wiruséw oraz na funkcje komdrek, zwiaszcza komdrek nowotworowych;
ponadto przedstawiono dane dotyczace roli argininy w regulacji aktyw-
nosci niektérych enzyméw cyklu mocznikowego oraz jej wptywu na wy-
dzielanie pewnych hormonéw.

Il. Wplyw argininy na wzrost niektorych wiruséw oraz na wzrost ko-
morek prawidtowych i nowotworowych ssakow.

Stwierdzono, ze wzrost niektorych wirusow w komdrkach zalezy od
wiasciwego stezenia argininy. | tak, w nieobecnosci argininy w $rodowisku
hodowlanym wzrost wirusa krowianki (Vaccinia virus) w komérkach linii
KB jest catkowicie zahamowany. llo$¢ zsyntetyzowanego wirusowego
DNA wynosi jednak az 70°0o ilosci wirusowego DNA syntetyzowanego
w obecnosci argininy (5). Sugeruje to, ze arginina jest niezbedna w poz-
niejszych etapach cyklu wzrostu wirusa. Przy braku argininy w $rodo-
wisku hodowlanym komodrek linii KB stwierdza sie tylko synteze wczes-
nego mRNA. Wydaje sie, ze w przypadku wzrostu wirusa krowianki w ko-
morek KB etapem wymagajagcym argininy jest proces syntezy po6znego
mRNA. Mozna zatem wnioskowaé, ze w komorkach KB poziom argininy
(obok innych czynnikéw) reguluje synteze wirusowego mRNA.

Opisany wptyw argininy na wzrost wirusa krowianki ogranicza sie do
komorek KB. Stwierdzono bowiem, ze w hodowli komorek linia HelLa
zainfekowanych tym samym wirusem w nieobecnos$ci argininy nastepuje
zahamowanie syntezy wirusowego DNA (cyt. za 5).

Wzrost onkogennych adenowirusow typu SA7 w ludzkich komdrkach
embrionalnych nerki i komérkach matpich linii HDC-17 zalezy rowniez
od stezenia argininy w srodowisku hodowlanym (6). Wyciagi z komérek
zainfekowanych tym wirusem w nieobecnosci argininy wykazywatly
mniejszy poziom adenowirusOw niz wyciggi z komoérek zainfekowanych
w $rodowisku hodowlanym bogatym w arginine. Nie zaobserwowano jed-
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nak w $srodowisku hodowlanym w takich warunkach defektywnych form
adenowirusow.

Adenowirusy typu 12 wymagaja prawidtowego stezenia argininy w $ro-
dowisku hodowlanym do biosyntezy swoistych biatek wirusowych, spet-
niajgcych gtownie funkcje antygenow, w komaorkach linii KB (7). Stwier-
dzono, ze w adenowirusach typu 2 wystepujg biatka bogate w arginine,
jesli srodowisko hodowlane komdrek linii KB zawiera nadmiar argini-
ny (8). Zakazenie komdrek zarodkdw myszy wirusami polyoma i wakuoli-
zujagcym wirusem matpim SV 40, wymaga rowniez argininy. Przy braku
argininy w $srodowisku dochodzi do zahamowania biosyntezy wirusowych
biatek bogatych w arginine (9).

Wzrost wiruséw opryszczki (Herpes simplex) w fibroblastach zarodkéw
kurczecia i w matpich komérkach nerek zalezy réwniez od stezenia
argininy. Aminokwas ten jest konieczny do inicjacji biosyntezy specyficz-
nych biatek wirusowych, speiniajacych funkcje antygenéw (10).

W komoérkach zwierzecych hodowanych w warunkach niedoboru cho-
ciazby jednego z niezbednych aminokwaséw pojawiajg sie bardzo czesto
zmiany degeneracyjne (11—13). W komorkach wyhodowanych z jajnika
chomika chinskiego na przyktad przy niedoborze w $rodowisku argininy,
pojawiajg sie liczne aberacje chromosomalne, ktorych ilos¢ zwieksza
sie w miare wydtuzania okresu niedoboru tego aminokwasu (12). Réwniez
w ludzkich leukocytach hodowanych w $rodowisku pozbawionym argi-
niny przez okres 3 dni stwierdzono pekniecia chromosomoéw oraz dwu-
krotnie zmniejszony indeks mitotyczny. Dodanie argininy do S$rodowi-
ska zapobiega tym zmianom (14). Jaderka mioblastow i fibroblastow za-
rodkow kurczecia hodowane w $rodowisku pozbawionym argininy przy-
bierajg postaé, okreSlang jako jaderkowe naszyjniki (15). Twory te po-
wstajagce w wyniku zwolnienia tempa biosyntezy bialek jagderkowych za-
wierajg biatka, RNA i $lady DNA. Dodanie argininy do srodowiska hodo-
wlanego tych komoérek przywraca jaderkom ich prawidtowa forme (15).

W ostatnich latach stwierdzono, ze podczas cyklu podziatowego komo-
rek HeLa S—3, a takze i innych komorek ssakdw, zachodzg zmiany w po-
wierzchniowych skfadnikach bton. W fazie S, G2 i M wzrasta znacznie
ilos¢ reszt arginylowych w glikoproteidach umiejscowionych na po-
wierzchni komoérek (16). Wigze sie to z pojawianiem sie biatka bogatego
w arginine o znacznej liczbie grup guanidynowych, co zwieksza ilo$¢ do-
datnich fadunkéw na powierzchni komorek podczas ich podziatu. Zablo-
kowanie reszt arginylowych glikoproteidéw fenyloglioksalem — odczyn-
nikiem reagujgcym specyficznie z grupami guanidynowymi argininy —
przyczynia sie do zahamowania podziatdow komdrkowych (17). Zatem
mozna sadzi¢, ze reszty arginylowe glikoproteidow na powierzchni ko-
morek HeLa S—3 sg niezbedne do prawidtowego ich wzrostu. Badania
wykazaty, ze w obecnosci fenyloglioksalu komorki HelLa, bedgce w fazie
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Gi przechodzity z prawidtowg szybkosSciag w faze S, jednakze synteza
DNA byta w tych warunkach zahamowana i komdrki nie dzielity sie.
Natomiast enzymatyczne jodowanie laktoperoksydazg tyrozyny, zawartej
w biatkach na powierzchni komoérek, nie hamowato wzrostu komadrek (18).
Dlatego tez Stein i Berestecky uwazajg, ze hamujgce wzrost ko-
morek Hela dziatanie fenyloglioksalu powoduje ,maskowanie” reszt
arginylowych w glikoproteidach bton komodrkowych, co z kolei hamuje
synteze DNA (16).

Poglady na temat wpitywu argininy na wzrost komorek nowotworo-
wych nie sg jednolite. Wykazywano wprawdzie w badaniach in vivo i in
vitro zahamowanie wzrostu komdrek nowotworowych przy braku argini-
ny. Stwierdzono jednak réwniez przeciwstawne dziatanie tego aminokwasu
na komorki zwierzece in vivo. U zwierzat zywionych dieta wzbogacang
w arginine (dieta zawierata 5°0 l-argininy i 15°/0 kazeiny mleka) docho-
dzito do hamowania wzrostu guzdw gruczotu piersiowego szczura wywo-
tywanych przez 7,12-dwumetylobenzantracen (DMBA) (19). Ponadto
obserwowano zmniejszenie szybkosci indukcji guzéw i ich liczby, a ba-
dania histologiczne wykazatly znacznie mniejszg ich ztosliwo$¢. Usuniecie
argininy z diety przys$pieszato u 80°/0 badanych zwierzgt indukcje guzow,
wzbudzanych przez DMBA. Podobne dziatanie l-argininy na wzrost szpi-
czaka u myszy zaobserwowali inni autorzy (20). Hamujacy wplyw argi-
niny na wzrost guzow zaobserwowano takze w przypadku kilku innych
dosSwiadczalnych nowotwordéw, jak miesaka Emge u szczuréw (21), wiok-
niakomiesaka UCLA, miesaka Jensena (22) i miesakoraka Walkera
u szczuréw (23) oraz miesaka 180 u myszy (24).

Wyniki badan wiekszosci autoréw wskazujg jednak, ze arginina jest
niezbedna do wzrostu komdrek nowotworowych tak in vivo jak i in vitro.
Badania in vitro komorek chioniakomigsaka myszy L1210 i L5178Y wy-
kazaty, ze inkubacja ich z arginazg lub ekstraktem watrobowym o aktyw-
nosci arginazowej, powodowata catkowite ich zniszczenie w ciggu 24 go-
dzin (3). Proces rozpadu komérek mozna byto zahamowaé przez doda-
nie do srodowiska hodowlanego argininy, a takze czesciowo przez dodanie
prekursoréw argininy takich jak kwas arginino-bursztynowy, cytrulina
i ornityna. Krytyczne stezenie argininy w S$rodowisku wynosito 8 mM;
ponizej tego stezenia nastepowata szybka i do$¢ znaczna destrukcja ko-
morek guza. Obecno$¢ argininy byla konieczna nawet wowczas w $rodo-
wisku hodowlanym populacji komérek chitoniakomiesaka, gdy byty one
w stanie stacjonarnym. Pomimo, ze prekursory argininy mogly w pew-
nym stopniu zapobiega¢ stanom destrukcyjnym, to jednak komorki te
bardzo szybko ginety. Badania witaczania znakowanej 8H-tymidyny
i *H-urydyny do DNA komdrek chtoniakomiesaka wykazaly, ze przy nie-
doborze argininy w Srodowisku inkorporacja znakowanych nukleozydow
w makroczasteczki jest nieznaczna (3).
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Arginaza hamuje takze in vivo wzrost nowotworéw Walkera 256. Jed-
norazowe podanie arginazy powodowato do$¢ wyrazne zahamowanie wzro-
stu guza u szczuréw (25). Prawidtowe komorki zwierzace sg prawdopo-
dobnie mniej czute na niedob6r argininy niz komoérki nowotworéw. Po-
wyzszg sugestie potwierdzajg dane doswiadczalne, w ktérych wykazano,
ze pomimo tego, iz poziom argininy we krwi myszy obnizat sie na skutek
ich zainfekowania pierwotniakami z rodzaju Schistosoma prawie do zera,
to jednak myszy przezywatly okres wielu tygodni (26).

Wykazano réwniez, ze niedob6r argininy w medium hamuje transfor-
macje limfocytow, wzbudzang przez fitohemaglutynine lub inne zwiazki
karcinogenne (27). Z badan nad wptywem argininy na aktywnos$¢ proli-
feracyjng komorek chtoniaka Burkitta wynikato, ze przy niedoborze argi-
niny w $rodowisku dochodzito do zahamowania wzrostu tych komérek
i hamowania biosyntezy biatek receptorowych na powierzchni bton ko-
morkowych. Wzrost komorek ulegat zahamowaniu w fazie G! cyklu po-
dziatowego. Inni autorzy inkubujac 3H-tymidyne, 8H-urydyne i 4C-ami-
nokwasy w S$rodowisku pozbawionym argininy z limfocytami Burkitta
EB3uzyskali podobne wyniki. Zaobserwowano wyrazne zmniejszenie wig-
czania znakowanych prekursor6w w DNA, RNA i biatka komoérkowe (28).
Arginina jest wiec niezbedna tym komorkom do rozpoczecia procesu bio-
syntezy DNA w fazie S.

Badania nad wptywem argininy na szybko$¢ wzrostu przeszczepial-
nego nabtoniaka Guerin w migsniach szkieletowych szczura wykazaty, ze
arginina znacznie przy$piesza wzrost tkanki nowotworowej (29). Przeja-
wia sie to w wiekszej masie guzéw oraz w liczniejszych i rozleglejszych
przerzutach. Po dodaniu argininy w ilosci 0,111 mg/g wagi szczura stwier-
dza sie znacznie wiecej nieprawidtowych podziatbw komorkowych.

Sposrod aminokwasdéw zasadowych MC-arginina jest najszybciej wia-
czana w biatka guza Walkera, miesaka Jensena i raka wysiekowego Ehrli-
cha (30, 31). Wiaczanie tego aminokwasu w biatka cytosolu nabtoniaka
Guerin jest réwniez znacznie szybsze niz w biatka btony Sluzowej ma-
cicy, z ktérej wywodzi sie ten nowotwor (32). Znaczna ilo$¢ MC-argininy
wykorzystywana jest do biosyntezy bialek cytosolu tego nowotworu,
wsérod ktérych znajdujg sie biatka zasadowe bogate w arginine (32, 33).
Biatka te nie wystepujg natomiast w cytosolu tkanki kontrolnej, ktora
stanowi btona $luzowa macicy (32). Hamujgc transport i wigczanie amino-
kwasow do biatek chtoniakomiesaka P 1798 myszy zaobserwowano, ze oba
procesy dotyczag w najwiekszym stopniu aminokwaséw zasadowych, argi-
niny i lizyny (34).

Nasuwa sie pytanie z jakich zrddet pochodzi arginina stuzgca do bio-
syntezy biatek zasadowych bogatych w ten aminokwas w komdrkach no-
wotworowych. Wydaje sie, ze jest ona czesciowo ,,wychwytywana” z krg-
zenia; zaobserwowano bowiem spadek poziomu wolnej argininy w suro-
wicy krwi zwierzat z doSwiadczalnymi nowotworami (32, 35, 36). Ponadto

4 Postepy Biochemii
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w komorkach nabtoniaka Guerin brak jest arginazy (32), a aktywnos$¢
aminotransferazy argininy jest niezmiernie niska (37). Wolna arginina
moze pochodzi¢ réwniez z proteolizy wewnatrzkomorkowych bialek,
zwilaszcza ze stwierdzono zwiekszong szybkos$¢ ich degradacji w porow-
naniu z biatkami tkanek prawidtowych (38, 39).

Wiasciwy mechanizm dziatania argininy na wzrost komérek nowotwo-
rowych pozostaje nadal niewyjasniony. Najbardziej prawdopodobna wy-
daje sie hipoteza wskazujgca powigzania miedzy argining a intensywnoscia
biosyntezy poliamin (19), ktére sg konieczne do szybkiego wzrostu tkanek
w tym réwniez tkanek nowotworowych (40—44).

I11. Wplyw argininy na aktywno$¢ niektérych enzymow

Szczegblnie wazne jest oddzialywanie argininy z enzymami cyklu
mocznikowego. W cyklu tym bowiem zachodzi synteza argininy a takze
jej rozpad z odszczepieniem mocznika. Rycina 1 ilustruje schematycznie
cykl mocznikowy.

. kwas
cytrulina

karbamyofiy Q&lgnowy

omityna kwas arginino-
bursztynowy

mocznik H20 /( kwas
fumarowy

darginina

Ryc. 1. Schemat cyklu mocznikowego w mitochondriach watroby ssakdéw.

W mitochondriach watroby szczurow wystepuje acetylotransferaza
glutaminianowa (EC 2.3.1.1), syntetyzujaca kwas N-acetyloglutaminowy
(45). Enzym ten ro6zni sie od innych enzymoéw acylujacych aminokwasy
dwiema charakterystycznymi wiasciwosciami, a mianowicie: Scistg specy-
ficznoscig substratowg wobec kwasu 1-glutaminowego i acetylo-CoA oraz
tym, ze jest stymulowany przez l-arginine. Inne zwigzki zawierajace gru-
py aminowe i guanidynowe nie stymulujg aktywno$ci tego enzymu.
Stwierdzono (45), ze w obecnosci 2 mM argininy synteza kwasu N-acetylo-
glutaminowego w mitochondriach watroby ssakow byta okoto 10 razy
wieksza niz w prdébie kontrolnej bez argininy. Powstajacy kwas N-acety-
loglutaminowy, wigzac jony amonowe przy udziale syntetazy karbamylo-
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fosforanowej (EC 2.7.2.5) tworzy karbamylofosforan, ktéry reagujac z gru-
pa aminowg w pozycji 8 ornityny przeksztatca sie w arginine (Ryc. 2).

Jak przedstawiono na Rycinie 2 arginina wptywa stymulujgco na in-
tensywnos$¢ biosyntezy kwasu N-acetyloglutaminowego i karbamylofo-
sforanu, ktére odgrywajg wazng role w kontroli biosyntezy argininy
i mocznika. Stymulacja biosyntezy kwasu N-acetyloglutaminowego i kar-
bamylofosforanu przez arginine moze ttumaczy¢ takze ochronny jej wptyw
wobec toksycznego dziatania nadmiaru amoniaku, jaki wykazano w do-
Swiadczeniach in vivo (46, 47).

KWAS GLUTAMINOWY + NH3+ C 02+2ATP
ACETYLO-CoA

KWAS_N-ACETYLO-
GLUTAMINOWY | emm—p

KARBAMYLOFOSFORAN
I ORNITYNA
MOCZNIK
[ARGiNiNA]
“ ‘\ CYKL Mocmeowv
BIALKO
KOMORKI

— » kierunek reakcji
stymulacja

Ryc. 2. Schemat regulacji cyklu mocznikowego przez arginine w mitochondriach
watroby szczura (45).

Kontrola biosyntezy argininy odbywa sie réwniez poprzez zmianeg
aktywnosci innych enzymow cyklu mocznikowego. U szczuréw zywio-
nych dietg pozbawiong argininy stwierdzono ponad dwukrotny wzrost
poziomu pierwszych czterech enzyméw zwigzanych z biosyntezg argininy,
podczas gdy aktywnos$¢ arginazy, enzymu katabolizujgcego arginine, po-
zostaje niezmieniona (48). Przyczynia¢ sie to moze w znacznym stopniu
do utrzymania statego, prawidtowego poziomu argininy w organizmie.

Wptyw argininy na aktywno$¢ wspomnianych enzymow, zostat po-
twierdzony innymi badaniami (49). Gdy inkubowano komorki watroby
w $rodowisku hodowlanym w obecnosci argininy w roznych, stopniowo
malejgcych stezeniach, aktywno$é enzyméw bioracych udziat w przemia-
nie cytruliny w arginine, wyraznie zwigkszyta sie. Zwiekszenie stezenia
cytruliny natomiast nie powodowato wzrostu aktywnosci obu wymienio-
nych enzymoéw.

Rogers i wsp. (50) uwazaja, ze u szczuréw nie tylko watroba ale i ner-
ki odgrywajag wazng role w biosyntezie argininy. W watrobie szczurow
synteza cytruliny zachodzi z duzg wydajnoscia, jednak tylko cze$¢ cytru-
liny ulega przemianie w arginine bezpos$rednio w watrobie, reszta za$
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transportowana jest przez uktad krwionosny do nerek, gdzie jest prze-
twarzana w arginine. Wiekszo$¢ produkowanej w watrobie argininy ulega
tu rozktadowi przez arginaze do mocznika i ornityny (51, 52). Nerki wyka-
zujg mniejsza aktywnos$¢ enzymow cyklu mocznikowego niz watroba, jed-
nakze stosunek aktywnosci arginazy do aktywnos$ci enzyméw syntetyzu-*
jacych arginine jest w nerkach nizszy niz w watrobie. Nerki gtéwnie uzu-
petniajg zapotrzebowanie organizmu na arginine (50, 53).

Rola argininy w przemianach metabolicznych nie ogranicza sie tylko
do regulacji cyklu mocznikowego. Stwierdzono, ze arginina jest waznym
zrédtem proliny i kwasu glutaminowego w gruczole piersiowym ssakéw
w okresie laktacji (54). Schemat biosyntezy proliny i kwasu glutamino-
wego z argininy ilustrujt rycina 3, a dane liczbowe dotyczgce biosyntezy
obu aminokwasdw podczas cyklu laktacyjnego przedstawia tabela 1.

COOH CH —CH2 CH— CH2
ch2)?2 |
n2) (ch2)2 H CH-COOH CH2 CH-COOH
ch- nh2 CH-NH. 'ST Y
COOH COOH H
Kwas glutaminowy Semialdehyd kwasu Kwas A -pyrolino- Prolina
y-glutaminowego 5-karboksylowy
NH

cn N-D NH, COOH COOH

NH mocznik (CH32 @22 + (@R

@R A i
CH-NH2 CH-OH ch- nh2

CH-NH?2 COOH COOH COOH

COOH

Arginina Ornityna Kwas cc-hydroksy Kwas glutaminowy

glutarowy

Ryc. 3. Schemat biosyntezy kwasu glutaminowego i proliny z argininy.

Tabela 1.

Powstawanie kwasu glutaminowego i proliny w komdrkach gruczotéw piersiowych
szczuréw z 14C-argininy po jednorazowym jej podaniu (54).

Dzien laktacji

Badane aminokwasy 8 n 15 19
wzgledna specyficzna radioaktywno$¢
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 radioaktywnosci proliny
w gruczole i osoczu 1,9 — 4,9 3,0

Réwnomiernie znakowang t4C-arginine podano w iloci 25/t*Ci.
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Jak przedstawiono w tabeli 1 podanie znakowanej MC-argininy w cza-
sie cyklu laktacyjnego powoduje wzrost aktywnosci enzymoéw doprowa-
dzajacych do biosyntezy proliny i kwasu glutaminowego. Wystepujacy
w gruczole piersiowym izoenzym arginazy jest odpowiedzialny za synteze
tych aminokwaséw. Nie towarzyszg mu inne enzymy cyklu mocznikowe-
go (55—57), o czym $wiadczy fakt, ze znakowana ornityna nie ulegata
przemianie w cytruline (54). W okresie laktacji komorki gruczotu piersio-
wego koOz pobierajg z krazenia wiecej argininy a mniej proliny i kwasu
glutaminowego niz wydzielajg z biatkiem mleka (58). Arginina jest w ko-
morkach gruczotu szybko katabolizowana do kwasu glutaminowego i pro-
liny, uzupetniajagc ich niedobdr (59).

W zrost ilosci kwasu glutaminowego w komodrkach watroby szczurow
powoduje wtérne zwiekszenie zawartosci kwasu asparaginowego i alani-
ny, w efekcie transaminacji, zachodzacych przy udziale kwasu szczawio-
wego i pirogronowego (60). Po jednorazowym podaniu szczurom dootrzew-
nowo argininy, juz po 20 minutach dochodzi do wzrostu iloSci wyzej wy-
mienionych aminokwasow (60).

IV. Rola argininy w regulacji wydzielania niektérych hormonéw

Mimo licznych badah nad wptywem argininy na wydzielanie insuliny,
nieznany jest jeszcze mechanizm stymulujacego dziatania tego aminokwa-
su na komorki (3-trztistki. Na podstawie wynikow in vivo u ludzi przyj-
muje sie, ze arginina moze wptywac na wydzielanie insuliny nie przez bez-
posrednie oddzialtywanie na komdrki (3-trzustki lecz poprzez wzmaganie
insulinogennego sygnatu wywotanego uprzednio przez glukoze (61—63).
Insulinogenny efekt argininy wystepuje przy odpowiednim stezeniu glu-
kozy we krwi, a synergizm dziatania argininy i glukozy pojawia sie tylko
wowczas, gdy obecno$é¢ samej glukozy wystarcza, by spowodowaé uwol-
nienie insuliny. Zaproponowano nastepujacy schemat ,modulujagcego”
wptywu argininy na wydzielanie insuliny (63) (Ryc. 4).

Arginina, podobnie jak pochodna sulfonylotiomocznika — tolbutamid,
Srodek leczniczy o dziataniu hypoglikemicznym, stosowany u ludzi przy
zmniejszonym wydzielaniu insuliny, moze wzmaga¢ wydzielanie hormo-
nu, wywotane glukozg (63).

Badania przeprowadzone in vitro nie w peini potwierdzajg dane uzy-
skane in vivo nad wptywem argininy na wydzielanie insuliny. Stwierdzo-
no, ze arginina stymuluje uwalnianie insuliny nawet w nieobecnosci
glukozy (64—68). Efekt ten jednak jest nieznaczny w poréwnaniu z inten-
sywnos$cig pobudzania wydzielania insuliny przez glukoze. Mozna przy-
puszczaé, ze glukoza i arginina oddziatywuja na wydzielanie insuliny po-
przez r6zne mechanizmy (69—72). Brak wspo6tzawodnictwa miedzy tymi
zwigzkami sugeruje, ze nie dzialaja one na ten sam receptor umiejsco-
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wiony w komorkach ~-trzustki. Hipoteza istnienia receptoréw arginino-
wych w komdrkach @ stata sie bardzo prawdopodobna po stwierdzeniu,
ze niemetabolizowane analogi argininy takze mogag stymulowaé wyzwa-
lanie insuliny (73).

I Glukozal ;.

©
N
°
=
©

Ryc. 4. Hipotetyczna regulacja wydzielania
insuliny.

1 — specyficzny receptor glukozy, 2 — Jednost-
ka przenoszaca sygnat, 3 — cyklaza adenylowa,
4 — fosfodwuesteraza, 5 — Jednostka uwalnia-
jaca insuline. Linie przerywane wskazujg miej-
sca, w ktorych sygnat tancucha moze byé¢ ,,mo-
Insulina dulowany”.

Interpretacja wynikéw uzyskanych in vitro wymaga jednak duzej
ostroznosci. Wydaje sie, ze arginina i glukoza w stezeniach fizjologicz-
nych (odpowiednio < 2i < 55 mM) stymulujg w bardzo niewielkim stop-
niu wydzielanie insuliny, lecz znacznie wptywajg na wydzielanie gluka-
gonu. Niemniej jednak duzg role w wydzielaniu insuliny u szczuréw, by¢
moze i u ludzi (74), przypisuje sie synergicznemu dziataniu glukozy i nie-
ktérych aminokwaséw (67—75).

Arginina moze rowniez stymulowa¢ wyzwalanie ludzkiego hormonu
wzrostowego (HGH). Od czasu opracowania pierwszego testu pozwalaja-
cego na stwierdzenie stymulacji wyzwalania ludzkiego hormonu wzro-
stowego przez rézne aminokwasy, a szczeg6lnie przez arginine (76), na-
gromadzono wiele danych na temat tego zjawiska (77, 78). Stwierdzono,
ze ogo6lna zawarto$¢ hormonu wzrostowego w o0soczu jest wyzsza u ko-
biet niz u mezczyzn i ze odpowiedZz tego hormonu na stymulujace dziata-
nie argininy zalezy od ilosci estrogenéw w organizmie (79). Wydzielanie
osoczowego hormonu wzrostowego pod wpltywem argininy jest zmniej-
szone u osobnikéw otytych, a spadek wagi przywraca jej stymulujaca
wiasciwosé (78).

V. Uwagi koncowe

Arginina jest konieczna do rozwoju niektorych onkogennych wiruséw
i prawidtowych komorek zwierzecych w hodowlach tkankowych. U zwie-
rzat zywionych dietg pozbawiong argininy, wzrost nowotworéw jak chto-
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niakomiesaka myszy, chtoniaka Burkitta oraz innych nowotwordw jest
uposledzony.

Arginina ponadto posiada znaczenie w regulacji metabolizmu komor-
kowego wptywajac na aktywnos$¢ enzymdéw cyklu mocznikowego oraz na
wydzielanie insuliny, glukagonu i hormonu wzrostowego.

W ostatnich latach pojawity sie dane, na podstawie ktérych mozna sa-
dzi¢, ze guanidynowe grupy argininy odgrywaja wazng role w specyficz-
nym ,rozpoznawaniu” kwasoéw nukleinowych przez biatka (80, 81) i ze
metylacja grup guanidynowych moze wptywaé na stabilno$¢ powstaja-
cego kompleksu (82).

Zaakceptowano do druku 30.9.1978
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Nowi profesorowie

W dniu 18 stycznia 1979 r. Rada Panstwa nadata tytuty naukowe pro-
fesora nastepujacym biochemikom:

tytut profesora zwyczajnego — prof. nadzw. Jerzemu Buchowiczowi,
prof. nadzw. Kazimierzowi Kleczkowskiemu, prof. nadzw. Janowi Szar-
kowskiemu, prof. nadzw. Kazimierzowi Lechowi Wierzchowskiemu z In-
stytutu Biochemii i Biofizyki PAN w Warszawie, prof. nadzw. Jézefowi
Lisowskiemu z Instytutu Immunologii i Terapii DoSwiadczalnej im. Hirsz-
felda, PAN we Wroctawiu, prof. nadzw. Danucie Frackowiak z Politech-
niki Poznanskiej, prof. nadzw. Stanistawowi Przestalskiemu z Akademii
Rolniczej we Wroctawiu, prof. nadzw. Tadeuszowi Lachowiczowi z Uni-
wersytetu Wroctawskiego;

tytut profesora nadzwyczajnego — doc. dr hab. Marii Piechowskiej
z Instytutu Biochemii i Biofizyki PAN w Warszawie.

Nagrody im. Wtodzimierza Mozotowskiego

Nagrody im. Witodzimierza Mozotowskiego za najlepsze doniesienia
przedstawione na XVI Zjezdzie Polskiego Towarzystwa Biochemicznego
w todzi we wrzesniu 1978 r. otrzymali:

1. Marek Dominiczak (Gdansk),
Andrzej Joachimiak (Poznan),
Henryk Lubon (Kielce),
Elzbieta Medynska (Torun),
Jolanta Szyszko (Warszawa),
Tadeusz Zwierzynski (Poznan).

O oA wN

X111 Zjazd FEBS w Jerozolimie (1980)

XIIl Zjazd Federacji Europejskich Towarzystw Biochemicznych od-
bedzie sie w sierpniu 1980 r. w Jerozolimie. Poniewaz Zarzad Gidéwny
Polskiego Towarzystwa Biochemicznego otrzymat jedynie ograniczong
liczbe egzemplarzy pierwszego komunikatu, nie bedzie on rozestany do
wszystkich cztonkéw Towarzystwa, lecz zostanie udostepniony na zycze-
nie. Osoby interesujgce sie Zjazdem proszone sg zatem o pisemne zgto-
szenie na adres Zarzadu Gidwnego (ul. Freta 16, 00-227 Warszawa) checi
otrzymania pierwszego komunikatu. Komunikat zawiera réwniez formu-
larz wstepnego zgtoszenia uczestnictwa, co zapewnia otrzymanie dalszych
informacji o Zjezdzie.
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Synteza acetylocholiny w synaptosomach
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Acetylocholina (ACh) jest substancjg przekaznikowg (neurotransmite-
rem) wystepujacg w obwodowym i oSrodkowym uktadzie nerwowym zwie-
rzat roznych gatunkdw. Wytwarzajg jg specjalne grupy komorek nerwo-
wych zwanych neuronami cholinergicznymi. Charakterystyczng cechg
przewodnictwa bodzcow w uktadzie cholinergicznym jest wydzielanie ace-
tylocholiny z zakonczen nerwowych, ktére sg jednoczesSnie gtdwnym
miejscem jej syntezy (1, 2). Dlatego tez zakonczenia nerwowe izolowane
z tkanki nerwowej stanowig dobry materiat doswiadczalny do badah nad
syntezg i wydzielaniem acetylocholiny.

Szereg zagadnien zwigzanych z metabolizmem acetylocholiny omoéwio-
no juz na tamach Postepoéw Biochemii (3). Obecnie szczegdlng uwage zwré-
cono na biosynteze reszt acetylowych acetylocholiny, na ktéry to temat
opublikowano wiele sprzecznych doniesien.

I. lIzolowanie zakoriczen nerwowych z mézgu

W trakcie homogenizacji mézgu w izotonicznych roztworach sacha-
rozy lub mannitolu, zakohAczenia wypustek komérek nerwowych ulegaja
oderwaniu od wiokna aksonu tworzac zamkniete btong plazmatyczng
twory — synaptosomy, ktére stosunkowo tatwo mozna oddzieli¢ od innych
struktur subkomdérkowych maézgu. Osigga sie to przez wirowanie rozni-
cowe oraz wirowanie w gradiencie stezen sacharozy (4, 5) lub polimerow
takich, jak Ficoll i diatrizoat (6, 7, 8). Dobre wyniki mozna tez uzyskac
przez flotacje surowej frakcji mitochondrialnej w nieciggtym gradien-
cie— Ficoll w izoosmotycznej sacharozie (9) lub mannitolu (10). Synap-
tosomy, po odwirowaniu w gradiencie roztworéw o réznym ciezarze wias-
ciwym, znajdujg sie miedzy lekka, bogata w lipidy frakcjg mielinowa
a ciezszymi od nich mitochondriami, pochodzacymi gtownie z rozbitych
komdrek glejowych i w mniejszym stopniu z ciat komorek nerwowych
(perikarionéw) (11, 12).

Synaptosomy majg $rednice od 0,5 do 5 |am, zawierajg jeden lub kilka
mitochondriéw, ktére zajmujg okoto 24°/o objetoSci, pecherzyki synap-
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tyczne (4°/o objetosci), synaptoplazme (64°/o objetosci) i btone plazmatyczng
(8% objetosci) (11) (Ryc. 1). Mozna je zatem uwaza¢ za miniaturowe bez-
jadrzaste komorki o wysoce wyspecjalizowanej czynnos$ci, jaka jest syn-
teza neurotransmitera (13).

Synaptosomy cholinergiczne stanowig niewielkg cze$¢ zakonczen ner-
wowych moézgu (14, 15). Dlatego tez dazy sie do zastosowania metod po-
zwalajacych na uzyskanie z mézgu synaptosoméw o mozliwie duzej za-

Ryc. 1. Obraz frakcji synaptosomalnej mézgu szczura uzyskanej przez flotacje frakcji
surowych mitochondriéw w nieciggtym gradiencie —Ficoll w izotonicznym man>
nitolu (10).

Powiekszenie okoto 70000 razy.

wartosci zakonczen cholinergicznych. W tym celu stosuje sie na przyktad
rozdziat frakcji surowych mitochondriow przez wirowanie w gradiencie
ciggtym (16) lub wielostopniowym. Uzyskane takg droga dane sg jednak
rozbiezne i budzg watpliwosci (11, 17, 18).

Inng mozliwoscig uzyskania frakcji synaptosomalnej bogatej w za-
konczenia cholinergiczne jest izolowanie jej ze struktur mézgu takich
jak prazkowie, ktore zawiera okoto 15% synaps cholinergicznych (19, 20)
Bardzo dogodnym materiatem do badan modelowych metabolizmu acety-
locholiny jest narzad elektryczny ryb z rodziny Torpedinidae zawiera-
jacy niemal wytacznie (95%) synaps cholinergicznych (21). Ostatnio opra-
cowano metode otrzymywania synaptosoméw z narzadu elektrycznego,
ktéra stwarza dalsze mozliwosci badan (22, 23).

http://rcin.org.pl
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Il1. Acetylotransferaza cholinowa (EC 2.3.1.6)

11-1. Regulacja aktywnosci <

Reakcje biosyntezy acetylocholiny katalizuje specyficzny enzym ace-
tylotransferaza cholinowa. Wartosci jej Km wobec choliny wahaja sie
od 150 do 900 jiM, a wobec acetylo-CoA od 11 do 26 fxM, wykazujac wyraz-
ng zalezno$¢ od stezenia KC1 w S$rodowisku (24—28). Stezenie choliny
w tkance mozgowej jest niskie rzedu 25—50 (28, 29), a stezenie acety-
10-CoA 5—11 jiM (29—31). Dlatego niektérzy autorzy sugeruja ze dostep-
no$¢ w cytoplazmie synaptosomow cholinergicznych choliny i acetylo-
CoA moze regulowaé szybkos¢ syntezy acetylocholiny (32). Wiadomo
jednak, ze stezenie choliny w neuronach cholinergicznych jest wyzsze
(33) nizby to wynikato z danych dotyczacych catej tkanki moézgowej
(28— 30).

Produkty reakcji hamuja aktywno$¢ acetylotransferazy cholinowej.
Jednakze w przypadku acetylocholiny inhibicja przez produkty nie ma
istotnego znaczenia dla regulacji jej aktywnosci. Stata inhibitorowa ace-
tylocholiny jest bowiem rzedu kilkudziesieciu mM (34, 35), natomiast jej
stezenie w catym mozgu nie przekracza 40 M (36— 38). Sytuacji nie zmie-
nia fakt, ze rzeczywiste stezenie acetylocholiny w cytoplazmie synapto-
somow cholinergicznych jest znacznie wyzsze i wynosi od 0,5 do kil-
ku mM. Trzeba bowiem pamietaé, ze zakoriczenia cholinergiczne stanowig
zaledwie I°/o objeto$ci tkanki moézgowej (11, 14), a cata acetylocholina
moézgowa wystepuje w tych zakonczeniach (39—41). Koenzym A, drugi
produkt reakcji, jest silnym inhibitorem aktywnosci enzymu (Kj— 16 jxM),
kompetycyjnym w stosunku do acetylo-CoA (24). Stezenie CoA w mdzgu
jest 10—20 razy wyzsze niz stezenie acetylo-CoA (31). Dlatego tez zmiana
stezenia lub stosunku stezen CoA/acetylo-CoA moze miec istotny wplyw
na szybkos$¢ biosyntezy acetylocholiny (42). Dotychczas jednak nie ma
danych o stezeniach tych substancji w neuronach cholinergicznych.

Warto$¢ statej rownowagi reakcji katalizowanej przez acetylotransfe-
raze cholinowg wynosi 12—41 (43, 44), co oznacza przesuniecie reakcji
w kierunku syntezy acetylocholiny. Pordwnanie wartosci statej réwno-
wagi ze stezeniami substratéw i produktéw acetylotransferazy w mézgu
wskazuje, ze szybko$¢ syntezy acetylocholiny in vivo moze podlegaé re-
gulacji na zasadzie prawa dziatania mas (24).

11-2. Wewngtrzkomérkowe rozmieszczenie
Badania aktywnosci i subkomérkowego rozmieszczenia acetylotrans-

ferazy cholinowej w r6znych czesciach mozgu, pozwolity ustali¢, ze
15—25°/0 catkowitej aktywnos$ci tego enzymu znajduje sie w aksonach
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i dendrytach, a okoto 70% w synaptosomach (1), natomiast w ciatach ko-
madrek nerwowych jedynie 5%. Takie rozmieszczenie aktywnos$ci moze
wynika¢ z faktu, ze acetylotransferaza cholinowa syntetyzowana w pe-
rikarionach przemieszcza sie dzieki transportowi aksonalnemu do zakon-
czen nerwowych (45, 46).

Rozmieszczenie acetylotransferazy cholinowej w obrebie synaptoso-
mow byto przedmiotem wielu kontrowersji. Zostaty one wyjasnione przez
Fonnum i wsp. (1, 3, 35, 47), ktorzy wykazali istnienie kilku form
molekularnych acetylotransferazy o réznych punktach izoelektrycznych.
W zaleznosci od stopnia dysocjacji poszczegdlne formy enzymu wigzg sie
mocniej lub stabiej z btonami plazmatycznymi. Wiazanie to jest odwracal-
ne i tatwo ulega dysocjacji w roztworach o wysokiej sile jonowej. Obec-
nie uwaza sie, ze acetylotransferaza cholinowa wystepuje w cytoplazmie
synaptosomow, gdzie zachodzi biosynteza acetylocholiny (1). Wytworzona
w cytoplazmie acetylocholina gromadzi sie w pecherzykach (1). Wydaje
sie, ze proces akumulacji neurotransmitera w pecherzykach jest istotnym
czynnikiem regulujagcym szybko$¢ syntezy acetylocholiny poprzez usu-
wanie jednego z produktow reakcji z synaptoplazmy.

I1l. Transport choliny

I11-1. Uktady transportu choliny

Acetylocholina wydzielona do szczeliny synaptycznej rozktada sie przy
udziale esterazy acetylocholinowej (EC 3.1.1.7). W wyniku reakcji po-
wstaje cholina i octan (1, 11). Tkanka mo6zgowa ma ograniczong zdolnos¢
syntezy choliny (48, 49). Rowniez ilos¢ wolnej choliny wystepujacej
w mdzgu jest niewielka (28, 29). Synaptosomy cholinergiczne nie wychwy-
tuja tez acetylocholiny z otoczenia (50, 51). Dlatego tez istotne znaczenie
dla syntezy acetylocholiny ma transport do wnetrza synaptosoméw wolnej
choliny z krwi (52—55) lub ze szczeliny synaptycznej (zjawisko tzw. po-
wtérnego wychwytu choliny) (2, 3).

Fakt, ze wykres zaleznosci szybkosci gromadzenia sie choliny od jej
stezenia ma przebieg dwufazowy Swiadczy o istnieniu w synaptosomach
dwoch uktadéw transportu choliny, o wysokim (Km1l—4 |[xM) i o niskim
powinowactwie do choliny (Km 40—200 j*M) (56— 59).

Aktywnos$¢ uktadu o wysokim powinowactwie zalezy od obecnosci jo-
néw sodowych. Cyjanek, ouabaina oraz obnizenie temperatury hamuja
uktad transportu o wysokim powinowactwie do choliny (56, 57, 59, 60).
Wymienione czynniki nie wptywaja natomiast na aktywno$¢ uktadu o ni-
skim powinowactwie do choliny. Analog strukturalny choliny hemicho-
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linium—3 hamuje aktywnos$¢ uktadu o wysokim powinowactwie do cho-
liny (Ki— 0,01 fxM) znacznie silniej niz aktywnos$¢ uktadu o niskim po-
winowactwie (Ki— 50 mM) (56, 61).

Tabela 1.
Parametry kinetyczne transportu choliny w ukfadzie nerwowym zwierzat réznych gatunkéw

Uktady transportu choliny

Wysokie Niskie PiSmien-

Preparat Zwierze . . )
powinowactwo powinowactwo nictwo

Km Vftx Km i vm,

1. Synaptosomy:

Ptat wzrokowy Os$miornica 2 280 38 330 59
Loligo pealii
Narzad elektryczny Torpedo mar- 2 600 0 0 23
morata
Przodomo6zgowie Szczur 4—8 — 40 - 56
Prazkowie » 4 3> 0 0 61
Hipokamp 0,3 6,5 — —
Prazkowie 9 — 17,0 —_ — 62
Podwzgdrze — 2,4 — -
Kora 4,0 67 40 -
Piefi mézgu Swinka 33 45 40 - 66
Mézdzek morska 29 24 40 -
2. Homogenaty:
Prazkowie 1,4 50 93 190
Kora Szczur 31 30 33 80 57
Mézdzek 0 0. 41 50
3. Izolowane tkanki:
Nerw zreniczno-rzeskowy Kura 2 0,5 200 16* 58
Zwoj rzeskowy » 0 0 71 47* 63

Wartosci Km wyrazono w tiM, a wartosci Vnmkt w pmolach/min/mg biatka.

* Vnai wyrazono w pmolach/min/preparat.

** Vmai wyrazono w nmolach/min/jedn. miedzynarodowg acetylotransferazy cholinowe;j.
,»— nie badano, ,,0” nie wykryto.

I11-2. Transport choliny w uktadzie chollnergicznym

Wiele danych wskazuje na to, ze uktad transportu o wysokim powino-
wactwie do choliny wystepuje wytgcznie w synaptosomach cholinergicz-
nych.

Wymienione juz poprzednio inhibitory transportu choliny, jak réwniez
atropina i leki o podobnym dziataniu (55) oraz pentobarbital i wodzian
chloralu (62) powodujg spadek szybkos$ci syntezy acetylocholiny propor-
cjonalny do stopnia zahamowania transportu o wysokim powinowactwie.

Synaptosomy z narzadu elektrycznego Torpedo, stanowigce niemal
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czysta populacje zakoriczen cholinergicznych, majg tylko jeden uktad
transportu choliny o wysokiej aktywnosci (Km= 2iiM) (23) (Tabela 1).
Z kolei, w ciatach neuron6w cholinergicznych zwoju rzeskowego wykaza-
no jedynie obecno$¢ uktadu o niskim powinowactwie do choliny (63).

Zaobserwowano korelacje miedzy aktywnoscig acetylotransferazy cho-
linowej i stezeniem acetylocholiny w réznych obszarach mézgu, odmien-
nych gatunkéw zwierzat a aktywnoscig transportu o Wysokim powino-
wactwie do choliny (57, 64, 65).

Znaczna cze$¢ choliny wychwytywanej przez synaptosomy prazkowia
ulega acetylacji do acetylocholiny. Synaptosomy moézdzku, ktéry zawiera
tylko niewielky ilos¢ zakonczen cholinergicznych, nie syntetyzuja acetylo-
choliny z wychwytywanej choliny (66).

Uszkodzenie Srodkowej czeSci przegrody mézgu powoduje wraz z dege-
neracjg cholinergicznych zakonczen nerwowych w hipokampie utrate ak-
tywnos$ci uktadu transportowego o wysokim powinowactwie do choliny,
przy nieznacznych tylko zmianach w ukiadzie o niskim powinowactwie
(64).

Przy niskich stezeniach choliny (1—3 [xM) szybkos$ci jej wychwytu
i acetylacji przez synaptosomy sa niemal rowne (19, 57). Przy wzrastaja-
cych stezeniach choliny, ktore aktywujag uktad o niskim powinowactwie,
zmniejsza sie proporcja choliny acetylowanej w synaptosomach, w sto-
sunku do choliny zuzywanej do syntezy lipidow (57, 67, 69, 70).

Cholina zuzywana do syntezy acetylocholiny dostaje sie do zakonczen
nerwowych wyitacznie przez ukiad o wysokim powinowactwie do choli-
ny (2). Transport moze by¢ zatem etapem ograniczajacym szybko$¢ jej
syntezy. Uktad transportu o niskim powinowactwie do choliny wystepuje
w réznych czesciach mézgu, niezaleznie od zawartosci neuronéw choliner-
gicznych (64, 68).

111-3. Metabolizm energetyczny a transport choliny

Niedotlenienie wywotane cyjankiem lub azotynem sodowym powoduje
zablokowanie syntezy acetylocholiny oraz uktadu transportu o wysokim
powinowactwie do choliny (56, 57, 60). Z kolei jednak dwunitrofenol, kté-
ry hamuje synteze acetylocholiny, nieznacznie tylko obniza wychwytywa-
nie choliny przez synaptosomy (56, 60). Hamujgcy wpltyw ouabainy na
transport choliny jest trudny do interpretacji gdyz jednoczes$nie obser-
wuje sie wzmozenie wydzielania acetylocholiny (71, 72). Zwigzek pomie-
dzy transportem choliny a procesami energetycznymi nie jest jeszcze
jasny. Wymienione inhibitory wptywajg bowiem jednocze$nie na we-
wnatrzmitochondrialng przemiane pirogronianu, a wiec i na szybko$¢
syntezy acetylo-CoA, drugiego substratu niezbednego do syntezy acetylo-
choliny.

5 Postepy Biochemii
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IV. Synteza reszty acetylowej acetylocholiny

IV-1. Wewnatrzmitochondrialna synteza acetylo-CoA

Gtéwnym substratem energetycznym mozgu dorostych zwierzat jest
glukoza (73), ktéra za posSrednictwem pirogronianu, stanowi réwniez pod-
stawowy prekursor reszt acetylowych do syntezy acetylocholiny.

Maksymalna szybko$¢ syntezy acetylocholiny w skrawkach kory méz-
gu oraz prazkowiu szczura wynosi odpowiednio 0,14 i 0,6 fimola/godz/g
tkanki, co stanowi 5% maksymalnej aktywnosci acetylotransferazy choli-
nowej w tych cze$ciach mdzgu (64, 74—76). Sugeruje to, ze etap ograni-
czajacy synteze acetylocholiny moze znajdowac sie miedzy powstajacym
wewngatrz komaérki pirogronianem a acetylo-CoA wystepujacym w synap-
toplazmie. Dotychczasowe badania wykazujg bowiem, ze szybkos$¢ biosyn-
tezy acetylocholiny jest 100—200 razy mniejsza od szybkosci zuzycia glu-
kozy lub pirogronianu przez mézg (74). Pomimo tak znacznej réznicy
w szybkosciach tych proceséw na korzys$¢ uktadu wytwarzajgcego acetylo-
CoA, istnieje Scista zalezno$¢ miedzy szybkoscig utleniania pirogronianu
a szybkosciag biosyntezy acetylocholiny. Gibson i wsp. (77) wykazali,
ze inhibitory dehydrogenazy pirogronianowej (EC 1.2.4.1) takie jak 2-ke-
tomaslan, 3-bromopirogronian, czy tez barbiturany, w podobnym stopniu
hamujg utlenianie pirogronianu oraz biosynteze acetylocholiny w moézgu
(75, 78).

Analogiczne zjawisko obserwuje sie w hipoksji lub po podaniu tréj-
peridolu (78), jak réwniez w doswiadczalnych stanach niedoboru tiaminy

Tabela 2.

Wptyw'inhibitoréw dehydrogenazy pirogronianowej i dehydrogenazy”oksoglutaranowej na szyb-
kos¢ syntezy ACh z pirogronianu (75—77).

Aktywno$¢ Aktywnos¢

Stezenie de_hydroggnazy dehydrogenazy szrﬁzlz(;sc
Inhibitor pirogroniano-  2-oksoglutara- acetylocholiny
wej nowej

mM ¥ 16 %
3—broraopirogronian 0,5 16 16
amobarbital 1,0 26 - 19
2—oksomaslan 20,0 20 - 26
tréjperidol*) 0,2 70 - 20
2—oksoizowalerianian 2,0 99 23 64
Mieszanina oksokwasow o0 roz- 2,0 83 56 54

gatezionym tancuchu

) 1-3-4-fluorobenzoilo propylo -4-3-tréjfluorometylofenylo-piperydyno-4-ol
Aktywnos$¢ enzyméw, lub szybko$¢ syntezy ACh w nieobecnosci inhibitoréw przyjeto za 100%.
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u zwierzat, ktére prowadzg do spadku aktywnos$ci dehydrogenazy pirogro-
nianowej (79, 80). Genetycznie uwarunkowanym stanom jej niedoboru
u ludzi towarzyszg objawy neurologiczne, ktdre mogg mieé zwigzek z za-
burzeniami syntezy acetylocholiny (81). Z drugiej jednak strony ketoana-
logi aminokwasow o rozgatezionym ftancuchu weglowym, w stezeniach,
ktére nie powodujg inhibicji dehydrogenazy pirogronianowej, hamujg syn-
teze acetylocholiny w okoto 40% (76) (Tabela 2). Wspomniane zwigzki sg
znanymi inhibitorami dehydrogenazy oksoglutaranowej (EC 1.2.4.2) (82).
Swiadczy to o tym, ze do zapewnienia odpowiedniej szybkosci dostarcza-
nia reszt acetylowych do syntezy acetylocholiny w cytoplazmie potrzebne
jest nie tylko prawidtowe wytwarzanie acetylo-CoA z pirogronianu w mi-
tochondriach, ale réwniez synteza jego akceptora.

Omowiong wyzej Scisty zalezno$¢ syntezy acetylocholiny od przemiany
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Ryc. 2. Subkomdérkowe rozmieszczenie enzyméw zwigzanych z metabolizmem ace-
tylo-CoA w moézgu szczura.

Zawarto$¢ enzymu w pojedynczej frakcji wyrazono jako procent sumy aktywno$ci we frak-

cjach. Oznaczenia frakcji subkomérkowych wg Whilttakera (11) z matymi modyfikacjami

(109, 117):

| — Frakcje pierwszorzedowe: P, frakcja jader komérkowych i strzepéw tkanki; P, frakcja
surowych mitochondriéw; P, frakcja mikrosomalna; Sj, frakcja cytoplazmatyczna (gle-
jocyty i ciala neurocytow).

Il — Frakcje drugorzedowe (rozdziat frakcji Pt): A, frakcja mielinowa; B, frakcja synapto-
somalna; C, frakcja mitochondriéw catego moézgu.

Il — Frakcje trzeciorzedowe (rozdziat frakcji B): Bp, frakcja cytoplazmatyczna synaptosomow;
Bs, frakcja elementdéw upostaciowanych synaptosomoéw. *

Pozostate skroty: CS, syntaza cytrynianowa; CaAT, acetylotransferaza karnitynowa; HAC, hy-

drolaza acetylo-CoA CCE, liaza ATP-cytrynianowa; ACS, syntetaza acetylo-CoA; ChAT, ace-

tylotransferaza cholinowa.

5
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pirogronianu mozna wyjasni¢ nastepujaco. Dekarboksylacja oksydacyjna
pirogronianu zachodzi we wszystkich typach komérek mézgu, a synteza
acetylocholiny gtéwnie w obrebie synaptosomdéw cholinergicznych. 1 g
moézgu szczura zuzywa w ciggu godziny okoto 30 jimoli glukozy (73, 83, 84).
Z tej ilosci okoto 10% metabolizuje sie w cyklu pentozowym (73), a z pozo-
statej czesci wytwarza sie okoto 50 [¢moli pirogronianu. Wiekszo$é pirogro-
nianu ulega w mitochondriach dekarboksylacji do acetylo-CoA, a tylko
niewielka cze$¢ metabolizuje sie do mleczanu, alaniny lub szczawiooctanu.
Zuzycie pirogronianu w réznych kompartamentach mézgu jest proporcjo-
nalne do aktywnosci znajdujacej sie w nich dehydrogenazy pirogroniano-
wej (10, 85) (Ryc. 2). Poniewaz w mitochondriach wewnatrzsynaptosomal-
nych znajduje sie tylko 30% catkowitej aktywnosSci dehydrogenazy piro-
gronianowej mozgu, dlatego to jedynie 15—20 fxmoli pirogronianu moze
ulega¢ dekarboksylacji w synaptosomach (Ryc. 2). 70% aktywnosci enzy-
mu w moézgu wystepuje w mitochondriach pozasynaptosomalnych (10, 12,
88). Mozna wiec obliczy¢, ze w synaptosomach cholinergicznych, ktore
stanowig tylko 5—10% catej populacji synaptosoméw mozgu, szybkos$é
przemiany pirogronianu wynosi przypuszczalnie 1,5—2,0 “moli/godz/g
tkanki (14, 15). Jak wynika z tych obliczen w synaptosomach cholinergicz-
nych nie 0,5—1,0% a okoto 10% reszt acetylowych powstajacych z piro-
gronianu powinno by¢ zuzywane do syntezy acetylocholiny. W S$wietle
takiego ujecia bardziej oczywista staje sie Scista zalezno$¢ szybkosci syn-
tezy acetylocholiny od aktywnos$ci dehydrogenazy pirogronianowej (78, 78).

IV-2. Transport acetylo-CoA z mitochondriéw do cytoplazmy w uktadzie nerwowym

Biosynteza acetylocholiny zachodzi w cytoplazmie neuron6w choliner-
gicznych (1). Reszty acetylo-CoA wytwarzajg sie z pirogronianu wewnatrz
mitochondriow, ktérych btona jest wzglednie nieprzepuszczalna dla ace-
tylo-CoA (87, 88). W zwiazku z tym reszta acetylowg z acetylo-CoA musi
by¢ transportowana do cytoplazmy za posrednictwem innych metaboli-
téow, ktore w cytoplazmie mogag zregenerowac acetylo-CoA. Rycina 3
przedstawia potencjalne mozliwos$ci transportu reszt acetylowych przez
btone mitochondrialng. Jedng z mozliwych drég jest przemiana acetylo-
CoA do cytrynianu w reakcji katalizowanej przez syntaze cytrynianowag
(EC 4.1.3.7), a nastepnie transport cytrynianu do cytoplazmy, gdzie dzieki
dziataniu liazy cytrynianowej (EC 4.1.3.8) odtwarza sie acetylo-CoA:

Mg2+
ATP +cytrynian+CoA ~ ADP+ Pt+szczawiooctan+acetylo-CoA 1)

Cytrynian w mitochondriach jest rowniez metabolizowany do 2-oksoglu-
taranu i glutaminianu, ktore po przejsciu do cytoplazmy mogg ponownie
przechodzi¢ w cytrynian (89). Inna mozliwosé to hydroliza acetylo-CoA
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wewnatrz mitochondriéw przy udziale hydrolazy acetylo-CoA (EC 3.1.2.1)
i transport powstatego octanu do cytoplazmy. W cytoplazmie w reakcji
katalizowanej przez syntetaze acetylo-CoA (EC 6.2.1.1) odtwarza sie ace-
tylo-CoA (87). Transport reszty acetylowej pochodzacej z acetylo-CoA
moze zachodzi¢ rowniez w postaci N-acetyloasparaginianu (patrz reakcja
7, 8 Ryc. 3) (90). Trzecia mozliwos$¢ wreszcie to transport za posrednictwem
acetylokarnityny poprzez reakcje katalizowang przez znajdujgca sie w bto-
nie mitochondridw, acetylotransferaze karnitynowg (EC 2.3.1.7) (91, 92).

2-okscl>glutaran — 2-oksoglutaran
i3 ?3
cytrynian - cytrynian
—— e e e Bt e~ | e e S - e e e — “
I-a-xcetylo-CoA — 7—— acetylo-CoA }
B : e e B e Rt
lipidy N 'I T' 2
cholesterol acetylokarnit, ~e—1'— acetylokarnit, pirogronian
acetylo-CoA -«— octan octan 49— acetylo-CoA
12 As 7
Acetylocholina 6 N-acetyloasp. —= N-acetyloasp. 6
acetoacetylo-CoA acetoacetylo-CoA
ts | fs
acetooctan —» acetooctan
Cytoplazma 7 Mitochondrion

Ryc. 3. Drogi transportu posredniego reszt acetylowych z acetylo-CoA z mitochon-

driow do cytoplazmy w mozgu.
Poszczeg6élne reakcje enzymatyczne oznaczono numerami: 1. dehydrogenaza pirogronianowa
(EC 1.24.1., oksydoreduktaza pirogronian:liponian, acetylujgca akceptor); 2. syntaza cytrynia-
nowa (EC 4.1.3.7., szczawiooctano-liaza cytrynianu(pro-3S-CH2COO acetylo-CoA)); 3. hydrataza
akonitanowa (EC 4.2.1.3., hydro-liaza cytrynianu); dehydrogenaza izocytrynianowa (EC 1.1.1.41,
oksydoreduktaza treo-Ds-izocytrynian:NAD(dekarboksylujaca); dehydrogenaza izocytrynianowa
(NADP) (EC 1.1.1.42., oksydoreduktaza treo-Ds-izocytrynian:NADP(dekarboksylujaca)); 4. liaza cy-
trynianowa (EC 4.1.3.8., szczawiooctano-liaza ATP:cytrynian(pro-3S-CHsCOO -“m acetylo-CoA, de-
fosforylujgca ATP)); 5. syntetaza acetoacetylo-CoA Ilub CoA-transferaza 3-ketokwaséw (EC
2.8.3.5., CoA-transferaza sukcynylo-CoA:3-oksokwas); . tiolaza acetoacetylo-CoA (EC 23.1.9,
C-Acetylotransferaza acetylo-CoA:acetylo-CoA); 7. N-acetylotransferaza asparaginianowa (EC
2.3.1.a., N-acetylotransferaza acetylo-CoA:L-asparaginian); s. aminohydrolaza N-acyloasparagi-
nianu (EC 3.5.1.15; 9. hydrolaza acetylo-CoA (EC 3.1.24.); 10. syntetaza acetylo-CoA (EC 6.2.1.1,,
ligaza octan:CoA(AMP)); 11. acetylotransferaza karnitynowa (EC 2.3.1.7., O-acetylotransferaza
acetylo-CoA:karnityna); 12. acetylotransferaza cholinowa (EC 2.3.1.6., O-Acetylotransferaza ace-
tylo-CoA:cholina).

W mozgu zwierzat mtodych oprdcz glukozy zrédtem szkieletéw weglo-
wych sg réwniez ciata ketonowe (83, 93). Acetylo-CoA z acetooctanu moze
powstawaé zar6wno wewnatrz mitochondriéw, jak i w cytoplazmie w re-
akcjach katalizowanych przez CoA-transferaze 3-ketokwaséw (EC 2.8.3.5)
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lub syntetaze acetoacetylo-CoA (patrz reakcja 5, Ryc. 3). Powstaly aceto-
acetylo-CoA rozkitada sie w reakcji katalizowanej przez tiolaze acetoace-
tylo-CoA (EC 2.3.1.9) (94, 95, 96).

Drogi transportu acetylo-CoA zuzywanego do syntezy acetylocholiny
w mdzgu sg jednak nadal przedmiotem dyskusji. Wedtug danych Tu ¢ka
(86, 97) aktywnosci liazy cytrynianowej i syntetazy acetylo-CoA w moz-
gach zwierzat roznych gatunkéw sg wielokrotnie nizsze od aktywnosci
acetylotransferazy cholinowej (Tabela 3).

Tabela 3
Poréwnanie aktywnosci enzyméw zwigzanych z metabolizmem acetylo-CoA w mézgu.

Enzym
Prébka Zwierze CCE ACS ChAT PDH ' omiem
nictwo
|xmole/godz/g tkanki
Moézg H Szczur 305 189 74 114 10, 117
s3 9,8 4,3 19

Moézg H Swinka morska 2711 - 7 . 117

Jadro ogoniaste H Owca 18 1,4 240 28 86, 97
Przodomo6zgowie H Swinka morska 1,7 25 9,6 - 97
Mo6zg S3*> Szczur 1,6 — — - 89
Mozg S3 © 48 5,2 - - 9%
Mézg H*> % — 272 - - 148
Moézg H*> o - 174 - - 102
Moézg H*> Zarodek kurzy 19 dni 17,5 - 24 - 109
Moézg H Szczur - - 75 - 113
Kora H 9% - - 6,0 - 114
Kora H . - - - 150 80
Mézg H* % — — — 135 149

Uzyte skroty: 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 homogenizacje catego mézgu (razem z moézdzkiem).

W takim jednak przypadku, szybko$é syntezy acetylo-CoA w cytoplazmie
bytaby mniejsza niz szybko$¢ tworzenia sie acetylocholiny w mozgu. Wy-
kazano réwniez (92, 98), ze wstrzykniete do komo6r moézgu szczura, znako-
wane weglem MC, glukoza, pirogronian lub mleczan bardzo tatwo wbudo-
wujg sie do acetylocholiny, co przedstawia sie wysokg radioaktywnosciag
specyficzng reszty acetylowej acetylocholiny. Zuzycie acetooctanu, octanu
i cytrynianu do syntezy reszty acetylowej acetylocholiny jest natomiast
od kilku do kilkudziesieciu razy nizsze (92, 98). Wymienione zwigzki nie
hamujg réwniez syntezy acetylocholiny z radioaktywnego pirogronianu
lub glukozy. Podobne wyniki uzyskano inkubujgc in vitro skrawki mézgu
szczura (99). Dane te sg zgodne ze stwierdzong wczesniej niskg aktyw-
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noscig liazy cytrynianowej i syntetazy acetylo-CoA w mozgu (86, 97).
W Swietle tych badan droga transportu reszt acetylo-CoA do syntezy ace-
tylocholiny pozostaje niewyjasniona. Jak dotychczas, nie wykazano zadnej
innej alternatywnej drogi transportu. Stwierdzono jednak, ze pirogronian
i glukoza stosunkowo tatwo wbudowujg sie do cytrynianu. Doswiadczenia
te nie pozwalajg jednak wykluczy¢ udziatu cytrynianu powstajgcego w ko-
morce w transporcie reszt acetylowych do syntezy acetylocholiny (92, 99).
Ro6znice, miedzy wbudowywaniem sie jednostek dwuweglowych, pocho-
dzgcych z glukozy i cytrynianu do acetylocholiny, mogg wynikaé¢ z od-
miennej penetracji obu metabolitéw przez btony réznych komdrek mézgu
(100). Btona plazmatyczna synaptosomow posiada uktad transportu o wy-
sokim powinowactwie do glukozy (100). Jak dotychczas nie wykazano
transportu cytrynianu przez btone synaptosoméw (101). Stabe wbudowy-
wanie sie octanu do acetylocholiny moze wynika¢ z faktu, ze syntetaza
acetylo-CoA w mozgu szczura znajduje sie poza synaptoplazma (97, 102)
(Ryc. 2), (Tabela 4).

Tabela 4

Wzgledne aktywnosci specyficzne liazy cytrynianowej, syntetazy acetylo-CoA, acetylotransferazy
cholinowej i dehydrogenazy mleczanowej we frakcjach rozpuszczalnych z mézgéw zwierzat réznych
gatunkow (*97, 117, 150).

Szczur Swinka morska Zarodek kurzy
Enzym
S3 Bs s3 Bs s3 Bs
Liaza ATP-cytrynianowa 1,50 2,43 2,72 421 0,97 1,97
Acetylotransferaza cholino-
wa 1,09 0,96 2,48 591 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 synaptosomoéw.

Octan nie wykazuje réwniez zdolnosci wigzania sie z synaptosomami (103).
Sollenberg i Sérbo (104), z kolei, wykazali, ze radioaktywny wegiel
6MC-glukozy znacznie tatwiej wbudowuje sie do reszty acetylowej acetylo-
choliny niz tryt z 63H-glukozy. Wskazuje to na wewnatrzmitochondrialng
przemiane acetylo-CoA do cytrynianu powodujaca utrate 3H przed whbu-
dowaniem do acetylocholiny.

Wykazano, ze w nerwach ruchowych odnézy homara i narzadzie elek-
trycznym Torpedo reszty acetylowe acetylocholiny pochodza gtdwnie
z octanu, ktorego aktywacja zachodzi w cytoplazmie dzieki wysokiej ak-
tywnosci cytoplazmatycznej syntetazy acetylo-CoA (105—108). Synteza
acetylocholiny z cytrynianu i pirogronianu jest w tych tkankach o rzad
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wielkosci nizsza niz octanu. Mimo to synteza acetylocholiny z cytrynianu
jest tam duzo wydajniejsza niz w moézgu ssakéw, co wskazuje na obec-
nos¢ liazy cytrynianowej.

1IV-3. Aktywnos$¢ enzymoéw zwigzanych z metabolizmem acetylo-CoA w mozgu

Wykonane w ostatnich latach przez Szutowicza i wsp. (10,
109—111) i przez Reijnierse i wsp. (102) badania wskazujg, ze
aktywnoSsci liazy cytrynianowej i syntetazy acetylo-CoA w mézgach zwie-
rzat roznych gatunkéw sg wielokrotnie wyzsze niz to sgdzono poprzednio
(Tabela 3, 5). Mozna zatem przypuszczac, ze aktywnosé omawianych enzy-
mow nie ogranicza podazy acetylo-CoA do syntezy acetylocholiny. Niskie
wartosci aktywnosci tych enzyméw podawane we wczesniejszych pracach
moga wynikaé ze stosowania metodyki oznaczania, ktéra nie zapewniata
catkowitego pomiaru powstajacych produktow reakcji (112).

Synaptosomy cholinergiczne zuzywajg znaczng cze$¢ reszt acetylowych
do syntezy acetylocholiny (Rozdz. IV-1), powinny zatem posiada¢ wydajny
mechanizm transportu acetylo-CoA do cytoplazmy. Mdzdzek zawiera zni-
koma ilo$¢ elementéw cholinergicznych (57, 64), dlatego tez aktywnos$¢
acetylotransferazy cholinowej oraz stezenie acetylocholiny sg w nim 5—10
razy nizsze niz w innych czesSciach mézgu (2, 64, 75, 113—115), (Tabela 5).
Podobnych réznic mozna by sie spodziewa¢ w aktywnos$ciach enzymow
syntetyzujacych acetylo-CoA. Aktywnosci dehydrogenazy pirogronianowej,

Tabela 5.

Aktywnosci enzymdéw zwigzanych z metabolizmem acetylo-CoA w réznych czesciach
moézgu szczura (117).

Prazkowie Potkule Mozdzek
Enzym
nmole/min/mg biatka

Dehydrogenaza pirogro-

nianowa 19.8+1,1 18,0£1,6 15,8+2,5
Syntaza cytrynianowa 423 + 47 500+30 474 +£49
Hydrolaza acetylo-CoA 1,4+0,1 1,8+0,2 1,8+0,2
Acetylotransferaza karni-

tynowa 140+ 18 169+ 14 16,2+1,2
Liaza cytrynianowa 6,1+0,3* 5,6+0,3* 1,6+0,5
Syntetaza acetylo-CoA 3.8+0,8 33+0,2 3,5+0,5
Acetylotransferaza choli- 27402 110.1% 0.2+0,02
nowa

Liczby sa wartoéciami $rednimi z 3—15 doswiadczen + btad standardowy $redniej. Podobne wartosci dla dehydroge-
nazy pirogronianowej i acetylotransferazy cholinowej podano w pracach: 80, 113.

~Réznica istotna statystycznie pomiedzy aktywnosciami enzymu acetylotransferazy cholinowej w prazkowiu i pot-
kulach mézgu a aktywnoscig enzymu w mézdzku.
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syntazy cytrynianowej, syntetazy acetylo-CoA i acetylotransferazy karni-
tynowej w moézdzku sg jednak podobne jak w innych cze$ciach mézgu
(Tabela 5). Jedynie aktywnos¢ liazy cytrynianowej w moézdzku jest okoto
4 razy nizsza niz w prazkowiu i potkulach mézgu (Tabela 5). Swiadczy to
0 szczegdlnej roli tego enzymu w neuronach cholinergicznych.

Nalezy jednak pamieta¢, ze liaza cytrynianowa dostarcza reszty acety-
lowe z cytrynianu réwniez do syntezy kwaséw ttuszczowych (89). Szyb-
kos$¢ syntezy kwasow ttuszczowych i aktywno$¢ syntetazy kwasow?7 ttusz-
czowych podczas dojrzewania mozgu malejg w znacznym stopniu w zwigz-
ku z zakoriczeniem procesu mielinizacji (89, 117—119) (Ryc. 4). W tym
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Ryc. 4. Przebieg postnatalnych zmian aktywnosci liazy cytrynianowej (CCE) (),
acetylotransferazy cholinowej (ChAT) (A), syntezy kwaséw ttuszczowych (FAS) (A)
w mozgu i mézdzku szczura (110, 177).

Suma aktywno$ci ChAT i FAS oznaczona linia przerywana. Inne skroéty: D, szczury doroste.
Aktywnosci enzymdéw wyrazono w nastepujacych jednostkach:

CCE, nmole szczawiooctanu zsyntetyzowanego /min/mg biatka,

ChAT, nmole ACh zsyntetyzowanej /min/mg biatka,

FAS, nmole NADPH utlenionego /min/mg biatka.

samym okresie szybko$¢ biosyntezy acetylocholiny wzrasta kilkanascie
razy, proporcjonalnie do wzrostu aktywnosci acetylotransferazy cholino-
wej (120—123) (Ryc. 4). W efekcie catkowite zapotrzebowanie na reszty
acetylowe w rozwijajagcym sie mozgu zmienia sie nieznacznie czemu od-
powiada stata w tym okresie aktywnoS$¢ liazy cytrynianowej (Ryc. 4).
W rozwijajagcym sie mozdzku aktywnos$¢ acetylotransferazy utrzymuje sie
na statym, niskim poziomie (117, 124). Natomiast aktywno$¢ syntetazy
kwasow ttuszczowych spada podobnie jak w mézgu tj. o okoto 70%. Mozna
wieC przyjac, ze zapotrzebowanie tej czeSci mozgowia na reszty acetylo-
CoA zalezy jedynie od zmian szybkos$ci syntezy lipidow. Aktywnos$¢ liazy
cytrynianowej w mozdzku obniza sie w tym czasie o okoto 70% réwno-
legle ze zmianami aktywnosci syntetazy kwaséw ttuszczowych (Ryc. 4).
Stad tez rdznice w przebiegu zmian aktywnos$ci liazy w dojrzewajacym
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mozdzku i mdzgu mozna przypisywac réznicom w rozwoju neurondw
cholinergicznych w obu tych czesciach mozgowia.

Wystepowanie liazy cytrynianowej i acetylotransferazy cholinowej we
frakcjach subkomorkowych mézgu sg podobne (97, 110, 117) (Ryc. 2)a
(Tabela 4). Po rozdziale frakcji surowych mitochondridw, przez wirowanie
w gradiencie stezen sacharozy, ponad 70% aktywnos$ci obu enzymow
stwierdzono we frakcji synaptosomalnej (B) (Ryc. 2). Wzgledna aktywnosé
specyficzna liazy w synaptoplazmie (Bs) jest okoto dwukrotnie wyzsza niz
w cytoplazmie pochodzacej z komorek glejowych i perikarionéw neuro-
cytow (S3 (97, 109, 117) (Tabela 4). Fakt ten wskazuje na istotng role liazy
cytrynianowej w biosyntezie acetylo-CoA potrzebnego do synaptosomal-
nej biosyntezy acetylocholiny. Drugi enzym zwigzany z biosynteza ace-
tylo-CoA, syntetaza acetylo-CoA wystepuje gtdwnie w mitochondriach
glejocytéw (102), a wiec nie bierze udzialu w syntezie cytoplazmatycznej
acetylo-CoA. Jego aktywno$¢ w synaptoplazmie mdzgu szczura jest przy
tym cztery razy nizsza niz w cytoplazmie S3(117) (Tabela 4). Dehydroge-
naza pirogronianowa, synteza cytrynianowa i acetylotransferaza karni-
tynowa wystepuja gtoéwnie we frakcji mitochondriéw glejocytarnych (C)
oraz we frakcji Bp zawierajgcej mitochondia synaptosomalne (Ryc. 2),
(97, 117).
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Ryc. 5. Poréwnanie aktywnos$ci enzymoéw zwigzanych z metabolizmem acetylo-CoA
we frakcji synaptosomalnej (B) z aktywnos$ciami obliczonymi dla synaptosomoéw
cholinergicznych.

Kolumny puste, catkowita aktywno$¢ enzymoéw we frakcji synaptosomalnej (B); kolumny za-
kreskowane, obliczona aktywno$¢ enzyméw w synaptosomach cholinergicznych (110, 117).
Srkéty jak dla rys. 4 i tab. 3. Aktywno$¢ syntazy cytrynianonowej oznaczono po stronie pra-
wej wykresu. Aktywnos$¢ pozostatych enzymoéw podano po lewej stronie wykresu.

Aktywnos$ci enzyméw wyrazono w nastepujacych jednostkach: PDH, (“mole NAD zredukowa-
nego /godz/g tkanki; CS, (¢imole CoA powstajgcego /godz/g tkanki; CCE, (umole szczawiooctanu
zsyntetyzowanego /godz/g tkanki; HAC, (umole CoA powstajgcego /godz/g tkanki; ACS, umole
acetylo-CoA zsyntetyzowanego /godz/g tkanki; CaAT, (umole CoA powstajgcego /godz/g tkanki;
ChAT, (umole zsyntetyzowanej ACh /godz/g tkanki.
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Catkowita aktywnos$¢ liazy cytrynianowej we frakcji zakonczen ner-
wowych jest ponad dwukrotnie wyzsza od aktywnosci acetylotransferazy
cholinowej i ponad pieciokrotnie od aktywnos$ci syntetazy acetylo-CoA
(Hyc. 5). Wysoka aktywnos$é syntazy cytrynianowej pozwala przypuszczag,
ze przy prawidtowej podazy szczawiooctanu w mézgu in vivo, wewnatrz-
mitochondrialny acetylo-CoA ulega przemianie gtownie do cytrynianu
(10, 116, 117, 125, 126) (Ryc. 5).

Nalezy jednak pamietaé, ze tylko 10% frakcji zakohAczen nerwowych
stanowig synaptosomy cholinergiczne (14, 15), ktére zawierajg calg aktyw-
no$¢ acetylotransferazy cholinowej a tylko czes¢ aktywnosci innych enzy-
mow, zwigzanych z metabolizmem acetylo-CoA w mdzgu. Synteza acetylo-
choliny zalezy od aktywnosci enzymow wystepujagcych w synaptosomach
cholinergicznych. W przypadku liazy cytrynianowej nalezy przyjac, ze
90°/o populacji synaptosoméw mézgu, to synaptosomy niecholinergiczne,
ktore majg aktywnos$¢ liazy takg jak mozdzek (117) (Tabela 5). Mozna wiec
obliczy¢, ze tylko 20% aktywnosci liazy cytrynianowej wystepuje w sy-
naptosomach niecholinergicznych, a pozostate 80% w cholinergicznych
Ryc. 5) (117). Aktywnos$ci innych enzyméw zwigzanych z metabolizmem
acetylo-CoA w moézgu i m6zdzku sg podobne (Tabela 5). Mozna wiec przy-
jaé, ze tylko 10% ich aktywnos$ci catkowitej we frakcji zakoinczen nerwo-
wych wystepuje w synaptosomach cholinergicznych (Ryc. 5).

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

Z poprzedniego rozdziatu wynika, ze aktywnos$¢ liazy cytrynianowej
nie stanowi czynnika ograniczajagcego szybko$¢ syntezy acetylocholiny,
tym bardziej, ze mitochondria synaptosomalne moga syntetyzowac i trans-
portowaé¢ do synaptoplazmy odpowiednig ilo$¢ cytrynianu (10). W takim
razie zahamowanie aktywnosci liazy cytrynianowej powinno zwiekszac,
a jej aktywacja zmniejsza¢ szybkos¢ akumulacji cytrynianu przez synap-
tosomy metabolizujgce pirogronian. Wykazano, ze aktywacja liazy po po-
daniu MgATP2- powoduje znaczny (80%) spadek szybkosci gromadzenia
cytrynianu. W tych warunkach dodanie (—)hydroksycytrynianu, ktéry
jest wysoce specyficznym inhibitorem liazy (10, 127), powoduje kilkakrot-
ny wzrost akumulacji cytrynianu (Tabela 6).

Podobne zjawisko obserwuje sie gdy substratem jest glukoza (117).
Mitochondria calego mdzgu, zawierajgcego Sladowe ilosci liazy cytrynia-
nowej, nie reaguja zmiang szybkos$ci gromadzenia sie cytrynianu na do-
danie tych efektorow (10, 117) (Tabela 6). Wyniki tych doswiadczern wska-
zuja, ze liaza cytrynianowa spetnia istotng role w metabolizmie cytrynia-
nu bedacego produktem przemiany pirogronianiu w mitochondriach
synaptosomalnych.

Catkowita aktywnos$¢ liazy cytrynianowej w synaptosomach choliner-
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gicznych (5,1 fimoli/godz/g tkanki) (Ryc. 5) jest okoto 30 razy wyzsza od
maksymalnej szybkoS$ci syntezy acetylocholiny z pirogronianu (19, 77).
Réznica szybkosci akumulacji cytrynianu miedzy stanami inhibicji i akty-
wacji liazy wynosi 1,7 “imola/godz/g tkanki (poréwnaj tabele 6) i moze by¢
miarag wydajnosci przemiany pirogronianu do synaptoplazmatycznego

Tabela 6.
Wplyw (—)hydroksycytrynianu na synteze cytrynianu przez synaptosomy i mitochondria mézgu
szczura (10, 117).

MgCI2  (-~)Hydroksy- Zuzycie Synteza
Frakcja Substraty* ATP cytrynian tlenu cytrynianu
[Agat/min/ (/.mole/min/
(& mM) (¢ mm) mg biatka mg biatka
Synaptosomy Pirogronian+ — — 36+3 2,5+0,3
Jabtczan
— + 422 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=x7 0,1+0,03
+ + 43+ 7 0,7+ 0,05++
Mitochondria Pirogronian+ - _ 3H+3 91+1,1
Jabtczan
- + 3419 9,1+0,6
+ - 173+13 7,5+0,5
+ + 161 +22 8,7+0,4

Wyniki sg wartosciami $rednimi z 3—9 doswiadczer + standardowy btad $redniej.

* Substraty dodawano w stezeniach 2.5 mM.

* Roznica istotna statystycznie w poréwnaniu z wartoscig kontrolna.

** Roéznica istotna statystycznie w poréwnaniu z wartoscig uzyskang w obecnosci MgCI2 i ATP.

acetylo-CoA za posrednictwem tego metabolitu. Mozna wiec obliczyé, ze
maksymalna wydajno$é tej drogi metabolicznej w synaptosomach choli-
nergicznych wynosi 0,17 j.imola/godz/g tkanki. Jest to warto$¢ zblizona do
maksymalnej szybkosci syntezy acetylocholiny w synaptosomach lub roz-
drobnionym mézgu (19, 75, 77), dlatego tez etapem ograniczajacym szyb-
kosé syntezy acetylo-CoA w cytoplazmie przez liaze cytrynianowga jest
prawdopodobnie transport cytrynianu przez btone mitochondriow synap-
tycznych. Nie wyklucza to udziatu innych metabolitbw w transporcie
reszty acetylowej acetylocholiny. Wykazano bowiem, ze catkowite zaha-
mowanie aktywnosci liazy przez (—)hydroksycytrynian (10, 127) powoduje
tylko 40°/o spadek syntezy acetylocholiny (dane nieopublikowane). Mozna
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przypuszczaé, ze czes¢ reszt acetylowych moze byé transportowana za
posrednictwem acetylokarnityny (128) lub tez niezidentyfikowanego me-
tabolitu drobnoczagsteczkowego, ktorego synteza i transport wymagajg
obecnosci synaptoplazmy i jonéw wapniowych (112).

Transport jednego mola acetylo-CoA za pos$rednictwem cytrynianu
powoduje rozktad jednego mola ATP w reakcji katalizowanej przez liaze
cytrynianowa. Synaptosomy cholinergiczne zuzywajg okoto 10°0 tlenu
zuzywanego przez calg frakcje synaptosomalng (4 ngat/min/mg biatka)
i syntetyzujg okoto 12 nmoli/min/mg biatka wysokoenergetycznych wig-
zan ATP. Resynteza 0,14 nmoli/min/mg biatka acetylo-CoA z cytrynianu
(Tabela 6) zuzywataby wiec zaledwie 1% ATP syntetyzowanego w synap-
tosomach cholinergicznych. Dlatego tez wydaje sie, ze dostepnosé¢ ATP
nie jest czynnikiem regulujgcym szybkos$¢ syntezy reszty acetylowej ace-
tylocholiny. Potwierdzajg to dane wykazujgce, ze umiarkowana hipoksja,
ktéra nie powoduje zmian tadunku energetycznego uktadu adenylowego,
wywotuje spadek biosyntezy acetylocholiny (78). Istnieje natomiast ko-
relacja miedzy stopniem zahamowania syntezy acetylocholiny, a wzrostem
stezenia mleczanu i spadkiem stosunku NAD/NADH w cytoplazmie (78).

V. Bioenergetyczne aspekty magazynowania i wydzielania acetylocholiny

Istotng role w procesie magazynowania acetylocholiny w pecherzykach
spetnia, jak sie wydaje, specyficzne biatko o charakterze kwasnym, wesi-
kulina, a takze ATP tworzgce z acetylocholing kompleksy umozliwiajgce
jej koncentracje do stezen rzedu 100— 1000 mM (24, 129, 130, 131). Doda-
nie ATP do $rodowiska inkubacyjnego zwieksza amplitude wytadowan
narzadu elektrycznego Torpedo (41, 65), dostarczajgc energii do akumu-
lacji acetylocholiny w pecherzykach (132). Z kolei rozkojarzenie fosfo-
rylacji oksydacyjnej za pomoca dwunitrofenolu powoduje spadek ilosci
pecherzykéw i acetylocholiny. Israel (133) wykazat, ze oscylacyjne
zmiany stezenia acetylocholiny w narzadzie elektrycznym Torpedo wigza
sieg z jednoczesnymi i jednokierunkowymi zmianami stezenia ATP. Sto-
sunek stezen acetylocholiny i ATP w pecherzykach synaptycznych z nie-
draznionego narzadu elektrycznego wynosi 5:1, co w przyblizeniu réwno-
wazy przeciwstawne tadunki obu metabolitow (129, 134).

Enzymem katalizujgcym rozkiad ATP, a co za tym idzie prawdopodob-
nie inicjujgcym proces wydzielania acetylocholiny, moze by¢ specyficzna,
aktywowana przez acetylocholing ATP-aza pecherzykdw synaptycznych
wymagajgca obecnosci jonow Mg2+ (135, 136). Leki o dziataniu przeciw-
drgawkowym hamujg aktywno$¢ tego enzymu nie wplywajgc na zalezng
od jonéw Mg2++ ATP-azowg aktywno$¢ mitochondriéw i bton plazmatycz-
nych (135). ATP jednak nie rozklada sie podczas wydzielania acetylocho-



78 A. SZUTOWICZ [20]

liny z pecherzykow (137). Sugeruje to, ze ATP-aza dostarcza energii nie-
zbednej do magazynowania i utrzymania gradientu stezen acetylocholiny,
a nie do jej wydzielania z pecherzykéw (136).

Inng role w wydzielaniu acetylocholiny zdaje sie spetnia¢ N+—K+
ATP-aza wystepujgca w blonie presynaptycznej synaptosomow (138).
Zahamowanie jej aktywnoS$ci przez zwiekszenie stezenia jonéw potaso-
wych, lub ouabaine, N-etylomaleimid, p-chloromerkurobenzoesan itp. po-
woduje wzrost wydzielania acetylocholiny (139, 140). Do stymulacji wy-
dzielania acetylocholiny przez te inhibitory nie jest konieczna obecnos¢
jonéw wapnia w $rodowisku, bedgcego fizjologicznym inhibitorem Na+—
K+ ATP-azy (140). Wskazuje to, ze czynnikiem istotnym w wydzielaniu
acetylocholiny jest spadek aktywnos$ci ATP-azy, a nie sposob w jaki zo-
stat on wywotany (140). Stymulacja Na+—K+ ATP-azy, czy to przez
ATP, czy tez aminy katecholowe powoduje, z kolei, zahamowanie wydzie-
lania acetylocholiny przez synaptosomy (139, 141). Sugeruje to, ze energia
uzyskiwana z rozktadu ATP jest niezbedna do utrzymania réznicy stezen
acetylocholiny miedzy wnetrzem synaptosomu a szczeling synaptyczna.
Niektore z lekéw przeciwdrgawkowych hamujg aktywno$¢ Na+—K+
ATP-azy. Rodwnoczes$nie jednak obserwuje sie spadek wydzielania acety-
locholiny zamiast oczekiwanego wzrostu. Paradoks ten mozna wytluma-
czy¢ jednoczesnym hamowaniem aktywnosci zaleznej od jondw Mg2+
ATP-azy pecherzykowej przez te zwigzki (135).

Intensywne draznienie bodzcami elektrycznymi powoduje spadek ilosci
pecherzykdw, zawartosci acetylocholiny i ATP w narzadzie elektrycznym
Torpedo (142). Z drugiej jednak strony w okresie powrotu do réwnowagi
wzrost ilosci pecherzykéw i zawartosci acetylocholiny zachodzi znacznie
szybciej niz wzrost stezenia ATP (143). Stosunek acetylocholiny do ATP
w pecherzykach izolowanych w tym okresie wynosi 9:1. Ten wzgledny
niedobor ATP w nowo utworzonych pecherzykach prdébuje sie ttumaczy¢
jego zuzyciem w procesie akumulacji acetylocholiny. Nie wiadomo jednak,
czy do akumulacji acetylocholiny potrzebne jest ATP wewnatrzpecherzy-
kowe czy tez cytoplazmatyczne (65). Niska zawarto$¢ ATP w ,mtodych”
pecherzykach moze ttumaczy¢ ich zwiekszong labilnos¢ i wrazliwo$¢ na
bodZce. Wykazano bowiem, ze wydzielona pod wptywem réznych bodzcéw
acetylocholina ma radioaktywnos$¢ specyficzng niemal ré6wng radioaktyw-
nosci specyficznej prekursora uzytego do jej syntezy (19) i duzo wyzszg
od radioaktywnosci acetylocholiny pozostajagcej w pecherzykach synap-
tycznych (23, 144, 145). Zimmerman (146) wyizolowat, z uprzednio
draznionego bodzcami elektrycznymi, narzadu elektrycznego Torpedo, kté-
ry inkubow@at w obecnosci metylo-3H~choliny, dwie pule pecherzykéw
synaptycznych roznigce sie ciezarem wiasciwym, zdolnoscig do akumulacji
dekstranu, oraz radioaktywnos$cig specyficzng znajdujgcej sie w nich ace-
tylocholiny. Badania w mikroskopie elektronowym zdajg sie wskazywac,
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ze w zakonczeniach obwodowego uktadu nerwowego ssakow mozna row-
niez rozroznié kilka klas pecherzykéw znajdujgcych sie prawdopodobnie
w réznych stanach czynnosciowych (147).

V1. Podsumowanie

W metabolizmie acetylocholiny w obrebie zakonczen neuronéw choli-
nergicznych mozna wyréznic¢ szereg etapow takich jak: transport i synteza
prekursoréw acetylocholiny, biosynteza, magazynowanie i wydzielanie
acetylocholiny. Bezspornym faktem jest Scista zalezno$¢ syntezy acetylo-
choliny,*a raczej niektérych jego etapdéw, od metabolizmu energetycznego
tkanki mozgowej i synaptosomoéw.

Stosunkowo dobrze poznano uktad transportu o wysokim powino-
wactwie do choliny, ktory wystepuje wytgcznie w synaptosomach choli-
nergicznych. Jednakze duza ostroznos$¢ jest wskazana przy interpretacji
wynikéw badan nad pochodzeniem reszty acetylowej acetylocholiny
w mozgu ssakOw, gdzie synaptosomy cholinergiczne stanowig niewielki
procent zakonczen nerwowych. Metabolizm reszt acetylowych w r6znych
typach komérek mozgu przebiega bowiem identycznymi drogami jak
w neuronach cholinergicznych. lloSciowa ocena jest wiec mozliwa jedynie
na podstawie posrednich podejs¢ eksperymentalnych. Dobrym modelem
doswiadczalnym pomocnym w wyjasnianiu tego zagadnienia moga okazaé
sie synaptosomy cholinergiczne narzadu elektrycznego Torpedo mimo
réznic jakosciowych w poréwnaniu z synaptosomami mozgu zwierzat wyz-
szych.

Autor serdecznie dziekuje Panu Prof. Stefanowi Angielskiemu, ktéry swoim zain-
teresowaniem i zacheta przyczynit sie do opracowania niniejszego referatu. Autor
dziekuje réwniez Panu Dr Andrzejowi Roszkiewiczowi za wykonanie zdje¢ frakcji
synaptosomalnej.

Praca wykonana w ramach problemu weztowego Polskiej Akademii Nauk
Nr 10.4.2.

Artykut zaakceptowano do druku 29.9.1978.
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I. Wstep

Zwiazki siarki wystepujace w przyrodzie w postaci siarczanéw, siar-
czynow lub substancji organicznych zawierajacych siarke podlegajg w wa-
runkach naturalnych wielu przemianom, gtéownie dzieki mikroorganiz-
mom. Zaleznie od rodzaju mikroorganizmu i warunkdw zewnetrznych,
zwigzki siarki mogg by¢ utleniane (siarczki) lub redukowane (siarczany).
Biologiczna redukcja, w szczegdlnosci siarczanéw, jest procesem bardzo
rozpowszechnionym (1—4) i moze przebiegaé dwoma odrebnymi szlaka-
mi metabolicznymi, z ktorych pierwszy nosi nazwe drogi asymilacyjnej
(5—9), a drugi dysymilacyjnej (10—12). Asymilacyjna redukcja siarcza-
néw ma na celu dostarczenie komorce zredukowanych zwigzkéw siarki
potrzebnych do biosyntezy aminokwasow siarkowych i zachodzi u wiek-
szosci mikroorganizmdw, grzybdéw i roslin. Obecno$¢ aminokwasow siar-
kowych w podtozu, metioniny czy cysteiny powoduje represje tej prze-
miany (13).

Dysymilacyjna redukcja siarczanéw natomiast ograniczona jest do
niewielkiej liczby bakterii, w ktérych mineralne zwigzki siarki petnig role
akceptora elektronow w procesach oksydoredukcyjnych (14—16). W przy-
padku redukcji typu dysymilacyjnego nastepuje wydzielanie siarkowo-
doru do $rodowiska zewnetrznego, przy czym ilos¢ wydzielonego siarko-
wodoru jest proporcjonalna do ilosci zuzytego substratu organicznego
(17—19). Ponadto intensywno$¢ dysymilacyjnej redukcji nie ulega zmniej-
szaniu po wprowadzeniu do podtoza aminokwasow siarkowych. Mecha-
nizm dysymilacyjnej redukcji nie zostal dotychczas w petni wyjasniony.

Artykut dotyczy jedynie procesu dysymilacyjnej redukcji siarczanéw.
Proces asymilacji mineralnych zwigzkéw siarki jest przedmiotem innych
prac (20, 21).

Il. Aktywacja siarczanéw
I1-1. Aspekt termodynamiczny

Z obliczeA termodynamicznych wynika, ze redukcja siarki 6-cio do-
datniej do 2-wu ujemnej jest reakcjg wysoce endoergiczng. Przeprowa-
dzona przez mikroorganizmy redukcja siarczandw w siarczki, uwarynko-
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wana beztlenowym S$rodowiskiem i obecnoscig silnego reduktora, jakim
moze by¢ np. woddr molekularny, powstajacy w wyniku metabolizmu
substratow organicznych moze zachodzi¢ wedtug egzoergicznej reakcji:

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

Zmiana entalpii (AGq) reakcji, oszacowana wedtug dostepnych danych
termodynamicznych, posiada warto$¢ ujemng i wynosi AGO <C —31 [kcal*
emol-1] (22). Nalezy zatem przyja¢, ze niektére organizmy dostosowaty sie
do wykorzystania powstajagcej energii chemicznej przeksztatcajac ja
w energie zuzywang w procesach biologicznych. Z badan izotopowych
wynika (23), ze w redukcji siarczan6w, ktora rozpoczeta sie przed 800 mi-
lionami lat, czynnikiem redukujacym jest woddr wytwarzany w wyni-
ku utlenienia substratow organicznych (24). Zaobserwowano ponadto, ze
bakterie Desulfovibrio desulfuricans posiadaja zdolno$¢ wzrostu na pod-
tozach nie zawierajgcych siarczandéw (25), chociaz wowczas wzrost jest na
0g6t stabszy w porownaniu z ich wzrostem w pozywkach zawierajacych
S02~ (24). Szybszy wzrost bakterii w pozywkach zawierajgcych siarczany
jest oczywiscie uwarunkowany termodynamicznym uprzywilejowaniem
redukcji (reakcja 1). Wzrost w nieobecnosci jondw siarczanowych zacho-
dzi na podtozu zawierajgcym pirogronian, ktérego czeSciowe utlenienie
zwigzane jest z wydzieleniem wodoru molekularnego:

CH3COCOO- + H20 ->CH3COO- + C02+ H2 2
7
HCH
2 HC-OH
COOH Wzrost
l——».;H T
ATP H.S
H
HEH |
2 C=0
COOH
20, 4 S0
HgH
2150
c=p
l«-——-————(onP t—AMP t—————APS
H
HCH  ATP |
2 é + I |
OOH ATP l P~P»2Pi
s

Ryc. 1. Model dysymilacyjnej przemiany siarczanoéw (27).
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Warto przypomnieé, ze podczas utleniania jednego mola pirogronianu po-
wstaje tylko jeden mol ATP, a proces mozna zilustrowaé nastepujgco:
e
CH3CO ~ SCoA + CH3C- P + HS - CoA 3

CH3~P + ADP"~ ATP + CH3COO- )

Odpowiedni schemat powstania wysokoenergetycznego ATP przedstawio-
no na rycinie 1.

Na podfozach zawierajagcych jony siarczanowe petnigce role akceptora
elektronéw masa mikroorganizmoéw przyrasta z wiekszg wydajnoscia.
W przypadku tym mamy do czynienia z funkcjonowaniem nietypowego
tancucha oddechowego, w ktdrym do syntezy ATP na drodze fosforylacji
oksydacyjnej (26—28), wykorzystana jest energia pochodzaca z utleniania
wodoru.

H-2. Synteza adenozyno-5'-fosfosiarczanu

Siarczan pobrany przez mikroorganizmy przechodzi w forme aktywng
zanim ulegnie redukcji. W poznanych dotychczas przypadkach aktywacja
polega na utworzeniu adenozyno-5'-fosfosiarczanu (od ang. adenosine-5'-
phosphosulphate, czyli APS). Synteze aktywnego siarczanu Kkatalizuje
enzym sulfurylaza ATP (adenylotransferaza ATP; siarczan, E.C. 2.7.7.4).
Schematycznie proces mozna zilustrowac nastepujaco:

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

Wydzielany w powyzszej reakcji pirofosforan ulega w obecnosci pirofo-
sfatazy natychmiastowemu rozkiadowi na dwa mole fosforanu. Wytwo-
rzony adenozyno-5'-fosfosiarczan jest nukleotydem zawierajgcym wyso-
koenergetyczne wigzanie P—O—S (17) typu mieszanego bezwodnika kwa-
sowego, ktorego rozpad powoduje uwolnienie ok. 18 kcal.

Biosynteza adenozyno-5'-fosfosiarczanu odgrywa bardzo duzg role
w metabolizmie bakterii autotroficznych oraz siarkowych bakterii foto-
syntetyzujgcych (32). Ostatnio opracowano nowg technike pomiaru aktyw-
nosci sulfurylazy ATP (33), polegajacg na wykorzystaniu réznic rozpusz-
czalnosci adenozyno-5'-fosfosiarczanu oraz SO|~ w wodnych roztworach
etanolu. W ten sposéb mozna obydwa zwigzki oddzieli¢ od siebie a na-
stepnie oznaczy¢ metodami konwencjonalnymi.

W drodze asymilacyjnej zachodzi drugi stopien aktywacji siarczanéw
(29, 30) polegajagcy na dalszym ufosforylowaniu adenozyno-5'-fosfosiarcza-
nu pod wptywem kinazy adenozyno-5'-fosfosiarczanowej (5'-fosfotransfe-
raza ATP: adenylosiarczan, E.C. 2.7.1.25). Adenozyno-5'-fosfosiarczan
petni role prekursora 3'-fosforanu adenozyno-5'-fosfosiarczanu, z ktérego
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dopiero grupa siarczanowa moze zosta¢ przeniesiona na fenole, weglowo-
dany i lipidy w obecnosci enzymdw okreslanych potocznie jako sulfokina-
zy, czyli transferazy reszt siarczanowych (31).

I1l. Metabolizm adenozyno-5'-fosfosiarczanu

I11-1. Redukcja adenozyno-5'-fosfosiarczanu do HSOj:

Proces redukcji adenozyno-5'-fosfosiarczanu do HSOi u bakterii De-
sulfovibrio i Desulfotomaculum katalizuje enzym (11) okres$lany potocznie
jako reduktaza APS (E.C. 1.8.99.2). Przebieg reakcji mozna przedstawié
rownaniami:

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

S05~ + H20  HSOj + OH- )

Enzym zostat wyodrebniony z bakterii Desulfovibrio vulgaris i D. desul-
furicans. Oczyszczony preparat enzymatyczny charakteryzuje sie wysoka
specyficznoscig wytacznie wobec adenozyno-5'-fosfosiarczanu. Masa cza-
steczkowa enzymu otrzymanego z Desuljovibrio vulgaris (34) wynosi oko-
to 220 000 dalton6éw. Grupe prostetyczng stanowi FAD, ktéry z wodoro-
siarczynem tworzy ztozony zwigzek posredni.

Opierajac sie na wynikach badan absorpcji promieniowania elektro-
magnetycznego stwierdzono (34), ze jedna gramoczgsteczka reduktazy
APS zawiera od 6 do 8 gramoatomoOw zelaza nie zwigzanego z hemem. Na
tej podstawie przyjeto (35), ze enzym ten nalezy zaliczy¢ do klasy zto-
zonych biatek okreslanych jako metaloflawoproteiny.

I11-2. Rola reduktazy adenozyno-5'-fosfosiarczanu u bakterii autotroficznych

Jak wynika z badan (36, 37) reakcja przedstawiona na schemacie 6,
katalizowana przez reduktaze APS jest procesem odwracalnym. Chociaz
w przypadku bakterii Desulfovibrio i Desulfotomaculum znaczenie fizjo-
logiczne odwracalnej reakcji 6 jest niewielkie, to jednak wzbudza ona za-
interesowanie w zwigzku z wyodrebnieniem enzymu z komdrek bakterii
chemiautotroficznych i fotosyntezujacych, takich jak Thiobacillus, Chro-
matium oraz Chlorobium (38—41).

Reduktaza APS wyizolowana zardwno z bakterii Desulfovibrio desul-
furicans jak i Thiobacillus thioparus katalizowa¢ moze synteze adenozy-
no-5'-fosfosiarczanu z AMP oraz HSOJ, np. w obecnosci szeSciocyjanoze-
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lazianu (zelazicyjanku), ktory okazat sie w badaniach in vitro odpowied-
nim akceptorem elektronéw. Proces mozna zilustrowa¢ réwnaniem:
réduktdZ3 APS

AMP2“ + SOi" + 2[Fe(CN)6]3" APS2" + 2[FN(CN)6}4- (8)
Synteza adenozyno-5'-fosfosiarczanu podana w uproszczonym réwnaniu 8,
w rzeczywistos$ci zachodzi w spos6b bardzo skomplikowany, z utworze-
niem wielu zwigzkéw posrednich, pomimo, ze redukcje adenozyno-5'-fo-
sfosiarczanu jak i jego powstawanie katalizuje to samo biatko enzyma-
tyczne (15). Proces tworzenia adenozyno-5'-fosfosiarczanu przedstawiony
w schemacie 8 ma w wielu organizmach podstawowe znaczenie fizjologicz-
ne (32, 39—41), poniewaz umozliwia synteze zwigzkéw wysokoenerge-
tycznych (gtéwnie ADP i ATP). W ich syntezie organizm wykorzystuje
energie chemiczng powstajgcg podczas utleniania zwigzkow siarki takich
jak siarczki, tiosiarczany, siarczyny lub siarka elementarna. Wytworzo-
ny w organizmach adenozyno-5'-fosfosiarczan ulega przemianom, ktore
prowadza do powstawania ATP, co ilustrujg réwnania:

sulfurylaza ADp
APS + Pin .. — -ADP + SO2- 9)

kinaza adenylowa
2ADP - *ATP + AMP (20)
Oznacza to, ze w wymienionych mikroorganizmach wystepuje szczegdl-
nego typu fosforylacja, w ktorej energia potrzebna do syntezy wiazan wy-
sokoenergetycznych pochodzi z utleniania np. siarczkdw, co mozna przed-
stawi¢ nastepujaco:
S2 + 202-» SO4- + E (zwigzana w ATP) (12)

IV. Redukcja HSOj do HS™
1V-1. Reduktaza wodorosiarczynowa

W organizmach, gdzie zachodzi jedynie proces asymilacyjny, prze-
miana siarczynu do siarczku przebiega jednoetapowo (42, 43). Kompleks
reduktazy siarczynowej moze takze katalizowa¢ proces redukcji azoty-
now, hydroksylaminy, szesciocyjanozelazianu (zelazicyjanku), cytochro-
mu c oraz niektorych chinonéw (44, 45). Dysymilacyjna redukcja zilustro-
wana 0go6lnym opisem:

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

jest procesem ztozonym. Wykazano (46), ze zachodzi ona w obecnosci
uktadu enzymatycznego sktadajgcego sie przynajmniej z trzech odreb-
nych enzyméw. Po rozfrakcjonowaniu uktadu ustalono, ze poszczeg6lny
enzym katalizuje tworzenie innego zwiazku siarki, przy czym zbadano, ze



17] REDUKCJA SIARCZANOW 91

podczas dysymilacyjnej redukcji (schemat 12) posrednio powstajg trojtio-
nian i tiosiarczan. Przebieg procesu mozna zatem zapisa¢ nastepujgco:

2€e- 2€- 2€_
3(H)SOj ->S30 |- ->S20i" -»S2" (13)
NSoit Sobr
Wiasciwosci enzymu katalizujgcego przemiane siarczynu w tréjtionian
tzw. reduktaze wodorosiarczynowg poznano (47, 48) juz do$¢ dobrze. Ka-
talizuje ona reakcje:

. reduktaza HSO0s
3HSOj + H2--mmmeeeee- .S30g + 2H2O + OH" (14)

Warto jeszcze zaznaczy¢, ze reduktaza wodorosiarczynowa jest najczes-
ciej identyczna z zielonym pigmentem biatkowym okre$lanym popularnie
jako desulfowirydyna (49—51) i wystepujagcym w znacznych iloSciach
u bakterii Desulfovibrio (52). Wiadomo (53—55), ze jest ona zawsze specy-
ficzna wobec jonu HSOJ, przy czym nie katalizuje przemiany tréjtionianu
czy tiosiarczanu (35). Bardziej szczeg6towe badania pozwolity ustali¢ (56),
ze enzym wyodrebniony z bakterii Desuljovibrio sktada sie z dwu réz-
nych tancuchéw polipeptydowych o masach czasteczkowych 45000 i 55000
daltonéw. Warto takze odnotowac, ze zyjacy w warunkach naturalnych
mutant D. desulfuricans posiadajgcy cytochrom c3 a nie majacy desulfo-
wirydyny (57), zwany szczepem norweskim, prowadzi dysymilacyjng re-
dukcje siarczanOw, poniewaz zawiera enzym, ktory jest identyczny z de-
sulforubidyng, czyli czerwonym pigmentem biatkowym wystepujgcym
wytacznie w mutancie. Na podstawie przeprowadzonych badan wykaza-
no (58, 59), ze desulforubidyna katalizuje redukcje HSOJ do S36~.

W bakteriach Desulfotomaculum nie majacych ani cytochromu c3 ani
desulfowirydyny (czy ewentualnie desulforubidyny) stwierdzono (54) wy-
stepowanie brazowego pigmentu biatkowego posiadajgcego réwniez zdol-
no$¢ katalizowania redukcji HSOJ (60, 61). Te reduktaze wodorosiarczy-
nowg nazwano biatkiem P-582 (60, 61).

Z przedstawionych powyzej danych wynika, ze niezaleznie od rdznic
poszczegolnych pigmentow biatkowych ich rola fizjologiczna jest zawsze
taka sama i polega na katalizowaniu procesu redukcji HSOJ do SjOI- (62,
63). Sadzi sie, ze réznice w wiasnosciach fizykochemicznych tych pigmen-
tbw majgce obraz w odmiennej zdolnosci do absorpcji promieniowania
elektromagnetycznego, nie sg wywotane obecnos$cig réznych grup pro-
stetycznych, ale odmiennos$cig apoenzymow. W grupach prostetycznych,
zarobwno asymilacyjnej reduktazy siarczynowej (E.C. 1.8.1.2) wyizolowa-
nej z Escherichia coli, jak i desulfowirydyny otrzymanej z Desulfovibrio
gigas czy biatka P-582 wyizolowanego z Desulfotomaculum nigrificans,
wystepuje szczegdlny typ ugrupowania hemowego (64, 65) nazwany ze-
lazotetrahydroporfiryng. Struktura tej grupy prostetycznej przedstawia
sie nastepujacym wzorem:
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COOH

H2¢ ¢h2
HOOC COOH

Ryc. 2. Wz6r chemiczny zelazotetrahydroporfiryny.

Dlatego rézne produkty redukcji wywotane reduktazg typu asymilacyjne-
go lub reduktazg wodorosiarczynowg typu dysymilacyjnego spowodowane
sg wytacznie odmiennoscig apoenzymow.

1V-2. Reduktaza trojtionianowa

Produktem redukcji HSOj katalizowanej najczesSciej przez desulfowi-
rydyne jest tréjtionian, ktéry w obecno$ci reduktazy tréjtionianowej mo-
ze byc¢ dalej redukowany do tiosiarczanu. Enzym nie jest dotychczas bli-
zej scharakteryzowany, a o jego obecnosci $wiadczy aktywno$¢ ekstrak-
téw otrzymanych po rozbiciu komodrek Desulfovibrio (66). Okazuje sie, ze
niektére frakcje (zawierajagce tylko desulfowirydyne) katalizujg wytacz-
nie proces powstawania trojtionianu, a inne prowadzg bezpos$rednio
do powstania tiosiarczanu. Oznacza to, ze w ukladzie tworzgcym tiosiar-
czan, oprocz reduktazy wodorosiarczynowej (najczesciej desulfowirydy-
na) musi znajdowaé sie aktywna reduktaza tréjtionianowa.

1V-3. Reduktaza tiosiarczanowa

Przemiana tiosiarczanu do wodorosiarczku jest katalizowana (67—70)
przez reduktaze tiosiarczanowa. Enzym wyizolowano z bakterii Desulfo-
vibrio vulgaris (71) i Desulfovibrio gigas (72). Stwierdzono, ze jego masa
czgsteczkowa wynosi okoto 220000 daltonoéw i ze jest on niestabilny pod-
czas przechowywania. Enzym jest bardzo wrazliwy na utleniacze oraz
zwigzki reagujace z grupami tiolowymi. Inhibitorem tego enzymu jest
rowniez siarczyn. -\ -
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V. Hydrogenaza

Hydrogenaza jest enzymem wyodrebnionym z komorek rozmaitych ga-
tunkdw bakterii (73, 74). Enzym katalizuje (75, 76) w szeregu biologicz-
nych uktadach oksydoredukcyjnych redukcje naturalnych akceptorow
elektronéw albo utlenienie naturalnych donoréw elektronéw. Efektem
utlenienia naturalnych donorow elektronéw jest powstawanie wodoru
molekularnego. Przemiany te mozna przedstawi¢ w nastepujgcy sposoéb:

. . ,hydrogenaza
H2 + utleniony przenosnik elektronow ....... £

zredukowany przenos$nik

Stwierdzono (77), ze hydrogenaza wystepuje w komdrkach wszystkich
bakterii Desulfovibrio i Desulfotomaculum, przy czy w zaleznosci od ro-
dzaju bakterii (78) rdzni sie ona specyficznoscig wobec okreslonego sub-
stratu (przenos$nika elektronowego). Tak np. hydrogenaza wyodrebniona
z bakterii Desulfovibrio jest specyficzna wobec cytochromu c3 (oksydore-
duktaza H2 ferricytochrom ¢3 E.C. 1.12.2.1), ktéry nie wystepuje w bac-
teriach Desulfotomaculum (79). Czysta hydrogenaze wyodrebniono z De-
sulfovibrio desulfuricans (80), Desulfovibrio vulgaris (81) i Desulfovibrio
gigas (82). Stwierdzono, ze ciezar czgsteczkowy enzymu wyizolowanego
z Desulfovibrio vulgaris wynosi 89000 i, ze jest on dimerem sktadajgcym
sie z dwu roznych podjednostek o masach czgsteczkowych wynoszacych
odpowiednio 59000 i 28000 (78). Na uwage zastuguje takze wysoka sta-
bilno$¢ tego enzymu, ktéry w niewielkim stopniu stracit swojg aktywnos$¢
w obecnosci takich srodkéw koagulujacych jak np. mocznik zastosowany
w wysokich stezeniach (78). W 9 M roztworze mocznika jego aktywnos¢
nie spadia ponizej 20%, a po rozcienczeniu wodg nastepowato przywro-
cenie pierwotnej (100%) atkywnosci.

Badania morfologiczne wykazaty (82), ze enzym wystepuje w obsza-
rze periplazmatycznym komorki (to znaczy w obszarze potozonym mie-
dzy Sciang komorkowg a membrang cytoplazmatyczng).

V1. Fosforylacja oksydacyjna. Przenosniki elektronowe tancucha oddecho-
wego

Przez dtugi okres czasu, opierajac sie gtownie na uproszczonych mo-
delach przemian enzymatycznych i na analogiach z innymi uktadami sg-
dzono (77), ze u bakterii Desulfovibrio i Desulfotomaculum wystepuje
bardzo prosty system przenoszenia elektrondw (electron transport sy-
stem — ETS). Obecnie wiadomo (35), ze w bakteriach Desulfovibrio i De-
sulfotomaculum funkcjonuje bardzo ztozony tancuch przenosnikow elek-
tronowych. tancuch ten jest swoisty dla wymienionych bakterii z uwagi
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na fakt, ze funkcjonuje przy bardzo niskich potencjatach oksydoreduk-
cyjnych. Nie znamy jednak dotad ani mechanizmu szczegétowego oraz ty-
pu wszystkich przenosnikow elektronow. Wiadomo tylko (27, 35, 77), ze
bakterie rosng w obecnosci SOI~ wtasnie w wyniku dziatania powyzszego
tafcucha przenos$nikéw (ETS) i dlatego synteza ATP zachodzi w nich
nie tylko w rezultacie fosforylacji substratowej (83), ale takze na drodze
fosforylacji oksydacyjnej. Stwierdzono (35, 77), ze w tancuchu przenos$ni-
kow uczestniczy wiele zwigzkéw, a szczegolnie specjalnego typu biatka,
ktérych funkcja fizjologiczna polega wytgcznie na przenoszeniu elektro-
néw.

VI-1. Flawodoksyna

Flawodoksyny sa biatkami nalezacymi do klasy flawoprotein, ktére
spetniajg role przenos$nikow elektronowych. Wykazano (84, 85), ze w ich
sktad nie wchodzg metale i ze nie sag one aktywowane jonami metali. Cen-
trum aktywnym flawoprotein jest FMN zwigzany z tafcuchem polipepty-
dowym za pomoca oddziatywan wodorowych (86—88). Sugeruje sie (89),
ze jedna czasteczka biatka wigze tylko jeden mol FMN. Flawodoksyna
wyizolowana z Desulfovibrio vulgaris jest pierwsza flawoproteing z ozna-
czong (90) strukturg pierwszo- i trzecio-rzedowg. ldentyfikacji struktural-
nej dokonano na podstawie badan rentgenostrukturalnych przy zdolnosci
rozdzielczej rownej 2,5 A (91) oraz 2 A (86). Stwierdzono (92), ze pod
wptywem zwigzkéw rtecioorganicznych nastepuje tatwo oddysocjowanie
grupy aktywnej jaka jest FMN. Osobliwoscig flawodoksyny wyizolowa-
nej z Desulfovibrio vulgaris jest stosunkowo wysoka zawarto$é reszt cy-
sternowych w tancuchu w porédwnaniu z flawodoksynami wyodrebniony-
mi z bakterii innych rodzajow. Z badan wynika (93), ze flawodoksyna
uczestniczy w przemianie pirogronianu do acetylofosforanu u bakterii
Desulfovibrio vulgaris. W tej przemianie niezbedny jest rowniez udziat
cytochromu c3 ktdry przenosi elektrony na uktad hydrogenazy. Schemat
przeptywu elektronéw obrazowo mozna przedstawi¢ nastepujgco:

CH3COCOO- -»kompleks dehydrogenazy pirogronianowej -»
flawodoksyna -* cytochrom c¢3->hydrogenaza -»H+

Jony wodorowe zostajg nastepnie zwigzane przez uktad reduktazy. Pod-
czas niedoboru jonéw siarczanowych w podiozu system przenoSnikow
elektronowych przestaje funkcjonowaé i wéwczas reakcja zatrzymuje sie
na wydzielaniu do $rodowiska wodoru molekularnego (klasyczna fermen-
tacja).

Drugg funkcjg flawodoksyny jest przenoszenie elektrondw na uktad
reduktazy trojtionianowej. Donorem elektronéw w tym przypadku jest
zredukowany cytochrom c¢3 ktérego redukcja nastepuje pod wplywem
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hydrogenazy. Przenoszenie elektronow w takim przypadku mozna zapi-
sa¢ nastepujaco (92):
H2-»hydrogenaza “*»cytochrom c3-+

ireduktuza
*\wodorosiarczynowa "~ 03

flawodoksyna « {7 djtk,nianowa - 0 0«
ireduktaza er_

* (tiosiarczanowa 2 3

HS-

Wiadomo réwniez (94), ze flawodoksyna moze w pewnych reakcjach enzy-
matycznych zastgpi¢ inny typ biatka przenoszacego elektrony, a miano-
wicie ferredoksyne.

Stezenie flawodoksyny w komorce wielu organizmow zalezy od ste-
zenia jonow zelaza w pozywce, przy czym niskie ich stezenie sprzyja jej
intensywnej biosyntezie, ale nagromadzenie sie jej w komorce prowadzi
do zaprzestania dalszej biosyntezy na drodze zahamowania zwrotnego. Ta-
kie zjawisko zaobserwowano na przyktadzie bakterii Desulfovibrio vul-
garis (92).

VI1-2. Ferredoksyna

Ferredoksyny sg biatkami o niewielkiej masie czgsteczkowej, ktorych
rola fizjologiczna zwigzana jest wytgcznie z przenoszeniem elektronéw.
Wystepujg one (94, 95) u wszystkich organizmdéw fotosyntetyzujacych
i tylko w nielicznych heterotroficznych beztlenowcach. Oprécz tancucha
polipeptydowego w czasteczce ferredoksyny wystepuje w ekwimolarnych
iloSciach zelazo i siarka, ktore sg skitadnikami specjalnego typu uktadu
strukturalnego. W sktad powyzszego uktadu w ferredoksynach wyizolo-
wanych z bakterii Desulfovibrio wchodzg 4 atomy Fe i 4 atomy S. Przyj-
muje sie, ze uktad strukturowy powyzszych atoméw petni funkcje cen-
trum aktywnego.

Podobnie jak flawodoksyny tak i ferredoksyny otrzymane z bakterii
Desuljovibrio byty przedmiotem licznych badahA (96—101). Stwierdzono,
ze ich centrum aktywne jest bardzo niestabilne i ze pod wptywem zakwa-
szenia (lub zalkalizowania) nastepuje ich rozktad z wydzieleniem siarko-
wodoru. Ogolnie przyjmuje sie, ze fizjologiczna rola ferredoksyn spro-
wadza sie do funkcji analogicznych do tych, jakie peini flawodoksyna.
Poglad ten wymaga jednak pewnej weryfikacji, ktéra bedzie mozliwa
wowczas, gdy zostang wyizolowane i catkowicie oczyszczone preparaty
enzymatyczne oraz biatka przenoszace elektrony (35).
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VI1-3. Inne przeno$niki elektronéw

Znaczenie cytochromu c3w tancuchu przenos$nikdw omdwiono krotko
podczas charakteryzowania flawodoksyny. Ze wzgledu na powszechne
wystepowanie cytochromu c¢3i do$¢ dobrg znajomos$é jego wiasciwosci fi-
zykochemicznych, nie bedziemy omawia¢ go szczegdtowo. Nalezy jedy-
nie doda¢, ze wystepujg znaczne réznice sekwencji aminokwaséw w tan-
cuchu w zaleznosci od badanego szczepu bakterii (77, 102—104). Nato-
miast rola fizjologiczna rubredoksyny czyli zelazoproteiny filogenetycz-
nie zwigzanej zaréwno z flawodoksyng i ferredoksyng, obecnie nie jest
wyjasniona (105—108). Podobnie niewiele wiemy o fizjologicznej roli wi-
taminy K2 ktdra w znacznych ilosciach (1,7 "M/g biomasy bakteryjnej)
wystepuje w bakteriach Desulfovibrio vulgaris i Desulfovibrio gigas
(109—110). Znaczenie fizjologiczne oraz witasnosci fizykochemiczne prze-
nos$nikéw szczegdtowo oméwit Le Gall iwsp. (77). Wykorzystujagc co-
raz lepsze metody badawcze wyodrebniono w ostatnim czasie (98— 100)
z bakterii Desulfovibrio gigas trzy formy ferredoksyny i stwierdzono, ze
sktadajg sie one z identycznych tancuchow polipeptydowych réznigcych
sie tylko stopniem agregacji. Fakt ten, rzecz zrozumiata, pocigga za soba
zmiane wiasnosci fizykochemicznych i w konsekwencji zréznicowanie
fizjologiczne tych form (98).

Nad wyjasnieniem dziatania przenos$nikéw elektronowych prowadzo-
ne sg dalsze intensywne badania i mamy nadzieje, ze wysitki badaczy
doprowadzajg do poznania molekularnych i elektronowych mechanizmoéw,
lezagcych u podstaw proceséw dysymilacyjnej redukcji siarczanow.

Zaakceptowano do druku 25.7.1978
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SPRAWOZDANIE

Zjazd Europejskiego Towarzystwa Hodowli Tkankowej

2—5 lipiec 1978, Glasgow, Wielka Brytania

W dniach 2—5 lipca 1978 roku odbywat sie w Glasgow Zjazd Europejskiego To-
warzystwa Hodowli Tkankowej. Towarzystwo to istnieje juz lat trzydziesci ale, wedtug
opinii przewodniczacego dr Johna Paula (Beatson Institute of Cancer Research,
Glasgow), rozwo6j i aktywnos$¢ Towarzystwa nie sg wspotmierne z rozwojem tej dzie-
dziny biologii — szczegdlnie w poréwnaniu z analogicznym Towarzystwem amery-
kanskim. W tej chwili Europejskie Towarzystwo liczy 202 czionkéw (w tym troje
z Polski). Zjazd w Glasgow miat by¢é okazjg nie tylko do wymiany doswiadczen nau-
kowych ale takze do ozywienia dziatalno$ci Towarzystwa m.in. przez zmiane statutu,
nawigzanie wspoétpracy z Towarzystwem amerykanskim itp. Planuje sie organizowa-
nie corocznych zjazdéw naukowych.

W biezacym roku udziat w Zjezdzie wzieto 188 oséb; najliczniejszg grupe — précz
Brytyjczykdw (84 osoby) stanowili Francuzi (23 osoby), Niemcy (RFN — 14 o0s6b)
i Wiosi (13 oséb); z krajow socjalistycznych byly tylko trzy osoby (Czechostowacja,
Jugostawia i Polska); gosémi Zjazdu byto szeScioro Amerykanow.

W ramach Zjazdu odbyty sie trzy sympozja i osiem ,warsztatow”, byty to sym-
pozja pt.:

I Réznicowanie komdrek erytroleukemii Frienda i teratocarcinoma (5 referatow),
Il Genetyka komorek somatycznych (4 referaty)
Il Charakterystyka komorek rakowych in vitro (5 referatow)
oraz ,warsztaty” pt.:
1) Hodowla na duzg skale oraz techniki perfuzyjne,
2) Interakcja komérkowa,
3) Transfer gendw,
4) Pomiary cytotoksycznosci,
5) Rozdziat komoérek i klonowanie,
6) Transformacja,
7) Pierwotne kolonie komorek rakowych i nabtonkowych,
8) Kontrola cyklu komoérkowego,
jedna sesja doniesien laboratoryjnych oraz doniesienia plakatowe. (72 doniesienia)

W ramach li-go sympozjum szczegOlnie interesujacy byt referat C. T. Caskey’a
i wsp. (Houston, USA) na temat charakterystyki biochemicznej mutantéw induko-
wanych, S. J. Gossa (Oxford, W. Brytania) o zastosowaniu do mapowania chromoso-
mow hybryd otrzymanych przez fuzje komérek ludzkich, w ktérych w wyniku napro-
mienienia wywotano pekanie chromosomdéw, z normalnymi fibroblastami niektérych
gryzoni oraz K. Willecka i wsp. (Kolonia, RFN) na temat miedzykomdérkowego prze-
kazywania materiatu genetycznego bez fuzji komérkowej. Sposrod referatow wygto-
szonych w czasie Il sympozjum na uwage zastuguje praca J. Pontena (Uppsala,
Szwecja) nad kontrolg wzrostu komérek glejowych normalnych oraz komoérek glejo-
my; autor uwaza, ze czynnikiem powodujagcym tzw. ,contact inhibition” jest czynnik
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wewngtrzkomdrkowy (nie powierzchniowy) ,wytgczajagcy” wrazliwos¢ komorki na
czynnik wzrostu (grow factor) —wynikiem jego uszkodzenia jest proliferacja nowo-
tworowa.

Sposréd prac przedstawionych w formie plakatowej najwiecej dotyczyto warun-
koéw hodowli oraz wptywu sktadu pozywki i dodania np. hormonéw (Priestley, Edyn-
burg), lekow (Dosida i wsp., Mediolan, Wtochy), metali ciezkich (Skreb, Zagrzeb,
Jugostawia) itp. na wzrost i morfologie réznego typu komaérek normalnych (pochodza-
cych z rozmaitych narzadéw —gleju,watroby, nerki, migsni, soczewki oka), transfor-
mowanych in vitro lub pochodzacych z guzéw nowotworowych (glejoma, teratocar-
cinoma, rak nerki itp.). Kilkanascie prac dotyczyto zachowania przez komérki hodo-
wane in vitro swoistych wtasciwosci komdrek rodzicielskich ip. wydzielanie albuminy
i alfafetoproteiny przez hodowane komorki hepatoma (Poliard, Bruksela, Belgia),
synteza hemu i globiny przez komoérki Frienda (Ruthefurd, Oxford, W. Brytania),
wydalanie swoistego lipoproteidu przez komorki HelLa, HEP-2 i in. (Wieczorek, Mo-
nachium, RFN). Kilka pracowni przedstawito dane nt. zmian powierzchni komoérek
transformowanych (Perry i Hawkes, Barkeley, USA) lub innych nieprawidtowych
np. hodowanych komérek trzustki pochodzacej od chorych na wrodzona, oporng na
leki hypoglikemie (Aubery i Holand, Paryz, Francja). Szeroki wachlarz prac przed-
stawili genetycy —od badan kwaséw nukleinowych np. mRNA poszczegblnych ko-
morek metodg hybrydyzacji ze znakowang czasteczkg komplementarng (Godard
i Jones, Edynburg, W. Brytania) po badania biochemicznych réznic w czasteczce enzy-
mu (HGPRT) mutantéw opornych na 8-azaguamine (Fox, Menchester, W. Brytania)
oraz zastosowania fuzji komdérkowej do mapowania chromosoméw (Cianfriglia i wsp.,
Calabria, Wtochy). ,Warsztaty” byty forum ozywionej dyskusji na tematy metodyczne.

Dyskusje — jak to zwykle bywa na tego rodzaju spotkaniach — toczyty sie dalej
w kuluarach, w stotdwce uniwersyteckiej, czy wspdlnych $niadan w hotelu akade-
mickim, gdzie wigekszo$¢ uczestnikow mieszkata.

Okazjg do wymiany doswiadczen i poglagdéw nie tylko na tematy zwigzane z ho-
dowlg komorkowa byto uroczyste otwarcie Zjazdu, przyjecie, na ktére zaprosit do
wspaniatego ratusza wszystkich uczestnikdw Zjazdu Lord Prévost Glasgow (przeslicz-
ne, petne temperamentu i gracji tance szkockie, obfity bufet, orkiestra, zwiedzanie
ratusza) oraz bankiet szkocki w stylu S$redniowiecznym, na ktéry wybrata sie do
Cambusnethan Priory (cze$¢ bogatyszych) uczestnikéw Zjazdu.

Mysle, ze Zjazd zostanie w dobrej pamieci jego uczestnikoéw zaréwno ze wzgledu
na ciekawy i obfity program naukowy jak i na wyjagtkowo serdeczng i goscinng
atmosfere, jakag potrafili nam stworzy¢ nasi szkoccy gospodarcze.

B. Czartoryska



RECENZJE

Bioenergetics at Mitochondrial and Cellular Levels

Red. L. Wojtczak, E. Lenartowicz, J. Zborowski, Instytut Biologii Dos$wiadczalnej
im. M. Nenckiego, Warszawa 1978, stron 198.

W dniach 4—7 wrzes$nia 1977 roku odbyto sie w Gdansku VII Kolokwium na
temat ,Bioenergetyki i mitochondriéw”, zorganizowane przez Zaktad Biochemii
Klinicznej Akademii Medycznej w Gdansku i Zaktad Biochemii Komdérki Instytutu
Biologii DosSwiadczalnej im. M. Nenckiego PAN. Siedem spos$réd siedemnastu refe-
ratbw wygtoszonych przez zaproszonych prelegentow z Polski (5), krajow socjali-
stycznych (6) i zachodnich (6) zostato opublikowanych naktadem instytutu Biologii
Doswiadczalnej im. M. Nenckiego PAN.

Tematyka referatow zamieszczonych w recenzowanej ksigzce dotyczy nastepu-
jacych zagadnien:

— Mitochondrialne uktady transportu fosforanu i posrednikéw cyklu Krebsa (F. Pal-
mieri i E. Quagliariello, Wtochy),

— Mitochondrialny nosnik transportujacy pirogronian: kinetyka, specyficzno$¢, wraz-
liwo$é na inhibitory i regulacja (G. Paradies i S. Papa, Wtochy),

— Rola transportu anionéw w regulacji oksydacyjnej fosforylacji (G. Bbhme, K. J.

Hartung i W. Kunz, N.R.D.),

— Miejsca wigzania nukleotydéw adeninowych kompleksu mitochondrialnej ATP-azy

(A. Kemp, Holandia),

— Transport kationow dwuwarto$ciowych przez btone mitochondriéw watroby i jego

znaczenie fizjologiczne (R. Dargel, N.R.D.),

— Zalezno$¢ miedzy wytwarzaniem energii a regulacjg metabolizmu w izolowanych
komérkach ptuc szczura (R. Parrilla i wsp., Hiszpania),
— Znaczenie utleniania kwasoéw tluszczowych w regulacji syntezy biatka w watrobie

(M. S. Ayuso-Parrilla i wsp., Hiszpania).

Znaczna cze$¢ ksigzki, bo az 4 artykuty, jest poSwiecona zagadnieniu transportu
przez btone mitochondrialng. Cze$¢ ta dobrze odzwierciedla obecny stan wiedzy do-
tyczacy tego ztozonego problemu. Na uwage zastuguje omdéwienie aspektéw regula-
cyjnych transportu aniondw i dwuwartosciowych kationéw w metabolizmie komor-
kowym, a w szczeg6lnos$ci hipoteza dotyczaca roli kationéw dwuwartosciowych w kon-
troli metabolizmu komoérek watroby przez insuline i glukagon. Interesujacy jest po-
step badan nad strukturg skitadnika Fi kompleksu ATP-azy oraz wigzaniem ATP
i ADP, opisany przez A. Kempa z laboratorium E. C. Slatera, jednego z przodujacych
osrodkéw zajmujacych sie zagadnieniem mechanizmu wytwarzania energii w procesie
oksydacyjnej fosforylacji. Charakterystyka izolowanych komdrek ptuc zwraca uwage
na wysoka aktywnos$¢ metaboliczng tej tkanki, niewiele jeszcze zbadanej pod wzgle-
dem regulacji przemian w niej zachodzacych. Ciekawe wydaje sie rowniez stwier-
dzenie zaleznosci miedzy szybko$cig katabolizmu kwaséw tluszczowych a procesem
biosyntezy biatka, obserwowane po raz pierwszy w komorkach watroby szczura.
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Publikowanie referatow wygtaszanych podczas spotkan naukowych jest obecnie
powszechnie praktykowane. Dobrze sie stato, ze materiaty VII Kolokwium na temat
.Bioenergetyki i mitochondriéw” zostaty opublikowane. Nalezy jednak zatowa¢, ze
w materiatach nie znalazty sie teksty wszystkich referatow wygtoszonych w czasie
Kolokwium, co umozliwitoby zainteresowanym czytelnikom poznanie cato$ci omawia-
nych zagadnien.

J. Bryta

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 ksigzka stanowi zbiér wybranych referatow przegladowych i prac
doswiadczalnych przedstawionych w 1975 roku na trzecim wspélnym Sympozjum
Wszechzwigzkowego Towarzystwa Biochemicznego ZSRR i Towarzystwa Biochemicz-
nego NRD. Tematyka artykutdéw obejmuje 3 zagadnienia: 1) niektére mechanizmy
regulacji metabolizmu, 2) metabolizm i dziatanie insuliny oraz 3) synteze, dzialanie
i oznaczanie cyklicznych nukleotydow.

Sposrod artykutéw dotyczacych regulacji metabolizmu na uwage zastuguje arty-
kut S. Rapoporta poswiecony wykorzystaniu réznych drég metabolicznych w retiku-
locytach. Bardzo interesujacy jest rowniez artykut V. N. Smirnova i wspoétautorow
na temat transportu energii z mitochondriéw do cytoplazmy w komorkach serca
w postaci fosfokreatyny. Pozostate artykuty tej grupy omawiajg role jondw magnezu
i wapnia w procesie glikolizy w erytrocytach oraz wielostronnie ujetg regulacje
aktywnosci kinazy kreatynowej w réznych komorkach zwierzecych.

W zakresie metabolizmu insuliny poruszono nastepujgce problemy: 1) regulacje
syntezy i wydzielania insuliny, 2) mechanizm konwersji proinsuliny w insuline, 3) r6z-
nice w wytwarzaniu insuliny przy réznych warunkach pokarmowych, 4) mechanizm
degradacji insuliny w wysepkach trzustkowych, 5) dziatanie enzymoéw watrobowych
inaktywujacych insuline.

Dziatanie insuliny przedstawiono w czterech aspektach: 1) wigzanie insuliny do
adipocytéw i jej wptyw na utlenianie glukozy i konwersje glukozy w tréjglicerydy,
2) dziatanie insuliny na utlenianie glukozy w mieéniach na drodze zmian w aktyw-
nosci fosfofruktokinazy, 3) korelacja miedzy poziomem insuliny we krwi a szyb-
koscig odbudowy glikogenu w réznych tkankach, 4) wptyw insuliny na konformacje
oczyszczonych enzymow (heksokinazy i dehydrogenazy glutaminianowej).

Ostatnig cze$¢ ksigzki poswiecong cyklicznym nukleotydom rozpoczyna bardzo
dobry artykut A. Wollenbergera wprowadzajagcy we wspoéiczesng problematyke w za-
kresie syntezy, rozpadu i dziatania tych zwigzkéw. Cze$¢ ta obok wielu krotkich do-
niesien zawiera trzy obszerniejsze prace: 1) o dwojakim mechanizmie dziatania ka-
techolamin: za posrednictwm cyklicznego AMP oraz jon6éw wapnia (M. N. Pertsewa
i wspotautorzy), 2) o izolacji i wiasnosciach zaleznej od cyklicznego AMP kinazy histo-
nowej z mdzgu Swini (E. S. Sewerin i wspdtautorzy), 3) o wptywie cyklicznego AMP
na aktywno$¢ enzyméw Kkatalizujgcych synteze prkursoréw DNA oraz na aktywnos$¢
fosforylazy polirybonukleotydowej w watrobie szczura (S. S. Debov i wspoétautorzy).
W czeéci metodycznej na uwage zastuguje opis metody oznaczania cyklicznego GMP,
przy zastosowaniu szczegdlnie aktywnej, zaleznej od cyklicznego GMP kinazy pro-
teinowej z ciata ttuszczowego jedwabnikow.
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Ksigzka ta niewatpliwie stanowi interesujgcg pozycje dla biochemikéw zajmu-
jacych sie regulacjg metabolizmu i cyklicznymi nukleotydami, jak réwniez, w pewnej
mierze, dla endokrynologow.

E. Lenartowicz

Phosphate Metabolism

Red. Massry, S. H., Ritz E. 1977, wyd. Plenum Press, New York, London, str. X111+636,
tabel 71, rycin 210, cena $ 49,50

Ksigzka ,,Metabolizm fosforanéw” stanowi kolejny, 81 tom serii ,,Postepy w Me-
dycynie DosSwiadczalnej i Biologii”. Obejmuje ona materiatly zjazdowe drugiego sym-
pozjum poswieconego zagadnieniom metabolizmu fosforan6éw i wapnia, ktére odbyto
sie w Heidelbergu w roku 1976.

Idea organizacji sympozjum tego typu zrodzita sie w roku 1974 jako proba inte-
gracji wielodyscyplinarnych badar i wymiany doSwiadczeri w tematyce metabolizmu
fosforan6éw i innych mineratéw. Do chwili obecnej odbyty sie trzy sympozja: w Paryzu
w 1975 roku, w Heidelbergu w 1976 (na podstawie ktérego powstata omawiana ksigzka)
oraz w Madrycie w 1977, nastepne odbedzie sie w Strasbourgu w roku 1979. Materiaty
zjazdowe obejmujg 59 prelekcji o charakterze wyktadéw instruktywnych i referatéw,
w ktérych autorzy prezentujg i dyskutujg wyniki prac witasnych.

W tematyce zjazdu znalazty sie doniesienia referujgce postepy i najnowsze usta-
lenia dotyczace patofizjologii homeostazy fosforanowej oraz w mniejszym stopniu
wapniowej. Zagadnienia te podzielono na cztery grupy tematyczne:

— Gospodarka fosforanéw i innych jonéw w nerce

— Znaczenie fosforanéw w regulacji metabolizmu witaminy D

— Transport fosforandw i ich udziat w patofizjologii jednostek chorobowych
— Znaczenie fosforan6w w osteodystrofii nerkowej

Ranga sympozjum i jego poziom cieszy sie ustalong wysoka opinig wsérdd specja-
listow. Nie zaskakuje tez fakt, ze wiekszo$¢ zagadnien prezentowanych w recenzowa-
nej ksigzce dotyczy probleméw stanowigcych przedmiot potencjalnego zainteresowa-
nia lekarzy, endokrynologoéw i fizjologéw. Do najciekawszych pozycji nalezy zaliczy¢
badania z pracowni Knoxa nad mechanizmem dziatania parathormonu w kanaliku
nerkowym, oraz prace z pracowni Fleischa i Steela odnos$nie mechanizmoéw adapta-
cyjnych w reabsorpcji fosforanéw w nerce funkcjonujgce bez udziatu parathormonu.

W badaniach metabolizmu witaminy D zgodnie z wieloletnig juz tradycjg wiodaca
role spetniajg prace pochodzace z pracowni De Luci i Normana. Wiele w nich miejsca
poswiecono regulacji metabolizmu witaminy D przez estrogeny oraz mechanizm dzia-
tania I-hydroksylazy-25-hydroksycholekalciferolu i 24-hydroksylazy-25-hydroksycho-
lekalciferolu.

W referacie Kurokawy, ktéry stanowit podsumowanie badan wtasnych i ,aktual-
nego stanu wiedzy” odnosnie mechanizmu dziatania parathormonu na poziomie ko-
moérkowym szeroko oméwiono role wapnia, cyklicznego AMP oraz réwnowagi kwaso-
wo-zasadowej w mechanizmie dziatania parathormonu.

Dla petniejszego obrazu nalezy réwniez wspomnieé, ze w ksigze znalazty miejsce
prace kliniczne dotyczace udziatu fosforanéw w etiopatogenezie krzywic opornych na
witamine D, krzywic hypofosfatemicznych oraz osteadystrofii nerkowej.
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Omawiana ksigzka stanowi cenne podsumowanie osiagnie¢ w tematyce metabo-
lizmu wapniowo-fosforanowego.
R. Lorenc

Biological Reactive Intermediates, Formation, Toxicity and Inactivation

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

W recenzowanym tomie opublikowane sg materiaty z miedzynarodowej konfe-
rencji, ktora odbyta sie w 1975 r. w Turku, Finlandia, na temat powstawania, toksycz-
nosci oraz mechanizmdéw inaktywacji tzw. aktywnych intermediatow, to jest zwigz-
kow chemicznych powstajgcych na drodze aktywacji in vivo.

Badania tych zagadnieh rozpoczete na poczatku obecnego wieku a zintensyfiko-
wane poczawszy od lat trzydziestych, doprowadzity do powszechnie uznawanego po-
gladu, ze oddzialywanie reaktywnych intermediatow z podstawowymi sktadnikami
komérki stanowi bezposrednig przyczyne toksycznego dziatania wielu zwigzkéw che-
micznych. Na tom sktada sie sze$¢ rozdziatow:

— Reaktywne intermediaty w toksykologii i karcinogenezie; rola wigzah kowalen-
cyjnych

— Powstawanie reaktywnych intermediatow

— Inaktywacja reaktywnych intermediatéw

— Specyficzne reaktywne intermediaty

— Reaktywne intermediaty a peroksydacja lipidow

— Rola reaktywnych intermediatéw w karcinogenezie.

Zakres omawianych zagadnien w recenzowanej monografii jest bardzo szeroki;
oto niektére z nich:

— Biochemiczne aspekty dziatania reaktywnych intermediatéw, a w szczeg6lnosci
mechanizm i kinetyka ich wigzania w komdrce z DNA, RNA i biatkami. Problem ten
omawiano w kilku referatach, autorstwa miedzy innymi Jamesa i Elizabeth Milleréw,
ktdrzy jako jedni z pierwszych wskazali na udziat oksydaz mikrosomalnych w prze-
mianach zwigzkéw chemicznych w reaktywne intermediaty oraz udowodnili, ze wiele
karcinogenow i czynnikéw mutagennych ulega przemianie w elektrofilne metabolity.

— Mechanizmy dziatania enzyméw odpowiedzialnych za przemiany zwiazkéw che-
micznych w reaktywne intermediaty, w szczeg6lno$ci za§ mikrosomalnych monooksy-
daz oraz hydroksylazy weglowodoréw aromatycznych:

— Inaktywacja reaktywnych intermediatow w wyniku dziatania takich enzyméw jak
UDP-glukuronylotransferaza, S-transferazy glutanionu i hydrataza epoksydowa
— Aktywacja in vivo hydrazyn, benzenu, benzopirenu, p-ksylenu itp. prowadzgca do

powstania reaktywnych metabolitéw oraz przypuszczalne mechanizmy ich dziatania
— Interakcja niektérych karcinogenéw z DNA ludzkich komérek
— Znaczenie wigzan kowalencyjnych w karcinogenezie
— Udziat enzym6éw mikrosomalnych w chemicznej onkogenezie.

Ksigzka wydana jest bardzo starannie. Kazdy rozdziatl posiada obszerny przeglad
aktualnego pi$miennictwa oraz syntetycznie opracowang dyskusje. Tom zamyka krot-
kie podsumowanie calego Sympozjum, lista jego uczestnikdw oraz wyczerpujacy
indeks rzeczowy. Ksigzka stanowi cenng pozycje dla farmakologéw, biologéw i bio-
chemikéw oraz wszystkich zainteresowanych problemami biotransformacji zwigzkéw
chemicznych.

B. Grzelakowska-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

Immunologia jako nauka o zjawiskach odpornosciowych korzysta z wielu nauk
podstawowych. Rozwdj tej dziedziny z jej rozgatezieniami (immunochemia, immuno-
biologia, immunogenetyka, immunofarmakologia, immunopatologia) jest szybki co
zmusza do opracowywania nowych metod, wzglednie udoskonalania juz istniejacych.
Zrozumiate jest takze, ze sg pewne podstawowe metody, Kktére wytrzymujg probe
czasu i nadal sg stosowane.

Recenzowana ksigzka stanowi trzecie wydanie, poszerzone i uzupetnione nowymi
osiggnieciami. Ksigzka sktada sie z szedciu czeSci omawiajgcych bardzo szczegétowo
nastepujace zagadnienia:

| — podstawowe metody
Il — przygotowywanie antygenéw
Il — przygotowywanie surowic odpornosciowych
IV —izolowanie immunoglobulin, przeciwciat i ich podjednostek
V —reakcje immunologiczne
VI — przygotowywanie podstawowych odczynnikéw

Obecne wydanie, w poréwnaniu z poprzednim z roku 1970, nie zawiera opisu
metod rzadko uzywanych, natomiast inne metody zostalty podane w formie zmodyfi-
kowanej, sa tatwiejsze do wykonania, bardziej precyzyjne, wymagajag mniejszych
iloSci materiatu potrzebnego do badan.

W okresie siedmiu lat, dzielagcych wydanie omawianej ksigzki od poprzedniego
wydania, zaszty powazne zmiany w réznych dziedzinach immunologii, a mianowicie
powstato szereg nowych metod w badaniach immunochemicznych, w izolowaniu czyn-
nikow odpornosciowych, w hiologicznych metodach stuzacych do oznaczania funkcji
komorki. Opracowano réwniez takie metody jak ogniskowanie izoelektryczne (iso-
electric focusing) i chromatografie powinowactwa (affinity chromatography) stuzace
do izolowania makroczasteczek. Dla oceny ilosciowej antygenéw i przeciwciatl opisano
elektroforeze w zelu zawierajacym przeciwciata (rocket electrophoresis) i immuno-
dyfuzje radialng (radial immunodiffusion).

W obecnym wydaniu uwzgledniono badania podjednostek przeciwciata, izolowa-
nie tancuchow ciezkich (H) oraz lekkich (L). Opracowano nowy rozdziat dotyczacy
badan komoérek B, tacznie z takimi metodami jak test hemolizy w zelu (hemolysis in
gel) —proba Jerne’go, z jego modyfikacja w pojedynczej warstwie (hemolysis in
monolayer) — préba Kennedy’ego, czy techniki pracy z przeciwciatami oznakowanymi
barwnikami fluorescencyjnymi (fluorescent antibody technique). Waznym zagadnie-
niem jest badanie wigzania antygenu przez pojedyncze komadrki metodg rozetkowg
posrednia, czy wykazywanie obecnosci antygendéw bton komoérkowych w tescie cyto-
toksycznym, w obecnosci przeciwciat i komplementu. Przedstawiono réwniez metody
badania nadwrazliwosci typu komoérkowego (péznego) in vivo i in vitro, a mianowicie
uczulenia kontaktowego, biernego przenoszenia reakcji tuberkulinowej, zahamowania
migracji makrofagéw, odpornosci transplantacyjnej, mieszanych hodowli limfocytow.

Reasumujgc recenzowana ksigzka wprowadza biologéw, biochemikéw i lekarzy
w podstawowe pojecia immunologii, podstawy i mechanizmy reakcji immunologicz-
nych oraz ich przebieg w warunkach in vitro i in vivo. Kazdy rozdziat poprzedzony
zostat wprowadzeniem, po ktérym podany jest szczegétowy sposob wykonania metody
i odnos$niki literaturowe (do 1977 roku witacznie). Tekst jest dobrg prezentacjg mysli
i metodyki w immunologii ostatnich lat.
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Ksigzka ta powinna zainteresowaé¢ pracownikéw placowek naukowych, klinicy-
stow, jak réwniez studentéw wyzszych lat biologii, medycyny i weterynarii.

B. Kedzierska

XVI Supplement Acta Histochemica

Red. Christoph Pilgrim; wyd. Gustay Fischer, Jena

Suplement XVI czasopisma ,Acta Histochemica” zawierajagcy materiaty XVII
Sympozjum organizowanego przez Towarzystwo Histochemiczne w zamku Korb,
koto Bolzano, Italia, w pazdzierniku 1974 r. Temat Sympozjum: Standaryzacja
i Obiektywizacja Wynikéw Badan Histochemicznych”.

Chociaz mineto pare lat od czasu, gdy odbylo sie Sympozjum, materialy z te-
go Sympozjum nie stracity nic na wazno$ci ipozostajg nadal aktualne. Obejmujg
one referaty wygtoszone na czterech sesjach programowych poswieconych nastepu-
jacym zagadnieniom: autoradiografia iloSciowa, cytofotometria impulsowa, morfo-
metria tkanek, rytmika dobowa procesdw biologicznych. Ostatnig, pigtag grupe sta-
nowig referaty na tematy dowolne, w znacznym stopniu zwiazane jednak réwniez
z zasadniczg mys$lg przewodnig Sympozjum. Kazdg sesje programowa rozpoczynaty
referaty wygtoszone przez wybitnych specjalistow z danej dziedziny, ktére zaznaja-
miaty stuchaczy zaréwno z osiggnigeciami technicznymi, jak i z mozliwo$ciami zasto-
sowania danej metody. Dla przyktadu, zastosowanie odpowiednich standardéw, od-
czytanie (metodg fotometryczng) i przetworzenie wynikow uzyskanych przy uzyciu
autoradiografii pozwala nie tylko na wglad w og6lng dynamike syntezy rdéznych
zwigzkoéw w komérce, lecz takze na okre$lenie liczby wyznakowanych czastek w danej
strukturze. Przy pomocy cytofotometrii impulsowej rejestruje sie sygnaly wysytane
pod wptywem promieniowania UV przez przeptywajgca zawiesing komdrek, ktorych
DNA zostat naznaczony zwigzkami fluoryzujgcymi (najczesciej w wyniku reakcji
typu r. Feulgena). Poniewaz sygnaty te (impulsy) podlegaja jednoczesnie klasyfikacji,
zaleznie od stopnia intensywnosci $wiatta, otrzymuje sie gotowe histogramy. Pozwa-
lajg one na szybkie zorientowanie sie, jaka jest w danej populacji czesto$¢ wystepo-
wania komorek o zwiekszonej zawartosci DNA jadrowego, czyli o pobudzonej syn-
tezie tego zwigzku. Badania takie majg podstawowe znaczenie przy rozpoznawaniu
bardzo wczesnych stadiéw zmian nowotworowych.

Omawiana na trzeciej sesji morfometria jest metodg zapozyczong do badan mor-
fologicznych z geologii. Opiera sie ona na zasadzie stereologicznej, sformutowanej
w 1847 r. przez Delesse’a, wg ktdrej w danej formacji geologicznej procent powierzch-
ni zajetej przez widoczne na jej przekroju inkluzje w przyblizeniu odpowiada pro-
centowi objetosSci przez te inkluzje zajmowanej. Przeniesienie powyzszej zasady do
analizy zdje¢ przekrojow komdrki uzyskanych w mikroskopie elektronowym pozwala
na iloSciowg ocene zréznicowania strukturalnego komdrki.

Uzyskanie obiektywnych wynikéw —w przypadku wymienionych trzech réznych
technik —zalezy przede wszystkim od zastosowanego aparatu badawczego. Referaty
sesji poswieconej rytmice dobowej zwrocity uwage na ceche wiasciwg samym obiek-
tom badan, ktérej istnienie nalezy uwzglednié, jezeli wyniki badan majg odpowiadac
prawu ,standaryzacji i obiektywizacji”. Z pos$réd wielu przyktadéw $wiadczacych
0 zmianach natezenia roznych proces6w metabolicznych w organizmie, zwigzanych
z rytmika dobowa, interesujgca ilustracje stanowi stwierdzona w komoérkach réznych
narzadow szczura rytmika proceséw autofagicznych. Wyniki te uzyskano przy pomocy
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oceny morfometrycznej powierzchni i objetosci wakuolek autofagicznych widocznych
na elektronogramach z danych narzadow. Rezultaty tych badan dobitnie Swiadczag
o tym, jak duze znaczenie ma rytmika pracy biologa (pobieranie préb, czas wykona-
nia eksperymentu) dostosowana odpowiednio do rytmiki badanego przez niego obiek-
tu! Natomiast zamieszczenie tych rezultatéw w grupie referatow na tzw. tematy do-
wolne $wiadczy o tym, jak bardzo organizatorzy Sympozjum zadbali o zachowanie
jego gtdwnej linii tematycznej.

Cato$¢ materiatow wydana jest bardzo starannie, bogato ilustrowana schematami,
wykresami i zdjeciami na wysokim poziomie technicznym. W zestawie bibliografii
histochemicznej recenzowany tom stanowi warto$ciowg pozycje.

A. Przetecka

F. Pliguett, M. K. Solncev
Thermolumineszentz biologischer Objekte

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 Postepéw Eksperymentalnej i Teoretycznej Biofizyki poSwiecony jest pod-
stawom teoretycznym i technice doSwiadczalnej termoluminescencji oraz przyktadom
zastosowania termoluminescencji do badania obiektéw biologicznych. Powstat on
w wyniku wspotpracy specjalistéw z dwoch renomowanych o$rodkéw biofizycznych —
Instytutu Biofizyki Uniwersytetu im. Karola Marksa w Lipsku i Katedry Biofizyki
Wydziatu Fizyki MGU w Moskwie.

Zjawisko termoluminescencji wigze sie z transformacjg, magazynowaniem i prze-
kazywaniem energii, posiada wiec kapitalne znaczenie w biofizyce. Zasada pomiarow
termoluminescencji jest prosta: badang prdbke oziebiong do niskiej temperatury
np. ciektego azotu wzbudza sie promieniowaniem UV, X lub y. Nastepnie po przerwa-
niu wzbudzenia, rejestruje sie Swiecenie wtdrne (nachstrahlung) w tej samej tempe-
raturze. Z kolei podwyzsza sie temperature probki T ze stata predkoscig, przy czym
w okreslonych zakresach temperatury, charakterystycznych dla danej probki, obser-
wuje sie maksima termoluminescencji. Potozenie maksiméw krzywych termolumi-
nsscencji | = f(T) na skali T dostarcza informacji o energii aktywnej, szerokosci pas-
ma przewodzenia, a sktad widmowy i kinetyka zaniku luminescencji oraz parametry
maksimum jak np. amplituda i suma Swietlna charakteryzujg szybko$¢, wydajnos¢
i energetyke proceséw wzbudzenia elektronowego i emisji promieniowania. Termo-
luminescencja posiada wiec duze walory poznawcze, jednak w praktyce jej pomiary
wymagaja raczej skomplikowanej aparatury i precyzyjnej kontroli parametrow do-
Swiadczenia.

Catos$¢ ksigzki zostata podzielona na 6 rozdziatbw. Zgodnie z zatozeniami autorow
i ograniczong objetoscig ksigzki, w sposéb krdtki lecz przystepny przedstawiono obec-
ny stan wiedzy z danego zakresu, bez zbyt drobiazgowego wnikania w szczeg6ty,
ktére mogtyby zaciemnia¢ ogdlny obraz omawianego zagadnienia. Réwnania, rysunki
i tabele podane sg z umiarem i dotyczag bardziej istotnych faktow. Na pierwszych
13 stronach pracy treSciwie i przejrzyscie podano wprowadzenie i teoretyczne pod-
stawy termoluminescencji. Opis bazuje na schemacie pozioméw elektronowych Ja-
btonskiego i modelu pasmowym krysztatu. Zar6wno stan wzbudzony jak i podstawo-
wy zawarte sg w obszarze energii wzbronionych. Autorzy podajg tok rozumowania,
prowadzgcego do wyprowadzenia podstawowych réwnan opisujacych natezenie, kine-
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tyke i energetyke termoluminescencji. Zgodnos¢ teorii z doSwiadczeniem zilustrowana
jest krzywa termoluminescencji siarczanu adeniny. Na uwage zastuguje przystepny
opis metody frakcjonowanej termoluminescencji, w ktérej prébke poddaje sie perio-
dycznym cyklom ogrzewania i ozigbiania, naniesionym na liniowo wzrastajgcg tempe-
rature probki. Metoda ta, chociaz posiada wybitne walory poznawcze, nie znalazta
szerszego zastosowania w biofizyce, gtéwnie ze wzgledu na wysoki stopien kompli-
kacji technicznych. Cze$¢ teoretyczng zamykajg krotkie podrozdzialy na temat ga-
szenia luminescencji, efektéw tunelowych oraz czuto$ci, dyspersji i zdolnos$ci rozdziel-
czej pomiaréw termoluminescencji.

Technika eksperymentalna zajmuje 17 stron trzeciego rozdziatu ksigzki. Podano
doktadne opisy i przejrzyste rysunki i fotografie elementéw aparatury, szczegdlnie
kryostatu i pojemnika na prébki. Dalej omdéwiono wymagania stawiane poszczegélnym
uktadom: prézniowemu, chtodzgco-ogrzewajgcemu, wzbudzenia optycznego oraz ukta-
dom rejestracji krzywych T = f(t), 1 = f(T) i | = f(t). Rozdziat ten zamyka obszerny
opis techniki przygotowywania prébek, przeprowadzania pomiaréw oraz wptywu wa-
runkow doswiadczenia na parametry kinetyczne krzywych termoluminescencji. Nalezy
zda¢ sobie sprawe, ze aparatura do pomiardw termoluminescencji, sktadajgca sie
z 28 zasadniczych podzespotéw, nie nalezy do prostych. Jej zestawienie i eksploatacja
wymaga dobrego przygotowania z zakresu elektroniki, optyki, techniki niskich tem-
peratur i wysokiej prézni. Nalezy do tego doda¢ wysokie wymagania stawiane ma-
teriatom, pracujagcym w ekstremalnych warunkach i duzych gradientach.

Rozdziat 4 omawia charakterystyczne wiasciwos$ci termoluminescencji, takie jak
widma wzbudzenia i luminescencji, ,zuzywanie” sie probki (ersch6piung) podczas
wielokrotnych cykli pomiaréw w wyniku reakcji fotochemicznych, efekty nasycania
sygnatu, obserwowane dla wiekszych natezen promieniowania wzbudzajagcego oraz
efekty gaszenia. Te ostatnie wynikaja z tworzenia asocjatdw w stezonych roztworach
np. powyzej 10-3 M ADP i ATP lub z kompleksowania organiczych ligandéw np. cza-
steczek ATP jonami metali np. Mn2+. Gaszenie stezeniowe i gaszenie jonami 0 zmien-
nej wartosciowos$ci interpretowane jest jako migracja energii w obrebie asocjatow
lub komplekséw, analogicznie do gaszenia fosforescencji. W ostatnich dwéch para-
grafach tego rozdzialu omoéwiono krotko zalezno$¢ miedzy promieniowaniem wtérnym
(nachstrahlung) a termoluminescencjg oraz szeroko$¢ potdwkowg maksiméw termo-
luminescencji. Rozdziat ten reprezentuje duzg warto$¢ metodyczng i dydaktyczna.
Parametry krzywych termoluminescencji zalezg bowiem nie tylko od wiasciwosci ba-
danej substancji, lecz takze od warunkéw pomiaru, sposobu przygotowania i historii
probki. Stanowi to réwnoczes$nie zalete i wade termoluminescencji jako metody ba-
dawczej. Mozliwo$¢ zmiany wielu parametréw zwieksza pojemno$¢ informacyjng me-
tody; wymaga jednak precyzyjnej kontroli tych parametrow, co komplikuje metode
pod wzgledem technicznym.

Najobszerniejszy jest rozdziat pigty, omawiajacy wyniki badania termolumi-
nescencji uktadéw hiologicznych. Zajmuje on 19 stron druku i obejmuje termolu-
minescencje biatek i kwaséw nukleinowych oraz ich sktadnikéw, tkanek zwierzecych
i roslinnych. Zestawiono to ponad 40 pozycji tabelarycznych, charakteryzujacych ter-
moluminescencje zasad azotowych, nukleozydéw, nukleotydéw i kwaséw nukleino-
wych. Niestety brak hipotez czy uogélnien syntetycznie ujmujacych materiat do-
Swiadczalny i literaturowy. Znacznie lepiej ujete sg dane dotyczace termolumi-
nescencji aminokwasow i biatek zwitaszcza aromatycznych. Spektroskopowe, kinetycz-
ne i termodynamiczne wiasciwosci termoluminescencji tych zwigzkéw autorzy inter-
pretuja w oparciu o schemat energii potencjalnej Jabtoriskiego w ramach teorii
Halperina i Branera, opisujagcej mono- i bi-molekularne procesy termoluminescencji
zgodnie z modelem pasmowym fizyki ciala statego. Podano tu réwniez schemat po-
ziomoéw energetycznych wyjasniajacy termoluminescencje tyrozyny, ekscytonowg in-
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terpretacje zjawiska oraz zwrécono uwage na mozliwo$¢ zachodzenia proceséw foto-
chemicznych, prowadzacych do chemiluminescencji.

Kolejne dwa podrozdziatly charakteryzujg termoluminescencje tkanek zwierze-
cych, roslinnych oraz kultur erytrocytow, limfocytow, drozdzy i komdrek nowotwo-
rowych. Do$¢ obszernie oméwiono termoluminescencje tkanek organizmdéw fotosynte-
tyzujgcych, w szczegélnosci chloroplastéw, ktéra okazata sie pomocng w interpretacji
proceséw zachodzacych w | i Il uktadzie fotosyntetycznym.

Ostatni, szosty rozdziat (3 strony) wskazuje na mozliwosci aplikacyjne metody
termoluminescencji. Znajduje ona zastosowanie w fizyce ciata statego, archeologii dla
okreslenia wieku wykopalisk, dozymetrii promieniowania jonizujacego i w badaniach
biofizycznych. W tym ostatnim przypadku stanowi¢ moze metode pomocnicza, uzupet-
niajaca badania spektralne, ERP, CD i inne. W szczeg6lnos$ci termoluminescencja jest
predysponowana do badania energetyki i kinetyki pierwotnych proceséw fizyko-che-
micznych w oddziatywaniu promieniowania jonizujgcego z obiektami biologicznymi,
w procesie fotosyntezy, witasciwosci energetycznych bton biologicznych i biolumines-
cencji, a wiec wszedzie tam, gdzie istotng role odgrywajg procesy transformacji i mi-
gracji energii. Przeszkode w szerszym zastosowaniu metody termoluminescencji sta-
nowi niewatpliwie brak wysokiej klasy aparatury dostepnej w handlu (pomijajac
proste dawkomierze termoluminescencyjne).

Ksigzka jest napisana z dobrg znajomoscig przedmiotu i podaje obszerng litera-
ture, liczacg 117 pozycji (w tym takze cytowane sg prace polskich autoréw). Powinna
wzbudzi¢ zainteresowanie wsrdod biofizykéw i biologéw réznych specjalnosci.

J. Stawinski
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Redakcja zastrzega sobie mozno$¢ skrécenia tekstu i wprowadzania poprawek
nie wptywajgcych na tre$¢ pracy.

Pismiennictwo: w artykule nalezy cytowa¢ prace oryginalne z ostatnich kilku
lat oraz najwazniejsze artykuty przeglagdowe omawiajgce przedstawiong dziedzine
z uwzglednieniem artykutéw opublikowanych w ,,Postepach Biochemii”. W tekscie
nalezy podawac jedynie nazwiska badaczy, ktorych prace maja podstawowe znacze-
nie w przedstawionej dziedzinie. Omawiane prace trzeba numerowaé¢ w kolejnosci ich
cytowania w tekscie. Wykaz pismiennictwa zatem obejmuje prace opatrzone kolej-
nymi numerami, ale nieuporzadkowane alfabetycznie. Odnosniki bibliograficzne win-
ny mie¢ forme zalecang przez Komisje Wydawcéw Czasopism Biochemicznych Mie-
dzynarodowej Unii Biochemikéw (IUB) wedtug Biochim. Biophys. Acta, (1972), 276,
@) np.

Pipa J. P., Buchanan F. M., (1971), Biochim. Biophys. Acta, 247, 181—184.

Cytujac wydawnictwa ksigzkowe podawac nalezy kolejno: nazwisko(a) inicjaty auto-
ra(éw), rok wydania, tytut ksigzki, nazwisko(a) i inicjaly jej redaktoréw(a), tom,
pierwszg i ostatnig strone cytowanej publikacji, nazwe wydawnictwa oraz miejsce
wydania, np.

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

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

Zakaczniki: kazdy zatacznik nalezy sporzadzi¢ w 2 egz. na oddzielnych kartkach
i opatrzy¢ kolejnym numerem odpowiadajacym numerowi uzytemu w tek$cie, oraz
oznaczy¢ (na gorze stronicy otéwkiem) nazwiskiem pierwszego autora i poczatkowymi
wyrazami tytutu pracy.

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

Ryciny, tj. wykresy, rysunki, schematy lub fotografie nalezy opatrzy¢ numeracja
w kolejnosci ich omdéwienia w tekscie. Przyjmuje sie zasade numeracji rycin cyframi
arabskimi, a wzory cyframi rzymskimi. Fotografie czarno-biate (kontrastowe) po-
winny by¢ wykonane na papierze matowym. Pozostate ryciny nalezy wykonaé tu-
szem na biatym papierze lub na kalce technicznej. Wymiar ryciny nie powinien byc¢
mniejszy niz 10X15 cm, a naniesione linie nie powinny by¢ ciensze niz 1 mm. Ramki
ujmujace wykresy mozna wykona¢ linia ciefsza niz linie wtasciwe wykresu. Cyfry
i litery stuzace do opisu rysunku powinny mie¢ wysoko$¢ nie mniejszg niz 5 mm. Na
rysunkach nie nalezy umieszcza¢ opiséw stownych, lecz postugiwac sie skrétami. Osie
wykreséw natomiast winny by¢ opatrzone napisem tatwo zrozumiatym. Dla oznacze-
nia punktéw dos$wiadczalnych mozna stosowaé nastepujace symbole: O O A ®| A.
Rycine nalezy opatrzy¢ na odwrocie oznaczeniem ,,gora” i ,,dot’ (otdwkiem). Decyzje
0 stopniu zmniejszenia ryciny podejmuje wydawca.

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

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

Redakcja prosi o wtasciwe pakowanie artykutow, aby zabezpieczy¢é maszynopisy
1ilustracje przed pogieciem.



Cena zt 20—

SPIS TRESCI
Wtadystaw Wieckowski — (1921—1927) (M. Gniazdowski) .
R Skoérko —Enzymatyczne przytaczanie reszt ADP-rybozylowych do biatek 5
L. Sadzinska —Struktura i transkrypcja wirusa SV40 . ...iieieiiennns 23
R. Farbiszewski, H Gabryel —Rola argininy w regulacji metaboliz-
MU KOMOTKOW G0 oo - 45
A. Szu to wicz —Synteza acetylocholiny w synaptosomach . . . . . . 59
M. Szulczynski, F. pom ka — Dysymilacyjna redukcja siarczanéw 85
Sprawozdanie —Zjazd Europejskiego Towarzystwa Hodowli Tkankowej,
Glasgow (£. Czartoryska) e .o 101
Recenzje ksigzek:
Bioenergetics at Mitochondrial and Cellular Levels . .103
Ergébnisse der experirnentallen Medizin, t. 28 e 104
Phosphate Metabolism .- e e e T Lt )
Biological Reactive Intermediates, Formation, Toxicity and Inactivation 10fi
Methods in Immunology . .o 107
XVI1 Supplement Acta H ISEOCRTM ICA. . veerrmreerssesseecerrreesesssssne . .V 108
Thermolumineszentz biologischer Objekte . . . 109
Komunikaty:
Redakcji . . -
Polskiego Towarzystwa Blochemlcznego . . . . . . . 58

Post Biochem 25, z. 1 1—112 {1979}
indeks 26969



	SPIS TREŚCI



